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花生过敏原蛋白分离纯化方法研究进展
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摘   要：花生中已确定的过敏原蛋白包括 Ara h 1～Ara h 11 11 种。本文详细介绍花生中主要过敏原蛋白(Ara h 1、
Ara h 2、Ara h 3/4、Ara h 6)以及非主要过敏原蛋白(Ara h 7～Ara h 11)的分离纯化方法研究进展。花生过敏原蛋白

的分离纯化方法包括硫酸铵沉淀法、柱层析法、电泳法。其中硫酸铵沉淀法主要用于粗提纯化过程，而柱层析法

则主要用于花生过敏原蛋白的精制，它包括离子交换层析、凝胶过滤层析、亲和层析、疏水相互作用层析、高

效液相色谱。目前离子交换层析和凝胶过滤层析在花生过敏原蛋白分离纯化中应用最为广泛，而电泳法则仅见应用

于 Ara h 7 及油质蛋白(Ara h 10、Ara h 11)的分离纯化。
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Abstract ：Currently, 11 proteins, including Ara h 1, Ara h 2, Ara h 3, Ara h 4, Ara h 5, Ara h 6, Ara h 7, Ara h 8, Ara h 9, Ara h 10

and Ara h 11, have been identified to be peanut allergens. Recent advances in the research on separation and purification methods for major

(Ara h 1, Ara h 2, Ara h 3/4 and Ara h 6) and non-major (Ara h 7－11) peanut allergens, such as ammonium sulfate precipitation, column

chromatography and electrophoresis, are introduced in detail in this article. Ammonium sulfate precipitation has been generally used in the

rough purification step and column chromatographic methods in the refinement step including ion exchange chromatography, gel filtration

chromatography, affinity chromatography, hydrophobic interaction chromatography and high performance liquid chromatography. At

present, the most extensively used method for separating and purifying peanut allergens are ion exchange chromatography and gel

filtration chromatography. However, electrophoresis is only used to purify Ara h 7 and peanut oleosins (Ara h 10 and Ara h 11).
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食物过敏严重威胁人类健康，据世界粮农组织报

告，90% 以上的食物过敏反应是由牛奶、蛋类、鱼类、

甲壳类水产动物、花生、大豆、坚果类和小麦引起 [ 1 ]。

其中花生过敏反应属于 IgE 介导的 I 型超敏反应，严重

时可以引起过敏性休克甚至死亡，并且 90% 花生过敏患

者对其终生过敏[2-3]，花生过敏已成为一个全球性的重要

健康问题，引起了人们的广泛关注 [ 4 ]。

具有免疫活性的高纯度花生过敏原蛋白是花生过敏

研究的物质基础，对于花生过敏原蛋白氨基酸序列的确

定，晶体结构的建立，IgE 结合表位的定位以及蛋白加

工过程对过敏原性、抗原性影响的评估等有重要意义。

目前根据花生过敏原蛋白的理化性质，通过硫酸铵分级

沉淀、柱色谱层析及蛋白电泳等方法成功地建立了一些

适宜于实验室小量制备的分离方法，为花生过敏原蛋白
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的相关研究提供了高质量的实验材料。

1 花生过敏原蛋白的基本性质

花生中的过敏原蛋白主要为糖蛋白，热稳定性强，

耐酸和酶解。截至 2010 年国际免疫联合会过敏原命名小

组委员会(IUIS)已经确认了花生中的 11种过敏原蛋白(分别

命名为 Ara h 1、Ara h 2……Ara h 11)[5-6]。其中 Ara h 1、
Ara h 2、Ara h 3/4、Ara h 6 属于主要过敏原，可被

