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摘 要：细胞质膜是构成细胞对外界环境的屏障和细胞内外环境交流的界面，镶嵌或连接于其中的蛋白质参

与细胞 $细胞以及细胞 $细胞外基质的识别、信号的接受和跨膜传导、细胞内外物质的转运；此外，质膜蛋白质
在药物研发中也起着非常重要的作用，在现有的药靶中质膜蛋白质占%&’ ( 因此质膜蛋白质组学研究成为亚
细胞蛋白质组学研究的热点(然而在质膜蛋白质组学的研究中，由于很难获得高纯度的质膜样品，因此这一领
域的研究具有很大的挑战性(现主要对质膜及其微区结构的纯化方法和质膜纯度的评价标准作扼要的介绍(
关键词：细胞质膜) 纯化；纯度鉴定
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生物质膜最基本的功能是维持细胞内微环境

的相对稳定C并与外界环境不断进行物质交换C能
量和信息的传递C 对细胞的生存、生长、分裂和分
化都至关重要 ( 此外，生物质膜的选择通透性、能
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量传导和信号传递等的基本机制也为仿生学的研

究提供了基础和原型 % 质膜蛋白质组的研究具有
很重要的意义，因为它不仅有助于对细胞信号传

导，细胞与细胞间的相互作用，离子以及溶液的传

递的研究，同时也为疫苗研究、病理研究提供了新

的方法与手段 % 质膜蛋白质在药物研究中起着相
当重要的作用，是广泛的药物设计靶标，细胞质膜

蛋白质占整个已知药物靶标的 &$’ % 细胞质膜的
功能基本上都是由占细胞总蛋白质的 #$’ (
#)’的质膜蛋白质执行的 * ! + %
近年来的研究肯定了大多数哺乳动物细胞质

膜有微区结构存在, 称为脂筏 - ./0/1 2345 6 和质膜
微囊 - 7389:.39 6 % 脂筏和微囊都是质膜上富含胆
固醇和鞘磷脂的微结构域（;/72:1:;3/<=），在低温
下这些区域能抵抗非离子去垢剂的抽提，所以又

称为抗去垢剂膜 （19592>9<5? 29=/=53<5 ;9;@23<9=，
ABC=）% 它们在转运、体内胆固醇平衡和信号传
导，及在各种疾病，包括动脉粥样硬化等方面有很

重要的作用 %
正是由于细胞膜及其微区具有如此重要的功

能，细胞质膜的蛋白质组学分析引起了研究者的

广泛兴趣 % 但进行质膜蛋白质组的研究，获得一
定量高纯度的质膜及其微区结构是非常重要的 %
而膜蛋白质特点之一是丰度低，所以必须进行细

胞质膜的富集；尤其是微区结构，在整个细胞蛋白

质中仅占 $% )’，在质膜蛋白质中也只占 #’ *# + %
因此，质膜蛋白质组的研究在低丰度膜蛋白质的

分离上遇到了方法学上的挑战 %

! 细胞膜纯化方法

进行质膜蛋白质组研究的首要条件是获得高

纯的膜片段 % 常用的细胞质膜纯化方法有离心法
（包括差速离心法和密度梯度离心法）、两相分配

法、硅珠结合法、自由流电泳法（DDE）以及亲和分
离法 -包括生物素亲和纯化和凝集素亲和纯化 6 %
!" ! 离心法
最早最经典的细胞膜提取就是根据不同膜结

构的沉降系数分离的差速离心法和利用各成分密

度不同而分离的密度梯度离心法，直到现在离心技

术还是亚细胞提取最常用的方法%尽管其它技术
DDE和亲和免疫分离等已经发展用来分离细胞膜,
但是在这些方法中或多或少还是要用到离心法%
!% !% ! 差速离心
差速离心 * F +指在密度均一的介质中不同大小

的颗粒通过在不同的离心力场的作用下沉降速度

不同而分离 % 通过不断增加相对离心力，使一个
非均匀混合液内的大小、形状不同的粒子分部沉

淀 % 理论上沉降快的颗粒首先到达管底，而沉降
慢的颗粒仍留在悬液中 %
但实际上由于各种颗粒在离心沉降前在介质

中是均匀分布的，沉淀系数在同一个数量级内的

各种粒子不容易分开，而使分离不够完全，因而差

速离心的分辨率不高，较难得到很纯的质膜 % 因
此，差速离心法常用于其他分离手段之前的粗制

品提取 %
!% !% # 密度梯度离心
对于组织样品最经典的还是密度梯度离心

法% 它是基于形成密度梯度溶液的密度及不同膜
的密度之间的差异来分离质膜 % 密度梯度可以是
非连续的或连续的 %
虽然不同的亚细胞器的组成决定了其相对的

密度,但分离的程度还取决于密度介质的性质%最
常用的密度介质是蔗糖，比较新的介质包括 GH?
7:19<I* J +、K927:.. * ) +等% 蔗糖性能稳定，价格便宜，
是理想的梯度介质% L.:<192* " +等用蔗糖密度梯度

