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要!为研究山羊源
-#VGB

1

@$10%(

对小反刍兽疫病毒"

881a

#在淋巴细胞的主要受体+++淋巴细胞信号活化分

子"

6O3^

#表达水平的调节作用!通过荧光定量
891

法和
NG,4GU-CB#4

技术检测
881a

疫苗毒
2:\!%

株接种山羊

外周血单核细胞"

8Ẑ 9,

#中
6O3^

和
-#VGB

1

@$10%(

表达变化以及病毒增殖水平!然后检测
-#VGB

1

@$10%(

模拟物

"

-#VGB

1

@$10%(@$@$F

#和拮抗物"

-#VGB

1

@$10%($-D$C$4#U

#转染山羊
8Ẑ 9,

中
6O3^

表达水平变化及对
881a

增

殖的影响'结果表明!山羊
8Ẑ 9

感染
881a

后
0)D

"

D

R

$

#即可检测到细胞病变效应!特别在感染后
)(

#

:0D

R

$

尤

为明显(与对照组相比!

881a

感染组中
6O3^

受体
@123

表达水平在
0)D

R

$

极显著升高"

=

#

&'&%

#!随后逐渐降

低!而
-#VGB

1

@$10%(

表达水平在
0)D

R

$

极显著降低"

=

#

&'&%

#!随后逐渐升高!对照组中
-#VGB

1

@$10%(

和
6O3^

的
@123

表达水平在各检测时间点未发现显著变化(感染组中
6O3^

受体的蛋白表达规律与其
@123

表达相

似!而
881a!2

蛋白的表达水平呈现不断增加的趋势(

-#VGB

1

@$10%(@$@$F

转染组中
6O3^

和
881a!2

蛋白表达

水平较对照组显著降低"

=

#

&'&\

或
=

#

&'&%

#!且呈转染剂量依赖性!而
-#VGB

1

@$10%($-D$C$4#U

转染组中
6O3^

和
881a!2

蛋白表达水平较对照组显著升高"

=

#

&'&\

或
=

#

&'&%

#!且呈转染剂量依赖性'结果表明!

881a

感

染山羊
8Ẑ 9,

中
-#VGB

1

@$10%(

和
6O3^

表达水平具有相关性!细胞转染检测结果提示
-#VGB

1

@$10%(

对
6O3^

受体的表达水平具有负调控作用并影响
881a

在山羊
8Ẑ 9,

中的复制水平'
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(小反刍兽疫病毒(山羊
8Ẑ 9,

(淋巴细胞信号活化分子
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R
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R
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R
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!

<D$BGA-$-FUGA,G"BGVGB,#=881a!2

R
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<A,#C,GUVG"'7DGGH

R

UG,,$#-BGVGB,#=6O3^A-"881a!2$-@$10%(@$@$F4UA-,=GF4G"

E

U#M
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<GUG,$
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#
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#
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U#M
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R
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!

<D$BG4DGGH

R
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U#M
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E
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!

A-"4DGUG,MB4,#=4UA-,=GF4$#-#=
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R
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R
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881a

(

E

#A48Ẑ 9,

(

6O3^

!!

小反刍兽疫"

8G,4G"G,

R

G4$4,UM@$-A-4,

!

881

#

是由小反刍兽疫病毒"

8G,4G"G,

R

G4$4,UM@$-A-4,

V$UM,

!

881a

#引起山羊&绵羊及野生小反刍兽的一

种急性&烈性&接触性动物传染病'该病至今依然是

世界范围内严重威胁动物健康养殖的重大疫病之

一'

881a

对淋巴细胞和上皮细胞具有较强噬性!

其感染宿主后造成机体免疫抑制是其致病的主要特

征)

%

*

'虽然目前对于
881a

已经做了很多有价值

的研究工作!但关于该病毒对山羊致病机制研究仍

不十分明了'淋巴细胞信号活化分子"

,$

E

-AB$-

E

B

;

@

R

D#F

;

4GAF4$VA4$#-@#BGFMBG

!

