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由表１可见，２．５％的敌百虫明显降低小鼠血清
ＡＣｈＥ，与０．９％氯化钠注射液比较，差异有极显著性
（Ｐ＜０．０１）；１０％，２０％甘露醇可降低小鼠血清ＡＣｈＥ，
与０．９％氯化钠注射液比较，差异有显著性（Ｐ＜
０．０５）；甘露醇抑制 ＡＣｈＥ有剂量依赖性。由表 ２可
见，２．５％的敌百虫降低兔清血ＡＣｈＥ，与０．９％氯化钠
注射液比较，差异有极显著性（Ｐ＜０．０１）；１０％，２０％
甘露醇抑制家兔血清ＡＣｈＥ，与０．９％氯化钠注射液比
较，差异有显著性（Ｐ＜０．０５），甘露醇抑制 ＡＣｈＥ有剂
量依赖性。

３　讨论
胆碱酯酶分为两种：一种为乙酰胆碱酯酶，又称真

性胆碱酯酶（ｔｒｕｅｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅ，ＡＣｈＥ）；另一种为丁酰
胆碱酯酶（ｂｕｔｙｒｙｌｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅ，ＢｕＣｈＥ），也称假性胆
碱酯酶。ＡＣｈＥ主要分布于神经组织，如脑白质和灰
质、脊髓、神经节内的神经细胞和神经肌肉接头，还分

布于红细胞和血清等非神经组织中［４］。该酶催化神

经末梢释放的胆碱（ＡＣｈ）水解，从而保证了胆碱神经
正常的生理功能。ＢｕＣｈＥ主要分布于肝、胰、心、肠黏
膜及血浆，神经组织（如脑白质、神经细胞髓鞘）中也

有分布，其生理意义有待深入研究。有机磷酸酯是

ＡＣｈＥ强烈的抑制药，本实验用敌百虫作阳性对照，结
果表明，甘露醇对小鼠、家兔外周血清ＡＣｈＥ有抑制作
用，其抑制作用的强弱具有剂量依赖性，但其抑制作用

明显低于敌百虫。有关甘露醇抑制ＡＣｈＥ活性的作用
机制，以及对动物中枢部位的 ＡＣｈＥ是否有抑制作用
有待进一步研究。
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［摘　要］　目的：建立人骨肉瘤细胞多药耐药（ＭＤＲ）细胞亚系。方法：采用多柔比星间断冲击法诱导骨肉瘤细
胞，并用免疫荧光法检测Ｐ糖蛋白（Ｐｇｐ）的表达、四唑蓝（ＭＴＴ）比色法对ＭＤＲ表型鉴定和多柔比星结合实验法检测肿
瘤细胞耐药性及耐药逆转药。结果：该实验建立６株ＭＤＲ细胞亚系ＭＧ６３／Ｒ１～６，免疫荧光术可以检测到Ｐｇｐ的表达，
ＭＴＴ比色法、多柔比星结合试验方法显示各亚系细胞的多药耐药性明显增加，并且维拉帕米可以拮抗 Ｐｇｐ的作用。结
论：Ｍｄｒ１／Ｐｇｐ在ＭＤＲ的特性上起着至关重要的作用，这些骨肉瘤ＭＤＲ细胞亚系模型为进一步研究骨肉瘤耐药特征及
逆转方法奠定基础。
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ｎｅｗｌｙｄｅｓｃｒｉｂｅｄｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａｓｕｂｃｌｏｎｅｓａｒｅｕｓｅｆｕｌｍｏｄｅｌｓｆｏｒｆｕｒｔｈｅｒｓｔｕｄｙｏｆｔｈｅｆｅａｔｕｒｅｓｏｆｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆ
ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａａｎｄｆｏｒｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｍｅｔｈｏｄｓｔｏｒｅｖｅｒｓｅｔｈｅｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ．

ＫＥＹＷＯＲＤＳ　Ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ；Ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ；Ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ；Ｃｅｌｌｓｕｂｃｌｏｎｅ

