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双 歧 杆 菌 可 以 作 为 非 特 异 性 免 疫 调 节 因 子 &
通过细菌本身或细胞壁成分刺激并激活宿主免疫

细胞& 使其产生促分裂因子& 促进吞噬细胞活力

或作为佐剂发挥作用’ 此外也可以发挥特异性 免

疫作用% 其免疫调节途径有两种& 即全身性免疫

调节作用和肠道免疫调节作用=*>%
?04/@6 研究了双歧杆菌菌体破碎后的可溶性提

取物对巨噬细胞样细胞株的免疫调节作用& 发现

该提取物能显著降低巨噬细胞溶菌酶活性& 增强

巨噬细胞吞噬聚丙烯酰胺颗粒和活的沙门氏菌 的

能力 =$>% A450BBC07 用人体志愿者试验研究了乳酸菌

的免疫调节作用& 分别给志愿者饮用添加两歧双

歧杆菌的发酵酸奶 & 周后& 检测血中淋巴 细胞亚

群没有改变& 而白细胞在体外吞噬大肠杆菌的能

力两者均增强=&>% A6D076 发现婴儿双歧杆菌细胞壁

肽聚糖能激活中性粒细胞和巨噬细胞& 增强抗肿

瘤活性=E>% 此外& 双歧杆菌的肽聚糖还能增强小鼠

淋 巴 细 胞 活 性 和 自 然 杀 伤 细 胞( 7/;FC6 D0116C 4611&
?G 细胞$活性并诱生干扰素%

已有的研究表明& 双歧杆 菌能影响免 疫功能

的某些环节& 这些影响涉及到免疫应答 的 & 个方

面& 即体液免疫) 细胞免疫和非特异性免 疫* 尽

管国内外文献大量报道了双歧杆菌对免疫 系统的

影响& 但其机理仍不清楚& 而且不同实验条件下&
所测定的实验结果也有出入* 但据估计& 双歧杆

菌免疫调节作用机理一方面是通过肠道的粘膜免

疫引起系统性免疫应答=*>& 另一方面是通过双歧杆

菌的易位作用*
虽然已经证明了双歧杆 菌能影响免 疫功能的

某些环节& 但其机理仍不十分清楚& 其 作用是通

过定植进而改变非特异性免疫& 还是通过全肽聚

糖" H5:16 I6I;0J:81K4/7& LMN$ 和脂磷壁酸" 10I:;60!
45:04/40J& OPQ$的潜在调节& 抑或二者兼而有之&
仍需要进一步证明* 需要进一步确定 哪一过程被

调节& 起调节作用的机制是什么& 进 而明确消化

道在人和动物机体免疫调节中的作用& 以及双 歧

杆菌定植对免疫功能作用的发挥是必需的 还是非

必需的* 本试验的目的是研究所分离双 歧杆菌对

免疫功能的调节作用& 同时研究肠道菌 群变化与

./0123456789:;<=>?@ABC
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V W- 应用动物实验方法& 研究婴儿双歧杆菌和长双歧杆菌对正常小白鼠免疫功能的调节作用以及

对肠道菌群的影响* 结果发现& 两株菌对正常小白鼠体重+ 脾R体重和肾R体重比无显著性影响’ 对肝R体重比

有增加趋势’ 能显著增加血液中 S8Q& S8N& )&& )E& SO#$& SO#T 和 SO#" 的含量( ! U!<!(# & 婴儿双歧杆菌效

果 优 于 长 双 歧 杆 菌 ’ 婴 儿 双 歧 杆 菌 可 极 显 著 增 加 S8V 的 含 量( ! U!<!*# , 两 株 菌 均 可 显 著 增 加 双 歧 杆 菌

( ! U!<!(# 和乳杆菌的数量& 显著降低肠杆菌的数量( ! U!<!(# , 实验结果表明& 两株菌对正常 WQOWR) 小白

鼠 的 免 疫 功 能 具 有 一 定 的 正 相 调 节 作 用 & 并 具 有 良 好 调 节 肠 道 菌 群 能 力& 婴 儿 双 歧 杆 菌 效 果 优 于 长 双

歧杆菌,

X Y Z- 双歧杆菌’ 免疫调节’ 肠道菌群

[\]^_‘ A"($<E’ A"T(<*X& abcde‘ "
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组 别

!"#$%
鼠的数量! 只"

