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摘 要：采取随机扩增 IJ( 多态性（K7@LD; 7;M4<N<3L MD4O;DPMG<C IJ(，K(QI）引物介导的半特异 QRK 技术（K(QI
MP<;3P ;3L<7,3L G3;<1+M3C<N<C QRK，KS1QRK），在从不同地域征集的 /% 个小麦矮腥黑穗菌（ !"##$%"& ’()%*(+$*,& TUG@，

2RT）菌株和 #9 个小麦网腥黑穗病菌（!"##$%"& ’&*"$,（IR）2)4，2R2）菌株的总基因组 IJ( 中筛选鉴定出 2RT 独有的

大小为 /.##VM 差异基因组片段。根据该片段序列设计筛选出 # 对特异性引物 RWX2RT#5RWX2RT. 和 RWX2RT!5
RWX2RT&，均可以从 /% 个 2RT 菌株的菌丝体和冬孢子 IJ( 中稳定地扩增出 "!"VM 和 #$$VM 的单一靶带 IJ(，而在

#9 个 2R2 菌株的菌丝体或冬孢子 IJ( 均无任何扩增产物。以腥黑穗菌属通用引物对 RWXT-5RWXT" 为内置对照，

可以确定被检样品是否含 QRK 抑制物质进而判断检测体系是否正确，同时有效地排除样品检测结果的假阳性和假

阴性。采用建立的 2RT 特异 QRK 检测技术体系，实现简单而快速地鉴定小麦矮腥黑穗菌冬孢子或罹病小麦组织中

侵染菌丝体的目的。
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由小麦矮腥黑穗菌（!"##$%"& ’()%*(+$*,& TUG@，2RT）引起

的小麦矮腥黑穗病（YG37, L?7PN V)@, L<+37+3，IZ），是麦类黑

穗病中危害最大、极难防治的国内外检疫性病害之一［/，#］。

腥黑穗病菌中 2RT 与其近源种小麦网腥黑穗病菌（ !"##$%"&
’&*"$,（IR）2)4，2R2）冬孢子大小、网脊高度等指标交叉重叠，

形态学鉴别时容易混淆［.］，生化鉴定操作耗时费事，难以满

足快速通关、田间早期诊断和病原菌鉴定的需求。因此建立

2RT 早期、快速、灵敏、准确的分子检测方法很有必要。而

2RT 与 2R2 在 PKJ( 分子水平上（[@,3P*3@<C 2P7@+CP<V3L \M7C3P
K3*<D@，[2\）同源性极高，不易区分。国内外学者曾经利用

PKJ(的转录间区（[2\）序列分析、重复片段 QRK（P3M3,<,<]31
+3^)3@C31V7+3L QRK，K3M1QRK）基因指纹鉴别等方法对腥黑穗

菌的种内及种间差异进行遗传分析，但都没有发现能够稳定

的区分 2RT 和 2R2 菌株有用的靶标基因［! ’ -］。

采用随机扩增 IJ( 多态性（K7@LD; 7;M4<N<3L MD4O;DPMG<C
IJ(，K(QI）引物介导的半特异性 QRK 方法（K(QI MP<;3P
;3L<7,3L G3;<1+M3C<N<C QRK，KS1QRK）是一种将特异性引物与

K(QI 随机引物用于不对称复性温度的 QRK 扩增方法。在

缺乏全基因组信息和 [2\ 不能区别 2RT 及其近源种的情况

下，依据端粒相关序列（234D;3P3 7++DC<7,3L1+3^)3@C3，2(\）高

度多态性的显著特点，利用端粒重复序列设计的特异性引物

来扩增端粒相邻的序列。采用 KS1QRK 技术，对近源种 2RT

和 2R2 的基因组差异片段进行筛选。用筛选的差异片段设

计特异性引物对，建立 QRK 检测体系，用于种子带菌检验、

麸皮、土壤带菌检测以及田间病害诊断，并为 2RT 分子检测

试剂盒的研制奠定基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 供试菌株：/% 个 2RT 菌株由美国犹它州小谷物资源

