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吸附试验检测试剂盒的初步研制

胡玉山， 刘巧谊， 肖丽红， 周勇， 侯水平， 刘俊华

广州市疾病预防控制中心，广东　 广州　 ５１０４４０

摘要：　 目的　 建立以钩端螺旋体融合蛋白 ＬｉｐＬ３２－ＬｉｐＬ４１（ＬｉｐＬ３２：脂蛋白 Ｌ３２，ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ３２；ＬｉｐＬ４１：脂蛋白 Ｌ４１，ｌｉｐｏｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ４１）为包被抗原的酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测试剂。 　 方法　 选择问号钩端螺

旋体 ＬｉｐＬ３２ 和 ＬｉｐＬ４１ 作为研究靶标，采用连接引物 ＰＣＲ 法构建 ｌｉｐＬ３２－ｌｉｐＬ４１ 融合基因，原核表达获得重组蛋白，以该蛋

白为包被抗原建立 ＥＬＩＳＡ 检测体系，对检测体系的灵敏度、特异性、稳定性等性能指标进行评价。 　 结果　 扩增获得了

１ ９００ ｂｐ左右的 ｌｉｐＬ３２－ｌｉｐＬ４１ 融合基因，原核表达出了 ９０ ｋＤａ 左右的重组融合蛋白 ＬｉｐＬ３２－ＬｉｐＬ４１，建立了基于 ＬｉｐＬ３２－
ＬｉｐＬ４１ 的 ＥＬＩＳＡ 检测体系，采用 ７７ 例确诊病例和 ８５ 例阴性对照血清进行初步验证，检测体系的灵敏度为 ９６􀆰 １％，特异度

为 ９７􀆰 ６％，粗一致性为 ９６􀆰 ９％，约登指数为 ０􀆰 ９３７。 　 结论　 以 ＬｉｐＬ３２－ＬｉｐＬ４１ 重组融合蛋白为包被抗原建立 ＥＬＩＳＡ 免疫

检测初步验证的灵敏度、特异性和稳定性较好，可进行下一步验证工作。
关键词：　 钩端螺旋体； 融合蛋白 ＬｉｐＬ３２－ＬｉｐＬ４１； ＥＬＩＳＡ
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　 　 钩端螺旋体简称钩体，属螺旋体目、钩端螺旋体

科、钩端螺旋体属，其所致钩端螺旋体病是一种世界范

围流行的自然疫源性人畜共患病［１－２］，ＷＨＯ 报道每年

有超过 １００ 万严重感染病例［３］。 我国是钩体病的主要

疫区之一，特别是南方地区，本病在 １９５５ 年列入我国

法定传染病，截至 ２０１６ 年，全国有 ３００ 多万病例［４－５］。
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重点学科建设项目（２０１７－２０１９－０７）

作者简介：胡玉山（１９７６－），男，湖南郴州人，博士，主任技师，主

要研究方向为病原体检验。

钩体病发病急、临床症状复杂多样且不典型，极易误诊

漏诊。 分离钩体耗时耗力，而血清学的诊断则是一种

应用极为广泛的方法，血清学检测的关键在于抗原的

筛选。 但致病性钩体血清型繁多，不同型别的钩体抗

原组成复杂多样［６］，因此筛选高特异、高灵敏的诊断

抗原就显得尤为重要。 已有研究证实脂蛋白 Ｌ３２（ ｌｉｐ⁃
ｏｐｒｏｔｅｉｎ ３２， ＬｉｐＬ３２ ）、 脂 蛋 白 Ｌ４１ （ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ４１，
Ｌｉｐｌ４１）是位于钩体外膜的脂蛋白，属致病性钩体的保

守性抗原成分［７－９］，因此将其融合表达，可望获得更强

的抗原性，有更好的灵敏度和特异度。 本研究利用连

８０８ 实用预防医学 ２０１９ 年 ７ 月 第 ２６ 卷 第 ７ 期　 Ｐｒａｃｔ Ｐｒｅｖ Ｍｅｄ， Ｊｕｌ． ２０１９， Ｖｏｌ． ２６， Ｎｏ．７



接引物 ＰＣＲ 法构建 ＬｉｐＬ３２－ＬｉｐＬ４１ 融合基因，获得重

组蛋白作为诊断抗原，研制 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒，并对

其进行性能评价。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 菌株来源　 钩体菌株为本中心保存的国内常见

