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［摘 要］ 目的: 探讨慢性缺氧应激对人乳腺癌 MCF-7 细胞恶性生物学行为的影响及可能机制。方法: 将
人乳腺癌 MCF-7 细胞分为缺氧组( 1% O2、5% CO2 和 94% N2 ) 和正常对照组( 常氧) 进行培养。利用 MTT 法、
CCK-8 实验、细胞直接计数法及细胞侵袭和迁移实验对 MCF-7 细胞活力、增殖及侵袭和迁移能力进行检测; 用软琼
脂集落形成实验及 Matrigel 3D培养技术检测 MCF-7 细胞非锚定生长能力及极性改变情况; 利用 MCF-7 细胞构建
裸鼠皮下种植瘤模型，检测慢性缺氧应激对体内肿瘤生长及肺转移的影响; 利用倒置显微镜观察 MCF-7 细胞形态
改变;Western blot检测低氧诱导因子 1( hypoxia-inducible factor-1，HIF-1) 和磷酸化的糖原合成酶激酶 3β ( glycogen
synthase kinase-3β，GSK-3β) 在缺氧环境下表达水平的改变，以及 E-钙黏连蛋白( E-cadherin) 、N-钙黏连蛋白( N-
cadherin) 、波形蛋白( vimentin) 、基质金属蛋白酶 3 ( matrix metalloproteinase-3，MMP-3) 、MMP-9 等上皮-间充质转化
( epithelial-mesenchymal transition，EMT) 相关蛋白的表达水平。结果: 与正常对照组相比较，慢性缺氧组 MCF-7 细
胞活力、增殖能力及侵袭迁移能力增强，细胞非锚定生长能力提高且在 3D培养系统更容易发生极性改变，呈现侵
袭样生长，体内生长及转移能力增强; 除了 HIF-1 被缺氧诱导表达升高外，GSK-3β 呈现活化趋势，且上皮样标志物
E-cadherin蛋白表达水平明显下降，而间充质样标志物 N-cadherin、vimentin、MMP-3 和 MMP-9 蛋白表达水平明显升
高。结论: 慢性缺氧应激促进了乳腺癌细胞恶性生物学行为，且其机制可能与 EMT有关。
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Chronic hypoxia enhances aggressiveness of MCF-7 breast cancer cells
through EMT
CHEN Jian1，2，HE Yong-jing3，WANG Si-ying3，HU Min1

( 1Anhui University of Chinese Medicine，Hefei 230028，China; 2Department of Ultrasonography，The First Affiliated Hospi-
tal，Xiamen University，Xiamen 361001，China; 3Anhui Medical University，Hefei 230032，China． E-mail: 598370287@
qq． com)
［ABSTＲACT］ AIM: To investigate the effects of chronic hypoxia on the aggressiveness of MCF-7，a human breast

cancer cell line，and the underlying mechanisms． METHODS: MCF-7 cells were cultured under hypoxia ( 1% O2，5%
CO2 and 94% N2 ) or control ( 95% O2 and 5% CO2 ) condition． The viability，proliferation，and invasion and migration
abilities of the MCF-7 cells were determined by MTT assay，CCK-8 assay，cell counting，and cell invasion and migration
assays． Anchorage-independent growth and the alteration of cellular polarization of the MCF-7 cells were tested by soft agar
colony formation assay and Matrigel-3D culture assay，respectively． The effects of chronic hypoxia on the growth and metas-
tasis of MCF-7 cells in vivo were investigated by xenograft in nude mice． The morphological changes of the MCF-7 cells
were observed under an inverted microscope． Hypoxia-induced alterations in the levels of hypoxia inducible factor-1 ( HIF-
1 ) and phosphorylated glycogen synthase kinase-3β ( p-GSK-3β) as well as epithelial-mesenchymal transition ( EMT) mol-
ecules，such as E-cadherin，N-cadherin，vimentin，matrix metalloproteinase ( MMP) -3 and MMP-9，were determined by
Western blot． ＲESULTS: Chronic hypoxia significantly increased the viability，proliferation，and invasion and migration
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abilities of MCF-7 cells in vitro，enhanced the anchorage-independent growth，facilitated cellular polarization alteration in
Matrigel-3D culture，and promoted cancer metastasis in vivo． Hypoxia up-regulated HIF-1，activated GSK-3β，down-regu-
lated E-cadherin and increased the protein levels of N-cadherin，vimentin，MMP-3 and MMP-9． CONCLUSION: Chronic
hypoxia enhances the aggressiveness of breast cancer cells probably through EMT．
［KEY WOＲDS］ Breast carcinoma; Hypoxia; Tumor metastasis; Tumor microenvironment; Epithelial-mesenchy-

