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摘要：本文研究了外源赤霉素处理对浒苔(Ulva prolifera)内源植物激素含量及其叶绿素荧光参数、可溶性蛋白和糖含量、抗氧化酶活性、体外抗氧化能力等生理影响。结果显示，受赤霉素影响,各处理组的内源植物激素的含量都呈现先升高后降低的动态变化，且含量都高于对照组。同比于对照组，吲哚乙酸（IAA）的含量增大倍数最大约为2.0，赤霉素（GA）为15.0，玉米素（ZR）为4.0，反式玉米素核苷（TRZ）为4.0，异戊烯腺嘌呤（IP）为6.0，异戊烯腺嘌呤核苷（IPA）为2.5，茉莉酸（JA）为2.0；0.5μg/mL赤霉素处理组的Fv/Fm、rETR高于其他处理组和对照组；0.5μg/mL赤霉素处理组的可溶性蛋白含量高于其他组；1.0μg/mL赤霉素处理组的可溶性糖含量最高；处理组的抗氧化酶（SOD和POD）活性高于对照组。结果表明，赤霉素可促进浒苔的生长和发育，且0.5μg/mL赤霉素处理效果最好。
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Effect of gibberellin on the phytohormone and related physiological response of Ulva prolifera
LI Yanguo, HU Wei, XU Nianjun
(Key Laboratory of Marine Biotechnology of Zhejiang Province, School of Marine Sciences, Ningbo University, Ningbo 315211)
Abstract: In this study, the effects of exogenous gibberellin (GA) on the endogenous phytohormone content, chlorophyll fluorescence parameters, protein, carbohydrate and antioxidant capacity in marine algae Ulva prolifera were investigated. Results showed that the phytohormone content of all experimental groups firstly increased, then decreased, lastly kept stable affected by GA. Compared to the control group, the maximum magnification of contents were different, which was about 2.0 for indole acetic acid(IAA), 15.0 for gibberellin(GA), 4.0 for zeatin(ZR), 4.0 for trans zeatin riboside(TRZ), 6.0 for isopentenyl adenine(IP), 2.5 for isopentenyl adenosine(IPA), 2.0 for jasmonic acid(JA), respectively. The Fv/Fm and rETR of 0.5 μg/mL GA group were higher than those of the other experimental groups and the control group; the protein of 0.5 μg/mL GA group was more than others,; the carbonhydrates of 1.0 μg/mL experimental group had the most content; the antioxidant capacity (SOD and POD) was superior to the control. It was concluded that exogenous GA could enhance the growth, what’s more, 0.5 μg/mL GA showed the greatest effective.
Key words: Gibberellin; Ulva prolifera; Phytohormone
前言

浒苔（Ulva prolifera）属绿藻门、石莼目、石莼科，是一类广温、广盐、环境适应和繁殖能力较强的绿藻，广泛分布于世界各地。作为绿潮的浒苔不能食用，但在浙江，浒苔是一种有重要营养和药用价值的食品，深受欢迎。每年春季，沿海渔民采集浒苔，晒干加工，甚至出口到日本等国家。浒苔本身具有很高的营养价值，其粗蛋白的含量为13.21%，脂肪含量为1.04%，灰分为21.78%；谷氨酸占总氨基酸含量的13.80%；亚麻酸占总脂肪酸含量的15.98%[1]。同时，浒苔多糖对降血脂及对SOD活力和LPO含量的影响显著，并有助于促进细胞介导免疫反应[2-4]。Jiao等[5]发现肠浒苔多糖对肿瘤细胞没有直接的细胞毒活性, 但口服后对小鼠肿瘤表现出较强的抑制作用，深入研究表明肠浒苔多糖能刺激淋巴细胞增殖, 促进NO 和TNF-(分泌, 增加细胞的吞噬作用, 从而提高小鼠免疫力。Noda[6]等对46 种海藻进行了抗肿瘤活性筛选, 发现7 种海藻对Ehrlich 肿瘤细胞具有显著抑制活性, 其中绿藻中浒苔的抑制活性最强, 其对Ehrlich 细胞的抑制率为51.7%。因此，浒苔是一种很有开发前途的新型海洋食品和海洋药物原料。

