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蔗糖癸酸酯对沙门氏菌的抗菌作用及其机理初探 
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摘要：本文研究了蔗糖癸酸酯对沙门氏菌的体外抗菌作用及其机理。采用肉汤稀释法测定了不同 pH 值下蔗糖癸酸酯对沙门氏

菌的最小抑菌浓度（MIC）和最小杀菌浓度（MBC）。通过测定菌体渗漏物、SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分析、扫描电镜观察、DNA

结合试验等，初步研究了蔗糖癸酸酯对沙门氏菌的抗菌机理。结果表明：蔗糖癸酸酯在 pH 7.0时对沙门氏菌的MIC为 20 mM，在酸

性条件下抗菌效果更为显著。蔗糖癸酸酯能够使菌体细胞内核酸、蛋白质和还原糖等外泄，影响细胞膜结构完整性和菌体正常形

态；对菌体细胞蛋白（尤其是大分子量蛋白）的合成与积累有干扰作用；同时糖酯的亲水性头基可与 DNA 磷酸基团以氢键的方式结

合，使DNA骨架收缩。因此，可将蔗糖癸酸酯作为兼具乳化和防腐作用的多功能食品添加剂，应用于动物源性食品的加工和储藏过

程中。 
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Abstract: In this study, the in vitro antibacterial activity of sucrose monocaprate against Salmonella Typhimurium was investigated, along 

with its underlying mechanism. The minimum inhibitory concentrations (MICs) and minimum bactericidal concentrations (MBCs) of sucrose 

monocaprate against S. Typhimurium were evaluated under different pH conditions using a broth macrodilution assay. The possible antibacterial 

mechanism against S. Typhimurium was preliminarily determined by evaluation of the released cellular constituents, sodium dodecyl 

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), scanning electron microscopic observations, as well as a DNA-binding assay. The 

results showed that the MIC of sucrose monocaprate at pH 7.0 against S. Typhimurium was 20 mM, and the antibacterial activity was more 

significant under acidic conditions. Treating S. Typhimurium with sucrose monocaprate led to the leakage of nucleic acids, proteins, and 

reducing sugars, as well as damage to the integrity of cell membranes, but with a normal cell morphology. Sucrose monocaprate interfered with 

the synthesis and accumulation of bacterial proteins (especially for high-molecular-weight proteins). Moreover, the hydrophilic head group of 

sucrose monocaprate could bind to the phosphate group of DNA by hydrogen bonding, which increased the contraction of the DNA backbone. 

Therefore, sucrose monocaprate can serve as a safe multifunctional food additive with both emulsifying and antibacterial activities, and shows 

potential to be applied in the processing and storage of animal-derived foods. 

Key words: sucrose monocaprate; Salmonella Typhimurium; antibacterial mechanism; sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 
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沙门氏菌（Salmonella）属肠道菌科，广泛分布

于自然界，能引起伤寒、副伤寒和食物中毒，导致肠 

收稿日期：2015-07-23 

基金项目：国家自然科学基金青年科学基金项目(31201324)；北京市教育委

员会科技计划面上项目(KM201210011008)；北京市科技计划项目

（Z15110500120000） 

作者简介：赵磊（1982-），女，博士，副教授，研究方向为功能性食品及食

品安全 

热症、败血症和胃肠炎三类疾病，是引起食物中毒的

重要病原菌。动物源性食品（如肉、蛋及其相应制品

等）中常带有致病性沙门氏菌，是食物中毒的主要来

源[1]。在各类细菌性的食物中毒中，沙门氏菌引起的

中毒病例在世界各国位居前三位，已引起各界学者的

广泛重视[2]。 

糖酯具有无毒、无臭、无刺激性及易生物降解等

特点，作为食品乳化剂、分散剂、质地改良剂等在食
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品工业中被广泛使用[3]。近年来研究表明，糖酯对微

