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!"注入选育黑曲霉益生菌及其突变菌株产酶条件的研究

程茂基1 陈丽娟1 蔡克周1 余增亮# 张束清#

（1安徽农业大学动物科技学院 合肥 #0$$03）

（# 中国科学院等离子物理研究所 合肥 #0$$01）

摘 要：以益生菌株黑曲霉 */$1为材料，经 /E多次诱变得突变益生菌株 */$0。结果表明，出发益生菌株 */$1酸
性蛋白酶、纤维素酶和果胶酶的酶活分别由原来的 ;1D3FG,、1!1D;FG,和 #3!D%FG,相继提高到 223D"FG,、2!$D!FG,和
2$3D"FG,。突变益生菌株 */$0经传 "代培养，产酶特性稳定。试验还研究了变突变益生菌株 */$0最佳产酶条件，
培养基为：每升含麸皮 1$",，玉米芯 1$",，豆粕 1$",，氯化铵 13,，HI"D$。0$J培养 !K。
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黑曲霉可分泌植酸酶、蛋白酶、纤维素酶等多种

消化酶，消耗动物肠道内氧气，能促进饲料养分消化

吸收，是经美国 8M*批准，允许直接添加到饲料中
的益生菌之一［1］。对幼龄动物特别是仔猪来说，由

于内源酶分泌不足导致其痢疾等疾病发生屡见不

鲜。一些学者试图通过在饲料中添加产酶益生菌来

弥补内源酶分泌不足等难题，但效果往往不尽人意。

其主要原因有二：一是菌种自身产酶活力差；二是菌

种在动物肠道生存能力弱［1，#］。因此，须对产酶益生

菌进行选育。

离子注入育种是我国学者首创发明的高新技

术，经过近 #$的年发展取得了一系列成就，并引起
美国、日本和澳大利亚等国家学者的密切关注，逐渐

形成了一门新兴学科—离子束生物工程学［0，!］，并在

工业微生物选育上取得了成功。如许安等（1222
年）利用离子束注入技术使维生素 N的发酵水平创
国内外新高［"］。但该技术目前尚未应用到动物益生

菌选育研究之中，为此，本试验拟利用 /E选育产多

种生物酶的益生菌株—黑曲霉，旨在进一步提高其

产酶性能，以增加其益生效果。

# 材料和方法

#$# 材料
#$#$# 菌株：黑曲霉（!"#$%&’(()" *’&$%）*/$1，由本试
验室选育并保存。

#$#$% 培养基［3］：斜面培养基即土豆培养基（麸皮
汁：麸皮：水 O 1：1$，煮沸 0$=>A，用四层纱布过滤得
滤液）；平皿初筛培养基（硫酸铵 $D",，干酪素 1,，琼
脂 #,，麸皮汁 1$$=P）；基础培养基即筛选培养基（麸
皮 2$2,，豆粕 #;0,，水 1$$$=P，自然 HI）。上述培养
基用前均须在 1#1J下灭菌 #$=>A。
#$#$& 主要试剂和仪器：福林酚、P7酪氨酸、羧甲基
纤维素钠、!7半乳糖醛酸购自 Q>,=9公司；乳酸、乳酸
钠、0，"7二硝基水杨酸、柠檬酸购自上海化学试剂公
司；醋酸、醋酸钠、磷酸氢二钠购自广东省汕头西陇

化工厂。;##- 可见分光光度计为上海精密科学仪
器有限责任公司生产；低能离子注入仪生产商为中

国科学院等离子体物理研究所。

#$% 菌株的分离纯化
采用常规的稀释分离法［3］。

#$& 菌株的诱变处理
#$&$# 单孢子悬液的制备：取新鲜活化斜面，加入
1$=P无菌水，用接种环小心刮下孢子，经滤纸过滤，
滤得菌液倒入预先灭菌的带玻璃珠的装有 0$=P无
菌水的三角瓶中，于摇床上震荡约 3$=>A至镜检为
分散单孢子，即得到单孢子悬液。用血球计数板计

数，调整孢子浓度至 1$;个G=P。
#$&$% 离子注入：将制备好的黑曲霉单孢子悬液
$D1=P均匀涂布在直径为 2$==的无菌空白平皿中
央，置于超净台下由无菌风吹干备用。离子注入前



