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鳗弧菌(Vibrio anguillarum)侵染对青蛤(Cyclina 
sinensis)髓样分化因子 88基因表达的影响* 

高  晶  任毅鹏  潘宝平①  闫春财 
(天津师范大学生命科学学院  天津市动植物抗性重点实验室  天津  300387) 

摘要    经转录组测序后筛选并克隆得到青蛤(Cyclina sinensis)髓样分化因子 88(myeloid different-
tiation factor 88, MyD88)的 cDNA序列。在鳗弧菌(Vibrio anguillarum)胁迫下, 采用荧光定量 PCR法
分析了MyD88基因在青蛤体内的表达过程。结果显示, 青蛤MyD88基因的开放阅读框为 1521bp, 编
码 506 个氨基酸, 分子量约为 57.14kDa, 氨基酸 N 段存在 DEATH 结构域, C 段存在 TIR 结构域
(Toll/Interleukin-1 receptor domain)。MyD88基因在青蛤血淋巴、肝脏、外套膜、鳃和闭壳肌等组织
中普遍表达, 但在血淋巴中表达量最高, 与其它组织出现显著性差异(P<0.05)。通过检测鳗弧菌刺激
下 MyD88基因在青蛤血淋巴中的表达值, 发现 MyD88基因在 24h开始升高, 48h达到最大值, 约为
对照组的 10 倍, 实验组与对照组及空白组均出现了极显著性差异(P<0.01); 研究结果表明, 该基因
在软体动物的免疫应答反应中对革兰氏阴性菌有识别作用。 
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青蛤(Cyclina sinensis)是我国习见的海产经济动
物, 由于其肉质细嫩鲜美, 营养丰富, 是我国南北沿
海地区人们喜爱的鲜食贝类 , 目前已成为重要的海
水养殖对象之一(宋欣等, 2010)。由于近年来沿海地
区的水质污染较为严重 , 水生微生物病原体大量繁
殖, 青蛤养殖业受到严重制约(孙国铭等, 2004)。鳗弧
菌(Vibrio anguillarum)是引起水产养殖动物病害的重
要病原微生物之一, 常给水产养殖造成巨大的损失, 
目前在我国江苏等省区已经引起青蛤的大面积病害

和死亡现象(王兰萍等, 2007; 罗凯娅等, 2012)。 
髓样分化因子 88(myeloid differentiation 88, MyD88)

是 Toll样模式识别受体(Toll-like receptor, TLR)跨膜
信号转导引发免疫反应的重要转接分子, 是信号向下
游级联反应引发效应分子表达的关键靶分子。MyD88
属于Toll/IL-1R家族, 包含N端死亡结构域(death domain, 
DD)中间区域和 C 端的 Toll 区。MyD88 在 Toll 样受
体 2, 3, 4, 7, 9信号转导通路中起着非常重要的作用

(赵兴旺等, 2011)。目前, 已有多个哺乳类、禽类、鱼
类等动物的 MyD88分子相继被鉴别(朱炳林等, 2010), 
有关软体动物 MyD88分子的研究比较罕见。 

本研究通过建立转录组文库并从中筛选克隆得

到 MyD88 基因的 cDNA 序列, 进一步针对该基因的
TIR结构域进行了结构分析和功能预测。在鳗弧菌胁
迫下 , 利用实时荧光定量 PCR 技术检测了青蛤

MyD88 基因在不同组织的时序表达过程, 讨论了该
分子在贝类免疫信号传导中的重要作用 , 为深入揭
示研究软体动物的免疫应答机制提供一定的实验数

据, 同时为青蛤养殖中的病害防治提供新的思路。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
活体青蛤 (Cyclina sinensis)采自天津大港滩涂 , 

将其暂养于人工海水中, 海水密度 1.02—1.04g/cm3, 
水温 21—24°C, 持续曝气, 每天投喂 5‰的小球藻



2期 高  晶等: 鳗弧菌(Vibrio anguillarum)侵染对青蛤(Cyclina sinensis)髓样分化因子 88基因表达的影响 441 

 

(Chlorella sp.), 一周后进行侵染实验。 
1.2  实验方法 
1.2.1  侵染实验     鳗弧菌 (Vibrio anguillarum)用
2216E 培养基于 28°C 下培养 24h 后, 用无菌海水重
悬菌液, 将浓度调为 OD600 = 0.4。实验采用随机分组
方法, 每次试验均设 10 个平行组。实验组青蛤注射
50μL/只的鳗弧菌菌液, 对照组注射等量的灭菌生理
盐水。注射前准确称取青蛤肝脏、外套膜、闭壳肌和

