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摘要：变形链球菌（犛狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊犿狌狋犪狀狊）是引起人类龋齿的主要致病菌，其表面蛋白（犘犃犮）是龋齿疫苗研

究的主要对象．在该研究中，变形链球菌狆犪犮基因的功能犃区和犘区经犘犆犚扩增后，以连接链犌犾狔４犛犲狉犌犾狔４连

接，并克隆至狆犈犜３２犪质粒中构建成狆犈犜３２犪－犃－犘重组表达载体，经犐犘犜犌诱导表达后，表达产物犃－犘重组

蛋白（狉犃－犘蛋白）经饱和硫酸铵沉淀、镍亲和层析、疏水层析、离子交换层析纯化，其纯度明显提高，可达９６％

以上．狉犃－犘蛋白再经过肠激酶切除质粒融合标签和经镍亲和层析纯化后，获得狉狊犃－犘目的蛋白，其分子质量

为８０犽狌左右，纯度可达９８％以上．犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋结果表明，目的蛋白狉狊犃－犘与鼠抗犛．犿狌狋犪狀狊犕犜８１４８菌血清

以及鼠抗狉狊犃－犘蛋白血清发生较好的免疫反应．因此，狉狊犃－犘目的蛋白具有犘犃犮的犃区和犘区抗原性的完整

性，为变形链球菌龋齿基因工程亚单位疫苗的研制奠定基础．
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变形链球菌（犛．犿狌狋犪狀狊）是引起人类龋齿的主要致病菌，其表面蛋白犘犃犮（犆犲犾犾狊狌狉犳犪犮犲狆狉狅狋犲犻狀犪狀狋犻犵犲狀，

犘犃犮）又称为表面抗原犛犃（犛狌狉犳犪犮犲犪狀狋犻犵犲狀），犃犵Ⅰ／Ⅱ，犘１，犘犪犵，犛狆犪犃，犛狆犪犘等，含有１５００～１５６６个氨基酸

残基［１］，分子质量约为１８０～２１０犽狌．犅狉犪犱狔等
［２］根据变链菌表面蛋白的初级结构将其氨基酸序列分为１

个信号肽区（犪犪１～３８），２个保守区（犃区（犪犪１８６～４６４）和犘区（犪犪８４０～９６３）），犞区（犪犪６７９～８２３），１个壁跨

区（犪犪１４８６～１５３５）和一个跨膜区（犪犪１５３６～１５５６）．其中犃区富含丙氨酸，含有８２个氨基酸残基的重复

序列，呈α－螺旋状，属于粘附功能区，与唾液糖蛋白具有高度的亲合力；犘区富含脯氨酸，表现为高度疏水

性，呈暴露状，形成伸展状态的β－片层结构，含有丰富的犜，犅淋巴细胞粘附表位，其近犖端对人具有很

好的免疫原性［３］．犘犃犮是致龋变链菌主要的毒力因子之一，在细菌对牙面的初始粘附中起重要作用，并具

有良好的免疫原性，可诱导机体的保护性免疫应答，且与人心脏组织无交叉反应［４］，克服了变链菌全菌疫

苗与人心肌的共同抗原诱发心脏组织交叉反应抗体而导致心肌损害，诱发风湿性心脏病和风湿性关节炎

的不足．另外，犘犃犮还能诱导细胞免疫应答，它能诱导机体单核细胞、齿髓细胞和牙周围膜细胞产生犐犖犉－

α，犐犔－６，犐犔－８等细胞因子并促进其释放
［５］．研究表明用从变链菌培养物中提取的犘犃犮主动免疫和用抗

犘犃犮单抗被动免疫能抵抗变链菌引起的龋齿
［６～８］．因此，犘犃犮成为龋齿疫苗研究的主要对象

［９］．目前，犘犃犮

的不同功能区的表达和纯化已有报道，但表达量不高，所纯化的重组蛋白纯度不高，难以得到大量高纯度

的重组蛋白，限制了龋齿基因工程亚单位疫苗的研究．基于犘犃犮的犃区和犘区的重要免疫学功能，本研究
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将狆犪犮基因的犃区和犘区联合高效表达和纯化制备犃－犘重组蛋白（狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋犃－犘狆狉狅狋犲犻狀，狉犃－犘），

