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提 要

革胡子站又称埃及胡子站
,

是一种多次产卵类型的硬骨鱼
。

作者用组织学
、

组织化学
、

电

子显微镜等方法对革胡子站的
�

原始生殖细胞 ��� ��
。� �� � � ��

�� 。。� “,

�� ��  的起源
、

特征
、

迁移方式和性腺分化进行了研究
。

实验结果 � �� �� 来源于内胚层 � �� �� 的细胞质中存在

着一种与生殖细胞有关的电子致密物—
生殖质 ��

� � � ��� � � ��
’� � �� �� 在迁移过程中有

主动迁移的能力 � �� �� 到达生殖晴的部位后, 与生殖上皮细胞 �� � ���� ��
� � � � �� �

� 一起共

同形成原始性腺 � 原始性腺分别逐步向精巢和卵巢分化 � 生殖质与性腺的分化有密切关系 �

卵巢的分化比精巢早
。

关键词 革胡子站
,

原始生殖细胞
,
迁移

,
性腺分化

,
生殖质

,

超微结构

对鱼类原始生殖细胞的起源
、

特征
、

迁移方式的研究在国内尚未有正式的报道 � 关于

鱼类性腺分化的报道在国内也不多
。

国外对鱼类 � � � � 的起源和性腺分化的研究虽有所

报道
“ 一’们 ,

但大部分的研究只是停留在光学显微镜的水平上
。

用革胡子站 ���
。 , �� , ��� 。�

, 。
� 做实验材料研究硬骨鱼的原始生殖细胞和性腺分化是基于这种鱼是属于多次产卵类

型
,

实验需要的胚胎材料
,

在能控制温度的养殖室条件下几乎一年四季都可获得 � 加之对

革胡子站的原始生殖细胞和性腺分化的研究在国内外都未曾有正式的报道
。

十孟孑毛犷

材 料 和 方 法

用人工催产和人工授精方法获取受精卵
。

受精卵在 �� 一�� ℃ 的水温缸内发育
。

脱

膜前每隔 �一 � �� 取一次材料
, � 天后脱膜

,

脱膜后每天取一次材料
。

材料分别用 �。�

� � ’�
液

、

� � �� �
’, 液

、

� � � � �
’�
液

、

戊二醛和饿酸固定
。

超薄切片制备中
,

先做厚切片
,

用甲基胺蓝染色
,

光镜下确定 �� � � 的位置
。

超薄 切

片厚度 � �� 一 � �� 入
,

醋酸双氧铀和柠檬酸铅染色
。

日本 �
一

�� � 透射电镜观察
。

石蜡切片厚度 �一 �产�
,

�
一� 染色

。

组织化学方面
,

用碱性磷 酸 酶 和 糖 元 反 应

�� � �� 的作用液染色 ��  �。

� , 污, 年 � 月 � � 日收到
。
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结 果

�一� 脱膜前

在发育程序上
,

最先观察到 �� � � 是在受精后 ��
,

此时胚胎发育为原肠早期
。

在靠

近卵黄囊的内胚层内发现两个相邻的 �� �� �图版 � � ��
。

两个 �� � � 的体积明显地比

其周围的内胚层细胞大
, � � � � 的周围有一定的细胞间空隙

。 �� �� 的直径大 约 都 为

� �户� ,

核径为 �
�

�产�
,

细胞质的一端都有稍为变形的突起
