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!!摘要%糖是生物体能量的主要来源$是参与生命活动过程的重要生物分子$人工合成侧链为糖分子的含糖

聚合物$与天然多糖一样具有*糖簇效应+$合成相对便利$引起越来越多的关注$癌细胞表面具有和糖分子特异

性结合的蛋白$糖与癌症有着密切的联系$结合本课题组开展的工作本文介绍了对癌细胞具有较强亲和力的含

糖聚合物材料的合成$以及所合成含糖聚合物材料在生物应用方面的一些研究进展(主要内容包括含糖聚合

物材料的活性#可控自由基聚合和一锅法合成)与其它功能材料的复合)以及在生物模型)癌细胞靶向)癌细胞

成像以及捕获等方面的应用(人工合成的含糖聚合物尤其是含糖聚合物复合材料展现出很好的生物性能$在

生物医药方面具有广泛的应用前景(

!!关键词%含糖聚合物-一锅法-点击化学-纳米材料-癌细胞

引言

糖是生物体能量的主要来源$是参与生命活动过程!例如$细胞识别)细胞增殖)病原体感染)信号传
递等"的重要生物分子.#"(/(含糖聚合物是指通过不同的化学反应将糖组分引入到聚合物分子链中而形
成的功能高分子(由于糖基可以改善聚合物的亲水性)生物相容性$生物降解性以及生物识别能力$基于
含糖聚合物可以制备出在生物)医药等诸多方面具有各种特殊用途的功能材料.$"+/(

细胞膜是细胞与外界环境交换信息的一个信号界面$葡萄糖转运蛋白!MFD̂ ."作为一种膜蛋白$允
许葡萄糖通过细胞膜进行能量传输(值得注意的是MFD̂ .$尤其是MFD̂ #和MFD̂ ’$在许多肿瘤细
胞中过 表 达$与 葡 萄 糖 以 及 氨 基 葡 萄 糖 具 有 很 好 的 亲 和 力(又 如$去 唾 液 酸 糖 蛋 白 受 体
!/.9/5=V14S047-960-1-S740$K>M3,"与半乳糖残基或乙酰半乳糖胺残基的特异性识别可以用于制备肝
主动靶向的载体材料.%$#"/(另外$细胞膜上覆盖有一层共轭糖蛋白$研究发现这层*糖衣+能调控肿瘤转
移过程中癌细胞的行为(因此$糖与癌症有着密切的联系(利用糖与癌细胞的特异性结合能力$能够制
备对癌细胞具有高亲和力的功能材料(但是$一般单个配体作用于细胞表面时$其作用力较小$带有多个
配体的含糖分子能够通过*糖簇效应+.#$##/$大大提高与配体的结合能力(人工合成的含糖聚合物$与天
然多糖一样具有*糖簇效应+(利用合适的合成手段和条件$能够相对便利地制备对癌细胞有高亲和力的
功能材料(

#!含糖聚合物材料的制备

随着科技的发展$高效可控的聚合物合成技术的出现$含糖聚合物的合成方法也日益丰富(有关含
糖聚合物的合成$有不少综述可以参考$>7-6U-=等.#/对含糖聚合物的合成以及与凝集素蛋白的作用进行
了综述(刘丽等.#!/介绍了活性#可控自由基聚合技术结合点击化学在合成功能性含糖聚合物方面的相
关研究工作(李晓等.#’/总结了含糖聚合物修饰纳米粒子材料的合成与应用(目前$制备含糖聚合物的
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主要聚合方式有阴离子聚合.#(/)开环聚合.#$/)开环易位聚合.#)/以及活性#可控自由基聚合.#*"!#/(不同
的聚合方式使得含糖聚合物在尺寸控制以及分子设计上变得更加灵活(

3>3!含糖聚合物的合成
侧链为糖分子的含糖聚合物的制备大体上可分为两种%含糖单体的直接聚合或者通过后修饰的方法

在聚合物侧链引入含糖基团(前者反应比较简单$直接得到含糖聚合物$但是糖单体的合成纯化往往困
难(后者在聚合反应后$需要对纯化后的聚合物前体进行后修饰$增加了反应步骤$并且需要高效的化学
反应来确保后修饰的接枝效率(

