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摘要  [ 目的] 研究成年大鼠快肌内侧腓肠肌与慢肌比目鱼肌内各型肌纤维的分布及构成差异。[ 方法] 应用RT- PCR 方法分析4 型肌
纤维的肌球蛋白重链异构体基因表达差异 ,并以肌动球蛋白腺苷三磷酸酶组织化学染色分析4 型肌纤维构成比例。[ 结果] 通过 RT-
PCR 扩增所得的条带,在内侧腓肠肌内MHCⅠ、MHCⅡx、MHCⅡa、MHCⅡb 基因表达均有分布 ,而在比目鱼肌中未发现有Ⅱb 型基因表达。4
型或3 型肌纤维均呈交错式镶嵌型分布。[ 结论] 大鼠内侧腓肠肌中ⅡA 型肌纤维占很大比例 ,而在比目鱼肌中I 型肌纤维最多 ,其中缺
少ⅡB 型肌纤维。
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Comparisonof Fiber Composition of Fast and Slow Skeletal Muscle in Rat
FANJunet al  ( School of Life Science ,Nantong University ,Nantong ,Jiangsu 226007)
Abstract  [ Objective] The distribution and the different composition of muscle fi bers inthe medial gastrocnemius and the soleus muscle of adult rats were
studied .[ Method] Reverse transcriptase polymeras chain reaction ( RT-PCR) was applied to analyze the different gene expression of myosin heavy chai n
isoform( MHC) of four type muscle fibers ,and actomyosin adenosine triphosphatase( ATPase)staining was applied to analyze the percentage of muscle fibers
of four types .[ Result] Bythe stripes of RT-PCRincreasing ,the gene expression of four type MHCⅠ,MHCⅡx ,MHCⅡa and MHCⅡb were inthe medial gas-
trocnemi us ,but the gene of type Ⅱb di dn’t be found inthe soleus muscle .The distribution of muscle fibers of four or three types was of a crisscross and
mosaic pattern.[ Conclusion] Type ⅡA muscle fi ber accounted for the most proportion in medial gastrocnemius ,but type I was the most in soleus muscle .
And there was no type ⅡB muscle fiber in rats .
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  在哺乳动物形态各异的骨骼肌中, 至少发现有9 种肌球

