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miR-489 协同卡铂通过抑制 XIAP 的表达发挥抗乳腺癌作用 
 

郑璐，胡静，陈雪，许权(宁波市医疗中心李惠利医院放疗科，浙江 宁波 315000) 

 
摘要：目的  研究 miR-489 对卡铂的协同抗乳腺癌效应及机制。方法  MTT 细胞活力试验检测卡铂和 miR-489 对 T-47D

细胞的杀伤活性。生物信息学、Western blot 试验及荧光素酶报告基因试验验证 X 连锁凋亡抑制蛋白(X-linked inhibitor of 

apoptosis protein，XIAP)是否为 miR-489 的靶点。分离去除 T-47D 细胞中的线粒体，Western blot 试验检测 miR-489、卡

铂及 XIAP 质粒处理后 T-47D 细胞 Smac/DIABLO 的释放和 caspase-9 及 caspase-3 的活化。免疫共沉淀试验检测 XIAP 与

Smac/DIABLO 的相互作用。流式细胞术检测 T-47D 细胞的凋亡情况。结果  miR-489 处理能显著增强卡铂对 T-47D 细胞

的杀伤活性。XIAP 是 miR-489 的靶点。miR-489 不影响卡铂依赖的线粒体中 Smac/DIABLO 的释放，但能通过下调 XIAP

的表达减弱 XIAP 与 Smac/DIABLO 的相互作用。另外，转染 XIAP 质粒能显著抑制 miR-489 对卡铂的协同抗乳腺癌效应， 

XIAP 质粒能显著抑制 miR-489 联合卡铂对 T-47D 细胞凋亡的诱导。XIAP 质粒能显著抑制 miR-489 联合卡铂对 T-47D 细

胞 caspase-9 及 caspase-3 的活化。结论  miR-489 抑制 XIAP 的表达发挥对卡铂的协同抗乳腺癌作用。 
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MiR-489 Targets X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein to Enhance the Anti-tumor Effect of 
Carboplatin on Breast Cancer 
 
ZHENG Lu, HU Jing, CHEN Xue, XU Quan(Department of Radiotherapy, Li Huili Hospital of Ningbo Medical Center, 

Ningbo 315000, China) 
 

ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the effect and mechanism of miR-489 on enhancing the anti-tumor effect of 
carboplatin on breast cancer. METHODS  Cell viability of T-47D which were treated with miR-489 and carboplatin was 
measured by using MTT assay. Bioinformatics, Western blot analysis and luciferase reporter assay were performed to confirm 
whether the XIAP was the target of miR-489. After removal of mitochondria, Western blot analysis was conducted to detect the 
release of Smac/DIABLO and activation of caspase-9 and caspase-3 in T-47D cells treated with carboplatin and miR-489. 
Co-immunoprecipitation assay was performed to evaluate the interaction with XIAP and Smac/DIABLO. Flow cytometry 
analysis was used to measure the cell apoptosis of T-47D. RESULTS  Results of MTT assays showed that miR-489 
significantly enhanced the cytotoxicity of carboplatin to T-47D. Results of bioinformatics, Western blot analysis and luciferase 
reporter assay showed that XIAP was the target of miR-489 in T-47D. Overexpression of miR-489 couldn’t influence the 
carboplatin-induced release of Smac/DIABLO. However, miR-489 was able to inhibit the interaction of Smac/DIABLO and 
XIAP through down-regulating the expression of XIAP in T-47D. In addition, transfection with XIAP plasmid significantly 
abolished the synergistic effect of miR-489 on carboplatin-induced cytotoxicity to breast cancer. Results of flow cytometry 
showed that transfection with XIAP plasmid significantly abolished the miR-489-promoed apoptosis induced by carboplatin. 
Results of Western blot analysis showed that transfection with XIAP plasmid significantly abolished the miR-489-promoed 
activation of caspase-9 and caspase-3 induced by carboplatin. CONCLUSION  MiR-489 targets XIAP to enhance the 
anti-tumor effect of carboplatin on breast cancer. 
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乳腺癌是女性中发病率最高的恶性肿瘤，手

