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提 要

从 辽宁分离的快生型大豆根瘤菌在柠檬 酸盐培养基上衣现出两种类型
。

12

株中了株在柠檬 酸盆培养基上不生长
,

5株生长良好
。

但生长速度比 A
.

t u二 `
才ac f印

`

慢些
。

所有菌株都不产生 3 一 酮基乳糖
。

在石蕊 牛奶 上除 1 株以 外
,

都产生血

清环
,

3林产酸
,

8袜产碱 1袜不 明显
。

在衬盐方面一般能衬 0
.

3 M一 O
.

4M N “
1C

,

而能利用柠檬酸盐的菌株有 4 株能耐 0
.

45 M N a

CI 的浓度
。

这些菌株和我 国的

栽培大豆品种铁 丰 1 8
、

开 育 8 号
、

77 一 1 53 等品种都能进行有效 共 生
。

但 在

干重
、

植株含氮量上均显著低于慢生型大豆根瘤菌
。

.

快型菌株私
.

铁丰 1 8
、

开

育 a号亲和性较好
、

77 一 1 53 较差
。

1 1 1
、

12 1
、

12 3 A 分别接在红豆 (北京红 )

和绿豆 ( D o 2 4 5一 1)
、

上
,

除 .1 11 外其余两株都结 瘤 并 有 固氮酶活 性
。

所 有

结瘤试验都用相应杭血清做 了鉴定
,

证明确 系由快生型大豆根瘤菌所结根瘤
。

另夕卜一些理化特性鉴定正在进行
。

材 料 和 方 法

菌株来源和供试植物

从 1 9 8 2 年采自辽宁省 14 个县的 1 43 份 野生大豆根瘤通过盆栽结 瘤
、

重 新 分 离
、

纯化
、

鉴定
,

得到 12 株快生型大豆根瘤菌
。

一

山
,

快生型大豆根瘤菌 U SD A 1 91 系美国 H
.

H
.

k e y s e r 等分离自中国〔幻 ,

引自北京农大

植保系
。

慢型大豆根瘤菌 B
, 。 、

U S D A : , 。 ,

花生根瘤菌 1 0 3 5 系国内外研究菌株
,

本所微生

物室保存
。

*

本工作在胡济生研究员指导下进行
。
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根癌农杆菌 T
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(A
.

t 。 。 。
厂ac 艺

。 n : )
:
引自中国科学院植物研 究所

。

供试植物品种
:
大豆一一铁丰 1 8

、

开育 8 号
,

引自辽宁农科院土肥所和铁岭地区农

科所
。

77 一 1 53 引自黑龙江省佳木斯农科所
。

吏豆 :
北京红

,

引自中国农科院品资所
。

绿豆
: D

。 : ` 。 _ 1 ,

引自中国农科院品资所
。

快生型大豆根夜菌的理化特性

B T B 反应
:
接种在含有 。

.

5 %的澳代察香草酚兰的 Y M A 培养基斜面 上
,

置 28
O

C

温箱中培养 3一 7 天检查
。

蛋白陈肉汤反应
:
将分离物接种于蛋白膝肉汤培养基 〔3〕内

,

置 2 8`
C 温箱 24 一 4 8小

时记录结果
。

石蕊牛奶反应
:
将菌直接接入石蕊牛奶培养基上即

, 2 o8 C 条件下 1 , 3 , 5 ,
7

,

14 和

30 天观察并记录结果
。

3一酮基乳糖的产生
:
将含有乳糖的培养基制成平板〔3〕 ,

把菌点种在平板上
, 2 8

O

C

培养 2 天长成明显的菌落
,

然后在平板上注入 B en e d i o t 氏试剂
,

室温放置半小时以上
,

菌落周围出现黄褐色沉淀为阳性
,

无变化为 阴性
。

柠檬酸盐利用
:

将菌悬液接种在 iS m m on
s
柠檬酸盐斜面培养基 〔3〕上

, 2 8
O

c 培 养 3

天开始观察结果
。

耐盐性试验
:

在 Y M A 培养基中分别加入不同克分子浓度的 N a
CI

,

制成含有 0
.

