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封面图说: 难得的湿地乔木———池杉池杉为落叶乔木,高达 25 米,主干挺直,树冠尖塔。 树干基部膨大,常有屈 膝状吐吸根,池
杉为速生树,强阳性,耐寒性较强,耐干旱,更极耐水淹,多植于湖泊周围及河流两岸,是能在水里生长的极少数的大
乔木之一,故有湿地乔木之称 。 池杉原产美国弗吉尼亚沼泽地,中国于本世纪初引种到江苏等地,之后大量引种南
方各省,尤其是长江南北 水网地区作为重要造树和园林树种而大量栽种。

彩图提供: 陈建伟教授摇 国家林业局摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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高浓度 CO2 引起的海水酸化对小珊瑚藻
光合作用和钙化作用的影响

徐智广1, 3,李美真1,霍传林2,于道德1,张振冬2,*,邵雁群4

(1. 山东省海水养殖研究所, 青岛　 266002; 2. 国家海洋环境监测中心,大连　 116023;

3. 厦门大学近海海洋环境科学国家重点实验室, 厦门　 361005; 4. 青岛市城阳区海洋与渔业局,青岛　 266109)

摘要:为了探讨 CO2海底封存潜在的渗漏危险对于海洋生物的可能影响,以大型钙化藻类小珊瑚藻(Corallina pilulifera)为研究

对象,在室内控光控温条件下,通过向培养海水充入 CO2气体得到 3 种不同酸化程度的培养条件(pH 8. 1、6. 8 和 5. 5),24h 后比

较藻体光合作用和钙化作用情况。 结果显示:相对于自然海水培养条件(pH 8. 1),在 pH 6. 8 条件下培养的小珊瑚藻光合固碳

速率得到了增强,而在 pH 5. 5 条件下光合固碳速率则降低;随着酸化程度的增强,藻体的钙化固碳速率越来越低,在 pH 5. 5 条

件下甚至表现为负值[(-2. 53±0. 57) mg C g-1干重 h-1];藻体颗粒无机碳(PIC)和颗粒有机碳(POC)含量的比值随着酸化程

度的加强而降低,这反映了酸化对光合和钙化作用的综合效应。 快速光反应曲线的测定结果显示:随着酸化程度的增强,强光

引起的光抑制程度越来越强;在酸化条件下,藻体的光饱和点显著降低,但 pH 6. 8 和 5. 5 之间没有显著差异;低光下的电子传

递速率在 pH 8. 1 和 6. 8 之间没有显著差异,pH 5. 5 培养条件下显著降低;最大电子传递速率在 pH 6. 8 时最大,在 pH 5. 5 时最

低。 以上结果说明,高浓度 CO2引起的海水酸化显著地影响着小珊瑚藻的光合和钙化过程,不同的酸化程度下,藻体的光合、钙
化反应不同,在较强的酸化程度下(pH 5. 5),藻体的光合和钙化过程都将受到强烈的抑制,这些结果为认识 CO2海底封存渗漏

危险对海洋钙化藻类的可能影响提供了理论参考。
关键词:CO2;海水酸化;小珊瑚藻;光合作用;钙化作用;快速光反应曲线

Effects of CO2-induced seawater acidification on photosynthesis and calcification
in the coralline alga Corallina pilulifera
XU Zhiguang1, 3, LI Meizhen1, HUO Chuanlin2,YU Daode1, ZHANG Zhendong2, *, SHAO Yanqun4

