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ZẐ %!"#?0"?!

#$云南省重大科技专项计划项目!编

号"

!"#T̂ b""2

#

作者简介!陈晨%女%江南大学在读本科生&

通信作者!徐德平!

#3$?

'#%男%江南大学副教授%博士&

4)5678

"

KE

C

#!#3

!

+7@6>*;5

收稿日期!

!"#3)"2)!T

!"#

"

$%&$'()*

(

+

&,--.&$%%'/)011&*%$2&%1&%'$

核桃中血清素的提取分离与抗心肌缺血活性研究
=8'#&.'(")&)2(4"%&'(")"*4$#"'")()*#"5,&%)6'&)2('4&)'(-(4.+$5(.&.'(9('

1

陈
!

晨

-1E,-/7'

!

徐德平

O@W7(

G

%'

*

!

金
!

蒙

$R, J7'

*

!

张晓娟

01",2O%&4(

[

3&'

!江南大学食品学院%江苏 无锡
!

!#(#!!

#

!

944:9&<36=

C

4

8

$%&'

*

'&'@'%A7B?%=

C

%

H3P%

%

$%&'

*

?3!#(#!!

%

-/%'&

#

摘要!核桃破碎后经体积分数为
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乙醇提取!乙酸乙酯

萃取#浓缩后!经大孔树脂#

PQM

#

N'Y

等不同层析柱分

离%采用
PJJ

法和试剂盒法!以乳鼠心肌细胞缺血(再

灌注损伤模型检测各分离组分抗心肌缺血活性%结果从

核桃中分离得到
?

!

#")

二羟色胺和
Y:A

C

:ADE7@A

化合物!

其中
?

!

#")

二羟色胺能显著提高心肌细胞存活率!减少受

损细胞心肌酶"

X'H

#

Qj

$的释放!对心肌细胞具有保护

作用%

关键词!核桃'血清素'
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二羟色胺'心肌细胞'缺血(再

灌注
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#又名胡桃)羌桃&中医认为%

核桃具有健脑益智%补肾固精%温肺定喘的作用*

#

+

&现代

研究发现%核桃还具有抗氧化*

!U2

+

%调节胆固醇%降低血

压%预防心脑血管疾病的功效*

(U?

+

%是公认的-黄金圣果.&

有关核桃生理功能的研究报道较多%相对应的功效

成分报道却较少%如核桃具有抗心脑血管疾病的功能%大

量文献*

$U-

+表明是核桃油中不饱和脂肪酸起主要作用%

但李旭*

T

+以大鼠高血压为模型%对比脱脂核桃粉和核桃

油的作用效果%发现脱脂核桃粉的降血压效果明显优于

核桃油%说明脱脂核桃仁中含有抗心脑血管疾病的成分%

而有关此成分的研究尚未见报道&

试验拟以脱脂核桃仁为原料%采用多种色谱法分离%

通过细胞体外功能评价来寻找核桃中抗心血管疾病的功

能成分%旨在明确核桃仁中除油以外预防心血管疾病作

用的功效成分%以期为核桃资源的高效利用和深加工提

供理论依据&
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材料与方法
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原料与试剂

脱脂核桃仁"云南省林业科学院$
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乳鼠"上海实验动物研究中心&

无水乙醇)正丁醇)茴香醛)冰醋酸)甲醇)硫酸"分析

纯%国药集团化学试剂有限公司$
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母液"美国
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有限公司$

高压灭菌锅"
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型%苏州赛恩斯仪器有限
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4

CC

A@E;DB

公司$

色谱仪"
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型%美国沃特世公司$

紫外检测器"

f0J4SY33$

型%美国沃特世公司&
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试验方法
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核桃功能成分的提取
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取
!"L

<

脱脂核桃仁%粉碎

后过
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目筛%每次取
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放入提取罐中%按料液比
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$
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5X

#加入体积分数
-"̀

的乙醇%于
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%

#!"D

(

57@

搅拌提取
!:

%过滤%滤渣重复提取两次%合并滤液%于

-"_

减压浓缩成浸膏%得
#>T!L

<

乙醇提取物%冷藏备

用&取
#>"L

<

乙醇提取物%加水溶解至
#X

%转移至分液

漏斗中%用
#X

乙酸乙酯萃取%重复操作
(

次%将乙酸乙酯

相合并于
?" _

减压浓缩至干%得核桃乙酸乙酯萃取物

#-2>#
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乙酸乙酯萃取物的分离
!