为重组狉犃－犘目的蛋白的免疫学功能和龋齿亚单位疫苗研究提供参考．

１ 材料与方法

１．１ 材料

１．１．１ 菌株和质粒 犈．犮狅犾犻犇犎５犪，犅犔２（犇犈３）菌株和狆犈犜３２犪质粒均由云南大学单克隆抗体工程技术中

心保存；变链菌犕犜８１４８为日本分离犆型强毒株，由武汉大学口腔医学院樊明文教授惠赠．

１．１．２ 主要试剂 犜犪狇酶，犇犖犃犔犻犵犪狋犻狅狀试剂盒，限制性核酸内切酶犓狆狀Ⅰ，犅犪犿犎Ⅰ及犛犪犾Ⅰ均为

犜犪犓犪犚犪产品；犐犘犜犌为犅犅犐产品；氨苄青霉素（犃犕犘）、犇犃犅为犛犻犵犿犪产品；福氏完全佐剂（犉犆犃）和福氏不

完全佐剂（犉犐犃）为犌犻犫犮狅产品；重组肠激酶试剂盒为犕犲狉犮犽产品；犎犚犘－标记的羊抗鼠犐犵犌和蛋白质分子

量犕犪狉犽犲狉为犘犻犲狉犮犲产品；犆犺犲犾犪狋犻狀犵－犛犲狆犺犪狉狅狊犲，犘犺犲狀狔犾犛犲狆犺犪狉狅狊犲，犎犻犜狉犪狆犙犛犲狆犺犪狉狅狊犲层析填料为犌犈

犎犲犪犾狋犺犮犪狉犲产品；小量质粒柱式提取试剂盒、小量基因组提取试剂盒和犇犖犃纯化用试剂盒为上海华舜公

司产品；其他化学试剂均为分析纯以上级别．

１．２ 方法

１．２．１ 狆犈犜３２犪－犃－犘原核表达载体的构建 根据 犕犜８１４８菌狆犪犮基因序列（犌犲狀犲犅犪狀犽登录号为

犡１４４９０）以及狆犈犜３２犪多克隆位点，设计合成４条引物．

片段犃区扩增引物：

犃犳：５′－犌犌犌犌犜犃犆犆犌犃犆犌犃犆犌犃犆犌犃犆犃犃犌
獉獉獉獉獉獉獉獉獉獉獉獉獉獉

犌犜犜犃犃犃犃犆犃犆犆犜犌犃犃犌犃犃犌犆犃犌犜犆犆－３′，下划线部

分为犓狆狀Ⅰ酶切位点，虚下划线部分为犲狀狋犲狉狅犽犻狀犪狊犲位点．

犃狉：５′－犜犆犆犃犆犆犜犆犆犃犆犆犌犌犃犜犆犆犃犆犆犜犆犆犃犆犆犜犜犜犜犌犃犜犃犜犜犜犌犌犆犃犃犌犃犜犆犜犌犆－３′，斜体部

分为犌犾狔４犛犲狉犌犾狔４连接链用于连接犃，犘基因，下划线部分为犅犪犿犎Ⅰ酶切位点．

片段犘区扩增引物：

犘犳：５′－犌犌犜犌犌犃犌犌犜犌犌犃犜犆犆犌犌犜犌犌犃犌犌犜犌犌犃犌犜犜犃犃犜犌犜犜犆犆犜犃犃犃犌犜犜犃犆犜犃犃犌－３′斜体

部分为犌犾狔４犛犲狉犌犾狔４连接链，下划线部分为犅犪犿犎Ⅰ酶切位点．

犘狉：５′－犜犜犆犆犌犆犌犌犆犆犌犆犜犃犜犌犌犆犆犌犃犆犌犜犆犌犃犆
獉獉獉獉獉獉

犆犜犃犌犃犃犃犜犌犃犃犆犃犌犜犜犌犌犃犜犆犃犌犃犜犌犌－３′，

