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葡萄球菌程序性细胞死亡研究进展*
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【摘要】 程序性细胞死亡(programmed
 

cell
 

death,PCD)是真核生物维持细胞结构、数量和功能稳定的一种生理性、主动

性的自杀现象,其激活、表达及调控受一系列基因的影响。原核细胞中也存在PCD现象。葡萄球菌群体中部分菌体通

过PCD或自溶释放胞外DNA,有利于群体营养物质利用及细菌生物膜形成,以整体形式应对不利环境及宿主防御因

素,进而引起持续性感染。近年来,以葡萄球菌PCD的形成过程及调控节点作为抗菌治疗潜在靶点的研究取得较大进

展。本文就葡萄球菌PCD的发生机制及其生物学意义进行综述,为防治葡萄球菌引起的持续性感染提供理论依据。
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【Abstract】 Programmed
 

cell
 

death
 

(PCD)
 

is
 

a
 

physiological
 

and
 

activesuicide
 

phenomenon
 

in
 

eukaryotes
 

to
 

maintain
 

the
 

stability
 

of
 

cell
 

structure,number
 

and
 

function,and
 

its
 

activation,expression
 

and
 

regulation
 

are
 

affected
 

by
 

a
 

series
 

of
 

genes.The
 

phenomenon
 

of
 

PCD
 

also
 

exists
 

in
 

the
 

prokaryotic
 

cells.Extracellular
 

DNA
 

(eDNA)
 

is
 

released
 

through
 

PCD
 

or
 

autolysis
 

in
 

Staphylococci,which
 

is
 

conducive
 

to
 

the
 

utilization
 

of
 

nutrients
 

and
 

biofilm
 

formation.Staphylococci
 

usually
 

cause
 

persistent
 

infections
 

due
 

to
 

biofilm
 

formationagainst
 

the
 

hostile
 

environment
 

and
 

host
 

immune
 

defence.
 

Inrecent
 

years,research
 

on
 

the
 

mechanism
 

of
 

PCD
 

as
 

a
 

potential
 

target
 

for
 

antimicrobial
 

therapy
 

has
 

made
 

great
 

progressin
 

Staphylococcus.
 

We
 

reviewedthe
 

mechanism
 

of
 

Staphylococcal
 

PCD
 

and
 

its
 

biological
 

significance,thereby
 

providing
 

a
 

theoretical
 

basis
 

forthe
 

prevention
 

of
 

persistent
 

infections
 

caused
 

by
 

Staphylococcus.
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***葡萄球菌属(Staphylococcus)是引起医院感染的主要病原

菌之一,主要包括金黄色葡萄球菌(S.
 

aureus)和表皮葡萄球

菌(S.
 

epidermidis)。葡萄球菌为响应环境刺激而触发以导致

细胞死 亡 的 遗 传 程 序 称 为 葡 萄 球 菌 的 程 序 性 细 胞 死 亡

(programmed
 

cell
 

death,PCD)[1]。PCD多在真核生物中被广

泛研究。在真核生物中细胞死亡通常是指细胞生命现象的终

结,引起细胞死亡的因素有很多,细胞死亡的现象也错综复杂。

在生理和病理条件下,细胞可呈现出多种类型的死亡方式,包

括细 胞 凋 亡 (apoptotic),细 胞 坏 死 (necrosis)和 细 胞 自 噬

(autophagy),其中细胞坏死是因病理因素(如缺氧、营养缺陷、

化学或生物因素等)导致的被动性死亡,自噬在一定程度上有

利于细胞生长,只有凋亡是由基因控制的细胞遵循自身程序的

生理性死亡。因此,凋亡被认为是PCD的唯一方式。

研究发现有多种途径诱导PCD,如线粒体诱导的细胞凋

亡[2],坏死样凋亡[3],细胞自噬或受调节自噬[4],细胞铁死亡[5]