问号钩体（Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ ｉｎｔｅｒｒｏｇａｎｓ，Ｌ􀆰 ｉｎｔｅｒｒｏｇａｎｓ） 参考标

准株黄疸出血群赖型 ５６ ６０１ 株、犬群犬型 ５６ ６０３ 株、
致热群致热型５６ ６０５株、秋季群秋季型 ５６ ６０６ 株、澳州

群澳州型５６ ６０７株、波摩那群波摩那型 ５６ ６０８ 株、流感

伤寒群临型５６ ６０９ 株。
１􀆰 ２　 钩体基因组 　 将培养好的钩体菌株采用 ＱＩＡ⁃
ＧＥＮ 公司 ＱＩＡａｍｐ ＵＣＰＰａｔｈｏｇｅｎ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 试剂盒按说

明书提取 ＤＮＡ。
１􀆰 ３　 钩体 ｌｉｐＬ３２－ｌｉｐＬ４１ 融合基因的构建设计　 融合

基因扩增引物 ｌｉｐＬ３２－ｏｖｅｒｌａｐ－Ｒ 与 ｌｉｐＬ４１－ｏｖｅｒｌａｐ－Ｆ；
设计 ｌｉｐＬ４１ 基因不带终止密码子的下游引物用于融合

基因的表达，序列均见表 １。
表 １　 钩体 ｌｉｐＬ３２－ｌｉｐＬ４１ 融合基因扩增引物

引物名称 引物序列

ｌｉｐＬ３２－ｏｖｅｒｌａｐ－Ｒ ＧＡＧＡＡＧＡＴＡＡＴＴＴＴＣＴＣＴＴＡＧＴＣＧＣＧＴＣＡＧＡＡＧＣＡＧ

ｌｉｐＬ４１－ｏｖｅｒｌａｐ－Ｆ ＧＣＴＴＣＴＧＡＣＧＣＧＡＣＴＡＡＧＡＧＡＡＡＡＴＴＡＴＣＴＴＣＴＣＴＡＡＴＴＴＣ

ＸｈｏＩ－ｌｉｐＬ４１－Ｄ２ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＣＴＴＴＧＣＧＴＴＧＣＴＴＴＣＧＴＣＡＡＣ

ＥｃｏＲＩ－ＬｉｐＬ３２－Ｕ ＣＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＡＡＡＡＡＡＣＴＴＴＣＧＡＴＴＴＴＧ

　 　 注：ｌｉｐＬ３２－ｏｖｅｒｌａｐ－Ｒ 下划线为与 ｌｉｐＬ４１ 基因重叠区；ｌｉｐＬ４１－ｏｖｅｒ⁃
ｌａｐ－Ｆ 下划线为与 ｌｉｐＬ３２ 基因重叠区；ＸｈｏＩ－ ｌｉｐＬ４１－Ｄ２ 下划线为 ＸｈｏＩ
酶切位点；ＥｃｏＲＩ－ＬｉｐＬ３２－Ｕ 下划线是 ＥｃｏＲＩ 酶切位点。

　 　 首先，用 ２０ μｌ ＰＣＲ 反应体系分别扩增出带有重

叠区域的基因 ｌｉｐＬ３２－ｏｖｅｒｌａｐ 和 ｌｉｐＬ４１－ｏｖｅｒｌａｐ。 扩增

ｌｉｐＬ３２ － ｏｖｅｒｌａｐ 体 系 为： 模 板 ｐＥａｓｙｌｉｐＬ３２ － ａ 质 粒

ＤＮＡ０􀆰 ５ μｌ；引物 ＥｃｏＲＩ－ＬｉｐＬ３２－Ｕ 和 ＬｉｐＬ３２－ｏｖｅｒｌａｐ－
Ｒ 各 １ μｌ；ＰＣＲ 反应混合液 １０ μｌ；Ｈ２Ｏ ７􀆰 ５ μｌ，反应体

