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双孢蘑菇抗氧化肽的没食子酸化修饰及其

体外抗氧化活性
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摘要：采用没食子酸（ＧＡ）对双孢蘑菇抗氧化肽（ＡＢＡＰ）进行

修饰，通过正交试验优化 ＧＡ—ＡＢＡＰ的制备工艺，利用紫

外—可见光谱及红外光谱证实了修饰反应的发生，同时通过

体外试验模型比较 ＡＢＡＰ修饰前后抗氧化活性变化。结果

表明，ＧＡ—ＡＢＡＰ的最佳制备工艺为：ＧＡ与 ＡＢＡＰ的体积

比５∶１，ｐＨ１１．０，微波（起始７００Ｗ，沸腾后改为１４０Ｗ）加

热时间８ｍｉｎ；该条件下制备的ＧＡ—ＡＢＡＰ的抗氧化活性较

ＡＢＡＰ显著提高，还原力和对ＤＰＰＨ自由基的清除能力分别

是修饰前的１１．１６和９．８３倍，对Ｆｅ２＋的螯合能力和对超氧

阴离子自由基的清除能力分别比修饰前增加了７８．００％和

１０９．８０％，说明ＧＡ修饰可有效提高ＡＢＡＰ的抗氧化活性。

关键词：双孢蘑菇；抗氧化肽；没食子酸；化学修饰；抗氧化
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　　近年来，有关抗氧化肽的研究引起了人们的高度关注，

相关的研究主要集中在制备工艺的优化、分离纯化与结构表

征以及抗氧化功能研究等方面［１］。酶法制备的抗氧化肽，由

于受原料蛋白一级结构的限制，其抗氧化活性远不如人工合

成的抗氧化剂。因此，有必要对其进行适当的修饰以提高其

生物学效用。美拉德反应［２］、类蛋白反应［３］、自由基降解［４］

及高压脉冲电场处理［５］等方法已用于抗氧化肽的结构修饰，

均取得了较理想的效果，但将没食子酸（ＧＡ）用于抗氧化肽

结构修饰的相关研究国内外尚未见报道。没食子酸，又名五

倍子酸、蒬酸，化学名３，４，５三羟基苯甲酸，广泛存在于自然

界，是一类分子中具有羧基和羟基的天然多酚类物质［６］，药

理学研究［７］表明，ＧＡ具有抗炎、抗氧化、抗病毒、抗基因突

变、抗肿瘤等多种功效，而且对正常细胞没有毒副作用。ＧＡ

作为一种抗氧化剂在食品、药品和化妆品中已有广泛应

用［８］。另一方面，在一定的条件下，ＧＡ分子结构中的羧基可

以和蛋白质或肽分子中的羟基或氨基基团发生亲核反应，其

产物有望改善原食品蛋白质或肽的功能特性，甚至可以赋予

原蛋白质或肽没有的新功能［９］。本研究针对酶法制备的抗

氧化肽生物学效用较低的问题，拟将双孢蘑菇抗氧化肽

（ＡＢＡＰ）与ＧＡ结合，对ＧＡ—ＡＢＡＰ的制备工艺进行探究，

旨为活性肽类天然抗氧化剂的深入研究和开发提供一定的

理论和试验依据。
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１　材料与方法
１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

　　双孢蘑菇抗氧化肽：本实验室自制；

　　１，１二苯基苦基苯肼（ＤＰＰＨ）：美国Ｓｉｇｍａ公司；

　　菲洛嗪（Ｆｅｒｒｏｚｉｎｅ）：美国Ｆｌｕｋａ公司；

　　铁氰化钾、氯化亚铁、三氯乙酸等：分析纯，市售。

１．１．２　试验仪器

　　微波炉：ＭＺ２０７０ＥＧＺ型，青岛海尔微波制品有限公司；

　　紫外可见分光光度计：ＴＵ１８１０型，北京普析通仪器有

限公司；

　　低温冷冻离心机：Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ５８０４Ｒ型，德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

