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Abstract
AIM: To study the therapeutic effect of bicyclol 
on schistosome-infected mice with liver fibrosis 
and its mechanism. 

METHODS: Eighty mice were divided into four 
groups. Mice in the low-dose, high-dose and 
experimental control groups were infected with 
Schistosoma japonicum. After eight weeks, the low-
dose and high-dose groups were treated with 
bicyclol at 60 mg (kg· d) and 120 mg (kg· d), re-
spectively, for 8 weeks. The experimental control 
group received no treatment. The fourth group 
was a normal control group. HE staining, RT-
PCR and immunohistochemistry were used to 
observe the pathological changes in liver tissues 
of mice, the expression levels of hepatic c-fos and 
c-jun mRNAs, and the levels of hepatic transform-
ing growth factor β1 (TGF-β1), tissue inhibitor of 

metalloproteinase 1 (TIMP1), and types I and III 
collagen, before and after treatment. 

RESULTS: Bicyclol treatment at a high dosage 
significantly relieved the degree of hepatic fi-
brosis compared with the experimental control 
group. The mRNA expression levels of c-fos and 
c-jun in liver tissue were significantly reduced 
in the high-dose group compared with the ex-
perimental control and low-dose groups (c-fos 
mRNA: 0.6511 ± 0.0551 vs 0.7844 ± 0.0852, 0.8072 
± 0.0923; c-jun mRNA: 0.6803 ± 0.0712 vs 0.7982 
± 0.0902, 0.8289 ± 0.094). The levels of hepatic 
TGF-β1, TIMP1 and types I and III collagen in 
the high-dose bicyclol treated group (integral 
light density: 0.1815 ± 0.0231, 0.2324 ± 0.0536, 
0.1811 ± 0.0514, 0.1543 ± 0.0603) were significant-
ly lower than those in the experimental control 
group (0.2139 ± 0.0134, 0.2648 ± 0.0361, 0.2140 
± 0.0271, 0.1862 ± 0.0217), but were still higher 
than those in the normal control group. 

CONCLUSION: The effect of bicyclol on liver 
fibrosis due to Schistosoma japonicum infection 
depend on its dosage. The anti-fibrotic effect of 
high-dose bicyclol treatment may be due to its 
inhibition on the expression of immediate early 
genes, which may lead to reduced synthesis of 
TGFβ and TIMP1. 
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摘要
目的: 研究双环醇对小鼠日本血吸虫病肝纤
维化的治疗作用及其机制. 

方法: 将80只小鼠随机分为4组, 低剂量, 高

®

■背景资料
日本血吸虫病肝
纤维化是导致门
静脉高压、腹水
和上消化道出血
的主要原因, 也是
日本血吸虫病患
者死亡的主要原
因. 目前国内外尚
无理想的抗纤维
化药物. 近年研究
发现, 肝纤维化时
过度表达的即早
基因c-fos 与c-jun
产物可促进肝纤
维化发展. 
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剂量治疗组和实验组各组小鼠感染日本血吸
虫8 wk后, 分别以60 mg/(kg•d)、120 mg/(kg•d)
双环醇治疗8 wk以及不进行任何治疗, 第4组
小鼠作为正常对照组. 应用HE染色、RT-PCR
及免疫组化染色法, 观察和分析不同剂量双
环醇治疗前后各组小鼠肝组织病理改变和
c-fos  mRNA、c-jun  mRNA、转化生长因子
β1(transforming growth factorβ1, TGF-β1)、基
质金属蛋白酶组织抑制因子1(tissue inhibitor 
of metalloproteinase 1, TIMP1)和Ⅰ、Ⅲ型胶
原的表达变化. 

结果: 高剂量双环醇治疗后肝纤维化组织
病理损伤减轻, 高剂量双环醇组T G F-β1、
TIMP1和Ⅰ、Ⅲ型胶原含量(平均积分光密
度)分别是0.1815±0.0231、0.2324±0.0536、
0.1811±0.0514、0.1543±0.0603明显低于实
验对照组0.2139±0.0134、0.2648±0.0361、
0.2140±0.0271、0.1862±0.0217. 而低剂量双
环醇与实验对照组比较无显著差异. 与实验对
照组相比, 高剂量双环醇组小鼠肝组织中c-fos  
mRNA, c-jun  mRNA表达与实验对照组和低
剂量双环醇组相比显著降低(c-fos  mRNA: 
0.6511±0.0551 vs  0.7844±0.0852, 0.8072±
0.0923; c-jun  mRNA: 0.6803±0.0712 vs  0.7982
±0.0902, 0.8289±0.094). 

