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双氢青蒿素抑制口腔鳞状细胞癌进展的研究
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[摘要]  目的　通过研究双氢青蒿素（DHA）对口腔鳞状细胞癌（OSCC）细胞系增殖、迁移和侵袭等生物学

行为的影响，为后续研发新型药物治疗OSCC提供理论依据。方法　通过癌症基因组学数据库进行生物信息学分

析，以肿瘤组织是否存在囊外扩散转移对OSCC患者进行分类，比较不同OSCC细胞生存率的差异。CCK-8细胞

毒性实验检测不同OSCC细胞系（CAL27、HN30和SCC9）经不同浓度DHA处理后的细胞增殖情况，进而筛选

出最适药物浓度。CCK-8 细胞增殖实验、细胞克隆实验检测 DHA 对 OSCC 细胞增殖能力的影响。划痕实验、

Transwell实验检测DHA对肿瘤细胞迁移侵袭能力的影响；构建裸鼠皮下移植瘤模型，研究DHA对OSCC肿瘤组

织及主要脏器组织的影响。结果　生物信息学分析表明，肿瘤组织存在囊外扩散转移的患者的生存率低于无囊

外扩散转移的患者（P<0.05）。CCK-8细胞毒性检测显示，DHA对CAL27、HN30和 SCC9细胞的最大安全浓度

分别为 20、10 和 5 μmol/L。CCK-8 细胞增殖实验、细胞克隆实验表明，DHA 可以显著抑制 CAL27、HN30 和

SCC9的增殖能力（P<0.05）；划痕实验、Transwell实验表明，DHA作用下CAL27、HN30和SCC9细胞的迁移和

侵袭能力显著下降（P<0.05）。体内实验表明，经DHA干预后肿瘤组织生长速率显

著降低（P<0.001）。结论　DHA对OSCC细胞的增殖、迁移、侵袭能力及肿瘤组织

的进展具有显著的抑制作用。
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[Abstract]  Objective　This study aimed to explore the impact of dihydroartemisinin (DHA) on cell proliferation, mi‐

gration, and invasion in oral squamous cell carcinoma (OSCC). Our findings offer a theoretical foundation for advancing 

the research and development of novel therapeutic agents for OSCC. Methods　Bioinformatics analysis was conducted 

using the cancer genome database to classify OSCC patients based on the presence or absence of extracapsular spread 

and metastasis in tumor tissues, and to compare the differences in survival rates among different OSCC cell lines. The 

cell proliferation of different OSCC cell lines treated with different DHA concentrations was detected by CCK-8 cytoto-

xicity assay, and the optimal drug concentration was 

screened. The CCK-8 cytotoxicity assay was used to de‐

tect the cell proliferation of different OSCC cell lines 

(CAL27, HN30, and SCC9) after treatment with different 

concentrations of DHA, and to screen out the optimal 

drug concentration. The effects of DHA on the prolifera‐
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tion of OSCC cells were detected by CCK-8 cell proliferation assay and cell cloning assay. The effect of DHA on the mi‐

gration and invasion ability of tumor cells was detected by scratch test and Transwell test. A nude mouse subcutaneous tu‐

mor model was constructed to study the effects of DHA on OSCC tumor tissues and major organ. Results　Bioinforma-

tics analysis showed that the survival rate of patients with extracapsular spread and metastasis in tumor tissues was lower 

than that of patients without such phenomena (P<0.05). According to CCK-8 cytotoxicity results, the maximum safe con‐

centrations for different OSCC cell lines CAL27, HN30, and SCC9 were 20, 10, and 5 μmol/L, respectively. Proliferation 

and cloning experiments of CCK-8 cells showed that DHA could inhibit the proliferation of three squamous cell lines (P<

0.05). Scratch test and Transwell test showed that the migration and invasion levels of CAL27, HN30, and SCC9 cells 

were significantly decreased under DHA treatment (P<0.05). In vivo experiments showed that the growth rate of tumor 

tissue significantly decreased after DHA treatment (P<0.05). Conclusion　DHA exhibits significant inhibitory effects on 

the proliferation, migration, and invasion of various OSCC cells and growth of tumor tissues.

