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雌二醇分子印迹聚合物的制备与应用研究进展
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摘 要: 雌二醇环境内分泌干扰物的滥用及残留对生物体和环境危害较大，其含量低且易受复

杂基质干扰而难以检测。通过分子印迹技术( MIT ) 制备的分子印迹聚合物( MIPs) 以其高选择
性、高稳定性、容易制备等优势，在基质复杂、含量低、危害大的目标物分析检测中备受青睐，雌二
醇分子印迹聚合物( E2-MIPs) 已有较多报道。综述了 2014 ～ 2018 年以来，E2-MIPs 的自由基聚
合、溶胶 －凝胶聚合和表面印迹聚合方法制备及 E2-MIPs 在样品前处理、传感器、膜分离等方面
的应用，并对 E2-MIPs的制备和应用前景进行了展望。
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Advances in the preparation and application of estradiol molecularly
imprinted polymers
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Environment and Chemical Engineering，Dalian University，Dalian 116622; 2． Key Laboratory of
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Ｒesearch，Chinese Academy of Sciences，Yantai 264003)
Abstract: The abuse and residues of estradiol environmental endocrine disruptors are very harmful to
the organism and the environment，and estradiol is difficult to be detected owing to the low content and
the complicated matrices interferences． Molecularly imprinted polymers ( MIPs) prepared by molecular
imprinting technology have versatile advantages of the high selectivity， high stability and easy
preparation． Consequently，MIPs have gained popularity in the analysis of hazardous targets at low
levels in complicated matrices． Among MIPs，a number of studies based on E2-MIPs have been
reported． Herein，related preparation methods and applications of E2-MIPs are reviewed since 2014 －
2018，focusing on free radical polymerization，sol-gel polymerization and the new surface imprinting
methods for E2-MIPs，and their applications in sample pretreatment，sensor and membrane separation．
Finally，the challenges and perspectives of E2-MIPs are proposed．
Keywords: Estradiol; Molecularly imprinted polymers; Sample pretreatment; Sensor; Membrane
separation

雌二醇( E2 ) 是环境内分泌干扰物，其滥用及

残留严重威胁着人类健康［1，2］。20 世纪 80 年代
初，许多国家和组织就已经通过立法来限制或禁止

在动物源性食品中使用甾类同化激素［3，4］。目前，

已开发出多种分析方法来测定复杂样品中的 E2，

包括免疫方法［5］、气相色谱 －质谱法( GC-MS) ［6］、
液相色谱 －质谱法( LC-MS) ［7］等。中国食品安全
国家标准方法利用气相色谱 －质谱法检测奶及奶
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制品中 17β-E2
［8］，方法检测限可达到 0. 5 μg /kg。

然而，环境、食品等样品的基质复杂，干扰物质种类
繁多，加之待测分析物的浓度低，不能直接被分析

仪器检测到，故通常需要进行样品前处理。常用的
样品前处理技术主要包括固、液相( 微) 萃取、超临
界流体色谱法［9］等，但存在时间较长，选择性和吸

附性差，不适合大量的样品分析［10，11］等问题。因
而迫切需要建立先进的检测技术以监控食品和环

境中 E2残留的情况。Zhou 等［12］介绍了环境雌激
素对人体及动物的危害，综述了国内外水中环境雌

激素类物质的分析检测方法及分析该类物质时常

见的样品预处理技术。黄等［13］针对 4 种典型的类
固醇雌激素，对其羟基和酮基衍生化技术、水和固
体样品的前处理技术及仪器检测方法进行了综述，

总结了类固醇雌激素分析方法的研究动态和进展。
分子印迹技术( MIT) 是模拟生物界中抗原 －

抗体间的相互作用，为获得在空间结构和结合位点

上与模板分子完全匹配的聚合物的一种新的制备

技术［14 － 17］。MIPs 的制备技术可根据预组装过程
中单体和模板分子之间结合力的不同分为三种:共

价键法、非共价键法和半共价键法。其中半共价键
法将单体和模板分子组装时依靠共价键结合力，而

在识别阶段依靠的是非共价键结合，改善了非共价

键方法中非特异性结合位点的存在造成对模板分

子特异性结合能力降低的问题。近年来 MIPs已广
泛应用于环境、食品、医药等不同领域的痕量分析
物的预浓缩和分离［18］，在 E2污染物富集和检测方

面的研究也日益增多，左海根等［19］综述了 2014 年
之前的 E2-MIPs的基础理论、制备方法、结构表征
及应用方面的进展。本文主要总结 2014 ～ 2018 年
以来，E2-MIPs 的自由基聚合、溶胶 －凝胶聚合和
表面印迹聚合方法制备及 E2-MIPs在样品前处理、
传感器、膜分离等方面的应用。
1 雌二醇分子印迹聚合物的制备
1. 1 自由基聚合与溶胶 －凝胶聚合

