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基因的可行性!本研究对
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基因片段的减毒鼠伤寒沙门菌进行了生物学特性评估'主要进行了对所构建的重组减毒沙门菌菌株
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态增殖规律&小鼠口服的安全性等'结果表明$
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种口服菌株均具有较高的稳定性(携带的目的基因可在肠道组织内转录(菌株在小鼠肝&脾中增殖约
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周后

逐渐被机体清除(小鼠口服具有良好的安全性'本研究结果表明减毒鼠伤寒沙门菌
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可递呈不同长度的
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基因抗原片段!为后续开展
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种菌株的实际口服免疫效果比较研究奠定了基础'
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*9k

孵育
0B

(

以
:XG

洗涤
*

次!加入
%r1&

倍稀释的
YK=Z

标记

羊抗兔
K

C

I

作二抗(于湿盒中
*9 k

孵育
0B

!

:XG

洗涤
*

次!滴加
/&c

甘油水溶液!于倒置显微镜下

观察拍照'

#G'

!

携带
$

基因的重组沙门菌株的构建

将质粒
Q

7̂;!G

)//!.1&

&

Q

7̂;!G

)//!9(/

以电转化

的方法转入减毒鼠伤寒沙门菌
GL90&9

感受态细胞

中!电转参数设置$电压
0'1V̂

&电阻
0&&

.

&电容

01

%

Y

&电击时间
*,

'将电转产物涂布于含
\A-

抗

性的平板!

*9k

培养
%.B

!挑取抗
\A-

阳性菌落扩

大培养!抽提质粒进行
:Z5

及
D()"

-

%

@"+5

&

酶

切鉴定'将鉴定正确的菌株命名为
GL90&9

"

Q

7̂;!

G

)//!.1&

#&

GL90&9

"

Q

7̂;!G

)//!9(/

#'

#G)

!

三株重组沙门菌株的生长曲线测定

将挑单活化的
GL90&9

"

Q

7̂;!G

)//!.1&

#&

GL90&9

"

Q

7̂;!G

)//!9(/

#与前期构建的
GL90&9

"

Q

7̂;J!

G

%!9(/

#以
%r%&&

的 比 例 接 种 于 含
\A-

"

%&&

%

C

,

2L

b%

#的
LX

液 体 培 养 基 中!

*9 k %&&

4

,

2$-

b%振荡培养
0)B

!每间隔
0B

取菌液倍比稀

释后涂布于
*

个含
\A-

"

%&&

%

C

,

2L

b%

#的
LX

平

板!

*9k

培养
%.B

后菌落计数!以
*

个平板上菌落

平均数的对数绘制生长曲线'

#G(

!

三株重组沙门菌株的体外稳定性试验

将挑单活化的
GL90&9

"

Q

7̂;!G

)//!.1&

#&

GL90&9

"

Q

7̂;!G

)//!9(/

#&

GL90&9

"

Q

7̂;J!G

%!9(/

#以
%r%&&

的比例接种于普通
LX

液体培养基中!

*9 k%&&

4

,

2$-

b%振荡培养'培养
0)B

!分别取
%&&

%

L

菌液利

用灭菌
:XG

溶液进行适当稀释!取稀释菌液
%&&

%

L

分

别涂布
*

个含
\A-

和
*

个不含
\A-

的
LX

平板!

*9

k

培养
%.B

后进行菌落计数'另取
1&

%

L

菌液继

续传代培养
0)B

后!重复此操作!连续重复
9

次'

计算非抗性条件下重组沙门菌携带质粒的稳定性'

#G#"

!

三株重组沙门菌株在小鼠体内的稳定性及目

的基因的转录检测

分别以
%n%&

(

ZYM

,只b%剂量对小鼠灌胃免

疫
GL90&9

"

Q

7̂;!G

)//!.1&

#&

GL90&9

"

Q

7̂;!G

)//!9(/

#&

GL90&9

"

Q

7̂;J!G

%!9(/

#!设立
:XG

空白对照组'分

别于免疫后第
%

&

*

&

1

&

9

天!扑杀小鼠!取小鼠肝&脾&

回肠!于含
&'%c=4$P#-

的
:XG

溶液中研磨静置
%&

2$-

后!分别涂布于含
\A-

和不含
\A-

的
GG

平板

中!

