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自动免疫组织化学染色仪在胶质瘤病理
诊断中的应用

【摘要】 目的 探讨 Leica BOND⁃MAXTM全自动免疫组织化学染色仪标记的 Ki⁃67 抗原在胶质瘤组

织病理学诊断中的意义。方法 选择经神经外科手术切除并经病理明确诊断的胶质瘤组织标本共计

120 例（WHOⅠ ~ Ⅳ级各 30 例），分别采用全自动免疫组织化学染色仪和手工操作 EnVision 二步法进行

组织病理学检测。结果 不同 WHO 分级与不同染色方法之间存在交互作用，且两种染色方法检测胶质

瘤细胞胞核 Ki⁃67 抗原标记指数差异具有统计学意义（均 P = 0.000）。两种染色方法对 WHOⅠ级和Ⅱ级

胶质瘤细胞胞核 Ki⁃67 抗原标记指数的检测差异无统计学意义（均 P > 0.05）；但 WHOⅠ、Ⅱ级与Ⅲ、Ⅳ级

之间，以及 WHOⅢ级与Ⅳ级之间及其同一病理级别之间比较，全自动免疫组织化学染色仪检测胶质瘤

细胞胞核 Ki⁃67 抗原标记指数均高于手工染色法（均 P < 0.05）。结论 全自动免疫组织化学染色仪新技

术带来的标准化可为组织病理学诊断提供更为准确的依据，对于分析和判断胶质瘤分级和预后具有重

要意义。
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【Abstract】 Objective To investigate and evaluate the Ki ⁃ 67 expression in glioma pathological
diagnosis by Leica BOND ⁃MAXTM automatic immunohistochemistry stainer. Methods Collect 120 glioma
tissue paraffin blocks (30 cases for WHO Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ, Ⅳ respectively) and perform histopathological
examinations using EnVision by automatic stainer and conventional manual procedure. Results The
interaction effects were presented between different WHO grades and staining methods. Statistical
significance (P = 0.000, for all) was shown in the detection of Ki ⁃67 labeling indexes by the two methods.
The analysis of Ki⁃67 between and within WHOⅠand WHOⅡhad no statistical significance (P > 0.05, for
all); however, the comparisons of Ki⁃67 labeling indexes between WHOⅠ,Ⅱand WHOⅢ,Ⅳ, between WHO
Ⅲ and Ⅳ, within the same grade by using the two methods were all statistically significant (P < 0.05, for
all), and the Ki ⁃ 67 labeling indexes by automatic stainer are higher than that by manual staining.
Conclusion The standardization of immunohistochemistry by automatic stainer provides more reliable
proof for histopathological diagnosis and contributes to the analysis of the grading and prognosis in gliomas．

【Key words】 Immunohistochemistry; Glioma; Pathology; Diagnosis

·新技术新方法·

胶质瘤是中枢神经系统较为常见的肿瘤之一，

其组织病理学诊断和分级对指导制定治疗方案、判

断预后有着至关重要的作用。与此同时，免疫组织

化学染色技术亦为现代组织病理学诊断提供了强

有力的证据，越来越受到重视。但是免疫组织化学

染色技术的标准化问题迟迟未得到完善解决，直至

全自动免疫组织化学染色仪的推出，才有效地解决

了这一问题，并逐渐使标准化操作步入正轨。在本

研究中，我们通过分析对比全自动免疫组织化学染
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色仪和手工染色两种实验方法在不同级别胶质瘤

