
第 *" 卷第 ) 期
’("( 年 ) 月

环!!境!!科!!学
+,-./0,1+,23456.+,6+

-7;B*"$,7B)
1C<$’("(

污水处理厂尾水对金鱼生命早期生长和发育的影响

张海珍$陆光华!
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摘要!研究了污水处理厂尾水对金鱼"&#’#(()#(#*’#"*(#生命早期的影响B吸水膨胀后的金鱼受精卵分别暴露于一系列渐变的

尾水浓度中 *( ? 后$金鱼孵化率和幼鱼存活率随着尾水浓度的升高而降低$而畸形率却随着尾水浓度 的 升 高 而 增 加B暴 露 于

污水处理厂尾水"浓度&’(m#的幼鱼生长受到抑制$体长和体重显著下降"?p(‘()#B所 有 设 置 浓 度 的 污 水 处 理 厂 尾 水 均 诱

导了幼鱼体内卵黄蛋白原"-9U#的生成$但是剂量D效应关系不明显B’(m的尾水对幼鱼体内 -9U合成的诱导效应最为明显$但

是浓度高于 ’(m的尾水暴露下$-9U的诱导效应降低B经过一段时 间 清 水 恢 复 阶 段 后$鱼 体 重 和 体 长 显 著 增 加$金 鱼 -9U水 平

显著降低"?p(‘()#B研究表明污水处理厂尾水的生命早期暴露存在导致鱼类雌性化的风险B金鱼早期生命阶段的敏感性$使

其适用于评价水中内分泌干扰物的生态影响B
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!!环境雌激素是指一类具有雌激素样作用的化合

物$能模拟或干扰生物体内内源性雌激素的生理(生

化作用$对生物体产生各种毒效应$包括干扰体内正

常激素 的 合 成(分 泌(运 输(代 谢(激 素 与 受 体 的 结

合(功能的表达并且因此影响生物的平衡(发育(生

殖和行 为 *"$’+B其 种 类 包 括 天 然 的 雌 激 素 " 如 雌 二

醇$+’ #(植 物 雌 激 素 和 真 菌 雌 激 素(人 工 合 成 的 雌

激素*如炔雌醇"++’#以及环境化学污染物质"如农

药 WW2(树脂增 塑 剂 双 酚 3(洗 涤 剂 及 表 面 活 性 剂

"壬基苯酚#(多氯 联 苯"V6TM#(多 环 芳 烃"V3\M#(

二英 以 及 重 金 属 \U(VQ(6? 等 + **+B"##E 年$

V>K?7F等 *E+ 报道 了 污 水 处 理 厂 "cc2V# 的 尾 水 对

鱼有雌性化作用$从而引发各国对污水处理厂尾水

中环境雌激素的关注B例如$在英国$研究发现暴露

于污水处理厂尾水中的野生彩虹鳟鱼"8.-N’’E1-E*(
/1B)((#性腺组织发生了不利的改变 *)+B暴露于日本

东京湾 " 接 受 大 量 工 业 和 生 活 污 水 # 的 野 生 牙 鲆

";$!*’N.!-")!(1NBNE#/#!#(荷兰工业海港"接受污水

处理厂尾水#的淡水乌舫"+D’#/)(D’#/##和河口牙

鲆";$#")-E"E1(2$!(*(#以及美国南加州海湾"城 市 污

水 处 理 厂 排 污 口 附 近 # 的 双 斑 美 大 菱 鲆

";$!*’N.)-E"E1(,!’")-#$)(#均出现了雌性化现象 *% h&+B
此外暴露于德国巴伐利亚区域污水处理厂尾水中的

两栖 动 物 F!.N?*($#!,)(和 <#.# "!/?N’#’)# 的 性 别
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比例明显偏向雌性 *#+B鉴于雌性化效应可能对水生

