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氯化锰致 PC12细胞凋亡作用及其机制
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　　摘要:目的　探讨氯化锰诱导PC12细胞凋亡的作用机制。方法　以 PC12细胞为多巴胺能神经元的细胞模型 , 采

用 MTT比色法检测细胞生长情况 , 流式细胞术 (FCM)及 DNA琼脂糖凝胶电泳 (AGE)检测 PC12细胞的凋亡情况 ,

免疫组化法检测 PC12细胞 HSP70、 Survivin、 Bcl-2和 Bax表达情况。结果　锰能抑制 PC12细胞的增殖 , 呈时间-剂量

效应关系;并能诱导其凋亡 , 呈浓度依赖性;凋亡过程中 Bax的表达呈浓度依赖性增强 , 且与凋亡之间呈正相关关系

(R1 =0.972, P<0.01), 而 HSP70、 Survivin和 Bcl-2的表达呈浓度依赖性下调 , 且与凋亡之间呈负相关关系 (R2 =

-0.990, R3=-0.976, R4=-0.980, P均 <0.01)。结论　锰对PC12细胞的凋亡具有诱导作用 , 而上调 Bax的表达

和下调 HSP70、 Survivin及 Bcl-2的表达可能是其诱导 PC12细胞凋亡的作用机制之一。
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StudyonapoptosisofPC12 cellbymanganesechlorideanditsmechanism
WANGPing, SONGShi-zhen＊
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Abstract:Objective　 Toexplorethepossiblemechanismofmanganese-inducedapoptosisinPC12 cells.Methods　

UsingPC12cellsasthemodelofdopaminergicneuron, MTTcolorimetrytestwasusedtodetectthegrowthandsurvivalstateof

PC12cellsinvariousdosesofmanganesechloride;apoptosiswasdetectedbyflowcytometry(FCM)andagarosegelelectro-

phoresis(AGE);andimmunocytochemistrywasusedtomeasuretheexpressionandlocationofHSP70, Survivin, Bcl-2 and

Bax.Results　 TheresultsshownthatmanganesemightsuppresstheproliferationofPC12 cellsindoseandtime-dependent

manner, andmightdose-dependentlyinducePC12 cellsapoptosis;manganesechloridemightalsopromotetheexpressionofBax

indose-dependentmanners, whichhadapositivecorrelationtoPC12 cellsapoptosis(R1 =0.972, P<0.01);additionally,

manganesechloridemightdose-dependentlyinhibitedtheexpressionofHSP70, SurvivinandBcl-2inPC12cellsaswell, which

hadanegativecorrelationtoPC12 cellapoptosis(R
2
=-0.990, R

3
=-0.976, R

4
=-0.980, P<0.01).Conclusions　

ManganesecaninducePC12 cellsapoptosis, theenhancedexpressionsofBaxandtheprohibitedexpressionsofHSP70, Sur-

vivin, Bcl-2maybetheconcretepathwayinvolvedthemechanismofmanganese-inducedapoptosisofPC12 cells.
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　　锰 (manganese)是人体必需的微量元素之一 ,

