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摘要 半导体量子点作为新型荧光标记物，在生物医学领域具有重要应用．与传统的有机染料及荧光蛋白等荧光标记物相

比，半导体量子点具有发光颜色可调、激发范围宽、发射光谱窄、化学及光稳定性好、表面化学丰富以及生物偶联技术成熟

等诸多优势，为生命体系的靶向示踪，高灵敏、原位、实时、动态荧光成像，DNA及蛋白质检测，靶向药物，临床医学，
生物芯片和传感器等研究提供了新的发展契机．基于作者在半导体量子点生物荧光成像和安全性评价研究的基础，综述了半

导体量子点荧光标记物在生命科学与医学领域应用的研究热点，并对半导体量子点荧光标记技术走向实用面临的挑战进行了

评述．
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探索和发展生物体内及生命过程中蛋白质、核

酸、多肽等重要生物分子的高灵敏分析检测方法，

是生物医学领域研究的热点和难点．生物标记技术

是该领域不可或缺的研究手段．通用的生物标记物

可以分为放射性标记物、显色标记物、酶标记物和

荧光标记物等．其中，荧光标记物是备受科研人员

关注的一类标记材料，它的检测灵敏度很大程度上

取决于标记物的发光强度和光化学稳定性．目前使

用的有机荧光标记物虽然荧光强度高，但激发光谱

窄，发射光谱宽且拖尾，易发生光漂白，极大地限

制了它在生物医学领域中的应用．

半导体量子点(QDs)作为新型荧光标记物用于
生物医学领域的研究始于 20世纪 70年代末．由于
QDs具有激发光谱宽而连续、发射光谱窄而对称、
发光效率高、光化学稳定性好、不易发生光漂白、

发射光颜色与粒径大小关联等优点，被广泛应用于

蛋白质及 DNA检测、细胞标记成像、活细胞生命
动态过程示踪、活体动物体内肿瘤细胞靶向示踪等

生物医学领域[1-6]．基于本文作者在 QDs生物荧光
成像和安全性评价研究的基础，综述了 QDs荧光
标记物在生物医学领域应用研究的热点，并对 QDs
荧光标记技术走向实用面临的挑战进行了评述．

1 量子点在生物学领域的研究进展

1援1 细胞生物学方面的研究

QDs在细胞生物学方面的研究始于 20世纪 90
年代末．1998年，Bruchez等[7]利用 CdSe/ZnS QDs
作为荧光标记物，对小鼠的 3T3纤维原细胞进行
双色标记，在单光源激发下，清晰地观察到红色胞

浆肌动蛋白和绿色细胞核的结构，且 QDs荧光强
度随照射时间的变化很小．这一结果展示了 QDs
独特的荧光特性，开创了以 QDs为标记物进行细
胞成像的先河，极大地激发了人们的研究兴趣．目

前，采用 QDs对细胞生命活动过程进行高灵敏、
高分辨、实时、原位、动态研究已成为细胞生物学

领域的前沿和热点．

1援1援1 活细胞生命动态过程示踪．一般的有机荧光

标记物标记生物体时短时间内会发生光漂白，因而
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不能完整地监测有机体内复杂反应的整个过程．

QDs凭借其优良的光谱特性和光化学稳定性，可以
对生物体进行有效的荧光标记，弥补了传统有机荧

光标记物的不足．Dubertret等[8]首次将单个 QDs包
于磷脂胶囊后注入非洲蟾蜍早期胚胎的个体细胞，

发现 QDs胶囊自动限制在注入细胞的子代中．根
据 QDs的存在位置，可以追踪观察细胞的世系关
系和胚胎的生长发育过程．这种实时的单细胞迁移

和分化的成像过程，有助于胚胎发育学进行深入的

研究．Alivisatos等[9]用不同颜色的 QDs标记人体
乳腺上皮细胞的正常细胞和肿瘤细胞，进行正常细

胞与肿瘤细胞相互作用的动态可视化研究．在 2个
星期的共同培养过程中，可以观察到正常细胞中的

QDs随细胞的分裂和腺泡的形成进入整个腺泡，肿
瘤细胞不断向腺泡移动，伸展出侵袭伪足，接触腺

泡，揭示了正常细胞程序性死亡的整个过程，在细

胞实时成像技术方面取得了进展．Gao等[10]利用细

胞实时成像技术对大脑皮层细胞病变部位进行了研

究．将 QDs包于 PEG-PLA中，连接麦胚芽凝集素
(WGA-QDs-NP)后注入鼻腔，QDs经嗅觉黏膜组织
进入大脑皮层细胞，WGA-QDs-NP在长达 4 h 的
停留过程中标记大脑组织中的病变部位，对中枢神

