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棉花 ＥＲＦ－Ｂ３亚组转录因子基因
ＧｈＥＲＦ５－１的克隆及表达
郭文婷，张鹏飞，李潇玲，张　析，张　薇

（石河子大学农学院／新疆绿洲生态农业重点实验室，新疆石河子８３２０００）

　　摘要：为海岛棉抗病提供新的基因资源和作物抗病分子育种提供有用的理论依据，以前期获得的枯萎病病菌诱导
陆地棉根部基因表达谱中获得差异性表达ＥＲＦ片段为探针，用电子克隆及ＲＴ－ＰＣＲ技术，从陆地棉抗枯萎品种中棉
所１２根部 ｃＤＮＡ克隆得到１个新的 ＥＲＦ转录因子。通过进化树分析属于 Ｂ３亚组，命名为 ＧｈＥＲＦ５－１（登录号：
ＭＦ１４５６５７）。ＧｈＥＲＦ５－１基因的序列分析表明，其ｃＤＮＡ全长为９９０ｂｐ，编码的氨基酸３２９个，分子量３６．５２ｋｕ，等电
点为６．１５，含有１个保守的 ＡＰ２的结构域。ｑＲＴ－ＰＣＲ分析结果表明，枯萎病病菌侵染后，随着侵染时间的延长，
ＧｈＥＲＦ５－１基因的表达趋势是先增加后降低，在处理后２ｈ基因的相对表达量达到最大。推断ＧｈＥＲＦ５－１基因可能
参与枯萎病的防御反应。
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　　枯萎病（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．）是一种真菌性土传病
害，由尖孢镰刀菌引起。枯萎病对棉花的生产发展造成了严

重的损失。由于枯萎病病菌自身的一些传播特点，传统的防

护措施及一些治病方法效果不是很理想，因此培育和种植抗

枯萎病品种是一种有效的办法。陆地棉种抗病基因资源较丰

富，因此从陆地棉中分离抗枯萎病相关的基因，通过转基因技

术可为海岛棉抗枯萎病育种奠定基础。

当植物被病原菌侵染时会发生一系列的应激防卫反应，

其中一些植物的内源性激素发挥重要作用。另外，一些转录

因子在植物抗病中扮演着重要角色，它们通过结合下游基因

启动子中顺式元件，调节下游防卫基因。ＡＰ２／ＥＲＦＢＰ转录因
子中的ＥＲＦ亚家族主要参与了植物体的生物和非生物胁迫
下的应答反应。ＥＲＦ亚家族转录因子只含有 １个保守的
ＡＰ２／ＥＲＦ结构域，一般由 ５８～５９个氨基酸残基组成［１－２］。

很多信号分子可以诱导 ＥＲＦ转录因子，当病原菌侵染棉花
时，棉花自身会发生应激反应而产生许多小分子物质，如乙烯
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（ｅｔｈｙｌｅｎｅ，简称ＥＴ）、水杨酸（ｓａｌｉｃｙｌｉｃａｃｉｄ，简称 ＳＡ）、茉莉酸
（ｊａｓｍｏｎｉｃａｃｉｄ，简称ＪＡ）等激素，这些激素发挥信号分子的作
用［３］，此外大多数ＥＲＦ转录因子在植物抗病过程中处于信号
交叉途径，发挥着连接因子的作用［４］。莫纪波等研究发现转

录因子在不同的激素互作中发挥重要作用，进而激活了植物

抗病信号途径中的一些信号通路［４］。金莉研究发现，ＧｂＥＲＦ１
转录因子基因通过增强抗病相关基因的表达，从而提高棉花

的抗病能力［５］。刘坤等克隆了ＧｂＥＲＥＢ５和 ＧｂＥＲＥＢ６这２个
属Ｂ３亚组的转录因子基因，研究发现可以提高 ＮｔＣＨＩ－Ｂ、
ＮｔＰＲ２等ＰＲ蛋白基因的表达量［６］。在作物中过量表达ＥＲＦ
类转录因子基因，可以使下游的一些抗病基因和一些与抗病相