系共 ２０ μｌ。 扩增 ｌｉｐＬ４１－ｏｖｅｒｌａｐ 体系为：模板 ｐＥａｓｙ－
ｌｉｐＬ４１－ａ 质粒 ＤＮＡ０􀆰 ５ μｌ；引物 ＸｈｏＩ－ｌｉｐＬ４１－Ｄ２ 和 ｌｉ⁃
ｐＬ４１－ ｏｖｅｒｌａｐ － Ｆ 各 １ μｌ； ＰＣＲ 反应混合液 １０ μｌ；
Ｈ２Ｏ７􀆰 ５ μｌ。 ＰＣＲ 反应条件为 １ ｃｙｃｌｅ：９８ ℃ ｆｏｒ ３ ｍｉｎ；
３０ ｃｙｃｌｅｓ：９８ ℃ ｆｏｒ １０ ｓ，５５ ℃ ｆｏｒ １０ ｓ，７２ ℃ ｆｏｒ ２０ ｓ；
１ ｃｙｃｌｅ：７２ ℃ ｆｏｒ ５ ｍｉｎ。 回收纯化 ＰＣＲ 产物 ｌｉｐＬ３２－ｏ⁃
ｖｅｒｌａｐ 和 ｌｉｐＬ４１－ｏｖｅｒｌａｐ，以纯化的 ＰＣＲ 产物为模板扩

增 ｌｉｐＬ３２－ｌｉｐＬ４１ 融合基因。 扩增 ｌｉｐＬ３２－ ｌｉｐＬ４１ 融合

基因体系为：模板为纯化的 ｌｉｐＬ３２－ｏｖｅｒｌａｐＰＣＲ 产物和

纯化的 ｌｉｐＬ４１－ｏｖｅｒｌａｐ ＰＣＲ 产物各 ５ μｌ；引物 ＥｃｏＲＩ－
ｌｉｐＬ３２－Ｕ 和 ＸｈｏＩ－ｌｉｐＬ４１－Ｄ２ 各 ２ μｌ；ＰＣＲ 反应混合液

２５ μｌ；Ｈ２Ｏ１１ μｌ，反应体系共 ５０ μｌ。 ＰＣＲ 反应条件为

１ ｃｙｃｌｅ：９８ ℃ ｆｏｒ ３ ｍｉｎ；３０ ｃｙｃｌｅｓ：９８ ℃ ｆｏｒ １０ ｓ，５３ ℃

ｆｏｒ １０ ｓ，７２ ℃ ｆｏｒ ２０ ｓ；１ ｃｙｃｌｅ： ７２ ℃ ｆｏｒ ５ ｍｉｎ。
１􀆰 ４　 ＬｉｐＬ３２－ＬｉｐＬ４１ 融合蛋白的表达与鉴定　 胶回收

纯化 ＰＣＲ 产物 ｌｉｐＬ３２－ｌｉｐＬ４１，用 ＥｃｏＲＩ 和 ＸｈｏＩ 酶切

纯化的 ＰＣＲ 产物 ｌｉｐＬ３２－ｌｉｐＬ４１ 及表达载体 ｐＥＴ２８ａ，
胶回收纯化经过酶切的 ｌｉｐＬ３２－ｌｉｐＬ４１ 和 ｐＥＴ２８ａ，连接

ｌｉｐＬ３２－ｌｉｐＬ４１ 至 ｐＥＴ２８ａ 载体中，构建 ｐＥＴ２８ａ－ｌｉｐＬ３２
－ｌｉｐＬ４１ 重组质粒。 转化至扩增菌大肠杆菌 ＤＨ５α 感

受态细胞中，酶切测序鉴定。 然后转化至表达菌大肠

杆菌 ＤＥ３ 中，挑取阳性菌落，提取质粒酶切鉴定，诱导

表达水溶性 ＬｉｐＬ３２－ＬｉｐＬ４１ 融合蛋白。 用 ６ＸＨＩＳ 单克

隆抗体作为一抗进行免疫印迹法 （Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ，
ＷＢ）检测鉴定蛋白的表达，用化学显影剂反应曝光

