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鲢鱼皮、鱼鳞胶原的制备及理化特性的研究 
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摘要：从鲢鱼皮、鱼鳞中分别提取并纯化酸溶性和酶溶性胶原，得到四种不同的胶原，并分析四种胶原在分子组成、空间结构、

热稳定性等方面的异同，为基于淡水鱼来源的胶原材料的构建提供理论依据。研究发现，四种胶原的紫外图谱、红外图谱和圆二色谱

图相似，即空间结构类似，均具有天然的三股螺旋的空间构象，符合典型的Ⅰ型胶原的特点；四种胶原的氨基酸组成和比例接近；酸

溶性胶原（ASC）的分子结构中二聚体 β链含量多，且 α1链和 α3 链的分子量相同，酶溶性胶原（PSC）的分子结构中二聚体 β链含

量少，三条 α链区分明显，且鱼皮 PSC和鱼鳞 PSC 的 α链分子量分布不同；ASC溶液的粘度大于 PSC，鱼皮ASC 溶液的粘度大于

鱼鳞ASC；四种鲢鱼胶原的热变性温度不同，即用不同方法从不同部位提取的胶原热稳定性有差异。 
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Abstract: The acid-soluble collagen (ASC) and pepsin-soluble collagen (PSC) were extracted from the skin or scale of 

Hypophthalmichthys molitrix, and four different collagen samples were obtained. The molecular structure and thermostability of the four 

collagen samples were compared, and this study provides a theoretical basis for the preparation of collagen materials from fresh fish. The study 

shows that the four collagen samples showed similar ultraviolet absorption spectra, FT-IR spectra, and circular dichroism spectra. Their spatial 

structures were similar, and they showed a natural triple helical conformation, matching the typical characteristics of type I collagen. The amino 

acid composition and proportion of the four collagen samples are quite similar. In the molecular structure of ASC, the content of dimeric 

(β-chains) subunits was relatively high, and the molecular weights of the α1 and α2 chains were the same. In the molecular structure of PSC, the 

content of dimeric (β-chains) subunits was relatively low. Significant differences were observed in three of the α chains, and α chain distributions 

in the collagen samples from PSC skin and PSC scale were different. The viscosity of ASC collagen solutions was greater than that of PSC 

collagen solutions, and the viscosity of the ASC skin collagen solution was greater than that of the ASC scale collagen solution. Finally, the 

thermal denaturation temperatures of the four H. molitrix collagens were different; that is, differences were present in the thermal stability of the 

collagen samples extracted from different parts by different methods. 
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胶原（Collagen）广泛存在于动物的皮、骨、软

骨、牙齿、肌腱、韧带和血管中，是结缔组织极为重

要的结构蛋白质，起着支撑器官、保护机体的功能。

胶原是细胞外基质的主要组成成分，是动物体内含量

最多、分布最广的蛋白质[1~2]。 

随着经济的发展、科学的进步，胶原作为一种天 
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然的生物活性高分子材料，拥有合成高分子材料无法

比拟的低抗原性、良好的生物相容性和生物降解性，

在医药、生物材料、食品、化妆品、饲料等方面越来

越受到人们的重视。以往，胶原大部分是从牛、猪、

羊等陆地动物组织中获得的，近年来由于人畜共患病

的增加和哺乳动物疫病的爆发，使其安全性受到了质 

疑[3~4]。 

鲢鱼（Hypophthalmichthys molitrix），又叫白鲢、

水鲢等，是著名的四大家鱼之一，在我国分布范围广

泛，喜高温，适宜的水温为 23~32 ℃。鲢鱼加工会产

http://baike.baidu.com/view/207837.htm
http://baike.baidu.com/view/91889.htm
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生大量的“下脚料”，其中鱼皮占鱼体总重的 4%左右，