术是治疗乳腺癌最有效的手段。然而由于乳腺癌

的肿瘤转移能力较强，不少乳腺癌患者在确诊时

肿瘤已发展为中晚期，严重影响手术治疗效果[1-2]。

对于这些中晚期乳腺癌患者而言，化疗是不可替

代的重要方法。然而长期大剂量的化疗药物使患

者有很大的不良反应，严重影响患者的生活质量，

而且大剂量化疗药物的使用容易造成肿瘤细胞对

化疗的抵抗[3-4]。因此联合应用一些辅助治疗药物

降低化疗药物的剂量并提高化疗药物的抗肿瘤活

性具有十分重要的意义。 

卡铂是一种广谱抗肿瘤化疗药物，对包括乳
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腺癌在内的多种肿瘤均有较好的治疗效果。卡铂

进入肿瘤细胞后能与细胞 DNA 发生交联反应，从

而破坏 DNA 的结构和正常的功能，诱导肿瘤细胞

发生凋亡性死亡[5-6]。卡铂的药理活性类似于顺铂，

但卡铂的神经毒性和耳毒性明显低于顺铂。尽管如

此，大剂量的卡铂对患者的不良反应特别是骨髓抑

制反应仍然较大，而且随着卡铂的持续使用，肿瘤

细胞对卡铂的敏感性会逐渐降低[7-8]，因此降低卡铂

的使用剂量，并提高乳腺癌细胞对卡铂的敏感性是

提高化疗效果并改善患者生活质量的有效方法。 

MicroRNAs(miRNAs)是存在于细胞中的非编

码寡聚核苷酸，长度约为 20~25 个核苷酸。miRNAs

能与靶基因的 mRNA 3’ 非翻译区(3’ UTR)发生互

补结合，从而抑制靶基因的转录和翻译，因此

miRNAs 是细胞中调节基因表达的重要分子，参与

细胞的增殖、分化、迁移、凋亡等各种生物学活

动[9-10]。研究表明肿瘤细胞中 miRNAs 表达水平的

失调会促进肿瘤的增殖和转移。更为重要的是，

一些 miRNAs 表达水平的改变还能引起肿瘤细胞

的化疗抵抗，降低包括卡铂在内的化疗药物的抗

肿瘤活性，而纠正肿瘤细胞中失调的 miRNAs 则

能显著提高肿瘤细胞对化疗的敏感性[11-14]。文献

报道 miR-489 在多种肿瘤细胞中低表达[15-16]，因

此 miR-489 可能是一种肿瘤抑制性 miRNA。更为

重要的是，研究表明在一些肿瘤细胞中过表达

miR-489 能显著提高其对化疗药物的敏感性[17]，因

此 miR-489 可能是一种潜在的化疗增效药物。本

研究的目的在于探讨 miR-489 对卡铂的抗乳腺癌

活性是否有协同作用，并研究其机制。 

1  材料 

1.1  细胞培养   

人乳腺癌细胞系 T-47D 购于美国模式培养物保

存中心(ATCC)，培养在含 10%胎牛血清的 DMEM

培养基中，置于 37 ℃恒温培养箱，并通入 5% CO2。 

1.2  试剂   

卡铂(批号：C2538)、噻唑蓝(MTT，批号：

M2128)和凋亡检测试剂盒(批号：APOAF)购于美

国 Sigma-Aldrich；DMEM 培养基(美国 Gibco，批

号：11995065)；蛋白 G 免疫共沉淀琼脂糖珠(批号：

sc-2002)和 X 连锁凋亡抑制蛋白(X-linked inhibitor 

of apoptosis protein，XIAP)小干扰 RNA(XIAP 

siRNA，批号：sc-37508)购于美国 Santa Cruz；

