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［摘要］　目的：应用 ＲＮＡ干扰沉默 ＳＭＮ１基因的表达建立脊髓性肌萎缩症（ＳＭＡ）的细胞模型。方

法：将 ｐｓｈＲＮＡＳＭＮ１重组质粒转染人骨髓间充质干细胞（ｈＭＳＣｓ），经 Ｇ４１８筛选得到能稳定表达目的

ｓｈＲＮＡ的单克隆细胞系后将其诱导分化为神经元样细胞（ＮＬＣｓ）建立 ＳＭＡ细胞模型组。同期设立转染

重组质粒 ｐｓｈＲＮＡ－０的对照组和未转染重组质粒的空白对照组。观察 ＮＬＣｓ的细胞形态，采用免疫细胞

化学染色分析 ＮＬＣｓ的 ＮＳＥ和 ＮＦ蛋白表达，用 ＲＴＰＣＲ和免疫印迹方法检测 ＮＬＣｓ的 ＳＭＮｍＲＮＡ及其蛋白

表达。结果：诱导后各组细胞呈典型的神经元样细胞形态且 ＮＳＥ和 ＮＦ蛋白表达阳性；其 ｆｌＳＭＮｍＲＮＡ，

△７ＳＭＮｍＲＮＡ及 ｆｌＳＭＮ蛋白表达均较诱导前增加（Ｐ＜０．０５），但 ＳＭＡ细胞模型组的 ｆｌＳＭＮｍＲＮＡ及蛋

白表达仍明显低于对照组（Ｐ＜０．０１）；而诱导后△７ＳＭＮｍＲＮＡ的表达在各组间差异无统计学意义（Ｐ＞

０．０５）。结论：ＳＭＮ１ｍＲＮＡ及其蛋白被抑制的 ＭＳＣｓ诱导分化为 ＮＬＣｓ后可以作为 ＳＭＡ的细胞模型。

［关键词］　 ＲＮＡ干扰；　运动神经元生存蛋白；　脊肌萎缩症；　人间充质干细胞
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利用ＲＮＡｉ建立脊髓性肌萎缩症的细胞模型　杨晓苏，等

　　大量研究表明［１４］，儿童型脊髓性肌萎缩症

（ｓｐｉｎａｌｍｕｓｃｕｌａｒａｔｒｏｐｈｙ，ＳＭＡ）是由于运动神经元
生存（ｓｕｒｒｉｖａｌｏｆｍｏｔｏｒｎｅｕｒｏｎ，ＳＭＮ）基因的 ＳＭＮ１
基因缺失导致了脊髓前角 α运动神经元变性，使
肢体近端肌无力和肌萎缩，而患儿的 ＳＭＮ２基因
保留。ＳＭＮ１基因的转录产物为全长（ｆｌ）ＳＭＮ
ｍＲＮＡ及全长 ＳＭＮ蛋白；ＳＭＮ２基因的转录产物主
要为跳过外显子 ７的△７ＳＭＮｍＲＮＡ及截短 ＳＭＮ
蛋白。然而 ＳＭＮ１基因缺失后为何导致了脊髓前
角 α运动神经元变性，至今机制仍不十分清楚，而
ＳＭＡ的转基因模型制作迄今技术不成熟且花费巨
大，因此，若能应用 ＲＮＡ干扰技术特异性地封闭
ＳＭＮ１基因的表达，则可能为 ＳＭＡ的病因和发病机
制的深入研究及 ＳＭＡ的治疗研究提供新的平台。

为了更好地模拟病变细胞，本研究拟采用

ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）技术，在获得 ＳＭＮ１基因表达下
调的人骨髓间充质干细胞（ｈｕｍｏｒｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ，ｈＭＳＣｓ）后，再使之诱导分化为神经元样细
胞（ｎｅｕｒｏｎｌｉｋｅｃｅｌｌｓ，ＮＬＣｓ），通过细胞形态学的观
察、神经元相关表面抗原检测，评价诱导后细胞

是否符合 ＮＬＣｓ的特征；同时通过检测细胞 ＳＭＮ
ｍＲＮＡ及蛋白的表达，评价诱导后细胞的病理状
态，以建立儿童型 ＳＭＡ的细胞模型。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞及质粒　　原代培养的骨髓间充质
干细胞来自湘雅医院胸外科非 ＳＭＡ且无血液疾
病及 骨 肿 瘤 病 人 手 术 中 废 弃 的 肋 骨 骨 髓。

ｐｓｈＲＮＡＳＭＮ１（所针对的靶序列为 ｃｔａｔｃａｔａｃｔｇｇｃｔａｔｔａｔ，
位于外显子 ７，该序列对 ＳＭＮ２ｍＲＮＡ无影响）及
ｐｓｈＲＮＡ－０重组质粒已在之前的实验中构建［５］。

