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骨髓活检组织检查中应用的分子诊断技术

傅　强，杨山虹 综述，张秀明△审校

（中山市人民医院检验医学中心，广东中山５２８４００）
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　　骨髓活检组织检查对恶性和非恶性造血系统疾病的诊断

和分期至关重要［１］。目前临床多采用细胞形态学和组织化学

的方法（如苏木素伊红染色、吉姆萨染色、铁染色等）对骨髓活

检组织进行分析以达到诊断疾病的目的。此外，流式细胞免疫

表型分析和细胞遗传学分析也是骨髓活检组织检查常用的技

术方法［２］。近年来随着分子技术的发展，分子诊断技术也作为

骨髓活检组织检查的辅助诊断方法。尽管细胞形态学仍是诊

断造血系统疾病最基本的方法，然而分子诊断技术可以提高诊

断的准确性，进行疾病亚类的鉴别和提高微小残留病灶诊断的

敏感性，在造血系统紊乱的诊断中不可或缺［３］。骨髓环钻活检

和抽吸活检均是获得骨髓标本常用的方法，嘱患者侧卧位从髂

后上棘经活体组织穿刺针而得到。因为骨髓抽吸活检会破坏

骨髓中各成分的分布、细胞的结构、造血成分和肿瘤细胞浸润

的分布，以及骨髓的内部结构，所以在应用分子诊断技术对疾

病进行辅助诊断时主要选用骨髓环钻活检的方法［４］。骨髓环

钻活检组织经甲醛固定、酸化、乙二胺四乙酸（ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅ

ｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＥＤＴＡ）脱钙、石蜡包埋后即获得形态学完整的

骨髓活检标本。本综述概述了分子诊断技术在骨髓环钻活检

法制备的活检组织中的应用，主要包括以 ＤＮＡ为基础的技

术、以ｍＲＮＡ为基础的技术、ＤＮＡ和ｍＲＮＡ定量分析技术和

荧光原位杂交技术。

１　普通聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）

１．１　普通ＰＣＲ的技术操作　从石蜡包埋组织中提取的ＤＮＡ

因受到组织固定、脱钙和包被的影响而被降解，所提取的ＤＮＡ

片段长度大多低于５００ｂｐ。提取ＤＮＡ时要用适量蛋白酶 Ｋ

（２５～２００Ｌ）在５５℃的条件下过夜消化，这种粗提的ＤＮＡ可

直接作为模板应用于ＰＣＲ，也可过柱后提纯ＤＮＡ（适用于已被

严重降解的 ＤＮＡ）
［５６］。ＤＮＡ的质量对ＰＣＲ扩增的影响不

大，在实际操作中，多用两个不同的ＤＮＡ模板浓度（如１～２Ｌ

未稀释模板和１∶１０稀释后的模板）同步进行２个ＰＣＲ扩增，

循环数为４０个。因标准定性的ＰＣＲ扩增，其扩增产物为２００

～２５０ｂｐ，因此标准定性ＰＣＲ能在骨髓活检组织中获得最佳

的扩增效率［５６］。此外，在骨髓活检组织中也可应用巢氏

ＰＣＲ。巢氏ＰＣＲ是一种改进的ＰＣＲ，使用２对ＰＣＲ引物扩增

完整的片段。第１对ＰＣＲ引物扩增片段和普通ＰＣＲ相似。

第２对引物称为巢式引物，结合在第１次ＰＣＲ产物内部，使得

第２次ＰＣＲ扩增片段短于第１次扩增的片段。巢式ＰＣＲ的

好处在于，如果第１次扩增产生了错误片断，则第２次在错误

片段上进行引物配对并扩增的概率极低。因此，巢式ＰＣＲ的

扩增非常特异［７８］。

１．２　普通ＰＣＲ技术的应用及在诊断中的意义　在实际应用

中，所有以ＤＮＡ为基础的检测技术均可在骨髓活检组织中应
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用，包括突变分析和染色体失衡等。例如在突变分析的检测