组织中的 Ki⁃67 抗原标记指数表达变化，探讨标准

化免疫组织化学染色技术的引入对胶质瘤组织病

理学诊断的意义。

材料与方法

一、实验材料

1. 标本来源 随机抽取复旦大学附属华山医院

神经病理室 2011 年神经外科手术切除标本中病理

诊断为胶质瘤（WHOⅠ ~ Ⅳ级）的脑组织标本共计

120 例，其中包括毛细胞型星形细胞瘤（WHOⅠ级）

30 例，男性 17 例，女性 13 例，年龄 7 ~ 46 岁，平均为

22 岁；星形细胞瘤（WHOⅡ级）30 例，男性 17 例，女

性 13 例，年龄 21 ~ 53 岁，平均为 39 岁；间变性星形

细胞瘤（WHOⅢ级）30 例，男性 19 例，女性 11 例，年

龄 17 ~ 63 岁，平均为 45 岁；胶质母细胞瘤（WHOⅣ

级）30 例，男性 21 例，女性 9 例，年龄 27 ~ 72 岁，平均

为 55 岁。

2. 主要实验仪器 Leica BOND⁃MAXTM 全自动

免疫组织化学染色仪和 Leica⁃RM2235 石蜡切片机

均购自德国 Leica 公司。Leica⁃ASP⁃300S 全自动脱

水机由德国 Leica 公司提供。YABO ⁃400 组织包埋

机由常州雅博电子设备有限公司生产。Pascal 抗原

修复仪购自丹麦 Dako 公司。

3. 主要试剂 免疫试剂包括丹麦 Dako 公司生

产的小鼠抗人 Ki⁃67 单克隆抗体（Ⅰ抗，克隆号为

MIB⁃1，工作浓度 1∶600 或 1∶100）及由德国 Leica 公

司提供的Ⅱ抗和显色系统［均为全自动染色仪自带

封闭套盒（BondTM Polymer Refine Detection）］。脱蜡

液 Bond Dewax Solution 购自德国 Leica 公司。缓冲

液为 Bond Wash Solution 10X Concentrate、抗原修复

液为 Bond Epitope Retrieval Solution 2，均购自德国

Leica 公 司 。 抗 体 稀 释 开 放 试 剂 瓶（Bond Open
Containers，7 ml）由德国 Leica 公司提供。

二、实验方法

1. 脑肿瘤组织切片的制备 将脑胶质瘤手术标

本置于质量分数为 10%的中性甲醛缓冲液中固定

24 h，常规取材后置于 Leica⁃ASP⁃300S 全自动脱水

机常规脱水、透明、浸蜡，以 YABO⁃400 组织包埋机

制备大小约为 2 cm × 2 cm × 0.50 cm 脑组织蜡块，用

Leica⁃RM2235 石蜡切片机将同一张组织标本蜡块

连续切片两张，层厚 4 μm。

2. 免疫组织化学染色方法 （1）仪器法：采用

Ki⁃67 单克隆抗体浓缩原液，经 1∶600 稀释为工作

液，置于抗体稀释开放试剂瓶，扫描瓶身条形码，电

子计算机识别并记录试剂瓶中为 Ki ⁃67 单克隆抗

体，然后将不同级别胶质瘤脑组织切片分别标签打

印 、粘 贴 ，覆 于 Bond Universal Covertiles 后 置 于

Leica BOND⁃MAXTM全自动免疫组织化学染色仪内，

按照Ⅰ抗 Ki⁃67 单克隆抗体说明书选择 pH 值 9.0 抗

原修复液 ER2 程序，其余步骤均由电子计算机自动

完成，包括组织脱蜡至水、抗原决定簇暴露、过氧化

物酶封闭、孵育Ⅰ抗、封闭剂封闭、聚合物孵育、滴

加二氨基联苯胺（DAB）溶液氧化后显色，直至苏木

素复染后脱水、透明、封片。（2）手工法：石蜡组织块

切片常规脱蜡至水，磷酸盐缓冲液（PBS）冲洗 3 min
（× 3 次），体积分数为 3%过氧化氢反应 3 min，蒸馏

水冲洗片刻，置于 Pascal 抗原修复仪，以 EDTA⁃tris
缓冲液（pH 值 9.0）高压修复 30 s 后，磷酸盐缓冲液

冲洗 3 min（× 3 次），以体积分数为 5%小牛血清封闭

20 min，将含 Ki⁃67 单克隆抗体浓缩原液稀释至 1∶
100 的工作液孵育 60 min，磷酸盐缓冲液冲洗 3 min
（× 3 次），EnVision 二步法染色，Ⅱ抗孵育 30 min，磷
酸盐缓冲液冲洗 3 min（× 3 次），二氨基联苯胺显色

