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白藜芦醇对类风湿性关节炎患者成纤维样滑膜细胞
cGAS- STING 信号通路的影响
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摘要 目的 探究白藜芦醇( Ｒes) 对类风湿性关节炎( ＲA) 患者成纤维样滑膜细胞( FLS) 的影响，并初步分析 Ｒes 抑制 FLS 释

放炎症因子的可能机制。方法 体外培养 ＲA 患者 FLS 细胞，采用不同浓度的 Ｒes( 0、20、40、80、160、320 μmol /L) 进行处理，

12、24 h 后 CCK-8 法分别检测 FLS 细胞活力; 采用不同浓度的 Ｒes( 0、40、80、160 μmol /L) 进行处理 FLS 细胞 24 h 后，ELISA 法

分析 FLS 细胞分泌的炎症因子白细胞介素( IL) -6 和肿瘤坏死因子-α( TNF-α) 水平，Western blot 测定细胞中环磷酸鸟苷 － 腺

苷酸合成酶( cGAS) 、干扰素刺激因子( STING) 蛋白的表达水平; 慢病毒感染 FLS 使其过表达 cGAS，将细胞分为 Control( 对照)

组、cGAS 组( cGAS 过表达) 、Ｒes + cGAS 组( Ｒes 160 μmol /L + cGAS 过表达) 、Ｒes 组( Ｒes 160 μmol /L) 。Western blot 测定各

组细胞中 STING 蛋白的表达水平，CCK-8 法检测各组 FLS 细胞活力，ELISA 法检测各组细胞上清液中炎症因子 IL-6 和 TNF-α
含量。结果 CCK-8 实验结果显示，与 0 μmol /L Ｒes 组比较，使用 40、80、160 μmol /L 的 Ｒes 处理 24 h 后的三组 FLS 细胞活力

下降( P ＜ 0. 01) ; ELISA 结果也表明与 0 μmol /L Ｒes 组比较，使用 40、80、160 μmol /L 的 Ｒes 处理后的三组 FLS 细胞上清液中

IL-6 和 TNF-α含量也降低( P ＜ 0. 01) 。同时，Western blot 结果显示，与 0 μnmol /L 的 Ｒes 组相比，经过 40、80、160 μnmol /L 的

Ｒes 处理后的三组 FLS 细胞中 STING 和 cGAS 蛋白表达量降低，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01) 。与 Control 组相比，

过表达 cGAS 后，CGAS 组中 FLS 中 STING 蛋白表达水平增加( P ＜ 0. 05) ，与 Ｒes 组相比，Ｒes + cGAS 组中 FLS 细胞上清液中

炎症因子含量及 FLS 中 STING 蛋白表达水平显著增加( P ＜ 0. 01，P ＜ 0. 05) 。结论 适当剂量的 Ｒes 能有效减少 FLS 细胞分

泌炎症因子，而这一抑制作用机制可能源于其对 cGAS-STING 信号传导途径的阻断作用。
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类风湿性关节炎( rheumatoid arthritis，ＲA) 是一

种以关节滑膜炎症为主要特征的慢性疾病，该病症

的发展与成纤维样滑膜细胞( fibroblast-like synovio-
cytes，FLS) 的功能变化有着不可分割的联系［1］。炎

症因子白介素( interleukin，IL) -6 和肿瘤坏死因子

( tumour necrosis factor，TNF) -α 不仅能够加剧关节

的炎 症 和 疼 痛，还 可 能 导 致 关 节 结 构 的 持 续 损

伤［2］。因此，抑制 IL-6 和 TNF-α 的水平可明显改善

ＲA 症状和体征［3］。环磷酸鸟苷 － 腺苷酸合成酶

( cyclic guanosine monophosphate-adenosine mono-
phosphate synthase，cGAS ) -干 扰 素 基 因 刺 激 因 子

( stimulator of interferon gene，STING) 信号通路是细

胞内部的一种关键性免疫反应机制，对于维持机体

的免疫 平 衡 和 抵 御 外 来 病 原 体 侵 袭 具 有 重 要 意

义［4］。近年来的研究［5 － 6］表明，cGAS-STING 信号通

路在 ＲA 的发病机制中扮演着重要角色。特别是在
FLS 中，cGAS 蛋白的表达水平较高，这表明 cGAS-
STING 信号通路可能在 ＲA 的滑膜炎症中发挥着关

