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基金项目!国家自然科学基金"编号!

:;<"%<$:

#

:;<"%<$!

#

:;=>?55%

#

:#>>?%?5

$#上海市进一步加快中医药事业发展三年行动计划%编号!

@A%BC&D1B!B;""<

&

E2)F 0-/G-*3

!

H200/-.IF JK 9*.(/)*7 9*.2-*7 HL(I)LI E/2)F*.(/)

%

9/8

:#<5%<$:

#

:#<5%<$!

#

:#=>?55%

#

:#>>?%?5

&

8

通讯作者!郑昱新
M 3*(7

!

NGOPKQ;>!:R;!=8L/3

&/--IN0/)F()G *2.'/-

!

@SM9T A2 Q() M 3*(7

!

NGOPKQ;>!:R;!=8L/3

骨关节炎%

/N.I/*-.'-(.(N

'

,U

&发病特点以关节软

骨改变为主' 进而导致关节软骨脱落( 软骨下骨破

坏(滑膜炎症及骨赘形成的整个关节病变)

;

*

+ 膝
,U

患者滑膜中都有局部的或散在的炎症反应' 以紧邻

关节软骨的滑膜最为显著+

,U

滑膜可作为膝关节置

换的危险因素%经
;<

年随访&'甚至为独立的危险因

素)

!

*

+ 有人甚至提出滑膜炎先于关节软骨的破坏'作

为
,U

进展的前驱)

%

*

+有研究)

?

*认为
./77B?

受体%

./77B

7(VI -ILI0./-

'

1CW?

& 作为先天免疫模式识别' 通过

9EB!X

信号通路介导炎性细胞因子表达' 在调控

,U

滑膜炎症发病中起着重要作用 + 通过
&Y;?

1CW? Z 9EB!X通路参与大鼠膝骨关节炎滑膜早期

病变的研究

王学宗 ;

!

!

!丁道芳 !

!薛艳 ;

!顾新丰 ;

!庞坚 !

!张 !

!郑昱新 ;

!曹月龙 ;

!

!

!詹红生 ;

!

!

%

;8

上海中医药大学附属曙光医院石氏伤科医学中心' 上海
!";!"%

#

!8

上海市中医药研究院骨伤科研究所' 上海

!";!"%

&

!摘要" 目的!探讨
1CW? Z 9EB!X

通路在大鼠膝骨关节炎"

,U

#滑膜早期病变的表达情况$方法!将
:

周龄体重为

"

!""[!5

%

G

的
#:

只雄性
HY

大鼠按照随机数字表法分为模型组和对照组&每组
$

只$模型组按照改良
S27.'

法构建膝

,U

模型&对照组不做手术$ 分别于术后
?

'

!# F

提取滑膜组织和血清&采用
D&W

法检测
&Y#?

'

1CWB?

'

\CB#"

'

19EB#

'

]]DB#%

'

UYU]1HB?

表达(采用
^IN.I-) J7/.

法检测
9EB!X 0=<

蛋白表达(采用
M7(N*

法检测血清中透明质酸)

SU

%及

$

型前胶原氨基端"

D$9D

%浓度$ 结果!术后
?

'

!; F

时模型组
&Y;?

'

UYU]1HB?

及
9EB!X 0=<

表达均较对照组升高&

术后
!; F

时模型组
1CWB?

'

%B;"

'

19EB#

及
]]DB;%

表达较对照组升高"

!_"8";

%$ 模型组术后
? F

时血清
D$9D

和

SU

浓度高于对照组&术后
!; F

时两组比较差异无统计学意义$ 结论!

9EB!X

通路可通过
&Y;? Z 1CWB?

早期激活进而

触发滑膜分泌炎性因子
\CB;"

'

19EB*

'

]]DB;%

'

UYU]1HB?

&

D$9D

和
SU

增加介导膝
,U

发生$

!关键词" 骨关节炎&膝( 滑膜( 大鼠

中图分类号!

W=:=8>

!"#

!

;"8%$=$ Z `8(NN)8;""%B""%?8!";$8";8";<

开放科学#资源服务$标识码#

"$#%

$!

