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!基础研究!

川楝素通过
G?HEG?HI

信号通路诱导

人卵巢癌细胞凋亡

李雨颖#

$邵喜英!

$金莉婷%

$李群锋#

$陈旭明#

摘要$目的$探讨川楝素"

),7

#对人卵巢癌细胞凋亡的影响及可能机制$ 方法$对数生长期的
&J

#

D3

#

%

和
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#

!

细胞%用不同浓度
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"

"

&

#""
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#处理%采用
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#

:

法在不同时间点

"

!;

&
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&
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&
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#检测细胞增殖抑制率$ 另将细胞分为阴性对照组&

),7

组"

<"" K045EI ),7

#&

),7 N

O

#

C>3>

#

G+L

"

&?H.?H-

#

%

抑制剂#组"
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#
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#
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#

(>)C

#
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"
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#
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抑制剂#组"
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#
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#
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#阳性对照组

"
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#$ 采用比色法检测
&?H.?H-

#

%

&

&?H.?H-

#

:

的活性%

>RS

法检测细胞增殖率%

*-H/-2K T54/

法检测
G?H

&

G?HI

蛋白的表达$ 结果$

),7

能明显抑制
&JD3

#

%

和
>,

#

!

细胞的增殖%并呈剂量和时间依

赖性$

),7

孵育
=! M

后
&JD3

#

%

和
>,

#

!

细胞增殖抑制率分别为
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!
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和
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!
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$ 与阴性对照组比

较%
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组
&JD3

#

%

和
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#
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细胞
&?H.?H-

#

%

&

&?H.?H-

#
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活性显著升高"
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#$ 与
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),7 N O

#

(>)C

#

G+L

组
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细胞
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#
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:

活性下
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对两种细胞的增殖抑制率下降"
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!
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作用后可使
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#
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细胞中
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&
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蛋白表
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!
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#%但该作用可被
O

#
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#
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逆转"
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#$ 结论$川楝素能诱导人卵巢癌细胞凋亡%

其机制可能与
G?HEG?HI

信号通路相关$

关键词$川楝素' 卵巢癌'
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$$卵巢癌'宫颈癌和子宫内膜癌是妇科三大恶性肿

瘤!其中卵巢癌的致死率最高(

#

)

* 由于卵巢位置隐

匿!卵巢癌早期无临床症状!且临床上缺乏有效的早期

筛查方法!因此!

="U

的患者在确诊时已经是癌症晚

期(

#

)

* 目前手术加铂类药物为基础的化疗仍然是治

疗卵巢癌的主要手段!但由于耐药性的出现导致晚期

卵巢癌患者
<

年生存率仅为
!"U c %"U

(

#

)

* 近年

来!随着中药药理的深入研究!寻求不良反应小'不易

耐药及高效的中药抗癌制剂成为研究热点*

川楝素$

/44H-KR?K@K

!

),7

%是从传统中药楝属

植物川楝子和苦楝皮中提取出的一种四环三萜类化合

物(

!

)

!不仅具有杀虫(

%

)

!抗炎'抗病毒'杀菌等作用(

;

)

!

而且还具有良好的抑制肿瘤细胞增殖及促进细胞凋亡

的能力! 是一种极具潜力的候选抗癌药物(

<

)

*

*?KQ d

等(

8

) 认为
),7

能诱导结直肠癌细胞系

,*;:"

凋亡!这与
JL)Ed,L

#

%"E"

#

B?/-K@K

信号通路

抑制有关*

I@Z PI

等(

=

)和王鹏等(

:

)也发现
),7

能抑

制肝癌细胞系
]-.%T

和
,++&

#

==!#

的增殖并诱导

其凋亡!并伴随
T?b

和
G?H

蛋白表达增加!

TB5

#

!

表

达下降!该作用涉及死亡受体途径和线粒体途径的参

与* 目前!

),7

对人卵巢癌是否有抑制效应尚未见报

道* 因此!本研究旨在观察
),7

对人卵巢癌细胞的影

响及阐明相关机制!为日后临床抗卵巢癌药物的研发

及应用提供实验依据*

材料与方法

#

$细胞株$人卵巢癌细胞系
&JD3

#

%

$批号#

,&,V

#

<="

%和
>,

#

!

