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APOE对前列腺癌细胞增殖、迁移和侵袭的影响

王 勇 1，2，丁 磊 1，董汇昱 1，梁 超 1，李 杰 1*

1南京医科大学第一附属医院泌尿外科，江苏 南京 210029；2南京医科大学附属无锡人民医院泌尿外科，江苏 无锡 214023

［摘 要］ 目的：探讨敲降载脂蛋白E（apolipoprotein E，APOE）对前列腺癌细胞增殖、迁移、侵袭等恶化特性的影响，并通过裸

鼠在体实验进行验证。方法：通过转染小干扰RNA（small interfering RNA，siRNA）下调3种人前列腺癌细胞系LNCap、DU145和
PC⁃3中APOE的表达，通过CCK⁃8实验检测细胞活力和对抗癌药物的敏感性，克隆形成实验检测细胞增殖能力，Transwell小室

检测细胞迁移和侵袭能力，EdU实验检测前列腺癌细胞增殖情况，通过裸鼠成瘤实验验证敲降APOE及使用雄激素受体抑制

剂在体内对前列腺癌肿瘤生长的影响。结果：siRNA介导的APOE下调显著降低了LNCap、DU145和PC⁃3细胞的活性及增殖、

迁移和侵袭能力，并增加了LNCap细胞对抗癌药物的敏感度，降低了相对偏振细胞的百分比。体内实验结果同样表明，敲除

APOE显著减缓了肿瘤的生长速度，加入雄激素受体抑制剂显示出更加明显的抑癌效果。结论：APOE可调控前列腺癌细胞增

殖和转移等一系列恶性行为，调控APOE的表达可能对抑制前列腺癌的恶化进展具有重要作用。
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［Abstract］ Objective：This study explored the effects of knocking down apolipoprotein E（APOE）on the proliferation，migration，
invasion，and other malignant characteristics of prostate cancer cells through in vitro experiments，and validated them through nude
mouse in vivo experiments. Methods：The expression levels of APOE in three human prostate cancer cell lines LNCap，DU145，and
PC ⁃ 3 were downregulated by transfecting small interfering RNA（siRNA）. Cell viability and sensitivity to anticancer drugs were
detected through CCK⁃8 experiments，cell proliferation ability was detected through clone formation assay，cell migration and invasion
were detected using transwell assay，the EdU assay was used to detect the proliferation of prostate cancer cells，and the effects of
knocking down APOE and using androgen receptor inhibitor on prostate cancer tumor growth were investigated in vivo by nude mouse
tumorigenesis experiments. Results：siRNA ⁃ induced downregulation of APOE expression significantly reduced the viability，
proliferation，migration，and invasion ability of LNCap，DU145，and PC ⁃ 3 cells，increased cell sensitivity to anticancer drugs，and
reduced the percentage of cells with relative polarization fluorescence. The results of in vivo experiments also showed that knocking
down APOE significantly slowed down the growth rate of tumors，and the addition of androgen receptor inhibitor showed a more
significant anti⁃cancer effect. Conclusion：APOE could regulate a series of malignant behaviors such as proliferation and metastasis of
prostate cancer cells，and the expression regulation of APOE may play a crucial role in inhibiting the malignancy and progression of
prostate cancer.
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前列腺癌主要影响 45~60岁的中年男性，是西

