
从而达到减毒目的[ 1] ;以甘草附子配伍中相应葡萄糖醛酸的

比例, 用醋酸葡醛内酯片进行研究, 发现加入醋酸葡醛内酯

片的附子煎液与单纯附子煎液相比, 毒性的确有所下降, 但

该作用不明显[ 26] ;再结合等分子数的甘草酸和甘草次酸与

同剂量附子共煎后, 甘草次酸的解毒作用比甘草酸要强, 推

断甘草酸口服后对附子有毒生物碱毒性的拮抗是由其水解

产物来实现的。

刘岩等[ 27]报道,甘草苷对乌头碱导致的心肌细胞离子

通道 mRNA 异常表达有改善作用, 这可能是甘草苷对乌头

碱有减毒增效作用的机制之一。

2  附子配伍甘草的增效机制

目前的研究多认为甘草对附子的增效作用主要表现在两

者各成分之间的协同作用。对四逆汤的拆方研究表明, 附子

与甘草合用的强心升压作用及其维持时间均优于单用附子或

甘草,推测是由于甘草酸具有类肾上腺皮质激素样作用, 能增

强心肌细胞对附子的敏感性,起到强心升压作用[28]。

杨明等[ 1]结合我国学者在 20 世纪 80 年代发现附子水

溶部分 ig或 iv 均能对抗乌头碱所致的大鼠心律失常, 因此

认为附子自身也含有对抗乌头碱心脏毒性的成分, 该成分或

与甘草中的某些成分协同作用,共同达到减毒作用, 从另一

个角度实现了对双酯型生物碱的增效作用。

3  结语

临床应用表现出的优点以及优化改进的需要, 使得人们

不断从各个角度对附子甘草配伍进行研究, 且已经取得了一

定的认识, 但其具体的物质基础和机制仍不完全清楚, 甚至

有相左的研究结果出现, 因此还需要进一步深入研究。
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  丹参 Sal via miltior rhiza e Bunge系唇形科鼠尾草属植