关的基因呈上调表达，不仅提高了作物对某种单一病害的抗

性，而且增加了作物对多种病害的抗病力［７］。转录因子在植物

抗病中具有更高的应用价值。与转入单一的抗病基因的转基

因方式相比，其能够激活或抑制多个下游基因的表达，进而获

得抗病力更强的转基因植株［８］。目前，虽然棉花中 ＥＲＦ转录
因子数目较多，但是对它们功能的研究还不是很深入。在海岛

棉中，对抗枯萎病相关的ＥＲＦ转录因子基因的研究有限，ＥＲＦ
转录因子与植物内源性激素之间的互作尚不明确。本研究用对

枯萎病病菌有差异表达的ＥＲＦ为探针，克隆了ＥＲＦ－Ｂ３亚组的
转录因子基因ＧｈＥＲＦ５－１，利用生物信息学分析 ＧｈＥＲＦ５－１
基因的结构、ｑＲＴ－ＰＣＲ技术分析 ＧｈＥＲＦ５－１基因在枯萎病
病菌处理下的表达模式，希望能够为海岛棉抗病提供新的基

因资源和为作物抗病分子育种提供有用的理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
试验材料为陆地棉品种中棉所１２，由石河子大学农学院

育种教研室保存；枯萎病病菌菌株为 Ｆ４３０，由石河子大学农
学院植物保护系张莉老师惠赠。将籽粒饱满的种子用１０％
的过氧化氢溶液浸泡２～３ｈ后，用ｄｄＨ２Ｏ冲洗６遍后种植于
蛭石中。当棉苗长出第１张真叶时，转移到霍格兰培养液中
于（２４±３）℃、光照１６ｈ、黑暗８ｈ在培养箱中培养。待棉苗

长至２叶１心时，选取生长一致的棉苗，分别浸于浓度为１×
１０７ 个／ｍＬ的枯萎病病菌孢子悬浮液、１ｍｍｏｌ／Ｌ乙烯、
５０μｍｏｌ／Ｌ水杨酸和 １ｍｍｏｌ／Ｌ茉莉酸甲酯的霍格兰营养液
中４０ｍｉｎ，然后转入霍格兰营养液中。以相同生长条件下用
水处理的棉苗作为平行对照Ｍｏｃｋ，分别在０、１、２、３、６、１２、２４、
４８ｈ时间点取处理棉苗和对照的根部组织，液氮冷激后保存
于－８０℃冰箱备用。
１．２　方法
１．２．１　基因全长ｃＤＮＡ的克隆　利用笔者所在实验室得到
的棉花抗枯萎病表达谱中的 ＥＲＦ序列为探针，在 ＮＣＢＩ网站
用ｔＢｌａｓｔｎ方式比对搜索，下载同源性高的 ＥＳＴｓ序列；利用
ＣＡＰ３拼接软件进行ＥＳＴｓ的拼接，将拼接完整的序列进行分
析，找到其ＯＲＦ后利用ＮＣＢＩ寻找其保守域；利用ＭＥＧＡ５．０
构建系统发育树分析所得电子序列与已知 ＥＲＦＢ３亚组基因
的亲缘关系。使用 Ｏｌｉｇｏ７设计全长引物（上游引物 Ｆ１：
ＧＧＧＧＴＡＣＣＡＴＧＧＡＡＡＧＴＡＧＣＡＧＴＧＡＡＧＴＧＴＣ；下游引物 Ｒ１：
ＣＧＧＧＡＴＣＣＧＡＴＧＡＣＣＧＴＡＡＣＴＴＧＴＴＧＡＡＡＧＣ）。棉花总 ＲＮＡ
的提取采用ＣＴＡＢ法，通过反转录得到 ｃＤＮＡ后进行 ＰＣＲ扩
增，得到预期大小的基因片段，连接 ｐＭＤ１９－Ｔ载体后，利用
热激法将质粒转入大肠杆菌，筛选阳性克隆进行测序。

