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摘要! 为了探索温度对半滑舌鳎幼鱼生长及性别的影响!本研究以半滑舌鳎家系为材料!

在受精后 /2 E!将建立的家系鱼苗分别置于 : $21 $2/ $28 和 29 P水温下进行培育!在

/2 <142 ESC测量各培育温度下半滑舌鳎幼鱼的体长和体质量!利用 *5**软件中方差分

析和相关分析法多重比较分析幼鱼生长规律$温度与体长和体质量的相关性" 结果表

明!在 :0 ESC时!28 P下幼鱼生长最快!但培养至 12: <142 ESC时!2/ P温度组生长速度

显著高于其他温度组" 2/ 和 28 P下的半滑舌鳎体质量特定生长率分别为 4142@和

417/@!明显高于其他温度处理组" 温度与半滑舌鳎家系体长$体质量的 5>9BI/= 系数分别为

31291和 31273!极显著正相关" 体长$体质量与温度的关系式分别为 I?117/9 7C

31/90 2

%L

2

?

31302&!M?31320 8C

11390 1

%L

2

?31398&" 采集 2/ P下半滑舌鳎受精卵和 / <142 ESC的鱼苗!

进行性类固醇激素表达水平分析" 结果显示!睾酮%M&和雌二醇%,

2

&含量在受精卵中最高

%84190 =G48G和 :2182 SG4G&!/ </2 ESC时逐渐降至最低值%417 =G48G 和814/ SG4G&" 至

47 ESC时又显著上升到峰值(%43101 B12174& =G48G 和 %42134 B1:11/& SG4G)!之后显著下

降" 在温度控制组!/2 <47 ESC各个温度组鱼苗 M和 ,

2

含量显著上升!47 ESC时达到峰值!但

1: 和 21 P温度组显著高于其他组!M分别为%:4193 B48137&和%08148 B/91/3& =G48G!,

2

分别为%0/1/9 B191:9&和%138103 B841:3& SG4G#其他温度组 M和 ,

2

含量相对较低且无显

著差异" :0 ESC性类固醇激素表达量显著下降!各温度组 ,

2

水平无显著差异!但 1: 和 29 P

时 M水平高于其他温度组" 依此推测 47 ESC$体长%41:: B3198& D8时半滑舌鳎鱼苗性腺开

始分化!1: 和 29 P有可能促使鱼苗雄性化"

关键词! 半滑舌鳎# 温度# 生长# 性类固醇激素

中图分类号! A:84188# *:785555555 文献标志码'&

55半滑舌鳎 #!*$%+.%11211#0-.(#J-1J]=?N>B"

109/ $ 属 脊 索 动 物 门 # -N/BE9?9$ "硬 骨 鱼 纲

#"I?>:DN?NH>I$ "鲽形目 #50>FB/=>D?:C/B8>I$ "舌

鳎科 #-H=/G0/II:E9>$ "舌鳎属 #!*$%+.%1121$ "是

我国近海常见的温水性(底层名贵经济鱼类)

经过十多年人工驯化养殖"半滑舌鳎已经成为

海水养殖的主要品种) 但是半滑舌鳎雌雄个体

生长差异大"雌性个体体质量是雄性个体的 4 <

7 倍"而且群体中雄鱼比例远高于雌鱼"雄性比

率高达 93@左右"因此"探讨遗传和环境因素对

半滑舌鳎性别影响成为目前研究的热点) 另外

雄性比例高使半滑舌鳎苗种培育和养殖成本极

大提高"严重影响了养殖经济效益"限制了这一

优良品种的广泛推广) 因此如何提高半滑舌鳎
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生长速度和苗种的雌性比例"培育生长快雌性

化率高的养殖鱼苗"成为科研和养殖中亟需解

决的问题)

许多环境因素和内在生理因素直接影响鱼

类性别分化和生长) 在环境因素中"温度在鱼

类繁殖和生长中具有重要作用
*1+

) 例如"温度

能够促进大西洋鳕 #N(,210%)'2($

*2+

(欧洲鲈

# @-3#$")()3'21 .(D)(4$

*/+

( 青 鳕 # 6%..(3'-21

&%..(3'-21$

*4+

和虹鳟 # >$3%)'*$3'210*?-11$

*8+

等鱼类的个体生长和性腺分化"在此过程中性

类固醇激素 19

!

6雌二醇#,

2

$和睾酮 #M$在性腺

分化中具有重要的作用"因此研究温度与性类

固醇激素的关系及变化规律"是解析温度对半

滑舌鳎性别影响的途径之一) 在此方面国内外

对美洲拟鲽#61#2,%&.#2)%$#3"#1(0#)-3($21$

*7+

"

,FB/S>9= S09:D> # 6.#2)%$#3"#1 &.("#11( $

*9+

"

,=G0:IN I/0># 6()%&')*1J#"2.21$

*0+

" 漠 斑 牙 鲆

# 6()(.-3'"'*1 ,#$"("21$

*:+

" GB>>=<9DZ C0/F=E>B

# L'%0D%1%.#( "(&-)-$( $

*13+

和 青
!

# >)*B-(1

.("-&#1$等鱼类血浆性类固醇激素的时空表达水

平"以及性腺发育过程中性类固醇激素随温度

变化的规律等进行了研究
*11+

) 但是温度对半滑

舌鳎发育过程中性类固醇激素表达水平影响研

究还未见报道)

本实验以半滑舌鳎家系为材料"检测不同温

度下半滑舌鳎家系生长和性类固醇激素含量的

变化"研究温度与生长(性类固醇激素水平表达

之间的作用关系"以及温度对半滑舌鳎性别的

影响"以期为半滑舌鳎性别控制提供理论和技

术依据)

15材料与方法

!"!#半滑舌鳎家系的建立和培育

利用山东省海阳市黄海水产有限公司培育的

健康半滑舌鳎雌雄亲鱼"经过生殖调控达到性成

熟"采用挤压腹部法采集 1 尾雌鱼成熟卵 833 8'

于 1 333 8'的烧杯中"利用吸管采集 1 尾雄鱼精

液 1 8'加入卵中"摇动烧杯使卵精混合"加入

/33 8'( 22 P海水激活受精"受精 13 8:= 后利用

过滤网冲洗受精卵数次"加入清水在烧杯中沉淀"

使受精卵与死卵分离"将上浮卵放入 83 D8 =

83 D8=133 D8网箱孵化"24 N 后收集上浮卵

233 8'"分别放入 / 个 / 8

/

水缸中继续孵化"并

利用空气泵向水中充气增氧"水温保持 1:17 <

2214 P) 受精后 /7 N 孵化出膜"进行鱼苗培育饲

养) 孵化时水温控制在 24 P以内) 依据鱼苗生

长和食性变化"从鱼苗开口(食性转化(伏底"先后

分别用轮虫(卤虫幼体(卤虫成体和日清牌人工配

合饵料 71(72(-1(-2(*1(*2(,51(,52 进行

饲喂)

