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摘要! 为研究饲料中添加益生菌对凡纳滨对虾抗副溶血弧菌感染能力和非特异性免疫基因表

达水平的影响!以初体质量为&1105 >4123' ? 的凡纳滨对虾为研究对象!在室内养殖箱进行 /

周的养殖实验和 2 周的副溶血弧菌人工感染实验$其中!对照组每日投喂普通商品饲料!实验

组每日投喂在普通商品饲料中添加地衣芽孢杆菌"枯草芽孢杆菌"地衣芽孢杆菌6枯草芽孢杆

菌&4E4'配制成的 / 组实验饲料!实验饲料中益生菌的终浓度为 43

8

9826?# 并采用实时荧光

定量 $C:G-$方法!对保护率最高的地衣芽孢杆菌6枯草芽孢杆菌实验组进行凡纳滨对虾相关

免疫基因表达水平的分析# 实验结果表明!在饲料中添加单一益生菌或复合益生菌均可显著

提高对虾抗副溶血弧菌感染的能力&4C3135'!且复合益生菌的保护效果更佳!其相对免疫保

护率为 /4144Q# 感染副溶血弧菌后!地衣芽孢杆菌 D枯草芽孢杆菌实验组凡纳滨对虾血淋

巴中的先天免疫缺陷基因 &=33<L4=;;234B48=9=439N ?434!)P5'"对虾素 /<分子 & I43<=4B=3

/<'"酚氧化酶原 & IF/I@43/0/W=B<A4! IF/G"'"溶菌酶 &'NA/RN;4!'TP'和甲壳素 -F2AL=3 的

;$%&的相对表达量均显著上调!且分别在 4; =29 @ 达到最大值# 实验结果提示%饲料中添

加芽孢杆菌可有效提高凡纳滨对虾抗副溶血弧菌感染的能力!这种能力的提高可能是通过增

加抗病相关基因的表达量实现的#

关键词! 凡纳滨对虾$ 益生菌$ 抗病力$ 免疫基因$ 副溶血弧菌

中图分类号! D8;5$ *01/18/6666666 文献标志码%&

66自 23 世纪 ;3 年代初"对虾养殖业成为世界

范围内的重要经济产业' 然而"全球范围内的对

虾养殖由于传染性疾病的发生遭受严重的损

失
(4 72)

' 2342 年底"在泰国东部沿海养殖场首次

发现凡纳滨对虾 #P%1+#.&*.'(@*&&*9.%$感染偷

死病#4<F0N ;/FL<0=LN AN3BF/;4",P*$' 早期 /3 =

/5 B 的斑节对虾和凡纳滨对虾的仔虾容易感染

,P*"并造成仔虾的急性死亡
(/ 75)

' 对虾感染

,P*"表现的特征为肝胰腺严重萎缩和上皮细胞

大量脱落' 因此"该病重新被定义为急性肝胰腺

坏 死 综 合 症 # <92L4 @4I<L/I<39F4<L=9 349F/A=A

B=A4<A4"&+G%5$

(1 78)

' 来自美国亚利桑那大学

的研究小组运用实验室研究模型"使用科赫法则

确定了越南对虾患 &+G%5的病原微生物是副溶

血弧菌#Q%5$%+ #*$*7*.9+2"1%)($

(;)

'

凡纳滨对虾的免疫系统由 2 个重要系统组

成!先天免疫系统和非特异性免疫系统' 一般认

为"甲壳动物在对抗外来病原微生物入侵时是非

特异性免疫起到主要作用
(0)

' 其体液免疫包括

血淋巴凝集&产生溶血素&释放酚氧化酶和黑色素

以及溶酶体的水解"并通过一系列免疫因子如对

虾 素 /<分 子 # I43<=4B=3 /<$& 酚 氧 化 酶 原
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#IF/I@43/0/W=B<A4" IF/G"$&溶菌酶 # 'NA/RN;4"

'TP$和甲壳素 -F2AL=3 等发挥作用"上述免疫分

子与凡纳滨对虾抗病原感染能力的强弱密切

相关
(43)

'

近年来"人们提出微生物防控理念用于预防

和控制水产动物疾病的发生' 益生菌的作用机制

主要包括 9 个方面!通过竞争营养附着位点或产

生拮抗物质来抑制有害微生物繁殖%通过特别的

消化酶分泌促进营养物质吸收%通过激活免疫系

统提高机体免疫力%通过分解有机污染物净化水

质' 益生菌的使用有利于水产养殖业的可持续健

康发展
(44 74/)

'

本研究将分离自虾池生物絮团的 2 株芽孢杆

菌添加在基础饲料中"探讨在商品饲料中添加单

一和复合益生菌对凡纳滨对虾抵抗副溶血弧菌能

力的影响' 选择死亡率最低的实验组"利用相对

实时荧光定量 $C:G-$#F4<0:L=;4G-$$技术"研

究感染副溶血弧菌后凡纳滨对虾血淋巴中先天免

疫缺 陷 基 因 # =33<L4=;;234 B48=9=439N ?434"

)P5$&对虾素 /<分子 # I43<=4B=3 /<$&酚氧化酶

原#IF/I@43/0/W=B<A4"IF/G"$&溶菌酶#'NA/RN;4"

'TP$ 和甲壳素 -F2AL=3 等对虾抗病相关基因

;$%&表达水平的变化规律"从对虾抗病基因表

达水平分析益生菌发挥拮抗弧菌保护作用可能的

机制"为益生菌在对虾养殖生产中的应用提供基

础数据'

46材料与方法

!"!#实验材料

实验对虾66实验用凡纳滨对虾于 2349 年

; 月 / 日购自青岛市沙子口对虾养殖场"体质量

#1105 >4123$?' 实验对虾暂养于 13 '水族整理

箱中"有效水体约为 93 '' 养殖期间每天换水 4

次"投喂饲料 / 次"水温#2/ >2$Z"连续充气'

益生菌66枯草芽孢杆菌#I*)%22'(('51%2%($和

地衣芽孢杆菌#I*)%22'(2%)7.&%8+$9%($"菌株编号分

别为 2342384834 和 234442343132"由本实验室分离

自对虾池塘生物絮团"纯化后于 7;3 Z保存"进行

菌种活化和小规模发酵培养"离心收集菌体"用

GK*缓冲液稀释制成菌悬液用于包裹饲料'