公司；

　　红外光谱仪：ＮＩＣＯＬＥＴ３８０型，美国赛默飞世尔科技

公司。

１．２　试验方法

１．２．１　ＧＡ—ＡＢＡＰ制备的单因素试验

　　（１）加热时间对ＧＡ—ＡＢＡＰ制备的影响：按体积比５∶

１量取５ｍｇ／ｍＬ的ＧＡ和５ｍｇ／ｍＬ的 ＡＢＡＰ，混于具塞试

管中，用１ｍｏｌ／Ｌ的 ＨＣｌ和ＮａＯＨ调整溶液的ｐＨ至１１．０，

反应体系的总体积为１０ｍＬ，将试管置于微波炉中加热（先

７００Ｗ，沸腾后改为１４０Ｗ）一定时间（３，４，５，６，７，８ｍｉｎ）后，

立即于冰浴中冷却，再用截留分子量３００Ｄａ的透析袋透析

４８ｈ，收集透析液，冻干，检测产物的还原力。

　　（２）体积比对 ＧＡ—ＡＢＡＰ制备的影响：按不同的体积

比（１∶３，１∶２，１∶１，２∶１，３∶１，４∶１，５∶１）量取５ｍｇ／ｍＬ

的ＧＡ和５ｍｇ／ｍＬ的 ＡＢＡＰ，混于具塞试管中，用１ｍｏｌ／Ｌ

的 ＨＣｌ和ＮａＯＨ调整溶液的ｐＨ 至１１．０，反应体系的总体

积为１０ｍＬ，将试管置于微波炉中加热（先７００Ｗ，沸腾后改

为１４０Ｗ）６ｍｉｎ，然后立即于冰浴中冷却，再用截留分子量

３００Ｄａ的透析袋透析４８ｈ，收集透析液，冻干，检测产物的还

原力。

　　（３）ｐＨ对ＧＡ—ＡＢＡＰ制备的影响：按体积比４∶１量

取５ｍｇ／ｍＬ的ＧＡ和５ｍｇ／ｍＬ的ＡＢＡＰ，混于具塞试管中，

用１ｍｏｌ／Ｌ的 ＨＣｌ和 ＮａＯＨ 调整溶液的ｐＨ（９．０，１０．０，

１１．０，１２．０，１３．０），反应体系的总体积为１０ｍＬ，将试管置于

微波炉中加热（先７００Ｗ，沸腾后改为１４０Ｗ）６ｍｉｎ，然后立

即于冰浴中冷却，再用截留分子量３００Ｄａ的透析袋透析

４８ｈ，收集透析液，冻干，检测产物的还原力。

１．２．２　ＧＡ—ＡＢＡＰ制备的正交试验　综合单因素试验结

果，根据Ｌ９（３
３）正交表进行正交试验，以还原力为考察指标，

对ＧＡ—ＡＢＡＰ的制备工艺进行优化。

１．３　测定项目与方法

１．３．１　ＡＢＡＰ结构变化的表征

　　（１）紫外—可见光谱分析：取适量的 ＡＢＡＰ、ＧＡ 和

ＧＡ—ＡＢＡＰ分别溶解于蒸馏水中，在１９０～７００ｎｍ 波长下

进行扫描，记录吸收峰的波长和强度，并绘制扫描图谱。

　　（２）红外光谱分析：将完全干燥的 ＡＢＡＰ和 ＧＡ—

ＡＢＡＰ分别与干燥的溴化钾粉末混合，在玛瑙研钵中研细均

匀，置于模具中压片，用傅立叶变换红外光谱仪于４００～

４０００ｃｍ－１进行扫描，检测红外吸收特征。

１．３．２　ＡＢＡＰ及ＧＡ—ＡＢＡＰ抗氧化活性测定

　　（１）还原力的测定：采用普鲁士蓝法
［１０，１１］。吸光度值越

大，还原力越强；

　　（２）对Ｆｅ２＋螯合能力的测定：采用菲洛嗪比色法
［１２］，按

式（１）计算Ｆｅ２＋螯合率；

　　（３）清除超氧阴离子自由基能力的测定：采用硝基氯化