方国家导致癌症相关死亡的最主要原因［1］，在亚

太地区，前列腺癌的发病率和死亡率也正在迅速增

加［2］。前列腺癌是一种异质性疾病，其发病与遗传、

种族、地区、外部环境因素、饮食习惯等均有关［3］。

大多数前列腺癌患者早期没有任何临床症状，其诊

断方式主要为样本活检分析、前列腺特异性抗原检

测、直肠指检、磁共振成像等［4］。近年来，越来越多

的前列腺癌生物标志物被发现，对患者的早期诊断

和特异性治疗提供了帮助。将癌症靶向治疗与生

物标志物相结合已成为一种有效的抗癌策略，其应

用数量也迅速增加［5］。

载脂蛋白 E（apolipoprotein E，APOE）是一种糖

基化分泌蛋白，主要负责脂蛋白的转化与代谢，参

与调节许多生物学功能，如脂质稳态调节、胆固醇

运输、免疫调控和神经元修复再生等［6］。APOE与许

多神经疾病的发生有关，如阿尔茨海默病、黄斑变

性、视网膜变性等［7］。近年来APOE作为一种与癌

症发生与转移密切相关的分子蛋白获得关注，很多

研究也聚焦于探索APOE在癌症中的作用［8］。有研

究表明，APOE参与了结直肠癌的转移［9］；在胃癌组

织中，APOE的表达水平显著增高并与患者较差的

预后密切相关［10］；也有研究发现，抑制 APOE 的

mRNA表达可减缓甲状腺癌的生长［11］。目前APOE
在前列腺癌进展中所扮演的角色尚不清楚。本研

究将使用前列腺癌细胞系和小鼠，探讨APOE的致

癌作用，为前列腺癌的发病机制、生物标志物和靶

向治疗提供新的策略。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 实验细胞系

人前列腺癌细胞系LNCap、DU145和PC⁃3均购

自武汉普诺赛生命科技有限公司。

1.1.2 实验动物

4~6周龄SPF级BALB/c雄性裸鼠（nu/nu）18只，

体重（19.0±3.6）g，购自上海南方模式生物科技有限

公司。裸鼠全部定时饲养于南京医科大学第一附

属医院 SPF级动物实验室中。饲养条件为：温度

（22±3）℃，相对湿度 40%~70%，12 h/12 h 昼夜光暗

交替，自由进食饮水。所有实验步骤均严格按照动

物实验指南进行操作。本研究已获得实验动物伦

理委员会审批通过，遵循 3R 原则［许可证号：SYXK
（苏）2023⁃0029］。

1.1.3 主要试剂

RPMI⁃1640培养基、MEM培养基、Ham’s F⁃12
培养基、Opti⁃MEM 培养基、胎牛血清、青链霉素（武

汉普诺赛生命科技有限公司）；小干扰RNA（small
interfering RNA，siRNA）、qRT⁃PCR引物（苏州吉玛

基因股份有限公司）；Lipofectamine 3000（上海赛默

飞世尔科技中国有限公司）；RNA Easy Fast试剂盒、

FastKing RT试剂盒、Talent SYBR Green qPCR试剂

盒（北京天根生化科技有限公司）；细胞裂解液、总

蛋白提取试剂盒、BCA 蛋白检测试剂盒、Pro⁃light
HRP 试剂盒、Triton X⁃100、牛血清白蛋白、4′，6⁃二
脒基⁃2⁃苯基吲哚（DAPI）、CCK⁃8试剂盒、吉姆萨染

色液、EdU实验试剂盒（上海碧云天生物技术有限

公司）；APOE 抗体、β⁃actin 抗体、HRP 标记二抗

（Abcam公司，美国）；Transwell小室（Sigma⁃Aldrich
公司，美国）；第 2代非甾体雄激素受体抑制剂阿帕

鲁胺（徐州迈凯生物科技有限公司）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

3种人前列腺癌细胞系 LNCap、DU145和 PC⁃3
在南京医科大学第一附属医院实验室中培养和传

代，其中LNCap细胞培养于含有10%胎牛血清和1%
青链霉素的RPMI⁃1640培养基中，DU145细胞培养

于含有10%胎牛血清、1%青链霉素和非必需氨基酸

的MEM培养基中，PC⁃3细胞培养于含有 10%胎牛

血清和 1%青链霉素的Ham’s F⁃12培养基中，培养

箱温度均为 37 ℃，湿度 97%，含有 5% CO2。在显微

镜下观察细胞融合度达80%时进行传代培养。

1.2.2 细胞转染

在转染前 24 h，将3种人前列腺癌细胞系LNCap、
DU145和PC⁃3置于6孔板中培养，当细胞生长至80%
的融合度时进行转染。为了敲除APOE，使用 siRNA
（si⁃APOE#1、si⁃APOE#2、si⁃APOE#3）及其阴性对照

（si⁃NC）转染细胞，序列如下，si⁃NC：5′⁃UUCUCCGAAC⁃
GUGUCACGUTT⁃3′；si⁃APOE#1：5′⁃GACAUGUAC⁃
CAAUGACGAUTT⁃3′；si⁃APOE#2：5′⁃GAGUUGAA⁃
GGCCUACAAAUTT⁃3′；si⁃APOE#3：5′⁃GUCACAUU⁃
CCUGGCAGGAUTT⁃3′。细胞转染使用 Lipofectamine
3000进行，将75 pmol的不同 siRNA稀释在7.5 μL试
剂和 2 mL生长培养基中，然后加入 250 μL Opti⁃MEM
培养基并混合均匀。每孔加入约 50 μL 的混合物并