6O3^

#表达于多

种哺乳动物淋巴细胞&树突细胞及巨噬细胞等!是

881a

等麻疹病毒属病毒在淋巴细胞的主要受

体)

0!.

*

'山羊的外周血单核细胞"

R

GU$

R

DGUABCB##"

@#-#-MFBGAUFGBB,

!

8Ẑ 9,

#被广泛用于小反刍兽疫

病毒致免疫抑制相关研究'研究表明!山羊
8Ẑ 9,

中
6O3^

受体表达水平与
881a

的增殖水平密切

相关)

)

!

:

*

!而有关
6O3^

受体表达调节机制及其在

881a

感染与复制中的具体作用尚不完全清楚'

近年来!越来越多的证据表明宿主细胞小
123

"

@$123

#是机体先天性%获得性免疫以及宿主
!

病

原体相互作用的复杂网络中不可或缺的调节因子!

其在抗病毒感染和复制方面发挥着重要作用)

(!%&

*

'

2#VGB

1

@$10%(

是本实验室在山羊
8Ẑ 9,

中新发

现的一种微小核糖核酸分子!基于
123D

;

CU$"

及

@$1A-"A

等生物信息学分析表明
6O3^

是
-#VGB

1

@$10%(

的潜在靶基因!但关于
-#VGB

1

@$10%(

对山

羊
8Ẑ 9,

中
6O3^

表达水平调节机制尚需进一步

证实'

本研究旨在研究
-#VGB

1

@$10%(

在
881a

感染

山羊
8Ẑ 9,

中对
6O3^

受体表达水平的调节作用

及其对病毒增殖的影响!研究结果对进一步阐明

881a

在羊源细胞中的复制及其致病机制具有重要

的理论意义和潜在的应用价值'

#

!

材料与方法

#A#

!

病毒及细胞

所用
881a

标准疫苗毒株
2:\!%

为笔者实

验室 保 存!病 毒 在
aGU#

细 胞 上 增 殖!滴 度 是

%&

\'.\

795Y

\&

0

@O

k%

(山羊
8Ẑ 9,

从西北农林科

技大学实验动物中心
%(

月龄健康莎能奶山羊颈静

脉处无菌采血!随后用淋巴细胞分离液分离获得!通

过含有
%&&

单位的青霉素&

%&&

'

E

0

@O

k%的链霉素

和
%&]

胎牛血清的
18̂ 5%.)&

培养基培养'

#A!

!

主要试剂

Y^?^

%

Q!%0

为
K$CF#

产品(胎牛血清为
J

;

!

FB#-G

产 品(胰 蛋 白 酶 为
3@UG,F#

产 品(

O$

R

#!

=GF4A@$-G123$̂ 3T

转染试剂&

123

酶抑制剂和

715>#B123

试剂盒均为
5-V$4U#

E

G-

公司产品(逆

转录试剂盒和
@$123

定量试剂盒均为广州锐博生

物科技有限公司产品(鼠抗
6O3^

单克隆抗体&兔

抗
$

!AF4$-

抗体&

J18!

羊抗兔
5

E

K

和
J18!

羊抗鼠

5

E

K

均购自
5-V$4U#

E

G-

公司(鼠抗
881a2

蛋白抗

体由中国兽医药品监察所提供'

#A'

!

引物设计与合成

参照
29Z5

公布的山羊
-D!H

基因序列设计

引物!其正向引物序列$

\[!3397KK3K7K3K!

K33K93KK7!*[

!反向引物序列$

\[!9K9337K!

.*)0
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对山羊外周血单核细胞中
6O3^

受体表达的影响

93K37K73K39K77!*[

(内参
!

?$"#()

的正向引

物序 列$

\[!K9377K99979339K39939777!

K79!*[

!反 向 引 物 序 列$

\[!979977KK3KK9!

