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盐酸戊乙奎醚预处理对小鼠反复缺血⁃再灌注
脑损伤时细胞外信号调节激酶 １ ／ ２ 的影响

杨良民　 谢小娟　 马立刚　 张永杰

　 　 ＤＯＩ：１０．１２０８９ ／ ｊｃａ．２０１９．０６．０１５
作者单位：４７１００３　 洛阳市，河南科技大学临床医学院 河南科技大学第一附属医院麻醉科
通信作者：谢小娟，Ｅｍａｉｌ：ｌｈｑ＿１９７７０８１２＠ ｓｉｎａ．ｃｏｍ

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨盐酸戊乙奎醚预处理对小鼠反复缺血⁃再灌注（ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ， ＩＲ）脑
损伤时细胞外信号调节激酶 １ ／ ２（ＥＲＫ１ ／ ２）的影响。 方法　 ＳＰＦ 级成年 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠 ９６ 只，６～ ８ 周

龄，体重 １６～２５ ｇ，按照随机数字表法分为三组：盐酸戊乙奎醚组（ＰＨＣ 组）、ＩＲ 组和假手术组（Ｓｈａｍ
组），每组 ３２ 只。 Ｓｈａｍ 组腹腔注射等容量生理盐水，３０ ｍｉｎ 后分离双侧颈总动脉但不夹闭；ＩＲ 组腹

腔注射等容量生理盐水，３０ ｍｉｎ 后分离并夹闭双侧颈总动脉，建立反复 ＩＲ 脑损伤模型；ＰＨＣ 组腹腔

注射盐酸戊乙奎醚 １ ０ ｍｇ ／ ｋｇ，３０ ｍｉｎ 后采用双侧颈总动脉夹闭术建立反复 ＩＲ 脑损伤模型。 采用

Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验评估术前及术后学习记忆能力，随后处死小鼠，留取海马组织并测定其湿 ／干重比

（Ｗ ／ Ｄ）。 采用伊文斯蓝（ＥＢ）法检测血脑屏障的通透性。 采用逆转录⁃聚合酶链式反应（ＲＴ⁃ＰＣＲ）测
定海马组织 ＥＲＫ１ ／ ２ ｍＲＮＡ 表达量，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法测定海马组织磷酸化 ＥＲＫ１ ／ ２（ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２）蛋白含

量。 结果　 与 Ｓｈａｍ 组比较，术后 ３、７ ｄ ＩＲ 组逃避潜伏期和游泳距离明显延长（Ｐ＜０ ０５）。 与 ＩＲ 组

比较，术后 ３、７ ｄ ＰＨＣ 组逃避潜伏期和游泳距离明显缩短（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｓｈａｍ 组比较，ＩＲ 组海马组

织 Ｗ／ Ｄ 和脑组织 ＥＢ 含量明显升高 Ｐ＜０ ０５）。 与 ＩＲ 组比较，ＰＨＣ 组海马组织 Ｗ／ Ｄ 和脑组织 ＥＢ 含

量明显降低（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｓｈａｍ 组比较，ＩＲ 组海马组织 ＥＲＫ１ ／ ２ ｍＲＮＡ 表达量和 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白含

量明显升高（Ｐ＜０ ０５）。 与 ＩＲ 组比较，ＰＨＣ 组海马组织 ＥＲＫ１ ／ ２ ｍＲＮＡ 表达量和 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白含

量明显降低（Ｐ＜０ ０５）。 结论　 盐酸戊乙奎醚预处理可通过抑制海马组织ＥＲＫ １ ／ ２激活而减轻小鼠

反复缺血⁃再灌注脑损伤并改善其学习记忆能力。
【关键词】 　 盐酸戊乙奎醚；细胞外信号调节激酶 １ ／ ２；脑损伤；缺血⁃再灌注；学习记忆
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　 　 脑缺血性疾病在临床麻醉中较为多见，如心肺

转流、心脏骤停及复苏和术中血流动力学紊乱等，严
重者可致患者预后不良。 脑缺血⁃再灌注（ ｉｓｃｈｅｍｉａ
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ， ＩＲ）可促使脑局部及全身发生炎症反应

