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秦皇岛海域“褐潮”海水对卤虫、轮虫存活和摄食的影响研究 
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摘要: 为评价秦皇岛褐潮现场海水的毒性, 作者利用 HPLC 技术及 CHEMTAX, 分析了 2013 年 7 月 2

日采自秦皇岛褐潮高峰期微型及微微型浮游植物的色素组成及群落结构; 测定了卤虫(Artemia salina)、

轮虫(Brachionus plicatilis)存活率和摄食量。研究表明, 褐潮海水微型及微微型浮游植物中, 海金藻

(Pelagophyceae)占主要优势, 其生物量占总生物量的 72.6%。褐潮海水抑制卤虫存活, 卤虫 48 h 存活

率降至 77%; 对轮虫 24 h 存活没有显著效应。此外, 褐潮海水抑制卤虫、轮虫的摄食, 卤虫、轮虫 8 h

内摄食量分别由(5.5±0.4)ng/个降至(2.4±0.4)ng/个、由(1.5±0.2)ng/个下降至(0.9±0.1)ng/个。该结果与美

国的 3 株褐潮藻的毒性进行了比较。CCMP 1507 对卤虫存活有显著抑制作用, 其他两株没有显著效应; 

3 株褐潮藻对轮虫 24 h 存活都没有显著影响。暴露于 3 株褐潮藻中, 卤虫的摄食量均显著较低; 其中

CCMP 1507 在混合饵料中还抑制卤虫、轮虫对其他藻的摄食。对 CCMP 1507 各组分分析发现, 该藻的

毒性主要来源于藻细胞。结合现场试验与室内试验结果分析表明, 秦皇岛褐潮对卤虫、轮虫有一定的

毒性, 其毒性与 CCMP 1507 的毒性相当。  
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褐潮通常是指由于海金藻纲(Pelagophyceae)微

藻 抑 食 金 球 藻 (Aureococcus anophagefferens) 或

Aureoumbra lagunensis 暴发性增殖而形成的藻华现

象[1], 藻华发生期间, 水体呈现黄褐色。抑食金球藻

呈金黄色, 球形, 直径约为 2 μm[2]。A. lagunensis与

抑食金球藻的形态相似, 直径为 4~5 μm[3]。 

自 1985年起, 美国东海岸抑食金球藻频频暴发, 

暴发密度高于 1.0 ×106 个/mL[4], 给贝类养殖业造成

了巨大损失; 1990 年~1996 年, 德克萨斯州 A. la-

gunensis暴发时, 细胞密度最高达到1.0×107 个/mL[5], 给

海洋生态系统造成了巨大危害。自 2009 年起, 中国

渤海秦皇岛沿岸海域连续 5 年暴发了褐潮, 导致当

地养殖贝类大量滞长甚至死亡; 2010 年, 河北省直

接经济损失达 2亿元[6]。褐潮的一个优势种为抑食金

球藻, 其细胞密度最高达 1.0×106 个/mL[7]。 

褐潮藻的不同株系毒性有差异 [8], 中国褐潮毒

性的研究还未见被报道, 相关研究亟待开展。浮游动

物是微藻的初级消费者, 与藻华的发生及生态效应

有密切关系。国外已有研究表明, 褐潮会影响中、小

型浮游动物的生长、发育、摄食及繁殖等[9]。作者选

取了海洋生态毒理学研究中常用的模式生物——卤

虫(Artemia salina)、褶皱臂尾轮虫(Brachionus plica-

tilis, 以下称轮虫)为对象 , 研究了秦皇岛褐潮现场

海水对其存活、摄食的影响; 同时以 3株室内培养的

褐潮藻(抑食金球藻 CCMP 1984、CCMP 1850, A. 

lagunensis CCMP 1507)为参照, 首次初步评价了秦

皇岛褐潮的毒性, 为今后有关中国褐潮毒理的研究

提供基础。 

1  材料与方法 

褐潮海水于 2013 年 7 月 2 日(褐潮暴发高峰期)

