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摘要 目的：测定云南肺癌患者人类白细胞抗原(human leukocyte antigen，HLA)-A、B、DRB1、DQB1等位基因出现频率，探讨 HLA

各等位基因位点与云南省肺癌发病易感性的相关性。方法：采用病例 -对照相关分析方法，选取云南籍肺癌患者和健康个体各 30

例，应用序列特异性引物聚合酶链反应 (polymerase chain reaction-sequence specific primer，PCR-SSP) 对 HLA-A、HLA-B、

HLA-DRB1 及 HLA-DQB1 等位基因频率进行测定，与正常组对比测算相对危险因子 (relative risk，RR)。结果：肺癌组的

HLA-A*02频率为 90.0% (A*0201为主)，B*46频率为 40.0%，DRB1*15频率为 40.0%，较对照组的 43.30%、0%、10.0%明显升高

(Pc<0.05，RR>1)。肺癌组的 HLA-A*31频率为 3.30%，A*33频率为 6.70%，B*27频率为 3.30%，B*52频率为 6.70%，DRB1*03频

率为 0%，DRB3*01频率为 60.0%，DQB1*02频率为 0%，DQB1*06频率为 0%，较对照组的 23.30%、26.70%、26.70%、26.70%、

23.30%、86.70%、23.30%、26.70%降低明显，(RR<1，Pc<0.05)。结论：云南肺癌易感性可能与 HLA-A*02的频率(90%)具有相关性；

而 HLA-A*31、HLA-A*33、HLA-B*52、HLA-B*27、HLA-DRB1-*03、HLA-DRB3*01、HLA-DQB1*02 及 HLA-DQB1*06 在肺癌患

者中的频率较低，在云南肺癌发病中可能具有遗传拮抗作用。

关键词：云南肺癌；基因频率相关性；人类白细胞抗原；相关性研究；等位基因

中图分类号：R734.2；R-33 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2017）21-4038-05

A Correlative Study on Lung Cancer with the Frequency of HLA-A, HLA-B,
DRB1, DQB1 Alleles in Yunnan Province*

To evaluate and observe the human leukocyte antigens HLA-A, B, DRB1, DQB1 alleles' frequency in Yun-

nan human lung cancer, and explore the relationship between the Yunnan human lung cancer mobility and the human leukocyte antigens

HLA alleles. Polymerase chain reaction-sequence specific primers(PCR-SSP) method was used to analyze the HLA-A, HLA-B,

HLA-DRB1, HLA-DQB1 alleles from 30 Yunnan lung cancer patients, compared with control group. Additionally, relative risk(RR) was

calculated and analyzed, subsequently. The HLA-A*02 allele's frequency was up to 90.0%, particularly for A*0201, and B*46

allele's frequency was 40.0%, DRB1*15 was 40% in the lung cancer group. On the contrary, HLA-A*02 in control group was 43.30%.

Meanwhile, B*46 was 0%, DRB1*15 was 10% in control group. The data obtained above were indicated that the frequencies in lung

cancer group was significantly higher compared with those in the control group, RR<1, pc<0.05. Contrarily, in the lung cancer group, the

frequency of HLA-A*31 was 3.30%, A*33 was 6.70%, B*27 was 3.30% , B*52 was 90.0%, DRB1*03 was 0%, DRB3*01 was 60.0%,

DQB1*02 was 0%, DQB1*06 was 0%. However, the frequency of A*31 was 23.30%, A*33 was 26.70% in control group. Meanwhile,

B*27 in control group was 26.60%, B*52 was 26.70%. DRB1*03 showed its frequency as 23.30%, and DRB3*01 was indicated as

86.70% in control group. DQB1*02 was detected as 23.30%, DQB1*06 was 26.70% in control group. The data indicated above showed

its significantly lower tendency compared with control group, RR<1, pc<0.05. The HLA-A*02 allele, up to 90.0%, was

showing its higher frequency in Yunnan lung cancer group, indicating its genetically predisposed possibility. Contrarily, HLA-A*31，

HLA-A*33, HLA-B*27, HLA-B*52, as well as HLA-DRB1*03, HLA-DRB3*01, HLA-DQB1*02 and HLA-DQB1*06, which were

lower in cancer group, might play its potential protective roles in lung cancer.
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前言

