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摘 要 以来源于 ;"%*8(8($(&<(*+ -)&0+ 的耐高温木聚糖酶 =CT:和来源于 9/*%</(820%& (,#=+0%(=#*#4#& 的高比活木聚糖酶 ‘X)_
为亲本，构建出耐热高比活融合木聚糖酶 =_，将 =_在大肠杆菌 _Z!"和毕赤酵母 BM""9中进行表达并对表达产物的酶学性质
进行分析比较。分析表明，融合蛋白 =_最适 ;G值为 $W#，最适温度为 S#a，较 ‘X)_有大幅度的提高；在热稳定性方面，=_明
显优于 ‘X)_，将两种稀释好的酶液分别在 8#a和 R#a下热处理 I63,，=_的热稳定性较 ‘X)_提高了 $倍左右；=_的 ;G稳定
性为 9 b R（相对剩余活性在 9#c以上的 ;G范围），较 ‘X)_有所下降，但两者的比活性基本不变，保持了亲本 ‘X)_的高比活
性。通过同源建模和序列比较，分析了可能影响融合蛋白 =_酶学性质的因素，为进一步研究木聚糖酶的结构与功能提供了
新的思路。
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木聚糖酶是可将木聚糖降解成低聚木糖和木糖

的复合酶系。内切!!"，#!木聚糖酶以内切方式水解
木聚糖分子中的!!"，# 糖苷键，是一类重要的半纤
维素酶［"］。按氨基酸序列同源性分类，大多数木聚

糖酶属第 $%"&、’%"" 族糖基水解酶［(，)］。对 "& 组、
""组木聚糖酶催化区晶体结构的分析表明，第 "&
组木聚糖酶催化区形成（!%"）*桶状结构，而第 ""组
木聚糖酶形成!!折叠结构，蛋白整体呈“右手”型 。
一般第 "&组木聚糖酶有较大的分子量（大于 )&+,）
及酸性的等电点，而第 ""组木聚糖酶有较小的分子
量及碱性的等电点，也有一些来自真菌的木聚糖酶

有酸性的等电点。

木聚糖酶可以广泛应用于纸浆工业、饲料工业、

食品工业及能源工业等众多领域［#，-］。有望在生产

实践中应用的木聚糖酶必须具备优良性质，如高比

活性的酶可降低应用成本，抗逆性强的酶具有更好

的贮存和应用稳定性等。由于在不同领域中应用的

木聚糖酶需具有不同的综合性质，而天然酶往往难

以满足，因此，有必要利用基因工程技术，有目的地

选育、改良木聚糖酶，从而发挥其应用潜力。

对木聚糖酶结构中影响热稳定性的因素进行研

究有利于木聚糖酶在生产中的应用。大多数木聚糖

酶的最适温度在 -& . /&0之间。迄今为止，只发现
(&余种细菌和不足 "& 种真菌能产耐热木聚糖酶。
而嗜热细菌产生的木聚糖酶的最适温度高达 "&&0
以上［/］，如栖热袍菌属。值得注意的是现已发现的

耐热木聚糖酶中只有 !"#$%&%&’&()&$* +,((* 的 1234
属于 ’%"" 族糖苷水解酶，其它都属于 $%"& 族［/］。
来源于 -.$#).&%/0#( &123*0#&32$242( 的木聚糖酶 5678
也属于第 ""族木聚糖酶，是一种具有优良性质的高
比活木聚糖酶，其编码基因已由本实验室克隆获

得［9］。因此，我们选择 1234与 5678作为本实验的
亲本，希望获得酶学性质有所改善的融合酶，为进一

步研究木聚糖酶结构与功能的关系及其应用提供良

好的材料。

! 材料和方法

!"! 菌种和质粒
木聚 糖 酶 基 因 5/’6（ :;8< 收 录 号 为：

4=(>()"9）由本实验室从 -.$#).&%/0#( &123*0#&32$242( 中
克隆［9］，木聚糖酶基因 !+57（来源于 !"#$%&%&’&()&$*
+,((*）由本实验室保存。大肠杆菌（8 ? 0&12）=@"&>和
8<("、克隆质粒 ABC">和表达质粒 A:1((D（ E）均购

自 7FGHIJK公司。巴斯德毕赤氏酵母（9 ? )*(.&$2(）
’L""-、载体 AMNC>购自 NKGOPQFIJK公司。
!"# 工具酶和生化试剂
限制酶及 ,74回收试剂盒购自 1HRHSH 公司；

