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  摘 要:目的 分析黄芪甲苷对子宫内膜异位症大鼠的作用及对 Toll样受体4(TLR4)-髓样分化因子

(MyD88)信号通路的影响。方法 将50只SPF级无交配史SD雌性大鼠按随机数字表法分为模型组、对照组

和黄芪甲苷低、中、高剂量组,每组10只,除对照组外均构建子宫内膜异位症模型。黄芪甲苷低、中、高剂量组

分别给予20、40、80
 

mg/kg黄芪甲苷灌胃处理,对照组、模型组灌胃等量生理盐水,连续给药28
 

d。测量各组大

鼠异位子宫内膜体积;测定血清性激素指标雌二醇(E2)、孕酮(P)、促黄体生成激素(LH)、卵泡刺激素(FSH),
以主炎症因子指标肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、白细胞介素(IL)-6、IL-8水平;苏木精-伊红染色观察子宫内膜组

织病理变化;蛋白质印迹法(Western
 

blotting)检测子宫内膜异位组织中TLR4-MyD88信号通路蛋白表达。结

果 与对照组相比,模型组大鼠异位子宫内膜体积增大(P<0.05),以及血清E2、P、LH、TNF-α、IL-6、IL-8水

平升高(P<0.05);与对照组相比,模型组大鼠移植内膜生长,被覆柱状上皮,间质较多,可见炎性浸润,子宫内

膜组织TLR4、MyD88、p-NF-κB、NF-κB蛋白水平升高(P<0.05)。与模型组相比,黄芪甲苷低剂量组、中剂量

组、高剂量组大鼠异位子宫内膜体积缩小(P<0.05),以及血清E2、P、LH、TNF-α、IL-6、IL-8水平下降(P<
0.05),且存在剂量依赖性(P<0.05);与模型组相比,黄芪甲苷低剂量组、中剂量组、高剂量组大鼠移植内膜变

少,生长不完整,腺体减少或消失,腺上皮萎缩,子宫内膜组织TLR4、MyD88、p-NF-κB、NF-κB蛋白水平均降低

(P<0.05),且存在剂量依赖性(P<0.05)。结论 黄芪甲苷可剂量依赖地抑制子宫内膜异位症大鼠异位病灶

生成,下调性激素水平,降低炎症反应,抑制TLR4-MyD88信号通路激活。
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

effect
 

of
 

astragaloside
 

A
 

on
 

the
 

rats
 

with
 

endometriosis
 

and
 

its
 

influ-
ences

 

on
 

Toll
 

like
 

receptor
 

4
 

(TLR4)-myeloid
 

differentiation
 

factor
 

(MyD88)
 

signal
 

pathway.Methods Fifty
 

SPF
 

SD
 

female
 

rats
 

with
 

no
 

copulative
 

history
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

model
 

group,control
 

group
 

and
 

low,me-
dium

 

and
 

high
 

astragaloside
 

A
 

doses
 

groups
 

according
 

to
 

the
 

random
 

number
 

table
 

method,10
 

cases
 

in
 

each
 

group.The
 

endometriosis
 

models
 

were
 

constructed
 

except
 

the
 

control
 

group.The
 

astragaloside
 

A
 

low,medium
 

and
 

high
 

doses
 

groups
 

were
 

given
 

20,40
 

and
 

80
 

mg/kg
 

astragaloside
 

A
 

by
 

gavage,respectively,while
 

the
 

con-
trol

 

group
 

and
 

model
 

group
 

were
 

given
 

the
 

same
 

amount
 

of
 

normal
 

saline
 

by
 

gavage,and
 

the
 

medication
 

was
 

continuously
 

administered
 

for
 

28
 

d.The
 

ectopic
 

endometrial
 

volume
 

was
 

measured
 

in
 

each
 

group.The
 

levels
 

of
 

serum
 

sex
 

hormones
 

indexes
 

estradiol
 

(E2),progesterone
 

(P),luteinizing
 

hormone
 

(LH),follicle-stimulating
 

hormone
 

(FSH),inflammatory
 

factors
 

indexes,tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α),interleukin
 

(IL)-6
 

and
 

IL-8
 

were
 

measured.The
 

hematoxylin-eosin
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

pathological
 

changes
 

of
 

endometrial
 

tissue.The
 

protein
 

expression
 

of
 

TLR4-MyD88
 

signaling
 

pathway
 

in
 

endometriosis
 

tissue
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

blotting.Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

ectopic
 

endometrial
 

volume
 

and
 

the
 

levels
 

of
 

serum
 

E2,P,LH,TNF-α,IL-6
 

and
 

IL-8
 

in
 

the
 

model
 

group
 

were
 

increased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
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control
 

