
头颈部鳞状细胞癌（!"#$ %&$ &"'( )*+,-.+) '"//

',0'1&.-,，23455）是一种死亡率较高的恶性肿瘤，

目前的治疗方法以手术治疗为主，严重损害患者外观

和功能（呼吸、发音和吞咽）678。由于诊断不够及时和治

疗的困难性，93455 患者的 : 年生存率并不理想678。

近年来，高通量和质谱技术不断应用在肿瘤研究中，

转录组学、蛋白质组学和代谢组学促进了肿瘤的

精准治疗。多组学整合分析提高了对复杂癌变过程

的全面认识，弥补了单一组学的不足。平行反应监

测（;#0#//"/ 0"#<=1.& -.&1=.01&>，?@A）应用于定量蛋

白质组学，具有良好的敏感性、特异性和对背景肽

段的抗干扰性6B8。代谢重编程被认为是肿瘤标志之

一6C8，其产生的酸性缺氧的肿瘤微环境能够促进肿

瘤转移6D8。肿瘤有突出的代谢适应性，能够不利用

氧迅速提供能量，从而促进肿瘤进展6:8。因此研究

头颈鳞癌的代谢改变对 2E455 患者的治疗具有

重要意义。

本研究首次通过转录组学、蛋白质组学和代谢

组学探讨了 2E455 的代谢重编程。通过多组学和

?@A 的共同研究，证实了肿瘤中心碳代谢通路以及

相关蛋白表皮生长因子受体（FGH@）、磷酸甘油酸

酯变位酶 7（?GIJ7）、乳酸脱氢酶 I（KL9I）、己糖
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激酶 !（"#!）、磷酸果糖激酶（$%#$）在头颈鳞癌中

的作用。本研究为探索 "&'() 的诊断和治疗提供

了新的方向。

! !"#$%

*+* !"#$%& 组织样本取自天津市第一中

心医院确诊并手术的 *, 例头颈鳞癌患者，每例患

者术中切除了肿瘤组织和癌旁组织，直接放入液氮

中，并储存于-.,!。本项研究获得了天津市第一中

心医院伦理委员会的批准（/,*0&*./#1），所有患

者均知情同意。

*+/ '()*+, 234567 法提取样本总 8&9，使

用 &:;6$<6=6>?=?3!分光光度计（@A$BC&，美国）检

测 9/D,EF/.,、F/D,EF/G,。使用 H46:;:7I5?3 /*,, 系

统（FJ47?;=，美国）评估 8&F 完整性。样品检测合格

后，用带有 K74J6（L2）的磁珠富集真核生物的 >8"

&F。合成 MN&9，纯化，末端修复、加 9 尾并连接测

序接头，然后用 9A$O3? P$ Q?:LR 进行片段大小选

择，最后进行 $)8 富集得到最终的 MN&9 文库。文

库构建完成后，对文库的插入片段长度和有效浓度

进行检测，以保证文库质量。文库质控合格后在

@77O>4;: "4'?S 平台（@77O>4;:，美国）上测序TDU。

*+G -.)*+, 样本于 V!下缓慢溶解后，使

用甲醇E乙腈E水溶液（/W/W*）处理后取上清液进样分

析。样品采用 9J47?;= */0, @;X4;4=I B) 超高压液相

色谱仪（9J47?;=，美国）及其色谱柱进行分离，整个分

析过程中样品置于 V!自动进样器中样本队列中并

插入 Y) 样品，采用 234Z7? 2K% DD,, 质谱仪（')@"

CP，美国）在正负离子模式下进行样本一级、二级谱

图的采集T[U。

*+G /01)*+, 用 'N2（V\ 'N'，*,, >>67EB

234R-")7，* >>67EB N22）缓冲液提取蛋白，并用 H)9

蛋白检测试剂盒（H46-8:L，美国）进行定量。胰蛋白

酶用于消化蛋白质，遵循过滤器辅助样品制备（X47"

