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功能化石墨烯负载毛萼乙素抗肿瘤制剂的研究 
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(c华东理工大学材料科学与工程学院  上海 200237) 

摘要  首先通过改进的 Hummers 法制备了氧化石墨烯(GO), 然后通过酰胺化反应将端基为氨基的六臂聚乙二醇(PEG)
连接到氧化石墨烯的表面, 以改善其水溶性和生物相容性. 原子力显微镜(AFM)数据表明所制备的 GO-PEG 的尺寸小

于 250 nm, 稳定性试验证明 GO-PEG 在水和 PBS 缓冲液中可以很好地分散. 利用制备的 GO-PEG 作为药物载体, 通过

物理共混的方法负载了疏水性抗肿瘤药物——毛萼乙素. 紫外光谱法测得载药率为 18.8%. 选择肺癌细胞 A549 和乳腺

癌细胞 MCF-7 对载药体系的细胞毒性进行了研究, 结果表明即使在高达 100 mg/L 的浓度下培养 48 h, GO-PEG 载体对

两种细胞仍然具有很小的毒性(相对细胞存活率＞85%), 而通过载体负载毛萼乙素后的疗效有所增强, 对癌细胞具有

更大的杀伤作用. 
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Functionalized Graphene Oxide as a Nanocarrier for Loading and 
Delivering of Eriocalyxin B  
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Abstract  Graphene oxide (GO) was firstly prepared by modified Hummers method. In order to improve its water solubility
and biocompatibility, 6-arm PEG was grafted to GO via a facile amidation reaction. The size of obtained GO-PEG was less 
than 250 nm. Stability test indicated the good dispersibility of GO-PEG in water and PBS buffer. Furthermore, eriocalyxin B, a 
widely used cancer chemotherapy drug, is adsorbed onto GO-PEG via physical blending with a drug loading ratio of 18.8% 
obtained by UV spectrum. Lung cancer cell A549 and breast cancer cell MCF-7 were selected to study the cytotoxicity of 
GO-PEG/eriocalyxin B, GO-PEG, and free eriocalyxin B. The results demonstrated that GO-PEG nano-carrier possessed low
toxicity (relative cell viability＞85%), even cultivated for 48 h at a relatively high concentration of 100 mg/L. Compared to 
pure drug, GO-PEG/eriocalyxin B nanocarrier shows higher cytotoxicity in A549 and MCF-7 cells. 
Keywords  graphene oxide; eriocalyxin B; drug delivery; cell viability 

 
我国具有丰富的天然资源, 一些天然化合物已被证

明具有较强的抗肿瘤作用, 如毛萼乙素(eriocalyxin B). 
它是从毛萼香茶菜中提取分离得到的贝壳杉烷二萜类

化合物, 为抗肿瘤药物冬凌草甲素的类似物[1], 其化学

结构如图 1 所示. 研究表明, 毛萼乙素对乳腺癌、结肠

癌、白血病、肺癌、膀胱癌及肝癌等多种肿瘤细胞均有

较好的增殖抑制作用, 是一种潜在的抗肿瘤活性物质[2]. 

然而由于其水溶性差、生物利用度低等原因[3], 其应用

一直受到限制. 因此, 寻找合适的药物载体, 提高毛萼

乙素的生物利用度具有重要的意义. 
许多研究小组致力于改善毛萼乙素的水溶性, 通过

将水溶性好的小分子化合物连接到药物分子上, 期望得

到水溶性较好的具有临床应用前景的新药化合物. 中国

科学院昆明植物研究所孙汉董等[1,3]合成了一系列毛萼 
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图 1  毛萼乙素的化学结构 
Figure 1  Chemical structure of eriocalyxin B 