IM
,

0
.

2 M
, o

.

3 M
, o

.

4 M 和 0
.

4 5 M 浓度的培养基
。

用菌悬液在培养基斜 面上划线接种
。

2 8
“

C 培养 3一 7 天观察
,

并记录结果
。

回接及交叉接种试验
:

用砂培和水培两种方法进行
。

沙培设 3 次重复
,

水培设 4 次

重复
。

盛花期收获测定鲜瘤重
、

固氮酶活性
、

植株干重和含氮量
。

回接试验以分离得到

的快生型大豆根瘤菌分别作接种物
,

不接菌及慢性型大豆根瘤菌为对照
。

交叉接种试验

用 1 1 1
、

12 1
、

1 2 3 A 作接种物
, 不接菌及接种 U SD A 1 9 1

,

花生根 瘤菌 1 0 3 5 为对 照
。

血清学测定
:

随机取快生型大豆根瘤菌接种在大豆
、

斑豆
、

绿豆上所结的根瘤20 个

(斑豆和绿豆少于 20 个 )
,

分别制成瘤体抗原
,

与相应抗血清 (稀释到效价前 1一 2 个

滴度 ) 做凝集反应
,

37
O

C 温育过夜
,

第二天记录结果
。

试 验 结 果

菌落形态
: 12 株快生型野生大豆根瘤菌菌落为乳白色

,

不透 明
,

略呈扁平
。

革兰氏染色
:

全部为阴性
。

理化特性
:

1
.

在 B T B 培养基上产酸
, 2一 3 天培养基完全变黄

。

2
.

在肉汤培养基上 8 株不生长
, 4 株可以生长

。

3
.

石蕊牛奶反应
:

除 06 6 以外
,

所有分离物都形成血清环
。

但豚 化 程 度 不 同
。

0 2 6 , 0 4 7 , 0 5 1 , 0 2一 A一 i 等与对照菌株 U S D A 1 9 1一样
,
血清环高达 7一 ] 0 o m 。 0 6 6
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在石蕊牛奶中不脉化
,

产弱碱
,

与对照一样
。

其余菌株有 3 株产酸
, 8株产碱

。

4
.

3一酮基乳糖的产生及柠檬酸盐的利用
:
全部快生型大豆根瘤菌都不产生 3一酮

基乳糖
,

仅对照菌且
.

t 。二 。 f ac i en
:
在菌落周围产生黄褐色沉淀

,

在柠檬酸盐 利 用 上 ,

12 株分离物中有 5 株在不同程度上能利用柠檬酸盐
。

A
.

t : 二 。
厂ac i。 : :

在 iS m m on 夕: 培 养

基上 24 小时以后培养基变黄
,

3 天左右变为兰色
。

而快生型大豆根瘤菌中能 利 用 柠檬

酸盐的 5 株则利用较慢
,

多数 7 天左右使培养基变黄
,

14 天或 14 天 以上培养基变 兰
。

快生型大豆根油菌理化特性

革 兰 氏

染 色

B T B

反 应

3 一酮基

乳 酮

石 蕊 牛 奶

反 应

蛋 白 练

肉 汤

耐 盐 性

(N a
C I克分

子浓度 )

表ù

…一\截

产

产

形成血清环
,

产碱

形成血清环
,

产酸

不形成血清环
,

产碱

形成血清环
,

产酸

0
.

4 M

O
。

4 M

2 0 48

2 0 4 7

酸

产

2 0 49

2 0 5 0

酸 形成血清环
,

不明显 2 0 5 1

酸 2 0 5 2

MMMM
,J才峪
`
络1é一“一门甘n日凡门é

0 2 1 A一 1

形成血清环
,

产碱

形成血清环
,

产碱

形成血清环
,

产酸

形成血清环
,

产碱

形成血清环
,

产碱

形成血清环
,

产碱

形成血清环
,

产碱

形成血清环
,

产酸

不形成血清环
,

产碱

有血清环
,

牛奶
棕黄色

0
.

3 M

0
.

3 M

0
.

4 5M

0
.

4 5M

0
.

4 5M

0
.

