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摘要!糖基化是生物体内重要的蛋白质翻译后修饰!

]V7

$%基于质谱的检测技术"特别是液相色谱
?

质谱

!

I2?78

$联用技术是糖基化研究的常规手段%然而"由于糖基化存在复杂的异构现象"大多数基于质谱的

分析技术在区分其异构体时存在困难%离子迁移谱!

@7

$是一种基于离子在气相中的形状和电荷进行分

离的技术"能够为质谱分析提供新的分离维度%离子迁移谱
?

质谱!

@7?78

$技术具有较强的区分异构体的

能力"在蛋白质糖基化研究中的潜力越来越受到重视%本文总结了
@7?78

技术的类型和基本原理"及其

在蛋白质糖基化研究中的进展"如对完整糖蛋白&完整糖肽和聚糖的研究"并展望了其应用前景%

关键词!糖基化#离子迁移谱
?

质谱!

@7?78

$#翻译后修饰!

]V7

$#糖组学#糖蛋白质组学
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糖基化是一种重要的蛋白质翻译后修饰%

蛋白质糖基化是指在酶的催化下"蛋白质与多糖

共价结合的过程"在生物体内有着重要的生理意

义"在细胞黏附&细胞增殖&细胞信号传输和免疫

应答中起着重要的作用)

>

*

%例如"免疫细胞能够

识别微生物表面的,糖衣-"启动免疫应答)

)

*

%细

胞表面的受体大多数是糖蛋白"这些糖蛋白是胞

间交流和病原体入侵的主要参与者)

"

*

%根据糖

苷键的类型"蛋白质糖基化可分为
??

糖基化&

=?

糖基化&

M?

糖基化&

9?

糖基化&

3?

糖基化和糖基

磷脂酰肌醇化等类型"其中前两者最为常见%

??

糖基化是指聚糖连接在满足特定氨基酸序列

的天冬酰胺上!

D6/?N?85.

'

V3.

"其中
N

不能为

].%

$"是细胞壁和胞外基质的重要组成部分"影

响稳定性)

!?B

*和溶解性)

C

*等蛋白质理化性质"并

且在免疫细胞表面辅助免疫细胞的转移)

C

*

%

=?

糖基化是指聚糖连接在
85.

或
V3.

的氧原子

上"在识别异物&控制细胞代谢以及提供软骨和

肌腱的灵活性方面发挥着重要的作用)

E

*

%

按照研究对象"可将蛋白质糖基化分为
"

个层面(对完整糖蛋白的研究&对蛋白酶酶解产

生糖肽的研究&对从糖蛋白上释放得到糖链的

研究%得益于液相色谱高效的分离能力和质谱

极高的灵敏度"液相色谱
?

质谱!

I2?78

$已成为

蛋白质糖基化研究最常用的分析方法)

+

*

%然

而"不同于磷酸化&泛素化等其他蛋白质翻译后

修饰"糖基化复杂的异质性及大量同分异构体

的存在使得包括液相色谱在内的传统分离方法

很难实现对聚糖或糖肽异构体的完全分离%此

外"虽然串联质谱!

78

'

78

$技术可以辅助糖结

构的解析"但对于聚糖异构体来说"仅凭碎裂离

子的质量仍然难以对同分异构体进行区分%

离子迁移谱
?

质谱!
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$是一种能够根据离子在气
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质谱技术及其在蛋白质糖基化研究中的应用



相中的淌度进行分离"并分析分离后离子质荷

比的技术%近年来"研究者们开始逐渐重视

@7?78

在区分聚糖异构体方面的潜力)

>*

*

%本

文将总结
@7?78

在蛋白质糖基化研究中的应

用进展"并对未来的研究方向及挑战进行展望%

:

!

糖基化研究的意义和挑战

:;:

!

糖基化的复杂性及其挑战

因为聚糖结构的高度复杂性"糖组学常被称

为,最具挑战性-的组学研究)

>>

*

%聚糖的结构示

于图
>

"其复杂性来源于(

>

$单糖的多样性%在

脊椎动物中常见的单糖有
+

种"包括半乳糖

!

O0&

$&葡萄糖!

O&:

$&甘露糖!

70/

$&

??

乙酰半乳

糖胺!

O0&(D:

$和
??

乙酰葡糖胺!

O&:(D:

$等%

其中很多单糖的相对分子质量完全相同"仅某个

羟基的连接方式不同%在组成聚糖后"这些单糖

还可能发生不同的修饰"进一步生成更多的聚

糖结构%

)

$单糖异头碳!环状葡萄糖的
2?>

$上

的羟基存在
&

&

$

型
)

种不同的立体异构%当

2?>

和
2?#

具有相同的构型!

P

或
8

$时"称为
&

型"反之称为
$

型%

&

型和
$

型异头碳上的羟

基在形成糖苷键时会形成不同的立体异构体%

"

$单糖除异头碳羟基外"所有羟基都有可能与

其他单糖的异头碳羟基形成糖苷键"从而形成

丰富的连接异构体%

!

$与线形结构的肽段不

同"

>

个单糖可以与多个其他单糖形成糖苷键"

从而形成复杂的分支结构%除聚糖的复杂结构

外"糖基化有着复杂的微观异质性和宏观异质

性%其中"微观异质性是指在同一个蛋白糖基

化位点上可能存在不同的糖型"而宏观异质性

是指同一蛋白质存在不同的糖基化位点)

>>

*

%

以上因素给糖基化研究带来了挑战%

:;>

!

糖基化的主要研究方法

早期的糖基化蛋白检测通常采用基于抗

原抗体结合的免疫测定法"以及联合抗体和

凝集素的荧光基团连接的免疫吸附测定法%

这些方法依赖于昂贵的抗体"并且在没有相应抗

体时无法开展实验%现代糖基化研究最常用的

检测手段是基于质谱的检测技术"包括
I2?78

和
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$%在糖基化研究

中"常用的液相色谱分离模式包括多孔石墨化

碳!
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$%现也有

研究将液相色谱替换成毛细管电泳!
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的高分辨率和
78
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常见的单糖#

HW

异头碳羟基的
&

"

$

异构#

:W

聚糖会形成分支结构#

QW

单糖的多个羟基都可能与其他单糖形成糖苷键

图
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的高灵敏度相结合"在糖基化研究中取得了良好

的结果)

>)?>"

*

%此外"核磁共振!

