
２０１８ 年 １０ 月

第 ２６ 卷　 第 ５ 期
中国实验动物学报

ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０１８

Ｖｏｌ． ２６　 Ｎｏ． ５

［基金项目］国家自然科学基金（３１２７２３８９）；广东省科技计划（２０１７Ａ０７０７０２００１）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （３１２７２３８９）， Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｐｌａｎｎｉｎｇ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ， Ｃｈｉｎａ
（２０１７Ａ０７０７０２００１）．
［作者简介］方广（１９９４—），男，在读硕士研究生，主要从事肿瘤免疫研究。 Ｅｍａｉｌ： ８５１８５３７８０＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］黄韧，男，博士，研究员，硕士生导师，主要从事动物学研究。 Ｅｍａｉｌ： １７１９３５５１２７＠ ｑｑ． ｃｏｍ




 

研究进展

天然杀伤细胞在肿瘤免疫治疗中的研究进展
方广１，２，黄韧２∗

（１． 广东医科大学，广东湛江　 ５２４０４５； ２． 广东省实验动物监测所，广州　 ５１０６６３）

　 　 【摘要】 　 目前，免疫疗法在许多癌症治疗中显示出显著的疗效。 在癌症免疫监视的早期阶段，天然杀伤细胞

在识别和根除肿瘤中发挥关键作用，可见其在癌症治疗中存在巨大的潜力。 本文对目前天然杀伤细胞抗瘤作用的

研究进程、作用机制以及临床治疗方式进行总结，已期为未来天然杀伤细胞在肿瘤治疗中的应用或者基础研究提

供参考。
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　 　 近年来，肿瘤治疗领域中，免疫治疗越来越受

到重视，并且研究成果显著［１］。 众所周知，免疫系

统分为两种，特异性免疫和非特异性免疫，又可称

为获得性免疫和固有免疫。 目前研究主要针对特

异性免疫中的后天获得性 Ｔ 细胞展开［２］，研究发现

Ｔ 细胞是主要的抗肿瘤效应细胞。 除此之外，固有

免疫也发挥着重要作用，尤其是天然杀伤细胞

（ｎａｔｕｒａｌ ｋｉｌｌｅｒ ｃｅｌｌ， ＮＫ ｃｅｌｌ）具有强大的细胞毒性，

在肿瘤先天免疫应答中发挥重要作用，可以杀死初

始肿瘤细胞和减少肿瘤转移，释放影响固有和获得

性免疫应答的可溶性因子［３ － ５］。 由此可见，ＮＫ 细胞

不仅自身能发挥抗肿瘤作用，同时还可以联系固有

免疫和获得性免疫。 美国食品药品监督管理局

（Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ｄｒｕｇ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ＦＤＡ）批准了可促进

Ｔ 细胞浸润的抗 ＰＤ⁃１ 和抗 ＣＴＬＡ⁃４ （ ａｎｔｉ⁃ＰＤ⁃１ ａｎｄ
ａｎｔｉ⁃ＣＴＬＡ⁃４）药物制剂，但有部分报道指出部分 ＮＫ
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细胞中具有类似于 Ｔ 细胞的 ＰＤ⁃１ ／ ＰＤＬ⁃１ 免疫逃避

