
重庆医科大学学报 2017年第 42卷第 5期 (Journal of Chongqing Medical University 2017．Vo1．42 No．5) 一 515 一 

DOI：10．13406／j．cnki．cyxb．001303 

石墨烯 ／纳米羟基磷灰石 ／聚酰胺 66复合材料的 

生物相容性研究 
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【摘 要】目的：评价新型三元复合材料石墨烯(graphene，G)／纳米羟基磷灰~(nano—hydroxyapatite，n—HA)／聚酰胺66(polyarnid66． 

PA66)的生物相容性。方法：通过溶液共混法制备G／n—HMPA66复合材料，按照《医疗器械生物学评价试验指南与标准》制备材 

料浸提液，分为实验组、阴性对照组(DMEM／F12培养基或生理盐水浸提液)、阳性对照组(苯酚)，行体外毒性试验 CK一8、流式 

细胞学检测细胞凋亡及周期变化(n=5)】、全身急性毒性实验(n=lO)、溶血实验(n=5)、热源实验(n=3)与皮内刺激实验(n=30)评 

价该复合材料的生物相容性。结果：体外毒性试验：细胞形态与生长状况良好，细胞增殖OD值各实验组与阳性对照组比较有明 

显统计学差异(e=-0．000)，材料不会影响 GJM+S期的比例( O．889)，不会促进细胞凋亡(脚 ．988、P=0．919、P=0．781)；全身急性 

毒性实验：材料浸提液注射人小鼠腹腔后一般情况良好，实验组体质量[(33．30±3．81)gJ_与对照组【(31．08±2．91)朗相比无统计 

学差异(P=0．166)；溶血实验：材料浸提液溶血率为(0．97±0．36)％，满足小于5％的评价标准(P=0．000)；热源实验：实验动物体 

温升高数为(0．25±0．12)℃，符合小于0．6 oC的评价标准( O．035)；皮内刺激实验：实验组与对照组注射点周围皮肤无红肿现 

象，原发刺激指数(primary irritation index，PII)评分为极轻微刺激。结论：G／n—HA／PA66复合材料具有优良的生物相容性，可以 

安全地用于骨内固定植入物。 
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Biocompatibility of graphene／nano-hydroxyapatite／polyamide 66 

com posite materiaI 

Yang Qiming，ZhangShiyang，Zhao Weikang，JiangDianming 
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【Abstract]Objective：To evaluate the biocompatibility of graphene／nano-hydroxyapatite／polyamide 66 composite materia1．Methods：G／ 

n—HA／PA66 composite was prepared by solution blending metl1od．Material extract solution was extracted as specified by GB／T 

16886．5—2003／ISO 10993—5：2009．The experiments were divided into 3 groups：experimental group，negative control group，and posi— 

tire control group．The biocompatibilities of G／n-HA／PA66 composite were evaluated according to in vitro cytotoxicity test，acute sys— 

temic toxicity test，hemolysis test，pyrogen test and intradermal stimulation test．Results：In vitro cytotoxicity test showed that the cell 

morphology and proliferation had a good condition and there was a significant statistical difference between each experimental group 

and positive group(P=O．000)．The cell cycle of C3H10T1／2 in Gz／M and S period could not be affected by composite material(P= 

O．889)．The cell apoptosis could not be promoted by composite material(P=0．988，P=0．919，P=O．781)．Acute systemic toxicity test 

showed that the mice weight of experimental group[(33．30±3．81)羽had no statistical significance with control group[(31．08±2．91)朗 

(P=-O．166)and there was no death and toxicity effect in mice．Hemolysis test showed that the hemolysis rate of G／n—HA／PA66 corn— 

posite was(0．97±0-36)％，which fitted the evaluation criteria of less than 5％(P=0．ooo)．Pyrogen test showed that the increased 

temperature of experimental animal was(0．25±0．12)℃，which fitted the evaluation criteria of less than 0．6 oC(P=0．035)．Intrader- 

mal stimulation test showed that the phenomena such as erythema and edema were not observed around the injection point in the ex— 

perimental group and control group，and the PII scores indicated the most slightly stimulation． Conclusion：G／n—HA／PA66 composite 
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had excellent biocompatibility and practicability as a bone fixa— 

tion implant． 
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随着社会机械工业的不断进步，因各种意外所 

