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［摘 要］ 目的：以LRP6膜受体与WNT3A相互作用为模型，针对FRET技术在研究膜受体与胞外配体相互作用中的限制因

素，探究有效的改进策略。方法：利用PDB与Zdock数据库建立LRP6与WNT3A的相互作用模型，在不影响LRP6膜受体与

WNT3A相互作用的前提下对LRP6进行一定的截短；将LRP6与WNT3A的信号肽重构在荧光标签的氨基末端，以避免信号肽

切除导致的荧光标签丢失；使用柔性连接肽衔接信号肽、荧光标签及成熟蛋白，以削弱荧光标签对膜受体的亚细胞定位及功能

的影响。结果：改进策略显著增强LRP6融合蛋白的膜定位信号，LRP6与WNT3A在细胞膜区域的相互作用能够用FRET技术

进行清晰检测，平均FRET效率达到26.51%。结论：改进策略有效，为利用FRET技术研究活细胞中膜受体与胞外配体相互作

用提供了新的思路和策略。
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［Abstract］ Objective：This stuly aims to explore strategies for effectively studying the interaction between membrane receptors and
extracellular ligands using fluorescence resonance energy transfer（FRET）. Methods：Based on the model of interaction between LRP6
and WNT3A established by PDB and Zdock database，LRP6 was truncated without affecting the interaction between LRP6 membrane
receptor and WNT3A；the signal peptides of LRP6 and WNT3A were reconstituted at the amino terminus of the fluorescent tag to avoid
loss of the fluorescent tag due to signal peptide cleavage；flexible linker peptides was used to connect signal peptides，fluorescent tags，
and mature proteins to attenuate the effects of fluorescent tags on subcellular localization and function of membrane receptors.
Results：The above improvement strategy significantly enhanced the membrane localization signal of LRP6 fusion protein. The
interaction between LRP6 and WNT3A in the cell membrane region could be clearly detected by FRET technology，and the average
FRET efficiency reached 26.51%. Conclusion：This study provides new ideas and strategies for effectively using FRET technology to
study the interaction between membrane receptors and extracellular ligands in living cells.
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细胞表面膜受体与其配体相互作用参与调控

细胞的增殖、生长、分化等多种生物学过程，并与多

种癌症的发生发展密切相关［1-4］。因此，研究膜受体

与其胞外配体的相互作用及其动态变化有助于阐

明细胞多种生理过程和病理过程的机制。荧光共

振能量转移（fluorescence resonance energy transfer，
FRET）技术是研究蛋白质相互作用的一种经典方
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法［5-6］，能够精确检测10 nm范围内蛋白间的直接相

互作用［7-8］。FRET是指能量从一种受激发的荧光基

团转移到另一种荧光基团的物理现象。前者称为

供体，后者称为受体。利用荧光供体融合蛋白表达

载体和荧光受体融合蛋白表达载体共转染细胞，当

目的蛋白间发生相互作用时，使荧光基团间的距离

小于 10 nm，荧光基团将通过偶极子耦合作用实现

能量传递，供体荧光蛋白的能量可部分转移到受体

荧光蛋白，使受体被激发而发射荧光。在生物体

内，如两个蛋白质分子的距离在10 nm之内，一般认

为这两个蛋白质分子存在直接相互作用。因此，通

过检测供体和受体荧光强度的变化可观察两种目

标蛋白在活细胞中的相互作用及变化。FRET技术

的标准实验流程为，蛋白质三级结构分析、FRET标

记策略的选择、荧光对的选择、FRET效率评估、仪

器选择，最后进行FRET实验的实施［9］。但是，应用

FRET技术研究膜受体与胞外配体的相互作用时存

在较多限制因素，其中主要包括膜受体结构对荧光

共振能量转移效率的影响、荧光标签对膜受体的亚

细胞定位及功能的影响、细胞切除成熟膜受体信号

肽时标记在信号肽氨基端的荧光标签会被一同切

除等。LRP6是WNT3A的经典共受体［10］，根据其蛋

白质三级结构相互作用模型，WNT3A 蛋白与

LRP6的氨基端都是开放末端，能够使用荧光蛋白

进行标记，适用于 FRET 技术检测。本研究以

LRP6膜受体与WNT3A相互作用为模型，针对上

述限制因素，通过蛋白截短、调整荧光标签和信

号肽的相对位置及增添柔性链接肽等方法，有效

提高了 FRET的检测效率和准确性，为利用 FRET
技术研究膜受体与胞外配体相互作用提供了新

的思路和策略。

1 材料和方法

1.1 材料

FV1200激光扫描共焦显微镜系统（Olympus公
司，日本）；DMEM细胞培养基（Invitrogen Life Tech⁃
nologies公司，美国）；Lipofectamine 3000试剂盒（In⁃
vitrogen Life Technologies 公司，美国）；胎牛血清

