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摘要!铜!

1,

$是人体内重要的微量金属元素之一"在许多生命过程中扮演着重要角色#同时"铜在人体内

受到严格调控"其稳态与人体生理状态密切相关"许多疾病的发生往往伴随着铜代谢失衡的现象%通过

监测铜稳态的细微变化"可以更精准地发现导致人体生理异常变化的因素"特别是环境因素对疾病发生

及发展的影响%因此"稳定铜同位素分析在环境健康研究中具有广泛的应用前景%多接收器电感耦合

等离子体质谱!

61?@1A?67

$是一种强大的同位素分析质谱方法"具有适用范围广&分析精度高等优点"

有效促进了铜同位素分析的发展%本文综述了非传统稳定同位素分馏机理及基于
61?@1A?67

的铜同

位素分析方法"总结了铜同位素分析在环境健康研究中的主要应用"并对其前景进行展望%

关键词!铜#稳定同位素#质谱分析#环境健康#多接收器电感耦合等离子体质谱!
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!!

同位素是指拥有相同质子数的一组原子"

由于所含的中子数不同"这些原子的质量存在

微小差异"导致不同的同位素理化性质呈现细

微差异"进而影响其在自然界中的分布组

成)

=?*

*

%同位素可以分为稳定同位素和放射性

同位素"其中"稳定同位素不易发生放射性衰

变"在自然界中能够稳定存在)

!

*

%近
#)

年来"

随着分析技术的发展以及分析方法的改进"非

传统稳定同位素分析!一般是指除碳&氮&氧&硫

和氢
"

种传统稳定同位素外的元素$已广泛应

用于地球化学&考古学等领域"如矿床成因研究

以及地质作用研究等)

"?D

*

%依托其强大的溯源

能力"非传统稳定同位素技术可以提供新的视

角来揭示元素稳态失衡机制"在环境健康领域

展现了较好的应用前景)

>

*

%

非传统稳定同位素分析主要是通过多接收

器电感耦合等离子体质谱仪!

61?@1A?67

$实

现的%与其他同位素质谱仪!如稳定同位素质

谱仪&热表面电离同位素质谱仪等$相比"

61?

@1A?67

具有离子化效率高&分析时间短&质量

分辨率高及灵敏度高等优势"是进行非传统

稳定同位素高精度分析的首选仪器%目前"

非传统稳定同位素分析在环境健康研究中已

经得到初步应用"越来越多的研究报道了与

多种人类疾病有关的同位素分馏现象"探究

其作为疾病诊断工具的潜在可能!如遗传性

血色素沉着症中的铁同位素分馏现象)

F

*

&骨质

流失中的钙同位素分馏现象)

=)

*以及肿瘤疾病

中的锌同位素分馏现象)

==

*等$%这些研究揭

示了
61?@1A?67

在环境健康研究方面具有

!>=
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较大的应用潜力%

铜!

1,

$是生命体内一种重要的金属元素"

主要以结合态的形式存在于组织和体液中)

=#

*

"

在生命体内的许多生化过程中都扮演着重要角

色"如细胞代谢及信号转导等)

=*?=C

*

%人体中的

1,

总含量在
")

!

=");

P

之间"受到人体的严

格调控)

=D

*

%

1,

稳态与人体生理状态密切相

关"许多疾病的发生往往伴随着
1,

代谢失衡%

因此"通过监测
1,

稳态的细微变化"可以更精

准地发现疾病导致的人体生理异常变化%例

如"癌症!如肝癌&膀胱癌&乳腺癌&结直肠癌&卵

巢癌&恶性血液病和口腔鳞状细胞癌等$会导致

患者体内的
1,

稳态失衡)

=>?#"

*

"从而导致
1,

产

生特定的同位素分馏效应%因此"通过研究疾

病诱导的
1,

同位素分馏效应"能够辨析导致

1,

元素指标异常的原因&关键的生理过程和分

子机制%

目前"运用稳定
1,

同位素分析在环境健

康层面上的研究还处于探索阶段)

>

*

"主要聚焦

于人群特征
1,

同位素指纹"以及其作为疾病

指示物的潜在可能"但相关的生理过程和分子

机制仍有待进一步阐明%本文主要聚焦于人体

层面上的
1,

同位素组成变化"将从非传统稳

定同位素分馏机理和分析方法"以及稳定
1,

同位素分析在环境健康研究中的主要应用进行

总结"并展望稳定
1,

同位素分析在环境健康

研究中的应用前景%

@

!

