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#在感染
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日龄雏鸭体内动态分布规律与致肝病变和诱导
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探针实时荧光定量
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促炎因子"
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和
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#在转录水平的变化!用光学显微镜对肝组织病理学变化进行观察!分析这些变化之间

的联系'结果表明$
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感染
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后即在所有的样品中检测到'组织器官中病毒含量!血液和胰分别在感染
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达到峰值!其余器官均在感染
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后以空泡变性为主(
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以坏死为

主'肝中上述
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种细胞因子转录量除
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在
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达到最高外!其余均在感染后
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达到最高!感染
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后!其转录量变化随肝中病毒含量下降而降低!并与肝病变严重程度呈正相关'
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在雏鸭体内具有广泛的

组织嗜性!肝(脾(肾是病毒攻击的主要靶器官!肝中细胞因子极有可能在抑制病毒增殖和修复组织损伤过程中发

挥重要作用'
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之一!主要感染
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周以内雏鸭!死亡雏鸭表现为肝肿

胀(出血等特点'目前!
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划分为
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个基因

型)
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在世界范围内分布!
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发生于我国台湾地区)

0

*

!

FWE?!*
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流行呈现扩展趋势)
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!给鸭养殖业带来巨大威胁'
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感染发病雏鸭很难通过临床症状和

剖检变化与
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感染发病雏鸭进行区分!但可

通过血清学和分子生物学方法进行鉴别诊断'目前
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的
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和免疫组化的方法并广泛应用到
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增殖规律的研究中)

%1!%/

*

'

FWE?
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*等多种因素

影响'
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在雏鸭体内具有广泛的组织嗜性!但

各组织病毒含量不同'普遍认为肝是
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增殖

的最佳靶器官!其致病机制尚不清楚'张焕荣等)
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*由上海基康生物技术有
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种细胞因子"
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人工感染
O

日龄雏鸭疾病模型构建

及样品采集
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NN

只
N

日龄雏鸭随机分为试验组"

1&

只#和对

照组"

0N

只#!试验组雏鸭腿部肌肉注射
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病毒
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#!对照组腿

部肌肉注射生理盐水"
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0只f%

'接

毒后观察雏鸭临床发病和死亡情况!并于感染后
%

(

*

(

.

(

/

(

%0

(
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和
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!在试验组"出现临床症

状后!选择发病症状典型的雏鸭#和对照组中各采集

*

只雏鸭的血液(肝(脾(肺(肾(胰(法氏囊(胸腺(大

脑(哈德氏腺和十二指肠!死亡雏鸭采集肝!置于

f(&o

保存备用!未死亡雏鸭取部分肝组织固定于

)J

多聚甲醛中备用'

#G%

!

定量检测
W1?CRK

含量及数据分析

根据
=DE$,#<A6,

操作说明书!提取样品中总

=DE

!利用一步法
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9̀-

探针实时荧光定量
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方法)
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*检测
FWE?!*

含量'检测结果用
M39

2
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2
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2
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中独立样本
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检验方法分析并作图'

#GD
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肝组织病理学观察及细胞因子检测

对,

%'*

-保存的肝组织样品切片进行
WR

染色!

光学显微镜观察!用
E"#K5
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B#7#,B#

2

G>.

作图对

比'参照
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f
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C#相对定量方法)

0N

*在转录水平检测肝

中抗病毒细胞因子
ZPD!

$

(

ZPD!

%

和
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及促炎

因子
ZL!%
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和
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!检测结果用
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分析并作图'
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结
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果
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感染雏鸭的临床发病症状&病理变化

及死亡情况

!!

雏鸭于感染
%(B

后开始出现症状!大部分雏鸭

精神沉郁(扎堆!采食(饮水量明显减少&感染
0)B

后开始出现死亡!

0)B

死亡
.

只雏鸭!

*&B

死亡
0

只!

)(B

死亡
0

只!

