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也摘要页 目的 探讨象皮生肌膏对肛瘘术后模型大鼠创面凋亡因子胱天蛋白酶渊cysteine aspartic acid specific protease, Cas鄄
pase冤的影响遥 方法 36 只 SD 大鼠建立肛瘘模型后袁随机选取 27 只肛瘘大鼠构建肛瘘术后创面模型袁随机分为象皮生肌膏组尧湿润

烧伤膏组尧模型组袁每组 9 只袁剩余 9 只肛瘘大鼠为假手术组遥 象皮生肌膏组尧湿润烧伤膏组使用生理盐水冲洗创面后外敷相应药

物袁模型组仅使用生理盐水冲洗创面袁假手术组无特殊处理袁每日 1次袁连续干预 10 d遥造模后 3尧5尧7尧10 d袁观察创面愈合情况袁计算

创面愈合率遥 药物干预 10 d 后袁从各组取创面组织袁HE 染色观察创面组织病理学变化袁TUNEL法检测创面组织中细胞凋亡数目袁

免疫组织化学法检测创面组织中 Caspase-3尧Caspase-7尧Caspase-9尧Caspase-12蛋白的表达遥 结果 与模型组相比袁象皮生肌膏组在

干预后 3尧5尧7尧10 d 时创面愈合率均显著升高渊P<0.05袁P<0.01冤袁湿润烧伤膏组在干预后 5尧7尧10 d 时创面愈合率均显著升

高渊P<0.05袁P<0.01冤袁而象皮生肌膏组创面愈合率在干预后 7尧10 d 均明显高于湿润烧伤膏组渊P<0.01冤遥 与假手术组比较袁象皮生肌

膏组尧湿润烧伤膏组尧模型组细胞凋亡率均显著升高渊P约0.01冤袁创面组织中 Caspase-3尧Caspase-7尧Caspase-9尧Caspase-12蛋白表达水

平均显著升高渊P约0.01冤曰与模型组比较袁象皮生肌膏组尧湿润烧伤膏组细胞凋亡率均显著降低渊P约0.01冤袁Caspase-3尧Caspase-7尧Cas鄄
pase-9尧Caspase-12 蛋白表达水平均显著下降渊P约0.01冤曰与湿润烧伤膏组比较袁象皮生肌膏组细胞凋亡率均显著降低渊P约0.01冤袁Cas鄄
pase-3尧Caspase-7尧Caspase-9尧Caspase-12蛋白表达水平均显著下降渊P约0.01冤遥结论 象皮生肌膏能通过抑制肛瘘术后创面组织细胞

凋亡袁抑制凋亡相关因子 Caspase-3尧Caspase-7尧Caspase-9尧Caspase-12的表达袁促进创面愈合遥
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肛瘘又称肛管直肠瘘袁是指因感染尧损伤等因素

所形成的与肛周皮肤相通的病理性通道袁是临床最

常见的肛门直肠疾病之一袁80%以上因肛门直肠周

围脓肿破溃或切开引流后所导致袁临床表现为肛周

肿痛尧流脓尧瘙痒等袁具有反复发作及难以自愈的特

点[1]遥 手术是治疗肛瘘的首选方法袁但由于部位的特

殊性袁肛瘘术后切口多不缝合袁创面易受污染袁导致

创面愈合缓慢袁对患者的生理尧心理尧经济等均带来了

负担[2]遥 因此袁如何促进肛瘘术后创面愈合是肛肠外

科亟待解决的重点问题遥 细胞凋亡是人体的一种重

要生理现象袁与组织细胞再生关系密切[3-4]遥 已有证

据表明袁细胞凋亡参与到伤口愈合的调节袁在各个

阶段均发挥重要作用袁在伤口愈合过程中袁细胞凋

亡通过平衡细胞增殖袁清除已发挥作用的炎症细胞尧
成纤维细胞等各类细胞袁使得肉芽组织逐渐演变

为瘢痕组织袁以使伤口愈合[5-6]遥 细胞凋亡不仅决定

着创面愈合的快慢袁在创面异常愈合中也具有重要

意义[7]遥
象皮生肌膏最早见于叶疡科纲要曳袁湖南中医药

大学第一附属医院在其基础上结合现代工艺袁 进一

步化裁袁制作成中医外科常用膏剂袁具有清热解毒尧
活血化瘀尧祛腐生肌之功效遥 本课题组前期研究[8-11]

