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复方芩连汤对几种禽病病毒体外
增殖的抑制作用
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＊
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摘要:以黄连 、黄芩 、板蓝根 、黄芪等为主要成分的复方芩连汤作为抗病毒药 ,利用细胞病变(CPE)

抑制试验测定中药复方在长成单层的鸡胚成纤维细胞(CEFC)上对鸡新城疫病毒(NDV)、鸡传染

性支气管炎病毒(IBV)、鸡传染性法氏囊病病毒(IBDV)等几种禽病病毒的抑制作用 。结果表明:

中药复方对 NDV 具有较好的抑制作用 ,其最小直接杀灭浓度为 7.81μg/mL ,最小阻断浓度为3.9

μg/mL ,最小治疗浓度为15.62μg/mL ;中药复方在体外对 IBV 的 T 株和 M41株也具有显著定的抑

制作用 ,而对 IBDV 的抑制作用则不明显。

关键词:中药复方;新城疫病毒;鸡传染性支气管炎病毒;鸡传染性法氏囊病病毒

中图分类号:S853.7　　文献标识码:A　　文章编号:1004-3268(2007)08-0099-06

The A nti-avian Virus Effect of T raditional Chinese

Herbal M edicine Compound in Vi tro
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Abstract:The tradit ional Chinese he rbal medicine is composed mainly of the fo llowing Chinese

medicine:coptis Chinesis Franch , Scutellaria baicalensis Geo rg i , Isatis indig otica Fo rt , Astrag a-

lus membranceus , etc , and i ts antivirus effects to several poutry vi rus(NDV , IBV , IBDV , etc.)

were tested on the chick embryo fibroblast cell(CEFC)in vit ro.The resul t show ed that the com-

pound could inhibit NDV and IBV infection signif icant ly , had li t tle effect on IBDV.So it may be

used in treating , and even preventing ND , IB and IBD in Avian.

Key words:Tradi tional Chinese he rbal medicine compound;New castle disease virus;Infectious

Bronchit is virus;Infectious bursal disease vi rus

　　新城疫(ND)是由副黏病毒科的新城疫病毒

(NDV)引起禽的一种急性 、高度传染性疫病 ,主要

侵害鸡和火鸡 ,亦可感染其他禽类和人类 ,是重要的

禽类传染病之一
[ 1]
。目前 ,在我国发生的多为非典

型性鸡新城疫 ,危害较为严重 ,免疫防制难度大 ,临

床上尚无有效的治疗药物 。鸡传染性支气管炎(IB)

是由冠状病毒科的鸡传染性支气管炎病毒(IBV)引

起的一种急性 、高度接触传染病 ,表现为气管叮罗音 、

咳嗽 、产蛋下降 ,以及肾脏和肠道疾病[ 2] 。由于血清

类型较多 ,临床免疫效果不佳 ,目前常用血清和卵黄

抗体治疗 ,但往往存在效果不确定和传播其他疾病

的危险 。鸡传染性法氏囊病(IBD)是由鸡传染性法
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氏囊病病毒(IBDV)引起的一种急性 、高度接触性 、

杀淋巴细胞性传染病 ,可导致法氏囊器官萎缩 ,不仅

引起感染鸡的发病与死亡 ,而且还可导致鸡的免疫

抑制 ,进而出现其他微生物感染或者疫苗免疫应答

能力下降[ 3] 。据资料报道 , 部分中药对 ND[ 4 , 5] ,

IB
[ 6]
, IBD

[ 7]
有良好的治疗效果。为验证中药的抗

病毒作用 ,同时为了临床上有效防治以上几种传染

病 ,选择了具有抗病毒 、增强免疫机能 、安全高效的

几种中药 ,结合中医传统理论与现代免疫学研究成

果 ,自拟中药复方进行试验;结果初步表明 ,中药复

方具有较强的抗病毒作用 。现将结果报告如下。

1　材料和方法

1.1　材料

1.1.1　细胞和病毒　取 9 日龄 SPF 鸡胚(购自北

京梅丽亚实验动物保健中心),按文献[ 8]方法制备

鸡胚成纤维细胞(CEFC)。鸡新城疫病毒 、鸡传染

性支气管炎病毒 T 株 、鸡传染性支气管炎病毒 M 41

株 、鸡传染性法氏囊病毒均购自中国兽药监察所 ,已

适应鸡胚成纤维细胞 。

1.1.2　主要试剂　标准新生牛血清(批号200402003)

