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前  言
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则起草。
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引  言

个体化抗肿瘤药物敏感性检测是一项具有重要临床意义的医学研究技术。肿瘤的发展和治疗反应在

不同个体之间存在巨大的差异，这使得传统的治疗方法无法满足每个患者的特定需求。因此，发展一种

能够预测患者对特定药物的敏感性的方法变得至关重要。

类器官个体化抗肿瘤药物敏感性检测是一种新兴的技术，它利用体外培养的肿瘤组织或细胞，通过

模拟体内肿瘤环境，评估不同药物对肿瘤的抑制效果。这种方法可以更准确地预测患者对不同药物的反

应，从而为个体化治疗方案的制定提供有力的依据。

通过类器官个体化抗肿瘤药物敏感性检测，医生可以根据患者的肿瘤特征和药物敏感性结果，选择

最适合的治疗方案。这种个体化的治疗方法可以提高治疗的效果，减少不必要的药物毒副作用，并提高

患者的生存率和生活质量。

尽管类器官个体化抗肿瘤药物敏感性检测在理论上具有巨大的潜力，但目前仍面临一些挑战。例如，

如何选择合适的肿瘤样本和培养条件，以及如何解读和应用检测结果等问题仍需要进一步研究和探索。

总之，类器官个体化抗肿瘤药物敏感性检测是一项具有前景的医学研究技术，它有望为肿瘤患者提供更

加个体化和精准的治疗方案，为抗肿瘤药物的研发和临床应用提供重要的指导。
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类器官个体化抗肿瘤药敏感性检测方法

1 范围

本文件规定了临床应用中肿瘤类器官药敏检测的方法，包括样本组织培养操作程序、药

敏检测程序等内容。

本文件适用于人源肿瘤类器官的培养、传代及靶向药、化疗药物的药敏检测。

2 规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期

的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括

所有的修改单）适用于本文件。

GB/T 6682 分析实验室用水规格和实验方法

GB 19489—2008 实验室生物安全通用要求

GB/T 38736—2020 人类生物样本保藏伦理要求

GB 50346—2004 生物安全实验室建筑技术规范

YY 0569 Ⅱ级 生物安全柜

JG/T 292 洁净工作台

T/CSCB 0001-2020干细胞通用要求

3 术语和定义

GB/T 38736—2020 界定的以及下列术语和定义适用于本文件。

3.1

类器官 organoids
在细胞类型组成、形态结构和生理/病理功能等方面，干细胞或前体细胞在体外三维培

养条件下，通过增殖、分化和自组织所形成的微型组织器官培养物，高度模拟体内对应组织

器官（包括稳态和病理过程）的特征。

3.2

肿瘤类器官培养物 organoid cultures of tumors
由病理诊断为恶性肿瘤患者的自体肿瘤组织或细胞样本中提取的肿瘤细胞，在三维立体

培养条件下形成的与其来源组织的细胞成分、组织结构及分子表型等关键特征具有相似性的

三维多细胞培养物。

3.3

类器官传代 organoid passage
将已经培养到一定大小且状态良好的类器官，采用物理机械分离或联合酶消化的方法，

分散成小细胞团或单细胞悬浮液。随后，这些细胞会再次被重新接种到原始培养条件相同的
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培养体系中，以继续进行类器官的培养。新一代的类器官在形态和功能上与原始类器官具有

