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紫草素对慢性鼻窦炎小鼠鼻黏膜组织炎症反应及 SIRT1/Nrf2 信号通路的
影响 

吴勇，徐小鸿，曾丽霞 

自贡市第一人民医院 耳鼻咽喉头颈外科，四川 自贡  643000 

摘  要：目的  研究紫草素对慢性鼻窦炎小鼠鼻黏膜组织炎症反应及沉默信息调控因子 1（SIRT1）/核因子 E2 相关因子 2

（Nrf2）信号通路的影响。方法  选取 80 只小鼠建立慢性鼻窦炎模型后随机分为模型组，紫草素 12.5、50.0 mg/kg 组，克拉

霉素组，每组 20 只。另取正常饲养的 20 只小鼠设为假手术组。各组小鼠分别 ig 给予相应药物，1 次/d，共 14 d。采用苏木

素–伊红（HE）染色观察小鼠鼻黏膜组织病理形态学；Masson 染色观察小鼠鼻黏膜组织胶原沉积情况；ELISA 法检测小鼠

血清中炎性因子水平；Western blotting 实验检测小鼠鼻黏膜组织中 SIRT1/Nrf2 信号通路相关蛋白表达。结果  与模型组比

较，紫草素 12.5、50.0 mg/kg 组小鼠鼻窦黏膜慢性炎症表现和蓝色胶原沉积明显改善；血清中肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白

细胞介素-32（IL-32）、γ 干扰素（IFN-γ）水平显著降低；鼻黏膜组织中 SIRT1、Nrf2、血红素氧合酶-1（HO-1）、NADPH 醌

氧化还原酶 1（NQO-1）蛋白表达水平显著升高（P＜0.05）。且紫草素 50.0 mg/kg 组小鼠上述指标均显著优于紫草素 12.5 

mg/kg 组（P＜0.05）。结论  紫草素能够改善慢性鼻窦炎小鼠鼻黏膜组织重塑和炎症反应，其作用机制可能与激活 SIRT1/Nrf2

信号通路有关。 
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Effects of shikonin on inflammatory response and SIRT1/Nrf2 signaling pathway 

of nasal mucosa in mice with chronic rhinosinusitis 

WU Yong, XU Xiao-hong, ZENG Li-xia 

Department of Otolaryngology Head and Neck Surgery, Zigong First People's Hospital, Zigong 643000, China 

Abstract: Objective  To study the effects of shikonin on the inflammatory response of nasal mucosa and silent information regulator 

1 (SIRT1)/ nuclear factor E2-related factor 2 (Nrf2) signaling pathway in mice with chronic rhinosinusitis. Methods  Eighty mice 

were selected to establish chronic sinusitis model and were randomly divided into model group, shiksin 12.5, 50.0 mg/kg group, and 

clarithromycin group, with 20 mice in each group. Another 20 mice in normal feeding were selected as sham operation group. Each 

group was given the corresponding drug intragastrically, once daily, for 14 days. The pathological morphology of mice nasal mucosa 

was observed by HE staining, collagen deposition in mice nasal mucosa was observed by Masson staining, the level of inflammatory 

factors in mice serum were detected by ELISA method, and the expression of SIRT1/Nrf2 signaling pathway related proteins in mice 

nasal mucosa were detected by Western blotting. Results  Compared with model group group, the chronic inflammation and blue 

collagen deposition of nasal sinuses mucosa in shikonin 12.5 and 50.0 mg/kg group were significantly improved, the levels of TNF-α, 

IL-32, and IFN-γ in serum were decreased, and the expression levels of SIRT1, Nrf2, HO-1, and NQO-1 protein in nasal mucosa were 

increased (P < 0.05). The above indexes of mice in shikonin 50.0 mg/kg group were significantly better than those in shikonin 12.5 

mg/kg group (P < 0.05). Conclusion  Shikonin can improve the tissue remodeling and inflammatory response of nasal mucosa in 

chronic rhinosinusitis, and its mechanism may be related to the activation of SIRT1/Nrf2 signaling pathway. 
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慢性鼻窦炎是一种以慢性鼻塞、嗅觉功能减退

