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生物酶修饰的明胶W纳米银复合生物材料!
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摘%要%采用微生物转谷氨酰胺酶#<(h$进行修饰!制备了一种生物酶修饰的明胶与纳米银复合生物材料4

原子力显微镜测试结果表明纳米银在复合材料中分散比较均匀!没有出现明显的团聚现象4凝胶形成实验和

流变性能测试结果表明!<(h酶能够催化明胶L纳米银复合体系进行反应并形成凝胶4与纯明胶材料相比!

<(h酶修饰的明胶L纳米银复合生物材料的拉伸强度以及在水体系中的稳定性提高"并且该材料显示出了更

好的细菌抑制作用!其对金黄色葡萄球菌的抑制率提高了 ;#K!7b4因此!该材料在作为降低细菌感染和炎症

反应的皮肤敷料和人工皮肤等生物医用材料领域将具有潜在的应用价值4

关键词%明胶! 纳米银! 微生物转谷氨酰胺酶! 生物材料

%%明胶是一种具有水溶性的胶原蛋白质衍生
物!它来源丰富广泛存在于自然界中!是皮肤(骨
和结缔组织细胞外基质的重要组成部分 &!!"’4明
胶具有良好的生物降解性和生物相容性!在人造
皮肤(伤口敷料以及愈合剂等方面具有十分广泛
的应用价值 &" V$’4然而!明胶本身属于蛋白质类物
质!能够为细菌生长提供所需的营养物质!因此它
容易滋生细菌 &7’ "此外!明胶材料的力学性能较

差(质脆(耐水性差 &;’ !这些都极大地限制了明胶
材料在生物材料和医疗领域的应用4

近年来!纳米银作为抗菌材料在生物医用材
料领域中已得到应用 &9’4由于具有纳米尺度!纳

米银具有一些特殊的物理(化学和生物性能 &:’4

纳米银能够有效地杀灭细菌 &:!P’ !因此将纳米银
引入到生物大分子材料来提高材料的抗菌性能已
经受到广泛关注 &!# V!"’4此外!纳米银的引入也能
增强生物大分子材料的力学性能!例如 /W><等
研究发现纳米银的引入能够改善壳聚糖材料的拉
伸强度等力学性能 &!6’4

目前!采用生物酶修饰高分子材料的工作受
到越来越多的研究者的关注 &!$ V!;’4然而!目前能
够应用于高分子材料构建修饰#例如形成大分子
之间的共价连接$的生物酶的种类很少 &!9’ !因此
关于此方面的研究工作也比较薄弱4值得关注的

是!微生物转谷氨酰胺酶#<(h$能够催化明胶分
子中的谷氨酰胺上的 08羟酰胺基和赖氨酸上的
/8氨基之间发生反应形成分子内或分子间的共价
连接 &!9 !!:’ !也有文献报道利用 <(h酶对生物大

分子明胶材料进行交联修饰 &!P!"!’4[S3IHS>JT 等用
<(h酶作为修饰剂构建明胶蛋白质支架!经过
<(h酶修饰的材料的力学性能和热稳定性显著
增加 &""’4

综上所述!采用纳米银与明胶进行复合!以及
采用微生物转谷氨酰胺酶对明胶材料进行修饰!

有利于提高材料的抗菌性能(稳定性和力学性能!

然而这种采用 <(h酶修饰的生物大分子明胶L纳
米银复合材料我们鲜见文献报道4本工作制备了
一种采用 <(h酶修饰的明胶L纳米银复合材料!

并对该材料的抗菌性能(力学性能等进行了分析4

这些研究将为采用生物酶作为修饰剂!进行生物
大分子与纳米粒子复合材料的制备及修饰研究提
供新思路!这种具有更好抗菌性能(稳定性和力学
性能的复合材料也将在人造皮肤和伤口敷料等生
物材料领域具有潜在的应用价值4

&+实验部分
&,&+实验试剂

明胶#来源于动物皮! 国药集团化学试剂有
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限公司$"<(h酶#->JS3e>=?FS=@NC?GF=<>@=NH! !6#
jLC! 武汉远城科技发展有限公司$"硝酸银(硼
氢化钠(柠檬酸钠购于国药集团化学试剂有限公
司"金黄色葡萄球菌 # M2.?<,80#0##@=.@1+@=! 14
=GSHGN$由中国典型培养物保藏中心提供"其它化
学试剂均为国产分析纯4
&,$+D/M酶修饰的明胶W纳米银复合生物材料
的制备
!K"K!%纳米银的制备

