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摘要! 为合理开发利用东太平洋茎柔鱼资源!需要准确掌握其种群结构" 基于线粒体细胞色

素 ;$-CL;%与细胞色素氧化酶
%

$,-

%

%2 个分子标记对茎柔鱼赤道海域与秘鲁外海 2 个地

理群体的遗传多样性现状进行比较分析" 分析认为!基于 -CL; 基因所有序列得到 2 个群体总

的单倍型数&单倍型多样性指数&核苷酸多样性指数及平均核苷酸差异数分别为 0&$31/:0 D

3130:%&$31331 3: D31333 :6 %和 31633!秘鲁外海群体单倍型多样性指数仅为 $31282 D

31131%!明显低于赤道海域群体" 基于 ,-

%

基因所有序列得到 2 个群体总的单倍型数&单倍

型多样性指数&核苷酸多样性指数及平均核苷酸差异数分别为 10&$31080 D31371%&$31332

:3 D31331 /8%和 11832" 单倍型网络关系图及两两群体间遗传分化系数 G

JL

分析结果显示!赤

道海域群体与秘鲁外海群体不存在显著的遗传差异$-CL;(G

JL

>31337 :1!!C3137',-

%

(

G

JL

>31377 2/!!C3137%!2 个地理群体可能在赤道海域海流的作用下发生基因交流" 单倍型

网络关系图&中性检验和核苷酸不配对分析结果均表明!茎柔鱼经历过近期群体扩张事件!发

生群体扩张的时间在 1/8 :33 <160 :33 年前"

关键词! 茎柔鱼' 遗传多样性' 遗传结构' 细胞色素 ; 基因' 细胞色素氧化酶
%

基因

中图分类号! G/90' *:1019 44444444文献标志码(&

44茎柔鱼#M5&181/%&(1("&$广泛分布于东太平

洋#127]O 以东$加利福尼亚 #/0]<93]%$至智

利#97]<90]*$海域
(1 52)

"该渔业商业开发海域主

要集中在墨西哥加利福尼亚湾&秘鲁和智利
(/ 59)

'

短周期柔鱼类资源量的大小很容易受到海洋环境

的变化而发生波动
(7 56)

"而全球大范围的气候变

化***厄尔尼诺4南方涛动已被证明对茎柔鱼种

群资源补充量产生影响
(0 58)

' 在渔业管理过程

中"忽略种群结构的存在"对混合群体进行持续的

捕捞生产"将很有可能导致数量较少的群体率先

灭绝"使得群体遗传多样性大大降低
(:)

' 因此"

开展茎柔鱼群体遗传多样性现状研究将有助于正

确认识种群结构组成"为茎柔鱼渔业资源合理开

发和科学管理提供基础'

根据胴长组成&性成熟胴长大小及宿主体内

寄生虫的种类与数量"茎柔鱼可分为不同的群

体
(13 512)

' 然而"通过形态学和生态学方法得到的

群体间差异往往与周围环境变化有关"稳定性较

低' 线粒体 3%&#7L3%&$作为一种重要的分子

标记"具有结构简单&母系遗传&进化速率快和几

乎不发生重组等特点
(1/)

"已被应用于茎柔鱼群体

遗传变异及种群遗传结构研究中"并显示出较高

水平的遗传多样性
(19 517)

' 现有的研究结果表明"

茎柔鱼大致以赤道为界分为南&北 2 个显著分化

的群体
(19 517)

' 但这些研究中并不包括茎柔鱼所

有的分布范围"特别是赤道海域"赤道海域群体与
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其它地理群体间的遗传差异是否显著有待进一步

研究' 本研究采用 7L3%&细胞色素 ;#-CL;$及

细胞色素氧化酶
%

#,-

%

$2 个分子标记"对采自

赤道海域及秘鲁外海茎柔鱼群体的遗传差异进行

分析"并探讨产生和维持这种地理分布格局的原

因"以期为合理开发和利用茎柔鱼资源提供科学

依据'

14材料与方法

$%$&实验材料

茎柔鱼采自赤道海域及秘鲁外海"存放于船

舱冷库中并运回至实验室' 取套膜肌肉组织"置

于 :7S乙醇中" 523 Q保存备用' 样本采集详细

信息及样本数见表 1'

