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仪器分析化学实验：降钙素原快速定量微流控芯片检测 
 
辜敏 1，熊桧文 1，刘丽玲 2，孔继烈 1，方雪恩 1,* 
1 复旦大学化学系，上海 200433 
2 上海速芯生物科技有限公司，上海 201321 

 

摘要：本文设计了一个基于微流控芯片技术检测降钙素原含量的蛋白免疫分析实验，通过溶液的配制、微流控芯片

的制备、标准曲线的绘制和未知液样本测试等实验过程，让学生了解微流控芯片技术这一新兴科学研究领域，增强

学生的动手能力，锻炼学生的科研思维，在培养化学研究兴趣的同时提升创新思维和知识融会贯通的能力。 
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Rapid Quantitative Detection of Procalcitonin by Microfluidics:  
An Instrumental Analytical Chemistry Experiment 
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Abstract:  In this paper, we designed a protein immunoassay using microfluidic technology to quantitatively detect 

procalcitonin (PCT). The experiment involved various steps such as solution preparation, microfluidic chip assembly, 

standard curve drawing, testing of unknown liquid samples, and other experimental processes. By conducting these 

experiments, students can gain a deeper understanding of the emerging scientific research field of microfluidics. 

Furthermore, this training helps to foster their scientific thinking, ability to innovate, and integrate knowledge. 
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微流控芯片具有快速、低耗以及高通量等优点，因此它为生物分析提供了一种极具潜力的方法，

特别适用于实时监控和快速检测，极大地提高了获取生命分析等相关重要信息和数据的效率。微流

控芯片技术目前已被用于疾病的早期诊断和临床检测，如细胞水平、基因水平及蛋白质药靶的研究，

另外还有细菌和病毒的快速检测等[1–3]。 

在新型冠状病毒全球大流行的大背景下，人们认识到即时诊断(POCT)技术的重要性。微流控芯

片技术能很好地满足POCT的要求，是最具潜力的POCT解决方案之一[4]。正是由于微流控芯片技术

的重要作用，我校分析化学课程于2010年在再版教材中引入了“微流控分析技术”这一章[5]，并从

2018年起将该技术引入我校仪器分析实验中，在实验运行至今的五年时间里，通过带教教师与学生

的不断沟通和完善，最终设计了“降钙素原快速定量微流控芯片检测”这一实验[6]。该实验项目时长
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6小时左右，实验过程包含溶液的配制、微流控芯片的制备、标准曲线的绘制和未知液样本测试等环