键作用［7 － 8］。白藜芦醇( resveratrol，Ｒes) 对自身免

疫性疾病有突出疗效，其在免疫 － 炎症性疾病方面

的作用强、疗效快在国内外得到公认［9］。其具有抑

制自身免疫性疾病作用使其逐渐展现出作为一类新

型治疗药物的巨大潜力和价值。该实验探讨了 Ｒes
对 FLS 内 cGAS-STING 信号通路传导途径的潜在影

响，以期望揭示 Ｒes 抑制炎症因子释放的分子机制，

并为其作为治疗 ＲA 的药物提供科学依据。

1 材料与方法

1． 1 慢病毒与实验细胞 cGAS 过表达慢病毒( NM
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_138441． 3) ，购于上海吉凯基因科技有限公司。ＲA
患者的 FLS 细胞株，购于上海冠导生物有限公司，

编号: C0495。
1． 2 主 要 试 剂 Ｒes ( 美 国 Sigma 公 司，批 号:

Ｒ5010，分 子 量 228. 24 ) ; 细 胞 计 数 试 剂 盒 8 ( cell
counting kit-8，CCK-8) 试剂、胰酶细胞消化液、BCA
蛋白浓度测定试剂盒( 上海碧云天公司) ; 胎牛血清

( 美国 BI 公司) 、DMEM 培养基 ( 美国 HyClone 公

司) ; 脱脂奶粉( 黑龙江完达山乳液股份有限公司) 、
二甲基亚砜( 上海 Biosharp 公司) ; cGAS、STING 抗

体 ( 英 国 Abcam 公 司，批 号 分 别 为 ab252416、
ab288257) ; IL-6、TNF-α 的 ELISA 试剂盒( 上海酶联

生物技术有限公司) 。
1． 3 主要仪器 全自动酶标仪 ( 型号: Multiskan
FC) 、低温高速离心机( 型号: Ｒfesco 21) ( 美国赛默

飞世尔公司) ; 二氧化碳培养箱( 美国热电公司，型

号: HEＲAcell 150i) ; 倒置显微镜( 奥林巴斯，型号:

CKX53 ) ; 电 泳 仪 ( 北 京 六 一 仪 器 厂，型 号:

ECP3000) ; 凝胶成像仪( 上海培清科技有限公司，型

号: JS-680D) ; 超净工作台 ( 苏州净化设备有限公

司，型号: SW-CJ-2FD) ; 电子天平 ( 德国 satorius 公

司，型号: Bsa-124s) ; 恒温水浴锅( 江苏常州环宇仪

器厂，型号: HH-2) 。
1． 4 方法

1． 4． 1 细胞培养 将 FLS 在完全的培养基中进行

复苏处理，随后将其置于设定温度为 37 ℃ 且含有

5% CO2 的细胞培养箱内进行培养。当细胞达到约

80%的融合状态时，利用 0. 25% 的胰蛋白酶溶液对

细胞进行消化处理，以便将细胞从培养容器上分离

下来。之后，按照 1 ∶ 3 的比例将细胞稀释并接种到

新的培养皿中以进行传代培养。
1． 4． 2 慢病毒感染细胞及分组 在进行实验之前，

首先通过预实验确定了复感染指数( MOI) 为 100。
接着用完全培养基制备密度为 1 × 105 个 / ml 的细

胞混悬液，接种到 6 孔板中进行培养，24 h 后换液，

向培养系统加入 100 μl 1 × 108转导单位病毒、40 μl
25 × HitransG 慢病毒感染试剂、860 μl 完全培养基。
经过 12 h 后，将培养基更换为完全培养基。48 h
后，引入嘌呤霉素进行筛选，通过绘制杀灭曲线来确

定最佳筛选浓度为 1 × 10 －5 g /ml。继续培养至 72 h
后，成功获得 cGAS 过表达稳定细胞系。细胞稳转

株构建成功后，按是否过表达 cGAS 基因和培养液

中是否加 Ｒes 刺激，将细胞分为 Control ( 对照) 组

( 均不添加) 、cGAS 组( cGAS 过表达) 、Ｒes + cGAS

组( Ｒes 160 μmol /L + cGAS 过表达) 、Ｒes 组 ( Ｒes
160 μmol /L) 。
1． 4． 3 CCK-8 法检测细胞存活率 使用胰酶对