及氧化应激，从而导致脑损伤［１］。 研究表明，再灌注

脑损伤的发生与细胞外信号调节激酶 １ ／ ２（ＥＲＫ１ ／ ２）
激活有着密切关系，且干预 ＥＲＫ１ ／ ２ 的激活可减轻

脑 ＩＲ 损伤［２－３］。 生理情况下，ＥＲＫ 位于胞浆内，脑
ＩＲ 时，ＥＲＫ 被激活并迅速穿过核膜，再激活转录因

子或 ／和 Ｐ７０ 核蛋白体 Ｓ６ 激酶。 磷酸化的 ＥＲＫｌ ／ ２
具有活性，可调节某些转录因子的活性，引起特定

蛋白的表达或活性改变，调节神经细胞代谢和功能

改变，最终导致脑组织损伤。 盐酸戊乙奎醚是一种

新型的长效抗胆碱药，已有研究证实其可抑制神经

元凋亡和氧化应激性损伤而减轻大鼠局灶性脑 ＩＲ
损伤［４］。 但盐酸戊乙奎醚对 ＩＲ 脑损伤时海马组织

中 ＥＲＫ１ ／ ２ 激活是否有抑制作用尚无结论。 本实验

拟评价盐酸戊乙奎醚预先给药对小鼠反复 ＩＲ 脑损

伤时 ＥＲＫ１ ／ ２ 的影响。

材料与方法

实验仪器与试剂 　 ＡＬ２０４ 电子称，电热恒温鼓

风干燥箱，Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫测试系统，７２１ 紫外可见分

光光度计， 电转仪和电泳仪， 聚合酶链式反应

（ＰＣＲ）仪。 盐酸戊乙奎醚（批号：１５０５１３３２），伊文

斯蓝（ＥＢ），ＥＲＫ、ＥＲＫ 引物，逆转录试剂盒和 ＰＣＲ
试剂盒，磷酸化 ＥＲＫ（ｐ⁃ＥＲＫ）及 ＧＡＰＤＨ 一抗，二抗

工作液，其余均为市售分析纯。
实验动物与分组 　 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠 ９６

只，６～８ 周龄，体重 １６ ～ ２５ ｇ，由上海斯莱克实验动

物有限公司提供，按照随机数字表法将小鼠分为三

组：盐酸戊乙奎醚组（ＰＨＣ 组）、ＩＲ 组和假手术组

（Ｓｈａｍ 组），每组 ３２ 只。 Ｓｈａｍ 组腹腔注射等容量生

理盐水，３０ ｍｉｎ 后分离双侧颈总动脉但不夹闭；ＩＲ

组腹腔注射等容量生理盐水，３０ ｍｉｎ 后分离并夹闭

双侧颈总动脉，建立反复 ＩＲ 脑损伤模型；ＰＨＣ 组腹

腔注射盐酸戊乙奎醚 １ ０ ｍｇ ／ ｋｇ，３０ ｍｉｎ 后采用双

侧颈总动脉夹闭术建立反复 ＩＲ 脑损伤模型。
小鼠脑 ＩＲ 损伤模型 　 参照文献［５］报道的方

法复制动物模型。 腹腔注射 ２％ 戊巴比妥钠 ５０
ｍｇ ／ ｋｇ麻醉，仰卧固定。 颈部正中切开，分离出双侧

颈总动脉并夹闭 ２０ ｍｉｎ，１０ ｍｉｎ 后恢复血流，如此重

复 ３ 次。 术后将小鼠置于 １８～２２ ℃下饲养，接受适

当的治疗以促进康复，１２ ｈ 白天 ／ １２ ｈ 夜间的光照

周期，ＳＰＦ 级动物实验室，环境安静。 小鼠自由活动

和进食进水。
Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验 　 每天相同的时间内进行

Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验。 记录逃避潜伏期（≤６０ ｓ，从小

鼠入水即刻至寻找到圆形平台的时间）和游泳距离

（ｍｍ，小鼠从入水到找到圆形平台时游过的距离）。
正式实验开始前每天训练小鼠自由游泳。 术前 １ ｄ
正式进行测试；术后 ３、７ ｄ 分别再次进行测试。
Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验结束后，使小鼠安乐死，分离海马

组织，留取脑组织，置于液氮中保存，用于后续实验。
小鼠海马组织湿 ／ 干重比（Ｗ／ Ｄ）的测定　 每组

随机选取 ８ 只小鼠。 取小鼠海马组织，放到锡纸上，
一并称取湿重，做好标记后放到 ８０ ℃烘箱中烘干，
重量不变后一起称干重。 最后湿重和干重均减去

锡纸的重量即为海马湿重（Ｗ）和干重（Ｄ），计算二

者之比即为 Ｗ／ Ｄ。
小鼠血脑屏障通透性检测　 每组随机选取 ８ 只

小鼠。 处死前 １ ｈ 经尾静脉注入 ２％ ＥＢ 溶液 ４
ｍｌ ／ ｋｇ。 腹腔注射 ２％戊巴比妥钠 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ 进行麻