在 37 ℃下培养 48 h后收细胞进行检测。

1.2.3 核酸提取与qRT⁃PCR
使用RNA Easy Fast试剂盒从 3种前列腺癌细
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胞系中提取和纯化总RNA并验证其浓度和纯度，

使用FastKing RT试剂盒逆转录为 cDNA。以 cDNA
为模版使用 Talent SYBR Green qPCR 试剂盒在

QuantStudio 7 Flex 仪器上进行 qRT⁃PCR，条件为

95 ℃ 2 min预变性；95 ℃ 20 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，
40个循环；72 ℃ 5 min。PCR引物序列如下，APOE
（F：5′⁃GTTGCTGGTCACATTCCTGG⁃3′，R：5′⁃GCAG⁃
GTAATCCCAAAAGCGAC ⁃ 3′），GAPDH（F：5′ ⁃ CT⁃
GGGCTACACTGAGCACC⁃3′，R：5′⁃AAGTGGTCGTT⁃
GAGGGCAATG ⁃ 3′）；实 验 重 复 3 次 ，APOE 的

mRNA 水平用GAPDH作为对照，并使用 2-ΔΔCt进行

标准化。

1.2.4 Western blot检测蛋白的表达情况

使用细胞裂解液裂解细胞，总蛋白提取试剂盒

获得细胞中的总蛋白，并使用 BCA 蛋白检测试剂盒

测定蛋白浓度。样品经十二烷基硫酸钠⁃聚丙烯

酰胺凝胶电泳后，转移到聚偏氟乙烯膜上。加入脱

脂牛奶阻断 2 h，然后加入特异性兔抗人APOE抗体

（1∶1 000）在 4 ℃条件下孵育 12 h。 TBS冲洗后，加

入HRP标记的山羊抗兔抗体并孵育 1 h，TBS⁃Tween
20 冲洗后，使用 Pro⁃light HRP 试剂盒对条带进行染

色和显色。

1.2.5 CCK⁃8实验检测细胞活性

将转染后的3种人前列腺癌细胞按2×103个/孔
的密度接种到 96孔板中，每组设置 3个复孔，细胞

贴壁后开始，培养不同时间（0、24、48和72 h），每孔

加入 10 μL CCK⁃8溶液，测量 450 nm波长下的吸光

度。为检测LNCap细胞对药物的敏感度，在细胞贴

壁后加入不同浓度的阿帕鲁胺培养 96 h。相应地

将 10 μL CCK⁃8溶液加入孔中，在450 nm波长下测

量吸光度以得到细胞活性。

1.2.6 克隆形成实验检测细胞增殖能力

取转染后的3种人前列腺癌细胞接种于 6 孔板

中，密度为200 个/孔，每组设置3个复孔 ，培养 72 h
后，用 4% 多聚甲醛固定细胞 30 min；加入吉姆萨染

色液染色30 min并用PBS 冲洗，拍照并计数。

1.2.7 Transwell小室实验检测细胞迁移和侵袭能力

收集转染后处于对数生长期的各组前列腺癌细

胞，使用0.25% 的胰蛋白酶消化，使用RPMI⁃1640培
养基吹打重悬成为细胞悬液；将8 μm孔径的Transwell
细胞小室放入 24孔培养板中，按 1×104个/mL细胞

