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悬液芯片技术在生命科学与临床医学中的应用"

陈
!

奇#

!谭秋麟!

!廖俪雅!综述!徐海燕#

#审校

"重庆市垫江县人民医院&

#(

消化内科(

!(

检验科
!

1"""$"

#

!!

"关键词#

!

>'&/387V

悬液芯片技术(核酸(蛋白质(检测(高通量(研究进展

"中图法分类号#

!

F11$

"文献标识码#

!

K

"文章编号#

!

#$.#/0)10

"

!"#.

#

!2/)2*1/"1

!!

近年来#为了深入探索基因与蛋白#分子生物学技术也随

之得到了长足的发展)酶联免疫吸附试验$

[]?AK

%等技术应

运而生#促进了临床医学的飞速发展)由于患者及疾病的异质

性#单一因子检测的临床价值有限#比如对肿瘤检测最有价值

的血清学标记物甲胎蛋白$

Ka3

%#对肝癌诊断的灵敏度不到

."J

#因此联合多种血清因子检测对于提高临床诊断价值尤为

重要)在此基础上产生了一种高通量血清检测技术即悬液芯

片技术)而在诸多悬液芯片中#尤其以美国伯乐公司$

>'&<=%

%

生产的
>'&/387V

悬液芯片最为常用)经过近年来的发展#

>'&/

387V

悬液芯片技术已广泛应用于生命科学及临床医学实验*

诊断)目前#其主要应用于以下
)

个领域!基因组学*蛋白质组

学及转化医学)

>

!

>'&/387V

悬液芯片技术的原理及优缺点

>(>

!

>'&/387V

悬液芯片技术的原理
!

>'&/387V

悬液芯片技术

是一种新型分子检测技术#集流式细胞术*激光*磁珠*数字信

号处理及传统化学等技术为一体)它由
#""

种不同荧光标记

的一系列聚苯乙烯微球组成#微球内部染上两种不同的荧光染

料#每个不同颜色的微球可耦联一种对应靶分子的特异探针)

检测样品时#微球表面的探针分子与目标分析物结合#而未结

合的分析物将被清洗去除)然后再通过
>'&/387V

系统中的激

光来测定*识别微球编码和分析物#并进一步同步定量分析样

品中的多种不同的蛋白质*多肽*

TQK

片段及
FQK

片段)

>(?

!

>'&/387V

悬液芯片技术的优点及局限
!

>'&/387V

悬液芯

片技术能够显著减少实验时间#减少劳动力#降低检测费用)

该技术可以降低样品需要量$

#!(2

"

2"

$

]

样品%

&

#

'

#并能进行

多重检测$同时检测
#""

个指标%#可以显著提高单个样品的信

息量#而且能够获得不同分析物之间相互关系的数据)与传统

化学检测方法相比#

>'&/387V

悬液芯片技术具有更宽的动态检

测范围及更高的灵敏度)当然#

>'&/387V

悬液芯片技术同样具

有局限性#其主要缺点是进行多重检测血清中的特异性抗体

时#有可能对实验造成干扰#而且不能连续监测样品中靶分子

的浓度#也不能对样品中靶分子同微球上探针的结合情况进行

监测)此外#由于
>'&/387V

悬液芯片技术平台是一个开放系

统#进行聚合酶链反应$

39F

%多重检测时#

39F

产物有可能对

实验室造成污染)

?

!

>'&/387V

悬液芯片技术在基因组学中的应用

!!

与传统的平板核酸芯片技术相比#

>'&/387V

悬液芯片技术

在应用于高通量基因表达分析时#其使用更加灵活*简便#可按

照要求随意组合)

>'&/387V

悬液芯片技术检测核酸的方法主

要有直接
TQK

杂交*靶点特异性引物延伸技术*竞争性
TQK

杂交)目前最主要采用的仍然是直接杂交法#其原理是先用

39F

特异性扩增生物素标记目标
TQK

#扩增产物变性后与耦

联到微球表面的特异性核酸探针杂交#之后加入链亲和素标记

的藻红蛋白#再洗脱未结合的
TQK

#最后通过悬液芯片系统检

测)目前#在核酸检测方面#悬液芯片技术主要应用于单核苷

酸多态性$

AQ3

%分析*病原体的检测*核苷酸测序*人类白细胞

抗原$

Z]K

%分型等)

?(>

!

AQ3

分析
!

悬液芯片技术在发明的初期已经应用于

1*2)

重庆医学
!"#.

