
 

 

 دهیچک

  )پژوهشی مقالۀ( 
 یرانیعقرب ا يزهر ةبافت غد شده ازاستخراج OD1ژن   mRNAاز  cDNAه یته

 Odonthobuthus doriae)(ه یادونتوبوتوس دور
  

  ۱یخوزان یگیعه بیود ، ۳نیفرزانه شاه ،۲يدارگلهد یحم ،*۱یر جلالیام ،۱يمرادیعلمحمد 
  

  
 ،ي، جنوب و شمال شرقيمرکز ژه مناطقيوهران، بيدر اکثر نقاط ا :هدفنه و یزم

ها،  ن گزشياشتر يب. شوديمحسوب م يجد يبهداشتمشکل ک ي يزدگعقرب
عقرب ر زه. باشد يم) Buthidae Family(ده يخانواده بوت يها از عقرب يناش
 )نيتوکسنرو( يعصب ومسمک مختلف از جمله يولوژيبات فعال بيترک يدارا

 انجام هدف از. شوند يخود کد مباشد که هر کدام توسط ژن مخصوص به  يم
از  OD1شبه آلفا به نام ن ينروتوکسک ي ةکد کنند cDNAر ين پژوهش تکثيا

 )Odonthobuthus doriae(ه يادونتوبوتوس دور يرانيا زهر عقرب ةغد
  .باشد يم

 يراز ةشگاه رفرانس عقرب مؤسسيزماآ از عقرب ينمونه ها :یروش بررس
 RNAمجموع ، RNAت استخراج يستفاده از کبا ا .شدند ييه و شناسايکرج ته

از  cDNAساخت  ،ن مرحلهيپس از ا. شد استخراجعقرب  يزهر ةاز غد
RNA ر يمنظور تکث به. انجام شد ياستخراجcDNA ن، ينوروتوکس  ةکد کنند

با  و، PCRط يشرا ينه سازيپس از به. ه شديو ته يمناسب طراح يآغازگرها
کد   cDNA ة، قطع) RT-PCR(معکوس  يردارينسخه  کياستفاده از تکن
  .شدر يتکثنه يد آمياس ۶۴با  OD1 يکننده سم عصب

  cDNA ةقطع ،RT-PCRک ياستخراج و تکن يهاتيبا استفاده از ک :هاافتهی
دست آمده هب cDNA. افتير يه تکثيزهر عقرب ادونتوبوتوس دور ةاز غد

د نظر مربوط به ژن باند مور ..در نظر گرفته شد يبعد نگيجهت انجام کلون
OD1  ۱۹۵با طول bp ۲۶۴ن باند شامل يا. .شد ييژل آگارز شناسا يبر رو 

base pair يکد کننده سم عصب OD1 باشد يم ..  
 ينه ميد آمياس ۸۸ن سم شامل يا ينيش بينه قابل پيد آميب اسيترت :يریگجهینت 

د ياس ۶۴ل با کام OD1نه و سم يد آمياس ۲۴د با يگنال پپتيک سيباشد که شامل 
  . باشد ينه ميآم
  .RT-PCRک ي، تکنcDNAن، يه، نوروتوکسيادونتوبوتوس دور :گاندواژیکل
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استاديار گروه گروه فارماکولوژی و  -۱
 .سم شناسی

 .استاديار گروه ژنتيک -۲

  .ژنتيک دانشجوي دكتراي -۳
  
  
  
  
گروه فارماکولوژی و سم شناسی، -۱

قات سم يدانشکده داروسازی، مرکز تحق
اه جندی شاپور اهواز، شناسی، دانشگ

 .رانيا

، دانشکده علوم، دانشگاه يکگروه ژنت-۲
  .رانيد چمران اهواز، ايشه

ه، يک، دانشکده علوم پايگروه ژنت-۳
  .رانيت مدرس، تهران، ايترب دانشگاه
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  مقدمه
ان و يعنکبوت ةکه در رد) Scorpions(ها عقرب

هستند، از ) Arthropoda(ان يپابند ةمتعلق به شاخ
 ۱۵۰۰ش از ين جانواران موجود در جهان با بيترييابتدا

