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摘　要：为建立灵敏、快速的犬细小 病 毒（ＣＰＶ）检 测 方 法，本 研 究 针 对ＣＰＶＶＰ２基 因 保 守 序 列 设 计 一 对 能 扩 增

５７４ｂｐ片段的特异性引物，对纳米ＰＣＲ的退火温度、引 物 浓 度 等 反 应 条 件 进 行 了 优 化，并 对 其 特 异 性 和 灵 敏 度 进

行了评估。结果表明，所建立的纳米ＰＣＲ特异性和灵敏 性 良 好，最 低 核 酸 检 出 量 为２拷 贝·μＬ
－１，其 敏 感 性 比 常

规ＰＣＲ高１　０００倍。分别采用纳米ＰＣＲ和常规ＰＣＲ，对广西、北京、吉林送检的７５份 疑 似ＣＰＶ的 临 床 样 品 进 行

检 测，ＣＰＶ阳性率分别为８９．３％（６７／７５）和７０．７％（５３／７５），表明该方法具有更高的敏感性，适用于ＣＰＶ低含量临

床样品 的 检 测。本 方 法 的 建 立 为ＣＰＶ感 染 的 早 期 快 速、灵 敏、准 确 的 诊 断 提 供 了 新 方 法，为ＣＰＶ的 防 控 奠 定 基

础，具有重大的临床应用意义和价值。
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　　犬细小病毒病是危害我国养犬业的重要疫病之

一，其 病 原 是 犬 细 小 病 毒 （ｃａｎｉｎｅ　ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ，

