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摘 要：采用变性梯度胶电泳（,--.）分析方法和传统的表型特征研究方法、化学方法、核酸
杂交方法等技术对%’株紫色非硫细菌进行了多相研究。它们均具有红假单胞菌属
（!"#$#%&’($#)#*+&）的基本特征：具片层状光合内膜结构，出芽分裂，含细菌叶绿素!和正常
的螺菌黄素等。根据形态大小、黑暗条件下能否形成好氧菌落及碳源利用上的差异可将%’
株菌分为/群和0*1群两群。用一对引物2’%3""+&4扩增2株标准菌株!%&,%+-(&./0&
5/66%$++%、!%&,/(.0-+7%、!%&,1(-0+5/66#%%+#和%’株分离株的%&84795基因片断，
作,--.分析，结果发现，%$株菌中有#个遗传型：0*1型、7%型、/型、:;<型、=><型。2个标
准菌株分别是7%型、:;<型、=><型，而%’株分离菌株除包括7%型外，另有!个新的遗传型：/
型和0*1型。几个代表菌株的总,95的杂交结果表明，/型和0*1型可能代表!个新的种
群。
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光合细菌是一群重要的细菌，有关光合细菌的应用在我国也受到很大重视。对我国

光合细菌资源及分类 的研究也有一些报道，但多停留在表型特征的描述上，,95的研究
仅局限在-6含量测定及总,95杂交上［%］。我们曾对本实验室分离的一株光合菌的

%&84795基因进行了序列测定及分子系统学分析［!］，发现%&84795基因具有很强的保
守性，其基因序列不受环境或培养条件的影响，序列差异在相当程度上反映了物种的遗传

多样性及其亲缘关系。但是%&84795基因序列测定成本很高，如果用一种廉价、有效的
方法先对所有菌株的遗传多样性进行初步筛选，之后，只需将遗传型不同的%&84795基
因测序即可，这样就会避免或减少由于重复测序而造成的人力财力大量浪费。

AB>CD4［2］将变性梯度胶电泳（,DE;F>4GE004;HGDEF0D<D<D1F4I:JI4DKGK，,--.）技术应
用到微生物分子生态学，以确定自然环境中微生物群体的遗传多样性。其原理是使用一

对特异性引物L67扩增微生物自然群体的%&84795基因，产生长度相同但序列有异的

,95片段的混合物，然后用,--.分离产物混合物。,--.胶是在&M聚丙酰胺胶中添
加线性梯度的变性剂，变性剂的浓度由上到下，从低到高成线性梯度。在一定温度下，在

同一浓度的变性剂浓度下，序列不同的产物，其部分解链程度也不同，而产物解链程度又

直接影响其电泳迁移率，结果不同的产物在凝胶上分离开来。在引物的2’端加上’+个
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碱基左右的!"#串可使$!!%对序列差异的分辨率提高到近&’’(。所以$!!%方法
可用于揭示微生物群体的多样性。分离开的各条带可切下再扩增，直接测序，作系统学分

析。后来又有人［)!*］将$!!%方法扩大到分析富集微生物和微生物菌株的筛选上，从而
避免了对多个无遗传差别或差别很小的菌株重复进行繁琐的各种表观特征研究，大大降

低了工作量。国内尚无这方面的报道。

在对本实验室分离的光合菌表型特征初步研究的基础上，使用国产电泳设备对表型

特征相似的&)株分离菌及+株相关标准菌的&*,-./0基因进行了遗传多样性筛选，选
出遗传上有差异的代表性菌株进一步作了醌类成分、!#含量及总$/0杂交研究。

! 材料和方法
!"! 菌株来源
标 准 菌 株 沼 泽 红 假 单 胞 菌

（!"#$#%&’($#)#*+&%+,(&-./&01##&2’’&），
血色红假单胞菌（!"#$#%&’($#)#*+&.(-/,+
.&），!"#$#%&’($#)#*+&0(,/+01##,3&&’3
由德国456789::教授赠送。其他菌株由本
实验室分离（表&）。

