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　　摘　要：目的　制备抗幽门螺杆菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）ＨＰ１１８８蛋黄抗体（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｙｏｌｋ，ＩｇＹ），即 ＨＰ１１８８ＩｇＹ，了解其理化特

性和生物学活性，为研制 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉＨＰ１１８８ＩｇＹ型抗体口服制剂提供实验依据。方法　用纯化的重组 ＨＰ１１８８蛋白免疫产蛋鸡，

以水稀释法结合氯仿有机沉淀法提取蛋黄抗体（ＨＰ１１８８ＩｇＹ），采用ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测其纯度，Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋白含量，

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析抗原特异性。间接ＥＬＩＳＡ评价 ＨＰ１１８８ＩｇＹ 对热、酸及胃蛋白酶消化作用的耐受情况。分别检测不同浓度

ＨＰ１１８８ＩｇＹ及不同ｐＨ相同浓度ＨＰ１１８８ＩｇＹ对Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ的生长抑制试验。用ＭＴＴ法检测不同浓度ＨＰ１１８８ＩｇＹ对Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ

细胞毒活性的中和作用。结果　ＨＰ１１８８ＩｇＹ纯度约为６８％，蛋白浓度为７．７９ｍｇ／ｍＬ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示在相对分子质量

３００００附近出现反应条带。ＨＰ１１８８ＩｇＹ具有一定的耐热性、耐酸性和耐胃蛋白酶消化的能力。ＨＰ１１８８ＩｇＹ在体外可抑制 Ｈ．

ｐｙｌｏｒｉ生长，并具有浓度依赖性和ｐＨ依赖性。ＨＰ１１８８ＩｇＹ能阻断Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ菌体蛋白对Ｈｅｌａ细胞的毒性作用，且该作用具有浓度

依赖性。结论　成功制备了ＨＰ１１８８ＩｇＹ，其具有良好的理化性质和生物学特性，为进一步制备预防幽门螺杆菌感染的口服制剂奠

定了基础。
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　　幽门螺杆菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉ，Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）感染及其引起

的相关疾病越来越受关注，对该菌感染的防治已成为当前研究

的热点［１３］。Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ表面的黏附素是其黏附在胃黏膜引起感

染的先决条件。ＨＰ１１８８蛋白是２００５年 ＲｕｂｉｎｓｚｔｅｉｎＤｕｎｌｏｐ

等［４］利用镍珠模型法从 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ中筛选到一种新的黏附素蛋

白。该蛋白的特点是：（１）存在于所有 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ菌株表面，表

达量高；（２）编码基因为 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ所特有且高度保守，与已知

的黏附素序列无同源性；（３）有黏附功能，免疫原性强，能持续

刺激机体免疫应答，符合理想保护性抗原的要求。目前抗生素

治疗 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ引起的感染存在不足
［５］：（１）耐药菌株的产生；

（２）易复发和再感染；（３）不良反应较强和医疗费用较高；（４）无

法达到群体防治的效果，无法有效控制 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ的传播和感

染。因此寻找抗菌药物替代疗法具有重要的现实意义。鉴于

胃癌、胃溃疡均属消化道疾病，因此，通过食品加以预防意义重

大。自从１８９３年有研究者发现鸡蛋中存在抗体以来，蛋黄抗

体（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｙｏｌｋ，ＩｇＹ）技术正成为医药领域的新热点，

它适于生产特异性抗体，具有开发功能性食品和新药的潜

能［６］。近年来，国内外许多研究已经证实口服特异性ＩｇＹ可通

过被动免疫有效防治消化道感染性疾病［７８］，现在已有许多学

者将其制成口服制剂以防治龋齿、轮状病毒引起的腹泻和其他

胃肠道感染性疾病，并取得满意效果。本研究用 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ重

组 ＨＰ１１８８蛋白免疫产蛋鸡制备 ＨＰ１１８８ＩｇＹ，初步探讨了
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ＨＰ１１８８ＩｇＹ的理化特性、体外抑制 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ生长、中和 Ｈ．