MIPs的制备方法主要有两种机理［20］，1) 基于
连锁聚合机理的自由基聚合; 2 ) 基于逐步聚合机
理的溶胶 －凝胶过程。目前使用最多的是自由基
聚合法。
关于 E2-MIPs的自由基制备方法多以本体聚

合、原位聚合和沉淀聚合为主。左海根等［21］以
17β-E2为模板分子，2 － ( 甲基丙烯酰氧) 乙基磷酸
酯为功能单体，三羟甲基丙烷三甲基丙烯酸酯为交

联剂，偶氮二异丁腈( AIBN) 为引发剂采用热聚合

的方式成功制备了 E2-MIPs。郑文倩等
［22］以 E2为

模板，甲基丙烯酸( MAA) 为功能单体，乙二醇二甲
基丙烯酸酯( EGDMA) 为交联剂，采用原位聚合法
制备了一种新型分子印迹聚合物整体棒。Guo［23］

等采用原位聚合法以 E2为模板，MAA 为功能单
体，EGDMA 为交联剂，AIBN 为引发剂，制备了雌
二醇分子印迹柱 ( E2-MIMC) 。Du 等［24］采用沉淀
聚合法以 17β-E2为伪模板，制备 2 －甲氧基雌二醇
( 2-ME) 限进介质 MIPs。Ming 等［25］采用沉淀聚合
与表面印迹技术相结合的方法，以 E2为模板，在

Fe3O4微球表面引入丙烯酸( AA) ，合成了一种新型
的磁性核壳 MIPs。

Li等［26］采用溶胶 －凝胶技术制得了 Fe3O4@
SiO2-Dye-SiO2微球，在其表面引入了 ＲAFT 链转移
剂，继而以所得 Fe3 O4@ SiO2-Dye-SiO2-ＲAFT 为基
质，E2为模板通过可控活性沉淀聚合法制备了磁

性荧光粒子 MIPs。林瑜琳［27］等通过溶胶 －凝胶
法制备 Ｒu ( bpy ) 2 +

3 /MWCNTs-Nafion-SiO2修饰电

极，以 E2为模板制得分子印迹 －电化学发光传感
器( ECL-MIPs) ，提高了修饰电极的灵敏性。
1. 2 表面印迹
表面印迹法是可以增大传质速率、提高 MIPs

识别位点利用率的一种印迹方法。其在固定相基
质表面进行聚合反应，分子印迹识别位点即可分布

在聚合物表面或固定相基质的表面，有利于模板分

子的洗脱和重新结合［28］。
Gao［29］等将表面分子印迹技术与磁分离相结

合，用 AA在磁 Fe3 O4@ NH2上涂布一种新型单分

散分子印迹层后，以 E2为模板，Fe3O4@ NH2作为支

撑材料合成了 MIPs。Wang 等［20］结合表面印迹和
中空多孔聚合物制备技术，以中空的二氧化硅

( SiO2 ) 为支撑材料，E2为模板，制备了单分散、形
貌规则的中空 MIPs 微球( H-MIPs) 。Hao 等［30］通
过表面印迹技术以 E2为模板，制备了水溶性核 －

壳型 E2-MIPs。Ning 等［31］采用表面印迹技术以
GOFe3O4为载体，E2为模板制备出氧化石墨烯分子

印迹聚合物复合膜 ( GOFe3 O4-MIPs) ，用于从食品
样品中去除 E2。Chen［32］等采用表面印迹的方法
以改性的 SiO2纳米球粒子为壳体，以 E2为模板制

