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摘要! 通过共表达分子伴侣的策略提高漆酶在毕赤酵母中的产量# 前期基于
9*3&*8 :8;</=*;

密

码子偏好性!合成了来源于
>'=='(8 $%& '(!

的漆酶基因!克隆至
%)*+,-

!转化
9*3&*8 :8;</=*;

./!!0

!得到重组菌株
))12

# 在
))32

中!分别过量表达蛋白质折叠$

4*)

%

5(6!

&%囊泡运输
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&%胁迫应激$
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&相关的
<

种分子伴侣'结果显示!共表达这
<

种分子伴

侣对分泌表达漆酶的菌株
))32

的正常生长没有影响( 共表达
4*)

使重组菌胞外酶活提高

70,=

!共表达
5(6!

胞外酶活反而降低
""=

(共表达其它
;

种分子伴侣对胞外酶活提高
!>=?

07=

) 组合共表达
4*)

和
89+!

的重组菌
)!

较
))32

胞外酶活提高了
<@"=

!酶活达到
7 >,< AB2

#

推测由于强化内质网中
4*)

水平进而提高了蛋白质折叠能力!从而提高其分泌效率# 该研究结

果将有助于发酵法生产漆酶的工业化#
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漆酶是含多个铜原子的一种多酚氧化酶!广泛

分布于真菌%高等植物%细菌和昆虫等生物中!"#

& 漆

酶可以高效地催化作用于各种酚类及非酚类化合

物!$#

!伴随着将氧分子还原为水分子& 漆酶作为化合

物合成或结构修饰的催化剂被广泛应用于环境的

生物修复!%#

%生物燃料生产!&#和生物制浆%纺织工业!'#

等& 尤其在造纸工业中!采用传统的强酸强碱高温

蒸煮制浆和化学法漂白!使废液中含有多种有毒有

害的有机化合物!(#

& 漆酶作为生物制浆和生物漂白

的催化剂在造纸工业中得到应用 !)#

!与其它木素分

解酶相比!漆酶催化效能高%反应条件温和%对反应

设备的要求低!*#

& 随着漆酶用途的不断发现!对该酶

的需求越来越大!因此提高漆酶的产量备受关注&

漆酶大多来源于丝状真菌!发酵周期长%操作

复杂%产生多种漆酶同工酶!阻碍了后续纯化!+#

& 异

源表达不仅可以克服此障碍!且可采用蛋白质工程

手段对酶分子改造!既可以提高产量!又能改善酶

学性能!,-#

!扩大其工业应用&目前漆酶在细菌%植物%

酵母中均已实现异源表达& 细菌分泌漆酶能力普遍

较低 !,,.,$#

!且易形成聚合体难以纯化&

/0123

等 !"4#在

+, -)." 56%',)

中用
' 7

体系发酵漆酶! 产量最高

为
' (-- 897

&在转基因植物中!漆酶产量更低!只有

'-:4'- 897

!,%.,&#

& 漆酶在酵母中主要以
/"-$"% &%'()*"'

和
0%##$%*)12-3' -3*34"'"%3

为宿主! 已有较多表达

成功的例子!然而普遍产量也不高!表达水平不仅

与酵母种类有关!还受漆酶同工酶种类的影响!,'#

&

巴斯德毕赤酵母"

/, &%'()*"'

'作为一种相对简

单的真核表达系统!可以对外源重组蛋白质进行正

确的折叠加工%糖基化修饰等!使用
5;<,

强启动

子!以甲醇作为碳源!实现了多种外源产物的高效

表达而得到广泛应用!,(#

&研究报道!不同的蛋白质在

毕赤酵母中表达时可能有不同的未折叠蛋白质响

应 "

8/=

'效应 !可以通过改善蛋白折叠加工 %运

输%胁迫应激等通路来提高
8/=

因子效应!从而帮

助外源蛋白质更好地分泌表达!,).,+#

&

6>?0@A>3

等!,)#的

研究结果表明! 在
0, -3*34"'"%3

表达系统中过量表

达
5, *33'3"

来源
8/=

转录因子
65B,

!使
!

