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威百亩熏蒸对土壤硝化作用及amoA型硝化细菌
群落结构的影响

燕平梅* 李 娜 赵文婧 陈燕飞 乔宏萍

（太原师范学院生物系，土壤消毒活化绿色产业技术创新战略联盟，太原 030619）

摘要：为探究威百亩对土壤硝化作用的影响及作用机制，通过理化分析和变性梯度凝胶电泳方法

研究浓度为20、100和500 mg/kg威百亩熏蒸处理对土壤硝化作用及amoA型硝化细菌群落结构的

影响。结果表明，威百亩熏蒸处理0、14、28 d后，3种浓度处理的土壤硝化率与对照差异不显著；处

理56 d后，20、100和500 mg/kg浓度处理的土壤硝化率分别为81.15%、76.66%和94.08%，前两者与

对照差异不显著，后者与对照差异显著；而处理84 d后，3种浓度处理的土壤硝化率与对照差异均

不显著。与对照相比，3个浓度威百亩熏蒸处理不同时间后土壤amoA型硝化细菌群落的均匀度指

数差异不显著。熏蒸处理14 d后，浓度20、100 mg/kg威百亩处理的土壤amoA型硝化细菌群落的

香农多样性指数和丰富度指数分别为1.00、10.97和 0.84、7.79，与对照的0.92和9.78均无显著差异；

而浓度 500 mg/kg 威百亩处理的香农多样性指数和丰富度指数分别为 0.59、5.77，显著低于对照。

表明威百亩对土壤硝化强度的影响较amoA型硝化细菌群落延迟，说明土壤中硝化作用的强弱并

非完全决定于土壤amoA型硝化细菌的作用。
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Abstract: To explore the effect and mechanism of metham on soil nitrification, physicochemical analy‐

sis and denaturing gradient gel electrophoresis were used to analyze the effects of 20, 100 and 500 mg/kg

of fumarate on soil nitrification and amoA type denitrifying bacteria community structure. The results

showed that after 0, 14 and 28 days of fumigation treatment, the soil nitrification rates of 20, 100 and

500 mg/kg treatments were not significantly different from those of the control. After 56 days of treat‐

ment, the soil nitrification rate of the 20, 100 and 500 mg/kg treatments were 81.15%, 76.66% and

94.08%, respectively. There was no significant difference between the two treatments and that of the con‐

trol, but the significant difference appered latter. After 84 days of treatment, there was no significant dif‐

ference in soil nitrification between 20, 100 and 500 mg/kg treatments and the control group. Compared

with the control group, there was no significant difference in evenness index of amoA type nitrifying

bacteria community after 0, 14, 28, 56 and 84 days of fumigation with three concentrations of metham.
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After 14 days of fumigation treatment, the diversity index and richness index of amoA-type nitrifying

bacteria community in soil treated with 20, 100 mg/kg concentrations were 1.00，10.97 and 0.84, 7.79, re‐

spectively, which had no significant with those of control (0.92 and 9.78); the diversity index and richness

index of treatment with 500 mg/kg concentration were 0.59 and 5.77, were remarkable lower than those

of control. The effect of metham on soil nitrification intensity was delayed compared with that of amoA

type nitrifying bacteria community structure, which indicated that the strength of nitrification in soil

does not depend entirely on the number of nitrifying bacteria in the soil.
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土壤熏蒸是防治作物土传性病害的一项技术，

