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摘要" 保加利亚乳杆菌是发酵乳制品中的常用菌种之一!因此对保加利亚乳杆菌安全性菌株的

选育非常关键" 以蒙古国传统发酵乳制品中的
#

株保加利亚乳杆菌为研究对象!对其耐药性进

行了初步研究" 首先采用肉汤稀释法分析其耐药性!其次利用聚合酶链式反应#

$%&

$技术对其

耐药基因进行了检测% 结果表明!保加利亚乳杆菌对利奈唑胺&氨苄西林&克林霉素&利福平&万

古霉素&甲氧苄啶及奎奴普丁
'

达福普汀全部敏感!对四环素&卡那霉素&氯霉素&庆大霉素&链霉

素&环丙沙星&红霉素及新霉素均表现出不同程度的耐药性" 基于
$%&

技术在这些菌株中检测

到
#

种不同的耐药基因'
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$!每株都携带
"

种或
"

种以

上耐药基因" 本研究结果可为后续的菌种选育提供参考"
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乳酸菌是一类能够利用可发酵糖产生
!"#

以

上乳酸的革兰氏阳性细菌的通称( 广泛地存在于自

然界)动植物体)乳制品及发酵食品中!其中多为非

致病菌且具有降血压)改善肠道菌群)降低血液胆

固醇等诸多益生功效$%&

( 在现代医学中!抗生素是防

御细菌感染的主要手段( 虽然大多数乳酸菌被公认

为是安全的食用型菌种!广泛的应用于食品和药品

等领域中( 但因过度使用和滥用抗生素!致使一些

乳酸菌出现抗生素耐药性!乳酸菌如果通过某种方

式获得耐药基因!耐药基因可以与人群)动物)生态

系统中的细菌互相传递! 致使出现耐药致病菌!一

旦将耐药性传递给人类!将会对继续使用抗生素来

治疗细菌性疾病造成一定的威胁$'&

( 世界卫生组织

"

()*

$确定抗生素耐药性已经成为
'%

世纪主要的

健康性问题之一$+&

( 早期对细菌耐药性的研究主要

集中在病原微生物上$,-!&

!而近年来乳酸菌耐药性的

研究逐步成为人们关注的焦点(

乳杆菌属是乳酸菌类群中最大的一个属!在肠道

正常微生物体系中有着不可或缺的地位!它能够通过

重组肠道菌群平衡来使人类及某些动物宿主恢复

并达到健康状态$.&

( 保加利亚乳杆菌"

2&)314&);7789

487:&";)89

$ 又 称 为 德 氏 乳 杆 菌 保 加 利 亚 亚 种

"

7&)314&);7789 <=64"8=)>;; /01/2?486:&";)89

$! 具有抗

癌抗肿瘤)提高机体免疫力)促进胃肠道蠕动等益

生功能$3&

( 乳酸菌的耐药性主要包括两种'固有耐药

性和获得耐药性( 固有耐药性是其本身所具有的特

性!一般不会发生转移!所以不必考虑其安全性!获

得性耐药性是由基因突变或通过外源而获得的耐

药基因( 保加利亚乳杆菌是乳杆菌属在食品工业中

常用的菌种之一!所以有必要在使用前对菌株的表

型及基因型进行分析以确保其安全性(

本实验首先通过标准化的肉汤稀释法来测定

分离自蒙古国传统发酵乳制品中
!

株保加利亚乳

杆菌对
%!

种抗生素的耐药性! 同时利用
456

技术

来检测菌株中可能携带的耐药基因!以便于为以后

菌种的选育及安全性评价提供重要的数据支持(

)*)

菌株来源

本 实 验 选 取 的
!

株 保 加 利 亚 乳 杆 菌

789:'"';<

)

789:'"+."

)

789:'",'3

)

789:'"!%,

)

789:'".+!

全部由内蒙古农业大学乳品生物技术

与工程教育部重点实验室菌种保藏库提供( 所有菌

株通过
%.= >?@9

序列分析均已鉴定 ( 根据

7=*%"<+'A7?B''+

标准 !

+3 !