中，可应用靶向技术（如限制性酶消化或等位基因分析）来鉴定

易复发的位点突变；或应用筛选技术（如单链构象多态性、变性

高通量液相色谱分析、循环扩增测序）来鉴定突变［９］。ＪＡＫ２

Ｖ６１７Ｆ位点突变会引起生长因子的受体突变，导致细胞对生

长因子过度反应，引起骨髓的过度增殖。ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ位点突

变是Ｐｈ阴性的慢性骨髓增殖性疾病的新型诊断分子标记
［１０］，

该位点突变的检测还有利于慢性骨髓增殖性疾病与骨髓增生

异常综合征的鉴别诊断［１１］。

以ＤＮＡ为基础的分子诊断技术优点在于其检测速度快，

所需模板ＤＮＡ的量少，对模板ＤＮＡ的质量要求不高，且有相

对较高的灵敏度（１％～５％）
［４］。因此，ＰＣＲ技术可应用于少

量活检组织（如针吸活检组织）或是甲醛固定石蜡包埋样品，这

些活检组织中的模板ＤＮＡ的质量相对低，会被降解成小分子

片段［１２］。

２　反转录ＰＣＲ（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＰＣＲ，ＲＴＰＣＲ）

２．１　ＲＴＰＣＲ的技术操作　尽管骨髓活检组织的分子诊断多

采用ＤＮＡ作为模板，但近年的研究已探讨从石蜡包埋的骨髓

活检组织中提取ＲＮＡ，并以ＲＮＡ为模板进行检测。ＲＮＡ片

段的完整性相对于ＤＮＡ更易于受多因素影响，组织的固定、

脱钙、包埋及ＲＮＡ提取过程中的步骤均会影响ＲＮＡ的完整

性，提取的ＲＮＡ的平均长度不超过２００ｂｐ。因此，在进行后

续ＰＣＲ扩增时，其产物长度限定在１００ｂｐ或更短
［１３］。从石蜡

包埋的骨髓活检组织中提取ＲＮＡ时，蛋白酶Ｋ消化所需温度

稍高（６０℃），然后用９５℃灭活蛋白酶Ｋ，采用酚氯仿法提取

ＲＮＡ。转移ＲＮＡ提取过程中的水相后，含ＲＮＡ的水相与异

丙醇混匀，－２０ ℃沉淀 ＲＮＡ 以提高 ＲＮＡ 的产量。另外，

ＲＮＡ还可以用过柱法提取
［１４］。提取的 ＲＮＡ 反转录成ｃＤ

ＮＡ，进行后续的ＰＣＲ扩增。在设计ＰＣＲ扩增引物时，ＰＣＲ扩

增产物最好跨内含子，以消除模板中残留组织ＤＮＡ的影响。

如若不能，应该用 ＤＮａｓｅ消化提取的 ＲＮＡ，以去除残留的

ＤＮＡ片段，以免产生假阳性，但是 ＤＮａｓｅ消化过程会导致

ＲＮＡ的进一步降解
［１５］。

２．２　ＲＴＰＣＲ技术的应用及在诊断中的意义　以ＲＮＡ为基

础的分 子 诊 断 技 术 主 要 用 于 检 测 ＢＣＲ／ＡＢＬ 融 合 基 因

１２５５２０８１和异常基因表达的检测
［１６］。例如，应用ＲＴＰＣＲ技

术设计跨内含子引物可以扩增骨髓活检组织中的细胞周期蛋

白Ｄ１，其可作为鉴别诊断小Ｂ细胞淋巴瘤的重要分子诊断标

记［１７］。此外，在肥大细胞白血病中，细胞周期蛋白Ｄ１的高表

达可以与其他淋巴瘤进行鉴别诊断［１８］。

３　荧光定量ＰＣＲ

３．１　荧光定量ＰＣＲ的技术操作　荧光定量ＰＣＲ技术的发展

为分子诊断提供更为有效的方法。荧光定量ＰＣＲ中应用的特

异性引物标记探针和结果判读中的融解曲线分析不仅可以节

省凝胶电泳所消耗的时间，提高检测的效率；而且能够避免

ＰＣＲ体系反应管内已扩增产物的交叉污染，提高检测的特异

性［１９］。此外，荧光定量ＰＣＲ可达到对目的基因定量分析的

效果［２０］。

应用特异性探针进行ＰＣＲ扩增时，荧光定量ＰＣＲ仪连续

不断检测ＰＣＲ扩增过程中产生的荧光，该方法检测的荧光强

度与反应体系中初始模板量直接呈正比。普通ＰＣＲ应用终点

检测的方法，并因ＰＣＲ反应试剂的不同扩增效率也不同。荧

光定量ＰＣＲ在体系反应的对数增长期不断检测ＰＣＲ产物的

产生而达到实时监控的目的，因此可以进行定量检测［２１］。荧

光强度达到特定阈值的扩增循环数，称作Ｃｔ值，该Ｃｔ值与初

