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上转换纳米晶标记适配子的新型光开关
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摘　要　适配子是对靶分子有高特异性和亲合力的单链寡核苷酸。由于其结构特性，常用于生物检测。目前
的适配子光传感器多采用染料或量子点为标记物，存在背景高，不稳定等缺点。新型的荧光材料上转换纳米
晶（ＵＣＮＰｓ）因其特殊的发光性质颇受关注。与传统的下转换材料相比，它是近红外光激发，避免产生背景
荧光和杂散光。利用聚乙酰亚胺为表面配体，水热法合成了ＮａＹＦ４∶Ｙｂ３＋，Ｅｒ３＋，并设计了ＵＣＮＰｓ标记的
适配子“光开关”。无目标蛋白时，适配子和标记ＴＡＭＲＡ序列形成双链结构，ＵＣＮＰｓ和ＴＡＭＲＡ距离靠
近，荧光共振能量传递发生。有目标蛋白时，适配子倾向于和蛋白结合，能量传递被破坏。ＵＣＮＰｓ荧光增强
而ＴＡＭＲＡ荧光减弱。这种目标分子的依赖性变化就像一个“光开关”，可用于生物分子的识别。
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引　言

　　适配子（ａｐｔａｍｅｒ）是从体外合成的随机寡核苷酸。它们
形成的高级结构能识别自然界存在的几乎所有种类靶分子，

如金属离子、有机物、氨基酸、肽、核酸、蛋白质甚至细胞
等［１－４］。同抗体相比，适配子的靶分子范围更加广泛（也包括
毒素、免疫原性弱及不具有免疫原性等物质）；而且特异性
和亲和力更高、可体外人工化学合成、易化学修饰、变性与
复性可逆、稳定性好，可长期保存［５，６］。这些特性使适配子
在蛋白质及小分子检测、细胞成像研究的诸多生物分析领域
得以广泛应用［７］。但适配子与相应的靶分子相互作用并不产
生可直观检测的信号。因此，找到一种反映适配子靶分子识
别过程的方法成为研究热点。这里我们利用具有生物兼容性
的发光ＵＣＮＰｓ作为荧光标记物，克服了以往有机染料及量
子点标记适配子过程中带来的荧光性质不稳定、背景光干扰
等问题［８］，构建了一个基于荧光共振能量传递原理的凝血酶
分子光开关。

１　实验部分

１．１　试剂和仪器

硝酸钇（Ｙ（ＮＯ３）３）、硝酸铒（Ｅｒ（ＮＯ３）３）、硝酸镱（Ｙｂ
（ＮＯ３）３）为本实验室自制。亲合素（ａｖｉｄｉｎ，９８％），聚乙酰亚
胺（ＰＥＩ，９９％）购自Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司。Ｔｒｉｓ、戊二醛、人凝
血酶因子（ｈｕｍａｎα－ｔｈｒｏｍｂｉｎ）、溶菌酶（ｌｏｓｙｚｙｍｅ）购于北京
鼎国生物技术公司。５′端生物素修饰的ＤＮＡ凝血酶适配子
（５′－／ｂｉｏｔｉｎ／ＣＡＣＴＧＴ　ＧＧＴＴＧＧＴＧＴＧＧＴＴＧＧ－３′）和 ３′端

ＴＡＭＲＡ 修饰的互补 ＤＮＡ 序列 （５′－ＣＣＣＡＧＧＴＣＡＧＴＧ／

ＴＡＭＲＡ／－３′）为 ＨＰＬＣ纯化级，购于上海生工生物工程技术
服务有限公司。实验用水为去离子超纯水（Ｍｉｌｉｐｏｒｅ，１８．２
ＭΩ）。

金坛市荣生仪器厂 ＨＴ－６型多头磁力搅拌器；Ｈｉｔａｃｈｉ　Ｓ－
４８００型场发射扫描电镜对样品 ＦＥＳＥＭ 表征；Ｈｉｔａｃｈｉ　Ｆ－
４５００型荧光光谱仪，激发光源是采用外加９８０ｎｍ半导体激
光器。

