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DNA 甲基化分析技術之發展與應用 1 

許育嘉2 古新梅3 王強生4,5 

摘    要 
許育嘉、古新梅、王強生。2005。DNA 甲基化分析技術之發展與應用。台灣農業研究

54:71-82。 

基因組中 DNA 甲基化程度與基因表現密切相關，因此，逐漸受到重視。目前有兩

類技術運用於 DNA 甲基化程度的研究，包括非重亞硫酸鹽（non-bisulfite）和重亞硫酸

鹽（bisulfite）的方法。在不使用重亞硫酸鹽處理之 DNA 甲基化分析，是結合 AFLP 的

技術，配合對甲基化敏感的限制酵素之使用，稱甲基敏感擴增多型性方法（MSAP），

此方法乃是利用酵素對於不同甲基化程度辨識的差異，判斷特定 DNA 序列之甲基化形

式，為完全甲基化或是未甲基化，此方法主要受限於只能研究在同辨識位中所出現的胞

嘧啶，不能測定到某些胞嘧啶受甲基化的情形，會導致低估 DNA 甲基化的程度。在使

用重亞硫酸鹽分析 DNA 甲基化方面，以甲基特異 PCR 方法（MSP）為最廣泛應用於

CpG 島甲基化的研究，此方法成功的關鍵在於引子的設計，由於此法具有高靈敏度，

所以能允許偵測微量樣品 DNA 甲基化的情形，甚至包括由埋蠟或是顯微解剖來的組織

均可分析。甲基化敏感的單核 酸引子延長反應法（Ms-SNuPE）是藉由單一核 酸引

子，在處理過重亞硫酸鹽的 DNA 上進行擴增，可以評估特定 CpG 島甲基化的不同，此

法能進行定量分析，不需利用限制酵素，能藉由利用多個引子的策略，在引子擴增反應

下，分析多個 CpG 位置，由於需仰賴放射性強度的測定，靈敏度較差為此方法的主要

缺點。組合重亞硫酸鹽限制分析法（COBRA），為一個定量技術，它能測定小量基因

組 DNA 中，特定基因座 DNA 甲基化的程度，由於此法能針對 DNA 甲基化的情形作準

確的定量分析，並可大量分析樣品與應用在埋蠟切片組織的分析，所以在 DNA 甲基化

分析的領域已受到重視。 

關鍵詞：甲基化、CpG 島、重亞硫酸鹽、非重亞硫酸鹽。 

前    言 
DNA 甲基化作用(DNA methylation)是由甲基轉移 (methyltransferases)媒介的 DNA 化學修飾作

用，甲基化形式分兩類，一類為在胞嘧啶(cytosine)環的第五個 C 位置上加入甲基(methyl group, CH3)
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稱 為 5’- 甲 基 胞 嘧 啶 (methyl-cytosine, 5mC or mC) ， 另 一 類 則 是 由 S- 腺 核 甘 甲 硫 胺 酸

(s-adenosylmethionine(SAM))轉移一個甲基到腺嘌呤 (adenine, A) N6 的位置。甲基化對於 DNA 而言是

一個重要的修飾作用，在原核生物中，DNA 甲基化能對 DNA 進行修補和自我 DNA 的保護；在植物

中則可對基因組進行管理及調節基因表現，進而調節植物的生長發育(Finnegan & Kovac 2000)。 
對於 DNA 甲基化的檢測，目前有兩類主要研究 DNA 甲基化程度的方法，包括非重亞硫酸鹽 

(non-bisulfit) 和重亞硫酸鹽 (bisulfit) 的方法。早期 DNA 甲基化的檢測是仰賴對甲基化敏感的限制酶  
(restriction enzymes)，與南方墨點 (Southern blot)分析組合或聚合酵素鏈鎖反應 (polymerase chain 
reaction, PCR) 測定 (圖 1)，雖然這些技術簡單，但受限制於酵素本身之可利用的限制切位資訊，不

正確的結果可能是來自不完全切割，而且需要大量的 DNA，造成偵測上的限制 (Eads et al. 2000)。這

個問題可藉由 DNA 重亞硫酸鹽方法的修改而解決，能對甲基化程度進行比較，並測定對偶基因甲基

化的情形。經重亞硫酸鹽修改的 DNA，可藉由所設計的 PCR 引子進行擴增，即所謂甲基特異 PCR 
(methylation-specific PCR)，可以顯示出甲基化胞嘧啶型式的差異；或是可與甲基化敏感的限制 結合