=?3-:4L?L R:>Z7? Z3?Z:3:=46;，%9'$）程序。消化后的

肽段经脱盐、冻干、用 ], !B ,+*\甲酸重新溶解后

定量。蛋白质使用串联质谱（=:;L?> >:RR =:JR，2A2）

试剂（2<?3>6 %4R<?3 'M4?;=4X4M，美国）进行标记，并使

用 9#29 净化器系统（^C "?:7=<M:3?）通过强阳离

子交换（R=36;J M:=46; ?_M<:;J?，')P）色谱进行分离。

Y C_:M=4`? 质谱仪（2<?3>6 %4R<?3 'M4?;=4X4M，美国）耦

联 C:RI-;7M *,,,（2<?3>6 %4R<?3 'M4?;=4X4M，美国）进

行液相色谱串联质谱法（74SO4L M<36>:=6J3:Z<I =:;"

L?> >:RR RZ?M=36>?=3I，B)-A'EA'）分析TaU。

*+] $8A 样本蛋白质提取后酶解，对鉴定到的目

标蛋白的目标肽段进行 $8A 定量分析，将适合

$8A 分析的肽段信息 PM:74QO3/+/ 软件中进行 $8A

方法设置。采用 "$B)系统（9J47?;=，美国）进行色谱

分离，高效液相色谱分离后的样品用 Y-C_:M=4`? "%

质谱仪（2<?3>6 %4R<?3 'M4?;=4X4M，美国）进行$8A

质谱分析T0U。

*+b 2345*67 采用 )7OR=?3 G+,

T*,U 和 c:`:

23??`4?d G+,

T**U进行层次聚类分析，)CBBK /+b

T*/-*GU预

测蛋白质亚细胞定位。选取差异表达蛋白的蛋白序

列，使用 &)H@ HB9'2e和 @;=?3$36'M:; b

T*]U进行局部

搜索，然后用 H7:R=/^K f+, 软件 T*bU进行基因本体

（^K）注释，从参与的生物过程（H$）、分子功能（A%）

和细胞组分（))）G 个方面描述基因和基因产物的

属性。对基因和蛋白质在京都基因和基因组百科全

书（#C^^）在线数据库上进行 Q7:R=，以检索其 #C^^

同源性鉴定，并映射 #C^^ 通路。富集分析采用

!"#$%& 精确检验，' 值采用 H?;g:>4;4- "6M<Q?3J 校

正，( h,+,b 为差异有统计学意义。

转录组与蛋白质组关联分析，有转录组表达信

息且被鉴定到的蛋白即为关联结果，寻找在两个组

学中差异表达基因和蛋白均注释到的功能条目，并

统计在该功能条目中蛋白、基因的数量以及蛋白和

基因关联到的数量，按照差异蛋白和差异基因在各

#C^^ 条目中富集显著性情况分类，选择两个组学

都显著富集的通路，以确定蛋白质参与的生化代谢

途径和信号转导途径。转录E蛋白和代谢组学整合分

析是指对来自转录组E蛋白组和代谢组等不同生物

分子层次的批量数据进行归一化处理及统计学分

析，建立不同层次分子间数据关系。使用 8G+b+* 软

件对差异基因E蛋白与代谢物进行 #C^^ 通路注释

及富集关联分析，计算蛋白质和代谢物在各个通路

的富集度的显著性水平。

" &'

/+* 89:; 从 *, 例 "&')) 患者中收集了 *,

例肿瘤组织和 *, 例正常组织。

/+/ '()*67<= 将 (h,+,b，i76J/X67LM<:;J?i#

* 作为差异显著性标准筛选差异表达基因，与癌旁

正常组织相比，肿瘤组织中有 G ajf 个基因上调，

G ,fj 个基因下调（图 *9），选取差异表达基因进行

^K注释和富集分析（图 *H），主要包括 Q4676J4M:7 :L"

<?R46;，?_=3:M?77O7:3 >:=34_ 63J:;45:=46;，>O7=4M?77O7:3

63J:;4R> L?`?76Z>?;= 等。对差异基因进行 #C^^ 富

集分析，确定受到显著影响的代谢和信号转导途径

（图 *)），包括 C)A-3?M?Z=63 4;=?3:M=46;，MI=6k4;?-MI"

=6k4;? 3?M?Z=63 4;=?3:M=46;，Z36=?4; L4J?R=46; :;L :Q"

R63Z=46; 等通路。

黄鑫，等+头颈鳞癌与中心碳代谢通路研究!