乙素的衍生物, 并研究了其对肿瘤细胞的细胞毒性. 然
而, 基于小分子化学修饰改善药物的水溶性的方法, 在
药物的研究以及应用过程中, 常会存在一些影响药物发

挥其应有的作用以及影响药物应用的因素[4]. 如药代动

力学性质不理想而使药物的吸收受到影响, 或是由于本

身结构的特点而引起代谢速度过慢或者过快等情况; 此
外, 药物如溶解性能差、化学稳定性差、有不良的气味

或者味道以及对机体产生刺激性等.  
纳米药物传输系统(nanoparticle drug delivery system, 

NDDS)可以有效地避免以上的缺点, 特定尺度(50～200 
nm)的纳米粒子对肿瘤组织具有增强渗透和停留效应

(EPR, enhanced permeability and retention effect), 能够

渗入到肿瘤组织的内部并聚集, 因此具有更好的效果, 
可以提高化疗药物的药效, 降低其毒副作用[5]. 基于石

墨烯为载体的载药体系是近几年发展起来的较为新颖

的纳米载药体系, 可以达到高的载药量, 更好地提高疏

水性药物的功效[6].  
石墨烯是由碳原子以 sp2 杂化连接形成的具有理想

二维结构的单原子层原子晶体[7], 在生物医学领域应用

较多的石墨烯衍生物主要是功能化的氧化石墨烯. 氧化

石墨烯(graphene oxide, GO)通常是由石墨经化学氧化、

超声制备获得, 因氧化条件不同, 所获得的氧化石墨烯

尺寸一般在几十纳米到几百纳米乃至微米之间. 氧化石

墨烯含有大量的含氧活性基团, 如羧基、羟基与环氧基

等, 因此提高了其亲水性, 同时有利于化学功能化修饰, 
以达到在不同领域应用的目的[8]. 将生物相容性良好的

聚合物分子, 如聚乙二醇(PEG)、壳聚糖(CS)等接枝到氧

化石墨烯表面有利于改善其生物相容性以达到生物领

域的应用[9].   
本工作中, 以 PEG 功能化的氧化石墨烯为载体, 对

毛萼乙素进行了负载试验, 并研究了所得到的纳米药物

载体的细胞毒性, 旨在发展载药量高的生物相容性药物

载体, 提高抗肿瘤药物的生物利用度, 并提高疗效.  

1  结果与讨论 

1.1  PEG 功能化 GO 的制备及表征 

载体 GO-PEG 的合成及药物的负载路线如 Scheme 

1 所示. 首先将六臂 PEG 端基的羟基转化为氨基, 以提

高其与 GO 上羧基的反应效率. 其具体过程为先将 PEG
上的羟基转变为叠氮基团, 再将叠氮转变为氨基[10]. 

采用改性的 Hummers 法制备氧化石墨, 两步法可

以提高氧化程度. 红外光谱图(图 2)中, 3400 cm－1 处羟

基的大吸收峰、1732 cm－1 (C＝O)及 1622 cm－1 (C＝C)
处的特征峰的出现证实了石墨的氧化. 

 

图 2  石墨与氧化石墨烯的红外光谱图 
Figure 2  FT-IR spectra of graphite and graphene oxide 

GO 与 PEG 反应前, 首先在 NaOH 溶液中将 GO 上

的羟基转化为羧基, 以提高与 PEG 上氨基的反应效率. 
由于强碱的存在, GO 出现沉淀, 反应过程中 GO 的部分

还原使溶液颜色变黑. 透析除去NaOH后, GO仍可以很

好地分散在水中. GO-PEG 的红外谱图中 2870 (CH2), 
1652 (NH—CO)和 1105 cm－1 (C—O)吸收峰的出现证明

PEG 成功接枝到氧化石墨烯上. 利用 AFM 对 GO 与

GO-PEG 的形貌进行表征, 结果如图 3 所示. GO 的表面

较为光滑平整, 尺寸基本处于50～450 nm之间, 厚度为

0.8～1.4 nm, 由于 PEG 的接入以及接枝过程中的超声

处理, GO-PEG 的表面较为粗糙且具有褶皱, 尺寸减小

为 50～300 nm, 厚度增加为 6.0～8.5 nm. 
将浓度为 0.5 mg/mL 的GO 与GO-PEG 分别分散在

去离子水与 PBS 缓冲液中, 如图 4 所示. GO 与 GO-PEG
均可以在水中很好地分散, 静置一个月后无沉淀及聚集

现象; GO 在 PBS 缓冲液中静置 1 d 后出现聚集沉淀, 
GO-PEG 仍可以在 PBS 缓冲液中稳定分散, 静置一个月

无聚集沉淀现象, 说明向 GO 上引入水溶性好的 PEG 后, 
的确可以改善其亲水性以及在盐溶液中的稳定性. 