备了单分散分子印迹空心球。
2 雌二醇分子印迹聚合物的应用
目前关于 E2-MIPs 的应用主要集中在样品前

处理、传感器和膜分离等方面。分子印迹样品前处
理技术能选择性萃取目标分析物，同时去除基体干
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扰，在复杂样品的痕量分析中得到了广泛应用。在
进行样品前处理时，MIPs作为吸附材料，用于萃取
E2。E2-MIPs与传感器联用集成了两种技术的优
点，既保留分子印迹的高选择性与识别性，又兼具

传感器高灵敏度的优势。分子印迹膜( MIM) 具有
很高的吸附选择性、吸附容量、识别性，不受酸碱等
环境因素的影响，有利于商品化生产，已广泛应用

于分离科学和传感器等领域。
2. 1 雌二醇 MIPs在样品前处理中的应用
2. 1. 1 雌二醇分子印迹固相萃取 固相萃取
( SPE) 的原理是利用被分析物及杂质与固相 ( 填
料) 表面的活性基团之间作用力大小的差异实现

目标物的分离富集。SPE 是用于分析环境水体中
的雌激素最具历史意义的提取和预浓缩技术，现在

也有越来越多的选择性吸附剂的使用可提高此技

术的吸附去除效果，例如 MIPs。从这个意义上说，
MIPs-SPE已经被广泛用于从废水中去除雌激素污
染物，也用于雌激素的微量分析。因此采用高选择
性的 MIPs 作为 SPE 吸附剂可实现目标分析物的
高效萃取富集固相萃取，MIPs-SPE技术发展迅速。

Hao等［30］采用表面印迹技术首次尝试将明胶
作为功能单体、E2为模板共聚合成了一种新型的

磁分子印迹纳米颗粒，该 MIPs 作为吸附剂用于在
环境水样中萃取 E2，吸附量 12. 87 mg /g，LOD 为
0. 04 ng /mL，ＲSD 分别小于 4. 6%和 5. 7%。Chen
等［32］采用表面印迹法以 E2为模板，改性的 SiO2纳

米球粒子为壳体，合成了具有优异的亲和力单分散

分子印迹空心球，将制备的 MIPs 作为吸附剂进行
快速 分 离 和 测 定，最 大 吸 附 量 ( Qmax ) 为

44. 5 μmol /g，LOD 为 0. 1 ～ 0. 26 mmol /L，建立了
HPLC-SPE测定环境水样品中痕量 E2的新方法。
Wang 等［33］采用热可逆半价印迹法合成了一种
MIOMS-ir 印迹吸附剂，建立了 MIOMS-ir-PT-SPE-
LC-FLD方法萃取 E2，Qmax为 250 μg /g，而 NIOMS-ir
的 Qmax为 25 μg /g，该方法不仅结合了 PT-SPE的优
点如易于组装、低成本、高萃取效率，而且合成了具
有大比表面积和高吸附容量的介孔材料可以吸附

去除环境中的痕量 E2新型污染物。Yang 等［34］采
用纳米 LC-CEC纳流喷雾与 MS 偶联的方法，通过
两个浓度水平的回收研究验证了与 UV-MS 偶联的
LC-CEC 技术可更好的分离 11 种雌激素化合物，
分别在 13 ～ 20 min 内实现了基线 E2和 ZAL 差向
异构体分离。Xiong 等［35］采用本体聚合以 E2为模

板分子，制备了可切换的拉链型温敏性 E2-MIPs，

并将其用于分散固相萃取，相比于非印迹聚合物

( NIPs) ，MIPs 含有 E2的特异性识别位点，吸附量

高达 8. 78 mg /g，E2-MIPs-DSPE 结合 HPLC-UV 检
测，LOD和 LOQ分别为 4. 81 μg /L和 16. 03 μg /L。
山羊奶样品中 3 个浓度的加标回收率为 76. 2% ～
89. 7%，E2-MIPs-DSPE 显示了满意的选择性识别
和萃取富集效果，可应用于实际样品中 E2的前处

理和检测分析，结果显示具有开 /关可切换功能的
该类 MIPs的制备有望为污染物的检测和去除提供
方便、经济有效和环保的思路。
2. 1. 2 雌二醇分子印迹固相微萃取 固相微萃取
( SPME) 是在固相萃取的基础上发展起来的一种
新型的样品前处理技术，是一种集取样、萃取、富
集、进样于一体的无溶剂技术。MIPs 涂层由于制
备简单、耐溶剂性好、能够反复使用、耐高温和机械
强度较高尤其是具有高效选择特异性的优点可适

