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牛蒡根氯仿提取物有效组分分离及其抗肿瘤活性的
研究
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恶性肿瘤是危害人类健康的主要疾病之一。肿

瘤的三大疗法中，药物治疗占有重要的地位。很多

来源于天然产物的单体或有效组分的抗肿瘤作用

及其机制已经得到公认，不仅为癌症治疗提供了新

的理论及依据，也为抗肿瘤药物的筛选提供了广阔

的空间。牛蒡（"#$%&'()*++* 2*）是菊科牛蒡属草本

植物，其根、茎、叶、果实均可作为草药使用e(f。目前

研究主要集中于法定的药用部位牛蒡子，其有效成

分牛蒡子苷具有明确的抗肿瘤活性e!f。牛蒡根尚未
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列为药用部位，但所含的营养成分较丰富，已作为

蔬菜及保健食品广为食用!"#。牛蒡根具有抗细菌和

真菌作用，也可降血脂、保护肝脏!$%&#。笔者的前期研

究发现，牛蒡根提取物对某些肿瘤细胞存在一定的

抑制作用，并对化疗药物有减毒增效的作用!'#。进一

步的成分分析发现，牛蒡根中仅含有极少量的牛蒡

子苷，表明还有其他有效成分发挥了抗肿瘤作用。

为此，笔者对牛蒡根中抗肿瘤活性较强的氯仿提取

物进行分离提取，采用体外筛选的方法明确其活性

组分，进一步从细胞周期、凋亡、免疫功能和逆转耐

药等方面探讨其可能的抗肿瘤机制。

! !"#$%

()* !"#$

*)*)* 主要仪器 +,

-

孵育箱（美国 ./012 公司）；

3456467/ 8-99 :., 型全波长多功能酶标仪 ;奥地利

</1=4 公司>；+?@A* 型倒置显微镜（日本 ,BCDEFG

公司）；H& 孔板（德国 IJ/64/JK62 公司）；流式细胞分

选仪 LM/（N62O.=P Q=K2J=72J6/G 公司）；流式细胞仪

（RS+L+=472!）。

*)*)- 试剂 牛蒡根为市售品；.:83*&A9 培养液

（I3N+, 公司）；小牛血清（+,.T3TI 公司）；8<<、

刀豆蛋白（北京欣经科生物技术有限公司）；石油

醚、乙醚（天津市化学试剂三厂）；碘化丙啶 :3（索莱

宝科技有限公司）；.T=G/ S（索莱宝科技有限公司）。

*)*)M 细胞株 小鼠骨肉瘤细胞 L*U9、人白血病细

胞 ?V&-、耐阿霉素人白血病细胞 ?V&-W,- 均由天

津市医药科学研究所肿瘤药理室传代保存。

*)- !"%&

*)-)* 样品的制备

*)-)*)* 溶剂提取法制备氯仿提取物：取市购新鲜

牛蒡根（!"#$%&'()**) +)）（经天津中医药大学马琳

教授鉴定为真品），切制成片，干燥后粉碎。用 U 倍

量的乙醇渗漉法提取，过滤。滤液减压浓缩后的醇

浸膏，加水使混悬。用氯仿萃取后，减压回收溶剂，

得氯仿层提取物。

*)-)*)- 硅胶柱层析法分离不同组分：取 *99!-99

目硅胶，玻璃管柱干法装柱，敲打均匀，静置过夜。

氯仿层提取物浸膏 M X 用氯仿溶解后加入硅胶搅拌

均匀，放置过夜，氯仿自然挥干。次日装柱，将搅拌

均匀的样品铺于玻璃柱硅胶表面上端平面。加注洗

脱液，依次为石油醚O乙醚（A9"*）、（-V"*）、（U"*）和

（M"*），每种比例洗脱液 V99 DQ。洗脱液沿柱内壁缓

