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祛风通络方对高糖诱导人肾小球系膜细胞
炎性反应的影响机制研究*

陈东东1,罗梦洁1,朱章志2△
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  [摘要] 目的 观察祛风通络方对高糖诱导人肾小球系膜细胞炎性反应的影响。方法 体外培养人肾小

球系膜细胞株并采用25.0
 

mmol/L高糖DMEM 诱导其增殖,设立正常组、模型组、抑制剂组、祛风通络组,
ELISA法测定IL-1β、IL-6、TNF-α、TGF-β1的表达水平,real-time

 

PCR法测定白细胞介素-1β(IL-1β)、IL-6、肿

瘤坏死因子-α(TNF-α)、转化生长因子-β1(TGF-β1)、细胞间黏附分子-1(ICAM-1)、单核细胞趋化蛋白-1(MCP-
1)、相对分子量为38×103 的促分裂素原活化蛋白激酶(p38

 

MAPK)mRNA 的表达,Western
 

blot法检测

ICAM-1、MCP-1、p38
 

MAPK的表达。结果 与正常组比较,模型组IL-1β、IL-6、TNF-α、TGF-β1
 

水平增加

(P<0.05),IL-1β、IL-6、TNF-α、TGF-β1、ICAM-1、MCP-1、p38
 

MAPK
 

mRNA相对表达水平升高(P<0.05),
p38

 

MAPK、ICAM-1、MCP-1的相对表达水平升高(P<0.05);与模型组比较,祛风通络组IL-1β、IL-6、TNF-α、
TGF-β1水平下降(P<0.05),IL-1β、TNF-α、TGF-β1、ICAM-1、MCP-1、p38

 

MAPK
 

mRNA相对表达水平降低

(P<0.05),MCP-1的相对表达水平降低(P<0.05)。与抑制剂组比较,祛风通络组p38
 

MAPK、IL-1β、IL-6、
TGF-β1

 

mRNA相对表达水平,差异有统计学意义(P<0.05)结论 祛风通络方可以明显改善高糖诱导人肾小

球系膜细胞的炎性反应,减少IL-1β、IL-6、TNF-α、TGF-β1、MCP-1、ICAM-1的表达,这一过程可能是通过p38
 

MAPK信号通路实现的。
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  [Abstract] Objective To

 

observe
 

the
 

effect
 

of
 

Qufeng
 

Tongluo
 

recipe
 

on
 

inflammatory
 

response
 

of
 

hu-
man

 

glomerular
 

mesangial
 

cells
 

induced
 

by
 

high
 

glucose.Methods Human
 

mesangial
 

cells
 

were
 

cultured
 

in
 

vitro.Its
 

proliferation
 

was
 

induced
 

by
 

the
 

DMEM
 

with
 

25.0
 

mmol/L
 

of
 

glucose.The
 

normal
 

group,model
 

group,inhibitor
 

group
 

and
 

Qufeng
 

Tongluo
 

group
 

were
 

set
 

up.The
 

ELISA
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

levels
 

of
 

IL-
1β,IL-6,TNF-α

 

and
 

TGF-β.Real-time
 

PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

the
 

interleukin-
1β(IL-1β),IL-6,tumor

 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α),transforming
 

growth
 

factor-β1
 

(TGF-β1),intercellular
 

ad-
hesion

 

molecule-1
 

(ICAM-1),monocyte
 

chemoattractant
 

protein-1
 

(MCP-1)
 

and
 

mitogen-activated
 

protein
 

ki-
nase

 

mRNA
 

with
 

relative
 

molecular
 

weight
 

of
 

38×103
 

(p38
 

MAPK).Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

ex-
pression

 

levels
 

of
 

p38
 

MAPK,ICAM-1
 

and
 

MCP-1.Results Compared
 

with
 

that
 

of
 

the
 

normal
 

group,the
 

lev-
els

 

of
 

IL-1β,IL-6,TNF-α
 

and
 

TGF-β
 

in
 

the
 

model
 

group
 

increased
 

(P<0.05);the
 

relative
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

IL-1β,IL-6,TNF-α,TGF-β1,ICAM-1,MCP-1
 

and
 

p38
 

MAPK
 

in
 

the
 

model
 

group
 

increased
 

(P<
0.05),and

 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

the
 

p38
 

MAPK,ICAM-1
 

and
 

MCP-1
 

increased
 

(P<0.05).Com-
pared

 

