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i 微 11 51:: ;~.~ l;r~ :(:1: *ft { 1~内是---- : f1-;ï非:芮 只怕'扩f.氧

化剂，元1;脱甘!比过氧化lEf[f !<.' f ! r分之一， II七Õ8

能írv:rJJ:. :~寺扭过氧化物在手lìJ lL} !-:~J 蓄积 9 何事 细胞

免受损伤 [ 1 ~ 3 J 。 近年*扣坦白白在1 i哺乳动物细胞

中陆续发3)~了多种含曰，j 抖'l f32 括:1店 斗主 酸 ( se一

t R N A) , :)1: fiF il~ 这 T:iJ se.-tRNA y.，才旦旦2 1U 使按

;J苦 j;~改 (mRN，A)到译蛋白B;i，" (fj过巴只有特异的

促进作用 [8]ô se-tRNA 去白质古成中的作用

越采越引起人úll不J茧视。

木文利用小;'f.ý腹取得的 4 个月人胚、 轩生

大~IVf口胚胎/卜 f~~ ) !~， J1;~: , :1tl ~. ;. '-f J已、 p，n.iltl胞 、 组织

和1{在古节二 ，观察: (丁) 1ir!i ←竹马if fr!iJ Li人旺心肌

细胞的影响; ( 2 ) f:~刊 i- )L~;l~~ 1 币i ~~:: ( ~l'干丙基写 上

腺素 'jLl 去'[13 ~圭肾 '主阻素 )性t肌扎i伪Ø': I 保 护'作

用 ， > (:3 ) lìiti jì J 脑引起的;L、肌细N1Rt叫fi二L氧化511

伤的保护作用。 :

f\ 材 料白为洁自

心 flfLtuiJJtl 从 :J\校 i:f.1 JiJ!， 二r1r:产利得到rg .ilt' 

, 
回
霄

, . 

平'!描，{il:. l új 士、剖腹快，出 (:; (1 ，1 个月 7午在「阶)[ ， !i 例 ;' \取材时

)jil心'U!J亿尖叫i o J[{ J50;:飞出 '七 1 … 1 日的 飞Yi~tar 新

生 J;;:K i. 'l>Jl.It"片、j 人 ，)H~*d *斤 :'，1 : )二武心 :lLtI~.; 枚:. Rurt 法I 飞l ，

用 。 . :::5% 1民歪 }匀即， (，l;J'j rcOl:25 0 ) ìì~ 1L ， . j l,,; lof./mJ 的

~m)j也;农l之 斗过生 :".r J 亏打开气 ， ;~'i <C τ rJ-l J~~'汗。 每 2 日
J飞 I

更挨门大j已 }~~'W ~、-;~: ) t~ 、!il;~~ :i~. l: 飞，集心肌

flB)]包。

心以 j几L巴凹T引! 箩织:巳1i伫j川??J牛ιf- : 1取pk: ; -f干"干i卡、叫吐咄rÆ吆怡j正￡ιf台台钊削i .川川i川川i川i

f生tι)六k: II，μb以LJC巳!、♂♂矶月序朋q ， !!~6卒 :~.~! J n"n3 左右， '载于斗.，豆、瓶壁， 室

i姐且下:放尖:泞rt!./々2 0 扑钊1川町J，'，丁l巾:口r川1干忖.斗悄i

用传斗速圭 1η2 {次欠 /兰f必;tI 的将i妙鼓少皮:)进」立t行 t淀笔坊梓:1'阶市养 ， 效果吏好。

胚胎/.i\鼠心脏拾古培养z 骂飞(!zl l(;，:[ 'J (; '- [ 7 日的昆

Ij;~t曰j'达 20J-~ ， ~I ;"HYi 切J]- j'L;li灯 l i!jL jiiUJ\LA ‘取出心目上

以 Hal郎 i碎石ti创i l肘 ， F1':: .=~;心缸，、|寸主i;坚份赃 。品1jj i三

玩?♂用 卡丘行心~rr t}1 't1 辽:JFf2j 。 忽 创 8 --~O 只胚胎斗、
Ff!. Á(J心朋JU:z牙 ! 个 Jl~'[养狼L r[ 。 , 

yft 二字?条 : Jrl Eagle M巳M ( 口 水 ) , ,<, ::0 % )liì !l li!l 
i育 ( r;古尔滨兽医lOr;，';-:所 ) 。 如j;1养的是人)]f心J.ìJ L 细胞~~
纪织， 则加JH J 5%人五lLm l二i 蛋白(四班才门 'AY规·地ltj~

