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!

细胞可通过细胞外囊泡%也称为外泌体#

B:CF8=B99<98FLB0'=9B0

$将自身物质或代谢产物释放到细胞外'

随着研究的深入%研究人员发现%细菌也可以产生包裹许多大分子物质#包括蛋白质1脂类1

$]Y

和
>]Y

等$的外
泌体%并且细菌外泌体与细菌生存发育及细菌介导的种内和种间相互作用等多种生物学活动有着密切联系'研究
人员还发现%革兰阴性菌与革兰阳性菌均可产生包含

$]Y

的外泌体%细菌外泌体
$]Y

可发挥介导水平基因的转
移1协助生物膜形成及刺激免疫调节机制等生物学功能'本文针对细菌外泌体

$]Y

的产生方式及其生物学功能
进行阐述%使读者更为深入地了解细菌外泌体

$]Y

%推动对细菌外泌体
$]Y

的进一步研究和发展'
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外泌体(
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外泌体#

B:CF8=B99<98FLB0'=9B0

$的生成与释放在
自然界中是一种普遍现象%无论是哺乳动物细胞%还
是细菌都会释放外泌体%且释放的外泌体大小相近%

一般在
-)

"

Z))17

'外泌体内可包含蛋白质1核
酸1脂质及一些其他代谢产物%对于细胞或细菌的种
内和种间交流都起着十分重要的作用'有研究表
明%人体细胞产生外泌体就可参与进行信号传导的
信号级联和神经细胞间的相互沟通/

(2-

0

'同时%对细
菌外泌体结构的研究发现%其具有多种形式%如外膜
囊泡1外

2

内膜囊泡1质膜囊泡等/

4

0

'

细菌外泌体是包裹有细菌部分内容物的囊性结
构体%呈圆球状%可释放到邻近组织或进行长距离运
输'细菌外泌体很早开始进入大众视野'最初%细
菌外泌体被认为是细菌死后产生的碎片%被极性脂
类包裹而成的囊性结构'在

-)

世纪
3)

年代%研究
人员观察到大肠埃希菌在活性状态下可产生囊泡%

首次提出了细菌外泌体的概念%

-)

世纪
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年代革
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兰阳性菌的外泌体被发现'至此%学界达成共识%细
菌外泌体是细菌生命活动中的一种普遍现象%且可
由活细菌产生%在细菌的生存生长过程中细菌外泌
体发挥着重要作用/

Z23

0

'

在以往实验中%研究人员通过运用透射电子显
微镜1质谱技术1蛋白质组学等多种方式进行分析%

发现细菌外泌体携带着多种细胞内含物%包括蛋白
质1毒素1核酸1脂质及代谢产物等'这些内容物参
与影响了细菌的许多生命活动%如某些毒力因子介
导参与了病原菌对宿主的侵袭%某些脂质与外泌体
膜的稳定及外泌体的释放有关%外泌体内的

7>]Y

也可以进入到宿主细胞内进行转录翻译等/

?

0

'因
此%细菌外泌体在感染性疾病1免疫性疾病和肿瘤等
多种疾病中具有广阔的研究前景'

$]Y

作为细菌重要的遗传物质%在其生物学功
能上有不言而喻的重要作用'诸多研究证实了细菌
$]Y

可以被包裹进细菌外泌体中%在细胞毒性1抗
生素耐药1水平基因转移1生物膜合成及免疫调节方
面发挥作用'同时%受限于现有的外泌体分离纯化
及深入分析的方法尚未成熟%目前人们对于细菌外
泌体

$]Y

的了解还十分有限'笔者对细菌外泌体
$]Y

的产生及生物学功能进行了较为系统的整理%

并分析讨论该领域未来可能的研究方向'

细菌外泌体
!L6

的产生
细菌外泌体可以包裹细菌

$]Y

作为其内容
物%实现遗传物质的远距离递送'根据细菌外被结
构不同%对细菌外泌体

$]Y

的产生进行分类研究%

大致可以分为革兰阴性菌外泌体
$]Y

分泌机制和
革兰阳性菌外泌体

$]Y

分泌机制两个方面'革兰
阴性菌具有双重双层膜结构%两层之间有一层肽聚
糖%并且外膜含有脂多糖(而革兰阳性菌只有一重双
层内膜%最外层是由肽聚糖构成的厚细胞壁'因此%