购自郑州伯安生物工程有限公司;MEM 培养基购自

GIBCO公司;胰蛋白酶购自 AMRESCO公司产品;其

他常规试剂由动物性食品安全重点实验室提供。

1.1.3　复方中药制剂　中药复方由黄连 、黄芩 、山

茶叶 、板蓝根 、黄芪 、甘草等 6种药材组成 ,将中药复

方用水煎剂制备:取中药复方粉剂 100 g , 加水

800mL ,冷浸 48 h ,煎煮 3 遍;加热沸腾后改炆火煎

煮开始记时:第一遍煎煮 40min , 第二遍加水

500mL 煎煮 30min , 第三遍加水 500mL 煎煮

20min ,分别过滤 ,合并3次滤液并浓缩至 0.3 g/mL

(按中药复方粉剂计算其重量)。4 000 r/min 离心

15min ,取上清 ,用细菌滤器(孔径 0.22μm)过滤即

得水煎剂。用7 %的 NaHCO 3 溶液调 pH 值至 7.0

分装于青霉素瓶中备用 。

1.1.4　主要仪器　Nikon Ts-100倒置显微镜 ,日

本尼康公司;371 型 CO2 培养箱 ,美国 Thermo 公

司;96孔细胞板 ,Coning 产品。

1.2　方法

1.2.1　中药复方对 CEFC细胞的最大安全浓度的

测定
[ 9]

1.2.1.1　中药复方对 CEFC 细胞贴壁的影响[ 10] 　