相似特征。

3.4

药敏检测 drug sensitivity testing
经过成功培养的肿瘤类器官将被接种到含有不同浓度化疗药物的多孔板（如384孔板或

96孔板）或类器官芯片中。随后，通过培养和检测ATP含量或进行图像分析，可以计算肿瘤

细胞对药物的抑制率，以评估药物的疗效和患者的敏感程度。

3.5

半抑制浓度 half maximal inhibitory concentration, IC50

指当给定药物或化合物对目标生物体或细胞的生物活性（通常是抑制或抑制率）达到

50%时，给定药物或化合物的对应浓度。

注：在浓度等于IC50时，药物或化合物抑制了目标生物活性的一半。

3.6

类器官参考品 organoid reference material
能够在一定代次范围内保持稳定（如病理、测序、肿瘤药敏等）的成系肿瘤类器官，药

敏检测实验中作为阴性、阳性参考品。

注：参考品通常是经过验证的，并且具有已知的特性和性能，以便与其他类器官进行比

较和验证。使用类器官参考品有助于确保研究结果的可靠性和可重复性。

3.7

知情同意 informed consent
获取、处理、存储肿瘤组织的方法必须经过伦理委员会的批准。在确保充分尊重和告知

人体组织提供者的权益的前提下，必须与提供者签署知情同意书。

注1：:知情同意书应包括但不限于有关组织处理方案和潜在应用场景的信息。

注2：:需要采取措施来保护组织提供者的个人信息的隐私，绝对禁止泄露可识别供体及

其亲属身份的信息，如姓名、肖像、证件信息、社会关系等。见GB/T 38736-2020第3.7条。

4 缩略语

下列缩略语适用于本文件。

HBSS：平衡盐溶液（Hank's Balanced Salt Solution）
CO2：二氧化碳（Carbon Dioxide）
DNA：脱氧核糖核酸（Deoxyribonucleic Acid）
ATP：腺嘌呤核苷三磷酸(Adenosine Triphosphate)
GA：悬浮细胞缓冲液（Cell Suspension Buffer）
PBS：磷酸盐缓溶液（Phosphate buffer solution）
CB3：吸附柱（Column Batch 3）
CR3：吸附柱（Column Reagent3）
CS：过滤柱（Column Separation）
GB：核酸与蛋白分离缓冲液（Nucleic acid and protein separation buffer）
GD：蛋白质杂质缓冲液（Guanidine Hydrochloride Buffer）
PW：去盐漂洗液（Phosphate Wash Buffer）
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RDD：缓冲液（RNAse-Free DNA Digestion Buffer）
RIPA：裂解液（Radio-Immunoprecipitation Assay Buffer）

5 要求

5.1 生物安全要求

开展肿瘤类器官及其体外药物敏感性检测实验活动对应的生物安全要求。

5.2 技术要求

5.2.1 样本要求

新鲜的肿瘤样本组织或恶性积液。

5.2.2 实验步骤要求（肿瘤细胞提取、三维培养模型制备、培养、药敏板制备、药物接触、

药敏检测及结果分析）

详见本文件第 6、7 章，样本组织培养操作程序及药敏检测程序。

5.2.3 实验质量控制要求

a) 肿瘤类器官建模质控

根据类器官形态、直径、透亮度等参数进行分析，进行类器官活性、细胞量质控，

其中活性不低于 50%，细胞量满足药敏检测量需求；

当类器官传代后，应能进行体外重建成新的类器官，并且传代前后类器官的形态

和特征应保持一致；

真菌、细菌、支原体等均为阴性；

类器官 H&E染色后，由具备病理鉴定资质的专业人员判定，应符合肿瘤细胞特征：

核深染、异常和分裂像、核质比失调等。

b) 药敏质控及数据质控

类器官肿瘤细胞比例应不低于70%；

阳性参考品药敏结果应为敏感、阴性参考品药敏结果应为耐药；

计算 Z factor（需大于或等于 0.5）。

Z factor按照公式（1）计算

Z=1-[3×(σ对照+σ空白)/丨对照-空白丨]………………………（1）
式中：

Z —实验 Z factor；
对照 —阴性对照发光值的平均值；

空白 —空白对照发光值的平均值；

σ对照 —阴性对照发光值的标准方差；

σ空白 —空白对照发光值的标准方差。

6 样本组织培养操作程序

6.1 实验准备

使用前应将样本对应癌种的试剂盒组分提前解冻混匀。基质胶使用冰水浴解冻。

6.2 组织清洗
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将样本组织转移至50mL离心管中，用含1%双抗及50ug/mL的庆大霉素无菌生理盐水对