须用紫外线对离子注入仪小靶室持续消毒 !"#$%，
再将平皿置于小靶室内，注入物质 &’ 离子需加速

到 ( ) *"+,-，再对平皿中黑曲霉孢子进行 &’ 注入

（注入脉冲率为 ./! 0 ."1 &’ 23#*·4，注入量为 */5 )
(5/6 0 .".( &’ 23#*·4）。试验组采用间歇式脉冲注
入，注入 (4后间隔 ((4，再进行下一次注入；对照组
置于小靶室真空中，不经离子注入。

!"# 菌株的筛选
离子注入后，用 .#7无菌水洗下单孢子，适当

稀释后，吸取 "/.#7涂含有初筛培养基的平皿。恒
温 !"8，倒置培养 9*:后，测菌落和透明圈直径，得
;值（菌落直径与透明圈直径的比值），挑选 ;值大的
单菌落接种发酵培养基。

!"$ 酶活力测定
!"$"! 粗酶液的制备：将菌种接种于准备好的发酵
培养基上，!"8恒温培养 65:后，在 (""#7三角瓶中
直接加入培养基总量 ." 倍的双蒸水（<= > (/"），
1"8水浴震荡抽提 .:，单层滤纸过滤得粗酶液，测
定时取相应的酶液稀释适当的倍数。以每克鲜曲所

含的酶活力表示酶活（?2@）。
!"$"% 酸性蛋白酶酶活测定：ABC$%法测定［9］。以酪
蛋白为底物，在 1" D "/*8，<= > !/"条件下 .#$%水
解酪素，产生 .!#BC酪氨酸所需要的酶量为一个酶
活单位。

!"$"& 纤维素酶酶活测定：E&F法测定［9］。以羧甲
基纤维素钠为底物，在 1" D "/*8，<= > 1/5条件下
.#$%水解羧甲基纤维素钠，产生 .!#BC葡萄糖所需
要的酶量为一个酶活单位。

!"$"# 果胶酶酶活测定：E&F法测定［9］。以果胶为
底物，在 1" D "/*8，<=> (/"条件下 .#$%水解果胶，
产生 .!#BC半乳糖醛酸所需要的酶量为一个酶活单位。
!"’ 黑曲霉突变菌株 ()*&产酶稳定性测定
突变菌株 G&H! 菌株经过连续 ( 次斜面转接、

活化，并接种于固体发酵培养基，发酵培养。每支斜

面 !个重复，所得结果取平均值。
!"+ 黑曲霉突变菌株 ()*&固体发酵条件的优化
试验以基础发酵培养为基础进行单因素 (水平

研究，每个条件重复 !次，在 *("#7的三角烧瓶中，
分别研究氮源、碳源、含水量、<=、培养时间、温度对
黑曲霉产酶性能的影响。

% 结果和分析

%"! ),注入对黑曲霉产酶性能的影响

图 .结果显示，出发菌 G&H.和突变菌 G&H!同

在最佳培养基发酵产酶条件下，G&H. 的酸性蛋白
酶、纤维素酶和果胶酶的酶活分别为 9./5?2@、
.1./9?2@和 *51/I?2@；G&H!的酸性蛋白酶、纤维素
酶和果胶酶的酶活分别为 665/(?2@、61"/1?2@ 和
6"5/(?2@。经过 &’ 反复诱变，G&H. 的酸性蛋白酶
酶活提高了 .*/6 倍，纤维素酶酶活提高了 (/5 倍，
果胶酶酶活提高了 */1倍。

图 ! ),注入对黑曲霉产酶性能的影响

A$@J. K:, ,LL,3M4 BL &’ $#<CN%MNM$B% B% !"#$%&’(()" *’&$% ,%OP#, <;BQR3M$B%

%"% 黑曲霉突变菌株 ()*&产酶的稳定性
由表 .结果可以看出，在最佳产酶条件下进行

培养，酸性蛋白酶任意二代之间产酶量的最大差值

为 1(?2@，纤维素酶为 *6?2@，果胶酶为 *(?2@，!种酶
的每代产酶量差异分别小于 ("?2@，表明 G&H!菌株
的产酶性能较稳定。

表 ! 黑曲霉突变菌株 ()*&产酶性能稳定性研究
KNSC, . FMNS$C$MP BL ,%OP#, <;BQR3M$B% $% 4M;N$% G&H! BL !"#$%&’(()" *’&$%

