
长期以来袁抗酒石酸性磷酸酶渊贼葬则贼则葬贼藻鄄则藻泽蚤泽贼葬灶贼
葬糟蚤凿 责澡燥泽责澡葬贼葬泽藻袁栽砸粤孕冤被当作破骨细胞一个特异

性标志物袁而且到目前为止袁通过 栽砸粤孕 组织化学染

色鉴定破骨细胞仍然被众多研究者广泛使用遥栽砸粤孕
组织化学染色是一个简便快捷的方法并应用于长

骨中的破骨细胞咱员暂尧下颌骨中的破骨细胞咱圆暂以及在

体外培养的破骨细胞的鉴定咱猿暂遥 然而袁通过 栽砸粤孕
组织化学显示 栽砸粤孕 活性在骨骼组织不同细胞的表

达受到固定和石蜡包埋温度等因素的影响而使检

测的 栽砸粤孕 阳性细胞不同遥 有研究发现 栽砸粤孕 不仅

表达于破骨细胞袁也表达于巨噬细胞咱源暂尧肥大软骨细

胞等咱缘暂遥 因此袁栽砸粤孕 阳性作为鉴定破骨细胞的特异

性标记受到质疑遥 为了明确 栽砸粤孕 活性和蛋白是否

特异性地表达和定位于破骨细胞袁本研究选取 远 周

龄小鼠的胫骨固定脱钙后制备石蜡切片袁 通过

栽砸粤孕 组织化学染色尧 免疫组织化学或组织化学染

色和免疫组织化学双重染色的方法袁 检测 栽砸粤孕 活

性和蛋白在骨骼组织不同细胞的表达和定位遥
员 材料与方法

员援员 材料

抗酒石酸性磷酸酶在骨组织不同细胞中的表达

张 菁袁苗登顺鄢

渊南京医科大学骨与干细胞研究中心袁江苏 南京 圆员园园圆怨冤

咱摘 要暂 目的院明确抗酒石酸性磷酸酶渊贼葬则贼则葬贼藻鄄则藻泽蚤泽贼葬灶贼 葬糟蚤凿 责澡燥泽责澡葬贼葬泽藻袁栽砸粤孕冤活性和蛋白在骨组织不同细胞中的表达和定

位遥 方法院取正常 远 周龄 悦缘苑月蕴 辕 远允 小鼠的胫骨袁制备石蜡切片袁分别通过组织化学尧免疫组织化学以及上述两者双重染色的方

法检测 栽砸粤孕 活性和蛋白在骨组织不同细胞的表达和定位遥结果院组织化学和免疫组织化学染色显示破骨细胞呈现 栽砸粤孕 强阳

性反应袁而且关节软骨细胞尧生长板软骨细胞尧成骨细胞和骨外膜细胞也呈现 栽砸粤孕 阳性反应遥双重染色结果可见大多数免疫组

织化学 栽砸粤孕 阳性细胞显示组织化学阳性反应袁但也有少数细胞只显示免疫组织化学阳性反应遥 结论院栽砸粤孕 活性和蛋白不仅

在破骨细胞高表达袁在软骨细胞尧成骨细胞和骨外膜细胞中也有表达遥
咱关键词暂 抗酒石酸性磷酸酶曰 破骨细胞曰软骨细胞曰 成骨细胞曰 骨外膜细胞
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栽澡藻 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 燥枣 贼葬则贼则葬贼藻鄄则藻泽蚤泽贼葬灶贼 葬糟蚤凿 责澡燥泽责澡葬贼葬泽藻 蚤灶 凿蚤枣枣藻则藻灶贼 糟藻造造泽 燥枣 泽噪藻造藻贼葬造 贼蚤泽泽怎藻
在匀粤晕郧 允蚤灶早袁酝陨粤韵 阅藻灶早鄄泽澡怎灶鄢