XIAP( 批号： #14334) 、 Smac/DIABLO( 批号：

#15108)、caspase-9 (批号：#9502)、caspase-3(批号：

#9665)和 GAPDH (批号：#5174)抗体购于美国 Cell 

Signaling；ECL 试剂盒(批号：32109，购于美国

Pierce)；pcDNA3.1 (批号：V79520)、Lipofectamine 

2000(批号：11668019)购于美国 Invitrogen；pGL3

荧光素酶报告基因质粒(批号：E1751)和双荧光素

酶报告基因检测试剂盒(批号：E1910)购于美国

promega；miR-489 模拟物(上海吉玛生物)；线粒

体分离试剂盒(江苏碧云天生物科技有限公司，批

号：C3601)；Applied Biosystems 7500 Sequence 

Detection system 荧光定量 PCR 仪(美国 Applied 

Biosystems 公司)；FACSCalibur 流式细胞仪(美国

Becton Dickinson 公司)。 

2  方法 

2.1  质粒构建和转染   

构建：人 XIAP 基因的开放阅读框架序列经

PCR 扩增后以分子克隆的方法与 pcDNA3.1 连接

后构建成 XIAP 重组过表达质粒。人 XIAP 基因的

3’ UTR 序列经 PCR 扩增后以分子克隆的方法与

pGL3 荧光素酶报告基因质粒连接后构建成包含

XIAP 3’ UTR 的报告质粒。转染：XIAP 重组过表

达质粒(2 μg·mL1)、包含 XIAP 3’ UTR 的报告质粒

(2 μg·mL1)、miR-489 模拟物(0~500 pmol·mL1)及

XIAP siRNA(50 pmol·mL1)用脂质体 2000 进行包裹

后将其加入到无血清培养基进行混合。T-47D 细胞

接种在 6 孔板上孵育过夜，培养板中加入上述无血

清培养基孵育 6 h，之后弃去该无血清培养基并加入

新鲜的含 10%胎牛血清的 DMEM 培养基培养 24 h。 

2.2  荧光素酶报告基因试验   

按文献所示方法[18]，将 T-47D 细胞用 miR-489

和包含 XIAP 3’ UTR 的报告质粒进行共转染。之

后按照双荧光素酶报告基因检测试剂盒操作步骤

检测细胞中的荧光素酶活性。相对荧光素酶活性

用处理组与对照组的荧光素酶活性比值表示。 

2.3  细胞活力检测   

miR-489 及 XIAP 质粒转染的 T-47D细胞按每

孔 5×103接种在 96孔板上孵育过夜，使细胞贴壁。

之后再用 2 µmol·L1 卡铂处理肿瘤细胞 48 h。药

物处理完毕后在培养基中加入 20 μL MTT 

(5 μg·mL1)并在 37 ℃恒温培养箱中继续培养 4 h，

移除孔内培养基，加入 100 μL 二甲亚砜，570 nm

波长下测定 A 值。细胞活力结果用药物处理组与

对照组的 A 值比值表示。 

2.4  线粒体去除 

miR-489 及 XIAP 质粒转染的 T-47D细胞按每
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孔 5×103接种在 96孔板上孵育过夜，使细胞贴壁。

