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氨氮胁迫对方斑东风螺六种免疫酶活性的影响 
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摘要: 本文研究了氨氮对方斑东风螺(Babylonia areolata)的急性毒性及不同浓度的氨氮溶液(22、47.5、

102 和 220 mg/L)对其体内六种免疫酶过氧化氢酶(CAT)、酸性磷酸酶(ACP)、碱性磷酸酶(AKP)、总超

氧化物歧化酶(T-SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-PX)和过氧化物酶(POD)活性的影响。实验结果表明: 

氨氮浓度越大, 其毒性作用越强, 方斑东风螺死亡率越高; 500 mg/L 氨氮处理组于 24 h 便出现(20.3± 

2.1)%死亡率, 并且 96 h 后存活率降为 0。而相同条件下, 随试验时间的延长, 方斑东风螺死亡率也越

高。氨氮浓度和处理时间均对方斑东风螺免疫酶活力有显著的影响(P < 0.05)。与对照组相比, 处理组

CAT 和 AKP 活性均表现出“诱导-抑制”的趋势, ACP 和 T-SOD 活性表现出“抑制-诱导”的趋势, CSH-PX

活性呈现“诱导-抑制-诱导”的趋势, 而氨氮对处理个体 POD 活性的影响整体表现为抑制作用。可见, 

养殖水体中的氨氮会对方斑东风螺免疫酶活性产生较大的影响。本研究从生态现象和生理指标相结合

的方式阐述了氨氮对方斑东风螺个体的致毒特性, 将对方斑东风螺的养殖具有实用意义, 同时丰富了

氨氮对贝类毒理实验免疫性能层面的基础数据, 并为其他贝类氨氮胁迫实验提供参考。 
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氨氮是水产养殖环境中的主要有毒物质之一, 也

是水产养殖中重要的水体环境指标与常见胁迫因子。

其浓度受到养殖水体中的动物排泄物、分泌物、残饵、

动植物尸体等含氮有机物经微生物分解的影响[1-2]。研

究表明, 多数水生生物对氨氮毒性非常敏感, 已有不

少关于氨氮对水生生物(如鱼类、虾类等)抗病力影响

的研究[3-5], 而氨氮胁迫对贝类抗病力影响的研究却

较少, 有关氨氮对方斑东风螺免疫酶活力方面影响的

研究仍属空白。王程昊等[6]在研究氨氮胁迫对泥蚶免

疫酶活性的影响时发现, 随着氨氮浓度的增加, 抗氧

化酶活性和磷酸酶活性表现出“抑制-诱导”的趋势 ; 

樊甄姣等[7]研究了氨氮对栉孔扇贝血淋巴活性氧含量

和抗氧化酶活性的影响, 进一步揭示适当的氨氮刺激

可增加细胞内外活性氧的含量, 从而增强扇贝的两种

抗氧化酶活性; 刘洪展等[8]研究发现, 氨氮胁迫也影

响刺参体内的几种免疫酶活性。氨氮可降低水生动物

生长速度, 伤害其血液生化指标、免疫功能、组织机

构以及繁殖能力[9]。水体中氨氮浓度低于生物体耐受

限度时, 机体能够自行调节其免疫能力从而适应外界

环境的变化, 但是一定浓度的氨氮持续长时间刺激且

超过机体调节限度时, 机体的非特异性免疫系统尤其

是抗氧化系统会受到破坏, 免疫力及部分抗氧化物质

含量与酶活性下降, 从而影响水生动物健康[10-12]。 

方斑东风螺(Babylonia areolata)属软体动物门、

腹足纲、蛾螺科, 分布于中国东南沿海、东南亚及日
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本等, 在广东俗称“花螺”、“海猪螺”和“南风螺”, 其

