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3-氯-1,2-丙二醇通过线粒体途径诱导
HK2 细胞凋亡
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摘要：［目的］探究食品污染物 3-氯-1,2-丙二醇（3-monochloropropane-1,2-diol，3-MCPD）对人肾小管上皮细胞系（HK2）

的毒性作用及机制。［方法］通过 MTT 法、Hoechst 33342 染色法、试剂盒及 Western blot 检测了细胞存活率、形态、线粒体

功能、酶活性及凋亡相关蛋白的表达。［结果］浓度低于 80 mmol/L 的 3-MCPD 处理 24 h 后，细胞存活率呈浓度依赖性降

低。20，30 mmol/L 的 3-MCPD 处理不同时间后，细胞存活率呈时间依赖性降低。20，40，60 mmol/L 的 3-MCPD 引起

LDH 的释放率增加，线粒体膜电位和 ATP 水平降低，荧光显微镜观察可见高强度的蓝色荧光，核皱缩，凋亡小体等细胞

凋亡现象。同时，3-MCPD 处理能降低抗凋亡蛋白 Bcl2 的表达，增加促凋亡蛋白 Bax 的表达，提高 Caspase 9 和 Caspase 

3 的酶活性，且呈浓度依赖性。［结论］3-MCPD 对 HK2 细胞具有毒性作用，并通过线粒体途径诱导其凋亡。
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3-Monochloropropane-1,2-diol induced cell apoptosis in HK2 

cells via mitochondria-dependent pathway
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Abstract: ［［Objective］］ This study investigated the toxic effects of the food contaminant 3-monochloropropane-1,2-diol (3-MCPD) on the 

human renal tubular epithelial cell line (HK2) and examined the underlying mechanisms. ［［Methods］］ Cell viability, morphology, 

mitochondrial function, enzyme activities, and apoptosis-associated proteins expressions were assessed using MTT assay, Hoechst 33342 

staining, biochemical test kits and Western blot, respectively. ［［Results］］ Results showed a concentration-dependent decrease in cell viability 

when 3-MCPD was below 80 mmol/L for 24 h. Treatment with 20 and 30 mmol/L 3-MCPD over varying durations also led to a time-

dependent reduction in cell viability. Additionally, 3-MCPD at 20, 40 and 60 mmol/L significantly increased LDH release, decrease 

mitochondrial membrane potential, and lowered ATP levels. Fluorescence microscopy revealed notable morphological changes, including 

bright blue fluorescence, nuclear shrinkage and apoptosis bodies. Furthermore, 3-MCPD treatment downregulated the anti-apoptotic protein 

Bcl2, upregulated the pro-apoptotic protein Bax, and increased Caspase 9 and Caspase 3 activity in a dose-dependent manner. ［［Conclusion］］ 

3-MCPD exhibits toxic effects on HK2 cells and induces apoptosis through a mitochondria-dependent pathway.
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3- 氯 -1, 2- 丙 二 醇（3-monochloropropane-1, 2-diol，

3-MCPD）是氯丙醇类化合物中最常见的食品污染物，以

游离状态或酯结合的形式在酱油、植物油、婴幼儿配方奶

粉、谷类食品、水产品等多种食品中广泛存在 [1]。3-MCPD

最初是作为酸水解植物蛋白的副产物，通过盐酸作用于

残留的脂质而被检测到，通常用作咸味增强剂 [2]。最近的

研究 [3]发现，3-MCPD 也可在植物油的高温加工过程中形

成，主要发生在除臭阶段。单甘油酯、双甘油酯和氯离子
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等前体物质的浓度，以及加工过程中的温度和持续时间

