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短串联重复序列基因座在石蜡包埋组织中的应用
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大学省立临床学院，福州　３５０００１）

　　【摘要】　目的　探讨３种ＳＴＲ基因座分型系统在石蜡包埋组织基因座分型的差异。方法　采用Ｑｉａｇｅｎ法对

保存１个月的石蜡包埋组织进行ＤＮＡ提取，用Ｉｄｅｎｔｉｆｉｌｅｒ系统、ＰｏｗｅｒＰｌｅｘ２１系统及ＩｎｖｅｓｔｉｇａｔｏｒＨＤｐｌｅｘ系统对

ＳＴＲ基因座进行聚合酶链反应复合扩增、毛细管电泳、荧光检测及片段分析，比较３种系统的ＳＴＲ基因座检出率，

并且采集组织同一个体的血液、毛发、口腔拭子等样本进行ＳＴＲ基因座分型，比较同一个体不同器官组织ＳＴＲ基

因座分型的差异。结果　经紫外分光光度计测定石蜡包埋组织的ＤＮＡ浓度为６～８５ｎｇ／μＬ，纯度１．７～２．２，Ｉｄｅｎ

ｔｉｆｉｌｅｒ系统能够在ＤＮＡ浓度大于１５ｎｇ／μＬ时得到完整的基因座分型，ＰｏｗｅｒＰｌｅｘ２１系统在ＤＮＡ浓度为８５ｎｇ／μＬ

时得到完整的基因座分型，而 ＨＤｐｌｅｘ系统在石蜡组织检测中均未获得完整的基因座分型。石蜡包埋组织与其他

器官组织分型结果存在差异，其中Ｄ６Ｓ４７４、Ｄ４Ｓ２３６６和Ｄ２１Ｓ２０５５基因座存在等位基因不平衡或基因座丢失现象。

结论　石蜡包埋组织中ＤＮＡ的浓度和纯度是ＳＴＲ基因座分型的重要影响因素，遗传信息丢失现象与检验对象的

性状有关，也与所采用的检测系统有关，Ｉｄｅｎｔｉｆｉｌｅｒ系统对石蜡包埋组织的ＳＴＲ基因座分型具有较高的实用价值。

【关键词】　石蜡包埋组织；　ＳＴＲ分型；　个体识别
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　　石蜡包埋组织（ＦＦＰＥＴ）是病理学、法医病理学进行疾病

诊断和科学研究的常用检验材料，是医院病理科和法医鉴定机

构的常规档案保存材料，能够满足长期保存的要求。在某些特

殊情况下，ＦＦＰＥＴ能够作为涉嫌保险欺诈、调错病理标本的医

疗纠纷及亲权司法鉴定和个体识别等案件的重要检验材料。

但由于在对组织进行石蜡包埋过程中，常规使用甲醛对组织进

行固定，而甲醛会对组织中ＤＮＡ造成化学损伤，使ＤＮＡ降解

比较严重。有研究报道，组织用１０％甲醛固定时间超过１周，

蛋白和ＤＮＡ的交联作用就会使核酸破坏，嘌呤基的β糖苷键

发生水解使ＤＮＡ断裂破坏
［１２］。目前国内外不少学者致力于

研究从ＦＦＰＥＴ中取得高质量ＤＮＡ的方法，但并不能给ＦＦ

ＰＥＴ基因分型带来本质性改观。本研究系统分析ＦＦＰＥＴ的

常见ＳＴＲ基因座分型检出情况，旨在探讨常见ＳＴＲ基因座分

型系统用于ＦＦＰＥＴ分型的应对策略，并且比较ＦＦＰＥＴ与同

一个体其他组织器官样本的基因座分型情况，探讨其在个体识

别中的应用价值。

１　材料与方法

１．１　系统与仪器　ＱＩＡａｍｐ
?ＲＤＮＡＦＦＰＥＴｉｓｓｕｅ系统盒（德
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国Ｑｉａｇｅｎ公司产品）、ＡｍｐＦＩＳＴＲＩｄｅｎｔｉｆｉｌｅｒ系统盒（美国 ＡＢ