的方法，即 combined bisulfite restriction analyses，簡稱 COBRA 方法；或直接進行基因組定序，均可

進行 DNA 甲基化的檢測 (Fraga & Esteller 2002)。 
本文乃針對利用非重亞硫酸鹽和重亞硫酸鹽的 DNA 甲基化檢測技術進行探討，希望所提供的相

關資訊，可以幫助研究者去選擇最佳的分析方法，進行 DNA 甲基化的研究。 

 
圖 1. 以甲基化和未甲基化的單一 CpG 目標位置為例，藉由南方墨點法和 PCR 方法，研究特定位置 DNA 甲基化的預

測結果。黑色圓圈為甲基化胞嘧啶。箭頭的標誌為 PCR 引子。不連續的線為南方墨點法分析使用的探針。 
Fig. 1. Anticipated results of studying site-specific DNA methylation by Southern blot analysis and PCR in the case of 

methylation and unmethylation for a single CpG target. Black circles indicate cytosine mehtylation. Arrows symbolize 
PCR primers. The discontinuous lines illustrate probes for Southern blot analysis. 

(Fraga & Esteller 2002) 
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非重亞硫酸鹽分析 DNA 甲基化 
在不使用重亞硫酸鹽處理之 DNA 甲基化分析方面，Portis et al. (2004)結合擴增片段長度多型性 

(Amplified fragment length polymorphism, AFLP) 技術配合甲基化敏感的限制酵素之使用，創立甲基敏

感擴增多型性方法  (methylation-sensitive amplification polymorphism, MSAP)。他們是利用同切位酵

素 HpaⅡ和 MspⅠ對 DNA 片段進行切割，HpaⅡ和 MspⅠ都會切割 CCGG，但 HpaⅡ不會切 C5mCGG，
只會切半甲基化 (hemi-methylation) (只在一股有甲基化)的 5mCCGG，而 MspⅠ會辨識 C5mCGG，無論

半甲基化與完全甲基化(兩股均有甲基化)的 DNA 片段均會被切割，但不會切割 5mCCGG (圖 2)，將切

割後的 DNA 片段加上接頭(adapter)再利用所設計的引子對進行 PCR 擴增。利用像 Eco RI 與 HpaⅡ或

Eco RI 與 Msp I 之組合，根據它們的辨識位的不同，可以判斷一特定 DNA 序列之甲基化形式為完全

甲基化或是未甲基化(圖 2)；另外，根據甲基化的類型，可以更進一步的去區分屬於內部胞嘧啶完全

甲基化，或是外部胞嘧啶半甲基化的形態(圖 3)。此一方法主要受到二個限制：一是只能去研究在同

辨識位(isoschizomer)中所出現的胞嘧啶，其次，此技術不能測定一些胞嘧啶受甲基化的情形，導致低

估 DNA 甲基化的程度，例如：兩個胞嘧啶或是外部胞嘧啶為完全甲基化，此兩者均無法被辨認切割。

儘管有這樣的限制，學者還是認為此技術能對大範圍，並以極高效率的方式測定胞嘧啶甲基化情形。 

重亞硫酸鹽分析 DNA 甲基化 
甲基特異 PCR (methylation-specific PCR, MSP) 

利用重亞硫酸鹽處理分析 DNA 甲基化之方法如圖 4 所示，DNA 經重亞硫酸鹽處理後，胞嘧啶(C)
會被轉變為尿嘧啶(U)再變為胸腺嘧啶(T)；但若為甲基化胞嘧啶(mC)，經重亞硫酸鹽處理後其鹼基形