$批号#

)&]Z###

%购于中国科学

院上海生命科学研究所*

!

$药物$

),7

$分子式为
&

%"

]

%:

D

##

!分子量

<=;

!

8"

!纯度
!$$U

!曼思特!中国%* 取适量
),7

溶

于无水乙醇!配制成
#"" 0045EI

溶液!再用细胞培养

液稀释成所需浓度备用* 紫杉醇$

/?b45

!

)JP

%'二甲

基亚砜 $

C+,D

!

,@Q0?

!美国%!用
C+,D

配制成

# 0QE0I )JP

溶液! "

!"

%保存备用*

%

$主要试剂及仪器$

&?H.?H-

#

%

'

&?H.?H-

#

:

检测试剂盒$批号#

&###8

!

&##<!

%'

`(VJ

裂解液$批

号#

V""#%L

%'

JB/@K

单克隆抗体$批号#

JJ#!:

%'考

马斯亮蓝染色液$批号#

V""#=

%'

T&J

蛋白浓度测定

试剂盒 $批号#

V""#"

% 及
&&L

#

:

试剂盒 $批号#

&""%=

!碧云天!中国%&

C+>+

细胞培养液'胰蛋白

酶'胎牛血清$

GT,

%'青霉素'链霉素$

d@1B4

!美国%&

荧光标记山羊抗鼠'山羊抗兔单克隆抗体'

G?H

'

G?HI

单克隆抗体 $

J1B?0

!美国 %&预染蛋白
+?2e-2

$

)M-204

!美国%&

>RS

细胞增殖检测试剂盒$

(KY@/24

#

Q-K

! 美 国 %&

&?H.?H-

#

%

抑 制 剂
O

#

C>3>

#

G+L

!

&?H.?H-

#

:

抑制剂
O

#

(>)C

#

G+L

$

T@4 3@H@4K

!美国%*

冷冻离心机$

>..-KR42X

!德国%&细胞培养箱$

)M-2

#

04

!美国%&全自动酶标仪$

)M-204 3?2@4He?K%""#

!

美国%&蛋白电泳仪'转膜仪$

T@4

#

`?R

!美国%&荧光倒

置显微镜!普通倒置显微镜$

D5[0.ZH

!日本%*

;

$细胞培养$取对数生长期的
&JD3

#

%

和
>,

#

!

细胞接种至培养皿中!培养液为
$"U C+>+ N

#"U GT,

!加入
#" SE0I

青霉素和链霉素!在
<U

&D

!

'

%=

%密闭条件下培养*

!

天换液!

;

天进行

传代*

<

$细胞增殖抑制率的测定$取对数生长期的

&JD3

#

%

和
>,

#

!

细胞接种至
$8

孔培养板中!每孔约

<

&

#"

%个细胞!分为阴性对照组'

),7

组及
)JP

阳性

对照组* 阴性对照组不做处理!

),7

组分别加入

#""

'

!<"

'

<""

'

# """ K045EI

不同浓度
),7

!

)JP

阳

性对照组加入
< 0QEI )JP

!于
<U &D

!

'

%=

%条件下

培养* 在培养
!;

'

;:

'

=!

'

$8 M

后!各孔均加入
#" !I

&&L

#

:

试剂!混匀后孵育
; M

!用酶标仪测定
;<" K0

波长处的吸光度$

J

%!计算各组的细胞增殖抑制率*

细胞增殖抑制率
f

$

#

#

J实验组 EJ对照组% &

#""U

*

8

$

>RS

法检测细胞增殖$取对数生长期的
>,

#

!

细胞!分为阴性对照组及
),7

组* 阴性对照组不做处

理!

),7

组加入
<"" K045EI ),7

诱导!

=! M

后两组

进行
>RS

标记* 先用
VT,

洗
%

遍! 再加入含
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#" !045EI >RS

的
C+>+

培养基孵育
! M

!经固定处

理后在避光环境下加入
#"" !I J.4554

荧光染料!最

后用
CJV(

染细胞核* 在荧光显微镜下拍照并计算细

胞增殖率*

=

$

&?H.?H-

#

%

'

&?H.?H-

#

:

活性的检测$取对

数生长期的
&JD3

#

%

和
>,

#

!