用含 8%灭活小牛血清的 1640 液将细胞浓度稀释

为 10
3
/mL ,并用细胞悬液将中药倍比稀释后(稀释

浓度见表 1), 加入无菌 96 孔板上 ,每孔 200μL ,

37℃5%CO 2 培养箱内培养;24 h 后观察细胞的形

态变化及有无细胞病变 ,设空白细胞对照(C),试验

重复 3次。

表 1　药物的稀释浓度

项目
孔号

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

药物浓度(m g/mL) 16.00 8.0 4.0 2.0 1.0 0.5 0.25 0.125 0.0625 0.03125 0.0156 ck

1.2.1.2　中药复方对 CEFC 单层的影响　用 PBS

液冲洗长满单层 CEFC 的96孔细胞培养板 ,加入用

1640维持液倍比稀释的药物 , 每孔 200μL , 37℃

5%CO2 培养箱内培养;24 h 后观察细胞的形态变

化及有无细胞病变 ,设空白细胞对照 ,试验重复 3

次 ,药物稀释方法同上。

1.2.2　病毒滴定　用 CEFC 原代细胞悬液将病毒

进行连续 10倍稀释 。依次稀释 8个稀释度 ,分别加

入已培养为单层的 CEFC的 96孔细胞培养板孔内 ,

72 h后观察 CPE 细胞病变 。根据 Reed-Muench

公式计算 IBV 和 IBDV 的半数细胞培养感染量

TCID50 。

1.2.3　中药复方对病毒的抑制试验

1.2.3.1　中药复方对病毒的杀灭作用(中药复方与

病毒作用后加入 CEFC)　用 1640维持液将病毒作

1000 TCID50稀释 ,再用 1000 TCID50稀释的病毒液

将无毒浓度的复方作倍比稀释 ,加入到无菌的 96孔

细胞培养板上 ,每孔 200μL ,密封后于 5%CO2 培养

箱作用 1 h;然后加入到另一块长满单层 CEFC 的

96 孔细胞培养板内 ,并设细胞空白对照和病毒对

照 ,每孔 100μL , 96 h后观察记录 CPE 。

1.2.3.2　中药复方对病毒的阻断作用(先加复方后

感染病毒)　将无毒浓度的复方用 1640维持液作倍

比稀释后加入长满单层 CEFC 的 96 孔板内 ,每孔

100μL ,37℃5%CO 2 培养箱内培养 2 h ,然后加入

10
3
稀释的病毒液 ,每孔 100μL ,并设细胞空白对照

和病毒对照 ,96 h后观察并记录 CPE 。

1.2.3.3　中药复方的治疗作用(先感染病毒后加复

方)　长满单层 CEFC 的 96孔细胞培养板内 ,先加

入 1 000 TCID50稀释的病毒液 , 每孔 100μL , 37℃

5%CO 2 培养箱内作用 1h ,然后加入用 1640维持液

倍比稀释的复方 ,每孔 100μL ,设细胞空白对照和
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病毒对照 ,96 h后观察结果并记录 CPE 。

1.2.4　中药复方对病毒抑制试验的结果测定　在

以上 3组试验中 ,当病毒对照孔CPE出现75%以上

病变 、细胞对照孔细胞生长良好时进行结果测定 ,用

倒置显微镜观察 ,记录各孔 CPE;出现 75%以上细

胞病变记为+++ ,50%以上细胞病变记为++ , 25%

以上细胞病变记为+ ,无病变记为-。

2　结果与分析

2.1　中药复方对 CEFC的最大无毒浓度

中药复方对 CEFC贴壁的最小有毒浓度为(第

10孔)0.25mg/mL ,复方中药对 CEFC 单层的最小

有毒浓度为(第 9孔)0.5mg/mL ,综合两者复方对

CEFC的最小有毒浓度为 0.25mg/mL 。

2.2　病毒 TCID50的测定结果

将病毒接种 CEFC 后 , 72 h 后观察 CPE 。根据

Reed-Muench 公式计算病毒的 TCID50(表 2)。

表 2　NDV , IBDV , IBV 在 CEFC上的 TCID50测定

项目
病毒

NDV IBDV IBV(T 株) IBV(M41株)

TCID50 106.43/ 0.1m L105.50/ 0.1mL106.22/0.1m L106.59/ 0.1m L

2.3　中药复方对病毒的抑制作用

2.3.1　中药复方对病毒的杀灭作用　将中药复方

与病毒作用后加入 CEFC 测定中药对病毒杀灭作

用 ,72 h后观测结果 ,其结果分别见表 3 、表 4 、表 5 、

表 6。

　　由表 3可知 ,中药复方制剂与 NDV 作用后对

CEFC的 CPE产生了较好的抑制作用 ,其体外直接

杀灭最小浓度为 7.81μg/mL。

由表 4可知 ,复方中药制剂与 IBDV 作用后对

CEFC 的 CPE 产生具有一定的抑制作用 ,其体外杀

灭最小浓度为 125μg/mL 。

由表 5可知 ,中药复方制剂在无毒浓度 250 ～

31.25μg/mL 范围内与 IBV(T 株)作用后对 CEFC

的 CPE产生了显著的抑制作用 ,其体外杀灭最小浓

度为 31.25μg/mL。

由表 6可知 ,中药复方制剂在无毒浓度 250 ～

15.62μg/mL 范围内与 IBV(M 41株)作用后对

CEFC 的 CPE 产生具有显著的抑制作用 ,其体外杀

灭最小浓度为 15.62μg/mL。

2.3.2　复方中药制剂对病毒的阻断作用　复方中

药制剂对病毒的阻断作用见表 7 ～ 10。由表 7可知 ,

复方中药制剂在无毒浓度 30.30 ～ 1.875μg/mL 范围内

与CEFC作用后对NDV引起的CPE具有较好的阻断作

用 ,其最小阻断浓度为 3.9μg/mL。

由表 8可知 ,复方中药制剂体外与 CEFC 作用

后对 IBDV 引起的 CPE 有一定的阻断作用 ,其体外

最小作用浓度为 125μg/mL。

由表 9可知 ,复方中药制剂在无毒浓度 250 ～

7.81μg/mL 范围内与 CEFC 作用后对 IBV(T 株)