等。PCD对于多细胞生物的生理过程至关重要,如在胚胎发

育、免疫耐受、炎症、癌症、细胞再生等[1]。多细胞生物中一部

分细胞有控制性的主动死亡有利于维持整体的生长代谢。大

肠埃希菌PCD与毒素-抗毒素(TA)系统机制有关,芽孢杆菌

PCD与skf 和sdp 操纵子有关[6]。绿脓杆菌PCD与噬菌体介

导的细胞死亡有关[7]。葡萄球菌是引起医院内感染的重要病

原菌,本文对葡萄球菌PCD的发生机制及其生物学意义进行

综述,重点比较金黄色葡萄球菌与表皮葡萄球菌PCD的异同,

为防控葡萄球菌引起的持续性感染奠定基础。

1 葡萄球菌PCD的分子机制

1.1 MazEF 毒 素-抗 毒 素 (TA)系 统 毒 素-抗 毒 素 系 统

(toxins-antitoxins,TA)位于细菌质粒或染色体上,是细菌程序

性死亡研究最为广泛的机制,其由稳定的毒素和不稳定的抗毒

素组成,其中抗毒素基因位于毒素基因的上游。根据抗毒素成

分的不同,TA系统可以分为Ⅰ型和Ⅱ型。Ⅰ型的抗毒素是未

翻译的反义RNA分子,能够抑制毒素 mRNA的翻译;Ⅱ型的

抗毒素是不稳定的蛋白质,可以与毒素结合。毒素作用于细

菌,能够使细菌死亡,而抗毒素则是使毒素失活,两者在细菌体

内处于一种动态平衡状态[1]。III型TA系统抗毒素为RNA,
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而IV型、V型和VI型TA的抗毒素均是蛋白质。目前,已发

