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摘要　用大肠杆菌 K８８、K９９、９８７P菌株和C型产气荚膜梭菌制备成仔猪大肠杆菌病、C型产气荚膜梭菌病

二联灭活疫苗(仔猪红黄痢疫苗),以不同剂量的疫苗免疫怀孕母猪,然后对其所产仔猪用发病剂量的相应菌株

进行攻毒,同时将连续３批疫苗置２~８℃保存,分别于保存后的不同时间取样进行保存期试验.结果发现,用

１．６mL以上剂量疫苗免疫组仔猪的攻毒保护率均在８０％以上.通过对免疫母猪所产的１、４、７和１０日龄仔猪

进行攻毒,仔猪的攻毒保护率均不低于８０％,说明疫苗免疫产生期为仔猪吸食初乳后２４h内,仔猪被动免疫持

续期为７d以上.疫苗保存期检测结果显示,疫苗保存２７个月后,疫苗的性状检验合格,对怀孕母猪安全,疫苗

免疫母猪所产仔猪攻毒保护率均不低于８０％.因此,确定疫苗的最小免疫剂量为１．６mL,仔猪被动免疫持续期

为７d以上,疫苗保存期为２~８℃保存２４个月.
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　　仔猪大肠杆菌病(仔猪黄痢)、C型产气荚膜梭

菌病(仔猪红痢)是初生仔猪的２种细菌病,常引起

１周内的新生仔猪发生腹泻,它们的发病特点表现

为发病急、死亡率高,发病后治疗效果不佳[１].目前

这２种病的最好防控办法是给怀孕母猪接种疫苗,
新生仔猪通过吸食初乳而产生免疫力.国内已获批

准的新生仔猪大肠杆菌病疫苗有 K８８、K９９双价基

因工程苗和仔猪大肠杆菌病三价灭活疫苗,C型产

气荚膜梭菌病疫苗有仔猪红痢灭活疫苗[２].在实际

应用过程中,由于这些疫苗需要多次注射,而且注射

剂量大,给猪群带来较大应激反应,且增加了养殖人

员的工作量,因此,我们开展了这２种疫病的二联疫

苗研究.
将大肠杆菌 K８８、K９９、９８７P菌株和 C型产气

荚膜梭菌分别接种适宜培养基,提取大肠杆菌纤毛

和C型产气荚膜梭菌毒素,灭活和脱毒后,按适当

比例混合,制备成仔猪大肠杆菌病、C型产气荚膜梭

菌病二联灭活疫苗(仔猪红黄痢疫苗),前期试验结

果证明,该疫苗对怀孕母猪安全,并有较好的免疫效

力[３].为了完善疫苗的实验数据,申报新兽药注册

证书,我们进行了疫苗的最小免疫剂量、免疫持续期

和保存期试验,结果如下.

1　材料与方法

1.1　试验疫苗、疫苗参照品和试验动物

仔猪大肠杆菌病、C型产气荚膜梭菌病二联灭

活疫苗,批号为２００９０１、２００９０２、２００９０３;疫苗参照

品,批号为CK８Ｇ１、CK９Ｇ１和 CKPＧ１,均由武汉中博

生物股份有限公司制备、检验和保存.
供试动物为７０头怀孕６９~７４d母猪,购于湖

北省农业科学院畜牧兽医研究所原种猪育种场.供

试母猪大肠杆菌 K８８、K９９、９８７P纤毛抗体间接血

凝效价不高于１∶１６,C型产气荚膜梭菌毒素中和

抗体阴性.
1.2　攻毒菌株或毒素

大肠杆菌 C８３５４９(K８８)、C８３６４４(K９９)、C８３７１０
(９８７P)冻干菌株和C型产气荚膜梭菌冻干毒素,由湖

北省农业科学院畜牧兽医研究所制备、鉴定和保存.
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1.3　 最小免疫剂量的确定