/-:&50.<0

L

/5;4:

.56%/0/:5

"

(7P

$技术也被很多研究者用来辅助

聚糖结构的解析)

>!?>#

*

%

然而"上述方法都存在一些缺陷)

+

*

%即使

在抗体很容易获得的情况下"由于基质效应和

交叉反应的存在"免疫测定无法精准分析非常

复杂的生物样本%虽然液相色谱高效"但在区

分异构体方面能力不足#

(7P

能够提供详细

的结构信息"但由于对样品纯度要求苛刻"不适

合分析复杂的生物样品%

>

!

离子迁移谱
!

质谱技术

>;:

!

质谱技术基本介绍

自
>+>)

年
V3%<6%/

)

>B

*发明质谱以来"质

谱技术逐渐成为最常用的检测分析手段之一%

得益于灵敏度高&检出限低&检测速度快等优

点"质谱被广泛应用于有机化学&无机化学等领

域%在离子化时"电子轰击源和化学电离源离

子化技术会将离子碎裂成碎片"不适合研究生

物大分子%基质辅助激光解吸离子化!

<0;.4G?

06646;5Q&065.Q56%.

9

;4%/4%/4F0;4%/

"

7DIX@

$

)

>C

*

和电喷雾离子化!

5&5:;.%/6

9

.0

=

4%/4F0;4%/

"

8̀@

$

)

>E

*等软电离技术的出现"使质谱分析生物

大分子成为可能%

7DIX@

和
8̀@

的离子化条件

相对温和"在离子化过程中主要形成准分子离

子"往往不会碎裂分子"近年来被广泛应用于蛋

白质组学)

>+

*

&糖组学)

)*

*和代谢组学)

)>

*的研究%

虽然质谱能够提供精确的质荷比"但复杂

的生物样品不加预分离往往会产生难以解析的

复杂谱图%因此"通常将质谱与气相色谱或液

相色谱联用"通过对复杂样品进行预分离以减

少谱图的复杂度%

I2?78

作为组学研究最常

用的分析技术"虽然能够对复杂的生物样本进

行质谱前预分离"但在分析具有复杂异构现象

的糖组样品时仍存在困难%

>;>

!

离子迁移谱基本原理

离子迁移谱!

@7

$是一种利用离子在气相

中淌度的不同实现分离的技术%淌度是衡量气

相中离子在电场力和中性分子阻力作用下的移

动能力%气相中的离子在电场作用下与中性气

体相对位移时发生碰撞"由于离子所带电荷和

自身立体结构"其受碰撞产生的阻力大小不同%

当电场强度足够低"以至于离子的漂移速度
7

Q

远小于离子的热运动速度
7

V

时"离子淌度常数

:

与离子碰撞截面积!

:%&&464%/:.%6665:;4%/

"

228

$

!

的关系满足
706%/?8:30<

9

公式)

))

*

(

:

!

B

"

O

>B

$!

?

)

"

$

D8

>

'

!

)

>

P

2

$

>2

>

'

!

)

>

$

!

!

>

$

式中"

O

是离子所带电荷"

?

是中性缓冲气体的粒

子数密度"

D

是玻尔兹曼常数"

8

是开尔文温度"

>

是中性缓冲气体的分子质量"

2

是离子质量"

!

是离子的碰撞截面积%

!

的本质是,动量转移

碰撞积分-"即离子和中性分子之间的动量转移对

所有离子
?

分子相对热速度的积分%

!

的大小同

时与离子的性质和缓冲气体的性质有关)

)"

*

%

常用的离子迁移谱包括漂移管离子迁移谱

!

Q.41;;-H54%/<%H4&4;

=

6

9

5:;.%<5;.

=

"

XV@78

$

)

)!

*

&

高场不对称离子迁移谱!

34

L

3?145&Q06

=

<<5;.4:4%/

<%H4&4;

=

6

9

5:;.%<5;.

=

"

ZD@78

$

)

)#

*

&行波离子

迁移谱!

;.0S5&&4/

L

T0S54%/<%H4&4;

=

6

9

5:;.%<?

5;.

=

"

VY@78

$

)

)B

*和捕集离子迁移谱!

;.0

99

5Q

4%/<%H4&4;

=

6

9

5:;.%<5;.

=

"

V@78

$

)

)C

*

%

XV@78

作为最早出现的"也是最常用的离子迁移谱"常

被简称为
@78

%

目前为止"

XV@78

是唯一能够直接通过漂

移时间计算离子淌度常数
:

的技术)

)"

*

%

:

B

7

Q

A

B

/

%

Q

A

!

)

$

式中"

/

是漂移管长度"

%

Q

是离子从漂移管一端运

动到另一端所需的时间"

A

是电场强度%对于

VY@78

和
V@78

来说"

228

可以由
XV@78

获

取的
228

值经校准得到)

)E?"*

*

%与
XV@78

不同"

ZD@78

在高电场强度下对离子进行了无法确定

的能量转移"以至于离子的温度无法确定"故无

法通过
706%/?8:30<

9

公式计算淌度常数%因

此"

ZD@78

通常只作为一种高效的分离手段%

F

!

离子迁移谱
!

质谱技术在糖基化研究

中的应用

根据研究对象的不同"基于
@7?78

技术

的糖基化研究可分为对聚糖&糖肽和完整糖蛋

白的研究三类%

F;:

!

聚糖研究

F;:;:

!

@7?78

对聚糖离子检测的优化
!

质谱

的发展已步入超高分辨时代"包括飞行时间质

CB#

第
#

期
!!

付
!

彬等(离子迁移谱
?

质谱技术及其在蛋白质糖基化研究中的应用



谱!

;4<5%11&4

L

3;

"

VAZ

$和
A.H4;.0

9

在内的高

分辨质量分析器已经被普遍应用于主流的商用

质谱仪器中%然而"对具有较长发展历史的质

谱而言"离子迁移谱的分辨能力有时并不能满

足聚糖研究的要求!平均
!

>b

误差)

">

*

$%为了

克服这一困难"研究者们分别从糖链衍生化&改

变和优化加合离子&发展离子迁移谱仪器等方

面尝试提高
@7?78

对聚糖离子的分辨能力%

在分析聚糖时"通常需要进行衍生化处理%

通过同位素标签可以在不同样本的聚糖上引入

>

个固定的质量差"从而辅助定量%

-̂;&5.

等)

")

*研究了,同位素聚糖酰肼标签标记的个体

归 一 化-!

4/Q4S4Q-0&4;

=

/%.<0&4F0;4%/ T35/

&0H5&4/

L

T4;3;3546%;%

9

4:

L

&

=

:0/ 3

=

Q.0F4Q5

;0

L

6

"

@(I@ONV

$技术对
??

