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蚯蚓纤溶酶底物特异性

武金霞 赵晓瑜
（河北大学生命科学学院 保定 "’(""!）

摘要：蚯蚓纤溶酶是具有较强溶栓作用的丝氨酸蛋白酶，为研究蚯蚓纤溶酶在溶栓的同时是否对其他

血液蛋白有破坏作用，本实验以一些血液功能蛋白为底物，用蚯蚓纤溶酶在体外对其进行水解，采用

)*)+,-./检测水解前后底物成分的变化。结果显示，蚯蚓纤溶酶短时间内能完全水解纤维蛋白和纤维
蛋白原，长时间作用下能部分水解牛血清白蛋白和人免疫球蛋白重链，不水解牛血红蛋白、牛血超氧化

物歧化酶和牛凝血酶原。表明蚯蚓纤溶酶对血栓成分具有较强的识别和水解能力，而对其他血液蛋白

作用微弱，说明蚯蚓纤溶酶作为药物使用时具有较强的溶栓和预防血栓形成的作用，且副作用较小。
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血栓病是严重危害人类健康的常见多发

病，死亡率高、致残率高。当体内的凝血系统和

纤溶系统处于不正常的比例状态时，体内的活

性纤溶酶量不足，难以分解形成的纤维蛋白（血

栓的主要成分），就导致脑血栓、急性心肌梗死

等心脑血管疾病［(］，此外血栓形成还与许多疾

病如肾小球肾炎、糖尿病等的发病机制有关［!］。

因此，研究抑制血栓形成、溶解血栓的药物具有

重要的意义。

蚯蚓俗称地龙，具清热、通络、平喘、利尿、

化瘀等功效，作为药用的历史已有几千年。

(]&4年，日本学者 ^8I;J;等首次从蚯蚓中提取
了蚯蚓纤溶酶（F;JCID?JK V8MJ89?GNC8O F9PNKFE，
/L/E）［4］，作为预防和治疗血栓疾病的酶类，较
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高的活力和较严格的底物特异性是我们所希望



的，即具有较强的水解血栓的能力，同时又尽可

能少地水解其他蛋白质。有文献报道，!"!#既
具有直接溶解纤维蛋白的纤溶酶活性，又具有

类尿激酶的纤溶酶原激活活性，动物实验结果

显示无明显毒副作用，无热原反应［$，%］。为考查

!"!#药物的安全性，作者以纤维蛋白原及血液
中其他功能蛋白质为底物，比较研究了 !"!#
（来自 !"#$%"& ’($)"*&）对他们的水解作用，以说
明 !"!#对水解底物的选择性，解释了 !"!#作
为药物使用安全性的生物化学基础。

! 材料与方法

!"! 材料及试剂 新鲜赤子爱胜蚓（ !"#$%"&
’($)"*&），采自河北大学蚯蚓养殖厂；人免疫球蛋
白，华兰生物工程公司；牛血清白蛋白，中国医

药公司；考马斯亮蓝 &’(%)、凝血酶、纤维蛋白
原，*+,-.公司；牛血超氧化物歧化酶及牛血红
蛋白，本研究室制备；低相对分子质量标准蛋

白，包括：兔磷酸化酶 /（0$ $)) 1）、牛血清白蛋
白（22 ()) 1）、兔肌动蛋白（$3 ))) 1）、牛碳酸酐
酶（34 ))) 1）、胰蛋白酶抑制剂（() 4)) 1）、鸡蛋
清溶菌酶（4$ $)) 1），中国科学院上海生物化学
研究所。

!"# 仪器 4 )))5% ))) 6789: #166;<电泳仪电
源，/+7’&.= 公司；($> 电泳槽，北京六一仪器
厂。

!"$ 方法
!"$"! 蚯蚓纤溶酶的分离纯化 参考文献
［2］，首先提取纯化大豆胰蛋白酶抑制剂，作为
亲和材料的配基；琼脂糖’$/ 在碱性条件下与
双功能试剂 (’硫酸酯己砜基苯氨（*!*?）在
%)@反应 $% -+A，得对氨基苯磺酰己基（?/*!）
琼脂糖，然后在酸性条件下重氮化，将重氮化琼

