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·基础研究·

△ ［基金项目］　国家质量监督检验检疫总局科技计划项目（２０１６ＩＫ２６２）；乌鲁木齐市科技局项目（Ｇ１５１０１０００３）
 ［通信作者］　李晓瑾，研究员，研究方向：中药资源；Ｔｅｌ：（０９９１）２６６５６１４，Ｅｍａｉｌ：ｘｊｌｘｊ＠１２６ｃｏｍ

ＤＮＡ条形码技术在新疆进口民族民间药材
基原考证中的应用

△

李亚伟１，刘强２，樊丛照３，李晓瑾３，刘富铭３

（１新疆出入境检验检疫局 检验检疫技术中心，新疆　乌鲁木齐　８３００６３；
２新疆维吾尔自治区人民医院 药学部，新疆　乌鲁木齐　８３０００１；
３新疆维吾尔自治区中药民族药研究所 国家中医药管理局新疆中药

民族药资源重点实验室，新疆　乌鲁木齐　８３０００２）

［摘要］　目的：采用ＤＮＡ条形码技术，研究探索新疆进口民族民间药材基原考证。方法：使用试剂盒法提取
药材总ＤＮＡ，采用 ＩＴＳ２序列、ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列对 ３０份进口维吾尔药材样品进行 ＰＣＲ扩增并双向测序，利用
ＭＥＧＡ７０等软件分析序列信息，将序列在ＤＮＡ条形码基原植物鉴定数据库及ＧｅｎＢａｎｋ数据库中进行比对，搜索相
似性最高的植物，判定药材可能的基原。结果：综合ＩＴＳ２及ｐｓｂＡｔｒｎＨ实验结果，３０份药材中有２８份样品测序成功
并得到有效的鉴定序列，相似性对比结果显示有１５种药材与文献记载基原植物一致，７份与基原植物为近缘种，６
种药材与文献记载基原植物不同属。结论：进口维吾尔药材的基原调查与考证工作迫在眉睫。

［关键词］　进口药材；ＤＮＡ条形码；ＩＴＳ２；ｐｓｂＡｔｒｎＨ；基原植物
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孕育于古丝绸之路的维吾尔医学，为当地民众

的健康保健发挥了不可替代的作用。基于其融合不

同医学而成的特点，维吾尔医用药呈现多元性，其

中大约三分之一的药材源于北非的埃及、南欧（地中

海一带）、亚洲阿拉伯半岛、伊朗、中亚、印度、巴

基斯坦等国家和地区进口，如牛舌草等约 １５０多
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种［１］。由于 “古丝绸之路”的 ３条以上起点的线
路，分别进入新疆后交汇入关，因此，源于不同传

播线路的进口药材，不仅在与沿线当地民族民间医

融合中演变，而且部分药材基原也在扩大或变迁，

逐步形成了维吾尔药材 “同名异物”、“异物同名”、

“药材多基原”等现象，致使其药材的基原考证十

分困难，基原问题成为了维吾尔药产业发展的壁

垒［２］，因此，维吾尔进口药材正本清源，考证植物

基原对维吾尔药产业的发展具有重要意义。

随着科技的不断进步，现代生物技术、现代仪

器分析技术和计算机技术开始大量的应用于中药鉴

定研究，以 ＤＮＡ条形码 ＩＴＳ２序列为主、ｐｓｂＡｔｒｎＨ
序列为辅的分子鉴定体系已初步建立［３］，并被载入

《中华人民共和国药典》２０１０版第三增补本［４］和

２０１５版［５］。ＤＮＡ信息不受生物个体发育阶段、外界

环境因素及器官组织差异的影响，在同种内遗传稳

定性很高，具有高效快速、微量、特异性强、可靠、

准确等优点［６］，已经被广泛的应用到中药民族药材致

使鉴定研究中，并展示出广阔的应用前景［７９］。随着

植物ＤＮＡ条形码鉴定工作的不断开展，ＧｅｎＢａｎｋ数
据库中已收载了大量植物 ＩＴＳ２、ｐｓｂＡｔｒｎＨ的 ＤＮＡ序
列信息，为开展药材的分子鉴定提供参考依据［１０］。

