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水稻白叶枯病菌和水稻细菌性条斑病菌的

实时荧光 !"#快速检测鉴定
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摘 要：成功建立了水稻白叶枯菌与水稻细菌性条斑病菌快速检测鉴定的实时荧光 GHI方
法。根据含铁细胞接受子基因设计两菌的通用引物 GJIK76GJIKI（扩增一个 &#$.LM1N片段）
和特异性探针（O8?L0(./和 5?8(L0(./），并对 &"种细菌和 &种植原体进行实时荧光 GHI。结果
表明，两个特异性探针能分别特异性检测到目标病原菌产生荧光信号而其它参考菌不产生荧

光信号。检测的绝对灵敏度是 "%*:CP6!Q质粒 M1N和 &%" H7R6>Q的菌悬浮液，相当于 &个细
菌细胞的基因，比常规 GHI电泳检测高约 &%%倍，相对灵敏度为 &%# H7R6>Q。整个检测过程
只需 $A，完全闭管，降低了污染的机会，无需 GHI后处理。用这两个特异性探针分别对自然
感染白叶枯菌和条斑菌的叶片 M1N提取液和种子浸泡液进行实时荧光 GHI，结果均可特异
性检测到目标菌的存在并完全可将两种病原细菌区分开来，且只需 %S"P叶片和 &%P种子。
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水稻白叶枯病是水稻上一种主要的细菌性病害，最早于 &44!年在日本冈县发现，现
已在亚洲、非洲、美洲和澳大利亚等地均有发生，是许多国家的检疫对象。该病在亚洲尤

其在周年种植水稻的南亚和东南亚地区的危害最为严重。我国大部分地区均有发生，一

般减产 &%T U "%T，严重可达 #%T以上。水稻细菌性条斑病亦是水稻一种重要的细菌性
病害，在亚洲广泛分布。在我国部分地区此病发生严重，一般发病轻的减产 #T U &%T，
严重发病可减产 $%T以上，是我国内检对象。目前细菌性病害在农业上还没有有效的防
治方法，并且种子带菌是两病重要的初侵染来源与传播途径，因此及早检测发现种子上的

病原菌及无症状病害，对于预防及采取相应措施加以防治，指导生产，减少经济损失，有着

重要的意义。

水稻白叶枯病的病原为 !"#$%&’&#"( &)*+", LV* &)*+",，水稻细菌性条斑病的病原为
!"#$%&’&#"( &)*+", LV* &)*+-.&/"，为黄单胞菌属细菌同一种下的不同变种。目前，对于这
两种病原检测鉴定的主要依据是其症状特点、寄主范围、致病性、血清学反应、形态、培养、

生理生化特性等。这些方法费时费力，需要对病原进行分离纯化，往往因为样品带菌少和

分离纯化过程复杂等而失败，从而造成漏检及病菌的扩散。因此生产上迫切需要建立快

速、简单、灵敏、准确的检测鉴定这两种病菌的方法。



近年来，!"#技术用于水稻白叶枯病菌的检测已有许多报道［$ % &］，但这些方法仍无法

直接区分鉴别水稻白叶枯病菌与水稻细菌性条斑病菌这两种病原。并且所采用的普通

!"#过程复杂，需要 !"#后处理，易造成污染和假阳性，涉及溴化乙锭等对人体有害物
质。实时荧光 !"#是国际上最近几年发展起来的新技术，目前已开始被国内外医学研究
者、质检部门应用于病原体检测、遗传病的诊断以及转基因产品的检测等［’ % (］。将该技术

用于植物病原细菌的检测鉴定国外仅报道了对 !"#$%&#’()* +),)-./%’0+［)］，1#"+(./%# +.2
"#/#’)#*03［*］，45*.&#’()*%03 +,-./0+［$1］，67")""# 2 8#+(%-%.+#［$$］，4’%-.$.*#9 #$)/#)［$3］等几种细菌
的实时荧光 !"#检测。本研究室已有一些用 4.56.0探针实时荧光 !"#检测鉴定植原体
的相关报道［$7］。实时荧光 !"#是在普通 !"#方法的基础上，加入了一条荧光标记的探
针，利用荧光信号积累，实时监控整个 !"#过程［$7］。由于该方法使用了荧光探针，从而提
高了检测的准确性和灵敏度，又由于整个过程无需对 !"#产物进行后期处理，可以有效
防止检测过程中的污染和假阳性，同时边扩增边检测，提高了检测速度，因此，实时荧光

