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基因#该基因
GH6

全长为
#@$$
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#编码
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个氨基酸#属于
KHLM

家族
N+)*

J

#

$蛋白相对分子量约为
=@<%=O*

#理论等电点为

C<&C

#为亲水性蛋白没有跨膜结构$同源氨基酸序列分析显示与海枣!
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"同源性

达到
=!P

$亚细胞定位显示其在细胞核内表达#具有一般转录因子特性%

D

HQ'RSH

分析显示随着

鳞茎低温!

&T

"储藏时间的增加#该基因的表达量逐渐升高并且在
U&

时期达到最大#表明其参与调

控百合鳞茎休眠解除进程#为进一步了解该基因功能奠定基础%

关键词!细叶百合$休眠解除$
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#又名山丹!属于百

合科百合属!其花下垂!花被片反卷!花朵娇艳!是重

要的观赏性花卉!是百合抗性育种的重要亲本(

#

)

&

细叶百合在寒冷条件下可以自然露地越冬!地上植

株秋季枯萎后地下鳞茎自发休眠!鳞茎需低温春化

作用才能解除休眠&前期研究表明!百合鳞茎在

&T

低温储藏期间!随着储藏时间的延长休眠逐渐解

除!在休眠解除转录组中发现
KHLM

转录因子在
&

个时期差异基因显著富集!且呈现复杂的差异变化

趋势(

!

)

'伴随着这个过程涉及众多的代谢相关*激素

调控以及信号转导的等基因的活化和互作(

%

)

&以往

的研究发现一些基因可以介导与休眠相关的非生物

胁迫从而影响植物的生长!如
IE!<&J>GE$KLM

=<!LJ=#
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#参与低温从而增强休眠(

&

)
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#基因可以调

节拟南芥"
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#和小麦"
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#的萌发(
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!但其在
VYV

信号转导途径中

为负反馈的调节机制(
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#是响应低温胁迫的转录因子!其转录水平在

低温条件下迅速增加!且过表达
9O>

可提高植物对

寒冷的耐受性(

@

)

&在休眠及其解除的过程中往往伴

随着逆境胁迫!转录因子能通过调节其下游靶基因

帮助植物适应恶劣的环境&

KHLM

家族中多个成

员被证实通过与
VYV

受体相互作用介导
VYV

信

号途 径!参 与 休 眠 调 控!例 如
<4#$%&#@

*

<4M

#$%&&"

和
<4#$%&="

基因敲除的突变体与野生

型相比萌发推迟(

$

)

'同样
<4#$%&!

的突变体与野

生型相比!也表现为萌发推迟!推测其负向调节

VYV

介导休眠'然而
<4#$%&&#

基因的缺乏则会

降低种子的
VYZ

%

的转录丰都!从而减少种子的初

级休眠和热抑制(

#"

)

&

KHLM

转录因子广泛存在于植物中!拟南芥中

有
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个(
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!水稻"
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#中有
#"$

个!

而动物中缺乏这类转录因子(

#%

)

&该家族成员包含

="

个氨基酸组成的
KHLM

结构域!其特征为
0

端

高度保守的
KHLMN[L

基序和
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或
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锌指结构(

#&

)

&根据所含
KHLM

结构

域数量以及锌指结构的特点将
KHLM

转录因子分

为
%

组"
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J
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J

#

含有
!

个
KHLM

结构域!

N+)*

J

!
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N+)*

J

%

只含有
#

个
KHLM

结构域!其中

N+)*

J

#

和
N+)*

J

!

锌指结构为
S
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锌指结构为
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KHLM

转录因子

通过
KHLM

结构域与下游目标基因启动子区的
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##进行特异性结合从而

调控目标基因的表达(

#&

!

#=

)

&研究表明!

KHLM

转

录因子参与植物多种生理生化过程(

#&

)

&

前期研究发现!无论是从细胞结构和鳞茎形态

上的变化还是鳞茎内部的能量交换均表明!低温储

藏
$";

时鳞茎的休眠完全解除!

"

"

%";

鳞茎处于

深休眠状态!

%"

"

=";

休眠逐渐解除(

#?'#@

)

&本研究

在已有百合休眠解除转录组的基础上!对参与休眠

解除过程中的
KHLM

差异表达基因进行筛选!克

隆得到
!

"

#$%&!"

&初步了解该基因在休眠解除

过程中的调控作用!为继续研究该基因的功能提供

理论依据&

#

!

材料与方法

!"!

!

试验材料

以东北林业大学园林学院苗圃引种野生细叶百

合鳞茎为材料!置于
&T

冰箱中冷藏处理!以处理阶

段第
"

*

%"

*

="

*

$"

天的鳞茎样品分别标记为
U#

*

U!