!;# 培养基成分

01培养基参照文献［2］，但不加碳酸
氨钠；01<=培养基：01添加酵母提取物
（’>’3(）和蛋白胨（’>’+(）；厌氧光照培
养条件为++?!+@?，&’’’!A’’’BCD。

!"$ 形态结构观察及生理生化试验
光镜与电镜结合观察个体形态、鞭毛

及光合内膜结构。活细胞吸收光谱测定参

考 EF-GFH8F［@］，用 E%IB%11=0#J0.$
&’2)和E610#E6色谱仪分别测定+’’!

表! 供试菌株来源
1GKLM& 18MHG7NLM9:O8MOMHOMPHO-GFQH

,O-GFQH ,G7NLMH9C-RM
S"R #8FRT:GMRM
S: #8FRT:GMHM
EU #8FRT:GMHM
-0 #8FRT:GMHM
, #8FRT:GMHM
VA #8FRT:GMHM
= =89O9HWQO8MOFRKGROM-FGGSMQOH
X@& =89O9HWQO8MOFRKGROM-FGGSMQOH
+"’ IGHOMYGOM-O-MGO7MQONLGQO
X@A IGHOMYGOM-O-MGO7MQONLGQO
"U IGHOMYGOM-O-MGO7MQONLGQO
E+# =-FQOFQSGQPPWFQS7FLL
1 <CGQZFQS<CGQNG-T
</, E9OHN-FQSFQ<CQ/GQN-9[FQRM

!%&1.(-/,+ =-9:MHH9-456789::!M-7GQW
!%&10(,/+ =-9:MHH9-456789::!M-7GQW
!%&1%+,(&-./& =-9:MHH9-456789::!M-7GQW

@A’Q7和@’’!&A’’Q7的吸收光谱。生长因子、碳源、氮源及电子供体利用试验参考

EF-GFH8F［@］，所用培养基为01培养基，其他实验则用01<=培养基。

!"% &’(提取、)*+,-./测定及&’(杂交

$/0提取参照ZG-7C［X］林万明［&’］方法，并加以改进：菌株培养至对数生长期后期，

3’’’-／7FQ离心收集菌体，用溶菌酶裂解液（蔗糖’>+79L／B，1-FH"E#L&A3779L／B，%$10
A3779L／B）洗涤细胞，液氮研磨三次，重悬于溶菌酶裂解液，加溶菌酶（A7S／7B）+2?处
理&8，,$,（终浓度为A(）*’?处理A8以上；酚／氯仿／异戊醇抽提，氯仿抽提两次，乙醇
沉淀，搅出$/0丝，溶于’>&\,,#，加入./0酶（&’’#S／7B）+2?处理&8，酚／氯仿／异
戊醇抽提，氯仿抽提两次，异丙醇沉淀，搅出$/0丝，溶于’>&\,,#。

!]#79L(测定采用热变性法［&’，&&］。$/0杂交采用固相膜法［&&］。

!"0 !1234’(基因片断的5+4扩增
两个=#.引物+)&:（3’"#!###!##!#!####!#!###!!###!##!#
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!!!!"!!!!!!#$!"""$""!$"!$"%&’）和’()*（+’%!!"#!$$##!!###"$"###%
&’）分别对应于!"#$%&,-.*/0$基因的第&1,!&+)个碱基和第’()!’23个碱基，在

&1,4的+’端连有一个由1(个碱基组成的"!串。扩增片断大小为-2+56左右。7!/试
剂盒购自6*89:;<公司，按其说明书操作。反应条件：’1=预变性19>?，循环参数为’1=
变性,9>?，)2=延伸&9>?，复性,9>?，复性温度第一个循环是-+=，以后每个循环降低

