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黄蜀葵花对碘普罗胺诱导肾小管上皮细胞
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摘要 ：目的 研究黄蜀葵花防治碘普罗胺诱导的人近端肾小管上皮细胞（HK2）损伤的作用和机制。方法

利用碘普罗胺孵育HK2细胞诱导的体外细胞损伤模型，采用黄蜀葵花制剂（TFA）干预碘普罗胺处理的HK2细胞，

分为空白组、模型组（111 mgI/mL 碘普罗胺）、TFA组（0.6 mg/mL TFA）、TFA+模型组（111 mgI/mL碘普罗胺+

0.6 mg/mL TFA）、N-乙酰半胱氨酸（NAC）组（10 mmol/L NAC）、NAC+模型组（111 mgI/mL 碘普罗胺+

10 mmol/L NAC）。采用CCK-8法检测细胞活性，活性氧（ROS）检测试剂盒检测ROS，Annexin V-FITC及

TUNEL染色检测细胞凋亡，免疫荧光法检测p-ASK1荧光，Western blotting检测通路凋亡蛋白表达。结果

碘普罗胺呈浓度依赖性诱导HK2细胞死亡，促进HK2细胞ROS的产生。空白组、TFA组与NAC组HK2细胞活

性比较，差异无统计学意义（P >0.05）；TFA+模型组、NAC+模型组HK2细胞活性高于模型组（P <0.05）。

Annexin V-FITC、TUNEL染色及流式细胞术结果显示，与空白组比较，模型组荧光强度明显增加；TFA组、

NAC组与空白组比较无明显差异；与模型组比较，TFA及+模型组和NAC+模型组细胞荧光强度减弱。免疫荧光

法结果表明，与空白组比较，模型组p-ASK1荧光表达明显增强；TFA组、NAC组与空白组比较，荧光表达无明

显差异；TFA+模型组、NAC+模型组的p-ASK1荧光强度较模型组减弱。Western blotting检测结果表明，与空

白组比较，模型组Bcl-2/Bax蛋白表达降低（P <0.05），Cleaved caspase-3/Caspase-3、pP38/P38、pJNK/JNK蛋

白表达升高（P <0.05）；与模型组比较，TFA+模型组和 NAC+模型组 Bcl-2/Bax 蛋白表达升高（P <0.05），

Cleaved caspase-3/Caspase-3、pP38/P38、pJNK/JNK蛋白表达降低（P <0.05）。结论 TFA可以减少碘普罗胺诱

导的HK2细胞凋亡，其机制可能与TFA抑制ROS-ASK1-MAPKs信号通路激活有关。
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ioproamine in vitro to establish renal tubular epithelial cell damage models, which were followed by the treatment

with total flavone of Abelmoschus manihot (TFA) or not. The cells were divided into blank group (untreated), model

group (111 mgI/mL of iopromide), TFA group (0.6 mg/mL of TFA) group, TFA-model group (111 mgI/mL of

iopromide plus 0.6 mg/mL of TFA), NAC group (10 mmol/L of NAC), and NAC-model group (111 mgI/mL of

iopromide plus 10 mmol/L of NAC). The cell viability was detected via CCK-8 assay, and the reactive oxygen

species were detected via commercial kits. The cell apoptosis was analyzed by Annexin V-FITC apoptosis staining

and TUNEL staining. The expression of p-ASK1 was analyzed by immunofluorescence staining, while the levels of

apoptosis-associated proteins were measured via Western blotting. Results Iopromide induced HK2 cell death in a

concentration-dependent manner and promoted the production of ROS in HK2 cells. There was no difference in the

cell viability among the blank group, TFA group and NAC group (P > 0.05), while the viability of HK2 cells in the

TFA-model group and NAC-model was higher than that in the model group (P < 0.05). As shown in Annexin V-

