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摘要# 目的!研究鳖甲煎丸 "鳖甲胶( 阿胶( 蜂房等# 对大鼠肝星状细胞 "O1K)58# 中核转录因子)(T "02)(T# 信
号通路中02)(T( M8&( M&’( J(T及靶基因表达的影响’ 方法!使用鳖甲煎丸药物血清培养O1K)58细胞 #- B后&采用
>‘KC检测:SA( :AC( 血管内皮生长因子 "\I=Q#( 基质金属蛋白酶抑制因子)" "0E89N!# :C03的表达& 免疫荧光
法检测 M8& 的表达& L6GU6XH \7@U检测02)(T抑制蛋白 " "J(T"#( 02)(T抑制蛋白 # "J(T## 及 "平滑肌肌动蛋白
"")1R3# 的表达’ 结果!与空白对照组及阴性对照组相比& 鳖甲煎丸的中( 高剂量组及阳性对照组 :SA( \I=Q(
0E89N! :C03的表达显著降低& 各组间:AC :C03的表达无显著差异& 但免疫荧光显示 M8& 在细胞质中的表达降低’

同时& 鳖甲煎丸能显著上调J(T"的蛋白表达& 并能明显下调 ")1R3的表达& 具有剂量依赖性& 但对 J(T#的表达无
显著影响’ 结论!鳖甲煎丸对肝纤维化的治疗作用可能与影响02)(T信号通路( 抑制下游靶基因的表达有关’

关键词! 鳖甲煎丸$ 肝星状细胞$ 02)(T$ J(T$ ")1R3$ a9*2$ 5JR‘)"
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:AC :C03;:@HN[;X<@VGNX@VMGGB@Z6A H@G<NH<Y<?;HUA<YY6X6H?6G%TVU<::VH@Y7V@X6G?6H?6GB@Z6A UB;UUB66])
MX6GG<@H @YM8& <H ?WU@M7;G:Z;GA6?X6;G6A%R6;HZB<76& T<6F<;F<;H ‘<77GGB@Z6A G<NH<Y<?;HU7WB<NB6XJ(T"MX@U6<H
6]MX6GG<@H ;HA @\[<@VGA@ZH)X6NV7;U<@H @Y")1R36]MX6GG<@H <H ;A@G6)A6M6HA6HU:;HH6X& \VUB;A H@G<NH<Y<?;HU
<HY7V6H?6@H UB66]MX6GG<@H @YJ(T#%>CG>FE;?CG!T<6F<;F<;H ‘<77G0 UB6X;M6VU<?6YY6?UG@H B6M;U<?Y<\X@G<G:;W
\6X67;U6A U@<HY7V6H?<HN02)(TG<NH;7<HNM;UBZ;W;HA <HB<\<U<HNUB66]MX6GG<@H @YA@ZH)GUX6;:U;XN6UN6H6%
HAIJC=D;! T<6F<;F<;H ‘<77G$ B6M;U<?GU677;U6?677G$ 02)(T$ J(T$ ")1R3$ a9*2$ 5JR‘)"

!!肝纤维化是肝脏对各种慢性损伤的修复反应&
是慢性肝病导致肝硬化的共同病理基础& 目前已成
为世界范围危害健康的重要问题之一’ 在大量炎症
因子刺激下& 肝星状细胞 " B6M;U<?GU677;U6?677&
O1K# 活化& 进一步转变为肌成纤维细胞& 产生细
胞外基质 "6]UX;?677V7;X:;UX<]& 9KR#& 9KR的增
生与降解失衡& 导致其在肝内沉积& 是肝纤维化发
生( 发展的重要环节)"* & 故抑制 O1K的活化( 增
殖是肝纤维化防治研究的重要内容’ 早期抗肝纤维
化治疗可以阻止其发展或逆转其过程& 但西医药目
前的疗效仍不理想’ 传统中医药治疗肝纤维化具有
注重整体( 辩证论治的特点& 目前已广泛开展实验
研究及临床观察& 因此探讨中医药防治肝纤维化具
有重要的意义’