和面部疼痛为特征的慢性炎症性疾病[1]。慢性鼻窦

炎的患病率约为 8.0%，以变应性鼻炎和哮喘患者为

高发人群[2]。慢性鼻窦炎发病多由环境因素、常年 
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性过敏性鼻炎和胃食管反流等引起，会导致患者出

现睡眠减少、认知功能下降、焦虑和抑郁等，严重

影响患者生活质量[3]。当前慢性鼻窦炎的治疗策略

主要旨在缓解黏膜炎症、预防感染和清除鼻窦内的

黏液，治疗方式包括口服抗组胺药、抗生素以及手

术治疗等[4]。然而，由于持续性炎症可导致鼻黏膜

组织重塑，引发鼻息肉出现，导致慢性鼻窦炎预后

较差[5]。因此，迫切需要寻找更为安全有效的治疗

方式以改善慢性鼻窦炎预后。紫草素是从紫草根中

分离得到的天然产物，已被报道具有抗氧化、抗炎、

镇痛、抗菌和抗肿瘤等多种活性[6-8]。既往研究发现

紫草素对脂多糖诱导的巨噬细胞中炎症相关基因

表达具有调控作用[9]。在骨关节炎动物模型中，紫

草素通过抑制肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介

素（IL）-6、IL-12 等促炎细胞因子和诱导 IL-4、IL-

10 等介质发挥抗炎或免疫调节作用[10-11]。Lee 等[12]

和 Wang 等[13]报道，紫草素可抑制哮喘小鼠模型中

的过敏性气道炎症并缓解过敏性气道重塑。这些研

究表明，紫草素可调节气道炎症和重塑，保护呼吸

道。而紫草素对慢性鼻窦炎的影响作用仍然未知，

因此，本研究旨在探讨紫草素对慢性鼻窦炎的改善

作用及其相关机制。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物 

SPF 级 6～8 周龄的健康雄性 C57BL/6J 小鼠，

体质量 18～22 g，购自成都药康生物科技有限公司，

生产许可证号：SCXK（川）2020-034。小鼠在室温

18～24 ℃、相对湿度 50%～70%、12 h 光暗交替的

动物房饲养，标准饲料喂养，自由饮水、进食。本

实验经本院伦理委员会审批，动物实验伦理批号：

2021-03-046。 

1.2  实验试剂 

紫草素（质量分数≥98%，规格：20 mg/支，批

号PCS0365）购自成都植标化纯生物技术有限公司；

克拉霉素胶囊（规格：0.25 g，批号 210316，国药

准字 H20020670）购自大连胜光药业集团股份有限

公司；肺炎链球菌液（批号 B80921）购自宁波明舟

生物科技有限公司；苏木素–伊红（HE）染色试剂

盒（批号 M027）购自上海歌凡生物科技有限公司；

Masson 染色试剂盒（批号 BP-DL023）购自南京森

贝伽生物科技有限公司；TNF-α、IL-32、γ 干扰素

（IFN-γ）ELISA 试剂盒（批号分别为 EKMO50、

EKMO1898、EKMO1787）购自迪信泰检测科技（北

京）有限公司；甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）、

沉默信息调控因子 1（SIRT1）、核因子 E2 相关因子

2（Nrf2）、血红素氧合酶-1（HO-1）、NADPH 醌氧

化还原酶 1（NQO-1）兔单克隆抗体（货号分别为

ab8245、ab110304、ab137550、ab305290、ab80588）、

辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG 二抗（货号

ab6721）均购自艾博抗（上海）贸易有限公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  慢性鼻窦炎小鼠模型建立  小鼠正常饲养 1