*9k

培养
%.B

后!进行菌落计数!分析重组菌

株在小鼠体内的稳定性'另抽提小鼠的派伊结

"

:>

E

>4

/

,

Q

AP3B>,

!

::G

#较为集中的回肠组织的总

567

!进行
5=!:Z5

检测!观察目的基因
-

)//!.1&

&

-

)//!9(/

&

-

%!9(/

在小鼠肠道组织内的转录情况'

#G##

!

三株重组沙门菌株口服接种小鼠的安全性试

验及体内增殖试验

X7LX

%

3

小鼠随机分成
*

组!每组各
%1

只!分

别以
%n%&

/

ZYM

,只b%剂量灌胃免疫
GL90&9

"

Q

7̂;!G

)//!.1&

#&

GL90&9

"

Q

7̂;!G

)//!9(/

#&

GL90&9

%(0
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Q

7̂;J!G

%!9(/

#!设立
:XG

空白对照组'首免后
0

周以相同剂量加强免疫'从首免后开始!连续观察

免疫小鼠有无异常症状"食欲&饮欲和精神状况等#!

连续观察
1

周!同时每周各组随机处死
*

只小鼠!剖

检观察肝&脾&小肠等器官有无病变!并取首免后第

三周时的小鼠回肠进行组织病理学观察'另取肝&

脾各
%

C

左右!于
02L

含
&'%c=4$P#-

的
:XG

溶液

中研磨静置
%&2$-

后!取
%&&

%

L

组织悬液涂抹于

含
\A-

的
GG

平板中!

*9k

培养
%.B

后!进行菌落

计数!分析重组菌株在小鼠体内的增殖消减情况'

!

!

结
!

果

!G#

!

$

基因抗原基因的克隆与鉴定

采用
5=!:Z5

扩增的
0

个
-

基因大小分别为

1&&

&

/&&[

Q

左右"图
%

#'质粒
Q

<J%/!=!G

)//!.1&

&

Q

<J%/!=!G

)//!9(/

的
:Z5

产物与
D()"

-

%

@"+5

&

双

酶切产物片段大小与预期相符"图
0

#'

G

)//!.1&

&

G

)//!9(/

的基因测序显示!目的基因长度分别为
)1.

和
(9*[

Q

!序列分析显示与
:@Ĵ GZ!L

株
-

基因

完全相同'

<'J67 <A4V>4KKK

相对分子质量标准(

%

&

0'-

)//!.1&

基因

扩增(

*

&

)'-

)//!9(/

基因扩增

<'J67 <A4V>4KKK

(

%

!

0'72

Q

?$R$3AP$#-#R-

)//!.1&C

>->

(

*

!

)'72

Q

?$R$3AP$#-#R-

)//!9(/C

>->

图
#

!

$

%((Q&$"

&

$

%((Q')(

基因扩增

W+

7

G#

!

H534*

A

;+I+,4<+.8.I6K?̀ $

%((Q&$"

%

$

%((Q')(

!G!

!

$

基因真核表达载体的鉴定

质粒
Q

7̂;!G

)//!.1&

&

Q

7̂;!G

)//!9(/

的
:Z5

产物

与
D()"

-

%

@"+5

&

双酶切产物片段大小与预期相

符"图
*

#'证明真核表达载体
Q

7̂;!G

)//!.1&

&

Q

7̂;!

G

)//!9(/

构建成功'

!GJ

!

真核表达载体的体外表达与鉴定

<'J67 <A4V>4KKK

相对分子质量标准(

%'-

)//!.1&

基因扩

增(

0'

Q

<J%/!=!G

)//!.1&

D()"

-

&

@"+5

&

双酶切鉴定(

*'

-

)//!9(/

基因扩增(

)'

Q

<J%/!=!G

)//!9(/

D()"

-

&

@"+5

&

双

酶切鉴定

<'J67 <A4V>4KKK

(

%'72

Q

?$R$3AP$#-#R-

)//!.1&C

>->

(

0'

Q

<J%/!=!G

)//!.1&

"$

C

>,P>"[

E

D()"

-

!