提取质膜, 得到了很好的质膜样品，鉴定了! F$"
种蛋白质,其中)&% F’为已知的整合膜蛋白质或
者膜结合蛋白质,同时有!#!种微区蛋白质%与蔗
糖相比，GH7:19<I 在相同密度下有小得多的渗
透压 % K927:.. 梯度可预先形成，也可在离心过
程中形成，梯度十分稳定 % 此外，它也不穿透细
胞膜 % MN9< * ) +等用 K927:.. 梯度分离胰腺细胞质
膜，经电镜和酶活性分析，得到了高度纯化的

质膜样品 %
与差速离心相比，密度梯度离心可以得到较

纯的膜，但因为许多亚细胞结构的密度不是定值，

而是一个范围，而且几个细胞器如细胞质膜、轻线

粒体、高尔基体等密度很接近，各膜体系之间很容

易发生粘连，用离心的方法很难达到理想的纯度%
所以后来也发展出了其它一些有效的分离方法，

如双相系统法、免疫亲和法等 %
!" # 液态两相系统分离
两相分配法的基本原理是在一定浓度范围内

两种高分子的亲水聚合物聚乙二醇 KEOFF)$ 和
葡聚糖 A9P523<Q?)$$等质量比混合后不能充分溶
合而形成悬浮的两相 % KEOFF)$位于上相，A9P?
523<Q?)$$ 位于下相 % 当物质进入双水相体系后，
由于表面性质、电荷作用和各种力（疏水键、氢键
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等）的存在和环境因素的影响，使其在上、下相中

分配的浓度不同 $ 质膜倾向于分配上相，而其他
内膜倾向于分配下相或界面，从而达到分离的目

的 $ 近年来此法已广泛应用于各种组织和细胞质
膜的纯化 $ %&’()*+’,--.*等 / " 0 用两相法分离的拟

南芥质膜纯度为 123且含胞质侧的膜泡4 所鉴定
的整合膜蛋白质中的 # 5 6是以前文献没证实的 $
两相法系统最常用的是聚乙二醇和葡聚糖系

统，其它也有盐和多聚物系统、789 5硫酸盐系
统、789 5磷酸盐系统 / : 0 $
两相法系统每相中含有 ";3 < 1;3的水4 为

质膜的分离提供了温和的环境$与蔗糖密度梯度
离心相比，两相法分离质膜不需要高速离心4是一
种快速、简便和有效的方法，所得质膜纯度较高，产

率稳定，还有数据表明两相法获得的质膜还保持了

功能活性（如受体结合等）和未修饰的酶活性 /1 0$
影响两相分配效果的因素是多样和复杂的 $

膜在传统两相法中的分离要考虑膜表面的性质4
电荷情况4但聚合物的浓度、分子质量大小和盐浓
度是主要的影响因素 $
此外 %*+’,- 7’,--.*/ !; 0等提出了亲和两相分

离法，可很好地分离低丰度的膜蛋白质$常用的亲
和两相试剂= 789>抗体、789>胺衍生物和葡聚糖
>?@’)A B’,C )BB&DAE*E*等$ 7’,--. %等 / !! 0利用亲和

两相法提纯了质膜$它将 &’FAE* ?@’)A>B’,C )BB&D>
AE*E*GH9%I共轭结合到葡聚糖上4利用 H9%能识
别质膜表面的糖链4结合糖蛋白质和糖脂4和质膜
外表面的唾液酸和 J> 乙酰氨基葡萄糖结合的性
质将质膜从其它膜中纯化出来$
!" # 阳离子硅胶法
阳离子硅胶分离细胞膜 / !# 0的方案在 #;多年

前就被提出来了$它是通过阳离子硅胶与细胞膜
结合来增加细胞膜的密度（大于细胞核），从而与

其它细胞器分离$这种方法主要用来富集细胞质
膜$ K)@L),/ !6 0等运用 MNOPQ>RM阳离子硅胶法结
合质谱和生物信息学的蛋白质组学技术分离贴壁

培养的人乳腺癌细胞系 SRT>"和悬浮培养的人复
合骨髓瘤细胞系 K7SU:##V的细胞膜$ K7SU:##V
质膜富集了!:倍$分离的 SRT>"细胞质膜，在鉴定
的6VV种蛋白质中4 2;3为质膜蛋白质$该方法也
可以用于活组织样品的质膜提取$ WF@*EAX’,/ !Y 0等

