
 2016年7月 重庆师范大学学报(自然科学版) Jul.2016
第33卷 第4期 JournalofChongqingNormalUniversity(NaturalScience) Vol.33 No.4

 DOI:10.11721/cqnuj20160402

川中丘陵区农业源头沟渠反硝化速率特征及其影响因素
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摘要:农业源头沟渠是连接农田排水与河流的重要通道,对农业非点源污染物具有 很高的削减作用。反硝化作用是沟渠

水体氮污染去除最彻底的机制,但目前相关研究缺乏。利用改进的乙炔抑制法研究川中丘陵区农业源头沟渠沉积物反硝

化作用的速率、季节变化及影响因素,以期为长江上游农业水环境保护提供新的思路。结果表明:1)农业源头沟渠沉积物

反硝化速率变化范围在0.31~43.11mg·m-2·h-1之间,平均值为10.45mg·m-2·h-1;2)沟渠反硝化速率具有明显

的季节差异,冬季沟渠沉积物反硝化速率普遍偏低,而夏季则具有较强的反硝化作用,不同季节的反硝化速率大小顺序

为:夏季>春季>秋季>冬季;3)沟渠反硝化作用受水文条件、水体沉积物碳氮浓度等因素影响。其中,水文条件不同的

区域反硝化速率的大小顺序为:间歇滞水区>干湿交替区>常年淹水区;沉积物和上覆水NO-3-N,DOC浓度与反硝化速

率之间具有显著的正相关关系。总体来说,川中丘陵区农业源头沟渠具有较高的反硝化速率,通过增加碳源或改善水文

条件能有效地促进沟渠沉积物的反硝化作用,从而极大地提高农业源头沟渠对非点源氮污染的截控能力。
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农业源头沟渠是一种常见的连接各个农业区的土地利用类型[1-2],水和污染物通过地表径流、壤中流和地下

径流在沟渠传输[3]。农业源头沟渠中氮循环的重要环节有铵化作用、硝化作用、矿化作用、脱氮和固氮作用,而
影响沟渠中氮素去除的机制主要有3种:沉积泥沙的吸附机制、植物吸收机制和反硝化脱氮机制[4-5]。这几种作

用机制中,最彻底的是微生物的反硝化脱氮机制,沟渠氮素能通过反硝化过程永久的被去除[6]。
农业源头沟渠反硝化研究是目前国际上氮素研究的热点[7]。一般认为,反硝化能力的大小受3种条件的影

响:1)水体有机碳浓度;2)温度;3)水体硝态氮浓度[8-10]。其中,温度是影响反硝化率最关键的环境因子。这是

由于反硝化细菌的活性随着温度的升高而升高,当温度达到30~35℃时,反硝化率最高。而且较高的温度可促

进矿化和硝化作用,从而为反硝化提供更多的硝酸盐[11]。近年来的研究发现,植被、沟渠地形、沉积物等也都能

影响沟渠反硝化率[12-14]。例如,Annelies等人利用15N示踪技术研究了大型挺水植物、浮游植物和沉水植物对沟

渠反硝化作用的影响,发现反硝化速率明显受大型挺水植物类型的影响,浮游植物由于能明显降低水体氧气浓

度而具有最高的反硝化率。Matthew等人利用乙炔抑制法探讨了沟渠形态变化对底泥反硝化的影响,发现农业

溪流河床反硝化空间变异性高与河床有机物质、沉积物细颗粒尺寸以及河床地形有关。目前,国内关于农业源

头沟渠反硝化作用的研究尚未见报道。
川中丘陵区位于长江上游腹地,由于降雨径流冲刷,形成了很多天然的排水沟渠。这些沟渠由深度不到

1m、宽度为1m到数米的系列浅沟组成。在湿润期,沟渠通过地表径流和地下水将水排出;而在干旱期,沟渠则

通过渗透作用将水排出。目前,伴随面源污染快速蔓延,沟渠水体富营养化已经成为该区域主要的环境质量问

题。多年监测结果显示,沟渠水体总氮浓度常年维持在3mg·L-1以上,远高于水体富营养化临界浓度[15]。川

中丘陵区沟渠具备洼坑、高差跌落和小型积水的特点,加之湿润气候使植被生长迅速,自然沟渠内水花生、鱼腥
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草、土地瓜、菖蒲等植物生长旺盛,植被茂密,低洼处大量水陆两栖植被形成基本稳定的小型湿地。这些条件都