约 10 min，以流水充分冲洗、复染、脱水、二甲苯透

明、中性树胶封片。

3. 结果判定与分析 显微镜下观察经两种方法

染色的脑胶质瘤组织切片，任意选择 10 个高倍视野

（HPF，× 400），计数每一视野下 100 个细胞中的阳性

细胞数目，以均数 ± 标准差（x ± s）表示。使用 DPS
12.5 中文统计软件进行实验数据分析，不同级别胶

质瘤组织标本阳性细胞数目的比较采用两因素多

水平的方差分析，组间和组内胶质瘤细胞胞核 Ki⁃67
抗原标记指数的多重比较采用 Duncan 法。以 P ≤

0.05 为差异有统计学意义。

结 果

光学显微镜下观察显示，胶质瘤细胞 Ki⁃67 阳

性细胞胞核着色明显（图 1），随着胶质瘤组织病理

分级的递增，肿瘤细胞胞核 Ki⁃67 抗原标记指数呈

逐步提高之趋势（图 2）；尤其经全自动免疫组织化

学染色仪染色检测胶质瘤细胞胞核 Ki⁃67 抗原标记

指数显著提高，并高于手工染色法（表 1）。

对不同病理分级与染色方法之间关系的分析

显示，二者之间存在交互作用（P = 0.000；表 2，3），其

中 WHOⅠ级与Ⅱ级比较，两种染色方法检测胶质瘤
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图 1 于光学显微镜下观察所见 全自动免疫组织化学染色仪染色（EnVision 二步法） × 400 1a 毛细胞型星形细胞瘤（WHO
Ⅰ级）：肿瘤细胞胞核 Ki⁃67 抗原标记指数为 1% 1b 星形细胞瘤（WHOⅡ级）：肿瘤细胞胞核 Ki⁃67 抗原标记指数为 5% 1c 间
变性星形细胞瘤（WHOⅢ级）：肿瘤细胞胞核 Ki⁃67 抗原标记指数为 15% 1d 胶质母细胞瘤（WHOⅣ级）：肿瘤细胞胞核 Ki⁃67 抗
原标记指数为 40%
Figure 1 Optical microscopy findings. Automatic immunohistochemistry stain (EnVision) × 400 Pilocytic astrocytoma (WHOⅠ):
Ki⁃67 labeling index is 1% (Panel 1a). Astrocytoma (WHOⅡ): Ki⁃67 labeling index is 5% (Panel 1b). Anaplastic astrocytoma (WHO
Ⅲ): Ki⁃67 labeling index is 15% (Panel 1c). Glioblastoma (WHOⅣ): Ki⁃67 labeling index is 40% (Panel 1d)