FITC and TUNEL staining as well as the flow cytometry, the fluorescence intensity of p-ASK1 was higher in the

model group relative to that in the blank group, and was lower in the TFA-model group and NAC-model group

compared with the model group. However, there was no difference in the fluorescence intensity of p-ASK1 between

the TFA group and NAC group. The Western blotting exhibited that the Bcl-2/Bax expression ratio was decreased,

but the cleaved Caspase-3/Caspase-3, pP38/P38 and p-JNK/JNK expression ratios were increased in the model group

compared with the blank group (P < 0.05). In comparison with the model group, the Bcl-2/Bax expression ratio was

increased, but the cleaved Caspase-3/Caspase-3, pP38/P38 and p-JNK/JNK expression ratios were decreased in the

TFA-model group and NAC-model group (P < 0.05). Conclusions TFA can alleviate the apoptosis of HK2 cells

induced by iopromide, and its mechanism may be related to TFA-mediated inhibition of the activation of ROS-

ASK1-MAPKs signaling pathway.

Keywords: radiographic contrast nephropathy; iopromide; TFA; reactive oxygen species; ASK1

造影剂肾病是指在排除其他病因的情况下，

接受血管内注射造影剂后72 h内出现肾功能损伤，

血肌酐较基线水平升高≥ 25%或>44 mmol/L[1]。随着

造影剂在心脏冠状动脉介入诊疗领域和放射诊断

技术中的广泛应用，造影剂肾病的发病率显著增

加，已成为医院内获得性肾损伤的第三大主要原

因[2]。既往研究表明，造影剂肾病与经皮冠状动脉

介入术后发生长期重大不良事情的风险呈正相关，

包括肾衰竭和心血管事件[3]。目前对造影剂肾病的

预防，尚缺乏特异性的治疗方案。

黄蜀葵花是肾脏疾病常用的清利药之一。其

中黄酮类化合物是其主要活性成分[4]。现代药理学

研究证实，黄蜀葵花黄酮类化合物具有抗炎、解

热、镇痛、抗氧化、保护肾小管和肾小球损伤等

作 用[5-6]。 N- 乙 酰 半 胱 氨 酸（N-Acetyl-L-cysteine,

NAC）是氧自由基的直接清除剂，在防治造影剂肾

病中发挥重要作用。本文以 NAC 为阳性药，旨在

探 究 黄 蜀 葵 花 总 黄 酮（total flavones of A. manihot,

TFA）干预碘普罗胺诱导的人近端肾小管上皮细胞

（human kidney-2, HK2）损伤的作用机制，为防治造

影剂肾病提供新的治疗手段和思路。

1 材料与方法

1.1 细胞来源

HK2细胞购自广州赛库生物技术有限公司。

1.2 主要试剂及仪器

1.2.1 主要试剂 胎牛血清、DMEM/F12培养基（美

国Gibco公司），活性氧（reactive oxygen species, ROS）

检测试剂盒、细胞裂解液（RIPA裂解液）、BCA蛋白定

量试剂盒、Annexin V-FITC 细胞凋亡检测试剂盒、

DAPI染色液、抗荧光淬灭液（上海碧云天生物技术有

限公司），碘普罗胺（碘浓度为370 mgI/mL）（德国拜耳

医药保健有限公司），TUNEL凋亡检测试剂盒（南京

诺唯赞生物科技股份有限公司），抗ASK1抗体、山羊

抗兔 IgG HRP、山羊抗鼠 IgG HRP、山羊抗兔 IgG

Fluor488结合物（江苏亲科生物研究中心有限公司），

抗 p-ASK1 抗体、抗 P38 MAPK 抗体、抗磷酸 P38

MAPK抗体、抗JNK抗体、抗磷酸SAPK/JNK抗体、抗

Caspase-3抗体（美国Cell Signaling Technology公司），

Bcl-2抗体、Bax抗体（武汉三鹰生物技术有限公司）。

1.2.2 主要仪器 凝胶成像仪、电泳系统（美国

Bio-Rad公司），正置荧光显微镜、倒置荧光显微镜

（日本 Nikon 公司），酶标仪（美国 Bio Tek 公司），
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Forma 二氧化碳 CO2 培养箱（德国 Thermo 公司），

