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摘　要　探讨灵芝孢子油对于不同肿瘤细胞的抗肿瘤活性差异，选取人肝癌细胞（ＨｅｐＧ２）、人非小细胞肺癌细胞（Ａ５４９）、
人结肠癌细胞（ＨＣＴ１１６）为待检测肿瘤细胞株，采用ＭＴＴ法进行细胞活力检测，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＮＦκＢ信号通路激活程
度，Ｃａｓｐａｓｅ３活性检测法检测Ｃａｓｐａｓｅ３酶活性来对灵芝孢子油的抗肿瘤活性机制进行初步探讨，并对３种肿瘤细胞的抗肿
瘤活性进行比较。经ＭＴＴ细胞活力实验验证，发现灵芝孢子油对３种肿瘤细胞的生长均具有一定抑制作用，其抑制强度依次
为Ａ５４９细胞、ＨｅｐＧ２细胞、ＨＣＴ１１６细胞；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，灵芝孢子油能促进ＮＦκＢ通路的激活，３种肿瘤细胞比
较下，Ａ５４９细胞ＮＦκＢ信号通路激活程度最强，其次为ＨｅｐＧ２细胞，对ＨＣＴ１１６细胞作用最弱；Ｃａｓｐａｓｅ３活性检测结果显示，
灵芝孢子油能激活Ｃａｓｐａｓｅ３依赖的凋亡相关途径，其中对Ａ５４９细胞Ｃａｓｐａｓｅ３酶激活程度最强，对ＨｅｐＧ２细胞作用较强，对
ＨＣＴ１１６细胞作用最弱。因此，本研究发现，灵芝孢子油对３种肿瘤细胞的生长均具有一定抑制作用，其抗肿瘤活性呈时间剂
量依赖性，其机制可能与激活ＮＦκＢ通路与Ｃａｓｐａｓｅ３凋亡途径加速肿瘤细胞凋亡坏死相关。３种肿瘤细胞生长抑制实验结
果显示，灵芝孢子油对Ａ５４９细胞的抗肿瘤活性最明显，其次为ＨｅｐＧ２细胞，对ＨＣＴ１１６细胞的抗肿瘤活性最弱。
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　　灵芝是一种极具药用价值的担子菌多孔菌科
灵芝属真菌［１］，其主要活性成分为多糖，肽聚糖和

三萜，灵芝的各个部分如：菌丝体、孢子和子实体均

具有药用特性［２］。已有临床研究证实灵芝的菌丝

体，孢子和子实体中富含多种生物活性物质使其具

有免疫活性、抗肿瘤、抗衰老、抗病毒以及降血脂等

多种生理功能［３－４］。灵芝孢子油是通过超临界

ＣＯ２萃取技术从破碎的孢子中提取的，灵芝孢子油
中的主要成分为灵芝三萜类化合物（ＧＬＴ），是由一
种或多种异戊二烯单元组成的化合物，具有抗炎和

抗肿瘤活性，而灵芝拥有超过１４０种三萜类和三萜
类化合物，研究证实，从灵芝中提取的三萜亚型可

能会影响人肿瘤细胞的活力［５－６］。

肝癌、肺癌、结肠癌均属于全球发病率较高的

肿瘤。１９９０２０１５年期间，全球肝癌病例数增加了
７５％［７］；２００８年以来，肺癌在中国取代肝癌成为肿
瘤死亡的首要原因，发病率也位居第一［８］；美国国

家肿瘤研究所统计２０１７年美国有１３５４３０例结直
肠癌新病例，相当于所有新发肿瘤病例的８％［９］。

灵芝作为一种传统中药，广泛用于医疗保健领域，

而已有相关研究表明灵芝三萜类化合物具有一定

的抗肿瘤活性［１０］，因此本研究选用富含灵芝三萜

类化合物的灵芝孢子提取物灵芝孢子油对人肝癌

细胞（ＨｅｐＧ２）、人非小细胞肺癌细胞（Ａ５４９）、人结
肠癌细胞（ＨＣＴ１１６）进行抗肿瘤活性比较，并对其
抗肿瘤机制进行初步探讨。
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　材　料