非传统稳定同位素分馏机理及分析

方法

@A@

!

同位素分馏机理

由于质量数的不同"不同的同位素之间存

在着细微的物理化学性质差异)

=?#

*

%因此"在

反应过程中"不同的同位素在不同的物质或

物相中以不同的比例存在"被称为同位素分

馏现象)

#

*

%在自然界中"非传统稳定同位素分

馏包括质量相关分馏!

6RV

$和非质量相关分

馏!

6@V

$

)

#C

*

%

@A@A@

!

质量相关分馏
!

质量相关分馏是指同

位素在分馏过程中受到质量影响"还可以被细

分为动力学分馏和热力学分馏%一般在反应未

达到平衡之前"轻&重同位素由于反应速率不同

而产生的分馏现象被称为动力学分馏)

#D

*

%如"

轻同位素由于反应速率比重同位素快"因此能

够更快地从反应底物转移到反应产物中"从而

导致反应产物中的同位素比值偏小%因热力学

原因导致轻&重同位素发生重新分配"造成各化

合物或物相中同位素组成的差异"被称为热力

学分馏)

#>

*

"一般发生在已经达到平衡的反应体

系中"此时两相之间的正反反应速率相同%如"

相比于轻同位素"重同位素更倾向于在更强的

成键环境中富集!如更高的氧化态&更低的配位

数以及更短的键长等$%

@A@AB

!

非质量相关分馏
!

在自然界中"大多数

分馏过程都属于质量相关分馏"但仍存在一部

分非质量相关分馏%非质量相关分馏是指分馏

效应与质量差异无关"而与磁效应&核体积效应

等因素有关的现象)

#C

*

%其中"核体积效应通常

与较重的元素有关"由于不同的同位素体积与

质量呈近似线性的关系"因此"部分核体积效应

产生的非质量同位素分馏与质量仍存在一定的

线性关系#而磁效应与同位素质量完全无关"只

影响具有核自旋和磁矩的奇质量同位素%

由于同位素分馏效应的存在"不同来源的

同位素特征指纹以及反应过程的特定同位素分

馏信息能够被保留在同位素组分中"使基于非

传统稳定同位素技术的溯源分析及过程示踪等

工作得以开展%

图
@

!

!"#$"%#!&

仪器结构图"

CD

#

E)

F

G@

!

&17H.1H7/'),

F

7,;(5!"#$"%#!&

"

CD

#

@AB

!

非传统稳定同位素分析方法

非传统稳定同位素分析主要通过
61?

@1A?67

来实现"示于图
=

%由于
61?@1A?67

具有分析时间短&离子化效率高&灵敏度高及质

量分辨率高等优势"有效促进了非传统稳定同

位素!如
1,

等难电离的元素$分析技术的飞速

发展)

#F

*

%

">=

第
#

期
!!

王伟超等(基于
61?@1A?67

的稳定铜同位素分析在环境健康研究中的应用进展
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主要包括(

=

$原子离子化%

样品由进样系统进入离子源"通过电感耦合等

离子体技术实现离子化#

#

$离子透镜聚焦%样

品离子化后经过加速电压处理"通过离子透镜

实现离子聚焦#

*

$静电分析器聚焦!

4&49:-%?

5:/:39/./&

<

54-

"

O7E

$及磁场分离%离子进一

步穿过狭缝并在
O7E

中再次聚焦"然后在磁场

中完成不同同位素粒子的分离#

!

$法拉第杯检

测%不同的同位素粒子经磁场分离后进入不同

的法拉第杯离子检测器中进行检测%

在同位素分析中"一般采用
!

值法表示同

位素比值"即样品的同位素比值相对于标准品

的同位素比值的千分偏差"计算公式如下!以

1,

元素为例$(

!

C"

1,

!

D

!

C"

1,

'

C*

1,

$

5/;

8

&4

!

C"

1,

'

C*

1,

$

5:/.Y/-Y

E

$

=

F

=)))_

!

=

$

!!

通常"标准品选择国际或国内统一规定的

标准参考物质%目前"国际上公认的
1,

同位

素标准参考物质是
(@7Z7̀ 6FDC

"不同实验

室报道的
1,

同位素比值基本都是通过与其进

行对比获得的%但由于
(@7Z7̀ 6FDC

已经停

产"其他
1,

元素标准参考物质被考虑作为替

代标准品"如
Ò 6?EOC**

和
Ò 6?EOC!D

%

61?@1A?67

在测试过程中容易产生质量歧视

效应"需要进行质量歧视校正"常用的方法有标

准
?

