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　　【摘要】　目的　结合 ｐ５３、ＰＣＮＡ、ＶＥＧＦ三种肿瘤标志物的表达探讨膀胱肿瘤术后复发的相关因素及
其临床意义。 方法　回顾性分析承德医学院附属医院泌尿外科 ２００７ 年１月至 ２０１０ 年１２月收治的膀胱移行
细胞癌患者的生存资料，并结合 ｐ５３、ＰＣＮＡ、ＶＥＧＦ三种肿瘤标志物的表达，采用χ２ 检验或 Ｆｉｓｈｅｒ精确概率法
及 Ｃｏｘ比例风险模型对 ｐ５３、ＰＣＮＡ、ＶＥＧＦ三种蛋白表达情况和年龄、性别、临床分期、病理分级、肿瘤数目、术
后坚持灌注用药等影响肿瘤复发的因素进行统计分析。 结果　单因素分析表明不同肿瘤病理分级、临床分
期、手术方式、ｐ５３ 表达、ＶＥＧＦ表达、肿瘤数目及术后是否坚持灌药间肿瘤复发差异均有统计学意义（均 P ＜
０畅０５），Ｃｏｘ回归模型多因素分析后，临床分期（RR ＝４畅１６２，P ＝０畅００１）、ｐ５３ 表达（RR ＝２畅９１３，P ＝０畅０３８）、
ＶＥＧＦ表达（RR＝３畅３１６，P ＝０畅０１０）作为肿瘤复发的危险因素进入模型，术后灌注化疗（RR ＝０畅２１７，P ＝
０畅０００）作为保护性因素进入模型。 结论　膀胱肿瘤的临床分期、ｐ５３和 ＶＥＧＦ是否表达严重影响了膀胱癌预
后，术后应坚持灌注治疗以减少肿瘤复发，病理分级也与肿瘤复发相关。
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｐ５３，ＰＣＮＡ ａｎｄ ＶＥＧＦ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ
ｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅ ｆａｃｔｏｒｓ ｗｉｔｈ ｔｕｍｏｒ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ，ａｎｄ ｉｔｓ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｉｎ ｂｌａｄｄｅｒ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎａｌ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ （ＢＴＣＣ）．
Methods　Ｔｈｅ ｒｅｔｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＢＴＣＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ａｇｅ ，ｓｅｘ，ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｔａｇｉｎｇ，ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ
ｔｕｍｏｒ ｇｒａｄｅ，ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｕｍｏｒｓ，ｗｈｅｔｈｅｒ ｋｅｅｐ ｉｎｔｒａｖｅｓｉｃａｌ ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ ，ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ５３，ＶＥＧＦ ａｎｄ ＰＣＮＡ ｗｅｒｅ
ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｂｙ ｃｈｉ唱ｓｑｕａｒｅ ｔｅｓｔ，Ｃｏｘ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎａｌ ｈａｚａｒｄ ｍｏｄｅｌ．Results　Ｏｎ ｕｎｉｖａｒｉａｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ， ｔｈｅ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ
ｔｕｍｏｒ ｇｒａｄｅ，ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｔａｇｉｎｇ，ｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄｓ，ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ５３ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ＶＥＧＦ ｐｒｏｔｅｉｎ，ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｕｍｏｒｓ
ａｎｄ ｗｈｅｔｈｅｒ ｋｅｅｐ ｉｎｔｒａｖｅｓｉｃａｌ ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ ａｆｔｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｆｏｒ ｔｕｍｏｒ ｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅ （ａｌｌ P ＜０畅０５）．Ｏｎ
ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｃｏｘ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎａｌ ｈａｚａｒｄ ｍｏｄｅｌ ，ｔｈｅ ｒｉｓｋ ｆａｃｔｏｒｓ ｆｏｒ ｔｕｍｏｒ ｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅ ｗｅｒｅ ｔｕｍｏｒ ｓｔａｇｅ （RR ＝
４畅１６２，P ＝０畅００１），ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ５３ ｐｒｏｔｅｉｎ（RR ＝２畅９１３，P ＝０畅０３８），ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦ ｐｒｏｔｅｉｎ（RR ＝
３畅３１６，P ＝０畅０１０），ｌｏｎｇ ｔｉｍｅ ｉｎｔｒａｖｅｓｉｃａｌ ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ ａｆｔｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｗｉｌｌ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＢＴＣＣ
（RR ＝０畅２１７，P ＝０畅０００）．Conclusions　Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｔａｇｉｎｇ，ｐ５３ ａｎｄ ＶＥＧＦ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｙｅｔ
ｉｍｐｅｒｆｅｃｔ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ ，ａｓｉｄｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｋｅｙ ｒｏｌｅｓ，ｔｕｍｏｒ ｇｒａｄｅ ｉｓ ｃｌｏｓｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｒｉｓｋ ｏｆ ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ．Ｆｕｒｔｈｅｒ ｉｎｔｒａｖｅｓｉｃａｌ ｔｈｅｒａｐｙ ａｌｓｏ ｈａｓ ａｎ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ．

