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引　言

假单胞菌 （犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊）是一类革兰阴性的

杆菌或球杆菌，广泛存在于自然界，是土壤和水体

　　犚犲犮犲犻狏犲犱犱犪狋犲：２００７－０７－１７．

犆狅狉狉犲狊狆狅狀犱犻狀犵犪狌狋犺狅狉：Ｐｒｏｆ．ＸＩＮＧＸｉｎｈｕｉ．犈－犿犪犻犾：ｘｈｘｉｎｇ

＠ｔｓｉｎｇｈｕａ．ｅｄｕ．ｃｎ

犉狅狌狀犱犪狋犻狅狀犻狋犲犿：ｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅ

ＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（２０６７６０７１，２０３３６０１０）．

　

微生态系统的重要组成部分，参与自然界的碳、氮

循环，而且具有广谱的有机物降解能力，是环境生



物技术的重要微生物［１］。假单胞菌能够被用于有机

废物的降解［２］、农药的生物降解［２］、重金属废水处

理［２］和富营养化控制［３］等。该菌属具有复杂的酶系

统，大都按功能成套组合在一些天然的质粒上［４］，

酶系统的表达随环境条件的变化而变化。其中，熟

知的恶臭假单胞菌 （犘．狆狌狋犻犱犪）含有编码降解芳

香族化合物的酶系统ＴＯＬ质粒，能降解多种芳香

族化合物，在环境污染治理和生物催化方面具有重

要的应用价值［１］。该菌对芳香族化合物的降解途径

及ＴＯＬ质粒的特性已有大量的研究
［４５］。ＴＯＬ质

粒大小为１２０ｋｂ，具有可移动性。

整细胞催化是拓展恶臭假单胞杆菌应用的有效

途径，为此需要建立其关键酶活的快速简易检测方

法。由ＴＯＬ质粒编码的酶中，邻苯二酚２，３双

加氧酶 （ｃａｔｅｃｈｏｌ２，３ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ，Ｃ２３Ｏ）将芳

香环双加氧开环裂解［５］，反应式见式 （１）。该催化

反应是芳香族化合物代谢途径的关键及限速步

骤［５］。据报道，Ｃ２３Ｏ （ＥＣ：１．１３．１１．２）的相对

分子质量为１４００００，最适温度为３０℃，最适ｐＨ

７．５，纯酶的比酶活３２０μｍｏｌ·ｍｉｎ
－１·ｍｇ

－１，犓ｍ

值为１．４μｍｏｌ·Ｌ
－１［６］。目前关于Ｃ２３Ｏ酶活的测

定均是采用细胞破碎液进行的［７］，主要步骤包括：

（１）细胞破碎； （２）细胞提取液的分离纯化：

（ＮＨ４）２ＳＯ４分级沉淀，然后在４℃，ｐＨ７．５，１００

ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＴｒｉｓＣｌ缓冲液条件下进行Ｓｅｐｈａｄｅｘ

Ｇ２００凝胶层析 （粗酶液的酶活测定则不需要该纯

化操作）；（３）Ｃ２３Ｏ酶活测定。Ｃ２３Ｏ酶活用紫外

可见分光光度计进行测定，３０℃下测量３７５ｎｍ处

（２羟基粘糠酸半醛的特征吸收峰）的吸光度增加

值。测试体积３ｍｌ，２５０μｍｏｌ磷酸缓冲液，ｐＨ

８．０，０．２μｍｏｌ邻苯二酚及适量的细胞提取液。后

续报道的Ｃ２３Ｏ测量方法大都是基于此操作稍加改

动而成的［８９］。此类方法操作烦琐、耗时，过程中

难以避免酶活的损失，迄今还没有关于整细胞检测

Ｃ２３Ｏ酶活方法的研究报道。

邻苯二酚＋Ｏ２ →
Ｃ２３Ｏ

２羟基粘糠酸半醛 （１）

本研究的目的是利用恶臭假单胞杆菌整细胞建

立测定胞内Ｃ２３Ｏ酶活的简便方法，为表征整细胞