成像。
１􀆰 ５　 试剂盒试制　 试剂盒研制过程参考文献［１０］并稍

有修改，将鉴定成功的重组蛋白作为包被抗原，用棋盘

法确定最佳包被浓度 ０􀆰 ４ μｇ ／ ｍｌ，酶标二抗抗人 ＩｇＧ－
ＨＲＰ １ ∶ ６０ ０００，样品及酶标二抗的孵育时间分别为

３０ ｍｉｎ。
１􀆰 ６　 性能评价　 用上述试剂盒对已确定阴阳性的血

清进行灵敏度、特异度、精密度及稳定性评价。
１􀆰 ６􀆰 １　 灵敏度、特异度评价　 选取正常人排除螺旋体

属感染的阴性血清 ８５ 例，显微镜凝集试验阳性的病人

阳性血清 ７７ 例，用上述试剂盒进行 ＥＬＩＳＡ 检测。
１􀆰 ６􀆰 ２　 精密度评价 　 重复检测弱阳性样本（ＯＤ 值

０􀆰 ３～０􀆰 ５，２０ 个复孔），算出 ＯＤ ４５０ 值均值（􀭰ｘ）、标准

差（ ｓ），代入变异系数方程 ＣＶ％＝Ｓ ／ 􀭰ｘ×１００％。
１􀆰 ６􀆰 ３　 热稳定性评价 　 两盒试剂同时置于 ４ ℃ 和

３７ ℃ ７ ｄ，选用阳性样本 ８ 份检测其 ＯＤ ４５０ 值，计算

３７ ℃ＯＤ ４５０ 值与 ４ ℃ＯＤ ４５０ 值之比。

２　 结　 果

２􀆰 １　 融合基因 ｌｉｐＬ３２－ｌｉｐＬ４１ 的构建　 用已纯化的 Ｌｉ⁃
ｐＬ３２－ｏｖｅｒｌａｐ 和 ＬｉｐＬ４１－ｏｖｅｒｌａｐ 的 ＰＣＲ 产物为模板扩

增 ｌｉｐＬ３２－ｌｉｐＬ４１ 融合基因，结果显示 １ ９００ ｂｐ 左右有

特异目的条带。 见图 １。

注：１：ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ，２：ｌｉｐＬ３２－ｌｉｐＬ４１

图 １　 ＰＣＲ 构建钩体融合基因 ｌｉｐＬ３２－ｌｉｐＬ４１
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２􀆰 ２　 ＬｉｐＬ３２ － ＬｉｐＬ４１ 融合蛋白表达及 ＷＢ 鉴定 　
ｐＥＴ２８ａ－ＬｉｐＬ３２－ＬｉｐＬ４１ 转化入 ＢＬ２１ ／ ＤＥ３ 感受态大

肠杆菌诱导表达，与未诱导菌液对比结果显示约

９０ ｋＤａ处有目的蛋白表达。 ＷＢ 鉴定结果表明，分子

量 ９０ ｋＤａ 处有可被 ６ｘＨｉｓ 单克隆抗体识别的特异条

带，说明基因融合表达成功。 见图 ２。

　 　 注：Ｍ：蛋白 ｍａｒｋｅｒ，１：重组蛋白未诱导，２：重组蛋白诱导，３：ＷＢ 阴

性对照，４：ＷＢ 阳性结果

图 ２　 融合蛋白 ＬｉｐＬ３２－ＬｉｐＬ４１ 表达鉴定

２􀆰 ３　 灵敏度、特异度结果 　 ７７ 例确诊阳性的病人血

清检出阳性 ７４ 例，８５ 例正常人样检为阴性 ８３ 例，具
体结果见表 ２。 灵敏度 ＝ ７４ ／ （７４＋３） ×１００％ ＝ ９６􀆰 １％。
特异度 ＝ ８３ ／ （ ２ ＋ ８３） × １００％ ＝ ９７􀆰 ６％。 粗一致性 ＝
（７４＋８３） ／ （７４＋３＋２＋８３）×１００％ ＝ ９６􀆰 ９％。 约登指数＝
７４ ／ （７４＋３） ＋８３ ／ （２＋８３） －１ ＝ ０􀆰 ９３７，说明试剂盒符合