蛋白重链异构体( MHC) , 即胚胎型 MHC- Emb 和新生儿型

MHC- Neo ,α- 心肌型MHC,β- 心肌型 MHC 或慢收缩I 型 MHC,

快收缩Ⅱa 型MHC,快收缩Ⅱx/ Ⅱd 型 MHC, 快收缩Ⅱb 型 MHC,

眼外肌型MHC- Eom,咀嚼型m- MHC,喉部肌肉型MHC( MHC-Ⅱ

L) 。胚胎型和新生儿型仅仅在出生前和出生后早期的肌肉

发育过程中或者成年肌肉的再生中有表达。α- 心肌型 MHC

或β- 心肌型MHC 主要在心肌内表达。α- 心肌型 MHC 在骨骼

肌的梭内肌中也存在,β- 心肌型 MHC 不但在心肌中表达, 而

且在胚胎时期的骨骼肌中也有发现。眼外肌型MHC- Eom 主

要控制眼睛活动, 而咀嚼型m- MHC 主要在食肉动物的咀嚼

肌内明显表达。喉部肌肉型MHC 是在控制喉部运动的肌肉

中被发现的,如甲勺肌、环勺肌等。成年哺乳动物的骨骼肌

内有4 种近似的肌球蛋白重链异构体, 即 MHC-I(β- 心肌型

MHC) 、MHC-Ⅱa、MHC-Ⅱx( 或 MHC-Ⅱd) 和MHC-Ⅱb 等[ 1 - 2] ,还有

6 种肌球蛋白轻链异构体, 即存在于快肌纤维的 MLC1f 、

MLC2f 及MLC3f 和存在于慢肌纤维中的 MLC1s、MLC2s , 另有

1 种胚胎期MLC- Emb。

根据骨骼肌内在的收缩特性及其肌球蛋白重链异构体

的组成, 通常将哺乳动物骨骼肌分为慢肌( I 型) 和快肌( Ⅱ

型) 两大类。慢肌主要由 MHC-I 和不同比例的 MHC-Ⅱa 组

成, 主要功能是抵抗重力; 而快肌MHCⅡ主要表达在机体维持

运动(Ⅱa、ⅡxMHC) 和高功率输出活动( Ⅱx ,ⅡbMHC) 的肌纤维

内。小型哺乳动物的快肌依据不同肌肉、肌肉的不同部位和

物种的差异,以不同比例的 MHC-Ⅱx 和MHC-Ⅱb 组成。因此 ,

根据每种肌球蛋白重链异构体在肌纤维中的表达,可将肌纤

维分为I 、Ⅱa、Ⅱx 和Ⅱb 型基因。值得注意的是,在人类、猫和

大鼠的成年肢体肌肉主要有 MHC-I 、MHC-Ⅱa、MHC-Ⅱx、MHC-

Ⅱb4 种肌球蛋白重链异构体和与其相对应的I 、ⅡA、ⅡX、ⅡB 等

4 种肌纤维表型[ 3 - 4] 。该试验采用分别提取大鼠快肌内侧腓

肠肌和慢肌比目鱼肌中的总mRNA, 通过 RT- PCR 和凝胶电

泳来进行比较,还进一步观察内侧腓肠肌和比目鱼肌的肌动

球蛋白腺苷三磷酸酶组织化学染色切片,并统计各类型肌纤

维的构成比例,通过分析来比较腓肠肌和比目鱼肌中快慢肌

纤维的差异。

1  材料与方法

1 .1  试验动物 成年12 周龄大鼠( Sprague Dawley ,SD) 6 只 ,

体重210～250 g ,雌性。用浓度25 %氨基甲酸乙酯经腹腔注

射麻醉( 1 g/ kg) 后 ,固定在解剖台上。

1 .2 试剂、药品  氯仿、异丙醇、乙醇、琼脂粉、乙二胺四乙

酸( EDTA) 、溴化乙锭( EB) 、丙三醇、ATP 酶、二甲砷酸钠等均

为国产分析纯。Trizol 、Marker ( DL2000) 、cDNA 合成试剂盒均

为上海捷瑞公司产品。

1 .3  大鼠骨骼肌总 RNA 的提取[ 5]  取成年12 周龄雌性大

鼠6 只, 用浓度25 % 氨基甲酸乙酯经腹腔注射麻醉, 分别快

速取出小腿两侧的内侧腓肠肌和比目鱼肌 ,放在研钵中, 倒

入适量液氮,迅速研磨成粉末,分别称取相同重量。然后, 依

次倒入 1 .5 ml Ep 管中 , 加 1 ml Trizol 充分 混合。12 000

r/ min ,4 ℃下离心10 min , 将上清液小心转移至 DEPC H2O 浸

泡处理过并灭过菌的1 .5 ml Ep 管中。加200μl 氯仿,剧烈振

荡15 s , 室温下静置3 min。12 000 r/ min ,4 ℃下离心10 min。

分3 层,取最上层清液转移至 DEPC H2O 浸泡处理过并灭过

菌的1 .5 ml Ep 管中, 加等体积的异丙醇混合 , 室温放置10

min。12 000 r/ min ,4 ℃下离心10 min ,弃上清 ,加浓度75 % 乙

醇1 ml 搅起沉淀。再12 000 r/ min ,4 ℃下离心3 min ,尽可能

地吸去上清液,在空气中晾干。沉淀用30～100 μl 去离子水

溶解, 保存在- 70 ℃冰箱中。
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1 .4 骨骼肌 MHC-I、Ⅱa、Ⅱb 和Ⅱx 4 型肌纤维内 mRNA 的

RT- PCR 定量测定[ 6]