*

U%

*

U&

时期(

#$

)

!构建休眠解除转录组!每组设置
%

个重复!转录组前期已构建完成(

!

)

&

!"#

!

细叶百合总
$%&

提取与
'(%&

合成

总
H0V

提取使用试剂盒"天根#并依照说明进

行!采用
#P

琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度计检

测总
H0V

的完整性和纯度&反转录使用
Q-L-H-

试剂盒!合成
E]0V

第
#

链&

!")

!

!
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基因克隆及序列分析

从细叶百合休眠解除转录组
E]0V

文库中获

得该基因最大开放阅读框"

GH6

#!利用
J

+9B4+C<"

设计 特 异 性 上 下 游 引 物
!

"

#$%&'6 VSQQS'

SSSSQSQSVVQNQSN

'

!

"

#$%&'H SQVSN'

NSSSSVQSVSSVQVQ

&以 反 转 录
E]0V

为 模

板!参照
LG]'R.*5'04)

"东洋纺#说明书克隆基因!

反应体系见表
#

&采用三步法进行扩增!反应程序

见表
!

&反应产物经
#P

琼脂糖凝胶电泳检测后回

收目的片段!与
J

QV! 4̂E1)+

"东洋纺#载体连接!利

用大肠感受态
]\C

#

将连接产物转化!对其进行

RSH

并将阳性克隆送往博仕生物公司测序&

表
?

!

RSH

扩增反应体系

Q-I.4#

!

RSH-B

J

.9/9E-19),+4-E19),5

7

514B

组分
!!!!!!!

体积%

$

_

;9519..4;3-14+ #C<C

#"̀ RSHY*//4+/)+LG]'R.*5'04) !<C

!Ba;0QR5 !<C

!CBa a

W

UG

&

!

!

"

#$%&M>

%

!

"

#$%&M$ "<?C

E]0V "<C

LG]'R.*5'04) "<C

表
@

!

RSH

扩增反应程序

Q-I.4!

!

RSH-B

J

.9/9E-19),+4-E19),

J

+)E4;*+4

反应步骤
!!!!!!

反应条件

预变性
$&T!B9,

变性
$@T#"5

退火
=CT

"

"<CT

%

E

7

E.4%"5 &"

循环

延伸
=@T#B9,

最终延伸
?!T#"B9,

&T &T

保存

!"+

!

!

"

#$%&#*

基因序列分析及其生物信息学

分析

!!

将测序结果与细叶百合休眠解除转录组数据库

获得的
!

"

#$%&!"

序列进行比对!利用
0SYZ

在

线软 件
S),54+:4; ])B-9,5U4-+E2U4+:9E4

"

21'

1

J

5

$%%

333<,EI9<,.B<,92<

W

):

%

U1+*E1*+4

%

E;;

%

3+

J

5I<E

W

9

#对 基 因 保 守 结 构 域 进 行 预 测!

]0V'

aV0

软 件 推 测 基 因 编 码 的 氨 基 酸 序 列!利 用

Y.-51b

"

211

J

5

$%%

I.-51<,EI9<,.B<,92<

W

):

#进行同源

序列比对!并用
aANV?<"

构建系统进化树'利用

C"#

第
%

期 杨柳慧 等$细叶百合
!

"

#$%&!"

基因的克隆和表达分析
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R.-,1'R_)E54+:4+

!<"

等分析软件对其蛋白进行生物信息学分析&

!",

!

!

"

#$%&#*

在不同休眠时期的表达

以
.9.

7

VE19,

"

N4,Y-,O

登录号$

(b@!=%$"

#基因

作为内参(

!"

)

!

&

个时期"

U#

*

U!

*

U%

*

U&

#总
H0V

的反

转录产物稀释
#"

倍作为荧光定量模板!使用
UMYH

N+44,

"

QGMGYG

#为荧光染料!在
H)E24_9

W

21S

7

'

E.4+$=

上进行
D

HQ'HSH

!反应程序见表
%

&每组
%

个重复!以
U#

时期表达量为对照!利用
!

c

%%

S1计算

!

"

#$%&!"

基因在休眠不同时期的相对表达量并

分析差异性!使用
AXE4.

和
URUU

进行数据分析&

表
A

!

RSH

三步法扩增

Q-I.4%

!

Q2+44'514

J

RSH-B

J

.9/9E-19),

反应步骤 反应条件

预变性
$CT%"5

三步法
$CTC5

C?T#C5

!!

&"E

7

E.45

?!T%"5

溶解
$CT#"5

=CT="5

$?T#5

冷却
%?T%"5

!"-

!