态系统产生深远的负面影响$对污水处理厂尾水中

环境雌激素的监控及其生态环境安全评价已成为当

今环境科学研究的前沿和热点B
鱼类的整个生长和繁殖过程都是在雌激素的调

节下进行的$环境雌激素对胚胎(胎体和新生幼体的

影响与其对成体的影响可以完全不同B对处于发育

中的个体来说$激素的微小变化就会导致严重后果B
由于胚胎发育的阶段性$不同时期接触会导致不同

的后果B已有研究表明鱼类早期发育阶段的胚胎期

和仔鱼期是鱼类对外界环境最为敏感的阶段 *"($""+B
鲤科金鱼具有地域分布广(生长快(易饲养(性成熟

早等特点$一龄金鱼即可产卵繁殖$并且对雌激素物

质具有较强的敏感性$是一种较好的检测和筛选雌

激素 类 物 质 的 模 型 动 物 *"’$"*+B因 此$本 研 究 以 金 鱼

为受试生物$分析污水处理厂尾水的生命早期暴露

对其生长发育的影响B

IJ材料与方法

ILI!实验动物

鲤科鲫属金鱼卵取自南京市郊区某金鱼养殖场

刚进行人工受精后吸水膨胀的受精卵$挑选发育正

常的胚胎用于实验B
ILK!试剂

纯化的金鱼 卵 黄 蛋 白 原 "-9U# 和 兔 抗 金 鱼 -9U
多克隆抗体由中国海洋大学汝少国教授提供’用碱

性磷酸酶标 记 的 羊 抗 兔 .UZ"\a4# 购 自 5AUFC公

司’肝素钠(2P@@8D’( 和酶抑制剂"V15=#购自南京

生兴生物技术有限公司’脱脂奶粉购自武汉博士德

生物有限公司’牛血清蛋白 T53购自上海惠兴生化

试剂有限公司’考马斯亮蓝 ZD’)( 购自国药集团化

学试剂有限公司’其余化学试剂购自成都科龙化工

试剂厂B
ILM!暴露实验

污水采自南京市江心洲污水处理厂排水口B在

前期的 Y+5 实 验 中 已 经 发 现 江 心 洲 污 水 处 理 厂 的

尾水是南京市所有污水处理厂的尾水中雌激素效应

最强的 尾 水$其 基 本 特 征 如 下!处 理 量 为 %E k"(E

F*.?D"’以生活污水为主’60W为 &)‘& FU.4g"’二

级处理方法为 3O0法B暴露用的水样为一系列稀释

的污水 处 理 厂 尾 水$占 稀 释 水 的 体 积 分 数 分 别 为

)m( "(m( ’(m( E(m和 )(m$稀释水为充分曝气

的城市自来水B同 时 设 清 水 对 照B鱼 卵 在 "’ LFk’
LF的培养皿中进 行 孵 化$每 皿 &( h"(( 个$设 平 行

组B胚胎期每 "’ : 更 换 " 次 水 样$出 膜 后 为 减 少 对

仔鱼的影响$改为 每 ’E : 更 换 " 次 水 样B胚 胎 期 间

每 ’E : 观察记录 " 次受精卵的孵化情况$取出死亡

卵B孵出的仔鱼转入 ’ 4鱼 缸$继 续 暴 露B仔 鱼 期 为

第 " 尾仔鱼破膜而出 至 卵 黄 囊 消 失B先 作 & : 连 续

观察$以后每 ’E : 观察并记录仔鱼的畸形和死亡情

况B暴露 *( ? 和 %( ? 后 各 取 "( 尾 鱼 测 量 体 长(体

重$计算健康状 态 因 子"6=#B然 后 将 鱼 体 于 g&(u
保存$用于测定全鱼 -9U含量B其余的鱼转入自动循

环缸$清水饲养至性腺成熟期$取 ’( 尾测其体长(体

重$计算健 康 状 态 因 子 "6=#B尾 部 采 血$测 血 清 中

-9U含量B解剖取性腺$称重$计算性肉指数"Z5.#B
实验期间水温 为 ’(u q’u$N\为 $‘( q(‘*$

溶解氧为")‘) q(‘"# FU.4g""碘量法#B
ILN!测定方法