四氮唑蓝（ＮＢＴ）光还原法
［１３］，按式（１）计算超氧阴离子自由

基清除率；

　　（４）清除ＤＰＰＨ自由基能力测定：采用直接比色法
［１４］，

按式（１）计算ＤＰＰＨ自由基清除率。

　　犚＝
犃０－犃

犃０
×１００％ （１）

　　式中：

　　犚———螯合率（清除率），％；

　　犃０———对照管的吸光度；

　　犃———样品管的吸光度。

１．４　数据分析

　　每个试验重复测定３次，以平均值±标准差表示；数据

采用ＤＰＳ７．０５软件进行统计分析。

２　结果与分析
２．１　ＧＡ—ＡＢＡＰ制备的单因素试验结果与分析

２．１．１　加热时间对ＧＡ—ＡＢＡＰ制备的影响　由图１可知，

随着微波加热时间的延长，修饰产物的还原力逐渐增加，当

反应７ｍｉｎ后，再延长反应时间，修饰产物的还原力变化不

大，表明反应基本达到平衡，因此，选择６～８ｍｉｎ作为考察

范围。

图１　加热时间对ＧＡ—ＡＢＡＰ制备的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｈｅａｔｉｎｇｔｉｍｅｏｎＧＡ—ＡＢＡＰｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ

２．１．２　体积比对ＧＡ—ＡＢＡＰ制备的影响　体积比会影响

ＧＡ与ＡＢＡＰ之间的有效碰撞从而影响修饰反应。由图２

可知，随着ＧＡ在反应体系中所占比例的增加，修饰产物的

还原力总体呈上升趋势，当 ＧＡ与 ＡＢＡＰ的体积比为４∶１

时，产物的还原力达到最大，再增大ＧＡ所占比例，产物还原

力略有下降，可能是由于 ＡＢＡＰ逐渐为ＧＡ所饱和的原因，

因此选择体积比３∶１～５∶１作为考察范围。

２．１．３　ｐＨ对ＧＡ—ＡＢＡＰ制备的影响　ｐＨ会影响 ＡＢＡＰ

和ＧＡ上各种极性基团的解离，从而会影响修饰反应。由

图３可知，修饰产物的还原力随ｐＨ的增加呈现先升后降的趋
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图２　体积比对ＧＡ—ＡＢＡＰ制备的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｖｏｌｕｍｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆＧＡｔｏＡＢＡＰｏｎ

ＧＡ—ＡＢＡＰｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ

图３　ｐＨ对ＧＡ—ＡＢＡＰ制备的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎＧＡ—ＡＢＡＰｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ

势，ｐＨ１０．０时修饰产物的还原力最大，可能是由于ｐＨ过高

或过低时，ＡＢＡＰ和ＧＡ分子上各基团的解离状态不利于反

应的发生，因此选择ｐＨ９．０～１１．０作为考察范围。

２．２　ＧＡ—ＡＢＡＰ制备的正交试验

　　根据单因素试验结果，以体积比、ｐＨ、加热时间为因素，

进行Ｌ９（３
３）正交试验，正交试验设计见表１，正交试验极差

分析及方差分析结果分别见表２、３。

表１　正交试验的因素水平表

Ｔａｂｌｅ１　Ｌｅｖｅｌｓａｎｄｆａｃｔｏｒｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

水平 Ａ体积比 ＢｐＨ Ｃ时间／ｍｉｎ

１ ５∶１ ９．０ ６

２ ４∶１ １０．０ ７

３ ３∶１ １１．０ ８

　　由表２可知，影响ＧＡ—ＡＢＡＰ制备的各因素的排列顺

序为Ａ＞Ｂ＞Ｃ，即体积比＞ｐＨ＞加热时间。由表２的犓值

可以看出，随着体积比、ｐＨ或反应时间的增加，产物的还原

力均呈增大的趋势，但是，如果继续增大体积比将会延长透

析时间，并会造成ＧＡ的浪费；再增大ｐＨ使得反应条件不

够温和；此外，反应时间对修饰反应的影响并不显著（见

表３），结合极差分析的结果，并考虑到生产实际，最终确定

ＧＡ—ＡＢＡＰ制备的最佳工艺条件为 Ａ１Ｂ３Ｃ３，即 ＧＡ 与

ＡＢＡＰ的体积比５∶１，ｐＨ１１．０，微波加热时间８ｍｉｎ。此

外，本研究中，因素Ｃ的犚值略低于空列组，可能是由于试

验设计中对影响修饰反应的因素考虑不够全面，也或是因

素Ｃ的水平步长设定太小，课题组后期将在此基础上作进

一步研究。

表２　正交试验的极差分析表

Ｔａｂｌｅ２　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒａｎｇｅｔａｂｌｅｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ（空列） 还原力 （犗犇７００）

１ １ １ １ １ ０．６１３

２ １ ２ ２ ２ ０．８１４

３ １ ３ ３ ３ ０．９７９

４ ２ １ ２ ３ ０．６２５

５ ２ ２ ３ １ ０．６４８

６ ２ ３ １ ２ ０．６７０

７ ３ １ ３ ２ ０．４３３

８ ３ ２ １ ３ ０．５３６

９ ３ ３ ２ １ ０．５７５

犓１


０．８０２ ０．５５７ ０．６０６ ０．６１２

犓２ ０．６４８ ０．６６６ ０．６７１ ０．６３９

犓３ ０．５１５ ０．７４１ ０．６８７ ０．７１３

犚 ０．２８７ ０．１８４ ０．０８１ ０．１０１

表３　正交试验的方差分析


Ｔａｂｌｅ３　Ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

因素 平方和 自由度 均方 犉值 Ｐ值

体积比 ０．３７３ ２ ０．１８６ ２２．２５４４ ０．０００１

ｐＨ ０．１５５ ２ ０．０７７ ９．２４３３ ０．００１４

时间 ０．０３３ ２ ０．０１７ １．９７６９ ０．１６４７

误差犲


０．０４９７ ２ ０．０２４８

　　表示影响极显著（Ｐ＜０．０１）。

２．３　ＡＢＡＰ结构变化的表征

２．３．１　紫外—可见光谱分析　ＧＡ、ＡＢＡＰ及按优化条件制

备所得 ＧＡ—ＡＢＡＰ的紫外—可见光谱见图４。ＡＢＡＰ在

２２０ｎｍ有一个非常明显吸收峰，ＧＡ在２１６，２６０ｎｍ处各有

一个较强吸收峰，ＧＡ—ＡＢＡＰ的最大吸收峰位于２０９ｎｍ，相

对于原ＡＢＡＰ的２２０ｎｍ发生了明显的蓝移，表明ＡＢＡＰ与

ＧＡ之间的确发生了修饰反应，生成了一个新的产物。

图４　ＧＡ、ＡＢＡＰ及ＧＡ—ＡＢＡＰ的紫外—可见光谱

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＵＶＶｉｓｉｂｌｅｓｐｅｃｔｒａｏｆＧＡ，ＡＢＡＰａｎｄ