[Key words]  oral squamous cell carcinoma; dihydroartemisinin; cell proliferation; migration; invasion

口腔癌是最常见的人类恶性肿瘤之一，在全

球患病率中排名第六[1-2]，超过 95% 的病例为口腔

鳞状细胞癌（oral squamous cell carcinoma，OSC-

C） [3-4]。OSCC具有浸润性生长的特点，且易发生

淋巴结转移，转移形式多为肿瘤的囊外转移[5]。

口腔癌总的 5 年生存率为 50%~70%，伴发淋

巴结转移的患者生存期不超过 1年[6-7]。目前OSCC

的治疗方法主要为以手术为主的三联疗法。治疗

失败的主要原因是原发灶的局部复发，可高达失

败病例总数的 50%~83%，而复发后的患者 10年生

存率低于 20%[8-9]。随着基因组学和分子生物学的

发展，新型药物的研发对于OSCC的治疗具有十分

重要的意义。

双氢青蒿素（dihydroartemisinin，DHA）主要

来自菊科植物黄花蒿，具有抗疟、抗内毒素、抗

炎等功能[10]。目前越来越多的研究开始关注 DHA

的抗肿瘤性能，截至目前 DHA 已被证实在肺癌、

乳腺癌等多种肿瘤中具有抗癌作用[11]，但对于其对

OSCC的作用研究甚少。本研究通过细胞体外实验

和动物体内实验研究 DHA 对不同 OSCC 细胞系生

物学行为的影响，为研发新型药物治疗OSCC提供

相应的理论支持。

1  材料和方法

1.1  主要材料和实验动物

实验所用 CAL27、HN30 和 SCC9 细胞受赠于

山东大学口腔医院。DMEM 培养基（赛默飞世尔

科技公司），胎牛血清 （fetal bovine serum，FBS）

（武汉普诺赛生命科技有限公司），0.25%胰蛋白酶

（北京索莱宝科技有限公司），DHA （上海阿拉丁

生化科技股份有限公司），二甲基亚砜 （dimethyl 

sulfoxide，DMSO）（北京索莱宝科技有限公司）。

SPF 级 BALB/c 裸鼠 12 只，均 4 周龄，体重

（20±5） g。所有裸鼠均于标准饲养条件下适应性

饲养 1周后用于实验。动物实验通过了山东第二医

科大学动物伦理委员会审查（审查编号：2024SD-

L327）。

1.2  生物信息学分析

通过癌症基因组学数据库 cBioPortal （https://

www.cbioportal.org） 检索 OSCC 临床病例并进行

对比分析。登录网站后在搜索框输入“oral squa‐

mous cell carcinoma”，选择并比较“extracapsular 

spread”（包膜外侵犯）模块中的患者生存情况以

及其他“clinical attribute”（临床属性）。

1.3  实验药品的配制

使用电子天平称取 14.2 mg 粉剂 DHA 溶解于

1 mL DMSO，配得浓度为 5×104 μmol/L 的 DHA 试

剂，以 0.22 μm 孔径滤菌器滤菌，获得 DHA 溶液

母液，母液保存于−20 ℃。在后续实验中，以含

10%FBS的 DMEM培养基稀释 DHA溶液母液至浓

度分别为 1、2、5、10、20、30、40和 50 μmol/L。

此时各浓度 DHA 溶液中 DMSO 体积比均不超过

0.1%，以充分排除 DMSO 对于肿瘤细胞的毒性影

响[12]。

1.4  CCK-8细胞毒性实验

取对数生长期 CAL27、HN30 和 SCC9 细胞，

0.25% 胰蛋白酶溶液消化、离心后重悬。96 孔板

中每孔接种3×103个细胞，37 ℃、5%CO2恒温培养

箱中孵育，细胞贴壁后吸弃原培养基，分别加入

含 1、2、5、10、20、30、40和 50 μmol/L DHA的

培养基，并设空白组（DMEM+DMSO）和对照组

（DMEM+DMSO+OSCC 细胞），作用 24 h 后于避

光条件下每孔加入 10 µL CCK-8 试剂，37 ℃孵育
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1.5 h。酶标仪测量 450 nm 处各组细胞的吸光度，

