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摘  要: 【目的】研究两株假单胞菌的标准菌株荧光假单胞菌(Pseudomonas fluorescens)

和铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)在纯培养条件下所释放的 AHLs 类信号分子种

类、量和变化规律。【方法】利用乙酸乙酯等有机溶剂萃取菌种纯培养液的 AHLs 类信号

分子 , 检测手段利用 HPLC-MS-MS。【结果】荧光假单胞菌释放信号分子的种类为 : 

C4-HSL、C6-HSL、C8-HSL、3-oxo-C10-HSL、3-oxo-C12-HSL、3-oxo-C14-HSL。铜绿假单

胞菌释放信号分子的种类为: C4-HSL、C6-HSL、C8-HSL、C10-SL、C12-HSL、C14-HSL、

3-oxo-C8-HSL、3-oxo-C10-HSL、3-oxo-C12-HSL、3-oxo-C14-HSL。【结论】两株菌所释放

各类信号分子的量均随时间变化, 当菌落数达到 109−1010时信号分子的量达到峰值, 两株

菌所释放各类信号分子含量差异较大。 
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Quantitation of quorum sensing signal molecules of  
Pseudomonas spp. isolated from meet 
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Abstract: [Objective] Different types, quantities and varying patterns of the AHLs released 

from pure cultured Pseudomonas fluorescens and Pseudomonas aeruginosa as the standard 

strains of Pseudomonas spp. were studied in this research. [Methods] AHLs in the pure culture 

solution were extracted via ethyl acetate and then identified through HPLC-MS-MS. [Results] 
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The results showed that C4-HSL, C6-HSL, C8-HSL, 3-oxo-C10-HSL, 3-oxo-C12-HSL, 

3-oxo-C14-HSL were the main signaling molecules released from Pseudomonas fluorescens 

while C4-HSL, C6-HSL, C8-HSL, C10-SL, C12-HSL, C14-HSL, 3-oxo-C8-HSL, 3-oxo-C10-HSL, 

3-oxo-C12-HSL, 3-oxo-C14-HSL were the corresponding signaling molecules in Pseudomonas 

aeruginosa. [Conclusion] Quantities of signal molecules from the two strains were changing 

with time, when the number of colonies at 109−1010, reached the peak of the signal molecule. 

Also, significant differences of signaling molecules contents released from the 2 strains were 

found in this research. 