渊栽澡藻 砸藻泽藻葬则糟澡 悦藻灶贼藻则 燥枣 月燥灶藻 葬灶凿 杂贼藻皂 悦藻造造泽袁晕允酝哉袁晕葬灶躁蚤灶早 圆员园园圆怨袁悦澡蚤灶葬冤
咱Abstract暂 Objective院栽燥 凿藻贼藻则皂蚤灶藻 贼澡藻 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 葬灶凿 造燥糟葬造蚤扎葬贼蚤燥灶 燥枣 贼葬则贼则葬贼藻鄄则藻泽蚤泽贼葬灶贼 葬糟蚤凿 责澡燥泽责澡葬贼葬泽藻 渊栽砸粤孕冤 蚤灶 凿蚤枣枣藻则藻灶贼 糟藻造造泽
燥枣 泽噪藻造藻贼葬造 贼蚤泽泽怎藻援 酝藻贼澡燥凿泽院 栽澡藻 葬糟贼蚤增蚤贼赠 葬灶凿 责则燥贼藻蚤灶 造燥糟葬造蚤扎葬贼蚤燥灶 燥枣 栽砸粤孕 蚤灶 凿蚤枣枣藻则藻灶贼 糟藻造造泽 燥枣 泽噪藻造藻贼葬造 贼蚤泽泽怎藻 燥枣 贼蚤遭蚤葬藻 枣则燥皂 远鄄憎藻藻噪鄄
燥造凿 悦缘苑月蕴 辕 远允 皂蚤糟藻 憎藻则藻 藻曾葬皂蚤灶藻凿 遭赠 澡蚤泽贼燥糟澡藻皂蚤泽贼则赠袁蚤皂皂怎灶燥澡蚤泽贼燥糟澡藻皂蚤泽贼则赠 燥则 澡蚤泽贼燥糟澡藻皂蚤糟葬造 葬灶凿 蚤皂皂怎灶燥澡蚤泽贼燥糟澡藻皂蚤糟葬造 凿燥怎遭造藻
泽贼葬蚤灶蚤灶早援 砸藻泽怎造贼泽院 杂贼则燥灶早 责燥泽蚤贼蚤增藻 则藻葬糟贼蚤燥灶 枣燥则 栽砸粤孕 憎葬泽 凿藻贼藻糟贼藻凿 蚤灶 燥泽贼藻燥糟造葬泽贼泽 葬灶凿 责燥泽蚤贼蚤增藻 则藻葬糟贼蚤燥灶 憎葬泽 葬造泽燥 凿藻贼藻糟贼藻凿 蚤灶 糟澡燥灶凿则燥鄄
糟赠贼藻泽 枣则燥皂 葬则贼蚤糟怎造葬则 糟葬则贼蚤造葬早藻 葬灶凿 早则燥憎贼澡 责造葬贼藻泽袁燥泽贼藻燥遭造葬泽贼泽 葬灶凿 责藻则蚤燥泽贼藻葬造 糟藻造造泽 遭赠 遭燥贼澡 澡蚤泽贼燥糟澡藻皂蚤泽贼则赠 葬灶凿 蚤皂皂怎灶燥澡蚤泽贼燥糟澡藻皂蚤泽贼则赠援
匀蚤泽贼燥糟澡藻皂蚤糟葬造 葬灶凿 蚤皂皂怎灶燥澡蚤泽贼燥糟澡藻皂蚤糟葬造 凿燥怎遭造藻 泽贼葬蚤灶蚤灶早 凿藻皂燥灶泽贼则葬贼藻凿 贼澡葬贼 贼澡藻 皂燥泽贼 燥枣 栽砸粤孕 蚤皂皂怎灶燥责燥泽蚤贼蚤增藻 糟藻造造泽 葬造泽燥 泽澡燥憎藻凿 澡蚤泽贼燥鄄
糟澡藻皂蚤糟葬造 责燥泽蚤贼蚤增藻 则藻葬糟贼蚤燥灶 枣燥则 栽砸粤孕袁遭怎贼 泽燥皂藻 栽砸粤孕 蚤皂皂怎灶燥责燥泽蚤贼蚤增藻 糟藻造造泽 憎藻则藻 澡蚤泽贼燥糟澡藻皂蚤糟葬造 灶藻早葬贼蚤增藻 枣燥则 栽砸粤孕援 悦燥灶糟造怎泽蚤燥灶院 栽澡藻
栽砸粤孕 灶燥贼 燥灶造赠 澡蚤早澡造赠 藻曾责则藻泽泽 蚤灶 燥泽贼藻燥糟造葬泽贼泽袁遭怎贼 葬造泽燥 藻曾责则藻泽泽 糟澡燥灶凿则燥糟赠贼藻泽 燥枣 葬则贼蚤糟怎造葬则 糟葬则贼蚤造葬早藻 葬灶凿 早则燥憎贼澡 责造葬贼藻泽袁燥泽贼藻燥遭造葬泽贼泽 葬灶凿 责藻鄄
则蚤燥泽贼藻葬造 糟藻造造泽援
咱Key words暂 栽砸粤孕曰燥泽贼藻燥糟造葬泽贼泽曰糟澡燥灶凿则燥糟赠贼藻泽曰燥泽贼藻燥遭造葬泽贼泽曰责藻则蚤燥泽贼藻怎皂
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动物院悦缘苑月蕴 辕 远允 野生型小鼠袁雄性袁南京医科大