１１　药品与试剂
灵芝孢子油（ＧＳＯ，１００ｍｇ／ｍＬ，南京中科药业有

限公司）；噻唑蓝，ＢＣＡ蛋白浓度检测试剂盒，ＳＤＳ
ＰＡＧＥ上样缓冲液，Ｃａｓｐａｓｅ３活性检测试剂盒（碧云
天生物技术研究所）；醋酸纤维素膜（０２２μｍ，武汉

博士德生物工程有限公司）；牛血清白蛋白（生工生

物工程上海股份有限公司）；ＥＣＬ高敏显影液（上海
天能科技有限公司）；ＮＦκＢ抗体，ｐＮＦκＢ抗体（美
国ＣｅｌｌｓＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）。
１２　细胞株

人肝癌细胞（ＨｅｐＧ２）、人非小细胞肺癌细胞
（Ａ５４９）、人结肠癌细胞（ＨＣＴ１１６）购自中国科学院
上海细胞库。

１３　仪　器
多功能酶标仪（美国 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｖｉｃｅｓ公司）；

ＢＳ１２４型电子天平（北京赛多利斯科学仪器有限公
司）；ＭｉｎｉＰｒｏｔｅｉｎ３型垂直电泳仪、半干式转膜仪
（美国ＢｉｏＲａｄ公司）。

'

　方　法

２１　细胞培养
将ＨｅｐＧ２，Ａ５４９，ＨＣＴ１１６细胞复苏后，使用含

有１０％胎牛血清的 ＤＥＭＥ培养基将细胞置于
３７℃、５％ ＣＯ２的细胞培养箱中进行培养，当细胞
的生长密度达到７０％ ～８０％时，使用０２５％胰蛋
白酶进行消化并传代培养。

２２　ＭＴＴ法检测细胞活力
将ＧＳＯ母液（１００ｍｇ／ｍＬ）用含２５％血清的

培养基稀释至 ＧＳＯ质量浓度为 ０１，０５，１，２，
５ｍｇ／ｍＬ５种浓度。待细胞贴壁后，将９６孔板内
的培养基弃去，选取药物质量浓度为０１，０５，１，
５ｍｇ／ｍＬ的 ＤＭＥＭ培养基１００μＬ继续培养细胞
２４ｈ。设置空白对照组，实验组根据不同浓度分为
４组，每组设置６个复孔。

将药物质量浓度为２ｍｇ／ｍＬ的培养基按如上
给药方式加入到９６孔板中，按培养时间分为３组，
每组 ６个复孔，每组设置相应对照组，分别培养
２４，４８，７２ｈ。培养结束后，将ＭＴＴ１５μＬ加入到培

２８
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养基中继续培养４ｈ，４ｈ后弃去培养基，每孔内加
入ＤＭＳＯ１５０μＬ将结晶溶解，摇床振荡１０ｍｉｎ后
用酶标仪在４９０ｎｍ处检测吸收度。
２３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ蛋白印迹法检测 ＮＦκＢ通路激
活程度

将３种细胞培养于细胞培养瓶中，待生长面积
达到８０％后，进行给药处理。分别设置空白组与
实验组，实验组按照不同给药浓度分为３组，药物
质量浓度梯度为０１２５，０２５，０５ｍｇ／ｍＬ。给药完
毕后继续培养２４ｈ。

向每个培养瓶中加入裂解液１００μＬ，用细胞
刮刀刮下贴壁细胞，收集至１５ｍＬ离心管中，振荡
器上振荡 １０ｍｉｎ后，１２０００ｒ／ｍｉｎ４℃下离心
１０ｍｉｎ，吸取上清液，采用 ＢＣＡ法检测蛋白含量。
取总蛋白 ３０ｇ进行聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ
ＰＡＧＥ），浓缩电压选取８０Ｖ，浓缩４０ｍｉｎ，分离电
压选取１２０Ｖ，分离６０ｍｉｎ。４℃３００ｍＡ恒流条件
下转膜 ６０ｍｉｎ，脱脂奶粉封闭 ９０ｍｉｎ，一抗孵育
（ＮＦκＢ，ｐＮＦκＢ，ＧＡＰＤＨ），４℃ 过夜，ＴＢＳＴ洗膜
３次，每次 １５ｍｉｎ，二抗孵育 ９０ｍｉｎ，ＴＢＳＴ洗膜
３次，每次１５ｍｉｎ，将覆盖有 ＥＣＬ发光液的 ＮＣ膜
放置于凝胶成像仪中发光成像，并用ＧｅｌＰｒｏａｎａｌｙ
ｚｅｒ４软件进行灰度分析。

