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海藻酸钡固定化尿酶电极的研制及应用
血清中尿素含量的安培测定

岑 传 栓
/应用化学系 4

摘要 本文报遗 了用海旅欲权固定干粉状的尿素晦
,

并制成晦 电极
。

丈中对背景液
,

选择

在 7; ; 6< = ∋ % >) ?

≅∀
。 ,

加; 6< = ∋ % > ? )≅∀ 8 ,

加 ; 6< = ∋ 3 Α − &
,

+
8

7; 6< = ∋ Β 12 �+ ; ; 6< = ∋ 硫酸 脐

经 % > + ) 溶液调 节至 叭 Χ Δ
8

+的背景液 中测定
。

其电流值与尿素浓度在 Ε Φ � +
一
Γ

一  丫 � +
一
“

; 67 = ∋ 间成线性 关来
,

检浏限为 � Φ �+ ‘; 67 = ∋
8

本电极 以安培法浏定血清 中尿素氮含童并

与尿畴比色法进行比较结果较 为满意
。

经 工++ 多次测定 电抓寿命 约�+ 多天
,

电极的德定性

和重现性 良好
。

关键词 尿素
,

酶电极
,

固定化畴
,

血清
,

尿晦电板

+ 箭吉Η 口 ,! 3 二刁

测定血清中尿氮 /Ι #% 4含量
,

对临床诊断急性 肾炎
、

尿毒症等疾病具有重要的作用
。

最常

用的是 比色法
〔” ,

近年来采用尿酶分析 Ι # % 特效性好
,

但是酶制剂只能一次性使用
,

很不经

济
。

用酶电极法测定 Ι # % 曾有过报道
〔卜

, , ,

如 ϑ Κ Κ Λ> Κ7 : 8

%Μ 7ΝΝ6
, , ∃ 6 Λ七Ο : 等人均用水溶性酶制剂

与牛血清蛋白和戊二醛交联
,

或包埋在 ≅Η Π
、

≅Η &
,

聚丙烯酞胺或其衍生物中制成膜
,

他们将制

得的膜有的与氨气敏 电极或二氧化碳电极结合
,

有的与 Θ) 玻璃电极结合以电位法来测定尿

氮
。

ΒΜΟ Ν: ΡΜ , 〔‘。〕
等人用 ≅Η & 固定水溶性的尿酶于铂电极上以安培法测定尿氮含量

,

文献〔Δ〕曾提

到用 ≅Η & 包埋粉状尿酶制成酶电极
,

却未报道对试样的分析
,

对固定化干粉状尿酶的酶 电极

以安培法测定 Ι#% 尚未见报道
,

我们在前人工作基础上通过试验
,

发现用海藻酸钡固定干粉

状的尿酶并制成酶电极
,

方法简便
,

固定化手续简单易行
,

电极重现性稳定性良好
。

用该 电极以

安培法测定人体 Ι#% 与尿酶 比色法进行比较
,

结果满意
,

测定尿素的线性范围为Ε 又 �沪一  丫

�+
一
Σ; 67 = ∋

,

寿命约 �+ 多天测定次数 � ++ 多次
。

本文 �9 9 。一 +Σ 一Σ+ 收到
。

系 � 9ΤΤ 年福建省自然科学荃金课题
。

张桂达
、

黄文彪同志参加本实验工作
8
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本方法基于下列反应

Ρ 6 /阳
? 4

?
Υ ) ς6 堡竺 �阳

Σ

Υ Π6
?

% ? ) 二 ) Υ

止二竺
卜 % ?

