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摘要 :利用 PCR方法克隆了准噶尔雅罗鱼 (Leuciscus m erzbacheri)的β2actin基因启动子片段 SZ21,大小是

2 398 bp。对克隆的启动子序列进行了转录调控元件的生物信息学预测分析 ,同时 ,基于启动子中包含

的开放阅读框和内含子序列 ,探讨了准噶尔雅罗鱼与鲤鱼 ( Cyprinus carpio)、草鱼 ( C tenopharyngodon

idella)、青鱼 (M ylopharyngodon piceus)、团头鲂 (M ega lobram a am blycepha la)、泥鳅 (M isgurnus m izolepis)间

的系统进化关系。结果显示 ,该启动子序列的 3个核心启动子转录元件 : CAAT2box、CA rG motif和

TATA2box分别在转录起始位点 ( + 1)上游的 - 89、- 59、- 26处 ,序列中还含有 MEF2、SATB、CHRF、

INRE、MTEN、E2box、RU49、ZBPF、CREB、Enhance region、CEBP位点等多种转录调控元件。在剪接体内含

子中 ,剪接位点遵循 GT⋯AG法则。启动子 SZ21序列含有 3个内含子和 155个氨基酸。内含子 1、内含

子 2、内含子 3的系统发育分析表明 ,团头鲂与草鱼和青鱼的亲缘关系要比与准噶尔雅罗鱼的更近一些 ,

这与传统分类中的亲缘关系显示不一致 ,其原因尚需探讨。
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Abstract: Through PCR amp lification, theβ2actin gene p romoter fragment SZ21 ( 2 398 bp ) of L euciscus

m erzbacheri was obtained. W e forecasted its transcrip tional regulation elements using bioinformatics method. In

view of its ORF and introns sequence, the system development was analyzed between L. m erzbacheri and other

closely related fish species. Three core p romoter transcrip tional elementswere situated in the transcrip tional start

site ( + 1 ) upper - 89, - 59, - 26, including the CAAT2box, CA rG motif, TATA2box. Results of putative

transcrip tion binding sites analysis of the p romoters revealed the p resence of several critical transcrip tion binding
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sites such as the MEF2, SATB, CHRF, INRE,MTEN, E2box, RU49, ZBPF, CREB, Enhance region and CEBP in

the further p romoter. The sp lice sites abided by GT⋯AG rule in the sp liceosome introns. The p romoter SZ21

sequence included the intron 1, intron 2, intron 3, and 155 am ino acids. The system development analysis of

three introns showed that M egalobram a am blycepha la had more close relationship to C tenopharyngodon idella

and M ylopharyngodon piceus than L. m erzbacheri. This is not consistent with the traditional classification, and

the reason needs further investigation.

Key words: L euciscus m erzbacheri; β2actin gene p romoter; Transcrip tional regulation element; Intron; System

development

　　启动子是真核生物转基因制作过程中表达

载体构件的重要组分 ,启动子决定了基因表达

的时空以及强度 [ 1 ]。启动子包含核心启动子

区域和调控区域 ,核心启动子区域产生基础水

平的转录 ,调控区域能够对不同的环境条件作

出应答。对于启动子的深入研究 ,有助于优化

控制外源基因在转基因生物中的表达。

肌动蛋白 ( actin)是所有真核生物细胞内

的重要结构蛋白。β2actin是最主要的非肌肉

或胞质肌动蛋白异型体 ,它在真核生物的大多

数非肌肉细胞以及未分化的成肌细胞中表

达 [ 2 - 3 ]。β2actin启动子具有广泛启动表达的

功能 ,具有与 SV40早期启动子相当甚至更强

的启动转录活性 [ 4 ]。第一个被分离到的鱼类

β2actin基因启动子是鲤鱼 ( Cyprinus ca rpio)的 ,

已证明其具有有效的启动作用 [ 5 - 6 ]。之后 ,草

鱼 ( C tenopharyngodon idella )、团头鲂 (M egalo2
bram a am blycepha la )、青鳉 (O ryzias la tipes)、斑

马鱼 (D anio rerio)、罗非鱼 ( T ilapia)、泥鳅 (M is2
gurnus m izolepis )、青鱼 (M y lopharyngodon pi2
ceus)、唐鱼 ( Tan ich thys a lbonubes)等的β2actin

