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蛋白质二硫键异构酶相关蛋白 !的表达及性质的研究

周海平 贾翠娟 张渝英"

（中国科学院微生物研究所，北京 /"""3"）

摘 要 克隆了 3&4%*1#,,)& $#1%* 1!/中的蛋白质二硫键异构酶相关蛋白 @（ABA@）基因，并将它插入 C51!-D表达载
体。在 5 ( 0(,# 中表达时，ABA@占菌体总蛋白的 -#E。经过超声破细胞、硫酸铵分级沉淀和离子交换层析获得了
纯度大于 0"E的重组蛋白。ABA@有二硫键异构酶活性。在 ABA@存在下，变性和还原的溶菌酶复性率和复性速度
降低，电泳结果表明溶菌酶聚集增多。荧光结果表明 ABA@表面有较多的疏水基团。
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外源蛋白质基因在 5 ( 0(,# 中的大量表达常常
会产生包涵体，包涵体中的蛋白质是没有生物活性

的，需要经过重折叠才能成为有活性的蛋白质。蛋

白质折叠一直是生物学研究热点之一，蛋白质序列

中决定蛋白质折叠状态的信息被称为第二密码。在

细胞内，由于蛋白质浓度很高，蛋白质折叠需要有折

叠因子即折叠酶和分子伴侣（H&’I7>2 7;I ?:7C2J&;2）
的帮助，折叠酶和分子伴侣在体外同样也能提高变

性蛋白质的复性率［/］。蛋白质二硫键异构酶（CJ&.
K28; I8>+’H8I2 8>&62J7>2，ALM）是折叠酶中的一种，它是
一种多功能的蛋白质，能催化二硫键形成，具有分子

伴侣活性，并且是脯氨酰 #.羟化酶和微粒体甘油三
酸酯转运蛋白的组成部分［!］，ALM 是目前发现帮助
蛋白质折叠活性最高的蛋白质［-］。ABA@（ALM.J2’7K.
2I CJ&K28; @）是一种 ALM相关蛋白，它的基因由N7;<［#］

从 3&4%*#,,)& $#1%* O7J ( +6+7(*# 中分离出来的，其分
子量为 G"PL，在它的 ).端有一个硫氧还蛋白的活性
中心。ABA@的 Q端有一 R5LS序列，表明它是一膜
结合蛋白质。N7;<的文章是目前唯一的关于 ABA@
的研究文章，对它的生物学功能的研究有待深入。

本研究从 3&4%*1#,,)& $#1%* 1!/ 中克隆了 ABA@
的基因，并在大肠杆菌中进行了高效表达，纯化了重

组 ABA@蛋白质，对 ABA@的性质进行了初步研究，
为进一步研究 ABA@的性质及生物学功能打下了基

础。

" 材料和方法

"#" 材料
3&4%*1#,,)& $#1%* 1!/ 由中科院微生物所唐国敏

教授惠赠，人蛋白质二硫键异构酶（:ALM）的表达质
粒 CT%!!"."48# 由首都师范大学高音博士惠赠。
LRG!、TS!/（L5-）和 C51!-D均由本实验室保存。试
剂主要来自 AJ&62<7、U8<67、)5T、U7;<&;、@62J>:76、
T8&.B7I及国产分析纯试剂。根据文献［#］设计 4*43
引物（由上海生工公司合成）。A/：GV.<7，K7K，?7K，7K<，
?K<，?7<，???，7<.-V；A!：GV.77<，?KK，K77，7?7，??K，<K<，
?K7，7K7，77?.-V。
"#$ 方法
"#$#" B1.AQB法合成 3&4%*1#,,)& $#1%* 1!/ 的 4*43
?L)@：用异硫氰酸胍.酚.氯仿法提取 3&4%*1#,,)& $#1%*
1!/的总 6B)@［G］。以 &’8<&（I1）/G为引物，通过反转
录合成 ?L)@的第一条链。然后用 A/和 A!为引物
经 AQB 得到 /W#PD 的片段。AQB 条件为：0GX #
68;；0#X /68;，G!X /68;，$!X /WG68;，-" 个循
环；$!X 368;。回收 AQB产物与 CY5Z.127>,相连，
得到 CY5Z.127>,.4*4@，进行测序。
"#$#$ 表达载体的构建：用 98%"酶切 CY5Z.
127>,.4*43 得到 4*43 基因插入到 C51!-D[98%"中，



