
０.０５)ꎬ联合检测的灵敏度、特异度均优于单独检测(Ｐ
<０.０５)ꎮ

脑梗死分型与进展型缺血性脑卒中之间有密切关

系ꎬ可预测卒中的进展ꎬ且 ＴＡＣＩ 亚型＋ＰＡＣＩ 亚型＋ＵＥ
亚型＋腔隙梗死组合模型是预测进展型缺血性脑卒中

的最优模型ꎮ
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ｍｉＲ－１４５ 与 ＴＧＦ－β１ 在瘢痕疙瘩组织中的表达及临床意义
苏　 钰１ꎬ　 郭艳红２ꎬ　 姚伟伟２ꎬ　 殷　 茜３ꎬ　 焦　 伟１ꎬ　 王海龙１
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【摘　 要】 目的:检测 ｍｉＲ－１４５ 在瘢痕疙瘩组织的表达水平ꎬ探讨其临床意义ꎮ 方法:选取 ２０１４ 年

１ 月至 ２０１６ 年 ５ 月于邯郸市第三医院皮肤科、眼耳鼻喉科、普外科体表皮肤瘢痕疙瘩患者 ８３ 例ꎬ和 ２０
例皮脂腺囊肿周边的正常皮肤组织ꎬ采用实时荧光定量聚合酶链反应(ＲＴ－ＰＣＲ)检测瘢痕组织和正常

皮肤组织中 ｍｉＲ－１４５ 与 ＴＧＦ－β１ｍＲＮＡ 的表达水平ꎻ分析 ｍｉＲ－１４５ 与 ＴＧＦ－β１ 在皮肤瘢痕疙瘩中的表

达及临床意义ꎮ 结果:皮肤瘢痕疙瘩组织 ｍｉＲ－１４５ｍＲＮＡ 表达水平明显低于正常皮肤组织ꎬ而 ＴＧＦ－
β１ｍＲＮＡ 表达水平明显高于正常皮肤组织ꎻ在皮肤瘢痕疙瘩术后复发患者组织 ｍｉＲ－１４５ｍＲＮＡ 表达水

平明显低于未复发组ꎬ而 ＴＧＦ－β１ｍＲＮＡ 表达水平明显高于未复发组ꎮ 结论:ｍｉＲ－１４５ 在皮肤瘢痕疙瘩

组织的低表达ꎬＴＧＦ－β１ｍＲＮＡ 在皮肤瘢痕疙瘩组织的高表达ꎬ二者对瘢痕疙瘩的形成起着重要的作用ꎬ
且二者表达呈现明显的相关性ꎬ对瘢痕疙瘩术后复发起到提示作用ꎮ

【关键词】 　 瘢痕疙瘩ꎻ　 ｍｉＲ－１４５ꎻ　 ＴＧＦ－β１ꎻ　 复　 发
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　 　 瘢痕疙瘩是病理性瘢痕的一种主要类型ꎬ是皮肤

纤维增生性疾病ꎬ在皮肤外伤后创面愈合过程中胶原

局部过度积聚形成的增殖性瘢痕组织ꎮ 发生于头颈、
颌面部、前胸、肩背及四肢关节部ꎬ瘢痕除了影响美观

外ꎬ还因瘙痒、疼痛及相关部位功能障碍等并发症ꎬ被
视为临床治疗上面临的难题之一ꎮ 目前仍未明确其具

体发病机制ꎮ 有研究表明ꎬ人体组织中ꎬ微小 ＲＮＡ
(ｍｉｃｒｏＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ)参与调节成纤维细胞增殖、分化
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和细胞外基质合成过程在瘢痕疙瘩中发挥重要作