样本进行清洗3-5次（每次使用20ml-30mL 庆大霉素无菌生理盐水清洗）。

6.3 组织剪切

在冰盒上用无菌剪刀将组织剪成约1mm3小块。

6.4 第一次组织消化

使用5mL HBSS收集剪切好的组织于15mL离心管中，1200rpm，3min离心弃上清，向沉

淀加入3mL 消化液I 于37℃摇床中震荡消化0.5-3小时。操作中应注意，消化结束前半小时

将消化液II 置于37℃预热。

6.5 第二次组织消化

第一次消化结束后，加入5mL HBSS终止消化，1200rpm，3min离心弃上清，向沉淀中

加入2mL提前预热的消化液II 于37℃摇床中继续消化5-10 min。

6.6 终止消化

待消化完成后，加入5mL HBSS 终止消化，1200rpm，3min离心弃上清。

6.7 组织过滤

加入5mL HBSS重悬沉淀，使用100μm细胞筛网过滤收集滤液，将滤液1200rpm，离心3min，

弃上清收获细胞沉淀。

6.8 去除红细胞

加入2mL红细胞裂解液重悬细胞沉淀，室温放置2-5min后，加入4mLHBSS 溶液稀释终止，

1200rpm，离心3min，弃上清收获细胞沉淀。

注1：当组织过滤后的沉淀颜色偏红时可通过本步骤去除多余的红细胞，其他情况下本

步骤非必须。

6.9 制备细胞悬液

用少量培养液重悬细胞沉淀，细胞计数后用培养液稀释制备104-105 cell/30ul的细胞

悬液。

6.10 接种细胞

取适当体积（不超过200μL）的基质胶（4℃预处理融化）与细胞悬液（不超过200μL）
按照1-1.5:1的比例充分混匀，避免产生气泡，用移液器将混有细胞的胶滴到60mm 培养皿中，

每滴约50μL。
注2：为避免基质胶凝固，应将其置于冰盒上操作。

6.11 倒扣培养皿

将接种后的培养皿放入CO2培养箱内37℃静置2min,轻晃胶滴无明显流动后小心倒扣，待

其充分凝固（约30min）。

6.12 添加培养基
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加入2-4mL的培养液，置于培养箱内于37℃、5%的CO2浓度条件下培养。每隔3-5天更换

一次培养液，一般情况下培养4-10天可得到类器官。

6.13 培养过程应及时跟进样本情况

每个2-3天观察一次并拍照，4X一张，20X两张（命名规则：编号-代次-培养时间-倍数&

序号；如1000-P1-培养0天-20X1）；样本交接至下一实验时要求记录样本情况及照片。

6.14 样本培养结论

应在样本接收24小时内出具《样本质量反馈表》（见附录A）。培养3-10天后，出具《类

器官培养情况反馈表》至医生，医生根据筛药数量确定筛药方案反馈至实验室。

7 药敏检测程序

7.1 类器官药敏检测板制备

7.1.1 实验前准备

生物安全柜紫外线消毒30min，通风备用。4℃提前预冷384孔板10min，准备冰盒，冰水，

并在显微镜下拍照（4×一张,20×两张，命名规则:编号-交接-4×1,编号-交接-20×1等）；

7.1.2 类器官消化

类器官消化操作如下：

a) 将培养皿中的培养基吸出；若出现胶滴散了的情况，需先离心收集细胞；1200rpm，

3min离心后去除上清；

b) 向培养皿中加入凝胶消化液（35×10mm培养皿加 2mL；60×15mm培养皿加 5mL），
将胶滴吹散，37℃消化 2-5min，每间隔 2分钟吹打类器官并在显微镜下观察，待

观察到类器官消化成均一的含 3-5个细胞的细胞团时，加入 1.5倍凝胶消化液体积

的 HBSS 终止消化（见图 1）；

c) 1200rpm，3min离心，弃上清后，用 HBSS重悬，再 1200rpm，3min离心，弃去

上清。

图1 类器官消化后的细胞团形态图

7.1.3 类器官接种

类器官接种操作如下：

a) 用 200μL对应癌种类器官培养基重悬后进行细胞计数，约每孔 2000活细胞进行类

器官接种；
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b) 基质胶与细胞悬液按 1-1.5:1的比例进行充分稀释混匀后，用单通道移液器将混合