启动子也先后被分离并验证了其驱动基因表达

的活性 [ 7 - 9 ]。

准噶尔雅罗鱼 (L euciscus m erzbacheri)又名

新疆雅罗鱼 ,隶属鲤形目鲤科雅罗鱼属 ,是新疆

特有土著鱼类 ,是新疆现有 3种雅罗鱼属鱼即

准噶尔雅罗鱼、贝加尔雅罗鱼 ( L. leuciscus

ba ica lensis)和高体雅罗鱼 (L. idus)中较古老的

鱼类物种 [ 10 - 11 ]。该鱼已被列为新疆濒危鱼类 ,

其基因资源优势目前尚没有被开发利用。本实

验克隆了准噶尔雅罗鱼的β2actin基因启动子 ,

并对克隆的启动子序列进行了转录调控元件的

生物信息学预测分析 ,同时 ,基于启动子中包含

的内含子序列 ,与近缘鱼类物种间进行了同源

性比对和系统发育分析。为下一步进行转基因

鱼研究提供基本材料。

1　材料与方法

111　实验材料　准噶尔雅罗鱼是采自新疆赛

里木湖 (东经 80°39′～81°30′,北纬 44°27′～

44°45′)的土著野生鱼类。大肠杆菌 E. coli

DH5α、pBS2T载体、long DNA Taq和普通琼脂

糖凝胶 DNA回收试剂盒、DNA Marker购自天

根生化科技有限公司。 T4 DNA连接酶购自

TaKaRa公司。其他常用试剂为本室自行配制。

PCR仪为 B IO RAD公司生产的 MyCycler
TM热

循环仪 ,凝胶成像仪为基因有限公司 ( Gene

Company L im ited )生产的 G: BOX SYNGENE。

引物合成和 DNA序列测序由上海生工生物工

程技术服务有限公司完成。

112　实验方法

11211　准噶尔雅罗鱼基因组 DNA提取　称取

约 0105 g准噶尔雅罗鱼肌肉组织块 ,放入 115

m l离心管 ,用手术剪刀将组织块尽量剪碎 ,加

600μl DNA提取缓冲液 [ 014 mol/L NaCl, 10

mmol/L Tris2Cl (pH 810) , 2 mmol/L EDTA (pH

810) , 40μg/m l RNase A ]。用自制的离心管小

锤把组织块研磨成糊状。分装 400μl /管。每

管各加 10% SDS 40μl、10 mg/m l蛋白酶 K 17

μl,小心混匀。60℃水浴 215 h后 ,取出加 5

mol/L NaCl 400μl,混匀。离心后取上清液 ,加

1 /10体积的 NaAc及等体积的异丙醇 - 20℃沉

淀 1 h。70%乙醇洗涤沉淀 ,加入适量 TE溶

解。 - 20℃保存备用。
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11212　引物设计　根据已发表的鲤鱼 [ 12 ]和草

鱼的 β2actin基因序列 (NCB I序列号分别是

M24113和 M25013 )相对保守区 ,参照 Hwang

等 [ 13 ]使用的扩增鲤鱼β2actin基因启动子的引

物 ,设计合成 1对简并引物 ,上游引物为βA2
P1: 5′2GTGT/AGTGACGCT/CGGACCAATC23′,
下游引物为βA2P3: 5′2CCAGAGTCCATCACGAT2
ACCAGT23′。
11213　准噶尔雅罗鱼β2actin基因启动子的克

隆　用 long DNA Taq酶 PCR扩增准噶尔雅罗

鱼β2actin基因启动子。扩增程序为 94℃预变

性 4 m in; 94℃变性 50 s, 63℃退火 50 s, 72℃延

伸 1 m in 50 s, 30个循环 ; 72℃延伸 10 m in。

1%的琼脂糖凝胶检测 PCR产物 , UV凝胶仪拍

照。切胶回收 PCR产物 ,将 PCR产物连接到

克隆载体 pBS2T上。转化 E. coli DH5α感受态

细胞 ,进行蓝白斑筛选 ,选取白斑阳性克隆 ,经

菌落 PCR和双酶切鉴定正确的 ,提取质粒测

序。

11214　启动子序列分析 　利用软件 DNAman

51212和 NCB I在线 blastn,通过与 L iu等 [ 12 ]发

表的和已登陆的鲤鱼 M24113、草鱼 M25013、青

鱼 AY289135、团头鲂 AY170122、泥鳅 AF27062
49的同源序列进行比对 ,再利用软件 GenScan

( http:∥genes. m it. edu /GENSCAN. htm l) ,结合

序列比对预测克隆的准噶尔雅罗鱼β2actin基

因启动子中的内含子和外显子的拼接位点。利

用在线工具 Matinspector software ( http: ∥www.