with
 

that
 

of
 

the
 

model
 

group,the
 

levels
 

of
 

IL-1β,IL-6,TNF-α
 

and
 

TGF-β1
 

decreased
 

in
 

the
 

Qufeng
 

Tongluo
 

group
 

(P<0.05),the
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

the
 

IL-1
 

β,TNF-α,TGF-β,ICAM-1,MCP-1
 

and
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P38
 

MAPK
 

mRNA
 

decreased
 

(P<0.05);and
 

the
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

the
 

MCP-1
 

decreased
 

(P<
0.05).Compared

 

with
 

the
 

inhibitor
 

group,there
 

were
 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
  

p38
 

MAPK,IL-1β,IL-6,TGF-β
 

(P<0.05)Conclusion The
 

Qufeng
 

Tongluo
 

Fomula
 

can
 

significantly
 

im-
prove

 

the
 

inflammatory
 

response
 

of
 

the
 

human
 

mesangial
 

cells
 

induced
 

by
 

high
 

coneentration
 

of
 

glucose,and
 

decrease
 

the
 

expression
 

of
 

the
 

IL-1β,IL-6,TNF-α,TGF-β,MCP-1
 

and
 

ICAM-1.The
 

process
 

may
 

be
 

achieved
 

by
 

the
 

p38
 

MAPK
 

signal
 

pathway.
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words] p38
 

MAPK;mesangial
 

cells;diabetic
 

nephropathies;Cong
 

Feng
 

Lun
 

Zhi;Qufeng
 

Tongluo
 

Fomula
 

fomula

  糖尿病肾病(diabetic
 

nephropathies,DN)是糖尿

病最常见的微血管并发症之一,亦是导致糖尿病患者

死亡的主要原因[1]。DN发病机制复杂,而免疫炎症

损伤一直是DN发病机制研究的热点之一。研究表

明,p38
 

MAPK信号通路是肾脏免疫炎性反应的重要

途径,在 炎 症、纤 维 化 和 应 激 反 应 中 具 有 重 要 作

用[2-4],其 可 以 促 进 IL-1β、IL-6、TNF-α、TGF-β1、
ICAM-1、CAMP反应元件结合蛋白(CREB-1)等细胞

因子的表达,加剧DN的恶化,而ICAM-1、单核细胞

趋化蛋白-1(MCP-1)、IL-1β、IL-6、TNF-α、TGF-β1等

因子表达的增强能反作用于p38
 

MAPK信号转导通

路,促进通路的激活,可加快肾纤维化的进展[5-9]。因

此,有效调节p38
 

MAPK信号通路从而抑制炎症细胞

浸润及相关炎症因子活化对治疗DN具有重要的意义。
既往研究证实,祛风通络方(牛蒡子、蚕砂、穿山

龙)在治疗DN方面具有一定的降低蛋白尿,延缓肾

小球纤维化的作用,其机制与抑制磷脂酰肌醇3-激
酶/丝氨酸/苏氨酸激酶/核转录因子-κB(PI3K/Akt/
NF-κB)信号通路,下调 TGF-β1、MCP-1等炎症因子

的表达水平有关[10-11]。此外,目前研究发现,PI3K/
Akt/NF-κB信号通路介导的p38

 

MAPK信号通路与

肾纤维化关系密切[12-14],许多细胞外刺激通过细胞内

信号通路激活p38
 

MAPK产生生物学效应[15-18]。为

进一步从分子生物学角度揭示祛风通络方治疗 DN
的机制 及“从 风 论 治”法 的 合 理 性,笔 者 基 于 p38

 