植物激素（Phytohormone）是植物体内合成的对植物生长发育有显著作用的微量有机物质，主要有生长素、赤霉素、细胞分裂素、脱落酸和乙烯等几大类。已有研究表明，添加植物激素可以促进单细胞藻类和大型海藻的生长，适量浓度的植物激素可以提高藻类的生物量、促进细胞分裂、提高光合作用效率、增加叶绿素含量和蛋白质含量[7-11]。赤霉素（gibberellin, GA）是一类以ent-赤霉烷（gibberellane）为基本骨架的四环双菇类植物激素。赤霉素作为一种重要的植物激素，参与控制多种多样的植物发育和生理过程[12-14]。外源赤霉素可以增加大型海藻的生长速率[15]。Lu等[16]研究发现赤霉素A3可诱导雨生红球藻合成虾青素，史成颖等[17]报道0.5 mg/L赤霉酸（GA3）对钝顶螺旋藻的生长有促进作用。而赤霉素对藻类的作用，特别是对浒苔的作用研究报道甚少。

本文测定了外源赤霉素对浒苔内源植物激素及叶绿素荧光参数、可溶性蛋白质、可溶性糖、抗氧化酶、体外抗氧化能力等生理指标的变化规律，旨在探讨外源赤霉素对浒苔的生理生化影响，为研究浒苔的生长和繁殖提供基础。

1 材料和方法.

1.1 材料

浒苔（Ulva prolifera）于2012年采于浙江省象山县黄避岙乡附近海域（东经121.76°,北纬29.54°）。实验前选择健康藻体，用镊子除去表面附着的杂藻，然后用大量消毒海水冲洗干净后，放入三角瓶在室内光照培养箱中适应一个月，3d更换一次Provasoli海水培养基。

吲哚乙酸、异戊烯腺苷标、异戊烯腺嘌呤、反式玉米素核苷、玉米素、赤霉素和茉莉酸标准品、BHT (2,6-二叔丁基-4-甲基苯酚）、色谱纯甲醇购自Sigma-Aldrich公司（美国），其它药品为国产分析纯。

1.2 方法

1.2.1 赤霉素处理和培养条件

在500mL三角瓶中各加入新鲜浒苔藻株3.0g，Provasoli培养基。然后分别加入不同量的赤霉素母液，使最终浓度分别为0、0.1、0.2、0.5、1.0 μg/mL。光照培养箱培养，温度20℃，光强为45μmol·m-2·s-1，盐度25‰，光照周期（L:D）为12h:12h。每天定时摇藻2次，以增加培养瓶中的溶解氧。实验周期5d，每天取样0.5g，称量前用灭菌滤纸吸干藻体表面的水分，每组设3个平行。

1.2.2 叶绿素荧光参数的测定

用Water-PAM水样叶绿素荧光仪（Walz，Germany）进行叶绿素荧光参数的测定。测量前将浒苔样品暗适应15 min，再利用水样叶绿素荧光仪发出的强饱和光激发，测量不同赤霉素培养藻的荧光参数：PSII最大光能转化效率（Fv/Fm）、PSII相对电子传递速率（rETR）。

1.2.3 可溶性蛋白的检测

使用考马斯亮蓝G250法测定可溶性蛋白含量。取一定量的新鲜浒苔，吸干水分，放入具塞试管中，加入5mL考马斯亮蓝G250溶液，充分混合，放置2min后在595nm下比色，记录吸光值，并通过标准曲线计算出蛋白质含量。可溶性蛋白的标准曲线：Y=0.0137X-0.0145，R2=0.9990（含量范围0-100 μg）。

1.2.4 可溶性糖的检测

采用蒽酮硫酸比色法测定可溶性糖含量。取一定量的新鲜浒苔，用纯水定容至10mL, 沸水浴1小时，过滤，然后残渣在沸水浴两次，每次30分钟，合并滤液，取1mL待测液，缓慢加入3mL蒽酮试剂（2.0 mg/mL），立即沸水浴10分钟，然后冷却至室温，检测其OD620值，并通过标准曲线计算可溶性糖的量。葡萄糖标准曲线：Y=0.0359X-0.0058，R2=0.9976（含量范围0-80 μg）。

1.2.5 抗氧化酶活性测定

超氧化物歧化酶（SOD）测试盒（Ａ001）；植物过氧化物酶（POD）测定试剂盒（Ａ084）均购自南京建成生物工程研究所（南京，中国）。实验过程按照试剂盒说明书操作。