酶反应的基本特性提供基础。通常整细胞的酶活往

往只是表观酶活，这是由于整细胞的复杂性，特别

是细胞膜的空间位阻等造成的传质阻力。为了获得

细胞内的Ｃ２３Ｏ最大酶活，需要采用一定手段改变

细胞膜的通透性，以消除细胞膜对底物及产物进出

细胞的空间位阻，从而达到原位检测酶活的目的。

目前用于改变细胞膜通透性的常用方法有极端温度

波动法、表面活性剂法、有机溶剂法、螯合剂法和

基因工程法等［１０］。本论文采用安全温和的表面活

性剂方法来尝试改变犘．狆狌狋犻犱犪ｍｔ２细胞膜的通透

性，并探讨提高Ｃ２３Ｏ酶活的可能性。

１　实　验

１１　菌种及其来源

恶臭假单胞菌犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊狆狌狋犻犱犪 ｍｔ２，由

清华大学化学工程系生物化工研究所环境微生物实

验室保藏。

１２　苯甲酸 （犅犃）培养基及菌体培养条件

ＢＡ培养基的组成为 （１０００ｍｌ）：苯甲酸钠

２．０ｇ； （ＮＨ４）２ＳＯ４０．４７２ｇ；Ｎａ２ＨＰＯ４１．４２ｇ；

ＫＨ２ＰＯ４ １．３６ ｇ； ＭｇＣｌ２ · ６Ｈ２Ｏ ０．２８４ ｇ；

ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ０．０６６ｇ；微量元素溶液２０ｍｌ；用ＨＣｌ

和ＮａＯＨ调节到ｐＨ６．２。１２１℃灭菌２０ｍｉｎ，备用。

微量元素溶液 （１０００ｍｌ）：ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ３５０

ｍｇ；ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ８０ｍｇ；ＺｎＣｌ２１００ｍｇ；ＣｕＣｌ２

２０ｍｇ；ＣｏＣｌ２·６Ｈ２Ｏ２０ｍｇ；Ｎａ２ＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ

１２ｍｇ；Ｈ３ＢＯ３５ｍｇ；Ｈ２ＳＯ４ （９６％）１ｍｌ。

培养条件：３０℃，１７０ｒ·ｍｉｎ－１摇床培养。从

保藏菌种的甘油管接种到１５ｍｌ离心管 （液体培养

基４ｍｌ），活化２４ｈ后转接到５００ｍｌ三角瓶 （液

体培养基１００ｍｌ），接种量２％；培养到对数生长

中后期 （１２ｈ）备用，使用之前放于４℃冰箱

保存。

１３　细胞悬液的制备

获取的菌液在４℃下，１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０

ｍｉｎ，回收菌体，用０．１ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸钾缓冲液

（ｐＨ７．５）洗涤２次，然后用该缓冲液重悬，细菌

悬浮液于４℃保存，备用。

１４　细胞破碎及犆２３犗酶活测定

１．４．１　细胞破碎　７ｍｌ离心管装玻璃珠 （ＳＩＧ

ＭＡ）半管，加入菌悬液高出玻璃珠１ｃｍ，旋涡混

合器 （ＴＤＸ１，北京通达科技有限公司）振荡破碎

３０ｓ
［１１］。

１．４．２　Ｃ２３Ｏ酶活测定　用ＵＶ７５７ＣＲＴ紫外可见

分光光度计 （上海棱光公司）进行测定［７］。３０℃下

将适量的细胞破碎液加入到ｐＨ７．５的碳酸钾缓冲

液中，迅速加入终浓度为０．１ｍｍｏｌ·Ｌ－１的邻苯二

酚，在３７５ｎｍ处 （２羟基粘糠酸半醛的特征吸收
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峰）进行时间扫描，得到吸光度的变化率犃′３７５，按