FLS 进行消化，镜下控制消化时间大约为 1 min，之

后立即加入完全培养基终止消化并收集细胞，接种

对数生长期 FLS 细胞于 96 孔板，每个孔中加入 100
μl 的细胞悬液，确保每个孔为 2 000 个细胞。24 h
后，细胞贴壁汇合达 70% 左右后进行给药，设置不

同浓度 Ｒes 给药组( 终浓度为 0、20、40、80、160、320
μmol /L) ，每组各设 3 个复孔，继续培养 12 h 或 24 h
后，每组更换 100 μl 培养基，并在每孔分别加入 10
μl CCK-8 溶液，轻轻混匀，放回细胞培养箱继续孵

育 2 h。用全自动酶标仪在 450 nm 处测定各孔吸光

度( absorbance，A) 值，记录 A 值。计算细胞活力: 细

胞活 力 = ( A测定组 － A空白组 ) / ( A对照组 － A空白组 ) ×
100%。
1． 4． 4 ELISA 法检测 FLS 上清液炎症因子含量

同前方法制备细胞混悬液，将 FLS 以 1 × 105 个 /ml
接种于 6 孔板中，待细胞汇合度至 80% 左右时可进

行实验。分组给药方法同 1. 4. 2，24 h 后吸取细胞

上清液，将收集到的上清液转移到适当的低温存储

管中，并将其存放在 － 20 ℃的冷冻环境中以保持样

本的稳定性。根据 ELISA 试剂盒说明书定量测定

炎症因子 IL-6 和 TNF-α 的含量。
1． 4． 5 Western blot 法检测 FLS 细胞 cGAS、STING
蛋白表达水平 分组给药方法同前，全程冰上操作，

使用 PBS 清洗细胞两遍，加入 ＲIPA 裂解液，待细胞

充分 裂 解 后 收 集 细 胞，低 温 高 速 离 心 机 4 ℃ 以

12 000 r /min 离心 15 min，弃上清液，使用 BCA 进行

蛋白浓度定量，100 ℃水浴锅中煮沸 15 min 使蛋白

变性，待恢复常温后放入 － 80 ℃冰箱保存备用。之

后进行 SDS-PAGE 凝胶电泳，转膜，5% 脱脂奶粉封

闭 1 h，加入一抗( GAPDH 1 ∶ 500、cGAS 1 ∶ 1 000、
STING 1 ∶ 1 000) ，放入 4 ℃ 冰箱过夜，恢复常温后

洗膜，加入二抗封闭 1 h，曝光显影。使用 Image J 软

件分析图像灰度值，定量检测蛋白质表达水平。
1． 5 统计学处理 利用 GraphPad Prism 7 软件进

行数据的统计分析和图形绘制，计量数据用 �x ± s 表

示。不同处理组数据之间差异性采用单因素方差分

析( One-way ANOVA) 进行比较，组间的两两比较使

用 SNK-q 检验。P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 Ｒes 对 FLS 的细胞活力的影响 与 0 μmol /L
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Ｒes 组 比 较，处 理 12 h 后，Ｒes 浓 度 在 40 ～ 320
μmol /L 时，FLS 细胞活力差异均无统计学意义( F =
1. 79，P = 0. 19 ) ; 然而，当处理 24 h 后，Ｒes 浓度在

40 ～ 320 μmol /L 时各组 FLS 细胞活力随浓度升高

而逐渐下降( F = 69. 38，P ＜ 0. 01) ，其中 Ｒes 40、80、
160 μmol /L 浓度对 FLS 细胞活力的抑制作用均在

60%左右。见图 1。提示此 3 个浓度 Ｒes 显著抑制

FLS 细胞活力。以上结果表明 Ｒes 对 FLS 细胞活力

具有浓度依赖性抑制作用。综合考虑 Ｒes 的细胞毒

性和对细胞活力的影响，选择 40、80、160 μmol /L 这

3 个浓度作为后续实验的实验浓度。

图 1 不同浓度 Ｒes 和不同给药时间对 FLS 细胞活力的影响

Fig． 1 Effects of different concentration and

administration time of Ｒes on the viability of FLS
* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01 vs 0 μmol /L Ｒes group．