学 杂孕云 级实验动物中心饲养遥
试 剂 院晕葬责澡贼澡燥造 粤杂鄄酝载 责澡燥泽责澡葬贼藻尧云葬泽贼 郧葬则灶藻贼

郧月悦尧云葬泽贼 砸藻凿尧高碘酸钠尧左旋赖氨酸和副醛均购

于美国 杂蚤早皂葬 公司遥 牛血清白蛋白渊月杂粤冤 购于瑞士

砸燥糟澡藻 公司遥 栽则蚤泽鄄盐酸尧乙二醇苯醚尧醋酸钠尧甲基绿

以及酒石酸钠尧乙二胺四乙酸尧甘油尧蔗糖尧酒精尧石
蜡尧二甲苯尧水溶性封片胶尧过氧化氢和正常羊血清

等常规试剂均为国产试剂遥
抗体院 单克隆小鼠抗 栽砸粤孕 抗体 渊则葬遭遭蚤贼 葬灶贼蚤鄄

皂燥怎泽藻 泽悦阅源园 造蚤早葬灶凿 辕 栽砸粤孕冤 购于加拿大 悦耘阅粤砸鄄
蕴粤晕耘 蕴葬遭燥则葬贼燥则蚤藻泽 蕴蚤皂蚤贼藻凿 公司曰生物素结合的羊抗

兔 陨早郧渊全分子冤抗体购于美国 杂蚤早皂葬 公司曰灾藻糟贼葬泽鄄
贼葬蚤灶 粤月悦鄄粤孕 噪蚤贼 购于美国 灾藻糟贼燥则 公司遥

仪器院 全自动脱水机 渊栽孕员园圆园 型冤尧 包埋机

渊耘郧员员缘园匀 型冤尧 冷却机 渊耘郧员员缘园悦 型冤尧 切片机

渊砸酝圆圆猿缘 型冤尧摊片机渊匀陨员圆员园 型冤均为德国 蕴藻蚤糟葬
公司产品遥 体视显微镜渊杂在圆鄄陨蕴杂栽 型冤尧正置显微镜

渊悦载猿员 型冤尧图像采集系统渊阅孕苑园 型 悦悦阅冤均为日本

韵造赠皂责怎泽 公司产品遥 其余如微波炉尧电磁炉等均为国

产仪器遥
员援圆 方法

员援圆援员 标本固定袁脱钙尧石蜡包埋和切片

使用先前报道的方法行标本固定尧脱钙尧石蜡

包埋和切片咱远暂遥取 远 周龄小鼠进行研究遥动物乙醚麻

醉袁颈椎脱臼处死袁解剖分离胫骨袁置于高碘酸盐原
左旋赖氨酸原多聚甲醛渊孕蕴孕冤固定液咱苑暂中固定 圆源 澡袁经
甘油 耘阅栽粤 脱钙液脱钙 圆 周袁系列酒精脱水尧二甲苯