4 5M

0
.

4 M

不 耐

2 0 5 3

石761311020406::::081112DS

2 0 5 4

2 0 5 6

2 0 5 7

2 0 5 8

2 0 5 9
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U SD A l l o

T 3 7

菌株不同
,

利用程度亦有差异
。

结果见表 2
。

表 2 快生型大豆根瘤菌柠橄酸盐利用试验

\\\ 卜试验次数数 第 一 次 试 验验 第 二 次 试 验验

··

誓诞熟鳄鳄鳄鳄鳄鳄鳄鳄鳄鳄鳄鳄鳄鳄鳄鳄鳄鳄鳄鳄鳄鳄鳄鳄鳄鳄鳄鳄鳄鳄鳄,,,

3 天天 7 天天 1 4 天天 2 1 天天 3 天天 7 天天 1 4天天 2 1天天

000 2 1 A
一
1 ( 2 0 5 4 ))) 份份

黄 绿绿 黄 色色 黄 色色 十十 绿 黄 色色
.

黄 色色 黄 色色
000 7 8 A ( 2 0 5 6 ))) +++ 黄 色色 兰 色色 兰 色色 十十 黄 色色

`

黄 色色 黄 色色

000 7 9 A ( 2 0 5 7 ))) 十十 黄 色色 兰 色色 兰 色色 十十 黄 色色 黄 色色 黄中带兰兰

111 0 4 A ( 2 0 5 8 ))) 十十 黄 色色 兰 色色 兰 色色
一

f
---

黄 色色 黄 色色 黄中带兰兰

1112 3 A ( 2 0 5 9 ))) +++ 黄 色色 兰 色色 兰 色色 十十 黄 色色 黄 色色 黄 色色

000 2 6 ( 2 0 4 8 ))) 十
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第 次 试 脸

3 天 夕夭 立4 天 1 2 1 夭

( 20 妙〕

( 205 0 )

( 2 051 )

( 20 52 )

( 玄05亨)

( 204夕)

丁 盯

U SD A I勺1

U SD A 110

B 15

+ 兰色 兰 兰 色 兰 色

第 二 次 : 试 验

三

兰
·

色

l
lJ

.

!

讨
|
11

|
.

|仆
1|

|
||

色

066081083121111047

色

. + 表示生长
,

有的菌株虽然未使培养基变兰
,

但菌苔生长丰满

回接试验和血清学侧定

部分菌株在铁丰 18 和开育 8 号大豆品种上表现有效共生
,

对77 一15 3品种则较差
。

在

前两个品种上根瘤大部分集中在主根上
, o 79 A

、

0 78 A
、

工2 1
、

n l 等在植株 千 重
,

含

氮量
、

固氮酶括性都比 u s D A : 。: 好
,

与慢型对照菌株 u s D A 1 1。
、

B l ; 无显著差弃
一

,

但在植株叶色上
,
快型菌比慢型菌叶色要黄得多

。

所有快生型大豆权瓜菌在 铁 丰 18 品

种上都放氢
。

全部快型菌株接种 77 一 153 大豆表现不好
。

结瘤少而小
,

并且多在侧根上

或主根下部
,

有的重复不结瘤
。

其植株午重显著低于对照菌和空白对照
。

快生型大豆根

瘤菌对三个品种的共生效应见表 3
、

、 j
。

一 ’ `

衰 3 快生观大豆根翻落共生效应 (大豆品种
:
铁丰 18 )

J咧酬
州
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干 ,

} X ( 〕
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“ ……
准
{}

固氮酶活性

卜M /克鲜瘤小
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放 氢

.十十十十十十十十
ù

On乙内山,J1
j
12叮
了目j,J诀O月U

.六己口峪
..

…
必̀污石山峥J土雨
`

B l弓

SU D人1 1 0

U SD A l l o

B l弓

0 7 8人

1 2 1
a b e

U SD A

1 1 0

B i s

121066111
0 7 9 人

a b cAA

1 1 1 1
.

2 6

,上八日

4肚吕98331010707 012…
abababcabcabc

1 0 4 A

02 1 A
一
1

3
。

1 3

3
。

拐

3
。

10

a
o

0 7

3
,

03

2
.