مهم  ةخانواد ۹ن راسته متشکل از يا. جنس مختلف هستند
 ده يتبو ).۱(برخوردارند  ييبالا يجهان يو از پراکندگ

)Buthidae(و مهم در علم  يسم يهارهيتن ي، مهمتر
. خانواده قرار دارندن يدر ا) جنس ۵۰۰در حدود ( يپزشک

 ةشدشناخته ياهاز گونه يمين باًين خانواده شامل تقريا
 ،رهين تيااز  .باشديم) صد گونهدر حدود شش(عقرب 

و ) Odonthobuthus(بوتئوس ادونتو ةگون
 ، جنوبيمناطق مرکز در که) O.doriae( هيدور.ةگونريز

حائز  ياز نظر پزشک ،وجود دارند رانيا يو شمال شرق
گزش متعاقب عقرب ادونتوبوتوس  .باشديم تيماه

، درد در ياثرات مشخص بر عضلات اسکلت يه دارايدور
ع، التهاب و نکروز در محل گزش، يمحل گزش، ادم وس

، ي، اختلال تنفسيق، خواب آلودگي، تعرانيو هذ يجيگ
موجب مرگ  زين موارد ير فشار خون و در برخييتغ

  .)۲( شوديمخصوصاً در اطفال م
OD1 آلفا جدا شده از زهر عقرب  ن سم شبهياول

م وابسته به ولتاژ   يسد يهاکانال يبر رو مؤثر ،يرانيا
)VGSCS(افت يزان بازيم. باشديپستانداران و حشرات م
  . باشديم درصد ۲ ن سم از زهر در حدود تنهايا

، اثرات يکلامپ دوالکترود –ک ولتاژيبا استفاده از تکن
 يميسه کانال سد يبر رو که ن سميا

PARA/TIPE)،β1 /5.1 NAV  ،(NAV 1β /1.2 

 Xenopus(ت قورباغه   ياووس يان شده بر رويب   
laevis oocytes(  ر فعاليغند يفراتوانست  شد،مطالعه -

 ياديزان زيرا به م  PARA/TIPE  ةکانال حشر يساز
که بر يدر حال). EC50= 80 ±14 nM(د يمهار نما

 يهاتنها در غلظت Nav1.5 يميکانال سد يرو
  يمغز يميکانال سد يبود و بر رو مؤثرکرومولار يم

Nav 1.2 گر، يد يادر مطالعه). ۳، ۲( نداشت يريثأت
 يتواند باعث آهسته و طولانين سم ميمشخص شد که ا

-Openن يانگيش ميو افزا يسازر فعاليغ نديفراشدن 

state  کانالNav1.7 ز ن سم ايل اين دليبه هم. شود
ن کانال است که يا يبر رو مؤثر يعيمعدود سموم طب

 ي، و دردهادرد مزمن يبر رو ياثرات اختصاص يدارا
ک مانند سرطان يط پاتولوژين شرايو همچن يالتهاب

 OD1م توسط يون سديش ورود يافزا .باشديپروستات م
- کانال) In vivo(ون غشاء يزاسيتواند منجر به دپلاريم

ر فعال و از دست رفتن يغ در حالت Nav 1.7 يها
درد  ةکنندادراک يهانروون يکيالکتر يريپذکيتحر

)Nociceptor( يدرديو احساس ب )Neuroligic (
ک پروب ي OD1نکه يتوجه به ا با. )۵، ۴، ۲( شوديم

شناخته  مؤثر يک اختصاصيولوژيزيک و فيفارماکولوژ
 يميسد خاص خصوصاً يهاکانال يبر روشده 

 است  PARA/TIPEو حشرات   Nav1.7پستانداران 
 يهااز اعمال بدن توسط کانال يارين بسيو همچن )۵، ۲(

به  يت دسترسياهم ،)۶(شود يم يگريانجيم يميسد
. شوديها معلوم ميبررس ةادام ين سم براير مناسب ايمقاد

با استفاده  تا شده است ين مطالعه سعيل در اين دليبه هم
و  يسم ةاز غد OD1 ةندکنانيب mRNA ياز جداساز