""#血清中 -9U的测定!血 清 中 -9U的 测 定 采

用酶联免疫吸 附 实 验 "+4.53# 竞 争 法$测 定 步 骤 见

文献*"E+B
"’#全鱼 -9U的测 定!将 鱼 解 冻 后$加 入 ’ F4

预冷的磷酸盐缓冲液"VT5$N\s$‘)#$于冰浴下匀

浆B匀浆液 Eu离 心 ") FA8 ""( (((KOFA8#$采 用 酶

联免疫吸附实验"+4.53#竞争法测定上清 液 中 -9U
含量B测定步骤同血清中 -9U的测定B

"*#蛋白质含量的测定!蛋白质含量的测定采

用 TKC?R7K? 法$取适量的血清$加入考马斯亮蓝$当

其与蛋白质结合后$由游离时的棕黑色变为蓝色$以

此通过测定 )#) 8F下的吸光值来确定血清的蛋白

质含量B
ILQ!6=和 Z5.的计算

6=s 鱼体重"U#
鱼体积"LF*#

k"((m ""#

Z5.s性腺重"U#
鱼体重"U#

k"((m "’#

IL!!数据处理

实验数据由平均值 q标准偏差表示B采用 5V55
"*‘( 进行数据分析$通过单因素方差分析法检验处

理组与对照组之间以及处理组之间的差异显著性$
当 ?p(‘() 时$则判定存在显著差异B

KJ结果与讨论

KLI!形态学观察指标

与对照组相比$高浓度尾水暴露的部分胚胎由

于严重畸形而不能孵化出膜$或者比正常仔鱼 晚 ’
h* ?B仔 鱼 的 畸 形 症 状 主 要 表 现 为 身 体 短 小 不 对

E**"
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称(弯 体 或 弯 尾$眼 部 变 形 如 单 眼(出 血(围 心 腔 肿

大(卵黄囊膨大等B
KLKJ生命早期暴露对金鱼生长发育的影响

金鱼吸水膨胀后的受精卵分别在污水处理厂尾

水中暴露 *( ? 和 %( ?$以确定暴露至少要持续多长

时间$才能对仔鱼的体长(体重及 -9U的诱导产生明

显的影响B*( ? 和 %( ? 的暴露对金鱼孵化(存活及

仔鱼生长发育的影响结果见表 " 和表 ’B

表 IJ尾水暴露 MS *对金鱼受精卵孵化&仔鱼存活及生长发育的影响"#

2CQ;@"!+RR@L9M7Rcc2V@RR;>@89M78 :C9L:A8UKC9@$ M>KSASC;KC9@C8? UK7P9: 7R9:@U7;?RAM: CR9@K*( ? 7R@IN7M>K@

暴露浓度
"体积分数#Om

孵化率
Om

畸形率
Om

存活率
Om

体长
OLF

体重
OU

6=
Om

对照 &(‘( q$‘* E‘E( q’‘& $)‘% q"‘) ’‘(’ q(‘"& (‘"$ q(‘(E ’‘(% q(‘*E
) $)‘" q)‘) "$‘’ q*‘$! ))‘% q’‘#! "‘#) q(‘"& (‘"* q(‘(* "‘$) q(‘’’
"( $E‘) q’‘( ’*‘) q’‘%! E*‘# q"‘’! "‘&) q(‘") (‘"’ q(‘(* "‘&$ q(‘(*
’( %&‘% q’‘$ ’&‘& q"‘#! *#‘& q"‘&! "‘%% q(‘"*! (‘(& q(‘(*! "‘$$ q(‘($
E( %)‘# q"‘%! *#‘* q’‘#! ’E‘% q’‘E! "‘)# q(‘*%! (‘($ q(‘(E! "‘%) q(‘%"
)( )&‘’ qE‘$! E$‘$ q*‘"! "(‘E q’‘"! "‘)’ q(‘"&! (‘() q(‘(*! "‘E& q(‘($!

