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草 鱼 出血 病 病 原 的 研 究

中国科学院水生生物研究所第三室病毒组
�

提 要

草鱼出血病是草鱼种的一种严重疾病
,

通常在水温 � , 一�� ℃ 时发病
,

其症状表现为全身

性组织器官充血
。

其病原悬液能通过赛氏滤器 ��� �� 
, � � � 石棉滤板�

,
能在草鱼种体内及草

鱼鳍单层细胞中传代繁殖
,

在草鱼肌肉单层细胞和性腺单层细胞中感染并出现细胞病变
。

病原

悬液对脂溶剂乙醚敏感
,

耐热性强
,

对四环素类药物不敏感
。

试验结果
,

我们认为草鱼出血

病的病原是病毒
。

前 言

就目前所知
,

草鱼出血病是草鱼种饲养阶段危害最大的传染性疾病
。

它流行于湖北
、

湖南
、

广东
、

广西
、

江西
、

江苏
、

浙江等主要养鱼区
。

发病季节长
,

死亡率高
,

是养鱼事业的

严重威胁
。 � � � � 年夏

,

湖北省黄肢县摄口养殖场首先发现此病
,

通过多年来对天然和人

工感染的病鱼观察和检查
,

从 �
�

� 寸左右的夏花草鱼即开始感染
,

以 �一 � 寸的当年鱼种

最为普遍而严重
,

一足龄以上的草鱼亦可发生
,

但严重程度则有下降趋势
。

它还可感染青

鱼和罗汉鱼
。

病鱼的症状主要是体内外各个器官和组织表现斑点状或块状充血
。

诸如鳍基
、

鳃
、

鳃

盖
、

眼眶
、

口腔
、

下领等表皮组织
,

不用解剖就可以看到
,

他如脑膜腔
、

肌肉
、

肠道
、

肠系膜
、

膘

壁
、

胆囊
、

肝
、

脾
、

肾等器官
,

也往往出现充血现象
。 �一 � 寸的草鱼种

,

在温度最适宜的情况

下
,

症状最为典型
,

即肌肉严重充血
,

同时
,

伴有其他组织和器官充血
。

但在水温偏低的情

况下
,

肌肉充血症状往往不甚明显
,

有时代之以鳃丝斑点状或块状充血
。

在 �一 � 寸以上

的草鱼种
,

则以肠道
、

鳍基
、

鳃盖和口腔等 出现充血为主
,

即所谓
“
红鳍红鳃盖

” 比较常见
,

而肌肉一般仅表现轻微充血或甚至不充血
。

为了寻找有效的防治方法
,

我们最初采用抗菌素和磺胺类等药物进行治疗试验
,

都没

有取得满意的效果
,

同时采用细菌学方法反复地进行病原分离和感染试验
〔‘〕,

也没有使感

染鱼发生出血病死亡
。

因此
,

我们于 � � � � 年开始采用病毒学方法
,

对病原进行研究
。

几

年来
,

对病原的分离和感染试验
,

进行了大量的工作
,

现将取得的结果报告如后
。

� 执笔人 �
陈燕桑

。

照片系何楚华同志协助
,

致谢
。
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材 料 与 方 法

�
�

病原材料来源

试验用的病鱼材料
,

是武汉市东西湖养殖场
、

黄波县摄口养殖场以及本所试验场等有

典型 出血病症状的将死或刚死的草鱼
。

首先以�� 多酒精棉球轻抹鱼体表面
,

清除不洁之物
,

然后剥开皮肤
,

逐一取出肌肉
、

肝
、

脾
、

肾等器官组织
,

测其重量
,

随即置于 � � 多磷酸缓冲

甘油中
,

在 一 �� ℃ 低温下保存
,

或将新鲜的病鱼整体材料
,

在 一 �� ℃ 下冰冻保存备用
。

�
�

病原分离

取出甘油保存的材料
,

以无菌的 �
�

�� 多 氯化钠溶液洗 � 次
。

如系新鲜的病鱼材料
,

则直接置于无菌器皿中称重
,

剪碎
,

加人 � �

�� 氏平衡盐溶液或 �
�

�弓务 氯化钠溶液
,

匀浆
,

使成 �� 并 浓度的组织悬液
,

以每分钟 � � � � 转速度离心 �� 分钟
,

吸取上清液
,

通过 � 号玻

璃滤器或赛氏滤器 ��� �� 