样品
?

标准交叉!

77[

$法和内标法)

#F

"

*=?*#

*

%

B

!

稳定铜同位素分析在环境健康研究

中的主要应用

由于人体样本!包括血液及组织样本$的获

取相对受限"目前对人体样品中
1,

同位素组

成变化的研究相对较少%本文将从人群特征

1,

同位素指纹"以及其作为疾病指示物的潜在

可能
#

个角度展开讨论"阐述稳定
1,

同位素

分析在环境健康研究中的应用进展%

BA@

!

人群特征
"H

同位素指纹研究

由于年龄&性别&居住地及饮食习惯等因素

的影响"不同人群体内的
1,

同位素指纹会存

在一些细微的差异"探究这些因素对
1,

同位

素比值的影响有助于理解
1,

在人体内的代谢

转化%

随着年龄的增长"人体的各项身体机能和

新陈代谢会发生改变%例如"

1,

元素会在人

体内积累而导致血液中的
1,

浓度升高)

**

*

%

[/&:4-

等)

*!

*发现血液中的
1,

同位素比值存在

随年龄增加而下降的趋势#

M4

P

24

等)

*"

*却持有

另外的观点"认为年龄对
1,

同位素比值的变

化影响不大%需要注意的是"

M4

P

24

等的样品

数量较少"结果有待进一步验证%

男性和女性的身体构造存在天然差异"其

生理代谢水平也同样存在差异%如"经期可能

会影响女性的
1,

代谢"导致女性血液中的
1,

同位素比值比男性的低%绝经女性和男性的铜

同位素比值之间没有显著差异"这一现象印证

了月经对
1,

同位素比值变化的影响)

*C

*

%

不同地区的人可能存在较大的生活环境差

异及饮食习惯差异)

*!

*

%人体内的
1,

都是外源

摄入的"饮食习惯的不同可能会影响人体内
1,

的赋存状态"从而导致
1,

同位素比值出现差

异%

[/&:4-

等)

*!

*发现雅库特人和法国人血液

中的
1,

同位素比值存在差异"这可能与他们

的饮食习惯差异有关!如雅库特人食用的肉类

食品较多$#此外"雅库特人生活在北极"严寒的

环境使其体内的新陈代谢较快"从而导致
1,

同位素比值发生变化%

BAB

!

疾病指示物相关研究

1,

稳态与人体生理状态密切相关"许多

疾病的发生往往伴随着
1,

代谢失衡的现象%

因此"通过监测
1,

稳态的细微变化"可以更

精准地发现疾病导致的人体生理异常变化%

目前"稳定
1,

同位素分析应用在疾病指示物

上的研究主要集中在癌症!如肝癌&膀胱癌

等$&神经系统疾病&铜转运蛋白障碍疾病以

及早产等疾病%

BABA@

!

癌症指示物
!

癌症生物标志物在癌症

诊断以及治疗干预等方面都非常重要%目前"

癌症生物标志物的发现和建立基本都是基于

特定化合物浓度来实现的)

*D

*

"容易受到非肿

瘤因素的干扰"从而导致灵敏度低&特异性

差&假阳性或假阴性结果)

*>

*

%因此"寻找能够

提供独立于浓度信息维度的癌症生物标志物

是非常必要的%

早在几十年前"

1,

与癌症的关系就已经被

广泛研究)

*F

*

%癌症的发生通常会导致血液中

1,

浓度升高"这可能与癌症对
1,

的需求增高
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有关"如"肿瘤需要更多的
1,

元素来促进血管

生成&肿瘤生长和迁移侵袭%虽然关于癌症导

致
1,

代谢异常的研究很多"但主要集中在浓

度层面"能够提供的机制信息有限%

稳定同位素分析能够提供新的研究视角来

揭示疾病诱导的元素稳态失衡机制"因此"稳定

1,

同位素分析逐渐被应用于癌症研究中%

[/&:4-

等)

=>

*发现肝细胞癌!

M11

$患者比正常

人群血清和血细胞中的
1,

同位素均较轻"并

且相比于健康组织"

M11

患者肿瘤组织中的

1,

同位素比值更高"推测
M11

患者血液中的

1,

代谢异常可能是由于体内
1,

再分配导致

的"富含半胱氨酸的蛋白质!如金属硫蛋白

!