&$’()" *+ ,-.%/0
实验时间

1)"2*3 *+ )4%)"2.)56
处理方式

7")86.)56
灌胃剂量

9*,:;)

对照组 <*56"*/ => ?@ A 每日灌胃无菌蒸馏水#全程 ?@ A @BC .DE只鼠

第一组 F2",6 ;"*$% =G H@ 3 每日灌胃婴儿双歧杆菌菌液#全程 H@ 3 @BC ’DI只鼠

第二组 JKL#MN O"*$% =G H@ A 每日灌胃长双歧杆菌菌液#全程 H@ A @PQ ’DI只鼠

! ! "#$%&’(

"#$%& ! ’()*+, #-. /(0#% +()1&.*(&

!!!原料名称

R5O"K3SK56
比例! T"
U"*%*"62*5

!!原料名称

R5O"0N2056
比例! T"
U"*%*"62*5

!!!原料名称

R5O"0N2056
比例! T"
U"*%*"62*5

玉 米 <*"5 VW 鱼 粉 F2,X Y/*$" Z 骨 粉 [*5K .K:/ C

豆 饼 \*]^K:5 _:‘K Q@ 酵 母 aK:,6 @BQ 蛋氨酸 bK6X2*525K @BQ

面 粉 cX)-6 +/*$" Q@ 食 盐 d-</ Z 多 维 b$/62ef26-.25 @P@Q

麸 皮 cXK-6 g"-5 Z@ 植物油 U/-56 *2/ @PW

名称

d-.)
含量

<*56)56
名称

d-.)
含量

<*56)56
名称

d-.)
含量

<*56)56
名称

d-.)
含量

<*56)56

消化能

92;),6 )5)";] ZHP@> bh$‘;iZ
粗纤维

F2^0" VPC@T
总 磷

7*6:/ %X*,%X*"*$, @P>VT
蛋氨酸j胱氨酸

b06X2*5250j_],6250 @PGkT

粗蛋白

U"*6)25 ZGPG@T
钙

<:/_2$. @PlCT
赖氨酸

D],25) @PlCT
苏氨酸

7X")*525) @PWkT

精氨酸

m";2525) @PklT
异亮氨酸

R,*/)$_25) @P>ZT

! 2 )*+,-.

"#$%& 2 3*/(0&-/, 1)4+),0/0)- )5 5&&.,

免疫调节作用间的相互关系%

! 试验材料与方法

676 /01223
婴儿双歧杆菌! !" #$%&$’#(# [R"# 长双歧杆菌! !"

)*$+,-# [D"# 为实验室内分离与鉴定%
672 4567
ZPCPZ 实验动物的来源

[mD[E< 纯种雄性小白鼠# 购于上海中英合资

西普尔i必凯实验动物有限公司%
ZPCPC 实验动物要求

>nl 周龄# 体重 Q@ ; 左右% 分组时同 种品系

随机分组%
ZPQPH 实验动物饲养

供食方式& 自由采食 l ..!Q@ .. 颗粒饲料%
饲料配方及营养含量见表 Z# Q%

! 6 )*89

"#$%& 6 8-9(&.0&-/, )5 5&&.,

饮水采用瓶式自动饮水器# 自由饮用凉开水%
ZPQPV 实验动物分组及处理

供试菌株& 两 株双歧杆菌i婴儿双歧杆 菌! !"
#$%&$’#(# [R"和长双歧杆菌! !" )*$+,-# [D" % 这两

株双歧杆菌分别在 7Ua 液体培养基中培养 H> X# 取

出后在 V "# ZQ @@@ ;!ZW .25 的条件下离心收集菌

体# 用无菌蒸馏水将菌液的浓度调至 Z@Z@ _+$$.D#$%
具体分组及处理情况见表 H%
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!试 剂

!"#$"%&
’() *+ *,-*.