mal transition

乳腺癌发病率在经济发达地区居于女性恶性肿

瘤的首位［1］，以手术为主的综合治疗虽然取得较好

的临床疗效，但浸润和转移仍旧是影响患者生存率

和死亡率的主要因素［2］。促进乳腺癌转移的潜在分
子机制目前尚不清楚。由于肿瘤细胞快速增殖而相
应的血管网络不能及时建立，且新生血管在结构上

存在异常，肿瘤缺氧微环境是人类恶性实体肿瘤的

基本特征之一［3］。局部微环境缺氧可以对肿瘤细胞
的增殖、浸润和转移等恶性生物学行为的发生产生
显著影响［4］。阐明乳腺癌恶性生物学行为与肿瘤缺
氧微环境的关系，进而明确其在肿瘤恶性进展过程

中发挥重要作用的关键分子，寻找其相对应的靶点，

对于提高乳腺癌的生存率具有重要的作用。本文通
过体内及体外实验研究，观察慢性缺氧应激对人乳

腺癌 MCF-7 细胞恶性生物学行为的影响，并探究其
机制是否与上皮-间充质转化( epithelial-mesenchymal
transition，EMT) 相关。

材 料 和 方 法

1 动物及细胞
SPF 级 BALB /c-nu 裸鼠 24 只，雌性，6 周龄，体

重 15 ～ 21 g，购自北京华阜康生物科技股份有限公
司，许可证号为 SCXK ( 京) 2014-0004。人乳腺癌
MCF-7 细胞购自中科院上海细胞生物所细胞库，本
实验室冻存。
2 主要试剂

DMEM高糖培养基、胰酶和小牛血清购于 Gib-
co; 1 × 105 U /L 青霉素和 100 mg /L 链霉素购于 Hy-
Clone; MTT细胞活力试剂盒购于 KeyGEN Biotech; 三
( 羟甲基) 氨基甲烷、丙烯酰胺、过硫酸铵和十二烷基
硫酸钠购于上海生工生物公司; 蛋白酶抑制剂购于

Ｒoche; Transwell小室购于 BD; 琼脂糖粉剂购自 Bio-
west; 蛋白印迹化学发光检测试剂盒购于北京康为世
纪生物有限公司; 抗低氧诱导因子 1 ( hypoxia-induc-
ible factor-1，HIF-1 ) 、抗糖原合成酶激酶 3β ( glyco-
gen synthase kinase-3β，GSK-3β) 、抗 E-钙黏连蛋白
( E-cadherin) 、抗 N-钙黏连蛋白( N-cadherin ) 、抗波
形蛋白( vimentin) 、抗基质金属蛋白酶 3 ( matrix me-
talloproteinase-3，MMP-3) 、抗 MMP-9 和抗 β-actin 抗

体均购于 Abcam; HＲP 偶联的山羊抗鼠Ⅱ抗购于
Proteintech。
3 主要方法
3． 1 细胞培养及分组 人乳腺癌 MCF-7 细胞分为
正常对照组( 常氧培养) 和缺氧组，用含有 10%小牛
血清、1% 青链霉素混合液的 DMEM 高糖培养基进
行培养。将正常对照组置于 37 ℃、95% O2、5%
CO2、饱和湿度条件下的 CO2 细胞培养孵箱内进行培

养; 缺氧组置于 37 ℃、1% O2、5% CO2、94% N2 的三

气培养箱内进行缺氧培养。
3． 2 细胞形态观察 取对数生长期细胞制成单细
胞悬液，调整浓度为 2 × 107 /L，把细胞悬液按每孔
150 μL接种于 96 孔板，每组设置 6 个复孔。将细胞
置于细胞培养箱中分别进行常氧或者缺氧培养，并