1# ,74连接酶为 MQF@JIH公司产品；引物由上海生
工合成；蛋白质分子量标准为上海生化研究所产品；

可溶 性 木 聚 糖 #!T!;J!,!IUVWVQFKF!,!3XUHK（ 2QF@
8OQWYZFF[）购自 LOI@H 公司；分子筛 LVAJQ[J3 9-\

]S\ "&%)& 预装柱购自 4@JQ^YH@ MYHQ@HWOH 8OFPJWY
公司；其它化学试剂为国产分析纯。

!"$ 方法
!"$"! 木聚糖酶融合基因 18的构建：设计将 1234
的前 )"个氨基酸取代 5678的前 ))个氨基酸。根
据基因 1234及 3XK8相应的核苷酸序列设计引物如
下：

$"：-_!P IHHPPW WWHPIIW WIP IHW WPW WHH WIH IHW WII IP!)_

（含 80&S#及 :0&#的酶切位点）
S)：-_!WWH WIH IIP IWP IPH IPP IWW IWW HII IWW WHI WPW W!)_
$(：-_!IIW IIW HHW PHW HIW HWW PWI PII!)_

S#：-_!WIP W HHIWPP PW HIW WIW PIH WWI PIH PIP PI!)_（含

;2’[$酶切位点）

S-：-_!PHH P IWIIWWIW PWH IWW IWP IHW WIP IHP IPP IIH!)_

（含 :&.#酶切位点）
其中，引物 $"、S)用于扩增基因 !+57 中的片段

4，作为融合基因 .< 的 -_端序列。引物 $(、S#用于
扩增基因 5/’6 中的片段 8"，作为融合基因 .< 的 )_

端序列，将 4、8" 片段混合，让其互为模板及引物进

行初步的扩增获得全长的基因片段作为模板，再以

引物 $"、S# 扩增出全长的融合基因 .<，同时引入
:0&#和 ;2’[$的酶切位点，MCS产物酶切后，连接
在 A:1((D（ E）载体上。
引物 $(、S- 用于扩增基因 5/’6 中的片段 8(，

作为融合基因 .< 的 )_端序列，将 4、8( 片段混合，让

其互为模板及引物进行初步的扩增获得全长的基因

片段作为模板，再以引物 $"、S-扩增出全长的融合
基因 .<，同时引入 80&S#和 :&.#的酶切位点，MCS
产物酶切后，连接在 AMNC>载体上。

$(、S)是反向互补的嵌合引物。
!"$"# 重组表达载体的构建：
（"）A:1((D（ E ）!PD 表达载体：通过 :0&#和

;2’[$双酶切位点将融合酶基因 .< 克隆在 A:1((D
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（ !）载体上，与信号肽编码序列形成正确的阅读框
架。重组质粒进行酶切鉴定，获得正确的表达载体

"#$%%&（ !）’ !"。
（%）"()*+’,&表达载体：
通过 #$%-!和 &%!!双酶切位点将融合酶基

因 !" 克隆在 "()*+载体上，从而将目的基因克隆到
’().启动子下游，与信号肽编码序列形成正确的
阅读框架。重组质粒进行酶切鉴定，获得重组质粒

"()*+’ !"。重组质粒 "()*+’*+,- 由本实验室保存。
!"# 重组木聚糖酶的表达及纯化
!"#"! 大肠杆菌中的诱导表达：将重组质粒
"#$%%&（ !）’ !" 电击转化大肠杆菌 /0%.，挑取阳性
转化子。大肠杆菌的培养及酶的诱导表达方法及酶

活性测定方法见文献［1］；表达产物的 232’(45#分
析及 678,79: &;<, 分析见文献［+］。
!"#"$ 毕赤酵母中的表达：将重组质粒 "()*+’ !" 用
-./"酶切使之线性化，电击转化毕赤酵母 52..=。
挑取阳性转化子。重组酵母的培养、诱导表达和检

测方法见参考文献［.>］。重组酵母的发酵，具体方
法见 ):?@,9<A7: 操作手册。对表达的蛋白做 232’
(45#分析。以重组质粒 "()*+’BC:/转化的重组酵
母菌株由本实验室保存。