!"$#温度调控

受精后 /2 E#/2 ESC"E9HIS/I?C>B?:0:U9?:/=$"

鱼体长达到 1813 <2313 88"开始对家系鱼苗人

工控温培育"分别在 8 个 / 8

/

水缸中放入 2 333

尾鱼苗"并分别将培育水温调节至 1:(21(2/(28(

29 P#温度浮动 B1 P$"利用 1 333 K 加热棒和

电脑智能温度控制器#KO6*L/"深圳安晟电子科

技有限公司$控制水温"另外配备 / 个 / 8

/

水缸

将水温加热到 28 <29 P"每天 / 次对培育缸进行

水体交换"每次交换 24/ 水体"以保证培育水温稳

定(水质清澈"并持续利用充气泵给培育缸中充

氧) 在以上条件下培育至 137 E"之后将水温控制

在 1: <23 P饲养) 水体 S+9182 <9178"盐度为

2/1/ <2813)

!"A#测量和取样

生长测量55在受精后 /2(47(02(:0(12:(

142 E 分别对每个温度梯度下培育的鱼苗进行随

机取样并测量体长和体质量"每一实验组分别取

43 <93 尾样本测量其体长和体质量)

自然养殖温度下鱼苗性类固醇测量样本采集

55在自然养殖温度下#2/ P$培育半滑舌鳎受

精卵和鱼苗"在受精后 1 E 时"取 1 G 卵"受精后

/(8(0(13(28(/2(47(:0(12:(142 E 时分别采集半

滑舌鳎鱼苗"每次取 13 尾"利用 2 8'冷冻管保存

于液氮中"运回实验室进行性类固醇含量测定)

温度控制鱼苗性类固醇测定样本采集55在

受精后 /2(47(:0 E 时"分别采集 1:"21"2/"28"

29 P温度处理组的半滑舌鳎组织样本"每组取样

13 尾"利用 2 8'冷冻管保存于液氮中"运回实验

室进行性类固醇含量测定)

!"N#性类固醇激素含量测定

从卵和鱼体中提取性类固醇激素"方法参照

*F= 等
*12+

和 $/FG>/?等
*1/+

"并略有改动) 半滑舌

鳎全鱼苗用蒸馏水清净"置于研钵中"然后加入

83@乙醇#ME8?1E1$"充分研磨"之后将匀浆液

转入 18 8'离心管中"无水乙醇#1 <2 8'$冲洗

:201
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研钵"将清洗液倒入离心管"继续研磨%4 P下

7 333 =+ 离心 13 8:="取上清液至离心管中"沉淀

物加 1 <2 8'无水乙醇"研磨"4 P 下 7 333 =+

离心13 8:="汇集上清液至离心管%加入 8 倍体积

的二氯甲烷萃取"通风橱静置分层"将水相移至另

一离心管"重复上步操作 2 次"汇集有机相"通风

橱内挥发有机相%及时去除水膜"如果水膜较厚"

可以加入等体积的二氯甲烷萃取%待有机相完全

挥发后"用适量 3131 8/04'#含 1@7*&$57*C

乙醇缓冲液室温下充分吹打溶解"将溶液储存于

623 P待用)

采用双抗体放射免疫测定法#$)&$"并适当

进行修改来测定 ,

2

和 M的表达含量) 碘*

128

)+雌

二醇和碘*

128

)+睾酮放射免疫试剂盒由天津九鼎

生物有限公司生产) 用 3 标准液将试剂盒中 13

=G4E'#M$和 13 SG48'#,

2

$稀释到 1 =G4E'和 1

SG48'"作为最低浓度的标准物) 然后采用半微

量#

128

)标记物(标准品浓度(抗体(分离剂加半

量$法测定"双管平行加样"采用 73 I计数"所得

结果除以 2"同时得到 7473@"以标准管的 74

73@为 H 轴#7为每对试管计算率的均值"73 为

3 标准双管计算率的均值$"标准物浓度为 W 轴"

绘制出标准曲线"采用 4 参数 '/G:I?:D拟合模型

计算出各样本管的 M和 ,

2

的浓度#M!=G4E'%,

2

!

SG48'$)

!"<#数据处理

利用 ANL

K

?133 =#'=M

2

6'=M

1

$ 4"" #M

2

指末重"M

1

指始重""指实验日数$"ANL

'

?133 =

#'=I

2

6'=I

1

$ 4""#I

2

指末长"I

1

指始长""指实验

日数$计算实验期间的特定生长率#$:DZ>B"1:9:%

!/=>I"2332$"并利用 ,WD>0统计软件作图)

利用 :0 ESC测得的生长数据"分析 1: <29 P

范围内"温度与半滑舌鳎鱼苗体长(体质量的相关

性"并分别建立体长与温度(体质量与温度的乘幂

关系 I?9C

<

(M?9C

<

"计算决定系数 L

2

值)

根据公式计算出单位质量样品中目标激素的

含量) 计算公式!

Q$RS#TSM$

式中"O为单位质量样品中目标激素的含量 #M!

=G48G%,

2

!SG4G$"K为单位浓度样本抽提液中目

标激素的含量#M!=G4E'%,

2

!SG48'$"H!抽提样

本质量#G$"8为每个样本抽提总体积#8'$)

利用 *5**软件进行方差分析"实验数据为

平均 值 B标 准 差 # 8>9= B*3$) 同 时 利 用

*?FE>=?6%>V89=6O>F0I#*%O$法对获得的数据进

行多重比较分析"分别在6?3138 或 3131 水平上

分析其差异性"比较结果用字母标记法"在同一系

列中字母相同表示差异不显著#6A3138$"字母

不同表示差异显著 #6D3138 $或极显著 #6D

3131$)

25结果

$"!#半滑舌鳎家系的生长情况

随着温度的升高"半滑舌鳎幼鱼的体长和体质

量均呈现先升高后降低的趋势 #图 1$) 受精后

:0 E时"在 1: <29 P培育条件下"温度与半滑舌鳎

家系体长(体质量的 5>9BI/= 系数分别为 31291和

31273"体长和体质量的相关系数为 3100:"都达到

极显著正相关#6D3131$) 同时"根据生长数据拟

合了 体 长( 体 质 量 与 温 度 的 关 系 式! I?

