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乳酸菌细胞表面结构与胃肠道的相互作用
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摘要!文章综述了乳酸菌表面结构及其与胃肠道相互作
用所带来的积极影响#乳酸菌可以通过定植于人体胃肠
道发挥其有利于宿主的生理功能!其中!乳酸菌细胞的表
面结构可促进乳酸菌在胃肠道中的存活和定植!并且许
多生理功能的发挥也与表面结构有关#

关键词!乳酸菌$细胞壁$
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胃肠道!
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[W<

#是人体与环境接
触的最大表面%承担着人体消化吸收的重要工作%同时肠
道也是最大的免疫器官%在维持人体正常的免疫防御功
能中发挥重要作用&

[W<

中寄居着
!#

倍于体细胞的微

生物%包括共生的优势菌群%共栖的条件致病菌与摄入的
病原菌*

!

+

&肠道微生物与宿主相互依存,共同进化%其相
互作用对人类健康至关重要*

%

+

&相互作用可以是特异性
和非特异性的%特异的相互作用包括微生物上的受体对
特定位点或配体的识别%而非特异性相互作用则由细菌
细胞壁的整体物理化学特性决定*

O

+

&

乳酸菌!

P,6=-6,6-AC,6=4@-,

%

PVE

#在食品工业中应
用广泛%具有许多生理功能%如增强免疫力-促进营养吸
收,提高营养利用率-调节和维持肠道菌群结构平衡-延
缓衰老,抗氧化-降低血糖,血压,胆固醇等*

$

+

&乳酸菌在
通过胃肠道的过程中会针对各种不利的环境压力!如酸,

胆盐,氧化,渗透和饥饿#调节自身的生存策略%一部分菌
株能够耐受这些压力%以顺利通过胃部%在小肠中成为最
优势菌*

M

+

%但其在粪便中只占
#8#!N

%

#8"#N

&研究*

"

+表
明%不同的乳酸菌菌株的特性差别较大%故而一株菌的结
果不能适用于其他菌株&乳酸菌定植于胃肠道是发挥其
生理功能的先决条件%而细胞表面成分会影响乳酸菌的
粘附能力&文章拟从乳酸菌的表面成分出发%综述这些
成分影响其与人体胃肠道的相互作用%为深入了解乳酸
菌生理功能的作用机制提供理论依据&

!

!

细胞表面结构
乳酸菌的细胞膜主要由包裹着一些蛋白的磷脂双分

子层组成%细胞壁是以多层肽聚糖为骨架%多种蛋白质,

胞外多糖和磷壁酸通过不同机制嵌入其中&某些乳酸菌
在肽聚糖外还附着一层蛋白质副晶体层%被称为

Q

层蛋
白&这些成分或多或少会影响乳酸菌的生理功能以及与
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宿主的相互作用&
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!

肽聚糖
肽聚糖!

;[

#是由若干单体连接而成的网状大分子复
合体%单体由双糖和肽链组成&双糖包括

$*

乙酰葡萄糖
胺!

[.6XV6

#和
$*

乙酰胞壁酸!

G0@XV6

#%通过
#

*!

%

$

糖
苷键交替连接&

#

*!

%

$

糖苷键是溶菌酶的随机切割位点%

但
$*

脱乙酰化可以保护细菌免受溶菌酶的侵害*

(

+

&肽
链部分是由

$

个氨基酸分子通过肽桥连接而成的四肽侧
链%肽链与

G0@XV6

相连%其中肽桥的构造变化较多%在
不同的细菌中具有差异性%因此肽聚糖具有多样性*

'

+

&

肽聚糖是细菌细胞壁的最大组成成分%其网状结构可以
很好地维持细胞的完整性%同时限制大分子的进出&

!8%

!

磷壁酸
磷壁酸!

<V

#是由甘油或核糖醇残基通过磷酸二键
连接的弱酸性聚合物%根据其在细胞壁中的固定方式可
分为脂磷壁酸!

P<V

#和壁磷壁酸!

K<V

#%壁磷壁酸与肽
聚糖中的

G0@XV6

共价连接*

&

+

%脂磷壁酸与细胞膜中的
糖脂相连&在大部分革兰氏阳性细菌中%

P<V

与
K<V

并存%但在某些细菌物种中%如干酪乳杆菌和鼠李糖乳杆
菌%可能仅存在

P<V

*

!#

+

&磷壁酸占细胞壁干重的
M#N

%

其结构和数量随环境变化和生长阶段的不同而改变*

!!