Υ 0) Υ Υ  Ρ

试样中的尿素在尿酶作用下水解为氨
,

同时使 电极表面溶液的≅) 值升高
,

而电极表面溶液 中

的麟在 +
8

2Η 的外加电压下
,

其氧化电流随 ≅) 的升高而增加
,

因此只要控制好背景液的 ≅) 值

和缓冲容量
,

就可以在一定范围内其氧化电流与试样中尿素含量呈线性关系
。

� 实验部分

�
8

� 仪器与试荆

仪器
?
/74Α )Ω 一 2& 电化学综合测试仪 /必 � 6 ; ; 铂 电极

,

& Ξ 一 &Ξ> 参比电极
,

铂丝辅助电

极 4 Ψ /� 41 。一 林& 电流计
Ψ
/Σ 4Δ Τ一 7型磁力搅拌器 /附自制恒温水夹套 4 Ψ / 4 ≅) Ν 一 Σ型酸度计

Ψ

/Γ4 超级恒温槽
。

试剂
?
/一4尿酶制剂 /& ∃ − Τ  Τ 9 3

8

、贻Ο6 Ζ 4ΝΚ = ; Ξ Ψ /� 4纤维素醋滤膜/孔径 +
8

 Γ 6; 4 Ψ /Σ 4牛血

清蛋白/Ι
8

∃
8

4 Ψ / 4 戊二醛 /Ι
8

∃
8

4 Ψ /Γ4 海藻酸钠/Π
8

≅
8

4 Ψ /Ε 4氛化钡 /&
8

∃
8

4 Ψ
8

/Δ4 透析袋用的半

透膜
Ψ /Τ4 磷酸 盐背景缓冲液 /≅) Χ 乳 +4

? 7; ; 67 = ∋ %> ) ς

≅∀
Ψ ,

7Μ, ; 67 = ∋ %>
? ) ≅∀ Ψ ,

7; ; 6< = ∋ 3 Α[[

− &
,

。
8

工; 67 =∋ Β 12
,

76; ; 6< =∋ 硫酸麟用 % > 6 ) 溶液中和至 ≅) 一 Δ
8

。Ψ /9 4− ΟΜΝ /三经 甲基氨基 甲

烷 4
一

柠檬酸钠背景缓冲液 /≅) 一 Δ
8

+ 4
? 7; ; 67 =∋ −山

,

加; 67 = ∋ 柠檬酸钠代替 /Τ4 中的磷酸盐外
,

其它试剂 与 /Τ4 相同
Ψ /� +4 −3 & /三乙经胺 4一柠檬酸妞 /禅一 Δ

·

+4 Ψ用 7; ; 67 =∋ − 3 &
,

7; ; Κ7 =∋

柠檬酸钠代替 /Τ4 中磷酸盐外
,

其它试剂与 /Τ∴ 相同
Ψ /� � 4王; Κ7 =∋ 尿素标准溶液

?

用 &
8

∃
8

尿素

分别用上述 Θ) Χ Δ
8

+的背景溶液配制而成的
。

�
8

� 尿酶的固定化与电极的制作

�
8

�
8

� 纤维素醋微孔滤膜吸附尿酶 取一定量干粉状尿酶分散于水中
,

蟹清后吸取 +
8

7; 7清

液滴于纤维素微孔膜上
,

置于Γ一 Δ ℃冰箱中
,

干燥后放在铂片电极上
,

用透析膜包上再扎上 。

型橡皮圈
,

浸于背景液中保存备用
。

�
8

�
8

� 牛血清蛋白 /ΙΝ 人 4一戊二醛 /ϑ & 4交联尿酶 称一定量干粉状尿酶于 7; 77 ς]ΙΝ & 水溶

液中分散均匀
,

稍澄清后取澄清液 � Γ川滴于铂 电极上再加入 �
8

Γ ]的 ϑ& 水溶液如�
,

搅匀后在

Γ一了℃冰箱中干澡
,

然后包上透析膜扎上 +型橡皮圈浸于背景液中保存备用
。

�
8

�
8

Σ 海藻酸钡固定化尿酶 称一定量干粉状尿酶于 +
8

Γ而 水中
,

分散均匀后加进 +
8

Ν; 7 ]

