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细角螺微卫星 DNA 富集文库构建及特征分析 
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摘要: 采用生物素磁珠富集法, 用生物素标记的(GT)15 和(CT)15 两种探针与细角螺基因组 MseI 酶切的

300~1200bp 片段杂交, 杂交复合物与链霉亲和素磁珠结合, 捕获含有重复序列的微卫星片段。最后将

磁珠捕获到的重复序列与 PMD19-T 载体连接后克隆到 DH5α 中构建微卫星基因组文库。通过 PCR 检

测出 354 个阳性克隆, 从中随机选取 248 个片段大于 500bp 的阳性克隆进行测序, 结果显示, 在 220 个

成功测序的阳性克隆中共获得 278 个微卫星序列, 其中完美型 171 个, 占 61.5 %; 非完美型 81 个, 占

29.1%; 复合型 26 个, 占 9.4%。除探针使用的 GT 和 CT 的重复序列外, 还筛选到三碱基 GTT、TGG、

GAA、CAA; 四碱基 TCTA、ACAG、TAGA、GTGA、GTCT、GATA 及五碱基 TTTTG 的重复序列。

在 278 条序列中共有 82 条可以设计引物。 
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细角螺(Hemifusus ternatanus)俗称响螺, 单壳类
海产底栖动物 , 属腹足纲 (Gastropoda), 新腹足目
(Neogastropoda), 盔 螺 科 (Galeodidae), 角 螺 属
(Hemifusus)。主要分布于中国东南沿海, 新加坡和日
本海域。其肉肥, 美味, 具有滋补功能, 经济价值很
高, 是高档海珍品。近年来, 海域生态环境的恶化以
及人类过度捕捞, 细角螺资源日趋衰减。为了防止细
角螺进一步衰减, 人们将焦点转向细角螺的人工育
苗及繁殖生物学的研究上, 并且取得初步成功[1], 但
仍处在实验探索阶段[2-3]。由于目前对细角螺种质资

源现状了解甚少, 因此对细角螺进行种质资源结构、
遗传多样性等方面的研究, 这将对保护该物种的野
生群体, 开展苗种繁育、良种培育等工作具有重要的
意义。 

微卫星 (microsatellites)DNA, 又称简单序列重
复(simple sequence repeats, SSR)或短串联重复序列
(short tanderm reapeats, STR), 由中间的核心序列与
其两端的保守侧翼序列组成, 核心序列为 1~6 个核
苷酸为重复单元的串联重复 DNA序列。由于微卫星
分子标记具有多态性丰富 , 稳定性好 , 符合孟德尔
遗传和具有共显性[4]等特点, 自 1984年被 Tautz等[5]

首次提出可用于群体遗传学研究后, 该技术就被广
泛应用于动植物的遗传多样性 , 遗传变异 , 遗传连
锁分析和遗传图谱构建等方面。如斜带石斑鱼

(Epinephelus coioides)[6], 大 珠 母 贝 (Pinctada 
maxima)[7] 鲉及许氏平 (Sebastes schlegeli)[8]等都得到

很好的应用。细角螺作为重要的经济贝类之一, 目前
有关细角螺微卫星分子标记的研究尚未见报道。本

研究采用磁珠富集法构建细角螺微卫星富集文库 , 
并分析微卫星序列的特征, 为进一步筛选大量的微
卫星引物奠定基础, 进而为研究细角螺遗传多样性, 
遗传图谱构建, 人工育苗等提供一定的基础资料。  

1  材料和方法 

1.1  实验材料 
细角螺样品采自福建省泉州市惠安县。 

1.2  基因组 DNA 提取与酶切 
根据上海生工生物工程技术有限公司的基因组小

量抽提试剂盒(SK1252)提供的步骤, 稍做修改提取细
角螺基因组 DNA。所提 DNA经 1%的琼脂糖凝胶电泳
检测后于–20℃保存备用。用MseI酶切基因组DNA, 选
取长度为 300~1200bp的酶切片段进行连接。 
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1.3  接头制备与连接 
等体积混合与 MseI 酶切部位相匹配的 Linker 

A(5'-GACGATGAGTCCTGAG-3')及 LinkerB (5'-TAC 
TCAGGACTCAT-3'), 95℃变性 10 min, 37℃10min, 
最后冰置 10min, 形成终浓度为 10 μmol/L的双链接
头待用。 