副溶血弧菌66攻毒用副溶血弧菌菌株编号

234/312;334*32"从患 &+G%5的凡纳滨对虾中

分离获得' 活化菌种后使用 2241,液体培养基扩

大培养"离心收集菌体"用 GK*缓冲液稀释用于

人工感染实验'

!"$#饲料制备

基础饲料为青岛大海跃饲料科技有限公司生

产的凡纳滨对虾配合饲料"在其表面直接包裹一

层褐藻酸钠#/ ?6533 ?$' 实验饲料!按一定的比

例将菌液与 GK*缓冲液混匀后喷洒在基础饲料

外"揉搓阴干后"再在其表面包裹一层褐藻酸钠

#比例同基础饲料$"实验饲料中芽孢杆菌的终浓

度为 43

8

9826?"制备好后存放于 9 Z冰箱"并定期

平板涂布计数"保证添加芽孢杆菌数量在实验期

间的一致性'

!"%#实验分组

凡纳滨对虾在实验室暂养一周后"挑取个体

均匀&活力较强的对虾分为实验组和对照组"每组

/ 个平行"每个平行 13 尾"实验组投喂实验饲料"

对照组投喂基础饲料' 实验期间"各组对虾每日

投喂 / 次"日投喂量约为对虾体质量的 43Q #根

据对虾摄食情况调节投喂量$"所有组别按照暂

养时的条件进行管理'

!">#副溶血弧菌感染实验

在投喂实验饲料的第 24 天"从各实验组中挑

取大小基本一致的 423 尾对虾进行副溶血弧菌人

工感染实验"每组 5 个重复"其中 / 个重复用于统

计死亡率"两个重复用于取样' 用无菌注射器向

每尾虾第二腹节肌肉中注射 53

$

'的副溶血弧菌

悬浊液#悬浊液的浓度为 43

1

9826;'"此剂量经预

实验确定$"对照组注射等剂量 GK*缓冲液' 攻

毒后各组分别继续投喂相应的实验饲料或基础饲

料"及时捞出死亡对虾"记录死亡数量和死亡时

间"49 B 后结束感染实验'

!"L#免疫相关基因的表达量分析

样品采集及 $%&的提取66攻毒实验开始

后分别在 1 @&42 @&4; @&29 @&/1 @&9; @&82 @ 和

8 B 从各组随机取 / 尾虾"用无菌注射器抽取血淋

巴后放入 $%<A4:(F44的 415 ;',G管内"于液氮

中速冻后放入 7;3 Z冰箱中保存' 利用 $%&=A/

I02A#C<V<$<公司$提取血淋巴总 $%&"方法参

照说明书' 用 %<3/5F/I 23339#C@4F;/$定量检

测 $%& 的 "5

2133;

和 "5

2;33;

值以及 "5

2133;

6

"5

2;33;

比值"415Q的琼脂糖凝胶电泳鉴定其完

整性" 放入 7;3 Z 冰箱中保存" 用于 )P5&

I43<=4B=3 /<&-F2AL=3&IF/G"和 'TP ;$%&表达

330
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1 期 张盛静"等!饲料中添加益生菌对凡纳滨对虾抗感染和 5 种免疫基因表达的影响 66

量的测定'

95%&的合成 6 6 应用 GF=;4*9F=IL

"

$C

F4<?43LV=L>=L@ ?5%&,F<A4F试剂盒#大连宝生物

工程有限公司$进行 95%&合成' 该试剂盒合成

95%&反应分两步!41基因组 5%&的除去反应"

反应体系 43

$

'#5 <? 5%&,F<A4FK2884F2

$

'"

?5%&,F<A4F4

$

'"L/L<0$%& 4

$

?"$%<A4(F44

B+

2

"1

$

'$"92 Z孵育 2 ;=3%21反转录反应"反

应体系 23

$

'# 5 <GF=;4*9F=IL

"

K2884F29

$

'"

GF=;4*N9F=IL

"

$C,3RN;4P=W 4

$

'"$CGF=;4F

P=W 4

$

'"第一步反应液 43

$

'"$%<A4(F44B+

2

"

9

$

'$"/8 Z孵育 45 ;=3";5 Z加热 5 A合成

95%&模板'

!"M#实时荧光定量 A@D分析基因表达

凡纳滨对虾免疫相关基因"内参基因
#

:<9L=3

引物序列见表 4"使用的引物序列参考文献(49 7

41)"引物均由生工生物工程#上海$股份有限公

司合成'

表 !#凡纳滨对虾非特异性免疫基因与内参基因
"

S'.5,2引物序列

&'("!#A/,8*/4',/170/U:B%-<10H<8*%'2+

"

S'.5,2*5."3*2*170/H%;.((.=)'

目的基因

<=;?434

序列号

3/1A4Y24394

正向引物#5X:/X$

8/F><FB IF=;4F#5X:/X$

反向引物#/X:5X$

F4E4FA4IF=;4F#/X:5X$

#

:<9L=3 &(/33835 O&O-&&-&-OO&OCC-OCCOC -&C-&--&&-COOO&-O&-&COO&

)P5 &U48342112 &C&-&C--CO--OCCO--O& --O&O&COOOCC---CCOCC

I43<=4B=3 /< U49021 -&---CC-OCO&O&--CCCO &&C&C---CCC---&-OCO&-

-F2AL=3 &U9;;908 O&OOOC-&&O--C&-CO-CO &-CC&C-O&OO--&O-&-&-

IF/G" &U82/20114 C--&CC--OC--OC-CO OO-CC-O-C-COOCC&OO

'TP &U48342112 COCC--O&C-CO&COC-- O-COCCOC&&O--&---

66按照 (<AL*L<FL,AA43L=<05%&OF443 P<AL4F试

剂盒 #$/9@4公司 $说明书"用 K=/:F<B F4<0:L=;4

-(H01 进行荧光定量 $C:G-$' 程序为 05 Z 43

;=3 预变性%05 Z 43 A"13 Z 45 A"82 Z 23 A共

95 个循环%反应后 15 Z上升至 05 Z测定熔解曲

线检测反应特异性' 每个复孔以
#

:<9L=3 为内参

基因' 基因表达结果采用相对表达量的形式"以

2

7

!!

!

