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心肌肌钙蛋白Ｉ免疫层析试纸条的研制

贾娟娟１，２，刘一兵１，２，冯婷婷１，２，韩世泉２，侯惠仁１，２（１．原子高科股份有限公司，北京　１０２４１３；

２．中国原子能科学研究院，北京　１０２４１３）

　　【摘要】　目的　制备人心肌肌钙蛋白Ｉ免疫层析试纸条，建立一种快速检测人心肌肌钙蛋白Ｉ的检测方法。

方法　采用柠檬酸三钠还原法制备胶体金，标记肌钙蛋白Ｉ单克隆抗体，喷于玻璃纤维纸上制成胶体金结合物垫。

将另一株肌钙蛋白Ｉ单克隆抗体和抗鼠二抗分别喷于试纸条的检测线和质控线处，组装成试纸条并进行灵敏度、特

异性及临床样品测定。结果　该试纸条检测灵敏度为１μｇ／Ｌ，１５ｍｉｎ内可判断结果；与Ｃ反应蛋白、人心肌脂肪酸

结合蛋白、肌酸激酶、人心肌肌红蛋白无交叉反应；测定健康人血清样本４０例，结果均为阴性；测定１４例心肌梗死

患者血清，结果均为阳性，且Ｔ线显色程度与发光法测定值呈正相关。结论　该试纸条灵敏度高、特异性强、操作

简便，结果判断直观，可用于急性心肌梗死的早期筛查。
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　　肌钙蛋白是肌肉组织收缩的调节蛋白，与原肌球蛋白和肌

动蛋白结合构成肌原纤维的细肌丝，参与肌肉的收缩和舒张活

动。心肌肌钙蛋白是心肌细胞内结构蛋白，由３种亚基组成，

包括Ｃａ２＋结合亚基肌钙蛋白Ｃ（ＴｎＣ）、与原肌球蛋白结合亚

基肌钙蛋白Ｔ（ｃＴｎＴ）和抑制亚基肌钙蛋白Ｉ（ｃＴｎＩ），３种亚

基组成复合体，在钙离子的作用下调节肌肉收缩活动［１２］。在

心肌细胞膜完整的情况下，肌钙蛋白不能透过细胞膜进入血液

循环；当心肌细胞因缺血、缺氧而发生坏死时，肌钙蛋白随肌原

纤维破坏而不断释放入血液。ｃＴｎＩ具有高度的心肌特异

性［３４］，是目前诊断心肌梗死高灵敏、高特异的血清学标志

物［５６］。ｃＴｎＩ的测定方法有酶联免疫分析法、化学发光法等，

检测结果准确、定量，但需在有仪器设备的实验室进行；胶体金

免疫层析法具有操作简便、快速、可随时随地单份检测的优点，

适于快检和普及。本实验在获得人ｃＴｎＩ单克隆抗体的基础

上［７］，选用２株单抗建立了人ｃＴｎＩ测定的胶体金免疫层析试

纸条法，为心肌梗死患者的诊断提供了一种简便、有效的方法。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器　人ｃＴｎＩ单克隆抗体：本实验室制备，ｃＴ