式 （２）计算Ｃ２３Ｏ酶反应速度

ν＝
６０犃′３７５

ε３７５犫
×１０

６ （２）

式中　ν是酶反应速度，μｍｏｌ·Ｌ
－１·ｍｉｎ－１；犫是

比色 皿 内 腔 厚 度，ｃｍ；ε３７５ ＝３．３×１０
４Ｌ·

ｍｏｌ－１·ｃｍ－１
［５］。

１５　整细胞条件下犆２３犗酶活的测定

采用分光光度法［７］测定酶活，具体操作如下：

用磷酸钾缓冲液稀释菌体使其浓度在ＯＤ６６００．１左

右，测定时比色皿内加２ｍｌ菌悬液，保持３５℃，

迅速加入终浓度为０．１ｍｍｏｌ·Ｌ－１的邻苯二酚混

匀，使用ＵＶ７５７ＣＲＴ紫外可见分光光度计 （上海

棱光公司）在３７５ｎｍ处时间扫描３０ｓ，得到吸光

度的变化率 犃′３７５，按式 （２）计算 Ｃ２３Ｏ 酶反应

速度。

１６　整细胞条件下酶的基本性质

１．６．１　最适温度和温度稳定性　最适温度实验是

在１０～６０℃范围内，每隔５℃，分别测定酶活。以

３５℃条件下酶活为１００％，计算相对酶活。热稳定

性实验是在１０～６０℃范围内，每隔５℃，分别将细

胞重悬液保温６０ｍｉｎ，以保温初始零时刻的酶活

为１００％，计算相对酶活。

１．６．２　最适ｐＨ 及ｐＨ 稳定性　用不同ｐＨ 值的

０．１ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸缓冲液来重悬细胞，１２ｈ以内

每隔１ｈ左右测定酶活。以ｐＨ７．５条件下第一次

测量的酶活数值为１００％，计算相对酶活。观察在

不同ｐＨ条件下酶的稳定性及最佳ｐＨ 条件。ｐＨ

用５２０Ａ台式酸度计 （ＴｈｅｒｍｏＯｒｉｏｎ）测定。

１．６．３　米氏常数犓ｍ 及最大反应速度犞ｍａｘ　以邻

苯二酚为底物，改变底物的初始浓度，得到相应的

反应初速度，按 ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋ作图法
［１２］计算

犓ｍ及犞ｍａｘ。一个酶活单位 （Ｕ）定义为在该反应

条件下，１ｍｉｎ内催化生成１μｍｏｌ２羟基粘糠酸半

醛所需要的细胞干重。

１７　整细胞条件下犆２３犗与犗犇６６０之间关系的建立

用缓冲溶液制备不同浓度的细胞悬液，分别测

定酶活，绘制ＯＤ６６０和酶活的关系图。

１８　添加表面活性剂以改变细胞膜的通透性

利用十二烷基三甲基溴化铵 （狀ｄｏｄｅｃｙｌｔｒｉｍｅ

ｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ，ＤＴＡＢ；ＡＣＲＯＳ ＯＲ

ＧＡＮＩＣＳ，ＵＳＡ）改变细胞膜的通透性，去除细胞