保存中心 IPB Z47<P _D,3+ 惠赠，属于美国北方小麦种植区经

小麦鉴别寄主接种试验鉴定的 2RT 不同生理小种［"］。#9 个

2R2 菌株，除部分在国内不同省区麦田采集外均与上述来源

相同。大肠杆菌（-,’.$*"’."& ’(#"）‘S/$9 购置上海生物工程公

司。

!"!"# 主 要 试 剂 和 仪 器：!&/ IJ( QD4O;3P7+3（MPD;3*7）、

LJ2Q+（MPD;3*7）、琼脂糖凝胶回收试剂盒（上海博亚生物技

术公司）、克隆载体 MSI/%12（27>7P7），/$VM 随机引物（上海生

物工程公司合成）。QRK 仪（Z<D1K7L）、电泳仪（Z<D1K7L）、凝胶

成 像 系 统 a3P+7LDC（Z<D1K7L）、IX-!$ 紫 外 分 光 光 度 计

（Z:RTS(J）、‘1#$bQ 高速冷冻离心机（Z:RTS(J）、&!/"K 离

心机（:MM3@LDPN）。

!"# 腥黑穗菌冬孢子萌发和菌株培养

萌发和培养方法参见文献［!，%］进行操作。



!"# 基因组 $%& 的提取

采用氯化苄法提取基因组 !"# 具体操作参见文献［$］。

取提取的 !"# %!& 于 ’()* 琼脂糖凝胶电泳，鉴定提取的

!"# 质量。

!"’ ()*、()( 差异序列片段的筛选

为筛选 +,- 差异基因序列片段，用 +,- %) 个菌株，+,+
.$ 个菌株的菌丝体基因组 !"# 作为模板，采用不对称复性

温度 /,0，以不同的随机引物与端粒特异性引物 ,12+,-%

配对分别扩增 +,- 和 +,+ 不同菌株的菌丝体基因组 !"#。

端粒特异性引物 ,12+,-% 34端含有 . 5 6 个真菌端粒保守重

复序列寡核苷酸，64端分别添加 % 5 6 个选择性碱基［%’ 5 %.］。

扩增程序：" $78 79:;，% 个循环；# 高严谨性循环：$78
6’<，368 73<，=.8 %9:;，3 个循环；$ 复合循环：共进行 %’
个复合循环，每个复合循环依次包括：>? . 个高严谨性循环，

@? % 个低严谨性循环：$78 6’<，6A8 73<，=.8 %9:;；% =.8
%’9:;。

!"+ 差异片段的克隆、测序

比较 +,-、+,+ !"# 扩增电泳条带，选择差异目的条带

回收纯化，与 BC!%)D+ EFGHIJ 连接，转化至感受态大肠杆菌

KC%’$ 中，经氨苄青霉素和蓝白斑筛选以及 /,0 验证为阳性

克隆子后测序。

!", 特异引物设计和嵌套式 -). 验证

根据 +,-、+,+ 差异片段序列，应用引物设计软件 BJ:9FJ
FLBJF<< 设 计 +,- 专 化 嵌 套 引 物 ,12+,-. M,12+,-6；

,12+,-7 M,12+,-3 ，引物序列见表 %。分别以 %) 个 +,- 菌

株、.$ 个 +,+ 菌株基因组 !"# 为模板，进行嵌套式 /,0 验

证。/,0 扩 增 程 序 为：$78 .9:;；$78 6’<，A’8 6’<，=.8
73<，63 个循环；=.8 )9:;。

表 ! 本研究所用的引物序列

+>@NF % /J:9FJ< O<FP :; HQ:< <HOPR
">9F SFTOF;GF（34!64）

/.6DU#’%AA ##VV,VV,#V
,12+,-% ,,,+###,,,+##,,,+##,,,W##
,12+,-. +,+##,++#,,+,V,VV#+VV
,12+,-6 #,V,#V+V#,VVV+VV#+#
,12+,-7 #V+V,+V#VV,,V####VV+
,12+,-3 ++,+VVV,+, ,#,V#,V+#+
,12+,A ,,, #+,#+,+#++#+,,# ##,
,12+,= ,#V#V+,,++,##V#+V,VV+V

!"/ 灵敏度验证

/,0 反应体积为 .3!&，引物为 ,12+,-7 M,12+,-3，/,0

反应条件同 %(A，模板用 %’ 倍梯度稀释的 +,- 基因组 !"#
%!&（%’’ BX 5 %’YX），健康小麦基因组 !"#、+,+ 基因组 !"#
和纯水作对照。