1)B

死亡
%

只'剖检发病死亡

雏鸭!可见肝肿大!表面分布有大量出血点或出血

斑!质地变脆&脾充血呈钝圆形&肾有明显出血现象&

胸腺也有出血点'对照组雏鸭精神(采食和饮水正

常!剖检未发现病变'

用于单独观测
FWE?!*

致死率的雏鸭!共死亡

)

只"死亡率
)&J

#!

0)B

死亡
0

只!

*(B

死亡
%

只!

.&B

死亡
%

只'雏鸭生存曲线如图
%

'

图
#

!

致病性
W1?CRK

感染
O

日龄雏鸭的生存曲线

E2

F

G#

!

98+,2,-.;8+,)34:OR6-

5

R4.668;V.2/

F

3-:0)+2/:);0)6

B20(,2+8.)/030+-2/4:W1?CRK

!G!

!

W1?CRK

在雏鸭体内动态分布

FWE?!*

感染
N

日龄雏鸭后!

%B

即在所有组织

器官中检测到'但在各组织器官中含量不同!肝病毒

含量最高"为
%&

.'*)

4#

2

$5,

0

@

f%

#!其次是脾(肾和血液

中病毒含量!分别为
%&

1'1.

(

%&

1'&*和
%&

1'&)

4#

2

$5,

0

;L

f%

!其余器官病毒含量均在
%&

1

4#

2

$5,

0

@

f%以下

"图
0

#'随时间推移!所有组织和器官中病毒含量

均逐渐上升!血液和胰分别于感染后
%0

和
/.B

含

量最高!其余组织均于
0)

&

)(B

达到峰值!随后病

毒含量下降'其中!肝(脾和肾中各时间点
FWE?!

*

含量明显高于其他组织器官!感染后
0)B

达到峰

值!分别为
%&

%%'%1

(

%&

%&'*N和
%&

%&'*&

4#

2

$5,

0

@

f%

!

)(

&

/.B

病毒含量缓慢下降"图
0E

#'

FWE?!*

在除脾

外其他免疫器官"胸腺(法氏囊(哈德氏腺#中增殖规

律存在差异!胸腺中各时间点病毒含量高于法氏囊

和哈德氏腺!而法氏囊峰值时间在感染后
0)B

早于胸

腺和哈德氏腺峰值时间
)(B

"图
0H

#'

FWE?!*

在血液

组织和胰中增殖规律与其他器官不同!感染
%0B

后血

液中病毒含量即达到峰值!为
%&

('(&

4#

2

$5,

0

;L

f%

!

%0

&

/. B

病 毒 含 量 下 降!

/. B

下 降 至
%&

1'./

4#

2

$5,

0

;L

f%

'

FWE?!*

在胰中含量持续增加!感

染
/.B

后最高!为
%&

('**

4#

2

$5,

0

@

f%

"图
0F

#'

FWE?!*

在其他器官"肺(大脑(十二指肠#中增殖

均在感染后
0)B

达到峰值!除
/

和
%0B

外各时间点

病毒含量!十二指肠高于肺和大脑'大脑中病毒含

量最低!峰值含量仅为
%&

N'..

4#

2

$5,

0

@

f%

!感染
/.B

后下降至
%&

1'.&

4#

2

$5,

0

@

f%

"图
0G

#'

..%



!

%

期 朱玉东等$鸭甲肝病毒
*

型在人工感染雏鸭体内分布与诱导肝病变及细胞因子表达的关联性分析

!GK

!

W1?CRK

在肝中增殖速度及引起的组织病理

学变化

0'*'%

!

FWE?!*

在肝中增殖速度
!!

比较相邻时

间点肝中
FWE?!*

病毒含量!分析其含量变化及显

著性差异!以研究病毒的增殖速度'结果表明!感染

%

&

*B

肝中病毒增殖速度最快!