,

� � � 石棉滤板 � 过滤除菌
。

然后将滤液分别接种入普通琼脂

培养基
、

肉汤培养基
、

血琼脂培养基
、

厌气培养基
、

沙氏培养基等进行细菌培养
。

每种接种

三皿
,

�� ℃ 培养 � 每种培养连续观察一星期
,

如未见菌落生长
,

则证明滤液无菌
,

始能将

滤液供感染用
。

另一种方法是
�
将离心后的上清液每毫升加人青霉素 ��� 单位

,

链霉素

�� � 微克
,

置 �� ℃ 处理 �一� 小时后供感染用
。

�
�

健康的材料鱼来源

用作感染试验的材料鱼
,

大部份是从本所试验场孵化出来的鱼苗
,

部份取自武汉市东

西湖养殖场没有患出血病的鱼池
。

材料鱼的规格一般为 �一 � 寸左右
,

有时也采用 � 寸左

右的夏花草鱼
。

试验前
,

从鱼池捕来
,

暂养在室内大水族箱内
,

观察几天
,

证实确系健康鱼

种才用作感染试验
。

�
�

感染方法

注射感染 将病原悬液配成 � � 一,

浓度
,

从鱼的腹鳍基部进行腹腔注射
。

注射量视鱼

种的规格大小
,

每尾注射 �
�

�一。
�

� 毫升
。

注射后
,

养在试验缸中
,

维持水温在 �� 一�� ℃
。

另设对照组
。

浸泡感染 将病原悬液以无氯自来水稀释成一定浓度
,

然后放人健康鱼种浸泡 �� 分

钟
,

移置试验缸中饲养
,

维持水温在 � �一�� ℃
。

另设对照组
。

每次试验
,

连续观察到鱼种完全停止发病死亡为止�大约两星期左右 �
。

试验鱼在水族

箱饲养过程中
,

投喂新鲜的青草或青菜作饵料
。

不捞取池塘中的浮萍或浮游生物作饵料
,

以避免影响试验结果的准确性
。

�
�

细胞培养

依照草鱼组织细胞培养法 �手稿�
,

用 �
�

�弓多
�

胰酶 ��� ��
� � � � � 。� 消化组织

,

消化后
,

将细胞悬浮在 �� � �� 氏培养液中
,

培养液含 �� 一 � � 多犊牛血清
,

每毫升加入青霉素 � ��

单位
、

链霉素 � �� 微克
,
�� 调节为 �� �一 �

�

� 。

培养器皿采用通常装链霉素的小玻瓶 �容积

�� 毫升�
,

每瓶接种细胞悬液 � 毫升
,

在 �� ℃ 的温度下静止培养
。

长出原代细胞层后
,

用

�
�

�� 多乙二胺四乙酸 �� � � � �溶液与 �
�

� 克胰酶的混合液消化
,

使细胞离壁分散
,

然后分

装在新的培养瓶中传代培养
。

接种细胞量约 � �一 �� 万个 �毫升
。

在 �� ℃ 的温度下培养
,

通
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常 �一 � 天内
,

即长出密致的单层细胞
。

选择其中均匀而生长旺盛的单层细胞进行病毒接

种
。

试 验 与 结 果

�
�

病原鉴定

�� � 病原悬液对鱼体感染

依 � � �
�� 分离病毒的方法川

,

以 �
�

� , 多 氯化钠溶液制成 � � 一‘浓度的病原 悬液
,

��

倍连续稀释至 � � 一� 浓度
,

对草鱼种进行感染试验
。

试验分为两组
�
一组为注射感染

,

分

别以上述 � 种浓度的病原悬液对健康草鱼种进行注射 � 另一组分别以 � 种不同浓度悬液

对草鱼种进行浸泡感染
。

另设对照组以资比较 �表 � �
。

表 � 注射和浸泡感染试验

�
�

�
�

�
注 射 组

病原悬液浓眨 � � � �
, ,

�
,

�
� 北匕 刀

一

始 日 � � � 工 曰
,

角 ,

� 去理 厂 二 , 刁二〕
上

‘

门
一
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�
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�

一 �是一
�
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�

�一二坐一一卜卫竺一一
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�
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结果表明
�
不论注射或浸泡感染

,

均能使健康鱼感染发病
,

其症状与天然的颇相似
。

无

论注射或浸泡感染
,

都有一个潜伏期
,

注射的比浸泡感染的要缩短 �一 � 天
,

而且死亡的时

间也较短
。

在同样水温下
,

随着病原悬液浓度的降低
,

发病死亡的时间延长
,

死亡率也随

之减低
。

�� � 病原悬液对鱼体传代感染

根据细菌外毒素具有象病毒一样能通过滤器感染的特性
,

我们进行了如下传代感染

试验
�

将经过滤器除菌的滤液对草鱼种��一 � 寸 �进行腹腔注射感染
,

注射后即将鱼置于水

族箱中饲养
。

水温维持在 �� 一 �� ℃
,

另设对照组
。

这样连续进行了传 斗代 的试 验 �表

� �
。

通过四次重复
,

病原物在草鱼体内连续传 斗代
,

每代均能使健康鱼致病死亡
。

通常在

第 �一 � 天
,

病鱼开始出现游动失常
,

不吃食物
,

对水流反应迟钝
。

继之
,

病鱼离群独游
,

或

停留在水面
,

或沉卧于水底
,

有的身体失去平衡
,

时而在水面打转
、

抽搐
,

时而垂直在水 中

不动
。

出现这样情况的病鱼
,

在一天之内即行死亡
。

病鱼体表呈暗黑色
、

无光泽
, 口腔

、

头

顶
、

眼眶
、

鳍条基部等处往往充血 �下领
、

鳃盖和腹部出现淡红色血斑 �眼球外突
,

肌肉和 媳
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表 � 鱼体传代感染试验

感染�� � 对 照�� � 感染�� � �对照�� � 感染�� � 对照�� � 感染�� � � 对照�� �

延目��项挤
��

�
率�感

�
、

�少
代

次

�

�
”。

�
。

�
”“

�
。

�
�。

�
。

�
‘� �

�
。

� � � � �

丝往往出现斑点状或块状充血 � 严重者
,

全身肌肉充血而呈鲜红色
,

此时其鳃丝往往呈灰

白色
。

内部器官比较常见的是全肠或局部呈鲜红色充血
,

肠内无食物
,

但肠壁仍较结实
,

不糜烂
,

腹膜
、

肝
、

脾
、

肾
、

缥壁
、

胆囊
、

肠系膜及周围脂肪均出现点状充血
,

有时有腹水
。

以上所列症状
,

并不是都在一尾鱼上同时出现
,

一般只出现其中一种或几种
,

甚至同

一病原材料感染的鱼
,

在传代过程中
,

某一代表现肌肉充血为主
,

而下一代则表现肠道充

血为主
。

这种情况与检查天然 出血病病鱼时所遇到的基本上是一致的
。

从表 � 所示第 � 代的感染死亡情况而论
,

除第一组的稍低 �� 多� 外
,

其余三组均为

� �� 多
。

这充分表明过滤物能在健康草鱼体内继续传代繁殖
。

因此相信
,

由细菌外毒素而

使鱼致病的可能性是不存在的
。

�� � 病原对鳍细胞传代感染

将经过滤器过滤的病原悬液
。

接种于生长密致的鳍单层细胞
,

每次接种 � 瓶
。

结果
,

看不出明显的细胞病变
。

但将接种后培养 �一 � 天的细胞培养物
,

对草鱼种注射感染
,

就

发生出血病
,

死亡达 �� 一 � �� �
,

而对照组则没有死亡
。

为了搞清楚病原在单层细胞内虽不起病变
,

而是否能繁殖传代这一问题
,

我们进行了

病原接种于鳍细胞中感染传代试验
。

这一试验