肉质鲜美、营养丰富, 是一种畅销国内外且具有推广

前景的优质海水养殖贝类品种[13]。近年来, 在中国沿

海地区方斑东风螺的养殖生产有了较快发展。然而, 

养殖水体中氨氮的积累, 给鱼贝类的生长繁殖带来

巨大危害。本文以方斑东风螺为研究对象, 通过氨氮

胁迫实验, 测定氨氮对方斑东风螺常见免疫酶活性

的影响 , 以期更好地了解方斑东风螺的免疫响应 , 

为其病害防治提供一定的理论依据, 为方斑东风螺

养殖过程中的氨氮控制提供参考。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 

方斑东风螺由热带水产研究开发中心(海南, 陵

水)提供并在该基地进行试验。实验所用方斑东风螺

的平均质量为(0.392±0.080) g, 体长(0.65±0.15) cm, 

年龄 3 个月, 试验开始前先进行 2 天的海水暂养。方

斑东风螺养殖过程中水质参数 : 盐度 33±0.8, 温

度(26.0±1.0)℃, pH 为 8.0±0.2, 溶氧大于 6.5 mg/L, 

亚硝态氮(NO2-N)浓度小于 0.04 mg/L, 氨氮(NH4-N)

浓度小于 0.01 mg/L(实验前)。实验过程中实验用水

为过滤的海水, 总蛋白及各酶活测定试剂盒购买自

南京建成生物工程研究所。 

1.2  实验方法 

1.2.1  实验设计 

将氯化铵(AR)配置成浓度为 0~500 mg/L 的溶液, 

按试验要求放入健康状况良好且大小均一的方斑东

风螺, 观察其摄食行为、活动及存活状况, 得到 24 h

和 96 h 100 %死亡质量浓度[(LC100, 24 h)和(LC100, 

96 h)], 根据实验结果确定实验液浓度的上、下限并

设立各实验液的浓度。 

经试验计算后设置 5 个氯化铵梯度浓度分别为 0、

22、47.5、102、220 mg/L (0 为对照组, 其余四组依此

对应标号 1—4), 各组均为 3 个平行, 每个实验容器(3 

L)内投放 30 只健康良好的方斑东风螺, 分别于 6、12、

24、36、48、72 和 96 h 这 7 个时间点从各个养殖容器

随机取样 3 只检测其免疫酶活力的变化情况。同时, 每

隔 3 h 从每个容器中采取水样 100 mL, 进行水样调配

比实验并根据实验结果及时调整到设定的表观浓度。 

每日换水 1 次, 每次换水 50 %, 每 24 h 投喂一

定量冰鲜鱼, 并将养殖桶中排泄物、剩余饵料以及死

去的方斑东风螺及时除去。间隔观察中毒症状, 并记

录各试验组方斑东风螺的摄食状态、活动行为、中

毒症状以及死亡率, 死亡的判断标准为试验螺置于

塑料板上无明显活动迹象, 用解剖刀触碰无反应。 

1.2.2  样品处理 

用 0.2 mol/L 生理盐水将各试验组所取整个组织样

品按质量∶体积为 1∶2 比例进行研磨, 研磨液于 4℃、

5 000 r/min 离心 10 min, 取上清 1 mL 于洁净 EP (ep-

pendorf)管中, 置于–80℃冰箱待测总蛋白、过氧化氢

酶(CAT)、酸性磷酸酶(ACP)、碱性磷酸酶(AKP)、总

超氧化物歧化酶 (T-SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶

(GSH-PX)和过氧化物酶(POD)。 

1.2.3  数据处理与分析 

实验数据的统计分析利用 SPSS 21.0 进行, 先对

数据作单因素方差分析(ANOVA), 处理间若有显著差

异, 再用 Duncan 法比较均值间的差异显著性(P<0.05), 

本论文中数据采用 Mean ± SD 表达。为了更好的呈

现酶活的变化情况(诱导或抑制), 定义酶活力相对

百分比=(实验组酶活力/对照组酶活力)×100%。 

2  实验结果 

2.1  氨氮胁迫对方斑东风螺行为及存活率的

影响 

在氯化铵处理组中 , 随着氯化铵浓度的升高 , 

方斑东风螺表现不同程度的应激行为甚至死亡。受

氨氮胁迫后 , 方斑东风螺主要表现为运动缓慢 , 对

