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小黑杨环锌指蛋白基因的克隆与表达分析
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提要: 用 cDNA-AFLP 技术从小黑杨中克隆与盐胁迫反应相关的 cDNA片段, 进一步应用 RACE技术克隆出具有完整开放

读码框的小黑杨环锌指蛋白基因(PsnRZF), 该基因全长 1 061 bp, 其中 5'非翻译区为 184 bp, 3'非翻译区为 82 bp, 开放读码

框为795 bp, 编码264个氨基酸, 预测蛋白的分子量为30.25 kDa, 理论等电点为8.04。实时定量PCR检测的结果显示, 正常

生长条件下该基因在根、茎、叶中都表达; NaCl胁迫下, 该基因在根、茎、叶中的表达量升高。在叶中的表达量随着处理

时间的延长而逐渐升高, 胁迫处理后第6天表达量达到最高。
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Abstract: For studies of differential gene expression, cDNA-AFLP was applied in Populus simonii×P. nigra
under salt-stress. The 1 061 bp full length cDNA of ring zinc-finger gene was isolated by rapid amplification of
cDNA ends (RACE), including a 184 bp 5' untranslated region, an 82 bp 3' untranslated region and a 795 bp open
reading frame encoding 264 amino acid residues. The molecular weight of deduced protein was 30.25 kDa with
a theoretical pI of 8.04. Real-time PCR revealed that PsnRZF gene was expressed in roots, stems and leaves
under normal growth, and the expression level was increased under salt-stress. The expression level of PsnRZF
gene in leaves was increased gradually and the peak value was appeared at the 6th day under NaCl stress.
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锌指蛋白(zinc finger protein, ZF)最早于 1985
年在非洲爪蟾卵母细胞的转录因子中发现(Miller等
1985), 现已证实其广泛存在于植物、动物和真菌

中。锌指蛋白除具有转录因子(如 C2H2 型、C4
型、C6型)的功能以外, 还参与mRNA的成熟剪接

和降解。此外, 锌指蛋白(如 C2HC5 型、C4HC3
型、C3HC4型)还可作为蛋白适配器特异地介导蛋

白间的互作(Berg 和 Shi 1996), 在基因表达调控、

细胞分化、胚胎发育和增强植物抗逆性中都有作

用。环锌指蛋白(ring zinc finger protein, RZF)最早

由Lovering等(1993)发现的, 它具有典型的C3HC4
保守序列, 保守区由 40~60 个氨基酸组成, 富含半

胱氨酸和组氨酸, 可结合两个锌原子。由于此蛋白

的性质不稳定, 容易聚合, 对其功能的研究尚不深

入, 初步研究表明, 此蛋白可与其他蛋白相互作用,
参与信号转导或蛋白质泛素化降解(Borden 2000;
Aravind等 2003)。迄今人们已在水稻(Ma 等 2009)

和巴西橡胶树(Zhu等2006)中克隆了C3HC4型环锌

指蛋白基因。Zeba等(2009)报道, 大多非生物胁迫

因素均可诱导甜椒环锌指蛋白的表达, 将甜椒中的

C3HC4型环锌指蛋白基因导入烟草后, 转基因植株

的生长量明显高于非转基因植株。Schumann 等

(2007)的研究表明, 拟南芥中的一种C3HC4型环锌

指蛋白(PEX10)在光呼吸的过程中也起作用。

小黑杨是小叶杨与欧洲黑杨的杂交种, 1959年
由中国林科院培育, 现在在黄河流域及其以北的广

大地区均有栽植。小黑杨生长快, 轻度耐盐碱, 材
质细密, 可用于造纸、民用建筑等, 是平原地区绿

化和造林树种。小黑杨的研究早期多集中于引种

与栽培(刘志明 1988; 朴志勇等 2004), 近些年关注
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的热点多集中于采用转基因的技术提高小黑杨抗病

性(张福丽 2006)、抗虫性(常玉广 2004; 范海娟等

2006)和耐盐性(刘桂丰等 2006)的研究。本文用

cDNA- AFLP (cDNA amplified fragment length
polymorphism)技术研究NaCl胁迫下小黑杨基因的

表达, 以及与小黑杨盐应答密切相关的基因, 并以

此为基础,  克隆小黑杨环锌指蛋白( P o p u l u s
simonii×P. nigra ring zinc finger protein, PsnRZF)基
因的全长 cDNA, 进一步研究该基因在根、茎、叶

