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摘要! 采用透射电子显微镜研究了拟穴青蟹受精膜形成过程中线粒体的变化及其功能" 结果

显示!大量线粒体首先高度密集于即将发生胞吐的皮质中'随着胞吐的发生!线粒体也随之快

速分散到皮层反应部位!线粒体通过分裂%出芽等方式而迅速增多!内质中的线粒体大量向皮

质迁移!参与皮层反应'当受精膜开始举起时!线粒体多聚集在新质膜下!参与新质膜的修复和

形成'受精膜完全举起后!皮质中的线粒体迅速减少" 线粒体在形态%数量及分布等方面的变

化!能够反映受精膜形成不同阶段生理活动的旺盛程度以及需能情况!并从细胞水平阐释受精

膜形成机制"

关键词! 拟穴青蟹' 受精膜' 线粒体' 皮层反应

中图分类号! 1=&?8@'''''''文献标志码&-

''线粒体是细胞的+能量工厂,"氧化磷酸化产

生三磷酸腺苷"为细胞进行各种生命活动提供能

量"包括了生殖细胞的发生)成熟)受精及卵裂等(

以往研究表明"在甲壳动物生殖细胞中线粒体具

有多方面的生物学功能"线粒体除了直接提供能

量"还参与了精子顶体和卵子卵黄颗粒的形成(

但是学者们的研究只集中于线粒体在精子发

生&& ;$'

)卵母细胞发生&!'和卵黄发生&@ ;"'过程中

的变化情况及其功能"迄今为止还未见线粒体在

甲壳动物受精过程中的相关研究报道(

拟穴青蟹#$5-770 40*0,0,+301/$"俗称青蟹"

是重要的海洋经济蟹类( 康现江等&<'曾对其受精

卵皮层反应与受精膜# ÎXYF7F_EYF6H DIDLXEHI"/D$

形成进行了报道"本研究进一步探讨皮层反应过程

中"线粒体形态)数目)分布及其功能等变化情况"

以期从细胞水平更深入地探讨青蟹 /D形成的机

制"丰富十足目甲壳动物受精生物学内容(

&'材料与方法

%&%'实验材料

$%%$ 年 !.? 月和 $%%! 年 !.? 月"从厦门市

厦港农贸市场购买母蟹"体长 #8% ]&%8% MD"体

宽 &%8% ]&$8% MD"体质量 !%% ]!#% :( 剪去母

蟹一侧眼柄诱导产卵" 暂养于水泥培育池

#$8% Dq&8" Dq&8" D$"水位 & D"池底部铺有

$ ]@ MD细砂( 充气泵用节电开关控制充气"水

温为 $"8" ]$=8% c"盐度为 $"8" ]$<8""每日喂

菲律宾蛤仔#L2G1)04(346171441/(/313$(

%&+'取样处理

待亲蟹产卵时"从排卵孔附近取受精卵放入

预先准备好的烧杯中"间隔 !% ]<% S取样观察和

固定处理( 取数个卵置于载玻片上"用连于

)7RDG9SC

!

显微镜的数码图像采集器 >,C4-T

进行活体观察和拍照( 取数个卵于 $8"P戊二醛

和 &P锇酸双重固定"酒精系列脱水"环氧树脂

<&# 包埋"切片于柠檬酸铀.醋酸铅双重染色"

(3TC&%%4O透射电镜观察拍照(

$'结果

精子入卵后"皮层反应从精子入卵处开始"并

迅速波及整个卵子( 首先是卵子皮质中的致密颗

粒的 胞 吐" 接 着 环 形 颗 粒 # YKIXFH:CSKEGI\
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:XEH97IS"+:$爆发性地胞吐"使得受精膜#/D$的

厚度由 %8%"

$

D增至 %8&"