培养的乳杆菌选取

2&)314&);6689 -&"&)&9=; 9C55++,

做质控菌$;&

!是为了

能够更好的控制药敏实验的准确度和精确度(

)*+

培养基与试剂

D=8

培养基"包含体积分数
<"#

的
7=*-=E@=7CE=C

和体积分数
%"#

的
86= F>GHI
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86=

合成培养基
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!
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实验用抗生素' 卡那霉素 "

K9@

$) 利奈唑胺

"

D7@E

$!购买于
5ILM1N/L

公司&奎奴普丁
A

达福普汀

"

OP7A?9D

$!购买于
FQGN0/H>NRQ/

公司!庆大霉素"

SE@

$)

链霉素"

=C6

$)新霉素"

@E*

$)四环素"

CEC

$)红霉素

"

E6T

$)克林霉素 "

5D7

$)氯霉素 "

5)D

$)氨苄西林

"

984

$)万古霉素"

P9@

$)甲氧苄啶"

P9@

$)利福平

"

67B

$和环丙沙星"

574

$!均购于
=QUMN-9RV>QWI

公司(

试剂'

% UAVD

琼脂糖凝胶)

!"CFE

电泳缓冲液贮

液)

CE

缓冲液)

%" UAVD =?=

)

"X! MGRAD E?C9

)

! MGRAD

@N5R

)

+ MGRAD @N9W

)异丙醇)氯仿
-

异戊醇"

',#%

!体

积比$)酚
-

氯仿
-

异戊醇"

'!$',$%

!体积比$)

V@C4

)

>CN2

酶)蛋白酶
K

)

%"%456 F0YYL>

)核酸染料等!以

上实验试剂均购买于北京全是金生物工程有限公

司及天根化学试剂公司!本实验所用的引物由上海

桑尼生物科技有限公司设计并合成(

)*,

仪器与设备

试验所用仪器与设备见表
%

(
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仪器与设备

"#$%& ! '()*+,-&(* #(. &/,01-&(*

!23

实验方法

4252!

菌株耐药性表型分析

!

!菌株的活化与菌液的制备" 将保藏于冻存管

中的菌以体积分数
!"

的接种量接种于
#$%

液体

培养基中进行活化#

&' !

#培养
() *

" 后在
#$%

固

体培养基上划线#

&' !

下培养
)+ *

# 挑取平板上单

菌落于灭好菌的
, -.

生理盐水中#直至
/0

1(,

值在

23!1453(

6+7之间$活菌数约为
&"!5

+

89:;-.

!#用培养

基稀释
,55

倍和
<55

倍后制成种子液备用%

(

!抗生素的制备" 每种抗生素均用表
(

中的溶

剂进行溶解# 滤菌器过滤# 于
=+5 !

冰箱中保存#备

用"用
.%#

稀释剂将水溶性和水不溶性抗生素溶液连

续稀释至目标质量浓度的
(

倍和
!5

倍" 不同抗生素

所需的溶解试剂及质量浓度测定范围如表
(

所示"

表
6

不同抗生素的质量浓度测定范围及所需溶剂

"#$%& 6 78%9&(*) #(. +#(:& 8; <8(<&(*+#*08( ;8+ .0;;&+&(*

#(*0$08*0<)

&

!菌株
#>8

的测定" 最小抑菌浓度&

#?@?-A-

>@*?B?CDEF 8D@GH@CEIC?D@

#

#>8

!是指完全抑制菌株生

长时的最小抗生素质量浓度6<7

% 本实验采用肉汤稀

释法测定菌株的
#>8

值 # 具体的操作步骤参照

>%/!5<&(;>09((&

6+7标准%

)

!乳酸菌耐药性评价% 将测定的
#>8

值与表
&

进行比较#基于
J9%K

颁布的标准6!57

#如果
#>8

小于或

等于临界值时定义为敏感&

%

!#

#>8

大于临界值时定

义为耐药&

$

!#

#>8

临界值的评定标准是由欧盟食品

安全局6!57

&

J9%K

!和欧盟委员会6!!7共同制定的%

表
=

保加利亚乳杆菌对
4>

种抗生素耐药性的评定标准

"#$%& ? @9#%,#*08( <+0*&+0# ;8+ *A& +&)0)*#(<& 8;

!"#$%&"#'(()* &)(+",'#)* #:#0()* 4> #(*0$08*0<)

&

!L;-.

!

注'

IM

欧洲食品安全局的耐药转折点 6!57

(

B3

欧盟委员会的耐药

折点6!!7

%

4252B

菌株耐药性基因型分析

!