１．１．２　主要试剂　　Ｇ４１８，ＤＭＳＯ，ＢＨＡ及碱性
成纤维生长因子为美国 Ｓｉｇｍａ公司产品，兔抗人
ＳＭＮ１多抗为美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司产品，兔抗人
ＮＳＥ单抗、兔抗人 ＮＦ单抗系美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司
出品，羊抗兔 ＩｇＧＴＲＩＴＣ系美国 ＫＰＬ公司出品，
ＭＭＬＶ逆转录酶系美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品，Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００，Ｔｒｉｚｏｌ系美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品，
引物由上海博亚生物技术公司合成。

１．１．３　主要仪器设备　　荧光显微镜系日本
ＮＩＫＯＮ公司生产，二氧化碳培养箱系美国 ＨＡＲＩＳ
公司产品，低温离心机系德国 Ｈｅｔｔｉｃｈ公司生产，
ＰＣＲ仪系美国 ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈ公司产品，ＡＢＩ３７７型
测序仪系美国 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司产品，紫外线透射

仪系美国 Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公司产品。
１．２　方法
１．２．１　骨髓间充质干细胞的分离和培养　　在
无菌条件下用含 １０％胎牛血清的 ＬＤＭＥＭ冲出
骨髓，离心后去上层脂肪和上清液，加入 ＬＤＭＥＭ
培养基，将离心沉淀下来的细胞吹打均匀。加入

淋巴细胞分离液，离心后吸取单个核细胞层，洗

涤两次。分离后的细胞按 １×１０６／ｍＬ密度接种
于 ５０ｍＬ培养瓶，４ｄ后更换培养液，弃去未贴壁
的细胞，３～４ｄ换液 １次，１２ｄ后细胞接近融合，
按 １∶３比例传代。
１．２．２　转染　　待细胞生长到占培养板约９５％～
１００％时，分别转染重组质粒 ｐｓｈＲＮＡＳＭＮ１和重组
质粒 ｐｓｈＲＮＡ－０，以作为 ＳＭＡ细胞模型组和阴性对
照组，同时与未转染的空白对照组进行比较。转染

过程按 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ转染试剂盒说明书操作。
１．２．３　Ｇ４１８筛选获得单克隆株　　Ｇ４１８能和
细胞核糖体作用抑制蛋白合成，带有新霉素抗性

基因（质粒中的片段）的细胞能分解进入细胞的

Ｇ４１８而继续生长并同时表达 ＧＦＰ，而转染阴性
的细胞生长被抑制并最终死亡。上述细胞转染

后普通培养基培养２４ｈ，待细胞达到８０％的融合
时，再用含有 ５００ｍｇ／Ｌ的 Ｇ４１８培养基继续培养
２周筛选抗药克隆株。将筛选抗药克隆株放大培
养（普通培养基），冻存备用。

１．２．４　定向诱导 ＭＳＣｓ分化为 ＮＬＣｓ及鉴定　　
细胞 ８０％融合时，用预诱导液（ＬＤＭＥＭ，１５％
ＦＢＳ，ｌ０μｇ／ＬｂＦＧＦ）预诱导２４ｈ，再用诱导液（Ｌ
ＤＭＥＭ，２％ＤＭＳＯ，２００ｍｍｏｌ／ＬＢＨＡ），诱导５ｈ。正
常培养基（ＬＤＭＥＭ，１５％ＦＢＳ）培养２４ｈ。诱导后
的细胞经固定、封闭后，分别加入兔抗人 ＮＳＥ（１∶
１００）多抗，兔抗人 ＮＦ（１∶１００）多抗。４℃过夜
后，加入荧光二抗山羊抗兔 ＩｇＧＴＲＩＴＣ（１∶１５０），
３７℃孵育 ３０ｍｉｎ，以 ８０％缓冲甘油封片。
１．２．５　 ＲＴＰＣＲ检测 细胞内 ｆｌＳＭＮ ｍＲＮＡ的
表达　　ＳＭＮ１上游引物，５′ＣＣＡＣＴＴＡＣＴＡＴＣＡＴ
ＧＣＴＧＧＣＴＧ３′，下游引物，５′ＡＣＴＡＡＡＧＡＡＡＣＧＡＴ
ＣＡＧＡＣＡＧ３′，产物全长 ２６６ｂｐ；ＧＡＰＤＨ上游引
物，５′ＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＧＧＴＡＴ３′，下游引
物，５′ＡＧＧＣＴＴＣＴＣＣＡＴＧＧＴＧＧＴＡＧＡＧＡＣ３′，产物长
度 ３０６ｂｐ。半定量分析用凝胶成像系统软件测
定各电泳带光密度值，按公式“ｍＲＮＡ表达丰度
值＝目的条带光密度值／内参 ＧＡＰＤＨ光密度值”
计算，将表达量化。

