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吸入性麻醉药对促炎性细胞因子表达的影响
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　　摘　要：目的　探究异氟醚预处理减轻炎症反应的可能机制。方法　雄性Ｌｅｗｉｓ大鼠２４只，随机分为３组：正常组、对照组

和异氟醚组，每组８只。以４０％Ｏ２ 为载气，对照组吸入４０％Ｏ２，异氟醚组吸入４０％Ｏ２ 加２％异氟醚，对照组和异氟醚组均尾静

脉注射脂多糖，脂多糖给予４ｈ后取材，细胞计数仪统计ＢＡＬＦ中炎症细胞的数量；ＥＬＩＳＡ法和ＲＴＰＣＲ法检测肺组织和ＢＡＬＦ

中ＴＮＦα蛋白和ｍＲＮＡ表达；ＥＬＩＳＡ法检测血清中ＩＬ２和ＩＮＦγ的含量。结果　炎症细胞的总数从小到大依次为正常组、异氟

醚组、对照组（犘＜０．０５）；异氟醚组的肺组织和ＢＡＬＦ中ＴＮＦα蛋白和ｍＲＮＡ表达明显低于对照组（犘＜０．０５）；异氟醚组的血清中

ＩＬ２和ＩＮＦγ的含量显著低于对照组（犘＜０．０５）。结论　异氟醚可能通过减少炎症细胞和促炎细胞因子的释放以减轻炎症反应。
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　　严重创伤，重大手术创伤、休克、感染、脏器缺血再灌注损

失、内毒素血症是围术期常见的现象。围术期过激炎症反应的

调控近年来一直是重点研究领域，众多在体及离体的研究显示

吸入麻醉药可明显减少心、脑、肺、肝、肾等器官的损伤，保护脏

器功能［１３］，其机制较复杂，涉及很多方面。其中，异氟醚为目

前临床最常用的吸入麻醉药物之一，其对炎性因子的影响一直

存在争议。因此，本研究观察了吸入麻醉药异氟醚对大鼠促炎

性细胞因子表达的影响，旨在为临床应用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料　选择成年雄性Ｌｅｗｉｓ大鼠，８周龄，体质量２００～

２５０ｇ，由上海史莱克动物提供商供应，于上海实验动物中心

（ＳＰＦ级）预检３ｄ，一笼饲养４只，动物室和实验室温度为

２３℃，１２ｈ明暗轮流光照，自由饮食。异氟醚（ｉｓｏｆｌｕｒａｎｅ）（河

北九派制药有限公司），脂多糖（Ｓｉｇｍａ公司），生理盐水（山东

华鲁制药有限公司），牛胎儿血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）

（Ｇｉｂｃｏ公司），磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ），

戊巴比妥钠，５ｍＬ离心管，１５ｍＬ离心管，２ｍＬ的一次性注射

器，针头（１６Ｇ），Ｎａｒｃｏｍｅｄ２Ｂ麻醉机（Ｄｒａｇｅｒ公司），有机玻璃

麻醉箱（４０ｃｍ×３０ｃｍ×３０ｃｍ）购于北京有机玻璃厂，多功能

气体检测仪（ＤａｔｅｘＯｈｍｅｄａ，芬兰），大鼠白细胞介素２（ｉｎｔｅｒ

ｌｅｕｋｉｎ２，ＩＬ２）、干扰素（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｇａｍｍａ，ＩＦＮγ）、肿瘤坏死因

子（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａｌｐｈａ，ＴＮＦα）、ＥＬＩＳＡ试剂盒（博士

德公司），ＴｒｉｚｏｌＲＮＡ 分离液（美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司），ＲＴＰＣＲ

试剂盒（美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司），甘油醛３磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌ

ｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）、ＴＮＦα 引 物

（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），细胞计数仪ＶｉｃｅｌｌＸＲ（美国ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌ

ｔｅｒ），大鼠固定器。

１．２　方法

１．２．１　实验动物分组　将２４只Ｌｅｗｉｓ大鼠采用随机数字法

随机分为３组：正常组、对照组、异氟醚组，每组８只。除正常

组之外，其余组均放入密闭有机玻璃麻醉箱内，进气端与麻醉

机呼吸回路相连通，出气端接多功能气体检测仪并与大气相

通。氧气浓度维持在４０％，大鼠保持自主呼吸，容器内温度维

持在（２３．００±１．００）℃，湿度为（５０．００±１０．００）％；在此基础

上，异氟醚组分别吸入２％的异氟醚。多功能气体检测仪监测

容器内异氟醚浓度和氧气浓度，达到设定值（４０％Ｏ２、２％异氟

醚）后即使开始计时。

１．２．２　动物急性炎症模型制备　大鼠在吸入２％的异氟醚后
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表１　　３组大鼠ＢＡＬＦ中各种炎症细胞数量比较（个，×１０３，狓±狊）