导致的骨折情况屡见不鲜 ，如何选择一种良好的内 

固定物是一直以来研究的热点f1j。现常用的骨折内固 

定物材料有可降解材料与钛合金材料，钛合金材料 

的高弹性模量会导致严重的应力遮挡效应 ，引起骨 

萎缩、骨质疏松，甚至发生再骨折等并发症；而可降 

解的生物材料虽然避免了应力遮挡效应，减轻了植 

人物二次手术取出的痛苦，但是材料在体内的降解 

速率不可控与植人物周围组织严重的炎症反应也 

制约了该类材料的运用 。因此本研究试图研制出 
一 种具有一定生物活性，能够满足骨折内固定要求， 

具有适当的力学强度的生物复合材料。本课题组在 

前期与四川国纳科技公司共同研究制备出纳米羟 

基磷灰石 聚酰胺66(nano-hydroxyapatite，polyamid66， 

n—HA／PA66)复合材料，拥有良好的生物相容性，但 

其力学强度与生物活性的不足使其临床应用受到 

限制。石墨烯(graphene，G)是最近研究的热点，其较 

大的比表面积能促进成骨细胞的粘附，粗糙表面让 

细胞与石墨烯颗粒充分接触，促进细胞的增殖，同 

时也具有优异的力学性能 。 

本课题组在 n—HA／PA66复合材料的基础上加 

入石墨烯．制备出G／n—HA／PA66复合材料。该复合 

材料的力学强度和生物活性的增强已得到证实网。 

但其生物相容性尚待论证，本文按照《医疗器械生 

物学评价试验指南与标准》【9_l0]，选取体外细胞毒性 

试验、全身毒性实验、溶血实验、热源实验及皮内刺 

激实验对此种新合成的复合材料进行生物相容性 

及安全性的初步评价。 

1 材料和方法 

1．1 主要材料与试剂 

1．1．1 G／n—HA／PA66复合材料的制备 G／n—HA／PA66复合 

材料是通过溶液共混法制备出材料原浆．然后再通过模具注 

塑成型。首先将 n—HA(上海梅兰化工科技公司)与 PA66 

(Ludwigshafen公司，德国)按3：9的比例加人甲酸中，将混合 

物剧烈搅拌；石墨烯(苏州恒球石墨烯科技有限公司)按 l％ 

浓度单独加入甲酸后，进行超声分散 30 rain，之后剧烈搅拌 

30 min。待所有溶质溶解分散完全后 ，用乙醇沉淀溶液中的 

纳米复合物并将其过滤出来，在2O℃真空烘箱内干燥24 h， 

冷却至室温后得到G(1％)／n—HA(30％)／PA66复合材料，环 

氧乙烷灭菌后备用。 

1．1．2 复合材料浸提液的制备 按照参考文献⋯ 方法，使 

用生理盐水和含 FBS(10％)的 DMEM／F一12培养基为浸提介 

质，将复合材料按照0．2 g／mL的剂量加入到不同浸提介质 

中．在恒温37℃条件下持续浸提72 h，将其中一部分含FBS 

(10％)的DMEM／F一12培养基的浸提液倍比稀释成50％的材 

料浸提培养液，然后用O．22 Ixm一次性滤器将浸提液过滤除 

菌．4。c放置备用。 

1．1．3 试剂与动物 DMEM／F一12培养基 (Hyclone公司，美 

国)，FBS(Coming公司，美国)，CCK一8试剂盒(Sigma-Aldrich 

公司．美国)，AnnexinV—FITC／PI双染试剂 (Sigma-Aldrich公 

司．美国)，流式细胞检测仪(Becton—Dickinson公司，美国)， 

荧光酶标仪(Bio—Rad公司，美国)，健康昆明小鼠(普通级)40 