采自秦皇岛, 采集站位坐标为119°25’54’’E, 39°46’37’’N。

从采集至用于实验, 时间约为 1 h。 

3 株褐潮藻购于美国海藻及微生物中心(NCMA, 

原 CCMP), 球等鞭金藻(Isochrysis galbana, 以下简
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写为 ISO)、小球藻(Chlorella sp., 以下简写为 CHL)

由中国科学院海洋研究所藻种中心提供。藻培养温

度为 18 , ℃ 光暗比为 14 h: 10 h。用于藻类培养的海

水引自青岛胶州湾外太平角无污染海水, 使用前经

沉淀沙滤、0.45 μm混合纤维滤膜过滤, 高温煮沸消

毒。选择生长良好的指数期藻液在显微镜下用血球

计数板计数后用于实验。 

实验用卤虫为卤虫卵经 23 ℃海水孵化得到的无

节幼体 (instar II- )Ⅲ 。轮虫由中国科学院海洋研究所

培养中心提供, 为实验室常年培养种。 

1.1  褐潮海水中浮游植物色素及类群分析 

褐潮海水经 20 μm 筛绢过滤后, 在血球计数板

下进行镜检。过滤 50 mL 于 GF/F 玻璃纤维滤膜(平

均孔径 0.68 μm), 取 6个平行样用于色素分析。色素

分析用内标(Internal Standard, IS)为 8′-阿朴-β, ψ-胡

萝卜醛(Apocarotenal, Apo)。所用材料与试剂、样品

的预处理、高效液相色谱(HPLC)分析及浮游植物类

群的 CHEMTAX 分析方法参照孔凡洲等 [10]。根据

Kong等[11]中给出的 But含量与褐潮藻的细胞密度关

系, 计算得到现场海水中褐潮藻的细胞密度。 

1.2  浮游动物存活实验 

1.2.1  卤虫存活实验 

实验选用 24 孔培养板, 每孔加入 1 mL 测试藻

液。在解剖镜下用滴管将卤虫转移到培养板各孔中, 

每孔分别放 10只卤虫。 

秦皇岛褐潮海水及 3 株美国褐潮藻分别用于实

验中, 现场海水中褐潮藻、CCMP1984、CCMP 1850、

CCMP 1507密度分别为 8.0 × 105(HPLC计算结果)、

1.5 × 107、1.5 × 107、1.0× 106 个/mL。以球等鞭金藻

(1.0 × 105个/mL)为对照组, 另设灭菌海水为饥饿组, 

每组 3个平行。实验共进行 48 h, 24 h 时更换新鲜实

验液, 分别于 24、48 h记录卤虫存活数。 

CCMP 1507(1.0 × 106个/mL)经 0.45 μm混合纤

维滤膜过滤浓缩后(过滤负压不超过 5 kPa), 将藻细

胞重新悬浮于与原藻液等体积的新鲜海水中; 取部

分藻细胞重悬液 , 用超声波细胞粉碎机破碎 ; 藻细

胞重悬液、藻细胞破碎液和去藻过滤液分别用于实

验中。实验共进行 60 h, 24 h 时更换新鲜实验液, 分

别于 12、24、36、48、60 h 记录卤虫存活数。 

1.2.2  轮虫存活实验 

实验容器、实验体积、实验对象数目及实验用

藻密度设置同 1.2.1。实验前, 挑选挂卵轮虫置于灭

菌海水中培养 24 h, 吸取刚出生 4 h以内的幼体用于

实验。实验以小球藻(1.0 × 106个/mL)为对照组, 实

验进行 24 h, 实验结束后记录轮虫存活数。 

1.3  浮游动物摄食实验 

1.3.1  卤虫摄食实验 

实验在黑暗条件下进行, 实验温度为 20 , ℃ 实

验时间为 8 h, 实验容器为 500 mL烧杯, 实验体积为

300 mL, 每个烧杯分别加入卤虫 600~700 只。实验

结束时, 以筛绢滤出卤虫, 用灭菌海水反复冲洗后, 

取 100只滤于 GF/F 玻璃纤维滤膜上。将滤膜放入棕

色瓶中, 加入 5 mL 90%的丙酮溶液, 冰浴超声破碎, 

放入 4 ℃冰箱中避光萃取 24 h, 采用特纳(Turner 

Designs) 荧光计测出荧光值求出卤虫体内色素含

量。按照王荣[12]所做改进, 以叶绿素 a 与脱镁叶绿

酸 a 的绝对含量(ng/个)来定量卤虫体内色素。将摄

食量定义为:  