外界刺激反应迟钝, 爬壁运动减少, 逐渐翻背, 沉于

水桶底部, 身体僵硬直至死亡。死亡状态的方斑东风

螺, 吻管向外凸出, 螺肉外翻、惨白僵硬。300 mg/L

氯化铵处理组 48 h 开始出现死亡 , 96 h 存活率

为(60.0±1.6)%, 而 500 mg/L 氨氮处理组于 24 h 便出

现(20.3±2.1)%死亡率, 死亡个体吻稍微张开、个体出

现体色变红现象, 并 96 h 存活率为 0, 其余各组存活

率为 100 %(见表 1)。可见, 氨氮浓度越大, 其毒性作

用越强, 方斑东风螺死亡率越高; 相同条件下, 随试

验时间的延长, 方斑东风螺死亡率也越高。 

2.2  氨氮胁迫对方斑东风螺 CAT 活性的影响 

氨氮胁迫对方斑东风螺 CAT 活性的影响见图 1。

实验结果表明, 各浓度处理时间对方斑东风螺 CAT

活性影响极显著(P < 0.01), 而不同浓度氨氮胁迫对

各处理组 CAT 活性影响存在明显差异(P < 0.05)。相

比对照组, 在处理时间为 6 h、氨氮浓度为 102 mg/L 

时, 方斑东风螺处理个体 CAT 的活性有所降低, 其
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它各处理组个体 CAT 活性均表现为诱导作用, 但是, 

随着氨氮处理时间的不断延长, 各浓度处理组均表

现为先抑制后诱导并最终均表现为抑制状态。总体

来看, CAT 活性表现出“诱导-抑制”的趋势。 
 
表 1  氨氮对方斑东风螺急性毒性实验结果 
Tab. 1  Acute toxicity experiment of ammonia-N to B. areolata 

死亡率/% 行为 NH4Cl 浓度

/(mg/L) 24 h 48 h 72 h 96 h 24 h 48 h 72 h 96 h 

对照 0 0 0 0 正常 正常 正常 正常 

25 0 0 0 0 正常 正常 正常 迟缓 

50 0 0 0 0 迟缓 迟缓 迟缓 有翻背 

75 0 0 0 0 迟缓 迟缓 有翻背 有翻倍 

100 0 0 0 0 迟缓 迟缓 有翻背 有翻背 

200 0 0 0 0 有翻背 有翻背 有翻背 全翻背 

300 0 21.4±3.3 40.1±2.9 60.0±1.6 全翻背 全翻背 全翻背 全翻背 

500 20.3±2.1 50.0±2.7 73.6±4.2 100.0 全翻背 全翻背 全翻背 全死亡 

 

 

图 1  氨氮对方斑东风螺 CAT 活性的影响 

Fig. 1  Effect of ammonia-N concentrations on CAT activities 
of B. areolata 

注: 字母 a~f 不同表示二者之间存在显著性差异, 下标数字表示

组号 
 

2.3  氨氮胁迫对方斑东风螺 ACP 活性的

影响 

氨氮胁迫对方斑东风螺 ACP 活性的影响见图 2。

实验结果表明, 处理时间和不同浓度氨氮胁迫均显

著影响方斑东风螺 ACP 活性(P < 0.05)。相比对照组, 

在氨氮浓度为 220 mg/L 时, 方斑东风螺处理个体

ACP 的活性显著上升, 之后, 随着处理时间的不断

增加, ACP 活性呈现抑制趋势。氨氮浓度为 102 mg/L

的处理组个体 ACP 活性在轻微抑制之后随时间变化

显著提高, 而其他各处理组仅表现轻微的抑制-诱导

作用。可见, 高浓度氨氮处理组(220 mg/L)ACP 活性

表现出“诱导-抑制”的趋势, 低中浓度处理组(22、47、

102 mg/L)表现出“抑制-诱导”的趋势。 

2.4  氨氮胁迫对方斑东风螺AKP活性的影响 

氨氮胁迫对方斑东风螺 AKP活性的影响见图 3。 

 

图 2  氨氮对方斑东风螺 ACP 活性的影响 

Fig. 2  Effect of ammonia-N concentrations on ACP activities 
of B. areolata 

注: 字母 a~f 不同表示二者之间存在显著性差异, 下标数字表示

组号 

 