引起的 CPE 具有显著的阻断作用 ,其最小阻断浓度

为 7.81μg/mL。

由表 10可知 ,复方中药制剂在无毒浓度 250 ～

7.81μg/mL 范围内与 CEFC 作用后对 IBV(M 41株)

的 CPE具有显著的阻断作用 ,其最小阻断浓度为

7.81μg/mL。

表 3　与中药复方作用后的 NDV对 CEFC的 CPE影响作用

组别
药物浓度(μg/mL)

250 125 62.5 31.25 15.62 7.81 3.9 1.95 0.975 0.49
病毒对照 空白对照

Ⅰ - - - - - - + + ++ +++ +++ -

Ⅱ - - - - - - + ++ ++ ++ +++ -

Ⅲ - - - - - - + + + +++ +++ -

Ⅳ - - - - - - - + ++ +++ +++ -

表 4　与复方中药制剂作用后的 IBDV对 CEFC的 CPE影响作用

组别
药物浓度(μg/mL)

250 125 62.5 31.25 15.62 7.81 3.9 1.95 0.975 0.49
病毒对照 空白对照

Ⅰ - - - + ++ ++ ++ +++ +++ ++++ +++ -

Ⅱ - - - + + ++ +++ +++ +++ +++ +++ -

Ⅲ - - + + ++ ++ ++ ++ ++ +++ +++ -

Ⅳ - - + + ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ -
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表 5　与复方中药制剂作用后的 IBV(T株)对 CEFC的 CPE影响作用

组别
药物浓度(μg/mL)

250 125 62.5 31.25 15.62 7.81 3.9 1.95 0.975 0.49
病毒对照 空白对照

Ⅰ - - - - - + + ++ +++ ++ +++ -

Ⅱ - - - - + ++ ++ + ++ ++ +++ -

Ⅲ - - - - + + ++ ++ ++ +++ +++ -

Ⅳ - - - - - + + + ++ +++ +++ -

表 6　与复方中药制剂作用后的 IBV(M41株)对 CEFC的 CPE影响作用

组别
药物浓度(μg/mL)

250 125 62.5 31.25 15.62 7.81 3.9 1.95 0.975 0.49
病毒对照 空白对照

Ⅰ - - - - - + ++ + ++ +++ +++ -

Ⅱ - - - - - + + ++ ++ ++ +++ -

Ⅲ - - - - - - + + ++ +++ +++ -

Ⅳ - - - - - - + ++ ++ ++ +++ -

表 7　复方中药制剂与 CEFC作用后对 NDV引起的 CPE阻断作用

组别
药物浓度(μg/mL)

250 125 62.5 31.25 15.62 7.81 3.9 1.95 0.975 0.49
病毒对照 空白对照

Ⅰ - - - - - - - + + ++ +++ -

Ⅱ - - - - - - - + ++ +++ +++ -

Ⅲ - - - - - - - - + ++ +++ -

Ⅳ - - - - - - - - + ++ +++ -

表 8　复方中药制剂与 CEFC作用后对 IBDV引起的 CPE阻断作用

组别
药物浓度(μg/mL)

250 125 62.5 31.25 15.62 7.81 3.9 1.95 0.975 0.49
病毒对照 空白对照

Ⅰ - - - - + + + ++ ++ ++ +++ -

Ⅱ - - - + + ++ ++ ++ +++ +++ +++ -

Ⅲ - - + + ++ + + ++ +++ +++ +++ -

Ⅳ - - - + + + ++ ++ ++ ++ +++ -

表 9　复方中药制剂与 CEF作用后对 IBV(T株)引起的 CPE阻断作用

组别
药物浓度(μg/mL)

250 125 62.5 31.25 15.62 7.81 3.9 1.95 0.975 0.49
病毒对照 空白对照

Ⅰ - - - - - - + + ++ +++ +++ -

Ⅱ - - - - - - + + ++ +++ +++ -

Ⅲ - - - - - - + ++ ++ +++ +++ -

Ⅳ - - - - - - - + + ++ +++ -

表 10　复方中药制剂与 CEF作用后对 IBV(M41株)引起的 CPE阻断作用

组别
药物浓度(μg/mL)