生物（如，蜡样芽孢杆菌、凝结芽孢杆菌、嗜热芽孢

杆菌、枯草芽孢杆菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、

酿酒酵母和镰刀菌等）具有较广泛的抑制作用[4~8]，对

革兰氏阳性芽孢杆菌的抑菌作用尤为显著，因此在开

发兼具防腐和乳化作用的多功能食品添加剂方面具有

广阔的前景。本团队前期以蜡样芽孢杆菌、枯草芽孢

杆菌、金黄色葡萄球菌、大肠杆菌和沙门氏菌为供试

菌，研究了不同糖配基和脂配基对糖酯抑菌活性的影

响，结果表明蔗糖癸酸酯的抗菌作用最强，抗菌效果

与脂肪酸碳链长度成反比，且双糖脂肪酸酯的抗菌作

用要优于单糖脂肪酸酯[8]。然而，现有研究中有关糖

酯对沙门氏菌的抑菌作用的报道较少，且尚无糖酯对

沙门氏菌抑菌机理的系统研究。 

本文采用肉汤稀释法研究了蔗糖癸酸酯对沙门

氏菌的抗菌作用，并通过检测菌体渗漏物、扫描电镜

观察细菌细胞膜、聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）

分析菌体蛋白、DNA 结合试验等，对蔗糖癸酸酯抗菌

机理进行研究。本研究可为糖酯作为多功能食品添加

剂的开发和利用提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  主要材料与仪器 

蔗糖癸酸酯，本实验室制备[8]；Mueller-Hinton 琼

脂（MHA）、Mueller-Hinton 肉汤（MHB），北京奥

博星生物技术有限责任公司；沙门氏菌（Samonella 

Typhimurium）AS1.1174，中科院微生物所；醋酸异戊

酯、六甲基二硅胺、丙烯酰胺，均为分析纯，国药集

团化学试剂有限公司；十二烷基硫酸钠（SDS）、甲

叉双丙烯酰胺、过硫酸铵、四甲基二乙胺，均为分析

纯，美国 Sigma-Aldrich 公司；三羟甲基氨基甲烷、考

马斯亮蓝 R-250、溴酚蓝、溴化乙锭，均为分析纯，

美国 Amersco 公司；pBR322 质粒、10×DNA 上样缓

冲液，日本 Takara 公司；琼脂糖，Bethesda Research 

Laboratories 公司。 

HQ45 恒温摇床，中国科学院武汉科学仪器厂；

TGL-10C 高速台式离心机，上海智城分析仪器制造有

限公司；荧光/可见光凝胶成像系统，美国 Protein 

Simple 公司；SPECTRA MAX 190 连续波长酶标仪，

美国 MD 公司；UV2450 紫外可见分光光度计，日本

岛津株式会社；扫描电子显微镜，捷克 TESCAN 公司；

Bio-Rad 型电泳仪，北京伯乐生命科学发展有限公司；

SW-CJ-2FD 双人单面净化工作台，苏州净化设备有限

公司；ZWP-A1230 恒温恒湿培养箱，上海智城分析

仪器制造有限公司。 

1.2  试验方法 

1.2.1  不同 pH 值下蔗糖癸酸酯对沙门氏菌的

抗菌作用 

1.2.1.1  菌悬液的制备 

从菌种斜面上刮取少量沙门氏菌用MHB增菌，采

用活菌计数法测定菌数，用MHB稀释制成1×10
7
 

CFU/mL浓度的细胞悬浮液，制备好的菌液放入4 ℃

冰箱保存备用。 

1.2.1.2  蔗糖癸酸酯原液的制备 

配制 MHB 液体培养基，用 0.1 M 柠檬酸和 0.1 M 

NaOH 调整到 pH 4.0、5.0、6.0、7.0 和 8.0；然后 121 ℃

灭菌 15 min，冷却（经测定，灭菌前后 pH 基本一致）；

用不同 pH 的培养基溶解蔗糖癸酸酯样品，制备得到

不同浓度的蔗糖癸酸酯原液。 

1.2.1.3  最小抑菌浓度（MIC）和最小杀菌浓度（MBC）

的测定 

在常量肉汤稀释法的基础上做出一些调整，根据

需要的不同蔗糖癸酸酯浓度，加入其相应原液。将试

管排成一排，向各个试管加入适量的不同 pH 值 MHB

和该 pH 值对应的蔗糖癸酸酯原液，依次获得系列浓

度分别为 2.5、5、10、20 和 40 mM 的蔗糖癸酸酯溶

液各 5 mL。每排试管都设置空白对照。吸取一定量的

沙门氏菌悬液依次加入各试管中，使初始浓度控制在

5×10
5
 CFU/mL 左右，置于 37 ℃培养箱培养。经过

24 h 后，吸取菌液，用 MHA 进行活菌计数。以蔗糖

癸酸酯浓度为横坐标，培养后测得的平均菌落数的对

数值作为纵坐标，作图。试验设置 3 个平行，2 次重

复。MIC 为菌落计数等于或小于最初接种菌量的最低

浓度；MBC 为菌落计数等于或小于 0.1%最初接种菌

量的最低浓度。 

1.2.2  蔗糖癸酸酯对沙门氏菌菌体渗漏物的影

响 

采用 Zhao 等报道的方法进行测定[8]。收集对数期

菌液，5000 r/min 离心 10 min，用 0.1 M PBS（pH 7.2）

洗涤 3 次菌体细胞后，用等量的 PBS 溶液重悬菌体。

向25 mL菌体细胞悬液中添加蔗糖癸酸酯使其终浓度

达到 MIC，空白组加入等量的 PBS，将其放在 37℃恒

温摇床振荡培养 6 h。随后取 2 mL 菌液于 10000 r/min

离心 10 min 分离菌体，检测上清液中紫外吸收物（260 

nm）、蛋白质和还原糖的含量。蛋白质含量的测定采

用考马斯亮蓝法，还原糖含量的测定采用 3,5-二硝基

水杨酸（DNS）法。 

1.2.3  SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）
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分析菌体蛋白 