用于复杂环境介质中的痕量目标物分析，应用前景

广阔，已成为选择性 SPME涂层的研究热点之一。
Hu等［36］采用改进的多共聚法以 E2为模板制

备了 17β-E2-MIPs 涂层硅纤维，通过 SPME-HPLC
相结合的方法对渔业样品中痕量 E2进行分析，

LOD为 0. 98 ～ 2. 39 μg /L，在样本中的回收率分别
为 80. 0% ～83. 6%和 85. 0% ～ 94. 1%。Lan 等［37］

以磁性 ZIF 复合材料( Fe3O4@ ZIF) 为载体制备了
一种新型的分子印迹膜涂层，可用于复杂矩阵的自

动化 SPME系统检测，可重复性好，效率比传统印
迹膜高 250 倍。对 MZMIP-SPME 系统的提取性能
进行了高通量分析，发现该涂层具有良好的重现

性，回收率 ＞ 80%，ＲSD ＜ 8%。总的来说，新开发
的 MAMIP涂层的 SPME纤维适合于在复杂的食品
样品中快速提取出痕量 E2。
2. 1. 3 雌二醇印迹搅拌棒吸附萃取 搅拌棒吸附
萃取是一种新型的环境友好型样品前处理技术，先

使目标化合物在样品基质和搅拌棒表面涂敷的高

分子材料涂层之间达到分配平衡，然后利用热脱附

或溶剂脱附技术进样分析。Turiel 和胡玉玲［38］等
较早的在玻璃毛细管中合成了不同尺寸的 MIPs固
相微萃取整体棒，并应于实际样品的萃取分析。然
而，目前有关分子印迹整体材料在微萃取方面的应

用报道较少。
许志刚等［39］采用双酚 A 和 E2为双模板在自

制搅拌棒基体上固载了双模板 MIPs 涂层，得到双
模板分子印迹吸附萃取搅拌棒，对双酚类和类固醇

类雌激素均具有较好的选择性萃取效果，并可直接

应用于水相样品中双酚类和类固醇类雌激素的同
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时萃取分析，加标 10 μg /L 的河水和湖水样品，其
回收率分别为 71. 2% ～ 96. 4%、62. 8% ～ 98. 0%。
郑文倩等［22］采用原位聚合法以 E2为模板制备了

一种新型 MIPs 整体棒，联用 HPLC 应用于环境水
样中类固醇雌激素的萃取分析，能满足复杂样品痕

量分析的要求，线性范围为 0. 5 ～ 50 μg /L、加标回
收率为 94. 6% ～ 103. 7%，ＲSD 为 2. 4% ～ 4. 9%，
该方法简便、易于操作，能实现水相样品中类固醇
类雌激素的选择性萃取分析。Guo 等［23］采用原位
聚合法以 E2为模板合成了 E2-MIMC，采用 C18反相

色谱柱联用分子印迹色谱柱，建立了一种新颖可靠

的 MIMC － 2D-LC 方法，用于化妆品中 E2的测定，

具有良好的选择性、灵敏度、高效率和重现性，线性
范围为 0. 5 ～ 50 μg /g，LOD为 80 ng /g。
2. 1. 4 雌二醇分子印迹磁材料萃取 磁材料萃取
是将 MIPs 修饰在磁性纳米微球( 如 Fe3 O4磁性微

球) 表面形成了分子印迹磁性微球，这种材料在使

用时通过磁性分离就可以将吸附目标化合物的微

球和样品基质快速分离使整个样品前处理过程变

得简单易行。
Gao等［29］将表面分子印迹技术与磁分离相结

合，用 AA在磁 Fe3 O4@ NH2上涂布了一种新型单

分散分子印迹层后在其表面接枝双键，以 E2为模

板，Fe3O4@ NH2作为支撑材料合成了 MIPs。将其
作为固相萃取从牛奶中萃取 E2，回收率为

88. 9% ～92. 1%，表明了 MIPs 作为固相萃取剂在
快速、高效、低成本的样品分析方面的潜在应用。
Hao等［30］通过表面印迹技术以 E2为模板，将明胶