117/9 7C

31/90 2

#L

2

?31302 $" M ?31320 8C

11390 1

#L

2

?31398$"式中"< D/"表示在此温度范围内随

着温度的升高"半滑舌鳎鱼苗的体长和体质量也

相应快速增长#表 1$)

在受精后 47 E 时"1:(21(2/(28(29 P处理组

半滑舌鳎的体长和体质量分别达到 # 1197 B

3149$ D8"31347 G% #1107 B3181 $ D8"3139 G%

#2123 B312:$ D8"3111 G% #2112 B3149 $ D8"

3139/ G和#11:3 B3149$ D8"31387 G) 其中 2/

和28 P处理组生长较快"与其他温度组具有显著

性差异#6D3138$) 受精后 02 E"21(2/ 和 28 P

处理组半滑舌鳎体长和体质量分别为 #419/ B

3174$ D8"#3180 B3127$ G%#417: B3184$ D8"

#3188 B3119$ G 和 #418: B3170$ D8"#3188 B

312/$ G"明显高于其他温度处理组 #6D3138$"

但相互之间没有明显差异 #6A3138$) 受精后

:0 E"28 P处理组的半滑舌鳎的体长和体质量分

别达到#81:9 B31:8$ D8"#1122 B314:$ G"其生

长明显快于其他温度处理组#6D3138$) 受精后

12: E"21(2/ 和 28 P处理组的半滑舌鳎的体长和

体质量分别达到 # 01:9 B1187 $ D8" # /194 B

1173$ G%#:123 B1143$ D8"#4119 B1177$ G 和

#01:4 B1188$ D8"#/108 B119/$ G"明显高于 1:

和 29 P处理组#6D3138$) 受精后 142 E"2/ P

处理组的半滑舌鳎生长明显优于其他处理组

#6D3138 $" 其 体 长 和 体 质 量 已 分 别 达 到

3/01
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#1/122 B117/$D8"#12131 B4112$ G) 在受精后

142 E 取样时"因29 P处理组的半滑舌鳎死亡过

多"达不到取样数目#图 1$)

在 1: <28 P范围内"半滑舌鳎幼鱼体长和体

质量特定生长率随着温度的升高而增大"在 29 P

下特定生长率有所降低) 其中"2/ 和 28 P下的

半滑舌鳎体质量特定生长率明显高于其他温度处

理组#6D3138$"分别为 4142@和 417/@"相互

之间无明显差异#6A3138$) 在 28 P下"体长特

定生长率 # 2197@$最高"其次是 2/ P处理组

#2178@$"在 1:(21 和 29 P下显著降低"但相互

之间无显著差异#6A3138$#图 2$)

表 !#温度与半滑舌鳎家系体长%体质量相关分析

&'("!#D,--16'/0,*5(1/@11*/1.71-'/?-1'*9(,9; 50U1

"(,9; 61*2/3'*9@1023/$0*3'6+G5.,,/3/,*2?15,61

温度4P

?>8S>B9?FB>

体长4D8

0>=G?N

体质量4G

V>:GN?

温度4P

?>8S>B9?FB>

5>9BI/= D/BB>09?:/=

*:G1#26?9:0>E$

51

31291

""

31273

""

51 31333 31333

体长4D8

0>=G?N

5>9BI/= D/BB>09?:/=

*:G1#26?9:0>E$

31291

""

51

3100:

""

31333 51 31333

体质量4G

V>:GN?

5>9BI/= D/BB>09?:/=

*:G1#26?9:0>E$

31273

""

3100:

""

51

31333 31333 51

注!

""

表示在 6?3131 水平上具有极显著性差异

%/?>I!

""

8>9=ID/BB>09?:/= :II:G=:C:D9=?9??N>3131 0>2>0# 26

?9:0>E$

图 !#在不同时期不同温度下的半滑舌鳎生长体长"'$和体质量"($

不同温度处理组之间字母#9"<"D$不同表示有显著的差异#6D3138$ ) 以下注释同此

=02"!#D3'*2150*/,/'661*2/3"'$'*9@1023/"($-16'/0:1/, /31< 4,*5/'*/

/1.71-'/?-15/15/190*/313'6+G5.,,/3/,*2?15,61

MN>0>??>BI#9"<"D$:=E:D9?>I:G=:C:D9=?E:CC>B>=D>I<>?V>>= ?>8S>B9?FB>GB/FSI#6D3138$ " ?N>I98>9I?N>C/00/V:=G

图 $#不同温度下半滑舌鳎的特定生长率"V8R$

*J$

'

!表示体长特定生长率% *J$

K

!表示体质量特定生长率% /2 <:0 ESC":0 <142 ESC!分别表示受精后时间段

=02"$#V7140+042-,@/3-'/1"V8R

O

'*9V8R

W

$,+3'6+G5.,,/3/,*2?15,61'/

90++1-1*//1.71-'/?-159?-0*2 /31A$ XY% 97+'*9Y% X!N$ 97+71-0,95

*J$

'

8>9=IIS>D:C:DGB/V?N B9?>/C</EH 0>=G?N% *J$

K

8>9=IIS>D:C:DGB/V?N B9?>/C</EH V>:GN?% /2 6:0":0 6142 ESC8>9= ?:8>

S>B:/E 9C?>BC>B?:0:U9?:/="B>IS>D?:2>0H

1/01
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$"$#自然养殖条件下半滑舌鳎鱼苗性类固醇激

素水平

自然养殖温度#22 <2/ P$条件下"半滑舌鳎

受精后 1 E 的卵中性类固醇激素含量相当高"M

和 ,

2

含量分别为 84190 =G48G 和 :2182 SG4G)

孵化后鱼苗中性类固醇水平随着鱼苗的生长逐渐

降低"受精后 / E M和 ,

2

分别为 8172 =G48G 和

09124 SG4G%受精后 8 E M和 ,

2

分别为 1:1//

=G48G和 /41/3 SG4G%受精后 0 E M和 ,

2

分别为

0121 =G48G 和/1170 SG4G%受精后 13 E",

2

含量

仅1/139 SG4G"M为 91/7 =G48G%受精后 28 E"M

含量仅为 4170 =G48G",

2

含量为 :108 SG4G) 至

受精后 /2 E",

2

和 M的水平降到最低"含量分别

为 814/ SG4G 和417 =G48G) 之后随着鱼苗的生

长"在受精后/2 <47 E 性类固醇激素水平又显著

上升"在 47 E 达到又一个高峰"M和 ,

2

含量分别

为#43101 B12174$=G48G 和#42134 B1:11/$ SG4

G) 之后性类固醇激素水平又显著下降"受精后

142 E"分别下降到 4182 =G48G 和 1111/ SG4G

#图 /$)