周后，参照朱鑫等[14]的实验方法建立小鼠慢性鼻窦

炎模型。ip 3%戊巴比妥钠（40 mg/kg）麻醉小鼠并

固定于实验台，消毒后，在小鼠鼻-双耳线正中前 1/3

鼻背处做一个约 3 mm 的横行切口，钝性分离皮下

组织及肌肉，避开鼻部血管，用微型打磨机在小鼠

鼻背左右两侧上颌窦腔处各磨开一直径约 1 mm 的

小孔，将含 1 μL 肺炎链球菌液（浓度为 6×108 

CFU/mL）的医用膨胀海绵塞入小鼠上颌窦腔内，迅

速缝合皮肤切口。手术后正常饲养小鼠，观察小鼠

一般情况，包括鼻腔分泌物、鼻塞、打喷嚏、搔抓

鼻部等情况。造模 8 周后，HE 染色观察小鼠鼻黏

膜组织呈慢性炎症表现，纤毛脱落，部分黏膜上皮

细胞坏死、脱落，黏膜下层腺体增生，可见大量炎

症细胞浸润，表示慢性鼻窦炎小鼠模型建立成功。 

1.3.2  实验分组和药物干预  将造模成功的 80 只

小鼠随机分为模型组，紫草素低、高剂量组，克拉

霉素组，每组 20 只。另取正常饲养的 20 只小鼠设

为假手术组，假手术组小鼠进行同样的手术步骤，

但上颌窦腔内不植入海绵、肺炎链球菌。造模成功

后第 2 天开始，结合文献报道[15-16]和预试验确定给

药剂量开始给药干预，紫草素低、高剂量小鼠每天

分别 ig 紫草素 12.5、50.0 mg/kg；克拉霉素组小鼠

每天 ig 克拉霉素 103.0 mg/kg；模型组和假手术组

小鼠 ig 同等体积生理盐水。各组小鼠给药 1 次/d，

共给药 14 d。 

1.3.3  样本采集  末次给药后小鼠禁食 12 h，麻醉

小鼠后，经眼静脉丛采血，于 4 ℃、35 000 r/min 离

心收集上清，小鼠血清保存备用。处死小鼠，取小

鼠鼻黏膜组织，用含 0.2%焦碳酸二乙酯（DEPC）

的生理盐水冲洗，平均分成 2 份，1 份置于冻存管

保存于液氮中备用，1 份置于 4%多聚甲醛固定。 

1.3.4  小鼠鼻黏膜组织病理形态观察  将固定的

鼻黏膜组织常规脱水，石蜡包埋，切成 4 μm 连续

切片在 60 ℃烘箱中干燥 1 h，根据 HE 染色试剂盒
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说明书进行 HE 染色，在 400 倍光学显微镜下观察。 