醉，打开胸腔。 心内灌注肝素生理盐水（生理盐水＋
肝素钠 ２０ Ｕ ／ ｍｌ）２００～３００ ｍｌ，断头取脑作矢状切取

脑组织，剪碎置于二甲基甲酰胺（１ ｍｌ ／ １００ ｍｇ脑组

织），６０ ℃下孵育 ２４ ｈ。 ４ ℃下３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 ２０
ｍｉｎ（离心半径 １０ ｃｍ），取上清液。 采用 ７２１ 紫外可
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见分光光度计检测波长为 ６３２ ｎｍ 的吸光度。 采用

Ｏｒｉｎｇｅｎ ７ ０ 软件进行数据分析，根据绘制的 ＥＢ 标

准曲线计算 ＥＢ 含量。
小鼠海马组织 ＥＲＫ１ 和 ＥＲＫ２ ｍＲＮＡ 表达量的

检测　 每组随机选取 ８ 只小鼠。 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取总

ＲＮＡ 并测定浓度。 逆转录合成并扩增 ｃＤＮＡ。 ＰＣＲ
反应条件如下：首先在 ９４ ℃ 下预变性，共耗时 １０
ｍｉｎ；然后在 ９４ ℃ 下变性， 共耗时 ３０ ｓ。 接着

ＧＡＰＤＨ 在 ５５ ℃下退火，共耗时 ３０ ｓ，ＥＲＫ１、ＥＲＫ２
均在 ５７ ℃退火，共耗时 ３０ ｓ。 随后在 ７２ ℃下延伸，
共耗时 ６０ ｓ。 最后在 ７２ ℃下终止延伸，共耗时 １０
ｍｉｎ。 ＧＡＰＤＨ、ＥＲＫ１、ＥＲＫ２ 均需 ３５ 个循环次数。
蛞正完毕后制备 １％琼脂糖凝胶，取扩增产物进行

电泳。 采用 Ｇｅｌ－Ｐｒｏ Ａｎａｌｙｚｅｒ ４ ０ 图像分析软件分

析条带灰度值。 ＥＲＫ １ 引物序列：正义链：５′－ＴＣ⁃
ＣＴＴＴＴＧＧＡＴＣＴＧＧＴＣＣＴＧ－３′；反义链：５′－ＣＣＣＣＡＧ⁃
ＣＡＡＡＧＴＧＡＧＡＧＡＡＧ－ ３′，扩增片段长度：１３６ ｂｐ。
ＥＲＫ ２ 引物序列：正义链： ５′ － ＡＡＣＡＧＧＴＴＧＴＴＣ⁃
ＣＣＡＡＡＴＧＣ － ３′； 反 义 链： ５′ － ＧＣＣＡＧＡＧＣＣＴＧＴ⁃
ＴＣＡＡＣＴＴＣ－３′，扩增片段长度：１０１ ｂｐ。 ＧＡＰＤＨ 引

物序列：正义链：５′ －ＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴＡＴＴＧＧＧ－
３′；反义链：５′－ＣＧＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴ－３′，扩
增片段长度：２１４ ｂｐ。

表 １　 三组小鼠不同时点 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验结果的比较（ｘ±ｓ）

指标 组别 只数 术前 １ ｄ 术后 ３ ｄ 术后 ７ ｄ

逃避潜伏期（ｓ）

Ｓｈａｍ 组 ３２ ３７ ７±６ ９ １９ ４±４ ７ｃ ２３ ８±５ ７ｃ

ＩＲ 组 ３２ ３８ ８±７ ７ ５４ ６±８ ４ａｃ ４６ ５±８ ８ａｃ

ＰＨＣ 组 ３２ ３７ ８±７ ５ ２８ ９±７ ７ａｂｃ ３２ ８±６ ７ａｂｃ

游泳距离（ｍｍ）

Ｓｈａｍ 组 ３２ ３ ４５４ ２±７１２ ９ ２ １２２ ８±５４３ ７ｃ １ １２３ ７±３６９ ９ｃ

ＩＲ 组 ３２ ３ ４２３ ３±８９４ ３ ４ ７８９ ８±６７７ ６ａｃ ４ ９８７ ９±８８４ ９ａｃ

ＰＨＣ 组 ３２ ３ ４７２ ４±８４９ ６ ２ ８３４ ７±５５４ ８ａｂｃ １ ９５２ ９±５２８ ６ａｂｃ

　 　 注：与 Ｓｈａｍ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 ＩＲ 组比较，ｂＰ＜０ ０５；与术前 １ ｄ 比较，ｃＰ＜０ ０５