!"#法目前被认为是植物病原鉴定和病害诊断的革命性方式，将很快成为植物病害诊断
的标准方法［$&］。本研究的目的就是建立水稻白叶枯病菌与水稻细菌性条斑病菌的实时

荧光 !"#快速检测鉴定方法，为农业和植物检疫部门提供可靠的技术支持和科学保障。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌种：水稻白叶枯菌（ 6#/(:.3./#+ .*7;#) 892 .*7;#)）、水稻细菌性条斑菌（ 6#/2
(:.3./#+ .*7;#) 892 .*7;%’."#）、甘兰黑腐菌（6#/(:.3./#+ ’#3,)+(*%+ 892 ’#3,)+(*%+）、柑桔溃疡
菌（6#/(:.3./#+ #9./.,.-%+ 892 ’%(*%）、丁香假单胞菌（<+)0-.3./#+ +7*%/5#) 892 +7*%/5#)）、香
蕉细菌性枯萎菌（=0*>:."-)*%# +."#/’)#*03）、胡萝卜软腐菌（?*@%/%# ’#*.(.$.*# 892 ’#*.(.$.2
*#）、玉米细菌性枯萎菌（<#/(.)# +()@#*(%% +:;+82 +()@#*(%%）、根癌土壤杆菌（45*.&#’()*%03 (02
3)8#’%)/+）、马铃薯环腐菌（!"#$%&#’()* 3%’:%5#/)/+%+ +:;+82 +),)-./%#/+）、苜蓿细菌性萎蔫菌
（!"#$%&#’()* 3%’:%5#/)/+%+ +:;+82 %/+%-%.+0+）、菜豆细菌性萎蔫菌（!0*(.&#’()*%03 8"#’’038#’%)/+
892 8"#’’038#’%)/+），均由动植物检疫实验所提供；泡桐丛枝植原体（!.:<=>0/. >/,?@A+’B;-==C
8@D,=8<.+C.）EFG由中国林业科学院田国忠博士提供的病株提取，并克隆测序鉴定（HA0B
I.0J登录号为 GK$*3’((）；柑桔黄龙病原体（A%&)*.&#’()* #+%#(%’03）EFG是从福建厦门采集
的柚子树病叶提取，并克隆测序鉴定（该核苷酸序列已被 HA0I.0J 收录，登录号为
GK$*3’(L）。
!"!"# 植物样品和种子：健康的种子及植株于 3113年 )月采自湖南长沙县星沙镇大田；
自然感染细菌性条斑病菌的种子及病植株于 3113年 )月采自湖南邵阳县大田；白叶枯病
菌病叶由湖南农业大学植物病理教研室提供干燥标本；感染白叶枯病菌的种子由人工接

种发病后于 3113年 $1月采集，由湖南省农业科学院水稻研究所提供。
!"!"$ 仪器和试剂：!4"311 !"#扩增仪（M6 #A+A.-?@），GIN!#NO6 ((11 扩增仪（!P公司），
GQ!RG ’’11 型凝胶扫描仪（G<8@. N00=,A?@ 公司），IA?JC.0 紫外分光光度计（IA?JC.0），
I/=S:TA 3) #O型台式冷冻离心机（IA?JC.0）。

B#CEFG聚合酶、尿嘧啶 EFGB糖苷酶（UFH酶）、VF4!、!"#缓冲液和 3W’ C=<XQ 6T"<3
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购自 !"#$%&’公司；()*+,-.载体购自宝生物工程（大连）有限公司；引物由北京赛百盛基
因技术公司合成；探针由上海申友生物技术有限责任公司合成。

!"# 实时荧光 $%& ’()模板的制备
根据文献［+/］进行细菌基因组 *01的提取。按照 2.13抽提法提取植物总 *01［+4］。
种子在 565+7.8%%9 :5溶液中 ;< 过夜［+=］，浸泡液直接作模板或 +4555">$?9 ;<离心