曾 !刀.，飞归岳飞柯 :~:lt~二企 ~Jf Jì.打河町 ) .1 ~3 (; 年宽 .H; 号&
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用吉、 链'每京 。

如二ß:ι7} ~ll : Ji~介 3 组 ~ :ii上门 。

(;1) 以iX~ Jti 1'1" (i'j心)J L~Il L!J臼 II<J~I':;U : 出纠j{丁养 人旺

，阳升k'l:::大 l~~t心Jlf~~i :j )Jd liJ U ， 各 2 日史挨 1 ?1~j ;'; 纤液。

三r~~d.纠扎一更 ~g~ j-;';., ~~刊夜 HHi l N'a;seo3(10-imol; L, 沈阳

市ì J~:"fiJr' ， 850726) 0 4;j 门旧的 'i'\I!白血镜到 1E LJFijit
心ìWp;!J也二lè l二 ~:l l 1-1.7: :'i~l 'il\ 8L v -Lf f~.:lj 5 JflC二Ylf:1l TI | 5 瓶 叶
H(\ ~ll。

C;) t!!lj: : J[， .j与 h;j i ，叫~， tpU; ，} i;'j (i~ i' 仁 Jfl _;'/::.) ~ 1 : 、 ! '乙、 !jjL

fltU~~ 、 :'_J i (J!. 1 i1 1 怡才、 F! i 心Jjl} ~~+rç j~'~ ~':.': :2.1 -1g :J 、 ii J ，问

.j~;1. ~~在1试1、刑 " 心}ilL:'HUl江、组织平1l;:H台/J 、 :‘民 (i'j元核

心脏油斗， {ijIJ -ì人 b\~ 市民分七U d 纪，勾 ~Jl. 3 j旺， ①加J;

丙~飞 tizf上 W}，~ 岳 0 .1 mg/ml (北京{j;I!药厂 8~;OS}:)27 ); (41 
JIIJ Na ，s巳03 (l 0 -.7mol /L) 在i 0. 1 mg/ml 异丙基骂:岭 上 jj队

京3 ③JJU 去 ífl 肾土 j底才、 LO ng/mi(上海第十 751;二J 广，

85080L门 :，riì ;! j! Na,seo3(1 O-imol/ Lj .H1 ~J: 可:1 rl寺 jj东 fi..;，

(;;o ngj ml)o "!:L ij~l! 才 J:l ::~: rc - i、 ] 小!j .j- 0 

cn (ii11jMlU i ，jr 扭H心:llLflii脂，指肌;土坯 [i;;11·l:J ljv iLt 

3P1HfJ: ' í 心)i!LÇElfJ~兰、二l织干i!:jf胎，才、k-t f!午 ijfE {;旨 '!ü' j片、孔

2,1 - )8 iJ 、 li .f N~ ;IJ ~ 分 2 也l :ì:li :f J '), !j .:;， 毛H i士 b

)j瓦。 ITì 呀!!VIU仁:?:1斗j内乐 iL工厂~ 8505C :1) , ;~';)i~ ~~夜 巾

的出 i农民:/j 2 :< 10- 'mol/1川 2 J ; l~jjfl Na，s巳()3.(J0 -7 mol / 

L ) 才jl 气 ~ti:Jij l: () ~i "C下备作 lì i 1 小时。

I[.!，民 ;iì!J~、í ， J[v. i L:各培养jf!t 1-;1 己Jli Lh心Ji. L 灿灿的

幻|小，;';!:-P~ J 1，' )、( ,i,:j j~;( 同 心lj '(J仁的各!Jl心ìiJUn胞、 ffl织 Hl

)j{、Jh.'J 、 j'r，i_，[γj1]-，毛~~ :2 ~ 5 :I;J~飞二隆 Tn 1 % iJ~ ft去双 rE i-!， l 二L

;J~列 V~嗣战水。 '0 il射 It斗镜列主干 fj~ ~ì~J~本经 Epon 8J2ι 

j茧 ， LI<B- G ;:iJJii í叫iL超越l;~!片， 归削阶铅丰1I ~i\ I'校以 ;'T(

丰 li J双 :f丰|巳 J ( i~ ,, }-iJ H-COO ;~'U';:Mrß '::5Ui- 75 KVi、

观察机] j ËJ!!(; 。

现黎和'向 f合

t 1. 6ûÜ)~、J #; 芳、 ijt心血眩目 !i坦 白(15币Ù : . 业 λ2.)