90% 花生过敏患者识别，其理化性质和功能特点报道较

多，而其他非主要过敏原(如 Ara h 5 等)报道较少，还

需进一步研究。表 1 列出了目前已确定的 11 种过敏原蛋

白的基本性质。

2 花生过敏原蛋白的分离纯化

花生过敏原蛋白的分离纯化一般分为蛋白粗提和柱

色谱层析精制两个阶段。蛋白粗提主要是通过缓冲液对

脱脂后的花生粉末进行蛋白浸提，有时还会进行硫酸铵

分级沉淀和透析操作。而柱色谱层析是指将预处理得到

的蛋白粗提液通过色谱柱层析，达到分离纯化目标过敏

原蛋白的目的。分离纯化花生过敏原蛋白的核心技术体

现在各种柱层析介质的选择、组合以及层析条件的优化

上。本文从花生过敏原蛋白的性质出发重点归纳已报道

的花生过敏原蛋白精制中的层析介质选择、组合以及优

化的层析条件。

2.1 花生中主要过敏原蛋白的分离纯化

目前有关 Ara h 1、Ara h 2、Ara h 3/4、Ara h 6 等

主要花生过敏原蛋白的研究比较集中，其分离纯化方法

报道较多，也取得了不少研究进展。

2.1.1 Ara h 1
Ara h 1 是含量最高的花生过敏原蛋白，占花生总

蛋白含量的 12%～16%，它是高稳定的同源三聚体糖蛋

白，3 个单体通过疏水相互作用连接起来，末端各含有

过敏原类型 蛋白种类 生物功能 分子质量(SDS-PAGE) pI 参考文献

Ara h 5 肌动蛋白 肌动蛋白结合蛋白 15kD 4.6 [7-8,10]
Ara h 9 非特异性脂转运蛋白 1 脂转运蛋白 9.8kD 9～10 [9-10]
Ara h 1 Cupin (豌豆球蛋白类，7S 球蛋白) 种子贮藏蛋白 63.5kD 4.55 [7,10]
Ara h 2 蓝豆蛋白 (2S 白蛋白) 种子贮藏蛋白 17kD 5.2 [7,10]
Ara h 3 Cupin (豆球蛋白类，11S 球蛋白，大豆球蛋白) 种子贮藏蛋白 60kD 5.5 [7,10]
Ara h 4 Cupin (豆球蛋白类，11S，大豆球蛋白) 种子贮藏蛋白 37kD 5.5 [7,10]
Ara h 6 蓝豆蛋白 (2S 白蛋白) 种子贮藏蛋白 15kD 5.2 [7,10]
Ara h 7 蓝豆蛋白 (2S 白蛋白) 种子贮藏蛋白 15kD 5.6 [7,10]
Ara h 8 病程相关蛋白，PR-10 NA 17kD 5.03 [7,10]

Ara h 10 16kD 油质蛋白 NA 16kD NA [10]
Ara h 11 14kD 油质蛋白 NA 14kD NA [10]

表 1 11 种花生过敏原蛋白基本性质

Table 1   Some properties of peanut allergens

注：N A .未见报道。

一个α螺旋，其中一个末端还含有两个反向平行的β折

叠[11-12]，N 端含有甘露糖多聚糖链[6,13]，不易消化、耐

酶解、热稳定性强 [ 1 4 ]。

Maleki等[11]用含 5mmol/L二硫苏糖醇(DTT)，1mmol/L
EDTA，1mmol/L 苯甲基磺酰氟(PMSF)，200mmol/L NaCl
的 Tris-HCl 缓冲液(50mmol/L，pH8.3)浸提脱脂后的花生

粉末，然后将离心得到的蛋白粗提液依次进行 7 0 %、

100% 饱和度的硫酸铵分级沉淀，所得沉淀用浸提缓冲液

复溶，经 PD-10 凝胶过滤层析柱脱盐后加载到High Prep S
离子交换层析柱进行线性梯度洗脱( 20 0～8 00 mmol / L
NaCl)，最终得到所需纯度的 Ara h 1，并成功应用于