本研究采取 ＤＮＡ条形码鉴定技术，选择检测药材
ＤＮＡ条形码ＩＴＳ２和ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列，进行进口维吾尔
药材的基原考证，为维吾尔药标准化提供科学依据。

１　材料与方法

１１材料、试剂与仪器

１１１材料　来源于新疆出入境检验检疫局近年在
卡拉苏口岸收集的药材样品３０份（见表１）。

表１　实验材料信息
药材标本号 药材名称 药用部位 文献记载的基原植物

ＹＣ３２０００１ 香茅 全草 香茅属多种植物

ＹＣ３１９００１ 奶桃 成熟果实 椰子Ｃｏｃｏｓｎｕｃｉｆｅｒａ

ＹＣ３１８００１ 防己 果实 印度防己Ａｎａｍｉｒｔａｃｏｃｃｕｌｕｓ

ＹＣ３１７００１ 玉竹 根茎 欧玉竹Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍｏｄｏｒａｔｕｍ

ＹＣ３１６００１ 锦灯笼 带果实的宿萼 酸浆Ｐｈｙｓａｌｉｓｍｉｎｉｍａ

ＹＣ３１５００１ 细辛 带根全草 欧细辛Ａｓａｒｕｍｅｕｒｏｐａｅｕｍ

ＹＣ３１４００１ 药西瓜 果实 药西瓜Ｃｉｔｒｕｌｌｕｓｃｏｌｏｃｙｎｔｈｉｓ

ＹＣ３１３００１ 红茶 种子 茶树Ｃａｍｅｌｉａｓｉｎｅｎｓｉｓ

ＹＣ３１２００１ 甘松 根及根茎 甘松Ｎａｒｄｏｓｔａｃｈｙｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ

ＹＣ３０２００５ 阿勃勒 果实 腊肠树Ｃａｓｓｉａｆｉｓｔｕｌａ

ＹＣ２７９００２ 天仙子 种子 莨菪Ｈｙｏｓｃｙａｍｕｓｎｉｇｅｒ

ＹＣ１９６００３ 罗望子 果实 酸角Ｔａｍａｒｉｎｄｕｓｉｎｄｉｃａ

ＹＣ１９５００６ 刺糖 分泌物 骆驼刺Ａｌｈａｇｉｐｓｅｕｄｏａｌｈａｇｉ

ＹＣ１８１０３６ 秋水仙 鳞茎 秋水仙Ｃｏｌｃｈｉｕｍａｕｔｕｍｎａｌｅ

ＹＣ１７５００７ 洋甘菊 全草 洋甘菊Ｍａｔｒｉｃａｒｉａｃｈａｍｏｍｉｌｌａ

ＹＣ１７４００８ 洋菝葜根 根 马兜铃叶菝葜Ｓｍｉｌａｘａｒｉｓｔｏｌｏｃｈｉａｅｆｏｌｉａ

ＹＣ１７３００７ 薰衣草 全草 薰衣草Ｌａｖａｎｄｕｌａａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａ

ＹＣ１７０００６ 甜瓜子 种子 甜瓜Ｃｕｃｕｍｉｓｍｅｌｏ

ＹＣ１３１０１０ 石榴花 花 石榴Ｐｕｎｉｃａｇｒａｎａｔｕｍ

ＹＣ１３００１２ 神香草 茎叶 硬尖神香草Ｈｙｓｓｏｐｕｓｃｕｓｐｉｄａｔｕｓ

ＹＣ１１７００６ 蹂漆树果 果实 蹂漆树Ｒｈｕｓｃｏｒｉａｒｉａ

ＹＣ１１００１１ 马齿苋子 种子 马齿苋Ｐｏｒｔｕｌａｃａｏｌｅｒａｃｅａ

ＹＣ０９２００６ 野苜蓿子 种子 野苜蓿Ｍｅｄｉｃａｇｏｆａｌｃａｔａ

ＹＣ０８８０３４ 玫瑰花 花蕾 玫瑰Ｒｏｓａｒｕｇｏｓａ

ＹＣ０４３０１９ 欧龙胆 根及根茎 欧龙胆Ｇｅｎｔｉａｎａｌｕｔｅａ

ＹＣ０１１０１０ 白蜡树子 种子 白蜡树及同属多种植物

ＹＣ００９００６ 白花丹 茎枝 白花丹Ｐｌｕｍｂａｇｏｚｅｙｌａｎｉｃａ

ＹＣ００６００５ 阿月浑子 果实或种子 阿月浑子Ｐｉｓｔａｃｉａｖｅｒａ

ＹＣ００４０１３ 阿纳其根 根 罗马除虫菊Ａｎａｃｙｃｌｕｓｐｙｒｅｔｈｒｕｍ

ＹＣ０９６０１０ 牛舌草 全草 意大利牛舌草Ａｎｃｈｕｓａｉｔａｌｉｃａ
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１１２试剂　ＰＣＲ扩增所用引物由上海生工生物工
程有限公司合成，ＩＴＳ２正向序列［３］：５′ＡＴＧＣＧＡＴＡ
ＣＴＴＧＧＴＧＴＧＡＡＴ３′，反向序列：５′ＧＡＣＧＣＴＴＣＴＣ
ＣＡＧＡＣＴＡＣＡＡＴ３′；ｐｓｂＡｔｒｎＨ正向序列：５′ＧＴＴＡＴ
ＧＣＡＴＧＡＡＣＧＴＡＡＴＧＣＴＣ３′，反向序列：５′ＣＧＣＧ
ＣＡＴＧＧＴＧＧＡＴＴＣＡＣＡＡＴＣＣ３′；ＤＮＡ提取试剂盒、
２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ等购自天根生物。
１１３仪器　ＤＮＡ提取研磨仪（ＧＲＩＮＤＥＲ，ＧＴ
１００），离心 机 （ＺＥＮＴＲＩＦＵＧＥＮ，ＭＩＫＲＯ ２２０Ｒ），
ＰＣＲ扩增仪（ＡｎＡｎａｌｙｔｉｋＪｅｎａｃｏｍｐａｎｙ，０７０８５１），
电子天平（上海民桥精密科学仪器有限公司，

ＪＡ１１０３Ｎ），电泳仪（ＪＵＮＹＩ），凝胶成像系统（ＪＵＮＹＩ，
ＪＹ０４５３Ｃ）。

１２方法

１２１ＤＮＡ提取及检测　称取干燥药材样品３０ｍｇ，
用 ＤＮＡ提取研磨仪１０００ｒ·ｍｉｎ－１研磨３ｍｉｎ，使用
植物ＤＮＡ提取试剂盒提取总ＤＮＡ。
１２２ＰＣＲ扩增及测序　总反应体积２５μＬ，２×Ｔａｑ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ缓冲液１２５μｌ，上下游引物各１０μＬ，
ＤＮＡ模板２μＬ，纯净水 ８５μＬ。ＩＴＳ２序列扩增程
序：９４℃变性 ５ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ｓ，５６℃退火
３０ｓ，７２℃延伸４５ｓ，４０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。
ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列扩增程序：９５℃变性４ｍｉｎ；９４℃变
性３０ｓ，５５℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个循
环；７２℃延伸１０ｍｉｎ［３］。扩增产物用１％琼脂糖凝
胶电泳检测，有 ＰＣＲ扩增条带的样品送美吉生物测
序公司进行双向测序。

１３数据分析

测序峰图用ＣｏｄｏｎＣｏｄｅＡｌｉｇｎｅｒＶ４０４（ＣｏｄｏｎＣｏｄｅ
Ｃｏ，ＵＳＡ）校对拼接，去除引物区［１１］。

ＩＴＳ２序列采用基于隐马尔可夫模型的ＨＭＭｅｒ注
释方法，去除两端５８Ｓ和２８Ｓ区段获得 ＩＴＳ２间隔
区序列［１２］，使用ＭＥＧＡ６０（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｇｅ

ｎｅｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓ）分析序列信息［１３］。

１４相似性比对

将测序获得的药材样本序列在基原植物 ＤＮＡ条
形码鉴定数据库［１４１５］及 ＧｅｎＢａｎｋ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／
ｂｌａｓｔｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ）进行相似性比对，结
果中相似性最高的序列对应物种为最接近的物种。

２　结果

２１ＰＣＲ扩增及测序结果

使用１％琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ产物，所有
药材样品 ＩＴＳ２和 ｐｓｂＡｔｒｎＨ均得到扩增条带。引物
ＩＴＳ２测序结果表明，奶桃、防己、玉竹、甘松及洋
菝葜根等５种药材测序结果为多峰，未获得有效结
果，其余药材测序成功。引物 ｐｓｂＡｔｒｎＨ测序结果表
明，防己、甘松、洋甘菊及牛舌草等４种药材测序
失败，其余药材测序成功。

２２序列信息分析结果

ＩＴＳ２序列分析结果显示，除测序失败的５种药
材外，其余２５种药材ＩＴＳ２序列长度由２１１～２４２ｂｐ
变化不等，长度最短的为锦灯笼与玫瑰花，最长的

是甜瓜子；ＧＣ含量变化范围为４２８～７１６，最小的
为牛舌草，最大的为锦灯笼。ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列分析结
果显示，除测序失败的４种药材外，其余２６种药材
ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列长度变化范围为２５５～６８８ｂｐ，最短的
为甜瓜子２５５ｂｐ，最长为阿月浑子６８８ｂｐ，ＧＣ含量
最大的为药西瓜３８８％，最小的是欧龙胆２５９％。

２３序列相似性比对结果

综合２５种药材ＩＴＳ２序列及２６种药材 ｐｓｂＡｔｒｎＨ
序列在基原植物ＧｅｎＢａｎｋ数据库中 ＢＬＡＳＴ鉴定结果
（表２），３０种维吾尔进口药材中，防己与甘松鉴定失
败，其余２８份药材得到有效的鉴定结果，其中香茅、
奶桃、玉竹、阿勃勒、天仙子、罗望子、薰衣草、甜

表２　序列相似性对比结果

药材名称
ＩＴＳ２序列对比结果 ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列对比结果

相似度最高植物名称 相似度（％） 相似度最高植物名称 相似度（％）

香茅 曲序香茅Ｃｙｍｂｏｐｏｇｏｎｆｌｅｘｕｏｓｕｓ ９８ 曲序香茅Ｃｙｍｂｏｐｏｇｏｎｆｌｅｘｕｏｓｕｓ １００

奶桃 — — 椰子Ｃｏｃｏｓｎｕｃｉｆｅｒａ １００

防己 — — — —

玉竹 — — 玉竹Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍｏｄｏｒａｔｕｍ １００

锦灯笼 珊瑚樱Ｓｏｌａｎｕｍｐｓｅｕｄｏｃａｐｓｉｃｕｍ １００ 珊瑚樱Ｓｏｌａｎｕｍｐｓｅｕｄｏｃａｐｓｉｃｕｍ ９７

·９７３·



２０１８年４月　第２０卷　第４期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ａｐｒ２０１８　Ｖｏｌ２０　Ｎｏ４