+

&

!8O

!

细胞壁多糖
细胞表面除

;[

和
<V

外%还包含一些多糖%分为
O

种"释放至细胞外的胞外多糖!

);Q

#%与细胞壁中的
;[

紧密结合且能形成屏障的荚膜多糖!

I;Q

#%以及与细胞壁
松散结合的壁多糖!

K;Q

#&其中
);Q

应用较多%其可以
是由同种单糖组合而成的单多糖%如葡聚糖和果聚糖-也
可以是由不同单糖组合而成的杂多糖&胞外多糖亲水性
能优异%能在细胞周围形成一层保护%使细胞在干燥,极
端温度,高渗透压条件下生存%胞外多糖还可以促进生物
膜形成与细胞识别%抑制被有害菌吞噬等生理作用*
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+

&
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表层蛋白
乳酸菌的表层蛋白又称

Q

层蛋白%是细胞包膜的最
外层结构%占细胞壁蛋白的

!#N

%

!MN

%通常由分子量为
$#

%

!(#JT,

的单一蛋白质或糖蛋白组成%不同乳酸菌的
Q

层蛋白总体组成相似*

!O

+

&结构上%细菌
Q

层蛋白是多
孔的蛋白质网%厚度为

M

%

!#1+

%孔隙率约为
(#N

%蛋白
质或糖蛋白亚基的平面装配体呈倾斜!

B

!

%

B

%

#,正方形
!

B

$

#或六边形!

B

O

%

B

"

#对称的格子排列*

!$

+

&乳酸杆菌的
Q

层蛋白具备独有的特性"呈碱性%等电点为
&8OM

%

!#8$#

*

!M

+

&

Q

层蛋白能促进细胞表面识别%维持细胞形状%

并起到保护层和分子筛的作用*

!"

+

&

!8M

!

菌毛
菌毛为纤细的蛋白结构%由多肽亚基共价组装而成%

一端延伸至细胞外%另一端在细胞壁中固定于
;[

层上%

固定方式包括通过
#

链插入与亚基相互作用的非共价连
接%或通过分选酶键共价连接*

!(

+

&菌毛在细菌粘附,侵
袭,聚集,生物膜形成和免疫调节中都能发挥作用&

%

!

乳酸菌对肠胃道的适应性

%8!

!

耐酸%耐胆盐
乳酸菌入口后%必须以活菌形式通过胃部%才有在

[W<

定植的可能&胃中的
B

L

波动较大%一般为
O8#

左
右%乳酸菌若要顺利通过胃部%须具有一定的耐酸能力&

乳酸菌的主要耐酸机制有谷氨酸脱羧酶!

[VT

#系统,质
子泵和产生碱性化合物等&某些乳杆菌运用

[VT

系统%

使其能在酸性环境中生存%

[VT

可催化谷氨酸脱羧生成
-

*

氨基丁酸!

[VEV

#%

[VEV

是一种生物活性化合物%可
在人体中充当神经递质&在这个过程中%谷氨酸的获取
和

[VEV

的排出是由某种逆转运蛋白介导的%其与谷氨
酸的脱羧基一起产生质子动势%由于去除了氢离子%细胞
质内

B

L

升高-同时谷氨酸盐变成了更强碱性的化合物
[VEV

%细胞外
B

L

略有增加*

!'

+

&另一些乳酸菌如植物
乳杆菌可改变丙酮酸代谢%增加碱性化合物如赖氨酸,二
乙酰及乙酰丙酮的合成%以在酸性环境中生存*

!&

+

&此外%

一些乳酸菌可利用
9*V<;,74

作为质子泵来维持细胞内
B

L

稳态%

9*V<;,74

是一种多聚酶%在乳酸菌细胞内通过
多种方式合成

V<;

并生成质子动势&在这些反应中%物
质在细胞中的进出离不开细胞壁和细胞膜的参与调控%

一些决定性物质如
9*V<;,74

就存在于细胞膜上&有学
者*

%#

+提出%

P<V

和
K<V

可在酸性条件下维持细胞的完
整性&酸性条件下%细胞包膜作为保护细菌的第一道屏
障%其成分发生变化也会引起细胞表面性质的改变%再结
合其他系统抵抗酸胁迫的机制%共同应对酸性条件下细
胞的存活和正常生理功能&

乳酸菌顺利通过胃部后会在小肠前段经历胆汁胁
迫%胆汁酸在肝脏中以胆固醇为前体合成%与甘氨酸或牛
磺酸结合后成为胆汁进入肠道%在肠道中遇上乳酸菌可
能会被其表达的胆盐水解酶!