و  RT-PCRبه کمک  ،سنتز شده آن cDNAر يتکث
  يشگاهيان آزماين و مهم بيدژنره مراحل آغاز يآغازگرها

(In vitro expression) ينيسم پروتئ OD1،  انجام
  .شود

  
  یروش بررس

ه از بخش جانوران يعقرب ادنتوبوتوس دور يهانمونه
ها عقرب يرغدد زه .ه شديکرج ته يراز مؤسسه يسم

ز يجدا شده و جهت فر ،لياستر يچيبا استفاده از پنس و ق
قرار  عيتروژن ماير ندتر شدن عمل له کردن، کردن و آسان

  .شدله   هاون ةدست هاون وداده شد، سپس با استفاده از 
ت يبا استفاده از ک RNAن پژوهش، استخراج يدر ا

 Total RNA EXTRACTION KITاستخراج
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(QIAGEN)  فهرست مواد موجود در ( رت گرفتصو
  .)آمده است ۱در جدول  Total RNA ت استخراجيک

 .خ انجام شدي يبر رو RNAمراحل استخراج  يتمام
-RTک يتواند به عنوان هدف در تکنيم RNA يالگو

PCR که  يبه شرط ،به کار گرفته شودRNAاستخراج  ي
پتاز معکوس به  ينس کرم ترايشده با استفاده از آنز

cDNA شودل يتبد.  
ت يبا استفاده از ک cDNAبه   Total RNAل يتبد

فهرست ( صورت گرفت  cDNA(QIQGEN)سنتز
 ۲در جدول   CDNAت استخراج يمواد موجود در ک

د يبا ،دست آمدههب cDNAر يجهت تکث .)آمده است
ن منظور ابتدا يا يبرا د، کهشو يآغازگر مناسب طراح

 يها نينندة نرو توکسکد ک يها مربوط به ژن يها يتوال
شده  يين خانواده شناسايا يها قبلاً در عقربآنچه مشابه 

- ، با استفاده از نرماست موجود) NCBI(و در بانک ژن 

سه يگر مقايکديبا  Blast:homology searchافزار 
ن تشابه در يشتريمتعدد، ب يها يپس از بررس. )۸، ۷( شدند

متعلق به  يها نينوروتوکسکد کنندة  يها مورد ژن
 يس و مزوبوتوس مارتنزيآندروکتونوس استرال يها عقرب

 يها يآغازگرها از توال يطراح يبرا. )۱۱-۹( مشاهده شد
مشابه که در ابتدا و انتها  يکسان و حفظ شده در نواحي

و کدون خاتمه ) ATG(کدون شروع  يب حاويبه ترت
)TGA ( ن در ادامه، تشابه يهمچن. شدبودند، استفاده

ها با  ن گونهيا يها نيتوکسورون يها نهيدآمياس يتوال
و  يبررس  Blast-primer Designافزار استفاده از نرم

 يتوال يطراح يمجدداً برا ،مشابه يو نواح سه شديمقا
ت يدر نها .)۱۲( داده شدآغازگرها مورد استفاده قرار 

 .شدند يطراح دژنره يمرهايپراآغازگرها به صورت 
 باشديل ميکارگرفته شده به شرح ذهب يمرهايترادف پرا

  ):انددژنره به رنگ قرمز نشان داده شده يدهاينوکلئوت(
OD1-VF: 5- 
TNCGNGAYGCNTAYATHGCNGAYG
AY-3 

OD1-VR: 5- 
AYTTNCCNGGDATNCGDATNGGN-3  
Y=CT, N= ACGT Y, H= ACT    , D= 
ACT  

  RT-PCR  به کمک دستگاهTransillominator  
)Uvi tek انجام  ۳جدول  ةو با استفاده از برنام) سيانگل

  .شد
با ژل آگارز   ۱۹۵bpافته به طول ير يتکث يژن ةقطع

 Ethidium( ديبروما وميديات يزيآمدرصد و رنگ ۵/۱

bromide (قرار گرفت يمورد بررس )۱۳(.  
  