F(ng/个) =c( Chla)+ c(Pha.a) 

式中, F 为实验时间内每只卤虫的摄食量; c(Chla)和

c(Pha. A) 分别为实验时间内每只卤虫体内叶绿素 a 

和脱镁叶绿酸 a 含量。 

实验分为两个部分: (1)单独投喂褐潮海水或美

国褐潮藻; (2)投喂褐潮海水或美国褐潮藻与球等鞭

金藻混合饵料。现场海水中褐潮藻、CCMP 1984、

CCMP 1850、CCMP 1507密度分别为 8.0 × 105、5.0 × 

105、5.0 × 105、5.0 × 104个/mL。所有实验都设置等

生物量的球等鞭金藻(5.0 × 104个/mL)为对照组、灭

菌海水为饥饿组, 每组 3个平行。   

1.3.2  轮虫摄食实验 

实验材料与方法类似于 1.3.1, 不同之处为: 实

验前, 将轮虫置于灭菌海水中饥饿处理 24 h; 每个

烧杯分别加入轮虫 1 000~1 200只; 实验采用小球藻

(3.0 × 105个/mL)为对照组。 

1.4  数据分析与统计 

使用 SPSS 16.0 进行单因素方差分析(One-Way 

ANOVA), 采用 LSD 和 Duncans 比较各处理组的显

著性差异。 

2  结果与分析 

2.1  褐潮现场海水分析结果 

2.1.1  镜检结果 

过滤后的样品在显微镜下观察, 样品中主要为

2~4 μm 金黄色球形藻, 在血球计数板下计数得到细
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胞密度约为 1.0× 106个/mL。 

2.1.2  色素组成 

如图 1 所示, 在微型和微微型浮游植物样品中, 

主要色素组分是 19’-丁酰氧基岩藻黄素(19’-butan-

oyloxyfucoxanthin, But)、岩藻黄素 (Fucoxanthin, 

Fuco)、硅甲藻黄素(Diadinoxanthin, Diad)和叶绿素

a(Chlorophylla, Chla), 此外还有微量的多甲藻素

(Peridinin, Peri)、19’-己酰氧基岩藻黄素(19’-hexan-

oyloxyFucoxanthin, Hex)、别黄素(Alloxanthin, Allo)、

玉米黄素(Zeaxanthin, Zea)、叶黄素(Lutein, Lut)。结

合镜检结果, 表明现场海水中有海金藻、硅藻、定鞭

藻、隐藻、绿藻、蓝藻、甲藻, 且主要为海金藻。 

2.1.3  不同浮游植物类群对 Chla含量的贡献 

应用 CHEMTAX 软件, 构建海金藻、硅藻、定

鞭藻、隐藻、绿藻、蓝藻、甲藻 7 类微藻的色素比

率初始矩阵如表 1 初始色素, 对该矩阵进行优化后

得到最终矩阵如表 1 最终色素所示。应用这一矩阵, 

计算了不同浮游植物类群的 Chla 含量, 得到各类群

Chla含量占总 Chla含量比例, 做图 2。可以看出, 浮

游植物样品中主要为海金藻, 比例高达 72.6%。 

 

图 1  微型及微微型浮游植物样品的色素分析色谱(检测波长 440 nm)   

Fig. 1  HPLC chromatograms of nano-sized and pico-sized phytoplankton samples (Detection wave length at 440 nm) 

 
表 1  CHEMTAX 分析中不同微藻类群的初始和最终色素比率矩阵 
Tab. 1  Input and output ratios of marker pigments to Chla for the selected phytoplankton groups 