测试药物对不同细胞的最大安全浓度。实验重复

3次。

1.5  CCK-8细胞增殖实验

取对数生长期 CAL27、HN30 和 SCC9 细胞，

0.25%胰蛋白酶溶液消化、离心后重悬。96孔板中

每孔接种 3×103个细胞，37 ℃、5%CO2恒温培养

箱中孵育，细胞贴壁后吸弃原培养基，按照每种

细胞的最大安全浓度设置对照组 （DMEM） 和实

验组 （DHA），分别作用 0、24、48、72 h 后于避

光条件下每孔加入 10 µL CCK-8 试剂，37 ℃孵育

1.5 h。酶标仪测量在 450 nm处各组细胞的吸光度，

绘制反映细胞增殖速率的曲线图。实验重复3次。

1.6  细胞克隆实验

取对数生长期 CAL27、HN30 和 SCC9 细胞，

0.25% 胰蛋白酶溶液消化、离心后重悬。6孔板中

每孔接种7×103个细胞后摇匀，37 ℃、5%CO2恒温

培养箱中孵育，细胞贴壁后吸弃原培养基，设置

对照组（DMEM）和实验组（DHA），每隔 48 h换

液 1 次，持续 2 周期间定期持续观察克隆形成情

况，当形成肉眼可见的单克隆（每个克隆不少于

50 个细胞），将原有培养基吸弃，PBS 冲洗 3 次。

4%多聚甲醛固定 15 min结晶紫染色 10 min，清洗

结晶紫，镜下拍照记录克隆数目。实验重复3次。

1.7  划痕实验

取对数生长期 CAL27、HN30 和 SCC9 细胞，

0.25% 胰蛋白酶溶液消化、离心后重悬。6孔板中

每孔接种 6×105个细胞，37 ℃、5%CO2恒温培养

箱中孵育。6孔板每孔内细胞覆盖率大于 95% 时，

将原培养基吸弃，使用 200 μL 移液器枪头于每孔

正中央从上至下、从左至右做十字划痕，每孔加

入 1 mL PBS清洗划痕时脱落的细胞。设置对照组

（DMEM）和实验组（DHA），在 0、24 h时分别观

察并拍照（以十字划痕交叉口作为定点标记，分

别拍摄十字划痕交叉口以上、以下的竖直划痕的

宽度），测量划痕宽度，计算各组的划痕愈合率并

绘制出柱状图。实验重复3次。

1.8  Transwell实验

取对数生长期 CAL27、HN30 和 SCC9 细胞，

0.25%胰蛋白酶溶液消化、离心后无血清培养基重

悬，细胞计数后调整细胞浓度为 2×105个/mL。侵

袭实验需提前配基质胶，每孔 30 μL平铺于上室底

部，37 ℃、5%CO2孵育 1 h。配制血清浓度为 15%

的完全培养基，设置对照组 （DMEM） 和实验组

（DHA），按照下室 600 μL 15%FBS的含药培养基、

上室 200 μL 无血清细胞悬液分组加样。用镊子夹

取上室置于下室中确保上室底浸于下室液面以下，

37 ℃、5%CO2恒温培养箱中孵育，24 h后吸弃上、

下室培养基，4%多聚甲醛中固定 15 min后PBS清

洗。10% 结晶紫溶液染色 10 min，将上室底 PC膜

清洗至无明显紫色。倒置显微镜下观察并拍照记

录，每组选取不少于 5个视野且视野间无重叠，计

算并比较视野中穿过 PC膜的细胞数目。实验重复

3次。

1.9  构建裸鼠皮下移植瘤模型

将裸鼠随机分为对照组 （PBS） 和实验组

（DHA），每组 6 只。收集 CAL27 细胞，调整至所

需浓度（2×107个/mL），确保细胞处于最佳生长状

态。将每组以 0.1 mL 细胞悬液注射于裸鼠左侧下

肢背部皮下，裸鼠体内肿瘤可在 7 d左右形成。瘤

体形成后实验组隔天定期分别给药，控制实验组

DHA给药浓度为 20 μmol/L，记录裸鼠的健康状态

和体重。饲养 28 d 后结束观察，将裸鼠安乐死，

分离瘤体，比较组间瘤体大小 （体积） 及重量，

并进行拍照。

1.10  苏木精-伊红（hematoxylin-eosin，HE）染色

裸鼠肿瘤及主要脏器（心、肝、脾、肺、肾）

组织石蜡包埋后切片。将切片于二甲苯中浸泡 2

次（每次 5 min）以去除石蜡，梯度乙醇处理切片

5 min后流水冲洗，水化切片。切片以苏木素染液

染细胞核，流水冲洗 3~8 min，以 1% 盐酸乙醇分

化数秒，流水冲洗，0.6% 氨水返蓝，流水冲洗。

将切片以伊红染液染胞质，1~3 min 后流水冲洗，

梯度乙醇脱水后以二甲苯透明 3次，中性树胶封片

后自然晾干，镜下观察并拍照记录。

