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7∋ 南京农业大学 农业部动物疫病诊断 与免疫重点开放 实验室 南京 (5 以为<
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摘要 运 用 = >
一

?& = 技 术扩增 了禽流感病毒 ,≅��  & / & ! ∋Α ∀! 1 23 −02
一

5(( 66 ( 781 9 : ;完整 的血凝 素

78 ,; 基 因
,

并克 隆到 Β Χ Δ Ε一> 载体 中
,

进 一步进 行 了序 列 测 定
。

序 列测 定 结 果 已 经 登 陆

Χ& !# ∀! /
,

登陆号为 ,Φ + ΓΗ ( (Ι
。

所扩增的 8 , 基 因长度为 5Γ Ι+ 核普酸
,

共编码 < Γ6 个氛基酸
,

其 中

信号肤长度为 5Ι∀ ∀ ,

8 , ϑ 为 +5 Κ∀∀
,

8 ,: 为 (( +∀∀
。

8, 蛋白裂解位点 的氛基酸组成为 = 44 = 今Χ ΛΜ
,

不含连续的碱性氨墓酸
,

具有低致病性 ,Ν 8, 基因裂解位点的序列特征
。

通过构建一个包含

5Ι 株 81 9: 亚型 ,Ν 的 8 , 基因遗传进化树
,

发现所有的 5Ι 个毒株共可分为欧亚谱 系和北 美谱

系两个谱 系
,

而本分 离株在分类地位上国 内另外的 三个分 离株同属于欧亚谱系
,

在遗传进化上非

常接近
,

表明它们可能具有共同的起源
。

关键词 禽流感病毒 81 9: 亚型 血凝素基 因78,;

禽流感 7,Ο ∀! ϑ!Π∋ 3& !≅ ∀ ,

,ϑ ;是严重危害畜牧业

及公共卫生环境的一种传染性疾病
。

其病原为禽

流感病毒
,

在分类地位上属正粘病毒科
,

为分节段

单股负义 = 9, 病毒〔’〕
。

5Κ Ι< 年
,

禽流感被我 国农

业部列为 ϑ 类传染病
,

世界动物卫生组织 7∃ϑ Δ ;定

为 , 类传染病
,

并被列人国际生物武器公约动物

类传染病范围
。

根据 , 型流感病毒表面糖蛋 白血

凝素78 ;和神经氨酸昔酶 79 ;的抗原关系程度可将

其进一步分为多个不同的亚型
。

根据其对易感鸡

致病性 强弱
,

可将禽流感病 毒分 为高致病性 ,Ν

7如 84 9 ϑ 等 ;和低致病性 , Ν 7如 81 9 : 等 ;
。

高致

病性 ,Ν 78?,ϑΘ ;感染禽类所导致的禽流感对养禽

业具有毁 灭性 的打击
,

故被 国际兽疫局规定为 ,

类疾病 Ρ而一些低致病性 ,ϑ Θ 的感染虽然对感染禽

的致病率低
,

但可引起产蛋量的下降
,

并可造成免

疫抑制
,

因而在普遍存在复合感染 的情况下
,

对养

禽业造成的经济损失也相当大
。

因此
,

禽流感一直

是威胁世界养禽业的主要疾病之一
,

世界各国都十

分重视对 ,Ν 的研究工作
。

随着香港 5Κ Κ∗ 年发生

收稿日期
) (以”

一

∃∃
一

(5 修 回日期
)
(“Ε

一 5公(5

,

通讯作者
,

电子信箱
)
�回& ∋ 3 Σ !Α ∀3

·

&Τ 3
·

.!