1 .4 .1 逆转录( RT) 反应。5 μl 总 RNA , 引物 oligo( dt) 1 μl ,

RNase-free 水7 μl ,5×Reactior Buffer 4 μl ,RNase Inhibition 1μl ,

dNTP mix 1 μl ,M- MLVRT 1 μl , 总体积为20 μl 。先加 RNA 模

板、引物和 RNase-free 水,70 ℃水浴5 min , 在冰上加其他试

剂, 然后37 ℃水浴40～60 min。

1 .4 .2  PCR 扩增。按 PCR 反应体系进行过程中依次加

RNase-free 水17 .8 μl 、10×PCR Buffer 2 .5μl 、dNTP 0 .25μl 、Mg-

Cl 2 1 .2μl 、c DNA 2μl 、引物1μl 、Taq 酶0 .25 μl 。其中,I 、Ⅱa、Ⅱb

和Ⅱx 有各自的上下游引物。引物由上海英骏生物技术有限

公司提供,引物序列见表1。扩增条件为:94 ℃预变性5 min ,

94 ℃ 变性30 s ,48 ℃ 退火1 min ,72 ℃ 延伸20 s ,共30 个循

环, 最后72 ℃ 延伸5 min。

表1 目的基因引物序列

Table 1 The primer sequence of target gene

目的基因

Target gene

PCR 产物∥bp

PCR product

引物序列

Pri mer sequence
I 203 F:5′CAAGCAGCCACGCCAGTA 3′

R:5′GGTCCATGCCGAAGTCAA 3′

Ⅱa 237 F:5′TGAAGAGGCGGAGGAACA3′

R:5′TACAGGCAAAGTCAAGCATT 3′

Ⅱb 162 F:5′GCCGAGTCACAGGTCAAC3′

R:5′GCAGCTTTTATTTCCTTG 3′

Ⅱx 191 F:5′GGAGCGTGATAAGGAAGA 3′

R:5′TATTGGCAAATGAGAAGGT 3′

1 .4 .3 电泳。取5 μl PCR 产物, 在浓度2 .0 %琼脂糖凝胶上

电泳,EB 染色, 利用Bio- Rad 凝胶成像仪进行摄片。

1 .4 .4 RT- PCR 半定量分析。采用Scion Image 软件, 对各电

泳条带进行测量, 并处理数据。

1 .5  肌动球蛋白腺苷三磷酸酶组织化学染色切片的观察与

统计 标本在Leica 恒冷切片箱( 德国产) 内 - 20 ℃制作切

片,厚10 μm, 室温下空气干燥后做肌动球蛋白腺苷三磷酸

酶[ 7]37 ℃( pH 值10 .2) 与37 ℃( pH 值4 .5) 孵育40 min , 硫化

铵黑色沉淀为阳性反应。对大鼠内侧腓肠肌和比目鱼肌的

肌动球蛋白腺苷三磷酸酶组织化学染色切片进行观察 ,并分

别统计肌肉内I 、ⅡA、ⅡB、ⅡX(ⅡD) 4 型或3 型肌纤维的数目。

1 .6  统计学处理 所有试验数据用方差分析进行统计学处

理, 借助SPSS 统计软件进行分析, 其计算结果用均值±标准

差( X±S) 表示。

2  结果与分析

2 .1  比目鱼肌和内侧腓肠肌的 mRNA 完整性  采用Trizol

法从比目鱼肌和内侧腓肠肌样品中提取的总 RNA 凝胶电泳

( 图1) , 用浓度1 % 甲醛变性琼脂糖凝胶来检测其完整性。

提取的总 RNA 有清晰、完整的2 条带, 分别为28 和18 S, 二

者在宽度与亮度上相比28 S > 18 S。总 RNA 凝胶电泳表明 ,

提取的总 RNA 较完整 ,未受到污染, 并且没有 RNA 的降解。

此外 , 测定 RNA 样品在波长260、280 nm 的吸光值 , 显示

A260/ A280的比值均大于1 .8 , 进一步证实提取的总 RNA 纯度

较好, 可进行下一步操作。

2 .2 PCR 产物的凝胶电泳和表达量检测  根据图2 中条

带,发现比目鱼肌内无ⅡB 型肌纤维基因表达MHCⅡb , 并且肌

纤维含量在内侧腓肠肌和比目鱼肌中不同。内侧腓肠肌中Ⅱ

A 型肌纤维的基因表达MHCⅡa 条带最亮, 比目鱼肌中I 型肌

纤维的基因表达MHCI 条带亮。使用ScionI mage 软件对各电

泳条带进行测量并处理数据。