$"A#温度控制条件下半滑舌鳎鱼苗性类固醇激

素水平

受精后 /2 E 将半滑舌鳎鱼苗分置在 1:(21(

2/(28 和 29 P8 个养殖温度下进行温度控制"此

时半滑舌鳎体内性类固醇激素表达水平极低) 受

精后 47 E 时"各个温度组的性类固醇表达量均急

剧升高到较高水平"但 1: 和 21 P组性类固醇激

素含量相对于其他温度组较高 " 1: P组M和

,

2

含 量 分 别 为 # :4193 B48137 $ =G48G 和

#0/1/9 B191:9$ SG4G%21 P组 M和 ,

2

含量分别

为 #08148 B/91/3 $ =G48G 和 #138103 B841:3 $

SG4G) 2/(28 和 29 P条件下的性类固醇含量无显

著差异#6A3F38$"M表达范围为#43101 B12174$

<#47194 B1019/$=G48G%,

2

表达范围为#42134 B

1:11/$ <#8/130 B1:1/0$SG4G) 受精后 :0 E"结束

温控"M含量在 1: 和 29 P处理组中分别为 28118

和 /0178 =G48G"高于 21(2/ 和 28 P处理组#6D

3138$#图 469$) ,

2

在各个温度处理组含量较 47

ESC时大幅降低"且各温度处理组无明显差异#6A

3F38$"表达量为#1/132 B81/1$ <#18182 B/174$

=G48G#图 46<$)

图 A#自然养殖温度"$$ Z$A [$下半滑舌鳎

鱼苗在 ! Z!N$ 97+体内性类固醇激素

"雌二醇和睾酮$含量变化规律

=02"A#D,*41*/-'/0,*,+15/-'90,6G!\

!

'*9/15/,5/1-,*10*

1225'*96'-:'10*! X!N$ 97+(; *'/?-'6(-1190*2

/1.71-'/?-1"$$ X$A [$,+3'6+G5.,,/3/,?235,61

图 N#不同时期不同温度处理下半滑舌鳎体内性类固醇激素雌二醇"'$和睾酮"($表达水平

=02"N#D3'*215,+/3161:16,+/15/,5/1-,*1"'$'*915/-'90,6G!\

!

"($0*-16'/0,*/, /31< 4,*5/'*//1.71-'/?-15

/15/19,+/313'6+G5.,,/3/,?235,619?-0*2 6'-:'6'*9]?:1*06191:16,7.1*/5/'21

/5讨论

对于鱼类养殖而言"适宜的水温能促进生长(

减少病害(维持生理平衡(保障品质和提高经济效

益) 在高温条件下"半滑舌鳎易发生病变"如白

化(烂尾等"鱼苗摄食量差"饵料转化时易发生死

2/01
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亡%在低温下"鱼苗摄食量大大减少"生长缓慢)

鱼的种类不同"其对温度的适应能力也不同) 通

过调节温度来促进鱼类生长是最有效的途径之

一) 在 1/(28 和 2: P条件下的欧洲鲈的日增重

率分别为 3148@"112:@和 1121@) 在适宜生长

的温度范围#1/ <28 P$内"欧洲鲈的生长速度随

着温度的升高而加快"而一旦超过这一范围"其生

长速度降低
*14+

) 大菱鲆# A3%&'"'(.0210(4-021$

的适宜生长温度范围为 17 <23 P"在 #1812 B

317$ <24 P内"随着温度的升高"大菱鲆幼鱼的

生长率逐渐降低"且死亡率逐渐升高
*18+

)

目前对半滑舌鳎适宜生长温度的研究结果存

在一定的差异"根据以往报道的半滑舌鳎幼鱼适

宜生长水温范围有 14 <28 P

*17+

(10 <28 P

*19+

和

23 <27 P

*10+

等研究结果) 在 1: <28 P条件下的

半滑舌鳎鱼苗生长率相对较高"但在 17 和 20 P

时生长率略有下降
*19+

) 在 1918 <2918 P的实验

范围内"随着温度的升高"半滑舌鳎幼鱼的生长率

呈现先升高后降低的趋势"在 2918 P时明显下

降
*10+

) 本研究结果显示"在 23 <28 P温度范围

内"幼苗体长和体质量特定生长率随着温度的升

高而增大"而 1: P处理组半滑舌鳎幼苗生长缓

慢"29 P处理组特定生长率明显减小"综上所述"

半滑舌鳎鱼苗适宜生长温度应当在 19 <29 P"低

于或高于这一温度范围都不利于鱼苗生长) 在适

宜温度范围内"温度与半滑舌鳎幼鱼的体长和体

质量呈显著正相关#6D3131$"体长(体质量与温

度的函数关系也验证了这一结果) 可见适当提高

培育水温可以提高半滑舌鳎幼鱼生长速度"2/ <

28 P更适合半滑舌鳎鱼苗的早期生长)

)8I09=E 等
*1:+

将大菱鲆鱼苗的培育水温从

23 P逐渐降低到 17 P"结果表明先高温后低温

的调控模式能促进大菱鲆鱼苗的后期生长) 本研

究的生长数据显示"温度控制实验结束时经 28 P

控温培育的半滑舌鳎鱼苗生长最好) 温控结束

后"在 12: ESC时"21 和 2/ P处理组生长与 28 P

组无明显差异"但在 142 ESC时"2/ P处理组的鱼

苗生长较快) 实验结果与 )8I09=E 的研究相似"

早期适宜高温处理同样有利于促进半滑舌鳎鱼苗

的生长)

温度不仅对鱼类生长具有明显的影响"同时

也能够影响鱼类性类固醇激素的表达水平"进而

对性别分化产生影响) 在鲤 #!*&)-$213()&-%$

中"仅仅改变 8 P就能使雌二醇的分泌量变化 23

倍
*23+

) 温度升高或降低能够导致牙鲆雄性化的

发生
*21 622+

% 高 温 能 使 罗 非 鱼 # >)#%3')%0-1

$-.%"-321$雄性化"推断可能因温度升高导致芳香

化酶 8$%&表达降低"进而使雌二醇表达量减

小"发生雄性化"但在罗非鱼中添加了芳香化酶抑

制剂后产生了相反的结果
*2/+

) 在杂交鲟和施氏

鲟#<3-&#$1#)13')#$3?--$生殖周期中"雄鱼睾酮的

含量随着精子发生而逐渐升高"且这种高含量的

睾酮一直持续到精巢成熟%雌鱼睾酮含量在卵黄

期开始显著升高
*24+

) 在斜带石斑鱼#E&-$#&'#.21

3%-%-,#1$中"性类固醇激素水平与温度密切相关"

当水温上升至 1918 <2214 P时"雌二醇含量显著

上升"而睾酮含量仅略有升高%其后雌二醇含量随

着温度的升高而增至#2314 B2139$ SG48'"睾酮

含量也随后升高到#/7 B414$

!