的海藻酸钠尽量混匀
,

取出 +
8

+Γ ; 7直接涂布在一薄层直径为 2Π; 的尼龙丝网上
,

将网浸泡在

 ] 的 3匕1 2? 中�⊥
,

取出网膜用蒸馏水冲洗多余的 Ι> > ?
后将其贴于铂电极面上

。

包以透析膜扎

上∀型橡皮圈浸在背景液中保存备用
。

�
8

Σ 实验方法

�
8

Σ
8

� 测定方法 将经实验方法 /�4 清洗过的酶电极浸入Ν;7 的背景溶液中与 & Ξ 一 & Ξ。 参

比电极及铂丝辅助 电极组成三电极体系的电解池
,

将此电解池置于带有恒温水夹套的电磁搅

拌器上
,

电极与综合测试仪连接/恒电位系统 4在 +
8

2Η 外加电压下搅拌保持 �Γ 士 。
8

Γ℃恒温
,

平

衡Ε ; Μ, 时读取背景空 白电流
,

然后在继续搅拌下用微量注射器往入一定量的标准溶液或试样
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记录平衡 Γ而
,
时的净电流值

。

�
8

Σ
8

� 电极的清洗 将用过的酶电极浸入另一ΝΟΚ7 的背景溶液中在+
8

2Η 外加电压下平衡清

洗 Γ而
,
后取出电极作为进行下一次测定用

。

� 结果与讨论

�
8

� 酶的固定化方法的选择

我们曾在 −Ο ΜΝ 一柠檬酸钠 /≅) 一 Δ
8

+4 背景液中用上述三种固定化酶电极按实验方法进行

试验
,

发现
?
/�4 用纤维素酷微孔滤膜固定化方法虽简单

,

但达到平衡的时间较长
,

再现性差测

定尿素的线性范围窄
,

这可能是由于所用的尿酶是干粉状的酶制剂
,

不溶于水的固体杂质易堵

塞膜的滤孔
,

造成膜电阻增大所致
。

/� 4用 Ι Ν & 一 ϑ & 交联法固定酶达到平衡的时间较前者短
,

但只能用很少盘的醉倒荆否则不易成膜而形成糊状物
,

测定尿素时的线性范围窄
、

电流小
,

这

可能因为酶制剂中不溶于水的固体较多
,

影响与 Ι0 人一 ϑ & 的交联
,

电极寿命短
。

/Σ4 海藻酸钡

法固定酶
,

方法简使
、

成膜较好
,

测定尿素的线性范围较大
,

再现性
、

稳定性好
,

感应时值短
,

操

作非常简便
,

这由于海藻徽钠导电性能较好
,

膜的外层是海藻酸钡沉淀包着里面相当量的海藻

酸钠
,

有利于质量传递
。

本实验选用海藻酸钡来周定尿酶制成酶电极
。

�
8

�
’