物, 始载于5神农本草经6 ,被列为上品。其干燥根及茎入药,

具有扩张冠状动脉、增加冠状动脉血流量、防止心肌缺血和

心肌梗死、降低胆固醇和血脂水平、抑制凝血、激活纤溶、保

护肝损伤细胞以及消炎抗菌等多种功效[ 1]。因此, 不同丹参

制剂如丹参片、丹参滴丸在临床治疗心脑血管类疾病以及某

些癌症方面, 已得到广泛应用且效果显著。丹参的活性成分

目前主要被分为两大类:一类为脂溶性的二萜醌类化合物,

其中包括丹参酮Ñ、丹参酮Ò和隐丹参酮等;另一类主要为

水溶性的酚酸类, 包括迷迭香酸、丹酚酸、紫草酸、原儿茶醛

和丹参素等[ 2]。随着丹参药理作用的发现, 市场需求量逐渐

增加,提高丹参药材有效成分的量的研究愈来愈受到人们的

重视。许多基于毛状根培养、愈伤组织培养及细胞培养等生

物工程的方法被先后应用于提高丹参活性成分量的研

究[ 3, 4]。近些年, 随着植物基因工程技术的发展, 丹参次生代

谢产物基因工程、抗病和抗逆基因工程以及丹参植物生物反

应器的研究也都陆续开展起来, 为规模化生产丹参药用活性

物质及培育高产优质抗逆的丹参新型品系奠定了基础。本

文就国内外有关丹参基因工程方面的研究进展进行综述, 为

今后丹参品质的基因工程改良研究工作提供借鉴。

1  丹参次生代谢产物基因工程

植物次生代谢产物基因工程是指利用基因工程技术对

植物次生代谢途径的遗传特性进行修饰或改造, 进而改变目

标次生代谢物质的量。目前, 该类研究主要包括代谢关键酶

基因工程及其转录因子或调节基因的基因工程两个方面。

通过基因工程途径, 提高控制某一特定次生代谢物合成的限

速酶活性或在植物中引入新的次生代谢物合成途径 ,可提高

转基因植物目标次生代谢物的量和合成全新的外源次生代

谢产物[5]。如由于查耳酮异构酶 ( chalcone isomerase,

CH I )是黄酮类代谢途径的早期酶, 也是增加黄酮醇产物的

关键酶, Verhoeyen 等[ 6]将矮牵牛 CH I 在番茄中超表达, 导

致转基因番茄果皮中黄酮类的量增加 78 倍、果肉中黄烷醇

增加 21 倍。然而 ,作为重要中药材之一的丹参, 在该方面的

研究尚属空白。为了能将植物次生代谢产物基因工程技术

也应用于丹参, 以便其药用活性成分能更进一步积累, 了解

丹参药用活性物质的代谢合成途径的分子机制及其调控模

式,从分子水平上阐述丹参药用活性物质的代谢途径和积累

规律成为目前研究的重点。

1. 1 丹参二萜醌类化合物的生物合成:丹参二萜醌类化合

物是丹参中一类非常重要的活性成分, 具有抑制血小板聚

集、提高耐缺氧能力和改善冠状动脉供血等药理作用, 药用

价值非常高。近年来, 随着植物萜类化合物生化合成途径的

分子机制研究的飞速发展, 丹参二萜醌类化合物如丹参酮类

化合物的生物合成途径的研究也取得了一定的进展, 这对于

今后通过基因工程途径调控生物合成代谢途径,从而提高目

标代谢产物的量具有非常重要的意义。

丹参酮类化合物由类异戊二烯代谢途径产生,其前体物

质是 32异戊烯焦磷酸( IPP)。近年来, 人们发现植物细胞内

的 IPP 形成途径有两种 ,分别是在质体中存在的丙酮酸/磷

酸甘油醛代谢途径(DXP)和在线粒体、细胞质和内质网存在

的甲羟戊酸代谢途径(MVA)。这两条途径由于分布在植物

细胞中的不同区域, 看似完全隔离, 但是在一定程度上 IPP

可能会在细胞质和质体之间进行穿梭。关于 MVA 途径与

DXP 途径之间的相互影响, Ge 等[7]以丹参发状根为研究对

象,用酵母诱导子和银离子来诱导产生丹参酮,从而研究丹

参酮类化合物生物合成途径。实验结果表明,丹参酮类化合

物的生物合成途径主要是 DXP 途径, 同时也受到 MVA 途

径的影响,这一发现对进一步利用基因工程技术调控丹参酮

类化合物的生物合成提供了重要的理论依据。

随着丹参酮类化合物生物合成代谢途径逐渐被认识, 对

于生物合成途径中参与合成参酮类化合物的关键酶的研究

也取得了显著的进展。目前,国内外所报道的在二萜生物合

成中的关键酶类有 52磷酸脱氧木酮糖合成酶(DXS)、52磷酸

脱氧木酮糖还原异构酶 ( DXR)、22甲基赤藓糖醇242焦磷酸

合成酶(Yg bP )、22甲基赤藓糖醇242胞苷二磷酸激酶(YchB)、

22甲基赤藓糖醇22, 42环焦磷酸合成酶( Yg bB )以及异戊烯焦

磷酸合成酶( IP PS) [8]。与此同时, 32羟基232甲基戊二酰辅

酶( HMGR)作为MVA 途径的第一个关键酶, 其诱导活性与

丹参酮类物质的合成呈正相关[ 9]。在丹参酮类成分生物合

成途径关键酶的基因克隆方面, 最近, 王学勇以丹参毛状根

培养体系为研究对象,加入外源性生物和非生物诱导子以促

进此代谢产物的积累, 并通过与对照组比较, 研究此代谢产

物积累的变化和差异情况。利用差异表达基因分析技术, 研

究了丹参酮类成分的生物合成相关基因,结果获得了丹参在

诱导子作用下的基因表达谱,克隆了 6个脂溶性丹参酮类成

分代谢相关酶和 1 个水溶性成份丹酚酸类代谢途径中的关

键酶基因[10]。中国中医科学院中药研究所也克隆获得了丹

参酮类物质合成中的关键酶基因之一柯巴基焦磷酸合酶

( copalyl diphosphate synthase, CPS) [ 11]。

1. 2  丹参水溶性酚酸类化合物的生物合成:由于丹参素、丹

酚酸B和迷迭香酸等水溶性化合物具有重要的抗炎、抗菌和

抗氧化等生理活性, 加上传统中药都是以水煎服的用药方

法,丹参水溶性酚酸类化合物目前逐渐成为研究热点。

目前,尽管丹酚酸和紫草酸的合成机制尚不明确, 但是

关于迷迭香酸的生物合成过程已经比较清楚。对丹参同科

植物紫苏 Per illa f rutescens ( L1 ) Britt1 的研究发现, 迷迭
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香酸是由酪氨酸代谢途径中间产物丹参素和苯丙烷类代谢

途径中间产物咖啡酸缩合形成的一种酯类。此过程分为两

步:一方面,苯丙氨酸在苯丙氨酸解氨酸( PAL: E. C. 4. 3. 1.

