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ＨＬＸ基因在 ＡＭＬ中的表达及预后分析
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摘　要　目的　分析 Ｈ２．０样同源盒基因（Ｈ２．０－ｌｉｋｅｈｏｍｅｏｂｏｘｇｅｎｅ，ＨＬＸ）在急性髓系白血病（ａｃｕｔｅｍｙｅｌｏｇｅｎｏｕｓｌｅｕｋｅｍｉａ，

ＡＭＬ）患者中的临床表达情况，探究 ＨＬＸ基因与 ＡＭＬ疾病预后的关系。方法　收集 ５６例 ＡＭＬ患者的骨髓单个核细胞，实时荧

光定量 ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ－ｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴ－ＰＣＲ）检测 ＨＬＸ的表达水平，并结合预后基因进行分析。结果

在临床初发的 ＡＭＬ患者中，ＨＬＸ的表达水平高于正常人（Ｐ＜０．０１），ＨＬＸ表达水平与白血病组患者年龄、骨髓原始细胞数显著

相关（Ｐ＜０．０５），ＨＬＸ表达水平与染色体核型代表的预后分层无明显关联（Ｐ＞０．０５）。结论　ＨＬＸ基因在 ＡＭＬ患者中的表达

水平是上调的，可能拥有独立的预后信息，是 ＡＭＬ中潜在的干预靶点。
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　　急性髓系白血病（ａｃｕｔｅｍｙｅｌｏｇｅｎｏｕｓｌｅｕｋｅｍｉａ，
ＡＭＬ）是临床极为常见的髓系造血干细胞恶性疾病
之一。研究显示，６０岁以下 ＡＭＬ患者完全缓解率为
７０％ ～８０％，但５年总体生存率只有 ４０％ ～４５％；而
年龄较大的患者，即使体能状况良好，其完全缓解率

更低，仅为 ４０％ ～５０％，且中位生存期不足 １年［１］
。

近年来，科学家们为寻找 ＡＭＬ的发病机制不断努力，
但尚未能窥其真谛。因此，深入研究 ＡＭＬ发病机制，
寻找新的治疗靶点，开发高效的靶向治疗药物，对进

一步提高急性髓系白血病的治疗水平具有重要的科

学意义。Ⅱ类同源盒基因 ＨＬＸ于１９９１年由 Ａｌｌｅｎ等
首先发现，位于 １ｑ４１～ｑ４２．１，其开放阅读框长
１４６７ｂｐ，人类 ＨＬＸ基因又称为 ＨＬＸ１或 ＨＢ２４，鼠
ＨＬＸ基因称为 Ｈｌｘ［２］。有研究表明，ＨＬＸ基因在

ＣＤ３４＋造血干／祖细胞的初始状态中表达水平较高，

然而随着其分化水平增加，ＨＬＸ的表达水平逐渐下
调，表明 ＨＬＸ在保持原始分化水平上具有决定性意
义；ＨＬＸ基因在 ＡＭＬ患者的骨髓细胞中 ｍＲＮＡ呈高
表达，提示 ＨＬＸ可能是 ＡＭＬ的潜在治疗靶点；ＨＬＸ
的高表达与 ＡＭＬ患者的不良预后正相关，具体机制
不明确

［２，３］
。本研究将通过分析初治 ＡＭＬ患者不同

ＦＡＢ亚型的骨髓单个核细胞中的 ＨＬＸ基因表达水
平，结合临床病例资料，探讨 ＨＬＸ基因与 ＡＭＬ预后
的关系。

对象与方法

１．对象：选取２０１４年１２月 ～２０１６年９月在温州
医科大学附属台州医院血液肿瘤内科首次收治并自

愿捐献骨髓标本的 ＡＭＬ初治患者，共５６例。该实验
已通过笔者医院伦理委员会审批。（１）入选标准：病
例组：根据２００８年世界卫生组织血液肿瘤分类诊断
标准明确诊断为 ＡＭＬ，并根据急性白血病法、美、英
（ＦＡＢ）分型诊断标准确定亚型。对照组：同期笔者医
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院健康体检者外周血，性别、年龄分布范围相匹配。

