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摘要 目的  研究氢化可的松对正常人中性粒细胞°  与滑膜细胞 ≥≤粘附的作用及其机理 ∀方法

 × × 比色法检测 °  与 ≥≤ 的粘附 ≤2∞≥ 和  ×2°≤  法检测 ≥≤ 粘附分子的表达 ∞ ≥ 研究核转录因

子 ƒ2ϑ的活化 ∀结果  氢化可的松可显著抑制  #  × ƒ2Α与 2Β刺激的 ≥≤ 与 °  的粘附 显著

抑制 ≥≤ 表面 ∂ ≤  2的表达及 ∂ ≤  2  表达 但对 ≤  2  的表达无显著影响 同时对 × ƒ2Α诱

导的 ƒ2ϑ活化有显著抑制作用 ∀结论  氢化可的松显著抑制 °  与 ≥≤ 的粘附 其作用机理可能是通过抑制

ƒ2ϑ的活化 进而抑制滑膜细胞中 ∂ ≤  2  及蛋白表达而实现的 ∀
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  类风湿性关节炎 是严重危害人类健康的

顽症之一 ∀对   发病机理的认识尚处于进展中 

近年来研究发现  病人关节腔内有多种炎性细胞

因子 如2 2 × ƒ2Α等≈ 它们可刺激人骨膜

细胞∏ √≥≤增殖 并表达多种粘

附分子 如 ≤  2 ∂ ≤  2 等≈  ∀同时   病

人关节腔内有大量粒细胞和巨噬细胞的浸润 这些

粒细胞表面有粘附分子的相应配基 ∀因而我们推测

 关节腔内浸润的 °  与 ≥≤ 的粘附作用对

 的病理进程有重要作用 为此我们建立了 °  

与 × ƒ2Α和2Β诱导的正常大鼠膝关节滑膜细胞

 ≥≤粘附模型≈ 本文在此基础上建立 °  与

≥≤的粘附模型 并通过分析传统的治疗   的甾

体类抗炎药氢化可的松的抗粘附作用及机理 为寻

找治疗  的药物作用靶点提供新思路 ∀

材 料 和 方 法

  药品和试剂  × ƒ2Α2Β比活力  

# 邦定泰克生物技术公司产品   × × 

× ≤°2

及 ≥ 均为 ≥公司产品 胎牛血清ƒ≥为
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 公司产品 ƒ2 培养基   ≤⁄ 