937K7KK39937K!*[

'

2#VGB

1

@$10%(

序列信

息为
\[!9S9993K9K9SKS939939!*[

!其定量

891

引物序列购自广州锐博生物科技有限公司"产

品编号$

@$1(&&*%.(

&

@$1(&&*%.:

#'

#A%

!

)7S5;

(

:-(!#$:-:-6

及
-/9-<-.7=

序列

2#VGB

1

@$10%(

模拟物"

-#VGB

1

@$10%(@$@$F

#&

-#VGB

1

@$10%(

拮抗物"

-#VGB

1

@$10%($-D$C$4#U

#均

购自广州锐博生物科技有限公司 "产品编号$

@$1%%:&/&%&*%)\(

&

@$10%:&/&%&*%.&&

#'

#AK

!

病毒感染

山羊
8Ẑ 9,

分离后在
\]9P

0

浓度的培养箱&

%&]

胎牛血清的
18̂ 5%.)&

培养基中培养
%.D

'

未贴壁的山羊
8Ẑ 9,

在病毒接种前用
18̂ 5%.)&

培养基轻轻洗去'之后用
^P5o%

的
881a2:\!%

株病毒接种山羊
8Ẑ 9,

!同时设置未感染对照!于

感染后
0)D

"

D

R

$

#收样'感染组和未感染对照组均

设置
*

个独立的生物学重复'

#AM

!

()*

的提取和荧光定量
FI(

用
715>#BUGA

E

G-4

处理各组
8Ẑ 9,

后提取总

123

!

2A-#"U#

R

0&&&

超微量分光光度计定量!用

FY23

逆转录试剂盒将
123

逆转录为
FY23

!采用

6LZ1KUGG-

%

法进行
W

17!891

!每组
*

个重复!检

测
881a

感染山羊
8Ẑ 9,

中
-D!H @123

和

-#VGB

1

@$10%(

的表达水平变化'

-D!H @123

和

-#VGB

1

@$10%(

检测分别以
!

?$"#()

和
\6

为内参基

因!

0

k

&&

4#法进行相对定量计算!每个样品重复
*

次

求平均值'

#AP

!

W53.5=/<;7.

检测

将作用不同时间段的各组细胞用
1583

裂解后

进行
6Y6!83K?

!然后将蛋白质电转至
8aYQ

膜

上!

\]

脱脂奶粉室温封闭
0D

!分别用
6O3^

抗体&

881a2

蛋白抗体&

$

!AF4$-

抗体在
) l

孵育过夜!

7Z67

洗膜
)

次!二抗孵育
%D

!

7Z67

洗膜
.

次!加

入化学发光剂
?9O

!曝光获得相应条带!采用

5@A

E

Gb0H

软件分析灰度值'

#A$

!

转染
/7S5;

(

:-(!#$

的模拟物和拮抗物

按 照
5-V$4U#

E

G-

公 司 提 供
O$

R

#=GF4A@$-G

123$̂ 3T

转染试剂说明书!分别将
-#VGB

1

@$10%(

模拟物"

-#VGB

1

@$10%(@$@$F

#&

-#VGB

1

@$10%(

拮抗

物"

-#VGB

1

@$10%($-D$C$4#U

#及相应的对照
@$123

转染入细胞中!置于
*:l

&

\] 9P

0

细胞培养箱中

孵育
)(D

(之后分别于各孔接种
%'& ^P5

值

881a

!于
*:l

培养
0)D

(通过
NG,4GU-CB#4

检测

转染细胞中
6O3^

和
881a 2

蛋白的表达水平'

每个试验设
*

个重复!同时设定对照组'

#A&

!

数据处理与统计

每个试验重复
*

次'所有数据均采用
#

检验进

行统计分析!数据用.

:

Y

q/

/表示!

=

#

&'&\

表示差

异具有显著学意义!

=

#

&'&%

表示差异极显著'

!

!

结
!

果

!A#

!

FF(U

在山羊
FH8I3

中的增殖规律

在
881a

感染山羊
8Ẑ 9,

后不同时间!通过

观察细胞
98?

