
■背景资料
K u p f f e r细胞
(Kupffe r  ce l l s , 
KCs)又叫肝脏固
有巨噬细胞, 是机
体最大的单核巨
噬细胞群. 他们定
居在肝血窦, 组成
肝脏的第一道防
线 ,  抵御来自肠
道的细菌、细菌
产物以及内毒素
的攻击 .  激活以
后的KCs通过表
达模式识别受体
(pattern recognition 
receptors, PRRs), 
如 T o l l样受体
(Toll-like receptors, 
TLRs)、甘露糖受
体 ,  以及NOD样
受体等, 与微生物
表面病原体相关
分子模式相互作
用, 主要介导天然
免疫应答. KCs在
细菌感染性疾病
中扮演重要角色, 
研究其激活的分
子机制可为治疗
相关炎症性疾病
提供新的思路.
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Abstract
Kupffer cells (KCs) are also known as liver 
inherent macrophages, which account for the 
largest part of human tissue macrophages and 
participate in the pathogenesis of various liver 
diseases. In vitro study using primary culture 
is a valuable tool for the exploration of specific 
immunological functions of KCs. Obtaining 
KCs with high purity and activity is the basis 
for research. A large number of phagocytosable 

particles and soluble substances can activate 
KCs by binding to specific receptors on the 
membrane. The most important molecule 
that activates KCs is lipopolysaccharide 
(LPS). A tiny quantity of LPS will drive 
a Toll-like receptor 4 (TLR4) -dependent 
proinflammatory response that alerts the host 
to the presence of infection. Higher quantities 
of LPS, which reach the cytoplasm, will 
trigger inflammasome activation, interleukin-1 
beta (IL-1β) production and, ultimately, cell 
death. KCs play an important role in sepsis, 
endotoxin tolerance and acute pancreatitis. 
In this review, we describe the role of KCs in 
these diseases and the underlying molecular 
mechanisms. 
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摘要
Kupffer细胞(Kupffer cells, KCs)是体内最大
的巨噬细胞群, 他们参与了肝脏多种疾病的
发生发展. 体外原代培养是研究KCs生物学
功能的重要手段, 获得较多数量、较高纯
度和活性的KCs是研究其作用机制的首要
条件. 许多吞噬颗粒和可溶性物质都可以
和KCs细胞膜上的受体结合进而激活KCs, 
其中最重要的是脂多糖(lipopolysaccharide, 
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■研发前沿
本文章研究领域
中的研究热点、
重点是KCs的激
活机制 ,  其中最
重要的是LPS激
活KCs的分子机
制. LPS主要通过
3种方式激活KCs: 
(1)细胞外的LPS
通过细胞膜或者
内吞体上的TLRs
激活KCs; (2)直
接通过补体系统
激活KCs; (3)进入
细胞内的LPS通
过Caspase11激活
KCs. 前面两种方
式已经研究的比
较清楚, 第3种方
式的具体信号通
路及调控方式还
有待进一步研究.

LPS). LPS经过Toll样受体4(Toll-like receptor 
4, TLR4)信号途径直接激活KCs, 导致一系
列炎症因子产生增多. 高浓度的LPS还可以
直接进入细胞内, 导致Caspase11途径的激
活, 促进白介素-1β(interleukin 1 beta, IL-1β)
的成熟和释放. KCs在脓毒症、内毒素耐受
以及急性胰腺炎中扮演了重要角色, 本文将
对其在上述疾病中的作用及相关分子机制
做一综述. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 在内毒素血症或脓毒症时脂多糖

(lipopolysaccharide, LPS)可以进入巨噬细胞胞
质内的LPS并激活Caspase11非经典NLRP3炎
症小体, 促进白介素(interleukin, IL)-1α、IL-1β
以及IL-18的成熟和分泌, 导致细胞炎症性死亡
(pyroptosis). 这种新发现的巨噬细胞激活机制
还不完全清楚, 有待进一步研究.
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0  引言

Kupffer细胞(Kupffer cells, KCs)又叫肝脏固

有巨噬细胞, 占肝脏所有非实质细胞数量的

20%-35%, 占人体组织巨噬细胞的80%-90%, 
是最大的单核巨噬细胞群. 他们定居在肝血

窦 ,  组成肝脏的第一道防线 ,  抵御来自肠道

的细菌、细菌产物以及内毒素的攻击[1,2]. 激
活以后的KCs通过表达模式识别受体(pattern 
recognition receptors, PRRs), 如Toll样受体(Toll-
like receptors, TLRs)、甘露糖受体, 以及NOD样

