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易普利姆玛通过抑制TGF-β1/ERK信号通路影响肺癌小鼠移植瘤组织

中T淋巴细胞及Bcl-2 mRNA表达
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[摘 要] 目的: 研究易普利姆玛(ipilimumab)通过抑制TGF-β1/ERK信号通路对肺癌小鼠T淋巴细胞、Bcl-2 mRNA表达的影

响。方法：将45只接种肺癌细胞Lewis的C57BL/6小鼠随机分为对照组、低剂量组、高剂量组，每组15只，其中低剂量组给予3

mg/kg易普利姆玛，高剂量组给予5 mg/kg易普利姆玛，对照组给予同体积的0.9%氯化钠溶液。通过WB、qPCR检测易普利姆玛

处理对TGF- β 1/ERK信号通路、Bcl-2 mRNA表达的影响，以及对免疫功能改善和移植瘤的抑制情况。结果：给予易普利姆玛

后，低剂量组、高剂量组小鼠的瘤质量、体积显著低于空白对照组，且随着剂量的增加抑瘤率也增加（P<0.05）；小鼠的胸腺系数和

脾脏系数显著高于空白对照组，且随着剂量的增加，该系数也增加（P<0.05）。高、低剂量组小鼠给药后CD3+、CD4+、CD4+/CD8+细

胞水平显著增加，且显著高于对照组，其中高剂量组给药后各水平显著高于低剂量组(P<0.05)。高、低剂量组小鼠给药后血清炎

症因子水平显著增加，均显著低于对照组，且高剂量组血清TNF-α、IL-6、IL-3水平显著低于低剂量组（均P<0.05）。高、低剂量组

小鼠给药后肿瘤组织中的TGF-β1、ERK1/2、p-ERK1/2、MEK表达量显著降低，高剂量组各蛋白水平显著低于低剂量组（P<0.05），

且高剂量组TGF-β1表达阳性率最低（P<0.05）。高、低剂量组小鼠给药后肿瘤组织中的Bcl-2 mRNA表达量显著降低，高剂量组

表达水平显著低于低剂量组（P<0.05）。结论：易普利姆玛可有效抑制TGF-β1/ERK信号通路、改善机体免疫功能以及下调Bcl-2

的表达，从而抑制小鼠体内肺癌细胞Lewis生长，发挥抗肿瘤作用。
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Ipilimumab affects T lymphocytes and Bcl-2 mRNA expression in xenograft tissues
of lung cancer-bearing mice by inhibiting TGF-β1/ERK signaling pathway
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[Abstract] Objective: To study the effect of ipilimumab on T lymphocytes and Bcl-2 mRNA expression in lung cancer-bearing mice

by inhibiting TGF-β1/ERK signaling pathway. Methods: Forty-five C57 mices inoculated with Lewis lung cancer cells were randomly

divided into control group, low dose ipilimumab group and high dose ipilimumab group with 15 mice in each. The low and high dose

groups were given 3 mg/kg and 5 mg/kg ipilimumab respectively, while the control group was given 0.9% sodium chloride solution

with the same volume. The effects of ipilimumab on TGF-β1/ERK signaling pathway, Bcl-2 mRNA expression, immune function im-

provement and tumor inhibition in three groups were detected by WB and qPCR. Results: After administration of ipilimumab, the tu-

mor weight and volume of mice in low-dose and high-dose groups were significantly lower than that of the control group, and the tumor

inhibition rate increased in a dose-dependent manner (P<0.05). The thymus index and spleen index of mice were significantly higher

than that of control group, which also increased in a dose-dependent manner (P<0.05). The levels of CD3+, CD4+, CD4+/CD8+ cells in

the high and low dose groups were significantly higher than those in the control group, with significantly higher levels in high dose

group compared with the low dose group (P<0.05). The levels of serum inflammatory factors were significantly lower than those in con-

trol group, and the levels of serum TNF-α, IL-6 and IL-3 in the high dose group were significantly lower than those in the low dose

group (P<0.05). The expressions of TGF-β1, ERK1/2, p-ERK1/2 and MEK in tumor tissues of both high and low dose groups signifi-

cantly decreased, with more lower levels in high dose group than in low dose groups (all P<0.05), and the positive rate of TGF-β1 ex-
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pression in high dose group was the lowest. The mRNA expression of Bcl-2 in tumor tissues of high and low dose groups decreased sig-

nificantly after drug administration, with a significantly lower level in high does group than that in low dose group (P<0.05). Conclu-

sion: Ipilimumab can effectively inhibit TGF-β1/ERK signaling pathway, improve immune function and down-regulate the expression

of Bcl-2, thus inhibit the growth of Lewis lung cancer cells and play an antitumor role in mice.