等因素会影响 3-MCPD 的形成 [4]。此外，该污染物在与食

品基质接触后从食品包装或接触材料迁移到食品中，这

是 因 为 聚 酰 胺 环 氧 氯 丙 烷 树 脂 （polyamide-

epichlorohydrin resin，PAE）是用于纸制品防潮的主要湿强

剂，在合成 PAE 树脂的过程中会产生环氧氯丙烷，其水解

生成 3-MCPD[5]。目前，日常饮食中 3-MCPD 的基本来源

主要是精炼食用油，许多食品在加工过程中都会使用精

炼植物油，不可避免地将其引入各种类型的食品中。例

如，植物油中 3-MCPD 酯含量不超过 8.39 mg/kg，平均值

为 1.46 mg/kg[6]；葵花籽油、玉米油、榛子油、精炼橄榄油和

人造黄油中 3-MCPD（含 3-MCPD 酯）含量分别为 0.02~

0.44，0.05~0.37，0.06~2.12，0.16~11.69，0.14~1.17 mg/kg[4]；

婴幼儿配方奶粉中 3-MCPD 酯含量为 1.7~362.9 μg/kg，平

均值为 53.3 μg/kg[7]；油炸薯片中 3-MCPD 酯含量为 0.04~

0.37 μg/g 薯片 [8]。而且，游离形式的 3-MCPD 仅占食品污

染的一小部分，而 3-MCPD 酯占主导地位 [2,4]。先前的研

究 [9]表明，3-MCPD 酯在消化过程中被脂肪酶催化，并有

效地水解为游离形式的 3-MCPD，经血液吸收后分布到全

身的各器官和组织中，危害人体健康，因此认为 3-MCPD

酯的毒性与其游离形式相当。3-MCPD 可在体内诱导各

种毒性作用，如肾脏毒性、生殖毒性、免疫毒性、神经毒性

和 致 癌 性 等 [10]。 体 内 、体 外 试 验 [11-12] 表 明 ，肾 脏 对

3-MCPD 的毒性作用最为敏感。灌胃 30 mg/kg 3-MCPD

会导致大鼠肾体比增加，血清肌酐和尿素氮水平显著提

高，组织病理学结果显示部分集合管上皮细胞变性肿胀，

肾小管上皮细胞轻微脱落 [13]。最近的一项研究 [11]显示，

45 mg/kg 3-MCPD 灌胃处理大鼠 28 d 后，其肾小管和肾小

球结构严重受损，肾小管间质可见炎性细胞浸润，肾小球

内可见嗜酸性粒细胞增多。

关于 3-MCPD 致肾毒性的机制研究已有很多报道，

主要有抑制糖酵解和能量的产生 [14]、氧化应激 [15]、线粒体

损伤 [12]、诱导细胞凋亡和自噬 [16]等。其中，越来越多的研

究表明线粒体介导的细胞凋亡参与了 3-MCPD 的肾毒性

进展。细胞凋亡是指为维持内环境稳定，由基因控制的

一种程序性细胞死亡 [17]。外源化合物可通过多种途径诱

导细胞凋亡的发生，包括线粒体途径、死亡受体途径和内

质网应激。体外试验 [18]显示，3-MCPD 暴露导致线粒体氧

化磷酸化损伤，引起活性氧水平升高，线粒体膜电位丧

失。3-MCPD 可通过线粒体途径调控细胞凋亡 [19]。而且，

线粒体分裂与融合动力学紊乱导致线粒体损伤和凋亡，

最终降低肾细胞的存活率 [20]。3-MCPD 暴露也可引发细

胞内钙超载，导致线粒体损伤和内质网应激 [21]。3-MCPD

诱导的多种形式的细胞凋亡都有线粒体的参与，线粒体

结构和功能受损，继而引起细胞活力下降，最终导致细胞

死亡和肾损伤。前期的体外研究多是以人胚肾细胞为模

型，而对于其他细胞模型的研究较少。研究拟将不同浓

度的 3-MCPD 作用于人肾小管上皮细胞系（HK2），检测细

胞活性、乳酸脱氢酶活性、线粒体膜电位、ATP、Caspase 9

和 Caspase 3 活性等细胞凋亡指标以及细胞凋亡相关蛋白

Bax、Bcl2 的表达水平，探究 3-MCPD 对 HK2 细胞凋亡的

影响，以阐明 3-MCPD 诱导肾细胞毒性的作用机理，以期

为寻求 3-MCPD 毒性作用的靶点及解毒方法提供参考。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