糖
@7?78

分析的

影响"发现该技术中的
(DV

!

/0;-.5

"天然状

态$和
8@I

!

6;0H&546%;%

9

5&0H5&

"稳定同位素标

签$不仅不会影响聚糖的漂移时间"还能够提高

@7

分辨率%全甲基化修饰是另一种常用的聚

糖衍生化"是指将所有与
A

原子和
(

原子相连

的
N

原子用甲基取代%全甲基化可以抑制聚

糖的中性丢失"提高离子化效率"并在串联质谱

中产生利于结构解析的诊断碎片离子)

""

*

%

X-?

<%/;45.

等)

"!

*发现"在对
??

糖进行全甲基化修

饰后"其在
@7

中的半峰宽变窄"说明全甲基化

能够减弱
??

糖的构象变化%在
@7

中通常无

法区分构象异构体和同分异构体"构象异构体

常干扰同分异构体的判断"而该研究证明全甲

基化能够为
@7?78

提供更好的异构体分辨能

力%荧光标签可以为本身没有荧光发射的聚糖

引入荧光基团"便于色谱检测%虽然在
I2?78

中作为检测器的质谱不需要荧光基团辅助检

测"但荧光标签能够改善聚糖在液相色谱上的

分离能力"并且提高质谱的离子化效率)

""

*

%

70/F

等)

"#

*将常用的荧光标签
)?DD

&

)?D̂

和

].%D

!

9

.%:04/0<4Q5

$用于聚糖的
@7?78

检测"

发现荧光标签会增大聚糖的
228

值"增大的程

度与携带荧光标签的大小呈正相关"并且可以

提高聚糖在
@7

中的分辨率%

使用特殊的金属离子或阴离子与聚糖形成

特殊的加合物"从而可提高
@7

对聚糖的分辨

能力%例如"

20

)c

&

2%

)c等二价金属离子能够

明显提高聚糖离子在
@7

中的分辨率)

"B?"E

*

"与

卤素离子的共加合!如)

7c20c@

*

c或)

7c

20c2&

*

c

$可以进一步提高分辨率)

"B?"C

*

%然

而"聚糖与二价金属离子形成的加合离子可能

存在不同的形式(

>

个聚糖和
>

个金属离子&

>

个聚糖和
)

个金属离子&

)

个聚糖和
>

个金属

离子&

)

个聚糖和
)

个金属离子等%包含
)

个聚

糖的二聚体可能由
)

个不同的聚糖组成"在
78

>

中可能会形成与其他单体重叠的峰"从而导致

78

'

78

谱图质量下降"难以准确分析)

"+?!*

*

%

7%..46%/

等)

!>

*证明"由于相同
>

'

C

的二聚体和

单体在
@78

中的到达时间分布差距较大"

@78

能够排除质谱分析中二聚体的干扰%

用低分辨离子迁移谱很难实现聚糖异构体

的直接分离%

[-0.0/;0

等)

!)

*发现"

VY@78

无

法区分相同单糖数的聚糖%因此"除了使用不

同的衍生化或加合离子来改善分辨率外"直接

使用高分辨离子迁移谱也是一种选择%含有无

损离子操作结构的离子淌度谱!

6;.-:;-.561%.

&%66&5664%/ <0/4

9

-&0;4%/64%/ <%H4&4;

=

6

9

5:?

;.%<5;.

=

"

8I@7?@7

$是一种新型的离子淌度

技术"能够在较小的空间范围内极大地提高离

子的有效路径长度"从而提高离子迁移谱的分

辨率)

!"

*

%有报道)

!!

*成功地将具有拓展蛇形超

长路径!

65.

9

5/;4/5-&;.0?&%/

L9

0;3 T4;35G?

;5/Q5Q.%-;4/

L

"

8J]̀ P

$的
8I@7?@7?78

用

于区分聚糖阳离子"实现了
&

"

$

端基异构体的

分离%

V@78

采用较为巧妙的方法延长了离子

运动的有效路径%在
V@78

中"与常规离子在

静止缓冲气体中的运动形式不同"缓冲气体有

一定的流速"而离子相对于漂移管静止%这种

设计使
V@78

能够在很小的空间内实现超高的

分辨能力%

Y54

等)

!#

*利用
V@78?78

'

78

分析

了
))

对
??

糖异构体"其中有
>!

对能够被区

分"证明了
V@78

的优势%环状离子迁移谱

!

:

=

:&4:4%/<%H4&4;

=

<0666

9

5:;.%<5;5.

"

:@78

$

是一种高分辨离子迁移谱"通过重复利用环状

的离子轨道"延长离子的有效路径长度"从而提

高分辨率%

J

M

<0

等)

!B

*用
[?:@7?78

实现了对

"

种五聚糖混合物的分离"并识别出
&

"

$

端基

异构体%

有研究)

")

"

!C?!E

*尝试将
@7?78

与现有的分

离技术联用"利用不同分离技术的正交性克服

@7

分辨率不足的问题%由于离子迁移谱是对

EB#

质 谱 学 报
!!

第
!"

卷



气相中的离子进行分离"需要放在离子源后"因

此可以作为一种模块化组件方便地加入常用的

I2?78

中"而不影响液相色谱的分离%此外"

@7

的分离发生在
<6

尺度"而液相色谱的分离

发生在
<4/

尺度"两者可以形成很好的嵌套关

系%最后"由于液相色谱和离子迁移谱的分离

存在一定的正交性"离子迁移谱能够将液相色

谱共流出的组分进一步分离"以简化质谱

图)

")

*

%有研究)

!C

*尝试将毛细管区带电泳!

:0

9

?

4&&0.

=

F%/55&5:;.%

9

3%.5646

"

2g̀

$与
@7?78

相

结合"发现
2g̀?XV@78?78

能够实现单独使

用
XV@78?78

和
2g̀?78

时无法实现的
??

糖

异构体的完全分离"并在区分唾液酸连接异构

体上有着出色的表现%

g35/

L

等)

!E

*将
@7?78

与固相萃取!

6%&4Q?

9

30655G;.0:;4%/

"

8]̀

$相结

合用于分离分析
=?

糖异构体"证明了其区分
&

"

$

端基异构体和不同分支结构的能力)

!E

*

%

除与其他分离技术联用外"

@7?78

还可以

与常用的质谱碎裂模式结合%

N0.S5

=

等)

!+?#*

*

开展了一系列研究探究碰撞诱导解离!