机制［６ － ７］。 比如，霍奇金淋巴瘤中的 ＮＫ 细细［８］。
这部分报道指出在免疫检查点阻滞疗法中，ＮＫ 细

胞是潜在的治疗靶点；并且，优于获得性免疫的是

这部分固有免疫特性是先天获得的，不仅可以遗

传，而且还可以同种异体间传递；在自身发挥杀瘤

作用的同时还参与到获得性免疫的启动和调节。
以上种种均表明了 ＮＫ 细胞在抗肿瘤的地位不可

小觑。

１　 ＮＫ 细胞抗肿瘤研究进程

近期的一项报道指出在行为活跃程度较高的

肺癌荷瘤小鼠中，肿瘤生长明显受到抑制，其可能

的原因在于活跃程度较高的小鼠具有较高的 ＮＫ 细

胞杀伤活性［９］。 其实，对于 ＮＫ 细胞作为癌症先天

效应物的潜力，可以通过将体外扩增和活化的 ＮＫ
细胞过继转移于免疫缺陷小鼠中进行研究。 人 ＮＫ
细胞过继性免疫治疗的小鼠模型可显示 ＮＫ 介导对

移植人类肿瘤的排斥反应，并且可进一步使用细胞

因子如 ＩＬ⁃２ 和 ＩＬ⁃１５ 大大提高了 ＮＫ 细胞量及其对

肿瘤细胞的细胞毒性作用。 这些最初在小鼠体内

进行的研究为 ２０ 世纪 ８０ 年代开始的自体 ＮＫ 细胞

输注治疗奠定了基础［１０］。 为了进一步确证 ＮＫ 细

胞的作用，研究人员开始体外分析 ＮＫ 细胞对肿瘤

细胞的毒性作用。 主要采用检测 ＮＫ 细胞活性的间

接方式，以及检测 ＮＫ 细胞释放物或死亡靶细胞内

所吸收或保留物质的直接方式［１１］。 目前，这些体外

实验已经证实 ＮＫ 细胞对不同肿瘤细胞存在不同程

度的杀伤作用。 如一项研究通过使用了具有单一

杀伤细胞抑制性受体（ｋｉｌｌｅｒ ｃｅｌｌ ｉｎｌａｉｂｉｔｏｒｙ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，
ＫＩＲ）特异性的 ＮＫ 细胞系作用于人类白细胞抗原 Ｉ
型（ｈｕｍａｎ ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ ａｎｔｉｇｅｎ ｃｌａｓｓ Ｉ，ＨＬＡＩ），结果表

明 ＮＫ 细胞可杀伤原发性急性髓细胞白血病（ａｃｕｔｅ
ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＭＬ）髓母细胞，这项研究不仅证