可为沉积物反硝化作用提供了良好的场所和丰富的碳源。可预见,反硝化作用对川中丘陵区沟渠水体氮素去除

具有重要作用。因此,本文通过野外定位试验,研究川中丘陵区农业源头沟渠沉积物反硝化速率及其季节变化,
以期弄清该区农业源头沟渠沉积物反硝化作用的过程与机制,为当地乃至长江上游水环境氮素污染去除提供科

学支撑。

1材料和方法

1.1研究区概况

野外观测试验依托中国科学院盐亭紫色土农业生态试验站(105°27′E,31°16′N)。该站位于四川盆地中北

部的盐亭县林山乡,地处涪江支流弥江、湍江的分水岭上。区域属中亚热带湿润季风气候,年均气温17.3℃,极
端最高气温40℃,极端最低气温-5.1℃;多年平均降雨量826mm,但分布不均,春季占5.9%,夏季占65.5%,
秋季占19.7%,冬季占8.9%,无霜期为294d。土壤为紫色土,田间持水量为28.1%~37.8%,凋萎湿度为

5.4%~7.7%。

1.2试验设计

选取试验站内一条农业源头沟渠作为研究对象。该沟渠位于小流域中部,上部土地利用类型以坡耕地为

主,沟渠植物生长茂盛。流域内高低落差明显,所选沟渠具有明显的干湿交替过程,旱季沟渠内上覆水较少甚至

干涸,雨季沟渠水深受降雨影响变化明显。沟渠总长1000m,高低落差50m,沟渠上游受径流冲刷和坡度的影

响沉积物较少。本文研究区位于沟渠下游稍平缓处,观测段面长约200m,沟渠宽度最大为2.3m,最窄为0.8m。
根据淹水条件的不同,观测段面可以分为干湿交替区、间歇滞水区、常年淹水区。分别于1月20日、4月11日、7月

6日、9月11日在沟渠干湿交替区、间歇滞水区、常年淹水区、出口处(间歇滞水区)采集沉积物和上覆水样。利

用沉积物采样器采集0~20cm表层沉积物混合样品,装入聚乙烯袋中密封,放入冷藏箱保存,送回实验室3h内

进行反硝化培养实验,每个区域采集三个重复样。同时,利用水样采集器在所选段面内采集表层混合水样(至少

3点混合),用洗净的聚乙烯塑料瓶(稀硫酸浸泡,自来水冲洗3次,高纯水冲洗3次,样品采集时沟渠水冲洗3
次)收集500mL混合水样,放入冷藏箱保存,然后送回实验室进行分析,24h内分析完毕。如来不及分析,则用

0.45μm滤膜抽滤,滤液加硫酸酸化至pH<2放置4℃冰柜中待测并于一周内分析完毕。

1.3实验方法

1.3.1改进的乙炔抑制法 沟渠沉积物反硝化速率采用改进的乙炔抑制法测定。传统的乙炔抑制法是通过乙炔

抑制剂使反硝化过程停留在N2O阶段,根据N2O的产量估算反硝化速率。而改进的乙炔抑制法在原有的基础

上添加氯霉素来抑制反硝化酶的重新合成,同时减小培养瓶对沉积物反硝化曝气的抑制作用[16]。该方法具有培

养时间短、灵敏度高、重现性好的优点,适用于疏松的沉积物和低浓度NO-
3 的水体,易于大量复制反硝化过程的

时间和空间[14]。具体实验方法为:首先将沉积物过2mm筛使其均质化,再在250mL培养瓶中加入(60±0.5)g
的沉积物样品,再加入沉积物上覆水样10mL,之后加入5mL的0.21mol·L-1的氯霉素,每个沉积物样设置