受体等, 与微生物表面病原体相关分子模式相

互作用, 主要介导天然免疫应答. 体外原代培养

是研究KCs生物学功能的重要手段; KCs在细

菌感染性疾病中扮演重要角色, 本文将对KCS
分离培养方法、KCs激活的分子机制、KCs在
脓毒症、内毒素耐受以及急性胰腺炎中的作

用做一综述. 

1  KCs的分离方法

KCs参与了肝脏多种疾病的发生发展, 包括非

酒精性脂肪性肝病、酒精性肝病、肝脏纤维

化、肝移植免疫耐受、内毒性肝损伤等[3]. 体
外原代培养是研究KCs生物学功能的重要手

段. 获得较多数量、较高纯度和活性的KCs是
研究其作用机制的首要条件. 从肝脏中分离培

养KCs的方法多种多样, 各有优缺点. 我们实

验室采用肝脏在体PBS灌注, 离体胶原酶  消
化, 密度梯度离心以及选择性贴壁进行KCs分
离、纯化和培养, 取得了良好的效果[4]. 其具

体操作步骤如下, 在无菌条件下暴露小鼠或者

大鼠肝脏以及门静脉, 以2 mL/min的速度匀

速灌注液PBS液5 mL, 直至肝脏各叶颜色逐渐

变淡、变黄, 如果一次灌注5 mL PBS效果不

理想, 可再次灌注. 取下肝脏, 加入终浓度为

0.1%的Ⅳ型胶原酶消化约30-40 min后, 经200
目金属滤网过滤后制备成单细胞悬液. 随后在

4 ℃进行离心, 第1次及第2次离心均为300 g
×5 min、弃上清液留沉淀; 第3次离心50 g×
3 min、弃沉淀留上清液; 第4次离心300 g× 5 
min、弃上清液留沉淀. 将沉淀中加入含10%
胎牛血清和100 U/mL青霉素/链霉素的DMEM
培养基, 在50 mL/L CO2的细胞孵箱中培养2 h, 
更换培养基后及得到纯化的KCs. 采用此方法

1只25 g左右的小鼠可分离出KCs数量约5×
106-6×106, 纯度>92%, 活性为98.5%, 1只200 
g左右的大鼠可分离出KCs数量约1×107, KCs
纯度为90%, 活性为95%[5]. 该方法不需要繁琐

的步骤, 复杂的技巧和特殊设备, 较为简单实

用, 分离出的KCs纯度和数量均可满足后期实

验的要求. 有其他学者采用在体肝脏胶原酶

原位灌注、两步Peroll液密度梯度离心以及选

择性贴壁法分离提纯SD大鼠KCs, 得到的KCs
数量约1.1×107/肝脏±0.2×107/肝脏, 活性约

93.5%±1.8%, 纯度>90%. 此方法由于采用胶

原酶原位灌注, 消耗的胶原酶较多, 采用Peroll
液离心增加了分离的时间和操作的难度, KCs
的活性受到明显影响[6]. 另外有一些学者采用四

步法分离提纯KCs, 即酶消化处理肝脏, 密度梯

度离心, 离心淘洗以及选择性贴壁[7]. 离心淘洗

技术是根据反向流动离心原理设计的, 用于离

心淘洗的整套装置包括内有标准淘洗室的淘

洗器钻头, 蠕动泵, 以及用于装样、收集细胞

的附加装置. 采用此四步法每只大鼠肝脏可以

获得KCs数量约80×106-100×106, 纯度>95%, 
活性为98%, 虽然此方法在一定程度上提高

了KCs的纯度, 但是离心淘洗设备昂贵, 步骤
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■相关报道
Bilzer等对KCs的
生理学特性 ,  表
面分子标记、激
活机制、与白细
胞的相互作用、
在免疫耐受以及
肝脏再生中的作
用做了比较详细
的阐述.