[Key words] lung cancer; ipilimumab; TGF-β1/ERK signaling pathway; Bcl-2; T lymphocyte

[Chin J Cancer Biother, 2019, 26(11): 1203-1208. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2019.11.004]

肺癌是我国男性发病率最高的肿瘤，且发病率、

病死率呈现逐年增加的趋势，尽管早期肺癌可有效

治疗，但治愈后存在复发风险，或者伴随脑转移，

增加了治疗难度 [1-2]。目前放疗、化疗是治疗中

晚期肺癌的主要手段，可一定程度延长生存时

间，但疗效有限，且副反应较大。靶向疗法、免

疫治疗等新型治疗手段因为疗效好、毒副反应

小等特点已越来越受关注，其中易普利姆玛（ipi-

limumab）作为一种单克隆抗体，其作用机制是通

过结合细胞毒 T 淋巴细胞相关抗原 4（cytotoxic T

lymphocyte-associated antigen-4，CTLA-4）从而阻断

CTLA-4 与 CD80 或 CD86 的相互作用，激活 T 淋

巴细胞 ，导致激活免疫系统 ，发挥抗肿瘤作

用 [3-4]。已有研究 [5]显示，易普利姆玛可有效治疗

肺癌，但肺癌的发生与进展是多种基因共同作

用的复杂过程，B 淋巴细胞瘤 -2 基因（B-cell lym-

phoma-2，Bcl-2）介导的线粒体凋亡是细胞凋亡中

的主要通路，TGF-β1/ERK 信号通路可调控胞质蛋

白激酶、核转录因子的活化，从而促进肿瘤细胞的生

长、增殖、转移[6-7]。目前在肿瘤治疗过程中，发现当

药物阻断一条信号通路时，肿瘤细胞往往通过自身

调节使得其他信号通路代偿性激活，从而产生耐

药性。因此推测，易普利姆玛的治疗肺癌作用不仅

仅是阻断 CTLA-4，目前对于其具体作用机制文

献报道并不多见，因此本文以接种 Lewis 肺癌细

胞的 C57BL/6 小鼠为模型，进一步探讨易普利姆

玛的作用机制。

1 材料与方法

1.1 主要材料与试剂

45只近交系C57BL/6雄性小鼠购自上海斯莱克

动物中心，合格证号为SCXK（沪）2016-0005，体质量

（20±2）g，周龄均为 4周，实验前适应环境饲养 1周。

Lewis肺腺癌细胞株由上海中科院细胞生物研究所

提供。易普利姆玛购自百时美施贵宝公司。GAP-

DH抗体、转化生长因子-β1（TGF-β1）、MEK1、ERK1/

2、p-ERK均购自美国ABCAM公司，Bcl-2基因引物

购自上海生工生物工程技术服务有限公司（引物序

列见表 1），逆转录试剂盒购自北京智杰方远科技有

限公司，炎性因子检测试剂盒购自上海酶联生物科

技有限公司。QuantStudio® 3型实时荧光定量PCR系

统购自赛默飞世尔科技公司，流式细胞仪购自美国

Becton-Dickinson公司。

表1 引物序列

Tab. 1 Primer sequence

Gene name

Bcl-2

GADPH

Primer sequence (5' to 3')