小时 ， 大部立心1~; L q斗 ~;é.~ jii~ ?-ι 有些 J扫划 i":} .'/~I ， 

妇军 50一-- 1 O() ~:~: / ~.子。!宦 J古 去c 日 数增多， 心 iYL

细胞敖 E均i{Jik , :il {T j 斗'!-; 1 必 ， 牛 依旧。

才f l，t'~七天lH ， L、自L细 iJll数;明 ~ù~. ()I最少， 砚 2东;二;~ 1川O 

个 400 f;'川、

数y沟':} 0 士 2 i忖"'j 主祀机视J!!.巳.旦盟岛野J; 0 JJ!! [;画在h:，， }DU:l1 )j包贴 i:，止不IJ芥

:刀 ，!þ öt均!~~( ;fj-，随j古~i 天jS〔 iiLr tif多 ， 心JVL ~lll n也

数 1'10 v，.~ 少二 r，~ ):.1 j _ziî~ ， J":";- j:~ 骂: 七二二

，以j、 ;ι '，.l_ß;!j ~!~:j~ J !J~'. i乙: :Lt!J,0!f ; l j)~{.'}DUi; )JÍi j~' 1 3 土 j

个/视野。如昭告:和豆、j jiR 组相比，在培养第年

元时心肌细胞数有显若性差齐。

Chris'tiβn [7 J ìJU肉体外培养的主!r~;:: 大鼠心

目Lfmii包数 副主培养天数增多而减少。培养第二
武j~" tJJL::目的 占 85 ~.'Ö ， 第四天为i 56%. 第八天

为 29% p ihl:ik 心Jl) L细胞在培养的 第 二一八天

;2jMb:的 4时%。并证明扣1'1'; (í ì 心肌细胞分 裂

ìBti.低，而在{'i( !'I~W产期心肌细胞仍寻HI~~民岗

的分裂Mitl' o ' ì头作J奋'认为:I.y\养H-r发生了尚未闸

Ilj j (j:J DN牛合成的i旦河。 ;1>:;二1; 捡虽t;二 Burt ì1~l~J 

j;tf运了心WL细胞! ; ~I t七卒 ， ;'J~万~f;~元'勺Jli:II:'_K ::I I: 心

mL细胞(成乡FNii细胞 、 上皮样细胞和内皮细胞 ) , 

{l~11钱之砚出阻挡: ~hζ天为增多心肌细胞数渐减，

洁况和 Ch1'istian r:':;观察相似。给Na2sc03 (10 - 7 

moljL)去[J 古t;~t~王，(:，弗jL ~líiÌi色数的减少， 而 j工L 山

;4日吴三i心j贝细胞冲动较jift i氏。

γ~ ~::.: ;)~ U~.: ({ ~ ('1:下 ， 从J肯 让 ! 另 i引 )\: 7坠入月五心

JìJ L细 .rJí~! LU ~W， S;，二 tt立亿 ( 1旦旦因 1 )， 过理 r!!lli }正 f立

此 :f1 l: 乱、 tt ( 巳1 1嵌剖 2 ), 有旺了 心，ì1J L结i jj告到J~i-养的

与二 十. [IJ ~;( l'日兵较正'甫的超微结构。

jb: l♀ jJE:忏可以fJt~ t且培矿产均心fl!l细胞保抬t主E

'!I ;~' (l"J jlli:í,;'::! ~'iι1::J 、 胎随;培养/λ、牛:茹敖r'地增f出增臼曾1 1乡f各5 ，心i已心二〉拖肌乡纠l川H !胞后抱，敛数 i减}成戒

