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摘要!目的
!

探讨肥大细胞对肾癌侵袭迁移能力的影响及分子机制'方法
!

提取人肥大细胞系
JRO?7

的条件培养基并用其培

养肾癌
WP:O?9

细胞%通过
E'K1>3.))

实验检测
WP:O?9

细胞体外迁移及侵袭能力的变化#采用实时定量聚合酶链反应$

'.K)"=%.

:E?CO:

&及
V.>".'1U)("

实验检测
WP:O?9

细胞基质金属蛋白酶
9

$

RRC9

&和基质金属蛋白酶
8

$

RRC8

&的
%:IN

和蛋白的表

达变化#通过人
EFY?

3

重组蛋白处理
WP:O?9

细胞%并通过
'.K)"=%.:E?CO:

检测
RRC9%:IN

的表达变化#

EFY?

3

信号抑制

剂
PTA57BA9

与
JRO?7

条件培养基联合处理
WP:O?9

细胞%通过
'.K)"=%.:E?CO:

检测
WP:O?9

细胞
RRC9%:IN

的表达变

化%通过
E'K1>3.))

实验检测
WP:O?9

细胞体外迁移及侵袭能力变化'结果
!

JRO?7

条件培养基可显著提高
WP:O?9

细胞的体

外迁移及侵袭能力并促进
RRC9

表达'人
EFY?

3

重组蛋白亦可促进
WP:O?9

细胞
RRC9

表达'加入
EFY?

3

信号抑制剂

PTA57BA9

可抑制
JRO?7

条件培养基引起的
WP:O?9

细胞
RRC9

表达及体外侵袭迁移'结论
!

肥大细胞可通过分泌
EFY?

3

上

调肾癌细胞
RRC9

表达%进而促进侵袭转移'

关键词!肾癌#肥大细胞#侵袭#转移#转化生长因子
3

#基质金属蛋白酶
9

中图分类号!

:<5<,77

!!!

文献标志码!

N

!

!"#

!

76,58;8

"

$

,=>>1,7668?@987,9678,77,67<

收稿日期!

9678?6B?6;

!!!!

修回日期!

9678?6<?56

基金项目!国家自然科学基金项目$

I(,@7@<9685

&

通信作者!李磊%研究员%主任医师
,D?%K=)

!

)=)

+

/'

"

7;5,0(%

作者简介!陈玉乐$

78@5?

&%男$汉族&%博士%助理研究员
,

研究方向!泌

尿系肿瘤进展分子机制
,D?%K=)

!

0

+

)-/3

+

/

"

79;,0(%

!!

肾癌是泌尿系统肿瘤中死亡率最高的疾病%约

7

"

5

的肾癌患者会因肿瘤转移而死亡(

7

)

'进一步阐

明肾癌侵袭转移的分子机制对于提高肾癌治疗效果

具有积极意义'基质金属蛋白酶$

%K"'=- %."K)?

)(

#

.

#

"=/K>.>

%

RRC>

&类%如 基 质 金 属 蛋 白 酶
9

$

RRC9

&和基质金属蛋白酶
8

$

RRC8

&在肾癌等肿

瘤转移中发挥重要作用(

9

)

'研究表明%肿瘤细胞和间

质细胞之间的相互作用与肿瘤进展过程关系密切'

既往研究中我们发现%肥大细胞这一特殊类型间质细

胞在肾癌组织中聚集并对肾癌血管形成过程产生影

响(

5

)

'国内有学者初步发现肥大细胞可促进肾癌的

侵袭迁移(

A

)

'然而%肥大细胞是否可通过
RRC>

影

响肾癌侵袭转移尚不清楚'本研究通过体外实验初

步探讨了肥大细胞对肾癌体外侵袭迁移与
RRC>

的

影响以及可能的分子机制'

$

!

材料与方法

$,$

!

试剂与抗体
!

