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摘  要 : 利用“酶晶体低温抑活底物固定”方法，在−20 ℃条件下，将 6-磷酸-β-葡萄糖苷酶 (BglA) 晶体与底

物对硝基苯-β-D-吡喃葡萄糖苷-6-磷酸 (pNPβG6P) 进行浸泡试验，通过 X 射线进行衍射数据收集并处理，获

得了完整的底物电子密度图。研究结果表明，在不突变酶中关键基团使酶失活，以及不选用底物类似物替代原

有底物的情况下，通过上述方法，可以获得酶与底物复合物的实际结构。该研究结果可为今后低温酶学及复合

物中间态的进一步研究提供帮助。 

关键词 : 低温，6-磷酸 -β-葡萄糖苷酶，晶体，衍射数据，底物电子密度图  

A method to determine the structure of the complex of 
enzyme and its substrate using 6-phosphate-β-glucosidase at 
low temperature 

Wei Wang, Yiwei Liu, and Hongbin Li 

Institute of Microbiology, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, China 

Abstract:  To capture a state of the enzyme in complex with an intact substrate, we developed and adopted a novel 

生物技术与方法 
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freezing method in crystal preparation procedure. Neither the elimination of the catalytically indispensable ligands, nor 

mutation or modification of the active site is required. At –20 ℃, we soaked the crystal of 6-phosphate-β-glucosidase 

(BglA) in the liquor containing p-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside-6-phosphate (pNPβG6P). The diffraction data at 2 Å 

resolution was collected and an intact and unambiguous electron density map of pNPβG6P was obtained. These results 

provide an effective method for the research of cryoenzymology and the intermediate state of enzyme-substrate complex in 

the future. 

Keywords:  low temperature, 6-phosphate-β-glucosidase (BglA), crystal, diffraction data, substrate electron-density map 

准确地把握生物大分子及其复合物的结构

是了解生命过程的基础，对其三维结构的解析，

可给出大量的其本身及所属体系的信息。该工作

可大致分成以下 4 个环节：高纯度大分子样品的

制备；晶体的获得；结构的解析；结构信息指导

下的生物学研究。在目前的技术条件下，样品晶

体的质量是影响其结构解析的主要原因[1-3]。影

响生物大分子晶体及其复合物质量的主要原因

是分子的化学稳定性及构象一致性较差而得不

到稳定的复合物晶体。例如，在通常条件下，当

酶与底物发生反应时，底物会被酶降解，所以不

易清楚地看到底物和酶的结合情况。突变酶中

关键基团使酶失活以及选用底物类似物替代原

有底物的的方法，经常被用来捕捉酶和底物的

结合，但由此方法获得的结构多为近似结构。

另外，在常温条件下酶与底物的结合一般不太

稳定，这样底物即便在失活酶中的位置也经常

不易确定。 

我们在研究中发现[4-7]：在低温 (−20 ) ℃ 条

件下，分子构象的一致性、分子间结合的稳定性

都会大大改善，一般酶的生物活性也会大幅度降

低。由此获得的酶-底物复合物更为稳定，得到

的晶体结构衍射数据更趋于复合物结合时的实

际结构[8-9]。More 等的研究也发现[10]，当温度

由 70 ℃降到−20 ℃时，β-葡萄糖苷酶的活性由

100％降到 0.01％，也就是说在−20 ℃条件下，

该酶基本失活。基于上述考虑，我们提出了“酶

晶体低温抑活底物固定”方法。该方法是在低温

环境下浸泡底物，此时酶基本失去活性，底物不

易降解，而酶和底物结合的稳定性却大大提高，

平衡后迅速进行液氮固定，首先，可以获得真实

的酶-底物复合物结构；其次，可进一步提高底

物的占有率和空间稳定性，提高底物电子密度的

质量。 

为了进行低温浸泡试验[11]，我们选择了 6-

磷酸-β-葡萄糖苷酶 (BglA)。根据催化底物分解

时是否需要辅因子，BglA 分两类：糖基水解酶

家族 1 (Glycoside hydrolase family 1，GH1) 和糖

基水解酶家族 4 (Glycoside hydrolase family 4，

GH4)。GH4 的 6-磷酸-β-葡萄糖苷酶在催化底物

分解时需要金属离子 (Mn2+、Ni2+、Co2+或 Fe2+) 