明了 ＮＫ 细胞可以识别原发性 ＡＭＬ 原始细胞，还指

示出 ＫＩＲ 配体失配在肿瘤细胞杀伤中的有益作

用［１２］。 此外，亦有报道指出 ＮＫ 细胞可以介导杀伤

一定数量的新鲜分离的人类部分肿瘤细胞，包括胃

癌，卵巢癌，结肠癌和肾细胞癌［１３］，这部分文献提出

了同种异体反应性 ＮＫ 细胞针对实体瘤的可能性。
而在近几年的研究中，为了提高效率并减少副作

用，研究人员往往采用的方式是针对肿瘤抗原，令
ＮＫ 细胞表达嵌合抗原受体。 比如人源化小鼠中具

靶向性 ＮＫ 细胞的临床前评估开展的 Ｂ 系急性淋巴

细胞白血病的临床试验［１４］。 事实上，肿瘤干细胞

（ｃａｎｃｅｒ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ，ＣＳＣ）正在成为实现肿瘤治愈的关

键因素，因为目前的治疗方法可以消除肿瘤细胞的

大部分，但耐药性 ＣＳＣ 持续存在会导致肿瘤复

发［１５］。 而应激诱导抗原的上调以及 ＮＫ 细胞的靶

向非增殖细胞的能力表明 ＮＫ 细胞可以有效地消除

ＣＳＣ。 比如在胰腺癌荷瘤 ＮＳＧ 小鼠中的研究证明活

化转移的 ＮＫ 细胞可以减少瘤内 ＣＳＣ 的数量，进而

抑制肿瘤生长［１６ － １７］。
另一方面，通过建立小动物模型来研究免疫细

胞和人类肿瘤之间复杂作用的研究已经非常普遍，
这部分的研究亦证实了 ＮＫ 细胞的抗肿瘤作用。 运

用正常免疫活性小鼠品系作为人类肿瘤的宿主一

般无法成瘤，这是因为它们对人类肿瘤细胞产生异

种免疫应答，导致肿瘤移植失败。 针对此种情况，
当前已经开发了几种可用于异种肿瘤移植的免疫

缺陷小鼠模型，并且因为它们可以提供动物中人类

肿瘤的病理生理学信息而引起高度关注。 第一种

用于异种移植的免疫缺陷小鼠是 Ｔ⁃细胞缺陷的无

胸腺裸鼠（Ｆｏｘｎ１） ［１８］，其缺点是因为具备完整的体

液获得性免疫系统和高活性的小鼠 ＮＫ 细胞，基本

丧失了人类正常或恶性造血细胞植入的资格［１９］。
继而研发了自发突变小鼠 Ｂ． Ｃ１７⁃ＳＣＩＤ，其可以阻止

Ｔ 和 Ｂ 细胞的发育，与裸鼠相比可以更易于接受人

类实体瘤植入［２０ － ２１］。 然而有报道指出该小鼠存在

人骨髓细胞低植入现象［２２］，认为其可能是因缺乏获

得性免疫而产生一种补偿机制，从而增强了 ＮＫ 细

胞的活性。 所以需要更有效的模型。 进一步将 Ｃ．
Ｂ１７⁃ｓｃｉｄ 小鼠的 Ｐｒｄｋｃｓｃｉｄ 突变基因导入 ＮＯＤ 近交

系品系中，所构建的 ＮＯＤ⁃ｓｃｉｄ 小鼠减弱了宿主对肿

瘤和造血系统异种移植物的排斥反应，并且在先天

免疫中存在几种损伤［２３］。 尽管 ＮＯＤ⁃ｓｃｉｄ 小鼠支持

大量实体瘤和血液恶性肿瘤的生长，但由于剩余的

ＮＫ 细胞活性和其他残留的先天免疫功能，部分肿

瘤仍无法植入或有效生长［２４ － ２５］。 目前在 ＮＯＤ⁃ｓｃｉｄ
小鼠基础上运用基因工程敲除白细胞介素 ２ 受体

（ＩＬ２ｒｇ）γ 链所构建的 ＮＯＤ⁃ｓｃｉｄ ＩＬ２Ｒｇｎｕｌｌ（ＮＳＧ），是
迄今为止免疫缺陷程度最严重的小鼠。 由于 ＩＬ２ｒｇ
敲除可阻断 ＩＬ⁃１５ 信号传导途径，导致缺乏功能性

ＮＫ 细胞， 这是支持各种恶性肿瘤生长的关键

特征［２６］。

７５６
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２　 ＮＫ 细胞的抗肿瘤机制

２ １　 识别机制

“丧失自我” 假说（“ｍｉｓｓｉｎｇ⁃ｓｅｌｆ” ｈｙｐｏｔｈｅｓｉｓ）：
一开始是因为观察到 ＮＫ 细胞可以直接作用于主要

组织相容性复合体（ｍａｊｏｒ ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ｃｏｍｐｌｅｘ
ｃｌａｓｓ Ｉ，ＭＨＣＩ）缺失的肿瘤［２７］。 后来在鼠和人体内

实验证实 ＮＫ 细胞毒性与靶细胞上 ＭＨＣＩ 类分子表

达缺失直接相关［２８ － ２９］。 ＮＫ 细胞可以通过 ＫＩＲ、Ｃ
型凝集素超家族抑制性受体（ＣＤ９４ ／ ＮＫＧ２Ａ）和白

细胞抑制性受体（ｌｅｕｃｏｃｙｔｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＬＩＲ）
来区分正常细胞和肿瘤细胞。 ＮＫ 细胞的这部分受

