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猪!干扰素在毕赤酵母中的分泌表达及其对伪狂犬病毒的抑制作用

曹瑞兵，周国栋，周海霞，包晶晶，陈溥言"

（南京农业大学 农业部动物疫病诊断与免疫重点开放实验室 南京 $&%%3.）

摘 要：为了研制高活性的重组猪!干扰素，对 BCD4E2!成熟蛋白第 #、(和 &"!位的 #个氨基酸密码子进行毕赤酵
母偏嗜性改造并构建了酵母表达载体 FBDGH"I2BDJ。FBDGH"I2BDJ经 !"##酶切线性化后电转化导入毕赤酵母菌株
K2##。多株 BGL鉴定为阳性的酵母转化子经甲醇诱导发酵分泌表达了 BCD4E2!，其中 J&株酵母的 BCD4E2!产量最
高，约为 $M. N &%.OP8Q，其表达量约为 "%$RP8Q，比活为 !M&( N &%"OP8R。将发酵上清液用 B7S$%%%%浓缩后进行 TUT2
BIS7和 V,WX,@+ A0CX检测，结果表明表达产物是分子量约为 $1YU5和 $.YU5蛋白的混合物，两者均可与 BCD4E2!阳
性抗血清发生特异反应。表达产物比 BCD4E2!理论推导分子量（约 $%M1YU5）大，推测可能是表达产物发生了不同程
度的糖基化。重组 BCD4E2!对伪狂犬病毒在细胞中增殖可呈现抑制作用，并且 @BCD4E2!对伪狂犬病毒在 ZUJ-细
胞上早期增殖的抑制效果最为明显。
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干扰素是一类动物机体产生的多功能分泌蛋

白，涉及抗病毒、细胞生长调节和免疫激活等。!干
扰素（D+X,@\,@C+ A,X5，D4E2!）主要由成纤维细胞产生，
具有诱导细胞产生多种抗病毒蛋白、增强自然杀伤

细胞的活性、增加抗原提呈细胞 Z]G D型分子表达
以及抑制白细胞增殖等功能，在人类主要用于治疗

多发性硬化症［&］。 D4E2!氨基酸序列和抗原性与
D4E2"显著不同，但与 D4E2"结合同样的受体，发挥
相似的生物学活性，因此都属于 D型干扰素。

V,9+R5@X0和 U,@A^W_9@, 等［$］用聚肌胞（F0C^D：G）
刺激猪肾细胞 B-2&.获得了具有较高抗病毒活性的
猪!干扰素（BC@>9+, 9+X,@\,@C+ A,X5，BCD4E2!），发现
BCD4E2!可较好地抑制猪流感病毒、轮状病毒和水疱
性口炎病毒在猪肾细胞上的增殖。I@X*@WWC+等［#］于
&33$年首次克隆了 BCD4E2!编码基因并证明其在猪
基因组中只存在 & 个拷贝。BCD4E2!基因全基因为
."&AF，编码 &". 个氨基酸的成熟蛋白和 $& 个氨基
酸的信号肽，BCD4E2!成熟蛋白部分含有 #个半胱氨
酸和 #个 E2糖基化位点。在氨基酸水平上 BCD4E2!
与人类!干扰素的同源性为 "#‘，而与猪"干扰素
的同源性只有 #$‘。
我们在前期的研究中克隆了 BCD4E2!基因并在

大肠杆菌中进行了表达，表达产物以包涵体的形式

存在，纯化的复性后产物的抗病毒活性为 .M" N
&%.OP8R［!］。毕赤酵母是一种新型的外源基因表达
系统，已有多种蛋白在此系统中高效表达［. ’ (］，不存

在原核表达系统的内毒素难以去除的问题，也不存

在哺乳动物细胞表达系统的病毒和支原体污染等问

题，并可进行类似高等真核生物的信号肽剪切和糖

基化等翻译后加工［1］。表达载体 FBDGH"I的醇氧化
酶启动子 IaK&可用甲醇严格调控，表达盒的 E端
带有引导分泌表达的"2Z4信号肽序列，表达产物可
分泌到上清。本研究应用毕赤酵母表达系统来表达