细胞胞核 Ki ⁃67 抗原标记指数差异无统计学意义

（P = 0.096，P = 0.323）；但是 WHOⅠ、Ⅱ级与 WHO
Ⅲ、Ⅳ级之间，以及 WHOⅢ级与 WHOⅣ级之间及其

与同一病理级别不同染色方法之间比较，全自动免

疫组织化学染色仪检测胶质瘤细胞胞核 Ki⁃67 抗原

表达率均高于手工染色法（P < 0.05，表 3）。

讨 论

细胞增殖率与肿瘤患者病程及预后等具有显

著相关性［1］。传统组织病理学分级仅根据肿瘤细胞

形态和核分裂程度简单评价肿瘤细胞增殖状态。

以往的组织病理学检测方法主要选择肿瘤细胞生

长活跃区域连续计数 30 个高倍视野，以每 10 个高

倍视野中平均核分裂数目作为评价肿瘤细胞增殖

活性的指标［2］，这种方法既耗时且重复性极差［3］。

由于肿瘤的异质性，加之其细胞核内多肽类物质的

产生明显早于核形态的改变［4］，简单地根据组织形

态学分化程度的标准难以准确判断肿瘤生物学行

为，而肿瘤细胞增殖研究对判断患者预后具有重要

意义。在检测肿瘤细胞增殖性的各项生物学标志

物中，尤以 Ki⁃67 抗原标记指数与肿瘤细胞增殖性

的相关性最强，与其他各项实验室指标相比，Ki⁃67
抗原标记指数更能反映肿瘤恶性程度［5⁃7］。有研究

显示，免疫组织化学染色检测肿瘤细胞 Ki⁃67 抗原

标记指数，其增殖指数与肿瘤间变程度、组织学特

征和生物学行为紧密相关，因而大多数学者认为对

Ki⁃67 的抗原标记指数测定是对肿瘤组织病理形态

学诊断的重要补充［8］。

我们在对星形细胞瘤的组织病理学诊断过程

中，将细胞形态不典型、有核分裂象、细胞密度增

加、血管内皮增生和（或）出现坏死等作为肿瘤分级

的主要依据。而国外的研究报道在评价胶质瘤的

恶性程度时，除了组织学外，肿瘤细胞 Ki⁃67 抗原标

记指数亦受到较高的重视［9］，特别是星形细胞瘤
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WHO 分级

Ⅰ级

Ⅱ级

Ⅲ级

Ⅳ级

样本例数

30
30
30
30

Ki⁃67 抗原标记指数

全自动染色

1.24 ± 0.31
4.73 ± 2.02

12.50 ± 6.52
23.73 ± 12.53

手工染色

1.19 ± 0.32
3.07 ± 1.48
8.37 ± 4.22

16.10 ± 11.11

表 1 两种染色方法检测胶质瘤细胞胞核 Ki⁃67 抗原标记
指数（x ± s，%）

Table 1. Comparison of Ki ⁃ 67 labeling index in differentgrades of gliomas between the two methods (x ± s, %)
变异来源

WHO 分级

染色方法

WHO 分级 × 染色方法

误差

总计

SS

1.246
0.068
0.049
0.989

df
3
1
3

232
239

MS

0.415
0.068
0.016
0.004

F值

97.496
16.005

3.832

P值

0.000
0.000
0.010

表 2 考虑交互效应的 WHO 分级和染色方法对 Ki⁃67 抗原
标记指数影响的两因素多水平方差分析

Table 2. Two ⁃way ANOVA analysis of Ki ⁃ 67 labeling index
under the interaction effect between the staining methods andWHO gradings

两两比较

A∶B
A∶C
A∶D
A∶E
A∶F
A∶G
A∶H

P值

0.975
0.096
0.279
0.000
0.000
0.000
0.000

两两比较

B∶C
B∶D
B∶E
B∶F
B∶G
B∶H
C∶D

P值

0.152
0.506
0.000
0.000
0.000
0.000
0.323

两两比较

C∶E
C∶F
C∶G
C∶H
D∶E
D∶F
D∶G

P值

0.000
0.031
0.000
0.000
0.000
0.005
0.000

两两比较

D∶H
E∶F
E∶G
E∶H
F∶G
F∶H
G∶H

P值

0.000
0.014
0.000
0.033
0.000
0.000
0.000

表 3 两种染色方法检测胶质瘤细胞胞核 Ki⁃67 抗原标记指数的平均值多重比较

Table 3. Multiple comparison of Ki⁃67 labeling index among different grades of gliomas by using the two methods

注：A，采用全自动免疫组织化学染色仪对 WHOⅠ级肿瘤进行染色；B，手工染色法对 WHOⅠ级肿瘤进行染色；C，采用全自动免疫组织化
学染色仪对 WHOⅡ级肿瘤进行染色；D，手工染色法对 WHOⅡ级肿瘤进行染色；E，采用全自动免疫组织化学染色仪对 WHOⅢ级肿瘤进行
染色；F，手工染色法对 WHOⅢ级进行染色；G，采用全自动免疫组织化学染色仪对 WHOⅣ级肿瘤进行染色；H，手工染色法对 WHOⅣ级肿
瘤进行染色

Ⅰ级 Ⅱ级 Ⅲ级 Ⅳ级

肿瘤分级（WHO 分级）

0

20

40

60

80
表

达
率
（

%）
仪器法（stainer）

Ⅰ级 Ⅱ级 Ⅲ级 Ⅳ级

肿瘤分级（WHO 分级）

0

20

40

60

80

表
达

率
（

%）

手工法（manual）

2a 2b
图 2 两种染色方法对不同级别胶质瘤细胞胞核 Ki⁃67 抗原标记指数检测情况的比较 2a 采用全自动免疫组织化
学仪染色检测不同级别胶质瘤细胞胞核 Ki⁃67 抗原标记指数 2b 采用手工法染色检测不同级别胶质瘤细胞胞核
Ki⁃67 抗原标记指数