用[１~３]ꎮ ＭｉｃｒｏＲＮＡ－１４５(ｍｉＲ－１４５)可能通过调控特

定的信号通路抑制原癌基因的激活ꎬ具有潜在抑癌作

用ꎬ近年来已经成为肿瘤研究中的热点[４]ꎬ瘢痕疙瘩

在多方面与肿瘤有相似特性ꎬｍｉＲ－１４５ 是否与瘢痕疙

瘩相关少见报道ꎮ 本研究的目的是检测 ｍｉＲ－１４５ 和

ＴＧＦ－β１ 在瘢痕疙瘩组织的表达水平ꎬ探讨其临床意

义ꎮ
１　 资料与方法

１.１　 临床资料:收集 ２０１４ 年 １ 月至 ２０１６ 年 ５ 月于邯

郸市第三医院皮肤科、眼耳鼻喉科、普外科体表皮肤瘢

痕疙瘩 ８３ 例ꎬ均经病理检查确诊ꎮ 该组患者均为初治

患者ꎻ既往体健ꎬ无皮肤疾病、结缔组织病、无肿瘤和其

他重要心脑血管等全身疾病ꎻ未接受过放疗、化疗等抗

癌治疗ꎻ无激光治疗史ꎮ 排除使用免疫抑制剂、激素类

药物及既往接受放化疗治疗过的患者ꎮ 选取同一时间

２０ 例皮脂腺囊肿周边的正常皮肤组织作为对照组ꎮ
两组资料在年龄、性别等一般情况等比较差异无统计

学(Ｐ>０.０５)ꎬ因此具有可比性ꎮ
１.２　 主要试剂:ＲＴ－ＰＣＲ 试剂盒购自美国 ＧｅｎｅＣｏｐｏｅ￣
ｉａ 公司ꎻｍｉＲ－１４５ 引物、ＴＧＦ－β１ 引物及 ＧＡＰＤＨ 引物

均购自中国上海吉玛生物公司ꎮ Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ＰＣＲ 仪为

美国 ＡＢＩ 公司生产的 ＡＢＩ ７９００ꎮ
１.３　 实验方法:瘢痕疙瘩患者和皮脂腺囊肿患者接受

手术治疗ꎬ术后留取瘢痕疙瘩组织和皮脂腺囊肿患者

正常皮肤组织放置－８０℃冰箱保存ꎮ 瘢痕疙瘩患者接

受手术后加放疗和术区曲安奈德激素局部注射治疗ꎬ
随访 １ 年按照复发与否分为复发组和未复发组ꎮ 按照

总 ＲＮＡ 提取试剂盒操作步骤提取总 ＲＮＡꎬ合成互补

ＤＮＡꎬ反转录产物采用实时荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 法检测

ｍｉＲ－１４５ 及 ＴＧＦ－β１ 的 ｍＲＮＡ 表达ꎮ ＧＡＰＤＨ 上游引

物为 ５'－ＧＡＧＴＣＣＡＣＴＧＧＣＧＴＣＴＴＣＡ－３'ꎬ下游引物为 ５'
－ＧＧＧＧＴＧＣＴＡＡＧＣＡＧＴＴＧＧＴ－３'ꎬｍｉＲ１４５－上游引物序

列为:５'－ＡＣＡＣＴＣＣＡＧＣＴＧＧＧＧＴＣＣＡＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＧＡ
－３ 'ꎻ下游引物为:５ ' －ＴＣＡＡＣＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧ￣
ＧＣＡＡＴＴＣＡＧＴＴＧＡＧＡＧＧＧＡＴＴＣ－３'ꎮ ＴＧＦ－β１ 上游引

物为 ５'－ＣＣＣＡＣＡＡＣＧＡＡＡＴＣＴＡＴＧＡＣＡ－３'ꎬ下游引物

为 ５'－ＡＡＧＧＣＧＡＡＡＧＣＣＣＴＣＡＡＴ－３'ꎻ按 ＲＴ－ＰＣＲ 反应

条件进行:９４℃预变性 ５ｍｉｎꎻ９４℃变性 ３０ｓ、５１℃退火

３０ｓ、７２℃延伸 ３０ｓꎬ共 ３０ 个循环ꎮ 以 ＧＡＰＤＨ 为内参

照ꎬ采用△循环阈值(Ｃｔ)法处理结果ꎬ计算各指标

ｍＲＮＡ 的相对表达量ꎬ即 ２－△△ｃｔꎮ
１.４　 统计学分析:采用 ＳＰＳＳ１７.０ 对数据进行统计学

分析ꎬ计量资料以均数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ并采用 ｔ 检
验ꎬ相关性分析采用 Ｐｅａｒｓｏｎ 法ꎬＰ<０.０５ 具有统计学差