Keywords: Pseudomonas spp., Quorum sensing, AHLs, HPLC-MS-MS 

微生物的作用是导致肉类腐败的首要原因, 

在很多相关的报道中对肉类贮藏过程中的腐败

菌进行菌相分析, 并对主要腐败菌进行分离和

鉴定, 发现假单胞菌(Pseudomonas spp.)是主要

的腐败优势菌之一[1], 如: 恶臭假单胞菌[2]、荧

光假单胞菌等。铜绿假单胞菌虽属于病原微生

物之一, 但有报道说明在腐败的肉类当中也可

分离出此菌[3−4]。如何抑制微生物的腐败作用一

直是国内外相关学者的研究重点, 利用理化作

用抑制微生物生长已取得诸多成效, 自 20 世纪

70 年代群体感应效应被发现至今, 国内外众多

学者提出了利用抑制腐败菌信息交流的方式来

干扰腐败菌特殊基因的表达, 从而达到食品防

腐作用[5]。群体感应效应(Quorum sensing)是指

微生物细胞内通过相应的感应系统感应细胞外

的小分子自诱导剂的浓度从而感知菌体密度的

大小, 当菌体密度达到一定的阀值时启动一系

列的目的基因并表达相应特征的方式。“自诱导

剂”(Autoinducer)是微生物之间发生群体感应效

应的关键物质, 微生物通过这种小分子物质的

分泌、释放和感应来进行种内及种间相互交流

并完成某种特性的表达[6], 如 Chugani 等的研究

发现, 绿脓假单胞菌的基因 antA 的表达大多受

到信号分子 C10-HSL、3-oxo-C12-HSL 和 C4-HSL

的影响[7]。经过多年的研究人们发现, 细菌之间

通过分泌并感应一种小分子物质来判断菌群的

密度, 并以此小分子物质浓度的某一特定值为

阀值来调节细菌的自身状态并表达相应的特性, 

并且很多细菌中都存在这种类似的机制。研究

表明, 细菌通过种内或种间的信息交流来表现

某种特性并导致食品腐败变质, 因而随着进一

步的深入研究可尝试通过某种途径干扰或控制

食品中微生物间的信息传递以达到防止食品腐

败及抑制腐败菌生长的有效途径。 

本课题研究的目的在于建立 HPLC-MS-MS

检测 AHLs 类信号分子的方法, 并利用此分析

检测手段初步研究假单胞菌所释放群体感应信

号分子的种类, 及随不同的细菌浓度对应信号

分子量的变化规律, 从而为进一步研究与其致

腐败性之间的关系, 依据所得此类信号分子的

种类和数量变化的特征开发快速检测牛肉腐败

的新方法, 同时为开发腐败性细菌群体感应效

应干扰素提供一定的理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  标准菌株  

荧 光 假 单 胞 菌 (Pseudomonas fluorescens) 

AS.1.33, 铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa) 

ATCC15442, 购于上海市工业微生物研究所。 

1.2  主要试剂和仪器 

信号分子标准品(表 1)均购于 Sigma 公司; 乙

酸乙酯(AR), 无水甲醇(HPLC)购于国药集团; LB

培养基, 营养琼脂等购于上海生工。Quattro micro

液相色谱-质谱联用仪, Waters 公司; 250 型旋转蒸
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发仪, 上海申生科技有限公司; 高速冷冻离心机

SupRa22K, 上海民仪电子有限公司。 

1.3  AHLs 提取方法 

制备所取菌种营养琼脂平板, 于 28 °C 恒温

培养箱培养 48 h。用接种环挑取单菌落培养于含

50 mL LB 培养基的 250 mL 三角瓶中, 于 28 °C

摇床培养 12 h, 制备种子培养液。待种子培养

液培养 12 h 后取 1 mL, 接种于含有 100 mL LB

液体培养基的三角瓶中培养。将上述培养液放

于 50 mL 离心管 27 000×g、4 °C 离心 20 min。

取上清液(弃沉淀)用等量含 0.1 mL/L 冰乙酸的

乙酸乙酯萃取 3 次[8], 弃水相, 混合有机相。将

上述得到的乙酸乙酯抽提液置于旋转蒸发仪内, 

进行旋转蒸干[9]。用 5 mL 无水甲醇分 2 次充分

振荡润洗上述蒸干的蒸发瓶, 并收集所得甲醇

溶液。将甲醇溶液置于离心管 12 000 r/min、4 °C

冷冻离心 , 弃沉淀 , 最终将所得甲醇溶液置于

−20°C 冰箱备用。 

1.4  HPLC-MS-MS 分析检测条件及定量方法[10] 

色谱条件为: 色谱柱 Sunfire C18 (3.5 μm, 

2.1 mm×50 mm); 流动相: 甲醇:水(50:50, V/V)

等梯度洗脱, 流速为 0.2 mL/min, 柱温: 35 °C, 

进样量: 10 μL。 

质谱条件为: 毛细管电泳: 3.5 kV, 离子源

温度: 120 °C, 去溶剂温度: 350 °C, 锥孔气流: 

500 L/hr, 去溶剂气流: 50 L/hr, 喷装气体: 氩

气, 碰撞压力: 3.25e−3 mbar, 扫描方式: 正离子

扫描, 定量离子对: 242.10/102.10, 定性离子对: 