逆转录试剂盒及
P\T:C'.%=-

D-EK

` -

购自 宝生 物 $大 连&有 限责 任公 司'

YK>"966

总
:IN

极速抽提试剂盒购自上海飞捷生物

技术有限公司'

]&)U.00(c>R(/=M=./DK

*

).R./=K?
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Y79

$

]RDR?Y79

&培 养 基 及
G>0(L.c> R(/=M=./

]&)U.00(c>R./=&%

$

GR]R

&培养基购自
F=U0(

公

司'胎牛血清$

M."K)U(L=1.>.'&%

%

YTP

&购自杭州四

季青公司'

R=))=0.))

小室购自
R=))=

#

('.

公司'重组

人
EFY?

3

蛋白购自
:p]

公司%溶解于无菌磷酸缓

冲盐溶液$

#

!(>

#

!K".U&MM.'>K)=1.

%

CTP

&%使用时以
6

1%()

"

H

$对照&,

7661%()

"

H

,

A661%()

"

H

等终浓度

培养细胞'

RRC9

,

RRC8

及
FNC]J

抗体购自

NU0K%

公司'

RK"'=

*

.)

购自
T]

公司'

PTA57BA9

购

自
P.)).04

公司%溶解于二甲基亚砜$

/=%."!

+

)>&)M(-?

=/.

%

]RPW

&%使用时以
7661%()

"

H

终浓度培养细

胞'

!

$,%

!

细胞培养
!

人肾癌
WP:O?9

细胞系由西安交通

大学泌尿外科研究所冻存保种%于含
766%H

"

HYTP

的
]RDR?Y79

常规培养'人肥大细胞
JRO?7

细胞

系购自
NEOO

公司%于含
766%H

"

HYTP

的
GR]R

常规培养'培养箱条件为
5<m

,

B̂ OW

9

$体积分数&'

$J&

!

[HCM$

细胞条件培养基收集
!

取对数生长期

的
JRO?7

细胞%

CTP

离心洗涤后以不含
YTP

的

]RDR?Y79

悬浮'调整细胞浓度后以
Bq76

;个"皿

的密度接种到
760%

培养皿%培养基为
76%H

不含

YTP

的
]RDR?Y79

'培养
9A!

后用孔径为
6,AA

!

%

的滤器过滤细胞上清液'使用时与新鲜无
YTP

的

]RDR?Y79

按
7h7

混合后再加入
766 %H

"

H

的

YTP

%对照组则用新鲜
]RDR?Y79

加入
766%H

"

H

的
YTP

'

!

$J'

!

B*MPCB

实验
!

采用
:E?CO: YK>"966

总

:IN

极速抽提试剂盒提取细胞总
:IN

%定量后按

A661

*

上样量进行逆转录反应'定量逆转录反应产

物后调整浓度为
6,9

*

"

H

%按
7

!

H

上样量$即
966

1

*

&以
P\T:F'..1G

嵌合荧光法进行
'.K)"=%.:E?

CO:

反应'

CO:

反应引物序列如下!

FNC]J

上游

Bw?NEFFFFNNFFEFNNFFEOFF?5w

%下 游
Bw?

FNOFFEFOONEFFNNEEEFO?5w

#

RRC9

上 游

Bw?NONNNFNFEEFFONFEFONNEN?5w

%下游
Bw?

OOFONEFFEOEOFNEFFENE?5w

#

RRC8

上游
Bw?

FEONEOONFEEEFFEFEOFO?5w

% 下 游
Bw?

FFNOONONNOEOFEONEOFE?5w

'

!

$J(

!

*6724U,99

迁移实验
!

胰酶消化
WP:O?9

细胞%

加入含
766%H

"

HYTP

的
]RDR

终止消化'

CTP

洗细胞
5

次以去除
YTP

'无
YTP]RDR?Y79

重悬

细胞后计数并调整细胞密度至
7,9Bq76

B个"
%H

'

向
%=))=0.))

小室的上室加入
966

!

H

细胞悬液%即
9,B

q76

A个
WP:O?9

细胞'下室加入含
766%H

"

HYTP

的
]RDR?Y79

'随后将培养板置于培养箱内培养

9A!