ｎＩ１Ｆ６用于标记胶体金，ｃＴｎＩ３Ａ７包被硝酸纤维素膜；驴抗鼠

二抗：原子高科股份有限公司；人ｃＴｎＩ标准品：Ｆｉｔｚｇｅｒａｌｄ公

司；氯金酸：国药集团化学试剂有限公司；牛血清清蛋白

（ＢＳＡ）：上海赛达生物有限公司；玻璃纤维纸、硝酸纤维素膜、

吸水纸：Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；ＰＶＣ胶板：上海金标生物科技有限公

司；实验所用化学试剂均为分析纯；喷膜机，切条机：ＢｉｏＤｏｔ公

司；紫外可见分光光度计：美国Ｃａｒｙ５０；高速冷冻离心机：Ｓｉｇ

ｍａ公司；磁力加热搅拌反应套：山东甄城华鲁电热仪器有限

公司。

１．２　胶体金的制备及鉴定
［８９］
　１ｇ氯金酸溶于１００ｍＬ去离

子水中，配成１％的氯金酸溶液。取１ｍＬ加入１００ｍＬ去离子

水中，磁力搅拌下加热至沸腾，加入１．５ｍＬ１％的柠檬酸三钠

溶液，继续加热２０ｍｉｎ，冷却后，４℃下保存备用。将制备的

胶体金用紫外可见分光光度计在４００～７００ｎｍ处进行扫描，测

定最大吸收峰。

１．３　胶体金标记抗体结合物的制备

１．３．１　胶体金标记最佳蛋白浓度的选择　取适量胶体金，用

０．１ｍｏｌ／Ｌ的碳酸钾溶液调ｐＨ 值至８．０左右。将待标记的

ｃＴｎＩ１Ｆ６抗体（１、２、４、６、８、１０、１２μｇ）用蒸馏水稀释至１００μＬ，

加入１ｍＬ已调ｐＨ值的胶体金，混匀，室温放置２０ｍｉｎ。每管
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中加入１０％的氯化钠溶液１００μＬ，室温静置２ｈ，观察各管颜