V

"

G0*



!"# !"#$%&'( 正负离子模式下合并后

实验鉴定 $%& 种代谢物并根据其化学分类归属信

息进行分类统计，其中正负离子模式分别鉴定 !'(

和!%!种。以正交偏最小二乘判别分析的变量权重值

（)*+,-.-/01 20*+301 4506+ 7890*56 :36;*3<3/0/+ =/01>!

636 ?0*30@15 A<B-*+0/;5 C-* +,5 2*-D5;+3-/，)247E:=

?A2）F% 和 !GH"H( 为标准，在正负离子模式下分别

筛选显著性差异代谢物（图 !=、!I）。合并正负离子

模式筛选到的显著差异代谢物，进行JKLL通路注释与

富集分析（图 !M）。富集通路主要有 B*-+53/ N3.56+3-/

0/N 0@6-*B+3-/，;5/+*01 ;0*@-/ <5+0@-136< 3/ ;0/;5*，

=IM +*0/6B-*+5*6，0<3/-0;>1E+OP= @3-6>/+,5636 等。

!"$ )*+#$%&'( 实验测得肽段总数

(Q Q!$，特异性肽段数 (% ###，鉴定蛋白质数%H %&!，

可定量蛋白质数 R &%&。S-1N M,0/.5"%"! 或#H"R# 且

!GH"H(为标准，得到差异蛋白质数目。与癌旁组织相

比，肿瘤组织中 % ((#个蛋白质上调，% R$R个蛋白质

下调，总差异蛋白质数为 # $H%（图#=）。为了进一步

探索蛋白质的功能，亚细胞定位分析表明线粒体可

能是 TP7MM 细胞中重要的细胞器（图 #I）。对差异

蛋白质进行 L)富集分析如图 #M 所示，包括 6+*30+5N

<96;15 ;511 N5U51-B<5/+，<96;15 6+*9;+9*5 N5U51-B!

<5/+，OP= @3/N3/.，@1--N <3;*-B0*+3;15 等。将差异表

达蛋白质进行 JKLL 通路注释与富集分析（图 #:），

注：V%$V%HW肿瘤组织；P%$P%H：正常组织；I2：生物过程；MM：细胞成分；XS：分子功能

! ! "#$%&'()*+,-./012345678-9:;
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富集到的通路主要有!"#$%&'&() *(+ ,"*-./*)0"( ,*1!

,*+21，,32'0,*/ ,*4,0("52(2101，,2// *+6210"( '"/2,./21、

,2()4*/ ,*47"( '2)*7"/01' 0( ,*(,24等。

89: !"#$%&'#()*+, 统计鉴定到

的基因和代谢物共同参与数最多的代谢通路（图;<）

主要有!*/!0.'10-(*/0(-$*)6=*>，?<@A1B5(*%B(5$*)3!

=*>，$4")2B( +B521)B"( *(+ *71"4$)B"(，,2()4*% ,*47"(

#2)*7"%B1# B( ,*(,24 等。通过对转录组学和代谢组

学进行通路富集的比较分析，计算得出基因和代谢

物在各个通路的富集度的显著性水平（图 ;C），主要

包括 $4")2B( +B521)B"( *(+ *71"4$)B"(，(2.4"*,)BD2 %B5!

*(+ 42,2$)"4 B()24*,)B"(，3.#*( $*$B%%"#*DB4.1 B(E2,!

)B"( 等。

89F !-#(%./0#()*+, 整合相同

样本来源的转录组学和蛋白质组学数据，当某一个

蛋白被鉴定到且在转录组水平有表达信息时，则认

为基因和蛋白被关联到。在可定量层面上得到关联

到的蛋白和基因数为 ; GHI，显著差异的层面上关

联到基因及其蛋白数为 JK8。对关联上的差异蛋白

的 ALMM 通路注释，确定出蛋白质参与的最主要生

化代谢途径和信号转导途径（图 :<），主要包括 E"!

,*/ *+6210"(，NOPQG 1B5(*/B(5 $*)3=*>，$4")2B( +B521!