细胞!分为阴性对照

组'

),7

组'

),7 N O

#

C>3>

#

G+L

组'

),7 N O

#

(>)C

#

G+L

组及
)JP

阳性对照组* 阴性对照组不做处理!

),7

组加入
<"" K045EI ),7

!

),7 N O

#

C>3>

#

G+L

组提前
# M

加入
!" !045EI O

#

C>3>

#

G+L

处理!再加

入
<"" K045EI ),7

!

),7 N O

#

(>)C

#

G+L

组提前
# M

加 入
!" !045EI O

#

(>)C

#

G+L

处 理! 再 加 入

<"" K045EI ),7

!

)JP

阳性对照组加入
< 0QEI

)JP

!诱导
=! M

后收集细胞* 按照每
!""

万细胞加入

#"" !I

裂解液的比例加入裂解液!冰浴裂解
#< 0@K

*

;

%!

#8 """

&

Q

离心
#" 0@K

!取上清液* 取少量样

品用
T2?RX42R

法测定蛋白浓度* 再按试剂盒说明测

定
&?H.?H-

#

%

和
&?H.?H-

#

:

的酶活性* 在酶标仪上

选择
;"< K0

波长测定吸光度* 计算实验组与阴性对

照组的吸光度比值确定
&?H.?H-

#

%

和
&?H.?H-

#

:

的

相对酶活性*

:

$抑制剂处理后细胞增殖抑制率的测定$取对

数生长期的
&JD3

#

%

和
>,

#

!

细胞!分组同
=

* 阴性

对照组不做处理!

),7

组加入
<"" K045EI ),7

!

),7 N O

#

C>3>

#

G+L

组提前
# M

加入
!" !045EI O

#

C>3>

#

G+L

处理!再加入
<"" K045EI ),7

!

),7 N

O

#

(>)C

#

G+L

组提前
# M

加入
!" !045EI O

#

(>3>

#

G+L

处理!再加入
<"" K045EI ),7

!

)JP

阳性对照

组加入
< 0QEI )JP

* 在诱导
=! M

后!各孔均加入

#" !I &&L

#

:

试剂!混匀后孵育
; M

!用酶标仪测定

;<" K0

波长处的吸光度$

J

%!计算各组的细胞增殖

抑制率* 细胞增殖抑制率
f

$

#

#

J实验组 EJ对照组% &

#""U

*

$

$

*-H/-2K T54/

法检测
G?H

'

G?HI

蛋白表达$

取对数生长期的
>,

#

!

细胞!分为阴性对照组'

),7

组'

),7 N O

#

(>)C

#

G+L

组及
)JP

阳性对照组* 阴性

对照组不做处理!

),7

组加入
<"" K045EI ),7

!

),7 N O

#

(>)C

#

G+L

组提前
# M

加入
!" !045EI O

#

(>)C

#

G+L

处理!再加入
<"" K045EI ),7

!

)JP

阳性

对照组加入
< 0QEI )JP

!诱导
=! M

后用
*-H/-2K

154/

法进行蛋白检测* 先裂解细胞!

;

%离心!取上清

液!收集待测蛋白样本* 用
T&J

法测定蛋白浓度并

进行定量处理!具体操作按说明书进行* 制胶$提前

一天准备好%!

!" !IE

孔上样!用
=" 3

'

##" 3

电压进

行电泳!

:" 3

恒压转膜
! M

!

)T,)

洗膜
%

次!每次

#" 0@K

!再用
#"U

的
T,J

封闭
! M

!洗膜!再用相应

一抗$

G?H

'

G?HI

%孵育!

;

%过夜!

)T,)

洗膜
%

次!再

在避光环境下用相应荧光二抗室温下孵育
! M

*

)T,)

洗膜
%

次!再用
DR[HH-[

红外激光双色图像分

析系统进行扫膜* 用
(0?Q- '

软件测定条带灰度值*

#"

$统计学方法$采用
,V,, !!

!

"

软件进行统

计学处理* 实验数据以
b

'

H

表示!每组实验均重复

%

遍* 多组间比较采用方差齐性检验和
DK-

#

*?[

J7D3J

!组间两两比较采用
I,C

法*

V W "

!

"<

为

差异有统计学意义*

结$$果

#

$

),7

对
&JD3

#

%

和
>,

#

!