MAPK信号通路对祛风通络方改善高糖诱导的人肾

小球系膜细胞炎性反应的分子机制进行了研究。
1 材料与方法

1.1 实验动物及细胞株

无特定病原体(SPF)级 Wistar雄性大鼠购自北

京维通利华实验动物技术有限公司,体重290~300
 

g。实验动物在广州中医药大学动物实验室饲养,所
有动物实验均经本校动物实验伦理委员会审核并批

准。
  

人肾小球系膜细胞株购自北京裕恒丰科技有限公

司(货号4200,传至第3代用于实验)。
1.2 主要试剂、药物和实验仪器

祛风通络方(牛蒡子、蚕砂、穿山龙):中药颗粒剂

由广州中医药大学第一附属医院提供。低糖DMEM
培养液、高糖DMEM 培养液购自美国 Hyclone公司

(批号10099-141);胎牛血清购自美国Gibco公司(批
号10099-141);SB203580购自上海陶素公司(批号

152121-47-6);IL-1β、IL-6、TNF-α、TGF-β1
 

ELISA试

剂盒购自美国Invitrogen公司(批号分别为88-7261、
88-7066、88-7346、88-8350);ICAM-1

 

抗体购自美国

Proteintech公司(货号10020-1-AP);p38
 

MAPK
 

抗

体购自CST公司(货号3690);MCP-1抗体、β-actin
 

抗体、HRP标记羊抗鼠及羊抗兔IgG购自美国 Ab-
cam 公 司 (货 号 分 别 为 ab9669、ab6276、ab6789、
ab6721);总 RNA

 

提取试剂盒、mRNA
 

cDNA
 

Syn-
thesis

 

试剂盒、mRNA/lncRNA 实时荧光定量 PCR
(real

 

time-qPCR)试剂盒购自北京GenePool公司(货
号分别为 GPQ1801、GPQ1803、GPQ1808)。双垂直

电泳槽(型号 MP-8001)、转移槽(型号 MP-3030)、电
泳仪(型号PP-1150)购自北京凯元信瑞仪器有限公

司;温控摇床(型号TS-2000A)购自洀门其林贝尔仪

器制造有限公司;定量real
 

time-qPCR仪(型号Line
 

Gene
 

9600
 

Plus)购自杭州博日科技股份有限公司;紫
外可见分光光度计(型号 NANODROP

 

2000)购自美

国Thermo
 

Scientific公司。
1.3 方法

1.3.1 药物血清制备

20只SPF级 Wistar雄性大鼠普通饲料喂养1
周。将大鼠分为2组,正常组、祛风通络组,每组10
只。祛 风 通 络 组 按 前 期 预 实 验 最 佳 药 物 剂 量

(47.2
 

g·kg-1·d-1)灌胃祛风通络方,正常组灌服

同体积生理盐水,上、下午各1次,间隔12
 

h,连续灌

胃3
 

d。于末次灌胃前8
 

h禁食不禁水,麻醉后在大鼠

股动脉进行无菌采血。将采集到的血液4
 

℃下静置4
 

h,在3
 

000
 

r/min条件下冷冻离心20
 

min,分离血清,
56

 

℃水浴中灭活30
 

min,0.22
 

μm微孔膜过滤,-80
 

℃冷藏备用。
1.3.2 细胞培养及分组

从液氮中取出人肾小球系膜细胞株,迅速复苏,
接种于含10%胎牛血清(FBS)的低糖DMEM 培养基

中,于37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱中培养,每1~2
 

天更换

培养液1次,待细胞长满后用0.25%胰酶消化,进行

细胞传代,均匀传入细胞瓶,当细胞铺满瓶底80%~
90%时,换无血清培养基同步化24

 

h,之后对细胞进

行分组处理:正常对照组(DMEM 低糖培养液+大鼠

正常 血 清),模 型 组 (含 25.0
 

mmol/L 葡 萄 糖 的

DMEM 高 糖 培 养 液+大 鼠 正 常 血 清),抑 制 剂 组

(DMEM 高糖培养 液+大鼠正常血清+5
 

μmol/L
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SB203580预处理),祛风通络组(DMEM 高糖培养

液+祛风通络大鼠药物血清预处理)。
 

1.3.3 ELISA 法检测IL-1β、IL-6、TNF-α、TGF-β1
的表达水平

取生长良好的肾小球系膜细胞,以5×105/孔密

度接种于6孔板,按1.2.2项方法分组培养及处理细

胞,培养24
 

h后收集细胞上清液,根据IL-1β、IL-6、
TNF-α、TGF-β1试剂盒说明书进行指标测定。
1.3.4 实 时 荧 光 定 量 PCR(Real

 

time-qPCR,RT-
qPCR)检 测IL-1β、IL-6、TNF-α、TGF-β1、ICAM-1、
MCP-1、p38

 