BCD4E2!，获得分泌表达的高活性重组 BCD4E2!，并研
究其对伪狂犬病毒（BW*,:C@5A9,W b9@*W，B@c）的抗病毒
作用，为实现重组 BCD4E2!工程化生产和进一步研
究其生物学功能提供实验基础。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株、病毒株、细胞和动物：大肠杆菌
（$%#&’()#&)" #*+) ）U]."、ZUJ-细胞、L-2&#细胞、&!#
/-? 细胞、水泡性口炎病毒（c,W9>*05@ TXC85X9X9W
c9@*W，cTc）和伪狂犬病毒上海株（BW,*:C@5A9,W c9@*W，
B@c2T]）均为本室保存。毕赤酵母（ ,)#&)" -"%.*()%）
K2## 和分泌型酵母表达载体 FBDGH"I 为 D+b9X@CR,+



公司产品。! 周龄的清洁级 "#$"%& 雌性小鼠购自
扬州大学实验动物中心。

!"!"# 主要试剂：含 ’()*+,!全基因的克隆载体
-./0,1"由本室构建保存。蛋白质分子量标准购
自中国科学院上海生化与细胞研究所。限制性核酸

内切酶、连接酶、!"#$% 聚合酶、核酸分子量标准均
购自大连 123242公司。层析介质购自安玛西亚公
司。酵母培养基 ’5-6(75、8+"（9%:）为 ;<=<&(公司产
品，/2>? @5A5&610 ’<&B<2 /C-D5>><(7 3<6和 E5(F<710均为
)7G<6D(7H57公司产品，羊抗鼠 )H.,I4’、生物素购自
华美生物工程公司，其它试剂均为分析纯。

!"# 引物的设计和合成
根据文献［J］设计一对引物用于扩增和改造

’()*+,!成熟蛋白编码基因。引物序列为 ’J：!K,#1#
.##11L#1.#.L1#L.#1.1.L11L.11#L ,MK（!&’4"）；
’N： !K,L.#1L1#.#.#.11#L..#..1##1L1.1##.
1L,MK（()$"）。另设计一对醇氧化酶（#:OJ）基因
特异引物用于检测外源基因是否插入酵母基因组，

引物序列为 ’M：!K,.#L1..11LL##11.#L##.L,MK；
’P：!K,.L###1..L#11L1.#L#1LL,MK。引物由上海
博亚生物技术公司合成。

!"$ %&’扩增
’L4反应中模板为含 ’()*+,!全基因的质粒

-./0,1"，总体积为 !Q#$，其中 JQ R ST==5D !#$，
N!UU(A%$ 0HNV M#$，NW!UU(A%$ X+1’ P#$，NQ-U(A%#$
引物 ’J、’N各 J#$，模板 N#$，!"#$% QW!#$，XXIN:
MMW!#$。反应条件：YPZ !U<7；YPZ JU<7，!PZ
JU<7，[NZ YQ>，MQ个循环；[NZ JQU<7。
!"( )%*&+!,-%*.载体的构建
将改造的 ’()*+,!成熟蛋白基因和表达载体

-’)LE$#用 !&’4"和 ()$"进行双酶切，回收酶切
片段，’()*+,!基因和 -’)LE$#载体按 M \ J的摩尔比
PZ过夜连接。转化氯化钙法制备的感受态大肠杆
菌 ;I!2。挑取低盐 $"平板上的 E5(&<7抗性菌落，
提质粒用 !&’4"和 ()$"进行双酶切鉴定。将获
得的阳性重组载体命名为 -’)LE$#,’)"，送上海博亚
生物技术公司测序。

!"/ 酵母细胞的转化及鉴定
参照 /2>? @5A5&610 ’<&B<2 /C-D5>><(7 3<6 的说明，

制备毕氏酵母菌株 O,MM的感受态细胞，并将 *$&"
单酶切的线性化重组质粒 -’)LE$#,’)"经电转化导
入感受态细胞，电转化的条件为 JW!]^、N!#= 和
NQQ%。将电转化后的酵母细胞涂板于含 JQQ#H%U$
E5(F<710的 8’;@平板，MQZ培养 NX。挑选 E5(F<710抗