利用化学、物理、生物防治技术以及耕作措施抑制土

壤病原体的生长繁殖及其对作物的侵染，减轻土壤

中病原体对农作物的危害，能有效地防止土传病害

的传播蔓延，很好地解决高附加值作物的重茬问

题，并显著提高作物的产量和品质。随着保护地

高附加值经济作物的连年栽培，土传病害问题愈

发突出。土壤熏蒸技术成为普遍使用并且能有效

控制农业生产中土传病害的重要措施（程新胜和

杨建卿，2007）。

溴甲烷曾是一种优良的土壤熏蒸剂，由于其显

著消耗臭氧层物质，目前溴甲烷替代品如威百亩、氯

化苦、二甲基二硫等不断被研究开发用于防治土传

病害（Hutchinson et al.，2000；Gilreath et al.，2005；

Minuto et al.，2006）。有关溴甲烷替代品的研究主

要是考察其对病虫害及杂草的防治效果，或熏蒸剂

的环境行为等方面（Gilreath & Santos，2004；Klose

et al.，2007；Hanson et al.，2011）。土壤熏蒸剂对土

壤中氮转化相关功能的微生物及其功能的影响一直

是研究热点问题，已有试验证明熏蒸处理会抑制土

壤硝化作用，如Stromberger et al.（2005）认为用溴甲

烷熏蒸土壤后，硝化速率与对照相比减少 55%以

上，且一直持续到熏蒸后 37 周还未恢复；程新胜和

杨建卿（2007）发现溴甲烷和威百亩熏蒸后，土壤

硝化作用受到明显抑制。硝化作用分为 2个阶段，

即氨氧化和亚硝酸盐氧化，分别由 2类化能自养微

生物完成：一类是氨氧化微生物的氨单加氧酶

（ammonia monooxygenase，amoA）完成氨（NH3）的

氧化过程；另一类是硝化细菌完成亚硝酸氧化过

程。氨氧化微生物是执行硝化作用速率限制性步

骤的关键微生物（Phillips et al.，2000），同时也是普

遍存在于土壤中的硝化微生物（Schleprt et al.，

2005；Treusch et al.，2005），常永凯（2016）以氨氧化

微生物的功能基因氨单加氧酶（amoA）基因研究辽

河口沉积物的硝化作用，揭示了辽河口沉积物中

氨氧化微生物的多样性特征及硝化作用；杨扬等

（2012）基于氨氧化微生物的 amoA 基因研究了硝

化抑制剂对蔬菜土硝化和反硝化细菌的影响，阐

述了硝化抑制剂的抑制机理。

威百亩熏蒸剂对病虫害及杂草的防治效果能够

替代溴甲烷，但其是否为优良的熏蒸剂目前尚未见

报道。本研究以实验室熏蒸土壤为材料，以威百亩

熏蒸土壤中提取的总基因 DNA 作模板，采用 PCR

技术和变性梯度凝胶电泳（denaturing gradient gel

electrophoresis，DGGE）方法鉴定土壤中的 amoA 型

硝化微生物，分析威百亩熏蒸对土壤中 amoA 型硝

化微生物群落结构及硝化作用的影响，探究威百亩

熏蒸影响土壤硝化作用机制，以期为土壤熏蒸剂的

选择提供技术支持。

1 材料与方法

1.1 材料

供试土壤：本试验所选土壤为北京市通州区黄

瓜大棚轮作 3年以上土壤。土壤为砂壤土，其理化

性质为：有机质 33.55 g/kg，铵态氮 73.01 mg/kg，硝

态氮 249.46 mg/kg，速效钾 443.45 mg/kg，有效磷

657.66 mg/kg，pH 6.86。

药剂、试剂及仪器：42%威百亩（metham-sodi‐

um）水剂，大连染料化工有限公司。Taq酶、dNTPs

等，生工生物工程（上海）股份有限公司；琼脂糖、

RNase、去离子甲酰胺、聚丙烯酰胺，上海鼎国生物

技术有限公司；DNA Ladder，北京天为时代科技有

限公司；土壤 DNA 提取试剂盒、SYBR Green，美国

MO-Bio Laboratories 公司；其它常规试剂均为国产

分析纯。TC-96/G/H（b）B PCR基因扩增仪、Centri‐

fuge 5415D 离心机，德国 Eppendorf 公司；D-Code

TM DGGE 电泳仪、DGGE 指纹图谱用凝胶成像系

统，美国Bio-Rad公司；Futura连续流动分析仪，法国
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Alliance公司。