（２）排除标准：排除其他肿瘤及免疫相关性疾病，如
冠心病、糖尿病、炎性肠病等。

２．仪器、试剂：小型高速离心机购于德国 Ｅｐｐｅｎ
ｄｏｒｆＢｉｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ、压力蒸汽灭菌器购于上海一恒科
技有限公司、ＡＢＩ７５００实时荧光定量仪购于美国 Ａｐ
ｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、ＰＣＲ仪购于美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司、电
泳仪购于美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司。Ｆｉｃｏｌｌ淋巴细胞分离
液购自天津市灏洋生物制品有限公司，ＴＲＩｚｏｌ Ｒｅａ
ｇｅｎｔ、ＲＮＡｌａｔｅｒ ＲＮＡ Ｓｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ、ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ购于美国 ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司。

３．ＨＬＸ基因相关表达量的测定：将初发 ＡＭＬ患
者的骨髓液 ２ｍｌ进行实验，用 Ｆｉｃｏｌｌ法处理细胞，保
存于 －８０℃，备用；将细胞离心，根据 Ｔｒｉｚｏｌ说明书添
加试剂进行总 ＲＮＡ提取，加入 ２０μｌＤＥＰＣ－Ｈ２Ｏ溶
解 ＲＮＡ。按 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ
合成 ｃＤＮＡ，严格按照顺序加入试剂合成 ｃＤＮＡ，冰上
冷却并离心，并严格按照剂量加入 １０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ
Ｍｉｘ２μｌ、ＲｉｂｏＬｏｃｋＲｎａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ１μｌ、ＲｅａｃｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ
４μｌ、ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＭ－ＭｕＬＶＲＴ１μｌ，混匀离心。根据
ＧｅｎＢａｎｋ中人 ＨＬＸ基因序列，设计 ＨＬＸ上游引物：
５′－ＡＴＣＴＣＡＣＴＴＣＣＣＴＧＣＴＡＡＣＣＧ－３′，ＨＬＸ下游引
物：５′－ＡＧＡＡＧＣＣＴＣＧＴＴＡＡＴＧＧＧＡＴＣＴ－３′，将上海捷
瑞生物购入的 ＧＡＰＤＨ管家基因作为内参，ｈＧＡＰＤＨ上
游引物：５′－ＣＴＧＧＧＣＴＡＣＡＣＴＧＡＧＣＡＣＣ－３′，ｈＧＡＰＤＨ
下游引物：５′－ＡＡＧＴＧＧＴＣＧＴＴＧＡＧＧＧＣＡＡＴＧ－３′，
按照实时定量 ＰＣＲ反应体系严格按照反应条件进行
实验，均设３个平行反应孔，ＰＣＲ八联管中加入反应
体系，进行 ＰＣＲ反应，得出图片及数值，进一步分析
溶解曲线及 Ｃｔ值；ＨＬＸ基因的 Ｃｔ值由管家基因
ＧＡＰＤＨ的 Ｃｔ值标准化；采用２－△△Ｃｔ法进行相关数据
的处理。

４．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ２２．０统计学软件对数
据进行统计分析。使用 Ｋ－Ｓ检验分析数据正态性，
ＡＭＬ患者组内性别、年龄、ＷＢＣ、骨髓原始细胞水平
分层例数与 ＨＬＸ高表达例数的比较用 χ２检验，ＨＬＸ
与临床指标的相关性采用多元线性相关分析，定量资