性克隆复制到 00平板和 0;平板，MQZ培养 MX后
筛选出在两种培养基上都能正常生长良好的 0T6V

菌落。将这些菌落进一步复制到 E5(F<710浓度为
!QQ#H%U$的 8’;@平板筛选出多拷贝整合的酵母克
隆。挑选单个克隆接种于含 JQQ#H%U$ E5(F<710的
8’;培养液，取少量发酵菌体按文献［Y］介绍的煮沸
冻溶法提取酵母基因组，应用 ’()*+,!基因特异引
物 ’L4鉴定其基因是否整入酵母基因组，用醇氧化
酶（#:OJ）基因特异引物 ’L4鉴定猪!,干扰素基因
是否插入 #:OJ启动子部位。
!"0 酵母重组子的诱导表达
将筛选的多个酵母克隆接种于 "0.8培养液，

MQZ震荡培养 J_ ‘ NQB（ +,_QQ 约为 PWQ ‘ _WQ）。

MQQQD%U<7离心 !U<7 收集细胞，用 "008 培养液重
悬并调节浓度至 +,_QQ约为 JWQ，MQZ震荡培养每隔

NPB补加甲醇至终浓度为 Ja，连续培养 PX。每 NPB
取样一份，测定蛋白表达量及其抗病毒活性，确定最

佳收获时机。

!"1 鼠抗 %2*34-"抗体的制备
取 _周龄的清洁级 "#$"%&雌性小鼠 !只，每只

小鼠腹腔注射原核表达的 ’()*+,!与等体积的弗氏
完全佐剂的乳化物 PQQ#$，约含抗原 MQ ‘ PQ#H；M周
后用等量的重组 ’()*+,!和弗氏非完全佐剂乳化后
腹腔注射进行二免；再过 M周后每只小鼠腹腔注射
重组 ’()*+,!NQQ#$。MX后按常规方法采血制备抗
血清，/$)@#测定效价。
!"5 表达产物的 67*8,检测及9:;<:=> ?@2<鉴定
将收集的发酵液 bQQQD%U<7离心 J!U<7，尽可能

除去酵母细胞。用 /$)@# 进行表达产物的初步检
测，主要步骤为将待检样品倍比稀释后加到包被兔

抗 ’()*+,!)H. 的酶标板，阳性对照为原核表达的
’()*+,!，阴性对照为相同处理的空载体转化酵母菌
发酵液；一抗为原核表达的重组猪!,干扰素免疫小
鼠制备的阳性血清，二抗为羊抗鼠 )H.,I4’；@%+ c
NWJ且 ’!QWM判断为阳性。取 NQU$ /$)@#阳性的
上述处理的发酵上清，置截流分子量为 JQQQQ;2的
透析袋，用 ’/.NQQQQ 反透析浓缩。取 JQ 倍浓缩的
发酵上清加入等体积的 N R @;@ 上样缓冲液，煮沸
!U<7。将上述样品进行 @;@,’#./和 95>65D7 SA(6检
测分析。

!"A 表达产物的处理及抗病毒活性测定
将发酵液 bQQQD%U<7 离心 J!U<7，取上清用

QWP!#U的滤膜过滤后，用 QWJU(A%$’"@（-I[WN）充分
透析。用 QWNN#U 的滤膜过滤除菌，至 PZ保存备
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用。应用微量细胞病变抑制法检测干扰素抗病毒活

性，采用 !"#$ 细胞%&’&（水泡性口炎病毒）系统，
具体步骤参照文献［()］。将抑制 *)+细胞病变出
现孔最大稀释度的干扰素定义为 (个干扰素活性单
位（,）。
!"!# $%&’()*!对 %+,*-. 在 /012、+2*!3 细胞
和 !43 52*细胞中增殖的影响
用含 ()+小牛血清的 "!-!营养液将 ./0123%!