  هاافتهی

حاصل شد   PCRييان دمايکه از گراد ياجهينت
ر يجه فقط اسمدر ۵۸و ۵۶ يدر دو دما ۱مطابق شکل 

از  PCR يسازنهيبه منظور اصلاح و به .مشاهده شد
استفاده شد و  Templateن محصولات به عنوان يهم

 ييان دمايط گراديشرا. )۱۴( گذاشته شد PCRمجدداً 
ر ژن يتکث يبرا PCR يسازنهيمورد استفاده جهت به

OD1 و طبق شد  اجرا ۴ط مندرج در جدول يمطابق شرا
درجه علاوه بر باند مورد  ۵۸و ۵۶ يادر دو دم ۲ شکل

ن يبه هم. ز مشاهده شديگر نين باند کاذب دينظر چند
 وبرش داده ژل الکتروفورز  يمنظور باند مورد نظر از رو

ن محصولات يشد و سپس مجدداً با ا يسازاز ژل خالص
به  ۳ شکل يينها يجهيانجام شد و نت PCRشده  صيتخل

ه در شکل نشان داده شده طور کالبته همان ..دست آمد
با  ۱:۵و  ۱:۱۰شده به نسبت صياست، ابتدا محصول تخل

، اما شداستفاده  PCRق و سپس در يل رقيآب مقطر استر
و بدون  اًداد، مجدد يفيباند ضع PCR چون محصول

تر از يلکرويم ۶و ۵و۴و۳و۲و۱ يهاق کردن با حجميرق
 ۳ تکرار شد و طبق شکل PCRص شده يمحصول تخل

تر شده، يتر و قوج پررنگيهده شد که باندها به تدرمشا
-به يتر باند کاملاً مطلوبيکرو ليم ۶که در حجم  يبه طور

 .دست آمد
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  درصد 5/1ژل آگارز  يبر رور PCR ییان دمایگراد الکتروفورز :1شکل 

  :ریط زیبا شرا
 تعداد چرخه مدت زمان )گراديسانت ةدرج(دما 

 خهچر ١ قهيدق ٣ درجه ٩٤

  درجه ٩٤
  ،درجه٥٠،٥٢،٥٦،٥٨

 درجه ٧٢

   هيثان ٣٠
  

 چرخه  ٣٥

 قهيدق١

 قهيدق ١

 چرخه ١ قهيدق ١٠ درجه ٧٢

  
  

  درصد 5/1ژل آگارز  يبر رور PCR ییان دمایمحصولات حاصل از گراد  RePCR:2شکل
  :ریط زیبا شرا

 تعداد چرخه مدت زمان )گراديسانت ةدرج(دما 

 خهچر ١ قهيدق ٣ درجه ٩٤

  درجه ٩٤
  ،درجه٥٠،٥٢،٥٦،٥٨

 درجه ٧٢

   هيثان ٣٠
  

 چرخه  ٣٥

 قهيدق١

 قهيدق ١

 چرخه ١ قهيدق ١٠ درجه ٧٢
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  درصد 5/1ژل آگارز  يقبل بر رو PCR شده صیبا محصولات تخل RePCR :3شکل 

  :ریط زیبا شرا
 تعداد چرخه مدت زمان )گراديسانت ةدرج( دما

 چرخه١ قهيدق ٣ درجه ٩٤

  درجه ٩٤
  درجه ٥٠
 درجه ٧٢

 چرخه ٥ هيثان ٣٠

 قهيدق ١

 قهيدق١

  درجه ٩٤
  درجه ٦٠
 درجه ٧٢

 چرخه ٣٥  هيثان ٣٠

 قهيدق ١

 قهيدق١

 چرخه ١ قهيدق ١٠ درجه ٧٢

  
   RNA فهرست مواد موجود در کیت استخراج: 1جدول 

Number of preps                                                                                   50                        250                        
 
RNeasy Mini Spin Columns (pink)                                                      50                      250 
Collection Tubes(1.5ml)                                                                      50                      250 
Collection Tubes(2ml)                                                                         50                      250 
Buffer RLT                                                                                           45ml                 220ml 
Buffer RW1                                                                                          45ml                 220ml 
Buffer RPE (concentrate)                                                                    11ml                  55ml 
RNase-Free Water                                                                              10ml                  50ml 
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 CDNA ت استخراجیمواد موجود در ک: 2جدول 