5)作用下生成肉桂酸, 生成的肉桂酸在细胞色素 P450 单加

氧酶家族成员肉桂酸242羟化酶( C4H : 1. 14. 13. 11)和 42香

豆素辅酶 A 连接酶( 4CL: E. C. 6. 2. 1. 12)的催化下生成 42

香豆酰辅酶;另一方面,酪氨酸经酪氨酸氨基转移酶( TAT:

E. C. 2. 6. 1. 5)和羟苯基丙酮酸还原酶( HPPR: E. C. 1. 1. 1.

237)作用生成丹参素,然后与苯丙烷类代谢途径的中间产物

42香豆酰辅酶 A 在迷迭香酸合成酶 ( RAS) 以及细胞色素

P450 单加氧酶的另一家族成员的作用下生成迷迭香酸[ 12]。

紫苏中迷迭香酸合成途径的虽然在丹参中还没有得到证实,

但是必然对丹参水溶性酚酸类物质代谢途径的分析研究提

供借鉴。

到目前为止, 大部分植物苯丙烷类代谢途径及酪氨酸代

谢途径的关键酶基因、调节基因及转录因子都已被克隆, 如

苯丙氨酸解氨酶( PAL)、肉桂酸242羟化酶基因( C4H )、酪氨

酸氨基转移酶( TAT)、42香豆酸2CoA 连接酶基因( 4CL)、羟

基丙酮酸还原酶基因( H PPR)、迷迭香酸合成酶基因( RAS)