*B

病毒含量较
%B

时有极显著差异"

3

'

&'&%

#!而在
/

&

%0B

和
%0

&

0)B

有显著性差异"

3

'

&'&1

#"图
*

#'感染死亡雏

鸭的肝病毒含量最高为
%&

%0'&%

4#

2

$5,

0

@

f%

!最低

%&

%%'&1

4#

2

$5,

0

@

f%

!平均含量为
%&

%%')Nn&'*N

4#

2

$5,

0

@

f%

'

E'FWE?!*

在肝(脾和肾增殖&

H'FWE?!*

在胸腺(法氏囊和哈德氏腺中增殖&

G'FWE?!*

在肺(大脑和十二指肠中增

殖&

F'FWE?!*

在血液和胰中增殖

E'FWE?!*

2

3#A$]53975,$-7B5A$853

!

,

2

A55-9-"C$"-5

:

,

&

H'FWE?!*

2

3#A$]53975,$-7B

:

;6,

!

K63,9#]P9K3$4$6,9-"W93"!

53$9-

@

A9-"

&

G'FWE?!*

2

3#A$]53975,$-7B5A6-

@

!

K39$-9-""6#"5-6;

&

F'FWE?!*

2

3#A$]53975,$-KA##"9-"

2

9-4359,

图
!

!

W1?CRK

在各组织器官中动态分布

E2

F

G!

!

W230+2@8024/4:W1?CRK2/62::)+)/002338)3-/64+

F

-/3

"

'3

'

&'&1

&

""

'3

'

&'&%

图
K

!

感染后不同时间点肝中
W1?CRK

载量

E2

F

GK

!

C2+-..4-64:W1?CRK2/0().2,)+-062::)+)/002>)

=

42/03-:0)+2/:);024/

0'*'0

!

肝组织病理学变化
!!

通过光学显微镜观

察
FWE?!*

感染雏鸭各时间点的肝病理组织学变

化!结果显示$感染
%B

!局部肝组织毛细血管充血!

肝细胞轻微肿胀"图
)E

!箭头所示#&感染
*B

!肝细

胞呈空泡变性!细胞质内出现大小不一的空泡"图

)K

!箭头所示#&感染
.B

!肝细胞肿胀明显!空泡变

性加重!变性的肝细胞数目增多"图
)4

!箭头所示#&

感染
/B

!肝细胞呈严重空泡变性!肝组织呈网状!

细胞核悬于中央或被挤于一侧"图
)F

和
"

!箭头所

示#&感染
%0B

!中央静脉周围肝细胞仍以空泡变性

为主!并伴有少量炎性细胞浸润"图
)5

!箭头所示#&

感染
0)

&

)(B

!肝中央静脉及汇管区周围肝细胞大

N.%
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!

%

期 朱玉东等$鸭甲肝病毒
*

型在人工感染雏鸭体内分布与诱导肝病变及细胞因子表达的关联性分析

多呈坏死性变化!细胞核固缩消失!细胞质碎裂呈碎

片状或消失形成空泡!周围伴有大量易嗜性粒细胞

浸润"图
)]

(

@

!箭头所示#&感染
N0

&

/.B

!汇管区胆

管上皮细胞呈明显增生性变化!周围肝细胞多呈空

泡性变化并伴有少量黄染的枯否细胞'对照组未观

察到病变'

!G%

!

肝细胞因子变化规律

染料法实时荧光定量
=Q!<G=

检测肝中干扰

素及促炎性因子
ZL!%

%

(

ZL!0

和
ZL!.

各时间点含量

变化!结果显示!抗病毒细胞因子"

ZPD!

$

(

ZPD!

%

(

ZPD!

1

#的
FWE?!*

感染后表达量逐渐升高!在感染

)(B

后达到峰值!上调倍数分别为
*&'.&

(

0N'*%

和

%/'%1

倍!

N0

&

/.B

上调倍数下降'促炎因子"

ZL!

%

%

(

ZL!0

(

ZL!.

#在感染前期"

%

&

/B

#变化不明显!感

染
%0B

后显著增高!

0)B

后达峰值!感染
)(

&

/.B

逐渐下降'其中
ZL!%

%

峰值出现在感染后
%0B

!早

于
ZL!0

和
ZL!.