&'() '* +,&- . /01!2 3456748 *'9 )49(8 :64;<) '* =8;'>?4( @)@A94;) ?; B;)) '=5)'49569?5?= 945= "#$% &'( )*+,

'

-./0 -1* 21+,

'

&34 51+

'

03 &6+ 2(+,

'

!7/0 861+

'

9:7/0 ;6+

'

9:4/0 5' <6+

!

'

=7> 5'( ?*+,

'

1+@ 9:7/ :*+, AB(+,C

!

DB6

,

A =(+E(F *2 >FEB*G1(@6HA 1+@ IF1'J1E*?*,K

'

DB','1+, :*AG6E1? 7226?61E(@ E* DB1+,B16 3+6L(FA6EK *2 IF1@6E6*+1? =B6+(A(

;(@6H6+(

'

DB1+,B16 !";!"%

'

=B6+1

C2$+&CD+ "AE):5?>)

!

1/ N.2FK -/7I /a 1CW? Z 9EB!X 0*.'b*K a/- I*-7K L'*)GI /a NK)/c(*7 3I3J-*)I () V)II /N.I/*-.'-(.(N

-*.N8 F)56'G=

!

M(G'.II) 3*7I HY -*.N bI(G'.IF

%

!""[!"

&

G bI-I -*)F/37K F(c(FIF ()./ ! G-/20N

'

)*3I7K L/).-/7 *)F 3/FI7

G-/20

'

*)F $ () I*L' G-/208 d)II ,U 3/FI7 G-/20 b*N IN.*J7(N'IF JK 2N()G 3/F(a(IF S27.' 3I.'/F () 3/FI7 G-/208 &/).-/7

G-/20 b*N )/. .-I*.IF8 HK)/c(*7 .(NN2I *)F NI-23 b*N IQ.-*L.IF *. ? *)F !; F *a.I- /0I-*.(/)8 MQ0-INN(/) /a &Y;?

'

1CW?

'

\CB

;"

'

19EB#

'

UYU]1HB?

'

]]DB;% bI-I FI.IL.IF JK -I*7 .(3I D&W -IN0IL.(cI7K8 9EB!X 0=< 0-/.I() b*N FI.IL.IF JK ^IN.I-)

J7/.

#

NI-23 L/)LI).-*.(/)N /a '*72-/)(L *L(F

%

SU

&'

9B0-/0I0.(FI /a .K0I $ 0-/L/77*GI)

%

D$9D

&

b*N FI.IL.IF JK M7(N*8 &)H

=I(5=

!

MQ0-INN(/) /a &Y;?

'

UYU]1HB?

'

*)F 9EB!X 0=< () 3/FI7 G-/20 bI-I '(G'I- .'*) .'*. /a L/).-/7 G-/20 *. ? *)F !;

F*KN *a.I- /0I-*.(/)

'

b'(7I IQ0-INN(/) /a 1CW?

&

\CB;"

&

19EB# *)F ]]DB;% bI-I '(G'I- .'*) .'*. /a L/).-/7 G-/20 *. !; F*KN

*a.I- /0I-*.(/)

"

!_"8";

%

8 &/)LI).-*.(/) /a D\\\9D *)F SU () 3/FI7 G-/20 bI-I '(G'I- .'*) .'*. /a L/).-/7 G-/20 *. ? F*KN *a.I-

/0I-*.(/)

'

b'(7I .'I-I b*N )/ N(G)(a(L*). F(aaI-I)LI *. !; F*KN *a.I- /0I-*.(/)8 D';:(I=?';

!

9EB!X 0*.'b*K L/27F 3IF(*.I /Le

L2--I)LI /a d,U JK I*-7K *L.(c*.()G *)F .-(GGI-()GG NK)/c(*7 ()L-I*N()G7K NIL-I.()G ()a7*33*./-K NIL-I.(/) &Y;?

'

1CW?

'

\CB

;"

'

19EB#

'

UYU]1HB?

'

]]DB;%

'

D$9D *)F SU8

JKLM"&!$ ,N.I/*-.'-(.(N

'

V)II

#

HK)/c(*7 3I3J-*)I

#

W*.N

·基础研究·
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表
!

荧光定量逆转录多聚酶链反应引物序列

"#$%! &'()*' +*,-*./*+ 01' 2"3&42

:;); )*3; 3<9= >;?2;)@;>

!

A

"!

