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异柠檬酸脱氢酶１对替莫唑胺干预下 Ｕ８７细胞
细胞凋亡的影响

王举波１，权瑜１，吕健１，董丹凤２
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［摘　要］目的：探讨人异柠檬酸脱氢酶１（ｍＩＤＨ１）基因突变对替莫唑胺（ＴＭＺ）干预下脑胶质瘤 Ｕ８７细胞凋
亡的影响。方法：用基因重组技术构建真核表达载体 ｍＩＤＨ１／ｗＩＤＨ１，转染技术构建目的基因的 Ｕ８７细胞的稳
转细胞系，采用流式细胞术检测 ＴＭＺ干预２４ｈ后的细胞凋亡率；构建裸鼠移植瘤模型，采用免疫组织化学法
（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测ｍＩＤＨ１对ＴＭＺ干预 Ｕ８７细胞２４ｈ时及 ＴＭＺ连续灌胃 ５ｄ时裸鼠移植瘤相关凋亡蛋白
Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９、Ｂａｘ及Ｂｃｌ２的表达水平。结果：成功构建胶质瘤稳转细胞系，流式细胞术结果显示，
ｍＩＤＨ１能提高ＴＭＺ作用后Ｕ８７细胞的凋亡率，也能上调ＴＭＺ干预２４ｈ时Ｕ８７细胞及ＴＭＺ连续灌胃５ｄ时裸鼠
移植瘤中Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９、Ｂａｘ蛋白表达水平，下调Ｂｃｌ２蛋白表达水平（Ｐ＜００５）。结论：ｍＩＤＨ１通过上调
ＴＭＺ作用的Ｕ８７细胞、裸鼠移植瘤组织的Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９、Ｂａｘ表达、下调Ｂｃｌ２表达促进胶质瘤细胞凋亡。
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　　脑胶质瘤是发病率最高、且最具危险性的颅内
原发恶性肿瘤，尽管近年来外科技术及各种综合治

疗方法不断更新，但仍然难以改变其高居不下的致

死率及致残率［１－４］。肿瘤细胞增殖同时存在细胞

死亡［５］，主要包括坏死与凋亡，后者是细胞自身增

殖调控的重要方式，是由几条经典凋亡通路控制的

程序性死亡［６］，与肿瘤的进展关系密切［７－８］，研究

胶质瘤细胞的凋亡与增殖特性具有重要的临床价

值［９］。柠檬酸脱氢酶 １（ｉｓｏｃｉｔｒａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ１，
ＩＤＨ１）在胶质瘤中有着广泛的突变率，且突变型患
者具有相对较好的预后［１０－１１］，但目前国内外对突

变型胶质瘤患者良好预后的机制鲜有报道，本研通

过研究异柠檬酸脱氢酶 １（ｍｕｔａｎｔｉｓｏｃｉｔｒａｔｅｄｅｈｙ
ｄｒｏｇｅｎａｓｅ１，ｍＩＤＨ１）基因过表达对替莫唑胺（ｔｅｍｏ
ｚｏｌｏｍｉｄｅ，ＴＭＺ）干预下人脑恶性胶质瘤细胞系 Ｕ８７
凋亡的影响，探讨 ｍＩＤＨ１影响胶质瘤患者预后的
原因，为临床治疗提供参考。

１　材料与方法

１１　材料与试剂
Ｕ８７人脑恶性胶质瘤细胞系由西安交通大学

医学院中心实验室提供，Ｃａｓｐａｓｅ３及 Ｃａｓｐａｓｅ９兔
抗人单克隆抗体购买于 ＳａｎｔａＣｒｕｚｅ公司，胎牛血
清购自四季青公司，脂质体 Ｌｉｐ２０００系购自 Ｓｉｇｍａ
公司，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ试剂盒购自上海锐赛公司；研究
所用的相关基本试剂及试验耗材均购自西安交通

大学实验耗材供应中心，基本操作仪器由西安交通

大学环境重点实验室提供。

１２　方法
１２１　细胞培养　Ｕ８７细胞用含有双抗（青霉素、
链霉素各１０００００ＩＵ／Ｌ）、１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ
培养基在３７℃培养箱、５％ ＣＯ２条件下培养，定时
换液、传代。