现6种不同类型的TA系统,其中有3种在金黄色葡萄球菌的

基因组中被鉴定。

葡萄球菌中存在TA系统介导葡萄球菌PCD。在金黄色

葡萄 球 菌 中 发 现 了 3 种 TA 系 统,分 别 是I型 TA 系 统

(SprA1-SprA1AS 和SprG-sprF),II型 TA 系 统(MazEF/

PemIK,YefM-YeoB 和Omega-Epsilon-Zeta)以 及III型 TA
 

系统(TenpIN)[8]。其中,MazEF/PemIK 系统是II型TA系

统中最为广泛研究的,而对金黄色葡萄球菌YefM-YoeB[9]以及

Omega/Epsilon/Zeta研究鲜有报道。MazEF系统是最常见

的TA系统,在大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌和表皮葡萄球菌

染色体中均存在。它由毒素 MazF和抗毒素 MazE组成,其中

MazF为稳定蛋白质,MazE为不稳定蛋白。与大肠埃希菌相

比,金黄色葡萄球菌中 MazE的半衰期短些。在敲除ClpP蛋

白酶的菌株中,MazE水平保持稳定,而在敲除伴侣ClpC的菌

株中,MazE水平缓慢下降,表明Clp-PA丝氨酸蛋白酶有助于

降解 MazE[10],从而保证在抗毒素产生中断时毒素的激活。在

环境胁迫应激情况下,金黄色葡萄球菌通过sigB 操纵子编码

sigma因子B及其调节因子,使细菌能够通过转录来快速响应

环境胁迫变化。在金黄色葡萄球菌sigma因子和应激调节因

子σB 的sigB 位点发现mazEF 位点的毒素成分mazF,并且

在mazF 的上游发现抗毒素mazE[11],其共同编码一个毒素-
抗毒素(TA)系统。mazEF 与sigB 位点基因(rsbU,V,W 和

sigB)的转录相互偶联,mazEF-rsbUVW-sigB 操纵子拥有3个

启动子,位于 mazEF 上游的启动子PmazE,位于rsbU 和rsbV
上游的启动子PA 和PB,以及sigB 下游转录终止子[11-12],其中

mazEF 启动子是SigB系统完全激活所必需的。金黄色葡萄

球菌rsbV/rsbW 相互作用的调控因子为rsbU,通过去磷酸化

rsbV 来促进σB 与rsbW 的分离。此外,SarA和SigB在金黄色

葡萄球菌中调控 MazEF系统,当受到环境和抗生素胁迫的刺

激时,转录调控因子SarA直接激活PmazE 的转录,而PmazE 影响

着SigB活性。与许多其他TA系统不同,mazEF 启动子的调

节并不是由其抗毒素 MazE自动进行,而是受到SigB编码的

σB 的 负 调 控。游 离 毒 素 MazF 可 切 割 UACAU 位 点 的

mRNA,并可被抗毒素蛋白 MazE抑制[13-14]。MazEF的翻译产

物最终产生一个TA系统,在该系统中,MazF毒素蛋白能够抑

制细胞的RNA
 

翻译,而抗毒素蛋白 MazE则可逆转此过程。

若抑制作用没有及时被逆转,MazE抗体蛋白则无法逆转处于

下游RNA的转录表达,最终将导致细胞死亡[15-16]。

SprA1-SprA1AS 是目前金黄色葡萄球菌中广泛表征的I
型TA系统之一。毒素RNA

 

(SprA1)产生细胞毒性肽PepA1,

能够破坏宿主的细胞膜和红细胞。而抗毒素RNA(SprA1AS)
 

能够通 过 与 非 重 叠 区 域 的 相 互 作 用 抑 制 毒 素 合 成[17-19]。

SprFG1毒素-抗毒素系统与SprA1-SprA1AS 相似,由一个毒

素RNA产生2个不同长度的肽(SprG1-short,SprG1-long),

SprF1抗毒素转录物的半衰期缩短了约12倍。SprG1表达抑

制金黄色葡萄球菌生长,与细胞死亡相关,而SprF1通过RNA
降解负调控SprG1[20-21]。SprG1编码的肽分泌成孔毒素,对人

红细胞表现出更高的裂解活性[22]。金黄色葡萄球菌III型毒

素-抗毒素系统TenpIN,抗毒素 TenpI可被毒素 TenpN加工

处理[8]。

除了金黄色葡萄球菌外,表皮葡萄球菌同样存在 TA系

统,例如存在最为广泛的 MazEF系统,然而,目前尚未报道表

皮葡萄球菌PCD是否与 MazEF系统有关,因此需要进一步的

研究以探索这一领域。

1.2 CidA-LrgA穿孔素-抑穿孔素系统 操纵子cid/lrg 是调

节葡萄球菌细胞死亡和裂解的分子控制原件,是其PCD的关

键系统,其编码蛋白的分子结构类似于噬菌体S蛋白[23]。在

金黄色葡萄球菌中,介导细胞死亡的分子成分部分由LysR型

转录调节因子cidR[24]调控,包括一组膜结合蛋白 CidA 和

CidB。当细胞膜电位降低时,LytSR双组分调控系统感知膜电

位降低,促进下游lrgAB 转录与表达,同时,CidR蛋白能够促

进cidABC 和lrgAB 的表达以应对碳水化合物代谢改变。此

外,转录本cidBC 的表达受到sigma因子σB 的正调控[25]。

cidA 和lrgA 基因编码同源疏水蛋白,分别编码类似于噬

菌体编码的holin和antiholin蛋白[26-27]。CidA(含半胱氨酸)

是完整的膜蛋白,它通过寡聚化作用在细菌生物膜上形成大面

积的蛋白聚合体(死亡之筏,death
 

raft)
 [28],多个死亡之筏形成

跨膜孔道(holin),使膜去极化并且激活胞壁质水解酶,从而导

致细菌胞壁中的肽聚糖结构溶解,最终诱导细菌裂解死亡[29]。

而LrgA则与
 

CidA
 

作用相反,它主要通过干扰
 

CidA
 

的去极化

作用来抑制
 

CidA
 

的活性[30]。因此,CidA/LrgA
 

系统(holin-
antiholin

 