下划线部分为犛犪犾Ⅰ酶切位点，下划波浪线部分为终止密码子．

以提取变链菌犇犖犃为模板，扩增狆犪犮基因的犃区和犘区，犘犆犚反应条件均为：９４℃预变性１０犿犻狀，

加入犜犪狇犇犖犃聚合酶后９４℃变性３０狊，５５℃退火３０狊，７２℃延伸１犿犻狀，进行３０个循环，最后７２℃延伸

１０犿犻狀．扩增的犃，犘两基因片段用限制性核酸内切酶犅犪犿犎酶切并纯化后，用犇犖犃犔犻犵犪狋犻狅狀试剂盒连接

成犃－犘基因融合片段．再以犓狆狀Ⅰ和犛犪犾Ⅰ酶切后定向克隆到狆犈犜３２犪质粒中，并对插入片段进行序列

测定和犘犆犚（犃犳和犘狉为引物）及酶切鉴定，构建成表达载体狆犈犜３２犪－犃－犘
［１０］．

１．２．２ 狆犈犜３２犪－犃－犘诱导表达及纯化和鉴定 狆犈犜３２犪－犃－犘重组质粒转化犈．犮狅犾犻犅犔２１（犇犈３）表达

菌株，于１００μ犵／犿犔犃犕犘－犔犅液体培养基３７℃培养至对数中期，加入终浓度为２犿犿狅犾／犔犐犘犜犌诱导表

达，收集菌体沉淀，超声破碎细菌（狉犃－犘蛋白以可溶形式表达并分泌于大肠杆菌周质空间），依次用２０％

饱和硫酸铵沉淀（犛犪狋狌狉犪狋犲犱犃犿犿狅狀犻狌犿犛狌犾犳犪狋犲）→镍离子亲和层析（犆犺犲犾犪狋犻狀犵犛犲狆犪狉狅狊犲）→疏水层析（犘犺犲狀狔犾

犛犲狆犺犪狉狅狊犲）→阴离子交换层析（犎犻狋狉犪狆犙狊犲狆犺犪狉狅狊犲）纯化狉犃－犘蛋白，犛犇犛－犘犃犌犈分析结果．

１．２．３ 肠激酶切割狉犃－犘蛋白及纯化和鉴定 经１．２．２纯化的狉犃－犘蛋白用肠激酶切除融合标签获得

狉狊犃－犘目的蛋白（２０犿犔狉犃－犘蛋白溶液中加入１犿犔稀释的肠激酶溶液，２０℃水浴酶切４８犺），犛犇犛－

犘犃犌犈分析酶切结果．并用镍离子亲和层析纯化酶切狉狊犃－犘蛋白，犛犇犛－犘犃犌犈分析纯化结果．

１．２．４ 小鼠抗狉狊犃－犘，犕犜８１４８抗血清的制备 狉狊犃－犘蛋白以０．１犿犵／只的剂量免疫４只犅犪犾犫／犮鼠（６

周龄），首次免疫以犉犆犃与狉狊犃－犘混匀进行皮下多点免疫，以后每间隔１０犱，以同样剂量狉狊犃－犘蛋白与

犉犐犃混匀后皮下免疫，共免疫４次，末次免疫１０犱后，鼠眼眶采血分离制备狉狊犃－犘抗血清．以同样方法制
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备犕犜８１４８菌抗血清，免疫剂量为每只鼠４×１０７个变链菌，菌悬液直接免疫
［１２］．