１２２　真核表达载体构建与目的基因细胞稳定转
染　采用 Ｐｒｉｍｅｒ５软件设计 ＩＤＨ１ＰＣＲ扩增引物，
模板为 ＰｃｍｖＩＤＨ１、参考文献进行扩增，ＰＣＲ产物
大小为２２５～１４６６ｂｐ；采用限制性内切酶ＢａｍＨＩ
和Ｓａｃ１进行双酶切，回收酶切片段，Ｔ４ＤＮＡ连接
酶对载体与双酶切产物进行重组，构建（ｗｉｌｄｉｓｏｃｉ
ｔｒａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ１，ｗＩＤＨ１）真核表达载体，利用
点突变试剂盒突变技术构建 ｍＩＤＨ１真核表达载
体。Ｕ８７细胞接种培养融合率达 ６０％ ～７０％时，
以脂质体Ｌｉｐ２０００转染细胞，Ｇ４１８筛选，直至稳定
的单细胞克隆株出现，对单细胞克隆株传代培养，

冻存留种。

１２３　ｍＩＤＨ１对体外 Ｕ８７细胞凋亡的影响　采
用流式细胞术，转染成功的Ｕ８７细胞传代培养２４、
４８ｈ，适量０２５％的胰酶消化液消化细胞，收集细
胞，室温，８００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；再次重悬细胞并计
数，室温，８００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；弃去上清液，加入
ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ４００μＬ重悬细胞；加入 ＡｎｎｅｘｉｎＶ
ＲＦＰ５μＬ，室温避光孵育 １５ｍｉｎ；３０ｍｉｎ内检测
（激发光波长５４５ｎｍ，发射波长＞５７５ｎｍ）。
１２４　ＴＭＺ对ｍＩＤＨ１过表达胶质瘤细胞凋亡的
影响　采用流式细胞术，转染成功的 Ｕ８７细胞传
代培养，加入 ０２５％胰酶消化、计数细胞，种入 ６
孔培养板；按照０、５０及１００ｍｇ／Ｌ的 ＴＭＺ浓度计
算需要补加入的培养基和 ＴＭＺ溶液量，将二者混
合后缓慢加入培养孔中，设置３个复孔，培养２４ｈ；
胰酶消化，收集细胞，加入ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ４００μＬ，重悬
细胞；加入ＡｎｎｅｘｉｎＶＲＦＰ５μＬ，避光孵育１５ｍｉｎ，
３０ｍｉｎ内检测（激发光波长采用５４５ｎｍ，发射波长
＞５７５ｎｍ）。
１２５　ＴＭＺ对ｍＩＤＨ１过表达细胞凋亡相关蛋白
表达的影响　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法，转染成功的
Ｕ８７细胞细胞胰酶消化，离心收集，用５０ｍｇ／Ｌ的
ＴＭＺ培养液重悬细胞并传代；培养２４ｈ时，置于冰
上，ＲＩＰＡ裂解液裂解１５～３０ｍｉｎ。收集细胞，超声
粉碎，４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ；吸取上清液，
蛋白定量分装保存。ＳＤＳ蛋白质聚丙烯酰胺凝胶
电泳及转膜，取待测蛋白样品４０μｇ上样，进行半
干式法转膜，ＴＢＳＴ漂洗 ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶粉封
闭２ｈ；加入封闭液稀释配制的一抗，４℃孵育过
夜；分别加入以牛奶封闭的 ＨＲＰ标记的二抗
（１∶５０００），室温孵育 ２ｈ；ＴＢＳＴ溶液洗膜、显色，
显影定影；凝胶成像系统扫描记录目的蛋白的表达

强弱，用光密度表示，目的蛋白与βａｃｔｉｎ比值来表
示相对表达水平，全自动凝胶成像系统对结果拍照

并分析。

１２６　ＴＭＺ对裸鼠移植瘤凋亡相关蛋白表达的
影响　采用免疫组织化学法，皮下注射法构建裸鼠
移植瘤模型，计算裸鼠体表面积（Ｓ），Ｓ＝体型系数
（００６）×２／３体质量，根据裸鼠的体表面积及ＴＭＺ
用药参考确定ＴＭＺ给药剂量，将ＴＭＺ用ＤＭＥＭ配
成混悬液，按裸鼠体表面积每日灌胃给药，连续

５ｄ，实验终末处死裸鼠，留取移植瘤标本，石蜡包
埋，做５μｍ石蜡组织切片、烘干、二甲苯及梯度酒
精脱蜡，３％ Ｈ２Ｏ２浸泡，加入柠檬酸缓冲液暴露抗
原结合位点，加一抗（利用ＰＢＳ代替一抗作空白对
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照），４℃过夜，加入二抗，３７℃孵育３０ｍｉｎ，滴上
适量的ＳＡＢＣ，３７℃孵育３０ｍｉｎ，滴加显色剂，中性
树胶封片，显微镜下观察瘤细胞内见棕黄色或者棕