$%A&!"#的提取%CIP扩增及测序

采用组织4细胞基因组 3%&快速提取试剂

盒#北京艾德莱生物科技有限公司$提取基因组

3%&"用 112S琼脂糖凝胶电泳检测 3%&质量"

紫外分光光度计检测 3%&浓度' ,-

%

基因扩增

引物为 ,-

%

(!7R6&N---&ND-&DD---NN-&D6

/R",-

%

$!7R6D--N&&ND-N-&D&DN&NNDDDD6

/R' -CL; 基因扩增引物为 -CL;(!7R6&-D-&&6

&&NDD-&N&&D-D&6/R" -CL;$! 7R6D-N-DN6

DD&&NNN&NN&-DDDN-6/R' 5-$反应总体积

均为 27

&

'"其中 13 @5-$E>KK@I217

&

'&2"3

3%&H/0C7@I8J@#7 #4

&

'$312

&

'&A%N5#各 217

77/04'$2

&

'&上下游引物 #13

&

7/04'$各 316

&

'&3%&模板 23 =:&AA+

2

"补足体积' 5-$扩

增反应程序均为 :9 Q预变性 2 79=%:9 Q变性

/3 J"78 Q退火 97 J"02 Q延伸 97 J"/7 个循环%

02 Q最后延伸 2 79=' 5-$产物经 112S琼脂糖

凝胶电泳分离"琼脂糖凝胶纯化试剂盒 #北京艾

德莱生物科技有限公司$纯化后送至北京六合华

大基因股份有限公司进行双向测序'

表 $&茎柔鱼样本采集信息

5/6%$&S/:,<(2) (289.:/;(92986.(0("&

海域

J@88I@8

采样地点

J87H09=: J9L@

采样时间

J87H09=: A8L@

平均胴长4?7

7@8= 78=L0@

0@=:L<

平均体质量4:

7@8= M/AC

V@9:<L

样本数

=/1/K

J87H0@J

赤道 @T>8L/I980V8L@IJ /]%<7]*%119]<123]O 2311612 52312639 /217: D:196 1 /361/8 D1 3371/7 29

秘鲁外海 /KKL<@?/8JL/K5@I> 13]<11]*%82]<89]O 231163: 52311613 29167 D1178 9/6191 D1/61:8 //

$%B&数据分析

所得序列采用 -0>JL80X 118/

(16)

软件进行编

辑&校对和排序' 采用 P,D& 913

(10)

软件中的

*L8L9JL9?J统计 3%&序列的碱基组成' 单倍型数&

单倍型多样性指数# 0$&核苷酸多样性指数#

!

$&

平均核苷酸差异数 #D$ 等遗传多样性参数由

3=8*59113

(18)

软件计算' 通过构建最小跨度树

来反映不同单倍型间的连接关系"单倍型间的关

系和核苷酸差异数由 &I0@T>9= /131

(1:)

软件计算"

并利用该软件计算群体间遗传分化系数 # (6

JL8L9JL9?J"G

JL

$及其显著性 #重复次数 1 333$' 采

用 N8\978.J3

(23)

与 (>.JG

J

(21)

中性检验和核苷

酸不配对分布
(22)

#79J78L?< A9JLI9M>L9/=$检测茎

柔鱼群体的历史动态' 群体历史扩张时间用参数

进行估算"参数 通过公式 >2%+转化为实际的

扩张时间
(2/)

"其中 % 是所研究的整个序列长度的

突变速率"+是自群体扩张开始到现在的时间'

-CL; 基因序列的进化速率采用 2117S<216S4

PU#79009/= C@8IJ$

(17)

'

24结果

A%$&序列分析

经 5-$扩增及测序"对所得序列进行校对和

排序"获得 772 MH 线粒体 -CL; 基因片段' 所得

序列共包含 7 个变异位点"其中多态简约位点 /

个' 转换和颠换分别为 9 个和 1 个"无插入和缺

失' &&N&D&-碱基的平均含量分别为 9/181S&

29126S&12118S& 1:107S"其中 & =N含量

#68130S$明显高于 D=-含量 #/11:/S$' 在

所分析的 70 条序列中"共定义了 0 个单倍型"其

中单倍型 +1&+2 与 +9 为所有群体共享单倍型

#表 2$'

