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乙醇脱氢酶１Ａ和血管内皮生长因子Ａ在肝细胞癌中的表达
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摘要　目的　探讨乙醇脱氢酶１Ａ（ＡＤＨ１Ａ）和血管内皮生
长因子Ａ（ＶＥＧＦＡ）在肝细胞癌（ＨＣＣ）中的表达和临床意
义。方法　通过基因表达谱交互（ＧＥＰＩＡ）分析 ＡＤＨ１Ａ和
ＶＥＧＦＡ在ＨＣＣ以及癌旁正常组织中的表达情况及相关性；
肿瘤基因组图谱（ＴＣＧＡ）和基因富集分析（ＧＳＥＡ）探讨
ＡＤＨ１Ａ在ＨＣＣ中的相关通路；收集８４例 ＨＣＣ患者的样本
及临床病理资料，并选取５４例癌旁正常组织样本做对照，分
析ＡＤＨ１Ａ和ＶＥＧＦＡ与ＨＣＣ中临床病理参数的相关性；采
用免疫组化法检测并分析病例组和对照组 ＡＤＨ１Ａ和 ＶＥＧ
ＦＡ的蛋白表达情况，结合临床病理参数并通过ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ
法分析ＡＤＨ１Ａ和ＶＥＧＦＡ的表达与ＨＣＣ患者的临床进展和
预后的关系。结果　生物信息学分析发现 ＡＤＨ１Ａ在 ＨＣＣ
中低表达而 ＶＥＧＦＡ在 ＨＣＣ中高表达，并且两者呈负相关
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关系（Ｐ＜０００１）；免疫组化检测结果显示 ＡＤＨ１Ａ在 ＨＣＣ
组织中的表达率低于癌旁正常组织（Ｐ＜００１），而 ＶＥＧＦＡ
在ＨＣＣ组织中表达率高于癌旁正常组织（Ｐ＜００１）；ＨＣＣ
组织中ＡＤＨ１Ａ高表达组的脉管癌栓及 ＨＣＣ患者的复发比
例更低（Ｐ＜００５）；ＨＣＣ组织中 ＶＥＧＦＡ高表达组的肿瘤直
径＞５ｃｍ、高ＴＮＭ分期、有微卫星以及Ｇ２Ｇ３分化程度比例
更高（Ｐ＜００５）；ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析显示，ＡＤＨ１Ａ高表
达同时ＶＥＧＦＡ低表达患者的五年生存率较高。结论　ＨＣＣ
患者肿瘤组织中ＡＤＨ１Ａ的低表达以及 ＶＥＧＦＡ的高表达与
肿瘤的进展有关，可作为ＨＣＣ患者预后评估指标之一。
关键词　肝细胞癌；乙醇脱氢酶；血管内皮生长因子Ａ；肿瘤
复发；生物信息学；预后
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　　肝癌是常见的恶性消化系统肿瘤之一，其病死
率位居全球高发肿瘤的第三位，预后较差［１］。尽管

最近在肝癌诊断和治疗方面有所突破，但多数肝癌

患者在确诊时均为中晚期癌，接收手术切除的患者

只占２０％ ～３０％，术后５年转移／复发率达６０％ ～
７０％。虽然目前越来越多学者对肝癌发病和演进机
制进行深入研究，但肿瘤复发、转移机制仍未完全明

确。目前，病毒性肝炎和饮酒是肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏ
ｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）发生的主要原因。乙醇脱
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氢酶１Ａ（ａｌｃｏｈｏｌｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ１Ａ，ＡＤＨ１Ａ）作为一
种酒精代谢相关的关键酶，与食管癌的易感性有关，

能够抑制食管癌的进展［２］。血管内皮生长因子Ａ
（ａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＡ，ＶＥＧＦＡ）在新生
血管的形成和肿瘤淋巴结转移中发挥重要作用。但