组别 狀 巨噬细胞 嗜酸性粒细胞 中性粒细胞 淋巴细胞 总数

正常组 ８ １１４．８０±８５．２５ １２０．０９±１５６．４６ ０．８６±０．８６ １．９３±０．３４ ２３７．６７±２３７．７９

对照组 ８ １４１．２４±２７．７６ ２０１．２０±４７．６４ １３８７．０８±２５４．４８ ７．９９±１．６８ １７３７．５０±３０４．２２

异氟醚组 ８ １２９．８２±４４．２０ １５７．４４±４１．０２ ６．４３±３．８４ ２．５６±０．７３ ２９６．２５±７８．９４

　　：犘＜０．０５，与对照组比较。

表２　　３组大鼠ＢＡＬＦ和血清中ＴＮＦα、ＩＬ２和ＩＮＦγ表达（狀＝８，狓±狊，ｐｇ／ｍＬ）

组别 狀
ＢＡＬＦ

ＴＮＦαｍＲＮＡ ＴＮＦα

血清

ＩＬ２ ＩＮＦγ

正常组 ８ ０．７０±０．１９ １４３．７９±４．６９ １９２．４４±９６．６８ １０．６７±１０．６７

对照组 ８ １．５３±０．４９ ２７１７．３０±２４５．４９ ６６９０．６７±５３０．２５ ４１２．７８±１０９．０１

异氟醚组 ８ １．２３±０．２６ ７５８．６３±６５．７６ ２９９５．２２±４１９．４１ ２１７．２５±１０．５０

　　：犘＜０．０５，与对照组比较。

３０ｍｉｎ尾静脉注射一次脂多糖（５ｍｇ／ｋｇ）。

１．２．３　标本采集　脂多糖静脉注射之前给予３０ｍｉｎ异氟醚，

４ｈ之后，将大鼠麻醉（１２ｍｇ／ｍＬ戊巴比妥钠，５ｍＬ／ｋｇ），心脏

采血收集，然后在气管上开一小口，将针头（１６Ｇ针头）插入气

管内，用止血钳固定，用５ｍＬ含１％ ＦＢＳ的ＰＢＳ液清洗支气

管及肺泡３次，如此３遍，共用１５ｍＬ的支气管灌流液（ｂｒｏｎ

ｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ，ＢＡＬＦ）冲洗。腹主动脉采血并以

１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ取上清液做ＥＬＩＳＡ检测ＩＬ２和ＩＦＮ

γ。将ＢＡＬＦ以１５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，上清液分装置－８０

℃保存以测定细胞因子（ＴＮＦα），下层细胞用ＰＢＳ＋１％ＦＢＳ

悬浮（约１０６／ｍＬ），取１００μＬ的细胞悬液，８００ｒ／ｍｉｎ离心５

ｍｉｎ，涂片，晾干，甲醛固定，然后用瑞士吉姆萨染液，Ａ液染３

ｍｉｎ，Ｂ液染１０ｍｉｎ，不同种类细胞计数。最后分离取出肺组织

中右上肺做ＲＴＰＣＲ检测ＴＮＦα表达水平。

１．２．４　检测指标　对ＢＡＬＦ中的炎症细胞进行细胞计数，以

及应用ＥＬＩＳＡ检测ＢＡＬＦ和血浆中的促炎细胞因子（ＴＮＦα、

ＩＬ２、ＩＦＮγ）含量。

１．２．５　ＲＴＰＣＲ法检测ＴＮＦαｍＲＮＡ表达水平　根据ＲＮＡ

提取试剂盒说明书提取ＲＮＡ，进行逆转录反应（２０μＬ体系）；

ＰＣＲ扩增（２５μＬ体系），引物序列为：ＴＮＦα上游引物５′ＣＡＣ

ＣＡＣＧＣＴＣＴＴＣＴＧＴＣＴＡＣＴＧＡＡＣ３′，ＴＮＦα下游引物

５′ＣＣＧＧＡＣＴＣＣＧＴＧＡＴＧＴＣＴＡＡＧＴＡＣＴ３′，产物长度

５４６ｂｐ；ＧＡＰＤＨ上游引物５′ＣＡＣＧＧＣＡＡＧＴＴＣＡＡＴＧＧＣ

ＡＣＡ３′，下游引物５′ＧＡＡＴＴＧＴＧＡＧＧＧＡＧＡＧＴＧＣＴＣ

３′，产物长度９７０ｂｐ。产物进行琼脂凝胶电泳，用ＥＢ染色，图