年
*

月第
1$

卷第
!2

期

"

基金项目$重庆市社会民生科技创新专项项目$

9A39!"#2AZ6AXh#"$$

%)

!

作者简介$陈奇$

#*00I

%#硕士#主治医师#主要从事消化内

科工作)

!

#

!

通信作者#
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!
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(:&N
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AQ3

分析&

!

'

)

6:Q=N=<=

等&

)

'在
!""$

年用液态芯片技术

$

VLKb

%对恶性疟原虫的感染进行
AQ3

分析#提高了疟疾诊断

方法的特异性和敏感性#并能提高少数物种中混合疟原虫物种

的感染的诊断率)

>&<G&8'-

等&

1

'对血栓形成患者相关的
AQ3

进行检测后发现#与传统的
39F

方法相比#悬液芯片法对基因

多态性的检测更为准确)

R&&

等 &

2

'对
KL3

结合盒转运蛋白

的
AQ3

进行了分析#发现
KL3

结合盒转运蛋白的多态性与化

疗后患者对药物的耐药性密切相关)

?(?

!

多重病原体的检测及分析
!

>'&/387V

悬液芯片技术检测

及分析多重病原体#可以用于常规疾病诊断*疫苗研究及大规

模的流行病学研究)目前主要应用于检测呼吸道病原体*肠道

致病细菌或病毒及人乳头瘤病毒$

Z3S

%等病原体)为了能同

时检测出多达
!"

种呼吸道病毒#

6=;&-

M

等&

$

'同时检测甲型

$包括其亚型
Z2

中的
Z2Q#

%和乙型流感病毒*副流感病毒*

呼吸道合胞病毒
K

型和
>

型*腺病毒*严重急性呼吸综合征冠

状病毒
Q]$)

和
ZRd#

等#并认为这可以作为一个定点试验

对全球新出现的流感病毒进行监视)此外#

]77

等&

.

'在
>'&/

387V

悬液芯片检测技术基础上开发了一种新的检查方法

$

F6K

%#能提高多重呼吸道病原体检测的特异性和灵敏性)

在检测肠道致病细菌或病毒方面#通过运用悬液芯片技术

对美国最常见的
$

种沙门菌血清型及副伤寒血清型
K

在
12

N'-

内进行检测#有研究发现这项结果准确性达到
*1()J

)而

]'4

等 &

0

'同样应用该技术检测轮状病毒*肠道腺病毒等
.

种病

毒#悬液芯片技术对病毒检测的敏感度及特异度分别达到

.2J

及
*.J

)

Z3S

是导致宫颈癌的主要因素&

*

'

#

A:;N'GG

等&

#"

'采用该

技术对
!!

种高危
Z3S

进行基因分型#能更好地应用于临床

的快速诊断及治疗)在病原体检测方面#与传统的
39F

方法

的诸多局限不同#

>'&/387V

悬液芯片检测法具有更简便*准确

度更高*高通量等特点#不仅能在短时间内准确对病原体进行

检查#并且在大样本的流行病学研究及疫苗接种等研究中更能

发挥巨大作用)

?(@

!

Z]K

基因分型
!

悬液芯片技术还能对
Z]KTQK

进行

分型)

?G&;

等&

##

'采用直接杂交法对
#"#0

名日本人中
Z]K

K

*

>

*

9

和
TF>#

进行分型#结果其准确率分别达到
02(*#J

*

02(")J

*

*.()!J

及
*"($.J

)

@U=_'

等 &

#!

'使用悬液芯片技术

等多种技术来对日本人群中
Z]K

的
*

个位点进行检测#其检

测结果与既往多个试验结果基本相符)

@

!

>'&/387V

悬液芯片技术在蛋白质检测中的应用

!!

传统的生物化学方法$如酶联免疫吸附试验*蛋白印迹法

等%在蛋白质组学研究中可以了解单个蛋白的结构及功能#但

对于该蛋白质对细胞或机体的影响及其机制却不能了解#更不

能了解细胞或机体整体性状的改变)而
!T

电泳和质谱分析

法则只能在蛋白的结构和功能的基础上#有限度地发现一些影

响其他蛋白表达的未知蛋白质标志分子)而悬液芯片技术在

蛋白质组学领域中的应用#特别是通过对各种细胞因子的检

测#则能更好地解决这个问题)

@(>

!

>'&/387V

悬液芯片技术应用于炎症的检测
!