group,there
 

were
 

more
 

rat
 

transplanted
 

intimal
 

growth,covering
 

columnar
 

epithelium
 

and
 

more
 

stro-
ma,inflammatory

 

infiltration
 

could
 

be
 

seen,the
 

expressions
 

of
 

TLR4,MyD88,p-NF-κB,NF-κB
 

protein
 

in
 

en-
dometrium

 

tissue
 

of
 

the
 

model
 

group
 

were
 

increased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

ectopic
 

endometrial
 

volume
 

and
 

the
 

levels
 

of
 

serum
 

E2,P,LH,TNF-α,IL-6,IL-8
 

in
 

the
 

low
 

dose
 

astragaloside
 

A
 

group,medium
 

dose
 

astragaloside
 

A
 

group
 

and
 

high
 

dose
 

astragaloside
 

A
 

group
 

were
 

decreased
 

(P<0.05),

moreover
 

there
 

was
 

a
 

dose
 

dependence
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

transplanted
 

intima
 

in
 

the
 

low
 

dose
 

astragaloside
 

A
 

group,medium
 

dose
 

astragaloside
 

A
 

group
 

and
 

high
 

dose
 

astragaloside
 

A
 

group
 

was
 

decreased,the
 

growth
 

was
 

incomplete,the
 

glands
 

were
 

decreased
 

or
 

disappeared,and
 

the
 

glandular
 

epithe-
lium

 

had
 

atrophy,the
 

levels
 

of
 

TLR4,MyD88,p-NF-κB,NF-κB
 

protein
 

in
 

endometrium
 

tissue
 

were
 

decreased
 

(P<0.05),moreover
 

there
 

was
 

a
 

dose
 

dependence
 

(P<0.05).Conclusion Astragaloside
 

A
 

could
 

dose-de-
pendently

 

inhibit
 

the
 

formation
 

of
 

ectopic
 

lesions
 

in
 

the
 

rats
 

with
 

endometriosis,down-regulate
 

the
 

sex
 

hor-
mone

 

levels,reduce
 

the
 

inflammatory
 

reaction,and
 

inhibit
 

the
 

activation
 

of
 

TLR4-MyD88
 

signal
 

pathway.
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pathway; inflammatory
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 sex
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  子宫内膜异位症是内膜细胞在子宫内膜以外的

位置种植的疾病,是妇科常见疾病[1]。该病多发生于

育龄期女性,其主要症状包含慢性盆腔痛、异位结节、
不孕、痛经、月经异常等,是一种需要终身治疗的慢性

疾病,对女性的身体健康造成了诸多不利影响[2-3]。
目前临床对子宫内膜异位症的治疗主要依托于药物

与手术,但仍需寻找更多有效药物进行治疗。黄芪甲

苷提取自黄芪的根,属于黄芪的活性物质,具有抗炎、
增强免疫及减弱癌细胞增殖、转移的作用[4]。闵治红

等[5]研究显示,黄芪可调控患者子宫内膜间质细胞趋

化因子。黄芪甲苷可抑制黑色素瘤B16细胞[6]、受损

内皮细胞[7]的增殖。子宫内膜异位症虽属良性疾病,
但具有恶性增殖的性质[8]。炎症反应是子宫内膜异

位病灶中的重要特征[9]。故本研究推测黄芪甲苷可

能通过发挥抗炎和抑制细胞增殖的作用影响子宫内

膜异位症的进展。Toll样受体4(TLR4)-髓样分化因

子(MyD88)的活化可激活下游核因子(NF)-κB,进而

参与多种细胞因子的活化,在子宫内膜细胞的增殖中

发挥作用[10]。TLR4-MyD88信号通路的激活可促进

子宫内膜异位症病灶异位细胞的增殖和侵袭,抑制该

信号通路可减轻子宫内膜异位症大鼠的疼痛度[11-12]。
黄芪甲苷能否对子宫内膜异位症大鼠发挥治疗作用

及其对 TLR4-MyD88信号通路的调控作用尚且未

知,本研究将对此展开分析,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 实验动物与主要试剂、仪器 SPF级无交配史