)B"( *(+ *71"4$)B"( 等。寻找到在两个组学中都注释到

的功能条目，以及各 ALMM 条目中两个组学均显著

富集的通路，如 ,"'$/2'2() *(+ ,"*5./*)B"( ,*1,*+21，

,32'B,*/ ,*4,B("52(21B1，,2// *+321B"( '"/2,./21 等

（图 :C）。

89G ./0#(%&'#()*+, 对差异蛋

白和差异代谢物进行 ALMM 通路注释比较，统计本

次实验鉴定到的蛋白质和代谢物共同参与数最多

的 ALMM 通路，包括 ,2()4*/ ,*47"( '2)*7"/B1' B(

,*(,24，$4")2B( +B521)B"( *(+ *71"4$)B"(，5/>,"/>1B1R

5/.,"(2"52(21B1 等（图 F<）。通过对蛋白组和代谢组

进行通路富集的比较分析，计算蛋白质和代谢物在

各个通路的富集度的显著性水平，得到两个组学均

显著富集的通路，包括 (2.4"*,)BD2 /B5*(+P42,2$)"4

B()24*,) B"( 和 ,2()4*/ ,*47"( '2)*7"/B1' B( ,*(,24

（图FC）。

! ! "#$%&'()*+,-./01234523-678

"#$ ! %&'()*+*,#-. (/(+0.#. *1 2#11&3&/'#(+,&'()*+#'&. #/ 4&(2 (/2 /&-5 .67(,*7. -&++ -(3-#/*,( '#..7&. -*,8(3&2 '* (29(-&/' /*3,(+ '#..7&.

黄鑫，等9头颈鳞癌与中心碳代谢通路研究!
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! ! "#$%&'($%)*+,

"#$ ! %&'($)*'(+ *&*,-.#. /0 ')*&.1)#2'/3#1. *&+ 3('*4/,/3#1.

注：正常组织；!"：生物过程；#$：细胞成分；%&：分子功能

! 5 -./01234567$89:;<=>?<=>$%+,

"#$ 5 6)/'(/3#1. *&*,-.#. /0 +#00()(&'#*, 2)/'(#&. #& 7(*+ *&+ &(18 .9:*3/:. 1(,, 1*)1#&/3* '#..:(. 1/32*)(+ '/ *+;*1(&' &/)3*, '#..:(.
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! ! "#$%&'()$%*+,-.

"#$ ! %&'($)*'(+ *&*,-.#. /0 ')*&.1)#2'/3#1. *&+ 2)/'(/3#1.

! 4 '()$%&/0$%*+,-.

"#$ 5 %&'($)*'(+ *&*,-.#. /0 2)/'(/3#1. *&+ 3('*6/,/3#1.

1 7 23'4)* 89:-.56

;*6 7 89: *&*,-.#. /0 '*)$('(+ 2)/'(#& *&+ 2(2'#+(

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

./01 ,(*)+ 2 '(',$ $

#34& $(%+- ' '('$2 %

5"#$&$ $(,)* $ '(2), +

#346 $(+** $ '(+,$ -

576, '(%)* ' '(,-' -

蛋白质名称 89: !

7;<6 '(*+% % '(-', -

5"=)&$ '()2+ - '(',, '

5"=)&, '(-'> ) '(,-+ $

7/&?, '($++ ' '($,% %

7/&?$ $(22' > '(''' $

<@+ )(>+% $ '('', %

70@7 ,('>, % '(''' %

5"=$>&$ '(*>+ - '()$2 )

注：71?：平行反应监测；89:：蛋白在肿瘤组织与癌旁组织表达
比值；576,：羧肽酶 6,；5"=$%&$：胶原蛋白!" #$ 链；./01：
表皮生长因子；=34&：乳酸脱氢酶 &；5"=$&$：$ 型胶原蛋白链；

=346：乳酸脱氢酶 6；7346：丙酮酸脱氢酶 .$ 亚基 $；5"=)&$：胶
原蛋白% #$ 链；5"=)&,：胶原蛋白% #, 链；7/&?,：磷酸甘油酸
酯变位酶 ,；7/&?$：磷酸甘油酸酯转位酶 $；4@+：己糖激酶 +；
70@7：磷酸果糖激酶；5"=$>&$：胶原蛋白类型!&#$ 链