样品

*/012"

缓冲液 )344"5 6++ ,++ 7 7

89: 标准 *&/%;/5; <9: 7 7 ,++ 7

待测样品 =>"?@ A/012" 7 7 7 ,++

,6.B789: ,++ ,++ ,++ ,++

抗 89: 血清 C%&D789: A"530 7 ,++ ,++ ,++

充分混合后! E !放置 6E >"

FG 分离剂 *"1/5/&DH" 5"/$"%& I4 FG .++ .++ .++ .++

,J6K. 实验动物的管理

饲养室温度为 6+"6 !! 湿度为 L+M! 每日采

光时间为 ,E >! 白天每隔 6 > 通风一次! 夜间每隔

E > 通风一次" 用不锈钢食盒及塑料饮水瓶分笼饲

养! 每笼 E-. 只! 自由摄食和饮水! 每天早晚各

添加饲料一次" 实验开始和结束时各称体重一次"
!"# !"#$

按 照 ,J6JE 实 验 动 物 分 组 及 处 理 情 况 进 行 实

验! 实验期间按照 ,J6J. 实验动物的管理方法进行

管 理" 实 验 结 束 时! 对 小 白 鼠 进 行 摘 眼 球 取 血!
制备血清! 用于测定免疫指标N白细胞介素N6 # D%#
&"52"3@D%N6! BON6$ ! BONL! BONP! 肿 瘤 坏 死 因 子

# &30I5 %"?5IADA 4#?&I5! 8’:$ ! B$C! B$Q! B$R! 补

体 =S! 补体 =E% 对取血后的小白鼠进行解剖! 取

内脏# 胸腺& 脾脏及肾脏$ ! 计算脏T体比% 取结肠

和盲肠处的内容物进行小白鼠肠道菌群分析! 包

括双歧杆菌& 乳杆菌和肠杆菌的选择性计数’
,JSJ, 血清的制备

血液收集于 6J. 0O 离心管中! 放在离心管架

上! SU !温箱中放置 6 >" 血液凝固后用针将血块

与管的边缘分开! 放入 E-P !冰箱中过 夜! 使血

清充分析出" 用无菌注射器取出血清! 如 有红细

胞则需离心沉淀! 将血清装于离心管中! N6+ !低

温保存! 待测免疫指标"
,JSJ6 肿瘤坏死因子的测定( 89:$

试剂盒) 缓冲液& 抗 89: 血清( 冻干品$ & ,6.BN
89:( 冻干品$ & 89: 标准品& FG 分离剂*

本试剂盒采用液相竞争法! 标记的 89: 和待测

样品中的 89: 竞争性与特异性抗体结合! 以 FG 试

剂作为分离剂! 操作简便! 准确性和灵敏度高*
取聚苯乙烯试管编号! 按表 E 操作*
加入分离剂后充分混匀! 室温放置 6+ 0D%! E!!

% $ %&’ ()*&’()*!++

%,-./ $ 0123/451/ 67 4/8/196767: %&’

S .++ 5+0D%N, 条件下离心 6. 0D%! 吸弃上清液! 在

自动 ! 计数器上测放射性" 由自动 ! 计数器预先

编制程序! 直接给出有关参数, 标准曲线及样品浓

度"
,JSJS 白细胞介素N6 的测定( BON6$

试剂) BON6 标准品& BON6 抗血 清( 冻 干 品$ &
,6.BNBON6& 缓冲液( F)V$( 冻干品$ & 分离剂( FG$ "

本实验采用平衡法! 取聚苯乙烯试管编号! 按

表 . 操作"
充分混匀! 室温放置 6+ 0D% 后! E !! S .++

5-0D%N, 条件下离心 6. 0D%! 吸弃上清液! 在 ! 计

数器上测定 ?10 值" 由自动 ! 计数器预先编制程

序! 直接给出有关参数& 标准曲线及样品浓度"
,JSJE 白细胞介素NL 的测定( BONL$

试 剂 盒 ) BONL 缓 冲 液 & 抗 BONL 血 清( 冻 干

品$ & ,6.BNBON6( 冻干品$ & BONL 标准品& FG 分离

剂" 测定原理& 方法及结果计算同 $JSJS"
,JSJ. 白细胞介素NP 的测定( BONP$

试 剂 盒) 缓 冲 液( F)V$ & 抗 BONP 血 清( 冻 干

品W& BO7P 标准品& ,6.B7BO7P( 冻干品$ & FG 分离剂"

-EL+- 东 北 农 业 大 学 学 报 第S.卷



!!!!!!试剂

!"#$"%& ’ ()* *+ ,-!,.
样品

,/012"

缓冲液 )344"5 6 7++ -++ 6 6

标准液 *&/%8/58 9:67 6 6 6 -++ 6

待测样品 ;<"=> ?/012" 6 6 6 6 -++

抗血清 @%&A 9:67 ?"530 6 6 -++ -++ -++

-7.969:67 -++ -++ -++ -++ -++

充分混合后! B "放置 7B <"

