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摘　要　目的　探讨胰高血糖素样肽（ＧＬＰ－１）的长效类似物 Ｅｘｅｎｄｉｎ－４（Ｅｘ－４）对烫伤小鼠生存率、炎性反应和器官损伤

的影响及其交感神经调控机制。方法　ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠随机分为烫伤组和假伤组，分别行 ９３℃１５％总体表面积（ＴＢＳＡ）的Ⅲ度烫

伤和 ３７℃假伤。烫伤前 ３０ｍｉｎ腹腔注射 β２肾上腺素能受体阻断剂普萘诺尔（ｐｒｏｐ，３０ｍｇ／ｋｇ），伤后 ３０ｍｉｎ立即腹腔注射 Ｅｘ－４

（２．４ｎｍｏｌ／ｋｇ）。２４ｈ后处死动物留取肺脏和血清，生化法检测肝肾功能，ＥＬＩＳＡ法检测外周血及肺部炎性因子 ＴＮＦ－α、ＭＣＰ－１

和 ＩＬ－１０水平；分离脾脏单个核细胞，观察核蛋白 ＮＦ－κＢｐ６５蛋白表达；此外，烫伤小鼠随机分组观察 Ｅｘ－４对动物 ７２ｈ存活

情况的影响。结果　Ｅｘ－４处理的烫伤小鼠病死率有增加趋势。Ｅｘ－４对假伤组肺组织炎性细胞因子没有显著影响，但可显著

增加烫伤动物肺脏 ＴＮＦ－α、ＭＣＰ－１和 ＩＬ－１０水平，且此效应可被 ｐｒｏｐ阻断。Ｅｘ－４可抑制假伤小鼠血清 ＴＮＦ－α、ＩＬ－１０水

平，而促进烫伤组血清 ＴＮＦ－α、ＭＣＰ－１、ＩＬ－１０水平（Ｐ＜０．０５），且烫伤组 ｐｒｏｐ干预后，反而增强了 Ｅｘ－４的促细胞因子分泌作

用。Ｅｘ－４可显著增加烫伤小鼠肝肾功能损伤指标 ＡＳＴ／ＡＬＴ和 ＵＲ／Ｃｒ（Ｐ＜０．０５），并能被 ｐｒｏｐ阻断；而对假伤组无明显影响。

Ｅｘ－４能显著上调烫伤小鼠脾脏细胞核 ＮＦ－κＢｐ６５蛋白表达（Ｐ＜０．０５），且此效应可被 ｐｒｏｐ阻断。结论　Ｅｘ－４可通过交感神

经机制促进局部组织器官的炎性反应以及器官损伤，Ｅｘ－４和激活的肾上腺素能受体共同激活 ｃＡＭＰ－ＰＫＡ－ＮＦ－κＢ信号转导

途径，进而调节全身炎性反应。
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　　烧伤作为一种应激原激活神经内分泌系统，导致
大量激素和炎性介质释放，使机体进入高分解代谢状

态
［１］
。其中，糖代谢障碍主要表现为胰岛素分泌相

对不足和周围组织胰岛素抵抗，增加了严重烧伤患者

对感染的易感性，损害机体对炎症的防御功能和组织

修复能力。严重烧伤引起的应激性高血糖和胰岛素

抵抗与患者病情及病死率密切相关
［２，３］
。胰高血糖

素样肽 －１（ｇｌｕｃａｇｏｎ－ｌｉｋｅｐｅｐｔｉｄｅ－１，ＧＬＰ－１）是肠
黏膜 Ｌ内 分 泌 细 胞 分 泌 的 一 种 降 血 糖 激 素。
Ｅｘｅｎｄｉｎ－４（Ｅｘ－４）作为 ＧＬＰ－１长效类似物，以葡
萄糖依赖方式增加胰岛素的合成和分泌，适用于危重