经系统疾病的诊断和治疗具有重要的指导意义，为

这一领域带来了新的机遇．Yum等[4]使用纳米针将

荧光量子点通过机械化学的方法渗透细胞膜进入活

细胞的细胞质和细胞核．由于量子点的存在，使得

原位控制、监测和记录传递成为可能，达到了分子

级分辨率，并从时空方面准确地研究活细胞生物学

过程和生物物理性质，与传统方法相比有重大的突

破．随着 QDs生物标记技术研究的深入，使原来
使用其他传统荧光标记物无法实现的长时间动态示

踪成为可能，并且在动态示踪检测的灵敏度、分辨

率、示踪时间等方面具有不可替代的优势，QDs作
为新兴荧光标记物在活细胞生命动态过程示踪研究

中将发挥极为重要的作用．

1援1援2 信号转导方面的应用．活细胞膜上单分子高

灵敏度、实时检测可为受体扩散动力学、信号转导

和配体 -受体相互作用提供直接信息．Dahan等[11]

采用 QDs作为荧光标记物通过间接免疫标记的方
法，研究了神经元膜上单个甘氨酸受体的扩散动力

学，通过不同时间的荧光显微照片对比，可以清楚

地观察到受体在神经突触表面结合的过程．Lidke
等[12]将 QDs标记表皮生长因子(EGF)，发现 EGF对
跨膜受体 erbB1具有高度亲和性，通过追踪 QDs

标记后的 EGF-erbB1复合物的扩散过程，又发现
EGF激活受体 erbB1后与 erbB2 结合形成异二聚
体，调节 EGF诱导的信号转导，证实了 erbB2是
细胞对该受体内吞作用的主要调节因子，这样就可

以开发针对 erbB2的药物，治疗由 erbB系列蛋白
过度表达导致的癌化．为了进一步研究受体的特

异性细胞吞噬对生物体内肿瘤细胞的影响，Jiang
等[13]将连接聚乙烯亚胺和透明质酸的 QDs(PEI-HA-
QDs)注入 B16F1细胞，个体检测结果显示，在 HA
受体介导下，PEI-HA表现出对小干扰 RNA(small
interfering RNA, siRNA)特异的标识性能，而且
PEI-HA-siRNA主要积聚在肝脏、肾脏和肿瘤．在
生物成像研究的基础上，将 anti-VEGF的 siRNA/
PEI-HA复合物注入 C57BL/6鼠的肿瘤细胞，通过
HA受体的特异性细胞吞噬，肿瘤的生长受到了抑
制．目前在 HA受体的作用下，anti-VEGF siRNA/
PEI-HA复合物可应用于肝癌和肾癌的治疗．由此
可见，QDs荧光标记技术在受体扩散动力学、信号
转导和配体 -受体相互作用方面的研究具有极为重
要的应用．

1援1援3 活体靶向示踪和动态成像．QDs荧光量子效
率高、稳定性好、一定程度上抵抗组织对可见光的

吸收和散射，使 QDs应用于活体实时、动态示踪
具备了独特的优势．Akerman等[14]首次报道了巯基

化靶向多肽修饰 QDs 用于裸鼠活体组织癌症检
测．随后，Gao等[15]将功能化的 QDs转入 HeLa细
胞，皮下注入裸鼠，通过活体动物微成像系统，清

晰地观察到了癌细胞所在位置荧光记号、癌细胞的

迁移、侵润以及癌细胞在体内分化形成的肿瘤组

织，使活体动态实时监测成为可能．Tada等[16]采

用背部皮肤固定器和高灵敏 CCD高速共聚焦显微
镜观察乳腺癌细胞特异性探针在老鼠体内的运动情

况，发现 QDs探针注入到体内后以 stop-and-go形
式不断运动一直到核周边，整个过程分为 6个阶
段，还可以通过速率测量其中的决速阶段，这种高

灵敏可视化示踪有望为癌症的早期诊断和疗效评价

提供关键性技术．实现活体荧光成像的难点在于如

何提高深层组织的检测信号强度．Zhang等[17]利用

CdHgTe QDs荧光量子效率高且稳定的特性，在近
红外区针对裸鼠进行了荧光成像测试．如图 1所
示，CdHgTe QDs在中心位置位于 875 nm波长处
的发射峰较强．取 20 滋l CdHgTe QDs皮下注入裸
鼠，荧光图像显示 3天后 CdHgTe QDs仍具有十分
突出的荧光标记特性，可实现长时间的生物体外和
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Fig. 1 CdHgTe subcutaneous injection in nude mouse[17]