异ꎮ

２　 结　 果

２.１　 研究对象基线资料:实验组共收集皮肤瘢痕疙瘩

８３ 例ꎬ２０ 例皮脂腺囊肿周边的正常皮肤组织作为对照

组ꎬ研究对象基线资料比较统计学无明显差异ꎮ 见表

１ꎮ

表 １　 两组资料研究对象基线资料比较

组别 例数 年龄 性别(女 / 男) ＢＭＩ

瘢痕疙瘩组 ８３ ３３.７０±６.６４ ５９ / ２４ ２３.８４±３.０２

正常皮肤组 ２０ ３５.９０±５.９６ １１ / ９ ２３.８１±２.９８

统计值 Ｆ＝ ０.０４６ χ２ ＝ １.９２ Ｆ＝ ０.００１

Ｐ ０.８３１ ０.１６７ ０.９８

２.２　 瘢痕疙瘩和正常皮肤组织中 ｍｉＲ－１４５ｍＲＮＡ 和

ＴＧＦ－β１ｍＲＮＡ 表达水平:在皮肤瘢痕疙瘩组织 ｍｉＲ－
１４５ ｍＲＮＡ 表达水平明显低于正常皮肤组织( Ｐ < ０.
０１)ꎬ而 ＴＧＦ－β１ｍＲＮＡ 表达水平明显高于正常皮肤组

织(Ｐ<０.０１)ꎬ详见表 ２ꎮ

表 ２　 瘢痕疙瘩组和正常皮肤组织中 ｍｉＲ－１４５ 和
ＴＧＦ－β１ ｍＲＮＡ 表达水平的比较(ｘ±ｓ)

组别 例数 ｍｉＲ－１４５ｍＲＮＡ ＴＧＦ－β１ｍＲＮＡ

瘢痕疙瘩组 ８３ ０.４６１±０.０３０ ０.７０５±０.０５７

正常皮肤组 ２０ ０.６５０±０.０３５ ０.３１２±０.０５１

ｔ ２４.３２ ２８.２０

Ｐ <０.００１ <０.００１

２.３　 瘢痕疙瘩术后复发组和未复发组中 ｍｉＲ－１４５ 和

ＴＧＦ－β１ｍＲＮＡ 表达水平:在皮肤瘢痕疙瘩手术加综合

治疗 １ 年后复发ꎬ患者组织 ｍｉＲ－１４５ ｍＲＮＡ 表达水平

明显低于未复发组(Ｐ<０.０５)ꎬ而 ＴＧＦ－β１ｍＲＮＡ 表达

水平明显高于未复发组(Ｐ<０.０５)ꎬ详见表 ３ꎮ

表 ３　 瘢痕疙瘩术后复发组和未复发组中 ｍｉＲ－１４５ 和
ＴＧＦ－β１ ｍＲＮＡ 表达水平的比较(ｘ±ｓ)

组别 例数 ｍｉＲ－１４５ｍＲＮＡ ＴＧＦ－β１ｍＲＮＡ

复发组 ３１ ０.４４７±０.０２４ ０.７３７±０.０７４

未复发组 ５２ ０.４８３±０.０２７ ０.６６９±０.０６２

ｔ ６.３４２ ９.２９４

Ｐ <０.００１ <０.００１
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２.４ 　 采 用 Ｐｅａｒｓｏｎ 法 对 瘢 痕 疙 瘩 组 织 中 ｍｉＲ －
１４５ｍＲＮＡ 和 ＴＧＦ－β１ｍＲＮＡ 表达相关性分析:在皮肤

