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摘要　雄激素受体通过ＤＮＡ结合域与效应元件结合发挥作用，在以往的研究中多采用与 ＧＳＴ或
ＰｒｏｔｅｉｎＡ融合的方式对雄激素受体的 ＤＮＡ结合域（ＡＲＤＢＤ）进行重组表达，但获得无融合标签
的纯ＡＲＤＢＤ的操作非常繁琐。现借助内含肽介导的自剪切作用经一步亲和层析得到纯度较高
的无融合标签的ＡＲＤＢＤ，以利于对其性质和功能的研究。通过 ＰＣＲ方法扩增了编码人雄激素
受体５２０～６４４位氨基酸的核苷酸序列，将该序列克隆入 ｐＴＷＩＮ１融合表达载体，转化大肠杆菌
ＢＬ２１（ＤＥ３）后对诱导温度及ＩＰＴＧ浓度进行优化，重组蛋白几乎全部可溶表达。将可溶性部分吸
附到几丁质亲和层析柱上，通过ｐＨ诱导的内含肽自剪切作用释放出不含融合标签的重组人 ＡＲ
ＤＢＤ蛋白，凝胶阻滞分析证明该蛋白只特异性结合保守的雄激素响应元件（ＡＲＥ），具备正常的生
物学活性。
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　　雄激素受体（ａｎｄｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＡＲ）是一种转录因
子，属于核受体超家族成员。当被其配体———雄激素

激活后，便进入靶细胞的核内，以高专一性、高亲和力

与雄激素响应元件（ａｎｄｒｏｇｅｎｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔ，ＡＲＥ）结
合从而调控靶基因转录［１３］。与该家族其他成员相似，

ＡＲ包含 Ｎ端转录激活域（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｄｏｍａｉｎ，ＴＡＤ），ＤＮＡ结合域（ＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ，
ＤＢＤ）和Ｃ端配体结合域（ｌｉｇａｎｄｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ，ＬＤＢ）
３个主要功能域［４］。其中的ＤＢＤ在ＡＲ对ＡＲＥ的特异
性识别与高亲和力结合过程中发挥着主要作用，因此

对ＡＲ正常功能的发挥是必不可少的。
　　为了更透彻的阐明ＡＲ对ＡＲＥ特异性识别与结合
的分子机制，研究者们对 ＡＲＤＢＤ展开了广泛的研究，
如ＡＲＤＢＤ的三维结构，ＡＲＤＢＤ与ＡＲ其它结构域的
相互作用，ＡＲＤＢＤ内对其功能发挥关键作用的氨基
酸，与ＡＲＤＢＤ结合的ＡＲＥ序列及其特性，抗ＡＲＤＢＤ

多克隆及单克隆抗体制备等。而这些领域的研究用到

的ＡＲＤＢＤ蛋白，多是采用基因工程菌表达的重组蛋

白。目前已有多篇应用重组 ＡＲＤＢＤ进行相应研究的

报道［５９］，但普遍存在的一个问题是这些重组蛋白均为

融合表达的蛋白，在有些研究中融合标签对 ＡＲＤＢＤ

所造成的影响不可忽视，而要去除融合标签一般都要

经过蛋白酶切和再纯化的过程，导致蛋白质活性和产

率下降，而且用于酶切的蛋白酶价格也非常昂贵。针

对这些问题，我们采用ｐＴＷＩＮ１载体对ＡＲＤＢＤ进行重

组表达，将载体自身的几丁质结合结构域（ｃｈｉｔｉｎ

ｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ，ＣＢＤ）以及集胞藻（Ｓｙｎｅｃｈｏｃｙｓｔｉｓｓｐ）

ｄｎａＢ基因内含肽（ｉｎｔｅｉｎ）与ＡＲＤＢＤ融合，可实现重组

蛋白的一步纯化，不但操作简单方便，也在很大程度上

保证了重组蛋白的活性和产量。

１　材料与方法

１．１　材　料

　　含有人ＡＲ全长 ｃＤＮＡ序列的载体 ｐｃＤＮＡ３．０ＡＲ
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由本实验室构建；表达载体 ｐＴＷＩＮ１，Ｃｈｉｔｉｎｂｅａｄｓ，Ｔ４

