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$法同时测定大鼠脑

组织中
M

种氨基酸类神经递质"研究了矿物药青礞石原药材粉末)水煎液)药渣对戊四氮!
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种氨基酸的线性关系良好"精密度)准确度均符合生物样品的分析要求%

大鼠给予青礞石不同样品后"脑组织皮层和海马中兴奋性神经递质
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水平显著降低%与模型组
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占氨基酸总含量的百分比均增加"
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的浓度均降低%这说明"矿物药青礞石能有效降低
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点燃大鼠脑内兴奋性氨基酸递

质含量"调节皮层和海马区
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等多种元素*

+E)

+

%青礞石是

常用矿物药之一"性甘)咸)平"归肺)心)肝经"

具有坠痰下气)平肝镇惊之功效*
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"临床上常用

于治疗癫痫疾病%近年来"已有文献对青礞石

的成分)质量控制)炮制工艺及药理作用等方面

的研究进行了系列报道*
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癫痫是一种常见的神经系统疾病"癫痫的

发生是由中枢神经系统兴奋与抑制间的不平衡

导致的*
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脑部重要的兴奋性神经递质#

#

E

氨基丁酸!

#

E

0<4/%I-;

=

.4:0:4W

"

ZLOL

$"甘氨酸!

Q

&

=

:4/5

"

Z&

=
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%因氨基

酸无紫外吸收"故多采用邻苯二醛!
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$柱前

衍生
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法结合荧光检测器或其改良法进

行测定*
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"但该方法耗时长"且氨基酸荧光衍

生产物不稳定%超高效液相色谱
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$测

定氨基酸具有对待测物分离要求低)用量少)操

作简单)且无需衍生化处理等优点%
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法测

定大鼠脑组织中
M

种氨基酸类神经递质"并对

神经递质含量或比例变化进行检测"以期为探

讨青礞石治疗癫痫的作用机制奠定基础%
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营店提供"经南京大学地球科学与工程学院孔庆
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#水为超纯水#其他试药均为市售分析纯%
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实验动物

清洁级雄性
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%购回大鼠后"在适

宜条件下适应性喂养一周"自由饮食%
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动物模型的建立
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点燃癫痫大鼠模型的制备*
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'用生

理盐水将
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配制成
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溶液*
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日固定时间给大鼠腹腔注射
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溶液"剂量按

亚致痉量
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+标准进行造模"持续
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周#停药
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周后"再用相同剂量
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测试"凡

显示连续
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次
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级或
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级以上惊厥的大鼠被认

为达到了点燃标准*
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+标准对

大鼠癫痫性发作进行分级'
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级为无抽搐发作#

$

级为面部抽搐和孤立性肌痉挛#
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级为全身

性痉挛抽搐#

'

级为全身性痉挛呈无明显间歇

的癫痫持续状态或抽搐致死#

*

级为全身性强

直痉挛抽搐"伴站立和跌倒#
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级为同
*

级反复

发作呈无明显间歇的癫痫持续状态或抽搐致

死%其中"大鼠若出现持续
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级发作"需给予
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水合氯醛缓解发作%
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给药样品的制备

青礞石原药材样品的制备'将青礞石药材

在玛瑙研钵中磨成细粉后过药典
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青礞石粉%

青礞石水提液样品的制备'取青礞石药材

置于煎煮容器内"第一次加入
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倍量水"煮沸
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后用纱布过滤"所得药液为头煎药液#向

过滤后的药渣中加入
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倍量水继续加热"煮沸
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药液相当于
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Q

5L<4W5

!

)_+<<d@*<<d!_@

"

<

$#流动相'

L

相为

乙腈"

O

相为
#<<%&

(

D

乙酸铵!含
*_+̀

冰醋

酸$#梯度洗脱程序'

*

#

! <4/

)

?À O

"

!

#

#<4/

)

?À

#

A@̀ O

"

#

#

?<4/

)

A@̀

#

"*̀ O

"

?

#

+)<4/

)

"*̀

#

@*̀ O

"

+)

#

+!<4/

)

@*̀

#

?À

O

"

+!

#

+@<4/

)

?À O

#柱温
M* e

#流速
*_A

<D

(

<4/

#检测波长
)@M/<

#进样量
+

"

D

%

BCOCD

!