.

/0!#!1!

"

#$%&#*1234

植物表达载体

以测序比对正确的
!

"

#$%&!"

质粒为模板!

设计添加特异性酶切位点
L

J

,

&

和
U

J

4

&

"

!

"

M

#$%&!"'6

$

NNQVSSVQNQSNNVVVVQSS

和

!

"

#$%&'H

$

VSQVNQSNNSSSSVQSVSSV

#进

行
RSH

扩增反应&对已添加酶切位点的中间表达

载体和带有
N6R

绿色荧光蛋白的
J

YZ#!#'aSU'

N6R

载体分别经
L

J

,

&

dU

J

4

&

"

0AY

#双酶切
%?T

&CB9,

!酶切体系如表
&

&琼脂糖凝胶电泳回收后

Q&

连 接 酶 过 夜 连 接!构 建
J

YZ#!#'!

"

#$%&!"'

N6R

植物表达载体&

表
B

!

双酶切体系

Q-I.4&

!

])*I.4;9

W

4519),5

7

514B

组分 体积%

$

_

J

QV!'!

"

#$%&!"

%

J

YZ#!#'aSU'N6R $

L

J

,ZdU

J

4Z !

S*1UB-+1Y*//4+ !

;9519..4;3-14+ ?

!"5

!

亚细胞定位

采 用 基 因 枪 法!将 以 构 建 的
J

YZ#!#'!

"

M

#$%&!"'N6R

融合表达载体和
J

YZ#!#'aSU'N6R

空载转入洋葱表皮细胞!

!@T

暗培养
#!

"

#=2

!在

荧光显微镜下观察其表达情况!方法参照+

N('#"""

高压气体基因枪,说明书&

!

!

结果与分析

#"!

!

!

"

#$%&#*

基因的克隆

采用天根试剂盒提取
H0V

!所得
H0V

条带清

晰*完整性好!

]!="

%

]!@"

在
#<@

"

!<"

!无蛋白污

染!符合后续试验要求&以第
#

链
E]0V

为模板!

获得目的基因扩增片段!结果显示!在
!"""I

J

处

有
#

条清晰条带"图
#

#&将获得的拼接结果与已知

GH6

序列比对!结果吻合&该基因
GH6

长度为

#@$$I

J

!预测编码氨基酸
=%!

个氨基酸"图
!

#含有

!

个
KHLM

结 构 域 "图
%

#!属 于
KHLM

家 族

N+)*

J

#

&

a

$

]!"""

图
?

!

!

"

#$%&@C

基因扩增片段

69

W

<#

!

Q24-B

J

.9/94;/+-

W

B4,1)/!

"

#$%&!"

#"#

!

!

"

#$%&#*

生物信息学分析

通过
0SYZ

上
Y.-51X

对
!

"

#$%&!"

进行同源

序列比对!发现该序列与海枣"

+,-./'01234

5

('

6

M

.72

#同源性较高达到
=!P

!与其他物种油棕"

E(2.';

:

)'/../;';

#*铁皮石斛"

I./17-B')*324./24)*

#*芭

蕉"

K);223)*'/242

#*菠萝"

</2/2;3-*-;);

#*小兰

屿蝴蝶兰"

+,2(2./-

"

;';.

P

).;47';

#*荷花"

=.()*B-

/)3'

6

.72

#*高粱"

Q-7

:

,)*B'3-(-7

#等也具有较高的

同源性!将
!

"

#$%&!"

推测的氨基酸序列与这些

物种的
KHLM

蛋白序列利用
]0VaV0

软件对多

序列比对!一致性达到
=!<%&P

&同源物种间进化

树结果显示!细叶百合
!

"

#$%&!"

蛋白与海枣和

油棕亲缘关系最近"图
&

#&将该基因命名为
!

"

M

#$%&!"

"

N4,Y-,O

登录号$

aL"@C"=%

#

利用
R+)1R-+-B

软件分析显示!该蛋白分子量

为
=@<%=O*

!理论等电点为
C<&C

!分子式为
S

!$%%

\

&CC"

0

@==

G

$?&

U

!=

!正负电荷残基总数分别为
??

和

C=

!表明其在中性环境中带正电!亲水性平均系数为

c"<@#%

!不稳定系数为
&=<=%

!为不稳定蛋白!其中

丝氨酸含量最高!占
#"<#P

!其次为甘氨酸"

$<?P

#

和脯氨酸"

$<%P

#&

="#
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图
@

!

!

"

#$%&@C

的
E]0V

及其氨基酸序列

69

W

<!

!