EQL

#水解&在胆盐胁迫条
件下%细胞包膜有助于维持细胞的完整性%胆汁被

EQL

水解的产物已被证明可以提高罗伊式乳杆菌细胞包膜中
不饱和脂肪酸的含量%并增加膜的柔韧性和强度*

%!

+

&研
究*

%%

+发现%在嗜酸乳杆菌的培养基中添加胆盐时%可以提
取到高浓度的

Q

层蛋白%表明
Q

层蛋白可能与乳酸菌耐
受胆盐有关&

%8%

!

抗氧化%渗透
维持细胞形状和抵抗细胞内渗透压是细胞壁的主要

功能之一&乳酸菌应对渗透胁迫一种方式是调节细胞内
氨基酸的浓度%除常见的脯氨酸,谷氨酸和天冬氨酸外%

由细胞包膜相关蛋白酶产生的二肽和三肽也可以用来调
节细胞渗透压*

%O

+

&此外%乳酸菌从环境中获取渗透保护

!$

"

]?.8O"

$

X?8$

丁诗瑶等!乳酸菌细胞表面结构与胃肠道的相互作用



液%获取的过程由转运蛋白介导%这种转运蛋白与细胞膜
中脂质的相互作用决定其对渗透压的反应活性*

%$

+

&

氧气本身不会损坏细胞%但是在代谢途径的运行过
程中%氧气会部分还原为水%从而导致合成超氧阴离子自
由基,羟基自由基和

L

%

:

%

%对细胞造成氧化胁迫&在乳
酸菌中%抗氧化的活性物质主要存在于胞外分泌物中*

%M

+

&

有关植物乳杆菌,格氏乳杆菌等乳酸菌的
);Q

具有良好
的抗氧化活性已被确立%其特异性对

T;;L

自由基,超氧
化物,羟基自由基等活性氧成分起作用*

%"

+

&瑞士乳杆菌
细胞膜的脂肪酸组成可以减少氧化应激给细胞带来的伤
害%因为消耗氧气的脂肪酸去饱和酶系统活性增强%可以
减少细胞内的自由基损伤*

%(

+

&

%8O

!

耐饥饿
乳酸菌在生长过程中需要不断消耗营养物质%但在

[W<

中%乳酸菌会时常处于极端条件下%除了营养物质缺
乏%其他胁迫也可能导致细菌无法正常摄取自身所需的
营养%使得乳酸菌细胞生长受到限制&一些微生物在营
养缺乏时%会产生孢子进入休眠状态%而乳酸菌不能产生
孢子%但不同乳酸菌已进化出不同的应对饥饿胁迫的生
长策略&饥饿胁迫的研究通常会限制单一营养物质的摄
入%碳源的控制导致细胞能量不足%氮源的减少限制蛋白
质的合成%磷酸盐的缺乏影响能量供给和

TXV

的合
成*

%'

+

&在碳源饥饿胁迫条件下%保加利亚乳杆菌对其他
胁迫的抵抗会被诱发和增加*

%&

+

&另外氨基酸代谢%如精
氨酸的分解%也会维持细胞在饥饿胁迫下对能量的需求&

O

!

乳酸菌与胃肠道的相互作用
人体

[W<

在一定情况下构成了抵御细菌,真菌,病毒
和寄生虫的第一道防线%这些微生物进入

[W<

后会充当
病原体影响到人体健康%除

[W<

上皮细胞可对其作出反
应外%共生的乳酸菌也可以通过自身的某些机制与上皮
细胞相互作用%共同抵御病原体侵袭%维持

[W<

稳态&

O8!

!

粘附
乳酸菌粘附

[W<

黏膜的能力可较大程度地决定其在
肠道定植时间的长短%直接影响乳酸菌对肠道病原菌的
竞争及调节宿主免疫反应&目前揭示的乳酸菌粘附机制
主要有以下几种"首先是黏液结合蛋白%例如罗伊氏乳杆
菌和嗜酸乳杆菌的

G0E

以及植物乳杆菌
KI9Q!