【Key words】　Ｂｌａｄｄｅｒ ｎｅｏｐｌａｓｍｓ；　Ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎａｌ ｃｅｌｌ；　Ｔｕｍｏｒ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐ５３；　Ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒｓ；　Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ ａｎｔｉｇｅｎ

　　膀胱癌是我国泌尿外科最常见的肿瘤，手术是主
要的治疗手段，术后高复发率是困扰临床医师的重要
问题。 虽然相关研究较多，但各种因素对患者预后影

响的报道各异。 为此，我们研究了承德医学院附属医
院泌尿外科 ２００７ 年 １月至 ２０１０ 年 １２ 月收治的膀胱移
行细胞癌（ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎａｌ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｏｆ ｂｌａｄｄｅｒ ，ＢＴＣＣ）
患者的临床资料，结合标本蜡块切片免疫组织化学方
法，检测血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）、增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅ唱
ａｒ ａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）及 ｐ５３ 三种标志物的结果，进行回顾
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性分析，探讨影响膀胱肿瘤复发的因素。

对象与方法

１畅研究对象：选择手术治疗的 ＢＴＣＣ 患者 １００ 例，
所有标本均经病理诊断明确。 ６８ 例患者获得随访，其
中男 ４０ 例，女 ２８ 例，平均年龄 ５３畅２ 岁；Ｇ１ ～Ｇ２ 级患
者 ４８ 例，Ｇ３级患者 ２０ 例；按 ＵＩＣＣ唱ＴＮＭ标准分为浅表
型（ Ｔｉｓ ～Ｔ１ ） ４１ 例，均行经尿道膀胱肿瘤电切术
（ＴＵＲＢ唱ｔ）；浸润型（Ｔ２ ～Ｔ４）２７ 例，其中行 ＴＵＲＢ唱ｔ术 ５
例，根治性膀胱切除 ２ 例，膀胱部分切除 ２０ 例；单发肿
瘤患者 ４０ 例，多发肿瘤患者 ２８ 例。 所有患者常规术
后 ３０ ｍｉｎ内给予吡柔比星即刻灌注化疗。 从术后 １周
开始要求所有患者进行维持灌注治疗（每周 １ 次，８ 次
后每月 １次，至 ２年），灌注药物主要有吡柔比星、丝裂
霉素或羟喜树碱等。 术后每 ３ 个月复查膀胱镜 １ 次。
６８例患者中，术后坚持灌注治疗 ４９ 例，未坚持灌药 １９
例。 采用电话、登门等方法随访 ５ ～４０ 个月。 到随访
截止，３２ 例因膀胱癌复发再次于我院手术，其中 ３ 例死
于膀胱肿瘤进展，未复发患者 ３６ 例，其中 ２ 例死于非
肿瘤并发症，１１ 例患者失访。

２畅试剂：一抗采用武汉博士德公司生产的鼠抗人
ｐ５３ 单克隆抗体（１∶１００）、鼠抗人 ＶＥＧＦ 单克隆抗体
（１∶１００）以及鼠抗人 ＰＣＮＡ 单克隆抗体（１∶１００）；二抗
采用北京中山生物技术开发有限公司生产的即用型 Ｓ唱
Ｐ免疫组化试剂盒。