鳖甲煎丸出自东汉医家张仲景所著 .金匮要
略/& 具有益气扶正( 活血化瘀( 软坚散结等功
效& 具有抗纤维化( 抗癌的作用)#)$* ’ 在肝纤维化
的发展过程中& 02)(T信号通路在调控 O1K活化(
增殖方面具有重要作用)-* ’ 在前期研究的基础
上)&)8* & 通过实验已经表明鳖甲煎丸可以抑制肝星
状细胞的增殖& 并诱导其凋亡)(* & 但与具体信号
通路的关系尚不明确’ 本实验将以肝星状细胞
O1K)58 为研究对象& 运用血清药理学方法& 研究
鳖甲煎丸对 O1K)58 中 02)(T信号通路信号分子
02)(T( J(T "<HB<\<U@X@Y02)(T& 02)(T抑制蛋
白# 及下游靶基因 a9*2 "[;G?V7;X6HA@UB67<;7
NX@ZUB Y;?U@X& 血管内皮生长因子#( 5JR‘)" "U<GGV6
<HB<\<U@X@Y:6U;77@MX@U6<H;G6)"& 基质金属蛋白酶抑
制因子)"#( ")1R3 "")G:@@UB :VG?76;?U<H& "平
滑肌肌动蛋白# 表达的影响& 探讨其抗肝纤维化
的作用机制& 为鳖甲煎丸的临床应用提供理论
依据’
KL材料与方法
"D"!实验材料
"D"D"!实验动物!雌雄各半L<GU;X大鼠 -’只& 体质
量 ".’ k##’ N& 清洁级& 由南方医科大学实验动物中
心提供& 动物许可证号! 1K/f "粤# #’"")’’"&’