膜对底物及产物的空间位阻［１１，１３］。在细胞悬液中

按比例加入一定浓度的ＤＴＡＢ，作用一段时间后按

１．５节的方法测定酶活。以没有加入ＤＴＡＢ的细胞

悬液的酶活为１００％，计算相对酶活。

１．８．１　ＤＴＡＢ作用时间的优化　在细胞悬液中分

别加入０．１ｇ·Ｌ
－１和０．２ｇ·Ｌ

－１的ＤＴＡＢ，检测

２００ｍｉｎ内Ｃ２３Ｏ的酶活变化，以确定ＤＴＡＢ的适

宜作用时间。

１．８．２　ＤＴＡＢ作用浓度的优化　在细胞悬液中分

别加入各种浓度的ＤＴＡＢ，作用３０ｍｉｎ，然后测

定Ｃ２３Ｏ 的酶活，以确定最适宜的 ＤＴＡＢ 作用

浓度。

２　结果与讨论

２１　犅犃培养基确定及其优化

恶臭假单胞菌 （犘．狆狌狋犻犱犪ｍｔ２）的ＴＯＬ质粒

具有可以利用芳香族化合物的一套酶系统的编码基

因，其翻译产生的一系列酶可以将芳香族化合物降

解，最终生成丙酮酸和乙醛，并进入 ＴＣＡ 循

环［５］。选择低毒性的芳香化合物苯甲酸钠为唯一碳

源，结合文献 ［１３１４］中培养基的氮源、大量元

素及微量元素，通过相关参数的优化，确定了ＢＡ

培养基的基本组成 （具体组成见１．２节）。通过优

化实验首先确定了培养基苯甲酸钠的浓度为２．０ｇ·

Ｌ－１，超过该浓度时菌种生长的迟滞期延长，但后

期 的 菌 浓 却 能 提 高。进 而 优 化 得 到 了 氮 源

（ＮＨ４）２ＳＯ４浓度为０．４７２ｇ·Ｌ
－１，培养温度３０℃，

ｐＨ６．２，接种量２％，装液量每５００ｍｌ三角瓶１００

ｍｌ，摇床转速１７０ｒ·ｍｉｎ－１。由于ＴＯＬ质粒上的

基因簇是需要芳香族化合物进行诱导表达的，因此

ＢＡ培养基同时实现了细胞增殖和酶的诱导表达双

重任务。在上述优化条件下，恶臭假单胞菌 ｍｔ２

在ＢＡ培养基中的生长曲线见图１，在１２ｈ基本到

达平台期，ｐＨ值和Ｃ２３Ｏ的酶活 （以培养１２ｈ菌

的酶活为１００％，计算相对酶活）都随着生长曲线

的变化而变化，ｐＨ 值单调升高，而Ｃ２３Ｏ酶活开

始不断上升，在平台期后开始下降。因此，后续的

实验选用培养到对数增长中后期 （１２ｈ）的菌液，

以得到较高的 Ｃ２３Ｏ酶活。另外，由于 Ｃ２３Ｏ 是

Ｆｅ２＋依赖型的酶，培养基中Ｆｅ２＋对恶臭假单胞菌

ｍｔ２的酶活和代谢影响很大，所以培养基要新鲜

配制，如果放置时间超过一周，在接种的时候需要

补充新鲜的 Ｆｅ２＋，否则恶臭假单胞菌会因缺少

Ｆｅ２＋而分泌一种荧光物质 （脓菌素［１５］）。
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图１　恶臭假单胞菌ｍｔ２在ＢＡ培养基中的生长曲线