:少i护P不 i圳y归j 主垃注』止.'?‘'? 牙归盯1'ost刊[刊川z勾]vLV! 、J主

;豆记 (伪hoα1ηJleo创吕tas议is叫)方;宦配主缸!起元重3安￥ {f作/乍n阳}巳j 3 {使:圭r {保果 f持亏肌

内 f吼刊l口!~妇T上e三马f尘妇仙lH川li~fl l~ ~.i 元 43位二 ; líi吕i:(:[: DNA- RNA 合成 、

岳出版合成lil她十1:]1杉 jj\ ( organization ) J-. 起一

í.i:二 fl";; ] ; 淫妇 ùrs j-}地剧节 jl.!:~~ 子沁过细胞肢。最

近的毛j副等守主ïf问远去l，g;别人红细胞膜骨架蛋

白有明显保护作用，{史股:a-i ~~I 分子之间结构紧

怡、 j战指定性增 I泣 。 Nalcabayashi [ 5 J丹 I人肝癌

均jjii +;:~ 证明 ， jlE;王 1iis ( 10 - 7_ 一 J O - 8moI /L) 促 进

也细胞Hj生长; lO-6mol/ L 以上的地反而 在11;\川

癌细胞生长ρ 找 d J也观察纠~~i浓度增 ，: ~J骂不仅

远习、刘保护作J+i反而导致心肌细胞支柱。 i丑明

陆起保护作j书的剂量范围很窄。

2 . :cn川、JJU汗川出 i:七 'G、 ID L 1~:， tfj irJ i卫 卢; 作用 :

lO- ';mol/ L Na2seoö 使夕' 内基肾 J ， J尿豆、 政去

甲肾土jal东 L'i. 'ν( 加心WL纬I Ji0L的表面军i 均;fi:l Mi i;'i~ 

t占构以jij !j;:. Y J ( í 子! Jl!). i ';1 J - - " )。 异}对土臼 _1 . J以
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细胞生物学杂志 1989 年

素为外源性(机体内不存在、 人工合成物)儿茶

盼)跤， 去甲肾上腺素为内源性(机体内存在 ) ) L 

茶胁股，它们都能引起心肌能量;陀竭、 心肌泪

对缺氧、 心肌细胞膜通透性增高、心肌细胞内

Ca2+过负荷，它们的氧化物导致心肌细胞膜Jl旨

质过氧化[l O] ， 造成心肌变性和坏死，称为 "梗

塞样坏死"，特点为形成收缩带、收缩带性坏

死和线拉体呈颗位样密度。我们也番到收缩带

形成和收缩带性坏死， 更多的是肌丝模糊、肌

节构造丧失、 线粒体肿胀且内含高电子密度颗

粒(区1版图 3 、 5 )。 这些颗粒可能是磷酸钙和

钙蛋白复合物。由儿茶酌!接过度剌激心肌细胞

膜的 自 受休， 大分子通过， 膜通道改变， Ca2 + 

流入细胞，造成 Ca2 +过负荷所致[ 1 0 J 。 而 Na2-

se03 (l O- 7moljL )使人胚心肌细胞表面及超微结

构保持较好(图以民1 4 、 6 )，体现出适量砸起

到一定程度的保护作用。

3. 晒对月并引起的心肌细胞膜脂民过氧化

损伤的保护作用 z 将 2 x l O - "moljL 的脚(联

氨、 diamide 、 NH2NH2 )作用 1 培养的心肌细

胞、 组织和胚胎小鼠心脏，引起了明显的超做

结构变化一一收缩带、 肌原纤挫的 肌 节不完

整、 线粒体固结重则 )]: IJ胀 、 出现颗粒样内含特j

(图版图 7 )。脚还使心肌细胞表面变扁平和失

去做绒毛。 预先力11适量础则减轻 时|引起 的损

伤， 呈明显的保护ft二月 J ( 囚!副主I 8 )。据 Noro

nha-Dutra [ ll]报告 ， JJ井氧化革L基， 使细胞 的记

原型谷脱甘肤含量降低，从而起动了细胞膜脂

质过氧化而损伤细胞。适量晒恰好起到抗氧化

剂作用 ， 通过含础谷脱甘肤过氧化酶以及增加!