　　骨肉瘤是常见的一种骨源性恶性肿瘤［１］，虽然新

辅助化疗使患者的生存率大幅度提高，但仍有２０％ ～
４０％的患者因为转移及复发而死亡。治疗失败的主要
原因是肿瘤细胞对化疗药物的耐药性。多种机制同肿

［收稿日期］　２００４０１１１　　　［修回日期］　２００４０３１１
［作者简介］　许小涛（１９７４－），女，湖北武汉人，主治医

生，硕士，从事肿瘤生物学研究工作。

瘤细胞的耐药性有关。而骨肉瘤的研究中最经典的机

制是多药耐药因子 （Ｍｄｒ１）表达 Ｐ糖蛋白 （Ｐ
ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，Ｐｇｐ）引发的抗癌药物被泵出肿瘤细胞而
达到多药耐药（ＭＤＲ）。Ｍｄｒ１／Ｐｇｐ在多种恶性肿瘤
中有强表达，据报道 Ｍｄｒ１表达同多种肿瘤的预后有
高度的相关性。本实验采用大剂量多柔比星间断冲击

疗法建立人骨肉瘤耐药细胞株 ＭＧ６３／Ｒ，并对其基本
特征及交叉耐药性进行检测，以期对临床骨肉瘤化疗

和耐药机制的研究提供理想的实验模型。

１　材料与方法
１．１　主要试剂　ＭＧ６３成人骨肉瘤细胞系来自武汉
大学中国典型培养物保藏中心；四甲基偶氮唑盐

（ＭＴＴ）为华美生物工程公司产品；多柔比星为日本产
品；乙酰乙酸荧光素（ｆｌｕｒｅｃｅｎｔｄｉａｃｅｔａｔｅ，ＦＤａ），基因公
司产品；丝裂霉素（ＭＭＣ），日本协和公司产品；足叶乙
苷（ＶＰ１６），北京制药厂；顺铂（ｃｉｓｐｌａｔｉｎ）为锦州制药
一厂 产 品；甲 氨 蝶 呤 （ｍｅｔｈｏｔｒｅｘａｔｅ）、长 春 新 碱
（ｖｉｎｃｒｉｓｔｉｎｅ）、甲氮唑胺（ｄａｃａｒｂａｚｉｎｅ）购自华中科技大
学同济医学院附属同济医院药房。各种药物用０．９％
氯化钠注射液稀释成相应浓度，分装后－２０℃保存。
１．２　方法　
１．２．１　人骨肉瘤 ＭＤＲ亚系的诱导　①将 ＭＧ６３细
胞接种于６孔板，当细胞计数１×１０６，多柔比星浓度
０．０１～４．００μｇ·ｍＬ１，分为６个药物浓度梯度，冲击
处理骨肉瘤细胞２４ｈ，用无抗癌药的 ＤＭＥＭ培养基，
培养尚存活的细胞。当细胞数到１×１０７时，再转入６
孔板重新以大剂量多柔比星处理 ＭＧ６３细胞，如此反
复，直至ＭＧ６３可以稳定生长于４．００μｇ·ｍＬ１多柔
比星的ＤＭＥＭ培养基中，历时约５个月。并将诱导过
程中在含多柔比星０．０１，０．０４，０．１０，０．４０，１．００，４．００
μｇ·ｍＬ１的培养基中能稳定生长的细胞，分别称为
ＭＧ６３／Ｒ１，ＭＧ６３／Ｒ２，ＭＧ６３／Ｒ３，ＭＧ６３／Ｒ４，ＭＧ６３／
Ｒ５，ＭＧ６３／Ｒ６。②将ＭＧ６３／Ｒ６置于不含多柔比星的
培养基中，分别培养４周和８周。

