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#11集美大学水产学院"农业部东海海水健康养殖重点实验室"福建 厦门4/61321%

21集美大学水产学院"厦门市饲料检测与安全评价重点实验室"福建 厦门4/61321$

摘要! 为探讨灭活益生菌在海水鱼养殖中的应用前景!研究了饲料中添加活性和热灭活原籍

嗜冷杆菌 *,6 对斜带石斑鱼幼鱼生长性能和血清免疫指标的影响& 227 尾斜带石斑鱼幼鱼

)"1916 B312#M*被随机分成 / 组!每组 / 个重复& 对照组 D3 投喂基础饲料!实验组 D1 和 D2

分别投喂添加 113 <13

8

AT>5M 活性和热灭活嗜冷杆菌 *,6 的基础饲料!饲喂期为 63 @& 结果

表明!实验前期"3 =/3 @#!实验组 D1 和 D2 特定生长率和增重率均显著高于对照组 "=A

3137#!饵料系数均低于对照组!但差异不显著"=D3137#'实验全期"3 =63 @#!实验组 D1 和

D2 特定生长率和增重率均显著高于对照组"=A3137#!实验组饵料系数均下降!其中实验组

D1 显著低于对照组 D3"=A3137#& 实验 /3 @ 时!实验组 D1 和 D2 血清 )MH和补体 -/ 含量

均高于对照组!但差异不显著"=D3137#'63 @ 时!实验组D1 的补体-/ 水平$总超氧化物歧化

酶活力和 )MH含量均显著高于对照组 D3 "=A3137#!实验组 D2 的补体 -/ 水平$D7*"4活

力$)MH含量和溶菌酶活力也高于对照组!但差异不显著"=D3137#& 总之!活性和热灭活嗜

冷杆菌均可不同程度地促进石斑鱼生长!降低饵料系数!并能提高石斑鱼特异性和非特异性免

疫功能& 热灭活嗜冷杆菌的应用效果略低于活性菌!但其具有安全性高$质量稳定$生产储藏

容易等优势!在海水鱼养殖中的应用值得深入研究&

关键词! 斜带石斑鱼' 嗜冷杆菌' 热灭活' 生长性能' 免疫功能

中图分类号! *;10114444 4444444文献标志码(&

44石斑鱼 #Q+',/+H/2(&;KK1$是肉食性的海水

经济鱼类"其肉质鲜美"营养丰富"素有*海鸡肉+

之称( 近年来高密度集约化人工养殖导致石斑鱼

病害频发"其中链球菌 # J)%/+)-!-!!(&;K1$

&1 52'

)

假单胞菌 # =&/("-8-,$&;K1$

&2'

) 弧 菌 # C'?%'-

;K1$

&2 5/'

等引起的细菌性疾病尤为突出"造成了

巨大的经济损失( 目前"生产上主要依靠大量使

用抗生素和合成抗菌药物来预防和治疗鱼类细菌

性疾病"但由此引起的耐药菌株)药物残留和菌群

失调等问题受到日益关注( 益生菌制剂因其效果

明显)绿色环保"被视为抗菌药物的有效替代品"

已广泛应用于水产养殖业( 目前"针对石斑鱼的

益生菌已有一些报道"如乳酸杆菌 #G$!)-?$!'22(&

;K1$

&9 57'

) 酿 酒 酵 母 # J$!!H$%-8*!/&

!/%/5'&'$/$

&6'

)芽孢杆菌 #:$!'22(&;K1$

&0'

和光合

细菌#=H-)-&*,)H/)'!?$!)/%'$$

&8'

等( 这些益生菌

均是以活菌的形式添加到饵料或养殖水体中"但是

活菌制剂存在一些潜在安全隐患"且生产保存困

难"质量稳定性不高( 研究表明"某些灭活益生菌

不仅克服了上述不利因素"同时也具有活性益生菌

所具有的功能"如!抑制动物肠道病原菌
&;'

)激活机

体的免疫应答
&13'

以及提高动物生长性能
&11'

等(

但是"灭活益生菌在水产养殖方面的应用研究较

少"在石斑鱼养殖中的应用目前尚未见报道(
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本 实 验 室 前 期 研 究 表 明" 嗜 冷 杆 菌