已证实袁象皮生肌膏能减轻肛瘘患者术后疼痛尧水肿

等袁明显缩短创面修复时间袁生肌效果显著遥 本研究

以细胞凋亡为切入点袁探讨象皮生肌膏对肛瘘术后

创面及凋亡因子胱天蛋白酶渊cysteine aspartic acid
specific protease, Caspase冤的影响袁分析相关作用机

制袁为象皮生肌膏促伤口愈合提供实验证据遥
1 材料

1.1 药物

象皮生肌膏渊湖南中医药大学第一附属医院制

剂室制备袁批号院20211212冤曰湿润烧伤膏渊汕头市美

宝制药有限公司袁批号院2107403G冤遥
1.2 动物

36 只 SPF 级健康 SD 雄性大鼠袁体质量 200耀
220 g袁购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司袁许
可证号院SCXK渊湘冤2019-0004遥所有动物均饲养于湖

SD rats, 27 anal fistula rats were randomly selected to construct wound models after anal fistula operation, then they were
randomly divided into XPSJO group, Moisture Exposed Burn Ointment (MEBO) group and model group, with 9 rats in each
group. The remaining 9 ones were taken as sham operation group. The XPSJO group and MEBO group were applied with
corresponding drugs externally after wound irrigation with normal saline. Wound irrigation with normal saline was performed on
model group, while there was no special treatment for the rats in sham operation group. All the above interventions were
performed once a day, for 10 consecutive days. On the 3rd, 5th, 7th, and 10th day after modeling, the wound healing was
observed and the wound healing rate was calculated. After 10 days of drug intervention, wound tissue were taken from each
group. The histopathological changes of wound tissue were observed by HE staining, the number of cell apoptosis in wound
tissue was determined by TUNEL method, and the expressions of Caspase-3, Caspase-7, Caspase-9 and Caspase-12 proteins
in wound tissue were measured by immunohistochemistry. Results Compared with model group, the wound healing rate of
XPSJO group was higher on the 3rd, 5th, 7th, and 10th day after intervention (P<0.05, P<0.01), and that of MEBO group was
significantly higher on the 5th, 7th and 10th day after intervention (P<0.05, P<0.01). Moreover, the wound healing rate of XPSJO
group was significantly higher than that of the MEBO group on the 7th and 10th day after drug intervention (P<0.01). Compared
with sham operation group, the apoptosis rate and expression levels of Caspase-3, Caspase-7, Caspase-9, and Caspase-12
proteins in wound tissue of XPSJO, MEBO and model groups were significant higher (P<0.01, P<0.01). Compared with model group,
the apoptosis rate and expression levels of Caspase-3, Caspase-7, Caspase-9, and Caspase-12 proteins in XPSJO group and MEBO
group were significantly lower (P<0.0, P<0.01). Compared with MEBO group, the apoptosis rate and expression levels of Caspase-3,
Caspase-7, Caspase-9, and Caspase-12 proteins in XPSJO group were significantly lower (P<0.01, P<0.01). Conclusion XPSJO can
promote wound healing by inhibiting the apoptosis of wound tissue after anal fistula operation as well as the expressions of
apoptosis-related factors, including Caspase-3, Caspase-7, Caspase-9, and Caspase-12.

也运藻赠憎燥则凿泽页 anal fistula; Xiangpi Shengji Ointment; wound surface; apoptosis; cysteine aspartic acid specific protease;
Moisture Exposed Burn Ointment
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南中医药大学第一附属医院实验动物中心遥 本研究

方案获湖南中医药大学第一附属医院实验动物伦理

委员会批准渊伦理审批号院ZYFY20211104-04冤遥
1.3 主要试剂

Caspase-3 抗体尧Caspase-7 抗体尧Caspase-9 抗

体尧Caspase-12 抗体渊湖南丰晖生物科技有限公司袁
批号分别为 Fab1924尧Fab1932尧Fab1945尧Fab1915冤曰
辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG尧辣根过氧化物