背景溶液的选择

由于麟的氧化电流的大小与溶液≅) 有关
,

为此我们用不含酶膜的铂电极外包一层透析

膜
,

按实验方法 /不加入尿素 4分别在不同背景溶液中各加入不同量 % >6 ) ,

记录在不同 ≅) 下

麟的氧化电流绘制〔%> 6 )〕一 Θ ) 和〔% >6 )〕一 Μ曲线如图 �一 Σ所示
。

8

二卜>6
8

仙

加Χ 李

月8
一

沙
一7川州裘

冲

二

冬+

口口

李Χ

了∀

Σ∀伽拓

�� 冲

!  ∀ # # ∃

加洲】加内沟

!  今 , # ∃

%脚阅 &’哑
,

图 ∋ ( ) ∗ 一+ ,−+ ,. 背景液中

〔/ + 0 1〕与麟氧化 电流及 2 1 的关系曲线

图! 在 ( −34 一53 ,

−+,. 背景液中

〔/+ 6 1 〕与麟 氧化电流及 71 的关系曲线

由图可见
,

麟的氧化电流随 / +6 1 浓度增大而增加
,

在一定 71 范围内
,

电流与 /+ 6 1 浓度成线

性关系
。

不同背景溶液其 71 范围是不同的
,

() ∗ 为背景液时 71 范围为#
8

!一 ∃
8

0
,

介8 为背景

液时 71 范围为 #
8

!一 ∃
8

∃ ,

而磷酸盐为背景液时 21 从 #
8

∋一 9
8

:& ; 9
8

:未做 <仍呈线性关系
,

更

值得注意的是在磷酸盐溶液中〕
+ 6 1 < 一 3 曲线的斜率较大

、

灵敏度较高
,

我们根据文献〔∋ ∋〕关
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于尿酶最适 ≅) 为Ε
8

。一 Δ
8

Σ ,

同时也依缓冲剂种类而变化的报道
,

本实脸选用声_ Δ
8

。的磷酸

盐缓冲液作为背景溶液
。

已丁8
口

⎯
⎯
8 88万87ΝΡΟ7

7,泛,‘

二Γ冲州 = 卜
苏呀 � Δ �
‘

一

拯� 习
”

?

‘ ’

尚娜
卜

� Σ 春 Γ

图Σ 在磷酸盐背景液中伪成服〕

与麟氧化电流及 ≅) 的关系曲线

:8 %8 」恤雌
》

图凌 〔# ΟΡ> 〕一 Μ关系曲线

�
8

Σ 硫酸麟用盆的选择

当溶液 ≅7 一定时麟的氧化电流的大小与硫酸拼的浓度有关
,

因此加入不同量的硫酸麟
,

按 实验方法 记录 Ν; 认 时的净电流值
,

结 果如 下
Ψ
当硫酸麟浓度为 Ν; ; α =∋

,

Ν; 67 =∋ 和 ��
,

Ν; ; 碗 = ∋ 时其电流值分别为Δ
8

Σ林&
,

Τ
8

阮&
,

Γ
8

Ε拼入
,

本实验选用� +2
,7,

6< 8=∋ 硫酸麟
8

�
8

通 酶的负载的选择

称一定量的酶制剂按上述 �
8

� /Σ4 海藻酸钡固定化方法制成酶的负载分别为�
8

∀Κ =二
名 ,

�
8

0# = Π;
, ,

Σ
8

6Κ =Π ; ‘
和 , 6Κ =Π ; ,

的酶电极
,

按实验方法对尿素标准溶液进行测定
,

实验结果表

示 四种不同负载的酶电极中过高酶负载 /2∀# =咖
� 4的酶电极

,

其测定尿素的线性范围反而变

窄
,

这也可能是由于酶制剂过多
,

其中所含的不溶性的固体杂质也多
,

影响了质量传递
,

我们选

用酶的负载为Σ8 ∀# = 1;
� 8

�
8

Γ 电极性能的稳定性和里现性
�

8

Γ
8

� 电极稳定性试验 在Σ父�少场6� =∋ 的尿素浓度下按实验方法连续测定 Ε次所得电流

值其标准偏差为 +
8

+ �加& ,

变动系数为+
8

�Ε 纬
。

�
8

Γ
8

� 电极重现性试验 将酶电极分别放在 � β � + 一Σ ; 67 =28 和 � β � + 一 ‘; 67 = ∋ 的尿素溶液中
,

按上述实验方法反复测量四次
,

电流值结果如发〕
[

表� 电极的重现性 /Κ 幼

项目

ς Φ 2∀一 吕; 67 =∋

2Φ � +一 ‘作心】= ∋

Δ
8

Ε

+
8

 