作为功能单体合成了一种新型的磁性分子印迹纳

米颗粒，用于在环境水样中萃取 17β-E2，建立了

SPE-HPLC 检测环境水样中 E2 的方法，LOD 为
0. 04 ng /mL，ＲSD 分别小于 4. 6%和 5. 7%。Peng
等［40］采用种子聚合法将光响应、磁性分离和表面
印迹相结合，制备了光响应分子印迹微球 ( PM-
MIMs) ，应用 PM-MIMs 快速分离萃取 17β-E2并进

行 HPLC-UV测定，LOD为 0. 18 μmol /L和 LOQ为
0. 62 μmol /L，样品的加标回收率高达 97. 5% ～
113. 0%，ＲSD ＜4. 4%。
2. 2 雌二醇分子印迹传感器
除了样品前处理，MIPs 在传感领域的应用是

又一个重要方面［41，42］。分子印迹技术与传感器联
用可以集成两种技术的优点，既保留分子印迹的高

选择性与识别性，又兼具传感器高灵敏度的优势。
通常，将 MIPs制成敏感膜或可填充的多孔珠，作为
传感器的识别单元固定在传感器与待测物的接触

界面。与传统化学传感器相比，分子印迹传感器对
待测物具有高选择性、广泛性和预构性［43 － 45］。
E2-MIPs的传感应用主要包括电化学检测

［46］和荧

光分析法［47］两类。
2. 2. 1 分子印迹荧光传感器 荧光分析法是一种
高灵敏度的分析方法，具有操作简单的优点，在生

物传感检测方面具有广泛的应用。Ming 等［25］采
用沉淀聚合与表面印迹技术相结合的方法，在

Fe3O4的表面引入 AA，以 17β-E2 ( 做为两步升温沉

淀聚合的模板 ) ，合成了一种新型的磁性核壳

MIPs，对其进行选择性和敏感荧光检测，以荧光素
的竞争解吸为基础，从中提取荧光信号，简化了分

析过程，提高了效率，所得的 M-MIPs 具有理想的
球形形态和磁性。此研究成功地集成了表面印迹、
竞争吸附、磁分离和荧光检测技术，ＲSD 为
1. 1% ～3. 8%。因此，基于 M-MIPs 的方法可以提
供一种简单、快速、方便、成本效益和环境友好的方
法，可以对痕量的非荧光分子进行高度选择性和灵

敏的识别和检测。
2. 2. 2 分子印迹电化学传感器 张笑言等［48］以
对氨基苯硫酚作为印迹聚合功能单体，通过 Au-S
共价键连接在用于信号放大的纳米金颗粒表面，并

利用氢键与 E2形成单层膜，最后将上述电极在含

有 E2和对氨基苯硫酚的溶液中进行电聚合，形成

具有大量印迹位点的聚合物膜，用电化学循环伏安

法和电化学阻抗谱对修饰电极进行表征，在电极表

面自组装制备了 E2-MIPs，用计时电流法测量溶液
中 E2在 1. 0 × 10 －8 ～ 1. 0 × 10 －12 mg /mL 范围内，
LOD为 1. 51 × 10 －12 mg /mL，相同条件下制备的
6 支电极都具有良好的重复性 ( ＲSD 为 2. 5%，
n = 6) 。相对于未修饰 Au-NIPs 的印迹金电极，这
种方法则具有更宽的线性范围。在电极的再生过
程中，用体积比 9: 1 的二甲基亚砜 － HCl 溶液
30 min /次进行 3 次再生后，传感器响应电流恢复
到 95%以上，经这种方法再生的电极也可多次重
复使用。Han 等［49］用金纳米粒子 ( Au-NIPs ) 和
MIPs共同修饰了玻碳电极( GCE) ，在 GCE 表面电
沉积，用于增加电极表面积，放大传感器信号，然后

将 p-氨基噻吩与 AuNPs通过 Au-S 键结合，E2模板

通过与 p-氨基噻吩中氨基的氢键形成，进一步聚
集在 ATP单层上，发明了一种用于快速检测 E2的

分子印迹电化学传感器。采用循环伏安法和电化
学阻抗谱法对改性电极进行了表征并对其参数进

行了优化，在最优条件下该电化学传感器对于 E2
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的线 性 检 测 范 围 为 1. 0 × 10 －7 ～ 1. 0 ×
10 －12mg /mL，LOD 为1. 28 × 10 －12 mg /mL。检测结
果表明，该传感器可以放大电化学传感器的信号，