和 NAD+的辅助，同时需要一个还原性环境[12-15]，

而 GH1 的 6-磷酸-β-葡萄糖苷酶则可以独立完成

催化作用[16-17]，其大小约 50 kDa。BglA 于 1972

年首次从产气杆菌 Aerobacter aerogenes 中被分

离得到[18]，随后 1974 年在大肠杆菌 Escherichia 

coli 中又再次被纯化出来[19]。BglA 能专一性地水

解 6-磷酸-β-葡萄糖苷键，可将底物对硝基苯-β-D-

吡喃葡萄糖苷-6-磷酸  (pNPβG6P) 水解为对硝

基苯酚和 6-磷酸-β-葡萄糖[20-21]。 
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1  材料与方法 

1.1  材料 

bglA 基因 (EC31211186) 由上海捷瑞生物

工程有限公司合成；宿主杆菌主菌株 E. coli 

DH5α、E. coli BL21 (DE3) 和载体 pET-28a 由本

室保存；SDS-PAGE 低分子量标准购自中国科学

院上海生物化学研究所；His-TrapTM HP 5 mL 购

自于美国 GE 公司；蛋白晶体筛选试剂 Crystal 

Screen HR2-110 和 HR2-112 购自美国 Hampton 

Research 公司；BCA 蛋白浓度检测试剂盒购自美

国 Pierce 公司；底物 pNPβG6P 由美国 National 

Institutes of Health (NIH) 的 Dr. John Thompson 

提供。 

1.2  BglA 的表达 

将构建好的 pET-28a-bglA 重组质粒转化

E. coli BL21 (DE3)，转化成功的单克隆菌株置于

20 mL LB 培养基中 (卡那霉素 5 μg/mL)，过夜培

养后接种于 2 L LB 摇瓶，37 ℃振荡培养，当

OD600 达到 0.6~0.8 时，加入 IPTG 至终浓度

0.001 mol/L，37 ℃继续振摇 5 h，6 000 r/min 离

心 10 min 收集细菌。 

1.3  BglA 的提取与纯化 

收集的细菌用 80 mL PBS (pH 7.4) 重悬后，

超声波破碎裂菌，12 000 r/min 离心 10 min，收

集上清。利用蠕动泵将上清液与 His-Trap HP 镍

柱过夜结合。采用快速蛋白液相色谱法，以缓冲

液 A (20 mmol/L Tris-HCl，50 mmol/L NaCl，   

pH 8.0) 和缓冲液 B (20 mmol/L Tris-HCl ，

50 mmol/L NaCl，500 mmol/L 咪唑，pH 8.0) 对

结合有蛋白的镍柱进行梯度洗脱，并进行蛋白峰

收集及 SDS-PAGE 检测。收集到的蛋白在超滤浓

缩 管 中 置 换 成 分 子 筛 缓 冲 液  (20 mmol/L 

Tris-HCl，50 mmol/L NaCl，pH 8.0)，经 Superdex 

200 凝胶层析柱进一步纯化，蛋白峰收集并再次

进行 SDS-PAGE 检测。BCA 蛋白浓度测定法测

定蛋白浓度。 

1.4  蛋白晶体的生长 

蛋白晶体的培养采用悬滴式蒸气扩散法，筛

选 试 剂 来 源 于 Crystal Screen HR2-110 和

HR2-112 试剂盒。将 1 μL 蛋白溶液与 1 μL 池液

混匀，同 200 μL 的池液进行气相平衡，静置于

16 ℃环境生长。 

1.5  常温试验 

首先，准备晶体板，并制备防冻液。防冻液

成分：1 μL 50％ (V/V) 甘油，2 μL 池液 (0.1 mol/L 

N-2- 羟 乙 基 哌 嗪 -N'-2- 乙 磺 酸 钠 盐  (HEPES 

sodium)，pH 7.5，10％ (V/V) 异丙醇和 20％聚

乙二醇 4 000 (Polyethylene glycol 4 000) (W/V))。

制备好的防冻液放入晶体板。用尼龙环挑取BglA

蛋白晶体，放入防冻液中，加入 3 μL 20 mmol/L

底物 pNPβG6P。用尼龙环挑出蛋白晶体与底物

复合物，放入液氮固定。 

1.6  低温试验 

准备低温晶体板，用水将含有甘油的纸条润

湿，再将坐滴孔内加满水，盖上玻璃盖，以保持

环境的湿度；制备防冻液，成分为：1 μL 50％ 

(V/V) 甘油，2 μL 池液(0.1 mol/L N-2-羟乙基哌

嗪-N'-2-乙磺酸钠盐 (HEPES sodium)，pH 7.5，

10％  (V/V) 异丙醇和 20％聚乙二醇 4 000 

(Polyethylene glycol 4 000) (W/V))。制备好的防冻

液放入晶体板。之后用尼龙环挑取出 BglA 蛋白

晶体，放入防冻液中，迅速置于−20 ℃低温冰箱
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中。静置 10 min 后，迅速取出蛋白晶体板，快