1.2 方法

1.2.1 土壤熏蒸试验

土壤熏蒸试验于 2012年在北京市通州区黄瓜

大棚内进行，大棚面积约2 000 m2，采用对角线五点

法取土样，将其过2 mm筛后混匀，加水将土壤湿度

调为15%，称取1 kg土壤置于1.5 L干燥器中。对土

壤分别进行不同熏蒸处理，即 20、100 和 500 mg/kg

三个浓度的威百亩熏蒸处理，以无熏蒸剂处理作

对照，共 4 个处理，每个处理 3 次重复。干燥器在

加入药剂后立即密封，在温度为 25℃条件下密闭

熏蒸 7 d 后敞气，然后置于温度为 25℃条件下恒温

避光培养，每隔 2 d 调节土壤含水量至熏蒸前水

平，分别于熏蒸后 0、14、28、56、84 d采用五点法取

样，每个样点取 1 g土壤，每个处理共取 5 g，用于测

定各参数。

1.2.2 土壤硝化作用的测定

通过土壤培养法测定 1.2.1中所处理土壤的硝

化率，用连续流动分析仪测定土壤中的酸态氮

（NO3
- -N）或硝酸态和亚硝酸态的氮（NO3

- +NO2
--

N），根据其在土样中转化为硝酸态的氮（NO3
- -N）

或硝酸态和亚硝酸态的氮（NO3
- +NO2

--N）占总矿

态氮的百分率计算硝化率，分析各处理土壤中硝化

作用的强度（孙军德等，2005）。

1.2.3 amoA基因的PCR扩增及基因序列的鉴定

土壤总DNA的提取与检测：土壤总DNA的提

取按照土壤DNA提取试剂盒步骤提取。DNA提取

物用 2%琼脂糖凝胶电泳检测。每个处理样品 3个

重复，然后混合DNA提取液，于-20℃保存。

amoA 基因的 PCR 扩增：采用 amoA-F（5'-CT‐

GGGAYTTCTGGMTKGACTG-3'）和 amoA-R（5'-A-

GTARASYTTKCCRARRTACCACCA-3'）引物扩增

土壤amoA基因（陈哲等，2009），引物由生工生物工

程（上海）股份有限公司合成。扩增体系：PCR Mas‐

ter Mix 12.5 μL、10 pmol/μL 上下游引物各 1 μL、

DNA 1.5 μL，加 ddH2O 至终体积 25 μL。反应程序：

94℃预变性 5 min；94℃变性 30 s，48.8℃退火 30 s，

72℃延伸 45 s，35个循环；72℃再延伸 8 min，于 4℃

保存。扩增目的片段大小约为576 bp。

PCR 产物的变性梯度凝胶电泳及差异泳带的

回收：取 PCR产物 20 μL进行变性梯度凝胶电泳分

析，细菌的变性剂梯度范围为 35%~50%，聚丙烯酰

胺凝胶浓度为 8%（100%的变性剂为 7 mol/L 尿素

和 40%的去离子甲酰胺）。在 1×TAE缓冲液中，于

200 V、60℃下电泳 4 h。电泳后采用 SYBR Green

试剂对凝胶进行染色，观察到有荧光条带。变性

梯度凝胶电泳图谱胶切下目的条带，通过变性梯度

凝胶电泳指纹图谱用凝胶成像系统分析电泳条带，

并送至由华大基因技术服务有限公司进行测序，

将测序所得序列用DNAMAN 4.0软件去除载体序

列，用BLAST程序在GenBank中搜索相似序列，相

关序列用 DNAMAN 4.0 进行比对，进行系统发育

分析，鉴定获得 amoA型硝化细菌。

1.2.4 amoA型硝化细菌群落结构分析

采用香农多样性指数对获得的土壤硝化细菌群

落结构进行分析。用香农多样性指数H、均匀度指

数E和丰富度指数R 表示反硝化细菌群落的结构

水平及生态学特征（李晔等，2010），香农多样性指

数 H=-Σ(ni/N)ln(ni/N)，式中 ni表示变性梯度凝胶电

泳中单一条带的峰面积，N为所有电泳条带峰的面

积，峰面积从仪器的结果中获得；丰富度指数R=S-
1/lnN，式中 S为某一泳道的总带数；均匀度指数E=

H/Hmax，Hmax=lnS（李晔等，2010），通过 3个指标反映

细菌群落类型、结构差异及群落演替的动态变化。

1.3 数据分析

采用SPSS 13.0软件对试验数据进行处理，以最

小显著差数（LSD）法进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 威百亩熏蒸对土壤硝化作用的影响