从而扩展了测量的范围，具有良好的重现性、稳定
性和选择性。林瑜琳等［27］通过溶胶凝胶法制备了
Ｒu( bpy ) 2 +

3 /MWCNTs-Nafion-SiO2修饰电极，即在

金电极表面通过 MWCNTs 的静电吸附作用与
Nafion膜的离子交换作用结合纳米 SiO2固定化

Ｒu( bpy) 2 +
3 ，制得 ECL-MIPs，提高了修饰电极的灵

敏性，在优化条件下，即 pH 7. 4磷酸盐缓冲溶液中，
以扫速100 mV/s富集20 min，对17β-E2进行检测，电

化学发光强度与 17β-E2浓度在 0. 03 ～ 2. 00 μg /L
范围内有良好线性关系，LOD 为 6 ng /L。此传感
器可用于实际水样中的 17β-E2的检测，回收率为

88. 7% ～105. 0%。Li等［50］提出了一种基于 Fe3O4

纳米颗粒的石墨烯 ( Fe3 O4-MIP@ ＲGO) 材料制备
出的分子印迹电化学传感器，利用可逆加成链转移

( ＲAFT) 聚合技术在水中检测 17β-E2的方法。该
电化学传感器可以通过对 17β-E2前后的响应电流

变化来检测 17β-E2。此外，Fe3O4-MIP@ ＲGO 传感
器对17β-E2具有较高的选择性和灵敏度。该 MIPs
电化学传感器在水中 17β-E2检测中具有广阔的应

用前景。
2. 3 雌二醇分子印迹膜分离
分子印迹膜 ( MIM ) 是采用分子印迹技术人

工合成对印迹分子具有专一识别性的新型分离

膜。它通过在膜制备过程中引入印迹分子，使膜
材料具有分子记忆与识别能力。随着分子印迹
技术和膜制备技术的发展，新型分子印迹膜技术

不断涌现，新型 MIM 具有很高的吸附选择性、吸
附容量、识别性，不受酸碱等环境因素的影响，有
利于商品化生产，已广泛应用于分离科学和传感

器等领域。
Xiao等［51］以 17β-E2为模板分子，APTES 为功

能单体，TEOS为交联剂采用原位聚合方法制备了

新型的纸基 MIPs，建立了一种新型的基于纸张的
检测 17β-E2的纸层析方法，与其他方法相比，该方

法能够完全满足国家标准要求中对牛奶和尿液中

17β-E2分别为 0. 25 μg /kg 和 0. 25 μg /kg 的检测
限，短时间内可完成吸附、洗脱和检测过程，实现了
高效的检测，可在食品样品和临床中实现对17β-E2

的定性和半定量检测。在 MIPs 结合 MIM 的领域
内检测样品中痕量的 E2将有无限的发展空间。
3 结论与展望
近年来，国内外已开始关注 E2等新型环境污

染物的污染问题，相关研究逐渐展开，特别是对 E2

的分析检测要求日益提高。各种 E2-MIPs 的制备
和应用已取得较大进步，在样品前处理、传感和膜
分离三方面为分析检测提供了有力支撑。与此同
时，E2-MIPs 的制备和应用方面仍有较大发展空
间，例如: ( 1 ) E2-MIPs 仍然存在传质慢、结合量
低、在水相中不均匀分散等缺陷，因此其制备技术
还要不断发展，比如可以结合刺激响应、复合材料
或者核壳材料等制备新型的 MIPs，提高吸附量。
进一步发展表面印迹技术、开发新的印迹方法，探
索温和的印迹条件。采用双 /多功能单体、发展新
的功能单体或者接枝亲水性刷等措施来解决水相

均匀性。另外，不断借鉴和吸收其它领域的新兴技
术，如新型材料 /载体的使用、可控 /活性自由基聚
合、嵌段共聚物自组装技术、微流控技术等，不断提
高 E2-MIPs的印迹性能。
( 2) 在印迹机理方面相对不是很完善，缺乏定

量和系统研究，亟需增强机理研究，发展定量和系

统的研究手段。采用计算机模拟、分子动力学等，
发展分子识别理论，有望从理论上预测材料识别

性能。
( 3) 如何有助于深入研究 E2的环境过程、毒性

效应以及生态健康风险评价等方面，也是今后研究

E2-MIPs利用面临的迫切问题。
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