将 #K!6; C硝酸银加入到 "## <+去离子水
中!超声分散!再取 #K"# C柠檬酸钠加入硝酸银
溶液!搅拌均匀4将 #K!P! C硼氢化钠溶解在 !7
<+去离子水!在搅拌状态下!将硼氢化钠溶液以
"# 滴L<>@ 的速度滴加到上述溶液!搅拌 : W!再将
溶液进行离心#!#### SL<>@$!沉淀物用无水乙醇
洗涤多次!在 $# ]真空干燥得到纳米银粒子4
!K"K"%<(h酶修饰的明胶L纳米银复合生物材
料的制备

称取 #KP" C<(h酶加入到 $# <+去离子水
中过滤得到 <(h酶溶液#6 jL<+$4取明胶加入
到去离子水中!在 7# ]下搅拌溶解得到质量体积
比浓度为 ;b的明胶溶液4将上述纳米银粉末加
入去离子水中!超声分散!制备质量体积比浓度为
#K"7b的纳米银分散液4向 7# <+明胶溶液中加
入 $ <+纳米银分散液!搅拌均匀!再向溶液中加
入 <(h酶溶液 #"# jLC8明胶$!$7 ]下搅拌 6#
<>@!采用流延法成膜!$7 ]下干燥得到 <(h酶
修饰的明胶L纳米银复合膜#<8hL@&C$4按照上述
方法分别制备未加入 <(h酶修饰的明胶L纳米银
复合膜#hL@&C$!<(h酶修饰的明胶膜#<8h$以
及纯明胶膜材料#h$作为对照样品4
&,(+紫外光谱测试和粒径分析

采用紫外可见分光光度计#jZ8"77#$对纳米
银分散液的紫外吸收进行表征4采用动态光散射
粒度分析仪#mHF=N>YHS2=@31P##$对纳米银粒子
的粒径及其粒径分布进行测试4采用透射电子显
微镜#(HJ@=>h""# 18(R02! i.0$对纳米银粒子
进行观察4
&,-+原子力显微镜测试

采用扫描探针显微镜#U02=@3NJ3XH0Z$在轻
敲模式下对 <(h酶修饰的明胶L纳米银膜的表面
形貌进行观察4
&,.+凝胶形成实验和流变性能测试

采用试管倒置实验观察 <(h酶催化明胶L纳

米银体系反应形成凝胶!将 ;b 明胶溶液和
#K"7b纳米银分散液混合搅拌均匀!加入 <(h酶
#"# jLC8明胶$溶液到试剂瓶中搅拌均匀!然后在
$7 ]下静置反应!对反应瓶中的溶液流动情况和
凝胶形成过程进行观察4

采用高级流变仪 #&/"###! (&! j1&$对体
系的流变性能进一步分析4配制浓度为 ;b的明
胶溶液和浓度为 #K"7b的纳米银分散液!将 " 种
溶液混合搅拌均匀!再向混合溶液中加入 <(h酶
#"# jLC8明胶$!搅拌均匀!$7 ]恒温 6# <>@!然
后测试体系的弹性模量#UO$和黏性模量#Uq$随
时间 2的变化!测试时的应变设定为#7 p!$b!扫
描频率为 #K! Ŷ!测试温度为 $7 ]4
&,#+拉伸测试

材料的拉伸性能测试在万能试验机 #’-(8
;7# 型! 深圳新三思材料检测有限公司$上进行!
原始标距为 6# <<!拉伸速率为 $# <<L<>@4测试
前选取无缺陷的 <8hL@&C膜材料(hL@&C膜材料
以及 h膜材料!将其裁成 9# <<_!# <<的横条4
每个试样在标距内测量 7 个点!取其平均值!作为
膜的厚度4每个试样重复测试 7 次取其平均值4
&,X+抗菌测试

材料的金黄色葡萄球菌的抗菌测试过程参考
中华人民共和国轻工行业标准!3抗菌塑料8抗菌
性能测试方法和抗菌效果4进行4测试时将连续
转接 " 次的新鲜金黄色葡萄球菌培养物#!" W 转
接的$加入培养液中!依次做 !# 倍递增稀释!选
择菌液浓度为 7K# _!#7 V!#K# _!#7 ’ijL<+的
稀释液作为试验用菌液4参考 h[$9:PK"3食品卫
生微生物学检验菌落总数测定4的方法操作4在
每个培养管中加入 " <+菌液!然后分别加入 ! 片
测试样品膜片 #!# <<_!# <<$!而不加入膜片
的培养管作为空白对照组#J3@FS3?$!69 ]恒温振
荡培养 !" W 后!用平板计数法计算出菌落数目4
每组数据做两次平行试验!每个样品做 6 个平行
抗菌测试4

$+结果与讨论
$,&+D/M酶修饰的明胶W纳米银复合生物材料
的制备

对所制备的纳米银分散液进行了紫外光谱分
析!结果如图 !#=$所示!从图中可发现在 $## @<
左右出现了明显的吸收峰!说明得到了纳米银&"6’ "
图 !#=$中内嵌图为 #K"7b纳米银分散液的照片!