禽流感病毒感染人
,

并导致 Γ 人死亡
,

特别是最近

在越南
、

新加坡
、

韩国
、

日本等许多亚洲国家都相继

报道 了禽流感的流行
,

我国的广西
、

福建
、

安徽
、

河

北等地也报道了禽流感不同程度的流行
,

并且在越

南和泰国也发现 了禽流感感染人 的事件
,

因此
,

世

界范围内人们都高度重视禽流感
。

会感染人类 的

禽流感病 毒现时所知 有 84 9 ϑ 及 81 9: 两种
。

因

此
,

开展对禽流感病毒 81 9: 亚型的研究
,

从分子

水平掌握禽流感病毒 81 9 : 亚型的流行特点
,

不仅

在病毒学
、

兽医学等学科上有重要 的学术意义
,

而

且在公共卫生等方面也具有重大的社会意义
。

5 材料与方法

5
Υ

5 实验材料

禽流感病毒分离株 ,∋& � & /& ! ≅Α ∀! 邵3 ≅Α2
·

5(( 66 (

78 1 9(;
,

缩写 为 04
一

5
,

由本 实验室分离保存
,

国家

流感中心鉴定为 8 1 9: 亚型
。

= 9, 1& !% 2 Υ

>∃ 回 =9 ,

ϑ2∃∋ ∀%  ∃ ! 4ς2%& Ω
、

, ΕΘ 反转录酶
、

ΒΧΔ Ε一> Θ & & %∃ Ξ 购

自 Β Ξ∃ Ω &
, 公 司

,

Ψ认Ζ 3  &/ Χ&∋ Δ [% Ξ∀ & % ∃ ! 苟% 购 自

Ψ认ΧΔ 9 公司 Ρ限制性 内切酶 ∴ Β !∋ 和 # ∀ Ω 8 ϑ 酶切

购 自大连宝生物 Ρ大肠杆菌转化菌株 >Χϑ 由本室保

存
。
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5
Υ

( 引物设计

根据 Χ&! #∀! / 发表 的 8 , 基 因序列 ,Μ+ ΙΗ < <∗

设计 引物
,

由大连宝生物合成
)

?∋
) , �些些工鑫巫巫, >Χ Χ ,,Χ >, Χ >, >� ,�7 含 ∴?! ∋

酶切位点 ;

?(
) �> Χ Χ ,>��叨陇仪Π, �,九灯Χ >> Χ � 7含 # ∀ Ω 8

ϑ酶切位点 ;
。

5
Υ

+ 病毒的分离与纯化和 = >
Υ

?� = 反应

将禽流感病毒 04
一

5 株 接种于 56 日龄 4?Μ 鸡

胚
,

收集在 +Γ
一 Η Ι� 死亡的鸡胚尿囊液

,

Γ仪[〕醉℃离

心 巧而! 弃沉淀
,

上清经 (< 。以〕妙℃离心 (�
,

沉淀用

适量 4几 悬浮
, 一

∗6 ℃冻存备用
。

参照 ?Ω Ω& 1∀ 公

司的 = 9 , 1 & ! %2
,

狱∀∋ = 9, ϑ2 ∃ ∋∀ % ∃ ! 2ς2 %& Ω 的说明书

提取病毒 = 9, 后进行反转 录和 ?� = 反应
。

其 中

?�= 反应条 件参数
)

Κ< ℃ 预变性 (而川 ΚΗ ℃变 性

∋Ω ! 、

< Η ℃退火 5而 ! 、

∗( ℃ 延伸 +而 ! ,

进行 +6 个循

环 Ρ最后 ∗ ( ℃延伸 56而 ! 。

取 ?& = 产物 56拼∋
,

6
Υ

Ι ]

琼脂糖凝胶电泳
,

鉴定所扩增片段的大小
。

5
Υ

Η ?� = 产物的克隆与鉴定和测序

将 ?. = 产物回收纯化后
,

按 Β Χ Δ Ε
, 一

> 载体操

作手册进行连接和转化
。

常规方法提取质 粒
,

用

柳
! ∋及 #∀ Ω 8 ϑ进行双酶切鉴定

。

将 经酶切鉴定

为阳性的克隆进行序列测定
。

序列测定 由大连宝

生物工程有限公司完成
。

5
Υ

< 8 , 基因核普酸序列及推导的氮基酸序列分

析比较

从 Χ&
! #∀! / 中获取 已发表的 81 9 : 亚型 8 , 基

因的 . ⊥ 9 , 核昔酸序列及推导的氨基酸序列
,

利用

⊥ 9,4 %∀Ξ 软件分析其同源性 和裂解位点
、

受体结合

位点等特征
。

5
Υ

‘ 系统发育进化树的建立

以基因分析软件 ⊥ 9,2% ∀Ξ 分析实验结果
,

将所

测定的分离株的 8, 基因序列与 Χ&
! #∀! / 中 已发

表的多株 81 9: 亚型的禽流感病毒 8, 相应片段作

序列 比较
,

并绘制 8, 的系统发育进化树
。
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凡Κ
Υ

5 Δ ∋&� % Ξ ∃ Β� ∃
Ξ&2  2 ∃Π ! 沈∃ 幻口_  ! ∀ ! %

Β如面Τ2 初%� &!: 扣口&4

加! & Ε )