稀释为 ())),456。在 78孔细胞培养板上用 ())"64
孔的 ./0123%!分别预处理 !"#$ 细胞、9$%(: 细胞
和 (;: <$%细胞 =;>，同时设各种细胞的空白对照。
作用结束后，弃去培养上清，用无血清的培养液洗涤

一次，每孔加入 ())"6 ()))<?1"*) 456 /9&%’@ 病毒
液，吸附 (>。弃去上清，加入含 =+小牛血清的维持
液，置于 :AB，*+ ?C= 继续培养，观察各处理的病

变出现情况。

!"!! %+,*-. 在 $%&’()*!预处理的 /012 细胞
中的增殖试验

胰酶消化的!"#$细胞记数后用营养液稀释到
适当的密度，滴加到 : 块 =; 孔板，置于 :AB、
*+ ?C= 培养待细胞贴壁。分别将含 ())),456 和

()),456 ./0123%!的完全培养液按 (564孔加入 =;
孔板的细胞中，每个浓度 8个孔，置于 :AB、*+ ?C=

的培养箱中作用。=) D =;> 后弃去培养液，用无血
清的培养液洗涤一次，每孔加入 (56 ()))<?1"*) 456

/9&%’@病毒液，置于 :AB、*+ ?C=的培养箱中吸附

(>后弃去上清，每孔加入 (56含 =+小牛血清的营
养液。同时设病毒对照和细胞对照各 8个孔。分别
于接毒后 (=>、=;> 和 ;E> 取出一块 =; 孔板，置
F =)B冻存。冻融 =次后用 9$%(:细胞测定各处理
中 : 个细胞孔中的 /9&%’@ 滴度。按 9GGH%!IGJK>
法计算病毒 <?1"*)。试验重复 :次。

!"!6 数据分析
每个处理取 :个平行样，试验重复 :次，平均值

作为统计数据，用平均数 L 标准误（!GMJ L ’-）表
示。数据用 ’N’和 !OK.0P0QR -SKGT 软件分析，差异显
著性采用 ’RIHGJR’P <检验。

6 结果

6"! %&’()*!基因的扩增、克隆和测序分析
以 UV-!%<#为模板，应用引物 /(和 /= /?9扩

增出大小约为 *(*WU的片段。用 !"#9#和 $%&#双
酶切后插入 U/1?X$N载体的 !"#9#和 $%&#位点

间，获得重组载体 U/1?X$N%/1#。测序结果表明插入
基因为阅读框对位的完整的 /0123%!成熟蛋白编码
基因，且编码 /0123%!的第 :、A和 (8;位氨基酸的密
码子分别由酵母稀有密码子改造为偏嗜密码子

<N?、?V<和 ?V<。
6"6 酵母转化及获得克隆的鉴定结果
线性化的 U/1?X$N%/1#电转化毕赤酵母 Y%::感

受态细胞获得 ()) 多个 XG0ZOJ<!抗性克隆。在这些
克隆中筛选出 =* 个在 !!和 !"两种培养基上都
正常良好生长的 !IR[ 菌落。进一步用高浓度的
XG0ZOJ<!培养基筛选得到 * 个多拷贝克隆。应用猪

!%干扰素特异引物 /(和 /=及醇氧化酶特异引物 /:
和 /;进行 /?9鉴定，结果（图 (）表明在筛选的菌株
中 /0123%!基因已整合到酵母染色体的 NCY(位置。

图 ! %7+鉴定酵母中的 8&’()*!基因
2O\]( 1HGJROQOKMRO0J 0Q R>G \GJG 0Q U0123%!OJ ^GMPR W^ /?9]!(]!M._G.

"6(*)))；(] /.0HIKRP 0Q /?9 Q.05 U/1?X$N%/1# R.MJPQ0.5GH ^GMPR；=]

/.0HIKRP 0Q /?9 Q.05 U/1?X$N R.MJPQ0.5GH ^GMPR KGTTP；:] U0123%!\GJG；

!=] !M._G. "6=)))]

6"3 阳性酵母克隆的诱导表达及表达产物的检测
先将获得的 *株酵母克隆进行小量甲醇诱导培

养，检测 /0123%!的表达情况。-61’N检测结果表明
编号为 #( 克隆酵母菌的发酵上清中 /0123%!的含
量较高。/-V=))))浓缩的表达上清进行 ’"’%/NV-，
可见有两条分子量约为 =*_"M和 =E_"M的条带（图
=），而空白对照和阴性对照的相应位置没有条带。

图 6 表达产物 -0-*%9:;（9）及<=>?=$@ AB&?（1）鉴定
2O\] = -SU.GPPGH U.0HIKRP MJMT^ZGH W^ ’"’%/NV- MJH ‘GPRG.J WT0R ]!]