K$#,4 BL
@,%,;NM$B%

T%OP#, N3M$U$MP2（?2@）
V,3M$%N4, W,CCRCN4, G3$Q <;BM,N4,

H;$@$%NC 4M;N$% 9./5 D !/" .1./9 D */6 *51/I D .!/(
. 6"(/. D 5/5 61"/6 D (/5 6(!/. D 5/I
* I6!/( D (/5 6(I/! D 1/9 695/1 D (/*
! 6../! D 9/! 6!*/5 D I/5 699/1 D 9/*
1 6.I/" D 9/( 619/! D I/. 66"/I D I/1
( 6"./I D 5/6 6*6/9 D 5/9 66I/! D (/I

%"& 培养基的优化
%"&"! 不同碳源对黑曲霉突变菌株产酶性能的影
响：在其它培养条件皆相同情况下，以玉米芯为碳源

时突变菌株的蛋白酶、纤维素酶和果胶酶活性均最

高，葡萄糖、蔗糖次之，稻草和麦秸效果最差（表 *）。
%"&"% 玉米芯不同添加量对黑曲霉突变菌株产酶
性能的影响：突变菌株分泌的生物酶种类不同，其对

碳源玉米芯的需求量也有别（表 !）。玉米芯添加量
为 1/(@时，酸性蛋白酶酶活最高，而玉米芯添加量
在 1/( ) (/(@之间时，纤维素酶活随着玉米芯添加
量的增大而增加。果胶酶酶活在玉米芯添加量

(/"@时最大。综合评判，玉米芯最佳添加量应该为
(/"@。
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表 ! 不同碳源对黑曲霉突变菌株产酶性能的影响
!"#$% & !’% %((%)* +( )",#+- .+/,)% +- %-012% 3,+4/)*5+- 5- !"#$%&’(()"
*’&$% 2/*"*56% .*,"5-

7",#+-
.+/,)%

8-012% ")*565*19（:9;）
<)54 3,+*%".% 7%$$/$".% =%)*5-".%

>*,"? @ABC D &B@ ECBF D CBG HIB@ D CBJ
K’%"* .*,"? FIJBC D CBG CH@BG D CBI FA@BG D FBG
L$/)+.% @HEBFBH D FB@ EAHBI D IBE @EABG D GBH
>/),+.% GI@BC D CBI HA@BI D CBJ @EHBH D CBG

7+,- .*,"? EI&BG D IBF EF@BE D GBH EJIB& D IBE

表 " 玉米芯不同添加量对黑曲霉突变菌株产酶性能的影响
!"#$% C !’% %((%)* +( ?’%"* #,"- +- %-012% 3,+4/)*5+- 5- !"#$%&’(()" *’&$%
2/*"*56% .*,"5-

7+,- .*,"?9; 8-012% ")*565*19（:9;）
<)54 3,+*%".% 7%$$/$".% =%)*5-".%

CBA HFJBGB D IBA @JGBF D CB@ H@IBG D FBG
FBI @HEBI D FBG @IGBI D IBJ @AGBH D FBJ
IBA @IJBF D CBE @@&BE D IBJ @I&BG D FBG
IBI @AEBH D IBF EJABJ D GBI HEGBI D CBE
GBA GHEBF D CB@ @I&BC D &BE H&CB@ D FBA

!#"#" 豆粕不同添加量对黑曲霉突变菌株产酶性
能的影响：突变菌株分泌的生物酶种类不同，其对氮

源豆粕的需求量也不一（表 F）。培养基中豆粕添加
量越大，酸性蛋白酶的酶活越高，添加量达到 IBI;
时酸性蛋白酶最高，达到 GBA;时，蛋白酶活又开始
下降。突变菌株分泌纤维素酶和果胶酶时，似乎对

氮源的需求量不多。培养基中豆粕添加量达到

FBI;时，纤维素酶酶活达到最高水平；培养基中豆
粕添加量达到 IBA;时，果胶酶酶活达到最高水平。

表 $ 豆粕不同添加量对黑曲霉突变菌株产酶性能的影响
!"#$% F !’% %((%)* +( #%"- )"M% +- %-012% 3,+4/)*5+- 5- !"#$%&’(()" *’&$%
2/*"*56% .*,"5-

