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猪精液预处理稀释液与冷冻基础液的配伍效应
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　　[摘　要 ]　采用 6种预处理稀释液对猪精液进行预处理,然后用 3种冷冻基础液冷冻保存,研究精液预处理稀

释液和冷冻基础液对精子冷冻保存效果的影响,以及其间的配伍效应。结果表明,不同的预处理稀释液对解冻后精

子活力的影响差异显著 (P < 0. 05) ,而 3种冷冻基础液对冻后精子活力的影响差异不显著 (P > 0. 05)。不同的预处

理稀释液与冷冻基础液之间存在明显的配伍效应,并且用含甘油的稀释液对平衡不同时间的精液冷冻时,其配伍

效应又有所不同。猪精液中去除精清可显著提高精子冻后活力和顶体完整率 (P < 0. 05) ,有利于提高精液品质。
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　　自 20世纪 50年代科学家Po loge [1 ]首次报道用

猪冷冻精液人工授精成功获得仔猪后,因猪人工授

精技术在降低公猪饲养成本、提高母猪繁殖力、扩大

优良种猪利用效率等方面具有极大优势,而引起各

国科学家的高度关注。近年来,随着人们生活水平的

不断提高以及畜牧业向产业化、规模化、工厂化方向

的迅猛发展,尤其在世界各国充分享用优良种猪遗

传资源方面,用猪冷冻精液进行人工授精显示出良

好的发展前景和巨大的生产潜力[223 ]。但是,与液态

保存的精液和自然交配相比,猪冷冻精液人工授精

由于存在妊娠率低,产仔数少等缺陷,极大地限制了

猪冷冻精液的推广和应用[425 ] ,与目前应用甚广的牛

冷冻精液相比差异较大[6 ]。在优良种猪的繁殖方面,

利用猪冷冻精液进行人工授精仍非常有限,大多数

国家或地区应用的仍然是 16～ 20 ℃保存的液态精

液[7 ]。

与牛等其他家畜相比,猪精子由于结构和细胞

成分的特殊性,致使猪冷冻精液的品质一直难以提

高,而在实际生产中无法大面积推广应用。在现今国

内外猪冷冻精液的研究报道中,众多学者致力于稀

释液的筛选、精子冻后结构的变化以及实验室条件

下猪精液的冷冻技术研究[8211 ]。国内外学者基本上

都是将所采集的精液稀释后进行冷冻,并且大多研

究是分别筛选稀释液和冷冻基础液,而对于利用不

同稀释液进行预处理后,稀释液与冷冻基础液之间

的配伍效应未作详细研究,从而在一定程度上影响

了猪冷冻精液的质量。本试验将用不同稀释液预处

理的猪精液,再用不同冷冻基础液进行交叉配伍冷

冻,探讨了目前常用的猪精液预处理稀释液与冷冻

基础液之间的配伍效应,以期为猪冷冻精液品质的

提高提供新方法。

1　材料与方法

1. 1　器械与试剂

1. 1. 1　器　械　生物冷冻仪 (B IO TRON ICS

L IM T ED ,英国) ; 超低温温度计 (60021010K 型, 美

国Barnan t 公司) ; 荧光显微镜 (CO IC, IBE2000, 日

本 ) ; 电子天平 (ESJ 2182D , 沈阳龙腾电子有限公

司) ;高压消毒柜 (H IRA YAM A , HV E250,日本) ; 全

自动高速离心机 (H eraeu s,德国) ; 自动三重纯水蒸

馏器 (SZ297型,上海精密实验设备有限公司)。

1. 1. 2　试　剂　D 2葡萄糖、T ris (Am resco 进口分

装) ; 乳糖 (北京奥博星生物技术责任有限公司) ; 柠

檬酸钠、果糖、牛血清白蛋白 (Sigm a 进口分装) ; L 2
甘氨酸 (北京鼎国生物中心) ;柠檬酸 (北京世纪星化

工有限责任公司) ; 甘油 (天津巨星盛源化学试剂有

限公司)。
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1. 2　精液的采集及其品质评定

选取河北秦皇岛市抚宁县瘦肉型种猪繁育基地

的1. 5～ 2岁、体格健壮、膘情中等、性欲旺盛的杜洛

克和约克夏种公猪, 参照E rik sson 等[12 ]的方法, 并

稍加改进,利用手握法采集公猪射精中间浓厚段精

液。精液采集后,立即在35～ 38 ℃条件下进行常规

品质评定,将pH 值 6. 3～ 6. 8,精子密度 3. 0×109ö

mL , 活力 0. 75 以上,无异常气味,色泽为乳白色的