将２０头供试母猪随机分为５组,分别为４个免

疫组和１个对照组.将试验疫苗随机取样,用疫苗

稀释液稀释成２mL/头份,平衡至室温后使用,采用

肌肉注射接种途径,分别采用２．４、２．０、１．６和１．２
mL免疫剂量对怀孕母猪进行免疫,于产前４０~
４５d和１５~２０d各免疫１次.母猪产仔后,在各免

疫组和对照组随机选取采食初乳２４h内仔猪５头,
分别 用 发 病 剂 量 的 大 肠 杆 菌 C８３５４９、C８３６４４、

C８３７１０菌株进行口服攻毒和致死剂量的 C型产气

荚膜梭菌C５９Ｇ２毒素对各免疫组进行攻毒.攻毒后

连续观察１４d.记录各试验组哺乳仔猪出现腹泻或

死亡的情况.根据仔猪攻毒后的临床表现统计各试

验组的发病情况.
1.4　疫苗免疫期的确定

将２０头供试母猪随机分为２组,１个免疫组和

１个对照组.免疫组母猪于产前４０~４５d和１５~
２０d各免疫１次,每次每头肌肉注射疫苗２mL.对

照组母猪不免疫(正常饲养).母猪产仔后,在各免

疫组母猪所产仔猪采食初乳２４h内(１日龄)、４日

龄、７日龄和１０日龄时分别随机选取２０头,分为

４组,每 组 ５ 头,分 别 用 发 病 剂 量 的 大 肠 杆 菌

C８３５４９、C８３６４４、C８３７１０菌液和致死剂量的C型产

气荚膜梭菌C５９Ｇ２毒素进行攻毒.同样,在对照组

母猪所产仔猪２４h内(１日龄)、４日龄、７日龄和１０
日龄时用相同方法分组和攻毒.攻毒后连续观察

１４d,记录各试验组哺乳仔猪出现腹泻或死亡状况.
根据仔猪攻毒后的临床表现统计各试验组的发病

情况.
1.5　疫苗保存期的确定

将３批疫苗置２~８℃保存,分别于保存后第

１个月末、第６个月末、第１２个月末、第１８个月末、
第２４个月末和第２７个月末随机抽样,按疫苗研制

组制定的«仔猪大肠杆菌病、C型产气荚膜梭菌病二

联灭活疫苗制造及检验试行规程(草案)»进行疫苗

的性状检验、无菌检验、安全检验和效力检验.

2　结果与分析

2.1　最小免疫剂量试验结果

分别用大肠杆菌C８３５４９、C８３６４４、C８３７１０和C
型产气荚膜梭菌C５９Ｇ２毒素对免疫组和对照组母猪

所产仔猪攻毒.大肠杆菌攻毒对照组猪发病症状出

现在攻毒后２~３d,主要症状为拉黄褐色稀粪,精神

沉郁,部分仔猪因脱水严重导致死亡;C型产气荚膜

梭菌毒素攻毒对照组仔猪在攻毒后２４h内全部死

亡.试验结果显示,１．６mL以上剂量免疫组所产仔

猪对大肠杆菌C８３５４９、C８３６４４、C８３７１０和C型产气

荚膜梭菌C５９Ｇ２毒素攻毒后的保护率均在８０％以

上;１．２ mL 剂 量 免 疫 组 所 产 仔 猪 对 大 肠 杆 菌

C８３５４９、C８３６４４、C８３７１０ 和 C 型 产 气 荚 膜 梭 菌

C５９Ｇ２毒素攻毒后的保护率均不到８０％;对照组仔

猪经大肠杆菌C８３５４９、C８３６４４、C８３７１０菌株和C型

产气荚膜梭菌 C５９Ｇ２ 毒素攻毒后的发病率均为

１００％(表１).
2.2　免疫持续期试验结果

分别用大肠杆菌C８３５４９、C８３６４４、C８３７１０和C
型产气荚膜梭菌C５９Ｇ２毒素对免疫组和对照组母猪

所产１、４、７和１０d仔猪攻毒.试验结果显示,所有

免疫 组 所 产 仔 猪 对 大 肠 杆 菌 C８３５４９、C８３６４４、

C８３７１０和C型产气荚膜梭菌 C５９Ｇ２毒素攻毒后的

保护率均在８０％以上;１、４和７日龄对照组仔猪经

大肠杆菌C８３５４９、C８３６４４、C８３７１０和C型产气荚膜

梭菌C５９Ｇ２毒素攻毒后的发病率均为１００％;１０日

龄对照仔猪经大肠杆菌C８３５４９、C８３６４４、C８３７１０和

C型产气荚膜梭菌C５９Ｇ２毒素攻毒后的发病率分别

为８０％、８０％、８０％和１００％(表２).
2.3　保存期试验结果

１)疫苗性状检验.分别将２~８℃保存不同时

间的３批疫苗取出,进行物理性状检验,均为类白色

海绵状疏松团块,易与瓶壁脱离,加稀释液后迅速溶

解,未发现变质现象,符合该疫苗的性状特征.