:%&&464%/

4/Q-:5QQ466%:40;4%/

"

2@X

$与
@7?78

相结合的潜

力"离子通过
@7

分离后被碎裂"并进行
78

'

78

分析%他们利用不同电荷的离子在漂移时

间!

Q.41;;4<5

"

XV

$对
>

'

C

所作图上会形成不

同趋势线这一性质"实现了对
>

'

C

相近但电荷

不同的母离子的区分"简化了
78

'

78

谱图%

在另一些研究中"

@7

被用于分离分析不同类型

的
??

糖!包括多甘露糖型
??

糖)

#>

*

&岩藻糖基化

??

糖)

#)

*

&复杂型
??

糖)

#"

*

$的
2@X

碎裂离子"通过

不同的母离子形成的子离子会有指纹特性的到

达时间分布!

0..4S0&;4<5Q46;.4H-;4%/6

"

DVX6

$

或
228

值分布!

228Q46;.4H-;4%/6

"

228X6

$"

以实现对异构体的分离%同样"

V%.0/%

等)

#!

*

采用
@7?78

'

78

得出了类似的结论"证明了岩

藻糖的结构信息可以通过
2@X

子离子特殊的

DVX6

来获取%

N%1;<0//

等)

##

*发现
2@X

碎裂离

子的
DVX6

可以用来区分
I5T46

结构和血型聚

糖异构体%相比于
2@X

"紫外光解离!

-&;.0S4%&5;

9

3%;%Q466%:40;4%/

"

J$]X

$在碎裂聚糖时能够

诱导更利于结构解析的跨环碎裂%然而"由于

未衍生的聚糖只有很弱的紫外吸收"

J$]X

对

聚糖的碎裂效率较弱%

7%..46%/

等)

"E

*发现"使

用
2%

)c离子加合物可以提高聚糖
J$]X

的离

子化效率和聚糖在
XV@78

中的分辨率%

F;:;>

!

@7?78228

值用于区分聚糖异构体

目前"在
@7?78

中通常使用
228

作为区

分不同结构聚糖的依据%

228

值的理论计算

大多使用分子动力学模拟的方式%

P5

等)

#B

*采

用分子动力学与
@7?78

结合研究
??

糖在气

相中
228

值的决定因素"发现
??

糖携带质子

的状态及其构象组合对
228

值的影响较大"大

部分质子化聚糖以球状或棍状的构象存在"其

228

值分布为较窄的单峰"且其
228

值的差异

足以用于区分异构体%由于理论计算仍存在较

大偏差"目前通常使用在
XV@78

上测得的

228

值!

XV

228

$作为标准值%近年来"已有研究者

尝试构建聚糖
228

值数据库"其中以
O&

=

:%7%H

最为典型%

O&

=

:%7%H

)

#C

*是聚糖&寡糖及其碎

片
228

值的数据库"截止
)*))

年"共收录了

>**E

个离子%

O&

=

:%7%H

为校准
VY@78

提

供了极大的便利"同时为基于
228

值的聚糖结

构解析提供了支持%如
X-<%/;45.

等)

"!

*用

VY@78?78

和
8̀@?78

'

78

研究了三角苜蓿

!

M!%+&-*+#'%'>

$蛋白的
??

糖"发现与其他微

藻类硅藻不同的是"三角苜蓿能够产生一种在

哺乳动物中常见的
70/?#

异构体!二者具有相

同的
228

值$"表明三角苜蓿有合成复杂
??

糖

的潜力"可以用于生物制药%

I-:06

等)

#E

*结合多

种分析手段"包括
Y56;5./H&%;

&

VY@78?78

&

/0/%I2?̀8@?78

和
8̀@?78

#

"分析了莱茵衣藻

!

9!+(&#40+,%&&

$的木糖基化
??

聚糖%

0̂..%6%

等)

#+

*通过
228

值的差异实现了阴离子模式下

&

)?"

&

&

)?B

唾液酸连接异构体的区分%

$0/45.

等)

B*

*通过
228

值发现莱茵衣藻体内复杂型

??

糖和哺乳动物
??

糖存在结构差异"不同于

哺乳动物中的支链结构"莱茵衣藻中的
70/#

O&:(D:)

具有线性结构"揭示了莱茵衣藻不同

的复杂型
??

糖合成路线%

对于
XV@78

来说"虽然可以直接通过到

达时间计算
228

值"但在实际操作中"由于

706%/?8:30<

9

公式中的许多参数存在误差"

直接计算所得的
228

误差较大%

8;%T

等)

))

*提

出
XV@78

的多场矫正和单场矫正方法"提高

了
XV@78

的到达时间转化为
228

值的准确

性%多场矫正是指用同一标准物质在漂移管长

度&漂移管内气压或电场强度梯度变化时得到

+B#
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的
DV?228

校准曲线"其中变化电场强度的做

法最常见&最准确#而单场矫正是指测定多个标

准物质在同一实验条件!包括电场条件$下的到

达时间"从而得到
DV?228

校准曲线%有报

道)

")

"

"+

*使用单场校准方法取得理想效果%

VY@78

无法直接从到达时间计算
228

值"需

要用已知
228

值的标准物质进行校准%目前"

最常用的
VY@78228

值计算方法是由
8<4;3

等)

)E

*提出的校准方法"

N%1<0//

等)

"*

*和
]0

L

5&

等)

)+

*将这一方法扩展到聚糖上%

228

值分布也能作为分析指标%糖肽或

聚糖可能出现多种同分异构体"而每种同分异

构体在气相中可能会出现多种构象异构体%因

此"糖肽或聚糖的异构体离子会出现不同的

DVX6

"其可转化成
228

分布"从而得以区分异

构体)

!C

"

#>

"

#!

*

%

V%.0/%

等)

>*

*提 出 了 从 多 糖

XV@78?78

的
DVX6

推算多糖的构象分布

!

:%/1%.<0;4%/Q46;.4H-;4%/6

"

2X6

$"从而辅助多

糖鉴定的方法%他们用
XV@78?78

'

78

测定

了
>#

种常见的免疫相关
??

糖的
DVX6

"证实

了
>

'

C

相近的多糖"甚至是
>

'

C

相同的连接异

构体!包括唾液酸
&

)?"