,

重复地进行了两次
。

第一次试验
,

采用经

一 � 。℃ 甘油保存 � 个月的病鱼材料
,

加人青霉素 �� � 单位�毫升和链霉素 � �� 微克�毫升

制成的病原悬液
,

接种于鳍单层细胞
,

培养 � 天后将细胞培养物接种于新的鳍细胞
。

这样

连续传代感染至 � 代
。

与此同时
,

还将每代的细胞培养物感染草鱼
,

以空白细胞培养液感

染作对照
。

第二次试验
,

用新鲜的病鱼材料
,

以 ��  !∀ 氏溶液制成 � � �� 浓度
,

经滤器过滤

的病原悬液
,

在鳍单层细胞连续感染传代至 � 代
。

每代细胞培养物也进行了对鱼感染试

验
。

表 � 是上述两次传代感染试验的结果
。

病原在鳍单层细胞连续传至 � 代
,

每代的培

养物对鱼感染
,

均能使鱼发病死亡
。

其中第一组共传代培养 �� 天
,

第 � 代培养物对鱼感

染的发病率为 �� 并 �第二组共传代培养 �� 天
,

第�代培养物对鱼感染的发病率为 �� 务
。

在

第二组的第 � 代感染鱼时
,

由于水温偏低
,

致死亡率下降
,

当第 � 代的感染温度回升时
,

其

死亡率又随着升高
。

在连续 � 代的传代感染中
,

都未能看出细胞有较明显的病变
,

但根据

传至第 � 代的培养物仍能使鱼致病这一事实
,

我们相信
,

病原是在鳍细胞中继续生长和繁
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表 � 病原对鳍单层细胞传代感染试验结果

传代次
感染温度

��� �
感染方法

感染剂量
�毫升�

感染组
死亡率
��  

对照组
死亡率
�� �

感染 温度

��� �
感染方法

感染剂量
�毫升�

感染组
死亡率

�� �

对 照组
死亡率

�� �

�

一
�

一

��一��注 射 注射

注 射

注射
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(
斗) 病原对肌肉和性腺单层细胞感染试验

根据 Je ns en [6] 的感染方法
。

在无菌操作下取出病鱼的肾
、

脾组织
,

置玻璃小瓶内
,

在

一 7 0℃ 冻结 10 分钟
,

解冻后
,

用一支细菌接种环取一环病原直接接种于生长均匀而密致

的肌肉和性腺单层细胞内进行培养
,

维持液为 E昭1e 氏溶液含 2多 的犊牛血清
。

在 28 ℃

温度中培养
。

72 小时后两种细胞开始出现病变
,

最初细胞变暗
,

颗粒增多
,

继之
,

胞质收

缩
,

细胞拉长变为针形
,

局部脱落形成空洞
,

最后脱落面逐渐扩大
,

使细胞层大面积脱落(图

版 I
: 1一4)

。

细胞出现病变的快慢与病原的毒力强弱有关
。

把出现病变的肌肉和性腺单层细胞培养物
,

不经冻融而再接种于上述两种新的单层

细胞 中 (每瓶接种 0
.
1 毫升)

,

病原在两种细胞中连续感染传代
,

在第 1一3 代细胞病变较

容易出现
,

惟第 4 代病变不甚明显
。

将两种细胞的第 斗代培养物感染草鱼
,

感染率分别为

70 % 和 100 多
,

对照细胞感染则没有发病死亡
。

将上述感染发病鱼的肾脏
,

再分别接种

于新的肌肉和性腺单层细胞中
,

细胞又同样地产生病变
,

并能再次分离到病原
。

通过上述制备的病原悬液对鱼体以及细胞感染传代试验
,

病原在细胞中能繁殖和 出

现病变
,

证明在没有细菌
、

细菌外毒素
、

以及其他寄生虫性病原存在的情况下
,

病原悬液不

仅能使健康草鱼种感染发病
,

而且发病的温度
、

时间和 出现的症状
,

都与天然出血病的症

状颇为一致
。

因此
,

我们认为草鱼出血病的病原是病毒
。

2

.