SD大鼠(雌性)50只,购自陕西省食品药品检验研究

院,许可证号:SYXK(陕)2018-002,常规饲养,体质量

180~220
 

g,自然光照,温度(22±2)℃。适应性喂养

7
 

d后开始实验。黄芪甲苷购自成都德思特生物技术

有限公司;大鼠孕酮(P)酶联免疫吸附测定(ELISA)

试剂盒购自北京博蕾德生物科技有限公司(批号:AR
 

E-8700);大鼠雌二醇(E2)、大鼠卵泡刺激素(FSH)、
大鼠黄体生成素(LH)、大鼠肿瘤坏死因子-α(TNF-
α)、大鼠白细胞介素(IL)-6、大鼠IL-8

 

ELISA试剂盒

均购自上海酶联生物科技有限公司(批号:ml002871、

ml059034、ml470613、ml002859、ml102828、ml002885);

BCA蛋白浓度测定试剂盒购自北京索莱宝生物公司

(批号:PC0020);兔抗鼠TLR4、MyD88、磷酸化 NF-
κB(p-NF-κB)、NF-κB、磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDH),
以及辣根过氧化物酶(HRP)标记山羊抗兔均购自美国

Abcam 公 司 (批 号:ab217274、ab219413、ab194726、

ab16502、ab8245、ab6721)。酶标仪购自 Molecular
 

De-
vices

 

美谷分子仪器(上海)有限公司。光学显微镜(光
镜)购自上海豫光仪器有限公司。

1.2 实验方法

1.2.1 大鼠子宫内膜异位症模型的建立以及分组 
参考文献[13],建立大鼠子宫内膜异位症模型,大鼠

腹腔注射戊巴比妥钠进行麻醉,麻醉后将大鼠固定至

鼠板上,暴露大鼠腹部,备皮、消毒,开腹,找到子宫,
分离右侧子宫,在距左侧卵巢约1

 

cm处结扎肠系膜

上的血管,再结扎右侧子宫宫颈处两端,剪取中间子

宫体2
 

cm,将剪下的组织在生理盐水中培养,沿系膜

部位将组织纵行剪开,剪取两段内膜组织片段,约4
 

mm×4
 

mm,将子宫内表面上皮与腹壁相贴合。术后

缝合皮肤,注射抗生素防止感染。4周后开腹,若出现

移植物体积增大、液体聚集,出现白色透明或暗红色

小囊肿则为造模成功。
将造模成功的40只大鼠按随机数字表法分为模

型组和黄芪甲苷低、中、高剂量组,每组10只。另取

10只大鼠仅切开皮肤,不移植子宫内膜,作为对照组。
黄芪甲苷低剂量组、中剂量组、高剂量组分别给予20、
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40、80
 

mg/kg黄芪甲苷灌胃处理(二甲基亚砜溶解并

添加生理盐水至所需浓度),连续给药28
 

d;对照组、
模型组以等量生理盐水代替。

1.2.2 子宫内膜组织收集以及处理 末次给药结束

后给予戊巴比妥钠麻醉大鼠,眼静脉采集血液1
 

mL,
对大鼠进行开腹,取腹壁移植物,测量移植物长、宽、
高,并计算体积,对照组收集子宫,将标本冲洗干净,
吸去水分,模型组等其他组开腹取腹壁移植物,将组

织分为2部分,一部分进行苏木精-伊红(HE)染色法

检测(多聚甲醛固定),另一部分于-80
 

℃冰箱中保存

备用。

1.2.3 血清E2、P、LH、FSH、TNF-α、IL-6、IL-8水平

检测 分离获得血清,通过相应ELISA试剂盒测定

血清中E2、P、LH、FSH、TNF-α、IL-6、IL-8水平。

1.2.4 HE染色 将固定的子宫内膜组织进行脱水,
石蜡包埋,切片,并进行 HE染色,中性树脂封片,光
镜下观察子宫内膜组织病理变化。

1.2.5 蛋白质印迹法检测子宫内膜组织中 TLR4-
MyD88信号通路蛋白表达 提取各组细胞总蛋白,
对蛋白定量(BCA试剂盒),进行SDS-PAGE凝胶电

泳分离,分离蛋白转到 PVDF膜,封 闭,加 入 兔 抗

TLR4(1∶1
 

000)、MyD88(1∶1
 

000)、p-NF-κB(1∶
1

 