:5$?9，沉淀用灭菌双蒸水 +5!@溶解，取 +!@悬浮液作模板进行实时荧光 !2A。
!"* 引物与探针的设计和合成
引 物 !BACD（ /E-C11.1.21C21.2CC21121C-FE）和 !BACA（ /E-.122CC1C2.-

C2C2C..-FE）从 C%93’9G 水稻白叶枯菌和条斑菌的含铁细胞接受子基因（!HI’I?J% K?L-
%"#(M#"% "%N%(I#" &%9% NLK）的保守序列获得。预期 !2A产物为 +/:O(。在引物对扩增片段
区间找出白叶枯菌和条斑菌稳定性点突变区，应用引物和探针设计软件 !"?$%" /65设计
白叶枯菌和条斑菌特异探针 3’?("#O%（/E-21.2C22.C2.2CC2.1221C2-FE）和 .?’#("#O%（/E-
21.2C22.C2..CC2.1.21C22-FE）（探针已申请专利［+,］）。探针采用化学合成标记方法，
/E端标记荧光染料为 4E-2’"O#PQRSH#"%KN%?9（D1)），FE端标记淬灭荧光染料为 .%I"’$%IMQN’"O#-
PQ"M#L’$?9%（.1)A1）。
!"+ 实时荧光 $%&检测
反应体系：+5 T !2A 缓冲液 :6/!@，:/$$#S>@ )&2S: /!@，+5$$#S>@ L1.!、LU.!、LC.!、

L2.!各 56/!@，:5!$#S>@引物各 56/!@，:5!$#S>@探针 +!@，+U>!@ U0C酶 56+/!@，/U>!@
!"# *01聚合酶 56/!@，模板 *01 +!@，加灭菌双蒸水使总体积为 :/!@。
样品检测：将样品放入 13V!AVB)==55 W4孔反应板上打开 B%XH%9N% *%I%NI?#9 +6=+，设

置 !2A反应条件，第一个循环为 /5< :$?9，W/< +5$?9；后 ;5 个循环为 W;< +/B，4,<
+$?9。点击运行，进行 !2A反应，+M /4$?9反应结束，保存文件，打开分析软件，仪器自动
分析试验结果。给出!$%（第 9个循环时的荧光信号增加值）与循环数图象。
!", $%&扩增产物的克隆和序列测定
以白叶枯菌和条斑菌基因组 *01为模板，用引物对 !BACD>!BACA进行普通 !2A，得

到 +/:O(的 !2A产物。纯化后连接到 ()*+,-.载体上，转化至大肠杆菌 *Y/"中，获得阳
性菌落，提纯含目的 *01片段的质粒，上海基康生物技术有限公司进行测序。

# 结果和分析

#"! 白叶枯菌探针（-./01234）和条斑菌探针（5/.201234）的特异性
用 3’?("#O%与 .?’#("#O%对 +F种细菌和 +种植原体参考菌进行实时荧光 !2A检测，结

果 3’?("#O%仅观察到白叶枯菌产生荧光增加曲线，.?’#("#O%仅观察到条斑菌产生荧光增
长曲线，而其它 +;种参考菌及水对照没有荧光增加信号。表明 3’?("#O%和 .?’#("#O%特异
性强，它可将其与其它细菌及植原体区分开来。这对于今后快速诊断白叶枯菌和条斑菌

具有实用价值。根据所设计的白叶枯菌和条斑菌共用引物 !BACD Z !BACA，进行 !2A扩增
（图 +），在 +/:O(位置仅有 & 6 ’()*"+ (J6 ’()"*"+，& [ ’()*"+ (J6 ’()*,-’."，& [ -"/0+"1(,2 (J[
-"/0+21(,2 和& 6 "3’%’0’4,2 (J6 -,1(, ;种黄单胞菌属的细菌有扩增带，其它参考细菌和植原
体及水对照无扩增带出现。进一步表明 3’?("#O%和 .?’#("#O% 具有很强的特异性，尽管引
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物可把同属的非特异性模板扩增出来，但如果探针不能与模板特异性的结合，在实时荧光