繁琐, 大大增加了实验成本, 降低了分离效率. 
Kitani等[8]介绍了一种比较简单的方法分离提

取大鼠KCs, 他们将含有肝脏实质细胞和间质

细胞的细胞悬液接种在培养瓶中, 等待7-10 d
后, 其中的肝细胞绝大部分死亡分解或者转化

为成纤维细胞, 而KCs细胞则疯狂增殖, 将上

述混合培养的细胞从培养瓶中分离下来后转

移到塑料培养皿中, KCs细胞可以迅速贴壁, 
而其他细胞仍然悬浮在培养液中, 通过换液和

冲洗即可获得纯度较高的KCs(95%-99%), 但
是此方法消耗的时间太长, 不利于后期试验的

进行. 有研究[9]报道, 采用Percoll液密度梯度离

心联合免疫磁珠法分离KCs, 取得了较好的效

果. 此方法将经过密度梯度离心后的肝间质细

胞与PE标记的F4/80或者CD11b抗体在40 ℃
下共同孵育30 min, 随后再加入IgG Dynabeads
免疫磁珠2 ℃-8 ℃孵育20 min, 弃去上清液, 
经过洗涤4次后及获得KCs. 与传统密度梯度

分选方法相比, 该方法稳定、可靠, 可获得高

纯度(90%-99%)、高回收率的分选细胞群. 微
珠无毒性 ,  对细胞无损伤 ,  可以纯化有活力

和功能活性的细胞而不影响其活性. 操作简

便、快速, 分选后细胞适用于后续实验, 如流

式细胞术、显微镜分析和分子生物学研究等, 
分选后细胞同样适用于体外细胞培养和体内

实验后对KCs细胞功能检测. 目前关于提取人

肝脏中KCs的报道较少, Alabraba等[10]介绍了

一种方法取得了较好的效果, 但没有得到广

泛应用. 

2  KCs的激活机制

许多吞噬颗粒和可溶性物质都可以和KCs细
胞膜上的受体结合进而激活KCs. KCs最重要

的激活物包括补体因子C3a和C5a、细菌和

真菌的β-葡聚糖、G-细菌细胞壁成分脂多糖

(lipopolysaccharide, LPS). LPS可以经过TLR4
信号途径直接激活KCs, 导致肿瘤坏死因子-α
(tumor necrosis factor α, TNF-α), 白介素

(interleukin, IL)-1b、IL-6、IL-12、IL-18、
IL-10以及抗菌素干扰素(interferon, IFN)-γ的
产生增多[11]. 这个过程需要LPS黏附蛋白(LPS 
binding protein, LBP)以及CD14的参与. 在血

液中LPS与LBP结合在一起, LBP是一种主要

由肝脏产生并分泌到外周血中的急性期蛋白, 
他能够显著降低激活KCs所需的LPS浓度, 因

此LPS-LBP这种结合方式对于生理状态下低

浓度的L P S激活K C s具有重要意义 [12]. 由于

KCs定居在肝血窦, 因此他们与循环系统中的

单核细胞相比, 长期暴露在较高浓度的LPS环
境之下. 与其他单核巨噬细胞不同, KCs静息

状态下表达CD14维持在较低的基线水平, 但
是多种刺激因素包括L P S都可以使C D14表
达上调. CD14表达量的改变可能决定了肝脏

对于LPS毒性作用的敏感性. 由于CD14是一

种糖基磷脂酰肌醇锚定蛋白, 没有跨膜结构

域, L P S要将信号传导致细胞内还需要有其

他跨膜蛋白的参与, 其中TLR4是最著名和研

究最为深入的跨膜蛋白[13]. LPS-TLR4信号的

传导同时需要MD2的参与, 他是一种与TLR4
保外结构域非常相似的分泌蛋白. LPS/LBP/
CD14复合物与TLR4结合后募集髓样分化因

子88(MYD88)在细胞膜的胞质面形成由细胞

凋亡抑制蛋白(cellular Inhibitor of apoptosis 
proteins, cIAP)、肿瘤坏死因子受体相关因

子(tumour necrosis factor receptor-associated 
fac to rs, TRAFs)、IL-1受体相关激酶(IL-1 
receptor associated kinase, IRAKs)、转化生长