小鼠海马组织 ｐ－ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白含量的检测　 每

组随机选取 ８ 只小鼠。 称取小鼠海马组织并加入

４００ mｌ 单去污剂裂解液裂，反复研磨，组织匀浆，
４ ℃下以 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心，离心半径 １０ ｃｍ，取上清

液，二辛可酸（ＢＣＡ）法测定蛋白浓度。 取 ３０ mｇ 总

蛋白上样。 进行十二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶

电泳分离目的蛋白，电转至硝酸纤维素膜（ＮＣ 膜），
用 ５％脱脂奶粉封闭 ９０ ｍｉｎ。 洗脱后加入兔抗小鼠

ｐ－ＥＲＫ１ ／ ２ 单克隆抗体、 兔抗小鼠 ＥＲＫ１ ／ ２ 单克隆

抗体和兔抗小鼠 ＧＡＰＤＨ 多克隆抗体（稀释比例均

为 １ ∶１ ０００），４ ℃下过夜孵育，Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ 缓冲盐溶液

＋Ｔｗｅｅｎ ２０（ＴＢＳＴ）洗膜后用辣根过氧化物酶标记的

二抗工作液（１ ∶５００），室温孵育 １２０ ｍｉｎ。 ＴＢＳＴ 漂

洗 ３ 次，加入 ＥＣＬ 化学发光试剂，避光反应 １５ ｍｉｎ。
采用 Ｇｅｌ－Ｐｒｏ Ａｎａｌｙｚｅｒ ４ ０ 图像分析软件分析条带

灰度值。
统计分析　 采用 ＳＰＳＳ １６ ０ 统计软件进行数据

处理。 正态分布计量资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表

示，组间比较采用单因素方差分析，组内比较采用

重复测量设计的方差分析。 Ｐ＜０ ０５ 为差异有统计

学意义。

结　 　 果

Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验 　 与 Ｓｈａｍ 组比较，术后 ３、
７ ｄ ＩＲ 组、ＰＨＣ 组逃避潜伏期和游泳距离明显延长

（Ｐ＜０ ０５）。 与 ＩＲ 组比较，术后 ３、７ ｄ ＰＨＣ 组逃避

潜伏期和游泳距离均明显缩短（Ｐ＜０ ０５）。 与术前

１ ｄ 比较，术后 ３、７ ｄ Ｓｈａｍ 组和 ＰＨＣ 组逃避潜伏期

和游泳距离明显缩短（Ｐ＜０ ０５），ＩＲ 组逃避潜伏期

和游泳距离明显延长（Ｐ＜０ ０５）（表 １）。
海马组织 Ｗ／ Ｄ 和脑组织 ＥＢ 含量　 与 Ｓｈａｍ 组

比较，ＩＲ 组、ＰＨＣ 组海马组织 Ｗ／ Ｄ 和脑组织 ＥＢ 含

量明显升高（Ｐ＜０ ０５）。 与 ＩＲ 组比较，ＰＨＣ 组海马

组织 Ｗ／ Ｄ 和脑组织 ＥＢ 含量明显降低（Ｐ＜ ０ ０５）
（表 ２）。

海马组织 ＥＲＫ１ ／ ２ ｍＲＮＡ 表达量和 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋

白含量 　 与 Ｓｈａｍ 组比较，ＩＲ 组海马组织 ＥＲＫ１ ／ ２
ｍＲＮＡ 表达量和 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白含量明显升高（Ｐ＜
０ ０５）。 与 ＩＲ 组比较， ＰＨＣ 组海马组织 ＥＲＫ１ ／ ２
ｍＲＮＡ 表达量和 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白含量明显降低（Ｐ＜
０ ０５）（图 １—３）。
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表 ２　 三组小鼠海马组织 Ｗ／ Ｄ 和脑组织 ＥＢ 含量的

