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在生命形成过程中, 如何从单一的受精卵产生多种细

胞类型、组织以及器官, 并且将它们组装在一起形成一个

完整的个体是生物学最重要的奥秘之一. 在胚胎发育过程

中, 细胞的分裂和逐步分化是最基本的生物学事件, 揭示

这一过程中不同细胞类型的产生方式将对深刻理解个体

发育具有重要的意义. 过去几十年来, 研究人员利用遗传

标记的方法对部分器官中特定细胞类型的形成过程进行

了深入的分析, 然而由于技术方面的限制, 在大时间尺度

上对整个胚胎的发育进程进行全面的追踪仍然十分困难. 

近年来, 以单细胞测序技术、基因编辑技术以及计算生物

学为代表的新兴生物学方法, 为研究人员提供了新的工具, 

极大地拓展了我们对不同生物学问题的可操作性, 使得我

们对于胚胎发育过程中的重要生物学事件有了更加清晰

的认识. 现在, 一种将单细胞测序技术与基因编辑技术以

及计算工具相结合的方法, 正在向人们展现到目前为止关

于脊椎动物胚胎发育最为详细的细胞命运转变图谱. 2018

年 4 月, Science[1]杂志以新闻报道的形式对当月在该杂志

上发表的 3 篇文章进行了深度介绍, 展现了这些新技术在

研究胚胎发育过程中的巨大应用前景. 在这 3 篇文章中, 

研究人员报道了他们对大多数发育中的斑马鱼或青蛙胚

胎细胞内的基因表达进行多个时间点测序分析的结果. 他

们将这些以几分钟到几小时间隔获得的数据拼接在一起, 

通过构建细胞命运转变图谱, 揭示了不同类型细胞的形成

过程, 完整地展现了脊椎动物胚胎发育过程.  

在个体发育过程中, 胚胎期的多能性细胞如何逐步分

化为成体中特定的细胞类型是最为关注的事件. 到目前为

止, 我们仍然没有得到一个完整的关于脊椎动物胚胎发育

过程中细胞发生的图谱. Wagner 等人[2]利用单细胞转录组

测序技术对来自斑马鱼胚胎发育第一天的 9 万多个单细胞

进行了分析 .  在每一个斑马鱼胚胎中 ,  研究人员对其中

17%~97%的细胞进行了测序, 成功地覆盖到了所有分化状

态下的细胞. 基于全部细胞的转录本, 研究人员希望将不

同时间下的细胞状态连接起来构建完整的细胞分化转变

轨迹. 因此他们开发了一种基于图形的算法工具将具有相

同生物学差异的连续时间点组合在一起 . 基于这一算法 , 

他们构建了在斑马鱼胚胎发育第一天, 有关体轴建成、三

胚层形成以及早期器官发生的细胞状态图谱. 研究人员发 
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现 , 所绘制的细胞发育状态图谱仍然不能完全揭示单个

细胞在发育过程中的细胞状态转变过程. 因此, 为了在单

细胞水平上追踪体内细胞谱系发生过程中细胞状态的转

变过程, 研究人员开发了 Tracerseq, 利用 Tol2 转座酶系

统将一段 20 bp 可编辑的 DNA 片段以及绿色荧光蛋白随

机的插入斑马鱼基因组中. 通过分析可编辑 DNA 片段的

序列变化模式 , 研究人员详细地记录了斑马鱼胚胎发育

过程中 , 不同细胞谱系中前体细胞如何逐步分化为不同

的细胞类型 , 同时也展现了不同细胞谱系在发育过程中

的相互关联.  