但长期暴露于低浓度的锰环境可导致慢性锰中毒 , 其

中毒主要表现为锥体外系神经元损伤 , 类似帕金森综

合征
[ 1]
。研究表明 , 神经细胞凋亡在锰的多巴胺能

神经毒性中起着重要作用
[ 2]
, 而锰可通过降低过氧

化物酶的活性 , 干扰细胞 DNA代谢诱导神经细胞凋

亡
[ 3]
, 但锰诱导神经细胞凋亡的机制还有待于进一

步探讨 。本文以多巴胺能神经元 PC12细胞为研究对

象 , 通过观察锰对细胞凋亡的影响及与凋亡相关基因

HSP70、 Survivin、 Bcl-2和 Bax表达之间的关系 , 探

讨其诱导 PC12细胞的凋亡作用及机制 。

1　材料与方法

1.1　主要试剂和仪器

氯化锰(MnCl2 , Sigma)、DMEM(Gibco, USA)、胎

牛血清(杭州四季青)、MTT(Sigma, USA)、Annexin-V-

FITC凋亡检测试剂盒(武汉博士德生物有限公司),兔

多抗 HSP70和 Survivin,鼠单抗 Bcl-2和 Bax(均购自北

京中杉金桥生物技术有限公司)、SP免疫组化试剂盒

(北京中杉金桥生物技术有限公司)、倒置显微镜(日

本 OLYMPUS)、CO2培养箱 (日本 SONYON)、流式细

胞仪(美国 BD公司)。

1.2　细胞培养

PC12细胞购自中科院细胞库上海细胞生物研究

所 , 悬浮培养于含 10%胎牛血清 、 2 mmol/L谷氨酰

胺 、 100U/ml青霉素和 100 μg/ml链霉素的 DMEM

培养基中 , 于 37℃、 5%CO2条件下培养。选取对数
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生长期 、生长良好 、 细胞活性大于 98%的 PC12细胞