于培养 0 h、12 h、24 h、36 h、48 h及 60 h后在倒置相
差显微镜下对肿瘤细胞形态进行观察、拍照。
3． 3 MTT实验 取对数生长期细胞制成单细胞悬
液，调整浓度为 2 × 107 /L，把细胞悬液按每孔 150 μL
接种于 96 孔板，每组设置 6 个复孔。分别进行常氧
或缺氧培养( 0 h、12 h、24 h、36 h、48 h 和 60 h) 后进
行 MTT实验对细胞活力进行检测。每孔加入 5 g /L
MTT溶液 10 μL，常规培养 4 h 后，将孔内的培养液
吸出，每孔再加入二甲基亚砜( DMSO) 150 μL，孵育
15 min，利用酶标仪对 490 nm 处各孔的吸光度( A)
进行检测。
3． 4 CCK-8 实验 取对数生长期细胞制成单细胞
悬液，调整浓度为 2 × 107 /L，把细胞悬液按每孔 150
μL接种于 96 孔板，每组设置 6 个复孔。分别进行
常氧或缺氧培养( 0 h、12 h、24 h、36 h 和 48 h) 后进
行 CCK-8 实验，对细胞活力进行检测。每孔加入 10
μL CCK-8 置于 37 ℃培养箱孵育 2 h，利用荧光分光
光度计对 450 nm 处各孔的吸光度( A) 进行检测。
3． 5 直接计数法 将 2 × 104 个细胞接种于 24 孔培
养板( 每组设 4 复孔，取均值) ，分别进行常氧或缺氧
培养( 0 h、12 h、24 h、36 h 和 48 h ) 后，用 3 mL
0. 25% 胰蛋白酶 + 0. 02% EDTA 消化液进行消化，
取细胞悬液用细胞计数器进行计数，对细胞增殖能

力进行检测。实验重复 3 次。
3． 6 Transwell 侵袭和迁移实验 将 100 μL 的 50
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mg /L Matrigel用稀释液 1 ∶ 40 稀释，均匀涂于 Tran-
swell小室底膜的上室面，4 ℃晾干。取对数生长期
细胞消化后重悬，并调整细胞浓度至 2 × 107 /L。将
Matrigel包被的 Transwell 小室小心放入 24 孔板( 在
放置小室时确保小室底层薄膜和培养液之间没有气

泡) ，水化后，在小室下层加入含 10%血清的 DMEM
完全培养基，细胞悬液按每孔 200 μL 接种于小室的
上室。分别进行常氧或者缺氧培养 36 h 后收 24 孔
板，吸弃上清液，并用 PBS 清洗 2 次，然后用 40 g /L
多聚甲醛固定，随后 0. 1%结晶紫染色 30 min。染色
结束后，清洗脱色，用棉签轻拭上室残余细胞，室温