将按照 1.2.2 处理后的菌体细胞重悬于 2 mL PBS

中，将空白组和蔗糖癸酸酯处理组稀释至相同菌体浊

度，取相同体积的菌悬液，离心收集菌体，随后将菌

体重悬于上样缓冲液中，在沸水浴中加热 10 min，再

次离心，去除沉淀。用 12%分离胶，20 μL 上样量进

行电泳，用考马斯亮蓝 R-250 染色 20 min，脱色 2 h

后。利用凝胶成像仪进行照相，并用 Quantity one 软

件定量分析沙门氏菌菌体内可溶性蛋白含量的变化。 

1.2.4  扫描电镜分析 

向培养至对数期的菌液中，加入蔗糖癸酸酯溶液

使其终浓度达到 MIC，空白组加入等量的 PBS，混合

均匀后于 37 ℃培养 6 h。处理后的细菌细胞用 0.1 M 

pH 7.2 PBS（含 2.5%的戊二醛，V/V）置于 4 ℃过夜

进行固定，用 0.1 M PBS 洗涤并重悬细胞，静置 3-5 

min，10000 r/min 离心。随后用不同浓度的乙醇溶液

（30%、50%、70%、80%、90%和 100%）逐级对细

胞进行脱水。最后用六甲基二硅胺烷干燥细胞。通过

扫描电子显微镜观察蔗糖癸酸酯对细菌壁膜的影响。 

1.2.5  蔗糖癸酸酯对细菌 DNA 作用的研究 

1.2.5.1  蔗糖癸酸酯与 EB 竞争性结合 DNA 的研究 

取 0.5 mL 离心管数只，每管中分别加入 100 

µg/mL的pBR322质粒DNA溶液80 μL，100 µg/mL EB

溶液 1.5 μL，然后再加入不同浓度的蔗糖癸酸酯溶液，

使终体积补足至 100 μL，同时设置空白对照组。在

37 ℃孵育 10 min，采用连续波长多功能酶标仪在 

560~720 nm 范围内进行扫描，激发波长 λ=535 nm
[9]。

以荧光强度 I0/I（不存在蔗糖癸酸酯/存在蔗糖癸酸酯）

对蔗糖癸酸酯的浓度（[Q]）作图。根据经典的荧光猝

灭理论[10]，单纯的动态猝灭或静态猝灭，I0/I 对[Q]作

图均将得到一条直线。 

1.2.5.2  磷酸盐对DNA-EB-蔗糖癸酸酯体系荧光的影

响 

向酶标板中加入100 µg/mL的pBR322质粒DNA

溶液，再向其中加入蔗糖癸酸酯，使其终浓度达到 20 

mM，形成 DNA-EB-蔗糖癸酸酯的复合体系（100 μL），

然后滴加 50 mM 磷酸二氢钠溶液，使其终浓度分别达

到 0.98~11.54 mM。采用连续波长多功能酶标仪在，

激发波长 λex=535 nm，发射波长 λem=600 nm，测其荧

光发射峰强度的变化。 

1.2.6  数据分析 

采用 SPSS13.0 统计软件进行数据处理，实验结果

以均值±标准偏差（Mean ± S.D.）表示。数据分析采

用单因素方差分析，p< 0.05 具有显著性差异，p< 0.01

具有极显著性差异。 

2  结果与讨论 

2.1  不同 pH 值下蔗糖癸酸酯对沙门氏菌的抗

菌作用 

如图1所示，在pH 7和8的条件下，蔗糖癸酸酯对

沙门氏菌的MIC为20 mM；在酸性条件下，达到相同

抗菌效果所需要的蔗糖癸酸酯浓度有不同程度的下

降。当pH值下降至6、5和4时，在柠檬酸的辅助下，

MIC降低至10 mM，而且在pH 4和5时，蔗糖癸酸酯表

现出杀菌作用，对沙门氏菌的MBC为20 mM，这表明

蔗糖癸酸酯在酸性条件下更易于其发挥抗菌作用。 

 
图1 不同pH值下蔗糖癸酸酯对沙门氏菌的抗菌效果 

Fig.1 Antibacterial effects of sucrose monocaprate against 

Salmonella Typhimurium at different pH values 

注：“-·-”表示MIC；“---”表示MBC。 

2.2  蔗糖癸酸酯对沙门氏菌菌体渗漏物的影

响 

表1 蔗糖癸酸酯对沙门氏菌菌体渗漏物的影响 

Table 1 Effect of sucrose monocaprate on the release of cellular 

constituents of Salmonella Typhimurium 

 空白 MIC 

紫外吸收物(OD260) 1.30 ± 0.09 1.90 ± 0.11** 

蛋白质/(μg/mL) 2.36 ± 0.12 40.51 ± 3.53** 

还原糖/(μg/mL) 27.47 ± 1.75 42.58 ± 3.98** 

注：**p < 0.01（与对照组比较）。 

蔗糖癸酸酯对沙门氏菌菌体渗漏物的影响见表

1。经蔗糖癸酸酯处理后，沙门氏菌的菌体渗漏物较空

白对照组明显增多。其中，蔗糖癸酸酯处理组的紫外

吸收物（OD260）、蛋白质和还原糖的渗漏量分别为空

白组的1.46、17.17和1.55倍。这表明沙门氏菌菌体细

胞受到了一定程度的影响，致使细胞内的紫外吸收物

（OD260）、蛋白质和还原糖渗漏到体外的培养液中，
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从而使培养液中细胞渗漏物的浓度增高。其中改变细