≤⁄鼠抗人单克隆抗体° 羊抗鼠2

2  °  ≥≤   ° 2≤   × 激 酶  ×

∏和 ƒ2ϑ探针为 °公

司产品 ≈Χ2 °2×°为北京亚辉公司产品 ƒ2ϑ

探针突变序列及 ° 为美国宋新生教授惠赠 

 ×2°≤  引物序列用 °1软件设计后由上

海生物工程有限公司合成 细胞内总   提取试

剂盒为 ⁄√ 公司产品   ×2°≤  试剂盒为

°公司产品 氢化可的松由

中国药品生物制品检定所提供 ∀

  仪器   ≤ ×2∂  ≤  培养箱 ∞∂ ≤ 

公司产品 显微镜重庆光学仪器厂 细胞培养瓶

和 孔培养板≤公司产品  酶标

仪2 产品 °∞2  ×2°≤  仪为 °∞公司

产品 ∀

  健康志愿者  男性健康志愿者年龄   

岁及正常人膝关节滑膜组织 ∀

  正常人关节滑膜细胞(ΗΣΧ)的分离和培养≈ 

 取正常人膝关节滑膜组织 无菌条件下仔细分离

出膝关节滑膜组织 并分离出滑膜层 用无钙 !镁

⁄∏缓冲液洗涤滑膜组织 剪成     小

块 ∀放入   培养瓶内 同时加入   ƒ≥2ƒ2

培养液  和胶原酶终浓度 1    在

 ε   ≤ 培养箱中消化  ∀将未贴壁细胞移

入离心管 离心 ≅   弃上清液 再加入

1    在  ε   ≤  培养箱内消

##药学学报  °∏≥    



化 1 ∀经 目不锈钢网过滤 离心 ≅ 

 计数 用   ƒ≥2ƒ2培养液  在  ε

  ≤ 培养箱内培养  弃去未粘附细胞 此时

的贴壁细胞为原代 ≥≤ 用台盼蓝拒斥实验检测细

胞活力大于   原代细胞主要为巨噬细胞样细

胞 继续培养约  后 用 1  21 

∞⁄× 消化使细胞游离 进行传代培养 选用   

代 ≥≤ 进行实验 ∀

  人外周血中性粒细胞(ΠΜΝ)的分离≈  健康

志愿者静脉采血 用 1 枸橼酸钠Β抗凝 上

述血浆与溶液   葡聚糖 ×生理盐水 Β

混匀  ε   ≤  培养箱内静置  室温下

 ≅ 离心  弃上清液 沉淀用溶液 ≤

1 枸椽酸钠 1 ≥ 1 重蒸水 

洗一次  ≅ 离心  弃上清液 低渗液

除红细胞 1  ≤与底部细胞混匀加入

 含 1  ≥的 1  ≤溶液  ≅ 

离心   用   ƒ≥2⁄ ∞ 悬浮粒细胞 计

数 并用台盼蓝拒染法检测细胞活力大于   ∀

  人外周血 ΠΜΝ与人关节 ΗΣΧ粘附模型的建

立≈  ≥≤ 以 1 ≅ #  1 传入 

孔细胞培养板 ∀  ƒ≥2ƒ2培养基调 °  浓

度为  ≅ #  以Β与  × × # 

混匀  ε   ≤ 培养箱内温孵   ≅ 离心 

并用   ƒ≥2ƒ2培养基洗  × × 标记细胞一

次 用   ƒ≥2ƒ2培养基调细胞浓度为  ≅ 

#  ∀取上述  × × 标记的 °  1 加

入预先长满 !并用各种刺激剂激活的人 ≥≤ 的 

孔细胞培养板中  ε   ≤ 温孵  用  

ƒ≥2ƒ2培养基 1 洗板两次 吸干培养液 各

孔内加入 ⁄ ≥ 1 震摇  后  处

测定吸光度 ∀

  Χελλ2ΕΛΙΣΑ测定 ΗΣΧ表面粘附分子 ΙΧΑΜ21