将硅胶溶液灌流到大鼠肺组织中，然后匀浆组织

分离细胞膜，得到了富集#;倍的质膜样品$
与梯度离心法相比，此法操作简单，得率也

较高，同时可使膜片外表面免受化学和酶的破

坏 $ R’X)**’ / !2 0发现用 Z’,F.&& 梯度离心得到的质
膜易受到溶酶体等的污染，且无法从纯化的质膜

中去除 Z’,F.&&，影响了下一步的纯化和分析 $ 但
用硅胶法分离质膜时，质膜得到了很好的富集，得

率为 V23，且硅胶能大量地去除 $ 不过硅胶法不
能用于组织匀浆样品，对原材料需求大，且存在内

质网的污染 $ 同时硅胶和细胞表面的结合受到
Z[4 渗透压和反应溶液中离子条件的影响 $ 同时
细胞全部破碎是很关键的4 因为未破碎的细胞会
与硅胶包裹的膜片段发生共沉淀4 造成对膜分离
的影响 $ 但细胞不能破碎过度4 因为它会破坏硅
胶层4减少质膜的得率 $
!" $ 连续自由流电泳
连续自由流电泳 G RT88I 是由连续流动的支

持流动相缓冲液携带样品相在电场的作用下实现

分离的一种电泳分离技术，也被称为 [)**E*B型
自由流电泳4 简称自由流电泳（TT8）/ !V 0 $ TT8是一
种基于液相的等电聚焦的方法，根据等电点、分子

质量大小、分子形状等不同，样品的泳动能力不

同，因而被分离成多个组分并收集 $ 自由流电泳
能有效分离低丰度的膜蛋白质，广泛地用于分离

细胞膜，因为在生理条件下4细胞膜的表面带有大
量的负电荷 $ RDAE&&)-等 / !" 0用 TT8法提取质膜，根
据标志酶活分析，质膜得到了很好地富集，且所鉴

定的含有一个至多个跨膜结构域的质膜蛋白质比

例高 $
由于 TT8是一种基于液体的样品分离 5制备

技术，它同所有下游分离技术（如 #>O8或 MR>SW）
相容 $ 它可以在非常温和的环境 G低密度和低粘
度的等渗介质 I中进行4纯化的速度快，可以连续
进样、连续分离和被分离组分的连续收集，因此样

品的上载量没有限制，有利于发现低丰度的膜蛋

白质，液相分离保证初始样品具非常高的回收率$
然而因自由流电泳是完全无载体的液相电

泳4导致稳定性、分辨率都不易控制 $ 且大部分的
细胞器4由于具有相似的表面电荷密度4所以很难
用这种方法分离 $ 因此现在单纯通过 TT8 分离
膜蛋白质的文章不多，通常与其他方法结合纯化

质膜 / !: 0 $
!" % 亲和纯化
!$ 2$ ! 生物素亲和纯化
最近很多研究报道用生物素 >亲和素亲和纯

化法提取细胞质膜，明显降低了其他亚细胞结构

王细娥等：蛋白质组研究中细胞质膜的纯化和纯度鉴定研究进展
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蛋白质的污染 & 亲和素 （’()*)+）又称抗生物素
（,)-.)+）蛋白质，每个亲和素分子有生物素结合的
/ 个位点，二者可牢固结合成不可逆的复合物 &
现在使用更多的是从链霉菌中提取的链霉和素

（0.123’()*)+），是理想的与生物素结合的试剂 & 生
物素 4亲和素纯化质膜的原理是水溶性生物素可
以标记活细胞的细胞表面蛋白质，通常与质膜表

面的赖氨酸 !4氨基共价结合，而不会穿过质膜标
记细胞内的蛋白质，然后利用亲和素亲和纯化标

记了生物素的细胞质膜，能很好地富集低丰度的

质膜表面蛋白质 & 56’-7!8 9等用生物素标记亲和纯

化人肺癌细胞质膜，然后用 :;:4<=>?和 @A4B: C
B:对质膜蛋白质进行分析，最后鉴定出了 "8"个
蛋白质，其中 D"!种为已知的定位在质膜上的蛋
白质E 且其中的F#% G%D& HI J为整合膜蛋白质&这
样可以将质膜富集/$$倍而污染很少，尤其是经高
盐（! K-L C @ MAL）和高 3N （$& ! K-L C @ O’#APH）洗

涤后，可以得到很纯的整合质膜蛋白质&
为了研究细胞表面蛋白质 E 必须避免对胞

内蛋白质的标记，因此防止细胞的破裂十分重

要 & NQ1L2R 7 #$ 9等发现这种方法能保持被标记细

胞的活性 E 被标记的细胞还能做功能和其它方
面的研究E 如检测细胞表面受体和配体的相互作
用E检测细胞表面蛋白质的更新 &
生物素亲和法需要大量的细胞样品E 因此对