像采用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅｖ４６２凝胶定量分析软件进行分析，以

ＴＮＦα与ＧＡＰＤＨ扩增条带灰度比值进行统计。

１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行数据分析，

计量资料以狓±狊表示，采用Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉｓｍ 软件对数据进行

单因素方差分析，多组间两两比较采用 Ｔｕｒｋｅｙ检验，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

３组大鼠ＢＡＬＦ中各种炎症细胞数量见表１，３组大鼠ＢＡＬＦ

中ＴＮＦα的表达和大鼠血清中ＩＬ２和ＩＮＦγ的含量见表２。

３　讨　　论

脂多糖是一个大分子由脂质和多糖价键相连组成，是革兰

阴性菌外膜的主要组成部分，被充当内毒素，并在动物中引起

强烈的免疫反应，同时也是免疫和炎症系统中的主要激活物，

包括巨噬细胞、单核细胞和内皮细胞。它能导致败血性休克、

炎症发生、多种器官损伤和细胞因子的释放。

麻醉药物对机体免疫功能的影响已被越来越多的实验所

证实。其作用可能是通过对机体应激反应、内分泌调节、神经

递质的释放、细胞因子的相互作用及对细胞表面受体和离子通

道的影响而引起的。麻醉药物可直接作用于炎症细胞（如影响

自然杀伤细胞、单核细胞巨噬细胞、粒细胞的数目或功能），也

可以通过影响炎症介质，包括细胞因子，而起到促进或抑制炎

性作用，其中细胞因子在麻醉药物作用中所处的地位日益受到

重视。

ＴＮＦα、ＩＬ２和ＩＮＦγ都是目前研究最为活跃的促炎细胞

因子，它们由炎症细胞激活所释放，能引起强烈的炎症反应。

Ｔ和Ｂ淋巴细胞的激活将会导致ＩＬ２的释放，ＩＬ２与其受体

结合诱导一系列的信号级联反应，引起免疫缺陷或自身免疫性

疾病。ＩＮＦγ具有免疫调节作用，是一个病毒复制的抑制物，

同时也是Ｔｈ１淋巴细胞及其介导的免疫反应的标志。ＴＮＦα

主要由单核巨噬细胞分泌，在体内外均能刺激ＩＬ１的产生。

本实验研究发现，吸入性麻醉药物异氟醚能够影响ＴＮＦα、ＩＬ

２和ＩＮＦγ的表达，减少它们的产生。这说明吸入性麻醉药物

有可能改变手术或炎症产生的促炎细胞因子和抗炎细胞因子

的平衡。事实上，许多麻醉药物能够影响促炎细胞因子的表

达。研究证实，异氟醚等多种吸入麻醉药抑制器官的缺血再灌

注损伤也与其抗炎、抗凋亡作用相关，减少 ＮＦκＢ的激活，减

少ＴＮＦα、ＩＬ１、ＩＣＡＭ１和ｉＮＯＳ的表达，增强抗凋亡蛋白

Ｂｃｌ２等表达。异氟醚可以通过抑制ＩＣＡＭ１的表达和减少中

性粒细胞的迁移以减轻大鼠肝局部缺血再灌注的损伤［４］。另

外，异氟醚还能通过下调小鼠血浆ＴＮＦα和ＩＬ６水平，减少

了腹膜炎败血症所致的肝肾功能损害和死亡率［５］。本研究表

明，大鼠静脉注射脂多糖诱导急性炎症，导致ＢＡＬＦ中炎症细

胞增多以及ＢＡＬＦ和血浆中 ＴＮＦα、ＩＬ２和ＩＮＦγ的表达增

加，这暗示了炎症促使炎症细胞渗漏和激活并释放出炎症细胞

因子从而导致炎症反应的加剧。通过用异氟醚预处理可以明

显地抑制ＢＡＬＦ中炎症细胞（尤其是中性粒细胞和淋巴细胞）

增加以及ＢＡＬＦ和血浆中ＴＮＦα、ＩＬ２和ＩＮＦγ的表达，该结
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论与相关研究一致。这充分地说明了异氟醚具有抗炎作用，能