据统计，目前全世界范围内，肺癌已成为肿瘤的首要病因，

且包括宣威、富源等地在内的云南省及全国范围是目前肺癌的

高发区，极具有地域性分布性特点[1,2]。云南地区肺癌特征表现

为高发态势，以年轻女性患者居多，一定的家族聚集性，其中明

显致癌因素是室内煤烟燃烧导致室内多环芳烃类物(Polycyclic

Aromatic Hydrocarbons，PAHs)污染所致[3,4]。新近研究证实环境

因素和基因易感性的相互作用是肺癌形成的关键，而 HLA基

因编码相关的某一氨基酸序列被认为与肿瘤的诸如转移、复发

等恶性行为相关[5,6]。机体 T淋巴细胞识别并杀伤癌细胞的关键

分子基础是 HLA-I类分子将内源性癌细胞抗原肽递呈于癌细

胞膜表面，而 HLA-II类分子也参与递呈特异性肿瘤抗原肽，同

时还协助产生抗肿瘤抗体[7]。

随着研究的深入，在疾病发生发展过程中，基因多态性的

重要性逐渐被认识，其中与 HLA相关的多态也相继被证实[8]。

尽管 HLA与多种疾病具有密切关联性[9-11]，但其在肺癌中的研

究并不多见。鉴于目前云南肺癌患者与 HLA等位基因型关系

的资料相对匮乏，本研究将以健康人群为对照，通过分析云南

籍的肺癌患者的 HLA的等位基因，探讨区域性肺癌发病与

HLA相关的基因频率是否具有相关性，为肺癌的病情评估和

防治提供临床理论依据。

1 资料与方法

1.1 研究对象和分组

实验组：昆明医科大学第一附属医院胸外科，30例经肺癌

根治术且标本病理确诊的云南籍肺癌患者组 (Lung Cancer

Group)，其病例资料完整，且留存组织病理石蜡标本；对照组：

同时期体检的健康人员 30例(Normal Group)。肺癌组患者具体

信息包括籍贯、性别及年龄、组织病理学分型、肿瘤临床分期及

TNM分期、临床诊断及术式等，其中 TNM分期将根据 UICC

国际分期标准(2009)[12]，组织病理学分型依据WHO 2004年的

分类标准[13]，术式均为标准肺癌根治术。

1.2 主要设备和试剂

HLA ABDRDQ UNITRAY试剂盒(PEL-FREEZ，Co)，全血

基因组 DNA提取试剂盒(Mobio，Co)，Promega Taq酶(宝生物工

程大连有限公司)，紫外分光光度计(岛津 UV-1601)，全自动凝

胶图像分析仪(Bio-Rad，Co)，PE9700基因扩增仪(美国 PE公司)。

1.3 标本的处理

实验组与对照组均于医疗处置前留取 5~6 mL静脉血，常

规乙二胺四乙酸二钾盐(EDTAK2)抗凝，并通过离心进行白细

胞及血浆的分离，于 -20℃下进行保存备用。按照试剂盒相应

步骤进行血浆基因组脱氧核糖核酸 (deoxyribonucleic acid，

DNA)提取，并利用紫外分光光度仪进行含量测定。

1.4 方法

1.4.1 各组外周血 DNA提取及相应浓度测定 依试剂盒相应

步骤进行DNA提取，简述如下：将抗凝管中的血液以 2000 rpm×

10 min进行离心，分后留取白细胞层 300 滋L，加入 900 滋L细胞
裂解液，混匀，室温孵育 10分钟，离心 14000× g，20 s。留 20 滋L
上清，混匀，重悬。加 300 滋L核裂解液，充分裂解白细胞。加蛋