1.11  统计学分析

采用SPSS 17.0软件和 ImageJ软件对数据进行

统计学分析。采用方差分析和 Dunnett’s检验进行

组间比较，，P<0.05为差异具有统计学意义。

2  结果

2.1  生物信息学分析

数据库收录了 40 例 OSCC 患者，以肿瘤组织

是否存在囊外扩散转移进行分类，其中无囊外扩

散转移 30 例患者，有囊外扩散转移 10 例患者。2

组患者的 141个月的总体生存率和无病生存期见图

1。统计分析表明，肿瘤组织无囊外扩散转移的患

者的总体生存率和无病生存率均高于有囊外扩散

转移的患者，且随时间推移，2组患者的总体生存
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率和无病生存率均下降，但有囊外扩散转移的患

者的 2种生存率下降速度更快，2组间总体生存率

和无病生存率的差异均有统计学意义（P值分别为

0.016 0、0.038 6）。2 组患者的肿瘤淋巴结分期分

布情况见图 1，无囊外扩散转移的患者中 50%的淋

巴结分期均处于 N0 期 （无淋巴结转移），而有囊

外扩散转移的患者中肿瘤处于N2b （有 2~3个淋巴

结转移）和 N2c （有大于或等于 4 个淋巴结转移）

期的比例高达 90% 且无处于 N0 期的患者，2 组间

的差异有统计学意义（P=0.005 0）。肿瘤组织存在

囊外扩散转移的患者的预后较差，生存期变短。

2.2  DHA对OSCC细胞毒性的影响

DHA对OSCC细胞毒性的影响见图2。当DHA

浓度达到30 μmol/L时，对CAL27有明显毒性（P<

0.05），浓度为 20 μmol/L 时，对 CAL27 无明显毒

性 （P>0.05），因此 DHA 对 CAL27 细胞的最大安

全浓度为 20 μmol/L，选择此浓度作为后续实验对

CAL27 细胞的给药浓度。当 DHA 浓度分别为 20、

10 μmol/L 时，对 HN30 和 SCC9 细胞有明显毒性

（P<0.05）；浓度分别为 10 μmol/L 和 5 μmol/L 时，

对 HN30 和 SCC9 细胞无明显毒性 （P>0.05）。因

此DHA对HN30和SCC9细胞的最大安全浓度分别

为 10、5 μmol/L，选择此浓度作为后续实验对HN-

30和SCC9细胞的给药浓度。

2.3  DHA对OSCC细胞增殖能力的影响

DHA 对 OSCC 细胞增殖能力的影响见图 3。

CCK-8 细胞增殖实验显示，作用 24、48、72 h，

DHA对CAL27、HN30和 SCC9细胞的增殖能力均

有抑制作用（P<0.05），且随时间的延长，抑制作

用进一步增强。细胞克隆实验显示，与对照组相

比，DHA组CAL27、HN30和 SCC9细胞的克隆形

成数量均显著降低（P<0.01）。结果表明DHA可以

显著抑制CAL27、HN30和SCC9的增殖能力。

2.4  DHA对OSCC细胞迁移和侵袭能力的影响

划痕实验显示，与对照组相比，DHA组CAL-

27、HN30 和 SCC9 细胞的划痕愈合率均显著降低

（P<0.05）（图 4）。Transwell 实验显示，与对照组

相比，DHA组 24 h CAL27、HN30和 SCC9细胞突

破 Transwell小室底部基质胶的细胞数目均显著降

低 （P<0.001）（图 5）。这表明 DHA 对 CAL27、

HN30 和 SCC9 细胞的迁移和侵袭能力均有明显抑

制作用。

A：有囊外扩散转移和无囊外扩散转移的患者 141个月总体生存率的比较；B：有囊外扩散转移和无囊外扩散转移的患者 141个月无病

生存率的比较；C：有囊外扩散转移和无囊外扩散转移的患者肿瘤分布分期情况的比较。

图 1 40例OSCC患者生物信息学分析

Fig 1 Database analysis in 40 patients with OSCC

图 2 DHA对CAL27、HN30、SCC9细胞毒性的影响

Fig 2 Toxicity assays of DHA on CAL27, HN30 and SCC9 cells
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2.5  DHA对裸鼠皮下移植瘤生长的影响