１．２　水溶性上转换纳米晶的制备

２．５ｍＬ硝酸盐溶液（０．２ｍｏｌ·Ｌ－１，钇／镱／铒的比例为

８９／２０／２）和２．５ｍＬ氯化钠（０．２ｍｏｌ·Ｌ－１）加入到２０ｍＬ浓
度为５％的聚乙酰亚胺的二乙二醇溶液中，搅拌反应１ｈ。

用氟化铵溶液调整至ｐＨ　８，继续反应１ｈ。前驱物被置于反
应釜中，加热到１８０℃下 ３ｈ，自然冷却至室温。生成的

ＮａＹＦ４∶Ｙｂ３＋，Ｅｒ３＋ ＵＣＮＰｓ离心沉淀，去离子水和乙醇清
洗，样品置于水中保存。



１．３　ＵＣＮＰｓ标记适配子光开关构建
利用ＵＣＮＰｓ表面的氨基，戊二醛作为交联剂和亲合素

蛋白偶联。步骤参见文献［９］。

ＤＮＡ凝血酶适配子 （１００μｍｏｌ·Ｌ
－１）和 荧光受体寡核

苷酸链（５０μｍｏｌ·Ｌ
－１）混合于缓冲液中 （ｐＨ　８．２，２０ｍｍｏｌ

·Ｌ－１　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，５ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＫＣｌ，１ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＭｇＣｌ２），

加热到７０℃并维持３ｍｉｎ，静止降至室温。目的是为了尽可
能的形成适配子与荧光受体寡核苷酸互补双链结构。

将上述两样品按一定比例混合，其终浓度分别为：ＵＣ－
ＮＰｓ亲合素偶联物（０．１ｍｇ·ｍＬ－１）、ＤＮＡ凝血酶适配子
（４００ｎｍｏｌ·Ｌ－１）和 荧光受体寡核苷酸（２００ｎｍｏｌ·Ｌ－１）。

室温孵育１ｈ，用于光谱测试。

１．４　光开关对核酸酶切及靶分子的荧光信号变化

２００μＬ的上述样品中，加入５００Ｕ的ＤＮａｓｅⅠ核酸酶，

反应２０ｍｉｎ后用于光谱测试。另取两份５００μＬ的样品，分
别加入人凝血酶及对照蛋白溶菌酶，终浓度为５μｍｏｌ·Ｌ

－１。

震荡孵育，３７℃下１ｈ，检测荧光信号。

２　分析与讨论

２．１　ＵＣＮＰｓ标记适配子的光开关原理
作为一种新型的荧光标记材料，ＵＣＮＰｓ具有把低能量

长波长的光转变为高能量短波长的光的反斯托克斯效应，称
之为上转换［１０－１２］。相比较传统的下转换材料（例如有机荧光
染料和量子点等），ＵＣＮＰｓ是近红外光激发，因为绝大多数
的材料不吸收近红外光。这避免了散射和背景杂散光的干
扰。而且，由于近红外光对生物样品的破坏性小，也益于实
验的重复和样品的回收再利用。基于以上的光学优势，我们
用ＵＣＮＰｓ替代有机染料和量子点对适配子进行荧光标记。

原理如图１所示：ＵＣＮＰｓ的表面连接一段寡核苷酸（其中３′
远端包含适配子序列）；这段寡核苷酸还有另外一序列与之
部分互补，互补序列靠近ＵＣＮＰｓ的末端（即３′端）标记了染
料分子ＴＡＭＲＡ。由于距离的足够接近，在９８０ｎｍ近红外
光激发时，荧光共振能量发生。ＴＡＭＲＡ作为受体接受来自

Ｆｉｇ．１　Ｄｅｓｉｇｎ　ｏｆ　ＵＣＮＰｓ－ａｐｔａｍｅｒ　Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ
ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｒｏｍｂｉｎ

（ａ）Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ａｎｔｉ－ｔｈｒｏｍｂｉｎ　ａｐｔａｍｅｒ（ｂｌａｃｋ）ａｎｄ　３′－ＴＡＭＲＡ－ｌａ－
ｂｅｌｌｅｄ　ＤＮＡ（ｇｒａｙ）．Ｔｈｅ　ｐｏｒｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ａｎｔｉ－ｔｈｒｏｍｂｉｎ　ａｐｔａｍｅｒ　ｋｎｏｗｎ

ｔｏ　ｆｏｒｍ　ａ　ｑｕａｄｒｕｐｌｅｘ　ｈａｓ　ｂｅｅｎ　ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ．（ｂ）Ｔｈｒｏｍｂｉｎ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｔｏ

ａｐｔａｍｅｒ　ｌｅａｄｓ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ　ｏｆ　３′－ＴＡＭＲＡ－ｌａｂｅｌｌｅｄ　ＤＮＡ　ａｎｄ　ｉｎ－
ｄｕｃｅｓ　ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ　ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ　ｃｈａｎｇｅ　ｏｆ　ｂｏｔｈ　ＵＣＮＰｓ　ａｎｄ　ＴＡＭＲＡ

ＵＣＮＰｓ供体的非辐射能量，被敏化发光。当体系中有自由的
凝血酶时，适配子序列折叠成四叠体结构，两者特异性结
合。因为这种结合的动力学趋势要大于两段寡核苷酸的双链
形式，连在ＵＣＮＰｓ表面寡核苷酸的互补序列就脱离下来，

随之３′末端标记的ＴＡＭＲＡ与ＵＣＮＰｓ距离变远，荧光共振
能量传递被抑制。ＵＣＮＰｓ发光强度逐渐恢复，而受体ＴＡＭ－
ＲＡ发光变弱。这样的荧光信号的变化，像“光开关”一样反
映体系中的适配子与目标靶分子的存在状态。

２．２　扫描电镜表征
尽管ＵＣＮＰｓ有着非常优异的光学性质，但合成小粒径、

单分散、水溶性的粒子却一直是困扰人们的难题。这里采用
了聚乙酰亚胺作为表面配体，控制纳米晶的生长及形貌。更
重要的是，聚乙酰亚胺包覆的表面除了具有水溶性以外，还
可以通过外侧多余氨基与生物分子共价偶联，为进一步的生
物表面功能化提供必备的前提条件。图２给出了聚乙酰亚胺
作为表面配体合成的纳米粒子扫描电镜图。可以看出，样品
为小于５０ｎｍ的球形粒子，分散性较好，满足生物标记对发
光粒子形貌和粒径要求。

Ｆｉｇ．２　ＳＥＭ　ｉｍａｇｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ａｓ－ｐｒｅｐａｒｅｄ
ＮａＹＦ４∶Ｙｂ３＋，Ｅｒ３＋ ＵＣＮＰｓ

Ｆｉｇ．３　Ｕｐｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ　ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ＮａＹＦ４∶Ｙｂ３＋，

Ｅｒ３＋ｃｏｌｌｏｉｄａｌ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ．Ｉｎｓｅｔ　ｉｓ　ｔｈｅ　ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈ　ｏｆ　ｃｏｒ－
ｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　ＵＣＮＰｓ　ｉｎ　ｗａｔｅｒ　ｕｎｄｅｒ　ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ　ｏｆ　９８０ｎｍ
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２．３　上转换荧光光谱的测定
由图３可见，在９８０ｎｍ红外激光器激发下，ＮａＹＦ４∶

Ｙｂ３＋，Ｅｒ３＋的胶体溶液，肉眼可观察到明亮的上转换发光。

上转换光谱主要有３个发射荧光峰，其中心波长分别位于

５２９，５４６，６６０ｎｍ处。分别属于２　Ｈ１１／２→４　Ｉ１５／２，４　Ｓ３／２→４　Ｉ１５／２，
４　Ｆ９／２→４　Ｉ１５／２的跃迁［１３，１４］。为了满足能量传递所需求的供体
的荧光光谱和受体的吸收光谱有效的交叠积分这个前提条
件，选用ＮａＹＦ４∶Ｙｂ３＋，Ｅｒ３＋作为合成的对象，主要是利用