中的表达以及NaCl胁迫过程中的表达变化, 以供研

究小黑杨盐胁迫下基因应答机制和环锌指蛋白的功

能时参考。

材料与方法

植物材料为小黑杨(Po pulu s  s i moni i×P.
nigra)。将从温室中取材的同一无性系小黑杨穗条

进行水培,  于人工气候室中培养,  昼 / 夜温度为

26 ℃/22 ℃, 光照 16 h·d-1, 光照强度 175 μmol·m-2·s-1,
相对湿度约 75%。生长 40 d 左右, 长出新的根和

叶片, 将其分成两组, 一组作为对照于正常条件下

培养, 另一组用 200 mmol·L-1 NaCl 进行胁迫处理,
分别在胁迫开始时(第 0 天)和胁迫后的第 1、2、
4、6、8 天中取小黑杨的根、茎、叶,  每组重

复3次, 用蒸馏水清洗, 拭干后置于液氮中, 于 –70 ℃
中保存备用。

用 SDS 法(王玉成 2005)分别提取小黑杨根、

茎、叶中的 RNA, 按照 Reverse Transcriptase M-
MLV 进行反转录。胁迫处理后第 2 天小黑杨的

RNA按照M-MLV RTase cDNA Synthesis Kit (大连

宝生物工程有限公司)合成双链 cDNA 后,  进行

cDNA-AFLP 和差异条带的扣除, 方法见 LI-COR
4300 AFLP Expression Analysis Kit。

扣除的差异条带回收后重新进行选择性扩增,
PCR产物纯化后与pMD19-T载体连接, 转化大肠杆

菌 JM109 感受态细胞, 在含有 Amp/IPTG/X-gal 的
平板上进行蓝白斑筛选, 挑取阳性克隆进行PCR检
测后, 送至上海生工生物工程技术服务有限公司进

行测序。测序结果进行 Blast 比对。

采用5'/3' RACE Kit, 2nd Generation (Roche)方
法对盐胁迫下小黑杨差异 cDNA 片段 88 号进行 5'
和 3' 克隆。用 SYBR Premix ExTaq 试剂盒(购于

大连宝生物工程有限公司) 进行实时定量 P C R

(Real-time PCR) (黄留玉2005; Wang等2006), 所得

数据利用 SPSS11.0统计软件进行单因素方差分析

Duncan 检验(林杰斌等 2002)。

结果与讨论

1  NaCl胁迫下的小黑杨cDNA-AFLP分析

采用 64 对引物组合进行叶片 cDNA-AFLP分

析的结果(图1)表明: 从LI-COR4300检测的图像上

可以看到, 共获得4 407条片段, 其中差异片段2 027
条, 随机挑选145条差异片段进行回收和二次扩增,
其中成功扩增、克隆和测序的有 96 条。Blast-X
比对结果表明, 与已知基因同源的片段有72条, 占
测序数的 75%; 编码未知功能蛋白的基因有 14 条,
约占测序数的14.6%; 另有10条片段与已知基因或

序列无任何同源性, 约占测序数的 10.4%。图 1 箭

头所指为第 88 号差异片段, 引物组合为 T2M1 (T-
TG/M-CT)。
2  小黑杨环锌指蛋白基因全长 cDNA的克隆

在所获得的差异片段中, 88号差异片段长度为

326 bp, 经 Blast 比对发现, 该片段具有典型的环锌

指蛋白保守序列, 将含此片段的基因命名为PsnRZF
基因, 对此 cDNA 片段设计特异引物, 分别采用

5'/3' RACE (rapid amplification of cDNA ends)的方法

扩增PsnRZF基因的5'/3' 端, 3' RACE得到一条630
bp的条带(图 2), 5' RACE 得到一条 404 bp 的片段

(图 3)。
3  小黑杨环锌指蛋白的基因及其推导编码蛋白的

生物信息学分析

经电子拼接获得带有PolyA的全长cDNA序列

为 1 061 bp (图 4)。采用 NCBI 中的 ORF 程序显

示 5'非翻译区为 184 bp, 3'非翻译区为 82 bp, 开放

读码框为 795 bp, 编码 264 个氨基酸。

经过 ProtParam计算PsnRZF基因编码的蛋白

质分子量为 30.25 kDa, 理论等电点为 8.04, 此基因

编码的 264个氨基酸中Leu最多, 占氨基酸总数的

10.6%。带负电荷的氨基酸(Asp+Glu)有 26 个, 带
正电荷的氨基酸(Arg+Lys)共有 28 个。不稳定系

数为 47.18, 该蛋白是不稳定蛋白。SignalP3.0 预

测该蛋白没有信号肽, 为非分泌型蛋白。用 NCBI
的保守功能区域(conserved domains)分析程序预测

基因的保守区, 结果表明该基因为环锌指蛋白超家

族基因, 保守区位于第 58~104 氨基酸之间。经
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图 1  NaCl胁迫下的小黑杨 cDNA-AFLP 分析

Fig.1  cDNA-AFLP analysis of P. simonii×P. nigra under NaCl stress
T/M 为不同的引物组合;  a 和 b 分别为小黑杨对照组和处理组叶片;  箭头所指为第 88 号差异片段(T2M1)。