够抑制促炎细胞因子的产生，在一定的程度上减缓了炎症反

应。Ａｄａｍｓ等
［６］研究也表明，大鼠腹腔注射吸入麻醉药能够

降低脂多糖诱导的ＩＬ６／ＩＬ１０的比率并能减轻炎症反应。薛

纪秀等［７］研究表明丙泊酚和异氟醚能减少胰岛素（ＩＮ）、ＴＮＦ

α、ＩＬ６和胰岛素抵抗指数及在一定程度上减轻了应激反应。

因此。这对今后临床上麻醉药物的使用提供了理论指导和现

实基础。也有研究表明，利多卡因预处理可抑制内毒素诱导的

兔促炎因子ＩＬ６、ＴＮＦα的释放和减轻内毒素诱发的兔肺毛

细血管通透性增加、肺部炎症细胞浸润及内皮细胞损伤［８］。但

也有实验显示，直接给予大鼠异氟醚上调了大鼠肺脏炎性因子

的水平［９］。这可能与实验条件及炎症模型不同有关。尽管有

点矛盾，但更多的研究证明，卤族类吸入性麻醉剂预处理对肺

缺血再灌注损伤和神经具有保护作用［１０１１］。

Ｆｌｏｎｄｏｒ等
［１２］研究表明，大鼠静脉注射内毒素脂多糖后用

吸入性麻醉药异氟烷处理可以抑制促炎细胞因子 ＴＮＦα及

ＩＬ１β的释放，产生抗炎作用。同时，体外研究也表明，麻醉药

丙泊酚和氯胺酮可抑制脂多糖刺激的ＰＢＭＣ细胞因子的表

达［１３］。Ｗｅｂｅｒ等
［１４］研究表明，异氟烷能有效抑制人的脐静脉

内皮细胞所产生的ＴＮＦα和血管细胞黏附分子１的分泌。与

本研究结果一致。

目前，不同的麻醉药物对细胞因子产生的影响还存在一定

的争议，其机制不是十分清楚。本研究表明了吸入麻醉药预处

理通过抑制促炎细胞因子产生抗炎作用，可应用于手术上的免

疫和抗感染等方面。因此，根据患者病情、手术大小，尤其是那

些免疫功能异常、感染、创伤的高危手术患者，选择合适的麻醉

药物维持细胞因子平衡，以调节机体免疫，具有重要的临床

意义。

参考文献：

［１］ 郑海燕．丙泊酚麻醉对围术期肝缺血再灌注损伤患者血

浆氧化亚氮／内皮素１和炎症细胞因子的影响［Ｊ］．实用

医学杂志，２００９，２５（２３）：３９９５３９９７．

［２］ 柳垂亮，李玉娟，石永勇．吸入麻醉药抗缺血再灌注损伤

及其机制研究进展［Ｊ］．中国药学杂志，２００９，４４（１８）：

１３６９１３７１．

［３］ 李秀华，程晓燕，张岩．静脉麻醉药预处理对鼠脑缺血损

伤皮质区 ＴＮＦα的影响［Ｊ］．当代医学，２００９，１５（２８）：

６８．

［４］ ＸｕＧＭ，ＴａｏＧＣ．ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｉｓｏｆｌｕｒａｎｅｏｎＩＣＡＭ１ｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎａｎｄｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｉｎｒａｔｓｗｉｔｈｌｉｖｅｒｉｓｃｈｅｍｉａ

ａｎｄｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．ＪＭｅｄＣｏｌｌｅｇｅｓＰＬＡ，２００９，２４

（５）：２５９２６５．

［５］ ＬｅｅＨＴ，ＥｍａｌａＣＷ，ＪｏｏＪＤ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｆｌｕｒａｎｅｉｍｐｒｏｖｅｓ

ｓｕｒｖｉｖａｌａｎｄｐｒｏｔｅｃｔｓａｇａｉｎｓｔｒｅｎａｌａｎｄｈｅｐａｔｉｃｉｎｊｕｒｙｉｎ

ｍｕｒｉｎｅｓｅｐｔｉｃｐｅｒｉｔｏｎｉｔｉｓ［Ｊ］．Ｓｈｏｃｋ，２００７，２７（４）：３７３

３７９．

［６］ ＡｄａｍｓＳＤ，ＲａｄｈａｋｒｉｓｈｎａｎＲＳ，ＨｅｌｍｅｒＫＳ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓ

ｏｆａｎｅｓｔｈｅｓｉａｏｎｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｉｎｄｕｃｅｄｃｈａｎｇｅｓｉｎｓｅｒ