结论: 双环醇治疗血吸虫病肝纤维化作用呈
剂量依赖性. 高剂量双环醇抗血吸虫肝纤维化
作用可能与其抑制肝组织即早基因表达、减
少TGF-β1、TIMP1产生有关.

关键词: 双环醇; 日本血吸虫病; 肝纤维化; 即早基

因; 基质金属酶组织抑制因子; 转化生长因子β1; 逆

转录聚合酶链式反应 
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0  引言

日本血吸虫病肝纤维化是导致门静脉高压、腹

水和上消化道出血的主要原因, 也是日本血吸

虫病患者死亡的主要原因. 目前国内外尚无理

想的抗纤维化药物. 近年研究发现, 肝纤维化时

过度表达的即早基因c-fos与c-jun产物可促进肝

纤维化发展. 文献报道, 双环醇有保护肝损伤作

用和抗纤维化作用[1], 鼠感染日本血吸虫发生肝

纤维化是理想的实验模型[2]. 本文即研究不同剂

量双环醇对小鼠血吸虫病肝组织中即早基因、

TGF-β1、TIMP1和Ⅰ、Ⅲ型胶原含量表达的影

响, 观察肝组织病理变化, 以探讨双环醇抗日本

血吸虫病肝纤维化的作用及其机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 双环醇由北京协和药厂提供, 产品批号

040502, 使用前以生理盐水配制悬浊液. 清洁级

昆明小鼠80只(雄雌各40只), 体质量20-25 g, 4-6
周龄(购自同济医学院动物实验中心). 将小鼠随

机分4组, 每组20只. (1)实验对照组: 每只小鼠人

工感染日本血吸虫尾蚴(购自武汉市血吸虫病防

治研究所, 下同)25条, 感染8 wk后以生理盐水 ig 
8 wk, 每天1 mL/只. (2)高剂量双环醇组: 感染尾

蚴8 wk后用双环醇ig 8 wk, 剂量为120 mg/(kg•d), 
溶于生理盐水, 每天1 mL/只. (3)低剂量双环醇

组: 感染尾蚴8 wk后用双环醇灌胃8 wk, 剂量为

60 mg/(kg•d), 溶于生理盐水, 每天1 mL/只. (4)
正常对照组: 未感染血吸虫尾蚴, 正常方法饲养

16 wk. c-fos引物(购于北京奥科公司, 产物382 
bp): 上游5'-GGCTCTCCTGTCAACACACA-3', 
下游5'-CCGCTTGGAGTGTATCTGTC-3'. c-jun
引物(购于北京奥科公司, 产物385 b p): 上游

5'-CAGTCTGAAGCCGCACCTCC-3', 下游5'-G
TTGCTGAGGTTGGCGTAGACC-3'. β-肌动蛋

白(β-actin)引物(内参照物, 购于北京奥科公司, 
产物246 bp): 上游5'-GTGGGCCGGTGTAGGCA
CCA-3', 下游5'-GGTTGGCCTTAGGGTTCAGG
-3'. TRIzol试剂购于美国GIBCOBRL公司, 琼脂

糖购自华美生物工程公司, 兔抗小鼠Ⅰ型及Ⅲ

型胶原抗体购自美国Santa Cruz公司, 兔抗小鼠

TGF-β1、TIMP1抗体、SABC试剂盒、包括正

常山羊血清封闭液、生物素化山羊抗兔IgG、

SABC试剂(链酶亲和素-生物素-过氧化物酶复

合物)、抗原修复液、复合消化液、DAB显色试

剂盒等, 均购自武汉博士德生物工程有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 肝组织切片HE染色光镜检查: 常规石蜡

切片经HE染色后, 光镜下观察肝组织的病理变

化. 肝纤维化级别标准依病情轻重分3级: “+”
为汇管区有轻度纤维组织增生 ,  并向外伸展; 
“++”为较明显的纤维组织增生, 并包绕肝小

叶或与邻近汇管区纤维组织相互衔接; “+++”
纤维组织沿门静脉分支高度增生 ,  肝组织被 
挤压. 
1.2.2  RNA抽提及RT-PCR分析: 各组标本随机抽

