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基因的缺失

影响芽生型病毒粒子的形成
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要"为研究家蚕杆状病毒!

L\>Q?

"编码的
V@%##

基因的生物学功能#利用
V1T

重组技术和
L,67<(7L,6

系

统分别构建了
L\%##7S(7Z,6\3T

和
L\%##7*17Z,6\3T

#实现对
V@%##

基因的敲除和异位补回&进而将
L\%##7S(7

Z,6\3T

)

L\%##7*17Z,6\3T

)

e<Z,6\3T

!野生型"分别转染
L\>

细胞#病毒滴度测定结果显示$

V@%##

缺失后#病毒无法

形成正常水平的芽生型病毒粒子!

Z)TT1T:3*);

#

L?

"#表明该基因是病毒生成有感染力的
L?

所必需的基因(透射电

子显微镜观察发现#

V@%##

敲除后细胞内未观察到杆状病毒粒子#进一步证实
V@%##

的缺失影响了
L?

的生成&

k

QMV

结果显示#

V@%##

缺失后病毒
B>R

复制水平降低&结果表明#

V@%##

是病毒生成正常水平的
L?

所必需的

基因&

关键词"家蚕杆状病毒(

V@%##

基因(

V1T

重组技术(

L,67<(7L,6

系统(病毒复制

中图分类号"

hG%#

!

文献标志码"

R

!

文章编号"

%&F!7!G"%

"

#$%&

#

$#7$#FF7$&

!

引用页码"

$!$F$#

'

!

引
!

言

杆状病毒是一类在自然界中仅感染节肢动物的

病毒'杆状病毒基因组为共价闭合环状
B>R

%基因

组大小在
G$

"

%G$SZ

之间'根据
DM8?

网站上发

布的最新分类%杆状病毒分为
'

&

1

&

!

&

2

杆状病毒属'

病毒粒子分为包涵体来源型病毒粒子"

(66-)T1T

:3*3(+;

%

CB?

#和芽生型病毒粒子"

Z)TT1T:3*3(+;

%

L?

#%两种不同表型的病毒粒子产生于病毒感染周

期的不同时期%产生的细胞部位和形态结构也不

同(

%

)

' 对 家 蚕 杆 状 病 毒 "

V2@>

3

J @2E+

+)6-1(

b

(-

=

01T*(:3*);

%

L\>Q?

#的核酸序列分析表

明%它 与 苜 蓿 银 纹 夜 蛾 多 核 型 多 角 体 病 毒

"

$1%2

4

E:

=

-: S:D+

Y

2E!+S: \)-<3

b

-1 +)6-1,*

b

(-

=

01T*(;3;:3*);

%

R6A>Q?

#序列同源性高达
E$

P

%但它们的宿主截然不同'

L\>Q?

基因组全长

%#GI%!Z

b

%其"

cNM

#

P

为
I$P

%有
%!&

个开放阅

读框编码的蛋白含有超过
&$

个氨基酸(

#

)

'杆状病

毒许多基因跟
L?

滴度下降有关但并不影响病毒

B>R

复制%如
==

!%

&

4=

&I

&

V@%%G

&

V@%%F

&

V@%%%

等基因(

!7F

)

$有些基因敲除后会导致不能产生
L?

%

但它们的缺失并不影响病毒
B>R

复制%比如

V@E#

&

V@%%E

(

G

)

&

DB

Y

U#

(

E

)等基因$有些基因缺失导

致病毒不能产生
L?

%且影响病毒
B>R

复制%如

V@%$%

(

%$

)

$而有些基因的缺失导致病毒不能产生

L?

%且检测不到病毒相关蛋白的表达%如
V@#"

(

%%

)

'

家蚕杆状病毒基因
V@%##

位于家蚕核型多角体病

毒
8!

株基因组
%%&!#!7%%&E#G+<

%读码框全长
&$&

Z

b

%编码的蛋白大小约
#!SB

'

V@%##

存在于所有

的鳞翅目基因组中'有研究表明%

V@%##

转录起始

于转染后
!0

%由宿主的
V>R

聚合酶
,

转录%由此

推测它是一个早期基因(

%#

)

'

V@%##

基因编码的蛋

白定于细胞核内%推测它可能与病毒
B>R

复制及

晚期基因表达有关'其同源基因
$S%I&

与
V@%##

相似度达
EFP

%

$S%I&

是一个晚期基因%

$S%I&

的

缺失导致病毒不能产生有感染性的
L?