ＣＰＶ），该病具 有 高 度 的 传 染 性，极 易 传 播，主 要 发

生在幼犬，成年犬也会感染，病犬主要的临床症状表

现为带有鱼腥味的出血性粪便和非化脓性心肌炎，
死亡率 高 达８０％［１－２］。２０世 纪７０年 代，ＣＰＶ作 为

一种新的病原首先在澳大利亚和加拿大被发现，接

着几个月内就在全球范围内流行起来［３］。在其出现

不久后，ＣＰＶ－２不 断 突 变，连 续 产 生 两 种 新 抗 原 突

变体，ＣＰＶ－２ａ和ＣＰＶ－２ｂ，并逐渐取代原来的ＣＰＶ－
２型。２００１年，在 意 大 利 检 测 到 新 的 抗 原 突 变 体

ＣＰＶ－２ｃ［４－５］，并迅速传播到其他国家。近几年，中国

在不同 省 份 也 有 ＣＰＶ－２ｃ出 现 的 报 道［６］。ＣＰＶ－２ｃ
与原始ＣＰＶ－２相比，抗原性突变体在犬中表现出高

的致病性，并且增加宿主范围，能够感染猫并使其致

病［７］。流行病 学 调 查 表 明，最 新 型 的ＣＰＶ－２ｃ在 不

同的地理区域中变得普遍，成年犬接种疫苗后也能

被感染。然而，通过传统方法检测ＣＰＶ感染并不敏

感，因此，建立新型、灵敏度高、特异性好的犬细小病

毒检测方法迫在眉睫。
纳米ＰＣＲ技术是在ＰＣＲ反应的ｂｕｆｆｅｒ中添加

一定量的粒径为１～１００ｎｍ的纳米金属颗粒，从而

形成纳米流体，纳米流体具有极高的导热性，比普通

流体要高得多，因此在添加了纳米金属颗粒的ＰＣＲ
热循环中，ＰＣＲ反 应 能 够 更 快 地 达 到 目 标 温 度，从

而缩短了在非目标温度停留的时间，不仅减少了非

特异扩增，也提高了反应的特异性［８－１１］。
近年来，随着ＣＰＶ感染数量的逐渐增加，ＣＰＶ

的早期检测越来越受到研究人员的关注和重视。本

研究以ＣＰＶＶＰ２基 因 为 目 标 基 因，设 计 特 异 性 引

物，拟建立ＣＰＶ纳米ＰＣＲ检测方法，为ＣＰＶ的分

子流行病学调查和早期诊断提供试验方法。

１　材料与方法

１．１　病毒

犬瘟热病毒（ｃａｎｉｎｅ　ｄｉｓｔｅｍｐｅｒ　ｖｉｒｕｓ，ＣＤＶ）、犬

细小 病 毒（ＣＰＶ－２ａ、ＣＰＶ－２ｂ、ＣＰＶ－２ｃ型）、狂 犬 病

病毒（ｒａｂｉｅｓ　ｖｉｒｕｓ，ＲＶ）和犬冠状病毒（ｃａｎｉｎｅ　ｃｏｒｏ－

ｎａｖｉｒｕｓ，ＣＣｏＶ）由中国农业科学院北京畜牧兽医研

究所宠物疫病防控科技创新团队保存。

１．２　临床样品

２０１６－２０１８年在广西省、北京市和吉林省采集

的７５ 份 疑 似 感 染 细 小 病 毒 的 犬 粪 便 样 品，以

０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１　ｐＨ７．６ＰＢＳ做１∶１００稀 释，反 复

冻融后涡旋混匀，８　０００ｒ·ｍｉｎ－１离心３０ｍｉｎ，取上

清，－８０℃保存。应用病毒ＤＮＡ提取试剂盒提取