Figure 2 Comparison of Ki⁃67 labeling index in different grades of gliomas between the two methods. Ki⁃67 labeling
index in gliomas by automatic immunohistochemistry stainer (Panel 2a). Ki ⁃ 67 labeling index in gliomas by manual
method (Panel 2b)

（WHOⅡ级）和间变性星形细胞瘤（WHO Ⅲ级）在组

织形态学上有时难以区分，尤其当细胞密度较低且

核分裂象少见时，Ki⁃67 抗原标记指数有助于区别二

者［10］。本项研究发现，采用全自动免疫组织化学染

色仪染色法已明确诊断为星形细胞瘤（WHOⅡ级）

的患者，有个别病例肿瘤细胞 Ki⁃67 抗原标记指数

高于手工染色（图 2），达到间变性星形细胞瘤（WHO
Ⅲ级）的诊断标准，可能提示这些原诊断为星形细

胞瘤（WHOⅡ级）的患者亦可被拟诊为间变性星形

细胞瘤（WHOⅢ级）。Wakimoto 等［11］研究表明，对

于分级不确定的胶质瘤，即介于两个级别之间的胶

质瘤，通过 Ki⁃67 抗原标记指数的检测可以很好的
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反映患者预后。亦有学者通过对大量星形细胞瘤

手术切除标本的分析显示，肿瘤细胞增殖与临床过

程有关［12］，Ki⁃67 抗原标记指数 > 7.50%、WHO 分级

高者生存时间短。由此可见，Ki⁃67 抗原标记指数的

检测对胶质瘤组织病理学分级、制定治疗方案和判

断预后有着十分重要的指导作用，因此如何客观并

真实地通过免疫组织化学染色技术反映胶质瘤细

胞 Ki ⁃67 抗原标记指数的增殖情况，成为首要任

务。采用手工操作进行免疫组织化学染色方法，由

于过程繁琐、费时费力，且不可避免地受到操作人

员技术水平、人为误差及实验条件等的限制，使检

测结果不够稳定，不能很好地进行结果比对和质量

控制［13］，尤其不适宜大批量制备脑组织切片。而全

自动免疫组织化学染色仪以其灵活可变的程序、稳

定规范的操作方法和标准化的实验条件，不仅省时

省力，而且消除了人工操作失误带来的不良后果，

使实验结果更加客观［14］。

Leica BOND⁃MAXTM 全自动免疫组织化学染色

仪经由国际标准化组织（ISO）和美国食品与药品管

理局（FDA）认证，具有先进的多模式运行体系，可由

一台电子计算机同时控制四台检测仪，同时配有全

新的激光条码扫描装置，通过电子计算机操作系统

控制软件程序，操作安全，可以避免外界因素的影

响，从而增加了实验的准确性，并且提高了免疫组

织化学标准化程度和质量控制水平。采用 Leica
BOND⁃MAXTM全自动免疫组织化学染色仪能够保证

染色质量的主要因素为：（1）全自动操作，减少人为

误差。（2）Covertile 专利技术使试剂分布均匀，防止

试剂挥发。（3）Compact PolymerⅡ抗技术，采用不含

生物素的紧凑型多聚物技术，敏感性高、穿透力强、

特异性强。（4）采用专利修复液，可以提供较好的修

复效果（100 ℃不沸腾修复液与独立控温模块）。近

年来，病理学界大力倡导标准化和质量控制，根据

国际免疫组织化学标准化的要求，国际标准化组织

已提出了免疫组织化学染色的质量体系［15］，提高了

免疫组织化学检测技术在临床病理检验中的标准

化水平，确保检查结果的可靠性。要达到这一目的

就必须解决好免疫组织化学实验中的质量、可靠性

等问题，全自动免疫组织化学染色仪则为实现标准

化和质量控制提供了便捷而可靠的工具［16］。

本研究结果显示，全自动免疫组织化学染色新

技术带来的标准化操作程序，能够有效地反映 Ki⁃67
抗原标记指数在胶质瘤细胞中的表达变化，为临床

组织病理学诊断提供更为准确的实验依据，对分析

和判断胶质瘤组织学分级、制定治疗方案和判断预

后具有重要意义。
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图 1 女性患者，40 岁。主因间断性头痛，记忆力减退 2 年入院。术前诊断鞍区上部占位性病变，术后病理检查提示符合颅咽管瘤
（造釉细胞型） 1a CT 扫描显示，鞍上分叶样囊实性占位性改变，其中囊性部分位于颅前窝底者呈低密度、鞍上者为高密度；实性
部分可见钙化（箭头所示） 1b 矢状位 T1WI 显示，蝶鞍及鞍膈完整，正常垂体信号可见（箭头所示）。病变实性部分位于鞍膈上
方，呈等信号；囊性部分向后累及脚间池并向桥前池延伸，双侧大脑脚受压分离 1c 横断面 T2WI 显示，肿瘤实性部分呈略高信号，
