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温度对中华大蟾蜍和中华鳖冬眠前离体红细胞
免疫功能及其大小的影响

董晓敏　周显青 3 　王　迎
(首都医科大学基础医学院实验动物学系　北京　100069)

摘要 :为了探讨温度变化对中华大蟾蜍 ( Bufo gargarizans)和中华鳖 ( Trionyx sinensis)离体红细胞免疫功能

及细胞大小的影响 ,我们设计了 10℃、20℃、30℃、37℃4个温度组 ,通过红细胞 C3 b受体花环试验和红

细胞免疫复合物花环试验检测红细胞免疫活性 ,同时测量其红细胞大小。结果表明 ,温度对中华大蟾蜍

离体红细胞 C3 b受体花环率影响显著 ,随着温度的升高 ,中华大蟾蜍离体红细胞 C3 b受体花环率逐渐降

低 ,在 30℃和 37℃时 ,其红细胞 C3 b受体花环率明显比 10℃时低 ;而温度对其离体红细胞免疫复合物花

环率和红细胞大小却没有显著影响。温度对中华鳖离体红细胞 C3 b受体花环率、免疫复合物花环率及

其大小亦没有显著影响。除了 10℃时中华鳖离体红细胞免疫复合物花环率与中华大蟾蜍没有明显差别

外 ,其余各温度下中华鳖离体红细胞 C3 b受体花环率和免疫复合物花环率均明显比中华大蟾蜍的高 ,而

其红细胞的长径和短径却明显比中华大蟾蜍红细胞的小。这说明 ,温度能明显影响中华大蟾蜍离体红

细胞免疫功能 ,而对中华鳖离体红细胞的免疫活性影响不明显 ,随着动物进化程度的提高 ,中华鳖红细

胞对温度变化的适应能力和免疫活性比中华大蟾蜍明显增强。
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Immune Functions and Sizes of Erythrocytes from Pre2hibernal

Bufo gargarizans and Trionyx sinensis : in vitro Effects of Temperature

DONG Xiao2Min　ZHOU Xian2Qing
3 　WANG Ying

( Department of Laboratory Animal Science , School of Basic Medical Sciences , Capital Medical University , Beijing　100069 , China)

Abstract: This study investigated the effects of different temperatures (10℃, 20℃, 30℃, 37℃) on the immune

functions and sizes of in vitro erythrocytes from the pre2hibernal Chinese Big Toad ( Bufo gargarizans) and the Soft2
shelled Turtle ( Trionyx sinensis) . The erythrocytic immunocompetence was observed by the tests of erythrocyte2C3 b

receptor rosette ( E2C3 bR) and erythrocyte immune complex rosette ( E2ICR) , and the long2diameter and short2

diameter of erythrocyte were measured. The results showed that ,in Chinese Big Toad ,the rate of E2C3 bR rosette was

reduced with temperature increasing from 10℃to 37℃,significantly lower at 30℃and 37℃than at 10℃,indicating

that the temperature plays an important role in formation of E2C3 bR rosette. However ,the rates of E2ICR rosette and

erythrocyte sizes had no significant change at different temperatures. Besides ,in the Soft2shelled Turtle ,the rates of E2
C3 bR rosette ,E2ICR rosette and the erythrocyte size had no significant difference among different temperature groups.



The results also demonstrated that the rates of E2C3 bR rosette and E2ICR rosette in the Soft2shelled Turtle were higher

than those of the Chinese Big Toads at different temperatures ,except the rate of E2ICR rosette at 10℃,while the long2
diameter and short2diameter of erythrocyte in Soft2shelled Turtle were obviously smaller than those of toads. The results

above demonstrate that the temperature significantly affects the immune functions of erythrocyte in Chinese Big Toad ,

but not in Soft2shelled Turtle. Therefore ,with animal evolution , the endurance to the temperature changes and the

erythrocyte immunocompetence in Soft2shelled Turtle is higher than that in Chinese Big Toad.