１．１．５ 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋检测狉狊犃－犘蛋白 经１．２．３纯化的狉狊犃－犘目的蛋白犛犇犛－犘犃犌犈电泳后，电转移

至醋酸纤维素膜（犖犆膜）上，犖犆膜经含５％脱脂奶的犜狉犻狊缓冲液封闭后，分别加入稀释的狉狊犃－犘抗血清

和犕犜８１４８菌抗血清与狉狊犃－犘蛋白反应，再加入犎犚犘标记的山羊抗鼠犐犵犌与之反应，犇犃犅－犎２犗２底物

液显色．

１：犃－犘融合片段犘犆犚产物；犕：犇犖犃犕犪狉犽犲狉

图１ 重组载体狆犈犜３２犪－犃－犘的犘犆犚产

物琼脂糖凝胶电泳分析

犉犻犵．１犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋犳狅狉狉犲犮狅犿犫犻

狀犪狀狋狏犲犮狋狅狉狆犈犜３２犪－犃－犘犫狔犪犵犪狉狅狊犲

犵犲犾犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊

２ 结 果

２．１ 狆犈犜３２犪－犃－犘表达载体构建和鉴定 以狆犈犜３２犪－犃

－犘重组质粒为模板，犃犳和犘狉为引物犘犆犚扩增犃－犘基因，

扩增片段大小在１０００～２０００犫狆之间，与犃－犘片段预期的

理论值１５３６犫狆相符（图１）．且插入片段的序列测定结果表

明，犃－犘融合基因序列稳定，重组表达质粒构建正确．

２．２ 狉犃－犘蛋白的表达、纯化和鉴定 狆犈犜３２犪－犃－犘经

犐犘犜犌诱导表达后，犛犇犛－犘犃犌犈分析有明显的９７犽狌重组蛋

白条带，而狆犈犜３２犪，犅犔２１菌经犐犘犜犌诱导后无明显的相应蛋

白条带，表明此条带为特异性条带（见图２），经分析狉犃－犘重

组蛋白表达量占菌体总蛋白量的３０％．诱导表达的狉犃－犘蛋

白经硫酸铵分级沉淀、镍离子亲和层析、疏水层析、阴离子交

换层析纯化后，纯度有明显提高：４０％（２０％饱和硫酸铵沉淀）

→６０％（镍离子亲和层析）→８０％（疏水层析）→９６％（阴离子交换层析），见图３，４．

２．３ 肠激酶切割狉犃－犘蛋白的纯化和鉴定 纯化的狉犃－犘蛋白经肠激酶切除融合标签，并经镍离子亲

和层析纯化后，即得到狉狊犃－犘目的蛋白，见图５．结果表明，狉犃－犘的犕狉为９７犽狌左右，酶切后得到犕狉分

别为８０犽狌和１７．４犽狌的２个蛋白质，其中８０犽狌的蛋白即为狉狊犃－犘目的蛋白，其犕狉值与理论值７４．７基

本一致，表明狉狊犃－犘的构建是成功的．纯化后的狉狊犃－犘蛋白纯度可达９８％，见图６．

２．４ 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋检测狉狊犃－犘目的蛋白 狉狊犃－犘蛋白经犛犇犛－犘犃犌犈电泳后电转移至犖犆膜上，分别与

鼠抗犕犜８１４８血清和鼠抗狉狊犃－犘蛋白血清进行狑犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋检测（图７），结果表明纯化的狉狊犃－犘目的蛋