１．２．２　生物信息学分析　在 ＮＣＢＩ数据库和 Ｃｏｔｔｏｎｇｅｎ数据
库的基础上，利用生物信息学软件分析ＧｈＥＲＦ５－１基因的开
放读码框、编码蛋白的理化性质、蛋白亲疏水性、蛋白高级结

构等，多序列比对用 ＤＮＡＭＡＮ软件，用 ＭＥＧＡ５．０软件做进
化树分析。表１为所用的生物信息学分析软件。
１．２．３　实时荧光定量ＰＣＲ分析　根据目的基因的 ｃＤＮＡ序
列设计ｑＲＴ－ＰＣＲ上游引物Ｆｑ：ＣＣＴＡＡＧＣＣＣＴＴＴＧＡＡＴＴＴＡＣ
ＡＣＣＴ和下游引物 Ｒｑ：ＣＣＡＣＴＣＴＡＣＴＴＴＡＴＧＣＧＧＴＡＡＣＧＡ；以
棉花的持家基因 ＧｈＵＢＱ７作为内参基因，上游引物 Ｆｕ：
ＧＡＡＧＡＣＣＴＡＣＡＣＣＡＡＧＣＣＣＡＡＧ；下游引物Ｒｕ：ＣＧＧＡＣＴＣＴＡ
ＣＴＣＡＡＴＣＣＣＣＡＣＣ。试验共设３个重复，最后采用２－ΔΔＣＴ法计
算基因相对表达量。

表１　生物信息学分析软件及在线分析工具

项目 工具　　 网址

相似性序列搜索 ＮＣＢＩ ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／
序列在线拼接 ＣＡＰ３ ｈｔｔｐ：／／ｐｂｉｌ．ｕｎｉｖ－ｌｙｏｎｌ．ｆｒ／ｃａｐ３．ｐｈｐ
开放读码框 ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｏｒｆ／ｈｔｍｌ
一级结构预测 ＥｘＰａＳｙＰｒｏｔＰａｒａｍ ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｅｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／
蛋白二级结构分析 ＧＯＲ４ ｈｔｔｐ：／／ｎｐｓａ－ｐｂｉｌ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｎｐｓａ－ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？Ｐａｇｅ＝ｎｐｓａ－ｇｏｒ４．ｈｔｍｌ
结构域分析 ＳＭＡＲＴ ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌ－ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ
三级结构的同源建模分析 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ ｈｔｔｐ：／ｓｗｉｓｓ－ｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／
蛋白磷酸化位点 ＮｅｔＰｈｏｓ３．１ｓｅｒｖｅ ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＤｅｔＰｈｏｓ／
蛋白亲／疏水性 ＥｘＰａＳｙＰｒｏｔＳｃａｌｅ ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｐｒｏｔｓｃａｌｅ／ｐｒｏｔｓｃａｌｅ．ｐｌ

２　结果与分析

２．１　基因全长ｃＤＮＡ的克隆
以笔者所在实验室前期获得的枯萎病病菌诱导棉花根部

基因表达谱中有明显差异表达的ＥＲＦ数据为基础，利用电子
拼接方法得到１条长度为９９０ｂｐ的序列。用 ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ在
线软件分析得出，该基因开放阅读框（ＯＲＦ）为９９０ｂｐ，根据该

ＯＲＦ序列设计全长引物，以前期获得的中棉所１２的棉花根
部ｃＤＮＡ为模板，扩增出１条长度约１０００ｂｐ的片段（图１），
筛选阳性克隆进行测序，结果表明，该基因全长为９９０ｂｐ，与
电子克隆序列一致，通过和拟南芥ＥＲＦＢ３亚组基因进行系统
进化树分析，结果发现，该基因在进化上与拟南芥 Ｂ３亚组的
ＡｔＥＲＦ５亲缘关系最近，所以将该基因命名为 ＧｈＥＲＦ５－１
（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＭＦ１４５６５７）。
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２．２　生物信息学分析
２．２．１　多序列比对及同源进化分析　从 ＮＣＢＩ下载１０个已
知拟南芥ＥＲＦ－Ｂ３亚组的基因进行多序列比对分析，结果发
现，ＧｈＥＲＦ５－１基因编码氨基酸序列在１８０～２４４之间，含有
构成了ＥＲＦ亚族转录因子典型的 ＡＰ２结构域（图２）。为了
进一步分析ＧｈＥＲＦ５－１基因与ＥＲＦ亚族其他转录因子之间