干燥后置于倒置显微镜下进行观察，每孔随机选取 5
个视野的细胞进行计数并拍照、统计分析。细胞迁
移实验无需预先进行 Matrigel包被，其余步骤同侵袭
实验。
3． 7 软琼脂集落形成实验 将含有 0. 5%底层琼
脂、20% 胎牛血清的 ＲPMI-1640 培基充分混匀，按每
孔 1 mL加入 6 孔板中，室温凝固备用。取对数期生
长细胞制成单细胞悬液，调整浓度为 2 × 107 /L，加至
铺有底层琼脂的 6 孔板中，每孔 1 mL，每组细胞设 3
个复孔。分别进行常氧或者缺氧培养连续培养 2
周。于倒置显微镜下进行观察，统计集落形成数。
3． 8 Matrigel 3D 培养实验 在 3． 6 的实验基础上，
将小室预先用 Matrigel 基质胶进行包被。将稀释好
的 Matrigel胶均匀铺于小室底部( 所有操作均在冰上
进行) ，37 ℃培养箱内凝固 30 min后用于实验。
3． 9 裸鼠成瘤实验 常规消化正常对照组和缺氧
组对数生长期的 MCF-7 细胞，用无血清培养基将细
胞调整为密度为 1 × 1011 /L 的细胞悬液。分别将 2
组细胞悬液注射于裸鼠腋窝处皮下，每只注射 0． 2
mL，接种细胞数为 2 × 107 个。注射后观察肿瘤生长
情况，分别于接种后的 5、12、15、18、21 和 24 d 用游
标卡尺测量每只小鼠腋下肿瘤长径( a) 和短径( b) ，
并计算肿瘤体积，计算公式为: 肿瘤体积( mm3 ) = 1 /
2 × a × b2，绘制肿瘤生长曲线。4 周后小鼠脱颈椎处
死，留取肿瘤组织及肺组织。观察肺组织表面肉眼
可见的瘤结节并计数，固定一侧肺进行石蜡切片，HE
染色，显微镜下观察计数转移灶。
3． 10 Western blot实验 收集正常对照组和缺氧组
对数生长期的 MCF-7 细胞沉淀，加入 ＲIPA 裂解液
裂解细胞提取总蛋白，采用 BCA 法进行蛋白定量，
按每个孔 30 μg的蛋白总量上样，SDS-PAGE，全湿电
转膜仪进行转膜。室温下用 TBST 溶液( 含 5%脱脂
奶粉) 封闭 2 h，按说明书分别加入稀释的Ⅰ抗( HIF-
1、GSK-3β、E-cadherin、N-cadherin、vimentin、MMP-3、

MMP-9 和 β-actin ) ，4 ℃ 摇床孵育过夜。次日用
TBST洗膜，HＲP标记的Ⅱ抗 37 ℃振摇 1 h 后，再洗
膜 10 min × 3 次。利用增强的化学发光试剂盒进行
ECL检测目的蛋白。实验至少重复 3 次。
4 统计学处理
采用 SPSS 19. 0 软件进行统计分析。数据以均

数 ±标准差( mean ± SD) 表示，用单因素方差分析对
两组间数据差异进行检验，以 P ＜ 0． 05 为差异具有
统计学意义。

结 果

1 慢性缺氧刺激对人乳腺癌MCF-7细胞活力的影响
利用 MTT 和 CCK-8 实验对常氧或者缺氧条件

下培养不同时点的 MCF-7 细胞的活力进行检测。
MTT结果显示，在培养 24 h 后，缺氧组细胞的细胞
活力增强，尤其在 48 h和 60 h，与正常对照组间差异
有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。CCK-8 实验结果显示，在
培养 24 h、36 h和 48 h后，缺氧组细胞的细胞活力增
强，与正常对照组间差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ，
见图 1。

Figure 1． The effect of chronic hypoxia stress on the viability of
human breast cancer MCF-7 cells in vitro． A: MTT
assay; B: CCK-8 assay． Mean ± SD． n = 6． * P ＜
0. 05 vs control group．

图 1 慢性缺氧刺激对人乳腺癌 MCF-7 细胞活力的影响

2 慢性缺氧刺激对人乳腺癌MCF-7细胞增殖的影响
MCF-7 活细胞计数结果显示，在培养 24 h、36 h

和 48 h后，缺氧组细胞的细胞数量明显增多，与正常
对照组的差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) ，见图 2。
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Figure 2． The effect of chronic hypoxia stress on the proliferra-
tion of human breast cancer MCF-7 cells in vitro．
Mean ± SD． n = 4． * P ＜ 0． 05 vs control group．

图 2 慢性缺氧刺激对人乳腺癌 MCF-7 细胞增殖的影响

3 慢性缺氧刺激对人乳腺癌 MCF-7 细胞迁移和侵
袭能力的影响

倒置显微镜下，对穿过 Transwell小室底膜的迁移
和侵袭细胞数目进行观察与计数。结果显示，与对正
常照组相比较，随着缺氧时间的增加，缺氧组细胞的迁

移和侵袭数量增多，迁移和侵袭能力均增强，两组细胞

间差异具有统计学意义( P ＜ 0. 01) ，见图 3。

Figure 3． Chronic hypoxia stress promoted the migration and in-
vasion abilities of MCF-7 cells． Mean ± SD． n = 5．
＊＊P ＜ 0． 01 vs control group．