CD 分离剂 *"1/5/&AE" 5"/$"%& F4 CD 6 .++ .++ .++ .++

! ! "#$% &"’"#$%&!#’

()*+, ! -./0,12., 34 1,5,.634347 "#$%

测定原理# 方法及结果计算同 -GHIH"
-IHIJ 血清中免疫球蛋白$ 9$@! 9$K! 9$L%及补体

$ ;H! ;B%含量的测定

利用美国 )"=>0/% 公司生产的 @55/M HJ+ ,M?#
&"0 进行测定"

原 理& 某 一 特 定 抗 原 与 其 相 应 的 抗 体 反 应 !
形成抗 原6抗体免疫 复合 物 颗 粒" 用 @!!@N HJ+
系统检测悬浮于缓冲液中的抗原O抗体免疫复合物

颗粒" 在抗体过量的前提下! 通过光束时! 悬浮

颗粒所产生的散射光速率变化强弱与抗 原浓度成

正 比" 速 率 峰 值 经 微 电 脑 处 理 转 换 成 抗 原 浓 度"
该测定方法具有敏感# 精确# 快速和简便的特点"
全自动操作! 一次可对 B+ 份标 本进行 7+ 种免 疫

特定蛋白项目的检测"
-IHIP 消化道微生物区系分析

!样品采集& 取肠内容物 +I- $ 加入盛有 QIQ
0: 灭菌稀释液的试管中! 盖好胶塞! 震荡 7 0A%!
充分混合样液’

"稀释& 用稀释液按 -+ 倍梯度递减稀释’
#滴种& 选择适宜稀释度 滴种! 一个稀 释度

加 -+ $: 的样! 每个稀释度滴 H 点’
%培养& 待滴种的样滴吸 干后! 分别进 行需

氧和厌氧培养’
RL) 用来选择性计数肠杆菌! 放 HP "温箱中

培养 7BSBT <’
)* 和 :)* 分别用来选择性计数双歧杆菌和乳

杆菌! 放 HP "厌氧培养箱培养 BTSP7 <’
&观察结果并记录& 根据 菌落的可数 性选择

记录的稀释度’ 对在培养平板上生长的 菌落根据

需氧# 厌氧# 菌落形态# 革兰氏染色及菌体形态!
初步判定是否为预检测的目的菌! 在上述 判定的

基础上! 对分离菌作生化实验鉴定"
所获取的数据用 *@* 软件进行方差分析和邓

肯氏极大复差法进行多重比较! 检验误差 水平为

+I+. 和 +I+- 水平"

! 结果与讨论

%89 ()*+,-./0123456789:
正常小白鼠分别用 )9 和 ): 灌胃 H+ 8! 其免

疫指标的变化情况见表 J"
由表 J 的数据 可见! 与对照 组相比! 两株 菌

对小白鼠脾U体重# 肾U体重有降低趋势! 但差异不

显著"
相对于对照组说! 两处理 组都能增加 小白鼠

血 液 中 9$@ 和 9$K 的 含 量 ! 并 且 差 异 极 显 著

$ ! V+I+-% " 虽 然 )9 对 这 两 个 指 标 的 影 响 均 高 于

):! 但不具有统计学意义" 对于血液中 9$L 的含

量! )9 组较对照组增加显著’ 而 ): 组与对照组相

孟祥晨等& 双歧杆菌对正常小白鼠免疫调节及肠道菌群的影响 (BJ-(第 H 期



!!!!!!!!!!!!!项目

!"#$
对 照 组

%&’"(&)
婴儿双歧杆菌组

*+ ,(&-.
长双歧杆菌组

*/ ,(&-.