MAPK
 

mRNA相对表达水平

按1.2.2项方法分组培养及处理细胞,培养48
 

h

后收集各组细胞,用总RNA提取试剂盒提取人肾小

球系膜细胞株总RNA,取3
 

μL总RNA用1%琼脂糖

凝胶进行电泳,以检测RNA的完整性,用mRNA
 

cD-
NA

 

Synthesis试剂盒进行反转录,冰上操作并依次按

照说明加入各组分,15
 

℃
 

3
 

min,30
 

℃
 

10
 

min,反应

结束后短暂离心,得到的cDNA 置于-20
 

℃保存。
引物由北京基谱生物科技有限公司提供,引物序列及

长度见表1。PCR反应条件:94
 

℃
 

4
 

min;94
 

℃
 

30
 

s,
50

 

℃
 

40
 

s,72
 

℃
 

1
 

min,40个循环,分别测定待测标

本目的基因及内参的Ct值,计算各基因 mRNA相对

表达水平。

表1  引物序列及产物大小

基因 引物方向 引物序列(5'-3') 产物大小(bp)

p38
 

MAPK 正向 GCTGAACAAGACAATCTGGGAGGT 98
反向 AAAAGCAGCACACACAGAGCCAT

ICAM-1
 

正向 GAGATTGTCATCATCACTGTGGTAGC 117
反向 TTGGGCCTGTTGTAGTCTGTATTTC

MCP-1
 

正向 TTCTGTGCCTGCTGCTCATAG 156
反向 ACTTGCTGCTGGTGATTCTTCTA

IL-6 正向 ATGAGGAGACTTGCCTGGTGAAAAT 104
反向 TCTGGCTTGTTCCTCACTACT

IL-1β 正向 AGTGGTGTTCTCCATGTCCTTTGTA 213
反向 AGCTTGTTATTGATTTCTATCTTGT

TGF-β1 正向 ACCTCGGCTGGAAGTGGAT 103
反向 ACCTTGCTGTACTGCGTGTC

TNF-α
 

正向 AATGGCGTGGAGCTGAGAG 180
反向 CTTGATGGCAGAGAGGAGGTT

β-actin
 

正向 ACTTAGTTGCGTTACACCCTT 155
反向 GTCACCTTCACCGTTCCA

1.3.5 蛋白免疫印迹(Western
 

blot)法检测ICAM-
1、MCP-1、p38

 

MAPK的表达水平

按1.2.2项方法分组培养及处理细胞,培养48
 

h
后收集各组细胞,提取细胞总蛋白,按常规方法进行

十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰氨凝胶电泳(SDS-PAGE)、
转膜、封闭、孵育一抗、孵育二抗,然后进行显色、拍
照。实验重复3次。结果采用Quantity

 

One
 

v.4.6.2
软件分析条带灰度值,并计算各蛋白相对表达水平。
1.4 统计学处理

采用SPSS26.0软件进行统计学处理,计量资料

采用x±s 表示,组间比较采用单因素方差分析,以
P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 ELISA法检测结果

模型组IL-1β、IL-6、TNF-α、TGF-β1的表达水平

较正常组有所增加(P<0.05);抑制剂组以上各项指

标的表达水平较模型组明显下降(P<0.05),祛风通

络组以上各指标的表达水平较模型组也明显下降

(P<0.05)。见表2。

表2  各组IL-1β、IL-6、TNF-α、TGF-β1的表达水平(x±s,pg/mL,n=6)

组别 IL-1β IL-6 TNF-α TGF-β1

正常组 5.56±0.16 54.96±1.80 106.61±2.95 87.93±1.43

模型组 37.93±1.32a 145.49±3.06a 176.16±2.16a 145.49±3.06a

抑制剂组 14.0±0.67b 64.12±1.94b 126.36±2.10b 64.12±4.97b

祛风通络组 29.57±0.85b 100.65±1.52b 159.35±2.17b 100.65±1.52b

  a:P<0.05,与正常组比较;b:P<0.05,与模型组比较。

2.2 RT-qPCR法检测结果

与正常组比较,模型组IL-1β、IL-6、TNF-α、TGF-
β1、ICAM-1、MCP-1、p38

 