三个平行。然后注入高纯度氦气冲刷5min,以排除培养瓶中空气。然后添加乙炔气体15mL实现8%~10%
的C2H2 顶空浓度。将培养瓶置于水浴恒温同步培养箱中,以现场采样温度(采用JM624型便携式测温计测得)
进行培养,分别在0,1,2,3,4h时采集气体测定 N2O 浓度。N2O 浓度用 Agilent7890A 和 Agilent7890B
(USA)气相色谱仪分析。

1.3.2沉积物、上覆水理化性质测定方法 沉积物 NH+
4-N、NO-

3-N、DOC采用0.5molK2SO4 浸提(水土比

5∶1),过0.45μm 微孔滤膜,用德国生产的连续流动分析仪(AA3,SEAL,German)测定。上覆水需先经

0.45μm微孔滤膜进行过滤,过滤液用连续流动分析仪测定NH+
4-N、NO-

3-N、DOC;上覆水样原液采用过硫酸钾

氧化,紫外分光光度法测定总氮(TN)。

2.4数据处理与统计分析

反硝化速率计算方法如下:

f=V
A
·Δm
Δt
·28
44
。 (1)

式中,f为反硝化速率(单位:mg·m-2·h-1);V 为培养瓶顶空体积(单位:m3);A 为培养瓶固定部分的覆盖面
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积(单位:m2);Δm/Δt为单位时间内反硝化培养过程N2O的浓度差(单位:mg·m-3·h-1)[17],2844
为N2O中氮

的分子量所占比例。实验数据使用利用SPSS20.0和Excel进行统计与分析,利用最小显著差异法(LSD)和多

重比较分析不同数据组间的显著差异(p<0.05),采用Pearson相关分析对沟渠沉积物和水体NH+4-N,NO-3-N,

TN,DOC浓度与反硝化速率进行相关关系分析。利用软件Origin9制图。文中反硝化速率是指N2O中氮素的

释放速率(单位:mg·m-2·h-1)。

3结果与讨论

3.1沉积物和上覆水理化性质

农业源头沟渠不同干湿分区沉积物及上覆水理化性质见表1。从沉积物和上覆水体碳氮浓度的标准偏差得

知不同干湿分区碳氮浓度变化范围较大,这是由于采样时间的不同,沟渠沉积物和水样碳氮浓度呈现出显著的

时间变异。其中,沟渠沉积物铵态氮浓度范围在2.09~11.87mg·kg-1之间,各干湿分区铵态氮浓度均值差异

小,出口处铵态氮浓度均值最高为6.01mg·kg-1;硝态氮浓度范围在0.04~4.11mg·kg-1之间,干湿交替区

硝态氮浓度均值(2.27mg·kg-1)最高,常年淹水区和间歇滞水区差异不明显,出口处浓度最低。农业源头沟渠

沉积物DOC浓度介于11.3~64.03mg·kg-1之间,DOC浓度最大值和最小值均出现在干湿交替区。淹水早

期,沉积物中的微生物通过渗透调节作用将大量含碳化合物从细胞体内排出,导致短时间内沉积物中溶解性有

机碳量迅速升高,沟渠沉积物溶解性有机碳在淹水早期(4月)达到最大值[18]。此外,淹水环境激发了微生物活

性,对碳源的利用率升高,能够快速分解利用累积的活性有机质,导致土壤DOC的迅速降低,在淹水中期(7月)
达到最低值[19]。

农业源头沟渠上覆水体pH值在6.82~8.25之间,总体上偏碱性。沟渠上覆水TN浓度在0.42~8.82mg·L-1

之间,水体总氮最高值8.82mg·L-1出现在干湿交替区,出口处总氮平均浓度最低为0.5mg·L-1;铵态氮浓

度在0~0.46mg·L-1之间;硝态氮最低值和最高值均位于干湿交替区,分别为0.02mg·L-1和7.2mg·L-1。
沟渠水体DOC浓度在0.41~4.58mg·kg-1之间,其最大值和最小值同沟渠沉积物硝态氮浓度分布规律一致