２４　Ｃａｓｐａｓｅ３活性检测
使用Ｃａｓｐａｓｅ３活性检测试剂盒对样品进行检

测，设置空白组与实验组，实验组按照不同给药浓

度分为 ３组，药物质量浓度梯度为 ０１２５，０２５，
０５ｍｇ／ｍＬ。

收集样品，测定 ｐＮＡ（ｐｎｉｔｒｏａｎｉｌｉｎｅ）标准曲线
并进行样品Ｃａｓｐａｓｅ３酶活性的检测。取出适量的
ＡｃＤＥＶＤｐＮＡ（ａｃｅｔｙｌＡｓｐＧｌｕＶａｌＡｓｐｐｎｉｔｒｏａｎｉ
ｌｉｄｅ）（２ｍｍｏｌ／Ｌ）置于冰浴上备用。设置反应体
系，依次加入检测缓冲液，待测样品，适当混匀，避

免在混匀时产生气泡，随后再加入 ＡｃＤＥＶＤｐＮＡ
（２ｍｍｏｌ／Ｌ）１０μＬ，摇匀，再在３７℃孵育６０ｍｉｎ。
发现颜色变化比较明显时即可测定，并计算样品中

Ｃａｓｐａｓｅ３的酶活性。

(

　结　果

３１　ＭＴＴ法检测细胞活力
由图１可知３种细胞培养２４ｈ后，随着给药

剂量的增加，细胞活力均呈现下降趋势，其中Ａ５４９
细胞和 ＨｅｐＧ２细胞细胞活力下降较 ＨＣＴ１１６明
显，由表１可知将３种细胞在不同培养时间下的
ＩＣ５０进行比对显示灵芝孢子油对 Ａ５４９的 ＩＣ５０最
低，抑制活性最强。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＣｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＨｅｐＧ２，Ａ５４９ａｎｄＨＣＴ１１６ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＧａｎｏｄｅｒｍａｌｕｃｉｄｕｍｓｐｏｒｅｏｉｌ（ＧＳＯ）ｆｏｒ２４，４８ａｎｄ７２ｈ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
（Ａ）ＣｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＨｅｐＧ２；（Ｂ）ＣｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＡ５４９；（Ｃ）ＣｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＨＣＴ１１６Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；（Ｄ）Ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆ
ＨｅｐＧ２，Ａ５４９ａｎｄＨＣＴ１１６ｔｒｅａｔｅｄｂｙＧＳＯ（２ｍｇ／ｍＬ）ｆｏｒ２４，４８ａｎｄ７２ｈＰ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓＨＣＴ１１６ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓ
ＨｅｐＧ２ｇｒｏｕｐ

３８
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Ｔａｂｌｅ１　ＡｎｔｉｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＧＳＯａｇａｉｎｓｔＨｅｐＧ２，Ａ５４９ａｎｄ

ＨＣＴ１１６ｃｅｌｌｓｆｏｒ２４，４８ａｎｄ７２ｈ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

ｔ／ｈ
ＩＣ５０／（ｍｇ／ｍＬ）

ＨｅｐＧ２ Ａ５４９ ＨＣＴ１１６
２４ ０４１±０１０ ０３８±００６＃ １２５±００８
４８ ０３０±００８ ０２２±００４ ０６５±００６
７２ ０２２±００９ ０１３±００６ ０４５±００７

Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓＨＣＴ１１６ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＨｅｐＧ２ｇｒｏｕｐ

将３种细胞在同一给药浓度下分别培养２４，
４８，７２ｈ后发现，培养２４，４８，７２ｈ后３种细胞的的
细胞活力曲线均呈下降趋势，说明灵芝孢子油其抗

肿瘤活性呈时间依赖性。

３２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＮＦκＢ通路激活程度
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＮＦκＢ及 ｐＮＦκＢ的表

达。由图２可知 ＮＦκＢ的表达量均随给药浓度
增加而逐渐降低，ｐＮＦκＢ的表达量均随给药浓
度增加而逐渐升高，ｐＮＦκＢ／ＮＦκＢ比值均随给
药浓度增加而逐渐升高，由表２可知，将３种肿瘤
细胞 的 ｐＮＦκＢ／ＮＦκＢ比 值 进 行 对 比 发 现
Ａ５４９Ｐ比值最高，ＨｅｐＧ２细胞次之，ＨＣＴ１１６细胞
最低。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＧＳＯｏｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＮＦκＢｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎＨｅｐＧ２（Ａ），Ａ５４９（Ｂ）ａｎｄＨＣＴ１１６（Ｃ）（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

Ｔａｂｌｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＧＳＯｏｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＮＦ
κＢｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎＨｅｐＧ２，Ａ５４９ａｎｄＨＣＴ１１６ｃｅｌｌｓ（ＲａｔｉｏｏｆｐＮＦκＢ／
ＮＦκＢ）（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

ｃ（ＧＳＯ）／
（ｍｇ／ｍＬ）

ＲａｔｉｏｏｆｐＮＦκＢ／ＮＦκＢ
ＨＣＴ１１６ ＨｅｐＧ２ Ａ５４９

０ ０２５±００３ ０２３±００３ ０２５±００２
０１２５ ０１１±００８ ０２７±００７ ０３±００７＃

０２５ ０１６±００７ ０３６±０１１ ０３５±００８＃

０５ ０２２±００３ ０４０±００８ ０５７±００７＃＃
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓＨＣＴ１１６ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓ
ＨｅｐＧ２ｇｒｏｕｐ

３３　Ｃａｓｅｐａｓｅ３活性检测
采用 Ｃａｓｅｐａｓｅ３活性检测试剂盒检测 Ｃａｓｅ

ｐａｓｅ３的酶活性。由图 ３可知 ３种肿瘤细胞内
Ｃａｓｅｐａｓｅ３的活性均随灵芝孢子油给药浓度增加
而逐渐升高，由表 ３可知，将 ３种肿瘤细胞 Ｃａｓｅ
ｐａｓｅ３的活性进行比对，Ａ５４９细胞在不同给药浓
度下 Ｃａｓｅｐａｓｅ３的活性最高，ＨｅｐＧ２细胞次之，
ＨＣＴ１１６细胞最低。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＧＳＯｏｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＣａｓｐａｓｅ３ａｃｔｉｖｉｔｙｉｎＨｅｐＧ２（Ａ），Ａ５４９（Ｂ）ａｎｄＨＣＴ１１６（Ｃ）（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
 Ｐ＜００５， Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

４８
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Ｔａｂｌｅ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＧＳＯｏｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆ
Ｃａｓｐａｓｅ３ａｃｔｉｖｉｔｙｉｎＨｅｐＧ２，Ａ５４９ａｎｄＨＣＴ１１６ｃｅｌｌｓｆｏｒ２４ｈ（珋ｘ±ｓ，
ｎ＝３）
ｃ（ＧＳＯ）／
（ｍｇ／ｍＬ） ＨＣＴ１１６ ＨｅｐＧ２ Ａ５４９

０１２５ １３４±００３ ２２５±００３ ３４５±００９＃

０２５ ２２３±００２ ３１８±００４ ８５５±００４＃＃

０５ ３０５±００３ ４８４±００３ １１１５±００８＃＃
Ｐ＜００１ｖｓＨＣＴ１１６ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓＨｅｐＧ２ｇｒｏｕｐ

&

　讨　论

ＭＴＴ法测定结果发现，灵芝孢子油对 Ａ５４９细
胞的抗肿瘤活性最强，ＨｅｐＧ２细胞次之，对ＨＣＴ１１６
细胞抗肿瘤活性最弱并且均具有明显的剂量依赖

性。将３种细胞在２ｍｇ／ｍＬ灵芝孢子油下分别培养
２４，４８，７２ｈ，实验结果显示３种细胞的细胞活力随培
养时间的延长呈现明显下降的趋势，由此可知，灵芝

孢子油的抗肿瘤活性呈时间剂量依赖性。

ＮＦκＢ作为一中最常见的炎症因子，它的激活
往往与细胞的炎性损伤有着密不可分的关系。已

有相关研究表明，炎症反应或 ＮＦκＢ信号通路在
肿瘤中具有双面作用［１１］。一方面在急性炎症反应

中，具有高活性的免疫毒性细胞对抗肿瘤细胞的过

程中，ＮＦκＢ通路会被高度激活［１２］，而另一方面

ＮＦκＢ可以调节肿瘤细胞的增殖侵袭，并且具有一
系列促癌功能［１３］。在本实验中，灵芝孢子油可不

同程度地造成３种肿瘤细胞内 ＮＦκＢ的磷酸化，
且磷酸化程度随剂量加大而升高，将 ３种细胞的
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果进行综合比对可发现，Ａ５４９细胞
内的ＮＦκＢ在灵芝孢子油的作用下磷酸化程度相
比较而言更高，ＨｅｐＧ２细胞次之，ＨＣＴ１１６细胞内
ＮＦκＢ磷酸化程度相对最弱。因此可以初步得出
结论，灵芝孢子油可激活肿瘤细胞内 ＮＦκＢ的磷
酸化，可能通过激活 ＮＦκＢ的磷酸化使肿瘤细胞
产生炎性损伤而坏死，在本实验所选取的３种肿瘤
细胞中，灵芝孢子油对 Ａ５４９肿瘤细胞抑制程度最
强。而ＮＦκＢ与细胞凋亡之间的关系目前仍处于
研究阶段，但已有研究表明 ＮＦκＢ可能通过影响
ＨＳＰ２７的表达，ＲＯＳ积累以及 ＭＡＰＫ通路激活诱
导细胞凋亡［１４］，具体机制还需进一步研究。