'取出
%=))=0.))

小室%用棉签擦去上室的细胞'

CTP

洗小室
5

次后将下室细胞置于多聚甲醛固定液

中固定
76%=1

'再用
CTP

洗小室
5

次%随后将下室

置于
7%H

"

H

结晶紫溶液染色
B%=1

'

CTP

洗去残留

结晶紫后置于显微镜下观察'取
76

个随机视野$

q

966

&计数穿膜细胞个数并以其平均数代表体外迁移

能力'

$J)

!

*6724U,99

侵袭实验
!

无
YTP]RDR?Y79

以
7

hB

的比例稀释
%K"'=

*

.)

%以
B6

!

H

"孔铺于
%=))=0.))

小室的上室%置于
5<m

培养箱
A!

使其凝固'随后

向上室加入
7q76

B个无
YTP]RDR?Y79

悬浮的

WP:O?9

细 胞%下 室 加 入 含
766 %H

"

H YTP

的

]RDR?Y79

'其余操作同
E'K1>3.))

迁移实验'

$JR

!

G,43,62<903

实验
!

胰酶消化
WP:O?9

细胞%计

数后以
9q76

;个"皿的密度接种于
760%

培养皿'

培养箱培养
;

(

@!

使细胞贴壁'随后弃培养上清%

加入含或不含
JRO?7

细胞条件培养基的
]RDR?

Y79

培养
A@!

%用人膀胱癌
QRQO?5

细胞系总蛋白

用作
RRC8

阳性对照'蛋白提取及
V.>".'1U)("

实

验按照课题组所在实验室常规步骤进行(

B

)

'

RRC9

,

RRC8

及
FNC]J

一抗分别按
7h7666

,

7h7666

及
7h76666

进行稀释'免疫印迹结果通过
(//.>>

+

显影系统进行显影'

$,S

!

统计学分析
!

所有实验重复
5

次%所得数据用

*o#

表示'采用
F'K

#

!

#

K/;,6

软件通过
&

检验对两

组间差异进行统计学分析'

%

#

6,6B

为差异具有统

计学意义'

%

!

结
!

果

%,$

!

肥大细胞对肾癌细胞体外侵袭转移能力的影响

!

提取肥大细胞
JRO?7

的条件培养基%并用其培养

人肾癌
WP:O?9

细胞
A@!

后通过
E'K1>3.))

实验检

测了
WP:O?9

细胞体外迁移及侵袭能力变化$图

7N

&'体外迁移实验显示对照组及
JRO?7

条件培养

基处理组穿膜细胞数分别为$

<@,55o8,69

&个和

$

B66,5o5B,@@

&个%差异有统计学意义$

%

#

6,6B

&#

体外侵袭实验显示对照组及
JRO?7

条件培养基处

理组穿膜细胞数分别为$

B7,55o75,5<

&个和$

569g<6

o99,B;

&个%差异有统计学意义$

%

#

6,6B

%图
7T

&'

5B8

现代泌尿外科杂志
!!
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年
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期
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图
$

!

肥大细胞对肾癌细胞体外迁移&侵袭能力的影响

N

!

E'K1>3.))

迁移和侵袭细胞实验图#

T

!体外迁移和侵袭实验细胞计数及其柱状图(

%

#

6,6B

'

%J%

!

肥大细胞对肾癌细胞体外
HHP%

&

HHPN

表达

的影响
!

通过
'.K)"=%.:E?CO:

实验检测经
JRO?

7

条件培养基处理后
WP:O?9

细胞
RRC9

,

RRC8

表达变化%发现肥大细胞可显著促进
WP:O?9

细胞

RRC9%:IN

表达%但对
RRC8%:IN

表达无明

显影响$图
9N

&'

V.>".'1U)("

实验进一步证实经

JRO?7

条件培养基处理后
WP:O?9

细胞
RRC9

蛋

白表达水平明显上升'但在两组细胞中均未检测到

RRC8

蛋白表达$图
9T

&'

图
%

!

