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【摘要】  目的　通过两样本孟德尔随机化（Mendelian randomization, MR）方法，阐明特定免疫细胞与自身免疫性肝

炎（autoimmune hepatitis, AIH）之间的因果关系。方法　利用了大型公共全基因组关联研究（Genome-Wide Association
Study, GWAS）数据库，进行了双向MR分析，以逆方差加权法（Inverse variance weighted，IVW）为主要方法，评估731种免疫

细胞表型与AIH之间的关系。通过Benjamini-Hochberg校正控制错误发现率（false discovery rate, FDR），并进行了多效性与

异质性检验，同时采用留一法敏感性分析以进一步验证结果的稳健性。结果　在显著性水平为0.20的条件下，发现

CD28−CD8+调节性T细胞绝对计数〔IVW：比值比（odds ratio, OR）=1.486，95%置信区间(confidence interval, CI)：
1.189～1.859，P<0.001；PFDR=0.185〕、分泌CD39+的调节性T细胞上的CD28水平（IVW：OR=1.194，95%CI：1.074～1.328，
P=0.001；PFDR=0.185）和单核髓源性抑制细胞上的CD45水平（IVW：OR=1.243，95%CI：1.108～1.394，P<0.001；PFDR=0.143）与
AIH风险增加存在因果关系，而CD14+CD16+单核细胞上的程序死亡-配体1水平（IVW：OR=0.849，95%CI：0.771～0.935，
P<0.001；PFDR=0.185）与AIH风险降低存在因果关系。结论　本研究确定了四个与AIH相关的免疫细胞表型，需进一步研究

验证这些发现并探索新的治疗途径。
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[Abstract]   Objective　To  elucidate  the  causal  relationship  between  specific  immune  cells  and  autoimmune
hepatitis  (AIH)  using  a  two-sample  Mendelian  randomization  (MR)  approach. Methods　A  bidirectional  MR  analysis
was conducted using data from large publicly accessible Genome-Wide Association Study (GWAS) databases. The inverse
variance weighted (IVW) method was employed as the primary method to evaluate the relationship between 731 immune
cell traits and AIH. The false discovery rate (FDR) was controlled using the Benjamini-Hochberg correction. Additionally,
pleiotropy  and  heterogeneity  tests  were  performed,  and  a  leave-one-out  sensitivity  analysis  was  conducted  to  further
validate  the  robustness  of  the  results. Results　At  a  significance  level  of  0.20,  it  was  found  that  the  absolute  count  of
CD28−CD8+ regulatory T-cells (IVW: odds ratio [OR] = 1.486; 95% confidence interval [CI], 1.189-1.859; P < 0.001; PFDR =
0.185), the level of CD28 on CD39+ secreting regulatory T-cells (IVW: OR = 1.194; 95% CI, 1.074-1.328; P = 0.001; PFDR =
0.185), and the level of CD45 on mononuclear myeloid-derived suppressor cells (IVW: OR = 1.243; 95% CI, 1.108-1.394;
P <  0.001;  PFDR =  0.143)  were  associated  with  an  increased  risk  of  AIH.  The  level  of  programmed  death-ligand  1  on
CD14+CD16+ monocytes (IVW: OR = 0.849; 95% CI, 0.771-0.935; P < 0.001; PFDR = 0.185) was associated with a reduced
risk of AIH. Conclusion　Four immune cell phenotypes associated with AIH risk are identified. Further investigation is
needed to validate these findings and explore new therapeutic avenues.
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自身免疫性肝炎（autoimmune hepatitis, AIH）是一种

