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摘要　目的　利用网络药理学、分子对接及体外实验验证探
讨葛根素对人乳腺癌细胞 ＨＣＣ１８０６增殖、侵袭和凋亡的作
用及机制。方法　ＧＥＯ数据库收集乳腺癌和线粒体疾病数
据，ＧＥＯ２Ｒ分析差异性表达基因；韦恩图分析乳腺癌与线粒
体数据集的重叠基因；ＧＯ和ＫＥＧＧ功能富集分析重叠基因；
ＳＴＲＩＮＧ和Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ分析重叠基因相互作用网络并筛选核
心基因；Ａｕｔｏｄｏｃｋ对接葛根素和核心基因；通过ＣＣＫ-８、ＥｄＵ、
ＴＵＮＥＬ和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞增殖、凋亡和侵袭能力，采
用Ｍｉｔｏ-Ｔｒａｃｋｅｒ实验检测线粒体膜电位，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋
白质表达水平。体内实验通过乳腺癌皮下异种移植和免疫

组化分析葛根素的抗肿瘤药效。结果　乳腺癌和线粒体疾
病共有１３２个重叠基因，筛选出１０个核心差异性表达基因，
其中双丝氨酸／苏氨酸和酪氨酸蛋白激酶（ＤＳＴ）在乳腺癌组
织中呈低表达。葛根素可结合并上调 ＤＳＴ表达，抑制人乳
腺癌细胞ＨＣＣ１８０６增殖和侵袭，促进细胞凋亡，增加凋亡相
关蛋白Ｃｌｅａｖｅｄ-Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｂａｘ表达，下调抗凋亡蛋白Ｂｃｌ-２
的表达，降低线粒体膜电位。体内实验显示葛根素可抑制乳

腺癌的生长，上调瘤体组织中 ＤＳＴ的表达。结论　葛根素
抑制乳腺癌细胞增殖及侵袭并促进癌细胞凋亡进而抑制乳

腺癌生长。
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　　世界卫生组织国际癌症研究机构统计数据显
示，２０２０年全球新发癌症病例１９２９万例，其中乳腺
癌新增人数达２２６万，成为全球第一大癌症［１］。癌

症不仅是一种遗传疾病，更是一种代谢疾病［２］，线

粒体作为能量代谢的主要细胞器，在肿瘤发生、增殖

和凋亡中发挥重要作用［３］。线粒体功能受损可显

著降低肿瘤细胞增殖和致瘤能力［４］。研究［５］表明，

线粒体ＤＮＡ缺失的小鼠无法形成肿瘤。
葛根素是从葛根属豆科植物中提取的一种黄酮

类分子，具有抗肿瘤活性。葛根素可阻断核因子-κＢ
ｐ６５（ＮＦ-κＢｐ６５）和细胞外调节蛋白激酶（Ｅｒｋ）抑
制乳腺癌细胞迁移、侵袭和黏附［６］，还可通过降低

葡萄糖代谢诱导胰腺癌细胞线粒体依赖性凋亡［７］。

然而，葛根素在乳腺癌中的机制尚未明确，有待进一

步探索。该研究基于网络药理学和分子对接预测葛

根素的潜在靶点和分子途径，通过体内外实验进行

验证，为乳腺癌的防治提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞株　人乳腺癌细胞ＨＣＣ１８０６和人正常
乳腺上皮细胞 ＭＣＦ１０Ａ均购自广州吉尼欧生物科
技有限公司。ＨＣＣ１８０６细胞培养在 ＲＰＭＩ-１６４０培
养基中，ＭＣＦ１０Ａ细胞培养在 ＤＭＥＭ培养基中。两
种培养基均含有１０％胎牛血清、５０Ｕ／ｍｌ青霉素和
５０μｇ／ｍｌ链霉素，并置于５％ＣＯ２、３７℃的培养箱中
培养。