２)疫苗无菌检验.将３批疫苗分别在２~８℃
保存不同时间后取样进行无菌检验,结果均无菌生

长,无菌检验合格.

３)安全性检验.将３批疫苗分别在２~８℃保

存不同时间后取样,用疫苗稀释液稀释后,每批疫苗

接种２１~２８d健康仔猪５头,每头仔猪各肌肉注射

２倍免疫剂量疫苗,连续观察１４d,仔猪精神良好、
食欲正常,注射部位无肿胀及局部炎症,疫苗对仔猪

安全性良好.

４)疫苗纤毛抗原含量测定.３批疫苗在不同保

存时间,用反向间接血凝检测方法[４]检测大肠杆菌

纤毛抗原效价,结果与相应参照品相比,均满足 RP
值≥１．０(表 ３),表明疫苗大肠杆菌纤毛抗原置

２~８℃保存２７个月的稳定性良好.

９８
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表１　最小免疫剂量试验仔猪攻毒结果

Table１　Theminimumimmunedosetestresultofinfectioninpiglets

组别

Group

免疫剂量/mL
Immune

dose

攻毒类别

Attacking
category

攻毒数量

Attacking
number

保护数量

Protection
number

保护率/％
Protection

rate

发病率/％
Morbidity

免疫组

Immunegroup

２．４

C８３５４９ ５ ５ １００ ０
C８３６４４ ５ ４ ８０ ２０
C８３７１０ ５ ５ １００ ０

C５９Ｇ２毒素

C５９Ｇ２exotoxin
５ ５ １００ ０

２．０

C８３５４９ ５ ４ ８０ ２０
C８３６４４ ５ ４ ８０ ２０
C８３７１０ ５ ５ １００ ０

C５９Ｇ２毒素

C５９Ｇ２exotoxin
５ ５ １００ ０

１．６

C８３５４９ ５ ４ ８０ ２０
C８３６４４ ５ ４ ８０ ２０
C８３７１０ ５ ４ ８０ ２０

C５９Ｇ２毒素

C５９Ｇ２exotoxin
５ ５ １００ ０

１．２

C８３５４９ ５ ３ ６０ ４０
C８３６４４ ５ ３ ６０ ４０
C８３７１０ ５ ２ ４０ ６０

C５９Ｇ２毒素

C５９Ｇ２exotoxin
５ ３ ６０ ４０

对照组

Controlgroup
０．０

C８３５４９ ５ ５ / １００
C８３６４４ ５ ５ / １００
C８３７１０ ５ ５ / １００

C５９Ｇ２毒素

C５９Ｇ２exotoxin
５ ５ / １００

表２　免疫持续期试验仔猪攻毒结果

Table２　Theimmunizationdurationtestresultofinfectioninpiglets

组别

Group
仔猪日龄

Ageofpiglets

攻毒类别

Attacking
category

攻毒仔猪数量

Attacking
number

发病数量

Morbidity
number

保护率/％
Protection

rate

发病率/％
Morbidity

免疫组

Immunegroup

１日龄１Ｇday

C８３５４９ ５ ０ １００ ０
C８３６４４ ５ ０ １００ ０
C８３７１０ ５ ０ １００ ０

C５９Ｇ２毒素

C５９Ｇ２exotoxin
５ ０ １００ ０

４日龄４Ｇday

C８３５４９ ５ ０ １００ ０
C８３６４４ ５ １ ８０ ２０
C８３７１０ ５ ０ １００ ０

C５９Ｇ２毒素

C５９Ｇ２exotoxin
５ ０ １００ ０

７日龄７Ｇday

C８３５４９ ５ ０ １００ ０
C８３６４４ ５ １ ８０ ２０
C８３７１０ ５ ０ １００ ０

C５９Ｇ２毒素

C５９Ｇ２exotoxin
５ １ ８０ ２０