#=&*!H%-?$!)/%;K1$*,6 是斜带石斑鱼#Q+',/H/2(&

!-'-'"/&$幼鱼肠道的优势菌"能抑制多株病原菌

的生长
&12'

( 将活菌添加到饵料中可以显著提高

斜带石斑鱼幼鱼的饵料利用率"增强动物的免疫

功能
&1/'

( 本研究比较了活性和热灭活嗜冷杆菌

*,6 对斜带石斑鱼幼鱼生长性能和免疫功能的影

响"旨在为灭活嗜冷杆菌 *,6 作为益生菌在海水

鱼养殖中的应用提供理论依据(

14材料与方法

&'&(细菌培养

嗜冷杆菌 *,6 分离自健康斜带石斑鱼幼鱼

肠道"革兰氏染色呈阴性( 按照 7E的接种量接

种于已灭菌的普通营养肉汤培养基"28 L摇床培

养 29 =#1/3 F59:3$( 培养好的菌液于 7 333 F5

9:3 离心 13 9:3"弃去上清"用 68*洗涤沉淀 /

次"调整菌液浓度为 113 <13

13

AT>59'"9 L下保

存( 细菌热灭活的方法参照 *20:32;等
&19'

的方

法"在 ;7 L下水浴 1 ="并用平板菌落计数法检测

灭活效果(

&'!(饲料配制

以鱼粉)豆粕)鱼油和面粉为主要原料"配制

蛋白含量为 7316/E"粗脂肪为 131/2E的基础饲

料( 实验原料#预混料)鱼油除外$用锤式粉碎机

粉碎"过 63 目网筛"137 L下加热 1 = 以杀灭病原

菌( 基础饲料配方及营养水平见表 1( 实验组 D1

和 D2 在基础饲料的基础上分别添加 113 <13

8

AT>5M 活性或热灭活嗜冷杆菌 *,6( 将 *,6 的浓

缩菌液分别加入适量的无菌水混匀"然后将菌液

喷洒在已混匀的饲料原料中"喷洒过程中不停搅

拌饲料"使菌液混合均匀( 用 -49 <1D*多功能

催化剂成型机制成直径为 217 99的颗粒饲料"

室温下风干"装入自封袋" 523 L保存备用(

&'*(实验设计

227 尾健康斜带石斑鱼幼鱼购于漳浦某海水

鱼育苗场"经甲醛溶液 #233 9M5'$消毒 /3 9:3

后"暂养于集美大学海水养殖场室内2 9<1 9<

117 9的水缸中( 实验鱼暂养期间投喂基础饲

料"暂养 17 @ 后分缸( 分缸前"禁食 29 ="从暂养

缸中随机挑选规格相近的石斑鱼幼鱼"按每缸 27

尾鱼 #平均体质量为 1916 M$随机分配到 ; 个

07 A9<97 A9<73 A9的玻璃缸中"/ 个玻璃缸为

一个处理"共 1 个对照组#D3$和 2 个实验组#D1

和 D2$( 对照组饲喂不含益生菌的基础饲料"实

验组 D1 和 D2 分别饲喂添加活性或热灭活嗜冷

杆菌 *,6 的饲料( 每天饱食投喂两次 #8!/3 和

18!/3$"投料 /3 9:3 后收集各个网箱中的剩余饲

料"63 L烘干称重"以确定饲料摄入量( 收集完

剩余饲料后"吸去残饵和粪便( 每天换水 2 次"换

水量约为养殖水体的 /57"观察鱼体摄食情况和

健康状况"记录死亡鱼的数目和重量( 养殖周期

为 63 @(

表 &(基础饲料配方以及营养组成#风干基础料$

+,-'&( Ĉ@/2502C83,C5D/7H01,82C48/02C8

"71D730807C76-,3,B5028#,0/G5/: -,303$ _

原料

:3MF?@:?3G;

含量

A/3G?3G

鱼粉 T:;= 9?20 6/

豆粕 ;/NO?23 9?20 19

虾粉 ;=F:9K =?2@ 9?20 2

面粉 U=?2G9?20 1117

鱼油 T:;= /:0 9

卵磷脂 0?A:G=:3 2

多维 J:G29:3 KF?9:S 1

多矿 9:3?F20KF?9:S 1

氯化胆碱 A=/0:3?A=0/F:@? 317

-2#+

2

6"