表2 应用ScionImage 软件对RT- PCR 半定量分析的统计

Table 2  Statistics of RT-PCR semi-quantitative analysis by Scion Image

software

肌肉名称
Muscle
name

基因名称
Gene name

条带亮度值
Band brightness

value

背景亮度值
Background brig-

htness value

相对亮度值
Relative brig-
htness value

内侧腓肠肌 Ⅱa 213 .29±9.51 114 .68±7.73 98 .61±6 .18

Medial I 189 .49±8.26 120 .26±6.59 69 .23±5 .43

gastrocnemius Ⅱx 176 .14±7.16 113 .50±4.91 62 .64±3 .97

Ⅱb 168 .08±6.58 114 .42±5.13 53 .66±4 .25

Ⅱa 167 .84±5.92 107 .20±4.54 60 .64±3 .36

比目鱼肌 I 206 .04±9.11 109 .18±5.71 96 .86±5 .15

Soleus muscle Ⅱx 167 .99±6.13 110 .53±5.12 57 .46±4 .56

Ⅱb 103 .82±1.29 104 .71±1.81 - 0 .89±1 .17

图1 比目鱼肌和内侧腓肠肌内RNA 凝胶电泳

Fig .1 RNA gel electrophoresis of the soleus muscle and the medial

gastrocnemius

 注 : 中间为标准分子量 Marker( DL2000) : 从上往下依次为 100 ,

250 ,500 ,750 ,1 000 ,2 000 bp ; 肌球蛋白重链Ⅱb 型、Ⅱx 型、Ⅱa

型、I 型基因表达分别在内侧腓肠肌和比目鱼肌内的情形。

 Note :The middle is standard molecular weight Marker( DL2000) :from

top to bottomare 100 ,250 ,500 ,750 ,1 000 and 2 000 bp .Myosin

heavy chainⅡb ,Ⅱx ,Ⅱa and I express the situation in medial gas-

trocnemius and soleus muscle .

图2 比目鱼肌和内侧腓肠肌的cDNA 凝胶电泳

Fig .2 cDNA gel electrophoresis of thesoleus muscle
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  从表2 可以观察到4 型肌球蛋白重链异构体在大鼠内

侧腓肠肌和比目鱼肌半定量分析的相对表达量, 即内侧腓肠

肌MHCⅡa 型相对含量、MHCⅡx 型相对含量、MHCⅡb 型相对含

量高于 比目鱼 肌。经 统计学 分析, 快肌 内 侧腓 肠肌 的

MHCⅡa、MHCⅡb 基因表达显然要高于慢肌比目鱼肌。内侧腓

肠肌MHCI 型相对含量低于比目鱼肌, 而在 MHCI 的基因表

达则典型慢肌比目鱼肌高于快肌内侧腓肠肌。

2 .3  肌动球蛋白腺苷三磷酸酶组织化学染色切片观察结果

 由图3 可知, 在肌动球蛋白腺苷三磷酸酶碱法( pH 值10 .2)

染色切片上, 内侧腓肠肌的肌纤维可分为 I 型、ⅡA 型、ⅡX

(ⅡD) 型、ⅡB 型;比目鱼肌的肌纤维可分为I 型、ⅡA 型、ⅡX(Ⅱ

D) 型,没有ⅡB 型。I 型肌纤维细, 染色浅;ⅡA 型肌纤维中等 ,

染色深;ⅡX(ⅡD) 型肌纤维最细,染色最浅;ⅡB 型肌纤维最粗 ,

染色居中。而经过肌动球蛋白腺苷三磷酸酶酸法( pH 值4 .

5) 染色切片上能分出深染呈黑色的直径小的I 型纤维, 浅染

而直径中等的ⅡA 型纤维 ,染色最深而直径最小的ⅡX(ⅡD) 型

纤维及呈褐色的直径最大的ⅡB 型纤维。

 注 :1 .大鼠内侧腓肠肌肌动球蛋白腺苷三磷酸酶碱法( pH 值10 .2) 染色×100 ;2 . 大鼠内侧腓肠肌肌动球蛋白腺苷三磷酸酶酸法( pH 值4 .5) 染