態並不會受到改變，仍為胞嘧啶，所以經重亞硫酸鹽處理後，可以利用 PCR 配合酵素剪切的方式來

分析 DNA 甲基化的情形。在許多使用重亞硫酸鹽的方法中，以甲基特異 PCR 方法(MSP)為最廣泛被

應用於研究 CpG 島甲基化的技術(Herman et al. 1996)。通常在正常組織中，CpG 島的胞嘧啶是未甲基

化的，當它們在基因啟動子之序列若被甲基化，則會與不正常細胞形成的過程有關，而利用 MSP 方

法來研究這些區域之甲基化特性，是最有效的選擇(Fraga & Esteller 2002)。 

利用 MSP 分析甲基化和未甲基化對偶基因間的差異，在 DNA 變性後進行重亞硫酸鈉(sodium 
bisulfite)處理，將特定基因擴增產物進行定序，並設計尋找 DNA 甲基化的引子對，此方法對於含豐

富 CpG 序列的 CpG 島之研究特別有用，而以 MSP 方法分析，成功的關鍵在於引子的設計，所有序列

甲基化形式可以在電泳分離後，由膠體條帶之影像來分析判斷(圖 5)。進行 MSP 分析時，引子對之設

計必須考慮：(1)兩個引子黏合溫度必須要相似，而且也要在 55 ℃和 65 ℃之間；(2)PCR 產物應該在

80-175 bp 之間；(3)每個引子應該包含至少兩個 CpG 對；(4)正義股引子應該包含一個 CpG 對在它的

3’-end；此外更要(5)避免不正確的對照（未甲基化的擴增及未改變的 DNA），引子應該含有非 CpG 的

胞嘧啶。MSP 法因為具有高靈敏度，所以能允許偵測微量樣品 DNA 甲基化的情形，甚至包括由埋蠟

或是顯微解剖來的組織都可進行分析(Fraga & Esteller 2002)。  
甲基化敏感的單核 酸引子延長反應 (methylation-sensitive single nucleotide primer extension, 
Ms-SNuPE) 

Gonzalgo & Jones (1997)發展了一套能快速定量 DNA 甲基化的方法，稱為 Ms-SNuPE 法，此方法

是藉由單核 酸引子，在處理過重亞硫酸鹽的 DNA 上進行擴增，可以評估特定 CpG 位甲基化的差異。

SNuPE 法是將基因組 DNA 先利用重亞硫酸鹽處理，利用特定的引子進行 PCR 擴增，隨後在電泳膠片
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上將 PCR 產物分離，再利用 Ms-SNuPE 引子、Taq 聚合 和 32P-dCTP 或 32P-dTTP，藉由聚丙烯醯胺

（polyacrylamide）膠進行電泳和磷屏影像分析，而相對的另一股，可由設計的 Ms-SNuPE 引子所接

上的是 32P- dATP 或 32P-dGTP 來評估甲基化的情形(圖 6)。若樣品 DNA 中的胞嘧啶有被甲基化，則在

C lane 所出現的條帶強度，會與甲基化胞嘧啶呈現比例關係，而 T lane 所出現的條帶強度，則與未甲

基化胞嘧啶呈現比率關係(圖 5)。 
 

 
圖 2. 在 5’-CCGG 位置 DNA 去甲基化的範例。（A）當所有胞嘧啶完全甲基化時，用 Msp I 和 Hpa II 同時切割時，會

產生大的片段（當只有外部的胞嘧啶完全甲基化時，也會有相同的情況產生）。（B）當 Hpa II / Msp I 限制切位

未甲基化，則 Msp I 和 Hpa II 能切割而且會產生小片段（當內部的胞嘧啶產生半甲基化時，也會有相同的情況產

生）。  
Fig. 2. Example of DNA demethylation at the 5’-CCGG site. (A) When full methylation occurs at both external and internal 

cytosines ‘large’ fragments are originated with both Msp I and Hpa II (the same situation occurs when full methylation 
is present only at the external cytosine). (B) When the Hpa II/Msp I restriction site is unmethylated, both Msp I and 
Hpa II can cut and originate ‘short’ fragments (the same situation occurs in case of hemi-methylation at the internal 
cytosine).  