节，拓展了学生对微流控芯片技术这一新兴科学研究领域的认知，激发并提升了学生学习化学的积

极性和创造性，达到了该实验项目的教学目标，为科学研究训练实验奠定了扎实的基础[7–9]。 

 
1  实验目的 

(1) 掌握免疫荧光分析原理。 

(2) 学习并了解免疫微流控芯片工作原理及组装工艺。 

(3) 学会利用微流控-免疫荧光分析仪实现降钙素原定量检测。 

(4) 培养学生动手能力、灵活运用知识的能力以及科学思维方式。 

 
2  实验原理 

蛋白免疫分析(immunoassay，IA)是应用免疫学技术测定标本的检测方法，其基本原理是抗原、

抗体的特异性识别。在临床检验中主要是通过抗原、抗体之间的特异性结合反应实现检测机体中的

抗体或抗原性物质。微流控蛋白免疫检测相较于常规的蛋白免疫检测的优势是微流控蛋白免疫常用

聚二甲基硅氧烷(polydimethylsiloxane，PDMS)、聚甲基丙烯酸甲酯(polymethylmethacrylate，PMMA)、

聚苯乙烯(polystyrene，PS)、聚碳酸酯(polycarbonate，PC)等基材，该基材对蛋白具有较强吸附力，

再利用流道毛细管作用力或施加驱动力，引导液体流动，可以方便地实现免疫层析反应，再结合检

测设备可以方便地对样本中待测物质进行定量测定，同时也能很好地提高检测灵敏度。 

降钙素原(procalcitonin，PCT)是降钙素的激素原，是一种无激素活性的糖蛋白，也是一种内源

性非类固醇类抗炎物质，非感染情况下由甲状腺产生。发生全身性感染时，很多器官的不同类型细

胞在受到促炎症反应刺激后分泌降钙素原，特别是受到细菌感染时，其代谢很少或几乎不依赖肾脏

功能，肾功能衰竭患者其清除率并不受影响，同时PCT代谢也不受类固醇激素影响。降钙素原作为

一种细菌感染和败血症的标记物，用于临床上检测细菌感染。PCT浓度与细菌感染严重程度之间的

关系见图1，可见，PCT对于快速鉴别感染与非感染所致的炎性反应具有重要的意义，在临床上使用

广泛。 
 

 
图1  PCT检测原理示意图 

 
微流控技术是指在微米甚至纳米尺度的低维通道结构中控制体积为pL–μL的流体进行流动并传

质、传热的技术，可广泛应用于免疫检测、核酸分析及细胞研究等领域。微流控技术能够解决常规

免疫分析的液体处理过程繁琐、分析时间长和试剂成本高的问题，并且加强了反应效率。微流控技

术的优势是其具有体积小、试剂消耗少、分析速度快、分析过程自动化、易于集成化以及高通量等

优点。 

本实验以PC为微流控基材，将新型稀土纳米荧光微球标记物(稀土铕荧光微球)和微流控免疫层
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析技术结合，采用双抗体夹心法定量检测人全血、血浆、血清中PCT的浓度。当样本加入上样孔中，

通过毛细作用在微流控通道中流动，若是阳性，流到荧光微球包埋区，样本中的PCT会与荧光微球

标记的捕获抗体结合，形成抗原-捕获抗体复合物继续流动，到达检测区(T区)时，复合物再与PCT

检测抗体形成检测抗体-抗原-捕获抗体的三明治复合物，然后被固定在检测区，样本中的降钙素原

越多，检测区的复合物越多，荧光信号越强，反之则信号越弱。剩余的液体继续流经质控区，与包

埋的非特异性抗体(二抗)相结合，形成对照线C，反应10 min后在离心作用下液体全部流入废液区

(图1)。然后用干式免疫荧光分析仪MI300读取检测T线和C线出复合物的荧光强度。以标准溶液的浓

度为横坐标，以T/C荧光值之比为纵坐标，拟合制作标准曲线。最终可通过换算，推导出样本中降钙

素原的浓度。 

 
3  实验 
3.1  仪器与试剂 

3.1.1  仪器 

超声波分散仪(宁波新芝生物科技股份有限公司，SCIENTZ-750F)，高速冷冻离心机(上海安亭科

学仪器厂，TGL-20bR)，旋转混匀器(美国精骐有限公司，TR-02U)，干燥箱，点样治具，贴双面胶治

具，压盖治具，微流控芯片(图2a–d)，干式免疫荧光分析仪MI300 (上海速芯生物科技有限公司，图

2e)，移液器(2.5 μL、10 μL、100 μL、1 mL各一支)，涡旋混匀仪。 

 

 
图2  微流控芯片的上盖(a)，中间双面胶层(b)，下盖(c)和组合示意图(d)以及干式免疫荧光分析仪MI300 (e) 

 
3.1.2  试剂 

超纯水，PCT捕获抗体(鼠抗人PCT单克隆抗体，广州市艾佰益生物科技有限公司)，荧光微球(上

海毅科生物科技有限公司)，PCT检测抗体(5 mg∙mL−1，羊抗人PCT多克隆抗体，广州市艾佰益生物科

技有限公司)，非特异性抗体(5 mg∙mL−1，羊抗鼠多克隆抗体，长沙博优生物科技有限公司)，PCT标

准品母液(75 μg∙mL−1)，人基质血清，微流控芯片套装(上海速芯生物科技有限公司)，2-(N-吗啉代)乙

烷磺酸钠盐(MES)，N-(2-羟乙基)哌嗪-N'-(2-乙磺酸)钠盐(HEPES)，1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚

胺盐酸盐(EDC)，N-羟基琥珀酰亚胺(NHS)，牛血清白蛋白(BSA)，海藻糖，磷酸氢二钠(无水，分析

纯)，二水合磷酸二氢钠(分析纯)，乙醇胺(分析纯)，曲拉通-100，氯化钠(分析纯)。 

3.2  实验过程 

该实验总课时为6 h，除3.2.1部分试剂配制以及荧光微球-捕获抗体标记物的制备由预备室教师
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完成，其他部分实验均由学生完成。该实验每9位同学组成一个小组，3.2.2部分C、T线包被工作液由