, ‘

核呈缺刻状或叶状分裂的变

形
。

细胞质内有丰富的线粒体
,

核糖体
,

单层膜包围的卵黄块和一些无膜包围的电子致密

物 �图版 � � � �
,

电子致密物主要呈细线状
,

多数分布在核的附近
,

电子致密物聚合块的直

径一般为 �� �� �
,

此时细胞质内的内质网不发达
。

受精后 � 天
,

此时胚胎已发育到器官形成时期
,

在后肠的后部
,

中胚层之间有一运动

行为的 �� � �图版 � � � �
,

该细胞的整个外形呈
� 型

,

核也呈
� 型

,

细胞膜伸出的伪足插

人中胚层内
,

伪足伸出的方向为背向运动方向
,

变形的 � � � 比周围的中胚层细胞大
,

胞

径为 � �产�
,

核径为 �拌�
,

细胞质内有较多的线粒体
、

无膜包围的电子致密物
,

电子致密

物聚合块的直径为 , �� �
,

主要呈颗粒状 �在核周围及伪足内可见较长的纤维状结构
,

内

质网在细胞中开始丰富起来
,

卵黄块已消失
,

从此以后的 �� � � 的细胞质中不再见有卵

黄块物质的存在
。

�二 � 脱膜后一生殖蜡出现

受精后 � 天
,

此时胚胎已脱膜 � 天
,

在后肠的前部
,

肾管下的中胚层之间可见一梨形

的 ��  �图版 �� � �
,

该 ��  的胞径为 � �产�
,

核径为 � 产�
,

周围有几个比 ��  小的

中胚层细胞附着
。 ��  的细胞质内有丰富的线粒体

,

长而弯曲的内质网
,

无膜包围的电

子致密物
。

电子致密物的分布为细线状和颗粒状的结构大约各占一半�图版 � � , �
。

受精后 � 天
,

此时胚胎已脱膜 � 天
,

全长 �
�

�� �
,

在后肠的后部
,

可见一 � � � 位于

肾管下的中胚层内
,

该 �� � 的胞径为 巧户�
,

核径为 �产�
,

�
一 � 染色后

,

细胞质内有

着色较深的物质�图版 � � � �
。

受精后 �� 天
,

鱼全长 �
�

� � �
。

在肾管下可见一 � � � 位于生殖晴 ��
� � � �� �� ��� � ��

中
,

此时的生殖晴没有膜包围
,

也没有微血管发生
。 �� � 位于生殖峭的最下端

,
�
一�

染色后
,

细胞质内有着色较深的物质
。

该 � � � 的胞径为 �� 产�
,

核径为 ��  拌� �图版

�� � � �
。

戈三� 生殖噜的分化和发育

受精后 �� 天
,

鱼全长 �
�

�� �
,

在低倍电镜下可观察到肾管下的生殖崎在扩大 �图版

� � � �
,

生殖峭外还没有膜包围
,

但已出现初始的微血管
,

柄部没有管腔形成
,

生殖晴中的

上皮细胞大多数呈立方状
, �� � 位于生殖晴的最下端

。

该 � � � 的胞径为 � �那�
,

值得

注意的是在超薄切片中的横切面中这个 �� � 显示有 � 个核的横切面 �图版 �� � ���
,

其

实此时的核与图版 � �� 中所示的 �� � 的 � 形核是相似的
,

是一个 � 形核的 � 个横切面
,
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一个核径为 , 拜�
,