获得 622 MH 线粒体 ,-

%

基因片段' 所得序

列共包含 18 个变异位点"其中多态简约位点 7

个' 转换和颠换分别为 17 个和 / 个"无插入和缺

失' &&N&D&-碱基的平均含量分别为 2016:S&

/6160S& 171/:S& 23127S"其中 & =N含量

#691/6S$明显高于 D=-含量 #/7169S$' 在

:161
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所分析的 70 条序列中"共定义了 10 个单倍型"其

中单倍型 +1&+7 与 +6 为所有群体共享单倍型

#表 /$' 单倍型序列分歧值较低"与单倍型+1 相

比"其余 16 个单倍型中有 : 个与它只存在 1 个核

苷酸的差异'

表 A&茎柔鱼 I@;7 单倍型及其在群体中的分布

5/6%A&T/,<9;@,1098I@;7 /2=(;0=(0;.(6+;(92(26.(0("&,9,+</;(920

单倍型

<8H0/LCH@

变异位点 28I98L9/= J9L@J

1 1 2 9 9

8 : 7 1 8

0 8 3 8 0

单倍型分布情况 A9JLI9M>L9/= /K<8H0/LCH@J

赤道

@T>8L/I980

V8L@IJ

秘鲁外海

/KKL<@

?/8JL/K5@I>

*

+1 & N D & N 16 28 99

+2 D 1 1 D 1 2 2 9

+/ 1 1 1 1 - 1 1

+9 1 1 1 D 1 9 1 7

+7 1 1 & D 1 1 1

+6 1 & 1 1 - 1 1

+0 1 & 1 1 1 1 1

表 B&茎柔鱼 ,-

!

单倍型及其在群体中的分布

5/6%B&T/,<9;@,1098,-

!

/2=(;0=(0;.(6+;(92(26.(0("&,9,+</;(920

单倍型

<8H0/LCH@

变异位点 28I98L9/= J9L@J

3 3 3 1 1 1 2 2 2 / / 9 9 7 7 7 7 7

9 6 8 9 6 0 6 0 0 9 8 3 : 1 2 2 / /

0 9 2 2 3 : 8 1 2 1 : 3 1 7 / : 7 8

单倍型分布情况 A9JLI9M>L9/= /K<8H0/LCH@J

赤道

@T>8L/I980

V8L@IJ

秘鲁外海

/KKL<@

?/8JL/K5@I>

*

+1 - N - D N - & & D D D & D D D N - & 12 1: /1

+2 1 1 1 1 1 1 D 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

+/ 1 1 1 1 1 N 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

+9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 D 1 1

+7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 & 1 1 1 9 9 8

+6 1 1 N 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 9

+0 1 1 1 1 1 1 D 1 1 1 & 1 & 1 & 1 1 1 1 1

+8 1 1 1 1 1 1 D D 1 1 & 1 1 1 1 1 1 1 1 1

+: 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 N 1 1 1

+13 1 1 1 & 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

+11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 - 1 1 1 1

+12 N 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 & 1 1 1 1 1

+1/ 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 D 1 1 & 1 1 1 1 1

+19 1 1 1 1 1 1 D 1 & 1 1 1 1 1 & 1 1 1 1 1

+17 1 1 1 1 1 1 D 1 1 - & 1 & - 1 1 1 1 1 1

+16 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 D 1 1 1 1 1 1 1 1

+10 1 & 1 1 - 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

A%A&群体遗传多样性

基于 -CL; 基因所有序列得到的 2 个群体总

的单倍型数&单倍型多样性指数&核苷酸多样性指

数及平均核苷酸差异数分别为 0& # 31/:0 D

3130:$&#31331 3: D31333 :6$和 31633"低于基

于 ,-

%

基因所有序列得到的结果"分别为 10&

#31080 D31371 $& # 31332 :3 D31331 /8 $ 和

11832' 由表 9 可以看出"赤道海域群体的单倍型

多样性指数&核苷酸多样性指数及平均核苷酸差

异数均高于秘鲁外海群体'

3261
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表 F&茎柔鱼 A 个地理群体的遗传多样性

5/6%F&G121;(?=(J1.0(;@ (2;H9 )19)./,-(?,9,+</;(920986.(0("&

基因

:@=@

群体

H/H>08L9/=

样本数

=/1/K

J87H0@J

单倍型数

=/1/K

<8H0/LCH@

单倍型多样性指数

<8H0/LCH@A92@IJ9LC

# 0$

核苷酸多样性指数

=>?0@/L9A@A92@IJ9LC

#

!

