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摘要： 目的　 探讨白术精油对肝癌细胞增殖和凋亡的影响。 方法　 体外培养 ＨｅｐＧ２、 ＭＨＣＣ９７⁃Ｌ、 ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ 肝癌细

胞， 给予不同质量浓度白术精油干预， 通过ＭＴＴ 法检测细胞存活率， 平板克隆实验检测细胞增殖活性， Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２
染色观察凋亡细胞形态及数目， 流式细胞术检测细胞凋亡率， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３
和 ｃｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ 蛋白表达。 结果　 ＭＴＴ 和平板克隆实验结果显示， 白术精油可剂量依赖性地降低 ＨｅｐＧ２、 ＭＨＣＣ９７⁃Ｌ
和 ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ 肝癌细胞存活率和增殖能力 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 染色和流式细胞术结果显示， 白术精

油可剂量依赖性地促进 ＨｅｐＧ２ 和 ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ 肝癌细胞凋亡 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验结果显示， 白术精

油可升高 ＨｅｐＧ２ 和 ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ 肝癌细胞中 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ 和 Ｂａｘ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 降

低 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 白术精油可能通过诱导肝癌细胞凋亡， 从而发挥抑制其增殖活性的

作用。
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　 　 肝细胞癌 （ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ， ＨＣＣ） 是目前我国

常见的恶性肿瘤， 具有病死率高、 生存周期短、 复发率高

等特征， 其 ５ 年生存率仅为 ５􀆰 １％ ［１］ ， 死亡率高居我国癌症

死亡率的第 ２ 位［２］ 。 目前， 手术切除、 放疗、 介入、 肝移

植、 靶向药物及免疫疗法是治疗肝细胞癌的主要手段［３］ ，
但均具有一定的局限性， 如手术常要求肿瘤处于早期， 无

转移发生； 以 ＰＤ⁃１ ／ ＰＤ⁃Ｌ１ 抑制剂和血管生长抑制为代表

的抗肿瘤药物也存在靶点单一等问题［４⁃５］ 。 因此， 寻找其他

有效的 ＨＣＣ 治疗药物具有重要的意义。
白术是菊科植物白术 Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｍａｃｒｏｃｅｐｈａｌａ Ｋｏｉｄｚ．

的干燥根茎， 具有益气健脾、 燥湿利水等功效［６］ 。 课题组

前期通过超临界 ＣＯ２ 萃取法， 从白术的干燥根茎中提取得

到一种具有特殊香气的黄棕色液体， 即为白术精油 （ ｔｈｅ
ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌ ｏｆ Ｒｈｉｚｏｍａ ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｉｓ ｍａｃｒｏｃｅｐｈａｌａｅ， ＥＯ⁃
ＲＡＭ）， 通过 ＨＰＬＣ 指纹图谱研究， 发现其主要成分有苍术

酮、 白术内酯Ⅰ、 白术内酯Ⅲ等， 并且在 ＭＨＣＣ９７⁃Ｌ 细胞

和 ＭＨＣＣ９７⁃Ｌ 移植瘤裸鼠模型上证实具有治疗肝癌的活

性［７⁃８］ 。 其他研究也表明， 白术精油可以通过抑制 ＭＭＰ⁃９

表达发挥抑制 Ｈ２２ 肝癌肺转移的作用［９］ 。 在临床上， 白术

也被众多医家用于治疗肝癌， 具有较好的疗效［１０⁃１３］ 。 因

此， 本研究拟探索白术精油对 ＨｅｐＧ２、 ＭＨＣＣ９７⁃Ｌ 和 Ｍ⁃
ＨＣＣ９７⁃Ｈ 肝癌细胞凋亡的影响及其作用机制， 以期为白术

的开发、 应用提供一定的理论依据。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞株　 ＨｅｐＧ２ 细胞购自广州赛库生物技术有限公

司； ＭＨＣＣ９７⁃Ｌ、 ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ 细胞均购自复旦大学附属中山

医院肝癌研究所。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 白术精油由广东省中医院中药药理实验

室提供。 ＤＭＥＭ 培养基 （批号 ８１１７１２７， 美国 Ｇｉｂｃｏ 公司）；
胎牛 血 清 （ ＦＢＳ ）、 ０􀆰 ２５％ 胰 蛋 白 酶 （ 批 号 １７３９４６４、
１１７６５０３， 美国 Ｇｉｂｃｏ 公司）； 噻唑蓝粉末 （ＭＴＴ） （批号

７１０１Ｋ， 美国 Ｓｉｇｍａ 公司）； Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 试剂盒、 ＲＩＰＡ 裂