淀粉酶

分泌量提高了
4C&

倍&陈凤祥!,*#等在
/, &6'()*"'

中共

表达
/DE

使重组菌
EFG".65H

表达量提高了
+-I

&

为提高漆酶的表达水平!作者拟通过表达蛋白

质折叠"

JE/

%

K=;"

'%囊泡运输"

HKB'%

%

HKB"

'%胁迫

应激"

65B"

%

LBG&

'等相关
(

种分子伴侣!以期提

高
73**386 @MC N=,

漆酶在重组
/, &6'()*"'

中的表

达水平&

)*)

材料

)*)*)

菌株及质粒
73**386 @MO N="

来源的漆酶

"

LPQPED

$

*++4-%

'$由南京金斯瑞公司按照
/, &6'()*"'

密 码 子 偏 好 性 合 成 (

+, -)." RS"-+

%

MSD ."+T

H>UM2P

%

ML5/VJ

和含重组质粒
M/EB+W.20XX0@P

的
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菌株
//.7

$均为作者所在实验室保存&
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主要试剂 限制性内切酶
/1. E

%

9$) E

和
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感受态制备试剂盒%

/Y>UPY HT5= 6H DG5

聚合酶%

DG5

连接酶$ 均购自大连宝生物
T0W0=0

公司(质

粒提取试剂盒%

L&,*

$ 购自上海生工生物工程股份

有限公司(酵母基因组
DG5

抽提试剂盒$购自天根(

酵母粉与胰蛋白胨$购自
;Z3>[

公司(底物
5JTH

$购自
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公司)美国'(博莱霉素
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"
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'$

购自
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公司(蛋白质
S0^PY
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液$ 均购自碧云天生物技术研究所(
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预制凝胶$ 购自
7>`P TPXAQ323?>P@

公司(其

他常规试剂及药品$为国产或进口分装&
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酵母提取物"

* &'()

蛋白
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* &'()

甘油"体积分数
%+,

的
%++ --./')

的
01

#

23 45+

$" 体积分数
%+,

的
%+!$61

酵母基础氮源

母液"

7!%+

89

&'()

生物素%

!""$

培养基!

% &'()

酵母提取物"

* &'()

蛋白

胨"

* &'()

甲醇"体积分数
%+,

的
%++ --./')

的
0!

#

23 4:+

&" 体积分数
%+,

的
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酵母基础氮源

母液"

7!%+
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生物素%
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方法
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毕赤酵母分子伴侣共表达质粒的构建

#<%%9

基因组
=6>

依照天根的酵母基因组
=6>

提

取试剂盒说明书进行%配制
+:? &'()

的琼脂糖对抽

提的基因组
@6>

进行凝胶电泳检测纯度" 使用

6AB.(C.2

检测其浓度"作为扩增分子伴侣基因的模板%

结合参考文献" 作者分别选取蛋白折叠'

!D0

(

EFG%

&( 囊泡运输 #

<EH9I

(

<EH%

&( 胁迫应激反应

#

3>H%

(

JH67

&模块中的
4

个基因"设计引物扩增

!" #$%&'()% J<%%9

分子伴侣基因"见表
%

) 取
+:9 !)

的
J<%%9

基因组
@6>

为扩增模板" 分别加入表
%

中的
4

组分子伴侣基因扩增引物"用
0CK-LC <MAC 3<

高保真酶扩增* 扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测确

认大小正确后"胶回收"用
!*+ D

和
,-' D

酶切+质

粒
2J>0N1

同样用
!*+ D

和
,-' D

酶切"柱回收+连

接" 构建成功
4

个分子伴侣的组成型表达质粒"并

将对分泌表达量有提高的分子伴侣进行组合共表

达"构建一系列质粒及菌株"见表
*

*

表
!