精液用 4层以上的纱布滤去胶体物, 32 ℃恒温条件

下1. 5 h 内运回实验室备用。

1. 3　精液的稀释与平衡

1. 3. 1　精液的第 1 次稀释与平衡　将品质评定合

格的精液运回实验室后,首先进行离心 (500×g , 10

m in ) , 根据试验要求弃掉适量精清, 然后进行预处

理,即将精液用预处理稀释液 (V (预处理稀释液)∶

V (精液) = 1∶1)稀释,经12～ 15层纱布包裹后缓慢

降温至15 ℃,平衡3 h,降温速度约为0. 1℃öm in。本

研究所用精液预处理稀释液分别为 BT S (B 1) ,

Zo rlesco (B 2) , A ndrohep (B 3) , Schonow (B 4) ,葡2咖
2丙 (B 5)和葡2柠2ED TA (B 6) 6 种[11, 13214 ] , 并进行了

适当完善,其配方见表1。

另外,在精液冷冻时,将预处理时离心后的精清

去留体积分数分别设置100% , 50%和0% 3个水平,

以研究精清对猪精子冷冻效果的影响。
表 1　猪精液预处理稀释液的配方

T able 1　Compo sit ions of boar sem en p retreatm ent ex tender göL

组分 Componen t
配方 Compo sitions

B1 B2 B3 B4 B5 B6

葡萄糖 Gluco se 37. 0 11. 5 26. 0 40. 0 2. 18 60. 0

ED TA (Sodium ) 1. 3 2. 3 2. 4 2. 0 3. 68

柠檬酸钠 Sodium 2citrate 6. 0 11. 7 8. 0 3. 7 3. 76

N aHCO 3 1. 3 1. 25 1. 2 1. 2

KC l 0. 8 1. 2 0. 22

N aC l 6. 61

CaC l2·2H 2O 1. 1

丙酮酸钠 Sodium pyruvic acid 0. 55

三 (羟甲基)氨基甲烷 T ris 6. 5 2. 42

42羟乙基哌嗪乙磺酸 H epes 9. 0

柠檬酸 C itric acid 4. 1

牛血清白蛋白BSA 5. 0 2. 5 1. 0

咖啡因 Caffeine 0. 21

半胱氨酸 Cysteine 1. 0

青霉素G Penicillin G 0. 6 0. 6 0. 6 0. 6

链霉素 Strep tom ycin 1. 0 1. 0 1. 0 1. 0

1. 3. 2　精液的第 2 次稀释与平衡　在结合国内外

研究基础上,本试验选用TCG (A 1) , TCF (A 2)和葡2
乳2柠2甘液 (A 3) 3 种稀释液作为冷冻基础液[15217 ] ,

其配方见表2。冷冻基础液中分别添加体积分数20%

的卵黄后即为É液, É液中加入甘油后即为Ê液。甘
油的终浓度为体积分数3%。

表 2　猪精液冷冻基础液的配方

T able 2　Compo sit ions of boar sem en freezing ex tender göL

冷冻基础液
Extender of freezing

成分 Compo sitions

葡萄糖
Gluco se

果糖
F ructo se

乳糖
L acto se

柠檬酸钠
Sodium 2
citrate

柠檬酸
C itric
acid

T ris L 2甘氨酸
L 2Glycin

A 1 11 14. 8 24. 2

A 2 11 14. 8 24. 2

A 3 21 30 3. 1 8

　　首先将经过第 1 次稀释、平衡的精液进行离心

(17 ℃, 800×g , 10 m in) , 弃掉上清液, 用预热的É
液 (V (精液)∶V (É 液)为 1∶1～ 1∶2)进行等温稀

释,稀释后的精液置于储精瓶中,用8～ 10层纱布包

裹储精瓶,在2～ 5 ℃的冰箱中,以大约0. 08 ℃öm in

的降温速度从15 ℃降至5 ℃,平衡1. 5～ 3 h。

1. 3. 3　精液的第3次稀释与平衡　将经过第2次稀

释、平衡的精液按照V (精液)∶V (Ê 液) = 2∶1 的

比例用等温Ê 液稀释后, 放入 2～ 5 ℃的冰箱中平

衡,根据试验要求平衡不同时间,然后进行冷冻。
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1. 4　细管冻精的制作

