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新型冠状病毒感染金黄地鼠模型的建立*

张秋,范慧芬,夏云翔,刘小可,王如玉,孙凯丽,刘元浪,卢佳**,李新国**

(武汉生物制品研究所有限责任公司,生物安全三级实验室,湖北武汉
 

430207)

【摘要】 目的 建立新型冠状病毒(SARS-CoV-2)原型株(WIV04)感染的金黄地鼠动物模型。 方法 利用 WIV04
攻毒感染不同周龄段(8、9、16、28周龄)地鼠,观察周期为14

 

d,每天观察动物状态、监测动物体重,分别于感染后第2、5、

7
 

d采集地鼠组织,检测病毒核酸拷贝数及病毒滴度,组织病变情况及新冠病毒核蛋白在组织中的表达丰度。另设置不

同病毒梯度攻毒感染5周龄和8周龄地鼠,第2、5
 

d取相关组织进行上述指标的检测。 结果 地鼠在感染后第2
 

d体

重开始下降,第5~6
 

d体重降到最低点,第7
 

d体重开始恢复。感染前期地鼠出现嗜睡、弓背等症状,感染后期恢复至正

常状态。感染后第2、5
 

d,地鼠肺部组织均可检测到病毒核酸,心脏、肝脏、脑组织能检测少量的病毒核酸,感染后第2
 

d
地鼠鼻甲组织中检测到较高病毒滴度。组织病理检查感染地鼠均出现不同程度的肺水肿、肺实质病变,病变组织检测到

病毒抗原表达。 结论 成功建立了新型冠状病毒SARS-CoV-2攻毒感染金黄地鼠动物模型,感染地鼠出现嗜睡,体重

下降等临床特征,肺部组织检测到较高载量的病毒核酸,并有实质性病变。
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【Abstract】 Objective To
 

establish
 

an
 

animal
 

model
 

of
 

golden
 

syrian
 

hamsters
 

infected
 

with
 

novel
 

coronavirus(SARS-

CoV-2)
 

prototype
 

strain(WIV04). Methods Firstly,Different
 

ages(8、9、16、28
 

Weeks
 

old)of
 

syrian
 

golden
 

hamsters
 

were
 

infected
 

with
 

SARS-CoV-2
 

prototype
 

strain.The
 

observation
 

period
 

was
 

14
 

days.
 

The
 

weight
 

of
 

animals
 

was
 

moni-
tored

 

every
 

day
 

and
 

the
 

clinical
 

symptoms
 

of
 

animals
 

were
 

observed.
 

Secondly,tissue
 

samples
 

of
 

hamsters
 

were
 

collected
 

on
 

the
 

2nd,5th
 

and
 

7thday
 

post
 

infection(dpi).
 

After
 

the
 

collected
 

tissue
 

samples
 

were
 

processed
 

accordingly,the
 

viral
 

nu-
cleic

 

acid
 

copy
 

and
 

viral
 

titer
 

were
 

detected
 

by
 

QPCR
 

and
 

micro
 

cytopathogenic
 

effect
 

assay
 

respectively.
 

The
 

pathological
 

changes
 

and
 

the
 

expression
 

abundance
 

of
 

SARS-CoV-2
 

nucleoprotein
 

in
 

lung
 

tissue
 

were
 

detected
 

by
 

HE
 

staining
 

and
 

im-
munohistochemistry,respectively.In

 

addition,hamsters
 

aged
 

5
 

weeks
 

and
 

8
 

weeks
 

were
 

infected
 

with
 

different
 

virus
 

gradi-
ent

 

challenged
 

doses,and
 

relevant
 

tissues
 

of
 

hamsters
 

were
 

taken
 

on
 

the
 

2ndand
 

5thdpi
 

for
 

detection
 

of
 

the
 

above
 

indica-
tors. Results The

 

weight
 

of
 

hamsters
 

begin
 

to
 

decline
 

on
 

the
 

2nd
 

dpi,drop
 

to
 

the
 

lowest
 

point
 

on
 

the
 

5th
 

to
 

6th
 

dpi,and
 

begin
 

to
 

recover
 

on
 

the
 

7thdpi.
 

In
 

the
 

early
 

stage
 

of
 

infection,the
 

hamsters
 

appeared
 

lethargy,hunched
 

back
 

and
 

other
 

symptoms,and
 

recovered
 

to
 

normal
 

state
 

in
 

the
 

later
 

stage
 

of
 

infection.
 