FACSCelesta流式细胞仪（美国BD公司）。

1.3 黄蜀葵花总黄酮制备过程

黄蜀葵花总黄酮由江苏省中医院制剂科提取。

中药黄蜀葵花500 g完全浸泡在8 000 mL 75%乙醇

中1 h，将混合物加热到90℃并持续1 h。混合物过

滤后，在 60℃环境中蒸发成粉状，灭菌称量后置

于干燥环境中备用[4，7]。总黄酮在生药中的平均含

量为 4.992%，标准偏差系数值为 0.160%，该工艺

合理，稳定可行[8]。

1.4 细胞培养及分组

将HK2细胞培养于含10%胎牛血清的DMEM/F12

培养基，并放置在37℃、5%二氧化碳的恒温培养箱

中孵育。用碘普罗胺（0 mgI/mL、37 mgI/mL、74 mgI/mL、

111 mgI/mL、148 mgI/mL、185 mgI/mL）和TFA（0.0 mg/mL、

0.1 mg/mL、0.2 mg/mL、0.6 mg/mL、1.0 mg/mL、1.4 mg/mL）

孵育HK2细胞，12 h后检测细胞活性，根据结果筛选

出碘普罗胺诱导HK2细胞损伤和TFA干预细胞损伤

的最佳浓度。利用TFA干预碘普罗胺孵育的HK2细

胞，将细胞分空白组、模型组（111 mgI/mL碘普罗胺）、

TFA组（0.6 mg/mL TFA）、TFA+模型组（111 mgI/mL碘

普罗胺+0.6 mg/mL TFA）、NAC 组（10 mmol/L NAC）、

NAC+ 模 型 组（111 mgI/mL 碘 普 罗 胺 +10 mmol/L

NAC）。阳性药NAC浓度设置由前期实验及相关参

考文献结果获得[9]。

1.5 方法

1.5.1 CCK-8法检测细胞活性 取对数生长期的

HK2细胞接种于96孔板中，按照上述分组每孔加

入 100 μL 试剂孵育 12 h。用无血清培养基配置

10% CCK-8 工作液，每孔加入 100 μL CCK-8 工作

液，孵育 1 h 后用光谱仪测量 450 nm 波长处光密

度。细胞存活率以对照的百分比表示。

1.5.2 ROS检测试剂盒检测ROS水平 用无血清培养

液稀释DCFH-DA（1∶1 000），使终浓度为10 μmol/L。

去除细胞培养液，加入稀释好的DCFH-DA，在37℃

细胞培养箱内孵育20 min。用无血清细胞培养液洗

涤细胞3次，置于倒置荧光显微镜下进行观察。

1.5.3 Annexin V-FITC 染色及流式细胞术检测

HK2细胞凋亡 将HK2细胞接种于96孔板中，各

组孵育12 h后吸除细胞培养液，加入磷酸盐缓冲液

（phosphate buffered saline, PBS）洗涤，加入 Annexin

V-FITC 试剂和 PI 试剂染色，室温下避光静置

15 min，随即在荧光显微镜下观察。

PBS洗涤细胞，胰蛋白酶消化3 min，加入含血