ｐｙｌｏｒｉ超声破碎提取物对 Ｈｅｌａ细胞的毒性作用，为进一步研

究 ＨＰ１１８８ＩｇＹ体内外试验和开发防治性ＩｇＹ抗体制剂奠定

实验基础。

１　材料与方法

１．１　材料　ＨＰ１１８８蛋白为本室制备并保存。Ｈｅｌａ细胞为本

室冻存。Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ标准菌株 ＮＣＴＣ１１６３７来源于重庆医科大

学基础医学院病原生物学教研室。ＨＲＰ酶标羊抗鸡ＩｇＹ为

Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品。ＨＲＰ标记的羊抗人ＩｇＧ为武汉博士德公

司产品。蛋白质标记物为Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司及中国医科院产品。

Ｎｉ２＋ＮＴＡ亲合层析柱为ＱＩＡＧＥＮ公司产品。琼脂粉为日本

公司产品。ＩＰＴＧ、ＳＤＳ、ＤＴＴ、ＥＤＴＡ、丙烯酰胺、Ｎ，Ｎ′亚甲丙

烯酰胺、考马斯亮蓝Ｒ２５０、考马斯亮蓝Ｇ２５０均为Ｓｉｇｍａ公司

产品。胰蛋白胨、酵母抽提物均为ＯＸＯＩＤ公司产品。布氏肉

汤为北京陆桥商检新技术公司产品。胃蛋白酶 （Ｐｅｐｓｉｎ

１∶３０００）为 Ａｍｒｅｓｃｏ公司产品。胰蛋白酶（１∶２５０）、ＲＰ

ＭＩ１６４０、胎牛血清、９６孔平底细胞培养板、二甲基亚砜（ＤＭ

ＳＯ）、ＭＴＴ为中山公司产品。

１．２　免疫动物　选择２２周龄健康罗曼产蛋鸡，按该种属鸡要

求进行饲养。注射抗原前，收集鸡蛋，用作提取阴性对照ＩｇＹ。

将重组黏附素 ＨＰ１１８８蛋白与等体积完全弗氏佐剂混匀并充

分乳化后，采用肌肉多点注射法进行免疫。初次免疫：１００微

克／只；第二次免疫：２００微克／只；第三次免疫和加强免疫：３００

μｇ／只，共免疫４只母鸡。初次免疫后１５ｄ进行第二次免疫，

１个月后进行第三次免疫，间隔１个月后再加强免疫一次。观

察免疫部位未发现溃烂。第二次免疫１周后开始收集鸡蛋，每

天收一次，编号后４℃保存备用。

１．３　ＨＰ１１８８ＩｇＹ的分离和纯化　取出收集的鸡蛋，取蛋黄

液，加入２倍于卵黄液体积的生理盐水稀释，用力振荡至充分

乳化，加入与卵黄液同体积的氯仿，上下用力震荡至少１５ｍｉｎ，

４℃，１００００ｇ×离心２０ｍｉｎ。小心吸取上层水溶性液体（含

ＩｇＹ）于灭菌容器中，常规饱和硫酸铵法纯化后，用０．２２μｍ滤

膜过滤除菌，－２０℃保存
［９］。

１．４　ＨＰ１１８８ＩｇＹ 纯度和浓度测定　用１２０ｇ／ＬＳＤＳＰＡＧＥ

电泳测定纯化的 ＨＰ１１８８ＩｇＹ的纯度；Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定其蛋白

含量［１０］。

１．５　ＨＰ１１８８ＩｇＹ效价的测定　采用间接ＥＬＩＳＡ法
［１１］。重

组 ＨＰ１１８８蛋白用包被液倍比稀释为１．２～２０．０μｇ／ｍＬ，每孔

１００μＬ包被聚苯乙烯反应板；酶标羊抗鸡ＩｇＧ用酶稀释液作

１∶１０００～１∶８０００稀释，纯化的 ＨＰ１１８８ＩｇＹ 倍比稀释为

１∶１０～１∶６４０，方阵滴定法确定最佳工作浓度。测定２０份免

疫前的蛋黄提取纯化液 Ａ４５０值，取其平均值作为阴性对照，测

定免疫后提取纯化的 ＨＰ１１８８ＩｇＹ效价。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定 ＨＰ１１８８ＩｇＹ 的抗原特异性　将纯化