癌细胞过表达的MFD̂ .与葡萄糖有较好的亲和力$陆嘉伟等.!!/采用甲基丙烯酰氯与AH!p"H葡萄
糖胺盐酸盐在弱碱性条件下反应$制备含有双键的不饱和糖单体!甲基丙烯酰胺基"葡萄糖!QKM"(合
成糖单体时$不需要对糖分子进行保护和脱保护$只需要一步反应就能得到所需功能单体$纯化也相对容
易$制得的含糖单体能够采用活性#可控自由基聚合的方法得到分子量和3T8可控的含糖聚合物(如图

#所示$以#H二硫代萘甲酸异丁腈酯!B3TL"为链转移剂$偶氮二异丁腈!K8;L"为引发剂$溶剂为!$!H
二乙基甲酰胺!TQK1"$采用可逆加成H断裂链转移!,K\̂ "聚合方式$得到分子量可控的含糖聚合物(
类似的$利用丙烯酰氯与葡萄糖胺盐酸盐反应$可以得到含糖单体!丙烯酰胺基"葡萄糖!KMK".!’/$利用
该单体可以进行单电子转移H活性自由基聚合!>P̂ HF,3"-采用类似方法$利用不同的糖胺盐酸盐$可制
备其它糖单体$得到不同的含糖聚合物(此外$点击化学是一种高效的制备含糖单体的方法$N/AA=-746
课题组利用 B?KKB点击反应制备含糖单体$再通过 K̂ ,3合成侧链为甘露糖#半乳糖的含糖聚
合物.!(/(

图#!利用,K\̂ 聚合含糖单体合成含糖聚合物.!!/

\95?0-#!>V672-.9.4:5=V14S4=V<-0.Z9/,K\̂ S4=V<-09U/7946.!!/

利用活性#可控自由基聚合得到聚合物前体$再通过点击化学把含糖基团后修饰到聚合物链上$是另
一类常用的含糖聚合物合成方法.!$$!)/(进一步把这些高效的反应整合到一锅反应中$减少反应步数和
简化纯化过程$具有更好的应用前景(利用铜催化的叠氮与炔基点击化学反应$结合单电子转移活性自
由基聚合!>P̂ HF,3"技术$可通过一锅法简单高效地制备含糖聚合物.!*/(如图!所示$以B3TL为

,K\̂ 链转移剂$!H溴甲酸甲酯!P;;0"作为引发剂$结合点击化学和>P̂ HF,3技术$利用B?!""催化得
到不同链长的含糖聚合物(反应在室温下进行$研究发现点击化学反应速率要远大于聚合反应速率$聚
合反应(2后$点击反应效率接近#""d(通过对聚合物的核磁!LQ,"与凝胶色谱仪!M3B"分析$聚合物
分子量随转化率的升高而增大$并且具有较窄的分散性!3T8约为#‘!"$核磁计算的分子量与理论值较接
近$说明这个聚合过程是可控的(

在另一项工作中.!+/$采用酶催化酯交换结合,K\̂ 聚合一锅法合成梯度含糖聚合物(如图’所示$

采用只有一个羟基的缩醛保护糖单体#$!%’$(H双H%@异亚丙基@#@AH半乳糖苷$糖单体在酶催化下可与甲
基丙烯酸三氟乙酯!̂\PQK"发生酯交换$形成第二单体#$!%’$(H双H%H异亚丙基H)H%@甲基丙烯酰基@#@
AH半乳糖苷!T8QKM"(在聚合的开始阶段$酶催化反应与,K\̂ 聚合反应同时进行$̂\PQK含量较
高$随着时间的推移$酶不断把 \̂PQK转化为T8QKM$溶液中TKQKM含量百分比大于 \̂PQK含
量百分比$由于位阻的原因$聚合物链上的三氟乙酯不参与酶催化酯交换反应$所以形成具有一定梯度的
含糖聚合物(在此一锅法合成中$可以通过改变 \̂PQK与,K\̂ 链转移剂的比例来调节聚合物链长
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图!!点击化学结合>P̂HF,3一锅法合成含糖聚合物.!*/