１．１．２　实验动物　２０只雄性 ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠，ＳＰＦ
级，８周龄，体质量２０～２５ｇ，购自湖北贝恩特生物
科技有限公司［生产许可证号：ＳＣＸＫ（鄂）２０２１-
００２７］。
１．１．３　药物、试剂与仪器　葛根素购于上海源叶生
物科技有限公司（批号：Ｂ２０４４６）。ＲＰＭＩ-１６４０培养
基（批号：８１２１３６８）、ＤＭＥＭ培养基（批号：８１２３０３７）
购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司，ＤＭＳＯ（批号：ＳＴ０３８）购自上
海碧云天生物技术股份有限公司。ＣＯ２培养箱（新
加坡艺思高科技有限公司），超净工作台（苏州净化

设备有限公司），酶标仪（美国伯腾仪器有限公司），

显微镜（日本奥林巴斯有限公司）。

１．２　方法
１．２．１　数据收集　通过 ＧＥＯ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／
ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｏ）收集乳腺癌和正常乳
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腺组织数据，数据集编号为 ＧＳＥ４２５６８；收集线粒体
疾病与对照组数据，数据集编号为ＧＳＥ４２９８６。在线
ＧＥＯ２Ｒ分析差异性表达基因。使用韦恩图分析乳
腺癌与线粒体数据集之间的重叠基因。对重叠基因

进行 ＧＯ和 ＫＥＧＧ功能富集分析，使用 ＳＴＲＩＮＧ数
据库分析重叠基因的相互作用网络，使用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ
可视化重叠基因相互作用网络，并通过介数中心筛

选核心基因。ＧＥＰＩＡ（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｐｉａ．ｃａｎｃｅｒ-ｐｋｕ．ｃｎ）
在线分析枢纽基因在乳腺癌患者中的差异性表达。

ＨｕｍａｎＰｒｏｔｅｉｎＡｔｌａｓ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｐｒｏｔｅｉｎａｔ-
ｌａｓ．ｏｒｇ／）下载对相关蛋白的乳腺癌和正常乳腺组织
的免疫组化染色图像。

１．２．２　ＣＣＫ-８细胞增殖实验　取对数生长期乳腺
癌细胞，以每孔５×１０３个细胞接种于９６孔板（Ｃｏｒ-
ｎｉｎｇ，ＵＳＡ）中。然后，用不同浓度的葛根素（０、３、１０
和３０ｍｏｌ／Ｌ）处理细胞。处理２４ｈ后，向每个孔中
加入１０μｌＣＣＫ-８试剂，然后培养２ｈ，利用酶标仪
检测４５０ｎｍ处的吸光度。
１．２．３　细胞划痕实验　取对数生长期乳腺癌细胞，
以每孔５×１０５个细胞接种于６孔板，培养箱中孵育
２４ｈ，融合率达到９０％左右，用 ２０μｌ无菌枪头在孔
内垂直横线划痕，用 ＰＢＳ洗除脱落细胞后，加入葛
根素含１％胎牛血清培养基继续培养，并在０、２４ｈ
显微镜下观察各孔并拍照，每组实验重复３次及以
上。用 ＩｍａｇｅＪ软件测量划痕面积，用 Ｇｒａｐｈｐａｄ
Ｐｒｉｓｍ８软件分析实验结果。
１．２．４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞迁移侵袭实验　将含５×１０４

个细胞的无血清 ＲＰＭＩ-１６４０培养基２００μｌ加入上
室，在下室中加入含１０％胎牛血清的培养基，在３７
℃条件下细胞浸润２４ｈ。４％多聚甲醛固定１５ｍｉｎ，
ＰＢＳ洗涤３次，再用结晶紫染色１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３
次，用棉签去除上室细胞，显微镜下观察拍照。

１．２．５　ＥｄＵ细胞增殖实验　取对数生长期乳腺癌
细胞，以每孔５×１０３个细胞接种于２４孔板，培养约
２４ｈ后葛根素干预。配制ＥｄＵ工作液，等体积混合
孵育２ｈ，去除培养液，ＰＢＳ洗涤２次。免疫染色固
定液室温固定１５ｍｉｎ，去除固定液，ＰＢＳ洗涤２次，
免疫染色强力通透液室温孵育１５ｍｉｎ，去除通透液，
ＰＢＳ洗涤２次。加入配制好的Ｃｌｉｃｋ反应液，室温避
光孵育３０ｍｉｎ，吸除反应液，ＰＢＳ洗涤２次。加入预
热的细胞培养液，用含 ＤＡＰＩ抗淬灭剂封片，荧光显
微镜下观察拍照。