清培养基终止消化。每个样品均离心后弃上清液。

加入500 μL 1×结合缓冲液使细胞悬浮，每管加入

5 μL Annexin V-FITC和 10 μL PI。冰上避光孵育10

min，用FACSCelesta流式细胞仪检测细胞凋亡。

1.5.4 TUNEL染色检测HK2细胞凋亡 TUNEL染

色试剂盒用于评估凋亡细胞的存在。将 HK2 细胞

在4%多聚甲醛中固定20 min，用0.5% Triton X-100

在PBS中渗透5 min，PBS清洗。加入TUNEL染色液，

37℃孵育1 h，PBS洗涤细胞。每孔加入DAPI染色

液，黑暗中孵育5 min后去除染色液，PBS洗涤细胞，

最后在正置荧光显微镜下观察凋亡细胞。

1.5.5 Western blotting检测凋亡蛋白表达 将HK2

细胞按2.5×105个/mL的密度接种于6孔板中，按实

验分组提取蛋白。用 BCA 试剂盒进行蛋白定量。

提取的细胞蛋白裂解产物用SDS-PAGE 凝胶分离，

湿转法将蛋白转移至PVDF膜上。5%脱脂奶粉封闭

1 h，放入对应一抗，置于4℃孵育过夜，加入HRP

标记的山羊抗兔或小鼠 IgG 二抗，室温孵育 1 h，

滴加ECL化学发光液显影，用Chemidoc成像系统显

示条带。以GAPDH作为内对照。用Image Lab软件

对蛋白条带进行定量分析。

1.5.6 免疫荧光法检测HK2细胞p-ASK1荧光表达

在 12 孔板内放置细胞玻片，将 HK2 细胞接种于 12

孔板中。待细胞长满后，按上述分组进行刺激。加

入4%多聚甲醛，室温固定20 min，用 0.5% Triton X-

100 通透 5 min，PBS 清洗，加入含 5%BSA 的 PBS，室

温封闭 1 h，加入 p-ASK1 配置的一抗，4℃孵育过

夜，加入 PBS 配置的荧光二抗，室温孵育 1 h，滴加

DAPI染色液10 min，抗荧光淬灭剂封片。使用荧光

显微镜观察并拍照。

1.6 统计学方法

数据分析采用SPSS 20.0统计软件。计量资料以

均数±标准差（x±s）表示，比较用方差分析，进一步

两两比较用LSD-t检验。P <0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 碘普罗胺诱导HK2细胞损伤

加入0 mgI/mL、37 mgI/mL、74 mgI/mL、111 mgI/mL、

148 mgI/mL、185 mgI/mL 碘普罗胺的 HK2 细胞活性

分别为（100.00±0.00）%、（78.61±1.61）%、（56.06±
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2.01）%、（47.86±1.83）%、（41.56±1.15）%、（33.69±