"D"D#!实验细胞!大鼠肝星状细株 "O1K)58#&
具有永生化表型& 由南方医院肝病中心提供’
"D"D$!实验药品!鳖甲煎丸购自武汉中联药业集
团股份有限公司& 国药准字 +-#’#’((#& 生产批号
"&’.#’& 药物组成! 鳖甲胶( 阿胶( 蜂房 "炒#(
土鳖虫 "炒#( 鼠妇虫( 蜣螂( 大黄( 桃仁( 牡丹
皮( 射干( 黄芩( 柴胡( 干姜( 白芍 "炒#( 桂
枝( 葶苈子( 石韦( 厚朴 "姜制#( 瞿麦( 制半
夏( 硝石 "精制#( 党参’ 秋水仙碱购自西双版药
业有 限 公 司& 国 药 准 字 O&$’#"$84& 生 产 批
号 "8’#"&’
"D"D-!实验试剂( 仪器!bR9R "高糖#( 胎牛血
清购自*<\?@公司$ 胰蛋白酶( 二甲基亚砜 "bR)
1d# 购自 1<N:;公司$ 5X<c@7购自北京全式金生物
有限公司$ ‘X<:61?X<MU5R C5X6;N6HUf<UZ<UB Nb03
9X;G6X和 1QTC) ‘X6:<]9]5;>5R$试剂盒购自
5;f;C;公司& 引物由广州英俊生物有限公司合成$
蛋白提取试剂盒( TK3法蛋白浓度测定试剂盒(
预染蛋白:;X̂6X购自上海碧云天生物技术有限公
司$ J(T"( J(T#( ")1R3一抗购自美国 1;HU;KXVc
公司$ ‘ab2膜购自上海优宁维生物科技有限公
司$ 9KI发光液购自美国 1;HU;KXVc公司$ 免疫荧
光试剂购自上海碧云天生物技术有限公司$ R<H<)
‘X@U6<H电泳槽购自美国T<@)C;A公司$ f@A;̂ J:;N6
1U;U<@H #’’’RR成像系统购自美国 f@A;̂公司$ 恒
温细胞培养箱购自 5B6X:@2<GB6X1?<6HU<Y<?公司$
酶标定量测定仪购自美国5B6X:@公司’
"D#!实验方法
"D#D"!含药血清的制备!L<GU;X大鼠饲养在室温
"#" k#& j#( 相对湿度 &’! k8’!( 昼夜各半的
环境中& 普通饲料喂养( 自由饮水& 遵循 .南方
医科大学实验动物伦理和使用指南/ 进行实验操
作’ -’ 只大鼠雌雄各半& 体质量 ".’ k##’ N& 随
机分为阴性对照组& 鳖甲煎丸低( 中( 高剂量组&
阳性药对照组& 每组 . 只’ 将鳖甲煎丸溶解在生理
盐水中制成混悬液& 低( 中( 高剂量组分别按人体
剂量日用量灌服 $D&( (( "- 倍的鳖甲煎丸 "’D-&(
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’D4( "D. NÊN#$ 阳性药对照组以 ’D# :NÊN秋水
仙碱溶液灌胃$ 阴性对照组灌胃等量的生理盐水&
每只大鼠每次灌胃 # :I& 每日 # 次& 每次灌胃间隔
"# B& 连灌 (次& 第 (次给药前禁食不禁水"# B’ 给
药后 " B& #!戊巴比妥钠腹腔注射麻醉& 无菌条件
下腹主动脉采血& - j静置 - B& $ ’’’ XE:<H 离心
#’ :<H& 分离血清& &8 j水浴中灭活 $’ :<H&
’D## !:微孔膜过滤& o.’ j冷藏备用’
"D#D#!细胞培养!鼠系肝星状细胞 O1K)58 用含
"’!2T1 "胎牛血清# 的 bR9R培养于 $( j(
&! Kd# 饱和湿度的孵箱内& 细胞处于对数生长期
时用 ’D#&!胰蛋白酶进行消化后& 用含 "’! 2T1
的bR9R制成细胞悬液& 以备实验使用’ 按 #D& i
"’8 E:I的密度接种于 8 孔板& 每孔 # :I’ 待细胞
贴壁后弃培养基& 随机分为空白对照组& 阴性对照
组& 鳖甲煎丸低( 中( 高剂量组& 阳性药对照组&
分别更换为含 "’!药物血清的 bR9R& 空白对照
组加入等量含 "’!2T1 的 bR9R& 培养 #- B 后用
于实验’
"D#D$!>‘KC检测 :SA( :AC :C03的表达水平!
取上述方法处理的细胞& 按照 5X<c@7试剂说明书提
取C03& 在 #8’ H:吸光度下测定C03& 逆转录具
体步骤及反应条件参见试剂盒说明书’ @QN!L:SA
基因正向引物为 &0 )35**35KKK5*K3K3KK55*)
$ 0& 反 向 引 物 为 & 0 )K333KK333K3*KK5)
K3K**)$0$ @QN!L:&’ 正向引物为 &0 )55K33)
K35**K3*3K*3K*3)$ 0& 反 向 引 物 为 & 0 )
KK35K5*55*3K3*5**53535K5*)$ 0$ =’:52 正
向引物为 &0 )5*KK3K5K3*33*3K5*5**)$0& 反
向 引 物 为 & 0 )55K3*K5K5***35*3KK55)$ 0$
\I=Q 基 因 正 向 引 物 为 &r)5K35K3*KK3**)
*3*5K5*5)$r& 反向引物为 &r)*3*K33KK5K5K)
K333KK*5)$r$ 0E89N! 基因正向引物为 &r)3K5)
*K5*35KK**3K5KK53)$r& 反 向 引 物 为 &r)
3*333*K5*5K5*5***5**)$r’ C5)‘KC过程按
照说明书操作& 逆转录反应条件为 $( j "& :<H&
.& j & G’ >‘KC过程按照说明书操作& >‘KC反应
条件为 4& j "’ :<H& 4& j "’ G-’ 周期& &( j
#’ G& (# j " :<H’ 使用=’:52作为内参基因’
"D#D-!免疫荧光法检测 M8& 的表达情况!取上述
方法处理的细胞& -!多聚甲醛固定 " B& ‘T1 洗
涤& ’D&! 5X<U@H /)"’’ 孵育 " 次 #’ :<H& ‘T1洗涤
$ 次& 每次 & :<H& 封闭血清孵育 #’ :<H& 一抗