3-MCPD：纯度≥98%，北京百灵威科技有限公司；

HK2 细胞株：武汉普诺赛生命科技有限公司；

DMEM 高糖培养基、0.25% 胰酶 EDTA 溶液、青霉

素—链霉素双抗溶液（100×）：上海源培生物科技股份有

限公司；

胎牛血清：美国 Gibco 公司；

噻唑蓝（methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide，

MTT）：纯度≥98%，北京索莱宝科技有限公司；

BCA 蛋白定量试剂盒：康为世纪生物科技股份有限

公司；

超敏 ECL 化学发光试剂盒：苏州新赛美生物科技有

限公司；

Bcl2 Polyclonal antibody、Bax Polyclonal antibody：武

汉三鹰生物科技有限公司；

Hoechst 33242 染 色 液 、乳 酸 脱 氢 酶（lactate 

dehydrogenase，LDH）细胞毒性检测试剂盒、ATP 检测试

剂盒、线粒体膜电位（mitochondrial membrane potential，

MMP）检测试剂盒、Caspase 9 活性检测试剂盒、Caspase 3

活性检测试剂盒、Western 及 IP 细胞裂解液、苯甲基磺酰

氟（phenylmethylsulfonyl fluoride，PMSF）、蛋白酶磷酸酶

抑制剂混合物（50×）、β-actin Mouse Monoclonal antibody、

辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG(H+L)、辣根过氧化物

酶标记山羊抗小鼠 IgG(H+L)：上海碧云天生物技术有限

公司。

1.2　仪器与设备

CO2培养箱：HF90 型，上海力申科学仪器有限公司；

低速离心机：TD5A-WS型，湘仪离心机仪器有限公司；

超速冷冻离心机：PTIMAL-100XP 型，美国 Beckman

公司；

多功能酶标仪：VictorX303030923 型，美国 PE 公司；

倒置荧光显微镜：DMi8 型，德国 Leica公司；

化学发光成像系统：Champ Chemi 610 Plus 型，北京

赛智创业科技有限公司；

立式灭菌器：新华牌 LMQ.C 型，山东新华医疗器械股

份有限公司；

电热恒温鼓风干燥箱：DGG-9140A 型，上海森信实验
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仪器有限公司。

