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&&!摘&要"&目的&探讨肠神经系统递质一氧化氮%8W&*1物质%=1&*血管活性肠肽%5C1&和 '3Y36间质细胞

%C''&在慢传输型便秘中的作用) 方法&L# 只健康Z)A-34大鼠随机分成便秘组和对照组#分别饲喂含复方苯乙哌

啶的混悬液和普通水#每 ? 2记录 ! 次大鼠大便粒数*大便干重及体重) 饲养 %$ 2 后停药 ! 周#测定肠道传输功

能*结肠黏膜肠神经系统递质含量和C''细胞的特异性标志物;Pg)-

e细胞分布情况) 结果&便秘组日均粪便粒数

小于对照组#平均每粒粪便质量大于对照组#差异有非常显著性意义%5a$7$!&$便秘组首粒黑便排出时间为

GL$7# c!L#7! /)*#长于对照组的 LLb7# cbG7b /)*#差异有显著性意义%5a$7$?&) 远端结肠黏膜8W含量*=1水

平*5C1阳性细胞分布在两组间差异无显著性意义#而;Pg)-

e细胞在便秘组的数目少于对照组#差异有显著性意义

%5a$7$?&) 结论& 远端结肠黏膜C''数量减少可能是慢传输型便秘大鼠的主要病理生理机制)

!中国当代儿科杂志#BCCD#EE$F%&GYE IGYX"

!关&键&词"&慢传输型便秘$肠神经系统$神经递质$'3Y36间质细胞$一氧化氮$大鼠
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&&9:,3)/03' ;:<"03+."&H,.<3693-.-(.4,6.A,D.*-.4);*.4,9AAFA-./*.94,-43*A/)--.4A# *)-4);,[)2.%8W&# A9>A-3*;.

1%=1& 3*2 <3A,3;-)<.)*-.A-)*360,6F0.0-)2.%5C1&# 3*2 )*-.4A-)-)36;.66A,D'3Y36%C''& )* -(.;,6,* )* A6,̂ -43*A)-

;,*A-)03-),* )* 43-A7="3*%2,&H()4-FP-̂,(.36-(FZ)A-3443-Â .4.43*2,/6F3AA)K*.2 -,;,*-4,63*2 ;,*A-)03-.2 K4,90A7C*

-(.;,*A-)03-.2 K4,90# -(.43-Â .4.23)6F32/)*)A-.4.2 )̂-( 2)0(.*,[F63-.%@ /K]gK& -,2.<.6,0 A6,̂ -43*A)-;,*A-)03-),*#

(̂)6.-(.;,*-4,643-Â .4.D.2 )̂-( 3̂-.47H(.*9/>.43*2 -(. .̂)K(-,DD.;36K43*96.3*2 -(.>,2F .̂)K(-,D43-Â .4.

4.;,42.2 .<.4F? 23FAD,4%$ 23FA7H43*A)-D9*;-),*A,D)*-.A-)*36/,<./.*-̂ .4..[3/)*.2 >F3* 3;-)<3-.2 ;(34;,36

A9A0.*A),* 09A()*K-.A-,*.̂ ..g 3D-.4A-,00)*K-(.32/)*)A-43-),* ,D2)0(.*,[F63-.7H(.6.<.6A,D8W3*2 =1)* -(.;,6,*);

/9;,A3̂ .4./.3A94.2 >F*)-43-.4.29;-3A./.-(,2A3*2 QUC=T4.A0.;-)<.6F7H(.2)A-4)>9-),* ,D5C13*2 C''0,A)-)<.;.66A

;,*D)4/.2 )̂-( AF/>,6);;Pg)-

e

;.66A)* -(.;,6,*); 3̂66̂ .4.,>A.4<.2 >F)//9*,()A-,;(./);36/.-(,2A7>",1&3,&H(.

23)6F*9/>.4,DD.;36K43*96.)* -(.;,*A-)03-.2 K4,90 3̂AA)K*)D);3*-6F6.AA-(3* -(3-)* -(.;,*-4,6K4,90 %5a$7$!&7H(.