Key words :Temperature ; Chinese Big Toad ( Bufo gargarizans) ; Soft2shelled Turtle ( Trionyx sinensis) ; Erythrocyte

size ; Immune function

　　Nelson
[1 ]于 1953 年发现哺乳动物红细胞具

有清除循环免疫复合物的功能 ,打破了红细胞

只具有运输 O2和 CO2功能的传统认识。1981

年 ,Siegel
[2 ]等证实了红细胞具有免疫黏附的重

要功能 ,并提出了“红细胞免疫系统 ( red2cell

immune system ,RCIS)”的概念。现已证明 ,红细

胞膜表面补体受体分子 ,特别是补体受体 1型

(complement receptor type 1 ,CR1)介导的红细胞

免疫黏附机制是红细胞发挥免疫功能的基本手

段[3 ]。而 CR1的活性通常可由红细胞 C3 b受体

花环结合率和红细胞免疫复合物 ( immune

complex ,IC)花环结合率的高低来体现[4 ]。程树

军等[5 ]研究表明 ,食蟹猴 ( Macaca f ascicularis)红

细胞 C3 b受体花环率和免疫复合物花环率成年

组均高于老年组 ,但恒河猴 ( M1 mulatta)不同年

龄组红细胞 C3 b受体花环率和免疫复合物花环

率无明显差异 ;少数年龄段的食蟹猴红细胞

C3 b受体花环率较恒河猴高 ,而多数年龄段的

食蟹猴免疫复合物花环率较恒河猴高。缺锌和

高锌均使鹅 ( Anser domestica)的红细胞 C3 b受体

花环率及红细胞免疫复合物花环率降低[6 ]。对

不同种鱼类的红细胞 C3 b受体花环率的比较研

究表明 ,其红细胞免疫功能在种间、杂交种与其

亲本之间以及种内不同群体间都存在差异[7 ]。

虹鳟鱼 ( Oncorhynchus mykiss)红细胞能够结合自

身或人类血清调理的免疫复合物 ,而鲇鱼

( Ictalarus punctatus)红细胞却不能结合[8 ]。黄

芪多糖通过影响红细胞膜补体受体的活性和数

量从而增强鸡 ( Gallus domesticus)红细胞免疫黏

附功能[9 ]。长时间剧烈运动明显抑制大鼠

( Rattus norvegicus)红细胞免疫黏附力 ,而中药

红景天可明显改善其对大鼠红细胞的抑制作

用[10 ]。这些研究结果表明 ,红细胞的免疫功能

是很复杂的 ,受多种因素影响。在爬行动物红

细胞免疫功能研究中表明 ,中华鳖 ( Trionyx

sinensis)的 5个品种黄河鳖、淮河鳖、洞庭湖鳖、

鄱阳湖鳖、太湖鳖 ,其红细胞均能黏附致敏酵母

和肿瘤细胞形成花环 ,且 5个品种的红细胞黏

附肿瘤细胞的能力无显著差异[11 ] ;进一步的研

究发现 ,亚硒酸钠、硒酵母、果糖和β2葡聚糖 4

种免疫增强剂能不同程度地增加中华鳖血液中

红细胞数量及其红细胞免疫功能[12 ]。

纵观国内外的研究报道 ,目前关于红细胞

免疫的研究大多集中在哺乳动物和人 ( Homo

sapiens) [2～5 ,7 ,10 ,13 ,14 ]
, 禽类和鱼也有少量报

道[6～8 ]。中华大蟾蜍 ( Bufo gargarizans)是我国

特产动物 ,分布广泛 ,能消灭多种农作物害虫 ,

是动物药蟾酥的药源 ,已用于医学和生物学实

验研究。中华鳖是我国重要的特种经济动物。

鉴于此 ,本研究观察了温度对中华大蟾蜍和中

华鳖红细胞免疫功能的影响 ,以期揭示温度与

其红细胞免疫活性之间的关系以及两种动物红

细胞免疫功能的异同 ,同时为中华大蟾蜍和中

华鳖红细胞免疫功能的研究提供基础数据。

1　材料与方法

111　实验动物　中华大蟾蜍 (10月底)购自北

京阎村新生蟾蜍养殖中心 ,均为健康的个体 ,体

重范围在 100～200 g ,共 10只 ,每只单养在 25

cm×20 cm×10 cm的塑料盒中 ,温度控制在 (10

±011) ℃。中华鳖 (10 月底)购自北京顺原养

殖场 ,10只体重在 80～150 g的健康中华鳖饲

养在 75 cm×25 cm ×25 cm玻璃缸中 ,每缸 5
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只 ,水温控制在 (10±011) ℃。蟾蜍和中华鳖的

