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摘要：通过摇瓶实验，对重组毕赤酵母 Ｘ３３／ｐＧＡＰＺαＡＭａｎ２６Ａ３９发酵培养基
的碳源、氮源进行筛选，并在５０Ｌ发酵罐中采用间歇流加策略，对其发酵条件进
行调控，以实现重组毕赤酵母高密度发酵产 β－甘露聚糖酶．结果表明：葡萄糖
为发酵培养基的最适碳源，其初始添加质量浓度为３０ｇ／Ｌ；初始质量分数为６％
的玉米浆作为发酵培养基的氮源较为适宜；在间歇补料发酵调控中，通过间歇

流加体积分数为 ２５％的氨水、质量分数为 ５０％的葡萄糖溶液和质量分数为
２０％的玉米浆，可使发酵液ｐＨ值维持在５．０～５．５之间，且保证发酵培养基的
碳源、氮源充足；发酵６０ｈ时采取放罐措施，此时酶活力可达２６８５．５Ｕ／ｍＬ，菌
体质量浓度达３３１．１ｇ／Ｌ，ＯＤ６００达３０２．８，实现了β－甘露聚糖酶的高效表达．
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０　引言

甘露聚糖作为半纤维素的第二大组

分［１－２］，广泛存在于各种植物组织中［３］．甘露聚

糖是籽实类植物细胞壁的主要组成成分，在豆

粕、芝麻粕、油菜籽粕等常用饲料原料中含量丰

富．甘露聚糖在单胃动物的消化道内会呈凝胶

状，使消化道内容物具有较强的黏性，从而影响

单胃动物对营养物质的消化吸收，最终影响单

胃动物的生长和饲料的利用率［４］．β－甘露聚糖

酶能够水解甘露聚糖类有机物，将广泛存在于

豆类籽实中的甘露聚糖等多糖降解为甘露寡糖

等低聚糖，消除甘露聚糖对单胃动物消化道内

各种营养物质的抗营养作用．同时，生成的甘露

低聚糖不仅对促进单胃动物的生长起着重要作

用，而且具有促进单胃动物肠道内以双歧杆菌

为代表的有益菌群的增殖、改善肠道内菌群结

构、排除体内毒素、增强机体免疫防御能力等多

种功能，已被广泛应用于饲料、医药、食品、精细

化工等领域［５－６］．

由于单胃动物摄食和饲料加工的特殊需

求，业界要求应用于饲料生产的工业用 β－甘

露聚糖酶具有耐热、耐酸和高酶活力的特性，因

此，如何获得产耐热、耐酸且酶活力较高的 β－

甘露聚糖酶的菌株成为研究热点［７－８］．由于大

多数 β－甘露聚糖酶在原始菌株中表达较低，

利用基因工程菌毕赤酵母进行表达以提高 β－

甘露聚糖酶的产量是目前普遍采用的方法．本

研究团队前期以β－甘露聚糖酶的成熟肽序列

为对象，根据毕赤酵母密码子偏爱性，人工设计

合成了该酶的基因，以毕赤酵母 Ｘ３３为宿主

菌，选用 ＧＡＰ启动子，构建了能高效表达的重

组工程菌株，再通过易错 ＰＣＲ对 β－甘露聚糖

酶进行定向突变和筛选，获得产耐热、耐酸且酶

活力较高的 β－甘露聚糖酶的突变菌株，即含

有β－甘露聚糖酶基因的重组毕赤酵母 Ｘ３３／

ｐＧＡＰＺαＡＭａｎ２６Ａ３９．鉴于目前鲜见具有耐

热、耐酸和高酶活力的 β－甘露聚糖酶工业化

量产的相关报道［９］，本文在前期实验的基础上，

拟通过摇瓶实验进一步筛选重组毕赤酵母

Ｘ３３／ｐＧＡＰＺαＡＭａｎ２６Ａ３９的碳源、氮源，确定

５０Ｌ发酵罐中的发酵调控策略，以获得 β－甘露

聚糖酶的高密度发酵工业化量产工艺，实现重组

毕赤酵母高密度发酵表达 β－甘露聚糖酶，为

β－甘露聚糖酶的工业化生产提供参考．

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
１．１．１　菌种与试剂　菌种：重组毕赤酵母

Ｘ３３／ｐＧＡＰＺαＡＭａｎ２６Ａ３９ （Ｐｉｃｈｉａ ｐａｓｔｏｒｉｓ

２６Ａ３９），由广州市微生物研究所实验室保存．

主要试剂：β－甘露聚糖酶，美国 Ｓｉｇｍａ公
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杜少平，等：重组毕赤酵母产β－甘露聚糖酶的高密度发酵研究