,(% !"#$% 71? &'() 根据转录组学、

蛋白质组学、代谢组学和两两组学的 @.// 通路分

析，优先筛选多组学同时检测到差异分子的通路，

并查阅大量代谢与肿瘤相关文献，结果提示 ABCDEFG

AFEHIC JBDFHIGKLJ KC AFCABE 和 MEIDBKC NKOBLDKIC FCN

FHLIEMDKIC 可能参与了头颈鳞癌的代谢重编程。此

外，选择稳定差异表达且可测得性高的与这两条代

谢通路相关的蛋白质进行 71? 验证实验。相关蛋

白质包括羧肽酶 6, （576,）、$ 型胶原蛋白链

（5"=$&$）、胶原蛋白% #$ 链（5"=)&$）、胶原蛋白

PQ #, 链 （5"=)&,）、胶原蛋白类型 R& #$ 链

（5"=$>&$）、胶原蛋白 R" #$ 链（5"=$%&$）、乳酸

脱 氢 酶 6 （=346）、 磷 酸 甘 油 酸 酯 变 位 酶 ,

（7/&?,）、丙酮酸脱氢酶 .$ 亚基 $（7346）、

./01、7/&?$、=34&、4@+、70@7， 其 中 ./01、

=34&、7/&?$、4@+、70@7 表达显著升高，5"=)&$

显著下调（表 $）。
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4:S55 早期即可出现淋巴结转移和局部浸

润 T$)U，因此常常预后不良，需要新的策略来应对。本

研究首次通过转录组学、蛋白质组学、代谢组学、联

黄鑫，等(头颈鳞癌与中心碳代谢通路研究!
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合分析和 !"#，系统地阐明了宏观代谢变化，证实

了肿瘤中心碳代谢通路及其相关蛋白（$%&"、

!%'#(、)*+'、+,-、!&,!）在 +./00 的代谢重编

程中起重要作用，有助于全面认识肿瘤的发病机制，

为 +./00 的精准、个性化治疗提供依据。

亚细胞器是细胞质内具有一定形态和功能的

微器官（如线粒体、内质网等），是蛋白发挥功能的

重要场所。本次研究中蛋白质组学亚细胞定位结果

提示有较多差异蛋白质定位于线粒体。线粒体是细

胞供能的主要细胞器，并参与细胞增殖凋亡等生物

学过程1(23，提示 +./00 细胞与正常细胞相比在能量

代谢上可能存在较大差异。肿瘤细胞比正常细胞摄

取更多的糖，即使在氧气充足的条件下，仍会优先

产生乳酸，这种现象被称为“4567869 效应”或“有

氧糖酵解”1(:3。$%&" 能激活肿瘤细胞中心碳代谢，

在有氧糖酵解过程中发挥重要作用。研究证实，

$%&" 能直接或间接调控功能性葡萄糖转运蛋白(

（%);<(），维持糖酵解和戊糖磷酸途径1(=3。$%&" 通

过调节下游磷脂酰肌醇 - 激酶（!>-,）?丝氨酸?苏

氨酸激酶（'@A）?哺乳动物雷帕霉素靶点（B<C"）信

号通路调控糖酵解，促进 %);<( 的正确定位1DE3，调

节肿瘤细胞黏附、增殖、侵袭和迁移，与预后呈负相

关1D(3。已有研究表明，抑制糖酵解途径可增加靶向

$%&" 治疗肿瘤的疗效，说明糖酵解可能是 $%&"