功9, Δ & ∃ = ϑϑ8  ! Τ 555 Ρ ∋∀!
& ∋ )

?Χ ΔΕ
一

>
Ο
&. %∃ Ξ

Τ  1&2
% ⎯ %�

#2 Υ :ϑ Ρ 5朋
& :

) Β Χ ΔΕ
一

8 , Τ 1 & 2 % 侧 %� #∀Ω 8ϑ ∀! Τ ∴ Β ! ∋

( 结 果

(
Υ

5 = >
一

?� = 扩增

应用引物 ?∋
、

?(
,

对病毒分离株经提取 = 9, 后

进行 = >α ?� = 扩增
,

反应产物经 6
Υ

Ι] 琼脂糖凝胶

电泳
,

以 功9, −Δ .∃ =ϑ 十 8 !Τ Ω 消化物为 Ε毗&Ξ
,

得

到一条 5
Υ

∗肠 左右的特异性扩增条带
,

与预期设计

的扩增片段大小相符
。

(
Υ

( ?�= 扩增产物的克隆
、

鉴定与测序

将 ?. = 产物回收纯化后与按 Β Χ Δ Ε
, 一

> 载体操

作手 册进 行 连 接
、

转化
,

常规 方 法提 取质 粒
,

用

勒!ϑ 和 #∀ Ω 8 ϑ进行双酶切鉴定重组质粒
,

结果 出

现一条 5
Υ

∗∴_ 左右和一条 +
Υ

6灿 左右 的条带
,

分别

与预期的扩增片段和 Β Χ Δ Ε
一

> 载体大小相符
,

说 明

所扩增的 8 , 基因片段已经克隆人重组质粒 中7见

图 ∋;
。

将经酶切鉴定为阳性 的重组质粒 7命名为

Β Χ ΔΕ
一

8, ;进行序列测定
。

序列测定由大连宝生物

工程有限公司完成
。

(
Υ

+ 8 , 基 因片段的核普 酸序列及 氮墓酸序 列

分析

序列测定结果已经登陆到 Χ& !& _∀! /
,

登陆号为

,Φ+ ΓΗ (( Ι
。

所扩增的 8人 基因长度为 5Γ Ι+ 个核昔

酸
,

含有 8, 的完整 阅读框架
,

共编码 < Γ6 个氨基

酸
,

包括信号肤 5Ι 个氨基 酸
,

8,
) + 5Κ 个氨基酸

,

8 , :
( (+ 个氨基酸

,

8, 蛋白裂解位点的氨基酸组成

为 =2 4= 告Χ ΛΜ
,

不含连续的碱性 氨基酸
,

具有低致

病性 ,ϑΘ 8, 基 因蛋 白裂解 位点 的序列特 征
,

与

,ϑΘ 的弱毒株特征相符
。

8 , 基 因同源性分析表明

本分离株与北京 ΚΗ 年分离株 ,∋ .� 交阮!− #&  Α !1 ∋∋ −

Κ Η
、

广东 弘 年分离株 , ϑ��  .触! ∋Χβ∀ 咭山咭( << 5Κ Η
、

广西 ΚΚ 年分离株 ,ϑ ��  .肋!− 。边码笋乙− 天衬了− ΚΚ 核昔

酸同源性较高
,

在 Κ<
Υ

Η ] 一
]

Υ

Γ ] 之 间
,

氨基酸同

源性也较高
,

在 Κ<
Υ

< ] 一 ]
Υ

Γ ] 之 间
,

表 明这些分

离株可能具有共同的来源
。

与香港 Κ∗ 年后的分离

株核昔酸的同源性在 Κ6
Υ

Η ] 一
ΚΗ

Υ

∗ ] 之间
,

氨基酸

同源性在 ΙΚ
Υ

∗ ] 一 Κ<
Υ

Κ ] 之间
。

与其它毒株 同源

性相对 较低
,

与美 国威 斯康星 州火 鸡分 离株 , −
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表 5 本研 究中应用的 55Κ 9: 亚型 , ΞΘ 的来源和特性
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Η 8 , 基因进化树的构建

选取 �七
!