除了
9

反应

蛋白$

9F3

%*降钙素原$

39L

%等有限的指标外#许多非特异性

炎症均无常规的检测指标#且无合适的检测手段进行检测#但

>'&/387V

悬液芯片技术为检测多个部位的各种炎症提供了一

个新的思路)

季节性过敏性鼻炎$

AKF

%的诊断目前尚没有常规检测指

标#而
Rj-'

P

等&

#)

'在一项关于加拿大人过敏性鼻炎的研究中

发现#

11

例
AKF

患者与
12

例常年性鼻炎$

3KF

%患者和
10

例

健康受试者#通过
>'&/387V

悬液芯片技术测定三者的鼻腔分泌

物的多种细胞因子并进行分析#结果发现#嗜酸性阳离子蛋白

$

[93

%*类胰蛋白酶*单核细胞趋化蛋白
/#

$

693/#

%和巨噬细

胞炎性反应蛋白
/#

6

$

6?3/#

6

%是合适的标记物来区分过敏性鼻

炎$

KF

%与健康受试者)因此#这项研究所采用的方法可以发

展成为一种诊断工具应用于临床常规诊断日常过敏性鼻炎)

慢性阻塞性肺疾病$

9@3T

%是一个重要的全球健康问题#

它会导致慢性炎症#并导致不可逆的气道损伤#

b77G=-

+

=8'

等&

#1

'认为#不同血清细胞因子水平可以作为
9@3T

炎症和肺

功能的替代生物标志物)为此#他们通过悬液芯片技术对
)"

例试验对象$对照组
*

例#

9@3T!#

例%的
10

个细胞因子水平

进行了检测#结果发现#与对照组相比#皮肤
L

细胞趋化因子*

嗜酸细胞活化趋化因子*肝细胞生长因子*白细胞介素$

?]

%

/$

*

?]/#$

和干细胞因子在
9@3T

患者中明显增高)值得一提的

是#这项研究确定了干细胞因子可作为
9@3T

的生物标志物)

@(?

!

>'&/387V

悬液芯片技术应用于肿瘤的检测
!

随着发病率

和病死率增加#癌症是中国的主要死因和重大公共卫生问题)

肺癌是癌症中最常发生及最主要的死亡原因#胃癌*食管癌和

肝癌也常被确诊亦被认为是癌症主要的死亡原因)因此如何

快速灵敏地检测出肿瘤是一个急需解决的问题&

#2

'

)血清中肿

瘤标志物种类较多#如
Ka3

*前列腺特异性抗原$

3AK

%*癌胚

抗原$

9[K

%*糖类蛋白$

9K

%

#!2

*

9K#*/*

等#但除了
Ka3

敏感

性大于
."J

以外#其他许多肿瘤标志物敏感性均较低#且对早

期肿瘤并无有效的血清检测指标)目前广泛应用于肿瘤筛查

的肿瘤标志物缺乏对人群早期疾病检测所需的敏感性和特异

性#为此#广大研究机构需要进一步寻找敏感性及特异性较高

的肿瘤标志物#以便能在早期检测出肿瘤)而
>'&/387V

悬液芯

片技术则为此提供了一种新的检测手段)近年来#重庆市垫江

县人民医院已经通过
>'&/387V

悬液芯片技术#致力于建立结肠

癌患者血清样本库#力图将该技术进行转化医学研究#有助于

提高结肠癌患者诊治水平)

6=;5&&5

等&

#$

'通过
>'&/387V

悬液芯片技术对结肠癌

T4_7,

分期
K

"

T

级患者各
#2

例及健康受试者
#2

例血浆标

本中的
!.

个细胞因子进行检测#结果发现
9[K

*

?]/0

和催乳

素与结直肠癌分期显著相关#因此他们认为联合检测
9[K

*

?]/0

和催乳素$

3F]

%表达#可以作为一种生物标记#用于区分

正常$不受影响%*结肠癌非恶性和结肠癌恶性的不同阶段)

在另外一项关于丙型肝炎*肝硬化*肝癌的研究中#

9&,G&/

G'-'

等&

#.

'使用
>'&/387V

悬液芯片技术检测丙型肝炎*肝硬化及

肝癌患者血清中多种细胞因子#研究结果表明!$

#

%只有在肝硬

化和肝细胞肝癌患者的血清中检测出高水平的肝细胞生长因

子$

Zba

%和
3F]

($

!