1.3.5  Masson 染色观察小鼠鼻黏膜组织胶原沉积

情况  取小鼠鼻黏膜组织切片，按照 Masson 染色

试剂盒说明书进行 Masson 染色，400 倍光学显微镜

下观察，其中肌纤维呈红色，胶原纤维呈蓝色。 

1.3.6  ELISA 法检测小鼠血清炎性因子水平  取

各组小鼠血清，按照 ELISA 试剂盒说明书检测血清

中 TNF-α、IL-32、IFN-γ 水平。 

1.3.7  Western blotting 法检测小鼠鼻黏膜组织中

SIRT1/Nrf2 信号通路相关蛋白表达  采用 RIPA 裂

解液提取小鼠鼻黏膜组织中总蛋白，使用 BCA 蛋

白质定量试剂盒测定蛋白质浓度。通过 SDS-PAGE

分离蛋白质样品，转移到 PVDF 膜上。使用 5%脱

脂牛奶封闭膜 1 h，将膜与 GAPDH（1∶1 000）、

SIRT1（1∶1 000）、Nrf2（1∶800）、HO-1（1∶500）、

NQO-1（1∶500）一抗在 4 ℃下孵育过夜，洗膜，

将膜与辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG 二抗

（1∶2 000）在 37 ℃一起孵育 1 h，洗膜，将膜浸入

增强化学发光溶液中显影，用凝胶图像处理系统分

析目标条带，以 GAPDH 作为内部参照对目的蛋白

进行量化处理。 

1.4  统计学方法 

采用 SPSS 25.0 软件进行统计学分析，实验结

果以x ± s 表示，数据满足方差齐性和正态分布，

多组间比较采用单因素方差分析，进一步两两比较

采用 LSD-t 检验，以 P＜0.05 为差异有统计学意义。 

2  结果 

2.1  各组小鼠一般情况比较 

造模前各组小鼠正常进食饮水，毛色光泽，精

神状态良好，无鼻塞、流鼻涕、打喷嚏的症状。造

模后 1 周内各组小鼠进食和活动均减少。假手术组

小鼠出现抓鼻、挠鼻，但无流涕、鼻塞现象，术后

第 1 周小鼠抓鼻、挠鼻现象逐渐减轻，至术后第 8

周抓鼻、挠鼻现象均不明显；模型组小鼠出现抓鼻、

挠鼻、流涕、打喷嚏、鼻塞等症状，鼻腔见少量分

泌物，伴不同程度结膜水肿、眼角溢泪等现象，在

造模后第 5 天上述症状最为明显，之后有所减轻，

但至术后 8 周仍存在上述症状。 

2.2  各组小鼠鼻黏膜组织病理形态学比较 

假手术组小鼠鼻黏膜上皮细胞及纤毛结构完

整，排列整齐，黏膜下层偶见少量的散在分布的杯

状细胞；模型组小鼠鼻窦黏膜呈慢性炎症表现，黏

膜上皮细胞排列紊乱，纤毛脱落，部分细胞坏死、

脱落，黏膜下层腺体、纤维组织增生，可见大量淋

巴细胞、浆细胞浸润；紫草素 12.5 mg/kg 组小鼠部

分鼻黏膜有坏死脱落，黏膜下层存在少量淋巴细胞

等炎症细胞浸润和腺体增生，较模型组明显减轻；

紫草素 50.0 mg/kg 组和克拉霉素组小鼠鼻黏膜结构

与假手术组相似，黏膜及纤毛结构较完整，黏膜下

层淋巴细胞少见，见图 1。 

 
图 1  各组小鼠鼻黏膜组织病理形态学比较（HE 染色，×400） 

Fig. 1  Comparison of histopathology of nasal mucosa of mice in each group (HE staining, × 400） 

 

2.3  各组小鼠鼻黏膜组织胶原沉积情况比较 

假手术组小鼠鼻黏膜组织上皮下层、固有层、

腺体及血管周围蓝色胶原少；模型组小鼠鼻黏膜组

织可见大量蓝色胶原沉积于上皮下层、固有层、腺

体及血管周围；紫草素 12.5、50.0 mg/kg 组和克拉

霉素组小鼠鼻黏膜组织蓝色胶原沉积明显减少，且

紫草素 50.0 mg/kg 组和克拉霉素组小鼠鼻窦黏膜组

织蓝色胶原沉积减少更为显著，见图 2。 

2.4  各组小鼠血清中炎性因子水平比较 

与假手术组比较，模型组小鼠血清中 TNF-α、

IL-32、IFN-γ 水平均显著升高（P＜0.05）；与模型

组比较，紫草素 12.5、50.0 mg/kg 组和克拉霉素组

小鼠血清中 TNF-α、IL-32、IFN-γ 水平均显著降低

（P＜0.05），且紫草素 50.0 mg/kg 组和克拉霉素组小

鼠血清中 TNF-α、IL-32、IFN-γ 水平显著低于紫草

素 12.5 mg/kg 组（P＜0.05），见表 1。 

 
假手术                  模型                紫草素 12.5 mg·kg−1        紫草素 50.0 mg·kg−1                克拉霉素 
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图 2  各组小鼠鼻黏膜组织胶原沉积情况比较（Masson 染色，×400） 

Fig. 2  Comparison of collagen deposition in nasal mucosa of mice in each group (Masson staining, × 400） 

表 1  各组小鼠血清中炎性因子水平比较（x ± s，n = 20） 

Table 1  Comparison of levels of inflammatory factors in serum of mice in each group (x ± s, n = 20 ) 

组别 剂量/(mg·kg−1) TNF-α/(pg·mL−1) IL-32/(pg·mL−1) IFN-γ/(pg·mL−1) 

假手术 — 13.19±1.75 23.49±2.30 25.22±2.13 

模型 — 48.56±3.15* 120.37±6.43* 56.28±3.71* 

紫草素  12.5 37.02±2.61# 87.25±3.86# 49.51±3.16# 

  50.0 21.83±2.73#▲ 43.42±3.27#▲ 32.81±2.52#▲ 

克拉霉素 103.0 20.72±2.67#▲ 42.91±3.20#▲ 32.04±2.16#▲ 

与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与紫草素 12.5 mg·kg−1组比较：▲P＜0.05 

*P < 0.05 vs sham operation group; #P < 0.05 vs model group; ▲P < 0.05 vs shikonin 12.5 mg·kg−1 group 

 