&_ ∀! / 中已发表的 ,Ν 毒株的序列
,

构

建了一个包含 5Ι 株 ,Ν 的遗传发生树 7见图 + ;
。

由

图 + 可见
,

所有的 5Ι 株 81 9: 亚型的 ,∋ Ο 共可以分

为两个谱系
,

即北美谱系和欧亚谱系
。

北美谱 系则

是由三个 美国火鸡 分离株 ,ϑ >3 Ξ/ 母了�∀ ∋扣Ξ!  ∀− 5Ι Κ−

ΓΓ
、

, − 几成勺
产

− 俄2& ∃ ∃  ! − ΓΓ 和 , − >3 Ξ/& 了− Ε 
!

腮
∃ %∀ −

+Ι +Κ 5
一

Γ− Κ< 以及一个鹤鹑分离株 ,− Ψ3∀  ∋− ,Ξ/∀ !2 ∀2 −

( Κ(的
一

5−Κ + 组成
。

本分离株与国内的其它三株分离

株 ,− ��  .触! − 召己乒叮− 5 − Κ
,

, − 以交庇! − 翻。刀召面咭 − 44 −

ΚΗ 和 , − ��  .肋!∋ �β∀ 刀召] − 天材≅− ΚΚ 同属于欧亚谱系
,

在遗传进化上非常接近
,

表明它们可能具有共同的

来源
。

+ 讨 论

序列分析结 果表 明我们所克隆的 81 9: 亚 型

禽流感病毒分离株 04
一

5 其 8, 基因共有 5Γ Ι+ 个核

昔酸
,

包含了 8, 基因完整的编码区
,

共编码 < Γ6 个

氨基酸
,

其中前 5Ι 个氨基酸为信号肤序列
,

主要是

由疏水性氨基酸组成
,

其功能主要是使得蛋白质能

被定向转运
,

在成熟 的 8 , 蛋 白中并不包 括信号

肤
。

成熟的 8 , ϑ 蛋 白有 + 5Κ 个氨基酸
,

8, : 有 ((+

个氨基酸
,

其 9 段 的 5Η 个氨基酸构成 了 8 , 蛋 白

的融合肤
。

在 8,: 的 5 Ι< 到 ( 5( 位氨基酸为 8 ,

蛋白的非极性跨膜区
,

由疏水性氨基酸残基组成
。

最后 56 个氨基酸是 8 , 蛋白的亲水性胞浆域
,

主

要由亲水性氨基酸组成
,

它们高度保守
。

本分离株

8, 蛋 白裂解位点 的氨基酸组成为 =2 2= 十Χ廿
,

不

含连续的碱性氨基酸
,

具有低致病性 ,Ν 8, 基因

裂解位点的序列特征
,

符合非高致病力毒株的分子

特征
。

因此
,

从分子水平说明
,

此分离株为低致病

力毒株川
。

玩 亚型 , ⎯ 的受体结合位点由 56Κ ∀∀
、

ϑΗ Ι∀∀
、

5Γ ∋∀∀
、

5Κ ∋∀∀
、

5Κ Ι ∀ ∀ 、

(6 ( ∀∀
、

( 6 +∀∀ 和 5Η Γ∀∀ α

巧∃∀∀
、

( + (∀∀ 一 ( +∗ ∀∀ 构成 了一个袋状 结构
,

而 ( Η6

和 (Η ( 位氨 基 酸则能够 影 响流感病 毒 的宿 主范

围φ&,
, 〕

。

比较了 5Ι 株病毒的这些位点
,

结果发现
,

56 Κ ∀ ∀ 、

5Η Ι ∀ ∀ 、

5Γ ∋∀∀
、

5Γ +∀∀
、

(6 (∀∀
、

( 6+ ∀∀
、

(Η6 ∀∀ 和

(Η (∀∀ 这几个位点是相当保守的
,