,=，至第,(个循环降至+-=，然后维持++=的复性温度2(个循环。

!"# 变性梯度胶电泳（$%%&）
用&1,4和’()*扩增的7!/产物作@""A分析。@""A胶浓度为-B（CD／EF），用,

G#$A配制（1(998H／I#*>J%$K:D<D:6L)M1，,(998H／I$K:D<D:，(M+998H／I0<2A@#$）。
变性剂梯度为1(B!3(B（,((B变性剂相当于)98H／I尿素及1(B甲酰胺，甲酰胺预先
用树脂处理）。加样量为2("I。电泳条件：-(=，3(N，,2O。电泳完毕后，AP染色&(9>?，

QN透射成像系统照相。

!"’ 醌类测定
根据阮继生等方法［,2］，菌体冷冻干燥，氯仿%甲醇（2R,(抽提：以正己烷%乙醚（3+R,+）

为展层剂，用"S2+2硅胶板薄层层析分离；在2+2?9的紫外灯下，将呈蓝色的条带刮下，
溶于氯仿中，用LATIA##7$!U$/@,()1高压液相色谱（L7I!）分析泛醌和单甲基萘
醌，流动相为乙腈%丙二醇（)+R2+）；用V,(试剂和标准菌株’()"*+,&%-/,作标准。

( 结果
("! 形态结构特征（表(）

,1株菌的共同特征为：光照厌氧液体培养物颜色为红色，出芽分裂，不对称生长，含
细菌叶绿素<和正常的螺菌黄素，老液体培养物形成玫瑰花结构，无荚膜，均是极生鞭毛，
具片层状光合内膜结构。这些均符合’.$/$()0+/$1$2-)属的基本特征，结果见表2。
根据这些菌株的培养特征及形态生理特征可将其分为2个类群：

表( 两群分离株的培养特征及形态结构特征

#<5H:2 !WHDW*<H<?F98*6O8H8;>K<HKO<*<KD:*>JD>KJ84DO:DC8;*8W6J84>J8H<D:J

!O<*<KD:*>JD>KJ #;*8W6 ;%K;*8W6
厌氧液体培养物颜色 红色 红色

厌氧菌落颜色 紫色 紫色

好氧菌落颜色 浅红色

黑暗好氧生长 生长 不长

个体形态状及排列 杆状 弧状或杆状

菌体大小／"9 (X-!(X3G,X(!&X+ (X+!(X3G(X’!2X(
最适生长温度／= &&!&3 &1!1,
菌体表面 光滑 不光滑

鞭毛 极生 极生

出芽分裂 有柄 无柄

细胞内膜 片层状 片层状

光吸收峰／?9
&)-!&3(，1-(!1-3，1’1!1’3，+2-!+&1，

+3-!+’1，3(-!3(3，3++!3-’

&32，1-(!1-1，1’1!1’-，+&3!+&1，

+’-，3(1!3(-，3)(!3)1
光合色素 叶绿素<和螺菌黄素 叶绿素<和螺菌黄素
生长因子 对氨基苯甲酸 硫胺素

一是#群。以菌株#为代表，包括#、Y0$、#P、&%(、L&!、’3,、’32、7共3株。细胞

,&2&期 张德民等：几株红假单胞菌属细菌的表观特征及其遗传多样性研究



形态为杆状，稍有弯曲，!"#!!"$"%&’"!!("#"%。这些菌株除了能光照厌氧生长外，
还能在黑暗条件下好氧平板上生长。黑暗好氧平板上的菌落先是无色，后变为浅红色。

细胞分裂为出芽分裂，有分裂管，两个子细胞呈哑铃形。最适生长温度为(()!($)。
需对氨基苯甲酸作生长因子。

二是*+,群。以*+,为代表，包括*+,、*-、./、01、2、34等5株。细胞形态多变，有杆
形，肾形和弧形，以弧形最多，!"5!!"$"%&!"6!4"!"%。菌体表面不光滑，似有粘液物
质产生。只能厌氧或微好氧条件下生长，黑暗好氧条件下不能形成单菌落。细胞分裂为