密度取 200 μL细胞悬液加入 Transwell小室上层；

额外使用涂有 80 μL Matrigel的Transwell小室来测

定细胞的侵袭能力。24 h后，小室内细胞基本贴壁，

将 1 mL含 10%胎牛血清的培养基倒入每个培养室

的下部，再培养 48 h。用棉签拭去残留在膜上表

面的细胞，将膜下表面的细胞用甲醇固定 0.5 h，
再用 0.1%结晶紫染色 0.5 h，清水清洗小室后，使

用倒置显微镜拍摄通过 Transwell小室膜的细胞，

每孔随机拍摄至少 3个视野，最后统计穿过膜的细

胞数量。

1.2.8 EdU实验检测细胞增殖能力

前列腺癌细胞（LNCap、DU⁃145、PC⁃3细胞）培

养至状态良好。转染质粒 48 h后收取各组细胞。

配制2×EdU工作液（20 μmol/L），37 ℃预热后等体积

加入 6孔板中，继续孵育细胞 2 h，去除培养液并加

入1 mL固定液，室温固定15 min。去除固定液，每孔

用1 mL洗涤液洗涤细胞3次，每次3~5 min。去除洗

涤液，每孔加 1 mL通透液室温孵育 10~15 min。去

除通透液，每孔用 1 mL洗涤液洗涤细胞 1~2次，每

次 3~5 min。每孔加入 0.5 mL Click反应液，轻轻摇

晃培养板以确保反应混合物可以均匀覆盖样品。

室温避光孵育30 min。吸除Click反应液，用洗涤液

洗涤3次，每次3~5 min。在荧光显微镜下观察细胞

增殖情况。

1.2.9 动物造模

裸鼠分为 3组：si⁃NC、si⁃APOE、si⁃APOE+ARi，
每组 6 只。将浓度为 1×107 个 /mL 的经 si⁃NC 或

si⁃APOE 转染的 LNCap 细胞悬液 0.1 mL，以皮下

注射法注入裸鼠的右侧前肢外侧皮下。第 14天对

si⁃APOE+ARi组额外给予 0.1 mL的 200 μmol/kg剂
量的雄激素受体抑制剂注射，其余两组注射同等体

积的生理盐水，第 3天起测量瘤体体积并记录详细

数据，瘤体积=（长径×短径 2）/2，并绘制时间与肿瘤

体积的变化曲线。裸鼠持续饲养 3周后，瘤体直径

达 0.5~1.0 cm，表明模型构建成功。接种 LNCap细
胞期间每天对裸鼠保持密切观察并连续记录移植

瘤体的体积大小以及接种部位有无病理改变，同时

确认裸鼠未出现明显食欲、活动、反应减少等生理

变化。第 30天，将裸鼠立刻进行安乐死，并取成瘤

组织进行称重测量。

1.3 统计学方法

使用SPSS26.0进行数据处理和统计学分析，使

用GraphPad Prism 8.0进行绘图。服从正态分布的

实验数据使用均数±标准差（x ± s）表示。两组间比

较采用独立样本 t检验；多组间比较采用单因素方

差分析，组间两两比较采用 SNK法。P < 0.05为差

异有统计学意义。
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A：The relative expression level of APOE mRNA was determined by qRT⁃PCR. B：The relative expression level of APOE was determined by west⁃
ern blot assay. C：CCK⁃8 assay was performed to evaluate the viability pf prostate cancer cells. D：The proliferative ability of prostate cancer cells was de⁃
tected by colony formation assay. All the cell experiments were performed in triplicate for each group and repeated three times. ***P < 0.001（n=3）.

图1 敲低APOE降低前列腺癌细胞的活性和增殖能力

Figure 1 Knockdown of APOE reduced the viability and proliferation abilities of prostate cancer cells
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2 结 果

2.1 敲低APOE降低前列腺癌细胞的活性和增殖

能力

在使用阴性对照 si⁃NC 和 3 种 siRNA 转染的

LNCap、DU145 和 PC⁃3 前列腺癌细胞系中，通过

qRT⁃PCR和Western blot检测转染效率（图 1A、B），
结果显示，与 si⁃NC组相比，si⁃APOE#1、si⁃APOE#2、
si⁃APOE#3 均可显著降低 3 种前列腺癌细胞系

LNCap、DU145和 PC⁃3的APOE mRNA和蛋白质表

达水平（P均<0.001）。比较 si⁃APOE#1、si⁃APOE#2、
si⁃APOE#3之间的 qRT⁃PCR结果，si⁃APOE#3组的

APOE mRNA表达水平最低，表明 si⁃APOE#3组的敲

降效率显著高于其他两组，故选择 si⁃APOE#3进行

后续实验。通过CCK⁃8法和克隆形成实验检测敲

降APOE对前列腺癌细胞活性和增殖能力的影响，

发现转染 si⁃APOE后的 3种前列腺癌细胞 LNCap、
DU145和PC⁃3活性均显著降低（图1C，P均<0.001）；
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图2 敲低APOE降低前列腺癌细胞的迁移和侵袭能力