Ara h 1 结构的分析以及 IgE 结合表位的研究。

Burks等[13]用己烷对经 163～177℃烘烤 13～16min的
花生进行脱脂，然后用含有 1mol/L NaCl、8mol/L 尿素

的 PBS 缓冲液(20mmol/L，pH 7.0)浸提得到花生粗提液。

粗提液用含 8mol/L 尿素的 Tris-HCl 缓冲液(20mmol/L，
pH 7.2)透析并通过 Mono Q 10/10 阴离子交换柱进行层析

分离，以 0～1.5mol/L NaCl 进行梯度洗脱，分别收集洗

脱峰并做 SDS-PAGE 电泳分析和免疫印迹鉴定，最终得

到所需纯度 Ara h 1。
另外，在第 26 届 CIA(Collegium Internationale

Allergologicum)研讨会上[15]，三步法精制 Ara h 1 被提出，

即顺序使用阴离子交换层析、伴刀豆球蛋白(ConA)亲和层

析与凝胶过滤层析，最终得到高纯度 A r a h 1 。此后，

Becker 等[15]则将此方法优化为两步，他们认为在自然情况

下，Ara h1 和 Ara h 3/4 构建成一个分子质量约为 200kD
的复合体，其中 Ara h 3/4 是主要的污染物，他们通过实

验得出在 pH 5.0 时，Ara h 3/4 几乎不能被浸提出来，而

Ara h 1 在此 pH 值条件下是可浸提的，故以 pH5.0 的浸提

缓冲液对脱脂花生粉末进行浸提，成功将三步法中的离子

交换层析步骤省去，并同样得到高纯度的 Ara h1。
以上是目前纯化 Arah 1 具有代表性的方法，主要

采用离子交换层析、凝胶过滤层析以及亲和层析。由
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于 Ara h1 等电点为 4.55，为酸性蛋白，所以离子交换

层析多用强阴离子交换介质。又由于 Ara h 1 在天然状

态下为三聚体蛋白，分子质量在 200kD 以上。因此，在

凝胶过滤层析中多用大孔径凝胶过滤介质(Superdex 200)。
另外，Becker 等[15]用 ConA 亲和层析纯化 Ara h 1，这

是因为 Ara h 1 含有甘露糖寡糖链，它与 ConA 亲和介

质可逆结合，可以通过α- 甲基 - 甘露糖苷梯度洗脱得到

Ara h 1。尽管目前可以得到高纯度的 Arah 1，但产品中

常存在分子质量为 35kD 左右的杂带，如何去除它将是纯

化 Arah 1 工作中的难点和未来纯化工作的重点。

2.1.2 Ara h 2
Ara h 2 是一种糖蛋白，含量约为花生总蛋白量的

5.9%～9.3%，结构上有由 8 个半胱氨酸残基构成的 4 个

二硫键，同时它还具有胰蛋白酶抑制性，耐酸性环境

和胃肠道消化，热处理增强致敏性[12 ,16 -19]等性质。

Lehmann 等[20]将花生粉末直接用 Tris-HCl 缓冲液

(20mmol/L，pH 8.2)进行蛋白浸提，然后通过两步离心

(即 5min，5000 × g，4℃；30min，24966 × g，4℃)
得到粗提液。浸提前没有进行有机溶剂脱脂，可以防

止蛋白变性。蛋白粗提液通过 Q-Sepharose Fast Flow 阴

离子交换层析一步得到 Ara h 2，层析所用平衡液为 Tris-
HCl 缓冲液(20mmol/L，pH 8.0)，并依次使用两种梯度

洗脱液，分别为 60mL 0～0.1mol/L NaCl 浓度的 Tris-HCl
缓冲液(20mmol/L，pH 8.0)和 450mL 0.1～1mol/L NaCl 浓
度的 Tris-HCl缓冲液(20mmol/L，pH 8.0)。最后通过 SDS-
PAGE 分析所得洗脱峰，Ara h 2 大约在 150mmol/L NaCl
浓度时被洗脱下来，从而最终得到高纯度 Ara h 2。

Sen 等[18]将经液氮研磨的花生粉末通过索氏抽提器

(二乙醚作为脱脂液)脱脂 3 次，然后将脱脂后的花生粉

末用含 1mmol/L EDTA、1mmol/L PMSF(苯甲基磺酰氟)、
200mmol/L NaCl 的 Tris-HCl 缓冲液(65mmol/L，pH 8.3)进
行蛋白浸提，得到的蛋白粗提液依次进行 40%、70% 饱