料组间差异比较采用两独立样本 ｔ检验，以 Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

结　　果
１．ＨＬＸ基因在初发的 ＡＭＬ患者中普遍呈高表

达：项目组在观察期内共收集 ５６例 ＡＭＬ初治患者，
患者平均年龄４６．４岁，中位年龄５６岁（３４～７６岁），

其中男性２３例，中位年龄６０岁（３４～７６岁），女性３３
例，中位年龄 ４８岁（３８～６５岁），根据 ＦＡＢ标准分
型，急性粒细胞白血病未分化型（Ｍ１）１０例，急性粒
细胞白血病部分分化型（Ｍ２）１０例，急性早幼粒细胞
白血病（Ｍ３）２４例，急性单核细胞白血病（Ｍ５）１１例，
急性红白血病（Ｍ６）１例。健康对照组 ２０例，经统
计，ＡＭＬ实验组与同期健康对照组的一般资料，如性
别、年龄等均具有可比性（Ｐ＞０．０５）。实验组中初治
ＡＭＬ患者的骨髓单个核细胞中 ＨＬＸ基因表达量中
位值为３．７９（０．０１～２４．７０），对照组中健康人外周血
中 ＨＬＸ基因表达量中位数为 １．２５（０．００～１１．５０），
Ｐ＜０．０１，即 ＡＭＬ初治患者 ＨＬＸ基因表达量高于对
照组。

２．ＡＭＬ患者中 ＨＬＸ表达量与临床指标的关系：
初治 ＡＭＬ患者组内比较，性别、年龄的 Ｐ值分别为
０．１８、０．０２，即性别差异无统计学意义，年龄差异有统
计学意义。ＨＬＸ基因表达水平与骨髓原始细胞比例
呈正相关（ｒ＝０．４３，Ｐ＜０．０５），与白细胞计数（ｒ＝
－０．５５，Ｐ＞０．０５）、血小板（ｒ＝０．６１，Ｐ＞０．０５）、血红
蛋白（ｒ＝０．６６，Ｐ＞０．０５）无相关性。见表１。

表 １　ＡＭＬ初治患者 ＨＬＸ高表达率与

临床指标的关系［ｎ（％）］

临床指标 ｎ ＨＬＸ高表达例数 χ２ Ｐ
性别

　男性 ２３ １２（５２．２） １．７８ ０．１８
　女性 ３３ ２３（６９．７）
年龄（岁）

　≥６０ ２１ ９（４２．９） ５．５３ ０．０２

　 ＜６０ ３５ ２６（７４．３）

ＷＢＣ（×１０９／Ｌ）
　≥２０ １９ ９（４７．４） ２．８１ ０．０９
　 ＜２０ ３７ ２６（７０．３）

ＰＬＴ（×１０９／Ｌ）
　≥１００ ３１ １５（４８．３） ３．５５ ０．０８
　 ＜１００ ２５ １８（７２．０）
ＨＢ（ｇ／Ｌ）
　≥９０ ３４ １３（４１．２） ４．６７ ０．０７
　 ＜９０ ２２ １５（６８．２）
骨髓原始细胞数量

　≥５０ ５２ ３５（６７．３） ７．１８ ０．００

　 ＜５０ ４ ０（０）

　　临床指标的界定参照相关文献［４］；ＨＬＸ高表达率的界定：分析

ｑＲＴ－ＰＣＲ值，当实验组 ２－△△Ｃｔ＞对照组 ２－△△Ｃｔ时视为高表达，对

照组计算２－△△Ｃｔ时取同期健康体检者△Ｃｔ中位数［３］。以上各组中

分组分别赋值为０／１，采用 χ２检验，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１

　　３．ＡＭＬ患者中 ＨＬＸ表达量与亚型的关系：
ＡＭＬ／Ｍ２亚 型 患 者 ＨＬＸ表 达 量 中 位 值 为 ０１８
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（０．１１～１．１６），差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；ＡＭＬ／
Ｍ３亚型患者的 ＨＬＸ表达量中位值为 １０．１０（５．０４～
１１．０１），差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；ＡＭＬ／Ｍ５亚
型患者的 ＨＬＸ表达量中位值为 ３．７９（０．４４～２４．７０）
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０４）。即 ＡＭＬ／Ｍ３亚型、
ＡＭＬ／Ｍ５亚型患者的骨髓单个核细胞 ＨＬＸ基因表达
量高于对照组，详见表２。