!"#仪上就不能观察到荧光增长信号。

图 ! 实时荧光 "#$扩增产物琼脂糖凝胶电泳检测图
$%&’( )&*+,-. &./ ./.01+,23,+.1%0 ,4 +.*/ 1%5. 4/6,+.-0.71 !"# 2+,8601-

( ’ ! ’ "#$%&’ 29’ "#$%&’；: ’ ! ’ "#$%&’ 29’ "#$%()"*&；;’ ! ’ )&+,’-.#(- 29’ )&+,’-.#(-；< ’ ! ’ &/"0","1(- 29’ )(.#(；

=’ 2 ’ -$#(03&’ 29’ -$#(03&’；>’ 4 ’ -"*&0)’&#5+；? ’ 6 ’ )&#"."7"#& ,7 ’ )&#"."7"#&，@’ 2 ’ -.’8&#.(( -6A-2’ -.’8&#.((；

B ’ 9 ’ .5+’:&)(’0-；(C ’ ; ’ +()<(3&0’--(- -6A-2’ -’,’1"0(&0-；((’ ; ’ +()<(3&0’0-(- -6A-2’ (0-(1("-5-；

(:’ ; ’ -.’8&#.(( 29’ :*&))5+:&)(’0-；(;’ !*6/,D7%* D%103.-’EA+,,5 23F1,2/*-5*；(<’ = ’ &-(&.()5+；(=’ "G；H’ IJ) H*+K.+ ’

%&% "#$扩增产物克隆和测序
白叶枯菌和条斑菌克隆测序结果显示，所克隆的片段序列长为 (=:A2，与 L.7M*7K中

白叶枯和条斑菌的序列具有 (CCN的同源性，从而证明所获得的重组质粒与实验结果的
准确性，质粒可作为检测白叶枯菌和条斑菌时的阳性对照。

%&’ 实时荧光 "#$扩增的绝对灵敏度
将纯化的白叶枯菌质粒 IJ) 稀释得到 ;C>7&O!P（M.0K5*7 紫外分光光度计测得）、

;CQ>7&O!P、;QC>7&O!P、;C>2&O!P、;CQ>2&O!P、;QC>2&O!P、;C>4&O!P、;CQ>4&O!P和 ;QC>4&O!P等 B
个样品，分别加入到含有引物对 !R#L$O!R#L#和 M*%2+,A.的反应体系中，进行实时荧光
!"#。其检测到的稀释限点为 ;CQ>4&O!P（图 :）。从图中还可观察到并不是模板浓度越高，
扩增效率就越高，太高浓度的模板对 !"#反应可产生干扰作用，使扩增效率降低，浓度为
;QC>7&O!P时!>7最高。将扩增产物作琼脂糖凝胶电泳观察（图 ;），可观察到明显的浓
度梯度谱带，其可观察到的稀释限点为 ;QC>2&O!P。表明实时荧光 !"#直接观察的灵敏度
较普通 !"# 通过琼脂糖凝胶电泳观察的灵敏度高 (CC 倍。根据 M*K 等［(B］的假设，! ’
"#$%&’ 29’ "#$%&’ 基因组的大小相当于 2 ’ :*5"#’-)’0- 基因组的大小，为 ?Q< S (C;KA，实时荧
光 !"#检测的稀释限点 ;CQ>4&O6P质粒 IJ)大约代表 (个细胞。