在2～ 5 ℃的环境下,通过专用注射器将精液迅

速吸入0. 25 mL 的细管内,然后用封口机快速封管。

冷冻前,将超低温温度计的探针与冷冻槽连接,并将

冷冻槽浸入液氮中预冷,直至液氮不沸腾为止,然后

将冷冻槽上提,在距离液氮面1～ 3 cm 处盖上盖子,

待温度恒定且达到始冻温度要求后打开盖子,将精

液细管放进冷冻槽进行冷冻,要求始冻温度为- 120

℃。精液完成冷冻后熏蒸5 m in,最后将细管冻精浸

入液氮内。

1. 5　精子活力的镜检

将制作好的细管冻精在 38 ℃的水浴锅中解冻

30 s后,按照V (精液)∶V (解冻液) = 1∶10的比例

用解冻液 (体积分数 95%相应的预处理稀释液+ 体

积分数 5% É 液) [12 ]稀释后,在 37 ℃的温水中孵育

20 m in,取 10 ΛL 精液用荧光显微镜 (400×)检查精

子活力。活力达0. 3以上者,装入编号的纱布袋内,

浸入液氮中保存备用。

1. 6　数据处理

用SPSS软件对数据进行显著性检验。

2　结果与分析

2. 1　Ê 液平衡 5～ 10 m in 精液预处理稀释液与冷

冻基础液之间的配伍效应

　　将经过甘油最后一次稀释并且平衡 5～ 10 m in

的精液用细管法进行冷冻,解冻后精子的活力见表

3,其多重比较结果见表4。

表 3　Ê液平衡 5～ 10 m in 冷冻- 解冻后猪精子的活力

T able 3　Boar sperm mo tility after frozen2thaw ed w ith 5- 10 m in balancing by the Ê ex tender

冷冻基础液
Extender of freezing

预处理稀释液 Extender of p re treatm en t

B1 B2 B3 B4 B5 B6

平均活力
A verage
mo tility

A 1 0. 247±0. 049 0. 351±0. 033 0. 409±0. 028 0. 411±0. 024 0. 406±0. 039 0. 402±0. 029 0. 371

A 2 0. 213±0. 041 0. 306±0. 019 0. 301±0. 041 0. 401±0. 033 0. 393±0. 038 0. 391±0. 041 0. 334

A 3 0. 401±0. 033 0. 408±0. 045 0. 383±0. 029 0. 301±0. 087 0. 382±0. 019 0. 252±0. 101 0. 355

平均活力
A verage mo tility

0. 287 0. 355 0. 364 0. 371 0. 394 0. 348

表 4　Ê液平衡 5～ 10 m in 不同预处理稀释液间精子活力的多重比较

T able 4　M ultip le comparisons of mo tility of boar sperm balanced 5- 10 m in by the

Ê ex tender among p retreatm ent ex tenders

预处理稀释液
Extender of

p retreatm en t
X j X j- 0. 287 X j - 0. 348 X j- 0. 355 X j- 0. 364 X j - 0. 371

B5 0. 394 0. 1073 3 0. 0463 0. 0393 0. 0303 0. 023

B4 0. 371 0. 0843 0. 0233 0. 016 0. 007

B3 0. 364 0. 0773 0. 016 0. 009

B2 0. 355 0. 068 0. 007

B6 0. 348 0. 061

B1 0. 287

　　注: 3 表示差异显著 (P < 0. 05) ; 3 3 表示差异极显著 (P < 0. 01)。表6同。

N o te: 3 differ sign ifican tly (P < 0. 05) ; 3 3 differ sign ifican tly (P < 0. 01). T he tab le 6 is sam e.

