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Abstract
BACKGROUND
Plant extracts have anti-gastric cancer effects, but 

the specific mechanisms of action have not yet been 
elucidated. Total flavones of Selaginella uncinata (Desv.) 
spring (TFS) have anti-inflammatory, antioxidant, and 
anti-tumor effects, but their effect on the biological 
behavior of gastric cancer cells and the underlying 
mechanism have not been elucidated.

AIM
To explore the effect of TFS on the proliferation, 
apoptosis, and glycolysis in gastric cancer cells and its 
regulatory effect on circ_0009910. 

METHODS
Human gastric cancer cell line AGS was cultured in vitro, 
and the cells were treated with different concentrations of 
TFS. pcDNA and pcDNA-circ_0009910 were transfected 
into AGS cells, respectively, and the cells were then 
treated with TFS Cell proliferation was detected by 
MTT method and plate clone formation assay. Flow 
cytometry was used to detect the apoptosis rate. The 
lactate dehydrogenase colorimetric method was used to 
detect lactic acid content and glucose consumption. The 
expression of circ_0009910 was detected by qRT-PCR 
method. Western blot method was used to detect the 
expression of Bax and Bcl-2 proteins. 

RESULTS
TFS treatment significantly reduced cell viability, the 
protein level of Bcl-2, glucose consumption, the level 
of lactate (P < 0.05), and the number of formed clones 
(P < 0.05), and increased the apoptosis rate and the 
protein level of Bax (P < 0.05). The expression level 
of circ_0009910 was decreased (P < 0.05) in a dose-
dependent manner. Compared with the TFS-H + pcDNA 
group, cell viability, the protein level of Bcl-2, glucose 
consumption, the lactate level, and the number of formed 
clones in the TFS-H + pcDNA-circ_0009910 group were 
increased significantly (P < 0.05), and the apoptosis rate 
and the protein level of Bax were significantly reduced (P 

翠云草总黄酮对胃癌细胞增殖、凋亡及糖酵解水平的影响
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< 0.05). 

CONCLUSION
TFS can promote apoptosis, inhibit proliferation, and 
reduce glycolysis by down-regulating the expression of 
circ_0009910 in gastric cancer cells.

© The Author(s) 2020. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.
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摘要
背景
植物提取物具有抗胃癌的作用, 但关于其具体作用
机制尚未阐明. 翠云草总黄酮具有抗炎、抗氧化及
抗肿瘤的作用, 但翠云草总黄酮对胃癌细胞生物学
行为的影响及其可能作用机制尚未阐明.

目的
探讨翠云草总黄酮(TFS)对胃癌细胞增殖、凋亡、

糖酵解水平的影响及其对环状RNA_0009910(circ_ 
0009910)的调控作用. 

方法
体外培养人胃癌细胞AGS, 使用不同浓度的TFS处理
细胞, 同时分别将pcDNA、pcDNA-circ_0009910转
染至AGS细胞, 继而使用TFS处理细胞; 采用MTT法
与平板克隆形成实验检测细胞增殖能力; 流式细胞
术检测细胞凋亡率; 采用乳酸脱氢酶比色法检测乳
酸含量, 以及检测葡萄糖消耗; 采用qRT-PCR法检测
circ_0009910的表达量; Western blot法检测Bax、Bcl-2
蛋白表达量. 

结果
TFS处理后可明显降低细胞活力与Bcl-2蛋白水平
及葡萄糖消耗、乳酸水平(P <0.05), 减少克隆形成
数(P <0.05), 提高凋亡率及Bax蛋白水平(P <0.05), 降
低circ_0009910的表达水平(P <0.05), 且呈剂量依
赖性; 与TFS-H+pcDNA组比较, TFS-H+pcDNA-
circ_0009910组细胞活力、Bcl-2蛋白水平及葡萄
糖消耗、乳酸水平显著升高(P <0.05), 克隆形成数
显著增多(P <0.05), 凋亡率及Bax蛋白水平显著降低

(P<0.05). 

结论
翠云草总黄酮可通过下调circ_0009910的表达从而促
进胃癌细胞凋亡, 抑制细胞增殖, 以及降低糖酵解水
平. 