寡核苷酸激酶购自ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司；大肠杆菌
ＢＬ２１（ＤＥ３）由本实验室保藏；ＮｃｏＩ、ＸｈｏＩＤＮＡ限制性内
切酶，ＬａＴａｑＤＮＡ聚合酶，ＤＮＡ分子量 ＭａｒｋｅｒⅡ购自
ＴａＫａＲａ公司；Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；质粒
抽提试剂盒，大肠杆菌 Ｔｏｐ１０感受态细胞购自
ＴＩＡＮＧＥＮ公司；胶回收试剂盒购自 Ｑｉａｇｅｎ公司；
ＰａｇｅＲｕｌｅｒＰｌｕｓＰｒｅｓｔａｉｎｅｄＰｒｏｔｅｉｎＬａｄｄｅｒ购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ
公司；ＩＰＴＧ购自 Ｓｉｇｍａ公司；［γ３２Ｐ］ＡＴＰ购自
ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司；其他试剂为进口分装或国产分析纯
试剂。

１．２　方　法
１．２．１　表达载体的构建　首先用 ＬａＴａｑＤＮＡ聚合酶
从ｐｃＤＮＡ３．０ＡＲ中扩增出编码人ＡＲ５２０～６４４位氨基

酸的ＤＮＡ片段，该片段中即包含 ＡＲＤＢＤ。ＰＣＲ扩增
所用上游引物为５′ＧＣＣＣＡＴＧＧＧＣＡＡＡＡＧＣＧＡＡＡＴＧＧ
ＧＣＣＣ３′，下游引物为５′ＧＣＣＴＣＧＡＧＴＣＡＣＴＣＴＣＣＴＴＣＣ
ＴＣＣＴＧＴＡＧＴＴＴＣＡＧ３′。ＰＣＲ扩增条件为：９５℃变性３
ｍｉｎ，９５℃变性１０ｓ，６０℃退火１５ｓ，７２℃延伸２０ｓ，共３５
个循环，７２℃保温１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经２％琼脂糖凝胶
电泳检测大小正确后割胶回收。用 ＮｃｏＩ和 ＸｈｏＩ两种
酶切割回收后 ＰＣＲ产物及 ｐＴＷＩＮ１质粒。Ｔ４ＤＮＡ连
接酶连接双酶切并回收后的质粒和 ＤＮＡ片段，连接产
物转化大肠杆菌 Ｔｏｐ１０感受态细胞，挑取转化后菌落
进行ＰＣＲ和质粒双酶切验证，然后送上海美季生物技
术有限公司测序。

１．２．２　ＡＲＤＢＤ诱导表达条件的优化　将测序正确的
重组质粒转化大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３），挑取阳性克隆接
种至含 １００μｇ／ｍｌ氨苄青霉素的 ４ｍｌＬＢ液体培养基

３７℃震荡培养过夜。然后以含１００μｇ／ｍｌ氨苄青霉素
的新鲜 ＬＢ液体培养基按１∶１００比例稀释菌液，继续
３７℃震荡培养至Ａ６００达到１左右时，将菌液管分为三个
温度组，每组各加入终浓度为 ０，０．２５，０．５，０．７５，
１ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ，分别放入２０℃震荡培养７ｈ，３０℃震
荡培养５ｈ，３７℃震荡培养３ｈ。５０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ收
集菌体，以 １ｍｌ含 １ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ的 ＰＢＳ混悬菌体，
１６０Ｗ超声２０次，超声１０ｓ，间隔 １０ｓ。超声完毕后除
ＩＰＴＧ终浓度为０的菌液外，其余超声菌液１３２００ｒ／ｍｉｎ
４℃离心１０ｍｉｎ，上清转入另一微量离心管中，沉淀以

１ｍｌ上样缓冲液重悬，取相同体积各样品 １２％ＳＤＳ
ＰＡＧＥ检测表达情况。
１．２．３　ＡＲＤＢＤ的纯化及最适切割 ｐＨ值的选择　取

１００ｍｌ在０．５ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ终浓度下３０℃过夜诱导表达

的工程菌菌液离心收集菌体，以 ４０ｍｌ缓冲液 Ｂ１
［２０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ８．５），０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，０．１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ］重悬并超声，离心后收集上清。取５００μｌＣｈｉｔｉｎ
ｂｅａｄｓ上柱，以５ｍｌ缓冲液 Ｂ１平衡，然后加入４ｍｌ超声
上清液，４℃孵育３０ｍｉｎ，１５ｍｌ含０．２％Ｔｗｅｅｎ２０缓冲液
Ｂ１洗柱。加入１．２ｍｌ缓冲液Ｂ１重悬Ｃｈｉｔｉｎｂｅａｄｓ并等