Number of reaction                                                                                                                 50                      
200 

Seniscript Reverse Transcriptase                                                                             50reaction        
200reaction 

Buffer RT,10X                                                                                                                    150μl                
4×150μl 

dNTP Mix,5 Mm each                                                                                                       100μl                
4×100μl 

RNase-Free Water                                                                                                            1.1ml                
4×1.1μl                                                                   

 
  

  بحث
) O.doriae(ه يادونتوبوتوس دور يرانيعقرب ا

 هيدور ةگونريبا دو ز) Buthus(بوتوس  متعلق به جنس
)Doriae (ادونتوروس  و)Odonthurus(  متعلق به و

) Buthidae( هديبوت يعنيها عقربخانواده خطرناک 
 OD1ن عقرب يشده از اين سم جداسازياول). ۴( است

ن سم در بانک يات ايمشخصات و خصوص .شد ينامگذار
 سم ).۶( ثبت شد P8464با کد   Swiss prot ياطلاعات
OD1 آلفانه است و جزو سموم شبهيد آمياس ۶۵ يدارا 

 يکانال قلب يبر رو ياثر مهار ين سم دارايا .عقرب است
م حشرات ين کانال سديو همچن) Nav1.5(پستانداران 

)para/tipE (است )۱۹۵تعداد . )۵، ۴bp ديگونوکلئوتيال 
 يطراح. استفاده شد  OD1 ةکدکنند  DNA  سنتز يبرا

 OD1نه يد آميب اسياساس ترت دها بريگو نوکلئوتين اليا
 ةبرنامد با استفاده از يب نوکلئوتين ترتيا. )۹( انجام شد

Blast:homology search افزار و نرمBlast-

primer Design د بر ينوکلئوت يهايتوال .انجام شد
 E.coliان در وکتور يب يبرا يحياساس کدون ترج

  .)۹( انتخاب شدند
ر يتکث cDNA ةنکه قطعين پژوهش، با توجه به ايدر ا

رارگرفته بود و ق) bp 195(افته، در محدودة مورد انتظار ي
 يمجدداً به خوب ،جه با تکرار واکنشين نتياز آنجا که ا

ر يتکث ةرسد که قطع ين به نظر ميقابل مشاهده بود، چن
هدف در غدة  نينوروتوکسکدکنندة  cDNAافته، همان ي

دست آمده هج بينتا. ه باشديزهر عقرب ادونتوبوتوس دور

. ن امر باشديبر ا يتواند گواه يز مين ناگر محققيتوسط د
ک يژن کدکنندة ) ۲۰۰۶(خواه و همکارانش کين

-RTرا با استفاده از روش  Bsaul1به نام  نينوروتوکس

PCR يالسئاز عقرب هوتنتوتا س )Hotentuta salcyi (
ن يافته توسط اير يتکث cDNA ةقطع. ر کردنديتکث

ر يتکث cDNA ةقطع) . ۱۰( طول داشت bp 240ن، امحقق
بود،  bp200ز ين) ۲۰۰۱(و همکارانش افته توسط وانگ ي

ضد صرع جدا شده از سم عقرب  نينوروتوکسک يکه 
 Buthotus martensi(راش ک يبوتوس مارتنز

krasch (  به نامBmK AEP کند  يرا کد م)۱۱ .(
جدا  يها نينکه آلفاتوکسين موارد، با توجه به ايبر ا  علاوه

 ييدهايتپپ يکارش، پل يشده از زهر عقرب بوتوس مارتنز
 يهاcDNA، )۱۲(نه هستند يآم دياس يتوال ۶۴-۶۶با 

 bp 198-192ها در حدود  نينوروتوکسن يکدکنندة ا
ن ين جداشده از سم اين چهار بتاتوکسيهمچن. طول دارند
نه يدآمياس يتوال ۶۹-۷۲با طول  ييدهايپپت يعقرب، پل

 bp 216-207با طول حدود  ييهاcDNA، که هستند
 ۱۹۹۹ز در سال ينگ و همکارانش نويز. خواهند داشت

 نينوروتوکسک ي cDNA يجفت باز ۲۶۴ يتوال
 يين عقرب شناسايحشرات را از هم ياختصاص يکيتحر