胞膜结构的完整性、菌体生长代谢异常、诱导细胞凋

亡等，均可能使沙门氏菌菌体渗漏物增多，具体作用

机制还有待进一步研究。 

2.3  蔗糖癸酸酯对沙门氏菌菌体蛋白表达的

影响 

 
图2 蔗糖癸酸酯对沙门氏菌的SDS-PAGE图谱 

Fig.2 SDS–PAGE images of Salmonella Typhimurium cells 

treated with sucrose monocaprate 

注：a.蔗糖癸酸酯处理组（MIC, 6 h）；b.空白对照组。 

由图2可知，经蔗糖癸酸酯处理后，沙门氏菌菌

体蛋白电泳谱带与正常的菌体蛋白电泳谱带比较，呈

现明显差别。空白对照组沙门氏菌菌体蛋白谱带颜色

深且成分复杂（图2b），而经蔗糖癸酸酯处理后，沙门

氏菌菌体蛋白谱带明显变浅，大分子量区的蛋白谱带

（谱带1-6）甚至消失（图2a）。采用凝胶成像分析软

件Quantity One对处理前后的沙门氏菌菌体蛋白谱带

进行定量分析，结果见表2。经蔗糖癸酸酯处理的沙门

氏菌菌体蛋白含量明显下降。空白对照组的沙门氏菌

菌体培养6 h后总蛋白含量为11062.30（Int × mm），而

蔗糖癸酸酯处理6 h后沙门氏菌菌体总蛋白含量为

7209.18（Int × mm），较空白对照组降低了34.83%。

这说明蔗糖癸酸酯对沙门氏菌正常代谢过程中菌体蛋

白（尤其是菌体内大分子蛋白）的表达与积累有一定

的抑制作用，其可能的原因有：（1）损伤细菌细胞壁

膜，使菌体内蛋白外漏；（2）干扰菌体蛋白合成，使

菌体大多数蛋白的合成受到了抑制。具体原因将在后

续研究中进行验证。 

2.4  蔗糖癸酸酯对沙门氏菌外观结构的影响 

通过扫描电镜能够清晰地观察到蔗糖癸酸酯对

沙门氏菌细胞膜的影响，结果如图3所示。扫描电镜结

果显示，空白对照组的菌株细胞壁膜结构完整，表面

光滑，没有损伤；经过蔗糖癸酸酯（MIC）处理6 h后，

沙门氏菌的细胞壁膜开始破裂，扭曲变形，表面粗糙，

结构已经开始崩塌，并有菌体碎片出现。蔗糖癸酸酯

属于非离子表面活性剂，为两亲性结构，沙门氏菌属

于革兰氏阴性菌，表面存在脂多糖，脂多糖疏水的尾

部在细胞膜外与蔗糖癸酸酯亲水部位结合，从而使蔗

糖癸酸酯更容易的穿透细胞膜，从而发挥其抗菌作用。

一般认为，表面活性剂可通过阻碍半透膜的正常作用

以及渗进细胞内部，使酶钝化，阻碍核酸、蛋白质的

合成，并引起蛋白质变性或细胞壁膜的破坏等来杀死

细菌。蔗糖癸酸酯具体通过何种方式作用于沙门氏菌

还需要深入研究。 

表2 蔗糖癸酸酯处理6 h后沙门氏菌菌体蛋白含量变化（Int × 

mm） 

Table 2 Changes of the protein content in Salmonella 

typhimurium treated with sucrose monocaprate for 6 h (Int × 

mm) 

蛋白 

谱带 

蔗糖癸酸 

酯处理组 

空白对 

照组 