透明尧石蜡包埋袁行冠状面切片袁片厚为 缘 滋皂遥
员援圆援圆 栽砸粤孕 组织化学染色

使用先前报道的方法行 栽砸粤孕 组织化学染色遥
胫骨石蜡切片经脱蜡水化袁用酒石酸盐缓冲液孵育

标本 圆园 皂蚤灶袁弃去酒石酸盐缓冲液袁用 栽砸粤孕 染色

液孵育 员缘 皂蚤灶袁流水冲洗 猿 皂蚤灶袁甲基绿复染 缘 皂蚤灶袁
流水冲洗 猿 皂蚤灶袁水溶性封片剂封片遥 正置荧光显微

镜下观察袁 用 阅孕苑园 型 悦悦阅 图像采集系统采集图

像遥
员援圆援猿 栽砸粤孕 免疫组织化学染色

石蜡切片经常规脱蜡水化以后袁使用先前报道

的 粤月悦 法咱愿暂行 栽砸粤孕 免疫组织化学染色遥缘豫正常羊

血清封闭 圆园 皂蚤灶 后袁加单克隆小鼠抗 栽砸粤孕 抗体室

温孵育过夜曰加生物素标记羊抗兔 陨早郧 室温孵育 猿园
皂蚤灶袁之后加入 粤月悦鄄粤孕 室温孵育 猿园 皂蚤灶袁碱性磷酸

酶渊粤蕴孕冤显色液咱怨暂渊含萘酚尧快红尧栽则蚤泽鄄盐酸袁现配现

用冤室温孵育 缘耀猿园 皂蚤灶渊阳性产物显红色冤袁甲基绿

复染 员 皂蚤灶袁水溶性胶封片袁光镜观察袁摄片遥
员援圆援源 组织化学和免疫组化双重染色

石蜡切片先行 栽砸粤孕 组织化学染色袁 继而行

栽砸粤孕 免疫组织化学染色遥栽砸粤孕 免疫组织化学染色

的一抗和二抗与上述相同袁 二抗孵育后加入 耘造蚤贼藻鄄
粤月悦 室温孵育 猿园 皂蚤灶袁灾藻糟贼燥则鄄杂郧 显色液室温孵育

缘耀员园 皂蚤灶渊阳性产物显灰色冤咱员园暂袁甲基绿复染 员 皂蚤灶袁
水溶性胶封片袁光镜观察袁摄片遥
圆 结 果

圆援员 小鼠骨骼组织不同细胞中的 栽砸粤孕 活性

为了明确 栽砸粤孕 活性在小鼠骨骼组织不同细胞

中的表达袁 通过 栽砸粤孕 组织化学的方法检测了

栽砸粤孕 活性在 悦缘苑月蕴 辕 远允 野生型小鼠胫骨不同细胞

中的表达遥结果发现袁无论在骺端骨组织渊图 员粤冤尧干
骺端骨组织渊图 员悦冤袁还是骨外膜渊图 员阅冤中的破骨

细胞均呈现 栽砸粤孕 强阳性反应遥 在关节软骨中部分

软骨细胞呈现 栽砸粤孕 阳性反应 渊图 员粤冤袁多数生长

板软骨细胞也呈现 栽砸粤孕 阳性反应渊图 员月冤遥在干骺

端小梁骨表面不仅存在 栽砸粤孕 强阳性反应的多核破

骨细胞袁 也存在一些 栽砸粤孕 阳性反应的成骨细胞

渊图员悦冤遥 在骨外膜中不仅存在 栽砸粤孕 强阳性反应的

多核破骨细胞袁 也发现一些 栽砸粤孕 弱阳性的骨外膜

细胞渊图 员阅冤遥这些结果提示 栽砸粤孕 活性不仅在破骨

细胞中强表达袁也在软骨细胞和成骨细胞中表达遥
圆援圆 栽砸粤孕 蛋白在小鼠骨骼组织不同细胞中的表达

为了明确 栽砸粤孕 组织化学反应的特异性袁 本研

究利用免疫组织化学的方法检测了 栽砸粤孕 蛋白的定

位遥 结果发现袁栽砸粤孕 蛋白的定位基本上与 栽砸粤孕 组

织化学阳性反应部位相一致遥 栽砸粤孕 蛋白在软骨细

胞渊图圆粤尧月冤尧破骨细胞渊图 圆悦尧阅冤尧成骨细胞渊图 圆悦冤
和骨外膜细胞渊图 圆阅冤中都有表达遥
圆援猿 双重染色检测小鼠胫骨中 栽砸粤孕 活性和 栽砸粤孕
蛋白的表达