和
&

)?B

连接异构体$"

可以通过阴离子模式下特异性的
DVX

指纹图

谱得以区分%此外"作者还用从牛胎球蛋白酶

解产生的多糖验证了通过
DVX6

辅助多糖结

构鉴定的可行性"证明在拥有完整多糖
DVX6

指纹图谱数据库的情况下"仅通过
@78?78

一

级质谱进行结构鉴定是可行的%质子化的聚糖

在
@7

中通常只以中心对称的单峰形式存在"

而在阴离子模式下"聚糖通常会在
@7

中出现

复杂且具有指纹特性的
DVX6

)

>*

*

%因此"基于

@7?78

的糖基化异构体研究通常是在阴离子

模式下进行)

!)

"

!+?#*

"

#+

*

%

g35/

L

等)

!E

*发现"虽然

聚糖在阴&阳离子模式下的
@7

谱图有较大差

别"但不同的聚糖在不同模式下可能会有更好

的分离效果"不应一概而论%

F;:;F

!

@7?78

用于分析岩藻糖和唾液酸聚糖

值得注意的是"在聚糖中往往要关注一些

具有重要生理意义的单糖异构体或连接位置%

岩藻糖和唾液酸是
)

种重要的单糖%岩藻糖在

聚糖中存在着不同的连接方式"可能起到不同

的生理作用%岩藻糖基化的
??

糖介导包括白

细胞黏附)

B>

*

&受精)

B)

*

&组织发育)

B"

*和肿瘤转

移)

B!

*在内的各种生理过程%

N0.S5

=

等)

#)

*在对

含
I5T46G

和
I5T46

=

结构的岩藻糖基化
??

糖

分别进行
2@X

前后的
@7

表征发现"该技术能

够很好地识别岩藻糖在哪个天线上"以及每个

天线上各有多少岩藻糖%

N%1;<0//

等)

##

*用

@7?78

'

78

实现了对
I5T46

结构和血型聚糖

异构体的区分%他们首先通过
@7?78

测得一

些血型和
I5T46

三聚糖&四聚糖完整离子以及

2@X

碎裂离子的
228

值和
>

'

C

"以此构建聚糖

碎片指纹数据库#随后"在人类腮腺组织
??

糖

和乳汁寡糖样品中验证了
228

指纹谱数据库"

用于鉴定
I5T46

结构和血型结构的可行性%此

外"岩藻糖基
??

糖在碎裂时会发生岩藻糖的转

移重排)

B#

*

"给
??

糖的结构解析带来很多困难%

V%.0/%

等)

#!

*利用
@7?78

'

78

研究了岩藻糖的

转移规律"发现岩藻糖重排时会生成各种不同位

置异构的子离子"在
XV@78

中形成不同的

DVX6

"从而得以表征岩藻糖的重排行为%研究

还发现"岩藻糖基残基会迁移到
??

乙酰神经氨

酸的乙酰氨基部分&乙酰氨基残基和异头标签的

亲核位点"产生特定的异构片段离子%与之前研

究结论不同的是"该研究没有发现岩藻糖向羟基

重排的现象%此外"

70/F

等)

"#

*发现
)?DD

或
)?D̂

等荧光标签会阻止岩藻糖的重排%

唾液酸通常以
&

)?"

或
&

)?B

的连接方式与

半乳糖!

O0&

$相连"与包括免疫细胞追踪)

BB

*

&微

生物附着)

BC

*

&凝血)

BE

*和炎症稳态)

B+

*在内的多

种生理过程有关%

&

)?"

或
&

)?B

异构体在不同

的细胞事件!例如病毒感染$中具有选择识别

性)

C*

*

%此外"在一些癌症的发展过程中"两者

的变化水平也会呈现不同的趋势)

C>

*

%由于
I2

往往难以充分分离唾液酸连接异构体"因此"基

于
I2?78

研究唾液酸连接异构体通常采用连

接异构体特异性衍生的方法"如将
&

)?"

和
&

)?B

异构体间引入
>

个质量差)

C>?C)

*

%而一些研究者

利用
@7?78

区分同分异构体的能力"在不衍

生的情况下实现了对唾液酸连接异构体的分离

分析%

V%.0/%

等)

>*

*通过
XV@78?78

'

78

测

定了
>#

种免疫相关
??

糖!包括唾液酸连接异

构体$的
DVX6

"发现
>

'

C

相近的多糖"包括唾

液酸
&

)?"

和
&

)?B

连接异构体"都可以通过阴

离子模式下的
DVX

指纹图谱进行区分%

I0/5

等)

C"

*发现"在向
ZD@78

的缓冲气体中加入适

*C#

质 谱 学 报
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第
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量的甲醇蒸汽"可以实现对唾液酸连接异构体

的完全区分%理论计算表明"

&

)?"

连接异构体有

更负的补偿电压"表明
&

)?B

连接异构体和甲醇

有更强的结合能量"即
&

)?"

连接异构体与甲醇

分子的结合能力更强%此外"

,%%66

等)

!C

*在
&

)?"

唾液酸苷酶的辅助下"利用
2g̀?XV@78?78

实

现了
&

)?"

&

&

)?B

唾液酸连接异构体的区分%

F;>

!

糖肽研究

以聚糖作为研究对象时"其位点信息会随

着糖链从糖蛋白或糖肽上的释放而丢失%因

此"位点特异的糖基化研究具有重要意义%完

整糖肽通常是指糖蛋白经过蛋白酶酶解后产生

的带有糖基化修饰的肽段"同时保留聚糖和聚

糖连接位点的信息%研究表明)

C!?C#

*

"

@7?78

'

78

策略可以更好地进行糖肽的结构解析%

]0&&46;5.

等)

CB

*将液相色谱
?

荧光
?

离子迁移谱
?

质谱!

I2?ZIP?@7?78

$用于分析
??

糖肽的异

构体"采用
VY@78

分离分析完整离子和碎片

离子%对于完整离子的分析"获取
@7?78

数

据后"将数据与数据库中的谱图进行比对以实

现结构鉴定#对于碎片离子的分析"母离子碎裂

为子离子产生
78

'

78

谱图和子离子
@7

数

据"通过比对数据库进行结构鉴定%上述
)

种

策略均可有效区分糖肽异构体"该研究首次

实现了在阳离子模式下对糖肽异构体的
@7

分析%

20<

9

H5&&

等)

CC

*采用
ZD@78?78

'

78

实

现了糖肽异构体
7J2#D2?"

和
7J2#D2?>"

的分离"并提出结合碰撞诱导解离!

:%&&464%/?

4/Q-:5QQ466%:40;4%/

"

2@X

$或电子捕获解离

!

5&5:;.%/:0

9

;-.5Q466%:40;4%/

"

2̀X

$可以在无

需标准物质的情况下利用
78

'

78

谱图对
@7

谱图中的峰进行归属%

在基于串联质谱的糖肽解析中"通常会同时

使用包括
2@X

&电子转移解离!