酶标记的山羊抗大鼠 IgG尧山羊抗小鼠二抗尧DAB 显

色试剂盒渊武汉赛维尔生物科技有限公司袁批号分别

为 GB23303尧GB23302尧G1214-100UL尧G1212-200T冤曰
TUNEL 试剂盒渊上海碧云天生物技术有限公司袁批
号院C1090冤曰HE 染色液渊广州维格斯生物科技有限

公司袁批号院3201121冤遥
1.4 主要仪器

生物组织摊烤片机渊武汉俊杰电子有限公司袁型
号院JK-6冤曰生化培养箱渊上海一恒仪器公司袁型号院
LRH冤曰石蜡切片机渊德国莱卡公司袁型号院RM2235冤曰全
自动病理切片扫描仪渊匈牙利3DHISTECH 公司袁型
号分别为 Pannoramic MIDI 域冤遥
2 方法

2.1 肛瘘模型的建立

适应性喂养 1周后袁36只 SD大鼠参照 R譫S 等[12]

的造模方法袁加以改进袁进行肛瘘的造模遥 造模前禁

食尧禁水 24 h袁2%戊巴比妥钠渊40 mg/kg冤腹腔注射

麻醉后袁使用脱毛膏将每只大鼠肛周毛发脱除袁后使

用 0.1%强力碘溶液消毒肛周手术区域遥大鼠以俯卧

位袁采用时钟定位法渊以大鼠尾根部为 12 点位袁会阴部

为 6 点位冤造模袁将 50 mL 注射器针头由大鼠肛门

内进入袁穿过肛门括约肌袁从肛门 9点位距肛缘约 1 cm
皮肤穿出袁随后退出针头袁将直径 2 mm 的钢丝沿

针头所致的通道穿入袁将钢丝两端扭转固定袁放置

30 d袁期间自由饮食遥30 d 后麻醉下取出大鼠肛周钢

丝袁于钢丝贯通位置可触及条索样物袁证明造模成功遥
2.2 肛瘘术后创面模型的建立

观察 30 d 后随机选取 27 只肛瘘模型大鼠袁术
前 24 h 禁食尧禁水袁2%戊巴比妥钠渊40 mg/kg冤腹腔

注射麻醉袁使用 0.1%强力碘溶液消毒肛周手术区域袁

沿钢丝进行野瘘管切除术冶袁术后使用无菌棉球压迫

止血 10 min袁创面不缝合袁保持开放袁将大鼠放回笼子袁
自由饮食遥剩余 9 只肛瘘模型大鼠不予以特殊处理遥
2.3 分组及给药

将 27 只肛瘘术后创面模型 SD 大鼠随机分为 3
组院象皮生肌膏组尧湿润烧伤膏组尧模型组袁每组 9
只曰剩余 9 只肛瘘模型大鼠为假手术组遥肛瘘术后创

面模型建立 24 h 后开始创面换药袁每组给药前均使

用生理盐水冲洗创面袁象皮生肌膏组及湿润烧伤膏

组分别使用象皮生肌膏尧湿润烧伤膏外敷后盖上医

用无菌敷料加以固定袁模型组仅冲洗后盖上医用无

菌敷料袁假手术组无特殊处理遥 每日换药 1 次袁连续

干预 10 d遥
2.4 创面愈合率

造模后 3尧5尧7尧10 d袁使用数码相机拍摄创面情

况袁采用 0.5 cm伊0.5 cm 透明方格面积测量器测定

创面面积袁与造模后初始创面面积进行比较袁获得各

组创面动态愈合率遥 创面愈合率=渊初始创面面积-
造模后 n 天的面积冤/初始创面面积伊100%[10]遥
2.5 动物取材

药物干预 10 d 后袁次日在麻醉下从象皮生肌膏

组尧湿润烧伤膏组尧模型组取创面组织袁假手术组行

野瘘管切除术冶后取瘘管下组织袁均用 4%多聚甲醛

固定遥
2.6 HE 染色检测创面组织病理变化

取固定的创面组织制作石蜡切片袁切片经二甲

苯脱蜡袁乙醇水化袁用苏木素和伊红染色袁乙醇脱水袁
二甲苯透明袁中性树胶封片袁使用病理切片扫描仪对

玻片进行扫描袁Case Viewer 软件查看玻片并采集图

片袁观察组织病理变化遥
2.7 TUNEL 法检测创面组织中细胞凋亡数目

将创面组织制作成的石蜡切片用二甲苯进行脱

蜡袁乙醇水化袁滴加蛋白酶 K袁37 益孵育 20 min袁PBS
洗涤 3次袁滴加配制好的50 滋L TUNEL检测液袁37 益
避光孵育 1 h袁PBS 洗涤 3 次袁含 DAPI 的抗荧光淬