鱼鳞占鱼体总重的 2.2%左右，且鱼皮、鱼鳞中含有丰

富的胶原。有文献报道，用不同方法，从不同原料中

提取的胶原在空间结构、分子组成等理化特性上存在

差异。胶原的结构、分子组成决定其功能特性
[5]
，进

一步影响其应用领域。目前的研究报道缺少对鲢鱼皮、

鱼鳞胶原的理化性质的综合对比研究，对胶原材料的

构建缺乏理论基础，使得如此大量的胶原未能得到有

效利用。 

为此，以鲢鱼皮、鱼鳞为原料，用酸法和酶法提

取并纯化胶原，开展其蛋白结构、分子组成、热稳定

性方面的相关分析和比较，旨在为淡水鱼加工中废弃

物资源的开发利用和胶原在功能食品和生物材料领域

的应用提供理论基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料与试剂 

新鲜鲢鱼皮、鱼鳞收集于武汉华中农业大学农贸

市场，鱼皮用蒸馏水清洗干净后，剪成 1 cm×1 cm 的

小块，低温风干，在-20 ℃条件下冷冻保藏备用；鱼

鳞用蒸馏水清洗干净后，低温风干，在-20 ℃条件下

冷冻保藏备用。 

NaOH、NaCl、Na2CO3、乙酸等化学试剂均为国

产分析纯；胃蛋白酶（1:3000），上海源叶生物科技

有限公司；次高分子量标准蛋白质，中国科学院上海

生物化学研究所。 

1.2  仪器与设备 

HJ-3恒温磁力搅拌器：常州国华电器有限公司；

Beta2-8LD冷冻干燥机：德国Christ公司；Centrifuge 

5804（R）冷冻离心机：德国Eppendorf公司；UV-1800

紫外可见分光光度计：苏州岛津公司；NEXUS470傅

里叶红外光谱分析仪：美国Nicolet公司；L-8800全自

动氨基酸分析仪：日本日立公司；J-1500圆二色谱仪：

日本JASCO公司；DV-Ⅱ+粘度计：美国Brookfield公

司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  胶原的制备 

以下所有操作均在低于 15 ℃下进行。 

鱼皮胶原的提取参考文献中的方法[6]，并加以修

改：将解冻的鱼皮，在料液比为1:30的0.1 mol/L的

NaOH溶液中浸泡12 h以除去杂蛋白，然后在料液比

1:30的10%异丙醇溶液中浸泡，每6 h换液一次，共浸

泡12 h，以除去酯类成分； 

鱼鳞胶原的提取参考文献中的方法[7~8]，并加以修

改：将鱼鳞依次在料液比为1:30的0.5 mol/L的NaCO3

溶液中浸泡 12 h 以除去杂蛋白，然后在0.3 mol/L的

EDTA溶液中浸泡，每6 h 换液一次，共浸泡 12 h，

以脱钙。 

将预处理后的鱼皮、鱼鳞用料液比为 1:30 的 0.5 

mol/L 的乙酸溶液搅拌提取，重复 2 次，每次 24 h，

合并上清液即得到酸溶性胶原（ASC）粗提液；将提

取后的残渣用含有 2%酶活力（3000 U/mg 胃蛋白酶）

的 0.5 mol/L乙酸溶液搅拌提取，重复 2 次，每次 24 h，

合并上清液即得到酶溶性胶原（PSC）粗提液。分别

向胶原粗提液中添加 NaCl至浓度为 0.9 mol/L，静置

盐析 24 h 后过滤，取沉淀用 0.5 mol/L的乙酸溶液复

溶，重复盐析溶解 1次，依次对 0.1 mol/L的乙酸溶液

和蒸馏水各透析 2 d，最后冷冻干燥得到的四种胶原，

分别为鱼鳞 ASC、鱼鳞 PSC、鱼皮 ASC、鱼皮PSC。 

1.3.2  紫外光谱分析 

将四种胶原分别用 0.5 mol/L 乙酸配成 1 mg/mL

的胶原溶液，用紫外-可见分光扫描仪高速测定 200 

nm~400 nm 的吸收光谱。 

1.3.3  氨基酸组成分析 

称取20 mg胶原样品于1 mL 6mol/L盐酸溶液中，

110 ℃下密封水解 22~24 h。水解后过滤，取 0.1 mL

于样品稀释液 1 mL，上样量为 20 µL，用氨基酸自动

分析仪进行测定。 

1.3.4  SDS-PAGE 分析[9] 

取5 mg样品于5 mL 0.1 mol/L的乙酸溶液中溶胀

分散，将 1 mL胶原溶液与1 mL样品缓冲液混合后，

沸水浴 2 min，每孔取 7 µL点样，高分子量标准蛋白

上样量为 5 µL。电泳分离采用 7.5%分离胶和5%浓缩

胶体系，染色液为 0.25%考马斯亮蓝 R-250，脱色后

分析各条带的分子质量。 

1.3.5  红外光谱分析 

取 150 mg 溴化钾和2 mg 胶原样品置于研钵中，

研磨均匀，压片，置于傅立叶红外光谱仪样品室内，

扫描范围 400 cm
-1
~4000 cm

-1。 

1.3.6  圆二色谱分析[10] 