光照周期均为 12 hL :12 hD。在此条件下驯化

21 d ,使其适应环境条件。驯化结束后 ,将蟾蜍

乙醚麻醉 3～5 min ,然后心脏取血 ,中华鳖颈部

静脉取血 ,血液用 ACD (0148 % 柠檬酸 ,1132 %

柠檬酸钠 ,1147 %葡萄糖)抗凝剂抗凝 ,备用。

112　方法

11211　红细胞悬液制备 　取上述中华大蟾蜍

和中华鳖血液各 011 ml ,加入 pH = 711的 PBS

液 ,用低速自动平衡离心机 (LDZ522) 3 000 rΠ
min离心 3～4 min ,洗涤 ,弃上清液 ;反复 3次 ,

高倍显微镜下镜检没有白细胞 ;配成 1125×107

个Πml的红细胞悬液。

11212　C3 b致敏酵母的制备　将新鲜酵母 (购

自河北马利食品有限公司)用生理盐水洗涤 3

次 ,配成 1 %的酵母菌悬液 ,置水浴锅内煮沸 30

min ;过滤 ,在显微镜下呈单个酵母菌细胞分散

状态 ,酵母细胞悬液中加入等量小鼠血清 (购自

北京莱博生物实验材料研究所)混合 ,37℃作用

15 min ,生理盐水洗涤一次 ,2 500 rΠmin 离心 10

min ,去除上清 ,用生理盐水重新混匀 ,计数后酵

母菌浓度配成 110×10
8 个Πml ,即为致敏酵母菌

悬液。

11213　红细胞 C3 b受体花环试验 　按照郭峰

等[7 ]的方法测定红细胞 C3 b 受体花环率。取

C3 b致敏的酵母悬液及红细胞悬液各 50μl 加

入细胞培养板孔混匀 ,每个样品做 2个平行 ,分

别在 10℃、20℃、30℃、37℃4个不同温度下孵

育 30 min ;然后每孔加生理盐水 100μl混匀 ;再

加 0125 %戊二醛 25μl ;每孔涂 2 张平行片 ,自

然干燥 ,甲醇固定 1 min ,用瑞氏染液染色 5

min ,用 pH = 615的 PBS液冲洗 5 min ;自来水洗

3～5 min ;自然晾干 ,高倍镜检。以 1个红细胞

黏附 1个或 1个以上酵母菌者为 1 个花环 ,计

数 200个红细胞 ,依照下列公式计算红细胞 C3 b

受体花环率 :红细胞 C3 b 受体花环率 = n1Π200

×100 % ,其中 , n1 表示黏附 1个或 1个以上酵

母的红细胞个数。

11214　红细胞免疫复合物花环试验 　按照郭

峰等[7 ]的方法测定红细胞免疫复合物花环率 ,

除酵母菌 (1×10
8 个Πml)不加小鼠血清致敏外 ,

其余步骤均与红细胞 C3 b受体花环试验相同。

红细胞免疫复合物花环率的计算公式为 :红细

胞免疫复合物花环率 = n2Π200 ×100 % ,其中 ,

n2 表示黏附 1 个或 1 个以上未致敏酵母的红

细胞个数。

11215　红细胞长径与短径长度的测定 　在显

微镜下 ,用Motic Images Advanced 312 (北京麦克

奥迪仪器仪表有限公司)测量红细胞长、短径。

每只中华大蟾蜍和中华鳖各取 5个红细胞进行

测量 ,求其平均值为每只动物红细胞的长、短

径。

11216　统计分析 　实验所得数据采用 SPSS

1010统计软件包进行统计分析。用两组独立

样本的 t2检验 ( Independent2Sample t2test)比较同

一温度下两种动物间的差异 ;单因素方差分析

(One2way ANOVA)检验同一动物不同温度组间

的差异 ,而后用 LSD (Least2Significant2Difference)