只，雌雄各半，体质量29～32 g；健康新西兰大白兔 6只，雌雄 

不限．体质量2．0 2．3 kg(重庆医科大学动物实验中心)。 

1．2 体外细胞毒性试验 

1．2．1 CCK一8法测定细胞增殖活性 采用小鼠骨髓间充质 

干细胞系(C3H10T1／2 购买于上海生科院细胞库 )进行细胞 

毒性试验。将细胞复苏后接种于细胞培养瓶中，使用含 FBS 

(10％)的DMEM／F一12培养基进行培养，传代 2次后，将处于 

对数生长期的C3H10T1／2细胞用0．25％的胰蛋白酶消化并 

离心．之后用细胞培养基吹打为细胞悬液并计数，按 3×10 

个，mL吸取 100 IXL接种于 96孔板 中(3 000个／：E)，孔板四 

周边缘孔不接种细胞，另加入 100 IXL细胞培养基，置于 37 

℃、5％CO 敷箱中培养 12 h。待细胞贴壁后，弃孑L内原培养 

基．按实验分组更换培养液：①lO0％G／PA66／n—HA复合材料 

浸提液组，加入 100％G／PA66／n—HA复合材料浸提液200 L／ 

孔；②50％G／PA66／n—HA复合材料浸提液组，加入50％G／ 

PA66／n—HA复合材料浸提液200 L／孑L；③空白对照组，加入 

含 FBS(10％)的DMEM／F一12细胞培养基 200 【／孑L；④阳性 

对照组 ，加入含 FBS(10％)的 DMEM／F一12细胞培养基 100 

I L和 64 geL的苯酚溶液 100 坍 L；每组 8个复孔。将 96 

孑L板放入 37℃、5％C0：敷箱中继续培养。于l、3、5、7 d各取 

一 孔板。在倒置相差显微镜下观察细胞形态，随后每孔加入 

20 p．L CCK一8试剂．继续在 37℃敷箱内培养 4 h后，在酶标 

仪上测定波长为 450 am处的吸光度(absorbanee，A)值 ，并计 

算细胞相对增殖度(relative growth rate，RGR)。根据参考文献 

[11-12]'~价复合材料细胞毒性大小。 

～ ×100％I"D．．J13t= 至百对照蕴平珂 酉 

1．2．2 AnnexinV—FITC／PI双标记法检测细胞凋亡 重复上 

述细胞培养步骤 ，分为实验组与阴性对照组 ，于 24、48、96 h 

3个时间点处 ，用胰蛋白酶消化细胞 ，加入预冷 PBS混悬离 

心，重复操作 1次，然后加入Binding缓冲液200 IxL重悬，加 

入 AnnexinV—FITC溶液 10 与 PI溶液 5 ，震荡混匀，避 

光反应 20 min，最后再加入 Binding缓冲液 300 IxL，用流式 

细胞仪检测，观察各组细胞凋亡数量。 

1．2．3 流式细胞仪检测细胞周期 重复上述操作步骤 ，在相 

应时间点处，用胰酶消化细胞，加入 PBS混悬离心 ，重复操作 

2次，加入已预冷的75％乙醇 1 mL，4 oC条件下固定 24 h。然 

后以 1 000 r／min离心 5 min，加入 PBS重悬，取悬液 100 IxL， 

加入 PI溶液 200 ，震荡混匀，避光反应 20 min，用流式细 

胞仪检测，并用Muticycle软件分析各组细胞周期情况。 
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1．3 全身急性毒性实验 

