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摘  要 : 为了解析胆盐水解酶催化中心中关键氨基酸位点与其底物特异性的关系，以大肠杆菌 pET-20b(+)表达

系统为分子改造平台，采用理性设计，结合氨基酸定点突变的方法，成功构建了唾液乳杆菌 Lactobacillus 

salivarius 胆盐水解酶 BSH1 的 7 种突变体。通过对比 L. salivarius BSH1 及其突变体对 6 种结合胆盐的底物特

异性表明，7 种突变体对不同的结合胆盐的水解活性有所改变。结果说明，Cys2 和 Thr264 分别是 BSH1 催化

TCA 和 GCA 的关键残基，且对酶的催化活性的保持具有关键作用。其中，高保守性的氨基酸位点 Cys2 不是

BSH1 唯一的活性位点，而其他突变的氨基酸位点可能作为 BSH1 的结合位点参与了底物的结合，也可能影响

了底物进入 BSH1活性中心的通道或底物结合口袋的体积与形状，进而影响了 BSH1对不同结合胆盐的水解活性。 

关键词 : 唾液乳杆菌，胆盐水解酶，定点突变，同源建模，底物特异性 
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Abstract:  In order to analyze the correlation between critical residues in the catalytic centre of BSH and the enzyme 

substrate specificity, seven mutants of Lactobacillus salivarius bile salt hydrolase (BSH1) were constructed by using the 

Escherichia coli pET-20b(+) gene expression system, rational design and site-directed mutagenesis. These BSH1 mutants 

exhibited different hydrolytic activities against various conjugated bile salts through substrate specificities comparison. 

Among the residues being tested, Cys2 and Thr264 were deduced as key sites for BSH1 to catalyze taurocholic acid and 

glycocholic acid, respectively. Moreover, Cys2 and Thr264 were important for keeping the catalytic activity of BSH1. The 

high conservative Cys2 was not the only active site, other mutant amino acid sites were possibly involved in substrate 

binding. These mutant residues might influence the space and shape of the substrate-binding pockets or the channel size for 

substrate passing through and entering active site of BSH1, thus, the hydrolytic activity of BSH1 was changed to different 

conjugated bile salt. 

Keywords:  Lactobacillus salivarius, bile salt hydrolase, site-directed mutation, homology modelling, substrate specificity 

血清中高胆固醇含量是诱发高血压、冠心

病等心血管疾病的重要因素。研究发现，服用

益生菌及相关制品具有减少人体血清胆固醇含

量，降低心血管疾病发病率的功效，这与益生

菌所产生的胆盐水解酶  (Bile salt hydrolase，

BSH，EC 3·5·1·24) 密切相关[1-2]。胆盐水解酶

是由 bsh基因编码的一种胞内酶，是肠道微生物

为了抵抗胆盐得以生存而产生的一种代谢产

物，它属于氨基末端亲核水解酶类 (N-terminal 

nucleophile，Ntn) 中的甘氨胆酰水解酶家族[3]。

该酶能够水解肠道内的结合胆盐形成氨基酸和

游离胆汁酸，经 BSH酶作用后产生的去结合型

胆盐比结合型胆盐重吸收效率低，导致大量的

去结合型胆盐从粪便中排出，而胆固醇的主要

去路是转变成胆酸，因此通过胆盐水解酶的水

解作用可以使胆固醇不断向合成结合胆盐的方

向进行以保证肠道内结合胆盐与脂质物质的平

衡，从而消耗体内更多的胆固醇，达到降低血

清胆固醇的目的[4-5]。 

健康人体的胆汁中，胆汁酸按结构 (图 1)[6] 

可分为两大类[7-8]：一类为游离型胆汁酸 (Free 

bile acid)，包括胆酸 (Cholic acid, CA)、脱氧胆

酸  (Deoxycholic acid, DCA)、鹅脱氧胆酸 

(Chenodeoxycholic acid, CDCA) 和少量的石胆

酸 (Lithocholicacid, LCA)；另一类为结合型胆

汁酸 (Conjugated bile acid)，主要包括甘氨胆酸 

(Glycocholic acid, GCA) 、 甘 氨 脱 氧 胆 酸 

(Glycodeoxycholic acid, GDCA)、甘氨鹅脱氧胆
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酸 (Glycochenodeoxycholic acid, GCDCA)、牛磺