质谱条件
!

F-.I%8

9

.0

=

离子源"

P8\

g电

离模式"多反应监测!

7]7

$采集方式"离子化温

度
@@*e

"喷雾电压
@@**$

"雾化气!

Z8+

$流速

@@D

(

<4/

"辅助气!

Z8)

$流速
@@D

(

<4/

"气帘气流

速
!@D

(

<4/

%用于定量的离子分别为'

Z&-

母离

子
C

(

<+MA

"子离子
C

(

<AM

#

Z&

=

母离子
C

(

<"#

"子

离子
C

(

<!*

#

L6

9

母离子
C

(

<+!M

"子离子
C

(

<

"M

#

ZLOL

母离子
C

(

<+*M

"子离子
C

(

<A

%

BCOCE

!

标准储备液的配制
!

取
M

种氨基酸对

照品各
+**<

Q

"精密称定"分别置于
+**<D

容

量瓶中"用纯水溶解并稀释至刻度"得
M

种氨基

酸标准品储备液%

BCOCF

!

标准曲线及线性范围
!

取不同体积的

各氨基酸标准储备液"用超纯水稀释并定容至

+*<D

容量瓶中"得一系列浓度梯度的混合对

照品溶液"详情列于表
+

%以峰面积
6

对浓度

N

!

<

Q

(

D

$进行线性回归"结果列于表
)

%

@!@

第
#

期
!!

刘圣金等'矿物药青礞石对
CF[

点燃癫痫大鼠脑组织中氨基酸神经递质含量的影响



表
B

!

不同浓度梯度的氨基酸标准品在
BQ5#

容量瓶中的加入量

K-:70B

!

=5+L12+3*,330>0124+14012>-2,+16

+3-5,1+-4,*62-1*->*6-**0*,12+BQ5#8+7L502>,437-6Z

标准品
加入量(

"

D

+ ) ! M @ # " A ?

谷氨酸
+@** +*** A** #** M** )** +@* +)* +**

甘氨酸
#** @** M** !** )** +** @* )* +*

天冬氨酸
+@** +*** A** #** M** )** +@* +)* +**

#

E

氨基丁酸
+@** +*** A** #** M** )** +@* +)* +**

表
D

!

各种氨基酸的标准曲线及线性范围

K-:70D

!

)2-1*->*4L>806-1*7,10->>-1

I

06+3-5,1+-4,*

氨基酸 标准曲线 线性范围(!

<

Q

(

D

$ 最低检测限(!

<

Q

(

D

$ 相关系数
5

谷氨酸
6

m?_!@d+*

@

Nf!_#"d+*

@

+*

#

+@* *_*# *_???+

甘氨酸
6

m"_+"d+*

M

Nf)_M)d+*

M

+

#

#* *_)+ *_???#

天冬氨酸
6

m)_?!d+*

@

Nf+_"+d+*

#

+*

#

+@* *_@" *_???@

#

E

氨基丁酸
6

mA_+d+*

@

NgM_#?d+*

#

+*

#

+@* *_+# *_??M"

BCOCG

!

海马)皮层样品的处理
!

大鼠冰上断头

取脑"分离皮层及海马"在冷生理盐水!

Me

$中

洗去血液"用滤纸吸干水分"称其质量#按料液

比
+l?

加入
*_M<%&

(

D

高氯酸沉淀蛋白"匀浆

机匀浆"彻底混匀组织液#以
+)***.

(

<4/

低温

离心
+@<4/

"取上清液"于
fA*e

冰箱保存"待

测%测定前用稀氨水调至
9

J

中性"过
*_M@

"

<

微孔滤膜%

D

!

结果与讨论

DCB

!

方法学考察

DCBCB

!

专属性实验
!

精密量取
+_"_!

节配制

的标准品储备液适量"制成适当浓度的混标溶

液"在
+_"_+

和
+_"_)

节条件下检测"并与脑组

织样本的色谱图进行比较"结果示于图
+

%可

见"各色谱峰的保留时间在
"

#

A<4/

之间"无

杂质干扰"峰型良好%

DCBCD

!

精密度实验
!