灭封片液封片遥 使用病理切片扫描仪尧Case Viewer
软件对玻片进行扫描尧观察并采集图片袁采用 Image J
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注院与模型组比较袁*P<0.05袁**P<0.01曰与湿润烧伤膏组比较袁##P<0.01遥

组别

象皮生肌膏组

湿润烧伤膏组

模型组

干预后 3 d
13.38依1.57*
12.24依1.37
11.65依1.06

干预后 5 d
30.34依3.81**
28.48依2.78*
25.13依2.40

干预后 7 d
51.88依2.70**##

48.31依2.05**
43.85依2.01

干预后 10 d
87.39依2.59**##

74.10依2.94**
63.89依3.12

表 1 象皮生肌膏对肛瘘术后大鼠创面愈合率的影响

渊曾依s袁n=9袁%冤

软件袁计算细胞凋亡率遥 细胞凋亡率=凋亡细胞数衣
细胞总数伊100%遥
2.8 免疫组织化学法检测创面组织中 Caspase-3尧
Caspase-7尧Caspase-9尧Caspase-12 蛋白的表达

将创面组织制作成的石蜡切片使用二甲苯脱蜡

至水尧乙醇脱水袁经过热修复抗原后袁加入 3% H2O2

室温 10 min 灭活内源性酶袁PBS 冲洗 3 次遥滴加 5%
羊血清袁置于湿盒中室温孵育 20 min袁PBS 洗涤 3
次遥 滴加稀释的一抗袁4 益过夜袁37 益温箱复温 30 min袁
PBS 冲洗 3 次袁滴加二抗袁37 益孵育 30 min袁PBS 冲

洗 3 次遥 滴加显色剂 DAB 工作液袁室温孵育 5 min袁
蒸馏水洗涤袁苏木素复染 3 min袁蒸馏水冲洗袁PBS
洗涤返蓝袁乙醇梯度脱水袁二甲苯透明袁中性树胶封

片遥 经扫描仪扫描后袁在 Case Viewer 软件进行观察

及图像采集袁以棕黄色为阳性染色袁采用 Image-Pro
Plus 6.0 软件分析图像的积分光密度渊integrated
optical density, IOD冤平均值遥
2.9 统计学分析