均位于干湿交替区,而且川中丘陵区的农业源头沟渠DOC浓度均值显著低于三江平原旱田和水田沟渠水体

DOC浓度均值(分别为6.99mg·L-1和6.82mg·L-1)[20]。

表1 农业源头沟渠沉积物和上覆水理化性质

Tab.1 Chemicalandphysicalpropertiesofsedimentandwaterinagricultureheadwaterditch

干湿分区

沉积物 水体

含水率/%
NH+

4-N/

(mg·kg-1)
NO-3-N/

(mg·kg-1)
DOC/

(mg·kg-1)
pH值

NH+
4-N/

(mg·L-1)
NO-3-N/

(mg·L-1)
DOC/

(mg·L-1)
TN/

(mg·L-1)

干湿交替区 44.62±6.30 4.45±1.58 2.27±1.93 33.86±21.097.41±0.710.10±0.101.55±2.532.56±1.292.19±2.99

常年淹水区 65.44±8.39 4.14±1.79 0.95±1.24 25.85±17.957.22±0.240.14±0.151.79±2.622.55±0.672.19±2.49

间歇滞水区 63.62±5.78 3.95±1.66 1.38±2.17 36.16±17.817.42±0.520.20±0.181.33±2.282.03±0.841.82±1.86

出口 46.04±10.02 6.01±5.08 0.33±0.38 36.88±17.417.32±0.710.18±0.181.34±2.271.92±0.770.5±0.09

3.2沟渠反硝化速率

川中丘陵区地势起伏,造成排水沟渠高低落差明显,高低落差造成了山丘区排水沟渠快速的干湿交替过程。由

表2可知,农业源头沟渠沉积物反硝化速率在0.31~43.11mg·m-2·h-1之间,平均值为10.45mg·m-2·h-1。
反硝化速率的最高值出现在干湿交替区,最低值在出口处(表2)。间歇滞水区反硝化速率均值最高为16.33mg·

m-2·h-1,其次为干湿交替区为15.96mg·m-2·h-1,常年淹水区为10.26mg·m-2·h-1,出口处反硝化速

率平均值最低为4.46mg·m-2·h-1。多重比较结果显示,干湿交替区和间歇滞水区反硝化速率差异不显著,
但均明显高于常年淹水区。农业源头沟渠干湿交替区和间歇滞水区的干湿交替过程促进了沉积物有效氮的矿

化作用,为复水后的淹水厌氧环境下沟渠沉积物反硝化作用提供氮源。另一方面干湿交替过程导致沟渠系统微

生物生境的剧烈变化,从而导致沟渠内生物化学过程剧烈变化。这些因素可能是造成干湿交替区、间歇滞水区

沉积物反硝化速率显著高于常年淹水区的主要原因(p<0.05)。在出口处,由于氮在农源头沟渠前段的传输过程
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表2 农业源头沟渠反硝化速率(mg·m-2·h-1)

Tab.2 Denitrificationrateofagnicultureheadwaterditch

地点 最大值 最小值 平均值 标准差

干湿交替区 43.11 0.51 15.96a 14.89

常年淹水区 18.81 2.05 10.26b 6.16

间歇滞水区 30.79 1.51 16.33a 14.49

出口 9.39 0.31 4.46c 4.76

  *多重比较结果如表2所示,上标字母不同表示差异明显,

相同则表示差异不明显(p<0.05)。

过程中,通过沉积吸附作用、脱氮作用、植物吸收

和渗滤作用等被拦截,造成出口处硝态氮浓度较

低(表1),从而表现出较低的反硝化速率。张波等

人用15N同位素配对法对太湖流域江苏和上海境

内主要河流沉积物的反硝化作用及其影响因素进

行研究,发现太湖流域江苏和上海境内的河流夏

季反硝化速率均值为0.89mg·m-2·h-1,冬季

反硝化速率均值为0.30mg·m-2·h-1,显著低

于本研究沟渠反硝化速率[21]。王启东等人采用

培养乙炔抑制法测得夏季长江河口潮滩潮间带反硝化速率在21.91~35.87μg·m-2·h-1之间,明显低于川中

丘陵区农业源头沟渠干湿交替区夏季反硝化速率均值((40.25±1.97)mg·m-2·h-1)[22]。

3.3 沟渠反硝化速率的季节变化特征

 图1 农业源头沟渠不同干湿分区反硝化速率季节变化差异分析(p<0.05)