表２（续）

药材名称
ＩＴＳ２序列对比结果 ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列对比结果

相似度最高植物名称 相似度（％） 相似度最高植物名称 相似度（％）

细辛 西藏延龄草Ｔｒｉｌｌｉｕｍｇｏｖａｎｉａｎｕｍ ９９ 卵叶延龄草Ｔｒｉｌｌｉｕｍｏｖａｔｕｍ ９８

药西瓜 西瓜Ｃｉｔｒｕｌｌｕｓｌａｎａｔｕｓ ９８ 西瓜Ｃｉｔｒｕｌｌｕｓｌａｎａｔｕｓ １００

红茶 香港红山茶Ｃａｍｅｌｌｉａｈｏｎｇｋｏｎｇｅｎｓｉｓ ９２ 红茶Ｃａｍｅｌｌｉａｓｉｎｅｎｓｉｓ １００

甘松 — — — —

阿勃勒 阿勃勒Ｃａｓｓｉａｆｉｓｔｕｌａ １００ 阿勃勒Ｃａｓｓｉａｆｉｓｔｕｌａ １００

天仙子 天仙子属的一种Ｈｙｏｓｃｙａｍｕｓｋｕｒｄｉｃｕｓ ９９ 天仙子Ｈｙｏｓｃｙａｍｕｓｎｉｇｅｒ １００

罗望子 酸角Ｔａｍａｒｉｎｄｕｓｉｎｄｉｃａ １００ 酸角Ｔａｍａｒｉｎｄｕｓｉｎｄｉｃａ １００

刺糖 疏叶骆驼刺Ａｌｈａｇｉｓｐａｒｓｉｆｏｌｉａ １００ 疏叶骆驼刺Ａｌｈａｇｉｓｐａｒｓｉｆｏｌｉａ ９９

秋水仙 秋水仙属的一种Ｃｏｌｃｈｉｃｕｍｒｏｂｕｓｔｕｍ ８８ 秋水仙属的一种Ｃｏｌｃｈｉｃｕｍｒｏｂｕｓｔｕｍ １００

洋甘菊 菊蒿属的一种Ｔａｎａｃｅｔｕｍｓｅｍｅｎｏｖｉｉ ９６ — —

洋菝契根 — — 土茯苓Ｓｍｉｌａｘｇｌａｂｒａ １００

薰衣草 狭叶薰衣草Ｌａｖａｎｄｕｌａａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａ １００ 法国薰衣草Ｌａｖａｎｄｕｌａｓｔｏｅｃｈａｓ ９３

甜瓜子 甜瓜Ｃｕｃｕｍｉｓｍｅｌｏ １００ 甜瓜Ｃｕｃｕｍｉｓｍｅｌｏ ９９

石榴花 石榴Ｐｕｎｉｃａｇｒａｎａｔｕｍ １００ 石榴Ｐｕｎｉｃａｇｒａｎａｔｕｍ １００

神香草 荆芥属的一种Ｎｅｐｅｔａａｓｓｕｒｇｅｎｓ ９６ 牛至属的一种Ｏｒｉｇａｎｕｍｒａｍｏｎｅｎｓｅ ９４

蹂漆树果（蹂木果） 西西里漆树Ｒｈｕｓｃｏｒｉａｒｉａ １００ 光滑漆树Ｒｈｕｓｇｌａｂｒａ ９１

马齿苋籽 马齿苋Ｐｏｒｔｕｌａｃａｏｌｅｒａｃｅａ １００ 马齿苋Ｐｏｒｔｕｌａｃａｏｌｅｒａｃｅａ １００

野苜蓿 黄耆属的一种Ａｓｔｒａｇａｌｕｓｈａｍｏｓｕｓ １００ 华黄芪Ａｓｔｒａｇａｌｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ９６