9

$

2

1

合计 G/G20 133

营养水平 3>GF:?3G;0?J?0

干物质 @FN 92GG?F ;919;

粗蛋白 AF>@?KF/G?:3 7316/

粗脂肪 AF>@?T2G 131/2

粗灰分 2;= ;186

注!多维和多矿均有厦门百穗行科技股份有限公司提供(

%/G?;! .:G29:3 23@ 9:3?F20KF?9:S U?F? KF/J:@?@ ON X:29?3

82:;>:=23M *A:?3A?23@ D?A=3/0/MN -/9K23N ':9:G?@1

&';(生长指标分析

分别于实验第 /3 天和第 63 天对每缸斜带石

斑鱼进行称重"计算增重率 #U?:M=GM2:3 F2G?"

WB$$)特定生长率 #;K?A:T:AMF/UG= F2G?"*B$$)

饵料系数 #T??@ A/3J?F;:/3 F2G?"(-$$)肝体指数

# =?K2G/;/92G:A:3@?S" +*)$) 肥满度 # A/3@:G:/3

T2AG/F"-($( 公式如下!

增重率#F><"E$ >133 <#F

)

5F

-

$ 5F

-

%

特定生长率 # J><"E$ >#'3F

)

5'3F

-

$ 5

A<133%

饵料系数#E#<$ >F

@

5#F

)

5F

-

$%

08
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肝体指数#9JN"E$ >133 <F

L

5F

&

%

肥满度##E"E$ >133 <F

&

5N

/

式中"F

)

为平均终末体质量# M$%F

-

为平均初始

体质量#M$%F

@

为平均每尾鱼饲料摄入总量# M$%

F

L

为样品鱼肝脏重 # M$%F

&

为样品鱼体质量

#M$%A为饲养天数#@$%N为样品鱼全长#A9$(

&'<(血清免疫指标的测定

实验 /3 @ 和 63 @ 分别从每个鱼缸中随机捞

取 2 尾鱼#每组 6 尾$"丁香酚麻醉后"用一次性

无菌注射器从石斑鱼尾部静脉抽血"每尾鱼血液

单独放于 117 9'离心管"9 L冰箱静置 29 = 后"

于 9 L温度下以 13 333 F59:3 离心 13 9:3"收集

上层血清"保存在 583 L冰箱中"用于测定溶菌

酶#'RH$活力)D7*"4活力)补体 -/ 和 )MH 含

量"上述指标的测定均按照南京建成试剂盒说明

书进行(

&'=(数据统计分析

实验数据采用 H:AF/;/TG,SA?0233/ 作初步

处理"用 *6**1013 软件分析处理"各组实验的差

异进行 #"3?7W2N &%".&$方差分析和 4>3A23

氏多重比较( 实验结果用平 均 值 B标准差

#9?23 B*4$表示"=A3137 时表示差异显著(

24结果

!'&(活性和灭活嗜冷杆菌 S[= 斜带对石斑鱼生

长性能的影响

如表 2 所示"实验全期各组存活率均为

133E"活性和热灭活嗜冷杆菌 *,6 对斜带石斑

鱼幼鱼生长性能有一定促进作用( 实验前期

#3 =/3 @$"实验组 D1 和 D2 的平均增重与对照

组相比分别提高 16118E和 ;1/;E"但差异不显

著#=D3137$%实验组 D1 和 D2 特定生长率均显

著高于对照组"分别提高 13130E和 6102E#=A

3137$%就增重率而言"实验组均显著高于对照

组"D1 组和 D2 组分别增加 131;/E和 13132E

#=A3137$%与对照组 D3 相比"实验组 D1 和 D2

饵料系数分别降低了 13168E和 9187E"但差异

不显著#=D3137$( 实验 /3 @ 时 D1 组的肝体指

数显著低于对照组 D3 和实验组 D2 #=A3137$"