临床样品的ＤＮＡ；应用病毒ＲＮＡ提取试剂盒提取

ＣＤＶ、ＲＶ、ＣＣｏＶ的基因组ＲＮＡ，并以此为模板按照

Ｍ－ＭＬＶ反转录试剂盒进行ｃＤＮＡ的合成，－２０℃保

存，待检。

１．３　主要试剂

ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ? ＨＳ　ＤＮＡ 高 保 真 酶，ＤＬ２０００、

Ｐｌｕｓｓ　Ｍａｒｋｅｒ，Ｌａ－Ｔａｑ，ＤＮＡ　Ａ－Ｔａｉｌｉｎｇ　Ｋｉｔ，ｐＥＴ－
２８ａ载体，ＨＢ１０１感受态购自ＴａＫａＲａ公司；质粒提

取试剂 盒 购 自 ＯＭＥＧＡ公 司；ＤＮＡ提 取 试 剂 盒 购

自ＴＩＡＮＧＥＮ公 司；胶 回 收 试 剂 盒 购 自 ＡＸＹＧＥＮ
公司；纳米ＰＣＲ试剂盒购自山东正大医疗器械股份

有限公司。

１．４　引物设计

参 照 ＧｅｎＢａｎｋ 中 发 表 的 ＣＰＶ－２（登 录 号：

ＡＢ０５４２２２）基因组序列的分析，应用Ｐｒｉｍｅｒ　５．０软

件设计扩增ＣＰＶＶＰ２基 因 的 全 长 序 列 引 物，通 过

与已公布的ＶＰ２基因全长序列进行比 对 后 筛 选 保

守区域设 计 扩 增５７４ｂｐ片 段 的 引 物（Ｐ３／Ｐ４）。引

物（表１）由华大基因公司合成。

１．５　标准品的制备

以ＣＰＶ－ＢＪ株 细 胞 培 养 物 提 取 的 ＤＮＡ 为 模

板，以Ｐ１／Ｐ２为 引 物，利 用ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ? ＨＳ　ＤＮＡ
高保真酶 扩 增ＶＰ２基 因 全 长 序 列，并 将 其 克 隆 至

ｐＥＴ－２８ａ载体中构建 重 组 质 粒ｐＥＴ－２８ａ－ＶＰ２，按 照

小提质粒试剂盒说明书提取质粒，并送至北京华大

基因 进 行 测 序，测 序 正 确 的 阳 性 质 粒 命 名 为ｐＥＴ－
２８ａ－ＶＰ２（＋），作 为 纳 米 ＰＣＲ 的 质 粒 标 准 品，于

－２０℃保存备用。

１．６　传统ＰＣＲ方法的建立

传统ＰＣＲ反应体系预设定：２×ＬＡＴａｑ　ＢｕｆｆｅｒⅡ

９６２１
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表１　引物信息

Ｔａｂｌｅ　１　Ｐｒｉｍｅｒｓ　ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

片段

Ｆｒａｇｍｅｎｔ

引物序列

Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

产物大小／ｂｐ
Ｐｒｏｄｕｃｔ　ｓｉｚｅ

ＶＰ２ Ｐ１：５′－ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＧＴＧＡＴＧＧＡＧＣＡＧＴＴＣＡＡ－３′ １　７５５

