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摘要! 利 用 D4%& 末 端 快 速 扩 增 法 " $&-,# 克 隆 了 鳜 脑 中 / 种 生 长 抑 素 前 体

"3C23C/A/9:H/AH:H;=!6**

$

$6**

%

和 6**

&

#D4%&全长序列% 结果显示!鳜 6**

$

D4%&全

长 098 M3!含开放阅读框 /01 M3!共编码 422 个氨基酸!前 20 个氨基酸为信号肽!-端 **749

在脊椎动物中非常保守& 6**

%

D4%&全长 077 M3!开放阅读框 /:8 M3!编码 42: 个氨基酸!前

27 个氨基酸为信号肽!-端带有*R@C

8

!E0@

43

+**749& 6**

&

D4%&全长 :2/ M3!开放阅读框

/// M3!共编码 443 个氨基酸!前 24 个氨基酸为信号肽!-端带有*6C/

2

+**749% 利用 $R76-$

检测了鳜 6**9$%&的组织表达特征!/ 种 6**9$%&均在脑中表达!6**

$

9$%&在其他

组织中未检测到表达!6**

%

9$%&在食道和胃中大量表达!6**

&

9$%&在肾和性腺中大

量表达% 推测 / 种 6**除一致参与神经调控外!6**

%

还可参与消化作用调控!6**

&

参与调

控生殖作用% 脑组织原位杂交分析表明!6**

$

9$%&在下丘脑和延脑中表达!6**

%

9$%&

在下丘脑中表达!6**

&

9$%&在下丘脑$视觉盖$延脑和脊髓中表达% / 种 6**均在下丘脑

中表达!表明它们可能参与腺垂体激素分泌的调节& 在其他脑区存在表达差异!推测它们还可

作为神经递质或调节因子!发挥不同的生物学效应%

关键词! 鳜& 生长抑素& D4%&& 组织表达& 定位

中图分类号! F8:7& *148195555555 5文献标志码'&

55脊椎动物中"鱼类具有独特的生长模式"其生

长不仅具有阶段性"并且性成熟后仍能继续生

长
(4)

' 鱼类生长与体内多种内分泌激素系统调

控作用密切相关"其中"生长激素*胰岛素样生长

因子 )轴#E+7)E(7):J;A$是主要调控系统之一"

E+7)E(7)轴调控途径始于垂体分泌的 E+"而

E+又受多种下丘脑激素的控制
(2)

' 生长抑素

#A/9:H/AH:H;="**$是一种抑制脑垂体分泌生长激

素的神经调节肽"广泛分布于神经系统和外周组

织"具有激素和神经递质双重作用"通过作用于

E+7)E(7)轴的各个环节"参与中枢神经系统多种

生理活动"调节机体的生长&发育和代谢等多种生

理过程
(/ 69)

' **能与 E蛋白偶合的 7 种不同亚

型的生长抑素受体 #A/9:H/AH:H;= C2D23H/C"**R$$

结合"通过直接或间接的偶联系统启动生物反应"

实现机体生长发育调节以及其他生物学效应
(/)

'

生长抑素家族是由结构类似的一类多肽组成"

它们分别由不同生长抑素前体#3C23C/A/9:H/AH:H;="

6**$ 加工而成
(7)

' 鱼类中"已鉴定出有 / 种

6**

(0)

' 不同的生长抑素基因可产生不同的 6**!

6**

$

D4%&的 -端带有编码 **749 的序列"可加工

形成 **749% 6**

%

的 -端带有(R@C

8

"E0@

43

)**749

或其变异体% 6**

&

的 -端带有(6C/

2

)**749 的变

异体' 因此"生长抑素基因与其功能多样性研究有

助于理解鱼类生长发育调控特征'

鳜#-2,2+)(#% #1'%$*2$ 是典型的肉食性鱼类"

具有生长快&肉质鲜嫩&少刺的特点"是我国重要的

淡水名贵经济鱼类' 近年来"鳜生长激素#E+$

(8)

&
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胰岛素样因子#)E(74")E(72$

(:)

等生长相关基因相

继克隆"为研究 E+7)E(轴对鳜生长发育调控作用

奠定了分子基础' 本实验利用 $&-,技术克隆了

鳜生长抑素前体 6**D4%&全长序列"分析了 6**

9$%&的组织表达特征"并利用原位杂交技术研究

6**9$%&在脑组织中的区域表达定位"为深入研

究生长抑素对 E+7)E(轴表达影响及其对生长调

控作用奠定分子基础'

45材料与方法

!"!#实验材料

鳜成鱼购于上海市浦东新区芦潮港镇果园农

贸市场' 总 $%&抽提试剂 $%&;A/

RL

60GA&$%&

6-$ T;H# &L.$ .2C1/13& 4%& (C:>92=H

6GC;B;D:H;/= T;H& 3L4417R载体购自宝生物工程

#大 连 $ 有 限 公 司% *L&$R2C

RL

$&-, D4%&

&930;B;D:H;/= T;H购于 -0/=H2DK 公司% 探针标记

试剂盒 4)E$%&':M20;=> T;H&标记检测试剂盒

4)E%GD02;D&D;I 42H2DH;/= T;H&酵母 H7$%&&蛋白

酶 H购自 $/DK2公司% 氨基烷基硅烷载玻片&鲑

鱼精 4%&购自 *;>9:公司% R

9

4%&连接酶&限

制性内切酶购于 6C/92>:公司'

!"9#实验方法

总 $%&提取及 D4%&模板的合成55活体

解剖"取脑&心脏&皮肤&肌肉&鳃&食道&幽门垂&

脾&胃&肝&前肠&后肠&肾和性腺"置于液氮中速

冻"按 $%&;A/

RL

60GA说明书抽提总 $%&' $%&

样品经 $%:A27BC224%:A2)消化处理去除基因组

4%&污染后"按照 &L.反转录试剂盒说明反转

录为 D4%&"脑组织 $%&用 *L&$R2C

RL

$&-,

D4%& &930;B;D:H;/= T;H合 成 /[和 7[$&-,7

$2:I@7D4%&"于 623 Q冰箱保存备用'

引物设计与合成55所用引物见表 4"均由

上海捷瑞生物工程有限公司合成'