Ｃａｓｐａｓｅ３在细胞凋亡过程中极其重要，其激
活对肿瘤细胞的凋亡具有决定性的作用。Ｃａｓｐａｓｅ
蛋白水解酶主要负责细胞凋亡的起始和执行，根据

功能的不同，Ｃａｓｐａｓｅ可分为起始 Ｃａｓｐａｓｅ和效应

Ｃａｓｐａｓｅ［１５］，Ｃａｓｐａｓｅ３属于效应 Ｃａｓｐａｓｅ，主要负责
凋亡的执行［１６－１７］；Ｘｕｅ的研究发现促进 Ｃａｓｐａｓｅ３
的表达可进而诱导肺癌细胞的凋亡［１８－１９］；由本实

验结果可知，灵芝孢子油可明显促进３种肿瘤细胞
内Ｃａｓｐａｓｅ３酶的活化且酶活力随灵芝孢子油浓度
增加而升高，将３种细胞的 Ｃａｓｐａｓｅ３酶活性检测
结果进行综合比对可发现，Ａ５４９细胞内的
Ｃａｓｐａｓｅ３酶活力上升最明显，ＨｅｐＧ２细胞次之，
ＨＣＴ１１６细胞内Ｃａｓｐａｓｅ３酶活力上升相对较弱。

本研究发现灵芝孢子油具有较强抗肿瘤活性，

其抗肿瘤活性呈时间剂量依赖性。其机制可能是

通过激活 ＮＦκＢ通路加重肿瘤细胞的炎性损伤，
同时激活Ｃａｓｐａｓｅ３凋亡途径加速肿瘤细胞凋亡来
实现的。经实验验证，灵芝孢子油对 Ａ５４９细胞生
长抑制作用最强，ＨｅｐＧ２细胞次之，对 ＨＣＴ１１６的
抑制作用最弱，而出现敏感性差异的原因可能与不

同细胞内与凋亡坏死相关的基因表达差异有关如：

Ｂａｘ，Ｂａｋ，Ｂｃｌ２以及ＴＮＦα等，具体原因以及抗肿
瘤活性机制有待进一步研究。
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·校园信息·

ＥＳＩ最新学科排名公布：中国药科大学
“药理学与毒理学”学科位列全球第５０名

２０１９年１月１８日晚ＥＳＩ公布最新学科排名，中国药科大学“药理学与毒理学”（Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ＆Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ）学科
国际排名为５０名（与上期持平，本期共有８６０个机构进入ＥＳＩ世界前１％），继续保持国内高校领先地位。

据悉，“药理与毒理学”学科ＥＳＩ世界排名前１００名中，国内高校有７所且均进入ＥＳＩ世界排名前千分之一，分别
是中国药科大学、浙江大学、北京大学、上海交通大学、复旦大学、沈阳药科大学及北京协和医学院（表１）。

表１　国内７所高校排名情况

学校名称 国际排名（本期） 国际排名（上期） 论文数量 被引次数 篇均被引 高水平论文

中国药科大学 ５０ ５０ ２８１６ ２８１８２ １００１ １２
浙江大学 ５５ ５５ ２１１４ ２６９１１ １２３７ １７
北京大学 ５７ ５７ ２０７０ ２６８０４ １２９５ １３
上海交通大学 ５９ ６３ ２，３７４ ２６６５１ １１２３ １６
复旦大学 ７０ ６９ ２１０４ ２５８５１ １２２９ １５
沈阳药科大学 ７１ ７３ ２１８８ ２５３１８ １１５７ ７
北京协和医学院 ７６ ７７ ２４９６ ２４８８４ ９９７ １２

　　论文“总被引次数”排在前１％的学科被视为国际高水平学科，而进入ＥＳＩ世界排名前千分之一的学科则被认为
已经达到国际顶尖水平，可称为世界一流学科。

（来源：图书与信息中心）
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