取
#>!>#

中全部乙酸乙

酯萃取物%溶解于适量去离子水中%上大孔树脂柱
0[)T

!

#"*5V#?"*5

#%依次用体积分数为
2"̀

%

?"̀

%

-"̀

乙

醇洗脱%每梯度洗脱
!"""5X

&将各部分洗脱液减压浓

缩%得
2"̀

乙醇洗脱物
(3>-

<

%

?"̀

乙醇洗脱物
2T>!
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乙醇洗脱物
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大孔树脂柱分离组分的抗心肌细胞缺血活性的测

定
!

取
!"

只新生乳鼠%参照文献*
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+的方法制备心肌细

胞%平均分为正常对照组)缺血(再灌注模型组与体积分

数
2"̀

乙醇)

?"̀

乙醇)

-"̀

乙醇洗脱物试验组&
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#心肌细胞存活率的测定"按照文献*

#"

+配制模拟

缺血液&先向缺血液中充入
3?̀ R

!

与
?̀ QN

!

饱和

#?57@

%置换正常培养基%放入自制密封盒内%再通入

3?̀ R

!

与
?̀ QN

!

%直至充分排尽盒中原有气体%密封%

培养箱中培养
(:

%造成心肌细胞缺血缺氧&再灌注时以

复氧血液置换缺血液%通入
3?̀ N

!

与
?̀ QN

!

%培养箱

中培养
!:

&采用
PJJ

法*

##

+测定心肌细胞存活率&将

细胞转移至
3$

孔板中%每组设置
?

个复孔%经缺血(再灌

注和药液干预后%吸出培养液%细胞用磷酸缓冲液轻轻漂

洗
2

次%再向每孔中加入
#""

(

X

含有
">?

<

(

XPJJ

母液

的溶液%培养
(:

%再次吸培养液%转移至暗处操作%依次

向每孔中加入二甲基亚砜!

'PYN

#溶液
#?"

(

X

%低速振

荡
#"57@

%于酶标仪中测吸光度&

!
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#心肌细胞受损程度的测定"采用试剂盒测定心肌

细胞酶水平%取每孔内的细胞培养上清液%参照说明书操

作%比色法检测细胞上清中
X'H

)

Qj

的含量&

#>!>(

!

大孔树脂柱分离的具有抗心肌缺血活性组分的分

离
!

取大孔树脂分离的具有抗心肌缺血活性的
?"̀

乙醇

洗脱物
2?

<

%用适量去离子水溶解%上
PQMbA8

柱!

?*5V

#""*5

%

#""

(

5

#%依次用
?""5X

去离子水清洗%体积分

数为
(?̀

%

?"̀

%

??̀

的乙醇各
?""5X

梯度洗脱%每梯度

收集
!?

支试管%

!"5X

为一试管&洗脱液经薄层色谱

!

JXQ

#鉴定%用硫酸茴香醛染色%相同
F

B

值和显色情况的

洗脱液合并%分别得
(?̀

%

?"̀

%
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的乙醇洗脱物
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%
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PQMbA8

柱分离组分的抗心肌缺血活性检测
!

按

#>!>2

的方法对
PQMbA8

柱分离得到的
(?̀

%

?"̀

%

??̀

的乙醇洗脱物抗心肌缺血活性进行检测&

#>!>$

!

抗心肌缺血活性组分分析
!

采用高效液相色谱

!

HZXQ

#对
PQMbA8

柱分离得到的具有抗心肌缺血活性

组分的洗脱物的化学组成进行分析&色谱条件"色谱柱
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#$流动相"
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]
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水!含
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甲酸#$流速
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(

57@

$进样量
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X

$

紫外检测器波长
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&

#>!>-

!

抗心肌缺血活性单体化合物纯化与结构鉴定
!

取

PQMbA8

柱
(?̀

的乙醇洗脱物
?>T

<

溶于适量去离子水

中%上样至
N'Y

柱!

2>?*5V#""*5

%

?"

(

5

#%依次用体积

分数
("̀

%

(?̀

%

?"̀

乙醇梯度洗脱%得两个纯的单体化

合物
-

)

.

%分别为
#?2>#

%

T!>25

<

&将
-

)

.

用二甲亚砜

!