扩增分子伴侣所用引物

$%&'( ! )*+,(*- .-(/ 01* %,2'+0+3%4+15 10 36%2(*15(-

基因 引物名称 引物序列
JLBLD@

大小
'O2

酶切位点

EFG% EFG%;P H>HJQJ>HH>QJ>JJ>Q>JQ>>JJ>JHJQ>JH ? %RS 9*? % 9?7 !*) D

EFG%;F HQHJ>JQQ>H>>JQHQ>HQHQ>Q>QJQJJQ>Q ,-' D

3>H% 3>H%;P H>HJQJ>HH>QJHHHJQ>J>QQHQQHQH>Q>> ? %R4 47* RR4 !*) D

3>H%;F HQHJ>JQH>HHQJ>QHJHQ>QJH>QJQH>>HQ ,-' D

JH67 JH67;P H>HJQJ>HH>QJQHQJH>>JQ>HQQ>H>JQQQ ? %RS S?? SR* !*) D

JH67;F HQHJ>JQH>HQJ>QJQQQH>HQ>>>HQHQQQ> ,-' D

<EH%

<EH%;P

<EH%;F

H>HJQJ>HH>QJJHQQHQJ>QHQJ>QQ>>HHQ

JHJJHHJHHQ>QQQHH>>>>QQQHQQH>JHQQ

? *+% +74 * +4% !*) D

<EH9I <EH9I;P H>HJQJ>HH>QJQHJQQQQHQ>>Q>>>J>>J> ? %RR %9? S94 !*) D

<EH9I;F HQHJ>JQQ>H>JJJ>>>>J>JHQHHQQQ>>J ,-' D

1D0 1D0;P H>HJQJ>HH>QJHQJQHJQQ>>>>HH>QHQQJ ? %R? 799 * +IS !*) D

1D0;F HQHJ>JHQ>H>>HQH>QH>QJ>QH>Q>JQH>Q ,-'D

表
#

本研究使用的菌株和共表达质粒

$%&'( # 74*%+5- %5/ 2'%-,+/- .-(/ +5 46+- -4./8

菌株 特征 来源

." /'+) T"%+R

作者所在实验室保存

!" #$%&'()% J<%%9 3KU

缺陷型 作者所在实验室保存

00;) J<%%9

中转入质粒
20DHRV;)AWWAUL

本研究构建

>

类菌株 单个辅助因子共表达

00;);3>H% 00;)

中转入质粒
2#>0N1;3>H%

本研究构建

00;);#H67 00;)

中转入质粒
2#>0N1;#H67

本研究构建

00;);<XH% 00;)

中转入质粒
2J>0N1;<XH%

本研究构建

00;);<XH9I 00;)

中转入质粒
2J>0N1;<XH9I

本研究构建

00;);1D0 00;)

转入质粒
2J>0N1;1D0

本研究构建

00;);XFG% 00;)

中转入质粒
2J>0N1;XFG%

本研究构建

1

类菌株 两个辅助因子组合共表达

0% 00;);1D0

中转入质粒
2J>0N1;3>H%

本研究构建

0* 00;);3>H%

中转入质粒
2J>0N1;<XH9I

本研究构建

0I 00;);1D0

中转入质粒
2J>0N1;<XH9I

本研究构建

07 00;);JH67

中转入质粒
2J>0N1;3>H%

本研究构建

09 00;);1D0

中转入质粒
2J>0N1;JH67

本研究构建

04 00;);JH67

中转入质粒
2J>0N1;<XH9I

本研究构建

%
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毕赤酵母转化与筛选 漆酶表达质粒!将

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

质粒用
!"# #

单酶切线性化" 柱回

收后转化
$% &"'()*+' -./01

感受态"涂布
23

平板"

长出单菌落后"用含
-405

抗生素的
6"3

平板进行

拷贝数筛选#

分子伴侣表达质粒!将上述构建好的分子伴侣

共表达质粒"分别进行单酶切$

789 ##

%线性化"柱回

收后转化
"":(

感受态" 筛选平板选用含博莱霉素

;,<*=>

的
6"3

平板"并进行菌落
"$?

验证"获得单

一目标分子伴侣
3@7

条带的菌株即为阳性转化

子&

A

类菌株构建基于
7

类菌株制作的感受态"同

样电击转化相应线性化质粒后 " 用含博莱霉素

;,<*=>

的
6"3

平板筛选"菌落
"$?

验证"同时获得

两条目标分子伴侣
3@7

条带的菌株即为阳性转化子#

!"#"$

重组菌发酵 种子培养!取重组菌单菌落接

种于
6"3

培养基中"

BC !

'

DDE 9FG=>

培养
04 H

左

右活化种子(

生长培养!上述活化的种子液以体积分数
0EI

转

接于
A2-6

生长培养基中"

BE !

'

DDE 9FG=>

培养
D4 H

)

发酵培养!将上述培养液以
1 EEE 9FG=>

'

4 !

离

心
1 G=>

"菌体沉淀用无菌水洗涤
0JD

次后"全部转

接与
A226

发酵培养基中"

DDE 9FG=>

'

D1 !