图 % 实时荧光 "#$检测的灵敏度
$%&’: R.7-%1%9%1F ,4 +.*/ 1%5. 4/6,+.-0.71 !"# 5.13,8

图 ’ 实时荧光 "#$产物琼脂糖凝胶
电泳检测的灵敏度

$%&’; R.7-%1%9%1F ,4 *&*+,-. &./ ./.01+,23,+.1%0
,4 +.*/ 1%5. 4/6,+.-0.71 !"# 2+,8601-

( ’;C>7&O!P；:’;CQ>7&O!P；;’;QC>7&O!P；<’;C>2&O!P；
=’;CQ>2&O!P；>’;QC>2&O!P；? ’;C>4&O!P；@’;CQ>4&O!P；

B’;QC>4&O!P；(C’ "G；H’IJ) H*+K.+ ’
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将浓度为 !"#$%&’()（*+,-(./紫外分光光度计测得）的纯培养的白叶枯菌悬浮液以
!"倍梯度稀释 0次，取 !"!)悬浮液在 )*琼脂培养皿上涂布，放入 102温箱中培养 314，
结果显示培养皿在稀释浓度为 !"5$%&’()的培养皿中有 1个菌落，!"6$%&’()的培养皿
中有 5! 个菌落，而在 !"7$%&’() 时有 !## 个菌落，!"8$%&’() 时其菌落数无法统计
（图 6）。
同时将成倍稀释的悬浮液各取 7!)直接进行实时荧光 9$:，结果表明（图 7），在稀释

浓度为 !"5$%&’()时（7!)模板中仅含 !个细菌）仍可检测到荧光信号增加值，即只要反
应体系中有一个细菌实时荧光 9$:就可检测得到，与上述质粒检测的灵敏度一致。从图
中还可看到，由于模板浓度极低（最低为 ! 个细菌），所以可观察到的荧光信号增加值

!!" 也较一般实时荧光 9$:所得!!" 低，其最高!!" 仅为 5""。

图 ! 不同稀释浓度的白叶枯菌纯培养
%;<=6 9>?+ ,>@A>?+B CD # = $%&’() $%&’() .A

B;DD+?+/A B;@>A+B ,C/,+/A?.A;C/

! = !"5$%&’()；1= !"6$%&’()；

5 = !"7$%&’()；6= !"8$%&’()=

图 " 白叶枯菌的纯培养悬浮液不同
稀释浓度实时荧光 #$%检测图

%;<=7 :+.@ A;(+ D@>C?+E,+/A 9$: .EE.F CD

# = $%&’() $%&’() ’E E>EG+/E;C/ CD G>?+ ,>@A>?+

.A A4+ B;DD+?+/A B;@>A+B ,C/,+/A?.A;C/

& ’! 实时荧光 #$%检测的相对灵敏度
取浓度为 !"#$%&’()纯培养的白叶枯菌 !"倍梯度稀释悬浮液各 1()，分别加入到含

1"粒健康水稻种子的离心管中，62浸泡过夜，取 7!)浸泡液作模板，进行实时荧光 9$:，
结果表明可观察到荧光增加信号的最低细菌浓度为 !"7$%&’()，较 HIJ和细菌纯培养检
测灵敏度降低 !""倍，这可能是由于种子浸泡液中一些干扰物质影响所造成的。
&(" 实时荧光 #$%对自然感病水稻叶片的检测
以水稻健株叶作阴性对照，克隆质粒作阳性对照，用探针 *.;G?CK+ 和 L;.CG?CK+分别对

白叶枯病叶和条斑病叶的 HIJ提取液进行实时荧光 9$:，结果表明 *.;G?CK+仅能检测到
白叶枯病叶及白叶枯菌质粒产生增加信号，L;.CG?CK+仅能检测到条斑病叶及条斑菌质粒
产生荧光增加信号，而其健叶与水对照均无荧光信号，进一步证实两个探针的特异性。

&() 实时荧光 #$%对自然感病水稻种子的检测
实时荧光 9$:对自然感病水稻种子的检测结果见表 !。7"<以上感病种子不管是直
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接还是离心都能检测得到病原菌的存在，!"以下检测结果不稳定。本试验最低检测得到
病原菌的种子量为 #$"，在此量下，离心后能稳定地检测到病原菌的存在。

表 ! 实时荧光 "#$对自然感病水稻种子的检测
%&’() # *&+,-&((. /01)2+)3 -/2) 4))34 3)+)2+)3 ’. -)&( +/0) 1(,5-)42)0+ 678

9))34 :)/";+<"
=5(,>)<>?