F: CCCTCCTCCAATACTCACTCTG

R: TGACCCCATTCTTCCTGATG

F: TGCACCACCAACTGCTTAG

R: GGATGCAGGGATGATGTTC

1.2 荷Lewis肺腺癌细胞移植瘤小鼠的制备及其分

组处理

取对数生长期的 Lewis 肺腺癌细胞，以胰酶

（0.25%）消化后对细胞进行收集并计数，调整细胞密

度至 1.0×107个/ml。于C57BL/6雄性小鼠右侧腋下

皮下接种 0.2 ml细胞悬液，饲养于SPF级环境中，于

14 d后可触及皮下肿瘤块，游标卡尺测量其直径约

10 mm，即为移植瘤模型小鼠构建成功。按照随机数

字表法将 45只荷瘤小鼠分为 3组，其中低剂量组给

予3 mg/kg易普利姆玛，高剂量组给予5 mg/kg易普

利姆玛，对照组给予同体积的生理盐水。3组小鼠均

连续给药7次，1次/2 d。

1.3 观察肿瘤生长情况以及计算胸腺、脾脏指数

采用游标卡尺测量荷瘤的长和宽，计算瘤体积。

用药第1天以及以后每2天测量荷瘤最大长径（a）、短

径（b），瘤体体积（mm3）=π×a×b2/8。抑瘤率、胸腺指

数及脾脏指数测定：小鼠于末次给药 24 h后采用颈

脱臼法进行处死，立即取瘤块、胸腺、脾脏，精密称质

量后计算肿瘤生长抑制率、胸腺指数及脾脏指数。

肿瘤生长抑制率=（1-给药组平均瘤质量/对照组平均

瘤质量）×100%；胸腺指数（mg/g）＝胸腺质量/体质

量；脾脏指数（mg/g）＝脾脏质量/体质量。

1.4 流式细胞术检测易普利姆玛对荷瘤鼠免疫细胞

水平的影响

分别于给药前、处死前摘眼球取眼静脉血10 ml，

其中5 ml用EDTA处理得抗凝全血，以淋巴细胞分离

液处理，获取外周血单核细胞，应用流式细胞仪计数

外周血T细胞亚群指标（CD4+、CD8+、CD4+/CD8+）水
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平，并计算其占淋巴细胞的百分数。