$

D( 紧接着 +: 进入

下一轮的胞吐( +: 的胞吐全过程划分为 ! 个阶

段!/D形成的平缓期)增厚期和举起期"线粒体

始终是最常见的细胞器"不仅数量多"并且呈现明

显的规律性变化(

+&%'受精膜形成的平缓期%9:3B=-,18B:-43AC

?2CA0217@&

此阶段"原先形成的受精膜与新质膜基本紧

挨"它们间的卵周隙内仍有少量残留的指状突起(

皮质中分布着稀疏的卵黄絮状物质"出现多处电

子密度低的空白区域"有的空白区域充满了溶解

了的脂肪液"仍见少量正在溶解的大小脂滴( 在

即将发生胞吐的皮质部位"出现众多具有典型结

构的线粒体群"大量线粒体密集聚集在一处"线粒

体内嵴丰富"基质中充满絮状物质"电子密度与外

周的絮状物质以及 +: 一样( 线粒体多数呈椭圆

形或卵圆形"直径 %8! ]&8%

$

D( 有的线粒体正

在出芽"有的可能正在参与新的 +: 的形成#图版

"

C&$( 此外"还发现了一大线粒体"呈哑铃形"长

约 &8$"

$

D"已经移到质膜旁边"中间凹陷似正在

分裂"而且两头嵴的形状与电子密度不相同#图

版
"

C$$(

+&+'受精膜形成的增厚期%9:39:1,K3717@ B:-43

AC?2CA0217@&

随后"新形成的+: 移到卵周围"开始了又一

轮的胞吐( 内质中的两种卵黄颗粒以及脂滴"常

伴随着大量的线粒体以及新形成的+:"迅速地迁

移到皮质参与皮层反应( 皮质中卵黄颗粒大量分

解成絮状物质扩散在细胞质中"脂滴分解成小脂

滴而快速溶解成脂肪液"许多絮状物质黏附于正

在溶解的大小脂滴四周%卵黄和脂滴的溶解物质

参与合成+:"并常见很多线粒体分布四周( 来自

于皮质以及从内质迁移过来的大量 +: 连续性胞

吐"不仅将环形颗粒内含物直接胞吐出质膜"而且

带来质膜形成的许多指状突起断裂进入卵周隙"

使得卵周隙迅速膨胀而变宽#图版
"

C!"@$( 此阶

段+:的胞吐不仅数量大"而且具有爆发性"卵周

皮层代谢活动极其旺盛"大量线粒体散布其间"并

且许多线粒体从靠近皮质的内质迁移到皮层提供

能量( 线粒体的体积较小"直径 %8! ]%8<

$

D(

发现大线粒体正在一分为二"较大的线粒体形态

结构典型"呈椭圆形%嵴发达"较清晰%基质充满电

子密度高的似卵黄絮状物质#图版
"

C!$( 体积较

小的线粒体多呈圆形"因基质充满而使嵴显得模

糊不清"基质电子密度与周围絮状物质相近#图

版
"

C@$(

+&<'受精膜的举起期%9:34D3==17@ AC?2&

+:经过剧烈胞吐之后逐渐趋于缓和"新质膜

越加平滑"其上的指状突起变少%卵周隙中 +: 的

内含物和指状突起电子密度变低"不断溶解并黏

附于/D"使其增厚并开始举起%随着 /D的举起"

卵周隙中的物质减少并逐渐变宽#图版
"

C" ]?$(

靠近卵周的皮质中未见低电子密度卵黄颗粒"大

量高电子密度卵黄颗粒四围仍在分解成絮状物质

和膜状结构"许多脂滴正在溶解"脂肪液充斥在空

白区域"许多大小不一的线粒体分布其中"共同参

与新质膜的形成和修复"少量 +: 仍在形成#图版

"

C# ]图版
!

C&&$( 此阶段线粒体正在大量增

殖"出现两种特征的类型(

"

型为不成熟线粒体"

其内外膜和嵴的结构不明显"整个线粒体充满似

卵黄絮状物质"像似圆形卵黄颗粒"线粒体的形态

结构不够典型#图版
"

C#$( 此种颗粒可称为+卵

黄粒型线粒体,"主要来源于高电子密度卵黄颗

粒"是一种不够成熟成形的新生线粒体#图版
!