242.10/141.20, 驻留时间: 0.5 s, 锥孔电压及碰

撞能量见表 2。 

样品按 1.3 前处理后, 经 C18 色谱柱分离后

进入质谱, 采用电喷雾离子源正离子模式和多

反应监测 (MRM)模式 , 外标法进行定量分析 , 

分析时间 12 min。 

 
表 1  AHLs 信号分子名称、结构、简称及分子量 

Table 1  Names, structures, abbreviations and molecular weights of the AHLs 
化学名称 

Names 
结构 

Structures 
简称 

Abbreviations 
分子量 

MW 

N-butyryl-DL-homoserine lactone 
 

C4-HSL 171.19 

N-caproyl-DL-homoserine lactone 
 

C6-HSL 199.25 

N-octanoyl-DL-homoserine lactone 
 

C8-HSL 227.30 

N-decanoyl-DL-homoserine lactone 
 

C10-SL 255.35 

N-lauroyl-DL-homoserine lactone 
 

C12-HSL 283.41 

N-myristoyl-DL-homoserine lactone 
 

C14-HSL 311.46 

N-(β-ketocaproyl)-L-homoserine lactone 
 

3-oxo-C6-HSL 213.23 

N-(β-ketooctanoyl)-L-homoserine 
 

3-oxo-C8-HSL 241.28 

N-(3-oxodecanoyl)-L-homoserine lactone 
 

3-oxo-C10-HSL 269.34 

N-(3-oxo-dodecanoyl)-L-homoserine lactone 
 

3-oxo-C12-HSL 297.39 

N-(3-oxo-tetradecanoyl)-L-homoserine lactone 
 

3-oxo-C14-HSL 325.44 
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表 2  HPLC-MS-MS 检测 AHLs 类信号分子质谱条件表 
Table 2  MS conditions of determine AHLs by HPLC-MS-MS 

化合物 

Compound 

母离子 

Parent ion (m/z) 

子离子 

Daughtern ion (m/z)

保留时间 

Retention time (min)

锥孔电压 

Cone (V) 

碰撞能量 

Collision energy (eV)

C4-HSL 172 102、71  1.09 15、15 10、10 

C6-HSL 200 102、99  1.80 15、15 10、10 

C8-HSL 228 102、127  5.47 15、15 10、10 

C10-HSL 256 102、155  8.70 20、20 10、10 

C12-HSL 284 102、183  9.64 20、20 10、10 

C14-HSL 312 102、211 10.24 20、20 10、10 

3-oxo-C6-HSL 214 102、113  1.15 15、15 10、10 

3-oxo-C8-HSL 242 102、141  2.04 20、20 10、15 

3-oxo-C10-HSL 270 102、169  6.54 20、20 15、15 

3-oxo-C12-HSL 298 102、197  8.90 25、25 15、15 

3-oxo-C14-HSL 326 102、225  9.73 25、25 15、20 

 