1.5 ELISA检测易普利姆玛对荷瘤鼠血清炎症因子

水平的影响

另外 5 ml眼静脉血 3 000 r/min（半径为 13.5 cm）

离心 10 min，上清液置入EP管中并保存于－70 ℃。

应用酶联免疫吸附实验法检测EP管中血清 IL-6、IL-3

和TNF-α水平。

1.6 qPCR 检测易普利姆玛对移植瘤组织中 Bcl-2

mRNA 表达的影响

采用qPCR检测小鼠肿瘤组织中Bcl-2 mRNA的

表达情况，小鼠处死后取肿瘤组织，置于液氮中研

磨，采用TRIzol法分离肿瘤组织并提取RNA，经过处

理后采用荧光定量 PCR仪检测Bcl-2 mRNA在肿瘤

组织中的表达，以 GAPDH 为内参照，结果以 Bcl-2

mRNA与GAPDH的比值表示。

1.7 WB检测易普利姆玛对移植瘤组织中TGF-β1/

ERK1/2信号通路相关蛋白表达的影响

提取移植瘤组织总蛋白，采用BCA法测定蛋白

浓度。将待测蛋白行SDS-PAGE分离，电泳结束后进

行蛋白转膜，将膜取出、清洗，进行一抗孵育和二抗

孵育，底物化学发光法进行显影，检测蛋白质条带灰

度，以β-actin为内参，计算TGF-β1、ERK1/2、p-ERK1/

2、MEK相对含量。

1.8 免疫组化方法检测易普利姆玛对移植瘤组织中

TGF-β1表达的影响

待移植瘤组织剥离后切取标本，用 10％多聚甲

醛进行固定，随后用石蜡包埋、切片。并参照TGF-β1

检测试剂盒操作要求进行染色、切片。于显微镜下

观察间质染色情况，其中着色为淡黄色至棕褐色者

表明为阳性细胞，采用4级半定量积分法判定免疫组

化结果。染色强度计分：0 分（无着色）、1 分（淡黄

色）、2分（棕黄色）、3分（棕褐色）。每个切片上随机

取 5个视野（×400），统计 100个细胞中染色情况，阳

性细胞百分比为 0~5% 记为 0 分，5%<~25% 记为 1

分，25%<~50%记为2分，50%<~75%记为3分，>75%

记为 4分。每个视野中染色强度计分与阳性细胞百

分比乘积在9~12分范围内表明为强阳性（），5~8分

表明为中阳性（），1~4分表明为弱阳性（+），0分则

表明阴性（-）。

1.9 统计学处理

采用 SPSS19.0 统计分析软件，组间比较采用 F

检验，等级资料采用秩和检验。以P<0.05或P<0.01

表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 易普利姆玛治疗显著抑制移植瘤生长

给予易普利姆玛后，小鼠的瘤质量、体积均显著

低于空白对照组；且随着剂量的增加，抑瘤率亦增加

（均P<0.05），见表2。

表2 肿瘤生长情况

Tab. 2 Tumor growth

Group

Control

Low-dose

High-dose

F/t

P

n

15

15

15

Mass（m/g）

1.36±0.28△

0.72±0.23*

0.54±0.12*△

7.766

0.000

Volume（V/mm3）

1 276.16±321.65△

736.66±211.86*

466.47±130.74*△

5.868

0.000

Inhibition rate (%)

-

47.06%

60.29%△

5.876

0.000

*P<0.05 vs Control group；△P<0.05 vs Low-dose group

2.2 治疗后小鼠胸腺指数和脾脏指数明显增加

给予易普利姆玛后，小鼠的胸腺指数和脾脏指

数显著高于空白对照组；且随着剂量的增加，指数亦

增加（均P<0.05），见图1。

2.3 易普利姆玛治疗提高模型鼠外周血免疫细胞水平

高、低剂量组给药后小鼠的 CD3+、CD4+、CD4+/

CD8+细胞水平均显著增加，且显著高于对照组，其中

高剂量组给药后各水平显著高于低剂量组(均 P<

0.05)，如表3和图2所示。

2.4 易普利姆玛治疗提高模型鼠血清炎症因子水平

高、低剂量组给药后小鼠血清炎症因子水平显著

增加，均显著低于对照组，且高剂量组血清TNF-α、IL-

6、IL-3水平显著低于低剂量组（均P<0.05），见表4。

*P<0.05 vs Control group；△P<0.05 vs Low-dose group

图1 胸腺和脾脏系数

Fig.1 Thymus index and spleen index
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表3 易普利姆玛治疗对荷瘤鼠外周血免疫细胞的影响（x̄±s））

Tab.3 Effect of ipilimumab on peripheral blood immune cells of tumor-bearing mice（x̄±s））

Group

Control

Low-dose

High-dose

F

P

n

15

15

15

CD4+(%)
Before

25.64±3.13

24.28±3.06

25.24±3.36

0.371

0.711

After
21.53±2.56*▲

33.36±4.11*△

40.36±4.11*△▲

4.514

0.000

CD8+（%）
Before

19.34±2.51

18.64±2.43

19.38±2.54

0.490

0.625

After
16.24±3.41*▲

21.83±3.21*△

24.74±3.07*△▲

3.984

0.012

CD4+/CD8+（%）
Before

1.32±0.25

1.30±0.26

1.30±0.23

1.181

0.240

After
1.33±0.31*▲

1.52±0.19*△

1.64±0.27*△▲

6.160

0.000

*P<0.05 vs Before administration; △P<0.05 vs Control group; ▲P<0.05 vs Low-dose group

2.5 移植瘤组织中TGF-β1/ERK信号通路相关蛋白

表达

高、低剂量组小鼠给药后肿瘤组织中的TGF-β1、

ERK1/2、p-ERK1/2、MEK表达量显著降低，其高剂量

组各蛋白水平均显著低于低剂量组（均P<0.05）；且

高剂量组表达阳性率最低，其次依次为低剂量组、空

白对照组，见表5与图4。

表4 易普利姆玛治疗对荷瘤鼠血清炎症因子水平的影响[ρB/(ng·L-1)]

Tab.4 Effect of ipilimumab on serum inflammatory factor levels in tumor-bearing mice [ρB/(ng·L-1)]