5&5:;.%/;.0/615.

Q466%:40;4%/

"

V̀X

$在内的多种碎裂模式"或使

用电子转移'高能碰撞解离!

V̀3:X

$&电子转

移'碰撞诱导解离!

V̀:4X

$等混合碎裂模式"以

实现对肽段和糖链部分的碎裂%

d%&&4

等)

CE

*提

出了一种基于
@7

的新型碎裂模式"可以对同

一批母离子同时进行
2@X

和
V̀X

碎裂%在此

流程中"带
#

个正电荷的母离子被四极杆选择

后"短暂地与负电自由基反应离子反应"此时部

分母离子发生电子转移反应!

V̀

$"另一部分离

子不反应!

(P

$%随后"

V̀

离子和
(P

离子由

于淌度的较大差异经由
@7

分离%经淌度分离

的
)

组离子在离开淌度分离室后经过振动激

活"导致
(P

离子发生
2@X

碎裂"而
V̀

离子发

生
V̀X

碎裂%因为
(P

和
V̀

离子的漂移时

间差异很大"所以这
)

个解离过程在时间上是

分离的"所有子离子随后经由
VAZ 78

分析%

此流程利用传统
V̀X

过程中未反应的离子获

取
2@X

谱图"极大地提高了离子利用率%

本课题组)

C+

*提出了一种用
@7?78

对
&

)?"

和
&

)?B

唾液酸连接异构的
??

糖肽进行定性和

定量分析的方法"示于图
)

%该方法中的每个

样本需要
)

次进样(第
>

次进样中"糖肽在富集

注(

0W

通过
I2?78

'

78

鉴定
??

糖肽#

HW

通过
I2?2@X?@7?78

得到
&

)?"

和
&

)?B

唾液酸连接异构体的比例

图
>

!

通过
51!1.

对
!

>!F

和
!

>!J

唾液酸连接异构的
"!

糖肽进行定性和定量分析的方法#

QN

$

?$

@

A>

!

*(&9-)7,)&

@4

=#7

E

2,0$),)$+&,("

E

2,()$),)$+&,(,0

4

-$-

#="!

@

0

4

'#

6

&

6

)$"&

!

>!F,("

!

>!J0$(R,

@

&$-#/&7-3

4

51!1.

#

QN

$

>C#
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后通过
I2?78

'

78

分析和鉴定"此时各个糖

肽母离子的
>

'

C

和保留时间被记录下来"得到

>

个样本中所含糖肽母离子数据库#第
)

次进

样采用
I2?2@X?@7?78

的分析模式"满足特定

>

'

C

和保留时间的母离子被四极杆分离出来并

进行
2@X

碎裂"产生的离子经由
@7?78

分析%

在
2@X

碎裂后"

>

'

CB#CW)!

的
^

"

离子在
@7

上

出现
)

个峰"分别对应
)

种唾液酸连接异构体%

^

"

离子在
@7

中的曲线下面积可以用于该唾液

酸连接异构体的定量%这种方法不需要额外的

衍生化处理"减少了在衍生化步骤中可能引入的

误差%本课题组将该方法成功用于肝细胞癌和

健康对照血清触珠蛋白
??

糖肽的分析"共鉴定

到
!)

对唾液酸连接异构的糖肽"其中
+

对具有

显著差异"有望作为肝细胞癌的潜在标志物%

目前"基于质谱的完整糖肽研究在极大程

度上依赖于以糖为中心的糖肽富集)

E*

*

%糖肽

富集可以减小色谱中共流出的非糖基化肽段的

离子信号抑制)

E>

*

%两性离子亲水作用液相色

谱!

g@2?N@I@2

$是糖肽富集最常用的技术之

一"

N@I@2

表面的,水层-能够与糖肽亲水的糖

链发生亲水相互作用"从而富集糖肽%然而"

N@I@2

对较大的糖结构有偏向性)

E)

*

"且在

=?

糖肽的富集上表现较差)

E"

*

%

D3<0Q

等)

E!

*对

比了传统
N@I@2cI2?78

'

78

和无需
N@I@2

富集的
ZD@78?78

'

78)

种分析细菌糖蛋白

质组的方法"证明了
ZD@78

在糖蛋白质组分

析中的优势%实验以
"

种伯克霍尔德氏菌的糖

蛋白质组为研究对象"发现较短的
=?

糖肽在

N@I@2

富集过程中会丢失"而
ZD@78?78

'

78

却可以检测到这些糖肽"且
N@I@2

和
ZD@78

鉴定 到 的 糖 肽 具 有 一 定 的 互 补 性"通 过

ZD@78?78

'

78

鉴定到的糖肽数量增加了

)#b

%

Z0/

L

等)

E#

*发现使用
ZD@78

可将
I2?

78

'

78

分析中含有糖
!

离子的谱图数提高

CBb

"且在人类
XOC#

细胞中鉴定到的
??

糖肽

数是未使用
ZD@78

时的
"WB

倍%

除单个蛋白的精准分析"也有研究将
@7?

78

技术用于糖蛋白质组学研究%

$54;3

等)

C#

*

通过
I2?ZD@78?78

'

78

研究连翘坦纳氏菌

!

8W

)

*+$

1

%4&0

$细胞膜的糖基化蛋白质组"鉴

定到
>"

种糖链"以及在
>!#

个糖蛋白上的
">)

个糖基化位点%

204/

等)

EB

*用平行多蛋白酶酶

解&

8̀@?78

'

78

和
ZD@78?78

'

78

分析空肠

弯曲菌的糖蛋白质组"发现了
>!)

个糖基化位

点"其中
")

个是首次发现的新位点%

80/Q0

等)

C!

*用
I2?78

'

78

研究
8DP8?2%$?)

刺突蛋

白表面的
??

糖基化和
=?

糖基化"并确定了
+

个
??

糖肽和
>C

个
=?

糖肽及其异构体%实验

中使用高分辨的环状离子迁移谱!

:@78

$对碎

裂后的离子进行分离"以排除肽段骨架的干扰

并辅助糖结构的鉴定%

O5&H

等)

EC

*结合理论计算与实验"系统地分

析了不同聚糖结构和氨基酸序列的
??

糖肽形

成不同电荷的质子化离子在
VY@78?78

中

228

值的规律%研究发现"糖肽的
228

值与减

少分子内的库仑排斥!使得肽段更舒展$和增大

电荷的溶剂化作用!使得肽段更紧凑$这
)

种稳

定过程有关%体积较大的聚糖有助于溶剂化作

用"使得肽段更紧凑"从而有较小的
228

值%

F;F

!