图 1 裸鼠皮下注入 CdHgTe后采集的荧光图像[17]

(a)裸鼠皮下注入 20 滋l CdHgTe的荧光图像. (b)扣除自发荧光后的

CdHgTe 的荧光图像. (c)与背景荧光混合后的 CdHgTe 的图像. (d)

CdHgTe的光谱图.

活体的实时跟踪和荧光检测．近红外 QDs荧光标
记物具有穿透力强、易激发及检测灵敏度高等特

点，因而发展近红外光 QDs荧光标记物，是实现
生物体内深度组织荧光标记、成像和检测的有效工

具，将有助于更好地实现 QDs的活体靶向示踪、
实时动态成像，为生物荧光成像技术带来了新的

活力．

1援2 核酸分子生物学方面的研究

1953年，Watson与 Crick提出 DNA的双螺旋
结构和自我复制机理，成为人类在分子水平上认知

生命的里程碑．50年来生命科学的研究突飞猛进，
针对核酸结构的理解和应用已成为生物学家所关注

的热点．Mahtab等[18]将具有特定结构的核酸序列

吸附于 QDs CdS上后发现，通过 QDs表面敏化发
光行为可以区分“直线型”、“弯曲型”和“扭结

型”的双链寡核苷酸，提出了稀溶液中探测核酸结

构的新方法．Han等[19]利用不同颜色的 QDs标记多
色编码微珠与遗传物质条带连接，用于 DNA杂交
检测，在 DNA的测序方面取得了突破性进展，这
种由 QDs构成的标记体系将改变科研人员识别人
类基因的能力．Qi 等 [20]采用 amphipol 修饰 QDs，
由于 amphipol 具有交错的亲水性和疏水性侧链，
可以携带 siRNA分子进入细胞质，保护 siRNA以
防酶降解，使得 QDs信号追踪 QDots-siRNA在细
胞中的进出、内吞小体的逃逸、运输、传递过程的

实时监测成为可能，这种多功能 QDs的出现，促

进了实用基因组学和基因治疗学的研究．

1援3 蛋白质分析方面的研究

作为基因表达产物，蛋白质研究的主要目的是

一次同时观察细胞内多种乃至千百种蛋白质的细胞

定位、相互作用及其动态变化．Wu等[21]用链霉亲

和素与不同粒径的 QDs连接，制备了 QDs-链霉亲
和素荧光探针，然后分别连接抗体和生物素，通过

抗原 -抗体结合法和生物素法分别同时特异性地标
记乳腺癌细胞膜上的 Her2受体蛋白、细胞质中的
微管蛋白和细胞核中的抗原蛋白，观察到同一光源

照射下发出不同颜色极易区别的荧光，达到了对活

细胞内多种蛋白质分子的直接编码阅读，实现了活

体条件下蛋白质分子多通道、长时间实时动态研

究．Ghazani等[22]将组织微阵列技术、光谱分析技

术与 QDs相结合，发展了一种用于定量测定肿瘤
中蛋白质表达的新方法．如图 2 所示，Ebenstein
等[3]采用单量子点识别 DNA结合蛋白(如转录因子
TFs)．首先利用染色质免疫沉淀反应在生物体内将
DNA与 DNA结合蛋白交联，然后用偶联逆转录因
子抗体的 4种不同颜色的 QDs标记上述交联复合
物，同时用 YOYO-1将 DNA染成蓝色．此外，利
用 cDNA探针，采用红色的 QDs标记基因组序列
中的参考点．将 QDs标识过的蛋白质 -DNA复合
物排列在盖玻片，形成线形的具有 QDs- 转录因
子的 DNA 分子．在单一光源的激发下，QDs 于