Figure 2 Knockdown of APOE reduced the migration and invasion abilities of prostate cancer cells

与阴性对照组相比，3种前列腺癌细胞的克隆形成

数量均显著下降（图1D，P均< 0.001）。以上结果表

明，在前列腺癌细胞中敲低APOE的表达水平可降

低细胞的活性和增殖能力。

2.2 敲低APOE降低前列腺癌细胞的迁移和侵袭能力

通过 Transwell小室实验，探索干扰APOE的表

达对前列腺癌细胞迁移和侵袭能力的影响。结果

表明，在 3种前列腺癌细胞 LNCap、DU145和 PC⁃3
中，与 si⁃NC组相比，使用 si⁃APOE干扰后，3种细胞

的迁移和侵袭能力均显著降低（P均 < 0.001，图2），
说明敲除APOE可有效降低前列腺癌细胞的迁移与

侵袭能力。

2.3 敲低APOE降低前列腺癌细胞的增殖能力

通过EdU实验探究敲降APOE表达对EdU阳性

前列腺癌细胞数量的影响，发现在 3种前列腺癌细

胞LNCap、DU145和PC⁃3中，与 si⁃NC组相比，APOE
的表达被干扰后，3种细胞中的EdU阳性细胞所占

百分比均显著降低（P均<0.001，图 3），表明干扰

APOE的表达可减少前列腺癌细胞中EdU阳性细胞

的数量。

2.4 敲降APOE增加前列腺癌细胞的药物敏感性

阿帕鲁胺是一种选择性的竞争性雄激素受体

抑制剂，用于临床治疗成年患者的非转移性去势抵

抗性前列腺癌。因 PC⁃3和DU145细胞系为AR阴

性细胞系，对阿帕鲁胺完全抵抗，所以仅用 LNCap
细胞系做药物敏感性检测。通过CCK⁃8法，研究敲

除 APOE 后的 LNCap 细胞对不同浓度阿帕鲁胺

（10、15、25、40、50、90 μmol/L）的敏感度。结果表

明，si⁃APOE组的 LNCap细胞相比 si⁃NC组的细胞，

在多种浓度的阿帕鲁胺药物溶液中活性均显著降

低（P < 0.001，图 4）。说明敲降APOE可有效增加

LNCap细胞对前列腺癌药物的敏感度。

2.5 敲降APOE与注射ARi在裸鼠体内发挥抑癌

作用

比较 si⁃NC组、si⁃APOE组、si⁃AOPE+ARi组裸

鼠第30天瘤体的重量，发现 si⁃APOE组的瘤体重量

显著低于 si⁃NC组，而 si⁃AOPE+ARi组的瘤体重量显

著低于 si⁃APOE组，3组中 si⁃AOPE+ARi组的瘤体重

量最低（P均<0.05）。测量并汇总 30 d内 3组裸鼠

的瘤体体积数据并绘制曲线，结果表明，在第30天，

si⁃APOE组的瘤体体积显著小于si⁃NC组，而其又显著

大于si⁃AOPE+ARi组，3组中，si⁃AOPE+ARi组的30 d
瘤体最小（P均< 0.001，图 5）。以上体内实验的结

果表明，敲低APOE的表达同时联合注射雄激素受

体抑制剂可在裸鼠体内发挥显著抑制前列腺癌的

作用。
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Figure 3 Knockdown of APOE decreased the percentage of EdU positive cells
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Figure 4 Knockdown of APOE increased the sensitivity of
prostate cancer cells to the anti⁃cancer drug
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本研究主要发现，在3种人前列腺癌细胞系LN⁃
Cap、DU145和 PC⁃3中敲低APOE的表达可有效降