250 125 62.5 31.25 15.62 7.81 3.9 1.95 0.975 0.49
病毒对照 空白对照

Ⅰ - - - - - - + + + ++ +++ -

Ⅱ - - - - - - + ++ ++ +++ +++ -

Ⅲ - - - - - - - + ++ ++ +++ -

Ⅳ - - - - - - - + + ++ +++ -

2.3.3　复方中药制剂的治疗作用　复方中药制剂

的治疗作用见表 11 ～ 14。

由表 11可知 ,复方中药制剂对感染 NDV 后的

CEFC的 CPE具有一定的抑制作用 ,其最小治疗浓

度为 15.62μg/mL。

由表 12可知 ,复方中药制剂对感染 NDV 后的

CEFC 的 CPE 抑制作用不明显 。

由表 13可知 ,复方中药制剂在无毒浓度 250 ～
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31.25μg/mL 范围内对感染 IBV(T 株)后的 CEFC

的 CPE具有显著的抑制作用 ,其最小治疗浓度为

31.25μg/mL。

由表 14可知 ,复方中药制剂在无毒浓度 250 ～

31.25μg/mL 范围内对感染 IBV(M41 株)后的

CEFC的CPE具有明显的抑制作用 ,其最小治疗浓

表 11　复方中药制剂对感染 NDV后的 CEFC的 CPE影响作用

组别
药物浓度(μg/mL)

250 125 62.5 31.25 15.62 7.81 3.9 1.95 0.975 0.49
病毒对照 空白对照

Ⅰ - - - - - + + ++ +++ +++ +++ -

Ⅱ - - - - - + ++ +++ +++ +++ +++ -

Ⅲ - - - - - ++ ++ ++ +++ +++ +++ -

Ⅳ - - - - - + ++ +++ ++ +++ +++ -

表 12　复方中药制剂对感染 IBDV后的 CEFC的 CPE影响作用

组别
药物浓度(μg/mL)

250 125 62.5 31.25 15.62 7.81 3.9 1.95 0.975 0.49
病毒对照 空白对照

Ⅰ - + + + ++ ++ ++ ++ +++ +++ +++ -

Ⅱ - - + ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ -

Ⅲ - - - + + ++ ++ ++ +++ +++ +++ -

Ⅳ - + + + + + ++ +++ ++ +++ +++ -

表 13　复方中药制剂对感染 IBVT株后的 CEFC的 CPE影响作用

组别
药物浓度(μg/mL)

250 125 62.5 31.25 15.62 7.81 3.9 1.95 0.975 0.49
病毒对照 空白对照

Ⅰ - - - + + + ++ ++ +++ +++ +++ -

Ⅱ - - - - + ++ ++ ++ ++ +++ +++ -

Ⅲ - - - - + + ++ ++ + ++ +++ -

Ⅳ - - - - + + + + ++ +++ +++ -

表 14　复方中药制剂对感染 IBVM41株后的 CEFC的 CPE影响作用

组别
药物浓度(μg/mL)