玫瑰花 玫瑰Ｒｏｓａｒｕｇｏｓａ １００ 软条七蔷薇Ｒｏｓａｈｅｎｒｙｉ ９９

欧龙胆 新疆假龙胆Ｇｅｎｔｉａｎｅｌｌａｔｕｒｋｅｓｔａｎｏｒｕｍ ９９ 龙胆属的一种Ｇｅｎｔｉａｎｏｄｅｓｔｉａｎｓｃｈａｎｉｃａ ９９

白蜡树子 蓝树Ｗｒｉｇｈｔｉａｌａｅｖｉｓ ９７ 倒吊笔属的一种Ｗｒｉｇｈｔｉａｔｉｎｃｔｏｒｉａ １００

白花丹 白花丹Ｐｌｕｍｂａｇｏｚｅｙｌａｎｉｃａ １００ 白花丹Ｐｌｕｍｂａｇｏｚｅｙｌａｎｉｃａ ９７

阿月浑子 阿月浑子Ｐｉｓｔａｃｉａｖｅｒａ １００ 阿月浑子Ｐｉｓｔａｃｉａｖｅｒａ １００

阿那其根 阿纳其根Ａｎａｃｙｃｌｕｓｐｙｒｅｔｈｒｕｍ ９７ Ａｎａｃｙｃｌｕｓｓｐ １００

牛舌草 意大利牛舌草Ａｎｃｈｕｓａｉｔａｌｉｃａ １００ — —

注：“—”表示未获得有效测序结果。

瓜子、石榴花、蹂漆树果、马齿苋籽、玫瑰花、白

花丹、阿月浑子及牛舌草等１５种药材与本草中记载
的基原植物相似度为１００％；药西瓜、红茶、刺糖、
秋水仙、洋菝契根、欧龙胆及阿那其根等７种药材
与其基原植物为同属植物；锦灯笼、细辛、洋甘菊、

神香草、野苜蓿及白蜡树子等６种药材与本草中记
载的为不同属植物。

３　讨论

３１以ＩＴＳ２序列为主、ｐｓｂＡｔｒｎＨ为辅的ＤＮＡ条形码
鉴定体系已经作为药材鉴定的指导原则载入药典，

与ｐｓｂＡｔｒｎＨ相比，ＩＴＳ２扩增效率较高，ＧｅｎＢａｎｋ数
据库中可参照的数据量大，并且同属间鉴定效率高

与其他ＤＮＡ条形码序列［１６］，但 ＩＴＳ２序列基因组内
是多拷贝，协同进化不完全，基因组内多样性导致

产物测序出现多峰现象［１７］。本研究从３０种维吾尔
进口药材中提取了基因组 ＤＮＡ，ＰＣＲ扩增及测序结
果显示，ＩＴＳ２序列的测序成功率为 ８３３％，ｐｓｂＡ
ｔｒｎＨ序列的测序成功率为８６７％，ＩＴＳ２序列测序成
功率略低于 ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列，可能是由于奶桃、防
己、玉竹、甘松及洋菝葜根等药材存在多拷贝现象，

测序出现了多峰。从理论角度，针对多峰现象可使

用克隆后测序获得单一的序列，克隆测序会花费更

长的时间，本研究基于ＤＮＡ条形码鉴定指导原则及
标准流程［５，１８］，未对多峰的样本克隆测序，有待于

进一步研究确定基原。

·０８３·
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３２为保证鉴定的准确性，本研究以基原植物 ＤＮＡ
条形码鉴定数据库［３，１４１５］中的数据为主，参考使用

ＧｅｎＢａｎｋ数据库中部分药材的数据对所有测序成功
的序列进行对比。在获得有效鉴定结果的２８种药材
中，香茅等１５种药材 ＩＴＳ２或 ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列鉴定结
果与文献记载的基原植物一致，印证了文献记载的

准确性至少在５０％以上，这也是维吾尔医药能传承
至今的基础。刺糖等７种药材的鉴定结果显示与文
献记载的基原为同属不同种植物，锦灯笼、细辛、

洋甘菊、神香草、野苜蓿及白蜡树子等６种药材与
文献记载的基原植物为不同属植物，推测其原因：

一是源于药材在传承和传播过程中，在沿线本土化

演变中增加或改变了基原，如文献中记载刺糖基原

为骆驼刺Ａｌｈａｇｉｐｓｅｕｄｏａｌｈａｇｉ［１９］，但本次鉴定结果表
明刺糖基原与目前维吾尔医实际使用结果一致；其

次则多因药物文献记载与植物分类学上的物种命名

历史演变不同步造成，或因取样的被动与局限性所

致，本研究获样品即为药材近源替代品，因此，需

要进一步研究调查考证，修订或扩大药材植物基原。

３３基原问题是维吾尔药多年来标准化进程缓慢的
主要原因，传统的显微、化学等鉴定基原考证中发

挥了一定的作用，但植物遗传物质相对稳定，具有

更广阔的应用前景［２０］，因此，将多种方法相结合对

维吾尔药材溯源，以提高溯源的准确性。维吾尔药

材的基原考证是以植物学溯源为基础，同时需要与

维吾尔医文化传承相结合，因此，维吾尔药材的溯

源不仅是药材的基原考证，也是对医学理论的考证。
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