由免疫系统异常引发的持续性肝内炎症，导致肝脏的非

化脓性损伤。根据以往的流行病学研究，不同地区的

AIH年发病率不同，AIH为每10万人0.4～2.39例，相应的

患病率为每10万人4.8～42.9例，尽管AIH的患病率较低，

但它造成了不成比例的高临床负担[1]。

AIH的发病机制尚不明确。与其他自身免疫性疾病

不同，因AIH发病率较低，研究较少，其潜在机制尚未充

分探明。大多数AIH患者起病隐匿，早期仅表现为血清

中以IgG为主的免疫球蛋白水平升高，90%的患者出现抗

核抗体（antinuclear antibody, ANA）阳性[2]。免疫耐受的

紊乱在A I H的发病中起关键作用 [ 3 ] ，调节性T细胞

（regulatory T-cells, Treg）通过与其他免疫细胞的相互作

用实现免疫调节[4]。研究表明，AIH患者的Treg不仅数量

减少，功能也受损，包括对白细胞介素-2（interleukin-2,

IL-2）反应缺陷及低水平的IL-10产生[5]。在肝脏中，IL-

6可刺激多种急性期蛋白的合成，从而促进急性炎症反

应。相比于普通人群，携带IL-6基因突变的人群发生

AIH的风险显著增加[6]。AIH的治疗主要依赖免疫抑制，

类固醇是一线药物，但大约10%～20%的患者对一线治疗

反应不佳或因严重副作用停止治疗。越来越多的研究关

注更精细化的免疫调节对AIH的治疗，全面研究免疫细

胞与AIH之间的关系可能为AIH治疗提供新方向[7]。

孟德尔随机化（Mendelian randomization, MR）作为

一种流行病学分析方法，利用孟德尔遗传原理推断因果

关系，通过遗传变异来阐明暴露与结局之间的因果关系[8]。

尽管随机对照试验在循证医学中被认为是最高级别证

据，但由于可行性差、成本高以及伦理问题，可能并非最

佳选择。传统观察性研究由于选择偏倚、混杂因素或反

向因果关系等原因，难以准确建立因果关系[9]。相比之

下，MR可以减少这些偏倚。本研究通过全面的两样本

MR分析，探究多种免疫细胞与AIH之间的因果关系。 

1     资料与方法
 

1.1    研究设计与伦理批准

本研究采用了两样本MR方法来探索731个免疫细胞

表型与AIH之间的因果关系。单核苷酸多态性（single

nucleotide polymorphism, SNP）被用作工具变量，并遵循

三个基本假设：①工具变量必须与暴露直接相关；②工具

变量必须独立于混杂因素；③工具变量仅通过暴露影响

结局[10]。本研究的详细步骤见图1。本研究使用已发表

的公共全基因组关联研究（Genome-Wide Association
 

GWAS data for immune cell traits GWAS data for AIH

Extract SNP that correspond to
exposure

Two-sample MR analysis

MR-PRESSO global test
Cochran's Q test
Leave-one-out sensitive analysis

Reverse MR analysis

Data harmonization
Removing palindromic SNP with MAF > 0.42 and < 0.58
Removing SNP with Poutcome < Pexposure

MR-Egger intercept analysis

Select SNP
P < 1 × 10−5

clump=true, r2 < 0.001 within 10 000 kb
F-statistic>10

 
图 1  本研究的流程图

Fig 1  The workflow of this study

GWAS: Genome-Wide Association Study; AIH: autoimmune hepatitis; SNP: single nucleotide polymorphism; MAF: minor allele frequency; MR: Mendelian

randomization.
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Study, GWAS）数据已由相应的伦理委员会批准，因此无