1.3.6.1  光谱扫描曲线 

用 4 ℃预冷的0.01 M乙酸配制0.2 mg/mL的胶原

样品，扫描波长是 190 nm~240 nm，分别在 15 ℃、

20 ℃、25 ℃、30 ℃、35 ℃、40 ℃下，每个温度保持

10 min，扫描时温度为 15 ℃，空白参比是 0.01 M乙

酸，比色皿是 1 mm 石英比色皿，数据累积 3次。 

1.3.6.2  变性温度曲线 
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取 4 ℃下溶解的不同胶原样品，以 1 ℃/min 的速

度，从25 ℃加热到 45 ℃，波长 221 nm，圆二色谱仪

记录椭圆率随温度的变化。 

1.3.7  粘度分析 

用 0.05 M的乙酸配置成 6 mg/mL的胶原样品，

在不同温度下保持 10 min，用布氏粘度计测定不同胶

原在 15 ℃时粘度的差别，并测定粘度随温度由 15 ℃

加热至 42 ℃变化的曲线。 

1.3.8  数据统计分析 

实验数据表示为 x s ，用 Microsoft Excel 2013、

Origin8.0 等软件进行图表的绘制和相关数据的处理。 

2  结果与讨论 

2.1  四种胶原的感观性状 

对已冷冻干燥的四种胶原进行气味、色泽和组织

形态等方面的感官性状分析，结果见表 1。 

表 1 鲢鱼皮、鱼鳞胶原感官性状比较 

Table 1 Comparison of the sensory properties of the ASCs and 

PSCs after freeze-drying 

胶原种类 气味 色泽 组织形态 

鱼鳞ASC 轻微刺鼻腥味 乳白色 疏松,薄褶,有光泽 

鱼皮ASC 轻微刺鼻腥味 淡黄色 松脆,分层,有光泽 

鱼鳞 PSC 淡刺鼻腥味 乳白色 绵软,蓬松,分层 

鱼皮 PSC 淡刺鼻腥味 乳黄色 绵软,松散,表面平整 

2.2  四种胶原紫外吸收光谱分析 

 
图 1 鲢鱼皮、鱼鳞胶原紫外吸收图谱 

Fig.1 Ultraviolet absorption spectra of Hypophthalmichthys 

molitrix skin collagen and Hypophthalmichthys molitrix scale 

collagen 

四种胶原的紫外吸收图谱如图 1 所示，在 220 

nm-250 nm范围内有吸收峰，说明含有共轭不饱和双

键结构的物质。由于胶原含有较低的酪氨酸和苯丙氨

酸，所以在 260 nm-280 nm 范围内没有或有微弱的吸

收峰。由图可知，四种胶原均在 232 nm 处有明显的

吸收峰，主要是由肽键 C=O 的n→π*跃迁所贡献，符

合 I 型胶原的紫外吸收特性，并与文献报道的哺乳动

物或水产动物胶原的一致
[11]
。 

2.3  四种胶原氨基酸组成分析 

氨基酸组成是表征胶原分子结构的重要手段，不

同来源胶原的氨基酸组成有很大的区别。四种胶原的

氨基酸组成分析如表所示，由于胶原分子中三股螺旋

结构由周期性的甘氨酸-X-Y序列组成，则氨基酸组成

中甘氨酸含量最高，约占氨基酸总量的30%
[12]，对于

不同提取方法的胶原分子，甘氨酸含量有区别，是因

为提取过程是否保留了胶原分子的端肽；半胱氨酸

（0.3%左右）、酪氨酸（0.6%左右）、组氨酸（0.6%左

右）含量很低，同其他胶原一致
[13]