１．２．６　ＴＵＮＥＬ细胞凋亡实验　葛根素诱导细胞凋
亡，免疫染色固定液固定３０ｍｉｎ。ＰＢＳ清洗２次，含

０.３％ ＴｒｉｔｏｎＸ-１００的 ＰＢＳ重悬细胞，室温孵育 ５
ｍｉｎ。ＰＢＳ洗涤２次，用５０μｌＴＵＮＥＬ检测液，３７℃
避光孵育６０ｍｉｎ。ＰＢＳ洗涤３次，加入预热的细胞
培养液，用含ＤＡＰＩ抗淬灭剂封片，荧光显微镜下观
察拍照。

１．２．７　线粒体膜电位水平检测　Ｍｉｔｏ-ＴｒａｃｋｅｒＲｅｄ
ＣＭＸＲｏｓ是一种红色线粒体特异性探针，用于检测
线粒体膜电位。取对数生长期乳腺癌细胞，以每孔

５×１０３个细胞接种于２４孔板，培养约２４ｈ后葛根
素干预。去除细胞培养液，ＰＢＳ洗涤２次，加入配制
好的工作液，３７℃避光孵育３０ｍｉｎ。去除工作液，
ＰＢＳ洗涤２次，加入预热的细胞培养液，用含 ＤＡＰＩ
抗淬灭剂封片，荧光显微镜下观察拍照。

１．２．８　乳腺癌裸鼠移植瘤模型的构建及处理　本
研究中所有动物实验均经湖北科技学院实验动物伦

理委员会批准（批准号：２０２２-０３-０４２），并按照当地
和国际的动物护理和使用指南进行。雄性裸鼠在

ＳＰＦ级无菌动物室适应性饲养５ｄ。取对数期生长
乳腺癌细胞消化离心后重悬，最终细胞浓度为４×
１０６个／μｌ。裸鼠深度麻醉后，于裸鼠背部皮下注射
接种，建立人乳腺癌裸鼠移植瘤模型。当肿瘤平均

体积约为５０ｍｍ３时，将裸鼠随机分为对照组、葛根
素给药组。给药组每日腹腔注射葛根素（按２０ｍｇ／
ｋｇ给药），对照组每日腹腔注射等量生理盐水。１４
ｄ后处死小鼠，剥离瘤体计算体积，计算公式如下：
体积＝ａ×ｂ２／２（ａ＝长，ｂ＝宽，单位为ｍｍ）。
１．２．９　免疫组化实验　瘤体组织进行常规脱水、包
埋，制作石蜡切片（４μｍ），脱蜡，抗原修复 ２０ｍｉｎ，
ＰＢＳ漂洗 ３次，每次 １０ｍｉｎ，过氧化氢孵化 １０ｍｉｎ，
ＰＢＳ漂洗 ３次，每次１０ｍｉｎ，封闭液封闭１ｈ，Ⅰ 抗
（１∶１００）孵育过夜，ＰＢＳ清洗３次，每次１０ｍｉｎ，Ⅱ
抗（１∶１０００）孵育 １ｈ，ＰＢＳ清洗 ３次，每次 １０
ｍｉｎ，ＤＡＢ染色５ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗，苏木精染色５ｍｉｎ，
ＰＢＳ清洗，脱水、透明，中性树脂封片，荧光显微镜下
观察拍片。