率较高。
表 ２　 ＥＬＩＳＡ 检测结果统计分析

ＥＬＥＳＡ 结果
评价用血清

阳性血清 阴性血清
合计

阳性 ７４ ２ ７６

阴性 ３ ８３ ８６

合计 ７７ ８５ １６２

２􀆰 ４　 精密度结果平行检测 　 弱阳性样本（２０ 个复

孔），ＯＤ ４５０ 值均值＝ ０􀆰 ３８７，标准差 Ｓ ＝ ０􀆰 ０２２，ＣＶ％ ＝
５􀆰 ６１１％，见表 ３，说明精密度良好，孔间变异较小。

表 ３　 精密度结果统计分析

孔 ＯＤ ４５０
１ ０􀆰 ３８３
２ ０􀆰 ３６０
３ ０􀆰 ３６３
４ ０􀆰 ４１０
５ ０􀆰 ４１１
６ ０􀆰 ３８２
７ ０􀆰 ３６４
８ ０􀆰 ３８７
９ ０􀆰 ４１５
１０ ０􀆰 ４２７
１１ ０􀆰 ３６１
１２ ０􀆰 ４０６
１３ ０􀆰 ３８４
１４ ０􀆰 ３７６

　 　 续表 ３
孔 ＯＤ ４５０
１５ ０􀆰 ３５７
１６ ０􀆰 ３９３
１７ ０􀆰 ４１２
１８ ０􀆰 ４０９
１９ ０􀆰 ３６８
２０ ０􀆰 ３７６
􀭰ｘ±ｓ ０􀆰 ３８７±０􀆰 ０２２
ＣＶ（％） ５􀆰 ６１１

２􀆰 ５　 稳定性结果　 将试剂同时置于 ４ ℃和 ３７ ℃ ７ ｄ
后，同时检测样品的 ＯＤ ４５０ 值，结果见表 ４。，试剂

３７ ℃放置 ７ ｄ 后，检测阴阳性样本 ＯＤ ４５０ 值与试剂

４ ℃放置检测样本 ＯＤ ４５０ 值相比得一比值，具体比值

见下表，均在 ０􀆰 ９ 以上。 这些比值表明热力学破坏实

验中，３７ ℃放置 ７ ｄ 相当于在 ４ ℃放置 １２ 个月，说明

试剂盒稳定性较好。
表 ４　 稳定性实验结果

编号
ＯＤ ４５０ 值及 ＯＤ ４５０ 比值

３７ ℃ ４ ℃ ３７ ℃ ／ ４ ℃

ＮＣ ０􀆰 ０６８ ０􀆰 ０６９ ０􀆰 ９８６
ＰＣ ２􀆰 ５８３ ２􀆰 ６８２ ０􀆰 ９６３
Ｎ１ ０􀆰 ０７８ ０􀆰 ０８３ ０􀆰 ９４０
Ｎ２ ０􀆰 ０５３ ０􀆰 ０５６ ０􀆰 ９４６
Ｐ１ ０􀆰 ８６４ ０􀆰 ８７８ ０􀆰 ９８４
Ｐ２ １􀆰 ６３ １􀆰 ７３１ ０􀆰 ９４２
Ｐ３ １􀆰 ４３８ １􀆰 ４５４ ０􀆰 ９８９
Ｐ４ ２􀆰 ０８ ２􀆰 ２１２ ０􀆰 ９４０
Ｐ５ ０􀆰 ６２２ ０􀆰 ６５３ ０􀆰 ９５３
Ｐ６ ０􀆰 ８９２ ０􀆰 ９１２ ０􀆰 ９７８
Ｐ７ ０􀆰 ８８７ ０􀆰 ９１３ ０􀆰 ９７２
Ｐ８ ０􀆰 ９４１ １􀆰 ００７ ０􀆰 ９３４

　 　 注：ＮＣ，ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ，阴性对照；ＰＣ，ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ，阳性对照；
Ｎ１，阴性样本 １；Ｎ２ 阴性样本 ２；Ｐ１～ Ｐ８，阳性样本 １～８。