１．２．２　细胞生长动力学测定　分别将 ＭＧ６３、ＭＧ
６３／Ｒ１～６细胞按２×１０

２·Ｌ１，１５０μＬ接种于９６孔培养
板，培养１～７ｄ。采用ＭＴＴ比色法分别测定上述７株
细胞吸光度（Ａ）值。
１．２．３　Ｐｇｐ的检测　培养皿中加入盖玻片并接种细
胞悬液，待细胞汇合后，用丙酮固定，先用 Ｐｇｐ单克隆
抗体Ｃ２１９（试剂盒购自博士德公司），在４℃的冰箱中
孵育２４ｈ，再用异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）标记的抗鼠
ＩｇＧ，置于荧光显微镜下观察［２，３］。

１．２．４　ＭＤＲ表型鉴定　用 ＭＴＴ比色法计算药物对
肿 瘤 细 胞 体 外 抑 制 率 （ＩＤ），ＩＤ （％） ＝

（１－ 用药孔Ａ值
无药对照孔Ａ值）×１００％。计算各种药物对细

胞５０％抑制率药物剂量（ＩＣ５０），计算相对耐药度
（ＲＦ），ＲＦ＝耐药细胞ＩＣ５０／亲代细胞ＩＣ５０。
１．２．５　多柔比星结合实验方法检测肿瘤细胞耐药性
及耐药逆转剂　①胰酶收获细胞后，转入含多柔比星
１０μｇ·ｍＬ１的培养基中，３７℃二氧化碳培养箱中放置
３０ｍｉｎ，然后加入含２％ ＦＤａ的无糖 ＰＢＳ，并放入４℃
冰箱终止多柔比星的反应，１５ｍｉｎ后用 ＰＢＳ低速离心
洗涤２次，然后重悬于 ＰＢＳ中，涂片、盖片、封胶后立
即在２００倍的荧光显微镜下观察。②胰酶收获细胞
后，转入含多柔比星１０μｇ·ｍＬ１及维拉帕米３μｇ·
ｍＬ１的培养基中，３７℃二氧化碳冰箱中放置 ３０ｍｉｎ
后，处理同前。

１．３　统计学方法　计量资料组间比较用ｔ检验，计数
资料两组间比较用 χ２检验和等级相关分析法，用
ＳＰＳＳ１０．０统计软件计算。
２　结果
２．１　经过５个月诱导，ＭＧ６３、ＭＧ６３／Ｒ１～６细胞分别
在含多柔比星０．０１，０．０４，０．１０，０．４０，１．００，４．００μｇ·
ｍＬ１的培养基中生长，ＭＧ６３细胞呈梭形，大小一致，
而ＭＧ６３／Ｒ细胞呈多角形，大小不均。
２．２　Ｐｇｐ表达检测　Ｍｄｒ１表达产物 Ｐｇｐ特异地同
荧光标记抗体结合，Ｐｇｐ主要表达在细胞膜及细胞质
中，ＭＧ６３／Ｒ细胞亚系中表达的Ｐｇｐ同抗体结合在蓝
色荧光的激发下ＦＩＴＣ发出较亮的绿色荧光。
２．３　体外药物的敏感性　见表１。用 ＭＴＴ法检测细
胞系对抗肿瘤药物的耐药程度的变化，耐药程度以