ＧＡ—ＡＢＡＰ

２．３．２　红外光谱分析　由图５可知，ＡＢＡＰ的—ＮＨ２吸收峰在

３４３６．７０ｃｍ－１，ＧＡ—ＡＢＡＰ的—ＮＨ２吸收峰在３４２５．１３ｃｍ
－１；

ＡＢＡＰ的—ＣＯＯＨ 吸 收 峰 在１４０２．０７ｃｍ－１，ＧＡ—ＡＢＡＰ 的

—ＣＯＯＨ吸收峰在１４１１．７１ｃｍ－１；ＡＢＡＰ的 Ｃ Ｏ吸收峰在

１６４３．１４ｃｍ－１，ＧＡ—ＡＢＡＰ的 Ｃ Ｏ吸收峰在１６４８．９２ｃｍ－１，
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相对于ＡＢＡＰ，ＧＡ—ＡＢＡＰ的这４个吸收峰发生了明显的位移。

特别是ＧＡ—ＡＢＡＰ在１５３３．２１ｃｍ－１左右出现了一个新吸收

峰，归属酰胺Ｎ—Ｈ的弯曲振动
［１５，１６］，在８７１．７１ｃｍ－１处出现另

外一个新吸收峰，归属苯环Ｃ—Ｈ面外的弯曲振动
［１７］，这表明

图５　ＡＢＡＰ及ＧＡ—ＡＢＡＰ的红外图谱

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＩｎｆｒａｒｅｄｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆＡＢＡＰａｎｄＧＡ—ＡＢＡＰ

ＧＡ与ＡＢＡＰ不是机械混合，而是发生了化学反应。

２．４　ＡＢＡＰ及其ＧＡ—ＡＢＡＰ的体外抗氧化活性

　　ＡＢＡＰ及ＧＡ—ＡＢＡＰ（浓度均为０．３ｍｇ／ｍＬ）的体外抗

氧化活性见图６。由图６（ａ）可知，ＧＡ—ＡＢＡＰ的还原力显

著高于ＡＢＡＰ（Ｐ＜０．０１），大约是ＡＢＡＰ的１１．１６倍，且优于

同浓度的２，６二叔丁基４甲基苯酚（ＢＨＴ），但不及同浓度

的抗坏血酸（Ｖｃ）；由图６（ｂ）可知，ＧＡ—ＡＢＡＰ对于Ｆｅ２＋的

螯合能力优于ＡＢＡＰ（Ｐ＜０．０１），比ＡＢＡＰ提高了７８．００％，

但仍低于同浓度的Ｖｃ和乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）；由图６（ｃ）

可知，ＧＡ—ＡＢＡＰ 对超氧阴离子自由基的清除能力较

ＡＢＡＰ提高了１０９．８０％（Ｐ＜０．０１），几乎与 Ｖｃ相当，并优于

同浓度的ＢＨＴ（Ｐ＜０．０１）；由图６（ｄ）可知，ＧＡ—ＡＢＡＰ对

ＤＰＰＨ自由基的清除能力与 Ｖｃ相当，并显著高于ＢＨＴ及

ＡＢＡＰ（Ｐ＜０．０１），大约是ＡＢＡＰ的９．８３倍。

不同大写字母表示样品间差异达极显著水平，Ｐ＜０．０１

图６　ＡＢＡＰ及ＧＡ—ＡＢＡＰ的体外抗氧化活性

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＩｎｖｉｔｒｏａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆＡＢＡＰａｎｄＧＡ—ＡＢＡＰ

３　结论
　　ＡＢＡＰ的最佳修饰工艺为：ＧＡ与 ＡＢＡＰ的体积比５∶

１，ｐＨ１１．０，微波加热时间８ｍｉｎ；修饰后的ＡＢＡＰ抗氧化活

性显著提高，还原力和对ＤＰＰＨ自由基的清除能力分别为修

饰前的１１．１６和９．８３倍，对Ｆｅ２＋的螯合能力和对超氧阴离

子自由基的清除能力分别比修饰前提高了 ７８．００％ 和

１０９．８０％。

　　本研究采用的修饰方法具有时间短、成本低、修饰效果

好等特点，可为其他抗氧化肽类天然抗氧化剂的研究开发提

供参考，但研究过程中并未考虑样品浓度及微波功率对修饰

反应的影响，且仅研究了修饰物的体外抗氧化活性。因此，

下一步将在本研究基础上增加考察因素，结合响应面法进一

步优化修饰工艺，同时开展修饰物的体内生物学效用研究。

参考文献

１　ＳａｒｍａｄｉＢＨ，ＩｓｍａｉｌＡ．Ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅｐｅｐｔｉｄｅｓｆｒｏｍｆｏｏｄｐｒｏ