\95?0-!!Y6-HS47.V672-.9.4:5=V14S4=V<-0.WV*1=91a12-<9.70V+/6A>P̂HF,3.!*/

图’!酶催化酯交换结合,K\̂ 聚合一锅法合成梯度含糖聚合物.!+/

\95?0-’!>V672-.9.4:50/A9-675=V14S4=V<-0.Z9/1461?00-67-6UV</791<464<-070/6.:40</7946

/6A,K\̂ S4=V<-09U/7946.!+/

度$还可以通过调节酶的用量来改变聚合物中糖的百分含量$从而改变聚合物的梯度(

3>:!含糖聚合物复合物的制备
糖在自然界通过与蛋白)磷脂以及其它分子复合$参与和决定了众多生命过程(利用糖的生物活性

和其它有机或者无机材料的功能$同样能够人工合成多样的复合材料$拓展含糖聚合物的应用范围(

N/AA=-746课题组.!%/利用B?KKB点击化学制备含糖聚合物修饰的树脂微球$能够有效的吸附特异
性凝集素蛋白从而具有分离不同蛋白的应用前景(袁方等.’"/报道了利用电荷的相互吸引作用$制备基
于天然多糖和合成含糖聚合物的自组装纳米凝胶(如图(所示$采用,K\̂ 聚合方法合成QKM与甲基
丙烯酸!QKK"的嵌段含糖聚合物$将,K\̂ 端基还原后修饰上荧光素$而后与壳聚糖季铵盐在水溶液
中自组装形成纳米凝胶(通过透射电子显微镜!̂PQ"检测可知纳米凝胶粒径约为!’"6<$且粒径大小
分布较为均匀$实验结果显示纳米凝胶与凝集素刀豆蛋白!B46K"具有特异性识别能力$并且与正常细
胞相比$纳米凝胶与白血病]$)!细胞具有较强的亲和性(

图(!天然与合成糖聚合物制备生物活性纳米凝胶示意图.’"/

\95?0-(!30-S/0/79464:W94/179Z-S4=V-=-1704=V7-6/645-=.:04<6/7?0/=/6A.V672-791.?5/0S4=V<-0..’"/

自然界生物材料繁杂多样$许多生物材料形状对称而性质具有不对称性(李炳辉等基于聚苯乙烯微
球利用种子乳液聚合结合点击化学$合成球的一侧修饰了葡萄糖的*杰纳斯![/6?."粒子+.’#/$如图$所
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示$先用苯乙烯聚合$合成聚苯乙烯!3>"种子粒子$然后用种子乳液聚合方法合成聚苯乙烯#聚!乙烯基
苄基氯"!3>#3b;B"[/6?.粒子$最后利用巯基点击化学将葡萄糖修饰到[/6?.粒子表面(扫描电子显
微镜!>PQ"显示所得到的[/6?.粒子粒径大约’&<$荧光共聚焦显微镜!146:41/="显示粒子的一面能与
荧光B46K结合$证明了所合成粒子的生物性能各向异性$提供了一种便利合成具有生物活性的[/6?.
粒子的方法(

图$!种子乳液聚合结合点击化学合成一面带有葡萄糖的*[/6?.粒子+线路图.’#/

\95?0-$!>V672-.9.[/6?.S/0791=-.@9725=?14.-<49-79-.4646-.9A-WV>P3/6A1=91a12-<9.70V.’#/

薛璐璐等.!’/将硅表面进行化学处理引入有机溴化物$然后进行>P̂ HF,3聚合得到含糖聚合物修饰
的硅表面$如图)所示(通过改变两种单体 !H异丙基丙烯酰胺!L83KK<"$!H丙烯酰氨基葡萄糖
!KMK"的量以及两者比例实现对含糖聚合物分子量以及糖单体百分含量的控制$从而在硅表面制备不
同的含糖聚合物刷(实验发现含糖聚合物修饰的硅表面对蛋白吸附受温度以及糖单体百分含量的影响$
并且对B46K的结合能力远大于对人血清蛋白!N>K"$说明所修饰的硅表面具有很好的生物选择性和
特异性蛋白吸附调控性(

图)!硅表面>P̂HF,3聚合修饰含糖聚合物线路图.!’/

\95?0-)!>9=9146.?0:/1-<4A9:9-A@9725=V14S4=V<-0.Z9/>P̂HF,3.!’/

金纳米棒!ML,."在近红外区吸收效率高$这个窗口下准许光子穿透组织细胞$从而具有许多应用$
如双光子荧光成像和光动力治疗中的光敏剂$同时对于探索非球形纳米粒子与细胞的相互作用具有重要
的意义$是球状ML3.外另一研究热点(利用一锅法制备含糖聚合物.!*/$进一步将聚合物,K\̂ 端基还
原为巯基$可与金纳米棒结合得到含糖聚合物修饰的金纳米棒材料!如图*所示"(含糖金纳米棒
!M=V14HML3."与凝集素的识别实验结果显示M=V14HML3.具有优于纯含糖聚合物的特异性凝集素识别
能力(