© The Author(s) 2020. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.

关键词: 翠云草总黄酮; 胃癌; circ_0009910; 增殖; 凋亡; 
糖酵解 

核心提要: 翠云草总黄酮治疗胃癌的分子机制尚未阐明, 
本研究采用不同浓度的翠云草总黄酮处理胃癌细胞, 并
观察其对细胞增殖、凋亡及糖酵解水平的影响, 旨在为

阐释翠云草总黄酮抗胃癌的分子机制奠定实验基础, 并
可为胃癌的治疗提供新方向.

文献来源: 张建海, 俞建洪. 翠云草总黄酮对胃癌细胞增殖、凋亡及糖酵

解水平的影响. 世界华人消化杂志 2020; 28(22): 1121-1127  

URL: https://www.wjgnet.com/1009-3079/full/v28/i22/1121.htm  
DOI: https://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v28.i22.1121

0  引言

胃癌是我国常见的消化系统恶性肿瘤之一, 其发病率逐

年上升, 已严重威胁人类生命安全, 由于胃癌发病初期

较为隐匿导致大部分患者确诊时已处于癌症晚期, 失去

最佳治疗时机, 随着不断深入研究以及研发新型治疗药

物, 胃癌患者预后明显改善, 但患者的远期生存情况

不佳, 而化疗药物具有较强的毒副作用从而限制其应

用[1,2]. 因而研发治疗效果好且副作用小的药物具有重

要意义. 天然中药的提取物成为治疗癌症的热点研究, 
研究表明部分中药提取物具有抗胃癌的作用, 但关于其

具体作用机制尚未阐明[3,4]. 翠云草属于卷柏科卷柏属植

物, 其具有清热解毒、止血等作用, 其主要活性成分为

黄铜, 研究表明翠云草总黄酮(total flavones of Selaginella 
uncinata (Desv.) spring, TFS)可抑制肺癌细胞增殖及

诱导细胞周期阻滞[5]. 但翠云草总黄酮对胃癌的治疗

效果及其可能作用机制尚未阐明. 环状RNA (circular 
RNA, circRNA)在肿瘤发生及发展过程中可能发挥

癌基因或抑癌基因作用, 环状RNA_0009910(circular 
RNA_0009910, circ_0009910)在胃癌细胞中表达水平升

高, 并可促进细胞增殖、迁移及侵袭[6]. 但翠云草总黄

酮是否以circ_0009910为作用靶点而发挥作用尚未可

知. 因此, 本研究主要探讨翠云草总黄酮对胃癌细胞增

殖、凋亡及糖酵解水平的影响, 探究其对circ_0009910
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的调控作用. 

1  材料和方法

1.1 材料  翠云草购自三原天域生物制品有限公司; 
胃癌细胞AGS购自美国ATCC细胞库; DMEM培养

液、胎牛血清、胰蛋白酶购自美国H y c l o n e公司 ; 
Lipofectamine2000购自美国Thermo Fisher公司; Trizol试
剂购自北京全式金生物技术有限公司; 荧光定量检测试

剂盒购自北京天根生化科技有限公司; pcDNA3.1购自

上海索宝生物科技有限公司; MTT购自北京鼎国昌盛生

物技术有限责任公司; Annexin V-FITC/PI双染法细胞凋

亡检测试剂盒购自美国Sigma公司; 乳酸水平检测试剂

盒与葡萄糖消耗检测试剂盒购自美国Bivision公司; 兔
抗人Bax、Bcl-2抗体购自美国CST公司; HRP标记的山

羊抗兔二抗购自美国Abcam公司. 
1.2 方法 
1.2.1 实验分组: 翠云草总黄酮制备: 精确称量1000 g翠
云草, 研磨呈粉状, 使用60目筛过滤, 阿计入60%乙醇

后加热处理20 min, 收集滤液, 减压, 蒸发, 烘干, 加入

吸附树脂进行纯化, 加入70%乙醇洗脱, 浓缩干燥后获

得翠云草提取物, 以芦丁为对照品, 翠云草提取物中加

入甲醇进行溶解, 应用酶标仪进行扫描, 在波长510 nm
处有最大吸收峰, 其吸收光谱与芦丁相似, 同时以芦丁

为标准品绘制标准曲线, 根据回归方程计算翠云草提

取物中的总黄酮含量(2.68 mg/g), 翠云草总黄酮加入

DMSO进行溶解, 配置浓度为1 mg/mL的母液, 根据实

验需要进行稀释液, 浓度分别为5 μg/mL、15 μg/mL、
25 μg/mL[7]. 