(

%!

)

'有研究



者通过将
V@%##

缺失后的
Z,6\3T

连接
cWQ

后证

实该基因缺失后病毒无法进行细胞间的感染(

%I

)

'

利用生物信息学的相关软件对
V@%##

进行了生物

信息学分析%发现
LA%##

蛋白不含跨膜结构域%但

是在
>7

端存在一个信号肽'本文利用分子生物学

和细胞生物学等手段对
V@%##

的功能进行了研究'

(

!

材料与方法

%@%

!

材料

BO%$L,6

&大肠杆菌
8c%

&

L̀ #"%%!

菌种&质

粒
b

W,;<L,6%

和
b

XB!

质粒均为本实验室保存'

J7

阿拉伯糖购自
Q*(\1

4

,

公司%

b

AB%G78

:16<(*

&

8IJ3

4

,<3(+

&限制性内切酶及
QMV

试验所

需试剂均购自
8,X,V,

公司%

XCB

b

-);

高保真酶购

自
8CKCLC

公司'其余试剂均为国产分析纯'引

物由上海桑尼公司合成'

5.7E$$

,

5WA

"

%a

#无血清培养基和胎牛血清

"

WL5

#购自美国
c3Z6(

公司%脂质体转染试剂

5)

b

1*W16<3+8A DDD+ ?3<*( B>R 8*,+;.16<3(+

V1,

4

1+<

购自普飞公司%细胞培养瓶及培养皿购自

康宁公司%荧光定量
QMV

试剂盒购自
V(601

公司%

A

=

!D

和基因组
B>R

小量抽提试剂盒购自中国碧

云天生物科技有限公司'

%@#

!

V@%##

基因的缺失与补回

%@#@%

!

V@%##

基因缺失型
Z,6\3T

构建

设计一对引物%扩增出氯霉素基因完整序列%构

建了一个用于
V@%##

基因敲除的线性化片段'这

对引物分别由
"$Z

b

的
V@%##

基因同源区"下划线

标注#和
#$Z

b

的氯霉素基因同源区组成'以
b

XB!

"含有氯霉素抗性基因
S:%

#质粒为模板%

L\%##7

6\W

和
L\%##76\V

为引物扩增获得
%%$$Z

b

左右

的线性片段%该线性片段转化
L̀ #"%%!

"含质粒

b

XBI&

和
Z,6\3T

#感受态细胞%涂布含氯霉素和卡那

霉素抗性的
JL

固体培养基进行筛选'在
3

V1T

重组

酶的作用下%含氯霉素基因的打靶片段和目的基因

V@%##

发生同源重组"如图
%,

所示#'

QMV

扩增引物

序列如下!

L\%##76\W

!

"l78c8cMcM8RcMR8cMM

Mc8RRMccRMM88c8cM8888ccM88MRRRcc

88c8c8RccM8ccRcM8cM88M7!l

$

L\%##76\V

!

"l7cRMRMcRccRcMc8RMc8cR8MRcM8cMR88

McMcMcMMcMcMM888R8MR8cccRR88RcMMR

8cc8MM7!l

'将
V@%##

缺 失 型
Z,6\3T

命 名 为

L\%##7S(7Z,6\3T

'

%@#@#

!

V@%##

补回型
Z,6\3T

构建

根据
V@%##

完整的基因序列进行引物设计%引

物序列为!

b

WZL\%##7W

!

"l7McccR8MMMRc8M8Mc

M8c8MRcR8RM87!l

"下划线
V:@OD

酶切位点#%

b

WZL\%##7V

!

"l7MccRR88McMccM8McMR8c8R

8RcRRR7!l

"下划线为
;S2VD

酶切位点#'以

e<Z,6\3T

"野生型#为模板%利用该对引物扩增出

V@%##

基因的完整编码框'

QMV

扩增所得片段和转

移载体
b

W,;<L,6%

分别经
V:@OD

和
;S2VD

双酶切

后连接%获得
b

W,;<L,6%7L\%##

"如图
%

#'将重组质

粒
b

W,;<L,6%7L\%##

再转化
V@%##

缺失型的大肠杆

菌
BO%$L,6

"内含辅助质粒和
Z,6\3T

#%通过转座作用

将
V@%##

基因异位补回"如图
%Z

所示#'用含卡那

霉素&庆大霉素&四环素&

DQ8c

&

g

!