(Portis et al. 2004) 
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圖 3. 當在 5’-CCGG 位置產生不同形式的甲基化，利用 Eco RI–Hpa II 或 Eco RI–Msp I 切割的結果。（A）當內部的胞

嘧啶產生完全甲基化，用 Msp I 能進行切割會產生短的片段，而 Hpa II 無法切割所以產生長的片段。（B）當 Hpa 
II / Msp I 切位的外部胞嘧啶是半甲基化時，Msp I 不能切割而會產生大的片段，Hpa II 可以切割而產生短的片段。 

Fig. 3. Effects of digestions with Eco RI–Hpa II or Eco RI–Msp I on different types of methylation occur at the 5’-CCGG site. 
(A) When full methylation occurs at the internal cytosine, Msp I cuts originating ‘short’ fragments while Hpa II cannot 
cut and originates ‘large’ fragments. (B) When the Hpa II/Msp I restriction site is hemi-methylated at the external 
cytosine, Msp I cannot cut and originates ‘large’ fragments while Hpa II can cut, originating ‘short’ fragments. 

(Portis et al. 2004) 
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圖 4. 重亞硫酸鈉轉換偵測 DNA 甲基化的原理。以 PCR 及選殖等標準分子生物技術，分析基因座時，會將 DNA 甲基

化的訊息遺漏，使得研究者通常會忽略存在於基因組 DNA 的上位遺傳訊息 (圖 a)。5-甲基胞嘧啶以紅色的 M 標

示。能藉由甲基化敏感的限制酶去切割，或將基因組 DNA 處理重亞硫酸鈉 (圖 b) 把未甲基化的胞嘧啶 (C) 轉
換為尿嘧啶 (U）。MSP 即甲基特異 PCR。 

Fig. 4. Principle of sodium bisulfite conversion. Standard molecular biology techniques to analyses gene loci, such as 
polymerase chain reaction (PCR) and biological cloning, erase DNA mehtylation information, leaving the investigator 
oblivious to the epigenetic information that was present in the original genomic DNA (panel a). 5-methylcytosine 
residues are indicated as red Ms. The solution to this problem is to modify the DNA in a mehtylation-dependent way 
before amplification. This can be achieved either by digestion with a methylation-sensitive restriction enzyme (not 
show), or by treating the genomic DNA with sodium bisulphate (panel b) which converts unmethylated cytosines to 
uracil residues. MSP, methylation-specific PCR. 

（Laird 2003） 
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根據 Gonzalgo & Jones (1997)研究指出，以 Ms-SNuPE 法分析甲基化有幾個優點：(1)能進行定量

分析；(2)不需利用限制酵素；(3)藉由利用多個引子設計的策略，在引子擴增反應下，能分析多個 CpG
位置；(4)可針對顯微解剖所取得的小量 DNA 進行分析，但是，此方法在 PCR 擴增後的定量上，是仰

賴標定的放射性強度來測定，其靈敏度較差，為此方法的主要缺點。 
組合重亞硫酸鹽限制分析法(combined bisulfite restriction analysis, COBRA) 

Xiong & Laird (1997)發展了一套名為 COBRA 的方法，為一個定量技術，它能測定小量基因組

DNA 中，特定基因座 DNA 甲基化的程度。在重亞硫酸鈉處理 DNA 後，DNA 序列上的胞嘧啶(C)可
以被轉換為胸腺嘧啶(T)，而甲基化胞嘧啶(mC)則不會受到改變，會保留原來胞嘧啶(C)的型態，可利

用限制酵素 Bst UI 或 TaqⅠ進行分析(圖 5 和圖 7)，限制酵素 Bst UI 可以辨識兩個 CpG 雙核 酸

(dinucleotides)，而 TaqⅠ只能辨認單個 CpG 雙核 酸，在樣品中利用不同限制酵素之辨識所提供不同

DNA 甲基化程度的訊息，可進一步做校正。根據樣品(樣品 1、2 和 3)不同甲基化的程度(0、50 和 100%) 

 
圖 5. 利用重亞硫酸鹽相關方法分析 DNA 甲基化、未甲基化和甲基化/未甲基化混合的三種對偶基因，（說明詳見內文）。 
Fig. 5. Anticipated results of methylated, unmethylated, and mixtures of methylated/unmethylated alleles obtained by several 

bisulfite-related methods. 
                        （Fraga & Esteller 2002） 
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圖 6. 以 Ms-SNuPE 方法測定一股特定 DNA 胞嘧啶甲基化狀態概要圖。基因組 DNA 先處理重亞硫酸鈉，隨後目標序