色×100 ;3 .大鼠比目鱼肌肌动球蛋白腺苷三磷酸酶碱法( pH 值10 .2) 染色×100 ;4 . 大鼠比目鱼肌肌动球蛋白腺苷三磷酸酶酸法( pH 值

4 .5) 染色×100。I 型 :慢缩氧化纤维 ;ⅡA 型 : 快缩氧化酵解纤维 ;ⅡX 型 :快缩氧化纤维 ;ⅡB 型 :快缩酵解纤维。

 Note :1 .Actomyosin adenosine triphosphatase- alkali method( pH 10 .2) staining of medial gastrocnemius in rats ×100 ;2 . Actomyosin adenosine triphosphatase-

acid method( pH 4 .5) staining of medial gastrocnemius in rats ×100 ;3 .Actomyosin adenosine triphosphatase- alkali method( pH 10 .2) staining of soleus

muscle in rats×100 ;4 .Actomyosin adenosine triphosphatase- acid method( pH 4 .5) staining of soleus muscle in rats ×100 .Type I .Slow oxidative fiber ;

Type ⅡA .Fast oxidative zymolysis fiber ;Type ⅡX.Fast oxidative fiber ;Type ⅡB.Fast zymolysis fiber .

图3 大鼠内侧腓肠肌和比目鱼肌的肌动球蛋白腺苷三磷酸酶组织化学染色

Fig .3 Actomyosin adenosinetriphosphatase( ATPase) histochemical staining of the medial gastrocnemius and soleus muscle inrats

  由图4 可知, 内侧腓肠肌中ⅡB 型、ⅡA 型肌纤维居多, 而

在比目鱼肌中I 型肌纤维最多。ⅡB 型、ⅡA 型及I 型差异在

0 .05 水平显著 ,仅ⅡX 型间不存在显著差异。内侧腓肠肌ⅡB

型、ⅡA 型、ⅡX 型相对构成比例高于比目鱼肌, 内侧腓肠肌 I

型相对构成比例低于比目鱼肌。

3  讨论

骨骼肌肌纤维收缩的基础是构成肌原纤维的粗丝和细

丝相对滑动。粗丝由肌球蛋白构成, 是一个六聚体的蛋白质

大分子,由2 条相对分子质量约220 000 的重链和2 条相对分

子质量为16 000～27 000 的轻链组成。细丝是由肌动蛋白单

体( 即球形肌动蛋白) 和微丝( 纤维性肌动蛋白) 2 种形式存

在,在一定阳离子浓度和 ATP 存在的条件下, 通过自装配聚

合成右手双螺旋的长纤维结构。肌球蛋白可被胰蛋白酶分

解成轻酶解肌球蛋白和重酶解肌球蛋白。重酶解肌球蛋白

由一根较短的棒与1 个双球的头部相连接构成, 可分裂成2

个球形的亚片段( S1) 和1 个棒状的亚片段( S2) 。每个S1 片

段含有1 个ATP 酶活性中心和1 个肌动蛋白结合位点 ,而且

肌球蛋白轻链是与S1 相连接的。轻链能调节肌球蛋白 ATP

酶活性。动力学分析表明,S1 的Mg2 +- ATP 酶活性较低 ,但当

与肌动蛋白结合后, 其活性增加100 倍或更多。肌原纤维的

肌球蛋白重链和肌球蛋白轻链是3 个多基因家族的产物。

慢收缩I 型 MHC(β- 心肌型 MHC) 基因位于14 号染色体 , 与

α- 心肌型MHC 紧密相联; 胚胎型 MHC- Emb、新生儿型 MHC-

Neo、快收缩 MHCⅡa、Ⅱx/ Ⅱd 型位于11 号染色体; 快收缩 MHC

Ⅱb 型、眼外肌型MHC- Eom、咀嚼型m- MHC 及喉型MHC( MHC-

ⅡL) 位于17 号染色体[ 8] 。
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图4 大鼠4 型肌纤维在内侧腓肠肌和比目鱼肌的构成比例