DHA 对 OSCC 肿瘤组织生长的影响见图 6A~ 

C。与对照组相比，实验组裸鼠的肿瘤体积和重量

显著降低（P<0.001）。裸鼠主要脏器的HE染色见

图 6D，与对照组相比，实验组裸鼠主要脏器组织

细胞形态无明显改变，这表明，DHA 在裸鼠体内

抑制肿瘤组织进展的同时，对其余脏器组织及细

胞无明显毒性。

3  讨论

口腔癌被归类为头颈癌，发病率较高，发病

部位主要包括颊黏膜、口底、舌、牙槽嵴、磨牙

后三角、硬腭和唇内侧等[13]。OSCC在口腔癌中占

比超过 90%，主要通过血液或淋巴系统转移到其

他部位[14-15]。OSCC 常见转移于颈部淋巴结，其中

A：CAL27、HN30、SCC9细胞划痕实验结果；B~D：CAL27、HN30、SCC9细胞划痕实验结果分析，*P<0.05，***P<0.001，****P<

0.000 1。

图 4 划痕实验检测DHA对OSCC细胞迁移的影响

Fig 4 The effect of DHA on OSCC cell migration was detected by scratch test

A：CAL27、HN30、SCC9细胞克隆实验；B~D：CAL27、HN30、SCC9细胞克隆实验结果分析；E~G：CAL27、HN30、SCC9细胞

CCK-8增殖实验。*P<0.05；**P<0.01；***P<0.001。

图 3 DHA对OSCC细胞增殖能力的影响

Fig 3 Effect of DHA on OSCC cell proliferation
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舌癌的淋巴转移率最高，达到 42.82%[16]。肿瘤细

胞通过淋巴管转移到淋巴结后，进一步突破淋巴

结被膜的限制，侵入周围组织并快速生长形成新

的肿瘤，即为OSCC的囊外扩散[17]。临床上主要通

过组织病理学检查，观察手术中切除的淋巴结是

否存在突破淋巴结被膜的肿瘤细胞，诊断患者是

否存在肿瘤组织的囊外扩散[18]。约 50%的OSCC患

者容易出现淋巴结转移及囊外扩散，一旦发生，

生存率会降低 50%，预后较差[19]。因此，针对OS‐

CC 迁移及侵袭特性，研发新型药物以抑制 OSCC

的转移及侵袭刻不容缓。

本研究通过细胞体外实验，分别从肿瘤细胞

的增殖、迁移和侵袭 3 种生物学行为方面探讨

DHA 对 OSCC 细胞系生物学行为的影响。实验中

使用多种 OSCC 细胞 （CAL27、SCC9 和 HN30 细

胞）进行验证，通过 CCK-8 细胞毒性实验检测每

种细胞所能耐受的最大DHA浓度，分别选择其相

应最大安全剂量进行后续实验，进而从细胞实验

层面上发现经 DHA 处理后，CAL27、HN30 和

SCC9 细胞的增殖、迁移和侵袭能力均被显著抑

制。动物体内实验研究发现，经DHA干预后肿瘤

组织生长的速度显著降低。因此可认为，DHA 对

OSCC的进展有一定的抑制作用。

OSCC易发生淋巴结转移和局部微转移。即使

经过治疗肿瘤也较易复发，导致患者预后较差[20]。

A：CAL27、HN30、SCC9 Transwell实验结果；B~D：CAL27、HN30、SCC9 Transwell实验结果分析，***P<0.001，****P<0.000 1。