瘢痕疙瘩患者组织 ｍｉＲ－１４５ ｍＲＮＡ 表达水平与 ＴＧＦ－
β１ｍＲＮＡ 表达水平呈现明显的负性相关(Ｐ<０.００１)ꎬ
见表 ４ꎮ

表 ４　 瘢痕疙瘩组织中 ｍｉＲ－１４５ｍＲＮＡ 和 ＴＧＦ－β１ｍＲＮＡ
表达相关性分析

项目 ｍｉＲ－１４５ ＴＧＦ－β１

ＴＧＦ－β１ Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性 １.０００ －.４４８∗

Ｓｉｇ.(双侧) .０００

Ｎ ８３ ８３

ｍｉＲ－１４５ Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性 －.４４８∗ １.０００

Ｓｉｇ.(双侧) .０００

Ｎ ８３ ８３

　 　 注:∗在置信度(双测)为 ０.０１ 时ꎬ相关性是显著的

３　 讨　 论

瘢痕疙瘩主要表现为机体对皮肤创伤进行修复的

过程中成纤维细胞过度增殖ꎬ细胞外基质(ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｍａｔｒｉｘꎬＥＣＭ)合成胶原、弹性蛋白等功能增加ꎬ而降解

功能下降ꎬ导致胶原过度沉积于真皮层为特征的一种

病理性瘢痕ꎮ 外观表现为病变超出皮肤创伤的原有范

围ꎬ突出于皮肤表面ꎬ颜色暗红ꎬ影响美观ꎬ同时合并肿

胀、皮痒等症状ꎬ临床上多采用手术切除ꎬ联合激素及

放射治疗等综合手段ꎬ但术后仍有部分患者复发ꎬ让临

床医师颇为棘手ꎮ 国内外学者对瘢痕疙瘩形成病因及

调控机制进行不断研究ꎬ虽然并没有完全确定ꎬ但瘢痕

疙瘩在临床上过度增生ꎬ放射治疗和 ５－氟尿嘧啶等抗

肿瘤药物的治疗有效性等方面与肿瘤相似ꎬ因此ꎬ有学

者提出了瘢痕疙瘩与肿瘤均具有相似特性[５ꎬ６]ꎮ
ＭｉＲＮＡ(ｍｉｃｒｏＲＮＡ)是一类内源性非编码小分子

ＲＮＡꎬ可能作为新的致癌基因、或抑癌基因、或通过翻

译、转录后水平对基因表达进行调控ꎬ与肿瘤发生、发
展及侵袭转移密切相关ꎮ 因为瘢痕疙瘩的类肿瘤性ꎬ
有些学者考虑ꎬｍｉｃｒｏＲＮＡ 是否在瘢痕疙瘩也发挥着重

要的作用ꎮ 宁璞等[７] 通过基因芯片的研究方法将病

理性瘢痕与正常皮肤组织中的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 差异表达谱

进行分析ꎬ证明了 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 表达在两种组织中存在

着统计学差异ꎮ Ｌｉ 等[８] 比较了瘢痕疙瘩和正常皮肤

组织成纤维细胞中 ｍｉＲＮＡ 的表达差异ꎬ发现 ９ 种

ｍｉＲＮＡ 存在表达差异ꎮ 其中 ６ 种基因表达上调ꎬ包括

ｍｉＲ－１５２、ｍｉＲ－３２０Ｃ、ｍｉＲ－３０Ａ－５Ｐ 等ꎻ３ 种基因表达

下调ꎬ包括 ｍｉＲ－４３２８、ｍｉＲ－１４５－５ｐ、ｍｉＲ－１４３－３ｐꎮ 在

这些表达差异的 ｍｉＲＮＡ 中ꎬｍｉＲ－１４５ 因在乳腺癌、肺
癌、肝癌、卵巢癌等多种肿瘤组织中低表达ꎬ并通过调

整 ＫＲＡＳ、Ｃ－ＭＹＣ 和 ＥＲＫ５ 等多个靶基因抑制细胞增

殖、侵袭、转移和凋亡ꎬ在肿瘤的诊断、治疗及预后等方

面具有重要的临床价值ꎬ是最近研究的热点[９]ꎮ Ｆａｎｇ
等[１０]报道ꎬ在皮肤缺损小鼠实验模型中ꎬ瘢痕形成过