样本量! ’"
0-$12( &3 45$.)2 6 6 78

脾重9体重! $,#,:7"
;.)22’9<2=,>" ?@AA!BC?A DC6B!8CE6 ?CB7!7CEA

肾重9体重! $,#,:7"
F=G’2H9<#=,>" 7?C?A!8CIJ 7?CD8!7C86 7?C?A!7C8I

+,K $,#L788 $/MN7 7C7I!8C861O1P 7@?D!8@DIQLQP 7@J8!8@7J 1LQ1P

+,R $,#L788 $/PN7 7@86!8@7I1L1P 7@?J!8@?7QLQP 7@8I!8@7I1L1P

+,S $,#L788 $/PN7 B@7D!7@?7Q1 B@EI!7@E8Q J@?J!8@DI1

%B $,#L788 $/PN7 7@8B!8@7B1L1P 7@ID!8@IIQLQP 7@7J!8@J81L1P

%D $,#L788 $/PN7 8@IB!8@861L1P 7@J?!8@?BQLQP 8@E?!8@J71LQ1P

+/NJ ’,#L788 $/PN7 B@JA!8@JJ1L1P B@EB!8@BBQLQP B@AA!8@DEQLQP

+/NA .,#L788 $/PN7 DI@EA!7E@A6TL1P IA@86!7I@8J1LQ1P 78J@AJ!B7@J8QLQP

+/NE ’,#L788 $/PN7 8@A7!8@8E1L1P 8@?I!8@8E1L1P 8@I6!8@77QLQP

!同行数据角标完全不同表示差异显著$ 检验误差为 !"!# 水平$ 括号内标注的为 !"!$ 水平%

%&’()*+’(,-.’(/*0*(*.1,’()-1.(23+4,’0’,5(/-66’7’.0(’847’))-3.(/-66’7’.2’(-)(7’+*79*:,’$ 0&’(’8*+-.*0-3.(’7737(-)(!"!#(,’;’,$ 0&’(4*7’.0&’)-)(-.0’7.*,(

)0*./*7/(.30’(-)(!"!$(,’;’,<

! ! "#$%&’()*+!

!"#$% ! &’"()%* +( ,’% +(,%*,+("$ -+./01$0/" 01 -02*%

比稍有下降$ 但不具有统计学意义% 对于补体 %B

来说$ *+ 组与对照组相比$ 差异极显著! !U8@87" &
而 */ 组 与 对 照 组 相 比$ 稍 有 增 加$ 但 差 异 不 显

著%
对于白细胞介素NJ! +/NJ"和白细胞介素NE! +/N

E" $ 不论是 *+ 组还是 */ 组与对照组相 比$ 差异

都极显著! !U8@87" $ 但两菌株之间差异不显著%
对于白细胞介素NA! +/NA"来说$ *+ 组和 */ 组

与对照组相比$ 差异均显著! !U8@8?" & 并且两菌株

之间$ */ 组显著高于 *+ 组! !U8@8?" %
分析以上结果认为’ *+ 和 */ 对小白鼠对脾9

体重比和肾9体重比无显著影响& 两处理组能显著

增加血液中 +,K$ +,R$ %B$ %D$ +/NJ$ +/NE 等的含

量! ! U8@8?" $ 并 且 *+ 的 影 响 效 果 优 于 */& 对 于

+,S$ *+ 的影响效果显著高于对照组! !U8@87" $ */

的影响效果与对照组差异不显著& 对于 +/NA$ */
的影响效果显著高于对照组和 *+ 组! !U8@8?" $ *+
的影响效果显著高于对照组! !U8@8?" % 综合以上几

个指标可以看出’ 正常 *K/*9% 小白鼠的免疫功能

在一定程度上受两株双歧杆菌的影响$ 并且 *+ 的

效果优于 */%
343 ,-.’/01"#$%&’()23

实验中分别分析了小白 鼠结肠和盲 肠内容物

中双歧杆菌( 乳杆菌和肠杆菌菌数变 化情况$ 结

果见表 I% 由表 I 可以看出$ 盲肠中微生物的数量

均稍高于结肠% 对于小白鼠结 肠内容物来 说$ *+
组和 */ 组与对照组相比$ 双歧杆菌数量显著增加

! ! U8@8?" & 肠杆菌数 量显著 下 降! ! U8@8?" $ 而 乳

杆菌有轻微增长趋势$ 但差异不显著% 两株 菌之

间对肠道菌群的影响无显著性差异%
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!!!!!!!!!!!!!!!!项目

!"#$
样本量%&’

()$*+, -. /0$12+
乳 杆 菌

!"#$%&"#’(()*
双 歧 杆 菌

+’,’-%&"#$./’)0
肠 杆 菌

12$./%&"#$./’"#.".