!"% 重组木聚糖酶的纯化
酵母发酵上清液（=>>>9DE@:，.=E@:）经 %倍体积

乙醇沉淀，.>>>>9DE@:离心 .=E@:，将沉淀冷冻干燥，
磨成粉末，取 .A粉末以 %E0柠檬酸缓冲液回溶，以
透析袋透析，再经过分子筛纯化（F@,9@F GF@H’IG%J(KL

缓冲液（"J=MN），流速 >MLE0DE@:）得到电泳纯的目
标蛋白。对纯化的蛋白做 232’(45# 分析。亲本
OPI/与 $/同样进行纯化。
!"& 木聚糖酶活性的测定
采用国际通用的 2<E<AC@’I7;8<: 法。酶活单位

定义：.个木聚糖酶活性单位（)Q）为以 .R可溶性木
聚 糖 （ L’K’S7’3’A;TFT9<:<’3’BC;G:， 2@AEG U9<E
/@9FVW<<H）为底物，在最适 "J和最适温度条件下每
分钟分解木聚糖生成 .#E<;木糖所需的酶量。
!"’ 酶学性质的分析与比较
将纯化后的融合酶 $/与 OPI/（同样经毕赤酵

母表达并纯化）进行酶学性质的比较研究。测定方

法见参考文献［.>］。
!"( 同源建模
对 $/ 的同源建模在 V,,"：DDWWWX 7B"G8C X <9AD

8W@88E<HD26)22’SK3#0X V,E;网站上完成。

$ 结果

$"! 木聚糖酶融合基因 !" 的构建
分别以 !" 和 *+,- 为模板，经 (*-扩增获得目

的基因片段 4、/，其长度分别为 >M.YZ&和 >M=Z&，经
过进一步的 (*- 扩增得到的全长的融合基因为
>M[Z&，见图 .。将全长融合基因克隆进表达载体，
阳性克隆子经测序得到正确预计的融合基因 !"。
(*-扩增获得目的基因片段 4、/ 其长度分别为
.%+&"和 L1.&"，(*-扩增到的全长的融合基因长度
为 =1[&"，与电泳结果一致（图 .）。由此推导出其编
码的氨基酸序列（图 %）。

图 . 融合基因 !" 片段 4、/及全长 !"
基因的 (*-扩增电泳图

U@AX . (*- GE";@\@FG,@<: <\ !" A7:7 \9GAE7:,8
（4 G:H /）G:H \T;; ;<:A,V A7:7 <\ !"

S：3I4 EG9Z79；.：(*- "9<HTF, <\ \9GAE7:, 4；%：(*- "9<HTF, <\
\9GAE7:, /；Y：(*- "9<HTF, <\ VC&9@H A7:7 !" X

$"$ 重组表达载体的构建
构建的大肠杆菌表达载体和毕赤酵母表达载体

的示意图见图 Y。
$") 重组木聚糖酶的表达及纯化
$")"! 在大肠杆菌中的表达：将重组质粒 "#$%%&
（ !）’,&电击转化大肠杆菌 /0%.，挑取几个阳性转
化子进行诱导表达。突变酶在大肠杆菌中得到了表

达（图 L），由于一部分表达的蛋白未切掉信号肽，所
以有两种分子量不同的表达条带（%.Z3 和 %YZ3），
该结论由 678,79: &;<,的结果验证，在对应的位置上
获得两条杂交条带。大肠杆菌细胞裂解液的酶活性

的平均值为 =M%)QDE0，这说明融合酶有正常的木聚
糖酶活性。

$")"$ 在毕赤酵母中的表达：首先在摇床水平上对
毕赤酵母重组子进行诱导表达，Y>]，>M=R甲醇诱
导 L1V后进行酶活性测定，筛选出高表达菌株用于
进一步的发酵罐扩大培养。在摇床水平上表达量最

1% 012,343 5%67,8/ %9 -2%!3$1,%/%.+ 生物工程学报 %>>[，̂ <;M%%，I<M.
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图 5 #6的核苷酸序列及其推导的氨基酸序列
（带边框的氨基酸序列为 7(%6被 #89!的 %端所替换上的 :;个氨基酸）

+<=> 5 %?@ABCD<EB FBG?BH@B C8 #6 IHE <DF EBE?@BE IJ<HC FBG?BH@B
!J<HC I@<EF 8KIJBE LBKB 8KCJ #89! IHE DMB CDMBKF 8KCJ 7(%6>

