
 生 物 工 程 学 报                                                    Chin J Biotech 2009, July 25; 25(7): 961-967           
 journals.im.ac.cn                                           Chinese Journal of Biotechnology  ISSN 1000-3061 
 cjb@im.ac.cn © 2009 Institute of Microbiology, CAS & CSM, All rights reserved 

   

                           

Received: February 26, 2009; Accepted: May 18, 2009 
Supported by: National Natural Science Foundation of China (No. 30801045). 
Corresponding author: Li Han. Tel/Fax: +86-10-66948344; E-mail:HanliCDC@163.com 
国家自然科学基金项目(No. 30801045)资助。 

 

综  述                                                               

宏蛋白质组学研究策略及应用 

于仁涛 1, 高培基 2, 韩黎 1, 黄留玉 1 
1 军事医学科学院疾病预防控制所, 北京 100071 
2 山东大学 微生物技术国家重点实验室, 济南 250100 

摘  要: 宏蛋白质组学是近年来出现的一种对天然环境微生态进行大规模蛋白质组学研究工作, 其定义为对给定位点

的环境微生物群落的所有蛋白质组成进行的即时的大规模的分析。以下将通过分析已有的宏蛋白质组学研究, 并结合本

研究组的研究经验, 对本领域的研究策略、进展情况等加以综述。 
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Abstract: Metaproteomics is an emerging proteomics technology to analyze large scale protein expression in environmental 
microbial ecosystem. It is termed as the large-scale characterization of the entire protein complement of environmental microbial 
community at a given point in time. This review focuses on the research strategies and the recent applications in this field based on 
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分子生物学和生物信息学极大地改变了生物学

