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吡柔比星通过犘犔犆ε犅犮犾２通路抑制膀胱癌细胞增殖
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　　［摘要］　目的　探讨吡柔比星对膀胱癌细胞增殖的影响及其作用机制。方法　膀胱癌细胞Ｔ２４和ＢＩＵ８７分别用０．４、

０．８、１．６、３．２ｍｇ／Ｌ的吡柔比星处理２４、４８、７２ｈ，用四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）检测细胞增殖，流式细胞术检测细胞凋亡率，

ｑＲＴＰＣＲ、ＲＴＰＣＲ检测磷脂酶Ｃε（ＰＬＣε）ｍＲＮＡ及凋亡调控基因犅犮犾２ｍＲＮＡ的表达，蛋白质印迹法检测ＰＬＣε蛋白的表

达。将膀胱癌细胞分为空白组、吡柔比星处理组、ＡｄｓｈＰＬＣε处理组、吡柔比星联合ＰＬＣε干扰腺病毒载体（ＡｄｓｈＰＬＣε）处理

组，检测并比较各组细胞增殖和Ｂｃｌ２蛋白的表达量。结果　在膀胱癌细胞Ｔ２４、ＢＩＵ８７中，吡柔比星对细胞的抑制率呈浓

度、时间依赖性，即随着药物浓度增加、处理时间延长，细胞抑制率升高；吡柔比星促进 Ｔ２４和ＢＩＵ８７细胞凋亡，并且抑制

ＰＬＣε和Ｂｃｌ２表达。吡柔比星处理组、ＡｄｓｈＰＬＣε处理组、ＡｄｓｈＰＬＣε联合吡柔比星处理组均能抑制细胞增殖和Ｂｃｌ２表达，

且ＡｄｓｈＰＬＣε联合吡柔比星处理组的抑制作用高于吡柔比星处理组，差异有统计学意义 （犘＜０．０５）。结论　吡柔比星能有

效抑制膀胱癌细胞的增殖，可能与其抑制犘犔犆ε癌基因及下游犅犮犾２基因的表达有关。

　　［关键词］　吡柔比星；磷脂酶Ｃε；Ｂｃｌ２；膀胱肿瘤；细胞增殖
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第７期．欧俐苹，等．吡柔比星通过ＰＬＣεＢｃｌ２通路抑制膀胱癌细胞增殖 ·７０９　　 ·