$@$#A%B))0 C$
%)>D(&+)4

E&/D-5’)

3)+)2+/50

%&/D-5’)

3)+)2+/50

F)&(+;. C!$ GH! I/-)2+/50 J J

K1+)- 2)0+-/1,")02) J J

!$ H! I/-)2+/50 J J

K1+)- 2)0+-/1,")02) J J

#$ #! I/-)2+/50 J J

K1+)- 2)0+-/1,")02) J J

! H@! I/-)2+/50 J J

K1+)- 2)0+-/1,")02) J J

L01)2+)3 ’. C!$ GH! I/-)2+/50 M J

! N "#$%&’ DON "#$%&’ K1+)- 2)0+-/1,")02) M J

!$ H! I/-)2+/50 M J

K1+)- 2)0+-/1,")02) M J

#$ #! I/-)2+/50 J J

K1+)- 2)0+-/1,")02) M J

! H@! I/-)2+/50 J J

K1+)- 2)0+-/1,")02) P J

L01)2+)3 ’. C!$ GH! I/-)2+/50 J M

! N "#$%&’ DON "#$%()"*& K1+)- 2)0+-/1,")02) J M

!$ H! I/-)2+/50 J M

K1+)- 2)0+-/1,")02) J M

#$ #! I/-)2+/50 J J

K1+)- 2)0+-/1,")02) J M

! H@! I/-)2+/50 J J

K1+)- 2)0+-/1,")02) J P

M：654/+/O)；J：*)"&+/O)；P：=&-/)+/)4N

% 讨论
在植物病原细菌的分子诊断中，常被选用的靶基因有 #Q9 -8*K基因（#Q9 -I*K）、CG9

-8*K基因（CG9 -I*K）、#Q9 R CG9 -8*K间区、L9###G扦入序列等。因此我们分别对水稻白
叶枯菌和水稻细菌性条斑病菌的 #Q9 -I*K，#Q9SCG9 -8*K间区，L9###G扦入序列进行了克
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隆基因的测序，结果表明两菌的这些基因完全相同，用这些基因根本无法对这两个亲缘关

系密切的变种进行检测鉴定。因此根据含铁细胞接受子基因序列中两菌的差异性设计了

两种特异性探针。研究结果表明，用含铁细胞接受子基因作为靶基因，通过实时荧光 !"#
法可对亲缘关系密切的水稻白叶枯菌和水稻细菌性条斑病菌进行检测及鉴定区分，是一

种简单、灵敏、可靠的基因鉴别诊断方法。在农业生产、种子流通和种子检验检疫中有重

大意义。

本试验在国际国内首次根据含铁细胞接受子基因设计并合成了水稻白叶枯病菌和水

稻条斑病菌特异性探针，并将实时荧光 !"#技术应用于该两种病原的检测鉴定。并可直
接从种子浸泡液中检测到病原菌，不需进行病原体的分离纯化，也不需进行 $%&的抽提，
无需 !"#后处理，无需对 !"#产物进行电泳鉴定，整个检测过程只需 ’(。在检验检疫中
具有广阔的应用前景。

研究结果表明，实时荧光 !"#技术能被用于检测水稻种子上和植株上的白叶枯菌和
条斑菌，其成功检测的前提是探针的特异性和灵敏性要好。在本研究中，引物虽然能把黄

单胞菌属的细菌扩增出来，但探针却不能与目的片段以外的任何其它参考菌结合，表现高

度的特异性。根据稀释梯度探针检测水平是在 )*+",-./0细菌纯培养，即 ’1!0反应体系
中只要有一个细菌就可检测到，灵敏度是 +*2345.!0质粒 $%&，相对灵敏度为 )*1",-./0。
这与 678879等［:］使用 ;<=><? 探针，在 @@** 扩增仪上，对 ! A "#$%&%’(%)*+ 进行实时荧光
!"#检测所获得的绝对灵敏度为 )**",-./0的细菌纯培养和相对浓度为 )*1 B)*3",-./0
的结果基本一致。我们所检测到的绝对灵敏度比 678879等检测到的相差 )*倍，这可能是
由于所合成的探针本底荧光值太高所造成的。

本研究中种子带菌的定量研究结果，如：相对灵敏度为 )*1",-./0，即每 /0种子浸泡
液中只要含有 )*1 个活细菌就可检测到；自然感病的水稻种子只需 )*5就可检测到病原
菌的存在等，是我们用多份受感植株和种子进行多次重复实验的结果。但要使种子带菌

的定量检测规范化和标准化，还有待进一步完善和研究。
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