肥大细胞对肾癌细胞
HHP%

&

HHPN

表达的影响

N

!

:E?CO:

检测结果%

(

%

#

6,6B

#

T

!

V.>".'1U)("

检测结果'

%J&

!

*XWM

%

信号在肥大细胞介导的肾癌侵袭迁移及

HHP%

表达中的作用
!

不同浓度重组人
EFY?

3

蛋白

处理
WP:O?9

细胞
A@!

%提取总
:IN

后通过
'.K)

"=%.:E?CO:

实验检测
RRC9

表达情况%结果表明

EFY?

3

可呈浓度依赖性地促进
WP:O?9

细胞
RRC9

表达$图
5N

&'随后在普通培养及
JRO?7

条件培养

基培养的
WP:O?9

细胞加入
EFY?

3

信号抑制剂

PTA57BA9

%经
'.K)"=%.:E?CO:

实验发现
PTA57BA9

可抑制
JRO?7

条件培养基引起的
RRC9

上调%但

对普通培养的
WP:O?9

细胞
RRC9

表达无明显抑制

作用$图
5T

&'这一结果表明肥大细胞可通过分泌

EFY?

3

促进肾癌细胞
RRC9

表达'此外%通过
E"'?

K1>3.))

实验进一步发现%

PTA57BA9

可抑制
JRO?7

条件培养基引起的
WP:O?9

细胞体外迁移及侵袭$图

5O

,

]

&'
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图
&

!

*XWM

%

信号在肥大细胞介导的肾癌侵袭迁移及
HHP%

表达中的作用

N

!

'.K)"=%.:E?CO:

检测外源性
EFY?

3

对
WP:O?9

细胞
RRC9

表达的影响%

(

%

#

6,6B

#

T

!

'.K)"=%.:E?CO:

检测

PTA57BA9

对
JRO?7

条件培养基诱导的
WP:O?9

细胞
RRC9

表达的影响%

(

%

#

6,6B

#

O

!

E'K1>3.))

实验检测

PTA57BA9

对
JRO?7

条件培养基诱导的
WP:O?9

细胞体外迁移,侵袭的影响#

]

!迁移和侵袭细胞计数%

(

%

#

6,6B

'

&

!

讨
!

论

肿瘤转移是一个极其复杂的过程%大致需要经历

脱离原发病灶,穿过基底膜进入血管,随血液循环流

动,逸出血管到达远隔组织并形成转移灶等多个步

骤(

;

)

'肿瘤细胞离开原发部位后%必须降解并穿过介

于肿瘤细胞与血管内皮细胞之间的由细胞外基质组

成的基底膜才能进入血管%实现远处转移'研究发

现%包括肾癌细胞在内的多种实体肿瘤细胞均可分泌

多种蛋白酶%如
RRC>

,丝氨酸蛋白酶等'这些酶类

可有效降解细胞外基质%从而有助于肿瘤转移'其

中%

RRC9

和
RRC8

是研究较多的蛋白酶类成员%

可显著促进肾癌的侵袭转移(

<

)

'

RRC>

隶属锌依赖

性肽链内切酶%可降解细胞外基质的多种成分%如胶

原,纤维连接蛋白等(

@

)

'

RRC>

对细胞外基质的降

解一方面可消除肿瘤侵袭屏障%使肿瘤更易侵犯邻近

组织#另一方面%细胞外基质降解后细胞因子的释放

也可促进肿瘤生长及血管形成(

@

)

'此外%

RRC>

也

可通过切割细胞粘附关键分子等机制改变肿瘤细胞

的运动能力'例如
RRC9

对层黏蛋白
B

的剪切可促

进肿瘤的运动能力(

8

)

'

EFY?

3

是肿瘤微环境中的重要成分之一%可由

肿瘤细胞及间质细胞等多种成分分泌(

9

)

'

EFY?

3

介

导的下游信号激活是
RRC9

表达的重要调控因素之

一(

76

)

'同时%肥大细胞可通过分泌
EFY?