$

平均核苷酸差异数

82@I8:@=>?0@/L9A@

A9KK@I@=?@J#D$

-CL;

赤道 @T>8L/I980V8L@IJ 29 7 31793 D3113: 31331 99 D31331 23 310:/

秘鲁外海 /KKL<@?/8JL/K5@I> // 7 31282 D31131 31333 8/ D31333 8/ 31978

合计 L/L80 70 0 31/:0 D3130: 31331 3: D31333 :6 31633

,-

%

赤道 @T>8L/I980V8L@IJ 29 : 318:: D313/7 31339 26 D31331 69 21672

秘鲁外海 /KKL<@?/8JL/K5@I> // 11 3166/ D313:3 31331 06 D31331 12 113:7

合计 L/L80 70 10 31080 D31371 31332 :3 D31331 /8 11832

A%B&种群遗传结构

由 -CL; 与 ,-

%

单倍型网络关系图可以看

出"各单倍型之间通过单一突变和多步突变相连

接"网络关系图呈星状结构"提示茎柔鱼可能经历

过群体扩张事件"同时也支持其不存在与地理分

支相对应的单倍型分支 #图 1"图 2$' 两两群体

间遗传分化系数 G

JL

分析结果显示"赤道海域群体

与秘鲁外海群体不存在显著的遗传差异 #-CL;!

G

JL

>31337 :1"!C3137%,-

%

!G

JL

>31377 2/"

!C3137$#表 7$'

图 $&茎柔鱼 I@;7 单倍型的最小跨度树

圆圈面积与单倍型频率成正比"采样点#表 1$ ! 秘鲁外海%

赤道

'()%$&O1=(/221;H9.M0-9H(2) ,-@<9)121;(?

.1</;(920-(,0(26.(0("&6/01=92

I@;7 -/,<9;@,10

*9;@J/K?9I?0@J8I@HI/H/IL9/=80L/ <8H0/LCH@KI@T>@=?C"J87H09=:

J9L@#N8M11$ ! /KKL<@?/8JL/K5@I>% @T>8L/I980V8L@IJ

A%F&群体历史动态

基于 -CL; 与 ,-

%

基因序列的 N8\978.JM

和 (>.JG

J

中性检验 M和 G

J

值均为负"且 (>.J

G

J

统计检验均显著#表 6$ ' 核苷酸不配对分布

分析结果表明"茎柔鱼 -CL; 与 ,-

%

单倍型核苷

酸不配对分布呈单峰类型 #图 /"图 9 $ "且观测

值没有明显偏离模拟值 #-CL;!+I9>3118/ 3"

!>31067%,-

%

!+I9>3139/ 1"!>31128$ ' 以

上结果认为茎柔鱼可能经历过近期群体扩张

事件'

图 A&茎柔鱼 ,-

!

单倍型的最小跨度树

圆圈面积与单倍型频率成正比"短划线代表单倍型间的核苷

酸替换数目"采样点#表 1$ ! 秘鲁外海% 赤道

'()%A&O1=(/221;H9.M0-9H(2) ,-@<9)121;(?

.1</;(920-(,0(26.(0("&6/01=92

,-

!

-/,<9;@,10

*9;@J/K?9I?0@J8I@HI/H/IL9/=80L/ <8H0/LCH@KI@T>@=?C1*</IL

09=@J"H@IH@=A9?>08IL/ L<@09=@J\/9=9=: <8H0/LCH@J"I@HI@J@=LL<@

=>7M@I/K=>?0@/L9A@J>MJL9L>L9/=J"J87H09=: J9L@#N8M11$ ! /KK

L<@?/8JL/K5@I>% @T>8L/I980V8L@IJ

表 Q&茎柔鱼 A 个地理群体间遗传分化系数 8

0;

5/6%Q&8

0;

/2/<@0(061;H112;H9 )19)./,-(?