１０日龄１０Ｇday

C８３５４９ ５ ０ １００ ０
C８３６４４ ５ ０ １００ ０
C８３７１０ ５ ０ １００ ０

C５９Ｇ２毒素

C５９Ｇ２exotoxin
５ １ ８０ ２０

０９
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续表２ContinuedTable２

组别

Group

仔猪日龄

Ageofpiglets

攻毒类别

Attacking
category

攻毒仔猪数量

Attacking
number

发病数量

Morbidity
number

保护率/％
Protection

rate

发病率/％
Morbidity

对照组

Controlgroup

１日龄１Ｇday

C８３５４９ ５ ５ / １００
C８３６４４ ５ ５ / １００
C８３７１０ ５ ５ / １００

C５９Ｇ２毒素

C５９Ｇ２exotoxin
５ ５ / １００

４日龄４Ｇday

C８３５４９ ５ ５ / １００
C８３６４４ ５ ５ / １００
C８３７１０ ５ ５ / １００

C５９Ｇ２毒素

C５９Ｇ２exotoxin
５ ５ / １００

７日龄７Ｇday

C８３５４９ ５ ５ / １００
C８３６４４ ５ ５ / １００
C８３７１０ ５ ５ / １００

C５９Ｇ２毒素

C５９Ｇ２exotoxin
５ ５ / １００

１０日龄１０Ｇday

C８３５４９ ５ ４ / ８０
C８３６４４ ５ ４ / ８０
C８３７１０ ５ ４ / ８０

C５９Ｇ２毒素

C５９Ｇ２exotoxin
５ ５ / １００

表３　不同保存时间的疫苗纤毛抗原含量

Table３　TheE．colipilicontentofdifferentstoragetime

保存时间

Storage
time

疫苗批号

Batch
number

检测结果(RP值)
RIHAresult(RPvalue)

K８８ K９９ ９８７P

１个月１month
２００９０１ １．０ １．０ １．０
２００９０２ １．２ １．２ １．０
２００９０３ １．２ １．０ １．１

６个月６months
２００９０１ １．２ １．０ １．０
２００９０２ １．２ １．０ １．１
２００９０３ １．０ １．０ １．１

１２个月１２months
２００９０１ １．２ １．０ １．１
２００９０２ １．０ １．２ １．０
２００９０３ １．２ １．０ １．０

１８个月１８months
２００９０１ １．０ １．２ １．１
２００９０２ １．０ １．０ １．０
２００９０３ １．２ １．０ １．０

２４个月２４months
２００９０１ １．０ １．０ １．０
２００９０２ １．２ １．０ １．１
２００９０３ １．０ １．０ １．１

２７个月２７months
２００９０１ １．０ １．２ １．１
２００９０２ １．２ １．０ １．０
２００９０３ １．０ １．２ １．０

　　５)免疫家兔血清中和试验结果.３批不同保存

时间的疫苗免疫家兔的血清与 C型产气荚膜梭菌

毒素中和后,中和小鼠全部保护,对照小鼠全部死亡

(表４).

６)免疫母猪所产仔猪攻毒试验结果.将３批疫

苗分别在２~８℃保存不同时间后取出,用疫苗稀释

液稀释成２mL/头份,每批疫苗免疫怀孕６９~７４d
母猪１０头,各肌肉注射疫苗２mL,于怀孕１５~２０d
以相同方式二免,对母猪所产仔猪进行攻毒,根据仔

猪发病判定标准进行判定,统计仔猪发病情况.结

果表明,免疫母猪所产仔猪攻毒保护率均不低于

８０％,对照母猪所产仔猪发病率均为１００％(表５),
表明按本工艺制备的疫苗在２~８℃保存２７个月

内,其免疫效力没有降低,疫苗质量稳定.