N%"- )"M%9; 8-012% ")*565*19（:9;）
<)54 3,+*%".% 7%$$/$".% =%)*5-".%

CBA GE@BCB D FBE HEHBF D FBJ GC@BF D FBA
FBI @ACBF D IBJ EJCBI D IBC @IIBF D FBG
IBA EHFBG D HBI @GGBH D FBE EAGBC D IBC
IBI EFCB@ D GBF HJGB@ D FBJ H@EBC D CBJ
GBA GHFBI D IBJ F&JBF D CBH IAJBG D CBF

!#"#$ 不同的无机氮源对黑曲霉突变菌株产酶性
能的影响：在其它培养条件皆相同情况下，以氯化铵

为氮源时突变菌株的蛋白酶、纤维素酶和果胶酶活

性均最高，硫酸铵和尿素次之，硝酸铵和硝酸钠不但

没有促进作用反而有抑制作用（表 I）。

表 % 不同的无机氮源对黑曲霉突变菌株产酶性能的影响
!"#$% I !’% %((%)* +( -5*,+;%- .+/,)%. +- %-012% 3,+4/)*5+- 5- !"#$%&’(()"
*’&$% 2/*"*56% .*,"5-

O5*,+;%-
.+/,)%.

8-012% ")*565*19（:9;）
<)54 3,+*%".% 7%$$/$".% =%)*5-".%

（OPF）&>QF @FIBAB D FBJ @JGBF D CB@ H@IBG D FBG
OPF7$ EHIBC D CBH EA&BH D FBF @HFBE D FBA
OPFOQC CIHBG D &BE CC@BE D IBF CAGBJ D CBH
O"OQC &IGBH D CBI &HFBJ D CBG &JEB@ D &B&
（OP&）&7Q &AHBI D &BH J@@B& D &BE JHFBI D &BG

!#"#% 氯化铵不同添加量对黑曲霉突变菌株产酶
性能的影响：培养基的氯化铵含量为 JBGR时，突变
菌株的蛋白酶、纤维素酶和果胶酶活性均最高，低于

或高于 JBGR酶活量均出现不同程度的下降现象
（表 G）。

表 & 氯化铵不同添加量对黑曲霉突变菌株产酶性能的影响
!"#$% G !’% %((%)* +( )/$*/,% 2%45/2’. OPF 7$ +- %-012% 3,+4/)*5+- 5-

!"#$%&’(()" *’&$% 2/*"*56% .*,"5-

OPF7$9R
8-012% ")*565*19（:9;）

<)54 3,+*%".% 7%$$/$".% =%)*5-".%
JBA H@IBG D CBJ FGHB@ D FB@ FAIBG D FB&
JBF EAHB@ D CBI H@IBE D IBF G@FBG D IBA
JBG JJJABG D IBC EHCBF D HBG EFGBI D FBE
JBE @JGBI D FBE HE&B& D GBJ HCFBE D FBC
&BJ GHJBI D FBH IAHBG D CBI F@EBG D CBI

!#"#& 培养基含水量对黑曲霉突变菌株产酶性能
的影响：培养基的含水量小于 FHBFR时，突变菌株
的产酶量随着含水量的升高而增加；培养基的含水

量大于 FHBFR时，突变菌株的产酶量随着含水量的
升高而下降。因此培养基最佳含水量为 FHBFR左
右（表 H）。

表 ’ 培养基含水量对黑曲霉突变菌株产酶性能的影响
!"#$% H !’% %((%)* +( )/$*/,% 2%45/2S. ?"*%, +- %-012% 3,+4/)*5+- 5-

!"#$%&’(()" *’&$% 2/*"*56% .*,"5-

K"*%,9R
8-012% ")*565*19（:9;）

<)54 3,+*%".% 7%$$/$".% =%)*5-".%
&@BG FAIBJ D CB& C@HBI D &BJ CJ@BI D CBF
CHBI @ACBG D FBJ HCEBG D CB& GIFBC D FBE
FHBF EEFBC D HBG EC&BI D @BE @EJBH D IBG
I&BF HAIBF D IB& HEIB& D IBE HCFBE D FBC
IGBI &ACBI D FBE CJABH D FBJ &@EBG D CBI