@"+5

&

(

*'72

Q

?$R$!

3AP$#-#R-

)//!9(/C

>->

(

)'

Q

<J%/!=!G

)//!9(/

"$

C

>,P>" [

E
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-

!

@"+5

&

图
!

!

A

9?#(QHQ=

%((Q&$"

&

A

9?#(QHQ=

%((Q')(

的鉴定

W+

7

G!

!

H53+F38<+I+,4<+.8.I

A

9?#(QHQ=

%((Q&$"

%

A

9?#(QHQ

=

%((Q')(

<'J67 <A4V>4KKK

相对分子质量标准(

%'-

)//!.1&

基因扩

增(

0'

Q

7̂;!G

)//!.1&

D()"

-

&

@"+5

&

双酶切鉴 定(

*'

-

)//!9(/

基因扩增(

)'

Q

7̂;!G

)//!9(/

D()"

-

&

@"+5

&

双酶切

鉴定

<'J67 <A4V>4KKK

(

%'72

Q

?$R$3AP$#-#R-

)//!.1& C

>->

(

0'

Q

7̂;!G

)//!.1&

"$

C

>,P>"[

E

D()"

-

!

@"+5

&

(

*'72

Q

?$R$3A!

P$#-#R-

)//!9(/C

>->

(

)'

Q

7̂;!G

)//!9(/

"$

C

>,P>"[

E

D()"

-

!

@"+5

&

图
J

!

A

1̀bQ=

%((Q&$"

&

A

1̀bQ=

%((Q')(

的鉴定

W+

7

GJ

!

H53+F38<+I+,4<+.8.I

A

1̀bQ=

%((Q&$"

%

A

1̀bQ=

%((Q')(

! !

转染真核表达质粒
*.B

后的
ZOG!9

细胞
KY7

鉴定结果显示$质粒
Q

7̂;!G

)//!.1&

&

Q

7̂;!G

)//!9(/

转

染组有特异性绿色荧光!而
Q

7̂;%

转染组无特异

性荧光"图
)

#!表明
Q

7̂;!G

)//!.1&

&

Q

7̂;!G

)//!9(/

在

ZOG!9

细胞中!可正常表达
G

)//!.1&

&

G

)//!9(/

蛋白!且能

与
:@Ĵ

特异性抗体发生反应'

0(0
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期 梁恩涛等$三株递呈猪流行性腹泻病毒
-

基因的减毒鼠伤寒沙门菌的生物学特性研究

7'

转染
Q

7̂;!G

)//!.1&

的
ZOG!9

细胞(

X'

转染
Q

7̂;!G

)//!9(/

的
ZOG!9

细胞(

Z'

转染
Q

7̂;%

的
ZOG!9

细胞

7'

Q

7̂;!G

)//!.1&

P4A-,R>3P>"ZOG!93>??

(

X'

Q

7̂;!G

)//!9(/

P4A-,R>3P>"ZOG!93>??

(

Z'

Q

7̂;%P4A-,R>3P>"ZOG!93>??

图
%

!

A

1̀bQ=

%((Q&$"

&

A

1̀bQ=

%((Q')(

表达产物的间接免疫荧光鉴定

W+

7

G%

!

T8F+-3,<+**:8.I;:.-32,38,3F3<3,<+.8.I<533P

A

-322+.8.I

A

1̀bQ=

%((Q&$"

%

A

1̀bQ=

%((Q')(

!G%

!

携带
$

基因的重组沙门菌株的鉴定

将构建的重组沙门菌扩大培养后!抽提质粒!进

行
:Z5

及
D()"

-

%

@"+5

&

双酶切产物条带与预期

相符"图
1

#'证明真核表达载体
Q

7̂;!G

)//!.1&

&

Q

7̂;!G

)//!9(/

成 功 电 转 入 鼠 伤 寒 减 毒 沙 门 菌

GL90&9

!