胶以 10μL/孔分液到 384孔板中。（阴性对照组一般设置 12孔，其余为加药组），

此操作应在冰盒进行；

c) 基质胶与对应癌种培养基按 1-1.5:1的比例进行充分稀释混匀后，以 10uL/孔分液到

384孔板中，作为空白组（一般设置 6孔）；

d) 轻轻敲打 384孔板四周，使胶液在 384孔板底部分布均匀；

e) 完成后放置于培养箱 30min后，以 54μl/孔加入对应癌种培养基（培养基提前预热）；

f) 类器官接种完成后，向药物测试孔以及阴性对照孔周边的空孔中，加入 40μL生理

盐水溶液，并在显微镜下拍照（阴性对照孔 10×一张,20×两张，命名规则:编号-铺
板-10×1,编号-铺板-20×1等）。

7.2 药物接触实验

药物接触实验操作如下：

a) 待类器官生长良好后，可进行加药实验，加药一般在类器官接种到 384孔板 2天后

进行；

b) 加药前显微镜观察每孔样本状态，剔除异常孔，并进行半量换液（换 20μL补 20μL)，
并在显微镜下拍照（阴性对照孔 10×一张,20×两张，命名规则:编号-加药-10×1,编号

-加药-20×1等）；

c) 实验设置阴性对照组、空白组、药物测试组、阳性质控组、阴性质控组，按照如下

要求进行处理：

1) 空白组：不含类器官的孔为空白孔，每个板设置 6复孔，不添加药物，补充

6μL培养基；

2) 阴性对照组：接种有类器官的孔，但是不添加药物接触，补充 6μL培养基；

3) 药物测试组：接种有类器官的孔，添加药液 6μL；
4) 阳性质控组：接种有参考品类器官的孔，添加阳性药物接触，补充 6μL培养

基；

5) 阴性质控组：接种有参考品类器官的孔，添加阴性药物接触，补充 6μL培养

基；

d) 药物储液板配制：将药液母液在药板上稀释至 40×，再进行 4倍稀释，共 6个浓度

梯度，其中培养板悬浮液体积为 54μL，则吸取 6μL药液加入到细胞培养板中，使

最终药物最高使用浓度 4×，加药前需对方案进行核对，一人加药，一人确认；

e) 加药完毕后，置于恒温培养箱于 37℃，5% CO2条件下培养 4天。

7.3 药敏检测

药敏检测操作如下：

a) 加药培养 96小时后，进行药敏检测实验；

b) 取出培养板，在显微镜下拍照（阴性对照孔 10×一张,20×两张，命名规则:编号-检
测-10×1,编号-检测-20×1等）；

c) 样本处理和质控：

1) 机器质控：用 ATP制作一条标准曲线，ATP最高浓度为 1000nM，进行 4倍
梯度稀释，共 6个浓度梯度，每孔体积 40μL，并加入 40μL发光试剂，用酶标

仪进行检测，制作标准曲线，要求 R2＞0.99；
2) 样本质控：在样本检测时同上操作，在培养板上制作一条标准曲线。

d) 将细胞培养板原孔培养液用单通道移液器移液 40μL，然后加入 30μL发光增强液，

4℃静置 60分钟后，将 40μL发光试剂加入细胞培养板空白孔、阴性对照孔、药物

测试孔中；
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e) 室温（约 25℃）震荡 2min，以促进细胞的裂解，孵育 8min，使发光信号趋于稳定；

f) 使用具有检测化学发光功能的多功能酶标仪进行化学发光检测；

待检测完成后，导出数据，做好标记，剔除孔需做好标记。

注1：接种类器官时应保证混合胶温度在4℃ 以下，防止胶液凝固。

注2：接种类器官期间可用移液枪轻轻吹打类器官胶液，防止因类器官沉淀而引起的接种不

均匀的现象。

注3：加药操作尽量避免气泡产生，不同药物之间需更换枪头。

注4：发光试剂储存于-20℃，必须在冷水或室温下解冻后使用，使用前进行分装，避免反复

冻融（不超过5次）。

7.4 药敏数据分析及结果判定

药品数据分析及结果判定按如下要求：

a) 样本孔 ATP浓度计算：

将药物测试孔与对照孔发光均值代入标准曲线，得到 ATP 浓度值。

b) 相对肿瘤抑制率计算：

相对抑制率 = 1 −
药物测试孔 ATP 浓度

对照孔 ATP 浓度
× 100%

c) 药物 IC50计算：

根据药物不同浓度下的相对抑制率，使用 GraphPad Prism 软件计算该药物的 IC50值。

d) 药敏结果的判定

按照表 1判定药物的敏感性结果。

表 1

IC50 药物敏感性判断结果

IC50＞1× 不敏感

IC50≤1× 敏感

注：最终筛选结果准确性经由临床治疗结局判定，文献报道达 80% 以上。

8 废弃物处理

在类器官的构建、传代、组织样本获取、培养、鉴定、冻存等操作过程中所产生的废弃

物，必须遵守生物样本处置与管理规范以及相关医疗废物处理规范，应按照GB 19489—2008
中7.19和GB/T 38736—2020中3.1的要求，将不合格或者污染的类器官细胞等废弃物妥善处置