　　膀胱癌是临床上最常见的泌尿系统恶性肿瘤之

一，以男性多发［１２］，其中７０％～８０％为浅表肿瘤
［３］。

浅表膀胱癌目前首选的治疗方法是经尿道肿瘤电切

或膀胱肿瘤局部切除和膀胱内灌注药物化疗，常见

的浅表性膀胱癌手术切除能取得良好的近期疗效，

但复发率高达５０％～７０％
［４］。而化疗药物如吡柔比

星（ｐｉｒａｒｕｂｉｃｉｎ）膀胱内灌注治疗或预防膀胱癌的复

发在临床上已经取得肯定效果，并被广泛应用［５］。

吡柔比星为蒽环类抗肿瘤抗生素，能快速进入癌细

胞，分布于细胞核，阻抑核酸合成，使肿瘤细胞停止

增殖直至死亡［６］。但吡柔比星抑制膀胱癌细胞增殖

的分子机制还有待进一步阐明。

磷脂酶Ｃε（ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅＣε，ＰＬＣε）具有促进

肿瘤生长、增殖的作用，其在多种肿瘤组织中表达水

平显著升高，沉默或抑制其表达可显示出显著的肿

瘤抑制效应［７９］。本研究拟以ＰＬＣε为切入点，探讨

吡柔比星能否抑制ＰＬＣε在膀胱癌细胞中的表达，进

而抑制膀胱肿瘤细胞增殖，为明确吡柔比星治疗膀

胱癌的分子机制提供新的思路。

１　材料和方法

１．１　材料　人膀胱癌细胞株ＢＩＵ８７购自武汉大学

细胞库，Ｔ２４为重庆医科大学传染病研究所惠赠，在

３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度条件下培养于含有１０％新

生牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液中，ＲＰＭＩ１６４０培养

液和新生牛血清购于 Ｇｉｂｃｏ公司。ＰＬＣε干扰腺病

毒载体（ＡｄｓｈＰＬＣε）为本课题组前期构建
［１０］并保存

于－８０℃。吡柔比星购于深圳万乐药业有限公司；四

甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）试剂和二甲亚砜（ＤＭＳＯ）购自

Ｓｉｇｍａ公司；ＴＲＩｚｏｌＲＮＡ提取试剂盒、ＲＴＰＣＲ试剂

盒、ｑＰＣＲ试剂盒为宝生物工程（大连）有限公司产品；

ＰＣＲ引物由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成；细胞凋亡检测试剂

盒由重庆医科大学生命科学院流式细胞实验室提供；

ＲＩＰＡ裂解液购自博迈德生物技术有限公司；羊抗人

ＰＬＣε单克隆抗体购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；兔抗人

Ｂｃｌ２多克隆抗体购自美国ＩｍｍｕｎｏＷａｙ公司；βａｃｔｉｎ、

ＧＡＰＤＨ单克隆抗体及ＨＲＰ标记的兔抗羊二抗、羊抗

鼠二抗、羊抗兔二抗均购于北京中杉金桥生物技术有

限公司；ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒、ＥＣＬ显色试剂盒

购自碧云天生物技术研究所。

１．２　吡柔比星对Ｔ２４和ＢＩＵ８７细胞生长及ＰＬＣε、

Ｂｃｌ２表达的影响

１．２．１　ＭＴＴ法检测Ｔ２４和ＢＩＵ８７细胞增殖　取

对数期生长的 Ｔ２４和ＢＩＵ８７细胞，经０．２５％胰蛋

白酶消化制成细胞悬液，调整细胞密度为１×１０５个／

ｍＬ，接种于９６孔板中，最后补充培养液至２００μＬ。

分为对照组及０．４、０．８、１．６、３．２ｍｇ／Ｌ吡柔比星处

理组，每组设６个复孔，同时接种３个９６孔板，

３７℃、５％ＣＯ２恒温培养箱中培养。分别给予不同处

理后，于培养２４、４８、７２ｈ后弃上清，每孔加入２０μＬ

的 ＭＴＴ（５ｇ／Ｌ）继续培养４ｈ后，小心吸去上清，加

入ＤＭＳＯ１５０μＬ，振荡孵育１０ｍｉｎ，用全自动酶标

仪在４９２ｎｍ处检测各孔的光密度（犇 值）计算各组

细胞生长抑制率，公式如下：抑制率（％）＝［１－

（犇处理－犇调零）／（犇对照－犇调零）］×１００％。

１．２．２　流式细胞术检测Ｔ２４和ＢＩＵ８７细胞凋亡　

收集不同浓度（０．４、０．８、１．６、３．２ｍｇ／Ｌ）吡柔比星处

理４８、７２ｈ的Ｔ２４和ＢＩＵ８７细胞，磷酸二氢盐缓冲

液（ＰＢＳ）洗涤，３００×犵离心１０ｍｉｎ，ＲＮａｓｅＡ（０．５

ｇ／Ｌ）３７℃消化３０ｍｉｎ，加入５０ｇ／Ｌ碘化丙啶（ＰＩ）

染色，室温避光１５ｍｉｎ，用ＦＡＣＳｃａｎ分析细胞凋亡

的变化。

１．２．３　ｑＲＴＰＣＲ和 ＲＴＰＣＲ方法检测犘犔犆ε和

犅犮犾２ｍＲＮＡ的表达　将细胞以１×１０
６个／孔的密

度接种于６孔板中，待细胞生长融合度达到８０％～

９０％，用不同浓度（０．４、０．８、１．６、３．２ｍｇ／Ｌ）的吡柔

比星（ＰＢＳ配制）分别处理Ｔ２４和ＢＩＵ８７细胞，在不

同时间点（２４、４８、７２ｈ）采用ＴＲＩｚｏｌ法抽提总ＲＮＡ，

用反转录试剂盒将所抽提的ＲＮＡ反转录为ｃＤＮＡ。

犘犔犆ε上游引物 ５′ＣＡＴ ＧＧＡ ＡＧＧ ＡＴＡ ＡＧＣ