9 3

2
。

93

2
.

9 0 A e d f 拐3 八

。

」2

.

8 5工

几

b

七心

之d

d亡
`

e f g

ef g

村g七



2 期 徐玲玫等
:

快生型大豆根瘤菌的理化特性和共生效应 1 5 0
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: %显著 …… …植株含氮 :

!
, %显著…… {

固氮酶活性…
5 %显著……

菌 号 1 _ 一 }{ 菌 兮 一 _ } 11洛菌 兮 畔M /冤鲜瘤小! }1放 氢

」
“ Lg , …小 催 …… …“ 、 m g ,

…\J/
`班
lj {时

`又 ) …小 催 jj
。8 3

…
2一 …一 ……

1 11

1
3 6一
l

d一

…{
1 91

…
。

一 1
f g h

…1
·

C K

…
’

·

, ,

…
a b C d

…J
O, ` A

一`

…
32

·

3̀

…
e“
一l

。 , 6

…
。

·

5 83

…“ h

……
+

” 3 人

…
’

·

6。

…
b

c` e

…一
C K

…
3 ,

·

“ 」
e ` g h 一…

n s`
l

。
·

5。 ,

一
g h

l…
+

0 6 6

」
2

·

` ,

…
C d e

}̀ 0 6 6
]

3`
·

。 ,

…
` g h

一
。 , , A 一`

…
。

·

` 33

一
g ,̀

一
+

。` ,

…
2

·

3 ,

…
d e

……
。2 6

1
”

·

, 8

…
g h

一…
。` 3

…
o

·

3` 5

…
g h

……
+

` ,`

…
’

·

2 ,

…
d e `

……
` ,`

…”
·

` ,

…
g h

」一
。` ,

…甘
S。

…
h

……
+

。 , 6

】
’

·

, 6

{
`

1}
。` ,

{
’ 5

·

S弓

1
`

{1
’ 。` A”

}
x o

·

5 , ,

{ 】】
+

。 8 1 】’
·

8 … `

……
。 8`

一
2。

·

5 ,

… 1… … … …1
十表示测出放氢

。

三重复中有一个重复无活性
,

所列为平均值
。

表 4 快生型大豆根瘤菌共生效应 (大豆品种
:
开育 8号 )
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|

…
es

CK047

02 1 A
一
1 2

.

12

U SD A 1 9 1 2
.
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3 卷

快生型大夏根箱菌共生效应 (大豆品种
:
77 一 1 5 3 )

固 氮 酶 活 性 卜 M丫克 鲜 瘤 小 时

菌

表 5
.
手云

一
冲扣

.
昭 .

~
.

一一号

}吧
:月

几
重

} 入 ( g )

S %显

水
重 复 工

…
重 复

引
二 , ·

}
重 复

;

C K

B 工5

U S D A l l o

04 7

O7 9 A

1 2 3 A

2
.

肚

2 0 4

2
,

03

1
.

69

1
.

6 7

1
.

6 6

1 2 1

U SD A 19 1

0红 A
户
1

1 1 1

公6 6

1 04 人

1
.

6 5

1
,

6 3

1 5 7

1
.

5 7

1
.

5 5

工
.

弓2

8
,

忿9

1 8
.

亏2

9
.

6 7

1 1
.

脸

2
.

似

1
,

韵

1 4
.

46

1 6
.

6 5

4
.

9 9

无活性

无 瘤

I Q
.

19

1 1
.

7 5

5
.

2 4

2
,

sa

0
.

6 2

石
.

2 7

1 4
.

97

4
.

9弓

无 瘤

1
.

8 0

6
.

98

8
.

7 3

1 4
.

0 ,

无活性

3 3
.

8 4

0
。

8 1

无 瘤

1 8
.

46

9
.

7 3

1
。

5 6

无活性

无 瘤

1 0
.

亏8

名
.

3 1

无 瘤

2工
,

6 1

2
.

兮1

无活性

邓
.

5 3

无活性

1
.

6 6

无活性

13
.