结合巯基点击化学和儿茶酚化学$能够成功制备非球形氧化铁纳米粒子!梭形和立方体形".’!/(如
图+所示$一方面通过,K\̂ 聚合的方法合成含糖聚合物$进一步还原成巯基封端的含糖聚合物(另一
方面合成多巴胺甲基丙烯酰胺!TQK"$利用儿茶酚的吸附能力使TQK接枝在非球形纳米粒子表面$再
通过巯基H双键点击化学将含糖聚合物修饰到纳米粒子表面(合成得到的纳米粒子形状可控$在血清中
能稳定存在$并且与B46K能有效结合(
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图*!含糖金纳米粒子合成过程.!*/

\95?0-*!>V672-.9.4:5=V14S4=V<-0H14/7-A54=A6/6404A..!*/

图+!非球形氧化铁含糖纳米粒子合成线路图.’!/

\95?0-+!>V672-.9.4:5=V14S4=V<-0H14/7-A90464R9A-6/64S/0791=-..’!/

荧光纳米团簇受到越来越多的研究者的关注$其中荧光纳米银团簇具有量子产率高并且非常稳定等
特性$聚合物中含有氨基或者羧基基团能和银离子形成络合物(如图%所示$用 QKM和甲基丙烯酸
!QKK"聚合得到无规含糖共聚物$这种聚合物可作为模板在微波照射条件下制备含糖聚合物功能化的
银纳米簇.’’/(细胞实验发现$这种纳米团簇具有很好的]$)!细胞结合能力$并以剂量依赖的方式抑制
细胞存活(

图%!含糖银纳米簇合成线路图.’’/

\95?0-%!>V672-.9.4:5=V14S4=V<-0H:?617946/=9U-A.9=Z-06/641=?.7-0..’’/

!!含糖聚合物材料的应用

含糖聚合物具有很好的水溶性)可降解性)生物相容性$以及糖分子的生物活性$因此广泛应用于生

物材料中.#’$’(/(

:>3!作为模型与蛋白和细胞作用研究
研究含糖纳米粒子与凝集素的识别以及与细胞的作用$是探索其在疾病治疗方面应用的前提(材料

的结构决定了材料的性质$通过合成设计能够制备具有不同链段序列以及拓扑结构的含糖聚合物$这些
含糖聚合物能够作为模型$研究与特异性蛋白的作用$从而为靶向亲和癌细胞)理解相关生命过程以及拓
展应用提供理论基础(比如不同链段序列的两亲性含糖聚合物在水溶液中具有不同的自组装形态以及

与凝集素的识别能力.!+/(将酶催化单体交换和,K\̂ 聚合反应引入到一锅法技术中$制备了三种不同

序列结构!嵌段)梯度和无规"的侧链为半乳糖的含糖聚合物(进一步用与半乳糖具有特异性识别的蓖麻
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凝集素!,BK#!""来检测不同结构含糖聚合物胶束的特异识别能力(在聚合物与凝集素的结合过程中$使
用浊度法检测$""6<波长处紫外吸收变化情况$糖基数目)聚合物骨架结构和凝集素浓度都是影响识别
能力的重要因素(浊度实验结果显示$梯度含糖聚合物与凝集素的结合效果最好$其次是嵌段聚合物!如
图#"所示"(梯度聚合物粒径大且结构松散$更容易聚集下来(无规共聚物中两种单体基本上是以交替
形式排列出现的$这种结构决定了其具有低的识别能力$并且相对于嵌段和梯度聚合物$无规共聚胶束表
面糖量非常稀少$从而导致其识别能力最弱(