采用 SPSS 25.0 软件和 GraphPad Prism 9.3 软

件进行数据分析及作图袁符合正态分布及方差齐性

的计量资料以野曾依s冶表示遥 组间比较采用单因素ANOVA
检验袁方差齐采用 LSD 检验遥以 P约0.05 为差异有统

计学意义遥

3 结果

3.1 造模情况

肛瘘造模期间各组大鼠未见死亡袁造模大鼠均

造模成功遥 肛瘘术后创面模型造模期间各组大鼠未

见死亡袁故实验结束时每组大鼠均为 9 只遥
3.2 各组创面愈合情况比较

与模型组相比袁象皮生肌膏组在干预后 3尧5尧7尧
10 d 时伤口愈合率均升高渊P<0.05袁P<0.01冤袁湿润烧

伤膏组在干预后 5尧7尧10 d 时愈合率显著升高渊P<
0.05袁P<0.01冤曰在药物干预后 7尧10 d袁象皮生肌膏组

创面愈合率明显高于湿润烧伤膏组渊P<0.01冤遥 详见

图 1尧表 1遥

3.3 各组伤口组织病理学变化比较

模型组创面可见明显组织出血尧血管扩张及炎

性细胞浸润遥象皮生肌膏组创面组织炎性细胞少袁可
见较成熟血管袁胶原纤维和成纤维细胞排列较整齐袁

图 1 象皮生肌膏对肛瘘术后大鼠创面愈合的影响渊标尺每格为 1 mm冤

干预后 3 d 干预后 5 d 干预后 7 d 干预后 10 d

象皮生肌膏组

湿润烧伤膏组

模型组
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致密遥 湿润烧伤膏组大鼠创面组织较多炎性细胞浸

润袁新生肉芽组织形成遥 详见图 2遥

3.4 各组创面组织中细胞凋亡数目比较

与假手术组比较袁象皮生肌膏组尧湿润烧伤膏

组尧模型组细胞凋亡率显著升高渊P约0.01冤曰与模型组

比较袁象皮生肌膏组尧湿润烧伤膏组细胞凋亡率显著

降低渊P约0.01冤曰与湿润烧伤膏组比较袁象皮生肌膏组

细胞凋亡率显著降低渊P约0.01冤遥 详见图 3要4遥

3.5 各组创面组织中 Caspase-3尧Caspase-7尧Cas鄄
pase-9尧Caspase-12 蛋白的表达水平比较

与假手术组比较袁模型组尧象皮生肌膏组尧湿润烧

伤膏组创面组织中 Caspase-3尧Caspase-7尧Caspase-9尧
Caspase-12 蛋白表达水平显著升高渊P约0.01冤曰与模型

组比较袁象皮生肌膏组尧湿润烧伤膏组 Caspase-3尧
Caspase-7尧Caspase-9尧Caspase-12 蛋白表达水平显

著下降渊P约0.01冤曰与湿润烧伤膏组比较袁象皮生肌膏

组 Caspase-3尧Caspase-7尧Caspase-9尧Caspase-12 蛋

白表达水平显著下降渊P约0.01冤遥 详见图 5要6遥
4 讨论

肛瘘是结直肠外科的常见病尧多发病袁且随着生

活习惯尧饮食结构等的改变袁发病率呈上升趋势[13]遥
手术是治疗肛瘘的首选方案袁但因术后切口为开放

性污染伤口袁术后愈合缓慢袁疼痛明显袁严重影响患

者生活遥中医药促创面修复历史悠久袁具有清热解

毒尧止痛化瘀尧化腐生肌尧调和气血等作用袁有效促进

术后创面愈合[14]遥 现代研究证实袁中医药在临床创面

图 4 各组大鼠创面组织细胞凋亡情况渊曾依s袁n=3冤
注院与假手术组比较袁**P约0.01曰与模型组比较袁##P约0.01曰与湿

润烧伤膏组比较袁&&P约0.01遥

图 2 各组肛瘘术后大鼠创面组织病理学变化渊HE 染色袁伊200袁标尺为 100 滋m冤

图 3 各组大鼠创面组织细胞凋亡情况渊TUNEL 染色袁伊200袁标尺为 200 滋m冤
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修复中占据着独特优势袁其作用的机制包括调控免

疫炎症反应尧促进生长因子分泌尧调节胶原蛋白的合

成等[15-16]遥
象皮生肌膏出自清末医家张山雷的名方象皮

膏袁湖南中医药大学第一附属医院在其基础上制成

院内制剂袁将其用于急尧慢性创面等多种创面修复袁
临床疗效显著[17-20]遥 象皮生肌膏主要组成包括象皮

粉尧生地黄尧血余炭尧当归尧炉甘石尧醋龟甲尧生石膏

等袁其中袁象皮粉敛疮止血曰生地黄养阴生津尧凉血止

血曰血余炭消瘀收敛止血曰当归补血活血尧生肌止痛曰

图 5 各组大鼠创面组织 Caspase-3尧Caspase-7尧Caspase-9尧Caspase-12蛋白的表达情况

渊免疫组织化学袁伊100袁标尺为 500 滋m冤

图 6 各组大鼠创面组织 Caspase-3尧Caspase-7尧Caspase-9尧Caspase-12 蛋白的表达情况渊曾依s袁n=3冤
注院与假手术组比较袁**P约0.01曰与模型组比较袁##P约0.01曰与湿润烧伤膏组比较袁&&P约0.01遥
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炉甘石解毒收湿敛疮曰龟甲滋阴潜阳尧益肾养血曰生
石膏清热解毒遥 诸药合用袁共奏活血止痛尧祛腐生肌