1 Mariculture Institute of Shandong Province, Qingdao 266002, China
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Abstract: Increasing atmospheric CO2 is causing global public concern and seabed sequestration is one possible method of
carbon reduction. However, studies on the potential risk of CO2 leakage and its possible effects on the marine environment
are still very limited. To investigate such possible effects on sensitive marine organisms, coralline algae, Corallina
pilulifera, were cultured under controlled conditions: 20℃, 100μmol photons m-2 s-1 and a light period of 12h. Three
treatments were set at acidities of pH 8. 1, 6. 8 and 5. 5, by aerating natural seawater with pure gaseous CO2 . After 24
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hours, photosynthesis and calcification rates of C. pilulifera cultured at different pH levels were determined. The rate of
photosynthetic carbon fixation was enhanced at the pH of 6. 8 and was inhibited at the pH of 5. 5, compared with the algae
grown in the seawater control (pH 8. 1) . The rate of calcified carbon fixation was depressed with decreasing pH, and even
exhibited a negative value [(-2. 53±0. 57) mg C (g DW) -1 h-1]　 at pH 5. 5. Additionally, with the decrease in pH, the
ratio of particulate inorganic carbon (PIC) to particulate organic carbon (POC) content in the algae, measured with a vario
TOC cube, decreased remarkably, which reflected the comprehensive effects of CO2 - induced seawater acidification on
photosynthesis and calcification. Rapid light curves of algae cultured at different pH levels, which indicated the responses
of electron transport rates (ETR) in photosystem II (PS II) to irradiance, were determined by pulse amplitude modulated
chlorophyll fluorescence (PAM). The results showed that the photoinhibition term (a) increased with the decrease in pH,
indicating that algae grown at lower pH levels experience greater photoinhibition. The light saturation point (Ik) decreased
significantly under the CO2-induced acidification conditions, though a significant difference was not found between pH of
6. 8 and 5. 5. The initial slope of the rapid light curve (α), reflecting the efficiency of the electron transport rate at low
irradiance, was lower at pH 5. 5 than at the other two levels, while there was no significant difference between pH 8. 1 and
6. 8 levels. The maximum relative electron transport rate (rETRmax) exhibited the highest value in algae cultured at pH 6. 8
and the lowest at pH 5. 5. According to these results, we concluded that CO2 -induced seawater acidification noticeably
affected the photosynthesis and calcification of C. pilulifera, and different degrees of acidification caused different responses
of photosynthesis and calcification. At the lowest pH level ( pH 5. 5), both the photosynthesis and calcification of C.
pilulifera were significantly inhibited. These results provide a reference for studies on the risk of CO2 leakage from seabed
sequestration methods on the physiology and ecology of marine coralline algae.

Key Words: CO2; seawater acidification; Corallina pilulifera; photosynthesis; calcification; rapid light curves

自工业革命以来,人类活动的排放使得大气中 CO2浓度不断升高,专家预测到本世纪末大气中 CO2的浓

度将升高一倍[1]。 大气 CO2浓度的升高导致了一系列环境问题,如,全球变暖、海洋酸化、海平面升高、水循环

异常、海洋上部混合层浅化等等。 CO2问题已经引起了社会各界的广泛重视。
多年来,科研工作者一直着眼于探讨有效的措施来减缓大气 CO2浓度的升高及其带来的全球环境问题。

其中,海底封存技术是最引人关注的一种 CO2隔离处理方案。 CO2海底封存是将工业排放的 CO2进行收集,以
不同形式(气体、液体、固体或水合物)注入到海底,让其在高压低温条件的海底长期封存[2],对这一方案的可

行性及技术研究方面已经有很多报道[3-5],但是,由于这一措施具有潜在的 CO2渗漏风险,其直接的后果是引

起局部 pH 值的急速降低和碳酸盐系统的改变[6],由此导致的对海洋环境和海洋生物的可能影响是我们必须

考虑的问题[7],但相关的研究、尤其是对藻类的研究还非常缺乏。
小珊瑚藻(Corallina pilulifera Post et Ruprecht)属于红藻门(Rhodophyta)、真红藻亚纲(Florideae)、珊瑚藻