4

,-

的多抗板筛

选阳性重组质粒'将
V@%##

补回型
Z,6\3T

命名为

L\%##7*17Z,6\3T

'

图
%

!

V@%##

基因缺失型和补回型重组病毒的构建示意

注!"

,

#以
b

XB!

质粒为模板%扩增
V@%##

打靶片段%打靶片段与
e<Z,6\3T

上
V@%##

基因位点内相应片段同源重组%构建
V@%##

基因缺失型重组病

毒
L\%##7S(7Z,6\3T

$"

Z

#

V@%##

完整编码框连接到转移载体上%将
V@%##

异位补回到
L\%##7S(7Z,6\3T

上的
=

2D-

启动子下游%构建
V@%##

基因补

回型重组病毒
L\%##7*17Z,6\3T

'
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!

病毒滴度测定

为了研究
V@%##

的缺失对病毒增殖的影响%

!

种
Z,6\3T

分别转染家蚕
L\>

细胞后%在不同时间

点"

#I

&

IG

&

F#0

和
E&0

#收集细胞培养上清液%利用

8MDB

"$

终点稀释法测定病毒滴度'取处于对数生

长期的
L\>

细胞按每孔
%$$$$

个细胞铺
E&

孔

板%病毒上清按
%$

倍梯度稀释%各稀释度做
G

个

重复'边缘两列不加病毒%以正常的
L\>

细胞作

阴性对照'

!F]

培养箱中培养
FT

%每天观察并记

录各稀释度的发病情况%

8MDB

"$

终端稀释法计算

病毒滴度'

%@I

!

透射电镜观察病毒装配与增殖情况

为研究
V@%##

基因的缺失是否影响病毒核衣

壳的结构(

%"

)

%收集
!

种
Z,6\3T

转染
F#0

后的细胞%

于透射电镜下观察'

L\%##7S(7Z,6\3T

&

e<Z,6\3T

和
L\%##7*17Z,6\3T

各
%

#

4

转染家蚕
L\>

细胞%

F#0

后轻轻吹下细胞%

QL5

洗两次%加入
#@"P

戊

二醛%

I]

固定过夜$倒掉固定液%

$@%\(-

+

J

%

b

O

F@$

的磷酸缓冲液漂洗样品
!

次%每次
%"\3+

$

%P

锇酸溶液固定样品
%

"

#0

$

$@%\(-

+

JQL5

漂洗
!

次%每次
%"\3+

$再使用
!$P

&

"$P

&

F$P

&

G$P

&

E$P

&

E"P

乙醇依次各洗
%

次%每次
%"\3+

$用
%$$

P

乙醇处理
#$\3+

$纯丙酮处理
#$\3+

$用包埋剂

与丙酮的混合液"体积比
%̂ %

#处理样品
%0

$用包

埋剂与丙酮的混合液"体积比
!̂ %

#处理样品
!0

$

纯包埋剂处理样品过夜$

F$]

加热过夜%样品在

JYDMRYA9MF

型超薄切片机中切片%切片厚度为

F$

"

E$+\

%再切片经柠檬酸铅溶液和醋酸双氧铀

"$P

乙醇的饱和溶液各染色
"\3+

至
%$\3+

%在

O3<,603O7F&"$

型透射电镜中观察'

%@"

!k

QMV

分析
V@%##

基因缺失对病毒复制的影响

设计一对引物
4b

I%7W

!

"l7Mc8Rc8cc8Rc8RR8Mc

MMcM7!l

%

4b

I%7V

!

"l7Rc8McRc8McMc8McM8887!l

%位

于基因
4=

I%

的开放阅读框内(

%&

)

'该对引物与

L\>Q?

4=

I%

基因互补配对%扩增
%$$Z

b

的病毒基因组

B>R

片段%该区域含有
I

个
A

=

!D

限制性位点'为校正上

样量的误差%引入内参照基因
+

U$S%+!

%其扩增引物为

1

7R6<3+7W

!

"l7cMcMccM8RM8Mc88MRM87!l

%

1

7R6<3+7V

!

"l78cMMcMRRcM88MMR8RMMM7!l

'

分别取
L\%##7S(7Z,6\3T

&

e<Z,6\3T

和
L\%##7*17

Z,6\3T

各
%

#

4

转染家蚕
L\>

细胞"

"a%$

"个细胞+孔#%

分别在转染后的
#I

&

IG

&

F#

&

E&0

收集细胞%提取细胞内总

B>R

%并用
A

=

!D

酶消化掉转入的外源
Z,6\3T

%经处理的

B>R

进行
k

QMV

分析'

%

!