列再進行 PCR 以產生模版，去對頂端股進行甲基化分析，底端股甲基化也可以藉由設計適當的引子，以產生底

端股的特定模版。PCR 的產物可以進行電泳，而產物可由膠片上分離，隨後利用 Ms-SNuPE 引子、緩衝液、32P-dNTP
和 Taq 酶聚合 進行引子延長反應。在變性情況下，放射性標定的產物在 15％聚丙烯醯胺凝膠進行電泳後，可以

X-光底片曝光或在磷屏影像定量分析儀下觀察結果。  
Fig. 6. Outline for the determination of strand-specific methylation status at cytosines by the Ms-SNuPE assay. Genomic DNA 

is treated with sodium bisulfite followed by PCR of the target sequence to generate the template for top strand 
mehtylation analysis. Bottom strand methylation can also be assayed by designing the appropriate primers to generate 
bottom strand-specific template. PCR products are electrophoresed and isolated from agarose gels followed by 
incubation with the appropriate Ms-SNuPE primer(s), buffer, [32P]dNTPs and Taq polymerase for the primer extension 
reaction. Radiolabeled products are then electrophoresed on 15％ polyacrylamide gels under denaturing conditions and 
visualized by exposure to autoradiographic film or phosphorimage quantitation. 

（Gonzalgo & Jones 1997） 
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圖 7. COBRA 步驟概要圖。COBRA 的構成是由一個標準重亞硫酸鈉處理 PCR 後，接著進行限制酵素切割和定量。第

一個步驟中，未甲基化的胞嘧啶（C）能被轉變為胸線嘧啶（T），而甲基化的胞嘧啶（mC）則會維持原來的胞

嘧啶（C）。圖解說明 BstUⅠ限制切位的結果。經切割的 PCR 產物以變性的 8％聚丙烯醯胺凝膠分離，藉由電轉

印法轉到膜上，用 5’端標定有放射性的寡核 酸探針進行雜合反應，隨後可利用磷屏影像分析儀（Molecular 
Dynamics, Sunnyvale, CA）進行定量分析。 

Fig. 7. Outline of the COBRA procedure. COBRA consists of a standard sodium bisulfite PCR treatment followed by 
restriction digestion and quantitation step. During the first step, unmethylated cytosine residues are converted to 
thymine, whereas methylated cytosine residues are retained as cytosine. The consequences for the restriction site BstUI 
are illustrated, The digested PCR products are separated on a 8% denaturing polyacrylamide gel and transferred to 
Zetabind charged membrane (American Bioanalytical) by electroblotting. The membranes are then hybridized with 
5’-end-labeled oligonucleotides. Quantitation is performed with a Molecular Dynamics PhosphorImager. 

（Xiong & Laird 1997） 
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，利用限制酵素 Bst UI 進行切割後，經電泳分析，發現條帶大小會因甲基化程度不同而異(圖 7)，而

根據磷屏影像分析儀（Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA）可以針對不同樣品 DNA 甲基化的情形作

定量分析。 
根據 Xiong & Laird (1997)利用 COBRA 法研究人類直腸癌結果指出，用 COBRA 研究樣品 DNA

甲基化的優點為：(1)可以對 DNA 甲基化的情形作準確的定量分析；(2)適合應用在埋蠟切片組織的分

析；(3)可應用在大量樣品的分析；由於使用的方法快速簡單，在 DNA 甲基化分析的領域已受到重視。 

結    論 
DNA 甲基化與遺傳突變相比較，顯示在 DNA 序列上的胞嘧啶受甲基化，在不牽涉 DNA 鹼基的

改變，就可能會改變基因的表現。為了著手研究特定基因受甲基化的情形，近年來發展的技術在質或

量上，針對基因組受甲基化的情形獲取相關的資訊。傳統偵測 DNA甲基化的技術可提供胞嘧啶在 DNA
序列中，被甲基化的情形進行研究，但是由於可辨識甲基化之限制酵素有限，造成解析度不佳，進而