在胚胎发育过程中, 细胞状态的转变反映了多能干细

胞向不同类型细胞的分化, 这一过程始终伴随着基因表达

特征的变化. 因此鉴定细胞命运转变过程中转录本的变化

轨迹对于理解脊椎动物胚胎的发育至关重要. 在另一项研

究中, Farrell 等人[3]就对斑马鱼的胚胎发育轨迹进行了深

入的研究. 他们利用 Drop-seq 对来自 694 个斑马鱼胚胎的

38731 个细胞进行了单细胞转录组测序分析. 这 3 万多个

单细胞覆盖了从合子基因表达到早期体节发生共 12 个胚

胎发育时期. 在该研究中, Farrell 等人[3]开发了一套被称为

URD 的计算工具. 与扩散映射不同, URD 以一种新的方法

将细胞在拟时间上进行排序, 通过构建一个完整的分支树

展现胚胎发育过程中 25 种类型细胞的分化过程 . 利用

URD 构建的发育分支树系统地展现了发育早期, 在原始生

殖细胞、膜套层细胞以及卵裂球中已经形成了不同的分化

轨迹 . 然而 , 在卵裂球的早期发育过程中 , 研究发现 , 除

了外胚层细胞与中内胚层细胞的分化产生差异外, 体轴中
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胚层与其余中内胚层的分化也产生了差异, 表明卵裂球细

胞早期基因的表达不仅能够调控三胚层的产生, 同时也能

够调节体轴和非体轴中内胚层的产生. 此外, 他们发现一

些处于发育分支点的细胞已经开始表达多种能够决定其

子代细胞命运的调控基因. 对位于体轴中胚层分支节点上

细胞的基因表达进行分析也发现了这些过渡态细胞由脊

索向脊索前板的命运转变.  

在胚胎中引入特定的基因突变为我们了解胚胎细胞

命运的特化过程提供了独特的视角. 在这项研究中, Farrell

等人[3]认为, 单细胞转录组测序或许能够在全基因组水平

上更快地检测突变对发育所造成的影响 . 研究人员利用

Smart-seq2 对 325 个 MZoep 突变的斑马鱼胚胎细胞以及

1047 个正常细胞进行测序分析, 发现在整个转录本水平上, 

尽管在发育过程中造成了异常的发育信号, 但是突变细胞

在发育轨迹上仍然被划分为正常的细胞状态. Farrell 等人[3]

的研究成果构建了脊椎动物胚胎发育过程中基因表达的

轨迹变化图谱, 解析了斑马鱼胚胎发育过程中不同类型细

胞产生的特化过程.  

在另一项研究中, Briggs 等人[4]采用类似的方法对蛙

胚的发育进行了研究. 利用基于微流控的单细胞转录组测

序方法, 研究人员从 10 个不同的发育时间点收集了超过

13 万个非洲爪蟾细胞进行单细胞转录组测序. 研究者首先

分析了每一个发育时间点所对应的细胞类型及其基因的

表达特征, 在发育第一天的蛙胚中共鉴定出 69 种已知的

细胞类型, 同时发现了这 10 个发育时间点各自对应的 259

个基因表达簇. 过去的研究已经在一定程度上揭示了蛙胚

的发育过程, 基于已有的蛙胚发育过程, 作者开发了一套

新的计算工具分析了在发育过程中不同细胞之间基因表

达的相似性. 通过计算细胞之间基因表达的相似性从而找

到某类细胞最有可能的前体细胞, 进而以此来建立完整的

细胞状态转变图谱. 基于这一细胞状态转变图谱, 研究人

员发现部分细胞的产生 , 例如内皮细胞/成血管细胞的产

生要比我们之前研究所认识到的要早, 揭示了细胞状态图

谱对于理解早期细胞发生的重要性.  