胃癌细胞A G S接种于96孔板(1×104个/孔), 分
别加入不同浓度(5 μg/mL、15 μg/mL、25 μg/mL)的
翠云草总黄酮干预24 h, 分别记作TFS-L组、TFS-M
组、TFS-H组. 同时将正常培养的细胞作为Con组. 参
照Lipofectamine2000说明书分别将pcDNA、pcDNA-
circ_0009910转染至AGS细胞, 加入含有浓度为25 μg/
mL 翠云草总黄酮的培养液处理24 h, 分别记作TFS-
H+pcDNA组、TFS-H+pcDNA-circ_0009910组. 
1.2.2 MTT检测细胞增殖: 收集各组AGS细胞(3×104

个/mL)接种于96孔板(100 μL/孔), 每孔加入20 μL MTT
溶液, 置于培养箱内培养4 h, 弃上清, 分别加入150 μL 
DMSO, 室温孵育10 min, 应用酶标仪检测各孔在波长

490 nm处的光密度值(OD值). 
1.2.3 平板克隆形成实验: 收集各组AGS细胞种于细胞

培养皿(200个/皿), 置于培养箱孵育24 h, 弃旧培养基, 
PBS洗涤, 加入消化液消化, 加入含有10%胎牛血清培

养液制备细胞悬液, 接种于6孔板(200个/孔), 置于培养

箱孵育, 每3 d更换一次培养液, 14 d后出现肉眼可见细

胞克隆的形成, 移除培养液, 加入PBS洗涤, 加入0.1%
结晶紫染色20 min, 清水洗涤, 观察细胞克隆形成数, 
高于50个克隆数即为有效克隆. 
1.2.4 流式细胞术检测细胞凋亡率: 收集各组AGS细
胞, 预冷PBS洗涤, 细胞沉淀中加入500 μL结合缓冲液, 
参照细胞凋亡检测试剂盒依次分别加入5 μL Annexin 
V-FITC与5 μL PI, 室温振荡孵育10 min, 应用FACS 
Calibur流式细胞仪及应用Cellauest软件检测各组细胞

凋亡率. 
1.2.5 检测细胞中葡萄糖消耗及乳酸水平: 采用乳酸脱

氢酶比色法检测各组细胞培养基中的乳酸含量, 严格

按照试剂盒说明书进行操作. 根据葡萄糖消耗检测试

剂盒说明书检测各组细胞葡萄糖消耗, 严格按照试剂

盒说明书进行操作. 
1 . 2 . 6  实 时 荧 光 定 量 聚 合 酶 链 反 应 ( q R T- P C R )
检测 c i r c _ 0 0 0 9 9 1 0 的表达水平 :  收集各组A G S
细胞 ,  采用T r i z o l法提取细胞总R N A.  参照反转

录试剂盒合成 c D N A .  c i r c _ 0 0 0 9 9 1 0正向引物

5’-GCCAGCTGTGAGTGTT TCTT-3’, 反向引物: 
5’-CGCATCGATCAG CTACACG-3’; GAPDH正向引

物5’-GGAGCGAGATCCCTC CAAAAT-3’, 反向引物: 
5’-GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG-3, 引物由上海

生工生物工程股份有限公司设计合成. 以cDNA为模板

进行qRT-PCR扩增, 反应体系: 10×PCR Buffer 2.5 μL, 
MgSO4 2.5 μL, dNTPs 2.5 μL, 正反向引物各0.5 μL, cDNA 
2 μL, RNase-Free ddH2O补足体系至25 μL; 反应条件: 95 ℃
预变性2 min, 95 ℃变性30 s, 58 ℃退火30 s, 72 ℃延伸30 s, 
共36次循环. circ_0009910以GAPDH为内参, 采用2-ΔΔCt