细胞增殖的影响

$表
#

'

!

%$

&&L

#
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实验结果显示!

),7

能明显抑制

&JD3

#

%

和
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#

!

细胞的增殖!并呈剂量和时间依赖

性$

V W"

!
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%* 与阴性对照组比较!在同一时间点!随

着
),7

浓度增加!

&JD3

#

%

和
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#

!

细胞的增殖抑制

率不断增大&当
),7

浓度为
<""

和
# """ K045EI

时!

其抑制作用大于
)JP

阳性对照组$

V W"

!
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%* 在同

一浓度
),7

处理下!细胞增殖抑制率随诱导时间增加

而增大$

V W "

!

"<
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&JD3

#
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和
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细胞在
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的半 数 抑 制 浓 度 $

(&<"

% 分 别 是
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和
;!% K045EI

*

!

$
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细胞增殖率结果比较$图
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%$与阴性对

照组比较!
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组显示红色荧光的细胞数量显著下降
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细 胞
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#

%

'
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活性结果比较$表
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较!
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组
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和
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#
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活性显著升高$
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活性

差异无统计学意义$
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$抑制剂处理后
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对
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和
>,

#

!

细胞

增殖的影响$表
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讨$$论

卵巢癌是一种多基因'多步骤'多阶段发展的疾

病* 其中细胞凋亡障碍在卵巢癌的发生'发展中起重要
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细胞
G?H

'

G?HI

蛋白表达比较

作用* 因此!诱导细胞凋亡可以成为治疗卵巢癌的方

式之一(

$

)

* 目前!晚期卵巢癌患者公认的治疗原则是

手术辅以化疗!而诱导细胞凋亡即是化疗药物作用的机

制之一!但化疗药物容易诱发肝肾功能损伤等不良反

应!且易产生耐药菌株(

#"

)

* 因此从中医学角度寻找新

药物防治卵巢癌是一种理想的途径* 此外!采用中医药

干预!通过辨证施治!给予情志调护!来缓解患者焦虑等

不良情绪!可以大大减少化疗过程中的不适感(

##

)

* 研

究表明!大部分中药抗肿瘤药物均可诱导肿瘤细胞凋亡

来发挥疗效(

#!

)

* 细胞凋亡是一种程序性的细胞死亡形

式!能维持正常机体细胞增殖与凋亡的动态平衡* 细胞

异常增殖与细胞凋亡障碍是肿瘤发生发展的生物学基

础(

#%

)

* 本研究通过对人卵巢癌细胞
&JD3

#

%

和
>,

#

!

细胞的研究表明!

),7

能有效抑制人卵巢癌细胞的增

殖!并呈时间和剂量依赖性*

>RS

法细胞检测结果也证

实了
),7

强烈的抑制了
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#

!

细胞的增殖* 且该结果

也表明
),7

的抑制作用不亚于
)JP

*

细胞凋亡主要由两条途径介导!分别为外源性途

径!依赖细胞表面的死亡受体启动和内源性途径!依赖

线粒体的参与(
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)

* 死亡受体凋亡途径主要由
G?H
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等受体介导!目前认为
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G?HI

是最重要的一类*
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与受体
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结合后会

激活
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!再通过其介导的
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级联反

应激活
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来诱导细胞凋亡(

#<

)

* 本研究结果
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活性显著增高!细胞增殖也被显著抑

制!该 作 用 与
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一 致* 分 别 用
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活性被逆转!细胞增殖抑制

作用也被大大减弱* 这说明
),7

抑制细胞增殖涉及

&?H.?H-

级联反应* 此外!
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处理后!
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细胞

中
G?H

'

G?HI

蛋白表达均上升!用
O

#
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#
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预处

理后可显著降低
G?H

'

G?HI

蛋白表达* 这进一步说明

G?HEG?HI

信号通路通过影响
B?H.?H-

级联反应在

),7

诱导人卵巢癌细胞凋亡中起到重要作用*

综上所述!

),7

通过上调
G?H

'

G?HI

蛋白的表

达!激活
&?H.?H-
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和
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来诱导人卵巢癌

细胞凋亡* 提示
),7

可作为一种潜在的抗卵巢癌药

物!同时也为日后的临床应用提供理论依据*
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