解液 （批号 Ｃ１０２５、 Ｐ００１３Ｂ， 上海碧云天生物技术股份有

限公司）； Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 试剂盒 （批号 Ａ８００１０６３３，
杭州联科生物技术有限公司）； 二甲亚砜 （ＤＭＳＯ） （批号

１８０９９０， 广州威佳科技有限公司）； ４％ 多聚甲醛 （批号
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ＡＲ１０６９， 武汉博士德生物工程有限公司）； ＧＩＭＳＡ 应用染

色液 （上海锐赛生物技术有限公司）； ＢＣＡ 蛋白浓度测定

试剂 （批号 ＸＥ３４０６１２， 美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司）； Ｂａｘ、
Ｂｃｌ⁃２ 抗体 （批号 ５０５９９、 ６８１０３， 美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司）；
ｃｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ、 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ （批号 ５６２５、 ９６６１， 美国

Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 白术精油微乳制备　 将 １􀆰 ３ ｇ 油相 ＬａｂｒａｆｉｌＭ１９４４ＣＳ 和

１􀆰 ０ ｇ 白术精油混合， 于 ３０ ℃ 水浴中搅拌均匀， 再加入

２􀆰 ５ ｇ ＲＨ４０ 和 １􀆰 ０ ｇ Ｔｒａｎｓｃｕｔｏｌ ＨＰ， 充分搅拌混合均匀后加

入 ５􀆰 ２ ｇ 纯水， ３０ ℃水浴中充分混匀， 过滤， 即得。
２􀆰 ２　 ＭＴＴ 法检测细胞增殖活性　 将 ＨｅｐＧ２、 ＭＨＣＣ９７⁃Ｌ 和

ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ 细胞分别接种于 ９６ 孔细胞培养板中， 接种密度

为 ４􀆰 ０×１０３ ／孔， 加入 １００ μＬ 含 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养基

培养， 放置在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 细胞培养箱中过夜， 细胞贴

壁后分别加入不同质量浓度 （２０、 ４０、 ６０、 ８０、 １００、 １２０
μｇ ／ ｍＬ） 白术精油微乳， 同时设置溶剂组 （溶剂制备方法

同 “２􀆰 １” 项， 并以纯水代替白术精油）， 培养 ２４、 ４８、
７２ ｈ， 每孔加入 １０ μＬ ＭＴＴ 溶液， 继续孵育 ４ ｈ， 使用酶标

仪检测 ４９０ ｎｍ 波长处吸光度。
２􀆰 ３　 平板 克 隆 实验 检 测 细胞 增 殖 能力 　 将 ＨｅｐＧ２ 和

ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ 细胞分别接种于 ６ 孔细胞培养板中， 接种密度

为 ５００ ／孔， 加入含 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养基， 放置在

３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 细胞培养箱中培养过夜， 细胞贴壁后加入

２ ｍＬ含不同质量浓度 （４０、 ６０、 ８０ μｇ ／ ｍＬ） 白术精油的培

养基， 并设溶剂组和对照组 （含 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养

基）， 培养 ４８ ｈ 后弃去培养基， 加入新的培养基继续培养，
直至出现明显的克隆后终止， ＰＢＳ 清洗后加入 ４％ 多聚甲醛

固定 １５ ｍｉｎ， ＰＢＳ 清洗后加入适量结晶紫染色液染色

１５ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗去浮色后自然风干， 拍照。
２􀆰 ４ 　 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 染 色 检 测 细 胞 凋 亡 情 况 　 细胞按

“２􀆰 ３” 项下方法培养及给药， 接种密度为 ２􀆰 ０×１０４ ／孔， 培

养 ４８ ｈ 后弃去原培养基， ＰＢＳ 清洗后加入 ４％ 多聚甲醛固

定 １５ ｍｉｎ， 再清洗后加入 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 染色液染色 ５ ｍｉｎ，
ＰＢＳ 洗去浮色， 于荧光显微镜下观察并拍照。
２􀆰 ５　 流式细胞术检测细胞凋亡率　 细胞按 “２􀆰 ３” 项下方

法培养及给药， 接种密度为 ３􀆰 ０×１０５ ／孔， 培养 ４８ ｈ 后弃去

原培养基， 加入不含 ＥＤＴＡ 的 ０􀆰 ２５％ 胰蛋白酶消化， 收集

细胞至流式细胞管中， ２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 按试剂盒说

明书操作， 上机检测细胞凋亡率。
２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ、 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃
３、 ｃｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ 蛋白表达 　 将 ＨｅｐＧ２ 和 ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ 细胞