选出正向插入的克隆。将 !"#$%&’!"!# 质粒转化
()$*（+"%）。
!"#"$ ,-,.的表达和纯化：重组蛋白质的表达按
照 /012345 公司的操作手册进行。离心收集菌体
（以下各步均在 67 进行），用 *8*9 体积的 #"
（!:;<=）悬浮菌体进行超声破碎，*9 999>8?@5，69?@5
离心。上清液中加固体硫酸铵达 6=A饱和度沉淀
蛋白。将离心所得的沉淀用 &BCC4> .（$9??0D8) ,(E，
!:;<9）溶解，并对 &BCC4> .透析。*9 999>8?@5，69?@5
离心后，上清液在预先用 &BCC4> .平衡好的 (@0’-4F
;9上进行柱层析。用含 9<$=?0D8) /2GD 的 &BCC4> .
洗至 #$H9无吸收，再用含 9<$= I 9<J=?0D8) /2GD 的

&BCC4> .梯度洗脱，E+E’,.K"分析各组分。收集所
需的部分，对不同的缓冲液透析，并超滤浓缩。

!"#"% L,+M的纯化：参照文献［J］。
!"#"& 二硫键异构酶活性的测定：二硫键异构酶活
性按 )2?&4>N方法［;］，略有改动。$99!)反应体系中
含有 =9??0D8) #>@O’:GD（!:;<=），$=9!?0D8) "+#.，
$=??0D8) PGD，=??0D8) Q3GD$，$9!?0D8) +##，*<$!3
E’-/.，H9!3 -/.，加入适量样品，%97反应一定时
间，加入 $9!)终止液（9<;=A醋酸双氧铀，$=A高氯
酸）。冰浴 *=?@5后，*9 999>8?@5离心 *9?@5，取上清
测 #$J9。

!"#"’ 溶菌酶的变性、复性：溶菌酶的变性、复性参
照 K@D&4>N方法［H］进行，其中变性方法完全相同，复性
方法有所改动。将变性的溶菌酶加到含有不同浓度

的蛋白质（,-,.、(E.和 L,+M）的复性溶液中。复性
溶液为 *99??0D8) :","E &BCC4>（!:;<9），=??0D8)
Q3GD$，$9??0D8) /2GD，$??0D8) "+#.或 *99??0D8)
,(E（!:;<=），$??0D8) "+#.。如无特殊说明复性液
中含有 $??0D8) KE:，*??0D8) KEEK。复性时溶菌
酶的最终浓度为 =!?0D8)，复性温度为 %;7，时间为
*L。以相同量的天然溶菌酶活性为 *99A，溶菌酶
测活方法参照文献［R］。
!"#"( 荧光分析：蛋白质内源荧光用 $R=5?激发，
而加 ./E后用 %H95?激发。荧光测定时蛋白质浓
度均为 $!?0D8)，缓冲液为 *99??0D8) :","E &BCC4>
（!:;<9），=??0D8) Q3GD$，$9??0D8) /2GD和 $??0D8)
"+#.。./E的终浓度为 %99!?0D8)。

# 结果

#"! )*)+ ,-.+的克隆及表达质粒的构建
-#’,G-产物经 *A琼脂糖凝胶电泳，可见一条

约 *699&! 的条带。回收 ,G- 产物与 !K"Q’# 42OS
T4UN0>连接，转化 +:="。经测序表明与文献［6］报
道的 !"!# 基因仅有 6个碱基不同，但不影响氨基酸
的编码。!"#$%&’!"!# 构建过程见图 *。

图 * !"#$%&’ !"!#构建流程图
V@3W * G05ON>BUN@05 0C !D2O?@X !"#$%&’ !"!#

#"# )*)+的纯化
!"#$%&’!"!# 在 $%$*（&’%）中表达时，,-,.占

菌体总蛋白的 %6A左右，,-,.各步纯化的电泳结
果如图 $ 所示。纯化得到的重组 ,-,. 在 E+E’
,.K"上呈均一条带，纯度在 R9A以上。

图 $ ,-,.纯化的 E+E’,.K"
V@3W $ E+E’,.K" 252DSO@O XB>@53 NL4 !B>@C@U2N@05 0C ,-,.