胆酸  (Taurocholic acid, TCA)、牛磺脱氧胆酸 

(Taurodeoxycholic acid, TDCA) 及牛磺鹅脱氧

胆 酸  (Taurochenodeoxycholic acid, TCDCA) 

等。研究表明，人体内 6种主要的结合胆盐和 3

种胆酸分别参与了不同的代谢活动，通过激活

不同的信号传导途径，可以分别起到调节体内

能量代谢平衡、控制肥胖的作用以及抑制肠道

细菌过度增殖等作用。其中，GCA 能够显著抑

制 IgM 和 IgG 的含量，并增加 IL-2 及 TNF-A

的含量，提高 CD4+/CD8+的比值，提高非特异

体性免疫功能 [9]。Boever 等猜测 GDCA 与

TDCA 的对胆酸的高效率解离可能是使胆汁酸

的毒性降低的重要原因[10]。GCDCA可诱导原代

培养的大鼠肝细胞凋亡，这为临床治疗胆汁淤

积性肝病提供了新的思路和理论基础 [11-12]。

TCDCA可通过减少 NO 和 LTB4的产生，直接

发挥抗炎作用[13]。此外 Wenger 等发现 TCDCA

能够促进乳糖苷神经酰胺 β-半乳糖苷酶的活

性，这对研究克拉贝氏病具有指向性意义[14-15]。

因此，通过胆盐水解酶的水解作用，影响胆汁

酸的组成和流量对于治疗高胆固醇相关的糖尿

病、肥胖症及与此相关的代谢类疾病，维护人

类健康有重要的意义。 

目前已有多种微生物的 BSH 同工酶得到了

纯化、鉴定、克隆以及异源表达[16-24]。虽然不

同的微生物产生的胆盐水解酶都能够水解结合

胆盐，但由于氨基酸序列的差异导致此类同工

酶底物特异性及酶活性的差异。本研究的前期

工作发现位于唾液乳酸杆菌 Lactobacillus 

salivarius LMG14476的巨大质粒的胆盐水解酶

BSH1具有广泛的底物特异性，但对不同底物的

活性却有所差异[25]。因此，本文以大肠杆菌的

表达系统为分子改造平台，通过理性设计及分子 

 

 
 
图 1  人体中几种主要的胆汁酸结构[6] 

Fig. 1  Structures of several major bile acids in the human body[6]. 
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改造技术鉴定出与酶特性相关的关键残基和结