Ｐ２：５′－ＧＧＡＡＴＴＣＴＴＡＧＴＡＴＡＡＴＴＴＴＣＴＡＧＧＴＧＣＴＡＧＴＴ－３′

ＶＰ２保守区域

ＶＰ２ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ　ｒｅｇｉｏｎ

Ｐ３：５′－ＴＧＡＴＧＧＡＧＣＡＧＴＴＣＡＡＣＣＡＧＡ－３′

Ｐ４：５′－ＴＣＡＧＡＴＣＴＣＡＴＡＧＣＴＧＣＴＧＧＡ－３′

５７４

（Ｍｇ２＋ Ｐｌｕｓ）１０μＬ，Ｐ３／Ｐ４（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１）０．６μＬ，

ｐＥＴ－２８ａ－ＶＰ２（＋）１μＬ，Ｔａｑ酶（５Ｕ·μＬ
－１）０．５μＬ，

ｄｄＨ２Ｏ补至２０μＬ；反应条件预设定：９５℃４ｍｉｎ；

９５℃３０ｓ、５５℃３０ｓ、７２℃３５ｓ，３０个循环；７２℃
１０ｍｉｎ。扩增产物经１．０％琼脂糖凝胶电泳检测。

１．７　纳米ＰＣＲ方法的建立

１．７．１　纳米ＰＣＲ反应体系及反应条件的优化　　
反 应 体 系：２× ｎａｎｏＰＣＲ　ｂｕｆｆｅｒ　１０ μＬ，Ｐ３／Ｐ４
（１０μｍｏｌ·Ｌ

－１）０．６μＬ，ｐＥＴ－２８ａ－ＶＰ２（＋）１μＬ，

Ｔａｑ酶（５Ｕ·μＬ
－１）０．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补 至２０μＬ。

反应 条 件 预 设 定：９５ ℃ ４ｍｉｎ；９５ ℃ ３０ｓ、退 火

３０ｓ、７２℃３５ｓ，３０个循环；７２℃１０ｍｉｎ。优化退

火温度和引 物 浓 度。将 温 度 进 行 梯 度 设 置 为４５～
５５℃，间隔１℃，进行退火温度的优化，反应体系和

其他反应 条 件 均 相 同。引 物 的 使 用 体 积 从０．１到

１．０μＬ进行优化，间隔０．１μＬ，按照优化后的退火温

度进行。扩增产物经１．０％琼脂糖凝胶电泳检测。

１．７．２　敏 感 性 试 验　　测 定 阳 性 模 板ｐＥＴ－２８ａ－
ＶＰ２（＋）的质粒浓度，并 换 算 成 拷 贝 数，按 照１０倍

倍比稀释后，分别 利 用 纳 米ＰＣＲ和 常 规ＰＣＲ进 行

扩增，产物经１．０％琼脂糖凝胶电泳检测，比较两者

的敏感性；试验重复３次。

１．７．３　特 异 性 试 验　　应 用 纳 米 ＰＣＲ 分 别 对

ＣＤＶ、ＲＶ、ＣＣｏＶ的ｃＤＮＡ进行检测，以此验证纳米

ＰＣＲ的特 异 性；试 验 重 复３次。并 对ＣＰＶ不 同 抗

原突变体ＣＰＶ－２ａ、ＣＰＶ－２ｂ、ＣＰＶ－２ｃ进行纳米ＰＣＲ
检测。扩增产物经１．０％琼脂糖凝胶电泳检测。

１．８　临床样品的检测

对临床样品的检测比较，将７５份临床样品提取

ＤＮＡ作为模板，分别应用纳米ＰＣＲ和常规ＰＣＲ对

提取的ＤＮＡ进行检测。

２　结　果
２．１　纳米ＰＣＲ反应条件的优化

２．１．１　ＣＰＶ纳 米ＰＣＲ检 测 方 法 最 佳 退 火 温 度 的

确定　　ＣＰＶ纳米ＰＣＲ经退火温度（４５～５５℃）优
化，琼脂糖凝胶电泳结果见图１。由图１可知，４５～
５５℃下，纳米ＰＣＲ均可扩增得到目的条带，最佳退

火温度为４７℃。最 终 的 反 应 条 件：９５℃４ｍｉｎ；

９５℃３０ｓ、４７℃３０ｓ、７２℃３５ｓ，３０个循环；７２℃
延伸１０ｍｉｎ。

图１　退火温度的优化
Ｆｉｇ．１　Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ａｎｎｅａｌｉｎｇ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＣＰＶ　ｎａｎｏ　ＰＣＲ

０７２１
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２．１．２　ＣＰＶ纳米ＰＣＲ检 测 方 法 最 佳 引 物 浓 度 的

确定　　在 最 佳 反 应 条 件 下，纳 米ＰＣＲ反 应 体 系

为 ２０ μＬ：２×ｎａｎｏ　ＰＣＲ　ｂｕｆｆｅｒ　１０ μＬ，Ｐ３／Ｐ４
（１０μｍｏｌ·Ｌ

－１）０．１～１．０μＬ，ｐＥＴ－２８ａ－ＶＰ２（＋）

１μＬ，Ｔａｑ酶（５Ｕ·μＬ
－１）０．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ 补 至

２０μＬ；纳 米 ＰＣＲ 反 应 条 件：９５ ℃ ４ｍｉｎ；９５ ℃

３０ｓ、４７℃３０ｓ、７２℃３５ｓ，３０个 循 环；７２℃延 伸

１０ｍｉｎ。引 物 量 分 别 设 置 为０．１、０．２、０．３、０．４、

０．５、０．６、０．７、０．８、０．９和１．０μＬ，进行引物浓度优

化。琼脂糖凝胶电泳结果见图２。结果表明当引物

量为０．８μＬ时扩增效果最佳。

图２　引物浓度的优化
Ｆｉｇ．２　Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｒｉｍｅｒ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＣＰＶ　ｎａｎｏ　ＰＣＲ