褐色颗粒为阳性细胞。按阳性细胞面积计分：不表

达记０分、＜１０％记１分、１０％～５０％记２分、５１％
～８０％记３分、＞８０％记４分，按着色强度计分：不
表达记０分、弱表达记１分、中度表达记２分、强表
达记３分；两者积分乘积为０表示阴性、＞１为阳
性、１～３表示弱阳性、４～７表示阳性、８～１２为强
阳性。

１３　统计学方法
所有数据均用 ＳＰＳＳ１６０统计软件进行处理

与分析。计量资料采用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，
数据比较采用单因素方差分析，两两比较采用 ｔ检
验；计量资料有率（％）表示，数据比较采用 χ２检
验；以 Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２１　ｍＩＤＨ１稳定转染Ｕ８７细胞系构建
如图１所示，ｍＩＤＨ１基因稳定转染Ｕ８７细胞

后，经Ｇ４１８单克隆筛选，最终筛选出稳转细胞单
克隆株，因目的基因与荧光报告基因有共同的启动

子，故而目的基因得到稳定表达，荧光显微镜下可

见稳定表达的ＥＧＦＰ荧光报告基因。

图１　Ｕ８７稳定转染细胞内ＥＧＦＰ表达（４０×）
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥＧＦＰｉｎＵ８７ｓｔａｂｌｅｃｅｌｌｌｉｎｅ
２２　Ｕ８７细胞凋亡率

如图２，将 ｍＩＤＨ１、ｗＩＤＨ１及对照组稳定转染
Ｕ７８细胞常规培养进行细胞凋亡检测，结果显示，
与对照组比较，ｍＩＤＨ１组细胞凋亡率无显著改变，
经培养２４及４８ｈ时３组细胞的细胞凋亡率均接
近于１％，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；因未检测
到 ｍＩＤＨ１／ｗＩＤＨ１对体外培养细胞的凋亡有明显
影响，故未再对体内凋亡蛋白进行检测。

图２　３组Ｕ８７细胞培养２４ｈ及４８ｈ的细胞凋亡率
Ｆｉｇ．２　Ａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅｃｅｌｌｌｉｎｅｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ２４ｈａｎｄ４８ｈ

２３　ＴＭＺ干预后Ｕ８７细胞凋亡率
流式细胞检测结果显示，ＴＭＺ干预浓度为

５０ｍｇ／Ｌ时，ｍＩＤＨ１过表达组Ｕ８７细胞即表现出较
高的凋亡率，且随ＴＭＺ浓度的升高，细胞凋亡比例
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升高，与其它两组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），ｗＩＤＨ１组细胞凋亡率显著低于对照组，差
异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见表１。

表１　不同浓度ＴＭＺ作用下三组细胞的凋亡率（％）
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

ｏｆＴＭＺｏｎｃｅｌｌｕｌａｒａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ＴＭＺ干预浓度
（ｍｇ／Ｌ）

Ｕ８７细胞的凋亡率（％）
对照组 ｍＩＤＨ１组 ｗＩＤＨ１组

０ １０５±０３２ １１２±０４１ １０７±０２３
５０ ２５７６±３５５ ４３３４±３７２（１） １８５４±３１６（１）（２）

１００ ４９３３±４６５ ７４２４±４８７（１） ４０５２±４８３（１）（２）

注：（１）与对照组比较，Ｐ＜００５；（２）与 ｍＩＤＨ１组比较，
Ｐ＜００５

２４　ＴＭＺ干预后 Ｕ８７细胞 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３
及Ｃａｓｐａｓｅ９蛋白表达

转染 ｍＩＤＨ１、ｗＩＤＨ１及空载体的胶质瘤 Ｕ８７
细胞经 ＴＭＺ干预后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与对
照组比较，ｍＩＤＨ１组脑胶质瘤Ｕ８７细胞的Ｂｃｌ２蛋
白表达水平降低，Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３及Ｃａｓｐａｓｅ９蛋白
表达水平升高，ｗＩＤＨ１组脑胶质瘤 Ｕ８７细胞 Ｂａｘ、
Ｃａｓｐａｓｅ３及Ｃａｓｐａｓｅ９蛋白表达水平降低，差异有
统计学意义（Ｐ＜００５），Ｂｃｌ２则差异无统计学意
义（Ｐ＞００５）。见图３、表２。