另叮个核径为 �
�

�拌�
。

该 ��  的细胞质内具有丰富的线粒体
,

较长

而弯曲的内质网
,

无膜包围的电子致密物
。

此时的 电子致密物有的已经集中形成较大的

聚合块
,

直径可达 � � �� �
,

主要呈颗粒状
,

在大的聚合块之间和周围有许多小的聚合块

�图版 �� � � �
。

在 � � � 和周围的上皮细胞之间有细胞质桥 �� ��
� � �� �� �� � � �� � � � 相 联

系�图版 ��� � � �
。

受精后 �� 天
,

鱼全长 �
,

�。�
,

观察到生殖腺中除了上皮细胞和生殖细胞外
,

在生殖

腺中开始出现裂隙
,

且生殖腺外有膜包围 �图版 �
� � � �

。

但生殖腺的柄部没有纵裂的腔

出现
。

生殖腺中裂隙腔的出现显示该生殖腺有向卵巢分化的趋向
。

生殖腺中生殖细胞的

直径为 ��
�

�严�
,

核径为 �产�
。
�

一� 染色后
,

细胞质内有着色较探的物质
。

受精后 �� 天
,

鱼全长 �
�

�� �
,

在低倍电镜下观察到一细长的具有膜包围的 生 殖 腺

�图版 � � � � � �
,

在生殖腔的较上部有一 �� � ,

它的胞径为 ��
�

�产�
,

核 径 为 �
�

�产�
,

细

胞质内的线粒体分布较均匀
,

电子致密物聚合块的直径为 � �� � �
,

主要呈细线状
,

细胞

质内还有长而弯曲的内质网 �图版 �� � � � �
。

在生殖腺的柄部有由上皮细胞形成 的 纵 裂

小腔
,

将来在此小腔内形成输精管
。

在生殖腺靠近柄部的位置出现初始的微血管�图版

��� � � � �
。

受精后 �� 天
,

鱼全长 �� �
,

可见生殖腺内的裂隙增大形成初始的卵巢腔
,

卵原细胞

的直径大多数为 ��
�

�产�
,

核径为 �
�

。拌�
,

它们排列在卵巢腔的周围
。

此时的生殖腺已

发育到 � 期卵巢�图版 � � � �� �
。

受精后 �。天
,

鱼全长 ��� �
,

可观察到 �期精巢
,

精巢内充满了精原细胞 �图版��� ��

� , �, 精原细胞的直径多数为 ��
�

�拌�
,

核径为 �
�

� 拼�
,

它们分散排列在精巢中
。

在精巢

的上部靠近柄部的地方有一输精管
,

此时输精管的管腔还非常小
,

它是处在生殖腔柄部的

纵裂小腔 �图版 �� � � � �� 经扩大而形成的腔内
。

受精后 � �� 天
,

鱼全长 � � 。m
,

可观察到 11 期卵巢
。

在 n 期卵巢中发育的卵原细胞

的超薄切片中观察到细胞质中具有较多的
、

比较集中的线粒体
,

电子致密物常与线粒体

相联系
,

大的电子致密物聚合块直径可达 560n m
,

电子致密物主要呈颗粒状 (图 版 m
:

6)
。

发育的卵原细胞的直径为 14
.
, ”m

,

核径为
‘

6

.

75

户m
。

受精后 387天
,

鱼全长 25c m
,

在低倍电镜下可观察到成熟的精巢
,

此时精巢内充满

了成熟的精子
,

在精细小管的壁上可观察到成束排列的精原细胞
,

在管腔内可看到许多成

熟精子的头部(图版 n l: 17)
。

精原细胞的直径为 12 一20 产m
,

核径为 6一10户m
,

细胞质

中有较多的线粒体
、

内质网及可能具吞噬功能的泡状结构
,

电子致密物多数分布在核的周

围且主要呈细线状 (图版 n l:18)
。

( 四) 碱性磷酸酶和钻原反应

PG c : 对碱性磷酸酶作用液和糖原作用液呈阳性反应
。

与碱性磷酸酶作用液反 应

呈灰黑色; 在糖原反应中
,

P G C
s 的细胞质呈浅红色

,

细胞核 用 苏 木 精 复 染 后 呈 蓝

色
。
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讨 论

<一) 生殖细胞的起源

实验证实革胡子姑的生殖细胞不是起源于生殖晴本身的上皮细胞
,

而是从内胚层分

离出来经过迁移而进人生殖峭的
,

这与 w ei sm an n ( 188 , ) 提出在生殖细胞中存在着生

殖质的连续性的理论
〔9J 是一致的

。

在发育程序上最先发现 PG Cs 是在受精后 7h
,

在靠

近卵黄囊的内胚层内(图版 I
:l)

。

此时 PG C s 的细胞质内电子致密物主要呈细线状
,

内

质网尚不发达
,

这可能与此时它们的迁移活动范围不大
,

新陈代谢未进人旺盛时期有关
,

卵黄块的存在也说明此时 PG Cs 的新陈代谢还不很旺盛
。

R
e
i
n
h
a r

d
(
1 9 2 4

)

t‘。,
认为在 Scardinius (红眼鱼属)中的 pG C s 来源于卵黄囊 内 的

卵黄多核体
。

作者认为这种可 能性不大
,

因为卵黄多核体本身没有完整的细胞结构
,

只有

细胞核的共质体而缺乏细胞膜的界限
。

( 二> 原始生殖细胞的特征

以前对鱼类 PG Cs 的特征研究多限于组织学的方法
,

在光镜下根据细胞的大小
、

着

色的深浅及某些细胞化学反应来鉴定
,

虽然这些特征在 PG cs 中确实存在
,

但缺乏 PG c
。

与其它细胞相区别的本质特征
。

作者通过电镜观察到在下列各个时期中都存在着与生殖细胞相关的物质—
无膜包

围的电子致密物
。

这种特殊的物质在生殖细胞中存在着明显的连续性
: ¹ 在成熟精巢的

精原细胞中(图版 H l
:17 ,

1
5)