分别接种于 １００ ｍｍ 直径的细胞培养皿中， 接种密度为

２􀆰 ０×１０５ ／孔， 分组及给药方法同 “２􀆰 ３” 项， 药物处理后

弃去原培养基， 使用含有 ＰＭＳＦ 的 ＲＩＰＡ 裂解液提取总蛋白

质， ＢＣＡ 试剂盒测定蛋白浓度， ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳、 转膜，
Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ、 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ、 ＧＡＰＤＨ 一

抗孵育过夜， 次日孵育二抗， ＥＣＬ 化学发光试剂显色、 曝

光， 获取条带图片， Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ 软件分析条带灰度值， 计算

目的蛋白相对表达量。
２􀆰 ７　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 软件进行处理， 计量资

料以 （ ｘ± ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分析。 Ｐ＜
０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 白术精油对肝癌细胞增殖活性的影响　 如图 １Ａ 所示，
１０、 ２０、 ４０、 ６０ μｇ ／ ｍＬ 白术精油作用 ２４ ｈ 时， 对 ＨｅｐＧ２
细胞无明显抑制作用 （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）； 延长到 ４８、 ７２ ｈ 时，
１０～ １２０ μｇ ／ ｍＬ 白术精油均能抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞活性 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 其中作用 ４８ ｈ 半抑制浓度 （ＩＣ５０） 约为 ８０ μｇ ／ ｍＬ。
如图 １Ｂ 所示， １０、 ２０ μｇ ／ ｍＬ 白术精油作用 ２４ ｈ 时， 对

ＭＨＣＣ９７⁃Ｌ 细胞无明显抑制作用 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 延长到 ４８、
７２ ｈ 时， １０～１２０ μｇ ／ ｍＬ 白术精油均能抑制ＭＨＣＣ９７⁃Ｌ 细胞

活性 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 其中作用 ４８ ｈ ＩＣ５０约为 ６０ μｇ ／ ｍＬ。 如图

１Ｃ 所示， １０、 ２０、 ４０ μｇ ／ ｍＬ 白术精油作用 ２４ ｈ时， 对

ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ 细胞无明显抑制作用 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 延长到 ４８、
７２ ｈ 时， ４０～ １２０ μｇ ／ ｍＬ 白术精油能抑制 ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ 细胞

活性 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 其中作用 ４８ ｈ ＩＣ５０约为 ６０ μｇ ／ ｍＬ。 以上

结果 表 明， 白 术 精 油 能 抑 制 ＨｅｐＧ２、 ＭＨＣＣ９７⁃Ｌ 和

ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ 肝癌细胞的增殖并呈现时间和剂量依赖性。 综

上所述， 本研究选择白术精油的给药质量浓度为 ４０、 ６０、
８０ μｇ ／ ｍＬ， 作用时间为 ４８ ｈ。

注： 与溶剂组 （０ μｇ ／ ｍＬ） 比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 不同质量浓度白术精油及作用时间对 ＨｅｐＧ２ （Ａ）、 ＭＨＣＣ９７⁃Ｌ （Ｂ）、 ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ （Ｃ） 肝癌细胞存

活率的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ２　 白术精油对 ＨｅｐＧ２、 ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ 肝癌细胞增殖能力的

影响　 如图 ２ 所示， 与溶剂组比较， ６０、 ８０ μｇ ／ ｍＬ 白术精

油可抑制 ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ 细胞增殖能力 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， ４０、 ６０、
８０ μｇ ／ ｍＬ 白术精油可抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖能力 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
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注： 与溶剂组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 白术精油对 ＨｅｐＧ２、 ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ 肝癌细胞集落形成能力的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ３　 白术精油对 ＨｅｐＧ２、 ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ 肝癌细胞凋亡的影

响　 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 实验结果如图 ３ 所示， 与溶剂组比较，
６０、 ８０ μｇ ／ ｍＬ 白术精油干预 ４８ ｈ 后， ＨｅｐＧ２、 ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ
细胞内出现亮蓝色的或碎块状的致密浓染， 即细胞呈现凋

亡现象， 细胞凋亡率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 进一步采用 Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 双染法和流式细胞仪检测白术精油对肝癌细胞凋

亡的影响， 结果如图 ４ 所示， 可知与溶剂组比较， ６０、 ８０
μｇ ／ ｍＬ 白术精油组 ＨｅｐＧ２、 ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ 细胞出现凋亡现象，
凋亡率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 其中 ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡特