1  利用单细胞测序技术和可编辑的 DNA 
示踪物追踪胚胎发育 

来自哈佛大学由 Allon Klein, Marc Kirschner 和 Sean 

Megason 领导的团队[2~4]对斑马鱼和青蛙的胚胎发育进行

了全面的分析. 在对斑马鱼的研究中, Wagner 等人[2]分析

了大约 92000 个斑马鱼细胞, 对来自 7 个不同胚胎时期的

基因表达数据进行了分析. 他们从受精后 4 h 的胚胎开始

收集一直到受精后 24 h 的胚胎结束, 在这一时间点斑马鱼

中基本的器官已经开始形成. 每个细胞中的基因表达模式

揭示了该类细胞的发育方向以及它们最终的细胞身份. 为

了追踪细胞及其子代细胞如何随时间的推移而发生改变, 

研究人员在部分斑马鱼胚胎的单细胞中引入了具有遗传

指示作用的基因示踪物: 利用细胞注射的方法将许多特异

的 DNA 小片段注入细胞质中. 当细胞随着胚胎的发育而

不断分裂时, 这些细胞条码将进入细胞核内并整合到染色

体中. 实验结束后, 每一个谱系中的细胞中都会产生一个

特定的细胞条码组合. 通过将组合细胞条码信息与基因表

达模式结合起来, 研究人员就能够随着发育时间追踪细胞

命运的变化从而发现单一的受精卵如何产生各种特定的

细胞类型, 例如心脏、神经和皮肤. 而在对热带爪蟾的研

究中, Briggs 等人[4]对来自受精后 5~22 h 的 10 个胚胎期细

胞进行了单细胞转录组测序 . 他们的团队最终读取了

137000 个细胞的 mRNA. 基因的表达活性表明, 即使在青

蛙胚胎似乎还处在一个未分化的细胞团时, 这个胚胎中的

细胞就已经开始表现出他们终末分化细胞的特征, 就像一

段尾芽中的细胞一样.  

Klein 和 Megason 团队的研究具有极大的挑战性, 因

为脊椎动物的形态构成和发育过程更加复杂, 发育生物学

家们已经对这两类脊椎动物进行了长达几十年的研究, 这

在一定程度上证明了整个研究的难度和复杂性. 然而, 研

究人员还是设法追踪到了成千上万个细胞及其子代细胞

的新身份. 正如柏林医学系统生物学研究所的发育生物学

家 Robert Zinzen[1]所评价的, 这一研究成果确实让人震惊. 

在这两项研究中, 研究人员均利用单细胞转录组测序技术

对来自不同时期的胚胎细胞进行了分析, 记录了每个细胞

中基因表达的特征, 并分别建立了斑马鱼和热带爪蟾胚胎

期细胞的基因表达图谱. 在此基础上, 两个研究组分别利

用每个单细胞中基因的表达规律模拟建立了细胞状态转

变的过程. 在细胞谱系建立过程中, Wagner 等人[2]向斑马

鱼胚胎中注入了可编辑的分子标签, 通过记录分子标签的

特征构建了完整的细胞发育谱系. 而在对热带爪蟾的研究

中, Briggs 等人[4]利用转录因子的保守性, 分析了胚胎发育

过程中不同谱系的形成过程. 这两篇文章为我们进一步研

究更为复杂个体的胚胎发育以及器官形成提供了重要的

方法学参考.  

2  利用单细胞测序技术和计算工具追踪 

胚胎的发育 

由哈佛大学发育生物学家 Alexander Schier 领导的团

队[2]开发出了一套计算方法实现了在不断成熟的斑马鱼中

细胞中对转录本变化的追踪. 研究者在早期胚胎发育的前

9 h 中, 每隔 45 min 进行一次取样并分析了每个细胞的

mRNA. 通过鉴定完全分化细胞的基因表达特征, 以及分

析与完全分化细胞在发育时间上最接近的胚胎中哪些细

胞与完全分化细胞具有最相似的基因表达特征, 研究人员

利用这套计算软件重建了每一个细胞的发育轨迹. 这套计

算系统以此来反向推演至每一个胚胎时期, 直至系统发生



 
 
 

 

  537 

观 点 

树的底部——那些处于正在形成中的, 未分化的细胞. 通

过生物学重建的方法, 研究人员展现了从最初的单细胞胚

胎逐步产生 25 种主要细胞类型的完整过程.  

过去的研究认为, 一旦细胞开始沿着将要形成的路径

发育, 那么在这一发育过程中细胞就不会偏离这条既定的

生长轨迹. 然而 Farrell 等人[3]在研究中发现, 一些斑马鱼

细胞在中途改变了发育轨迹形成了一种新的细胞, 这暗示

了“真正的细胞发育谱系要比我们曾经认为的更加复杂”. 