目(Corallinace)、珊瑚藻科(Corallinaceae)、珊瑚藻属(Corallina),是一种常见的大型钙化藻类,目前对其化学

成分分析[8-9]及其对赤潮藻克生效应方面[10-11]的研究已经有一些报道。 另外,小珊瑚藻是 CO2浓度升高引起

海水酸化的重要敏感生物种之一,容易受到空气和海水中 CO2浓度的双重影响,研究表明,CO2浓度升高会降

低该藻的钙化速率,对其生长产生抑制[12-13]。 目前我国一项 863 重点项目“二氧化碳封存技术研究”已在位

于天津市塘沽区近岸的渤海湾盆地开展试验性封存,该项目为分析海底 CO2封存泄漏对近岸生物的可能影响

提供了一个良好的试验场。 本研究以小珊瑚藻为材料,力图在室内可控条件下探讨 CO2海洋封存渗露所引起

的海水酸化对其光合作用和钙化作用的影响,以此引起人们对 CO2海底封存的渗漏危险对海洋生物可能影响

的重视。
1　 材料方法

1. 1　 材料

　 　 小珊瑚藻(Corallina pilulifera Post et Ruprecht),采自厦门鼓浪屿潮间带,样品采集后置于低温盒(5℃)在
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0. 5 h 内运到实验室。 藻体经灭菌海水冲洗干净并去除表面附着物,然后选择健康一致的个体于光照培养箱

中预培养 24 h 后用于实验。 预培养的光温条件为:温度 20 ℃,光照强度 100 μmol 光子 m-2 s-1,光暗比为

12 h ∶12 h。 　
1. 2　 不同培养条件的设置

实验设置 3 个不同 pH 值的培养条件:8. 1、6. 8 和 5. 5,各 3 个平行,pH 值使用经标准液校正的 pH 计

(FE20, Mettler Toledo, Switzerland)测定。 pH 值 8. 1 的处理为自然海水,6. 8 和 5. 5 的 pH 值通过向自然海水

充不同纯 CO2气体的量获得,充气时用 pH 计即时监测海水 pH 值变化,当 pH 达到所需值时停止充气,放入藻

体进行静水培养,培养密度为 3 g / L,光照培养箱控制培养温度为 20 ℃,光照强度为 100 μmol 光子 m-2 s-1,光
暗比为 12 h ∶12 h。 培养过程监测 pH 值,3 h 内 pH 8. 1、6. 8 和 5. 5 三个处理的 pH 值分别升高了 0. 4、0. 5 和

0. 2 个单位。 因而每隔 3 h 向各处理的培养液中充 CO2气体调节 pH 到设置的值。 24 h 后测定不同处理下小

珊瑚藻的光合作用和钙化作用。
1. 3　 总碱度测定及海水碳酸盐系统各成份含量的计算

各个处理培养海水的总碱度(TA)通过电位滴定仪(DL15, Mettler-Toledo, Switzerland)直接测定。 海水碳

酸盐系统其他成分的含量,如总的无机碳浓度(TC)、溶解 CO2、HCO-
3 和 CO2-

3 浓度,根据已知的 TA和 pH 值以

及海水的盐度、温度和各种营养盐浓度等参数条件,利用 CO2SYS 软件计算得到[14]。
1. 4　 藻体中碳成分的含量测定

小珊瑚藻在不同处理下培养 24h 后,各取样品于 50 ℃下烘干并研磨成粉状,称取 1. 0 mg 左右的样品粉

末,用玻璃微纤维滤纸包裹放于不密封的试管中,试管暴露于浓盐酸挥发形成的酸雾条件下酸熏 24 h,以除去

样品中的颗粒无机碳(PIC),然后再次烘干,用作测定样品。 待测样品通过碳氮分析仪(TOC / TNb Analyzer,
vario TOC cube, Elemental Analysensysteme GmbH, Germany)测定,直接得到碳颗粒含量。 经过酸熏处理的样

品测定结果为藻体内的颗粒有机碳(POC)含量,未经酸熏处理的样品测定结果为总的碳颗粒含量,减去 POC
的量即为藻体颗粒无机碳(PIC)含量。
1. 5　 钙化速率和光合速率的测定

分别测定不同培养条件下的小珊瑚藻在一定时间间隔内(本实验为 3 h)PIC 和 POC 含量(用碳氮分析仪

测定)的变化,用 PIC 含量的增加速率表示藻的钙化固碳速率(Cn),用 POC 含量的增加速率表示光合固碳速

率(Pn)。
1. 6　 快速光反应曲线的获得

取不同条件下培养 24 h 后的材料活体,通过叶绿素荧光仪(XE-PAM, Walz, Germany)直接测定不同光强

(Ⅰ)下小珊瑚藻光系统Ⅱ的相对电子传递速率( rETR),光强设置 272、397、597、843、1205、1638、2242、3060
μmol 光子 m-2 s-1等 8 个梯度。 相对电子传递速率-光强曲线( rETR-I curve)、即快速光反应曲线通过以下公