体内样品的标记受到限制 & 但可很好地应用于样
品丰富的癌细胞系及其它培养细胞系的质膜蛋白

质组表达谱研究 7 #! 9 &
!& F& # 凝集素亲和纯化
凝集素亲和标记法 7 ##E #H 9是采用凝集素与细胞

膜表面的糖脂化合物决定簇反应，结合超速离心

来分离质膜的方法E 此方法同样会有不同程度的
内质网等污染 &
凝集素（@2S.)+）是指一种从各种植物，无脊椎

动物和高等动物中提纯的糖蛋白质或结合糖的蛋

白质 & 已知哺乳动物的质膜有占蛋白质总量 !I
T !$I的碳水化合物，并主要以糖蛋白质的形式
存在 & 凝集素最大的特点在于它们能识别糖蛋白
质和糖肽中，特别是细胞膜中复杂的碳水化合物

结构，即细胞膜表面的糖脂化合物决定簇 & 一种
凝集素具有对某一种特异性糖基专一性结合的能

力 ， 如 刀 豆 素 与 "4;4 吡 喃 糖 基 甘 露 糖
（"4;4B’++-3R1’+-0R）结合；麦芽素与 O4乙酰糖胺
（O4’S2.RLULQS-0’K)+2）结合 & 因此，凝集素可以作

为一种探针来研究细胞膜上特定的糖基 &
由于大量的膜蛋白质外表面高度糖基化，

:31)+U21 7#/ 9用凝集素亲和法选择性地富集培养的

卵巢瘤细胞的糖基化蛋白E 成功地鉴定了大量的
整合膜蛋白质，包括受体 G酪氨酸激酶受体E 多跨
膜结构域受体 J、膜结合受体、蛋白酶、膜结构蛋白
和黏附因子等 &
每种方法都有自己的优点，然而单一的方法

常常并不能达到很好的效果，研究者往往是将两

种或两种以上的方法组合使用 7 #FE #% 9 & O-1L)+U7#F 9等

第一次用两相法结合蔗糖密度离心的二维分离方

法从蓝藻菌属 %"$H中纯化了质膜和类囊体膜，得
到的膜纯度高，其他细胞器的污染少 &
!" # 细胞膜微区结构分离
目前的研究表明膜上受体在介导跨膜信号转

导时，通常是在细胞质膜上的质膜微囊和脂筏结

构中进行的，与微囊不同的是，脂筏这类特殊的微

区E 其尺寸大多数在纳米量级上 G数十个到上百
个纳米 J E 由于太小而无法用光学显微镜观测到E
故而长期徘徊在我们的视野之外 & 因此膜微区的
蛋白质组学研究正成为生物学研究的一个热点 &
目前已经从各种哺乳动物的细胞中纯化到微区结

构，包括上皮细胞、内皮细胞、肌肉、神经和肿瘤细

胞等 &
目前已报道从组织或组织培养的细胞中纯化

膜穴的方法大致可分为以下 F类V
!）早期微区样品的制备一般是利用它们在

/ W时不溶于非离子去圬剂 X1).-+ Y4!$$的特点，
经 !I X1).-+ Y4!$$处理后通过 FI至 H$I的蔗糖
密度离心收集低密度去垢剂不溶的微区 7 #D 9 & 这是
现在分离质膜微区成分最常用的方法，随后也发

展了其他去垢剂，包括 @Q,1-L ZY、[1)\ F"、
O</$、AN=<: 和 -S.RLULQS-0)*2 等 & 但还是有去
污剂可溶的高丰度蛋白质的污染 &

#）另一个有效地从组织和组织培养的细胞
中纯化微区的方法是根据微区轻的浮力密度 &
相对其他可溶性的膜，微区结构高的脂 C蛋白质
比例使其密度较低，故通过离心分离得到微区

结构 & :K’1. 7 #" 9等首先用 <21S-LL 梯度分离到质
膜，接着将膜超声至小的片段后经过两步 P34
.)<123密度梯度离心，收集样品经免疫印迹分析，
微区成分相对于粗质膜富集了# #$$倍，微区受体
相对于粗质膜富集了!$$倍，且微区含有所有膜胆
固醇的/I &但是这种方法费时且得率也较低 &
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$）%&’()*&’&+#" , 等首先用蔗糖梯度离心得到

低密度的 -./(成分，由于脂肪、蛋白质等的复杂
成分及其相互作用或翻译后修饰使得 -./(不均
一，为了有效地分离 -./(各组分，他们进一步通
过 001，根据各个 -./(成分电荷的不同很好地
分离了密度相同的 -./(2

