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摘   要	 目的：探讨乳腺癌细胞中 miR-204 对线粒体转录因子 A（TFAM）的靶向调控作用及其与细胞生长、增

殖的关系。

方法：将人乳腺癌 MDA-MB-231 细胞分别转染 miR-204 模拟物或 miR-204 抑制物，用 real-time PCR

和 Western blot 分 别 检 测 miR-204 与 TFAM 蛋 白 的 表 达； 构 建 荧 光 酶 报 告 基 因 质 粒（mut-TFAM/wt-

TFAM），将其与 miR-204 模拟物或 miR-204 抑制物共转染 MDA-MB-231 细胞后检测荧光酶活性变化；

构建 pcDNA3.1/TFAM 质粒，将其单独或与 miR-204 模拟物共转染 MDA-MB-231 细胞后检测 TFAM 蛋

白表达，并用 MTT 法和 BrdU 法检测细胞生长与增殖情况。

结果：MDA-MB-231 细胞转染 miR-204 模拟物后 miR-204 的表达明显升高，而 TFAM 蛋白表达明显

降低，转染 miR-204 抑制物后则呈反向变化（均 P<0.05）。wt-TFAM 与 miR-204 模拟物共转染时荧

光酶活性明显下降，与 miR-204 抑制物共转染时荧光酶活性明显升高（均 P<0.05）。转染 pcDNA3.1/

TFAM 后，MDA-MB-231 细胞的 TFAM mRNA 及蛋白表达量明显上调，细胞生长与增殖能力明显升高（均

P<0.05）；miR-204 模拟物后，MDA-MB-231 细胞在 TFAM 表达降低的同时，细胞生长与增殖能力明

显降低，而与 pcDNA3.1/TFAM 共转染后其上述作用均被部分抵消（均 P<0.05）。

结论：miR-204 能靶向抑制乳腺癌细胞 TFAM 的表达，从而抑制乳腺癌细胞的生长与增殖。
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Abstract	 Objective: To investigate the targeted regulation of miR-204 on mitochondrial transcription factor A (TFAM) in 

breast cancer cells and their relations with cell growth and proliferation.

Methods: Human breast cancer MDA-MB-231 cells were transfected with miR-204 mimics or inhibitors, 

and then, the miR-204 and TFAM protein expressions were determined by real-time PCR and Western blot, 
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乳 腺 癌 是 我 国 最 常 见 的 恶 性 肿 瘤 之 一 ， 其 病

因尚不明确，发病的分子机制多样 [1-3]。近年来，

癌 基 因 或 抑 癌 基 因 变 异 引 起 的 相 关 功 能 因 子 的 表

达 紊 乱 而 导 致 乳 腺 癌 发 生 发 展 的 基 因 功 能 研 究 是

乳腺癌病因和发病分子机制研究的重要方向[4-8]。

微 小 R N A （ m i c r o R N A ， m i R N A ） 是 一 类 长

度约为22个核苷酸的单链非编码RNA分子，通过

转 录 或 转 录 后 水 平 对 基 因 的 表 达 进 行 负 调 控 ， 从

而 参 与 细 胞 增 殖 、 分 化 、 代 谢 和 死 亡 等 多 种 生 物

学 过 程 [ 9 - 1 0 ]。 近 年 来 有 研 究 [ 1 1 - 1 4 ]表 明 ， m i R N A 亦

可 作 为 原 癌 基 因 或 抑 癌 基 因 而 参 与 肿 瘤 的 侵 袭 转

移过程，如miR-10b、miR-335、miR-373、miR-
520c、miR -9、miR -150和miR -204等。Sun等 [15]