式拟合[15]:rETR = I / (aI2+ bI + c),式中 a、b、c 为常数,a 为光抑制项值,代表着藻体电子传递在高光强下的

受抑制程度,光饱和点( Ik)、电子传递效率(α,即快速光反应曲线的初始斜率)和最大电子传递速率( rETRmax)
分别通过以下公式计算得到:Ik = (c / a) 0. 5;α = 1 / c;rETRmax = 1 / [b + 2(ac) 0. 5]。
1. 7　 统计分析

所有数据表示为:平均数±标准差(n≥3),用单因子方差分析(One-way ANOVA)和 t-检验分析比较不同

处理之间的差异性,差异显著性水平设置为 P = 0. 05。
2　 结果

2. 1　 海水碳酸盐系统

向海水中充入 CO2气体,在降低 pH 值的同时,会改变海水的碳酸盐系统平衡,使海水中各种无机碳形式

的浓度发生变化。 通过充入 CO2调节培养海水 pH 值为 8. 1、6. 8 和 5. 5 等 3 个梯度,3 种处理中各种无机碳

形式的浓度如表 1 所示。 随着 pH 值的降低,海水中溶解的总无机碳(TC)、CO2以及 HCO-
3 浓度都出现了不同
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程度的上升。 与自然海水(pH 8. 1)相比,pH 6. 8 和 pH 5. 5 处理的 TC 浓度分别升高了约 26%和 382% 。 其

中,CO2浓度分别升高了约 23 倍和 480 倍;HCO-
3 浓度分别升高了约 17%和 20% ,并且二者之间没有显著性

差异(P = 0. 095);而 CO2-
3 浓度则出现了急剧的下降,由(161. 31±1. 77)μmol / L 分别降低到(9. 27±0. 12)

μmol / L 和(0. 48±0. 01)μmol / L。

表 1　 不同 pH 值处理下海水碳酸盐系统各成分的浓度(μmol / L)

Table 1　 Concentrations of various components of seawater carbonate system under different pH levels

pH 8. 1 pH 6. 8 pH 5. 5

TC 2153. 30±42. 25a 2719. 07±34. 80b 10375. 91± 89. 41c

CO2 16. 65±0. 61a 393. 59±5. 03b 8012. 28±69. 04c

HCO-
3 1975. 33±43. 41a 2316. 22±29. 65b 2363. 16±20. 36b

CO2-
3 161. 31±1. 77a 9. 27±0. 12b 0. 48±0. 01c

　 　 同一行中不同的小写字母上标表示数值之间存在显著性差异(P < 0. 05)

2. 2　 钙化作用和光合作用

不同的 pH 值培养条件下,小珊瑚藻的钙化速率和光合速率表现出明显的差别(图 1, A)。 随着 pH 值的

降低,钙化速率明显降低,当 pH 值降到 5. 5 时,甚至表现出负值((-2. 53±0. 57) mg C g-1干重 h-1)。 光合作

用速率则表现出不同的趋势,在 pH 6. 8 时达到最大值((5. 96±0. 44) mg C g-1干重 h-1),比 pH 8. 1 时的速率

升高了约 53% ,而 pH 5. 5 时达到最小值((3. 01±0. 25) mg C g-1 干重 h-1),比 pH 8. 1 时的速率降低了约

23% 。 不同培养条件下钙化速率和光合速率的比值如图 1, B 所示,在自然海水 pH 8. 1 的条件下,钙化与光

合速率的比值为(1. 14±0. 28),随着 pH 值的降低,这一比值显著的降低(P = 0. 007; P = 0. 000),在 pH 6. 8
和 pH 5. 5 时分别降低到(0. 26±0. 08)和(-0. 85±0. 23)。

由于不同培养条件下小珊瑚藻的钙化和光合作用速率之间的差异,使得 24 h 培养后其藻体内 PIC 和

POC 的积累也呈现了明显的不同,二者含量的比值如图 2 所示。 pH 8. 1 时,藻体 PIC 和 POC 含量比值为

(1． 20±0. 11),在 pH 6. 8 和 pH 5. 5 的条件下,这一比值分别为(1. 08±0. 04)和(0. 85±0. 12),与 pH 8. 1 相比