病原的一般特性

(l) 病原对温度的反应

在不同温度对病原悬液进行不同时间的加热处理
,

然后对草鱼种进行注射感染
,

每组

10 尾
,

同时设对照组
,

不加热处理 (表 4)
。

从表 4 看出
:
病原在 41 ℃ 处理 18 小时和 55 ℃ 处理 1 小时

,

感染鱼的死亡率仍 达

100 务
。

在 60 ℃ 处理 1一3 小时
,

死亡率虽逐渐下降
,

但经 3 小时的处理
,

仍有 10 务 的死

亡
。

在 65 ℃ 和 70℃ 分别处理 1小时
,

都没有死亡 出现
,

而 65℃ 处理 20 分钟
,

死亡率达
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表 4 病原对温度 的敏感试验

组 别 试 验 组

温度处理(℃)
时间(小时) {;

感染死亡率(% ) } 10 0

死 …
60
}
60
…
60
】
6:
1
6乒

一二阵
一

兰阵二一卜二
-
卜-立

‘
t

se es
竺兰

‘。0
1

8 0
1

’5
1

‘。
1

0
1

_

竺
-川。

}

对 照 组

不加热处理

100

90 务
。

由此表明
:
病原对温度的反应比较稳定

,

即耐热性较强
。

通过反复试验
,

认为 6 , ℃

处理 1小时
,

能有效地杀灭此病原
。

(
2
) 病原对几种化学试剂的反应

将 10一
‘

浓度的病原悬液分装 3 小瓶
,

第一
、

二瓶分别加入盐酸
、

氢氧化钠使最终浓度

为 0
.
1万

,

第三瓶加人乙醚使成 1
:1 浓度

,

盖紧瓶塞
,

充分摇匀
,

在室温下处理 3 小时后
,

分

别调至 pH 7
.
o ,

而加乙醚的样品
,

经处理 2 小时后
,

打开瓶塞让乙醚挥发 1 小时
。

然后将

三瓶病原分别对草鱼种注射感染
,

另设不加药样品的作对照 (表 5)
。

病原对酸
、

碱
、
乙醚 的反应

药物 (浓度) 盐酸 (O
.
IN ) 氢氧化钠 (O

.IN )

��.

…
表一一一

处理时间 (小时)

死亡比例

—
{
—
l/10}3/IU…

-二鳖兰-…

一}
。

} 不处理

}

—
{
—

}‘/ , 。

1

’“。

从表 5 所示
,

此种病原对乙醚
、

酸
、

碱均敏感
,

而对酸比碱更为敏感
。

此外
,

将病鱼器

官和组织置 50 多 磷酸缓冲甘油中
,

在 一 20 ℃ 低温下保存两年
,

仍可分离到病毒
,

至于最

长的保存期
,

有待进一步研究
。

(
3
) 几种清洁剂对病原的作用

以 10一
‘

浓度的病原悬液
,

分装 3 小瓶
,

分别加人合成洗衣粉
、

家用肥皂
、

去污粉
,

使成

1沁浓度
,

在室温下处理 60 分钟
,

然后对草鱼种注射感染
,

同时设不加药物组作对照
。

试

验结果为
:
病原悬液经 1多去污粉处理 60 分钟后对鱼感染

,

发病死亡率为 83 沁
,

病原毒

力稍有降低; 经 1多洗衣粉以及 1多肥皂处理 60 分钟的
,

感染鱼均没有出现发病死亡
。

重复试验
,

结果相符
。

表明后两种清洁剂有杀灭此病原的效果
。

(
4
) 病原对四环素类药物的反应

将 1。一
‘

浓度的病原悬液
,

分装4个小瓶
,

分别加人四环素
、

金霉素
、

红霉素
、

卡那霉素
,

使各个最终浓度为每毫升含 1000 微克
,

在 30 ℃ 处理 24 小时
。

另设不加上述药物的对照

组
,

然后对 当年的草鱼种(2寸)进行注射感染
,

再设不注射的鱼作空白对照
。

试验结果表明
:

无论加人上述任何一种药物处理的病原悬液对鱼感染后
,

都在第 4一5 天开始死亡
,

感染

率为 100 多
,

而不注射的对照鱼全部存活
。

由此可见
,

1 0 0 0 微克/毫升浓度的四环素类药

物对病原没有抑制作用
。

病原对上述药物不敏感
。

(
5
) 病原对寄主的特异性

以 10一
‘

浓度的病原悬液
,

对青
、

嫣
、

鳞
、

鲤
、

团头鱿以及草鱼等鱼种
,

按每尾鱼 0
.
3 毫升
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进行注射感染
。

通过连续 1弓天的观察
,

青
、

草鱼都能发病死 亡
,

而青鱼的死亡率比草鱼为

低
,

症状也不及草鱼显著
,

蝙
、

鳞
、

鲤和团头鱿均没有出现出血病和死亡
。

这些情况与天然

发病情况是一致的
。

同时也表明
,

这种病原对寄主具有较强的特异性
。

讨 论

由于病毒和枝原菌均能通过滤器
,

为了排除出血病病原由枝原菌引起
,

我们曾经采用

猪喘气病病原枝原菌的分离方法 (培养液中改用犊牛血清)[2]
,

对草鱼出血病进行分离培

养
,

都未曾分离到枝原菌
。

同时将使鱼发病的病原悬液
,

进行染色
,

于高倍显微镜下观察
,

也没有看到枝原菌存在
。

又根据文献报道
,

枝原菌对四环素类药物具有显著敏 感 的 特

点[81
,

而出血病病原对四环素类药物则很不敏感
。

因此认为
,

出血病病原不可能由枝原菌

引起
。

出血病病原除注射和浸泡感染都能使鱼发病外
, 口 喂病原悬液亦能使鱼致病 ;健康鱼

与病鱼接触也同样能使前者感染发病
,

他如用病鱼的肌肉
、

肝
、

脾
、 ’

肾
、

肠道
、

脑
、

鳃等组

织悬液单独对鱼感染也都能成功
。

上述情况表明
,

这种病原对草鱼种是具有高度的感染

力
。

鱼类病毒病的研究
,

在国外开始于 19多7 年
,

而在国内尚未见有这方面的报道
。

国外 已

报道的鱼类病毒有 10 多种
L10 ,

川
,

其中多数是冷水性和海产鱼类的
,

淡水温水性鱼类病毒

很少
,

只有四
、

五种
,

其中有一种河给病毒 (C h
annel earfish virus

,

C C V
) 与草鱼出血病病毒

较为接近
。

Fi i an (
1 9 6 8

)
[5l 第一个发现不满 1 龄的河绘死亡率很高

,

从中分离到一种病

毒
,

其临床症状为全身性出血
,

腹部肿胀及腹腔内充满黄色液体
。

最适发病温度为 25 一

30 ℃ [7]
,

在 25 ℃ 用毒源注射可导致 94 多 的死亡
,

在 19 ℃ 用毒源注射只有 24 外 死亡
。

此

外
,

对 1龄以上的河给感染后
,

只是生长缓慢
,

而不导致死亡
。

河鳃病毒的颗粒直径为

95 一 10,
n m

,

属于疤疹病毒(H er Pe
s v
il.u
s
)类型

〔9] 。
我们发现的草鱼出血病毒的最适温度

和症状与河给病毒都极为相似
。

这两种病毒是否同属于一个类群
,

有待于进一步研究
。

A h
n e

(
1 9 7 5

)

「‘〕
在德国饲养的 3 龄草鱼 中分离到一种弹状病毒 (R h

abdovirus 。
f G

r a s s

C 盯P )
,

其致病症状为
:
腹部 出血发炎

,

鳞片基部出血
,

鳍条腐烂
,

前肠发炎
,

腹部有浆液
。

病毒的最适繁殖温度为 16 一23 ℃
,

在 28 ℃ 时仅稍微生 长
。

病毒颗粒为枪弹形
,

其直径为

10n m
,

长 90 一140
nm 。

这与我们从鱼种上分离到的出血病病毒不大相同 ;草鱼在不同生

活阶段
,

似乎有不只一种病毒类型的可能
。

关于这个问题有待于进一步研究
。
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