图 3  氨氮对方斑东风螺 AKP 活性的影响 

Fig. 3  Effect of ammonia-N concentrations on AKP activities 
of B. areolata 

注: 字母 a~f 不同表示二者之间存在显著性差异, 下标数字表示

组号 

 
实验结果表明, 处理时间对方斑东风螺 AKP 活性影

响极显著 (P<0.01), 不同浓度氨氮胁迫对各处理组

AKP 活性影响同样存在明显差异(P<0.05)。相比对照
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组, 低氨氮处理组(22 mg/L)个体 AKP 的活性随着处

理时间的不断变化呈现“抑制-诱导”的趋势。而其他

处理组均呈现“诱导-抑制-诱导”的变化趋势。 

2.5  氨氮胁迫对方斑东风螺 T-SOD 活性的

影响 

氨氮胁迫对方斑东风螺 T-SOD 活性的影响见

图 4。可知, 处理时间对方斑东风螺 T-SOD 活性影响

极显著 (P<0.01), 不同浓度氨氮胁迫对各处理组

T-SOD 活性影响也存在明显差异(P<0.05)。相比对照

组, 低、中浓度处理组(22、47 mg/L)均表现为诱导作

用, 而中、高浓度处理组(102、220 mg/L)随时间的变

化呈现“诱导-抑制-诱导”的趋势, 只在 12 h 处表现为

抑制作用。各胁迫组个体 T-SOD 活性在试验终止时

(即 96 h)均显著高于对照组(P<0.05)。 

 

图 4  氨氮对方斑东风螺 T-SOD 活性的影响 

Fig. 4  Effect of ammonia-N concentrations on T-SOD ac-
tivities of B. areolata 

注: 字母 a~f 不同表示二者之间存在显著性差异, 下标数字表示

组号 

 

2.6  氨氮胁迫对方斑东风螺 GSH-PX 活性的

影响 

氨氮胁迫对方斑东风螺 GSH-PX 活性的影响见

图 5。可知, 处理时间对方斑东风螺 GSH-PX 活性影

响极显著 (P<0.01), 不同浓度氨氮胁迫对各处理组

GSH-PX 活性影响存在明显差异(P<0.05)。相比对照组, 

各浓度处理组方斑东风螺个体 GSH-PX 活性均呈“诱

导-抑制-诱导”的变化趋势, 谷值均在 24 h 处。试验终

止时, 低、高处理组(22、220 mg/L)个体 GSH-PX 活性

与对照组相比略有下降, 而 47 mg/L 和 102 mg/L 处理

组仍表现为诱导, 只是诱导作用相比 72 h 有所减弱。 

2.7  氨氮胁迫对方斑东风螺POD活性的影响 

氨氮胁迫对方斑东风螺 POD活性的影响见图 6。 

 

图 5  氨氮对方斑东风螺 GSH-PX 活性的影响 

Fig. 5  Effect of ammonia-N concentrations on GSH-PX 
activities of B. areolata 

注: 字母 a~f 不同表示二者之间存在显著性差异, 下标数字表示

组号 

 

图 6  氨氮对方斑东风螺 POD 活性的影响 

Fig. 6  Effect of ammonia-N concentrations on POD activi-
ties of B. areolata 

注: 字母 a~f 不同表示二者之间存在显著性差异, 下标数字表示

组号 

 
实验结果表明, 处理时间对方斑东风螺 POD 活性影

响极显著(P<0.01), 不同浓度氨氮胁迫对各组处理个

体 POD 活性变化趋势短时间内不存在明显差异

(P>0.05)。相比对照组, 220 mg/L 处理组个体 POD 活

性在各时间段均受到抑制, 22 mg/L 和 47 mg/L 处理

组分别在 36 h 和 48 h 处 POD 活性显著高于对照

(P<0.05); 102 mg/L 处理组个体 POD 活性在 48 h 和

72 h 处高于对照组。试验终止时, 除 102 mg/L 处理

组略微降低外, 其他各胁迫组个体 POD 活性均显著

低于对照组(P<0.05)。 

3  讨论 

3.1  氨氮对方斑东风螺个体的急性毒性 

该氨氮胁迫试验中 , 方斑东风螺表现不同程度

的中毒现象。从个体存活及对氨氮表观耐受性两方

面来看 , 方斑东风螺耐受范围较宽 , 体现出了较强
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的抗逆性。实验结果与师尚丽[14]等人的研究呈现相