蛋白 

谱带 

蔗糖癸酸 

酯处理组 

空白对 

照组 

1 - 130.35 18 369.17 536.72 

2 - 84.71 19 318.90 437.29 

3 - 70.89 20 251.86 223.21 

4 - 134.07 21 239.33 219.05 

5 20.69 97.13 22 263.86 507.08 

6 54.89 194.64 23 107.93 159.03 

7 43.95 - 24 299.00 382.81 

8 56.19 299.87 25 307.25 400.41 

9 486.50 761.88 26 254.91 302.47 

10 402.19 357.50 27 288.81 1036.56 

11 332.17 433.77 28 158.34 211.15 

12 238.49 214.22 29 266.68 299.12 

13 276.68 313.56 30 285.73 371.55 

14 330.22 363.24 31 217.97 174.91 

15 219.44 920.85 32 206.59 367.75 

16 315.84 321.70 33 226.17 404.74 

17 369.46 330.10 总和 7209.18 11062.30 

2.5  蔗糖癸酸酯与 EB 竞争性结合 DNA 的荧

光光谱分析 

溴化乙锭（EB）一直被用来作为DNA的二级结

构的探针，它可以嵌入到双链DNA并增强荧光的灵敏

度[11]。当DNA构象发生变化时，EB从DNA分子中游

离出来从而引起荧光的猝灭[12]。通过测定DNA-EB体

系的荧光强度的变化能够确定蔗糖癸酸酯与菌体

DNA的结合方式。 
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(a) (b)

 

图3 蔗糖癸酸酯对沙门氏菌菌体外观结构的影响 

Fig.3 Effect of sucrose monocaprate on the morphology of 

Salmonella Typhimurium 

注：a.空白对照组；b.蔗糖癸酸酯处理组（MIC, 6 h）。 

如图4所示，蔗糖癸酸酯加入到DNA-EB体系后，

可使其荧光强度明显降低。随着蔗糖癸酸酯浓度的增

加，荧光强度逐渐降低。当蔗糖癸酸酯的浓度≥5 mM

时，体系的最大吸收峰发生红移，由600 nm移向605 

nm处，这是由于EB分子由疏水环境进入到亲水环境

中造成的。这表明加入蔗糖癸酸酯后，一部分EB分子

从DNA的疏水环境中游离出来，发生该现象的主要原

因有：（1）蔗糖癸酸酯和DNA的磷酸基团相结合，从

而造成DNA骨架的收缩，使一些EB分子脱离DNA；

（2）蔗糖癸酸单酯与DNA发生嵌入作用，一部分嵌

入到DNA碱基对（疏水性介质）的EB分子被蔗糖癸酸

酯取代，并释放到亲水介质中。 

 