３　 讨　 论

钩端螺旋体引起的钩端螺旋体病是一种世界性流

行的自然疫源的人畜共患病［１１］。 长期以来，钩体病的

实验诊断一直是以培养为主，基层单位由于条件的限

制，培养费时又易受污染，所以成功率很低。 宿主在感

染后钩体后会产生多种针对钩体抗原的抗体，因此可

从血清学角度检测针对钩体的抗体作为诊断钩体感染

的依据。 血清学抗体检测试剂的关键在于包被抗原，
而抗原在于有效抗原表位的筛选及融合表达，因此，本
研究将致病性钩体保守抗原成分钩体脂蛋白 ＬｉｐＬ３２
和 ＬｉｐＬ４１ 进行融合表达纯化，作为诊断抗原用于钩体

抗体的 ＥＬＩＳＡ 检测。
用于构建融合基因的技术较多，如产物连接末端

加接头、设置内切酶位点、两个片段之间增加连接序列

等，而我们采用一种高保真、便捷、准确的连接引物

ＰＣＲ 法融合表达 ｌｉｐＬ３２－ｌｉｐＬ４１。 经过目的基因扩增、
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酶切鉴定、测序验证及 ＷＢ 等多步实验证实融合基因

表达成功后，对其进行纯化。 将纯化后的蛋白用于

ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒的包被抗原，在 ＥＬＩＳＡ 中，进行各项

实验条件的选择是很重要的，如包被浓度、包被抗体选

择，酶标抗体浓度等。 我们用棋盘法确定最佳包被浓

度、最佳一抗、酶标二抗稀释比例，并优化反应体系，确
定孵育时间为 ３０ ｍｉｎ＋３０ ｍｉｎ，试制 ＥＬＩＳＡ 法钩体抗体

检测试剂盒。
对试剂盒性能进行评价，结果显示灵敏度为

９６􀆰 １％（７４ ／ ７７），特异度为 ９７􀆰 ６％（８３ ／ ８５），精密度为

５􀆰 ６１１％，稳定性良好，热力学破坏实验结果表明可在

４ ℃稳定储存 １２ 个月，相较于胶体金检测钩体，无论

特异性、敏感性、精密性，还是稳定性均优于胶体金法，
但是在检测时限上，胶体金法明显耗时更短［１２］。 本研

究实验结果与理论预测相一致，我国主要流行钩体均

含有 ｌｉｐＬ３２ 和 ｌｉｐＬ４１ 基因，因此融合蛋白具有很好的

抗原性。
总之，用融合蛋白 ＬｉｐＬ３２－ＬｉｐＬ４１ 包被的 ＥＬＩＳＡ

检测试剂无需培养活钩体，不易感染，安全性更好，所
用方法学简单，无需特殊仪器设备即可在基层单位开

展快速检测，具有较好的经济效益与实用价值。
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绍儿童安全座椅的适用年龄、作用等。
３．３　 儿童安全座椅使用立法需求与现状分析　 安全

座椅的立法工作受到了国内外专家的密切关注，本次

调查结果显示 ８４􀆰 １％的宜兴幼儿家长认为需要制定相

关法律法规要求儿童乘车必须使用安全座椅，高于深

圳市 ７０％的父母认为我国需要制定儿童安全座椅相关

法律［８］，这表明了我市幼儿家长们对于使用儿童安全

座椅的支持及重视。 《中国儿童乘车安全蓝皮书》中世

界卫生组织的数据显示，在发生小轿车碰撞时，儿童安

全座椅能使婴儿的死亡率降低 ７１％，幼儿的死亡率降

低 ５４％。 美国一项关于强制使用儿童安全座椅的立法

效果评估发现，该项法规的执行减少了 ３５％的道路交

通死亡，各种伤害降低了 １７％，儿童安全座椅的使用增

加了 １３％ ［９］。 国际成功经验表示立法强制是关于儿

童安全座椅使用的有效措施。 此外，随着道路交通的

快速发展，居民经济条件的改善，二胎政策的开放，越
来越多的孩子会成为机动车的乘客，促使大众特别是

幼儿家长必须更加关注安全座椅的使用［１０］。 由于我

国国情与发达国家不同，全员接受及使用的过程会较

长，这就更加督促需要有强制的立法及持续有效的宣

传，但如何做好强化执法还需要进一步研究。
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