（Gibco公司，美国）；anti⁃GFP抗体（Thermofisher公
司，美国）；3.5 cm玻璃皿（上海WHB生物技术有限

公司）；胰蛋白酶（Sigma Chemical公司，美国）；青霉

素/链霉素（上海生工生物公司）；质粒小提试剂盒

（AXYGEN 公司，美国）；PCR 试剂（TaKaRa 公司，

日本）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

人肾上皮细胞系 293T所用培养液为DMEM培

养基，并添加 10%的胎牛血清、100 U/mL青霉素、

100 μg/mL链霉素。该细胞传代比例为 1∶4，在CO2

浓度5%、温度37 ℃的细胞培养箱中进行培养。

1.2.2 质粒构建

将 WNT3A 和 LRP6 的蛋白编码区（coding se⁃
quence，CDS）序列分别克隆到 pEYFP⁃C1或 pECFP⁃
C1载体中，构建ECFP⁃LRP6和EYFP⁃WNT3A融合

蛋白质粒。SP⁃EYFP⁃WNT3A质粒是以 pCDNA3.1
为质粒骨架，将EYFP荧光标签插入WNT3A蛋白的

信号肽和成熟蛋白之间。SP⁃ECFP⁃LRP6质粒是以

pCDNA3.1 为质粒骨架，将 ECFP 荧光标签插入

LRP6蛋白的信号肽和成熟蛋白之间（由于FRET检

测要求荧光标签间距离在10 nm范围内。而LRP6成
熟蛋白的胞外结构域为棍棒结构，其长度＞20 nm，超

出FRET实验检测范围。因此，将LRP6成熟蛋白胞

外结构域的 P1P2结构域进行截短，保留 LRP6与

WNT3A相互作用的P3P4结构域。所有引物序列见

表 1。所有质粒均经测序确认（上海生工及安徽通

用测序公司）。

1.2.3 蛋白质三级结构对接与分析

在 PDB数据库（https：//www1.rcsb.org/）中获取

LRP6（PDB ID：3S8Z）及 WNT3A（PDB ID：7DRT）
蛋白的晶体结构文件，下载 pdb 格式的蛋白模型

数据，用 Pymol 软件打开进行后续分析。将需要

对接的两个蛋白 pdb 格式文件添加到 Zdock 网

站（https：//zdock.umassmed.edu/）中，经对接后可

下 载 蛋 白 复 合 物 模 型 文 件 。 在 Pymol 软 件

（https：//pymol.org/2/）中打开对接模型文件，分析

观察目的蛋白的氨基端与羧基端是否暴露，能否

在不影响蛋白质相互作用的前提下进行荧光标

签的标记。

1.2.4 FRET实验

根据激光共聚焦显微镜（FV1200激光扫描共焦

显微镜，奥林巴斯公司，日本）FRET实验手册进行

了FRET实验的设计与实施。使用敏化荧光发射方

法进行 FRET分析。FRET实验细胞接种在玻璃底

培养皿（上海WHB生物技术有限公司）。质粒通过

Lipofectamine 3000（Invitrogen公司，美国）以 50%~
70%细胞汇合率转染培养细胞 24 h后进行FRET分

析。根据实验手册调整相关的仪器配置，包括激光

功率 10%、HV 550 V、电压放大倍数×1、背景补偿
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0%、图像采集速度 2.0 μs/pixel，并使用 1 024×1 024
的图像格式。ECFP通道由 440 nm激光器激发，图