system)被认为是细菌
 

PCD
 

的机制之一。CidR通过

调控丙酮酸氧化酶(CidC)和a-乙酰乳酸合酶/脱羧酶(AlsSD),

并且直接影响中枢代谢和细胞衰老的多种生理信号协调它们

的表达[31]。

Groicher等[32]研究发现,敲除lrgAB 后金黄色葡萄球菌

胞壁质水解酶活性增加,降低了对青霉素的耐受性。而 Rice
等[30]发现金黄色葡萄球菌cidA 敲除突变株胞壁质水解酶活

性较野生株显著降低,降低了细胞裂解,增加了对青霉素、利福

平和万古霉素的耐受性。通过对cidA 和lrgA 的生化和分子

特征分析,结果发现cidA 和lrgA 基因编码类似于噬菌体编码

的穿孔素和抑孔素样蛋白,在生物膜形成过程中起着控制细胞

死亡和裂解的作用[33-34]。基此说明CidA-LrgA系统是金黄色

葡萄球菌PCD的调节元件。金黄色葡萄球菌的PCD取决于

CidA和LrgA蛋白比例,即随着CidA/LrgA比值增高,死菌数

增加,eDNA释放增加,细胞间基质成分增多,越有利于营造生

物膜形成的优良环境。除此之外,CidR依赖性丙酮酸氧化酶

(CidC)和α-乙酰乳酸合成酶/脱羧酶(AlsSD)“碳溢流”途径有

助于葡萄球菌细胞死亡。研究表明,CidC活性产生的醋酸酯

通过依赖于细胞内酸化和呼吸抑制的机制促进细胞死亡,而

AlsSD活性通过将碳通量转向中性而非酸性副产物并在此过

程中消耗细胞内质子,有效地对抗CidC作用[31,35]。葡萄球菌

细胞死亡的生理特征类似于真核细胞的PCD(凋亡),其中细胞

死亡与呼吸功能障碍、ROS产生增加和DNA损伤有关。

Wu等[36]研究发现,敲除vraSR 后表皮葡萄球菌浮游菌

的自溶增强,生物膜内死细菌数增多,抵抗作用于细胞壁的抗

生素和SDS压力显著降低,并在透射电镜观察到vraSR 突变

株细胞壁变薄且呈断裂带状。转录组测序(RNA-Seq)及qRT-
PCR显示vraSR 突变株中cidA 转录水平显著上调,lrgAB 转

录水平显著下调。近一步发现,cidA 和lrgAB 启动子区有反
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应调节蛋白VraR的结合基序[TGA(X)n
 