表 ２　ＡＭＬ初治患者各亚型 ＨＬＸ表达量与对照组比较

白血病类型 ｎ ＨＬＸ表达量 Ｐ
ＡＭＬ／Ｍ１ １０ ０．２０±０．１４ ０．００

ＡＭＬ／Ｍ２ １０ ０．３４±０．４３ ０．００

ＡＭＬ／Ｍ３ ２４ ８．８８±２．５３ ０．００

ＡＭＬ／Ｍ５ １１ ５．４５±１．６７ ０．０４

ＡＭＬ／Ｍ６ １ － －
合计 ５６ ４．９７±１．１０ ０．００

　　ＨＬＸ表达量为 ＡＭＬ患者骨髓单个核细胞 ＨＬＸ基因的 ｑＲＴ－ＰＣＲ

的２－△△Ｃｔ值（均数 ±标准差），对照组计算２－△△Ｃｔ时取对照组△Ｃｔ中

位数，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１

　　４．ＡＭＬ患者中 ＨＬＸ表达量与预后的关系：病例
组为５６例初治 ＡＭＬ患者，其中 ２０例患者因相关原
因未行染色体核型相关的细胞遗传学危险度分组，也

未行对预后有指导意义的基因突变相关检测，故未计

入统计，余３６例患者均进行了危险度分层统计。依
据染色体核型判断准则分类

［５］
，预后良好组 ７例，包

括３例 ｔ（１５；１７），２例 ｔ（８；２１），２例 ｉｎｖ（１６），ＨＬＸ
高表达率５７．１％；预后中等组 ２１例，包括正常核型
和其他的染色体异常，ＨＬＸ高表达率 ６６．７％；预后
差组共８例，其中２例涉及１１ｑ２３，２例 ｔ（９；２２），１例
５ｑ－，３例复杂核型异常，ＨＬＸ高表达率 ６２．５％。３
组间比较差异无统计学意义（χ２＝１．２６，Ｐ＞０．０５）。
见表３。

表 ３　ＡＭＬ初治患者 ＨＬＸ高表达率与 ＳＷＯＧ

染色体核型的关系［ｎ（％）］

ＳＷＯＧ

染色体核型
ｎ ＨＬＸ高表达例数 χ２ Ｐ

预后良好 ７ ４（５７．１）
预后中等 ２１ １４（６６．７） １．２６ ０．５３
预后差 ８ ５（６２．５）

　　ＨＬＸ高表达率的界定：分析 ｑＲＴ－ＰＣＲ值，当实验组 ２－△△Ｃｔ＞

对照组２－△△Ｃｔ时视为高表达［３］。３组间比较采用 χ２分析，Ｐ＞０．０５

讨　　论
ＡＭＬ是一种骨髓恶性造血疾病，其分子生物学

机制十分复杂，并且临床表现可呈现多样性，５年生
存率不容乐观

［６］
。近年来，同源盒基因逐渐在免疫

相关的肿瘤学疾病中展露头角，研究者初步判断其作

为潜在分子靶标，可在多种疾病中发挥确切的作用，

如同源盒基因（ｈｏｍｅｏｂｏｘｇｅｎｅ，ＨＯＸ）关联于乳腺癌
和卵巢癌

［７］
。另外，Ｓｔａｄｌｅｒ等［８］

已证实 ＨＯＸ在造血
干／祖细胞中发挥功能，并在白血病细胞增殖、转换方
面作用显著。相关研究表明，ＨＯＸ可协同辅助因子
启动特定的信号通路／级联反应来调节细胞的增殖／
分化参与白血病形成