3

参与多种

病理生理过程(

77

)

'

EFY?

3

与其受体结合后可通过

P%K/

依赖或非依赖方式介导信号转导%调控肿瘤侵

袭转移(

79

)

'早期研究表明%

EFY?

3

在肾癌等肿瘤具

有较高的表达水平%且血清与尿中的
EFY?

3

水平与

肾癌患者预后呈负相关(

75

)

'近年来的多项研究表

明%

EFY?

3

在肾癌侵袭转移中具有重要作用%其机制

包括诱导上皮细胞间质转化$

.

#

="!.)=K)?%.>.10!

+

%K)

"'K1>="=(1

%

DRE

&和干细胞表型(

7A

)

,

YK>0=17

的表达

等(

7B

)

'在胶质瘤等恶性肿瘤中%

EFY?

3

介导的

RRC9

和
RRC8

表达也是其促进肿瘤侵袭转移的

重要机制(

76

)

'此前已有学者发现肾癌组织中的

EFY?

3

表达与
RRC9

呈正相关(

7;

)

'在本研究中%我

们通过添加外源性
EFY?

3

处理肾癌
WP:O?9

细胞

系%发现
RRC9

转录水平上调%提示肾癌中
EFY?

3

也可能通过促进
RRC9

表达参与侵袭转移'

BB8

现代泌尿外科杂志
!!
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年
77

月第
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77

期
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近几年来%间质成分在肿瘤发生与发展中的作用

引起了科学界的广泛关注'一方面%肿瘤细胞可通过

分泌趋化因子招募并激活间质细胞%导致间质细胞在

肿瘤微环境中聚集和成熟'另一方面%间质细胞分泌

的大量活性介质又可促进肿瘤细胞的恶性生物学行

为%包括增殖,转移和血管形成等(

7<

)

'作为肿瘤微环

境中的重要一员%肥大细胞可分泌多种具有促进血管

形成作用的活性分子%包括血管内皮生长因子$

LK>?

0&)K'.1/("!.)=K)

*

'(3"!MK0"('

%

XDFY

&,成纤维细胞

生长因子
9

$

M=U'(U)K>"

*

'(3"!MK0"('9

%

YFY9

&和组

胺等(

7@

)

'我们的前期研究证实%肥大细胞可在肾癌

组织聚集并促进肾癌血管形成以及抗血管靶向治疗

抵抗(

5

)

'在本研究中%我们通过肥大细胞
JRO?7

细

胞系的条件培养基处理肾癌
WP:O?9

细胞%发现肥大

细胞条件培养基可明显提高肾癌细胞的体外侵袭迁

移水平%表明肥大细胞不仅可促进肾癌血管形成%也

可直接促进肾癌细胞的侵袭与迁移'

研究表明%肥大细胞可分泌丰富的
EFY?

3

%是某

些病理生理条件下
EFY?

3

的重要来源之一(

78

)

'同

时%肥大细胞的功能也受到
EFY?

3

的调节'因此%

EFY?

3

是肿瘤细胞与肥大细胞*对话+的重要媒

介(

9

)

'在本研究中%我们通过体外实验对肥大细胞引

起的肾癌侵袭迁移机制进行了初步探讨%发现肥大细

胞可通过分泌
EFY?

3

促进肾癌
RRC9

表达%进而促

进侵袭迁移'后续研究尚需通过动物实验等验证肥

大细胞在肾癌侵袭转移中的作用%并进一步阐明肥大

细胞分泌的
EFY?

3

促进肾癌
RRC9

表达的详细分

子机制'

参考文献!

(

7

)

VGHHGNRPWIP:

%

ENIDSN_

%

OJDIFH,:.1K)0.))0K'0=1(?

%K>"K

*

=1

*

!

#

="MK))>

%

0!K)).1

*

.>

%

K1/&

#

/K".>

(

S

)

,J=>"(

#

K"!()(

*+

%

9678

%

<A

$

7

&!