%

"#

&B#CDE &&&==:&=&=&1&=&1&==&

&BFCD< &:&1====&11::=:::1&:

19ED!DE &:1&:1=:&===&&=&&==:

19ED!D< :=::&1:=&111&1&&1::1

1G<CDE =::=&1:::1:=:===&:=:

1G<CD< =&=&&==&::&1&1::=1==

=B=H1ICDE 1&=1:==&1:::&&=1:1&1

=B=H1ICD< :1&=:1:=1:==1&:::&=&

JGD#"DE :::=1:=1:=&:=&&1:&1=

JGD#"D< 1:1&:11:&11:1&1&1&&1

HHK#%DE &&1==:&=&&&&====&=&&

HHK#%D< :::==:11&1::&&====::

:=KBLDE 11&==&::&=&=:1&==::

:=KBLD< &1&=:&=&&=:&=1&=&&

1G<! M C

途径可以增加早期
,=

患者成纤维样滑膜

组织对
1G<

的敏感性 $

A

%

&但还没有详细研究关节滑

膜在膝
,=

早期的病变'本研究旨在探讨
1G<C N 9ED

#O

信号通路在膝
,=

滑膜早期病变中发病机制&为

预防和治疗
,=

提供理论依据'

!

材料与方法

!% !

实验仪器与试剂

实验仪器(电子天平!

G*P0-/

&上海良平电子天

平仪器厂#)分光光度!

IQ9R<:QC

&日本日立#)

O(/D

-*S

酶标仪!美国
O(/1;T

#)普通
K&<

仪!

O(/3;.-*

公

司 #)

I.;0/); 072>

定量
K&<

仪 !美国
=OJ

公司 #)

9*)/S-/0

仪!

1';-3/ I@(;).(U(@

公司#)离心机!上海

卢湘仪离心机仪器有限公司#)蛋白电泳仪&蛋白转

膜仪及化学发光扫描仪!

O(/D<*S

公司#'

主要试剂(

%VW

聚丙烯 !国药集团#) 甘氨酸&

1-(>

&

IBI

&

OI=

!

=3-;>@/

公司 #) 化学发光试剂及

K6BE

膜!美国
H(77(0/-;

公司#)

1-(X/7

试剂!

J)Y(.-/Z

[;)

公司&

&*.8 9/ FAA$\DV!\

#)逆转录试剂盒及定量

K&<

试剂盒!日本
1*T*-*

公司#)透明质酸!

L*72-/)Z

(@ *@(S

&

L=

)上海润裕生物科技有限公司#)

$

型前胶

原氨端肽 !

9D.;-3()*7 0-/@/77*[;) $ 0-/0;0.(S;

&

K$

9K

#试剂盒!美国
&7/2SD&7/); &/-0

#'

!% 5

实验动物与方法

!% 5% !

实验动物 选取
IKE

级
]

周龄雄性
IB

大

鼠
F]

只&体重!

!VV^!V

#

[

&购自上海中医药大学实

验动物中心&适应性饲养
F

周&观察无异常者入组'

!% 5% 5

造模与分组 采用随机数字表法分为模型

组和对照组&每组
$

只&分笼饲养' 模型组采用改良

L27.'

等 $

\

%法造模&将动物麻醉后仰卧于手术台上&

无菌条件下取右膝关节内侧纵切口长约
! @3

&显露

膝关节& 然后切断前交又韧带及内侧副韧带' 对照

组(标记后不做处理'

!% 6

干预措施

术后肌肉注射青霉素每只
!8V_F"

A

`

预防感染'

大鼠用
CW

水合氯醛麻醉后分别于术后
C

*

!F S

处

死& 采取腹动脉血装入抗凝管 !抗凝管中有枸橼酸

钠#&滑膜标本及时投入液氮冷冻后&

D]"a

冰箱保存'

!% 7

检测项目与方法

!% 7% ! <;*7D.(3; K&<

法检测滑膜免疫和炎性因子

3<9=

表达 样本解冻& 组织匀浆器研磨于
KOI

中

快速洗涤
!

遍后转入组织匀浆器研磨' 用
1-(X/7

提

取滑膜组织总
<9=

&检测其纯度及完整性后将
<9=

逆转录合成
@B9=

' 采
K-(3;-> Rb0-;>> >/U.c*-;

!