/.3* .̂)K(-,D.3;( D.;36K43*96.)* -(.;,*A-)03-.2 K4,90 3̂AA)K*)D);3*-6F()K(.4-(3* -(3-)* -(.;,*-4,6K4,90

%5a$7$!&7H(.2)A;(34K.-)/.,D-(.D)4A-K43*96.,D>63;g D3.;.A)* -(.;,*A-)03-.2 K4,90 %GL$7# c!L#7! /)*& 3̂A

A)K*)D);3*-6F6,*K.4-(3* -(3-)* -(.;,*-4,6K4,90 %LLb7# cbG7b /)*$ 5a$7$?&7H(.4.̂ .4.*,A)K*)D);3*-2)DD.4.*;.A)*

8W3*2 =16.<.6A3*2 -(.2.*A)-F,D5C10,A)-)<.;.66A)* -(.2)A-36;,6,*);A.K/.*->.-̂..* -(.-̂,K4,90A7H(.*9/>.4,D

;Pg)-

e

;.66A)* -(.2)A-36;,6,*);̂ 366)* -(.;,*A-)03-.2 K4,90 3̂AA)K*)D);3*-6F4.29;.2 ;,/034.2 )̂-( -(3-)* -(.;,*-4,6

K4,90 %5a$7$?&7?%#0&1,+%#,&H(.4.29;-),* ,DC''*9/>.4)* -(.2)A-36;,6,* /3F>.;,*-4)>9-.2 -,-(.03-(,K.*.A)A

,DA6,̂ -43*A)-;,*A-)03-),* )* 43-A7 !?*+#@ ?%#3"($A"2+/3)# BCCD# EE %F&'GYE IGYX"

&&J"' 5%)2,'&=6,̂ -43*A)-;,*A-)03-),*$ Q*-.4);*.4<,9AAFA-./$ 8.94,-43*A/)--.4$ C*-.4A-)-)36;.66,D'3Y36$ 8)-4);

,[)2.$ :3-A

&&慢性便秘是一种症状#在儿科较为常见#严重影

响生活质量#甚至影响患儿生长发育) 目前认为#便

秘的发生与结肠动力功能障碍有关#慢传输型便秘

是其中最常见的类型#但其机制尚不清楚!!##"

) 胃

肠运动由交感*副交感神经系统*肠神经系统%Q8=&

和'3Y36间质细胞%)*-.4A-)-)36;.66A,D'3Y36#C''&组
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成的肠神经细胞网络控制!# nG"

) Q8=递质多达数十

种#其中兴奋性递质主要包括乙酰胆碱%T;(Q&*1

物质%=1&等$抑制性递质以非肾上腺素非胆碱能神

经%8T8'&递质为主#包括一氧化氮%8W&*血管活

性肠肽%5C1&*生长抑素%=WE&*降钙素基因相关肽

%'J:1&*三磷酸腺苷%TH1&等!?"

) 随着 C''细胞

的特异性标志物#即酪氨酸激酶受体 ;Pg)-的发现#

C''的胃肠功能调控受到广泛重视!"# b"

) 本研究通

过建立慢传输型便秘大鼠模型#测定结肠黏膜 8W#

=1含量#及 5C1阳性细胞*;Pg)-

e细胞的分布情况#

以了解慢传输型便秘的神经病理机制)

EP对象与方法

E7EP研究对象

L# 只健康 Z)A-34大鼠#雄性#" n@ 周龄#体重

!!$ n!L$ K#由上海斯莱克实验动物有限责任公司

提供#生产许可证号 ='XI%沪&#$$bP$$$?#随机分

为对照组和便秘组%+ i!"&)

E7BP方法

!7#7!&慢传输型便秘大鼠模型建立&&大鼠便秘

模型的建立参照刘海峰的方法!@"

) 大鼠分笼饲养#

保持适宜的环境#饲以普通级颗粒饲料%由浙江省

医学科学院提供&) 饲养 L 2后开始建立模型#给便

秘组Z)A-34大鼠饲喂含复方苯乙哌啶%由常州康普

药业有限公司生产&的混悬液#给药剂量为每日

@ /K]gK#对照组饲喂自来水) 每 ? 2 记录 ! 次大鼠

大便粒数*大便干重及大鼠体重) 饲养时间为 %$ 2)

!7#7#&肠道传输功能测定&&采用活性炭灌胃法测

定首粒黑便排出时间) 停药 !周的大鼠禁食 #G (#经

口灌入 !$$ K]U活性炭悬液 # /U) 从活性炭灌胃完

毕开始计时#记录从灌胃到首粒黑便排出的时间)