;
º

11 期卵巢中发育的卵原细胞中(图版 n l:16); » 有向

精巢分化趋势的生殖腺中的 PG C 中(图版nl:13); ¼ 尚未形成膜被的有向卵巢分化趋

势的生殖晴中的 PG C 中 (图版 11
:9 ,

1 0
)

;
½ 迁移到肾管下中胚层内的 PG C 中(图版

I:4 ,

5)
;

¾ 具主动迁移能力的 PG C 中 (图版 I:3); ¿ 在靠近卵黄囊的 内 胚 层 内 的

PG C 中(图版 I
:l ,

2
)

。

这种无膜包围的电子致密物只有在生殖细胞中才能被发现
。

国外学者把这种电子致密物称为生殖质 (G
erm plasm 〔, , ,

G
e r

m i
n a

l d
e n s e

b
o

d i
e s

)

〔叼、

朦胧子 (N
u age)

、

卵黄核 (Y
olk nu cleus) 或巴尔比尼尔体 (B

albiani bodies)
。

朦胧子

表示的是 电子致密物从细胞核移到细胞质中的过程
,

但至今电子致密物的最终来源还不

十分清楚
。

有来源于细胞核或来源于电子致密物附近的线粒体的两种说法[4]
。

卵黄核或

巴尔比尼尔体所表示的是 电子致密物与卵黄形成的关系
,

这是因为以煎的研究多数是在
光镜下观察细胞结构

,

仅在鱼的 H 期卵巢的 2 时相卵母细胞的细胞质中发现有着色较深

的物质
,

而 2 时相卵母细胞是处在开始具卵黄物质的 3 时相卵母细胞之前
,

从而推测该

着色较深的物质与卵黄的形成有关
,

故有卵黄核之称
。

经电镜观察
,

卵黄核的结构就是由

电子致密物和周围的线粒体以及一些膜状结构组成[2]
,

这些复合结构是否与卵黄的形成

有关现在仍然不太清楚
。

因此
,

把这种电子致密物称为卵黄核是狭隘的
。

根据以上分析
,

把这种电子致密物称为生殖质是有科学依据和实际意义的
,

因为它与生殖细胞密切相关

是十分清楚的
。

经对果蝇和两栖类中的生殖质的研究
,

认为生殖质的成分中有 R N A[ 1]
。

作者推测生殖质与其周围的线粒体联系在一起可能与蛋白质的合成有关
,

R N A 能够转
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译蛋白质
,

而线粒体可提供能量
。

在胚胎发育早期
,

内胚层中的 PG c s 具有卵黄块
,

这是区为 PG c s 此时靠近卵黄囊
,

容易从卵黄囊内吸取卵黄作为营养物质
。

在鳃鱼早期胚胎中的 PG C s 中开始也是有卵

黄块
,

随着胚胎的发育
,

卵黄块逐渐减少
,

以致消失
。

革胡子站的 PG cs 具有体积大
、

核

膜和细胞核有不同程度的变形
、

对碱性磷酸酶和 PA s 呈阳性反应等特点
,

但 PG C s 区别

于其它细胞的根本特征就是有生殖质的存在
。

< 三) 原始生殖细胞的迁移

通过实验观察
,

发现革胡子站 PG cs 在从内胚层迁移到中胚层的过程中
,

因为 PG Cs

的细胞膜和核都具有有利于变形运动的细胞学行为(图版 I
:1)

,

因此说 PG c s 具有主动

迁移的能力;但在 P G C: 的周围仍然有内胚层细胞附着
,

束缚着 PG cs 的运动
,

因此此时

PG Cs 的迁移还须借助周围组织细胞的分化生长过程中的推动作用
,

再则 PG C s 此时的

细胞质内尚有卵黄块的存在
,

说明它们的新陈代谢活动此时还不旺盛
,

主动迁移的速度和

范围都是有限的 (图版 I
:l)

。

P G C 迁移到中胚层以后
,

随着中胚层分化为体壁中胚层和脏壁中胚层
,

P G C 沿着

肾管下的脏壁中胚层进行主动迁移(图版 1
:
3)