须为本研究额外申请伦理审批。 

1.2    免疫细胞数据来源

免疫细胞GWAS数据来源于IEU OPEN GWAS（访问

编号从ebi-a-GCST90001391到ebi-a-GCST90002121）

（https://gwas.mrcieu.ac.uk/）。原始研究基于欧洲血统的

来自撒丁岛的3 757人队列，报告了大约2 200万个SNP，涉

及731个免疫细胞表型。基于流式细胞术染色，731个

免疫细胞表型被分类为七个组（panel）：调节性T细胞、树

突状细胞、B细胞、髓样细胞、单核细胞、T细胞成熟阶段

和TBNK（T细胞、B细胞、自然杀伤细胞）。表型类型包括

绝对细胞计数、相对细胞计数、中位荧光强度和形态

参数[11]。 

1.3    AIH数据来源

AIH（GCST90018785）的汇总统计数据来自GWAS

Catalog中的相应研究（https://www.ebi.ac.uk/gwas/）。数

据集包括欧洲血统来自英国和芬兰的821例病例和484

413例对照[12]。 

1.4    工具变量筛选

参考以往的研究，本研究从免疫细胞表型中筛选

SNP以1×10−5为显著性阈值[13-14]，而筛选AIH中SNP的显著

性阈值设定为5×10−6[15]。为保证SNP的独立性，本研究进

行了去连锁不平衡，SNP之间的距离阈值为10 000 kb，并

且r2<0.001。每个SNP的F统计量计算公式为F=beta2/SE2，

其中beta表示对暴露的影响大小，SE表示其标准误，如果

F小于10，则表明该SNP为弱工具变量[16]，并将该SNP从后

续分析中移除。在每次数据协调过程中，次要等位基因

频率在0.42到0.58范围内的回文SNP会被定义为模糊

SNP，并被自动移除[17]。为了避免直接关联，显示出对结

局显著性大于对暴露的显著性（Poutcome<Pexposure）的SNP被排

除[18]。最终用于后续MR分析的SNP详见附表1，所有附表

见网络资源附件。 

1.5    统计学方法

逆方差加权法（inverse variance weighted, IVW）被用

作本研究中探索免疫细胞表型与AIH之间因果关系的主

要分析方法[19]，MR-Egger回归法、加权中位数法（weight

median）、简单众数法（simple mode）和加权众数法

（weighted mode）被用作补充方法。为了降低错误发现率

（false discovery rate, FDR），本研究采用了Benjamini-

Hochberg校正方法[20]，并将显著性阈值设定为0.20[21-22]。

为了避免水平多效性带来的潜在偏倚，进行了M R -

Egger截距分析和MR-PRESSO全局测试 [ 2 3 ]，并采用

Cochran's Q检验来检测选定工具变量的异质性[24]。此

外，本研究进行了留一法敏感性分析，以评估单个SNP对

总体因果效应的影响并排除离群值[25]。

数据分析和绘图是在R软件（版本4.4.0）中进行的，

R软件包主要包括 “ T w o S a m p l e M R ”（版本0 . 6 . 2）和

“MRPRESSO”（版本1.0）。 

2     结果
 

2.1    免疫细胞对AIH的因果效应

本研究采用两样本MR分析探索免疫细胞与AIH的

因果关系，并以IVW方法作为主要的分析方法。应用

FDR校正后，在0.05的显著性水平上，未发现任何免疫细

胞表型具有统计学意义。在0.20的显著性水平上，发现有

四个表型对AIH有因果效应。其中，CD28−CD8+ Treg绝

对计数、分泌CD39+的Treg上的CD28水平和单核髓源性

抑制细胞（mononuclear myeloid-derived suppressor cells,

Mo MDSC）上的CD45水平与AIH风险增加存在因果关

系，而C D 1 4 + C D 1 6 +单核细胞上的程序死亡 -配体1

（programmed death-ligand 1, PD-L1）水平与AIH风险降低

存在因果关系（图2、图3）。以IVW方法评估CD28−CD8+

Treg绝对计数对AIH的比值比（odds ratio, OR）为1.486

〔95%置信区间（confidence interval, CI）为1.189～1.859，

P<0.001；PF D R=0.185〕，其他两种方法〔加权中位数法

（OR=1.457，95%CI：1.076～1.971，P=0.015）和简单众数法

（OR=1.681，95%CI：1.056～2.674，P=0.045）〕的结果类

似。以IVW方法评估分泌CD39+的Treg上的CD28，OR为

1.194（95%CI：1.074～1.328，P=0.001；PFDR=0.185），其他三

种方法〔MR-Egger（OR=1.273，95%CI：1.090～1.488，

P = 0 . 0 0 6 ） 、加权中位数法 （ O R = 1 . 1 9 8 ， 9 5%C I ：

1.026～1.398，P=0.022）和加权众数法（OR=1.201，95%CI：

1.044～1.382，P=0.018）〕的结果类似。CD14+CD16+单核

细胞上的PD-L1的IVW方法结果是OR为0.849（95%CI：

0.771～0.935，P<0.001；PFDR=0.185），其他三种方法〔MR-

Egger（OR=0.846，95%CI：0.740～0.968，P=0.022）、加权中

位数法（OR=0.853，95%CI：0.742～0.980，P=0.025）和加权

众数法（OR=0.854，95%CI：0.748～0.976，P=0.028）〕的结