以及ｐＨ值和Ｃ２３Ｏ酶活的变化

Ｆｉｇ．１　ＣｈａｎｇｅｓｉｎＯＤ６６０，ｐＨａｎｄＣ２３Ｏ

ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊狆狌狋犻犱犪

ｍｔ２ｄｕｒｉｎｇｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎｉｎＢＡｍｅｄｉｕｍ
　

２２　整细胞条件下温度对犆２３犗酶活及稳定性的

影响

　　为了建立整细胞条件下测定表观酶活的方法，

需要确定影响酶活测定的一些关键参数，例如温

度、ｐＨ值、犓ｍ、犞ｍａｘ等，但这些参数与细胞提取

液中的酶活测定参数可能存在差别。因此，首先通

过实验确定了整细胞Ｃ２３Ｏ的最适温度和热稳定

性。如图２所示，整细胞Ｃ２３Ｏ的最适温度在３５℃

左右，这与该酶在细胞提取液中的最适温度

３０℃
［６］相比略高，而整细胞Ｃ２３Ｏ在温度５０℃以下

热稳定性较好，５５℃以后酶活显著下降。

图２　温度对酶活及稳定性的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｗｈｏｌｅｃｅｌｌ

ｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｉｔｓｓｔａｂｉｌｉｔｙ
　

２３　整细胞条件下狆犎值对犆２３犗酶活及稳定性的

影响

　　溶液的ｐＨ值对酶的活性和稳定性通常有较大

的影响，本文根据Ｃ２３Ｏ的特性选定ｐＨ６．５～８．０

的范围进行实验。监测不同ｐＨ 条件下１２ｈ之内

细胞浓度 （ＯＤ６６０）和Ｃ２３Ｏ酶活的变化关系 （图

３）。结果表明用磷酸缓冲溶液ｐＨ７．０和７．５重悬

后，在１２ｈ内细菌的ＯＤ６６０比较稳定，而在ｐＨ７．５

Ｃ２３Ｏ酶活较高稳定性较好，因此后续的实验都选

定最适ｐＨ为７．５。

图３　ｐＨ 对酶的活性及稳定性的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｗｈｏｌｅｃｅｌｌｅｎｚｙｍｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｉｔｓｓｔａｂｉｌｉｔｙ
　

２４　整细胞犆２３犗的犓犿 及犞犿犪狓的测定

犓ｍ 和犞ｍａｘ是判定酶反应动力学的重要参数，

根据ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋ作图法设计实验，得到整细

胞条件下的酶反应动力学，结果如图４所示，具有

较好的线性关系 （犚２＞０．９８）。分别取两轴截距获

得犓ｍ ＝３４．６７μｍｏｌ·Ｌ
－１，犞ｍａｘ＝０．２９μｍｏｌ·

ｍｉｎ－１· （ｍｇ干细胞）
－１，这些与酶库［６］报道的纯

酶数据 （Ｃ２３Ｏ 的 犓ｍ＝１．４μｍｏｌ·Ｌ
－１，犞ｍａｘ＝

３２０μｍｏｌ·ｍｉｎ
－１·ｍｇ

－１）有较大差别，犓ｍ值增

大，说明酶与底物的结合受到了细胞空间位阻的

影响。

２５　整细胞条件下犗犇６６０与犆２３犗酶活的关系

纯酶浓度和酶活之间具有良好的线性关系，相

类似的也需要确定整细胞催化过程中关键酶的活性

与细胞浓度之间的关系。图５表明在低菌浓下，二

者有较好的线性关系，相关系数达到０．９９，表明

在整细胞酶活检测中，反应条件和底物浓度能够完

全满足不同浓度细胞的催化反应。本文阐述的

Ｃ２３Ｏ测定方法是利用分光光度计测定产物的特征

吸收的速率变化，由于该酶的反应速度非常快，只

需要ＯＤ６６０＝０．１左右就可以准确测量，而且吸光

度的变化很快，说明实验检测酶活的灵敏度很高。

由于对高浓度的菌体稀释后可以得到与图５相同的
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图４　整细胞条件下Ｃ２３Ｏ的ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋ图

Ｆｉｇ．４　ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋｐｌｏｔｏｆＣ２３Ｏｉｎｗｈｏｌｅｃｅｌｌｓ
　

图５　ＯＤ６６０与Ｃ２３Ｏ酶活关系

Ｆｉｇ．５　ＲｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＯＤ６６０ａｎｄｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙ
　