慢加入，经柱分离后的洗脱液依次用 *9 DQ 试管盛

装。取各试管样品 *9 "Q，点样于活化后的硅胶薄层

板底边 U DD处，以氯仿O甲醇（H：*）展开。待展开 U 1D

后取出，挥干溶剂，喷以磷钼酸显色剂，*9V#加热至

显色清晰。选取斑点集中的合并，减压回收溶剂，将

浓缩物再低温真空干燥后，称重计算收率。

*)-)- 各组分成分初步鉴定

*)-)-)* 化学法鉴定组分成分：取 A 个组分样品，用

适量醋酐溶解，沿试管壁加入浓硫酸数滴，观察在

两液交界处显色反应（Q6/K/JD=44ONFJ1Y=JP 实验）

或滴入碘化铋钾沉淀试剂，观察试管内是否有橘红

色沉淀产生（碘化铋钾沉淀实验）。

*)-)-)- <Q+ 法鉴定组分成分：取活化后的硅胶薄

层板，将待鉴定的 QO*、QO-、#O谷甾醇和齐墩果酸

标准品分别用氯仿溶解，各取 *9 "Q，点样于距薄层

板底边 U DD 处。以石油醚O乙酸乙酯（*"*）展开。待

展开 U 1D 后取出，挥干溶剂，喷以磷钼酸显色剂，

*9V#加热至显色清晰。

*)-)M 样品对体外培养肿瘤细胞生长的影响 取

接种肿瘤细胞 &ZU P 生长良好的 L*U9 荷瘤小鼠，无

菌条件下抽取腹水，:NL 洗涤 - 次。用含 *9[小牛

血清的 .:83*&A9 液调整细胞浓度至 *$*9

&

WDQ 单

细胞悬液。另取对数生长期 ?V&- 细胞，用 *9[小牛

血清的 .:83*&A9 液调整细胞浓度 *$*9

V

WDQ。两种

细胞分别以每孔 *99 "Q 分别接种于 H& 孔板中。空

白对照组加常规培养液，待测样品组加入含相应浓

度的有效组分溶液，使反应体系为 -99 "Q。每组平

行 A 孔。M'#、V[+,

-

培养箱中培养 '- Y 后，离心，

小心弃去上清，每孔加入 8<<（9)V XWQ）*99 "Q，继续

培养A Y弃去上清，每孔再加入二甲基亚砜（\8L,）*V9

"Q，用微量振荡器振荡 *9 D64 使结晶物充分溶解。

以酶标仪于 V'9 4D 波长下检测每孔的光密度（,\）

值，按下式计算细胞生长抑制率。生长抑制率

（3.，[）]（*O实验组 ,\W空白对照组 ,\）$*99[。细

胞抑制率对剂量对数做线性回归方程计算 3+

V9

值。

*)-)A 流式细胞术测定有效组分对 ?V&- 细胞周

期及凋亡的影响 取对数生长期 ?V&- 细胞，用

含*9[小牛血清的 .:83*&A9 液调整细胞接种于

-V 1D

- 培养瓶中。空白对照组加常规培养液，待测

样品组加含有一定浓度有效组分溶液，于 M'#、V[

+,

-

培养箱中培养 '- Y。取各组细胞用冷 :NL 洗涤

- 次，离心，用 '9[的乙醇溶液，A#固定 -A Y，:NL 洗

涤 - 次后，加 .T=G/S，终浓度为 V9 "XWDQ，M'#孵育

M9 D64，加入 :3，终浓度为 -9 "XWDQ，避光，M'#孵育

M9 D64，流式细胞仪分析细胞周期。另取对照组和待

测样品组细胞，分别加 :NL 缓冲液将细胞吹悬，加

入试剂盒配套的 *$K64P64X KF55/J 缓冲液中，用膜联

蛋白 （̂S44/_64 ^）与 :3 染料避光孵育 *V D64，上

沈洪昇，等)牛蒡根氯仿提取物有效组分分离及其抗肿瘤活性的研究!
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流式细胞仪检测细胞凋亡情况。