ｕｍｃｙｔｏｋｉｎｅｓ［Ｊ］．ＪＴｒａｕｍａ，２００８，６５（１）：１７０１７４．

［７］ 薛纪秀，范隆，徐国勋，等．丙泊酚和异氟醚麻醉对胰岛素

抵抗及促炎细胞因子的影响［Ｊ］．临床麻醉学杂志，２００８，

２４（１）：８１０．

［８］ 廖志婕．利多卡因预处理对兔肺损伤炎症反应的影响

［Ｄ］．广州：第一军医大学学报，２００６．

［９］ 安海燕，杨拔贤．不同浓度异氟醚吸入对大鼠炎症反应的

影响［Ｊ］．山东医药，２００９，４９（１１）：３７．

［１０］张素品．异氟烷／七氟烷预处理及后处理对大鼠肺缺血再

灌注损伤的保护作用［Ｄ］．天津：天津医科大学，２００９．

［１１］张俊杰，郡建勤．吸入麻醉药的神经保护效应及可能机制

［Ｊ］．麻醉与监护论坛，２０１１，１８（５）：３５９３６２．

［１２］ＦｌｏｎｄｏｒＭ，ＨｏｆｓｔｅｔｔｅｒＣ，ＢｏｏｓｔＫＡ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｆｌｕｒａｎｅｉｎ

ｈａｌａｔｉｏｎａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆｅｎｄｏｔｏｘｅｍｉａｉｎｒａｔｓａｔｔｅｎｕａｔｅｓ

ｔｈｅｓｙｓｔｅｍｉｃｃｙｔｏｋｉｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅ［Ｊ］．ＥｕｒＳｕｒｇＲｅｓ，２００８，

４０（１）：１６．

［１３］亓玲丽，郭政．麻醉药物对细胞因子白细胞介素１β和白

细胞介素６的影响［Ｊ］．中国药物与临床，２００７，７（７）：

５０５５０７．

［１４］ＷｅｂｅｒＮＣ，ＫａｎｄｌｅｒＪ，ＳｃｈｌａｃｋＷ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｅｒｍｉｔｔｅｄｐｈａｒ

ｍａｃｏｌｏｇｉｃｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｂｙｘｅｎｏｎ，ｉｓｏｆｌｕｒａｎｅ，ｎｉｔｒｏｕｓｏｘ

ｉｄｅ，ａｎｄｔｈｅｏｐｉｏｉｄｍｏｒｐｈｉｎｅｐｒｅｖｅｎｔｓｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃ

ｔｏｒａｌｐｈａｉｎｄｕｃｅｄａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｈｕｍａｎ

ｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ａｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌｏｇｙ，２００８，

１０８（２）：１９９２０７．

（收稿日期：２０１２０８２３　修回日期：２０１２１０２１）

（上接第７７７页）

　　ｒｅｄｕｃｔａｓｅｍｅｄｉａｔｅｓｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄＥＭＴｖｉａＰＩ３ｋｉｎａｓｅ

ａｎｄＡｋｔ［Ｊ］．ＪＡｍＳｏｃＮｅｐｈｒｏｌ，２００８，１９（２）：３８０３８７．

［１１］俞小芳，丁小强，朱加明，等．５／６肾切除大鼠低氧诱导因

子１α和２α在肾内的表达和定位［Ｊ］．中华肾脏病杂志，

２０１０，２６（９）：６８９６９５．

［１２］ＸｕＨ，ＬｉｕＸ，ＮｉｎｇＷ，ｅｔａｌ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＩＦ１ａｌｐｈａｉｎ

５／６ｎｅｐｈｒｅｃｔｏｍｉｚｅｄｒａｔｍｏｄｅｌｓｏｆｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｆｉｂｒｏｓｉｓ

［Ｊ］．ＺｈｏｎｇＮａｎＤａＸｕｅＸｕＢａｏ，２００９，３（４）：３０８３１２．

［１３］何泽云，徐元美．六味地黄丸治疗肾阴虚型慢性肾小球肾

炎的临床研究［Ｊ］．湖南中医学院学报，２００４，２４（１）：３５

３７．

［１４］何泽云，阳晓．参麦注射液对５／６肾切除大鼠肾脏及腹膜

形态结构的影响［Ｊ］．中国中西医结合杂志，１９９８，１８（９）：

５５３５５５．

［１５］何泽云，陈江华，李晓峰．六味地黄丸对肾切除大鼠肾小

球化生的影响［Ｊ］．湖南中医学院学报，２００４，２４（２）：１３．

［１６］蔡惠芳，谭元生，何泽云，等．六味地黄丸对大鼠５／６肾切

除肾功能的影响［Ｊ］．湖南中医药大学学报，２００７，２７（２）：

１７１９．

［１７］李万斌，何泽云．六味地黄丸延缓５／６肾切除大鼠肾组织

纤维化研究［Ｊ］．中国药师，２００９，１２（４）：４１１４１３．

（收稿日期：２０１２１０２６　修回日期：２０１２１１１９）

０８７ 重庆医学２０１３年３月第４２卷第７期