细胞膜骨架蛋白的稳定性而起到 了保护作用。

综上所述， lO - 7mol jL 的 Na 2seo3 对.较 长

期培养的心肌细胞、儿茶盼1世性或朋:引起的脂

质过氧化性损伤，不论在细胞、 组织或器官水

平上都起到了一定程度的保护作用。

搞 要

微量元素陆在机体内 il :J":i - %;j'非特异性抗

氧 (七剂 、 谷 )1ft甘)比过氧化酶手1 I 含时Ij fp怀乡核糖核

酸的组分之一以及红细胞膜的稳定剂，近年受

到各界关注。本文采用人胚、 新庄大鼠丰11胚胎

小鼠的心脏，进衍了心肌细胞、 组织和器官培

养。 在扫描和透gH电挠下观察豆IJ lO-7moljL 的

Na2seo3 ï.、J较长期培养的心肌细胞、儿茶盼胶

性损伤心肌细胞和J MI 引起的 JJ旨质过氧化损伤心

肌均有明显的保护作用。

图报说明

1. :i污养 5 t:l 的入胚心!VL细胞， ;< 5000 0 IiI L :I~. f肖模糊 ，
或粒休Ij中胀， 有 Fi1fl芳:线粒体的1良ì:.il.: 。

2 . 培养 5 日的加陆纪人jJf心且.I~细胞 ， ;( 1500 i)0 JUU)]i 
纤维扫!:ylj整兴， )jJl三 i'J清晰， f .. \.~位仁!， Cf~n校.'<f 。

3 . 培养 48小时加-，~-. ïq~~肾上 11~';;荣的J1i :Ol :太郎 心 mL~llI
胞 ， x 5000。 肌原纤维呈典型的收缩带性坏死， 肌

丝模糊， z 线陀、约可见。 线粒休肿胀， 内含岛电子

密!主;颗粒。
4 . 加砸 HI开 Ij~基背上!;1兰~~.t ~Ir ~它太阳.心WL fHl JJùl , x 

50000 )j IL山纤维ji! 平ìJ较整齐 ， {J .)"1 'JJi!.肌币构jt~ 。 纯

粒休 11中 Jil( i'1J 1盈|缩坪存， !NJ胀的线挝i本也台向电子密

度颗粒。

5 . 培养 48 IJ 、时川去甲背上腺东组人胚心JUL细 胞， >( 

15000 0 Jül以纤fJ]i呈 Ij!{缩斗13 性坏妃， 肌32模糊， 隐约
可 hl z ~~o 约 1主体肿胀， 布的汽 1'1-'性 rit :f '.'宅、 j主颗粒。

6 . M养 ，18 / 1 、时加币Vlj [:: 1 丑;可1 11守上110U'{ 生t!人胚心肌细
胞， x i也 000。 或粒体兰负守己:去J!:， ( [!'ïj缩 ) ， JU L 市和

Z 线;肯Itlii riJS'l~ 0 

1. 胚胎小鼠心脏器宦培养 24 小时jMJ1 组， ;< 6000。

月凡原纤结旦收缩状态， 绞t，，，休固衔， 隐约可见喻。

8. riS怡小鼠-l> IJiÇ器官扩f养 2 .1 小时 )jW 倒和 j肝细 ， x 
l OCO Oo I[l L丝 ð1 i， Yìj坠开， 肌二节引怕元挫。 线粒 {在仍