司产；酵母提取物、蛋白胨，湖北安琪酵母股份

有限公司产；玉米浆，山东康源生物科技有限公

司产；博莱霉素（Ｚｅｏｃｉｎ），美国 Ｉｎｔｉｔｒｏｇｅｎ公司

产；其他试剂，均为国产分析纯或生化试剂．

１．１．２　培养基　斜面培养基（ＹＰＤ培养基）：

葡萄糖２０ｇ，蛋白胨２０ｇ，酵母提取物１０ｇ，琼

脂粉２０ｇ，去离子水定容至１０００ｍＬ．

ＹＰＤＳ培养基：在 ＹＰＤ培养基中添加质量

浓度为２００μｇ／ｍＬ的 Ｚｅｏｃｉｎ．

ＰＴＭ１溶液：ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ６．０ｇ，ＮａＩ

０．０８ｇ，ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ３．０ｇ，Ｎａ２ＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ

０．２ｇ，Ｈ３ＢＯ３０．０２ｇ，ＣｏＣｌ２·６Ｈ２Ｏ０．５ｇ，ＺｎＣｌ２
２０．０ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ６５．０ｇ，体积分数为９８％

的Ｈ２ＳＯ４５．０ｍＬ，去离子水定容至１０００ｍＬ．

ＢＳＭ培养基［８］：葡萄糖 ２０ｇ，质量分数为

８５％ 的 Ｈ３ＰＯ４ ２６．７ ｍＬ，ＫＯＨ ４．１３ ｇ，

（ＮＨ４）２ＳＯ４４ｇ，ＣａＣｌ２０．３８ｇ，Ｋ２ＳＯ４１８．２ｇ，

ＭｇＳＯ４·２Ｈ２Ｏ１４．９ｇ，ＣａＳＯ４·２Ｈ２Ｏ０．９３ｇ，

ＰＴＭ１溶液４ｍＬ，去离子水定容至１０００ｍＬ．

种子培养基（改良的ＢＳＭ培养基）：葡萄糖

２０ｇ，酵母提取物３ｇ，蛋白胨３ｇ，质量分数为

８５％的 Ｈ３ＰＯ４２７ｍＬ，ＣａＳＯ４４ｇ，Ｋ２ＳＯ４２０ｇ，

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１５ｇ，ＫＯＨ ４ｇ，ＰＴＭ１溶液

０．４５ｍＬ，调 ｐＨ值为 ５．０，去离子水定容至

１０００ｍＬ．

碳源选择培养基：（ＮＨ４）２ＳＯ４５ｇ，ＫＨ２ＰＯ４
５ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ４ｇ，Ｋ２ＳＯ４４ｇ，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ

０．２ｇ，另在其中添加质量浓度分别为２０ｇ／Ｌ，

２５ｇ／Ｌ，３０ｇ／Ｌ，３５ｇ／Ｌ，４０ｇ／Ｌ的葡萄糖或甘油

作为碳源，生物素１ｍｇ，消泡剂０．２５ｍＬ，ＰＴＭ１

溶液４．３ｍＬ，消泡后调 ｐＨ值为５．３～５．４，去

离子水定容至１０００ｍＬ．

氮源选择培养基：（ＮＨ４）２ＳＯ４５ｇ，ＫＨ２ＰＯ４
５ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ４ｇ，Ｋ２ＳＯ４４ｇ，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ

０．２ｇ，另在其中添加质量分数分别为２％，４％，

６％的棉籽粉、豆粉或玉米浆作为氮源，生物素

１ｍｇ，消泡剂０．２５ｍＬ，ＰＴＭ１溶液４．３ｍＬ，消泡

后调 ｐＨ值为 ５．３～５．４，去离子水定容至

１０００ｍＬ；ＢＳＭ培养基；ＹＰＤ培养基．

发酵培养基：葡萄糖３０ｇ，（ＮＨ４）２ＳＯ４５ｇ，

ＫＨ２ＰＯ４５ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ４ｇ，Ｋ２ＳＯ４４ｇ，

ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ０．２ｇ，生物素 １ｍｇ，消泡剂

０．２５ｍＬ，ＰＴＭ１溶液０．４５ｍＬ，去离子水定容

至１０００ｍＬ．

营养盐溶液：（ＮＨ４）２ＳＯ４１００ｇ，ＫＨ２ＰＯ４
１００ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ７０ｇ，去离子水定容至