。 

表 2鲢鱼皮、鱼鳞胶原氨基酸组成分析 

Table 2 Compositions of amino acid Hypophthalmichthys 

molitrix skin collagen and Hypophthalmichthys molitrix scale 

氨基酸 

种类 

ASC  PSC 

鱼鳞 鱼皮 鱼鳞 鱼皮 

天冬氨酸 4.76 5.05  4.90 5.00 

苏氨酸 2.52 2.48  2.55 2.55 

丝氨酸 4.39 4.33  4.03 4.20 

谷氨酸 8.04 7.93  7.57 7.50 

甘氨酸 30.34 31.04  31.38 32.29 

丙氨酸 11.03 11.13  10.87 10.64 

半胱氨酸 0.45 0.24  0.34 0.19 

缬氨酸 1.95 1.77  1.94 1.66 

甲硫氨酸 1.84 1.68  1.69 1.69 

异亮氨酸 1.36 1.24  1.41 1.20 

亮氨酸 2.59 2.50  2.61 2.45 

酪氨酸 0.75 0.64  0.68 0.53 

苯丙氨酸 1.91 1.98  1.91 1.89 

赖氨酸 2.96 2.90  2.78 2.63 

组氨酸 0.76 0.50  0.70 0.50 

精氨酸 5.56 5.47  5.25 5.14 

羟脯氨酸 8.13 8.41  8.84 8.72 

脯氨酸 10.65 10.71  10.53 11.22 

亚氨基酸 18.78 19.12  19.38 19.94 

注：%为氨酸残基数占100个总氨基酸残基数的比；亚氨

基酸残基数=脯氨酸残基数+羟脯氨酸残基数。 

亚氨基酸（脯氨酸和羟脯氨酸）是胶原的特征性

氨基酸[14]。亚氨基酸影响胶原分子间的氢键，对于胶

原分子的稳定性有重要作用，这是因为脯氨酸和羟脯

氨酸的吡咯环限制了多肽链二级结构的变化[15]。鲢鱼

鳞、鱼皮胶原的羟脯氨酸含量在85‰左右，亚氨基酸
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含量在190‰左右，两者均大于深海鳕鱼胶原和其他淡

水鱼胶原中的含量，低于陆地哺乳动物胶原中的含量，

如表3所示，鲢鱼鳞、鱼皮胶原的热稳定性强于深海鱼

胶原和其他淡水鱼胶原，低于陆地哺乳动物胶原。胶

原中氨基酸的含量和热稳定性与动物生活环境尤其是

栖息地温度相关[16]。 

表 3 不同种 I型胶原羟脯氨酸含量、亚氨基酸含量与变性温度 

Table 3 Hydroxyproline composition, amino acid composition 

(residues/1000), and denaturation temperatures of different 

type I collagen samples 

 
羟脯氨酸 

含量/‰ 

亚氨基酸 

含量/‰ 

变性温 

度/℃ 

鲢鱼鳞 ASC 81 188 31 

鲢鱼皮 ASC 84 191 32 

鲢鱼鳞 PSC 88 194 31 

鲢鱼皮 PSC 87 199 31 

鲤鱼皮胶原 76 190 28 

草鱼皮胶原 65 186 27 

鳕鱼皮胶原 51 154 15 

牛皮胶原 94 215 41 

猪皮胶原 97 220 41 

2.4  四种胶原 SDS-PAGE 分析 

 