图 3 缺氧慢性刺激促进了人乳腺癌MCF-7 细胞的迁移和侵
袭能力

4 慢性缺氧刺激对人乳腺癌 MCF-7 细胞非锚定生

长及极性的影响

软琼脂集落形成实验以及 Matrigel 3D实验结果
显示，缺氧条件下可使乳腺癌 MCF-7 细胞的非锚定
生长能力提高，且在 3D培养系统更容易发生极性改
变，呈现侵袭样生长，见图 4。

Figure 4． The effect of chronic hypoxia stress on anchorage-inde-

pendent growth and polarity of human breast cancer

MCF-7 cells in vitro．

图 4 缺氧慢性刺激对人乳腺癌 MCF-7 细胞非锚定生长及

极性的影响

5 慢性缺氧刺激对人乳腺癌 MCF-7 细胞体内生长
及转移的影响

裸鼠种植瘤实验结果显示，人乳腺癌 MCF-7 细
胞接种后裸鼠成瘤率为 100%。缺氧对裸鼠肿瘤生
长有明显的促进作用，缺氧组小鼠肿瘤体积明显大

于同一时点正常对照组小鼠肿瘤体积( P ＜ 0. 05 或
P ＜ 0. 01) ; 分别在正常对照组和缺氧组随机选取 10
只小鼠，对发生肺转移的小鼠进行计数，结果显示缺

氧组小鼠发生肺转移数目明显增加，差异具有统计

学意义( P ＜ 0. 05) 。结果表明，缺氧不仅可以促进乳
腺癌细胞在裸鼠体内的生长，同时还促进了乳腺癌

细胞在裸鼠体内的转移，见图 5。
6 慢性缺氧刺激对人乳腺癌 MCF-7 细胞形态及
EMT 相关蛋白的表达的影响
倒置相差显微镜下观察可见，常氧环境下人乳

腺癌 MCF-7 细胞呈上皮形态，多角形，细胞之间连接
紧密，而缺氧组细胞形态拉长，呈梭形，细胞间隙变

大，转变为间质细胞形态。另外，缺氧状态下，人乳
腺癌 MCF-7 细胞 HIF-1 达升高，GSK-3β呈现活化趋
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Figure 5． The effect of chronic hypoxia stress on progression and
metastasis of human breast cancer MCF-7 cells in nude
mice． A: the subcutaneous tumor growth curves be-
tween control group and hypoxia group ( Mean ± SD．
n = 3) ; B: the representative images of subcutaneous-
ly implanted tumors taken on day 24; C: the numbers
of mice with lung metastasis ( n = 10 ) ． * P ＜ 0. 05，
＊＊P ＜ 0． 01 vs control group．

图 5 缺氧慢性刺激对人乳腺癌 MCF-7 细胞在裸鼠体内生
长及转移的影响

势，且上皮样标志物 E-cadherin蛋白表达水平明显下
降，而间充质样标志物 N-cadherin、vimentin、MMP-3
和 MMP-9 蛋白表达水平明显增加，提示 EMT 的发
生，见图 6。

讨 论

乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，其发病

率在世界范围内居第1位，死亡率居第5位［5］，严重威
胁女性健康。近年来，虽然乳腺癌综合治疗手段的不
断发展，但流行病学调查显示，乳腺癌的发病率及病死

率仍呈逐年上升的趋势，肿瘤侵袭转移问题仍是影响

乳腺癌治疗效果的重要因素［6］。因此，对乳腺癌侵袭
转移机制的研究具有重要的临床意义。缺氧是实质
性肿瘤局部微环境的基本特征之一。近几年，随着
对缺氧在肿瘤影响方面不断深入的研究显示，缺氧

Figure 6． Chronic hypoxia stress promoted EMT in human breast
cancer MCF-7 cells． A: the cell morphological chan-
ges were observed under reverted microscope; B: the
effect of chronic hypoxia stress on the protein expres-
sion of EMT-related molecules in the human breast
cancer MCF-7 cells． Mean ± SD． n = 3． * P ＜ 0． 05，
＊＊P ＜ 0． 01 vs control group．