患者血糖的控制
［４，５］
。烧伤状态下，交感神经被激

活，而外周注射 ＧＬＰ－１也可激活交感神经通路［１，６］
。

同时，体外实验表明，ＧＬＰ－１通过细胞内 ｃＡＭＰ－
ＰＫＡ－ＮＦ－κＢ信号转导途径抑制单核 －吞噬细胞的
免疫和炎性反应，但缺乏相关的整体研究

［７，８］
。因

此，笔者推测 ＧＬＰ－１可能通过激活交感神经通路调
控全身炎性反应。本实验通过建立小鼠烫伤模型，采

用 β２肾上腺素能受体（β２ －ＡＲ）阻断剂普萘诺尔
（ｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌ，ｐｒｏｐ）在体内阻断交感神经，观察 Ｅｘ－４
对烫伤小鼠炎性反应、多器官损害的影响及其与交感

神经调控途径的内在联系，为 ＧＬＰ－１类药物在危重
症方面的临床应用提供预警。

材料与方法

１．实验动物、试剂和仪器：健康雄性 ＢＡＬＢ／ｃ小
鼠（北京华阜康科技股份有限公司），清洁级，６～７周
龄，平均体重 ２３±２ｇ。实验使用的主要试剂与仪器
包括：Ｅｘｅｎｄｉｎ－４（Ｅ７１４４，美国 Ｓｉｇｍａ公司）、ｐｒｏｐ
ｒａｎｏｌｏｌ（美国 Ｓｉｇｍａ公司）、肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）－α、
单核细胞趋化蛋白（ＭＣＰ）－１、白细胞介素（ＩＬ）－１０
（上海 ＥｘｃｅｌｌＢｉｏｌｏｇｙ公司）、核蛋白提取试剂盒（北京
普利莱公司）、核因子（ＮＦ）－κＢｐ６５抗体（美国 Ｓａｎ
ｔａＣｒｕｚ公司）。

２．动物烫伤模型的建立及分组：小鼠背部备皮，
第２天将动物按随机原则分为假伤组和烫伤组，行乙
醚麻醉，背部浸于１５％总体表面积（ＴＢＳＡ）木质模具
中，９３℃热水烫伤 ７ｓ，达到Ⅲ度烫伤。碘伏消毒后颈
部皮下迅速注射 １ｍｌ生理盐水补液。假伤组背部皮
肤则浸于 ３７℃水中 ７ｓ，其余条件同烫伤组。伤后
２７℃保温，常规喂养。（１）存活率：烫伤小鼠随机分

为４组，Ａ组：对照（ｃｏｎｔｒｏｌ）；Ｂ组：Ｅｘ－４；Ｃ组：Ｅｘ－
４＋ｐｒｏｐ；Ｄ组：ｐｒｏｐ。烫伤前 ３０ｍｉｎ腹腔注射 ｐｒｏｐ
（３０ｍｇ／ｋｇ）或 ＰＢＳ０．２ｍｌ，伤后立即腹腔注射 Ｅｘ－４
（２．４ｎｍｏｌ／ｋｇ）或 ＰＢＳ０．２ｍｌ。每隔 ２ｈ观察各组动物
的存活率，观察至 ７２ｈ（ｎ＝２０只／组）。（２）取材：假
伤（ｎ＝６４）或烫伤（ｎ＝１００）动物注射 ｐｒｏｐ或 Ｅｘ－４
后，２４ｈ后处死动物取肺脏，置于离心管 －２０℃保存；
下腔静脉取血，盛于 １．５ｍｌ离心管，４℃静置，待血液
凝固后，１００００ｒ／ｍｉｎ×１５ｍｉｎ４℃离心，得到的上清液
即为血清，将上清吸出，分装保存于 －８０℃。

３．肺组织伊红 －苏木精染色（ＨＥ）染色：假伤
组及烧伤各处理组小鼠在 ２４ｈ时断颈处死并立即
取出完整的肺组织，于 ４％多聚甲醛 ４℃固定 ２４ｈ，
行逐级浓度乙醇脱水、浸蜡及石蜡包埋处理，切片，

烘片脱蜡后进行 ＨＥ染色，光镜下观察肺组织形态
学改变。

４．酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）测定炎性因子检测：
经冰生理盐水漂洗，除去血液的肺脏置于 １％Ｔｒｉｔｏｎ
裂解液中，组织剪将肺脏尽量剪碎，再用组织匀浆机