是，在ＨＣＣ中 ＡＤＨ１Ａ和 ＶＥＧＦＡ的相关研究较少。
为进一步明确 ＡＤＨ１Ａ和 ＶＥＧＦＡ在 ＨＣＣ进展和预
后中的作用，该研究通过分析 ＡＤＨ１Ａ和 ＶＥＧＦＡ在
ＨＣＣ中的表达情况和相关性，结合病例样本中
ＡＤＨ１Ａ和ＶＥＧＦＡ的表达及与临床病理参数和预后
的相关性分析，探讨ＡＤＨ１Ａ和ＶＥＧＦＡ在预测ＨＣＣ
患者临床进展和不良预后的作用和意义。

１　材料与方法

１．１　材料　
１．１．１　病例资料　本研究回顾性收集 ２０１２年 １
月—２０１８年１月在石河子大学第一附属医院行手
术并确诊的ＨＣＣ病例的临床病理资料，选取了病例
资料较为齐全的 ＨＣＣ组织样本８４例，所有的 ＨＣＣ
样本均经病理医师确诊，并按２０１９年 ＷＨＯ标准分
级，入选标准如下：① 单发肝癌；② 根治性手术切
除；③ 术后病理证实为 ＨＣＣ；另选取符合条件的
ＨＣＣ癌旁正常组织４３例，并对所有患者通过电话
及信件方式进行随访，随访时间约为１～９５个月，２５
例失访，总共获得５９例患者的随访资料，其中４３例
存活，１６例死亡。该研究得到石河子大学第一附属
医院伦理委员会的批准（批号：ＫＪ２０２２０６９０１）。
１．１．２　抗体、试剂和仪器　兔抗人 ＡＤＨ１Ａ（货号：
ａｂ１０８２０３）购自英国 Ａｂｃａｍ公司；小鼠抗人 ＶＥＧＦＡ
购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司（货号：ｓｃ７２６９）；辣根酶标
山羊抗兔ＩｇＧ聚合物（货号：ＺＢ２３０１）、辣根酶标山
羊抗鼠ＩｇＧ聚合物（货号：ＺＢ２３０５）以及 ＤＡＢ显色
液（货号：ＺＬＩ９０１８）购自北京中杉金桥生物技术有
限公司；ＥＤＴＡ抗原修复液（货号：Ｃ１００３）购自北京
索莱宝科技有限公司。显微镜（型号：ＢＸ５１ＴＦ）购
自日本奥林巴斯Ｏｌｙｍｐｕｓ公司。
１．２　方法　
１．２．１　免疫组化染色　将 ＨＣＣ石蜡切片置于６０
℃的温箱中烤３０ｍｉｎ，然后进行二甲苯和乙醇脱蜡
水化，用枸橼酸或ＥＤＴＡ进行高温修复，冷却后置于
Ｈ２Ｏ２中 １０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗 ３次后 ４℃孵育一抗
ＡＤＨ１Ａ（１∶１０００）和 ＶＥＧＦＡ（１∶１０００）１４ｈ，次日
分别滴加二抗辣根酶标山羊抗兔 ＩｇＧ聚合物
（１∶１００）和 辣 根 酶 标 山 羊 抗 鼠 ＩｇＧ 聚 合 物

（１∶１００），３７℃孵育２ｈ，ＤＡＢ显色，显色后水洗，
苏木精染色，酸酒精分化４～５ｓ，然后自来水返蓝５
ｍｉｎ，最后乙醇脱水，封片后于显微镜下观察。
１．２．２　免疫组化结果评定　ＡＤＨ１Ａ和 ＶＥＧＦＡ均
为胞质染色，具体免疫组化评定参照之前的研