白具有较高的抗原性，与犕犜８１４８菌抗血清和狉狊犃－犘抗血清均发生特异性的免疫反应．

１：狉犃－犘诱导表达；

犖犆１：犅犔２１菌诱导表达；

犖犆２：狆犈犜３２犪诱导表达；

犕：标准蛋白

图２ 狉犃－犘蛋白的诱导表达

犉犻犵．２狉犃－犘狆狉狅狋犲犻狀犲狓狆狉犲狊狊犲犱犻狀

犈．犮狅犾犻

１：２０％犛犃犛沉淀的上清；

２：２０％犛犃犛沉淀的狉犃－犘蛋白；

犕：标准蛋白

图３ 饱和硫酸铵沉淀纯化狉犃－犘

蛋白

犉犻犵．３狉犃－犘狆狉狅狋犲犻狀狆狌狉犻犳犻犲犱犫狔犛犃犛

１：疏水层析的狉犃－犘蛋白；

２：阴离子交换层的狉犃－犘蛋白；

３～５：不同级杂蛋白峰；

犕：标准蛋白

图４ 不同层析纯化狉犃－犘蛋白

犉犻犵．４狉犃－犘狆狉犲狋犲犻狀狆狌狉犻犳犻犲犱犫狔犱犻犳

犳犲狉犲狀狋犮犺狉狅犿狋犲犵狉犪狆犺狔

７２６第６期 李富祥等：变形链球菌表面蛋白抗原（犘犃犮）的犃区和犘


区融合共表达、纯化及抗原性研究



１：酶切后的狉犃－犘蛋白；２：酶切前狉犃－犘蛋白；

犕：标准蛋白

图５ 肠激酶切狉犃－犘蛋白分析

犉犻犵．５犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳狉犃－犘狆狉狅狋犲犻狀犱犻犵犲狊狋犲犱犫狔犲狀狋犲狉狅犽犻狀犪狊犲

１：纯化的狉狊犃－犘蛋白；２：杂蛋白洗脱峰；

犕：标准蛋白

图６ 镍离子亲和层析纯化狉狊犃－犘目的蛋白分析

犉犻犵．６犘狌狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀犪狀犱犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狉狊犃－犘