"" g#’’& 湿盒# 孵育 - j过夜& 二抗工作液孵育
"湿盒# $( j $’ :<H& ‘T1洗涤 $ 次& 每次 & :<H&
滴加b3‘J避光孵育 & :<H& ‘T1洗去多余的b3‘J&
含抗荧光淬灭剂的封片液封片’
"D#D&!L6GU6XH \7@U检测 J(T"( J(T#及 ")1R3的
表达水平!取上述细胞在倒置显微镜下进行计数&
按照蛋白提取试剂盒说明书提取蛋白’ TK3法蛋
白定量法 "参照说明书进行# 测各组蛋白浓度’
用细胞裂解液将各组蛋白稀释至等浓度& 与 & i上
样缓冲液按 - g" 混合& 4. j变性 & :<H’ 每组取
蛋白 8’ !N& "#! 1b1)‘3*9凝胶电泳 " 4’ a&
"’’ :<H#& 转膜以恒流 4’ :3转移 4’ :<H& 至
‘ab2膜$ &!脱脂奶粉室温摇床上封闭 " B& 孵一
抗 "" g&’’# - j过夜& 5T15洗涤 $ 次& 每次
"’ :<H& 封闭液稀释二抗 "" g# ’’’# 后& 常温下
孵育 " B’ 5T15洗涤 $ 次& 每次 "’ :<H& 9KI发光
试剂盒在曝光仪中进行曝光& 以内参 #)3?U<H 为对
照& 实验重复 $ 次’ 采用 J:;N6,软件进行灰度
分析’
"D$!统计学分析!实验于同一条件下进行检测&
应用 1‘11 "4D’ 软件分析& 数据用?e7表示& 采用
单因素方差分析进行统计分析& 9l’D’& 为差异有
统计学意义’
ML结果
#D"!对 :SA# :AC# \I=Q# 0E89N! :C03表达的
影响!与空白对照组及阴性对照组相比& 鳖甲煎丸
中( 高剂量组及阳性对照组的:SA :C03表达显著
下降 "9l’D’&#& 鳖甲煎丸低剂量组则无明显差
异 "9m’D’&#$ 鳖甲煎丸中( 高剂量组及阳性对
照组的 \I=Q:C03表达显著下降 "9l’D’&#&
而鳖甲煎丸低剂量组下降不明显 "9m’D’&#$ 各
组0E89N! :C03表达显著下降 "9l’D’&#& 表明
鳖甲煎丸可以抑制 O1K)58 细胞中 :SA( \I=Q(
0E89N! 基因的表达’ 另外& 各组的 :AC :C03表
达无显著差异 "9m’D’&#’ 见表 "’
#D#!对 M8& 的表达的影响!绿色荧光的深浅表示
M8& 蛋白水平的高低’ 结果显示& M8& 主要分布在
O1K)58 细胞质中& 鳖甲煎丸中( 高剂量组及阳性
对照组细胞质中荧光强度较弱& 表示 M8& 的蛋白表
达水平较低$ 鳖甲煎丸低剂量组与阴性对照组细胞
质中荧光强度较强& 表示 M8& 的蛋白水平较高& 即
鳖甲煎丸可以降低 M8& 在 O1K)58 细胞质中的表
达’ 见图 "’
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表 KL鳖甲煎丸对 $%&’ $&’’ ()*+’ ,-./01 (=G:表达的影响 $!R"&
<&NOKLA--3)4,"-.#3/#&/#&+$#22,"+4%33[7’3,,#"+,"-$%&% $&’% ()*+&+!,-./01 (=G: $!e"&

组别 :SA :AC \I=Q 0E89N!
空白对照组 "D’’ e’D’’ "D’’ e’D’’ "D’’ e’D’’ "D’’ e’D’’
阴性对照组 ’D4. e’D’& "D’8 e’D#’ ’D44 e’D#’ "D’" e’D’-
鳖甲煎丸低剂量组 ’D4# e’D’# "D’( e’D’4 ’D4$ e’D#8 ’D-$ e’D’$$%

鳖甲煎丸中剂量组 ’D&& e’D’&$% ’D4$ e’D"$ ’D(- e’D"#$% ’D#( e’D’$$%

鳖甲煎丸高剂量组 ’D-$ e’D’&$% "D’( e’D"& ’D&8 e’D"’$% ’D## e’D’$$%

阳性对照组 ’D$4 e’D’($% ’D(& e’D’($% ’D&- e’D’-$% ’D#’ e’D’"$%

!!注! 与空白对照组比较&$9l’D’&$ 与阴性对照组比较&%9l’D’&

图 KL鳖甲煎丸对7]Y 表达的影响 $ WVTT&
X#POKLA--3)4"-.#3/#&/#&+$#22,"+4%33[7’3,,#"+"-7]Y $ WVTT&