结果与分析

#@%

!

V@%##

基因的缺失和补回鉴定

#@%@%

!

缺失型
Z,6\3T

鉴定

以
b

XB!

"含有氯霉素抗性基因
S:%

#质粒为模板%

L\%##76\W

和
L\%##76\V

为引物扩增获得
%%$$Z

b

左

右的线性片段%即
V@%##

基因打靶片段"如图
#Z

所示#'

该片段含
S:%

基因的完整编码框%转化
L̀ #"%%!

后与

e<Z,6\3T

发生同源重组后%可在卡那霉素和氯霉素抗性

平板上筛选阳性克隆%用碱裂解法提取
Z,6\3T

'

QMV

鉴

定引物为!

L\%##7W

!

"l7cRRcRc8ccM888M8Rc88

c7!l

%

L\%##7V

!

"l7M8RR8ccMcRRMRMcR8RR8R R7!l

%

6,<7W

!

"l7MRMc888RRR8MRRRRM8cc8c7!l

%

6,<7V

!

"l7MRR8R8ccRMRRM88M88Mc7!l

'引

物
6,<7W

和
6,<7V

是氯霉素基因内部引物'鉴定引

物组合分别为
L\%##7W

和
L\%##7V

&

L\%##7W

和

6,<7V

及
6,<7W

和
L\%##7V

'各引物对应的位置如图
#

"

,

#所示'电泳结果如图
#

"

6

#所示'

%7!

泳道以
e<Z,6\3T

为模板%第
%

泳道产物预期大小为
"G$Z

b

%

#

&

!

泳道无条带%

因为
e<Z,6\3T

中
V@%##

基因是完整的%无
S:%

基因的插

入%故无扩增产物$

I7&

泳道以
V@%##

敲除后所提取的

Z,6\3T

为模板%预期扩增产物大小依次为
%&$$Z

b

&

I"$Z

b

&

%%"$Z

b

'从图
#

中可看出%电泳产物大小分别与预期大小

相符%表明
V@%##

敲除成功'

图
#

!

V@%##

基因敲除型病毒的鉴定

注!"

,

#设计两对鉴定引物
L\%##7W

+

L\%##7V

和
6,<7W

+

6,<7V

%利用这两对引物

进行交叉
QMV

%确保
S:%

基因成功插入
V@%##

基因内部以实现对
V@%##

基因

的敲除$"

Z

#以氯霉素抗性基因为模板
QMV

扩增的打靶片段大小为
%%$$Z

b

左右$

"

6

#

V@%##

基因敲除鉴定!

A

!

BJ%"$$$B>RA,*S1*

$

%7!

泳道为阴性对照%引物

组合依次为
L\%##7W

和
L\%##7V

&

L\%##7W

和
6,<7V

&

6,<7W

和
L\%##7V

$

I7&

泳

道为敲除鉴定结果%引物组合依次为
L\%##7W

和
L\%##7V

&

L\%##7W

和
6,<7V

&

6,<7W

和
L\%##7V

'
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#@%@#

!

补回型
Z,6\3T

鉴定

在含卡那霉素&庆大霉素&四环素&

DQ8c

和
g7

4

,-

的

多抗平板上随机挑取白色单菌落%接种于含有卡那霉素&

庆大霉素&四环素和氯霉素的
JL

液体培养基中%

!F]

摇

床培养过夜'提取病毒
Z,6\3T

进行
QMV

鉴定'

A%!7W

!

"l7c8888MMMRc8MRMcRM7!l

%

A%!7V

!

"l7MRccRRR

MRcM8R8cRM7!l

%

b

WZL\%##7W

!

"l7McccR8MMMRc8M

8McM8c8MRcR8RM87!l

%

b

WZL\%##7V

!

"l7

MccRR88McMccM8McMR8c8R8RcRRR7!l

'引 物

组合分别为
A%!7W

和
A%!7V

&

A%!7W

和
b

WZL\%##7V

及

b

WZL\%##7W

和
A%!7V

'各引物对应位置见图
!

"

,

#所

示'鉴定结果如图
!

"

Z

#所示'

%7!