色变化。以未变色管蛋白浓度加２０％为胶体金标记最佳蛋白

浓度［１０］。

１．３．２　ｃＴｎＩ单克隆抗体的标记及胶体金结合物垫的制备　

取１００ｍＬ胶体金溶液，用０．１ｍｏｌ／Ｌ碳酸钾溶液调胶体金溶

液ｐＨ至８．０左右。磁力搅拌下将适量的ｃＴｎＩ单克隆抗体

（ｃＴｎＩ１Ｆ６）缓慢加入胶体金溶液中，室温反应１０ｍｉｎ；加入１０

ｍＬ１０％ＢＳＡ溶液，室温反应１０ｍｉｎ。将标记好的结合物在

４℃以１００００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，小心吸去上清液；沉淀用１００

ｍＬ洗液（含２％ＢＳＡ的ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液）复溶，再次离心；弃

上清液，沉淀加入洗液复溶后，再离心一次。沉淀用适量金稀

释液（含０．２％ＢＳＡ的ＴｒｉｓＨＣｌ）复溶，４℃保存备用。将胶体

金标记物均匀涂于玻璃纤维纸上，３７℃烘干，塑料袋密封，室

温保存。

１．４　试纸条的组装及结果判断　在ＰＶＣ胶板上依次粘贴硝

酸纤维素膜（ＮＣ膜）、上吸水纸、胶体金结合物垫、样品垫，相

互重叠约２ｍｍ，试纸条结构见图１。检测线（Ｔ线）包被ｃＴ

ｎＩ３Ａ７抗体，质控线（Ｃ线）包被驴抗鼠二抗。组装好的试纸条

裁成４ｍｍ宽，用于免疫检测。

图１　胶体金免疫层析试纸条示意图

检测时，将样品滴加到样品垫上，在毛细管作用下，液体样

品携带胶体金标记的ｃＴｎＩ抗体向另一端移动。如果样品中含

有ｃＴｎＩ，则在移动的过程中发生抗原抗体反应形成ｃＴｎＩｃＴｎＩ

抗体胶体金复合物；当移动到Ｔ线时，与包被抗体结合形成标

记抗体抗原包被抗体复合物而被截留，使Ｔ线显色；剩余的

胶体金标记抗体继续向前移动，到达Ｃ线时，被抗鼠二抗截留

而使Ｃ线显色。结果判断如图２所示，ｃＴｎＩ阳性的样品形成

Ｔ线和Ｃ线２条显色带，ｃＴｎＩ阴性样品只形成Ｃ线一条显色

带，Ｃ线不显色结果无效。

图２　结果判断

１．５　胶体金标记物复溶体积的选择　胶体金标记物高速离心

后，按标记前胶体金体积的１／２、１／５、１／１０、１／１５进行复溶，分

别制备胶体金结合物垫，与喷涂有抗体的 ＮＣ膜组装成试纸

条，检测不同浓度的ｃＴｎＩ标准品，观察胶体金浓度变化对试纸

条测试结果的影响。

１．６　ＮＣ膜上Ｔ线抗体包被浓度的选择　固定Ｃ线处二抗浓

度用０．０２ｍｏｌ／Ｌ的磷酸盐缓冲液将ｃＴｎＩ３Ａ７抗体分别稀释

至０．５、１．０、１．５、２．０ｇ／Ｌ喷于ＮＣ膜Ｔ线处，２线相距４ｍｍ。

喷涂有抗体的ＮＣ膜与其他材料组装成试纸条，检测不同浓度

的ｃＴｎＩ标准品，观察Ｔ线包被浓度变化对试纸条测试结果的

影响。

１．７　ＮＣ膜上Ｃ线二抗包被浓度的选择　固定Ｔ线处抗体浓

度、Ｃ线处二抗浓度分别为０．５、１．０、１．５、２．０ｇ／Ｌ。喷涂有抗

体的ＮＣ膜与其他材料组装成试纸条，检测不同浓度的ｃＴｎＩ