C

="&%$(

!

型为成熟线粒体"其内膜和嵴的结构

明显"外膜光滑"基质充满电子密度高的似卵黄絮

状物质"线粒体的形态结构典型"呈圆形或卵圆形

#图版
!

C&%"&&$"其中有的中部缢缩并向两端拉

长"整个线粒体约呈哑铃形"最后分开成为两个独

立的线粒体#图版
!

C=$"此种典型成熟的线粒体

往往比
"

型线粒体大"并常靠近卵周参与新质膜

的形成与修复( 此时"靠近皮质的内质中正在溶

解的高电子密度卵黄颗粒和脂滴之间分布大量典

型线粒体"其内膜和嵴的结构明显"外膜光滑并有

膨胀举起之现象#图版
!

C&$$"有的出现球形小芽

与母体分离"不断长大而形成新的线粒体#图版

!

C&!$"有的正在分裂增殖成两个独立的线粒体

#图版
!

C&@$( /D举起初期"线粒体的形态结构

特点以及分裂和出芽现象表明其处在增殖状态"

呼吸代谢旺盛"主要起提供能量和参与新质膜的

形成和修复(

随后卵周隙内的内含物都基本溶解"并与原

先的/D愈合"/D完全举起"卵周隙增厚"已形成

的新质膜表面平滑"此时皮质中分布着絮状物质)

卵黄颗粒和脂滴"线粒体迅速减少"已不常见#图

*$""
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版
!

C&<$(

!'讨论

<&%'受精膜形成过程中线粒体的增殖和分布的

变化

线 粒 体" 被 称 为 半 自 主 性 细 胞 器

#SIDFE9Y6H6D69S6X:EHI77I$"其生长和增殖是受

核基因及其自身的基因组两套遗传系统的控制(

在细胞发育过程中"线粒体也随之生长"膜表面积

增加"基质蛋白质增多"以及线粒体 >,-进行复

制"然后线粒体再分裂&?'

( 在青蟹 /D形成过程

中"如此之多的线粒体集中分布在卵周皮层中"它

们除来源于成熟卵子时期本身已具备的"还可能

在皮层反应期间又快速新生成很多线粒体"从而

为爆发性的胞吐提供足够的能量(

从观察的结果看"线粒体的增殖主要是由原

先结构典型的成熟线粒体分裂或出芽而来( 分裂

方式主要有 ! 种!间壁分离)收缩分离和出芽%其

中常见的是出芽的方式"成熟线粒体的一端挤出

一个小芽"随后脱离母体成为膜状结构#称为线

粒体的原始状态$"然后从细胞质基质中吸收一

些蛋白质等原料而生长变大成新的线粒体( 此

外"在青蟹皮层反应过程中还发现线粒体大量增

殖的另一途径!由卵黄絮状物质和脂滴直接合成

+卵黄粒型线粒体,"即
"

型不成熟线粒体"属于

不够成形的新生线粒体"形态结构不够典型( 但

是
"

型线粒体会迅速成长为
!

型成熟线粒体"内

外膜和嵴的结构变得明显"形态结构典型( 从两

种类型线粒体的形态结构特点"特别是内膜和嵴

的特征"我们可以判断
"

型线粒体的代谢活动比

!