初始色素 
类群 

peri But fuco neox hex allo zea lut chlb chla 

海金藻 0 0.33 1.08 0 0 0 0 0 0 1 

硅藻 0 0 0.755 0 0 0 0 0 0 1 

隐藻 0 0 0 0 0 0.229 0 0 0 1 

绿藻 0 0 0 0.063 0 0 0.009 0.203 0.263 1 

蓝藻 0 0 0 0 0 0 0.348 0 0 1 

定鞭藻 0 0 0.465 0 1.281 0 0 0 0 1 

甲藻 1.063 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

最终色素 
类群 

peri but fuco neox hex allo zeax lute chlb chla 

海金藻 0 0.392 1.856 0 0 0 0 0 0 1 

硅藻 0 0 1.119 0 0 0 0 0 0 1 

隐藻 0 0 0 0 0 0.234 0 0 0 1 

绿藻 0 0 0 0.056 0 0 0.009 0.204 0.269 1 

蓝藻 0 0 0 0 0 0 0.652 0 0 1 

定鞭藻 0 0 0.409 0 1.372 0 0 0 0 1 

甲藻 1.605 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
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图 2  基于 CHEMTAX分析的各微藻类群比例 

Fig. 2  Ratios of different phytoplankton groups based on 
the results of CHEMTAX 

 

2.2  褐潮对浮游动物存活的影响 

2.2.1  褐潮对卤虫存活的影响 

卤虫无节幼体在各处理组中 24、48 h的存活率

如图 3 所示。在褐潮海水中, 卤虫 48 h 存活率下降

至 77%, 与对照组有显著差异, 与饥饿组无显著差

异。在 CCMP 1507中, 卤虫 24 h存活率仅为 60%, 48 h

存活率仅为 30%, 与对照组有显著差异。在 CCMP 

1984、CCMP 1850实验组中, 卤虫 48 h存活率与对

照组无显著差异, 存活率在 90%以上。 

 

图 3  投喂单一饵料时卤虫的存活率 

Fig. 3  Survival of Artemia salina exposed to a unialgal diet 

ISO为球等鞭金藻, SV为饥饿组(图 4、图 6、图 7同), 不同英文

字母表示差异性显著(P<0.05)(图 6~图 9同) 

ISO indicates Isochrysis galbana, SV indicates starvation(the same 
as fig.4, fig.6, fig.7), different letters indicate significant difference 
at P<0.05 (the same as fig.6~fig.9) 

 
依据上述实验结果, 探究 CCMP 1507不同组分

对卤虫存活的影响。实验表明(图 4), 卤虫在藻细胞

重悬液、藻细胞破碎液中的存活率急剧下降, 60 h 内

全部死亡, 存活率显著低于对照组及饥饿组; 卤虫

在藻滤液中的存活率下降趋势与饥饿组无显著差

异。即藻细胞重悬液、藻细胞破碎液显著降低卤虫 

 

图 4  卤虫在 CCMP 1507不同组分中的存活率 

Fig. 4  Survival of Artemia salina exposed to different 
components of CCMP 1507 

 

存活率, 藻滤液对卤虫的存活无显著影响。表明该藻

的毒性主要来自藻细胞。 

2.2.2  褐潮对轮虫存活的影响 

各实验组轮虫 24 h 存活率均为 100%(图 5), 褐

潮海水及美国3株褐潮藻对轮虫都没有急性致死效应。 

 

图 5  投喂单一饵料时轮虫的存活率 

Fig. 5  Survival of Brachionus plicatilis exposed to a uni-
algal diet 

SV为饥饿组, CHL为小球藻(图 8、图 9同) 

SV indicates Starvation, CHL indicates Chlorella sp.(the same as 
fig.8, fig.9) 

 

2.3 褐潮对浮游动物摄食的影响 

2.3.1 褐潮对卤虫摄食的影响 

图 6表示分别单独投喂褐潮海水、CCMP 1984、

CCMP 1850、CCMP 1507时, 卤虫 8 h的摄食量。可

见卤虫在褐潮海水中的摄食量与饥饿组无显著差异, 

表明卤虫不摄食褐潮海水中微藻。卤虫在 3 株美国

褐潮藻中的摄食量显著低于对照组。 

图 7 表示分别投喂褐潮海水、CCMP 1984、

CCMP 1850、CCMP 1507与金藻混合饵料时, 卤虫

8 h的摄食量。结果表明, 在褐潮海水与金藻混合饵

料中, 卤虫可以摄食, 但摄食量显著低于对照组, 8 h

内摄食量由(5.5±0.4)ng/个降至(2.4±0.4)ng/个。表 
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图 6  投喂单一饵料时卤虫的摄食量 