的主要致癌途径1DD3。在本研究中，$%&" 在 +./00

组织中的表达高于癌旁组织，而 $%&" 可以促进葡

萄糖摄取和糖酵解，提示高表达的 $%&" 可能通过

糖酵解途径促进 +./00 细胞的生长1D-3。

)*+' 在有氧糖酵解过程中将丙酮酸转化为乳

酸。已经证实，高活性的 )*+' 与多种癌症的不良

预后有关1DF3。)+*' 浓度升高会导致肿瘤细胞中的

G+ 值降低，进而创造出有利于肿瘤侵袭的酸性微

环境。)*+' 还能提供糖酵解所需 .'*

H、调节血管

生成、产生乳酸诱导免疫逃逸，进而在很大程度上

促进恶性肿瘤进展1DF3。肿瘤细胞可以利用 )*+' 和

柠檬酸循环的中间体，合成肿瘤细胞快速增殖所需

的脂类、脂肪酸和核酸1DI3。本研究证实，)*+' 的表

达在 +./00 组织中明显上调，表明 +./00 肿瘤细

胞更多地利用糖酵解而不是线粒体氧化磷酸化来

满足其能量需求。)*+' 可能成为新的治疗靶点，阻

断 )*+' 将导致细胞内 '<! 严重耗竭，从而发挥抗

肿瘤作用。

己糖激酶（+,J）参与糖酵解过程的第一步，即

催化葡萄糖磷酸化为葡萄糖KLM磷酸。+,- 是糖酵

解的第一限速酶，在许多肿瘤中过表达并能影响肿

瘤患者的预后1DL3。+,- 会增加细胞 '<! 水平并减少

活性氧簇的产生。由于高度糖酵解的肿瘤常伴有免

疫刺激性肿瘤微环境，+,- 可能参与免疫浸润并可

以预测免疫治疗反应1D23。目前，+,- 在 +./00 中的

报道较少。本研究发现 +,- 蛋白在 +./00 表达显

著上调，提示糖酵解与恶性肿瘤之间存在密切联

系，+,- 可能成为肿瘤治疗的新兴领域。

磷酸果糖激酶M(（!&,M(）是一类将果糖MLM磷

酸转化为果糖M(，L，二磷酸的限速酶。在 !&,M( 的

- 种亚型中，血小板型（!&,!）比肝脏型（!&,)）和肌

肉型（!&,#）在肿瘤中占比更多。有研究证实，

!&,! 在肿瘤中过表达，可能提示预后不良1D:3。!&,!

活性增强，糖酵解通路激活，促进 *.' 生物合成

和损伤修复，从而刺激肿瘤细胞生长、迁移和侵

袭 1D=M-N3。近期研究表明，!&,!M)*+'轴通过调节乳腺

癌细胞的乳酸生成来介导有氧糖酵解1-(3。抑制 !&,!

将使葡萄糖通量转向戊糖磷酸途径，在很大程度上

挽救了代谢重编程和细胞死亡1D:3。与既往研究结果

一致，本研究进一步证实 !&,! 在 +./00 组织中表

达上调，提示 !&,! 不仅是代谢重编程和维持细胞

增殖的必要条件，而且可能为 +./00 的治疗提供

潜在治疗靶点。

!%'#( 将 -M磷酸甘油酸（-M!%）转变为 DM磷

酸甘油酸（DM!%），是糖酵解途径的关键蛋白。抑制

!%#'(会导致糖酵解活性降低，从而抑制肿瘤生长1-D3。

!%'#( 衰减后，其底物 -M!% 升高，抑制戊糖磷酸

途径通量和核苷酸合成反应；产物 DM!% 降低，抑制

氨基酸合成1--3。此外，B<C"M!%'#( 信号级联能促

进 4567869 效应，阻断 !%'#( 抑制了B<C" 依赖

性糖酵解1-F3。本研究发现 +./00 患者 !%'#( 高表

达，提示 !%'#( 参与了糖酵解相关的肿瘤的发展。

这在 +./00 的治疗中具有重要价值，并有助于识

别潜在的生物标志物和药物靶点。

总之，本研究通过高通量技术结合精确的!"#，

开辟了研究+./00代谢重编程的创新模式。$%&"、

)*+'、!%'#(、+,-、!&,! 的表达升高激活肿瘤中

心碳代谢通路，触发或调节肿瘤进展。本研究为

+./00 的进一步研究提供了有前景的肿瘤预后生

物标志物和潜在的治疗靶点，有着重要的临床意义。
!"#$%

1(3 +C"<C. O *，,.C0+$)#'.. + #，*'P < '，QA 5RS >BB8TQ

QU5JVWT 7X YQ5Z 5TZ TQ[@ [5T[Q6\ ]W8TZ5AVWTJ ]W6 [WB7VT5AVWT AYQ65!

GX 1O3S <6QTZJ 05T[Q6，DN(=，I（F）：DN:MD-DS

1D3 !$<$"/C. ' 0，";//$)) O *，̂'>)$P * O，QA 5RS !565RRQR 6Q5[!

AVWT BWTVAW6VT9 ]W6 YV9Y 6QJWR8AVWT 5TZ YV9Y B5JJ 5[[865[X _85TAV!

A5AVUQ，A569QAQZ G6WAQWBV[J 1O3S #WR 0QRR !6WAQWBV[J，DN(D，((（((）：
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