Ｅｒ３＋在５２０～５７０ｎｍ处的强绿光发射。这样受体分子ＴＡＭ－
ＲＡ就和ＵＣＮＰｓ供体有很好的光谱交叠［１５］。

２．４　ＵＣＮＰｓ标记适配子光开关构建
如前原理图所示，当 ＵＣＮＰｓ表面连有标记了ＴＡＭＲＡ

分子的双链寡核苷酸链时，两个荧光标记物距离足够近。在

９８０ｎｍ激光的照射下，ＮａＹＦ４∶Ｙｂ３＋，Ｅｒ３＋ＵＣＮＰｓ发光，

并将部分能量传递给ＴＡＭＲＡ分子。图４显示了这个复合体
的荧光光谱。可以看出上 ＵＣＮＰｓ的绿光带，即作为供体荧
光的部分强度有所下降，而在５７７ｎｍ左右出现了一个弱的
荧光峰，恰好为 ＴＡＭＲＡ的发光。由于单纯的 ＴＡＭＲＡ在

９８０ｎｍ 的激发下并不发光，因此可以确定这个新的荧光峰
的出现，是由于ＮａＹＦ４∶Ｙｂ３＋，Ｅｒ３＋ＵＣＮＰｓ和ＴＡＭＲＡ分
子发生荧光共振能量传递的结果。这样的信号使 ＵＣＮＰｓ标
记适配子光开关保持了一种“开”的状态。

Ｆｉｇ．４　Ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ＮａＹＦ４∶Ｙｂ３＋，Ｅｒ３＋ ＵＣＮＰｓ－
ａｐｔａｍｅｒ　ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ　ａｔ　９８０ｎｍ　ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ

２．５　光开关构建的核酸酶酶切处理
为了进一步验证光开关构建的荧光信号是来自 ＵＣＮＰｓ

和ＴＡＭＲＡ分子之间的荧光共振能量传递效应，选用脱氧
核糖核酸酶Ⅰ，即 ＤＮａｓｅⅠ对寡核苷酸短链进行酶切。

ＤＮａｓｅⅠ是一种可以消化单链或双链ＤＮＡ产生单脱氧核苷
酸或单链或双链的寡脱氧核苷酸的核酸内切酶［１６］。在它的
作用下，含有适配子序列的和标记ＴＡＭＲＡ分子的ＤＮＡ短
链被酶解成小分子，这样两个短序列的互补结构遭到破坏。

由于ＴＡＭＲＡ分子是通过ＤＮＡ双链互补的形式与 ＵＣＮＰｓ
距离靠近。当双链被酶切破坏时，ＴＡＭＲＡ远离 ＵＣＮＰｓ的
表面，能量传递效率也就变弱。基于以上的分析，如果本实
验中光开关构建符合预期设想的话，那么ＤＮａｓｅⅠ的作用会

破坏供体和受体的能量传递，荧光信号发生变化。图５给出
了酶切作用后，９８０ｎｍ激发下样品的荧光光谱图。可以看见
得出，ＵＣＮＰｓ的绿光带强度有所恢复，而５７７ｎｍ处ＴＡＭ－
ＲＡ的发光强度变的很弱，反映出两者的能量传递效率变差。

这个结果与前面的分析基本一致。部分剩余的荧光信号可能
是来自酶切的不完全或ＴＡＭＲＡ分子非特异性吸附在 ＵＣ－
ＮＰｓ的表面。

Ｆｉｇ．５　Ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ＮａＹＦ４∶Ｙｂ３＋，Ｅｒ３＋ ＵＣＮＰｓ－
ａｐｔａｍｅｒ　ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ　ａｆｔｅｒ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｗｉｔｈ　ＤＮａｓｅⅠ