*：N0N2D U4DD !>0N4@5 Y@NL0BN @5XBUN@05；$：N0N2D U4DD !>0N4@5 2CN4> %L @5’

XBUN@05；%：U>BX4 4FN>2UN；6：9A I 6=A（/:6）$EZ6 C>2UN@05；=：2CN4>

(@0’-4F ;9 U0DB?5；J：?0D4UBD2> Y4@3LN ?2>[4>

#"$ )*)+的二硫键异构酶的活性
,-,.的二硫键异构酶活性的测定见图 %。其

中 ,-,. 的浓度为 $<%!?0D8)，L,+M 的浓度为
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!"!#$%!&’()*。经计算 +,+- 的二硫键异构酶活性
大约为相同摩尔 .+/0的 #)$1!。

图 2 +,+-和 .+/0的二硫键异构酶活性的比较
34562 /478(94:; 47’&;<=7; =>?4@4?4;7 ’9 +,+- =A: +/0

B.; >’A>;A?<=?4’A ’9 +,+- 47 $"2!&’()* =A: ?.;

>’A>;A?<=?4’A ’9 .+/0 47 !"!#$%!&’()*

!"# $%$&存在下溶菌酶复性情况
还原变性的溶菌酶（终浓度为 1!&’()*）在含

$&&’()* CDE，#&&’()* CDDC 的 #!!&&’()* EF+FD
G899;<（HEI"!），1&&’()* J5K($，$!&&’()* L=K( 和

$&&’()* F/B-溶液中复性时，不同蛋白质对溶菌酶
的复性影响如图 % 所示。随着 +,+- 的浓度的增
加，溶菌酶的复性率降低，+,+-一直呈抗分子伴侣
活性。而［.+/0］!!"1!&’()*时，.+/0呈抗分子伴侣
活性，但当［.+/0］M !"1!&’()*时，.+/0呈分子伴侣
活性，这与文献［N］报道牛的 +/0相一致。

图 % 在氧化还原的 E;H;7溶液中不同蛋白质
对溶菌酶的复性的影响

3456 % B.; ;99;>?7 ’9 ?.; :499;<;A? H<’?;4A7 ’A
?.; <;9’(:4A5 ’9 (O7’PO&; 4A <;:’Q EF+FD G899;<

/;A=?8<;: =A: <;:8>;: (O7’PO&;（1!&’()* 94A=( >’A>;A?<=?4’A）R=7 =::;:

?’ #!!&&’()* EF+FD（HEI"!），1&&’()* J5K($，$!&&’()* L=K( =A:

$&&’()* F/B- >’A?=4A4A5 $&&’()* CDE，#&&’()* CDDC =A: @=<4’87

>’A>;A?<=?4’A7 ’9 :499;<;A? H<’?;4A7 ?’ H<’>;;: <;9’(:4A5 =? 2IS 9’< #.6

B.; <;=>?4@=?4’A O4;(: ’9 (O7’PO&;（T）R=7 G=7;: ’A ?.; =>?4@4?O ’9 ?.;

7=&; =&’8A? ’9 A=?4@; (O7’PO&; &;=78<;: 8A:;< ?.; 7=&; >’A:4?4’A

C’(:G;<5［#!］报道溶菌酶复性时形成的聚集体主
要是由于二硫键交联形成的，进不了非还原的 D/DU
+-CF胶，因而还原与非还原 D/DU+-CF胶中溶菌酶
的差值被认为是聚集的溶菌酶。由图 1V知在还原
D/DU+-CF中，各种情况下溶菌酶的条带的量近乎相
等，而在非还原的 D/DU+-CF胶中（图 1-），随着 +,U
+-的浓度增高，溶菌酶的量减少（图 1-通道 1UI），
也就是说溶菌酶聚集逐渐增多。在低浓度 .+/0存
在时，溶菌酶的量少（图 1-通道 $），随着 .+/0浓度
增高，溶菌酶的量增加（图 1-通道 2和 %）。这表明
.+/0浓度较低时溶菌酶聚集较多，随着 .+/0 浓度
的增加，溶菌酶聚集逐渐减少。不同浓度的 VD-存
在时，溶菌酶条带的量几乎相等，说明了 VD-对溶
菌酶的聚集影响不大。以上说明了 +,+- 和 .+/0
对溶菌酶的聚集影响是特异性的。

图 1 不同蛋白质对溶菌酶聚集体形成的影响
3456 1 B.; ;99;>?7 ’9 :499;<;A? H<’?;4A7 =?