肥满度分别提高6130E和 71;1E"但差异不显著

#=D3137$(

表 !(活性和热灭活嗜冷杆菌对斜带石斑鱼生长性能的影响

+,-'!([662"876,B0E2,C592,8G0C,"80E,825?+:!958-'!=253D'7C@/7K89D2/67/1,C"276@/74D2/C&!8)8)"2+

时间5@

K?F:/@

项目

:G?9;

D3 D1 D2

3 =/3

平均增重5M ;F> 101;; B1136 23129 B1176 1;168 B2138

特定生长率5E J>< 2168 B

3111

2

21;7 B

3130

O

2186 B

3121

O

增重率5E F>< 12/173 B

012/

2

1/010; B

9121

O

1/7188 B

61/3

O

饵料系数 E#< 113/ B3130 31;2 B3130 31;8 B3138

存活率5E J< 133 133 133

肝体指数5E 9JN 2167 B

3118

O

2122 B

3119

2

210; B

3117

O

肥满度5E #E 2190 B3122 2179 B3127 2162 B3127

3 =63

平均增重5M ;F> 28167 B

318/

2

/11;2 B

1129

O

/1170 B

2126

O

特定生长率5E J>< 21/9 B

3132

2

21/8 B

3132

O

21/; B

313/

O

增重率5E F>< 1;91;2 B

8123

2

220190 B

1103

O

210192 B

;102

O

饵料系数 E#< 112/ B

313/

2

1111 B

3136

O

1118 B

3139

2O

存活率5E J< 133 133 133

肝体指数5E 9JN 1170 B

3122

2

11/1 B

3121

O

1176 B

311;

2

肥满度5E #E 2193 B3127 2197 B311; 2199 B3119

注!同行标注不同小写字母表示差异显著#=A3137$ (

%/G?;!.20>?;U:G= @:TT?F?3G;>K?F;AF:KG;:3 G=?;29?F/U@?3/G:3M ;:M3:T:A23G@:TT?F?3A?#=A3137$1

44实验全期#3 =63 @$ "实验组 D1 和 D2 的平

均增重均显著性高于对照组 D3 #=A3137 $ "分

别提高了 11191E和 1311;E%实验组 D1 和 D2

的特定生长率显著高于 D3 对照组 #=A3137 $ "

分别提高 1013;E和 211/0E%实验组 D1 和 D2

的增重率也显著高于对照组"分别提高 1616;E

和 11179E#=A3137$ %实验组饵料系数均低于

对照 组"其 中" D1 组 显 著 降 低 ;106E # =A

88
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3137$ "D2 降低了 9130E"但无显著差异 #=D