/.0RGOJ !M._G.；( D *] -SU.GPPGH U.0HIKRP Q.05 QOaG PGTGKRGH KT0JGP

JM5GT^ N=，#(，-;，2= MJH V(；8] ‘GPRG.J WT0R .GPITR 0Q GSU.GPPGH

U.0HIKR 0Q #(；A ] ‘GPRG.J WT0R .GPITR 0Q GSU.GPPGH U.0HIKR 0Q U/1?X$N

R.MJPQ0.5GH ^GMPR KGTTP]

;(; ?NC 9IO%WOJ\ ’( &) ] 4*"(& +,"-#%,#)#.,"& /,0,"&（=))8）;8（:）



进一步的 !"#$"%& ’()$结果（图 *）表明这两条带均可
与 +),-./!阳性抗血清发生特异反应，都具有良好
+),-./!抗原性。
!"# 表达产物的产量及抗病毒活性检测
将克隆 01 进一步放大诱导培养，测定不同诱

导时间的发酵上清中表达产物活性。最早可在诱导

后 *23检测到 +),-./!，诱导后 4*3的发酵上清抗病
毒活性最高，达 *56 7 1869:;<；随着诱导时间的继
续延长发酵上清抗病毒活性反而降低，到 =>3时只
有 15?= 7 1869:;<，可能是表达产物被蛋白酶水解
所致。因此确定诱导时间为 4*3。
采用薄层扫描 01克隆诱导后 4*3的表达产物

电泳结果，估测 *6@AB和 *?@AB的条带蛋白约占总
蛋白的 ?*C。根据微量蛋白检测仪的测定得知，其
上清中可溶蛋白的总浓度为 4D"E:;<，因此重组猪

!/干扰素的表达量约为 >8"E:;<，其比活为 2514 7
18>9:;E。
!"$ %&’()*+!预处理 ,-./、0/+12 细胞和 1#2
3/+细胞对 &04+56增殖的影响
用 18889:;< %+),-./!预处理的 FA0G 细胞与

未处理的对照相比，出现 +HI/JK病变的时间推迟，
病变的严重程度也较轻（图 D），尤其在出现病变的
早期对比最明显。用 18889:;< 的 %+),-./!预处理
的 HG/1D细胞和 12DLG/细胞与未处理的对照相比，
在接种 +HI/JK后病变的出现时间和严重程度并没
有明显的差异。此外，+HI/JK在 FA0G细胞上的病
变特征表现为细胞塌陷，形成空圈（图 D），并迅速扩
散。而 +HI/JK在 HG/1D细胞和 12DLG/细胞则具有
明显的溶细胞特征。

图 2 &%4 56株在不同处理的,-./细胞上的病变
-MEND O"(( PB$3)()EMQB( "RR"Q$# )R P#"ST)%B’M"# UM%S# JK #$%BM& M& TMRR"%"&$ $%"B$"T FA0G Q"((# N V：J"U"%" O+W )R +%I M& FA0G Q"((；0：

O+W )R +%I M& %+),-./!P%"$%"B$"T FA0G Q"((#；O：O)&$%)( FA0G Q"((#N

图 # 接毒后不同时间各处理组 ,.-/细胞中的 &%4+
56增殖滴度的比较
-MEN2 O);PB%M#)& )R +%I $M$"%# M& TMRR"%"&$ $%"B$"T FA0G Q"((# TS%M&E

TMRR"%"&$ $M;"# BR$"% UM%S# M&)QS(B$M)&N F"B& UB(S"# XM$3 TMRR"%"&$

#SP"%#Q%MP$#（V，0，O）B%" "Y$%B/#ME&MRMQB&$(Z TMRR"%"&$ ! [ 8N 81 B&T

XM$3（B，’，Q）B%" #ME&MRMQB&$(Z TMRR"%"&$ ! [ 8N86 N

!"7 %&’()*+!预处理 ,-./细胞对 &%4+56增殖
的影响

+%I/JK在 18889:;< 和 1889:;< %+),-./!处理
及对照FA0G细胞中不同时间的病毒增殖滴度有明
显差异。数据分析结果（图 2）表明：接毒后 1*3，两