7P$!



高%%分%%子%%学%%报 "#!$ 年

可以发现分散液颜色为黑色!分散良好4该纳米银
分散液的动态光散射粒度分析结果见图 !#e$!测
试表明纳米银的平均粒径为 $K6 @<!所制备的纳
米银粒子尺寸较小!在水中分散良好"图 !#e$中内
嵌图为纳米银粒子的透射电镜#(.-$照片!可以观
察到纳米银粒子分散均匀!粒径大约在 $ @<左右4

i>C4!%jZ8Z>N>e?HNXHJFSG<3AN>?5HS@=@3X=SF>J?HN#=$ !

=@I N>YHI>NFS>eGF>3@ 3AN>?5HS@=@3X=SF>J?HN# e$

%%<(h酶修饰的明胶L纳米银复合材料的制备
过程示意图如图 " 所示4先将明胶加入到去离子
水中在 7# ]下搅拌溶解!然后取纳米银超声分散
在去离子水中得到纳米银分散液!将其加入到明
胶溶液中搅拌混合均匀!再将 <(h酶溶液加入到
上述溶液中混合均匀进行反应!将混合溶液倒入
培养皿中!$7 ]下继续反应!最后干燥得到 <(h
酶修饰的明胶L纳米银复合膜#<8hL@&C$4图 " 最
右图所示为 <8hL@&C膜的照片!该膜片表面无缺
陷!十分光滑平整!并可根据尺寸需要任意进行裁
剪4此外!相比于纯明胶膜!我们所制备的 <8hL
@&C复合膜由于引入了纳米银!膜片的颜色明显
变深4

采用动态光散射粒度分析仪对明胶L纳米银
复合溶液中的纳米银进行了测试!结果如图 6#=$
所示!纳米银的平均粒径为 !$K# @<!纳米银粒子
在复合溶液中分散较好4图 6# e$为 <(h酶修饰
的明胶L纳米银复合膜的 &i-相位图!图中颜色
较亮的颗粒状粒子为纳米银!粒径大约 "# @<左
右!它们在复合材料表面分布比较均匀!没有出现
明显团聚现象4
$,$+体系的流变性能

试管倒置实验是一种简单方便的判断凝胶形
成的方法 &"$’ !采用试管倒置实验对 <(h酶催化
明胶L纳米银体系形成凝胶进行观察的结果如图
$ 所示4未加入 <(h酶的明胶L纳米银复合溶液
始终具有流动性#如图 $#=$$"而加入 <(h酶以
后!随着酶催化反应的进行!溶液的黏度逐渐变
大 !流动性逐渐变差!最后失去流动性形成凝胶!

i>C4"%1JWH<=F>JI>=CS=<3AXSHX=S=F>3@ 3A<>JS3e>=?FS=@NC?GF=<>@=NH<3I>A>HI CH?=F>@LN>?5HS@=@3X=SF>J?HNJ3<X3N>FH<=FHS>=?

此时即使倒置试剂瓶体系也不流动 #如图 $
#e$$!该实验表明 <(h酶可以催化明胶L纳米银
复合体系反应形成凝胶4

采用流变仪进一步分析了 <(h酶催化明胶L
纳米银体系的流变性能!结果如图 7 所示4从图 7

#=$可以发现!在明胶与纳米银复合溶液中加入
<(U酶后!虽然在测试过程中 Uq和 UO都变大!但
是 UO增加的速度比 Uq快!经过 !" <>@ 后!UO超过
Uq!而通常将开始出现 UO大于 Uq的点作为凝胶点
的判断依据 &"7’ !该测试结果也表明 <(h酶能够

