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摘要 去乙酰化酶 1 (sirtuin type 1，SIRTl )是一个新的脂肪细胞调控因子，通过与其靶基因叉头转录因子 1 ( the forkhead box
O family 1，FoxO1 )相互作用，参与细胞增殖、分化、衰老、凋亡和代谢过程．利用吖啶橙 ( acridine orange，AO )染色、流
式细胞仪、荧光定量 PCR ( quantitative real-time PCR，qPCR )等技术方法，研究 SIRT1的抑制剂———烟酸胺 ( nicotinamide，
NAM ) 处理后对鲁西黄牛皮下前体脂肪细胞 ( bovine subcutaneous preadipocytes，BSP ) 和肌内前体脂肪细胞 ( bovine
intramuscular preadipocytes，BIP )凋亡的影响．观察了 BSP和 BIP 的凋亡形态；比较了 SIRT1 基因抑制后，相关基因如
FoxO1等在两种细胞之间的表达差异．结果表明，NAM对 BSP和 BIP细胞表现出相同的生长抑制作用，处理组的 BSP和
BIP细胞的凋亡率均显著高于对照组，其作用可能通过抑制 SIRT1，激活 FoxO1凋亡通路实现．SIRT1及其相关基因对 BSP
和 BIP的调控存在不同途径．
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脂肪细胞凋亡与脂肪细胞增殖、分化一样，在

调控脂肪细胞数目方面具有重要作用，可作为降低

体脂沉积的研究手段．Miller等[1]发现明显的体重

下降是脂肪细胞体积减小和脂肪细胞数目减少引起

的，但并未证明细胞数目减少通过何种机制发生．

Prins等[2]首次证明人类的脂肪细胞在体外培养时由

于生长因子缺乏或轻微热损伤而导致凋亡，并于

1997年发现前体脂肪细胞经 TNF琢诱导后可发生
凋亡[3]．以后许多学者对脂肪细胞凋亡过程及其影

响因素进行了更深入的研究，但多集中在 3T3-L1
脂肪细胞和人、鼠、猪原代培养的脂肪细胞方面[4-8],
关于牛前体脂肪细胞凋亡方面的研究未见报道．

去乙酰化酶 1 ( sirtuin type 1，SIRTl ) 是依赖
于 NAD+的组蛋白去乙酰酶，为 sirtuins家族成员
之一[9]，与细胞增殖、分化、衰老、凋亡和代谢密

切相关，已成为生命科学领域研究的热点之

一[10-11]．SIRT1除作用于组蛋白外，还将叉头转录
因子 1 (the forkhead box O family 1，FoxO1)、生肌
决定因子 (mysgenic determination gene，MyoD )、
肿瘤抑制因子 p53等许多转录因子作为底物发挥作
用．Wan 等 [12]发现牛皮下前体脂肪细胞 (bovine

subcutaneous preadipocytes，BSP) 和牛肌内前体脂
肪细胞 ( bovine intramuscular preadipocytes，BIP )
对丙酸的利用调控机制不同．而 SIRT1及其相关
基因 FoxO1、PPAR酌等对牛 BSP和 BIP凋亡影响
及其差异未见报道．本研究采用荧光显微镜、流式

细胞仪和荧光定量 PCR ( quantitative real-time
PCR，qPCR ) 等技术，利用 SIRT1 抑制剂———烟

酰胺 ( nicotinamide，NAM )[13-14]研究探讨 SIRT1对
BSP和 BIP凋亡的影响，并比较两种细胞之间的基
因表达差异，为研究肉牛肌内脂肪发育、体脂沉积

以及改善牛肉品质提供理论依据．

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试验动物．健康无病、450 kg左右、18月
龄鲁西黄牛阉公牛 3头．
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1.1.2 主要试剂与仪器．