１．２．１０　分子对接　分子对接 ＰＤＢ数据库（ｈｔ-
ｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｒｃｓｂ．ｏｒｇ／）下载ＤＳＴ（ＩＤ为５ＹＮＶ）结构；
Ｐｕｂｃｈｅｍ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｃｈｅｍ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．
ｇｏｖ／）下载葛根素二维（２Ｄ）结构；ＣｈｅｍＢｉｏ３Ｄ优化
葛根素；Ａｕｔｏｄｏｃｋ＿ｖｉｎａ将葛根素分别与 ＤＳＴ对接；
ＯｐｅｎＢａｂｅｌ（ｖ２.３.１）３９分离文件，添加氢键并分配
可旋转键和电荷；ＰＤＢＱＴ进一步对接；ＰｙＭＯＬ可视
化对接结果。

１．３　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ２６.０软件进行统计
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分析，两组数据比较采用独立样本ｔ检验，所有计量
资料数据以均数 ±标准差（�ｘ±ｓ）表示，Ｐ＜０.０５表
示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　乳腺癌及线粒体相关基因差异性表达分析　
乳腺癌数据集 ＧＳＥ４２５６８包含９６６７个差异性表达
基因（图 １Ａ），线粒体疾病数据集 ＧＳＥ４２９８６包含
２５６个差异性表达基因（图１Ｂ），两个数据集的重叠
基因共１３２个（图１Ｃ）。使用 ＧＯ和 ＫＥＧＧ富集分
析对１３２个重叠基因分析。ＧＯ功能富集分析得到
生物过程、细胞组分和分子功能三方面的注释和分

类，将排名前８的条目绘制柱状图，结果见图 １Ｄ。
ＫＥＧＧ通路富集筛选出３条信号通路，结果见图１Ｅ。
２．２　乳腺癌线粒体差异性表达基因相互作用网络
及核心基因分析　将乳腺癌线粒体差异性表达基因

相互作用在线分析并可视化，筛选出 １０个核心基
因，结果见图１Ｆ。ＧＥＰＩＡ分析１０个核心基因在乳
腺癌及正常乳腺组织中的表达水平。结果发现在

１０８５例乳腺癌患者中，ＤＳＴ在乳腺癌组织中蛋白
水平呈低表达，见图２Ａ。同时，ＨＰＡ数据库查询到
ＤＳＴ在免疫组化染色图像中乳腺癌组织呈现更低的
阳性率，见图２Ｂ。分子对接结果显示，葛根素可与
ＤＳＴ蛋白的６０位精氨酸、２０７位谷氨酸和２７７位天
冬氨酸结合，结合能量为 －９.２ｋｃａｌ／ｍｏｌ，见图２Ｃ。
同时，免疫印迹结果显示，ＤＳＴ蛋白的相对表达量给
药组（１.５５±０.１３）显著高于对照组（１.００±０.０５）
（ｔ＝－６.７４，Ｐ＜０.０５，ｎ＝３），见图２Ｄ。
２．３　葛根素抑制乳腺癌细胞增殖　ＣＣＫ-８法检测
结果显示，在３～３０μｍｏｌ／Ｌ时葛根素对正常乳腺上
皮细胞存活没有显著影响，但明显抑制乳腺癌细胞

存活，并随着葛根素的浓度增大乳腺癌细胞存活率

图１　乳腺癌和线粒体疾病相关基因分析

Ａ：乳腺癌差异性表达基因火山图；Ｂ：线粒体疾病差异性表达基因火山图；Ｃ：乳腺癌和线粒体疾病重叠基因韦恩图；Ｄ、Ｅ：重叠差异性表达

基因ＧＯ（Ｄ）和ＫＥＧＧ（Ｅ）富集分析；Ｆ：重叠差异性基因相互作用网络
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图２　ＤＳＴ与乳腺癌的相关性分析