法计算circ_0009910相对表达量. 
1.2.7 蛋白免疫印迹(Western blot)检测Bax、Bcl-2蛋白

表达: 收集各组AGS细胞, 加入蛋白裂解液提取细胞

总蛋白, 采用BCA法测定蛋白浓度, 取50 μg变性蛋白

进行SDS-PAGE), 转膜, 封闭, 分别加入一抗稀释液

(1:1000), 4 ℃孵育24 h, TBST洗涤, 加入二抗稀释液

(1:2000), 室温孵育1 h, TBST洗涤, 暗室内曝光显影, 应
用ImageJ软件分析各条带灰度值. 

统计学处理 采用SPSS 21.0统计学软件分析数据, 
计量资料以mean±SD表示且均符合正态分布, 两组间

比较采用独立样本t检验, 多组间比较采用单因素方差

分析, 以P <0.05为差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 翠云草总黄酮对胃癌细胞AGS增殖的影响 与Con组
比较, TFS-L组、TFS-M组、TFS-H组细胞活力显著降
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低(P <0.05), 克隆形成数显著减少(P <0.05), 且TFS-L组、

TFS-M组、TFS-H组各指标比较差异均具有统计学意

义(P <0.05), 见表1. 
2.2 翠云草总黄酮对胃癌细胞AGS凋亡的影响 与Con
组比较, TFS-L组、TFS-M组、TFS-H组凋亡率显著升

高(P <0.05), Bax蛋白水平显著升高(P <0.05), Bcl-2蛋白

水平显著降低(P <0.05), 且TFS-L组、TFS-M组、TFS-H
组各指标比较差异均具有统计学意义(P <0.05), 见图1、
表2. 
2.3 翠云草总黄酮对胃癌细胞AGS中糖酵解水平的影

响 与Con组比较, TFS-L组、TFS-M组、TFS-H组葡

萄糖消耗、乳酸水平显著降低(P <0.05), 且TFS-L组、

TFS-M组、TFS-H组各指标比较差异均具有统计学意

义(P <0.05), 见表3. 
2.4 翠云草总黄酮对胃癌细胞AGS中circ_0009910表达

量的影响 与Con组比较, TFS-L组、TFS-M组、TFS-H
组circ_0009910的表达水平显著降低(P <0.05), 且TFS-L
组、TFS-M组、TFS-H组间circ_0009910的表达水平比

较差异均具有统计学意义(P <0.05), 见表4. 
2.5 circ_0009910过表达可降低翠云草总黄酮对胃癌

细胞AGS增殖及凋亡的作用 与TFS-H+pcDNA组比

较, TFS-H+pcDNA-circ_0009910组细胞活力显著升高

(P <0.05), 克隆形成数显著增多(P <0.05), 凋亡率显著降

低(P <0.05), Bax蛋白水平显著降低(P <0.05), Bcl-2蛋白

水平显著升高(P <0.05), 见图2、表5. 
2.6 circ_0009910过表达可降低翠云草总黄酮对胃癌细

胞AGS中糖酵解水平的作用 与TFS-H+pcDNA组比较, 
TFS-H+pcDNA-circ_0009910组葡萄糖消耗、乳酸水平

显著升高(P <0.05), 见表6. 