研究表明，miR -204可靶向抑制FOXM1表达，并

由 此 抑 制 食 道 癌 侵 袭 及 其 上 皮 间 质 转 化 过 程 ， 从

而影响食道癌侵袭及转移过程。线粒体转录因子A

（mitochondrial  transcription factor A，TFAM）

是参与线粒体DNA转录激活和调节线粒体DNA拷

贝数的重要因子。TFAM由核基因编码，并被转入

线粒体内发挥调节作用。有研究[15-16]显示，TFAM

扮 演 肿 瘤 促 进 基 因 的 角 色 ， 参 与 肿 瘤 的 发 生 、 发

展、侵袭和转移。TFAM在多种人类恶性肿瘤中高

表 达 ， 并 与 肿 瘤 的 生 长 、 侵 袭 和 转 移 密 切 相 关 。

本研究从上调和下调角度，探讨miR-204对乳腺癌

细 胞 生 长 和 增 殖 影 响 ， 及 其 抑 制 效 应 与 直 接 靶 点

TFAM之间的关系。

1　材料与方法

1.1  材料

1.1.1  主要试剂　人 乳 腺 癌 细 胞 系 MDA-MB-231

购 自 中 国 科 学 院 典 型 培 养 物 保 藏 委 员 会 细 胞 库。

鼠源抗 TFAM 多克隆抗体以及鼠源抗 GAPDH 多克

隆抗体均购自美国 Abcam 公司。miR-204 模拟物 /

模拟物对照及 miR-204 抑制物 / 抑制物对照购自美

国 BioSystems 公 司。 细 胞 转 染 试 剂 Lipo-2000 购

自美国 Life Technology 公司。

1.1.2  主 要 仪 器　 实 时 荧 光 定 量 PCR（real-time 

PCR）仪为美国 Bio-Rad 公司产品；电泳装置，标

准湿式转膜装置均为美国 Bio-Rad 公司产品。其他

常用试剂均为国产分析纯。

1.2  方法

1.2.1  细胞培养　人 乳 腺 癌 细 胞 系 MDA-MB-231

在含 10% 胎牛血清、100 U/mL 青霉素、100 mg/L

链霉素的 1640 培养基中，置于 37 ℃、5% CO2、

饱和湿度培养箱内常规传代培养。实验用细胞均为

对数生长期细胞。

1.2.2  细胞转染　制备终浓度为 80 nmol/L 的模拟

respectively. The luciferase reporter plasmids (mut-TFAM/wt-TFAM) were constructed and co-transfected with 

miR-204 mimics or inhibitors into MDA-MB-231 cells, and then, changes in luciferase activities were detected. 

The pcDNA3.1/TFAM plasmids were constructed and transfected alone or co-transfected with miR-204 

mimics into MDA-MB-231 cells, and then, the TFAM protein expressions were measured, and cell growth and 

proliferation were analyzed by TTC and BrdU assay.

Results: The miR-204 mRNA expression was significantly increased, and TFAM protein expression was 

significantly decreased in MDA-MB-231 cells after transfection with miR-204 mimics, while, opposite directional 

changes were found after transfection with miR-204 inhibitors (all P<0.05). The luciferase activity was 

significantly decreased after transfection with miR-204 mimics, but was significantly increased after transfection 

with miR-204 inhibitors (both P<0.05). In MDA-MB-231 cells, both expressions of TFAM mRNA and protein 

were significantly up-regulated, and the growth and proliferation were significantly enhanced after transfection 

of pcDNA3.1/TFAM (all P<0.05), and the growth and proliferation were significantly impaired along with 

significant down-regulation of TFAM protein expression after transfection of miR-204 mimics, which were all 

partially abolished by co-transfection with pcDNA3.1/TFAM (all P<0.05).

Conclusion: MiR-204 exerts targeted inhibition on TFAM expression in breast cancer cells, and thereby 

suppresses the growth and proliferation of breast cancer cells.
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物 或 抑 制 物 脂 质 体 复 合 物， 实 验 组 加 入 miR-204