与前面两个团队的研究思路不同, Schier 团队的研究

更加注重利用计算生物学的方法来构建胚胎发育过程. 在

确定热带爪蟾胚胎发育过程中 25 种主要的细胞类型以及

这些类型的细胞在发育轨迹中的位置后, 研究人员通过计

算相邻发育时间点的细胞之间基因表达特征的相似性确

定了不同细胞在发育过程中的先后关系. 同时, 研究人员

在最后也利用荧光原位杂交的方法对部分结果进行了验

证, 进一步证实了结论的可靠性. 这种利用计算的方法对

数据进行挖掘同时结合染色验证的研究手段值得借鉴.  

这 3个团队的研究成果不仅展现了脊椎动物胚胎发育

过程中细胞命运转变的过程, 也为干细胞科学家和组织工

程学家提供了一本参考书. 充分理解胚胎发育过程中调控

不同类型细胞形成的分子机理, 将对体外诱导培养形成不

同类型的细胞以及器官类似物具有直接的指导作用.  

3  单细胞测序技术与其他前沿技术的结合 

在生命科学研究中拥有巨大的应用前景 

近年来, 单细胞测序技术的不断发展极大地推动了发

育生物学的进展, 揭示了许多新的观点. 在过去近 10 年的

研究中, 多个课题组利用单细胞转录组测序技术、单细胞

甲基化测序技术, 以及单细胞多组学测序技术对人类生殖

细胞、原始生殖细胞, 以及多种人类胚胎期器官的发育过

程进行了系统性的研究, 深刻地展现了胚胎发育过程中关

键性的调控过程以及这一过程中细胞命运的决定方式[5~7]. 

同时, 基因编辑技术的蓬勃发展也为发育生物学的研究提

供了新的研究手段. 来自华盛顿大学 Jay Shendure 课题

组[8]、哈佛大学 George Church 研究组[9]、加州理工学院的

Long Cai 课题组[10]率先利用 CRISPR 技术实现了对胚胎发

育过程中不同类型细胞的产生进行了追踪, 建立了完整的

细胞发育谱系. 可以看出, 以单细胞测序技术、基因编辑

技术为代表的新兴生物学方法为研究人员提供了新的工

具, 极大地拓展了我们对不同生物学问题的可操作性, 使

得我们对于胚胎发育过程中的重要生物学事件有了更加

清晰的认识.  

随着单细胞测序技术的不断发展, 细胞通量的逐步增

加, 使得我们可以在获取有限样本的情况下, 尽可能多地

去研究不同细胞中基因的表达特征. 然而, 由于不同的方

法学之间以及疾病个体之间存在的差异会导致在细胞类

群划分的过程中产生严重的批次效应, 使得我们无法对某

类重要细胞的分子特征作出全面的解析. 因此, 近年来以

Marioni 研究组[11]和 Satija 研究组[12]为代表的多个研究组

不断地开发了新的计算方法来消除批次效应, 以实现对数

据更好的利用.  