!"0 内置对照引物与特异性引物鉴别 ()*、()(
腥黑穗菌属通用引物 ,12+,A M,12+,= 作为内置对照引

物［%6］ 与 特 异 性 引 物 ,12+,-. M,12+,-6 和 ,12+,-7 M

,12+,-3 共同扩增 +,-、+,+。同时设置健康小麦基因组

!"# 和纯水阴性对照。

1 结果

1"! 基因组 $%& 提取

采用氯化苄法分别提取了 +,-、+,+ 不同菌株菌丝的基

因组 !"#，用 0"><F# 去除 0"#，紫外分光光度仪测定，其

!.A’ M!.)’ 比 的 值 为 %() 左 右。!"# 的 浓 度 为 % 5 6!XM!&。

’()*琼脂糖凝胶电泳，得到大于 .%Z@ 的 !"# 片段，0"# 去

除干净。

1"1 ()* 特异 $%& 片段的筛选

不同的随机引物与端粒特异性引物 ,12+,-% 配对分别

扩增 +,- 和 +,+ 不同菌株，结果随机引物 /.6DU#’%AA 和

,12+,-% 配对在 %) 种 +,- 菌株中都能扩增得到一条 %6..@B

的条带，而在 .$ 种 +,+ 菌株中没有扩增条带产生，表明该片

段对 +,- 特异性较高（图 %）。

图 ! 随机引物 )23()*! 4-1#56&7!,, 筛选 ()* 特异

性片段

[:X?% SFNFGH:I; IY <BFG:Y:G YJ>X9F;H IY +,- \:HQ BJ:9FJ< ,12+,-% M

/.6DU#’%AA ? % 5 %’( #9BN:Y:G>H:I; IY +,+ % 5 +,+ %’ \:HQ BJ:9FJ<
,12+,-%、/.6DU#’%AA；C? C>JZFJ !&.’’’（%’’@B、.3’@B、3’’、

=3’@B、%’’’@B、.’’’@B）；%% 5 .)( #9BN:Y:G>H:I; IY +,- % 5 +,- %)
\:HQ BJ:9FJ< ,12+,-%、/.6DU#’%AA； .$( #9BN:Y:G>H:I; IY +,-

9:LHOJF \:HQ BJ:9FJ< ,12+,-%、/.6DU#’%AA(

将该差异性片段 #+ 克隆到大肠杆菌 KC%’$ 中，测序。

测 序 结 果 已 经 提 交 VF;U>;Z 数 据 库，登 录 号 为："I?
!1.AA.3)。在 VF;U>;Z 数据库中比对，结果显示所获得的片

段特异性极高，与 +,+ 及腥黑穗菌属的种类均无同源性。

1"# 引物专一性

以 +,-、+,+ 基因组 !"# 为模板，进行嵌套式 /,0 验

证。结果表明用 ,12+,-. M,12+,-6 引物对扩增 %) 个 +,-
菌株的基因组 !"#，得到一条 =7=@B 单一靶带，而 .$ 个 +,+
菌株的基因组 !"# 没有得到扩增。随机挑选 +,-、+,+ 各 3
个菌株的基因组 !"# 并用引物对 ,12+,-7 M,12+,-3 进行

扩增，结果 +,- 基因组 !"# 能扩增得到一条 .’’@B 的单一

靶带，而 +,+ 基因组 !"# 则无扩增。说明此 %6..@B 的 !"#
片段 特 异 性 较 高，引 物 对 ,12+,-. M,12+,-6；,12+,-7 M

,12+,-3 为 +,- 特异性引物并可用其来区别鉴定 +,- 与

+,+（图 .）。

1"’ 检测灵敏度

引物 ,12+,-7 M,12+,-3在模板量为 %’’ BX 5 %’ YX 的范

围内均可扩增出 +,- 目标靶带，当模板量降到 %’YX 时，扩增

的靶带很微弱。可见用常规 /,0 进行 +,- 检测的模板量达

到 %’YX 时就达到了 /,0 的检测下限（图 6）。

A.= "]#" S:D^: "# $% ? M!&#$ ’(&)*+(*%*,(&$ -(.(&$（.’’=）7=（7）



图 ! "#$ 特异性引物 #%&"#$! ’#%&"#$(（)）和 #%&"#$* ’#%&"#$+（,）扩增 "#$、"#" 基因组 -.)
!"#$% &’()"*"+,-"./ .* #0/.’"+ 12& .* 345、343 6"-7 8(0+"*"+ (9"’098 4:;345% <4:;345=（&）,/> 6"-7 8(0+"*"+ (9"’098 4:;345? <