及检测病毒
2

蛋白的表达量明确了

881a2:\!%

毒株在山羊
8Ẑ 9,

中的复制规律'

与对照组相比!

881a

感染细胞可见细胞肿胀&聚集

及脱落等细胞病变!且随着感染时间延长细胞病变

越来越明显"图
%

#'

NG,4GU-CB#4

结果显示!

881a

2

蛋白的表达水平在
0)D

R

$

时明显增加且随着感

染时间延长而不断升高"图
0

#'

881a

感染山羊

8Ẑ 9,

中
6O3^

蛋白的表达水平检测表明!在
0)

和
)(D

R

$

时
6O3^

表达水平较
&D

R

$

时极显著增加

"

=

#

&'&%

#!而在
:0

和
/.D

R

$

时表达水平降低"图
0

#'

图
#

!

FF(U

感染山羊
FH8I3

后的细胞病变

C-

0

A#

!

IF+7EFF(UB-/E56.5,

0

71.FH8I3

:*)0
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!

与对照组"

&D

R

$

#比较!

"

'=

#

&'&\

(

""

'=

#

&'&%

9#@

R

AUG"<$4DF#-4U#B

"

&D

R

$

#!

"

'=

#

&'&\

(

""

'=

#

&'&%

图
!

!

W53.5=/<;7.

检测
FF(U

感染山羊
FH8I3

中相关蛋白

的表达

C-

0

A!

!

W53.5=/<;7.1/1;

?

3-37E

T

=7.5-/=5;1.-S55X

T

=533-7/7E

FF(UB-/E56.5,

0

71.FH8I3

!A!

!

Y

(DBFI(

检测
3'1! :()*

和
/7S5;

(

:-(!#$

表达水平

881a

感染山羊
8Ẑ 9,

中
-D!H @123

和

-#VGB

1

@$10%(

的
W

17!891

检测结果表明!

0)D

R

$

时
-D!H @123

表达水平较
&D

R

$

极显著增加

"

=

#

&'&%

#!随后逐渐降低(对照组
-D!H @123

表达水平在各检测时间点均较低"图
*

#'

2#VGB

1

@$10%(

表达水平变化趋势则与
-D!H @123

呈

负相关!

0)D

R

$

时
-#VGB

1

@$10%(

表达水平较
&D

R

$

与对照组"

&D

R

$

#比较!

"

'=

#

&'&\

(

""

'=

#

&'&%

9#@

R

AUG"<$4DF#-4U#B

"

&D

R

$

#!

"

'=

#

&'&\

(

""

'=

#

&'&%

图
'

!

Y

(DBFI(

检测
FF(U

感染山羊
FH8I3

后
3'1! :(B

)*

水平

C-

0

A'

!

Y

(DBFI(1/1;

?

3-37E3'1! :()*5X

T

=533-7/E7;,7E

FF(UB-/E56.5,

0

71.FH8I3

极显著降低"

=

#

&'&%

#!随后逐渐升高(在
0)

#

/.D

R

$

!

881a

感染组
-#VGB

1

@$10%(

表达水平均显

著低于同时间点对照组"图
)

#'

与对照组"

&D

R

$

#比较!

"

'=

#

&'&\

(

""

'=

#

&'&%

9#@

R

AUG"<$4DF#-4U#B

"

&D

R

$

#!

"

'=

#

&'&\

(

""

'=

#

&'&%

图
%

!

Y

(DBFI(

检测
FF(U

感染山羊
FH8I3

后
/7S5;

(

:-(!#$

水平

C-

0

A%

!

Y

(DBFI(1/1;

?

3-37E/7S5;

(

:-(!#$5X

T

=533-7/E7;,7E

FF(UB-/E56.5,

0

71.FH8I3

!A'

!

转染
/7S5;

(

:-(!#$

模拟物和拮抗物对
JQ*8

和
FF(U)

蛋白的影响

如图
\

所示!