威百亩熏蒸处理后，随着敞气时间的延长，对土

壤硝化作用的影响不同。处理后 0 d，对照的土壤

硝化率为 74.02%，20、100和 500 mg/kg浓度威百亩

熏蒸土壤硝化率分别为 74.85%、77.87%和 83.91%，

与对照差异不显著。处理后 14~28 d，不同处理与

对照间仍差异不显著。处理后 56 d，对照土壤的硝

化率为 81.45%，20、100和 500 mg/kg浓度处理的土

壤硝化率分别为 81.15%、76.66%和 94.08%，前两者

与对照差异不显著，后者与对照差异显著（P<

0.05）。处理后 84 d，对照的土壤硝化率为 81.98%，

20、100 和 500 mg/kg 浓度处理的土壤硝化率分别

为 80.13%、76.53% 和 74.34%，与对照差异不显著

（P>0.05）。说明威百亩熏蒸剂对土壤硝化作用的

影响表现为高浓度（500 mg/kg）在培养后期（56 d）

抑制土壤硝化作用，而84 d硝化作用与对照无显著

差异。
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图1 不同浓度威百亩熏蒸对土壤硝化作用的影响

Fig.1 Effects on soil nitrification with different concentration of metam-sodium fumigation

图中数据为平均数±标准差。相同时间下不同处理间的小写字母表示经LSD法检验在P<0.05水平差异显著。Data are

mean±SD. Different letters among different treatments at the same time indicate significant difference at P<0.05 level by LSD test.

2.2 amoA型硝化型细菌的变性梯度凝胶电泳分析

不同浓度威百亩熏蒸处理不同时间后的土壤

及对照的土壤微生物 amoA 基因 PCR 扩增产物的

变性梯度凝胶电泳图谱不同，20 mg/kg浓度威百亩

熏蒸土壤和对照土壤的电泳中出现 100 mg/kg 和

500 mg/kg 浓度威百亩熏蒸土样没有的电泳条带，

经回收此条带（条带 a）测序分析为车菊哈氏菌Ha‐

hella chejuensis。不同泳道上有一些共同的DNA条

带，其中有 1 条带（条带 b）在不同样品中迁移率一

致、且信号强度高，预示着不同浓度威百亩熏蒸剂处

理之间以及和对照土壤之间存在着共同的优势硝化

细菌类群，经回收鉴定为未培养氨氧化菌，但DNA

条带信号强度又不相同。100 mg/kg和500 mg/kg浓

度威百亩熏蒸土壤和对照土壤的电泳中出现了

20 mg/kg浓度处理土壤没有的电泳条带，经回收此

条带（条带 c），测序分析为未培养氨氧化菌。在对

照土壤中出现了威百亩熏蒸土样没有的电泳条带d，

经回收条带测序分析此泳带为施氏假单胞菌Pseu‐

domonas stutzeri（图 2、表 1）。表明土壤中 amoA 型

硝化型细菌的优势菌为未培养氨氧化菌。

图2 威百亩熏蒸土壤amoA型硝化细菌的变性梯度凝胶电泳结果

Fig. 2 The results of denaturing gradient gel electrophoresis of amoA type of nitrification bacteria in soil fumigated with metam

图中 a、b、c、d是从变性梯度凝胶电泳图谱中回收的电泳带。1~5：20 mg/kg威百亩熏蒸 0、14、28、56、84 d后的样品；6~

10：100 mg/kg威百亩熏蒸0、14、28、56、84 d后的样品；11~15：500 mg/kg威百亩熏蒸0、14、28、56、84 d后的样品；CK1、

CK2、CK3、CK4、CK5：无熏蒸剂处理 0、14、28、56、84 d 后的样品。 Electrophoresis patterns a，b，c，d are electrophoretic

bands recovered from denaturing gradient gel electrophoresis patterns. 1-5：samples at 0，14，28，56，84 d after fumigation with

20 mg/kg metham-sodium；6-10：samples at 0，14，28，56，84 d after fumigation with 100 mg/kg metham-sodium；11-15：sam‐

ples at 0，14，28，56，84 d after fumigation with 500 mg/kg metham-sodium；CK1，CK2，CK3，CK4，CK5：samples at 0，14，

28，56，84 d after treatment with no fumigant.
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表1 威百亩熏蒸土壤中amoA的PCR-变性梯度凝胶电泳片段测序分析结果

Table 1 The results of amoA-PCR-DGGE sequence analysis (of the soil samples fumigated with metam-sodium)