!菌株
0NK

的提取%利用
8OKP

液氮冻融法6!(7

提取所试菌株基因组的
0NK

%

(

!菌株
0NK

纯度的检测% 取
( !.

的
0NK

用

微量紫外分光光度计测其质量浓度及
/0

(15;(+5

值#

为了做后续聚合酶链式反应的模板测定的
/0

值应

在
!M+4(M5

间%

&

!菌株耐药基因的检测%将上一步骤提取的基因

组
0NK

作为模板#

,5 !.

的反应体系如下'

0NK

模板

( !.

)

!5"Q8$ PARRHE , !.

&含
#L

(S

!)

TNOQ ) !.

)

EOIU

酶
53, !.

)

QE?-HE 9

)

QE?-HE $

各
!3, !.

) 去离子水

仪器名称 仪器型号 生产厂家

台式高速离心机
OV.=!1P

德国
JUUH@TDER

公司

微量紫外分光光度计
N0=!555

美国
NI@D0EDU

公司

冷冻离心机
,+!5$

德国
JUUH@TDER

公司

恒温水浴锅
WX%(+

上海一恒科技有限公司

全自动高压蒸汽灭菌器
WK=&55#

日本
W?EIFI-I

公司

电泳仪
0YY=!(

北京六一生物科技

有限公司

电热恒温培养箱
0WQ=<('(

上海一恒科技有限公司

:ZQ

凝胶成像仪
V0%=+555

美国
:[U

公司

抗生素 溶剂
质量浓度
范围

&

!L;-.

!

氨基糖苷类

庆大霉素
.%# 53,4(,1

卡那霉素
.%# (4!5()

链霉素
.%# 53,4(,1

新霉素
.%# 53,4(,1

四环素类 四环素
.%# 53!(,41)

林可胺类 克林霉素
.%# 535&(4!1

青霉素类 氨苄西林
.%# 535&(4!1

糖肽类 万古霉素
.%# 53(,4!(+

链阳菌素类 奎奴普丁
;

达福普汀
.%# 535!14+

恶唑烷酮类 利奈唑胺
.%# 535&(4!1

喹诺酮类 环丙沙星
535,# W8. 53(,4!(+

大环内酯类 红霉素
<,\

乙醇
535!14+

苯丙醇类 氯霉素
<,\

乙醇
53!(,41)

叶酸代谢干扰
抑制剂类

甲氧苄啶 冰乙酸
53!(,41)

安莎霉素类 利福平 甲醇
53!(,4)

抗生素 保加利亚乳杆菌

庆大霉素
!1

I

卡那霉素
!1

I

链霉素
!1

I

新霉素
&(

B

四环素
)

I

克林霉素
!

I

氨苄西林
!

I

万古霉素
(

I

奎奴普丁
;

达福普汀
)

B

利奈唑胺
)

B
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!"#" !$

!

%&'

扩增程序为"预变性
() ! " *+,

#

!-

个

循环"变性
() ! . *+,

#退火
. *+,

#延伸
/0 ! 0 *+,

$

末端延伸
/0 ! .- *+,

! 但不同引物具有不同的退火

温度$ 实验中聚合酶链式反应中具体所用的引物序

列#目的片段长度及退火温度见参考文献1.!2

!

%&'

反应结束后 $ 将
%&'

产物与
3 "456

$789+,: ;<==>?

以
.#.

体积比的比例均匀混合后$加

样于
. :@9$

琼脂糖凝胶点样孔中进行电泳$ 并用凝

胶成像仪对胶体进行分析$如果有条带出现且
%&'

产物片段长度大小与已知目的片段长度相同则证

明菌株中含有耐药基因$如果无条带出现则证明菌

株中不含有耐药基因!

!"#

菌株耐药性的表型分析

依据表
!

保加利亚乳杆菌对抗生素的评定标

准可知$

"

株保加利亚乳杆菌对
."

种不同抗生素的

AB&

值测定结果如表
)

所示!

结结结结结果果果果果与与与与与分分分分分析析析析析
!!!!

!

表
$ %

株保加利亚乳杆菌对
#%

种抗生素的
&'(

测定结果

)*+,- $ &'( .-/-0123*/243 0-56,/5 47 #% *3/2+24/285 740 % !"#$%&"#'(()* &)(+",'#)*

!