1.3　试验方法

1.3.1　细胞培养与传代　HK2 细胞培养于 DMEM 高糖

培养基（含 10% 胎牛血清和 1% 青霉素—链霉素双抗溶

液）中，置于含 5% CO2 的 37 ℃培养箱。待细胞融合度达

到 80% 左右时，胰酶消化传代。选择对数生长期的细胞

进行后续试验。

1.3.2　MTT 法测定细胞存活率　HK2 细胞接种于 96 孔

板（1×104 个/孔）中，待细胞贴壁后，弃去原培养基，加入

用 DMEM 培养基配制的不同浓度（0，10，20，30，40，50，

60，80 mmol/L）的 3-MCPD 溶液，培养细胞 24 h。随后每

孔加入 10 μL 5 mg/mL MTT 溶液，继续孵育 4 h，弃掉上清

液，各孔加入 150 μL DMSO，室温下振荡 10 min，570 nm

处测定吸光度值，并计算存活率，获得合适的 3-MCPD 浓

度，供进一步研究。

1.3.3　LDH 活性的检测　HK2 细胞接种于 96 孔板中，培

养细胞至融合状态，弃去原培养基，分别加入不同浓度

（0，20，40，60 mmol/L）的 3-MCPD 溶液，孵育 24 h，400×g

离心 5 min，取上清。向各孔的上清液中加入试剂盒提供

的 LDH 检测工作液，室温下避光孵育 30 min，490 nm 处测

定吸光度值，并计算 LDH 释放率。

1.3.4　细胞形态染色　HK2 细胞接种于 12 孔板中，培养

结束后弃去上清液，各孔加入 250 μL Hoechst 33342 染色

液，避光染色 5 min，用 PBS 洗涤 2 次后置于荧光显微镜下

观察细胞形态。

1.3.5　线粒体功能的检测　

（1） 线粒体膜电位的测定：HK2 细胞接种于 6 孔板

中，培养结束后弃去上清液，各孔加入 1 mL 培养液和

1 mL JC-1 染色工作液混匀，37 ℃下孵育 30 min。然后用

JC-1 染色缓冲液洗涤细胞 2 次，加入 2 mL 培养液后置于

荧光显微镜下观察，并在激发波长 490 nm、发射波长

530 nm（JC-1 为单体，绿色荧光）和激发波长 525 nm、发射

波长 590 nm（JC-1 为聚合物，红色荧光）下分别测定荧

光值。

（2） ATP 水平的测定：HK2 细胞接种于 6 孔板中，培

养结束后弃去上清液，各孔加入 200 μL 裂解液裂解细胞，

4 ℃、12 000×g 离心 5 min，取上清。向 96 孔全黑酶标板

中依次加入 100 μL ATP 检测工作液和 30 μL 上清液或

ATP 标准溶液，混匀后用具有检测化学发光功能的多功能

酶标仪测定。

1.3.6　Caspase 9 和 Caspase 3 酶活性的检测　HK2 细胞

接种于 6 孔板中，培养结束后弃去上清液，胰酶消化收集

细胞于离心管内。向各管内加入 150 μL 裂解液，冰浴裂

解细胞 15 min，4 ℃、16 000×g 离心 15 min，取上清。随

后，向 96 孔酶标板中依次加入 20 μL 检测缓冲液、25 μL

上 清 液 、5 μL 2 mmol/L Ac-LEHD-pNA 或 Ac-DEVD-

pNA，混匀后于 37 ℃孵育 2 h，405 nm 处测定吸光度值，通

过标准曲线计算 Caspase 9 和 Caspase 3 酶活性。

1.3.7　Western blot 检测 Bax、Bcl2 蛋白表达　HK2 细胞

接种于细胞培养皿中，培养结束后弃去上清液，PBS 洗涤

后加入细胞裂解液（含 1 mmol/L PMSF 和 1×蛋白酶磷酸

酶抑制剂）裂解细胞，然后用细胞刮铲将其收集到离心管

中，4 ℃、12 000×g 离心 5 min，取上清。蛋白样品定量变

性后，依次进行电泳分离、冰浴下将蛋白转移到 PVDF 膜

上、5% 脱脂奶粉封闭 2 h，随后加入相应的一抗（Bax、Bcl2、

β-actin），4 ℃孵育过夜。次日室温下孵育二抗 2 h，随后进

行化学发光显影。结果用 Image J软件进行灰度分析。

1.4　数据分析

采用 Origin 2018 软件绘图，数据用平均值±标准差

表示，并采用 SPSS 20.0 软件进行统计分析，各组间采用

单因素方差分析，P<0.05 时认为差异有统计学意义。

2　结果与分析

2.1　3-MCPD 对 HK2 细胞存活率的影响

由 图 1 可 知 ，不 同 浓 度（10，20，30，40，50，60，

80 mmol/L）的 3-MCPD 作 用 HK2 细 胞 24 h 后 ，随 着

3-MCPD 浓度的升高，细胞存活率逐渐下降，与在大鼠肾

小管上皮细胞 NRK-52E 和人胚肾细胞 HEK293 上观察到

的结果一致 [12,20]。而且，动物试验 [12]证实肾脏是 3-MCPD

的靶器官，具有显著的肾毒性，表明 3-MCPD 能诱导 HK2

细胞活力下降，且具有浓度依赖性。3-MCPD 浓度在 20，

30 mmol/L 时出现显著抑制作用，细胞存活率分别下降

13.59%（P<0.05）和 22.51%（P<0.01），基于此，试验进一

步探究了 3-MCPD 作用于 HK2 细胞不同时间后对细胞存

活率的影响。 3-MCPD 浓度为 20，30 mmol/L 作用细胞

12，24，36 h 后，同一浓度下，随着处理时间的增加，细胞存

活率呈下降趋势，与 Liu 等 [16]的研究结果一致。综上，

3-MCPD 暴露可引起显著的细胞毒性，且呈浓度和时间依

赖性。

2.2　3-MCPD 对 HK2 细胞 LDH 活性的影响

由图 2 可知，浓度为 20，40，60 mmol/L 的 3-MCPD 处

理 HK2 细胞 24 h 后，LDH 释放率分别为 1.92%，8.37%

（P<0.01），23.76%（P<0.01）。健康细胞的 LDH 在其细

胞质中稳定，如果细胞膜结构受到破坏，LDH 就会从细胞

浆内释放到细胞外。因此，细胞培养液中 LDH 的活性水

平可以反映出药物作用对细胞的毒性情况 [22]。3-MCPD

能诱导细胞培养上清液中 LDH 水平呈浓度依赖性增加，

表明 3-MCPD 处理引起 HK2 细胞中的 LDH 释放，对 HK2

细胞具有毒性作用。

2.3　3-MCPD 对 HK2 细胞形态的影响

由图 3 可知，HK2 细胞经 Hoechst 33342 染色后，未经

3-MCPD 处理的细胞呈现出均匀的低强度的蓝色荧光，细
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胞形态完整，细胞核呈椭圆形态，细胞边缘清晰；浓度为