!"#"$ 样品对淋巴细胞增殖的影响 昆明种小鼠

颈椎脱臼处死，无菌条件下取出脾脏。用 ! %& 注

射器吸取冷 '()*!+,- 液，将小鼠脾淋巴细胞透过

脾脏包膜冲出。收集脾淋巴细胞，调整细胞浓度至

,!!-

+

.%&。以每孔 /$ !& 加于 0+ 孔板中，再加入

#- !1.%& 的 2345 溶液 #$ !&。设置空白对照组、

2345 对照组和待测样品组，每组平行 , 孔。空白对

照组和 2345对照组加常规培养液，待测样品组加入

含相应浓度的有效组分溶液，使反应体系为 #-- !&。

于 6/"、$728

#

培养箱中培养 /# 9。用 ):: 法

（!"#"6 项下步骤）在 $/- 4% 检测 8; 值。

!"#"+ ):: 法检测样品对 <$+#.8# 细胞耐药性的

影响

!"#"+"! 样品对 <$+#.8# 细胞增殖能力的影响：取

对数生长期 <$+#.8# 细胞，用 !-7小牛血清的 '(#

)*!+,- 液调整细胞浓度 !!!-

$

.%&，以每孔 !-- !&

接种于 0+ 孔板中。空白对照组加常规培养液，待测

样品组加入含相应浓度的有效组分溶液 !-- !&，每

组平行 , 孔。6/"、$728

#

培养箱中培养 /# 9 后，用

):: 法（!"#"6 项下步骤）在 $/- 4% 检测 8; 值。

!"#"+"# 样品对 <$+#.8# 细胞耐药性的影响：取对

数生长期 <$+#.8# 细胞，以 !!!-

$

.%& 接种于 0+ 孔

板中，每孔 !-- !&，再加入不同浓度的阿霉素溶液

及一定浓度的样品溶液各 $- !&。平行设 , 个复孔，

培养板 6/"、$728

#

培养箱中培养 /# 9。用 ):: 法

（!"#"6 项下步骤）在 $/- 4% 检测 8; 值，计算细胞

抑制率及 *2

$-

。同时，测定阿霉素对<$+#细胞的 *2

$-

，

用于计算耐药倍数（耐药指数=耐药细胞 *2

$-

.敏感

细胞 *2

$-

）。

! !"

#"! !"#$% >-- 1 牛蒡根粉末，经乙醇渗漉

提取的浸膏，用氯仿萃取得提取物 !/"+ 1。取 6 1 浸

膏经硅胶柱洗脱分离后得到 &?!、&@#、&@6 和 &@,，

分别为 /$"+#,、+,"!6,、0/"-+, 和 6!-"++! %1。各部

分收率分别为 -"-$$7、-"-,/7、-"--/7和 -"##>7。

其中组分 &@! 为淡黄色黏稠液体、组分 &@# 为白色

固体、组分 &@6 和 &@, 均为褐色固体。

#"# &'()(*+,-

#"#"! 化学法鉴定组分成分 &ABCBD%E44@FGDH9EDI

反应中，在两液交界处，&@! 最终显暗绿色，&@# 显

紫红色环，组分 &@6 和 &@, 显色不明显。表明 &@!

主要成分可能含有甾体类成分，而 &@# 显紫红色环

则可能含有三萜类成分。各组分的碘化铋钾沉淀反

应实验未见明显的橘红色沉淀，初步判定各组分中

不含生物碱成分。

#"#"# :&2 法鉴定组分成分 在 &@! 和 &@# 色谱

中，分别与 "@谷甾醇和齐墩果酸对照品色谱相应

位置上显示相同的斑点，表明 &@! 组分中可能含有

"@谷甾醇成分，而 &@# 组分中可能有齐墩果酸成

分，见图 !。

#"6 !"./012345678#9: 与细

胞对照组相比，牛蒡根提取物甾体类组分（&@!）、

三萜类组分（&@#）、&@6 和 &@, 对小鼠 J!>- 细胞

抑制活性都较强，在一定浓度范围内基本上保持

明确的量效关系，见表 !。表 # 结果显示，在 !0"$6$

+#$"-- !1.%& 浓度范围内 , 个组分对 <$+# 细胞增

# " $%&'()*+,- #$%./-01!"

&'( " #$% )*+,-./,(+.- .01 '120/'3')./',0 +2456/4 ,3 )*6,+,3,+-

27/+.)/ 3+,- /*2 +,,/4 ,3 !"#$%&'()**)

&@# 齐墩果酸&@! "@谷甾醇

组别 剂量 &@! &@# &@6 &@,

（!1.%&） 8;值 8;值 8;值 8;值

对照组 !"#!>%-"->- !"#>!%-"!$/ !"#>!%-"!$/ !"#!>%-"->-

!"0$ -"+>+%-"+!-K -"+/!%-"-!6K -"+>6%-"-#6K -">/6%-"-$,K

6"0! -"+,$%-"!->K -",/0%-"-!!K -"$+0%-"-!6K -"/,/%-"!>-K

实验组 /">! -"+6-%-"-+/K -"6>$%-"-#-K -"60>%-"-!/K -"+/!%-"!,#K

!$"+6 -"$$#%-"-,!K -"!0-%-"-!>K -"$-/%-"-#/K -"$!6%-"->!K

6!"#$ -",/#%-"-#,K -"!6-%-"-!-K -"#>+%-"-->K -",!-%-"-,#K

*2

$-

$"/>-%#",+- !"00-%-"!6- #"#>-%-"#>- 0"+6-%!",,-

2 " $%&-3+4 8"9:56789!"