TCA,n=1-3],磷酸

化的 VraR能与cidA、lrgA 启动子区结合。上述结果提示,

CidA-LrgAB为双组分系统VraSR的下游效应基因,VraSR通

过CidA-LrgAB系统调控表皮葡萄球菌PCD,进而影响其细胞

壁的通透性和对环境压力的耐受性。另外,双组分系统LytSR
也能通过CidA-LrgAB系统调控胞壁质水解酶活性,进而影响

表皮葡萄球菌的PCD[37]。

1.3 细胞壁水解酶系统 细菌胞壁质水解酶是指能够导致细

菌自溶的主要效应蛋白,专门切割细菌细胞壁的结构成分。在

细菌细胞壁合成,肽聚糖循环和周转,细胞分裂和自溶过程中

子细胞的分离,抗生素耐受性,生物被膜形成等生物功能方面

发挥着重要的作用[38-40]。细菌在自身水解酶的作用下伴随着

细胞的消解,并释放细胞内物质的过程称为细菌的自溶现象。

当细胞壁水解酶的表达和活性不受基因的控制时,就会导致细

胞壁损伤,最终诱导细胞死亡。

金黄色葡萄球菌暴露于抗生素(如青霉素和万古霉素)时
出现一种自主的自溶是细菌PCD的一种表现[41]。此外,金黄

色葡萄球菌双组分调控系统LytSR影响胞壁质水解酶的活性,

并在青霉素和Triton
 

X-100存在时负调控自溶[42]。Brunskill
等[42]研究发现,敲除lytS 基因后,lytS 突变株表现出自发裂

解、Triton
 

x
 

-100诱导裂解以及胞质壁水解酶活性的改变,同
时导致lrgA 和lrgB 基因的操纵子表达缺失。lytSR 位点位

于lrgA 和lrgB 基因的双子操纵子的上游,当细胞膜电位下降

时,金黄色葡萄球菌感应调节因子LytSR被激活,lytSR 在转

录水平上调节胞壁质水解酶基因的表达[42],并且促进下游

lrgAB 的表达。LrgAB编码假设antiholin系统,与其同源的

holin
 

(CidAB)相互作用并阻止细胞裂解[43]。在应激条件下

(如青霉素的存在),CidAB可能使PMF崩溃,允许自溶素进入

其底物,解除活性,导致细胞裂解[43],这种裂解现象是一种PCD
的调节现象。除此之外,毒力调节因子 Agr和Sar也会影响自

溶和胞壁质水解酶的活性,编码agr基因的突变导致细胞自溶

率降低,而sar基因的突变导致细胞自溶率增加[44]。

目前,已发现了多个金黄色葡萄球菌细胞壁水解酶的相关

合成基因,如atlA,lytM 以及lytN。最常见的是atl基因,它
能够编码金黄色葡萄球菌肽聚糖水解酶,具有酰胺酶和氨基葡

萄糖苷酶结构域,atl基因产物参与了金黄色葡萄球菌的分裂

过程[38]。Atl蛋白经过蛋白酶水解的作用可以产生两种具有

催化活性的蛋白,一种是酰胺酶(AM),另一种是氨基葡萄糖苷

酶(GL),这两种蛋白参与了生物膜的形成和发展过程[39]。在

金黄色葡萄球菌自溶缺陷菌株(Lyt-)中发现残留的自溶酶

LytM,它是金黄色葡萄球菌的一种主要的自溶素,LytM 是

Zn2+依赖性的甘氨酰-甘氨酸内肽酶,可水解五甘氨酸间肽跨

桥[45-46]。而LytN是一种肽聚糖水解酶,其能够促进了肽聚糖

的分离以及影响细菌的生长[47]。

2 葡萄球菌PCD与生物膜密切相关

细菌生物膜是指细菌通过表面蛋白粘附于细菌表面,并在

自身胞外聚合物(Extracellular
 

polymeric
 

substance,EPS)组成

的基质中形成具有空间组织的菌群。葡萄球菌生物膜主要通

过初始粘附、不可逆粘附、微菌落形 成、成 熟 和 脱 落 而 形 成

的[48],其形成能力强并且致病性高,是导致人体感染的主要致

病因素。生物膜胞外基质赋予细菌群落的保护性屏障使得细

菌能够抵御环境胁迫压力。

研究发现生物膜形成和发展与细菌PCD具有密切的关

联[7,26],细菌死亡和裂解是生物膜内细菌细胞分化和发育以及

细菌向环境扩散的重要机制。如在饥饿状态下,生物膜内的部

分细胞会自动分解,为剩余的细菌提供营养,使它们能够在新

的地方定居。细胞死亡后,死亡细菌的一个亚群裂解并释放基

因组DNA(Extracellular
 

DNA,eDNA),eDNA在细胞间粘附和

生物膜稳定性中发挥重要作用。细菌依靠生物膜作为一个群

体而存在,在生物膜中细菌群落也可以被认为是一种多细胞生

物。作为以生物膜形式存在的细菌群体,在营养不足的情况

下,个别细菌死亡可能会释放生物大分子物质来增加整个群体

的物质来源。细菌PCD会导致自身DNA、RNA、蛋白质成分

的释放来维持其他饥饿细菌的生存。在生物膜中,细菌可以通

过裂解来释放营养物质同时降低种群密度,增加每个细胞对营

养的利用率[49]。PCD具备在生物膜内形成了水通道,能够将