胶原酶玉、青霉素和链霉素原液、0.25%胰蛋
白酶、胎牛血清 (fetal bovine serum， FBS)购自
Gibico 公司；胰岛素、地塞米松(dexamethasone，
DEX)、甲 基 异 丁 基 黄 嘌 呤 (1-methyl-3-
isobutylmethylxanthine，IBMX)、辛酸钠、转铁蛋
白、牛血清白蛋白(bovine serum albumin，BSA)、
油红 O、二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide，DMSO)、
羟乙基哌嗪乙磺酸 (N-2-hydroxyethylpiperazine-N-
ethane-sulphonic acid, HEPES)、吖啶橙染料(acridine
orange，AO)均为 Sigma公司产品；DMEM/F12为
Hyclone公司产品；Trizol试剂为 Invitrogen公司产
品；PrimeScriptTM First Strand cDNA Synthesis Kit、
SYBR誖 Premix Ex TaqTM(Perfect Real Time)、DNA
marker玉 (100～600 bp)为 TaKaRa 公司产品；
Annexin V-FITC试剂盒为晶美生物工程有限公司
产品；所有引物由博尚生物技术有限公司(上海)
合成．

SANYO MCO-17A CO2 培养箱 (日本 SANYO
公司)；Olympus IX71 倒置相差显微镜、Olympus
Microscope Digital Camera Model DP71显微镜成像
系统及 Olympus BX51 荧光显微镜(日本 Olympus
公司)；BD FACSCalibur 流式细胞仪(美国 BD 公
司 )；Bio-Rad PCR 仪 (美国 Bio-Rad 公司 )；ABI
PRISM 7500荧光定量 PCR仪(美国 ABI公司)．
1.2 方法

1.2援1 牛前体脂肪细胞培养．

参见 Liu等的方法[15]，无菌状态下取牛皮下脂

肪组织和 6～7肋肌间脂肪组织剪成 1 mm3大小的

组织块，加入玉型胶原酶消化液(DMEM/F12+20 g/L
BSA，临用时加入 1 g/L 玉型胶原酶)，恒温振荡水
浴锅 37℃消化 30 min．加血清培养液终止消化，
200目细胞筛过滤，滤液 2 000 r/min离心 5 min，
弃上清液，加入 DMEM/F12 无血清培养液
(1 000 r/min 离心 10 min) 洗 2 次后，加入含 10%
FBS的 DMEM/F12生长培养液混匀，制成细胞悬
液，计数、接种，即获得牛前体脂肪细胞．

待细胞汇合后，更换 DMEM/F12生长培养液
为诱导分化培养液，诱导前脂肪细胞分化为脂肪细

胞．48h后，更换诱导分化培养液为基础分化培养
液，以后每 2～3天换 1次基础分化培养液，维持
脂肪细胞的成熟和脂滴的聚集．分化后的脂肪细胞

培养 12天结束．
1.2援2 油红 O染色和提取法．分化后的脂肪细胞

培养 12天结束，按油红 O染色法鉴定脂肪细胞：
倾去培养液，PBS洗细胞 3次，10%甲醛的等渗盐
缓冲液固定 40 min后，PBS漂洗，吸取油红 O工
作液 10 ml，油红 O染色 30 min，60%异丙醇分色
10～20 s，自来水冲洗，苏木精染色 10 min，自来
水冲洗，甘油明胶封片拍照．分化后的脂肪细胞培

养 6 天、12 天，油红 O 提取法：PBS 洗 3 次，
10%甲醛固定 30 min；PBS洗 3次，1 %油红 O染
色 40 min；100%异丙醇振荡萃取 15 min；选择波
长 500 nm，紫外分光光度计测定吸光度值[16]．

1.2援3 AO 染色．在细胞分化的第 0 天，更换为
NAM (对照组：0 滋mol/L，NAM组：500 滋mol/L)
处理培养液，设 3个重复．干预 48 h后，收集细
胞，制备活细胞悬浊液为 107个 /ml，与 AO应用
液混合滴于载玻片上，盖玻片封片，室温染色