Fig. 6  Ingestion of Artemia salina on a unialgal diet 

 

图 7  投喂混合饵料时卤虫的摄食量 

Fig. 7  Ingestion of Artemia salina on a mix diet 

 
明褐潮海水对卤虫的摄食有抑制作用。CCMP 1507

具有相同的效应。在 CCMP 1984与金藻的混合饵料

中, 卤虫的摄食量高于对照组; 在 CCMP 1850 与金

藻的混合饵料中, 卤虫的摄食量与对照组无显著差

异, 表明这两株藻对卤虫的摄食没有抑制作用。 

2.3.2  褐潮对轮虫摄食的影响 

图 8表示分别单独投喂褐潮海水、CCMP 1984、

CCMP 1850、CCMP 1507时, 轮虫 8 h的摄食量。可

见轮虫在褐潮海水中摄食量显著低于对照组, 与饥

饿组无显著差异, 表明轮虫不摄食现场海水中微藻。

轮虫对 CCMP 1507的摄食量显著低于对照组。轮虫

对 CCMP 1984、CCMP 1850的摄食量与对照组无显

著差异。 

图 9表示分别投喂褐潮海水、CCMP 1507与小

球藻混合饵料时, 轮虫 8 h的摄食量。结果表明, 轮

虫在混合饵料中, 8 h内摄食量由(1.5±0.2)ng/个分别

下降至(0.9±0.1)ng/个、(0.5±0.3)ng/个。表明褐潮

海水及 CCMP 1507对卤虫的摄食有抑制作用。 

 

图 8  投喂单一饵料时轮虫的摄食量 

Fig. 8  Ingestion of Brachionus plicatilis on a unialgal diet 

 

图 9  投喂混合饵料时轮虫的摄食量 

Fig. 9  Ingestion of Brachionus plicatilis on a mix diet 
 

3  讨论 

3.1  秦皇岛褐潮对浮游动物的潜在危害 

本研究首次初步评价了秦皇岛褐潮对两种浮游

动物——卤虫及轮虫存活、摄食的毒性。结果表明, 秦

皇岛褐潮会影响卤虫的存活, 抑制卤虫、轮虫的摄食。 

暴露于褐潮海水中, 卤虫 24 h 存活率未受到影

响, 而 48 h 存活率与饥饿组无显著差异, 表明卤虫

48 h 存活率的下降可能是饥饿导致的, 这一点也得

到了卤虫摄食实验的证实。结合现场实验与室内实

验结果分析表明 , 与以往赤潮藻毒性特点不同 , 褐

潮藻的急性致死效应不明显, 其危害主要表现为对

海洋生物摄食的影响。  

秦皇岛褐潮藻不仅影响两种浮游动物摄食, 而

且抑制浮游动物对其他饵料藻的摄食。长期暴露于

褐潮发生海域 , 浮游动物的生长很可能受到抑制 , 

进而导致浮游动物生物量的降低, 从而更有利于微

藻的生长使得藻华得以长时间持续。由于浮游动物

对藻细胞大小具有摄食选择性, 所以褐潮对与卤虫、

轮虫大小相近的其他浮游动物或者贝类的阶段性浮
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游幼虫也可能会产生一定的危害效应, 进而对整个