!#$ 发酵条件优化研究
!#$#( 培养温度对黑曲霉突变菌株产酶性能的影
响：突变菌株在 CAT下培养可获得较高产酶量，在
低于或高于 CAT菌株产酶量均显著下降。因此，菌
株最适发酵温度为 CAT（图 &U<）。
!#$#! 培养时间对黑曲霉突变菌株产酶性能的影
响：C种酶活在 C&’到 F@’均有所上升，但上升缓慢，
从 F@’到 EG’酶活力急剧上升，纤维素酶在 @A’ 已
基本稳定，而其他二种酶 EG’才达到最大值，但 C种
酶基本在同一时间段达到最大酶活量，然后开始下

降，因此，培养时间以 EG’左右为宜（图 &UN）。
!#$#" 培养基起始 3P值对黑曲霉突变菌株产酶性
能的影响：纤维素酶和酸性蛋白酶在 3P值均达到
FBI V IBA之间时酶产量最高，而和果胶酶基本在 3P
值达到 IBI时酶产量最高，考虑本实验的目标产物
为复合酶，因此选定培养基的最佳起始 3P值应为

GCI 微生物学报 !+,- .’+%/0’/(/&’+- 1’*’+- &AAI，W+$XFI O+XF



!"#（图 $%&）。
综上所述，本试验黑曲霉最佳产酶条件为：麸皮

’#!(，玉米芯 ’#!(，豆粕 ’#!(，氯化铵 ’)(，水
’###*+，,-!"#，.#/培养 01。

图 ! （"）培养温度对黑曲霉突变菌株产酶性能的影响；（#）培养时间对黑曲霉突变菌株菌株产酶性能的影响；
（$）培养基起始 %&值对黑曲霉突变菌株产酶性能的影响
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’ 讨论
注入离子与生物体相互作用是一个复杂的过

程。从离子注入那一刻起到终点生物学效应，时间

跨越 ’#’G %’#H秒，经历物理、化学和生物学阶段，注入
离子通过动量传递、质量沉积、动能沉积和电荷交换

效应联合作用而对遗传物质产生直接或间接的损

伤，同时生物体内各种修复机制被激活，对损伤进行

修复，在修复过程中可能出错或者损伤超过了生物

体的修复能力，就会引起突变和致死，而部分突变还

有可能被稳定遗传下来［I］。离子注入生物体后，由

于电、能、质的综合作用，引起细胞壁发生溅射、刻蚀

和细胞膜重新修饰，细胞内发生的能量传递、质量沉

积、动量交换和电荷交换效应，引发一系列电离事

件，形成大量的长寿命自由基，造成 JK5链断裂和
细胞膜过氧化反应，致使细胞内染色 JK5键出现断
裂、畸变，诱导和激发细胞对 JK5进行修复、重接，
最终诱使生物体发生突变［.，0］。蔡克周等（$##!年）
研究首次证实了发现离子注入可以引起微生物

JK5碱基发生突变，在被测的序列中，碱基突变率
为 ’"#HL，其中碱基置换占 IG"!L，缺失为 ’$"!L，
而碱基置换中，碱基转换占 G$"!L，碱基颠换为
$!L。同时，提取出发菌 5KM’、诱变菌 5KM. 及其
传代菌 JK5进行 N5OJ标记时还发现，出发菌株可
以扩增出 !条带，分子量大小不一，用 P5NQ标记显
示，从大到小，依次为：$###R,，’.##R,，’$!#R,，’###
R,和 G.# R,。而诱变菌株 5KM.及其 !次传代菌明
显缺失 $###R,这条带，结果证实氮离子注入能够引
起黑曲霉的 JK5结构突变，并且这种结构突变可以
被稳定遗传［附注：蔡克周（导师程茂基）4 KS 注入