'PYN

#溶解后进行#

H)RPS

)

#2

Q)RPS

测定&

#>!>T

!

单体化合物的抗心肌缺血活性作用研究
!

参照文

献*

3

+的方法制备心肌细胞%平均分为
#"

组"正常对照

组)缺血(再灌注模型组)试验组!

T

组#&对照组为正常培

养细胞%模型组经缺血再灌注过程%试验组经缺血再灌注

过程后再分别灌注单体化合物
-

)

.

%剂量为
?"

%

#""

%

#?"

%

!""5
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(

X

&心肌细胞存活率及细胞培养液中
X'H

)

Qj

含量测定方法同
#>!>2

&

#>!>3

!

统计学分析
!

采用
YZYY#2>"

版统计分析软件进

行处理%试验重复
$

次%所有数据均用!

-

Oa?

#表示%用单

因素方差分析比较各组均数之间的差异&

!

!

结果与分析
!>#

!

大孔树脂柱分离组分的抗心肌细胞缺血活性

由表
#

可知%各试验组中%体积分数
?"̀

乙醇试验组

的乳鼠心肌细胞存活率最大%

X'H

和
Qj

酶含量最低%表

现出的抗心肌缺血活性最强%且与模型小鼠存在显著性

差异!

Z

%

">"#

#&而体积分数
2"̀

%

-"̀

乙醇试验组的细

胞存活率)

X'H

和
Qj

酶含量与模型组相比均无明显差

异%说明不含抗心肌缺血活性成分&由此推断核桃乙醇

提取物乙酸乙酯萃取物有抗心肌缺血活性%且有效成分

位于体积分数
?"̀

乙醇洗脱物中%故对体积分数
?"̀

乙

醇洗脱物进一步分离&

!>!

!

PQMbA8

柱分离组分的抗心肌细胞缺血活性

由表
!

可知%各试验组中%体积分数
(?̀

乙醇洗脱物
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提取与活性
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?"̀

乙醇洗脱物试验组
!->(2a(>#$ (?>!#a">3? !#>?-a">$2

??̀

乙醇洗脱物试验组
!3>(?a(>$2 ((>-Ta">-$ !#>"2a">!$

!!!!!!

e

!/

表示与缺血(再灌注模型组比较差异显著!

Z

%

">"#

#&

作用后的乳鼠心肌细胞存活率最大%

X'H

和
Qj

酶含量

最低%表现出的抗心肌缺血活性最强%且与模型小鼠存在

显著性差异!

Z

%

">"#

#&而体积分数
?"̀

%

??̀

乙醇洗脱

物作用后%细胞存活率)

X'H

和
Qj

酶含量与模型组相比

均无明显变化%说明不含抗心肌缺血活性成分&由此推

断经
PQMbA8

柱分离的
(?̀

乙醇洗脱物有抗心肌缺血活

性%故对体积分数
(?̀

乙醇洗脱物进行成分分析和分离

纯化&

!>2

!

(?̀

乙醇提取物组成成分

核桃抗心肌缺血活性成分存在于经
PQMbA8

柱分离

的
(?̀

乙醇洗脱物中%对该洗脱物进行
HZXQ

分析%由

图
#

可知%

(?̀

乙醇洗脱物主要由两个峰组成%保留时间分

别为
#>?$

%

#>3(57@

%推测该部分主要由两个化合物组成&

图
#

!

(?̀

乙醇洗脱物液相色谱图

&7

<

=DA#

!

(?̀ A,:6@;8A8=6,A7@HZXQ

!>(

!

核桃中抗心肌缺血活性单体化合物的分离

将
PQMbA8

柱
(?̀

乙醇洗脱物反复上
N'Y

柱%依次

用
("̀

%

(?̀

%

?"̀

乙醇洗脱%直到分离出该组分所含的

两个单体化合物
-

)

.

%化合物
-

对应保留时间为

#>3(57@

%化合物
.

对应保留时间为
#>?$57@

&由图
!

可

知%两个化合物的薄层色谱图均呈单一条带&

图
!

!

单体化合物薄层色谱图

&7

<

=DA!

!

J:7@86

/

AD*:D;56,;

<

D6

C

:

/

;B

*;5

C

;=@E
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O

.

)&!

"
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"
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!>(>#

!

化合物
-

的结构鉴定
!