型成熟线粒体弱( 因为内膜向线粒体内室折叠

形成嵴#MXFSYEI$"使内膜的表面积大大扩增"对线

粒体进行高速率的生化反应是极为重要的( 而线

粒体嵴被认为是氧化磷酸化的主要场所"嵴越丰

富"呼吸代谢越强&&'

( 青蟹皮层反应中线粒体的

再生与复制是个极其复杂的过程"可能存在至少

两种机理!一种属于自我复制"线粒体本身的

>,-和+,-通过分裂或芽生的机理指导它们的

复制%另一种属于受核基因指导的复制"高电子密

度卵黄形成+卵黄粒型线粒体,属于此种情况"而

在卵黄发生过程常存在线粒体直接转变为卵黄粒

的现象"类似合成+卵黄粒型线粒体,的逆过程"

卵黄粒与线粒体两者之间相互转化的两套机制有

待进一步深入研究( 线粒体增殖过程中"卵黄溶

解的絮状物质和脂肪液为线粒体的合成和生长提

供原料"这与线粒体的生化组成相一致&?'

(

线粒体是一种高效地将有机物转换为细胞生

命活动的直接能源 -NB的细胞器"也是糖)脂肪

和氨基酸最终氧化释放能量的场所"产生 ="P以

上的细胞能量&?'

( 在青蟹皮层反应过程中"需能

部位常见到的是结构典型的成熟线粒体"一方面

为+:的合成和胞吐提供能量"另一方面参与了

新质膜的修复和形成( 此外"还存在线粒体出芽

形成的膜状结构和
"

型不成熟线粒体"根据它们

的形态结构可以判断其呼吸代谢较弱"需要经过

一个生长成熟过程才能发挥真正的效能( 王兰

等&&' 认 为 在 长 江 华 溪 蟹 # $1/+4+)0,+/

-0/;)3(B1(/3($精子发生中的线粒体衍生物活性不

高"而杨万喜&$' 在日本沼虾 # <05*+C*05612,

/144+/(/3($精子发生过程发现线粒体形成膜状

衍生物"认为其与典型线粒体一样地参与细胞的

氧化磷酸化过程"为精子的新陈代谢提供能量(

关于不同形态线粒体或线粒体衍生物是否仍然具

备提供能量的功能"答案众说纷纭( 这方面难题

的解决可用追踪测定线粒体活性&&'

(

青蟹的一个先行精子质膜与卵质膜愈合之

际"卵内突然爆发了皮层反应"皮层颗粒发生胞吐

作用"皮层颗粒破裂"其外膜与卵质膜融合"内含

物排入卵周隙内"最终导致受精膜的形成( 皮层

颗粒的胞吐是一个耗能过程"皮层颗粒破裂引发

邻近皮层颗粒的爆裂"并迅速播及全卵( 在青蟹

卵子皮层反应的整个过程中"线粒体始终是数量

最多的细胞器"具有多形性)易变性)运动性和适

应性等特点"线粒体在数量)形态与分布上呈现一

定的变化规律"反映了 /D形成过程中细胞代谢

的活跃程度和不同生理状态(

在青蟹/D形成过程中"很明显地观察到线

粒体可以在细胞质中有规律地移动"并在代谢旺

盛的需能部位集中( 在皮层反应即将开始的部位

线粒体高度密集"线粒体结构典型"嵴丰富"基质

中充满絮状物质"说明此部位代谢活动能量需求

高"正在积蓄大量能量( 在卵母细胞发育过程也

有线粒体密集分布的现象"学者们称之为线粒体

群或线粒体聚集灶"被认为与物质交换和能量需

求有关系&!'

( 当青蟹皮层颗粒破裂从这位置开

始并迅速波及全卵时"线粒体也随即分散到皮层

"$""
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反应部位( 在胞吐剧烈进行的地方"线粒体比较

集中"而且内质中的线粒体也大量向质膜下的皮

质迁移"说明此处氧化代谢非常旺盛( 在 /D举

起初期线粒体多聚集在新质膜下"线粒体正在参

与新质膜的修复和形成( /D完全举起后"皮质

中的线粒体迅速减少"且胞吐已完毕"代谢和需能

就大大减小( 线粒体在青蟹受精卵中不均匀的分

布还表现在皮质中的线粒体大大多于内质"因为

皮质是皮层反应过程中代谢活动最旺盛的部位(

根据细胞代谢的需要"线粒体可在细胞质中运动)

变形和分裂增殖"线粒体的这种动态分布有利于

提高需能部位 -NB水平( 线粒体在细胞质中迁

移被认为是通过微管的作用&?'