MAPK
 

mRNA相对表达水

平上调,差异有统计学意义(P<0.05);与模型组比
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较,抑制剂组以上各指标及祛风通络组IL-1β、IL-6、
TNF-α、ICAM-1、MCP-1、p38

 

MAPK
 

mRNA相对表

达水平下调(P<0.05);与抑制剂组比较,祛风通络组

p38
 

MAPK、IL-1β、IL-6、TGF-β1
 

mRNA相对表达水

平上调(P<0.05)。见表3、4。
2.3 Western

 

blot法 检 测ICAM-1、MCP-1、p38
 

MAPK的表达水平

模型组中p38
 

MAPK、ICAM-1、MCP-1相对表

达水平较正常组显著升高,两组比较差异有统计学意

义(P<0.05);抑制剂组以上各指标较模型组显著降

低,差异也有统计学意义(P<0.05);祛风通络组只有

MCP-1相对表达水平较模型组降低,差异有统计学意

义(P<0.05),而p38
 

MAPK、ICAM-1相对表达水平

较模型组无明显变化(P>0.05)。见图1,表5。
表3  各组p38

 

MAPK、ICAM-1、MCP-1
 

mRNA
   相对表达水平变化(x±s,n=3)

组别 p38
 

MAPK ICAM-1 MCP-1
正常组 1.00±0.03 1.00±0.09 1.00±0.04
模型组 2.87±0.24a 3.30±0.38a 2.22±0.14a

抑制剂组 1.42±0.02b 1.64±0.06b 1.29±0.19b

祛风通络组 2.00±0.13bc 2.04±0.12b 1.53±0.22b

  a:P<0.05,与正常组比较;b:P<0.05,与模型组比较;c:P<0.
05,与抑制剂组比较。

表4  各组IL-1β、IL-6、TNF-α、TGF-β1
 

mRNA相对表达水平变化(x±s,n=3)
组别 IL-1β IL-6 TNF-α TGF-β1
正常组 1.00±0.04 1.00±0.08 1.00±0.12 1.00±0.11
模型组 2.64±0.14a 1.71±0.23a 2.54±0.11a 5.83±0.32a

抑制剂组 1.50±0.16b 1.07±0.10b 1.43±0.18b 2.56±0.36b

祛风通络组 1.84±0.09bc 1.46±0.13c 1.75±0.24b 3.52±0.39bc

  a:P<0.05,与正常组比较;b:P<0.05,与模型组比较;c:P<0.05,与抑制剂组比较。

  A:正常组;B:模型组;C:抑制剂组;D:祛风通络组。

图1  各组p38
 

MAPK、ICAM-1、MCP-1的 Western
 

blot

表5  各组ICAM-1、MCP-1、p38
 

MAPK相对表达

   水平变化(x±s,n=3)
组别 ICAM-1 MCP-1 p38

 

MAPK
正常组 0.17±0.07 0.09±0.04 0.25±0.04
模型组 0.64±0.01a 0.47±0.52a 0.77±0.16a

抑制剂组 0.29±0.03b 0.18±0.04b 0.44±0.03b

祛风通络组 0.55±0.07 0.34±0.05b 0.64±0.07

  a:P<0.05,与正常组比较;b:P<0.05,与模型组比较。

3 讨  论

  中医认为,DN当属于《黄帝内经》中“消瘅”的范

畴[17-18],《灵枢·五变》指出:“余闻百疾之始期也,必
生于风雨寒暑,循毫毛而入腠理,或复还,或留止,或
为风肿汗出,或为消瘅。”明确指出“消瘅”发病与风邪