(Χ∆54)和 ς ΧΑΜ21 (Χ∆106 )蛋白表达≈  参考

°等方法略做改进 ∀接种 ≥≤ 于 孔板 每

孔  ≅ 细胞  后换液一次 与 × ƒ2Α温孵 

后 加入每孔  Λ丙酮固定  °≥ 洗 

次  后 加入 Β 稀释的鼠抗人 ≤⁄ 或

≤⁄单抗  Λ ε 温孵  1  × 22

°≥洗 次  后 加入 Β稀释的   °标记

的羊抗鼠   Λ1  × 22°≥ 洗 

次  后 加入低物工作液含   °⁄的磷酸

盐缓冲液  Λ ε 温孵  然后加入  Λ

1 # ≥终止反应  比色测定 ∀

吸光度可反应 ≥≤ 表面粘附分子 ≤⁄或 ≤⁄

蛋白水平 ∀氢化可的松在 × ƒ2Α刺激前  加

入 ∀

  ΗΣΧ 中总 Ρ ΝΑ 提取  按 ⁄√ 细胞内总

 提取试剂盒说明书进行 ∀即接种 ≥≤ 于 孔

板 每孔  ≅  细胞  后换液一次 与 × ƒ2Α

温孵  后 将细胞收集 吹匀 转移至 1 

∞管中  ε  ≅ 离心  弃上清液 ∀

加入 ×试剂  用振荡器充分振荡混匀 加

入氯仿  Λ充分振荡  稍静置后 随即于

 ε   ≅ 离心  ∀将上清液水相转移

至另一个 1 ∞离心管中注意不要吸

到中间层的蛋白沉淀 ∀加入等体积异丙醇混匀 ∀

  ε 放置  后 ∀ ε   ≅ 离心  ∀

小心弃上清液 沉淀即所需要的总   ∀加入

 乙醇 1 洗涤一次 小心倾出乙醇 干燥 ∀

加入 ⁄∞°≤ 处理过的水  Λ溶解沉淀   ε 保

存 ∀

  经甲醛变性凝胶电泳 紫外灯下观察可见  

和  两条明亮的条带 其比值约为 Β 证明所制

备的样品未降解  样品的完整性及操作的平行

性 ∀

  反转录聚合酶链式反应 (ρεϖερσε τανσριπτιον

πολψµερασε χηαιν ρεατιον , ΡΤ2ΠΡΧ)  按 °

 ×2°≤  试剂盒说明书进行 即将上述   模板 

Λ加入到终体积为  Λ的反应体系中  ∂ 

×  ≅  ∏ 1 Λ ×° 1

#  °  Λ#
    ≥ 

#   ∂ 反转录酶 1 ∏#Λ
 × ⁄

合成酶 1 ∏#Λ
 ∀引物核苷酸序列为 ≤  2

 ≥χ2≤ × ≤  ≤  ≤ ×   ≤≤2χ 

 χ2× ≤  ≤  ≤   × ×2χ 

  ∂ ≤  2  ≥ χ2≤ ×  ≤  × × ≤ ×

≤ ×  ×  2χ   χ2  ≤ ×

≤ ≤  ≤ 2χ   °⁄  χ2

  ≤≤  × ≤≤ ≤  × ≤ × × ≤2χ 

χ2≤ × ≤ ≤ ≤ × ≤ × × ≤ ≤   ≤2χ  ∀

≤  2 ∂ ≤  2和 °⁄ 分别反转录和扩增 ∀

≤  2的反应条件为  ε   ε  

 ε   ε   ε   个循环  ε

延伸  冷却至  ε ∀ ∂ ≤  2的反应条件为 

 ε   ε   ε   ε  

 ε   个循环  ε 延伸  冷却至  ε ∀

°⁄的反应条件为  ε   ε  
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 ε   ε   ε    个循环 