小组同学共同配制，3.2.3微流控芯片准备部分由每位同学分别制备，3.2.4部分标准曲线的绘制所用

6个微流控芯片使用小组同学在上一步中制备的6个芯片，3.2.5部分未知液样本的测试使用该组同学

制备剩下的3个芯片。 

3.2.1  试剂配制以及荧光微球-捕获抗体标记物的制备 

试剂配制以及荧光微球-捕获抗体标记物的制备由预备室教师完成。 

需要配制的试剂主要包括：0.05 mol∙L−1 MES缓冲液(直接配制)、0.1 mol∙L−1 HEPES缓冲液(直接

配制)、10 mg∙mL−1 EDC溶液(用0.05 mol∙L−1 MES缓冲液将EDC溶液稀释至10 mg∙mL−1)、10 mg∙mL−1 

NHS溶液(用0.05 mol∙L−1 MES缓冲液将NHS溶液稀释至10 mg∙mL−1)、10% BSA溶液(直接配制)、10%

海藻糖溶液(直接配制)。利用这些试剂，预备室教师需要提前配制以下溶液，供学生使用。 

荧光微球包埋区稀释溶液(溶液A)的配制：取1 mL 10% BSA溶液，2 mL 10%海藻糖溶液，加入

去离子水，定容至10 mL，置于2–8 °C储存，有效期1个月。 

C、T线点样缓冲液(溶液B)的配制：取40.5 mL 0.2 mol∙L−1磷酸氢二钠溶液，9.5 mL 0.2 mol∙L−1

磷酸二氢钠，3 g氯化钠，0.2 g曲拉通-100，充分溶解，调节pH约为7.4，然后定容至100 mL，置于

2–8 °C保存。 

样本稀释液(溶液C)的配制：取8.1 mL 0.2 mol∙L−1磷酸氢二钠溶液，1.9 mL 0.2 mol∙L−1磷酸二氢

钠，1 g海藻糖，0.05 g曲拉通-100，充分溶解，调节pH约为7.4，然后定容至100 mL，置于2–8 °C保

存。 

荧光微球包埋区工作液的制备：取40 μL荧光微球原料于离心管中，加入400 μL 0.05 mol∙L−1 MES

缓冲液，混匀。离心弃去上清液，加入400 μL 0.05 mol∙L−1 MES缓冲液超声打散2 min。在该溶液中

分别加入24 μL 10 mg∙mL−1 EDC溶液、56 μL 10 mg∙mL−1 NHS溶液，混匀。旋转混匀仪混匀30 min，

后离心30 min并弃去上层清液。加入200 μL 0.05 mol∙L−1 MES缓冲液，超声2 min。将0.06 mg PCT

抗体加入200 μL MES溶液混匀，与上一步荧光微球溶液混合，旋转混匀仪混匀2.5 h。加入2.5 μL乙

醇胺，旋转混匀仪混匀30 min。加入50 μL 10% BSA溶液，旋转混匀仪混匀1 h。13000 r∙min−1离心

30 min，弃去上层清液。加入0.4 mL 0.1 mol∙L−1 HEPES缓冲液溶解，超声打散2 min。离心30 min后

弃上清液。加入0.2 mL 0.1 mol∙L−1 HEPES缓冲液，再加入0.2 mL超纯水溶解，超声打散2 min；即可

得到体积为0.4 mL，固含量0.1%的降钙素原荧光微球抗体母液。取5 μL标记好的固含量0.1%的降

钙素原荧光微球抗体母液于离心管内，再加入195 μL溶液A稀释，混匀并用超声波分散仪超声打散

2 min，即为荧光微球包埋区工作液(记号R)。 

3.2.2  C、T线包被工作液的配制 

C、T线包被工作液由学生配制。 

T线包被工作液：取80 μL溶液B于离心管内，再取20 μL PCT检测抗体于离心管内，用涡旋混匀

仪充分混匀即为100 μL 1 mg∙mL−1的T区包被工作液(记号T)。 

C线包被工作液：取90 μL溶液B于离心管内，再取10 μL非特异性抗体(二抗)于离心管内，用涡

旋混匀仪充分混匀即为100 μL 0.5 mg∙mL−1的C区包被工作液(记号C)。 

3.2.3  微流控芯片的制备 

首先进行点样：将微流控芯片下盖放置在点样治具上，然后将0.5 μL的T、0.5 μL的C和3 μL的R

三种试剂依次点在微流控芯片下盖上。点样完成后水平拿到37 °C干燥箱干燥15 min。 

接下来进行微流控芯片的组装：先将微流控芯片上盖放置在贴双面胶治具上，然后根据孔位将

中间双面胶层有胶的一面贴在上盖上，从治具上取下。将已贴好的双面胶上盖的蓝色保护层撕下，

并将之前点样并干燥过的下盖按照孔位将上下盖合起来，按照定位孔放在压盖治具上，并用压盖治

具压1 min后取出。组装完成后置于37 °C干燥箱内干燥架上加热烘30 min，老化使包埋试剂进一步稳

定吸附在芯片上。 
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3.2.4  标准曲线的绘制 

首先配制系列梯度标准品。用人基质血清将标准品母液逐级梯度稀释至75、30、10、2、0.5、0 

μg∙mL−1的标准品。 