;P$!
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%%%%%%

i>C46%1>YHI>NFS>eGF>3@ 3AN>?5HS@=@3X=SF>J?HN>@ J3<X3N>FHN3?GF>3@ #=$ ! =@I &i-F=XX>@C<3IH><=CH3A<8hL@&CJ3<X3N>FHA>?< # e$

i>C4$%Z>NG=?H5>IH@JH3A<>JS3e>=?FS=@NC?GF=<>@=NHJ=F=?BYHI CH?A3S<=F>3@ AS3<5>=?>@5HSN>3@ FHNFN% #=$ J3@FS3?N=<X?H

g>FW3GF<>JS3e>=?FS=@NC?GF=<>@=NH=@I # e$ ->JS3e>=?FS=@NC?GF=<>@=NHJ=F=?BYHI N=<X?H

催化明胶L纳米银体系反应形成凝胶4图 7# e$可
以发现!随着时间的变化!未加入 <(h酶的明胶L
纳米银复合溶液的 Uq几乎没有变化#由于 UO数值
太小难以测定!所以未示出$!表明该体系一直处
于溶液状态!也说明未加入 <(h酶的复合体系不
能形成凝胶4研究表明!<(h酶能够催化明胶分
子中的谷氨酰胺上的 08羟酰胺基和赖氨酸上的
/8氨基之间发生反应形成分子内或分子间的共价
连接 &!9!!:’ !并能够形成交联结构 &!P V"!’4对上述体
系流变性能的研究也表明 <(h酶能够催化明胶L
纳米银复合体系反应并形成凝胶4
$,(+材料在水体系中的稳定性和拉伸强度

生物材料在水体系中的稳定性直接关系到其
在生物体体液环境下的使用!由于明胶材料在较
高的温度下会在水体系中发生溶解!这极大地限
制了它们在生物材料和医疗领域的应用4本工作
测试了材料在水体系中的稳定性!选取 h(hL@&C
以及 <8hL@&C膜片材料!将它们分别裁成 !# <<
_!# <<大小的膜片后置于表面皿中#如图 ;#=$
所示$!然后在表面皿中加入 69 ]的去离子水浸
泡!观察膜片溶解情况和稳定性4如图 ;#e$所示!
没有经过 <(h酶修饰的 h膜和 hL@&C膜在
69 ]的去离子水中浸泡 ! W 之后完全溶解"而 <8
hL@&C膜片在同样的条件下浸泡之后未发生溶

i>C47%/WH3?3C>J=?IHFHJF>3@ 3A<>JS3e>=?FS=@NC?GF=<>@=NH

J=F=?BYHI J3@5HSN>3@ 3ACH?=F>@LN>?5HS@=@3X=SF>J?HNN3?GF>3@

F3CH?=F$7 ]% #=$ <>JS3e>=?FS=@NC?GF=<>@=NHJ=F=?BYHI

N=<X?H =@I # e $ J3@FS3? N=<X?H g>FW3GF <>JS3e>=?

FS=@NC?GF=<>@=NH

9P$!
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解!只产生溶胀"继续将 <8hL@&C膜片浸泡 !" W
以上!也未发生溶解4该结果说明!采用 <(h酶修
饰的明胶L纳米银复合材料能够在明胶分子内或

分子间形成共价连接!从而在材料中形成交联结
构!因此在 69 ]的去离子水中不发生溶解!有效
改善了材料在水体系中的稳定性4

i>C4;%)W3F3CS=XWN3AhA>?<! hL@&CA>?<=@I <8hL@&CA>?<eHA3SH><<HSN>@C>@ =cGH3GN<HI>G< #=$ !

=@I =AFHS><<HSN>@C>@ =cGH3GN<HI>G< # e$ =F69 ]

%%图 9 示出了 h膜(hL@&C膜以及 <8hL@&C膜
的拉伸强度4从图 9 中可以看出!h膜的拉伸强度
为 $7K;# -)=!而 hL@&C复合膜的拉伸强度为
7#KP$ -)=!这说明纳米银的引入使明胶膜的拉伸
强度略有提高!而相关文献也报道了纳米银的引
入能够改善生物大分子材料壳聚糖的力学性
能 &!"’4采用 <(h酶修饰的 <8hL@&C复合膜的拉
伸强度为 ;#K$: -)=!相比于 h膜和 hL@&C膜进
一步提高!这表明采用 <(h酶修饰的明胶L纳米
银复合材料能够形成共价连接和交联结构!从而
有利于进一步提高材料的拉伸强度和力学性能4

i>C49%(H@N>?HNFSH@CFW 3AhA>?<! hL@&CA>?<=@I

<8hL@&CA>?<

$,-+抗菌性能
用于人造皮肤和伤口敷料等方面的生物材料

往往需要满足一定的抗菌要求!因为在临床应用
中伤口的细菌感染会很大程度的影响伤口的愈
合 &";’4图 : 示出了不同材料对金黄色葡萄球菌的
抑制作用4从图中可以看出!经过 !" W 培养后!未
加入纳米银的 <8h材料的金黄色葡萄球菌浓度
为 !K#$ _!#: ’ijL<+!相对于 ’3@FS3?#金黄色葡
萄球菌浓度为 #K:# _!#: ’ijL<+$具有更高的金
黄色葡萄球菌浓度!这说明 <(h酶修饰的明胶材
料不具有对金黄色葡萄球菌的抑制作用!相反它