2． 2 Ｒes 对 FLS 细胞上清液炎症因子水平的影响

ELISA 检测结果显示，不同浓度 Ｒes 对 FLS 分泌

IL-6( F = 41. 69，P ＜ 0. 01 ) 及 TNF-α ( F = 86. 29，P
＜ 0. 01) 的抑制作用随浓度增加逐渐增强。提示

Ｒes 对 FLS 分泌 IL-6、TNF-α 有抑制作用。见图 2。
2． 3 Ｒes 对 FLS 细胞 cGAS、STING 蛋白表达水平

的影响 如图 3 所示，Ｒes ( 0、40、80、160 μmol /L)

处理 FLS 细胞 24 h 后，Western blot 结果显示，与 0
μmol /L Ｒes 组比较，Ｒes 处理后的 FLS 细胞中 cGAS
( F = 56. 59，P ＜ 0. 01 ) 与 STING ( F = 40． 86，P ＜
0. 05) 蛋白含量呈剂量依赖性降低。说明 Ｒes 可明

显抑制 FLS 的 cGAS-STING 信号通路。
2． 4 过表达 cGAS 对 FLS 细胞 cGAS-STING 信号

通路 影 响 方 差 分 析 结 果 显 示，4 组 间 细 胞 的

STING 蛋白相对表达( 图 4B) 、细胞活力( 图 4C) 、上
清液细胞因子 IL-6 水平( 图 4D) 和 TNF-α 水平( 图

4E) 均差异有统计学意义( F = 37. 05、50. 73、48. 45、
179. 9，均 P ＜ 0. 05) 。两两比较结果显示，与 Control
组相比，cGAS 组 FLS 中 STING 蛋白表达水平、炎症

图 2 不同浓度 Ｒes 对 FLS 分泌 IL-6 及 TNF-α的影响( n = 3，�x ± s)

Fig． 2 Effects of Ｒes at different concentrations on the secretion of

IL-6 and TNF-α by FLS ( n = 3，�x ± s)

A: IL-6; B: TNF-α; ＊＊P ＜ 0. 01 vs 0 μmol /L Ｒes group．

图 3 不同浓度 Ｒes 对 FLS cGAS、STING 蛋白表达的影响

Fig． 3 Effects of Ｒes at different concentrations on

expression of FLS cGAS and STING proteins
* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01 vs 0 μmol /L Ｒes group．

因子 IL-6 和 TNF-α 含 量 增 加 ( q = 16. 74、7. 957、
15. 19; P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01，P ＜ 0. 01 ) ，与 Ｒes 组相

比，Ｒes + cGAS 组 FLS 细胞上清液中 IL-6 和 TNF-α
含 量及FLS中STING蛋白表达水平增加( q = 13. 21、
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图 4 过表达 cGAS 对 FLS cGAS-STING 信号通路的影响

Fig． 4 Effects of overexpression of cGAS on FLS CGAS-STING signaling pathway

A: Western blot results; B: Comparison of the relative expression of STING protein in each group; C: Comparison of the cell viability in each group;

D，E: The levels of cytokines IL-6 and TNF-α in the supernatant of FLS in each group; a: Control group; b: cGAS group; c: Ｒes + cGAS group; d: Ｒes

group; * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01 vs Control group; #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01 vs Ｒes group．