１．２．６　免疫印迹法检测细胞内 ｆｌＳＭＮ蛋白的
表达　　胰酶消化诱导后的神经元样细胞，离心收

９０１１



中南大学学报（医学版），２００８，３３（１２）　

集细胞沉淀，加入 ＲＩＰＡ蛋白裂解液，离心取上清，用
考马斯亮蓝法检测蛋白浓度。取等量蛋白加样于

１０％的 ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，电泳后使用
电转移系统将蛋白质从聚丙烯酰胺凝胶转移至硝酸

纤维素膜，５％脱脂奶粉封闭１ｈ，兔抗人 ＳＭＮ１多抗
（１∶５００）孵育过夜，ＴＢＳＴ液振荡漂洗 １０ｍｉｎ×３
次，加 ＨＲＰ标记的羊抗兔 ＩｇＧ（１∶１０００）孵育 １
ｈ，ＴＢＳＴ液振荡漂洗 １０ｍｉｎ×３次。以 ＤＡＢ显色，
无明显背景着色时蒸馏水终止反应。应用 Ｓｙｎｇｅ
ｎｅＢｉｏＩｍａｇｉｎｇ检测系统观察并照相。半定量分析
用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ软件测定各电泳带光密度值，按
公式“蛋白表达丰度值 ＝目的条带光密度值／内

参 ＧＡＰＤＨ光密度值”计算，将表达量化。
１．３　统计学处理　　统计学分析用 ＳＰＳＳ１０．０
统计软件包处理。测定数值用平均值 ±标准差
（ｘ±ｓ）表示，两组间均数比较用 ｔ检验；多组均
数间多重比较采用 Ｆ检验。检验水准 α＝０．０５。
图表用 Ｅｘｃｅｌ２００３绘制。

２　结　　果

２．１　Ｇ４１８筛选前后 ＭＳＣｓＧＦＰ表达的变化　　
结果显示，经 Ｇ４１８筛选后，几乎所有 ＭＳＣｓ都能
表达 ＧＦＰ（图 １）。

图１　Ｇ４１８筛选前后ＭＳＣｓＧＦＰ表达的变化（ＰＩ染色，×１００）。Ａ：Ｇ４１８筛选前；Ｂ：Ｇ４１８筛选后。
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＦＰｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｔｈｅｓｃｒｅｅｎｉｎｇｂｙＧ４１８（ＰＩ，×１００）．Ａ：ＵｎｔｒｅａｔｅｄｂｙＧ４１８；Ｂ：ＴｒｅａｔｅｄｂｙＧ４１８．

２．２　定向诱导 ＭＳＣｓ分化为 ＮＬＣｓ后的形态变化
及鉴定　　预诱导早期细胞形态无明显变化，２４
ｈ镜下观察，细胞体积缩小，立体感增强，少部分
胞体收缩成锥形或球形，突起收缩或变得细长，

少量细胞脱落死亡。加入诱导液后细胞急速向

具有神经元特点的细胞转化，扁平的胞浆向胞核

收缩，胞膜向外周伸出突起。随着时间的延长，

细胞逐渐变圆且折旋光性增强，突起继续延长出

现一级分支和二级分支，部分 ＭＳＣｓ在 ５ｍｉｎ时即
呈现为典型的神经细胞形态，神经元样细胞明显

增多，至第 ５小时，９０％以上细胞的形态发生变
化，细胞突起末端发出次级分支，突起与相邻细

胞胞体或突起相连，形成网络样结构（图 ２）。
用神经元特异性标志物 ＮＳＥ和 ＮＦ免疫荧光

染色鉴定，结果显示分化后的细胞 ＮＳＥ和 ＮＦ均
为阳性（图 ３，４）。

图２　诱导 ５ｈ后神经元样细胞形态
（×４０）。

Ｆｉｇ．２　ＭｏｒｐｈｏｕｓｏｆＮＬＣｓａｔ５ｈａｆｔｅｒ
ｔｈｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎ．

图３　诱导后 ＮＳＥ阳性细胞 （ＴＲＩＴＣ
染色，×１００）。

Ｆｉｇ．３　ＮＳＥｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｈｅｉｎ
ｄｕｃｔｉｏｎ（ＴＲＩＴＣ，×１００）．