L法
(48)

进行计算'

!"R#数据处理和统计分析

实验结果用平均数 >标准差 #;4<3 >*5$

表示"使用 *G**4113 分析软件对数据进行单因

素方差 #"34:S<N &%".,$分析"5239<3 氏法

进行多重比较"处理间 #4C3135 $则认为差异

显著'

26结果与分析

$"!#凡纳滨对虾感染副溶血弧菌的累积死亡率

各实验组和对照组在投喂相应的饲料 23 B

后注射感染副溶血弧菌"感染实验期间各组对虾

的累积死亡率结果见表 2' 感染的前 2 天各实验

组和对照组累积死亡率无显著差异#4B3135$"

感染第 / 天各实验组对虾的累积死亡率均显著低

于对照组#4C3135$"感染第 9 天地衣芽孢杆菌

单一实验组&枯草芽孢杆菌单一实验组和对照组

的对虾累积死亡率均显著高于地衣芽孢杆菌6枯

草芽孢杆菌复合组#4C3135$' 感染第 5 天地衣

芽孢杆菌6枯草芽孢杆菌复合实验组的对虾累积

死亡率均显著低于地衣芽孢杆菌单一实验组&枯

草芽孢杆菌单一实验组和对照组#4C3135$"枯

草芽孢杆菌单一实验组的对虾累积死亡率和对照

组无显著差异#4B3135$"地衣芽孢杆菌单一实

验组的对虾累积死亡率显著低于对照组 #4C

3135$' 从感染第 1 天以后对照组的对虾累积死

亡率均显著高于各实验组#4C3135$"各实验组

的累积死亡率无显著差异#4B3135$' ; B 后各

实验组的对虾累积死亡率趋于稳定"至感染结束

后对照组的对虾累积死亡率为 433Q"显著高于

地衣芽孢杆菌单一实验组的对虾累积死亡率

8/1/9Q >019/Q"枯草芽孢杆菌单一实验组的对

虾累积死亡率 8818;Q >1120Q"地衣芽孢杆菌6

枯草芽孢杆菌复合实验组的对虾累积死亡率

1;1;0Q >;1/4Q' 实验结果表明"投喂含单一地

衣芽孢杆菌&单一枯草芽孢杆菌&地衣芽孢杆菌6

枯草芽孢杆菌复合实验组的饲料可显著提高对虾

抗副溶血弧菌感染的能力#4C3135$"其免疫相

对保护率分别为 21111Q >019/Q&22122Q >

1120Q和 /4144Q >;1/4Q' 且地衣芽孢杆菌6

枯草芽孢杆菌复合实验组配合的使用效果最佳'

430
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表 $#投喂芽孢杆菌的凡纳滨对虾注射感染副溶血弧菌后的累积死亡率

&'("$#@;8;-'5,6*80/5'-,5< 07H%;.((.=)'7*+=,5)4/0(,05,.14/*4'/'5,021

'75*/(*,23 .)'--*23*+=,5)?%-.+.&.)=,6A4'$* a

4 B 2 B / B 9 B 5 B 1 B 8 B

K0 9199

>112;

<

21118

>0192

<

93133

>0192

<

55151

>;1/2

<

13133

>5195

<

11118

>5199

<

84144

>112;

<

KA 9195

>/149

<

2;1;0

>/149

<

91118

>5199

<

12122

>/149

<

1;1;0

>;1/4

J

84144

>112;

<

8818;

>1120

<

K06KA 2122

>/149

<

29195

>/149

<

93133

>5195

<

9;1;0

>112;

J

5/1//

>5199

9

5818;

>;1/4

<

19199

>;1/2

<

- 1118

>5199

<

/818;

>/149

<

5818;

>/149

J

1;1;0

>/149

<

;3133

>5195

J

04144

>112;

J

04144

>112;

J

; B 0 B 43 B 44 B 42 B 4/ B 49 B

K0 8/1/9

>019/

<

8/1/9
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66从感染实验结果得知"地衣芽孢杆菌6枯草芽

孢杆菌复合实验组相对保护率最高"达到 /4144Q'

选择该组实验对虾血淋巴样品进行免疫相关基因

表达量的分析"以期了解抗病菌株是否通过提高对

虾的免疫水平而降低了副溶血弧菌感染的死亡率'

$"$#凡纳滨对虾感染副溶血弧菌后血淋巴 U:B

8DJG相对表达量

使用实时荧光定量 $C:G-$方法测定地衣芽

孢杆菌6枯草芽孢杆菌复合实验组和对照组在感染

副溶血弧菌后血淋巴 )P5;$%&相对表达量的变

化见图 4' 实验组感染副溶血弧菌后在 42 @&4; @&

29 @&/1 @&82 @ 和 8 B 的 )P5;$%&的相对表达

量均显著高于 3 @#4C3135$"29 @ 达到峰值之后

开始下降"到 8 B 时仍显著高于初始水平' 对照组

感染副溶血弧菌后在 42&4;&29 和 9; @ 的 )P5

;$%&的相对表达量均显著高于 3 @#4C3135$"

4; @ 达到峰值之后开始下降"到 8 B 时基本降至初

始水平' 实验组在 42 @&4; @&29 @&/1 @&82 @ 和

8 B的 )P5;$%&的相对表达量显著高于对照组

#4C3135$"只有 9; @ 显著低于对照组'

$"% #凡纳滨对虾感染副溶血弧菌后血淋巴

4*2',*+,2%' 8DJG相对表达量

使用实时荧光定量 $C:G-$方法测定地衣芽

孢杆菌6枯草芽孢杆菌复合实验组和对照组在感

染副溶血弧菌后血淋巴 I43<=4B=3 /<;$%&相对

表达量的变化见图 2' 实验组感染副溶血弧菌后

在 1&42&4;&29&/1 和 82 @ 的 I43<=4B=3 /<;$%&

的相对表达量均显著高于 3 @#4C3135$"4; @ 达

到峰值之后开始下降"到 8 B 时基本降至初始水

平' 对照组感染副溶血弧菌后在 1 @&42 @&29 @&

/1 @&82 @ 及 8 B 的 I43<=4B=3 /<;$%&的相对表

达量均显著低于 3 @ #4C3135$%4; 和 9; @ 的

I43<=4B=3 /<;$%&的相对表达量均显著高于 3 @

#4C3135$"4; @ 达到峰值之后开始下降"到 9; @

时表达量略有上升"到 8 B 时显著低于初始水平'

实验组在 1& 4;& 29& /1 和 82 @ 的 I43<=4B=3 /<

;$%&的相对表达量均显著高于对照组 #4C

3135$"实验组在 3 @ 和 9; @ 的 I43<=4B=3 /<;$%&

的相对表达量均显著低于对照#4C3135$'

图 !#凡纳滨对虾感染副溶血弧菌后血淋巴

U:B8DJG的相对表达量

柱上
"

不同表示差异显著 #4C3135$ "

"

相同表示差异不显

著#4B3135$ %下同

?,3"!#D*-'5,6**Q4/*11,0207U:B8DJG,25)*

)*80-<84)07H%;.((.=)''75*/(*,23 ,27*.5*+=,5)

?%-.+.&.)=,6A4'$*

C@4J<F9@<FL

"

B=884F43LA@/>4B A=?3=8=9<3LB=884F4394# 4C

3,35 $ " L@4A<;4

"

=3B=9<L4A3/ A=?3=8=9<3LB=884F4394# 4B

3135$ %C@4A<;4<AL@48/00/>=3?