。

此时 PG C 的细胞膜和细胞核的 u 形结

构有利于细胞的运动
,

也有利于增大核质间的接触面积以适应细胞新陈代谢活动的加强
。

细胞质伸出的伪足方向与细胞运动的方向相反
,

在伸人到中胚层内的伪足中和细胞核的

周 围都具有长而弯曲的纤维状结构
,

推测这是与运动相关的微管系统 (图版 I:3)
。

此时
‘

细胞质内线粒体发达
,

内质网开始增多
,

而卵黄物质则已消失
,

这可能与 P G c 在迁移运

动中新陈代谢增强有关
,

生殖质由细线状转变成颗粒状似乎也与代谢活动有关
。

当 PG C 迁移到将来形成生殖晴的临近区域
,

迁移由主动改为被动(图版 I
:4)

,

此时

P G c 位于肾管下的中胚层之间
,

在 PG C 的周围依附着几个中胚层细胞
,

这些细胞可能

对支撑和推进 PG C 的迁移起作用
。

当 PG C 靠近生殖岭时
,

由于生殖上皮细胞的吸引

与内拉的作用使 P G C 进人生殖蜡内
。

P G C 进人生殖晴之前
,

生殖峭外是没有膜包围

的
,

这有利于 P G C 的进人
。

<
四) 性腺分化

性别的遗传机制决定于性染色体在受精卵中的排列组合
,

因此原始生殖细胞仅仅只

是一相对的名称
,

它们本身在发育过程中就包含着向雌性或雄性配子发育的因素
。

作者

为了表达上的方便
,

把在精原细胞和卵原细胞出现之前的生殖细胞都称为原始生殖细胞
。

性腺的分化包括两个方面
:
一是解剖学上的分化 ; 二是细胞学上的分化

。

生殖腺的形态

结构作为分化标志的有外部形态
、

卵巢腔
、

精细小管和微血管的位置等[31
。

细胞学上作为

分化的标志一般认为是减数分裂的开始
,

但很多鱼类个体发育到生殖细胞有减数分裂发

生时要经历一个较长的时期
。

H
a
m

a
g
u c

h i
(
1 9 8 7

) 在研究 日本阔尾鳃 鱼 (o
ryzia: lari

-

p es ) 的性腺分化时
,

认为生殖质的形态结构变化与生殖细胞的分化有关[6.
71。
作者在革胡

子站中发现
,

受精后 30 天
,

在尚未形成膜被的生殖峭中的 PG C 内的颗粒状生殖质明显

增多
,

线状的生殖质减少
,

颗粒状的生殖质集合成较大的聚合块(图版 H
:9)

,

与 H 期卵巢
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中发育的卵原细胞中的颗粒状电子致密物结构(图版 11 1
:16) 相似

。

此时生殖晴中的生殖

细胞数目在横切面上只看到一个(图版 H
:8)

,

没有象 I期卵巢中卵原细胞进行频繁的有

丝分裂从而使生殖细胞增多的现象
。

因此该生殖晴 (图版 H
:
s) 内的生殖细胞还没有发

育到卵原细胞
,

但可视为具有向卵原细胞分化趋势的 PG C ,

包含该 P G C 的生殖峭(图

版 H
:
s) 可视为具有向卵巢方向分化趋势的原始生殖峭

。

与上述情况相反
,

在受精后 36

天的生殖腺(图版 川
:12) 中的 PG C 的细胞质中颗粒状的生殖质减少

,

线状的生殖质相

对增加(图版 111
:13)

,

与成熟精巢内的精原细胞中的线状生殖质 结 构 (图 版 111
:15) 相

似
。

此时生殖腺内的生殖细胞数目在横切面上也只看到一个 (图版 获H :1 2)
,

没有出现象

l期精巢中的精原细胞进行频繁的有丝分裂从而使生殖细胞数目增多的现象
。

因此
,

此

时生殖腺(图版 H l
:12) 中的生殖细胞可视为有向精原细胞分化趋势的 PG C 。

该生殖腺

(图版 H
:12) 可视为有向精巢分化趋势的原始生殖腺

。

在解剖学方面
,

当微血管位于生殖腺的中央时
,

该生殖腺有向卵巢分化的趋向; 当微

血管位于生殖腺的背部时
,

该生殖腺有向精巢分化的趋向[3]
。

在受精后 30 天的生殖 峭

(图版 H
:
8) 中的微血管位于生殖晴的中央; 受精后 36 天的生殖腺 (图版 111

:12 ) 中的微

血管处于生殖腺的背部
。

因此
,

前者有向卵巢发育的趋势
,

后者有向精巢发育的趋势
,

这

与前面用生殖质的不同结构来区分生殖腺的分化方向的结论是一致的
。

再者
,

在后者的

生殖腺的柄部具有纵裂的空隙
,

随着发育这空隙逐渐增大
,

到受精后 70 天
,

在这空隙内形

成了 I期精巢中的输精管(图版 111
:15)