 ε 延伸  冷却至  ε ∀

  准确吸取上述 °≤  产物  Λ在  琼脂糖

凝胶中电泳 用紫外凝胶成像系统照相 ∀

  Ε ΜΣΑ检测 ΝΦ2ϑΒ的活化  参照文献≈进行 ∀

  数据分析与统计  所得数据用 ∞¬软件进行

方差分析并进行 ≥∏χτ2∀

结 果

1  氢化可的松对正常人中性粒细胞(ΠΜΝ)与滑膜

细胞(ΗΣΧ)粘附的影响

1 .1  ΤΝΦ2Α和 ΙΛ21Β对 ΠΜΝ与 ΗΣΧ粘附功能的

影响  2Β和 × ƒΑ    # 可显著促进

°  与 ≥≤ 的粘附功能 以  # 作用最显

著 结果如图 所示 ∀

ƒ   ∞  2Β  × ƒΑ 

∏∏ °   

 ∏ √   ≥≤   ×

 ∏   

#    ν    ξ ? σ 3 Π 1 ϖσ



1 .2  氢化可的松对 ΠΜΝ与 ΤΝΦ2Α和 ΙΛ21Β诱导

的 ΗΣΧ粘附的影响  表  显示 氢化可的松在 

≅     ≅   #范围内 可剂量依赖性的

抑制 °  与  #  × ƒ2Α和2Β作用  

诱导的 ≥≤ 粘附 其 ≤分别为 1 ≅  

#和 1 ≅   # ∀

2  氢化可的松对 ΗΣΧ表面粘附分子 ΙΧΑΜ21 和

ς ΧΑΜ21 表达的影响

结果如表   所示 氢化可的松在  ≅  

#浓度下可显著抑制  #  × ƒ2Α作

用  诱导的 ≥≤ 表面 ≤  2 ∂ ≤  2 的表

达 ∀

Ταβ 1  Ινηιβιτορψ εφφεχτσ οφ ηψδροχορτισονε ατ

χονχεντρατιον οφ 1 ≅ 10 − 8 το 1 ≅ 10 − 5 µ ολ#Λ− 1 ον

ΠΜΝ αδηεσιον το ΗΣΧ ωηιχη ωασ στιµ υλατεδ βψ 50

Υ# µ Λ− 1 ΙΛ21Β φορ 12 η

∏
≤

# 









≤

# 

≤ 1 ? 1

2Β  #  1 ? 1  

  ≅    1 ? 1     ≅   

 ≅    1 ? 1  

 ≅    1 ? 1   3 3

 ≅    1 ? 1   3 3 3

ν    ξ ? σ   Π 1 ϖσ  3 3 Π 1 

3 3 3 Π 1 ϖσ 2Β °   °∏

∏ ≥≤  ∏ √

Ταβ 2  Ινηιβιτορψ εφφεχτσ οφ ηψδροχορτισονε ατ

χονχεντρατιον οφ 1 ≅ 10 − 8 το 1 ≅ 10 − 5 µ ολ#Λ− 1 ον

ΠΜΝ αδηεσιον το ΗΣΧ ωηιχη ωασ στιµ υλατεδ βψ 50

Υ# µ Λ− 1 ΤΝΦ2Αφορ 12 η

∏
≤

# 









≤

# 

≤ 1 ? 1

× ƒ2Α  #  1 ? 1 

  ≅    1 ? 1     ≅   

 ≅    1 ? 1  

 ≅    1 ? 1   3

 ≅    1 ? 1   3 3

ν    ξ ? σ  Π 1 ϖσ  3 Π 1 

3 3 Π 1 ϖσ × ƒ2Α

Τεβ 3  Ινηιβιτορψ εφφεχτσ οφ ηψδροχορτισονε ον

συρφαχε εξπρεσσιον οφ ΙΧΑΜ21 ιν ΗΣΧ ινδυχεδ βψ

ΤΝΦ2Α 50 Υ# µ Λ− 1

∏
≤

# 

≤  2
∞¬





≤ 1 ? 1

× ƒ2Α  #  1 ? 1   

  ≅    1 ? 1 1 3 3

 ≅    1 ? 1   3 3

 ≅    1 ? 1   3 3 3

 ≅    1 ? 1   3 3 3

ν    ξ ? σ    Π 1 ϖσ  3 3 Π 1 

3 3 3 Π 1 ϖσ × ƒ2Α

3  氢化可的松对 ΗΣΧ 粘附分子 ΙΧΑΜ21 和

ς ΧΑΜ21 µ Ρ ΝΑ表达的影响

图 显示 氢化可的松对粘附分子 ≤  2和

∂ ≤  2 表达的影响 表明在  ≅     ≅
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  #下均可显著抑制  # 作用  