出芽分裂，无分裂管，子细胞与母细胞连在一起的形状象2形。最适生长温度为(#)!
7’)。需硫胺素作生长因子。

!"! 生理生化特征
两群菌株的碳源利用情况如表(。均可利用的碳源有乙酸盐、丁酸盐、延胡索酸盐、

乳酸盐、苹果酸盐、丙酸盐、丙酮酸盐、琥珀酸盐；均不利用的碳源有酒石酸盐、山梨醇、甲

表# $%个菌株的碳源及电子供体

89:;<( =90:>?@>A0,<@9?B<;<,C0>?B>?>0@>-’7@C09D?@

=>%E>A?B@
8+*0>AE *+,+*0>AE

FG2 8 6$’ 6$4 (+! #/ H .(= *+, *- 34 01 ./ 2
1,<C9C< I I I I I I I I I I I I I I
10*D?D?< J J J J J J J J J J J J J J
1@E909C< I J I I I J J J J J J
/<?K>?9C< J J J J J J I I J J J J J J
/ACL09C< I I I I I I I I I I I I I I
=DC09C< J J J J J J J J J J J J J J
=1 I I J I（J） I I I I I I J I J J
MCN9?>; I I I I I I I I J J J J J J
O>0%9C< J I J J I J I（J） I J J J J J J
O0A,C>@< J I I（J） J I（J） J I J I J J I J J
OA%909C< I I I I I I I I I I I I I I
P;A,>?9C< I I I I I I I I J J J J J J
P;A,>@< J J J J I（J） J I（J） I I J J J J J
P;AC9%9C< J J J J J J J J I（J） I J J J J
P;L,<0>; I I I I I I I I J J J J J J
Q9,C9C< I I I I I I I I I I I I I I
R9;9C< I I I I I I I I I I I I I I
R9??DC>; J J I（J） J J J J J I（J） J J J J J
R9??>@< J J J J J J J J I J J J J J
R<CN>?9; J J J J J J J J J J J J J J
H0>ED>?9C< I I I I I I I I I I I I I I
HL0AS9C< I I I I I I I I I I I I I I
TN9%%>@< I I（J） I I I I（J） I I J J J J J J
2>0:DC>; J J J J J J J J J J J J J J
2A,,D?9C< I I I I I I I I I I I I I I
2A,0>@< I J J J J J I（J）I（J） I J I I J J
890C09C< J J J J J J J J J J J J J J
UL;>@< I I I I I I（J） I I I I J J J J
(VG9=; J J J J J J J J J J J J J J
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醇、甘露醇、谷氨酸、柠檬酸盐、精氨酸；部分菌株能利用的有天冬氨酸、酪蛋白水解物、甲

酸盐、果糖、葡萄糖、蔗糖。二者在碳源利用上的差别：!群均可利用乙醇、萄糖酸盐、丙三
醇、鼠李糖、木糖作碳源；除"株外，均可利用苯甲酸。而#$%群则不能利用苯甲酸、乙醇、
葡萄糖酸盐、丙三醇、鼠李糖、木糖作碳源。

所有菌株在碳酸氢钠作碳源时，均能利用氢气作电子供体，但不能利用硫化物、

硫代硫酸盐作电子供体进行光自养生长。氨及氮气均可作为氮源。最适&’值范围为

()*!+)*。均不能利用,-./或硝酸盐作电子供体进行黑暗厌氧生长。

!"# 变性梯度胶电泳
用引物01"2和3*45扩增"1株分离菌及0株标准菌的"(.5678基因，得到的片段

大小约为(9*:&左右，然后用1*;!4*;的,<<=胶上分别于(*>（图"8）和??>（图

"@）温度下分析。结果共出现?个不同的带型：0个标准菌株代表0个各不相同的带型：

图" !"#$#%&’($#)#*+&属"*个菌株的"(.5,78扩增片断的,<<=（1*;!4*;）分析
AB#C" ,<<=（1*;!4*;）DEDFGHBHIEJKLMN6$DO&FB2BLP25D#OLEJH