果类似。以IVW方法评估单核髓源性抑制细胞上的

CD45，OR为1.243（95%CI：1.108～1.394，P<0.001；

P F D R =0.143），加权中位数法的结果类似（OR=1.271，

95%CI：1.084～1.490，P=0.003）。 

2.2    敏感性分析

敏感性分析中的MR-Egger截距分析显示，这四个免

疫表型没有显著的水平多效性（P>0.05），这一结果得到

了MR-PRESSO全局测试的进一步验证（P>0.05）（表1）。
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图 2  森林图展示了免疫细胞对AIH的因果效应

Fig 2  The forest plot shows the effects of immune cells on AIH

nSNP: the number of single nucleotide polymorphisms; OR: odds ratio; CI: confidence interval; FDR: false discovery rate; Treg: regulatory T-cells; PD-L1:

programmed death-ligand 1; Mo MDSC: mononuclear myeloid-derived suppressor cells.

 

SNP effect on CD28−CD8+ Treg absolute count SNP effect on CD28 on CD39+ secreting Treg 

SNP effect on PD-L1 on CD14+CD16+ monocyte SNP effect on CD45 on Mo MDSC

−0.75

−0.50

−0.25

0

0.25

0.50

0.2 0.4 0.6 0.8

SN
P

 e
ff

ec
t 

o
n

 A
IH

MR Test
Inverse variance weighted
MR Egger
Simple mode

Weighted median
Weighted mode

0

0.4

0.8

0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

SN
P

 e
ff

ec
t 

o
n

 A
IH

MR Test
Inverse variance weighted
MR Egger
Simple mode

Weighted median
Weighted mode

−0.50

−0.25

0

0.25

0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

SN
P

 e
ff

ec
t 

o
n

 A
IH

MR Test
Inverse variance weighted
MR Egger
Simple mode

Weighted median
Weighted mode

−0.5

0

0.5

1.0

1.5

2.0

0.4 0.8 1.2 1.6

SN
P

 e
ff

ec
t 

o
n

 A
IH

MR Test
Inverse variance weighted
MR Egger
Simple mode

Weighted median
Weighted mode

A B

C D

 
图 3  散点图展示了免疫细胞对AIH的影响

Fig 3  The scatter plot shows the effect of immune cells on AIH

All abbreviations are explained in the note to Fig 2. A, The ffect of CD28−CD8+ Treg absolute count on AIH; B, the effect of CD28 on CD39+ secreting Treg on AIH;

C, the effect of PD-L1 on CD14+CD16+ monocyte on AIH; D, the effect of CD45 on Mo MDSC on AIH.
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Cochran's Q检验的P值超过0.05，表明与AIH相关的这些

SNP中不存在异质性（表2）。在留一法敏感性分析过程

中，将每个SNP依次排除后，计算剩余SNP对总体因果

关系的影响，未发现任何单个SNP主导总体因果效应

（图4）。采用反向MR来评估AIH对免疫细胞的因果效

应，结果显示P值均高于0.05，意味着AIH对这四个免疫细

胞表型没有显著影响（图5）。 

 

表 1    免疫细胞与AIH的多效性检验

Table 1    The pleiotropy test for immune cells and AIH 

Exposure
P

MR-Egger-
intercept

MR-PRESSO
global test

CD28−CD8+ Treg absolute count 0.877 0.307

CD28 on CD39+ secreting Treg 0.283 0.863

PD-L1 on CD14+CD16+ monocyte 0.944 0.665

CD45 on Mo MDSC > 0.999 0.728

　All abbreviations are explained in the note to Fig 2.