的凝集
素样甘露糖特异性黏附素!

G7,

#%

G0C

与细菌细胞壁的
肽聚糖层形成共价结合的黏附蛋白%作用于肠上皮细胞
分泌的黏液蛋白*

O#

+

&胞外多糖与细胞粘附可能呈负相
关%研究*

O!

+表明
);Q

通过覆盖特定的结合位点降低细菌
的结合能力%同时%分子量是影响不同产

);Q

乳酸菌细胞
粘附能力的关键因素&菌毛也具有增强细胞粘附能力的
特性%目前在鼠李糖乳杆菌

[[

!

P[[

#中研究较多%

P[[

的菌毛由
O

个亚基组成%分别是
Q

B

,V

,

Q

B

,E

和
Q

B

,I

%其

中%

Q

B

,V

是菌毛的主要纤维部分%而位于菌毛尖端的
Q

B

,I

是给予
P[[

的高粘附能力的黏液结合蛋白*

O%

+

&

Q

层蛋白也是细菌的黏附素之一&

Q

层蛋白能够与具有不
同物理化学性质的颗粒和材料相互作用%从而有利于整
个细胞粘附于固体表面*

!O

+

&在嗜酸乳杆菌中%

$"JT,

的
Q.

B

V

是其
Q

层的主要蛋白质%其失活会大大降低细菌对
I,6?*%

细胞的粘附%除
Q.

B

V

外%删除嗜酸乳杆菌
XI9G

中的
9C

B

V

蛋白基因会减少细菌对
I,6?*%

细胞
("N

的粘
附%并且

9

B

CV

同源物广泛存在于乳酸杆菌基因组中*

OO

+

&

也有证据*

O$

+表明%

P<V

可以在乳酸菌粘附人肠道上皮细
胞中起中介作用&粘附过程中%乳酸菌的表面结构是与
肠道上皮组织直接作用的部分%表面结构的改变和成分
的增减%会直接影响乳酸菌的表面性质%从而改变细菌对
黏膜的粘附能力&

O8%

!

维持上皮屏障功能
肠道上皮在人体内环境和共生细菌之间形成一种屏

障功能%与肠道有益菌株共同隔绝,限制病原体接触内层
细胞%维护

[W<

稳态%保障宿主不受病原菌的侵袭&肠上
皮由不同类型的细胞组成%如肠上皮细胞,

;,14=/

细胞,

杯状细胞,内膜细胞和微折叠细胞&研究*

OM

+表明%肠杯状
细胞的一种分泌肽基因

<99O

可以由乳酸菌调节%参与黏
膜的愈合和再生-植物乳酸杆菌,罗伊氏乳杆菌,发酵乳
杆菌和嗜热链球菌等几种乳酸菌菌株对其表达具有显著
增强作用%表明这些促进

<99O

的
PVE

菌株具有促进肠
黏膜恢复和愈合的潜力%有助于维持黏液屏障的完整性&

除黏液外%乳酸菌也会影响小肠上皮其他部分%通过对
L<*%&

细胞的研究*

O"

+表明%约氏乳杆菌菌和嗜酸乳杆菌
P<V

的脂质部分能抑制大肠杆菌及其脂多糖诱导的上皮
细胞产生

WP*'

%而
WP*'

是趋化因子%是血管生成的有效启
动子&肠道上皮的面积虽大%但结合位点有限%一些高粘
附乳酸菌通过占据肠上皮的粘附结合位点%阻止病原菌
在肠道上皮定植%从而维持肠道上皮健康&

O8O

!

免疫调节
乳酸菌可以通过与

[W<

黏膜的相互作用来调节宿主
的免疫反应%肠道上皮细胞与微生物抗原和免疫细胞建
立双向通信%积极参与黏膜防御反应的启动,调控和消
退&上皮细胞会表达先天性和获得性免疫受体参与黏膜
免疫%先天性受体保证病原体相关分子模式!

;VG;

#被病
原体识别受体!

;YY

#识别%其中
<?..

样受体!

<PY

#和核
苷酸结合寡聚域!

X:T

#样受体!

XPY

#研究最为广泛&肠
上皮细胞主要通过免疫球蛋白!