［９］
。近年来Ⅱ类同源盒基因

ＨＬＸ逐渐成为了研究热点。ＨＬＸ是一种新型Ⅱ类
ＨＯＸ，首次在小鼠的 Ｂ细胞分离得到，１９９１由 Ａｌｌｅｎ
等命名为 ＨＬＸ。Ｌｉｕ等［１０］

发现过表达 ＨＬＸ可抑制幼
稚原始的正常功能，使肿瘤原始细胞的集落形成能力

增加，并能增加祖细胞的分化能力。Ｉｓａｂｅｌ等［１１］
发现

ＨＬＸ表达异常也与先天性膈疝（ＣＨＤ）等出生缺陷有
关，其基因缺失常导致胚胎死亡。Ｆｒｈｌｉｎｇ［１２］提出造
血干／祖细胞上 ＨＬＸ基因的丢失不一定直接介导细
胞凋亡或坏死。诸多研究表明，ＨＬＸ作为一种新型
的 ＨＯＸ，极有可能是白血病的潜在干预靶点，但其具
体作用方式和作用机制仍不明确，需要进一步研究。

Ｐａｎｄｏｌｆｉ等［１３］
发现Ⅱ类同源盒基因 ＨＬＸ在数个

大的、独立人群的 ＡＭＬ患者的数据集中高表达水平
与不良预后有着强烈相关。更进一步说，ＨＬＸ跨越
不同地区、种族患者的预测价值更加有意义。Ｙａ
ｍａｋａｗａ等［５］

和 Ｐａｎｄｏｌｆｉ等［１４］
定义了 ＨＬＸ在多变量

模型中作为一个独立的预后因素存在，其过表达和沉

默的研究表明 ＨＬＸ调控了一个特定的基因子集的表
达，被称为“ＨＬＸ标记”。Ｐｒａｈｓｔ等［１５～１７］

提出 ＨＬＸ是
早期肿瘤发病的一个关键基因子集，这可能是一个与

以往已知的领域有着不同的生物学特征和临床结果

的关键基因集。Ｋａｗａｈａｒａ等［３］
发现并提出 ＨＬＸ基因

在８７％ＡＭＬ患者中高表达，并且 ＨＬＸ的过表达导致
无限序列克隆的髓系祖细胞的形成，从而进一步提出

ＨＬＸ基因可能能够决定 ＡＭＬ患者的临床亚型，但是
目前并没有明确的证据提示其可以引起白血病亚型

上的转换，单单上调 ＨＬＸ基因可能不足以使亚型发
生转变，但特定的辅酶因子也许可以赋予 ＨＬＸ特异
性，有助于白血病亚型转换。

本研究通过收集初治 ＡＭＬ患者的骨髓标本，检
测其单个核细胞中 ＨＬＸ基因表达量，与同期健康体
检者作为对照组的外周血中的 ＨＬＸ表达量比较，发
现 ＡＭＬ／Ｍ３亚型、ＡＭＬ／Ｍ５亚型 ＡＭＬ患者骨髓单个

·３７·
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核细胞 ＨＬＸ基因表达水平较高，与 Ｋａｗａｈａｒａ等［３］
的

研究结果趋势一致。Ｋａｗａｈａｒａ等［３］
通过分析美国大

数据集里详细记录的３５４例 ＡＭＬ患者的基因表达数
据，发现 ＨＬＸ基因在 ８７％的 ＡＭＬ患者中是过表达
的，这种过表达现象在 ＡＭＬ不同亚型中均有发现，并
且在 ＡＭＬ／Ｍ４亚型和 ＡＭＬ／Ｍ５亚型中尤为显著。笔
者的研究不仅验证了汉族人群中初发 ＡＭＬ患者中
ＨＬＸ基因的表达水平总体升高，还证实了 ＡＭＬ不同
亚型中 ＨＬＸ有不同的升高趋势。