#D$!对J(T"# J(T#及 ")1R3表达的影响!与空
白对照组及阴性对照组相比& 02)(T信号通路信号
分子J(T"的表达显著上升 "9l’D’&#& 依次为鳖
甲煎丸高剂量组m鳖甲煎丸中剂量组m鳖甲煎丸低
剂量组m阳性对照组& 而对 J(T#的表达无显著影
响 "9m’D’&#& 表明鳖甲煎丸可以促进 J(T"的表
达& 且与药物剂量有关’

与空白对照组及阴性对照组相比& 鳖甲煎丸
中( 高剂量组及阳性对照组中 ")1R3的表达显著
下降 "9l’D’&#& 依次为阳性对照组 l鳖甲煎丸
高剂量组l鳖甲煎丸剂量组& 而鳖甲煎丸低剂量组
则无明显变化 "9m’D’&#& 表明鳖甲煎丸能显著
抑制 02)(T信号通路下游靶基因 ")1R3的表达&
且与药物剂量有关’ 见图 #( 表 #’
QL讨论

肝纤维化是各种病因导致肝损害时机体的一种
可逆性修复过程& 其治疗不当可进一步发展为不可
逆的肝硬化).* & 肝星状细胞的活化与增殖是肝纤

图 ML鳖甲煎丸对?!."’ ?!.#’ "9;@:表达的影响
X#POM L A--3)4,"-.#3/#&/#&+$#22,"+4%33[7’3,,#"+,"-

?!."% ?!.#&+!"9;@:

维化的中心环节’ O1K的持续活化( 增殖& 加剧
了各种炎症因子浸润& 使之与周围的肝细胞( 免疫
细胞相互作用而加剧了纤维化的发展)4* ’ 中医认
为& 肝纤维化归属于 +症瘕积聚, 等范畴& 多因
湿热瘀毒久羁体内& 耗伤阴血& 病久入络& 脉涩血
凝& 导致肝络瘀阻& 从而形成肝纤维化’ 鳖甲煎
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!!!表 ML各组?!."’ ?!.#’ "9;@:蛋白的表达 $!R"&
<&NOMLA[7’3,,#"+,"-?!."% ?!.#&+!"9;@:7’"43#+#+

8&’#"1,P’"17,$!R"&

组别 J(T" J(T# ")1R3
空白对照组 ’D-" e’D’$ "D## e’D#( "D#" e’D’&
阴性对照组 ’D&. e’D’& "D"& e’D#& "D$$ e’D’-
鳖甲煎丸低剂量组 ’D4# e’D’8$% "D"- e’D#& "D#$ e’D"’
鳖甲煎丸中剂量组 ’D4( e’D"#$% "D$- e’D#( "D’. e’D’8$%

鳖甲煎丸高剂量组 "D’( e’D"($% "D’( e’D#" ’D.- e’D’#$%

阳性对照组 ’D.$ e’D#8$% "D"8 e’D## ’D($ e’D’8$%

!!注! 与空白对照组比较&$9l’D’&$ 与阴性对照组比较&
%9l’D’&

丸出自 .金匮要略/& 具有益气扶正( 活血化瘀(
软坚散结等功效& 在临床上用于治疗肝纤维化( 肝
硬化& 疗效确切& 且无明显不良反应)"’)""* ’ 秋水
仙碱可明显降低肝脏组织中胶原组织的沉积& 降低
O1K的自分泌与旁分泌作用& 使 9KR的合成分泌
减少& 达到抗纤维化的目的& 因此本实验以其为阳
性对照药)"#* ’

02)(T信号通路调控免疫应答& 创伤愈合反
应& 并参与多种炎症因子的转录& 在调控 O1K的
活化( 增殖中产生重要作用& 与肝纤维化密切相
关)-* ’ 在人类细胞中& 02)(T家族由 & 种亚基所组
成! M&’( M&#( ?C67( M8&EC673和 C67T)"$* $ J(T
家族包括 J(T"( J(T#( J(T*等& 在非激活状态
下& 02)(T与其抑制物 J(T组成无活性的三聚
体)"-)"&* ’ 在肝脏受损时& 病原衍生分子 )诸如脂
多糖I‘1( 肿瘤坏死因子 " "502)"# 等* 刺激蛋
白激酶K "‘fK#& 使J(T被磷酸化后降解& 02)(T
活化入核& 随后与 b03序列识别( 结合& 启动靶
基因的转录)"8* & 从而激活 O1K的活化增殖’ 抑制
02)(T的表达可以抑制 O1K的活化( 增殖& 从而
达到抗肝纤维化的目的)"(* & 抑制 J(T的磷酸化&
上调J(T"的表达& 可以抑制 02)(T的核移位& 使
O1K的活化受到抑制& 从而缓解肝纤维化进程)".* ’
本实验结果表明& 鳖甲煎丸可以明显抑制 O1K)58
细胞中02)(TM8& 的表达& 同时上调J(T"的表达&
但对 M&’( J(T#无显著作用& 表明鳖甲煎丸可以
抑制 02)(T在肝星状细胞中表达& 阻断 02)(T信
号通路的激活& 使 O1K)58 的活化( 增殖受到影
响& 从而达到抗肝纤维化的目的’