20，40 mmol/L 时 3-MCPD 处理的细胞部分呈现高强度的

颗粒状蓝色荧光，出现细胞体积缩小、边界不清晰或核皱

缩等细胞凋亡现象；浓度为 60 mmol/L 时 3-MCPD 处理的

细胞呈现染色加深现象，出现细胞破裂或核皱缩，部分细

胞核染色质呈新月形聚集于核膜一侧，以及凋亡小体。

一般来说，Hoechst 33342 能够穿透细胞膜并与 DNA 结

合，发出蓝色荧光，被用于细胞凋亡检测，因为细胞死亡

会增加膜的潜在损失以及改变染色体构型 [23]。凋亡细胞

的形态学特征为细胞体积缩小，核浓缩，细胞染色质 DNA

降解，凋亡小体形成，最终凋亡小体被吞噬细胞吞噬 [24]。

因此，Hoechst 33342 染色结果表明 3-MCPD 处理诱导

HK2 细胞发生凋亡，与之前在其他细胞 [19,25]上观察到的结

果一致。

2.4　3-MCPD 对 HK2 细胞线粒体功能的影响

由图 4 和图 5 可知，与未经 3-MCPD 处理组相比，20，

40，60 mmol/L 3-MCPD 处理组表现为红色荧光减弱，绿

色 荧 光 增 强 ，MMP 显 著 降 低（P<0.01），分 别 下 降 了

22.10%，32.05%，38.49%。经 20，40，60 mmol/L 3-MCPD

处理后，相较于未经 3-MCPD 处理组，ATP 水平分别减少

与未经 3-MCPD 处理组相比，*P<0.05，**P<0.01

图 1　3-MCPD 对 HK2 细胞存活率的影响

Figure 1　Effects of 3-MCPD on the viability of HK2 cells

与未经 3-MCPD 处理组相比，**P<0.01

图 2　3-MCPD 对 HK2 细胞 LDH 活性的影响

Figure 2　Effects of 3-MCPD on the LDH activity of HK2 

cells

图 3　3-MCPD 对 HK2 细胞形态的影响

Figure 3　Effects of 3-MCPD on the morphology of HK2 cells

图 4　3-MCPD 对 HK2 细胞 MMP 荧光强度的影响

Figure 4　Effects of 3-MCPD on the MMP fluorescence 

intensity of HK2 cells
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到 0.97，0.72（P<0.01），0.57（P<0.01）倍。肾脏是一个能

量需求高、线粒体丰富的器官 [26]。已发现线粒体功能障

碍与 3-MCPD 诱导肾损伤和细胞死亡有关 [18-19,21]。线粒

体不仅通过氧化磷酸化产生 ATP，为机体提供能量，还参

与介导细胞凋亡的发生 [27]。MMP 显著降低通常与细胞凋

亡的早期发作有关。在细胞受到凋亡诱导因素刺激时，

线粒体内外膜之间通透性转运孔开放，线粒体膜通透性

增加，致使 MMP 下降，导致各种凋亡相关因子的活化和

释放 [28]。JC-1 染色的独特性源于其表现出双发射荧光的

能力，其随 MMP 水平的变化而变化。在高 MMP 情况下，

JC-1 在线粒体中形成聚集体，产生红色荧光；另一方面，

低 MMP、线粒体去极化导致 JC-1 保持单体状态，发出绿

色荧光 [22]。因此，在暴露于 3-MCPD 的 HK2 细胞中观察

到 MMP 的 显 著 降 低 表 明 细 胞 凋 亡 的 开 始 。 而 且 ，

3-MCPD 处理致使 MMP 下降和 ATP 减少，说明 3-MCPD

引起 HK2 细胞线粒体损伤。

2.5　3-MCPD 对 HK2 细胞 Caspase 9 和 Caspase 3 酶活性的

影响

由图 6 可知，与未经 3-MCPD 处理组相比，20，40，

60 mmol/L 3-MCPD 处理组 Caspase 9 酶活性分别提高到

1.40，1.45（P<0.05），1.67（P<0.01）倍，Caspase 3 酶活性

分 别 升 高 到 1.42（P<0.01），1.50（P<0.01），2.09（P<
0.01）倍 ，均 具 有 正 的 剂 量 依 赖 效 应 。 Caspase 9 和