图 4 蔗糖癸酸酯与EB竞争性结合DNA的荧光光谱 

Fig.4 Fluorescence emission spectra of EB-DNA in the presence 

of sucrose monocaprate. 

注：内嵌图为荧光光谱数据的Stern-Volmer图，[EB] = 

1.5μg/mL, [DNA] = 80 μg/mL。 

通常情况下，如果化合物与DNA的结合模式是嵌

入模式，DNA-EB体系的荧光强度将下降超过50%，

且化合物与DNA的浓度比小于100
[13]。如图4内嵌图所

示，当蔗糖癸酸酯浓度达到10 mM时，DNA-EB体系

的荧光强度下降了27.90%，继续增大浓度荧光强度不

再下降，且下降幅度远小于50%。这一结果表明，蔗

糖癸酸酯与DNA的结合模式有别于EB的嵌入模式。因

此，蔗糖癸酸酯很可能通过其亲水头基以其多羟基的

糖类结构，通过氢键与菌体DNA骨架带负电的磷酸基

团结合，使DNA骨架收缩。同时说明，蔗糖癸酸酯对

沙门氏菌作用时除了破坏其细胞膜，还可能透过细胞

膜与细胞内DNA发生作用，进一步影响其复制、转录、

表达等功能，达到抗菌的作用。 

在荧光猝灭过程中，无论对于动态猝灭还是静态

猝灭，猝灭剂加入前后，以其荧光变化对猝灭剂浓度

作图均有良好的线性关系。实验结果表明，I0/I与蔗糖

癸酸酯的浓度之间无明显的线性关系。蔗糖癸酸酯对

DNA-EB体系的荧光猝灭并非单纯的静态或动态猝灭

方式，属于混合型。 

2.6  磷酸盐对 DNA-EB-蔗糖癸酸酯体系荧光

的影响 

 
图5 磷酸盐浓度对DNA-EB-蔗糖癸酸单酯体系荧光强度的影响 

Fig.5 Effect of phosphate concentration on the fluorescence 

intensity of DNA-EB-sucrose monocaprate. 

如图5所示，加入磷酸盐（1.0~4.5 mM）后，蔗糖

癸酸酯-EB-DNA体系的荧光强度逐渐升高，这说明加

入的低浓度的磷酸根离子可以与蔗糖癸酸酯发生非特

异性静电作用，在一定程度上阻碍了蔗糖癸酸酯与

DNA骨架上磷酸基团的结合，从而减弱了蔗糖癸酸酯

对DNA-EB体系的荧光猝灭作用。这说明DNA双螺旋

骨架上的磷酸基团是蔗糖癸酸酯与DNA作用位点。当

磷酸盐浓度增加至4.5~11.5 mM时，DNA-EB体系的荧

光强度相对减小，这是由于高盐度对DNA-EB体系的

荧光强度有猝灭作用所致[14]。 

3  结论 

蔗糖癸酸酯对沙门氏菌具有较强的抗菌作用，在

酸性条件下更为显著。蔗糖癸酸酯能够通过其两亲性

结构干扰沙门氏菌细胞膜的正常功能，并促进菌体细

胞内容物的泄露。蔗糖癸酸酯对沙门氏菌菌体蛋白的

表达与积累也有一定的抑制作用。此外，蔗糖癸酸酯

还可通过其亲水性头基通过氢键与 DNA 骨架的磷酸

基团结合，造成菌体 DNA 构象的双螺旋结构收拢。
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蔗糖癸酸酯通过上述几种方式共同作用于沙门氏菌，

抑制了菌体正常的生长和代谢，最终发挥其抗菌作用，

但有关蔗糖癸酸酯的分子抗菌机制还有待进一步深入

研究。 
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