Ａ：ＤＳＴ在乳腺癌患者中的转录分析；与正常组织比较：*Ｐ＜０.０５；Ｂ：ＤＳＴ在乳腺癌患者中的免疫组学表达；Ｃ：葛根素与 ＤＳＴ的分子对接

图；Ｄ：葛根素对ＤＳＴ表达的免疫印迹图及分析数据：ａ：Ｍａｒｋｅｒ；ｂ：对照组；ｃ：给药组

逐渐降低（Ｐ＜０.０５），ＩＣ５０＝１４.５１μｍｏｌ／Ｌ，后续给
药浓度选择１０μｍｏｌ／Ｌ，见图３Ａ。ＥｄＵ细胞增殖实
验结果显示，ＥｄＵ阳性细胞给药组（０.３０±０.０７）显
著少于对照组（０.７３±０.０７）（ｔ＝１０.０５，Ｐ＜０.０５，ｎ
＝３），见图３Ｂ。
２．４　葛根素抑制乳腺癌细胞侵袭　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验
结果显示，与对照组相比，给药组细胞迁移穿过 Ｔｒ-
ａｎｓｗｅｌｌ小室的细胞数明显减少（Ｐ＜０.０５），见表１
和图４Ａ。划痕实验结果显示，与对照组相比，给药
组２４ｈ后划痕距离显著增宽（Ｐ＜０.０５），见表１和
图４Ｂ。

表１　葛根素对乳腺癌细胞迁移的影响（�ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别 侵袭细胞数（个） 细胞迁移率（％）
对照 １０６．００±６．００ ０．６１±０．０５
给药 ２２．００±４．００* ０．２９±０．０５*

ｔ值 ２０．１８ ８．３０

　　与对照组比较：*Ｐ＜０.０５

２．５　葛根素诱导乳腺癌细胞凋亡　ＴＵＮＥＬ实验结
果显示，乳腺癌细胞经葛根素处理４８ｈ后，凋亡率
明显增加（Ｐ＜０.０５），见表２、图５Ａ。同时免疫印迹
实验结果显示，与对照组相比，给药组显著增加凋亡

因子Ｃｌｅａｖｅｄ-Ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｂａｘ的表达水平，并下调
抗凋亡因子Ｂｃｌ-２的表达（Ｐ＜０.０５），见表２、图５Ｂ。

表２　葛根素对乳腺癌细胞凋亡水平的影响（�ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别 ＴＵＮＥＬ
Ｃｌｅａｖｅｄ-Ｃａｓｐａｓｅ３

相对表达水平

Ｂａｘ相对

表达水平

Ｂｃｌ-２相对

表达水平

对照 ０．０４±０．０１ １．００±０．０４ １．００±０．０５ １．００±０．０５
给药 ０．４７±０．０４* ２．６０±０．０５* ２．１８±０．０７* ０．５２±０．０４*

ｔ值 －１６．５０ －３９．９６ －２４．２３ １３．１５

　　与对照组比较：*Ｐ＜０.０５

２．６　葛根素降低线粒体功能　Ｍｉｔｏ-ＴｒａｃｋｅｒＲｅｄ法
检测线粒体膜电位，结果显示，葛根素处理后，与对

照组（１.００±０.０６）相比，给药组（０.５３±０.７０）的相
对荧光强度明显减弱（ｔ＝９.１６，Ｐ＜０.０５，ｎ＝３），见
图６。
２．７　葛根素对乳腺癌移植瘤的影响　ＨＣＣ１８０６细
胞皮下异种移植瘤，连续给药 １４ｄ，与对照组相比，
给药组显著减慢肿瘤的生长（Ｐ＜０.０５），见表３和
图７Ａ。免疫组化显示葛根素连续给药１４ｄ后，给
药组瘤体组织中 ＤＳＴ阳性细胞明显增加（Ｐ＜
０.０５），见表３和图７Ｂ。

表３　葛根素对乳腺癌皮下异种移植瘤体积以及

瘤体组织ＤＳＴ表达的影响 （�ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 瘤体体积（ｍｍ３） ＤＳＴ相对表达量
对照 ２７７８．９５±６２０．６７ １．００±０．２５
给药 ９２６．３５±２４２．１７* １．９０±０．３０*

ｔ值 ８．７９ －４．０３

　　与对照组比较：*Ｐ＜０.０５
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图３　葛根素对乳腺癌细胞存活率和增殖的影响

Ａ：ＣＣＫ-８法分析葛根素对细胞存活率的作用；Ｂ：ＥｄＵ细胞增殖实验分析葛根素对乳腺癌细胞增殖的影响 ×２０

图４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ和细胞划痕实验分析葛根素对乳腺癌细胞迁移和侵袭的影响