 

表 2    免疫细胞与AIH的异质性检验

Table 2    The heterogeneity test for immune cells and AIH 

Exposure Method P (Cochran's Q test)

CD28−CD8+ Treg absolute count MR-Egger 0.225

IVW 0.282

CD28 on CD39+ secreting Treg MR-Egger 0.957

IVW 0.946

PD-L1 on CD14+CD16+ monocyte MR-Egger 0.551

IVW 0.606

CD45 on Mo MDSC MR-Egger 0.552

IVW 0.625

　All abbreviations are explained in the note to Fig 2.
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图 4  留一法敏感性分析图展示了免疫细胞对AIH的影响

Fig 4  The leave-one-out plot of sensitivity analysis shows the effect of immune cells on AIH

All abbreviations are explained in the note to Fig 2. Each point represents the causal effect estimated by IVW after removing a single SNP. A, The effect of

CD28−CD8+ Treg absolute count on AIH; B, the effect of CD28 on CD39+ secreting Treg on AIH; C, the effect of PD-L1 on CD14+CD16+ monocyte on AIH; D, the effect of

CD45 on Mo MDSC on AIH.
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3     讨论

基于大型的公共GWAS数据，本研究探索了731个免

疫细胞表型与AIH之间的因果关系。经过严格的筛选和

全面的多效性、异质性检测和留一法敏感性分析，确定了

四个与AIH相关的免疫细胞表型。

本研究表明，CD28−CD8+ Treg绝对计数与AIH风险

增加存在因果关系。Treg通过抑制免疫应答和炎症反

应，在维持机体免疫稳态方面发挥关键作用[26]。Treg功

能异常已被证实与自身免疫性疾病及肿瘤的发病机制密

切相关 [ 2 7 - 2 8 ]。已有研究发现，在多种自身免疫性疾病

中，CD28−CD8+ Treg的比例发生了显著变化[29]。然而，先

前研究并未在健康个体与AIH患者之间观察到CD28−CD8+

Treg的增加，可能是由于人群异质性和样本量有限[30]。

在类风湿性关节炎患者中，外周血中CD28−CD8+ Treg增

加，且在仅用甲氨蝶呤治疗的患者中，Treg的免疫调节功

能是有缺陷的，这一现象可以通过肿瘤坏死因子抑制剂

部分缓解[31]。系统性硬化患者中，循环中和皮肤病变部

位的CD28−CD8+ T细胞的比例显著增加，这些细胞因高表

达的颗粒酶B和穿孔蛋白而显示出潜在的细胞毒性，并高

表达促纤维化的IL-13和促炎的干扰素-γ（interferon-γ,

INF-γ） [ 3 2 ]。有研究表明，AIH患者的Treg对CD8 +和

CD4+效应T细胞增殖的抑制作用减弱，且这些患者的

Treg表现出升高的INF-γ表达水平和类似Th1细胞的细胞

因子谱[3, 33]，因此，推测AIH患者中CD28−CD8+ Treg的免疫

调节功能可能受损。

研究还发现，分泌CD39+的Treg上的CD28水平与

AIH风险增加存在因果关系。CD28作为共刺激受体，与

T细胞受体共同调节T细胞的增殖和功能 [ 3 4 ]。虽然

CD28在维持Treg稳态和免疫调节功能中发挥关键作用，

但也有文献表明，CD28在某些情况下可以抑制Treg的免

疫调节功能并激活效应T细胞[35]，这暗示CD28在不同类

型的Treg或不同微环境中可能具有不同的功能。腺苷能

信号通路在免疫调节中起重要作用，Treg通过表达膜蛋

白CD39和CD73参与其中。CD39将胞外的三磷酸核苷

（adenosine triphosphate, ATP）和二磷酸核苷（adenosine

diphosphate ,  ADP）转化为单磷酸腺苷（adenos ine

monophosphate, AMP），随后由CD73转化为腺苷，腺苷可

以与效应T细胞的A2A受体结合，从而抑制T细胞活性[36]。