7@?56,

(

9

)

_:PEGOS

%

PNIEGTNIDZSY,E'K1>M('%=1

**

'(3"!MK0"('?U."K

K1/%K"'=-%."K))(

#

'(".=1K>.>

!

Y&10"=(1K)=1".'K0"=(1>=1"&%('

>"'(%K?=1M=)"'K"=1

*

%

+

.)(=/0.))>

(

S

)

,P0=V(')/S

%

967A

%

967A

!

B97<BA,

!

(

5

)

OJDI\

%

HGO

%

[GDJ

%

."K),G1M=)"'K"=1

*

%K>"0.))>

#

'(%(".'.?

1K)0.))0K'0=1(%KK1

*

=(

*

.1.>=>U

+

%(/&)K"=1

*

CG5_

)

N_E

)

FP_5

3

)

NR>=

*

1K)=1

*

(

S

)

,W10(

*

.1.

%

967<

%

5;

$

96

&!

9@<8?9@@@,

(

A

)吕不凡%陈志雄%蒋其龙%等
,

浸润性肥大细胞对肾癌细胞的侵袭

与迁移能力的影响(

S

)

,

中国临床药理学杂志%

9678

%

5B

$

9

&!

798?759,

(

B

)

OJDI\

%

HGH

%

ZDIFS

%

."K),E3=>"0(1M.'>0!.%('.>=>"K10."(

K1"!'K0

+

0)=1.>=1U)K//.'0K10.'"!'(&

*

!&

#

'.

*

&)K"=1

*

C?

*

)

+

0(?

#

'(".=1

(

S

)

,O!.%("!.'K

#+

%

9679

%

B@

$

A

&!

9;A?9<9,

(

;

)

HvCDZ?PWEWN

%

FWIZNHDZP

%

PR\EJ RS

%

."K),O(1"'()(M

%."K>"K>=>U

+

I_0.))>

(

S

)

,OK10.'O.))

%

967<

%

59

$

9

&!

75B?7BA,

(

<

)

HQ J

%

ONW[

%

ZJNIF J

%

."K),G%UK)K10.U."3..1RRC?9

%

8

K1/EGRC?7

#

'(%("."!.=1LK>=(1K1/%."K>"K>=>(M'.1K)0.))

0K'0=1(%KL=KP_C9>=

*

1K)=1

*#

K"!3K

+

>

(

S

)

,E&%(&'T=()

%

967A

%

5B

$

76

&!

8@6<?8@75,

(

@

)

\N]NXH

%

CQ:GI

%

:NPEWFGX

%

."K),RK"'=-%."K))(

#

'(".=1?

K>.>K1/0K10.'?'().>=1"!'.K"K1/"!.'K

#+

(

S

)

,N>=K1CK0SOK10?

.'C'.L

%

967A

%

7B

$

5

&!

76@B?7687,

(

8

)

DFDTHN]R

%

VD:TZ,I.3M&10"=(1>M('"!.%K"'=-%."K))(?

#

'(".=1K>.>=10K10.'

#

'(

*

'.>>=(1

(

S

)

,IK":.LOK10.'

%

9669

%

9

$

5

&!

7;7?7<A,

(

76

)

ZJDIF\

%

RGQ\

%

\NIF[

%

."K),OO:<%./=K".>EFY?U."K7?

=1/&0./4&%K1%K)=

*

1K1"

*

)=(%K=1LK>=(1

%

%=

*

'K"=(1

%

K1/.

#

="!.?

)=K)?%.>.10!

+

%K)"'K1>="=(1U

+

K0"=LK"=1

*

RRC9

"

8"!'(&

*

!"!.

1&0).K'MK0"('4K

##

KT>=

*

1K)=1

*#

K"!3K

+

(

S

)

,]IN O.))T=()

%

967<

%

5;

$

76

&!

@B5?@;7,

(

77

)

ZJNIF V

%

VQ _

%

JD V

%

."K),E'K1>M('%=1

**

'(3"!MK0"('

U."K7

#

)K

+

>K1=%

#

('"K1"'().=1=1/&0=1

*

O]A

$

e

&

O]9B

$

e

&

M('?