Caspase 3 是细胞凋亡发生过程中的关键酶，参与介导线

粒体凋亡途径。细胞凋亡是由许多改变线粒体膜通透性

的信号引起的，这些信号增强促使细胞色素 C 从线粒体

外膜释放到细胞质中，细胞色素 C 可以与 Apaf-1 和 Pro-

Caspase 9 连接以激活 Caspase 9，进一步引起 Caspase 3 激

活，最终诱导细胞凋亡 [29]。在 3-MCPD 暴露的 HK2 细胞

中 检 测 到 Caspase 9 和 Caspase 3 的 酶 活 性 增 加 ，说 明

3-MCPD 诱导细胞凋亡发生，这与体内试验 [13, 21]观察到的

结果一致。

与未经 3-MCPD 处理组相比，**P<0.01

图 5　3-MCPD 对 HK2 细胞 MMP 和 ATP 水平的影响

Figure 5　Effects of 3-MCPD on the MMP and ATP levels of HK2 cells

与未经 3-MCPD 处理组相比，*P<0.05，**P<0.01

图 6　3-MCPD 对 HK2 细胞 Caspase 9 和 Caspase 3 酶活性的影响

Figure 6　Effects of 3-MCPD on the Caspase 9 and Caspase 3 activities of HK2 cells

9



基础研究  FUNDAMENTAL RESEARCH 总第  277 期  | 2024 年  11 月  |

2.6　3-MCPD 对 HK2 细胞 Bax、Bcl2 蛋白表达水平的影响

利用 Western blot检测了细胞内 Bax 和 Bcl2 蛋白的表

达水平，由图 7 可知，与未经 3-MCPD 处理组相比，20，40，

60 mmol/L 3-MCPD 处理组 Bax 蛋白表达分别升高到 1.40

（P<0.01），1.52（P<0.01），1.79（P<0.01）倍，而 Bcl2 蛋白

表达分别降低到 0.94，0.83（P<0.05），0.63（P<0.01）倍。

Bcl2 家族分子在细胞凋亡的调控中发挥着重要作用，通

过促凋亡和抗凋亡分子相互作用来控制细胞的凋亡和存

活 [30]。抗凋亡蛋白 Bcl2 与促凋亡蛋白 Bax 之间的不平衡

刺激线粒体内膜分泌细胞色素复合物，并促进 Caspases

的激活 [31]。前期研究 [21]表明，Bax 表达升高而 Bcl2 表达降

低是 3-MCPD 损伤肾脏和诱导细胞凋亡的重要事件。试

验发现 3-MCPD 可降低 HK2 细胞内抗凋亡蛋白 Bcl2 的表

达，增加促凋亡蛋白 Bax 的表达，且 Caspase 9 和 Caspase 3

的活性明显升高，表明 3-MCPD 经线粒体途径诱导 HK2

细胞凋亡。

3　结论

毒理学研究表明，3-氯 -1，2-丙二醇在试验动物肾脏

中引起毒性损伤，并且肾脏是 3-氯 -1，2-丙二醇毒性作用

的靶器官。3-氯 -1，2-丙二醇引起肾脏毒性机制的揭示是

防治氯丙醇类污染物中毒的基础。以 HK2 细胞为研究对

象，发现 3-氯-1，2-丙二醇对 HK2 细胞具有毒性作用，降低

细胞存活率，增加 LDH 释放率，引起线粒体功能受损，并

通过线粒体途径诱导其发生凋亡。对于 3-氯-1，2-丙二醇

致 HK2 细胞毒性作用的分子机制，仍需进一步的研究。

该研究仅在线粒体凋亡途径上揭示了 3-氯-1，2-丙二醇诱

导凋亡发生，后期可以从死亡受体途径和内质网途径上

深入探究凋亡发生的机制，以及借助基因沉默、基因过表

达等手段，或者使用凋亡抑制剂和诱导剂进一步探讨凋

亡在 3-氯-1，2-丙二醇诱导肾毒性中的作用。
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