鳃各 50mg, 迅速放入液氮冷冻。注射后 0h、3h、6h、
12h、24h、48h、96h 时提取血淋巴。取出冷冻组织
在预冷匀浆器中按质量体积比 1︰9 加入预冷生理盐
水进行匀浆, 4°C、4500r/min离心 15min, 取上清液
备用。血淋巴置于 4°C条件下, 8000r/min离心 10 min
收集血细胞, 加入 1mL Trizol, 置于 –80°C超低温冰
箱中备用。 
1.2.2  转录组文库的构建及数据筛选    Trizol法提
取活体青蛤血淋巴总RNA, mRNA的分离按QIAGEN
公司的 Oligotex mRNA Kits试剂盒操作手册进行。纯
化后的 mRNA 加入裂解缓冲液将其打断成短片段, 
采用随机引物逆转录法合成 cDNA。纯化的双链
cDNA再经末端修复、加 A尾、加测序接头、纯化、
PCR 扩增等步骤完成整个文库制备。采用 Illumina 
MiSeq 二代测序仪, pair end 双端模式完成转录组测
序。去冗余后的数据采用 Unigene 编码蛋白框 ORF
预测分析, 并与 NR 数据库、Uniprot/Swissprot 数据
库和Unigene ggNOG数据库等多重BLAST分析比对, 
通过 Blast2GO 软件完成 Unigene 的 GO 注。根据
KEGG 数据库注释信息进一步对 Unigene 进行
Pathway 通路的注释和预测, 对 Unigene 进行差异表
达分析。 
1.2.3  MyD88 基因序列分析    从转录组文库中筛
选出青蛤 MyD88 基因类似序列, 设计特异性引物进
行基因克隆 , 同时与 GenBank 核酸数据库作
BLASTX分析, 使用开放阅读框(Open Reading Frame, 
ORF)在线分析, ProtParam 工具在线预测序列的分子
式、分子量和等电点, SignalP 3.0和 SMART查找信
号肽及结构域, Clustal W对氨基酸序列进行多重比对
和同源性分析, 利用 MEGA4.1 以邻接法(NJ)构建分
子系统树。 
1.2.4  MyD88 基因在青蛤各组织内的表达分析    
参照 1.2.1 方法, 将青蛤肝脏、外套膜、闭壳肌和鳃
的匀浆上清液与青蛤注射后 0h 血细胞分别置于 1mL 
TRIZOL中提取总 RNA并反转成 cDNA, 以 cDNA为

模板 , β-actin 基因为内参基因进行实时荧光定量
PCR。RT-PCR引物分别为: β-actin-F: 5’ CACCACA 
ACTGCCGAGAG 3’,β-actin-R: 5’ CCGATAGTGATGA 
CCTGACC 3’; MyD88-F: 5’ GACCTGTGCCACCAATA 
3’, MyD88-R: 5’ GGGTTCCTGGG CTTTA 3’; 反应在
Rotor-Gene 6000 实时定量 PCR 仪上进行, 扩增体系
为 20μL, 反应程序为: 95°C预变性 30s, 94°C变性 5s, 
60°C退火 30s, 72°C延伸 30s, 40个循环。数据处理
采用 2−ΔΔCT法计算(Livak et al, 2001), 使用 SPSS软
件分析数据。 
1.2.5  鳗弧菌刺激下青蛤 MyD88 基因在血淋巴中的
时序性表达    参照 1.2.1 方法, 提取鳗弧菌刺激下
0h、3h、6h、12h、24h、48h、96h时血淋巴样品, 提
取总RNA并反转成 cDNA, 以 cDNA为模板, β-actin基
因为内参基因进行实时荧光定量 PCR。RT-PCR引物
参照 1.2.4。反应程序为: 95°C预变性 30s, 95°C变性
5s, 58°C退火 30s, 72°C延伸 30s, 40个循环。数据处
理采用 2−ΔΔCT法, 使用 SPSS 软件对同一时间点实验
组与对照组 , 实验组和空白组的表达水平进行单因
素方差分析。 

2  结果 

2.1  青蛤 MyD88基因的结构分析 
构建的转录组文库, 有 893 个基因注释到 15 个

免疫相关的通路中。经随机挑取克隆并测序后, 利用
BLASTX比对和ORF在线分析发现青蛤MyD88基因
部分片段。青蛤 MyD88 基因 cDNA 开放阅读框为
1521bp, 编码 506 个氨基酸(图 1), 其理论分子量为
57.14kDa, 理论等电点 pI=5.80, 分子式为 C2496H3912 

N698O806S17, 氨基酸组成中丝氨酸 (Ser)最高 , 占
14.0%。N段存在完整的 DEATH结构域, C段存在完
整的 TIR结构域。青蛤 MyD88基因在 GenBank中的
注册号为 KJ841930。 
2.2  青蛤 MyD88基因的分子系统学分析 