连接体系 30 μL: 酶切产物 20μL, 接头 5μL(10 
μmol/L), T4连接酶(5 U/μL)1μL, 10×T4 buffer 4 μL于
37℃连接 3.5h或 22℃连接过夜。 

1.4  探针杂交 
杂交反应前, 先将 2×Hyb buffer(杂交缓冲液)

预热至  55℃备用 , 将接头连接产物 95℃变性 10 
min。取变性后的连接产物与 bio-(CT)15、bio-(GT)15 

混合探针进行杂交反应, 杂交反应体系为 50 μL,其
中包括 25 μL 2×Hyb buffer, 10 μL接头连接产物, 5 
μL Bio-(CT)15 (10μmol/L), 5 μL Bio-(GT)15 (10 
μmol/L) 以及 5 μLddH2O。61℃反应 1h 后, 放置 4
℃备用。 

1.5  磁珠的平衡 
取 150 μL磁珠原液于 1.5 mL离心管中, 混匀后

置于磁力架上捕获磁珠 , 小心吸走上清液。用
150μL(等比例)0.5×SSC 洗涤磁珠两次, 然后将磁珠
重悬于 150 μL的 6×SSC, 0.1% SDS中。 

1.6  磁珠富集及精制 
将 50 μL 杂交产物与重悬磁珠混匀, 室温下温

育 30 min, 期间以每 1～2 min翻转 1次, 以使生物
素和链霉亲和素结合, 30 min 后将离心管置于磁力
架上, 吸去上清液。然后将离心管放置于磁力架上洗
涤。室温下, 用 400 μL洗液 I(2×SSC, 0.1% SDS)洗
脱 2次, 400 μL洗液Ⅱ(1×SSC, 0.1% SDS)在室温下
洗脱 2 次, 再用洗液Ⅱ于 50℃洗脱两次, 将不含微
卫星的序列除去, 然后用 200 μL的 0.1×TE于 95℃
温育 10 min后迅速吸取上清液至新管。加入 400 μL
经 –20℃预处理的无水乙醇 , 并加入 20 μL 
NaAc/EDTA(pH8.0)螯合剂, 冰上静置 15 min后冷冻
离心, 弃乙醇, 加入 500 μL经–20℃预处理的 75%乙
醇, 冰上放置 15 min后冷冻离心 10 min, 弃乙醇, 风
干样品。最后加入 25 μL TE溶液, 放置 4℃过夜, 使
微卫星 DNA充分溶解于 TE溶液中。  

1.7  PCR 扩增及纯化 
以寡聚核苷酸链 MseI adapterA为引物对上述精

制到的微卫星 DNA片段进行 PCR扩增, 25 μL反应
体 系 包 括 10 × Buffer( 含 Mg2+) 4 μL, dNTP 
(10mmol/L)0.4 μL, Taq 聚合酶 (5U/μL), 0.2 μL, 
MseI-A引物 1.4 μL (10 μmol/L), 17 μL ddH2O, 精制
产物 2 μL。PCR 反应条件为: 95℃预变性 2 min, 
20×(95℃ 30 s, 58℃ 30 s, 72℃ 60 s), 最后 72℃保
持 10 min完成扩增片段的末端加尾 A。用 0.1%琼脂
糖检测 PCR扩增产物的片段大小。产物用 GenClean 
PCR 回收试剂盒 (上海捷瑞 )纯化以除去多余的
dNTPs及接头等杂质。 

1.8  微卫星 DNA 片段克隆、筛选和序列分析 
将纯化的 PCR 产物用 pMD19-T 载体于 16℃连

接 4h。用感受态大肠杆菌 DH5α 进行转化克隆, 得
到细角螺微卫星文库。挑取单克隆于 LB液体培养基
中, 37℃振荡培养过夜。用 M13F/R通用引物对单克
隆菌进行 PCR检测, 挑取片段大于等于 500 bp的阳
性克隆的菌液送至华大基因测序。 

2  结果 

2.1  克隆及测序结果 
经 PCR 筛选, 在 354 个阳性克隆中有 248 个含

有大小合适的插入片段 , 片段大小为 500~1000bp, 
从中随机挑选 220 个克隆送出测序。图 1 为部分筛
选结果的电泳图。 

 

 
 