和度的硫酸铵分级沉淀，最后将所得沉淀用声波破碎的

方法复溶，并首先经过 MacroPrep High Q 阴离子交换

柱得到富含 A r a  h  2 的收集液，然后再经过 p h e n y l -
Sepharose 疏水相互作用层析柱得到高纯度的 Ara h 2。

张英坤等[21]通过对层析条件的优化，一步法分离出

Ara h 2。即用含 10% 三氯乙酸和 0.07% β- 巯基乙醇的

丙酮溶液对花生进行脱脂处理，并用含 8 mo l / L 尿素、

1mol/L NaCl、0.07% β- 巯基乙醇、0.5mg/mL EDTA 的

Tris-HCl 缓冲液(50mmol/L，pH8.0)浸提脱脂后的花生粉

末得蛋白粗提液，然后经过 DEAE-Sepharose Fast Flow
阴离子交换柱进行层析分离，层析中洗脱缓冲液的浓度

梯度为 0～1mol/L NaCl，收集洗脱峰后进行 SDS-PAGE
电泳分析，最终得到高纯度 Ara h 2。

目前纯化 Ara h 2 的层析方法主要有阴离子交换层

析和疏水相互作用层析，实验室小试产品纯度较高，未

来 Ara h 2 的规模化制备将成为纯化研究的重点。

2.1.3 Ara h 3/4
Ara h 3 由一系列分子质量约为 14～45kD 的多肽链

组成，其中包含有酸性和碱性亚基，这些亚基是由翻

译后加工形成的；天然状态下，它是分子质量约为

400kD 的杂多聚蛋白[22]。由于 Ara h 4 与 Ara h 3 的氨基

酸序列同源性为 91.3%，属于同源过敏原，一般将两者

归为一种蛋白，统称为 Ara h 3/4[7]。

Koppelman 等[22]首先用 Tris-HCl 缓冲液(20mmol/L，
pH7.2)浸提花生粉末，然后经两步离心(3000 × g，30min；
1 0 0 0 0 × g，3 0 mi n )得到蛋白粗提液。将粗提液通过

Source Q 层析柱(FPLC/AKTA protein purification system)
进行层析分离，平衡缓冲液为 3 - ( N - 吗啉基) 丙磺酸

(MOPS)(20mmol/L，pH7.2 )，进行 0～1mol/L NaCl 浓度

的梯度洗脱，收集 NaCl 浓度在 400～500mmol/L 时的洗

脱液进行 SDS-PAGE 电泳分析，将电泳所得每个条带产物

进行 N 端测序，结果所有条带中的蛋白均源自 Ara h 3，
由此得到只含 Ara h 3 的蛋白收集液。接着他们又对纯

化出的 Ara h 3 进行亚基的分离纯化，即将上步纯化出

的 Ara h 3 溶于含 6mol/L 尿素和 20mmol/L DTT 的磷酸钾

缓冲液(10mmol/L，pH 6.5)中，充分反应后经过 mini Q
anion-exchange 层析柱层析分离，收集穿过峰和梯度洗

脱峰(0～1mol/L NaCl)，通过 SDS-PAGE 电泳分析，得

到分子质量为 25kD 的碱性亚基以及分子质量为 42kD 和

45kD 的酸性亚基。

Jin等[23]用含1mol/L NaCl的Tris-HCl缓冲液(20mmol/L，
pH7.9)浸提花生粉末得蛋白粗提液，然后对粗提液进行

透析处理后，先后经过 Source Q15 离子交换柱、Phe-
nyl Sepharose 疏水相互作用柱、Superdex 200 柱进行层

析分离，最终得到高纯度 Ara h 3，并成功应用于其晶

体结构的分析实验中。

Marsh 等[24]将花生蛋白粗提液分别经过 Poros HQ20
阴离子交换柱(0～600mmol /L  NaCl 浓度梯度洗脱)、
Superdex Preparative Grade S200 凝胶过滤层析柱(连有

BioCad Sprint HPLC System)、ConA Sepharose 亲和层

析柱(除去糖蛋白 Ara h 1)进行层析分离，最终得到高纯

度 Ara h 3/4。
纯化 Ara h 3/4 的层析技术包括阴离子交换层析、凝

胶过滤层析以及疏水相互作用层析。由于 Ara h 3/4 在

天然状态下为分子质量 400kD 多聚蛋白，一般要用大孔

径凝胶过滤介质；又由于它含有 42kD 和 45kD 的酸性亚

基以及 25kD 的碱性亚基，而多聚蛋白为酸性蛋白，故

一般用阴离子交换介质。另外，由于 Ara h 3/4 的亚基

含量高，纯化中不容易鉴定，并且常伴有 Ar a  h  1 的

污染。因此，进一步优化 Ara h 3/4 的纯化方法并提高
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其纯化纯度，同时建立 Native-PAGE 电泳分析方法以简