( 可见"线粒体在

细胞质中有规律的移动和局部集中"显然有利于

需能部位的能量供应( 因此"线粒体的数目)形态

以及分布的变化可以较好地反映青蟹 /D形成过

程的不同阶段细胞内的代谢和能量需求特征(

<&+'线粒体与皮层反应机制

当受精或激动时"皮层颗粒迅速与质膜融合

并释放内含物"此现象称为皮层反应( 很多学者

研究表明"皮层颗粒的胞吐机制与 4E

$ W有关"

4E

$ W 的 升 高 诱 发 皮 层 反 应 的 发 生&#'

(

5-4V*031

&='发现皮层颗粒内含有结合的 4E

$ W

"

每枚皮层颗粒破裂后释放的 4E

$ W都可以引发邻

近的皮层颗粒的爆裂( 而 >*40d3..-

&&%'研究

发现三磷酸肌醇#0B!$与细胞质中贮存 4E

$ W的内

质网或钙小体#ME7MFS6DI$上的 0B! 受体结合"导

致内源性 4E

$ W的释放从而引发皮层反应( 4E

$ W

释放的过程爆发性地传播至整个卵"因为被释放

的4E

$ W很快被泵回内质网中"所以4E

$ W波总能以

循环的增殖的形式从精子进入点开始"最后穿越

至全卵%4E

$ W波引发皮质颗粒的大量胞吐&&&'

( 一

个细胞质中4E

$ W的升高到底来源于皮层颗粒"还

是内质网或钙小体"或是还有其它来源* 我们在

青蟹皮层反应中却发现大量的线粒体密集"局部

集中在即将发生胞吐的皮质中"随着胞吐的发生

线粒体迅速扩散分布( 所以我们推测青蟹皮质中

虽不存在内质网"但线粒体很有可能是细胞质中

4E

$ W浓度升高的一个来源( 因为线粒体本身是

个4E

$ W储存器"线粒体的基质中含有上百种酶和

其他成分的颗粒"是含磷酸钙的沉积物"其作用是

贮存钙离子"也可结合镁离子&?'

( 此外"线粒体

也是一种可发送和传递4E

$ W信号的细胞器"通过

快速摄取或释放4E

$ W而调控细胞的4E

$ W浓度"从

而调节细胞的生理反应%可起到调控细胞质中

4E

$ W浓度的作用&&$ ;&!'

( 4E

$ W是细胞能量代谢的

重要调节介质( 线粒体在调节细胞钙稳态中起重

要作用"使细胞保持生理条件下能量生成与利用

的平衡&&@'

( 青蟹皮层反应中线粒体的数量变化

以及动态分布与皮层颗粒爆发性胞吐相适应"除

了提供能量需求"可能还起到形成和调控 4E

$ W波

的作用( 氧化磷酸化及蛋白质跨线粒体膜运输是

当前最活跃的研究领域"关于线粒体的作用在精

卵发生和卵黄发生过程有过报道&$'

"但是在受精

方面鲜有报道( 长毛对虾#!(/0(234(/151770)23$

卵子内部在皮层反应前后分布着众多线粒体"与

卵子在皮层反应过程及之后的生理活动变化相适

应&&"'

"鲎#I1,27234+7-46(,23$胞吐的皮质中也

发现大量的线粒体密集的现象&&<'

"但是上述两个

物种中都没有描述线粒体与皮层反应之间的必然

联系( 在青蟹皮层反应过程中"线粒体在形态)数

量及分布等方面的变化"反映了 /D形成不同阶

段的生理活动的旺盛程度以及需能情况"更好地

从细胞水平阐释了/D形成机制(
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图版
!