标准品，观察二抗浓度变化对试纸条测试结果的影响。

１．８　ｃＴｎＩ免疫层析试纸条方法学鉴定

１．８．１　灵敏度　将不同浓度的ｃＴｎＩ样品取１００μＬ滴加到样

品垫上，观察１５ｍｉｎ，出现阳性结果的最低ｃＴｎＩ浓度即其检测

灵敏度。

１．８．２　特异性　将已知含量的肌酸激酶同工酶（ＣＫＭＢ）、人

心肌肌红蛋白（Ｍｙｏ）、人心肌脂肪酸结合蛋白（ｈＦＡＢＰ）、Ｃ反

应蛋白（ＣＲＰ）分别加入健康人血清中，配制成一定浓度的样

品，取１００μＬ滴加到ｃＴｎＩ胶体金免疫层析试纸条的样品垫

上，观察测试结果。

１．８．３　稳定性　将试纸条存于密封袋内，分别在３７℃存放２

ｄ和７ｄ后进行测试，观察３７℃存放后测试结果的变化。

２　结　　果

２．１　胶体金的制备　所得胶体金溶液用紫外可见分光光度计

在４００～７００ｎｍ处扫描，扫描图见图３，该胶体金溶液在５２５

ｎｍ有最大吸收峰，峰宽较窄，峰形左右对称，说明金颗粒粒径

均匀度较好。根据方程犢＝０．４２７１犡＋５１４．５６（犡为胶体金粒

径，犢 为最大吸收峰）计算得该胶体金粒径为２４．４ｎｍ。

图３　胶体金在紫外可见分光光度计４００～７００ｎｍ

波段扫描图

２．２　胶体金标记最佳蛋白浓度的选择　胶体金是一种带负电

的疏水胶溶液，由于静电作用而成为稳定的胶体状态。胶体金

标记实质上是蛋白质分子被吸附到胶体金颗粒表面的过程。

当加入的蛋白量不足以吸附到所有的胶体金颗粒上时，由于盐

离子效应，加入氯化钠溶液时，会破坏胶体金的稳定态而出现

由红变蓝的聚集现象。本实验中１ｍＬ胶体金溶液中抗体加

入量１～１２μｇ，静置２ｈ后观察，结果显示当抗体量为８μｇ时

胶体金溶液未变色，则在其基础上加２０％为该蛋白的最小标

记量，即１０μｇ／ｍＬ。

２．３　胶体金标记物复溶体积的选择　分别按标记前体积的

１／２、１／５、１／１０、１／１５对胶体金标记物进行复溶，然后各取１００

μＬ涂于玻璃纤维纸上，制备胶体金结合物垫，与包被有抗体的

ＮＣ膜组装成试纸条，检测２、５、１０μｇ／Ｌ的ｃＴｎＩ标准品，结果

见图４。由图４可见，胶体金标记物复溶体积由１／２～１／１０，随

着胶体金浓度的增加，Ｔ线与Ｃ线显色渐增强；按１／１０与１／

１５比例复溶的胶体金显色程度相当，故选择标记物的复溶体

积为标记前的１／１０。

２．４　ＮＣ膜上Ｔ线抗体包被浓度的选择　ＮＣ膜Ｃ线处二抗

包被浓度为１．５ｇ／Ｌ，Ｔ线处ｃＴｎＩ３Ａ７抗体包被浓度依次为

０．５、１．０、１．５、２．０ｇ／Ｌ，喷膜体积１μＬ／ｃｍ。检测１、２、５μｇ／Ｌ

的ｃＴｎＩ标准品，结果见图５。由图５可见，Ｔ线抗体包被浓度

由０．５ｇ／Ｌ增加至１．５ｇ／Ｌ时，Ｔ线显色渐增强；由１．５ｇ／Ｌ增
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加至２．０ｇ／Ｌ显色减弱，由此说明１．５ｇ／Ｌ包被即达最佳，即