能够作为蛋白质类营养物质促进金黄色葡萄球菌
的生长4而 <8hL@&C复合材料的金黄色葡萄球菌
浓度为 #K$!7 _!#: ’ijL<+!与明胶材料相比下
降了 ;#K!7b!这说明我们制备的生物酶修饰的
明胶L纳米银复合生物材料对金黄色葡萄球菌的
抑制作用显著增加4明胶材料由于具有良好的生
物相容性(生物降解性和无细胞毒性等优点!被应
用于人造皮肤等生物医用材料领域!但是它不具
有抗菌活性!这极大地限制了其在生物医用材料
领域的应用4&W<=I 等研究表明纳米银能够有效
抑制革兰氏阳性细菌大肠杆菌(铜绿假单胞菌和
革兰氏阴性细菌金黄色葡萄球菌(藤黄微球菌的
增殖 &!#’ !我们的研究也表明纳米银的加入也能提
高材料的抑菌性能4

i>C4:%2G<eHS3A5>=e?HM2.?<,80#0##@=.@1+@=# M).@1+@=$ >@

FWH<HI>G<=AFHS>@JGe=F>@Cg>FW ’3@FS3?! <8hA>?<! =@I <8hL

@&CA>?<A3S!" W

(+结论

本工作首先制备了在水中分散良好的纳米银
粒子!再采用生物酶作为修饰剂制备得到 <(h酶
修饰的明胶与纳米银粒子复合生物材料4测试结
果表明!纳米银粒子在复合材料中分散比较均匀!
未出现明显团聚现象"<(h酶能够催化明胶L纳

:P$!



!! 期 王艺峰等%生物酶修饰的明胶L纳米银复合生物材料

米银复合体系反应并形成凝胶"与明胶材料相比!
该材料在水体系中的稳定性(拉伸强度(以及对金
黄色葡萄球菌的抗菌性能均有明显的提高!因此

该材料在人造皮肤(伤口敷料等生物材料领域将
具有潜在的应用价值4
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"!%iGJWN1!kGFNJWHS-! ĤSFH?(!R>@FHSh!)>HFYNJW -!’3HNFHS’4\->JS3H@J=XNG?!"#!#!"9#:$ %9$9 V97$

""%[S3IHS>JT .)!** =̂??3S=@ U-!/3JWH5,&!hS>AA>@ -!’3??>CW=@ /\!)=@I>F&14\[>3<HI -=FHS/HN[!"##7!9"#!$ %69 V$"

"6%1GeHS+!13@I>0!-=F>MH5>s.!h3>=UZ4\’3??3>I 0@FHSA1J>!"##7!"::#"$ %$:P V$P7

"$%+>G ,!\=55=M>Z!/=CW=5=@ 1 /![H@F?HBR .!)=B@Hhi4\&CS>Ji33I ’WH<!"#!"!;##6;$ %:P;6 V:P;9

"7%’WH@ ( !̂.<eSHH^U![S3g@ .-!(=B?3S--!)=B@Hhi4[>3<=FHS>=?N!"##6!"$#!9$ %":6! V":$!

";%l>=3[!R=@ ,!mW=3-!+>G ,!mW=@C14’=Se3WBI )3?B<!"#!!!:6#!$ %!$$ V!7#

PP$!



高%%分%%子%%学%%报 "#!$ 年

3=F;D1"D:A8C81AM10’?8=W!80J1@5’=:I’@?8*016:DI:>8?1R8:D’?1@8’0

,>8AH@CR=@C! ! lGH8JWH@ChG3! ,=@8<H>R=@C! -H>̂ =@! mH@C8WG=hH@C! -H@C8<H@ChG3! l>=R=@C
#O+?.127+%203L08,7+1&.2+16.8=.%: 4%!6%++16%!! M#<00803&.2+16.8=M#6+%#+.%: 4%!6%++16%!!