测序条带

Sequenced band

a

b

c

d

登录号

Accession number

CP000155.1

HQ267731.1

FN394212.1

CP002881.1

与NCBI中已发表相关序列同源性比较

The strain or clones which have the highest identity from NCBI

车菊哈氏菌 Hahella chejuensis

未培养氨氧化菌 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium

未培养氨氧化菌 Uncultured ammonia-oxidizing bacterium

施氏假单胞菌 Pseudomonas stutzeri

同源率（%）

Homology rate

97

96

98

99

2.3 熏蒸后土壤中amoA型硝化细菌群落的生态指数

浓度为 20 mg/kg和 500 mg/kg威百亩熏蒸处理

后 0 d，土壤 amoA型硝化细菌群落的香农多样性指

数为0.81和0.88，显著高于对照的0.73（P<0.05）。浓

度为20 mg/kg和100 mg/kg威百亩熏蒸处理后14 d，

土壤 amoA型硝化细菌群落的香农多样性指数 1.00

和 0.84，与对照无显著差异，而 500 mg/kg浓度处理

的香农多样性指数（0.59）显著低于对照（P<0.05）。

3种浓度威百亩熏蒸处理28 d，土壤amoA型硝化细

菌群落的多样性指数与对照均无显著差异。浓度

100 mg/kg 和 500 mg/kg 威百亩熏蒸处理后 56 d，

土壤 amoA 型硝化细菌群落的多样性指数分别为

0.80 和 0.99，显著高于对照的 0.76（P<0.05）。浓度

为 20 mg/kg 和 100 mg/kg 威百亩熏蒸处理后 84 d，

土壤 amoA 型硝化细菌群落的香农多样性指数为

0.84和 1.09，显著高于对照（P<0.05）（表 2）。3种浓

度威百亩熏蒸处理不同时间，土壤 amoA 型硝化细

菌群落的均匀度指数与对照均无显著差异。

表2 威百亩熏蒸土壤中amoA型硝化细菌群落的生态指数

Table 2 The ecological index of nitrifying bacteria in the soil fumigated with metam-sodium

处理时间

Time（d）

0

14

28

56

84

浓度（mg/kg）

Concentration

20

100

500

CK

20

100

500

CK

20

100

500

CK

20

100

500

CK

20

100

500

CK

香农多样性指数

Shannon diversity index

0.81±0.11 a

0.73±0.21 b

0.88±0.15 a

0.73±0.28 b

1.00±0.01 a

0.84±0.31 a

0.59±0.12 b

0.92±0.38 a

0.89±0.22 a

0.79±0.17 a

0.95±0.41 a

0.83±0.27 a

0.68±0.13 b

0.80±0.16 a

0.99±0.38 a

0.76±0.19 b

0.84±0.23 a

1.09±0.18 a

0.57±0.16 b

0.48±0.13 b

均匀度指数

Evenness index

0.95±0.41 a

0.86±0.21 a

0.87±0.01 a

0.93±0.21 a

0.96±0.23 a

0.93±0.31 a

0.75±0.09 a

0.92±0.11 a

0.94±0.31 a

0.94±0.33 a

0.99±0.41 a

0.92±0.31 a

0.87±0.32 a

0.89±0.22 a

0.99±0.11 a

0.89±0.11 a

0.93±0.21 a

0.95±0.11 a

0.94±0.01 a

0.90±0.21 a

丰富度指数

Richness index

6.79±1.11 b

6.79±1.12 b

9.79±2.01 a

6.77±1.15 b

10.79±1.31 a

7.79±1.13 a

5.77±0.11 b

9.78±2.11 a

8.79±1.10 a

6.77±0.10 b

8.75±1.13 a

7.78±1.14 a

5.78±0.99 b

7.78±1.01 a

9.76±1.18 a

6.77±1.04 a

7.78±1.10 b

13.79±2.11 a

3.74±0.17 c

2.72±0.17 c

表中数据为平均数±标准差。同列不同小写字母表示经LSD法检验在P<0.05水平差异显著。Data are mean±SD. Differ‐

ent letters in the same column indicate significant difference at P<0.05 level by LSD test.