从结构理论上讲%革兰阳性菌分泌外泌体比革兰阴
性菌分泌外泌体的阻力更大%在这样的假想下%人们
对于革兰阳性菌外泌体研究产生了偏见%使其落后
于革兰阴性菌外泌体研究长达

4)

年之久%直到近些
年革兰阳性菌外泌体研究才开始发展起来'而到现
在%对于革兰阴性菌和革兰阳性菌细菌外泌体的分
泌机制的研究%学者们也仅仅是提出了很多假设
模型'

一1革兰阴性菌外泌体
$]Y

的分泌机制
早在

(++5

年就有报道发现来自铜绿假单胞菌
的外泌体中含有

$]Y

%证明了革兰阴性菌外泌体中

含有
$]Y

'革兰阴性菌外泌体起泡于细菌外膜%包
裹着细菌周质成分%这种细菌外泌体被称为外膜囊
泡'然而%

$]Y

主要在细菌胞质内%肽聚糖成为了
胞质内物质进入细菌外泌体的最大阻碍'后来%在
对囊泡希瓦氏菌

O?

#

N

$超微结构进行研究时%发现
了一种由内膜和外膜%二重双层膜构成的结构更为
复杂的细菌外泌体'同时%该研究还运用特异性单
克隆

#

G

O

对双链
$]Y

进行免疫金标记%证实了囊
泡内有

$]Y

的存在/

,

0

'之后这种特殊的细菌外泌
体被命名为外

2

内膜囊泡'由此%研究人员提出一种
细菌

$]Y

进入细菌外泌体的假设555内膜和外膜
之间的肽聚糖层被削弱溶解%得以让内膜包裹着细
胞质内容物#其中包括

$]Y

$向外膜方向突出%最终
形成完整的细菌外泌体%即外

2

内膜囊泡'随后%诸
多研究也发现%许多细菌在产生外膜囊泡的同时也
会产生外

2

内膜囊泡%且
$]Y

几乎全部被装载在外
2

内膜囊泡中释放/

+

0

'

外
2

内膜囊泡结构可以解释胞质内质粒
$]Y

的分泌过程%而基因组
$]Y

作为细菌最为稳定的
遗传物质%其进入细菌外泌体的难度巨大'研究人
员曾认为细菌外泌体中出现了基因组

$]Y

是由于
细菌裂解的缘故'

$]Y

损伤引发细菌裂解%之后
$]Y

片段被包裹进细菌的囊泡%释放到外周环境'

这种细菌外泌体
$]Y

的出现就意味着细菌生命周
期的结束'后来%有研究人员通过对

5

种不同革兰
阴性致病菌外膜囊泡内的

$]Y

进行分析%发现在
指数期%基因组

$]Y

被包裹进细胞外膜囊泡后释
放到细胞外%这些

$]Y

大部分位于外膜囊泡外%少
量位于外膜囊泡内部/

()

0

'因此%通过早期对细菌
#主要是革兰阴性菌$外泌体的研究%表明了胞质质
粒

$]Y

及基因组
$]Y

均可作为细菌外囊泡
$]Y

的来源'

虽然研究人员对革兰阴性菌外泌体早已展开研
究%但对其内容物的选择机制和内容物所含物质的
完整分析等方面的研究还存在很多不足'时至今
日%在结合大量研究结果进行整理分析后%对于革兰
阴性菌外泌体的起泡模型%研究人员基本达成了一
致'大致分为

Z

种!#

(

$错误折叠的蛋白质1脂多糖
及

$]Y

片段在周质的积累导致包膜压力的增加%

从而在压迫下形成外泌体(#

-

$外层膜和肽聚糖层之
间共价键断裂或相互错位%以及肽聚糖内肽酶降解
破坏肽聚糖的交联%从而使膜的连接呈现不稳定性%

促使外泌体在其薄弱部位形成出芽(#

4

$某些特殊的
分子化合物%如脂质1脂多糖和氟喹诺酮假单胞菌信

&
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号#

E

0B<%&7&180

T

<'1&9&1B0'

G

189

%

Al"

$等%可通过
增加膜弯曲%促进外泌体的形成(#

Z

$存在一种特殊
情况!在

$]Y

损伤应激条件下%前噬菌体来源的内
毒素表达增加会引起肽聚糖变薄%导致细菌裂解%裂
解的碎片被包裹形成外

2

内膜囊泡/

4

0

'