取10份样本(50 mg/份), 按TRIzol说明书抽提肝

组织总RNA. 每50 mg组织以无菌5号针头粉碎

■相关报道
据相关文献报道, 
双环醇有保护肝
损伤和抗纤维化
的作用, 鼠感染日
本血吸虫发生肝
纤维化是理想的
实验模型, 近来发
现, 双环醇不仅能
有效降低多种肝
损伤后ALT, AST
水平升高, 而且对
慢性CCl4引起的
大鼠肝纤维化具
有明显的抑制作
用. 
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后加入1 mL TRIzol试剂, 匀浆器中匀浆3次×10 
s, 入1.5 mL EP管. 每1 mL TRIzol加入0.2 mL氯
仿摇15 s, 室温下放置15 min. 于4℃下12 000 g离
心15 min. 将上部水相转入新管, 每1 mL TRIzol
试剂加入0.5 mL异丙醇沉淀RNA, 摇匀, 样品置

于室温下10 min. 于4℃下12 000 g离心10 min, 
凝胶样沉淀物为RNA. 吸去上清, 加1 mL 75%
来回倒置洗RNA 1次, 随后于4℃ 7500 r/min离
心5 min. 吸去上清, 晾干RNA沉淀, 溶于20 μL 
DEPC-H2O(已用高压处理)中. 在分光光度计下

测A 260/A 280值, 计算RNA得率, 调整RNA浓度. 逆
转录聚合酶链反应条件: 50℃, 30 min; 94℃, 2 
min; 94℃, 30 s; 58℃, 30 s; 72℃, 30 s; 72℃, 10 
min(34循环). 在100 V, 35 mA下, PCR产物于15 
g/L琼脂糖凝胶中电泳50 min. 电泳结果经电泳

凝胶成像分析仪扫描成像. 用Multi-Analyst软件

包进行半定量分析. 单位肝组织的c-fos及c-jun  
mRNA相对含量用c-fos及c-jun条带平均积分光

度值与β-actin条带平均积分光度比值表示. 
1.2.3 免疫组化法检测肝组织TGF-β1、TIMP1
和Ⅰ、Ⅲ型胶原表达: 采用链酶亲和素-生物素-
过氧化物酶复合物法: 30 mg/L H2O2室温10 min
灭活内源性酶, 蒸馏水洗2 min×3次, 滴加复合

消化液, 室温消化5 min, 0.01 mol/L PBS洗2 min
×3次. 滴加正常山羊血清封闭液, 室温孵育10 
min. 甩去多余液体, 分别滴加兔抗小鼠Ⅰ型、

Ⅲ型胶原、TGF-β1、TIMP1抗体, 37℃孵育

30 min. 0.01 mol/L PBS洗2 min×3次, 滴加生物

素化山羊抗兔IgG, 37℃孵育20 min. 0.01 mol/L 
PBS洗2 min×3次, 滴加SABC试剂, 37℃孵育20 
min. 0.01 mol/L PBS洗5 min×4次, DAB显色. 镜
下控制反应时间, 蒸馏水洗涤. 脱水, 透明, 封片, 
显微镜下观察. 免疫组化结果采用MPZAS-500
多媒体彩色病理图文分析系统, 计算平均积分

光密度(integral light density, ILD).
统计学处理  免疫组化、RT-P C R结果以

mean±SD表示, 两组间比较采用q检验. 肝脏纤

维化程度为等级资料, 用Ridit分析, α = 0.05或
0.01.

2  结果

2.1 肝组织普通病理变化 光镜下, 正常对照组小

鼠肝组织未见任何病变. 实验对照组、高剂量

双环醇组及低剂量双环醇组与正常组相比, 肝
组织病理学观察发现众多慢性虫卵肉芽肿. 其
虫卵周围包绕梭形细胞和胶原纤维, 亦可见少

部分急性虫卵肉芽肿, 汇管区有大量炎性细胞

浸润, 肉芽肿和小静脉周围的胶原纤维束向肝

小叶周围延伸. 在病变程度和病变范围上, 高剂

量双环醇组比低剂量双环醇组、实验对照组明

显减轻, 而低剂量双环醇组无明显减轻(图1). 根
据肝纤维化程度级别标准, 统计每组小鼠各级

别的小鼠数量(表1). 
2.2 肝组织中c-fos  mRNA, c-jun  mRNA的表达 

■创新盘点
本文综合应用形
态学及分子生物
学等技术手段研
究了双环醇对血
吸虫病肝纤维化
的治疗作用. 