脂糖与配基交联，制成亲和层析载体。新鲜赤

子爱胜蚓在清水中养殖 4 =，使其吐净消化道内
的污物，以 4 B4)的比例加入 )C)4 -7;5D磷酸盐
缓冲液（6E FC(），匀浆，$@，G ))) :5-+A，离心 3)
-+A，上清液经上亲和层析柱吸附，待流出液的
酶活力与上柱液一致时，用 )C)4 -7;5D磷酸盐
缓冲液（6E FC(）平衡液洗去未吸附杂蛋白，再

用以平衡液配制的 2 -7;5D 尿素溶液洗脱
!"!#，对水透析除去尿素、冻干。
!"$"# 纤溶酶活性测定 参考文献［F］，采用
纤维蛋白平板法测定纤溶酶活性。将平板（F
H- I 0 H-）放在水平仪上调水平，用 4倍 6E FC(
J/*溶液配制 4K的琼脂糖，取 % -;于 2%@恒
温，另取等体积缓冲液 % -;，在 (%@恒温箱中保
温，加入纤维蛋白原和 4) L凝血酶，使其终浓
度为 3 -,5-;，两种溶液迅速混匀，趁热倒入平
板中，将气泡赶至边缘，室温下凝固。用直径 3
--的打孔器打孔，以尿激酶为标准品，将 ()、
$)、2)、G)、4)) ML5-;的尿激酶标准品与样品液
在相同条件下点在孔内，3F@保温 3 N，观察乳
白色平板上的透明圈，测定溶圈面积，以溶圈面

积对尿激酶活力单位数在双对数坐标纸上作标

准曲线，根据标准曲线计算样品酶活力。

!"$"$ 蛋白质含量测定 采用 D78:<法［G］，以
结晶牛血清白蛋白为标准蛋白质。

!"$"% 天然 J?O! 检测蚯蚓纤溶酶组分 参
考文献［0］并加以改进，浓缩胶质量浓度为
3C2K，分离胶质量浓度为 GK，上样样品浓度
为%!,5!;，上样量为 3!;。样品在浓缩胶中电
压为4)) P，样品进入分离胶后，电压升到 4%)
P，待指示剂距离胶底部约 4 H-时停止电泳，电
泳时间为 4C% N，剥胶，)C%K考马斯亮蓝 &’(%)
（含 %)K 甲醇和 4)K 冰乙酸）染色 4) -+A，FC%K
乙酸（含 %K 甲醇）脱色至蛋白带清晰。
!"$"& 蚯蚓纤溶酶对不同蛋白质底物的水解
3)!; 酶液（%!,5!;）与 %))!; 底物溶液（3)

-,5-;）混合，3F@ 水浴，分别保温 %、4%、3)、2)、
0)、4()、4%) -+A，取出一定量反应液，置 Q ()@
以终止反应，底物分别是纤维蛋白原、牛血清白

蛋白、人免疫球蛋白、牛血红蛋白、牛血超氧化

物歧化酶和牛凝血酶原。

!"$"’ *>*’J?O!法检测蚯蚓纤溶酶对不同蛋
白质底物的水解程度 参考文献［0］，以未水解
的蛋白质做对照，取不同水解时间的各底物样

品水解液 %!;（稀释到蛋白质含量为 3!,5!;）与
还原样品液等体积混合，沸水浴加热 3 -+A，上
样，除凝胶和电极缓冲液中含有 )C4K *>*外，
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其余条件同 !"#"$。