图 1  单克隆检测结果 
Fig. 1  Result of the monoclonal detection 

 
依据 Linda等[9]对微卫星的划定标准: 单核苷酸

重复大于 15 次, 二核苷酸重复大于 7 次, 三核苷酸
大于 5次, 四核苷酸及五核苷酸大于 4次。序列比对
后用 SSR hunter 软件进行微卫星序列的查找, 结果
表明在成隆功测序的 220个阳性克隆中, 除 5个不含
有微卫星序列外, 在剩余的 215个克中共得到 278个
重复次数在 5 以上的微卫星序列。依据 Weber 制定
的标准[10], 在本研究筛选到的 278 个细角螺微卫星
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序列中, 完美型 171个, 占 61.5 %, 非完美型 80个, 
占 29.1%, 复合型 26个, 占 9.4%(表 1)。除探针使用
的 GT和 CT的重复序列外, 还筛选到三碱基 GTT、

TGG、GAA、CAA; 四碱基 TCTA、ACAG、TAGA、
GTGA、GTCT、GATA 及五碱基 TTTTG 的重复序
列, 具体统计见表 2。 

 
表 1  细角螺基因组微卫星序列的分类情况 
Tab.1  Classification of microsatellites for H. ternatanus 

类别 完美型 非完美型 混合型 合计 
百分比(%) 61.5 29.1 9.4 100 
序列数(个) 171 81 26 278 
二碱基 140 75 20 235 
三碱基 8 6 1 15 
四碱基 22 0 5 27 
五碱基 1 0 0 1 

 
表 2  部分微卫星序列的重复单元、重复类型及序列号情况 
Tab.2  The repeat motifs, category and genebank accession number of part of microsatellite sequences 
微卫星克隆 重复类型 序列号 重复单元 

XL30 imperfect A392648 (GA)25GG(TG)8 
XL39 perfect A392654 (ACAG)5 
XL42 perfect A392661 (CT)22 
XL49 perfect A392663 (CT)35 

XL58 perfect A392648 (AAG)9 
XL59 perfect A392671 (AC)19 
XL65 perfect A392675 (GT)37 
XL79 compound A392687 (AG)24N(AG)8AT-(TG)8CG(TG)9 
XL90 perfect A392684 (CA)24 
XL94 imperfect A392684 (AC)5A(AC)11 

 
2.2  克隆测序峰图 

在测序的 220个阳性克隆中, 有 156个单向测序
不能测通, 占所有克隆的 70%, 需再用载体的反向
引物来测序,才能测序成功。并且这部分的测序结果
显示 , 在单个克隆中有多处微卫星重复序列 , 有的
甚至高达 6处, 并且出现复杂的碱基重复。这可能是
导致测序过程出现信号衰减, 测序峰图紊乱的原因。
图 2为单向测序测通的某克隆部分峰图。 

 

 
 

图 2  XL46位点部分微卫星测序峰图 
Fig. 2  Part of the microsatellite sequencing peak figure in 

XL46 loci 

3  讨论 
被用于微卫星分子标记的生物素探针有多种 , 

可根据研究对象的特点来选择相应的探针。在所有

动物基因组中(CA)n微卫星的含量最为丰富, 其次是
(CT)n 微卫星

[11], 故本实验在用(GT)15 探针的基础上

又采用了(CT)15探针, 以期获得更多的标记位点。在
真核生物基因组中, 双核苷酸重复的微卫星 DNA最
为丰富, 三核苷酸重复的微卫星 DNA比双核苷酸重
复微卫星DNA的含量低 10倍, 四核苷酸重复的微卫
星 DNA与之相比, 含量更少[12]。本研究的结果显示

细角螺基因组 DNA 中二碱基重复的微卫星序列

(84.53%)含量最高, 这与研究报告的结论相一致, 而
四碱基重复的微卫星序列(9.71%)比三碱基重复的微
卫星序列(5.4%)所占的比例更高 , 与报告过的研究
结果相反。原因可能是杂交时采用(GT)15、(CT)15混

合探针, 导致在总的 278 个微卫星片段中出现多达
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21个 GTCT以及与之相互补的 CAGA重复序列。本
研究获得的细角螺微卫星中 , 完美型所占比例为
61.7%, 与 虾 夷 扇 贝 (Patinopecten yessoensis) 
50.18%[13], 企鹅珍珠贝(Pteria penguin)65.5%[14], 合
浦珠母贝 (Pinctada martensii)77.3%[15], 大珠母贝
(Pinctada maxima)63%[7]及西施舌 (Coelomactra an-
tiquate)68.4%[16]等贝类基本相似 , 都是完美型所占
的比例更高, 而混合型所占的比列(9.4%)与李琪等[17]