一致的规律, 氨氮浓度越大, 其毒性作用越强, 方斑

东风螺死亡率越高 ; 相同条件下 , 随试验时间的延

长, 方斑东风螺死亡率也越高。因此, 养殖生产中应

尽可能的降低养殖水体中氨氮的浓度, 同时防止含

氮有机物分解产生 NH3-N, 及时清理投喂的冰鲜鱼、

虾蟹肉等残渣以及死亡的方斑东风螺等。另外, 方斑

东风螺对氨氮的应激行为表现为运动缓慢、对外界

刺激反应迟钝和爬壁运动减少等, 可能是氨氮影响

了方斑东风螺的组织器官, 如影响肌肉伸缩能力和

神经介质传递。 

3.2  氨氮对方斑东风螺个体免疫酶活性的

影响 

在养殖水体中, 氨氮常以离子氨(NH4
+)和非离子

氨(NH3)的形式存在并积累, 其中 NH3 因不带电荷, 

具有较强的脂溶性 , 能够穿透贝体细胞膜 , 进而对

鱼贝类的生长繁殖带来危害[14-16]。大量研究表明, 氨

氮会对鱼贝类等水产动物的生长摄食、血液指标、

组织器官和免疫机能产生消极影响 [17-21], 还能降低

鱼虾贝类的产卵能力 [22], 引起血淋巴理化因子和抗

病力有关的酶活力的变化[23], 进而降低防御能力。水

生动物非特异性免疫系统在应对逆环境应激时起主

导作用, 其中过氧化氢酶(CAT)、酸性磷酸酶(ACP)、

超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化物酶(POD)以及谷胱

甘肽过氧化物酶(GSH-PX)等在免疫调节过程中占重

要地位[24-26]。该研究针对氨氮胁迫下的方斑东风螺

个体进行了 6 种免疫酶测定分析, 结果表明, 无论是

胁迫剂量还是胁迫时间均对各免疫酶活存在显著的

影响。与对照组相比, 随着处理时间的变化, 总体上

CAT 和 AKP 活性均表现出“诱导-抑制”的趋势, 而

ACP 和 T-SOD 活性表现出“抑制-诱导”的趋势。王程

昊等 [6]在研究氨氮胁迫对泥蚶免疫酶活性的影响时

也发现, 随着氨氮浓度的增加, 总体上 CAT 活性和

AKP 活性表现出“诱导-抑制”的趋势 , 而 ACP 和

T-SOD 活性表现出“抑制-诱导”的趋势。而抗氧化相

关免疫酶活性的提高可能是贝类在氨氮胁迫环境下, 

活性氧自由基大量产生 , 机体处于过氧化状态 , 为

保持抗氧化系统的动态平衡 , 抗氧化酶活力增加 , 

才能消除机体产生的过量活性氧。但随着氨氮浓度

和处理时间的增加, 机体产生的大量活性氧已超过

抗氧化系统的清除能力, 进而对细胞结构造成氧化

损伤, 并使抗氧化酶 CAT 活性降低[21]。这一发现也

支持了其他鱼贝类的研究结果, 如陈昌生等[27]研究

了氨氮对九孔鲍过氧化氢酶和超氧化物歧化酶活力

的影响, 发现 CAT 和 SOD 活性随着氨氮浓度的增加

呈现先促进后抑制; 徐立红等 [28]指出 , 当鱼体受到

轻度逆境胁迫时, AKP、CAT、SOD 等活性被诱导, 而

受重度逆境胁迫时, 其活性则被抑制。然而, 随着氨

氮处理时间的变化, CSH-PX 活性呈现“诱导—抑制—

诱导”的趋势, 而氨氮处理组个体 POD 活性的影响

整体表现为抑制作用。研究指出, 这一现象的发生不

再是氧化应激的结果, 而可能是细胞代谢发生一定

程度的改变 , 长时间在高浓度的氨氮胁迫下 , 抗氧

化体系不能及时清除自由基, 机体的氧化与抗氧化

平衡被破坏 , 致使自由基在鱼体内累积 , 从而对细

胞产生氧化损伤 [29-30]; 同时 , 机体抗氧化酶体系也

受到破坏, 表现为酶活性持续降低[31]。研究表明, 在

氨氮超过生物体最大耐受量及超时胁迫下其抗氧化

体系受到破坏 , 导致鱼体的抵抗力和免疫力下降 , 

容易患病[29, 32]。在一定程度上, 免疫酶活性恢复正常

水平的时间反映了机体对环境的适应能力。 

然而 , 各免疫酶活性随着处理浓度的变化虽然

具有显著性但是变化规律较特异, 并不存在明显的

线性关系或一致规律, 这可能与方斑东风螺的所处

发育阶段不同、免疫能力或高抗逆性等生理习性有

关, 也可能是其免疫系统在氨氮的胁迫造成了一定

的紊乱, 但胁迫处理计量仍在其适应范围内。同时也

有不少研究表明实验对象规格不同、养殖密度不同

以及包括溶氧、投饵残存量等在内的环境因子不同, 

亦可造成氨氮胁迫程度的显著差异[33-34]。 

4  结论 

养殖水体中的氨氮会对方斑东风螺免疫酶活性

产生较大的影响。研究表明, 氨氮浓度越大, 其毒性

作用越强, 方斑东风螺死亡率越高; 而相同条件下, 

随试验时间的延长, 方斑东风螺死亡率也越高。氨氮

浓度和处理时间均对方斑东风螺免疫酶活力有显著

的影响(P<0.05), 当方斑东风螺受到轻度逆境胁迫时, 

CAT、AKP、T-SOD、ACP 和 CSH-PX 活性被诱导, 而

受重度逆境胁迫时, 其活性则被抑制。这就警示我们

在养殖方斑东风螺及其他水生动物的过程中, 应采

用一定的方法减少水体中高浓度氨氮带来的应激反

应, 将氨氮对养殖动物的危害降到最低。 