公司产品）、ＰｏｗｅｒＰｌｅｘ２１系统盒（美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品）、

ＩｎｖｅｓｔｉｇａｔｏｒＨＤｐｌｅｘ系统盒（德国 Ｑｉａｇｅｎ公司产品）、微量紫

外分光光度计 ＮＤ１０００（美国 ＮａｎｏＤｒｏｐ公司产品）、ＡＢ９７００

型聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增仪及 ＡＢ３１３０基因分析仪（美国

ＡＢ公司产品）。

１．２　样品　某医院送检ＦＦＰＥＴ切片６份，组织来源于某患

者的肠道肿瘤组织。活检组织样本用１０％甲醛固定，２４ｈ内

按标准程序取样，制备成ＦＦＰＥＴ，于室温下保存１个月，制作

４～５μｍ的ＦＦＰＥＴ切片。另外取该患者的血样５μＬ、带毛囊

的毛发１根及口腔拭子１份作为对照。

１．３　样品预处理　将６份ＦＦＰＥＴ切片标记为组织１、２、３、４、

５、６，分别装入６个离心管中，各加入１ｍＬ二甲苯，混匀后剧

烈振荡１０ｓ。全速离心２ｍｉｎ弃上清液，再加入１ｍＬ无水乙

醇振荡混匀，全速离心２ｍｉｎ后弃上清液，沉淀放置室温中挥

发残存乙醇。

１．４　ＤＮＡ提取　ＦＦＰＥＴ使用 Ｑｉａｇｅｎ法提取 ＤＮＡ，操作严

格按照使用手册进行。组织身源者的血样、毛发及口腔拭子的

ＤＮＡ提取采用Ｃｈｅｌｅｘ法，操作步骤参照亲权鉴定技术规范

（ＳＦ／ＺＪＤ０１０５００１２０１０）执行。所获得的ＤＮＡ样品经过微量

紫外分光光度计 ＮＤ１０００进行定量及纯度分析，对浓度最高

ＦＦＰＥＴ的ＤＮＡ进行半定量稀释并检测稀释后的浓度。

１．５　ＳＴＲ基因座检测　６份ＦＦＰＥＴ的ＤＮＡ样品及血样、毛

发、口腔拭子ＤＮＡ样品均取１μＬＤＮＡ作为模板，分别采用

ＡｍｐＦＩＳＴＲＩｄｅｎｔｉｆｉｌｅｒ系统盒、ＰｏｗｅｒＰｌｅｘ２１系统盒及Ｉｎｖｅｓｔｉ

ｇａｔｏｒＨＤｐｌｅｘ系统盒等３种分型系统进行ＳＴＲ基因座的复合

扩增，参照系统说明书配制ＰＣＲ反应体系。３种系统的扩增

产物通过３１３０基因分析仪进行毛细管电泳，Ｄａｔａｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ软

件收集荧光信号及ＧｅｎｅＭａｐｐｅｒＩＤＶ３．２软件对ＳＴＲ基因座

进行分型，分别以ＬＩＺ５００、ＩＬＳ５００及ＢＴＯ５５０内标作为对照，

以各色荧光峰值振幅阈值大于５０为筛选标准，确定检出的基

因座峰型。检测３种系统总共３０个常见的ＳＴＲ基因座，观察

基因座检出情况，并且比较ＦＦＰＥＴ与其身源其他组织在基因

座分型上的差异。

２　结　　果

２．１　ＤＮＡ定量结果　见表１。ＦＦＰＥＴ的ＤＮＡ样品（组织１～

６）及血样、毛发、口腔拭子的ＤＮＡ样品均获得超过１ｎｇ／μＬ的浓

度。石蜡组织ＤＮＡ样品的纯度犃２６０／犃２８０位于１．７～２．２。血样、

毛发、口腔拭子ＤＮＡ样品的纯度为１．２～１．５。

表１　检测样品ＤＮＡ定量结果

ＤＮＡ样品
Ｑｉａｇｅｎ法

（ｎｇ／μＬ）

Ｃｈｅｌｅｘ法

（ｎｇ／μＬ）
体积（μＬ）

组织１ １５．５ ／ ２０

组织２ ８５．８ ／ ２０

组织３ ３３．８ ／ ２０

组织４ ２８．２ ／ ２０

组织５ １４．４ ／ ２０

组织６ ６．１ ／ ２０

血样 ／ ６．６ ２５０

毛发 ／ １８．０ ２５０

口腔拭子 ／ ３５．０ ２５０

　　注：／表示未检测。