　　从表3和表4可以看出,A 1, A 2和A 3 3种冷冻

基础液对冷冻- 解冻后猪精子活力的影响差异不显

著 (P > 0. 05) ,精子平均活力分别为0. 371, 0. 334和

0. 355。B 1, B 2,B 3,B 4,B 5和B 6 6种精液预处理稀释

液对冻后精子活力影响显著 (P < 0. 05) ,精子平均

活力分别为0. 287, 0. 355, 0. 364, 0. 371, 0. 394和0.

348,表明精液冻前预处理对冻后精子活力有较大影

响。在 6种预处理稀释液中,B 4预处理稀释液与冷

冻基础液A 1的配伍效应较好,冻后精子活力最高,

为0. 411±0. 024,而B 4与A 3的配伍效应较差;配伍

效应最差的是B 1预处理稀释液与A 2冷冻基础液,

冻后精子活力为 0. 213±0. 041,说明猪精液超低温

冷冻时,不同预处理稀释液与冷冻基础液之间存在

明显的配伍效应。

2. 2　Ê液平衡2～ 3 h 精液预处理稀释液与冷冻基

础液之间的配伍效应

　　将经过甘油最后一次稀释且平衡 2～ 3 h 的精

液用细管法进行冷冻,解冻后精子活力见表 5,其多

重比较结果见表6。
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表 5　Ê液平衡 2～ 3 h 冷冻- 解冻后猪精子的活力

T able 5　Boar sperm mo tility after frozen2thaw ed w ith 2- 3 h balancing by the Ê ex tender

冷冻基础液
Extender of

freezing

预处理稀释液 Extender of p re treatm en t

B1 B2 B3 B4 B5 B6

平均活力
A verage
mo tility

A 1 0. 473±0. 025 0. 100±0. 000 0. 390±0. 010 0. 200±0. 000 0. 400±0. 000 0. 400±0. 010 0. 327

A 2 0. 397±0. 006 0. 403±0. 006 0. 397±0. 006 0. 100±0. 000 0. 200±0. 000 0. 403±0. 006 0. 317

A 3 0. 467±0. 029 0. 383±0. 006 0. 303±0. 006 0. 400±0. 000 0. 387±0. 006 0. 200±0. 100 0. 357
平均活力

A verage mo tility 0. 446 0. 295 0. 363 0. 233 0. 329 0. 334

表 6　Ê液平衡 2～ 3 h 不同精液预处理稀释液间精子活力的多重比较

T able 6　M ultip le comparisons of mo tility of boar sperm balanced 2- 3 h

by the Ê ex tender among p retreatm ent ex tenders

预处理稀释液
Extender of

p retreatm en t
X j X j- 0. 233 X j - 0. 295 X j- 0. 329 X j- 0. 334 X j - 0. 363

B1 0. 446 0. 2133 3 0. 1513 3 0. 1173 0. 1123 0. 083

B3 0. 363 0. 1303 3 0. 068 0. 034 0. 029

B6 0. 334 0. 1013 0. 039 0. 005

B5 0. 329 0. 096 0. 034

B2 0. 295 0. 062

B4 0. 233

　　从表5和表6可以看出,A 1, A 2和A 3 3种冷冻

基础液对冷冻- 解冻后猪精子活力的影响差异不显

著 (P > 0. 05) ,冻后精子活力分别为0. 327, 0. 317和

0. 357。B 1, B 2,B 3,B 4,B 5和B 6 6种预处理稀释液对

冻后精子活力有显著影响 (P < 0. 05) ,冷冻- 解冻

后精子活力分别为 0. 446, 0. 295, 0. 363, 0. 233, 0.

329, 0. 334,表明精液冻前用不同稀释液预处理对冻

后精子活力有较大影响。在6种预处理稀释液中,B 1

预处理稀释液的精子冻后活力最高,B 1与冷冻基础

液A 1 的配伍效应最好,冻后精子活力平均达到 0.