3 3

割一叫一

…
为鉴定侵染结瘤的苗株是否是接种的分离物

,
做了血清学反应

,

结果见表 G
、

7

表 6 砂场 国接试验根瘤测定给果 (大豆品种
:

铁丰 招 )

二抓…尔翔料拼一
表 7 水培回接试验根瘤测定结果 (大豆品种

:
开育 8 号 )

屯百蕊砚
~
一

闷润孺 04 7

测 定 给 果

〔反应数 /测定数 )
`

1 7* /会O { 2 0 / 2 0 2 0 / 2 0

一石川
一

二石丁{
,

二后 }石
, 、

偏
。 、

{ us 旅 阮 清队 水
止占山 l 山甘份上 L I 上山占 l 盛内口若飞 j U 矛 矛 J ` l 心 八 心 l抽 儿 幻刀 一d 乙 口姗

一卜份布一行户}
塑下咒洲

’ ”` 2“

…
“ 。`2“

1
2n/ 2O

I
’ 。` , 。

1
“ 。̀ , 。

{
” ` ,”

…
”` 2 0

1
’

。` , “

* 3 个根瘤太小
,

无反应
。 `

.

血清学反应结果说明
,

所结根瘤全部是接种菌株
,

为了统一新分离的根瘤菌号
,

将从辽宁分离的快生型大豆根瘤菌株按本所根瘤菌序

列编号
,

新菌号列在表 1
。

交叉接种试验

用快生型大豆根瘤菌 1 1 1
、

1 21
、

12 3 A 接种北 京红可豆和 D 0 2 4 6一 1 绿 豆 上
,

以

U DS A 19 1和 1 0 3 5 (花生根瘤菌 ) 作对照
,

结果列在表 8
。



2 期 徐玲玫等
:
快生型大豆根瘤菌的理化特性和共生效应

表 8 快生型大豆根抽菌与可豆
、

绿豆共生效应

可可 豆豆 绿 豆豆

菌菌 号号 植侏干重重 宝%显著著 菌 号号 固氮酶活性性 菌 号号 植株干重重 菌 号号 固氮酶活性性

又又又 ( g))) 水 准准准 林 M/克鲜瘤小时时时 X( g))))) 卜 M/克鲜瘤小压压

111 0555 3 2
.

0 999 aaa1 555 0 3 9
.

4 0士 6
.

7777 1 0 3555 0
.

7 0士 0
.

1 444 1 03555 1 6
.

2 9土1 0
.

7 999

1112 AAA 3 1
.

8 777
a

bbb 1 2111 j, Q , + , , q
:::

C KKK 0
。

66土 0
.

0 555 1 2 111 5
.

6 6士 3
.

9 777

UUU SD A 1 9111 1
。

7 777 a b eee 1 2 3 AAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1 2 3 AAA 0
.

5 7士 0
。

0888 妞 3 AAA 7
.

7弓士 2
.

6999111 2 111 1
.

4 333 b
eee

U SD A 1 9111 1
.

5 2士 1
.

7 666 U S D A 1 9111 0
.

5 5土 0
.

111 U SD A 1 9111 2 5
。

90士 0
.

9222

111 1 111 1
.

2 777 CCC 1 1 111 2 3
.

4 7土 7
.

3 555 妞 111 0
.

4 7士0
。

2 666 1 1 111 不 结 瘤瘤

CCC KKK 1
.

2 666 CCC CKKK 不 结 瘤瘤 11111 0
。

43士0
。

0 666 C KKK 不 结 瘤瘤

不不不不不不 结 瘤瘤瘤瘤瘤瘤

从表 8 可以看出
,

除 n l 外
, 1 2 1

、
1 23 A 和 U SD A 19 1在两种寄主上都 可 结 瘤

,

多在主根或主根下部
, 3 株快生型大豆根瘤菌结瘤均比 1 0 3 5 差

。

但根瘤能测到 固 氮 酶

活性
。

血清学测定

采下斑豆和绿豆根瘤用相应快生型大豆根瘤菌抗血清做凝集 反 应
,

结果 除 U S D A

1 9 1有 3个根瘤未起反应外
,

其余全部根瘤均与相应抗血清反应
,

说明确系快生型大 豆

恨瘤菌听结根瘤
。

小 结 和 讨 论

1
.