3137$ ( 实验组的肝体指数和对照组相比均有

所降低"实验组 D1 显著低于对照组 D3 #=A

3137$ ( 实验组 D1 和 D2 的肥满度和对照组相

比有所增加"但差异不显著(

!'!(活性和热灭活嗜冷杆菌 S[= 对斜带石斑鱼

血清补体 >* 的影响

由图 1 所示"实验 /3 @ 时"实验组 D1 和 D2

血清 -/ 水平与对照组相比分别提高了 13168E

和 19190E"但差异不显著#=D3137$( 实验 63 @

时"与对照组相比"D1 组血清 -/ 水平显著提高了

/1167E#=A3137$"D2 组提高了 13172E"但差

异不显著#=D3137$( 说明活性和热灭活嗜冷杆

菌均能提高石斑鱼血清中补体 -/ 水平含量"但

热灭活嗜冷杆菌没有活性嗜冷杆菌效果明显(

图 &(斜带石斑鱼血清补体 >* 水平

柱状图上方标注不同小写字母表示各组间差异显著 #=A

3137$ "下同(

?0@'&(>71DB212C8>* B2E2B30C89232/41 76

@/74D2/C&!8)8)"2+

.20>?;U:G= @:TT?F?3G;>K?F;AF:KG;2O/J?G=?=:;G/MF29 @?3/G:3M

;:M3:T:A23G@:TT?F?3A?#=A3137$ "G=?;29?2;O?0/U1

!'*(活性和热灭活嗜冷杆菌 S[= 对斜带石斑鱼

血清 +GSW#活力的影响

由图 2 可知"实验 /3 @ 时"实验组 D1 血清 D7

*"4活力比对照组 D3 下降了 13190E"实验组

D2 比对照组D3 提高了 13126E%在第 63 天时"实

验组血清 D7*"4活力均高于对照组 D3"D1 和 D2

组分别提高了 62167E和 //1//E"其中 D1 显著

高于对照组#=A3137$(

!';(活性和热灭活嗜冷杆菌 S[= 对斜带石斑鱼

血清溶菌酶活力的影响

由图 / 可知"饵料中添加活性和热灭活嗜

冷杆菌对石斑鱼幼鱼血清溶菌酶活力有一定

的影响( /3 @ 时"实验组 D1 和 D2 血清溶菌酶

活性与对照组 D3 相比差异不显著"和 D3 组相

比"D1 组略低于 D3 组"D2 组提高了 1/106E%

63 @ 时"实验组 D1 和 D2 血清溶菌酶活力分别

比对照组 D3 提高了 /7198E和 121;3E"但差

异不显著(

图 !(斜带石斑鱼血清 +GSW#活力

?0@'!(+78,BSW#,"80E080230C89232/41 76

@/74D2/C&!8)8)"2+

图 *(斜带石斑鱼血清溶菌酶活力

?0@'*(P:37R:12,"80E080230C89232/41 76

@/74D2/C&!8)8)"2+

!'<(活性和热灭活嗜冷杆菌 S[= 对斜带石斑鱼

血清 @̂N 水平的影响

从图 9 可以看出"在第 /3 天时"实验组 D1 和

D2 血清 )MH 含量与对照组相比分别提高了

101/;E和 2613;E"但差异不显著( 实验 63 @

时"D1 组和 D2 组血清 )MH 含量显著高于 D3 组

#=A3137$"分别提高 7/189E和 96117E"提示

饵料中添加活性和热灭活嗜冷杆菌能显著提高石

斑鱼血清 )MH含量(

;8
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图 ;(斜带石斑鱼血清 @̂N 免疫球蛋白含量

?0@';(+92 @̂N "7C82C80C89232/41 76

@/74D2/C&!8)8)"2+

/4讨论

*'&(活性和热灭活嗜冷杆菌对斜带石斑鱼生长

性能的影响

H?FF:T:?0@ 等
&17'

指出"水产养殖中应用的益生

菌为活菌)死菌或微生物细胞成分"通过添加于饵

料或水体发挥功效"提高宿主的抗病力和生长性

能( 目前"活性益生菌提高水产动物生产性能的报

道有很多( 例如"芽抱杆菌能提高斑节对虾

#=/,$/(&8-,-"-,$

&16'

)河鲈#=/%!$ @2(5'$)'2'&$

&10'

和草鱼 ##)/,-+H$%*,L-"-, '"/22(&$

&18'

等的增重

率%乳酸杆菌能够提高尼罗罗非鱼 #0%/-!H%-8'&

,'2-)'!(&$ 仔鱼
&1;'

和日本比 目鱼 # =$%$2'!H)H*&

-2'5$!/(&$

&23'

的生长( 但是"有关灭活益生菌提

高鱼类生长性能的研究报道极少( +/;?:3:T2F

等
&21'

发 现 热 灭 活 酿 酒 酵 母 # J$!!H$%-8*!/&

!/%/5'&'$/$可促进欧洲鳇 #9(&- H(&-$幼鱼的生

长"并提高饲料利用效率( 本研究中"实验全期

#3 =63 @$两实验组的增重率和特定生长率均显

著高于对照组"而饵料系数均低于对照组"提示活

性和热灭活嗜冷杆菌均能促进斜带石斑鱼幼鱼的

生长"提高饲料利用效率(

研究表明"活性益生菌能提高鱼类消化酶"如

蛋白酶)淀粉酶和脂肪酶的活性"有利于肠道内营

养物质的消化吸收"进而促进鱼类生长
&8"22 52/'

(

*>3 等
&1/'

研究发现"嗜冷杆菌 *,6 体外实验不产

生蛋白酶)淀粉酶和脂肪酶等外源性消化酶类"但

可以诱导斜带石斑鱼幼鱼肠道蛋白酶和淀粉酶的

分泌"进而促进石斑鱼的生长"显著降低饵料系

数( 因此"我们推断本实验中活性嗜冷杆菌提高

石斑鱼生长可能与其酶活诱导作用有关( 但是"