O(/

1//7> J)@/-0/-*.;S

&

RS3/)./)

&

=O

&

&*)*S*

#设计
&B#C

*

1G<C

*

JGD#"

*

19ED!

*

=B=H1IDC

*

HHKD#%

引物序

列!表
#

#&以
:=KBL

引物作为内参照&反应时具体

温度条件根据每个引物不同而设定'

!% 7% 5 d;>.;-) P7/.

法检测
9ED#O 0\A

蛋白 将少

量组织加液氮研磨至粉末状&再加裂解液
A55 %7

&抽

提蛋白并测浓度&

D]5 a

保存' 制胶后取蛋白标本&

加上样缓冲液&

#55 a

变性
A 3()

' 采用
IBIDK=:R

电泳&浓缩胶恒压
\5e]V 6

&分离胶恒压
]VeFVV 6

'

剥胶&采用
O(/D<*SH()(

湿式转移电泳槽恒流
!VV 3=

&

转膜结束&以
AW

脱脂牛奶封闭&

%f a

中封闭
! '

后&

分别加入上述指标稀释浓度按不同比例和一抗&

C a

孵育过夜' 转膜缓冲液!

1OI1

#后加二抗'

R&G

显影

洗片&凝胶图像处理系统分析各组表达灰度值'

!% 7% 6 R7(>*

法检测血清
K$9K

及
L=

取出血样&

解冻复温后分装用于
K$9K

!

)[ M 37

#及
L=

!

)[ M 37

#

检测&按样品处理&标准品!样品#稀释与加样&孵育&

洗涤)加酶标抗体&孵育&洗涤)加底物显色&孵育)加

终止液&测定步骤进行&力求各个步骤操作的标准化'

!% 8

统计学处理

采用
IKII !585

统计学软件进行分析&定量资料

以均数
g

标准差!!

!

!"

#或四分位间距!中位数#表示'

相应时间点两组比较采用两独立样本均数的
#

检

验' 以
$hV8VA

为差异有统计学意义'

5

结果

5% !

滑膜
&BFC

*

1G<C 3<9=

的表达

术后
C

*

!F S

时&模型组
&BFC

表达较对照组升

高!

$hV8VF

#&术后
!F S

时模型组
1G<C

表达显著增

加' 见表
!

'

5% 5

滑膜
9ED#O 0\A

蛋白的表达

术后
C

*

!F S

时对照组
9ED#O 0\A

蛋白表达分

\$

" "
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表
!

滑膜免疫因素术后
" #

和
!$ #

的基因表达!!

!

!"

"

%&'(! )*+, -./0-11234 35 164372&8 2))94- 5&:;301 &; "

&4# !$ #&61 &5;-0 3/-0&;234

!!

!

!"

"

表
"

滑膜炎性因子在
" #

和
!$ #

的基因表达!!

!

!"

"

%&'(" )*+, -./0-11234 35 164372&8 2458&))&;306 5&:;301 &; " &4# !$ #&61

!!

!

!"

"

表
<

术后
" #

和
!$ #

滑膜
+=>!? /@A

蛋白表达!!

!

!"

"

%&'(" B./0-11234 35 164372&8 +=>!? /@A /03;-24 &; " &4#

!$ #&61 &5;-0 3/-0&;234

!!

!

!"

"

表
A

术后
" #

和
!$ #

血清
C"+C

和
D,

浓度比较!!

!

!"

#

): ; 37

"

%&'(A E3)/&02134 35 :34:-4;0&;234 35 1-09) C"+C &4# D, &; " &4# !$ #&61 &5;-0 3/-0&;234

!!

!

!"

#

): ; 37

"

组别
鼠数

!只"

1<=>

术后
> ?

术后
!@ ?

术后
> ?

术后
!@ ?

模型组
$

@8@ABCD4D!D %4A!ACD4@BD D4E$!CD4@@D

%4D@BCD4!!D

对照组
$

@4DDDCD4D!D @4DD@CD4DBD @4DD@CD4DBD

@4DD!CD4DED

#

值
F GE8E>" G!B8"H% @8>>B G@A8@!"

$

值
G "8""@ "8""" "8!!! "8"""

&I@>

组别 鼠数!只"

J<G@! 19KG" LILM1NG> MMOG#%

术后
> ?