研究的深度和广度, 借助于基因组学和蛋白质组学

技术, 现在已经具备了对大规模生物样品进行分析

的能力。蛋白质组学研究内容主要包括 3 个部分：

表达蛋白质组学(研究特定细胞、组织或器官中蛋白

质表达种类和量的变化, 以及不同时期的表达谱的

改变等)；结构蛋白质组学(以阐明生物大分子的三维

结构和功能的关系特性为目的)；功能蛋白质组学(研

究细胞在各种生理和病理条件下蛋白质之间的相互

作用关系及其调控网络, 以及蛋白质的转录后修饰

等)[1]。但就研究对象而言, 还主要局限于微生物的

纯培养或单一细胞系或单一组织 [2], 对于组成复杂

的天然样品, 或含有大量不可培养微生物的自然微

生态的蛋白质组学研究还很不足。而近年来出现的

宏蛋白质组学(Metaproteomics)研究正是针对这一问

题发展而来的大规模组学研究, 已经初步显示出蕴

含的巨大威力 , 而这一研究在国外已有一定开展 , 

国内还鲜有相关研究报道, 以下将从起源、技术环

节、研究实例等方面结合笔者实际研究工作对这一

新兴技术原理和应用加以讨论。 
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1  蛋白质组学研究 

人类基因组全部测序任务的完成标志后基因组

时代来临。后基因组研究以完全解释和阐明基因序

列的功能和作用为目标, 其研究的内容包括功能基

因组学和蛋白质组学, 前者主要在基因水平认识细

胞的生理病理变化, 后者则通过分析比较不同生理

病理条件下, 细胞或组织中表达的蛋白质或区域细

胞器亚单位蛋白质的异同, 来揭示生命现象中起关

键作用的蛋白质分子[3]。蛋白质组的概念是由澳大

利亚的 Wilkins 和 Williams 于 1994 年首先提出的, 

即一个基因组所表达的所有蛋白质；也可以认为是细

胞、组织或机体在特定时空所表达的全部蛋白质[4], 

对蛋白质组进行研究以及得到的结果称为蛋白质组

学。蛋白质组学研究出现后, 发展非常迅速, 论文发

表的数量完全反映了这一特点 , 1998 年~2005 年 , 

SCI 共收录蛋白质组学论著型论文 9063 篇。1998

年蛋白质组学论文为 67 篇, 以后文献量逐年上升, 

2005年达到 2807篇[5]。蛋白质组学的研究难度要远

大于基因组学, 表现在以下几个方面。第一, 蛋白质

由 20 种氨基酸参与构成, 而核酸仅有 4种核苷酸排

列而成；第二, 可变剪切的存在使一个基因可能翻

译为数种蛋白质；第三, 在蛋白质翻译结束后, 许多

蛋白质还需经过复杂的翻译后加工和修饰过程才有

活性；第四, 蛋白质的表达存在时空差异性；最后, 

对于低丰度蛋白还缺乏有效的蛋白浓缩和分析方

法。近年来蛋白质组学研究中陆续出现了一些新的

技术手段, 如：在样品分离过程中对样品预分离以

减少样本的复杂性, 采用激光捕获显微切割技术以

更精确地分离需要的组织和细胞, 固相化 pH 胶条

和窄范围的 pH 胶条的使用可以分离到更多的蛋白

质点, 荧光染料的使用使得蛋白质的分离更加准确

可靠, 切胶和酶解的自动化减少了样品操作过程中

角蛋白的污染。技术方面, 二维色谱(2D-LC)、二维

毛细管电泳(2D-CE)、液相色谱-毛细管电泳(LC-CE)

等新型分离技术都是目前发展的主要方向[6]。随着

系统生物学概念的深入人心以及对大规模蛋白质组

间相互作用研究的日益重视, 发展高通量和高精度

的蛋白质相互作用检测技术也受到科学家的关注 , 

蛋白质组学研究已经进入了新的时代[7]。 

2  宏蛋白质组学研究的兴起 

现代分子生物学揭示, 自然界中微生物群落远

比人们预期的复杂和多样 [8], 大量的不可培养微生

物是潜在的资源宝库, 如何认识这些不可培养微生

物以及如何对其利用是值得研究者深入思考的问

题。目前不可培养微生物的研究主要集中在核酸层

面, 这要归功于 PCR 技术所具有的扩增作用, 在一

定程度上解决了如何认识和鉴定不可培养微生物这

一难题[9,10]。而不依赖于培养的宏基因组学的出现, 

标志对于不可培养微生物的核酸层面研究已经进入

了一个新的时代[11], 使基因组学分析从单一微生物

扩展到复杂生境。宏基因组(Metagenome)最初用来

定义土壤细菌混合基因组[12], 现在则定义为特定环

境全部生物遗传物质总和[13]。宏基因组的概念产生

后, 相应地, Rodriguez-Valera 首先建议用宏蛋白质

组(Metaproteome)来定义那些环境中大量表达的蛋

白[14]。2004年, Wilmes 和 Bond以具有生物除磷作

用的活性污泥为研究对象, 第一次实际运用了宏蛋

白质组学(Metaproteomics)的研究方法, 在其研究论

文中将宏蛋白质组学定义为对某一特定地点的微生

物群落所产生的全部蛋白质进行即时地、大规模地

研究 [15]。2005 年 , 美国一项针对切萨皮克海湾

(Chesapeake)的蛋白质组学研究 , 被认为是第一个

研究纯天然环境的宏蛋白质组学工作, 研究者利用

滤膜收集了海湾不同水域的微生物群落, 利用 2D 

电泳展示了其蛋白质组, 并通过质谱方法鉴定了部

分蛋白[16]。从此大规模的宏蛋白质组分析开始进入

了人们的视野。 

3  宏蛋白质组学的一般研究策略 

宏蛋白质组学归根到底还是一种蛋白质组学研

究, 因此和一般蛋白质组学有相似的研究策略, 主

要包括样品制备、蛋白分离和多肽鉴定这 3 个主要

部分。二者的主要区别在于样品来源的不同, 一般

蛋白质组学的工作主要针对一种微生物、细胞或组

织 , 样品来源清楚 , 基因组背景单一 , 而宏蛋白质

组学所关注的是天然生境, 样品组成复杂, 样品中

包含的生物种类数量完全不清楚, 或仅知道部分丰

度较高生物组成, 缺乏完整的基因组背景, 因此在

研究方法上, 存在独特之处。 
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3.1  样品制备  
众所周知, 蛋白质组学研究中, 第一步样品制