3）组织匀浆后经常规的分级分离，首先去除
外周膜蛋白质，接着将质膜经蔗糖梯度离心富集

轻密度的质膜后，进一步用 456’789:!;;处理，蔗糖
离心，最后经碳酸钠处理得到所需的微区样品 +$; ,2

<）通过离心或免疫吸附从阳离子硅胶纯化的
细胞质膜中回收膜穴 2 =>?86’@A5 +$! ,等将阳离子硅

胶灌注到大鼠肺血管中，BC>7DA8@梯度离心和蔗
糖梯度离心得到所需的微区结构 2 经 >&EA7F68等
标志蛋白质定量免疫印迹分析，发现质膜成份相

对于起始匀浆物富集了 $;倍，而分离到的微区成
分中的 >&EA7F68等相对于开始质膜成分富集了 !$
倍，且分离到 G;H I "<H的信号分子 2 =’&8 +$# ,等

用阳离子硅胶包裹内皮细胞后超声和蔗糖梯度分

离粗质膜，接着用 &8’6:>&EA7F68:>7&’AD微磁珠免疫
吸附分离微区结构，此法富集到 ";H的 J&EA7F682

! 质膜纯度判断标准

提取的质膜一般都需要进行纯度评价 2 到目
前为止，实际上多数关于膜蛋白质的研究在进行

样品制备时或多或少地含有其他细胞器的污染 2
纯度评价一般从 3个方面进行：形态学观察、

特异酶活测定、免疫印迹和膜组分分析法 2
!" # 形态学方法
形态学方法K 形态学观察主要是通过显微镜

来直接观察膜结构，看是否有其它组分的存在；常

规透射电子显微镜观察纯的细胞膜成空的膜泡或

片状的结构 2 扫描电镜观察质膜的外表面可能存
在一些细胞包被 L糖萼 M物质 2 电镜是纯度鉴定的
强有力的手段 2
!" ! 酶活测定法
特异酶活测定是比较经典的亚细胞结构纯度

评价方法，原理是每种细胞器都有特定的标志酶，

通过测定提取的膜组分和匀浆液中目标膜组分和

其他细胞器标志酶的特异酶活并进行排除，就可

以计算出提取的细胞器相对于匀浆液的富集度和

其他细胞器的污染程度 2 由于培养细胞的酶浓度
会发生改变N 用标志酶活作为测定质膜的产率和
纯度的唯一标准是不够的 2

质膜常用标记酶：OFP&F68A Q?7(Q?&’&(A LORM N
OFP&F68A Q?7(Q?7D6A(’A5&(A S LOR-M， B& T U % T

:O4R&(A以及 <V:B)>FA7’6D&(A+!< , 2 其它细胞器的标
记酶：苹果酸脱氢酶和琥珀酸脱氢酶（线粒体）；半

乳糖苷转移酶和 B:乙酰葡糖胺磷酸转移酶（高尔
基体膜）；酸性磷酸酶N !:半乳糖激酶和 !:氨基
葡糖苷酶（溶酶体）；过氧化氢酶（过氧化物酶体）；

葡萄糖 :W:磷酸酶或 BO-RX:细胞色素 >还原酶
（内质网）+ !< , 2
!" $ 免疫印迹法（%&’(&)*印迹法）
免疫印迹法主要利用细胞器上特定蛋白质的

抗体通过免疫印迹来评价纯度和污染情况 2
纵观这几年的关于质膜蛋白质组研究的文

献N常用的质膜 YA(’A58 ZF7’ *&5PA5 有：O8’6: >&EA:
7F68 ! ，O8’6:X:O4R&(A LR:’CQA M，O8’6:0F7’6FF68，O8:
’6:B& T U % T :O4R&(A+!$ ,，&8’6:<V:B)>FA7’6D&(A等，且
可用其它细胞器的标记蛋白质来检测污染 + " , 2
!" + 膜组分分析
在各亚细胞器中，脂质与蛋白质的比例是各

不相同的 2 在细胞膜中分析脂质与蛋白质的比例
可作为质膜纯度评价的标准之一 2 JA@&88A +#3 , 等

发现提取的质膜相对于整个细胞匀浆物，磷脂成

分相对减少，而胆固醇相对增高，进一步验证了所

提质膜的纯度提高 2
目前，很多文章同时用了两种或多种方法检

测质膜纯度，如电镜和酶活 + !< , 2
!" , 微区结构的纯度判断
微区结构纯度的检验同样有电镜法 + #" ,（微

区成直径为[; 8* 左右的空膜泡结构），免疫印
迹法 +#G,，以及膜组分分析法+#[,2有时两种方法同时使
用，如\A(’A58印迹法和组分分析法+#G,2 J&EA7F68:!是
破碎细胞分离膜穴的标记蛋白N但它并不是评价纯
度的理想分子N因为它在膜穴中的浓度是变化的2
此外纯化中所用的物理手段 L如阳离子硅胶、超声、
456’789:!;;等 M可以改变膜穴的分子组成N 使各个
实验室做出的结果对比困难 2 另外一个有效的膜
穴确认方法是它们相对大多数质膜有较小的浮力