Fig.1 Seasonalvariationsofdenitrificationrateindifferentwettingand
dryingareainagricalturalheadwaterditch

农 业 源 头 沟 渠 春 季反

硝 化 速 率 均 值 为 11.25
mg·m-2·h-1,夏季为25.6
mg·m-2·h-1,秋季为3.34
mg·m-2·h-1,冬季为1.62
mg·m-2·h-1,不同季节的

反硝化速率大小顺序为:夏
季>春季>秋季>冬季。不

同干湿分区反硝化速率呈现

出显著的季节变化(图1)。
干湿交替区反硝化速率表现

为7月>4月>1月>10月,
且各月之间差异显著(p<
0.05)。常年淹水区4月反

硝化速率显著高于1月和9
月(p<0.05),但4月和7月

无显著差异性。间歇滞水区

在4月表现出较高的反硝化

速率,这可能与采样前沟渠

进行 了 清 淤 及 植 物 刈 割 有

关[23]。间歇滞水区反硝化速率表现为7月和9月无显著差异性,但反硝化速率均显著高于1月和4月(p<
0.05)。出口处反硝化作用季节变化同样显著,7月反硝化速率最大。从整体来看,不同分区沉积物反硝化速率

呈现先升高后降低的趋势。其中7月份沟渠沉积物反硝化速率较高,这可能是与该区玉米季的施肥及降雨径流

有关。试验沟渠上方土地类型以坡耕地为主,种植方式为玉米-小麦轮作,每年6月初为玉米播种施肥时期。川

中丘陵区坡耕地氮素主要通过壤中流流失进入沟渠[24],且壤中流具有明显的滞后效应。因此,在降雨径流的驱

动下,致使试验沟渠中7月份氮素含量偏高,从而导致了7月份沟渠沉积物具有较高的反硝化速率。此外,7月

份温度较高也可能是当季反硝化速率较高的重要原因。

3.4影响沟渠沉积物反硝化速率的因素

影响自然沟渠沉积物反硝化速率的因素很多,诸如温度、沟渠植物、沟渠地形等[11-14]。本文主要探讨沟渠水

体和沉积物碳氮浓度对反硝化速率的影响。主成分分析结果显示,前三个成分的特征值都大于1,并且累计贡献

值达到了82.25%,所以选取了前三个因素作为主成分。从表3可知提取的第一个主成分F1有三个因子,分别

是沟渠上覆水的TN,NO-
3-N浓度和沉积物NO-

3-N浓度,将F1总结为沟渠硝态氮因子。相关分析结果显示,
反硝化速率与沉积物NO-

3-N和上覆水的NO-
3-N、TN具有显著的正相关性关系(p<0.05)(图2)。这说明沟
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图2 反硝化速率与沉积物和水体相关关系