genomatix. de / cgi2bin /matinspector. p l)以及 Match

p rogram ( http: ∥www. gene2regulation. com /cgi2
bin /pub /p rogram s/match /bin /match. cgi ) ,预测

启动子区域结构特征和转录调控元件 ,根据转

录调控元件结合位点核心区的相关度 ,选取相

关度系数 (在线工具自动计算得出 )大于 019

的结合位点 ,以确保其具有较高的特异性。分

离准噶尔雅罗鱼β2actin基因启动子以及鲤鱼、

草鱼、青鱼、团头鲂、泥鳅启动子部分的内含子

和外显子序列 ,利用软件 DNAman 51212分析

准噶尔雅罗鱼β2actin基因启动子开放阅读框

的蛋白质编码序列 ,然后 ,对于β2actin基因在

不同鱼类物种中的蛋白质编码序列以及内含子

序列分别做同源性比对和多序列分析 ,构建

observed divergency系统树 ,通过自引导检验

( bootstrap)获得系统分支的置信度 ( 1 000次重

抽样 )。

2　结果与分析

211　准噶尔雅罗鱼β2ac tin基因近端启动子及

其部分开放阅读框的获得　对提取的准噶尔雅

罗鱼基因组 DNA利用引物 βA2P1 /βA2P3经

PCR扩增 ,电泳检测 ,得到一条准噶尔雅罗鱼

β2actin基因启动子片段 (记为 SZ21) ,大小约为

2 400 bp。切胶回收纯化后 ,克隆到 pBS2T载
体上 ,记为 pBS2SZ212P。蓝白斑筛选后 ,选取

阳性克隆提取质粒 ,经 PCR和双酶切鉴定正确

的 (图 1) ,进行测序。测序后经拼接分析 ,克隆

的准噶尔雅罗鱼β2actin基因启动子 SZ21序列

大小为 2 398 bp。

图 1　用 EcoRⅠ和 H ind Ⅲ双酶切质粒

pBS2SZ212P电泳结果
F ig. 1　The electrophoresis p icture of d igested

pla sm id pBS2SZ212P by EcoRⅠ + H in d Ⅲ

11DNA分子量标准 Ⅲ; 21pBS2SZ212P双酶切产物。

11DNA MarkerⅢ; 21The digested p lasm id pBS2SZ212P.
　

212　准噶尔雅罗鱼β2ac tin基因启动子序列特

征分析　序列分析表明 ,克隆的 SZ21启动子片

段含 104 bp的 5′侧翼序列近端启动子和 2 294

bp的β2actin基因部分开放阅读框序列。5′侧
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翼序列含有与大多数鱼类相同的与转录密切相