1.2.6 体外抗氧化活性

采用DPPH法进行测量。取0.1g新鲜浒苔，用10mL无水乙醇浸提30min，过滤，滤液旋转蒸发至干燥，配制成浓度为10 mg/mL的溶液。取100μL提取物溶液，加入等量的0.1 mol/L的DPPH溶液，用乙醇定容至4 mL，在515nm处进行比色。通过公式：清除率%=【1-（A1-A0）/Aj】×100。A1为样品与DPPH试剂的混合液的吸光度值，A0为乙醇与DPPH试剂的混合液吸光度值，Aj为空白样与DPPH试剂的混合液吸光度值。

1.2.7 内源植物激素的检测

植物激素的检测采用LC-MS法检测。分别称取10.0mg吲哚乙酸、赤霉素和茉莉酸标准品，用1/1甲醇水溶解定容到1.0mL，充分摇匀，配制成10mg/mL标准品储备液，再将其分别稀释20倍和50倍，置4℃冰箱中保存，制作工作曲线时再用100%甲醇配制成不同浓度的标准溶液。

分别称取10.0mg异戊烯腺苷、异戊烯腺嘌呤、玉米素和反式玉米素核苷标准品，先用少量1mol/L的稀盐酸溶解，再用纯甲醇配制成10mg/mL标准品储备液，将其分别稀释20倍和50倍，置4℃冰箱中保存，制作工作曲线时再用100%甲醇配制成不同浓度的标准溶液。

植物激素的提取纯化以及LC-MS的参数参照刘雪梅等[18]的方法：色谱条件：采用Hypersil Gold C18色谱柱（100mm×2.1mm，1.7μm），流动相为10mmol甲酸铵（A）－甲醇（B），洗脱梯度在（20min内流动相B从15%升到100%，保持5min后在1min内降到10%，保持14min），流速0.3mL·min-1，柱温30℃，进样量10μL。质谱条件:分别采用电喷雾电离源正、负离子电离模式，喷雾电压分别为3kV和2.5kV，鞘气压力30L·min-1 ;辅助气流量2L·min-1，离子传输毛细管温度300℃，Q2碰撞室碰撞诱导解离电压1.5V，采用选择反应监测（SRM）扫描模式;碰撞气采用氩气，碰撞气压力0.1995Pa；Q1和Q3分辨率均设定为半峰宽0.7Da。

最终吲哚乙酸标准曲线：Y=2×106X+8700.6，R2=0.9991；赤霉素标准曲线：Y=934227X+2119.7，R2=0.998；茉莉酸标准曲线：Y=637984X-5149.8，R2=0.9956；异戊烯腺嘌呤标准曲线: Y=7×107X+560070, R2=0.9999；玉米素标准曲线Y=2×107X+157225，R2=0.9898；反式玉米素核苷标准曲线：Y=3×107X+151561，R2=0.9931；异戊烯腺嘌呤核苷标准曲线：Y=6×106X+42823，R2=0.999。各种植物激素检测的浓度范围均为0.5μg/L-200μg/L。其中X代表相对峰面积，Y表示检测样品浓度，单位μg/L。

1.2.8 统计方法

所有实验均采用三个平行样。运用SPSS16.0软件进行统计分析，数据分析采用one-way ANOVA 模型。所有实验均采用3个平行性，取平均值，差异显著性为P< 0.05。

2 结果与分析

2.1 赤霉素对浒苔中内源植物激素的影响
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图1.不同浓度赤霉素对浒苔内源吲哚乙酸(IAA)、赤霉素(GA)、玉米素(ZT)、反式玉米素核苷(TRZ)、异戊烯腺嘌呤(IP)、异戊烯腺嘌呤核苷(IPA)和茉莉酸（JA）含量的影响

Fig.1. Effects of different concentrations of GA on exogenous IAA、GA、ZT、TRZ、IP、IPA and JA content of U. Prolifera

由图1A可知，整个实验周期，内源吲哚乙酸的变化趋势大体相同，为先升高后降低。当赤霉素浓度从0.2-1.0 μg/mL时，从第4d开始，浒苔体内未检测出吲哚乙酸。浓度为0.2 μg/ml时对浒苔的促进作用最明显，当浓度为0.2 μg/mL时，内源吲哚乙酸的含量与其他各实验组和对照组的含量呈显著相关性（P<0.001）；各浓度处理组的吲哚乙酸最大值与对照组相差不大。