2  结果与分析 

2.1  HPLC-MS-MS 检测 AHLs 标准品 

HPLC-MS-MS 在上述条件下分别对 11 种

信号分子标准品进行检测, 见图 1。由于结构及

分子量的不同, 在上述检测条件下各类信号分

子标准品在高效液相色谱中均有不同的保留时

间并呈现 一定规律 性 , 其 在质 谱分析过 程中

AHLs 信 号 分 子 主 要 打 碎 成 固 定 碎 片 m/z 

102 , 还有 m/z 71、m/z 99、m/z 127、

m/z155、m/z 183、m/z 211 等特征碎片, 这些碎

片相差 m/z 28 递增。见表 2 及图 2。 

2.2  铜绿假单胞菌释放 AHLs 的检测 

如图 3 所示, 铜绿假单胞菌所产生信号分

子 的 种 类 为 : C4-HSL 、 C6-HSL 、 C8-HSL 、

C10-HSL、C12-HSL、C14-HSL、3-oxo-C8-HSL、

3-oxo-C10-HSL、3-oxo-C12-HSL、3-oxo-C14-HSL, 

各类信号分子的量见表 3, 并且随细菌浓度的

变化在 7.6×109 和 1.6×1010 时达到峰值 , 见  

图 4。 

2.3  荧光假单胞菌释放 AHLs 的检测 

如图 5 所示, 荧光假单胞菌所产生信号分

子 的 种 类 为 : C4-HSL 、 C6-HSL 、 C8-HSL 、

3-oxo-C10-HSL、3-oxo-C12-HSL、3-oxo-C14-HSL, 

各类信号分子的量见表 4, 并且随细菌浓度的

变化在 1.1×109 时达到峰值, 见图 6。 

3  讨论 

在上述色谱及质谱条件下对 11 种 AHLs 类

信号分子的检测表明, 在此条件下 11 种信号分

子在高效液相色谱中都能很好的被分离, 各自

具备不同的出峰时间, 质谱分析表明: 各类信

号分子随分子质量的变化均具备 172+14n, 并

呈现以 14 的递增规律, 另外 AHLs 类信号分子

所具备的高丝氨酸内酯环在质谱鉴定过程中均

没有被破坏, 并且总具有一个 m/z 为 102 的特征

碎片, 这与 MCLEAN R.[11]和 Bruhn J. B.等[12]

的结果是一致的, 见图 7。 



马晨晨等: 肉类腐败性假单胞菌群体感应信号分子的研究 2009 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图
1 

 A
H

L
s信

号
分
子
标
准
品
色
谱
图

Fi
g.

 1
  

H
PL

C
 c

hr
om

at
og

ra
m

 o
f A

H
L

s s
ta

nd
ar

d 



2010 微生物学通报 Microbiol. China 2013, Vol.40, No.11 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 

图 2  4 种 AHLs (3-oxo-C6-HSL、3-oxo-C10-HSL、C4-HSL 和 C8-HSL)二级质谱碎片 
Fig. 2  MS/MS fragments of 4 AHLs (3-oxo-C6-HSL, 3-oxo-C10-HSL, C4-HSL and C8-HSL) 

 

表 3  铜绿假单胞菌释放 10 种 AHLs 的量 
Table 3  Amount of 10 AHLs by P. aeruginosa release (µg/L) 

菌数 Colony numbers (CFU/mL) 
AHLs 

1.40×107 2.30×109 3.30×109 7.60×109 1.60×1010 1.80×1010 2.40×1010 

C4-HSL 32 20 73 921 1 606 1 590 429 

C6-HSL 15 11 23 237 396 301 42 

C8-SL 12 11 14 81 116 82 11 

C10-HSL 2 2 2 6 6 2 2 

C12-HSL 3 2 2 3 2 2 2 

C14-HSL 2 2 2 5 2 3 2 

3-oxo-C8-HSL 1 1 2 3 2 3 0 

3-oxo-C10-HSL 18 22 118 309 212 136 2 

3-oxo-C12-HSL 186 216 850 1 390 697 277 55 

3-oxo-C14-HSL 16 18 6 17 11 10 3 

 
 

图 3  铜绿假单胞菌释放 10 种 AHLs 选择离子流图 
Fig. 3  Chromatograms of 10 AHLs by P. aeruginosa release 
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图 4  铜绿假单胞菌释放 10 种 AHLs 的变化趋势 
Fig. 4  Trends of 10 AHLs by P. aeruginosa release 

 
 

 
 

图 5  荧光假单胞菌释放 6 种 AHLs 选择离子流图 
Fig. 5  Chromatograms of 6 AHLs by P. fluorescens release 

 

表 4  荧光假单胞菌释放 6 种 AHLs 的量 
Table 4  Amount of 6 AHLs by P. fluorescens release (µg/L) 