Fig援 2 Experimental steps for mapping DNA
binding proteins[3]

图 2 描绘 DNA结合蛋白的实验步骤[3]

(a) DNA结合蛋白与 DNA的交联. (b) DNA染成蓝色,绿色的量子点

标记 DNA结合蛋白,红色的量子点标记 DNA组序中的参考点. (c)

在盖玻片上将具有 QDs-转录因子的 DNA排成线形. (d)交联有线形

DNA的 RNA聚合酶生物素和量子点 -链霉素的图像.
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Fig. 3 Principle of signal鄄off single QD鄄based aptameric sensor for cocaine detection[27]

图 3 用于可卡因检测的基于单量子点适配传感器信号消失的原理[27]

605 nm、625 nm、655 nm及 705 nm发出绿、红、
黄、白 4种不同的颜色，通过荧光显微技术来分析
判断蛋白质的位置．这种高通量的测试方法，能够

确定 DNA分子上的多个蛋白质的位置，有理由相
信在不久的将来，不同的蛋白质能够与不同颜色的

QDs对应，生物医学工作者利用色标就可以确定蛋
白质的组成和排序，并通过蛋白质的组成和排列进

一步分析 DNA 的组成，来诠释人类遗传基因的
组成．

2 量子点在医学领域的研究进展

2援1 生物芯片

生物芯片以载体上固定寡核苷酸技术为基础，

在很小的平面内，通过排列有序的具有生物识别功

能的分子探针选择性地与标记的检验体分子杂交，

进行检测．目前，尽管芯片上有“海量”的蛋白

质，但受荧光探针性能的限制，一次通常只能将一

种(或很少几种)标记了荧光探针的蛋白质与芯片作
用．要研究并检测多个蛋白质，就只能多次重复上

述操作．因此，严格意义上说，这种芯片只是“单

高通量”的．Han等[19]充分利用 QDs标记物独特的
光学特性巧妙地将不同荧光颜色的 QDs组合后，
装进空心聚苯乙烯小球内，根据 QDs的光学特征
可编译成密码标记不同的寡核苷酸探针或抗体，可

同时搜索生物芯片中的很多靶点，为“海量”通量

的实现提供了可能．Agrawal等[23]在微流道中采用

QDs多色编码检测核酸和病毒，当检测分子的数目
大于 10时，可以得到精确的检测结果，实现了快
捷的高通量筛选．Koji等[24]构建了一种新颖、快捷

的蛋白质记录材料．这种材料可根据光连接器提供

的信息调整记录、阅读荧光蛋白的排列，清晰地读

出蛋白质配体复合物的组成．当紫外可见光照射表

面时，链状球菌 -抗生物素蛋白光致消除，固体表
面的蛋白质图形消失．该技术对生物芯片的微型排

列具有重要的意义．QDs已被公认为最有发展前景
的蛋白质及生物分子荧光探针，结合纳米加工技

术，蛋白质的分析过程将会集中在一个芯片上真正

实现多通道、高通量的快速、灵敏、特异性的检

测，为获得细胞内生命快照的研究提供强有力的技

术平台，这项技术会给整个生命科学带来革命性的

变化．

2援2 生物传感

QDs独特的光电特性使其成为生物传感的理想
研究对象，基于高灵敏的 QDs，已经成功构建出
生物小分子和蛋白质高灵敏传感器．Medintz等[25]

利用 QDs可与分子光谱匹配的有机荧光染料组成
荧光共振能量转移对这一原理，以发绿色荧光

(560 nm)的 QDs标记麦芽糖结合蛋白，以有机荧光
染料 QS-Y-9(其最大吸收在 565 nm)标记 茁- 环糊
精，组成荧光共振能量转移对．在有麦芽糖存在

时，二者之间的能量转移过程被破坏，QDs的荧光
得以恢复，实现了对麦芽糖的均相传感，并开发出

多元检测体系．目前，QDs应用于蛋白酶的检测，
已成为生物传感领域的一个热点．Shi等[26]通过酶

解底物将罗丹明连接在 QDs上，将其作为探针，
检测了正常和癌变细胞胞外基质中的金属蛋白酶和

胰岛素的水解活性，推测了酶的抑制机理，筛选抑

制剂，为肿瘤的早期诊断、癌细胞转移过程的动态

监测提供了有效的工具．Zhang等[27]用识别可卡因

的适配子修饰量子点，利用单分子检测和由

605QD与 Cy5蓝色荧光探针组成的荧光共振能量
转移(FRET)体系，开发研制了单量子基的适配传
感器．如图 3 所示，可卡因不存在时，由于
605QD和 Cy5之间的荧光共振能量转移，可检测