-#VGB

1

@$10%(@$@$F

转染组中

6O3^

和
881a!2

蛋白表达水平均较转染对照组

降低"

=

#

&'&\

或
=

#

&'&%

#!且呈转染浓度依赖性(

与对照组"

9̂

#比较!

"

'=

#

&'&\

(

""

'=

#

&'&%

9#@

R

AUG"<$4DF#-4U#B

"

9̂

#!

"

'=

#

&'&\

(

""

'=

#

&'&%

图
K

!

W53.5=/<;7.

检测转染
/7S5;

(

:-(!#$:-:-6

后
FF(U

感染山羊
FH8I3

中相关蛋白表达水平

C-

0

AK

!

W53.5=/<;7.1/1;

?

3-37E

T

=7.5-/=5;1.-S55X

T

=533-7/1E.5=

.95.=1/3E56.-7/7E/7S5;

(

:-(!#$:-:-6-/.7FF(UB-/B

E56.5,

0

71.FH8I3

(*)0
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期 宋华杰等$

2#VGB

1

@$10%(

对山羊外周血单核细胞中
6O3^

受体表达的影响

相反地"图
.

#!

-#VGB

1

@$10%($-D$C$4#U

转染组中

6O3^

和
881a!2

蛋白表达水平均较对照组呈转

染浓度依赖性升高"

=

#

&'&\

或
=

#

&'&%

#'表明

-#VGB

1

@$10%(

对
6O3^

受体的蛋白表达具有明显

负调控作用!同时影响
881a

的增殖水平'

与对照组"

59

#比较!

"

'=

#

&'&\

(

""

'=

#

&'&%

9#@

R

AUG"<$4DF#-4U#B

"

59

#!

"

'=

#

&'&\

(

""

'=

#

&'&%

图
M

!

W53.5=/<;7.

检测转染
/7S5;

(

:-(!#$-/9-<-.7=

后

FF(U

感染山羊
FH8I3

中相关蛋白表达水平

C-

0

AM

!

W53.5=/<;7.1/1;

?

3-37E

T

=7.5-/=5;1.-S55X

T

=533-7/1EB

.5=.95.=1/3E56.-7/7E/7S5;

(

:-(!#$-/9-<-.7=-/.7

FF(UB-/E56.5,

0

71.FH8I3

'

!

讨
!

论

小反刍兽疫是由副黏病毒科麻疹病毒属小反刍

兽疫病毒"

881a

#引起的一种急性&热性&高度接触

性一类传染病!主要感染包括野生动物在内的小反

刍动物!其中山羊高度易感!绵羊易感'该病危害严

重!其发病率可高达
/&]

#

%&&]

!病死率可达

\&]

#

%&&]

)

%%!%*

*

'与其他病毒一样!

881a

侵染宿

主细胞的.核心/机制是病毒与特定受体结合进而感

染宿主细胞)

%)!%\

*

'然而!

881a

对感染宿主的致病

机制尚不十分明了!特别是在山羊等高度易感动物'

现已确定
881a

的天然受体有两个$

6O3^

和脊髓

灰质炎病毒受体"

2GF4$-)

%

8a1O)

#'其中
6O3^

仅仅在
7

淋巴细胞&巨噬细胞&

2̀

细胞和树突状细

胞等免疫细胞表面表达!

2GF4$-)

则主要在上皮细

胞中表达)

%.!%(

*

'

6O3^

是
881a

感染宿主并致病

的关键受体!当
881a

通过呼吸道途径侵染宿主

时!它首先与巨噬细胞和树突状细胞表面
6O3^

受

体发生结合并相互作用!而后被转运到局部淋巴结

进行增殖扩散)

%/!0*

*

'

881a

的
2

结构蛋白被广泛

用于对
881a

增殖规律的研究)

%\

!

0*!0)

*

'

0&&(

年!

8A<AU

等)

)

!