白沉淀液 100 滋L，混匀，14000× g，3 min。移取上清，加入 300

滋L异丙醇，混匀，见白色线状 DNA。离心，弃上清，加 70%乙

醇，洗涤 DNA后离心。干燥 DNA。加 DNA溶解液 100 滋L，65
℃孵育 1小时后 4℃保存。UV-1601型紫外分光光度仪检测每

份 DNA浓度。

1.4.2 HLA等位基因的分型测定 对各组处理后的 DNA标

本进行相应的 HLA等位基因扩增，反应体系为 PCR-SSP。PCR

产物进行电泳，根据反应格局利用 Unityper分析软件及读板纸

判读实验结果，对凝胶图像进行分析。

1.5 统计学分析

HLA抗原和疾病相关的计算公式，即相对危险率(Relative

Risk，RR)：Woolf公式：RR=(2a+1)(2d+1)/(2b+1)(2c+1)。等位基

因频率 (%)=阳性样本数 /样本数。所有数据统计分析均利用

SPSS19.0统计软件。采用四格表 x2检验进行组间比较获得 P

值。通过对 P值进行校正(Pc<0.05)以减少 I类误差。根据数据

具体情况，可适时采用 Fisher's确切概率法。

2 结果

2.1 HLA-A、HLA-B、DRB1、DRB3/4/5、DQB1位点的基因频率

我们对相关包括 HLA-A、HLA-B、DRB1、DRB3/4/5、DQB1

在内的 56个位点的等位基因进行测定，评价各位点的频率与各

分组的关系，具体结果详见表 1、表 2、表 3。所得数据经 x2检验，

结果提示符合哈迪 -温伯格定律(Hardy-Weinberg)的平衡[14]。

2.2 HLA等位基因的分型情况

采用 PCR-SSP进行 HLA等位基因扩增，进行 PCR产物

电泳，并利用凝胶成像系统，根据 Unityper分析软件及读板纸

判读结果。见图 1。

图 1 HLA等位基因分型结果示例

Fig.1 Example for HLA allelic Discrimination

注：(以肺癌患者方 **标本的结果为例) 合计泳道 96个，其中 96号泳

道是污染监控泳道。Marker自上而下的分子量分别是 2 kbp、1 kbp、

0.75 kbp、0.5 kbp、0.25 kbp及 0.1 kbp。具体内控带分子量分别为：

1-30号：796 bp；54-55号：200 bp；31-95号(不含 54-55)：1.2 kbp，其中

阳性条带泳道以红色方框标注。

Note: Total 96 lanes, No.96 lane was the pollution monitoring lane.

Molecular weight of markers were 2 kbp, 1 kbp, 0.75 kbp, 0.5 kbp, 0.25

kbp and 0.1 kbp from top to bottom, respectively. Details of internal

control lanes' molecular weight were, in which positive lane was marked

with red stripe: No.1-30: 796 bp; No.54 and 55: 200 bp; No.31-95 (except

No.54-55).
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2.3 健康对照组和肺癌组的 HLA-A、HLA-B 等位基因的频率

比较

肺癌组中 HLA-A*02及 HLA-B*46等位基因的频率分别

为 90%和 40%，明显高于对照组的 43.3%和 0%，差异有显著性

(A*02：pc<0.012，RR=10.185；B*46：pc<0.012，RR=41.216)。LA-

A*31，A*33，B*27，B*52在肺癌组的频率依次为 3.3%，6.7%，

3.3%，6.7%，较对照组的 16.7%，16.7%，16.7%，26.7%明显降低，

具有统计学意义 (A*31：RR=0.159，pc=0.042；A*33：RR=0.232，

pc=0.040；B*27：RR=0.135，pc=0.047；B*52：RR=0.232，pc=0.040)。

相关性分析提示 HLA-A*02及 HLA-B*46频率与肺癌发

病呈正相关，而肺癌与 HLA-A*31、HLA-A*33、HLA-B*27 及

HLA-B*52的频率呈负相关。详见表 1。

注：n=30：等位基因阳性的人数；%：等位基因阳性人数 /总人数；NS(non-significant)：无显著性差异。(以下同)

#两组间等位基因频率 HLA-A*02的比较：RR=10.185，pc<0.012；B*46的比较：RR=41.216，pc<0.012

*两组间等位基因频率 HLA- A*31的比较：RR＝0.159，pc＝0.042；A*33的比较：RR=0.232，pc=0.040；B*27的比较：RR=0.135，pc=0.047；B*52的

比较：RR=0.232，pc=0.040。

Note: n=30: positive alleles number; %: positive alleles number/total number; Ns (non-significant): no significant difference (sames as below) .

# Comparison of HLA-A*02 allele frequency between two groups: RR=10.185, pc<0.012; Comparison of B*46: RR=41.216, pc<0.012.

* Comparison of HLA-A*02 allele frequency between two groups: RR=0.159, pc= 0.042; Comparison of A*33: RR=0.232, pc=0. 040; Comparison of

B*27: RR= 0.135, pc=0.047; Comparison of B*52: RR=0.232, pc=0.040.