之后再用 2 µmol·L1卡铂处理肿瘤细胞 48 h。药物

处理完毕后用线粒体分离试剂盒按试剂说明书步骤

将 T-47D 细胞中的线粒体从细胞质中分离出来，取

无线粒体的细胞质进行后续的 Western blot 试验。 

2.5  Western blot 试验 

miR-489 及 XIAP 质粒转染的 T-47D 细胞按每

孔 5×103 接种在 96 孔板上孵育过夜，使细胞贴壁。

之后再用 2 µmol·L1 卡铂处理肿瘤细胞 48 h。药物

处理完毕后提取 T-47D 细胞中的总蛋白质。将等量

的总蛋白质用 12.5% SDS-PAGE 进行电泳分离。分

离完毕后通过电转方法将蛋白质从分离胶上转到

聚偏二氟乙烯膜上，用 XIAP、Smac/DIABLO、

caspase-9、caspase-3 和 GAPDH 抗体(均 1∶1 000 稀

释)孵育过夜，之后再用带辣根过氧化物酶的二抗孵

育 2 h，蛋白条带用 ECL 试剂盒显色发光。目的蛋

白的相对表达用目标蛋白灰度值与 GAPDH 灰度值

的比值表示，蛋白灰度值分析用 Image J 软件处理。 

2.6  免疫共沉淀 

miR-489 及 XIAP 质粒转染的 T-47D细胞按每

孔 5×103接种在 96孔板上孵育过夜，使细胞贴壁。

之后再用 2 µmol·L1 卡铂处理肿瘤细胞 48 h。药

物处理完毕后裂解细胞并将细胞在 12 000 r·min1

下离心 10 min，收取上清液分成等量 2 份，一份

直接进行 Western blot 试验，检测 Smac/DIABLO

和 XIAP 的蛋白表达水平作为对照(input)，另外一

份加入 XIAP 抗体孵育过夜。XIAP 抗体孵育完毕

后加入蛋白 G 琼脂糖珠孵育 2 h。之后在

12 000 r·min1 下离心 10 min 收集沉淀的蛋白 G 琼

脂糖珠，加入上样缓冲液进行 Western blot 试验，

检测与 XIAP 结合的 Smac/DIABLO 蛋白。 

2.7  细胞凋亡试验 

miR-489 及 XIAP 质粒转染的 T-47D细胞按每

孔 5×103接种在 96孔板上孵育过夜，使细胞贴壁。

之后再用 2 µmol·L1 卡铂处理肿瘤细胞 48 h。药

物处理完毕后按照凋亡试剂盒说明书步骤将 PI(碘

化丙啶)和 Annexin-V 加入细胞中孵育 20 min，采

用 Western blot 试验检测肿瘤细胞的凋亡，

Annexin-V 阳性细胞即为凋亡细胞。 

2.8  统计学方法 

所有试验重复 3 次，试验数据用 sx  表示并

用 SPSS 14.0 统计分析软件进行处理，2 组间均数

的比较采用 Student’s t 检验，多组间均数的比较采

用单因素方差分析，P<0.05 认为有显著性差异。 

3  结果 

3.1  miR-489 增强卡铂对 T-47D 细胞的杀伤活性 

MTT 试验结果显示卡铂 (0~16 µmol·L1)对

T-47D 细胞的杀伤活性呈浓度依赖性，低浓度卡铂

对 T-47D 细胞的杀伤活性较弱。miR-489 单独处理

(0~500 pmol·L1)对 T-47D 细胞的杀伤活性较弱，

且T-47D对miR-489的浓度依赖性较弱(图 1A~B)。

然而，实验结果显示联用 miR-489 (50 pmol·mL1)

能显著提高各种浓度卡铂(0~16 µmol·L1)对T-47D

细胞的杀伤活性，使低浓度卡铂(2 µmol·L1)也能

显著杀伤 T-47D 细胞(图 1C)。为了研究 miR-489

是否对低浓度卡铂的抗乳腺癌活性有协同作用，

后续试验选择低浓度卡铂(2 µmol·L1)和 miR-489 

(50 pmol·mL1)进行联合治疗。试验结果显示联用

miR-489 能显著提高卡铂对 T-47D 细胞的杀伤活

性(图 1D)，表明在乳腺癌细胞中过表达 miR-489

能显著提高其对卡铂诱导的细胞死亡的敏感性，

增强卡铂的治疗效果。 

3.2  miR-489 通过下调 XIAP 的表达增强卡铂对

T-47D 细胞的杀伤活性 

miRNA 靶点预测公共数据库 TargetScan 

(www.targetscan.org)显示 XIAP 基因的 3’ UTR 存

在 miR-489 的互补结合位点(图 2A)，提示 XIAP

可能是 miR-489 的靶点。另外，由于肿瘤细胞中

XIAP 的表达水平与化疗药物抵抗密切相关[19-20]，

因此本研究探讨乳腺癌细胞在卡铂治疗中

miR-489 与 XIAP 的调节关系。Western blot 试验

结果显示在 T-47D 细胞中转染 miR-489 能显著降

低细胞中 XIAP 的表达水平(图 2B)。另外，荧光素

酶报告基因试验结果显示XIAP在T-47D肿瘤干细

胞中可能受 miR-489 的调控。转染 miR-489 后，

荧光素酶报告基因试验结果显示在 T-47D 细胞中

转染 miR-489 能显著降低细胞中包含 XIAP 3’ 

UTR 的 pGL3 质粒的荧光素酶活性，但 miR-489

对对照 pGL3 质粒的荧光素酶活性无影响(图 2C)。

这些结果表明 miR-489 能与 XIAP 基因的 3’ UTR

发生互补结合，并显著降低 XIAP 基因的表达水

平，XIAP 是 miR-489 的有效靶点。MTT 试验结

果显示在 T-47D 细胞中转染 XIAP 表达质粒后，

miR-489 联合卡铂对 T-47D 细胞的杀伤活性受到

显著抑制。另外，直接用 siRNA 沉默 XIAP 也能

明显提高卡铂对 T-47D 的杀伤活性(图 2D)，表明

miR-489 发挥对卡铂协同抗乳腺癌效应的机制可

能为 miR-489 下调乳腺癌细胞中 XIAP 的表达水平。 



 