图 6 缺氧慢性刺激可促进人乳腺癌 MCF-7 细胞发生 EMT

对恶性肿瘤的预后起着重要的作用。它既能促进肿
瘤细胞的增殖，同时还能够诱导肿瘤细胞的浸润和

转移［7-8］。因此，了解慢性缺氧对乳腺癌细胞恶性生
物学的影响对乳腺癌的预后有重要意义。
本研究通过观察慢性缺氧刺激对体外培养的人

乳腺癌细胞 MCF-7 的生长、侵袭和迁移能力及细胞
非锚定生长能力、极性，以及体内裸鼠成瘤和肺转移
的影响，探讨慢性缺氧应激是否会对人乳腺癌 MCF-
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7 细胞恶性生物学行为产生影响。
本实验选用物理缺氧法，采用充入含 1% O2、

5% CO2、94% N2 混合气体的三气培养箱来模拟肿

瘤缺氧微环境。我们对实验组的 MCF-7 细胞进行体
外缺氧培养，对其和正常对照组的细胞进行行为学

实验比较。MTT实验、CCK-8 细胞活力实验、活细胞
直接计数法、Transwell 迁移和侵袭实验等实验结果
显示，缺氧状态下，乳腺癌 MCF-7 细胞的体外细胞活
力、增殖能力、迁移和侵袭能力增强，且随着缺氧时
间的加长，对细胞活力刺激的作用越明显; 软琼脂集

落实验及 3D Matrigel结果显示，细胞非锚定生长能力
提高且在 3D 培养系统更容易发生极性改变，呈现侵
袭样生长，体内生长及转移能力增强。这些肿瘤细胞
行为学的变化提示在慢性缺氧环境下，乳腺癌 MCF-7
细胞株的恶性生物学行为加强，且发生了 EMT。同
时，我们建立裸鼠成瘤模型，观察慢性缺氧刺激对体内

肿瘤生长及肺转移的影响。结果显示在同一时点，缺
氧组小鼠比正常对照组小鼠肿瘤体积明显增大，且在

肺内形成转移瘤的数目明显增加。这一结果说明慢
性缺氧可促进肿瘤生长及肺部转移。
目前众多研究资料表明，EMT 在肿瘤的侵袭和

转移中起到非常关键的作用［9］，是启动恶性肿瘤侵

袭转移的重要途径之一［10-11］，而缺氧可以通过促进

肿瘤细胞发生 EMT 而在肿瘤的迁移和侵袭过程中
发挥着重要作用［12］。EMT 发生时，其上皮样细胞标
志分子表达下降，而间充质样细胞标志分子表达上

调，于是我们猜想慢性缺氧应激促进乳腺癌细胞的

增殖和转移这一过程中是否有 EMT 的发生。我们
通过 Western blot实验对 EMT 相关蛋白表达进行检
测。结果显示和正常对照组相比，缺氧组细胞上皮
样标志物 E-cadherin蛋白表达水平明显下降，而间充
质样标志物 N-cadherin、vimentin、MMP-3 和 MMP-9
蛋白表达水平明显增加，GSK-3β 呈现活化趋势。同
时形态学观察也得到相同的结果，倒置显微镜下可

见缺氧组肿瘤上皮细胞间连接松散，细胞失去基底

面至表面的极性排列，形态呈梭形。HIF-1 也是缺氧
环境下促进肿瘤细胞发生 EMT 的重要因子［13］。
HIF-1 主要通过降低细胞间的黏附、增加基质的降
解、增加趋化作用几个方面对肿瘤细胞的侵袭与转
移产生影响。实验中我们发现，缺氧组比正常对照
组细胞的 HIF-1 蛋白表达明显增加。
综上所述，慢性缺氧刺激可使乳腺癌 MCF-7 细

胞体外生长和迁移能力增强，同时在体内促进肿瘤

形成及转移，并且 E-cadherin 蛋白表达水平明显下
降，而 HIF-1、GSK-3β、N-cadherin、vimentin、MMP-3、

MMP-9 蛋白表达水平明显增加。这提示慢性缺氧应
激可能通过激活 HIF-1 使细胞发生 EMT进而促进乳
腺癌 MCF-7 细胞恶性进展。
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