QD

QD

ACTCATCTGTGATATCTCGGGAGACAAGGAAAATCCTTCAATGAAGTGGGTCTCCC
.TAGAGCCCTCTG

TGAGTAGACACT
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hv
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3忆5忆
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到 Cy5蓝色荧光，若可卡因存在，它和适配子形
成复杂的结构，后面 605QD和 Cy5之间的荧光共
振能量转移消失，这样就可通过 Cy5信号的消失
判断可卡因的存在．单量子基适配传感器将会在法

医分析、环境监测和诊断学方面有着广泛的应用．

2援3 靶向药物

靶向药物利用对某些病变组织细胞具有特殊亲

和力的分子作载体，与药物偶联后将其定向输送到

靶器官病变部位，从而提高病变部位的有效药物浓

度，减少药剂量，降低药物的不良反应．目前，用

于恶性肿瘤诊断和治疗的药物和基因载体主要是金

属纳米粒子和无机非金属纳米颗粒．因为 QDs既
能与细胞表面脂质蛋白受体相连或核内的 DNA相
连，又能跟踪记录药物分子在作用过程中的位置，

使观察者在临床前期阶段就能推测出该药物可能引

起的其他作用，所以在靶向药物应用方面具有独特

的优势．Kevin 等 [28]合成了免疫脂质体量子点

(QD-ILs)和脂质体量子点(QD-Ls)两种纳米粒子，
在免疫脂质体大分子结构上连接具有成像和治疗效

果的靶向药物，将 QDs特有的发光性能和免疫脂
质体的癌细胞检测和治疗功能相结合．在受体介导

的细胞吞噬作用下， QD-ILs 和 QD-Ls 进入
SK-BR-3、MCF-7/HER2 和 MCF-7 肿瘤细胞，荧
光测试结果表明：QD-ILs具有很好的肿瘤细胞的
靶向示踪、活体成像效果，QD-ILs负载阿霉素后
药物代谢的动力学特征表明，QD-ILs负载的靶向
药物在血浆中的半衰期长达 2.9 h，具有很好的靶
向药物功能和抗癌活性．功能性 QDs将为药物作
用机制的研究提供非常有价值的方法和信息．

2援4 临床诊断学

早期的 QDs 标记物由于表面修饰技术欠缺，
在标记过程中缺乏特异性，产生很多非特异性吸

附，造成假象，免疫标记技术与荧光标记技术的结

合，可以很好地解决这一问题．Goldman等[29]利用

不同尺寸的 QDs可用单一激发光源得到多种荧光
这一特性，结合免疫分析技术，将 QDs分别与抗
霍乱毒素、蓖麻毒素、类志贺毒素和葡萄球菌肠毒

素 B的抗体偶联，在同一微孔板上进行 4种毒素
的同时检测，大大简化了多指标同时检测的难度，

成功对病毒进行了多色成像．Yu等[30]以人肝癌裸

鼠模型为对象，成功构建出荧光 - 磁性 -(肿瘤)细
胞靶向的多功能纳米生物探针，可以根据不同需

要，方便地变更探针的表面生物靶向分子得到所需

要的特异性探针，用于肿瘤细胞和其他不同细胞的

靶向可视化捕获分选，有望在医学临床外科手术

中对肿瘤的有效清除和靶向治疗发挥作用．Dixit
等[31]采用多种方法将 QDs包入病毒颗粒，制备出
发光性和稳定性良好的 QDs-病毒复合物，在活细
胞内直接可视化研究病毒 -宿主相互作用的动态过
程，获取病毒侵染过程中吸附、侵入、脱壳、生物

大分子(核酸和蛋白质等)的运动行为及轨迹等生命
过程信息，阐述病毒侵染和致病过程的机制，为抗

病毒药物设计和有效基因治疗载体的开发提供了理

论依据．Bhirde等[32]将带有抗癌药———顺铂的 QDs
和表皮生长因子(EGF)分别偶联在单壁碳纳米管两
端，利用表皮生长因子受体(EGFR)对表皮生长因
子(EGF)的特异性吞噬作用，把抗癌药带入癌细胞，
并通过量子点能够观察到抗癌药对癌细胞的作用，