表 !#引物序列及退火温度

$%&"!#W*60(-7/4(1(I*()6(1%)4%))(%0/)5 7(+2(,%7*,(-.-0/5-)*60(-7/4(2,/+(,1

引物

3C;92C

核苷酸序列#7[

*

/[$

=GD02/H;I2A2PG2=D2

退火温度5Q

:==2:0;=> H2932C:HGC2

引物用途

GA:>2

**4(

**4$

**2(

**2$

**/(

**/$

R--R-R-ER-R--$*RE-

ERE&&EERRRR--&E&&E&&

RR-RREREE-ERREE]]-RE

-&EE&YERE&&E---RR--&

-ERE-RR--&ERTE&EE&

-&EE&EERE&&RER$RR--&

7:

7:

03

03

70

70

部分序列的扩增

**4$/

**4$7

**2$/

**2$7

**/$/

**/$7

-R--R-R-&-R-&--E--R--&R-&E-R

-&EEREE&E&&-E&EE-R-REE&EE&EE

ERERRR--R-R-&E-R-E&-&E&E&--&

&EE&RREE&ER&&&-ERE-&EREE&EE&

&&E-RE&RER-REE&RRE-REE&REE&E

R&-&&-&EE-R&R-&-RE--&-&E-ERE

0:

0:

0:

0:

0:

0:

/[$&-,和 7[$&-,扩增

*4$R(

*4$R$

*2$R(

*2$R$

*/$R(

*/$R$

$

L%#$2,7(

$

L%#$2,7$

-R-R-&-R-&--E--R--&R

R-RRE-&E--EE-RRRR-R-

RR-RREREE-ERREE]]-RE

-&EE&YERE&&E---RR--&

E--&--&&-RE-&-RE-&-RRR

E-EE-RE-R-R&&-E-RE&&-&

&R-E--E-&-REERRERRE&-

--RERREE-RRREEEERR-

7:

7:

02

02

03

03

7:

7:

$R76-$组织表达检测

*4)(

*4)$

*2)(

*2)$

*/)(

*/)$

EE-E&&RR-&-&E&-&EE-&EER&RRE

E&E&&E-RRR-&E-&EE&&ERE&&EER

&ERE&&RR-E-REE-E-&E&RERRR-R

&R-&&E-RRR--&ER-E-R-&EER-&&

EERE&&RR-EERERR-RERR-&E-ERR&E

R-&&&E-RRE-REEE&EE&&&EE&ER&

77

77

02

02

71

71

原位杂交探针制备

://4
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55D4%&全长序列的克隆与测序55以脑组织

$%&为模板"按照 R:T:$:$%&6-$T;H#&L.$

.2C1/13 说明书进行 $R76-$"通过同源基因序列

比对"分别设计 6**

$

&6**

%

和 6**

&

小片段引

物"扩增 / 种 6**部分 D4%&序列' 根据测序结

果"再分别设计特异性引物用于 / 种 6**的 /[

$&-,和 7[$&-,扩增引物' $&-,扩增按照

*L&$R2C

RL

$&-,D4%&&930;B;D:H;/= T;H试剂

盒的说明进行' 引物序列与退火温度见表 4'

$R76-$和 $&-,产物回收纯化后与 3L4417R

载体连接构建重组质粒"经转化与 '8平板培养

后"筛选重组子进行插入片段检测"序列测定由上

海生工生物工程技术有限公司完成'

生物信息学分析55应用 8;/,I;H和 ,I;H*2P

程序进行开放阅读框#"$($分析并推导相应的氨基

酸序列% *;>=:06/13 A2CO2C程序#KHH3!

!

VVV1DMA1

IHG1I<5A2CO;D25*;>=:06$进行信号肽分析% *DC:HDK

程序 # KHH3!

!

VVV1;DA1GD;12IG5?M:0I;>5ADC:HDK5

;=I2J1KH90$预测二硫键% 8'&*R# KHH3!

!

VVV1

=DM;1=091=;K1>/O58'&*R$进行序列同源性分析%

-0GAH:0Y#KHH3!

!

VVV12M;1:D1G<5D0GAH:0V5;=I2J1

KH90$进行多序列比对% ,L8"**#KHH3!

!

VVV12M;1

:D1G<5R//0A529M/AA5:0;>=5;=I2J1KH90$进行序列相

似度分析% L,E&914构建%!系统进化树'

6**9$%&组织表达分析55分别提取 / 尾

成鱼脑&心脏&皮肤&肌肉&鳃&食道&幽门垂&脾&胃&

肝&前肠&后肠&肾脏和性腺 49 个组织的总$%&"测

"4值后"平衡起始浓度' 通过比对 / 种 6**的

D4%&序列"分别设计特异 性 引 物 *4$R(和

*4$R$&*2$R(和 *2$R$&*/$R(和 */$R$#表

4$' 以
$

L%#$2, 为内参基因"$R76-$检测 6**

$

&

6**

%

和 6**

&

9$%&在各组织中的表达情况'

6**9$%&在脑中的定位表达55根据 / 种

6**基因的 D4%&序列"设计特异性引物#表 4$'

用脑组织反转录 D4%&"通过特异性引物扩增出

相应的序列作为转录 $%&探针的模板' 杂交探

针制备按照 $/DK2公司 4)E$%&':M20;=> T;H试

剂盒说明"经 *3

0

和 R

8

聚合酶转录生成地高辛标

记的 $%&正义和反义探针'

取脑组织"于 9N多聚甲醛 #6(&$中 9 Q固

定 49 ?4: K' 经 314 9/05'68*缓冲液 # 3+C

813$清洗 2 次"梯度乙醇脱水"二甲苯透明后"石

蜡包埋后切片' 原位杂交#)*+$过程参照 LGCC:@

等
(1)

的方法"并稍加改进' 将厚度为 0 ?:

!

9石

蜡切片于氨基烷基硅烷载玻片上展片"置于 /8 Q

恒温箱中烘烤过夜"二甲苯脱蜡"梯度复水' 杂交

前预处理!组织经 68*#3+C819$漂洗"甘氨酸与

RC;H/= S6433 处理增加组织的可穿透性"蛋白酶

T#2

!

>59'$/8 Q处理 /3 9;="于 9N 6(&中固

定与 68*漂洗后"在含 3127N乙酸酐 #&&$的

314 9/05'R,&#3+C:13$中乙酰化' 组织切片

于预杂交液#含 73N甲酰胺"9 @**-$中 /8 Q预

杂交 /3 9;=' 甩去组织切片上的预杂交液"滴加

杂交液#含预变性的地高辛标记的反义探针$"用

3:C:B;09膜覆盖"在湿润避光环境中 97 Q杂交

49 ?4: K' 杂交后经 $%:A2&#23

!