关的 3个核心启动子转录元件 : CAAT2box、

CA rG motif和 TATA2box,其位置分别在转录起

始位点 ( + 1)上游的 - 89、- 59、- 26处。我们

利用软件分析结合序列比对 ,预测了克隆的准

噶尔雅罗鱼β2actin基因启动子中的内含子和

外显子的拼接位点。在剪接体内含子中 ,剪接

位点都是 GT⋯AG (典型剪接位点 )。SZ21的

开放阅读框包含不表达的第 1外显子、表达的

第 2和第 3外显子以及第 4外显子的部分序

列。在 SZ21启动子序列中 ,表达的外显子、内

含子 1、内含子 2、内含子 3的 G + C含量分别

为 56%、3913%、2914%和 4019% ,这与一些文

献中认为的非编码区中的 A + T含量高的结果

一致 [ 14 ]。序列分析结果见图 2。

在线软件预测表明 ,全长 2 398 bp的启动

子 SZ21序列含有 1个 CAAT2box、2个 CC (A /

T) 6 GG2box、10个 TATA2box、1个 MEF2、2个

SATB、1个 CHRF、1个 INRE、1个 MTEN、2个

E2box、1个 RU49、2个 ZBPF、3个 CREB、1个

Enhance region、7个 CEBP位点等多种转录调

控元件 (除 1个 MEF2和 1个 MTEN外 ,相关度

系数 > 019) (表 1)。

213　克隆的启动子开放阅读框蛋白质编码序

列与其他鱼类同源性分析 　准噶尔雅罗鱼β2
actin基因 SZ21启动子包含 2 294 bp的β2actin

表 1　准噶尔雅罗鱼β2ac tin基因启动子 SZ21序列可能存在的重要转录调控元件预测

Table 1　Pred iction of im portan t tran scr iptiona l regula tion elem en ts for

L euciscus m erzbacheriβ2ac tin gene prom oter SZ21
调控元件
The regulation
elements

序列位点 (5′～3′, bp) (链 )

The sequence sites(5′- 3′, bp) ( strain)
Core分值
Core score

Matrix分值
Matrix score

特性功能
Character and function

CAAT box - 89～ - 85 11000 11000 核心启动子的 CAAT框
CC / (A /T) 6 GG box - 59～50∥ 11000 11000 核心启动子的 CA rG基序

1 176～1 194a 11000 01913

TATA box - 26～ - 22 11000 11000 核心启动子的 TATA框
∥105～121a∥116～132a∥186～202

450～466a∥453～467a∥834～850a∥

893～909∥1 176～1 192a∥1 372～1 388a

11000 > 019

MEF2b 273～295 11000 01773 肌细胞特异性增强子结合因子

SATB 244～258a∥247～261 11000 > 019 富含 AT的特殊序列结合蛋白

CHRF 300～312 11000 > 019 细胞周期调节子

INRE 429～439 11000 > 019 核心启动子起始因子元件

MTENb 513～533 11000 01801 核心启动子基序十元件

E2box 1 306～1 318∥1 467～1 481 > 019 > 019 E2box结合因子

RU49 1 721～1 727 11000 11000 锌指转录因子 RU49

ZBPF 73～85∥2 206～2 228 11000 > 019 锌结合蛋白因子

CREB 275～295∥443～463∥967～987 11000 > 019 cAMP效应元件结合蛋白

Enhance region 1 175～1 225 11000 01941 增强子区域

CEBP 771～785∥1 008～1 093～1 107∥1 094～

1 108a∥1 395～1 409∥1 564～1 578a∥
2 140～2 154

> 019 > 019 Ccaat /增强子结合蛋白

　　a表示反义序列 ; b由于 MEF2和 MTEN的作用重要 ,尽管两者的 matrix分值分别只有 01773和 01801,还是被列了出来。

a Indicates anti2sequence; b Because of theMEF2 and MTEN’s important function, they are listed, although theirmatrix scores are only

01773 and 01801, respectively.

基因部分开放阅读框序列 ,其蛋白质编码序列

含有 155个氨基酸。利用软件 DNAman 410,把

鲤鱼、草鱼、青鱼、团头鲂、泥鳅的β2actin基因

氨基酸序列与准噶尔雅罗鱼的 SZ21进行同源

性比对分析 ,结果见图 3。
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图 2　准噶尔雅罗鱼β2actin基因启动子 SZ21的 3个核心启动子转录
元件及内含子、外显子序列结构示意图

F ig. 2　The sequence com position sketch map of three core prom oter tran scr iptiona l elem en ts,
in tron s, and exon s of theβ2actin gene prom oter SZ21 of L euciscus m erzbacheri

“ + 1”表示转录起始位点 ;“ ”表示转录起点上游近端启动子的 CAAT框、CC (A /T) 6GG框、TATA框 ;

“ ”表示内含子部分 ;“ ”表示外显子部分。
“ + 1”indicates transcrip tion start site;“ ”indicates CAAT2box, and CC (A /T) 6GG motif, and TATA2box of p roximal

p romoter in transcrip tion start site upper;“ ”indicates intron region;“ ”indicates exon region. 　
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图 3　准噶尔雅罗鱼β2ac tin基因部分氨基酸序列的同源性分析结果图

F ig. 3　The hom ology ana lysis chart of par ita l am ino ac id sequence

for L euciscus m erzbacheriβ2actin gene

准噶尔雅罗鱼 : Leuciscus m erzbacheri;草鱼 : C tenopharyngodon idella, M25013;鲤鱼 : Cyprinus carpio, M24113;

泥鳅 :M isgurnus m izolepis, AF270649;青鱼 :M ylopharyngodon piceus, AY289135;

团头鲂 :M egalobram a am blycephala, AY170122。

图中 Consensus行的小写字母为 6种鱼一致的氨基酸。

The small letters of consensus rows are the identical am ino acids of six fish.
　