6Z

$$可能是其主要来源%该研究为检测和

量化癌症
1,

代谢变化提供了新手段"发挥了

1,

同位素独特的溯源优势"为理解癌症中
1,

代谢变化机制提供了新视角%类似的
1,

同

位素比值变化在膀胱癌&乳腺癌&结直肠癌&

卵巢癌&恶性血液病&口腔鳞状细胞癌等癌症

中发现"但是癌症患者与健康人群的
1,

同位

素比值区分度不高"仍然存在较大的重叠区

域"这意味着依靠
1,

同位素技术识别癌症的

能力需要进一步提高%

N3,

等)

=F

*通过构建机器学习模型"结合
1,

指纹信息进一步提高了疾病识别能力%在对膀

胱癌研究中"发现血液中二维
1,

指纹为膀胱

癌诊断提供了潜在的工具"其中基于随机森林

模型的机器学习方法在膀胱癌诊断中发挥了关

键作用#此外"他们还针对膀胱癌相关的
1,

失

衡机制进行了探究"发现铜转运蛋白等相关因

素可能是导致
1,

失衡的关键因素"示于图
#

%

该研究将机器学习与同位素技术相结合"有望

推动稳定同位素分析技术在临床诊断和环境健

康中的应用%

BABAB

!

神经系统疾病指示物
!

体内游离的重

金属!如
1,

&

V4

等$具有较强的氧化还原活性"

能够促进活性氧!

B̀7

$的产生"因此可能与神

经系统疾病的进展相关%人们很早就发现了神

经系统疾病的发病过程中存在金属失调现象"

但受限于技术原因"对这一现象的研究还不够

深入"主要停留在对金属浓度变化的分析上%

随着同位素技术的发展"稳定
1,

同位素分析

逐渐被应用于神经系统疾病研究中"如肌萎缩

侧索硬化症!

EN7

$&阿尔兹海默病!

ER

$以及自

闭症谱系障碍!

E7R

$%

[/&:4-

等)

!)

*针对
EN7

和
ER

患者的脑脊

液!

17V

$开展研究"发现与对照人群相比"

EN7

或
ER

患者的元素浓度并没有显著变化"但是

EN7

患者的脑脊液中表现出倾向富集重
1,

同

位 素的趋势%该结果表明"

1,

同位素比
1,

浓

图
B

!

基于血液二维
"H

指纹和机器学习的膀胱癌标志物的发现"

@I

#

E)

F

GB

!

J)0.(+/7

8

(564,''/7.,-./7;,7K/706,0/'(-64(('BJ"H5)-

F

/7

3

7)-10,-';,.2)-/4/,7-)-

F

"

@I

#
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度更灵敏"具有更强的
EN7

诊断能力"进一步

分析
1,

同位素比值信息"推测这可能与可溶

性超氧化物歧化酶
=

!

7BR=

$有关%虽然
[/&:4-

等在脑脊液样品中并没有发现
ER

患者与对照

人群存在显著的
1,

同位素比值差异"但

6%

<

.34-

等)

!=

*在针对人脑额叶皮层样本进行

分析时发现
ER

患者倾向于富集轻
1,

同位

素%

E7R

是一种儿童神经发育障碍"虽然有研

究表明"接触有毒重金属!例如铅&砷以及汞等$

或过量的营养元素!如铜&锌以及锰等$可能会

增加神经发育障碍的风险"但将这些金属元素

作为
E7R

的早期生物标志物存在许多挑战%

63&&4-

等)

!#

*针对北美儿童队列开展相关研究"

并没有发现
E7R

儿童与对照组儿童存在显著

的
1,

和
L.

同位素差异"但由于该研究的样品

队列太小"可能并不具有代表性%

N3,

等)

!*

*针

对
E7R

疾病引起的
1,

同位素比值变化开展

研究"通过结合机器学习方法"实现了
E7R

的

快速预测和诊断%

BABAC

!

铜转运蛋白障碍疾病指示物
!

1,

转运

蛋白主要包括吸收型转运蛋白和外排型转运蛋

白"其中"

21:-=

是人体内一种主要的
1,

吸收

型转运蛋白"拥有
*

个与
1,

a跨膜转运过程密

切相关的转运跨膜结构域"包括
=

个
(

端&

=

个

1

端以及
=

个
6U*6

基序)

!!?!"

*

%

1,

的外排型

转运蛋白主要是
EZADE

'

[

"其中"

EZAD[

主

要在肝脏中表达"而
EZADE

则是在全身组织

细胞中均有表达%由于门克斯综合征!