诱导的 ≥≤ ≤  2 和 ∂ ≤  2   表达 对

∂ ≤  2的抑制作用更明显 ∀

Τεβ 4  Ινηιβιτορψ εφφεχτσ οφ ηψδροχορτισονε ον

συρφαχε εξπρεσσιον οφ ς ΧΑΜ21 ιν ΗΣΧ ινδυχεδ βψ

ΤΝΦ2Α 50 Υ# µ Λ− 1

∏
≤

# 

∂ ≤  2
∞¬





≤ 1 ? 1

× ƒ2Α  #  1 ? 1   

  ≅    1 ? 1  

 ≅    1 ? 1 1

 ≅    1 ? 1 1 3

ν    ξ ? σ   Π 1 ϖσ 3 Π 1 ϖσ × ƒ2Α

ƒ  ×  

  1 ≅   #  1 ≅
  #  ≤  2  ∂ ≤  2  

¬ ∏∏ ≥≤ ∏  ×ƒ2Α
 #     °⁄  ≤  2 

∂ ≤  2 √ ∏∏ ≥≤  

    ×2°≤   × 

    ≤⁄

 ⁄     × ƒ2Α 

 1 ≅   #    

× ƒ2Α 1 ≅   # 

 ≤  × ƒ2Α

4  对 ΝΦ2ϑΒ活化的影响

氢化可的松在  ≅     ≅   #下可

显著抑制  #  × ƒ2Α作用  诱导的 ≥≤

ƒ2ϑ活化 结果见图  ∀

讨 论

  细胞与细胞之间的粘附作用是自身免疫性疾病

发生 !发展以及肿瘤的侵袭 !转移的重要环节 ∀有文

献报道 ≥≤ 表面粘附分子与基质层粘联蛋白的结

合可诱导基质蛋白酶的释放≈ ∀近年来研究发现

粘附分子 如 ≤  2和 ∂ ≤  2在正常人关节滑

膜组织低表达 而在炎性因子 如 × ƒ2Α或 2刺

激下高表达≈  ∀  病人关节腔内存在大量炎性

细胞因子及粒细胞浸润≈ 因而粒细胞与 ≥≤ 之间

的粘附在  的病理进程中可能具有重要作用 ∀

ƒ  ×  

  1 ≅   #  1 ≅
  #   ƒ2ϑ √  ∏∏ ≥≤

∏  × ƒ2Α #     

°    ≤   ϑ  ∞¬  

 ∏ ¬   × ƒ2Α    × ƒ2Α 

1 ≅   #   × ƒ2Α

 1 ≅   #  ∏

¬ ∏∏ ≥≤ 

    ∏ × ƒ2Α
 ∏  °2 ∏

 ƒ2ϑ  ∏ ∏

  ∞ ≥  

 2  ¬  ∏ 

∏ 

  甾体类抗炎药可通过抑制淋巴细胞与血管内皮

细胞之间的粘附 而用于治疗脉管炎 同时也可抑制

滑膜成纤维细胞表面 ≤  2 和 ∂ ≤  2 的

  及蛋白水平的表达而抑制其与淋巴细胞的

粘附≈  ∀氢化可的松是传统的治疗类风湿性关

节炎 的甾体类抗炎药 从不同的角度阐明其作

用机理将有助于了解   的发病机理 并提供抗炎

药物作用的新靶点 ∀

  我们研究发现≈ 氢化可的松可显著抑制正常

大鼠 °  与 × ƒ2Α和 2Β诱导的大鼠关节 ≥≤

 ≥≤的粘附 ∀本文中我们同样观察到氢化可的松

可剂量依赖性的抑制 °  与  #  × ƒ2Α

及 2Β诱导的 ≥≤ 粘附 这表明抑制 °  与

≥≤的粘附功能 可能是氢化可的松治疗   的机

制之一 ∀
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为了阐明氢化可的松抑制 °  与 ≥≤ 粘附

作用的机理 我们进一步研究了氢化可的松对 ≥≤

表面粘附分子 ≤  2 和 ∂ ≤  2 表达的影响 ∀

结果表明 在正常 ≥≤ 表面粘附分子 ≤  2 和

∂ ≤  2低表达 而在 × ƒ2Α刺激下高表达 氢化

可的松则可剂量依赖性的抑制 ≥≤ 表面粘附分子

∂ ≤  2 的表达 同时也可抑制其   水平升

高 而对 ≤  2仅见氢化可的松影响了其蛋白水

平的表达 对  未见明显影响 ∀提示氢化可的

松抑制 °  与 ≥≤ 的粘附作用可能与其抑制

≥≤表面粘附分子 ∂ ≤  2的表达有关 另外可能

与 ≤  2转录后调控过程有关 ∀

为了进一步阐明氢化可的松抑制粘附分子表达

可能的机理 本文又研究了氢化可的松对 ≤  2

和 ∂ ≤  2 基因调控区共有≈ 的核转录因子

ƒ2ϑ活化的影响 ∀结果表明 氢化可的松在  

   # 浓度范围内可剂量依赖性的抑制

× ƒ2Α诱导的 ƒ2ϑ的活化 提示氢化可的松抑制

正常人 ≥≤ 粘附分子 ∂ ≤  2的表达 可能与其

抑制 × ƒ2Α诱导的核转录因子 ƒ2ϑ的活化有关 ∀

综上所述 本文研究结果表明氢化可的松抑制

°  与 ≥≤ 的粘附功能 可能与其抑制核转录因

子 ƒ2ϑ的活化 进而抑制 ∂ ≤  2   及蛋

白水平的表达 或者与其影响 ≤  2转录后调控

有关 ∀提示调节 ≥≤ 表面粘附分子表达过程有望

成为治疗  新型药物的作用靶点 ∀

Ρ ΕΦΕΡΕΝΧΕΣ :

≈     ∞ ≥   ετ αλ ≥√

∏   ∏  

≈  Σχανδ ϑ Ι µ µ υνολ 48

    