处理１ｍｉｎ，将碎片匀成粉末状，反复冻融 ３次，离心
后制成肺组织匀浆液。采用 ＥＬＩＳＡ方法，按照说明
书操作，检测 ＴＮＦ－α、ＭＣＰ－１、ＩＬ－１０含量。

５．血清肝、肾功能检测：取出冻存保存的血清，送
至检验科生化法检测丙氨酸氨基转移酶（ａｌａｎｉｎｅａｍｉ
ｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）、天门冬氨酸氨基转移酶（ａｓｐａｒｔａｔｅ
ｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ，ＡＳＴ）、尿素（ｕｒｅａ，ＵＲ）和肌酐（ｃｒｅａｔｉ
ｎｉｎｅ，Ｃｒ）水平。

６．ＮＦ－κＢ通路检测：按照核蛋白提取试剂盒说
明书操作提取核蛋白，其中 ５μｌ用于 ＢＣＡ法蛋白定
量，余下蛋白与 ５×ＳＤＳ上样缓冲液混合，制成上样
样本。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞核中 ｐ６５表达水平，
反映 ＮＦ－κＢ通路激活情况。

７．统计学方法：应用 ＳＰＳＳ１９．０统计学软件进行
统计分析，计量资料用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。采
用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）对细胞因子含量、器官
功能指标等数据进行组间比较，两组间比较采用成组

ｔ检验，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
结　　果

１．Ｅｘｅｎｄｉｎ－４对烫伤小鼠存活率的影响：由图 １
可见，对照组存活率为 ８８．２％时，Ｅｘ－４组存活率下
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降至７６．５％，烫伤前 ３０ｍｉｎ给予 ｐｒｏｐ阻断交感神经
并注射 Ｅｘ－４组的存活 ７７．８％，单纯 ｐｒｏｐ组存活率
为８３．３％。

图 １　Ｅｘ－４对烫伤小鼠存活率的影响
　

　　２．Ｅｘｅｎｄｉｎ－４对烫伤小鼠多器官损害的影响
（１）肺脏病理改变：由图 ２可见，假伤（ｓｈａｍ）组

肺组织结构较清晰、完整，肺泡壁薄，无炎性细胞渗

出。烫伤后 ２４ｈ，对照（ｃｏｎｔｒｏｌ）组肺泡壁略增厚，中
性粒细胞少量渗出，少量红细胞渗出，富含蛋白质的

水肿液渗出，透明膜形成及上皮细胞脱落。Ｅｘ－４组
肺组织有弥漫性炎性细胞浸润，明显的肺水肿、出血，

肺泡间隔明显增厚以及破坏。ｐｒｏｐ＋Ｅｘ－４组肺泡
壁增厚，中性粒细胞渗出，红细胞渗出，富含蛋白质的

水肿液渗出，透明膜形成及上皮细胞脱落，较 Ｅｘ－４组
肺组织损伤情况好转。ｐｒｏｐ组肺组织炎性细胞浸润，明
显肺水肿、出血，肺泡间隔明显增厚，较 ｐｒｏｐ＋Ｅｘ－４组
肺组织损伤情况严重，与Ｅｘ－４组损伤情况大致相当。

图 ２　Ｅｘ－４对烫伤小鼠肺组织的影响（ＨＥ，×２００）
Ａ．ｓｈａｍ组；Ｂ．对照组；Ｃ．ＥＸ－４组；Ｄ．ＥＸ－４；Ｅ．ｐｒｏｐ＋Ｅｘ－４组；Ｆ．ｐｒｏｐ组

　