的进化关系，利用ＭＥＧＡ５．０软件，将该基因编码的氨基酸与
拟南芥的ＥＲＦ－Ｂ３亚组氨基酸序列作同源进化树分析，结果
（图３）表明，ＧｈＥＲＦ５－１基因编码的蛋白与拟南芥 ＡｔＥＲＦ５
同处于１个分支，说明该基因在进化上与拟南芥ＥＲＦ－Ｂ３亚
组的基因ＡｔＥＲＦ５亲缘关系最近，进一步说明 ＧｈＥＲＦ５－１基
因属于ＥＲＦ－Ｂ３亚组。

２．２．２　基因编码蛋白的一级结构分析　对该基因编码蛋白
的理化性质进行分析可知，该基因编码３２９个氨基酸，蛋白分
子量为３６．５２ｋｕ，分子式为 Ｃ１６１４Ｈ２４８８Ｎ４５０Ｏ５１０Ｓ５，理论等电点
为６．１５。在组成这个蛋白的所有氨基酸中，所占比例最高的
为丝氨酸（Ｓｅｒ），达到１２．５％。甲硫氨酸（Ｍｅｔ）含量最低，为
０．６％。蛋白的不稳定指数为４７．３６，脂肪指数为６１．１２，总平

均亲水性为－０．７０１，预测该蛋白为１个亲水的不稳定蛋白。
２．２．３　基因编码蛋白磷酸化分析和亲疏水性分析　磷酸化
和去磷酸化是蛋白质翻译后修饰中的重要形式之一［９］。基

因的结构决定其功能，蛋白质磷酸化在蛋白结构功能的研究

中具有重要的意义。利用 ＮｅｔＰｈｏｓ３．１ｓｅｒｖｅ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＤｅｔＰｈｏｓ／）预测该基因编码蛋白的磷酸化
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位点（图４），结果显示，该蛋白总共含有２９个丝氨酸、１１个苏
氨酸和１个酪氨酸磷酸化位点。因此推测在棉花上，ＧｈＥＲＦ５－１
基因有可能被酪氨酸激酶、丝氨酸激酶、苏氨酸激酶磷酸化修

饰后激活调控基因的表达，进而调控蛋白的活性。对

ＧｈＥＲＦ５－１基因编码的蛋白进行亲／疏水性分析，结果见图
５。在多肽链中，第 ２５８位的氨基酸亲水性最强，分值为
－３．３；第３１０位的氨基酸疏水性分值最高，为１．２。说明该
蛋白是１个亲水蛋白，进一步说明该蛋白是１个不稳定蛋白。

２．２．４　蛋白高级结构预测　对该基因编码的蛋白进行二级
结构分析，结果见图６。分析表明，该蛋白二级结构的主要组
成元件是α螺旋与无规则卷曲，β折叠只占１５．８１％。由图６
可知，ＧｈＥＲＦ５－１基因编码的蛋白质二级结构中最主要的结
构原件是以无规则卷曲的形式存在，α螺旋分散在整个蛋白
中。蛋白的结构功能域分析结果（图 ７）显示，该蛋白在
１８０～２４４之间是个高度保守的ＡＰ２结构功能域，该结构域是
ＥＲＦ亚家族共有的典型结构域。ＡＰ２结构保守域的 Ｃ端序