2.5  各组小鼠鼻黏膜组织中 SIRT1/Nrf2 信号通路

相关蛋白表达水平比较 

与假手术组比较，模型组小鼠鼻黏膜组织中

SIRT1、Nrf2、HO-1、NQO-1 蛋白表达水平显著降

低（P＜0.05）；与模型组比较，紫草素 12.5、50.0 

mg/kg 组和克拉霉素组鼻黏膜组织中 SIRT1、Nrf2、

HO-1、NQO-1 蛋白表达水平显著升高（P＜0.05），

且紫草素 50.0 mg/kg 组和克拉霉素组小鼠鼻黏膜组

织中 SIRT1、Nrf2、HO-1、NQO-1 蛋白表达水平显

著高于紫草素 12.5 mg/kg 组（P＜0.05），见图 3。 

3  讨论 

紫草素长期以来,被用于治疗多种炎症和传染

性疾病，其通过免疫调节、抗凋亡和抗氧化活性对

溃疡性结肠炎[17]、骨关节炎[18]、动脉粥样硬化[19]等 
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*P < 0.05 vs sham operation group; #P < 0.05 vs model group; ▲P < 0.05 vs shikonin 12.5 mg·kg−1 group 

图 3  各组小鼠鼻黏膜组织中 SIRT1/Nrf2 信号通路相关蛋白表达水平比较（x ± s，n = 20） 

Fig. 3  Comparison of expression level of SIRT1/Nrf2 signaling pathway related proteins in nasal mucosa of mice in each group 

(x ± s, n = 20 ) 
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多种炎症性疾病发挥治疗作用。此外，紫草素还对