230



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

1 期 张盛静"等!饲料中添加益生菌对凡纳滨对虾抗感染和 5 种免疫基因表达的影响 66

图 $#凡纳滨对虾感染副溶血弧菌后血淋巴

4*2',*+,2%' 8DJG的相对表达量

?,3"$#D*-'5,6**Q4/*11,02074*2',*+,2%' 8DJG,2

5)*)*80-<84)07H%;.((.=)''75*/(*,23

,27*.5*+=,5)?%-.+.&.)=,6A4'$*

$"> #凡纳滨对虾感染副溶血弧菌后血淋巴

4/0A[8DJG相对表达量

使用实时荧光定量 $C:G-$方法测定地衣芽

孢杆菌6枯草芽孢杆菌复合实验组和对照组在感

染副溶血弧菌后血淋巴 IF/G";$%&相对表达

量的变化见图 /' 实验组感染副溶血弧菌后在

1 @&42 @&4; @&29 @&/1 @&82 @ 和 8 B 的 IF/G"

;$%&的相对表达量均显著高于 3 @#4C3135$"

29 @ 达到峰值之后开始下降"到 8 B 时仍显著高

于初始水平' 对照组感染副溶血弧菌后在 1&42

和 4; @ 的 IF/G";$%&的相对表达量均显著高

于 3 @#4C3135$"在 29 @&/1 @&9; @&82 @ 和 8 B

的 IF/G";$%&的相对表达量与 3 @ 无显著差异

#4B3135$"42 @ 达到峰值之后开始下降"到 9; @

时基本降至初始水平' 实验组在 1&42&4;&29 和

/1 @ 的 IF/G";$%&的相对表达量均显著高于

对照组#4C3135$'

图 %#凡纳滨对虾感染副溶血弧菌后血淋巴

4/0A[8DJG的相对表达量

?,3"%#D*-'5,6**Q4/*11,02074/0A[8DJG,2

5)*)*80-<84)07H%;.((.=)''75*/(*,23

,27*.5*+=,5)?%-.+.&.)=,6A4'$*

$"L#凡纳滨对虾感染副溶血弧菌后血淋巴 Wb:

8DJG相对表达量

使用实时荧光定量 $C:G-$方法测定地衣芽

孢杆菌6枯草芽孢杆菌复合实验组和对照组在感

染副溶血弧菌后血淋巴 'TP ;$%&相对表达量

的变化见图 9' 实验组感染副溶血弧菌后在 1 @&

42 @&4; @&29 @&/1 @&9; @& 82 @ 和 8 B 的 'TP

;$%&的相对表达量均显著高于 3 @#4C3135$"

4; @ 达到峰值之后开始下降"到 8 B 时仍显著高

于初始水平' 对照组感染副溶血弧菌后在 1 @&

42 @&4; @&29 @&/1 @ 和 8 B 的 'TP ;$%&的相

对表达量均显著高于 3 @#4C3135$"29 @ 达到峰

值之后开始下降"到 8 B 时仍显著高于初始水平'

实验组在 42&4;&29 和 9; @ 的 'TP ;$%&的相

对表达量均显著高于对照组#4C3135$"实验组

在 /1 @ 和 8 B 的 'TP ;$%&的相对表达量均显

著低于对照组#4C3135$'

图 >#凡纳滨对虾感染副溶血弧菌后血淋巴

Wb: 8DJG的相对表达量

?,3">#D*-'5,6**Q4/*11,0207Wb: 8DJG,2

5)*)*80-<84)07H%;.((.=)''75*/(*,23

,27*.5*+=,5)?%-.+.&.)=,6A4'$*

$"M #凡纳滨对虾感染副溶血弧菌后血淋巴

@/;15,28DJG相对表达量

使用实时荧光定量 $C:G-$方法测定地衣芽

孢杆菌6枯草芽孢杆菌复合实验组和对照组在感

染副溶血弧菌后血淋巴 -F2AL=3 ;$%&相对表达

量的变化见图 5' 实验组感染副溶血弧菌后在

4;&29 和 /1 @ 的 -F2AL=3 ;$%&的相对表达量均

显著高于 3 @#4C3135$"29 @ 达到峰值之后开始

下降"到 8 B 时基本降至初始水平' 对照组感染

副溶血弧菌后在 1& 4;& 29 和 9; @ 的 -F2AL=3

;$%&的相对表达量均显著高于 3 @#4C3135$"

29 @ 达到峰值之后开始下降"到 8 B 时基本降至

/30
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初始水平' 实验组在 29 和 /1 @ 的 -F2AL=3 ;$%&

的相对表达量均显著高于对照组#4C3135$"实

验组在 1&4; 和 9; @ 的 -F2AL=3 ;$%&的相对表

达量均显著低于对照组#4C3135$'

图 L#凡纳滨对虾感染副溶血弧菌后血淋巴

@/;15,28DJG的相对表达量

?,3"L#D*-'5,6**Q4/*11,0207@/;15,28DJG,2

5)*)*80-<84)07H%;.((.=)''75*/(*,23

,27*.5*+=,5)?%-.+.&.)=,6A4'$*

/6讨论

芽孢杆菌是一类好氧或兼性厌氧的革兰氏阳

性细菌"由于其具有促进动物营养物质的消化吸

收&调节动物消化道的微生态平衡以及可减少养

殖水环境的污染作用"被公认为一种有发展前景

的益生菌
(4; 723)

' '=2 等
(24)

指出在饲料中添加

5 <43

43

9826M? 的枯草芽孢杆菌 *42 在投喂 9 周

和 ; 周后分别感染哈维氏弧菌#Q%5$%+ 7*$@."%$"

投喂含有枯草芽孢杆菌 *42 的实验组对虾在两次

感染实验中死亡率均显著低于对照组' K<09mR<F

等
(22)