用MEGA4.1软件以邻接法(NJ)构建了MyD88的
系统树(图 2), 采用 bootstrap 1000个循环检验拓扑结
构的置信度。拓扑图显示: 青蛤 MyD88 与长牡蛎
(Crassostrea gigas)、紫贻贝(Mytilus galloprovincialis)、
三角帆蚌(Hyriopsis cumingii)、菲律宾蛤仔(Ruditapes 
philippinarum)聚在一个分支上; 而与鱼类如红笛鲷
(Lutjanus sanguineus)、鳜鱼(Siniperca chuatsi)、布氏
新亮丽鲷(Neolamprologus brichardi)、斑马鱼(Danio 
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图 1  青蛤MyD88基因 cDNA序列的开放阅读框及功能域
分析 

Fig.1  The open reading frame of CsMyD88 gene and analysis 
on the structural domain 

方框为起始密码子, *表示终止密码子, 波浪线表示 DEATH结构
域, 下划线表示 TIR结构域 

rerio)、鲤鱼(Cyprinus carpio)以及鸟类和哺乳类如原
鸡 (Gallus gallus)、人 (Homo sapiens)、小家鼠 (Mus 
musculus)、褐家鼠(Rattus norvegicus)进化距离较远。
而海蜗牛(Aplysia californica)则与栉孔扇贝(Chlamys 
farreri)单独聚成一支。 
2.3  青蛤 MyD88基因在不同组织间的表达 

以β-actin 在各组织中的表达量为内参对照, 利
用实时荧光定量 PCR分析了MyD88基因在青蛤血淋
巴、肝脏、外套膜、闭壳肌、鳃五个组织的表达情况

(图 3), 结果显示MyD88基因在青蛤的以上五个组织
中表达量存在明显差异, 其中血淋巴中表达量最高, 
显著高于其它组织(P<0.05), 是表达量最低的肝脏的
50 倍, 外套膜表达次之。表明青蛤 MyD88 基因主要
在血淋巴中表达。 
2.4  在鳗弧菌刺激下青蛤MyD88基因在血淋巴中的

时序性表达 
在鳗弧菌侵染青蛤后 , 以β-actin 为内参基因 , 

利用实时荧光定量 PCR分析了青蛤MyD88基因在血
淋巴中的表达时序变化(图 4)。发现实验组在感染后
24h 表达量高于空白组; 到 48h 时出现了骤升并且达
到最大值, 与对照组有极显著性差异(P<0.01), 约为
对照组的 10 倍左右 ; 且与空白组有极显著性差异
(P<0.01)。96h后其表达量开始下降, 恢复并接近至正
常水平。 

3  讨论 

目前有关 MyD88 分子的研究报道主要集中在鱼
类、鸟类和哺乳动物中, 相对在软体动物中的研究资
料比较罕见, 主要集中在栉孔扇贝(邱丽梅, 2006; 王
孟强, 2010)、菲律宾蛤仔(Lee et al, 2011)、长牡蛎
(Timothy et al, 2013)和紫贻贝(Mylène et al, 2014)等
传统养殖对象中。本研究通过实时定量 PCR 分析了
青蛤 MyD88 基因在不同组织中的表达情况, 结果显
示在青蛤血淋巴、肝脏、外套膜、闭壳肌、鳃五个组

织中均有表达 , 但在血淋巴中的表达量与其它组织
有显著性差异(P<0.05)。该结果与栉孔扇贝 CfToll-1
的组织表达情况(邱丽梅, 2006)相似。青蛤的先天性
免疫主要依赖于血淋巴的循环 , 其在软体动物的内
部防御中起到至关重要的作用 (Pipe et al ,  1997; 
Wootton et al, 2003)。鳗弧菌侵染青蛤 48h后, MyD88
基因的相对表达量达到最大 , 可能是由于鳗弧菌产
生的细胞毒素入侵青蛤血细胞后 , 被一些识别因子
或受体蛋白所识别, 进一步激活了青蛤 Toll通路信号 
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图 2  使用邻接法(NJ)构建的 16个物种 MyD88氨基酸序列系统树 
Fig.2  The plylogenetic tree constructed by the amino acid sequences of MyD88 of 16 species using NJ (neighbor joining) method 

建立系统树所用的物种以及序列号为: Mus musculus AAC53013.1; Rattus norvegicus NP_937763.1; Chlamys farreri ABB76627.1; Lutjanus 
sanguineus ADX01346.1; Danio rerio NP_997979.2; Neolamprologus brichardi XP_006795182.1; Cyprinus carpio ADC45019.2; Crassostrea 
gigas AFX68460.1; Homo sapiens AAC50954.1; Hyriopsis cumingii AHB62785.1; Ruditapes philippinarum AEF32114.1; Aplysia californica 
XP_005094456.1; Siniperca chuatsi ADM25313.1; Mytilus galloprovincialis AGG10811.1; Gallus gallus NP_001026133.1; Cyclina sinensis  