化纯化中的鉴定步骤将成为 Ara h 3/4 纯化研究的任务。

2.1.4 Ara h 6
Ara h 6 与 Ara h 2 有 59% 的氨基酸序列同源性，它

的结构上有由 10 个半胱氨酸残基构成的 5 个二硫键[25]。

Koppelman 等[26]对花生粉末进行脱脂(己烷脱脂)和
浸提(Tris-HCl)处理后得到花生蛋白粗提液。然后进行

40%、80% 饱和度的硫酸铵分级沉淀，最后收集 80% 饱

和度的沉淀复溶液。复溶液过滤后经过 Sephadex G75 柱

(4℃)进行层析分离，并以 Tris-HCl(20mmol/L，pH8.0)作
为平衡和洗脱缓冲液。富含目的蛋白的收集液升温至 25℃
后立即通过 Sourc e  1 5 Q 阴离子交换柱层析分离，并

用同样的缓冲液进行平衡、梯度洗脱 ( N a C l 梯度为

0～250mmol/L)，由此得到所需纯度的 Ara h 6。
与 Koppelman 等类似，Suhr 等[25]对经(NH4)2CO3

(0.1mol/L，pH8.0)浸提得到的花生蛋白粗提液分别通过

凝胶过滤层析柱和阴离子交换层析柱进行层析分离，凝

胶柱介质为Superdex 200(K2HPO4-KH2PO4 缓冲液(50mmol/L，
pH7.5)，0.1mol/L NaCl 作为平衡和上样缓冲液)，然后将

含 Ara h 6 的收集液进行除盐(HiTrap 柱)和真空超速离心

干燥，最后用 Tris-HCl 缓冲液(20mmol/L，pH 8.0)复溶

后通过 MiniQ 柱进行层析分离，经梯度洗脱(0～0.5mol/L
NaCl)和 SDS-PAGE 电泳分析，最终得到高纯度 Ara h 6。

Marsh 等[24]首先将粗提液分别通过 Superdex 75 凝胶

过滤层析柱和 HQ-Poros 阴离子交换层析柱层析分离，最

后经 Vydac preparative C18 RP-HPLC 柱分离得到 Ara h 6。
罗春平等[27]通过对柱介质、缓冲液 pH 值、梯度洗

脱液的梯度区间以及溶液浓度等的优化，一步法分离出

高纯度的 A r a  h  6。分离纯化中用 T r i s - H C l 缓冲液

(50mmol/L，pH7.2)浸提花生粉末得粗蛋白液，然后经

过 DEAE-Sepharose Fast Flow 阴离子交换柱层析分离，

层析中洗脱缓冲液的离子梯度为 0～0.2mol/L NaCl 浓度，

收集洗脱峰后进行 SDS-PAGE 电泳分析、血清学鉴定以

及质谱分析，最后确证得到了高纯度的 Ara h 6。
由于 Ara h 6 与 Ara h 2 有较高的同源性，并且分

子质量相差不大，因此纯化出的 Ara h 6 常含有 Ara h 2
的污染，如何去除 Ara h 2 污染是其纯化中的难点。目

前 Ara h 6 的纯化方法已相对比较成熟，步骤也大大简

化，分离出的 Ara h 6 纯度也很高，但由于 Ara h 6 在

花生蛋白中的含量较少，所以提高 Ara h 6 的得率并进

行规模化提纯将是未来纯化工作的新课题。

2.2 花生中非主要过敏原蛋白的分离纯化

与主要花生过敏原相比，非主要花生过敏原的研究

较少，对其分离纯化的报道也相应较少，但也有一些

研究进展。

2.2.1 Ara h 7
Ara h 7 与 Ara h 2 有 35% 的氨基酸序列同源性[25]，

Schmidt 等[28]对经 NH4HCO3(0.1mol/L，pH8.0)浸提得到的

花生蛋白粗提液用双蒸水透析并冻干，然后首先通过连

有 HPLC 系统的 Superdex 200 凝胶过滤层析柱层析分离，

再通过预装 10/300 GL 柱分离得到分子质量 20kD 以下的

蛋白，最后将 20kD 以下分子质量的纯化蛋白进行双向

电泳，并对各个电泳点做质谱分析，最终得到高纯度

天然 Ara h 7.0201 和 Ara h 7.0202。

2.2.2 Ara h 8
Ara h 8 与桦树花粉过敏原 Bev v 1 具有 45.9% 的氨

基酸序列同源性[29]，Riecken 等[30]首先优化了花生过敏原

蛋白的浸提条件，即选用醋酸铵溶液(0.1mol/L，pH5.0)
作为花生蛋白浸提液，并用兔抗Gly m 4血清(可与与Bet v 1
同源的蛋白发生交叉反应)检测粗提液中的 Ara h 8。由