究［３］。染色阳性细胞比例评分：Ｓｃｏｒｅ１（０分：≤５％；
１分：６％ ～２５％；２分：２６％ ～５０％；３分：５１％ ～
７５％；４分：７６％ ～１００％）；阳性细胞染色强度：
Ｓｃｏｒｅ２（０：缺失；１：弱阳性；２：中等阳性；３：强阳性）。
最终评分依据为两者乘积，即 Ｓｃｏｒｅ１×Ｓｃｏｒｅ２，＜３
分为低表达，≥３分为高表达。
１．２．３　ＡＤＨ１Ａ基因富集分析以及临床相关性分析
　从肿瘤基因组图谱（ｔｈｅｃａｎｃｅｒｇｅｎｏｍｅａｔｌａｓｐｒｏ
ｇｒａｍ，ＴＣＧＡ）［４］数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｃａｎｃｅｒｇｅｎｏｍｅ．ｎｉｈ．
ｇｏｖ／）中下载了３７４例 ＨＣＣ患者和５０例 ＨＣＣ患者
癌旁的 ｍＲＮＡ和相应的临床数据，并且使用“ｌｉｍ
ｍａ”Ｒｐａｃｋ对基因表达谱进行标准化，随后，以
ＫＥＧＧ和ＧＯ的基因集为参照，利用基因富集分析
（ｇｅｎｅｓｅｔｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＧＳＥＡ）［５］识别ＨＣＣ和
癌旁正常组织之间差异显著的通路并对比 ＨＣＣ患
者组织和癌旁组织 ＡＤＨ１Ａ差异表达的时候 ＨＣＣ
信号通路的表达差异情况，循环次数设置为１０００
次，满足Ｐ＜００５以及 ＦＤＲｑ＜０２５时被认为有统
计学意义。基于基因表达谱交互分析（ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｉｎｇｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓ，ＧＥＰＩＡ）（ｈｔｔｐ：／／ｇｅ
ｐｉａ．ｃａｎｃｅｒｐｋｕ．ｃｎ／ｄｅｔａｉｌ．ｐｈｐ）分析了 ＡＤＨ１Ａ和
ＶＥＧＦＡ的相关性。
１．３　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ２７０软件进行统计
分析，采用Ｆｉｓｈｅｒ精确概率法分析 ＡＤＨ１和 ＶＥＧＦＡ
在ＨＣＣ和癌旁组织中的表达差异情况，四格表 χ２

检验分析ＡＤＨ１Ａ、ＶＥＧＦＡ与临床病理参数的关系；
采用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法绘制生存曲线，采用 Ｌｏｇｒａｎｋ
检验分析ＡＤＨ１Ａ和ＶＥＧＦＡ蛋白表达水平与ＨＣＣ的
总生存率的关系。Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＡＤＨ１Ａ差异表达对基因相关通路的影响　
ＧＳＥＡ分析发现，在 ＨＣＣ和癌旁正常组织中的
ＡＤＨ１Ａ差异表达时，基因相关通路如 ＰＰＡＲ、
ＮＯＴＣＨ、ＷＮＴ和ＶＥＧＦ的表达差异均有统计学意义
（均 ＦＤＲｑ＜０２５０，Ｐ＜００５）。其中，ＶＥＧＦ（图
１Ａ）、ＷＮＴ（图１Ｂ）、ＮＯＴＣＨ（图１Ｃ）通路和 ＡＤＨ１Ａ
呈负相关，ＰＰＡＲ（图１Ｄ）和ＡＤＨ１Ａ呈正相关。
２．２　ＡＤＨ１Ａ和ＶＥＧＦＡ在 ＨＣＣ和癌旁组织中的
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表达及相关性　ＧＥＰＩＡ分析发现，ＡＤＨＡ在ＨＣＣ组
织中（３６９例）低表达，在癌旁正常组织（５０例）高表
达（Ｐ＜００５）（图 ２Ａ），而 ＶＥＧＦＡ则相反（Ｐ＜
００５）（图２Ｂ）。并且在ＨＣＣ中，ＡＤＨ１Ａ和 ＶＥＧＦＡ
的表达呈负相关（ｒ＝－０１４，Ｐ＜００１）（图２Ｃ）。
２．３　ＨＣＣ组织中 ＡＤＨ１Ａ和 ＶＥＧＦＡ的蛋白表达
与患者临床病理参数的相关性　免疫组化染色可见
ＡＤＨ１Ａ和ＶＥＧＦＡ均在胞质中表达。癌旁正常组织
中ＡＤＨ１Ａ蛋白阳性表达率为１００％（４３／４３），８４例
ＨＣＣ组织标本中有４０例ＡＤＨ１Ａ蛋白呈阳性表达，
阳性表达率为４７６１％（４０／８４），明显低于癌旁正常
组织（χ２＝３３１６９，Ｐ＜０００１）。ＨＣＣ中 ＶＥＧＦＡ阳
性表达率为 ５９５２％（５０／８４），高于癌旁正常组织
［４７０％（２／４２）］（χ２＝２１３４６，Ｐ＜０００１）。见图