Group

Control

Low-dose

High-dose

F

P

n

15

15

15

TNF-α

Before

55.74±6.22

54.26±5.63

56.34±6.10
0.385

0.701

After

123.45±11.27*▲

87.83±8.72*△

63.83±6.63*△▲

5.987

0.000

IL-6

Before

43.53±5.64

44.69±5.78

42.75±5.66
0.595

0.553

After

90.63±9.73*▲

68.26±8.34*△

54.46±6.34*△▲

6.382

0.000

IL-3

Before

98.11±10.81

95.69±9.47

96.58±10.21
0.756

0.317

After

168.87±17.16*▲

138.56±14.43*△

119.74±13.67*△▲

16.614

0.000

*P<0.05 vs Before administration; △P<0.05 vs Control group; ▲P<0.05 vs Low-dose group

*P<0.05 vs Control group；△P<0.05 vs Low-dose group

图2 移植瘤组织中TGF-β1/ERK信号通路相关蛋白表达水平

Fig.2 Expression of TGF- β 1/ERK signaling pathway relat-

ed proteins in xenograft tissues

2.6 Bcl-2 mRNA 表达情况

高、低剂量组小鼠给药后肿瘤组织中的 Bcl-2

mRNA表达量显著降低，其中高剂量组表达水平显

著低于低剂量组（均P<0.05），见表6。

3 讨 论

肺癌是由空气污染、吸烟、遗传等因素引起的恶

性肿瘤，以非小细胞肺癌最为常见，由于癌症的早期

症状缺乏明显特性，确诊时基本已是晚期，使患者丧

失最佳手术机会[8-9]。目前针对肺癌的治疗以化疗、

放疗为主，其中放疗过程中患者肺癌肿瘤部位与周

图3 移植瘤中TGF-β1/ERK1/2信号通路相关蛋白表达水平

Fig.3 Expression of TGF-β1/ERK1/2 signaling pathway re-

lated proteins in xenograft tissues

围正常组织的不规则位移区域存在一些不确定性因

素，会造成脱靶、器官损伤等问题；化疗毒性大，患者

耐受性较低，使得用药剂量和频率受限[10]。随着医
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学、药学的发展，靶向疗法、免疫治疗的优势已经逐

步体现，肿瘤细胞表达的“肿瘤相关抗原理论”为有

效的免疫应答、治疗提供了研究基础。易普利姆玛

是一种重组的全人源免疫球蛋白G1κ单克隆抗体，可

结合CTLA-4并阻断CTLA-4与CD80或CD86的相

互作用，促进T淋巴细胞活化增殖，从而侵入肿瘤组

织发挥免疫抑制作用[3,11]。

表5 移植瘤组织TGF-β1的表达情况（分）

Tab.5 Expression of TGF-β1 in xenograft tissues (Score)

Group

Control
Low-dose
High-dose

n

15
15
15

-

31.37±6.31
48.68±4.67
57.84±7.73

+

18.64±3.73
17.74±3.21
12.68±2.20


25.48±4.63
19.70±3.11
16.79±2.34


27.53±3.64
15.69±2.55
15.47±2.36

Positive rate（%）

70.56△

52.53*

43.72*△

*P<0.05 vs Control group；△P<0.05 vs Low-dose group

图4 TGF-β1蛋白在肺癌移植瘤组织中的表达（（×200））

Fig.4 Expression of TGF-β1 protein in lung cancer xenograft tissues (×200)