,9,+</;(920986.(0("&

群体

?/</IL

赤道

@T>8L/I980V8L@IJ

秘鲁外海

/KKL<@?/8JL/K5@I>

赤道

@T>8L/I980V8L@IJ

5 31377 2/#!C3137$

秘鲁外海

/KKL<@?/8JL/K5@I>

31337 :1#!C3137$ 5

注!对角线下为 -CL; 基因序列分析结果"对角线上为 ,-

%

基因

序列分析结果

%/L@J!280>@J/KG

JL

M8J@A /= -CL; J@T>@=?@J# M@0/V A98:/=80$8=A

,-

%

J@T>@=?@J#8M/2@A98:/=80$
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表 U&茎柔鱼 I@;7 与 ,-

!

基因的中性检验结果

5/6%U&P10+<;09821+;./<;10;89.2/;+./<01<1?;(9292I@;7 /2=,-

!

)121986.(0("&

基因

:@=@

群体

H/H>08L9/=

N8\978.JM

M !

(>.JG

J

G

J

!

-CL;

赤道 @T>8L/I980V8L@IJ 53103: 31278 52:1397 31333

秘鲁外海 /KKL<@?/8JL/K5@I> 511/93 3138: 5/91328 31333

合计 L/L80 51137/ 31172 5/31391 31333

,-

%

赤道 @T>8L/I980V8L@IJ 511203 31138 511187/ 31333

秘鲁外海 /KKL<@?/8JL/K5@I> 511883 3131: 52:1/71 31333

合计 L/L80 511:88 31312 520103: 31333

图 B&茎柔鱼 I@;7 单倍型的核苷酸不配对分布图

柱形为观测值"曲线为群体扩张模型下的预期分布

'()%B&5-1:(0:/;?-=(0;.(6+;(92089.I@;7

-/,<9;@,10(26.(0("&

N<@M8IJ8I@/MJ@I2@A H89IV9J@A9KK@I@=?@J8=A L<@J/09A 09=@9JL<@

@ZH@?L@A 79J78L?< A9JLI9M>L9/=J>=A@IL<@J>AA@= @ZH8=J9/= 7/A@

图 F&茎柔鱼 ,-

!

单倍型的核苷酸不配对分布图

柱形为观测值"曲线为群体扩张模型下的预期分布

'()%F&5-1:(0:/;?-=(0;.(6+;(92089.,-

!

-/,<9;@,10(26.(0("&

N<@M8IJ8I@/MJ@I2@A H89IV9J@A9KK@I@=?@J8=A L<@J/09A 09=@9JL<@

@ZH@?L@A 79J78L?< A9JLI9M>L9/=J>=A@IL<@J>AA@= @ZH8=J9/= 7/A@

/4讨论

B%$&群体遗传多样性

遗传多样性是指种内不同群体间或一个群体

内不同个体的遗传变异的总和' 它不仅是生物多

样性的重要组成部分"而且是物种多样性和生态

系统多样性的基础"也是生命进化和物种分化的

基础
(29)

'

物种的遗传变异越丰富"对环境变化的适应

能力越强%反之"更容易受到环境变化的影响
(27)

'

根据 DI8=L等
(26)

提出的单倍型多样性指数与核苷

酸多样性指数标准"本研究结果表明"2 个地理群

体均具有较低的核苷酸多样性指数#

!

B31337$'

而基于线粒体 -CL; 基因序列分析结果则认为"秘

鲁外海群体具有较低的单倍型多样性指数 # 0 B

317$"这与其他学者得出的秘鲁外海茎柔鱼群体

具有较高的单倍型多样性指数不一致
(11"19)

' 分

析的原因可能为线粒体 -CL; 基因 5-$扩增片段

序列较保守"遗传变异水平较低' 因此"线粒体

,-

%

标记更适于本研究分析' 较低的单倍型间

序列分歧值及较高的单突变位点比例体现出 2 个

地理群体较低的核苷酸多样性指数'