３畅免疫组化方法：病理标本均 ４％甲醛固定，常规
石蜡包埋，４ μｍ 连续切片，二甲苯脱蜡，水化，以过氧
化氢阻断内源性酶并行微波抗原修复，严格按试剂配
套说明书中 Ｓ唱Ｐ法工作流程操作，分别滴加鼠抗人 ｐ５３
单克隆抗体、鼠抗人 ＶＥＧＦ单克隆抗体以及鼠抗人 ＰＣ唱
ＮＡ单克隆抗体，４ ℃过夜，滴加辣根过氧化物酶标记通
用性二抗，３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ，ＤＡＢ 显色，最后以苏木素
复染，镜下观察控制显色过程，常规脱水、封片。 每次
实验均以磷酸盐缓冲液 ＰＢＳ代替一抗的方法设置阴性
对照，并以已知阳性切片作为阳性对照。

４畅免疫组化结果判断：ｐ５３、ＰＣＮＡ 为细胞核内
出现棕黄色颗粒为阳性染色，ＶＥＧＦ 为细胞质内出
现棕黄色或棕色颗粒为阳性染色。 选择典型部位，
随机取 ５ 个高倍视野，计数 １０００ 个细胞，计算阳性
细胞比例，取观察切片肿瘤细胞中阳性细胞比例的
均值。

５畅统计学分析：采用 ＳＰＳＳ １７畅０ 软件包，计数资料
差异性比较采用 χ２ 检验或 Ｆｉｓｈｅｒ 精确概率法。 采用
Ｃｏｘ比例风险模型对影响肿瘤复发的因素进行生存分
析，P ＜０畅０５ 为差异有统计学意义。

结　　果

１畅病理和免疫组化结果：按 ＷＨＯ 分级标准
（１９９９）确定病理分级，Ｇ１ ～Ｇ２ 级患者 ４８ 例，Ｇ３ 级患
者 ２０例；按 ＵＩＣＣ唱ＴＮＭ 标准分为浅表型（Ｔｉｓ ～Ｔ１）４１
例，浸润型（Ｔ２ ～Ｔ４）２７例。 免疫组化结果 ｐ５３ 阳性 ４２
例，阴性 ２６ 例；ＶＥＧＦ 阳性 ４０ 例，阴性 ２８ 例；ＰＣＮＡ 阳
性 ３８例，阴性 ３０例。

２畅单因素分析结果（表 １）：单因素分析表明不同
肿瘤病理分级、临床分期、手术方式、ｐ５３ 表达、ＶＥＧＦ
表达、肿瘤数目及术后是否坚持灌药对肿瘤复发的影
响均有统计学意义（均 P ＜０畅０５），而患者性别、ＰＣＮＡ
表达对复发的影响无统计学意义（均 P ＞０畅０５）。

表 1　膀胱肿瘤复发因素的单因素分析
影响因素 例数 复发例数 P 值

性别 ０ 排排畅１１７

　男 ４０ 父２２ 鲻
　女 ２８ 父１０ 鲻
病理分级 ０ 排排畅０１４

　高级别 ２０ 父１４ 鲻
　低级别 ４８ 父１８ 鲻
临床分期 ０ 排排畅０００

　Ｔｉｓ ～Ｔ１ =４１ 父１１ 鲻
　Ｔ２ ～Ｔ４ 1２７ 父２１ 鲻
手术方式 ０ 排排畅０００

　开放手术 ２６ 父２０ 鲻
　ＴＵＲｂ唱ｔ ４２ 父１２ 鲻
ｐ５３ 表达 ０ 排排畅００９

　阳性 ４２ 父２５ 鲻
　阴性 ２６ 父７ 忖
ＶＥＧＦ 表达 ０ 排排畅００２

　阳性 ４０ 父２５ 鲻
　阴性 ２８ 父７ 忖
ＰＣＮＡ ０ 排排畅１２７

　阳性 ３８ 父２１ 鲻
　阴性 ３０ 父１１ 鲻
肿瘤数目 ０ 排排畅００４

　单发 ４０ 父１３ 鲻
　多发 ２８ 父１９ 鲻
术后灌药 ０ 排排畅０００

　坚持 ４９ 父１６ 鲻
　未坚持 １９ 父１６ 鲻

　　３畅Ｃｏｘ 比例多因素分析结果：将通过单因素分析
筛选出的有意义影响因素进入 Ｃｏｘ 模型，前进法分析，
P≤０畅０５ 时选入变量，P ＞２０畅０６ 时剔除变量（表 ２）。
结果表明，临床分期（RR ＝４畅１６２，P ＝０畅００１）、ｐ５３ 表达
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（RR ＝２畅９１３，P ＝０畅０３８）、ＶＥＧＦ 表达（RR ＝３畅３１６，P ＝
０畅０１０）作为肿瘤复发的危险因素进入模型，术后灌注
化疗（RR ＝０畅２１７，P ＝０畅０００）作为保护性因素进入模
型（表 ３）。