　　（２）肝功能：由图 ３中 Ａ、Ｂ、Ｃ可见，烫伤组与假
伤组比较，肝功能指标 ＡＬＴ、ＡＳＴ及 ＡＳＴ／ＡＬＴ明显高
于假伤组。假伤组内肝功能指标 ＡＬＴ、ＡＳＴ及 ＡＳＴ／
ＡＬＴ组间没有差别。烫伤组内，Ｅｘ－４处理组与对照
组比较，ＡＳＴ和 ＡＳＴ／ＡＬＴ比值增加（Ｐ＜０．０５），而
Ｅｘ－４＋ｐｒｏｐ组与 Ｅｘ－４组比较，ＡＳＴ和 ＡＳＴ／ＡＬＴ比
值显著下降（Ｐ＜０．０５），ｐｒｏｐ＋Ｅｘ－４组和对照组比
较差异无统计学意义。Ｅｘ－４可增加血清中 ＡＳＴ和
ＡＳＴ／ＡＬＴ比值水平，且此作用可被 ｐｒｏｐ阻断。

（３）肾功能：由图 ３中 Ｄ、Ｅ、Ｆ可见，烫伤组与假
伤组比较，肾功能指标 ＵＲ和 ＵＲ／Ｃｒ比值高于假伤
组，Ｃｒ没有明显变化。假伤组内，Ｅｘ－４组和 ｐｒｏｐ＋
Ｅｘ－４组的肾功能指标 Ｃｒ较对照组显著升高，ｐｒｏｐ＋
Ｅｘ－４组与 Ｅｘ－４组比较，Ｃｒ下降，部分逆转了 Ｅｘ－
４的促使 Ｃｒ水平增高效应。ＵＲ和 ＵＲ／Ｃｒ比值水平
各组之间的变化不明显。烫伤组内，Ｅｘ－４处理组与
对照组相比，ＵＲ、Ｃｒ及 ＵＲ／Ｃｒ比值增加（Ｐ＜０．０５），
而 Ｅｘ－４＋ｐｒｏｐ组与 Ｅｘ－４组相比，ＵＲ、Ｃｒ及 ＵＲ／Ｃｒ
比值水平显著下降（Ｐ＜０．０５），ｐｒｏｐ＋Ｅｘ－４组和对
照组比较差异无统计学意义。Ｅｘ－４可增加血清中
ＵＲ、Ｃｒ及 ＵＲ／Ｃｒ比值水平，且此作用可被 ｐｒｏｐ阻断。

３．Ｅｘｅｎｄｉｎ－４对烫伤小鼠炎性反应效应的影响
（１）肺组织炎性反应：由图 ４可见，烫伤对照组

ＭＣＰ－１分泌水平明显高于假伤对照组（Ｐ＜０．０５），

表明烫伤后炎性因子分泌增加。假伤组内 ｐｒｏｐ组炎
性因子较 Ｅｘ－４和对照组略下降。烫伤组内，Ｅｘ－４
组与对照组比较，ＴＮＦ－α、ＭＣＰ－１、ＩＬ－１０分泌明显
增加（Ｐ＜０．０５），ｐｒｏｐ＋Ｅｘ－４组较 Ｅｘ－４组 ＭＣＰ－１
分泌下降，ＴＮＦ－α、ＩＬ－１０水平没有明显变化。

（２）血浆炎性因子水平改变：烫伤组 ＭＣＰ－１、
ＩＬ－１０水平明显高于假伤组（Ｐ＜０．０５），ＴＮＦ－α分
泌没有明显变化。假伤组内各组炎性因子水平之间

差异无统计学意义。烫伤组内，Ｅｘ－４组与对照组相
比ＴＮＦ－α、ＭＣＰ－１、ＩＬ－１０水平显著增加（Ｐ＜
００５），ｐｒｏｐ＋Ｅｘ－４组上述炎性因子的分泌与 Ｅｘ－４
处理组相比也显著增加（Ｐ＜０．０５），ｐｒｏｐ和 Ｅｘ－４对
炎性因子的分泌有协同效应。

４．细胞核 ＮＦ－κＢｐ６５蛋白表达：烫伤对照组细
胞质 ＮＦ－κＢｐ６５蛋白表达与假伤组比较差异无统
计学意义；细胞核内 ＮＦ－κＢｐ６５蛋白表达高于假伤
对照组。假伤组内，细胞质蛋白之间比较差异无统计