On
 

the
 

2ndand
 

5thdpi,viral
 

nucleic
 

acid
 

can
 

be
 

de-
tected

 

in
 

lung
 

tissue,and
 

only
 

a
 

small
 

amount
 

of
 

viral
 

nucleic
 

acid
 

can
 

be
 

detected
 

in
 

heart,liver
 

and
 

brain
 

tissue.
 

And
 

high
 

viral
 

titer
 

can
 

be
 

detected
 

in
 

turbinate
 

tissue
 

on
 

the
 

2thdpi.
 

Pathological
 

examination
 

of
 

lung
 

tissue
 

shows
 

that
 

infected
 

hamsters
 

have
 

pulmonary
 

edema
 

and
 

lung
 

parenchyma
 

lesions
 

of
 

varying
 

degrees,and
 

viral
 

antigen
 

expression
 

is
 

detected
 

in
 

the
 

diseased
 

tissues. Conclusion In
 

this
 

experiment,the
 

golden
 

syrian
 

hamster
 

model
 

infected
 

by
 

SARS-CoV-2
 

is
 

successfully
 

established.
 

The
 

infected
 

hamsters
 

show
 

clinical
 

features
 

such
 

as
 

lethargy
 

and
 

weight
 

loss.
 

A
 

higher
 

load
 

of
 

viral
 

nucleic
 

acid
 

is
 

detected
 

in
 

the
 

lung
 

tissue,accompanied
 

by
 

substantial
 

lesions.
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 由严重急性呼吸综合征冠状病毒2(severe
 

acute
 

syndrome
 

coronavirus
 

2,SARS-CoV-2)感染引起的新

型冠状病毒肺炎(新冠肺炎,COVID-19)在全球范围

内大规模流行,该病主要表现为呼吸道症状和多功能

器官 损 伤[1]。2020年2月,世 界 卫 生 组 织(World
 

Health
 

Organization,WHO)与全球传染病防治研究

合作组织共同组建了一个科学咨询小组(Scientific
 

Advisory
 

Group,SAG)进行COVID-19动物模型的相

关研究,以加快疫苗和治疗剂的研发[2]。截至2022年

6月,SARS-CoV-2迅速蔓延至全球228个国家和地

区,确诊病例达到5.29亿例,造成629.6万人死亡,且
感染人数及死亡人数仍在攀升,防控形势严峻[3]。建

立合适的动物模型对于了解疾病的发病机制以及候选

疫苗和治疗药物的评价至关重要。

SARS-CoV-2是一种正单链 RNA冠状病毒,属
于β冠状病毒。研究表明,与严重急性呼吸综合征冠

状病毒(severe
 

acute
 

syndrome
 

coronavirus,SARS-
CoV)一样,SARS-CoV-2表达的刺突糖蛋白(Spike

 

glycoprotein,S蛋白)在上皮细胞表面被宿主蛋白酶

激活裂解后与宿主人类血管紧张素转换酶2(angio-
tensin-converting

 