! 结 果

!"# 亲和层析纯化蚯蚓纤溶酶 采用以大豆
胰蛋白酶抑制剂为配基的琼脂糖亲和层析，从

蚯蚓匀浆液中分离出全部蚯蚓纤溶酶，亲和层

析图谱上只出现一个洗脱峰，如图 !，纯化结果
见表 !。
蚯蚓纤溶酶是一组具有类胰蛋白酶性质的

蛋白水解酶，因此采用大豆胰蛋白酶抑制剂为

配基的琼脂糖可以将蚯蚓匀浆液中的所有纤溶

酶组分吸附，而杂蛋白不被吸附，用平衡液洗

出，再用 % &’()* 尿素溶液可将吸附在柱上的
蚯蚓纤溶酶组分洗脱下来。将洗脱液对水透

析，浓缩后聚丙烯酰胺凝胶电泳检测，结果如图

+所示。

图 # 蚯蚓纤溶酶亲和层析图谱
$%&"# ’((%)%*+ ,-./01*/&.12-+ 3%1&.10 /( 4$45

表 # 蚯蚓纤溶酶的纯化
61789 # :;.%(%,1*%/) /( 4$45 7+ 1((%)%*+ ,-./01*/&.12-+

步骤

,-./0/123/’4
5.’1677

总体积

8’(-&6
（&(）

总蛋白

9’32( 5.’36/4
（&:）

总活力

9’32( 213/;/3<
（-）

比活

=561/0/1 213/;/3<
（-)&:）

纯化倍数

,-./0/123/’4
&-(3/5(6

活力回收

>13/;/3< .61’;6.<
（?）

匀浆液

@’&’:64236
! AAA $AA ! BAA AAA $ +CA ! !AA

亲和层析

>00/4/3<
1D.’&23’:.25D<

+AA #A B%A AAA +C ##A C"E% $$"B

图 ! 蚯蚓纤溶酶全组分的 :’<4图谱
$%&"! :’<4 /( 188 *-9 4$45 ,/02/)9)*5

由图 +可知，蚯蚓纤溶酶具有多组分性，本
实验条件下至少可以从匀浆液中分离到 F个纤
溶酶组分，这与文献报道一致。

!"! 纤溶酶活性测定 纤维蛋白是血栓的主
要成分，人工由凝血酶催化纤维蛋白原形成的纤

维蛋白板是乳白色不透明的，经亲和层析纯化的

GHG7在纤维蛋白平板上能产生清晰的透明圈，

说明 GHG7具有强烈的纤维蛋白水解活性，能彻
底降解纤维蛋白，该法能检测的最小量约为 A"C

!: GHG7，活力单位数相当于 % I，如图 #。
!"= 4$45对纤维蛋白原的水解 纤维蛋白原
（0/J./4’:64）由 >"、#$和%#对肽链组成，相对分
子质量分别为 %% AAA -、C! AAA -、$C AAA -。标
准纤维蛋白原经 =K=L,>MG 电泳后，分为 # 个
区带，从上至下分别为"、$、%。在水解 C &/4
时，纤维蛋白原的 >"、#$和%# 对肽链基本被
水解成为分子量在 #+ N-以下大小不等的 E个
肽片段。随着时间的延长，这些肽片段继续被

水解，可见 GHG7对纤维蛋白原的"、$、%链有较
强的亲和力和水解能力，能在多个切点水解纤

维蛋白原的 #条链，而且对降解产物仍有较强
的识别、水解能力。见图 $。
凝血酶对纤维蛋白原的作用，是断裂 $ 个

>.:LM(<肽键，从 >"链释放 >肽，从#$链释放
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图 ! "#"$的纤维蛋白水解活性
#%&’! #%()%* +,-)./,0%1 210%3%0, .4 "#"$

! " #$分别上样 #!%缓冲液，&’#、(’!、)’!、*’(!+纤溶酶。

! , #：&，&’#，(’!，)’!，*’(!+ -.-/ 01/ 2345562 4784

896 06%%/ 36/56:8;<6%=$

图 5 67689:;"检测 "#"$对纤维蛋白原的水解
#%&’5 67689:;" .4 4%()%*.&<* 240<) (<%*&

+,-)./,=<- (, "#"$
! $纤维蛋白原；( " >$水解 #、!#、)&、

?&、@&、!(& A;7的纤维蛋白原。

!$ B;C3;74+67；( , >$ B;C3;74+67 9=234%=D62 C= -.-/ B43

#，!#，)&，?&，@& 172 !(& A;7 36/56:8;<6%=$

E肽，剩余部分为血纤维蛋白单体，自发地聚集
成有序的纤维状排列，即纤维蛋白，是构成血栓

的主要成分。图 *表明，-.-/对纤维蛋白原的
作用与凝血酶不同，他能将纤维蛋白原水解为

小的肽片段，再进一步彻底降解这些小肽片段，

而不形成纤维状的不溶性纤维蛋白，因此有预

防血栓形成的作用。

>’5 "#"$对牛血清白蛋白（?6:）的水解 血
清白蛋白是血液中含量最丰富的蛋白质，由

#F#个氨基酸残基组成的单链蛋白质，分子量
约为 ?? #&& G。未水解的 EHI显示 ! 条带，在

水解 # A;7时，-.-/将 EHI水解下一个小的片
段，水解后显示 ( 条带，但随着保温时间的延
长，-.-/没有继续对小片段水解，见图 #的第 (
至第 F泳道，推测 EHI上只有一个 -.-/水解位
点。