学意义。假伤组内细胞核蛋白，Ｅｘ－４组较对照组细
胞核内 ＮＦ－κＢｐ６５蛋白水平显著增加（Ｐ＜０．０５），
ｐｒｏｐ＋Ｅｘ－４组与 Ｅｘ－４处理组比较细胞核内 ＮＦ－
κＢｐ６５蛋白显著下降（Ｐ＜０．０５）。烫伤组内，细胞质
蛋白之间比较差异无统计学意义。细胞核蛋白，

Ｅｘ－４组较对照组细胞核内 ＮＦ－κＢｐ６５蛋白表达增
强（Ｐ＜００５），而 ｐｒｏｐ＋Ｅｘ－４组与 Ｅｘ－４处理组相
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图 ３　Ｅｘ－４对烫伤小鼠肝、肾功能的影响
Ａ、Ｂ、Ｃ分别为血浆 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＳＴ／ＡＬＴ比值水平；Ｄ、Ｅ、Ｆ分别为血浆 ＵＲ、Ｃｒ、ＵＲ／Ｃｒ比值水平；

与假伤相同处理组比较，Ｐ＜０．０５，与对照组比较，＃Ｐ＜０．０５；与 Ｅｘ－４＋ｐｒｏｐ组比较，ΔＰ＜０．０５

　

比其表达量显著降低（Ｐ＜０．０５）。不论假伤和烫伤，
Ｅｘ－４均能激活 ＮＦ－κＢ通路，激活程度可被 ｐｒｏｐ阻
断，此效应依赖于交感神经。

讨　　论
烧伤来势凶猛，尤其是严重烧伤可导致机体休

克，伴随全身性感染和并发症，病死率极高。严重烧

伤早期，有诱发两种休克的可能：一种是因剧烈疼痛

刺激，引起短暂的神经性休克；另一种是因有效循环

血量急剧减少，而发生的低血容量性休克。一方面，

严重烧伤破坏皮肤的防御，致使大量液体渗出及机体

抵抗力下降；另一方面，严重烧伤破坏胃肠道的屏障

系统，致使体内的细菌和毒素进入机体循环系统，两

方面原因均可导致机体发生脓毒症。严重烧伤可引

起高代谢综合征，进一步在机体的代谢水平加重机体

的损害。其中，胰岛素抵抗引起的高血糖更加重了炎

性反应和内皮损伤。胰泌素类降糖药物由于其胰岛

素依赖性降血糖的优势，符合严重烧伤的病理生理特

点，获得了广泛的应用
［９］
。

作为一种脑肠肽，ＧＬＰ－１无论在外周还是中枢
都能激活下丘脑 －垂体 －肾上腺轴以及交感和副交
感神经系统

［６］
。严重烧伤是临床危重症状态之一，

作为一种巨大应激，可激活交感神经系统。交感神经

是自主神经系统的重要组成部分，其末梢释放的儿茶

酚胺可结合巨噬细胞等炎性细胞表面的 β２ＡＲ激活
炎性细胞，并通过 ｃＡＭＰ－ＰＫＡ信号转导途径，调控
炎性因子的产生和释放

［１０］
。既往研究表明，ＧＬＰ－１

主要通过 ＧＬＰ－１Ｒ－ＡＣ－ｃＡＭＰ－ＰＫＡ途径参与炎
症调节

［１１］
。因此，Ｅｘ－４和激活的肾上腺素能受体
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图 ４　Ｅｘ－４对烫伤小鼠肺组织和血清炎性因子水平的影响
Ａ、Ｂ、Ｃ分别为肺组织匀浆蛋白 ＴＮＦ－α、ＭＣＰ－１、ＩＬ－１０水平；Ｄ、Ｅ、Ｆ分别为血浆 ＴＮＦ－α、ＭＣＰ－１、ＩＬ－１０水平；

与假伤相同处理组比较，Ｐ＜０．０５；与对照组比较，＃Ｐ＜０．０５；与 Ｅｘ－４＋ｐｒｏｐ组比较，ΔＰ＜０．０５

　