#.; " %</,/,7')'/< ,3 )*6,+,3,+- 27/+.)/ 3+,- /*2 +,,/4 ,3 +",$%&'()**) '0 8"9: )2664

注：与对照组相比，K!L-"-!
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注：!：对照组；"：甾体类组分组；#：三萜类组分组

! ! "#$%&'()*+,'(-. "#$%/012345678

&'( % )*+ +,,+-. /, 0.+1/'234 -/56/7+7.8 372 )1'6+16+7/'28 -/56/7+7.8 /7 -+448 -9-4+ 372 36/6./8'8 /, ":$! -+448

组别 剂量 $%& $%' $%( $%)

（!*+,$） -. 值 -. 值 -. 值 -. 值

对照组 /0()&!/1/'& /1()&!/1/'& /1(2(!/1/&3 /1(2(!/1/&3

&314( /1'()!/1/&45 /0'3/!/0/(' /0'64!/1//6 /1'3'!/1/'2

(31/7 /1')(!/1/'&5 /1'(4!/1/&)5 /1'2)!/1/&'5 /1'77!/1/'/5

实验组 261&( /1'&2!/1/&35 /1&3&!/1/&65 /1'46!/1/&35 /1')3!/1/(&5

&471'4 /1&26!/1/&(5 /1&('!/1/&35 /1'&&!/1/'75 /1'/3!/1/&75

(&'14/ /1&)6!/1//35 /1&/7!/1/('5 /1&3&!/1/&35 /1'/2!/1/&45

7'41// /1&(/!/1//45 /1/6&!/1//&5 /1&4)!/1/&'5 /1&64!/1//65

8#

4/

'/)14//!'1)7/ &&2147/!''132/ ('61'4/!()1'4/ 4(/1(&/!6/1')/

9 ! "#:-;<. ":$!/0=>?6@A

)3; ! <9././='-'.9 /, -*4/1/,/15 +=.13-. ,1/5 .*+ 1//. /, !"#$%&'()**) '7 ":$! -+448

殖的抑制率有明显不同，其中三萜类组分 8#

4/

最低，

在此浓度范围内存在明确的量效关系，较其他样品

效果最好。

'1) !"#$%&'()*+, 947' #$-./

01234 与正常对照组相比，牛蒡根甾体类组分

（'4/ !*+,$）并没有对 947' 细胞周期产生明显影

响。而三萜类组分（&// !*+,$）可使 947' 细胞 :

/

+

:

&

期细胞比例显著增加，; 期细胞比例显著减少

（!</1/4）。 对照组、甾体类组分及三萜类组分凋亡

率分别为：（41& !/1(）=、（'&06 !'0)）=和 （(60/ !

'06）=。与对照组相比，两组分均明显诱导 947' 细

胞凋亡（均 !</0/4），见图 ' 和表 (。

注：与对照组相比，5!</0/&

沈洪昇，等0牛蒡根氯仿提取物有效组分分离及其抗肿瘤活性的研究!
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!"# !"#$%&'()*+, 从表 $ 来看，

%&'( 在体外能明显促进小鼠脾淋巴细胞的增殖。

牛蒡根三萜类组分在 )"!#!!** !+,-. 时有促进细

胞增殖的趋势，但总体均没有剂量依赖关系。甾体

类组分在所测试的浓度范围内对小鼠脾淋巴细胞

大多表现出抑制增殖的作用。

!/) 011-./!"#2#)!,3!&0123*+,

!/)/4 样品对 2#)!,3! 细胞增殖能力的影响 由

表 # 结果看出，测试的最高浓度基本上未达到 #*5

抑制率，说明有效组分对耐阿霉素细胞株 2#)!63!