>59'$去除

未杂交的 $%&探针"于 **-溶液中清洗' 免疫

检测按照 4)E%GD02;D&D;I 42H2DH;/= T;H试剂盒

说明进行"碱性磷酸酶标记抗 4)E抗体浓度为 45

/33"于 %8R58-)6显色液中避光显色"水性封片

剂封片并拍照' 阴性对照为用 4)E标记的正义

探针进行杂交"其它实验步骤不变'

25结果

9"!#鳜 X<<6=WG全长序列与结构分析

将小片段&/[$&-,和 7[$&-,扩增序列的

测序结果通过序列比对&拼接后分别得到长度为

098&077 和 :2/ M3 的鳜 6**

$

&6**

%

和 6**

&

D4%& 全 长 序 列 # E2=8:=< 登 录 号 分 别 为

!%3/97:9"!%439028 和 !%43902:$'

6**

$

D4%&包括 04 M3 的 7[端非翻译区"

/01 M3 的开放阅读框"248 M3 的 /[端非翻译区"在

717 ?033 位点有一个多聚腺苷酸#::H:::$信号序

列#图 47:$' 编码的 422 个氨基酸序列中"前 20

个氨基酸为信号肽' 前体中 438 和 43: 位点有精

氨酸 6赖氨酸 #$6T$识别位点"推测其酶切后

可产生 49 肽生长抑素#**749$% 在 14 位点有精

氨酸#$$识别位点"推测其酶切后可产生含 /4 个

氨基酸的生长抑素#**7/4$'

6**

%

D4%&包括 88 M3 的 7[端非翻译区"

/:8 M3 的开放阅读框"414 M3 的 /[端非翻译区"在

03/ ?03: 位点有一个多聚腺苷酸#:HH:::$信号序

列#图 47M$' 编码的 42: 个氨基酸序列中"前 27

个氨基酸为信号肽' 前体中 44/ 和 449 位点有精

氨酸 6赖氨酸 #$6T$识别位点"推测其酶切后

可产生 49 肽生长抑素#(R@C

8

"E0@

43

)**749$% 在

1//4
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433 位点有精氨酸 #$$识别位点"推测其酶切后

可产生含 (R@C

8

"E0@

43

) **749 的 2: 肽生长抑素

#**72:$'

6**

&

D4%&包括 237 M3 的 7[端非翻译区"

/// M3 的开放阅读框"2:7 M3 的 /[端非翻译区"在

800 ?884 位点有一个多聚腺苷酸#::H:::$信号序

列#图47D$ '编码的443个氨基酸序列中 "前24

图 !#鳜 X<<

!

"X<<

"

和 X<<

#

6=WG全长和

氨基酸序列

小写字母代表核苷酸序列"大写字母代表氨基酸序列"粗体字

为信号肽% 活性肽和多聚腺苷酸加尾信号#:HH:::$加下划线"

酶切位点用方框标出%

"

表示终止密码子'

?/5"!#$'(6=WG%)44(4*6(4%+/)- %6/41(I*()6(1-.

78$2(&%+0X<<

!

#X<<

"

%)4X<<

#

RK2=GD02/H;I2C2>;/=A:C2AK/V= :A0/V2CD:A2A"HK2:9;=/ :D;IA

:C2AK/V= :AG332CD:A2A"HK23GH:H;O2A;>=:0323H;I2A2PG2=D2A

:C2AK/V= :AM/0I G332CD:A202HH2CA% 6GH:H;O23/0@:I2=@0:H;/=

A;>=:0A#:HH:::$ :C2G=I2C0;=2I" 3/H2=H;:09/=/M:A;D:=I I;M:A;D

2=U@9:H;DD02:O:>2C2D/>=;H;/= A;H2A:C2;=I;D:H2I ;= M/J2A%

&AH2C;A< ;=I;D:H2AAH/3 D/I/=1

个氨基酸为信号肽' 前体中 17 和 10 位点有精氨

酸 6赖氨酸 #$6T$识别位点"推测其酶切后可

产生 49 肽生长抑素#(6C/

2

)**749$% 在 :2 和 :8

位点有精氨酸#$$识别位点"推测其酶切后可产

生 2: 肽的生长抑素#**72:$和 2/ 肽的生长抑素

#**72/$'

脊椎动物 6**氨基酸序列比对结果见图 2"

鳜 6**

$

氨基酸序列与斜带石斑鱼 #M+2,)+1)&'*

#/2/2;)*$ 6**

$

氨 基 酸 序 列 相 似 度 最 高" 为

101:N"与其他鱼类的相似度为 0/N?1714N"而

与两栖类&鸟类以及哺乳类的相似度为 0210N?

0817N' 鳜 6**

%

氨基酸序列与斜带石斑鱼 6**

%

氨基酸序列相似度为 1212N"与其他鱼类的相
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似度为 7411N?:018N' 鳜 6**

&

氨基酸序列与

斜带石斑鱼 6**

&

氨基酸序列相似度为 181/N"

与其他鱼类的相似度为 8817N?:7N"与鸟类&哺

乳类的相似度为 9718N?01N' 鳜 6**

$

&6**

%

与 6**

&

/ 种 6**氨基酸序列间的相似度为

2:10N?9712N"保守区同位于 -端"分别位于第

43: ?427 位&第 440 ?4/4 位&第 43: ?42/ 位区"

仅长度略有差异'
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图 9#脊椎动物 B 种 X<<氨基酸序列比对

?/5"9#G+/)- %6/41(I*()6(1%0/5)+()7-.8(,7(&,%7(X<<1

6**参考序列如下"*DK!鳜# -2,2+)(#% #1'%$*2$ % ,D/!斜带石斑鱼#M+2,)+1)&'*#/2/2;)*"6**

$

!&&#1/707% 6**

%

!&&#1/700% 6**

&

!&&#1/708$ % ':9!美洲#@/+12'*%.)(2#%,'*"6**

$

!-&&2/1:0% 6**

%

!-&&2/1:8$ % )3G!斑点叉尾 #"#$%&'('*+',#$%$'*"

6**

$

!&&&91//1$ % 4C2!斑马鱼 #G%,2/ ()(2/"6**

$

!%6E:1::1/% 6**

%

!S6E01949/% 6**

&

!%6E3343/::10 $ % L32!厚颌鲂

#N)J%&/K(%.% +)&&)J(2,2" 6**

$

! &&"12099 $ % -:G!金鱼 # 5%(%**2'*%'(%$'*" 6**

$

! &&431/71% 6**

%

! &&(47/30% 6**

&

!