图 @ 67689:;"检测 "#"$对牛血清白蛋白的水解
#%&’@ 67689:;" .4 (.3%*< $<)AB 2/(AB%*

240<) (<%*& +,-)./,=<- (, "#"$
!$牛血清白蛋白；( " F$水解 #、!#、)&、?&、

@&、!(&、!#& A;7的牛血清白蛋白。

!$ EHI；( , F$ EHI 9=234%=D62 C= -.-/ B43 #，!#，

)&，?&，@&，!(&，!#& A;7 36/56:8;<6%=$

>’@ "#"$对免疫球蛋白;水解 免疫球蛋白
（;AAG74+%4CG%;7，J+）具有抗体活性，能与相应的
抗原发生特异性结合反应的球蛋白，是脊椎动

物在对抗原刺激的免疫应答中，由淋巴细胞产

生，普遍存在于哺乳动物的血液、组织液、淋巴

液和体外分泌液中的一类蛋白质。J+K由 *条
肽链构成，( 条重链（#) &&& G）和 ( 条轻链
（(( #&& G），在 HLHMNIK- 上显示重链、轻链 (
条主带，见图 ?。
在 ! 9之内，J+K的重链和轻链都没有明显

被水解的迹象，!’# 9后，重链浓度明显变小，而
轻链变化不明显，见图 ?的第 (泳道，在原来重
链、轻链 ( 条主带的基础上，出现另外一些条
带，主要为重链的 -.-/水解产物。随着水解时
间的延长，重链逐步被完全水解，轻链被水解的

速度较慢。说明 -.-/在短时间内对 J+K的水
解作用较轻，如果延长作用时间，-.-/ 会先水
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图 ! "#"$%&’(检测 ()(*对免疫球蛋白水解
)+,-! "#"$%&’( ./ +00123 ,4.5+2 ’ 6/738

53+2, 9:;8.4:<3; 5: ()(*
! "免疫球蛋白 #；$ % &"水解 !’(、(’(、$)’(、

))’(、*+、&$ ,的免疫球蛋白 #；+"-./01/。

!" 23#；$ 4 &" 23# ,56/785916 :5 ;<;= >7/ !’(，(’(，$)’(，

))’(，*+，.?6 &$ , /1=@1ABCD185；+"-./01/ "

解重链，而对轻链的水解能力较弱。说明 ;<;=
对 23#重链和轻链的识别能力不同。
=-! ()(*对牛血超氧化物歧化酶的水解 超
氧化物歧化酶（=E@1/7FC61 6C=GEB.=1，HIJ），由蛋
白质和金属离子组成，参与清除体内自由基，在

防御机体衰老及生物分子损伤等方面有极为重

要的作用。牛血 HIJ分子由双亚基构成，分子
量为 !& 0E。图 &显示 HIJ样品有杂蛋白带，但
HIJ主带很清晰，水解 ( % !$K GC?，样品的电泳
谱带没有变化，HIJ主带的浓度也没有变浅，说
明 ;<;=基本不水解 HIJ。
=-> ()(* 对牛血红蛋白的水解 血红蛋白
（,1G1387:C?，L:）是血细胞的主要成分，血细胞
的主要功能是通过血红蛋白运输氧气和二氧化

碳以及维持体内酸碱平衡。L: 是由 $ 条!链
（!*! ..残基）和 $条"链（!*M ..残基）组成的
四聚体。水解不同时间后，样品的电泳谱带与

未水解时的电泳谱带一致，说明牛血红蛋白不

被 ;<;=水解。因此，;<;=不会对血液中的 L:
造成损伤，如图 +所示。
=-? ()(* 对凝血酶原的水解 凝血酶原
（B,/7G:C?731?）是分子量约为 MM 0E 的糖蛋白，
是凝血酶的前体，在激酶催化下断裂 NO端肽