473±0. 025,而B 1与A 2的配伍效应较差,冻后精子

活力较低; 精液预处理稀释液B 4 与冷冻基础液A 2

的配伍效应最差。由表3和表5可见,在制作猪细管

冷冻精液时,精液用Ê液平衡时间不同,预处理稀释

液与冷冻基础液之间的配伍效应也相应发生变化。

2. 3　精清对猪冷冻精液品质的影响

不同体积分数精清对猪精液冷冻- 解冻后精子

活力的影响见表7。

表 7　精清对猪冻精品质的影响

T able 7　Effect of sem inal p lasm a on boar sem en quality after freezing

精清体积分数ö%
Percen tage of sem inal p lasm a

精子冻后活力
A fter2sperm mo tility

顶体完整率ö%
A cro som al in tegrity

畸形率ö%
A bno rm al sperm

100 0. 298±0. 100 b 50. 141±2. 290 c 34. 035±1. 625 a
50 0. 331±0. 026 b 60. 798±4. 302 b 33. 254±2. 321 a
0 0. 455±0. 006 a 78. 392±4. 589 a 32. 961±2. 459 a

　　注:同一列数据后标不同字母者表示差异显著 (P < 0. 05)。

N o te: D ifferen t letters in the sam e co lum n indicate a sign ifican t difference w ith in the group s (P < 0. 05).

　　从表 7 可见, 当全部去掉精清时, 精子冻后活

力、顶体完整率均显著高于其他 2 种处理 ( P <

0. 05) ,且其精子畸形率也较低,表明全部去掉精清

的冷冻效果较好。

3　讨论与结论
3. 1　猪精液预处理稀释液与冷冻基础液之间的配

伍效应

　　甘油是一种常用的渗透性冷冻保护剂,精子暴

露于其中后,甘油瞬间就可渗入精子内,对精子既有

保护作用,又有毒性作用。本试验结果表明,采用甘

油作为冷冻保护剂对猪精液具有较好的保护作用,

这与邰秀林等[18 ]、李青旺等[19 ]的研究结果一致。但

在甘油平衡时间上, A lvarez 等[20 ]研究表明, 0. 5～

75 m in 的平衡时间对冻后精子存活参数并无显著

影响,但若平衡时间过长,则精子顶体和膜结构均会

因甘油的毒性作用而受到损伤。

本研究中,在精液用含甘油的稀释液稀释、平衡
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5～ 10 m in 冷冻条件下, 精液预处理稀释液 B 4

(Schonow )与冷冻基础液A 1 (TCG)的配伍效应最

佳,冻后精子活力高,而B 1 (BT S)与冷冻基础液A 2

(TCF)的配伍效应最差,冻后精子活力低;在精液用

含甘油的稀释液稀释、平衡 2～ 3 h 冷冻条件下,精

液预处理稀释液B 1 (BST )与冷冻基础液A 1 (TCG)

的配伍效应最佳,冻后精子活力高,而B 4 (Schonow )

与冷冻基础液A 2 (TCF)的配伍效应最差,冻后精子

活力低。这说明精液预处理稀释液与冷冻基础液之

间,不仅存在明显的配伍效应,而且配伍效应又因精

液在含甘油的Ê液中平衡时间的不同有所差异。
本研究结果表明, 3 种冷冻基础液对冻后精子

活力的影响差异不显著,说明 3 种冷冻基础液冷冻

效果均较好。而精液用6种预处理稀释液处理后,精

子冻后活力差异显著,说明精液预处理稀释液是影

响冻后精子活力的主导因素之一,并且精液用Ê 液
稀释后平衡不同时间时其配伍效应也具有一定差

异。精液冷冻基础液与预处理稀释液之间存在明显

的配伍效应,在精液冷冻过程中,应根据不同的冷冻

程序而采用相应的预处理稀释液与冷冻基础液。关

于精液预处理稀释液与冷冻基础液之间的相互关系

和作用的具体机理,还有待于进一步深入探讨。

3. 2　精清对猪冷冻精液品质的影响

精清成分比较复杂,其包含的多种物质不仅充

当精子的载体,而且为精子提供代谢物质[21 ]。就精

清对精子的作用而言,目前还存在一些分歧,有的学

者认为精清的存在有利于精子的存活,而有的研究

则表明精清不利于精子的冷冻[13 ]。W abersk i等[22 ]