&&4310/4$ % 6:=!非洲肺鱼#!(/$/+$)('*%,,)#$),*"6**

$

!&(42029/% 6**

&

!&&4/14/1$ % &HC!高首鲟#O#2+),*)($(%,*./,$%,'*"

6**

$

!&(/17:91$ % -;I!草鱼#5$),/+1%(3,J/;/, 2;)&&%"6**

$

!&-80192/% 6**

%

!&-801929% 6**

&

!&-801927$ % +MG!伯氏朴丽

鱼#B%+&/#1(/.2*K'($/,2"6**

$

!&&*18109$ % *A:!大西洋鲑# -%&./ *%&%("6**

$

!%6E3344/978/% 6**

%

!&-L3172/$ % "9@!虹鳟

#0,#/(13,#1'*.342**"6**

%

!%6E33444:487 $ % E32!象鼻鱼 #P,%$1/,).'*+)$)(*22"6**

%

!&&.9:770 $ % &A;!中华鲟 #O#2+),*)(

*2,),*2*"6**

&

!&-%::491 $ % R>G!斑胸草雀 #D%),2/+3J2% J'$$%$%"6**

&

!S6E3324:0700 $ % $=/!鼠 #=%$$'*,/(7)J2#'*"6**

$

!

-&&29781% -*R!%6E3/0108$ % E>:!鸡#P%&&'*J%&&'*"6**

$

!-&&92898% 6**

&

!%6E1:18:0$ % $C;!蛙 #=%,% (2;2K',;'*"6**

$

!

&&-0331/$ % +A:!人#B/./ *%+2),*"6**

$

!%6E3343/1% -*R!&&800:17$ '

55根据鳜与其他 23 种脊椎动物 6**氨基酸序

列构建了系统关系树#图 /$"/ 种 6**形成相对

独立的分支"哺乳类&鸟类&两栖类&鱼类分别聚

支"物种间亲缘关系与其传统分类地位基本一致'

9"9#X<<+AWG的组织表达特征

/ 种 6**9$%&在鳜成体 49 个组织中表达

情况见图 9' 6**

$

9$%&在脑中有表达"其他

组织中均未见明显表达' 6**

%

9$%&在脑&食

道和胃中大量表达"心脏&皮肤&鳃和肝胰脏中也

有少量表达' 6**

&

9$%&在脑&肾脏和性腺中

大量表达"心脏&皮肤&鳃&脾脏&前肠和后肠中也

有少量表达'

9"B#脑组织 X<<原位杂交

与其他硬骨鱼类
(43)

相似"鳜脑结构分为 7 个

部分!端脑&间脑&中脑&小脑和延脑' 原位杂交结

果表明"6**

$

&6**

%

和 6**

&

反义 $%&探针杂

交均出现明显的蓝紫色杂交信号"与背景反差显

著"而阴性对照组的正义探针对照中均无杂交信

号#图 7$' 6**

$

9$%&杂交信号分布在下丘脑

和延脑"6**

%

9$%&分布在下丘脑"丘脑中也有

少量分布"6**

&

9$%&分布在下丘脑&中脑的视

觉盖&延脑以及脊髓中'

/5讨论

B"!#鳜 X<<序列与结构分析

生长抑素 **是由其前体 6**经信号肽酶&

前激素转化酶等特异性加工而成的活性肽' 生长

抑素**家族结构的多样性"表现在具有不同的氨

基酸组成和氨基酸链长度' 这些差异主要来源!

#4$生物体内存在多种 **基因"可编码不同的

6**"加工后形成不同的 **"氨基酸组成明显不

同' #2$相同 **基因编码产生的 6**前体"但经

不同剪切加工可形成不同的 **"氨基酸长度

不同
(44)

'

29/4



!""#!

!

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

1 期 代5威"等!鳜三种生长抑素 D4%&全长克隆&组织表达及其在脑中定位分析 55

图 B#脊椎动物 X<<的 WY 系统进化树

?/5"B#X'30-5()(7/67,((-.8(,7(&,%7(X<<

/9/4
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图 D#鳜 X<<

!

"X<<

"

和 X<<

#

+AWG的组织表达

41脑% 21心脏% /1皮肤% 91肌肉% 71鳃% 01食道% 81幽门垂% :1脾% 11胃% 431肝胰脏% 441前肠% 421后肠% 4/1肾% 491性腺% 471对

照% L1433 M3 分子量标记'

?/5"D#S;2,(11/-)-.X<<

!

#X<<

"

%)4X<<

#

+AWG/)%4*077/11*(1-.78$2&(%+0

41MC:;=% 21K2:CH% /1A<;=% 919GAD02% 71>;00% 012A/3K:>GA% 813@0/C;DD:2DG9% :1A3022=% 11AH/9:DK% 4310;O2C% 441B/C2>GH% 421K;=I>GH%

4/1<;I=2@% 491>/=:I% 471D/=HC:AH% L1433 M3 9/02DG0:C9:C<2C1

55现今已研究的动物中"共发现有 / 种类型

6**!6**

$

&6**

%

和 6**

&

' 从圆口类&软骨鱼类&硬

骨鱼类&两栖类&爬行类&鸟类到哺乳类均存在 6**

$

"编码氨基酸序列相同的 **749"表明 6**

$

在进化

过程中具有高度保守性
(42)

' 目前"6**

%

仅在鱼类

中发现"在少数鱼类中还具有不同亚型
(4/ 649)

"不同

亚型可能是鱼类进化中通过基因组加倍或基因重

复获得的' 在人&鼠等哺乳动物中虽未发现有 6**

&

"但发现了与 6**

&

高度同源的皮质醇稳定蛋白

#D/CH;AH:H;=$"其中有 44 个氨基酸与(6C/

2

)**749 相

同
(47)

' 鱼类中"金鱼#5%(%**2'*%'(%$'*$

(4/)

&斜带

石斑鱼
(40)

&斑马鱼#G%,2/ ()(2/ E2=8:=< 登录号!