1.2  PEG 功能化 GO 对毛萼乙素的负载  

为了测试 PEG功能化GO对毛萼乙素包封结果, 我
们先测定了毛萼乙素在乙醇中的标准曲线. 配置不同浓

度(1, 2.5, 5, 10, 20, 40 mg/L)的毛萼乙素乙醇溶液, 测定 
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图 3  GO (a)与 GO-PEG (b)的 AFM 图 

Figure 3  AFM images of GO (a) and GO-PEG (b) 

 

图 4  GO (a)与 GO-PEG (b)在水与 PBS 中的稳定性 
Figure 4  Stability of GO (a) and GO-PEG (b) in water and PBS 

其在 230 nm 处的吸光度, 并作浓度与吸光度的标准曲

线(图 5), 按回归法处理得标准曲线方程(Eq. 1). 
Abs＝0.07139＋0.04845[eriocalyxin B] (1) 

利用 GO-PEG 对进行毛萼乙素负载, 首先将毛萼乙

素溶于乙醇中, 与 GO-PEG 的水溶液搅拌过夜; 然后通

过离心、过滤除去未被载体吸附的毛萼乙素, 直至紫外

光谱检测不到过滤的水中毛萼乙素的吸收峰. 通过紫外

光谱中载药体系在 230 nm 处的吸光度减去该波长处

GO-PEG 的吸光度, 可以推算出负载的毛萼乙素的吸光

度, 对照标准曲线即可得到毛萼乙素的浓度. 由载体所

负载的药物质量除以载体的质量, 即可算出体系的载药

率为 18.8 wt%.  

1.3  细胞毒性试验  

选择肺癌细胞A549和乳腺癌细胞MCF-7对载药体

系的细胞毒性进行了研究, 采用细胞增殖-毒性检测试

剂盒(CCK-8)测其细胞存活率[10], 结果如图 6 所示. 
对于 A549 细胞, 以毛萼乙素浓度为 8 μmol•L－1为

例, 在只有毛萼乙素存在的条件下, 24 h 时 A549 细胞的

相对存活率为 56.5%, 而通过GO-PEG负载毛萼乙素后, 
A549 细胞的相对存活率大幅下降为 52.6%; 培养 48 h
后, 前者的相对细胞存活率降低为 28.5%, 而后者降低 

 

图 5  不同浓度毛萼乙素素在 230 nm 处的吸光度及吸光度-

浓度标准曲线(a)与 GO-PEG 载药前后紫外光谱(b)  
Figure 5  (a) Absorbance of eriocalyxin B with different con-
centrations and its standard curve at 230 nm and (b) UV spectra 
of GO-PEG before and after loading drug 

为 21.8%. 对于 MCF-7 细胞 , 以毛萼乙素浓度为 8 
μmol•L－1为例, 在只有毛萼乙素存在的条件下, 24 h 时

MCF-7 细胞的相对存活率为 73.2%, 而通过 GO-PEG 负

载毛萼乙素后, MCF-7 细胞的相对存活率下降为 68.6%; 
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图 6  相对细胞存活率与药物浓度的关系图 
Figure 6  Relative cell viability of cells at various drug concentrations 

(a), (b) A549 cells treated with eriocalyxin B and GO-PEG/eriocalyxin B after 24 and 48 h, respectively; (c), (d) MCF-7 cells treated with eriocalyxin B 
and GO-PEG/eriocalyxin B after 24 and 48 h, respectively 

 

图 7  GO-PEG 载药前后(a) A549 细胞和(b) MCF-7 细胞存活率 
Figure 7  Relative cell viability of A549 (a) and MCF-7 (b) before and after loading eriocalyxin B 

培养 48 h 后, 前者的相对细胞存活率降低为 36%, 后者

降低为 34.2%. 结果表明, 单独的毛萼乙素与 GO-PEG/ 
eriocalyxin B 对细胞的毒性均具有一定的时间与浓度依

赖性: 即在一定的时间与浓度范围内, 随着时间与浓度

的增加, 两者对细胞的杀伤作用越大. 与单独的毛萼乙

素相比, GO-PEG/eriocalyxin B 可以更有效地杀伤 A549
细胞和 MCF-7 细胞. 对照试验结果(图 7)表明, 即使在

GO-PEG 浓度高达 100 mg/L 时, 培养 48 h 后两种细胞

的相对存活率仍在 85%以上. 说明单独的GO-PEG 药物

载体对两种细胞基本没有毒性, 体系对细胞的杀伤作用

完全来自于 GO-PEG 载体所吸附的毛萼乙素. 