２．２　常见ＳＴＲ基因座分型系统的分型结果　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｌｅｒ系统

包括１５个ＳＴＲ基因座，ＰｏｗｅｒＰｌｅｘ２１系统包括２０个ＳＴＲ基

因座，ＨＤｐｌｅｘ系统包括１２个ＳＴＲ基因座，３种系统均具有１

个性别基因座Ａｍｅｌｏｇｅｎｉｎ。当基因座的基因型为纯合子基因

型时，分型图谱上显示１条峰，如果为杂合子基因型则显示２

条峰。组织１、２、３用Ｉｄｅｎｔｉｆｉｌｅｒ系统检测，１６个基因座均能全

部检出，基因座检出率为１００％，而组织４～６的基因座检出率

为５０％～８１％；当使用ＰｏｗｅｒＰｌｅｘ２１系统分型，仅组织２能够

检出全部基因座，组织３～６的基因座检出率为５２％～９０％；

在使用 ＨＤｐｌｅｘ系统分型时，６个组织均未获得完整的基因座

分型结果，基因座检出率为４６％～９２％。６份ＦＦＰＥＴ的ＤＮＡ

样品在３种系统的基因座分型上均能得到全部完整的峰型，且

分型结果一致（表２）。组织２的基因座分型结果与正常组织

分型结果最为接近，在检测的常见３０个ＳＴＲ基因座中有２７

个基因座的分型结果与其他器官组织一致，仅存在 Ｄ６Ｓ４７４、

Ｄ４Ｓ２３６６基因座部分等位基因丢失和 Ｄ２１Ｓ２０５５基因座全部

丢失（表３）。在检出全部基因座的分型图谱上，各ＳＴＲ基因

座分型峰高并不均匀，大片段基因座峰高偏矮，小片段基因座

峰高不均一。在未能检出全部基因座的分型图谱上，本文发现

均存在大片段ＳＴＲ基因座等位基因的丢失，而且随着ＤＮＡ浓

度降低，丢失的基因座数目逐渐增加，小于２００ｂｐ长度的小片

段基因座能够获得较好的分型结果，而２５０ｂｐ以上的大片段

基因座分型存在异常，出现等位基因不平衡扩增及基因座丢失

乃至无结果等现象。

表２　６份ＦＦＰＥＴ的ＤＮＡ样品在３种系统的

　　基因座检出结果［狀（％）］

ＤＮＡ样品
Ｉｄｅｎｔｉｆｉｌｅｒ系统

（狀＝１６）

ＰｏｗｅｒＰｌｅｘ２１系统

（狀＝２１）

ＨＤｐｌｅｘ系统

（狀＝１３）

组织１ １６（１００） １５（７１） ９（６９）

组织２ １６（１００） ２１（１００） １２（９２）

组织３ １６（１００） １９（９０） １０（７７）

组织４ １３（８１） １４（６７） １０（７７）

组织５ １１（６９） １３（６２） ８（６２）

组织６ ８（５０） １１（５２） ６（４６）

表３　３０个ＳＴＲ基因座在组织２与血样、毛发、口腔拭子的

　　基因座分型结果

基因座 组织２ 血样 毛发 口腔拭子

Ｄ８Ｓ１１７９ １２ １６ １２ １６ １２ １６ １２ １６

Ｄ２１Ｓ１１ ２９ ３２ ２９ ３２ ２９ ３２ ２９ ３２

Ｄ７Ｓ８２０ １１ １１ １１ １１ １１ １１ １１ １１

ＣＳＦ１ＰＯ １２ １３ １２ １３ １２ １３ １２ １３

Ｄ３Ｓ１３５８ １５ １７ １５ １７ １５ １７ １５ １７

ＴＨ０１ ６ ７ ６ ７ ６ ７ ６ ７

Ｄ１３Ｓ３１７ ８ ８ ８ ８ ８ ８ ８ ８

Ｄ１６Ｓ５３９ ９ １０ ９ １０ ９ １０ ９ １０

Ｄ２Ｓ１３３８ ２１ ２４ ２１ ２４ ２１ ２４ ２１ ２４

Ｄ１９Ｓ４３３ １３ １５．２ １３ １５．２ １３ １５．２ １３ １５．２

ｖＷＡ １５ １７ １５ １７ １５ １７ １５ １７

ＴＰＯＸ ８ ９ ８ ９ ８ ９ ８ ９
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续表３　３０个ＳＴＲ基因座在组织２与血样、毛发、口腔