３。此外，ＨＣＣ组织中 ＡＤＨ１Ａ蛋白表达和 ＶＥＧＦＡ
蛋白表达呈负相关（ｒ＝－０２２，Ｐ＜００５）。见图
４。进一步结合病例样本的临床病理参数分析发现，
ＨＣＣ组织中ＡＤＨ１Ａ高表达组的肿瘤脉管癌栓和复
发的比例更低（均 Ｐ＜００５），而 ＶＥＧＦＡ高表达组
中肿瘤直径 ＞５ｃｍ、高 ＴＮＭ分期、有微卫星以及
Ｇ２Ｇ３分化程度比例更高（Ｐ＜００５），见表１、２。提
示ＨＣＣ患者 ＡＤＨ１Ａ低表达和 ＶＥＧＦＡ的高表达可
能预示肿瘤的快速进展。

２．４　ＡＤＨ１Ａ的高表达与 ＶＥＧＦＡ的低表达与
ＨＣＣ患者预后较好有关　为了进一步研究ＡＤＨ１Ａ
和ＶＥＧＦＡ的表达差异是否对ＨＣＣ患者的临床预后
产生影响。本研究通过 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析发
现，ＡＤＨ１Ａ高表达ＨＣＣ患者的五年生存率高于

图１　ＧＳＥＡ分析ＡＤＨ１Ａ在ＨＣＣ中的相关通路

Ａ：ＶＥＧＦＡ通路；Ｂ：ＷＮＴ通路；Ｃ：ＮＯＴＣＨ通路；Ｄ：ＰＰＡＲ通路
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图２　在线网址分析ＡＤＨ１Ａ和ＶＥＧＦＡ在ＨＣＣ和癌旁的表达和两者的相关性

Ａ、Ｂ：ＡＤＨ１Ａ和ＶＥＧＦＡ在ＨＣＣ和癌旁组织中的表达情况；Ｃ：ＡＤＨ１Ａ和ＶＥＧＦＡ在ＨＣＣ中的相关性

图３　ＨＣＣ和癌旁组织中ＡＤＨ１Ａ和ＶＥＧＦＡ的表达 ×４００

Ａ、Ｂ：ＡＤＨ１Ａ在ＨＣＣ组织和癌旁正常组织中的表达情况；Ｃ、Ｄ：ＶＥＧＦＡ在癌和癌旁正常组织中的表达情况

表１　ＡＤＨ１Ａ与ＨＣＣ临床病理参数的关系［ｎ（％）］

临床参数 ｎ ＡＤＨ１Ａ低表达 ＡＤＨ１Ａ高表达 χ２值 Ｐ值
年龄（岁） ０．５４５ ０．４６０
　＜５０ ３５ ２０（４５．４５） １５（３７．５０）
　≥５０ ４９ ２４（５４．５５） ２５（６２．５０）
性别 ０．０５２ ０．０８２
　男 ６６ ３５（７９．５４） ３１（７７．５０）
　女 １８ ９（２０．４６） ９（２２．５）
肝炎病毒 ０．００６ ０．９４１
　无 ８ ４（９．７５） ４（１０．２５）
　有 ７２ ３７（９０．２５） ３５（８９．７５）
肿瘤直径（ｃｍ） ３．０７０ ０．０８０
　≤５ ５０ ２２（５１．１６） ２８（７０．００）
　＞５ ３３ ２１（４８．８４） １２（３０．００）
ＴＮＭ分期 ４．７９２ ０．１８８
　Ⅰ ３５ １６（３６．３６） １９（４７．５０）
　Ⅱ ２８ １４（３１．８２） １４（３５．００）
　Ⅲ ７ ３（６．８２） ４（１０．００）
　Ⅳ １４ １１（２５．００） ３（７．５０）
微卫星 ０．２１８ ０．６４１
　无 ６１ ３１（７０．４５） ３０（７５．００）
　有 ２３ １３（２９．５５） １０（２５．００）
分化程度 ３．４６８ ０．１７７
　Ｇ１ １５ ５（１１．３６） １０（２５．００）
　Ｇ２Ｇ３ ６９ ３９（８８．６４） ３０（７５．００）
癌栓 ６．４６６ ０．０１１
　无 ５８ ２５（５６．８１） ３３（８２．５０）
　有 ２６ １９（４３．１９） ７（１７．５０）
复发 ３．９０７ ０．０４８
　有 １５ １１（４２．３０） ４（１６．６６）
　无 ３５ １５（５７．７０） ２０（８３．３４）
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图４　ＨＣＣ组织中ＡＤＨ１Ａ与ＶＥＧＦＡ表达的相关性分析