由图1B可知，对照组的内源赤霉素含量变化首先是平稳，在后期有上升。各处理组浒苔内源赤霉素的变化趋势大体相同，先上升后下降，最后保持在平稳的状态，各浓度的GA处理，使浒苔体内的GA含量的最大值都高于对照组，在低浓度处理时，浒苔的内源赤霉素显著增加，到第3d才开始下降至平稳，而0.5μg/mL的赤霉素处理组，浒苔的赤霉素含量保持在一个稳定的水平，浓度为1.0 μg/mL时，在实验第1d，浒苔的内源赤霉素水平就达到最大值，然后开始下降，直至浒苔体内的GA保持在较平稳的状态。

由图1C可知，在实验周期内，内源玉米素的整体变化先上升后下降，且各组的最大值也相差不大；在实验后期，内源玉米素开始下降；此变化趋势与反式玉米素核苷的相同。

由图1D可知，在实验周期内，反式玉米素核苷呈现先上升后下降趋势。当浓度为0.2 μg/ml时，反式玉米素核苷在第一天达到最大值，而其他各组的浒苔内源反式玉米素核苷仍呈递增的趋势。各浓度处理组，在实验最后一天，浒苔体内未检出反式玉米素核苷。

由图1E可知，实验初期，赤霉素对内源异戊烯嘌呤有一定的促进作用，且浓度越低，作用越显著。各处理组的浒苔的异戊烯腺嘌呤在第一天达到最大值，在所有实验过程中，处理组的异戊烯腺嘌呤含量均高于对照组；外源赤霉素浓度为0.1 μg/mL时，能在一定程度上延缓异戊烯嘌呤的降低速率；但在整个实验后期，异戊烯腺嘌呤的含量下降，特别是实验处理组下降显著（P<0.05），在实验的第3d开始，处理组和对照组的浒苔中未能检测出异戊烯嘌呤。

由图1F可知，各处理组浒苔内源异戊烯腺苷的变化趋势为降低。实验第一天，所有浓度的赤霉素对浒苔内源异戊烯腺苷均有促进作用，浓度为0.2 μg/mL时异戊烯腺嘌呤核苷含量最高；浓度为0.1-0.2μg/mL时的促进作用显著高于0.5-1.0 μg/mL时和对照组（P<0.05）；而对照组的浒苔异戊烯腺嘌呤核苷含量呈现出稳定趋势，实验后期，处理组的浒苔内源异戊烯腺嘌呤核苷含量下降，最终对照组和各处理组的浒苔异戊烯腺嘌呤核苷的含量几乎相同。此变化趋势与异戊烯腺嘌呤的变化趋势一致。

由图1G可知，外源赤霉素对内源茉莉酸有一定的促进作用，各个实验处理组的内源茉莉酸的变化趋势大体相同，呈现出先下降至平稳的趋势。实验第一天，茉莉酸的含量达到最大值；而在实验后期，茉莉酸开始减少，0.2 μg/mL的处理组变化最显著。最后浒苔体内的茉莉酸的含量达到一个平稳状态。
2.2 赤霉素对浒苔生长及相关指标的影响

2.2.1 赤霉素对浒苔的rETR的影响
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图2.不同浓度赤霉素对浒苔的Fv/Fm(A)和rETR(B)的影响

Fig.2. Effects of different concentrations of GA on Fv/Fm(A) and rETR(B) of U. Prolifera
图2A是表示不同浓度赤霉素处理对浒苔的Fv/Fm的影响。植物的最大光化学效率（Fv/Fm）常被用来衡量植物PSII是否因为发生光抑制而造成不可逆的损伤。由图可知，Fv/Fm的变化趋势为升高，最终的Fv/Fm值大体相同，外源GA对Fv/Fm有一定的促进作用。随着GA浓度的增加，Fv/Fm值增大，当GA浓度为0.5 μg/mL时，Fv/Fm达到最大值，继续增加GA的浓度，Fv/Fm的值反而减小；在实验的前2d，赤霉素对浒苔的Fv/Fm作用较大，后期趋于平稳，最终各组实验的Fv/Fm的值相差不大。