用含有枯草芽孢杆菌 #CP 421 的饲料投喂

凡纳滨对虾幼虾 2; B 后注射哈维氏弧菌 43

5

9826

;'"29 @ 对照组的死亡率为 54185Q"实验组的

死亡率为4;125Q"显著低于对照组' 本实验将 2

株益生菌添加在基础饲料中投喂凡纳滨对虾"养

殖 23 B 后感染副溶血弧菌"攻毒 49 B 后对照组的

死亡率为 433Q"添加单一地衣芽孢杆菌实验组

的死亡率为 8/1/9Q"单一枯草芽孢杆菌实验组

的死亡率为 8818;Q"地衣芽孢杆菌6枯草芽孢杆

菌复合组的死亡率为 1;1;0Q"均显著低于对照

组的死亡率 #4C3,35$"与上述报道结果相近'

另外"本研究中采用的副溶血弧菌感染浓度为

43

1

9826;'"该浓度经预实验确定"其原则是选择

半数感染死亡的时间为 / =5 B"全部感染死亡的

时间在 43 B 之上的最低剂量' 这是由于益生菌

提高养殖对虾抗感染能力不仅与外源补充益生菌

的浓度有关"更与病原感染浓度有关"如果病原注

射感染剂量过高"对虾快速死亡"益生菌的作用恐

怕难以体现'

)P5信号途径是凡纳滨对虾免疫防御的重

要信号传导因子"当机体受到病原菌入侵时")P5

蛋白具有将特定异物入侵的信号由细胞外向细胞

内传递"并引起细胞产生一系列级联反应形成免

疫效应因子 #如抗菌肽 $ 的功能
(2/)

' 溶菌酶

#'TP$广泛分布于对虾体内"它能破坏革兰氏阳

性菌细胞壁中的 %:乙酰胞壁酸和 %:乙酰氨基葡

萄糖之间的
#

:4"9 糖苷键#肽聚糖层$"从而机体

能够抵御病原微生物的入侵
(29)

' 病原微生物能

够刺激酚氧化酶原 # IF/I@43/0/W=B<A4<9L=E<L=3?

ANAL4;" IF/G" 系统 $ 产生有活性的酚氧化酶

# I@43/0/W=B<A4" G"$ 参 与 机 体 防 御 反 应
(25)

'

G43<=4B=3 /<具有 ; 个保守存在的半胱氨酸残基

和一段富含脯氨酸的基序"在先天免疫系统对抗

病原微生物侵染的过程中"发挥着重要的抗菌功

能
(21)

' -F2AL=3 基因属于 &PGA家族"在对虾免疫

防御中具有重要作用"其不仅具有抵抗病原菌侵

入的作用"而且还可以通过调节信号传导以及细

胞因 子 的 产 生 和 释 放 参 与 免 疫 调 节
(28)

'

T/M<4=8<F等
(2;)

指出在饲料中添加枯草芽孢杆菌

饲喂 ; 周后感染哈维氏弧菌" IF/G"和 'TP

;$%&的相对表达量显著高于对照组' 张艳艳

等
(20)

对凡纳滨对虾注射副溶血弧菌 413 <43

5

9826;'"对照组注射等量的生理盐水"实验组在

9; @ 的 -F2AL=3 ;$%&的相对表达量显著高于对

照组' 葛倩倩等
(/3)

等对中国明对虾注射鳗弧菌

413 <43

8

9826;'"对照组注射等量的生理盐水"

实验组 )P5;$%&的相对表达量呈先上升后降

低的趋势"在 29 @ 达到最大值"显著高于对照组'

本实验中凡纳滨对虾感染副溶血弧菌后"地衣芽

孢杆菌6枯草芽孢杆菌复合实验组凡纳滨对虾血

淋巴 中 的 )P5& I43<=4B=3 /<& IF/G"& 'TP 和

-F2AL=3 的 ;$%&的相对表达量均显著上调"且分

别在 4; =29 @ 达到最大值"与上述报道结果相一

致' 本研究选择的 5 种基因均是参与对虾抗病原

感染非特异反应的主要蛋白"综合 5 种基因

;$%&在感染过程的表达结果来分析"对虾感染

病原后不论实验组还是对照组"在感染前期各基

930
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因的 ;$%&表达水平都有一个逐渐升高的过程"

对照组在 42 =29 @ 达到最高值"实验组在 4; =

/1 @达到最高值%而在感染后期不论实验组还是

对照组"各基因的 ;$%&表达水平快速下降"继

而维持一个较低数值或接近初始水平' 这可能与

对虾体内的病原增殖速度和增殖量有关"病原感

染前期对虾体内病原数量较少"病原刺激感染相

关基因的表达和合成"而感染后期病原达到一定

数量"抗病原感染分子的作用也就微乎其微了'

外源补充益生菌能够显著提高抗病原感染免疫分

子的表达量"且与对照组相比延长了表达高峰的

周期"这可能是凡纳滨对虾感染副溶血弧菌后成

活率提高的主要原因'

综上所述"在饲料中添加单一或复合益生菌"

均可有效提高凡纳滨对虾抗副溶血弧菌感染的能

力"以 复 合 益 生 菌 使 用 效 果 更 佳" 且 )P5&

I43<=4B=3 /<&IF/G"&'TP 和 -F2AL=3 基因相对表

达量在一定程度上高于对照组' 地衣芽孢杆菌和

枯草芽孢杆菌可以作为益生菌候选菌株应用于对

虾养殖生产"成为对虾防治 &+G%5的有效途径

之一'

参考文献!

( 4 )6T@/2 P"S<3? & '"-</ !P1,8849LA/8B=884F43L

8/F;A /8 9/II4F <3B A2II04;43L /3 ?F/>L@

I4F8/F;<394" A4F2; 94F20/I0<A;=3" <3B ?F/>L@

@/F;/34 04E40 /8 4*&.*'( @*&&*9.% ( !)1

"94<3/0/?=<4L'=;3/0/?=<*=3=9<" 2343" 94 # 9 $!