菌数 Colony numbers (CFU/mL) 
AHLs 

1.1×107 4.7×107 2.2×108 5.4×108 7.6×108 9.0×108 1.1×109 1.2×109 

C4-HSL 0 0 0 4 7 11 138 44 

C6-HSL 0 0 0 0 0 0 66 21 

C8-HSL 0 0 0 0 0 0 14 6 

3-oxo-C10-HSL 0 0 0 0 0 0 9 2 

3-oxo-C12-HSL 0 2 2 2 1 3 6 2 

3-oxo-C14-HSL 0 0 0 0 0 0 2 1 
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图 6  荧光假单胞菌释放 6 种 AHLs 的变化趋势 
Fig. 6  Trends of 6 AHLs by P. fluorescens release 
 

在此条件下 HPLC-MS-MS 对信号分子的检

测具备较低的检测下限, 为 1 µg/L 左右。研究

两种假单胞菌在不同培养时间, 即菌数不同所

释放 AHLs 的量的检测表明: 铜绿假单胞菌能

产 生 两 类 结 构 不 同 的 信 号 分 子 为 OdDHL 

[N-(3-oxodode-canoyl)-homoserine lactone] 和

BHL [N-(butyryl)-homoserine lactone], 这是因

为铜绿假单胞菌具有较复杂的群体感应系统即

LasI/LasR-RhlI/RhIR 系 统 [13], 这 与 Danièle 

Morin 等[14]的实验结果有一定的相似, 其中以

C4-HSL 、 C6-HSL 、 C8-HSL 、 3-oxo-C8-HSL 、

3-oxo-C10-HSL 的含量最高, 此 5 类 AHLs 可能

与其某种特性表达有关。荧光假单胞菌也能产

生的信号分子为 BHL 和 OdDHL 两类信号分子, 

因此荧光假单胞菌可能也具有与铜绿假单胞菌

类似的群体感应系统, 还有待进一步研究。其

中以 C4-HSL、C6-HSL 的含量最高, 可能与其某

种重要特性表达有关。另外两种菌随着培养时

间的不同及活菌数的变化, 各类 AHLs 信号分

子在菌落数为 109−1010 时达到峰值, 这说明细

菌在繁殖过程中只有在一定的时间才释放信号

分子 , 而此类信号分子并不是一直存在的 , 当

其作用于细菌某类特殊基因后将消失。另外据

报道信号分子的产生与细菌所生长的温度及营

养环境有很大的关系[15]。在此两种假单胞菌所

产 生 AHLs 中 OdDHL 类 (3-oxo-C8-HSL 、

3-oxo-C10-HSL、3-oxo-C12-HSL、3-oxo-C14-HSL

等)、BHL 和 HHL 类(如 C4-HSL、C6-HSL、

C8-HSL、C10-HSL、C12-HSL、C14-HSL 等)与弹

性蛋白酶、绿脓菌素、鼠李糖脂、凝集素、碱性

磷酸酶、几丁质酶、凝集素、溶血素等有关[6,16]。 

微生物是导致食品腐败的主要因素 , 但只 
 

 
 

图 7  AHLs 类信号分子的分子离子的碎片规律 
Fig. 7  Fragmentation of molecular ion [M+H]+ of AHLs 
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有特定的微生物才会导致特定食品的腐败, 即

特定的腐败微生物, 因而可对其在作用过程中

产生的信息素加以利用, 例如切除铜绿假单胞

菌中信息素的合成酶后对其导致的症状有减轻

作用, 因而利用自诱导剂为靶点开发新型抗菌

药物将会成为一种抗菌新型途径。随着对某种

食源性细菌调节系统的进一步研究和对其自诱

导剂结构的逐步掌握, 人工合成此细菌的自诱

导剂类化合物将可为干扰其腐败特性或增加其

代谢产物的产量(如卡巴酚的产量提高)起到重

要的作用[11]。但目前国内外对假单胞菌属所分

泌某个特定的 AHLs 类信号分子与肉类腐败特

定指标之间的关系还有待进一步研究。另外食

品中微生物的腐败特性只有在信号分子被释放

并达到一定的量后才能被表达, 因此对信号分

子的检测可以相对预示食品中腐败性微生物的

量, 可以对食品质量安全的评估起一定的参考

作用。 

参 考 文 献 

[1] 李苗云, 周光宏, 徐幸莲. 应用 PCR-DGGE 研究冷

却猪肉贮藏过程中的优势菌[J]. 西北农林科技大学

学报, 2008, 36(9): 185−189. 