浮游动物群落结构产生影响, 最终通过食物链影响

整个海洋生态系统。因此秦皇岛褐潮对海洋生态系

统的影响值得密切关注。 

就浮游动物的毒性而言, 秦皇岛褐潮的毒性效

应与 CCMP 1507毒性效应相似, CCMP 1984、CCMP 

1850的毒性相对较弱。实验所用 CCMP 1507密度远低

于现场密度, 对卤虫的存活、摄食产生了显著抑制效

应。实验所用 CCMP 1984、CCMP 1850密度远高于现

场密度, 对卤虫没有产生致死效应, 并且在本研究中

没有发现这两株藻对卤虫、轮虫摄食的抑制效应。 

在本研究中, 卤虫、轮虫对 CCMP 1984、CCMP 

1850 的摄食表现出了不同的效应: 前者对两株藻的摄

食量较低, 而后者可以正常摄食。Smith等[13]曾报道汤

氏纺锤水蚤 (Acatia tonsa)无节幼虫不摄食 CCMP 

1850。这些不同效应可能与浮游动物的摄食选择性有

关。此外, Bricelj[9]曾报道 CCMP 1784 (CCMP 1984的

无菌株)降低猛水蚤(Coullana canadensis)无节幼虫及

纺锤水蚤桡足幼虫的存活率, 但是本研究中作者并未

观察到 CCMP 1984对卤虫、轮虫的致死效应, 表明不

同的浮游动物对褐潮藻的敏感性可能不同。 

3.2  褐潮藻的毒性来源 

本研究结果表明, CCMP 1507 的毒性主要来源

于藻细胞。但是这种毒性物质具体是何种物质, 目前

相关的研究还很少。 

有学者[14-15]认为, A. lagunensis可能产生一种抑制浮

游动物摄食的物质[3]。例如, 抑食金球藻和 A. lagunensis

都含有高浓度的二甲颈基丙酸内盐(DMSP)。但是目前有

关 DMSP 对浮游动物摄食的抑制作用并不清楚, 例如

Chrysochromulina polylepis与 Phaeocystis pouchetii都

产生大量的 DMSP, 前者抑制挺挺虫(Tintinnid)的生

长及摄食, 后者却可以被多种浮游动物摄食[16-17]。 

在本实验中 , 作者只观察到在 CCMP 1984、

CCMP 1850 中卤虫的摄食量低, 但并未发现这两株

藻抑制卤虫摄食其他藻, 因此无法推断二者是否产

生藻毒素。尽管有学者[18-19]认为, 抑食金球藻对捕食

者的抑制作用主要是细胞产生毒素引起的, 但是这

一观点主要是通过研究抑食金球藻对贝的危害效应

得出的推论。例如, 目前有很多学者认同抑食金球藻

产生的抑制物质可能是存在于胞外多糖聚合物(EPS)

层中类似多巴胺(DA)的一种物质。但是, 目前并未检

测到该藻产生的毒素物质 [4, 20], 因此有关抑食金球

藻产毒的结论依旧存在争议。鉴于中国还未分离到

褐潮藻的纯种藻株, 有关中国褐潮藻的分离、毒害效

应、影响机制的研究还有待进一步开展。 
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Abstract: To study the toxicity of the “Brown tide” in Qinhuangdao, the pigment profile and phytoplankton groups 

of the nano-sized and pico-sized phytoplankton samples collected from the “Brown tide” blooming sea area in 

Qinhuangdao on July 2rd, 2013 were analyzed using HPLC and CHEMTAX, and the survival and ingestion of Ar-

temia salina and Brachionus plicatilis were tested. It was found that pelagophytes played a predominant role, con-

stituting 72.6% of the total phytoplankton biomass. The survival of A. salina decreased to 77% during 48 h expo-

sure, while that of rotifer was not affected during 24 h exposure. Additionally, the ingestion of A. salina and rotifer 

in 8 hours was inhibited, reduced from (5.5±0.4)ng/ind to (2.4±0.4) ng/ind, and from (1.5±0.2) ng/ind to (0.9±0.1) ng/ind, 

respectively. Study on the toxicity of three “Brown tide” algae from America showed that CCMP 1507 affected the 

survival of A. salina during 48 h exposure, while no mortality was observed for rotifer during 24 h exposure. The 

ingestion of A. salina was low when fed on “Brown Tide” algae. CCMP 1507 inhibited the ingestion of A. salina as 

well as rotifer, while CCMP 1984 and CCMP 1850 showed no adverse effect on the ingestion of rotifer. The toxicity 

comparison of different fractions from CCMP 1507 showed that the toxicity was mainly contributed by the algae cells. Re-

sults of field experiments combined with laboratory experiments showed that the “Brown tide” in Qinhuangdao had adverse 

effects on A. salina and B. plicatilis, and its toxicity was generally similar to that of CCMP 1507. 
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