多重比较 ,分析不同组间的差异。结果均以平

均值±标准误表示 , P < 0105表示差异显著。

2　结　果

211　不同温度下中华大蟾蜍和中华鳖离体红

细胞 C3 b受体花环的变化 　单因素方差分析

表明 ,温度对中华大蟾蜍离体红细胞 C3 b受体

花环率影响显著 ( F = 41363 , P = 01010) ,随着

温度的升高 ,中华大蟾蜍离体红细胞 C3 b受体

花环率逐渐降低 ,在 30℃和 37℃时 ,其红细胞

C3 b受体花环率明显比 10℃时低 (其 P值分别

为 P = 01021 , P = 01001 ,图 1) 。温度对中华鳖

离体红细胞 C3 b 受体花环率没有显著影响 ( F

= 11021 , P = 01395) ,虽然随着温度升高其红细

胞 C3 b受体花环率有升高趋势 ,但不同温度下

无显著差异。独立样本 t2检验表明 ,在相同温

度下 ,中华大蟾蜍离体红细胞 C3 b受体花环率

均明显比中华鳖低 (图 1) 。红细胞与酵母菌形

成花环见图 2。
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图 1　温度对中华大蟾蜍和中华鳖离体红细胞 C3 b

受体花环率的影响 (平均值±标准误)

Fig. 1　Effects of temperature on the rates of

erythrocyte2C3 b receptor rosette in

Bufo gargarizans and Trionyx sinensis (Mean±SE)

P值表示每个温度下中华大蟾蜍与中华鳖比较的结果 ( t2

检验) ;LSD多重比较 ,上标字母完全不同表示不同温度组

间差异显著 ( P < 0105)。

P values were the comparative results between Bufo gargarizans

and Trionyx sinensis in each temperature group ( t2test ) ; LSD

multiple range test , the values with different superscripts are

significantly different among different groups. Differences were

considered significant at P < 0105.
　

图 2　红细胞与酵母菌形成的花环

Fig. 2　The rosette made by

erythrocytes binding yeast

E.红细胞 ; Y.酵母菌。(瑞氏染色 ,10×40)

E. Erythrocyte ; Y. Yeast . (Wright’s dye ,10×40)
　

212　不同温度下中华大蟾蜍和中华鳖离体红

细胞免疫复合物花环的变化　单因素方差分析

表明 ,温度对中华大蟾蜍和中华鳖离体红细胞

免疫复合物花环率没有显著影响 (其 F值和 P

值分别为 F = 01526 , P = 01667 ; F = 11115 , P =

01356) ,虽然随着温度升高 ,中华大蟾蜍红细胞

免疫复合物花环率有降低趋势 ,而中华鳖红细

胞免疫复合物花环率有升高趋势 ,但不同温度

下都无显著差异。独立样本 t2检验表明 ,在

20℃、30℃、37℃3 个温度下 ,中华大蟾蜍红细

胞免疫复合物花环率明显比中华鳖红细胞的低

( 其 P分别为 01001 ,01000 ,01000) ,而在 10℃

时二者没有显著差异 ( P = 01163) (图 3) 。

图 3　温度对中华大蟾蜍和中华鳖红细胞免疫

复合物花环率的影响 (平均值±标准误)

Fig. 3　Effects of temperature on the rates of

erythrocyte immune complex rosette in Bufo

gargarizans and Trionyx sinensis (Mean±SE)

P值表示每个温度下中华大蟾蜍与

中华鳖比较的结果 ( t2检验)。

P values were the comparative results between Bufo

gargarizans and Trionyx sinensis in each

temperature group ( t2test) . Differences were

considered significant at P < 0105.

　

213　不同温度下中华大蟾蜍和中华鳖离体红

细胞长径与短径的变化 　单因素方差分析表

明 ,温度对中华大蟾蜍和中华鳖红细胞大小没

有显著影响。中华大蟾蜍红细胞的长、短径范

围分别是 22180～25168μm、15169～17160μm ,

其均值分别为 22124μm、16164μm ;中华鳖红细

胞的长、短径范围分别是 17184～18175μm、

10155～1110μm ,其均值分别为 18130μm、10177

μm。独立样本 t2检验表明 ,在相同温度下 ,中华
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大蟾蜍红细胞的长、短径均明显比中华鳖红细

胞的大 (图 4、5) 。

图 4　温度对中华大蟾蜍和中华鳖离体红细胞

长径的影响 (平均值±标准误)

Fig. 4　Effects of temperature on the long2
diameters of erythrocyte in Bufo gargarizans

and Trionyx sinensis (Mean±SE)

P值表示每个温度下中华大蟾蜍与中华鳖比较

的结果 ( t2检验) ; P < 0105表示组间差异显著。

P values were the comparative results between

Bufo gargarizans and Trionyx sinensis in each

temperature group ( t2test) . Differences were

considered significant at P < 0105.
　