２．１．３　ＣＰＶ纳米ＰＣＲ最佳反应体系的确定　　经

反应退火温度及引物浓度的摸索，最终确定ＣＰＶ纳

米ＰＣＲ反应体系：２×ｎａｎｏ　ＰＣＲ　ｂｕｆｆｅｒ　１０μＬ，Ｐ３／Ｐ４
（１０μｍｏｌ·Ｌ

－１）０．８μＬ，ｐＥＴ－２８ａ－ＶＰ２（＋）１μＬ，Ｔａｑ
酶（５Ｕ·μＬ

－１）０．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补至２０μＬ。最终的

反应条件：９５℃４ｍｉｎ、９５℃３０ｓ、４７℃３０ｓ、７２℃
３５ｓ，３０个循环；７２℃终延伸１０ｍｉｎ。

２．２　ＣＰＶ纳米ＰＣＲ敏感性试验

构建的 重 组 质 粒ｐＥＴ－２８ａ－ＶＰ２（＋）的 浓 度 经

测定为１７４ｎｇ·μＬ
－１，计算出质粒的拷贝数为２×

１０１０拷贝·μＬ
－１。将重组质粒进行１０倍倍比稀释，

得到浓度标准品为２×１０９～２×１００拷贝·μＬ
－１，取每

个稀释度的重组质粒模板分别进行纳米ＰＣＲ和常规

ＰＣＲ检测。琼脂糖凝胶电泳结果见图３。由图３Ａ
可知，纳米ＰＣＲ能检测到２拷贝·μＬ

－１，而常规ＰＣＲ
的最低检测量为２×１０３拷贝·μＬ

－１（图３Ｂ），敏感性

试验结果表 明 纳 米ＰＣＲ检 测 方 法 的 灵 敏 度 比 普 通

ＰＣＲ方法高１　０００倍。

２．３　ＣＰＶ纳米ＰＣＲ特异性试验

采用Ｐ３／Ｐ４引物分别对犬瘟热病毒（ＣＤＶ）、狂

犬病毒（ＲＶ）、犬冠状病毒（ＣＣｏＶ）进行纳米ＰＣＲ检

测，结果只有ＣＰＶ能扩增出５７４ｂｐ的目的片段，其
他病毒均未 扩 增 出 条 带（图４Ａ），同 时 对ＣＰＶ－２ａ、

ＣＰＶ－２ｂ、ＣＰＶ－２ｃ检 测 都 能 扩 增 出 目 的 片 段（图

４Ｂ），试验结果表明ＣＰＶ纳米ＰＣＲ检测具有良好的

特异性。

２．４　纳米ＰＣＲ与常规ＰＣＲ对临床样品的检测比较

提取采集的７５份粪便 样 本 的ＤＮＡ，应 用 所 建

立的纳米ＰＣＲ对ＣＰＶ进行检 测。检 测 结 果 显 示，
纳米ＰＣＲ和 常 规ＰＣＲ检 测 阳 性 率 分 别 为８９．３％
（６７／７５）和７０．７％（５３／７５）（表２）。为进一步确定所

建立 方 法 检 测 的 准 确 性，将 纳 米ＰＣＲ检 出 但 普 通

ＰＣＲ未检出的１４份样本的产物送华大基因测序分

析。测序结果显示，纳米ＰＣＲ获得 的５７４ｂｐ特 异

性片段与ＣＰＶ相似性均达９９％以上。对临床样品

的检测 结 果 表 明，所 建 立 的 纳 米ＰＣＲ比 普 通ＰＣＲ
更加敏感，适用于低含量ＣＰＶ临床样品的检测。

３　讨　论

ＣＰＶ主要感染犬，尤其是幼犬，传染性极强，致

死率 也 很 高。一 年 四 季 均 可 发 病，以 冬、春 季 节 多

发。目 前，检 测ＣＰＶ感 染 的 技 术 主 要 有 免 疫 层 析

（ＩＣ）试验、血凝 试 验（ＨＡ）、病 毒 分 离（ＶＩ）试 验、常

规ＰＣＲ［１２］、巢 式ＰＣＲ［１３］、荧 光 定 量ＰＣＲ［１４］等。与

分子生物学技术比较，ＩＣ试验的相对灵敏度不超过

５０％，而特异性为１００％；ＨＡ试验结果的准确性受

红细胞质量、红 细 胞 沉 降 系 数 的 影 响，具 有 不 稳 定

性；病毒分离（ＶＩ）仅 可 在 实 验 室 细 胞 上 进 行，需 要

一定专业技术和细胞培养能力的实验人员，需要长

达数天的时间，并需要进行免疫荧光试验来检测病

１７２１
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图３　ＣＰＶ纳米ＰＣＲ（Ａ）和常规ＰＣＲ（Ｂ）敏感性试验
Ｆｉｇ．３　Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ＣＰＶ　ｎａｎｏ　ＰＣＲ　ａｓｓａｙ（Ａ）ａｎｄ　ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ　ＰＣＲ　ａｓｓａｙ（Ｂ）

Ｍ．２ＫＰｌｕｓ相对分子质量标准；Ｎ．阴性对照；１．犬细小病毒；２．犬瘟热病毒；３．狂犬病病毒；４．犬冠状病毒；５．ＣＰＶ－２ａ型；
６．ＣＰＶ－２ｂ型；７．ＣＰＶ－２ｃ型
Ｍ．２ＫＰｌｕｓ　ｍａｒｋｅｒ；Ｎ．Ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ；１．ＣＰＶ；２．ＣＤＶ；３．ＲＶ；４．ＣＣｏＶ；５．ＣＰＶ－２ａ；６．ＣＰＶ－２ｂ；７．ＣＰＶ－２ｃ
图４　纳米ＰＣＲ特异性试验结果
Ｆｉｇ．４　Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ　ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｎａｎｏ　ＰＣＲ