密度N 不管是否用 456’789:!;;处理过N 它们都可
漂浮在较小的密度梯度层中 2

$ 小结与展望

在提取细胞质膜时，由于细胞膜和其他内膜

系统在结构和功能上都联系紧密，因此现有的分

离方法都不可避免地存在内膜系统的污染，区别

王细娥等：蛋白质组研究中细胞质膜的纯化和纯度鉴定研究进展
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只在于污染程度的轻重 $
目前没有一种单一的方法能达到很好的效果，

研究者往往是将两种或两种以上的方法组合使用，

如一般先用经典的离心方法分离得到粗膜样品，然

后再利用以上介绍的替代方法进一步纯化$
鉴于脂筏和质膜微囊含有较多信号分子，因

而对它们与信号转导的关系比较关注 $ 然而脂筏
和质膜微囊都很小，不易在位研究，又难以分离纯

化，这就需要引进与创立新的方法才能将这方面

的研究引向深入 $

参考文献（!"#"$"%&"’）(

% & ’ ()**+, -. /0, 1 2$ 234563789:3 ;4;<=>9> 5? 94@3AB;<
636CB;43 DB5@394> ?B56 3EC;F@3B9;<. ;BFG;3;4. ;4: 3EH;B=5@9F
5BA;49>6> % I ’ $ JB5@ KF9. &LLM. NO &"!L7&"PM$

% ! ’ *+K),Q+ R J. KS1-T-T J -. /+UV2+T+-,- I. !" #$$
SG;B;F@3B9W;@954 5? F;X35<94 7B9FG 636CB;43 :56;94> 9>5<;@3:
?B56 ;4 34:5@G3<9;<7B9FG >5EBF3O 96D<9F;@954> ?5B GE6;4 :9>7
3;>3 % I ’ $ I S3<< Y95<. &LLZ. &!#：&&&7&!#$

% P ’ T+S1)TU I. K+RJK0,. *+K) R S. !" #$$ JB5@3569F ;4;<=>9>
5? @G3 GE6;4 F5<54 F;BF9456; F3<< <943 [ *+R&!&\ ] O :3X3<5D7
634@ 5? ; 636CB;43 :;@;C;>3 % I ’ $ -<3F@B5DG5B3>9>. !""". !&O
&N"N7&NP!$

% Z ’ KJT-,2-T T T. KJ-+I-T U. Y)S^ I (. !" #$$ S56D;B;7
@9X3 DB5@3569F> 5? GE6;4 34:5@G3<9;< F3<< F;X35<;3 ;4: B;?@>
E>94A @857:9634>954;< A3< 3<3F@B5DG5B3>9> ;4: 6;>> >D3F@B567
3@B= % I ’ $ -<3F@B5DG5B3>9>. !""Z. !\O &\#7&N!$

% \ ’ S1-, _. ()*^-T ) ^. KQT)1*-T I T. !" #$$ 0BA;43<<;B
DB5@3569F>O ;4;<=>9> 5? D;4FB3;@9F W=65A34 AB;4E<3 636CB;43>
% I ’ $ R5< S3<< JB5@3569F>. !""#. \ [ ! ] O P"#7P&!$

% # ’ Y*0,U-T I. Q-TV,VR) ). S0,T)UK Q J. !" #$$ )
DB5@3569F FG;B;F@3B9W;@954 5? @G3 D<;>6; 636CB;43 5? GE6;4
3D9:3B69> C= G9AG7@GB5EAGDE@ 6;>> >D3F@B563@B= % I ’ $ I +4X3>@
U3B6;@5<. !""Z. &!P [Z ] O #L&7#LL$

% N ’ )*-_),U-TKK0, -. *)TKK0, S. ^I-**Y0R J. !" #$$
)B;C9:5D>9> D<;>6; 636CB;43 DB5@3569F> 9:34@9?93> F56D57
434@> 5? @B;4>D5B@. >9A4;< @B;4>:EF@954 ;4: 636CB;43 @B;??9FH7
94A % I ’ $ J<;4@ S3<< JG=>95<. !""Z. Z\ [&& ] O &\ZP7&\\#$

% M ’ R)TR)2,- ). T0V-Q R ). ‘-TT0 R. !" #$$ +:34@9?97
F;@954 5? 438 94@B94>9F DB5@394> 94 )B;C9:5D>9> D<;>6; 6367
CB;43 DB5@3563 % I ’ $ R5< S3<< JB5@3569F>. !""Z. P [ N ] O
#N\7#L&$