图 2鲢鱼皮、鱼鳞胶原 SDS-PAGE电泳图谱 

Fig.2 SDS-PAGE pattern of Hypophthalmichthys molitrix skin 

collagen and Hypophthalmichthys molitrix scale collagen 

2.5  四种胶原傅立叶变换红外光谱分析 

天然胶原的分子质量约为300 ku，α链的分子质量

约为100 ku，二聚体β链的分子质量约为200 ku。由图2

可知，四种胶原均含有单链α链和二聚体β链，且其α

链分子质量在100~120 ku范围内，β链分子质量在200 

ku以上。酸溶性胶原的二聚体含量明显高于酶溶性胶

原,说明酸溶性胶原分子中有更多的分子内和分子间

的交联[17]；酸溶性胶原的α1和α3链分子质量很接近，

条带出现重叠；酶溶性胶原的三条α链可明显区分，鱼

皮PSC的α1和α3链分子质量更为接近。由以上结果得知

四种胶原均属于Ⅰ型胶原[6]，鱼皮和鱼鳞胶原的分子

组成存在差异；图谱中无其他杂带，说明提取的胶原

纯度高。 

 
图 3 鲢鱼皮、鱼鳞胶原红外光谱 

Fig.3 Infrared spectra of Hypophthalmichthys molitrix skin 

collagen and Hypophthalmichthys molitrix scale collagen 

红外光谱图中每一个吸收峰与分子中的官能团

或原子的振动情况相对应。四种胶原的红外光谱如图

3 所示，各红外吸收峰的振动归属[18]如表 4 所示，均

出现了酰胺 A、酰胺 B、酰胺 I、酰胺 II、酰胺 III 的

吸收峰，与 I 型胶原的红外图谱一致。酰胺 A的吸收

峰一般在 3400~3440 cm
-1处，当存在与氢键形成缔合

的 N-H肽段，吸收峰向低波数移动，图谱中四种胶原

的酰胺 A 的吸收峰在 3350 cm
-1左右，说明四种胶原

中均存在氢键[19]。1650 cm
-1 左右是酰胺 I 的吸收峰，

酰胺 I 带与蛋白肽骨架的有序程度相关，鱼鳞、鱼皮

的酸溶性和酶溶性胶原的酰胺 I 带的吸收峰均是1653 

cm
-1；胶原的三股螺旋结构由 1240 cm

-1左右的酰胺 III

吸收峰和 1454 cm
-1左右的吸收峰确定[18]；酰胺 I和酰

胺 III 是蛋白质二级结构的敏感区域，说明四种胶原均

存在 β 折叠，α 螺旋保持完整，并保持着天然的三股

螺旋空间结构，与文献报道基本一致。 

2.6  四种胶原圆二色谱分析 

2.6.1  四种胶原不同温度下光谱扫描 

胶原有光学活性，具有类似聚脯氨酸-Ⅱ型的螺旋

结构。胶原的圆二色谱图中正吸收峰和负吸收峰比值

的绝对值 Rpn 在 0.12~0.15 范围内则说明胶原保持了

天然的三股螺旋结构
[20]

。 

如图 5 所示，四种胶原在未变性的条件下在 197.5 

nm 左右有一个强的负吸收峰，在 221 nm 处有一个弱

的正吸收峰，符合聚脯氨酸-Ⅱ型螺旋结构的圆二色谱

特征 [21]，且四种胶原的 Rpn 值如表 3 所示，均在

0.12~0.15范围内，表明四种胶原在15 ℃下保持天然

的三股螺旋结构。但随着温度的上升，在 197.5 nm 处
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的负吸收峰提升，在 221 nm 处的正吸收峰变平甚至

变为负值，说明在 30 ℃左右四种胶原开始变性，直至

天然三股螺旋结构完全消失。 

 

表 4鲢鱼皮、鱼鳞胶原红外光谱峰位置和振动归属 

Table 4 FT-IR peak positions and assignment of Hypophthalmichthys molitrix skin collagen and Hypophthalmichthys molitrix scale 

collagen 

 
ASC  PSC 

振动归属 
鱼鳞 鱼皮 鱼鳞 鱼皮 

酰胺A 3396 3338  3403 3346 成氢键的N-H 伸缩振动 

酰胺 B 2927 2933  2927 2931 C-H 不对称伸缩振动 

酰胺 I 1653 1653  1653 1653 COO-中的 C=O 伸缩振动 

酰胺 II 1540 1558  1558 1558 N-H 弯曲振动 C-N 伸缩振动 

- 1456 1454  1456 1456 CH2弯曲振动 

- 1400 1400  1400 1400 COO-对称伸缩振动 

- 1338 1338  1338 1338 CH2摇摆振动 

酰胺 III 1238 1238  1240 1238 N-H 弯曲振动 C-N 伸缩振动 

- 1081 1080  1032 1032 C-O 伸缩振动 

- 588 611  617 621 骨架伸缩振动 

注：-为没有通用名称的峰。 

  

  