图 : 重组表达质粒 N&#O55P（ Q）O !" 及 N.4-RO !" 的示意图
+<=> : .MSF<@IA JIN C8 KB@CJP<HIHD B9NKBFF<CH NAIFJ<E N&#O55P（ Q）O !" IHE N.4-RO !" >

图 T 大肠杆菌表达的木聚糖酶 #6的 $*$O.!’&分析及 ,BFDBKH PACD分析
+<=> T $*$O.!’& IHE ,BFDBKH PACD IHIASF<F C8 #6 B9NKBFFBE <H # > $%&’ 605;

!：$*$O.!’&；/：NKCDB<H JIKUBK C8 0CL JCAB@?AIK LB<=MD；; V :：DMBKB E<88BKBHD # > $%&’ ()5; KB@CJP<HIHDF N&#55P（ Q）ODP；T：# > $%&’ ()5; L<DM NAIFJ<E
N&#55P（ Q）；6：,BFDBKH PACD；;：# > $%&’ 605; L<DM NAIFJ<E N&#55P（ Q）；5 V T：DMBKB E<88BKBHD # > $%&’ ()5; KB@CJP<HIHDF N&#55P（ Q）O !" >
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高的重组子其酶活性达到 !"#$%&’。将表达量最高
的重组子在发酵罐上培养，随着甲醇诱导时间的延

长，发酵上清液中木聚糖酶酶活力显著增加，酶蛋白

不断积累，分别取甲醇诱导 (")，"!)，*+)，!,)，-")，
.+)，("/)的发酵液上清进行 01023456分析（图 7）。
诱导 ("/)后木聚糖酶活性可达 !//#$%&’。由于 89
序列中含有三个潜在的糖基化位点［((］（4:;2<20=>%
8)>，<为任意氨基酸），使酵母表达的木聚糖酶产物
的分子量由 "(?1提高到 *(?1，这与原酶 <@A9 在
酵母中表达的情况一致［(/］。

图 7 发酵罐中酵母表达的木聚糖酶 89的 01023456分析
BCDE 7 01025456 F;FGH:C: IJ 89 =KL>=::=M C;

!"#$"% &%’()*"’ NCO) MCJJ=>=;O C;MPQOCI; OC&=
R：GIN &IG=QPGF> L>IO=C; &F>?=>；
(：O)= QPGOP>= :PL=>;F;O S=JI>= C;MPQOCI;（TU）；
" V ,：=KL>=::=M 89 FJO=> C;MPQOCI; IJ (")，"!)，*+)，!,)，-")，.+)，
("/)（*(?1）E

!"#"# 木聚糖酶 89的纯化：发酵液经过 " 倍体积
乙醇沉淀，(////>%&C;离心 (7&C;，将沉淀冷冻干燥，
磨成粉末，取 (D粉末以 "&’柠檬酸缓冲液回溶，上
清液的酶活性为 -/7W7#$%&’，上清液再经透析袋脱
盐后，酶活性为 ".,W*.#$%&’，再经过分子筛纯化，得
到电泳纯的目标蛋白，酶活性为 (7(W*+#$%&’。最
终回收率 "(W!7X。经纯化后，获得电泳纯的突变
酶 89（图 +），与同样纯化的经毕赤酵母表达的原酶
<@A9［(/］一起进行酶学性质的比较研究。

图 + 木聚糖酶 89纯化的 01023456分析
BCDE+ 01025456 F;FGH:C: IJ LP>CJC=M 89

(：Q>PM= 89；"：LP>CJC=M 89E

!"$ 酶学性质的分析与比较
经过酶学性质的分析与比较，结果表明，89的

最适 LY 值由 <@A9 的 7W" 提高到 +W/。77Z处理
*/&C;后，相对剩余活力在 7/X以上的 LY 范围从
<@A9的 ! V .变为 7 V .（表 (）。89的热稳定性较
<@A9有很大的提高（图 -），,/Z分别处理 *&C; 和
(/&C;，89剩余酶活性分别是 -"W("X和 *+W-*X，而
<@A9剩余酶活性分别为 ("W,!X和 !W*"X。在
./Z分别处理 (&C; 和 *&C;，89 剩余酶活性为
-.W"7X和 **W!!X，而 <@A9 剩余酶活性分别为
(,W+.X和 7W(*X。在热稳定性提高的同时，89 的
最适温度由 <@A9的 +/Z变为 -/Z（表 (）。
在酶的动力学方面，融合酶 89 的 +& 值由