%6E:1::1/% S6E01949/% %6E3343/::1$和草鱼

# 5$),/+1%(3,J/;/, 2;)&&% E2=8:=< 登 录 号!

&-80192/%&-801929%&-80192$等种类中均发现

存在有 / 种 6**D4%&'

本研究运用 $&-,克隆技术首次获得了鳜 /

种 6**的 D4%&序列"6**

$

&6**

%

和 6**

&

D4%&的全长序列分别为 098&077 和 :2/ M3"编

码 422&42: 和 443 个氨基酸' / 种 6**D4%&序

列相似度为 921/N?9119N"氨基酸序列相似度

为 9314N?9712N' 在保守的 -端 49 肽中"6**

$

#**749$与 6**

%

#(R@C

8

"E0@

43

)**749$&6**

&

#(6C/

2

)**749$组成差异明显"在脊椎动物 6**

系统进化树中分别6**

$

&6**

%

和6**

&

分支聚

类"表明它们是由不同基因编码而成'

研究发现"鳜 6**中存在精氨酸 6赖氨酸#$

6T$&精氨酸#$$多个识别位点"提示 6**可经

不同位点的剪切加工"产生多种类型**多肽' 因

此"推测鳜 6**

$

除了可加工形成 **749 外"还可

以剪切产生 **7/4"其 -端 49 肽与 **749 完全相

同' 鱼类中还发现有其他类型 **

$

多肽"如斜带

石斑鱼中存在 **7/3 肽
(40)

"高首鲟 #O#2+),*)(

$(%,*./,$%,'*$中存在 **72: 肽
(48)

"金鱼&虹鳟

#0,#/(13,#1'*.342**$ 和团头鲂 #N)J%&/K(%.%

+)&&)J(2,2$中存在 **720 肽
(4/ 649"4:)

' 鳜 6**

%

可

剪切形成(R@C

8

"E0@

43

)**749"还可剪切产生 **7

2:"其 -端的 49 肽与(R@C

8

"E0@

43

)**749 的氨基

酸 序 列 相 同' 尼 罗 罗 非 鱼 # 0()/#1(/.2*

,2&/$2#%$&银大马哈鱼 #0,#/(13,#1'*42*.$#1$中

还分离到 **727 肽
(41 623)

' 鱼类 6**

%

还存在一

些变异体"如金鱼(E0G

4

"R@C

8

"E0@

43

)**749

(4/)

&欧

洲鳗#O,J'2&&% %,J'2&&%$ (R@C

8

"E0@

43

"6C/

44

)**749

和 **727 肽
(24)

' 鳜 6**

&

与斜带石斑鱼
(40)

一致"

除了可剪切产生 (6C/

2

)**749 外"还可加工生成

**72/ 和 **72: 肽'

鳜具有 / 种不同的 6**基因"还可经不同剪

切加工形成多种活性类型 **' **类型的多样

性"推测 **可参与不同的生理调控"发挥多种生

物学效应"即具有功能多样性和差异性'

99/4
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图 K#鳜 X<<

!

"X<<

"

和 X<<

#

+AWG在脑中的原位杂交

:4&:2&:9 显示鳜 6**

$

反义探针杂交"M4&M2&M9 显示鳜 6**

%

反义探针杂交"D4&D2&D9&D0&D: 显示鳜 6**

&

反义探针杂交":/&:7&

M/&M7&D/&D7&D8&D1 为相应的正义探针对照' "81嗅球% R1端脑% "R1视觉盖% -1小脑% +1下丘脑% L"1延脑% *-1脊髓% 61垂体'

?/5"K##-+0%('3&,/4/Z%7/-)-.X<<

!

#X<<

"

%)4X<<

#

+AWG/)7'(&,%/)-.+%)4%,/)./1'

:4":2":9 AK/VHK23/A;H;O2C2AG0HA/BK@MC;I;U:H;/= V;HK HK2:=H;A2=A23C/M2B/C6**

$

"M4"M2"M9 AK/VHK23/A;H;O2C2AG0HA/BK@MC;I;U:H;/=

V;HK HK2:=H;A2=A23C/M2B/C6**

%

"D4"D2"D9"D0"D: AK/VHK23/A;H;O2C2AG0HA/BK@MC;I;U:H;/= V;HK HK2:=H;A2=A23C/M2B/C6**

&

":/":7"

M/"M7"D/"D7"D8"D1 AK/V HK2=2>:H;O2C2AG0HA/BK@MC;I;U:H;/= V;HK HK2A2=A23C/M21"81/0B:DH/C@ MG0M% R1H202=D23K:0/=% "R1/3H;D

H2DHG=% -1D2C2M200G9% +1K@3/HK:0:9GA% L"192IG00:/M0/=>:H:% *-1A3;=:0D/CI% 613;HG;H:C@1

B"9#鳜 X<<+AWG的组织表达特征分析

$R76-$研究表明"鳜 / 种 6**9$%&表达

具有明显的组织特异性"这也验证了不同 **的

功能多样性推测' 鳜 / 种 6**9$%&均在脑组

织中表达"表明这 / 种 6**加工后的 **可作为

重要的神经调节因子"参与抑制生长激素的合成

79/4
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与分泌"或通过其他作用途径调控动物生长发育'

研究发现"金鱼 / 种类型 **均能抑制垂体 E+释

放"但对 E+的抑制能力不同
(22)

' 斜带石斑鱼 **

能抑制脑垂体 E+释放"并呈剂量依存关系
(2/)

'

大马哈鱼脑中 **浓度升高可引起肝脏&血浆中

)E(7)水平下降
(29)

'

除在脑中表达外"鳜 6**9$%&的外周组织

表达存在明显差异' 鳜 6**

$

9$%&在其它外

周组织中均未检测到明显表达' 虹鳟
(49)

&斜带石

斑鱼
(40)

和中华鲟 #O#2+),*)(*2,),*2*$

(27)

6**

$

9$%&均在脑中表达' 鳜 6**

$

在脑组织中的特

异性表达"表明它可能是一种较为专一的神经调

节肽或调节激素"参与中枢神经系统对生长发育

调控' 鳜 6**

%

9$%&在食道&胃中也有大量表

达"表明其还可参与胃肠道分泌和消化作用调控'

其他鱼类 6**

%

也有类似表达"斜带石斑鱼 6**

%

9$%&在胃中大量表达"前肠&肝中少量表

达
(40)

% 虹鳟 6**

%

9$%&在食道&胃中大量表

达"前肠和后肠中少量表达
(20)

% 金鱼和欧洲鳗肠

道中也发现有 6**

%

9$%&表达
(28)

' 研究表明"

大西洋鳕#P%;'*./(1'%$中 **能显著降低基础

胃酸分泌"并能降低由蛙皮素和组胺刺激产生的

胃酸分泌
(2:)

' 鳜 6**

&

9$%&在肾和性腺中也

有大量表达"表明其可能参与繁殖和代谢的调节'

中华鲟 6**

&

9$%&在肾和心脏中有大量表

达
(27)

"斜带石斑鱼 6**

&

9$%&在卵巢中也有

表达
(40)