日内精密度'取同一混合

对照品溶液"于同一天不同时间段每隔
)3

进

样
+

次"连续进样
#

次"计算得
Z&-

)

L6

9

)

Z&

=

和
ZLOL

峰 面 积 的
]8K

分 别 为
!_)?̀

)

!_)@̀

)

)_AÀ

)

)_M+̀

%

日间精密度'取同一混合对照品溶液"于第

+

)

)

)

!

)

M

)

@

天分别进样"计算得
Z&-

)

L6

9

)

Z&

=9

和
ZLOL

峰面积的
]8K

分别为
!_+?̀

)

)_#!̀

)

!_*M̀

)

)_)@̀

%

DCBCE

!

准确度实验
!

取同一组织匀浆"按

+_"_@

节条件处理脑样品"平行制备
@

份样品"

进行
D2E78

(

78

分析"计算得皮层样品和海

马样品的
Z&-

)

L6

9

)

Z&

=

)

ZLOL

峰面积的
]8K

分别 为
+_M"̀

)

+_#+̀

)

!_M"̀

)

)_!?̀

和

M_!#̀

)

+_A"̀

)

)_++̀

)

!_+M̀

"均符合生物样

品的分析要求%

DCBCF

!

稳定性实验
!

取
)_+_)

节配制的同一

混合对照品溶液"于
Me

保存"分别在
*

)

#

)

+)

)

)M3

进样分析%结果表明"在
M e

条件下"样

品在
)M3

内稳定性较好%取
+_"_@

节的皮层

及海马样品各
!

份"于
fA*e

保存"每
!

周测

定
+

份"比较各种氨基酸在不同时间点的含量

变化%结果表明"保存于
fA* e

的样品较稳

定"在
)

个月内无明显降解%

DCD

!

数据处理与分析

DCDCB

!

分析方法
!

采用
8C88+A_*

软件进行数

据处理"用线性回归方法分别计算氨基酸类神经

递质!

Z&-

)

L6

9

)

Z&

=

)

ZLOL

$所对应的回归方程"

并计算各氨基酸含量%所有指标结果均以+

Nh)

表示"

L

,

*_*@

表示所测数据的差异有显著统计

学意义"

L

,

*_*+

表示有非常显著统计学意义%

#!@
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注'

L_

对照品#

O_

皮层样品#

2_

海马样品#

+_Z&-

#

)_Z&

=

#

!_L6

9

#

M_ZLOL

图
B

!

F

种氨基酸对照品与脑样品的
#$%()

&

()

图

H,

I

JB

!

#$%()

&

()6

.

042>-+33+L>-5,1+-4,*6,1>030>01406-1*:>-,16-5

.

706

DCDCD

!

测定结果
!

在皮层中"与
7Z

组比较"

其他各组
Z&

=

含量占总氨基酸含量的比例明显

升高"其中
2Z

和
CZ

组具有极显著性差异

!

L

,

*_*+

$"

]J

)

]D

组具有显著性差异!

L

,

*_*@

$#

L6

9

(

ZD

=

含量明显降低"其中
2Z

)

CZ

及
CJ

组具有极显著性差异!

L

,

*_*+

$"

]D

)

YJ

和
YD

组具有显著性差异!

L

,

*_*@

$#

Z&-

(

ZD

=

含量明显降低"其中
2Z

)

CZ

)

]J

和

]D

组具有极显著性差异!

L

,

*_*+

$"

YJ

组具

有显著性差异!

L

,

*_*@

$#

CJ

和
CD

组具有明

显的量效关系"结果列于表
!

%

在海马中"与
7Z

组比较"其他各组
Z&-

浓度均降低"其中
]J

)

]D

)

YJ

和
YD

组具有

极显著差异!

L

,

*_*+

$#

L6

9

浓度均降低"其中

"!@

第
#

期
!!

刘圣金等'矿物药青礞石对
CF[

点燃癫痫大鼠脑组织中氨基酸神经递质含量的影响



CZ

组具有极显著差异!

L

,

*_*+

$"

2Z

)

CJ

)

]J

和
]D

具有显著性差异!

L

,

*_*@

$#

Z&

=

浓

度均降低"其中
2Z

)

CZ

)

CJ

和
]D

组具有极显

著差异!