于指定地点。

9 数据管理

建议根据类器官的具体用途，制定数据管理规范，其中应包括数据内容和保存期限，数

据管理的权限和责任等方面的要求。对于详细的临床样本数据管理，可以参考国家药品监督

管理局发布的《药物临床试验质量管理规范》（GCP）中有关数据管理的相关部分内容。

10 质量控制
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类器官的质量控制具有与传统细胞培养不同的特点，包括但不限于对类器官团的生长活

力评估、类器官细胞悬液数量评估、类器官单细胞悬液活力评估以及类器官中免疫学标记物

的表达评估等方面。有关类器官培养状态的鉴定请参见附录 B。对于与类器官相关的实验，

DNA、RNA和蛋白质的提取操作请参考附录 C。
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A
附 录 A

（资料性）

肿瘤类器官药敏检测的方法原理

A.1 药敏检测方法原理

将含有肿瘤细胞的肿瘤组织或体液，在体外培养扩增为能高度还原体内肿瘤的遗传学与

生物学特征的微小肿瘤，即肿瘤替身——肿瘤类器官。在体外对肿瘤类器官进行药物干预，

获得抗肿瘤药物敏感性实验结果，为临床医生制定患者个体化精准药物治疗方案，提供科学

依据。

A.2 仪器设备及试剂耗材

A.2.1 仪器设备

离心机、细胞培养箱、生物安全柜、35×10mm、60×15mm培养皿、100μm细胞筛网、384

孔板、96孔板、显微镜、高压灭菌锅、O.1μL~2.5μL、2μL~20μL、20μL~200μL移液器、超净

工作台、化学发光仪。

A.2.2 耗材和试剂

符合GB/T 6682一级水标准的实验用水、庆大霉素、生理盐水、HBSS缓冲液、消化液Ⅰ、
消化液Ⅱ、红细胞裂解液、基质胶、凝胶消化液、类器官培养基（主要由基础培养基、生长

因子和抑制剂组成，为细胞生长和类器官形成提供必要的营养物质和活性成分）。
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附 录 B