构元件，为提高该酶的底物特异性，阐明其催

化机制和作用机理，开发应用其潜在的生理功

能，使其更好地在医药领域发挥作用奠定理论

基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌株与质粒 

大肠杆菌 Escherichia coli JM109用于构建

和增殖重组质粒，本研究室保存。 

Escherichia coli BL21(DE3)为表达宿主，本

研究室保存。 

重组质粒 pET201，特点 Ampr，bsh1，pelB 

信号肽，pET-20b(+)的衍生质粒，C末端融合组

氨酸标签，T7启动子，本研究室构建。 

1.2  酶及主要试剂 

甘氨酸结合胆盐 (GCA)、甘氨脱氧结合胆

盐 (GDCA)、甘氨鹅脱氧结合胆盐 (GCDCA)、

牛磺结合胆盐  (TCA)、牛磺脱氧结合胆盐 

(TDCA)、牛磺鹅脱氧结合胆盐 (TCDCA) 均购

自 Sigma公司。DNA片段回收试剂盒、胶回收

试剂盒、连接酶 (SolutionⅠ)、定点突变试剂盒 

(TaKaRa MutanBEST Kit)、感受态制备试剂盒、

DNA marker 均购自 TaKaRa 公司。2×Taq PCR 

MasterMix 购自天根生化科技(北京)有限公司。

质粒小量提取试剂盒、氨苄青霉素 (Amp)、异

丙基-β-D-硫代吡喃半乳糖苷 (IPTG) 购自上海

生物工程有限公司。标准分子量蛋白及

SDS-PAGE试剂盒购自碧云天生物技术研究所。

其他试剂均为国产分析纯。 

1.3  培养基 

LB培养基(g/L)：蛋白胨 10，酵母膏 5，NaCl 

10，pH 7.0；121 ℃湿热灭菌 15 min；配制固体

培养基则加入 2％琼脂。 

1.4  引物设计及目的片段的扩增 

以重组质粒 pET201为模板，利用 Primer 5

软件设计互补引物，参照定点突变试剂盒的操

作手册通过 PCR 扩增 BSH1 突变体的基因序

列。定点突变的引物设计如表 1 所示，由上海

生物工程技术服务有限公司合成引物。反应体

系如下：5 μL 10×Pyrobest BufferⅡ，8 μL dNTPs 

(各 2.5 mmol/L)，0.2 μL 模板 DNA，1 μL 正向

引物，1 μL 反向引物，0.25 μL Pyrobest DNA 

Polymerase (5 U/µL)，补加双蒸水至 50 μL。反

应条件：95 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 30 s，

按各引物对的 Tm退火 30 s，72 ℃延伸 5 min，

共 30个循环；72 ℃再延伸 10 min。PCR产物

经 1%琼脂糖凝胶电泳进行鉴定。 

1.5  表达载体的构建 

PCR 产物经胶回收纯化后，经末端平滑化

及 5′末端磷酸化后，于 16 ℃连接 1 h，连接液

转化至感受态细胞 E. coli Top10，筛选阳性重组

子，小量提取质粒，进行 PCR鉴定。反应体系：

12.5 μL 2×MasterMix，0.1 μL模板 DNA，1 μL 正

向引物 B1u，1 μL 反向引物 B1d，补加双蒸水

至 25 μL。反应条件：94 ℃预变性 3 min；94 ℃

变性 30 s，58 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 1 min 20 s，

共 25个循环；72 ℃再延伸 10 min。PCR产物

经 1%琼脂糖凝胶电泳进行鉴定。阳性质粒送上

海生物工程技术服务有限公司测序。 

1.6  目的基因的诱导表达 

将重组质粒转化感受态 E. coli BL21(DE3)，

挑取单个菌落，接种于氨苄青霉素终浓度为 

100 μg/mL的 LB培养基中，37 ℃、200 r/min
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培养 12 h。将种子液以 2%的接种量转接于    