分为１２等份，瞬时离心弃上清，分别以１ｍｌ不同ｐＨ缓
冲液Ｂ１重悬 Ｃｈｉｔｉｎｂｅａｄｓ，室温过夜裂解。短暂离心，
分离上清和 Ｃｈｉｔｉｎｂｅａｄｓ，其中 Ｃｈｉｔｉｎｂｅａｄｓ加入 ５０μｌ
４％ＳＤＳ沸水浴 ５ｍｉｎ，取 ５μｌ进行 ＳＤＳＰＡＧＥ，上清取
１５μｌ进行ＳＤＳＰＡＧＥ。当确定最适切割 ｐＨ后，将剩余
超声上清液全部加入以 １００ｍｌ缓冲液 Ｂ１平衡后的
１０ｍｌＣｈｉｔｉｎｂｅａｄｓ柱，４℃孵育 ３０ｍｉｎ，流掉液体，以

２００ｍｌ含０．２％Ｔｗｅｅｎ２０缓冲液 Ｂ１洗柱，加入２０ｍｌ相
应ｐＨ的缓冲液Ｂ１重悬Ｃｈｉｔｉｎｂｅａｄｓ，静止片刻后流掉，
重新加入１０ｍｌ该缓冲液重悬Ｃｈｉｔｉｎｂｅａｄｓ，室温过夜切
割。收集流出液后另加入２０ｍｌ相同缓冲液洗柱，合并
得到的ＡＲＤＢＤ蛋白溶液，ＳＤＳＰＡＧＥ检测纯度。
１．２．４　凝胶阻滞分析［１０］　分别取５０ｎｇ双链寡核苷酸
探针，变性后在２０μｌ反应体系中利用Ｔ４寡核苷酸激酶
和［γ３２Ｐ］ＡＴＰ进行末端标记，标记产物乙醇沉淀后以
１００μｌ双蒸水溶解，取１μｌ稀释到１５μｌ测定探针比活，

标记成功的探针退火后４℃备用。取０．５μｇ纯化后的
重组 ＡＲＤＢＤ与 ［γ３２Ｐ］标记的双链探针（２×１０５

ｃｐｍ）在蛋白反应缓冲液 （２０ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ，ｐＨ７．３，
０．２ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，１ｍｍｏｌ／Ｌｄｉｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌ，１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭｇＣｌ２，５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，０．５ｇ／ＬＮＰ４０，１０％ ｇｌｙｃｅｒｏｌ）
中于２５°Ｃ温育２５ｍｉｎ。ＤＮＡ／蛋白质复合物经６％的非
变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，胶抽干后进行放射自

显影，－８０℃压片１ｈ后Ｘ光片曝光观察。其中选择已

被证明具有ＡＲＥ活性的 Ｃ３（１）作为保守 ＡＲＥ寡核苷
酸探针，其序列为：５′ＡＴＡＧＴＡＣＧＴＧＡＴＧＴＴＣＴＣＡＡ３′；
转录因子ＡＰ１结合序列作为无关探针，其序列为：５′
ＣＧＣＴＴＧＡＴＧＡＧＴＣＡＧＣＣＧＧＡＡ３′。

２　结　果

２．１　重组表达质粒 ｐＴＷＩＮ１ＣＢＤＩｎｔｅｉｎＡＲＤＢＤ的
构建

　　ＰＣＲ产物经２％琼脂糖凝胶电泳后，结果显示获得

了大小约为３９６ｂｐ的目的片段（图１），重组后表达质粒
ｐＴＷＩＮ１ＣＢＤＩｎｔｅｉｎＡＲＤＢＤ经ＰＣＲ和质粒双酶切证实

８



２０１１，３１（４） 姚广新 等：Ｉｎｔｅｉｎ介导的重组人ＡＲＤＢＤ的原核可溶性表达、纯化及活性鉴定

目的片段已插入到载体中，测序后结果也证实目的片

段插入方向正确并且无突变发生。

图１　ＡＲＤＢＤ的ＰＣＲ扩增

Ｆｉｇ．１　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＡＲＤＢＤ
Ｍ：ＭａｒｋｅｒⅡ；１：ＡＲＤＢＤ（３９６ｂｐ）