准备6个离心管，分别做好标记1–6号，分别取60 μL不同浓度的标准品于各离心管内，再分别加

入240 μL溶液C充分混匀即为待测标准品。 

将芯片从烘箱取出恢复至室温。MI300开机预热，并设置参数：离心转速2500 r∙min−1，离心时

间30 s。对不同浓度样品进行检测，将制备好的微流控芯片加入80 μL样品，水平放置开始计时，反

应10 min后放入MI300中进行测试，仪器自动读取T和C的荧光值，并且给出T/C值。所有标准品都测

试完成后，统计测试结果，并绘制标准曲线。 

以标准品的浓度为横坐标x，以T/C值为纵坐标y，用logistic四参数曲线拟合标准曲线。相关系数

R > 0.99为相关性良好。 
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A A
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x
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 
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3.2.5  未知液样本测试 

取20 μL的未知液样本于离心管内，用移液器移取80 μL溶液C于离心管内，充分混匀后然后取

80 μL混合液于芯片加样口内。芯片保持水平放置，反应10 min后置于MI300中进行测试，将未知液

样本的T/C值带入标准曲线，可求得降钙素原的浓度，重复以上操作三次，求得平均值，即为该未知

液样本中降钙素原的浓度。 

3.3  实验注意事项 

(1) 该实验涉及生物安全，相关溶液配制以及使用过程中请注意佩戴防护眼镜以及防护手套。 

(2) 微流控芯片制备过程中，相关治具上请教师提前做好标记，并请教师提醒学生在各自芯片

组件进行干燥前记住放置位置，以防搞混。 

(3) 在微流控芯片点样过程中，三种试剂的点样位置、顺序以及量一定不要搞错，尤其C和T的

顺序一定不能反。 

 
4  实验结果 
4.1  微流控芯片的组装与制作 

微流控芯片的组装和制备需要在教师指导和监督下完成。在教师的指导下，学生使用移液枪将

0.5 μL的T、0.5 μL的C和3 μL的R三种试剂依次点在点样治具上的定位位置上，这里教师务必提醒学

生C和T的顺序一定不能反(图3a，b)。给微流控芯片上盖粘贴双面胶时，需要用手指碾压至双面胶没

有气泡(图3c)。组装完成后水平拿到37 °C干燥箱干燥30 min即得到老化完成的微流控芯片(图3d)。 

4.2  标准曲线的绘制 

对配制的6组不同浓度的标准品进行检测，记录MI300给出每组样品的T/C值。如表1所示，以下

数据为一组学生测得的不同浓度标准品的T/C值。 

得到数据后，教师需要给学生讲解如何使用Origin软件绘制logistic四参数曲线。利用Origin软件

(注意在拟合模型中选择Logistic曲线拟合2 (四参数))，以标准品的浓度为横坐标x，以T/C值为纵坐标

y，用logistic四参数曲线拟合标准曲线(图4)。 

4.3  未知液样本降钙素原浓度的确定 

将未知液样本重复三次测试，得到三组不同T/C值带入标准曲线得到降钙素原的浓度，求平均值

即为未知液样本降钙素原的浓度。 
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图3  (a) 教师指导学生进行点样；(b) 微流控芯片下盖点样位置； 

(c) 粘贴好双面胶的微流控芯片的上盖；(d) 组装并老化完成的微流控芯片 

 

表1  不同浓度标准品检测得到的T/C值 

标准品浓度(μg∙mL−1) T/C值 标准品浓度(μg∙mL−1) T/C值 

0 0.021 10 0.554 

0.5 0.085 30 0.924 

2 0.190 75 1.113 

 

 
图4  Logistic四参数曲线拟合标准曲线 

 
5  实验组织方案思考 

本实验重在介绍微流控芯片技术，让学生了解这一科学前沿，通过讲解微流控芯片技术的原理

让学生体会该技术的设计思路。 

5.1  实验教学安排建议 

本实验并不是简单的让学生按部就班地重复讲义里的操作步骤完成实验，而是基于精心设计的

教学安排通过课前预习、实验讲解以及课后思考培养学生动手能力、灵活运用知识的能力以及科学

思维方式，具体实验教学安排如下： 

(1) 本实验总课时为6小时，其中，教师讲解1小时，溶液配制和微流控芯片制作1.5小时，标准

曲线的绘制1.5小时，未知液样本测试1.5小时，另外0.5小时为机动时间。实验评分指标分为实验预
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习、实验操作以及实验报告三部分组成，分别占比20%、50%、30%。 