25 mL 含 100 μg/mL 氨苄青霉素的 LB 培养基

中，于 37 ℃、200 r/min条件下振荡培养至菌体

浓度 OD600 值为 0.5−0.6 时，加入终浓度为    

0.1 mmol/L 的 IPTG 进行诱导，于 20 ℃、     

200 r/min条件下继续培养至发酵结束。取一定

量的菌液 (OD600=1)，经 8 000 r/min、4 ℃离心

10 min，弃上清，菌体沉淀用预冷的磷酸盐缓冲 
 

表 1  定点突变引物序列 

Table 1  Primer used for construction of 
site-directed mutations 

Primer 
name 

Primer sequence (5–3) 
Tm 

( )℃

B1C2Su 
ACTCATATGTATATCTCCTT 
CTTAAAGTTAAACAA 

B1C2Sd 
ACAGCAATTACTTTAAATG 
GTAATAGTAATTATTT 

57 

B1D21Au 
TAAATCTAAGTTTCTTCCA 
AAATAATTACTAT 

B1D21Ad 
GCATTTTCATATGGTGAGG 
AGGT 

55 

B1N79Au 
CAATCCTGCCATTCCTAGT 
CCATC 

B1N79Ad 
GCTTTTCCTGGAAATGCAT 
ATTATAGC 

59 

B1F80Au 
ATTCAATCCTGCCATTCCT 
AGTCCATCCTC 

B1F80Ad 
GCACCTGGAAATGCATATT 
ATAGCGATGCT 

67 

B1A137Su 
TAAAGGTAATTGTTCGCTA 
AAACTAAGATTAATGAGA 

B1A137Sd 
AGTGGGTTACATTGGTTAA 
TTGCAGATAGAG 

64 

B1T264Au 
CTTATTAACGCCCTTTATCT 
GTTCTATTGTC 

B1T264Ad 
GCGGAATCAGGAAAAGAA 
GAATATACTGT 

61 

B1E269Au 
GCAGAATATACTGTATATTC 
GAATTGCTATGATTTGGACAAC

B1E269Ad 
TTTTCCTGATTCTGTCTTAT 
TAACGCCCTTTATCTGTTC 

69 

B1u TAGCCGGGTCCTCAACGACA 

B1d CTCAGCTTCCTTTCGGGCTTT-3
58 

液 (20 mmol/L，pH 7.0) 洗涤两次后，菌体细

胞用于 12％ SDS-PAGE电泳分析。剩余菌液重

复上述操作后，菌体细胞用 1/10 体积预冷的结

合缓冲液(3.8 mmol/L Na2HPO4，16.2 mmol/L 

NaH2PO4，500 mmol/L NaCl，20 mmol/L咪唑，

pH 7.4)重悬，于冰浴中用超声波破碎仪破壁 (工

作时间：间歇时间=1：2) 30 min，15 000 r/min、

4 ℃离心 20 min后取上清，得到无细胞提取物

用于 12％ SDS-PAGE分析。 

1.7  胆盐水解酶及突变体的纯化 

将无细胞提取物经 0.22 μm 膜过滤后注入

经结合缓冲液平衡的亲合层析柱，并用结合缓

冲液洗去未结合蛋白；随后以 0−500 mmol/L洗

脱缓冲溶液(3.8 mmol/L Na2HPO4，16.2 mmol/L 

NaH2PO4，500 mmol/L NaCl，500 mmol/L咪唑，

pH 7.4)进行梯度洗脱，流速为 1 mL/min，收集

含有 BSH1蛋白的部分。 

1.8  BSH1 及其突变体的活性分析 

1.8.1  酶活定性检测 

将含有转化子的菌液取 5 μL转接到分别含

有 1% (W/V) 猪胆盐 (Porcine bile) 的 LB固体

平板 (含 100 μg/mL 氨苄青霉素和 24 μg/mL 

IPTG) 上，通过是否产生白色或透明沉淀圈验

证 BSH1 及其突变体的活性，如果产生了沉淀

圈，即说明具有胆盐水解酶的活性。 

1.8.2  底物特异性分析 

取适量酶液与磷酸盐缓冲液(20 mmol/L，

pH 6.0)混合，使酶在反应体系中的终浓度为  

10 μg/mL，分别以 6种结合胆盐 TCA、TDCA、

TCDCA、GCA、GDCA和 GCDCA作为反应底

物，反应体系中底物的终浓度为 30 mmol/L，在

37 ℃温育 30 min，加入等体积的三氯乙酸(15%，

W/V)终止反应，12 000 r/min离心 5 min，取 10 μL
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上清液加入 190 μL茚三酮反应试剂，100 ℃煮