2.53）% ，经 方 差 分 析 ，差 异 有 统 计 学 意 义（F =

638.026，P =0.000）。进一步两两比较结果：0 mgI/mL

碘普罗胺的 HK2 细胞活性最高（P <0.05），加入

37 mgI/mL、74 mgI/mL、111 mgI/mL、148 mgI/mL、

185 mgI/mL碘普罗胺的HK2细胞活性依次降低（P <

0.05），表明细胞活性呈浓度依赖性降低。根据结

果采用111 mgI/mL碘普罗胺作为碘普罗胺诱导HK2

细胞损伤的模型复制浓度。

2.2 TFA对HK2细胞活性的影响

加入0.0 mg/mL、0.1 mg/mL、0.2 mg/mL、0.6 mg/mL、

1.0 mg/mL、1.4 mg/mL TFA 的 HK2 细胞活性分别为

（100.22±0.27）%、（101.74±2.15）%、（103.02±1.29）%、

（109.17±2.890）%、（90.82±3.47）%、（18.17±5.48）%，

经方差分析，差异无统计学意义（F =1.839，P =0.143）。

考虑TFA 0.6 mg/mL 时细胞活性较高，将其作为干

预碘普罗胺诱导HK2细胞损伤的最佳浓度。

2.3 氧化应激介导碘普罗胺对HK2细胞的损伤

免疫荧光法结果显示，ROS随时间增加逐渐升

高，表明碘普罗胺以时间依赖性的方式促进 ROS

的生成。见图1。

2.4 TFA抑制碘普罗胺诱导的HK2细胞产生ROS

免疫荧光法结果显示，模型组绿色荧光强度高

于空白组；使用TFA和NAC处理后荧光强度显著降

低，表明TFA减少了碘普罗胺诱导的HK2细胞ROS

的产生。见图2。

2.5 TFA对碘普罗胺诱导的HK2细胞损伤的保护

作用

空白组、模型组、TFA组、TFA+模型组、NAC组、

NAC+ 模 型 组 HK2 细 胞 活 性 分 别 为（100.67±

0.95）%、（51.07±1.09）%、（97.52±1.49）%、（74.72±

2.10）%、（106.61±2.90）%、（90.73±3.98）%，经方差

分析，差异有统计学意义（F =311.295，P =0.000）。

进一步两两比较结果：空白组、TFA组与NAC组HK2

细胞活性比较，差异无统计学意义（P >0.05）；TFA+

模型组、NAC+模型组HK2细胞活性高于模型组（P <

0.05），提示TFA 对碘普罗胺诱导的HK2细胞损伤

有保护作用。

2.6 TFA 对碘普罗胺诱导的 HK2 细胞凋亡的

影响

Annexin V-FITC及TUNEL染色结果显示，与空

白组比较，模型组荧光强度明显增高；TFA 组、

NAC组与空白组比较无明显差异；与模型组比较，

TFA+模型组和NAC+模型组细胞荧光强度降低（见

图3、4）。其结果与流式细胞术结果一致（见图5）。

Western blotting 检测结果表明，空白组、模型

组、TFA组、TFA+模型组、NAC组、NAC+模型各

组 Bcl-2/Bax、 Cleaved caspase-3/Caspase-3 蛋 白 比

较，经方差分析，差异有统计学意义（P <0.05）。

进一步两两比较结果：与空白组比较，模型组Bcl-

2/Bax 蛋白表达降低（P <0.05），Cleaved caspase-3/

Caspase-3蛋白表达升高（P <0.05）；与模型组比较，

TFA+模型组和 NAC+模型组 Bcl-2/Bax 蛋白表达升

高 （P <0.05），Cleaved caspase-3/Caspase-3 蛋白表

达降低（P <0.05），表明 TFA 减少了碘普罗胺诱导

的HK2细胞凋亡。见表1和图6。

0 h 1 h 2 h 4 h
图1 不同时间碘普罗胺诱导HK2细胞损伤 （×200）

空白组 模型组 TFA组 TFA+模型组 NAC组 NAC+模型组

图2 各组HK2细胞ROS的生成 （×200）
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Annexin V-
FITC

PI

结合

空白组 模型组 TFA组 TFA+模型组 NAC组 NAC+模型组

图3 TFA干预碘普罗胺诱导的HK2细胞凋亡 （Annexin V-FITC染色×200）

TUNEL

结合

DAPI

空白组 模型组 TFA组 TFA+模型组 NAC组 NAC+模型组

图4 TFA干预碘普罗胺诱导的HK2细胞凋亡 （TUNEL染色×400）

PI-
A

碘
化

丙
啶

PI-
A

PI-
A

碘
化

丙
啶

碘
化

丙
啶

FITC FITC FITC
空白组 模型组 TFA组

碘
化

丙
啶

PI-
A

PI-
A

PI-
A

碘
化

丙
啶

碘
化

丙
啶

FITC FITC FITC
TFA+模型组 NAC组 NAC+模型组

图5 各组HK2细胞的流式细胞术结果
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2.7 TFA通过干预ASK1-MAPKs减少碘普罗胺