灭活益生菌促进石斑鱼生长的机制目前尚不清

楚( 究其原因"可能有两点!首先"嗜冷杆菌经热

处理后"其菌体细胞内的糖类和蛋白质等营养物

质被石斑鱼所消化利用( 其次"灭活嗜冷杆菌可

以改善石斑鱼的健康状况"也有利于其生长( 但

是"灭活嗜冷杆菌能否诱导鱼类消化酶的分泌"尚

有待进一步的研究(

*'!(活性和热灭活嗜冷杆菌对斜带石斑鱼免疫

功能的影响

研究表明"活性和灭活益生菌均可增强鱼类

的非特异性免疫功能"但活菌效果通常优于灭活

菌
&29 526'

( 623:MF2=:等
&29'

报道"饲喂添加活性和

灭活鼠李糖乳酸杆菌 #G$!)-?$!'22(&%H$8,-&(&$

的饵料 23 @ 时"虹鳟#0,!-%H*,!H(&8*I'&&$血浆

中碱性磷酸酶活力均显著提高"且活菌组高于灭

活菌组( D2/V2等
&27'

发现饵料中添加活性和灭

活益生菌制剂 #含枯草芽孢杆菌)乳酸菌嗜酸乳

杆菌)酪酸梭菌和酿酒酵母等$均能提高尼罗罗

非鱼#0%/-!H%-8'&,'2-)'!(&$血浆溶菌酶活性)嗜

中性粒细胞迁移率和血浆的杀菌活性"且活菌作

用效果更佳( 623 等
&26'

发现饲料中添加活性和

热灭活的酪酸梭菌 ##2-&)%'"'(8 ?()*%'!(8$ -82

均可以显著提高#7''!H)H*&8''(*$血清和肠粘

膜中溶菌酶活力"并且活菌组具有更强的效果(

与前人研究结果一致"本实验中"饲喂活性嗜冷杆

菌 63 @ 时显著提高了斜带石斑鱼血清中补体 -/

水平和 D7*"4活性"灭活菌组中补体 -/ 和溶菌

酶活力与对照组相比也有所增加"但差异不显著(

'2Z2@/ 等
&20'

体外实验也得到类似结果!活性和热

灭活嗜冷杆菌 B612 均能在体外培养条件下诱导

大西洋鲑#>$"(&8-%H($$头肾吞噬细胞 M 型溶

菌酶)非特异性细胞毒性细胞受体蛋白 51 和促

炎性细胞因子的表达"且活菌的诱导效果优于灭

活菌(

研究表明"活性和灭活益生菌除能增强鱼类

的非特异性免疫功能外"也能提高鱼类特异性免

疫功能
&28'

( 在硬骨鱼类中")MH由 8细胞分泌"

存在于血液)胆汁和其它体液中"是特异性免疫最

重要的免疫介质
&2;'

( *>3 等
&1/'

发现"饲喂活性嗜

冷杆菌 /3 @ 和 63 @ 后斜带石斑鱼幼鱼血清中

)MH水平均上升( 623 等
&26'

也发现活性和灭活酪

酸梭菌 -82 均能提高鱼的血清和肠粘膜中总

免疫球蛋白水平"但活性益生菌组高于热灭活益

3;
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生菌组( 与上述报道一致"本研究结果显示饲喂

活性和热灭活嗜冷杆菌 63 @ 均能显著提高石斑

鱼幼鱼血清 )MH水平"且活菌组作用效果略强于

灭活菌组( 总之"热灭活嗜冷杆菌对石斑鱼特异

性和非特异性免疫功能的促进效果均低于活性嗜

冷杆菌"产生这种差异的具体机制目前尚不清楚"

但可能与各自的免疫调节介导途径不同有关
&/3'

(

综上所述"热灭活嗜冷杆菌能在一定程度上

促进斜带石斑鱼幼鱼的生长"提高饲料利用率"增

强石斑鱼免疫功能( 虽然总体应用效果略低于活

性菌"但鉴于灭活菌具有安全性高)生产储藏容易

和质量稳定等优势"在海水鱼养殖中的应用值得

深入研究(
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