64.]45

Y354/54

$及威尔逊病!

J3&5%.

+

5Y354/54

$的发生

与
EZADE

'

[

密切相关"因此
1,

元素有望成为这

#

类疾病的指示物%

目前"威尔逊病的诊断通常是通过结合临

床症状和生化指标来实现的"其中"肝组织的

1,

浓度检测被认为是威尔逊病诊断的金标准%

但是"该方法需要进行肝活检"侵入性较强"因

此亟需开发其他非侵入性的
1,

检测方法%目

前"已经有许多研究尝试将尿液和血液中
1,

浓度作为威尔逊病的指示物"但是结果存在阴

性或区分度不够的缺陷%

$/.2/49]4

等)

!C

*尝

试应用
1,

同位素技术对威尔逊病患者人群和

对照人群进行区分"发现威尔逊病患者血液中

1,

同位素比值显著低于对照人群"通过进一步

将
1,

浓度纳入参考后"能够完全区分威尔逊

病患者人群与对照人群"显示了
1,

同位素技

术在威尔逊病诊断中的潜在优势%此外"

N/;?

I%,H

等)

!D

*研究发现"威尔逊病患者血液中的

1,

同位素指纹特征受疾病进程的影响"进一步

说明了
1,

同位素比值具有成为威尔逊病指示

物的潜在可能%当样品量较少时"

K/-9b/?A%

<

%

等)

!>

*尝试使用飞秒激光剥蚀多接收器电感耦

合等离子体质谱仪!

05NE?61?@1A?67

$对威尔

逊病患者血液进行
1,

同位素分析"实现了对

单滴血清样品的高精度
1,

同位素分析!仅需

=

"

N

血清$"发挥出其微创性的优势%

BABAL

!

早产等其他疾病指示物
!

N3,

等)

*)

*首

次报道了妊娠相关同位素分馏现象"发现在妊

娠早期!即孕周不超过
#D

周$"自发性早产!

7A[

$

孕妇的血清
1,

同位素比值显著高于对照组孕

妇"因此"血清
1,

同位素比值具有作为
7A[

风

险预警新指标的潜在可能"示于图
*

%此外"该

图
C

!

血清
"H

同位素指纹分析在自发性早产风险早期预警中的应用"

CD

#

E)

F

GC

!

*

33

4).,1)(-(50/7H;"H)0(1(

3

/5)-

F

/7

3

7)-1)-/,74

8

?,7-)-

F

(50

3

(-1,-/(H0

3

7/1/7;6)712

"

CD

#
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团队还揭示了
7A[

相关
1,

失衡的可能机制"认

为饮食摄入和血液
1,

蛋白是早产孕妇体内铜

失衡较重要的潜在来源%

1/;

8

4.2%,:

等)

!F

*在

探究非酒精性脂肪性肝病!

(EVNR

$时发现"患

者血清中的
1,

同位素比值偏低"这表明血清

1,

同位素组成具有成为
(EVNR

早期诊断标志

物的潜在可能"但该方法无法对
(EVNR

的病情

程度进行区分"未来可能需要对其进行优化改

进"以达到更好的
(EVNR

诊断效果%终末期

肝病!

O7NR

$严重危及生命"肝移植技术!

NZH

$

是治疗
O7NR

的有效方法"但仍存在复发风险%

由于
1,

稳态与肝功能密切相关"

$/.2/49]4

等)

")

*尝试运用
1,

同位素技术探究
O7NR

的复

发风险"发现
O7NR

患者血清中的
1,

同位素比

值偏低"而经过
NZH

治疗后"

1,

同位素比值的

升高与肝功能!包括肝脏生物合成能力&肝脏代

谢等$的恢复密切相关"表明
1,

同位素分析可

以作为肝移植患者随访和确定肝衰竭复发的潜

在工具%

C

!