由图2B可知，实验周期内rETR呈现先升高后平稳的变化趋势。外源赤霉素对rETR有一定的促进作用，随着GA浓度的增大，促进作用反而减小。当浓度为0.5 μg/mL时，rETR达到最大值，浓度继续增加，rETR反而减小，当浓度为0.5 μg/mL时，rETR的值与对照组差异显著（P<0.05）；在实验前2d，赤霉素对浒苔的rETR作用较大，实验第4d达到最大值，第5d趋于平稳。rETR的整体变化趋势与Fv/Fm一致，两者同时表征浒苔的PSII系统的相关动态变化。

2.2.2 赤霉素对浒苔可溶性蛋白质和可溶性糖含量的影响
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图3.不同浓度赤霉素对浒苔的可溶性蛋白(A)和可溶性糖含量(B)的影响

Fig.3. Effects of different concentrations of GA on soluble protein and carbohydrate content of U. prolifera

由图3A所示，外源GA对浒苔体内的可溶性蛋白含量有促进作用。随着GA浓度的升高，可溶性蛋白含量升高，0.5 μg/ml时达到最大值，可溶性蛋白含量达到最高。低浓度外源赤霉素对浒苔的生长起到促进作用，而当浓度超过0.5 μg/mL时，外源赤霉素的促进作用降低，阻碍其可溶性蛋白的积累。当GA浓度为0.5 μg/mL时，可溶性蛋白含量约是同期对照组的1.5倍，且与对照组的蛋白含量差异显著（P<0.05）；可溶性蛋白的积累变化趋势与表征生长的Fv/Fm一致，说明了可溶性蛋白的积累与生长的一致性。

由图3B可知，实验周期内可溶性糖的变化趋势是先升高后下降。外源GA对可溶性糖有一定的促进作用，随着GA浓度的增加，可溶性糖含量增大，当浓度为1.0 μg/mL时，可溶性糖含量约是同期对照组的1.5倍，与其它浓度组可溶性糖含量差异极显著（P<0.001）。在实验前两天，浒苔的可溶性糖含量快速增加，实验后期又降低，最终浒苔的可溶性糖维持在一个稳定的状态，与可溶性糖的含量变化最终趋势一致。

2.3 外源赤霉素对浒苔抗逆性的影响

2.3.1 赤霉素对浒苔的SOD和POD活性的影响
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图4.不同浓度赤霉素处理对浒苔的SOD(A)和POD(A)活性的影响

Fig.4. Effects of different concentrations of GA on SOD and POD activity of U. prolifera
图4A是表示不同浓度赤霉素处理对浒苔SOD的动态变化。由图可知，低浓度赤霉素促进浒苔体内SOD的积累，当浓度为1.0 μg/mL时，赤霉素对浒苔的SOD有一定的抑制作用。当赤霉素的浓度为0.5 μg/L时，浒苔的SOD值最大，从实验第4d开始，浒苔的SOD积累速率变慢，基本维持在一个动态平衡的状态，且各组之间的SOD值差异极显著（P<0.001）。浒苔体内的SOD变化规律与可溶性蛋白的变化规律相统一。

由图4B可知，低浓度GA提高浒苔POD的活性，而高浓度抑制POD的活性。当浓度为0.5 μg/ml时，浒苔的POD值最大，说明此赤霉素浓度对浒苔的POD活性促进作用最大。在实验的前3d，空白对照组的POD值几乎保持在一个动态稳定水平，而处理组的增长也相对较缓慢，从第4d开始，POD活性迅速大量提高，且各组之间POD值差异极其显著（P<0.001）。

2.3.2 赤霉素对浒苔的体外抗氧化能力的影响
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图5.不同浓度赤霉素对浒苔抗氧化能力的影响

Fig.5. Effects of different concentrations of GA on antioxidant capacity of U. prolifera
由图5可知，空白组DPPH的变化趋势为先升高后下降至平稳。在实验初期抗氧化能力增强；而各处理组，DPPH在第1d达到最大值，后期浒苔的抗氧化能力的下降直至平稳，一定浓度的GA对DPPH有一定的促进作用，各处理组中，0.5 μg/mL的GA作用最明显。各处理组的最大DPPH是对照组的1-1.5倍，且各组之间的DPPH值差异显著（P<0.05）。