为了展现胚胎发育过程中细胞状态的转变以及在此

过程中细胞状态特征性基因的连续变化, Wagner 等人[2]并

没有使用通过降维的方法将所有细胞投射到二维平面的

研究策略. 他们开发了基于图形的计算方法, 将具有相同

生物学特征的连续时间点结合成一个节点, 同时将与该节

点的基因表达特征最相近的其他节点相连接, 构建了斑马

鱼胚胎发育过程中完整的细胞状态转变图谱. 而 Farrell 等

人[3]则开发了 URD 来构建转录本的变化轨迹. URD 利用近

邻算法计算了不同转录本之间的表达距离, 并将具有类似

基因表达模式的细胞结合在一起. 随后, 为了研究细胞的

分化过程, 研究人员根据发育过程指定了细胞分化的起点

并通过计算不同细胞到发育起点之间的基因表达距离构

建了发育拟时间. 在此基础上, 作者进一步计算了每一群

细胞向发育起始位点随机移动的偏好性, 将每一群细胞的

发育轨迹连接起来形成了一个完整的胚胎发育分支树. 利

用 URD 所构建的发育轨迹在不依赖发育先验知识的前提

下展现了不同细胞之间基因表达随时间的变化轨迹. 近年

来, 为了在单细胞水平上追踪细胞谱系的变化, 多个研究

组采取了不同的研究手段分析了在疾病发生时细胞类型

的转变. 如 Ludwig 等人[13]通过检测细胞内线粒体基因组

中的突变, 记录了细胞类型的转变过程; 而 Galen 等人[14]

在研究急性髓性白血病的发病过程中, 则利用三代测序的

方法检测转录本中的点突变来寻找细胞癌变的过程. 通过

数学建模和计算分析的方法对数据进行深度挖掘, 将帮助

我们更好地理解发育过程以及疾病的发生与发展.  

因此, 如何合理地组合不同的研究方法将对解决生物

学中的重要科学问题起到巨大的帮助作用. 对个体中的活

细胞进行实时的追踪和分析, 将使我们能够更加全面地了

解不同类型细胞的产生以及个体的发育过程.  

由 Klein, Megason, Kirschner 以及 Schier 领导的研究

团队[2~4]分别将单细胞转录组测序、计算分析和基因编辑

的方法进行结合, 对来自不同发育时间的胚胎细胞进行大

规模的分析, 构建了由单细胞胚胎向多细胞个体发育的完

整过程. 这些研究成果充分展现了单细胞测序技术在全面

解析细胞类型转变、器官形成以及个体发育中的巨大潜力. 

然而, 如何将这些研究方法进一步应用于哺乳动物的个体

发育中仍有待研究. 在 Wagner 等人[2]的研究中, 研究人员

借助可编辑的分子条码系统实现了细胞发育谱系的建立. 

然而, 要注意到的是, 基因编辑技术, 特别是 CRISPR 技术

中普遍存在的脱靶效应以及由此带来的 RNA 编辑, 都会

对后续转录本的分析产生一定的影响, 这将对我们准确鉴

定细胞中基因的表达特征产生干扰, 提示我们在哺乳动物
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细胞的使用中仍需谨慎. 同时我们看到, 在这 3 篇文章中

研究人员都没有在细胞水平上对所得到的结论进行大量

的验证. 然而近年来不同研究组所开发的高通量多色原位

荧光杂交技术已经能够实现在组织中同时对几百甚至上

千个基因进行标记 [15]. 因此 , 进一步将单细胞转录组测 

序以及多色荧光原位杂交的方法进行结合, 将对目前现有

的结论进行更进一步的证明 , 同时也将有助于新发现的 

产生.  

上述 3个团队的研究成果为我们提供了一种新的研究

思路, 对于我们进一步解析哺乳动物的器官形成甚至癌症

的发生和发展, 都具有重要的借鉴意义. 长期以来, 许多

重大疾病的发生和发展对人类健康和国民经济的发展产

生了严重的负面影响. 然而到目前为止, 关于这些重大疾

病, 特别是癌症、糖尿病等对人类健康生存构成直接威胁

的疾病的发病机制仍不明确. 现阶段, 世界各国的研究人

员已经开始大规模的将单细胞测序技术应用于重大疾病

的研究中 , 尤其是在癌症的研究中产生了许多新的发现 , 

对寻找在癌症发生以及治疗中具有关键作用的调控因子

和靶点具有重要的意义. 目前, 关于正常细胞如何逐步变

化发生癌变以及癌变的细胞如何发生转移及扩散, 是癌症

研究中的几个关键问题, 特别是从癌细胞形成到逐步发展

为具有高度异质性的癌细胞群体的过程中, 这 3 个团队的

研究无疑为解决这样的问题提供了重要的方法学依据. 利

用大规模的单细胞转录测序分析发现, 在基因表达特征上

具有相似性的细胞类群 , 进而确定不同类群细胞的状态 . 