用于实验。

1.3　细胞生长活性检测

采用溴化二甲噻唑二苯四氮唑蓝 (MTT)比色

法 。将不同浓度的 MnCl2加入含 10%胎牛血清的

DMEM培养基中 , 使其终浓度为 0、 200、 400、 800、

1 600 μmol/L, 调整细胞浓度为 1×10
5
个 /ml, 接种

于 96孔培养板 , 每种剂量为一组 , 每个浓度 6个平

行孔 , 置 37℃、 5%CO2培养箱中培养 24 h、 48 h、

72 h后 , 弃上清 , 每孔加 20 μlMTT, 培养 4 h, 弃

MTT, 加二甲基亚砜 (DMSO)150 μl充分溶解 , 选

择 490nm波长 , 酶联免疫检测仪上测定各孔 A值。

PC12细胞生长抑制率 =(1-实验组平均 A值 /对照

组平均 A值) ×100%。

1.4　流式细胞仪检测细胞凋亡

用 Annexin-V-FITC及 PI双标流式细胞术检测细

胞凋亡 。收集 0、 200、 400、 800μmol/L氯化锰处理

24 h的 PC12细胞 (每组约 5×10
6
个), 用 PBS缓冲

液洗 1次 , 去上清 , 用 70%乙醇 4℃固定 2 h, PBS

缓冲液洗去固定液 , 离心弃上清 。用结合缓冲液

37℃孵育 60min, 195μl细胞悬液加 5 μlAnnexin-V-

FITC, 混匀 , 室温 10 min。用缓冲液洗涤细胞一次 ,

在 190μl缓冲液中重悬 , 然后再加入 10 μl碘化丙啶

(PI), 流式细胞仪检测 。

1.5　DNA琼脂糖凝胶电泳检测凋亡 (DNALadder)

收集 200、 400、 800 μmol/LMnCl2处理 24 h和

48 h的 PC12细胞 (每组约 5×10
6
个), 用 PBS缓冲

液洗 2次 , 去上清 , 各加裂解缓冲液 (1%NP-40 20

mmol/LEDTA, 50 mmol/LTris-HCl, pH7.5)50 μl

振荡 10 s, 1 600 g离心 5 min, 收集上清液再加入等

体积的裂解缓冲液重复上述步骤一次 , 收集上清于

Eppendorf管中加 SDS(终体积为 1%)和 RnaseA

(终质量浓度为 5 g/L)56℃作用 2 h, 加蛋白酶 K

(终质量浓度为 2.5 g/L)37℃消化 2 h, 再加入 1/2

体积的 10 mol/L醋酸铵和 2.5倍体积的无水乙醇后

可见 DNA有沉淀析出 , 将沉淀溶解于 20 μl1×DNA

上样缓冲液 , 取全部 20 μl上清上样 1%琼脂糖凝胶

电泳 (60V, 40 min), 凝胶成像系统分析。

1.6　免疫组化法检测 PC12细胞 HSP70、 Survivin、

Bcl-2和 Bax表达及定位

采用酶标抗体染色法 (间接法)。取对数生长期

的 PC12细胞 , 调整细胞浓度为 1×10
5
个 /ml, 接种到

12孔培养板中 (2ml/孔), 加 MnCl2使其终浓度为 0、

200、 400、 800μmol/L。置 CO2孵箱培养 24 h后收集

细胞 , PBS(0.01mol/L, pH7.4)冲洗 2遍 , 调整细

胞悬液密度为 1×10
6
个 /ml, 50μl/片均匀涂于经多聚

赖氨酸处理的载玻片上 , 室温干燥 , 冷丙酮固定 10

min;PBS洗 3次 , 每次 5min, 0.3%过氧化氢-甲醇 ,

37℃封闭 30min;PBS洗 3次 , 5min;滴加非免疫动

物血清 (SP免疫组化试剂盒蓝色试剂), 置湿盒中

37℃封闭 30 min;甩去血清;分别滴加特异性抗体

HSP70、 Survivin、 Bcl-2和 Bax, 湿盒内 4℃过夜;PBS

振洗 3次 , 每次 5 min;滴加生物素标记二抗(黄色试

剂),温盒内 37℃15 min;PBS振洗 3次 ,每次 5 min;滴

加链霉素抗生物素标记三抗 ,湿盒内 37℃15 min;PBS

振洗 3次;浸入新鲜配置的浓度为 0.05%的联苯二胺

(DAB)、室温下置暗处显色 3 ～ 5min;PBS终止显色;浸

入苏木精染液染色 5 min,自来水洗 ,迅速过盐酸乙醇溶

液 ,自来水洗 ,过碳酸锂溶液反蓝 ,自来水洗;过 70%、

80%、90%乙醇 1次 ,无水乙醇 2次 ,每次 1 min逐级脱

水;过二甲苯溶液 2次 ,每次 1 min,透明;中性树脂封

片。特异性对照采用 PBS代替一抗 ,其余步骤相同。采

用高清晰彩色医学图文分析系统 HMIAS-2000型 ,对免

疫细胞化学反应进行图像分析 ,每张片取 3个视野 ,测

定其平均吸光度。以平均吸光度值的变化 , 表示

HSP70、Survivin、Bcl-2和 Bax蛋白表达的变化。

1.7　统计学分析

所测数据均用 SPSS11.5软件进行统计分析。

2　结果

2.1　不同浓度 MnCl2对 PC12细胞生长的抑制作用

表 1可知 200 ～ 1 600μmol/LMnCl2对 PC12细胞

有抑制作用 , 200、 400μmol/L的 MnCl2作用48h对细

胞的抑制率分别是 47.0%、 58.4%, 不同剂量 MnCl2
对 PC12细胞的抑制率随作用时间的延长和浓度的上升

而增强 , 呈现出时间和浓度依赖趋势。各实验组与对

照组相比及实验组间两两比较差异有统计学意义。

2.2　流式细胞仪检测细胞凋亡率的变化

不同浓度 MnCl2 作用 24 h, 随着浓度的增大

PC12细胞凋亡率逐渐增高 , 对照组为 (0.63 ±

0.03)%, 200 μmol/L组为 (8.72 ±0.13)%, 400

μmol/L组为 (14.97 ±0.26)%, 800 μmol/L组为

(53.60±0.18)%, 各实验组与对照组相比及实验组

间两两比较差异有统计学意义 , 呈浓度依赖性 。

2.3　不同浓度 MnCl2对 PC12细胞凋亡的诱导作用

提取不同浓度 MnCl2处理 24 h及 48 h的 PC12

细胞的 DNA, 在含有 EB的 1%琼脂糖凝胶中电泳 ,

可见细胞 DNA呈典型的梯状条带 (图 1), 说明氯化

锰能诱导 PC12细胞凋亡 。
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表 1　不同浓度 MnCl
2
对 PC12细胞的抑制率 (x±s, n=6)

MnCl2剂量

(μmol/L)

24h 48h 72h

光密度值 抑制率(%) 光密度值 抑制率(%) 光密度值 抑制率(%)

对照 (A组) 0.805±0.064 1.747±0.030 1.665±0.062
200 (B组) 0.674±0.059＊ 16.4 0.926±0.076＊ 47.0 0.628±0.045＊ 62.3

400 (C组) 0.514±0.021＊★ 36.2 0.726±0.074＊★ 58.4 0.429±0.042＊★ 74.3

800 (D组) 0.239±0.025＊★ 70.3 0.268±0.040＊★ 84.7 0.330±0.017＊★ 80.2
1 600 (E组) 0.117±0.018＊★ △ 85.5 0.136±0.013＊★ △ 92.2 0.214±0.016＊★ △ 87.2