  ).۱۳(کردند 
مربوط به  يهاcDNA نکهيبا توجه به ا 

 ين مطالعات همگيشده در ا ييشناسا يها نينوروتوکس
 ةجيصحت نتاند،  جفت باز بوده ۲۶۴تا ۱۹۲در محدودة 
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ک ي cDNAر ياصل از پژوهش حاضر، که تکثح
بود، دور از  bp 195شدة ينيب شيبا طول پ نينوروتوکس

  .است  انتظار نبوده
و گودت و ) ۲۰۰۲(ن بنابر مطالعات مبس يهمچن

 يها شتر در گونهيها ب نيآلفا توکس ،)۲۰۰۲(همکاران 
و بتا ) ل آندروکتونوسياز قب( Old world يها عقرب

 New world يها عقرب يها ر در گونهشتيها ب نيتوکس
، و با توجه )۱۵( شوند يمافت ي) دسيل سنتروروئياز قب(

افته در پژوهش حاضر از سم عقرب ير يتکث ةنکه قطعيبه ا
نکه يشده است، امکان ا يه جداسازيادونتوبوتوس دور

ک ي، cDNAن يتوسط ا ،کد شونده نينوروتوکس
د يين وجود، تأيا با. )۱۶( شتر استيب ،ن باشديآلفاتوکس

مورد  cDNAافته همان ير يتکث cDNAا ينکه آيا يقطع
 ين توالييتنها با تع است، ن پژوهشيانتظار در ا

ز ير خواهد بود و به دنبال آن نيپذآن امکان يدينوکلئوت
ن يکدشونده توسط ا نينوروتوکسص نوع يامکان تشخ

cDNA سر خواهد شديم.  
  

  یقدردان
 يحرفه ا يدکتراان نامه يپاک ين مقاله از ينتائج ا

ن مطالعه از ياانجام نه يهز. استخراج شده است يداروساز
قات سم يو در مرکز تحقن يتام يطرف معاونت پژوهش

در . شاپور انجام شد يجند يدانشگاه علوم پزشک يشناس
گروه  ، يمعاونت پژوهشمحترم ن يمسئولاز  يستينجا بايا

دانشکده ل زحتمکش ک دانشگاه چمران، پرسنيمحترم ژنت
 يدانشگاه جند يقات سم شناسيو مرکز تحق يداروساز

  . شود يو سپاسگزار يشاپور قدردان
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Abstract 

mRNA Extraction from Venom Glands of Iranian Scorpion 
Odonthobuthus Doriae, cDNA Synthesis and Perfom PCR from OD1 

by Means of Degenerative Primers 
 

Mohamad Alimoradi1, Amir Jalali1*, Hamid Galeh dari2, Farzaneh Shahin3, Vadie beygi Khozani1 

 
 

 
Background and Objective: Scorpion sting is a serious public 
health problem in different parts of Iran. The majority of the 
scorpion sting cases are due to Buthidae family. Scorpion toxin 
consists of different biologic active components which are 
encoded by individual gene. The aim of this study was to 
amplify of cDNA encoding a α-like neurotoxin, named OD1 
from the venom gland of Iranian scorpion Odonthobuthus 
doriae. 
Materials and Methods: the identified Odonthobuthus doriae 
scorpions were prepared from the Razi vaccine and serum 
research institute that located in Hesarak, Karaj. The total 
mRNA was prepared and purified from the venom gland by 
using RNA extraction kit. The cDNA library was then 
constructed using reverse transcription polymerase chain 
reaction (RT-PCR) technique.  
Results: After optimizing PCR conditions, a cDNA encoding α-
like neurotoxin, named as OD1, was selectively amplified by 
PCR. Using degenerate and appropriate primers, an open 
reading frame of 264 base pair encoding the mature toxin with 
64 residues was amplified from a cDNA library of 
Odonthobuthus doriae venom gland.   
Conclusion: The predicted amino acid sequence consist of 88 
amino acid residues including a putative signal peptide of 24 
residues and a mature toxin of 64 residues.  
 
Keywords: Scorpion stings, cDNA, PCR, Odonthobuthus  
doriae. 
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