像采集使用滤波器（SMD510：480/20）。EYFP通道

由 488 nm激光器激发，图像采集使用Mirror：565/
50。获取所有图像后，使用FV10⁃ASW软件（奥林巴

斯公司，日本）中的敏化荧光发射窗口进行FRET效

率及供受体距离的计算。

1.3 统计学方法

使用 FV10⁃ASW 4.0软件进行 FRET效率及供

受体距离的统计学计算。采用 Graphpad 8.0软件

（https：//www.graphpad.com/）进行数据的处理和分

析，定量结果表示为平均值±标准误（x ± SEM）。

2 结 果

2.1 LRP6与WNT3A蛋白质三级结构分析

LRP6膜受体的胞外区由3个结构域组成，依次

为 P1P2 结构域（PDB ID：5GJE），可结合 WNT1、
WNT2、WNT6等配体；P3P4结构域（PDB ID：3S8Z），

可结合 WNT3、WNT3A、DKK1 等配体；LA 结构域

（细胞膜锚定结构域）。利用 PDB网站获取蛋白质

三级结构，并使用Zdock 数据库进行蛋白对接模型

预测显示，LRP6的 P3P4结构域（PDB ID：3S8Z）与

WNT3A（PDB ID：7DRT）的铰链区结合（图 1A），并

且 LRP6与WNT3A的氨基端和羧基端都是处于蛋

白质外围开放末端，能够连接荧光标签进行FRET实

验。LRP6胞外结构域为棍棒状结构，全长＞20 nm，

超出常规FRET技术10 nm检测范围。因此对LRP6

胞外区进行了截短，将LRP6的P1P2结构域截除，保

留LRP6的P3P4结构域（LRP6与WNT3A结合区域）

与LA结构域。

2.2 FRET荧光融合蛋白的构建与优化

使用经典FRET荧光对ECFP与EYFP作为荧光

供受体，分别融合在LRP6或者WNT3A蛋白的N端

（图1B）。当两个目的蛋白不存在直接相互作用时，

使用 440 nm激发光激发 ECFP荧光标签时不发生

FRET，只能使ECFP发出自身476 nm荧光，EYFP不

发光；而当 2个目的蛋白存在直接相互作用时，如

LRP6与WNT3A相互作用，ECFP与EYFP之间的距

离≤10 nm而发生FRET现象，即440 nm激发光激发

ECFP后，通过 FRET可检测到EYFP荧光标签发出

的527 nm峰荧光（图1A）。
依据PDB与Zdock网站对WNT3A与LRP6的蛋

白三级结构分析结果，将构建 FRET荧光融合蛋白

荧光标签ECFP及EYFP荧光标签分别融合在LRP6
或者WNT3A的氨基端（图2A，上图），利用融合蛋白

表达载体转染293T细胞，24 h后进行激光共聚焦显

微镜观察，发现LRP6细胞膜定位不清晰（图 2B，上
图）。但是，使用 pCDNA3.1作为载体，将 ECFP荧

光标签融合在 LRP6蛋白的信号肽与成熟蛋白之

间，并使用柔性连接肽进行连接可减少对成熟蛋

白结构与功能的影响（图 2A，下图）。转染 293T细

胞 24 h后进行激光共聚焦显微镜观察显示，LRP6
细胞膜定位较为明显（图 2B，下图白色箭头指示膜

定位）。

表1 FRET实验中使用的引物

Table 1 Primers used in FRET assays

引物

ECFP⁃LRP6⁃F
ECFP⁃LRP6⁃R
EYFP⁃WNT3A⁃F
EYFP⁃WNT3A⁃R
ECFP⁃LRP6⁃F1
ECFP⁃LRP6⁃F2
ECFP⁃LRP6⁃F3
ECFP⁃LRP6⁃F4
ECFP⁃LRP6⁃R1
ECFP⁃LRP6⁃R2
EYFP⁃WNT3A⁃F1
EYFP⁃WNT3A⁃F2
EYFP⁃WNT3A⁃F3
EYFP⁃WNT3A⁃R1
EYFP⁃WNT3A⁃R2