250 125 62.5 31.25 15.62 7.81 3.9 1.95 0.975 0.49
病毒对照 空白对照

Ⅰ - - - - + ++ ++ ++ ++ +++ +++ -

Ⅱ - - - - + + ++ ++ +++ +++ +++ -

Ⅲ - - - - + + ++ ++ ++ +++ +++ -

Ⅳ - - - - - + + ++ ++ ++ +++ -

度为 31.25μg/mL 。

3　小结与讨论

经过 3次重复测定 ,中药复方制剂对 CEFC 细

胞的最大无毒浓度为 0.25mg/mL 。在小于这个浓

度时 ,中药复方制剂对细胞无毒性作用。中药复方

制剂在体外对 IBV 的 T 株和 M 41株均具有显著的

抑制 作 用 , 其 最 小 直 接 杀 灭 浓 度 分 别 为

31.25μg/mL , 15.62μg/mL;最小阻断浓度均为

7.81μg/mL ,最小治疗浓度均为 31.25μg/mL 。对

于同一病毒两毒株出现抗复方中药的浓度并不一

样 ,可能由于这两种病毒来源 、本身的特性不一或者

CEFC适应性不一造成的。中药复方制剂在最小毒

性浓度内对 IBDV 的抑制作用不明显 ,这与朱连勤

等报道的研究结果基本一致
[ 7]
。

现代中药研究表明 ,复方中药制剂中的黄连 、黄

芩 、板蓝根 、山茶叶具有清热解毒之功效 ,为抗病毒

主药;黄芪具有益气健脾之功效 ,可增强机体免疫

力;甘草为调和诸药之辅药 ,具有润肺止咳之功效。

试验对该复方中药制剂的抗病毒感染作用进行了初

步研究 ,结果表明:复方中药制剂对 NDV , IBV 的预

防与治疗效果较好 ,这与雷红等报道的研究结果基

本一致[ 6] 。

药物对细胞的安全测定一般采用本试验所用的

形态观察法 ,综合药物贴壁和单层 CEFC 影响的试

验结果表明:复方中药制剂对未贴壁 CEFC 的影响

较单层 CEFC 大 ,但两者结果总体趋势一致 。根据

试验要求 ,药物的最大安全浓度对未贴壁 CEFC 和

单层 CEFC均无负面影响。该法虽简单易行 ,但客

观性较差 ,因此采用了 TCID 50指标以减少不确定因
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AHP法在南阳黄牛可持续发展决策中的应用研究

梁子安 ,鲁云风 ,王庆林
(南阳师范学院 生命科学与技术学院 , 河南 南阳 473061)

摘要:南阳黄牛可持续发展受到诸多因素影响。基于模糊数学的 AHP 法理论 ,建立了南阳黄牛可

持续发展目标的模糊综合评价数学模型。将各种影响因素综合考虑 , 并予以量化 ,从而做出科学

合理的评价 ,以利于科学制定发展战略 ,提高南阳畜牧业发展水平。

关键词:AHP 法;可持续发展;南阳黄牛
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1　　文献标识码:A　　文章编号:1004-3268(2007)08-0104-03

　　南阳黄牛是我国五大良种黄牛之一 ,由于近年

来过度追求肉牛的经济效益 , 盲目引进高度培育的

品种进行杂交 , 以及缺乏强有力的资金 、技术 、环境

等的支持 ,导致南阳黄牛数量日趋减少 , 品种严重

衰退 ,许多宝贵的基因丢失。同时 ,长期近交为主的

繁殖方式也造成了南阳黄牛品种单一化程度高 、抗

逆性能降低。针对此种现状 ,在查阅相关资料及走

访调查的前提下 ,利用形态标记和分子标记手段 ,对

南阳境内的南阳黄牛进行了调查 ,并提出了南阳黄

牛可持续发展的目标 ,制订相应的方案
[ 1 , 2]

。为了

使经费投入更具有科学性 、合理性 ,实现南阳黄牛可

持续发展目标和提高整体畜牧养殖效益的目的 ,就

必须客观 、公正地对方案进行科学论证 、评价 、决策。

而立项评价是一项科学性很强的工作 ,现有的评价

方法主要有专家评议 、加权求和等方法 ,这些方法操

作较为简单 ,但结果不尽人意。

收稿日期:2007-02-28
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素对试验结果的影响 。根据试验结果 ,复方中药制

剂的无毒浓度较小 ,这与复方中药制剂的成分相互

协同作用有关;也与复方中药制剂[ 11] 对 NDV 有抑

制作用的研究结果基本一致。

在中药复方制剂对病毒的抑制试验中 ,复方中

药制剂直接作用于病毒 ,复方中药制剂与病毒同时

加到 CEFC 细胞上 , CEFC 细胞感染后加复方中药

制剂 3组试验中:阻断作用>杀灭作用>治疗作用 。

该结果提示 ,中药是通过提高细胞自身抗病毒能力

来实现对病毒的抑制作用 ,一旦病毒感染了细胞 ,中

药将通过提高未感染细胞的自身抗病毒能力来局限

病变 、杀死病毒 ,这为复方中药制剂在兽医临床上对

传染性病毒病的预防和治疗提供了科学依据 。
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