（资料性）

样本质量反馈

样本质量反馈应按照表 2进行评分。

表2 样本质量反馈表

变量 分类 评分标准* 样本评分

取材方式

活检 4

手术 8

恶性积液 10

病灶特征

复发灶/转移灶 6

原发灶 10

样本重量

＜ 0.2g 0

0.2 ~ 0.5 g 6

＞ 0.5g 10

样本离体时间

＞120 min 0

30~120 min 8

＜30 min 15

样本保存时间

＞24 h 0

12~24 h 5

＜12 h 10

消化后细胞数量

＜10^5 0

10^5~10^6 10

＞10^6 20

消化后细胞活力

＜15% 0

15%~50% 15

＞50% 25

其他 - 扣分项

总分 - -

检测人 检测时间

注：样本评分≤40表示样本质量偏差，药敏实验失败风险较大；40~80表示样本质量中等；≥80表示样本质

量良好。
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附 录 C

（资料性）

类器官的核酸与蛋白质提取

C.1 DNA提取

a) 类器官需要先消化制备为细胞悬液，然后在11200×g离心1min，弃上清，加200μl悬浮细

胞缓冲液GA，振荡使细胞彻底悬浮；

b) 加入20μl 蛋白酶K（Proteinase K）溶液，混匀；

c) 再加入200μl 核酸与蛋白分离缓冲液GB，充分颠倒混匀，70℃放置10min，溶液应当变

清亮，简短离心以去除管盖内壁的水珠；

d) 加入200μl无水乙醇，充分振荡混匀15s，此时可能会出现絮状沉淀，简短离心以去除管

盖内壁的水珠；

e) 将上一步所得溶液和絮状沉淀都加入一个吸附柱CB3中（吸附柱放入收集管中），13 400×g
离心30s，倒掉废液，将吸附柱CB3放回收集管中；

f) 向吸附柱CB3中加入500μl去除蛋白质杂质缓冲液GD（已按照说明加入无水乙醇），

13400×g离心30s，倒掉废液，将吸附柱CB3放入收集管中；

g) 向吸附柱CB3中加入600μl去盐漂洗液PW（已按照说明加入无水乙醇），13400×g离心30s，

倒掉废液，将吸附柱CB3放入收集管中；

h) 重复操作步骤 g）；

i) 将吸附柱CB3放回收集管中，13400×g离心2min，倒掉废液。将吸附柱CB3置于室温放置

数分钟，以彻底晾干吸附材料中残余的漂洗液；

j) 将吸附柱CB3转入一个干净的离心管中，向吸附膜的中间部位悬空滴加50~200μl的DNA洗

脱缓冲液TE，室温放置2~5min，13400×g离心2min，将溶液收集到离心管中。

C.2 RNA 提取

a) 收集细胞：待类器官长到一定的数量后，将24孔板中的培养基去除，加入1ml的PBS清洗1

遍。去除PBS后，加入1ml的无动物源性重组胰酶，并用1ml量程的移液枪将基质胶打散，以

利于消化酶与类器官进行充分的接触与消化。30min后，将细胞溶液转移至RNase-Free的离

心管中离心（300×g，5min），收集细胞沉淀，仔细吸除所有上清；

b) 裂解处理：轻弹离心管底部，使细胞沉淀松散，加入适量裂解液RL（350μl），旋涡振荡；

c) 将所有溶液转移至过滤柱CS上(过滤柱CS放在收集管中)，13400×g离心2min，收集滤液；

d) 向滤液中加入1倍体积70%乙醇（通常为350μl或600μl），混匀（此时可能会出现沉淀），

得到的溶液和沉淀一起转入吸附柱CR3中（吸附柱CR3放入收集管中），13400×g离心30~60s，

倒掉收集管中的废液，将吸附柱CR3放回收集管中；

e) 向吸附柱CR3中加入350μl去蛋白液RW1，13400×g离心30~60s，倒掉收集管中的废液，将

吸附柱CR3放回收集管中；

f) DNase I工作液的配制：取10μl DNase I 储存液放入新的RNase-Free离心管中，加入70μl
去除DNA缓冲液RDD，轻柔混匀；

g) 向吸附柱CR3中央加入80μl的DNase I工作液，室温放置15min；

h) 向吸附柱CR3中加入350μl去蛋白液RW1，13400×g离心30~60s，倒掉收集管中的废液，将

吸附柱CR3放回收集管中；

i) 向吸附柱CR3中加入500μl漂洗液RW（按照说明加入乙醇），室温静置2min，13400×g离
心30~60s，倒掉收集管中的废液，将吸附柱CR3放回收集管中；

j) 重复步骤i）；

k) 离心（13400×g，2min），倒掉废液。将吸附柱CR3置于室温放置数分钟，以彻底晾干吸

附材料中残余的漂洗液；
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l)将吸附柱CR3转入一个新的RNase-Free离心管中，加入30~100μlRNase-Free ddH 2 O室温

放置2min，离心（13400×g，2min），得到RNA溶液。

C.3 蛋白质提取

a) 收集细胞：待类器官长到一定的数量后，将24孔板中的培养基去除，加入1ml的PBS进行

清洗1遍。去除PBS后，加入1ml的无动物源性重组胰酶，并用1ml量程的移液枪将基质胶打散，

以利于消化酶与类器官进行充分的接触与消化。30min后，将细胞溶液转移至RNase-Free的

离心管中离心（300×g，5min），收集细胞沉淀，仔细吸除所有上清；

b) 裂解处理：轻弹离心管底部，使细胞沉淀松散，加入适量裂解液RIPA（50μl/孔）及蛋白

酶抑制剂，旋涡振荡，将其转移至EP管中，置于冰上裂解30min；

c) 蛋白收集：离心（4℃，12000×g，15min），收集上层蛋白溶液；

d) 蛋白定量：使用BCA试剂盒进行蛋白定量；

e) 蛋白变性：加入适量上样缓冲液，金属浴100℃，15min，使蛋白变性；

f) 蛋白储存：短期内使用蛋白可置于-20℃储存，长期储存置于-80℃。
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