"# !表示与对照组有显著差别"?p(‘()# $下同

表 KJ尾水暴露 !S *对金鱼受精卵孵化&仔鱼存活及生长发育的影响"#

2CQ;@’!+RR@L9M7Rcc2V@RR;>@89M78 :C9L:A8UKC9@$ M>KSASC;KC9@C8? UK7P9: 7RU7;?RAM: CR9@K%( ? 7R@IN7M>K@

暴露浓度
"体积分数#Om

孵化率
Om

畸形率
Om

存活率
Om

体长
OLF

体重
OU

6=
Om

对照 &(‘( q$‘* %‘#( qE‘" $’‘# q"‘% ’‘&$ q(‘") (‘E& q(‘(% ’‘(E q(‘(%
) $)‘" q)‘) *(‘) q’‘$! E(‘E q"‘&! ’‘%# q(‘’) (‘** q(‘’( "‘$" q(‘*$
"( $E‘) q’‘( *#‘& q"‘%! *E‘% q’‘E! ’‘)’ q(‘"E! (‘’# q(‘($! "‘$# q(‘(#
’( %&‘% q’‘$ E%‘% q(‘%! ’’‘( q’‘"! ’‘E* q(‘’#! (‘’E q(‘’(! "‘%) q(‘)$
E( %)‘# q"‘%! )(‘$ q"‘*! "(‘’ q’‘#! ’‘*# q(‘"$! (‘’( q(‘(*! "‘)" q(‘"E!

)( )&‘’ qE‘$! )$‘E q’‘*! ( ,W ,W ,W

"#,W表示未检出

!!从表 " 可知$尾水暴露 *( ?$金鱼卵的孵化率和

幼鱼存活率 随 着 尾 水 浓 度"体 积 分 数#的 升 高 而 降

低$而畸形率随着尾水浓度的升高而升高B与对照相

比$浓度&E(m的尾水使鱼卵孵化率显著下降$而所

有暴露浓度都使幼鱼存活率明显降低 "?p(‘()#B

暴露 *( ? 后$存 活 的 幼 鱼 生 长 发 育 受 到 抑 制$浓 度

&’(m的尾水暴露使幼鱼体长和 体 重 显 著 降 低 "?
p(‘()#B同 时 从 6=值 的 变 化 可 以 看 出$)(m的 尾

水暴露下幼鱼健康状态明显下降 "?p(‘()#B从表

’ 可见$%( ? 暴露期内幼鱼的存活率明显低于 *( ?