2  结论 

成功制备了药物载体 GO-PEG, 经 PEG 功能化后, 
该载体具有很好的亲水性与生物相容性, 在水及PBS中

均可长期稳定存在. 通过疏水相互作用与 π-π 堆积作用

负载毛萼乙素, 载药率高达 18.8%. 体外实验证明, 该
载药体系对A549细胞与MCF-7细胞具有很好的杀伤作
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用, 其细胞毒性明显高于单独药物. 该载药体系可以有

效地改善疏水性药物的水溶性, 提高抗肿瘤药物的生物

利用度, 具有很好的应用前景. 

3  实验部分 

3.1  仪器与试剂 

红外光谱(FTIR): Nicolet AVATAR-360, 液体样品

直接用液膜法测试, 固体样品用溴化钾压片法, 所有红

外谱图累加 32次, 分辨率为 4.0 cm－1. 紫外分光光度计: 
Cary 100, 25 ℃下扫描毛萼乙素的 200～800 nm的全谱, 
测定 230 nm 处的吸收强度. 原子力显微镜: 美国 Veeco
公司, Nanoscope IVa-Multimode, 将样品滴加到云母片

上, 吹干后采用轻敲模式测量. 相对细胞存活率用瑞士

Tecan 公司的多功能酶标仪测定其 450 nm 处的吸光度

计算得到.  
鳞片石墨(1000 目), 上海一帆石墨有限公司; 6 臂聚

乙二醇(Mw＝6000), 复旦大学提供; 毛萼乙素(97%), 云
南西力生物技术有限公司; RPMI1640 与 DMEM 细胞培

养基, 美国 Invitrogen 公司, 并用以色列 BI 公司的 10%
胎牛血清配成细胞培养液; 细胞增殖-毒性检测试剂盒

(CCK-8), 日本同仁化学研究所. 四氢呋喃(THF) 经钠

丝干燥, 氮气保护下, 经钠丝在二苯甲酮存在下回流除

水至呈紫色后蒸出, 现蒸现用. 其它试剂未注明的均未

经处理直接使用. 

3.2  GO 的制备 

采用两步法制备GO. 首先将K2S2O8 (2 g)与P2O5 (2 
g)加入到 12 mL 浓硫酸中, 升温到 80 ℃, 称取 2 g 鳞片

石墨加入上述混合液中, 并于 80 ℃下搅拌反应 6 h; 反
应完成后, 使反应液降到室温并用 0.5 L 去离子水稀释、

过滤, 用去离子水冲洗多次以除去残留的硫酸, 干燥. 
然后称取上述预氧化的石墨 1 g 加入三口瓶中, 并加入

23 mL 浓硫酸, 冷却至 0 ℃, 缓慢加入 6 g KMnO4并搅

拌, 使得体系温度不超过 20 ℃; 将三口瓶移入油浴中

于 35 ℃反应 2 h, 升温至 90 ℃反应 90 min; 接着向三

口瓶中滴加46 mL去离子水, 体系温度升至100 ℃并维

持 20 min; 继续加入 140 mL去离子水, 缓慢滴加 20 mL 
30% H2O2, 体系变为亮黄色并有气泡产生. 用 250 mL 
1∶10 HCl 溶液处理后过滤, 并用去离子水反复冲洗. 
过滤产物加水稀释后超声处理, 并于 12000 r/min 下离

心, 上层悬浮液即为产物. FTIR (KBr) ν: 3400, 1732, 
1622 cm－1. 

3.3  PEG-NH2的合成 

将 PEG (15 g, 约 2.5×10－3 mol)、甲烷磺酰氯(3.1 g, 
0.026 mol)、四氢呋喃(30 mL)加入到三口瓶中, 搅拌溶

解. 经过 3 次抽换氮气后, 将三口瓶置于冰浴中冷却至

0 ℃, 氮气保护. 用注射器滴加三乙胺(4.1 mL, 0.03 
mol), 室温下, 搅拌过夜. 向反应液中加入 32 mL Na-
HCO3 (1.75 g, 0.021 mol)溶液与 NaN3 (2.1 g, 0.032 mol), 
加热使四氢呋喃挥发, 并回流 8 h. 冷却至室温, 用二氯

甲烷萃取三次, 合并有机相, Na2SO4 除水, 过滤, 旋蒸, 
干燥后得 PEG-N3 (产率 78%). FTIR (film) ν: 2104 cm－1. 