Ａ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测对照组和给药组细胞侵袭能力 ×２０；Ｂ：划痕实验检测对照组和给药组细胞迁移能力 ×４

图５　ＴＵＮＥＬ和免疫印迹分析葛根素对细胞凋亡的影响

Ａ：ＴＵＮＥＬ细胞凋亡实验检测对照组和给药组细胞凋亡水平 ×２０；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测对照组和给药组 Ｂａｘ、Ｂｃｌ-２、Ｃｌｅａｖｅｄ-Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白

相对表达量，ａ：Ｍａｒｋｅｒ；ｂ：对照组；ｃ：给药组

图６　葛根素对线粒体膜电位的影响 ×６０
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图７　葛根素对乳腺癌皮下异种移植瘤生长及对瘤体组织中ＤＳＴ表达的影响

Ａ：对照组和给药组移植瘤图片；Ｂ：免疫组化染色检测对照组和给药组瘤体组织中ＤＳＴ的表达 ×６０

３　讨论

　　本研究显示葛根素可能通过结合 ＤＳＴ抑制乳
腺癌细胞的增殖和侵袭，同时诱导其凋亡。ＤＳＴ是
一种独特的具有磷酸化酪氨酸、丝氨酸和苏氨酸残

基的蛋白质，是多种癌症发生发展的关键蛋白质，并

与不良临床结果相关。ＤＳＴ的表达与肝癌、非小细
胞癌、腺癌、结直肠癌、膀胱癌以及乳腺癌患者的生

存相关［８］。６.４％的肺癌患者据报告存在 ＤＳＴ基因
改变，ＤＳＴ基因组扩增的患者表现出较差的生存
率［９］。ＤＳＴ可通过调节上皮－间质细胞转移促进结
直肠癌转移并增加随后的化疗耐药性［１０］。ＤＳＴ低
表达也可增加细胞周期蛋白依赖性激酶１４表达，并
促进乳腺癌细胞的增殖和侵袭，并增加体内的致瘤

性［１１］。ＤＳＴ基因突变通过激活ＥＲＫ１／２和 ＭＭＰ２／９
信号通路，促进单发纤维性肿瘤／血管外皮细胞瘤细
胞转移［１２］。在慢性化疗药物治疗存活的三阴性乳

腺癌患者的细胞中发现 ＤＳＴ的表达量明显高于未
治疗组 ［１３］。因此，ＤＳＴ可作为癌症治疗的一个有
效靶标。

ＤＳＴ的稳定与线粒体的完整性密切相关，从而
维持有效的线粒体形态和生理功能。ＤＳＴ过表达可
在应激条件下抑制线粒体磷酸化解偶联，减少 ＡＴＰ
形成，引发线粒体功能障碍及线粒体适用性降低，从

而抑制肺癌的进展［９］。ＤＳＴ可激活线粒体动力相关
蛋白１介导的线粒体分裂，降低氧化磷酸化和糖酵
解，从而促进多形性胶质母细胞瘤的侵袭性［１４］。本

研究表明葛根素可降低线粒体功能。因此，推测葛

根素通过激活 ＤＳＴ表达降低线粒体功能从而抑制
肿瘤的进程。

本研究创新点在于通过网络药理学和分子对接

技术筛选出核心基因 ＤＳＴ，然后进行体内和体外实
验验证ＤＳＴ在乳腺癌中的作用及可能机制，为后期
研究乳腺癌治疗方法提供了新思路和新靶点。然

而，本研究未深入探讨ＤＳＴ蛋白在乳腺癌中的作用
机制，在后续研究中可将 ＤＳＴ作为靶点采用药理学
方法激活或抑制其活性、病毒学方法过表达或敲降

该基因，分析其下游信号的改变，从而阐明其在乳腺

癌中的作用机制。

（致谢：感谢湖北科技学院基础医学院胡美纯

博士在乳腺癌移植瘤实验中提供的支持和帮助。）
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