图３　ＴＭＺ干预后Ｕ８７细胞凋亡相关蛋白Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、Ｃａｓｐａｓｅ３及Ｃａｓｐａｓｅ９表达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＴＭＺｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ
表２　ＴＭＺ干预后Ｕ８７细胞凋亡相关蛋白Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、Ｃａｓｐａｓｅ３及Ｃａｓｐａｓｅ９表达

Ｔａｂ．２　Ｒｅｌａｔｉｖｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｒａｔｉｏｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｔｏｉｎｔｅｒｎａｌｃｏｎｔｒｏｌ

　组别
细胞凋亡相关蛋白

Ｂｃｌ２ Ｂａｘ Ｃａｓｐａｓｅ３ Ｃａｓｐａｓｅ９
对照组 ０８９±０１９ ０４３±０１７ ０５５±０１６ ０５２±０１４
ｍＩＤＨ１组 ０３３±０１４（１） ０８８±０２１（１） ０８３±０２４（１） ０６９±０１４（１）

ｗＩＤＨ１组 ０９２±０２１（２） ０２７±０１４（１）（２） ０２６±０１５（１）（２） ０２５±０１６（１）（２）

注：（１）与对照组比较，Ｐ＜００５；（２）与 ｍＩＤＨ１组比较，Ｐ＜００５。

２５　ＴＭＺ干预后裸鼠移植瘤 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３
及Ｃａｓｐａｓｅ９蛋白表达

免疫组织化学结果显示，ｍＩＤＨ１组移植瘤中
Ｂｃｌ２蛋白表达水平显著低于对照组和 ｗＩＤＨ１组，

Ｃａｓｐａｓｅ９蛋白表达水平显著高于对照组和 ｗＩＤＨ１
组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；ｗＩＤＨ１组 Ｂａｘ、
Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平显著低于对照组和ｍＩＤＨ１
组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见图４、表３。

表３　ＴＭＺ作用后细胞相关凋亡蛋白免疫组化染色计分（分）
Ｔａｂ．３　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｃｏｒｅｓｏｆＴＭＺｍｅｄｉａｔｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　组别
细胞凋亡相关蛋白

Ｂｃｌ２ Ｂａｘ Ｃａｓｐａｓｅ３ Ｃａｓｐａｓｅ９
对照组 １０２±１３ ８９±１２ １０３±１４ １０２±１３
ｍＩＤＨ１组 ３５±０６（１） ９８±１２ １０７±１６ ３５±０６（１）

ｗＩＤＨ１组 １０５±１４（２） ２８±０４（１）（２） ２１±０４（１）（２） １０５±１４（２）

注：（１）与对照组比较，Ｐ＜００５；（２）与 ｍＩＤＨ１组比较，Ｐ＜００５。
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图４　ＴＭＺ干预后移植瘤Ｂｃｌ２、Ｂａｘ及Ｃａｓｐａｓｅ３表达（免疫组织化学法，×４００）
Ｆｉｇ．４　 ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｍｕｔＩＤＨ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎＴＭＺｍｅｄｉａｔｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

３　讨论

肿瘤的形成是细胞增殖过度与细胞凋亡减少

的累积效应［１２］，抗凋亡作用不仅在肿瘤的形成中

起重要作用，而且与肿瘤的放化疗敏感性有着密切

的关系［１３］。细胞的凋亡调控是在凋亡与抗凋亡因

素的共同作用下完成的，是一个多因素参与的复杂

过程，调控基因分为凋亡基因和抗凋亡基因，前者

如野生型 ｐ５３、Ｂａｘ、ＦＡＳ／Ａｐｏ１、Ｂｃｌｘｓ等，后者如
Ｂｃｌ２、Ｂｃｌｘｌ等。新生肿瘤的产生，往往伴随抗凋
亡基因表达上调及凋亡基因表达的下调。Ｂｃｌ２是
目前研究最深入的凋亡调控基因，属于抗凋亡基

因［１４］，其功能蛋白定位于线粒体外膜、核膜和粗面

内质网上，具有膜通透活性适配子双重功能［１５］。

研究报道，上调抗凋亡因子的表达，可在一定

程度上抑制过氧化物和自由基增加所诱导的细胞

凋亡［１６］。目前认为，Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值决定细胞是否
凋亡。在最近一项关于侵袭性垂体瘤的研究中发