4:;345@（A）$ &：B C BDE 345B C 345BD；BF，@GE H,9I09 1J%GGG；%G C ?DE 343B C 343%F；?FE 20#,-"K0 +./-9.) $ A：H$ BGGL(

12& ),>>09；B C @E 345；M C BGE 343；BBE 20#,-"K0 +./-9.) $

图 ( "#$ 引物 #%&"#$* ’#%&"#$+ 检测灵敏度测定

!"#$ = 370 80/8"-"K"-N .* >0-0+-"./ .* 345 6"-7 8(0+"*"+ (9"’098

4:;345?<4:;345@ $ H$ H,9I09 O BGG L(PMGG L(（3O&2QR2）；B C

@EBGG (# C BG *# Q0/.’"+ 12& .* 345；ME @ /# .* #0/.’"+ 12& .*

343；SE S /# .* #0/.’"+ 12& .* 70,)-7N 670,-；DE T,-09 L),/I$

!/+ 内置对照引物与特异性引物鉴别 "#$、"#"
内置对照引物 4:;34M<4:;34S 在 345、343 基因组 12&

中都 可 以 扩 增 得 到 一 条 @GGL( 的 靶 带，特 异 性 引 物 对

4:;345%<4:;345= 和 4:;345? <4:;345@ 只能在 345 基 因

组 12& 中扩增得到一条 S?SL( 和 %GGL( 的靶带（图 ?）。

图 * 内置对照引物和特异性引物双重扩增 "#$、"#"
0123456 -.)
!"#$ ? 1U()"*"+,-"./ .* 345、343 6"-7 "/-09/,) +./-9.) (9"’098 ,/>

8(0+"*"+ (9"’098$ H$ H,9I09! %GG L( C ?E@ IL；B C ME 1U()"*"+,-"./ .*

345<343 6"-7 "/-09/,) +./-9.) (9"’098 4:;34M <4:;34S ,/> 8(0+"*"+

(9"’098 4:;345% <4:;345=（B C %E &’()"*"+,-"./ .* 345；= C ?E

&’()"*"+,-"./ .* 343；@ C ME #0/.’"+ 12& .* 70,)-7 670,- +./-9.) ,/>

6,-09 L),/I +./-9.)）；S C B% 1U()"*"+,-"./ .* 345<343 6"-7 "/-09/,)