１０００ｍＬ．

发酵补料流加液配方：Ｖ（质量分数为５０％

的葡萄糖溶液）Ｖ（营养盐溶液）＝１０１．

以上培养基于１２１℃条件下灭菌２０ｍｉｎ，

其中，葡萄糖、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ单独灭菌，生物素

经过滤膜除菌后添加，ＰＴＭ１溶液于添加消泡

剂后加入．

１．１．３　仪器与设备　ＬＲＨ－２５０型生化培养

箱，上海一恒科学仪器有限公司产；ＤＨＺ－ＤＡ

型水平摇床，江苏太仓市实验设备厂产；ＰＨＳ－

３Ｃ型ｐＨ计、７５２Ｎ型紫外分光光度计，上海仪

电科学仪器股份有限公司产；ＳＭＡＲＴ型显微

镜，重庆奥特光学仪器有限公司产；５４２７Ｒ型高

速低温离心机，德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司产．

１．２　实验方法
１．２．１　菌种活化与种子液的制备方法　将毕

赤酵母 Ｘ３３／ｐＧＡＰＺαＡＭａｎ２６Ａ３９菌种转接

入ＹＰＤＳ培养基平板中，于 ２８℃条件下培养

３ｄ；挑取平板培养基上较大的单菌落，接入

ＹＰＤ液体培养基装液量为５ｍＬ的５０ｍＬ摇瓶

中，于 ３０℃，１８０ｒ／ｍｉｎ条件下振荡培养至

ＯＤ６００为 ２．０左右，再转接至种子培养基中，于

２８℃，２００ｒ／ｍｉｎ条件下振荡培养至 ＯＤ６００为

４．０～６．０；最后进行镜检，若视野中的毕赤酵母

菌饱满、均匀、单个或两个成串，则此时的种子

培养液可以作为发酵种子液备用．

·３·
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１．２．２　培养基碳源的筛选方法　将种子液分

别转接至添加了葡萄糖或甘油的碳源选择培养

基中，接种量为２％，装液量为１００ｍＬ（５００ｍＬ

摇瓶），于 ３０℃，１８０ｒ／ｍｉｎ条件下振荡培养

７２ｈ，每隔１２ｈ取样，测试其酶活力．

１．２．３　培养基氮源的筛选方法　将种子液分

别转接至添加了棉籽粉、豆粉或玉米浆的氮源

选择培养基和 ＢＳＭ培养基中，以 ＹＰＤ培养基

为对照．接种量为 ２％，装液量为 １００ｍＬ

（５００ｍＬ摇瓶），于３０℃，１８０ｒ／ｍｉｎ条件下振

荡培养７２ｈ，每隔１２ｈ取样，测试其酶活力．

１．２．４　间歇补料发酵调控方法　发酵条件：将

种子液转接至５０Ｌ发酵罐中，接种量为１０％，

通气量为１．１～１．５ｖｖｍ，溶氧３０％ ～８０％，用

体积分数为２５％的氨水维持发酵液 ｐＨ值为

５．０～５．５，发酵培养基的初始体积为２０Ｌ．

间歇补料发酵调控：当菌株开始生长后，溶

氧会降低，此时间段为１０～１４ｈ．待葡萄糖质量

分数降至１％后，开始流加质量分数为５０％的

葡萄糖溶液（含 ＰＴＭ１溶液），并保持葡萄糖在

１％～３％之间，且每次补料葡萄糖后可保持残

糖质量浓度为２ｇ／Ｌ；待玉米浆质量分数降至

４％后，开始流加质量分数为２０％的玉米浆（含

ＰＴＭ１溶液），并保持玉米浆在４％ ～８％之间．

保持溶氧在２０％以上，当溶氧低于２０％时，可

通过加大转速、降低温度、降低菌株的比生长速

率等，待溶氧恢复后继续进行发酵补料流加．

１．２．５　测试方法　菌体质量浓度测定：采用湿

重法，取１０ｍＬ发酵液，于９０００ｒ／ｍｉｎ条件下离

心５ｍｉｎ，弃去上清液，称菌体湿重．

酶活力测定［７］：将４５℃，ｐＨ值为５．０的条

件下，每ｍｉｎ水解底物产生１μｍｏＬ甘露聚糖所

需的酶量定义为１个酶活力单位（Ｕ／ｍＬ）．取

直径为１５ｍｍ的１５ｍＬ的洁净刻度试管，分别

标记空白组、对照组、测试组，分别加入１．５ｍＬ

质量分数为 ０．５％的甘露聚糖溶液（ｐＨ值为