二1革兰阳性菌外泌体
$]Y

的分泌机制
由于厚细胞壁的存在%在很长时间内%研究人员

对革兰阳性菌外泌体的研究兴趣不大'最近几年有
关革兰阳性菌外泌体的研究开始受到关注%并展现
出了巨大的潜力/

((

0

'有研究人员发现%在对枯草芽
孢杆菌的研究中%类似于革兰阴性菌外

2

内膜囊泡的
起泡机制%噬菌体来源内毒素会在肽聚糖细胞壁上
产生孔洞%致使细胞质膜包裹物质以囊泡的形式突
破到细胞外/

(-

0

'这一过程会致使细菌细胞壁产生
缺损%诱导细胞死亡%称为+鼓泡细胞死亡,'此过程
中所产生的囊泡被称为细胞质膜囊泡%常出现于革
兰阳性菌生命活动中'现有的关于革兰阳性菌外泌
体

$]Y

的研究中%产生了许多有意义的发现'有
研究人员在观察了单核增生李斯特菌的

/

0'

G

S

突变
体和同源的野生型后发现%野生型菌株的外泌体的
产量约为

/

0'

G

S

突变体的
+

倍%同时所产生的外泌
体更为完整/

(4

0

'而与毒力相关的双组分调节因子
P&L>"

的基因破坏会导致
Y

组链球菌#

QY"

$外泌
体产量的增加/

(Z

0

'这些均为全局性调控因子%驱动
着众多遗传基因的表达'同时也存在着特异性基
因%如结核分枝杆菌的

=*58

基因1

8=""<9

基因%以
及金黄色葡萄球菌中的

F

7H

$

基因%可调节外泌体
的分泌/

(52(?

0

'由此可以看出%革兰阳性菌外泌体的
分泌并不是靠少数几个基因%而是需要全局调控因
子的参与%同时不可忽视某些特殊基因的调节
作用/

(,

0

'

虽然研究人员对革兰阳性菌外泌体的研究越来
越多%但是其发生机制仍不明确'根据现有的研究
成果%革兰阳性菌外泌体的分泌机制大致分为

4

种
假说!#

(

$与革兰阴性菌类似%受迫于膨胀压力%外泌
体得以穿过细胞壁%从质膜释放(#

-

$存在细胞壁修
饰酶%在外泌体释放的同时一起到达细胞壁%导致细
胞壁结构改变%引起外泌体的释放%如金黄色葡萄球
菌通过肽聚糖降解酶促进其外泌体的释放/

(+

0

%质膜
囊泡是由于细胞壁被破坏%也可归为此类(#

4

$在细
胞壁上存在一些运输通道%外泌体具有变形能力%可
以允许它们通过比自身体积更窄的孔隙%如隐球菌
细胞壁上的细胞孔径在

5)

"

5))17

不等%与外泌体
直径相似%猜测与其释放有关/

-)

0

'

细菌外泌体
!L6

的生物学作用
细菌通过将某些大分子物质包裹进入外泌体

后%将其分泌到细菌细胞外%在细菌的周围环境或对
受体细胞产生重要的生物学作用'有研究证明%细
菌外泌体

$]Y

在物种间和物种内进行运输%促进
了种间和种内的

$]Y

交换'通过外泌体进行的水
平基因转移%在信息传递的同时还防止了酶等物质
对

$]Y

的破坏%保障了
$]Y

信息的完整性'同
时%也有研究说明%外泌体相关的外

$]Y

#

B$]Y

$

协助了细菌生物膜的形成和稳定%辅助宿主定植'

在感染发病方面%细菌外泌体
$]Y

可以刺激诱导
机体的免疫调节反应'通过对以上生物学功能的研
究%或许会进一步拓展人们对细菌外泌体

$]Y

的
了解'

一1细菌外泌体
$]Y

促进基因在细菌间的
转移

细菌可以通过种间或种内的水平基因的转移和
递送%实现其生物学功能的进化%使细菌能在不同环
境下都具有更强的生存适应性'利用细菌外泌体进
行遗传物质的呈递%避免了热溶解效应%以及核酸酶
降解对基因产生的影响%实现了遗传物质长距离稳
定的运输/

-(

0

'有研究表明%大肠埃希菌
!(5?rJ?