!7#7L&结肠黏膜8W及 =1测定&&大鼠经 #_戊巴

比妥腹腔注射麻醉%用量为 !$$ /K]gK&后#固定四

肢#通过腹部正中切口暴露腹腔#切取远段结肠%直*

乙结肠段&#纵向剪开#在预冷的生理盐水中清洗去除

内容物) 经液氮研磨制成 !$_%质量体积比&的匀

浆## ?$$ 4]/)*低温离心 ? /)*#留取上清液# db$q

保存待测) 8W测定采用硝酸还原酶法#8W检测试剂

盒购自南京建成生物工程研究所) =1用双抗体夹心

QUC=T法检测#=1检测试剂盒购自:30)2 M),U3>)

!7#7G&苏木精P伊红染色&&剪取大鼠结肠远段约

! ;/#纵行剖开#生理盐水漂洗后#固定于 !$_甲醛

溶液#常规脱水*石蜡包埋#常规切片#分别进行苏木

精P伊红染色和免疫组化染色)

%!&结肠黏膜组织石蜡包埋'标本在中性缓冲

福尔马林% 0Rb7# nb7G&固定 # ( 后取材再固定

" n@ (# 开始如下脱水'自来水洗 L$ /)*#b$_乙醇

L$ /)*#%?_乙醇 ! ( o# 次# !$$_乙醇 ! ( o# 次#

二甲苯透明 #$ /)* o# 次$使用 ?@ n"$q石蜡浸蜡

L ($使用 "$ n"#q石蜡包埋组织)

%#&结肠黏膜组织切片'厚 L nG

&

/#连续切

片#在预先T1Q=%=)K/3公司进口分装&处理的载玻

片上捞片#"$ n"#q烘箱%J81P%!"$#上海精宏实验

设备有限公司&烤片 G ( 后进行苏木精P伊红染色和

免疫组化染色)

%L&苏木精P伊红染色'石蜡切片#二甲苯脱蜡

!$ /)* o# 次#无水乙醇 L /)* o# 次*%?_乙醇

# /)**@$_乙醇 # /)**b$_乙醇 # /)*至自然水化$

J)66苏木素染色液 !$ /)*#自然水洗#温水蓝化$显

微镜下观察细胞核着染情况#适当时可省略下一步

骤%$7?_盐酸乙醇分化数秒#流水冲洗*温水蓝

化&$%?_乙醇 ! /)*#$7?_伊红乙醇染色液 ! n

# /)*$ @$_乙醇适当分化#%?_乙醇脱水 L /)* o#

次#!$$_乙醇脱水 L /)* o# 次$二甲苯透明 ? /)*

o# 次# 中性树胶封片)

!7#7?&免疫组化染色&&免疫组化检测试剂盒

Q*5)A),*HEU,-' $$!#?!L# 为 STIW公司的产品)

石蜡切片#二甲苯脱蜡*无水乙醇*%?_*@$_*b$_

乙醇至水化$蒸馏水洗#抗原修复'采用高温高压修

复时间为 ! /)* G$ A$检测 ;Pg)-采用 $7$! EH4)A]

QSHT缓冲溶液#0R为 %7$$5C1未采用抗原修复)

蒸馏水洗#1M= ? /)* oL 次#L_ R

#

W

#

阻断内源性

过氧化物酶 !$ /)*#1M= 洗 ? /)* oL 次#滴加适当

比例稀释的一抗#Gq过夜$ 5C1为中国武汉博士德

生物技术有限公司的产品 MTP$!LG# 工作浓度为

!v"$$;Pg)-为美国 =3*-3'49N公司的A;P!"@%43>>)-&

多克隆抗体#工作浓度 !v!$$# 1M=代替一抗为空白

对照$1M= 冲洗#? /)* oL 次#滴加山羊抗鼠%兔&

CKJ抗体PR:1多聚体#Lbq孵育 G$ /)*#1M= 冲洗#

? /)* oL 次$STM显色液%STIW公司&显色 ! n

L /)*#显微镜下控制反应#自来水冲洗终止反应$

R344)A苏木素液复染细胞核 ! /)*#%?_*!$$_乙醇

脱水#二甲苯透明#中性树胶封片)