５．０）作为底物，于４５℃水浴预热５ｍｉｎ；仅在测

试组中加入稀释适当倍数的０．５ｍＬβ－甘露聚

糖酶液（已预热），在 ４５℃水浴下反应１０ｍｉｎ，

反应期间需间歇轻轻摇晃均匀，１０ｍｉｎ后立即

分别加入２ｍＬＤＮＳ溶液终止反应；仅在对照

组中加入０．５ｍＬβ－甘露聚糖酶液，立即置于

沸水中煮沸１５ｍｉｎ进行显色反应后，迅速用冰

水或者流水冷却至室温，再用蒸馏水定容至

１５ｍＬ，颠倒混匀；以空白组为基准调零，在分

光光度计５４０ｎｍ波长处测定其吸光度值．

还原糖测定［１０］：采用 ＤＮＳ法，ＤＯ值、ｐＨ

值等由探头直接读取．

２　结果与分析

２．１　培养基碳源的筛选结果分析
与乙醇氧化酶ＡＯＸ１启动子仅能靠甲醇诱

导表达不同，ｐＧＡＰ（三磷酸甘油醛脱氢酶启动

子）重组表达选用 ＧＡＰ启动子可以利用甘油、

葡萄糖、甲醇为碳源．本实验在摇瓶中重点比较

了不同碳源（甘油和葡萄糖）对β－甘露聚糖酶

表达的影响，结果如图 １所示．由图１可以看

出，重组毕赤酵母在利用甘油与葡萄糖高密度发

酵产β－甘露聚糖酶的差异不明显，但在达到酶

活力高峰值时，葡萄糖的质量浓度为２５ｇ／Ｌ，甘

图１　不同碳源对β－甘露聚糖酶表达的影响

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｒｂｏｎ

ｓｏｕｒｃｅｓｏｎβｍａｎｎａｎａｓｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
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油质量浓度为３０ｇ／Ｌ．虽然葡萄糖对 β－甘露

聚糖酶表达的影响稍低于甘油，但性价比却优

于甘油．综合考虑，选择葡萄糖作为培养基的碳

源较为适宜．

不同初始葡萄糖质量浓度对菌体生长的影

响如图２所示．由图２可以看出，菌体在前３６ｈ

基本都以指数形式快速增长，３６ｈ后增长较为

平缓．不同初始葡萄糖质量浓度下菌体的生长

动力学参数见表１．由表１可知，当添加质量浓

度为２５～３０ｇ／Ｌ的葡萄糖时，最大细胞生产强

度较高，能够以较快的速度产生菌体．而在重组

毕赤酵母发酵生产中，补料流加前需要进行一

段分批发酵，使菌体生长达到后续补料流加工

图２　不同初始葡萄糖质量浓度对菌体生长的影响

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｉｔｉａｌｇｌｕｃｏｓｅ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｂａｃｔｅｒｉａ

表１　不同初始葡萄糖质量浓度下

菌体的生长动力学参数

Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｂａｃｔｅｒｉａｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｉｔｉａｌｇｌｕｃｏｓｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

初糖质
量浓度／
（ｇ·Ｌ－１）

残糖质
量浓度／
（ｇ·Ｌ－１）

最大菌体
质量浓度／
（ｇ·Ｌ－１）

达到最大
生物量的
时间／ｈ

最大细胞
生产强度／

（ｇ·Ｌ－１·ｈ－１）

细胞平
均产率／
（ｇ·ｇ－１）

２０ １．５９ ５２．０１ ３６ １．４４ ２．８３
２５ １．７７ ５７．５６ ３６ １．６０ ２．４８
３０ ２．０５ ６０．２１ ３６ １．６７ ２．１５
３５ ２．３０ ５５．９７ ４８ １．１７ １．７１
４０ ２．５１ ５９．３８ ６０ ０．９９ １．５８