犱犻犵犲狊狋犲犱犫狔犲狀狋犲狉狅犽犻狀犪狊犲

１：与犕犜８１４８菌抗血清反应；

２：与狉狊犃－犘抗血清反应；

犕：标准蛋白

图７ 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋分析狉狊犃－犘目的蛋白

犉犻犵．７犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳狋犪狉犵犲狋狉狊犃－犘狆狉狅狋犲犻狀犫狔

狑犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋

３ 讨 论

构建的狆犈犜３２犪－犃－犘重组表达载体经鉴定，其基因序列

正确，稳定遗传．转化大肠杆菌犅犔２１（犇犈３）经犐犘犜犌诱导表达和

犛犇犛－犘犃犌犈检测分析，获得分子质量约为９７犽狌的蛋白条带，

而犅犔２１菌和狆犈犜３２犪诱导后均无该蛋白表达．因此，该条带为

特异狉犃－犘蛋白．本研究通过改变犐犘犜犌的浓度（１～５

犿犿狅犾／犔）、诱导表达的温度（３０，３５，３７，４２℃）和诱导表达时间（１

～５犺）确定狆犈犜３２犪－犃－犘重组质粒最佳诱导表达条件为３０

℃，２犿犿狅犾／犔犐犘犜犌诱导表达５犺，其表达量可达到３０％．

狉犃－犘重组蛋白是一个融合蛋白，其分子质量为９７犽狌，

从犖端到犆端依次含有：融合标签（１５３犪犪）、肠激酶位点

（５犪犪）、犃区（３４４犪犪）、犌犾狔４犛犲狉犌犾狔４连接区（９犪犪，具有柔韧性，不

影响其连接的犃，犘区的正确折叠）、犘区（１６８犪犪）．经分析，狉犃

－犘蛋白以可溶性蛋白形式表达并分泌定位于大肠杆菌周质空间．在周质空间中形成二硫键并折叠成正

确的空间构像，并以有活性的可溶状态存在，又由于周质空间的蛋白酶水解活性较低，因此分泌到周质空

间的蛋白更加稳定，这有利于其活性的保持和分离纯化．分泌表达最大的优点是表达的外源蛋白活性较高

且便于纯化，无须进行重新折叠复性等复杂的处理过程，同时可避免细菌蛋白酶的降解，降低外源蛋白对

宿主细胞的毒性作用，但其产量一般低于包涵体形式的表达．

狉犃－犘蛋白经硫酸铵沉淀、镍亲和层析、疏水层析、离子交换层析纯化后，可获得较高含量的狉犃－犘

蛋白，其质量分数达到９６％左右．狉犃－犘蛋白经肠激酶切除融合标签和纯化后，获得狉狊犃－犘目的蛋白．

狉狊犃－犘目的蛋白经犕犜８１４８菌抗血清和狉犃－犘蛋白抗血清的犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋分析，狉狊犃－犘蛋白对犘犃犮抗原

的犃区和犘区抗原性有较好的保持．为下一步以犘犃犮为基础的研究奠定了良好的基础，也为不同蛋白功

能区的联合研究提供了理论指导．
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犔犐犉狌狓犻犪狀犵１
，２，犇犝犡犻犪狅犵犪狀犵１，犅犐犅犪狅犾犻犪狀犵３，犣犎犃犖犌犢犻犳犪狀犵１，犕犃犔犪狀４

（１．犆狅犾犾犲犵犲狅犳犃狀犻犿犪犾犛犮犻犲狀犮犲，犢狌狀狀犪狀犃犵狉犻犮犾狌狋狌狉犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犓狌狀犿犻狀犵６５０２０１，犆犺犻狀犪；

２．犢狌狀狀犪狀犘狉狅狏犻狀犮犲犜狉狅狆犻犮犪犾犪狀犱犛狌犫狋狉狅狆犻犮犪犾犃狀犻犿犪犾犞犻狉狌狊犇犻狊犲犪狊犲犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔，犓狌狀犿犻狀犵６５０２２４，犆犺犻狀犪；

３．犇犻狏犻狊犻狅狀狅犳犛犮犻犲狀犮犲牔犜犲犮犺狀狅犾狅犵狔，犢狌狀狀犪狀犃犵狉犻犮犾狌狋狌狉犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犓狌狀犿犻狀犵６５０２０１，犆犺犻狀犪；

４．犕狅狀狅犮犾狅狀犪犾犃狀狋犻犫狅犱狔犜犲犮犺狀狅犾狅犵狔犆犲狀狋犲狉，犢狌狀狀犪狀犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犓狌狀犿犻狀犵６５００９１，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋：犛狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊犿狌狋犪狀狊犻狊狋犺犲犿犪犼狅狉狆犪狋犺狅犵犲狀犮犪狌狊犻狀犵犱犲狀狋犪犾犮犪狉犻犲狊犳狅狉犺狌狀犿犪狀，狑犺犻犮犺犻狋狊狊狌狉犳犪犮犲

狆狉狅狋犲犻狀犪狀狋犻犵犲狀（犘犃犮）犻狊狑犻犱犲犾狔狉犲狊犲犪狉犮犺犲犱犪狊狏犪犮犮犻狀犲犳狅狉犱犲狀狋犪犾犮犪狉犻犲狊．犜犺犲犳狌犮狋犻狅狀犪犾犃牔犘狉犲犵犻狅狀狅犳狆犪犮犵犲狀犲

狅犳犛狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊犿狌狋犪狀狊狑犲狉犲犪犿狆犾犻犳犻犲犱犫狔犘犆犚犪狀犱犾犻狀犽犲犱犫狔３′狋犲狉犿犻狀犪犾狅犳犃狉犲犵犻狅狀犪狀犱５′狋犲狉犿犻狀犪犾狅犳犘狉犲

犵犻狅狀狑犻狋犺犪犾犻狀犽犲狉犲狀犮狅犱犻狀犵犪犳犾犲狓犻犫犾犲狆犲狆狋犻犱犲犌犾狔４犛犲狉犌犾狔４，犪狀犱狋犺犲狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狏犲犮狋狅狉狆犈犜３２犪犃