征以晚期凋亡为主， 而 ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ 细胞以早期凋亡为主。
以上结果表明， 白术精油能通过诱导 ＨｅｐＧ２、 ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ
细胞凋亡， 从而抑制肝癌细胞的增殖。
３􀆰 ４　 白术精油对肝癌细胞 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、
ｃｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ 蛋白表达的影响　 如图 ５～ ６ 所示， 与溶剂组

比较， ６０、 ８０ μｇ ／ ｍＬ 白术精油组 ＨｅｐＧ２、 ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ 细胞

Ｂａｘ、 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ 蛋白表达及 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２
比值 升 高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、 Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３３４２ 和流式细胞术结果共同证实， 白术精油能通过促进肝

癌细胞凋亡来发挥抑制其增殖的作用。
４　 讨论

肝细胞癌是最为常见的恶性肿瘤之一， 其死亡率高居

世界癌症死亡率的第二位， 且具有复发率高、 生存率低的

特点。 目前， 针对肝癌早期患者临床中首选手术治疗， 但

是确诊时往往已是中晚期， 因此， 选择高效低毒的药物对

于肝癌的治疗具有重要作用。 中药具有多靶点、 副作用小

等治疗优势， 正得到越来越多的关注。
在临床中， 由白术组成的主要方药对胃癌［１４］ 、 肺癌［１５］

和肝癌［１６］等均有一定治疗作用。 实验发现， 白术精油可以

通过抑制 ＭＭＰ⁃９ 的分泌， 发挥抑制 Ｈ２２ 肝癌血道转移模型

肺转移的作用［９］ 。 课题组前期在体内外实验中均证实， 白

术精油具有治疗肝癌的药效基础［７⁃８］ 。 因此， 本研究在此基

础上进一步探索白术精油对肝癌的抑制作用及其机制。
肝癌细胞的异常增殖是其最典型的恶性生物学特征，

本研究选择 ＨｅｐＧ２、 ＭＨＣＣ９７⁃Ｌ、 ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ 肝癌细胞作为

实验对象， 通过 ＭＴＴ 实验证实白术精油对这 ３ 种肝癌细胞

的增殖均有抑制作用， 且具有剂量和时间依赖性。 通过

Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ 实验发现， 白术精油能诱导 ＨｅｐＧ２、 ＭＨＣＣ９７⁃
Ｈ 肝癌细胞凋亡， ８０ μｇ ／ ｍＬ 效果与阳性药索拉菲尼相当；
流式细胞术的结果也证实了白术精油对肝癌细胞凋亡的促

进作用。
细胞凋亡受到细胞内外多种因子和信号通路的调控，

其中包括线粒体相关的 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ 蛋白［１７］ 。 Ｂｃｌ⁃２ 作为抗

凋亡蛋白， 可通过阻止细胞色素 Ｃ 从线粒体释放到细胞质，
从而抑制细胞凋亡； Ｂａｘ 作为一种促凋亡蛋白， 可从细胞质

转移至线粒体表面， 与 Ｂｃｌ⁃２ 结合成异源二聚体， 从而抑制

Ｂｃｌ⁃２ 活性， 发挥促进细胞凋亡的作用， 因此， 常用 Ｂａｘ ／
Ｂｃｌ⁃２ 比值的变化来反映细胞凋亡情况［１８］ 。 此外， Ｃａｓｐａｓｅ
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注： 与溶剂组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 白术精油对 ＨｅｐＧ２、 ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ 肝癌细胞凋亡的影响 （Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 染色， ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与溶剂组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 白术精油对 ＨｅｐＧ２ 和 ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ 肝癌细胞凋亡的影响 （流式细胞术， ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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注： 与溶剂组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 白术精油对 ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡相关蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与溶剂组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 白术精油对 ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ 细胞凋亡相关蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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家族成员参与细胞生长、 分化、 凋亡等生理过程， 其中

ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 是细胞凋亡过程中最主要的终末剪切酶， 具有促

进细胞凋亡的作用［１９］ 。 ＰＡＲＰ 也是死亡家族的调控因子之

一， 其中被切割的 ＰＡＲＰ， 即 ｃｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ 被认为可以激

活 ｃａｓｐａｓｅ⁃３， 从而诱导细胞凋亡［２０］ 。 本研究发现， 白术精

油作用 ４８ ｈ 后， ＨｅｐＧ２、 ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ 肝癌细胞 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２、
ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ 蛋白表达均升高， 且呈现

剂量依赖性。
综上所述， 白术精油对肝癌细胞增殖的抑制作用可能

是通过诱导肝癌细胞凋亡来实现的， 这对于今后它作为治

疗肝癌联合用药或单独开发用药提供一定的理论依据。
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