按照参考文献呻 方法 。选取健康普通级昆明小 鼠 4O 

只，雌雄各半，体质量25～30 g。完全随机分为G／PA66／n—HA 

复合材料浸提液实验组和生理盐水阴性对照组，各组 20只， 

雌雄分笼喂养，并作好标记。适性饲养 1 d后，记录各组小鼠 

原始体质量，实验组将复合材料生理盐水浸提液注射入小鼠 

腹腔内，每只 50 mL／kg；对照组注射等量生理盐水。在 1周内 

每天观察小鼠的一般情况，毒性体征及死亡数量。分别于注 

射后 1、2、3 d分别记录各组小鼠的体质量变化。在 7 d后，处 

死所有小鼠，随机选取其中各组 3只，取其肝、肾切片作HE 

染色。 

1．4 溶血实验 

按照参考文献 日方法，取健康新西兰大白兔 1只，适性 

培养 1周后，经其耳缘静脉取新鲜兔血 10 mL．立即加入20 

g／L草酸钾溶液0．5 mL，制备成抗凝兔血，取部分抗凝兔血稀 

释为 80％浓度备用。以复合材料生理盐水浸提液组为实验 

组，生理盐水组为阴性对照组，蒸馏水为阳性对照组；各组分 

别加入 10 mL生理盐水浸提液、生理盐水与蒸馏水进 15 mL 

离心管，置于 37℃恒温水浴箱内，水浴 30 min。加入稀释兔 

血0．2 mL，轻摇混匀后继续置于水浴箱内水浴 60 min，取出 

离心(2 500 r／min)5 rain．取上清液于紫外分光光度计上测定 

波长为545 am处的A值。根据以下公式进行溶血率的计算： 

活血率(％)= 塑蓝堑 拙 X 100％ 
A 阳性对照组一A 阴性对照组 

若溶血率≤5％，则该复合材料符合溶血实验要求；溶血 

率>5％，提示该材料具有溶血作用，不符合本实验要求。 

1．5 热源实验 

按照参考文献 目方法，取健康新西兰大白兔 3只，雌雄 

不限，体质量 2．0 2．5 kg，适性培养 1周。实验前禁食 2 h，测 

量实验动物肛温 ，隔 30 rain重复测量 1次 ，共测量 3次，取 

体温平均值作为正常体温。将复合材料生理盐水浸提液置于 

37℃水浴箱内．水浴 1 h，将 已预热的浸提液按 10 mL／kg浓 

度沿耳缘静脉注射人实验动物体内。注射后 1、2、3 h分别测 

量肛温，3次肛温测量最高者减去平均正常体温即为体温增 

高数。单只实验兔体温升高数<0．6℃即符合实验要求。 

1．6 皮 内刺激 实验 

按照参考文献fl7_ 喷 法，取健康新西兰大白兔 3只，雌雄 

不限，体质量2．1～2．4 kg。实验前4 h除去实验动物脊柱两旁 

区域被毛，避免损伤皮肤。在脊柱两旁各取15个点(n=30)， 

随机分为3组，每组 1O个点，分别在各点皮内注射0．2 mL 

材料生理盐水浸提液、0．2 mL生理盐水及 0．2 mL 20％乙醇。 

于注射后 24、48、72 h观察注射局部皮肤及周围组织反应 ， 

按照皮肤反应记分系统评定原发刺激指数(primary irritation 

index，PII)，并进行分级。 

1．7 统计学方法 

实验中所有数据采用 SPSS 22．0统计软件进行分析 ，计 

量资料以均数±标准差(x±s)表示，若方差不齐时，采用对 

数转换后，方差齐同。CCK一8法检测细胞增殖，流式细胞仪检 

测细胞凋亡及细胞周期 ，小鼠体质量测量采用重复测量设计 

资料的方差分析 ，其两两 比较采用 LSD—t法，每个时间点上 

的分组比较采用多变量方差分析 ，小鼠体温变化及溶血率检 

测采用单样本均数 t检验，检验水准 a=0．05。 

2 结 果 

2．1 体外细胞毒性 

2．1．1 CCK一8检测结果 在倒置显微镜下观察细胞形态，见 

各实验组细胞贴壁良好．形态饱满。呈梭形生长，细胞间通过 

伪足相连．与阴性对照组无明显差别：阳性对照组细胞数量 

减少，贴壁不良，胞体变小，有圆形高折光度死细胞漂浮，如 

图 1所示。100％G／n—HA／PA66组与阴性对照组相比，在各时 

间点处A值并无统计学差异(P=0．615、P=0．917、P=0．699，P= 

0．214)。而阳性对照组的A值在各时间点明显低于各实验组 

与阴性对照组 ，差异有统计学差异( 0．000)，见表 1。根据评 

价标准 100％G／PA66／n—HA材料浸提液实验组与阳性对照组 

细胞毒性为 0级．50％G／PA66／n—HA材料浸提液实验组组细 

胞毒性为0一l级，阳性对照组为4级，表明该复合材料符合 

体外细胞毒性实验要求。 

表 1 各组不同时间点 A值及 RGR结果 

Tab．1 A value and relative growth rate(RGR)of each group at different time points 

注：分组因素F=I 478．796，P=-0．000；时间因素 1 454．849，P=-0，0oo；两者交互作用F=233．885，P=-0．000。a-．与Phenol组比较，P=-0．000；b：与 

DMEM／F一12组比较 P=0．615 与 DMEM／F一12组比较，P=0．917；d：与 DMEM／F一12组比较，P=-O．699；e：与 DMEM／F-12组比较，P=O．214 
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一 
复合材料浸提液组 