表 2　膀胱肿瘤预后的影响因素与赋值
影响因素 变量名 赋值说明

患者年龄 ｘ１  实际年龄（岁）

病理分级 ｘ２  低级别 ＝１，高级别 ＝０ =
临床分期 ｘ３  Ｔｉｓ ～Ｔ１ ＝０，Ｔ２ ～Ｔ４ ＝１ Y
手术方式 ｘ４  开放手术 ＝１，ＴＵＲｂ唱ｔ＝０ 寣
Ｐ５３ 表达 ｘ５  阳性 ＝１，阴性 ＝０ 櫃
ＶＥＧＦ表达 ｘ６  阳性 ＝１，阴性 ＝０ 櫃
肿瘤数目 ｘ７  多发 ＝１，单发 ＝０ 櫃

术后坚持灌药 ｘ８  是 ＝１，否 ＝０ 貂
无瘤生存时间 ｔ 实际无瘤生存时间

患者的结局 Ｙ 复发 ＝０，截尾 ＝１ 櫃

讨　　论

膀胱肿瘤是一个多因素、多环节的复杂疾病，目前
对膀胱肿瘤术后复发的详细机制还不明确。 我们通过
免疫组化对三种肿瘤标志物进行规范的半定量分析，
并结合临床随访资料试图寻找导致肿瘤复发的关键

因素。
研究表明，ｐ５３蛋白表达失控是膀胱癌预后不佳的

重要指标之一。 ｐ５３蛋白分为野生型和突变型，Ｓｃｈｒｉｅｒ
等

［１］
的研究表明，突变型 ｐ５３ 的表达增高与 ＢＴＣＣ的侵

袭性有密切关系。 温机灵等［２］
的研究中认为突变型

ｐ５３ 表达与膀胱肿瘤病理分级、临床分期呈正相关，如
果浅表性膀胱癌的突变型 ｐ５３ 高表达，肿瘤极易进展、
复发。 本研究结果与上述研究结果一致，ｐ５３ 表达与膀
胱肿瘤复发情况显著相关，ｐ５３ 阳性患者术后与 ｐ５３ 阴
性患者相比，肿瘤复发风险为 ２畅９１３ 倍。 膀胱肿瘤的
血管丰富，其生长、浸润、转移、复发、进展等与肿瘤新
生血管生成密切相关，而 ＶＥＧＦ 是已知最强的一组促
血管形成物质。 Ｏ′Ｂｒｉｅｎ 等［３］对 ５３ 例膀胱标本进行实
验，结果显示膀胱癌中 ＶＥＧＦ 的表达率显著高于正常
膀胱组织，并且复发的浅表性 ＢＴＣＣ组织中 ＶＥＧＦ的表

达程度是未复发者的 ４ 倍，作者认为 ＶＥＧＦ 是研究
ＢＴＣＣ生物学行为的重要标志物，是评价膀胱癌术后复
发很有意义的指标。 本研究结果支持上述观点，ＶＥＧＦ
阳性患者术后较 ＶＥＧＦ 阴性患者肿瘤复发风险高
３畅３１６ 倍，说明 ＶＥＧＦ加快了 ＢＴＣＣ的进展，ＶＥＧＦ可作
为评估肿瘤复发的独立指标。

ＰＣＮＡ直接参与 ＤＮＡ 合成，在各种恶性肿瘤组织
中均过度表达，它的表达水平反映了膀胱肿瘤细胞的
增殖活跃程度。 有学者认为 ＰＣＮＡ不仅与肿瘤的分期
分级相关，而且是判断肿瘤细胞活力的重要指标，如果
ＰＣＮＡ呈强阳性表达，肿瘤很可能已进展为浸润性癌，
易复发，需密切随访［４唱５］ 。 但我们的研究表明，单因素
和多因素分析时，ＰＣＮＡ表达均未能对肿瘤复发有显著
影响，这可能由于 ＰＣＮＡ蛋白参与了 ｐ５３ 蛋白和 ＶＥＧＦ
蛋白诱导肿瘤复发的中间环节，是肿瘤细胞高增殖状
态的外在表现，并非是导致膀胱肿瘤复发的独立性因
素，也可能与选择病例在分级分期分布不均有关。
虽然目前在术后膀胱灌注用药及灌注最适剂量、