体与正常细胞的 ＭＨＣＩ 类分子结合后可以抑制 ＮＫ
细胞的细胞毒性作用，防止了杀伤正常细胞。 而在

初生肿瘤中，肿瘤细胞通常会下调或失去 ＭＨＣＩ 类

分子的表达［３０］，进而被 ＮＫ 细胞所清除。 同时在肿

瘤环境中大量的细胞因子和趋化因子也可以激活

ＮＫ 细胞，进而发挥作用［３１］。
２ ２　 杀瘤机制

ＮＫ 细胞可以通过多种机制发挥细胞毒性作

用，其中最重要的是抗体依赖性细胞毒性（ａｎｔｉｂｏｄｙ⁃
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｃｅｌｌ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ，ＡＤＣＣ）。 在针对

实体瘤和血液恶性肿瘤的许多单克隆抗体疗法中，
ＡＤＣＣ 发挥了重要的抗肿瘤作用。 由 ＮＫ 细胞表达

的 Ｆｃ 受体（ＦｃγＲＩＩＩ 或 ＣＤ１６）与肿瘤表面上的肿瘤

相关抗原（ ｔｕｍｏｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ａｎｔｉｇｅｎ，ＴＡＡ） 结合［３２］，
这一特性因无需预先致敏而有区别于获得性免疫

细胞。 研究表明 ＡＤＣＣ 参与调控免疫细胞网络和获

得性免疫应答的多个过程［３３］。 当 ＮＫ 细胞与其靶

细胞形成免疫突触时，便会通过穿孔素和颗粒酶介

导的细胞凋亡［３４ － ３５］：ＮＫ 细胞释放预形成的细胞质

颗粒，其类似于分泌型溶酶体并含有穿孔素和颗粒

酶。 穿孔素可以破坏蛋白，穿透靶细胞的细胞膜，
而属于丝氨酸蛋白酶家族的颗粒酶则可以触发细

胞凋亡程序。 激活后，ＮＫ 细胞迅速极化颗粒并将

微管组织中心重新定位到与靶细胞突触。 颗粒膜

随后与质膜融合，外化并释放细胞毒性颗粒内容

物，引发靶细胞凋亡［３６］。 该细胞毒性途径有依赖于

肿瘤坏死因子（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ）受体超家

族成员在的靶细胞表达。 诱导凋亡的主要是两种

ＴＮＦ 受体，Ｆａｓ（ＣＤ９５）和 ＴＮＦ 相关的凋亡诱导配体

（ＴＮＦ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｌｉｇａｎｄ，ＴＲＡＩＬ）。 而

在活化的 ＮＫ 细胞和细胞毒性 Ｔ 淋巴细胞（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ

Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ， ＣＴＬｓ） 中表达 Ｆａｓ 配体 （ ＦａｓＬ） 和

ＴＲＡＩＬ 分子，这些配体结合靶细胞上的死亡受体，通
过半胱天冬酶启动酶促级联反应，导致凋亡［３７ － ３８］。
此外，活化的 ＮＫ 细胞也产生干扰素 ＩＦＮ⁃γ 可间接