２．２　融合蛋白ＣＢＤＩｎｔｅｉｎＡＲＤＢＤ的表达

　　诱导后的重组大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）蛋白经 ＳＤＳ

ＰＡＧＥ分析表明，在３７℃以不同 ＩＰＴＧ终浓度诱导表达

时，在３６～５５ｋＤａ之间有一明显的特异条带，其位置与

预测的融合蛋白 ＣＢＤＩｎｔｅｉｎＡＲＤＢＤ理论分子量

３９．９ｋＤａ基本一致，但各 ＩＰＴＧ终浓度下重组蛋白均为

部分可溶表达（图２ｃ）。而在２０℃和３０℃诱导时，重组

蛋白几乎全部可溶表达，且这种表达受 ＩＰＴＧ终浓度的

影响并不显著（图２ａ、图２ｂ）。考虑到菌体生长速度及

蛋白产量等因素，诱导条件定为 ＩＰＴＧ终浓度

０．５ｍｍｏｌ／Ｌ，３０℃过夜诱导。

２．３　最适切割ｐＨ值的确定

　　将不同ｐＨ值条件下诱导自剪切的样品进行 ＳＤＳ

ＰＡＧＥ分析后发现，在较宽的 ｐＨ值范围内融合蛋白均

发生了自剪切，但不同 ｐＨ值诱导的自剪切效率不同，

当ｐＨ值为５～５．５时切割效率最高（图３ａ、图３ｂ），后

续实验中将切割ｐＨ值定为５．５。当大量纯化ＡＲＤＢＤ

时，对上样前样品及流出液进行 ＳＤＳＰＡＧＥ检测证明，

重组蛋白均已结合到 Ｃｈｉｔｉｎｂｅａｄｓ上。对纯化后的 ＡＲ

ＤＢＤ蛋白进行 ＳＤＳＰＡＧＥ检测发现，虽然有一条较弱

的杂带，但重组的ＡＲＤＢＤ蛋白纯度仍较高（图４），灰

度分析结果显示蛋白纯度在９５％以上。

２．４　凝胶阻滞分析验证重组ＡＲＤＢＤ活性

　　当重组 ＡＲＤＢＤ与保守 ＡＲＥ和无关探针孵育后，

ＰＡＧＥ分析结果表明，仅加入ＡＲＤＢＤ重组蛋白的泳道

内无信号；与保守ＡＲＥ孵育的泳道内电泳迁移率明显

降低；而加入５０倍非标记冷探针与其竞争后电泳迁移

率恢复；与无关探针孵育的泳道内电泳迁移率无变化

（图５）。以上结果说明重组ＡＲＤＢＤ具有与保守 ＡＲＥ

图２　融合蛋白ＣＢＤＩｎｔｅｉｎＡＲＤＢＤ

诱导条件的优化

Ｆｉｇ．２　Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆ

ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎＣＢＤＩｎｔｅｉｎＡＲＤＢＤ
（ａ）ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆＣＢＤＩｎｔｅｉｎＡＲＤＢＤｉｎｄｕｃｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ＩＰＴＧｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｔ２０℃

（ｂ）ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆＣＢＤＩｎｔｅｉｎＡＲＤＢＤｉｎｄｕｃｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ＩＰＴＧｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｔ３０℃

（ｃ）ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆＣＢＤＩｎｔｅｉｎＡＲＤＢＤｉｎｄｕｃｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ＩＰＴＧｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｔ３７℃

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｗｈｏｌｅｃｅｌｌｌｙｓａｔｅｂｙ０ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ；２，４，６，８：

ＳｕｐｅｒｎａｔａｎｔｉｎｄｕｃｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔＩＰＴＧｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（０．２５，０．５，

０．７５，１ｍｍｏｌ／Ｌ）；３，５，７，９：ＰｅｌｌｅｔｉｎｄｕｃｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔＩＰＴＧ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（０．２５，０．５，０．７５，１ｍｍｏｌ／Ｌ）

特异结合的生物学活性。

３　讨　论

　　随着分子生物学技术的发展，很多蛋白质都可进

９
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图３　ＣＢＤＩｎｔｅｉｎＡＲＤＢＤ切割ｐＨ的优化

Ｆｉｇ．３　ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｌｅａｖａｇｅｐＨ

ｏｆＣＢＤＩｎｔｅｉｎＡＲＤＢＤ
（ａ）ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｈｉｔｉｎｂｅａｄｓａｆｔｅｒｃｌｅａｖａｇｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨ

（ｂ）ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔａｆｔｅｒｃｌｅａｖａｇｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨ

图４　ＡＲＤＢＤ的纯化

Ｆｉｇ．４　ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＡＲＤＢＤ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｗｈｏｌｅｃｅｌｌｌｙｓａｔｅｂｅｆｏｒｅｌｏａｄｉｎｇｔｏｃｈｉｔｉｎｂｅａｄｓ

ｃｏｌｕｍｎ；２：Ｆｌｏｗｔｈｒｏｕｇｈａｆｔｅｒｂｉｎｄｉｎｇｔｏｃｈｉｔｉｎｂｅａｄｓ；３：Ｐｕｒｉｆｉｅｄ

ＡＲＤＢＤ

行原核重组表达，但由于多种已知和未知的原因，所表

达出的重组蛋白往往形成不可溶的包涵体，这对重组

蛋白的纯化和活性是极大的威胁。为解决这一难题，

很多研究者采用融合表达的方式来增加重组蛋白的溶

解性，但融合标签对重组蛋白的活性可能产生影响。

而如果想去除融合标签，却往往并非易事。

　　与其它融合表达载体相比，ｐＴＷＩＮ１载体最显著的

优势在于它利用了Ｉｎｔｅｉｎ的自剪切特性，在通过融合蛋

白增加重组蛋白溶解性和稳定性的同时，可以非常方

便温和地去除融合标签，以防止融合标签对重组蛋白

的影响。此外，由于切割与纯化过程是同时完成的，所

以利用此系统表达的重组蛋白的纯化也是极其简单

的。通过ｐＨ诱导后，目的蛋白与吸附在 Ｃｈｉｔｉｎｂｅａｄｓ

图５　纯化后ＡＲＤＢＤ的凝胶阻滞分析

Ｆｉｇ．５　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃｍｏｂｉｌｉｔｙｓｈｉｆｔａｓｓａｙ

ｗｉｔｈｐｕｒｉｆｉｅｄＡＲＤＢＤ
１：ＡＲＤＢＤｗｉｔｈｏｕｔｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｒｏｂｅ；２：ＡＲＤＢＤｉｎｃｕｂａｔｅｄ

ｗｉｔｈｃｏｎｓｅｒｖｅｄＡＲＥ；３：ＡＲＤＢＤｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｃｏｎｓｅｒｖｅｄＡＲＥ

ａｎｄｆｉｆｔｙｔｉｍｅｓｕｎｌａｂｅｌｌｅｄｃｏｍｐｅｔｉｔｏｒｓ；４：ＡＲＤＢＤｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈ

ＡＰ１ｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔ

上的内含肽分离并被洗脱下来，而剩余的内含肽和未

被切割的融合蛋白则继续吸附在层析填料上，不需再

经过纯化过程将其去除，真正实现了一步纯化。由于

避免了使用蛋白酶对融合蛋白的长时间切割，并且简

化了繁琐的纯化步骤，因此对重组蛋白活性的维持和

产量的提高提供了有力保障。基于以上诸多优点，利

用该载体对目的蛋白进行重组表达的报道也越来越

多［１１１３］。与利用此系统进行重组表达相比，同样为了

得到不含融合标签的重组 ＡＲＤＢＤ，Ｓｈａｆｆｅｒ等［８］采用

ＧＳＴ融合表达系统，融合蛋白经过谷胱甘肽琼脂糖凝

胶柱纯化后，以凝血酶４℃过夜切割，切割产物再经 ＳＰ

ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ和Ｓｏｕｒｃｅ１５Ｓ柱纯化后才得到无融

合标签的ＡＲＤＢＤ。不仅步骤繁琐，而且需要更多的试

剂和材料。

　　从以上结果可以看出，利用 Ｉｎｔｅｉｎ系统表达 ＡＲ

ＤＢＤ操作简单方便，得到的纯化蛋白不仅纯度较高，而

且也具有较理想的生物学活性。经初步计算，利用该

系统表达的纯化后的 ＡＲＤＢＤ蛋白产量基本可达到

４ｍｇ／Ｌ左右。由于核受体超家族的成员之间ＤＢＤ区的

氨基酸序列及三维结构保守性较高，因此可初步推测，

用Ｉｎｔｅｉｎ系统表达该家族其它成员的ＤＢＤ区可行性也

是很大的，这将使对该家族成员的很多研究得到简化。
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