备的优劣往往决定了后续研究的优劣甚至成败, 而

正是由于宏蛋白质组学研究对象的复杂性, 造成了

其第一步样品制备变得非常困难, 这也是宏蛋白质

组学研究的瓶颈之一。另外, 蛋白样品没有 PCR 那

样的扩增手段, 因此无法从小量样本入手进行研究, 

只能依赖于对大量样品的浓缩, 在去除样品中杂质

的同时尽量保持原始的样品组成, 并排除高丰度蛋

白的影响, 难度很大。就目前的技术水平来看, 蛋白

质组学研究还仅能够获得研究体系中部分丰度相对

较高的, 或是适合于样品制备条件的蛋白, 对于宏

蛋白质组学研究来说尤为如此。样品提纯策略也需

要根据目标蛋白(如原核/真核, 胞外/胞内)和后续

的蛋白分析方法的不同而进行调整。因此, 不太可能

找到适用于大多数样品的通用制备方法。 

目前报道的蛋白质组学研究多数是以“水”作

为研究对象的, 如生物除磷活性污泥、海水、湖水

以及土壤渗出液等 [15−17], 以水为研究对象, 组成简

单, 容易获得, 在一定程度上回避了样品提纯的困

难, 容易得到较为理想的结果。而对于诸如土壤样

品这样的样品来说, 由于干扰化合物(酚类物质、腐

殖酸等)的存在使样品提纯的难度更大。Schulze等为

了研究不同环境溶解态有机物 (DOM, dissolved 

organic matter)中蛋白的组成, 除了直接收集湖水和土

壤渗出液外, 还用溶出法对土壤进行了研究, 发现不

同环境中细菌蛋白的含量存在明显差异, 湖水中为

78%, 而森林土壤溶液中小于 50%[17]。 

溶出法仅适用于胞外蛋白的研究, 如果要获得样

品的完整蛋白(细胞蛋白+胞外蛋白), 可以考虑直接对

样品进行原位裂解, 然后再进行纯化、定量、分析, 在

活性污泥[15]、水[16]、土壤[18]、生物膜[19]等研究中都应

用了这一策略。虽然原位裂解能提供样品中细菌、真

菌、原生动物等所产生的全部蛋白混合物, 但这种混

合也会造成分类学上的困难, 另外, 由于干扰物的存

在, 直接裂解应用到天然环境蛋白提取中仍存在很大

的技术困难[20]。2007年, Benndord等报道了一种从土

壤中进行蛋白分离的方法, 先通过 0.1 mol/L NaOH从

土壤样品中提取蛋白质、微生物、腐殖酸等, 然后再

经过一步酚抽提, 将蛋白和腐殖酸分开, 然后进行蛋

白质组学研究[21]。 

当然, 如果能够很清楚地知道某一生境中微生物

的组成, 然后再模拟天然生境培养这些微生物, 研究

其蛋白表达, 这一研究策略可称为间接裂解法。对于

某些组成相对简单, 某种或某几种微生物占绝对优势

的样品来说, 这一策略是可行的, 但对于这里讨论的

宏蛋白质组学来说, 由于人为降低了样本复杂性, 因

此对研究结果仅能起到部分补充作用。 

3.2  样品分离  
目前蛋白质组学研究中常用的样品分离策略主

要是基于双向凝胶电泳和色谱分离技术, 在这一技

术环节上, 宏蛋白质组学研究和一般蛋白质组学研

究是一致的, 双向电泳是最初也是目前应用最广泛

的蛋白质组分离技术, 能对复杂蛋白质混合样本进

行定性和定量分析。尽管该技术对部分低丰度蛋白、

酸性蛋白、碱性蛋白以及疏水蛋白分离效果不佳 , 

但完善优化中的该技术在当前蛋白质组学的研究中

仍无法被取代。经双向凝胶电泳分离不同蛋白斑点, 

经成像分析和蛋白质鉴定制成参考图, 建立蛋白质

数据库或比较发现差异蛋白质分子是当前蛋白质组

研究的基本路线。通过各种生理、病理状态下的蛋

白质分子图的比较, 可以筛选出具有临床标志意义

的蛋白质关键分子, 提供药物作用的靶蛋白质分子, 

以及发现在信号传递中起重要作用的蛋白质分子 , 

也可比较不同组织、细胞蛋白质的异同从而寻找特

异蛋白和保守蛋白。 

色谱分离法在蛋白质组学中的应用主要是液相

分离法 , 需要对样品进行预先处理以降解成短肽 , 

常使用多维色谱进行分离, 一般先经过一个强阳离

子交换柱然后再经反相柱分离, 可直接与质谱串联

进行蛋白鉴定, 如 LC-MS。虽然色谱没有 2D 电泳

的高分辨率和直观, 但分离效果要优于 2D电泳, 可

以得到十分精确详细的蛋白质信息。与 2D电泳相比, 

色谱法操作方便迅速, 但是不直观, 其分辨率也不