　　B组 、 C组 、 D组 、 E组与 A组比较 , ＊P<0.01;C组 、 D组 、 E组与 B组比较 , ★P<0.05;D组 、 E组与 C组比较 ,  P<0.05;E组与

D组比较 , △P<0.05

注: 1为 Marker;2、 3、 4分别为 200、 400、 800 μmol/LMnCl2 作用

24h结果;5、 6、 7为 200、 400、 800μmol/LMnCl2作用 48h结果。

图 1　MnCl2对 PC12细胞凋亡的诱导作用

2.4　不同浓度 MnCl2对 PC12细胞 HSP70、 Survivin、

Bcl-2和 Bax表达的影响

不同浓度氯化锰作用 24 h后 PC12 细胞中

HSP70、 Survivin、 Bcl-2和 Bax均有表达 (位于细胞

膜和 /或细胞质), 其表达发生明显变化 (表 2), Bax

表达随染毒剂量增加而增加 , 且与细胞凋亡之间呈正

相关关系 (R1 =0.972, P<0.01);HSP70、 Sur-

vivin、 Bcl-2表达则随染毒剂量增加而减少 , 且与细

胞凋亡之间呈负相关关系 (R2 =-0.990 , R3 =

-0.976, R4 =-0.980, P均 <0.01)。

　

表 2　MnCl2处理 PC12细胞 24h后 HSP70、 Survivin、 Bcl-2和 Bax平均吸光值 (x±s, n=3)