W

2

#受体表达和促进局部
W

2

类别转换来参与适应性免疫*

O(

+

&鼠李糖乳杆菌纯化
的

);Q

能降低促炎细胞因子如
<X9*

"

,

WP*"

,

WP*!%

的水
平*

O'

+

&在干酪乳杆菌
Q/-@?=,

中%部分细胞壁多糖!

K;Q

#

编码基因簇的缺失导致与细菌细胞表面相关的高分子量
多糖减少%同时热灭活的突变株诱导

<X9*

"

,

WP*!%

,

WP*!#

"$

基础研究
9bXTVG)X<VPY)Q)VYIL

总第
%%%

期
"

%#%#

年
$

月
"



和
WP*"

的产生*

O&

+

&

);Q

可以激活巨噬细胞*

$#

+

&细胞壁
中的

P<V

也能刺激细胞因子的产生%还能激活免疫应答
的补体系统%影响其巨噬细胞参数%包括

<X9*

"

和亚硝
酸盐的分泌*

(

+

&

P<V

和
K<V

还能与巨噬细胞清除剂受
体结合%有助于免疫信号传导&嗜酸乳杆菌的

Q

层蛋白
能与树突细胞上的主要受体相互作用%调节树突状细胞
和

<

细胞的免疫功能*

!O

+

&而短乳杆菌
T"

的
Q

层蛋白也
能轻微诱导树突状细胞中

<X9*

"

的产生*

$!

+

&此外%鼠李
糖乳杆菌

[[

的岩藻糖基化和甘露糖基化
Q

B

,IEV

菌毛
与人树突细胞上的

I

型凝集素受体
TI*QW[X

相互作用%

从而调节适应性免疫应答*

$%

+

&

$

!

结语
乳酸菌的细胞表面结构是一个动态结构%在不同培

养条件及环境因素下表面结构会出现一个变化的过程%

这种变化在细菌的生理和功能方面起着至关重要的作
用&大量的研究表明%乳酸菌细胞的表面结构有助于乳
酸菌细胞适应

[W<

中的极端环境%更好地定植于肠道%并
且乳酸菌与肠道上皮相互作用%为宿主的免疫提供积极
的影响&后续需进一步分离纯化乳酸菌表面结构组分%

利用体外试验探究表面结构对细胞模型的调节机制和通
路%以便于更好地筛选出具有良好生理特性的乳酸菌&
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Ŷb[)YY

%

4= ,.8)1F-@?1+41=,. >,6=?@7 -1>.04164 =/4 L,.?>4@,H

F?.6,1--Q*.,

5

4@

B

@?=4-17=@06=0@4

*

_

+

8;.?Q?14

%

%#!&

%

!$

!

M

#"

4#%!"'"O8

*

!(

+

;W);)XEYWX̂ ^L

%

QbXTE)Y[)_8G?=-.-=

5

,1A,A/4*

7-?1=/@?0

2

/=

5B

4W]

B

-.--1[@,+*

B

?7-=-F4C,6=4@-,

*

_

+

8E-?*

6/4+-6,.Q?6-4=

5

<@,17,6=-?17

%

%#!"

%

$$

!

"

#"

!"M&*!"""8

*

!'

+

[:EE)<<WG

%

IV[X:YT

%

T)VX[)PWQG89016=-?1,.

+-6@??@

2

,1-7+7>?@>016=-?1,.>??A

d

0,.-=

5

*

_

+

8I@-=-6,.Y4F-4D7

-19??AQ6-4164,1AX0=@-=-?1

%

%#!#

%

M#

!

'

#"

(!"*(%(8

*

!&

+

L)bXWQ<

%

T)VX)Q

%

QGW<Q

%

4=,.8;@?=4?+-6

B

@?>-.-1

2

?>=/4 ,6-A 7=@477 @47

B

?174-1 .,6=?C,6-..07

B

.,1=,@0+

$%O

*

_

+

8_?0@1,.?>;@?=4?+4 Y474,@6/

%

%#!$

%

!O

!

&

#"

$#%'*$#O&8

*

%#

+

X)bLVbQ9I

%

EVTTWP)Z_8VI?1=-100+?>,1-?1-6

6/,@

2

4

"

Q=@06=0@47,1A>016=-?17?>A*,.,1

5

.*=4-6/?-6,6-A7

-1

2

@,+*

B

?7-=-F4C,6=4@-,

*

_

+

8G-6@?C-?. G?.E-?.Y4F

%

%##$

%

"(

!