L

,

*_*+

$"

]J

和
YJ

组具有显著性

差异!

L

,

*_*@

$#

ZLOL

浓度均降低"其中
2Z

)

CZ

)

CJ

)

CD

)

]J

)

]D

和
YD

组具有极显著差

异!

L

,

*_*+

$"

YJ

组具有显著性差异!

L

,

*_*@

$#

CJ

组对
L6

9

)

Z&

=

)

ZLOL

的干预作用

最强#

CJ

和
CD

组具有明显的量效关系"结果

列于表
M

%

表
E

!

皮层中(

N7

@

'

=6

.

&

N7

@

和
N7L

&

N7

@

水平"

+

4b+

(

!

&

O

#

K-:70E

!

#08076+3N7

@

(

=6

.

&

N7

@

-1*N7L

&

N7

@

,14+>20[

"

+

4b+

(

!

&

O

#

组别 甘氨酸, 天冬氨酸(甘氨酸 谷氨酸(甘氨酸

空白组
2Z *_*")"h*_**@@

''

!_"@?@h*_M"?A

''

@_M**!h*_A!A@

''

卡马西平组
CZ *_*#)"h*_**!"

''

M_+##Ah*_!@@+

''

#_#A@#h*_#!?+

''

青礞石原药高剂量组
CJ *_*@?*h*_**A?

M_+"AMh*_A*#M

''

"_?*)*h+_*MA)

青礞石原药低剂量组
CD *_*@M)h*_**?M M_A@"Mh*_"M** A_!*++h+_+!!A

青礞石药渣高剂量组
]J *_*#+!h*_**"*

'

M_@@#@h*_M!#* "_+#@Ah+_!MA!

''

青礞石药渣低剂量组
]D *_*#+"h*_**@#

'

M_!+A!h*_@++!

'

"_+?MMh*_"!+#

''

青礞石水煎液高剂量组
YJ *_*@@+h*_*+M@

M_!)A)h*_@+A"

'

"_##*@h+_#+)"

'

青礞石水煎液低剂量组
YD *_*@"*h*_**#* M_M"MAh*_#+#"

'

A_*A@!h+_#**+

模型组
7Z *_*@+@h*_*++# @_)M#)h+_M*+A ?_M*@?h!_)?!"

!!

注'

,

表示
Z&

=

占氨基酸总含量的百分比#

'

表示
L

,

*_*@

#

''

表示
L

,

*_*+

表
F

!

海马中(

N7L

'

=6

.

'

N7

@

及
N=9=

含量"

+

4b+

(

5

I

&

#

(

!

&

O

#

K-:70F

!

$+120126+3N7L

(

=6

.

(

N7

@

-1*N=9=,1<,

..

+4-5

.

L6

"

+

4b+

(

5

I

&

#

(

!

&

O

#

组别 谷氨酸 天冬氨酸 甘氨酸
#

E

氨基丁酸

空白组
2Z +!!#h)*# !+MhM)

'

++?h+"

''

!)!hAA

''

卡马西平组
CZ +!!?h++" )#?h"M

''

+)"h+?

''

!))h?)

''

青礞石粉末高剂量组
CJ +!*!h+?+

)?"h@"

'

++Mh+)

''

!*@h++#

''

青礞石粉末低剂量组
CD +!+?h?M !@?h?@ +#Mh)+ M)"h++)

''

青礞石药渣高剂量组
]J ++)"h)"*

''

!*)h!A

'

+@@h)+

'

M+!h++M

''

青礞石药渣低剂量组
]D ++@*h+""

''

!*MhM"

'

+)@h)!

''

!!Mh?)

''

青礞石水煎液高剂量组
YJ

++@@h+++

''

!)?h")

+@?h+#

'

M@!h#A

'

青礞石水煎液低剂量组
YD ++MMh!#!

''

!)@h+*? +#MhM@ M)Ah+!M

''

模型组
7Z +M#Ah+?M !?Mh#) +AMh)" @?#h+"+

!!

注'

'

表示
L

,

*_*@

#

''

表示
L

,

*_*+

DCE

!

讨论

DCECB

!

供试品制备方法的优化
!

选取甲醇)乙

腈)高氯酸这
!