[2] 李正堂, 李柏林, 欧杰, 等. 市售冷却牛肉中主要

细菌的常规分离与鉴定[J]. 微生物学通报, 2009, 

36(2): 198−204. 
[3] 戴奕杰, 李宗军, 王远亮. 冷却肉中假单胞菌生长

动 力 学 模 型 的 建 立 [J]. 肉 类 研 究 , 2011, 25(4): 

17−21. 
[4] 杨宪时, 郭全友, 许钟. 罗非鱼冷藏过程细菌种群

的变化[J]. 中国水产科学, 2008, 15(6): 1050−1055. 

[5] Gram L, Ravn L, Rasch M, et al. Food 
spoilage—interactions between food spoilage 
bacteria[J]. International Journal of Food 
Microbiology, 2002, 78: 79−97.  

[6] Gobbetti M, de Angelis M, di Cagno R, et al. Cell-cell 

communication in food related bacteria[J]. 
International Journal of Food Microbiology, 2007, 120: 
34−45. 

[7] Chugani S, Greenberg EP. LuxR 
homolog-independent gene regulation by 
acyl-homoserine lactones in Pseudomonas 
aeruginosa[J]. Proceedings of the National Academy 
of Sciences, 2010, 107(23): 10673−10678. 

[8] Buchholtz C, Nielsen KF, Milton DL, et al. Profiling 
of acylated homoserine lactones of Vibrio anguillarum 
in vitro and in vivo: Influence of growth conditions 
and serotype[J]. Systematic and Applied Microbiology, 
2006, 29: 433−449. 

[9] Blosser RS, Gray KM. Extraction of violacein from 
Chromobacterium violaceum provides a new 
quantitative bioassay for N-acyl homoserine lactone 
autoinducers[J]. Journal of Microbiological Methods, 
2000, 40: 47−55.  

[10] 马晨晨, 李柏林, 欧杰, 等. 高效液相色谱-串联质

谱法同时测定细菌群感效应11种 AHLs 类信号分子

[J]. 分析化学, 2010, 38(10): 1428−1432. 

[11] Mclean R, Pierson LS, Fuqua C. A simple screening 
protocol for the identification of quorum signal 
antagonists[J]. Journal of Microbiological Methods, 
2004, 58: 351−360.  

[12] Bruhn JB, Christensen AB, Ravn L, et al. Presence of 
acylated homoserine lactones (AHLs) and 
AHL-producing bacteria in meat and potential role of 
AHL in spoilage of meat[J]. Applied and 
Environmental Microbiology, 2004, 70(7): 
4293−4302.  

[13] 马晨晨, 李柏林, 欧杰. 食源性细菌的群体感应效

应[J]. 食品科学, 2008, 29(9): 643−647. 

[14] Morin D, Grasland B, Vallée-Réhel K, et al. On-line 
high-performance liquid chromatography-mass 
spectrometric detection and quantification of 
N-acylhomoserine lactones, quorum sensing signal 
molecules, in the presence of biological matrices[J]. 
Journal of Chromatography, 2003, 1002: 79−92.  

[15] 张素琴. 微生物分子生态学[M]. 北京: 科学出版社, 

2005: 102−118. 
[16] Medina-Martínez MS, Uyttendaele M, Demolder V, et 

al. Effect of temperature and glucose concentration on 
the N-butanoyl-L-homoserine lactone production by 
Aeromonas hydrophila[J]. Food Microbiology, 2006, 
23: 534−540. 

 



<<
  /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 -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /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 -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /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