4A:4>=?;: >’A>;A?<=?4’A7 ’A (O7’PO&; =55<;5=?4’A
B.; >’A:4?4’A7 9’< <;9’(:4A5 ’9 (O7’PO&; R;<; =7 :;7><4G; 4A 3456 %" -9?;<

>’&H(;?4’A ’9 9’(:4A5 <;=>?4’A，7=&H(;7 R;<; R4?.:<=RA =A: ?<;=?;: R4?.

D/D G899;< R4?.’8?"U&;<>=H?’;?.=A’(（ !"#$% &）’< R4?."U&;<>=H?’;?.=U

A’(（ !"#$% ’）6

#：(O7’PO&;；$：(O7’PO&; W !"1!&’()* .+/0；2：(O7’PO&; W #!&’()* .+U

/0；%：(O7’PO&; W $"1!&’()* .+/0；1：(O7’PO&; W !"1!&’()* +,+-；X：

(O7’PO&; W #!&’()* +,+-；I：(O7’PO&; W $"1!&’()* +,+-；N：(O7’PO&;

W !"1!&’()* VD-；Y： (O7’PO&; W #!&’()* VD-；#!： (O7’PO&; W

$"1!&’()* VD-

在氧化还原的 E;H;7 G899;<溶液中，溶菌酶的自
复性及在 !"1!&’()* +,+-存在下复性的动力学曲
线如图 X所示。由图 X可知自复性的 (#)$ Z #2"2&4A，
而在 !"1!&’()* +,+- 存在下 (#)$ Z $%"!&4A，可见
+,+-不仅降低溶菌酶的复性率，而且降低溶菌酶
的复性速度。

D’A5报道［##］在 #!!&&’()* +VD（HEI"1），$&&’()*
F/B-溶液中，牛 +/0对还原、变性的溶菌酶复性只
起分子伴侣活性而不表现抗分子伴侣活性。+,+-
对还原、变性的溶菌酶在 #!!&&’()* +VD（HE I"1），
$&&’()* F/B-溶液中复性影响如图 I所示。在 +VD
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图 ! 在氧化还原的 "#$#% &’((#)溶液中
溶菌酶复性动力学曲线

*+,-! ./# #((#01 2( 3435 26 7+6#1+0% 2( 1/# )#(289+6, 2( 8:%2;:<#
./# 0269+1+26% (2) )#(289+6, 2( 8:%2;:<# =#)# >% 9#%0)+&# +6 *+,- ?

溶液中，溶菌酶的自复性率约为 @AB（图 C），远低于
在 "#$#%溶液中的 !AB（图 ?），但 /3DE在 3FG溶液
中对溶菌酶没有抗分子伴侣作用，这与文献［@@］报
道的牛 3DE 对溶菌酶复性影响是一致的，而 3435
在 3FG溶液中仍呈抗分子伴侣活性。

图 C 在氧化还原的 3FG溶液中不同蛋白质
对溶菌酶的复性的影响

*+,-C ./# #((#01% 2( 9+((#)#61 $)21#+6% 26 1/# )#(289+6,
2( 8:%2;:<# +6 )#92H 3FG &’((#)

D#6>1’)#9 8:%2;:<#（I!<28JK (+6>8 0260#61)>1+26）=>% >99#9 12 @AA<<28JK

3FG（$"CLI），M<<28JK ND.5 0261>+6+6, M<<28JK OG"，@<<28JK OGGO

>69 P>)+2’% 0260#61)>1+26% 2( 9+((#)#61 $)21#+6% 12 $)20##9 )#(289+6, >1

QCR (2) @/- ./# )#>01+P>1+26 :+#89 2( 8:%2;:<#（B）=>% &>%#9 26 1/# >0S

1+P+1: 2( 1/# %><# ><2’61 2( 6>1+P# 8:%2;:<# <#>%’)#9 ’69#) 1/# %><# 0269+S

1+26

在非氧化还原的 "#$#%溶液中，溶菌酶自复性
率很低，在 QCR保温 ?/后，溶菌酶的自复性率只有
@QB左右，3435仍呈抗分子伴侣活性（图 T）。/3DE
在低浓度时为抗分子伴侣活性而高浓度时起分子伴