!7#7"&5C1阳性细胞计分标准&&5C1阳性细胞

胞浆为黄色或黄棕色#细胞核呈蓝色) 根据结肠肠

壁各层内阳性染色细胞数占视野细胞总数的多少进

行半定量分级'没有阳性染色细胞记为% d&#阳性

细胞百分数 a#?_为% e&#?$_为% ee&# j?$_

为% eee&)
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!7#7b&;Pg)-

e细胞的计分标准&&;Pg)-阳性细胞

胞浆为黄色或黄棕色#细胞核呈蓝色) 根据结肠肠

壁各层内;Pg)-

e细胞的分布密度按以下标准进行半

定量分级'% d&'无阳性细胞存在$% c&'偶尔可见

阳性表达$% e&'中等量的阳性表达#较正常减少$

% ee&'较多量的 ;Pg)-

e细胞#且]或彼此间形成网

络状结构)

E7QP统计学分析

计量资料结果以均数 c标准差%Kc@&表示#计

数资料以例数%百分比&来表示#采用 =1== !!7$ 统

计软件包进行统计学分析) 两组间差异显著性检验

采用;检验#等级资料采用秩和检验) 以 5a$7$?

提示差异有显著性意义)

BP结果

B7EP大鼠粪便粒数)每粒粪便质重及大鼠体重变化

便秘组大鼠日均粪便粒数小于对照组#平均每

粒粪便质量大于对照组#差异有显著性意义%5a

$7$!#表 !&#而日均粪便干重在两组间的差异无显

著性意义) 造模第 ? 天两组间的平均体重和造模第

%$ 天两组间的平均体重差异均无显著性) 便秘组大

鼠肠道传输速度与对照组相比明显减慢#首粒黑便排

出时间延长#分别为 GL$7# c!L#7! /)* 和 LLb7# c

bG7b /)*#差异有显著性意义 %;值为 d#7G?$#

5a$7$?&)

B7BP大鼠结肠大体形态观察和病理组织学检查

图 ! 所示#便秘组结肠较对照组粗大*迂曲#肠

腔内有较大块的粪便存留) 结肠黏膜苏木精P伊红

染色显示上皮细胞核呈蓝色#胞浆为淡红色%图 #&)

部分有少量炎症细胞浸润*淋巴细胞聚集等#偶有上

皮细胞脱落#未见明显的溃疡#两组大鼠结肠黏膜光

镜下病理组织学表现相类似)

BUQP结肠远段黏膜神经递质含量及 07̂+3

c细胞分

布变化

远端结肠黏膜 8W含量和 =1水平在两组间差

异无显著性%5j$7$?#表 #&) 远端结肠黏膜5C1阳

性细胞分布在两组间的差异也无显著性意义

%5j$7$?&#见表 L#图 L) 远端结肠黏膜;Pg)-

e细胞

的计分结果显示便秘组细胞数目低于对照组#差异

有显著性意义%5a$7$?&#见表 G#图 G)

&&图 EP正常与便秘模型大鼠结肠大体观P

9'正常大鼠结

肠#肠腔内存留的粪便颗粒较小$ \'便秘模型大鼠结肠#肠腔内有较

多大块的粪便存留)

&&图 BP两组大鼠结肠黏膜病理组织图$苏木精7伊红染色

aECC%P

9'正常大鼠结肠黏膜$ \'便秘大鼠结肠黏膜#较为菲薄)

图 QP两组大鼠结肠黏膜KVA阳性细胞表达$免疫组化aBCC%+ 胞浆有黄色或棕黄色颗粒即为阳性细胞) 9'正常大鼠黏膜

层阳性细胞表达$ \'正常大鼠肌间神经丛阳性细胞表达$ ?'便秘大鼠黏膜层阳性细胞表达$ T'便秘大鼠肌间神经丛阳性细胞表达)

图 GP两组大鼠结肠黏膜07̂+3阳性细胞表达$免疫组化%+ 胞浆有黄色或棕黄色颗粒即为阳性细胞) 9'正常大鼠黏膜阳性

细胞表达% o!$$&$ \'正常大鼠黏膜阳性细胞表达% o#$$&$ ?'便秘大鼠黏膜阳性细胞表达% o!$$&$ T'便秘大鼠黏膜阳性细胞表达

% o#$$&)

(L@G(
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&& 表 EP两组大鼠粪便粒数)粪便质重及体重变化
%Kc@&

组别 例数 粪便粒数%粒]2& 粪便质量%/K]粒& 日均粪便干重%K]!$$ K体重& 第 ? 天体重%K& 第 %$ 天体重%K&

对照组 !" Gb7" c#7$ !?L7G c!#7G !#7b c!7@ #Lb7! c!G7? L?"7L cLG7@

便秘组 !" G!7G c#7" !b?7L c!!7@ !!7@ c!7" #GG7@ c!b7! L"%7% c#$7"

;值 db7"bb ?7!!! d!7G@L !7LbG !7LG%

5值 a$7$! a$7$! j$7$? j$7$? j$7$?