鞠  
(：．DMEM／F一12完全培养荩 D．苯酚阳性对照组 

对照 

图 1 倒置相差显微镜观察各组与C3H1OT1／2细胞共培养96 h 

细胞形态变化(100 X) 

Fig．1 Morphological of C3H1 0T1／2 cells observed by Inverted 

phase contrast microscope(1 O0 X) 

2．】．2 A nPxinV—FI l1C／PI双标记法俭洲细胞凋亡结果 符 

时间点实验组 期凋亡细胞、晚期捌 细胞与坏死细胞 午̈ 

常细胞与对J{f!组比较兀明显统计学筹异(P=O．988、P=O．9l9、 

P=O．781)， 衷2 

2．1．3 流式细胞仪俭洲细胞周期2 果 各时问点文验组 

埘照组比较厄统 汁学差异 (P=O．889)，复合材料浸提液 j 

C3H10TI／2细胞共培养 48 h后，处于 GJM与 S其u的细胞较 

24 h减少(P--O．001、P=O．028)，且共培养96 h后，细胞在 G_gM 

期千̈ S期数城I1月 减少(尸l_0．000)， 表 3 

2．2 全身急性毒性实验结果 

在观察期内，实验组上j对照匀【小鼠均术 到毒性反应， 

电未m现死 情况。小鼠精神良好，反应敏捷 ．进食量正常， 

体质量呈稳步上升趋势，各时间点的体质量增加情况见表4 

实验-~H4'酞的体质毓增加情况与对照绀卡J1比无明 统汁学 

差异( 0．166) ．7 tlJ 处死小鼠， 露腹 各脏器外观人 

小lI：常．术发脱腹水 、脏器粘连 、水肿 、ftIJnL、渗f}J等异常 

现． 取肝、肾进" HE染色，实验组 ：j)(1 1均木 明显痫 

改变(冈 2) 

表2 各组不同时间点细胞凋亡检测结果(％) 

Tab，2 Cell apoptosis of each group at different time points(％) 

表 3 各组不同时间点细胞周期检测结果(％) 

Tab．3 Cell cycle of each group at different time points(％) 

注：a， 24 h时Il 点比较，P=O OOl；I)：‘ 48 h时间点比较， =0．000 

表 4 各时间点复合材料对小鼠体质量影响情况(kg，n=lO) 

Tab 4 Mouse weight of each group at different time points(kg，，l=1 O) 
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A．材料浸提液组小鼠肝脏 B．生理盐水组小鼠肝脏 c．材料浸提液组小鼠肾脏 D．生理盐水组小鼠肾脏 

图 2 小鼠肝肾组织病理学观察(HE。1O0 X) 

Fig．2 Pathological observation of liver and kidney in mice(HE。1 O0 X) 