保留时间、最适方案等临床处置上无统一定论，但术后
维持灌注化疗对降低 ＢＴＣＣ 复发率有巨大帮助已达成
共识。 Ｗｉｔｊｅｓ等［６］在对膀胱肿瘤术后灌注化疗的各种

药物进行远期临床效果观察时发现，术后即刻灌注并
且术后坚持定期灌药组患者 ２ 年内复发风险显著低于
常规给药组，术后 ５年复发率也降低，认为电切术后即
刻灌注化疗对预防非肌层浸润性膀胱肿瘤复发的长期

效果肯定。 本研究结果再次证明膀胱肿瘤术后坚持膀
胱灌注治疗作为保护性因素对预防复发是切实有

效的。
本研究认为肿瘤的临床分期对复发有显著影响，

浸润性膀胱癌的复发风险是 Ｔｉｓ ～Ｔ１ 期肿瘤的 ４畅１６２
倍。 我们分析，这是因为浸润性膀胱癌难以彻底手术
切除，而且术后膀胱灌注的药物往往是大分子物质，难
以在膀胱壁深部达到有效浓度。 病理分级在单因素分
析中对肿瘤复发有影响，多因素分析时却未能进入模
型，我们认为病理分级对肿瘤复发的影响比临床分期
的影响弱，可能的原因是一些膀胱肿瘤初发时虽然可
以为 Ｇ３级，但多为浅表性，ＴＵＲｂ唱ｔ操作难度并不大，彻
底切除后预后较好。

表 3　膀胱肿瘤预后 Ｃｏｘ比例风险模型
影响因素 β SE Wald RR ９５％ CI P 值

临床分期 １ ＃＃畅４２６ ０ 厖厖畅４３０ １１ {{畅０１０ ４ II畅１６２ １ 灋灋畅７９３ ～９ 父畅６６４ ０ ;;畅００１

Ｐ５３ 表达 １ ＃＃畅０６９ ０ 厖厖畅５１６ ４ {{畅３０１ ２ II畅９１３ １ 灋灋畅０６０ ～８ 父畅００３ ０ ;;畅０３８

ＶＥＧＦ表达 １ ＃＃畅１９９ ０ 厖厖畅４６６ ６ {{畅６１７ ３ II畅３１６ １ 灋灋畅３３０ ～８ 父畅２６７ ０ ;;畅０１０

术后灌药 －１ ＃＃畅５３０ ０ 厖厖畅４２２ １３ {{畅１６９ ０ II畅２１７ ０ 灋灋畅０９５ ～０ 父畅４９５ ０ ;;畅０００
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　　膀胱肿瘤具有多中心性生长的特点，Ｒｏｄｒíｇｕｅｚ唱
Ａｌｏｎｓｏ等［７］

的临床统计结果得出多发肿瘤较单发肿瘤

更易复发。 本研究单因素分析结果与之一致，肿瘤数
目对复发确有影响，但在多因素分析时，肿瘤数目因素
被剔除，可能因为随着电切手术的成熟，多发非浸润性
膀胱肿瘤并不妨碍术者较彻底切除，肿瘤数目对复发
的影响很有限。 同样，单因素分析时手术方式影响肿
瘤预后，但多因素分析时该因素被剔除，显然并不是手
术方式导致肿瘤复发。
总之，膀胱肿瘤的临床分期、ｐ５３ 和 ＶＥＧＦ 是否表

达严重影响了膀胱癌预后，术后应坚持灌注治疗以减
少肿瘤复发，病理分级和肿瘤数目也影响肿瘤复发。
经免疫组化检测，ｐ５３、ＰＣＮＡ、ＶＥＧＦ均为阳性表达的浸
润性肿瘤提示预后不佳，需密切监测。 当然，由于病例
随访时间较短，还需要进一步跟踪研究。
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