%在丙型肝炎*肝硬化*肝癌患者血清中#

均可检测出高水平的可溶性人表皮生长因子受体
!

$

,Z[F/!

"

-74

%#

,']/$F=

#瘦素$

][3

%和血小板内皮细胞黏附分子
#

$

3[/

9K6/#

%#表明这
1

种蛋白可能是肝炎发展至肝硬化*肝癌的生

物标记($

)

%

,?]/$F

的血清水平与肝炎患者的
9;'8%/34

P

;

评

分*肝硬化患者的肝纤维化阶段及肝癌患者肿瘤的大小均有

关#证实该蛋白可作为肝炎*肝硬化及肝癌发展过程中的一个

预测因子)此外#他们还同时证明了存在
2

个相关蛋白质#包

括
[<5>/!

*

,']/$F=

*

3F]

*

Zba

和
][3

)

皮肤恶性黑色素瘤早期诊断较困难#为此#许多研究者进

行了相关实验进一步寻找皮肤恶性黑色素瘤的血清生物学指

标)在最新研究中#

R4:7<=

等&

#0

'对
#.2

例黑色素瘤和
$#

例健

康人进行研究#黑色素瘤患者根据
><7,8&C

评分分为
1

组#探

讨
?]/!

*

?]/$

*

?]/0

*

?]/#"

血浆水平是否与黑色素瘤的检测及

2*2)

重庆医学
!"#.

年
*

月第
1$

卷第
!2

期



前哨淋巴结转移阳性存在相关性)结果发现#在
><7,8&C

评分

每个阶段血浆
?]

水平存在显著改变!在
><7,8&C

评分第
#

阶

段#

?]/!

*

?]/$

和
?]/#"

检测结果呈阳性(在
><7,8&C

评分第
!

阶段
?]/!

*

?]/$

*

?]/0

检测结果呈阳性)通过比较阳性和阴性

的前哨淋巴结转移组#

?]

水平差异显著)因此#他们认为
?]/

!

*

?]/$

和
?]/#"

是诊断早期黑色素瘤的有效生物标志物#

?]/!

和
?]/$

也可以作为判断其预后的生物标志物)

@(@

!

>'&/387V

悬液芯片技术应用于其他方面的检测
!

目前#

>'&/387V

悬液芯片技术已广泛应用于蛋白质组学*转化医学*

病理和药理的研究等领域中#并且一些公司针对性地研发出了

一些蛋白质检测产品试剂盒)因此#

>'&/387V

悬液芯片技术除

了可以用于检测炎症*肿瘤等疾病外#其他一些难以检测的细

胞因子*蛋白也可以凭借这项技术进行检测)

D&-

P

等&

#*

'认为#代谢因素同样会影响慢性乙型肝炎自然

发展)为此#他们采用了
>'&/387V

悬液芯片技术对中国人群中

!$$

例慢性乙型肝炎患者的脂肪炎性因子&包括肿瘤坏死因

子
/

'

$

LQa/

'

%*

?]/$

*脂联素*

][3

*抵抗素'进行检测#并对患者

行常规肝活检后组织切片及其他临床实验室检测#研究发现#

脂联素可防止胰岛素抵抗和肝脏脂肪变性#但对肝损伤无影

响#而
LQa/

'

*

?]/$

及乙型肝炎病毒量和病毒基因型均是损伤

肝脏的独立因素)

R7887<

等 &

!"

'将炎性细胞中的
9=,

O

=,7/#

进

行
FQK'

处理#并对
9=,

O

=,7/#

的
FQK'

细胞和对照组细胞进

行紫外照射#刺激其分泌多种细胞因子#然后测定这些样品分

泌的
!.

种细胞因子)结果发现对照组中
?]/#

6

水平是

9=,

O

=,7/#FQK'

组的
)

倍#而其他细胞因子如
?]/#

'

*

6?3/#

'

*

LQa/

'

*

b6/9Aa

*

?aQ/

7

等#对照组 也 明 显 高 于
9=,

O

=,7/#

FQK'

组)因此#

R7887<

等认为#

9=,

O

=,7/#

在非传统蛋白质分

泌的调节中起到了重要作用)

K85487,:4

等&

!#

'则通过
>'&/387V

悬液芯片技术发现#一种特殊类型的间质细胞
L9,

细胞$

G78&/

:

M

G7,

%可能通过旁分泌途径影响心脏干细胞$

:=<%'=:,G7N

:788,

#

9A9,

%#它在
9A9,

的分化和增殖中起调节作用)

通过
>'&/387V

悬液芯片技术对一些难以检测到的细胞因

子*蛋白进行检测过程中#不仅进一步了解了这些分子*蛋白的

作用#并能进一步了解其表达机制#因此#在现代检测技术中#

>'&/387V

悬液芯片技术应该进一步推广)

A

!