确定为Ｔ线包被浓度。

图４　胶体金标记物复溶体积的选择

图５　Ｔ线抗体包被浓度选择

２．５　ＮＣ膜上Ｃ线处二抗包被浓度的选择　ＮＣ膜上Ｔ线处

抗体包被浓度为１．５ｇ／Ｌ，Ｃ线处二抗包被浓度为０．５、１．０、

１．５、２．０ｇ／Ｌ，２线相距４ｍｍ，喷膜体积１μＬ／ｃｍ。检测２、

５μｇ／Ｌ的ｃＴｎＩ标准品，结果见图６。由图６可见，二抗包被浓

度达１ｇ／Ｌ后，Ｃ线显色基本不随包被浓度的增加而变化，由

此说明Ｃ线处二抗包被浓度为１ｇ／Ｌ即可。

图６　Ｃ线处二抗包被浓度的选择

２．６　灵敏度及临床样品测定　将不同浓度的ｃＴｎＩ样品，滴加

到样品垫上，１５ｍｉｎ内观察试纸条的显色情况。结果显示１

μｇ／Ｌ时，Ｔ线可明显显色；０．５μｇ／Ｌ时，Ｔ线也可显色但较弱，

呈现出弱阳性；小于０．５μｇ／Ｌ，Ｔ线不显色，为阴性。确定本

方法灵敏度为１μｇ／Ｌ。采用本方法测定健康人血清样本４０

例，结果均为阴性；测定１４例心肌梗死患者血清，化学发光法

测定值范围１．１８～２７．９７μｇ／Ｌ，结果均为阳性，且Ｔ线显色程

度与发光法测定值呈正相关。

２．７　特异性　将６０ｍｇ／Ｌ的ＣＲＰ、５ｍｇ／Ｌ的人心肌脂肪酸

结合蛋白、５ｍｇ／Ｌ的肌酸激酶同工酶、１０ｍｇ／Ｌ的人心肌肌红

蛋白各取１００μＬ滴加到试纸条的样品垫上，１５ｍｉｎ内观察，结

果均为阴性，由此说明均无交叉反应。

２．８　稳定性　胶体金试纸条在３７℃密封存放２ｄ和７ｄ后，

与室温放置的试纸条同时检测２、５、１０μｇ／ＬｃＴｎＩ标准品，结

果见图７。由图７可见，３７℃存放７ｄ，测定结果基本无变化，

稳定性较好。

图７　试纸条３７℃稳定性

３　讨　　论

胶体金免疫层析技术是２０世纪９０年代初发展起来的快

速免疫标记分析技术，主要由胶体金技术和层析法２个部分组

成。胶体金免疫层析试纸条以硝酸纤维素膜为固相载体，将已

知的特异性物质（抗原或抗体）固定于膜上作为检测带，胶体金

标记物干燥在玻璃纤维纸的结合物垫上，与样品垫和上吸水纸

组装成试纸条。当含有被分析物的样品加到样品垫后，通过毛

细管作用向前移动，流经含标记物的玻璃纤维纸，使金标记物

水化并发生特异性抗原抗体结合一起向前泳动，至检测线，标

记物与待测物的复合物被特异性截留，通过胶体金显色，达到

检测的目的。胶体金免疫层析试纸具有简便快速的特点，在医

院急诊、社区医疗服务以及慢性病患者的自我检测中发挥了重

要作用。

胶体金的制备一般采用化学还原法，其原理是利用某些还

原剂对金离子的还原作用，使金离子还原成金原子，进而凝集

成所需直径的金颗粒。常用的方法有柠檬酸三钠法、鞣酸柠

檬酸三钠法、抗坏血酸法和硼氢化钠法，其中柠檬酸三钠法制

备的胶体金在稳定性及均一性方面均优于其他方法［１０］。胶体

金粒径可通过改变还原剂的加入量来调控，粒径大小对试纸条

的灵敏度有重要影响。粒径太小，不易产生足够的颜色信号，

导致目测效果较差；粒径较大，则因空间位阻问题，导致胶体金

标记物较难与特异性的蛋白结合，导致灵敏度下降。本实验采

用柠檬酸三钠法烧制了最大吸收峰分别为５２０、５２５、５３０ｎｍ的

３种胶体金溶液，分别标记抗体，制备胶体金标记物，结果显

示，最大吸收峰在５２５ｎｍ的胶体金，粒径均匀度较好
［１１］，分析

灵敏度及稳定性均较好，因此选择其作为本实验的标记物。

在胶体金免疫层析方法中，抗体的选择至关重要。本实验

经胶体金免疫层析法对所得１２株ｃＴｎＩ单抗进行筛选，确定最

佳应用方式为ｃＴｎＩ３Ａ７包被，ｃＴｎＩ１Ｆ６标记胶体金，该配对方

式分析灵敏度优于经化学发光法筛选到的最优配对抗体［７］。

这可能因抗体与胶体金的结合方式为静电吸附和疏水作用相

结合，对抗体的生物活性影响较小；另外抗体在 ＮＣ膜与在固

相聚苯乙烯板上的结合方式可能不同，从而引起抗体构象的改

变不同。

ｃＴｎＩ是评价心肌梗死的首选标志物，本文采用双抗体夹

心免疫层析法制备了ｃＴｎＩ测定的胶体金免疫层析试纸条，该

试纸条无需仪器即可判断结果，颜色深浅与ｃＴｎＩ含量呈正相

关。本方法最低检测限１μｇ／Ｌ，１５ｍｉｎ内可判断结果。该试纸

条操作简便，结果直观，其推广和普及对心肌损伤患者的快速

诊断具有重要意义。

（下转第２８１５页）
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常用指标主要根据ＦＰＧ定量和尿糖及２ｈＰＢＧ，但由于它们