模 拟 物 或 miR-204 抑 制 物 混 合 物， 同 时 设 置 对

照 组（ 模 拟 物 对 照 或 抑 制 物 对 照）。 将 人 乳 腺 癌

MDA-MB-231 细胞以每孔 2×105 个接种于 6 孔板，

待细胞增殖至 70%~80% 时，更换无血清培养基，

采 用 Lipo-2000 将 miR-204 模 拟 物 或 miR-204 抑

制物转染细胞。

1.2.3  real-time PCR 检测　转染组细胞中，取 1 个 

6 孔 板 的 细 胞， 约 1×106 个 细 胞。 取 50 μg 总

RNA 进 行 反 转 录 反 应 合 成 cDNA， 然 后 以 cDNA

为 模 板、GAPDH 作 为 内 参 照， 进 行 PCR 反 应。

PCR 扩增的反应条件为：95 ℃ 30 s 预变性；95 ℃ 

5 s，60 ℃ 20 s，40 个 循 环。 反 应 结 束 后， 使 用

BIO-RAD real-time PCR 仪 自 带 软 件 分 析 PCR 过

程中样本的循环阈值（cycle threshold，CT），采

用 2-AACT 计算各目的基因相对反应起始拷贝数。

1.2.4  Western blot 检 测 TFAM 蛋 白 表 达 水 平

　 提 取 各 组 全 细 胞 蛋 白 质，Bradford 法 测 定 蛋 白

质 含 量。 按 每 孔 10 μg 上 样， 并 向 2 个 空 白 泳 道

中 各 加 入 10 μL Marker， 常 规 SDS- 聚 丙 烯 酰 胺

凝 胶（polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-
PAGE） 电 泳。 电 泳 完 成 后 以 半 干 式 电 泳 转 移 法