>'&/387V

悬液芯片技术在转化医学中的应用

!!

机体内分子和细胞水平的病变远远早于组织和器官#传统

基础医学及临床医学无法解决这个难题#在此基础上#出现了

转化医学)转化医学直接关联基础医学与临床医疗#聚焦具体

疾病#可以发现或部分发现早期已经发生分子和细胞水平的病

变#并把这些基础研究获得的知识*成果快速转化为临床上的

治疗新方法#为临床提供新疗法*新药物&

!!

'

)目前#

>'&/387V

悬

液芯片技术是从分子和细胞水平进行转化型研究的重要手段#

特别是对某一类蛋白表达谱分析#从而找到能预警疾病不同发

展阶段和指导用药的生物标志物)

目前认为炎症在急性缺血性脑卒中的进展中起重要作用#

为了证实这个观点#

@<N,G=%

等&

!)

'测定了
12

例急性缺血性脑

卒中患者的
#)

种血清细胞因子#并研究这些细胞因子与脑卒

中的关系)他们在
.!;

内对
12

例脑卒中组及
1"

例对照组的

血液标本进行采集#并在其发病
#

"

.%

后进行分析)结果发

现#急性缺血性脑卒中患者血清中
?]/#

*

?]/$

*

?]/0

*

?]/*

*

?]/

#"

*

?]/#!

*

?]/#0

和
bF@/

'

$

9h9]#

%均明显高于对照组#因此

他们认为#通过测定急性缺血性脑卒中患者血液中多种细胞因

子能早期发现急性缺血性脑卒中的炎性反应)

b=4

P

8'GU

等&

!1

'则在另外一项关于严重烧伤患者吸入性损

伤研究中#通过测定
?]/#

6

*

?]/!

*

?]/1

*

b/9Aa

*

96/9Aa

等
#.

种细胞因子#来明确未存活及存活患者血清中各种细胞因子含

量的差异#从而作为吸入性损伤患者存活的预警因子)结果发

现#在入院后的前
.%

中#与存活的患者相比#未存活患者血清

中细胞因子
?]/$

*

?]/#"

*

?]/.

均明显升高)而测定血清中
?]/

$

*

?]/.

*

?]/#"

水平较为方便和简单#因此#可以通过检测这些

因子作为烧伤后患者是否有死亡风险的预警因子)

另外#悬液芯片技术同样可应用于临床指导用药)表皮生

长因子受体的酪氨酸激酶抑制剂$

[baF/LR?

%已在非小细胞

肺癌的靶向治疗中得到广泛应用#但
[baF/LR?

并非对所有

非小细胞肺癌患者均有效#

[baF

基因突变型别不同#肺癌患

者接受
[baF/LR?

治疗疗效也不同&

!2

'

)在此基础上#

b4&

等&

!$

'通过
VLKb

液相芯片技术检测
[baF

基因第
#0

"

!#

号

外显子的突变情况#评价
VLKb

液相芯片法检测的敏感性和

特异性)结果发现#

!"""I!"#!

年中国大陆
##)*

例肺癌患者

中#共获得
##)1

例患者基因突变检测结果#检测成功率达到

了
**(2$J

#因此他们认为采用
VLKb

液相芯片法可有效检测

肺癌
[baF

基因突变#实现突变分型#进而指导临床药物
[b/

aF/LR?

治疗非小细胞肺癌)

除此之外#悬液芯片技术也同样广泛应用于其他各种疾病

的研究)比如
[,G7

O

等&

!.

'通过悬液芯片技术发现
b;<78'-

基

因的产物在非酒精性脂肪性肝炎$

QKAZ

%及纤维化中起到重

要作用)

Q'4

等&

!0

'则发现血管生成和促炎标志物的水平在镰

刀形细胞贫血病的青少年患者中明显升高#并有可能加重肺动

脉高压的风险)综上所述#基于
>'&/387V

悬液芯片技术的转化

医学可以明确早期已经发生分子和细胞水平的病变#并且这个

结果也能进一步指导临床个体化用药治疗)

>'&/387V

悬液芯

片技术在转化医学中扮演了十分重要的角色)

B

!