始模板量直接相关。根据标准扩增曲线Ｃｔ值可以推算反应体

系中初始模板量，或与管家基因的模板量相比，应用ΔΔＣｔ法

计算目的基因的相对浓度［２２］。然而，因基因不同程度的降解、

反转录及扩增的有效性，在骨髓活检组织中计算绝对基因浓度

并不适用。一般情况下，目的基因与一个或多个管家基因相比

以消除不同样品组织的不同的扩增效率。但是，因为管家基因

在不同细胞类型和不同情况下的扩增效率不同，用ΔΔＣｔ法也

不能很好解决目的基因检测的标准化问题，所以研究人员就推

荐用多个管家基因来计算目的基因相对浓度的方法［２２］。石蜡

包埋组织的荧光定量ＰＣＲ最常用ＴａｑＭａｎ探针，探针上有标

记荧光素（ＦＡＭＴＭ）和淬灭剂（ＴＡＭＲＡＴＭ）。当探针未与模

板ＤＮＡ结合时，探针序列完整，荧光素会被淬灭剂抑制不能

发出荧光。一旦探针与模板ＤＮＡ结合后，Ｔａｑ聚合酶中５′～

３′核酸酶降解探针并释放荧光素发出荧光
［２３］。ＤＮＡ结合染料

（如ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＴＭ）因其高的荧光背景不适用于石蜡包埋组

织的ＲＮＡ检测
［２３］。

３．２　荧光定量ＰＣＲ技术的应用及在诊断中的意义　当用荧

光定量ＰＣＲ法检测组织中的ＤＮＡ时，如检测杂合性缺失、基

因甲基化或基因扩增，根据疾病类型和需要研究的目的基因座

而选取参考基因座，该参考序列要包括参考基因座及其周边序

列［２４］。当用荧光定量ＰＣＲ法检测组织中的 ｍＲＮＡ时，ＰＣＲ

引物设计跨内含子是最佳的，以去除样本中ＤＮＡ的污染
［１５］。

荧光定量ＰＣＲ克服了普通ＰＣＲ和ＲＴＰＣＲ中应用的凝胶电

泳而带来的不便，可定量分析普通ＰＣＲ技术涉及的突变分析

和染色体失衡，以及ＲＴＰＣＲ技术涉及的ＢＣＲ／ＡＢＬ融合基因

和异常基因表达的检测。

４　 荧光原位杂交技术（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，

ＦＩＳＨ）

４．１　ＦＩＳＨ的技术操作　因骨髓活检组织的标本前期处理

（如酸化脱钙）会引起标本自发荧光使ＦＩＳＨ 技术在骨髓活检

组织中应用受限。因此，多采用ＥＤＴＡ作为脱钙剂。有报道

发现，常规固定方法可以成功地应用ＦＩＳＨ技术进行诊断
［２］。

笔者以多发性骨髓瘤（ｍｕｌｔｉｐｌｅｍｙｅｌｏｍａ，ＭＭ）为例简要介绍

ＦＩＳＨ技术的操作流程。制备５μｍ的切片，切片经脱蜡和系

列乙醇脱水后，经柠檬酸盐缓冲液（ｐＨ＝６．０）微波３５０Ｗ作用

４０ｍｉｎ进行抗原修复，ＤＮＡ在７０％甲酰胺中７５℃变性１５

ｍｉｎ，梯度乙醇再次脱水后把切片晾干。探针为双色融合探针，

分别检测１１ｑ１３和１４ｑ３２，探针在７５℃条件下变性５ｍｉｎ后加

在切片上。用橡胶薄膜封片在湿盒中，３７℃孵育过夜后，用干

片抗淬灭剂封片后完成原位杂交［２５］。为使诊断更为准确，

ＦＩＳＨ技术常与免疫荧光技术结合，如在诊断 ＭＭ 时，加入浆

细胞标记以区别细胞类型。在ＦＩＳＨ 检测时同步设立正常对

照以判读阳性标本［２５２６］。

４．２　ＦＩＳＨ技术的应用及在诊断中的意义　众多造血系统疾

病患者中会出现染色体数量或结构异常，如三倍染色体、染色

体缺失或染色体易位，这些染色体异常往往是某一疾病的特

征，可用于疾病的早期诊断和治疗［２７］。ＦＩＳＨ技术已经发展成

为一个强大通用的技术，可以在增殖活性低的肿瘤中（如低评

分的淋巴瘤或髓系肿瘤）或残留数量很少的异常细胞中检测染

色体异常［２８］。以 ＭＭ的检测为例，ＭＭ 是以克隆性浆细胞恶

性增殖和异常积累为特征的肿瘤，染色体异常在该病中有极高
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的发生率，且有独立的预后判断价值。由于骨髓瘤细胞有丝分