5 min，置于荧光显微镜下观察细胞核变化，拍照
记录，或制作细胞爬片，操作同上．

1.2援4 流式细胞术检测脂肪细胞凋亡．用基础培养

液制备细胞悬浮液，调整细胞浓度为 5伊104个 /ml，
接种于 25 cm2培养瓶．在细胞分化的第 0天，更换
为 NAM(对照组：0 滋mol/L，NAM组：500 滋mol/L)
处理培养液，设 3个重复．干预 48 h后取出培养
瓶，分别收集细胞，以磷脂结合蛋白 V(annexin V)/
碘化丙锭(PI)双染法检测细胞凋亡，按照试剂盒说
明进行操作．同时制备 3个质控样本设定流式细胞
仪的荧光补偿和设置十字门范围：a．没有染色的
细胞；b．仅用荧光标记的 Annexin V染色的细胞；
c．仅用 PI染色的细胞．结果利用 WinMDI2.9软
件分析，通过计数凋亡区细胞数量得出凋亡率．

1.2援5 qPCR ．参见 Liu等[15]的方法，以 5伊104/cm2

密度将细胞接种于 25 cm2培养瓶，在细胞分化的

第 0天，更换为 NAM(0、500 滋mol/L)处理培养液，
设 3个重复．干预 48 h后取出培养瓶，提取细胞总
RNA，利用 1%琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度计检
测总 RNA 分子质量和纯度．采用 SYBR誖 Premix
Ex TaqTM (Perfect Real Time)试剂盒(TaKaRa公司)进
行两步法 RT-PCR 反应体系．反转录后，取 2 滋l
cDNA作模板，加样于 96孔板，在 ABI 7500荧光
定量 PCR仪上进行 qPCR．SIRT1及相关基因引物
参见表 1．以 18 S为内参对照，其他检测基因的相
对表达量根据基因表达量相比而推算得到，即相对

表达量=2-驻驻 t，其中 驻t：Ct(待测基因)-Ct(内参基
因)，驻驻t：驻t(处理组)-驻t(对照组)．本研究以未处
理的 BIP样本作为校正器和对照组，即将校正器样
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Fig. 3 Preadipocytes differentiation by Oil Red O Staining
(a) BSP. (b) BIP. (伊400)

Fig. 2 Morphology of bovine preadipocyte after
12 days of differentiation

(a) BSP. (b) BIP. (伊200)

Fig. 1 Morphology of bovine preadipocyte
(a) Morphology of BSP before confluence. (b) Morphology of BIP

before confluence. (伊100)

Gene Primers Product size/bp

SIRT1 F: CGTGCCAGAGTCCAAGTTTAG 119

R: CTTCAAATACAGTTCCTCCAGC

FoxO1 F: GCAACGCGTGGGGCAACCTGT 115

R: GGGCACGCTCTTCACCATCCACTC

PPAR酌 F: ATTTACACGATGCTGGCCTC 95

R: GAGGCCAGCATCGTGTAAAT

Leptin[17] F: TCTGTCTTACGTGGAGGCTGTGC 121

R: TCTGTTTGGAGGAGACGGACTGC

IGF-1[17] F: CTGCTTCCGGAGCTGTGATCTGAG 119

R: TCCTTCTGAGCCTTGGGCATGTC

GAPDH[18] F: CACCCTCAAG ATTGTCAGCA 103

R: GGTCATAAGTCCCTCCACGA

18 S[19] F: CGGTCGGCGTCCCCCAACTT 97

R: GCGTGCAGCCCCGGACATCTAA

本的基因表达水平设定为 1．

1.2援6 统计学分析．实验数据以 x 依 s 表示，采用
SPSS13.0统计分析软件中的 General Linear Model
模块 Univariate命令进行两因素(NAM处理、细胞)
方差分析．

2 结果与分析

2援1 牛前体脂肪细胞分化的形态学观察

BSP和 BIP形态无差别(图 1)，细胞在汇合前
呈梭形或者不规则的三角形．

脂肪细胞分化至 12天左右，细胞内脂肪滴数
量和体积基本维持不变，而脂肪滴逐渐呈现不透明

的状态，透光度下降，细胞内脂滴的层叠现象明

显，大小脂滴混合，细胞轮廓难以辨认(图 2)．

油红 O染色及提取法可简单、快速地检测体
外培养的前体脂肪细胞转化为成熟脂肪细胞的百分

率．脂肪细胞内脂滴能被亲脂的油红 O着色呈现
红色，从而证明所培养的细胞为脂肪细胞(图 3)．
BSP在 6天、12天的 A 值分别以显著、极显著高
于 BIP的 A 值(P < 0.05，P < 0.01)，说明 BSP细胞
中甘油三酯生成量明显增多(表 2)．