２．６　ＵＣＮＰｓ标记适配子光开关对靶分子的效应
利用人凝血酶因子及其适配子作为模型来验证这种设计

的可行性。凝血酶因子是一种丝氨酸蛋白水解酶，它能够催
化纤维蛋白原转变为凝结的纤维蛋白［１７］。是进行适配子的
筛选制备过程中，第一个蛋白类靶分子。从图６的光谱图中
曲线１可以看出，当体系中加入凝血酶时，ＵＣＮＰｓ的绿光强
度较未加入时有所增强。同时ＴＡＭＲＡ的发光衰减，也就是
说两者的有效能量传递减小。而体系加入溶菌酶荧光光谱基
本不变（曲线２）。这种现象可以这样解释：凝血酶的适配子
主要是通过两组Ｇ（ｓｙｎ）－Ｇ（ａｎｔｉ）－Ｇ（ｓｙｎ）－Ｇ（ａｎｔｉ）四叠体和
三个侧面的环形成一个“椅式”结构与凝血酶蛋白互相识别。

适配子序列在没有靶分子存在的情况下，它是保持部分互补
的直链状构象。如果加入凝血酶蛋白靶分子，适配子构象发
生变化，成折叠状态与凝血酶互相识别。这种动力学的趋势

Ｆｉｇ．６　Ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ＮａＹＦ４∶Ｙｂ３＋，Ｅｒ３＋ ＵＣＮＰｓ－
ａｐｔａｍｅｒ　ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ　ｉｎ　ｐｒｅｓｅｎｃｅ　ｏｆ（１）ｔｈｒｏｍｂｉｎ　ａｎｄ
（２）ｌｙｓｏｚｙｍｅ　ａｔ　９８０ｎｍ　ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ
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要大于碱基互补配对的趋势，所以标记有ＴＡＭＲＡ分子的

ＤＮＡ链从复合体中脱离下来，距离的拉远导致能量传递效
率变弱，进而荧光光谱也发生改变。凝血酶靶分子使ＵＣＮＰｓ
标记适配子光开关保持了“关”的状态。

３　结　论

　　本文用聚乙酰亚胺作为表面配体，成功制备了小粒径单

分散、水溶性的 ＮａＹＦ４∶Ｙｂ３＋，Ｅｒ３＋ ＵＣＮＰｓ。利用这种上
转换荧光材料的优异光学性质，标记适配子建立了基于荧光
共振能量传递光开关模型。以凝血酶因子为例，验证了这种
设计的可行性。
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＊Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　ａｕｔｈｏｒ （Ｒｅｃｅｉｖｅｄ　Ｍａｙ　２，２０１０；ａｃｃｅｐｔｅｄ　Ａｕｇ．６，２０１０）　　

《光谱学与光谱分析》投稿简则

　　《光谱学与光谱分析》是由中国科协主管，中国光学学会主办，钢铁研究总院、中国科学院物理研究所、北京大学、清华大学
共同承办的专业学术期刊。国内外公开发行，从２００４年起为月刊，大１６开本，２０１１年仍为月刊，每期２８８页。《光谱学与光谱
分析》主要报道我国光谱学与光谱分析领域内具有创新性科研成果，及时反映国内外光谱学与光谱分析的进展和动态；发现并
培育人才；推动和促进光谱学与光谱分析的发展。为科教兴国服务。读者对象为从事光谱学与光谱分析的科研人员、教学人
员、分析测试人员和科研管理干部。

栏目设置和要求

１．研究报告　要求具有创新性的研究成果，一般文章以８０００字（包括图表、参考文献、作者姓名、单位和中文、英文摘要，

下同）为宜。

２．研究简报　要求在前人研究的基础上有重大改进或阶段性研究成果，一般不超过５０００字。

３．评述与进展　要求评述国内外本专业的发展前沿和进展动态，一般不超过１００００字。

４．新仪器装置　要求介绍新型光谱仪器的研制、开发、使用性能和应用，一般不超过５０００字。

５．来稿摘登　要求测试手段及方法有改进并有应用交流价值，一般以３０００～４０００字为宜。

稿件要求

１．投稿者请经本刊编委（或历届编委）一人或本专业知名专家推荐，并附单位保密审查意见及作者署名顺序，主要作者介
绍。文章有重大经济效益或有创新者，请说明，同时注明受国家级基金或国家自然科学基金资助情况。