化合物
-

为白色无定形粉

末%溶于甲醇)乙醇%极易溶于水&

4YM)PY

得出
)

(

.

"

#-T

*

P]H

+

]

%化合物
-

分子量为
#--

%表明含有奇数个
R

元素&

#

H)RPS

谱可知"

'

2>-!

%

!>T"

含两个各为三分峰的

亚甲基%偶合常数皆为
$>3

%表明两个亚甲基相连$芳香区

有
(

个氢信号%

'

$>-$

!

#H

%

EE

%

$\!>2

%

T>-

#%

'

$>33

!

#H

%

E

%

$\!>2

#%

'

->!2

!

#H

%

E

%

$\T>-

#各含
#

个氢%由偶合常

数可知%其构成一个
0P1

系统%即苯环上三取代氢$

'

$>-T

的氢为单峰氢&

#2

Q)RPS

谱中共
#"

个碳"

'

#?#>?

为苯环上连氧碳%

判断有
UNH

基存在%

'

#!->(

%

##?>(

%

##(>(

%

#"?>T

为
(

个

UQH

上的碳%

'

#2(>?

%

#2">-

%

##2>3

为
2

个季碳&

'

$(>T

%

2">(

为
!

个
UQH

!

上的碳%从
'

$(>T

的化学位移来看

UQH

!

上碳连有氧%推断有
UQH

!

QH

!

NH

结构片断&综

合分析并参照文献*

#!

+得化合物
-

为
?

%

#")

二羟色胺%其

碳谱如图
2

%结构如图
(

&

图
2

!

化合物
-

碳谱图

&7

<

=DA2

!

Q6DF;@+

C

A*,D=5;B*;5

C

;=@E

-

图
(

!

化合物
-

的结构

&7

<

=DA(

!

J:A*:A57*68+,D=*,=DA+;B*;5

C

;=@E

-

!>(>!

!

化合物
.

的结构鉴定
!

化合物
.

为白色无定形粉

末%溶于甲醇)乙醇%极易溶于水&

4YM)PY

得出
)

(

.

"

!"2

*

P]H

+

]

%

HS)4YM)PY

得出
)

(

.

"

!"2>!-(-

*

P]H

+

]

%

对应的分子式为
Q

#!

H

#(

R

!"

&

#

H)RPS

谱显示"

#

个双峰甲基
'

#>?-

!

$\?>(

#%

'

(>$"

处有
#

个四重峰质子!

$\?>(

#%推测甲基与该质子

相偶合$

'

!>T2

%

2>$#

处各有
!

个质子!

UQH

!

#%皆呈三重

峰!

$\$>(

#%表明
UQH

!

相邻$在低场区
'

$>-T

!

EE

%

$\

!>(

%

T>-

#%

$>3#

!

E

%

$\!>2

#%

->!-

!

E

%

$\T>-

#各有
#

个氢%

从偶合常数来看%其构成一个
0P1

系统%即苯环上三取

代氢&

#2

Q)RPS

谱 显 示 该 化 合 物 共 有
#!

个 碳"其 中

'

#?#>"

为苯环上连氧碳%判断苯环上有
UNH

存在$

'

##(>(

%

##(>"

%

#"(>-

为苯环上的
2

个
UQH

上的碳$

'

#22>(

%

#22>2

%

#!T>!

%

#"$>3

为
(

个季碳$

'

?#>!

为
UQH

上的碳%从化学位移来看该碳与
R

元素相连$

'

(2>#

%

#3>T

为两个
UQH

!

上的碳%结合氢谱来看两个
UQH

!

上碳相连$

'

(2>#

的碳可能也与
R

元素相连%推断有

UQH

!

QH

!

R

结构 片 断$

'

#T>$

为 甲 基&综 合 分 析

#

H)RPS

)

#2

Q)RPS

和
PY

的 图 谱 并 参 照 文 献

*

#2U#(

+得出化合物
.

为
Y:A

C

:ADE7@A

%其碳谱如图
?

%

结构如图
$

&

图
?

!

化合物
.

碳谱图

&7

<

=DA?

!

Q6DF;@+

C

A*,D=5;B*;5

C

;=@E

.

图
$

!

化合物
.

的结构

&7

<

=DA$

!

J:A*:A57*68+,D=*,=DA+;B*;5

C

;=@E

.

!>?

!