糖蛋白研究

在传统的质谱组学研究中"将完整糖蛋白

作为研究对象的,自上而下-的研究较少"主要

是由于质谱在高质量区的分辨率较低"且完整

糖蛋白的四级结构较复杂等原因%

@7?78

以

其能够识别离子在气相中结构的优势"在完整

糖蛋白研究中发挥着不可替代的作用%

@7?

78

应用于完整糖蛋白的研究主要可以分为糖

基化对蛋白质稳定性的影响&蛋白
?

糖蛋白或糖

蛋白
?

糖蛋白的相互作用&以及完整糖蛋白的结

构分析三类%

碰撞诱导展开!

:%&&464%/4/Q-:5Q-/1%&?

Q4/

L

"

2@J

$是一种表征蛋白稳定性的常用手

段%在
2@J

中"被分离出来的离子!例如蛋白

质离子$在中性气体!例如氩气$碰撞下内能升

高"使得其在气相中发生构象变化"但内能升高

的程度不足以断裂共价键%

2@J

过程通常使

用
@7?78

进行分析"通过离子
228

的变化得

到构象变化信息"并通过
78

或
78

'

78

进行

定性和定量分析)

EE

*

%

I4

等)

!

*用非变性离子淌

度质谱!

/0;4S5@7?78

$通过
2@J

测定唾液酸

修饰对转铁蛋白化学稳定性&构象稳定性和拓

扑学稳定性的影响"证明了唾液酸对转铁蛋白

有着稳定作用"但会阻止其发生二聚%

K5/

等)

#

*用
@7?78

结合
2@J

研究糖基化微观异质

性和宏观异质性对
8DP8?2%$?)

病毒受体蛋

)C#
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白
X2?8@O(

稳定性的影响"发现糖的类别对

蛋白稳定性的影响不大"而糖的数量却对其有

着很大影响%

有报道将
@7?78

用于研究糖蛋白
?

蛋白之

间的相互作用%

g30%

等)

E+

*用
[?VY@78?VAZ

研究糖蛋白细胞环形受体
>

!

P%H%>

$和硫酸肝

素!

N8

$的相互作用"重点研究了
P%H%>?N8

相

互作用时的构象变化"以及
??

糖基化对
P%H%>

构象和结合能力的影响%

Y0/

L

等)

+*

*开发了一

种多步
8̀@?78

流程用来研究糖蛋白和聚糖结

合蛋白之间的相互作用%流程如下(

>

$

20P?

@78?̀8@?78

(在捕获和释放分析中"通过调节

条件使糖蛋白和聚糖结合蛋白结合"然后通过

@7

分离出相互作用的蛋白复合体"再改变条件

破坏其相互作用使糖蛋白被释放"最后通过
78

分析糖蛋白与聚糖结合蛋白的结合%

)

$亲和力

:0

由竞争配体和
8̀@?78

分析获得%

"

$从糖蛋

白上释放的
??

糖通过
8̀@?78

进行定性分析"以

确定聚糖结合蛋白识别的聚糖类型%

有报道利用
@7?78

在结构分析方面的优

势研究气相中完整糖蛋白离子的结构%

J

9

;%/

等)

+>

*使用
@7?78

系统地评估了从不同厂家购

买的
"

批
N5.:5

9

;4/

&

)

个单克隆抗体标准品和

>

个完整的
Z:

铰链片段%数据显示"在气相

中"

??

糖将每个单抗的构象扩散降低了
>*W#b

!

)#b

%

V40/

等)

B

*用
[?VY@78?VAZ 78

结合

2@J

技术研究单克隆抗体的糖基化修饰"通过

与
2@J

指纹图谱对比"可以区分单克隆抗体糖

基化的细微差异"证明了在没有高分辨质谱的

情况下"快速的
2@J

分析也可以用来对单克隆

抗体上
Z:

区域的
??

糖进行准确的定性和定量

分析%

P%H5.;6

等)

+)

*用
V@78?78

'

78

和
ZV@?

2P?78

'

78

研究
8DP8?2%$?)

刺突蛋白受体

结合域!

8?P̂ X

$上的蛋白质糖基化修饰%非变

性的
V@78?78

'

78

能够分离不同的
8?P̂ X

构象异构体"揭示其在气相中的结构异质性#而

ZV@2P?78

'

78

用于分析糖基化结构和位点%

该研究首次报道了
E

个
8?P̂ XA

糖的完整结构

信息"包括
>

个此前未被报道的核心岩藻糖基化

修饰多糖结构"以及这些
A

糖的相对分子含量%

I4-

等)

+"

*研发了新型的
V@78

'

V@78

"实

现了类似于串联质谱的串联离子迁移谱分

析"并用
V@78

'

V@78?78

分析抗生物素蛋白

的结构和序列信息%研究发现"串联
V@78

能

够保持完整的&非变性的抗生物素蛋白四聚

体结构"并且能够保留包裹在结构内的溶剂

分子%此外"在
V@78

'

V@78

界面引入的低能

量
2@X

可以产生完整的三聚体离子"且该三

聚体离子与折叠起来的四聚体中的三聚体结

构相同%在高能量
2@X

下"四聚体解离成单

体或二聚体有助于结构分析%该研究证明"

带有
2@X

碎裂的
V@78

'

V@78?78

是一种很

好的分析完整糖蛋白的方法"可以高效地解

析糖蛋白组成%

L

!

总结与展望

近年来"

@7?78

在蛋白质糖基化研究中表

现出巨大的潜力%

@7?78

可以利用离子淌度

分离降低质谱图的复杂度"也可以利用聚糖或

糖肽结构中的诊断离子特征信息进行快速的糖

结构识别"对区域异构体和立体异构体具有出

色的分辨能力%此外"

@7?78

还具有分析时间

短&消耗样品量少等优点%随着更多成熟的

@7?78

商用仪器的出现"相信
@7?78

会逐渐

成为糖基化研究的重要分析工具之一%

然而"

@7?78

在分析蛋白质糖基化方面仍

存在一些问题%首先"由于
@7

只基于气相离

子形状进行分离"一些形状特别相近的异构体

无法得到很好的区分%有研究尝试将
@7?78

和其他分离分析技术进一步结合"包括红外光

谱!

@P

$

)

+!

*

&毛细管区带电泳!