3  讨论

目前多数研究表明中药具有抗胃癌等作用, 并可能通过

调控细胞增殖、迁移及侵袭等从而发挥作用, 但关于其

作用机制尚未完全阐明[8,9]. circRNA在胃癌发生及发展

过程中发挥重要调控作用, 并可能作为胃癌靶向治疗的

潜在靶点[10]. 但circRNA是否可介导中药提取物对胃癌

的治疗过程尚未阐明. 
翠云草黄酮类化合物具有抗氧化、抗肿瘤等作用, 

但其对胃癌的治疗效果及其可能作用机制尚未阐明[11-13]. 
本研究结果显示不同浓度的翠云草总黄酮可降低胃癌

细胞活力, 减少克隆形成数, 且呈剂量依赖性, 提示翠云

草总黄酮可抑制胃癌细胞增殖. 细胞增殖与凋亡失衡是

促进胃癌等肿瘤发生及发展的重要原因之一, 细胞凋亡

过程中Bcl-2表达上调可抑制细胞凋亡, Bax表达上调可

促进细胞凋亡[14]. 本研究结果显示不同浓度的翠云草总

黄酮可提高细胞凋亡率, 促进Bax表达及抑制Bcl-2表达, 
且呈剂量依赖性, 提示翠云草总黄酮可促进胃癌细胞凋

亡. 糖酵解水平升高可促进胃癌等肿瘤增殖、细胞迁移

及侵袭[15]. 本研究结果显示不同浓度的翠云草总黄酮可

降低胃癌细胞中葡萄糖消耗、乳酸水平, 且随着药物剂

量的升高而显著降低, 提示翠云草总黄酮可抑制糖酵解

反应从而抑制胃癌细胞增殖. 
circ_0009910表达上调可促进胃癌细胞增殖及转

移[16]. 沉默circ_0009910可通过促进miR-20a-5p表达而

抑制急性髓性白血病细胞的生长[17]. circ_0009910通过

调控miR-335-5p/ROCK1分子轴促进肝癌细胞增殖及

转移[18]. 本研究结果显示不同浓度的翠云草总黄酮处

理后胃癌细胞中circ_0009910的表达水平明显降低, 而
circ_0009910过表达后可明显减弱翠云草总黄酮对胃癌

细胞增殖、凋亡及糖酵解的作用. 

4  结论

综上所述, 翠云草总黄酮可通过下调circ_0009910的表

达从而抑制胃癌细胞增殖、糖酵解反应及促进细胞凋

亡, 为进一步阐释翠云草总黄酮抗肿瘤作用奠定实验基

础. 但关于circ_0009910如何调控下游基因表达及其可

能作用机制仍需进一步探究. 

文章亮点

实验背景

胃癌发病机制尚未阐明, 由于胃癌早期临床症状不明

显导致大部分患者确诊时已处于晚期, 失去最佳治疗

时机, 化疗等药物对人体造成一定损害, 而天然植物提

取物具有抗胃癌等作用, 但关于其具体作用机制尚未

阐明.

实验动机

翠云草总黄酮的主要活性成分为黄铜, 其具有抗炎、抗

氧化与抗肿瘤等作用, 但翠云草总黄酮对胃癌的治疗效

果尚未可知, 因而本研究采用体外细胞实验初步验证翠

云草总黄酮对胃癌细胞增殖、凋亡及糖酵解水平的影

响, 为胃癌的治疗提供新方向.

实验目标

翠云草总黄酮具有抗胃癌的作用, 其作用机制可能通过

调控circ_0009910的表达而实现.

实验方法

采用MTT实验与平板克隆形成实验检测翠云草总黄酮

对胃癌细胞增殖能力的影响; 采用流式细胞术检测翠云

 文章亮点
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草总黄酮对胃癌细胞凋亡能力的影响; 根据试剂盒检测

翠云草总黄酮对胃癌细胞糖酵解水平的影响; 采用qRT-
PCR实验检测翠云草总黄酮对胃癌细胞中circ_0009910
表达水平的影响; circ_0009910过表达载体转染入胃癌

表  4  翠云草总黄酮对胃癌细胞AGS中circ_0009910表达量的影响(mean±SD, n  = 9)

     组别 circ_0009910

Con 1.01±0.01

TFS-L  0.79±0.06a

TFS-M   0.58±0.05ab

TFS-H    0.34±0.10abc

F 182.667

P值 0.000

与Con组比较, aP<0.05; 与TFS-L组比较, bP<0.05; 与TFS-M组比较, cP<0.05.