G48'

*28+

) 圆斑星

鲽#8#)(1&#)J()-#+("21$养殖群体性腺指数与温

度的相关指数为 63190/"雌二醇和睾酮的含量均

与水温呈显著负相关
*27+

)

在自然养殖水温下#2/ P$半滑舌鳎仔鱼体

内的睾酮和雌二醇含量在 / </2 ESC呈下降趋势"

47 ESC时含量达最高峰"而根据性腺组织切片观

察的结果"此时正是半滑舌鳎卵巢分化时期
*29+

"

睾酮和雌二醇浓度也较高"表明睾酮和雌二醇的

大量分泌与半滑舌鳎性别分化密切相关) 这与

$/FG>/?等
*1/+

报道的欧亚鲈 #6#)3( /.2J-("-.-1$在

组织学性别分化发生时"性类固醇激素显著升高

的结论一致) 在温度控制下 47 ESC时"各温度组

类固醇激素表达水平均明显上升"但 1: 和 21 P

处理组的半滑舌鳎鱼苗类固醇表达水平高于其他

组"说明此时1: <21 P组半滑舌鳎鱼苗性腺分化

正处于旺盛时期) :0 ESC时"类固醇水平表达量

显著降低"但 1: 和 29 P温度组睾酮水平略高于

其他温度组"而雌二醇水平无显著差异"此时半滑

舌鳎卵巢已经发育至
'

期
*29+

"依据以上结果可以

推测 1: 和 29 P有促进半滑舌鳎雄性化的可能)

本实验中半滑舌鳎受精卵 1 ESC时性类固醇

激素表达量非常高"至 /2 ESC时"睾酮和雌二醇含

量降至仅 417 =G48G 和 814/ SG4G) $/FG>/?

等
*1/+

报道的欧亚鲈未受精的卵中也检测出了浓

度非常高的雌二醇和睾酮"推测这些性类固醇激

素可能是从母本中转移过来的) 成熟的雌性罗非

鱼卵中也包含着高浓度的睾酮和雌二醇"而在 1 E

//01
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到 / 周龄的罗非鱼中"雌二醇和睾酮含量呈锐减

的趋势"在第 / 周时"睾酮含量小于 3134 =G4尾"

雌二醇含量小于 31312 SG4尾
*20+

)

在硬骨鱼中"卵巢的发育依赖于内源性雌二

醇"卵巢产生的雌二醇能引导雌性生殖细胞中的

3%&合成"进而促进卵母细胞的发育和成熟"睾

酮则被认为是雌二醇的前体"在性别分化和性腺

发育过程中表达量一直较高
*2:+

) 在大西洋鳕的

雌性性腺发育过程中"睾酮的表达量一直低于雌

二醇的表达量"也有报道称大西洋鳕卵巢发育过

程中 M与 ,

2

表达水平一致
*/3 6/2+

) 徐永江等
*27+

报道的半滑舌鳎雌性个体中血浆睾酮的表达水平

一直低于雌二醇的表达水平"在卵巢发育过程中

M和 ,

2

变化一致) 本研究中"雌二醇含量一直高

于睾酮的含量"但二者的变化趋势基本一致"在性

腺分化时其含量显著升高)

综上所述"半滑舌鳎鱼苗在培育温度为 2/ <

28 P时生长最快"在适宜温度范围内提高温度可

促进半滑舌鳎鱼苗的生长) 在半滑舌鳎受精卵中

类固醇含量最高"随着鱼苗孵化和发育"类固醇含

量逐渐降低"但当鱼苗生长到 47 ESC"体长大于

#41:: B3198$D8"体内类固醇水平显著增加并达

到高峰值"之后又逐渐下降) 1: <21 P能够促进

类固醇激素含量整体升高) 但鱼苗发育到 :0 E

时"1: 和 29 P促进了睾酮水平提高"而 19

!

6雌二

醇在各处理组无显著差性) 因此可以推论"47

ESC时半滑舌鳎鱼苗开始性别分化":0 ESC时性别

分化已经完成"1: 和 29 P可能会促使鱼苗雄

性化)

参考文献!

* 1 +579B/:00>B!("JF:GF>= X"(/I?:>B&1,=E/DB:=>9=E

>=2:B/=8>=?909IS>D?I/CI>W E:CC>B>=?:9?:/= := C:IN

*!+1->00F09B9=E L/0>DF09B':C>*D:>=D>I"1:::"88

#7 69$!:13 6:/11

* 2 +57B9=E>BOL1MN>>CC>D?I/C?>8S>B9?FB>/= GB/V?N

/C?N>&?09=?:DD/E # N(,210%)'2( $ * !+1)-,*

!/FB=90/CL9B:=>*D:>=D>"1::8"82#1$!1 6131

* / +570̂TF>UL" Y9=FH *" -9B:00/ L" #"(.1,CC>D?I/C

B>9B:=G ?>8S>B9?FB> /= I>W E:CC>B>=?:9?:/= := ?N>

,FB/S>9= I>9<9II#@-3#$")()3'21.(D)(4'1$ *!+1

!/FB=90/C,WS>B:8>=?90Y//0/GH" 1::0" 201 # / $!

239 62171

* 4 +55>BI/=6'>$FH>?!" 7FDN>?." .:=D>=?7" #"(.1

,CC>D?I/C?>8S>B9?FB>/= ?N> GB/V?N /C5/009DZ

#6%..(3'-21&%..(3'-21$ ;F2>=:0>I*!+1&TF9DF0?FB>"

2337"281#2 64$!/43 6/481

* 8 +5%HZ_=>= L1,CC>D?I /C ?>8S>B9?FB> 9=E C>>E:=G

B>G:8>/= D/8S>=I9?/BH GB/V?N /CB9:=</V ?B/F?"