3 讨论

叶绿素荧光是植物光合作用的良好指标和探针。许多研究表明，微藻体内的叶绿素荧光与光合作用中各种反应密切相关, 可以通过对体内叶绿素荧光参数的测定反映逆境对光合作用某一过程的影响。叶绿素荧光分析技术作为快速、无损伤探针应用于光合作用机理, 植物抗逆生理等方面。本实验结果表明，外源赤霉素对浒苔的Fv/Fm和rETR有一定的促进作用，且随着浓度的增加，促进作用越明显，当GA浓度为0.5 μg/mL时，促进作用最显著，当继续增加浓度时，GA反而抑制了浒苔的Fv/Fm和rETR。从本实验可以看出，Fv/Fm的变化趋势可以明显分为两个阶段；第一个阶段是GA浓度为0.1-0.5 μg/mL，Fv/Fm增加，表明光合作用随着GA浓度的增加而增强，第二个阶段是GA浓度为0.5-1.0 μg/mL，Fv/Fm下降，表明GA胁迫使PSII收到了伤害，降低了PSII原初光能转化效率，使浒苔PSII潜在活性中心受损，光合作用原初反应过程受抑制。

赵培等[19]研究发现0.5 mg/L赤霉素可使钝顶螺旋藻生物量增加15.2%，1.0 mg/L 赤 霉 素 可 使 极 大 螺 旋 藻 生 物 量 增 加 65.2%；陈颖等[20]发现激素可以显著增加螺旋藻代谢产物的含量，0.1和0.3 mg/L 赤霉素可使钝顶螺旋藻胞外和胞内总糖含量增加5倍，0.3 mg/L赤霉素可使极大螺旋藻胞外总糖含量增加1.32倍，使胞内总糖含量提高2倍。本研究发现外源赤霉素对浒苔的可溶性糖含量有促进作用，其处理组的最终可溶性糖含量约是对照组的1.5倍。

SOD和POD是抗氧化酶防御系统中的重要保护酶，能够对自由基和过氧化物起消除作用。SOD主要功能是清除生物体内的O2- 生成无害的O2 和毒性较低的H2O2，POD清除过多的H2O2和其他过氧化物，使植物体内的自由基维持在较低水平，从而防止自由基的毒害。曾富华等[21]报道，于水稻始穗和齐穗时分别喷施GA3后，其剑叶中SOD和POD活性增强。本研究中SOD和POD活性呈现出先升高后保持平稳的趋势，在0.5μg/L处理组中，POD和SOD的活性最强，在实验前3d，SOD活性呈现快速增长的趋势，然后缓慢平稳增长；在实验后3d，POD的活性呈快速增长趋势，且两者活性高于对照组，说明赤霉素对浒苔的SOD和POD活性有促进作用，从实验结果可推测，在实验前期浒苔SOD能够清除浒苔体内产生的自由基和过氧化物，随着培养液中的赤霉素和营养物质的消耗，浒苔生长环境恶化，浒苔需要通过产生POD来消除自由基和过氧化物，以保证浒苔的生长。

吴建明等[22]研究发现外源赤霉素处理能提高甘蔗幼茎内的赤霉素，这与本研究的结果一致，但外源赤霉素是直接促进浒苔体内的赤霉素增加还是浒苔吸收外源赤霉素以转化为内源赤霉素还有待考证。吴建明还发现赤霉素处理对甘蔗幼茎的ZR含量没有影响，而本实验研究发现外源赤霉素对浒苔的内源玉米素含量和内源反式玉米素核苷的含量有比较明显的影响，但赤霉素的作用只能维持一段时间；而对异戊烯腺嘌呤的含量和异戊烯腺嘌呤核苷含量没有影响，推测可能是外源赤霉素改变了细胞分裂素的种类，这也与吴建明关于外源赤霉素对甘蔗幼茎的影响一致。Weiss and Ori[23]认为其他内源激素含量的变化对赤霉素的作用效果具有重要的作用，本研究发现内源赤霉素和茉莉酸的含量变化趋势一致，随着后期内源茉莉酸和内源赤霉素含量的降低，外源赤霉素对浒苔的相关植物激素的作用减小，在整个实验周期内，浒苔体内的吲哚乙酸含量都保持在一个相对稳定的水平，可推测外源赤霉素对浒苔的吲哚乙酸没有明显的作用，或者是促进作用是一个缓慢的过程。
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