ＩＣ５０来衡量，可见随着处理的多柔比星浓度增高细胞
交叉耐药程度也明显增加。

·８１７· ＨｅｒａｌｄｏｆＭｅｄｉｃｉｎｅＶｏｌ．２３Ｎｏ．１０Ｏｃｔｏｂｅｒ２００４



表１　ＭＴＴ比色法检测细胞体外药物的敏感性

药物
ＭＧ６３
ＩＣ５０

ＭＧ６３／Ｒ１
ＩＣ５０ ＲＦ

ＭＧ６３／Ｒ２
ＩＣ５０ ＲＦ

ＭＧ６３／Ｒ３
ＩＣ５０ ＲＦ

ＭＧ６３／Ｒ４
ＩＣ５０ ＲＦ

ＭＧ６３／Ｒ５
ＩＣ５０ ＲＦ

ＭＧ６３／Ｒ６
ＩＣ５０ ＲＦ

多柔比星 ０．１３ ０．２１ １．６ ０．６３ ４．８ １．５４ １１．８ ４．３ ３３．０ ６．４ ４９．２ 　９．３ ７１．５
丝裂霉素 ０．１０ ０．２１ ２．１ ０．３４ ３．４ ０．４３ ４．３ ０．６７ ６．７ ０．７０ ７．０ 　０．６８ ６．８
长春新碱 ０．００４ ０．００８ ２．０ ０．０１２ ３．１ ０．０３４ ８．７ ０．０３８ ９．７ ０．０４４１１．２ 　０．０４ １１．０
氨甲蝶呤 ０．０２２ ０．０１７ ０．８ ０．０２４ １．１ ０．０２０ ０．９ ０．０２３ １．１ ０．０２８ １．３ 　０．０３ １．５
甲氮唑胺 １１．０ ９．０ ０．８ ８．０ ０．７ １３．０ １．２ ３６．０ ３．２ ７３．０ ６．６ １０６．０ ９．６
足叶乙苷 ０．０７１ ０．１０３ １．５ ０．１８５ ２．６ ０．３９０ ５．５ ０．５３１ ７．５ ０．７０６ ９．９ 　０．８８ １２．３
顺铂 ０．６２ ０．７８ １．３ ０．８４ １．４ ０．９２ １．５ １．４０ ２．３ １．８２ ２．９ 　２．０３ ３．３

　　注：ＩＣ５０为５０％的细胞被抑制时的药物浓度，单位μｇ·ｍＬ
１

２．４　多柔比星结合试验（ＡＢＡ）检测细胞内多柔比星
累积程度　当用蓝光激动时进入细胞内的ＦＤａ发出绿
色荧光，当用绿光激动时，只有少数耐药细胞可发出红

色荧光，当加入逆转药维拉帕米时，可见细胞内多柔比

星的累积明显增加，多柔比星结合率分别为 ９．８％，
５１．０％。说明骨肉瘤细胞系对多柔比星的耐药性可以
用维拉帕米逆转。

３　讨论
考虑到肿瘤细胞耐药性的产生总是发生在其与化

学物质（抗癌药或致癌化学物质）接触之后。因此，本

研究采用骨肉瘤治疗实践中常用的抗癌药物诱导的方

法建立ＭＤＲ细胞模型。而且大多数肿瘤模型的建立，
均是应用持续用药处理方法，而本实验采用间断大剂

量冲击诱导，这样更加接近于临床化疗的实际，也是为

肿瘤耐药的研究提供一个更接近于临床的耐药模型，

而且所需时间比文献报道的１０个月时间要大大缩短。
经过５个月多柔比星的体外诱导，ＭＧ６３／Ｒ人骨肉瘤
细胞亚系不仅对多柔比星产生耐药性，ＭＧ６３也对
ＶＣＲ，ＶＰ１６等多种抗癌药产生耐药性。说明通过单
一药物诱导可促使肿瘤细胞产生 ＭＤＲ。通过实验结
果可见ＭＧ６３／Ｒ有高表达Ｐｇｐ，从多柔比星结合试验
中可见ＭＧ６３／Ｒ的确是一种耐药表现的人骨肉瘤细
胞亚系。肿瘤细胞的耐药性的产生是多种耐药机制的

共同作用的结果，其中一个重要的机制就是 Ｍｄｒ１介
导的 Ｐｇｐ。文献报道 Ｐｇｐ高表达的肿瘤细胞主要对
蒽环类抗生素、长春碱类及鬼臼毒素类等抗肿瘤药产

生耐药性，而对烷基类、抗代谢药及顺铂等抗癌药不起

作用，一般把Ｍｄｒ１／Ｐｇｐ介导的耐药途径称为经典耐
药机制［４，５］。本实验诱导耐药的早期细胞株确实符合

这一特点，如 ＭＧ６３／Ｒ１～３，随着诱导 ＭＧ６３／Ｒ４～６逐渐
对顺铂也表达出了耐药性。在 Ｍｄｒ１／Ｐｇｐ经典的耐
药途径之外尚存非经典的耐药途径［６］，如 ＭＲＰ、谷胱
甘肽和拓扑异构酶等。从实验结果看，在多柔比星诱