Q24E]0V54

D

*4,E4-,;;4;*E4;-B9,)-E9;54

D

*4,E4)/!

"

#$%&!"

图
A

!

!

"

#$%&@C

保守结构域

69

W

<%

!

Q24E),54+:4;;)B-9,

J

+4;9E19),)/!

"

#$%&!"

注$沙芦草$

<

:

7-

"5

7-/*-/

:

('3)*

'节节麦$

<.

:

'(-

"

;42);3,''

'紫花针茅$

Q4'

"

2

"

)7

"

)7.2

'水稻$

J7

5

H2;24'@2

'玉米$

R.2*2

5

;

'博落回$

K2M

3(.2

5

23-71242

&

图
B

!

!

"

#$%&@C

及其他物种
#$%&

基因氨基酸序列系统进化树

69

W

<&

!

R2

7

.)

W

4,419E1+44I-54;),124-B9,)-E9;54

D

*4,E45)/!

"

#$%&!"-,;)124+

J

.-,15

!!

利用
R+)1UE-.4

软件分析显示!该蛋白在第
%#=

位氨基酸残基处疏水性最强!最高值为
#<?=?

'在第

%$%

位氨基酸残基处亲水性最强!最低值为
c%<%&&

!

亲水区蛋白占大多数!表明其为亲水性蛋白&

?"#

第
%

期 杨柳慧 等$细叶百合
!

"

#$%&!"

基因的克隆和表达分析



利用
Qa\aa

对跨膜结构预测显示该蛋白氨

基酸肽链位于膜外!说明不存在跨膜结构域!属于非

跨膜类蛋白&

U9

W

,-ZR

预测显示该蛋白不含有信号

肽!为非分泌蛋白&亚细胞定位推测该蛋白定位于

细胞核中!该结论有待进一步验证&

蛋白质二级结构按照所螺旋*折叠*卷曲和线圈

所占百分比划分为
&

种类型$+

-..'-.

J

2-

,+

-..'I41-

,

+

-.

J

2-'B9X4;

,和+

B9X4;

,

(

!#

)

&二级蛋白结构预测

显示!

-'

螺 旋
?!

个 "

##<%$P

#*延 伸 链
#"?

个

"

#=<$%P

#*无规卷曲
&C%

个"

?#<=@P

#该蛋白为

+

B9X4;

,型蛋白&

#")

!

!

"

#$%&#*

在不同休眠时期的表达特性分析

选取百合休眠解除的
&

个时期"

U#

*

U!

*

U%

*

U&

#

进行
D

HQ'RSH

分析"图
C

#!

!

"

#$%&!"

基因在休

眠解除的过程中表达量总体呈现增长的趋势!

U!

与

U#

时期相对表达量相比表达量无明显差异!

U%

时

期是
U#

时期的
&<@

倍!差异性显著!

U&

时期相对表

达量显著升高!是
U#

时期的
!!<?

倍!此时百合鳞茎

休眠完全解除&

#"+

!

植物表达载体构建及亚细胞定位

将重组的植物表达载体进行双酶切鉴定并送质

粒于博仕生物公司测序!鉴定和测序结果均显示植

物表达载体构建成功&

通过荧光显微镜观察见图
='V#

!

J

YZ#!#'aSU'

N6R

空载质粒打入洋葱表皮后绿色荧光分布于整

个细胞中!而融合表达载体"图
='Y#

#

J

YZ#!#'!

"

M

#$%&!"'N6R

仅在细胞核中有明显的绿色荧光!

并且能同时检测到多个洋葱表皮细胞中出现绿色荧

光!说明该基因定位在细胞核上!具有一般转录因子

特性!与预测结果相吻合&

图
D

!

!

"

#$%&@C

不同时期的定量分析

69

W

<C

!

Q244X

J

+4559),-,-.

7

595)/!

"

#$%&!"9,;9//4+4,1

J

4+9);5

"

+

#

"<"C

#

注$

V#

*

V!

*

V%

为
J

YZ#!#'aSU'NR6

在洋葱表皮细胞中荧光*白光和重叠视野下表达情况'

Y#

*

Y!

*

Y%

为
J

YZ#!#'!

"

#$%&!"'N6R

的洋葱表皮

细胞中荧光*白光和重叠视野下表达情况&

图
E

!

!

"

#$%&@C

基因在洋葱表皮细胞中的瞬时表达

69

W

<=

!

Q+-,594,14X

J

+4559),)/!

"

#$%&!"

W

4,49,),9),4

J

9;4+B-.E4..5

%

!

结论与讨论

从细叶百合转录组
KHLM

转录因子家族克隆

得到的
!

"

#$%&!"

基因具有完整的开放阅读框!