程中脐带来源的间充质干细胞(ＭＳＣｓ)和肌成纤维细

胞积聚密切相关ꎬ该作用主要是依赖于 ｕＭＳＣ 衍生的

外泌体(ｕＭＳＣ－Ｅｘｏｓ)而上述作用又是由外泌体内 ｍｉ￣
ｃｒｏＲＮＡ 来调控完成ꎬ于是通过高通量 ＲＮＡ 测序和功

能分析ꎬ证明一组富含特定 ｍｉＲ－１４５ 的 ｕＭＳＣ－Ｅｘｏｓ 通

过调控 ＴＧＦ－β２ / ＳＭＡＤ２ 而抑制肌成纤维细胞的作用ꎬ
在伤口愈合期间对瘢痕形成发挥重要作用ꎮ 本研究中

我们利用 ＲＴ－ＰＣＲ 检测瘢痕疙瘩组织和正常皮肤组

织中 ｍｉＲ－１４５ｍＲＮＡ 表达水平ꎬ发现在瘢痕疙瘩组织

ｍｉＲ－１４５ｍＲＮＡ 的表达水平明显低于正常皮肤组织 Ｐ
<０.０５ꎬ实验结果表明瘢痕疙瘩组织中 ｍｉＲ－１４５ｍＲＮＡ
低表达ꎬ对瘢痕疙瘩的形成发挥重要的作用ꎮ 但本实

验结果和 Ｇｒａｓ 等[１１] 的研究结果不同ꎬＧｒａｓ 认为在增

生性瘢痕组织中 ｍｉＲ－１４５ｍＲＮＡ 表达水平与正常皮肤

组织相比ꎬ明显增加 ３ 倍ꎬｍｉＲ－１４５ｍＲＮＡ 过表达对增

生性瘢痕组织发挥重要的作用ꎮ Ｇｒａｓ 等研究结果与

本研究不同ꎬ可能是因为本研究选用的是瘢痕疙瘩与

正常皮肤进行对照研究ꎬ而 Ｇｒａｓ 等采用的是增生性瘢

痕与正常皮肤进行对照研究ꎬ瘢痕疙瘩与增生性瘢痕

都属于病理性瘢痕ꎬ但是二者的发生机制不尽相同ꎻ其
次ꎬ研究结果不同可能源于本研究样本量较小ꎮ 提示

我们在日后的研究设计可以追加增生性瘢痕组织中

ｍｉＲ－１４５ 表达情况ꎬ以及在未来的研究中要继续收集

样本ꎬ增加样本数量ꎬ必要时进行多中心研究ꎮ
转化生长因子 β( ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ βꎬＴＧＦ

－β)ꎬ:是一种分泌型活性多肽ꎬ在哺乳动物体内发现

的三种亚型 ＴＧＦ－β１、ＴＧＦ－β２、ＴＧＦ－β３ꎬ而其中 ＴＧＦ－
β１ 在瘢痕疙瘩的发病过程中发挥着重要促进作用ꎮ
虽然瘢痕疙瘩的具体发病机制目前仍未明确ꎬ但是组

织学显示大量的成纤维细胞增生ꎬ细胞外基质中胶原、
蛋白多糖、糖蛋白等过量沉积、胶原纤维排列紊乱等是

其主要特点ꎬ在临床上针对瘢痕疙瘩进行治疗方案中ꎬ
使用类固醇激素、抗肿瘤药物 ５－氟尿嘧啶(５－ＦＵ)和
丝裂霉素 ｃ 是通过抑制成纤维细胞的增殖或胶原的合

成发挥作用ꎮ 肖刚等[１２]利用免疫组化及 ＴＵＮＥＬ 的方

法验证在瘢痕组织中 ＴＧＦ－β１ 通过调节成纤维细胞增

殖和凋亡而发挥作用ꎻ武继祥等[１３]采用原位杂交和图

像分析技术阐明 ＴＧＦ－β１ 可促进 ＴＩＭ－１ 表达ꎬ通过抑

制胶原酶而阻止胶原的降解ꎻ徐孝兴[１４] 对 ＴＧＦ－β 介

导 Ｓｍａｄ 的信号通路、ＭＡＰＫ 通路及 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 的信号

８６４１

　 　
第 ２５ 卷　 第 ９ 期

２０１９ 年 ９ 月
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

河　 北　 医　 学
ＨＥＢＥＩ ＭＥＤＩＣＩＮＥ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

Ｖｏｌ.２５ꎬＮｏ.９
Ｓｅｐ.ꎬ２０１９

　 　 　 　