,

这也说明后者的生殖腺有向精巢发育的趋势
。

在受精后 35 天的生殖腺(图版 111
:11) 中开始出现空隙

,

这些空隙逐渐增大形成卵巢

腔
。

到受精后 50 天
,

则已出现明显的 I期卵巢 (图版 111
:14)

。

但是
,

I 期精巢的出现要

到受精后 70 天(图版 n l
:15)

。

比较起来
,

卵巢的分化要早于精巢
。
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刘少军
:
革胡子姑原始生殖细胞的起源

、

迁移及性腺分化 图版 I

了城

曳

1.受精后 7h ,

低倍电镜下示靠近卵黄多核体 的内胚层的 P G C s( 个)
, 火 1的 0; 2 .图 l 中 P G C 的细胞质

的部分放大
,

示生殖质(个)
, 丫 32 。。0; 3. 受精后 2 天 , 示体腔 (C O ) 内一运动的 P G C ,

示生殖质 (个)
,

丫 6 呜0 0 ; 4
.
受精后 4 天

, 低倍电镜下示肾管 (p D ) F 中胚层的 p G C (个)
, 火 1 6 0 0 ; 5

.
图中 p G c 的细

胞质的 部分放大
, 示生殖质(个)

, K 3 2 0 0 。

N ( 细胞核); P N (卵黄多核体); M IT (线粒体); Y K P (卵黄多核体内的卵黄); Y K (原始生殖细胞内

的卵黄); F (纤维 ); P C (肾管内的肾细胞); E R (内质网 ); M E (中胚层细胞 ); E N (内胚层细胞); C B
,

( 细胞质桥)

x
.
7 h ou rs after fertilizario n ,

l
o

w

一

p
o

w
e r e

l
e c t r o n

m i
e r o

g
r a p h y

o
f t h

e t w
o

P G C
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( 个) i
n th。

e n
d
o
d
e r

m
n e a r t

h
e

P N
,

又 1 6 0 0 ; 2
.
F u rth e r a m p lic a tio n o f fig

·

1

, s
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o
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n g t
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o g e r 比 P la s m

( t ) i
n rh o p G C , 只3 2 0 0 0 ; 3

·

2 d

a
y
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t e r

f

e r
t

i l i

z a t

i

o n
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刘少军
:
革胡子姑原始生殖细胞的起源

、

迁移及性腺分化 图版 11

6.受精后 6 天 , 示在后肠后部的肾管下的P G C
,

丫 6钧 ; 7. 受精后 13 天 , 示肾管下生殖靖中的 P G C
, 火‘峪。0;

8
.
受精后 30 天

, 低倍电镜下示生殖崎中的 P G C ( 个) 和微血管
, 丫 1 2 。。; 9. 图 8 中的 P G C 的细胞质

的进一步放大
, 示生殖质(个)

, ) ( 2 8 0 0 。; 10
.
图 8 中生殖晴内 P G C 的整体放大

,
示生殖质(个)和其他

结构, 只 8 2 4 0

6
.
6 d a y s a fte r f e rt ili z a tio n

, s
h

o w i
n

g t l
l e

P G C
u n

d
e r

P D
a t r l

, e
b

a e
k

( 、
f tl

一e
h i

n
d g

u t ,

火 6 4 0 :

7一 3 d
ays after fertilization ,

s
h

o
w

i
n

g
t

h
e

P G C i
n t

l

一e
g
e r

m i
n a

l
r
i d g e u n

d
e r t

h
e

P D

,

K 6 4 0
0

;

8

.

3 0 d
a

y
s a

f
t e r

f
e r

t
i l i

z a
t

i
o n

,

l
o

w
一

P
o w e r e

l
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m i
c r o

g
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P h y o
f t h

e
g

e r
m i

n a
l

r
i d g e

w i
t
h

a
P G C

( 个)
and a sm a ll blood vessel, 火 1 2 0 0 ; 9

.
F u rtl

, e r a
m p l i

c a t
i

o n o
f f i g
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8
, s

h
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