释放的外泌体内含有志贺毒素和毒力基因%之后通
过对该外泌体的进一步研究发现%通过外泌体对毒
力基因的呈递%使得受体大肠埃希菌

[O()+

产生了
基于毒力基因生物学功能的表达/

--

0

'同样%在产气
夹膜杆菌外泌体的研究中%研究人员从纯化外泌体
中扩增出编码

.

毒素和毒素产气夹膜溶解素
!

的
基因/

-4

0

%以及在铜绿假单胞菌的细胞外泌体中也发
现了

$]Y

和毒力因子的存在/

-Z

0

%进一步确定了外
泌体具备毒力基因转移的能力'另一方面%鲍曼不
动杆菌通过表达

3.'

#

M)KL=>

$基因%可产生对碳青
霉烯酶类药物的耐药'有研究发现%将包裹有

3.'

#

M)KL=>

$基因的外膜囊泡与对碳青霉烯酶类药物
敏感的鲍曼不动杆菌宿主菌株一起进行孵化%使该
菌株对碳青霉烯酶类药物产生了耐药性(同时检测
出宿主菌株可以释放出包含携带

3.'

#

M)KL=>

$基
因的原始质粒的外膜囊泡/

-5

0

'这表明细菌外泌体
具有抗生素耐药基因转移的能力'另外%在对外泌
体

>]Y

的研究中也发现%癌症相关成纤维细胞分
泌含有

7'>]Y

的外泌体增强癌症干细胞的生长%

从而提高了结肠癌的耐药性%这种依赖外泌体进行
的耐药基因的水平转移在乳腺癌中也有发现/

-32-?

0

'
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综上说明%细菌通过外泌体进行水平基因的转移%产
生了多样的生物学功能%使细菌可以在多种环境下
都具有极强的生存能力'

二1细菌外泌体
$]Y

与细菌生物膜的联系
细胞

B$]Y

是生物膜细胞外基质的主要组成
部分'研究人员发现%幽门螺旋杆菌和罗伊氏乳杆
菌产生包裹有

B$]Y

的外泌体%并通过对活细胞和
死细胞进行荧光染色之后的对比分析%证明外泌体
与生物膜的生成有关/

-,2-+

0

'并且研究人员通过将
变形链球菌的生物膜培养在含有

$]Y

酶的培养基
中%观察到变形链球菌生物膜的产生显著减少%之后
又将用

$]Y

酶处理过的生物膜与接受热灭活酶的
生物膜进行分析比较%发现前者更脆弱%更容易被破
坏%说明

B$]Y

在生物膜生成与稳定方面具有十分
重要的生物学作用(同时还发现生物膜的形成也促
进了

B$]Y

的产生%证明二者相辅相成%相互促
进/

4)

0

'而在对幽门螺旋杆菌的研究中发现%其产生
的外泌体可以通过阻止

$]Y

酶对
B$]Y

的降解来
发挥结构性作用%并且外泌体可以在其表面的
B$]Y

链之间发挥桥接作用并促进聚集%说明外泌
体对

B$]Y

与生物膜的联系可产生积极作用/

-+

0

'

Q9&8

G

等/

4(

0通过运用延时显微镜和计算机视觉算
法观察分析铜绿假单胞菌生物膜的运动%发现生物
膜在生物表面移动扩张的过程中形成沟壑%扩张的
细菌运动首先沿沟壑进行%头部细菌的运动需要
B$]Y

的协调%同时
B$]Y

使细菌在运动过程中排
列保持连贯%形成了高速有效的扩张运动%保障了生
物膜的无障碍形成过程'由此证明了

B$]Y

的协
助和沟通作用促进了生物膜复杂沟壑网络的形成'

上述研究可以证明%细菌外泌体
$]Y

#特别是
B$]Y

$促进了细菌生物膜的生成并在生物膜结构
的稳定方面发挥重要作用'