B%A&种群遗传结构

通过与闫杰等
(19)

研究结果比较"两两群体间

G

JL

值及统计检验结果显示"赤道海域和秘鲁外海

的茎柔鱼与哥斯达黎加群体均存在较大的遗传分

化' *8=A/2806-8JL@008=/J等
(17)

认为"茎柔鱼南北

2 个地理群体发生分化的时间为 6 333 <: 333 年

前"2 个群体较短的分化时间可以通过海洋学&生

物学因素来解释' 建议今后对茎柔鱼渔业资源进

行开发&管理时应将本研究中赤道及其以南海域

与赤道以北海域划分开'

海洋生物通常在非常广阔的分布范围内表现

出很低的遗传分化
(20)

"茎柔鱼具有较强的游泳能

力及长距离的季节洄游习性
(28)

"这些有助于群体

间产生频繁的基因交流' 而海洋生物不同的生活

史特征以及不同海域的海洋学特征也可成为海洋

生物发生基因交流的障碍
(2: 5/3)

' &/F9等
(/1)

对日

本及 中 国 东 部 和 南 部 海 域 的 莱 氏 拟 乌 贼
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#4)$15+)%+01&7)&&5*1"*"$7L3%&非编码区核苷酸

序列进行比较分析"核苷酸多样性与单倍型差异

结果显示!莱氏拟乌贼日本海域群体具有较低的

遗传多样性"但它与中国东部和南部海域群体的

遗传差异显著"单倍型最小跨度树与 #5DP&系

统树均存在与地理分支相对应的 2 个类群' 作者

认为黑潮的存在阻碍了群体间的基因交流' 而

3/>M0@A8C 等
(/2)

利用微卫星标记揭示了澳大利亚

东南海域与新西兰海域毛利蛸#-/+5$%&#"5'%#$

复杂的种群结构"该种群结构模式很大程度上与

海洋学特性有关' 物理学&生物学以及海洋学因

素#水温&较高的海洋初级生产力区域&可利用的

饵料&海流$影响着茎柔鱼的洄游以及资源量大

小"进而影响到群体间的繁殖交流"使得茎柔鱼群

体间遗传分化变得更加复杂
(//)

' 太平洋赤道海

域近表层存在着南北赤道流"近表层以下存在着

自西向东的赤道逆流与赤道潜流"它们向东流入

哥斯达黎加海丘及巴拿马海盆环流"这给茎柔鱼

进入赤道海域发生基因交流提供机会"秘鲁外海

群体是否在这些海流的作用下发生跨赤道洄游仍

需进一步研究
(16)

' 而这些海流的存在也可作为

限制它们与哥斯达黎加及其以北群体进行基因交

流的物理学障碍'

B%B&群体历史动态

基于茎柔鱼 -CL; 单倍型核苷酸不配对分布

的 值为 /1:86"计算得到茎柔鱼发生群体扩张事

件的时间在 1/8 :33 <160 :33 年前"处于晚更新

世冰期"全球气候及海洋环境变化对许多海洋生

物的地理分布格局产生重大影响
(/9 5/7)

' 茎柔鱼

很有可能在经历过+瓶颈效应,后发生群体扩张"

在扩张区域内重新殖化"而后在海洋环境条件变

化下 不 断 进 化"逐 渐 形 成 现 在 的 群 体 分 化

格局
(/6 5/0)

'

鉴于东太平洋赤道海域复杂的海洋环境"为

了更加准确地分析该海域茎柔鱼地理分布格局"

建议今后对该海域茎柔鱼资源的时空分布进行多

航次的生产调查"并采用具有较高多态性的微卫

星标记对群体遗传多样性进行分析'

本研究得到国家远洋渔业工程技术研究中心

" %8L9/=80 39JL8=L6V8L@I (9J<9@I9@J ,=:9=@@I9=:

$@J@8I?< -@=L@I#和农业部大洋渔业资源环境科

学 观 测 实 验 站 " *?9@=L9K9? "MJ@I29=: 8=A

,ZH@I97@=L80*L8L9/= /K"?@8=9?(9J<@IC $@J/>I?@J$

P9=9JLIC /K&:I9?>0L>I@$51$1-<9=8#的资助!
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