A B

DC

图  1  各组小鼠肝组织HE染色切片(HE×100). A: 正常组; B: 高剂量双环醇组; C: 低剂量双环醇组; D: 实验对照组.
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■应用要点
本文的实验结果
为临床血吸虫病
肝纤维化的治疗
提供了新思路. 

各组小鼠RT-PCR光带吸光度强弱呈梯度变化. 
与实验对照组相比, 高剂量双环醇组小鼠肝组

织中c-fos  mRNA, c-jun  mRNA表达下降非常显

著. 与低剂量双环醇组相比, 其含量亦显著下降, 
但两者表达仍比正常组高. 低剂量双环醇组肝

组织中c-fos  mRNA, c-jun  mRNA表达比实验对

照组虽有下降, 但无显著差异(表2, 图2).
2.3 肝组织中TGF-β1的表达变化 正常对照组肝

内均未见明显TGF-β1阳性着色. 低剂量双环醇

组、实验对照组肝内TGF-β1呈棕黄色, 呈片状

分布于虫卵肉芽肿内及其周围汇管区、肝血窦. 
高剂量双环醇组肝内TGF-β1分布区域同上, 但
着色少而浅, 与实验对照组相比, TGF-β1含量下

降非常显著. 与低剂量双环醇组相比, 其含量下

降亦非常显著, 但其含量仍比正常组高. 低剂量

双环醇组肝组织中TGF-β1含量比实验对照组虽

有下降, 但无显著差异(表3, 图3).
2.4 肝组织中TIMP1的表达变化 正常对照组肝

内未见明显TIMP1阳性着色. 低剂量双环醇组、

实验对照组肝内TIMP1呈棕黄色, 表达于窦周、

汇管区、虫卵肉芽肿纤维组织内. 高剂量双环

醇组肝内TIMP1分布区域同上, 但着色少而浅, 
与实验对照组相比, TIMP1含量下降显著, 与低

剂量双环醇组相比, 其含量亦显著下降, 但其

含量仍比正常组高. 低剂量双环醇组肝组织中

TIMP1含量比实验对照组虽有下降, 但无显著差

异(表3). 
2.5 肝组织中Ⅰ、Ⅲ型胶原的表达变化 正常对

照组肝内无明显胶原着色. 低剂量双环醇组、

实验对照组肝内Ⅰ、Ⅲ型胶原呈棕黄色, 密集

片状, 主要分布在虫卵肉芽肿内及汇管区. 高剂

量双环醇组肝内胶原分布区域同上, 但虫卵肉

芽肿普遍较小, 胶原分布减少. 与实验对照组相

比, Ⅰ、Ⅲ型胶原含量下降非常显著, 与低剂量

双环醇组相比, 其含量亦显著下降, 但其含量仍

比正常组高. 低剂量双环醇组肝组织中Ⅰ、Ⅲ

型含量比实验对照组虽有下降, 但无显著差异

(表3, 图4-5). 

3  讨论

双环醇是在五味子素的基础上人工合成的国家

一类新药, 化学名称为4, 4'-二甲氧基-5, 6, 5', 6'-
双(亚甲二氧基)-2-羟甲基-2'-甲氧羰基联苯.  近
来研究发现 ,  双环醇不仅能有效降低多种肝

损伤后ALT、AST水平升高, 而且对慢性四氯

化碳引起的大鼠肝纤维化具有明显的抑制作 
用 [3-4],  表明双环醇可保护肝细胞并具有一定

的抗肝纤维化作用. 血吸虫肝纤维化是在虫卵

肉芽肿基础上产生的 ,  其核心机制是在可溶

性虫卵抗原刺激下, 巨噬细胞与淋巴细胞产生

PDGF、TGFβ1等各种细胞因子刺激肝星状细

胞(HSC)活化、增殖、转化成肌成纤维细胞, 并
大量合成以Ⅰ、Ⅲ型胶原为主的细胞外基质

(ECM), 从而导致肝脏ECM的合成与降解失衡, 
促进肝纤维化的发生及发展. 