I2"*HJ5DBEHQKB%K:LFIE#BE#JI!"#$#%&’($#)#*+&
=FL%J%J5I&KI5LHBHJLO&L5DJR5L；8C(*>；@C??>C

（8）"C#$%；9C"4**"；0C6"；1C!；?CS7.；(C?""*?C
（@）"C0$*；9C!；0CS7.；1C#$%；?C6"；(C"4**"；4CT9；+C’@；3C58C

6"型、&DF型、URF型，"1个分离株中，也出现了0个带型，其中有"个带型与标准株!%&,
-(./0+6"的带型一致，另9个带型则#$%型和!型是新带型。具体情况如下：（"）#$%型
（图"$8中#$%带，图"$@中的#$%，T9，’@，58带）：以菌株#$%为代表，这是不同于其他菌
株的"个新带型，仔细观察#$%型有0条带，"条带在最前面，另9条带在最后面，图"$@
中后9条未分离开。分离菌株#$%，T9，’@，58，#2，.均是该带型。菌株#2和.的图示省
略。（9）6"型（图"$8中的6"带，图"$@中的6"带，0$*带），以标准菌株!%&,-(./0+6"
为代表，!群中的菌株"@，’0N，M，0$*，3+"，3+9的带型均与!%&,-(./0+6"的带型一致。
该带型介于图"$8中#$%型的快带和"4**"带之间。（0）&DF型（图"$8，图"$@中的"4**"
带）：以标准菌株!%&,%+0(&.-/&8!NN"4**"为代表，图"$8中虽则分离菌株!及S7.
的带型与之一致。而图"$@中则分开。（1）!型（图"$8，图"$@中的!型）：以!菌株为
代表。这也是与其他菌株不同的新带型，在图"$8与"4**"带型相近，但电泳温度为

??>时（图"$@）则不相同。分离菌株!和S7.归属于此型。（?）URF型（图"$8中的
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!""#!带），以标准菌株!"#$%&’()$%&&!""#!为代表。该带型位于’"带和()*快带之
间。

!"# 醌类及$%&相关性
分别测定了标准菌株’"、$%&&!""#!、$%&&"+##"和代表菌株()*、,-、./0、%、1)#

的醌类组成，结果表明：$%&&!""#!含有2)"#和34)"#作为其主要的醌类，其余各菌株
都只含有2)"#不含34)"#，这七株菌的总5/$杂交实验结果如表6：

表’ 各代表菌株的()*+,-.及$%&相关性
%789:6 ;:<:9=>?(:@>AB*5/$C:97D:@:==8:DE::@DF:C:GC:=:@DB<:=DC7B@=

HC>IG 0DC7B@= 37J>CKIB@>@: HL&A>9M
5/$!5/$FN8CBOBP7DB>@

()* ’" "+##"
()*(C>IG ()* 2"# Q"R- "## "QRS "+R+
()*(C>IG ,- 2"# Q"R! S#R1 "!R- "SR"
%)(C>IG 1)# 2"# Q6RS "1R1 +"R1 1#R!
%)(C>IG % 2"# Q+R- 16RQ !QRS 1#R-
%)(C>IG ./0 2"# "-R! 6QR! 1#R-
%NG:=DC7B@ !"#$*&+(’)’" 2"# Q-RQ "TRT! "## "-R-

%NG:=DC7B@
!"#$")’&#+*(#
$%&&"+##"

2"# +R# "6R+ "##

%NG:=DC7B@
!"#$%&’()
$%&&!""#!