+./-9.) (9"’098 4:;34M、4:;34S ,/> 8(0+"*"+ (9"’098 4:;345? <

4:;345@（S C DE &’()"*"+,-"./ .* 345；F C BGE &’()"*"+,-"./ .* 343；

BB C B%E #0/.’"+ 12& .* 70,)-7 670,- +./-9.) ,/> 6,-09 L),/I +./-9.)）$

( 讨论

VHPW4V 是一种基于卫星 12& 分子标记的差异基因分

离新方法，它通过分析扩增片断多态性鉴定近源物种间的差

异基因，克服了 ’V2& 差异显示技术（>"**090/-",) >"8(),N 90K0980

-9,/8+9"(-"./ W4V，11PV3PW4V）、限制性片段长度多态性技术

（V08-9"+-"./ *9,#’0/- )0/#-7 (.)N’.9(7"8’,，V!JW）、V&W1 的局

限性，能够简易、快速地进行扩增片段的同一性验证，具有起

始样本量少、灵敏度高、可重复性强等优点。该方法的原理

在于利用 V&W1 引物与端粒重复序列的特异性引物配合，利

用热不对称 W4V 扩增筛选获得 345 核苷酸差异片段 WV=%
（B=%%L(）。 并 依 据 345 独 有 序 列 设 计 特 异 性 引 物 对

4:;345% <4:;345=；4:;5? <4:;5@ 建立区分 345、343 的分

子检测技术体系，有助于对小麦冬孢子流向进行动态监测，

为制定科学的病害风险管理策略和监控方案提供了技术

支撑。

腥黑穗菌的冬孢子中往往含有三甲胺等抑制 W4V 反应

的物质，检测时容易造成假阴性。利用腥黑穗菌属通用引物

4:;34M <4:;34S 作为内置对照，如扩增出靶带 @GGL( 则表明

检测样品无抑制物质；扩增出特异性 12& 靶带，说明被检样

品含 345；反之则含其它腥黑穗菌属菌株。从而有效避免

W4V 假阳性和假阴性，提高了检测特异性。从 345 冬孢子、

纯培养菌丝体以及罹病植株 12&，健康麦粒中混入 345 冬孢

子的样品中都能稳定扩增出特异性靶带，而供试 343 菌株都

没有靶带扩增，靶菌 12& 的检测下限 BG*#，表明这一检测体

系对 345 特异、灵敏，结合适当的制样方法可以用于 345 冬

孢子的快速鉴定。

参 考 文 献

［ B ］ X.7/ YJ$ 16,9* LU/-（!"##$%"& ’()%*(+$*,& 5Z7/）"/ 6"/-09 670,- "/

Y60>0/： 90),-"./87"( -. +)"’,-0（BF@BPBFDS），8U9K0N 908U)- ,/>

+U)-"K,-"./ ’0,8U908（BFMSPBFDS）$ - .#&)% /",$&,$, &)0 .*(%$’%"()，

BFF%，77（=）：%@M [ %M@E
［ % ］ WU9>N J\，50/>9"+I RJ，\.**’,// X&， $% &# $ 16,9* LU/- .*

670,- $ 1))2&# 3$+"$4 (5 6"’*(7"(#(89，BFM=，89：BFF [ %%%E
［ = ］ 章 正，王 圆，姚文国，等 $ 冬孢子网脊高度值和自发荧

光显微学在鉴别小麦矮腥和网腥菌瘿中的应用 $ 植物病理

学报，BFF@，!+（=）：%GS [ %B?E
［ ? ］ 李启新，杜 琦，邓善英 $ 小麦矮腥黑穗病菌鉴定研究进

展 $ 植物检疫，BFFD，8!（=）：BSG [ BS=E
［ @ ］ VU80)) AT，H"))8 1$ H.9(7.).#"+,)， (7N8".).#"+,) ,/> #0/0-"+

0K">0/+0 "/ 8U((.9- .* , +./8(0+"*"+ 8-,-U8 *.9 !"##$%"& ’&*"$,，! $

’()%*(+$*,& ,/> ! $ 5($%"0& $ .:9%(;&%:(#(89，BFF?，:*：@SM [ @D%E

S%S年四季等：小麦矮腥黑穗菌差异片段筛选与分子检测体系的建立 $ <微生物学报（%GGS）?S（?）



［ ! ］ "#$ %&，&’’($) *，+#,)$-$./ 0， !" #$ 1 2/.34)$) ’5 -#6 76/6-$8

,63.-$’/)#$9) .(’/7 -#6 :#6.- ;</- 5</7$ <)$/7 =2*0 ./> ,$;’)’(.3

0?2 (.,@6,)1 %&’("()#"&)$(*’，ABB!，!" CAA D CAEF
［ G ］ H’.-6) IJ1 +’((’/ ;</- ./> >:.,5 ;</- 1 K/：L$38’M)’/ =0，"..,$

NN1 6>)1 I</- ./> "(<- 0$)6.)6) ’5 L#6.-：+’/869-) ./> (6-#’>)

’5 >$)6.)6 (./.76(6/- 1 O6M$8’ 0P：+KOO%Q，ABB!，AR D RS1
［ E ］ 刘 波 1 黑粉病菌及其防治（修订本）1 北京：农业出版社，

AB!SFACR D ACT
［ B ］ 单志萍，孟妤等 1 丝状真菌三孢布拉霉 0?2 的提取研究 1 生

物技术，RUUA，##（C）：S D GF

［AU］ "’#./9.3 I1 +3’/$/7 ’5 -63’(6,6V.))’8$.-6> 0?2 <)$/7 )$/736V

)968$5$8V9,$(6, 9’34(6,.)6 8#.$/ ,6.8-$’/ 9,’W$>6) 6W$>6/86 5’, .

8’/)6,W6> )6X<6/86 >$,68-34 .>Y.86/- -’ Q#6$36,$. 9.,W. -63’(6,$8

,696.-)1 +!,!，RUUU，$%%：TUA D TUBF
［AA］ 洪德军，陈受宜 1 R 个水稻端粒相关序列的克隆和特性分

析 1 科学通报，ABBS，&’（AC）：ARRB D ARCR1
［AR］ 陈守义，阮承迈，李军涛等 1 鸡组织细胞端粒相关序列的克

隆及序列分析 1 中国预防兽医学报，RUUC，$%（A）：TU D TCF
［AC］ ".8#.>4/ *，Z/<, J1 Q#6 8’/)-,<8-$’/ ./> <)6 ’5 . *+= $/-6,/.3