MnCl2剂量 (μmol/L) 　　HSP70 　　Survivin 　　Bcl-2 　　Bax

对照 (A组) 2.466±0.056 3.634±0.055 3.704±0.017 2.025±0.079

200 (B组) 2.273±0.026＊ 3.431±0.032＊ 3.528±0.047＊ 2.269±0.022＊

400 (C组) 2.098±0.023＊★ 3.217±0.026＊★ 3.353±0.041＊★ 2.493±0.019＊★

800 (D组) 1.813±0.028＊★ 2.983±0.060＊★ 3.147±0.027＊★ 2.725±0.028＊★ 

　　B组 、 C组 、 D组与 A组比较 , ＊P<0.01;C组 、 D组与 B组比较 , ★P<0.05;D组与 C组比较 ,  P<0.05

3　讨论

细胞凋亡是由多种凋亡相关基因共同参与的细胞

程序性死亡过程 , 是维持正常发育和生理功能所必需

的 , 而分化成熟的神经细胞发生凋亡则会引起病理性

损害 , 如阿尔茨海默病 (Alzheimerdisease)和帕金

森病 (Parkinsonsdisease)
[ 4]
。锰作为一种细胞毒性

物质 , 可导致神经细胞凋亡。本次实验用流式细胞术

及 DNA琼脂糖凝胶电泳对染锰的多巴胺能 PC12细

胞的凋亡情况进行检测 , 证实了这一结论 , 且发现

PC12细胞凋亡呈浓度依赖性。运用免疫组化法对凋

亡相关基因 HSP70、 Survivin、 Bcl-2和 Bax进行检

测 , 发现以上基因的表达与氯化锰所致的 PC12细胞

凋亡之间存在一定的相关关系 , 并在凋亡过程中发挥

了重要作用 。

热休克蛋白 70 (HSP70)是热休克蛋白家族中

的重要一员 , 作为 “分子伴侣 ” 能够参与细胞周期

关键分子的调节 , 如 p53、 Cdk4、 c-myc等 , 调节细

胞的生存和死亡 。细胞内的 HSP70可抑制应激激活

蛋白激酶 SAPK/JNKs, 抑制细胞凋亡信号转导中

caspase和氧自由基生成 , 并抑制 p53介导的细胞凋

亡和 Bax的表达 , 在热休克 、 氧化应激 、 电离射线等

引起的细胞凋亡中起保护作用
[ 5]
。已证实 HSP70表

达的增加能减少乳胞素诱导的 PC12细胞凋亡
[ 6]
, 而

本研究结果显示氯化锰可下调 HSP70表达 , 提示此

一途径可能是锰诱导 PC12细胞凋亡的机制之一 。

Survivin是凋亡抑制蛋白基因家族的新成员 , Sur-

vivin基因定位于染色体的 17q25
[ 7]
,在细胞增殖的组

织中均有表达 ,且与 Bcl-2的表达呈正相关关系 ,两者

能协同作用发挥抗凋亡效应
[ 8]
。此外 , Survivin能直

接抑制 caspase-3、caspase-7和 caspase-9的活性
[ 9]
,或

通过抑制细胞色素 C的释放在线粒体水平参与抗凋

亡作用 。有资料显示 ,三氧化二砷可以通过降低 Sur-

vivin的表达诱导体外培养的人肾癌 GRC-1细胞凋

亡
[ 10]
。本研究中 ,氯化锰可下调 Survivin表达 , 故此

一途径也可能是锰诱导 PC12细胞凋亡的一种机制。

Bcl-2和 Bax是一对作用相反的凋亡调节基因 ,
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都是 Bcl-2家族中的重要成员 , 它们表达的蛋白在结

构上具有同源性 , 都有两个保守区域 BHⅠ及 BHⅡ ,

并各自通过这两个保守区域形成有功能的同源二聚

体 。Bax基因广泛表达于脑及其他组织中 ,通过形成

Bax-Bax同源二聚体发挥促凋亡的作用 。 Bax蛋白可

直接和线粒体膜结合 ,形成线粒体跨膜通道 ,促进细胞

色素 C和凋亡诱导因子 (AIF)的释放
[ 11]
, 同时使质

子 、钙离子内流而产生氧反应产物(ROS)导致线粒体

跨膜电位降低 ,并激活一系列蛋白水解酶使细胞发生

凋亡。研究表明 Bax基因敲除的鼠感觉神经元表现出

明显的减少凋亡倾向
[ 12]
。Bcl-2蛋白则是分布于线粒

体 、内质网及核膜的一种抗凋亡蛋白 ,具有稳定线粒体

膜的功能 ,其抑制凋亡的机制恰好与 Bax相反;此外 ,

Bcl-2还可同 Bax结合形成无功能的异源二聚体来抑

制细胞凋亡 。已证实 ,过量表达 Bcl-2蛋白的 PC12细

胞有明显拮抗 DA毒性的作用
[ 13]
。本研究表明 ,氯化

锰可下调 Bcl-2、上调 Bax的表达 ,提示此一途径也可

能介入锰诱导 PC12细胞凋亡的机制。

本实验从凋亡调节基因水平探讨锰的神经毒性作

用机制 ,发现氯化锰诱导 PC12细胞发生凋亡 ,并显示这

可能是多个凋亡相关基因共同参与的结果 ,即可能系通

过上调促凋亡基因 Bax表达和下调凋亡抑制基因 Bcl-

2、HSP70和 Survivin的表达而最终导致细胞凋亡。

参考文献:
[ 1] 胡存丽 , 邵文.我国锰毒性研究现况 [ J] .卫生毒理学杂志 ,

2000, 14 (3): 185-187.

[ 2] WangRG, ZhuXZ.Subtoxicconcentrationofmanganesesynergisti-

callypotentiates1-methy1-4-phenylpyridinium-inducedneurotoxicityin

PC12cells[ J] .BrainRes, 2003, 961 (1):131-140.

[ 3] 陈景元 , 陈耀明 , 骆文静 , 等.锰对多巴胺能神经细胞 PC12的

毒性及其机制研究 [ J] .卫生研究 , 2002, 31 (4): 223-225.

[ 4] 李凤有 , 安中平.细胞凋亡与神经系统疾病 [ J].中国冶金工业

医学杂志, 2000, 17 (2):122-124.

[ 5] 黄晓兵.热休克蛋白 70与肿瘤细胞凋亡 [ J] .四川肿瘤防治杂

志 , 2003, 16 (1): 53-55.

[ 6] TaeBA, BeomSJ, Protectiveroleofheatshockandheatshockpro-

tein70inlactacystin-inducedcelldeathbothintheratsubstantianigra

andPC12cells[ J] .BrainResearch, 2006, 1087 (1):159-167.