Fig .4 Proportionof four type musclefibersinthe medial gastrocne-

mius and soleus muscleinrats

从大鼠的快肌内侧腓肠肌中提取mRNA 实施RT- PCR 电

泳,发现肌球蛋白重链异构体MHC 有MHC-Ⅱb 、Ⅱx、Ⅱa、I 型4

种基因表达。应用 Scion I mage 软件半定量分析后, 将检测的

各条带亮度值减去背景亮度值的差即为相对亮度值, 其数值

大小顺序为 MHC-Ⅱa 型> MHC-I 型> MHC-Ⅱx 型 > MHC-Ⅱb

型。而慢肌比目鱼肌仅有MHC-Ⅱx、Ⅱa、I 型共3 种基因表达 ,

没有Ⅱb 型基因的表达。相对亮度值的数值大小顺序为

MHC-I 型> MHC-Ⅱa 型> MHC-Ⅱx 型。以往认为 ,发育成熟的

肌纤维仅表达一种亚型 MHC 的“纯种”纤维, 但随着研究的

深入, 发现同时存在含有2 种或2 种以上亚型MHC 的“杂合”

肌纤维。正常状态下共同表达诸如 MHCI/ Ⅱa、Ⅱa/ Ⅱx、Ⅱx/ Ⅱb

的许多“杂合”肌纤维[ 9] , 但没有 MHCI/ Ⅱb 的“杂合”肌纤维 ,

促使各肌球蛋白重链异构体( MHC) I �Ⅱa�Ⅱx�Ⅱb 进行转

化,导致肌纤维表型重塑。该多态性可能是肌纤维高适应能

力的一种特性。对含有特异性MHC 肌纤维的研究发现,I 型

和Ⅱa 型MHC 的反映骨骼肌纤维张力- 速度关系曲线与曲度

大小的指数 a/ Po 比值小、曲度大,而Ⅱx 型和Ⅱb 型MHC 的比

值大、曲度小;在最大输出功率、单位面积收缩力、最大收缩

速度( Vo) 等方面,MHC-I 均小于其他MHC-Ⅱ类型[ 10] 。显然 ,

以MHC-Ⅱb 特有基因表达为主的快肌内侧腓肠肌与以MHC-I

基因表达为主的慢肌比目鱼肌相比, 有更大的收缩速度和更

强的力量。

采用肌动球蛋白腺苷三磷酸酶碱法( pH 值10 .2) 和酸法

( pH 值4 .5) 等组织化学染色切片, 得出的结论与从分子生物

学水平的研究结果相一致。在比目鱼肌切片中未发现ⅡB 型

肌纤维 ,并且I 型肌纤维所占的构成比例要明显高于ⅡA 型和

ⅡX 型肌纤维, 也远远高于内侧腓肠肌。这充分说明该肌在

小腿三头肌中的作用是在稳定后肢的过程中 ,首先募集I 型

慢缩氧化肌纤维增加肌力以抵抗重力 ; 而在内侧腓肠肌内

ⅡB 型肌纤维较多, 能实施无氧酵解的高速运动。这4 型肌

纤维中 ,ⅡB 型肌纤维横切面积最大,ⅡA 型肌纤维次之,I 型

肌纤维较小,ⅡX 型肌纤维最小。骨骼肌肌球蛋白重链异构

体MHC 基因表达通过多种信号途径和分子机制调控[ 11 - 12] ,

如肌源调节因子包括肌细胞生成素( Myogenin) 、MyoD、myf5 和

MRF4 共4 种转录调节因子。肌细胞生成素在慢肌比目鱼肌

中有很高水平的表达; MyoD 在快肌内侧腓肠肌内呈现高水

平表达; MRF4 则在快肌的I 型慢型肌纤维中表达。此外 ,

钙:钙调磷酸酶: 活性T 细胞核因子三者通过胞浆Ca2 + 感受

器的Ca2 + 信号通道调节慢型肌纤维表达。Ca2 +- ATPase 转运

Ca2 + 过程中促使自身构象发生变化, 可以看到 E1- Ca2 + 状态 ,

3 个胞浆结构域散开 ,而从E1- AMPPCP 到 E2- TG 状态,3 个胞

浆结构域转变成紧密连接, 但 E2- TG 状态显得相对松散, 各

个跨膜螺旋也出现不同程度的倾斜和移位。描述 E1- Ca2 + 状

态结合 ATP ,Ca2 +- ATPase 发生磷酸化后一系列的构象改变包

括各个胞浆结构域 Ca2 + 的结合、释放以及 ATP 的结合和

ADP 的释放相联系。
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