另外，本实验经统计发现 ＡＭＬ患者中的 ＨＬＸ表
达量与骨髓原始细胞数有关，而预后良好组、预后中

等组、预后差组的病例中 ＨＬＸ表达水平差异无统计
学意义，即本实验无法证明 ＨＬＸ与 ＡＭＬ的 ＳＷＯＧ标
准预后基因有联系。Ｎａｍｂｉａｒ等［１８］

证实，ＦＬＴ３ＷＴ、
ＮＰＭ１、ＣＥＢＰＡ突变者，普遍 ＨＬＸ高表达，长期生存
率下降，ＦＬＴ３ＷＴ多提示临床预后差，而 ＮＰＭ１、ＣＥＢ
ＰＡ突变者多提示临床预后佳，故说明 ＨＬＸ可能拥有
独立的预后信息，这将是临床工作者新的研究方向。

但就目前的研究水平而言，ＨＬＸ的表达水平与亚型
转换的关系，ＨＬＸ与预后的关系均需进一步的研究
证实。

综上所述，ＨＬＸ可能是 ＡＭＬ的一个潜在干预靶
点，可能在白血病的发生、发展过程中有重要的生物

学意义，其表达水平或许可以用来预测临床结果和发

展风险分层。但 ＨＬＸ在 ＡＭＬ中的作用方式及具体
调控机制尚不明确，有待于今后深入研究。
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２０１５，１２６（９）：１１１８－１１２７

１５　ＰｒａｈｓｔＣ，ＫａｓａａｉＢ，ＭｏｒａｅｓＦ，ｅｔａｌ．ＴｈｅＨ２．０－ｌｉｋｅｈｏｍｅｏｂｏｘ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｍｏｄｕｌａｔｅｓｙｏｌｋｓａｃｖａｓｃｕｌａｒｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇｉｎｍｏｕｓｅ

ｅｍｂｒｙｏｓ［Ｊ］．ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒｏｓＴｈｒｏｍｂｏｓＶａｓｃｕｌａｒＢｉｏｌ，２０１４，３４（７）：

１４６８

１６　Ｇａｒｃｉａ，ＬｕｉｓＦ．ＶａｒｉａｎｔｓｉｎｔｈｅＩＦＮｇａｍｍａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｇｅｎｅｓ

ＴＢＥＴ，ＳＴＡＴ１，ＳＴＡＴ４，；ａｎｄＨＬＸａｎｄｔｈｅｒｉｓｋｏｆｐｕｌｍｏｎａｒｙｔｕｂｅｒｃｕ

ｌｏｓｉｓｉｎａＣｏｌｏｍｂｉａｎ；ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ：ａｃａｓｅ－ｃｏｎｔｒｏｌｓｔｕｄｙ［Ｊ］．Ｂｉｏｍｅｄｉ

ＲｅｖｉｓｔＤｅｌＩｎｓｔｉｔｕｔｏＮａｃｉｏｎａｌＤｅＳａｌｕｄ，２０１３，３３（２）：２５９－２６７

１７　ＬｉＸ，ＬｉａｎｇＷ，ＹｅＨ，ｅｔａｌ．ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩｎｄｉａｎｈｅｄｇｅｈｏｇｐａｒ

ｔｉａｌｌｙｒｅｓｃｕｅｓｓｈｏｒｔｓｔａｔｕｒｅｈｏｍｅｏｂｏｘ２－ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌｄｙｓｐｌａｓｉａｏｆｔｈｅｔｅｍｐｏｒｏｍａｎｄｉｂｕｌａｒｊｏｉｎｔｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．Ｍｏｌ

ＭｅｄｉＲｅｐ，２０１５，１２（３）：４１５７－４１６４

１８　ＮａｍｂｉａｒＲＫ，ＮａｒａｙａｎａｎＧ，ＰｒａｋａｓｈＮＰ，ｅｔａｌ．Ｂｌｏｏｄｇｒｏｕｐｃｈａｎｇｅ

ｉｎａｃｕｔｅｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａ［Ｊ］．Ｐｒｏｃ，２０１７，３０（１）：７４－７５

（收稿日期：２０１７－０９－２２）

（修回日期：２０１７－１０－２５）

·４７·

　·论　　著· ＪＭｅｄＲｅｓ，Ｊｕｌ２０１８，Ｖｏｌ．４７Ｎｏ．７　　