表  3  翠云草总黄酮对胃癌细胞AGS中糖酵解水平的影响(mean±SD, n  = 9)

     组别 葡萄糖消耗(×106 μmol/L) 乳酸(×106 μmol/L)

Con 17.32±1.16 27.81±0.62

TFS-L 14.61±0.52a  22.45±1.50a

TFS-M  10.98±0.90ab   18.90±0.76ab

TFS-H     8.22±0.78abc    13.26±1.76abc

F 191.107 213.336

P值 0.000 0.000

与Con组比较, aP<0.05; 与TFS-L组比较, bP<0.05; 与TFS-M组比较, cP<0.05.

表  2  翠云草总黄酮对胃癌细胞AGS凋亡的影响(mean±SD, n  = 9)

     组别 凋亡率(%) Bax Bcl-2

Con  5.79±1.54 0.29±0.04 0.98±0.06

TFS-L 13.13±1.83a  0.50±0.06a  0.77±0.05a

TFS-M  18.18±1.10ab   0.77±0.09ab   0.58±0.06ab

TFS-H   24.85±2.23abc    0.93±0.05abc    0.39±0.07abc

F 196.084 183.703 157.973

P值 0.000 0.000 0.000

与Con组比较, aP<0.05; 与TFS-L组比较, bP<0.05; 与TFS-M组比较, cP<0.05.

表  1  翠云草总黄酮对胃癌细胞AGS增殖的影响(mean±SD, n  = 9)

     组别 OD值 克隆形成数(个)

Con 0.70±0.04 93.89±6.64

TFS-L  0.59±0.03a  76.00±4.95a

TFS-M   0.49±0.03ab   58.44±4.61ab

TFS-H   0.32±0.07abc    29.44±3.68abc

F 112.916 262.541

P值 0.000 0.000

与Con组比较, aP<0.05; 与TFS-L组比较, bP<0.05; 与TFS-M组比较, cP<0.05.
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表  6  circ_0009910过表达可降低翠云草总黄酮对胃癌细胞AGS中糖酵解水平的作用(mean±SD, n  = 9)

组别 葡萄糖消耗(×106 μmol/L) 乳酸(×106 μmol/L)

TFS-H+pcDNA  8.23±0.46 13.28±0.77

TFS-H+pcDNA-circ_0009910 15.38±0.80a  20.41±1.59a

t 23.244 12.108

P值 0.000 0.000

与TFS-H+pcDNA组比较, aP<0.05.

     

表  5  circ_0009910过表达可降低翠云草总黄酮对胃癌细胞AGS增殖及凋亡的作用(mean±SD, n  = 9)

组别 circ_0009910 OD值 克隆形成数(个) 凋亡率(%) Bax Bcl-2

TFS-H+pcDNA 1.00±0.01 0.31±0.06 29.67±7.60 24.68±3.49 0.93±0.03 0.38±0.09

TFS-H+pcDNA-circ_0009910 2.36±0.39a 0.63±0.09a 67.22±12.98a 13.90±1.57a 0.58±0.06a 0.78±0.08a

t 10.458 8.875 7.489 8.451 15.652 9.965

P值 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

与TFS-H+pcDNA组比较, aP<0.05.

图  1  翠云草总黄酮对胃癌AGS细胞凋亡的影响. A: 流式细胞术检测AGS细胞凋亡; B: Western blot法检测Bax、Bcl-2蛋白表达.

图  2  circ_0009910过表达可降低翠云草总黄酮对胃癌细胞AGS凋亡的作用. A: 流式细胞术检测AGS细胞凋亡; B: Western blot法检测Bax、

Bcl-2蛋白表达.
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细胞后加入翠云草总黄酮培养, 采用上述方法检测细胞

增殖、凋亡及糖酵解水平.

实验结果

翠云草总黄酮可抑制胃癌细胞增殖及降低糖酵解水平, 
并可诱导细胞凋亡; circ_0009910过表达可明显逆转翠云

草总黄酮对胃癌细胞增殖、凋亡及糖酵解水平的作用.

实验结论

翠云草总黄酮可抑制胃癌细胞增殖、糖酵解反应及促

进细胞凋亡, 其作用机制可能与下调circ_0009910的表

达有关.

展望前景

circ_0009910可充当miRNA的海绵分子, 关于其如何调

控下游miRNA表达而参与胃癌细胞增殖、凋亡及糖酵

解反应过程尚需进一步探究.
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