!:C*$

"

抗生素
BA6D0-0E( BA6D0-!3- BA6D0-)0/ BA6D0-".) BA6D0-3!"

庆大霉素
0F !0' .F .F .F

卡那霉素
.3F $.-0)' .3F .3F .3F

链霉素
EF .0E' 0F EF EF

新霉素
)F 3)' .F )F )F

四环素
-#"F -#0"F -#0"F !0' .F

克林霉素
%-#-!0F -#0"F %-#-!0F %-#-!0F %-#-!0F

氨苄西林
-#-3)F .F %-#-!0F -#"F -#-3)F

万古霉素
%-#0"F %-#0"F %-#0"F %-#0"F %-#0"F

奎奴普丁
C

达福普汀
-#0"F .F -#"F .F -#"F

利奈唑胺
-#0"F .F -#0"F .F -#"F

环丙沙星
.3' 0F )F .3' !0'

红霉素
%-#-.3F E' %-#-.3F -#-3)F -#-!0F

氯霉素
0F E' 0F 0F )F

甲氧苄啶
.3F .3F .3F .3F .3F

利福平
%-#.0"F )F %-#.0"F -#"F -#0"F

由表
)

可知$对于不同的抗生素
"

株菌均表现

为不同的药物敏感性! 相较于其他抗生素$对环丙

沙星的耐药率最高!

"

株菌全部对利奈唑胺#氨苄西

林#克林霉素#利福平#奎奴普丁
C

达福普汀#甲氧苄

啶及万古霉素敏感$其中对万古霉素和甲氧苄啶的

敏感性十分稳定$

AB&

值相同且均为
%-#0" !:C*$

和
.3 !:C*$

! 对四环素#卡那霉素#氯霉素#庆大霉

素#链霉素#新霉素#红霉素的敏感性次之! 特别的

菌株
BA6D0-!3-

对卡那霉素#链霉素#红霉素均耐

药且卡那霉素%

$. -0) !:C*$

&#链霉素%

.0E !:C*$

&

和红霉素%

E !:C*$

&的
AB&

值均达到了所检测质量

浓度范围的最高值!

4G6+**7

1.)2研究了乳杆菌对常见的不同抗生素

的耐药性$结果显示所有菌株对青霉素#红霉素#氨

苄西林#利福平及克林霉素等抗生素敏感$对多粘

菌素
;

和卡那霉素等耐药$对链霉素#氯霉素#万古

霉素#四环素#新霉素和庆大霉素不同菌株分别表

现出不同程度的耐药性! 先前的研究同样也表明乳

杆菌对氨苄西林和红霉素具有高度敏感性1."2

! 黄晓

敏 1.32利用琼脂稀释法测定了
"/

株保加利亚乳杆菌

的
AB&

值$其中对克林霉素的耐药率为
-

$对红霉

素#青霉素#阿莫西林的耐药率约为
!H"IJ.0#!I

之

间$对四环素#庆大霉素的耐药率为
0.#.IJ03#!I

!

周宁1./2的测定结果显示保加利亚乳杆菌对氨基糖苷

类抗生素例如"庆大霉素#卡那霉素#链霉素完全耐

药$且属于固有耐药性$而对大环内酯类抗生素中

的红霉素完全敏感!

$+

等1.E2对
.(

株乳酸菌的耐药性

研究表明对环丙沙星的耐药率高达
3E#)I

$ 据相关

研究报道因为
456

旋转酶上
:K?6

基因上的
6

亚

基$ 环丙沙星通过作用于
6

亚基从而抑制
456

的

合成和复制 $ 最终致使细菌死亡 ! 本实验与

4L6+**7

#黄晓敏#周宁#

$+

的研究结果基本一致$但

((



!"#"$!%& $!'(%)"

*+,!-$) +. .++/ #%("-%" $-/ 0(+'"%&-+)+12 345678 -469: :;9<

)( )=>?

!

@A ?5

"

B>A=C=4A=D !@E=EA?>D@ 4F !"#$%&"#'(()* &)(+",'#)* (E45?A@G

FH4I 'H?G=A=4>?5 J4>K45=?> .@HI@>A@G /?=HL MH4GNDAE

也存在个别差异!例如我们观察到菌株
!"#$%&'(&

对糖肽类"大环内酯类"苯丙醇类抗生素耐药!且在

氨基糖苷类抗生素中对庆大霉素的耐药程度较弱!