表6 Bcl-2 mRNA表达情况

Tab.6 Expression of Bcl-2 mRNA

Group

Control
Low-dose
High-dose

F
P

n

15
15
15

Bcl-2 mRNA

1.26±0.25△

0.88±0.17*

0.62±0.12*△

6.532
0.000

*P<0.05 vs Control group；△P<0.05 vs Low-dose group

肺癌的发生与进展是多种基因共同作用的复杂

过程，例如Bcl-2可抑制细胞凋亡，促进肿瘤的发生和

转移，其在肺癌发展、转移过程中扮演重要角色；

TGF-β1信号通路的异常活化、TGF-β1过度表达会激

活细胞外调节蛋白激酶（ERK）1/2，最终导致肿瘤逃

脱免疫监视，引起肿瘤转移。因此对于肿瘤的治疗，

往往是多个信号通路同时抑制才能发挥最佳疗

效[12-13]。本研究以Lewis肺癌小鼠为模型，给予易普

利姆玛后，小鼠的瘤质量、体积显著低于空白对照

组，且随着剂量的增加抑瘤率升高，进一步证实易普

利姆玛抑制肺癌效果显著。

肿瘤的形成、发展往往伴随免疫功能的降低，机体

免疫器官的萎缩，其中脾脏、胸腺系数会降低，可作为

检测肿瘤免疫治疗的评价指标[14]。本研究发现，给予易

普利姆玛治疗后，小鼠的胸腺系数和脾脏系数显著高

于空白对照组，且随着剂量的增加系数亦增加，表明易

普利姆玛可有效改善小鼠体内免疫抑制状态，恢复胸

腺、脾脏的损伤，促进机体免疫反应，从而发挥抗肿瘤

作用。同时发现，高、低剂量组小鼠给药后CD3+、CD4+、

CD4+/CD8+以及血清TNF-α、IL-6、IL-3水平显著增加，

其中高剂量组免疫细胞各水平显著高于低剂量组，而

高剂量组血清炎性因子水平显著低于低剂量组，进一

步证实易普利姆玛可调控机体免疫功能，从而发挥抗

肿瘤效应。T细胞介导的细胞免疫是机体抗肿瘤免疫

的主要形式，其中CD4+T可通过释放免疫因子（IL-2、IL-

4）辅助和诱导免疫反应，CD8+T作为细胞毒T淋巴细胞

直接杀伤带有致敏抗原肽-MHC分子的肿瘤细胞，CD4/

CD8比值可反应机体免疫抑制效果[15-16]。易普利姆玛通

过与CTLA-4结合阻断共刺激信号，从而抑制CTLA-4

对于T细胞活化的负调控作用，调节T细胞的增殖、分

化，增强细胞和体液免疫应答，最终使肿瘤细胞坏死、

凋亡或溶解[17]。

TGF-β1/ERK信号通路在肺癌侵袭和迁移过程

中扮演重要角色，其中TGF-β1在肿瘤中高表达，可调

控并激活细胞外调节蛋白激酶，使得细胞外信号传

··1207



中国肿瘤生物治疗杂志, 2019, 26(11)

入细胞内，并引起胞质蛋白激酶、核转录因子的活

化，从而促进肿瘤细胞生长、转移；整个调控过程中，

TGF-β1、ERK1/2、p-ERK1/2、MEK是重要的信号调

控、转导蛋白[18-19]。本研究结果显示，给予易普利姆玛

后，TGF-β1/ERK 信号通路相关蛋白表达量显著降

低，且随着剂量的增加其表达量明显降低，表明易普

利姆玛可抑制TGF-β1/ERK信号通路，从而阻断信号

转导，最终抑制肿瘤细胞生长。Bcl-2过度表达与恶

性肿瘤的发生、发展关系密切，Bcl-2介导的线粒体凋

亡是细胞凋亡中的主要通路，在肿瘤耐药机制中发

挥重要作用[20-21]。本研究结果显示，经治疗后两组患

者Bcl-2 mRNA表达下降，高、低剂量组小鼠给药后

肿瘤组织中的Bcl-2 mRNA表达量均显著降低，高剂

量组表达水平显著低于低剂量组，表明易普利姆玛

可显著降低Bcl-2表达。推测其可能通过诱导促凋亡

因子BAX和BAK的寡聚化并转移至线粒体外膜上，

使得凋亡因子（细胞色素C）释放到胞内基质中，最终

引起肿瘤细胞死亡，从而发挥抗肿瘤作用。以上研

究结果说明，易普利姆玛对于小鼠体内Lewis肺癌细

胞的抑制作用可通过多个信号通路进行调控，从而

综合发挥免疫调节和抗肿瘤作用。

综上所述，易普利姆玛可有效抑制 TGF-β1/ERK

信号通路，改善机体免疫功能以及下调Bcl-2的表达，

从而抑制小鼠体内Lewis肺癌细胞生长，发挥抗肿瘤作用。
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