图 4鲢鱼皮、鱼鳞胶原不同温度下圆二色谱扫描图谱 

Fig.4 CD spectra of Hypophthalmichthys molitrix skin collagen 

and Hypophthalmichthys molitrix scale collagen at different 

temperatures 

表 5四种胶原在 15 ℃下的 Rpn值 

Table 5 Rpn value of four collagen samples at 15 ℃ 

 鱼鳞ASC 鱼皮ASC 鱼鳞 PSC 鱼皮 PSC 

Rpn 值 
0.1271 
±0.002 

0.1222 
±0.001 

0.1286 
±0.001 

0.1265 
±0.001 

2.6.2  四种胶原变性温度曲线分析  

文献报道，随着温度的上升，胶原的天然三螺旋

结构逐渐解体，在221 nm处椭圆率值逐渐降低[10]。因

此，由胶原在221 nm处椭圆率的变化可以得知胶原的

变性温度。如图5所示，鱼鳞ASC的变性温度低于鱼皮

ASC的变性温度，两种胶原的差异明显。 

如图 6 所示，鱼鳞 PSC 的变性温度与鱼皮 PSC

的变性温度接近，鱼鳞 PSC 在 221 nm下的椭圆率的

变化比鱼皮PSC 的变化慢。 

 
图 5 鲢鱼皮、鱼鳞酸溶性胶原在 22 1nm 下椭圆率随温度变化

曲线 

Fig.5 Temperature dependence of the ellipticity at 221 nm for 

ASCs from the skin and scale of Hypophthalmichthys molitrix 

 
图 6 鲢鱼皮、鱼鳞酶溶性胶原在 221 nm 下椭圆率随温度变化

曲线 

Fig.6 Temperature dependence of the ellipticity at 221 nm for 

PSCs from the skin and scale of Hypophthalmichthys molitrix 
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2.7  四种胶原的粘度分析 

 
图 7 鲢鱼皮、鱼鳞胶原在 15℃粘度对比 

Fig.7 Comparison on the viscosities of Hypophthalmichthys 

molitrix skin collagen and Hypophthalmichthys molitrix scale 

collagen 

胶原在 15 ℃时保留着天然的结构，由图 7 可明显

看出，酸法提取的胶原粘度大于酶法提取的胶原，是

由于酸法提取的过程中保留了胶原分子两端的端肽成

分，而酶法提取可以限制性水解胶原的端肽[1]，使得

胶原分子内缠结减少，胶原溶液的粘度降低。 

 

图 8 鲢鱼皮 ASC 和鲢鱼鳞 ASC 的变性温度曲线 

Fig.8 Thermal denaturation curves of ASCs from the skin and 

scales of Hypophthalmichthys molitrix 

 
图 9 鲢鱼皮 PSC 和鲢鱼鳞 PSC 的变性温度曲线 

Fig.9 Thermal denaturation curves of PSCs from the skin and 

scale of Hypophthalmichthys molitrix 

当胶原分子吸收足够多热量后，非共价键就会遭

到破坏，三股螺旋构象解体，从三聚体变为单体或二

聚体，此时胶原溶液的粘度急剧下降。如图9，鱼鳞和

鱼皮胶原溶液随着温度的升高，粘度先缓慢地下降，

是因为随着温度的升高，胶原分子的无规则运动加剧。

之后，由于鱼鳞、鱼皮胶原变性，使胶原溶液的粘度

迅速下降，通常把一半胶原分子发生变性，溶液粘度

下降为原来的50%时，温度为胶原的变性温度[22]。鱼

鳞ASC的变性温度为31.34 ℃，明显低于鱼皮ASC的

32.28 ℃；鱼皮PSC的变性温度为30.86 ℃与鱼鳞PSC

的31.12 ℃很接近。四种胶原的变性温度趋势与圆二色

谱方法测得的相同。鱼鳞比鱼皮胶原溶液粘度下降迅

速，即鱼鳞胶原比鱼皮胶原对于温度更为敏感。说明

胶原的性质与生存环境和存在组织相关密切，鱼鳞比

鱼皮所处的环境温度低，则具有相对较低的变性温度。 

3  结论 

提取纯化后的四种胶原在感官上略有区别，均达

到了电泳纯，且四种胶原的分子组成和空间结构类似，

均符合Ⅰ型胶原的特点；鱼皮胶原的热变性温度高于

鱼鳞胶原，即鱼皮胶原的热稳定性强于鱼鳞胶原；酸

溶性胶原分子内的二聚体含量高于酶溶性胶原，即酸

溶性胶原分子的交联程度大于酶溶性胶原，则其粘度

明显高于酶溶性胶原。以上的研究结果可为水产品胶

原的进一步应用和淡水鱼的高值化利用提供参考。 
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