强度欠均匀；位于颅前窝底的囊性部分呈明显高信号，位于鞍上池后部及脚间窝的囊性部分呈略高信号 1d 矢状位增强 T1WI 显
示，位于鞍上的实性部分呈不均匀强化，位于颅前窝底的囊壁可见线样强化

Figure 1 A 40 ⁃year ⁃old female was admitted for intermittent headache and forgetfulness for about 2 years. She was diagnosed with
space ⁃ occupying lesions in sella region and then proved to be craniopharyngioma (adamantinous type) after operation. CT showed a
lobulated solid and cystic lesion in suprasellar region with obvious calcification in the solid part. Low intensity was shown in the cystic
part located in anterior cranial fossa, while high intensity in the suprasellar cystic area (arrow indicates, Panel 1a). Sagittal T1WI showed
complete sella turcica and diaphragm, and normal pituitary signal (arrow indicates). The solid part of lesion showed isointensity and the
cystic part, which was high intensity, involved interpeduncular cistern backward, extending to the prepontine cistern with compression on
bilateral cerebral peduncle (Panel 1b). Axial T2WI revealed significantly high intensity in the cystic part located in anterior cranial
fossa, while slightly high intensity in the cystic part located in posterior suprasellar cistern and interpeduncular fossa, and slightly high
and uneven intensity in the solid part (Panel 1c). Sagittal enhanced T1WI displayed heterogeneous enhancement of the suprasellar solid
part and slightly rim enhancement of the cyst wall in anterior cranial fossa (Panel 1d)

颅咽管瘤（CP）为先天性颅内良性肿瘤，其发病率居儿童鞍区肿瘤首位，在成人鞍区肿瘤中仅次于垂体瘤。颅咽管瘤多为

囊实性、囊性分叶状，少数为实性。囊实性者囊性部分多位于鞍上，实质部分位于囊性部分下方邻近蝶鞍处；囊壁表面光滑，囊

液呈机油样，为液化的上皮细胞碎屑（角蛋白样物）伴胆固醇结晶。组织学上可分为牙釉质型（多见于儿童）和鳞状乳头型（多

见于成人）。大多数患者头部 X 线检查可见肿瘤灶钙化、蝶鞍改变和颅内压升高征象。CT 扫描显示，鞍区高或等密度影像钙

化斑，囊液呈低密度，囊壁为等密度；增强后呈环状、多环状或实性强化，少数不强化。其诊断要点为鞍区病变伴“蛋壳”样及实

性钙化、卵圆形或分叶样囊腔，以及病灶明显强化（图 1）。MRI 扫描信号强度多变，与囊液成分相关，大多数呈短 T1、长 T2改变，

也可呈长 T1、长 T2改变；实质性颅咽管瘤呈长 T1、长 T2改变；钙化斑为低信号区；增强后病灶强化程度与 CT 相同。鉴别诊断包

括垂体腺瘤、鞍结节脑膜瘤、鞍区生殖细胞瘤、视交叉胶质瘤及鞍区上皮样囊性病变如表皮样囊肿、皮样囊肿、蛛网膜囊肿及

Rathke 裂囊肿等；罕见病变包括鞍区动脉瘤和鞍上蛛网膜囊肿等。

（天津市环湖医院神经放射科韩彤供稿）

颅咽管瘤

·临床医学图像·
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