现Ｂｃｌ２下调与细胞凋亡增加有关，且 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ
的表达水平与 Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９的表达水平有
关，在胶质瘤细胞系的相关研究中也有类似发

现［１７］。Ｃａｓｐａｓｅ家族成员的激活是细胞凋亡过程
中的重要事件［１８］。Ｃａｓｐａｓｅ３是其中的一个关键
酶，对许多蛋白的降解都起到了重要的参与作用，

Ｃａｓｐａｓｅ９主要发生于凋亡起始期，由药物化疗激
活，进而激活下游 Ｃａｓｐａｓｅ３，导致凋亡。Ｂｃｌ２与
Ｂａｘ基因是凋亡调控的两个重要基因，Ｂｃｌ２的激
活抑制细胞色素Ｃ的释放，从而抑制 Ｃａｓｐａｓｅ激活
而抑制凋亡［１９］。在细胞外凋亡途径中，死亡配体

与受体，激活死亡信号，活化 Ｃａｓｐａｓｅ８，细胞色素
Ｃ释放或者通过直接作用于 Ｃａｓｐａｓｅ３及其它下游
Ｃａｓｐａｓｅ活化凋亡途径。在细胞内途径中，细胞内
的一切异常改变都可作为死亡通知信号，诱发细胞

死亡，这些改变可导致线粒体释放细胞色素 Ｃ与
Ｃａｓｐａｓｅ９结合形成凋亡复合体而进一步被激活，
其下游的 Ｃａｓｐａｓｅ３等被激活而导致细胞凋亡。
ＴＭＺ在体内转化为活性产物，导致 ＤＮＡ甲基化加
成物的错配修复，发挥细胞毒作用，启动内源性凋

亡途径［２０］。

本研究发现，ＴＭＺ作用于体外胶质瘤细胞后，
ｍＩＤＨ１组 Ｕ８７细胞 Ｂｃｌ２表达下调，Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ
３、Ｃａｓｐａｓｅ９表达均有不同程度的上调，其凋亡率
较ｗＩＤＨ１组及对照组高，ｍＩＤＨ１通过改变凋亡相
关蛋白的表达水平对ＴＭＺ的抗肿瘤效应起到了协
同叠加作用，从而提高了化疗敏感性，这与调控

Ｂｃｌ２水平增强化疗敏感性的文献报道相符［１４］。

而ｗＩＤＨ１组 Ｕ８７细胞 Ｂｃｌ２表达有所上调，Ｂａｘ、
Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９表达均有不同程度的下调，与
ｍＩＤＨ１组表现相反，在一定程度上表现出化疗抵

６９８

贵 州 医 科 大 学 学 报　 ４４卷　



抗性。同样，ＴＭＺ干预移植瘤模型后，ｍＩＤＨ１组移
植瘤样本中 Ｂｃｌ２的表达下调，Ｂａｘ表达上调，
Ｃａｓｐａｓｅ３及Ｃａｓｐａｓｅ９表达上调，在干预中表现出
协同作用。ｗＩＤＨ１组则表现出一定的拮抗作用，
究其原因可能是ｗＩＤＨ１通过正常的三羧酸循环维
持良好的能量代谢水平及还原底物，避免细胞氧化

损伤导致的凋亡［２０］。而 ｍＩＤＨ１通过异常代谢途
径，不能为提供正常的细胞供能及抗氧化还原底

物，以对抗过度的氧化应激，细胞微环境的改变导

致内源途径激活，加之能量代谢不足，经典的

ＭＡＰＫ和Ａｋｔ途径中的Ｂａｄ磷酸化不足，使Ｂａｄ去
磷酸化而活化，活化下游的 Ｂａｘ基因，促使细胞色
素Ｃ的释放，最终诱发细胞凋亡。

综上，本研究发现ｍＩＤＨ１通过上调 ＴＭＺ作用
后 Ｕ８７细胞及裸鼠移植瘤组织的 Ｃａｓｐａｓｅ３、
Ｃａｓｐａｓｅ９、Ｂａｘ表达、下调Ｂｃｌ２表达促进胶质瘤细
胞凋亡，增强治疗敏感性，协同 ＴＭＺ抗肿瘤，增加
化疗敏感性，改善胶质瘤患者预后。
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