表 1 健康对照组和肺癌组 HLA-A、HLA-B等位基因频率比较【例 /(%)】

Table 1 Comparations between normal group and lung group on the frequency of HLA-A, B, DRB1, DQB1 alleles[n/(%)]

Allele
Lung group Normal group

x2 P Pc
n / (%) n / (%)

A*02 27 / 90.00# 13 / 43.30 14.700 <0.001 <0.012

A*03 1 / 3.3.0 1 / 3.30 0.000 0.754 NS

A*11 15 / 50.00 15 / 50.00 0.000 0.602 NS

A*24 11 / 36.67 11 / 36.67 0.000 0.610 NS

A*26 1 / 3.33 3 / 10.00 3.158 0.124 NS

A*30 1 / 3.33 1 / 3.33 0.000 0.754 NS

A*31 1 / 3.33* 7 / 23.33 5.292 0.026 0.039

A*33 2 / 6.67* 8 / 26.67 4.299 0.038 0.040

B*07 1 / 3.33 1 / 3.33 0.000 1.000 NS

B*08 0 / 0.00 1 / 3.33 1.017 0.500 NS

B*13 2 / 6.67 1 / 3.33 0.351 0.500 NS

B*14 1 / 3.33 0 / 0.00 1.020 0.499 NS

B*15 10 / 33.33 10 / 33.33 0.000 0.610 NS

B*18 0 / 0.00 1 / 3.30 1.017 0.500 NS

B*27 1 / 3.33* 8 / 26.67 6.405 0.013 0.047

B*35 0 / 0.00 2 / 6.67 2.069 0.246 NS

B*37 1 / 3.33 1 / 3.33 0.000 1.000 NS

B*38 2 / 6.67 1 / 3.33 0.351 0.500 NS

B*39 6 / 20.00 2 / 6.67 2.038 0.127 NS

B*40 2 / 6.67 6 / 20.00 2.038 0.127 NS

B*44 4 / 13.33 0 / 0.00 4.286 0.056 NS

B*46 12 / 40# 0 / 0.00 15.000 <0.001 <0.012

B*48 0 / 0.00 2 / 6.67 2.071 0.250 NS

B*49 1 / 3.33 0 / 0.00 1.015 0.499 NS

B*50 2 / 6.67 0 / 0.00 2.101 0.251 NS

B*51 2 / 6.67 2 / 6.67 0.000 0.665 NS

B*52 2 / 6.67* 8 / 26.67 4.297 0.039 0.040

B*54 1 / 3.33 2 / 6.67 0.349 0.500 NS

B*55 4 / 13.33 3 / 10.00 0.159 0.500 NS

B*56 2 / 6.67 0 / 0 2.071 0.237 NS

B*58 0 / 0.00 3 / 10.00 3.158 0.119 NS

B*60 1 / 3.33 0 / 0.00 1.017 0.500 NS

B*75 1 / 3.33 0 / 0.00 1.017 1.000 NS

B*78 0 / 0.00 1 / 3.33 1.017 0.500 NS
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2.4 健康对照组和肺癌组的 HLA-DRB1、DRB3/4/5 及 DQB1

等位基因频率的比较

肺癌组中 DRB1*15的等位基因频率是 40%，明显高于相

对应的正常组 13.3%，具有统计学意义(DRB1*15：pc=0.032，

RR=3.979)， 肺 癌 组 中 的 DRB1*03，DRB3*01，DQB1*02，

DQB1*06的频率依次是 0%，60.0%，0%和 0%，明显低于对照

组 DRB1*03 的 23.33%，DRB3*01 的 86.67%，DQB1*02 的

23.33%和 DQB1*06 的 26.67%，统计学差异明显(DRB1*03：

RR=0.051，pc=0.011；DRB3*01：RR=0.251，pc=0.032；DQB1*02：

RR=0.051，pc=0.011；DQB1*06：pc=0.005，RR=0.043)。

肺癌与 DRB1*15 呈正相关性，与 DRB1*03、DRB3*01、

DQB1*02、DQB1*06呈负相关性。见表 2。

Allele
Lung group Normal group

x2 P Pc
n / (%) n / (%)