&表 BP两组大鼠远段结肠黏膜[;及8A的变化
%Kc@&

组别 例数 8W%

&

/,6]K04,-.)*& =1%0K]/U&

对照组 !" #$7# c!!7@ ?b@7% cL!b7@

便秘组 !" !#7@ c!$7" "#b7% c#$"7@

;值 !7@"@ d$7?!b

5值 j$7$? j$7$?

&&表 QP两组大鼠远段结肠黏膜KVA阳性细胞计分结果

例数%_&

5C1细胞计分

e enee ee

对照组 @%?$7$& G%#?7$& G%#?7$&

便秘组 !$%"#7?& L%!@7b?& L%!@7b?&

&&表 GP两组大鼠远段结肠黏膜07̂+3

c细胞计分结果

例数%_&

;Pg)-

e细胞计分

e enee ee

对照组 #%!#7?& L%!@7@& !!%"@7b&

便秘组 b%GL7b& ?%L!7L& G%#?7$&

&&

!

#

i"7?GG# 5a$7$?

QP讨论

慢传输型便秘是因结肠传输功能减慢使肠内容

物滞留于结肠而引起的顽固性便秘) 我们参照刘海

峰的方法!@"

#通过给大鼠每日饲喂复方苯乙哌啶

@ /K]gK#%$ 2 后首粒黑便排出时间*日均排便粒数

和平均每粒粪便质量的测定结果表明慢传输型便秘

模型的复制是成功的) 复方苯乙哌啶是非特异性止

泻药#直接作用于肠平滑肌#通过抑制肠黏膜感受

器#降低局部黏膜的蠕动反射#从而减弱肠蠕动#并

使肠内容物通过延迟#从而促进肠的水分吸收#造成

因肠蠕动抑制而致的便秘!@"

) 由于这种便秘模型

与临床上慢传输型便秘的病理生理过程相类似#近

来常用于慢传输型便秘的发病机制研究)

本研究便秘大鼠肠道传输功能显示肠道传输时

间是延长的#表明便秘大鼠存在着胃肠动力功能障

碍) 胃肠动力功能障碍可能与 Q8= 及其递质的异

常变化有关!G# ?# %"

) Q8= 由胃肠道*胆胰系统中所

含的神经节间的网络组成#包括黏膜下丛*深肌丛及

肌间神经丛#含有大量的感觉*整合和运动神经元#

对胃肠运动的兴奋*调节和抑制起重要作用) 因此#

Q8=又被称为/肠道的微型大脑0) Q8= 具有复杂

多样的神经递质#其含量或种类的多少均会引起结

肠正常的运动功能发生改变) Q8=通过对其兴奋性

递质和抑制性递质的调控而达到调节功能的目的)

现已证实#8W是胃肠道主要的抑制性 8T8'递

质!!$# !!"

) 8W是以UP精氨酸为底物#在还原性辅酶

CC等因子辅助下#由 8W合成酶%8W=&催化生成)

当8T8'能神经受到刺激时#即释放 8W#并迅速弥

散至平滑肌#使其第二信使环磷酸鸟苷%;JE1&含

量增多#使胞浆'3

# e外流并抑制 '3

# e内流#致使胞

浆游离'3

# e浓度降低#从而抑制肌动蛋白与肌球蛋

白的结合#导致平滑肌舒张#胃肠运动减弱) 有报道

成人功能性便秘患者结肠黏膜下神经丛和肌间神经

丛8W=阳性神经元数量和密度均较正常组明显增

多*增强#黏膜内 8W生成量增加!!## !L"

) 本研究显

示便秘大鼠远端结肠黏膜8W含量与对照组比较的

差异无显著性意义#与文献报道并不一致!!G"

)

除了8W外#对胃肠道神经肽研究得较多的就

是5C1) 5C1在胃肠运动调节中主要起抑制效应#

可通过直接作用于胃肠平滑肌上的5C1受体发挥作

用#能引起人结肠平滑肌的舒张!G# ?"