艺所需的菌体质量浓度．综合考虑，选择初始葡

萄糖质量浓度为３０ｇ／Ｌ．

２．２　培养基氮源的筛选结果分析
不同氮源对 β－甘露聚糖酶表达的影响如

图３所示．由图３可以看出，因 ＹＰＤ培养基中

有蛋白胨和酵母提取粉作为氮源，故其对重组

毕赤酵母高密度发酵产 β－甘露聚糖酶的影响

最显著，酶活力可达 ４２０Ｕ／ｍＬ；ＢＳＭ培养基由

于缺乏氮源，酶活力仅为６０Ｕ／ｍＬ；添加不同质

量分数的棉籽粉、豆粉或玉米浆均能促进细胞

产酶，但酶活力均低于ＹＰＤ培养基，其中，当添

加质量分数为６％的玉米浆时，可以较好地促

进β－甘露聚糖酶的表达，此时酶活力可达

３５２Ｕ／ｍＬ，是ＹＰＤ培养基酶活力的８４％．考虑

到玉米浆相对于蛋白胨和酵母提取粉作为氮源

更为廉价，故在下一步的间歇补料发酵调控中，

选择初始质量分数为６％的玉米浆作为培养基

的氮源．

２．３　间歇补料发酵调控结果分析
基于现有生产设备条件，间歇补料发酵仍

是业界经常采用的补料策略．重组毕赤酵母间

歇补料发酵曲线如图４所示．由图４可以看出，

发酵过程中，酶活力由 ５．０Ｕ／ｍＬ一直增至

２６８５．５Ｕ／ｍＬ，在发酵的前１２ｈ，酶活力基本保

图３　不同氮源对β－甘露聚糖酶表达的影响

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｎｉｔｒｏｇｅｎ

ｓｏｕｒｃｅｓｏｎβｍａｎｎａｎａｓｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
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持稳定，１２ｈ后开始急速增加，５４ｈ后增长趋

缓；菌体质量浓度由 １１．２ｇ／Ｌ一直增至

３３１．１ｇ／Ｌ，在发酵的前１４ｈ，菌体质量浓度基

本保持稳定，１４ｈ后迅速增加，４０ｈ后基本保持

稳定；ＯＤ６００由初始的２．１增加到３０２．８，在发酵

的前１２ｈ，ＯＤ６００基本保持不变，随后一直保持

增加的趋势．间歇补料发酵罐上的监测指标如

图５所示．由图５可以看出，溶氧由开始发酵时

的８６％一直减少到１３％，在发酵的前２２ｈ，溶

氧均控制在３０％以上，而在发酵的２４～４８ｈ内

基本能控制在２０％左右，此时发酵罐的通气量

达到最大值２５００Ｌ／ｍｉｎ，转速达到３５０ｒ／ｍｉｎ．

开始发酵时，葡萄糖质量分数约为３％，１０ｈ时

降到１％，到１８ｈ时，葡萄糖消耗过快，开始流

加质量分数为５０％的葡萄糖溶液，使其基本维

持在１％～３％，同时，间歇补加２０％的玉米浆，

以保证发酵培养基的碳源、氮源充足．通过流加

体积分数为 ２５％的氨水，可使 ｐＨ值维持在

５．０～５．５，但发酵末期 ｐＨ值有上升的趋势，最

终升至５．７．由于发酵过程中溶氧降低，且发酵

体积近３５Ｌ，体积较大，不利于继续高密度发酵

和间歇流加营养物质，故在发酵６０ｈ时采取了

放罐措施，此时酶活力达 ２６８５．５Ｕ／ｍＬ，菌体

质量浓度达３３１．１ｇ／Ｌ，ＯＤ６００达３０２．８．

３　结论

本文在前期筛选获得产耐热、耐酸且酶活

力较高的β－甘露聚糖酶的突变菌株重组毕赤

图４　间歇补料发酵曲线

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｃｕｒｖｅｏｆｉｎｔｅｒｍｉｓｓｉｏｎｆｅｄｂａｔｃｈｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

图５　间歇补料发酵罐上的监测指标

Ｆｉｇ．５　Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｏｆｉｎｔｅｒｍｉｓｓｉｏｎｆｅｄｂａｔｃｈｆｅｒｍｅｎｔａｔｅｒ

·６·
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酵母 Ｘ３３／ｐＧＡＰＺαＡＭａｎ２６Ａ３９基础上，通过

摇瓶实验，重点比较了不同碳源、不同氮源对重

组毕赤酵母发酵产 β－甘露聚糖酶的影响，并

在５０Ｌ发酵罐中采用间歇流加策略对发酵条

件进行调控，结果表明，葡萄糖更适合作为发酵

培养基的碳源，且其初始最适质量浓度为

３０ｇ／Ｌ；初始质量分数为６％的玉米浆作为发酵

培养基的氮源较为适宜；在间歇补料发酵调控

中，通过间歇流加体积分数为２５％的氨水、质量

分数为５０％的葡萄糖溶液和质量分数为２０％的

玉米浆，可使发酵液ｐＨ值维持在５．０～５．５，且

保证发酵培养基的碳源、氮源充足；在发酵６０ｈ

时采取放罐措施，此时最大酶活力可达

２６８５．５Ｕ／ｍＬ，菌体质量浓度达 ３３１．１ｇ／Ｌ，

ＯＤ６００达３０２．８，实现了重组毕赤酵母高密度发

酵产β－甘露聚糖酶．本研究可为β－甘露聚糖

酶工业化生产提供参考，对满足单胃动物摄食

和饲料加工的特殊需求，进而推动饲料、食品等

领域相关产品的研发具有重要意义．
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