在 5Ι 株 ,∋ Ο 病毒

中完全相同
。

仅 5Κ5 和 5ΚΙ 两个位点的氨基酸有

不同
。

在 5Κ5 位 内地的四个分离株和 ( 个香港毒

株均为 9
,

其它 的香港毒株和 国外毒株均为 8 7详

见表 5 ;
,

这也说明了内地的毒株及 ( 个香港毒株可

能有一个共同来源
。

通过构建一个 5Ι 株 8 1 9 : 亚型的禽流感病毒

8 , 基因的遗传发生树
,

发现所有的 5Ι 株 ,ϑ Θ 共可

以分为两个谱系
,

即欧亚谱系和北美谱系
,

这与有

关报道相符 φ ‘,Κε
。

北美谱系是由三个美国火鸡分离

株 , ϑ>� Ξ/ & ς− �∀∋  Π∃ Ω  盯5Ι Κ −Γ Γ
、

, − >3 Ξ/ &ς∋⎯  2 & ∃ ! 2  ! ∋ΓΓ

和 ,ϑ>3 浅
&ς∋Ε ! ! & 2 ∃% ∀ − +Ι + Κ 5

一

Γ (Κ < 以 及一个 鹤鹑分

离株 , − Ψ3 ∀  ∋∋,政∀ ! 2∀2 ≅(Κ ( ∃ 1
一

∋−Κ + 组 成
。

本研 究 的

分离株与国内另外的三个分离株北京 ΚΗ 年分离株

,− ��  .阮!∋ #& 访!1 ∋∋ −ΚΗ
、

广 东 ΚΗ 年 分 离 株 ,−

��  .胧! − �“。咭面!1 ∋<< 5Κ Η
、

广 西 ΚΚ 年 分 离 株 通−

��  Τ 比! − 。川!1[  ∋ ∴材∋− ΚΚ 在遗 传进化上非 常接近
,

同属于欧亚谱系
,

表 明它们可能具有共 同的起源
。

我们从核昔酸和氨基酸 的同源性 比较结果也发现

一
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禽流感病毒 ,− �� ./ &! ∋Α ∀! 1 23 − 04

一
55( 66 ( 78 1 9(; 分子鉴定与起源分析 ( ∗ ∗

这四 株国内分离株之间同源性较高
,

在 Κ<
Υ

Η ] α

ΚΙ
Υ

6 ] 之间
,

这进一步表明国内的四株分离株具有

共同的起源
Υ

参考文献

【∋」甘孟侯
Υ

禽流感7第 ( 版 ;
Υ

北京
)

中国农业 出版社
, (《γ; (

Υ

5 α

∗Κ

仁( 5 >∀/
&
�  /∃

4∀ 
%∃

,

Ν  ∋  ! ∀
β Ω ,

> ∀/ ∀2 ∋Υ  43 那/ 
, & % 目

Υ

��
∀Ξ∀.

%& Ξ ≅∀%  ∃ ! ∃Π
∀

� 3

Ω∀! 81 9:  !∋∋
3 & ! ≅∀ Ο Ξ32  4χ∋

∀ %& Τ  ! 8 ∃ ! 1

∴ χ ∋∋1
Υ

Θ 朋 & ! &
,

(以犯
,

(7; ) 5(< 一 5+ +

仁+ 〕3 ! Φ ? ,

2� ∀⎯ Ε
,

Χ Ξ& , Ξς Ο
, &% ∀∋

Υ

, Ο ∀!
一

证�

一腼而22 ∃!

χΠ 81 9: 23 _%ς∋犯  祖
3 &

!≅∀ , Ο Ξ3 2&2
一

= & ∋∀%  ∃ ! 2� Β _& %⎯ & & ∋∋

81 9:

∀! Τ 8 49 ϑ �3 比以!  刻∀% &2
Υ

?欣 9记 人. ∀Τ 4&  
,

(仪力
,

Κ ∗ ) ]义 一

ΚΓ <Ι

【Η月郭元吉
,

李建国
,

禽 81 9 : 亚 型流感病毒能感染人 的发现
Υ

中华实验和临床病毒学杂志
,

5Κ ΚΚ
,

5+ 7(;
)
56< 一 56Ι

φ < 〕! ∀ Ο  Τ ,
Υ

2%&  ! �
∀ 3 & Ξ

Υ

=
∃
∋
。

∃Π �
& !
碘鸽∋3 % !  。 。

∋& ∀ Ο

卿 Π∃
Ξ %�

&

?∀% �
∃ 1 & !  &  %ς χΠ  胡

3 & ! ≅∀ 访Ξ3 2
,

Θ  Ξ∃ 56 1ς
,

5Κ ΚΚ
,

(< Ι ) ∋ 一 (6

φ Γ 0 9∃_3 2∀⎯
∀ Δ

,

η ∃ ς∀

Ω∀ >
,

∴ ∀ %∃ 8
Υ

& ∃

呷“2∃ ! ∃Π ∃ ∃ Ω ?∋ & %&

∀!3
! ∃

朗 Τ 4& Ζ3 & ! & & 2
助 Τ Ξ&. &?% ∃Ξα _  ! Τ  !1 ?阅哪Ξ%  &2

∀Ω∃
! 1 5+ 2& ! 诵”犯

χΠ �& ! ∋∀ 咫∋3 Ξ ! ! ∃
Π  胡

3 &! ≅∀ , 城Ξ3 2
Υ

Θ  司
。群

,

5ΚΚ 5
,

5Ι (
)
Η ∗ < α

Η Ι <

仁∗ 〕Δ  2& ! Ε #
,

4∀∋ 祀2∀! 2
,

4/ &� &∋0 0
,

& % ∀∋
Υ

#  ! Τ ! 1 ∃Π 出&  !! 3 &

!≅∀

,
Ο  Ξ3

2 %∃ & & ∋∋
一 2 3

ΞΠ∀
& &

Ξ&.
&

?%∃ Ξ2 )
4% Ξ3 & %3 Ξ& ∃Π Γ , �∀ &

Ω∀ 路∋3 %  ! ! ·

2  ∀∋ς5χ∋  沙 ,
&�面Τ & & ∃ ! ∋Β∋&[ & 2 Τ&% &

!!  ! & Τ _ς γ
一

Ξ∀ ς

&

单
%∀∋ ∋∃脚Β场

Υ

Θ  Ξ∃∋ 卿
, 5ΚΚ ∗

,

(+ (
) 5Κ 一 + 5

〔Ι 〕Χ 3 ∃ Φ 0
, ∴ Ξ∀ 3。

,

4
,

阮!! & ⊥ ,
, & Ξ ∀∋

Υ

��
δ

%& Ξ :∀ % ∃ ! ∃Π %� &

钾山卿! . %ς ∃Π ∋!& 浏比 Υ ∃Π %� & ! & ⎯】ς 韶七∀_ ∋ 2 �司 81 9 :  !! 3& !≅∀
Ο Ξ3

2
∋ !& ∀ 1 拍  ! ,2  ∀

Υ

Θ  司
。盯

,

(叨(
, Γ∗ ) (∗ Κ 一 ( ΙΙ

5 Κ ε ∀∀! /2 0
,

2伴 Τ&∋ Δ �
,

8∀Ω
2 ,

? ,
, & % ∀∋

Υ

伟刃卿
! 丽& ∀! 目”5< ∃ Π

 汕3 &

!≅∀ , Ο 

δ
∃Π 81 � ∀ &

Υ 目
3 % 记 ! 23 _ %ςΒ&

Υ

,朽即 ?∀ %� ∃ ∋
,

(6以;
,

(Κ
) + < + 一 +印

Εχ∋ &. 3∋ ∀ Ξ  Τ2 ! % ! .∀ % ∃ !
∀! Τ ?�ς∋∃ 1 & ! & % . ∀ ∋ , ! ∀】ς2 2 ∃ Π

, − � � ./& 可0 ∀ ! 1 23 −04
一

∋− (66 ( 78 1 9 : ;

3 3 8 3 ∀ 一

∋&  
, 8Δ 8‘

一

Ξ∃ !

才 ≅ �∃ 3 #  ! ,

⎯ Δ ϑ 0 ∀!
一 & �∀∃

, & 8 Δ9 几
一

ς∀!

7一∴即 ∋』山 ∃Π , ! Ω ∀ ∋ ⊥ 

δ
正Υ , Υ

诫
& ∀ ! Τ ϑΩ Ω Υ χϑ呵

,

Ε ! 2

%∋ς χΠ ,幼
&己%3 二

,

9∀!Α  ! 1 ,幼
.曰加司 β ! 