三1细菌外泌体
$]Y

与感染发病
外泌体中包裹的许多物质都有成为免疫调节反

应中抗原或者配体成分的潜力%因此研究人员进行
诸多研究%发现外泌体存在诱导先天和适应性免疫
方面的能力'同时发现%外泌体在免疫调节方面的
功能可能与

$]Y

介导信号通路1抗原肽的呈递1

7'>]Y

的基因表达操控%以及表面配体诱导不同
信号途径有关/

4-

0

'在金黄色葡萄球菌外泌体的研
究中发现%外泌体

$]Y

可以被
N&99

样受体和含核
苷酸结合寡聚化结构域

-

蛋白检测到%最终导致核
因子

2

0

S

的激活%以及上皮细胞产生促炎症细胞因
子和趋化因子/

44

0

'而在另一种革兰阳性菌555单

核增生李斯特菌外泌体
$]Y

的研究中也发现%外
泌体可以作为载体%将

$]Y

作为刺激干扰素生成
的病原体相关分子模式%从供体细胞中释放出来%刺
激受体细胞环磷酸鸟苷

2

腺苷酸合成酶
2

干扰素基因
刺激物#

=QY"2"N#]Q

$信号通路%激活其免疫反应%

同时外泌体也促进
N

淋巴细胞的干扰素基因刺激
物依赖性凋亡/

4Z

0

'同样的现象在土拉弗朗西斯菌1

结核分枝杆菌和嗜肺军团菌中也存在'在对结核分
枝杆菌的研究中还发现%外泌体可以刺激分枝杆菌
致敏的

P$Z

@和
P$,

@

N

细胞%以及促进体内巨噬
细胞的招募/

45243

0

'而进一步对结核分枝杆菌
$]Y

进行分析%其存在
=QY"2"N#]Q

信号通路的同时还
有其他的结构通路以激活机体的免疫反应'一方
面%结核分枝杆菌

$]Y

中存在未甲基化的胞嘧啶
2

磷酸
2

鸟嘌呤二核苷酸%通过
N&99

样受体
+

可以刺
激激活哺乳动物的免疫细胞%另一方面%结核分枝杆
菌

$]Y

可以通过外泌体的方式向外分泌%二者可
能存在联系/

4?24,

0

'而在病毒相关机体免疫反应的
研究中%发现

N

细胞通过外泌体将基因组
$]Y

和
线粒体

$]Y

传递到树突状细胞#

$P

细胞$内%从而
单向地激活抗病毒反应%同时在与外泌体接触后%

$P

细胞具备了更强的病毒抵抗力/

4+

0

'同样在寄生
虫引起人体免疫反应的研究中也发现%人单核细胞
吸收恶性疟原虫产生外泌体%其内部含有

$]Y

%可
引发干扰素基因刺激物依赖性的

$]Y

传感'该途
径可能是增强疟原虫感染毒力的重要机制/

Z)

0

'这
证明寄生虫感染引起的机体免疫也与外泌体有关'

上述各研究综合说明%外泌体#尤其是外泌体
$]Y

$

在感染性疾病免疫方面起到重要作用%这种现象在
细菌1寄生虫和病毒中均存在'

问题及展望
细菌外泌体

$]Y

对于细菌的生存和发育都起
着十分重要的作用'从现有研究来看%人们对于细
菌外泌体

$]Y

有了一定的了解%包括不同的来源1

多种的分泌形式%以及其发挥的重要生物学作用'

目前已知%对于细菌
$]Y

%无论是细胞核内
$]Y

还是胞质中的质粒
$]Y

%都可通过外泌体进行运输
释放%之后可以通过水平基因的转移引起细菌的抗
生素耐药%参与细菌的细胞毒性反应(也可以在生物
膜生成与稳定中发挥作用(还可以促进细菌对机体
的感染%激活机体的免疫反应'

当前%对于细菌外泌体
$]Y

的研究%受限于研
究条件的影响%缺乏分离和纯化细菌外泌体的标准
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方法%并且缺乏细菌外泌体个体标记物的特异性识
别方式%因此对于细菌外泌体还存在许多未知的方
面%但这也说明对于细菌外泌体和外泌体

$]Y

的
研究还存在着十分广阔的发展空间'

对于细菌外泌体介导的其他生命活动功能%如
群体感应1抗噬菌体效应1细菌的黏附和入侵%以及
宿主免疫调节等%可以明确的是%外泌体内的诸多大
分子物质%包括蛋白质1脂质等都参与其中%而外泌
体

$]Y

是否发挥了一定作用%还需要更进一步的
研究'这一方向可能将成为未来外泌体

$]Y

研究
的重点'另外%在外泌体与临床应用联系方面%现有
研究已经证明%所有细胞都可分泌外泌体%且外泌体
存在于所有生物液体中%这使得其具备了成为纵向
追踪疾病进程的微创活检采集物的潜力'并且%研
究人员发现外泌体与人体诸多疾病有着密切的联
系%包括感染性疾病1神经退行性疾病1心血管和代
谢性疾病及癌症等%这说明了外泌体在疾病的预防
和诊疗方面的巨大潜力'未来外泌体将会成为临床
上疫苗开发1药物传递1纳米医疗和疾病诊断的重要
手段/