图 > "#"$%&’(检测 ()(*对 "@#的水解
)+,A> "#"$%&’( ./ 5.B+23 *1C38.D+;3 ;+*0176*3

6/738 53+2, 9:;8.4:<3; 5: ()(*
!"未水解的 HIJ；$ % &"水解 (、!(、)K、MK、

PK、!$K GC?的 HIJ；+"-./01/。

!" HIJ；$ 4 &" HIJ ,56/785916 :5 ;<;= >7/ (，!(，)K，MK，PK，

.?6 !$K GC? /1=@1ABCD185；+"-./01/ "

图 ? "#"$%&’(检测 ()(*对牛血红蛋白水解
)+,-? "#"$%&’( ./ 5.B+23 930.,4.5+2

6/738 53+2, 9:;8.4:<3; 5: ()(*
!"牛血红蛋白；$ % +"水解 (、!(、)K、MK、

PK、!$K、!(K GC?的 L:；P"-./01/。

!" :7DC?1 ,1G7387:C?；$ 4 +" :7DC?1 ,1G7387:C? ,56/785916 :5

;<;= >7/ (，!(，)K，MK，PK，!$K，.?6 !(K GC? /1=@1ABCD185；P"-./01/"

段，形成有活性的凝血酶，催化纤维蛋白原形成

纤维蛋白。凝血酶原样品不纯，但分子量为 MM
0E的主带很明显，;<;=作用不同时间后，凝血
酶原主带的位置与深度没有发生变化，说明

;<;=基本不水解凝血酶原，见图 P。
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图 ! "#"$%&’(检测 ()(*对牛凝血酶原的水解
)+,-! "#"$%&’( ./ 012.34+5.,65 7/062

46+5, 1892.:8;69 48 ()(*
! "牛凝血酶原；# $ %"水解 &、!&、’(、)(、

*(、!#( +,-的凝血酶原；. "/01231。

!" 456,-3 7815+4,-593-；# : %" 456,-3 7815+4,-593- 8;<15=;>3< 4;

?@?A B51 &，!&，’(，)(，*(，0-< !#( +,- 13AC3D7,63=;；."/01231 "

< 讨 论

研究利用本实验室自制的大豆胰蛋白酶抑

制剂作配基，亲和层析制备的 ?@?A，对血液系
统中纤维蛋白、纤维蛋白原、血清白蛋白、免疫

球蛋白、超氧化物歧化酶、血红蛋白及凝血酶原

的水解情况，发现 ?@?A对上述蛋白的识别、亲
和及水解能力不同。?@?A 的最适作用底物是
纤维蛋白，(E&!9 ?@?A就能在纤维蛋白平板上
产生明显的透明圈，即能将不溶性的纤维蛋白

水解为可溶性小片段；?@?A对纤维蛋白原也有
很强的水解能力，但 ?@?A对纤维蛋白原的水解
不同于凝血酶，?@?A能将纤维蛋白原水解成小
肽段，并将小肽段继续水解成更小片段，而不使