营养物 质 或 废 物 运 输 到 细 胞 内 部 深 处 或 从 细 胞 中 运 输 出

来[50];释放eDNA和营养物质,从而维持生物膜的结构和生

长,eDNA是生物被膜形成的重要组成成分,贯穿了整个生物

膜形成过程,作为eDNA释放的手段之一,PCD
 

的激活势必存

在于生物被膜形成过程中;当细菌需要逃离结构时,允许细胞

从生物膜基质中扩散[51]。多项研究证实了细胞死亡和裂解与

生物膜的形成密切相关[52]。

目前已发现存在于金黄色葡萄球菌中的双组分系统有17
种,其中部分系统已经被证实可以通过调控葡萄球菌的存活来

影响生物膜的形成。Patel等[23]研究发现LytSR双组分系统

可以被阳离子抗菌肽CAPs导致的细菌细胞膜电位减低而激

活,LytSR双组分系统中的LytS受体发生磷酸化,激活相应反

应蛋白LytR,LytR与下游靶基因lrgAB 的相应启动子区域结

合,使lrgAB 基因上调,最终抑制细菌程序性死亡和自溶酶活

性,减少了胞外DNA的分泌和生物膜的合成。

3 PCD在葡萄球菌群体中的作用及抗菌治疗中的意义

3.1 PCD是一种“利他行为” 葡萄球菌PCD是一种多细胞

行为,对整个细胞群体来说是有利的。葡萄球菌中的PCD就

是一种合作的形式,一种利他的行为,即牺牲群体中的一些细

胞从而使群体中的其他细胞受益[53]。例如在营养缺乏的情况

下,通过部分细菌个体的死亡从而为其他细菌提供食物使其幸

存并维持物种,或者为多细胞生物实现其他有益的功能,例如

消除不需要或受损的细胞[43]。在环境刺激的情况下,细菌种

群似乎像一个多细胞的有机体,其中一个亚种群死亡,从而允

许细菌种群作为一个整体生存。

此外,MazEF介导的细胞死亡能够消除携带基因组缺陷和

突变的细胞从而维持种群的基因组稳定性和连续 性[15,54]。

MazEF介导的死亡可以作为一种防御机制来防止噬菌体的传

播[55]。细菌部分细胞激活
 

PCD还能够抵御外界环境。Olwal
等[56]发现表皮葡萄球菌在亚致死加热和氧化应激条件下能诱

导生物膜释放eDNA从而提高细胞耐受性。在抗生素致死的

条件下,金黄色葡萄球菌能够激活CidA介导的PCD或自溶素

AtlA来释放eDNA,促进生物被膜的形成从而抵御环境压

力[57-58]。

3.2 PCD可作为抗菌治疗的靶点 近年来随着抗生素的过度

使用,抗生素的有效性降低,多重耐药性在葡萄球菌中传播十
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分广泛。因此需要开发新的抗生素和治疗策略,以更好地利用

现有抗生素。研究发现细菌的PCD可作为杀菌策略的潜在靶

点。根据PCD的原理提出策略,通过激活PCD效应蛋白,从而

达到杀菌的效果和抑制PCD
 

效应蛋白的同时结合特定的杀菌

环境条件,以加强杀菌的效果[53]。

PCD与细菌生物膜的形成 以 及 细 菌 存 活 率 密 切 相 关。

VraSR通过CidA-LrgAB调控表皮葡萄球菌PCD,敲除VraSR
后再使用抗生素作用,在控制生物膜形成同时可有效杀灭残存

的细菌团块,提示以VraSR-CidA-LrgAB途径为靶点的治疗是

控制表皮葡萄球菌感染的有效方案。因此,利用葡萄球菌PCD
来清除葡萄球菌生物膜引起的感染在临床上具有重要意义。

此外,通过抑制种群中PCD能够防止个别个体实施利他

性行为,从而阻止群体增殖。群感系统是细菌基于种群密度下

分泌的群感因子来进行相互沟通的一种合作行动机制,在动物

模型中通过抑制细菌的群感系统从而使得秀丽隐杆线虫免受

细菌的杀害,说明阻断细菌的利他性行为(群感系统)结合杀菌

环境条 件(动 物 体 内 免 疫)能 有 效 降 低 细 菌 的 活 性 及 其 毒

性[59]。PCD能够使动物有效地消除受损或多余的细胞,同时

保留代谢资源并避免免疫反应。

4 小结

葡萄球菌PCD与 TA系统、CidA-LrgA系统及细胞壁水

解酶关系密切(图1)。金黄色葡萄球菌有3种TA系统调控

PCD,其中 MazEF系统通过与sigB位点基因共转录介导金黄

色葡萄球PCD;表皮葡萄球菌 MazEF系统与PCD的关系尚不

清楚。葡萄球菌PCD是生物膜形成、发育成熟以及细菌向外

扩散的重要机制,对细菌种群的正常维持至关重要,通过了解

葡萄球菌PCD的机制,以及PCD导致的种群变化和动态维持,

以揭示PCD在葡萄球菌持续性感染控制中的潜在价值。

图
 

1 葡萄球菌PCD分子机制

Fig.1 Mechanisms
 

involved
 

in
 

Staphylococcal
 

PCD
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