图#"!不同结构两亲性含糖聚合物与凝集素!,BK#!""的浊度法测试曲线.!+/

\95?0-#"! ?̂0W9A9<-70V/../V.4:<9R965A9::-0-67/<S29S29=915=V14S4=V<-0.@972,BK#!".!+/

近年来研究人员发现$不管是实验数据还是理论模拟的条件下$形状在纳米粒子与细胞的作用中起
着非常重要的作用(通过与癌细胞共培养实验$李晓等.’!/研究糖修饰氧化铁纳米粒子的形状对细胞吞
入的影响(如图##!/"所示$无论是纺锤还是立方体形$3QKM修饰的氧化铁纳米粒子细胞吞入数要远
高于未修饰的氧化铁纳米粒子$说明含糖聚合物修饰的氧化铁纳米粒子与细胞亲和性更好(使用贴壁的

N-F/细胞和悬浮的 3̂NH#细胞与3QKM修饰氧化铁纳米粒子作用$图##!W"发现不管贴壁的还是悬
浮的细胞$立方体形纳米粒子细胞吞入数要高于纺锤形粒子(原因可能是$不同形状的纳米粒子具有不
同的纵横比$立方体的对称性较高$进入细胞更为容易$这个结果与理论模拟数据相一致(

图##!!/"形状对含糖纳米粒子与细胞作用的影响图-!W"N-F/与 3̂NH#细胞和不同形状含糖纳米粒子作用效果对比图.’!/

\95?0-##!!/"P::-174:.2/S-4:72-6/64S/0791=-.461-==?=/0?S7/a--

!W"̂ 2-?S7/a-4:5=V14H6/64S/0791=-.96N-F//6A 3̂NH#1-==..’!/

:>:!癌细胞成像和靶向治疗

MFD̂ .$特别是MFD̂ #在包括白血病细胞在内的癌细胞表面过表达.’$$’)/(利用,K\̂ 聚合结合

巯基H烯烃点击反应的一锅法手段$成功合成了3QKM与卟啉的络合物.!!/(,̂ H3B,!逆转录聚合酶链
反应"分析显示$相比于普通的骨髓细胞$]$)!细胞对MFD̂ .有更高的表达(用含糖卟啉络合物与细
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胞培养(2$如图#!所示$在]$)!细胞表面检测到很强的荧光信号$但是与之对应的骨髓细胞表面基本
检测不到荧光信号$说明含糖粒子对于MFD̂ .具有很高的亲和力(进一步的体外实验发现$含糖聚合
物络合物对]$)!细胞的抑制具有剂量依赖性$而且在光照下其毒性更加显著(这表明在光照下产生单
线态氧$能更加有效的杀死细胞$在癌症成像和光动力治疗方面具有潜在的生物学应用(同样利用对

MFD̂ .的亲和力$以含糖聚合物为模板来稳定银离子$成功制备了一种多功能的含糖银纳米团簇.’’/$与
过表达MFD̂ .的癌细胞具有强亲和力$由于其荧光特性$可以用来癌细胞成像-另一方面含糖银纳米团
簇具有很强的杀灭细胞的能力$由于对癌细胞有特异性识别作用$具有靶向性的杀灭癌细胞的应用前景(

图#!!]$)!细胞和L;Q细胞与含糖纳米粒子混合(2后的荧光显微镜图像.’’/

细胞核用 N4-12.70’’’(!染色!蓝色$)-Rc("$6<"$含糖粒子的检测用绿色的点表示!)-Rc(++6<"(

\95?0-#!!\=?40-.1-67<9104.14SV9</5-.4:]$)!1-==./6AL;Q1-==.<9R-A@9725=V14HS/0791=-.:40(2.’’/

L?1=-9@-0-.7/96-A@972N4-12.70’’’(!!W=?-$)-Rc("$6<"_K550-5/7946.4:

5=V14HS/0791=-.14?=AW-A-7-17-A/.50--6A47.!)-Rc(++6<"_

:>?!癌细胞的捕获

循环肿瘤细胞!1901?=/79657?<401-==.$B̂ B.".’*$’+/存在于癌症病人的血液中$它们从最初的肿瘤部

位进入血液中$进一步到达不同的组织部位(由于 B̂ B.的含量非常少$大约每#"万到#"""万个血液
细胞中才有#个$因此如何找到一种更加经济)高效和特异性的方式来捕获癌细胞是很重要的$也是一个