相关。风为百病之长,其善行而数变的特性,与糖尿

病并发症多、病情进展快的特点相类似。本研究团队

基于《黄帝内经》理论,对于DN提出了“肾络伏风”病
机学说,认为消渴病日久,热伤气阴,久病及肾,肾络

亏虚,外风与内风乘虚侵袭人体,伏于肾之络脉[20-21],
形成“肾络伏风”,治疗当重视祛风通络,临床常使用

各类“风药”,如牛蒡子、穿山龙、蚕砂等,取得了良好

的效果。
许多研究表明,“风药”具有一定的抗炎、调节免

疫的作用[22-24]。本研究中使用的祛风通络方包含牛

蒡子、穿山龙、蚕砂,牛蒡子疏风清热以散外风,穿山

龙祛风除湿、通络止痛,蚕砂为祛风除湿之要药,三者

相须为用,共奏祛风通络之功。现代药理学研究表

明,牛蒡子主要成分为牛蒡子苷和牛蒡子苷元等,具
有降压、降血脂、抗炎等作用[25-26]。研究表明,牛蒡子

提取物可以减轻大鼠肾组织TGF-β1、MCP-1
 

mRNA
的表达[27],同时可以减少血清肌酐、血尿素氮及24

 

h
尿蛋白,对肾脏具有一定的保护作用[28-29]。穿山龙可

以降低血清TNF-α、抑制TNF-α
 

mRNA的表达并且

可通过抑制IL-1β的分泌进而影响其下游的PI3K、
CXCR4、JAK-STAT、NF-κB信号通路进而减轻炎性

反应[30-32]。蚕砂也有显著的抗炎镇痛作用,研究发

现,蚕砂提取物能调节细胞因子代谢、改善免疫功能,
特别 是 可 促 进 CD4+ 回 升 和 CD4+/CD8+ 的 比 值

恢复[33]。
本研究中,从ELISA、RT-qPCR、Western

 

blot结

果均可看出,在高糖诱导下,人肾小球系膜细胞IL-
1β、IL-6、TNF-α、TGF-β1、MCP-1、ICAM-1

 

mRNA的

表达均有不同程度的升高,这一表现可被p38
 

MAPK
特异性抑制剂SB20358所抑制,说明了p38

 

MAPK
信号通路在人肾小球系膜细胞的炎性反应中确实发

挥了重要作用,并且祛风通络方对p38
 

MAPK信号通

路具有调节作用。与正常组比较,模型组IL-1β、IL-
6、TNF-α、TGF-β1、ICAM-1、MCP-1、p38

 

MAPK
 

mRNA 相对表达水平升高,p38
 

MAPK、ICAM-1、
MCP-1相对表达水平升高;而与模型组比较,祛风通

络组IL-1β、IL-6、TNF-α、TGF-β1表达水平下降,IL-
1β、TNF-α、TGF-β1、ICAM-1、MCP-1、p38

 

MAPK
 

mRNA相对表达水平减少,均表明祛风通络方能明显

改善高糖诱导后人肾小球系膜细胞IL-1β、IL-6、TNF-
α、TGF-β1的分泌水平。IL-1β、IL-6、TGF-β1参与了
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肾小球系膜细胞的异常增殖和细胞外基质的过度沉

积[34-37],而TNF-α与DN的肾肥大与超滤密切相关,
是造成DN蛋白尿发生的重要因子之一[38]。本研究

团队在前期研究中发现,祛风通络方能明显改善模型

组大鼠的24
 

h尿蛋白量[10-11],本研究提示这可能与祛

风通络方减少TNF-α等炎症因子的表达有关。
 

此外,
与模型组比 较,祛 风 通 络 方 还 可 以 减 少ICAM-1、
MCP-1

 

mRNA的表达和 MCP-1蛋白质的表达,这将

对减少炎性细胞的趋化和浸润、减轻肾小球系膜细胞

损伤具有重要意义。另外,本研究也存在不足,本研

究仅仅研究了祛风通络方基于p38
 

MAPK信号通路

对高糖诱导人肾小球系膜细胞炎性反应的影响,而未

对其进行p38
 

MAPK基因敲除和过表达的相关方面

进行探究,因此仍有待进一步全面细致探讨。
综上所述,祛风通络方可以明显改善高糖诱导后

人肾小球系膜细胞的炎性反应,减少IL-1β、IL-6、
TNF-α、TGF-β1、MCP-1、ICAM-1的表达,这一过程

可能是通过p38
 

MAPK信号通路实现的,该研究结果

可为“从风论治”DN的机制提供一定的依据。
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