2援2 AO染色结果
AO具有膜通透性，能透过细胞膜，使核 DNA

和 RNA染色，与 DNA结合量少发绿色荧光，与
RNA结合量多发桔黄色或桔红色荧光．荧光显微
镜下观察 AO 染色的细胞核可以发现，正常脂肪
细胞核饱满且呈现均匀的黄色或黄绿色荧光

(图 4b, A )，部分发桔黄色或桔红色荧光(图 4a, A )，
凋亡的细胞核染色质凝集固缩，核碎裂，形成凋

亡小体(图 4a, B)，呈现致密浓染的黄绿色荧光
(图 4b, B)．

Table 1 Primer sequences of PCR

(a) (b)

(a) (b)

(a) (b)

x 依 s, n=3. **BSP vs BIP (P < 0.01).

Table 2 Bovine preadipocytes by Oil Red O Extraction

Cell A(6d) A (12d) P

BIP 0.376 依 0.079 0.599 依 0.132 0.001

BSP 0.403 依 0.098 0.682 依 0.103** 0.001
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Fig. 6 Expression of genes in the bovine
preadipocytes during apoptotisis

(a) SIRT1. (b) FoxO1. (c) PPAR酌. (d) GAPDH. (e) IGF-1. (f) Leptin.

*P < 0.05, **P < 0.01, n=3. 1: Control; 2: NAM.

Cell Control NAM P

BIP 2.03 依 0.24 10.32 依 0.53 0.001

BSP 2.26 依 0.35 13.43 依 0.67** 0.001

x 依 s, n=3. P: Control vs NAM. **BSP vs BIP (P < 0.01).Fig. 4 AO staining result
(a) Cell suspension (伊40). (b) Cells grow on cover glass (伊100).

A: Normal cell; B: Apoptotic cell.

2援3 流式细胞仪检测细胞凋亡

为了更好地定量确定 NAM引起细胞凋亡的数
量变化，流式细胞仪检测如图 5所示，纵坐标和横
坐标分别为 PI荧光及 AnnexinV/FITC荧光强度．
图 5中第一象限代表细胞收集过程中出现的损伤细
胞(An- PI+)，第二象限代表坏死细胞(An+ PI+)，
第三象限代表正常细胞(An- PI-)，第四象限代表
凋亡细胞(An+PI-)．由图 5看出，加入 500 滋mol/L
NAM作用脂肪细胞 48 h后，出现不同凋亡指数．
由表 3可知，加入 NAM后，细胞凋亡指数显著
高于对照组(P < 0.01)，且 BSP 的凋亡率高于 BIP
(P < 0.01)．

2援4 SIRT1基因及相关基因在牛前体脂肪细胞凋
亡的表达

为了比较其他相关信号因子在细胞凋亡时的变

化，同时检测了 SIRT1 及其相关基因 FoxO1、
PPAR酌、GAPDH、IGF-1、Leptin的表达情况．由
图 6表明，NAM作用 BSP和 BIP后，SIRT1表达
均极显著下降(P < 0.01)．FoxO1和 IGF-1表达均极
显著上升(P < 0.01)．PPAR酌和 GAPDH在 BSP的

(a) (b)

A

B
A

B

Fig. 5 Dimensional point pictures of bovine adipocytes
under different treatments detected with flow cytometry

(a)(c) BIP. (b)(d) BSP. (a)(b) Control. (c)(d) NAM.
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101

102

103

104

100

101 102 103 104

101
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101
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Table 3 Effects of different treatment on bovine
preadipocytes apoptotic rate under the flow

cytometry detection

10.00
0.00

20.00
30.00
40.00
50.00
60.00
70.00

(a)

1 2

**

****

1 2
BIP BSP

1.00
0.00

(b)