3　讨　论

311　温度对中华大蟾蜍和中华鳖离体红细胞

免疫功能的影响　在无脊椎动物进化到脊椎动

物过程中 ,补体调控蛋白家族 ( complement

control proteins , CCPs)激活补体及其他级联反

应、识别非自身组织的功能被保留下来。在脊

椎动物进化过程中 ,补体调控蛋白家族 CCPs扩

大了 ,如从脊椎动物到人类出现了许多补体调

控蛋白簇集[15 ]
,补体受体 1 型 (CR1)是补体调

控蛋白家族中的一员[16 ]。红细胞的免疫黏附

作用主要由 CR1 介导[17 ]。红细胞免疫黏附属

于非特异性免疫黏附范围。非特异性免疫也称

天然免疫 ,是机体预防病原体的天然屏障。它

是物种进化过程中 ,长期与自然界各种病原体

抗争中逐步形成的。目前的研究表明 ,鱼类的

牙鲆 ( Paralichthys olivaceus) [18 ]和虹鳟[8 ]、鸟类的

鸡[9 ]以及哺乳类动物中很多动物的红细胞都具

有免疫黏附作用。不同种属动物 ,其红细胞

CR1 (C3 b受体)的数量明显不同 ,动物进化程度

越高 ,其红细胞膜上 C3 b受体含量越高[7 ]。

图 5　温度对中华大蟾蜍和中华鳖红细胞

短径的影响 (平均值±标准误)

Fig. 5　Effects of temperature on short2
diameters of erythrocyte in Bufo gargarizans

and Trionyx sinensis (Mean±SE)

P值表示每个温度下中华大蟾蜍与中华鳖比较

的结果 ( t2检验) , P < 0105表示组间差异显著。

P values were the comparative results between

Bufo gargarizans and Trionyx sinensis

in each temperature group ( t2test) . Differences were

considered significant at P < 0105.
　

本实验结果显示 ,温度对中华大蟾蜍离体

红细胞 C3 b受体花环率有明显影响 ,随着温度

的升高 ,中华大蟾蜍离体红细胞 C3 b受体花环

率逐渐降低 ,在 30℃和 37℃温度时 ,其红细胞

C3 b受体花环率明显低于 10℃时 ;而温度对其

离体红细胞免疫复合物花环率没有显著影响 ,

虽然随着温度升高 ,其免疫复合物花环率出现

了降低趋势 ,但不同温度下没有显著差异。这

说明 ,中华大蟾蜍红细胞具有黏附异物的能力 ,

表明其红细胞表面存在 1型补体受体 CR1 (C3 b

受体)。表明 Siegel 等[2 ]提出的“红细胞免疫系

统”的概念也适用于两栖类动物 ;同时也表明 ,中

华大蟾蜍在其生活温度 10℃时红细胞免疫功能

最高 ,高于此温度 ,其红细胞免疫能力下降 ;中华

大蟾蜍离体红细胞 C3 b受体花环率比免疫复合
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物花环率对温度的变化更敏感。孟跃华等[19]研