15 min 后，迅速冷却至室温，于紫外可见分光

光度计中测定 570 nm的光吸收，通过甘氨酸标

准曲线换算得到氨基酸的含量。1个单位的酶活

力定义为：37 ℃下每分钟催化底物生成 1 μmol 

氨基酸的酶量(U/mL)。 

2  结果与分析 

2.1  同源建模 

在目的蛋白缺少晶体结构的前提下，根据

已知晶体结构的同源蛋白，模拟目的蛋白的结

构是一种有效的策略。本文利用在线软件

SWISS-MODEL，以已报道的产气荚膜梭菌

Clostridium perfringens来源的 CBAH mutant晶

体结构(PDB No. 2rf8B)为模板[26] (两者氨基酸

序列同源性为 35.168%)，模拟得到 L. salivarius 

BSH1 (LsBSH1)的晶体结构(图 2)。胆盐水解酶

BSH1的晶体结构显示，N-末端亲核水解酶家族

所共有高保守性氨基酸位点 Cys2 位于 N-末端

酰胺键亲核攻击的位置上，被认为是在脱蛋氨

酸以后的蛋白自动水解过程中的接触反应中 

心[27-29]。前人对双歧杆菌胆盐水解酶 Cys2的研

究表明，该位点的突变将显著影响 BSH 对

GDCA 的水解活性，但并未考察其突变体对其

他底物的水解能力。因此，为了考察处于疏水

腔中心的高保守性氨基酸位点 Cys2对 BSH1底

物特异性的影响，我们对其进行点突变。此外，

在高保守性活性位点 Cys2的周围有 5个 loop，

分别是 loop 21–26、loop 79–84、loop 133–138、

loop 256–264和 loop 267–270。这些 loop位于疏

水腔入口处，将 Cys2 埋在疏水腔中。根据     

L. salivarius BSH1 的 5 个 loop 中的氨基酸与   

C. perfringens CBAH突变体的保守性以及氨基

酸残基的极性，预测可能影响底物特异性的结

合位点分别为 loop 21–26 上的 Asp21、 loop 

79–84上的 Asn79和 Phe80、loop 126–138上的

Ala137、loop 256–264 上的 Thr264 以及 loop 

267–270上的 Glu269。 

2.2  LsBSH1 突变体的构建 

为了研究预测位点与底物结合作用的相关

性，通过定点突变分别对预测氨基酸位点 Asp21

进行丙氨酸替换突变，即将 Asp21 经 Ala 替换

为 D21A。对预测氨基酸位点 Ala137 进行丝氨

酸替换突变，即将 Ala137经 Ser替换为 A137S。

通过Ala或 Ser替换去除氨基酸侧链对底物的结

合作用，进而研究各位点对 BSH1 底物特异性

的作用。 

以含有 bsh1 的重组质粒 pET201 为模板，

PCR 扩增出含有编码 BSH1 的 7 种突变体

BSH1C2S、BSH1D21A、BSH1N79A、BSH1F80A、

BSH1A137S、BSH1T264A和 BSH1E269A的表

达质粒基因序列 (图 3)。 

 

 
 

图 2  同源建模 L. salivarius BSH1 的晶体结构 

Fig. 2  Homology modeling of the crystal structure of 
L. salivarius BSH1. 

 



毕洁 等/唾液乳杆菌 BSH1 及其突变体的底物特异性 

cjb@im.ac.cn 

451

 
 
图 3  LsBSH1 突变体 PCR 扩增产物核酸电泳图 

Fig. 3  Amplification of pET201 derivatives for construction of LsBSH1 mutants. M1: DL5000 DNA marker; M2: 
Trans5K DNA marker; 1–7: BSH1D21A, BSH1N79A, BSH1F80A, BSH1A137S, BSH1T264A, BSH1E269A and 
BSH1C2S. 
 

将 7 种突变体的 PCR 产物分别经过末端平

滑化及磷酸化处理后，连接转化至 E. coli 

JM109，挑选克隆子进行菌落 PCR验证，如图 4

所示，根据目的产物条带与预测大小 1 200 bp

相符，筛选得到阳性克隆，并进行测序，获得

最终测序正确的转化子。 

2.3  LsBSH1 及 7 种突变体的表达与纯化 

对得到的转化子进行发酵，收集的菌体细胞 

 

 
 
图 4  菌落 PCR 验证阳性克隆 

Fig. 4  Verification of positive clones via colony PCR. 
M: DL2000 DNA marker; -: negative control; +: positive 
control; 1–7: PCR products of E. coli JM109 strains 
harboring positive clones of BSH1D21A, BSH1N79A, 
BSH1F80A, BSH1A137S, BSH1T264A, BSH1E269A 
and BSH1C2S. 
 

经超声破壁后，对细胞内上清液进行 SDS-PAGE

蛋白电泳 (图 5A)。图 5B 为纯化后的蛋白电泳

图。结果显示 BSH1 及突变体经表达及纯化后

得到分子量均为 37 kDa的目的条带，经 Ni2+亲

和柱层析后可以得到纯度较高的 BSH1 及其突

变体酶蛋白。并且根据所有重组菌在含有猪胆

盐的 LB平板上所出现的沉淀圈可知，BSH1的

突变体均具有 BSH活性，因此，我们继续考察

了 BSH1 及其突变体分别对 6 种结合胆盐的水

解活性。 

2.4  LsBSH1 及其突变体的底物特异性分析 

分别以 6种结合胆盐 TCA、GCA、TDCA、

GDCA、TCDCA和 GCDCA为底物，测定纯化

后的 BSH1及其突变体 BSH1C2S、BSH1D21A、

BSH1 N79A、BSH1 F80A、BSH1A137S、

BSH1T264A 和 BSH1E269A 对 6 种结合胆盐的

水解能力。结果如图 6所示。结果表明，对 BSH1

的 Cys2 和 Thr264 的位点突变分别导致 BSH1

对 TCA 和 GCA 失去水解活性，并且与原始的 
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图 5  LsBSH1 及其突变体的表达与纯化 

Fig. 5  Expression and purification of LsBSH1 and its 
mutants in E. coli. (A) Expression of LsBSH1 and its 
mutants in E. coli. (B) Purification of LsBSH1 and its 
mutants. M: protein marker; 1–8: BSH1D21A, 
BSH1N79A, BSH1F80A, BSH1A137S, BSH1T264A, 
BSH1E269A, BSH1C2S and BSH1. 
 