"虹鳟性成熟过程中血液 **浓度显著降

低
(21)

' 与 6**

$

相比较"6**

%

与 6**

&

的表达

组织较为广泛"表明后两者可能兼有神经调节和

内分泌激素功能"调节中枢神经和内脏的生理功

能"发挥更广泛的生理调控作用' 鳜 6**在各组

织中广泛表达"且 / 种 6**9$%&的组织表达特

征各不相同"推测不同类型 **所参与的调控途

径与方式不同'

B"B#鳜 X<<+AWG在脑组织中表达区域

有关 **在脑中分布的研究主要集中在高等

脊椎动物"哺乳类 **神经元胞体主要存在于下

丘脑
(/3)

' 本研究中"鳜 / 种 6**9$%&均在脑组

织中表达"原位杂交结果进一步显示"/ 种 6**

9$%&均在下丘脑中表达' 在已研究的鱼类中"

也均发现下丘脑中存在 6**的表达' 下丘脑是

调节内脏活动和内分泌系统的高级神经系统中

枢"能合成调节腺垂体激素分泌的各类多肽' 原

位杂交结果表明鳜 / 种 6**可由下丘脑合成和分

泌"推测其可参与腺垂体激素分泌的调节"参与

E+7)E(

$

轴表达调控'

除下丘脑外"/ 种 6**9$%&的脑区表达存

在明显差异' 鳜 6**

$

9$%&在延脑中也有表

达' 不同物种间的表达也有不同"金鱼 6**

$

9$%&还在端脑&视觉盖&延脑和垂体中表达
(4/)

"

虹鳟 6**

$

9$%&在视觉盖和垂体中也有表

达
(/4)

"西伯利亚鲟 6**

$

9$%&还在大脑皮层&

丘脑&视觉盖和垂体等区域表达
(/2)

' 鳜 6**

%

9$%&在丘脑中也有少量表达' 其他鱼类中"金

鱼6**

%

9$%&还在端脑和视觉盖中表达
(4/)

"虹

鳟 6**

%

9$%&与其 6**

$

9$%&的表达基本一

致
(/4)

' 鳜6**

&

9$%&表达区域较为广泛"在视

觉盖&延脑和脊髓等区域中均有表达' 其他鱼类

中"金鱼 6**

&

9$%&在嗅球&端脑&视觉盖中也

有表达
(4/)

"西伯利亚鲟6**

&

9$%&还在大脑皮

层和丘脑中有表达
(/2)

' 鳜 / 种 6**在脑区的表

达差异"表明它们还可能参与其他不同的神经调

控"具有多样的生理功能' 推测**在脑中主要是

作为神经递质&分泌因子或调节激素"不同 **可

能具有不同的生理效应"参与不同的神经生理过

程和生长发育调节'

参考文献!

( 4 )5RK/9:A6L16:C:I;>9A/B>C/VHK ;= B;AK(!)1-/93

8;/DK29 6K@A;/06:CH8" 2334" 421 # 2 6 / $!

238 62411

( 2 )5L/C;@:9:*" &@A/= ( E" T:V:GDK;+1EC/VHK

C2>G0:H;/= M@ ;=AG0;=70;<2>C/VHK B:DH/C7);= B;AK(!)1

8;/AD;8;/H2DK 8;/DK"2333"09#:$!477/ 647021

( / )56:H20]-1*/9:H/AH:H;= :=I ;HAC2D23H/CB:9;0@(!)1

(C/=H%2GC/2=I/DC;="4111"23#/$!478 641:1

( 9 )5';= S"62H2C$,1*/9:H/AH:H;=A:=I HK2;CC2D23H/CA;=

B;AK(!)1-/93 8;/DK296K@A;/06:CH8"2334"421#2

6/$!79/ 67731

( 7 )5*K2C;I:= L &"T;HH;0A/= !4" *0:>H2C81*HCGDHGC27

BG=DH;/= C20:H;/=AK;3A/BHK2A;>=:0;=> A@AH29 B/CHK2

A/9:H/AH:H;= 323H;I2K/C9/=2B:9;0@(!)1&9 Z//0"

2333"93#2$!201 62:01

( 0 )5%20A/= '," *K2C;I:= L &1 $2>G0:H;/= /B

A/9:H/AH:H;=A:=I HK2;CC2D23H/CA;= B;AK ( !)1E2=

-/93 ,=I/DC;=/0"2337"492#4 62$!448 64//1

( 8 )5鲁双庆"刘峰"刘臻"等1三种鳜鱼 # -2,2+)(#%$生长

激素基因的克隆及序列比较 (!)1海洋与湖沼"

09/4



!""#!

!

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

1 期 代5威"等!鳜三种生长抑素 D4%&全长克隆&组织表达及其在脑中定位分析 55

233:"9#/1$!/79 6/041

( : )5刘俊"赵金良"张敏"等1鳜胰岛素样生长因子 6

$

D4%&全长克隆及组织表达分析(!)1动物学杂志"

2344"90#/$!2: 6/01

( 1 )5LGCC:@ +L" E:00:=H!Y" 62C2U7-:A:=/O:!-1

"=H/>2=@ /B0;3:A22J3C2AA;/= ;= V;=H2CB0/G=I2C(!)1

!(;AK 8;/0"233/"02#9$!:40 6://1

(43)5孟庆闻"苏锦祥"李婉端1鱼类比较解剖学(L)1北

京!科学出版社"41:8!2:7 62181

(44)5叶星"李文笙"林浩然1鱼类生长抑素及其受体的

研究进展(!)1水产学报"2338"/4#2$!209 62821

(42)5刘扬"王静凤"宋微波1鱼类生长抑素的研究进展

(!)1海洋科学"2339"2:#8$!08 6831

(4/)5';= SY""HH/ -!"62H2C$,1,J3C2AA;/= /BHKC22

I;AH;=DHA/9:H/AH:H;= 92AA2=>2CC;M/=GD02;D :D;IA

#9$%&A$;= >/0I B;AK MC:;=!DK:C:DH2C;U:H;/= /BHK2

D/930292=H:C@ I2/J@C;M/=GD02;D:D;IA" I;AHC;MGH;/=

:=I A2:A/=:0O:C;:H;/= /BHK29$%&A":=I :DH;/= /B:

A/9:H/AH:H;=749 O:C;:=H(!)1,=I/DC;=/0/>@"4111"493

#7$!23:1 623111

(49)5T;HH;0A/= !4"L//C2-&"*K2C;I:= L &16/0@>2=;D

2J3C2AA;/= /B A/9:H/AH:H;= ;= C:;=M/V HC/GH"