铜同位素技术在环境健康研究中的

应用前景

近年来"

61?@1A?67

仪器的升级优化以

及生物样品分析方法的改进"极大地促进了

生物样品中高精度
1,

同位素分析技术的发

展"拓展了其在环境健康研究中的应用%得

益于其独特的溯源能力"稳定
1,

同位素分析

可以为疾病研究提供新视角"成为揭示疾病

诱导的
1,

稳态失衡机制的有力工具%但是"

目前运用稳定
1,

同位素分析在环境健康层

面上的研究还处于起步阶段"仍面临着许多

困难和挑战%

=

$高通量的样品分析%受限于同位素分

析较复杂的前处理流程和
61?@1A?67

仪器较

长的分析时间及较高的实验成本"目前相关研

究报道的样品量普遍较少%样品量的不足会影

响实验结果的准确性"从而影响
1,

同位素比

值作为生物标志物的特异性效果%因此"未来

需要开发和优化
1,

同位素高通量分析方法"

提高样品分析通量%

#

$背景人群的调查%由于生活环境和饮

食习惯的差异"不同地区的背景人群体内
1,

同位素比值可能存在较大差异"从而影响
1,

同位素比值作为疾病生物标志物的普适性%因

此"若想推广
1,

同位素技术在疾病生物标志

物研究中的应用!如
1,

同位素比值参考标

准$"应增加对背景人群体内
1,

同位素比值分

布的调查研究%

*

$与其他临床指标的结合%

1,

元素在生

命体内的许多生化过程中都扮演着重要角色"

许多疾病过程都可能影响
1,

同位素比值的变

化%仅凭单一
1,

同位素比值信息难以对疾病

进行准确诊断"也难以区分不同的疾病"对疾病

响应的特异性较差%因此"需要将更多的临床

指标纳入研究"从而获得对疾病进程更全面的

诊断分析结果%此外"在这一过程中"人工智能

技术能够发挥更多的作用"例如基于二维
1,

指纹的机器学习模型的构建能够显著提高对膀

胱癌的诊断能力%

!

$多组学技术的结合%目前"关于稳定

1,

同位素分析在环境健康研究中的应用主要

局限于疾病生物标志物的发现上"对
1,

同位

素分馏机制探究不足"相关机制的推测缺乏实

验验证%未来需要结合多组学手段!如暴露组

学&蛋白质组学以及代谢组学等$对环境因素诱

导的
1,

同位素分馏机理进行多维度的实验

研究%
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EN[È OROV'1%

88

4-

35%:%

8

440049:3.54-,;%09/.94-

8

/:34.:5'E

8

3&%:

5:,Y

<

)

+

*

'64:/&&%;395

(

@.:4

P

-/:4Y[3%;4:/&793?

4.94

"

#)="

"

D

!

#

$(

#FF?*)>'

)

##

*

ZBQ[ME(7[

"

KBQ̀ NE( E Z

"

ZONBQc

A

"

NQZ1M6E(?7@(KM c

"

V̀ E(1@7N J

"

1B(NE( ` 7

"
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"

71MEQ[NOOE'#O

^

,3&3I?

-3,;0-/9:3%./:3%.%0.%.?:-/Y3:3%./&35%:%

8

45

(

/

;%&49,&/- ;%Y4&3.

P 8

4-5

8

49:3\4

)

6

*

"

ZO(K V

L

"

JEZc@(7+

"

REQAME7('(%.?:-/Y3:3%./&

5:/I&435%:%

8

45

"

#)=D

(

#D?C!'

)

#F

*

TE(KN

"

ZB(K7

"

LMBQN

"

MQL

"

6O7ZÒ
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J@O7Ò 6O

"

6OMZE7X

"

AE(ROT 6 c'

@5%:%

8

399%;

8

%53:3%.%054-,;G3.9/.Y9%

88

4-3.

24/&:2

<

923&Y-4./.Y923&Y-4.S3:2/,:35;5

8

49?

:-,;Y35%-Y4-3.(%-:2E;4-39/

)

+

*

'V-%.:34-53.

6%&49,&/-(4,-%5934.94

"

#)#*

"

=C

(

==**#=>'

)

!*

*

N@(K J

"

LMEB K

"

JE(K J

"

JE(K 1

"

LME(K N

"

LME(K M

"

NQ R

"

Q̀E( 7

"

LME(KE

"

N@QX

"

+@E(K+

"

+@E(KK'64:?

/&&%;39

8

-%03&3.

P

/.Y./:,-/&9%

88

4-35%:%

8

3953

P

?

./:,-45%0923&Y2%%Y/,:35;3.54-,; /.Y-4Y

I&%%Y94&&5

)

+

*

'124;%5

8

24-4

"

#)#*

"

**)

(

=*>D))'

)

!!

*

Y4VOB 1+

"

ENNÒ 7 K
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ÒNNB N

"

KÈ 1fE?KB(LiNOL O

"

NON@g$̀ O [

"

1ENO7 A

"

(EcER@ V $

"
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