>$3%)'*$3'210*?-11*3+1#=:2>BI:?H /C!H2_IZH0_"

(9DF0?H /C*D:>=D>"L9I?>B/C*D:>=D>MN>I:I"23371

* 7 +5+9B8:= *&"-B:8 'K"K>:G9=E L 31509I89I>W

?>B/:E SB/C:0>I9=E ?N>I>9I/=90B>SB/EFD?:2>DHD0>:=

890>9=E C>890>V:=?>BC0/F=E>B"61#2,%&.#2)%$#3"#1

(0#)-3($21#K90<9F8$ *!+1L9B:=97:/0/GH"1::8"

121#4$!731 67131

* 9 +5*D/??&5"K:??N98>I5$"MFB=>B$!"#"(.1509I89

D/=D>=?B9?:/=I/C /29B:9= I?>B/:EI := B>09?:/= ?/

//DH?>C:=9089?FB9?:/= 9=E /2F09?:/= := C>890>S09:D>

I98S0>E 9?I>9*!+1!/FB=90/C(:IN 7:/0/GH"1::0"82

#1$!120 61481

* 0 +5!/N=I/= ''"-9I:009I,"LH>BIL *"#"(.159??>B=I

/C//DH?>E>2>0/S8>=?9=E B>09?>E DN9=G>I:= S09I89

19

$

6>I?B9E:/0".:?>00/G>=:="9=E S09I89DN>8:I?BH :=

,=G0:IN I/0>6()%&')*1J#"2.21J:B9BE*!+1!/FB=90/C

,WS>B:8>=?90L9B:=97:/0/GH 9=E ,D/0/GH" 1::1"

182!171 61081

* : +5L>BI/= $$"-9I>H - *"L9B?:=>U-"#"(.1"/DH?>

E>2>0/S8>=?:= IF88>BC0/F=E>B!I>9I/=90DN9=G>I

9=E I?>B/:E D/BB>09?>I*!+1!/FB=90/C(:IN 7:/0/GH"

2333"89#1$!102 61:71

*13+5*F= 7"59=ZNFBI?% K159??>B=I/C//DH?>GB/V?N"

2:?>00/G>=:= 9=E G/=9E90I?>B/:E D/=D>=?B9?:/=I:=

GB>>=<9DZ C0/F=E>B*!+1!/FB=90(:IN 7:/0/GH"2334"

74#8$!1/:: 614121

*11+5%9G9N989X1 L/0>DF09B 8>DN9=:I8I /C I>W

E>?>B8:=9?:/= 9=E G/=9E90I>W E:CC>B>=?:9?:/= := C:IN

*!+1(:IN 5NHI:/0/GH 7:/DN>8:I?BH" 2338" /1 # 2 6

/$!138 613:1

*12+5*F= 5"X/F ("':F L Q"#"(.1*?>B/:E I>W N/B8/=>

EH=98:DI EFB:=G >I?B9E:/0619

$

:=EFD>E G/=9E90

E:CC>B>=?:9?:/= := 6()(.-3'"'*1%.-J(3#21#M>0>/I?>:$

*!+1-N:=>I>!/FB=90/C"D>9=/0/GH 9=E ':8=/0/GH"

2313"20#2$!284 628:1

*1/+5$/FG>/?-" OB:8 &" L9=E:Z:* % L" #"(.1*>W

I?>B/:E EH=98:DIEFB:=G >8<BH/G>=>I:I9=E I>WF90

E:CC>B>=?:9?:/= := ,FB9I:9= S>BDN" 6#)3( /.2J-("-.-1

*!+1MN>B:/G>=/0/GH"2339"79#8$!1347 613821

*14+5$FH>?!5'"L9N`O"79H/= % '"#"(.1,CC>D?I/C

?>8S>B9?FB> /= GB/V?N 9=E 8>?9</0:I8 := 9

L>E:?>BB9=>9= S/SF09?:/= /C,FB/S>9= I>9 <9II"

@-3#$")()3'21.(D)(4* !+1&TF9DF0?FB>" 2334" 2/9

#1 64$!27: 62031

4/01



!""#!

!

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

11 期 汪5娣"等!温度对半滑舌鳎生长及性类固醇激素水平的影响 55

*18+5)8I09=E &O"*F=E>' L" (/0Z2/BE &" #"(.1MN>

:=?>B9D?:/= <>?V>>= ?>8S>B9?FB>9=E I:U>/= GB/V?N

/C ;F2>=:0> ?FB</? # A3%&'"'(.021 0(4-021

$9a=>ITF>$ * !+1!/FB=90(:IN 7:/0/GH" 1::7" 4:!

:27 6:431

*17+5K9=G QA"JF Q Y" X9= 7 '" #"(.1*?FE:>I/=

<:/0/GH 9=E DF0?FB> >D/0/GH /C DH=/G0/IIFI

I>8:09>2:I* !+1(:IN>B:>I,D/=/8H $>I>9BDN" 2337

#4$!18 6191*王兴强"顾夕章"阎斌伦"等1半滑舌

鳎生物学及其养殖生态研究1渔业经济研究"2337

#4$!18 6191+

*19+5(9=G !+" M:9= Q '" 3/=G * '" #"(.1,CC>D?I

?>8S>B9?FB>/= ?N>GB/V?N"<:/DN>8:D90D/8S/I:?:/=

9=E >=>BGH <FEG>?/C?/=GF> I/0>" !*$%+.%1121

1#0-.(#J-1 J]=?N>B* !+1 5>B:/E:D90 /C "D>9=

#=:2>BI:?H /C-N:=9"2313"43#1$!28 6/31*房景辉"

田相利"董双林"等1温度对半滑舌鳎的生长(生化

组成和能量收支的影响1中国海洋大学学报"2313"

43#1$!28 6/31+

*10+5M:9= X*"K9=G 3"QF X"#"(.1,CC>D?I/CB>9B:=G

?>8S>B9?FB>/= GB/V?N 9=E I>W E>?>B8:=9?:/= := ?N>

N90C6I8//?N ?/=GF>I/0># !*$%+.%11211#0-.(#J-1$

*!+1!/FB=90/C(:IN>B:>I/C-N:=9" 2311" /8 # 2 $!

197 610/1*田永胜"汪娣"徐营"等1温度对半滑舌

鳎家系生长及性别的影响1水产学报" 2311" /8

#2$!197 610/1+

*1:+5)8I09=E &O" *DNB98 ," $/?N 7" #"(.1)8SB/2:=G

GB/V?N := ;F2>=:0>?FB</?# A3%&'"'(.0210(4-021

$9a=>ITF>$ <H B>9B:=G aIN := IV:?DN>E ?>8S>B9?FB>

B>G:8>I*!+1&TF9DF0?FB>)=?>B=9?/=90"2339"18 #8$!

43/ 64391

*23+5L9==:=G %!"O:8>3,1M>8S>B9?FB>B>GF09?:/= /C

/29B:9= I?>B/:E SB/EFD?:/= := ?N>D/88/= D9BS"

!*&)-$213()&-% '1"-$ J-J% 9=E -$ J-")%*!+1J>=>B90

9=E -/8S9B9?:2> ,=E/DB:=/0/GH" 1:04" 87 # / $!