% L ’ R0TT- U I. R0TT- U R$ JB3D;B;@954 5? 6;66;<9;4 D<;>6;
636CB;43> C= ;aE35E> @857DG;>3 D;B@9@954 % I ’ $ Y95Q3FG7
49aE3>. &LML. N [ L ] O LZ#7L\M$

% &" ’ J-TKK0, ). I-T2+* Y$ QG3 DEB9??9F;@954 5? 636CB;43> C=
;??949@= D;B@9@95494A%I’ $ ‘)K-Y I. &LL\. L[&P] O &P"Z7&P&"$

% && ’ J-TKK0 ). I-T2+* Y$ JEB9?9F;@954 5? D<;>6; 636CB;43> C=
;aE35E> @857DG;>3 ;??949@= D;B@9@95494A % I ’ $ )4;< Y95FG36.
&LL!. !"Z [& ] O &P&7&P#$

% &! ’ S1),-b * ^. I)S0YK0, Y K$ S5;@94A F3<<> 89@G F5<<59:;<
>9<9F; ?5B G9AG =93<: 9>5<;@954 5? D<;>6; 636CB;43 >G33@> ;4:
9:34@9?9F;@954 5? @B;4>636CB;43 DB5@394> % I ’ $ I Y95< SG36.
&LMP. !\M [&# ] O &""#!7&""N!$

% &P ’ T)1Y)T ) R. ‘-,K-*)V S$ +4@3AB;@954 5? I;F5C>54c>
D3<<9F<3 63@G5: 94@5 DB5@3569F >@B;@3A93> ?5B D<;>6; 636CB;43
DB5@394> % I ’ $ I JB5@3563 T3>. !""Z. P [# ] O &!#N7&!NN$

% &Z ’ 01 J. *+ b. KS1,+Qd-T I -. !" #$$ KEC@B;F@9X3 DB5@3569F
6;DD94A 5? @G3 34:5@G3<9;< >EB?;F3 94 <E4A ;4: >5<9: @E65EB>
?5B @9>>E37>D3F9?9F @G3B;D= % I ’ $ ,;@EB3. !""Z. Z!L [#LL! ] O

#!L7#P\$
% &\ ’ S-d),,- *. ,)/)TT0 *. Q0S),,- I ‘$ +>5<;@954 5? @G3

D<;>6; 636CB;43 ;4: 5BA;43<<3> ?B56 SG943>3 G;6>@3B 5X;B=
F3<<> % I ’ $ Y95FG96 Y95DG=> )F@;. &LL!. &&&! [! ] O !"\7!&Z$

% &# ’ R0T+Qd T *. I+ 1. K+RJK0, T I. !" #$$ JB5@3569F ;4;<=>9>
5? F5<5B3F@;< F;4F3BO DB3?B;F@954;@954 >@B;@3A93> E>94A @85 :97
634>954;< ?B337?<58 3<3F@B5DG5B3>9> % I ’ $ S56D ‘E4F@ 23456.
!""\. #O !P#7!ZP$

% &N ’ SVQ+**)K J T. Y+Y-T I. R)T^K I. !" #$$ JB5@3569F
;4;<=>9> 5? D<;>6; 636CB;43 X3>9F<3> 9>5<;@3: ?B56 @G3 B;@ B37
4;< F5B@3e % I ’ $ JB5@3569F>. !""\. \ [ & ] O &"&7&&!$

% &M ’ SVJJ0*-QQ+ I$ S54@94E5E> ?<58 3<3F@B5DG5B3>9> ?5B >@E:= 5?
636CB;43 DB5@394 F56D;B@634@>$ ‘5FE> 54 fR5B3 @G;4 ;D9F;<O
:9>@B9CE@954 5? K2*Q& 94 S;F57! F3<<>f % I ’ $ )6 I JG=>95< S3<<
JG=>95<. !""P. !M\ [Z ] O SNP\7NP#$

% &L ’ d1)0 b. d1),2 (. ^10 b. !" #$$ JB5@3569F ;4;<=>9> 5?
94@3AB;< D<;>6; 636CB;43 DB5@394> % I ’ $ )4;< SG36. !""Z. N#
[N ] O &M&N7&M!P$

% !" ’ 1VT*-b ( *. ‘+,^-*KQ-+, -. 10*KQ Y U$ +:34@9?9F;@954
5? >EB?;F3 DB5@394> 54 C5X943 <3EH5F=@3> C= ; C95@947;X9:94
DB5@394 C<5@@94A @3FG49aE3 % I ’ $ I +66E45< R3@G5:>. &LM\. M\
[& ] O &L\7!"!$

% !& ’ J-+TS- R I. ()+Q T. Y-2VR K. !" #$$ -eDB3>>954 DB57
?9<94A 5? <=6DG5F=@3 D<;>6; 636CB;43 DB5@394> % I ’ $ R5< S3<<
JB5@3569F>. !""Z. P [& ] O \#7#\$