图 2  PsnRZF 3' RACE 扩增产物

Fig.2  3' RACE product of PsnRZF cDNA
M: DL2000 分子量标准; 1: 3' RACE 扩增产物。

图 3  PsnRZF 5' RACE 扩增产物

Fig.3  5' RACE product of PsnRZF cDNA
M: DL2000 分子量标准; 1: 5' RACE 扩增产物。

Motif Scan 程序分析此蛋白具有 6个酪氨酸激酶 II
磷酸化位点(casein kinase II phosphorylation site)、
4 个N- 糖基化位点(N-glycosylation site)、5个蛋白

激酶C磷酸化位点(protein kinase C phosphorylation
site)和2个N-豆蔻酰化位点(N-myristoylation site)。
PSORT (http://psort.nibb.ac.jp/)亚细胞定位预测的结

果显示: 小黑杨环锌指蛋白定位于质膜的可信度为

0.6, 定位于高尔基体的可信度为 0.4, 定位于叶绿

体类囊体膜的可信度为0.385, 定位于内质网膜的可

信度为 0.3。通过 TMHMM Service 2.0 预测该蛋

白第 1~169 氨基酸和第 222~264 氨基酸在膜的内

部, 第 170~189氨基酸和第 199~221氨基酸为跨膜
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区, 第 190~198 位氨基酸暴露于膜外, 在其跨膜区

和膜外区存在着糖基化位点, 膜内部区域含有酪氨

图 4  小黑杨 PsnRZF 基因 cDNA核苷酸序列及其推测的氨基酸序列

Fig.4  The nucleotide and deduced amino acid sequence of PsnRZF cDNA from P. simonii×P. nigra

酸激酶Ⅱ磷酸化位点和蛋白激酶C磷酸化位点, 这
些位点都与信号转导密切相关。
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锌指蛋白种类繁多, 根据与锌离子结合的保守

性氨基酸残基 Cys 和 His 的不同组合, 人们把锌指

结构分为 C2H2、C4、C6、C4HC3、C3HC4、
C2HC、C3H以及联合型等多种类型(Gamsjaeger等
2007)。BlastP 比对表明小黑杨环锌指蛋白与拟南

芥(Arabidopsis thaliana) C3HC4 型环锌指蛋白

(NP_671763)同源性为 73%,  与蓖麻(Ricinus
communis, XP_002534507)、玉米(Zea mays,

NP_001148808)、水稻(Oryza sativa, BAD87554)
环锌指蛋白的同源性分别为 78%、57%、52% (图
5)。用 ClustalX1.83 构建锌指蛋白系统进化树, 从
图6构建的进化树中也可看到, 小黑杨环锌指蛋白

与拟南芥、蓖麻C3HC4型环锌指蛋白亲缘关系较

近, 与拟南芥其他类型锌指蛋白的亲缘关系较远, 推
测小黑杨PsnRZF基因编码的蛋白质可能为C3HC4
型环锌指蛋白。

图 5  小黑杨环锌指蛋白与其他植物环锌指蛋白的序列比较

Fig.5  Alignment of the amino acid sequences of RZF protein between P. simonii×P. nigra and other plants
图中黑框区域为环锌指蛋白的保守区。

4  NaCl胁迫下小黑杨环锌指蛋白基因的表达分析

为研究小黑杨环锌指蛋白基因在盐胁迫下的

应答, 用Real-time PCR检测NaCl胁迫前后PsnRZF
基因在根、茎、叶中表达的结果(图 7)表明: 在正

常生长状态下, PsnRZF 基因在根、茎、叶中均表

达。在 NaCl 胁迫条件下, PsnRZF 基因表达量在

根、茎、叶中均升高, 在根中表达量变化并不显

著, 随着胁迫时间的延长, PsnRZF基因在茎和叶中

的表达量逐渐升高。此基因在叶中表达量的变化

最为明显, 在胁迫后第 2和 4天显著高于对照(P＜

0.05), 在胁迫后的第 6 天, 此基因的相对表达量达

到最高, 极显著地高于对照(P ＜ 0.01)。胁迫后的

第 4、6、8 天, PsnRZF 基因在茎中的相对表达量

显著高于对照(P ＜ 0.05)。
小黑杨 PsnRZF 基因在不同器官中表达量变

化存在差异, 这可能是由于此基因编码的环锌指蛋

白参与的很多生理反应主要是在叶中进行, 如光呼

吸(Schumann等 2007), 所以PsnRZF基因在叶中的
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表达量变化最为明显。随着NaCl胁迫时间的延长,
PsnRZF 基因的表达量也随之升高, 说明盐胁迫影