泳道条带预期大小依

次为
!%&!Z

b

&

#"%!Z

b

&

%""!Z

b

%从图
!

中可看出电泳产物

大小分别与预期相符%表明
V@%##

已成功补回'

图
!

!

V@%##

基因补回型病毒的鉴定

注!"

,

#通过转座作用将
b

W,;<L,6%7L\%##

重组到
V@%##

缺失型
Z,6\3T

上游
A%!

位点内的转座整合靶位点%利用

A%!7W

&

A%!7V

和
V@%##

自身引物
b

WZL\%##7W

&

b

WZL\%##7V

交叉
QMV

鉴定$"

Z

#

%7!

泳道依次是以
A%!7W

和
A%!7

V

&

A%!7W

和
b

WZL\%##7V

&

b

WZL\%##7W

和
A%!7V

为引物对扩增的产物'

#@#

!

病毒滴度测定结果分析

碱裂法提取
e<Z,6\3T

&

L\%##7S(7Z,6\3T

和

L\%##7*17Z,6\3T

%各
%

#

4

分别转染
L\>

细胞%在

特定时间点收集细胞培养上清液%测定上清液的病

毒滴度%结果如图
I

所示'

e<Z,6\3T

型病毒的滴度

随时间的增加逐渐增加%

L\%##7*17Z,6\3T

型病毒

的滴度也恢复到野生型水平%但是
L\%##7S(7

Z,6\3T

型病毒的滴度在各个时间点均为零%这说明

L\%##7S(7Z,6\3T

转染的家蚕
L\>

细胞内不能产

生有感染力的
L?

'

#@!

!

透射电镜观察病毒增殖

为进一步研究
V@%##

缺失后细胞内是否能产

生正常水平的
L?

%将
L\%##7S(7Z,6\3T

&

e<Z,6\3T

和
L\%##7*17Z,6\3T

各
%

#

4

转染家蚕
L\>

细胞

后%

F#0

收集细胞%制样%透射电镜观察'结果如图

"H

图
F

所示!

e<Z,6\3T

和
L\%##7*17Z,6\3T

转染

的细胞内清楚可见许多正在装配或已成熟的病毒粒

子'但是
L\%##7S(7Z,6\3T

转染的细胞内并未观

察到
L?

结构'由电镜结果分析得出%

V@%##

基因

的缺失导致病毒不能产生正常水平
L?

'

图
I

!

e<Z,6\3T

&

L\%##7*17Z,6\3T

和
L\%##7S(7Z,6\3T

转染细胞后病毒滴度分析

图
"

!

e<Z,6\3T

转染家蚕
L\>

细胞后超薄切片透射电镜照片

$G#

!!!!!!!!!!!!!!

浙
!

江
!

理
!

工
!

大
!

学
!

学
!

报
#$%&
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!
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!"
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图
&

!

L\%##7*17Z,6\3T

转染家蚕
L\>

细胞后超薄切片透射电镜照片

图
F

!

L\%##7S(7Z,6\3T

转染家蚕
L\>

细胞后超薄切片透射电镜照片

#@I

!

V@%##

基因缺失对病毒
B>R

复制影响

为研究
V@%##

敲除后病毒滴度为零是否因为

V@%##

的敲除影响了病毒基因组的正常复制%进行了

k

QMV

验证'结果如图
G

所示%随着时间的增加%

e<Z,6\3T

型病毒
B>R

的复制水平逐渐增加%

L\%##7

*17Z,6\3T

型病毒
B>R

的复制水平也几乎恢复到了

e<Z,6\3T

型病毒
B>R

的复制水平'而
L\%##7S(7

Z,6\3T

型病毒
B>R

的复制水平明显低于前两者%且在

转染后
IG0

呈下降趋势%这可能是因为最初转染的细

胞死亡导致病毒不能继续复制%也进一步说明
V@%##

缺失后%病毒无法产生
L?

%不能进行细胞间感染'因此

L\%##7S(7Z,6\3T

型病毒
B>R

的复制水平较
e<Z,6\3T

型病毒和
L\%##7*17Z,6\3T

型病毒低的原因可能是因为

V@%##

缺失导致病毒不能感染更多的细胞%所以只有在

起始转染的细胞内有
B>R

的复制%或者是
V@%##

基因

的缺失确实影响了病毒
B>R

的正常复制'

图
G

!

e<Z,6\3T

&

L\%##7S(7Z,6\3T

和
L\%##7*17Z,6\3T

转染

L\>

细胞病毒拷贝数随转染后时间变化的
k

QMV

分析

*

!