0,#/(13,#1'* .342**! 2O;I2=D2 /B :

3C23C/A/9:H/AH:H;= 2=D/I;=> A/9:H/AH:H;=749 ( !)1

E2= -/93 ,=I/DC;=/0"4111"449#4$!:: 6101

(47)5(G<GAG9;*" T;H:I:-" R:<2<:V:*1)I2=H;B;D:H;/=

:=I DK:CDH2C;U:H;/= /B:=/O20KG9:= D/CH;AH:H;= 70;<2

323H;I2(!)18;/DK29 8;/3K@ $2A-/99G=" 4118"

2/2#2$!478 640/1

(40)5]2S"';Y *" ';= + $16/0@>2=;D2J3C2AA;/= /B

A/9:H/AH:H;= ;= /C:=>27A3/HH2I >C/G32C#M+2,)+1)&'*

#/2/2;)*$!9/02DG0:CD0/=;=> :=I I;AHC;MGH;/= /BHK2

9$%&A2=D/I;=> HKC22A/9:H/AH:H;= 3C2DGCA/CA(!)1

L/0-200,=I/DC;=/0"2337"294#4 62$!02 6821

(48)5RC:MGDDK;L" R/AH;O;=H+" ';KC9:== )16/0@>2=;D

2J3C2AA;/= /BA/9:H/AH:H;= ;= HK2*HGC>2/= O#2+),*)(

$(%,*./,$%,'*!L/02DG0:CD0/=;=> :=I I;AHC;MGH;/= /B

HK29$%&A2=D/I;=> HV/ A/9:H/AH:H;= 3C2DGCA/CA

(!)1!-/93 %2GC/0"2332"99/#9$!//2 6/971

(4:)5俞菊华"夏德全"杨弘"等1$&-,法分离团头鲂生

长抑素全长 D4%&及其序列测定 (!)1水产学报"

233/"28#0$!7// 67/11

(41)5%>G@2= L" YC;>KH! ! $" %2;0A2= 6 (" )$%&1

-K:C:DH2C;U:H;/= /BHK23:=DC2:H;DK/C9/=2ABC/9HK2

8C/D4.:== M/I@ /BHK2H;0:3;:!;930;D:H;/=AB/C;A02H

J2=/>C:BHAHGI;2A(!)1-/93 8;/DK29 6K@A;/0"4117"

444#4$!// 6991

(23)560;A2HA<:@:,L" 6/00/D< + E" $//A2!8" )$%&1

-K:C:DH2C;U:H;/= /B D/K/ A:09/= # 0,#/(13,#1'*

42*'$#1$;A02HA/9:H/AH:H;=A(!)1E2= -/93 ,=I/DC"

41:0"0/#2$!272 620/1

(24)5#2A:<:R" ]:=/ T" ]:9:A:<;L1*/9:H/AH:H;=7

C20:H2I 323H;I2A;A/0:H2I BC/9 HK2220>GH!2BB2DHA/=

;/= :=I V:H2C:MA/C3H;/= :DC/AAHK2;=H2AH;=2/BHK2

A2:V:H2C220( !)1!,J3 8;/0" 4119" 4:: # 4 $!

237 62401

(22)5L:CDK:=HR&" (C:A2C$ &" &=IC2VA6 -1RK2

;=B0G2=D2/B9:99:0;:= :=I H202/AHA/9:H/AH:H;=A/=

HK2 A2DC2H;/= /B >C/VHK K/C9/=2 BC/9 >/0IB;AK

#5%(%**2'*%'(%$'*'1$ 3;HG;H:C@ BC:>92=HA2, 72$(/

(!)1$2>G0623H"41:8"48#4$!94 6721

(2/)5冉雪琴"李文笙"林浩然1*$)(及 -*+对斜带石斑

鱼脑垂体生长激素合成和分泌的调控(!)1动物学

报"2339"73#2$!222 62/31

(29)5*K2C;I:= L &" ,;02CHA/= - 4" T2CAH2HH2C R +1

-K:=>2A;= 30:A9: A/9:H/AH:H;= :AA/D;:H2I V;HK

A2:V:H2C:I:3H:H;/= :=I AHG=H;=> /BD/K/ A:09/="

0,#/(13,#1'*42*'$#1 ( !)1&PG:DG0HGC2" 411:" 40:

#4$!417 623/1

(27)5';-!" Y2;F Y" ZK/G '" )$%&1L/02DG0:C:=I

2J3C2AA;/= DK:C:DH2C;U:H;/= /BHV/ A/9:H/AH:H;= >2=2A

;= HK2-K;=2A2AHGC>2/=" O#2+),*)(*2,),*2*( !)1

-/93 8;/DK296K@A;/0"2331"479#4$!428 64/91

(20)5L//C2-&" T;HH;0A/= !4" ,KC9:= L L" )$%&1

$:;=M/V # 0,#/(13,#1'* .342**$ 3/AA2AA HV/

A/9:H/AH:H;= 9$%&AHK:H:C2I;BB2C2=H;:00@ 2J3C2AA2I

(L)1&9 !6K@A;/0$2>G0)=H2>C-/93 6K@A;/0"

4111"288#0$!477/ 647041

(28)5#2A:<:R" ]:=/ T" ]:9:A:<;L1*/9:H/AH:H;=7"

O:A/:DH;O2 ;=H2AH;=:0 323H;I27" :=I >C:=G0;=70;<2

323H;I2A;A/0:H2I BC/9 ;=H2AH;=:02JHC:DHA/B>/0IB;AK"

5%(%**2'*%'(%$'*(!)1E2= -/93 ,=I/DC;=/0"4117"

11#/$!4:8 6/301

(2:)5+/0AH2;= 8"-2I2CM2C> -1,BB2DH/BA/9:H/AH:H;= /=

M:A:0:=I AH;9G0:H2I >:AHC;DA2DC2H;/= ;= HK2D/I"

P%;'*./(1'% (!)1&9 !6K@A;/0"41::"279 # 2 $"

E4:/ 6E4::1

(21)5+/00/V:@ &-"*K2C;I:= L &"TC::< E.4")$%&1

-/CC20:H;/= /B 30:A9: >C/VHK K/C9/=2 V;HK

A/9:H/AH:H;=" >/=:I:0AH2C/;I K/C9/=2A:=I HK@C/;I

K/C9/=2A ;= C:;=M/V HC/GH IGC;=> A2JG:0

C2DCGI2AD2=D2(!)1-/93 8;/DK296K@A;/0"4111"42/

#/$!274 62031

(/3)5谢启文1神经肽 (L)1上海!复旦大学出版社"

2339!1/ 6101

(/4)5'2A0;2&"4:C02=2T"!2BBC2@ 4")$%&1'/D:0;U:H;/= /B

89/4



!""#!