　　拭子的基因座分型结果

基因座 组织２ 血样 毛发 口腔拭子

Ｄ１８Ｓ５１ １２ １５ １２ １５ １２ １５ １２ １５

Ｄ５Ｓ８１８ １１ １３ １１ １３ １１ １３ １１ １３

ＦＧＡ ２０ ２０ ２０ ２０ ２０ ２０ ２０ ２０

Ｄ１２Ｓ３９１ ２０ ２１ ２０ ２１ ２０ ２１ ２０ ２１

Ｄ６Ｓ１０４３ １４ １９ １４ １９ １４ １９ １４ １９

ＰｅｎｔａＤ ８ １４ ８ １４ ８ １４ ８ １４

ＰｅｎｔａＥ １８ １８ １８ １８ １８ １８ １８ １８

Ｄ１Ｓ１６５６ １６ １７ １６ １７ １６ １７ １６ １７

Ｄ７Ｓ１５１７ ２２ ２５ ２２ ２５ ２２ ２５ ２２ ２５

Ｄ３Ｓ１７４４ １６ １９ １６ １９ １６ １９ １６ １９

Ｄ２Ｓ１３６０ ２２ ２３ ２０ ２１ ２０ ２１ ２０ ２１

Ｄ６Ｓ４７４ １３ － １３ １４ １３ １４ １３ １４

Ｄ４Ｓ２３６６ １１ － ９ １１ ９ １１ ９ １１

Ｄ８Ｓ１１３２ ２２ ２３ ２２ ２３ ２２ ２３ ２２ ２３

Ｄ５Ｓ２５００ １１ １１ １１ １１ １１ １１ １１ １１

Ｄ２１Ｓ２０５５ － － ２５ ３５ ２５ ３５ ２５ ３５

Ｄ１０Ｓ２３２５ ９ １１ ９ １１ ９ １１ ９ １１

ＳＥ３３ １９ ２８．２ １９ ２８．２ １９ ２８．２ １９ ２８．２

Ａｍｅｌｏｇｅｎｉｎ Ｘ Ｘ Ｘ Ｘ Ｘ Ｘ Ｘ Ｘ

　　注：下划线部分为存在异常分型的基因座，只检出部分基因型，其

余为纯合子基因型，２条染色体等位基因相同；－表示无数据。

３　讨　　论

根据人群ＤＮＡ片段中的ＳＴＲ基因座具有高度多态性且

同一个体各组织器官具有同源性等特点，可以利用ＳＴＲ基因

座对个体和生物学检验材料进行同一认定。由于单个ＳＴＲ基

因座的遗传信息有限，所以目前个体识别和亲权鉴定领域的主

要检测手段是多个ＳＴＲ基因座组成的检测系统，其检验策略

是收集尽可能多的ＳＴＲ基因座遗传信息以提高检测系统的个

体识别能力。

本研究选择的检测系统有３种，分别是包括１６个基因座

的Ｉｄｅｎｔｉｆｉｌｅｒ系统、２１个基因座的ＰｏｗｅｒＰｌｅｘ２１系统及１３个

基因座的 ＨＤｐｌｅｘ系统。Ｉｄｅｎｔｉｆｉｌｅｒ系统是目前国内外通行的

ＳＴＲ基因座分型系统，其应用价值已经得到广泛验证
［３４］。

ＰｏｗｅｒＰｌｅｘ２１系统是目前新研制且ＳＴＲ基因座设计比较全面

的系统之一，增加了Ｉｄｅｎｔｉｆｉｌｅｒ系统不具备的且被证实具有高

度多态性的基因座 Ｄ１２Ｓ３９１、Ｄ６Ｓ１０４３、ＰｅｎｔａＤ及 ＰｅｎｔａＥ。

ＨＤｐｌｅｘ系统是新研制的ＳＴＲ基因座分型系统，融合了多个非

ＣＯＤＩＳ系统的基因座，已被证实适合于群体遗传学研究
［５］。

ＰｏｗｅｒＰｌｅｘ２１系统和 ＨＤｐｌｅｘ系统所研究样本多为常规血样

检验材料，未见特殊检验材料方面的应用。在基因座片段大小

的分布上，Ｉｄｅｎｔｉｆｉｌｅｒ系统所有基因座均在４００ｂｐ之内，而