在ECM降解过程中起主要作用的为MMPs.

图  2  各组小鼠肝组织中c-fos  mRNA表达. M: Mark标记; 1: 

实验对照组; 2: 低剂量双环醇组; 3: 高剂量双环醇组; 4: 正

常组.

1200 bp

800 bp 

500 bp

250 bp

100 bp

382 bp

246 bp

M       1       2      3      4

表  1  小鼠肝脏纤维化程度

     
分组                                   n            -         +	       ++       +++  

正常组	                      20         20       0          0          0

高剂量双环醇组bd	     15           0        5	        6          4

低剂量双环醇组c	     11	    0       1	        3          7

实验对照组	     10	    0       0	        2          8

bP<0.01 vs  实验对照组; cP<0.05 vs  高剂量双环醇组; dP<0.01 

vs  正常组. 

表  2  各组小鼠肝组织中c-fos , c-jun  mRNA表达变化 
(mean±SD)

     
分组                 n          c-fos mRNA	 c-jun mRNA

正常组          10   0.2024±0.0312     0.1942±0.0604

高剂量          15   0.6511±0.0551bd   0.6803±0.0712bd

双环醇组         

低剂量          11   0.7844±0.0852c     0.7982±0.0902c

双环醇组

实验对照组   10   0.8072±0.0923      0.8289±0.0947

bP<0.01 vs  实验对照组; cP<0.05 vs  高剂量双环醇组; dP<0.01 

vs  正常组. 
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其中肝内间质胶原酶主要降解Ⅰ、Ⅲ型胶原, 
在阻止肝脏ECM过度沉积中起着主要作用 [5]. 
而MMPs活性可被特异性抑制物金属蛋白酶组

织抑制因子(tissue inhibitor of metalloproteinase, 
TIMPs)所抑制, 对间质胶原酶活性起主要抑制

作用的是TIMP1. 与活性间质胶原酶以1∶1浓
度结合形成复合体, 从而抑制其活性, 促进ECM

的沉积[6]. 肝损伤时HSC通过自分泌或旁分泌的

方式产生大量的TGF-β1, 炎症或损伤过程中释

放的纤溶酶及其他蛋白酶可进一步增强其活性, 
并通过自身调节机制, 产生更多的TGF-β1, 形
成逐级放大效应, 导致TGF-β1的大量生成和激 
活[7]. TGF-β1在调控肝纤维化中发挥重要作用[8]. 
TGF-β1可显著抑制肝细胞再生, 具有极强的促

A B

DC

图  4  各组小鼠肝组织中Ⅰ型胶原的表达(SABC×200). A: 正常组; B: 高剂量双环醇组; C: 低剂量双环醇组; D: 实验对照组.

A B

DC

图  3  各组小鼠肝组织中TGF-β1的表达(SABC×200). A: 正常组; B: 高剂量双环醇组; C: 低剂量双环醇组; D: 实验对照组.

■同行评价
本文设计思路全
面 ,  实 验 结 果 可
靠, 具有较高的参
考价值和理论水
平. 
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进HSC有丝分裂、促进胶原纤维生成作用. 此外

TGF-β1还可减少细胞外基质分解, 其机制包括

促进HSC分泌TIMP1, 减少间质胶原酶基因的表

达[9]. 因此TGF-β1、TIMP1过度表达是ECM生

成与降解过程失衡的两个中心环节.  
c-f o s 、c-j u n 基因表达产物分别为F o s蛋

白、Jun蛋白. Fos和Jun家族为核内两类重要的

转录因子. fos在细胞生长的静止期基本不表达, 
而jun基因家族即使在稳定期也有一定程度的表

达. Jun蛋白可形成同源二聚体或与Fos蛋白形

成异二聚体构成AP-1, 而Fos蛋白只能与Jun蛋
白形成异二聚体构成AP-1. Fos蛋白与Jun蛋白

C末段活化区的磷酸化使AP-1具有转录因子活

性, 刺激核内其他细胞与增殖有关基因的转录. 
各种炎性细胞因子、脂质过氧化物等均能通过

细胞内信号传导途径激活早期反应基因c-fos和
c-jun [10], 其表达产物形成同源或异源二聚体的

转录激活蛋白(AP-1). TGFβ1基因启动子区域存

在AP-1结合位点. c-fos及c-jun基因表达上调后, 
AP-1DNA结合活性增高, 可加速HSC中TGFβ1
的转录及翻译, 从而增加ECM的合成[11]. TIMP1
基因启动子必须与AP-1结合后才能充分活化, 
从而启动TIMP1基因转录、翻译出大量TIMP1
蛋白[12], 抑制胶原酶活性, 造成ECM合成与降解