图 ５　蛋白印迹检测 Ｅｘ－４对烫伤小鼠脾细胞 ＮＦ－κＢｐ６５活性的影响
Ａ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ｐ６５表达，细胞质蛋白和细胞核蛋白分别以 ａｃｔｉｎ与 ｌａｍｉｎＢ１作为内参；Ｂ．细胞质和细胞核蛋白

ｐ６５含量与相应内参比值；与假伤相同处理组比较，Ｐ＜０．０５；与对照组比较，＃Ｐ＜０．０５；与 Ｅｘ－４＋ｐｒｏｐ组比较，ΔＰ＜０．０５　
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可能协同激活 ｃＡＭＰ－ＰＫＡ－ＮＦ－κＢ信号转导通
路，进而促进全身炎性反应。

本组资料中，笔者观察了 β２ＡＲ阻断剂 ｐｒｏｐ对
Ｅｘ－４干预效应的影响。考虑到此模型为控制性烫
伤，只有单一热度因素所致皮肤损伤，且经积极补液、

创面处理，病死率较临床复杂因素烧伤低。本次烧伤

模型小鼠基础病死率为１１．８％，Ｅｘ－４处理组病死率
上升为２３．５％。虽然差异无统计学意义，但仍可看
出 Ｅｘ－４干预有增加病死率风险，具有一定参考意
义。实验结果显示，烧伤小鼠腹腔注射 Ｅｘ－４２４ｈ
后，组织器官明显受损，炎性反应剧烈。在烧伤前阻

断交感神经后再给予 Ｅｘ－４组，则明显减轻炎性反应
和多器官损伤，表明 ｐｒｏｐ可逆转 Ｅｘ－４对烧伤小鼠
的器官损害效应，包括肝功能、肾功能、肺组织病理情

况及肺部炎性因子分泌等。但是 ｐｒｏｐ＋Ｅｘ－４组的
全身炎性反应较单纯 Ｅｘ－４组更加严重，表现为血清
ＴＮＦ－α、ＭＣＰ－１和 ＩＬ－１０水平进一步增加，存活率
有所降低，提示在全身整体状态下，ｐｒｏｐ和 Ｅｘ－４之
间可能存在协同关系，阻断交感神经，反而进一步加

重炎性反应。

在调节全身炎性反应方面，ＧＬＰ－１在烧伤疾病
模型中和慢性炎症疾病模型中的表现明显不同。

慢性炎症疾病模型研究显示 ＧＬＰ－１主要参与抗炎
过程，而烧伤模型则与之不同，ＧＬＰ－１既能上调抗
炎细胞因子 ＩＬ－１０的分泌，又能增加促炎介质
ＴＮＦ－α、ＭＣＰ－１的分泌，其确切调节机制有待深
入探讨。

ＮＦ－κＢ参与众多信号分子的调控过程，通常以
ｐ５０－ｐ６５异二聚体的形式与其抑制性蛋白（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ｋａｐｐａＢ，Ｉ－κＢ）结合，被激活后游离 ＮＦ－κＢ移位至
细胞核，与特异性 κＢ序列结合，诱导 ＴＮＦ－α、ＩＬ－１０
和趋化因子等的转录

［１２］
。ＮＦ－κＢ是炎性细胞因子的

上游调控元件，是调节过度强烈的炎性反应的关键环

节。本实验观察到，Ｅｘ－４组小鼠细胞核 ｐ６５表达增
加，而提前阻断交感神经的烧伤小鼠细胞核 ｐ６５表达
则下降，表明ｐｒｏｐ阻断了Ｅｘ－４的激活ＮＦ－κＢ效应。

本研究发现，给予烫伤小鼠外源性 Ｅｘ－４可通过
交感神经机制影响炎性反应及多器官损害。Ｅｘ－４
对烧伤状态下的全身炎性反应程度的调节效应，则不

仅仅依赖交感神经，还协同作用于 ＧＬＰ－１Ｒ和
β２ＡＲ，二者共同调节 ｃＡＭＰ－ＰＫＡ信号转导途径。
本实验证实，ＧＬＰ－１与烧伤后炎性反应及器官损害
有关，为此类药物在危重症领域的应用提供了一定预

警意义。
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