2"#，34"# 1R# 1R" 6R-

2：U8BKIB@>@:；34：3:@7KIB@>@:R

()*群内的()*与,-两株菌的同源性为S#V1M，应为同一种。()*与%群菌的1)#、

%、./0 以及 1 个标准菌株的同源性明显低于 -#M，故 ()*群很可能代表

!,-.-"#/&.-0-1)#属的一个新种群；%群中的’"型菌只选了1)#一株菌作杂交，结果1)
#与!"#$*&+(’)’"的同源性为+"V1M，当属同一个种；%群的-株%型菌均作了杂交实
验，它们与标准菌株!"#$*&+(’)’"的同源性较高，分别是!QVSM，6QV!M，但也低于

+#M的种的界定线，因此，也应该是!,-.-"#/&.-0-1)#属一个独立的新种群。

/ 讨论
在WBC7B=FB［"1］将两个绿色菌株!"#$2(*(.(#和!"#$3&’3-2(*(.(#从!,-.-"#/&.-0-1)#

属中独立出来成一新属（4’)#+-5,’-*(#）后，!,-.-"#/&.-0-1)#属只剩下6个种：!"#$
)5(.-",(’)，!"#$%&’()，!"#$*&+(’)和!"#$")’&#+*(#。由于"6株分离菌的最适GW值为

Q!S，需要生长因子，不呈桔棕色，菌体直径小于"V#"A，且醌类主要成分不含单甲基萘
醌，据此可与!"#$)5(.-",(’)区分开［+］，故未用!"#$)5(.-",(’)作对照及杂交试验。
分离的"6株菌，依据表观特征，可分成明显的-个类群；%群和()*群；从遗传多样性

上，可分成1个遗传型：%型、’"型和()*型。其中’"型是标准菌株!"#$*&+(’)’"的遗
传型，而%型和()*型则是不同于标准菌株的新遗传型。%群菌株有’"型和%型-个遗
传型，()*群的菌株均是()*型。"Q0C’/$基因片断的5HHX分析表明，%型菌株有Q个
分离株（W1&、Y、1)#、TS"、TS-、#Z）与标准菌株!"#$*&+(’)’"的带型一致，其中的代表
菌株1)#与!"#$*&+(’)’"的5/$杂交结果（同源性为+"M）也证明了二者是同一种。
而%群中的菌株%、./0与1个标准菌株!"#$*&+(’)’"、!"#$")’&#+*(#$%&&"+##"和

!"#$%&’()的5HHX带型均不同，肯定存在遗传差异，而5/$杂交结果则说明，其与
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!"#$%&’()*!"的关系较近，但低于#$%的同源性（&’()%，*’(&%）似乎表明，这种差异
大到足以将菌株+和,-.定为一个新种。最后结果将视"’./!-0序列结果而定。

123群的六个菌株是用不同的培养基从生产菌肥的鸡粪发酵液中分离到的，其表型稍
有差别，但4556带型一致，呈7条带。最初怀疑是菌株不纯造成，但123和89又继续单
菌落划线三代仍是原带型。很可能是同一菌株不同拷贝的"’./!-0基因的异源性所
致。123与89带型一致，4-0杂交结果表明，123与89是同一种（同源性为)$(9%），但
与 + 群和 7 个标准菌株的同源性均小于 9$%。很明显，该群菌株代表了

!+,-,"#.&-,/,0*#属的新类群，初步得到的"’./!-0基因的序列结果也证实了这一
点。

!"#$1&)(*0+::&""$&的菌体大小、氯化钠耐受性均与其他菌群明显不同，而醌类
组成的差别和极低的4-0同源性（!&%）更说明该菌与其他各菌株是不同的属。

!4;［"*］（!<=>?>@AB4ACA=A?D;/>ED3C）数据库［"&］无该种的"’./!-0基因序列。故测了其
序列，发现其序列与 !+,-,2(&/ /*%(0*%(* 的"’./!-0 基因序列完全相同。而

!+,-,2(&//*%(0*%(*［"&］形态结构及生理生化特征正好与!"#$1&)(*0+::&""$&的一
致：光照营养培养物颜色为粉色，能在"!"$%的氯化钠中生长，醌类主要组成成分为F2
"$和GH2"$等。因此!"#$1&)(*0+::&""$&应是!+,-,2(&//*%(0*%(*的同种异名。