可能与庆大霉素能通过细胞膜相关!该结果与周宁

等人研究的结果不一致 # 此外我们还发现菌株

!"#$%&)*+

对四环素耐药!该发现与黄晓敏报道中

的结果也存在差异$ 这种同种不同菌株间的差异可

能是因为多药转运蛋白或存在缺陷细胞壁自溶系

统等非特异性机制所引起的,*-.

$因
!"#$

基因能够编

码
/01210/0121

二肽酶易使万古霉素不能与细菌结

合!所以通常认为乳杆菌对糖肽类抗生素万古霉素

为固有耐药性,%3.

$ 但也有人认为这并不代表是物种

的固有特性!因为在德氏保加利亚乳杆菌%嗜酸乳杆

菌"约氏乳杆菌中可能存在可变性,%*.

$ 本研究发现所

有的菌株对万古霉素完全敏感! 此结果也充分证明

了保加利亚乳杆菌对万古霉素并非是固有耐药性$

!"!

菌株耐药性的基因型分析

根据耐药性分析结果!本实验利用
456

技术对

)

株保加利亚乳杆菌的耐药基因进行了检测! 检测

结果如表
)

所示$

表
# #

株保加利亚乳杆菌中耐药基因的检测结果

$%&'( # )(*(+,-.%*-/. /0 %.*-,-1+/&-%' +(2-2*%.1( 3(.(2

0+/, # !"#$%&"#'(()* &)(+",'#)*

由表
)

所示!根据特异性引物利用
456

技术扩

增后发现
)

株菌中均携带耐药基因! 共检出
%&'

&

(

'%

!)*$

%

))+

&

,-

'

.)/0

&

1--

'%

/)&2

%

&/3( )

种不同

的耐药基因!其中
4&'

&

(

'%

!)*$

存在于每株菌中$

本研究中! 菌株的耐药表型与其基因型呈对应关

系!如菌株
!"#$%3'(3

对庆大霉素和红霉素耐药!

且相对应的基因型检测结果发现其携带庆大霉素

耐药基因
))+

&

,-

'

.)/0

&

1--

'和红霉素耐药基因
4&'

&

(

'$在于涛,%%.的研究中也在保加利亚乳杆菌中检测

到了庆大霉素耐药基因
))+

&

,-

'

.)/0

&

1--

'!与本实验

研究结果一致$

))+

&

,-

'

.)/0

&

1--

'能够编码双功能修

饰酶
##5

&

(7

'

0#48

&

%77

'!该酶具有磷酸转移酶和

乙酰基转移酶两种活性!属于氨基糖苷类钝化酶之

一!同时影响了大部分氨基糖苷类抗生素使其具有

较高的耐药性,%'.

$ 秦宇轩等,%+.在对红霉素敏感的菌株

中却检测到了红霉素耐药基因
4&'

&

(

'!此结果说明

敏感的菌株中可能存在耐药基因$ 同样的本研究也

在敏感菌株
!"#$%9%:-

%

!"#$%9+%;

%

!"#$%9)*+

及
!"#$%9(')

中均检测到了红霉素耐药基因
4&'

&

(

'

和万古霉素耐药基因
!)*$

! 在菌株
!"#$%9'(9

和

菌株
!"#$%9)*+

中分别检测到针对环丙沙星的耐

药基因
/)&2

和对利福平的耐药基因
&/3(

! 在
6<#

的水平上这可能是因为该耐药基因并未表达!或是

因为调控基因表达的核苷酸序列发生了基因突变

最终使开放阅读框不被表达,%).

$ 值得注意的是本研

究从
'

株耐环丙沙星的菌株中均未发现相对应的

耐药基因!在对卡那霉素%四环素%新霉素%链霉素

及氯霉素表现为耐药的菌株中并未检测到与其表

型相对应的耐药基因$

=>>?@A

等,%(.发现在一些表型

对链霉素存在耐药性的菌株中并未检测到如
56&7

!