浓度为500 mg/kg威百亩熏蒸处理后 0 d，土壤

amoA型硝化细菌群落的丰富度指数为9.79，显著高

于对照的 6.77（P<0.05）；而其它 2 种浓度处理与对

照间均无显著差异。浓度20、100和500 mg/kg威百
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亩熏蒸处理后14 d，土壤amoA型硝化细菌群落的丰

富度指数分别为 10.79、7.79和 5.77，其中 500 mg/kg

处理显著低于对照的 9.78（P<0.05）；而其它 2 种浓

度处理与对照间均无显著差异。浓度 20 mg/kg 和

500 mg/kg威百亩熏蒸处理后28 d，丰富度指数为8.79

和 8.75，与对照的 7.78无显著差异；浓度 100 mg/kg

熏蒸处理的丰富度指数显著低于对照（P<0.05）。浓度

20 mg/kg威百亩熏蒸处理后56 d，土壤amoA型硝化

细菌群落的丰富度指数为 5.78，显著低于对照的

6.77（P<0.05）。浓度 20 mg/kg 和 100 mg/kg 威百亩

熏蒸处理后84 d，土壤amoA型硝化细菌群落的丰富

度指数为 7.78 和 13.79，显著高于对照 2.72（P<

0.05）。说明不同浓度威百亩熏蒸对土壤amoA型硝

化细菌群落均匀度无显著影响，而对其多样性和丰

富度表现为初期（14 d）影响较明显；浓度100 mg/kg

和 500 mg/kg 处理对土壤 amoA 型硝化细菌群落具

有抑制作用，但到28 d后可自然恢复。

3 讨论

硝化作用是土壤氮转化中的一个重要过程，通

过微生物作用将NH4
+氧化成NO3

-。土壤熏蒸处理

对硝化作用有着明显的抑制作用，使土壤中可摄取

的 NH4
+-N 库保持较高水平，保证了作物对铵态氮

的需要，提供了作物对土壤氮素的利用需求（颜冬冬

等，2010）。因此，选择溴甲烷替代熏蒸剂，既要考虑

替代熏蒸剂对土传病害的作用，也需考虑熏蒸剂对

硝化作用的影响。本研究也获得类似结果，高浓度

500 mg/kg威百亩熏蒸土壤后 56 d会抑制土壤硝化

作用。颜冬冬等（2010）研究报道溴甲烷替代熏蒸剂

氯化苦熏蒸土壤后的前 11周硝化作用过程受到明

显抑制，11周后硝化作用逐渐恢复，硝化作用受抑

制程度减弱；燕平梅等（2014）试验结果表明，溴甲烷

熏蒸土壤100 d后明显降低了土壤硝化强度。以上

研究表明熏蒸剂熏蒸土壤可以抑制其硝化作用，但

不同熏蒸剂对土壤硝化作用抑制时间不一样。

本试验研究了威百亩熏蒸对土壤amoA型硝化

细菌群落多样性指数和丰富度指数的影响，结果表

明熏蒸处理后14 d，浓度500 mg/kg处理后香农多样

性指数和丰富度指数显著低于对照，说明威百亩熏

蒸处理后 14 d，amoA 型硝化细菌的就可以受到抑

制，虽然熏蒸处理56 d也可抑制土壤硝化作用，但后

者晚于前者 42 d，这与燕平梅等（2014）的研究结论

存在差异，后者发现溴甲烷对土壤硝化作用的抑制

主要发生在氨氧化微生物amoA催化的氨的氧化过

程，溴甲烷熏蒸抑制amoA型硝化细菌的多样性。说

明不同土壤熏蒸剂对土壤硝化作用的抑制机理不同。

李君（2017）发现威百亩熏蒸土壤后可能引起短

暂抑制硝化过程或者加速土壤矿化，考察涉及到硝

化和反硝化的基因表达量，被威百亩抑制的亚硝化

过程也主要反映 amoA 基因表达量的变化，但是

amoA的下降并没有达到显著水平；Feld et al.（2015）

研究棉隆熏蒸对土壤硝化作用的影响，表明棉隆刺

激土壤硝化活性，同时抑制细菌和古菌 amoA 基因

的表达。而本研究中未观察到威百亩熏蒸土壤对

amoA型硝化细菌硝化作用的刺激效应；燕平梅等

（2019）研究了威百亩熏蒸对土壤反硝化作用及

nirS型反硝化微生物群落结构的影响，发现威百亩

对土壤反硝化影响与反硝化微生物无关。综上所

述，威百亩熏蒸对土壤硝化作用的影响并非完全

决定于土壤 amoA 型硝化细菌的作用，有待于以后

进一步研究。
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