CD28的刺激可以减少CD73的表达及腺苷的产生[37]。在

AIH患者中，CD39+ Treg的比例显著下降，伴随着ATP/ADP

水解能力的降低 [ 3 8 ]。综上所述可以推测AIH患者中

CD28可能通过抑制CD39+的Treg中腺苷能信号通路来削

弱Treg的免疫调节功能，进而增加了AIH的发病风险。

CD28在AIH中发挥的具体作用尚不明确，需结合不同的

Treg亚群进一步研究。

本研究发现CD14+CD16+单核细胞上的PD-L1水平与

AIH风险降低存在因果关系。CD14+CD16+单核细胞因高

度表达人类白细胞抗原-DR、趋化因子受体5、CD80、

CD86及肿瘤坏死因子受体1而具有抗原呈递和促炎作

用[39]，然而，与CD14−CD16+单核细胞和CD14+CD16−单核

细胞相比，CD14+CD16+单核细胞显示出更高的IL-10表

达，表明其也可能介导了抗炎反应[40]。PD-L1不仅表达于

细胞膜上，还会被释放到细胞外间隙。PD-1是PD-L1的
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图 5  反向MR结果展示了AIH对免疫细胞的影响

Fig 5  The reverse MR results of the effects of AIH on immune cells

All abbreviations are explained in the note to Fig 2.
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受体，它在各种免疫细胞中表达，PD-1通路的失调是多种

自身免疫病发生的一个促进因素 [ 4 1 ]。PD-L1可以抑制

CD8+ T细胞的增殖及其细胞毒性作用，同时有助于促进

和维持Treg细胞功能[42-43]。有报道称，高表达PD-L1的间

充质干细胞（PD-L1high mesenchymal stem cells, PD-L1high

MSCs）在促进Treg增殖这一方面比低表达PD-L1的

MSCs更有效。PD-L1high MSCs产生更高水平的IL-4和IL-

10，而IL-6和IL-8的表达则下调，表明这些细胞具有更强

的抗炎能力。在AIH实验模型中，PD-L1high MSCs的注射

更大程度地抑制了肝细胞凋亡和炎症浸润[44]。综上所述

可以推测，CD14+CD16+单核细胞分泌的PD-L1通过抑制

炎症反应和细胞毒性作用来保护肝细胞，这可能成为

AIH治疗的潜在靶点。

本研究还发现，单核髓源性抑制细胞上的CD45水

平与AIH风险降低存在因果关系。髓源性抑制细胞

（mononuclear myeloid-derived suppressor cells，MDSC）是

一类具有强大免疫抑制能力的中性粒细胞和单核细胞，

它分为两大类：多形核MDSC和单核MDSC。多形核

MDSC和单核MDSC的一个共同特征是转录激活蛋白

3（signal transducer and activator of transcription 3,

STAT3）的表达上调，MDSC最初在肿瘤中被鉴定出，并越

来越广泛地被认识到在许多自身免疫疾病中发挥作用。

MDSC通过分泌各种抗炎因子，包括 PD-L1、CD40、IL-10

和转化生长因子-β [ 4 5 - 4 6 ]，来减轻炎症反应。研究表明，

MDSC在AIH实验模型中发挥治疗作用，它们的增殖可以

降低疾病活动度[47-48]。目前，CD45在自身免疫疾病中对

MDSC的作用尚未被研究。然而，先前的研究表明，肿瘤

相关MDSC上CD45的激活降低了信号转导及STAT3活性[49]，

STAT3在MDSC的增殖和免疫抑制中起调节作用[50]。因

此，可以提出假设，CD45通过降低STAT3活性来调节

MDSC的抑制功能，从而影响AIH的发病。然而，CD45是

如何影响AIH中MDSC的确切机制需要进一步研究。

本研究的两样本MR分析利用了最大的AIH数据库，

增强了统计效能，并采用多种分析方法探讨特定免疫细

胞与AIH之间的因果关系，使用严格的筛选标准排除异

质性和水平多效性。然而，本研究存在一定的局限性。

首先，应用了相对宽松的显著性阈值，可能增加错误发现

率。其次，由于AIH发病率存在性别异质性且缺乏具体

个体水平数据，本研究无法进一步分析特定人群。第三，

研究结果均来自欧洲队列，但暴露和结局的队列来自欧

洲不同区域，无法排除区域间人群异质性带来的偏倚，且

仅使用欧洲队列限制了结果对其他种族群体的外推性。

最后，本研究仅关注血液中的免疫细胞表型，未能讨论肝

脏中免疫细胞的变化。
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