·322·        Chin J Mod Appl Pharm, 2018 March, Vol.35 No.3                         中国现代应用药学 2018 年 3 月第 35 卷第 3 期 

 
图 1  miR-489 增强卡铂对 T-47D 细胞的杀伤活性(n=3, sx  ) 
A卡铂(0~16 µmol·L1)单独处理对 T-47D 细胞的杀伤活性；BmiR-489(0~500 pmol·mL1)单独处理对 T-47D 细胞的杀伤活性；CmiR-489 

(50 pmol·mL1)显著增强不同浓度卡铂(0~16 µmol·L1)对 T-47D 细胞的杀伤活性；DmiR-489 (50 pmol·mL1)对低浓度卡铂(2 µmol·L1)的协同抗

乳腺癌活性；与对照组相比, 1)P<0.05；与卡铂组相比, 2)P<0.05。 

Fig. 1  miR-489 enhanced the cytotoxicity of carboplatin to T-47D cells(n=3, sx  ) 
Acytotoxicity of carboplatin (016 µmol·L1) single treatment to T-47D cells; Bcytotoxicity of miR-489 (0500 pmol·mL1) single treatment to T-47D 

cells; CmiR-489 (50 pmol·mL1) enhanced the cytotoxicity of different concentrations of carboplatin (016 µmol·L1) to T-47D cells; Dsynergistic 

effect of miR-489 (50 pmol·mL1) on the low dose of carboplatin (2 µmol·L1) against breast cancer; Compared with the control group, 1)P<0.05; 
Compared with the carboplatin group, 2)P<0.05. 

 
图 2  miR-489 通过下调 XIAP 的表达增强卡铂对 T-47D 细胞的杀伤活性(n=3, sx  ) 
ATargetScan 公共数据库表明 XIAP 基因的 3’ UTR 存在 miR-489 的互补结合位点。B转染 miR-489 抑制 T-47D 细胞中 XIAP 的表达水平，而转

染 XIAP 质粒能废除 miR-489 对 XIAP 的抑制作用；与对照组比较，1)P<0.05；与 miR-489 组相比，2)P<0.05。C转染 miR-489 显著降低包含 XIAP 

3’ UTR 的 pGL3 质粒的荧光素酶活性；与对照组比较，1)P<0.05。D转染 XIAP 表达质粒抑制 miR-489 对卡铂的协同抗乳腺癌活性；与对照组相

比，1)P<0.05；与卡铂组相比，2)P<0.05；与 miR-489+卡铂组相比，3)P<0.05。 

Fig. 2  miR-489 enhanced the cytotoxicity of carboplatin to T-47D through inhibiting the expression of XIAP (n=3, sx  )  
ATargetScan public database showed that the XIAP 3’ UTR contained complementary sequence paired with miR-489. BmiR-489 inhibited the 
expression of XIAP in T-47D cells, whereas the XIAP plasmid abolished the inhibition of XIAP induced by miR-489; compared with the control group, 
1)P<0.05; compared with the miR-489 group, 2)P<0.05. CTransfection with miR-489 in T-47D decreased the luciferase activity of pGL3 plasmid 

contained with XIAP 3’ UTR; compared with the control group, 1)P<0.05. DTransfection of XIAP plasmid inhibited the synergistic effect of miR-489 on 
carboplatin-induced cytotoxicity to breast cancer; compared with the control group, 1)P<0.05; compared with the carboplatin group, 2)P<0.05; compared 
with the carboplatin+miR-489 group, 3)P<0.05. 

3.3  miR-489 通过抑制 XIAP 的表达促进卡铂诱

导的细胞凋亡 

免疫共沉淀试验结果显示卡铂处理能诱导

T-47D细胞的Smac/DIABLO从线粒体中释放到细胞

质中，然而 XIAP 能与细胞质中的 Smac/DIABLO 发

生结合。miR-489 处理虽不能促进卡铂诱导的

Smac/DIABLO 的释放，但它能通过下调 XIAP 的

表达明显减弱 XIAP 与 Smac/DIABLO 的相互作用

(图 3A)。Western blot 试验结果显示 miR-489 能明

显促进 T-47D 细胞中卡铂诱导的 caspase-9 及其下

游 caspase-3 的活化(图 3B)。流式细胞试验结果显

示 miR-489 能明显促进卡铂对 T-47D 细胞凋亡的

诱导活性(图 3C)。另外，转染 XIAP 质粒明显抑制

miR-489联合卡铂对 T-47D细胞 caspases的活化和

凋亡的发生，这些结果表明了 miR-489 通过抑制

XIAP 的表达促进卡铂对乳腺癌的凋亡诱导活性。 
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图 3  miR-489 通过抑制 XIAP 的表达促进卡铂诱导的细胞凋亡(n=3, sx  ) 