种浓度的 %+),-./!处理组中病毒滴度与对照组中的
病毒滴度差异均极显著；18889:;< %+),-./!处理组
与 1889:;< %+),-./!处理组之间的作用差异不显
著。接毒后 *23，不同处理的 D组细胞中的 +HI/JK
滴度均显著。到接毒后 2?3，1889:;< %+),-./!处理
组与对照组中的 +HI/JK 滴度差异不显著，而
18889:;< %+),-./!处理组与对照组和 1889:;<
%+),-./!处理组的病毒滴度均差异显著。

2 讨论
本研究实现了 +),-./!基因在毕赤酵母中的高

效分泌表达，获得的稳定分泌表达 +),-./!的酵母
菌株 01在 0FF\培养基中经甲醇诱导发酵 4*3后，
上清液中 %+),-./!的活性为 *56 7 1869:;<，表达量
约为 >8"E:;<，%+),-./!比活为 2514 7 18>9:;E。
在前期的研究中用大肠杆菌表达的 +),-./!经

复性和纯化后的比活为 65> 7 1869:;E，因此，酵母表
达 +),-./!的活性显著高于大肠杆菌表达的 +),-./

!。大肠杆菌表达的 +),-./!以包涵体的形式存在，
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需经提取、变性、复性和纯化后才具有活性。酵母表

达的 !"#$%&!直接以有活性的形式分泌到发酵上清
液中，不需要变性和复性等生产工艺，发酵上清液中

的杂蛋白含量很低，更易进行大规模的生产。而且

毕赤酵母表达的 !"#$%&!发生了糖基化修饰，更接
近于 !"#$%&!在猪体内的存在形式。
本研究中 !"#$%&!表达产物的分子量分别约为

’()*+和 ’,)*+，均高于 !"#$%&!成熟蛋白和 -端融
合蛋白的理论推导分子量 ’’)*+。黄海等［..］应用毕
赤酵母表达的猪"干扰素时也发现理论分子量为

’’)*+的 !"#$%"由于糖基化作用其酵母表达产物为

’/0, )*+。!"#$%&!成熟多肽由 ./( 个氨基酸组成，
成熟多肽中含 1个糖基结合位点 234&5&6789:;8，分
别位于 <1 = <(2+、,> = ,’2+、.(’ = .(?2+位。因此，
推测分子量偏大可能是 !"#$%&!表达产物发生不同
程度的糖基化，但其确切原因还有待今后的去糖基

化分析或分离纯化后进一步研究。

在研究中发现诱导表达的后期，随着时间的延

长（<’;至 @/;），表达上清的抗病毒活性反而有些下
降。这可能是由于酵母在发酵过程中产生了少量的

胞外蛋白酶，目前已有一些办法解决这一问题［.’］。

如在培养基中添加蛋白胨或酪蛋白水解物作为蛋白

酶的底物；改变培养基的 AB值，以降低蛋白酶的活
性；使用蛋白酶缺陷酵母菌株来表达外源蛋白，如

6C*../1、6C*../,等；点突变外源蛋白基因的个别
位点，改变其蛋白序列中蛋白酶的作用部位使其免

受蛋白酶的破坏。

研究发现伪狂犬病毒在重组 !"#$%&!处理的

DE&.1 和 .?1:EF 细胞中病变产生时间与严重程度

与对照组没有差异，推测这两种细胞表面没有或很

少存在 !"#$%&!可结合的受体。而 C*GE对 !"#$%&!
较为敏感，8!"#$%&!处理后可明显抑制伪狂犬病毒
的病变形成。

!8H&6B接种 C*GE细胞后的 .’;，.>>>I9JK和

.>>I9JK 8!"#$%&!处理组与对照组的病毒平均滴度
差异均极显著，表明 .>>>I9JK和 .>>I9JK 8!"#$%&!
均可有效抑制 !8H&6B在 C*GE细胞上的早期复制。

而接毒后 ?,;，.>>>I9JK 8!"#$%&!处理组与 .>>I9JK
8!"#$%&!处理组和对照组差异显著，而后两组的差
异不显著，表明 !8H存在着一定的拮抗干扰素抗病
作用的能力，但是这种拮抗能力与干扰素的抗病毒

能力的作用结果与干扰素的剂量有关。本研究为重

组 !"#$%&!的工程化生产及其抗病毒作用的进一步
研究奠定了基础。
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