% !! ’ 210K1 U. ^T0^1+, 0. ),Q0,0/+S+ R. !" #$$ *3F@94
;??949@= ;> ;4 ;DDB5;FG @5 @G3 DB5@3569F ;4;<=>9> 5? 636CB;43
A<=F5DB5@394> % I ’ $ I JB5@3563 T3>. !""Z. P [Z ] O MZ&7M\"$

% !P ’ *+, 2. IV,- T. -+K-,R),. !" #$$ ) JB5@3569F ;DDB5;FG
?5B @G3 9:34@9?9F;@954 5? F3<<7>EB?;F3 DB5@394> >G3: C= 63@;<<57
DB5@3;>3> % I ’ $ R5< S3<< JB5@3569F>. !""!. &O P"7P#$

% !Z ’ KJT+,2-T U *. )VY-TTb U *. )1T)R R. !" #$$
SG;B;F@3B9W;@954 5? D<;>6; 636CB;43 DB5@394> ?B56 5X;B9;4
F;4F3B F3<<> E>94A 6;>> >D3F@B563@B= % I ’ $ U9> R;BH3B>.
!""P7!""Z. &L [Z7\ ] O !&L7!!M$

% !\ ’ d)^ -. ),U-TKK0, Y. J)^T)K+ 1$ !U79>5<;@954 5? DEB3
D<;>6; ;4: @G=<;H59: 636CB;43> ?B56 @G3 F=;45C;F@3B9E6
K=43FG5F=>@9> >D$ JSS #M"P % I ’ $ ‘-YK *3@@. &LLM. ZP# [! ] O
&ML7&L!$

% !# ’ /02-*R),, T. ,-*K0, ( I$ ‘B;F@954;@954 5? @G3 3D7
9@G3<9;< ;D9F;< gE4F@954;< F56D<3eO B3;>>3>>634@ 5? DB5@394
:9>@B9CE@954> 94 :9??3B34@ >EC>@BEF@EB3> % I ’ $ R5< Y95< S3<<.
!""\. &# [! ] O N"&7N&#$

% !N ’ Y0T,-T 2 1. K1-TT+-T U I. (-+R)T Q. !" #$$ )4;<7
=>9> 5? :3@3BA34@7B3>9>@;4@ 636CB;43> 94 ;B;C9:5D>9>$ -X9:34F3
?5B D<;>6; 636CB;43 <9D9: B;?@> % I ’ $ J<;4@ JG=>95<. !""\.
&PN [& ] O &"Z7&&#$

% !M ’ KR)TQ - I. b+,2 b K. R+,-0 S. !" #$$ ) :3@3BA34@7?B33
63@G5: ?5B DEB9?=94A F;X35<;3 636CB;43 ?B56 @9>>E3 FE<@EB3
F3<<> % I ’ $ JB5F ,;@< )F;: KF9. &LL\. L! [!! ] O &"&"Z7&"&"M$

% !L ’ ^)QKVR)Q) 0. ^+RVT) Q. ,)2)QKV^) b. !" #$$
SG;BA37C;>3: >3D;B;@954 5? :3@3BA34@7B3>9>@;4@ 636CB;43> 5?
65E>3 >D<349F Y F3<<> % I ’ $ Y95FG36 Y95DG=> T3> S566E4.
!""Z. P&L [P ] O M!#7MP&$

% P" ’ S1),2 ( I. b+,2 b K. T0Q1Y-T2 ^ 2. !" #$$ JEB9?97
F;@954 ;4: FG;B;F@3B9W;@954 5? >655@G 6E>F<3 F3<< F;X35<;3 % I ’ $
I S3<< Y95<. &LLZ. &!# [& ] O &!N7&PM$

% P& ’ KS1,+Qd-T I -. 01 J. I)S0YK0, Y K. !" #$$ S;X35<;3
?B56 <E694;< D<;>6;<366; 5? B;@ <E4A 34:5@G3<9E6O R97
FB5:56;94> 34B9FG3: 94 F;X35<94. S;! h 7)QJ;>3. ;4: 945>9@5<
@B9>DG5>DG;@3 B3F3D@5B % I ’ $ JB5F ,;@< )F;: KF9. &LL\. L! [\ ] O
&N\L7&N#P$

% P! ’ KQ), T /. T0Y-TQK ( 2. JT-U-KSV U. !" #$$ +67
6E459>5<;@954 ;4: D;B@9;< FG;B;F@3B9W;@954 5? 34:5@G3<9;< D<;>7
6;<366;< X3>9F<3> [ F;X35<;3 ] % I ’ $ R5< Y95< S3<<. &LLN. M
[ Z ] O \L\7#"\$