序列（5′→3′）
CGGGGTACCGAGAACGCGAGAAGGGAAGAT
CGCGGATCCTGTACATGGTCTGCCTCATCCT
CCCAAGCTTATGGCCCCACTCGGATACTTCTTA
CCGGAATTCAGCCACCAGAGAGGAGACACTA
CTCCTGGCCTGCAGCTTCTGTGTGCTCCTGAGAGCGGGATCCATGGTGAGCAAGGGC
GGAATTCGCCACCATGGGGGCCGTCCTGAGGAGCCTCCTGGCCTGCAGCTTCTGTG
TAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGCCACCATGGGGGCCGTC
GCGGTGGAGGTTCACTCGAGGAGGCTTTCCTTTTGTTTTCACGGAG
GAAAACAAAAGGAAAGCCTCCTCGAGTGAACCTCCACCGCC
GACACTATAGAATAGGGCCCTCTAGATTCAGGAGGAGTCTGTACAGGGAG
GGGGTACCGCCACCATGGCCCCACTCGGATACTTCTTACTCCTCTGCAGCCTGAAGCAG
TCCTCTGCAGCCTGAAGCAGGCTCTGGGCGGATCCATGGTGAGCAAGGGC
CCGCTCGAGAGCTACCCGATCTGGTGGTCGC
CCGCTCGAGGCCGGAGCCTCCCTTGTACAGCTCGTCCATGCCG
TGCTCTAGACTACTTGCAGGTGTGCACGTCG
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2.3 FRET 技 术 检 测 活 细 胞 中 LRP6 膜 受 体 与

WNT3A的相互作用

使用 SP⁃ECFP⁃LRP6及 SP⁃EYFP⁃WNT3A质粒

共转染 293T 细胞，24 h后进行 FRET 实验并计算

FRET效率及FRET距离（图3）。LRP6⁃ECFP通道显

示 LRP6膜定位较为明显；WNT3A⁃EYFP通道显示

WNT3A与 LRP6相互作用后细胞膜定位也较为显

著；经背景校正计算后的 FRET（校正）通道显示在

细胞膜上 LRP6与WNT3A有 FRET现象发生；敏化

荧光发射FRET计算得到FRET效率图像（FRET Ef⁃
ficiency）及供受体距离图像（D⁃A Distance）。红色

箭头所指细胞膜区域 LRP6及WNT3A细胞膜定位

较为明显。对细胞膜区域发生 FRET现象的细胞

（n=25）进行 FRET效率及距离统计分析，LRP6与

WNT3A平均FRET效率为26.51%，平均供受体距离

为 7.17 nm，处于 FRET效率（8%~95%）及供受体距

离（3~8 nm）的有效区域。该结果显示，通过 FRET
优化策略，在细胞膜上定量检测到 LRP6膜受体与

WNT3A的相互作用。

3 讨 论

FRET技术是研究活细胞中蛋白质相互作用及

动态变化的有效手段，为阐明细胞生理过程和病理

过程的机制提供了重要帮助。然而，FRET技术用

于检测膜受体与胞外配体相互作用及动态变化时，

存在诸多限制因素。首先，经典 FRET技术检测距

离要求FRET荧光对的距离在10 nm以内。但是，部

分膜受体家族成员的胞外段较长，当受体与其配体在

A：LRP6蛋白部分的三级结构（PDB ID：3S8Z）（左图）；WNT3A蛋白的三级结构（PDB ID：7DRT）（右图），蓝色框为WNT3A与LRP6相互作

用区域；B：LRP6与WNT3A相互作用的FRET实验模型图。

图1 LRP6与WNT3A蛋白相互作用的FRET模式图

Figure 1 A diagram FRET pattern of LRP6 and WNT3A interaction

N端
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A B

440 nm 476 nm 527 nm440 nm
ECFP
LRP6 Wnt3a

EYFP ECFP
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Wnt3a

＜=10 nm

A：LRP6与WNT3A荧光融合蛋白质粒的模式图，上图为ECFP⁃LRP6与EYFP⁃WNT3A质粒模式图，下图为 SP⁃ECFP⁃LRP6与 SP⁃EYFP⁃
WNT3A质粒模式图；B：LRP6荧光融合蛋白激光共聚焦图片，上图为ECFP⁃LRP6荧光融合蛋白图片（左为60倍油镜图，右为4×4倍局部放大

图），下图为SP⁃ECFP⁃LRP6荧光融合蛋白图片（左为60倍油镜图，右为4×4倍局部放大图，白色箭头指示细胞膜亚定位）。

图2 FRET荧光融合蛋白质粒的构建

Figure 2 Construction of FRET fluorescent fusion protein
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LRP6⁃ECFP通道 FRET通道（未校正） WNT3A⁃EYFP通道