之转化为不溶性纤维蛋白；另外，在较长时间的

作用下，?@?A 能水解免疫球蛋白的重链，并部
分水解其轻链，但在较短时间内水解作用较弱，

轻链较重链抗水解能力强；?@?A对牛血清白蛋
白只有一个切点；?@?A 对超氧化物歧化酶、血
红蛋白及凝血酶原则上基本不能水解。

?@?A对免疫球蛋白和血清白蛋白有部分
水解作用，这是 ?@?A作为药物使用所不希望的

性质，但相对于纤维蛋白和纤维蛋白原来说，对

这些蛋白的水解作用较轻，即副作用较小。本

实验所用 ?@?A是亲和层析制备的全组分，这些
组分的生化性质有明显不同［)］，其底物特异性

也可能存在差异，对免疫球蛋白和血清白蛋白

的部分水解作用，很有可能是某个组分作用的

结果，这需要将所有组分纯化，分别做底物特异

性研究才能确定。同时，?@?A不会对超氧化物
歧化酶、血红蛋白及凝血酶原造成任何损伤。

此结论与 ?@?A临床应用研究的结论相符［!(］。
?@?A属于丝氨酸蛋白酶家族，对作用底物

的选择性不是绝对专一，有人研究了其中一种

蚯蚓纤溶酶的空间结构［!!］，发现底物结合部位

的特异性口袋被其分子中 F0=#!%之后的特定插
入序列（GHGHIHJ）所拉长，表现为底物特异性降
低，即 ?@?A的底物特异性是由其本身的空间构
象所决定的。?@?A具有多组分性，许多作者也
提取纯化了不同组分，他们的生化性质和酶学

性质既相似又有差异［!#］。?@?A具有来源广泛、
溶栓效率高的优点，在已临床应用的溶栓药物

中，副作用较小，如果采用定点突变的手段改造

那些对底物选择性差的组分，使其底物结合部

位的构象向提高底物结合的专一性方向发生改

变，或将 ?@?A全组分中少数底物特异性差的组
分分离除去，对将 ?@?A研制成为价廉、高效和
专一性强的溶栓药物将会有很大帮助。
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井水动物的发现及其科学价值

《慈溪日报》"##)年 )月 &#日报道，浙江宁波慈溪市叶家村叶先生家（O%#V#EW’’’X，Y&"#V"FW"%&X，海拔 ’ @）的
水井里发现了不少“蚂蟥”。叶先生希望市民能提供一个科学的方法消除井里的蚂蟥，让他们在用井水时不再提心

吊胆。作者闻讯后随即前往调查，发现所谓的“蚂蟥”实际上是涡虫纲三肠目的日本三角涡虫（34.&*#( 5(6$,#+(），同
时在该井水中发现的生物还有水生鼠妇、枝角类等。

与上述情况类似，《北京娱乐信报》"##"年 &&月 &F日报道，北京怀柔魏先生家的压水井内发现透明生物，作者
考察后发现是淡水钩虾（<235N+C-:?6+?.C=>N:3）的一个新种（72$+2(,.$,/8 %#16#04* 0+5 Z *>，"##$）。这两例关于井水
生物的报道，无一例外都引发了关于井水生物为什么需要保护，而不是消灭的讨论。显然，这就不得不从井水生物

的科学价值谈起。

井水生物绝大多数为适应低温、洁净、水流平缓、营养较贫瘠的水生环境的低等生物。井水的水源来自于地下

水系，光线微弱，食物匮乏，以前人们认为这种环境很难有动物生存。然而现今科学家们发现，大量的动物存活于

水井中。美国 0+A2>?63-和 *+?6A3.曾经在德克萨斯州的一个自流水井中发现 )科 &#种淡水钩虾，其中包括 &新科、
&新亚科、$新属和 E新种。象洞穴、岛屿一样，井水生境高度片断化。水井有许多显著的特点，如地理隔离、生物类
群简单等。这些特点为重复性研究和统计学的分析奠定了基础，有利于生态学的深入研究。因此，水井可视为小

尺度的空间实验室，在这类有限的面积与边界范围内，对生命体的分布现象与自然法则进行比较研究。同时，井水

动物在保护生物学、小种群生物学、岛屿动物地理学、遗传谱系建立及遗传结构分析等研究上有着独特的优势，对

井水动物的研究将促进动物的进化和物种形成与演化机制等基础理论的发展。

水井生态系统敏感而脆弱。井水中的生物几乎在几近隔离的状态下生活，因此在演化的过程和生活的适应

上，往往和生活在地表的生物有很大差别，对于外来干扰带来的环境变动也缺乏适应能力。近年来，由于地下水盲

目大量开采，使区域性地下水位过度下降，井水资源面临枯竭；另一方面，工矿企业排放的大量工业废水，以及生活

污水、垃圾、农药等有害毒物，对地下水造成了严重污染，使这些井水生物濒临灭绝之祸。因此，对井水生物的拯救

和保护已经迫在眉睫。

李枢强（中国科学院动物研究所 北京 &###’#）
陈海峰（廊坊师范学院生物学系 廊坊市 #E)###）
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