导产生 Ｍｄｒ１高表达时，其他的耐药机制也同时呈现

出了各自的特点，也可以认为骨肉瘤的耐药表型并非

一种机制单一作用的结果，而是多种机制共同作用的

结果，这些机制是相互影响、相互关联的。

从ＭＴＴ试验可以看出对肿瘤的化疗用＞２种的抗
癌药物同时给药可以达到更好的治疗结果，因此临床

制定化疗方案时，应结合患者实际情况采取个性化方

案。应针对具体的多药耐药机制采取措施减少或逆转

多药耐药。化疗药物联合应用干扰素及钙离子

（Ｃａ２＋）通道阻滞药等 ＭＤＲ逆转药能增强疗效。ＡＢＡ
法比较直观反映运用多药耐药调节药的效果：维拉帕

米等明显地增加多柔比星在细胞内的积累，增强了对

多柔比星敏感性。但维拉帕米［７］等 Ｃａ２＋通道阻滞药
的ＭＤＲ调节药对正常组织的副作用限制了这类药物
的应用，因此要研究更多副作用小的耐药逆转药。而

实验建立的细胞株可以为进一步研究 ＭＤＲ逆转药提
供条件。

目前临床上用于骨肿瘤刮除及边缘切除后填充骨

缺损的多柔比星与骨水泥，在临床使用期间大幅提高

了患者无瘤生存率，但用药单一，而且不管是初发还是

复发病例小剂量长时间的作用。容易引起骨肿瘤细胞

多药耐药性［８］。因此治疗方案既要考虑耐药产生的可

能性，又要根据药动学来安排。耐药现象是临床辅助

化疗失败的主要原因，笔者相信本实验建立的 ＭＧ６３／
Ｒ人骨肉瘤耐药细胞亚系，可以为骨肉瘤 ＭＤＲ的发
生、发展及转归的研究提供一个很好的实验模型，也可

以对骨肉瘤细胞耐药稳定性、耐药骨肉瘤细胞转移及

侵袭能力进行评价，并为从现有抗癌药中找寻对有骨

肉瘤耐药表现的患者最合理的化疗方案提供了实验依

据。
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灯盏花素缓释滴丸对家兔血液流变学的影响
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［摘　要］　目的：研究灯盏花素缓释滴丸对家兔血液流变学的影响。方法：家兔１６只，随机分为３组，Ｂ组灌胃给
予灯盏花素缓释滴丸４０ｍｇ·ｋｇ１·ｄ１，Ａ组给予同等剂量的灯盏花素片的混悬液，对照组给予０．９％氯化钠注射液１５
ｍＬ·ｄ１，均连续给药７ｄ，测定给药后的血液流变学指标。结果：Ｂ组对家兔的全血粘度、血浆粘度、血细胞比容及红细
胞变形指数的作用均强于Ａ组。结论：Ａ、Ｂ组比较，Ｂ组具有更强的生物学效应。
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ＡＢＳＴＲＡＣＴ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎｓｕｓｔａｉｎｅｄｒｅｌｅａｓｅｄｒｏｐｐｉｎｇｐｉｌｌｓｏｎｈｅｍｏｒｒｈｅｏｌｏｇｙｏｆｒａｂｂｉｔｓ．　
Ｍｅｔｈｏｄｓ：１６ｒａｂｂｉｔｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ３ｇｒｏｕｐｓ：Ａ，ＢａｎｄＣ．ＲａｂｂｉｔｓｏｆｇｒｏｕｐＢ，ＡａｎｄＣｗｅｒｅｇｉｖｅｎｅａｃｈｄａｉｌｙｂｙ
ｇａｓｔｒｏｇａｖａｇｅ４０ｍｇ·ｋｇ１ｏｆｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎｓｕｓｔａｉｎｅｄｒｅｌｅａｓｅｄｒｏｐｐｉｎｇｐｉｌｌｓ，ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｏｆ４０ｍｇ·ｋｇ１ｐｏｗｄｅｒｅｄｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎｔａｂｌｅｔｓ
ａｎｄｅｑｕａｌａｍｏｕｎｔｏｆｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｆｏｒ７ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅｄａｙｓ．Ｉｎｄｉｃｅｓｒｅｆｌｅｃｔｉｎｇｈｅｍｏｒｒｈｅｏｌｏｇｙｏｆｔｈｅａｎｉｍａｌｓｗｅｒｅ
ｔｈｅｎｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ．　Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｉｎｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｗｉｔｈｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎｔａｂｌｅｔｓ，ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎｓｕｓｔａｉｎｅｄｒｅｌｅａｓｅｄｒｏｐｐｉｎｇｐｉｌｌｓｗｅｒｅｓｈｏｗｎｔｏ
ｈａｖｅｓｔｒｏｎｇｅｒｅｆｆｅｃｔｓｉｎｉｍｐｒｏｖｉｎｇｗｈｏｌｅｂｌｏｏｄｖｉｓｃｏｓｉｔｙ，ｐｌａｓｍａｖｉｓｃｏｓｉｔｙ，ｈｅｍａｔｏｃｒｉｔａｎｄｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｄｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒａｂｂｉｔｓ．
　Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎｓｕｓｔａｉｎｅｄｒｅｌｅａｓｅｄｒｏｐｐｉｎｇｐｉｌｌｓｗｅｒｅｓｈｏｗｎｔｏｐｏｓｓｅｓｓｓｔｒｏｎｇｅｒｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｅｆｆｅｃｔｓａｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
ｔｈｏｓｅｏｆｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎｔａｂｌｅｔｓ．

ＫＥＹＷＯＲＤＳ　Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎ；Ｓｕｓｔａｉｎｅｄｒｅｌｅａｓｅｄｒｏｐｐｉｎｇｐｉｌｌｓ；Ｈｅｍｏｒｒｈｅｏｌｏｇｙ

　　灯盏花素是从云南灯盏花［Ｅｒｉｇｅｒｏｎｂｒｅｖｉｓｃａｐｕｓ
（Ｖａｎｔ．）ＨａｎｄＭａｚｚ］全草中分离出的黄酮类有效成
分，主要用于闭塞性脑血管疾病及所致的瘫痪、脑出血

所致之后遗症和多种心脑血管疾病，如脑梗死、冠心

病、心绞痛、原发性高血压、高粘滞血症等的治疗［１］。

灯盏花素缓释滴丸是笔者采用固体分散技术与缓释技

术相结合的一种具有缓释功能的灯盏花素滴丸制剂。

为了进一步评价该制剂技术对灯盏花素药效学的影

响，笔者比较了灯盏花素缓释滴丸及普通灯盏花素片

对家兔血液流变学指标的作用。

１　材料与方法
１．１　试剂　灯盏花素缓释滴丸（自制），灯盏花素片
（云南玉溪药业有限公司，批号：００１２０６，每片 ２０
ｍｇ），其余试剂为市售分析纯。
１．２　仪器　ＬＢＹＮ６Ｋ型血液流变仪（北京普利生仪
器有限公司）。

１．３　动物　家兔１６只，雌雄各半，体重１．５～２．０ｋｇ，
湖北省卫生防疫站实验动物中心提供。

１．４　家兔血液流变学的测定　将１６只家兔随机分为

［收稿日期］　２００４０１０３　　　［修回日期］　２００４０３０３

·０２７· ＨｅｒａｌｄｏｆＭｅｄｉｃｉｎｅＶｏｌ．２３Ｎｏ．１０Ｏｃｔｏｂｅｒ２００４
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