将PEG-N3 (5 g, 约8.13×10－4 mol)溶于40 mL甲醇

中, 加入 10% Pd/C (100 mg), 室温下充 H2反应 3 d, 过
滤除去 Pd/C, 旋蒸 , 干燥后得黄色产物(产率 97%). 
FTIR (film) ν: 3560 cm－1. 

3.4  GO-PEG 的制备 

首先, 根据文献[13]报道将 GO 上的羟基转化为羧

基. 将改性后的 GO (100 mL, 约 1 mg/mL)与 PEG-NH2 

(300 mg)超声 5 min, 加入 EDC•HCl (30 mg), 超声 40 
min, 继续加入 EDC•HCl (80 mg), 搅拌过夜. 将反应混

合物放入可透过分子量为14000的透析袋中, 透析一周, 
除去未连接到 GO 上的 PEG. FTIR (KBr) ν: 2870, 1625, 
1105 cm－1. 

3.5  毛萼乙素的负载 

GO-PEG (10 mL, 0.5 mg/mL)与毛萼乙素(10 mL, 
0.5 mg/mL)的乙醇溶液室温搅拌 12 h, 离心除去析出的

毛萼乙素; 通过 10 kDa 的过滤膜, 并反复冲洗, 除去未

被 GO 吸附的毛萼乙素及乙醇 . 制备的载药体系

GO-PEG/eriocalyxin B 于 4 ℃下储存.  

3.6  细胞培养与体外实验 

A549 与 MCF-7 细胞分别培养在盛有 10%胎牛血清

的 RPMI 1640 与 DMEM 培养液的培养瓶中, 将培养瓶

置于 37 ℃含 5% CO2 的细胞培养箱中. 将细胞转移到

96 孔板中, 每孔 100 μL 培养液, 细胞密度为 5×104个/
孔. 分别加入不同浓度的 GO-PEG/eriocalyxin B 与纯的

毛萼乙素(溶于 DMSO 中, 并用 PBS 缓冲液稀释), 其中

两种细胞所加药物浓度为(0, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16 μmol•L－1). 
分别培养 24, 48 h后, 向每孔滴加 10 μL CCK-8, 待颜色

变化后在多功能酶标仪下测其吸光度, 并计算相对细胞

存活率. 对照试验为向每孔中加入不同浓度的 GO-PEG 
(0, 1, 5, 10, 20, 40, 80, 100 mg/L)培养 48 h, 多功能酶标

仪下测其在 450 nm 处的吸光度, 并计算相对细胞存活

率. 

References 
[1] (a) Zhou, W. S.; Cheng, Y. X. Acta Chim. Sinica 1990, 48, 1185 (in 

Chinese). 
(周维善, 程云行, 化学学报, 1990, 48, 1185.) 
(b)Wang, J.; Hou, H. M.; Xia, Y. R.; Sun, H. D.; Pu, J. X. Chin. J. 



   
有机化学 研究论文 

 
2168      http://sioc-journal.cn/ © 2013 Chinese Chemical Society & SIOC, CAS Chin. J. Org. Chem. 2013, 33, 2162～2168 

Pharm. 2012, 43, 194 (in Chinese). 
(王健, 侯惠民, 夏怡然, 孙汉董, 普建新, 中国医药工业杂志, 
2012, 43, 194.)  

[2] Xia, Y. R.; Wang, J.; Zhu, J. P.; Li, D. Chin. J. Pharm. 2010, 41, 41 
(in Chinese).  
(夏怡然, 王健, 朱金屏, 陈芳, 李丁, 中国医药工业杂志, 2010, 
41, 41.)  