响了该基因的表达, PsnRZF可能在盐胁迫应答过程

中发挥作用。植物在逆境胁迫时, 体内会积累很多

物质, 如信号分子ABA, 有研究表明环锌指蛋白可

能参与ABA介导的信号转导过程(Ma等2009)。随

着盐胁迫时间的延长,  体内信号分子不断积累,
PsnRZF基因表达量升高, 作为信号受体的PsnRZF
数目增多, PsnRZF 作为信号受体与信号分子互做,
从而调控盐应答基因的表达。但小黑杨环锌指蛋

图 6  锌指蛋白的进化树

Fig.6  The phylogenetic tree of ZF

图 7  NaCl胁迫下小黑杨 PsnRZF 基因在

根、茎、叶中的表达

Fig.7  The expression levels of PsnRZF gene in roots, stems
and leaves under NaCl stress

白(PsnRZF)与哪类信号分子互作, 以及这种互作调

控哪些基因的表达都有待进一步研究。

参考文献

常玉广(2004). 小黑杨花粉植株转抗虫基因的研究[硕士学位论

文]. 哈尔滨: 东北林业大学

范海娟, 胡春祥, 王志英, 刘桂丰(2006). 转蜘蛛杀虫肽与 Bt 毒蛋

白 C 肽基因小黑杨对杨扇舟蛾的抗性.  昆虫学报,  4 9  (5 ):
780~785

黄留玉(2005). PCR 最新技术原理、方法及应用. 北京: 化学工

业出版社, 131~157
林杰斌, 陈湘, 刘明德(2002). SPSS11.0 统计分析实务设计宝典.

北京: 中国铁道出版社, 245~248
刘桂丰, 杨传平, 蔡智军, 程贵兰, 詹立平(2006). 转 betA 基因小

黑杨的耐盐性分析及优良转基因株系的选择. 林业科学, 42
(7): 33~36

刘志明(1988). 农田防护林主要树种小黑杨生长规律的研究. 林
业科技, 5: 14~16

朴志勇, 赵存玉, 王晓娟, 唐翠, 朴志焕, 梁淑娟(2004). 小黑杨引

种及山地速生丰产栽培技术.  东北林业大学学报,  32  (4 ):
9~11

王玉成(2005). 柽柳抗逆分子机理研究与相关基因的克隆[博士

学位论文]. 哈尔滨: 东北林业大学

张福丽(2006). 小黑杨抗真菌病的研究[硕士学位论文].  哈尔滨:
东北林业大学

Aravind L, Lyer LM, Koonin EV (2003). Scores of RINGs but No
PHDs in ubiquitin signaling. Cell Cycle, 2 (2): 123~126

Berg JM, Shi YG (1996). The galvanization of biology: a growing
appreciation for the roles of zinc. Science, 271: 1081~1085

Borden KLB (2000). RING domains: master builders of molecular



植物生理学通讯  第 45 卷 第 12 期，2009 年 12 月1166

scaffolds? J Mol Biol, 295: 1103~1112
Gamsjaeger R, Liew CK, Loughlin FE, Crossley M, Mackay JP

(2007). Sticky fingers: zinc-fingers as protein-recognition
motifs. Trends Biochem Sci, 32 (2): 63~70

Lovering R, Hanson IM, Borden KL, Martin S, O'Reilly NJ, Evan
GI, Rahman D, Pappin DJ, Trowsdale J, Freemont PS (1993).
Identification and preliminary characterization of a protein
motif related to the zinc finger. Proc Natl Acad Sci USA, 90:
2112~2116

Ma K, Xiao JH, Li XH, Zhang QF, Lian XM (2009). Sequence and
expression analysis of the C3HC4-type RING finger gene
family in rice. Gene, 444: 33~45

Miller J, McLachlan AD, Klug A (1985). Repetitive zinc-binding
domains in the protein transcription factor IIIA from Xeno-
pus oocytes. EMBO J, 4 (6): 1609~1614

Schumann U, Prestele J, O'Geen H, Brueggeman R, Wanner G, Gietl
C (2007). Requirement of the C3HC4 zinc RING finger of
the Arabidopsis PEX10 for photorespiration and leaf peroxi-
some contact with chloroplasts. Proc Natl Acad Sci USA ,
104 (3): 1069~1074

Wang YM, ZhuW, Levy DE (2006). Nuclear and cytoplasmic
mRNA quantification by SYBR green based real-time RT-
PCR. Methods, 39: 356~362

Zeba N, Isbat M, Kwon NJ, Lee MO, Kim SR, Hong CB (2009).
Heat-inducible C3HC4 type RING zinc finger protein gene
from Capsicum annuum enhances growth of transgenic
tobacco. Planta, 229: 861~871

Zhu JH, Liu-HL, Tu FZ, Tian WM, Peng SQ (2006). Cloning and
molecular characterazation of a RING zinc finger gene of
Hevea brasiliensis. J Plant Physiol Mol Biol, 32 (6): 627~633



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /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 true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /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 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /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 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /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 ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /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
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