曲线，说明不但在低菌浓区，在高菌浓区该方法也

能对整细胞的酶活进行准确测量。同时这一结果也

暗示有可能通过监测环境污染修复体系中混合菌群

中的Ｃ２３Ｏ活性来定量恶臭假单胞菌的浓度，但详

细的影响因素需要进一步的实验探讨。

２６　犇犜犃犅改变细胞膜通透性及其作用条件的

影响

　　通过以上的实验确定了恶臭假单胞菌 ｍｔ２整

细胞的表观酶活测定方法。但是在上述条件下测定

的整细胞酶活并不是细胞内酶的最大催化活性，还

不能完全准确地了解细胞内关键酶的真实表达情

况，所以探讨通过改变细胞膜通透性提高整细胞酶

活测量准确性的可能。根据文献报道［１０，１３］，阳离

子表面活性剂可以有效改变细菌的细胞膜，本研究

采用十二烷基三甲基溴化铵 （ＤＴＡＢ）来探讨其对

整细胞Ｃ２３Ｏ酶活的影响。首先研究ＤＴＡＢ作用

时间对Ｃ２３Ｏ酶活的影响，实验结果 （图６）表明

ＤＴＡＢ作用２０ｍｉｎ后酶活基本稳定，后续实验均

图６　ＤＴＡＢ作用时间对整细胞酶活的影响

Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｏｆＤＴＡＢｔｒｅａｔｍｅｎｔｔｉｍｅｏｎ

ｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｗｈｏｌｅｃｅｌｌｓ
　

取３０ｍｉｎ为标准。而且，ＤＴＡＢ０．１ｇ·Ｌ
－１处理

２０ｍｉｎ后的酶活比处理前提高１倍以上。

ＤＴＡＢ浓度对整细胞Ｃ２３Ｏ酶活的影响结果表

明，ＤＴＡＢ在０．０５～０．３ｇ·Ｌ
－１的范围内得到的

酶活最高且稳定，数值比未处理前提高１倍多 （具

体数据未给出），后续实验均采用０．１ｇ·Ｌ
－１

ＤＴＡＢ的处理量进行。为了验证ＤＴＡＢ作用后是

否能测得Ｃ２３Ｏ的最大酶活，对同样测定条件下的

细胞破碎液的酶活进行了检测。采用玻璃珠破碎的

方法，以破碎前的整细胞的酶活为１００％，计算相

对酶活。细胞破碎时间为３０ｓ时测得的细胞破碎

液的最大酶活为２０７％，此数值与最适的ＤＴＡＢ处

理条件下的整细胞的相对酶活近似，表明在该条件

下已经完全消除细胞膜通透性对底物传递的影响。

另外，研究表明，采用０．１ｇ·Ｌ
－１ＤＴＡＢ处理细

胞３０ｍｉｎ仅仅改变了细胞膜对小分子的通透性，

使小分子物质能自由进出，而并不能释放胞内酶到

胞外 （具体数据未给出）。这些都说明用ＤＴＡＢ处

理的整细胞可以原位进行胞内最大酶活的测定。

３　结　论

（１）恶臭假单胞菌ｍｔ２的ＴＯＬ质粒上带有可

以利用芳香族化合物的一套酶系统的编码基因，由

于该质粒的表达需要芳香族化合物的诱导，建立了

以苯甲酸钠 （ＢＡ）为唯一碳源的培养基，并优化

了培养条件，在该条件下细胞通过表达ＴＯＬ质粒

利用苯甲酸钠进行生长。

（２）建立了利用整细胞测定Ｃ２３Ｏ活性的方

法，对整细胞酶活的特性进行了研究，得到了最佳
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的温度、ｐＨ及相应的酶的稳定范围。整细胞条件

下Ｃ２３Ｏ的 犓ｍ＝３４．６７μｍｏｌ·Ｌ
－１，犞ｍａｘ＝０．２９

μｍｏｌ·ｍｉｎ
－１· （ｍｇ干细胞）

－１，与细胞破碎液的

动力学参数有较大的差异。

（３）利用 ＤＴＡＢ可以改变细胞膜的通透性，

从而影响整细胞的Ｃ２３Ｏ酶活测量。ＤＴＡＢ合适的

浓度为０．１ｇ·Ｌ
－１，作用时间为３０ｍｉｎ，在该条

件下得到的整细胞表观酶活接近细胞的胞内最大

酶活。

本文建立的整细胞Ｃ２３Ｏ酶活的检测方法，为

整细胞催化及环境修复过程中酶活的评价提供了

基础。

犚犲犳犲狉犲狀犮犲狊

［１］　ＭａＺｈａｎ （马展），ＺｈａｎｇＤｅｃｈｕｎ （张德纯）．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

ａｎｄ ｐｒｏｓｐｅｃｔｓ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃａｌ ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ 犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊
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