于 Ara h 8 含量极少，故用 Superdex 200 凝胶过滤层析

柱除去分子质量 25kD 以上的蛋白，使 Ara h 8 富集。

又由于 Ara h 8 与 Ara h 6 有相近的等电点，很难通过离

子交换层析将两者完全分开，故用 DTT 和碘乙酸处理凝

胶过滤层析得到的蛋白液，使 Ara h 6 中的 4 个二硫键

S- 羧甲基化(－ S－ CH2 － COOH)以改变 Ara h 6的 pI值，

这样 Ara h 8 与 Ara h 6 的 pI 值就不同了。继而将蛋白

液通过 Source 15Q 阴离子交换柱进行层析分离，缓冲液

为 Tris-HCl(20mmol/L，pH 8.0)，0～0.5mol/L NaCl 浓度

梯度洗脱。将分离得到的蛋白进行 SDS-PAGE 电泳分

析、N 端测序、质谱分析以及胰蛋白酶指纹分析，最

终确证得到了天然 Ara h 8.0201。

2.2.3 Ara h 9
Ara h 9 是一种非特异性的脂转运蛋白(nsLTP，non-

specific lipid transfer protein)，耐酶解、耐高温[9]。Lauer
等[31]用 NaAc-Ac 缓冲液(50mmol/L，pH 5.0)浸提和透析

花生蛋白，将蛋白粗提液通过 Mono S 离子交换快速蛋

白液相色谱(fast protein liquid chromatography，FPLC)
系统进行分离，分离过程中用 0～1mol/L NaCl 浓度梯度

洗脱，LTP 在 100～225mmol/L NaCl 浓度时被洗脱下来，

然后用反相色谱柱(μRPL C2/C18 column)进行进一步纯

化，并用含 2%～40% 乙腈的三氟醋酸(0.1%)梯度溶液洗

脱，最后经 SDS-PAGE 电泳、N 端测序以及免疫印迹

分析，最终得到天然 Ara h 9。

2.2.4 其他

Ara h 10 和 Ara h 11 属于油质蛋白，分子质量分别

为 16kD、14kD，主要来自花生油脂中[6]。Pons 等[32]通

过 4 步浮式离心得到花生油体，然后用二乙醚和氯仿 -
甲醇彻底脱脂，最后经两步制备 SDS-PAGE 分离得到

17kD 的花生油质蛋白。

另外，Ara h 5 与植物肌动蛋白有很高的同源性，

它是作为一种肌动蛋白结合蛋白，起支持细胞框架结构

的作用 [ 6 ]，目前对于它的纯化方法未见报道。

非主要花生过敏原蛋白含量极少，分子质量都在
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20kD 以下，纯化难度很大，甚至有些蛋白尚未发现其

天然存在形式(Ara h 5、Ara h 10、Ara h 11)。目前对

于 Ara h 7、Ara h 8 和 Ara h 9 的分离纯化仅仅是为了证

明它们的天然存在，纯化出的纯度和含量不足以进行结

构功能的研究。另外，Ara h 10 和 Ara h 11 属于油质蛋

白，虽然 Pons 等[32]通过制备电泳得到了花生油质蛋白，

但并没有关于这两种蛋白分离纯化方法的报道。所以，

建立分离纯化非主要花生过敏原蛋白的方法将是未来整

个花生过敏原蛋白纯化研究的工作中心。

3 结  语

目前，花生过敏原蛋白的分离纯化还存在许多问题

有待解决，如分离纯化出的过敏原蛋白普遍成本较高、

步骤繁琐；某些报道中得到的过敏原蛋白纯度不高；非

主要过敏原蛋白的纯化方法研究不足等。因此，花生

过敏原蛋白的分离纯化技术还需进一步研究，其中主要

过敏原蛋白的规模化制备、标准化以及非主要过敏原蛋

白分离纯化方法的建立将成为未来花生过敏原蛋白分离

纯化研究的发展趋势，这将有助于进一步开展花生过敏

原结构与功能的研究。
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