研究发现,精清的存在不仅有利于精子在雌性生殖

道的运行及精卵识别和结合,而且有利于精子的存

活和获能。张嘉保等[23 ]认为,精清在母畜生殖道内

会很快被母畜生殖道内的分泌物所冲淡和稀释,所

起作用很小。在精子的冷冻过程中,由于冷冻往往使

精子出现一些获能样变化,而精清的存在会加剧这

种现象的发生, 可造成精子出现典型的“假顶体反

应”[24 ]。本研究结果表明,全部去除精清的精液冷冻

- 解冻后精子活力和顶体完整率显著高于未去除精

清的精液样品,这与A u rich 等[25 ]的研究结果一致,

表明去除精清后对猪冷冻精液品质有明显的提高和

改善作用。在本试验中,精液冷冻前先在精清中平衡

一段时间,然后用预处理稀释液进行处理,使精子与

精清和预处理的稀释液有一个相互作用的过程,从

而为冷冻处理做好准备,收到了良好效果。

3. 3　稀释液中添加物对猪冷冻精液品质的影响

　　精子质膜完整性是影响冻精品质的重要因素之

一, 本研究在猪精液预处理稀释液B 2 (Zo rlesco )和

B 5 (葡2咖2丙)中分别添加了牛血清白蛋白、咖啡因

和半胱氨酸等物质,精子冻后活力较高,这与周佳勃

等[11 ]、牧人等[26 ]的研究结果一致,表明这些添加物

均有利于精子质膜的稳定,也可能作用于精细胞的

特异受体, 激活和影响酶的活性, 参与细胞生理代

谢, 从而发挥对精子的保护作用。但是, 尽管 B 2

(Zo rlesco )和B 5 (葡2咖2丙)稀释液均添加有各种营

养成分,但用Ê液稀释平衡2～ 3 h 时,B 2 (Zo rlesco )

与冷冻基础液A 2 (TCF)的配伍效果较好,冻后精子

活力高,而B 2与冷冻基础液A 1 (TCG)的配伍效应

不佳,精子活力较低。同样,B 5 (葡2咖2丙)与冷冻基

础液A 1 (TCG)的配伍效果较好,冻后精子活力高,

而与冷冻基础液A 2 (TCF)的配伍效应不佳,精子活

力较低。在实际冷冻过程中,应该根据具体情况选用

适宜的稀释液和冷冻基础液进行配伍,以取得较好

的冷冻效果。
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R esearch on com pat ib ility effect betw een p ret rea tm en t ex tenders

and cryop ro tect ive ex tenders in frozen boar sem en

HU J ian -hong1,L I Qing-wang1, 2, J IANG Zhong- l iang1,YANG Ha i1, 2

(1 Colleg e of A n im al science and T echnology ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 Colleg e of E nv ironm en ta l E ng ineering and Chem ica l E ng ineering , Y anshan U niversity ,Q inhuang d ao, H ebei 066004, Ch ina)

Abstract: T he pu rpo se of th is study w as to research the effect of p ret rea tm en t ex tenders and

cryop ro tect ive ex tenders on frozen boar sem en and their co2effect. Six hom e2temp ex tenders w ere u sed in

p retrea tm en t and th ree cryop ro tect ive ex tenders w ere u sed in cryo2p reservat ion in th is experim en t. T he

resu lts w ere as fo llow s: there w as sign if ican t d ifference in the frozen2thaw ed sperm mo tility among six

p retrea tm en t ex tenders (P < 0. 05) , how ever, there w as no sign if ican t d ifference in the frozen2thaw ed

sperm mo tility among th ree cryop ro tect ive ex tenders ( P > 0. 05 ). Sign if ican t d ifference ex isted in

compat ib ility effect betw een p retrea tm en t and cryop ro tect ive ex tenders (P < 0. 01). D ifferen t balancing

t im e led to differen t compat ib ility effects. T he mo tility and acro som al in tegrity of frozen2thaw ed sperm

cou ld be sign if ican t ly imp roved by removing the sem inal p lasm a.

Key words: boar sem en; p retrea tm en t ex tender; cryop ro tect ive ex tender; compat ib ility effect
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