下降了 10%和 29% 。

　 图 1　 不同 pH 值处理下小珊瑚藻的固碳速率

Fig. 1 　 Rate of carbon fixation in C. pilulifera cultured under

different pH levels

不同的小写字母表示处理间具有显著性差异(P <0. 05);钙化与

光合速率比值中的虚线处比值为 1∶1

　 图 2　 不同 pH 值处理的小珊瑚藻体内无机碳和有机碳含量的

比值

Fig. 2 　 Ratio of PIC to POC in C. pilulifera cultured under

different pH levels

不同的小写字母表示处理间具有显著性差异(P <0. 05);虚线处

比值为 1∶1
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图 3　 不同 pH 值处理下小珊瑚藻的快速光反应曲线

　 Fig. 3　 rETR vs irradiance curves in C. pilulifera cultured under

different pH levels

2. 3　 快速光反应曲线

不同 pH 值条件下培养 24 h 后,通过活体叶绿素荧

光方法获得小珊瑚藻的快速光反应曲线,在不同处理之

间,光系统Ⅱ的电子传递速率对于光强变化的响应表现

出明显的差别(图 3),光反应曲线参数如表 2 所示。 随

着培养条件中 pH 值的降低,光抑制项值(a)显著增大

(P = 0. 011; P = 0. 000),这说明在低 pH 值条件下培

养的小珊瑚藻,其电子传递速率受到高光强的抑制程度

要显著高于在较高 pH 值下培养的藻体。 光饱和点在

pH 6. 8 和 5. 5 两个处理中没有显著性差异 ( P =
0． 186),但都显著低于 pH 8. 1 处理(P = 0. 041; P =
0. 039),与 pH 8. 1 相比下降了 70%左右。 电子传递效

率(α) 在 pH 8. 1 和 6. 8 之间没有显著差异 ( P =
0． 882),但 pH 5. 5 处理中下降了约 78% ,这表示在低

光强下,pH 5. 5 处理的藻体电子传递速率要低于另外

两个处理。 最大电子传递速率在 pH 6. 8 中达到最高值(97. 07±0. 76),在 pH 5. 5 处理中最小(38. 49±2. 34)
这说明 pH 值降低一定程度时(pH 6. 8),对最大电子传递速率具有促进作用,而 pH 继续降低(pH 5. 5),对最

大电子传递速率则转变为抑制作用。

表 2　 不同 pH 值处理下小珊瑚藻的快速光反应曲线参数表

Table 2　 Parameters of rETR vs irradiance curves in C. pilulifera cultured under different pH levels

pH 8. 1 pH 6. 8 pH 5. 5

光抑制项值 (a) (5. 32±2. 96)×10-7 a (4. 94±1. 70)×10-6b (2. 00±0. 00)×10-5 c
光饱和点 ( Ik) / (μmol 光子 m-2 s-1) 5324. 06±714. 94 a 1579. 70±39. 04 b 1517. 57±55. 01 b

电子传递效率 (α) 0. 09±0. 01 a 0. 09±0. 04 a 0. 02±0. 00 b
最大相对电子传递速率 ( rETRmax) 61. 16±11. 45 a 97. 07±0. 76 b 38. 49±2. 34 c

　 　 同一行中不同的小写字母上标表示数值之间存在显著性差异(P < 0. 05)

3　 讨论

本研究通过向自然海水中充 CO2气体来降低 pH 值,以此来模拟 CO2海底封存的渗漏条件,在此基础上探

讨在不同 pH 值培养条件下小珊瑚藻的光合作用和钙化作用响应,结果显示:钙化作用随着 pH 值降低而受到

抑制,而光合作用在 pH 值 6. 8 时受到促进,在 pH 5. 5 时表现为抑制。
CO2从大气溶入海水,由于碳酸盐系统的存在,达到如下平衡:CO2(at)⇔CO2(aq) + H2O ⇔ H2CO3⇔ H+