2g̀

$

)

!C

*等"均取

得了良好效果%随着组学实验数据规模的增大

!例如高通量筛选标志物的实验$"数据处理难

度急剧增加%研究者需要能够将
228

和
78

数据进行整合并发展自动化的软件用于聚糖或

糖蛋白的鉴定"来代替繁杂的手动解谱工作%

此外"规范化的
228

值数据发表和收集流程对

未来的
@7?78

研究有很大的帮助%,糖组学

实验所需的最少信息-!

<4/4<-<4/1%.<0;4%/

.5

R

-4.5Q1%.0

L

&

=

:%<4:65G

9

5.4<5/;

"

7@P?

DV̀

$计划已经针对常用的糖组学研究手段提

供了指导方针"包括质谱)

+#

*

&液相色谱)

+B

*和毛

细管电泳)

+C

*等%如果基于
@7

的糖组学分析也

能够有类似的标准"将会为未来的研究带来极

大的便利%例如"一些文献在发表时已经在使

用,

仪器
228载气-的格式来表示

228

值!例如"

"C#
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XV

228

N5

代表在
XV@78

上以氦气为载气时的

228

值$

)

+E

*

"标注了测量
228

值时的条件"使

数据更具参考意义%最后"为了更好地进行分

离分析"仍需要开发分辨率更高的离子迁移谱

仪器%一些研究已经在此方面做出了尝试"包

括用具有拓展蛇形超长路径的
@7?78

!

8I@7

8J]̀ P@7?78

$

)

!!

*

&循环离子迁移率质谱

!

:@78

$等技术实现了超高分辨的
@7?78

糖基

化研究)

C!

*

%将来"随着分析仪器硬件和相应软

件的进步"相信离子迁移谱
?

质谱技术将会在蛋

白质糖基化研究中发挥越来越重要的作用%
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gǸ (O h

"

dJ?

PJIJOD7D P V

"

7D@P@(Ò P V
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ĴVÌ Pd`

"

dDI7DP,O

"

7JXX@7D(X

2

"

D̂d̀ P `8'J;4&4F4/

L

&4

R

-4Q:3.%<0;%

L

.0?

9

3

=

"

4%/<%H4&4;

=

6

9

5:;.%<5;.

=

"

0/Q<0666

9

5:?

;.%<5;.

=

;%066566@(I@ONV

!

V7

$

Q5.4S0;4F5Q

??&4/U5Q

L

&

=

:0/64/H4%&%

L

4:0&60<

9

&56

)

,

*

'D/0?

&

=

;4:0&0/Q 4̂%0/0&

=

;4:0&235<46;.

=

"

)*))

"

!>!

(

B)"?B"C'

)

""

*

PJNDDd I P

"

gDJ(̀ P O

"

NJN( 2

"

P̂JOO@(d 2

"
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DIÌ (,X

"

PJXX]

"

]DÒ Id
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Ì PAJÒ ]
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2D7]̂ ÌI,I'85

9

0.0;4%/%1640&

=

&0;5Q

L

&

=

:0/

46%<5.6H

=

Q4115.5/;40&<%H4&4;

=

6

9

5:;.%<5;.

=

)

,

*

'

D/0&

=

;4:0&235<46;.

=

"

)*>+

"

+>

!

>#

$(

++>B?

++)!'

)

C!

*

8D(XD 7

"

7APP@8A(I

"

OAIX7D(P'??

0/Q=?

L

&

=

:%6

=

&0;4%/%1;358DP8?2%$?)6

9

4U5

9

.%;54/

)

,

*

' D/0&

=

;4:0& 235<46;.

=

"

)*)>

"

+"

(

)**"?)**+'

)

C#

*

$̀ @VN]X

"

82AVV (`

"

P̀ K(AIX8`2'

230.0:;5.4F0;4%/%1;35=?

L

&

=

:%

9

.%;5%<5%1;0/?

/5.5&&0 1%.6

=

;340

)

,

*

' 76

9

35.5

"

)*)>

"

B

!

#

$(

5**B!+)>'

)

CB

*

]DII@8V̀ P`O

"

2NAA 78Z

"

YDI8N@

"

VD@,(

"

VDK 8,

"

KD(O K 8

"

(O 8 d

"

PJXX] 7

"

ZI@V82N 8 I

"

V̀ PPK ( d'

J;4&4;

=

%14%/?<%H4&4;

=

6

9

5:;.%<5;.

=

1%.Q5Q-:4/

L

H.0/:34/

L

%1<-&;4

9

&

=

:30.

L

5Q

L

&

=

:0/60/Q

L

&

=

:%?

9

5

9

;4Q564/034

L

3?;3.%-

L

3

9

-;

9

%64;4S54%/I2?

ZIP?@78?78T%.U1&%T

)

,

*

'D/0&

=

;4:0&235<46?

;.

=

"

)*)*

"

+)

!

)"

$(

>#")"?>#""#'

)

CC

*

2D7]̂ ÌI,I
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ÂA(8O,

"

I@J,

"

YAAX8P,

"

7AP̀ 7̀ ( d Y

"

D78V̀ P@,'D;.0S5&4/

L

T0S54%/<%H4&4;

=

6

9

5:;.%<5;.

=

!

VY@78

$

6;-Q

=

%1;35.%H%>?35

9

0.0/6-&10;54/;5.0:;4%/

)

,

*

',%-.?

/0&%1;35D<5.4:0/8%:45;

=

1%.70668

9

5:;.%<5?

;.

=

"

)*>E

"

)+

(

>>#"?>>B#'

)

+*

*

YD(OK

"

]DPd N

"

I@( N

"

d@VA$D`(

"

dID88̀ (,8'7-&;4

9

.%/

L

5Q 8̀@?780

99

.%0:3

1%.6;-Q

=

4/

LL

&

=

:0/?H4/Q4/

L9

.%;54/4/;5.0:;4%/6

T4;3

L

&

=

:%

9

.%;54/6

)

,

*

' D/0&

=

;4:0& 235<46;.

=

"

)*>+

"

+>

!

"

$(

)>!*?)>!C'

)

+>

*

J]VA(P

"

7@OD8IO

"

]D2NAIDPgd,

"

^̀ (@8VA( P O

"

8̀VXDÌ 8
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"

KAPd Y8

"

dAIDP@2N

X

"

PJXX] 7

"

d̀ VV(̀ P2'V35<4/4<-<

4/1%.<0;4%/.5

R

-4.5Q1%.0

L

&

=

:%<4:65G

9

5.4<5/;

!

7@PDÒ
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