单体化合物的抗心肌缺血活性

由表
2

可知%模型组细胞存活率仅为
!$>(?̀

%同时

心肌细胞液中
X'H

)

Qj

含量显著升高%分别达到
(?>$T̀

和
!!>-$̀

%可见缺血(再灌注导致心肌细胞明显损伤&

?

%

#")

二羟色胺剂量为
?"5

<

(

X

时%细胞存活率为
?3>($̀

!

Z

%

">"?

#)

X'H

和
Qj

含量显著降低!

Z

%

">"?

#$

?

%

#")

二

羟色胺 剂 量 为
#?" 5

<

(

X

时%心 肌 细 胞 存 活 率 高 达

T->-3̀

!

Z

%

">"#

#%

X'H

)

Qj

含量达到最低!

Z

%

">"#

#%且

呈剂量依赖关系$在
!""5

<

(

X

时%心肌细胞存活率有所

下降&表明
?

%

#")

二羟色胺对缺血(再灌注造成的心肌

细胞损伤具有有效保护作用%

#?"5

<

(

X

时作用效果最

佳&

Y:A

C

:ADE7@A

组细胞存活率与模型组相当%随着含量

升高对缺血(再灌注损伤心肌细胞无明显作用&

*'!

提取与活性
41JS0QJMNR O 0QJMgMJ%

总第
!#(

期
"

!"#3

年
T

月
"



表
2

!

化合物
-

#

.

对缺血$再灌注心肌细胞存活率及
X'H

#

Qj

酶含量的影响e

J6F8A2

!

4BBA*,+;B*;5

C

;=@E+M6@EMM;@5

/

;*6DE768*A88+=DI7I68D6,A6@EX'H6@EQj

A@9

/

5A*;@,A@,7@M+*:A576

$

SA

C

ADB=+7;@

组别 剂量(!

5

<

,

X

U#

# 细胞存活率(
` X'H

(!

W

,

X

U#

#

Qj

(!

W

,

X

U#

#

对照组
3->(2a!>-# !>2$a">!? #>3(a">(-

缺血(再灌注模型组
!$>(?a2>!2 (?>$Ta!>2- !!>-$a">2#

&&

-

组

?" ?3>($a2>?3

/

!">"!a#>3T

/

(>32a">?2

/

#"" -?>(-a(>"$

/

$>2#a!>#-

//

2>(#a">2$

//

#?" T->-3a(>(!

//

(>$-a">$(

//

#>$(a">2T

//

!"" -T>$-a(>2$

//

(>-2a#>#!

//

!>!?a">(2

//

.

组

?" !?>!3a2>-# ((>T$a!>#!

/

!!>2Ta">2-

#"" !$>#(a2>"! (!>-3a#>!$

//

!#>?$a">?$

#?" !?>2-a2>?2

(!>?$a">$T

//

!#>2(a">(#

!"" !->?2a(>?( ($>!#a#>"(

//

!!>(-a">$"

!

e

!&

表示与对照组比较差异显著!

Z

%

">"?

#$

&&

表示与对照组比较差异极显著!

Z

%

">"#

#$

/

表示与缺血(再灌注模型组比较差

异显著!

Z

%

">"?

#$

//

表示与缺血(再灌注模型组比较差异极显著!

Z

%

">"#

#&

2

!

结论
试验利用乙醇提取%乙酸乙酯萃取%多种色谱法分

离%采用乳鼠缺血再灌注损伤细胞模型筛选%从核桃中得

到了血清素
?

%

#")

二羟色胺与
Y:A

C

:ADE7@A

两个化合物%

其中
?

%

#")

二羟色胺对心肌细胞损伤具有良好的保护作

用%能够提高细胞存活率%减少心肌细胞培养液上清中心

肌酶!

X'H

)

Qj

#的释放%缓解心肌细胞损伤%表明
?

%

#")

二羟色胺是核桃仁中有益于心血管作用的功效成分%进

一步表明核桃预防心脑血管疾病作用除多不饱和脂肪酸

外%

?

%

#")

二羟色胺也是重要的活性成分&

有关
?

%

#")

二羟色胺对心血管的作用已有较多的报

道*

#?U#$

+

%研究首次从核桃中分离鉴定出此成分%为核桃

抗心血管疾病提供了新的思路&但该成分的量效关系和

作用机制尚未明确%有待进一步研究&
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