"

0)B

#!但
ZL!0

表达量上调最高!达

%))('01

倍!高于
ZL!.

和
ZL!%

%

的上调倍数分别为

%*0'1%

和
1/'*

倍"图
1

#'

图
D

!

感染雏鸭肝细胞因子
><H?

转录水平

E2

F

GD

!

'+-/3;+2

=

024/.),).4:;

5

04V2/)><H?32/.2,)+4:2/:);0)668;V.2/

F

3

K

!

讨
!

论

KG#

!

W1?CRK

人工感染
O

日龄雏鸭模型的意义

生产实践中!往往使用疫苗免疫种鸭!通过母源

抗体而使雏鸭获得被动的保护!但母源抗体在
N

日

龄后常常下降到较低水平)

0(!0/

*

!而使
N

日龄雏鸭感

染
FWE?

后发病'雏鸭日龄对
FWE?

的致病性

具有重要影响)

0*

!

*&!*%

*

!如苏敬良等)

*

*报道
FWE?!*

"

M

株#感染
0

日龄雏鸭的死亡率为
(&J

!感染
N

日

龄雏鸭的死亡率为
)&J

!而感染
%*

日龄的雏鸭则

不致死&本研究结果相似'

FWE?!*

"

[L

株#在
)

日龄雏鸭上测得
LF

1&

m%&

f)'%*

0

&'0;L

f%

!而以
0

&&&LF

1&

剂量的
FWE?!*

强毒感染
N

日龄雏鸭的

致死率为
)&J

"图
%

#'目前针对
FWE?!*

的研究

所建立的人工感染雏鸭病理模型很多!但主要集中

在
)

日龄以内)

%1!%/

*

!因此!本研究建立
FWE?!*

人

工感染
N

日龄雏鸭的疾病模型!测定病毒在其体内

分布规律(对肝组织病理学损伤(肝细胞因子含量变

化等!分析病毒分布与病理损伤(抗病毒细胞因子(

促炎性因子的关联性!对进一步阐明
FWE?!*

的致

病机制具有重要意义'

KG!

!

W1?CRK

在雏鸭体内的分布规律

荧光定量结果显示!

FWE?!*

在不同组织中病

毒含量不同'

FWE?!*

感染
%B

即可在所有组织器

官中检测到'这与林少莉等)

%(

*和
['X'W69-

@

等)

%1

*检测结果相似!表明
FWE?!*

有广泛的组织

嗜性'但本研究中病毒全身性分布的时间要早'原

因可能是攻毒剂量(毒株毒力不同等造成)

%(

*

'本研究

中攻毒剂量为
0&&&LF

1&

"

.l%&

N'&0

4#

2

$5,

0只f%

#!攻毒

%B

血液中病毒含量即达到
%&

1'&)

4#

2

$5,

0

;L

f%

'林少

莉等攻毒剂量仅为
0&RLF

1&

!

['X'W69-

@

等攻毒

剂量为
)'N*l%&

)

4#

2

$5,

0只f%

'本研究中
FWE?!

*

在各组织中病毒含量随感染时间逐渐升高!多数

于
0)

&

)(B

达峰值'这与
FWE?

的人工感染潜伏

期一般为
0)B

结果一致'

>'L'L$-

等)

%)

*检测的

0&&

份临床死亡雏鸭样本中
FWE?

含量!结果表明

FWE?!*

感染死亡雏鸭的组织中!肝病毒含量最高

"

%&

%&')0n&'N%

4#

2

$5,

0

@

f%

#!其次为脾和肾'这与本

研究中结果相符!肝中病毒含量大于脾和肾!含量均

在
%&

%&

4#

2

$5,

0

@

f%以上'林少莉等)

%(

*和
['X'

/.%



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)/

卷
!