图４　诱导后 ＮＦ阳性细胞 （ＴＲＩＴＣ染
色，×１００）。

Ｆｉｇ．４　ＮＦｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｈｅｉｎ
ｄｕｃｔｉｏｎ（ＴＲＩＴＣ，×１００）．
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利用ＲＮＡｉ建立脊髓性肌萎缩症的细胞模型　杨晓苏，等

２．３　ＮＬＣｓ的 ｆｌＳＭＮ，Δ７ＳＭＮｍＲＮＡ及 ｆｌＳＭＮ
蛋白表达和比较　　诱导后各组细胞的 ｆｌＳＭＮ
ｍＲＮＡ，△７ＳＭＮｍＲＮＡ及 ｆｌＳＭＮ蛋白表达均较
诱导前增加（Ｐ＜０．０５），但 ＳＭＡ细胞模型组 ｆｌ
ＳＭＮｍＲＮＡ及其蛋白表达量明显低于阴性对照

组和空白对照组（Ｐ＜０．０１）；而阴性对照组与空
白对照组相比，ｆｌＳＭＮｍＲＮＡ及其蛋白的表达量
无统计学差异（Ｐ＞０．０５）；３组间 ＳＭＮΔ７ＳＭＮ
ｍＲＮＡ的表达量差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，
表 １，图 ５，６）。

表１　诱导分化前后各组细胞ｆｌＳＭＮｍＲＮＡ，Δ７ＳＭＮｍＲＮＡ及蛋白的表达（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＭＮｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ｘ±ｓ）

　　　　组别
ｆｌＳＭＮｍＲＮＡ

诱导前 诱导后

Δ７ＳＭＮｍＲＮＡ

诱导前 诱导后

ｆｌＳＭＮ蛋白

诱导前 诱导后

ｐｓｈＲＮＡ－ＳＭＮ１－１组 ０．２１８９５±０．０３１３９ ０．３１０８０±０．０４３８１ΔΔ ０．４８４６３±０．０５２８６ ０．５７９３１±０．０４８６１ ０．３０６１８±０．０３６５１ ０．４４７６２±０．０４７８６ΔΔ

ｐｓｈＲＮＡ－０对照组 ０．５９８７４±０．０４２２１ ０．７３１４３±０．０３７３５ ０．５０２０４±０．０３７７０ ０．５４３６３±０．０３５７８ ０．６６６３４±０．０５１６３ ０．８０８１３±０．０５００７

未转染空白对照组 ０．６２９８８±０．０３４７７ ０．６９２９３±０．０５１３３ ０．４９１３２±０．０２３７８ ０．５４７６５±０．０４１５７ ０．６９３９７±０．０６４９２ ０．７８２１３±０．０４７０９

　　与同组诱导前的ｆｌＳＭＮｍＲＮＡ及其蛋白和△７ＳＭＮｍＲＮＡ水平比较，Ｐ＜０．０５；与ｐｓｈ－ＲＮＡ－０对照组及未转染空白对照组比较，ΔΔＰ＜０．０１。
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图５　诱导分化后各组细胞 ＳＭＮｍＲＮＡ表达电泳图。１：
ｐｓｈＲＮＡ－ＳＭＮ１－１组；２：ｐｓｈＲＮＡ－０对照组；３：未转
染空白对照组。

Ｆｉｇ．５　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍ ｏｆＳＭＮｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．１：
ｐｓｈＲＮＡ－ＳＭＮ１－１ｇｒｏｕｐ；２：ｐｓｈＲＮＡ－０ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ；３：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．
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图６　诱导分化后各组细胞 ｆｌＳＭＮ蛋白表达电泳图。１：
ｐｓｈＲＮＡ－ＳＭＮ１－１组；２：ｐｓｈＲＮＡ－０对照组；３：未转
染空白对照组。

Ｆｉｇ．６　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍｏｆｆｌＳＭＮｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．１：
ｐｓｈＲＮＡ－ＳＭＮ１－１ｇｒｏｕｐ；２：ｐｓｈＲＮＡ－０ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ；３：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

３　讨　　论

大量实验证实，ＭＳＣｓ在一定的环境诱导下能
分化成为神经元样细胞并一定程度上发挥神经

元的功能［６］。本研究应用 Ｂｆｇｆ，ＤＭＳＯ和丁羟茴醚
作为诱导剂，结果显现 ＭＳＣｓ诱导后出现神经元
样形态学改变，表现为细胞由铺展状变为胞浆向

胞核收缩、立体感增强，胞膜向外周伸出突起。

随着时间的延长，神经元样细胞明显增多，突起

继续延长并出现一级分支和二级分支，突起与相

邻细胞胞体或突起相连，形成网络样结构。这提

示体外培养的 ＭＳＣｓ经诱导后可向神经元样细胞
分化。为明确这种神经元样细胞是否具有神经

元的某些特性，笔者又采用免疫细胞荧光方法，

对细胞进行了神经元特异性标志物 ＮＳＥ和 ＮＦ检
测，结果发现未诱导的 ＭＳＣｓ没有 ＮＳＥ和 ＮＦ表
达；诱导 ５ｈ后 ＮＳＥ和 ＮＦ的表达明显上调，提示
诱导后的 ＭＳＣｓ在形态及生理上均有某些神经元
特征，可以作为体外神经细胞模型。