� Σ  

Δ
8

Δ Δ
,

Ε Δ
8

Γ

+
8

 +
。

 +
‘
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从上可见
,

电极的稳定性和重现性也是较好的
,

该电极经十多天反复使用约 � ++ 多次
。

电极失效

后重新制备不仅方法简单
,

而且性能仍然很一致
。

�8 Ε 线性范围

取不向量的尿素标准溶液分别注入 Ν; 7磷酸盐 /≅) 二 Δ
8

+4 的背景液中
,

按实验方法记录

Ν6 Μ, 时的净甩流值作出/# ΟΡ> 〕一 χ曲线如图  所示
,

实验表明
,

尿素浓度在 Ε 义 卫∀一
Γ
一  又 � +一 Σ

; 6< = ∋ 间
,

其浓度与净电流成线性关系
,

检测下限为� 丫 � + 一Ν
; 6< =∋

8

Σ 尿酶电极的应用—血清中尿素含量的测定

取Γ+ 以人体血清注于 Ν;7 磷酸盐背景溶液中
,

用本文方法制得的海藻酸钡固定化尿酶电

极
,

按实验方法用加入标准的工作曲线法计算血清中尿素的含量
,

并乘以 +
8

 Ε Ε Ε/ 为尿素换算

成尿素氮的系数4换算得尿氮的含量
,

结果见表 �
8

表� 血清中尿素氮含量测定结果

项 目
一

—
[ 一

混全些竺Μ主竺睡丝竺犷
δ δ

δ
δ

δ� � Σ  Γ

=
>

尿氮含,

& ? ≅ Α Β Χ<

平均值 & ? ≅ Α Β Χ<

标准偏差 & ? ≅ Α Β Χ<

变动系数 & Δ <

尿氮含量

& ? ≅ Α Β Χ<

平均值 & ? ≅ 闰Χ <

标准偏差 & ? ≅ 刃Β Χ <

变动系数 & Δ <

∋ ∀
8

0 ∋
8

∋:
8

∋  ∋#
8

9 工& Ε ∀ <

∋#
8

! : & Ε Φ <
,

∋ ∀
8

: ∃ ∋ 9
8

∀ Γ

∋:
8

! ∀ ∋ ∃
8

∋ :

∋
8

0 0 0
8

∃ :

#
8

: ∀
8

∀

工: 二9
,

∋:
8

Γ ∋ & Ε Φ< ∋∃
8

9  
,

∋ #
8

∃ ∋ & Ε Φ <

∋ :
8

∋∃ & Ε Φ< ∋9
8

0 :
,

∋ #
8

! ∃

∋:
8

∀ ∃ ∋ ∃
8

∋∋

∋∃
8

Γ ∀
,

∋ Γ
8

0 # & Ε Φ <

! 0
8

∋ 9 & Ε Φ <

∋ Γ
8

! 9

0
8

Γ ∀

∀
8

Γ

∋Γ
8

0 :
,

∋Γ
8

# !

! 0
,

∋ 9 & 丫 ! <
,

! 0
8

∃ ∀

∋ Γ
。

Γ :

0
。

# ∀

 
。

!