转导通路ꎬ以自分泌、旁分泌和内分泌机制在病理性瘢

痕中发挥其生物学作用ꎮ 本研究皮肤瘢痕疙瘩组织

ＴＧＦ－β１ｍＲＮＡ 表达水平明显高于正常皮肤组织ꎻ在皮

肤瘢痕疙瘩术后复发患者组织 ＴＧＦ－β１ｍＲＮＡ 表达水

平明显高于未复发组ꎬ提示 ＴＧＦ－β１ｍＲＮＡ 表达水平

明显增高对瘢痕疙瘩术后复发具有提示作用ꎮ
目前ꎬ通过调控 ＴＧＦ－β１ 的过程来防治瘢痕疙瘩

的形成ꎬ在临床上取得一定的疗效ꎬ但是仍有一部分患

者在治疗后(手术加放疗、糖皮质激素治疗等综合治

疗)复发ꎮ 创面过度愈合形成瘢痕疙瘩是一个复杂

的、多种基因表达调控的过程ꎬ故需进一步研究找出其

他的关键基因及调控途径尤为重要ꎬ是研究人员目前

的工作重点ꎮ 在过去的 ５ 年中ꎬ全球范围内至少有

１３７ 项临床试验调查 ｍｉＲＮＡ 与一系列疾病中的关系ꎬ
包括牛皮癣ꎬ癌症和急性移植物抗宿主病等ꎬＯｌｕｂｕｋｏ￣
ｌａ Ｂａｂａｌｏｌａ 等[１５]使用 Ｍｅｄｌｉｎｅ、ＰｕｂＭｅｄ、ＥＭＢＡＳＥ、Ｗｅｂ
ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ、Ｇｏｏｇｌｅ Ｓｃｈｏｌａｒ 和 Ｃｏｃｈｒａｎｅ 数据库ꎬ以关键

词或 ＭｅＳＨ 术语“皮肤纤维化”与“ｍｉｃｒｏＲＮＡ”ꎬ“ｍｉＲ￣
ＮＡ”ꎬ“ｍｉｃｒｏＲＮＡ 疗法”或“ｍｉＲＮＡ 疗法”对 １９９０ 年 １
月至 ２０１３ 年 ５ 月发表的关于 ｍｉＲＮＡ 在皮肤纤维化中

作用的文献进行检索分析ꎬ结果显示ꎬｍｉＲＮＡ 通过调

控 ＴＧＦ－β 信号传导ꎬ细胞外基质合成与降解ꎬ以及成

纤维细胞增殖和分化等过程参与瘢痕疙瘩的形成ꎬ认
为调节 ｍｉＲＮＡ 有可能为瘢痕疙瘩的预防和治疗提出

一种新的视野ꎮ 本研究ꎬ皮肤瘢痕疙瘩组织 ｍｉＲ－１４５
ｍＲＮＡ 表达水平明显低于正常皮肤组织ꎬ而 ＴＧＦ －
β１ｍＲＮＡ 表达水平明显高于正常皮肤组织ꎻ在皮肤瘢

痕疙瘩术后复发患者组织 ｍｉＲ－１４５ ｍＲＮＡ 表达水平

明显低于未复发组ꎬ而 ＴＧＦ－β１ｍＲＮＡ 表达水平明显

高于未复发组ꎻ相关分析显示在瘢痕疙瘩中二者的表

达成明显的负相关ꎬ提示 ｍｉＲ－１４５ 与 ＴＧＦ－β１ 在瘢痕

疙瘩发挥重要意义ꎬ并对患者术后复发有一定的提示

作用ꎮ 二者相互调节机制是我们下一步研究的方向ꎮ
总之ꎬ在瘢痕疙瘩的研究工作中ꎬ对 ｍｉＲＮＡｓ 在病

理性瘢痕组织中的差异表达ꎬ结合其相应的靶基因和

(或)靶蛋白ꎬ及参与调控的信号通路ꎬ有助于我们更

加了解瘢痕增生的机制ꎬ能够实现在基因水平上对瘢

痕疙瘩的发生和发展进行调控ꎬ有望为其治疗提供崭

新的思路ꎮ
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