借助扩散映射以及近邻算法等计算方法, 我们能够进一步

推测不同状态的细胞之间潜在的随机移动, 发现细胞和细

胞之间在命运转变过程中的关联. 这种建立细胞谱系分支

树的研究方法将明确地揭示在癌症的发生以及发展过程

中, 单个细胞中转录本的变化轨迹, 帮助我们在分支树中

找到关键的细胞命运转变节点. 针对这些节点中的细胞进

行更进一步的深入研究将对癌症的治疗起到重要的作用.   
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Summary for “利用单细胞测序技术追踪胚胎发育中细胞的演变过程” 

Tracing embryonic development through single-cell sequencing 
analysis 
Ping Wang 
Biomedical Pioneering Innovation Center, Beijing Advanced Innovation Center for Genomics, College of Life Sciences, Peking University, Beijing 
100871, China 
E-mail: wangping589@126.com 

The gradual formation of varies tissues and organs from a single fertilized egg is precisely regulated in spatial and tem-
poral manner during the embryonic development. A comprehensive understanding about the cell fate decision of differ-
ent cell types is one of the key questions in developmental biology. However, limitations in biotechnology have severely 
restricted us to well understand the whole process of embryonic development in the past decades, leading to many unre-
solved questions that still need further exploration. In the last few years, rapid development of emerging technologies, 
which are represented by single-cell sequencing, gene editing and computational biology have immensely expanded our 
accessibility to many challenging questions that could hardly be resolved in the past. Continuous modifications of these 
methods also make it possible for us to reveal the key regulatory processes in embryonic development and disease pro-
gression more comprehensively. Meanwhile, the combination of these different biotechnologies is providing us a more 
flexible way to carry out in-depth investigations of many basic problems in embryonic development and even the occur-
rence of diseases.  

Recently, researchers from three different groups applied high throughput single-cell RNA sequencing methods com-
bined with computational tools to trace the transcriptional changes during vertebrate embryo development. In a study on 
zebrafish embryo development, through analyzing more than 90000 single cells, researchers highlighted the cell transi-
tion process during body axis patterning, different germ layer formation as well as organogenesis. Meanwhile, another 
zebrafish study constructed a branching tree based on large scale single-cell RNA-seq data, revealing the transcriptome 
trajectories during the formation of the 25 different cell types, highlighting how progenitor cells gradually differentiate to 
specific cell types. Besides, another group applied microfluidics based single-cell sequencing method and analyzed above 
130000 cells from whole frog embryo. They identified 259 gene expression clusters that were corresponded to 10 differ-
ent time points, providing a landscape of cell states during the formation of all cell lineages. These studies combined sin-
gle-cell sequencing and computation tools or gene editing tools to track the cell fate transition in zebrafish and frog em-
bryo development. By recording the gene expression atlas of each single cell that collected from multiple fetal stages, 
they tracked the cell type formation and cell fate decision cell-by-cell, constructing entire cell lineages in embryonic de-
velopment.  

In recent years, the emerging of new technologies greatly expanded our insights in many key biological events, lead-
ing us a more comprehensive understanding of development and human disease. The constantly development of sin-
gle-cell RNA-seq and computational tools play very important roles in life science, especially in embryo development 
and cell differentiation, identifying novel sub-cell types as well as their function in development. In disease pathology 
analysis, especially in cancer studies, applying single-cell RNA-seq immensely revealed the heterogeneity of cancer cells, 
highlighted the molecular features of these disease related cells, paving new ways to better understand the pathogenesis 
of human disease. These studies revealed the great potential of single-cell sequencing in solving important biological 
questions, and they also provided a novel approach to investigate the onset and progression of many diseases. 

embryonic development, single-cell sequencing, gene editing, computational biology 

doi: 10.1360/TB-2019-0202 



<<
  /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 350
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages false
  /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 650
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages false
  /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 <<

    /BGR <>
    /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.)
    /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