KJ841930 
 

 

图 3  青蛤 MyD88基因在青蛤不同组织间的表达情况 
Fig.3  Expression characterization of C. sinensis in organs 

revealed by real time PCR 
柱上不同字母代表示差异显著(P<0.05) 

 
传递, 从而引起相关因子表达量的变化, 并最终诱导
产生一系列免疫反应。青蛤 MyD88 基因在鳗弧菌刺
激下的表达情况与栉孔扇贝 MyD88基因在 LPS刺激
下的实验结果类似(王孟强, 2010)。本研究结果同时
发现, 鳗弧菌刺激青蛤 12h 以内 MyD88 基因的相对
表达量有所下调 , 其结果与 PGN 刺激下栉孔扇贝
MyD88 和 TRAF6 两种重要衔接蛋白 mRNA 的表达
情况(邱丽梅, 2006)相似。该现象可能与 mRNA处在 

 

图 4  青蛤血淋巴中MyD88基因在鳗弧菌刺激不同时间相
对表达量的变化 

Fig.4  The relative expression of CsMyD88 gene in hemolymph 
of C. sinensis infected by V. anguillarum in different times 

**表示相同时间点实验组与对照组基因的转录表达水平差异极显
著(P<0.01); ##表示该时间点实验组基因的转录表达水平与同组

注射前(0h)相比差异极显著(P<0.01) 

 
动态平衡状态有关, 当病原体入侵较短时间内, mRNA
被消耗用于合成更多的蛋白从而参与机体防御。 

本研究通过构建青蛤转录组文库筛选并克隆得

到 TLR通路信号分子 MyD88的 cDNA序列, 利用分
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子系统学分析后发现, 青蛤的MyD88基因与长牡蛎、
紫贻贝、三角帆蚌、菲律宾蛤仔亲缘关系相近, 并且
与长牡蛎的 MyD88 基因相似性最高 , 一致性达到
50%。利用 SMART 在线分析软件对青蛤 MyD88 基
因进行蛋白质序列分析, 发现青蛤 MyD88 氨基酸序
列 N段存在 DEATH结构域, C段存在 TIR结构域。
MyD88 属于 Toll/IL-1R 家族和死亡结构域家族成员, 
MyD88的 TIR结构域与 TLRs和 IL-1Rs的 TIR结构
域相结合, 而死亡结构域可与白细胞介素 1受体相关
激酶(IL-1R-associated kinase, IRAK)的死亡结构域相
互作用, 募集 IRAK到受体复合体进而介导信号向下
游传导(赵兴旺等, 2011)。通过构建系统树发现青蛤的
MyD88 基因的分子进化地位与其形态分类地位基本
一致, 但与海蜗牛、栉孔扇贝差异明显, 说明该序列
在软体动物进化过程中选择压力小的区域产生了明

显的变异分歧。 
本研究中有关青蛤 MyD88 基因在鳗弧菌胁迫

下 , 不同组织的时序表达过程能够初步阐明贝类
Toll 通路中 MyD88 信号因子的传递特征, 为今后深
入探索软体动物的免疫应答机制提供了重要的实验

数据。 
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EFFECT OF VIBRIO ANGUILLARUM ON GENE EXPRESSION OF  
MyD88 IN CYCLINA SINENSIS 

GAO Jing,  REN Yi-Peng,  PAN Bao-Ping,  YAN Chun-Cai 
(College of Life Sciences, Tianjin Key Laboratory of Animal and Plant Resistance, Tianjin Normal University, Tianjin 300387, China) 

Abstract    A gene of Cyclina sinensis myeloid differentiation factor 88 (CsMyD88) was cloned and analyzed with 
transcriptome library for studying the function in innate immune response. The expression of CsMyD88 was detected by 
real-time quantitative PCR. Results show that the CsMyD88 was express to the highest level in hemolymph significantly 
different from those in liver, adductor muscle, gills, and mantle (P<0.05). The expression of CsMyD88 in hemolymph 
injected with Vibrio anguillarum increased in 24h and peaked in 48h, which is significantly different (P<0.01) from that 
of the control. Therefore, Vibrio caused tissue injury at the first stage of infection, to which CsMyD88 responded and 
expressed intensively in the immune system of the clam and the MyD88 gene could recognize the Gram-negative 
bacterium. 
Key words    Cyclina sinensis;  Vibrio anguillarum;  transcriptome library;  myeloid differentiation factor 88;  
real-time PCR 
 



<<
  /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