太高, 在寻找差异表达蛋白方面和 2D 电泳比有天

然的劣势。但是, 在对生态环境中低丰度蛋白质的

分离鉴定上, 色谱分离法相比电泳分离有很大的优

势, 在需要对所有表达蛋白进行分离鉴定方面优势

明显。 

另外毛细管电泳、反相毛细管电泳等技术的发

展能够为复杂蛋白混合物提供更为高通量的蛋白分

离分析手段, 未来有望在宏蛋白质组学研究中获得
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更广泛的应用。 
3.3  蛋白鉴定  

对蛋白质组的解读依赖于蛋白质的精确鉴定 , 

这是蛋白质组学研究的核心内容, 也是目前宏蛋白

质组学研究所面临的最大的挑战[22]。质谱技术在蛋

白质大分子鉴定中的应用是蛋白质组学研究的基础, 

而质谱技术的进步也很大程度上推动着蛋白质组学

研究的发展。目前在蛋白质组学中常用的质谱技术

主要有电喷雾离子技术(ESI)和基质辅助激光解吸附

电离技术 (MALDI), 以及 SELDI(Surface enhanced 

laser desorption/Iionization)蛋白指纹质谱技术。 

电喷雾离子技术(ESI)是蛋白和多肽的离子化技

术之一, 很容易与以液相色谱为基础的蛋白分离方法

联合, 组成液质联用系统(LC-MS), 是分析复杂样品

的首选技术, 可用于低丰度蛋白的鉴定。而 ESI 和反

相毛细管电泳技术所构建的反相毛细管 LC-ESI-MS

是目前蛋白质组学研究最有力的工具之一, 可显著改

善分离效率、检测灵敏度、以及检测通量[23]。如果将

3 个四级杆检测器串联起来, 可组成自动化的 ESI- 

MS/MS实现蛋白鉴定, 样品通过第一个检测器选择目

标肽段, 然后在第二个检测器中进行片段化, 在第三

个检测器中进行分析, 然后通过特定的算法可以获得

氨基酸序列信息。除了 ESI-MS/MS外, 还有其他种类

的串联设备用于蛋白鉴定。 

基质辅助激光解吸附电离技术(MALDI)的基础

是基质吸收短波长的激光后使弥散于基质中的分子

产生离子化, 通过高压加速后, 在飞行管道中飞行, 

通过记录飞行时间来确定分子的大小。MALDI-TOF

结合肽指纹图谱技术是应用最为广泛的质谱鉴定技

术之一, 如果基因组背景清楚, 通过数据库比对, 理

论上可鉴定出所有蛋白, 而在宏蛋白质组学研究中

的实际应用中往往会遇到很大的困难, 因为数据库

是根据已有蛋白或者根据已有的基因预测而来的 , 

显然从自然环境中得到的蛋白很难获得准确鉴定。

而各种蛋白的翻译后修饰也大大限制了 MALDI- 

TOF 的应用 [16]。相比较而言 , MALDI-TOF/TOF- 

MS/MS在未知蛋白的鉴定方面则更为有效。 

在 MALDI 的基础上, 表面增强激光解吸附电

离 ((Surface enhanced laser desorption/ionization, 

SELDI)-行时间质谱技术 , 创造性地增加了特异蛋

白芯片阅读系统, 将传统基质改为以色谱原理设计

的蛋白质芯片, 可将多种性质不同的待测蛋白质被

捕捉到相应芯片的芯池中, 芯池中的被测蛋白质通

过激光解吸等过程, 经过质谱检测系统检测, 软件

系统分析, 最后绘制成蛋白指纹质谱图, 从而实现

大规模的样品分析, 将疾病组与对照组的谱图进行

比较, 能发现和捕获疾病特异性相关蛋白质。这一

分析技术目前可实现对多种样品的直接分析, 如血

清、尿样、组织液等。现在 SELDI- TOF MS 已经在

各个医学研究领域中使用, 在识别特定蛋白质的表

达物、进行蛋白质水平的药物筛选、揭示蛋白质激

酶的作用、蛋白质的翻译后修饰、蛋白质间的相互

作用、测定血清中的小分子物质含量等方面均证实

准确迅速[24]。 

近年来, 越来越多的质谱技术应用于蛋白质组
学研究 , 如线性多级离子阱傅里叶回旋共振质谱
(LTQ-FT-ICR-MS), 电场轨道阱回旋共振组合质谱
(LTQ-Orbitrap MS)等, 都具有极高的分辨率和强大
的分析能力, 充分显示出蛋白质组学对于技术进步
的依赖性, 相信这些新的有效的蛋白鉴定手段能够
在宏蛋白质组学组学研究中发挥重要的作用。 