和MYB转录因子基因等。在有关该代谢途径关键酶基因

的克隆研究方面, 赵淑娟等[13]从丹参中分离克隆到 4CL 基

因家族的两个成员 Sm4CL1 ( gb | AY237163) 和 Sm4CL2

( gb| AY237164) ;段艳冰[14]从丹参中获得了 1 条 H PPR 基

因( DQ099741) ,同时从 cDNA 水平克隆获得了丹参的 C4H

基因, 并对其在不同胁迫条件下的表达进行了分析。易博

等[ 15]也从丹参中分离克隆得到与迷迭香酸次生代谢途径相

关的 3 个酶基因:酪氨酸氨基转移酶基因( t yrosine amino2

tr ansferase gene, SmTAT)、对羟基苯丙酮酸还原酶基因( 42

hydroxyphenylpylpyruvate gene, SmH PPR )和对羟基苯丙

酮酸双氧化酶 基因 ( 42hydroxyphenylpyruvate reductase

gene, SmH PP D)的全长 cDNA 序列和基因组 DNA 序列,

并分别对各基因推测蛋白进行了生物信息学可信性分析, 实

现了基因水平对迷迭香酸生物合成酪氨酸支路相关酶基因

的沟通。鉴于丹参苯丙氨酸钾氨酶在苯丙烷类代谢途径中

是关键酶, 并且也是多数次生代谢物质合成途径的起始位点

酶, 宋婕等[ 16] 克隆获得了这种酶基因家族成员之一

SmP AL1 基因的全长机器 5c侧翼序列, 并对其在不同器官、

不同胁迫条件下的表达情况进行分析, 也初步探讨了该基因

与丹参生长发育及此生代谢物合成之间的关系。

1. 3 新的次生代谢产物的生物合成:随着植物次生代谢产物

陆续被研究和开发及植物次生代谢基因工程的进一步发展,

利用基因工程手段将外源基因导入到植物中进行表达, 从而

使植物自身合成全新的外源次生代谢产物逐渐成为可能。

在对丹参的转基因研究中, 陈海敏等[17]将来自葡萄的

白藜芦醇( resverat rol, Res)合酶基因(RS)导入到丹参中, 经

PCR 和 PCR2Southern 杂交检测, 确定 RS 基因已整合到部

分转基因丹参基因组中, 与此同时, H PLC方法检测证实白

藜芦醇不仅存在于丹参叶片中, 而且在丹参直根中也有所发

现。尽管其表达量目前可能仍比较低,但可通过更换其他类

型的强启动子、增加外源基因的拷贝数及改变外源基因表达

方式,有可能进一步提高白藜芦醇在丹参直根中的表达水

平。白藜芦醇是一些植物在恶劣环境条件下或遭遇到病原

体侵时所产生的天然二苯乙烯类多酚物质,具有抵御多种病

原真菌侵染的能力。近年来的研究发现,白藜芦醇对人体具

有多种有益功效,如防治心血管疾病、抗肿瘤、抗病毒及免疫

调节功能等。含有白藜芦醇的转基因丹参能否加强丹参制

剂在心血管等方面的治疗作用以及能否增强丹参自身的抗

病性都有待于该研究的后续工作。

1. 4  丹参次生代谢基因工程的发展方向:由此可见, 丹参活

性成分的次生代谢是由多种关键酶参与,多支路的和复杂的

代谢途径。因此,只有涉及这些代谢途径的酶被更多的克隆

和鉴定出来,才能更加清楚地阐明有关丹参活性成分完整的

生化合成途径及途径中可能存在的中间体。也只有在了解

相关关键酶的前提下,才有可能尝试用这些酶的基因分别转

化丹参,使丹参中水溶性或脂溶性药用活性化合物生物合成

相关酶的基因过量表达, 抑制合成竞争底物的酶的基因表

达,从而有目的地调控药用活性化合物的生物合成, 达到在

转基因丹参中有选择性地过量表达主要药用成分的目的。

最近,通过农杆菌介导的方法, 王倩[ 9] 将来源于构巢曲霉

Asp erg illus midulans的 32羟基232甲基戊二酰辅酶 A 还原

酶基因 ( 32hydroxy232met hylglutaryl coenzyme A reductase,

HMGR)基因导入并整合到丹参基因组中, 但是没有进行利

用 HMGR 基因的过量表达对丹参酮等萜类化合物的合成

与积累的影响的相关研究。除了有选择性地过量表达关键

酶基因,由于丹参的次生代谢涉及多个基因的表达, 同时增

强多个基因的协同表达也可能是提高丹参目标次生代谢物

产量所必需的。而多个酶基因的协同表达,与这些基因调控

序列中相同或相似的顺式作用元件受到相同的转录因子或

调节基因的作用相关[18]。增强这些重要基因的转录因子或

调节基因的表达, 是实现增强多个基因协同表达的可行途

径。因此,克隆分离与丹参次生代谢基因表达的调节基因和

转录因子多种基因,将会成为今后丹参次生代谢基因工程研

究的新的方向。

2  丹参抗病基因工程

植物抗病基因工程是指通过基因工程的手段,将外源或

内源的抗病基因导入植物体内表达以提高转基因后代的抗

病能力。根据抗病对象不同,可以分为抗病毒、抗细菌和抗

真菌基因工程。目前国内外已经商品化生产的抗病转基因

植物尚不多见,其中包括抗木瓜环斑病毒的番木瓜、抗烟草

花叶病毒的烟草以及甜椒,它们均是在导入了病毒的外壳蛋

白基因后而获得的。已进入田间进行安全性评价的抗病转

基因作物实际上仍有很多,如抗细菌性白叶枯病的转基因水

稻、抗马铃薯 Y 病毒的转基因马铃薯以及抗稻瘟病的转基

因水稻等,但基于安全和政策方面的原因, 迄今为止仍未获

得商品化生产证书。

丹参的生长、药材的品质及产量均受病虫害影响较大,
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目前, 国内外有关丹参病害的报道比较少, 主要有丹参紫纹