17. 71、11. 24; P ＜ 0. 01，P ＜ 0. 01，P ＜ 0. 05 ) 。结果

表明 Ｒes 可抑制 FLS 炎症因子水平可能与其抑制

cGAS-STING 信号传导途径有关。

3 讨论

ＲA 是一种慢性、全身性自身免疫性疾病，其具

体的病因和详细的发病机制尚未完全明确［10］。病

变早期，ＲA 患者发生关节炎性改变，随着病程进

展，患者因滑膜持续性炎症引起关节僵硬甚至畸形。
关节滑膜是关节内部的一层薄膜，它对维持关节的

正常功能至关重要［11］。FLS 是滑膜组织的重要组

成成分，正常关节滑膜衬里层细胞仅由 1 ～ 2 层细胞

构成，70% ～ 80% 为 B 型 FLS。FLS 在关节健康中

扮演着重要角色，它们通过分泌透明质酸和润滑素

等物质，形成一种保护性屏障，有助于维持关节内部

环境的稳定，减少摩擦，保护关节免受损伤［8］。然

而，ＲA 患者在慢性炎症的影响下，FLS 细胞被激活

并表现出一系列病理特征［12］。这些活化的 FLS 细

胞不仅细胞活力增强，而且迁移和侵袭能力也显著

增强，它们可以从原有的位置迁移到其他区域，加剧

炎症反应［13］。此外，这些细胞还异常分泌炎症因

子，如 IL-6，进一步促进炎症过程和关节组织的破

坏［2］。活化的 FLS 细胞还参与滑膜的增生，形成所

谓的“血管翳”，这是一种异常的组织增生，会导致

关节结构的破坏和功能障碍。以上病理变化导致的

滑膜增生和炎症不仅引起关节疼痛和肿胀，还可能

导致关节僵硬和运动范围受限，严重影响患者的生

活质量［14］。因此，控制 FLS 细胞的活化和炎症反应

对于 ＲA 的治疗至关重要。
本课题组前期研究结果显示，Ｒes 可抑制佐剂

性关节炎大鼠炎症反应，对关节炎症状具有明显改

善作用［12 － 13］。Ｒes 对 ＲA 患者关节滑膜组织中异常

增多的炎症因子具有显著的抑制效果。通过减少这

些炎症因子的产生，Ｒes 有助于缓解 ＲA 患者的关节

炎症症状，减缓疾病进展，并可能对改善患者的生活

质量产生积极影响［9］，鉴于 FLS 细胞在 ＲA 的发病

过程中扮演的关键角色，本实验采用体外培养的

FLS 细胞株进行实验，观察 Ｒes 对其分泌细胞因子

的作用及机制。观察到 Ｒes 能够有效地抑制 FLS 在

体外的增殖能力，且这种抑制效果与 Ｒes 的使用剂

量密切相关，即随着 Ｒes 浓度的增加，对 FLS 增殖的

抑制作用也相应增强，呈现出明显的剂量依赖性特

征。在对已有的研究成果进行综合分析之后，选取

Ｒes 的 40、80、160 nmol /L 三个不同浓度，作用 24 h
作为后续实验的条件。

近年来，cGAS-STING 通路被发现在 ＲA 这样的

自身免疫疾病中起到一定作用［15］。该通路通过识

别细胞内的异常 DNA，激活一系列分子事件，从而

触发炎症反应［16］。激活的 cGAS-STING 信号通路

会促进多种促炎细胞因子的表达和释放，如干扰素、
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ILs 等，这些细胞因子在细胞间的通讯和免疫细胞的