+ HCO-
3⇔ 2H+ + CO2-

3 。 增加溶入海水中 CO2的量,在降低 pH 值的同时,会导致碳酸盐系统发生改变,引起

CO2(aq)、H+和 HCO-
3 浓度增加,CO2-

3 的浓度下降,同时导致 CaCO3的饱和度降低[16-18]。
珊瑚藻类通过两种方式固定 CO2:光合作用和钙化作用[19]。 光合作用是以 CO2和 HCO-

3 为底物,把无机

碳合成有机物的过程。 本研究中向培养水体中充入高浓度的 CO2,使 pH 值降低(如降至 pH=6. 8)的同时,引
起培养海水中 CO2和 HCO-

3 的浓度增加,这为光合作用提供了更充足的底物,因而导致了小珊瑚藻光合作用

的升高。 高浓度 CO2对光合作用的促进作用在多种大型海藻中都已报道[20-22]。 但是,这些研究中通过 CO2调

节的培养海水 pH 值最低为 7. 0 左右,这种设定是基于 21 世纪末大气 CO2 浓度达到 800—1000 ppmv 的推

测[23],而 CO2海底封存渗漏的酸化作用可使附近区域的 pH 降低至 6. 0 以下[24]。 本研究中通过充入纯 CO2

气体调节 pH 值至 5. 5,在这么低的 pH 值下,海藻的一切生理活动都将受到影响,光合固碳的关键酶 Rubisco
以及 CO2浓缩机制的重要酶碳酸酐酶将部分或全部失活[25],最终导致对小珊瑚藻光合作用的抑制。
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钙化作用是把 CO2固定为 CaCO3过程,CO2浓度升高对钙化作用的影响国际上有两种截然不同的观点。
Riebesell 等认为 CO2浓度升高引起海水中 CO2-

3 浓度和 CaCO3饱和度的降低,同时使得 H+浓度升高,这将引起

钙化藻钙化作用的抑制[26]。 而 Iglesias-Rodriguez 等则认为,由于钙化作用以 HCO-
3 为直接底物,CO2浓度升高

会引起 HCO-
3 浓度的升高,这对钙化藻的钙化作用是一种促进[27]。 本研究的结果与 Riebesell 等的结果类似,

在提高 CO2充气量的时候,小珊瑚藻的钙化作用受到了抑制,藻体中无机碳和有机碳的比值出现了降低。 但

是,Gao 等在 1993 年对小珊瑚藻的研究中发现,在维持培养水体 pH 值稳定的条件下,增加水体中无机碳的含

量会提高藻体的钙化速率[12]。 因而,本研究结果中钙化速率的降低,可能是 pH 值和无机碳浓度变化的综合

效应。 而当培养海水 pH 值进一步降到 5. 5 时,钙化速率甚至表现为负值,这可能是过多的 H+使得小珊瑚藻

的钙化组织部分溶解所造成。 实际上,在颗石藻和珊瑚的研究中已经发现,长期的低 pH 值培养会导致颗石

藻钙化层的明显变薄[28]和珊瑚钙化“骨骼”的完全消失[29]。
快速光反应曲线是藻类光系统Ⅱ中电子传递速率对光照强度变化的快速响应曲线,而电子传递与藻体的

固碳、放氧过程密切相关,因而,快速光反应曲线是评价藻类光合作用变化的快速、有效的指标[30]。 本研究中

发现,不同 pH 值培养下小珊瑚藻的快速光反应曲线表现出显著的差异性,随着酸化程度的加重,藻体受到的

光抑制程度逐步加重,光饱和点明显降低,这些结果说明在酸化条件下小珊瑚藻对强光照射更加敏感。 Gao
和 Zheng 在对无柄珊瑚藻(Corallina sessilis)的研究中也发现,酸化条件下藻体光合作用更容易被紫外辐射所

抑制[14]。 大型钙化藻类的钙化层一般位于细胞壁或细胞间隙[31],这在一定程度上降低了藻细胞对于光照的

敏感性,起到了强光保护的作用。 但是在酸化条件下,由于钙化速率的降低及藻体无机碳含量的减少,钙化层

变得越来越薄[28],这使得藻细胞部分的失去了对强光的抵御能力,造成了对光敏感性的加强。
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