暴露期B在浓度为 )(m的尾水暴露 %( ? 后$幼鱼全

部 死 完B同 时 与 对 照 相 比$ 除 最 低 暴 露 浓 度 外

")m#$其他浓度暴露 %( ?$存活幼鱼的体重和体长

显著降低 "?p(‘()#B此外$浓度&E(m尾水的暴露

导致幼鱼健康状态明显下降 "?p(‘()#$其余组与

对照无显著差异B

有文献报道$幼 鱼 阶 段 进 行 -9U的 合 成 会 消 耗

大量的能量$可能把生长 的 能 量 转 化 成 -9U的 能 量

源$并由此对肝(肾等器官产生损害$因而是导致幼

鱼死亡和生长迟缓的一个重要原因 *"(+B但是金鱼在

&E(m浓度的尾水暴露 *( ? 后$-9U诱导并不明显

"见图 "#$而体长和体重却受到明显抑制B这可能是

由于尾水中的毒性物质$如氨的明显抑制$而导致对

肝脏功能的损害和对食物吸收的减少$健康状态不

断下降$最终 导 致 死 亡 率 的 显 著 上 升 *")+B健 康 状 态

因子或肥满度"6=#通常是测量营 养 状 况 和 健 康 状

态的指标B本研究表明$污水处理厂尾水的生命早期

暴露可明显抑制金鱼幼鱼生长$并使其死亡率显著

上升$这 与 国 内 外 的 相 关 报 道 一 致BVC89@K等 *"%+ 研

究发现$黑呆头鱼";)/!?E#$!(?’N/!$#(#持续暴露于

)%( "&( 和 )%( #U.4g"的 ED戊基酚和 "( 8U.4g"的
++’ "($ ? 后$雌鱼的 6=值与对照组相比显著降低B

廖涛等 *"$+ 研究发现$污水处理厂进水和一级出水对

稀有鮈鲫"YND)N-1?’)(’#’*(#仔鱼的体长(体重和 6=
均有较显著的影响$同时伴有死亡现象发生B日本青

鳉"8’1Q)#($#")?!(#暴露于浓度高于 )m的尾水后$体

长和体重都明显降低 *"&+B化学分析表明江心洲污水

处理 厂 的 尾 水 中 含 有 +" ’$‘%* 8U.4
g"(+’ &‘(E

8U.4g"(0V""$‘"E 8U.4g"(,V" "E"‘) 8U.4g"

及 TV3%"‘* 8U.4g"B而将日本青鳉在交配前后持

续暴露于 ’ FU.4g" 以 上 的 辛 基 酚$可 导 致 仔 鱼 畸

形率升高 ’(m h*(m’暴露浓度为 )( FU.4g"时仔

)**"
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鱼生长明显受到抑制$子代雌雄比例由 E’z)& 变为

)$zE( *"#+B
KLM!生命早期暴露对幼鱼 -9U的诱导

*( ? 和 %( ? 的污水处理厂尾水暴露对幼鱼 -9U
的诱导结果见图 "B可以看出$-9U在所有的浓度下

都有 诱 导$但 是 剂 量D效 应 关 系 不 明 显B暴 露 *( ?
后$与 对 照 相 比$"(m和 ’(m的 尾 水 明 显 诱 导 了 幼

鱼体内 -9U的合成"分别高于对照 "((m和 *((m#B
但是浓度高于 ’(m的 尾 水 暴 露 下$-9U的 诱 导 效 应

降低"分别 高 于 对 照 E)m和 "(m#B以 前 的 研 究 也

观察到高浓度的尾水"&E(m#暴露导致 -9U诱导效

应降低的现象 *"&$ ’(+B尾水暴露 %( ? 对金鱼 -9U的诱

导趋势与 *( ? 结 果 相 似$只 是 诱 导 程 度 不 同B浓 度

在 )m hE(m之间的尾水暴露对金鱼 -9U有显著诱

导 " 分 别 高 于 对 照 *E#m( )&#m( ""($m 和

%"Em#B结果表明江心洲污水处理厂的尾水中含有

环境雌激素类物质$能够诱导金鱼幼鱼产生 -9UB研

究结果还表明金鱼 *( ? 暴露于 cc2V尾水中即可

诱导幼鱼产生 -9UB因此本研究以 *( ? 作为尾水暴

露的敏感阶段B
已有研究表明幼鱼对环境雌激素污染响应更为

敏感$如暴露于三级污水处理尾水中的彩虹鳟鱼幼

鱼体内 -9U水平明显高于对照 *’"+ ’将成年雄性底鳉

"U*.A*$*(E!"!’N-$)"*(# 和 幼 年 阳 光 鲈 鱼 "9N’N.!
(#0#")$)(k9N’N.!-E’1(N?(# 暴 露 于 纽 约 大 型 污 水 处