失衡. 本研究显示, 实验对照组小鼠肝组织c-fos
及c-jun  mRNA、TGF-β1、TIMP1的表达明显

增强 ,  经高剂量双环醇治疗后其表达水平随

Ⅰ、Ⅲ型胶原含量降低而明显下降. 由于双环

醇具有抗炎、抗氧化作用[13], 因而推测其可通

过调节c-fos与c-jun的表达、抑制其AP-1DNA
结合活性而减轻TGF-β1、TIMP1的过度表达, 
从而抑制胶原合成, 促进其降解而发挥抗肝纤

维化作用. 
国内外肝病学者普遍认为, 早期肝纤维化

是可以逆转的, 而肝硬化是不可逆转的[14]. 目前

认为肝窦毛细血管化是肝纤维化的最基本、最

A B

C D

图  5  各组小鼠肝组织中Ⅲ型胶原的表达(SABC×200). A: 正常组; B: 高剂量双环醇组; C: 低剂量双环醇组; D: 实验对照组.

表  3  各组小鼠肝组织中TGF-β1 、TIMP1和Ⅰ、Ⅲ型胶原表达变化(n  = 10, mean±SD)

     
分组           	           TGF-β1	            TIMP1	       Ⅰ型胶原	      Ⅲ型胶原

正常组	                  0.0621±0.0036	 0.0761±0.0125	 0.0902±0.0031	 0.0758±0.0163

高剂量双环醇组	 0.1815±0.0231bd	 0.2324±0.0536ad	 0.1811±0.0514bd	 0.1543±0.0603bd

低剂量双环醇组	 0.2042±0.0522df	 0.2593±0.0631de	 0.2087±0.0628de	 0.1786±0.0634de

实验对照组	 0.2139±0.0134	 0.2648±0.0361	 0.2140±0.0271	 0.1862±0.0217

aP<0.05, bP<0.01 vs  实验对照组; dP<0.01 vs  正常组; eP<0.05, fP<0.01 vs  高剂量双环醇组.  
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初始特征. 研究发现, 日本血吸虫尾蚴感染8 wk
后, 慢性虫卵肉芽肿形成, 肝窦出现毛细血管化, 
而此时尚处于血吸虫肝纤维化病变的早期[15]. 对
血吸虫肝纤维化开始形成的患者若早期应用抗

纤维化治疗, 可能有利于肝纤维化的逆转. 本研

究以日本血吸虫尾蚴感染小鼠8 wk后建立肝纤

维化病变早期模型, 应用不同剂量的双环醇治

疗血吸虫性肝纤维化. 研究发现, 经高剂量双环

醇治疗后肝脏病理损伤减轻, 肝组织中纤维化

程度比实验对照组明显下降, 但与正常组水平

仍差异明显, 表明高剂量双环醇对血吸虫肝纤

维化有较好的逆转作用, 但仍未恢复正常. 而低

剂量双环醇抗肝纤维化的效果则不明显, 提示

其抗肝纤维化效应呈剂量依赖性, 早期、大剂

量、长疗程应用时有较好的抗肝纤维化效果. 
长期以来, 血吸虫患者经吡喹酮一次性杀虫

治疗后并无其他后续治疗. 乌文琳 et al [16]经长期

调查发现, 吡喹酮治疗后, 血吸虫虫卵所致的肝

纤维化仍可继续发展, 其远期抗肝纤维化效果

有限, 抗肝纤维化的药物治疗很有必要. 我们认

为, 大剂量双环醇可降低血吸虫病肝纤维化组

织中TGF-β1、TIMP1的表达而发挥抗血吸虫病

肝纤维化作用, 具有作用早、疗效持久、毒副

作用小的优势, 可作为杀虫治疗后抗肝纤维化

药物使用. 待其作用机制进一步明确后, 临床应

用价值会更大.
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