图 5 DHA对OSCC细胞迁移、侵袭的影响

Fig 5 Effect of DHA on migration and invasion of OSCC cells

A：裸鼠体内肿瘤的生长情况；B、C：肿瘤体积、重量结果分析，***P<0.001，****P<0.000 1；D：裸鼠主要脏器的HE染色。

图 6 DHA对裸鼠OSCC肿瘤组织生长及主要脏器的影响

Fig 6 The effect of DHA on OSCC tumor tissue growth and major organs
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上皮间充质转化 （epithelial-mesenchymal transi‐

tion，EMT）是已被证实的调控OSCC转移的经典

通路，同时其也与侵袭性密切相关，此外在协调

转移性肿瘤微环境（如血管、淋巴管生成等）中

也扮演着重要角色[21]。截至目前为止，DHA 已被

证实在肺癌、乳腺癌等多种肿瘤中具有抗癌作用，

其作用机制主要包括抑制增殖、诱导肿瘤细胞凋

亡、抑制肿瘤转移和血管生成、促进免疫功能、

诱导自噬和内质网应激等[11]。胡维[22]以转化生长因

子 （transforming growth factor，TGF） -β1 诱导的

A549细胞（人类非小细胞肺癌细胞）构建肺纤维

化的体外模型，在经过一定浓度的 DHA 处理后

A549 细胞的 EMT 活性明显被抑制，且随 DHA 浓

度的增加其抑制疗效更佳，高浓度DHA甚至可以

抑制上皮细胞转化为活化成纤维细胞的分泌功能。

本 实 验 研 究 发 现 ， 经 DHA 处 理 过 的 CAL27、

HN30 和 SCC9 细胞，其迁移和侵袭能力同样受到

抑制，提示在OSCC中DHA是否也通过抑制EMT

活性进而抑制肿瘤细胞的迁移和侵袭活性，这也

是本实验后续可以探索研究的主要方向之一。

众所周知，细胞凋亡有内源性和外源性途径，

内源性途径与线粒体跨膜电位的丧失、细胞色素C

的释放和半胱天冬酶-3/-9 的活化相关；外源性途

径则依赖于死亡受体（如 Fas、DR 5、TNFR） 与

其相应的配体（如 FasL、TRAIL、TNF）的结合，

进而激活半胱天冬酶-8/-10，触发半胱天冬酶-3级

联反应并最终导致凋亡[23]。半胱天冬酶-3作为半胱

天冬酶家族中的重要成员，也是促进OSCC细胞凋

亡过程的重要靶点。Budi 等[24]通过从苏木茎中提

取到的棕榈酸衍生物作为半胱天冬酶-3 激动剂，

成功抑制了OSCC细胞的生长。Xiao等[25]使用DHA

的一种靶向衍生物Mito-DHA5，通过降低基质金属

蛋白酶（matrix metalloproteinases，MMP）提高活

性氧水平，进而导致 Bcl-2/Bax比值下调，下游半

胱天冬酶-3被激活，促进膀胱癌细胞的凋亡活性。

Gao 等[26]研究表明，PI3K/AKT 信号通路可以调节

细胞的多种关键生物学功能，包括细胞增殖、分

化、迁移、代谢和凋亡等。PI3K/AKT信号通路可

以通过各种机制被异常激活，这些机制包括不同

的基因组改变，如 PIK3CA、PTEN、AKT、TSC1

和雷帕霉素靶蛋白的突变。因此，PI3K/AKT信号

通路被认为是控制癌症的标志，并在肿瘤微环境

中发挥重要的作用[27]。同样在OSCC中，通过上调

PI3K/AKT信号通路中相关因子的磷酸化水平，进

而改变相关凋亡蛋白和增殖因子的表达，导致OS‐

CC的铁凋亡活性被抑制，最终促进 OSCC细胞的

增殖[28]。而已有研究[29]证明以 DHA 为载药核心的

DHA 二聚体纳米前药可通过抑制 PI3K/AKT/HIF-

1α 信号通路抑制肿瘤细胞糖酵解进而抑制肿瘤细

胞增殖，并通过线粒体内源性凋亡途径诱导肿瘤

细胞凋亡。因此，DHA 是否可以通过抑制 PI3K/

AKT相关通路抑制OSCC细胞的增殖或促进凋亡，

是本课题组后期进行深入研究的方向。

综上所述，对于OSCC患者来说肿瘤细胞的快

速增殖及远处转移严重影响着患者的生存及预后。

本实验证实了 DHA 对 OSCC 细胞的增殖、迁移和

侵袭能力及肿瘤组织的进展均存在显著的抑制作

用，这一发现将为后续研究 DHA 对 OSCC 的治疗

并开发相关药物提供参考，后续尚需进一步深入

研究其相关作用机制。

利益冲突声明：作者声明本文无利益冲突。
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