真核生物所有组织均表达 ＳＭＮ蛋白，说明
ＳＭＮ蛋白是所有细胞基本活动的必需物质。但
ＳＭＮ蛋白在哺乳动物的组织和细胞中的表达水
平差异很大，它在脑、肾脏、肝脏，尤其在运动神

经元中高水平表达，在骨骼肌和心肌中中等水平

表达，在成纤维细胞和淋巴细胞中则表达水平较

低［７］。ＳＭＮ蛋白在运动神经元中稳定的高水平
表达说明运动神经元的生存及其功能发挥严格
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中南大学学报（医学版），２００８，３３（１２）　

依赖于 ＳＭＮ蛋白。儿童型 ＳＭＡ患者也正是由于
脊髓前角运动神经元 ｆｌＳＭＮ蛋白的表达量不足，
细胞生理功能缺陷从而导致其变性脱失［８］。因

此，通过抑制神经元样细胞 ｆｌＳＭＮ蛋白的表达可
以模拟儿童型 ＳＭＡ患者细胞的病理状态。本实
验结果显示，与诱导前的 ＭＳＣｓ相比，诱导分化后
的神经元样细胞中 ｆｌＳＭＮｍＲＮＡ及蛋白表达量
明显增加，这支持神经元的生存及其功能的发挥

依赖于高水平 ＳＭＮ蛋白的表达。但诱导后各组
间比较显示，ＳＭＡ细胞模型组 ｆｌＳＭＮｍＲＮＡ及蛋
白表达量明显低于阴性对照组和未转染空白对

照组，而后两组比较差异无统计学意义，且 ３组
间 Δ７ＳＭＮｍＲＮＡ的表达量比较差异无统计学意
义。这些结果表明，诱导分化后的 ＳＭＡ细胞模型
组 ＮＬＣｓ符合 ＳＭＡ细胞的病理状态，可以作为
ＳＭＡ的模型细胞进行实验研究。

２００４年 Ｔｒｕｌｚｓｃｈ等［９］利 用双链小干扰 ＲＮＡ
（ｓｉＲＮＡ）直接抑制鼠畸胎瘤细胞 Ｓｍｎ基因表达制
作 ＳＭＡ细胞模型。本研究是利用 ｓｈＲＮＡ（以质粒
为载体）沉默人 ＳＭＮ１基因制作的细胞模型，能
更加稳定持久地发挥干扰作用，且建立细胞系后

可直接用于科学研究，同时采用人骨髓间充质干

细胞诱导神经元样细胞，更接近临床，因此意义

更大。
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ａｎｄ ｒｅｌｉａｂｌｅ ｃａｒｒｉｅｒｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｔｅｓｔ［Ｊ］． Ｈｕｍ Ｍｕｔａｔ，

２００５，２５（５）：４６０４６７．

［８］　ＬｅｆｅｂｖｒｅＳ，ＢｕｒｇｌｅｎＬ，ＦｒｅｚａｌＪ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｔｈｅ

ＳＭＮｇｅｎｅｉｎｐｒｏｘｉｍａｌｓｐｉｎａｌｍｕｓｃｕｌａｒａｔｒｏｐｈｙ［Ｊ］．Ｈｕｍ

ＭｏｌＧｅｎｅｔ，１９９８，７（１０）：１５３１１５３６．

［９］　ＴｒｕｌｚｓｃｈＢ，ＤａｖｉｅｓＫ，ＷｏｏｄＭ．Ｓｕｒｖｉｖａｌｏｆｍｏｔｏｒｎｅｕｒｏｎ

ｇｅｎｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｂｙＲＮＡｉ：ｔｏｗａｒｄｓａｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｍｏｄｅｌｏｆ

ｓｐｉｎａｌｍｕｓｃｕｌａｒａｔｒｏｐｈｙ［Ｊ］．ＢｒａｉｎＲｅｓＭｏｌＢｒａｉｎＲｅｓ，

２００４，１２０（２）：１４５１５０．

（本文编辑　陈丽文）
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