为了进一步明确 栽砸粤孕 酶活性的位置和蛋白表

达的位置是否一致袁 本研究通过 栽砸粤孕 组织化学和

免疫组织化学双重染色观察了 栽砸粤孕 组织化学阳性

细胞和 栽砸粤孕 免疫组织化学阳性细胞的共定位情

况遥实验结果显示袁所有的破骨细胞均显示 栽砸粤孕 组

织化学和免疫组织化学双阳性反应 渊图 猿粤尧悦尧阅冤遥
在部分软骨细胞显示 栽砸粤孕 组织化学和免疫组织化

学双阳性反应袁 而在一些软骨细胞只显 栽砸粤孕 免疫

组织化学阳性反应袁 而缺乏 栽砸粤孕 组织化学阳性反
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粤院胫骨上端关节软骨曰月院胫骨软骨生长板曰悦院胫骨干骺端曰阅院胫骨骨外膜遥 示软骨细胞袁 示成骨细胞袁 示骨外膜细胞袁 示破骨细胞袁
提示 栽砸粤孕 活性在小鼠骨骼组织中的破骨细胞尧软骨细胞尧成骨细胞和骨外膜细胞中均有表达遥

图 员 组织化学染色法检测小鼠胫骨中不同细胞的 栽砸粤孕 活性渊伊 源园园冤
云蚤早怎则藻 员 栽澡藻 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 燥枣 栽砸粤孕 葬糟贼蚤增蚤贼赠 蚤灶 凿蚤枣枣藻则藻灶贼 糟藻造造泽 枣则燥皂 贼澡藻 贼蚤遭蚤葬 燥枣 皂蚤糟藻 遭赠 澡蚤泽贼燥糟澡藻皂蚤泽贼则赠 泽贼葬蚤灶蚤灶早渊伊 源园园冤

粤院胫骨上端关节软骨曰月院胫骨软骨生长板曰悦院胫骨干骺端曰阅院胫骨骨外膜遥 示软骨细胞袁 示成骨细胞袁 示骨外膜细胞袁 示破骨细胞袁
提示 栽砸粤孕 蛋白不仅在破骨细胞中高表达袁在一些软骨细胞尧成骨细胞及骨外膜细胞中也有表达遥

图 圆 栽砸粤孕 蛋白在小鼠骨骼组织不同细胞中的表达渊伊 源园园冤
云蚤早怎则藻 圆 栽澡藻 造燥糟葬造蚤扎葬贼蚤燥灶 燥枣 栽砸粤孕 责则燥贼藻蚤灶 蚤灶 凿蚤枣枣藻则藻灶贼 糟藻造造泽 燥枣 贼澡藻 贼蚤遭蚤葬 燥枣 皂蚤糟藻渊伊 源园园冤
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应渊图 猿粤尧月冤遥 与软骨细胞类似袁部分成骨细胞和骨

外膜细胞显示 栽砸粤孕 组织化学和免疫组织化学双阳

性反应袁 而在一些成骨细胞和骨外膜细胞只显

栽砸粤孕 免疫组织化学阳性反应袁 缺乏 栽砸粤孕 组织化

学阳性反应渊图 猿悦尧阅冤遥这些结果说明 栽砸粤孕 蛋白不

仅在破骨细胞高表达袁而且也呈现高活性曰栽砸粤孕 蛋

白在软骨细胞尧成骨细胞和骨外膜细胞的表达不仅

水平较低袁而且部分蛋白缺乏活性遥

粤院胫骨上端关节软骨显微图像曰月院胫骨软骨生长板显微图像曰悦院胫骨干骺端显微图像曰阅院胫骨骨外膜显微图遥 示组织化学和免疫组织化

学双染阳性细胞袁 示免疫组织化学单阳性细胞袁提示 栽砸粤孕 蛋白在破骨细胞高表达且高活性袁在软骨细胞尧成骨细胞和骨外膜细胞中表达水

平和活性均较低遥
图 猿 栽砸粤孕 组织化学渊紫红色冤和免疫组织化学渊灰色冤双重染色检测小鼠胫骨中 栽砸粤孕 活性和 栽砸粤孕 蛋白的表达渊伊 源园园冤

云蚤早怎则藻 猿 栽澡藻 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 燥枣 栽砸粤孕 蚤灶 贼澡藻 贼蚤遭蚤葬 燥枣 皂蚤糟藻 遭赠 澡蚤泽贼燥糟澡藻皂蚤糟葬造 葬灶凿 蚤皂皂怎灶燥澡蚤泽贼燥糟澡藻皂蚤糟葬造 凿燥怎遭造藻 泽贼葬蚤灶蚤灶早渊伊 源园园冤