) 5C1作为一

种抑制性神经递质#主要支配结肠下行性抑制反射#

与结肠的节段非推进性运动有关#它的减少会导致

结肠节段非推进性运动的增多#使结肠出现过度的

节段性蠕动#这些肠段的紧缩甚至痉挛使有效的推

进性运动减弱) 我们利用免疫组化技术发现#5C1

阳性神经纤维在慢传输型便秘大鼠结肠黏膜的分布

与对照组无明显差异#这与文献资料关于 5C1能神

经在便秘患者结肠壁内减少似有不符合之处!!L# !?"

)

=1是兴奋性运动神经元递质#主要存在于肌间

神经丛#能抑制胃肠道黏膜分泌#刺激肠道运动#同

时存在于感觉神经元内) 便秘患儿腹腔镜结肠活

检#免疫荧光染色法测定#发现 =1较正常儿童减少

甚至缺乏!!""

) 研究发现 =H'患者结肠肌间神经丛

(G@G(



第 !! 卷第 " 期
#$$% 年 " 月

&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

中国当代儿科杂志
'()* +',*-./0 1.2)3-4

5,67!! 8,7"

+9*7#$$%

=1含量明显降低!?"

) 本研究显示远端结肠黏膜 =1

含量在便秘组与对照组间的差异无显著性意义#与

上述文献报道并不一致) 而何俊堂等!!?"研究认为

慢传输型便秘大鼠结肠壁内存在明显的神经病理学

改变#结肠传输功能障碍可能与结肠肌间神经丛

5C1和 =1能神经病理改变和功能障碍有关)

除了Q8=#C''是胃肠道慢波的起博者#呈网络

状结构分布于整个胃肠道#并参与 8T8'神经信息

传递#有潜在的控制胃肠道动力的作用!"# !b"

) ;Pg)-

为一种原癌基因#位于 ? 号染色体 ^位点上#其表

达的原癌基因产物P酪氨酸激酶受体 ;Pg)-是 C''的

特异性标记) 因此#利用;Pg)-作免疫组化研究可以

检测肠道中 C''

!b# !@"

) 研究表明#许多胃肠动力障

碍性疾病#如 =H'*先天性贲门失驰症*先天性巨结

肠*慢性假性肠梗阻等#存在C''数目减少和网络异

常#但机制不清!!b# !@"

) 慢传输型便秘患者结肠组织

中C''呈不规则分布#数量减少且体积明显缩小#导

致异常的不规则慢波#使胃肠平滑肌收缩运动减慢#

结肠转运缓慢#因此 C''异常可能是慢传输型便秘

的病因之一!!@ n#!"

) 本研究利用 ;Pg)-抗体标记 C''

后对比两组大鼠远端结肠阳性细胞数量#便秘组大

鼠C''数量减少#与对照组的差异有显著性意义)

表明慢传输型便秘大鼠结肠黏膜C''数量减少是主

要的病理生理机制)

本研究表明#慢传输型便秘大鼠存在 C''数量

减少#可能影响到肠神经系统内其他神经细胞的发

育及其功能的正常发挥#从而出现结肠动力减弱)

本研究未能证实 8W*=1和 5C1在便秘模型大鼠中

的调节作用#由于结肠黏膜内的各种神经和神经递

质的复杂性#有关便秘的病理机制尚待进一步研究)
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-.*A)* )* -(.;,6,* ,D03-).*-Â )-( A6,̂ -43*A)-;,*A-)03-),*!+"7

R.03-,K3A-4,.*-.4,6,KF# #$$b# ?G%b@&'!""#P!"""7

!!$" M,4*A-.)* +'# ',A-3E# J4)2.4+:7Q*-.4);/,-,43*2 )*-.4*.94,P

*36;)4;9)-A;,*-4,66)*K/,-)6)-F! +"78.94,K3A-4,.*-.4,6E,-)6#

#$$G# !"%=9006!&'LGPL@7

!!!" =(3( 5# UFD,42 J# J,4.AJ# B3449K)3J78)-4);,[)2.)* K3A-4,)*P

-.A-)*36(.36-( 3*2 2)A.3A.!+"7J3A-4,.*-.4,6,KF# #$$G# !#"%L&'

%$LP%!L7

!!#" H,/)-3:# B9Y)A3g)=# Cg.23H# B9g9N3̂3E7:,6.,D*)-4);,[)2.
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