$

#"

"'"*(%O8

*

%!

+

ILVXTT

%

V]WXVQL]Q

%

ZVTV]Z

%

4=,.8G?.460.,@

>4,=0@47?>C-.47,.=/

5

A@?.,747,1A@4.4F,164-1/0+,1

/4,.=/

*

_

+

8E-?6/-+-6,4=E-?

B

/

5

7-6,V6=,

!

EEV

#

*[414@,.

Q0C

g

46=7

%

%#!"

%

!'"!

!

!

#"

%&'!*%&&!8

*

%%

+

[Y:Qb*<bT:YQQ

%

EY:KXP

%

L)E)Y<) G

%

4=,.8

Q*.,

5

4@

B

@?A06=-?1C

5

L5=/1R5=*990.5=*41

:

B*90.WEE'#!

01A4@41F-@?1+41=,.7=@4776?1A-=-?17

*

_

+

8V

BB

.-4AG-6@?C-*

?.?

25

,1AE-?=46/1?.?

25

%

%#!"

%

!##

!

!#

#"

$M(O*$M'O8

*

%O

+

GVYY)IIP

%

E:X)

%

P:X]VbT*9bX)PV8<?.4@,164

=?/-

2

/?7+?.,.-=

5

?>=/4.,6=-6,6-AC,6=4@-0+ :41?6?6607

#$

"

]?.8O"

$

X?8$

丁诗瑶等!乳酸菌细胞表面结构与胃肠道的相互作用



?41-,1A-A41=->-6,=-?1?>

B

?=41=-,.?7+?

B

@?=46=,1=7

*

_

+

8W1*

=4@1,=-?1,._?0@1,.?>9??AG-6@?C-?.?

25

%

%##(

%

!!M

!

O

#"

OOM*O$%8

*

%$

+

;V;VTWGW<YW:b ^

%

VP)[YpV q

%

EY:X ; V

%

4=,.8

Q=@477

B

/

5

7-?.?

25

?>.,6=-6,6-AC,6=4@-,

*

_

+

8G-6@?C-?.?

25

,1A

G?.460.,@E-?.?

25

Y4F-4D7

%

%#!"

%

'#

!

O

#"

'O(*'&#8

*

%M

+黄丽%杨攀%曾庆坤%等
8

不同乳酸菌胞外分泌物抗氧化活
性的研究*

_

+

8

中国酿造%

%#!&

%

O'

!

!!

#"

$&*MO8

*

%"

+

eL:b Z,1

2

%

IbWZ,1*/0,

%

hb i-,?*

g

01

%

4=,.8)H?

B

?*

.

5

7,66/,@-A47?>.,6=-6,6-AC,6=4@-,

"

Q=@06=0@4

%

C-?,6=-F-=

5

,1A,77?6-,=-?17

"

V@4F-4D

*

_

+

8I,@C?/

5

A@,=4;?.

5

+4@7

%

%#!&

%

%#(

"

O!(*OO%8

*

%(

+

[b)Ye:XWG)

%

PVXIW:<<WY

%

I:II:XI)PPW;Q8

V.=4@,=-?1-164..0.,@>,==

5

,6-A6?+

B

?7-=-?1,7,@47

B

?174=?

7,.=

%

,6-A

%

?H-A,=-F4,1A=/4@+,.7=@47747-1L5=/1R5=*990.

B'98'/*=0.

*

_

+

8G-6@?C-?.?

25

%

%##!

%

!$(

!

;='

#"

%%MM*

%%"$8

*

%'

+张甲庆
8

环境胁迫对植物乳杆菌̂
PTQ!8#O&!

葡萄糖代谢
和细菌素合成的影响*

T

+

8

哈尔滨"东北农业大学%

%#!$

"

$"8

*

%&

+

IL)Y]VbiI

%

)LYPWILQT

%

GV[bWX)8;/

5

7-?.?

2

-*

6,.7=0A

5

?>L5=/1R5=*990.4'9R60'=T**70C7

B

8R09

,

56*=0.

7=@,-17-1,1?F4.6/4+-6,..

5

A4>-14A+4A-0+

*

_

+

8V

BB

.-4AU

)1F-@?1+41=,.G-6@?C-?.?

25

%

%###

%

""

!

!%

#"

MO#"*MO!!8

*

O#

+
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