56&(

%

))87

和
))89

等已知的链霉素的耐药基因$ 这

充分表明了耐药基因的检出与耐药性之间并不存

在直接关系!耐药菌株可能由其他相关耐药基因调

控或存在其他的耐药机制!然而这些存在的耐药机

制!相关的耐药基因是否会转移到不同种属的细菌

甚至是致病菌中则需要进一步的深入研究$

本实验对蒙古国传统发酵乳制品中
)

株保加

利亚乳杆菌的耐药性进行了初步研究$ 结果表明!

保加利亚乳杆菌对大多数的抗生素敏感!仅有菌株

!"#$%9'(9

对庆大霉素%卡那霉素%链霉素%新霉

素%红霉素及氯霉素表现为耐药!菌株
!"#$%9%:-

%

!"#$%9)B+

%

!"#$%9(')

对环丙沙星耐药$ 本实验

中耐药表型与基因型存在一定的差异$ 所有菌株中

共检测到了
)

种不同的耐药基因!在对红霉素和万

古霉素敏感的菌株中均检测到了
4&'

&

(

'和
!)*$

的

存在!且在部分耐药菌株中并未检测到与其表型相

对应的耐药基因$ 本实验说明了乳酸菌可能会是耐

药基因的潜在贮存库!这些耐药基因潜在的转移性

可能会造成一定的食品安全隐患$ 所以有必要加强

对乳酸菌的安全性评价并完善乳酸菌安全性评价

体系!尤其是对在工业中常用的菌株!在使用前确

保其安全性!为其在药品%食品等应用中的安全性

提供理论基础$

菌株编号 耐药基因

!"#$%9%:- 4&':(;

%

!)*$

!"#$%9'(9 ))+:,-;.)/0:1--;

%

/)&2

%

4&<:(;

%

!)*$

!"#$%9+%; 4&<:(;

%

!)*$

!"#$%9)B+ 4&<:(;

%

!)*$

%

&/3(

!"#$%9(') 4&<:(;

%

!)*$

结结结结结 语语语语语
7777

7
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会 议 消 息

会议名称"

:;:;

年第九届化学与加工工程国际会议
O(%%M" :;:;

$

会议时间$

!"!"

年
#

月
!"

日'

!!

日

会议地点$俄罗斯!莫斯科'''俄罗斯人民友谊大学

会议网址$

$$$%&''()%*+,

会议简介$

!"!"

年第九届化学与加工工程国际会议将于
!"!"

年
#

月
!"

日
-!!

日在俄罗斯! 莫斯科'''俄罗斯人民友

谊大学召开( 本届会议由俄罗斯人民友谊大学主办(

会议安排
.

!"!"

年
#

月
!"

日'''参会人员签到!领取会议物品

!"!"

年
#

月
!/

日'''专家报告及作者报告

!"!"

年
#

月
!!

日'''校园参观及半日游

联 系 人$李女士

联系电话$

012-!1-13#33331

电子邮箱$

&''()4'5))6%*+,

会议名称"中国第五届国际及海峡两岸甲壳素研讨会暨第九届甲壳素科学技术会议

会议时间$

!"!"

年
7

月
!!

日
-7

月
!2

日

会议地点$山东省临沂市

主办单位$中国化学会甲壳素专业委员会

承办单位$临沂市国家高新技术开发区管委会)山东卫康生物集团

协办单位$武汉大学资源与环境科学学院)中国科学院海洋研究所)中国海洋大学医药学院

支持单位$中国农业国际合作促进会)生物刺激剂发展联盟

会议简介$ 中国第五届国际及海峡两岸甲壳素研讨会暨第九届甲壳素科学技术会议将于
!"!"

年
7

月
!!

日至
7

月
!2

日在山东省临沂市召开!诚挚邀请您参会(

!"!"

年中国第五届国际及海峡两岸甲壳素研讨会暨第九届甲壳素科学技术会议%简称$中国国际甲壳素大会#是

我国甲壳素学术与产业界的一次盛会!届时来自世界与全国各地的生物多糖甲壳素科学家)企业家和青年学者将汇聚

一堂!还将特别邀请知名院士)专家以及美)加)英)法)俄)日)韩等国家和台湾)香港等地区的海内外教授和科技工作

者!面向甲壳素学科前沿!聚焦国家重大需求和国计民生!报道甲壳素科技领域最新研发进展和成果!促进甲壳素科学

技术与产业更好更快发展(

P8