通过理化特性的鉴定
,

回接试验和血清学反应结果证明所分离的 12 个菌株 确

系快生型大豆根瘤菌
。

另外一些鉴定正在进行中
。

2
.

12 株快生型大豆根瘤菌与中国栽培大豆铁丰 1 8
、

开育 8 号
、

77 一 153 的共 生

效应表现了品种亲和性的差异
。

在同一品种上不 同菌株对大豆的共生效应亦不同
。

如在

铁丰18 大豆上植株干重
、

含氮量
、

固氮酶活性均有一部分菌株显著高于对照
。

但是
,

也有

一部分菌株低于对照
,

形成无效共生
。

在开育 8 号上亦同
。

然而全部快生型菌株与 77 一

1 53 共生时或者结瘤
、

干重
、

固氮酶活性很低或者有的重复不结 瘤
。

H
.

H
.

K ey s e r
等 对

从中国分离的快生型大豆根瘤菌与 9个美国栽培大豆品种所做的盆栽试验中全部是无效

共生叨
,

可能与品种亲和性差异有关
。

有少数菌株如 。79 A
,

12 1 等虽然 从 测 定 结 果

看
,

植株干重
、

含氮量和慢生型大豆根瘤菌相当
,

但植株叶色发黄
,

有待进一步研究
。

快生型大豆根瘤菌可以越界在可豆族植物上结瘤
,

与国外研究一致 〔4〕。

3
.

伯捷手册第八版阁规定
,

对柠檬酸盐的利用是根瘤菌属和土壤杆菌属的分属特

征之一
。

但从辽宁分离的 12 株快生型大豆根瘤菌中有 5株能在 S im m on
尹s柠檬酸盐培养基

上生长
。

但生长速度 比 A
.
t : m 。

厂ac f o n :
生长速度慢

。

后者 3一 5 天可使 培 养 基 变 兰
,
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但 5 株快生型大豆根瘤菌 5一 7 天菌苔生长相当丰满
,

14 天或 14 天以上才使培 养 基 变

兰
,

另外 7 株快生型大豆根瘤菌则完全不生长
。

1 9 8。 年 M
.

J
.

T r

iin
c k 报道了快生 型 的

银合欢 ( L
。 : ca o a) 根瘤菌 29 株中的 27 株

、

含羞草 (M t’m o s a) 根瘤菌 12 株中的 12 株

及 i 株金合欢 ( A
e a c fa ) 根瘤菌

、

2 株田 著 ( S
e s右a耐 a

) 根瘤菌 及 1 株扁豆 ( L
a b l a b )

报瘤菌可以利用柠檬酸盐帅
。

快生型大豆根瘤菌部分菌株可以利用柠檬酸盐是第一次发

现
。

对根瘤菌的分类有一定价值
。
同时鉴定表明

,

快生型大豆根瘤菌的石蕊牛奶反应差
_

黝很大
,

这种特性亦与 T r in i ck 报道的热带豆科植物根瘤菌的特性是一致的哪
。

4
.

对快生型大豆根瘤菌的耐盐性测定说明
,

从辽宁分离的菌株都能 在 0
.

3 MN a o l

培养基上生长
,

有 4 株可 以耐受 0
.

45 M Na
c l

,

高于 Y elt on
、

杨苏生等测定的 u SD A 1 91

能耐受 0
.

4 M N a o l 的报道闭
。

快生型大豆根瘤菌的抗逆性可能与它本身代谢过程产 酸

和寄主生活的风沙盐碱自然条件有关
。

这一特性为遗传学提供了良好的材料
。

5
.

快生型大豆根瘤菌是中国
一

的资源
。

它本身不同于一般大豆根瘤菌的特性在分类

学
、

根瘤菌进化
、

遗传学等方面有重要的价值
。

目前对它的研究才开始不久
,

它的分类

地位还无法确定⑦
,

另外还有许多方面需要深入进行探讨和研究
。
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