[3] Zhao, Y.; Niu, X. M.; Qian, L. P.; Liu, Z. Y.; Zhao, Q. S.; Sun, H. D. 
Eur. J. Med. Chem. 2007, 42, 494  

[4] (a) Ojima, I.; Geng, X. D.; Wu, X. Y., Qu, C. X.; Borella, C. P.; Xie, 
H. S.; Wilhelm, S. D.; Leece, B. A.; Bartle, L. M.; Goldmacher, V. 
S.; Chari, R. V. J. J. Med. Chem. 2002, 45, 5620.  
(b) Zhao, C. W.; Zhuang, X. L.; He, P.; Xiao, C. S.; He, C. L.; Sun, 
J. R.; Chen, X. S.; Jing, X. B. Polymer 2009, 50, 4308.  

[5] (a) Liu, Z.; Chen, K.; Davis, C.; Sherlock, S.; Cao, Q. Z.; Chen, X. 
Y.; Dai, H. J. Cancer Res. 2008, 68, 6625.  
(b) Huang, X. W.; Guo, L. N.; Lu, G. L.; Huang, X.; Zhang, Y. Q.; 
Huang, X. Y. Acta Chim. Sinica 2009, 67, 1363 (in Chinese). 
(黄晓炜, 顾丽娜, 陆国林, 黄啸, 张亚琴, 黄晓宇, 化学学报, 
2009, 67, 1363.)  
(c) Chen, S. Y.; Zhao, X. R.; Chen, J. Y.; Chen, J.; Kuznetsova, L.; 
Wong, S. S.; Ojima, I. Bioconjugate Chem. 2010, 21, 979.  

[6] Sun, X. M.; Liu, Z.; Welsher, K.; Robinson, J. T.; Goodwin, A.; 
Zaric, S.; Dai, H. Nano Res. 2008, 1, 203.  

[7] (a) Novoselov, K. S.; Geim, A. K.; Morozov, S. V.; Jiang, D.; 
Zhang, Y.; Dubonos, S. V.; Grigorieva, I. V.; Firsov, A. A. Science 
2004, 306, 666.  

(b) Dai, J.; Lang, M. D. Acta Chim. Sinica 2012, 70, 1237 (in Chi-
nese).  
(戴静, 郎美东, 化学学报, 2012, 70, 1237.)  
(c) Deng, Y.; Li, Y. J.; Dai, J.; Lang, M. D.; Huang, X. Y. J. Polym. 
Sci., Part A: Polym. Chem. 2011, 49, 1582.  
(d) Wang, B.; Yang, D.; Zhang, J. Z.; Xi, C.; Hu, J. J. Phys. Chem. 
C 2011, 115, 24636.  

[8] (a) He, H. Y.; Klinowski, J.; Forster, M.; Lerf, A. Chem. Phys. Lett. 
1998, 287, 53.  
(b) Deng, Y.; Li, Y. J.; Dai, J.; Lang, M. D.; Huang, X. Y. J. Polym. 
Sci., Part A: Polym. Chem. 2011, 49, 4747.  
(c) Chen, X. Y.; Shi, Y. L.; Yang, D.; Hu, J. H.; Yang, P. Y. Acta 
Chem. Sinica 2012, 70, 817 (in Chinese).  
(陈小乙, 石远琳, 杨东, 胡建华, 杨芃原, 化学学报, 2012, 70, 
817.)  
(d) Xu, G. B.; Chen, X. Y.; Hu, J. H.; Yang, P. Y.; Yang, D.; Wei, L. 
M. Analyst 2012, 137, 2757.  

[9] (a) Liu, Z.; Robinson, J. T.; Sun, X. M.; Dai, H. J. J. Am. Chem. 
Soc. 2008, 130, 10876.  
(b) Bao, H. Q.; Pan, Y. Z.; Ping, Y.; Sahoo, N. G.; Wu, T. F.; Li, L.; 
Li, J.; Gan, L. H. Small 2011, 7, 1569.  
(c) Chen, X. Y.; Yuan, L.; Yang, P. Y.; Hu, J. H.; Yang, D. J. Polym. 
Sci., Part A: Polym. Chem. 2011, 49, 4977.  

[10] Xu, Z. Y.; Li, Y. J.; Shi, P.; Wang, B. C.; Huang, X. Y. Chin. J. Org. 
Chem. 2013, 33, 573 (in Chinese). 
(徐志远, 李永军, 史萍, 王博婵, 黄晓宇, 有机化学, 2013, 33, 
573.) 

(Zhao, C.) 



<<
  /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
  /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 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 (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<
    /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.)
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
  >>
  /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