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Abstract: This study investigated the acute toxicity of ammonia nitrogen and the effects of stress of different am-

monia nitrogen concentrations (0, 22, 47.5, 102, and 220 mg/L) on the activities of the following six immune en-

zymes of Babylonia areolata: catalase (CAT), acid phosphatase (ACP), alkaline phosphatase (AKP), total superox-

ide dismutase (T-SOD), glutathione peroxidase (GSH-PX), and peroxidase (POD). Results demonstrated that the 

higher the concentration of ammonia nitrogen, the stronger the toxicity and the higher the mortality of B. areolata. 

In the group treated with 500 mg/L ammonia nitrogen, there was 20.3% ± 2.1% mortality at 24 h, and the survival 

rate decreased to 0% after culturing for 96 h. In addition, the mortality of B. areolata increased with the extension 

of the test duration. Regarding the enzyme activities, both the concentrations of ammonia nitrogen and the treatment 

duration had a significant effect on the activity of the immune enzymes of B. areolata (P < 0.05). Compared with 

the control groups, the activities of CAT and AKP exhibited a trend of “induction–suppression, ” whereas those of 

ACP and T-SOD generally demonstrated a “suppression–induction” trend. However, with the extension of ammonia 

nitrogen treatment duration, the activity of CSH-PX exhibited a trend of “induction–suppression–induction.” Fur-

thermore, treatment with ammonia nitrogen had an inhibitory effect on POD activity. These results imply that the 

ammonia nitrogen present in aquaculture water has a greater impact on the immunoenzyme activities of B. areolata. 

In this study, the combination of ecological phenomena and physiological indicators was applied to delineate the 

toxicity characteristics of ammonia nitrogen toward individual B. areolata, and the obtained results would imply a 

practical significance for the culture of B. areolata. In addition, these results would enrich the basic information 

about the effect of ammonia nitrogen on the immunity of shellfish in toxicology experiments, which can provide a 

knowledge and scientific basis that can be applied in ammonia nitrogen stress experiments on other shellfish. 
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