的细胞毒作用较弱。

! ! "#$%&'()*+, "#$%-./0123456

&'( ) &*+ +,,+-. /, 0.+1/23'4 -/56/7+7.8 '73 &126+16+7/238 -/5!

6/7+7.8 /7 -+448 -9-4+ '73 '6/6./828 /, "#$: -+448

组别
细胞周期（5）

凋亡率（5）
7

8

67

4

9 7

!

60

对照组 $#/#!"8/): $#/);"8/:# ;/;8"8/#8 #/4"8/:

甾体类组分组 $;/88"8/!$ $#/!$"8/!# )/<#"8/:; !4/;"!/$=

三萜类组分组 #:/;!"8/$:= :</44"8/!$= >/8<"8/!$ :;/8"!/;=

注：与对照组相比，=!?8/8#

组别
剂量

（!+,-.）

3@ 值

甾体类组分组 三萜类组分组

对照组 A 8/))>"8/84> 8/))>"8/84>

%&' ( 组 48 4/4<8"8/8:) 4/4<8"8/8:)

)/!# 4/4!:"8/8#< 4/4>4"8/8:8

4!/# 4/4))"8/8)8 4/4<#"8/8$>

试验组 !# 4/8!<"8/8;4= 4/4;:"8/8<!

#8 4/8;4"8/8<4= 4/4<:"8/8>#

488 4/4#>"8/8$8 4/4<4"8/8#>

!88 4/8:4"8/8!:= 4/!8#"8/8$#

7 ; "#8()*9,:;<=>-.?@ABCDE

&'( ; &*+ +,,+-. /, 0.+1/23'4 -/56/7+7.8 '73 &126+16+7/238 -/5!

6/7+7.8 /7 .*+ 61/42,+1'.2/7 /, 864++7 4956*/-9.+8 27 52-+

F < "#8()*9, "<$%=>%-GHABDE

&'( < ?9././@2-2.9 /, 0.+1/23'4 -/56/7+7.8 '73 &126+16+7/238 -/56/7+7.8 27 "<$%=>% -+448

组别
三萜类组分

BC（5） 3@ 值 BC（5）

对照组 A 8/<;!"8/8$!

!/8:"4/8# 8/)>#"8/8!$ 44/4:":/8;

样品组 </4;")/4$ 8/<4;"8/8$! ;/4$"#/:)

4#/!#":/4< 8/)<<"8/8#4 4:/:<")/#)

!)/<#":/)# 8/#$#"8/8!)= :8/!>":/:#

:#/;;"!/$! 8/$<;"8/88)= :;/;;"8/<;

:)/>)"4/:# 8/$;<"8/88)= :</<!"8/<:

B%

#8

（!+,-.） D4 888

3@ 值

8/<;!"8/8$!

8/<))"8/88;

8/<!#"8/8$;

8/))!"8/8!#

8/#<:"8/8!>

8/#84"8/84>=

8/$>:"8/844=

D4 888

甾体类组分
剂量（!+,-.）

A

:4/!#

)!/#

4!#

!#8

#88

4 888

注：与对照组相比，=!?8/8#；BC：生长抑制率

组别

2#)! 2#)!,3!

阿霉素 阿霉素
阿霉素E甾体类组分

#88（!+6-.）

阿霉素E甾体类组分

4 888（!+6-.）

阿霉素E三萜类组分

#88（!+6-.）

阿霉素E三萜类组分

4 888（!+6-.）

B%

#8

（!+6-.） 8/8#!"8/8$# )8/)8";/:$ $;/<>"!/)8 !$/:#"8/;# ;:/:!"$/<! ;;/#<")/;!

耐药指数 A 4 4)# >:; $);= 4 )8! 4 <8:

注：与对照组相比，=!?8/84

!/)/! 样品对 2#)!63! 细胞耐药性的影响 表 )