ＧＴＴ３′，下游引物５′ＣＣＣＡＡＧ ＴＣＣＣＧＴ ＧＴＴ

ＡＡＧＡ３′，扩增产物为３９５ｂｐ；犅犮犾２上游引物５′

ＴＴＧＴＧＧＣＣＴＴＣＴＴＴＧＡＧＴＴＣＧ３′，下游引

物５′ＣＡＣＣＴＡＣＣＣＡＧＣＣＴＣＣＧＴＴＡＴ５′，扩

增产物为１５３ｂｐ；β犪犮狋犻狀 上游引物５′ＧＧＧ ＡＣＣ

ＴＧＡＣＴＧ ＡＣＴ ＡＣＣ ＴＣ３′，下游引物 ５′ＣＧＴ

ＣＡＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧ３′，扩增产物为５３４

ｂｐ。采用ｑＲＴＰＣＲ 方法检测 犘犔犆εｍＲＮＡ 的表

达，以２－ΔＣｔ计算其表达量；采用ＲＴＰＣＲ检测犅犮犾２

ｍＲＮＡ 的 表 达。ＰＣＲ 反 应 条 件：９５℃ 预 变 性

５ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸４０ｓ，

共３０个循环；７２℃继续延伸５ｍｉｎ。采用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ

Ｏｎｅ软件进行灰度分析，通过目的蛋白与内参的灰

度比值计算犅犮犾２ｍＲＮＡ的相对表达量。

１．２．４　蛋白质印迹法检测ＰＬＣε、Ｂｃｌ２蛋白的表

达　Ｔ２４和ＢＩＵ８７细胞分别用不同浓度（０．４、０．８、
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１．６、３．２ｍｇ／Ｌ）的吡柔比星处理７２ｈ，然后提取各组

细胞的总蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度，经ＳＤＳＰＡＧＥ

电泳后，电转移至ＰＶＤＦ膜，用５％脱脂奶粉在室温下

封闭２ｈ；加入一抗，４℃孵育过夜；ＴＢＳＴ洗膜，加入

５％脱脂奶粉稀释的ＨＲＰ标记的二抗，３７℃孵育１ｈ；

ＴＢＳＴ洗膜，ＥＣＬ暗室化学发光显影。采用凝胶成像

系统扫描图像，ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ分析软件进行灰度定量

分析，并将目的蛋白与内参β犪犮狋犻狀、犌犃犘犇犎的积分光

密度的比值作为目的蛋白的相对表达量。

１．３　吡柔比星联合 ＡｄｓｈＰＬＣε处理对 Ｔ２４和

ＢＩＵ８７细胞生长及Ｂｃｌ２表达的影响　常规培养细

胞，将细胞分为空白对照组、吡柔比星单独处理组、

ＡｄｓｈＰＬＣε单独处理组及吡柔比星联合ＡｄｓｈＰＬＣε

处理组。待细胞密度达６０％～７０％融合度，吡柔比

星联合ＡｄｓｈＰＬＣε处理组给予ＡｄｓｈＰＬＣε处理２４

ｈ，然后加入１．６ｍｇ／Ｌ吡柔比星继续培养２４ｈ；吡柔

比星单独处理组、ＡｄｓｈＰＬＣε单独处理组仅给予单

一处理，空白对照组不作任何处理。采用 ＭＴＴ法

检测细胞增殖，蛋白质印迹法检测Ｂｃｌ２蛋白的表

达，方法同前。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行

分析，结果以珔狓±狊表示，组间均数的比较采用单因

素方差分析（ＡＮＯＶＡ），两两比较采用ＳＮＫ法。检

验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　吡柔比星对Ｔ２４和ＢＩＵ８７细胞增殖和凋亡的

影响　ＭＴＴ检测结果显示，吡柔比星能够抑制Ｔ２４

和ＢＩＵ８７细胞的增殖，并呈现出一定的剂量和时

间依赖性（图１）。流式细胞术检测结果显示，吡柔比

星处理Ｔ２４和ＢＩＵ８７细胞４８、７２ｈ后，明显增加了

凋亡细胞数，且处理７２ｈ时的凋亡细胞数明显高于

４８ｈ和空白组（犘＜０．０５，图２）。

图１　犕犜犜法检测不同浓度吡柔比星对

犜２４（犃）和犅犐犝８７（犅）细胞增殖的影响

犉犻犵１　犈犳犳犲犮狋狅犳狆犻狉犪狉狌犫犻犮犻狀狅狀狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀狅犳犜２４（犃）

犪狀犱犅犐犝８７（犅）犮犲犾犾狊犪狊犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔犕犜犜

犘＜０．０５ｖｓ４８ｈ，△犘＜０．０５ｖｓ１．６ｍｇ／Ｌ；狀＝３，珔狓±狊

图２　流式细胞术检测吡柔比星对犜２４（犃）和犅犐犝８７（犅）细胞凋亡的影响

犉犻犵２　犈犳犳犲犮狋狅犳狆犻狉犪狉狌犫犻犮犻狀狅狀犪狆狅狆狋狅狊犻狊狅犳犜２４（犃）犪狀犱犅犐犝８７（犅）犮犲犾犾狊犪狊犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔犳犾狅狑犮狔狋狅犿犲狋狉狔
犘＜０．０５ｖｓｂｌａｎｋ，△犘＜０．０５ｖｓ４８ｈ；狀＝３，珔狓±狊
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２．２　吡柔比星对Ｔ２４和ＢＩＵ８７细胞ＰＬＣε、Ｂｃｌ２