速加入 3 μL 20 mmol/L 底物 pNPβG6P。再次将

晶体板放回−20 ℃低温冰箱中。静置 10 min 后迅

速取出晶体板，用尼龙环挑出蛋白晶体与底物复

合物，放入液氮固定。 

2  结果 

2.1  BglA 的表达与纯化结果 

为了有效地纯化蛋白，在设计 bglA 重组序

列时，在 C 末端多加了 1 段由 6 个组氨酸构成的

His-tag。携带重组质粒 pET-28a-bglA 的 E. coli 

BL21 在 37 ℃经 IPTG 诱导后，表达大量可溶性

BglA 蛋白，分子量大小约 50 kDa。 

利用组氨酸标签和咪唑的相互作用，通过

His-Trap 层析柱梯度洗脱，在 40 mmol/L 咪唑浓

度及 60 mmol/L 浓度附近获得浓度较高的蛋白 

(图 1)。收集到的蛋白在超滤浓缩管中置换成分

子筛缓冲液，经 Superdex 200 凝胶层析柱，BglA

进一步被纯化 (图 2)，随后用 BCA 法进行蛋白

浓度测定，蛋白浓度高达 8 mg/mL。 

 

图 1  BglA 镍柱亲和层析之后电泳结果图 

Fig. 1  SDS-PAGE analysis of BglA after purified with a 
His-Trap HP column. M: protein marker. The collected 

fractions of BglA corresponding to the SDS-PAGE lanes 
1,2,3.  

 
图 2  BglA 凝胶过滤层析之后电泳结果图 

Fig. 2  SDS-PAGE analysis of BglA after purified with 
a Superdex 200 10/300 column. M: protein marker. The 

collected fraction of BglA corresponding to the 
SDS-PAGE lane 1. 

2.2  晶体生长结果 

晶体的生长条件筛选选用 Hampton Research

的 Crystal Screen 的 HR2-110 和 HR2-112 试剂盒，

共 98 个不同条件的池液，每个池液含有缓冲液，

沉淀剂和盐 3 类成分。观察发现有几个不同的条

件均生长出了晶体，其中在池液成分为 0.1 mol/L 

HEPES sodium (pH 7.5)、10％ (V/V) 2-propanol、

20％ (W/V) PEG 4 000 的生长条件下，经过 2 周

的时间，生长出了能够达到 X 射线衍射条件的晶

体 (图 3)。 

2.3  数据收集、处理结果及底物电子密度图 

在−20 ℃的低温条件下，利用“酶晶体低温

抑活底物固定”方法，将 BglA 晶体与底物进行

浸泡，并用液氮固定，通过 X 射线进行衍射数据

收集并处理，获得了完整的底物电子密度图。

BglA 晶体衍射数据的空间群属于 P212121，最高

分辨率为 2 Å，结构采用分子置换法解析。数据

收集和优化的统计数据如表 1 所示。在利用“酶

晶体低温抑活底物固定”方法进行低温试验前，

我们选用前期生长良好的 BglA 晶体，使用常规 
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图 3  在某一条件下得到的蛋白晶体 

Fig. 3  Crystals of BglA. The crystals of BglA grown at 

16 ℃ , and the longest dimension of the crystals is 

290 μm. 

表 1  BglA 晶体衍射数据 

Table 1  Data collection and refinement statistics 

Data collection BglA 

Space group P212121 

Cell dimensions  

a, b, c (Å) 52.841, 103.695, 185.075 

Resolution (Å) 50.00−2.00 (2.07−2.00) 

Rmerge 0.098 (0.536) 

I/σ (I) 15.267 (3.442) 

Completeness (%) 93.1 (97.7) 

Redundancy 5.1 (5.3) 

Refinement  

Resolution (Å) 41.07−2.00 

No. of reflections 61 382 

Rwork /Rfree 0.236 7/0.281 5 

r.m.s deviation  

Bond length 0.018 8 

Bond angle 1.705 4 

Mean B factor (Å2) 28.5 

Water molecules 79 

Values in parentheses are from the highest resolution shell. 