/97 6/001

*21+5"IS:=96&R029B>U%" 5:C>BB>B (1 M>8S>B9?FB>6

E>S>=E>=? I>W E>?>B8:=9?:/= := C:IN B>2:I:?>E!

SB>290>=D>"9I:=G0>I>W B9?:/ B>IS/=I>S9??>B="9=E

S/II:<0>>CC>D?I/CD0:89?>DN9=G>*!+15'/*"=>"

2330"/#9$!>20/91

*22+5O:?9=/ M" M9Z98F=> O" O/<9H9IN: M" #"(.1

*FSSB>II:/= /C5483 9B/89?9I>G>=>>WSB>II:/= :=

I>W6B>2>BI>E 890>ISB/EFD>E <H B>9B:=G G>=>?:D900H

C>890>09B29>9?9N:GN V9?>B?>8S>B9?FB>EFB:=G 9

S>B:/E /CI>W E:CC>B>=?:9?:/= := ?N>!9S9=>I>C0/F=E>B

#6()(.-3'"'*1%.-J(3#21$ *!+1!/FB=90/CL/0>DF09B

,=E/DB:=/0/GH"1:::"2/#2$!179 61971

*2/+53--/??9+"(/I?:>B&"JF:GF>= X"#"(.1&B/89?9I>

S09HI9Z>H B/0>EFB:=G =/B8909=E ?>8S>B9?FB>6

:=EFD>E I>W E:CC>B>=?:9?:/= /C?:09S:9>)#%3')%0-1

$-.%"-321 * !+1 L/0>DF09B $>SB/EFD?/= 9=E

3>2>0/S8>=?"2331"8:#/$!278 62971

*24+5YN9=G 'Y"YN9=G M"YNF9=G 5"#"(.1-N9=G>I:= I>W

I?>B/:E D/8D>=?B9?:/= /C:= E:CC>B>=?I>W 9=E G/=9E

E>2>0/S8>=? /C &8FB I?FBG>/= # <3-&#$1#)

13')#$3?--$*!+1!/FB=90/C(FE9= #=:2>BI:?H!%9?FB90

*D:>=D>"2311"83#/$!/73 6/781*章龙珍"张涛"庄

平"等1不同性别和性腺发育阶段施氏鲟血清性类

固醇激素含量变化1复旦科学!自然科学版"2311"

83#/$!/73 6/781+

*28+5YN9/ ++" ':F Q -" ':FCF X Y" #"(.1*>9I/=90

DHD0>I/C/29B:9= E>2>0/S8>=?9=E I>B8= I>W I?>B/:E

0>2>0I/CC>890>GB/FS>BE&-$#&'#.213%-%-,#1*!+1

&D?9 *D:>=?:9BF8 %9?FB90:F8 #=:2>BI:?9?:I

*F=H9?I>=:"233/"42#7$!87 67/1*赵会宏"刘晓春"

刘付永忠"等1斜带石斑鱼雌鱼卵巢发育与血清性

类固醇激素的生殖周期变化1中山大学学报!自然

科学版"233/"42#7$!87 67/1+

*27+5QF X!"':F QY"K9=G AX"#"(.1&==F90G/=9E90

89?FB9?:/= DHD0>/CD9S?:2>IS/??>E N90:<F?"8#)(1&#)

J()-#+("21!D/BB>09?:/= V:?N I>BF8 I>W I?>B/:EI9=E

SN/?/?N>B890B>GF09?:/=1!/FB=90/C(:IN>BH *D:>=D>I

/C-N:=9"2311"10 # 4 $!0/7 60471*徐永江"柳学

周"王清印"等1养殖圆斑星鲽血浆性类固醇激素

表达与卵巢发育及温光调控的关系1中国水产科

学"2311"10#4$!0/7 60471+

*29+5K9=G 3"M:9= X*"-N>= *'"#"(.1,CC>D?/CV9?>B

?>8S>B9?FB>/= G/=9E90E>2>0/S8>=?:= N90C6I8//?N

?/=GF>6I/0>#!*$%+.%11211#0-.(#J-1J]=?N>B$ *!+1

!/FB=90/C(:IN>B:>I/C-N:=9"2312"/7 # 2 $!272 6

2911*汪娣"田永胜"陈松林1温度对半滑舌鳎性腺

发育影响1水产学报"2312"/7#2$!272 62911+

*20+5$/?N<9BE *"L/92 7" X9B/= Y1-N9=G>I:= I?>B/:E

D/=D>=?B9?:/=IEFB:=G I>WF90/=?/G>=>I:I:= M:09S:9

*!+1&TF9D0?FB>"1:09"71#1$!8: 6941

*2:+5+:G9IN:=/ M"L:FB9M"L:FB9-"#"(.1,CC>D?I/C?V/

I>W I?>B/:E N/B8/=>I/= >9B0H //G>=>I:I:= !9S9=>I>

NFDN>= # 923'% &#))*-$ * !+1(:IN 5NHI:/0/GH 9=E

7:/DN>8:I?BH"233/"20#1 64$!/4/ 6/441

*/3+5$=II/= 7!7" *?>:=9BII/= &" $=9I/= M1JB/V?N

8/E>0C/B&?09=?:DD/E #N(,210%)'2($!,CC>D?I/C

?>8S>B9?FB>9=E </EH V>:GN?/= GB/V?N B9?>*!+1

&TF9DF0?FB>"2339"291#1 64$!217 62271

*/1+5-/8>9F '&"-98S9=9*,"-N/F:=9BE6J &"#"(.1

M:8:=G /C&?09=?:D D/E N(,210%)'2( I>9I/=90

8/01



!""#!

!