4  宏蛋白质组学研究实例 

4.1  国外相关研究  
虽然宏蛋白质组学研究正式出现于 2004年, 但

人们对于天然环境中蛋白质的研究从很早就开始了, 

Ogunseitan 发表了多篇从天然环境中直接分离蛋白

质、催化性酶的文章[25−28], 虽然这些研究尚未明确

提出蛋白质组学的思想, 也并未应用大规模的组学

分离和蛋白鉴定手段, 但已经开始尝试不依赖培养, 

直接对天然环境蛋白质进行研究。2004 年, Wilmes

等对具有生物除磷功能的活性污泥的研究中首次明

确提出了宏蛋白质组学的概念 , 此研究应用

2D-PAGE分析一个实验室水平的活性污泥生物除磷

微生物生态系统, 在此过程中厌氧处理和好氧处理

交替进行, 处理过程的主角是能够富集磷酸盐的微

生物, 如 Rhodocyclus等未培养生物。本研究发现好

氧处理过程和厌氧处理过程中的宏蛋白质组存在差

异 , 在比较稳定的污泥中 , 蛋白质表达比较稳定 , 

而在好氧和厌氧交替的污泥中蛋白质表达相对不稳

定[15]。2008年, Wilmes在其最新的报道中继续利用

宏蛋白质组学研究方法, 通过鉴定活性污泥中高度
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表达的蛋白阐明了体系中微生物的转变对增强的生