术后
> ?

术后
> ?

术后
> ?

术后
!# ?

模型组
$ D4$B>P585%5 !85BAC58@@5 58EBEC58@@5 !8$%5C585E5 @8@>HC58>!5 !8%>$C585$5 58$5$C58A@5 A8AB5C58>$5

对照组
$ @855@C585A5 @855!C585E5 @855@C585>5 @855@C585A5 @855@C585A5 @855@C585A5 @855@C58A@5 @8555C585%5

#

值
G 58$$E G@%8%>H @8$@A G%>8B$@ G@@8%HB G!!8B$$ !8!5H G@A8$A@

$

值
G 58%HA 58555 58@!E 58555 58555 58555 585$! 58555

术后
!@ ?

术后
!@ ?

术后
!@ ?

项目 鼠数!只" 术后
> ?

术后
!@ ?

对照组
$ 58%ABC585%5 58@%$C585@5

模型组
$ 58B%$C585H5 58>!AC58555

#

值
G B8EAE G>H8EH!

$

值
G 5855! 58555

别为
58%ABC585%5

和
58@%$C585@5

# 模型组分别为

58B%$C585H5

和
58>!AC58555

# 模型组较对照组升高

!

$Q585@

"#表
%

$

!( <

滑膜炎症因子的表达

术后
>

%

!@ ?

时模型组
LILM1NG>

表达较对照

组升高!

$Q585@

"$ 术后
!@ ?

时模型组
J<G@!

%

19KG"

及
MMO@%

表达较对照组显著增加 !

$ Q585@

"#见

表
>

$

!( "

外周血
O#9O

及
RL

的浓度

术后
>

%

!@ ?

时对照组血清
O#9O

浓度分别为

!

@@!8H>BC%8%$5

"

): S 37

和 !

BD8AD>C@@8%ED

"

): S 37

#

模型组分别为 !

@>B8>B%CD8>>D

"

): S 37

和 !

$%8@DAC

@8BHD

"

): S 37

$术后
> ?

模型组
O#9O

浓度高于对照

组!

$QD8DA

"#术后
!@ ?

时两组比较差异无统计学意

义$对照组术后
>

%

!@ ?

血清
RL

浓度分别为!

D8D>HC

D8DDD

"

): S 37

和!

D8D>ECD8DDD

"

): S 37

#模型组分别为

!

D8D>ECD8DDD

"

): S 37

和 !

D8D>$CD8DDD

"

): S 37

&模型

组
RL

浓度高于对照组# 但两组比较差异无统计学

意义!

$TD8DA

"$ 结果见表
A

$

<

讨论

<( $

损伤诱导膝
,L

免疫因素
&I@>

和
1<=>

变化

&I@>

!

3&I@>

和
U&I@>

"的化学结构为糖蛋白#

其生物学功能主要是识别% 结合脂多糖 !

<ON

"或

<ON S

脂多糖结合蛋白!

<VO

"三体复合物并活化
1<=

信号传导#

1<=>

可以识别多种类型的病原体相关分

子模式!

OLMOU

"或损伤相关分子模式!

ILMOU

"#其

传导可以通过激活白介素受体相关激酶
G@

!

J=LWG

@

"和肿瘤坏死因子受体相关因子
GB

!

1=LKGB

"诱导

9KG$V

激活而引起因子的瀑布反应'

H

(

$ 研究显示膝

,L

模型中滑膜
&I@> 3=9L

在术后
> ?

及
!@ ?

时

含量显著增加#

1<=> 3=9L

在
!@ ?

时含量增加$ 表

明组织损伤时#

&I@>

存在的条件下# 进一步明确

1<=>

可以激化
ILMOU

'

%

#

E

(

#非
1<=>

基因在
,L

滑膜

组织表达逐渐抑制'

>

#

$

(

$ 同时#也说明只有损伤到一

定阶段#才能启动
1<=>

通路$ 因此#随着
&I@>

和

1<=>

的相继活化#

,L

病程的进展#机体!滑膜"的免

组别 鼠数!只"

RL

术后
> ?

术后
!@ ?

术后
> ?

术后
!@ ?