214　准噶尔雅罗鱼β2ac tin基因启动子部分的

内含子系统发育分析 　准噶尔雅罗鱼β2actin

基因启动子 SZ21含有第 1、第 2和第 3三个完

全的内含子。利用软件 DNAman 51212做多序

列比对 ,将克隆的准噶尔雅罗鱼β2actin基因启

动子 SZ21部分的第 1、第 2、第 3三个内含子与

鲤鱼、草鱼、青鱼、团头鲂、泥鳅的进行同源性比

对 (表 2) ,同时构建了系统发育树 (图 4)。

表 2　准噶尔雅罗鱼β2ac tin基因 SZ21启动子中的氨基酸、内含子与其他鱼类的同源性比较分析

Table 2　The hom ology com par ison ana lysis of am ino ac id and in tron ofβ2actin

gene between L euciscus m erzbacheri SZ21 and others f ishes

相比较鱼的种类
The compared species of fish

同源性 Sim ilarity( % )

氨基酸
Am ino acid

内含子 1
Intron 1

内含子 2
Intron 2

内含子 3
Intron 3

草鱼 C tenopharyngodon idella M25013 99. 4 81. 0 79. 2 91. 0

青鱼 M ylopharyngodon piceus AY289135 99. 4 80. 8 77. 7 93. 2

团头鲂 M egalobram a am btycephala AY170122 99. 4 78. 5 75. 0 92. 2

鲤鱼 Cyprinus carpio M24113 99. 4 71. 7 67. 0 84. 8

泥鳅 M isgurm us m izolepis AF270649 98. 1 34. 4 45. 2 44. 3
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　　表 2显示 ,准噶尔雅罗鱼与相比较鱼类物

种的同源性由近至远依次为 :氨基酸序列分析

结果是草鱼、青鱼、团头鲂、鲤鱼等同 ;内含子 1

序列分析结果是草鱼、青鱼、团头鲂、鲤鱼、泥

鳅 ;内含子 2序列分析结果是草鱼、青鱼、团头

鲂、鲤鱼、泥鳅 ;内含子 3分析结果是青鱼、团头

鲂、草鱼、鲤鱼、泥鳅。

由图 4系统发育分析图的拓扑结构和分枝

长度可以看出 ,就β2actin基因内含子 1、2、3序

列而言 ,团头鲂与草鱼和青鱼的亲缘关系要比

准噶尔雅罗鱼与草鱼和青鱼的关系更近一些。

图 4　基于β2ac tin基因内含子序列构建的 observed d ivergency系统发育树

F ig. 4　The phylogenetic tree of the observed d ivergency ba sed onβ2actin gene in tron

A.内含子 1; B.内含子 2; C.内含子 3。A. Intron 1; B. Intron 2; C. Intron 3.

M ylopharyngodon piceus:青鱼 , AY289135; C tenopharyngodon idella:草鱼 ,M25013;

Cyprinus carpio:鲤鱼 ,M24113; Leuciscus m erzbacheri:准噶尔雅罗鱼 ,本实验克隆的序列 ;

M egalobram a am blycephala:团头鲂 , AY170122; M isgurnus m izolepis:泥鳅 , AF270649。
　

3　讨　论

肌动蛋白基因是一个持家基因 ,在所有的

真核生物细胞中高度保守。鱼类的β2actin基

因调控序列被广泛应用于鱼类的转基因研究。

与该基因转录下调相关的元件位于 3′非翻译

区 ,不带此 3′非翻译区下调相关元件的β2actin

基因启动子 ,在真核生物的大多数非肌肉细胞

以及未分化的成肌细胞中组成性表达 [ 9, 15 ]。β2
actin基因启动子包含典型的 5′侧翼区调控元

件 CAAT框、TATA框及 CA rG基序 (即 CC (A /

T) 6 GG序列 )。β2actin启动子的活性除了与上
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述 5′侧翼区调控元件密切相关外 ,也与 5′非翻