GL90&9

"

Q

7̂;!G

)//!.1&

#&

GL90&9

"

Q

7̂;!

G

)//!9(/

#构建成功'

!G$

!

三株重组减毒沙门菌株的生长曲线

重组沙门菌在接种
)B

后迅速进入对数生长期(

在培养第
.b%.

小时时!为细菌生长稳定期(于接种

%.B

后!细菌开始进入衰亡期'携带质粒
J67

片段

越长的重组沙门菌株!其生长越缓慢"图
.

#'

!G&

!

三株重组沙门菌株的体外稳定性试验

体外培养稳定性试验表明!在不含
\A-

抗性的

培养环境下!重组沙门菌中的质粒随着细菌的增殖

而逐渐丢失!在连续培养
)"

后"传代约
(&

代#!质

粒携带率降至
1&c

以下(连续培养
9"

时"传代约

%)&

代#!

GL90&9

"

Q

7̂;J!G

%!9(/

#携带率降至
%j0c

!

GL90&9

"

Q

7̂;!G

)//!.1&

#&

GL90&9

"

Q

7̂;!G

)//!9(/

#仍

均保持在
.c

以上(携带质粒
J67

片段越长!重组

菌株的稳定性越差"图
9

#'

<'J67 <A4V>4KKK

相对分子质量标准(

%'-

)//!.1&

基因扩

增(

0'

Q

7̂;!G

)//!.1&

D()"

-

&

@"+5

&

双酶切鉴 定(

*'

GL90&9

"

Q

7̂;!G

)//!.1&

#沙门菌鉴定(

)'-

)//!9(/

基因扩增(

1'

Q

7̂;!G

)//!9(/

D()"

-

&

@"+5

&

双酶切鉴定(

.'GL90&9

"

Q

7̂;!G

)//!9(/

#沙门菌鉴定

<'J67 <A4V>4KKK

(

%'72

Q

?$R$3AP$#-#R-

)//!.1&C

>->

(

0'

Q

7̂;!G

)//!.1&

"$

C

>,P>"[

E
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-

!

@"+5

&

(
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P$#-#R-$/2+)&//$GL90&9

"
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7̂;!G

)//!.1&
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)'72
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(
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)//!9(/

"$

C

>,P>"[

E
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-

!
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&

(
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"

Q

7̂;!

G

)//!9(/

#

图
$

!

=X'!"'

"

A

1̀bQ=

%((Q&$"

#&

=X'!"'

"

A

1̀bQ=

%((Q')(

#的鉴

定

W+

7

G$

!

H53+F38<+I+,4<+.8.I=X'!"'

"

A

1̀bQ=

%((Q&$"

#%

=X'!"'

"

A

1̀bQ=

%((Q')(

#

图
&

!

重组减毒沙门菌株的生长曲线

W+

7
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!
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重组沙门菌的体外稳定性分析

W+

7

G'

!

H532<4B+;+<

D

.I-3,.*B+848<$0:?+7!::05

9;

=6?@A6@?2<-4+8254-B.:-+8

7A

;42*+F267B65A+

!G'

!

三株重组沙门菌株在小鼠体内的稳定性

体内稳定性显示$随着重组沙门菌株在小鼠体

内增殖!菌体携带的质粒也逐渐稳定丢失'在免疫

后第
9

天!重组菌株质粒携带率为
1&c

!但
GL90&9

"

Q

7̂;J!G

%!9(/

#携带率与
GL90&9

"

Q

7̂;!G

)//!.1&

#&

GL90&9

"

Q

7̂;!G

)//!9(/

#相差在
1c

左右(携带质粒

J67

片段越长!重组菌株在小鼠体内稳定性越差

"图
(

#'

图
)

!

重组沙门菌株的体内稳定性分析

W+

7

G)

!