侣活性。在氧化还原和非氧化还原的 "#$#% 溶液
中，3435及 /3DE对溶菌酶复性影响的趋势是相似
的（图 ?和图 T）。

图 T 在非氧化还原条件的 "#$#%溶液中
不同蛋白度对溶菌酶复性的影响

*+,-T ./# #((#01% 2( 9+((#)#61 $)21#+6% 26 1/# )#(289+6,
2( 8:%2;:<# +6 626S)#92H "N3NG &’((#)

./# 0269+1+26% (2) )#(289+6, 2( 8:%2;:<# =#)# >% 9#%0)+&# +6 *+,- ? #H0#$1

1/# )#(289+6, %:%1#< =+1/2’1 OG" >69 OGGO，1/# )#>01+26 1+<# =>% ?/-

./# )#>01+P>1+26 :+#89 2( 8:%2;:<#（B）=>% &>%#9 26 1/# >01+P+1: 2( 1/#

%><# ><2’61 2( 6>1+P# 8:%2;:<# <#>%’)#9 ’69#) 1/# %><# 0269+1+26

!"# 荧光分析结果
3435内源荧光强度较 /3DE要低（图 U5），但与

5VG反应后 3435的荧光强度比 /3DE要高（图 UF），
这表明了 3435的表面疏水基团较 /3DE的要多。

图 U 3435和 3DE荧光图谱（5-内源荧光图谱；
F- 5VG荧光图谱）

*+,- U *8’2)#%0#60# %$#01)> 2( 3435 >69 /3DE
5：+61)+6%+0 (8’2)#%0#60# %$#01)> 2( M!<28JK 3435 >69 M!<28JK /3DE +6S

9#$#69#618:- ./# %$#01)> =#)# <#>%’)#9 =+1/ 1/# #H0+1>1+26 >1 MUI 6<-

F：5VG（QAA!<28JK (+6>8 0260#61)>1+26）(8’2)#%0#60# %$#01)> 2( M!<28JK

3435 >69 M!<28JK /3DE +69#$#69#618:- ./# %$#01)> =#)# <#>%’)#9 =+1/

1/# #H0+1>1+26 >1 QTA6<

$ 讨论
本文报道了 3435基因的克隆及在大肠杆菌中

的表达，并对纯化的 3435的性质进行了初步研究。
3435有一个硫氧还蛋白结构域，但与大部分硫氧
还蛋白活性位点 WXO"XY不同［@M］，3435为 WXO"S
XZ。3435的还原酶活性很低（结果未显示），它的
二硫键异构酶活性只有 /3DE 的 @JMIA 左右。这可
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能是由于 !"!#只有一个硫氧还蛋白活性位点，另
外可能是在 !"!#的硫氧还蛋白活性位点中的一个
中性氨基酸（$）取代了一个碱性氨基酸（%）以及活
性中心附近的氨基酸不同导致 !"!#的硫氧还蛋白
活性位点的空间结构发生改变，从而影响 !"!#二
硫键异构酶和还原酶的活性。!"!#的二硫键异构
酶的活性对真菌的 !&’而言可能是比较低的，这表
明 !"!#在细胞中二硫键异构酶活性可能不是它的
主要功能。

()*+［,］在黑曲霉中将 !"!#与前葡萄糖淀粉酶
原催化结构域-凝乳酶原融合共表达时表明：过量表
达 !"!#对凝乳酶的分泌影响很小。这说明 !"!#
在胞内可能不是直接帮助蛋白质分泌。本实验室将

在不同表达质粒中的牛凝乳酶原基因和 !"!#基因
转入同一宿主进行共表达时，结果发现过量表达

!"!#使部分凝乳酶原以可溶的形式存在于细胞中
（结果未显示），但这种可溶性的凝乳酶原却不能活

化，表明它还不是凝乳酶原的正确的折叠形式。由

于体外折叠环境相对简单，溶菌酶又是研究蛋白质

折叠常用的“模式”蛋白质，本文研究了 !"!#在不
同条件下对溶菌酶折叠的影响。

在本文研究的条件下，./#对溶菌酶的复性率
影响很小，而 0!&’在不同条件下对溶菌酶起分子伴
侣或抗分子伴侣活性，而 !"!#则在不同缓冲液及
氧化还原或非氧化还原条件下均呈抗分子伴侣活性