2．3 溶血 买验 结果 

根据 GB／T 1 6886．4—2003／IS0 1 0993-4：2002标准．本实验 

复合材料溶血率为(0．97±0-36)％(n=5)，小于 5％(￡=一25．055， 

P=-0．000)的实验标准。 

2．4 热源 实验结果 

实验中大 白兔体温增高数为(0．25±0．12)℃(n=3)，小 

于 0．6℃(仁一5．167，P=-0．035)，符合国家医疗器械生物学评价 

标7伟。 

2．5 皮 内刺激 实验结果 

在各时间点，复合材料浸提液组与阴性对照组的注射点 

周同皮肤未见明显红斑 、水肿及焦痂等情况出现 ，阳性对照 

组注射点周用皮肤出现轻微水肿及明显红斑。根据皮肤反应 

系统评价标准进行评分，计算 出原发刺激指数为(O．010± 

0．004)．为极轻微刺激。 

3 讨 论 

人类骨骼拥有复杂的层次结构，主要是由胶原、 

纳米羟基磷灰石和水构成 I。当发生骨折时，临床上 

常用的金属内固定物虽然可以使骨折端达到坚强 

的固定．但是其生物活性的缺乏与高弹性模量的存 

在常导致愈合缓慢，甚至发生再骨折。G／n—HA／PA66 

复合材料中拥有与组成天然骨相同的纳米羟基磷 

灰石成分，是一种能够模仿体内平衡的生物替代物， 

拥有与松质骨接近的弹性模量，不会导致应力遮挡 

效应 石墨烯作为最近材料学研究的热点，其优 良 

的机械性能与生物活性受到极大的关注。本实验在 

n—HA／PA66复合材料的基础上加入石墨烯，主要利 

用其优异的生物活性，促进成骨细胞的增殖与粘附， 

增加骨折愈合速度。由于体内植入材料在体内可能 

出现各种不良反应，甚至影响生命安全，所以本实 

验按照《医疗器械生物学评价试验指南与标准》对 

新制备的G／n—HA／PA66复合材料进行生物相容性 

检测 

体外细胞毒性实验是材料生物相容性评价的 

重要组成部分之一，它能够直观地观察到材料对细 

胞的毒性作用和程度，当材料植入体内与组织细胞 

相接触，细胞的生长 、粘附与增殖都是重要的评价 

指标III-I~-I。本实验选取 C3H10T1／2细胞系作为标准 

细胞对 G／PA66／n—HA复合材料进行细胞毒性评价， 

因为本材料的最终目的是作为内固定物植入体内， 

而骨折处的骨髓问充质干细胞是骨折 自我愈合的 

重要因素，C3H10TI／2细胞系可以模拟体内环境，观 

察材料是否影响 MSC的形态、增殖分化。CCK一8法 

是常用于测定细胞增殖或毒性．是一种高灵敏度、无 

放射性的比色检测法。相比于 M1Tr法，拥有检测液 

不用配置、Formazan晶体不用溶解等优点I 。本实验 

说明该复合材料不会对细胞的形态及增殖产生毒 

性作用。 

Annexin V—FITC／PI双标记法是 目前检查细胞 

凋亡的常用方法。在本实验中用于检测复合材料是 

否会导致细胞凋亡。Annexin V可以在钙离子存在 

的条件下与细胞表面外翻的磷脂酰丝氨酸结合，而 

磷脂酰丝氨酸的外翻是细胞凋亡的早期事件；PI是 
一 种 DNA染料．当细胞凋亡的晚期．细胞膜通透性 

增加，PI进入细胞核与 DNA结合【2l1。本实验结果发 

现，实验组与对照组在各时间点正常细胞含量居 

多，凋亡细胞较少，细胞生长状态良好，随时间的增 

长．2组晚期凋亡细胞增多，这可能是因为培养基内 

的营养物质随着培养时间的延长被逐渐消耗的结 

果 因此 G／PA66／n—HA复合材料不会促进细胞的凋 

亡。同时，用流式细胞仪检测细胞周期 ，常用 G#M 

期与 s期相加所占的比例表示增殖指数，用以评价 

细胞的增殖能力[22I。在本实验中，24 h时间点处，处 

于 GJM+S期较多，细胞增殖能力强，随时间的延长， 

GJM+S期细胞数 目所占比例逐渐下降，大部分细胞 

处于静止状态。这可能与培养板细胞密度增高 、生 
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存空间受限有关。实验结果提示 G／PA66／n—HA复合 

材料不会影响细胞的 DNA复制与分裂。 

植入材料的生物相容性是一个复杂的整体评 

价过程。体外试验已被证明拥有良好生物相容性的 

生物材料在植人体内后，也可能发生机体免疫排斥 

反应 。所以，进行体内的生物相容性评价实验至关 

重要。全身毒性实验反映了材料在植人体内后机体 

会不会出现毒性反应，可分为急性、亚急性和慢性 

毒性实验．但是由于实验条件及时间的限制 ，我们 

选取全身急性实验作为评价标准，观察材料浸提液 

在注射人小鼠腹腔后．短时间内会不会出现毒性反 

应。实验结果证明材料对机体无急性毒性效应。热 

源实验与皮内刺激实验结果表明该材料无过敏原， 

不会导致体内出现体温上升，皮肤红斑、水肿等免 

疫排斥反应，证明材料对机体刺激性极低。复合材 

料植入体内后首先会与血液相接触，所以材料的溶 

血率的测定是必不可少的。材料的溶血率是通过材 

料与抗凝血液接触后。检测血液中红细胞与血红蛋 

白的改变来测定的，本实验材料符合评价标准，可以 

认为该材料不会导致溶血反应。 

综上所述，该复合材料符合《医疗器械生物学 

评价试验指南与标准》评价要求，体内试验与体外 

试验结果一致 ，具有良好的生物相容性 ，为后期骨 

内固定物的开发与临床运用提供了理论依据。 
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