羽病[ 19]、丹参叶斑病[ 20]和丹参花叶病等[21]。河北农林科学

院利用生物学、电镜观察、血清学和基因序列测定等方法对

丹参花叶病的病原进行了初步研究, 结果发现黄瓜花叶病毒

( Cucumber mosaic virus, CMV)与该病害密切相关, 同时也

对 CMV 丹参分离物进行了其 CP基因序列分析, 并与 CMV

其他株系的 CP 基因进行了比较。随后的研究也曾提出将

该 CP 基因的密码子变成植物不常用的稀有密码子后,导入

植物后可能达到高抗甚至免疫的效果, 该研究为下一步进行

丹参的抗病毒基因工程育种奠定了良好的基础[ 21]。但到目

前为止, 关于国内外利用基因工程手段培育抗病虫新型转基

因植物的报道, 在丹参方面尚属空白,这说明丹参抗病基因

工程目前仍然处于起步阶段, 还需要相关研究工作者的进一

步努力。

3  丹参抗逆基因工程

在丹参的生长发育过程中, 干旱、盐碱、高温和低温等逆

境条件都会在很大程度上影响其正常的生理状态, 严重时会

导致丹参药材的产量和品质大幅下降。目前, 在植物抗逆基

因工程研究方面, 人们利用现代分子生物学手段 ,已经能够

在基因组成、表达调控及信号转导等分子水平上认识和探索

植物的抗逆机制, 并且也克隆出一些抗逆相关基因, 如渗透

调节物质生物合成关键酶脯氨酸合成酶基因、LEA 蛋白基

因、水通道蛋白( AQP)基因和抗冻蛋白 ( APF)基因等。但

是,目前植物抗逆基因工程在丹参方面的研究仍然处于起步

阶段, 最近,韩立敏等[ 22]成功克隆了丹参的抗坏血酸过氧化

酶基因( SmAP X)和丹参谷胱甘肽过氧化酶基因( SmGP X) ,

并详细分析了这两种基因在丹参各部位的表达情况及表达

量与不同盐胁迫时间和浓度之间的关系, 从而开展了丹参体

内抗氧化保护酶基因的研究, 为研究植物在逆境下的生长发

育的分子机制提供了理论基础。王丽娟等[ 23]将源自小麦的

抗逆基因 T aLea3 整合到丹参基因组中,并对转基因丹参进

行耐逆性实验分析, 结果表明, 转基因丹参植株提高了耐盐

和耐干旱的能力。由此可见, 利用现代转基因技术将抗逆基

因转入到丹参中, 从而获得新型、抗逆和高品质转基因丹参,

对丹参品质改良和进一步提高药用成分的产量具有重要意

义和广阔的应用前景。

4  其他功能基因的研究

近几年来, 除了关于丹参药用活性物质生物合成途径中

的关键酶基因的各项研究正在不断展开外, 丹参其他特殊功

能基因的研究也逐渐引起了国内很多学者的重视。如脱水

素基因 DHN2[ 24]、丹参钙调蛋白基因[ 25]乙烯应答结合蛋白

基因[ 26]等,其中中国中医科学院和佳木斯大学对丹参金属

硫蛋白基因进行了较为详细的研究, 成功克隆了丹参金属硫

蛋白MT22 基因,并且研究了铜离子和锌离子诱导丹参毛状

根中MT 基因表达的情况, 证实了 MT 基因在丹参对酮、锌

元素的吸收富集方面发挥着重要的作用[27, 28]。丹参各种功

能蛋白基因的研究, 为进一步研究丹参各种生理生化途径、

抗病及抗逆分子机制奠定了物质基础。但值得一提的是, 上

述实验研究大部分仍停留在生物信息学分析和基因克隆及

表达分析阶段,对于后续的基因功能的研究仍然还很薄弱,

丹参的基因工程研究进展仍然比较迟缓,这也说明国内科技

部门及科技人员对丹参分子生物学研究的重视程度仍亟待

加强。

5  丹参作为植物反应器的研究

植物生物反应器是近 20 年才逐渐发展起来的一种应用

性很强的研究领域,作为未来的一种低投入和高产出的生物

产业,现在正处于快速的发展阶段。目前, 已有多种植物用

来进行外源蛋白基因表达的研究, 常用的植物有拟南芥、烟

草、油菜、马铃薯和蕃茄等,而且已经有多种外源蛋白基因在

这些植物中得到了高效表达。利用植物生物反应器表达的

疫苗有乙型肝炎疫苗、狂犬病疫苗、口蹄疫病毒疫苗等。利

用植物表达的其他药用蛋白和活性肽还有胰岛素和脑啡肽

等。丹参本身作为一种重要的中草药,含有多种抗血栓药用

成分,同时因为其易于遗传转化, 便于存储,既可以营养繁殖

也可以通过种子繁殖, 也是一种很好的受体植物。因此, 可