O1K的活化与增殖是肝纤维化的中心环节&
而")1R3是O1K活化成为肌成纤维细胞的标志性
骨架蛋白& 其表达水平与肝纤维化程度密切相
关)"4* ’ 研究表明& ")1R3的表达与 02)(TM8& 的
表达呈正相关)#’* & 故抑制 ")1R3的表达能够抑制

O1K的激活& 是抗肝纤维化的作用机制之一)#"* ’
本实验结果表明& 鳖甲煎丸可以抑制 02)(T信号
通路下游靶基因")1R3的表达& 使 O1K的活化增
殖受到抑制& 从而达到抗肝纤维化的目的& 其作用
机制可能与鳖甲煎丸能够直接降低")1R3的水平&
或通过抑制02)(T信号通路的激活& 使 ")1R3合
成减少有关’

血管内皮生长因子a9*2是特异性促进血管内
皮生长的重要因子& 具有促进血管内皮细胞增殖(
增加血管通透性的作用’ 在肝纤维化的过程中& 病
变使得肝组织出现缺氧& 继而刺激肝星状细胞活
化& 分泌各种细胞因子& 从而使a9*2升高& 促进
血管的生成& 但新生的血管多是未成熟的无效血
管& 阻止了肝细胞的正常物质交换)##* & 加快了肝
纤维化的发展’ 有研究表明& 人血清中a9*2的水
平随着肝纤维化( 肝硬化的不断发展而逐渐升
高)#$* ’ 鳖甲煎丸的抗肝纤维化效果可能与抑制
02)(T下游靶基因a9*2的表达& 从而减少肝组织
病理血管生成( 改善肝细胞间的物质交换有关’

肝纤维化的主要病理特征为细胞外基质 9KR
的过度堆积& 表现为 9KR的合成增加& 而活化的
O1K增强5JR‘)" 的表达& 其能够降低基质金属蛋
白酶 ":;UX<]:6U;77@MX@U6<H;G6G& RR‘G# 的表达活
性& 从而使肝组织降解 9KR的能力不足& 胶原过
度沉积导致纤维化的形成’ 抑制 5JR‘)" 的表达能
够促进 9KR的降解& 能够减轻甚至逆转肝纤维
化)#-)#&* & 是治疗肝纤维化的一种重要手段’ 本实
验结果表明& 鳖甲煎丸能够阻断 02)(T信号通路
激活& 使其下游靶基因 5JR‘)" 表达减少& 从而达
到抗肝纤维化的目的’

肝纤维化的中医病机有 +瘀血论,)#8* & 其病理
基础为结缔组织的增生和微循环的障碍)#(* ’ 鳖甲煎
丸方中鳖甲软坚消癥& 能够抑制结缔组织的增生$
桃仁( 丹皮( 土鳖虫活血化瘀& 与实验中鳖甲煎丸
能够抑制a9*2的表达& 改善微循环的结果相一致&
正切中肝纤维化的病机& 且鳖甲煎丸用药方便& 无
明显不良反应& 因此具有较高的临床应用价值’

综上所述& 鳖甲煎丸能够抑制肝星状细胞中
M8& 的表达& 上调 J(T"的表达& 阻断 02)(T信号
通路激活& 使02)(T信号通路下游靶基因 "NH8O(
\I=Q( 0E89N! 合成减少& 从而使O1K的活化( 增
殖受到抑制& 达到抗肝纤维化的目的’ 但肝纤维化
的形成机制十分复杂& 受多条细胞信号通路的影
响& 各信号通路之间的相互作用尚未完全阐明& 有
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