588 75;21(周萌"王安利"曹俊明1饲料中不同形

式的 铜 及 添 加 量 对 凡 纳 滨 对 虾 # 4*&.*'(

@*&&*9.%$生长性能&血清铜蓝蛋白和生长激素水

平的影响1海洋与湖沼"2343"94#9$!588 75;21)

( 2 )6*@<>V*" *<IM/L< & $" !<9/JA ! P" .1*21

$49F4<L=/3<0 A>=;;4FA+ 4WI/A2F4 L/ Q%5$%+

@'2&%8%)'( <3B Q%5$%+ #*$*7*.9+2"1%)'( =3 L@4

-@4A<I4<M4K<N"P<FN0<3B"#*&(!)1,3E=F/3;43L

)3L4F3<L=/3<0"2345"89!00 74351

( / )6'4<3/ ,P"P/@<3 - .1,<F0N ;/FL<0=LN AN3BF/;4

L@F4<L43A &A=<+ A A@F=;I 8<F;A( !)1O0/J<0

&Y2<920L2F4&BE/9<L4"2342"45#9$!/; 7/01

( 9 )6(04?40CS1+=AL/F=94;4F?4394"=;I<9L<3B 92FF43L

AL<L2A/8A@F=;I I<L@/?43A=3 &A=<(!)1!/2F3<0/8

)3E4FL4JF<L4G<L@/0/?N"2342"443#2$!411 748/1

( 5 )6'=?@L34F5."$4B;<3 $P"G<3L/7<-$.1*21,<F0N

P/FL<0=LN *N3BF/;4&8849LA*@F=;I )3 &A=<( !)1

O0/J<0&Y2<920L2F4&BE/9<L4"2342"45#4$!931

( 1 )6!/A@=!"*F=A<0<!" CF2/3? . +" .1*21.<F=<L=/3 =3

Q%5$%+ #*$*7*.9+2"1%)'(=A/0<L4A8F/; <A=3?04C@<=

A@F=;I 8<F; 4WI4F=439=3? <3 /2LJF4<M /8<92L4

@4I<L/I<39F4<L=9349F/A=AB=A4<A4# &+G%5$ ( !)1

&Y2<920L2F4"2349"92; 7920!208 7/321

( 8 )6%23<3 '"'=?@L34F5"G<3L/7<-".1*2154L49L=/3 /8

<92L4@4I<L/I<39F4<L=9349F/A=AB=A4<A4#&+G%5$ =3

P4W=9/(!)15=A4<A4A&Y2<L=9"F?<3=A;A"2349"444

#4$!;4 7;11

( ; )6CF<3 '"%23<3 '"$4B;<3 $P".1*2154L4F;=3<L=/3

/8L@4 =3849L=/2A 3<L2F4 /8L@4 <?43L/8<92L4

@4I<L/I<39F4<L=9349F/A=AAN3BF/;4<8849L=3? I43<4=B

A@F=;I(!)15=A4<A4A&Y2<L=9"F?<3=A;A"234/"435

#4$!95 7551

( 0 )6O2/ +"H=<3 !&"K=!T".1*21$4A4<F9@ IF/?F4AA=3

=;;234 8<9L/FA /8 A@F=;I ( !)1(44B )3B2ALFN

P<?<R=34"234/"/9#22$!92 7911(郭慧"冼健安"毕

建柱"等1虾类免疫因子的研究进展1饲料工业"

234/"/9#22$!92 7911)

(43)6+/2 (!"+4*'"'=2 U!".1*21$%&=M3/9M:B/>3

/8A@F=;I P%1+#.&*.'( @*&&*9.%C/00?434 <3B

=;;234B48=9=439N ?434F4E4<0AL@4=FB=884F4394=3

F4?20<L=3? <3L=;=9F/J=<0I4IL=B4ALF<3A9F=IL=/3 ( !)1

54E40/I;43L<0<3B -/;I<F<L=E4);;23/0/?N"2349"

99#2$!255 72131

(44)6'2=A:.=00<A4n/F)," -<AL400<3/A:-4FE<3L4A C"

O/;4R:O=0K".1*21GF/J=/L=9A=3 L@4=3L4AL=3<0LF<9L

/872E43=04>@=L404? A@F=;I P%1+#.&*.'(@*&&*9.%!

P/B20<L=/3 /8L@4J<9L4F=<09/;;23=LN ( !)1S/F0B

!/2F3<0/8P=9F/J=/0/?N <3B K=/L49@3/0/?N"234/"20

#2$!258 72151

(42)6%=;F<L*"*2MA<><L*" K//3L@<=C" .1*21G/L43L=<0

K<9=002AIF/J=/L=9A43@<394J<9L4F=<032;J4FA"><L4F

Y2<0=LN <3B ?F/>L@ B2F=3? 4<F0N B4E40/I;43L/8>@=L4

A@F=;I # P%1+#.&*.'( @*&&*9.%$ ( !)1.4L4F=3<FN

P=9F/J=/0/?N"2342"450#/ 79$!99/ 79531

(4/)65=4?/ )" G<20< 5" P<Fo< C P" .1*21G/L43L=<0

43E=F/3;43L<0 48849LA /8 IF/J=/L=9A 2A4B =3

<Y2<920L2F4(!)1&Y2<920L2F4)3L4F3<L=/3<0"2342"23!

880 78;01

(49)6*23 U"'=2 (" */3? H '" .1*21,8849LA/8<BB=3?

IF/J=/L=9A=3 L@4844B /3 3/3:AI49=8=9=;;234?434

4WIF4AA=/3 <3B B=A4<A4 F4A=AL<394 /8P%1+#.&*.'(

@*&&*9.%( !)1"94<3/0/?=<4L'=;3/0/?=<*=3=9<"

2342"9/#9$!;91 7;541(孙艳"刘飞"宋晓玲"等1

饲料中添加益生菌对凡纳滨对虾 # P%1+#.&*.'(

@*&&*9.%$非特异免疫基因表达量和抗病力的影

响1海洋与湖沼"2342"9/#9$!;91 7;541)

530



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

666 水6产6学6报 /0 卷

(45)6'2/ -H"+2<3? H H" '=*" .1*21,WIF4AA=/3A/8

C/00F494IL/F")P5<3B 0NA/RN;4; $%&=3 L@4?=00A

/8L@4>@=L4A@F=;I # P%1+#.&*.'(@*&&*9.%$ <8L4F

<92L49@<0043?4>=L@ Q%5$%+ *2-%&+2"1%)'((!)1!/2F3<0

/8(=A@4FN *9=4394A/8-@=3<"2349"24 # 4 $!4;0 7

4011(罗词兴"黄旭雄"李桑"等1溶藻弧菌感染后

凡纳滨对虾鳃组织免疫相关基因的表达1中国水

产科学"2349"24#4$!4;0 74011)

(41)6S<3? V-+-"CA43? -S"'=3 + U".1*21$%&=

M3/9M:B/>3 /8L@4P%1+#.&*.'(@*&&*9.%C/00?434

#'EC/00$A=?3=8=9<3L0N =39F4<A4A;/FL<0=LN <3B F4B294A

J<9L4F=<0904<F<394<8L4F9@<0043?4>=L@ Q%5$%+ 7*$@."%

(!)154E40/I;43L<0<3B -/;I<F<L=E4);;23/0/?N"

2343"/9#4$!90 75;1

(48)6'=E<M V!"*9@;=LL?43 C51&3<0NA=A/8F40<L=E4?434

4WIF4AA=/3 B<L<2A=3? F4<0:L=;4Y2<3L=L<L=E4G-$<3B

L@42

7

!!