毒抗原；ＰＣＲ是 比 较 常 见 的 技 术，但 其 缺 陷 在 于 耗

时、敏感性不 显 著 且 不 能 定 量 检 测；荧 光 定 量ＰＣＲ
的敏感性和准确性高于普通ＰＣＲ，但其实施需要昂

贵的实时荧光定量ＰＣＲ仪，在二三线城市的动物诊

所或实验室难以普及推广。以上这些缺点限制了上

述方法在临床诊断中的应用。

本研 究 建 立 了 检 测 犬 细 小 病 毒 的 高 效 纳 米

ＰＣＲ技术，由于纳米 流 体 具 有 极 高 导 热 性，使ＰＣＲ
体系达到温度所需平衡时间短，实现目的条带的快

速扩增，提高特异性产物的产量；敏感性试验结果显

示纳米ＰＣＲ检测的敏感性可达到常规ＰＣＲ技术的

１　０００倍。目前，纳米ＰＣＲ已成功应用于水貂肠炎
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表２　临床样品的检测结果

Ｔａｂｌｅ　２　Ｔｅｓｔ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｓａｍｐｌｅｓ

方法

Ｍｅｔｈｏｄ

样品数

ｎ

阳性数

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

阳性率／％

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｒａｔｅ

普通ＰＣＲ

Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ　ＰＣＲ

７５　 ５３　 ７０．７

纳米ＰＣＲ

Ｎａｎｏ　ＰＣＲ

７５　 ６７　 ８９．３

病毒、猪博卡病毒、猪细小病毒等多种动物病原的临

床检 测 中，且 其 敏 感 性 远 远 高 于 普 通 ＰＣＲ［１５－１７］。

２０１８年，Ｇａｂｒｉｅｌ等［１８］将纳米ＰＣＲ技术成功应用于

脑食性变形虫的快速检测中，首次发现了石墨烯氧

化物、氧化铜和氧化铝的纳米混合颗粒可以优化棘

阿米巴、巴拉木翘和奈格莱里亚的ＰＣＲ检 测 效 果，
表明纳米ＰＣＲ法在寄生虫感染的临床诊断、流行病

学和病理学研究以及其他微生物的环境监测等方面

也具有潜在的应用价值。
为证明获得的５７４ｂｐ是ＣＰＶ来源的特异性片

段，笔者将纳米ＰＣＲ能 检 出 但 普 通ＰＣＲ未 检 出 的

１４份样本的ＰＣＲ产 物 进 行 了 克 隆 测 序，并 进 行 了

序列同源性分析，结果显示１４个样本的测序结果与

ＣＰＶＶＰ２基因的 相 似 性 均 在９９％以 上，证 明 纳 米

ＰＣＲ获得的５７４ｂｐ是ＣＰＶ来源的特异性片段，排

除了纳米ＰＣＲ假阳性的问题。
临床中，在ＣＰＶ早期感染时病毒量在病犬体内

很少，用普通的检测方法很难检测到，但应用本研究

建立的纳米ＰＣＲ技术能够更加高效、快 速 地 检 测，
且适合 基 层 实 验 室 使 用。因 此，本 方 法 的 建 立 为

ＣＰＶ的早期检 测、流 行 病 学 调 查、预 防 和 治 疗 奠 定

了基础。

４　结　论

成功建立犬细小病毒的纳米ＰＣＲ检测方法，该
方法适用于ＣＰＶ低含量临床样品的检测，特异性和

灵敏性良好，最 低 核 酸 检 出 量 为２拷 贝·μＬ
－１，其

敏感性比常规ＰＣＲ高１　０００倍，可应用于犬细小病

毒感染的早期诊断和流行病学调查，为犬细小病毒

感染的鉴定和防控奠定基础，具有重大的临床应用

意义和价值。
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