促成靶细胞死亡［３９ － ４０］。 原因在于 ＩＦＮ⁃γ 是一种 ＩＩ
型干扰素，可激活树突细胞和巨噬细胞，并对获得

性免疫应答具有多效性作用［３８］。 ＩＦＮ⁃γ 有助于激

活肿瘤微环境中的固有免疫和获得性免疫细胞，并
产生持续的抗肿瘤免疫应答［４１］。

３　 靶向肿瘤的 ＮＫ 细胞治疗

３ １　 临床 ＮＫ 细胞疗法方式

在将 ＮＫ 细胞输注进入患者体内之前，可以通

过体外短期暴露将 ＮＫ 细胞激活。 为了获得临床上

足够量的 ＮＫ 细胞，需要它们在体外长期培养扩增。
然而，体外培养扩增可能会导致潜在的表型发生变

化，进而导致其选择性扩增，降低细胞毒性杀伤作

用。 但是，这部分担忧可以通过技术改进来消除，
以获得具有体内抗肿瘤功效的临床相关 ＮＫ 细胞。
以下几个因素影响 ＮＫ 细胞的临床效力：①ＮＫ 细胞

的 来 源： 外 周 血 单 核 细 胞 （ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ
ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｃｅｌｌｓ， ＰＢＭＣ）、脐带血 （ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ
ｂｌｏｏｄ， ＵＣＢ ）， 细 胞 系， 人 胚 胎 干 细 胞 （ ｈｕｍａｎ
ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ， ＨＥＳＣ） 诱导的多能干细胞

（ ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ， ｉＰＳＣｓ） ［４２］；②用于刺

激的细胞因子的类型；③细胞培养和条件的培养

基，扩增等。
ＮＫ 细胞的纯化可以采用在 ｃＧＭＰ 条件下的血

清法或 Ｆｉｃｏｌｌ 分离处理 ＰＢＭＣ 以进行［４３］。 Ｓｕｋａｍｏｔｏ
等［４４］采用了一种独特的方法，在没有事先纯化外周

血的情况下产生大量 ＮＫ 细胞，即用自体血浆，ＩＬ⁃２，
ＯＫ⁃４３２ 和 γ⁃照射的自体 Ｔ⁃细胞（ＦＮ⁃ＣＨ ２９６ 刺激）
培养 ＰＢＭＣ 细胞。 在第 ２１ ～ ２２ 天，ＮＫ 细胞纯度达

到 ９０ ９６％ 。 免疫磁性耗尽法是纯化和富集 ＮＫ 细

胞的另一种方法，涉及耗尽其他淋巴细胞如 Ｔ 和 Ｂ
细胞和骨髓细胞［４５］。 Ｎｇｕｙｅｎ 等［４６］报道了造血干细

胞（ＨＳＣ）移植后部分 Ｔ 细胞耗竭的有益作用，从而

表明 Ｔ 细胞在体内刺激 ＮＫ 细胞活性中具有积极作

用。 饲养层细胞和细胞系在 ＮＫ 细胞体内扩增中的

应用也有报道［４７］。 此外，通过免疫磁性选择直接富

集 ＣＤ５６ ＋ 细胞是另一种有用的方法［４５］。 通过

ＣＤ３４ ＋ 的分化和扩增从骨髓，外周血或 ＵＣＢ 中使用

ＨＳＣ（ＣＤ３４ ＋ ）可以成为具有临床相关性抗肿瘤 ＮＫ

８５６
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细胞的另一潜在来源。 最近，一项研究表明，与新

鲜 ＣＢＣＤ３４ ＋ 和 冷 冻 ＰＢＣＤ３４ ＋ ［４８］ 相 比， 冷 冻

ＣＢＣＤ３４ ＋ 是产生 ＮＫ 细胞的最有希望的 ＨＳＣ 来源。
来源于 ＵＣＢ 的 ＮＫ 细胞活性较低，表现出降低的杀

伤特性，但可以通过用 ＩＬ⁃２，ＩＬ⁃１２ 和 ＩＬ⁃１５ 进行离

体处理来刺激［４５］。 Ｋｎｏｒｒ 等［４７］报道 ＮＫ 细胞的重要

来源 ＨＥＳＣ 和 ｉＰＳＣ 可降低免疫排斥反应的风险。
在这个过程中，ＨＥＳＣｓ 和 ｉＰＳＣｓ 经历两阶段培养方

法，通过 ＳＰＩＮ⁃ＥＢ 系统分化成 ＣＤ３４ ＋ 细胞［４９］。 源

自人类胚胎干细胞的 ＮＫ 细胞具有在体内和体外杀

死多种类型的肿瘤的能力。 来源于 ＨＥＳｃ 和 ＩＰＳＣ
的 ＮＫ 细胞能够抑制来自 ＣＥＭ⁃ＧＦＰ 细胞的 ＨＩＶ⁃１
ＮＬ４⁃３ 感染［５０］。 此外，基于小鼠异种移植模型的研