!

C

;4L@/B ( !)1P4L@/BA" 2334" 25 # 9 $!

932 793;1

(4;)6549<;I ""P/F=<FLN 5!S"'<E43AG1GF/J=/L=9A8/F

A@F=;I 0<FE=920L2F4!$4E=4> /88=40B B<L<8F/; &A=<

<3B '<L=3 &;4F=9<3 ( !)1&Y2<920L2F4 $4A4<F9@"

233;"/0#9$!//9 7/9;1

(40)6.<A44@<F<3 K"$<;<A<;N G1-/3LF/0/8I<L@/?43=9

.=JF=/ AII1JN I*)%22'(('51%2%(KC2/" <I/AA=J04

IF/J=/L=9LF4<L;43L8/FJ0<9M L=?4FA@F=;I 4.&*.'(

9+&+D+&(!)1'4LL4FA=3 &II0=4B P=9F/J=/0/?N"233/"

/1#2$!;/ 7;81

(23)6S<3? H" S2 U (" U</ H +" .1*21,8849L/8

IF/J=/L=9A/3 ><L4FY2<0=LN <3B J<9L4F=<9/;;23=LN

=3 A@F=;I I//0A<L0<L4FAL<?4/8920L=E<L=/3(!)1&9L<

&?F=920L2F<4T@47=<3?43A=A" 2349" 21 # 4 $! 93 7981

(王新"吴逸飞"姚晓红"等1微生态制剂对养殖后

期虾池水质及细菌群落的影响1浙江农业学报"

2349"21#4$!93 7981)

(24)6'=2 +U"'=T"C<3 KG".1*21)A/0<L=/3 /8<I2L<L=E4

IF/J=/L=9 ALF<=3 *42 <3B =LA 48849L /3 ?F/>L@

I4F8/F;<394" 3/3:AI49=8=9 =;;23=LN <3B B=A4<A4:

F4A=AL<394/8>@=L4A@F=;I" P%1+#.&*.'(@*&&*9.%

(!)1(=A@ ^*@4008=A@ );;23/0/?N" 2349" 94 # 2 $!

/33 7/381

(22)6K<09mR<F!'" $/7<A:'23<C1)3@=J=L/FN <9L=E=LN /8

IF/J=/L=9I*)%22'(('51%2%(#CP 421 <?<=3ALE=JF=/

AI49=4A9/384FAIF/L49L=/3 <?<=3ALE=JF=/A=A=3 72E43=04

A@F=;I # P%1+#.&*.'( @*&&*9.%$ ( !)1-2FF43L

P=9F/J=/0/?N"2338"55#5$!930 79421

(2/)6'=(+"H=<3? !+1*=?3<0=3? I<L@><NAF4?20<L=3?

=33<L4=;;234F4AI/3A4A=3 A@F=;I ( !)1(=A@ ^

*@4008=A@ );;23/0/?N"234/"/9#9$!08/ 70;31

(29)6T@<3? *-" H2 %1&BE<394=3 *L2BN /8&3=;<0

'NA/RN;4A( !)1G4F=/B=9<0/8"94<3 #3=E4FA=LN /8

-@=3<"2349"99#1$!91 7541(张士璀"许 娜1动物

型溶菌酶研究新进展1中国海洋大学学报"2349"99

#1$!91 7541)

(25)6+2<3? +U" '=* !" S<3? O T1*L2B=4A/3 L@4

-F2AL<94<3 G@43/0/W=B<A4 &9L=E=LN <3B =LA

&II0=9<L=/3 (!)1P<F=34*9=4394K2004L=3" 2333" 40

#/$!;3 7;91(黄辉洋"李少菁"王桂忠1甲壳动物

酚氧化酶活力及其在养殖中的应用1海洋通报"

2333"40#/$!;3 7;91)

(21)652 TD1O434-0/3=3? <3B *4Y24394&3<0NA=A/8

G43<4=B=3 / =3 P%1+#.&*.'(@*&&*9.%(!)1!/2F3<0/8

U233<3 &?F=920L2F4#3=E4FA=LN"234/"2; # 4 $!80 7

;21(杜志强1凡纳滨对虾对虾素 /<基因的克隆与

序列分 析1云 南 农 业 大 学 学 报" 234/" 2; # 4 $!

80 7;21)

(28)6V=;P *" !4/3 !P" "@ - S" .1*21P/04920<F

9@<F<9L4F=R<L=/3 /8 L@F44 9F2AL=3 ?434A =3 L@4

;/F/L/?4 A@F=;I" 4*&D*2+#(%( O*#+&%)* ( !)1

-/;I<F<L=E4K=/9@4;=ALFN <3B G@NA=/0/?N:G<FLK!

K=/9@4;=ALFN <3B P/04920<FK=/0/?N"2342"41/#2$!

414 74841

(2;)6T/M<4=8<F+"K<09mR<F!'"*<<B -$".1*21,8849LA/8

I*)%22'(('51%2%(/3 L@4?F/>L@ I4F8/F;<394"B=?4AL=E4

43RN;4A" =;;234 ?434 4WIF4AA=/3 <3B B=A4<A4

F4A=AL<394/8>@=L4A@F=;I" P%1+#.&*.'(@*&&*9.%

( !)1(=A@ ^ *@4008=A@ );;23/0/?N" 2342" //!