∋Γ
8

9 !
,

! 0
。

 ∀

∋Γ
8

0 ∀ ,

∋Γ # Γ ,

∋ Γ
8

∀ ∃

王Γ
。

# ∃

! ∋
8

 0 & Ε ∀ <

! 0
8

∋ 9

! ∋
8

0 9

0
。

: 0

!
,

∀

! 0
8

∃ ∀ & Ε Φ<
,

! !
8

∀ Η

本法结果

Ι Ι 七
8

瞥

∋ 9
8

Γ Γ & Ε  <

∋ Γ
8

! 0
,

∋∃
8

∃ 0

∋9
。

∃ ∃

0 # ∋

 
8

 片 飞
8

丫

醉尿比色法结果

相对误差 & Δ <

& 与比色法比较 <
一 ∋

8

: 一 0
8

!  ϑ !
。

∃ 小 ∋
8

∀ 一 ∋ Γ

参 考 文 献

二均 朱忠勇
、

陈之航
,

临床医学检验
,

上海科学技术出版社
,

& ∋Γ ∃9 <
,  0 一  0∀

8

二!〕Κ Λ 3Χ 匕+ Λ 夏, Κ
8

Κ
8

+ Μ Β 1 − +比Μ Ν 6 Ο+ )
8 ,

∗耐
8

5Π 落二 ∗吻
,

: ! & ∋Γ ∃ 0 <
,

! 9 ∃
8

〔 〕Κ Λ3Χ Θ+ Λ , Κ
8

Κ
8

+ Μ Β / + ≅Ρ Κ
8 ,

而成
8

口触网
8 ,

∀ : & ∋ Γ ∃  <
,

∀ ∋ ∃
8

〔∀〕∗ Μ
面 , (

, 8

Κ − + Μ . ΣΣ3 ∗
8

+ Μ Β 几4Μ .− 刀
8

, 月蒯
8

肠苗卯Τ ,

# & ∋ Γ ∃  <
,

Γ # Γ
8

〔:〕/ 且义泊Μ 1
· ,

人 Ν . −ΧΛ Μ Β ∗
,

+ Μ Β Υ64 Θ+ 5Π ς
8 ,

刀众陷‘如
8

肋户几夕习
8

月Ω如
,

 ! 0 & ∋ Γ ∃  <
,

: ! Γ
8

二#〕1以? + Λ Μ 1
8 ,

ς舀ΠΜ Υ
8 ,

加,, . Π . − /
8

+ Μ Β ΞΩ Π .Χ Χ.−
, Ψ

8

忍绝以− 6+
。献

8

‘触饥
8

,

! 0 Γ & ∋Γ 9 # <
,

#Γ一∃ #
8

〔∃〕宣家祥
、

仑东卿
,

电分析化学学术会议论文集下册 & ∋ Γ 9 ∃ <
,

) 部  #
8

〔9〕( Ζ− [
8

+ Μ Β ∴− .. ? +Μ ∗
8 ,
月耐

8

口触饥
8 ,

: 9
,

# & ∋ Γ 9 # <
,

∋ 0 ∀ !一 ∋ 0理#
8

‘
血清样品由华侨大学校医院化验室张旭同志提供

,

谨表谢意
8



第通期 海藻酸钡固定化尿酶电极的研制及应用   Γ

〔9〕∃ 6 ΛΡ Ο : ε
8

∋
8

> , α & ⎯Ρ β > , α Ρ Ο ε
8

.二月耐
8

1⊥
?;

8

&Π:>
,

�  Ε /�9 Τ Σ 4
,

�  9一� Γ Σ
8

〔�+〕 + �翔
, Ι

8

> , α χ6 ⊥> , ΝΝ 6 八 ϑ
8 、
月朋之

8

1⊥
Ψ 二

8

月‘人了
,

� Δ � /�9 Τ Γ 4
,

Σ  Γ一 Σ Γ +
8

〔� �〕 ϑ
8

ϑ
8

吉尔鲍特
8

酶法分析手册
,

上海科学技术出版社
,

/� 9Τ Σ 4
,

� ΓΓ
8

& , # Ο

Ρ>Ν
Ρ 3 7Ρ Ρ :ΟΡα

Ρ ≅Ο Ρ ≅> ΟΡα Λ φ Ι > ΟΜΚ ; & 7Ξ Μ, > :Ρ 7们注们比6 ΛΜ7Μς Μ, Ξ

> , α & ≅≅7ΜΡα :6 & ; Θ Ρ Ο6 ; Ρ :Ο ΜΡ ΑΡ :Ρ Ο ; Μ, > :Μ6 , 6 < 0Ρ
ΟΚ ; # ΟΡ>

1 Ρ ,
1⊥

Κ > , γ Κ > ,

/加脚对
,爬恻 6< &尹洲以 1八叮“‘习扮列

& 比:Ο 盈Ρ : & , Ρ , Ω φ ; Ρ Ρ 7ΡΠ :Ο6α Ρ η >Ν ≅Ο Ρ≅> ΟΡα Λ φ Μ; ; 6 Λ Μ7Μς Μ, Ξ :⊥ Ρ α Ο φ Θ6 η α Ρ ΟΡα Κ ΟΡ > Ν Ρ η Μ:⊥ Λ> ΟΜΚ;
> 7