發展結合重亞硫酸鹽的技術，研究 DNA 受甲基化的程度，由於 DNA 經重亞硫酸鹽處理後，會改變

DNA 的鹼基型態(C 變為 T)，可搭配限制酵素(如: COBRA 技術)或 PCR(如: MSP 技術)的使用，針對

特定基因或整個基因組之甲基化的差異進行探討。綜合 DNA 甲基化之研究結果，目前所發展的非重

亞硫酸鹽或重亞硫酸鹽技術，均可提供做為檢測 DNA 甲基化的基礎，我們可再配合限制酵素、PCR
或定序的原理，獲得定量或半定量的資料，可針對特定基因序列 CpG 受甲基化的密度或分佈進行分

析探討，甚至可以利用螢光標定進行定量分析，不需電泳及放射性的操作下，就可探討 CpG 位置受

甲基化的總數或異質的基因序列受甲基化的情形。未來 DNA 甲基化的偵測技術若朝向高效能的方法

開發未來，將可允許大量樣品被同時分析與篩選，能幫我們對上位遺傳(epigenetics)在基因表現之影響

有更深入的了解。 
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Progress and Application of DNA Methylation Detection1 

Yu-Chia Hsu2 , Hsin-Mei Ku3 and Chang-Sheng Wang4,5 

Summary 

Hsu, Y. C., H. M. Ku, and C. S. Wang. 2005. Progress and application of DNA methylation detection. J. Taiwan Agric. 
Res. 54:71-82. 

In genome, the DNA methylation levels are closely related with gene expression. Therefore, the analysis of 
DNA methylation has become an important field in molecular biology. Recently, the non-bisulfite and bisulfite 
techniques have been developed to detect the methylation of DNA. In the non-bisulfite treatment of DNA 
mehtylation analysis called methylation-sensitive amplified polymorphism (MSAP) which combines the 
amplified fragment length polymorphism (AFLP) technique with the application of restriction enzymes that are 
sensitive to methylation on the recognition sequences. The method is based on the utilization of isoschizomer 
enzymes that differ in their sensitivities to methylation to determine whether the methylation pattern with is full 
methylation, hemi-methylation or unmehtylation on specific DNA sequences. The MSAP method is mainly 
limited when the cytosine present on isoschizomer site, because it can not detect a number of cytosine 
methylation on DNA sequence and results in underestimation of DNA methylation. In the bisulfite treatment of 
DNA mehtylation detection, the methylation-specific PCR (MSP) technique is generally applied to study the 
methylation of CpG island. Primer design is a crucial step to the MSP technique, making this technique very 
sensitivity, allowing detecting small amounts of DNA methylation in the sample. MSP can also be applied to 
analyze large numbers of paraffin-embedded and microdissected samples. The methylation-sensitive single 
nucleotide primer extension (Ms-SNuPE) technique allows us to detect DNA methylation by using single 
nucleotide primer applying to the genomic DNA treated with sodium bisulfite to amplify and estimate the 
difference of methylation on specific CpG sites. With this method, DNA methylation can be quantified without 
using restriction enzymes, and the methylation at multiple CpG sites can be detected in a single reaction by using 
a multiplex oligonucleotide strategy. Low sensitivity is the mainly drawback of Ms-SNuPE technique. The recent 
developed COBRA (combined bisulfite restriction analysis) technique is a quantitative DNA methylation method. 
It can detect the methylation levels of specific locus in small amounts of genomic DNA, and accurate quantitative 
analysis on DNA methylation sequence. Furthermore, it can also apply to analyze a large amount of samples and 
paraffin-embedded tissue samples. Therefore, the application of COBRA technique in DNA methylation analysis 
has arose great attention. 

Key words: Methylation, CpG island, Non-bisulfite, Bisulfite. 

 
1. Contribution No.2227 from Agricultural Research Institute, Council of Agriculture. Accepted: June 30, 2005.
2. Graduate Student, Department of Agronomy, National Chung-Hsing University, Taichung, Taiwan, ROC. 
3. Assistant Professor, Department of Agronomy, National Chung-Hsing University, Taichung, Taiwan, ROC. 
4. Senior Agronomist, Agronomy Division, ARI, Wufeng , Taichung, Taiwan, ROC. 
5. Corresponding author, e-mail: cswang@wufeng.tari.gov.tw；Fax: (04)23302806. 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /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 /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /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 true
  /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 <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. 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 best suited for high-quality prepress printing.  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 /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