000)、NF-κB(1∶1
 

000)、GAPDH(1∶5
 

000),4
 

℃
过夜,加入HRP偶联的羊抗兔二抗(1∶5

 

000),室温

孵育 1
 

h,电 化 学 发 光 (ECL)显 色,测 定 TLR4、

MyD88、p-NF-κB、NF-κB的蛋白表达情况。

1.3 统计学处理 采用SPSS
 

25.0软件进行数据分

析。呈正态分布的计量资料以x±s表示,两组间比

较采用t检验,多组间比较采用方差分析,多组间两

两比较采用SNK-q 法;采用Polynomial检验进行线

性趋势分析;以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 黄芪甲苷对各组大鼠异位子宫内膜体积的影响

 与对照组相比,模型组大鼠异位子宫内膜体积增大

(P<0.05);与模型组相比,黄芪甲苷低剂量组、中剂

量组、高剂量组大鼠异位子宫内膜体积缩小(P<
0.05),且呈剂量依赖性(F=119.978,P<0.001)。
见表1。

2.2 黄芪甲苷对各组大鼠血清性激素的影响 多组

间FSH水平比较,差异无统计学意义(P>0.05);与
对照组相比,模型组大鼠血清 E2、P、LH 水平升高

(P<0.05);与模型组相比,黄芪甲苷低剂量组、中剂

量组、高剂量组大鼠血清E2、P、LH 水平降低(P<
0.05),且存在剂量依赖性(F=298.466、104.096,

F=81.817,均P<0.05)。见表2。
表1  各组大鼠异位子宫内膜体积比较(x±s)

组别 n 体积(mm3)

对照组 10 0.00±0.00

模型组 10 82.16±11.72a

黄芪甲苷低剂量组 10 64.35±9.18b

黄芪甲苷中剂量组 10 41.62±5.83bc

黄芪甲苷高剂量组 10 31.54±4.51bcd

F 179.700

P <0.001

  注:与对照组相比,aP<0.05;与模型组相比,bP<0.05;与黄芪甲

苷低剂量组相比,cP<0.05;与黄芪甲苷中剂量组相比,dP<0.05。

2.3 黄芪甲苷对各组大鼠血清炎症因子的影响 与

对照组相比,模型组大鼠血清TNF-α、IL-6、IL-8水平

升高(P<0.05);与模型组相比,黄芪甲苷低剂量组、
中剂量组、高剂量组大鼠血清TNF-α、IL-6、IL-8水平

降低(P<0.05),且 呈 剂 量 依 赖 性(F=96.970、

59.955、63.928,均P<0.05)。见表3。

2.4 黄芪甲苷对各组大鼠子宫内膜组织的影响 对

照组大鼠子宫内膜生长良好,结构完整,清晰可见,上
皮内细胞核丰富,血管、间质正常;模型组大鼠可见移

植内膜生长,被覆柱状上皮,间质较多,可见炎性浸

润;黄芪甲苷低剂量组、中剂量组、高剂量组移植内膜

与模型组相比变少,生长不完整,腺体减少或消失,腺
上皮萎缩。见图1。

2.5 黄芪甲苷对各组大鼠 TLR4-MyD88信号通路

的影响 与对照组相比,模型组大鼠子宫内膜组织

TLR4、MyD88、p-NF-κB、NF-κB蛋白水平升高(P<
0.05);与模型组相比,黄芪甲苷低剂量组、中剂量组、
高剂量组大鼠子宫内膜组织 TLR4、MyD88、p-NF-
κB、NF-κB蛋白水平降低(P<0.05),且存在剂量依