[ 7] AmbrosiniG, AdidaC, SirugoG, etal.Inductionofapoptosisand

inhibitorofcellproliferationbysurvivingenetargeting[ J].JBiol

Chem, 1998, 273 (18):11177-11182.

[ 8] RohayermJ, DiestelkoetterP, WeigleB, etal.Antibodyresponseto

thetumorassociatedinhibitorofapoptosisproteinsurvivinincancerpa-

tients[ J] .CancerRes, 2000, 60 (7): 1815-1817.

[ 9] HauserHP.Agiantubiquitin-conjugatingenzymerelatedtoIAPapop-

tosisinhibitors[ J] .MolCellBiol, 1998, 141 (6): 1415-1422.

[ 10] 徐万海 , 王晓民 , 高琳 , 等.三氧化二砷对肾癌 GRC-1细胞凋

亡及p53、 Survivin基因表达的影响 [ J] .中国地方病学杂志 ,

2006, 25 (5): 520-522.

[ 11] ReedJC.Doubleindentityforproteinsofthebcl-2family.Nature,

1997, 387 (3):773-776.

[ 12] WhiteFA, KellerPeckCR, KimdsonCM.etal.Widespread

eliminationofnaturallyoccurringneuronaldeathinBax-deficientmice

[J] .Neurosci, 1998, 18 (2):1428-1439.

[ 13] OffenD, ZivI, PanetH, etal.Dopamine-induceapoptosisisia-

hibitedinPC12 cellsexpressingBcl-2 [ J] .CellMolNeurobiol,

1997, 17 (3): 289-304.

中华预防医学会劳动卫生与职业病分会 30周年暨第十次

全国劳动卫生与职业病学术会议征文通知

　　经中华预防医学会批准 , 中华预防医学会劳动卫生与职业病分会将于 2009年 4月 15～ 19日在杭州召开成立 30周年庆祝大会暨第十次全国劳

动卫生与职业病学术会议。本次会议的主题是 “防治职业病 , 共享健康工作 ”。会议将为我国劳动卫生职业病学界的广大科技工作者和管理人员

提供学术交流 、 分享信息和科技成果的讲坛。现将会议征文通知如下。

征文内容:(1)职业危害防治的基础 、 临床及流行病学研究;(2)基本职业卫生服务与健康促进;(3)职业病危害风险评估 、 预防控制措

施及效果评价;(4)职业病防治立法 、 服务 、 监督 、 管理;(5)职业卫生突发事件与应急响应;(6)职业病危害因素对女性劳动者健康影响的

研究;(7)劳动生理 、 人机功效 、 职业紧张等方面的研究;(8)劳动卫生与职业病领域的高新技术应用研究;(9)检测仪器设备和防护用品研

究;(10)其他与劳动卫生职业病相关领域的研究与实践。

征文范围:未公开发表的有关上述内容的科研 、 临床实践 、 职业卫生服务和监督监察论文。欢迎从事职业卫生和职业医学工作的科研 、 教学

人员 , 基层从事职业卫生服务和职业病防治工作的专业人员;从事职业卫生管理的卫生行政人员 , 企业从事职业卫生安全的管理人员和技术人

员;从事工程防护的工程技术人员;从事检测分析仪器 、 设备 、 个人防护用具的企业和技术人员投稿并参加会议。

会议将设青年论坛 , 安排年龄 35周岁以下的优秀青年工作者专题交流 , 投稿时请注明 “青年论坛 ”。

征文要求:(1)论文全文应在 5 000字之内 , 必须附 400～ 800字的论文摘要。摘要内容包括:题目 (题目下注明作者及第一作者的单位和通

信地址)、 目的 、 方法 、 结果和结论。 (2)会议将进行优秀论文评选并推荐 《中华劳动卫生职业病杂志 》 发表 , 论文一律采用电子版 , 请用

Word文档编写 , 电子邮件附件发送至 319@tohz.com;(3)来稿同时请交稿件审理费 20元。稿件审理费请寄至:杭州市天目山路 182号浙江省

医学科学院卫生学研究所 , 朱丽瑾收 , 邮编: 310013。征文截稿日期: 2008年 11月 30日。
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