将 蛋 白 条 带 转 移 到 聚 偏 氟 乙 烯（polyvinylidene 

Fluoride，PVDF） 膜 上。 电 转 完 成 后 取 出 PVDF

膜，3%BSA 4 ℃ 封 闭 过 夜。 倾 去 牛 血 清 白 蛋 白

（albumin from bovine serum，BSA）， 在 其 上 加

入 相 关 蛋 白 的 一 抗，β-actin 作 为 内 参 与 PVDF

膜 在 室 温 共 孵 育 2 h。PBS 漂 洗 后 再 分 别 用 结

合 辣 根 过 氧 化 物 酶 的 二 抗 孵 育。 电 化 学 发 光 法

（electrochemiluminescence，ECL） 进 行 显 色，

X 光胶片上曝光，随后显影、定影，用图像分析系

统测定蛋白条带的光密度，进行定量分析。

1.2.5  荧光酶报告基因质粒构建　构建野生型全

长 TFAM 3'UTR（wt-TFAM）到 psi-CHECK2 载体

上，并通过定点突变技术构建结合位点突变的突变

型载体（mut-TFAM）。将 NC 或 miR-204 模拟物

或 miR-204 抑制剂以及 wt-TFAM 或 mut-TFAM 载

体共转到 MDA-MB-23l 细胞中 (1×105 个 / 孔，转

染前 24 h 接种 )。转染 24 h 后，每孔加入 1×PLB

裂解液 100 μL，摇床上裂解 15 min，将裂解液转

移到 1.5 mL 的 EP 管中，4℃下 10 000×g 离心 5 min。

上清液转移到新的 EP 管中待测。上机检测时，在

试管中加入 LAR 底物 40 μL，加入 10 μL 稀释的上

清，立即置于荧光检测仪，读取 Renilla 荧光素酶的

荧光值。在同一管中加入 Stop&Glo 试剂 40 μL，立

即置于荧光检测仪，读取 firefly 荧光素酶荧光值。

将比值进行标准化，表示每个样品的荧光强度。

1.2.6  MTT 检测细胞生长曲线　收集各组处于对

数生长期的乳腺癌 MDA-MB-231 细胞，把细胞悬

液 浓 度 调 节 为 1×105/mL。 将 100 μL（ 含 1×104 

cell）的细胞悬液种入每孔中，每组设 5 个复孔，

种 5 块 96 孔板。置于 37 ℃，5% CO2 培养箱孵育，

把种板时间作为起始时间点 0 h，在 0 h 取出一块

96 孔细胞培养板，每孔加入 10 μL 0.5%MTT 溶液，

继 续 培 养 4 h。1 000 r/min 离 心 10 min， 小 心 吸

掉孔内上清液，每孔均加入 100 μL 二甲基亚砜，

将 96 孔板置摇床上，低速振荡 10 min，充分溶解

结晶物。在酶联免疫检测仪上波长 490 nm 处分别

测量各孔的吸光度（A）。同时设置调零孔（MTT、

培养基、二甲基亚砜）。此后每隔 1 天取 1 块培养

板检测 490 nm 的 OD 值，一共检测 5 d。

1.2.7  BrdU 检测细胞增殖能力　细胞以 2×103/mL

细胞数接种于 96 孔板中，培养 1 d，用含 0.4％ FCS

培养液同步化 2 d，使绝大多数细胞处于 G0 期。终

止细胞培养前，加入 BrdU（终浓度为 10 μmol/L）， 

37 ℃，孵育 24 h。去除培养基，细胞被固定 30 min， 

过氧化物酶孵育耦合抗 BrdU 抗体（Sigma-Aldrich

公司）孵育 60 min，用 PBS 洗 3 次，加过氧 化物

酶底物（四甲基联苯胺）染色 30 min，在 490 nm

处测定各组的 OD 值。

1.3  统计学处理

采用SPSS 17.0统计软件进行分析，数据用均

数±标准差（x±s）表示，两两比较采用两独立样

本t检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  miR-204 对 TFAM 蛋白质表达的影响

m i R - 2 0 4 模 拟 物 或 m i R - 2 0 4 抑 制 物 转 染 实 现

m i R - 2 0 4 过 表 达 或 沉 默 ， r e a l - t i m e  P C R 检 测 转

染 后 m i R - 2 0 4 表 达 水 平 模 拟 物 对 照 组 、 m i R - 2 0 4

模 拟 物 组 、 抑 制 物 对 照 组 和 m i R - 2 0 4 抑 制 物 组 

m i R - 2 0 4 相 对 表 达 量 分 别 为 0 . 9 0 8  7 ± 0 . 0 7 6  9 、

12.449 1±0.165 4、1.002 4±0.035 9、0.452 1±0.013 5，

实 验 组 与 各 自 的 对 照 组 比 较 ， 差 异 均 有 统 计 学

意 义 （ 均P< 0 . 0 5 ） （ 图 1 A ） 。 用 W e s t e r n  b l o t

法 检 测 m i R - 2 0 4 过 表 达 或 沉 默 后 人 乳 腺 癌 M D A -
M B - 2 3 1 细 胞 中 T F A M 蛋 白 质 的 表 达 水 平 ， 在
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2.2  miR-204 对 TFAM 的靶向调控作用