<@A9的 "/W,- 变成 ",W-7。 ,&FK较 <@A9 提高了 (
倍；金属离子对 89均无影响；而 010 对 89有轻微
的抑制作用。89维持了 <@A9独特的抗胰蛋白酶
的特性，而 89抗胃蛋白酶的能力则由原来的 .7X
下降到 -+W!7X。89的比活性与 <@A9基本一致。

表 % 木聚糖酶 &’()和 *)的酶学性质比较
*+,-. % /012+345406 07 .6891+:4; 2302.3:4.5 07 &’() +6< *)

=302.3:4.5 07 .6891. &’() *)
[LOC&P& O=&L=>FOP>=%Z +/ -/
[LOC&P& LY 7W" +W/
LY :OFSCGCOH( ! V . 7 V .
+&%（D%?D）" "/W,- ",W-7
,&FK %（!&IG%&D·&C;） !7+, .*.-
0L=QCJCQ FQOC\COH%（#$%&D） ,,+W,. ,,*W*+
6JJ=QO IJ &=OFG CI; F;M :I&= >=FD=;O: I;
=;]H&FOCQ FQOC\COH

6184，T>* ^，AC" ^ FQOC\FO= :GCD)OGH _;" ^，R;" ^ C;)CSCO :GCD)OGH

010 :)IN ;I =JJ=QO I; FQOC\COH &=OFG CI; )F\= ;I =JJ=QO I; =;]H&FOCQ FQOC\COH 010 C;)CSCO :GCD)OGH
T=GGPGF:= FQOC\COH AI FQOC\COH AI FQOC\COH
‘=:C:OF;Q= OI L=L:CI; F;M O>HL:C; ‘=OFC; FSIPO .7X IJ CO: FQOC\COH FJO=> O>=FO&=;O SH

L=L:CI; F;M O>H:C;
‘=OFC; FSIPO -+W!7X IJ CO: FQOC\COH FJO=> O>=FO&=;O
SH L=L:CI;；‘=OFC; (//X IJ CO: FQOC\COH FJO=>
O>=FO&=;O SH O>H:C;

(：LY >F;D= C; N)CQ) O)= >=GFOC\= FQOC\COH NF: FSI\= 7/X；
"：P;?;IN; &IG=QPGF> N=CD)O IJ KHGF; G=M OI O)= P;CO IJ D%?D C;MCQFOC;D +& \FGP=E
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图 ! 融合酶 "#和原酶 $%&#在不同温度下的热稳定性比较
’()* ! +,-./0(1(,2 ,3 4560-,14/7(8(49 ,3 $%&# /2: "#

/：4560-,14/7(8(49 :646;4(,2 /3460 :(3360624 4(-6 ,3 (2;<7/4(,2 /4 =>?；
7：/3460 :(3360624 4(-6 ,3 (2;<7/4(,2 /4 @>? *

! 分析与讨论
来源于 !"#$%&%&’&()&$* +,((* 的木聚糖酶 "3AB

的热稳定性在第 CC族木聚糖酶中十分突出，该酶在
!D?处理 C=5，仍能保持 @EF的活性［CG］。而来源于
-.$#).&%/0#( &123*0#&32$242( 的木聚糖酶 $%&# 的热稳
定性相对较差，在 !>?处理 C5，$%&#剩余酶活性只
有 C>HG=F。木聚糖酶 "3AB都属于糖基水解酶第 CC
家族。通过 #IBJ"相似性比较，它们有 =CH@F的相
似性，但 "3AB的热稳定性比 $%&#高。在对 $%&#
和 "3AB的 &端进行相似性比较时发现，它们 &端前
KK个氨基酸的相似性只有 L=HDF，这说明 "3AB的 &
端可能对它的高热稳定性贡献很大。&端序列比较
的结果见图 =。
进一步的研究发现，"3AB的 &端比 $%&#的 &

端少了两个氨基酸，与 $%&#相比，"#的 &端共有
CD个氨基酸残基发生了改变。其中，MCB、NGM、"LJ、
’CK%、%CL’、OGCB、JGL"、&K>O的氨基酸改变属于结
构与性质（极性及疏水性）相似的氨基酸之间的改

变，可能对酶的作用影响不大。而 PEQ、"@%、&C>R、
&CCS、OGGT、"G=Q、JKCT 的氨基酸改变仅从氨基酸
的性质上分析，变化是很显著的。下面分别进行分