因子(transforming growth factor, TGF)-β活化

激酶1(TGF beta activated kinase 1, TAK1)组
成的多蛋白复合体, 随后激活Jun氨基端激酶

(Jun N-terminal kinase, JNK)、p38-MAPK和

核因子-κB(nuclear factor κB, NF-κB)信号途

径[14,15]. LPS还可以与内吞体上的TLR4结合, 
通过TRIF募集下游信号分子TRAF3以及其他

蛋白质组成TRIF相关复合物, 进而激活TANK
连接激酶1(TANK-binding kinase 1, TBK1)和
I-κB激酶ε(I κB kinase-ε, IKKε), 上调IRF3以
及Ⅰ型干扰素α(type Ⅰ interferon α, IFN-α)
的表达[16,17]. LPS还可以与KCs细胞TLR2结合, 
此过程同样需要LPB和CD14的参与. 在内毒

素血症的小鼠KCs内可以检测到TLR2表达的

上调, 表明其在肝脏先天性免疫中起到一定作

用[12,18]. 
此外, 门静脉或者循环系统中高浓度的

LPS可以直接通过补体系统激活KCs. 当补体

系统激活以后, C3和C5裂解产生活性片段C3a
和C5a, 随后激活他们特异性的受体C3aR和

C5aR. 激活后的C3aR和C5aR与G蛋白偶联受

体磷脂酶C(phospholipase C, PLC)相连, 此酶

是KCs信号转导关键因子之一. PLC酶活性增

朱端权, 等. Kupffer细胞在细菌感染性疾病中的作用
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强导致蛋白激酶C(protein kinase C, PKC)活化, 
内质网Ca2+外流以及细胞外Ca2+经过L型钙通

道内流. 有实验[1]证据表明PKC参与到NADPH
氧化酶的激活, 而Ca2+内流则引起磷脂酶的激

活以及花生四烯酸的合成. 
最近研究[19-21]发现, 高浓度的LPS可以直

接进入胞浆内, 通过TLR4非依赖性途径激活

巨噬细胞. 此途径主要由Caspase11介导, 能
够引起非经典NLRP3炎症小体的激活, 促进

IL-1β、IL-18的成熟和释放, 最重要的是诱

发细胞的炎症性坏死, 这种坏死方式被称作

“pyroptosis”. Caspase11信号途径的发现来

源于对炎症小体激活机制的研究. 炎症小体是

位于胞质内的巨大多蛋白复合体, 他能够感知

细胞内外多种危险信号, 引起相应的生物学反

应[22]. 研究最多的是NLRP3炎症小体, 他包括

能够感知微生物感染信号的NLRP3蛋白, 配体

分子ASC, 以及随后被募集激活并产生酶效应的

Caspase1. 通过NLRP3/ASC激活Caspase1的方

式通常被称为经典NLRP3炎症小体途径[19]. 虽
然大多数激活物(如ATP、胆固醇、双链DNA)
都是通过经典途径来激活Caspase1, 但是当

细胞感染肠道病原体或者LPS时(如大肠埃希

菌、霍乱弧菌等), Caspase11却提供了另外一

种新的激活模式, 即非经典NLRP3炎症小体

途径: 病原体或者LPS进入细胞后, 募集激活

Caspase11, Caspase11作用于Caspase1, 引起IL-
1β、IL-1α以及IL-18的释放, 导致细胞发生炎

症性死亡[23-25]. Caspase11依赖性的细胞死亡

可能是引起小鼠发生致死性脓毒症休克的

关键因素之一, 因为Caspase11-/-小鼠对致死

性脓毒症具有明显的抵抗能力, 其存活率显

著高于Caspase1-/-小鼠和野生型小鼠 [20]. 研
究[19,26]表明, Caspase11激活的方式有可能两

种 .  第一种是自身激活 ,  诱导产生足够量的

proCaspase11对于这种激活方式是必须的. 
LPS与TLR4结合后形成内吞体, 并激活TRIF
信号通路, 促进IFNα/β的分泌, IFNα/β作用于

相应的受体, 激活JAK/STAT转录因子, 上调

proCaspase11蛋白表达, proCaspase11蛋白表

达量达到一定阈值后启动自身激活模式, 最
终引起Caspase11的自身活化. 另外一种是蛋

白/受体介导的激活方式. 研究者推测胞质内

存在某种未被人们发现的蛋白或者受体, 这
种受体或者蛋白由L P S或G-菌诱导产生, 与

Caspase11识别并将其激活. 研究显示, 少量

的LPS会促进proCaspase11蛋白表达的上调, 
但不会引起Caspase11的激活; 而大量LPS则
主要通过进入细胞内激活Caspase11. 提示第

二种激活方式可能比第一种更加重要, 但此

种激活方式的分子机制还不完全清楚 [24]. 另
外, 人的巨噬细胞是否同样存在Caspase11信
号途径的激活也不得而知, 这也将成为未来

研究的方向. 