犘狑犪狊犮狅狀狊狋狉狌犮狋犲犱犫狔犻狀狊犲狉狋犻狀犵狋犺犲犃犘犳狌犮狋犻狅狀犵犲狀犲犻狀狋狅狆犈犜３２犪狏犲犮狋狅狉．犃犳狋犲狉犻狀犱狌犮犲犱狑犻狋犺犐犘犜犌，狋犺犲狆狉狅犱

狌犮狋狊，狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋犃犘狆狉狅狋犲犻狀（狉犃犘），狑犲狉犲狆狌狉犻犳犻犲犱狋犺狉狅狌犵犺犳狅狌狉狊狋犲狆狊，犻狀犮犾狌犱犻狀犵狊犪狋狌狉犪狋犲犱犪犿犿狅狀犻狌犿狊狌犾犳犪狋犲

（犛犃犛），犖犻犮犽犲犾犪犳犳犻狀犻狋狔犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪狆犺狔，犺狔犱狉狅狆犺狅犫犻犮犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪狆犺狔犪狀犱犻狅狀犲狓犮犺犪狀犵犲犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪狆犺狔，犪狀犱

犻狋狊狆狌狉犻狋狔狑犪狊狌狆狋狅９６％．犉狌狋犺犲狉犿狅狉犲，狋犺犲狋犪狉犵犲狋狉狊犃犘狆狉狅狋犲犻狀，狑犺犻犮犺犻狋狊犕狉狑犪狊犪犫狅狌狋８０犽狌犪狀犱犻狋狊狆狌狉犻狋狔

狑犪狊狌狆狋狅９８％，狑犪狊狆狉犲狆犪狉犲犱犫狔犱犻犵犲狊狋犻狀犵狉犃犘狑犻狋犺犲狀狋犲狉狅犽犻狀犪狊犲狋狅犮犾犲犪狏犪犵犲犱狋犺犲犳狌狊犻狅狀狋犪犵犪狀犱犫犲犻狀犵狆狌

狉犻犳犲犱犫狔狀犻犮犽犲犾犪犳犳犻狀犻狋狔犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪狆犺狔．犃狀犱狉狊犃犘狆狉狅狋犲犻狀狉犲犪犮狋犲犱狑犻狋犺犺犻犵犺狊狋狉狅狀犵狊狆犲犮犻犳犻犮犻狋狔狋狅狋狑狅犪狀狋犻

狊犲狉狌狀狊犪犵犪犻狀狊狋犛狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊犿狌狋犪狀狊犕犜８１４８犪狀犱狉狊犃犘狆狉狅狋犲犻狀，狑犺犻犮犺狑犲狉犲犱犲狉犻狏犲犱犳狉狅犿犿犻犮犲．犜犺犲狉犲犳狅狉犲，

狋犺犲狋犪狉犵犲狋狉狊犃犘狆狉狅狋犲犻狀，狊犺狅狑犲犱狋犺犲犪狀狋犻犵犲狀犻犮犻狀狋犲犵狉犻狋狔犳狅狉狋犺犲犳狌犮狋犻狅狀犪犾犃牔犘狉犲犵犻狅狀狅犳犘犃犮，犪狀犱狑犪狊狆狉狅

狏犻犱犲犱狋狅狉犲狊犲犪狉犮犺狅狀犵犲狀犲狋犻犮狊狌犫狌狀犻狋狏犪犮犮犻狀犲狅犳犱犲狀狋犪犾犮犪狉犻犲狊狋狅犛狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊犿狌狋犪狀狊．

犓犲狔狑狅狉犱狊：犛狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊犿狌狋犪狀狊；犘犃犮；狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆狉狅狋犲犻狀；犱犲狀狋犪犾犮犪狉犻犲狊
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