的 ＨＰ１１８８做ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，采用半干湿法将凝胶上蛋白

电转移至ＮＣ膜，加封闭液室温封闭２ｈ，ＰＢＳ洗膜后，依次加

上 ＨＰ１１８８ＩｇＹ和 ＨＲＰ酶标羊抗鸡ＩｇＹ（１∶１０００稀释）。最

后，将ＮＣ膜浸泡在ＤＡＢ显色剂中１０～１５ｍｉｎ，用双蒸水冲

洗，以终止染色。同时用免疫前提取的ＩｇＹ作为对照。

１．７　ＨＰ１１８８ＩｇＹ稳定性试验

１．７．１　ＨＰ１１８８ＩｇＹ 巴氏消毒后效价检测　将 ＨＰ１１８８ＩｇＹ

用ＰＢＳ稀释成１ｍｇ／ｍＬ；分装试管，每管１ｍＬ，取其中一管测

定其效价，作为对照。取上述稀释好的 ＨＰ１１８８ＩｇＹ１０管，分

２组，每组５管，分别放人６５℃水浴中维持３０ｍｉｎ，７２℃水浴

中维持１５ｓ，同时设立未水浴 ＨＰ１１８８ＩｇＹ为对照，用已建立

的检测 ＨＰ１１８８ＩｇＹ的间接ＥＬＩＳＡ测定抗体效价。

１．７．２　ＨＰ１１８８ＩｇＹ 耐酸试验　用ｐＨ 值为１．０、２．０、３．０、

４．０、５．０、６．０、７．０的 ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液将 ＨＰ１１８８ＩｇＹ 稀释成

１ｍｇ／ｍＬ，３７℃孵育２ｈ，然后加入２ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ碱中和，使

ｐＨ 值均为７．０，间接ＥＬＩＳＡ测定抗体效价。

１．７．３　ＨＰ１１８８ＩｇＹ耐胃蛋白酶消化试验　用ｐＨ４．０的

０．０５ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液将 ＨＰ１１８８ＩｇＹ 稀释成１ｍｇ／

ｍＬ，在１００μＬＨＰ１１８８ＩｇＹ稀释液中分别加入５、１０μＬ胃蛋

白酶（１∶３０００）溶液，３７℃分别作用１、２、４、６ｈ后，用２ｍｏｌ／Ｌ

Ｔｒｉｓ碱调ｐＨ 至７．０，同时设立空白对照，间接ＥＬＩＳＡ测定抗

体效价。

１．８　ＨＰ１１８８ＩｇＹ抗体对 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ的生长抑制试验

１．８．１　不同浓度 ＨＰ１１８８ＩｇＹ 的抑菌作用　ＨＰ１１８８ＩｇＹ样

品分组：Ａ组，１ｍｇ／ｍＬＨＰ１１８８ＩｇＹ；Ｂ组，２ｍｇ／ｍＬＨＰ１１８８

ＩｇＹ；Ｃ组，３ｍｇ／ｍＬ ＨＰ１１８８ＩｇＹ；Ｄ 组，４ｍｇ／ｍＬ ＨＰ１１８８

ＩｇＹ；Ｅ组，５ｍｇ／ｍＬ ＨＰ１１８８ＩｇＹ；Ｆ组，６ｍｇ／ｍＬ ＨＰ１１８８

ＩｇＹ，以上各组均用ｐＨ７．０无菌布氏肉汤稀释而成。将以上

Ａ～Ｆ组 ＨＰ１１８８ＩｇＹ各２ｍＬ分别与１×１０
７ｃｆｕ／ｍＬＨ．ｐｙｌｏ

ｒｉ菌液按１∶１体积比混合；Ｇ组不加 ＨＰ１１８８ＩｇＹ作为对照

组，在２ｍＬＨ．ｐｙｌｏｒｉ菌液中加等体积的布氏肉汤；Ｈ组为空

白组，不加Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ菌液和ＨＰ１１８８ＩｇＹ。以上各组均置于３７

℃，微需氧培养２４ｈ。用无菌生理盐水对上述各组以倍比稀释

法稀释为１０－１、１０－２、１０－３、１０－４、１０－５。取上述各组５个稀释

度的 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ菌液１００μＬ接种 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ选择性培养基，３７