结肠内容物 3-2-& 4-&"+&"

对照组 3-&",-2 56 7877!6896 :8;<!6895*=*> ;8?6!68<90

婴儿双歧杆菌组 @! A,-)1 5B C86:!68?< 78?B!68<5D=D> 9877!68?9E

对照组 3-&",-2 56 C866!68<; :87;!68<:E=E> ;8?6!68?5D=D>

婴儿双歧杆菌组 @F A,-)1 5B C859!68<B 7857!685<D=D’ 987:!68?6E=E’

长双歧杆菌组 @G A,-)1 5? C8?<!68<5 78?<!68?:D=D’ 98:9!68?;*=*’

长双歧杆菌组 @G A,-)1 5? 78C9!68?7 :877!68B9*=D*’ 987C!68?;*

盲肠内容物 H11+&IJK 4-&"+&"

!同列数据角标完全不同表示差异显著! 检验误差为 !"!# 水平! 括号内标注的为 !"!$ 水平"

%&’()*+’(,-.(/*0*(*123’()421(5-+63’0’37(/488’,’10(’96,’))4-1(/488’,’15’(4)(,’+*,:*;3’! 0&’(’9*+41*04-1(’,,-,(4)(!"!#(3’<’3! 0&’(6*,’10&’)4)(410’,1*3(

)0*1/*,/(1-0’(4)(!"!$(3’<’3=

已有的一些研究表明 L 9": M! 喂给动物双歧杆菌

发酵乳能改变肠道菌群的组成和数量" 其中双歧

杆菌数量增加! 而肠杆菌的数量下降! 与本试验

结果具有一致性! 但外源双歧杆菌对肠道菌群的

调 整 机 制 仍 不 明 了 L9M" 通 过 对 双 歧 杆 菌 标 记 的 研

究! 发 现 其 数 量 的 增 加 是 由 于 摄 取 的 双 歧 杆 菌!
然 而 @-)N&JO 却 认 为 这 是 双 歧 杆 菌 繁 殖 的 结

果L:M" 虽然双歧杆菌对肠道菌群调整的机制还不明

确! 但有人推测可能与乙酸和乳酸的产生有关 L 7 M!
但在中! 婴儿双歧杆菌的产酸能力是最弱的! 而

其对肠道菌群的调节能力却优于长双歧杆菌! 所

以可认为! 双歧杆菌在肠道菌群调整中的作用不

仅仅是由于其产生的乙酸和乳酸! 仍存在其它机

制! 有待于进一步深入研究"
此外! 通过本研究还发现! 所试验的两 株双

歧杆菌在免疫调节能力和肠道菌群调节能力上具

有一致性! 因此有可能是双歧杆菌通过调节肠道

菌群的组成! 即增加有益菌的数量# 降低有害菌

的数量! 来提高机体肠道非特异性免疫防御机能!
进而对整个机体的免疫功能产生影响"

前人在研究双歧杆菌肠道免疫调节 作用中发

现! 消化道不仅是营养物质消化吸收的场所! 而

且是免疫反应的最前线" 拥有正常肠道菌群的完

整肠粘膜上皮是避免病原菌# 抗原和其它异物由

肠腔侵入的屏障" 除此之外! 肠粘膜还是有效摄

取抗原的场所! 这是因为在肠绒毛上皮内特别是

肠淋巴结群$ P+Q+,%1D4"N+/&内具有专门的抗原呈递

机制! 对诱导特异性免疫应答至关重要"

> 结 论

D8 所试验的两株双歧杆菌 对正常小白 鼠的免

疫功能在一定程度上具有正相调节作 用! 同时可

以改善小白鼠肠道菌群的结构和数量" 其中婴儿

双歧杆菌的效果优于长双歧杆菌"
E8 双歧杆菌有可能通过通过调节肠道 菌群来

提高机体肠道非特异性免疫防御机能! 进而对整

个机体的免疫功能产生影响"

! " # $
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"J+/ -. +..+4"-, 4+22/ /"J$)20"+I ZJ"N 0 4+22 Z022 1,+10,0"J-&=bPc>
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59<#

\9] @+&&- d# F$104" -. +’,’-%&"#$./’)0 (%3)0 -& N)$0& .+402 $J4,-T
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\;] @022-&A)+ X# H4"J-& /), 20 .2-,0 J&"+/"J&02+ I+ 20J"J+/ .+,$+&"+/ -&

+’,’-%&"#$./’)0 \X]# G0J"U 5CC<U :<[ ?BCT?9;#

\:] @-)N&JO d# W+402 ,+e-e+,Q J& N)$0&/ -. eJ0*2+ +’,’-%&"#$./’)0
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