>'&/387V

悬液芯片技术的前景及展望

!!

>'&/387V

悬液芯片技术从发明至今仅十多年时间#但是已

经广泛应用于生命科学研究中的各个领域)

>'&/387V

悬液芯

片技术虽然仍有一些缺点#比如多种反应物检测时混合交叉的

干扰#不能连续监测待测样品中靶标物的浓度#多重
39F

时技

术操作复杂#数据的处理尚不够优化等等#但可以预期的是#随

着
>'&/387V

悬液芯片技术水平的完善#未来
>'&/387V

悬液芯片

技术将逐渐取代传统的
[]?AK

等检测手段#能够在临床医学

检验*基础医学的研究*新型药物的研发*公共卫生等大型基础

领域方面发挥重要作用#而在临床上能进一步广泛应用于多种

疾病的基因诊断*多种疾病各阶段的预警分子检测*感染性疾

病病原体鉴别*临床个体化药物治疗等方面#最终能够从分子

和细胞水平的层面上产生一场新的技术革命)

参考文献

&

#

'

b4N48

M

=`

#

A=-:;',̂

#

F77GU6L(6=-

MO

=G;C=

M

,'-8=5&/

<=G&<

M

7B&84G'&-:=-87=%G&'N

O

<&B7%7-U

M

N7,

!

;&CG&7,/

:=

O

7E<&N8&:=8N'-'N=

&

^

'

(9;7N>'&9;7N

#

!"#!

#

#)

$

.

%!

#"$"/#"$$(

&

!

'

7̀a

#

]'6A

#

L=

M

8&< T̂

#

7G=8(a84&<7,:7-GN':<&,

O

;7<7/

5=,7%<7=%&4GG7:;-&8&

PM

E&<N48G'

O

87V7%;4N=-,'-

P

87

-4:87&G'%7

O

&8

M

N&<

O

;',N=-=8

M

,',=-%5=:G7<'=8'%7-G'E':=/

G'&-

&

^

'

(Z4N=-64G=G'&-

#

!""#

#

#.

$

1

%!

)"2/)#$(

&

)

'

6:Q=N=<=TL

#

R=,7;=

P

7-]̂

#

b<'N57<

P

>L

#

7G=8(T'=

P

/

-&,'-

P

'-E7:G'&-87B78,&EE&4<;4N=-N=8=<'=

O

=<=,'G7,

O

7/

:'7,5

M

=

O

&8

M

N7<=,7:;='-<7=:G'&-

"

8'

P

=,7%7G7:G'&-<7=:/

G'&-E84&<7,:7-GN':<&,

O

;7<7/5=,7%=,,=

M

&

^

'

(KN^L<&

O

$*2)

重庆医学
!"#.

年
*

月第
1$

卷第
!2

期



67%Z

MP

#

!""$

#

.1

$

)

%!

1#)/1!#(

&

1

'

>&<G&8'-A

#

>8=:_6

#

6&%'Z

#

7G=8(K-=8

M

G':=8B=8'%=G'&-

&EG;7G=

P

/'G;'

P

;/G;<&4

P

;

O

4GN':<&,

O

;7<7/5=,7%4-'B7<,=8

=<<=

MP

7-&G

MO

'-

PO

8=GE&<N

!

=

OO

8':=G'&-G&G;7N48G'

O

87V%7/

G7:G'&-&E=

O

=-78&EG;<&N5&

O

;'8'=/=,,&:'=G7%,'-

P

87/-4/

:87&G'%7

O

&8

M

N&<

O

;',N,

&

^

'

(98'-9;7N

#

!""1

#

2"

$

##

%!

!"!0/!")$(

&

2

'

R&&AZ

#

@-

P

L9

#

9;&-

P

RL

#

7G=8(648G'

O

87V7%

P

7-&G

M

/

O

'-

P

&EK>9G<=-,

O

&<G7<

O

&8

M

N&<

O

;',N,C'G;G;7>'&

O

87V

,4,

O

7-,'&-=<<=

M

&

^

'

(>'&83<&:7%@-8'-7

#

!""$

#

*

$

#

%!