方法，进行了酶与底物浸泡的对比试验。所用晶

体的空间群属于 I222，晶胞参数为 a=69.441 Å，

b=86.902 Å，c=161.765 Å，最高分辨率为 2.4 Å，

结构采用分子置换法解析。经优化处理后得到了

水解底物的电子密度图。通过对比的衍射电子密

度图显示，底物 pNPβG6P 在经低温处理的 BglA

晶体结构中有完整的电子密度；对于未经低温

处理的 BglA 晶体，底物在相应位置已经被水解 

(图 4)。 

3  讨论 

3.1  低温防冻剂配方的选择 

在利用“酶晶体低温抑活底物固定”方法进

行低温试验时，选用甘油作为主防冻剂，但当用

尼龙环挑出单颗晶体放入防冻剂之后，晶体出现

了迅速融化的现象。之后，我们对此环节进行改

进，尝试放入多颗晶体，以使溶液达到饱和状态。

在放入第 1 颗晶体时，晶体依然很快融化；继续

放入第 2 颗，晶体只是部分开裂；放入第 3 颗晶

体后，该晶体完好。另外，我们也尝试将晶体加

入不含甘油的池液，晶体并未开裂或融化，但经

过−20 ℃低温处理后，再次观察发现晶体部分开

裂，用尼龙环挑晶体时出现了断裂现象，说明此

时的晶体脆性增强，防冻剂的保护不可或缺。因

此，找到适合各种温度的多体系低温防冻剂配

方，使晶体不易开裂并可以承受更深的低温是我

们需要进一步解决的问题。 

3.2  “酶晶体低温抑活底物固定”方法对底物

电子密度的影响 

本研究使用的“酶晶体低温抑活底物固定”

方法，是在 −20 ℃条件下将 BglA 晶体与

pNPβG6P 进行浸泡，通过 X 射线收集衍射数据 
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图 4  不同条件下获得的底物电子密度图 

Fig. 4  Comparison between the electron density of bound substrates from two methods. 2Fo-Fc electron density map 

is contoured at 1.0 σ, the left shows that the substrate was hyzrolyzed at normal temperature, the right shows that the 

electron-density of the substrate was intact at −20 ℃. 

 

并处理，最终获得了完整的底物电子密度图。与

常规方法相比较，使用的底物相同，但取得的效

果却差别明显。我们认为，用常规方法无法获得

完整的底物电子密度，因为一般酶在常规温度下

都能够迅速水解底物，而“酶晶体低温抑活底物

固定”方法是在保持天然结构的状态下，将酶活

力降低到几乎失活的水平，延缓底物的水解。另

外在低温状态下，pNPβG6P 的 β 糖苷键的柔性

会降低，使得硝基苯基团的位置更固定，也有利

于取得较好的电子密度。 

3.3  低温酶学及复合物中间态的进一步研究 

为了进一步试验“酶晶体低温抑活底物固

定”方法在低温酶学研究领域的普适性，在获得

了 BglA 与其底物复合物的实际结构后，我们还

利用本实验室现有的酰亚胺酶  (Imidase) 与其

特异性底物进行了浸泡试验，获得了比较完整的

底物电子密度图。由于复合物晶体的衍射数据低

于 3 Å，我们正在进行进一步的优化筛选，以期

获得优于 3 Å 的数据结果，进而得到理想的底物

电子密度图。另外，我们也正在选择其他的酶与

底物进行低温浸泡试验，进一步扩大复合物中间

态的研究范围。 

3.4  低温条件下的单晶生长 

从“酶晶体低温抑活底物固定法”自然派生

出的一个思路便是研究深低温条件下生物大分

子单晶生长的技术。如前所述，在深低温条件下

生物大分子有着更好的化学稳定性和构象一致

性，有望得到分辨率更高的晶体。目前，我们已

经利用溶菌酶在−20 ℃低温环境下进行晶体生

长实验，以不同浓度 DMSO 替代甘油作为主防

冻剂进行梯度试验，获得了生长良好的晶体，并

得到了较高分辨率的衍射数据。 
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Nature：蛋白结构分析的新里程碑 

利用 X 射线晶体学技术研究蛋白质结构，需要用许多已知数据来填补数据的缺口。而现在，科学家

们应用 X 射线新技术，从头解析了蛋白质的准确结构，构建了该蛋白的完整 3D 模型，这是蛋白结构分

析的一个重要里程碑。 

溶菌酶（Lysozyme）是一种已经被广泛研究的蛋白。日前，美国能源部（DOE）SLAC 国家加速器

实验室的研究人员，使用直线加速器相干光源 LCLS（Linac Coherent Light Source）和复杂的计算机分析

工具，从头生成了溶菌酶的准确模型。这项研究于 11 月 24 日发表在 Nature 杂志上。  

一直以来，由于许多重要蛋白的结晶体太小，传统的 X 射线技术难以对其进行分析。而 LCLS 的特

殊性质能够帮助人们解析更小的结晶体，揭示更多重要的蛋白质结构。  

在用 X 射线技术确定蛋白结构时，需要综合海量数据以获得足够准确的信号，对于缺乏参考数据的

蛋白来说，并不那么实用。“现在我们的实验显示，新 X 射线技术可以从头展现未知生物结构的确切信息。”