摇瓶培

养" 每
D4

小时补加
DI

甲醇诱导培养" 取样进行

.3.'"7-K

鉴定#

!"#"%

重组菌发酵生物量的测定 菌体从
A2-6

生长培养基转接到
A226

发酵培养基后" 每
D4

小

时取发酵液"稀释"测定
L3

MEE

"计算菌体密度#

!"#"&

漆酶酶活测定 漆酶酶活力检测!取一定的

发酵液"

5 EEE 9FG=>

离心
0E G=>

" 取上清液作为粗

酶液# 漆酶反应体系为!

EN0 G(

酶稀释液"

0 GG<OF(

的
7AP. EN1 G(

"

0EE GG<OF(

*

!Q BN4

%的柠檬酸
:

柠

檬酸钠缓冲液
DN4 G(

"失活的酶液为空白对照) 漆

酶反应条件为!

BE !

将
7AP.

和柠檬酸
:

柠檬酸钠

缓冲液分别保温
1 G=>

"加入酶液"于
4DE >G

处测

定
B G=>

内吸光值的变化)

!"#"' .3. :"7-K

凝胶电泳分析 样品与
4 "

(<)R=>S TUVV,9

混匀后"

WD !

加热
0E G=>

" 蛋白质预

制胶购自
(=V, P,*H><O<S=,+

公司"

01E X

电泳
BE G=>

"

具体操作方法参考说明书)

!"#"(

漆酶的纯化及酶学性质测定 发酵液
5 EEE

9FG=>

"

4 !

低温离心
0E G=>

"得含漆酶的上清液) 将

上清液放在冰中保持低温"在磁力搅拌器上边搅拌

边加入硫酸铵粉末使其终质量浓度为
W1 SFR(

"离心

后将沉淀用
7

液*

0E GG<OF(

的
"A

"

!Q MNE

%复溶后

放入透析袋中"磁力搅拌器搅拌
D4 H

"用
END1 !G<OF(

的微孔滤膜过滤" 所得样品用
1 G(

阴离子柱
Y

柱

进行纯化) 柱纯化条件如下!用
1J0E

倍柱体积的
7

液对
Y

柱进行平衡" 待电导稳定后" 流速设置为
0

G(FG=>

从进样管道进样& 流速设置为
B G(FG=>

"用

1

倍柱体积的
7

液淋洗柱子&以
E

+

DEI

'

4EI

'

MEI

'

5EI

'

0EEI

的
A

液*

0E GG<OF(

的
"A

"

!Q MNE

"

0 G<OF(

@)$O

%进行梯度洗脱&取测到漆酶酶活的洗脱液在
7

液中过夜透析"

4 !

保存#

漆酶蛋白质质量浓度测定按照
A9)RV<9R

蛋白

质质量浓度测定试剂盒操作说明书进行&适当稀释

纯化后的漆酶测定酶活力及蛋白质质量浓度后"计

算比酶活&

按照
0NDN1

方法在不同温度下*

DEJWE !

"以
1 !

为间隔%测定酶活力"得到最适温度&在最适条件

下"分别以不同浓度
7AP.

*柠檬酸
:

柠檬酸钠溶液%

为底物" 测定不同
7AP.

浓度下漆酶的酶活力"

,

G

和
-

G)Z

用
-9)!H")R "9=+G1

拟合得到& 分别测定酶

液在
1E

'

ME

'

WE!

保温
EJDDE G=>

残留酶活"计算
(

0FD

#

#"!

共表达质粒的构建

按照图
0

构建各共表达质粒" 以
0NDN0

所述方

法
"$?

扩增这
M

种分子伴侣基因片段"得到与理论

值大小一致的条带" 见图
D

*

)

%# 将各扩增基因的

"$?

产物回收后"以表
0

所列的相应酶切位点双酶

切"

!-7";A

用相同酶切位点双酶切后连接' 转化"

提取重组质粒进行双酶切鉴定"见图
D

*

T

%# 各重组

表达质粒的命名见表
D

# 用于转化的各表达质粒均

测序验证"测序结果与理论值一致#

#"#

共表达菌株产漆酶验证

将测序验证正确的各个共表达质粒分别用
789

##

单酶切线性化后"电击转化
"":(

菌株"使用含博

莱霉素
;,<*=>

的
6"3

平板筛选后" 挑取
7

类菌株

使用
!-7";A

通用引物进行菌落
"$?