模型组
$ @>B8>B%C58>>5 $%8@5AC@8BH5 585>EC58555 585>$C58555

对照组
$ @@!8H>BC%8%$5 B58A5>C@@8%E5 585>HC58555 585>EC58555

#

值
G G@%8$>5 G>855E G@58@@E G>85AA

$

值
G 585!5 585AH 585AH 58@A!

O#9O

H5

" "



!"#$ !"#$% #&' %!(' #) &'()* + ,-.'/0 1-*23*

!

+*)4!5#$

!

6/78%!

!

9/4#

疫系统处于自我防御的激活状态!

!" #

膝
,:

相关的滑膜炎症因子及
9;<!=

变化特点

本文研究结果发现模型组
9;<!= 0>?

的蛋白

显著高于对照组" 术后
@ A

及
!B A

含量均有不同程

度的增加"表明
9;<!=

通路早期可以被激活! 这些

指标进一步展示了先天免疫在膝
,:

早期的特点"

阐释
C/D()E/)

等 #

F

$认为先天免疫激活
9;<!=

通路

后触发
,:

的机制"更通过
1CG@

途径说明
,:

作为

低炎症性疾病!

9;<!= 0>?

蛋白早期大量表达"但与

1GC@

及炎性因子等非同步表达"其机制有待进一步

的研究! 滑膜炎症可作为膝
,:

的危险因素"常伴有

HG<#" 3C9:

%

19;<#

等炎症因子#

@

$

! 本研究的炎症

因子多与既往研究相似" 但
IIJ<#%

在造模后
%

周

滑膜时才高表达"与既往软骨中早期高表达有别"这

可能与其在滑膜含量较少有关!因此"损伤激活
9;<

!=

通路" 引发了下游炎症因子如
HG<#"

%

19;<#

等

表达增加!

!" !

膝
,:

相关的滑膜增生特点

J$9J

和
K:

可反应膝关节滑膜增生#

?

"

#5

$

! 增生

是滑膜细胞重要的炎性反应! 本研究发现模型组

J$9J

的浓度早期明显升高" 笔者推测创伤后滑膜

病变加速! 造模后"随着时间的延长"

J$9J

的浓度

逐渐减少"可能滑膜成纤维化减弱!

K:

浓度的变化

与
J$9J

相似" 表明损伤诱导膝
,:

滑膜早期增生

明显! 因此"膝
,:

早期滑膜相关的炎症特点为炎症

因子表达和滑膜增生呈一定相关性" 滑膜增生早于

炎性分泌!

!" $

对急性膝
,:

相关滑膜炎症临床治疗的意义

临床上老年人产生滑膜炎多继发于膝
,:

"主要

因为软骨退变与骨质增生产生的机械性% 生物性刺

激滑膜产生炎症"分泌和吸收液体失调"形成积液的

一种关节病变! 防治
,:

"既往的研究一直围绕着软

骨和软骨下骨的形态和功能变化开展" 很少重视滑

膜因素" 常忽视炎症因子导致关节结构损伤产生临

床症状!本研究为损伤诱导先天免疫启动"触发滑膜

改变为源头"滑膜产生的
HG<#"

及
19;<#

等炎性介

质很可能就是导致滑膜炎症慢性化% 持续化的重要

因素 "进而诱导膝
,:

发生 "为早期抑制滑膜

1GC@ L 9;<!=

通路治疗
,:

提供新视角" 并可作为

膝
,:

严重程度的客观评价" 也为滑膜炎颗粒等活

血利水中药治疗膝关节滑膜炎的良好效果提供证

据#

BB<B!

$

!同时"需关注膝
,:

病理过程涉及众多因素%

滑膜或为局部因素 #

B%

$或伴随现象 #

%

$

"其在疾病不同

阶段独立作用的详细机制及在此作用基础上的关联

性还有待进一步深入研究!

综上所述"

9;<!=

通路可通过
&MB@ N 1GC@

早

期激活免疫因素进而触发滑膜分泌炎性因子

&

HG <B"

%

19;<#

%

IIJ<B%

%

:M:I1O<@

'"滑膜增生

&

J$9J

和
K:

'增加并介导膝
,:

发生"即在膝损伤

早期"滑膜炎症急性阶段或者滑膜炎早期"炎症因子

表达和滑膜增生增多"滑膜炎症可诱导膝
,:

!
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