提高了药物对病变部位的有效治疗效果．靶向药物

在肿瘤治疗方面具有独特的优势，为癌症的治疗开

辟了新天地．

3 量子点荧光标记技术所面临的挑战

QDs作为生物医学领域强有力的工具，所面临
的最大挑战是细胞毒性．Zhang 等 [33]针对 CdTe
QDs影响人类气管(MCF7和MDA-MD-231)、前列
腺(PC3)和 HepG2癌细胞的毒性做了相关评价．结
果显示, 当 CdTe QDs在活体中浓度大于 5 滋mol/L,
癌细胞运动活性的性状有明显改变．如图 4所示，
选取 50 滋l CdHgTe(图 4左)和 CdTe(图 4右)QDs皮
下注入鼠身体的两个部位．CdTe QDs在小鼠体内
保留时间长达 18天，而 CdHgTe QDs由于其稳定
性差，在小鼠体内只能保留 6 天， CdTe 和
CdHgTe QDs的浓度和暴露时间是影响细胞毒性的
主要原因．李鸿程等[34]对不同 QDs的致毒机制以
及体内动力学过程做了初步推测，适当浓度下(如
1 滋mol/L)QDs在小鼠体内成像时，并没有导致明
显的病理学反应．Jiang等[35]采用生物素、糖和胺

等修饰量子点表面，揭示了表面功能化的提高，有

助于量子点毒性的降低．因此，严格控制 QDs的
电荷、作用剂量、尺寸、包被试剂、暴露时间，尽

可能降低或避免其所产生的毒性，增加其生物兼容

性，是 QDs在生物应用中的关键所在．QDs作为
一种极具应用潜力的新型纳米材料，要想真正实现

它在生物医学领域的深入应用，除了在合成技术上

不断优化，以期获得性能更加优异的 QDs(如稳定
性强、荧光产率高、生物适应性强等)，还应该进
一步完善其生物安全性评价的研究．
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Fig援 4 CdHgTe and CdTe QDs subcutaneous injection in grey mouse[33]

图 4 灰鼠皮下注入 CdHgTe 和 CdTe 量子点[33]

(a)灰鼠皮下注入 50 滋l CdHgTe(左)和 CdTe(右)量子点 1, 6, 18和 30天的荧光图像. (b) CdTe量子点的荧光图像. (c) CdHgTe量子点的荧光图

像. (d) CdTe和 CdHgTe覆盖自发荧光的整体图像.

4 展 望

QDs独特的荧光性能，使研究活细胞胞内蛋白
质的相互作用、胞内信号传递的分子机制、病毒对

细胞的侵染过程、细胞生长发育的调控及癌变规律

等动态过程成为可能．随着 QDs合成、修饰技术
的不断完善，将逐步实现对 QDs尺寸、结构、性
能、分散度的准确调控，可将其用作蛋白质组学、

基因组学、靶向药物研究领域海量筛选的工具．近

红外 QDs的应用，有望在临床外科手术中肿瘤的
有效清除和靶向治疗中发挥作用．在不久的将来，

QDs还有可能用于疾病的临床诊断、病理组织标本
的检测等方面．尽管量子点荧光探针不能取代技术

成熟的有机荧光探针和荧光融合蛋白技术，但可与

二者相互补充，极大地丰富荧光探针家族，我们有

理由相信，QDs标记技术的发展和完善将会给生物
医学研究带来新的发展契机．
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Abstract Semiconductor quantum dots (QDs) as newly developed fluorescence labels are of significant
importance in applications of medical and biological fields. In comparison with conventional organic fluorescence
labels, QDs show super properties with adjustable fluorescence, broaden excitation and narrow emission,
photochemical stability, well developed surface chemistry and bioconjugation capability, which are endowing new
developing opportunities in targeting, imaging, DNA and protein detection, medicine, clinic science, biochip and
biosensor in life system. This paper reviews the latest breakthrough of QDs as fluorescence labels in applications of
medical and biological fields on the basis of the authors’research works on QDs biological fluorescence imaging
and toxicity, and the challenge of QDs encountered in applications of in medical and biological fields is
commented as well.
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