（图 ,、1和 2）。说明 !"!#在溶菌酶复性过程中起
抗分子伴侣活性是特异性的。在某种情况下，细胞

内有些外源或有毒性的蛋白质的过量表达会影响细

胞的生存，细胞需要某种机制来促使这些蛋白质聚

集，从而降低它们的毒性［34］（例如 56789 能帮助
:!39#;形成包涵体［3,］）。又由于某种原因，有大量
的蛋白质聚集并滞留在内质网膜上，细胞通过某种

机制来滞留这些蛋白质，譬如结合蛋白（<=*>=*+ ?67-
@A=*，.=!）和 !&’就可能参与这一过程，这是伴侣蛋
白表现帮助蛋白质聚集，也就是表现所谓的抗分子

伴侣活性［1，3B］。从某种意义上讲抗分子伴侣活性是

分子伴侣活性的另一种表现形式。体外实验表明了

!"!#可以降低去折叠的溶菌酶复性率（图 ,、1 和
2）和在一定范围内增加溶菌酶的聚集，!"!#的这些
特性表明了它有可能在胞内参与上述两个反应过

程。

蛋白质错误折叠原因之一是折叠的多肽链之间

疏水面发生错误的相互作用，并因此形成不规则的

蛋白质聚集体，从而阻止蛋白质正确折叠［3C］。荧光

分析结果可知 !"!#表面疏水基团较多（图 D），因此
!"!#有可能通过疏水区与去折叠的溶菌酶疏水区
相互作用，从而阻止去折叠的溶菌酶复性，使溶菌酶

的复性率降低。本研究只对 !"!#的结构和功能进
行了初步的研究，!"!# 在体外降低溶菌酶复性率
和帮助溶菌酶聚集的机制以及在细胞内的作用仍需

要进一步研究。
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植物毒素及治癌的应用研究

源于植物抗癌、防癌物质的研究已取得重要进展。其中某些植物毒素代谢产物已成为抗癌、防癌的重要药物资源，对其

研究、开发和创新将为“中药”治癌开辟一条既有传统性又具有创新性的重要途径。

# 用于治疗癌症的喜树碱：这是从一种喜树（/.1>"."0!2# #2&1-3#"# [8*-8）中提取的，喜树又叫旱莲木、千丈树，是珙桐科植
物，在我国南部地区均有分布，速生、易繁殖，其叶、茎、皮、根、果均能入药。因为它含有多种生物碱，有些生物碱对人体

有较大的毒副作用，本着“以毒攻毒”的方法，喜树碱（*,@A.1.48*+-）临床用于治疗胃癌、肠癌、膀胱癌和白血病（血癌），疗
效较好；但有一定的副作用，如骨髓抑制、呕吐、腹泻及严重出血现象，不清楚它是否带有普遍性？需要做进一步探索其

毒副作用。国外研究人员对喜树碱做分子修饰，筛选出高效，低毒 D>乙基>&%氨基甲酸脂类喜树碱，这种喜树碱类似物
具有高活性、低毒性的抗癌效力。喜树碱及其类似物属于 [WI拓扑异构酶抑制剂，能使 [WI单链断裂，干扰 [WI的复
制，致使癌细胞死亡，特别对肝癌细胞有较好选择性。我国贵州科学院生物研究所研究人员在这方面进行了研究，已分

离纯化高效低毒的 &%>羟基喜树碱和喜树碱及其衍生物，为进一步研究高效低毒抗癌物奠定了基础。

# 毒力较强的藤黄酮 2化合物倒捻子（?#’2-3-# 1#39.4"#3#）：又叫莽吉柿，系山竹子科山竹子属的一种。从其果皮、树皮和
干乳胶中提取这种物质，是一种氧杂蒽酮衍生物，称之为藤黄酮 )，它对各种肝癌细胞株以及胃癌、肺癌细胞株均有强
烈的细胞毒性效应。研究发现，它对癌细胞的毒性效力仅次于著名的抗癌药紫杉醇。已知来自紫杉（红豆杉）树皮的紫

杉真菌（@#A.1:2!4 ?A6）能产生紫杉醇，但不清楚倒捻子树皮中能否也能找到藤黄酮 2产生菌呢？尚有待探索。

（下转第 "!!页）
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