3　讨　论

新生仔猪大肠杆菌病和 C型产气荚膜梭菌病

是新生仔猪的２种主要细菌性传染病.新生仔猪大

肠杆菌病是由 K８８、K９９和９８７P等血清型的大肠

杆菌引起,主要发生于１周龄以内仔猪,以１~３日

龄最为多见[５].仔猪 C型产气荚膜梭菌病是由 C
型产气荚膜梭菌引起的初生仔猪的急性传染病,该
病主要发生于３日龄以内的新生仔猪[６].这２种病

的共同特点是发病仔猪以腹泻为主要临床症状,而
且发病急剧,病程短促,发病率和死亡率均较高,注
射疫苗是预防该病发生的最有效手段.目前国内对

这２种疫病的预防主要采用单苗对怀孕母猪进行免

疫接种[７Ｇ８],其所产仔猪通过吸食初乳而获得免疫

力.单苗由于免疫剂量大、免疫次数多,在实际应用

１９
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表４　不同保存时间的疫苗免疫家兔血清中和试验结果

Table４　PotencytestresultoftheCＧtypeClostridiumperfringens

组别

Group
疫苗批号

Batchnumber

小鼠健活数/攻毒数

Healthnumber/Totalnumber

１个月

１month
６个月

６months
１２个月

１２months
１８个月

１８months
２４个月

２４months
２７个月

２７months

免疫组

Immunegroup

２００９０１ ２/２ ２/２ ２/２ ２/２ ２/２ ２/２
２００９０２ ２/２ ２/２ ２/２ ２/２ ２/２ ２/２
２００９０３ ２/２ ２/２ ２/２ ２/２ ２/２ ２/２

对照组∗

Controlgroup∗
/ ０/２ ０/２ ０/２ ０/２ ０/２ ０/２

　注:∗３批疫苗在１、６、１２、１８、２４、２７个月,血清中和试验对照小鼠均０/２健活.Note:∗Allthecontrolgroupmiceof１,６,１２,１８,２４