为 研 究 m i R - 2 0 4 调 控 T F A M 表 达 的 机 制 ， 构

建 了 在 T F A M  3 ' 端 含 有 6 个 碱 基 突 变 的 荧 光 酶 报

告基因质粒（图2A），将其与miR -204模拟物、

miR -204抑制物及其对照分别共转染乳腺癌MDA-

MB-231细胞，转染分组如下（8组）：模拟物对照

+wt-TFAM、miR-204模拟物+wt-TFAM、模拟物对

照+mut -TFAM、miR -204模拟物+mut -TFAM、抑

制物对照+wt-TFAM、miR-204抑制物+wt-TFAM、

抑 制 物 对 照 + m u t - T F A M 、 m i R - 2 0 4 抑 制 物 + m u t -

T F A M 。 结 果 m i R - 2 0 4 模 拟 物 与 w t - T F A M 共 转 染

时 荧 光 酶 活 性 明 显 下 降 （P<0 . 0 1 ） ； m i R - 2 0 4 抑

制 物 与 w t - T F A M 共 转 染 时 荧 光 酶 活 性 明 显 上 升

（P<0.05）；而无论miR-204模拟物或miR-204抑

制物与mut-TFAM共转染时，与对照组模拟物对照

或 抑 制 物 对 照 相 比 荧 光 酶 活 性 均 无 明 显 变 化 （ 均

P>0.05）（图2B）。

2.3  TFAM 过 表 达 取  消 miR-204 对 TFAM 的 抑

制作用

构建pcDNA3.1/TFAM质粒，并检测了质粒转

染 后 T F A M  m R N A 和 蛋 白 表 达 水 平 ， 结 果 与 转 染

空质粒的MDA-MB-231细胞比较，转染pcDNA3.1/

T F A M 质 粒 的 M D A - M B - 2 3 1 细 胞 的 T F A M  m R N A

与 蛋 白 的 相 对 表 达 量 均 明 显 升 高 （ 均 P < 0 . 0 5 ）

（ 图 3 A - B ） ； 用 W e s t e r n  b l o t 检 测 p c D N A 3 . 1 /

T F A M 和 模 拟 物 对 照 / m i R - 2 0 4 模 拟 物 共 转 染 后

T F A M 蛋 白 质 表 达 水 平 的 变 化 ， 结 果 显 示 ， m i R -

204抑制TFAM蛋白表达，pcDNA3.1/TFAM可实现

TFAM过表达，并可恢复miR-204对TFAM的抑制作

用，差异均有统计学意义（均P<0.05）（图3C）。

M D A - M B - 2 3 1 细 胞 中 ， 模 拟 物 对 照 组 、 m i R - 2 0 4

模拟物组、抑制物对照组、miR-204抑制物转染组

TFAM蛋白相对表达量分别为0.986 7±0.075 4、

0.413 3±0.034 8、1.030 0±0.020 8、1.933 3±0.029 1。

miR -204沉默后TFAM蛋白质高表达，miR -204过

表 达 抑 制 T F A M 蛋 白 质 表 达 。 灰 度 分 析 显 示 在 人

乳 腺 癌 细 胞 系 M D A - M B - 2 3 1 中 ， m i R - 2 0 4 沉 默 后

TFAM蛋白质高表达，miR -204过表达抑制TFAM

蛋 白 质 表 达 ， 与 各 自 对 照 组 比 较 ， 差 异 均 有 统 计

学意义（均P<0.05）（图1B）。

图 1　miR-204 对 TFAM 蛋白表达的影响　　A：转染效率检测；B：miR-204 模拟物或 miR-204 抑制物转染对 TFAM 蛋白表

达的影响　　与各自对照组比较，1）P<0.01；2）P<0.005
Figure 1　Infl uence of miR-204 on TFAM protein expression　　A: Determination of transfection effi  ciency; B: Infl uence of transfection of 

miR-204 mimics and inhibitors on TFAM protein expression　　Compared with corresponding control, 1) P<0.01; 2) P<0.005 
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2.4  miR-204 通过 TFAM 调控乳腺癌细胞生长和

增殖

用 M T T 法 和 B r d U 法 测 定 p c D N A 3 . 1 / T F A M 与

模拟物对照/miR -204模拟物共转染后乳腺癌细胞

生 长 和 增 殖 水 平 的 变 化 。 m i R - 2 0 4 可 抑 制 乳 腺 癌

细胞的生长和增殖，TFAM可促进乳腺癌细胞的生

长和增殖，TFAM可恢复miR -204对乳腺癌细胞生

长 和 增 殖 的 抑 制 作 用 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ 均

P<0.05）（图4）。
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图 3　TFAM 过 表 达 取 消 miR-204 对 TFAM 的 抑 制 作 用　　A：pcDNA3.1/TFAM 转 染 对 TFAM mRNA 表 达 的 影 响；

B：pcDNA3.1/TFAM 转染对 TFAM 蛋白表达的影响；C：pcDNA3.1/TFAM 和 miR-204 模拟物共转染后 TFAM 蛋白表达水

平变化　　与各自对照组比较，1）P<0.005；2）P<0.01
Figure 3　Abolishment of inhibition of miR-204 on TFAM by TFAM overexpression　　A: Infl uence of pcDNA3.1/TFAM transfection 

on TFAM mRNA expression; B: Influence of pcDNA3.1/TFAM transfection on TFAM protein expression; C: Changes in TFAM 
protein expression level aft er co-transfection of pcDNA3.1/TFAM and miR-204 mimics　　Compared with corresponding control, 