讨
!

论

本研究通过
V1T

重组技术和
L,67<(7L,6

系统

分别实现对
V@%##

基因的敲除和异位补回'将

V@%##

缺失和补回型的
Z,6\3T

与
e<Z,6\3T

同时

分别转染家蚕
L\>

细胞%病毒滴度分析表明

V@%##

的缺失导致病毒不能形成有感染力的
L?

$

透射电镜观察显示
V@%##

缺失后细胞内无
L?

生

成'

k

QMV

结果表明
V@%##

基因缺失后%在转染的

初期细胞内仍有病毒
B>R

复制%且在转染
IG0

后

不再增加%但
V@%##

缺失型病毒
B>R

复制水平明

显低于
e<Z,6\3T

和
V@%##

补回型
Z,6\3T

%这可能

是由于病毒无法进行细胞间感染造成的%或者

V@%##

的缺失影响了病毒
B>R

的复制'对

LA%##

蛋白的信号肽分析表明%

LA%##

蛋白内有

一个信号肽%剪切位点位于从
>

端开始的第
%&

和

%F

个氨基酸处'但是没有跨膜结构域%推测它可能

在引导与病毒毒性相关的蛋白或者核衣壳蛋白参与

病毒粒子的装配%或者调解相关蛋白功能方面有重

要作用'综上所述%

V@%##

基因是病毒
L?;

的形成

所必需的基因%它可能在决定核衣壳最终能否装配

成
L?

或
CB?

方面起重要作用'

V@%##

基因是病

毒生活周期中一个不可缺少的基因%

V@%##

基因如

何影响
L?

的生成以及对病毒
B>R

复制的影响还

有待于进一步的研究'

参考文献"

(

%

)

cYCVcYWV@L,6)-(:3*);A(-16)-,*L3(-(

4=

(

A

)

@

9+3<1T 5<,<1;

!

>,<3(+,- M1+<1* .(* L3(<160+(-(

4=

%G#

第
#

期 朱丽萍等!家蚕杆状病毒"

L\>Q?

#

V@%##

基因的缺失影响芽生型病毒粒子的形成



D+.(*\,<3(+

%

#$$%

!

F7%%@

(

#

)

cCAD5

%

AR'DARX

%

ARYBR5@51

k

)1+61,+,-

=

;3;

(.<01

4

1+(\1(.L(\Z

=

d\(*3+)6-1(

b

(-

=

01T*(:3*);

(

'

)

@'c1+?3*(-

%

%EEE

%

G$

"

"

#!

%!#!7%!!F@

(

!

)

KRARcD5OD'

%

L9V>Y88YB

%

ORV̀ CCB5O

%

1<

,-@801 R6A>Q?

bb

!%

4

1+13;+(<1;;1+<3,-.(*

b

*(T)6<3:1 R6A>Q? *1

b

-36,<3(+ (* -,<1

4

1+1

<*,+;6*3

b

<3(+Z)<,

bb

1,*;<(3+6*1,;1-1:1-;(.\(;<:3*,-

<*,+;6*3

b

<;

(

'

)

@?3*(-(

4=

%

#$$F

%

!&"

"

%

#!

!I7IF@

(

I

)

AC>5AR5R

%

CCAY>5Rc

%

LJD55RVBc`@801

cQ&I1+:1-(

b

1.);3(+

b

*(<13+3;,+1;;1+<3,-Z,6)-(:3*);

b

*(<13+*1

k

)3*1T.(*61--7<(761--<*,+;\3;;3(+(.3+.16<3(+

(

'

)

@'()*+,-(.?3*(-(

4=

%

%EE&

%

F$

"

F

#!

I&$F7I&%&@

(

"

)

AMMRV8OK M L

%

BRD g

%

BC>JK M

%

1<,-@

R)<(

4

*,

b

0,6,-3.(*+36, \)-<3

b

-1+)6-1(

b

(-

=

01T*(:3*);

,6%I#

%

,6(*1

4

1+1<0,<3;1;;1+<3,-.(*L?

b

*(T)6<3(+

,+TCB?1+:1-(

b

\1+<

(

'

)

@?3*(-(

4=

%

#$$G

%

!F#

"

#

#!

!#"7!!E@

(

&

)

BRDg

%
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