AmiR-489通过下调XIAP的表达抑制XIAP与 Smac/DIABLO的相互作用；BmiR-489促进 T-47D细胞中卡铂诱导的 caspase-9及其下游 caspase-3

的活化；与 miR-489+卡铂组相比，3)P<0.05；CmiR-489 促进卡铂对 T-47D 细胞的凋亡诱导活性；与对照组相比，1)P<0.05；与卡铂组相比，2)P<0.05；

与 miR-489+卡铂组相比，3)P<0.05。  

Fig. 3  miR-489 enhanced the carboplatin-induced apoptosis through inhibiting the expression of XIAP(n=3, sx  ) 
AmiR-489 inhibited the interaction with XIAP and Smac/DIABLO through inhibiting the expression of XIAP; BmiR-489 promoted carboplatin- 

induced activation of caspase-9 and caspase-3; CmiR-489 promoted carboplatin-induced apoptosis in T-47D cells; compared with the control group, 
1)P<0.05; compared with the carboplatin group, 2)P<0.05; compared with the carboplatin+miR-489 group, 3)P<0.05. 

4  讨论   

研究表明 miR-489 是一种肿瘤抑制性分子。

在膀胱癌细胞中，miR-489 能下调 jagged 1(JAG1)

蛋白的表达从而抑制肿瘤细胞的增殖和转移[15]；

又如在肺癌细胞中，miR-489 往往表达下调，而在

肿瘤细胞中过表达 miR-489 后，肺癌组织的生长

受到明显抑制[16]。然而，miR-489 是否在乳腺癌的

化疗中起协同作用，至今还很少报道。在本研究

中，试验结果发现在乳腺癌细胞中过表达 miR-489

能明显提高乳腺癌细胞对低浓度卡铂的敏感性，

表明 miR-489 对卡铂有协同抗乳腺癌活性。 

XIAP 属于抗凋亡蛋白家族成员，能与细胞质
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中的 Smac/DIABLO 等凋亡活性物质结合，从而使

凋亡活性物质失活而发挥抗凋亡作用，因此细胞中

XIAP 的水平越高则细胞对凋亡信号的敏感性越

弱[21-22]。研究表明肿瘤细胞中 XIAP 的过表达是肿

瘤细胞产生对化疗药物抵抗性的重要因素，往往肿

瘤患者的 XIAP 表达水平越高，其预后也越差[19-20]，

因此采取辅助治疗方法降低肿瘤细胞中 XIAP 的表

达水平被认为是提高化疗疗效的有效方法[23]。 

在本研究中，实验结果发现 miR-489 能明显提

高卡铂对乳腺癌细胞的凋亡诱导活性。机制研究实

验结果发现卡铂治疗能诱导 Smac/DIABLO 这一重

要的凋亡活性物质从线粒体中释放到细胞质中。而

miR-489 辅助治疗虽然不能直接增强卡铂诱导的

Smac/DIABLO的释放，但能与XIAP基因的 3’ UTR

互补结合抑制 XIAP 的表达水平，从而显著降低细

胞质中的 Smac/DIABLO 与 XIAP 的结合，使

Smac/DIABLO 游离出来激活下游的 caspase-9 和

caspase-3，最终促进卡铂诱导的细胞凋亡。 

综上所述，本研究证明了 miR-489 辅助治疗能

显著提高卡铂对乳腺癌细胞的杀伤活性。通过机制

研究发现 miR-489 能通过下调 XIAP 的表达明显减

弱 XIAP 与 Smac/DIABLO 的相互作用，从而增强

卡铂对乳腺癌细胞的凋亡诱导活性。这些研究为卡

铂等化疗药物的增效作用提供了新的策略和思路。 
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