(2) 本实验主要目的是将微流控芯片技术介绍给学生，教师在将微流控芯片的设计原理和检测

方式讲解给学生的同时，可在其中增加提问环节以检查学生对实验的预习情况。比如：① 如何根据

已知抗体原浓度和需要制备的体积与浓度配制CT包被工作液，② 如何根据血清样本测试的T/C值和

标准曲线的公式计算出该血清样本的PCT浓度值。 

(3) 课后思考题的目的是指导学生分析和讨论实验中出现的现象、问题以及实验结果，检验学

生对实验的掌握程度，引导学生去查阅文献、拓宽知识面。为考查学生对实验的理解和掌握，本实

验可设置如下思考题：① 包埋试剂时，为何C和T顺序一定不能反；② 人体炎症反应的生物学指标

还有哪些？有何区别？③ 未知液样本需要测试三次求平均值确定降钙素原的浓度，实验中三组T/C

值分别代入方程求三组降钙素原的浓度再求平均值来确定，是否可以将得到三组T/C值求平均再代

入方程确定呢，为什么？ 

5.2  实验教学策略建议 

本实验从开设运行至今已有五年，在对整个教学过程不断完善的同时，我们还通过引入课程思

政元素并对现有实验进行拓展，以提升实验教学效果： 

(1) 为发挥化学专业知识体系中蕴含的思想政治教育功能，我们在该实验的实验设计中尝试引

入了课程思政元素。教师在实验背景讲解中可以首先介绍在新型冠状病毒肆虐全球时，中国积极应

对，国内疫情得到有效遏制，增强学生的爱国情怀。在应对方针中，快速准确的诊断是非常重要的，

而这正是微流控技术的重要应用之一。教师结合实事，将微流控技术的重要性贯穿于讲解过程中，

培养学生对国家和社会的责任感。 

(2) 本实验是基于微流控芯片技术设计的针对降钙素原的蛋白免疫分析实验。通过改变免疫分

析的蛋白，我们可以对该实验进行蛋白种类进行扩展，比如心肌肌钙蛋白(cardiac troponin，cTn)的

检测。心肌损伤标志物主要为心肌肌钙蛋白、N端脑钠肽前体(NT-proBNP)和D-二聚体(DD)。一般来

说，心脏标志物应在60分钟内(一般情况为30分钟内)做出诊断。而大量研究表明，与中心实验室相

比，床旁分析仪检测周转时间有巨大的优势。因此，免疫微流控芯片在心肌标记物快速检测中具有

非常重要的价值，具有应用前景。 

 
6  结语 

我们设计了一个基于微流控芯片技术检测降钙素原含量的蛋白免疫分析实验，该实验自开设至

今五年来，通过不断调整实验方案以及讲解方式，增加与学生的互动，教学相长，最终形成了现在

这个6课时的分析化学实验。通过这个实验，让学生了解微流控技术的同时，培养学生的动手能力，

激发并提升学生学习化学的兴趣。 

 

参  考  文  献 

 

[1] 林炳承, 秦建华. 图解微流控芯片实验室. 北京: 科学出版社, 2008: 20–25. 

[2] Whitesides, G. M. Nature 2006, 442, 27. 

[3] 宋扬, 林金明. 中国科学: 化学, 2023, 53 (8), 1472. 

[4] 李风云, 周雷, 张琳, 蒲巧生. 大学化学, 2023, 38 (9), 89. 

[5] 吴性良, 孔继烈. 分析化学原理. 北京: 化学工业出版社, 2010: 600–609. 

[6] 雷杰, 高翔, 马林, 张晋芬, 庄继华. 大学化学, 2012, 27 (1), 16. 

[7] 蔡龙飞, 徐春秀. 大学化学, 2012, 27 (2), 17. 

[8] Chen, S. K.; Ju, X. J.; Wei, J.; Wang, W.; Chu, L. Y. J. Chem. Educ. 2023, 100, 3526. 

[9] 丁宗庆, 曹俊, 黄巧雨. 化学教育, 2022, 43 (6), 66. 



<<
  /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 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

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /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 <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /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