≈  ∞ ≥       ετ αλ ≥∏

∏ ∏  ≈  Χλιν

Ι µ µ υνολ Ι µ µ υνοπατηολ 71    

≈ ≥∏      ∞ ετ αλ ∞

2∏ ∏ ≤  2  ∏ √

 √2 ≈  Χλιν Εξπ

Ι µ µ υνολ 98    

≈ ≤  ∏ ±  ≤ ƒ  ετ αλ ∞ 

    ∏∏ 

√≈  Αχτα Πηαρµ Σιν  ≤  

35    

≈ •  ≤   ÷∏ ≥≠  ∏∏

√ ≈  Χηιν Πηορµ αχολ Βυλλ  ≤ 

 10    

≈    ≥    ×  ετ αλ ≥∏

∏   ∏ 2   

∏√2 ∏∏≈ ϑ Χλιν

Ινϖεστ  80    

≈ ∏    ∏∏

 ∏   ∏ 

∏   ∏  

∏     ≈  Σχανδ ϑ

Χλιν Λαβ Ινϖεστ Συππλ 97    

≈ ×°  ∏   ≤∏ °  ετ αλ 2
∏  ∏   Α  ∏

 ∏  ¬ ∏  √

     ∏ ≈ 

Αρτηριτισ Ρηευ µ  36    

≈ ∏ ≠  ∏ ≠ ƒ  ≤ ƒ  × ∏ 

    √  ƒ2ϑ 

∏ ≈  Αχτα Πηαρµ Σιν 

≤  34    

≈ ≤ƒ  ∂ ∏2 ∏2 

∏  ∏2  √∏ 

 ∏2 ¬√√

∏    ∏  

≈  Σχαν ϑΙ µ µ υνολ 50  

 

≈   ≥ ⁄⁄ ≤ ≤ ετ αλ

°   ∏ √

¬ ∏∏ ∏2
≤  2 ≈  Χλιν Ι µ µ υνολ Ι µ µ υνοπατηολ  

68    

≈ ÷  ∏   ∏ ∞ ƒ2
∏∏  2⁄∂

    °2  ¬ ∏

 ≈  ϑ Βιολ Χηε µ  273

    

≈  ÷ •  ×∏   ⁄¬ 

∏∏∏

2Α ιν ϖιϖο ≈  Ινφλαµ µ Ρεσ  49

    

≈ ×°  ≤∏ °  ≤ ≥   

   2√ √

 ∏√√ ∏ 

√∏   ∏   ∏

 ∏   ¬ ≈  Αρτηριτισ

Ρηευ µ  39    

≈ ≥    ∏  ετ αλ ≥∏∏

 χ    ∏ ≤  2 

≈  Ι µ µ υνοβιολογψ 182    

≈   ƒ  ±∏    ⁄ ετ αλ

≤ √∏

∏2  ∂ ≤  2 ≈  ϑ Βιολ Χηε µ   267
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ΙΝΗΙΒΙΤΟΡΨ ΕΦΦΕΧΤΣ ΟΦ ΗΨ∆ΡΟΧΟΡΤΙΣΟΝΕ ΟΝ

ΗΥΜΑΝ ΠΟΛΨΜΟΡΠΗΟΝΥΧΛΕΑΡ ΛΕΥΚΟΧΨΤΕ

Α∆ΗΕΣΙΟΝ ΤΟ ΗΥΜΑΝ ΣΨΝΟςΙΑΛ ΧΕΛΛ

2 ± ≠≤∞ ∏2

(Ινστιτυτε οφ Ματερια Μεδιχα , Χηινεσε Αχαδε µ ψ οφ Μεδιχαλ Σχιενχεσ

ανδ Πεκινγ Υνιον Μεδιχαλ Χολλεγε , Βειϕινγ 100050 , Χηινα)

ΑΒΣΤΡΑΧΤ: ΑΙΜ  ×√  ∏ ∏

∏°  ∏√≥≤¬ ΜΕΤΗΟ∆Σ   ××

 ∏°  ≥≤ ≤2∞≥  ×2°≤ 

∏¬ ∏≤ 2 ∂ ≤ 2∞≥ ∏

√√ ∏∏2ϑ ƒ2ϑ ΡΕΣΥΛΤΣ  ×ƒ2Α
 # 

 ∏ 2Β  # 
 ∏2∏  °  ≥≤ ≤

1≅   #  1≅   #  √2

∏∂ ≤ 2 ≤ 2      ≤ 2 ¬ ≥≤ ∏

×ƒ2Α # 
  ≅ 

 


 
# 

×√

 ƒ2ϑ  ¬√   ≅ 
 

 
 

# 
 ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ

×ƒ2Α2∏° 2≥≤ ¬∂ ≤ 2 ∏

√ƒ2ϑ
ΚΕΨ ΩΟΡ∆Σ :  ∏ √  ≥≤ ∏∏ ° 

ƒ2ϑ
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