ＡＤＨ１Ａ低表达的患者（ＬｏｇｒａｎｋＰ＝０００３）（图
５Ａ），而ＶＥＧＦＡ的表达状态与 ＨＣＣ患者的五年生
存率差异无统计学意义（ＬｏｇｒａｎｋＰ＝０６３４）（图
５Ｂ），进一步分析了 ＡＤＨ１Ａ高表达同时 ＶＥＧＦＡ低
表达、ＡＤＨ１Ａ低表达同时 ＶＥＧＦＡ高表达、ＡＤＨ１Ａ
高表达同时 ＶＥＧＦＡ高表达以及 ＡＤＨ１Ａ低表达同

时ＶＥＧＦＡ低表达的 ＨＣＣ患者预后情况，结果显示
ＡＤＨ１Ａ高表达同时ＶＥＧＦＡ低表达的五年生存率优
于其他形式表达的肿瘤患者（ＬｏｇｒａｎｋＰ＝０００４）
（图５Ｃ），以上图片均为检剔后线段。

３　讨论

　　原发性ＨＣＣ有三种主要组织学类型，即 ＨＣＣ、
肝内胆管细胞癌和混合型癌［１］。ＨＣＣ占全世界原
发性ＨＣＣ病例的８０％以上［６］，在中国发病率和病

死率更加严峻［７］。因此，深入了解ＨＣＣ的危险因素
并且积极探索其可能的分子机制，寻找用于ＨＣＣ复
发转移的标志及有效的分子靶点对于改善 ＨＣＣ患
者的预后与生存具有十分重要的意义。

　　ＡＤＨ１Ａ属于第一类乙醇脱氢酶（ａｌｃｏｈｏｌｄｅｈｙ
ｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＡＤＨ），ＡＤＨ由 ＡＤＨ１Ａ、ＡＤＨ１Ｂ、ＡＤＨ１Ｃ
组成［８］，ＡＤＨ１Ａ对 ＨＣＣ发生发展的作用鲜有研
究。本研究疫组化实验检测结果显示，癌组织中