物除磷(EBPR)的重要作用。由于已经获知了活性污

泥的宏基因组信息, 因此在选定的 111 个蛋白中鉴

定了 46个蛋白, 大多数都可与生物除磷功能直接相

关, 本研究将“Accumulibacter”的代谢活性与 EBPR

中观察到的化学转化直接联系起来[29]。Wilmes等在

活性污泥系统中的系列研究展现了宏蛋白质组学技术

在探索环境微生物的特殊功能方面的巨大作用。 

2005年, Kan等对 Chesapeake海湾进行了宏蛋

白质组学分析, 这是第一次针对纯天然环境的、大

规模的宏蛋白质组学工作, 研究者利用滤膜收集了

海湾不同水域的微生物群落, 研究了天然样品和人

工混合菌株样品在蛋白提取中的异同, 利用 2D 电

泳展示了其蛋白质组, 并鉴定了少量蛋白 [16], 显示

了宏蛋白质组学与生物多样性、功能多样性、生态

学等的紧密联系, 同时清楚地展现了蛋白鉴定困难

对于此类研究的限制。同一年, Banfield等在 Science

上发表的一篇文章为这一问题的解决提供了可行的

方向, 他们在研究美国Richmond铁矿区酸性水表面

的生物膜时, 先对同一研究对象的宏基因组进行了

研究, 得出大量该生物膜的核酸序列数据, 并以此

建立宏蛋白质数据库, 对比从质谱方法中得到的肽

段, 最后有 2033 种蛋白质得到了鉴定[19], 充分显示

了宏基因组学研究和宏蛋白质组学研究二者结合的

重要性。同一年, Schulze等研究了分离于森林湖泊及

土壤中溶解态有机物的各种蛋白质[17], 希望找到与生

态碳循环有关的细胞外蛋白质。他们比较了来源于不

同环境的样品其蛋白组成的不同；发现阻止碳元素运

输到根际会对根际土壤的蛋白组成发生明显的改变, 

这一研究首次将宏蛋白质组学运用于生态元素的循环

研究上, 显示了宏蛋白质组学研究在揭示生态环境功

能上的作用。 

此后, 陆续出现了一些宏蛋白质组学研究的实

例, 虽然部分研究是以功能蛋白质组学或蛋白质组

指纹图谱等名称出现, 但就其研究内容来说可以归

于宏蛋白质组学研究。如 2007年, 宏蛋白质组学第

一次应用于婴儿肠道排泄物的微生物谱系研究中 , 

发现随着时间的改变, 宏蛋白质发生改变, 并且发

现了一个蛋白点含有的肽段序列和双歧杆菌的醛糖

移转酶非常类似[30]。2009 年, Verberkmoe 等运用非

定向的“鸟枪法”, 对人类粪便进行了大规模的宏

蛋白质组学研究, 结果显示蛋白表达和宏基因组信

息间存在明显的不对称, 和基因组数据库预测信息

相比, 会产生更多的与翻译、能量产生和碳水化合

物代谢相关蛋白, 另外研究还发现了部分未知蛋白, 

可能与人体免疫或未知的微生物活动有关[31]。这些

研究将宏蛋白质组学从环境转移到人体内的微生境, 

借以阐述人体和寄居于人体的微生物间的相互作用, 

显示宏蛋白质组学已经渗透到越来越多的领域中。 

4.2  在天然木质纤维素降解研究中的应用  
木质纤维素的降解对于自然生境来说是重要的

物质和能量循环的过程, 此过程非常复杂, 这种复

杂既体现在底物组成的复杂性, 同时表现在其降解

菌组成的复杂性, 而且这种组成往往不是一成不变

的, 而是动态变化的。研究模式多年来一直是先菌

株筛选, 然后是纤维素酶纯化。那么自然生境中是

不是还存在更为复杂的酶体系？用传统方法是不是

已经将全部或者大部分的纤维素酶分离出来？从微

生物的可培养性来看这一问题, 答案很有可能是否

定的, 因为目前所能得到纯培养的可能小于 1%[9]。

为深入理解这一问题, 笔者选取腐烂青贮作为研究

对象, 不考虑青贮中微生物的可培养性, 从中直接

分离纯纤维素酶获得成功。然而, 面对大量不可培

养微生物和胞外分泌蛋白的存在, 这种直接分离的

方式显然不能彻底回答上面所提出的问题, 因此必

须寻求新的大规模的研究方法。借鉴宏蛋白质组学

研究思路, 笔者对从天然青贮中得到的总蛋白进行

了进一步蛋白质组学分析, 并利用一种酶活性染色

技术鉴定了其中的内切纤维素酶[32]。虽然限于基因

组信息的匮乏还不能进行更进一步生物信息学分析, 

但本研究对于揭示天然生境中木质纤维素的降解规

律以及加强对不可培养微生物资源的利用, 无疑是

一种有益的尝试。2009年, Toyoda进行了类似的研

究, 他们选择的对象是羊瘤胃, 在鉴定的 5 个纤维

素结合蛋白中, 4个来源于 Fibrobacter succinogenes, 

显示其可能在瘤胃纤维素降解过程中起非常重要的

作用[33]。 

5  展望 

蛋白质是生命活动的主要承载者, 一切生命活

动所涉及的所有反应都需要酶的参与, 而生命活动

是无处不在的。如果能够有效的监控某一体系所有
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蛋白质的组成、丰度、新陈代谢以及相互作用等信

息, 可以预见, 对于这一体系运作的具体细节、发生

发展的演变过程、外加干预的效果以及生物学本质

等会有深刻的理解, 这也正是宏蛋白质组学研究所

期望最终能够达到的境界。因此, 宏蛋白质组学研

究有望在将来发挥日益重要的作用。但是目前来看

针对蛋白质的研究却充满挑战, 主要表现在其结构

复杂 , 稳定性差 , 难以扩增 , 而且蛋白丰度差异较

大, 特别是对于大规模分析来说, 研究仪器价格昂

贵、体积巨大, 限制了研究开展的范围[34]。特别是

宏蛋白质组学研究, 目前正处于起步阶段, 真正体

现其强大分析能力的研究还比较少, 许多技术难题

还有待解决, 如大规模复杂样品的制备、高通量蛋

白鉴定等。相信随着越来越多的基因组序列的测定

完成, 各种组学技术的协同发展, 以及新的高通量

质谱技术的出现, 宏蛋白质组学研究必然会越来越

成熟, 将在环境微生态、极端微生物、未知样品检

测、医学研究等方面发挥重要作用。 
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