and２７Ｇmonthwereall０/２healthy．

表５　不同保存时间的疫苗对仔猪大肠杆菌攻毒保护结果

Table５　ResultofE．coliinfectioninpiglets

保存时间

Storagetime
攻毒类别

Attackingcategory

免疫组保护率/％
Protectionrateofimmunegroup
２００９０１ ２００９０２ ２００９０３

对照组发病率/％
Morbidityofcontrolgroup

１个月１month

C８３５４９ １００ １００ １００ １００
C８３６４４ １００ ８０ １００ １００
C８３７１０ １００ １００ １００ １００

C５９Ｇ２毒素 C５９Ｇ２exotoxin ８０ １００ １００ １００

１８个月１８months

C８３５４９ １００ １００ ８０ １００
C８３６４４ １００ ８０ ８０ １００
C８３７１０ ８０ １００ １００ １００

C５９Ｇ２毒素C５９Ｇ２exotoxin １００ １００ ８０ １００

２４个月２４months

C８３５４９ １００ ８０ ８０ １００
C８３６４４ １００ ８０ ８０ １００
C８３７１０ ８０ ８０ １００ １００

C５９Ｇ２毒素C５９Ｇ２exotoxin １００ ８０ ８０ １００

２７个月２７months

C８３５４９ １００ ８０ １００ １００
C８３６４４ １００ １００ ８０ １００
C８３７１０ ８０ １００ １００ １００

C５９Ｇ２毒素C５９Ｇ２exotoxin １００ ８０ １００ １００

过程中存在免疫剂量不足、个别猪漏免等致使这２
种疫苗不能产生完全的免疫效力.因此,我们开展

了这２种疫病的二联苗研究,试验结果证明该二联

疫苗具有良好的免疫原性,免疫母猪所产仔猪能抵

抗相应血清型的大肠杆菌和 C型产气荚膜梭菌的

攻击,保护率均在９３％以上,均不低于同类单苗[９].
分别采用不同免疫剂量的二联疫苗免疫怀孕母

猪,通过对母猪所产并采食初乳２４h内仔猪进行攻

毒,试验结果表明,不同抗原含量与攻毒保护率具有

良好的平行关系,１．６mL及以上剂量免疫组对大肠

杆菌C８３５４９、C８３６４４、C８３７１０和C型产气荚膜梭菌

毒素的攻毒保护率均不低于８０％,对照组攻毒发病

率为 １００％.确 定 了 该 疫 苗 的 最 小 免 疫 剂 量 为

１．６mL,为了确保疫苗的质量,将该疫苗的免疫剂

量规定为２mL.
仔猪大肠杆菌病、C型产气荚膜梭菌病二联灭

活疫苗２次免疫怀孕母猪后,母猪所产仔猪吸食初

乳２４h内,用发病剂量的大肠杆菌 K８８、K９９、９８７P
菌株和C型产气荚膜梭菌毒素进行攻毒,免疫母猪

所产仔猪全部保护,对照组仔猪全部发病,因此,可
判定二联苗接种后出现良好免疫力(免疫产生期)的
时间为仔猪吸食初乳后２４h内.通过对免疫母猪

所产的１、４、７和１０日龄仔猪进行攻毒,仔猪的攻毒

保护率均不低于８０％,确定仔猪被动免疫力持续时

间为７d.对照组仔猪在１、４、７日龄的攻毒发病率

均为１００％,１０日龄对照仔猪没有全部发病,其原因

是仔猪黄痢大肠杆菌主要致７日龄以内的仔猪发

病,因此,仔猪大肠杆菌病、C型产气荚膜梭菌病二

２９
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联灭活疫苗能够满足该病防治需要.
将连续３批仔猪大肠杆菌病、C型产气荚膜梭

菌病二联灭活疫苗置２~８℃保存,分别于不同保存

时间后取样检测,进行疫苗性状检验、无菌检验、安
全性检验和效力试验,结果表明,疫苗在２~８℃保

存２７个月,各项检验结果均合格,对小鼠和仔猪的

安全性均良好,免疫怀孕母猪,分别用大肠杆菌和C
型产气荚膜梭菌毒素攻击所产哺乳仔猪,保护率均

不低于８０％.考虑到疫苗在实际运输和保存过程

中温差变化的影响,为了确保疫苗的质量,我们将

仔猪大肠杆菌病、C型产气荚膜梭菌病二联灭活疫

苗 的 保 存 方 式 定 为 ２~８ ℃ 保 存、有 效 期 为 ２４
个月.
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Minimumimmunedose,durationandpreservationperiodof
EscherichiacoliandCＧtypeClostridiumperfringensvaccineforpiglet

LIUZewen　YUANFangyan　LIU Wei　ZHOUDanna　YANGKeli
GUORui　DUANZhengying　TIANYongxiang

InstituteofAnimalHusbandryandVeterinary,HubeiAcademyofAgriculturalSciences/

KeyLaboratoryofPreventionandControlAgentsforAnimalBacteriosis,

MinistryofAgricultureandRuralAffairs,Wuhan４３００６４,China

Abstract　 TheEscherichiacoliK８８,K９９,９８７PstrainsandCtypeClostridiumperfringenswere
usedtopreparepigletscolibacillosis．Pregnantsowswereimmunizedwithdifferentdosesofvaccine,and
thentheirpigletswerechallengedwiththecorrespondingpathogenicstrainsanddoses．Theresults
showedthattheprotectionrateofthepigletswasabove８０％ whenthevaccinedoseswas１．６mLor
more．Theprotectionrateofpigletsagainstbacteriawasnotlessthan８０％ whenpigletsaged１,４,

７and１０dwerechallenged,whichindicatedthattheimmunizationperiodwaswithin２４haftercolosＧ
trumfeedingandthedurationofpassiveimmunizationwasmorethan７d．Threebatchesofvaccines
werekeptat２Ｇ８℃andtestedatdifferenttimesduringpreservation．Theresultsshowedthatthevaccine
wassafeforpregnantsowsafter２７monthsofpreservationandtheprotectiverateofpigletsproducedby
thevaccineimmunizedsowswasnolessthan８０％．Therefore,theminimumimmunedoseofthevaccine
was１．６mL,thepassiveimmunizationdurationofpigletswasmorethan７d,andthevaccinestoragepeＧ
riodwas２４monthsat２Ｇ８℃．

Keywords　vaccine;minimumimmunedose;immunizationduration;preservationperiod
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