马普医学研究所的科学家 Thomas Barends 说。  

蛋白的结构直接决定着它们的功能（例如，蛋白与其他分子的结合/相互作用），蛋白结构分析能够

为人们提供重要信息，帮助人们开发高度靶向性的治疗药物。迄今为止，人们所了解的蛋白结构大多离

不开 X 射线晶体学技术。一个世纪以来，许多诺贝尔奖成果都得益于这一技术。  

早在数十年前，人们就解析了溶菌酶的结构。现在研究人员利用这一蛋白，来考量新 X 射线技术的

准确性。他们将溶菌酶晶体浸泡在含有钆的溶液中，这种金属与溶菌酶结合，能够在 X 射线的照射下产

生强信号。研究者们利用钆原子的这种信号，对溶菌酶分子的结构进行了准确的重建。  

研究团队准备进一步调整和改善这一技术，将其应用于更多更复杂的蛋白质，如膜蛋白。膜蛋白承

担了大量的重要细胞功能，是新药研发中的重要靶标，然而人们目前只知道少数膜蛋白的结构。  

“这项研究是一个重要的里程碑，”曼彻斯特大学的化学教授 John R. Helliwell 说。“X 射线技术迎来

了新的机遇，可以解析更小样本的 3D 结构，这一点令人鼓舞。”  

LCLS 在短短几年的应用中，就获得了如此成就，Barend 相信“X 射线检测设备、相关软件以及结晶

技术的进一步发展，定会在不久的将来催生更多的新成果”。 

(来源：生物通  日期：2013-11-27) 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (Japan Color 2001 Coated)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.5
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo false
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
    /Arial-Black
    /Arial-BlackItalic
    /Arial-BoldItalicMT
    /Arial-BoldMT
    /Arial-ItalicMT
    /ArialMT
    /ArialNarrow
    /ArialNarrow-Bold
    /ArialNarrow-BoldItalic
    /ArialNarrow-Italic
    /CenturyGothic
    /CenturyGothic-Bold
    /CenturyGothic-BoldItalic
    /CenturyGothic-Italic
    /CourierNewPS-BoldItalicMT
    /CourierNewPS-BoldMT
    /CourierNewPS-ItalicMT
    /CourierNewPSMT
    /Georgia
    /Georgia-Bold
    /Georgia-BoldItalic
    /Georgia-Italic
    /Impact
    /LucidaConsole
    /Tahoma
    /Tahoma-Bold
    /TimesNewRomanMT-ExtraBold
    /TimesNewRomanPS-BoldItalicMT
    /TimesNewRomanPS-BoldMT
    /TimesNewRomanPS-ItalicMT
    /TimesNewRomanPSMT
    /Trebuchet-BoldItalic
    /TrebuchetMS
    /TrebuchetMS-Bold
    /TrebuchetMS-Italic
    /Verdana
    /Verdana-Bold
    /Verdana-BoldItalic
    /Verdana-Italic
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 150
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth 8
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 150
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth 8
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects true
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (Japan Color 2001 Coated)
  /PDFXOutputConditionIdentifier (JC200103)
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<


    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc666e901a554652d965874ef6768467e5770b548c52175370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200036002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for reliable viewing and printing of business documents.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>



    /HUN <>
    /ITA (Utilizzare queste impostazioni per creare documenti Adobe PDF adatti per visualizzare e stampare documenti aziendali in modo affidabile. I documenti PDF creati possono essere aperti con Acrobat e Adobe Reader 6.0 e versioni successive.)
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020be44c988b2c8c2a40020bb38c11cb97c0020c548c815c801c73cb85c0020bcf4ace00020c778c1c4d558b2940020b3700020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200036002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken waarmee zakelijke documenten betrouwbaar kunnen worden weergegeven en afgedrukt. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 6.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>


    /SKY <>

    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>

    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e55464e1a65876863768467e5770b548c62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200036002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
    <<
      /AddBleedMarks true
      /AddColorBars true
      /AddCropMarks true
      /AddPageInfo true
      /AddRegMarks true
      /BleedOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /ConvertColors /ConvertToRGB
      /DestinationProfileName (Japan Color 2001 Coated)
      /DestinationProfileSelector /UseName
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements true
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MarksOffset 0
      /MarksWeight 0.283460
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /UseName
      /PageMarksFile /JapaneseWithCircle
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /UseDocumentProfile
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