3  KCs在脓毒症中的作用

脓毒症是重症监护室患者最常见的死亡原因

之一 [27]. 临床上大约一半的脓毒症是由于细

菌感染引起, 这些细菌大多数来自肠道和胆

道, 比较常见的病原体包括大肠埃希菌, 铜绿

假单胞菌等 [28]. 巨噬细胞是固有免疫中重要

成员之一, 他们通过分泌细胞因子, 吞噬以及

抗原提呈将固有免疫和适应性免疫紧密联系

在一起. 研究表明, 脓毒症的发生发展与巨噬

细胞功能障碍密切相关 [29]. 脓毒症时肠黏膜

屏障受损, 来自肠道的大量细菌, 内毒素等通

过门静脉进入肝脏. 肝脏中的巨噬细胞K C s
占有全身巨噬细胞总量的80%-90%, 他们定

居在肝血窦间隙, 一方面构成清除肠源性病

原微生物及细菌产物的第一道屏障; 另一方

面K C s与细菌产物结合后被激活, 除了自身

产生大量促炎因子(如TNF-α, IL-1, IL-6)引起

全身系统性炎症综合征外, 他们还募集其他

炎症细胞向肝脏聚集, 这些细胞包括中性粒

细胞、淋巴细胞等. 因此, KCs在脓毒症中的

作用是双向的, 他们在清除病原体的同时引

起炎症级联反应, 过度的炎症反应则导致组

织器官发生损伤[30]. 研究[31]发现, 在脓毒症时, 
KCs可以通过上调gp130的表达阻止肝窦内皮

细胞(liver sinusoidal endothelial cell, LSEC)
发生F a s依赖性细胞凋亡, 产生保护性效应; 
敲除KCs细胞功能后, Fas表达上调, LSEC细
胞凋亡增加, 因此研究者认为K C s对于维持

LSEC的活性是必须的. 在过去的几个世纪, 
脓毒症的治疗一直建立在抑制促炎因子和细

胞因子的分泌之上, 因为这种方法经过动物

实验被证明是行之有效的. 然而大量临床试

验证明, 这种传统的抑制免疫系统的方法对

于治疗脓毒症是不成功的 [32]. 绝大多数脓毒

症患者不是因为过度的炎症反应带来的并发

■应用要点
KCs在脓毒症、
内毒素耐受以及
急性胰腺炎中扮
演了重要角色 , 
本文将对治疗相
关炎症性疾病提
供新的作用靶点
和思路.
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症死亡, 而是由于严重的免疫抑制引起的二

次(机会)感染而死亡. 目前, 大多数研究者将

脓毒症的发生发展分为两个阶段, 第一个阶

段为“过度炎症反应期”, 此阶段主要表现

为单核巨噬细胞系统激活, 中性粒细胞聚集, 
促炎因子分泌迅速增加, 导致器官发生炎症

性损伤; 第二个阶段为“免疫麻痹期”, 此阶

段中性粒细胞反应受损, 单核巨噬细胞凋亡

增加、表面抗原分子HLA-DR表达下调导致

抗原提呈能力降低, 淋巴细胞表达抑制性受

体分子上调, 导致机体发生机会性感染[33,34]. 
目前, 关于KCs在脓毒症“免疫麻痹期”时期

的作用以及分子机制的研究还比较少, 如何

调节KCs的功能使其在此阶段发挥正常的免

疫效应可能是治疗脓毒症的一种新思路. 