激活 中 起 到 关 键 作 用，从 而 引 发 和 放 大 炎 症 反

应［17］。因此，对 cGAS-STING 信号通路的调控对于

疾病的治疗具有潜在的意义。在 ＲA 中，有证据［6］

表明 cGAS-STING 信号通路的激活可能参与到炎症

反应和自身免疫过程。通过抑制或敲除 cGAS 或

STING，研究 者 们 观 察 到 炎 症 因 子 的 分 泌 显 著 减

少［7］。这一发现揭示了 cGAS-STING 信号通路在调

控炎症反应中的重要作用，特别是在 ＲA 等自身免

疫性疾病中。因此，针对 cGAS-STING 信号通路的

干预，如通过药物抑制 cGAS 或 STING 的活性，可能

为 ＲA 患者提供新的治疗选择。通过降低炎症因子

的分泌，可以有效地减轻 ＲA 患者的炎症症状，改善

关节功能，提高生活质量［18］。
该研究中，通过应用不同浓度的 Ｒes 对 FLS 进

行处理，观察到其能有效减少这些细胞释放的 IL-6
和 TNF-α。这一结果表明，Ｒes 可能通过调节这些

关键的炎症介质来缓解 ＲA 患者的关节炎症症状。
尽管 Ｒes 的这一潜在治疗作用已经显现，但其具体

如何通过分子层面的相互作用来抑制细胞因子的释

放，目前尚待进一步探索。本研究在此基础上通过

慢病毒感染 FLS，使其 cGAS 过表达，结果显示 Ｒes
对 cGAS-STING 信号通路抑制作用减弱，这些可能

表明，Ｒes 能够通过调节 cGAS-STING 信号通路来减

少炎症因子的释放。深入探讨 Ｒes 与 cGAS-STING
信号通路之间的相互作用，可能有助于揭示新的

ＲA 治疗靶点，并进一步阐明 Ｒes 抑制炎症因子释放

的分子机制。然而，需要注意的是，虽然 Ｒes 显示出

了抑制 cGAS-STING 信号通路和减少炎症因子分泌

的能力，但其在体内的具体作用效果以及可能的副

作用仍需进一步的研究和验证。此外，Ｒes 的最佳

使用浓度、作用时间及长期应用的安全性等问题也

需要在未来的研究中加以探讨。
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Effects of resveratrol on cGAS-STING signaling pathway in
fibroblast-like synoviocytes of patients with rheumatoid arthritis

Wang Taorong1，Shao Yubao1，Liu Nannan2，Li Wenhao3，Li Meng4，Chen Xiaoyu1，2

( 1Microscopic Morphological Center Laboratory，2Dept of Histology and Embryology，

Anhui Medical University，Hefei 230032; 3Dept of Ｒespiratory and Critical Care Medicine，
The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022; 4Dept of Pharmacy，

Bozhou Vocational and Technical College，Bozhou 236800)

Abstract Objective To investigate the effects of resveratrol ( Ｒes) on fibroblast-like synoviocytes ( FLS) in pa-
tients with rheumatoid arthritis ( ＲA) ，and to explore the possible mechanism of Ｒes inhibiting the release of in-
flammatory factors from FLS． Methods FLS from ＲA patients were cultured in vitro and treated with different con-
centrations of Ｒes ( 0，20，40，80，160，320 μmol /L) ． The viability of FLS cells was detected by CCK-8 assay
after 12 and 24 h． The contents of inflammatory factor interleukin-6 ( IL-6) and tumor necrosis factor-α ( TNF-α)

in cell supernatant were detected by ELISA． The expression levels of cyclic guanosine monophosphate- adenosine
monophosphate synthase ( cGAS) and stimulator of interferon gene ( STING) were measured by Western blot; After
lentivirus infection with FLS caused the cells to overexpress cGAS，the cells were divided into Control group ( blank
control) ，cGAS group ( cGAS overexpression) ，Ｒes + cGAS group ( Ｒes 160 μmol /L + cGAS overexpression) and
Ｒes group ( Ｒes 160 μmol /L) ． The expression level of STING protein in cells of each group was determined by
Western blot，the viability of FLS cells in each group was detected by CCK-8，and the contents of inflammatory fac-
tor IL-6 and TNF-α in the supernatant of cells of each group were detected by ELISA method． Ｒesults The results
of CCK-8 experiment showed that under 40，80，160 μmol /L Ｒes treatment，FLS viability decreased significantly
after 24 h compared with blank control group ( P ＜ 0. 01 ) ． ELISA results showed that the contents of IL-6 and
TNF-α in cell supernatant were also significantly decreased after treatment with Ｒes of 40，80 and 160 μmol /L ( P
＜ 0. 01) ． Meanwhile，Western blot results showed that Ｒes could significantly decrease the protein expression lev-
els of STING and cGAS in FLS cells after treatment of 40，80 and 160 μmol /L ( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01) ． Compared
with the Control group，the expression level of STING protein in FLS increased after overexpression of cGAS ( P ＜
0. 05) ; compared with the Ｒes group，the content of inflammatory factors in the supernatant of FLS and the expres-
sion level of STING protein in FLS significantly increased after overexpression of cGAS ( P ＜ 0. 01，P ＜ 0. 05 ) ．
Conclusion The appropriate concentration of Ｒes can inhibit the release of inflammatory cytokines in FLS cells，
which may be related to the blocking of cGAS-STING signaling pathway．
Key words rheumatoid arthritis; fibroblast-like synoviocytes; resveratrol; cGAS-STING signaling pathway; inter-
leukin-6; tumor necrosis factor-α
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