,

颐, > :Ρ > , α η >Ν > ≅≅7ΜΡα :6 :⊥ Ρ > ; ΘΡ Ο 6 ; Ρ : ΟΜΡ α Ρ :Ρ Ο; 7, > :Μ6 , 6 < ΝΡ
ΟΚ ; Κ Ο幼 , Μ:Ο 6 ΞΡ ,

8

− ⊥Ρ Ν6 7Κ :Μ6 , Ρ6 , :> 立,
[

Μ, Ξ 7 ; ; 6 ⎯ = ∋ % > ) ς≅∀ 。 ,

7 ; ; 6 7= ∋ 陇
?) ≅∀ ‘ ,

7; ; 6 7= ∋ 3 Α − &
8

∀
8

7; 6 7= ∋ Β1 2
8 > , ∗ �+ ; ; 6 ⎯ = ∋ ⊥φ

[

α Ο > Ω 7, Ρ ΝΚ 7<> :Ρ > , α ΛΡ
Ω 门9 , Ρ Κ :Ο >7 Μς 叨 :6 Θ) Δ η Μ:⊥ , 沉」ΜΚ ; ⊥ φα Ο

明
α Ρ η > Ν Ρ⊥ 6 ΝΡ , >Ν 恤Ρ Ζ盯6 Κ , α Ν67 Κ: 压6 ,

<6 Ο :⊥
Ρ α Ρ :Ρ Ο ; Μ, > :一6 ,

8

∀ < η 纽Π ⊥ :⊥ Ρ Π Κ ΟΟ Ρ , : Η > ΜΚ Ρ
ΛΡ > ΟΝ > 7加Ρ> Ο Ο Ρ 7> :Μ 6 , Ν Λχ ≅ :6 :⊥ Ρ Ρ 6 , Ρ Ρ , :Ο > :Μ6, 6 < ΚΟ Ρ [

> Μ, :⊥ Ρ ? > , Ξ Ρ 6 < Ε 又 � + 一 “

一奴 � + 一 Ν; 67 = ∋ > , α :⊥ Ρ 7Μ; Μ: 比Μ, Ξ ς 沐 � + 一 Γ
8

ι Ν Ρ 6 Ο, , ?习 η 此⊥ Π6 里叻 ; Ρ :
[

Ο ? Π
眼

、; > :χ6 , 8 :⊥Ρ α Ρ :Ρ Ο; Μ, > 百6 , Ν⊥ 6 η Ν > ΛΡ ::Ρ Ο Ο

ΡΝΚ 7:
8

− ⊥Ρ Ρ ⎯ΡΠ :Ο 韶Ρ , > Ν ≅Ο 6 Η Ρα Λφ ; 6Ο Ρ :恤 户 二+ + :ΡΝ :Ν

? + ⊥> Η Ρ > 7Μ<Ρ :Μ; Ρ 6 < , ? 6 ΟΡ :助, � + α> φ Ν
8

2: �Γ 9 以劝 Μ, Ν妞 ΛΜ7 Μ:φ > , α ΟΡ ΘΡ > :> Λ山 :φ
8

Β Ρ φ η 6

ΟαΝ
Ρ ,芍 ; Ρ Ρ 7Ρ1 :Ο浏‘

·

三; ; 6 Λ Μ7Μς七α Ρ , Ω φ ; Ρ , Κ Ο Ρ> 女
Ρ立民:Ο侧

Ρ 8 , Ρ Ο

#;
, Κ ΟΡ> , 叉:Ο 6罗 ,