1) P<0.005; 2) P<0.01
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图 2　miR-204 对 TFAM 的 靶 向 作 用 鉴 定　　A： 荧 光 酶 报 告 基 因 质 粒 构 建；B：miR-204 模 拟 物 或 miR-204 抑 制 物 与

wt-TFAM/mut-TFAM 共转染后荧光酶活性比较　　与各自对照组比较，1）P<0.05；2）P<0.01
Figure 2　Identification of targeted action of miR-204 on TFAM　　A: Construction of luciferase reporter plasmids; B: Comparison 

of luciferase activities after co-transfection of miR-204 mimics or inhibitors with wt-TFAM/mut-TFAM　　Compared with 
corresponding control, 1) P<0.05; 2) P<0.01
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3　讨　论

据国际癌症研究机构（http://www.iarc.fr）记

载 ， 在 2 0 1 2 年 ， 1 7 0 万 女 性 （ 约 世 界 女 性 总 数 的

11.7%）被诊断患有乳腺癌，在过去的5年中，630万

被诊断患有乳腺癌的女性仍然存活。在2012年的

522 000例死亡中，乳腺癌仍然是最常见的女性癌

症死亡原因 [ 1 7 ]。 乳腺癌的异质性很高，根据基因

表达谱的不同可以分为若干亚型 [ 18]。为了寻找更

加 有 效 的 治 疗 方 法 ， 探 寻 乳 腺 癌 发 生 、 发 展 过 程

的分子机制成为了首要任务。

在 各 种 正 常 和 包 括 癌 症 在 内 的 异 常 的 生 物 过

程中，miRNA都是整体mRNA表达重要调节因子。

miRNA失调常见于多种癌症中，同癌症的起始、

耐药性和转移都有密切关系 [19-21 ]。迟婷等 [22]报道

miR-34a在乳腺癌组织中表达降低,削弱了对VEGF

及其下游Akt磷酸化的抑制，从而促进了乳腺癌的

生长。于超等 [23]报道miR -21在乳腺癌组织中高表

达,其水平可能与乳腺癌的恶性程度有关。因此，

基于miRNA表达水平调节和miRNA靶点定位的治

疗方法将会是癌症治疗中最有潜力的治疗方法。

T F A M 是 参 与 线 粒 体 D N A 转 录 激 活 和 调 节

线 粒 体 D N A 拷 贝 数 的 重 要 因 子 。 T F A M 由 核 基 因

编 码 ， 并 被 转 入 线 粒 体 内 发 挥 调 节 作 用 。 除 了

转 录 激 活 作 用 外 ， T F A M 还 参 与 维 持 线 粒 体 D N A

（mitochondrial  DNA，mtDNA）的拷贝数，改善

线粒体功能以及调控肌浆网钙ATP酶表达等[24-25]。

近 年 来 ， 越 来 越 多 的 证 据 显 示 T F A M 与 肿 瘤 的 发

生、进展密切相关[15-16, 26]。

本 研 究 着 眼 于 m i R - 2 0 4 在 乳 腺 癌 中 的 功 能 ，

以miR-204模拟物或miR-204抑制物转染实现miR-
2 0 4 过 表 达 和 m i R - 2 0 4 沉 默 ， 并 检 测 了 T F A M 在

miR-204过表达及沉默后的表达量变化。本实验结

果显示，miR -204过表达抑制TFAM蛋白质表达，

miR -204沉默促进TFAM蛋白质表达；miR -204可

靶向结合TFAM调控其表达；pcDNA3.1 /TFAM可

实现TFAM过表达，并可恢复miR -204对TFAM的

抑 制 作 用 ； m i R - 2 0 4 可 抑 制 乳 腺 癌 细 胞 的 生 长 和

增 殖 ， T F A M 可 促 进 乳 腺 癌 细 胞 的 生 长 和 增 殖 ，

TFAM可恢复miR -204对乳腺癌细胞生长和增殖的

抑制作用。

综 上 所 述 ， 深 入 了 解 m i R - 2 0 4 靶 向 T F A M 基

因 抑 制 乳 腺 癌 细 胞 的 增 殖 及 相 关 机 制 ， 可 能 为 乳

腺 癌 的 诊 断 、 病 情 监 测 提 供 实 验 依 据 ， 有 可 能 将

其 作 为 乳 腺 癌 治 疗 的 新 的 作 用 靶 点 ， 对 于 指 导 治

疗、提高术后生存率有十分重要的意义。
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