２．来稿要观点明确、数据真实可靠、层次分明、言简意明、重点突出。来稿必须是网上在线投稿（含各种符号和外文字母大
写、小写、正体、斜体；希腊字母、拉丁字母；上角、下角标位置应标清楚）。中文摘要以３００字为宜，英文摘要以２０００字符（相当
于３００个英文单词）为宜；另附关键词。要求来稿应达到“齐、清、定”，中文、英文文字通顺，方可接受送审。

３．为了进一步统一和完善投稿方式、缩短论文发表周期，本刊在２００７年７月１日以后，不再接收以邮寄方式或ｅ－ｍａｉｌ方
式的投稿，只收网上在线投稿。严禁“一稿多投”，对侵权、抄袭、剽窃等学术不端行为，一经发现，取消三年投稿资格。

４．文中插图要求完整，图中坐标、线条、单位、符号、图注等应标注准确、完整。如作者特殊要求需出彩色插图者，必须
在投稿时事先加以说明，并承担另加的彩印费用。图幅大小：单栏图７．５ｃｍ（宽）×６ｃｍ（高）；双栏图：１４ｃｍ（宽）×６ｃｍ（高）；图中
数字、图题、表题全部用中文、英文对照，图中数字、中文、英文全用６号字（另请备一份合格的图附在文章的后边）。

５．文中出现的单位必须按“中华人民共和国计量标准”及有关ＧＢ标准规定缮写。物理量符号一律用斜体，单位符号和词
头用正体字母。

６．名词术语，请参照全国科学技术名词规定缮写。

７．参考文献，采用顺序编码制，只列主要文献；以１５～２０条为宜。内部资料、私人通讯、未经公开发表的一律不能引用。

日文、俄文等非英文文献，请用英文表述；中文文献和中文图书采用中、英文对照表述，文献缮写格式请参照本刊。

８．请在投稿第一页左下角写明投稿联系人的电话和两个ｅ－ｍａｉｌ，以便及时联系。

稿件处理

１．自收到稿件之日起，一个月内作者会收到编辑部的稿件处理意见。请根据录用通知中所提出的要求认真修改，希望修
改稿在３０天内寄回编辑部，并作为作者最终定稿（当作者接到校样时，以此修改稿为准进行校对，请勿再做大的改动），若二个
月内编辑部没收到修改稿，将视为自行撤稿处理。

２．有重大创新并有基金资助者可优先发表；不录用的稿件，编辑部将尽快通知作者，底稿一律不退，请自留底稿。

３．来稿一经发表将酌致稿酬并送样刊１册，本人文章１份当期封面及６份抽页。

４．遵照“中华人民共和国著作权法”，投稿作者须明确表示，该文版权（含各种媒体的版权）授权给光谱学与光谱分析期刊
社。国内外各大文献检索系统摘录本刊刊出的论文；凡不同意被检索刊物无稿酬摘引者，请在投稿时事先声明，否则，本刊一律
认为已获作者授权认可。

５．修改稿请寄：１０００８１北京市海淀区学院南路７６号，光谱学与光谱分析期刊社（收）

电话：０１０－６２１８２９９８或６２１８１０７０　　　传真：０１０－６２１８１０７０
ｅ－ｍａｉｌ：ｃｈｎｇｐｘｙｇｐｆｘ＠ｖｉｐ．ｓｉｎａ．ｃｏｍ； 修改稿专用邮箱：ｇｐ２００８＠ｖｉｐ．ｓｉｎａ．ｃｏｍ　网址：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｐｘｙｇｐｆｘ．ｃｏｍ
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