验证# 将
7

类菌株的阳性转化子进行发酵"测定漆酶产量#

为了考察组成型共表达各分子伴侣是否对亲

本菌株生长产生不利影响"将构建的各共表达菌株

在
A226

培养基上的生长曲线进行测定"结果见图

B

# 各共表达菌株的生长与对照菌株*

"":(

%没有显

结结结结结果果果果果与与与与与讨讨讨讨讨论论论论论
::::

:
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著差异!说明共表达质粒的整合没有影响菌株生长"

图
!

共表达质粒构建流程图

"#$% ! &'()*+,-*#'( '. -'/012+0))#'( 234)5#6 '. -7420+'(0)

图
8 9:!!;

来源的分子伴侣编码基因的克隆和重组共表

达质粒的双酶切鉴定

"#$% 8 &3'(#($ '. -7420+'(0) -'6#($ $0(0) .+'5 9:!!;

4(6 #60(*#.#-4*#'( '. +0-'5<#(4(* 234)5#6) .'+

-7420+'(0)

图
=

含分子伴侣菌株的生长曲线

"#$% = 9+'>*7 -,+?0) '. )*+4#() >#*7 466#*#'(43 -4))0**0 '.

-7420+'(0)

筛选表达量提高最明显的各共表达菌株转化

子作进一步的表达分析" 以表达菌株
!!"#

作为对

照!在相同的培养条件下培养各共表达菌株!发酵
$

%

后离心取上清液!进行
&'&"!()*

分析!见图
+

"

结果表明!各共表达菌株均成功表达漆酶!与对照

菌株相比!表达量有不同程度的提高"取发酵
$ %

的

发酵液离心取上清液作为粗酶液!测定各菌株的漆

酶酶活力!见图
,

"各共表达菌株的酶活力有不同程

度的提高!

!!"-"*./0

除外" 尤其是
!!"-"12!

的

酶活力为对照菌株的
+3,4

倍"

56 789:;<= >?8@;8A B6 !!C-A 0

!

!!C-C)DE+A F6 !!C-C*./0A

G6 !!C-C&*D,GA +6 !!C-CH(D0A ,6 !!C-C12!A I6 !!C-C

&*D0

图
@

各共表达菌株发酵上清液
:A:/BC9D

电泳分析

"#$% @ :A:/BC9D 4(43E)#) '. 466#*#'(43 '?0+0120+))#'(

-4))0**0 '. -7420+'(0)

为了考察不同模块的分子伴侣对外源蛋白质

表达的影响!选取上述各模块中效果好的
(

类菌株

进行不同模块间的组合共表达!即对表
F

中的
I

种

1

类菌株进行发酵"

(



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

*+,!-$) +. .++/ #%("-%" $-/ 0(+'"%&-+)+12 345678 -4699 :;9<

=$-1 %>?@5?A

!

?B C5

"

(DEF4GA@H B>? #?IF?B4FJ "KEF?LLA4@ 4M )CIICL? A@

!"#$"% &%'()*"' NJ %4O"KEF?LLA@H %>CE?F4@?L

图
!

摇瓶发酵各共表达菌株的相对酶活

"#$% ! &''()*+ ,' ), -(./0(++#,1 ,' )23/(0,1(+ ,1 *2(

43))3+( #1 +235( '43+5+

如图
!

所示!组合共表达菌株的产量基本都有

不同程度的提高"

!"#$%"

#!部分组合共表达菌株

较单个共表达菌株胞外酶活下降! 如
&'

$

&(

下降

(!)

%

图
6

不同共表达基因组合优化对异源表达漆酶的影响

"#$% 6 7/*#8#93*#,1 ,' :#''(0(1* ),-(./0(++#,1 )23/(0,1(+

,1 2(*(0,4,$,;+ /0,*(#1 /0,:;)*#,1 ,' 43))3+( #1

!"#$%&'()%

<%=

漆酶的纯化及酶学性质测定

按照
*+(,-

所述方法对漆酶进行纯化! 在
(.)

梯度洗脱时漆酶被洗脱出来%

/0/1&234

纯化条带

单一!见图
-

% 用
56789:68

测定蛋白质质量浓度!然

后计算比酶活并测定最适温度$

!

;

$

"

<7=

$温度稳定性

&

>.

$

!.

$

-. !

#!见表
?