℃微需氧培养３ｄ（每个稀释度同时接种３个平板）。选择菌落

数在２０～２００的稀释度计算各组的菌落数。计算方法：各组菌

落数＝某稀释度平均菌落数×稀释度／接种体积（ｍＬ）；实验组

生长率＝试验组菌落数／对照组菌落数×１００％，各个稀释度的

菌落数以３个平板的菌落数的平均值来计算。狋检验判断各实

验组与对照组是否具有统计学意义。

１．８．２　ＨＰ１１８８ＩｇＹ在不同ｐＨ条件下的抑菌作用　将ｐＨ１

～７的６ｍｇ／ｍＬＨＰ１１８８ＩｇＹ和１×１０
７ｃｆｕ／ｍＬＨ．ｐｙｌｏｒｉ菌

液按１∶１（ｖ／ｖ）混合；同时设对照组和空白组。各组均置３７

℃，微需氧培养２４ｈ，按上述方法测定生长率。

１．９　ＨＰ１１８８ＩｇＹ 对细胞毒活性的中和作用　参照文献

［１２］，采用 ＭＴＴ法。收集选择性培养基培养３ｄ的 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ

菌落，离心（４℃，８０００×ｇ）１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤２次后用小体积

ＰＢＳ重悬，于冰浴下超声破碎１０ｍｉｎ，离心（４℃，１２０００×ｇ）２０

ｍｉｎ，收集上清液，沉淀再次冰浴超声破碎１０ｍｉｎ，重复上述过

程一次，合并两次上清液，Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋白含量，分装后

－２０℃保存备用。吸取 Ｈｅｌａ细胞２００μＬ（１×１０
８／Ｌ）转种于

９６孔细胞培养板中，ＣＯ２ 孵箱（３７℃，５％ ＣＯ２，饱和湿度）中

培养２４ｈ。实验孔加入１０、２０、４０、６０、８０、１６０μｇ／ｍＬ的 Ｈ．ｐｙ

ｌｏｒｉ超声碎菌提取物，每个稀释度作５孔平行，同时设空白孔

（不加细胞，不加 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ超声碎菌提取物）、对照孔（加细胞，

不加 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ超声碎菌提取物），做３块平行板，分别在ＣＯ２

孵箱中继续培养４８ｈ后，１０００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，弃去上清

液，每孔加入２００μＬ不含血清 ＲＰＭＩ１６４０和２０μＬ５ｍｇ／ｍＬ

ＭＴＴ溶液，３７℃继续孵育４ｈ。１０００ｒ／ｍｉｎ离心后弃去孔内

培养液，每孔加入１５０μＬＤＭＳＯ，振荡１０ｍｉｎ。以空白孔调

零，测定实验组和对照组的５７０ｎｍ吸光度值（Ａ５７０），计算各个

稀释度４孔Ａ５７０平均值（狓），用狓±狊表示各稀释度的Ａ值。以

不加超声粉碎提取物（对照组）的细胞存活率为１００％，以细胞

存活率＝实验组Ａ５７０值／对照组 Ａ５７０组×１００％计算细胞存活

率，狋检验分析计算结果。吸取２００μＬ（２×１０
８／Ｌ）Ｈｅｌａ细胞培

养液转种于９６孔细胞培养板中，ＣＯ２ 孵箱（３７℃，５％ ＣＯ２，饱

和湿度）中培养２４ｈ。将 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ超声提取物（４０μｇ／ｍＬ）与
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不同浓度 ＨＰ１１８８ＩｇＹ（１０、２０、４０、８０、１６０、３２０μｇ／ｍＬ）在无菌

条件下按１∶１混合，３７℃作用２ｈ后吸２０μＬ加入各细胞板

孔中，同时设对照组和空白组，每组作６孔平行，在上述条件下

继续培养４８ｈ。其余同上。

２　结　　果

２．１　ＨＰ１１８８ＩｇＹ的纯度和浓度　纯化后的 ＨＰ１１８８ＩｇＹ 经

ＳＤＳＰＡＧＥ分析，在相对分子质量６４０００处出现与ＩｇＹ 重链

相符的条带，在相对分子质量２５０００处出现与ＩｇＹ 轻链相符

的条带。凝胶扫描图象软件分析其纯度为６８％，Ｂｒａｄｆｏｒｄ测

定蛋白含量为７．７９ｍｇ／ｍＬ。

２．２　ＥＬＩＳＡ测定ＨＰ１１８８ＩｇＹ效价　抗原包被浓度为２０μｇ／

ｍＬ，ＨＰ１１８８ＩｇＹ 稀释比例为１∶１６０，酶标二抗稀释度为

１∶８０００，测定纯化后的 ＨＰ１１８８ＩｇＹ ＥＬＩＳＡ 效价为 １∶

３２００。

２．３　ＨＰ１１８８ＩｇＹ的抗原特异性　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示，提纯的

ＨＰ１１８８ＩｇＹ能与重组 ＨＰ１１８８发生特异性结合，在相对分子

质量３００００处出现单一条带，而对照组（免疫前提取ＩｇＹ）未见

此条带，表明 ＨＰ１１８８ＩｇＹ具有良好的抗原结合特异性。

２．４　ＨＰ１１８８ＩｇＹ稳定性　ＨＰ１１８８ＩｇＹ经两种巴氏消毒法

消毒后，效价未见明显下降，表明巴氏消毒对其活性影响不大。

ＨＰ１１８８ＩｇＹ在ｐＨ５～７时，抗体活性较稳定，在ｐＨ＜５时，抗

体活性下降较快，在ｐＨ２．０左右，抗体活性几乎完全丧失。

ＨＰ１１８８ＩｇＹ在ｐＨ４．０与４０～６０Ｕ／ｍＬ胃蛋白酶（体内正常

胃蛋白酶浓度）共同温育１ｈ后保持其抗体效价，说明其具有

一定的耐胃蛋白酶消化的能力。

２．５　ＨＰ１１８８ＩｇＹ 抗体对 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ的生 长 抑 制 试 验 　