结果显示，阿霉素对2#)!细胞的 B%

#8

值为8/8#!!+6-.，

而阿霉素单独作用于 2#)!63! 细胞的 B%

#8

值为

)8/)8 !+6-.，其耐药指数超过 4 888。#88!+6-. 或

4 888 !+6-. 的三萜类组分与阿霉素合用后，其 B%

#8

值仍高于阿霉素单独使用时的 B%

#8

值。而甾体类组

分与阿霉素合用后，在 #88 !+6-. 时 B%

#8

值为 $;/<>

!+6-.，在 4 888!+6-. 时 B%

#8

值为 !$/:# !+6-.，均

比阿霉素单独使用的 B%

#8

值低，耐药指数均有降

低，证明甾体组分有一定的逆转细胞耐药的趋势。

注：与对照组相比，=!?8/8#

! IJ

以往的实验中，通过薄层色谱法对牛蒡根及牛

蒡子化学成分进行了一些初步的比较，结果显示，

牛蒡根中几乎不含有牛蒡子特有的抗肿瘤活性成

分———牛蒡子苷。说明牛蒡根存在不同于牛蒡子苷

的抗肿瘤活性成分，对其粗提物进一步分离提取，

为研究其确切的抗肿瘤活性成分提供了依据。牛蒡

作为菊科植物，从宏观上来讲，应该含有本科植物

F $ "#8()*9, "<$%=>%-.KLMNABDE

&'( $ &*+ +,,+-. /, 0.+1/23'4 -/56/7+7.8 '73 &126+16+7/238 -/56/7+7.8 /7 1+A+1827B .C5/1 5C4.231CB 1+828.'7-+
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中普遍含有的聚炔类化合物、倍半萜内酯、三萜、黄

酮、甾体、菊淀粉等成分!"#$%。本研究通过化学鉴定及

活性测试，发现牛蒡根中活性物质可能是甾体类和

三萜类成分。

选用 &'"( 细胞和 )*+, 细胞观察牛蒡根氯仿

层提取物进一步分离得到的甾体类组分、三萜类组

分、-./ 和 -.0 0 个组分的细胞毒活性。发现甾体

类组分和三萜类组分活性较强且存在一定的量效

关系。进一步研究发现，三萜类组分能够使 )*+, 细

胞阻滞在 1

(

21

3

期而不能进入 456 合成期（& 期），

抑制了肿瘤细胞 456 的合成。甾体类组分和三萜

类组分都能明显的引起 )*+, 细胞的凋亡。而引起

细胞凋亡的机制很多，包括死亡受体途径、线粒体

途径及交织旁路途径等!37%。磷脂酰肌醇 / 激酶8蛋白

激酶 9（:;/).6<=）信号通路是人类癌症中一条重要

的信号转导通路，在大多数癌症中都处于激活状

态，研究表明三萜类成分会下调:;/).6<= 信号通

路，诱导细胞凋亡!33%。这也可能是牛蒡根三萜类组分

诱导凋亡的途径之一。另有研究发现，!.谷甾醇和

肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体结合发挥诱导凋

亡作用!3,%。由此推断牛蒡根有效组分的诱导凋亡机

制与这两个途径相关。

肿瘤与免疫有着密不可分的关系，现代免疫学

理论认为>肿瘤免疫以细胞免疫为主，机体抗肿瘤免

疫反应中的细胞免疫主要依赖 ? 淋巴细胞介导!3/%。

脾脏属于外周免疫器官，其中存在大量 ?淋巴细胞!30%。

小鼠淋转实验显示，三萜类组分在一些剂量下表现

出一定的促进淋巴细胞增长的趋势，能增强机体免

疫功能，对抗肿瘤起到积极作用。肿瘤细胞的耐药

性是肿瘤化疗失败的主要原因，也是困扰肿瘤治疗

的一大难题!3*%。化疗耐药涉及了药物转运蛋白、细胞

凋亡抑制、456 损伤修复和上皮.间充质转化在

内的多种因素 !3+%。!"#$ 基因过度表达产生的 :.@A

增加药物转运和外排是耐药现象产生的最重要原

因!3B%。阿霉素可诱导某些细胞过表达 :.@A，同时激

活 CD=E!.FG=HDID 通路也可过表达 :8@A，从而促进

细胞对阿霉素耐药!3"%。甾体类组分表现出一定的逆

转 )*+,EJ, 细胞的耐药作用，其机制可能与降低

:8@A 表达相关，这个结果也将成为今后研究的重

点。

牛蒡根是一个具有开发前景和研究价值的保

健食品，本研究对牛蒡资源的再利用及天然来源新

型抗肿瘤物质的发现具有十分重要的意义。本研究

项目的完成将为科学地综合利用牛蒡资源及天然

来源新型抗肿瘤物质的发现打下良好的基础。
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