表达的影响　ｑＲＴＰＣＲ 和 ＲＴＰＣＲ 检测结果显

示，Ｔ２４和ＢＩＵ８７细胞经吡柔比星处理后，犘犔犆ε

和犅犮犾２ｍＲＮＡ的表达均明显受到抑制，并呈现出

一定的剂量和时间依赖性（图３、图４）。蛋白质印迹

结果显示，不同浓度吡柔比星处理 Ｔ２４、ＢＩＵ８７细

胞７２ｈ后，犘犔犆ε的蛋白表达量明显降低，并呈现一

定的剂量依赖性（图５）。

图３　狇犚犜犘犆犚检测吡柔比星对犜２４和犅犐犝８７细胞犘犔犆ε犿犚犖犃表达的影响

犉犻犵３　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犘犔犆ε犿犚犖犃犻狀犜２４犪狀犱犅犐犝８７犮犲犾犾狊犪犳狋犲狉狆犻狉犪狉狌犫犻犮犻狀狋狉犲犪狋犿犲狀狋犪狊犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔狇犚犜犘犆犚

Ａ：Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犘犔犆εｉｎＢＩＵ８７ａｎｄＴ２４ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１．６ｍｇ／Ｌｐｉｒａｒｕｂｉｃｉｎｆｏｒ２４，４８，ａｎｄ７２ｈ；Ｂ：Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

犘犔犆εｉｎＢＩＵ８７ａｎｄＴ２４ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｄｏｓｅｏｆｐｉｒａｒｕｂｉｃｉｎｆｏｒ７２ｈ．
犘＜０．０５ｖｓｂｌａｎｋ（０ｈ）ｇｒｏｕｐ；狀＝３，珔狓±狊

图４　犚犜犘犆犚检测吡柔比星对犜２４和犅犐犝８７细胞犅犮犾２犿犚犖犃表达的影响

犉犻犵４　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犅犮犾２犿犚犖犃犻狀犜２４犪狀犱犅犐犝８７犮犲犾犾狊犪犳狋犲狉狆犻狉犪狉狌犫犻犮犻狀狋狉犲犪狋犿犲狀狋犪狊犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔犚犜犘犆犚

Ａ：Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犅犮犾２ｉｎＴ２４ａｎｄＢＩＵ８７ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｄｏｓｅｏｆｐｉｒａｒｕｂｉｃｉｎｆｏｒ７２ｈ；Ｂ：Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犅犮犾

２ｉｎＴ２４ａｎｄＢＩＵ８７ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１．６ｍｇ／Ｌｐｉｒａｒｕｂｉｃｉｎｆｏｒ２４，４８，ａｎｄ７２ｈ．犘＜０．０５ｖｓ０，０．４，０．８ｍｇ／Ｌ；△犘＜０．０５

ｖｓ０，２４，４８ｈ．狀＝３，珔狓±狊

２．３　吡柔比星联合 ＡｄｓｈＰＬＣε处理对 Ｔ２４和

ＢＩＵ８７细胞的影响　ＭＴＴ结果显示，吡柔比星单

独处理、ＡｄｓｈＰＬＣε单独处理、ＡｄｓｈＰＬＣε联合吡

柔比星处理均能抑制细胞增殖，且ＡｄｓｈＰＬＣε联合

吡柔比星处理组的抑制作用高于吡柔比星处理组，

差异具有统计学意义（犘＜０．０５，图６）。
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图５　蛋白质印迹法检测吡柔比星对犜２４和犅犐犝８７细胞犘犔犆ε蛋白表达的影响

犉犻犵５　犘狉狅狋犲犻狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犘犔犆ε犻狀犜２４犪狀犱犅犐犝８７犮犲犾犾狊犪犳狋犲狉狆犻狉犪狉狌犫犻犮犻狀狋狉犲犪狋犿犲狀狋犪狊

犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵犪狀犪犾狔狊犻狊

犘＜０．０５ｖｓｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ；狀＝３，珔狓±狊

图６　犕犜犜法检测吡柔比星联合犃犱狊犺犘犔犆ε处理对犜２４（犃）和犅犐犝８７（犅）细胞增殖的影响

犉犻犵６　犘狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀狅犳犜２４（犃）犪狀犱犅犐犝８７（犅）犮犲犾犾狊犪犳狋犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋狉犲犪狋犿犲狀狋狊犪狊犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔犕犜犜

犘＜０．０５ｖｓｐｉｒａｒｕｂｉｃｉｎｇｒｏｕｐ；狀＝３，珔狓±狊

２．４　吡柔比星联合 ＡｄｓｈＰＬＣε处理对Ｂｃｌ２蛋白

表达的影响　蛋白质印迹结果显示，吡柔比星和

ＡｄｓｈＰＬＣε联合处理Ｔ２４和ＢＩＵ８７细胞后，Ｂｃｌ２

蛋白表达下调的程度高于 ＡｄｓｈＰＬＣε及吡柔比星

单独处理组，与吡柔比星单独处理组比较，差异具有

统计学意义（犘＜０．０５，图７）。

图７　蛋白质印迹法检测吡柔比星联合犃犱狊犺犘犔犆ε处理对犜２４和犅犐犝８７细胞犅犮犾２蛋白表达的影响

犉犻犵７　犘狉狅狋犲犻狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犅犮犾２犻狀犜２４犪狀犱犅犐犝８７犮犲犾犾狊犪犳狋犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋狉犲犪狋犿犲狀狋狊犪狊犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵犪狀犪犾狔狊犻狊

１：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ；２：ＡｄｓｈＰＬＣε；３：Ｐｉｒａｒｕｂｉｃｉｎ；４：ＡｄｓｈＰＬＣε＋ｐｉｒａｒｕｂｉｃｉｎ．犘＜０．０５ｖｓｐｉｒａｒｕｂｉｃｉｎｇｒｏｕｐ；狀＝３，珔狓±狊

３　讨　论

ＰＬＣε是２００１年由Ｓｏｎｇ等
［７］发现并鉴定的一

种新型人源磷脂酰肌醇磷脂酶 Ｃ，与新杆线虫

ＰＬＣ２１０有同源性并不同于所有哺乳动物中已知

ＰＬＣ同工酶，其 Ｃ端有２个 ＲＡ 结构域（ＲＡ１和

ＲＡ２），Ｎ端有一个ＲａｓＧＥＦ结构域，可通过ＲＡ２结

构域与 ＨＲａｓ的ＧＴＰ结合而被激活。近几年的研

究证实，犘犔犆ε具有致癌基因的特性。研究发现

犘犔犆ε在化学致癌物诱导形成的皮肤癌及炎症中发
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挥重要作用［８，１１］；犘犔犆ε参与头颈部鳞状细胞癌的信

号转导及骨架蛋白的调节［１２］；同时，日本学者证实

在犘犔犆ε敲除小鼠中，皮肤癌的生长受到明显抑

制［１３］。本课题组的前期研究显示：犘犔犆ε在膀胱癌

组织的表达明显高于癌旁组织，且与肿瘤分期相

关［１４］；在膀胱癌细胞中，犘犔犆ε可通过犘犔犆ε犘犓犆α

信号通路促进癌细胞的增殖［１５１６］；另外，敲除犘犔犆ε

可抑制膀胱癌细胞的侵袭、转移 ［１７］。

目前，对作用于犘犔犆ε的临床化疗药物研究较

少。本研究从体外实验出发，用不同浓度的吡柔比

星处理膀胱癌ＢＩＵ８７和Ｔ２４细胞，发现吡柔比星

可以抑制体外高度及中度恶性膀胱癌细胞的增殖，

并可促使细胞凋亡；探究其机制发现吡柔比星可使

致癌基因ＰＬＣε的表达降低并抑制凋亡相关调节基

因犅犮犾２的表达。我们将吡柔比星联合ＰＬＣε的干

扰腺病毒载体（ＡｄｓｈＰＬＣε）处理膀胱癌细胞，结果

显示，二者联合能够进一步增强对膀胱癌细胞的增

殖及Ｂｃｌ２蛋白表达的抑制作用。然而，吡柔比星对

膀胱癌细胞的增殖抑制作用是否源于对犘犔犆ε基因

的表达抑制进而抑制下游犅犮犾２基因的表达，又或

者是吡柔比星对下游ＰＬＣε及Ｂｃｌ２的共同抑制作

用，即ＰＬＣε和Ｂｃｌ２处于平行关系而非上、下游关

系，这些问题都需要进一步研究。
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