比较（ｘ±ｓ）

组别 只数 Ｗ／ Ｄ 脑组织 ＥＢ 含量（μｇ ／ ｇ）

Ｓｈａｍ 组 ８ ３ ６±０ ４ １０ ３±３ ２

ＩＲ 组 ８ ４ ９±０ ６ａ １９ ４±４ ６ａ

ＰＨＣ 组 ８ ４ １±０ ５ａｂ １４ ４±３ ６ａｂ

　 　 注：与 Ｓｈａｍ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 ＩＲ 组比较，ｂＰ＜０ ０５

　 　 注：与 Ｓｈａｍ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 ＩＲ 组比较，ｂＰ＜０ ０５

图 １　 三组小鼠海马组织 ＥＲＫ１ ｍＲＮＡ 表达量的比较

　 　 注：与 Ｓｈａｍ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 ＩＲ 组比较，ｂＰ＜０ ０５

图 ２　 三组小鼠海马组织 ＥＲＫ２ ｍＲＮＡ 表达量的比较

讨　 　 论

脑 ＩＲ 损伤可致血脑屏障损伤，而后者又可加重

脑损伤，从而形成脑缺血性损伤的恶性循环。 鉴于

此，同时结合相关文献报道［５］，本研究选取动物模

　 　 注：与 Ｓｈａｍ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 ＩＲ 组比较，ｂＰ＜０ ０５

图 ３　 三组小鼠海马组织 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白含量的比较

型的缺血时间为 ２０ ｍｉｎ。 ＩＲ 组小鼠海马组织 Ｗ／ Ｄ
和脑组织 ＥＢ 含量均较 Ｓｈａｍ 组升高，提示动物模型

复制成功。
行为是机体最重要的功能之一，且由中枢神经

系统掌控。 实验动物的行为可随着环境的变化而

改变，并由此准确地反映出动物的适应能力和神经

功能的完整性。 学习和记忆能力是人类和动物内

在的神经心理学行为。 这些行为发生在大脑内，并
仅可通过机体对行为结果的确认或完成某一任务

所需的时间来推测这些行为。 本研究采用 Ｍｏｒｒｉｓ 水
迷宫实验测定小鼠反复脑 ＩＲ 后的学习和记忆能力。
急性脑卒中的临床治疗中，溶栓治疗等堵塞的脑血

管再通技术对减少大脑神经元的死亡数目具有重

要作用，而反复的溶栓治疗则易形成脑 ＩＲ 损伤，进
而影响患者预后的学习记忆等能力。 本研究结果

显示，Ｓｈａｍ 组术后 ３、７ ｄ 的逃避潜伏期和游泳距离

均较术前 １ ｄ 明显缩短，而 ＩＲ 组逃避潜伏期及游泳

距离均延长。 与 Ｓｈａｍ 组比较，术后 ３、７ ｄ ＩＲ 组逃

避潜伏期及游泳距离均延长。 以上结果提示，小鼠

脑 ＩＲ 后的学习记忆能力下降。
作为一种新型抗胆碱药，盐酸戊乙奎醚可选择

性作用于 Ｍ１、Ｍ３ 受体。 目前，已有基础研究表明

盐酸戊乙奎醚在脑 ＩＲ 损伤中具有保护作用，其作用

机制主要与抑制神经元凋亡和氧化应激性损伤、脑
线粒体 ＡＴＰ 敏感性钾通道的激活等有关［４，６］。 由此

推测，盐酸戊乙奎醚可能具有一定的脑保护作用，
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但机制不明。 本研究参照文献［７］，确定术前 ３０
ｍｉｎ 经腹腔注射盐酸戊乙奎醚的给药剂量为 １ ０
ｍｇ ／ ｋｇ。 本案研究结果显示，盐酸戊乙奎醚预处理

后海马组织 Ｗ／ Ｄ 和脑组织 ＥＢ 含量均较 ＩＲ 组降

低，提示盐酸戊乙奎醚可减轻反复 ＩＲ 小鼠脑损伤。
且 ＰＨＣ 组术后 ３、７ ｄ 逃避潜伏期及游泳距离均较

ＩＲ 组缩短，提示盐酸戊乙奎醚可改善小鼠反复 ＩＲ
脑损伤后学习记忆能力。 本研究注重于小鼠反复

ＩＲ 脑损伤后学习记忆能力与 ＥＲＫ１ ／ ２ 激活的关系。
ＥＲＫ１ ／ ２ 属于丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）家族，
ＥＲＫ 信号途径主要参与细胞分裂、生长、增值及凋

亡。 多项研究已表明，ＥＲＫ１ ／ ２ 的激活在脑缺血⁃再
灌注损伤中具有重要作用［８－９］。 本研究结果显示，
ＩＲ 组海马组织 ＥＲＫ１ ／ ２ ｍＲＮＡ 表达量和ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２
蛋白含量均升高。 这与既往研究结果相一致［８－９］。
而给予盐酸戊乙奎醚干预后海马组织 ＥＲＫ ｍＲＮＡ
表达量和 ｐ－ＥＲＫ 蛋白含量均降低，提示盐酸戊乙奎

醚可通过抑制海马组织 ＥＲＫ１ ／ ２ 激活而小鼠反复

ＩＲ 脑损伤。
综上所述，盐酸戊乙奎醚可通过抑制海马组织

ＥＲＫ １ ／ ２ 激活而减轻小鼠反复 ＩＲ 脑损伤并改善其

学习记忆能力。
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