Fig.2 Correlationbetweendenitrificationrateandsedimentandwater

表3 主成分矩阵

Tab.3 Componentwatrix

影响因素
主成分

1 2 3

TN(water)  0.955 -0.096  0.035

NO-3-N(water) 0.954 -0.127 -0.023

C/N(water) -0.785 -0.462 -0.191

NO-3-N(sediment) 0.683 0.064 0.604

DOC(water) -0.632 -0.297 0.503

NH+
4-N(water) -0.042 0.766 -0.438

NH+
4-N(sediment) -0.139 0.752 -0.011

DOC(sediment) -0.428 0.569 0.644

渠上覆水 NO-
3-N浓度是控

制反硝化速率的重要因子,
这与唐陈杰在鄱阳湖以流动

培养及同位素添加模拟的方

法对3种不同类型湿地沉积

物反硝化影响因素的研究结

果相似[25]。提取的第二个

主成分F2包括沟渠上覆水

体铵态氮和沉积物的铵态

氮,可将F2总结为沟渠铵态

氮因子,相关分析上覆水体

铵态氮和沉积物的铵态氮并

无显著相关性,说明沟渠铵

态氮浓度对沟渠反硝化速率

影响 不 大。第 三 个 主 成 分

F3包括沉积物NO-3-N,DOC
和上覆水DOC,将F3因子总

结为沟渠DOC因子,从相关

分析结果来看沉积物 DOC
浓度在0~38.17mg·kg-1

区间内与反硝化速率显著负

相关,当沉积物DOC浓度大

于38.17mg·kg-1时,与反

硝化速率呈显著正相关;上
覆水 体 DOC 浓 度 在 0~
2.83mg·L-1区间内与反

硝化速率呈显著负相关,水
体DOC浓度大于2.83mg·

L-1时,与反硝化速率呈显著

正相关;从水体碳氮比与反硝化速率相关分析结果来看,比值在0~5.27范围内与反硝化速率呈负相关,比值大

于5.27时为正相关,同沉积物和水体DOC与反硝化相关分析结果类似(p<0.05)。溶解性有机碳源对沉积物

反硝化作用的影响非常重要,碳氮比过低时沉积物反硝化作用不明显,过高则会降低硝化反应的速率[26]。因此,
沟渠沉积物和上覆水的 NO-

3-N浓度、溶解性有机碳是影响

沟渠沉积物反硝化作用的重要因素。

4结论

1)川中丘陵区农业源头沟渠的反硝化速率范围在(0.31~
43.11)mg·m-2·h-1之间。沟渠不同干湿分区的沉积物反

硝化速率空间差异显著,干湿交替区和间歇滞水区反硝化速

率均显著高于常年淹水区。

2)川中丘陵区农业源头沟渠沉积物反硝化速率呈显著

季节性差异,冬季沟渠沉积物反硝化速率普遍偏低,夏季较高

且最高值出现在7月。

3)沟渠反硝化作用受水文条件、水体沉积物碳氮浓度等

因素影响。通过增加碳源或改善水文条件能有效地促进沟渠
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沉积物的反硝化作用,从而极大地提高农业源头沟渠对非点源氮污染的截控能力,降低下游受纳水体的氮污染

风险。
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DenitrificationVariationsandInfluencingFactorsinAgriculture
HeadwaterDitchintheHillyAreaofSichuanCentralBasin

LONGHongzhu1,2,WANGTao1,3,TIANLinlin1,3,RENGuangqian1,3

(1.InstituteofMountainHazardsandEnvironment,ChineseAcademyofSciences,Chengdu610041;

2.CollegeofGeographyandTourism,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331;

3.KeyLaboratoryofMountainSurfaceProcessesandEcologicalRegulation,ChineseAcademyofSciences,Chengdu610041,China)

Abstract:Agriculturalheadwaterditchwithhighnitrogenremovalefficiencyisanimportantchannelconnectsagriculturaldrainage
andrivers.Denitrificationisthemostimportantmechanismofnitrogenremovalinthewater.However,relativeresearchesinagri-
culturalheadwaterditchwerelack.Seasonalvariationsandinfluencingfactorsofagriculturalheadwaterditchdenitrificationinthe
HillyAreaofCentralSichuanBasinwereinvestigatedbythemethodofamendedacetyleneinhibitiontechniquewiththeobjectiveto
offernewideasforthewaterqualityprotectionintheupperreachesofYangtzeRiver.Resultsindicatedthat:1)Denitrificationrate
ofsedimentinagriculturalheadwaterditchrangedfrom0.31~43.11mg·m-2·h-1withanaverageof10.45mg·m-2·h-1;2)

Seasonalvariationsofdenitrificationinsedimentinagriculturalheadwaterditchwereobviously.Higherdenitrificationratewas
foundinsummerthantherateinwinter;3)Denitrificationinagriculturalheadwaterditchsedimentaffectedbyhydrology,thecon-
centrationofcarbonandnitrogeninsediment.Thedenitrificationrateinintermittentfloodingareawashighest,followedbythedr-
ying-wettingalternatingarea,theperennialfloodingarea.DenitrificationratepositivelyrelatedwithNO-3-NandDOCinsediment
andwater.Itcouldbeconcludedthatdenitrificationcanbeimprovedbyaddingcarbonsourcesandchanginghydrologicalconditions
inagriculturalditches,whichwillbeconducivetothecontrolofnon-pointnitrogenpollutionintheupperreachesofYangtzeRiver.
Keywords:denitrificationrate;seasonalvariation;agricultureheadwaterditch;Sichuancentralbasin;sediment
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