向 月'jl胀。
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小鼠嵌合体制作技术的研究

?长锁链旭日 千 斯 琴

(内蒙古大学实验动物研究中心〉

白 从 Tark owski [l] 、 Mintz川等 用 聚合法

和 Gardner [3 1 m J'Hix j:j::入让分别制作出嵌合体

小鼠以来， 达 Jjf技术作为研究个体发育过程中

细胞间的相互作用与基因表达的一种手段， 以

及研究遗传、免疫机制等方丽的动物模塑 ，发展

十分迅速。本文以和l物血球版集京 P ( PHAP)为

按合剂 ， 分另IJ将两个不同品;王小鼠的丰I I [司 iEI 系

不同个体之间的 8 细胞期胚聚合为一休， m 3 

种不同的培养液;l~t 养 }p获得了较高的发盲率 ，

并担一部分发育为呆板期或胚 j包，期的嵌合胚移

植给受休小鼠何'J'iJ了 t' f子结果。 现将实验结果

报告如下。

材料与方法

一、实验材料

1. 供试功物 包括月1、 ι的 CS 'T BL/ 6 J ( 以下简称

C5 '7) /J 、 鼠 (17{_j !í，Q同 !tb ) 丰ìl 白 也的 :!I 罔昆研;小 w~l ( 以下简称

昆明白 )( 罔 ilR罔 4剖 ， 均为 ，扫一;可ize tu i- Z良L r:t J 心的全空调标准

饲育安饲育的清洁 .纯另I J 际准化动物。 i可养温度为 18-

24 0C ， 湿眨与 60-70 % ，光H0. [t;j 问 12 小时 ， 换气次

数 1 2 次/小时。 饲料是自行自己能i !生产的圆型饲料 。

2 . 药品试剂 PMSG (长春生物制JJI研究 所)、

HCβ (宁波激;东 ;1， 1) ，'~' ， r ' ) , BSA (Sigma iWif, ) 、 链~'m

白酶(MERCK ) 1I， IJ ，';I ， 、 PHAP(美 P;j DLDM ) 。

二 、 实验方法

实验→ 分别边取供卵以 C 5ï j、口昆明白 ( 8- 1 2周

龄 ) ， 用 PMSG ( 5 IlJ) 丰1.1 H CG (5 IU ) 以 48 小时 的间隔

注射并在;士身j H CG ì'1~J'与日与同品系雄在i. 1j号笼。次 日

上h 选取有 fifl道松的小叹，另 将当 日 ;i二 ;b 任 1展 第 一 4

天 . {I :娃 /(t !\{J ~在二天 F午 2 日才进行采卵。 用 温 热的

Hanks 溶液分别 I~l 小鼠子宫相输卵管收集卵子， 挑选

形态江 市的 8 细胞)~月胚j怡 ， 洗净元;移人经 37 'C温商两

小时的含有 0 . 5 % 1在每蛋白酶的 Hanks 溶液中 ， 在室

温下处理 5 一 7 分钟 ， 在适ljJHf溶解 f吕立即取出裸胚

在培养;夜仁p j;). 5 分♀中的间隔i中洗 3 次，充分去 除残存

的链忌'蛋白 F惑。然盯 以昆明白干->-C57 和昆明白 *--?- 昆

明白的组合取两投胚胎，分别放进血凝滴淀板小孔内含

有 O . 5 % PHAP 的培养液中。 J干1 细玻 J)f~辛 1 使两 个胚胎

相互在拢， 置于 37 . 5 "C CO2 培养箱内温育 20 分钟后，

移入用灭鼠石蜡烛复盖的 3 种培养液 . 1'!I J 含有 20 % 的

FCS ( 自信!j ~rdl )的 PBS 液 ， 合有 5 mg/ ml BSA 的BWW

J夜(Biggers ， Whitten & Whittingham ) 丰n BMOC-m 

( Brimt e r )榕液的微小泊中继续培养。培养 2 0-24 小

时 J旨在立体显微镜下观察嵌台胚的发 l育， 并以发育为

嵌合的桑榕胚或嵌合的胚j包数目计算发育率。

实验二 将以 PBS 添加j FCS 和 BWW 加 BSA 为

附养基，用 t述方法制作并发育为晚期桑摆胚或旱期胚

泡的防;合阮昆明白ι→ C57 平!1昆明白....o(-~昆明白 ，按所

用培养基不同分别移植给受体小~~LC图版图 4 时， 观察

受胎及产仔结果。受体为比供体交配晚 24小时 ，作假孕

处理的 1 0 周龄初胎昆明白雌鼠 。移植时用 10%戌巴比

妥制麻醉， 经背部手术将坊、合胚植入子宫角内 ， 每侧

移植 5 - 8 枚胚。移植胚胎之后的受体小鼠单独饲养

管理。

结果

1. 不同品系的和同一品系的嵌合 胚 在不

同培养液中的发盲率z 由不同品系的 8 细胞期

胚组成的和由 同___ JjI J 芽、 8 细胞期胚组成的聚合

胚昆明白+→C 57 丰1 1 昆明白←→昆明白 ， 分别

在 3 种不同酌培养 液， 即 PBS 十 FCS 、 BWW

在i BMOC--lll r ~l 培 养 20--24 小时后， 结果 如

表 1 。 在昆明白←→C57 聚合体(图版 图 1 )中
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