1 2

**

1 2
BIP BSP

2.00
3.00
4.00
5.00
6.00

**

5.00

0.00

10.00

15.00

20.00

25.00
(c)

1 2

***

1 2
BIP BSP

0.50

0.00

(d)

1 2

** **

1 2
BIP BSP

**

1.00

1.50

2.00

2.50

0.50

0.00

(e)

1 2

** **

1 2
BIP BSP

**

1.00

1.50

0.20
0.00

(f)

1 2

** **

1 2
BIP BSP

**0.40
0.60
0.80

1.20
1.00
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表达显著上升(P < 0.05)，而在 BIP中差异不显著
(P > 0.05)．GAPDH在 BSP中显著下降(P < 0.05)，
而在 BIP 中极显著上升(P < 0.01)，Leptin 与之相
反，即在 BSP中极显著上升(P < 0.01)，而在 BIP
中极显著下降(P < 0.01)．
比 较 SIRT1、 FoxO1、 PPAR酌、 GAPDH、

IGF-1、Leptin在 BSP和 BIP中的表达差异，可以
看出，FoxO1在 BSP和 BIP中的表达无显著差异
(P > 0.05)，而 SIRT1、PPAR酌、GAPDH、 IGF-1、
Leptin在 BSP和 BIP中的表达差异极显著(P < 0.01).
结果说明 SIRT1及其相关基因对 BSP和 BIP的调
控可能存在不同途径．

3 讨 论

3援1 牛前体脂肪细胞分化的形态学观察

本研究观察到牛 BSP和 BIP分化过程中细胞
形态无差别，经油红 O染色鉴定均能分化为成熟
的脂肪细胞，与 Wan等[12]观察到的牛前体脂肪细

胞分化结果一致．本研究发现 BSP细胞中甘油三
酯生成量明显增多，说明 BSP比 BIP有更容易积
聚脂滴的能力．

3援2 牛前体脂肪细胞凋亡

本研究观察到牛前体脂肪细胞凋亡的形态学变

化为：细胞体积缩小，细胞浆凝缩，染色质逐渐凝

集，细胞核固缩断裂，胞膜不断出芽、脱落，细胞

变成数个大小不等的由膜包裹的凋亡小体．在整个

过程中，细胞膜一直保持完整，胞内容物不释放出

来，与林亚秋等[8]观察到的猪前体脂肪细胞凋亡结

果一致．

本文采用 Annexin V和 PI双染的方法检测早
期细胞凋亡．细胞发生凋亡时，位于细胞膜内侧的

磷脂酰丝氨酸外翻，由于 Annexin V能特异地与磷
脂酰丝氨酸结合，根据结合量的变化可反映凋亡细

胞的百分率．此方法减少了坏死细胞的干扰，增加

了试验的可信性．本研究检测到 NAM对牛前体脂
肪细胞有一定程度的凋亡诱导作用，可能首先与上

皮细胞膜上受体结合，引发细胞内一系列的级联反

应，破坏了 DNA完整性，最终导致细胞凋亡．
3援3 SIRT1及其相关基因对牛脂肪细胞凋亡的调控

SIRT1对细胞凋亡的功能调节是复杂的反馈
调节过程，既有抑制凋亡作用，又有促进凋亡作

用 [20]．SIRT1 不仅使组蛋白去乙酰化，还可以使
FoxO1 [11, 21]、MyoD [22]、肿瘤抑制因子 p53 [23]以及

PGC-1a[24-25]等去乙酰化而具有抑制凋亡的作用．但

Jin等[20]研究发现，SIRT1在某些细胞系(如 LoVo)
可定位于细胞质(cytoplasm-localized)，而定位于细
胞质中的 SIRT1 可促进细胞凋亡．FoxO 家族是
INS/ IGF-1信号通路中的关键因子，其上游受磷酸
肌醇 -3 激酶 / 蛋白激酶 B (phosphatidylinositol 3-
kinase/protein kinase B，PI3/PKB )磷酸化级联通路
的调节，下游靶基因与细胞增殖、分化、代谢、凋