ＰｏｗｅｒＰｌｅｘ２１系统由于检测的基因座数目较多，其片段大小均

在５００ｂｐ之内，ＨＤｐｌｅｘ系统虽然基因座数目不多，但是基因

座多态性高，等位基因型丰富，故基因座片段大小也在５００ｂｐ

之内。

ＦＦＰＥＴ是医院病理科记录患者病情及患者信息溯源的重

要个人档案，在医疗纠纷、保险理赔等方面能够成为提供个人

信息的重要生物检验材料［６］。组织在石蜡包埋处理前都必须

经过１０％甲醛固定，甲醛固定时间长短直接影响ＳＴＲ基因座

的检验［７］。目前医院病理科由于临床需要，一般在甲醛固定

２４ｈ内对组织进行石蜡包埋等处理，最多不超过４８ｈ，短时间

的甲醛固定可以最大限度减少甲醛对ＤＮＡ的降解和破坏。

由于甲醛对ＤＮＡ的破坏，ＤＮＡ分子随机降解成小片段，

使ＳＴＲ基因座无法检出，从而导致遗传信息的缺失
［８］。遗传

信息的缺失与检验材料本身有关，也与检验者所采用的分析策

略有关。本研究以保存相同时间的ＦＦＰＥＴ为检验对象，保证

了组织甲醛固定时间及石蜡组织保存时间的一致性。ＤＮＡ提

取的方法都选择Ｑｉａｇｅｎ法，Ｑｉａｇｅｎ法使用商业化抽提系统盒，

获得的ＤＮＡ纯度高，无ＰＣＲ抑制剂，这样保证了每份组织抽

提获得的ＤＮＡ降解程度一致，只是在对切片组织的数量上加

以区别及抽提ＤＮＡ的浓度上进行差异化处理。研究中发现，

Ｉｄｅｎｔｉｆｉｌｅｒ系统相对ＰｏｗｅｒＰｌｅｘ２１系统、ＨＤｐｌｅｘ系统，能够在

ＤＮＡ浓度较低时获得全部完整的基因座分型，其对降解检验

材料的ＤＮＡ适应程度要优于ＰｏｗｅｒＰｌｅｘ２１系统和ＨＤｐｌｅｘ系

统。在基因座出现丢失现象的分型图谱中，片段大小在２００ｂｐ

以内的基因座分型结果正常，在２００～３００ｂｐ范围内的基因座

分型出现程度不等的等位基因扩增不平衡及等位基因丢失现

象，而大于３００ｂｐ的基因座分型基本上都存在丢失。Ｉｄｅｎｔｉｆｉｌ

ｅｒ系统大部分基因座都位于３００ｂｐ以内，基因座的检出率是３

个系统中最高的，由此可见对固定时间短，ＤＮＡ降解程度不大

的ＦＦＰＥＴ进行ＳＴＲ基因座分型，Ｉｄｅｎｔｉｆｉｌｅｒ系统相对其他常

用系统能够获得较好的分型结果。林旭等［９］运用Ｉｄｅｎｔｉｆｉｌｅｒ

系统对硅珠法提取ＦＦＰＥＴ的ＤＮＡ质量评估，在４６例（９３％）

得出完整１６个基因座峰型，既验证了硅珠法提取组织 ＤＮＡ

的优势，也验证了Ｉｄｅｎｔｉｆｌｅｒ系统适合于ＦＦＰＥＴ的基因座分

型。张越等［１０］将多重置换扩增技术（ＭＤＡ）应用于病理切片

的ＤＮＡ分型，认为 ＭＤＡ可提高病理切片模板基因组量，相对

降低ＰＣＲ扩增抑制物浓度，减少等位基因脱扣现象，有效提高

了基因座检出率。

本研究发现，ＦＦＰＥＴ与其身源者其他器官组织ＳＴＲ基因

座分型结果存在一定差异，ＦＦＰＥＴ中 Ｄ６Ｓ４７４基因座检出基

因型１３、Ｄ４Ｓ２３６６基因座检出基因型１１、Ｄ２１Ｓ２０５５基因座未

检出基因型，而其身源者的血液、毛发及口腔拭子中脱落细胞

的ＳＴＲ基因座分型均检出Ｄ６Ｓ４７４基因型１３／１４、Ｄ４Ｓ２３６６基