[@<.% B%65+1=62,03’+#<%080!,![@<.% $6##9#$

E)>?@’*?%&@ H@YB<H8<3I>A>HI CH?=F>@LN>?5HS@=@3X=SF>J?HJ3<X3N>FHe>3<=FHS>=?g=NXSHX=SHI >@ FW>Ng3ST4
(WHN>?5HS@=@3X=SF>J?HNgHSHXSHX=SHI >@ =cGH3GNN3?GF>3@ =FA>SNF4(WH@!FWHe?H@I 3ACH?=F>@ =@I N>?5HS
@=@3X=SF>J?HNg=NGNHI =NFWHJ3<X3N>FH<=FS>E!=@I <>JS3e>=?FS=@NC?GF=<>@=NH#<(h$ g=NH<X?3BHI =NFWH
e>3?3C>J=?<3I>A>HS4&F3<>JA3SJH<>JS3NJ3XBFHNFNNW3gFW=FN>?5HS@=@3X=SF>J?HN=SHI>NFS>eGFHI G@>A3S<?B3@ FWH
NGSA=JH3AFWHJ3<X3N>FH<=FHS>=?!=@I @33e5>3GN=CCSHC=F>3@ 3AN>?5HS@=@3X=SF>J?HNg=N3eNHS5HI4Z>=?
>@5HSN>3@ FHNFN=@I SWH3?3C>J=?<H=NGSH<H@FNe3FW J3@A>S<FW=FFWHCH?A3S<=F>3@ =@I FWHJ35=?H@FMG@JF>3@N3A
FWHJ3<X3N>FHJ=@ eHFS>CCHSHI eB<>JS3e>=?FS=@NC?GF=<>@=NH4->JS3e>=?FS=@NC?GF=<>@=NHJ=@ JS3NN?>@T CH?=F>@
<3?HJG?HNeBJ=F=?BY>@CFWHFS=@N=<>I=F>3@ 3AC?GF=<>@H=@I ?BN>@HSHN>IGHNF3A3S<J35=?H@FMG@JF>3@N4(WH
<(h8<3I>A>HI CH?=F>@LN>?5HS@=@3X=SF>J?HJ3<X3N>FH<=FHS>=?W=NeHFFHSNF=e>?>FB>@ =cGH3GN<HI>G< =F=
<3IHS=FH?BW>CW FH<XHS=FGSHIGHF3FWHA3S<=F>3@ 3AJ35=?H@FMG@JF>3@N=@I JS3NN?>@TN4(WHSHNG?FN3AFH@N>?H
FHNFNNW3gFW=FFWHFH@N>?HNFSH@CFW 3A<(h8<3I>A>HI CH?=F>@LN>?5HS@=@3X=SF>J?HJ3<X3N>FHA>?<N>@JSH=NHN=AFHS
H@YB<=F>J<3I>A>J=F>3@40@ =II>F>3@! J3<X=SHI g>FW FWH <(h8<3I>A>HI CH?=F>@ <=FHS>=??=JT>@C N>?5HS
@=@3X=SF>J?HN! FWH <(h8<3I>A>HI CH?=F>@LN>?5HS@=@3X=SF>J?H J3<X3N>FH <=FHS>=?NW3gN eHFFHS6% 56210
=@F>e=JFHS>=?=JF>5>FB=C=>@NFM2.?<,80#0##@=.@1+@=)(WH5>=e?HJH??@G<eHS3AM2.?<,80#0##@=.@1+@=3A<(h8
<3I>A>HI CH?=F>@LN>?5HS@=@3X=SF>J?HJ3<X3N>FH<=FHS>=?IHJSH=NHNeB;#K!7b4R>FW >FN><XS35HI =@F>e=JFHS>=?
=JF>5>FB!NF=e>?>FB>@ =cGH3GN<HI>G<!=@I <HJW=@>J=?NFSH@CFW!FW>N<(h8<3I>A>HI CH?=F>@LN>?5HS@=@3X=SF>J?H
J3<X3N>FH<=FHS>=?J3G?I eH=XS3<>N>@CJ=@I>I=FH>@ AGFGSH=XX?>J=F>3@N3ANT>@ e>3<=FHS>=?4
K1;L:@A>%hH?=F>@! 1>?5HS@=@3X=SF>J?HN! ->JS3e>=?FS=@NC?GF=<>@=NH! [>3<=FHS>=?

! ’3SSHNX3@I>@C=GFW3S%,>8AH@CR=@C!.8<=>?%B>AH@Cg=@CDgWGF4HIG4J@

##7!