&8受精膜平缓期"示大量线粒体集群分布"线粒体在出芽#

#

$ q@% %%%% $8受精膜平缓期"示哑铃形大线粒体似在分裂#

#

$ q@% %%%% !8

受精膜增厚期"示线粒体分散皮质周围"线粒体在分裂#

#

$ q&? %%%% @8受精膜增厚期"示大量在溶解的脂滴以及大小线粒体 q&% %%%%

"8受精膜举起初期"示正在溶解的脂滴和gK"及线粒体 q&% %%%% <8受精膜举起初期"示gK快速分解"环形颗粒在形成"线粒体一分为

二#

#

$ q&" %%%% ?8受精膜举起初期"示环形颗粒嵌套结构和线粒体 q$% %%%% #8受精膜举起初期"示新质膜旁gK在溶解#

#

$"线粒体

以及环形颗粒 q$ "%%%(

4K!壳膜% /D!受精膜% /G!指状突起% BD!卵质膜% BS!卵周隙% +:!环形颗粒% gK!高电子密度卵黄颗粒% /T!絮状物质% .!脂肪滴% T!

线粒体% gT!卵黄粒型线粒体(

/=-93

!

&8-YYKIG7EMF\ GKESI6 /̂D"SK6hSDEHR DFY6MK6H\XFEESSIDL7I\IHSI7R"EXX6hFH\FMEYISDFY6MK6H\XFEFSL9\\FH: q@%% %%% $8-YYKIG7EMF\

GKESI6 /̂D"EXX6hSK6hSELF: \9DLLI77CSKEGI\ DFY6MK6H\XFEFSSG7FYYFH: q@% %%%% !8-YYKIYKFM[IHFH: GKESI6 /̂D"SK6hSH9DIX69S

DFY6MK6H\XFE\FSYXFL9YIEX69H\ M6XYIZ"EXX6hFH\FMEYISDFY6MK6H\XFEFSL9\\FH: q&? %%%% @8-YYKIYKFM[IHFH: GKESI6^/D"SK6hSDEHR

DFY6MK6H\XFEEH\ \FSS67̀FH: 7FGF\ \X6GSq&% %%%% "8-YYKILI:FHHFH: 6 ŜhI77FH: GKESI6 /̂D"SK6hS\FSS67̀FH: 7FGF\ \X6GSEH\ gK"EH\

DFY6MK6H\XFEq&% %%%% <8-YYKILI:FHHFH: 6 ŜhI77FH: GKESI"SK6hSgK \FSS67̀FH: XEGF\7R EH\ +: \ÌI76GFH:"EXX6hFH\FMEYISDFY6MK6H\XFEFS

SG7FYYFH: q&" %%%% ?8-YYKILI:FHHFH: 6 ŜhI77FH: GKESI"SK6hSHISYI\ +: EH\ DFY6MK6H\XFEq$% %%%% #8-YYKILI:FHHFH: 6 ŜhI77FH: GKESI"

SK6hS+: EH\ DFY6MK6H\XFEHIEXHIhG7ESDDIDLXEHI"EXX6hFH\FMEYISgK FS\FSS67̀FH: q$" %%%8

4K!MK6XFH% /D! ÎXYF7F_EYF6H DIDLXEHI% /G! F̂H:IXGX6Y9LIXEHMI% BD!G7ESDDIDLXEHI%BS!GIXF̀FYI77FHISGEMI% +:!XFH:CSKEGI\ :XEH97I% gK!