列是由１８个氨基酸残基组成的核心序列，形成双亲性的α螺
旋参与了同ＤＮＡ元件或其他转录因子间的相互作用，Ｎ端的
碱性亲水区是由３个反向平行的β－折叠构成［１０］。三级结构

的同源建模分析，预测 ＧｈＥＲＦ５－１转录因子基因的立体结
构，结果（图８）表明，ＧｈＥＲＦ５－１转录因子的 ＥＲＦ结构域与
拟南芥的ＡｔＥＲＦ５的非常相似，由此推测 ＧｈＥＲＦ５－１所编码
的蛋白可能有与 ＡｔＥＲＦ５有相同的特性，可以与下游基因启
动子中ＧＣＣ－ｂｏｘ结合，从而实现对下游抗病基因的激活。

２．３　实时荧光定量ＰＣＲ分析
利用ｑＲＴ－ＰＣＲ分析枯萎病病菌处理后 ＧｈＥＲＦ５－１基

因的表达。结果（图９）发现，枯萎病病菌处理抗病品种中棉所
１２号后，该基因的相对表达量均高于平行对照Ｍｏｃｋ，为上调表
达。枯萎病病菌侵染后，随着侵染时间的延长，ＧｈＥＲＦ５－１基
因的表达趋势是先增加后降低，在处理后２ｈ，该基因的相对
表达量迅速增加，达到最大，是 Ｍｏｃｋ的３倍，随后表达量逐
渐降低，４８ｈ时，其相对表达量与对照Ｍｏｃｋ基本相同。由此
可知，ＧｈＥＲＦ５－１基因对枯萎病有明显的响应，推测该基因
在棉花抗病中可能发挥一定的作用。

３　讨论

ＥＲＦ亚族作为植物特有的一类转录因子，在植物应激反
应中发挥着很大作用。ＥＲＦ－Ｂ３亚组转录因子通过与其下
游ＰＲｓ基因启动子中的 ＧＣＣ－ｂｏｘ顺式作用元件结合，进一
步调控 ＰＲｓ基因的表达，如 ＡｔＥＲＦ１通过结合 ＰＲ基因
ＰＤＦ１．２启动子中的ＧＣＣ－ｂｏｘ，从而激活其表达［１１］。郭伟峰
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等从海岛棉品种海７１２４中克隆了乙烯信号路径的１个ＥＲＦｓ
类转录因子基因ＧｂＥＲＦ１－ｌｉｋｅ，研究发现其参与棉花的抗病
反应，在棉花抗黄萎病中有重要的调节作用［１２］。何兰兰等利

用电子克隆技术克隆了 ＥＲＦ－Ｂ３亚组转录因子基因
ＧｈＢ３０１，发现其对枯萎病有一定的响应［１３］。本试验利用电子

克隆及ＲＴ－ＰＣＲ技术，从棉花抗枯萎病品种中棉所１２的根
部ｃＤＮＡ克隆得到１个ＥＲＦ转录因子ＧｈＥＲＦ５－１，序列分析
表明，该基因ｃＤＮＡ全长９９０ｂｐ，编码３２９个氨基酸，无内含
子。系统进化树分析表明，ＧｈＥＲＦ５－１属于ＥＲＦ－Ｂ３亚组的
转录因子。对该基因编码的蛋白序列进行同源比较及结构域

分析，发现该基因在１８０～２４４之间有１个高度保守的ＡＰ２结
构功能域。进一步对该基因进行表达分析，结果发现，枯萎病

病菌诱导后，该基因对枯萎病有明显的响应，本试验结果与孟

宪鹏对ＥＲＥＢ１基因和ＥＲＥＢ２在受到黄萎病菌的诱导后基因
的表达分析结果［１４］一致。

蛋白质翻译后的修饰最常见的是糖基化、磷酸化、甲基化

和ＡＤＰ核糖基化，其中蛋白磷酸化是十分重要的蛋白翻译后
修饰［９］。它是通过蛋白质激酶的作用把磷酸基团转移到丝

氨酸、苏氨酸或酪氨酸残基上的一系列反应［１５］。植物通常通

过蛋白之间的相互磷酸化或者自磷酸化来调整蛋白在体内的

活性［１６］。研究发现，ＥＲＦ转录因子基因含相对保守的一些磷
酸化位点［１７］，进一步研究认为，ＥＲＦ转录因子基因的磷酸化
修饰可能与转录活性的调控或蛋白稳定性有关［４］。本研究