巨大的难题(薛璐璐等.’%/在经过化学处理的硅表面上采用>P̂ HF,3将3KMK修饰到硅纳米线阵列表

面$将3KMK端基进一步叠氮化后$将炔基修饰的核酸配体!K3̂ "通过点击化学修饰到硅纳米线表面
!如图#’所示"(作为单链TLK的一种$核酸适配体已被广范应用于癌细胞的特异性捕获中(同时$很
多癌细胞表面存在着过量表达的葡萄糖转运蛋白$该蛋白对葡萄糖及葡萄糖胺类物质有很强的亲和力(

通过含糖聚合物和少量核酸适配体的结合$设计了一种更加高效)经济和特异性的捕获癌细胞的途径(

研究发现$所修饰的硅纳米线阵列表面具有很好的血液稳定性$通过含糖物质和核酸适配体相结合产生
的*协同效应+$实现了对循环肿瘤细胞高效和特异性捕获(这有可能为癌细胞的探测和捕获提供一种更
有前途的策略(

’!结语

糖是与蛋白)核酸)脂类并列的重要生命物质$作为信息分子在几乎所有的生化过程中发挥了重要作

用(糖尤其是多糖的精确合成十分困难$极大制约了糖科学的发展(含糖聚合物由于合成相对便利并且
与生命体中的多糖一样具有糖簇效应$具有广阔的应用前景(癌症是人类需要攻克的重要课题$糖化学
在癌症检测与治疗方面有重要的意义和应用前景(本文简单介绍了亲和癌细胞含糖聚合物材料的合成
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图#’!含糖聚合物修饰的硅表面结构及捕获癌细胞示意图.’%/

\95?0-#’!>?0:/1-<4A9:9-A@9725=V14S4=V<-0.:401/S7?09651/61-01-==.’%/

与应用(一锅法以及点击化学在含糖材料的制备中体现了合成上的优势$成功用于制备多种含糖功能材
料(结合并运用现代高分子合成的新技术$简化含糖聚合物材料的合成方法是促进含糖材料应用的重要
手段(如何对合成聚合物中糖以及其它生物分子的含量)序列和结合位点等进行更精确的控制也是重要
的研究课题(另一方面$很多癌症相关的抗原被发现与糖链改变有关$在癌症的免疫治疗上$含糖聚合物
应该有更多发展的空间$众多相关科学问题有待进一步研究(相信随着科研的深入$含糖聚合物在与人
类健康相关的研究中会有更加丰硕的成果(
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"7@69A56%>?5/0./0-72-:4?6A/79464:/===9:-/6AS=/V/6900-S=/1-/W=-04=-96/Z/09-7V4:1-==?=/0-Z-67._

M=V14S4=V<-0.@972S-6A-67.?5/0<49-79-.$@2912/0-/W=-74967-0/17@972=-1796/.<?=79Z/=-67=95/6A96/.9<9=/0</66-0

746/7?0/=5=V14S047-96.$/0-0-=/79Z-=V-/.V74.V672-.9U-/6A/0-/770/17965 <40-/77-67946.0-1-67=V_B-==.?0:/1-

5=V14.V=/79469.W-=9-Z-A74W-9<S407/6796?6A-0.7/6A965/6A72-70-/7<-674:1/61-0$/6A1-07/96.?5/0.2/Z-2952/::9697V
74@/0A0-1-S740.40S047-96.461/61-01-==.?0:/1-_N-0-960-S407.-.S-19/==V724.-:04<4?0=/W/W4?772-.V672-.9./6A

/SS=91/79464:5=V14S4=V<-0.@9722952/::9697V74@/0A1/61-01-==./0-A9.1?..-A$@972.S-19/=:41?.4672-46-HS47.V672-.9.

4:5=V14S4=V<-0./6A72-/SS=91/79464:5=V14S4=V<-0HW/.-A</7-09/=./.<4A-=.74967-0/17@972S047-96#1-==.$967/05-7-A

1/61-01-==9</5965#72-0/SV/6A7?<401-==1/S7?0965_879.A-<46.70/7-A72/7-::919-67S4=V<-091.V672-791<-724A.50-/7=V
.9<S=9:V72-:/W091/79464:1/0W42VA0/7-HW/.-A</7-09/=.$/6A14<S=-R5=V14S4=V<-0HW/.-A</7-09/=.2/./W04/A/SS=91/7946

S04.S-17._

L8MJ19K@%M=V14S4=V<-0-Y6-HS47-B=91a12-<9.70V-L/64</7-09/=.-B/61-01-==.
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