译区有关。已证实β2actin基因的第 1个内含

子中含有增强子 [ 15 ]。研究显示 ,在人的β2actin

基因中 ,含有 5′侧翼序列以及第 1个内含子的

β2actin基因启动子具有与 SV40早期启动子相

当的或更强的启动转录活性 [ 4 ]。参照 L iu

等 [ 12 ]对鲤鱼β2actin基因启动子分析的结果并

比对鲤鱼 β2actin 基因序列 ( NCB I登录号

M24113) ,结合在线预测分析 ,本实验克隆的准

噶尔雅罗鱼β2actin基因启动子 SZ21,具有近端

启动元件 CCAAT框、CC (A /T) 6 GG框、TATA

框和包含在β2actin基因第 1个内含子中的增

强子序列 ,不包含 3′非翻译区下调序列 ;近端

启动元件 CC (A /T) 6 GG序列除了在转录起点

上游 - 59～ - 50处含有一个以外 ,在第 1个内

含子的反义序列中也有一个 (1 176～1 194 ) ,

TATA box除了在转录起点上游 - 26～ - 22处

含有一个以外 ,在第 1个内含子的正义和反义

序列中还含有多个位点 ,这可能也预示着准噶

尔雅罗鱼β2actin基因的第 1个内含子作为β2
actin基因启动子的一部分在起始转录表达中

的重要性。除了位于转录起始位点上游 100 bp

左右的 CAAT、TATA框等基本调控元件外 ,β2
actin基因可能还有更多的正调控或负调控元

件 [ 9 ] ,对于有些特定基因 ,其转录区内部也存

在着转录因子的结合位点 ,能够对不同的环境

条件作出应答。相关实验已证实启动子 SZ21

具有启始绿色荧光蛋白基因在真核细胞中转录

表达的活性 (另文发表 )。克隆的该启动子虽

然经软件分析 ,除了在 5′侧翼区含有 CAAT框、

TATA框、CC (A /T) 6 GG序列外 ,还在第 1个内

含子中含有多个 TATA box、一个 CC (A /T) 6 GG

序列、核心启动子起始因子元件、核心启动子基

序十元件、Ccaat/增强子结合蛋白等多种重要

调控元件 ,但是在对真核细胞基因表达的实际

启始转录中 ,这些调控元件对转录启动活性的

影响如何 ,还需要深入的实验加以验证。

内含子序列包含相对较快的进化速率 ,通

常用于分析亲缘关系相对较近的物种间的系统

发育 ,内含子的系统发育分析成为基于线粒体

的系统发育分析的一个很好的补充 [ 16 ]。王宁

等 [ 17 ]在灵长目动物中分离出 7个断裂基因的

内含子和外显子序列 ,分别进行系统发育分析 ;

Prychitko等 [ 18 ]研究发现 ,内含子对于揭示啄木

鸟近缘物种间的进化关系有很大的作用 ; Lee

等 [ 19 ]用β2actin基因内含子 2构建分子系统发

育进化树 ,分析了不同鱼类物种的系统发育关

系 ,并且在家族水平上评估了来自进化的基因

流。我们用克隆到的准噶尔雅罗鱼β2actin基

因的第 1、第 2、第 3内含子与草鱼、青鱼、团头

鲂、鲤鱼和泥鳅的相应序列进行系统发育分析 ,

内含子 1、内含子 2和内含子 3的系统发育分

析都显示出与传统分类不一致的结果 ,即团头

鲂与草鱼和青鱼的亲缘关系要比准噶尔雅罗鱼

与草鱼和青鱼的亲缘关系更近一些 ,这与准噶

尔雅罗鱼与草鱼、青鱼同属雅罗鱼亚科 ,而团头

鲂属于鲌亚科的传统分类不一致。当然该结果

还需要用线粒体 DNA的序列做互补验证。不

过 ,这个结果与我们分析的编码蛋白质的氨基

酸序列也是一致的 ,在编码蛋白质的氨基酸序

列中 ,雅罗鱼亚科的草鱼、青鱼与鲤亚科的鲤鱼

及鲌亚科的团头鲂的 155个氨基酸完全一致 ,

而同属雅罗鱼亚科的准噶尔雅罗鱼第 128个氨

基酸由苯丙氨酸变成了亮氨酸 ,也显现出与传

统分类的不一致。
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