编码
=%!

个氨基酸!具有
!

个
KHLM

结构域隶属

于
KHLM

家族的
N+)*

J

#

&通过蛋白同源性比对!

发现其与棕榈*海枣亲缘关系最为接近&亚细胞定

位显示空载体在洋葱整个细胞都能看到绿色荧光!

为组 成 型 表 达'而 重 组 融 合 载 体
J

YZ#!#'!

"

M

#$%&!"'N6R

只能在细胞核中看到绿色荧光!进

一步证明该蛋白定位于细胞核中且不具有跨膜蛋白

结构&休眠不同时期荧光定量分析显示该基因在这

&

个时期具有差异性!特别是在
U!

*

U%

*

U&

时期表达

量的逐步增加进一步证实它参与了休眠解除这一过

程&细叶百合
!

"

#$%&!"

基因的克隆!为探讨其

在休眠解除与非生物胁迫的关系奠定基础&

KHLM

基因家族是转录因子中最大的家族之

一!既可以通过自身调节以抵御植物在逆境中受到

的胁迫!又可与其他转录因子互作共同调控植物的

防御反应(

#&

)

&它所具有的
K'I)X

结构可以识别或

者结合其靶基因和其他家族成员一起调节植物对各

种胁迫的防御(

!!

)

&在水稻中过表达
J;#$%&&C

可

提高拟南芥的抗病性和耐旱性(

!%

)

!旋蒴苣苔"

O-.2

,

5:

7-*.47'32

#的
O,#$%&#

转录因子可以与
O,M

@"#
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G-(Q#

结合!从而激活
O,G-(Q#

对干旱的响应(

!&

)

&

KHLM

转录因子也可通过转录参与植物的不同应

激反应!同一基因可能参与多个非生物胁迫!拟南芥

中的
<4KHLM&=

*

<4KHLMC&

*

<4KHLM?"

属于

N+)*

J

%

类转录因子!在油菜素类固醇调节的生长中

发挥积极作用!并通过与
YAU#

合作在干旱反应中

起负面作用(

!C

)

&然而
KHLM

转录因子家族对于植

物的调控并不是单向的!过表达
J;#$%&?!

会干

扰转基因拟南芥中
VYV

信号和生长素转运途径之

间的信号串扰(

!=

)

&有研究表明
<4#$%&&=

对干

旱*盐 胁 迫 敏 感!又 可 与
<4#$%&?"

和
V1'

KHLMC%

共同调控植物对细菌的耐受性(

!?'!@

)

&在

棉花"

G-;;

5"

')*,'7;)4)*

#中
G,#$%&#?

虽然能

提高转基因植株对于干旱和盐的耐受力!但降低了

对
VYV

的敏感性(

!$

)

!类似表达模式在水稻中也被

发现!表明
KHLM

转录因子对于植物在逆境中的

调控往往不是一一对应&面对外界复杂的生存环境

KHLM

转录因子家族通过自身强大的调控功能在

植物处于逆境时发挥重要作用&

以往的研究表明通过外源激素的诱导可以打破

种子休眠以提高种子的萌发率和缩短休眠的时

间(

%"'%#

)

!但这种方式的应用范围较窄且不同物种间

差别较大&在休眠解除的过程中也会伴随着非生物

胁迫!前人的研究表明转录因子可通过介导与休眠

相关的非生物胁迫!参与到休眠调控中!如
KHLM

*

aMY

*

SY6

和
IeZR

(

#"

!

%!'%%

)

&这些转录因子参与整

个过程但又不依赖这些应激反应!如
IJG#

虽然参

与低温介导休眠!但在
;)

W

#

的突变体中发现脱落酸

"

VYV

#的 含 量 减 少!赤 霉 素 "

NV

#的 含 量 增 加!

IJG#

调控休眠的过程是不依赖激素的而是通过改

变激素的含量参与整个过程(

%&

)

'同样!过表达
9O>

基因和低温会促进
NV

的分解代谢导致生长迟

缓(

@

)

&梅花"

+7)/);*)*.

#的
+*I<K=

是一个休

眠调节因子!而
9O>

%

I$EO#

则参与了冷的响应与

I<K

基因的调控!特别是
I<K=

!

9O>

基因可以

与
I<K

家族基因互作!响应寒冷并且调控休眠的

解除(

%C

)

&

!

"

#$%&!"

在休眠解除的过程中表达量

逐渐升高!与
U#

时期相比表达量有了显著地增加!

表明它参与了这一过程!然而
!

"

#$%&!"

是否也

参与了某一非生物胁迫从而在休眠解除的过程中发

挥着重要的作用!有待进一步研究&
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