ＨＰ１１８８ＩｇＹ抗体对 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ的生长抑制试验 ＨＰ１１８８ＩｇＹ

可浓度依赖性地抑制 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ的生长，ＨＰ１１８８ＩｇＹ≥５．０

ｍｇ／ｍＬ时可完全抑制 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ的生长。在ｐＨ≤４．０时，Ｈ．

ｐｙｌｏｒｉ不能生长，在ｐＨ５～７时，ＨＰ１１８８ＩｇＹ对 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ的

生长有很好的抑制作用。

２．６　Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ超声提取物的Ｈｅｌａ细胞毒活性试验　ＭＴＴ测

定结果显示，Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ超声裂解蛋白能明显降低 Ｈｅｌａ细胞的

增殖能力。１０μｇ／ｍＬ裂解蛋白即可降低 Ｈｅｌａ细胞增殖能力

的５０％，随 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ超声裂解蛋白浓度的增高，Ｈｅｌａ细胞的

增生能力逐渐降低。

２．７　ＨＰ１１８８ＩｇＹ对 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ菌体蛋白细胞毒活性的中和作

用　测定结果显示，ＨＰ１１８８ＩｇＹ浓度１６０～３２０μｇ／ｍＬ可基

本中和 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ菌体蛋白对 Ｈｅｌａ细胞的毒性作用；随着

ＨＰ１１８８ＩｇＹ浓度的降低，其保护活性亦随之降低。

３　讨　　论

ＩｇＹ与ＩｇＧ相似，具有中和病毒、抑杀细菌和中和毒素等

重要的生物学功能，ＩｇＹ还具有较强的耐热、耐酸、抗离子强度

和一定的抗酶降解能力［１３］。本研究制备的 ＨＰ１１８８ＩｇＹ在稳

定性方面的实验结果与此基本相符，这种稳定的理化性质对于

将 ＨＰ１１８８ＩｇＹ开发成为治疗药物或者食品添加剂提供了有

利的条件。

口服特异性ＩｇＹ被认为是对胃肠道感染的被动免疫和治

疗的有效制剂［１４］。抑制 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ生长是ＩｇＹ发挥其保护性

作用的重要表现。在本实验中，通过体外培养研究发现，

ＨＰ１１８８ＩｇＹ抗体可以浓度依赖性地抑制 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ生长，在

ＨＰ１１８８ＩｇＹ≥５．０ｍｇ／ｍＬ（ｐＨ７．０）时可完全抑制其生长。

ｐＨ≤４．０时，Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ不能生长；在ｐＨ５～７时，对照组 Ｈ．

ｐｙｌｏｒｉ生长较好，而实验组在加入ＨＰ１１８８ＩｇＹ后，对Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ

的生长有很好的抑制作用。在实验中笔者发现ｐＨ 对 Ｈ．ｐｙ

ｌｏｒｉ的生长有很大影响，而正常的临床感染株 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ能够在

ｐＨ１～３胃酸环境中长期生存，由此可知实验室经传代培养的

Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ在生理生化方面有某些改变，如耐酸性，那么它是否

能代表在临床感染株 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ的生长活性会被该 ＨＰ１１８８

ＩｇＹ抑制，尚待进一步探讨。

近年来ＩｇＹ用于人类疾病防治的研究已经开始，毛小琴

等［１５］用ＶａｃＡ＋Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ超声破碎的菌体蛋白制备了 ＶａｃＡ

ＩｇＹ，通过 ＭＴＴ法体外试验表明该ＩｇＹ能中和 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ菌体

蛋白诱导的 Ｈｅｌａ细胞毒活性，本研究针对黏附这一 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ

定植的关键环节，用重组 ＨＰ１１８８蛋白免疫产蛋鸡成功制备了

ＨＰ１１８８ＩｇＹ，获得的 ＨＰ１１８８ＩｇＹ从浓度、纯度、效价、特异性

上都达到了体内外试验的要求，理化性质较稳定，在体外能抑

制 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ生长，且具有中和 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ细胞毒活性的作用，为

进一步的体内外验证试验提供了材料，奠定了基础。
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