KF:K R67[ :XEH97I% /T! 7̂6MM97IHYDEYIXFE7% .!7FGF\ \X6G% T!DFY6MK6H\XFE% gT!R67[R DFY6MK6H\XFE8
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# 期 陈锦民"等!拟穴青蟹受精膜形成过程中线粒体的变化及功能 ''

图版
"

=8受精膜举起初期"示新质膜旁正在形成卵黄粒型线粒体"成熟线粒体在分裂#

#

$ q$" %%%% &%8受精膜举起初期"示两种类型的线粒

体"在溶解的gK和脂滴参与新质膜修复#

#

$ q$" %%%% &&8受精膜举起初期"示新质膜平滑处的两种类型线粒体"卵黄絮状物质和溶解

的脂滴参与新质膜修复#

#

$ q$" %%%% &$8受精膜举起初期"示靠近内质的gK分解的凹陷内的脂滴和线粒体 q$" %%%% &!8受精膜举起

初期"示脂滴和gK间的线粒体和膜状结构#

#

$ q$% %%%% &@8受精膜举起初期"示脂滴间线粒体在分裂#

#

$"以及近旁的膜状结构#

#

$

q$" %%%% &"8受精膜举起初期"示在溶解的脂滴"卵黄絮状物质中的膜状结构#

#

$ q!% %%%%&<8受精膜举起期"示三层结构的孵化膜已

形成"线粒体不常见 q# %%%(

4K!壳膜% /D!受精膜% /G!指状突起% BD!卵质膜% BS!卵周隙% +:!环形颗粒% gK!高电子密度卵黄颗粒% /T!絮状物质% .!脂肪滴% T!

线粒体% gT!卵黄粒型线粒体(

/=-93

"

=8-YYKILI:FHHFH: 6 ŜhI77FH: GKESI"SK6hSR67[R DFY6MK6H\XFEFS\ÌI76GFH: HIEXHIhG7ESDDIDLXEHI"EXX6hFH\FMEYISDEY9XIDFY6MK6H\XFEFS

SG7FYYFH: q$" %%%% &%8-YYKILI:FHHFH: 6 ŜhI77FH: GKESI"SK6hSYh6 YRGIS6 D̂FY6MK6H\XFE"\FSS67̀FH: gK EH\ 7FGF\ \X6GSGEXYFMFGEYIYKI

6̂XDEYF6H 6 ĤIhG7ESDDIDLXEHIq$" %%%% &&8-YYKILI:FHHFH: 6 ŜhI77FH: GKESI"SK6hSYh6 YRGIS6 D̂FY6MK6H\XFE" 7̂6MM97IHYDEYIXFE7EH\

\FSS67̀FH: 7FGF\ \X6GSGEXYFMFGEYIYKIXISY6XFH: 6 ĤIhG7ESDDIDLXEHIq$" %%%% &$8-YYKILI:FHHFH: 6 ŜhI77FH: GKESI"SK6hS7FGF\ \X6G EH\

DFY6MK6H\XFE76MEYIFH YKI\FSS67̀FH: gK K6776hHIEXIH\6G7ESD q$" %%%% &!8-YYKILI:FHHFH: 6 ŜhI77FH: GKESI"SK6hSDFY6MK6H\XFEEH\

DIDLXEHIC7F[ISYX9MY9XI#EXX6hFH\FMEYIS$LIYhIIH 7FGF\ \X6GSEH\ gK q$% %%%% &@8-YYKILI:FHHFH: 6 ŜhI77FH: GKESI"SK6hSED6H: 7FGF\ \X6GS

DFY6MK6H\XFEFSSG7FYYFH: EH\ GX6\9MFH: DIDLXEHIC7F[ISYX9MY9XI#EXX6hFH\FMEYIS$ q$" %%%% &"8-YYKILI:FHHFH: 6 ŜhI77FH: GKESI"SK6hS

DIDLXEHIC7F[ISYX9MY9XI#EXX6hFH\FMEYIS$ED6H: 7FGF\ \X6GSEH\ 7̂6MM97IHYDEYIXFE7q!% %%%% &<8-YYKIShI77FH: GKESI6 /̂D"SK6hSYKI

KEYMKFH: DIDLXEHI6 ŶKXII7ERIXSKEŜ6XDI\"EH\ DFY6MK6H\XFE\FSEGGIEXq# %%%8
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