!./

1!(

&

$

'

6=;&-

M

]̂

#

9;&-

P

A

#

67<=-G7a7G=8(T7B78&

O

N7-G&E=

<7,

O

'<=G&<

M

B'<4,

O

=-78G7,GE&<%7G7:G'&-&EGC7-G

M

;4N=-

<7,

O

'<=G&<

M

B'<4,7,5

M

4,7&EN48G'

O

87V39F=-%=E84'%

N':<&57=%/5=,7%=,,=

M

&

^

'

(̂98'-6':<&5'&8

#

!"".

#

12

$

*

%!

!*$2/!*."(

&

.

'

]77D6

#

b<'-%87R

#

3=

OO

=,L

#

7G=8(Z'

P

;/G;<&4

P

;

O

4G

#

,7-,'G'B7

#

=-%=::4<=G7N48G'

O

87V39F/N':<&,

O

;7<7E8&C

:

M

G&N7G<

M

,

M

,G7NE&<8=<

P

7/,:=87:&N

O

<7;7-,'B7%7G7:G'&-

&E<7,

O

'<=G&<

M

B'<4,7,

&

^

'

(̂ 98'-6':<&5'&8

#

!"".

#

12

$

0

%!

!$!$/!$)1(

&

0

'

]'4`

#

h4XY

#

X;=-

P

Y

#

7G=8(A'N48G=-7&4,%7G7:G'&-&E

,7B7-7-G7<':B'<4,7,=,,&:'=G7%C'G;=:4G7

P

=,G<&7-G7<'G',

5

M

=N48G'

O

87V7%84N'-7V/5=,7%=,,=

M

&

^

'

(̂ 98'-6':<&5'/

&8

#

!"#!

#

2"

$

.

%!

!)01/!)0*(

&

*

'

Z=4,7- Z(K

O

'88&N=B'<4,7,'-G;7:=4,=G'&-&E;4N=-

:=-:7<,/=5<'7E;',G&<':=8=::&4-G

&

^

'

(S'<&8&

PM

#

!""*

#

)01

$

!

%!

!$"/!$2(

&

#"

'

A:;N'GG6

#

><=B&?b

#

A-'

+

%7<,3̂

#

7G=8(>7=%/5=,7%N48G'/

O

87V

P

7-&G

MO

'-

P

&E;4N=-

O

=

O

'88&N=B'<4,7,

&

^

'

(̂98'-6'/

:<&5'&8

#

!""$

#

11

$

!

%!

2"1/2#!(

&

##

'

?G&; ]̀

#

6'U4_'Q

#

A;'N=%=L

#

7G=8(Z'

P

;/G;<&4

P

;

O

4G

TQKG

MO

'-

P

&EZ]K/K

#

/>

#

/9

#

=-%/TF>#8&:'5

M

=39F/

AA@3/84N'-7VN7G;&%'-G;7̂=

O

=-7,7

O

&

O

48=G'&-

&

^

'

(?N/

N4-&

P

7-7G':,

#

!""2

#

2.

$

!

%!

.#./.!*(

&

#!

'

@U=_'`

#

A4U4_'A

#

R=,;'C=,7R

#

7G=8(9&,G/7EE':'7-GN48/

G'

O

87V39FE&<<&4G'-7

P

7-&G

MO

'-

P

&E4

O

G&-'-7:8=,,':=8

Z]K8&:''-=,'-

P

87=-=8

M

G':=8<4-&EN48G'

O

87,=N

O

87,5

M

-7VG

P

7-7<=G'&-,7

W

47-:'-

P

&

^

'

(>69b7-&N':,

#

!"#2

#

#$

$

#

%!

)#0(

&

#)

'

Rj-'

P

R

#

R87N7-,9

#

[%7<R

#

7G=8(9

M

G&_'-7

O

<&E'87,'-

-=,=8E84'%&E

O

=G'7-G,C'G;,7=,&-=8&<

O

7<,',G7-G=887<

P

':

<;'-'G',

&

^

'

(K887<

PM

K,G;N=98'-?NN4-&8

#

!"#2

#

##

$

#

%!

!$(

&

#1

'

b77G=-

+

=8'>

#

67<=

+

K_

#

K_;'87,;RA

#

7G=8(A7<4N:

M

G&/

_'-7

O

<&E'8'-

P

=-%7-<':;N7-G=-=8

M

,',<7B7=8G;7'-B&8B7/

N7-G&E'NN4-&8&

P

':=8=-%'-E8=NN=G&<

MO

=G;C=

M

,'-,G=/

587

O

=G'7-G,C'G;:;<&-':&5,G<4:G'B7

O

48N&-=<

M

%',7=,7

&

^

'
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