DRB1*01 4 / 13.33 0 / 0 4.286 0.056 NS

DRB1*03 0 / 0* 7 / 23.33 7.925 0.005 0.011

DRB1*04 5 / 16.67 4 / 13.33 0.131 0.500 NS

DRB1*07 2 / 6.67 1 / 3.33 0.351 0.500 NS

DRB1*08 8 / 26.70 3 / 10.00 2.779 0.089 NS

DRB1*09 8 / 26.67 5 / 16.67 0.879 0.267 NS

DRB1*10 1 / 3.33 0 / 0 1.017 0.500 NS

DRB1*11 4 / 13.33 4 / 13.33 0.000 0.647 NS

DRB1*12 11 / 36.67 15 / 50.00 1.086 0.297 NS

DRB1*13 2 / 6.70 2 / 6.67 0.000 1.000 NS

DRB1*14 9 / 30.00 8 / 26.67 0.082 0.774 NS

DRB1*15 12 / 40.00# 4 / 13.33 5.455 0.020 0.032

DRB1*16 0 / 0 2 / 6.67 2.069 0.150 NS

DRB3*01 18 / 60.00* 26 / 86.67 5.455 0.020 0.032

DRB3*02 5 / 16.67 1 / 3.33 2.963 0.097 NS

DRB4*01 13 / 43.33 10 / 33.33 0.635 0.298 NS

DRB5*01 13 / 43.33 6 / 20.00 3.774 0.052 NS

DQB1*02 0 / 0* 7 / 23.33 7.925 0.005 0.011

DQB1*03 22 / 73.33 19 / 63.33 0.693 0.290 NS

DQB1*04 3 / 10.00 4 / 13.33 0.162 0.500 NS

DQB1*05 15 / 50.00 16 / 53.33 0.067 0.500 NS

DQB1*06 0 / 0* 8 / 26.67 9.231 0.002 0.005

注：#肺癌组与正常对照组 HLA-DRB1*15的基因频率比较：RR=3.979，p=0.032；

*肺癌组与正常对照组 HLA-DRB1*03的等位基因频率比较：RR=0.31，p=0.011；DRB3*01比较：RR=0.251，pc=0.032；DQB1*02比较：RR=0.051，

pc=0.011；DQB1*06比较：RR=0.043，pc=0.005。

Note: # Comparison of HLA-DRB1*15 allele frequency between lung group and normal group: RR=3.979, p=0.032;

*Comparison of HLA-DRB1*03 allele frequency between two groups: RR=0.31, p=0.011; Comparison of DRB3*01: RR=0.251, pc=0.032; Comparison

of DQB1*02: RR=0.051, pc=0.011; Comparison of DQB1*06: RR=0.043, pc=0.005.

表 2 健康对照组和肺癌组的 HLA-DRB 1、DRB3/4/5及 DQB1基因频率的比较【例 /(%)】

Talbe 2 Comparations between lung group and normal group on the frequency of HLA-DRB 1, DRB3/4/5 and DQB1 alleles[n/(%)]

2.5 健康对照组和肺癌组的 HLA- A*02的等位基因频率比较

肺癌组等位基因 HLA-A*0201频率是 76.7%，较对照组

23.3%明显升高，差异具有统计学意义(RR=6.117，pc=0.012)；

HLA-A*0203、HLA-A*0241 的等位基因频率在健康对照组和

肺癌组中无统计学差异(pc>0.05)。见表 3。

注：#组间基因频率比较(HLA-A*0201)：RR＝6.117，pc＝0.012。

Note: # Comparison of HLA-A*0201 allele frequency between two groups: RR=6.117, pc=0.012.

表 3 健康对照组和肺癌组的 HLA- A*02基因频率的比较 [ n / (%) ]

Talbe 3 Comparation of the frequency of HLA- A*02 alleles between lung group and normal group

Allele
Lung group Normal group

x2 P Pc
n / (%) N / (%)

A *0201 23 / 76.67 10 / 33.33 11.380 0.001 0.012

A *0241 2 / 6.70 3 / 10.00 0.218 0.500 NS

A *0203 2 / 6.70 3 / 10.00 0.218 0.500 NS

Total 27 / 90.00 13 / 43.33 14.700 <0.001 <0.012
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3 讨论