粤 月

悦 阅

猿 讨 论

很多年来 栽砸粤孕 都被认为是破骨细胞的特异性

指标袁 而本研究实验结果证明不仅破骨细胞呈现

栽砸粤孕 强阳性反应袁关节软骨细胞尧生长板软骨细胞

和成骨细胞也呈现 栽砸粤孕 阳性反应遥 组织化学和免

疫组织化学双重染色结果显示大多数免疫组织化

学 栽砸粤孕 阳性细胞显示组织化学阳性反应袁 但也有

少数细胞只显示免疫组织化学阳性反应袁而缺乏组

织化学阳性反应遥 这些结果说明 栽砸粤孕 的确在破骨

细胞呈现高表达和高活性袁然而袁栽砸粤孕 也在软骨细

胞尧成骨细胞和骨外膜细胞中表达袁并可呈现其酶

的活性遥
本实验结果与先前的报道有一致和不一致的

地方袁栽砸粤孕 在小鼠骨骼破骨细胞中呈现高活性与

以前的研究是一致的咱员员原员源暂袁而 栽砸粤孕 组织化学染色

结果显示除了破骨细胞外袁关节软骨细胞尧生长板

软骨细胞和成骨细胞也呈现 栽砸粤孕 阳性反应袁 那为

什么会出现不一致的结果呢钥 这可能与本研究实验

方法的改进有关袁首先袁我们使用的组织固定液是

孕蕴孕袁 该固定液能够很好地保存蛋白的抗原性和酶

的活性咱员缘暂遥 如果使用其他的固定液很可能会破坏蛋

白的抗原性和酶的活性袁 造成 栽砸粤孕 阳性只能在其

高表达的破骨细胞中呈现袁而在其他弱表达的细胞

则不能呈现遥 其次袁本研究在组织包埋尧切片烘烤的

过程中袁控制温度不超过 远园益袁这样不会破坏酶的

活性遥 本研究结果说明 栽砸粤孕 的抗原性和酶的活性

在 孕蕴孕 固定液固定的石蜡切片能得到很好的保存遥
本研究证实 栽砸粤孕 不仅在破骨细胞表达袁 而且

也在软骨细胞尧 成骨细胞和骨外膜细胞中有表达遥
在先前的研究中也支持这一结果袁 有研究者提出

栽砸粤孕 的表达虽然与破骨细胞的分化和酶的活性有
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关袁但是也与软骨细胞尧巨噬细胞尧郧葬怎糟澡藻则 细胞和

树突细胞的分化有关咱员远原员愿暂遥因此袁在相关的研究中将

栽砸粤孕 作为鉴定破骨细胞及其前体细胞的特异性标

志物应该谨慎遥
本研究结果也显示 栽砸粤孕 蛋白的表达与酶的活

性不一致的现象遥 这种现象一方面可能与 栽砸粤孕 酶

的活性有关袁 即有蛋白的表达不一定呈现酶的活

性曰另一方面可能与实验过程中酶的活性受到实验

因素的抑制有关袁包括组织固定的时间尧固定液的

质量尧石蜡包埋时的温度控制等遥
本研究首次应用 栽砸粤孕 组织化学和免疫组织化

学双重染色的方法袁 证明了 栽砸粤孕 活性和蛋白不仅

在破骨细胞高表达袁在软骨细胞和成骨细胞中也有

表达遥 本研究结果扩大了 栽砸粤孕 组织化学和免疫组

织化学染色方法在骨代谢研究中的应用范围袁也为

探讨 栽砸粤孕 在软骨细胞尧 成骨细胞和骨外膜细胞中

的功能提供了实验依据遥
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