!

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

555 水5产5学5报 /0 卷

A/9:H/AH:H;= 9$%&A;= HK2MC:;= :=I 3:=DC2:A/B

C:;=M/V HC/GH# 0,#/(13,#1'*.342**$ ( !)1-/93

8;/DK296K@A;/0"2334"421#2 6/$!224 622:1

(/2)5(_H;9:&" $:9̀ = &" )A:M20$ L14;AHC;MGH;/= /B

A/9:H/AH:H;= ;99G=/C2:DH;O2=2GC/=A:=I B;MC2A;=

HK2D2=HC:0=2CO/GAA@AH29 /B:DK/=IC/AH2:=" HK2

*;M2C;:= AHGC>2/=#O#2+),*)(K%)(2$ (!)18C:;= $2A"

233:"42#1$!12 64391

E0-)/)5"7/11*((;2,(11/-)-.7',((1-+%7-17%7/)5()(1-.

70-0,*)$& $2(&%+0%)47'(/,0-6%0/Z%7/-)1/)&,%/)

4&)Y2;" Z+&"!;=70;:=>

"

" ')#!G=" S#,]:=>

#J(*K'L26';26*2?56(/)3';(65"/)(6*U(6>I-'/>7(/2<68(/"M":"/;6*2?=A6"8<-;<6("

4)':A)'"Q8(': N:"O(6/";*"4)':A)'"5234/30"%)":'$

G&17,%67! */9:H/AH:H;=A# **$ 30:@ ;93/CH:=H3K@A;/0/>;D:0BG=DH;/=A ;= O2CH2MC:H2.A >C/VHK :=I

I2O20/392=H"VK;DK M20/=> H/ :9G0H;302>2=2B:9;0@1)= HK;AAHGI@"HK2D/9302H2D4%&A2PG2=D2A/BHKC22

I;AH;=DH3C23C/A/9:H/AH:H;=A#6**

$

"6**

%

:=I 6**

&

$V2C2;A/0:H2I BC/9 -2,2+)(#% #1'%$*2MC:;= :=I D0/=2I

M@ 92:=A/BC:3;I :930;B;D:H;/= /BD4%&2=IA#$&-,$1RK2BG0002=>HK /B6**

$

D4%&V:A098 M3"VK;DK

D/=H:;=2I /01 M3 /32= C2:I;=> BC:92:=I 2=D/I2I 422 :9;=/ :D;IAV;HK :A;>=:0323H;I2/B20 :9;=/ :D;IA1

)HD/=H:;=2I HK2D/=A2CO:H;O2**749 A2PG2=D2:HHK2-7H2C9;=:02JHC29;H@"VK;DK ;A;I2=H;D:0V;HK HK:H/B/HK2C

O2CH2MC:H2A1RK2BG0002=>HK /B6**

%

D4%&V:A077 M3"VK;DK D/=H:;=2I /:8 M3 /32= C2:I;=> BC:92:=I

2=D/I2I 42: :9;=/ :D;IAV;HK :A;>=:0323H;I2/B27 :9;=/ :D;IA1)HD/=H:;=2I(R@C

8

"E0@

43

)**749 :HHK2-7

H2C9;=:02JHC29;H@1RK2BG0002=>HK /B6**

&

D4%&V:A:2/ M3"VK;DK D/=H:;=2I /// M3 /32= C2:I;=> BC:92

:=I 2=D/I2I 443 :9;=/ :D;IAV;HK :A;>=:0323H;I2/B24 :9;=/ :D;IA1)HD/=H:;=2I(6C/

2

)**749 :H;HA-7

H2C9;=:02JHC29;H@16**9$%&2J3C2AA;/=A;= I;BB2C2=H:IG0HH;AAG2AV2C2:=:0@U2I M@ $R76-$H2DK=;PG21

&006**9$%&V2C2B/G=I ;= MC:;="VK;026**

$

9$%&V:A=.HI2H2DH2I ;= /HK2C32C;3K2C:0H;AAG2A"K;>K

02O20A/B6**

%

9$%&V2C2:0A/ 3C2A2=H;= 2A/3K:>GA:=I AH/9:DK"6**

&

9$%&;= <;I=2@ :=I >/=:I1

RK2A2AG>>2AH2I HK:H:006**A3:CH;D;3:H2;= =2GC/0/>;D:0C2>G0:H;/= ;= MC:;="VK2C2:A6**

%

9:@ :0A/

C2>G0:H2I;>2AH;/= :DH;O;H@":=I 6**

&

C2>G0:H2AC23C/IGDH;/= :DH;O;H@1-200G0:C0/D:0;U:H;/= /B6**9$%&A;=

MC:;= V:AI2H2C9;=2I M@ ;= A;HG K@MC;I;U:H;/="6**

$

9$%&V:A2J3C2AA2I ;= K@3/HK:0:9GA:=I 92IG00:

/M0/=>:H:"6**

%

9$%&V:A2J3C2AA2I ;= K@3/HK:0:9GA"6**

&

9$%&V:A2J3C2AA2I ;= K@3/HK:0:9GA"

/3H;DH2DHG="92IG00:/M0/=>:H::=I A3;=:0D/CI1&006**9$%&V2C2I2H2DH2I ;= HK2K@3/HK:0:9GA"VK;DK

AK/V2I HK2@ D/G0I M2;=O/0O2I ;= K@3/HK:0:9;D73;HG;H:C@ C2>G0:H;/=14;AH;=DH2J3C2AA;/= ;= /HK2CMC:;=

A2DH;/=AAG>>2AH2I A/9:H/AH:H;=A9:@ :0A/ :DH:A=2GC/HC:=A9;HH2CA/CK/C9/=2A" :=I 2JK;M;HI;BB2C2=H

M;/0/>;D:02BB2DHA1

H(3 >-,41! -2,2+)(#% #1'%$*2% A/9:H/AH:H;=% D4%&% H;AAG22J3C2AA;/=% D200G:C0/D:0;U:H;/=

E-,,(12-)4/)5 %*7'-,! Z+&"!;=70;:=>1,79:;0!?0UK:/;AK/G12IG1D=

:9/4