HLA在免疫应答的过程中发挥重要的生物学调节作用[14]。

依 HLA在染色体上的相对位置，HLA共分为三类基因：HLA-I

基因(1.18Mb)、HLA-II基因(1.11Mb)、HLA-III基因(0.17Mb)。作

为一种普遍的肿瘤生物学现象，HLA-I类分子表达经常出现下

调，其本质原因是由于 HLA分子在肿瘤细胞中具有向 T细胞

递呈免疫原性多肽这一作用而发生的逃避性行为。其中，HLA-I

类及 HLA-II类抗原的异常表达在肿瘤免疫逃逸中发挥的作用

明显[15,16]。

由于 HLA参与了多种免疫应答反应，因此其基因多态性

表现最为复杂，直接改变了 HLA分子加工、提呈抗原肽的能力

及 T细胞间的相互作用，进而影响机体对抗原的体液免疫应

答。因此，HLA等位基因在肿瘤领域的研究逐渐被重视。研究

表明汉族人乙型病毒性肝炎后肝硬化可能与 HLA-A02、

HLA-DRB1*07、08、11基因有关，HLA-A02更是与肝细胞癌关

系密切；同时，研究显示在北方汉族儿童的急性白血病中，

HLA-B40与急性淋巴细胞白血病具有强相关性，而 HLA-B48，

DR7，DR15等基因对儿童急性淋巴细胞白血病有遗传拮抗作

用。然而，目前 HLA等位基因在肺癌相关领域的研究较少，且

多集中在血清型的分型。研究显示 HLA-II类抗原在肺癌患者

肺泡巨噬细胞上的表达较对照组明显减少，以 HLA-DQ减少为

著，说明局部肺泡巨噬细胞在抗原递呈和识别方面能力下降 [17]，

与本研究的结论相一致。此外，研究显示尽管无显著性差异，

HLA-B61在肺癌患者中却具有升高趋势，而 DR8呈降低趋向[18]，

此结果不排除与人群及 HLA以外宿主因素的影响所导致。本

研究中，我们发现 HLA- A*02 (以 A*0201 为主 )、B*46、

DRB1*15与云南肺癌的遗传易感性有关联，在肺癌组中其频

率分别 90.0 %、40.0%、40.0%，较对照组的 43.30%、0%和

13.30%明显升高，提示 HLA-A*02 (尤其是 A*0201)、

HLA-B*46、HLA-DRB1*15与云南肺癌发病具有强相关性，可

能为易感基因。而诸如 HLA-A*31、HLA-A*33、HLA-B*27等的

超低频出现提示对云南肺癌发病具有遗传拮抗作用。

近年来，DNA水平的分型技术已逐步引人到 HLA-I类基

因的检测，至少 17个紧密相关的等位基因可被检出[19]，其中以

HLA-A02基因最引人瞩目。作为最常见的 I类抗原，在正常人

群中 HLA-A2抗原的频率约为 40~60%。采用 PCR-SSP法和序

列分型法测定在华北健康人群测定 HLA-A02 超型，其中

A*0201为 26.4%[20]，而华南地区 A*0201则为 12%[21]。本研究

结果显示 HLA-A*02在云南肺癌病人的出现频率为 90.0%，较

对照组的 43.30%升高明显，以 A*0201 升高为著 (76.7% vs

33.3%)，提示 HLA-A*0201与云南籍肺癌患者发病相关明显。

肺癌的发病机制复杂，发生发展过程中均有多种因子和基

因的参与。尽管为同一种疾病，但由于不同位点在人群中分布

趋势的不同，因此发病表现多样。鉴于研究结果的不一致性，参

考既往文献[22]，考虑与分型的方法、所选样本人群来源、肺癌病

理分型以及样本量等四个方面有关，导致了研究结果的不完全

一致性。本研究通过对云南籍肺癌患者的 HLA位点多态性进

行分析，获得了云南肺癌患者 HLA相关多态分布的特点：云南

肺癌易感性可能与 HLA-A*02的频率 (90%) 具有相关性；而

HLA-A*31、HLA-A*33、HLA-B*52、HLA-B*27、HLA-DRB1-*03、

HLA-DRB3*01、HLA-DQB1*02及 HLA-DQB1*06在肺癌患者

中的频率较低，在云南肺癌发病中可能具有遗传拮抗作用。这

些结果为后续研究肺癌相关易感基因提供线索。
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