理厂的非氯化的尾水中"$)m尾 水 和 ’)m海 水#’"
? 后$幼年阳光鲈鱼血清 -9U高于对照 "$*(m$而底

鳉血清中没有检测到 -9U*’’+B但是 \CKKA@M等 *)+ 的研

究发现$英国 ’)m的 cc2V尾水完全失去了诱导雄

性鳟鱼产生 -9U的能力B这 种 不 同 可 能 跟 个 体 的 生

长和O或种属差异对污水处理厂尾水中的雌激素物

质的响应不同$以及污水处理厂尾水中环境雌激素

的组成和浓度以及污水处理的程度不同有关B
KLN!清水期后金鱼生长发育的恢复

*( ? 金 鱼 生 命 早 期 暴 露 后$清 水 养 至 性 腺 成

熟$所得体长(体 重 及 性 腺 指 数 结 果 见 表 *B经 过 清

水恢复后$高浓度尾水处理过的鱼死亡率较高$其中

)(m的尾水暴露过的鱼全部死亡$存活率按尾水浓

度由 低 到 高 依 次 为! " #&‘) q"‘" #m( " #$‘’ q
’‘E#m( "&$‘* q"‘&#m( "$E‘" qE‘$#m( "%)‘#
q’‘"#m及 (B但是低浓度尾水暴露过的金鱼$经过

清水阶段的恢复后$雄鱼和雌鱼的体重和体长均显

著增加’与对照相比$除雄鱼 ’(m的尾水暴露组外$
其余各组对金鱼的体重和体长的影响均无明显差异

图 IJ暴露 MS *和 !S *后幼鱼 W)9 的诱导效应

=AUB"!.8?>L9A78 7R-9UA8 RK<CR9@K*( C8? %(

?C<M7R@RR;>@89M@IN7M>K@

"?l(‘()#B与 对 照 相 比$无 论 是 雌 鱼 还 是 雄 鱼$所

有的尾水暴露组的 6=均无明显差异"?l(‘()#$表

明在经过清水饲养期后$金鱼的健康状况基本恢复B
6=可 能 对 生 殖 发 育 有 很 大 的 影 响$同 时 影 响 Z5.B
鱼类由于食物数量和质量的季节变化$体重也存在

明显的差异$并且这种变化趋势与鱼体内脂肪贮存

量的变化相一致$因此$体重增加预示着鱼类有较好

的营养状态$并将影响雌性的繁殖成功率 *’*+B

图 KJ生命早期暴露对成鱼体内 W)9 诱导的影响

=AUB’!+RR@L9M7R9:@@RR;>@89M@IN7M>K@A8 @CK;<

;AR@M9CU@78 -9UA8?>L9A78 A8 C?>;9RAM:

清水 恢 复 期 后 金 鱼 血 清 -9U的 测 定 结 果 见 图

’B从表 * 和图 ’ 可知$清水饲养使之前的尾水暴露

对金鱼 -9U合成的影响显著降低"?p(‘()#B与对照

相比$’(m的 尾 水 暴 露 组 雄 鱼 -9U显 著 增 加 "?p
(‘()#$Z5.显著下降 "?p(‘()#B除此之外$其余各

暴露组雄鱼和雌鱼的 Z5.和 -9U与对照组无显著差

别 "?l(‘()#B表明在经过一段时期的清水恢复后$
生命早期暴露导致的 -9U诱 导 效 应 有 所 减 轻$但 不

能完全消除B已有研究也表明雄鱼由外源性雌激素

诱导 产 生 的 -9U在 干 净 水 体 中 恢 复 后 是 可 逆

的 *’E h’$+B/7?U@KMDZKC<等 *’$+ 研 究 发 现 斜 齿 鳊

%**"
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!!!! 表 MJ早期生命阶段暴露对金鱼成鱼生长&性腺指数的影响

2CQ;@*!+RR@L9M7Rcc2V@RR;>@89M@IN7M>K@A8 @CK;<;AR@M9CU@78 UK7P9: C8? Z5.7RU7;?RAM: CR9@KL;@C8 PC9@K@IN7M>K@

分类
暴露浓度

"体积分数#Om 体长OLF 体重OU 6=Om Z5.Om

对照 ""‘(’ q"‘() "(‘&E q"‘*$ (‘&" q(‘"& ’‘’* q(‘"$
) "(‘E( q"‘’) #‘"& q"‘*) (‘&’ q(‘") ’‘"’ q(‘*#