0)

*在通过
,$123

干扰技术证实
6O3^

是
881a

感染的病毒受体的基础上!进一步研究发

现山羊外周血单核细胞中
6O3^

的表达水平与

881a

复制具有很高的相关性!不同表达水平的

-D!H @123

影响病毒的复制和滴度'然而!目前

对于
6O3^

表达水平的调控机制尚不清楚'

越来越多的研究表明)

0\!0.

*

!

@$123,

与病毒的

感染和致病有密切联系!发挥着重要功能'在麻疹

病毒属的研究表明)

0:!0(

*

!麻疹病毒感染可导致宿主

细胞中
@$123

表达谱及其相应的靶基因
@123

表达发生显著变化'此外!

KGGX$

;

A-A

E

G

和
KABA!

-$,

)

0/

*研究表明!

@$1!*%

和
@$1!%0(

可通过调控麻

疹病毒在肿瘤细胞的受体
2GF4$-)

!进而调控该病毒

对该细胞的易感性'本实验室在对
881a

感染山羊

8Ẑ 9,

中
@$123

表达谱进行差异分析表明!

-#VGB

1

@$10%(

有可能对
6O3^

受体的表达具有一定调节

作用'本研究中通过检测
881a

感染山羊
8Ẑ 9,

不同时间后
6O3^

和
-#VGB

1

@$10%(

表达水平发

现!

-#VGB

1

@$10%(

表达水平变化趋势与
-D!H

@123

呈负相关!而转染
-#VGB

1

@$10%(@$@$F

后

6O3^

和
881a!2

蛋白表达水平均较转染对照组

降低!转染
-#VGB

1

@$10%($-D$C$4#U

后
6O3^

和

881a!2

蛋白表达水平均较转染对照组升高!以上

结果表明
-#VGB

1

@$10%(

对
6O3^

受体的蛋白表达

具有明显负调控作用'因此
881a

在早期侵染过

程中!可能通过
-#VGB

1

@$10%(

介导对
6O3^

受体

表达丰度的调控!进而影响
881a

在山羊
8Ẑ 9,

中的增殖水平'另外!本研究结果是否与
8Ẑ 9,

分离山羊种属&性别等有关有待进一步研究'现已

证实!除了麻疹病毒属病毒外!其他多种病毒及致病

菌也均以
6O3^

蛋白作为其在宿主细胞的感染受

体并通过调控该受体表达水平进而达到免疫逃

逸)

*&

*

'因此!关于
6O3^

受体表达及其相关信号

通路调控研究对深入了解相关病原体致病机制具有

重要意义'

%

!

结
!

论

881a

感染山羊
8Ẑ 9,

中
6O3^

受体表达水

平与
-#VGB

1

@$10%(

的表达水平呈负相关!其中

/*)0
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6O3^

受体表达呈先升高后降低趋势!而
-#VGB

1

@$10%(

的表达呈先降低后升高趋势(山羊
8Ẑ 9,

源
-#VGB

1

@$10%(

对
6O3^

受体表达具有负调控作

用并对
881a

增殖水平有一定影响'本项目研究

结果对进一步阐明
881a

在羊源细胞中的复制及

其致病机制等均具有重要的理论意义和潜在的应用

价值'
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K5P Ẑ525?

!

1PI?13K'

2GH4!

E

G-GUA4$#-,G

W

MG-F$-

E

4GFD-#B#

E;

$-FB$-$FABV$!

U#B#

E;

)

b

*

'43() H("'+L(+3.)

1

&"

!

0&%*

!

%/

"

%

#$

%\!00'

)

00

*

!

`N537?̀ P

!

3O5LJ

!

63??Y5`

!

G4AB'3,$A-

B$-GA

E

G#=

R

G,4G"G,

R

G4$4,UM@$-A-4,V$UM,

!

3=U$FA

)

b

*

'@2&'

7

.)

1

&"#;(/

!

0&%%

!

%:

"

:

#$

%00*!%0*%'

)

0*

*

!

PJ56J5`

!

32YP3

!