4  KCs与内毒素耐受

内毒素耐受(endotoxin tolerance, ET)是机体最重

要的防御体制之一, 他是指用小剂量的LPS预
处理机体或者细胞后, 机体或细胞对随后给予

的更大剂量的LPS不产生反应或者低反应[35-37]. 
Kupffer细胞中TLR4信号分子活性改变或者

受到抑制是LPS耐受的形成机制之一, 而此过

程与负性调节因子的参与密切相关, 迄今为止

发现的调节因子有IRAK-M、细胞信号抑制

剂1(suppressor of cytokine signaling 1, SCOS1)
及SH2结构含磷酸肌醇[Src homology 2 (SH2) 
domain-containing inositol-5-phosphatase 1, 
SHIP1]等, 他们通过不同的作用方式和作用

位点对TLR4信号进行负性调控, 减少促炎因

子的表达, 诱导LPS耐受. IRAK-M是IRAK1/
IRAK4激酶的抑制剂, IRAK-M表达的上调

可以阻断此复合物的活化, 进而阻断其下游

NF-κB的激活, 减少多种促炎因子的表达[38-40]. 
SHIP1可以抑制LPS诱导的MAPKs的激活, 从
而阻断JNK、p38的磷酸化, 减少IL-1、IL-6
等多种细胞因子的释放[41]. 同样, SCOS1对于

LPS耐受的形成也是必须的, 他能够负性调节

TLR4-MYD88依赖信号途径, SCOS1基因缺

失的小鼠对LPS的敏感性明显增高[42]. Twist-2
是一种带有螺旋-环-螺旋结构的转录因子, 他
能够黏附到细胞因子启动子的E boxes, 从而

抑制NF-κB结合到启动子邻近的κB位点, 从
而阻断促炎基因的转录[43]. 在内毒素耐受动

物的肝组织中 ,  炎症细胞浸润明显减少 ,  而

Twist-2的表达量增高. 在内毒素耐受的KCs
中, Twist-2的基因和蛋白表达量明显上调, 而
TNF-α基因转录以及NF-κB活性明显受到抑

制. 利用shRNA沉默Twist-2的表达后, KCs对
L P S的敏感性明显增加, 内毒素耐受效应受

损[44]. 然而内毒素耐受的机制是复杂的, 探索

发现是否存在其他类似的负性调节因子是值

得研究的问题. 比如, TRAF3能够负性调节

TLR4依赖的MAPK信号的激活, 同时能够上

调IL-10的表达, 但他是否参与了内毒素耐受

的诱导还不清楚[45-47]. 

5  KCs与急性胰腺炎

急性胰腺炎是一种比较常见的高死亡率疾

病, 20%的患者发展成为急性重症胰腺炎, 其
死亡率高达30%. 在胰腺炎的早期, 胰蛋白酶

的过早激活引起炎症因子的大量释放. 这些

炎症因子通过门静脉进入肝脏激活炎症细胞, 
特别是KCs[48]. 激活后的KCs引起炎症级联反

应, 导致细胞因子大量产生, 如TNF-α、IL-
1β、TGF-β、IL-6、IFN-γ等, 最终引起系统

并发症和器官衰竭. 牛磺酸可以通过下调KCs
细胞内p38 MAPK的磷酸化, 阻断NF-κB的激

活, 从而减轻大鼠重症急性胰腺炎导致的肝损

伤[49]. 在出血性坏死性胰腺炎的小鼠模型中, 
利用GdCl3封闭KCs的功能后, 系统TNF-α、
IL-1、IL-6的水平显著降低, 小鼠的生存率显

著提高. 研究者通过PCR检测肝组织中细胞因

子的产生情况, 并测定其在动脉以及静脉循环

中的含量水平. 他们发现, 在胰腺炎时肝静脉

血中细胞因子的含量远远高于门静脉血, 提示

肝脏释放了大量细胞因子进入外周血[50]. 为了

证明KCs是TNF-α的主要来源, 有研究[51]直接

检测了培养的KCs分泌TNF-α的情况. 结果发

现, 在急性胰腺炎3 h以后分离出的KCs比对照

组KCs产生的TNF-α高出5倍以上. 上述研究

表明, 肝脏特别是KCs在急性胰腺炎的发生发

展中占有比较关键的地位, 因为他将胰腺的局

部炎症过程与系统性器官功能紊乱联系在了

一起. 

6  结论

KCs作为体内最大的巨噬细胞群, 参与了脓毒

症、内毒素耐受以及急性胰腺炎的发生发展. 
深入研究KCs的激活机制, 在多层面、多途径

■同行评价
虽然大家对本文
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文献较全、较新, 
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感兴趣者有较好
的参考意义.
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调控KCs的免疫功能, 将为治疗相关疾病提供

新的思路. 
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