 
 

图 6  LsBSH1 及其突变体的底物特异性 

Fig. 6  Substrate specificities of LsBSH1 and its mutants. 
 

重组 BSH1相比，对 BSH1的 Cys2的位点突变

导致 BSH1对 GCA和 GDCA的水解活性提高，

而对 TDCA、TCDCA和 GCDCA的水解活性变

化不明显；对 BSH1 的 Asp21 的位点突变会引

起 BSH1水解 TCA的活性降低，水解 GDCA和

TCDCA的活性增加，对 TDCA、GCA和 GCDCA

的水解活性变化不显著；Asn79 的位点突变对

BSH1 水解 TDCA 和 GCDCA 的能力改变不明

显，但对其水解 TCA、GCA、GDCA和 TCDCA

的活性影响较为显著；除了对 TDCA 的水解能

力变化不明显外，Phe80 的位点突变均会引起

BSH1 对其余 5 种结合胆盐水解能力的改变；

Ala137 的位点突变仅引起 BSH1 对 TCA 和

GDCA 水解活性的提高；Thr264 的位点突变导

致 BSH1 对 6 种结合胆盐的水解活性都发生不

同程度的改变，其中对固醇核基团是 DCA 和

CDCA 的结合胆盐的水解活性提高，对固醇核

基团是 CA 的结合胆盐水解活性降低；Glu269

的位点突变引起 BSH1 对 6 种结合胆盐的水解

活性不同程度增加。 

通过以上对突变体的活性分析，我们可知

Cys2和 Thr264分别是催化 TCA和 GCA的关键

残基，对催化活性的保持具有关键作用，并且

由此可以判断高保守性的氨基酸位点 Cys2不是

BSH1唯一的活性位点，针对不同的结合胆盐，

BSH1的活性位点可能不同，这些活性位点共同

构成了 BSH1的催化中心。同时，7个氨基酸位

点均会不同程度地影响 BSH1 对不同结合胆盐

的水解活性，其作用可能是它们作为的结合位

点参与了底物的结合，也可能是其影响了底物

进入活性中心的通道或底物结合口袋的体积与

形状，进而影响了 BSH1 对不同结合胆盐的水

解活性。 

3  讨论 

以产气荚膜梭菌 Clostridium perfringens 

CBAH突变体 (PDB No. 2rf8B) 的晶体结构作

为模板，对 L. salivarius BSH1的晶体结构进行

同源建模，通过理性设计对 L. salivarius BSH1

参与底物结合的重要氨基酸位点进行预测。采用

定点突变策略成功构建了 BSH1的 7种突变体。
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根据突变体的表达宿主的表现型分析可知，在

含有混合结合胆盐的 LB 平板上均呈现不同程

度的沉淀圈，说明 7 种突变体对结合胆盐均有

活性，但是在不同程度上影响了 BSH1的活性。

BSH1及其突变体的底物特异性分析说明，Cys2

和 Thr264分别是催化 TCA和GCA的关键残基，

对催化活性的保持具有关键作用，且高保守性

的氨基酸位点 Cys2可能不是 BSH1唯一的活性

位点，而 7 种突变体对不同的结合胆盐呈现不

同的水解活性，原因是预测的氨基酸位点可能

作为 BSH1 的结合位点参与了底物的结合，也

可能是其影响了底物进入 BSH1 活性中心的通

道或底物结合口袋的体积与形状，进而影响了

BSH1对不同结合胆盐的水解活性。 

上述研究表明，基于分子模拟及结合位点

的预测对 BSH1 酶分子功能进行改造的方法具

有可行性。在后续研究中可通过了解酶与底物

的相互作用以及酶蛋白本身氨基酸间的相互作

用，利用蛋白质结构信息将氨基酸研究位点缩

小到有效的范围内，从而提高酶功能改造的成

功率，提高 BSH的底物特异性选择，阐明其催

化机理、作用机制，拓展其在医药领域的应用。 
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