究还观察到来源于 ＰＢ 和 ｉＰＳＣ 的 ＮＫ 细胞具有介导

杀死卵巢癌细胞的能力［５１］。 在无异种和无血清条

件下，产生细胞毒性 ＮＫ 细胞，导致临床规模生产向

前迈进一步［４７］。
３ ２　 未来 ＮＫ 细胞疗法发展方向

对于现有的抗癌疗法，ＮＫ 细胞的细胞系（ＮＫ⁃
９２，ＮＫＬ，ＫＹＨＧ⁃１ 和 ＮＫＧ）是潜在的工具。 此外，表
达细胞内 ＩＬ⁃２ 和细胞表面分子如 ＣＤ１６，ＮＣＲ 或嵌

合抗原受体的基因修饰 ＮＫ 细胞系也被用作产生活

化的 ＮＫ 细胞的可能工具［４９］。 这一思路来源于，近
年来，ＦＤＡ 批准了几例 ＣＡＲ⁃Ｔ 细胞疗法用于癌症治

疗［５２ － ５３］。 优于 ＣＡＲ⁃Ｔ 细胞疗法的是 ＣＡＲ⁃ＮＫ 细胞

疗法，其可以无需预先致敏而以非特异性方式杀死

靶细胞，且异体 ＮＫ 细胞缺乏引起移植物抗宿主反

应（ ｇｒａｆｔ⁃ｖｅｒｓｕｓ⁃ｈｏｓｔ ｄｉｓｅａｓｅ，ＧＶＨＤ）的潜力［５４］。 许

多基因修饰的 ＮＫ 细胞已被选为临床试验，但所有

这些仍处于新生阶段，一些新的潜在策略还处于研

究中。 此外，为了应对肿瘤微环境，各种免疫抑制

疗法也正在开发中。 许多方法涉及通过单克隆抗

体触发 ＡＤＣＣ，其抗原结合片段（Ｆａｂ）结合肿瘤细

胞，并且恒定区（Ｆｃ）结合 ＮＫ 细胞表面上的 ＣＤ１６
配体［５５］。 此外， Ａｎｔｉ⁃ＣＤ２０（Ｒｉｔｕｘｉｍａｂ），Ａｎｔｉ⁃Ｈｅｒ⁃２
（ Ｔｒａｓｔｕｚｕｍａｂ）， Ａｎｔｉ⁃ＣＤ５２ （ Ａｌｅｍｔｕｚｕｍａｂ） 和 Ａｎｔｉ⁃
ＥＧＦＲ（Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ）都是利用 ＡＤＣＣ 触发现象的单克

隆抗体的几个例子［５６］。

４　 结语与展望

理想的 ＮＫ 细胞可成为安全的、已有的且易于

产生足够量的过继性细胞治疗产品。 目前许多团

队正在探索从外周血单核细胞、脐带血和胚胎干细

胞提取 ＮＫ 细胞的方法。 为了增加 ＮＫ 细胞对肿瘤

的毒性作用，有团队已经尝试了将以 ＮＫ 细胞为基

础的免疫疗法与各种有效细胞因子相组合，运用

ＣＡＲ 转导和基因编辑的方法改变它们的抗原特异

性，提高 ＮＫ 细胞在传输过程的持续性和提高其细

胞毒性。 对于 ＮＫ 细胞在肿瘤治疗中的实际应用，
有必要深入了解其基础生理学，以便良好控制 ＮＫ
细胞活性。 平行于临床上 ＮＫ 细胞库的开发，同时

也需要进行比较性临床试验。 未来需要进行基于

ＮＫ 细胞产品的多中心临床试验，以评估其数据的

有效性。 很快，ＮＫ 细胞治疗可能会成为治疗人类

癌症的最有前景的工具之一。
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