W69-

@

等)

%1

*检测结果表明
FWE?!*

感染的雏鸭肝

中峰值时含量低于
%&

(

4#

2

$5,

0

@

f%

!本研究中

FWE?!*

感染死亡的雏鸭肝中!病毒含量高于未死

亡雏鸭峰值含量!平均含量为
%&

%%')Nn&'*N

4#

2

$5,

0

@

f%

!

更接近
>'L'L$-

等)

%)

*检测结果'研究表明初始感

染剂量越高组织中病毒含量越高'推测临床上雏鸭

感染
FWE?!*

的剂量与本研究中攻毒剂量相近'

张焕荣等)

%.

*检测
FWE?!*

感染雏鸭的组织病理学

和病毒分布!发现肾也是病毒侵染的重要器官之一'

笔者试验中!肾剖检病变"未发表资料#和病毒含量

都证明这一结论'但朱方伟等)

%/

*建立免疫组化的

方法检测
FWE?!*

在雏鸭组织内分布时!未在肾(

心和脑中检测到!这可能与检测方法的敏感性有关'

KGK

!

W1?CRK

致肝损伤与细胞因子变化的关联

肝损伤是病毒与宿主之间相互作用的结果'先

天免疫是机体第一道防线!病毒入侵后!首先被固有

免疫细胞"巨噬细胞(树突状细胞等#上的模式识别

受体"

<==,

#识别!进而诱导产生干扰素及白介素等

细胞因子'干扰素能通过激活信号通路途径诱导一

系列干扰素刺激基因"

Z>M,

#的转录!在靶细胞内建

立抗病毒反应体系或者通过激活效应细胞和促进获

得性免疫来调节免疫系统)

*0!**

*

'

G'<'>#-

@

等)

0)

*

研究表明
FWE?!%

强毒和弱毒在雏鸭体内可引发

不同的先天免疫反应!强弱毒均能诱导
ZPD

表达量

上调!强毒诱导
ZPD!

1

更明显!弱毒诱导
ZPD!

$

%

%

更强'本研究
FWE?!*

能够诱导肝中
!

型和
"

型

干扰素转录量上调!感染
%0B

后随病毒含量逐渐升

高!

)(B

达到峰值!其后病毒含量下降而诱导减弱'

这与
G'['M6

等)

0*

*研究结果不同!

FWE?!%

强毒

在感染
%0B

后!干扰素
$

表达量受到明显抑制!仅

在
0)B

出现短暂上调'这可能与雏鸭日龄或固有

免疫水平有关'

G'<'>#-

@

等)

0&

*研究表明
*

周龄

雏鸭拥有更强的先天免疫水平!细胞因子表达水平

也较
%

日龄雏鸭更高'

X'̀ 'U6

等)

**

*研究结果也

表明
FWE?!%

强弱毒在成年鸭上均能够引起干扰

素表达量明显上调"

%&&&

倍以上#'促炎因子可由

活化的巨噬细胞产生!刺激
Q

细胞和
H

细胞增殖(

触发急性期反应和活化血管内皮细胞等!促进炎症

反应!进而清除病毒和修复受损的组织)

*)

*

'本研究

中
ZL!0

%

.

在感染
%0B

明显上调!并与肝病变严重

程度呈正比'在感染
0)B

达到峰值!

ZL!0

上调

%))(

倍!

ZL!.

上调
%*0

倍!此时肝组织多呈坏死性

变化!细胞核固缩消失!细胞质碎裂呈碎片状或消失

形成空泡!周围伴有大量易嗜性粒细胞浸润'本研

究中
ZL!%

%

峰值时间要在感染后
%0B

!早于其他细

胞因子!这提示
ZL!%

%

可能在炎症反应早期发挥重

要作用'

%

!

结
!

论

以
FWE?!*

强 毒 感 染
N

日 龄 雏 鸭!发 现

FWE?!*

在雏鸭体内具有广泛的组织嗜性!肝(脾(

肾是病毒攻击的主要靶器官!肝中细胞因子可能在

抑制病毒增殖和修复组织损伤过程中发挥重要

作用'
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