雄鱼 "( #‘$# q(‘&) $‘() q"‘() (‘$) q(‘(& ’‘($ q(‘$$
’( #‘() q(‘)%! )‘’E q"‘")! (‘)& q(‘"E "‘$& q(‘’*﹡

E( "(‘#$ q"‘"* &‘E* q"‘(’ (‘%E q(‘"% "‘#* q(‘’&

对照 "(‘() q"‘(E #‘%* q(‘%* (‘#% q(‘’" &‘E% q"‘’#
) #‘%$ q(‘E& #‘"( q"‘* "‘(" q(‘(" $‘*" q"‘$$

雌鱼 "( #‘)( q"‘"% &‘’& q"‘($ (‘#$ q(‘"# $‘#E q"‘&’
’( #‘’& q(‘E# $‘(% q(‘#" (‘&& q(‘(* &‘"* q"‘#E
E( "(‘*& q(‘*" "(‘"$ q"‘*E (‘#" q(‘(* &‘*$ q"‘*"

"<*")$*(’*")$*(#在早期阶段暴露于含雌激素的尾水

中后诱导产生的 -9U在 "(( ? 的净化后部分去除B

MJ结论

""# 金鱼 受 精 卵 暴 露 于 污 水 处 理 厂 尾 水 *( ?
后$孵化率和幼鱼存活率随着尾水浓度升高而降低B
幼鱼生长受到明显抑制$对 体 内 -9U产 生 明 显 诱 导

效应B
"’# 鱼卵受精 后 *( ? 是 对 环 境 雌 激 素 污 染 的

敏感时期$江心洲污水处理厂尾水的生命早期暴露

可能导致对鱼类雌性化风险B
"*# 经清水恢 复 期 后$成 鱼 血 清 的 -9U水 平 显

著降低$表明生命早期雌 激 素 暴 露 对 -9U的 影 响 是

可逆的B
致谢! 本 研 究 采 用 的 纯 化 金 鱼 卵 黄 蛋 白 原

"-9U#和兔抗金鱼 -9U多克隆抗体由中国海洋大学

汝少国教授惠赠B采集水样工作得到南京市江心洲

污水处理厂的支持$在此表示衷心感谢4
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Â8U?7F*]+B+8SAK78 27IAL7;6:@F$ "###$ IP!#*’D#*$B

* % +!\CM:AF7975$ T@MM:7\$ \CKC3$ !"#$B +;@SC9@? M@K>F

SA9@;;7U@8A8 ;@S@;MC8? U78C?C;CQ87KFC;A9A@MA8 PA;? FC;@

R;7>8?@K";$!*’N.!-")!(1NBNE#/#!# RK7F27H<7TC<$ ]CNC8*]+B

+8SAK78 /@M$ ’((($ NT!*$D)*B

* $ +!-@9:CCH 3W$ 4C9@K]$ >̂AN@K/-$ !"#$B+M9K7U@8AL@RR@L9MA8

RAM: A8 9:@ ,@9:@K;C8?M! M7F@ NK@;AFA8CK< K@M>;9M* ]+B

27IAL7;7U<$ ’((’$ IPIDIPK!"E$D")(B

* & +!W@8U_$ /@FN@;13$ 388M9K78U]$ !"#$B5@CM78C;@SC;>C9A78

7RK@NK7?>L9AS@M9C9>MC8? @IN7M>K@97@8SAK78F@89C;@M9K7U@8MA8

\7K8<:@C? 2>KQ79C99:@F>8ALANC;PCM9@PC9@K7>9RC;;7R0KC8U@

67>89<$ 63*]+B+8SAK78 27IAL7;$ ’(($$ KK!E%EDE$"B

* # +!T7UA6$ 5L:PCAU@K]$ =@K;A8U\$ !"#$B+8?7LKA8@@RR@L9M7R

@8SAK78F@89C;N7;;>9A78 78 F!.N?*($#!,)(C8? <#.# "!/?N’#’)#

*]+B+8SAK78 /@M$ ’((*$ TM!"#)D’("B
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