%

图
>

纯化的漆酶的
?@?-ABC&

蛋白质电泳分析

"#$% > ?@?-ABC& ,' /;0#'#(: 43))3+(

<%D

共表达分子伴侣影响漆酶蛋白活力机制解析

外源蛋白质的分泌表达需要多个环节调控!在

内质网&

4@

#中蛋白质折叠成天然构象后被初步修

饰! 转运到高尔基体中作进一步糖基化等修饰!经

囊泡运输等环节最终分泌到胞外!错误折叠或未折

叠的蛋白质则被降解% 传统提高酶活的方法大都集

中在发酵条件的优化$启动子$信号肽$密码子优化

等方法上% 作者首次通过过表达不同功能模块的分

子伴侣来提高漆酶的产量!最终得到一株较出发菌

株漆酶酶活力提高
!.()

的菌株% 这是因为初生肽

链结合在
4@

中的
5A&

分子伴侣后稳定性增强!折

叠效率提高 B(.C

'大量未折叠或错误折叠蛋白质会使

细胞产生未折叠蛋白质响应 &

D&@

#!

E2F*

通过过

表达其控制的
4@G*

$

/4F*

等分子伴侣以缓解代谢

压力!调控
D&@

信号B(*C

!促进蛋白质折叠效率% 上述

结果说明漆酶在
#$ %&'()*+'

中的折叠能力和未折叠

蛋白质引起的胁迫压力是限制漆酶高效表达的关

键因素%

表
=

漆酶的动力学特征

E3F4( = G#1(*#) /0,(0*#(+ ,' 43))3+(

名称 比酶活
HIDJ;KL "

<7=

I*JML !

;

JI!;:NJOL

"

<7=

J!

;

IOJI;:N

(

MLL

最适温度
J! (

*J(

BPC

N7<<7MQ *.R-+("*>+! SRP+? ?+*P".+*R (SP+( >>I7= TE ?+RL

*-.+.I7= >. !L

->+.I7= !. !L

S+!I7= -. !L

P
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关于漆酶的异源表达已有大量研究报道!然而

从细胞层面对菌株改造鲜有报道' 本研究第一次通

过共表达分子伴侣提高漆酶在
+< /.'&("*'

中的分泌

表达' 结果显示! 过表达酵母中蛋白质折叠#

!"#

(

$%&'

&( 运输 #

($)*+

(

(,-'

&( 胁迫应激#

./01

(

2034

&通路中的相关分子伴侣!与
##56

#胞外活力

为
*** 786

& 相比! 胞外漆酶活力提高
19:5+;<:

#

$%&1

除外&!其中共表达
="#

酶活力提高了
+;<:

!

>;? @6

摇瓶发酵使得胞外酶活达
> *4A 786

) 接着

组合共表达不同模块中效果较好的共表达元件!漆

酶产量进一步提高
B:5;+:

!重组菌
#1

#同时共表

达
="#

与
./01

& 较
##56

胞外漆酶酶活力提高

B?>:

!

>;? @6

摇瓶发酵胞外酶活力最高达
+ C<B 786

'

本研究首次通过过表达不同功能模块的分子伴侣

来提高漆酶的产量!研究结果表明!这一措施有显

著效果!这一举措对促进漆酶的产业化进程提供了

新的思路'
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会 议 消 息

会议名称"第九届纳米材料国际研讨会

大会官网$

!""#$%%&&&'()*+,*-',./%+,*-0.0*+0%123456789%

大会时间$

6789

年
86

月
8:38;

日

大会地点$曼谷阿诺玛酒店

投稿系统$

<""=$%%&&&'()*+>*-'>./%?0/@A".)"@>*BCDE@AA@>*%F0-)CG"')A=HI1>*-0.0*+0JKL88MN

会议简介$第九届纳米材料国际研讨会%

5<0 9"< 1>*-0.0*+0 >* 2)*>E)"0.@)GA

&定于
6789

年
86

月
8:38;

日在泰国曼谷

隆重举行' 会议旨在为从事纳米材料研究的专家学者(工程技术人员(技术研发人员提供一个共享科研成果

和前沿技术!了解学术发展趋势!拓宽研究思路!加强学术研究和探讨的平台' 大会诚邀国内外高校(科研机

构专家(学者!企业界人士及其他相关人员参会交流'

所有的投稿都必须经过
63:

位组委会专家审稿!经过严格的审稿之后!最终所有录用的论文将发表在

国际开源期刊上'

联 系 人$杨老师

邮箱咨询$

O@+PQP>*/&QR86S'+>E

手 机$

TNS 8;7 M8:U :UMM

微 信$

:76;M9M7UM

VV$ 8:U9U7SMS:

8