究发现 ,温度对草鱼 ( Ctenopharyngodon idellus)血

液中离体吞噬细胞活性有影响 ,20～30℃时细

胞的吞噬活力几乎比 4～10℃时高一倍 ,但是

温度过高却不利于细胞的吞噬反应。关于温度

对两栖和爬行动物离体红细胞免疫功能影响 ,

迄今未见报道 ,没有数据可供比较。中华大蟾

蜍离体红细胞 C3 b受体花环率在 30℃和 37℃

时明显降低 ,可能是由于实验所用的冬眠前蟾

蜍 (其生活温度为 10℃) ,其体内细胞的生理及

免疫功能已适于低温状态 ,高孵育温度的应激

刺激 ,抑制了其红细胞的免疫功能 ,因而导致了

30℃和 37℃孵育温度下 ,其红细胞 C3 b受体花

环率明显低于 10℃时的现象。温度对红细胞

整体功能状态有一定的影响 ,红细胞免疫黏附

作用由 CR1介导 ,CR1的活性可能在动物的生

活温度下最高 ,因而出现了中华大蟾蜍离体红

细胞的免疫活性最高时的温度与其机体生存温

度相一致的现象。

不同孵育温度对中华鳖离体红细胞 C3 b受

体花环率和红细胞免疫复合物花环率没有明显

影响。关于中华鳖红细胞免疫功能的研究报道

极少 ,刘至治等[11 ,12 ]先后报道了不同类群的中

华鳖免疫功能的差异 ,以及免疫促进剂对其免

疫功能的影响。不同孵育温度对中华鳖离体红

细胞免疫功能没有显著影响 ,可能是由于其红

细胞体外孵育的时间还没有达到其改变的时间

所致 ,同时也说明中华鳖离体红细胞对温度的

变化有一定的耐受性。中华鳖在冬眠期 ,其体

温、呼吸频率、耗氧量和心率均显著低于活动

期 ,而红细胞数、血红蛋白含量及血糖浓度等却

高于活动期[20 ]。

本研究表明 ,中华鳖离体红细胞 C3 b受体

花环率和免疫复合物花环率均明显高于中华大

蟾蜍。这说明中华鳖红细胞的免疫功能明显高

于中华大蟾蜍。虽然中华大蟾蜍和中华鳖都属

于变温动物 ,其体温随着外界温度变化而变化 ,

但从进化地位上讲 ,属于爬行动物的中华鳖比

属于两栖类的中华大蟾蜍进化程度要高 ,这说

明随着进化程度的升高 ,不仅红细胞的免疫功

能在增强 ,而且其对温度变化的耐受性也在增

强。

312　温度对中华大蟾蜍和中华鳖离体细胞大

小的影响　本研究表明 ,不同孵育温度对中华

大蟾蜍和中华鳖离体红细胞的长径及短径均没

有明显影响。这说明 ,温度对中华大蟾蜍和中

华鳖离体红细胞的大小没有影响。杨严鸥

等[21 ] 报道 ,生活在不同温度下的黄颡鱼

( Pelteobagrus f ulvidraco) ,其红细胞的长径及长

径Π短径有明显变化 ,10℃时长径数值最大 ,而

短径无显著变化。生活在不同温度下的人 ,其

红细胞的形态、大小以及表面电荷密度都有明

显变化 ,随着环境温度的升高 ,人红细胞逐渐减

小 ,说明人的红细胞形态大小与环境温度密切

相关[22 ]。两栖和爬行类动物均为变温动物 ,其

体温随外界温度而改变 ,对其内环境造成影响。

本研究仅探讨了温度对蟾蜍和中华鳖离体红细

胞长、短径的影响 ,而温度对其体内红细胞大小

的影响 ,有待于进一步观察。

一般而言 ,脊椎动物进化程度越高 ,其红细

胞体积越小 ,数量越多[23 ]。本研究表明 ,中华

大蟾蜍红细胞的长径和短径分别为 22124μm、

16164μm ,均明显比中华鳖的长径 (18130μm)

及短径 (10177μm)长。这表明 ,中华鳖的红细

胞明显比中华大蟾蜍的红细胞小 ,符合随着进

化程度的提高红细胞变小的规律。

综上所述 ,中华大蟾蜍红细胞具有免疫黏

附功能 ,而且温度对其离体红细胞免疫功能影

响显著 ,但对中华鳖离体红细胞免疫活性没有

明显影响。说明中华大蟾蜍红细胞对温度的变

化较敏感 ,而且其红细胞 C3 b受体花环率是其

较为敏感的指标。中华鳖红细胞的免疫功能明

显高于中华大蟾蜍 ,但其红细胞却明显比中华

大蟾蜍的小。这说明 ,随着进化程度的提高 ,中

华鳖红细胞对温度的变化适应能力和免疫活性

比中华大蟾蜍明显增强。
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