Ο&Ω
%ς 9∀!Α  飞 ( 5仪珍<

,

�� !∀ ;

7( # ∃ ∋∃ 1 .∀∋ 外闭 3 . %2 =

δ
� 珑

Ο & ∋∃ Β Ω & ! % & & !

%&Ξ
,

Φ圳纳∃3 β ! 
Ο

∃  %ς
,

Φ∀!砂∃3 (( <砚洲为
,

��  !∀ ;

,加妞妞�% = >
一

?� = ⎯ &∃ & [! Β ∋∃ ς& Τ %∃ ∀

呷55斤 %� & & ⊥ 9, ∃Π �& Ω ∀

11∋
3 % ! ! 78, ;邵! & ∃Π , ϑ�� &/ & ! ∋Α ∀ ! 12 3 −04

一

55

(7γ; (78 1 9:; ∀! Τ %�& &⊥ 9, ⎯ &Ξ& &∋∃ ! &Τ  ! %∃ ΒΧΔ Ε一> Ο & & %∃Ξ ∀! Τ 2 &
卿

& ! & & Τ
Υ

>�
& 2&甲& ! &  ! 1 Ξ& 23 ∋% �∀2 56 ΚΚ5 雌  !

Χ&
! #∀! /

,

%� & ∀ & & & 2 2  ∃ ! ! 3

∋!_
& Ξ

⎯∀2
, Φ+ΓΗ ( ( Ι

Υ

>�
& Ξ& 23 ∋% Ξ& Ο & ∀∋ & Τ %�∀% %�& Π5, 1& ! & 2 χΠ 04

一

5 �∀ Τ ∀ & ∃

Ω? ∋& %& ∃ Β& !

Ξ& ∀ Τ  ! 1 ΠΞ∀ Ω & 7χ = Μ ; ∀! Τ & ∃ Ω 卯2& Τ ∃Π 5Γ Ι + ! 3 & ∋& ∃%  Τ & 2 , & ∃Τ  ! 1 Π∃Ξ < Γ 6 ∀而 ! ∃ ∀.  Τ 2
Υ

>�
& Τ&Τ 3 & & Τ ∀而! ∃ ∀.  Τ

2 & Ζ3 & ! & & ∀% %�& & ∋& ∀ Ο

哪
2  %& ∃Π %� &

8, ΒΞ∃%
&  !

⎯∀2 =4 4= 告Χ ΛΜ
,

 %

⎯∀2 Ω∀%
& � %∃ %�& ��

∀Ξ∀.
%& Ξ 2% 。 ∃Π ∋∃ ⎯ 诚! ∋

& ! %

2 %面 !
Υ

, Β�ς∋∃邵 ! & % & 晚
& _∀2 & Τ ∃ ! %� & ! 3 &∋& ∃ % Τ & 2&Ζβ & ! & & 2 χΠ %� & 8 , 罗! & 化Ο &∀∋ & Τ ∀∋∋ %� & 5Ι 2 %Ω ∋! 2

⎯& Ξ& Τ  
Ο  Τ & Τ

 !% ∃

%⎯∃ ∋ ! &∀1 & 2 ,

!∀Ω
&∋ς Δ 3

、  ∀! ∋ ! &∀1 & ∀! Τ 9 ∃ Ξ% � , Ω &Ξ & ∀ ∋ ! &∀1 & ,

%� &  2 ∃ ∋∀% & 04
一

5
⎯∀2

< 5而∋∀Ξ %∃

%�& χ%�
& Ξ %
城

&

2 %面
! 2  2 ∃ ∋∀% & Τ 加Ω �� ! ∀ ,

 ! &∋3 Τ & Τ , − ��  . /& ! − #& 访!1 − ∋− ΚΗ
,

, − ��  . /& ! − ‘叨咭面!1 − << 5ΚΗ
∀
!Τ , ϑ��  .触! −

‘妞了褚沐 ∋∴Εϑ− ΚΚ
,

_& ∋∃ ! 1 & Τ %∃ %� & Δ 3

Ξ∀2  ∀! ∋ ! &∀1 &
Υ

∴ &ς ⎯∃
ΞΤ2 ,讨∀!  !∋∋

3 &

!≅∀ Ο Ξ3 2

81 9: 23 _ %ςΒ& 8 & Ω 叫犯∋3 % !  ! 罗 ! &