因型９／１１、Ｄ２１Ｓ２０５５基因型２５／３５。导致上述组织中ＳＴＲ基

因座存在差异的原因可能是由于肿瘤组织中ＳＴＲ基因座的变

异，包括了完全杂合性丢失和部分杂合性丢失等，也可能是由

于本身组织 ＤＮＡ 降解破坏后大片段基因座的扩增受到影

响［１１］。鉴于在已检出的常见ＳＴＲ基因座中，ＦＦＰＥＴ与其他

器官组织的分型结果一致，且异常基因座均为大片段基因座，

故考虑基因座的差异系组织ＤＮＡ降解造成的可能性较大。

在日常鉴定检测工作中，时常需要对特殊检验材料进行

ＳＴＲ基因座分型，除了要慎重选择标本处理方法外，所采用的

检测系统也是至关重要的因素。ＭｉｎｉＦｉｌｅｒ系统由一系列小片

段ＳＴＲ基因座组成，适合于微量降解检验材料，但是在一般实

验室未能普及应用，所以使用常见ＳＴＲ基因座分型系统还是

实验室的常用方法。本研究发现，Ｉｄｅｎｔｉｆｉｌｅｒ（下转第３５７页）
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究认为凋亡抑制因子Ｌｉｖｉｎ和Ｓｕｒｖｉｖｉｎ可能在乳腺癌的发生和

发展中起重要作用。但是关于胃癌组织中两种因子的表达目

前还少见相关报道，因此本研究通过分析胃癌组织中Ｌｉｖｉｎ和

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ的阳性表达率，以探讨其在胃癌诊断中的作用。

本研究胃癌组织中Ｌｉｖｉｎ和Ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达阳性率显著高于

其他组织，萎缩性胃炎、浅表性胃炎、异型增生胃黏膜Ｓｕｒｖｉｖｉｎ

阳性率高于正常组织。由于Ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达是一个渐进过程，

因此推测非肿瘤性胃部疾病，如胃炎、增生性胃黏膜等可能是

胃癌的癌前病变，这与王华和王志红［１０］报道的结论一致。因

此在临床中遇到诸如上述胃部疾病的患者应及时治疗，避免疾

病进一步恶化导致肿瘤发生。ＣｒｎｋｏｖｉｃＭｅｒｔｅｎｓ等
［１１］报道称

Ｌｉｖｉｎ与肿瘤的预后呈正相关，本研究也发现Ｌｉｖｉｎ阳性表达与

组织分化程度和ＴＮＭ 分期有关；Ｓｕｒｖｉｖｉｎ阳性表达与组织浸

润程度和ＴＮＭ分期有关，这提示可以将Ｌｉｖｉｎ和Ｓｕｒｖｉｖｉｎ检

测作为患者疗效、预后的评估指标之一，这也是接下来研究的

主要方向。

综上所述，胃癌组织中Ｌｉｖｉｎ和Ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达显著上升，因

此通过两种蛋白检测可以对胃癌进行早期诊断，同时也为进一

步研发胃癌治疗药物提供了新的作用靶点。
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系统稳定性更高，更适合于微量降解检验材料。
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