诱导的HK2细胞凋亡

免疫荧光法结果表明，与空白组比较，模型

组p-ASK1荧光表达明显增强；TFA组、NAC组与

空白组比较，荧光表达无明显差异；TFA+模型组、

NAC+模型组的 p-ASK1 荧光强度较模型组减弱。

见图7。

Western blotting 检测结果表明，空白组、模型

组、TFA 组、TFA+模型组、NAC 组、NAC+模型组

pP38/P38、pJNK/JNK蛋白比较，经方差分析，差异有

统计学意义（P <0.05）。进一步两两比较结果：与空

白组比较，模型组 pP38/P38、pJNK/JNK 蛋白表达升

表1 各组HK2细胞凋亡蛋白相对表达量比较 （x±s）

组别

空白组

模型组

TFA组

TFA+模型组

NAC组

NAC+模型组

F 值

P 值

Bcl-2/Bax蛋白

1.386±0.125

0.454±0.155①

1.380±0.053

1.217±0.058②

1.381±0.269

1.215±0.315②

10.805

0.000

Cleaved caspase-3/Caspase-3蛋白

1.044±0.023

2.630±0.487①

1.073±0.194

0.928±0.283②

0.830±0.186

0.830±0.152②

20.976

0.000

pP38/P38蛋白

0.854±0.219

2.123±0.404①

0.912±0.104

0.935±0.085②

0.802±0.048

0.966±0.128②

18.510

0.000

pJNK/JNK蛋白

1.017±0.030

3.944±0.256①

1.532±0.274

1.801±0.440②

1.262±0.178

1.697±0.487②

32.520

0.000

注 ：①与空白组比较，P <0.05；②与模型组比较，P <0.05。

pP38

P38

pJNK

JNK

42 kD

42 kD

46 kD

54 kD

46 kD

54 kD

42 kD

42 kD

37 kD

17 kD

36 kD

Cleaved
caspase-3

Bcl-2

Bax

Caspase-3

GAPDH

图6 各组HK2细胞凋亡蛋白的表达

结合

DAPI

p-ASK1

空白组 模型组 TFA组 TFA+模型组 NAC组 NAC+模型组

图7 各组HK2细胞p-ASK1荧光表达 （免疫荧光法×400）
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高（P <0.05）；与模型组比较，TFA+模型组和NAC+模

型组 pP38/P38、pJNK/JNK 蛋白表达降低（P <0.05），

提示 TFA 干预碘普罗胺诱导的 HK2 细胞凋亡与抑

制ASK1-MAPKs通路有关。见表1和图6。

3 讨论

造影剂肾病的发病机制尚未完全阐明，目前

认为造影剂肾病是肾血管和肾小管相互作用的结

果，氧化应激和炎症是其主要病理生理机制[10]。造

影剂会引起渗透性利尿，增加液体的排出，使肾

小管重吸收增加，增加氧耗，加重髓质的缺血缺

氧[11]。有研究结果表明，ROS在造影剂引起的肾损

害中发挥重要作用[12]。缺氧会促进 ROS 的产生，

ROS促进肾脏氧化应激，诱导细胞凋亡，导致肾小

管细胞损伤[9,13]。

ASK1是MAP3Ks家族成员之一[14]。多种应激损

伤可以激活ASK1。ASK1响应各种压力，如氧化应

激、钙超载、炎症信号等[15]，在凋亡、坏死、炎症

和纤维化中发挥重要作用[16]。ROS诱导的细胞凋亡

是ASK1依赖性的[17]。越来越多的证据表明，ROS-

ASK1信号通路广泛参与细胞凋亡过程[18-20]。ASK1

激活 JNK和 P38 MAPK，在细胞因子和应激诱导的

细胞凋亡中构成一个关键的信号通路，主要通过

线粒体依赖的 Caspase 激活来执行凋亡，并受到

Bcl-2家族成员在内的不同凋亡信号机制的严格调

控[21-22]。造影剂诱导 ROS 过量产生，通过 ASK1-

MAPKs 途径激活 Caspase-3，破坏 HK2 线粒体酶活

性 ， 诱 导 线 粒 体 膜 电 位 下 降 ， 最 终 导 致 细 胞

凋亡[23]。

黄蜀葵花为锦葵科黄蜀葵的干燥花冠，其性

甘、寒，归肾、膀胱经，具有清利湿热、消肿解毒功

效。高效液相色谱分析鉴定出黄蜀葵花有芦丁、金

丝桃苷、杨梅素、槲皮素等多种黄酮类化合物。临

床研究显示，黄蜀葵花及其制剂能防治造影剂肾

病[24-26]。ROS 过量生成可诱发氧化应激，提示预防

性使用抗氧化剂可干预造影剂肾病。

本研究结果显示，碘普罗胺孵育的 HK2 细胞

ROS 呈 时 间 依 赖 性 升 高 ，细 胞 活 性 明 显 降 低 。

Annexin V-FITC 和 TUNEL染色、流式细胞术检测结

果显示碘普罗胺诱导 HK2 细胞凋亡，Bcl-2、Bax 及

Cleaved caspase-3 蛋白表达也支持该结果。TFA 干

预后，上述现象都显著减少，其结果与阳性药 NAC

干预趋势相同，提示TFA减轻碘普罗胺诱导的HK2

细胞凋亡。其次，本研究还发现TFA可降低p-ASK1

荧光表达，并下调 P38、JNK 蛋白磷酸化表达水平，

表明 TFA 干预碘普罗胺诱导的 HK2 细胞凋亡可能

与抑制ROS-ASK1-MAPKs信号通路有关。

综上所述，黄蜀葵花可以减少碘普罗胺诱导的

HK2 细胞凋亡，其机制可能与黄蜀葵花抑制 ROS-

ASK1-MAPKs信号通路激活有关。
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