之功效遥 本研究通过钢丝挂线留置及手术的方法构

建肛瘘术后大鼠模型袁采用象皮生肌膏或湿润烧伤

膏外用 10 d袁观察其对创面愈合及凋亡调控因子的

影响遥 本次研究显示袁象皮生肌膏组在各个时间点

创面愈合率均显著高于模型组渊P<0.05袁P<0.01冤袁而
湿润烧伤膏组在药物干预后 5尧7尧10 d 时创面愈合

率较模型组显著升高渊P<0.05袁P<0.01冤袁象皮生肌膏组

在干预后 7尧10 d 时创面愈合率明显高于湿润烧伤

膏组渊P<0.01冤袁表明象皮生肌膏能显著促进肛瘘术

后创面愈合遥
创面修复是个复杂而有序的生理过程袁涉及止

血尧炎症尧增殖尧重塑等阶段袁而各阶段均有凋亡机制

的参与[21]遥 在止血及炎症期袁血小板尧炎症细胞等大量

聚集袁通过消除微生物控制感染袁随后炎症细胞通过

凋亡被清除袁避免损伤正常细胞与组织而引发进一

步的炎症袁进而进入关键的增殖期及组织重塑期[22]遥
成纤维细胞尧角质形成细胞等各种细胞群迅速增殖袁
胶原蛋白开始沉积袁细胞外基质合成袁新生肉芽组织

形成袁伤口逐渐填平袁最终通过调控细胞的清除袁导
致形成相对无细胞的瘢痕组织[23]遥 研究表明袁创面愈

合缓慢与创面细胞过度凋亡相关袁 而瘢痕疙瘩的形

成与细胞凋亡减少关系密切[24-26]遥由此可见袁细胞凋亡

影响着创面修复的进展及预后遥
凋亡的调节涉及复杂的级联反映袁其发生及发

展包括起始期尧 整合期及执行期 3 个阶段袁Caspase
在执行期发挥着关键作用袁是细胞凋亡的核心调节

因子[27-28]遥 Caspase 分子起初以无活性的酶原形式存

在袁在受到外部或内部的刺激下袁凋亡启动子 Cas鄄
pase-9尧Caspase-12 被激活袁进而蛋白水解剪切并激

活效应子 Caspase-3尧Caspase-7袁 效应子 Caspase进
而作用于底物袁导致细胞形态等发生变化袁导致细胞

凋亡[29-30]遥 本研究结果显示袁干预 10 d 后袁与假手术

组比较袁象皮生肌膏组尧湿润烧伤膏组尧模型组创面

组织细胞凋亡率显著升高渊P<0.01冤袁Caspase-3尧Cas鄄
pase-7尧Caspase-9尧Caspase-12 蛋白表达水平显著

升高渊P<0.01冤曰与模型组比较袁象皮生肌膏组尧湿润

烧伤膏组细胞凋亡率显著降低渊P<0.01冤袁Caspase-3尧

Caspase-7尧Caspase-9尧Caspase-12 蛋白表达水平显

著下降渊P<0.01冤曰与湿润烧伤膏组比较袁象皮生肌膏

组细胞凋亡率显著降低 渊P<0.01冤袁Caspase-3尧Cas
pase-7尧Caspase-9尧Caspase-12 蛋白表达水平显著

下降渊P<0.01冤袁表明象皮生肌膏能显著抑制创面肉

芽组织细胞凋亡袁从而促进伤口愈合袁该作用效果

可能与抑制创面组织中 Caspase-3尧Caspase-7尧Cas鄄
pase-9尧Caspase-12 蛋白的表达相关遥

综上所述袁本研究证实象皮生肌膏能通过抑制

肉芽组织细胞凋亡袁从而显著促进创面愈合袁其作用

机制可能与抑制创面组织中 Caspase-3尧Caspase-7尧
Caspase-9尧Caspase-12 蛋白的表达相关遥 但本研究

仅对凋亡相关因子进行研究袁其涉及的凋亡相关通

路有待后续更进一步的研究遥
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