发现，ＧｈＥＲＦ５－１基因编码蛋白含有２９个丝氨酸、１１个苏氨
酸和１个酪氨酸磷酸化位点，推测该基因可能通过磷酸化反
应参与一些激素的信号通路，进而响应胁迫。

目前在棉花中对抗病相关的 ＥＲＦ－Ｂ３亚组基因研究不
是很多，本试验克隆得到的基因初步分析对棉花枯萎病有一

定的响应，但是该基因在抗病调控途径中具体的调控机制还

不是很清楚，有待进一步研究。

４　结论

生物信息学分析表明，该基因的ｃＤＮＡ全长为９９０ｂｐ，总
共编码３２９个氨基酸，分子量３６．５２ｋｕ，等电点为６．１５，编码
的蛋白是１个亲水的不稳定蛋白。ｑＲＴ－ＰＣＲ分析结果表
明，枯萎病病菌侵染后，随着侵染时间的延长，ＧｈＥＲＦ５－１基
因的表达趋势是先增加后降低，在处理后的２ｈ基因的相对

表达量是５．９１，达到最大，是Ｍｏｃｋ的３倍。从３ｈ起，相对表
达量逐渐降低，１２ｈ的相对表达量最低，为０．１９。
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２２６０－２２６８．

［１１］ＺａｒｅｉＡ，ＫｒｂｅｓＡＰ，ＹｏｕｎｅｓｓｉＰ，ｅｔａｌ．ＴｗｏＧＣＣｂｏｘｅｓａｎｄＡＰ２／
ＥＲＦ－ｄｏｍａｉｎｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＯＲＡ５９ｉｎｊａｓｍｏｎａｔｅ／ｅｔｈｙｌｅｎｅ－
ｍｅｄｉａｔｅｄａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＰＤＦ１．２ｐｒｏｍｏｔｅｒｉｎＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ［Ｊ］．
ＰｌａｎｔＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，２０１１，７５（４／５）：３２１－３３１．

［１２］郭伟锋．海岛棉乙烯响应因子 ＧｂＥＲＦ１－ｌｉｋｅ在抗黄萎病反应
中的功能解析［Ｄ］．武汉：华中农业大学，２０１６：１３－２１．

［１３］何兰兰，柴蒙亮，韩泽刚，等．棉花抗枯萎病相关 ＥＲＦ－Ｂ３亚组
转录因子的克隆与表达［Ｊ］．西北植物学报，２０１３，３３（１２）：
２３７５－２３８１．　

［１４］孟宪鹏．海岛棉抗病相关ＥＲＦ转录因子的克隆与鉴定［Ｄ］．北
京：中国农业科学院，２００９：３２－３６．

［１５］张　曦，林金星，单晓籦．拟南芥无机氮素转运蛋白及其磷酸化
调控研究进展［Ｊ］．植物学报，２０１６，５１（１）：１２０－１２９．

［１６］赵书平，谈宏斌，鹿　丹，等．植物蛋白激酶介导的非生物胁迫
和激素信号转导途径的研究进展［Ｊ］．植物遗传资源学报，
２０１７，１８（２）：３５８－３６６．

［１７］ＮａｋａｎｏＴ，ＳｕｚｕｋｉＫ，ＦｕｊｉｍｕｒａＴ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｏｍｅ－ｗｉｄｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆ
ｔｈｅＥＲＦｇｅｎｅｆａｍｉｌｙｉｎＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓａｎｄｒｉｃｅ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，
２００６，１４０（２）：４１１－４３２．
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