脓毒症诱导的急性肺损伤[20]、异丙肾上腺素诱导的

心肌损伤[21]、对乙酰氨基酚诱导的急性肝损伤[22]等

具有保护作用。这些研究提示紫草素除抗炎、抗氧

化等活性外还具有组织器官保护作用。Zhao 等[23]发

现，紫草素可减轻肺炎链球菌肺溶血素产生的生物

毒性。本研究以肺炎链球菌液诱导的慢性鼻窦炎小

鼠模型为研究对象开展实验，探索紫草素对慢性鼻

窦炎的作用，结果发现紫草素干预能够有效改善慢

性鼻窦炎小鼠鼻塞、打喷嚏、眼角溢泪等症状，并

减轻慢性鼻窦炎小鼠鼻窦黏膜组织慢性炎症表现。

为进一步明确紫草素治疗慢性鼻窦炎的效果是否

与药物剂量有关系，本研究参照已有文献和预试验

结果，设立高、低剂量紫草素组以观察不同剂量紫

草素干预慢性鼻窦炎的效果，结果显示高剂量紫草

素改善慢性鼻窦炎小鼠临床症状和鼻窦黏膜组织

慢性炎症的效果显著优于低剂量紫草素。上述结果

表明紫草素可能是一种可行的治疗慢性鼻窦炎的

药物，且其治疗效果与药物剂量具有一定相关性。 

组织重塑是指发生在受损组织中的结构变化，

已被证明在慢性鼻窦炎的发展中起重要作用[24]。呼

吸道上皮的慢性炎症可导致组织重塑，导致上、下

呼吸道的黏膜功能丧失，上皮下纤维化以及上皮下

腺体增生是慢性鼻窦炎组织重塑的标准特征，鼻窦

黏膜组织重塑会影响黏膜纤毛功能，导致黏膜功能

障碍，增加慢性鼻窦炎的治疗难度[25-26]。文献报道，

糖皮质激素通过抑制组织重塑发挥对慢性鼻窦炎

的治疗作用[27]。本研究检测慢性鼻窦炎小鼠鼻黏膜

组织形态学和胶原沉积情况，结果显示，慢性鼻窦

炎小鼠鼻窦黏膜下层腺体、纤维组织增生，可见大

量蓝色胶原沉积于鼻黏膜组织上皮下层、固有层、

腺体及血管周围；紫草素和克拉霉素干预后，慢性

鼻窦炎小鼠鼻窦黏膜下层腺体、纤维组织增生和蓝

色胶原沉积面积均明显减少，并且高剂量紫草素对

慢性鼻窦炎小鼠鼻黏膜组织重塑的改善效果显著

优于低剂量紫草素。该结果表明紫草素能够有效改

善慢性鼻窦炎鼻黏膜组织重塑，且其作用效果与剂

量具有一定相关性。 

已有研究证据表明，炎症细胞因子大量分泌诱

发过度炎症反应是慢性鼻窦炎发生进展的主要原

因之一，因此调控炎症细胞因子表达抑制炎症反应

是慢性鼻窦炎的有效治疗方向之一[28]。TNF-α 是由

单核巨噬细胞和嗜酸性粒细胞产生的一种广谱促

炎细胞因子，可诱导 IL-6、IL-10 和 IFN-γ 释放，调

节免疫反应。据报道，TNF-α 在慢性鼻窦炎伴鼻息

肉患者的鼻黏膜组织中表达明显升高[29]。IFN-γ 是

由自然杀伤细胞和自然杀伤 T 细胞分泌的效应因

子，在免疫防御和炎症中发挥重要作用，IFN-γ 被

证明参与慢性鼻窦炎伴鼻息肉鼻上皮细胞黏液纤

毛分化[30]。IL-32 是最近发现的一种细胞因子，已

被证明参与多种炎症性疾病发生、发展，其表达与

疾病严重程度相关[31]。Soyka 等[32]研究表明，慢性

鼻窦炎患者鼻活检中 IL-32 mRNA 和蛋白表达增

加，并与 TNF-α 和 IFN-γ 表达相关，IL-32 可能参

与了慢性鼻窦炎的发病机制。本研究结果表明，慢

性鼻窦炎小鼠血清中 TNF-α、IL-32、IFN-γ 水平显

著升高，紫草素和克拉霉素有效降低了慢性鼻窦炎

小鼠血清中 TNF-α、IL-32、IFN-γ 水平，并且高剂

量紫草素的作用效果与克拉霉素相当。该结果提

示，紫草素能够通过调控 TNF-α、IL-32、IFN-γ 等

促炎细胞因子表达缓解慢性鼻窦炎炎症反应。 

SIRT1 是一种 NAD 依赖性蛋白去乙酰化酶，

可调节特定转录因子和蛋白质的乙酰化，并参与大

量细胞过程，包括能量代谢、应激反应、炎症和氧

化还原稳态等[33]。研究表明，SIRT1 在慢性鼻窦炎

患者鼻黏膜组织中表达降低，并且 SIRT1表达与 IL-

5、IFN-γ 等炎症因子水平呈负相关，异常表达的

SIRT1 可能影响鼻黏膜上皮细胞的形态和结构，在

鼻黏膜生理过程和慢性鼻窦炎病理过程中起着至

关重要的作用[34]。Nrf2 是调节氧化还原反应的主要

转录因子，亦是 SIRT1 的关键下游靶基因之一，已

成为炎症性疾病的潜在治疗靶点。Nrf2 失调导致抗

氧化剂和解毒酶的减少，可引起鼻窦屏障功能的破

坏，这与慢性鼻窦炎的发病机制有关[35]。HO-1 和

NQO-1 是 Nrf2 的关键下游靶应激诱导蛋白，也具

有抗氧化应激和抗炎作用。本研究检测结果显示，

慢性鼻窦炎小鼠鼻黏膜组织中 SIRT1、Nrf2、HO-1、

NQO-1 蛋白表达水平明显降低，紫草素和克拉霉素

均能够显著增加慢性鼻窦炎小鼠鼻黏膜组织中

SIRT1、Nrf2、HO-1、NQO-1 蛋白表达。既往研究

报道，长期低浓度克拉霉素治疗通过增加 Nrf2 表达

来改善人小气道上皮细胞中过氧化氢诱导的氧化

剂/抗氧化剂失衡[36]。紫草素可通过激活 SIRT1 和

Nrf2 信号传导通路发挥作用[37-38]。本研究结果亦表

明，紫草素和克拉霉素可能通过上调 SIRT1 表达继

而激活 Nrf2 信号通路发挥改善慢性鼻窦炎的作用。 
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综上所述，紫草素能够显著改善慢性鼻窦炎鼻

黏膜组织重塑和炎症反应，其作用机制可能与激活

SIRT1/Nrf2 信号通路有关。 
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