波动较大，血糖测定又只能代表即时血糖水平，因此均为短期

血糖控制监测方法［３］。ＨｂＡ１Ｃ是红细胞中血红蛋白与葡萄糖

缓慢、持续且不可逆地进行非酶促蛋白糖化反应的产物，形成

２周后不易分开。当血液中葡萄糖浓度较高时，人体所形成的

ＨｂＡ１Ｃ含量也会相对较高。由于蛋白质浓度保持相对稳定，

ＨｂＡ１Ｃ水平主要取决于葡萄糖浓度，也与蛋白质和葡萄糖接

触的时间长短有关。人体内红细胞的寿命一般为１２０ｄ，在红

细胞死亡前，血液中 ＨｂＡ１Ｃ含量也会保持相对不变。因此，

ＨｂＡ１Ｃ水平反映的是在检测前１２０ｄ的平均血糖水平，而与

抽血时间、患者是否空腹、是否使用胰岛素等因素无关，是判定

ＤＭ长期控制情况的良好指标
［４５］。ＨｂＡ１Ｃ的测定结果以百

分率表示，指的是和葡萄糖结合的血红蛋白占全部血红蛋白的

比例。健康人平均 ＨｂＡ１Ｃ水平为４．４％～６．２％。

ＤＭ并发症的发病机制主要是 ＨｂＡ１Ｃ增多，使体内２、３

ＤＰＧ的反应性降低，血红蛋白对氧的结合能力增强而不易释

放氧，造成局部组织细胞的长期缺氧，这是产生ＤＭ 慢性并发

症的病理生理基础。由于蛋白质的非酶糖化有全身性倾向［６］，

除血红蛋白外，身体其他部位的蛋白质糖化则会出现其功能的

改变而引起组织或器官的病变。主要表现为ＤＭ 肾病、视网

膜、微血管等部位的慢性并发症。英国前瞻性ＤＭ 研究也证

明，ＨｂＡ１Ｃ下降１％，任何ＤＭ相关的终点事件的风险将下降

１２％，急性心肌梗死降低１６％，糖尿病视网膜病变降低２１％，

大血管事件降低２５％，白内障摘除术降低２４％。文献分析显

示，ＨｂＡ１Ｃ水平每升高１％，心血管疾病风险也随之上升

１３％～１８％
［７８］。因此，控制血糖浓度，使 ＨｂＡ１Ｃ保持在一个

较低的水平，将会在一定程度上降低 ＤＭ 患者并发症的发

生率。

总之，ＨｂＡ１Ｃ监测是 ＤＭ 日常管理中的一个重要环节，

是监测ＤＭ患者多脏器（尤其是眼、肾、心脏、血管）的损害和功

能衰竭的重要指标，ＤＭ血糖的持续监控检测和 ＨｂＡ１Ｃ的检

测联合使用，将会对ＤＭ 的诊断以及并发症的预防与控制方

面都会起到一个很好的指导作用。
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ｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓｃｌｅｔｉｓｓｕｅ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣｈｅｍ，１９９５，４１（１２Ｐｔ１）：

１７１０１７１５．

［５］ ＡｐｐｌｅＦＳ，ＳｍｉｔｈＳＷ，ＰｅａｒｃｅＬＡ，ｅｔａｌ．Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆｔｈｅ

ｍｕｌｔｉｐｌｅｂｉｏｍａｒｋｅｒａｐｐｒｏａｃｈｆｏｒｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｍｙｏｃａｒｄｉａｌ

ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｐｒｅｓｅｎｔｃｔｉｏｎｗｉｔｈｓｙｍｐｔｏｍｓｓｕｇｇｅｓ

ｔｉｖｅｏｆａｃｕｔｅｃｏｒｏｎａｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣｈｅｍ，２００９，５５

（１）：９３１００．

［６］ＩｌｖａＴ，ＬｕｎｄＪ，ＰｏｒｅｌａＰ，ｅｔａｌ．Ｅａｒｌｙｍａｒｋｅｒｓｏｆｍｙｏｃａｒｄｉ

ａｌｉｎｊｕｒｙ：ｃＴｎＩｉｓｅｎｏｕｇｈ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣｈｉｍＡｃｔａ，２００９，４００（１

２）：８２８５．

［７］ 贾娟娟，刘一兵，许文革，等．抗人心肌肌钙蛋白Ｉ单克隆

抗体的制备及初步鉴定［Ｊ］．现代免疫学，２０１０，３０（６）：

４６７４７０．

［８］ＦｒａｎｓＧ．ＣｏｎｔｒｏｌｌｅｄＮｕｃｌｅａｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ

ｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｉｎｍｏｎｏｄｉｓｐｅｒｓｅｇｏｌｄｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｓ［Ｊ］．Ｎａ

ｔｕｒｅ，１９７３，２４１：２０２２．

［９］ＥｌｇｈａｎｉａｎＲ，ＳｔｏｒｈｏｆｆＪＪ，ＭｕｃｉｃＲＣ，ｅｔａｌ．Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｃｏｌｏｒｉ

ｍｅｔｒｉｃｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｐｏｌｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｄｉｓｔａｎｃｅ

ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｏｐｔｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｇｏｌｄｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ［Ｊ］．Ｓｃｉ

ｅｎｃｅ，１９９７，２７７（５３２９）：１０７８１０８１．

［１０］ 杨玉新，叶阳，周有祥，等．四种化学还原法制备胶体金

的比较研究［Ｊ］．湖北农业科学，２０１１，５０（３）：４７６４７８．

［１１］ 彭剑淳，刘晓达，丁晓萍，等．可见光光谱法评价胶体金

粒径及分布［Ｊ］．军事医学科学院院刊，２０００，２４（３）：２１１

２１２．

（收稿日期：２０１２０６２５）
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