H532<4B+;+<

D

.I-3,.*B+848<$0:?+7!::05

9;

=6?@A6@?2<-4+8254-B.:-+8

7A

;42*+F267B6B+

!G)

!

三株重组沙门菌株在小鼠体内的稳定性及目

的基因的转录检测

小鼠灌胃接种不同重组菌株后第
%

&

*

&

1

&

9

天采

集回肠末端!提取细胞总
567

!通过
5=!:Z5

检测

抗原基因在组织内的转录情况!结果显示在免疫后

第
*

&

1

&

9

天可扩增出预期片段(对照组
:XG

免疫小

鼠肠道总
567

的
5=!:Z5

结果为阴性"图
/

#'

<'J67 <A4V>4KKK

相对分子质量标准(

%

$
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接种
GL90&9

"

Q

7̂;!G

)//!.1&

#后第
%

&

*

&

1

&
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天(

1

$
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接种
GL90&9

"

Q

7̂;!G

)//!9(/

#第
%

&

*

&

1
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三株重组沙门菌株在小鼠体内的增殖试验

脏器悬液菌落计数显示!在首次免疫后第
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周!

不同菌株免疫组小鼠肝&脾内均可分离到重组细菌(
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周!菌落数有所下降(二次免疫后第
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周!菌落数略微上升后急剧下降!于二免后第
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周脾
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清除!但携带不同长度质粒
J67

的重组菌株在体

内稳定性存在一定的差异!携带质粒
J67

长度越

长的减毒沙门菌株!菌落数越低!也越早被机体清除
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三株重组沙门菌株口服接种小鼠的安全性

连续
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免疫组小鼠与
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目的基因的选择对所构建的重组疫苗的免疫原

性有决定性作用'本研究所选择
*

个不同长度的
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基因片段$
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好的免疫原性'抗原基因的长度也对所构建的重组

疫苗的免疫原性有重要影响!通常抗原基因越长!反

转录的
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就越长!越易形成发卡结构!阻止
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与核糖体的结合!导致抗原蛋白质表达量不

足*
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(此外!质粒
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的长度越长!重组菌株在体

内外稳定性越差!质粒
J67

的传递效率越低!进而

影响抗原蛋白质的表达量'结合本研究!携带质粒
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长度为
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的
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长度分别为
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!因此沙门菌具备良好的侵袭力'减毒鼠伤寒

沙门菌
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由于缺失了
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基因!在保持良好

的侵袭力的同时毒力大大降低*
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!已被广泛应用于

重组口服疫苗的制备'携带外源
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的重组沙门

菌侵入机体后!由于菌体发生溶解而释放外源
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!使抗原基因在体内发生转录和翻译!从而诱

导相应的细胞免疫和体液免疫反应*
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'选择派伊

结等免疫组织集中的回肠末端进行目的基因的转录

试验表明!抗原基因可在肠道内进行转录!进而表达

抗原蛋白质!从而诱导强烈的肠道黏膜免疫反应(小

鼠肝&脾内的增殖试验则显示了以减毒鼠伤寒沙门

菌
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为载体的重组减毒沙门菌株具有良好的

侵袭力!可在机体内增殖!并在机体免疫系统的作用

下逐渐被清除(小鼠的安全性试验及回肠末端的病

理变化显示!口服重组沙门菌后!会对小肠造成一定

的组织损伤!但损伤不足以引起腹泻等临床症状及

肉眼可见的病理变化!因此表明三株重组菌株是安

全的!同时!杯状细胞数量增多!显示肠道分泌黏液

能力和对抗原呈递作用的加强*
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!这表明在减毒沙

门菌的刺激下!肠道局部黏膜反应增强'这些研究
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口服疫苗的可

行性'
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商品化疫苗进行比较!为科学评估新型
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口服
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种口服菌株均具有较高

的稳定性(携带的目的基因可在肠道组织内转录(菌

株在小鼠肝&脾中增殖约
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周后逐渐被机体清除(具

有良好的口服安全性'可见减毒鼠伤寒沙门菌
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可递呈不同长度的
-
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