选育产蛋白酶益生菌及其分子机理研究 4 $##!，安
徽农业大学硕士论文］。

离子注入育种具有损伤轻、正突变率高和选育

效果好等特点［.，)］。本试验首次利用低能离子束注

入技术来诱变选育产酶益生菌，通过将 KS 注入使

黑曲霉出发菌株的产酶性能大幅度提高。与此一

致，袁成凌等（$##.年）利用低能离子反复注入技术

选育花生四烯酸产生菌，突变高产菌花生四烯酸产

量高达 0"))(T+，与出发菌株相比，花生四烯酸产量
提高了 ’$)"$L，且继代遗传功能稳定［H］。结果表
明，低能离子束注入对黑曲霉来说确是一种比较理

想的菌种诱变技术，但对于其它益生菌的诱变效果

如何尚需探讨。

氮是微生物细胞内蛋白质代谢和酶分泌活动的

重要营养要素之一。王水顺等（$##’年）研究发现，
黑曲霉有机氮源以 ’!L豆饼为最佳，超过此量反而
对产酶不利；无机氮源以硫酸铵为最佳，对黑曲霉产

酶有明显促进作用，最佳添加量为 $"#L；而硝酸
钾、硝酸钠和碳酸氢铵等无机氮源反而有抑制作

用［’#］。与此一致，本试验也发现硝酸铵和硝酸钠对

产酶具有抑制作用，但不同的是最佳氮源是氯化铵

而不是硫酸铵。

麸皮作为碳源主要作用是为微生物活动提供能

源。王水顺等（$##’ 年）研究产复合酶黑曲霉时发
现，黑曲霉碳源以 0#L的米糠为最佳，而麸皮只要
达到 $’"0L即可基本满足曲霉菌的生长［’#］。本试
验用玉米芯部分取代麸皮作为碳源，结果发现玉米

芯有利于产酶，可能与玉米芯结构蓬松，有利于培养

基溶氧有关。

水是微生物体内和体外的溶媒，直接参与各种

代谢活动。培养基含水量过低，发酵中后期培养基

表面容易干化，可造成培养基利用率下降，发酵不彻

底；含水量过高，培养基容易结块成团，部分培养基

溶氧不足，也会导致发酵不彻底，菌丝生长缓慢从而

降低产酶量［’’］。本试验研究发现培养基最佳含水

量应该在 0G"0L。同样，王淑军等［’$］（$##’年）研究
也发现，培养基含水量在 )!L时，康氏木霉、绿色木
霉的产酶性能最好。

培养温度不仅影响微生物的生长速度，也影响

其产物酶的合成。本实验研究发现，黑曲霉菌株发

酵最适温度为 .#/。如果发酵前期温度过高，微生
物往往快速生长，出现大量菌丝，过多消耗掉发酵培

养基的养分，致使发酵中后期微生物营养供应不足，

产酶性能受到严重抑制；反之，如果发酵前期温度过

G.!$##!，U<>40! K<40 程茂基等：KS注入选育黑曲霉益生菌及其突变菌株产酶条件的研究



低，微生物生长缓慢，菌丝稀少，而使总体产酶量下

降。但李江华等（!""! 年）研究黑曲霉固态发酵生
产酸性!#甘露聚糖酶时发现，发酵最适温度为
$%&，结果差异可能提示：黑曲霉分泌酶的种类不
同，其发酵最适温度也有差异［’$］。但本试验黑曲霉

菌株至少分泌 $种酶，为何最适温度均在 $"&尚无
法解释。

发酵时间与产酶性能密切相关。如果发酵时间

过短，微生物产酶性能得不到充分发挥；反之发酵时

间过长，孢子衰老和培养基的营养不足会导致产酶

性能迅速下降。因此，发酵时间不宜过长或过短。

本实验的发酵最佳时间为 ()*，比王水顺等［’"］（!""’
年）报道 +!*延长 !,*。可能是由于离子束注入使黑
曲霉孢子细胞的损伤程度比较大，修复时间长。而

用紫外线等其他方法诱变后孢子细胞的损伤程度

小，修复时间短。

大多数真菌在室温条件下降解作用往往最好，

不需要进行温度控制。-./*01等［’,］（’(22年）研究发
现真菌生长温度可能比产酶温度偏高。本试验仅仅

探讨黑曲霉整个周期最佳发酵温度，发现为 $"&，
至于发酵前期、中期和后期最佳温度是否存在差异

尚有待于进一步研究。34的改变可引起微生物体
表面的电荷改变，进而影响微生物对营养物的吸收，

它还能影响培养基中有机化合物的离子化作用，从

而对微生物有间接影响。酶只有在最适宜的 34值
时才能发挥其最大活性。此外，过高或过低的 34
值都会降低微生物对高温的抵抗能力。大多数微生

物生长的 34范围是 $ 5 )。本试验研究也发现培养
基最佳 34为 %，与李平等［’%］（’((( 年）的研究结果
基本一致。
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