1;/ 71;01

(20)6T@<3? UU"'=2 H '"+2<3? + +".1*21P/04920<F

90/3=3? /8-F2AL=3:0=M4?434=3 L@4>@=L4A@F=;I

#P%1+#.&*.'(@*&&*9.%$ <3B =LA;$%& 4WIF4AA=/3

>=L@ Q%5$%+ 4*$*7*.9+2"1%)(9@<0043?4(!)1!/2F3<0/8

%/FL@>4AL& ^ ( #3=E4FA=LN! %<L2F<0 *9=4394

,B=L=/3"2342"93#42$!92 79;1(张艳艳"刘小林"黄

海洪"等1凡纳滨对虾 -F2AL=3:0=M4基因的克隆及在

副溶血弧菌感染条件下的表达分析1西北农林科

技大学学报!自然科学版"2342"93#42$!92 79;1)

(/3)6O4DD" '=!" '=<3? !G" .1*21-0/3=3? /8);B

=;;234 A=?3<0 I<L@><N F40<L=3? ?434A /8

A.&&.$+#.&*.'( )7%&.&(%( <3B L@4=F 4WIF4AA=/3

<3<0NA=A( !)1G4F=/B=9<0/8"94<3 #3=E4FA=LN /8

-@=3<"2349"99 #4$!91 7541(葛倩倩"李健"梁俊

平"等1中国明对虾 );B 免疫信号通路相关基因克

隆及表达分析1中国海洋大学学报"2349"99 #4$!

91 7541)

130



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

1 期 张盛静"等!饲料中添加益生菌对凡纳滨对虾抗感染和 5 种免疫基因表达的影响 66

F77*.5107'++,23 4/0(,05,.150 5)*7**+02'25,S,27*.5,02'2+7,6*_,2+107

,88;2*3*2**Q4/*11,0207H'4,-)(.)/*;.((.=)'

T+&%O*@43?7=3?

4"2

" *"%OH=</0=3?

4

"

" T+&"H=</7=3

4"2

" +#&%O!=4

4"/

#4!D#::(/;#& ,3-.#)3#-7#-#&)4. F6-*3*2*#"?.36#-#04&G#A$(+,3-.#)$;43#64#"H369G&(6211384"?.36&%

2!?(::#9#(+,3-.#)3#-&6G %3+#;43#64#";.&69.&3<4#&6 =63>#)-3*$";.&69.&36234/31"?.36&%

/!H369G&(I&*3(6&:%&'()&*()$+()8&)36#;43#64#&6G X#4.6(:(9$"H369G&(6211384"?.36&$

G(15/'.5! & /:>44M 844B=3? 4WI4F=;43L<3B <2:>44M Q%5$%+ #*$*7*.9+2"1%)(=3849L=/3 4WI4F=;43L>4F4

9/3B29L4B L/ AL2BN L@448849LA/8<BB=3? IF/J=/L=9AL/ L@4844B /3 3/3:AI49=8=9=;;234?4344WIF4AA=/3 <3B

F4A=AL<394L/ Q,#*$*7*.9+2"1%)(/8P,@*&&*9.%(=3=L=<0J/BN >4=?@L#1105 >4123$?)1P%1+#.&*.'(@*&&*9.%

><A84B 8/2FB=884F43LB=4LA!-/3LF/0?F/2I#9/;;4F9=<08/BB4F$<3B 4WI4F=;43L<0?F/2I#844B A2II04;43L4B

>=L@ I*)%22'(2%)7.&%8+$9%(%/F>=L@ I*)%22'(('51%2%(<3B >=L@ ;=W4B B=4L9/;IF=A=3? I*)%22'(2%)7.&%8+$9%(6

I*)%22'(('51%2%(<LL@4F<L=/ /84E4$"L@48=3<09/3943LF<L=/3 /8IF/J=/L=9A><A43

8

9826?1&3B F4<0:L=;4G-$

;4L@/B ><A2A4B L/ AL2BN L@43/3:AI49=8=9=;;234?4344WIF4AA=/3 /8P,@*&&*9.%=3 I*)%22'(2%)7.&%8+$9%(6

I*)%22'(('51%2%(4WI4F=;43L<0?F/2I">@=9@ =AL@4@=?@4ALIF/L49L=/3 ?F/2I <8L4FJ4=3? =3849L4B >=L@ Q,

#*$*7*.9+2"1%)(1C@4F4A20LAA@/>4B L@<L<00IF/J=/L=9A?F/2IA9<3 48849L=E40N =;IF/E4L@4<J=0=LN /8A@F=;I

L/ F4A=ALL@4Q,#*$*7*.9+2"1%)(+(=3849L=/3"<3B 9/;I/23B IF/J=/L=9A9<3 J4LL4FF4A=ALL@4Q,#*$*7*.9+2"1%)(

=3849L=/3A"=LAF40<L=E4IF/L49L=/3 F<L=/ =A/4144Q1&8L4F=3849L=/3 >=L@ L@4Q,#*$*7*.9+2"1%)("L@4F40<L=E4

4WIF4AA=/3A/8)P5"I43<=4B=3 /<"IF/G""'TP <3B -F2AL=3 >4F4/JE=/2A0N 2I:F4?20<L4B =3 @4;/0N;I@ /8

A@F=;I 84B B=4LAA2II04;43L4B >=L@ L@49/;I/23B IF/J=/L=9A# I*)%22'(2%)7.&%8+$9%(6I*)%22'(('51%2%($

9/;I<F4B L/ L@49/3LF/0B2F=3? L@4=;;23=R<L=/31)3 @4;/0N;I@" L@4F40<L=E44WIF4AA=/3 /8=;;234

B48=9=439N ?434" I43<=4B=3 /<" IF/I@43/0/W=B<A4"'NA/RN;4<3B -F2AL=3 >4F4=39F4<A4B L/ L@4;<W=;2;

04E40A<L4; 729 @1C@44WI4F=;43L<0F4A20L=3B=9<L4A!<BB=3? IF/J=/L=9AL/ L@4844B 9<3 48849L=E40N =;IF/E4

L@4<J=0=LN /8P,@*&&*9.%L/ F4A=ALL@4Q,#*$*7*.9+2"1%)(=3849L=/3"<3B L@4=;IF/E4;43L/8L@=A<J=0=LN ;<N

J4;<B4L@F/2?@ 43@<39=3? L@4B=A4<A4F4A=AL<394F40<L4B ?4344WIF4AA=/31

I*< =0/+1! P%1+#.&*.'(@*&&*9.%% IF/J=/L=9A% F4A=AL<394L/ B=A4<A4% =;;234?434% Q%5$%+ #*$*7*.9+2"1%)(

@0//*1402+,23 ';5)0/! *"%OH=</0=3?1,:;<=0!A/3?W0:NA8F=1<9193

830