6SIS̀ 51

!

G4AB'J#,4!V$!

UM,,

R

GF$=$F$4

;

#=@#UC$BB$V$UM,G,

R

UG"$F4G"C

;

,4UMF!

4MUAB@#"GB$-

E

#=4DG@AU$-G@A@@AB6O3^

!

AUG!

FG

R

4#U

)

b

*

'4+2

F

.220)+3 H("'+L(+3.)

1

&"#;(/

!

0&%&

!

**

"

*

#$

00:!0)%'

)

0)

*

!

83N311^

!

YJ523̀ 31

1

13bK

!

Z3O39J32!

Y1329'1GBA4$#-,D$

R

CG4<GG-4DGBGVGB#=,$

E

-AB$-

E

B

;

@

R

D#F

;

4GAF4$VA4$#-@#BGFMBG@123A-"UG

R

B$FA4$#-

#=8G,4G!"G,!

R

G4$4,!UM@$-A-4,V$UM,$-

R

GU$

R

DGUABCB##"

@#-#-MFBGAUFGBB,#=D#,4A-$@AB,

)

b

*

'!"#$%('+3

!

0&&(

!

\0

"

)

#$

0*%!0*.'

)

0\

*

!

QSLT

!

IJ32KO

!

IJ32KQ

!

G4AB'?H#,#@G!

@G"$A4G"@$1!%).A4UA-,=GU,M

RR

UG,,G,4

;R

G5$-4GU!

=GU#-UG,

R

#-,GA-"=AF$B$4A4G, ?a:%$-=GF4$#-

)

b

*

'

=D+-=$#,+

7

!

0&%:

!

%*

"

/

#$

G%&&..%%'

)

0.

*

!

K3PO

!

KSPT`

!

N32KOJ

!

G4AB' $̂FU#123

%(%,M

RR

UG,,G,

R

#UF$-GUG

R

U#"MF4$VGA-"UG,

R

$UA4#U

;

,

;

-"U#@GV$UM,

"

8116a

#

$-=GF4$#- C

;

4AU

E

G4$-

E

8116aUGFG

R

4#U9Y%.*

)

b

*

'I%('+3

!

0&%*

!

(:

"

%\

#$

((&(!((%0'

)

0:

*

!

Z3?1769J ^3

!

O?Z?1^Q

!

ZP66PN6

!

G4AB'

$̂FU#123!@G"$A4G"@MB4$!4$,,MG"G4AU

E

G4$-

E

#=#-F#!

B

;

4$F@GA,BG,V$UM,

)

b

*

'4$)"&'E&)&B,&'

!

0&%)

!

0%

"

/

#$

*:*!*(&'

)

0(

*

!

O?Z?1^Q

!

ZP66PN6

!

O?P231Ya J

!

G4AB'

$̂FU#123!,G-,$4$VG #-F#B

;

4$F @GA,BG, V$UM,G, =#U

FA-FGU!,

R

GF$=$FVGF4#U4U#

R

$,@

)

b

*

'H+3B,&'

!

0&%%

!

%/

"

.

#$

%&/:!%%&.'

)

0/

*

!

K??̀ 5L323K? J

!

K3O3256 ?' $̂1!*% A-"

@$1!%0(UG

E

MBA4G,

R

#B$#V$UM,UGFG

R

4#U!UGBA4G")@G"$!

A4G"@GA,BG,V$UM,$-=GF4$V$4

;

$-4M@#U,

)

b

*

'H+3>)?

"+3

!

0&%.

!

%&

"

/

#$

%*(:!%)&*'

)

*&

*

!

a32Y15?OZb

!

O53P K T

!

?2K?O8

!

G4AB'

1G,

R

#-,G,4#@$FU#C$ABFDABBG-

E

G,C

;

6O3 Q̂UGFG

R

!

4#U,

)

b

*

'Q'+)#.220)+3

!

0&%.

!

:

$

)'

"编辑
!

白永平#

%))0