亡及基因表达密切相关．SIRT1对 FoxO家族相关
基因的作用，既有激活作用又有抑制作用 [10]．

SIRT1 通过去乙酰化抑制 FoxO3a 的转录因子活
性，降低 FoxO3a 的表达[26]．SIRT1的表达同时又
受 FoxO3a的调节，SIRT1的启动子含有 2个 p53
结合元件，FoxO3a 与 p53结合成蛋白质复合体，
驱动 SIRT1基因的表达[21]．Bai等[27]报道 SIRT1可
通过 FoxO1及其靶基因来调控猪前体脂肪细胞增
殖与分化．本试验初步检测了 SIRT1及其相关基
因 FoxO1、 PPAR酌、 IFG-1、Leptin 的表达，用
NAM抑制 SIRT1后，促进了细胞凋亡，也就是说
SIRT1有抑制凋亡的作用，同时 SIRT1在 BSP中
的表达高于 BIP，FoxO1 表达均比对照组显著增
加．由此我们推测，SIRT1 负调控 FoxO1，通过
FoxO1及其靶基因来调控牛前体脂肪细胞凋亡，在
BSP中减缓脂肪细胞的凋亡速度高于 BIP，进而造
成皮下脂肪比肌内脂肪更容易沉积．

Qian等[28]研究表明，Leptin可通过中枢性作用
引起脂肪细胞凋亡，并且认为 Leptin诱导的信号
导致 PPAR酌磷酸化可能是脂肪细胞凋亡信号传导
的重要一步．Della-Fera 等[29]报道 Leptin促进鼠脂
肪细胞和前脂肪细胞凋亡，并且凋亡率与 Leptin
浓度呈正相关．本研究中 BIP的 Leptin表达显著
高于对照组，与以上研究结果相一致，但在 BSP
中差异不显著，说明 Leptin 在 BIP 中的作用更
敏感．

李咏等 [30] 用 50 mmol/L NAM 作用人乳腺癌
MCF27细胞后，激活 caspase凋亡通路．由于本研
究的 NAM浓度是 500 滋mol/L，不排除该作用浓度
下除了抑制 SIRT1活性之外，还抑制其他蛋白质
而引起细胞凋亡．由于并未检查 NF-资B信号通路
及 caspase3、Bcl-2 等的表达，而且 NAM 在抑制
SIRT1 表达外，是否提高了其他促凋亡因子的活
性，或抑制了其他酶活，其作用机制有待于进一步

研究．

本研究利用 AO染色、流式细胞仪、qPCR等
技术方法研究 NAM处理后对 BSP和 BIP凋亡的影
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响，并比较两种细胞之间的基因表达差异．结果表

明，用 NAM处理抑制 SIRT1基因后，BSP和 BIP
的凋亡率均显著高于对照组．SIRT1 负调控
FoxO1，通过 FoxO1及其靶基因来调控前体脂肪细
胞凋亡，减缓脂肪细胞的凋亡速度，从而使皮下脂

肪比肌内脂肪更容易沉积．但关于 SIRT1抑制牛
前体脂肪细胞凋亡的分子机理仍需要深入探讨．
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Effect of SIRT1 on Apoptosis of Bovine Preadipocytes*
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Abstract Sirtuin type 1 (SIRTl), a novel regulatory factor of adipocyte and myocyte, interacts with target the
forkhead box O family 1 (FoxOl) to modulate cell proliferation and differentiation, aging, apotosis and
metabolism. The effect of nicotinamide (NAM, inhibitor of SIRT1) on the apoptosis of bovine preadipocytes was
investigated with Acridine Orange (AO) staining, the flow cytometry detection and quantitative real-time PCR
(qPCR). The results showed that NAM inhibited the differentiation of bovine subcutaneous preadipocytes (BSP)
and bovine intramuscular preadipocytes (BIP), and their apoptosis rates were higher than control. SIRT1
influenced the apoptosis of bovine preadipocytes by regulating FoxO1 and adipocyte marker genes. The different
mechanisms of SIRT1 and its related genes exist in BSP and BIP.
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