ｔｅｉｎｓ：ａｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］．Ｐｅｐｔｉｄｅｓ，２０１０，３１（１０）：１９４９～１９５６．

２　ＳｕＧｕｏｗａｎ，ＺｈｅｎｇＬｉｎ，ＣｕｉＣｈｕｎ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆａｎｔｉｏｘ

ｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｖｏｌａｔｉｌｅｃｏｍｐｏｕｎｄｓｏｆＭａｉｌｌａｒｄｒｅａｃｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｄｅ

ｒｉｖｅｄｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｐｔｉｄｅｆｒａｃｔｉｏｎｓｏｆｐｅａｎｕｔｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅ［Ｊ］．Ｆｏｏｄ

ＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，２０１１，４４（１０）：３２５０～３２５８．

３　ＷｕＤａｎ，ＬｉＴｉｅｊｉｎｇ，ＺｈａｏＸｉｎｈｕａｉ．Ｅｎｚｙｍａｔｉｃｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ

ｃａｓｅｉｎｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓｂｙｐｌａｓｔｅｉｎｒｅａｃｔｉｏｎａｎｄｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｉｎａｎ

ｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｙ［Ｊ］．ＴｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅＣｈｉｎｅｓｅＳｏｃｉｅｔｙｆｏｒＡｇ

ｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＭａｃｈｉｎｅｒｙ，２０１０，４１（１）：１３９～１４５．

４　高博，徐微，赵新淮．两种蛋白水解物的Ｆｅｎｔｏｎ反应修饰与抗

氧化活性变化［Ｊ］．食品工业科技，２０１０，３１（１１）：１０４～１０７．

（下转第２３８页）

６９１

提取与活性 　 ２０１５年第５期



　　通过ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８软件进行统计分析，苦荞壳总黄酮

的最佳提取工艺条件为乙醇浓度６９．００％，料液比１∶５０．７１

（犿∶犞），提取时间３０．０３ｍｉｎ，提取温度５８．８６℃，总黄酮得

率的预测值为３．５６８％。考虑实际操作，将试验条件修改为

乙醇浓度６９％，料液比１∶５１（犿∶犞），提取时间３０ｍｉｎ，提

取温度５９℃。

２．３　苦荞壳总黄酮最佳提取条件验证实验

　　在乙醇浓度６９％，料液比１∶５１（犿∶犞），提取时间

３０ｍｉｎ，提取温度５９℃的条件下进行超声波辅助乙醇浸提

苦荞壳总黄酮试验，平行验证３次，测得总黄酮的平均得率

为３．５４２％，与预测值３．５６８％接近，偏差较小。结果表明该

回归模型能较好地预测苦荞壳总黄酮得率，得到的最佳工艺

条件比较可靠。

３　结论
　　本试验以单因素试验为基础，采用响应曲面试验优化超

声辅助提取苦荞壳中总黄酮的工艺条件，得到超声辅助提取

苦荞壳中总黄酮的最佳工艺条件为：乙醇浓度６９％，料液比

１∶５１（犿∶犞），提取时间３０ｍｉｎ，提取温度５９℃，在该工艺

条件下总黄酮的实际得率为３．５４２％。通过与王廷璞等
［１４］

报道的采用浸提法提取苦荞壳中总黄酮的工艺相比，该工艺

条件缩短了提取时间，显著提高了总黄酮得率。本研究得到

的最佳工艺条件可为工业提取荞麦黄酮提供参考，为充分开

发利用苦荞壳中黄酮提供依据。
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