裂指数低，加上骨髓浸润程度不同，传统细胞遗传学方法检测

染色体异常率只有３３．３％。ＦＩＳＨ技术可分析大量的间期细

胞，克服传统细胞遗传学检测放法的缺陷，大大提高核型异常

的检出率［２６］。

５　展　　望

随着分子生物学发展，越来越多分子诊断技术可以应用于

骨髓活检组织。诊断技术的迅速发展可指导临床在造血系统

肿瘤中发现特异性基因变异，并为疾病的靶向治疗提供更为广

阔的前景。
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ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｉｎｈｏｕｓｅｈｏｌｄｃｏｎｔａｃｔｓ［Ｊ］．ＮＥｎｇｌＪＭｅｄ，２０１４，３７１

（９）：８２８８３５．

［１６］ＧｏｄｆｒｅｙＴＥ，ＫｉｍＳＨ，ＣｈａｖｉｒａＭ，ｅｔａｌ．ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｍＲＮＡｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｆｒｏｍｆｏｒｍａｌｉｎｆｉｘｅｄ，ｐａｒａｆｆｉｎｅｍｂｅｄｄｅｄｔｉｓｓｕｅｓ

ｕｓｉｎｇ５′ｎｕｃｌｅａｓｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＭｏｌＤｉａｇｎ，２０００，２（２）：８４９１．

［１７］ＳｐｅｃｈｔＫ，ＫｒｅｍｅｒＭ，ＭüｌｌｅｒＵ，ｅｔａｌ．ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃｙｃｌｉｎＤ１

ｍＲＮＡｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＢｃｅｌｌｎｅｏｐｌａｓｉａｓｂｙｒｅａｌｔｉｍｅｒｅｖｅｒｓｅ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＰＣＲｏｆｍｉｃｒｏｄｉｓｓｅｃｔｅｄｐａｒａｆｆｉｎｓｅｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．Ｃｌｉｎ

ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００２，８（９）：２９０２２９１１．

［１８］ＳｐｅｃｈｔＫ，ＨａｒａｌａｍｂｉｅｖａＥ，ＢｉｎｋＫ，ｅｔａｌ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆ

ｃｙｃｌｉｎＤ１ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｍｕｌｔｉｐｌｅｍｙｅｌｏｍａｒｅｖｅａｌｅｄｂｙｆｌｕｏｒｅｓ

ｃｅｎｃｅｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎａｎｄｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍＲＮＡｌｅｖ

ｅｌｓ［Ｊ］．Ｂｌｏｏｄ，２００４，１０４（４）：１１２０１１２６．

［１９］叶丰，陈昱，何度，等．应用荧光定量聚合酶链反应对疑似结核组

织的ＤＮＡ分析［Ｊ］．中华病理学杂志，２０１３，４２（８）：５３４５３７．

［２０］ＬａｄｅｔｔｏＭ，ＢｒüｇｇｅｍａｎｎＭ，ＭｏｎｉｔｉｌｌｏＬ，ｅｔａｌ．Ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅ

ｑｕｅｎｃｉｎｇａｎｄｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲｆｏｒｍｉｎｉｍａｌｒｅｓｉｄｕａｌｄｉｓ

ｅａｓｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｉｎＢｃｅｌｌｄｉｓｏｒｄｅｒｓ［Ｊ］．Ｌｅｕｋｅｍｉａ，２０１４，２８（６）：

１２９９１３０７．

［２１］ＴａｋａｈａｓｈｉＴ，ＴａｍｕｒａＭ，ＴａｋａｓｕＴ，ｅｔａｌ．Ｃｕｒｒｅｎｔａｄｖａｎｃｅｍｅｎｔｏｆ

ｔｈｅＰＣＲｂａｓｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｉａｇｎｏｓｉｓｆｏｒｔｕｂｅｒｃｕｌｏｕｓ ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｓ

［Ｊ］．ＲｉｎｓｈｏＳｈｉｎｋｅｉｇａｋｕ，２０１３，５３（１１）：１１８７１１９０．

［２２］ＨａｎＨ，ＨｕＺ，ＳｕｎＳ，ｅｔａｌ．Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａ

ｔｉｏｎｏｆｂａｃｔｅｒｉａａｎｄｆｕｎｇｉｉｎｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌｆｌｕｉｄｂｙＴａｑＭａｎｐｒｏｂｅ

ｂａｓｅｄｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ［Ｊ］．ＣｌｉｎＬａｂ，２０１４，６０（８）：１２８７１２９３．

［２３］ＦｒｉｎｇｕｅｌｌｉＥ，ＧｏｒｄｏｎＡＷ，ＲｏｄｇｅｒＨ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｎｅｏｐａｒ

ａｍｏｅｂａｐｅｒｕｒａｎｓｂｙｄｕｐｌｅｘｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｔａｑｍａｎｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｉｎ

ｆｏｒｍａｌｉｎｆｉｘｅｄ，ｐａｒａｆｆｉｎｅｍｂｅｄｄｅｄａｔｌａｎｔｉｃｓａｌｍｏｎｉｄｇｉｌｌｔｉｓｓｕｅｓ

［Ｊ］．ＪＦｉｓｈＤｉｓ，２０１２，３５（１０）：７１１７２４．

［２４］ＺｈａｎｇＹＧ，ＪｉｎＭＬ，ＬｉＬ，ｅｔａｌ．ＥｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆＡＬＫｒｅａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ

ｉｎＣｈｉｎｅｓｅｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｕｓｉｎｇＦＩＳＨ，ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏ

ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ａｎｄｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲＴＰＣＲｏｎｐａｒａｆｆｉｎｅｍｂｅｄ

ｄｅｄｔｉｓｓｕｅｓ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１３，８（５）：ｅ６４８２１．

［２５］ＮｉＩＢ，ＣｈｉｎｇＮＣ，ＭｅｎｇＣＫ，ｅｔａｌ．Ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎｔ（１１；１４）（ｑ１３；

ｑ３２）ａｎｄｇｅｎｏｍｉｃｉｍｂａｌａｎｃｅｓｉｎｍｕｌｔｉｅｔｈｎｉｃｍｕｌｔｉｐｌｅｍｙｅｌｏｍａｐａ

ｔｉｅｎｔｓ：ａｍａｌａｙｓｉａｎｓｔｕｄｙ［Ｊ］．ＨｅｍａｔｏｌＲｅｐ，２０１２，４（３）：ｅ１９．

［２６］ＳａｓａｋｉＫ，ＬｕＧ，ＳａｌｉｂａＲＭ，ｅｔａｌ．Ｉｍｐａｃｔｏｆｔ（１１；１４）（ｑ１３；ｑ３２）ｏｎ

ｔｈｅｏｕｔｃｏｍｅｏｆａｕｔｏｌｏｇｏｕｓｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｃｅｌｌｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｉｎ

ｍｕｌｔｉｐｌｅｍｙｅｌｏｍａ［Ｊ］．ＢｉｏｌＢｌｏｏｄ Ｍａｒｒｏｗ Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ，２０１３，１９

（８）：１２２７１２３２．

［２７］ＣａｃｅｒｅｓＧ，ＭｃｇｒａｗＫ，ＹｉｐＢＨ，ｅｔａｌ．ＴＰ５３ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｍｏｔｅｓ

ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｓｉｓｉｎｄｅｌ（５ｑ）ＭＤＳ，ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇａｔａｒｇｅｔｅｄｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ

ｓｔｒａｔｅｇｙｉｎｌｅｎａｌｉｄｏｍｉｄｅｒｅｓｉｓｔａｎｔｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉ

ＵＳＡ，２０１３，１１０（４０）：１６１２７１６１３２．

［２８］ＭｉｒＭａｚｌｏｕｍｉＳＨ，ＡｐｐａｊｉＬ，ＭａｄｈｕｍａｔｈｉＤＳ．Ｇｂａｎｄｉｎｇａｎｄｆｌｕ

ｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｉｎｃｈｉｌｄｈｏｏｄａｃｕｔｅｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅ

ｍｉａｆｒｏｍＳｏｕｔｈＩｎｄｉａ［Ｊ］．ＡｒｃｈＩｒａｎＭｅｄ，２０１３，１６（８）：４５９４６２．

（收稿日期：２０１４０５０８）
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