FRET通道（已校正） FRET Efficiency D⁃A Distance
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LRP6与WNT3A荧光融合蛋白FRET图片，FRET实验显示LRP6与WNT3A细胞膜亚定位明显，并且在细胞膜上存在相互作用，红色箭头

指示细胞膜上发生的FRET现象。

图3 FRET技术检测WNT3A与LRP6蛋白间的相互作用

Figure 3 The interaction between WNT3A and LRP6 protein detected by FRET assays

三维结构空间上发生相互作用时，胞外端和配体荧光

对的距离大于10 nm（如LRP6及其配体WNT3A［11］、

TNFRSF6B及其配体 TNFSF14［12］等），超出 FRET检

测范围，因而不能利用 FRET技术有效检测这一类

膜受体和配体间的相互作用。本文针对这一制约

因素，以经典的LRP6与其配体WNT3A相互作用模

型为基础，提供了一个可能的解决策略。LRP6胞外

域全长约为25 nm，当LRP6与WNT3A相互作用时，

LRP6的氨基端与WNT3A之间的距离约为 15 nm。

本研究依据 LRP6蛋白三级结构特征，即其胞外域

结构为串珠状具有柔性［13］这一特点，将 LRP6膜受

体进行截短，截掉P1P2结构域，保留其与WNT3A相

互作用的P3P4结构域。由于结构域之间为柔性连

接，截短不影响膜受体与配体的相互作用，同时满

足了 FRET技术检测要求。对膜蛋白进行截短时，

首先要确定截短对膜蛋白的结构与相互作用不会

造成影响。该策略适合检测细胞外有多个结构域

的膜受体（如：TNFRSF、LRP等家族蛋白）与其配体

的相互作用；且特别适用于检测有明确相互作用但

需要进一步在活细胞水平观察其相互作用动态变

化的配体和受体。

其次，膜受体与胞外配体的亚细胞定位由信号

肽进行引导，且成熟蛋白的信号肽会被切除［14］，导

致标记在信号肽氨基端的荧光标签被一同切除。

因此，信号肽位置的调整在膜受体与胞外配体相互

作用的检测中非常必要，不仅可避免荧光标签被切

割，也能够显著增强融合蛋白的膜定位信号。本文

通过将信号肽重构在荧光标签的氨基末端，可避免

荧光标签的切除。该信号肽重构策略普遍适用于

FRET质粒的构建，可避免荧光标签的丢失，增强信

号肽的亚细胞定位功能。但是，不同膜受体的信号

肽功能多样［15］，信号肽重构对于不同膜受体家族的

亚细胞定位作用仍需进一步研究。

最后，荧光标签对蛋白质的结构与功能具有一

定干扰效应，可影响膜受体与胞外配体的亚细胞定

位以及蛋白间相互作用。柔性连接肽在抗体、标签

融合蛋白纯化等领域已被广泛应用［14］，用于减弱融

合蛋白内不同结构域之间的相互影响。与柔性连

接肽相比，刚性连接肽可显著降低FRET效率，并且

FRET效率随着刚性连接肽长度的增加而降低［16］。

并且，柔性连接肽已应用于生物发光共振能量转移

（bioluminescence resonance energy transfer，BRET）实

验，用来衔接荧光标签与目的蛋白，可减弱荧光标

签对融合蛋白结构与功能的影响［17-18］。基于以上研

究，本文采用柔性连接肽来衔接信号肽、荧光标签

及成熟蛋白，以降低荧光标签对 FRET 体系的影

响。柔性连接肽策略同样适用于其他FRET荧光质

粒的构建，但也有其局限性，与刚性连接肽相比，不能

有效分隔融合蛋白的不同结构域，因此不适用于胞外

配体与多结构域膜受体相互作用位点的分析。

综上所述，本文以LRP6膜蛋白与WNT3A相互

作用为模型，针对 FRET技术在研究膜受体与胞外
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配体相互作用中的限制因素，建立了有效的改进策

略，包括膜受体截短、信号肽的改造及柔性连接肽

的使用，为充分利用 FRET技术在活细胞水平研究

膜受体与胞外配体相互作用的动态变化提供了新

的思路和实验方案。

［参考文献］

［1］ EFREMOVA M，VENTO⁃TORMO M，TEICHMANN S A，

et al. Cell Phone DB：inferring cell ⁃ cell communication
from combined expression of multi⁃subunit ligand⁃recep⁃
tor complexes［J］. Nat Protoc，2020，15（4）：1484-1506