ＡＤＨ１Ａ的蛋白表达水平较癌旁组织低，并且与患者

表２　ＶＥＧＦＡ表达与ＨＣＣ临床病理参数的关系［ｎ（％）］

临床参数 例数 ＶＥＧＦＡ低表达 ＶＥＧＦＡ高表达 χ２值 Ｐ值
年龄（岁） ２．８８８ ０．０８９
　＜５０ ３５ １０（３０．３０） ２５（４９．０１）
　≥５０ ４９ ２３（６９．７０） ２６（５０．９９）
性别 １．１０３ ０．２９４
　男 ６６ ２４（７２．７２） ４２（８２．３５）
　女 １８ ９（２７．２８） ９（１７．６５）
肝炎病毒 ０．８３３ ０．３６１
　无 ８ ２（６．２５） ６（１２．５０）
　有 ７２ ３０（９３．７５） ４２（８７．５０）
肿瘤直径（ｃｍ） ５．５０７ ０．０１９
　≤５ ５０ ２５（７５．７５） ２５（５０．００）
　＞５ ３３ ８（２４．２５） ２５（５０．００）
ＴＮＭ分期 １０．３３２ ０．０１６
　Ⅰ ３５ ２０（６０．６０） １５（２９．４１）
　Ⅱ ２８ １０（３０．３０） １８（３５．２９）
　Ⅲ ７ １（３．０３） ６（１１．７７）
　Ⅳ １４ ２（６．０７） １２（２３．５３）
微卫星 ９．１４４ ０．００２
　无 ６１ ３０（９０．９０） ３１（６０．７８）
　有 ２３ ３（９．１０） ２０（３９．２２）
分化程度 ９．７０８ ０．００８
　Ｇ１ １５ １０（３０．３０） ５（９．８０）
　Ｇ２Ｇ３ ６９ ２３（６９．７０） ４６（９０．２０）
癌栓 ２．４１３ ０．１２０
　无 ５８ ２６（７８．７８） ３２（６２．７５）
　有 ２６ ７（２１．２２） １９（３７．２５）
复发 ５．００９ ０．０２５
　有 １５ ３（８６．３６） １２（４２．８５）
　无 ３５ １９（１３．６４） １６（５７．１５）
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图５　不同ＡＤＨ１Ａ和ＶＥＧＦＡ蛋白表达ＨＣＣ患者的生存曲线

　　Ａ：ＡＤＨ１Ａ蛋白表达ＨＣＣ患者的生存曲线分析图；Ｂ：ＶＥＧＦＡ蛋白表达ＨＣＣ患者的生存曲线分析图；Ｃ：四组之间蛋白表达ＨＣＣ患者的生

存曲线分析图

的复发和有无癌栓等预后相关。本研究结果与目前

关于ＡＤＨ１Ａ蛋白在如 ＨＣＣ、结肠癌、胃癌、食管鳞
癌、肺癌等恶性肿瘤中的研究结果类似［９－１２］。

　　本研究分析了８４例 ＨＣＣ患者的临床病理特
征，发现伴随 ＨＣＣ组织中 ＡＤＨ１Ａ表达的降低，患
者发生脉管癌栓以及复发的比例增高。本研究 Ｋａ
ｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析结果显示，ＨＣＣ患者ＡＤＨ１Ａ蛋
白高表达较低表达患者的五年生存率高，说明

ＡＤＨ１Ａ蛋白的高表达与患者良好的预后有关。Ｌｉｕ
ｅｔａｌ［１２］发现 ＡＤＨ１Ａ在 ＨＣＣ组织中的表达明显低
于正常肝组织，此外，ＡＤＨ１Ａ的高表达与ＨＣＣ患者
的良好预后相关。Ｍａｏｅｔａｌ［１３］也发现，ＡＤＨ１Ａ抑制
非小细胞肺癌细胞存活和迁移，表明 ＡＤＨ１Ａ可能
具有肿瘤抑制作用。上述研究与我们的研究结果相

似，提示ＡＤＨ１Ａ高表达可能是 ＨＣＣ患者良好预后
的重要评价指标之一。

　　ＶＥＧＦＡ是推动肿瘤血管床扩张的主要因素之
一［１４］。ＶＥＧＦＡ诱导血管通透性增加、跨细胞气孔
的形成和细胞旁连接的瞬时开放。在本研究中，

ＶＥＧＦＡ高表达，ＨＣＣ肿瘤的直径大、分化程度差，
微卫星灶出现的比例也大，同时肿瘤患者的临床分

期也提升，提示 ＶＥＧＦＡ的高表达可能与 ＨＣＣ的快
速进展有关。本研究 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析发现，
ＶＥＧＦＡ蛋白高表达患者五年生存率低于ＶＥＧＦＡ蛋
白低的表达患者，但没有统计学意义，这可能和我们

的样本量相对较小有关。本研究还分析了 ＡＤＨ１Ａ
和ＶＥＦＧＡ单独表达以及两者同时表达的作用。结
果表明，ＡＤＨ１Ａ高表达同时 ＶＥＧＦＡ低表达较其他
组合形式蛋白表达患者的生存率均高，提示ＡＤＨ１Ａ

高表达同时ＶＥＧＦＡ低表达可以作为ＨＣＣ患者较好
预后评估的重要参考指标之一。
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