种蛋白沉淀剂进行比较"结果表

明"高氯酸的沉淀能力较强%实验对匀浆浓度

!

+lM

)

+l?

和
+l+?

$进行了比较"结果显示"

在
+l?

时响应值最好"但色谱峰有分岔现象%

考虑到可能由于高氯酸的酸性过强"因此采用

稀氨水调至
9

J

中性"最终获得了理想的峰型%

DCECD

!

色谱
E

质谱条件的优化
!

bO.4W

Q

5L<4W5

分析柱可用于极性物质的保留分析"耐受性较

好"可取代硅胶氨基柱"能从根本上解决氨基键

合硅胶柱不耐高
9

J

值和键合相流失严重的问

题"其性能大大优于传统的硅胶基质氨基柱"且

!_@

"

<

粒径能提升柱效与分辨率%实验选择

A!@
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了信噪比较低的正离子模式"同时对质谱参数

中的母离子)子离子进行摸索"对裂解能量和碰

撞能量进行优化%

DCECE

!

给药样品的选择
!

为了考察不同给药

样品的有效性和临床上水煎后废弃的药渣是否

仍具有药效"以充分利用青礞石资源"本实验设

有粉末组)水煎液组及药渣组%若粉末组最有

效"水煎液组次之"药渣组效果最不明显"则说

明青礞石的有效成分可通过水煎液煎出#若粉

末组最有效"药渣组次之"水煎液组效果最不明

显"则说明青礞石的有效成分不可通过水煎液

煎出%

DCECF

!

实验结果分析
!

ZLOL

通过
Z&-

脱羧

而成"经
ZLOL

转运体转运至胞内而降解#

Z&

=

主要分布于中间神经元"在中枢神经系统的某

些区域"

Z&

=

与
ZLOL

呈同步性释放#而
L6

9

与
Z&-

同为兴奋性神经递质%文献*

+?E)*

+报道

了通过
Z&-

(

ZLOL

值及
Z&-

(

Z&

=

值考察兴奋

性与抑制性神经递质在脑内的平衡关系"但鲜

有
L6

9

(

Z&

=

值的报道%本实验中"青礞石能够

降低癫痫大鼠海马中兴奋性氨基酸递质
Z&-

和
L6

9

的含量"各组样品均能提高癫痫大鼠皮

层抑制性神经递质
Z&

=

的比例"降低
L6

9

(

Z&

=

值和
Z&-

(

Z&

=

值%兴奋性氨基酸含量的降低"

说明青礞石可以通过降低脑内兴奋性神经递质

的毒性作用*

)+

+来保护神经元"从而抑制癫痫发

作%对于皮层中
Z&

=

含量升高)海马中
Z&

=

和

ZLOL

含量降低的现象"可能有以下原因'

+

$虽然
Z&

=

通常被认为是抑制性神经递

质*

))E)M

+

"但也有文献*

)@E)#

+认为它是兴奋性神经

递质"由此猜想"

Z&

=

在皮层中可能作为抑制性

神经递质"而在海马中却作为兴奋性神经递质

存在#

)

$

Z&

=

在皮层和海马中给药后的含量变

化相反"这可能与皮层和海马的不同功能定位

有关*

)"

+

#

!

$青礞石降低了癫痫大鼠海马
ZLOL

的含量"可能与癫痫发生后的体内代偿反应有

关"这一现象与文献*

)AE)?

+的结果一致%

E

!

结论

本研究建立了
G;.0

9

EBCD2E78

(

78

同时

测定
M

种氨基酸神经递质的方法"分析了青礞

石对戊四氮点燃癫痫大鼠脑组织!海马)皮层$

中氨基酸递质含量的影响%结果表明'青礞石

药材组)药液组及药渣组对抑制癫痫均有效%

由此推测'青礞石抗癫痫作用机制是在降低兴

奋性神经递质含量的同时"又提高了抑制性神

经递质在脑内的含量%通过减少兴奋性神经递

质对神经组织的兴奋毒性作用"维持了脑内兴

奋性与抑制性氨基酸之间的平衡关系"抑制了

异常放电"从而达到抗癫痫的作用%本研究可

为矿物药青礞石治疗癫痫疾病的作用机制提供
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