析，从 "#的二维结构看（图 @），RC>、SCC位于 "#的

!折叠股 #C和 #G之间；TGG位于 "#的!折叠股 #G
和 BG之间；TKC位于 "#的!折叠股 BG和 BK之间。
其中，RC>、SCC分别为带正电荷和带负电荷的氨基
酸，并且空间位置临近，可以形成离子键，提高折叠

股 #C和 #G的稳定性，从而提高融合酶 "#的 &端
的热稳定性。同样，TGG 和 TKC 也位于!折叠股的
连接处，由于脯氨酸的 &原子位于吡咯环上，使前
一个氨基酸与它形成肽键时（+/U&）不能自由转动，

吡咯环还具有疏水性，脯氨酸的这些特性导致它比

其它氨基酸的构形熵小，从而降低非折叠区的熵

值［CK V CD］，提高它所连接的!折叠股的稳定性。
也就是说，与 $%&# 相比，&C>R、&CCS、OGGT、

JKCT的变化对提高融合酶 "#的热稳定性有重要的
作用。而且 PEQ、"G=Q的变化增加了融合酶 "#的
带电荷氨基酸的数量，使氨基酸相互作用的氢键发

生改变，有可能对 "#的最适 .R和 .R稳定性及热
稳定性都有一定的影响。

通过同源建模，并结合嗜热木聚糖酶 &末端芳
香族氨基酸疏水作用的结构分析，发现融合酶 "#
的 & 端即来源于 "3AB 的一段氨基酸序列，存在着
%@U’CL芳香族氨基酸的疏水相互作用，我们推测这
种作用对稳定木聚糖酶 &端，提高酶的热稳定性有
一定的作用。在对 $%&# 进行单点突变研究时发
现［=］，"CC%点突变使突变酶的热稳定性有较大幅度
的提高，在 E>?和 !>?分别处理 E>-(2和 C>-(2，突
变酶剩余酶活性都在 D>F以上，而原酶 $%&#剩余
酶活性只有 C>HG=F和 C=HEDF。通过对嗜热木聚
糖酶 &末端芳香族氨基酸疏水作用的结构分析表
明，"CC%的点突变使突变酶的 &端存在有 %CCU%CE
芳香族氨基酸的疏水相互作用，从而提高了 $%&#
的热稳定性。而融合酶 "#的 &端天然存在着 %@U
’CL芳香族氨基酸的疏水相互作用，并且从对 $%&#
的热稳定性提高的程度来看，&端替换的融合酶 "#
比 "CC%突变酶对提高热稳定性的效果更好，说明
除了芳香族氨基酸的疏水相互作用外，还有其他因

素如脯氨酸和极性氨基酸的引入，共同影响融合酶

"#的热稳定性。
总之，以 "3AB的 &端取代 $%&#的 &端使融合

酶 "#的疏水性和电负性提高，影响了融合酶的酶
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学性质，其具体的机理还需要从蛋白质氨基酸空间

位置和相互作用的层面上进行更深入的研究和探

讨。

融合木聚糖酶 !" 保持了 #$%" 的高比活性，
!"比亲本 #$%"的热稳定性提高了 &倍左右，同时
!"的 ’(适应范围也较宽，能适应饲料和造纸加工

过程的高温，有很大的应用潜力。

!)*+ + ,!-% . !/ $(0 /$1$-12!0+ 3 /!,-4 . 5 /3 //

#$%" +!, 6!!% 7 !/ !%% /1$$-12!0/ / /-,-4 ! 5 %- //

图 8 !)*+和 #$%"的 %端氨基酸的比较
19:; 8 <=>’?@9A9=B =) % CD@>9BEA =) !)*+ ?BF #$%"

图 G !"的分子模型及二级结构
19:; G !HD >=IDJEI?@ >=FDI ?BF ADJ=BF?@K AC@EJCE@DA C@DBF =) !"

?：!HD >=IDJEI?@ >=FDI =) !"；L：!HD ADJ=BF?@K AC@EJCE@DA C@DBF =) !"；
+MN+& ?BF "ON"G，!NAC@?BFA；(DI9*，?NHDI9*；<=@F，J=@F AC@EJCE@D；!HE>L，CHE>L AC@EJCE@D；"O，"M ?BF +M 9A CHD AELAC9CECDF %NCD@B9>?I )@=> !)*+；(OP，
0OO，3MM，3QO ?@D I=J?CDF LDCRDDB!NAC@?BFA（AH?FDF）;
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