［2］ TRENKER R，JURA N. Receptor tyrosine kinase activa⁃
tion：from the ligand perspective［J］. Curr Opin Cell Biol，
2020，63：174-185

［3］ ARMINGOL E，OFFICER A，HARISMENDY O，et al. De⁃
ciphering cell ⁃ cell interactions and communication from
gene expression［J］. Nat Rev Genet，2021，22（2）：71-
88

［4］ 郭 宇，王 凌，刘 仪，等. Wnt/β⁃catenin信号通路在

骨代谢疾病中的研究进展［J］. 南京医科大学学报（自

然科学版），2021，41（3）：460-464
［5］ HE Q T，XIAO P，HUANG S M，et al. Structural studies

of phosphorylation ⁃ dependent interactions between the
V2R receptor and arrestin⁃2［J］. Nat Commun，2021，12
（1）：2396

［6］ LEE M Y，HAAM C E，MUN J，et al. Development of a
FOXM1⁃DBD binding assay for high⁃ throughput screen⁃
ing using TR⁃FRET assay［J］. Biol Pharm Bull，2021，44
（10）：1484-1491

［7］ RAINEY K H，PATTERSON G H. Photoswitching FRET
to monitor protein ⁃ protein interactions［J］. Proc Natl
Acad Sci U S A，2019，116（3）：864-873

［8］ WU L，HUANG C，EMERY B P，et al. Förster resonance
energy transfer（FRET）⁃ based small ⁃ molecule sensors
and imaging agents［J］. Chem Soc Rev，2020，49（15）：

5110-5139
［9］ ALGAR W R，HILDEBRANDT N，VOGEL S S，et al.

FRET as a biomolecular research tool ⁃ understanding its

poten⁃tial while avoiding pitfalls［J］. Nat Methods，2019，
16（9）：815-829

［10］HIRAI H，MATOBA K，MIHARA E，et al. Crystal struc⁃
ture of a mammalian Wnt⁃frizzled complex［J］. Nat Struct
Mol Biol，2019，26（5）：372-379

［11］RAISCH J，CÔTÉ⁃BIRON A，RIVARD N. A role for the
WNT Co⁃Receptor LRP6 in pathogenesis and therapy of
epithelial cancers［J］. Cancers（Basel），2019，11（8）：

1162
［12］ LIU W，ZHAN C，CHENG H，et al. Mechanistic basis for

functional promiscuity in the TNF and TNF receptor su⁃
perfamilies：structure of the LIGHT：DcR3 assembly［J］.
Structure，2014，22（9）：1252⁃1262

［13］ALREFAEI A F，ABU⁃ELMAGD M. LRP6 receptor plays
essential functions in development and human diseases
［J］. Genes（Basel），2022，13（1）：120

［14］ GUO Y，SIRKIS D W，SCHEKMAN R. Protein sorting at
the trans ⁃ Golgi network［J］. Annu Rev Cell Dev Biol，
2014，30：169-206

［15］OWJI H，NEZAFAT N，NEGAHDARIPOUR M，et al. A
comprehensive review of signal peptides：Structure，roles，
and applications［J］. Eur J Cell Biol，2018，97（6）：422-
441

［16］ARAI R，UEDA H，KITAYAMA A，et al. Design of the
linkers which effectively separate domains of a bifunction⁃
al fusion protein［J］. Protein Eng，2001，14（8）：529-532

［17］KOZIELEWICZ P，SHEKHANI R，MOSER S，et al. Quan⁃
titative profiling of WNT⁃3A binding to all human frizzled
pa ⁃ ralogues in HEK293 cells by nanoBiT/BRET assess⁃
ments［J］. ACS Pharmacol Transl Sci，2021，4（3）：1235-
1245

［18］ WESSLOWSKI J，KOZIELEWICZ P，WANG X，et al.
eGFP⁃tagged Wnt⁃3a enables functional analysis of Wnt
trafficking and signaling and kinetic assessment of Wnt
binding to full⁃length Frizzled［J］. J Biol Chem，2020，295
（26）：8759-8774

［收稿日期］ 2022-03-29
（本文编辑：唐 震）

··1054