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

555 水5产5学5报 /0 卷

8:GB9?:/=I:= B>09?:/= ?/ I>BF80>2>0I/CG/=9E909=E

?NHB/:E90N/B8/=>I* !+1L9B:=>,D/0/GH 5B/GB>II

*>B:>I"2331"221!248 628/1

*/2+5O;>I<F "*"O0F=GIbHB!"OBH2:+"#"(.1(>DF=E:?H"

9?B>I:9"9=E >GG I:U>/CD9S?:2>&?09=?:DD/E#N(,21

0%)'2($ := B>09?:/= ?/ SB/W:89?></EH D/8S/I:?:/=

*!+1-9=9E:9= !/FB=90/C(:IN>B:>I9=E &TF9?:D

*D:>=D>I"1::1"40!2/// 62/4/1

+̂+14/,+/1.71-'/?-1,*/312-,@/3'*951F 5/1-,094,*41*/-'/0,*,+/31

3'6+G5.,,/3/,?2?15,61#!*$%+.%88:88#@-.(#A-8$

K&%J3:

1"2

" M)&%X/=GIN>=G

1

"

" A)K>=IN9=

1"/

" K,%+9:IN>=

4

" -+,%*/=G0:=

1

#1,-./R.::3U<.1 >'?@.4'.?A.?.149@ "&?5'5=5."#@'&.?.B91D.E/36>'?@.4/<9'.&9.?"012341534/36<=?51'&12:.V.C.:38E.&536

T14'&.>'?@.4'.?"T'&'?54/36BG4'9=:5=4."<@1&D3&G W'&GD135277391"#@'&1%

2,#3::.G.360'6.<9'.&9.?1&D 7.9@&3:3G/"W'&GD13BG4'9=:5=41:P&'C.4?'5/"W'&GD13527713:"#@'&1%

/,#3::.G.36BL=1K:'6.1&D 7.9@&3:3G/"<@1&G@1'X9.1& P&'C.4?'5/"<@1&G@1'5231/37"#@'&1%

4,>'?@4'.?#3::.G."X9.1& P&'C.4?'5/36#@'&1"W'&GD13527733/"#@'&1$

B(5/-'4/! MN>:=C0F>=D>/C?>8S>B9?FB>/= GB/V?N 9=E ?N>>WSB>II:/= 0>2>0I/CI>W I?>B/:EIV>B>I?FE:>E :=

;F2>=:0>N90C6I8//?N ?/=GF>I/0>#!*$%+.%11211#0-.(#J-1J]=?N>B"109/ $1M/=GF>I/0>I9?/2 E9HIS/I?6

C>B?:0:U9?:/=#ESC$V>B>>WS/I>E ?/ ?>8S>B9?FB>IB9=G:=G CB/8 1: ?/ 29 P1L>9IFB>8>=?I/C0>=G?N 9=E </EH

V>:GN?/C900:=E:2:EF90I:= >9DN ?>8S>B9?FB>GB/FS V>B>D/=EFD?>E /2 6142 ESC1*?FE>=?6%>V89=6O>F0I

I/C?V9B>V9IFI>E ?/ 9=90HU>?N>GB/V?N BNH?N8 /C;F2>=:0>I9=E B>09?:2:?H /C?>8S>B9?FB>9=E 0>=G?N 9=E

</EH V>:GN?/CN90C6I8//?N ?/=GF>I/0>1$>IF0?IIN/V>E ?N9??N>;F2>=:0>I/C:0 ESCGB>VC9I?>I?:= 28 P

GB/FS <F?GB>VC9I?>I?:= 2/ P GB/FS VN>= DF0?FB>E <>?V>>= 12: 6142 ESC1MN>IS>D:C:DGB/V?N B9?>I/C

</EH V>:GN?/CN90C6I8//?N ?/=GF>I/0>V>B>4142 9=E 417 B>IS>D?:2>0H 9?2/ 9=E 28 P 9=E /<2:/FI0H

N:GN>B?N9= /?N>B?>8S>B9?FB>GB/FSI1MN>5>9BI/= D/BB>09?:/= D/>CC:D:>=?I<>?V>>= ?>8S>B9?FB>9=E ?/?90

0>=G?N 9=E </EH V>:GN?V>B>31291 9=E 31273"B>IS>D?:2>0H1L/B>/2>B"?N>B>09?:/=IN:SI/C?>8S>B9?FB>#M$

9=E 0>=G?N#'$9=E </EH V>:GN?#K$V>B>G:2>= <H ?N>>TF9?:/=II?117/9 7C

31/90 2

#L

2

?31302$9=E M?

31320 8C

11390 1

#L

2

?31398 $"B>IS>D?:2>0H1MN>>WSB>II:/= /CI>W I?>B/:E N/B8/=>I:= C>B?:0:U>E >GG 9=E

;F2>=:0>I/C/ 6142 ESC9?2/ P V>B>E>?>D?>E1MN>B>IF0?IIN/V>E ?N9??N>D/=D>=?B9?:/=I/C?>I?/I?>B/=>

#M$9=E 19

!

6>I?B9E:/0#,

2

$V>B>2>BH N:GN := C>B?:0:U>E >GGI"<F?E>DB>9I>E GB9EF900H 9=E B>9DN>E ?N>:B0/V>I?

0>2>0I9?/2 ESC#417 =G48G C/BM9=E 814/ SG4G C/B,

2

$9=E ?N>= :=DB>9I>E ?/ ?N>:BN:GN>I?0>2>0I#92>B9G>

43103 6:4193 =G48G C/BM9=E 42134 6138103 SG4G C/B,

2

$9?47 ESC"<F?E>DB>9I>E 9G9:= 09?>B1)= 900

?>8S>B9?FB>GB/FSI"?N>D/=D>=?B9?:/=I/CM9=E ,

2

:=DB>9I>E /<2:/FI0H 9?/2 647 ESC9=E B>9DN>E N:GN>I?

0>2>0I9?47 ESC1MN>D/=D>=?B9?:/=I/CM9=E ,

2

:= 1: 9=E 21 P GB/FSIV>B>8FDN N:GN>B?N9= ?N9?:= /?N>B

GB/FSI9=E ?N>B>V>B>=/ I:G=:C:D9=?E:CC>B>=D>I:= ?N>I>GB/FSI1MN>D/=D>=?B9?:/=I/CI>W I?>B/:E N/B8/=>I

E>DB>9I>E I:G=:C:D9=?0H 9?:0 ESC:= 900?>8S>B9?FB>GB/FSI9=E ?N>>WSB>II:/= /C,

2

N9E =/ I:G=:C:D9=?

E:CC>B>=D>I"<F??N>>WSB>II:/= /CMV>B>N:GN>B:= 1: 9=E 29 P GB/FSI?N9= ?N9?:= /?N>BGB/FSI1MN>B>C/B>"

:?V9IIS>DF09?>E ?N9??N>G/=9E /C;F2>=:0>N90C6I8//?N ?/=GF>I/0><>G9= ?/ E:CC>B>=?:9?>VN>= ?N></EH

0>=G?N V9I#41:: B3198$D8 9?4 ESC9=E 1: 9=E 29 P 89H <>?N>?>8S>B9?FB>VN:DN D/F0E SB/8/?>?N>

;F2>=:0>?/ 89IDF0:=:U9?:/=1

C1; @,-95! !*$%+.%11211#0-.(#J-1% ?>8S>B9?FB>% GB/V?N% I>W I?B>/:E

D,--157,*90*2 '?/3,-! M)&%X/=GIN>=G1,689:0!?:9=HI;HICB:19D1D=

7/01