4-

0

'现如今针对外泌体
$]Y

的临床应用%已
经初步开始进行外泌体基因工程的研究%通过添加
程序性死亡蛋白

(

#

E

F&

G

F877B%%B8C;(

%

A$(

$的胞
外域来修饰外泌体的表面'工程化的外泌体

A$(

可以结合肿瘤细胞表面上的程序性死亡受体配体
(

#

E

F&

G

F877B%%B8C;9'

G

81%(

%

A$2̂(

$%并促进其减
少表面上的

A$2̂(

%从而抑制
N

细胞和癌细胞之间
的

A$(

与
A$2̂(

相互作用/

Z(

0

'未来还需要继续探
究细菌外泌体

$]Y

的临床应用领域%深究其优势
与潜力方向%同时也要注意解决细菌外泌体

$]Y

临床应用出现的问题%包括临床应用的可重复性1细
菌外泌体的免疫毒性%以及针对应用的有效性等%如
何减轻甚至消除这些影响%也将是我们今后研究的
重点方向'
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Ŷ "

$

/

]B<F&C;BF8

E

B<C'=0

%

-)--

%

(+

#

Z

$!

(((+2((4-/%&'

!

()/())?

"

0(44((2)--2)(-4-2+/

/

4

0

N&

D

&I<M<O

%

]&7<F8]

%

6HBF9̂ /N

DE

B081%&F'

G

'10&IH8=CB2

F'897B7HF81BLB0'=9B0/]8C>BLO'=F&H'&9

%

-)(+

%

(?

#

(

$!

(42

-Z/%&'

!

()/()4,

"

0Z(5?+2)(,2)((-2-/

/

Z

0

699'0N]

%

c<B;1O[/\'F<9B1=B81%'77<1&7&%<98C&F

D

F&9B0

&IH8=CBF'89&<CBF7B7HF81BLB0'=9B0/O'=F&H'&9O&9S'&9>BL

%

-)()

%

?Z

#

(

$!

,(2+Z/%&'

!

()/((-,

"

OOS>/)))4(2)+/

/

5

0

"=;&&9'1

G

">

%

SBLBF'%

G

BN[/OB7HF81BLB0'=9B0

!

81&LBF2

9&&MB%=&7

E

&1B1C&IC;B78CF'=B0&IH'&I'970/[S8=CBF'&9

%

-))3

%

(,,

#

(3

$!

5+Z525+5?/%&'

!

()/((-,

"

[S/))-5?2)3/

/

3

0

Q

D

_F

GD

S

%

"W8HsNQ

%

At0WCs'O

%

BC89/OB7HF81BLB0'=9B0

%

=<FFB1C 0C8CB2&I2C;B28FC

!

B7BF

G

'1

G

F&9B &I B:CF8=B99<98F

LB0'=9B0/PB99O&9 '̂IB"='

%

-)((

%

3,

#

(3

$!

-33?2-3,,/%&'

!

()/())?

"

0)))(,2)((2)3,+24/

/

?

0周舒扬%张丕奇%戴肖东%等
/

细菌外膜囊泡#

!O\

$研究进
展

/

微生物学杂志%

-)-(

%

Z(

#

3

$!

,42,+/%&'

!

()/4+3+

"

.

/'001/

())52?)-(/-)-(/)3/)((/

/

,

0

AgFBW2PF<WP

%

P8FF's1!

%

$B9

G

8%&^

%

BC89/]BKC

DE

B&I&<CBF

7B7HF81BLB0'=9B

E

F&%<=B%H

D

C;BQF8721B

G

8C'LBH8=CBF'<7

";BK81B998LB0'=<9&08O?N

!

'7

E

9'=8C'&10I&F$]Y=&1CB1C/

Y

EE

961L'F&1O'=F&H'&9

%

-)(4

%

?+

#

3

$!

(,?Z2(,,(/%&'

!

()/

((-,

"

Y6O/)435?2(-/

/

+

0

AgFBW2PF<WP

%

$B9

G

8%&^

%

ŝ
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