赖性(F=149.634、121.363、117.281、134.361,均
P<0.05)。见表4、图2。

表2  各组大鼠血清E2、P、LH、FSH水平(x±s)

组别 n E2(pg/mL) P(ng/mL) LH(mIU/mL) FSH(mIU/mL)

对照组 10 6.62±0.91 30.82±4.40 12.05±1.72 2.66±0.38

模型组 10 13.28±1.09a 59.75±5.53a 23.76±3.39a 2.85±0.40

黄芪甲苷低剂量组 10 10.95±1.06b 50.22±5.17b 19.84±2.83b 2.77±0.39
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续表2  各组大鼠血清E2、P、LH、FSH水平(x±s)

组别 n E2(pg/mL) P(ng/mL) LH(mIU/mL) FSH(mIU/mL)

黄芪甲苷中剂量组 10 8.26±1.18bc 39.16±4.59bc 16.43±2.34bc 2.65±0.37

黄芪甲苷高剂量组 10 6.94±1.02bcd 32.94±4.99bcd 12.55±1.93bcd 2.58±0.36

F 72.578 60.758 38.895 0.793

P <0.001 <0.001 <0.001 0.536

  注:与对照组相比,aP<0.05;与模型组相比,bP<0.05;与黄芪甲苷低剂量组相比,cP<0.05;与黄芪甲苷中剂量组相比,dP<0.05。

表3  各组大鼠血清TNF-α、IL-6、IL-8水平比较(x±s,ng/L)

组别 n TNF-α IL-6 IL-8
对照组 10 60.25±8.60 108.75±15.53 102.58±14.65
模型组 10 258.76±36.92a 349.62±49.94a 384.66±54.95a

黄芪甲苷低剂量组 10 197.79±28.25b 299.74±42.82b 315.69±45.09b

黄芪甲苷中剂量组 10 152.64±21.80bc 252.10±36.01bc 257.52±36.78bc

黄芪甲苷高剂量组 10 103.56±14.76bcd 200.26±28.60bcd 204.36±29.19bcd

F 103.415 64.555 77.417

P <0.001 <0.001 <0.001

  注:与对照组相比,aP<0.05;与模型组相比,bP<0.05;与黄芪甲苷低剂量组相比,cP<0.05;与黄芪甲苷中剂量组相比,dP<0.05。

  注:A为对照组;B为模型组;C为黄芪甲苷低剂量组;D为黄芪甲苷中剂量组;E为黄芪甲苷高剂量组。

图1  各组大鼠子宫内膜组织病理(HE染色,×200)

表4  各组大鼠子宫内膜组织TLR4-MyD88信号通路蛋白表达情况(x±s)

组别 n TLR4 MyD88 p-NF-κB NF-κB

对照组 10 0.26±0.03 1.02±0.14 0.08±0.01 0.92±0.05

模型组 10 0.98±0.14a 2.43±0.34a 0.59±0.10a 1.18±0.22a

黄芪甲苷低剂量组 10 0.74±0.10b 1.98±0.28b 0.52±0.04b 1.00±0.13b

黄芪甲苷中剂量组 10 0.62±0.08bc 1.65±0.23bc 0.47±0.03bc 0.76±0.12bc

黄芪甲苷高剂量组 10 0.50±0.07bcd 1.33±0.19bcd 0.36±0.03bcd 0.65±0.10bcd

F 86.124 50.045 74.243 94.375

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:与对照组相比,aP<0.05;与模型组相比,bP<0.05;与黄芪甲苷低剂量组相比,cP<0.05;与黄芪甲苷中剂量组相比,dP<0.05。

  注:A为对照组;B为模型组;C为黄芪甲苷低剂量组;D为黄芪甲

苷中剂量组;E为黄芪甲苷高剂量组。

图2  各组大鼠子宫内膜组织TLR4-MyD88信号通路蛋白

表达电泳图

3 讨  论

子宫内膜异位症是子宫内膜存在的内膜细胞扩

散至子宫内膜以外种植的疾病,属于妇 科 常 见 疾

病[14]。育龄期妇女易患此病,子宫内膜种植学说是当

今的主流发病机制观点[15]。异位内膜细胞的持续增

殖可加速子宫内膜异位症的疾病进程[16]。组织细胞

迁移是子宫内膜异位病灶病理形成的前提条件,调节

细胞迁移可能影响内膜组织细胞在异位的种植与存

活,从而影响子宫内膜异位病灶的形成[17]。
黄芪甲苷是提取自黄芪根中的活性物质,药理研

究表明,黄芪甲苷具有增加免疫力、抗炎、抗肿瘤的作
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用[4]。黄芪甲苷可抑制多种恶性肿瘤细胞的增殖与