低细胞活性，降低细胞的增殖、迁移和侵袭能力并

增加 LNCap细胞对抗癌药物的敏感度。通过小鼠

体内实验发现，敲低APOE的表达同时联合注射雄

激素受体抑制剂可在体内发挥抑制前列腺癌生长

的作用。

前列腺癌是导致全球死亡的主要原因之一。

据估计，2021年，在24.8万确诊病例中，前列腺癌将

导致 3.1 万人死亡。男性患前列腺癌的风险为

11.6%。值得注意的是，前列腺癌患者的5年生存率

因临床分期而异，早期发现的患者 5年生存率超过

99%，但晚期患者大多无法治愈［12］。转移性疾病的

快速预防和适当治疗方法的选择也可能受益于临床

相关预后和预测生物标志物的结合策略。对高危

癌症患者更具针对性的治疗和更精确的风险评估

具有巨大潜力［13］。因此，开发及时诊断这种恶性癌

症的最新策略及发现其生物标志物并以此进行靶

向药物研发对前列腺癌的临床治疗具有深刻意义。

用于诊断、预后和预测的生物标志物为前列腺

癌患者的早期确诊和更精细、更个性化的针对性治

疗提供了机会［14］。APOE被发现在多种癌症的临床

样本中的表达水平增高并发挥一定的促癌作用，例

如胰腺癌［15］、子宫内膜癌［16］、卵巢癌［17］和肢端型黑

色素瘤［18］。APOE的相对分子质量为 35 kDa，属于

载脂蛋白家族，由299个氨基酸残基组成，是一种富

含精氨酸的糖基化分泌蛋白，主要存在于肝脏和大

脑中的星形胶质细胞以及神经元，在生理学上，通

过结合膜受体介导在脂质代谢中起着核心作用，
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图5 敲降APOE与注射ARi在裸鼠体内发挥抑癌作用

Figure 5 Knockdown of APOE and application of ARi exerted anti⁃cancer effects in vivo

是低密度脂蛋白受体和低密度脂蛋白受体相关蛋

白的主要配体，也是血浆脂蛋白运输脂质的主要

成分［19］，它通过脑脊液和血浆运输脂质，并参与炎

症反应、抗氧化、细胞增殖、免疫调节和神经组织的

再生等过程［20］，并作为阿尔茨海默病、帕金森综合

征、其他神经系统疾病和精神疾病的重要病理相关

分子蛋白而被广泛研究和了解［21］。近年的研究阐

明了APOE表达水平在胃癌早期诊断和预后中的潜

在价值［10］。APOE在癌症中也会通过免疫抑制发挥

促癌作用［22］。另有一篇研究全面分析了APOE 在恶

性肿瘤中的表达水平和预后的关系［23］，说明其异常

表达水平可能在癌症的发生和发展中起着重要作

用，可能成为治疗前列腺癌的潜在靶点。

本研究在 3 种人前列腺癌细胞系 LNCap、
DU145和PC⁃3中使用 siRNA敲低了APOE的表达水

平并验证了转染效率。结果发现，与阴性对照组相

比，下调APOE的表达水平可降低前列腺癌细胞活

力和增殖、迁移、侵袭能力。此结果与结直肠癌中

的研究发现类似，该研究发现，APOE 可增加

HCT116和HCT8两种结直肠癌细胞系的增殖、迁移

和侵袭能力［9］。在肝癌中，APOE通过激活 PI3K/
AKT信号通路激活癌细胞的上皮间充质转化以加

速其恶化行为［24］。而在体内实验中，本研究发现，

敲降APOE及注射雄激素受体抑制剂可有效抑制裸

鼠体内前列腺癌的增长速度。其他研究发现，在敲

除APOE的小鼠中，肝癌的生长速度和肺转移率显

著低于对照组［25］。而在结肠癌、胃癌和肝癌的小鼠

模型中，敲除APOE可有效减轻肿瘤巨噬细胞浸润

和免疫抑制，减缓癌细胞增殖和转移［26］。以上证据

表明，APOE在癌症中具有作为有效生物标志物和

靶点的潜力。

综上所述，在前列腺癌细胞中敲降APOE的表

达水平可在体内和体外显著降低前列腺癌细胞的

恶化行为，如增殖和转移等，目前相关研究较少。

此研究通过不同前列腺癌细胞系的体外和裸鼠成

瘤体内实验证实了APOE可作为前列腺癌的潜在生

物标志物，且雄激素受体抑制剂联合敲降该标志物

抑癌效果更好，为日后前列腺癌的靶点用药研究提

供了理论基础和设计思路。下一步将继续探寻

APOE在前列腺癌中的具体促癌作用机制，致力于

为高危前列腺癌患者提供更有针对性的治疗，避免

过度治疗以及改进风险评估。
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