8’/-,’3 1 -($ .!$$ %/(0!1 ABBE，#$：RSBVR!RF

()*)+,-./ .0 1-00)2)/,-3* 456 02378)/, .0 !"##$%"& ’()%*(+$*,& 9:;/ 3/1
)<,3=*-<;8)/, .0 8.*)+>*32 1),)+,-./ 3??2.3+;

?K2? "$VY$，%K? %’<V9$/7，%[2? \$/7，]K2 %<VM$./，L2?H ^#’/7V@./7!
（.($$!*! (2 34(!,*4,!!/4,* (2 .&(,*54,* 6,47!/14"’，+!,!"48 9,*4,!!/4,* :!1!#/8& .!,"/! (2 .&(,*54,* 6,47!/14"’，

;!’ <#0(/#"(/’ (2 +!,! =>,8"4(, #,? :!*>$#"4(, #" .&(,*54,*，.&(,*54,* 6,47!/14"’，.&(,*54,* TUUUCU，.&4,#）

6=<,23+,：2 ,63$.;36 ./> )$(936 9’34(6,.)6 8#.$/ ,6.8-$’/ (6-#’> 5’, Q+Z 9.-#’76/ :.) 6)-.;3$)#6> 5$,)-34 1 2 ACRR;9
</$X<6 5,.7(6/- ’5 Q+Z :.) .(93$5$6> ./> $>6/-$5$6> ;4 -#6 -68#/$X<6 ’5 )6($V)968$5$8 ,./>’( .(93$5$6> 9’34(’,9#$)(

（=OV*+=）1 Q:’ 9.$,) ’5 )968$6)V)968$5$8 9,$(6,) +\[ZR _ +\[ZC ./> +\[ZT _ +\[ZS :6,6 >6)$7/6> .88’,>$/7 -’ -#6
</$X<6 5,.7(6/- ’5 Q+Z1 Q#6 5$,)- 9.$, 9,$(6,) :6,6 8.9.;36 -’ )-.;34 .(93$54 -.,76- 0?2 ;./> ’5 GTG;9 5,’(
8#,’(’)’(.3 0?2 ’5 AE )-,.$/) ’5 Q+Z $)’3.-6) :$-#’<- ./4 0?2 ;./>) ’;-.$/6> 5,’( RB )-,.$/) ’5 Q+Q1 Q#6 )68’/> 9.$,
9,$(6,) 8’<3> 9,’><86 . RUU;9 -.,76- 0?2 ;./> )-.;34，:#$36 /’ ;./> :.) .(93$5$6> 5,’( -63$’)9’,6 ’, (4863$<( 0?2 ’5
Q+Q ’5 )-,.$/) 1 Q$336-$. 76/<) 9,$(6,) :6,6 <)6> .) $/-6,/.3 8’/-,’3 ’5 (’368<3., >6-68-$’/ )4)-6(，:#$8# 8./ >6-68-
:#6-#6, -#6 *+= $/#$;$-’,) 6M$)- $/ -6)-$/7 ).(936 ’, .W’$> 9)6<>’V/67.-$W6 ./> 9)6<>’V9’)$-$W6 ’5 *+= ,6.8-$’/ 1 Q#6
(’368<3., >6-68-$’/ .99,’.8# 8’<3> ,.9$>34，.88<,.-634 >6-68- ./> $>6/-$54 -#6 0?2 ’5 -63$’)9’,6 ’, (4863$<( ’5 Q+Z 5,’(
:#6.- -$))<6) 1
9)@A.21<：Q+Z；Q+Q；76/6-$8 >$556,6/- 5,.7(6/-；$/-6,/.3 8’/-,’3 9,$(6,)

P’</>.-$’/ $-6(：?.-$’/.3 *,’7,.() 5’, ‘$7# Q68#/’3’74 =6)6.,8# ./> 06W63’9(6/- ’5 +#$/.（RUU!22AU^TCT）；Z64 Q68#/’3’74 =6)6.,8# ./> 06W63’9(6/-

*,’7,.( ’5 27,$8<3-<,6 O$/$)-,4（RUU!VCG）

!+’,,6)9’/>$/7 .<-#’, 1 Q63_P.M：E!VRCV!SARUTEB；N(.$3：a@:./7!T!b )$/.1 8’(

c-#6, .<-#’,：&K O$/V#<$

=686$W6>：T 0686(;6, RUU!_28869-6>：AR J./<.,4 RUUG_=6W$)6>：AU O.4 RUUG

ERG ?K2? "$VY$ !" #$ 1 _@8"# -48/(04($(*48# A4,48#（RUUG）TG（T）