!"#$"*)&#’%(#是!+,-,"#.&-,/,0*#属的典型种，是最常见的紫色非硫细菌，但

4556分析表明，我们的分离株均与之存在遗传差异，而4-024-0杂交试验证明这种差
异是种间差异。

在传统细菌分类研究中，表观特征的描述是鉴定菌种的主要手段。但绝大多数表观

特征具有很大的不确定性。因此要将一未知菌株分类鉴定到种，需要作大量的表观特征

分析，以相互印证。即使如此，错误的鉴定分类仍时有发生。直接从"’./!-0基因分析
入手，进行遗传多样性筛选，既可省去大量的重复工作，又可提高鉴定的准确性。因此，

4556技术在研究微生物多样性及开发微生物资源方面具有重要的应用意义。
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D,*9EF8?(9 ’G*9ED,(H@9E I*9E’G(A*9E
（!"’#-#2#+.97-*,.8-./.:&，;<-"+’+3*)4+=&.9%*-+"*+’，(+->-":!%%%C%）

J*@K89L8( FG*9;G9M(9
（?+6),#=+"#.9(-./.:&，@-)."-":1.,=)/A"-B+,’-#&，?)/-)"!!N%"$）

/6789:;8：!0+O)*(9+@APG)P789@9Q+G7AG)R*SO8)(**92&OHP8+O)*(9+@A5<.4.6’+24.=.")’
L8)8(9T8+O(E*O82 RH P,89@OHP(SS,*)*SO8)(U(9E，F<-QF<- ,HR)(2(U(9E *92 F::V
*9*7HU(9E.W,8S,*)*SO8)(+O(S+@AO,8()?@)P,@7@EH，+O)GSOG)8*92P,H+(@7@EH+,@LO,*O!0
+O)*(9+@A(+@7*O8+,*T8O,8A8*OG)8+@AO,8E89G+5<.4.6’+24.=.")’：2(T(2(9E*+H??8O)(S*77H
RHRG22(9E，7*?877*)(9O)*SHO@P7*+?(S?8?R)*98+，P)8+89S8@AR*SO8)(@S,7@)@P,H77**92
S*)@O89@(2+@AO,89@)?*7+P()(77@M*9O,(9+8)(8+.69O,8R*+8@AO,8()2(AA8)89S8+(9
?@)P,@7@EH，E)@LO,，S@)R@9+@G)S8+!0+O)*(9+S*9R82(T(282(9O@"E)@GP+：EQSE)@GP，W
E)@GP.X*)O+@A!NY)Z<-E898L8)8*?P7(A(82RHG+(9E*P*()@AP)(?8)+：&0!AQ$%N).
F89*OG)(9EE)*2(89OE87878SO)@P,@)8+(+（F::V）@AXJZQ*?P7(A(82A)*E?89O@A)F<-
(92(S*O82O,*OO,8H,*T8&E898O(SOHP8+：!@AO,8?，(9S7G2(9EN@AC+O)*(9+@AWE)@GP+(+
+(?(7*)O@O,*O@A56’0,2#-/)Z!，O,8@O,8)"OHP8+，)8P)8+89O82+8P8)*O87HRH"@AWE)@GP
@)*77O,8EQSE)@GP，L8)82(AA8)89OA)@?O,*O@A8(O,8)@A&OHP8+O)*(9+W,8F*O*@AO,8
F<-QF<-,HR)(2(U*O(@9@AC)8P)8+89O*O(T8+O)*(9+(92(S*O82O,*OO,82(AA8)89S8+R8OL889
2(AA8)89OOHP8+L8)889@GE,OO@+8P*)*O8O,8?(9O@2(AA8)89O+P8S(8+(9S7G2(9E"P@++(R7898L
+P8S(8+.
<=>?@9A7：XG)P789@9+G7AG)R*SO8)(*，5<.4.6’24.=.")’，F89*OG)(9EE)*2(89OE87
878SO)@P,@)8+(+（F::V），:898O(S2(T8)+(OH

N&"

! X)@[8SO:)*9O82RHJ,(98+8<*O(@9*7<*OG)*7YS(89S8BG92（"$=//"$!）
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