以利用基因工程技术,将有关纤溶的酶基因转入到丹参植物

中,以期获得丹参和纤溶酶的抗心血管疾病协同作用。本课

题组目前在成功建立丹参的遗传转化系统的基础上, 已经成

功将具有强纤溶活性的蛋白酶基因和降血脂蛋白基因转入

到丹参中,该研究为进一步提高丹参的药用品质、扩大其应

用范围以及利用转基因丹参研发新型药物等提供了强有力

的支持,相关研究成果已申报了国家发明专利。

6  存在的问题与展望

目前,尽管国内外在丹参的基因工程研究方面已开展了

大量的工作,同时也取得了令人鼓舞的成果, 如丹参抗病毒

基因工程和抗逆基因工程也已经逐渐开展、丹参次生代谢途

径获得进一步的明确以及利用生物信息学方法分离克隆丹

参功能基因也步入成熟阶段。但是,在丹参基因过程改良研

究方面仍然存在着以下几方面问题: ( 1)丹参水溶性及脂溶

性药用活性成分生物合成途径详细过程亟待进一步明确和

阐明。目前,各功能基因在生化合成途径中的功能虽部分得

到证实,但整体而言仍缺乏系统的研究,而合成代谢途径中

其他一些关键酶基因也有待开发和研究。与此同时, 在利用

基因工程技术对植物次生代谢途径的遗传特性进行改造, 进

而改变次生代谢物质在植物体中的产量方面,对丹参的研究

尚属空白。( 2)利用分子生物学和生物信息学方法分析丹参

品质相关基因的研究工作,不管从覆盖面和基因数目方面都

十分有限,基因的克隆与分析及其后续的功能鉴定都有待进

一步深化,因此, 更多的相关基因需要被分离和克隆。( 3)对

于丹参土传病害的防治仍然停留在化学农药水平,这不仅危

害环境,而且会大幅度降低药材的产量和品质。植物抗病基

因工程作为一种新型、清洁的技术, 正在越来越受到重视, 然

而目前丹参抗病基因工程研究仍然进展缓慢,利用基因工程

技术培育抗病虫害的优良丹参品种具有极大的开发潜力。

( 4)植物表达外源蛋白一直都存在表达量低、表达稳定性差

及基因沉默的问题,丹参也不例外。随着分子生物学技术的
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不断进步, 提高外源基因表达量还是有可行的方法, 如对目

的基因进行修饰和改造、对表达载体进行改造以及目的基因

与分子伴侣协同表达等。这些都是今后努力的方向 ,它们将

为丹参成为新一代的宿主植物奠定物质基础。

虽然丹参的基因工程改良研究进程相对缓慢, 以及丹参的

基因工程研究技术还存在很多问题,但是随着丹参药用价值进

一步被社会重视、丹参生物工程技术的继续深化和丹参生物反

应器技术走向成熟,大规模、低成本、高效率生产丹参药用活性

物质及培育高产优质抗逆的丹参新型品系将成为可能。
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四叶参化学成分和药理作用研究进展

谷红霞,周茂金* ,苏美英*

(泰安市中心医院 , 山东 泰安  271000)

摘  要:随着对四叶参的深入研究,其化学成分和药理作用已逐渐被发现。四叶参主要成分为生物碱、甾萜类、黄

酮类、挥发油、多种氨基酸等, 药理作用包括抗氧化、抗癌、改善免疫功能、保肝、镇咳、抗疲劳和对神经系统的影响
等。现就四叶参的化学成分和药理作用研究进展进行简要概述,为其研究与开发提供有价值的参考。
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  四叶参 Codonopsis lanceola ta Benth. et H ook. 是桔梗

科党参属多年生缠绕性草本植物, 又名羊乳、轮叶党参、山海

螺。其根既可食用, 又是常用的民间草药, 是一种药食兼用

植物。传统医学认为其根入药有补气养阴、润肺生津、消肿

排脓及解毒疗疮等功效[1]。四叶参为多年生缠绕草本, 长达

2 m以上, 全株有白色乳汁,根似胡萝卜, 有多数短分枝。短

枝上的叶 4 片簇生,椭圆形或菱状卵形, 花萼先端 5 裂, 花冠

钟状 5 裂,内有紫色斑点[1]。四叶参主要分布于我国东北、
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