!.K/U(-C5

$

e

&

'.

*

&)K"('

+

E0.))>U

+

%K>"0.))>

(

S

)

,O)=1D-

#

G%%&1()

%

9676

%

7;7

$

5

&!

A86?A8;,

(

79

)

[GDY

%

HGIFH

%

XNI]NRJ

%

."K),EFY?U."K>=

*

1K)=1

*

=10K10?

.'%."K>"K>=>

(

S

)

,N0"KT=(0!=T=(

#

!

+

>P=1

$

P!K1

*

!K=

&%

967@

%

B6

$

7

&!

797?759,

(

75

)

NINIEJP

%

_IDTDHRNIIT

%

F:QIGIFV

%

."K),E'K1>M('?

%=1

**

'(3"!MK0"('U."K7=>K"K'

*

."M('"!.L(1J=

##

.)?H=1/K&

"&%('>&

##

'.>>('K1/K0'="=0K)

*

'(3"!MK0"('M('0).K'0.))'.1K)

0K'0=1(%K

(

S

)

,OK10.':.>

%

7888

%

B8

$

8

&!

9976?997;,

(

7A

)

PGIFHN R

%

_QRN:N

%

TNHN

%

."K),D

#

="!.)=K)"(%.>.10!

+

?

%K)"'K1>="=(1=1/&0.>>".%0.)))=4.

#

!.1("

+#

.=1'.1K)0.))0K'0=?

1(%K0.))>

(

S

)

,OK10.'O.))G1"

%

967@

%

7@

!

B<,

(

7B

)

JQNIF V

%

ODIP

%

_NIF[H

%

."K),EFY?

3

7?=1/&0./YK>0=17

#

'(%(".>0.))=1LK>=(1K1/%."K>"K>=>(M!&%K1<@;?6'.1K)0K'0=?

1(%K0.))>

(

S

)

,N0"KJ=>"(0!.%

%

967;

%

77@

$

9

&!

7AA?7B7,

(

7;

)

\NIFP]

%

PQI:O

%

RQ JS

%

."K),E!..-

#

'.>>=(1K1/0)=1=0K)

>=

*

1=M=0K10.(MEFY?U."K7K1/RRC9=1!&%K1'.1K)0).K'0.))

0K'0=1(%K

(

S

)

,G1"SP&'

*

CK"!()

%

9676

%

7@

$

9

&!

@B?85,

(

7<

)

]DIWHN:

%

RDIFN N

%

ONPEDFIN N

%

."K),E!.0'(3/./

0'(>>"K)4U."3..10K10.'0.))>K1/>"'(%K)%=0'(.1L='(1%.1"=1

*+

1.0()(

*

=0K)%K)=

*

1K10=.>

!

T=()(

*

=0K)

#

K"!3K

+

>K1/"!.'K

#

.&"=0

=%

#

)=0K"=(1

(

S

)

,G1"SR()P0=

%

9678

%

96

$

76

&

,

##

=

!

D9A67,

(

7@

)

PNRRN:OWF

%

XN::GOOJGF

%

YD::N:W X

%

."K),RK>"

0.))>

%

K1

*

=(

*

.1.>=>K1/)

+

%

#

!K1

*

=(

*

.1.>=>=1!&%K1

*

K>"'=00K10?

.'

(

S

)

,G1"SR()P0=

%

9678

%

96

$

8

&

,

##

=

!

D976;,

(

78

)

JxFHDE

%

JWFNI X

%

VJGED _D

%

."K),RK>"0.))>K'.K

>(&'0.(M"'K1>M('%=1

**

'(3"!MK0"('U."K=1>

+

>".%=0>0).'(>=>

(

S

)

,N'"!'="=>:!.&%

%

9677

%

;5

$

5

&!

<8B?<88,

$编辑
!

魏毛毛&

;B8

SR(/Q'()

%

X(),9AI(,77I(L,9678