研究的长牡蛎 (Crassostrea gigas)的混合型比例
(24.2%)相差很大。这些不同的结果与研究方法和筛
选富集得到的不同微卫星区域有关, 同时也在一定
程度上反映了贝类基因组微卫星的特性。 

微卫星核心序列突变率相对较高, 造成了微卫
星核心序列重复次数的变化, 这是微卫星多态性的
基础[18]。Valdes[19]认为重复次数低于 5 的微卫星几
乎检测不出多态性, 一般微卫星重复次数程度与多
态性程度成正相关[20]。本实验所得序列重复次数多

集中在 7~30, 占 62%, 最高达到 64次。理论上讲, 本
研究所得的细角螺微卫星序列中,应该有约 60%的序
列可以设计的引物。但是由于一条克隆中出现多处

微卫星序列, 最高高达 6处, 并且出现复杂的碱基重
复, 导致测序峰图紊乱以及引物设计困难, 在 278条
序列中仅有 82 条可以设计引物, 并且质量较高的仅
有 50 条。原因可能是在富集过程中多次洗涤磁珠, 
使得一个克隆里有多个重复序列片段, 保守序列碱
基数少, 导致引物设计和筛选困难。另一个原因可能
是细角螺基因组中的微卫星本来就比较复杂, 与多
数贝类遗传背景一样, 在进化过程中发生染色体重
排 [21],导致基因组结构复杂和存在多个位点 ,从而对
引物的设计及筛选产生影响。  

目前国内对细角螺的研究主要集中在幼苗繁育[1-2]

及生理生化上 [22], 国外主要集中在幼螺生长的生态
习性[23]、神经鞘脂类的组成和结构[24-27]、体内的砷

分布 [28], 对其遗传多样性的研究较少, 仅在核型特
征[29]方面有所报道。本研究构建细角螺进行微卫星

富集文库及分析其序列组成, 为进一步筛选大量的
微卫星引物奠定基础, 以期为保护细角螺野生群体、
开展苗种繁育, 种苗放流及良种培育等工作提供理
论参考的目的。 
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Construction and Characterization of DNA Libraries en-
riched for Microsatellites repeat sequences in Hemifusus ter-
natanus 

LI Qing-hui1,2, CHEN Xiao-jiao1,2, LI Zhong-bao1,2, CAO Yuan-yu1,2, CHEN Li-na1,2, 
DAI Gang1,2 
(1. Fisheries College, JiMei Univercity, Xiamen 361021, China; 2. Fujian Provincial Key Laboratory of 
Marine Fishery Resources and Eco-environment, Xiamen 361021, China) 

Received: Jun.,20,2012 
Key words: Hemifusus ternatanus; enrichment by magnetic beads; microsatellite DNA; construction; DNA library 
 
Abstract: Microsatellites enriched genome library for H. ternatanus was constructed by bio-(GT)15 and 
bio-(CT)15 using FIASCO. Genomic DNA was digested with restriction enzyme MseI. Fragments ranging from 300 
to 1200 bp were selected to ligate with short linkers. Fragments containing microsatellite repeats were captured with 
Streptavidin-coated Magnetic Sphere Particles. The target fragments were eluted, PCR amplified, purified and then 
ligated to pMD-19T vector and transformed into Escheri- chia coli. A total of 248 clones with DNA fragments 
above 500 bp were selected for sequencing. As the result, 278 microsatellite sequences were isolated. Among the 
microsatellites, 171 repeating motifs were perfect, occupying 61.5 %; 81 repeating motifs were imperfect, 
occupying 29.1%; 26 repeating motifs were compound, occupying 9.4%. Besides the GT and CT repeats, several 
other types of repeats were also detected, such as GTT, TGG, GAA, CAA, TCTA, ACAG, TAGA, GTGA, GTCT, 
GATA and TTTTG. There are 82 sequences among the 278 microsatellites can be designed with primers and these 
primers could be used to test polymorphism in further research. 
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<<
  /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 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 0.15
    /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 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 0.15
    /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 <<
    /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.)
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
  >>
  /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