迁移。杨红等[18]研究显示,黄芪甲苷可抑制 HL60细

胞增殖,并促进细胞凋亡,在治疗急性髓系白血病中

发挥重要作用;刘钰等[19]研究显示,黄芪甲苷可促进

高糖受损人内皮祖细胞迁移;张振飞等[20]研究显示,
黄芪甲苷可抑制A549(非小细胞肺癌细胞)细胞增殖

与迁移。张冀宁等[21]研究显示,趋化因子受体CX-
CR1、CCR5在子宫内膜异位症中发挥重要作用,黄芪

可调控CXCR1、CCR5水平。韩晓波[22]通过数据挖

掘分析子宫内膜异位症用药规律,发现黄芪是其中最

常用的药物。因此,推测黄芪甲苷对子宫内膜异位症

可能具有治疗作用。
本研究中,黄芪甲苷可明显缩小病灶,改善病灶

组织形态,模型大鼠移植的内膜组织被覆柱状上皮结

构清晰,存在炎性浸润,拥有较多腺体,黄芪甲苷可减

少炎性浸润与腺体,病理改变减轻,提示黄芪甲苷具

有治疗子宫内膜异位症的作用。子宫内膜异位症是

一种雌激素依赖性疾病,体内激素水平反映了内膜的

生长情况。有研究显示子宫内膜异位症患者的E2、

LH、P水平升高,内膜容受度较差,内膜厚度较薄[23]。
本实验中经黄芪甲苷处理后,子宫内膜异位症大鼠血

清E2、LH、P水平降低,提示黄芪甲苷可抑制大鼠性

激素的分泌,进而治疗子宫内膜异位症。
子宫内膜异位症是一种低度炎症性疾病[24],其特

征是促炎性细胞因子如IL-6、IL-8和TNF-α的产生

增加,可以促进子宫内膜细胞的增殖和黏附[25-26]。本

研究中模型组大鼠血清中TNF-α、IL-6、IL-8水平显

著高于对照组,且经黄芪甲苷处理后,大鼠血清TNF-
α、IL-6、IL-8水平降低,提示黄芪甲苷可控制子宫内

膜异位症大鼠炎症反应,控制异位灶的形成。

TLR4是机体固有免疫受体,诱发炎症反应与获

得性免疫反应,具有免疫调节作用,在多种疾病中发

挥作用,可通过 MyD88依赖性通路诱导炎症介质,激
活NF-κB,参与疾病的炎症反应[27]。有研究显示,

TLR4-MyD88信号通路可参与子宫内膜异位症病灶

内细胞增殖与迁移的调控,且抑制 TLR4-MyD88信

号通路能够阻碍异位病灶细胞的增殖和侵袭,从而减

缓子宫内膜异位症进展[11,28]。MARCHIONNI等[29]

研究显示,TLR4是子宫内膜异位症发病机制中一个

较好的候选者。王芳等[30]研究显示NF-κB在子宫内

膜异位症大鼠异位病灶的生长中发挥作用。本研究

中,模型组大鼠子宫内膜组织 TLR4、MyD88、p-NF-
κB、NF-κB蛋白水平升高,经黄芪甲苷处理后其水平

降低,提示黄芪甲苷可抑制 TLR4-MyD88信号通路

的激活。黄芪甲苷可能通过抑制TLR4-MyD88通路

激活发挥对子宫内膜异位症的治疗作用,但相应机制

仍有待进一步探讨。
综上所述,黄芪甲苷可抑制子宫内膜异位症大鼠

异位病灶生成,减轻炎症反应和降低性激素水平,抑
制TLR4-MyD88信号通路激活,且呈剂量依赖性。
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