enzyme
 

2,ACE2)发生高亲和相互

作用,ACE2进一步被宿主蛋白酶如跨膜丝氨酸蛋白

酶裂解,允许病毒进入宿主上皮细胞进行复制[4-5]。
金黄地鼠(又称叙利亚仓鼠)是一种广泛使用的实

验动物模型,可支持SARS-CoV-2的复制[6-9]。将能

与SARS-CoV-2的S蛋白受体结合域相互作用的

ACE2序列与金黄地鼠的ACE2通过生物信息学软件

序列比对,显示仅有3~4个突变,具有较高相似

度[10],表明金黄地鼠可能容易感染SARS-CoV-2。本

实验用SARS-CoV-2感染金黄地鼠,建立新型冠状病

毒动物模型,为新冠肺炎发病机制研究以及候选疫苗

和治疗药物的研制奠定基础。

材料与方法

1 材料

1.1 实验动物 5周龄和8周龄金黄地鼠(简称“地
鼠”)购于武汉生物制品研究所有限责任公司。动物许

可证:SCXK(鄂)2017-0013。9、16、28周龄地鼠购于

河北伊维沃生物科技有限公司。动物许可证:SCXK
(冀)2020-002。动物饲养在武汉生物制品研究所有限

责任公司生物安全三级实验室ABSL-3小动物室。动

物使用许可证:SYXK(鄂)2021-0117。

1.2 病毒株 SARS-CoV-2原型株(WIV04)来源于

武汉生物制品研究所有限责任公司生物安全三级实验

室(P3实验室)。

1.3 主要试剂与仪器 4%多聚甲醛固定液购于武汉

Service
 

bio公司;异氟烷购于瑞沃德生命科技公司;新
型冠状病毒2019-nCoV核酸检测试剂盒购于达安基

因公司;ABS型小动物麻醉机购于玉研仪器公司;高
速冷冻离心机为德国Eppendorf公司生产;全自动核

酸提取仪购于达安基因公司;冷冻型高通量组织研磨

器购于新芝公司;ISOCAGE-N负压隔离笼购于意大

利 TECNIPLAST 公 司;CO2 细 胞 培 养 箱 为 美 国

Thermo公司生产。

2 方法

2.1 动物感染与标本采集 地鼠分为
 

8、9、16、28周

龄感染组,每组10只,雌雄各5只,共40只,分别感染

SARS-CoV-2原型株,攻毒剂量为2×105CCID50。空

白对照组每组2只,共8只,滴鼻100
 

μL
 

PBS。分别

在感染后第2、5、7
 

d解剖地鼠,采集相关组织备用。
另设不同攻毒剂量组(PBS、2×104CCID50、2×

105CCID50 和2×106CCID50 组),用以观察不同攻毒

剂量感染情况。选择5周龄和8周龄地鼠按上述病毒

剂量进行SARS-CoV-2攻毒感染,每组各6只,共48
只,给予病毒液体积100

 

μL/只,在感染后第2、5
 

d解

剖,取相关组织备用。
地鼠用异氟烷将其麻醉后采用滴鼻的方式进行攻

毒,每日称量体重,观察地鼠的状态。

2.2 组织病毒核酸载量检测 对地鼠相关组织进行

处理,称取50
 

mg,加入1
 

mL
 

PBS和适量钢珠,通过

冷冻型高通量组织研磨器充分匀浆(4
 

℃,50
 

Hz),匀
浆后的组织在4

 

℃条件下以10
 

000
 

r/min离心10
 

min,取上清,按照核酸检测试剂盒说明书提取RNA,
通过全自动核酸提取仪测定病毒RNA载量。

2.3 组织病毒滴度检测 采用微量细胞病变法(mi-
cro

 

cytopathogenic
 

effect
 

assay)检测组织中活病毒含

量。取100
 

μL组织匀浆后上清液作10倍梯度稀释,
混匀后取100

 

μL悬滴加至96孔板细胞培养液中,置
于37

 

℃、5%
 

CO2 培养箱中培养3~5
 

d。通过karber
法计算组织病毒滴度。

2.4 肺组织 HE染色检查及免疫组化(Immunohis-
tochemical,IHC)检测 取地鼠组织,经4%多聚甲醛

固定后石蜡包埋、切片,切片用苏木精和伊红染色,观
察组织病理变化。另取地鼠肺组织切片进行IHC检

测,观察肺组织新冠病毒N蛋白(Nucleoprotein)分布

情况。

2.5 统计学分析 数据分析由 GraphPad
 

Prism
 

8.
4.0软件完成。其中体重统计学差异分析采用单因素

方差分析、t
 

tests检验方法。

结 果

1 不同周龄地鼠感染SARS-CoV-2情况
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1.1 体重变化情况 不同周龄地鼠攻毒感染后每日

称量体重,结果如图1A-D。感染后第2
 

d,地鼠体重均

明显下降,开始出现嗜睡,驼背姿势等轻微临床特征;
感染后第6~7

 

d,地鼠体重开始上升;感染后第14
 

d,
地鼠体重多恢复正常。对比分析显示,8、9、16、28周

龄地鼠感染后体重下降至最低值时对应的体重变化平

均值分别为3.8%、4.6%、5.6%、5.3%(图1E)。不

同周龄不同性别的地鼠感染后体重变化对比见图1F,
结合体重变化曲线和P值分析,雄性地鼠比雌性更容

易感染SARS-CoV-2。

  A 8周龄金黄地鼠感染新冠病毒体重变化 B 9周龄金黄地鼠

感染新冠病毒体重变化 C 16周龄金黄地鼠感染新冠病毒体重变化

 D 28周龄金黄地鼠感染新冠病毒体重变化 E 不同周龄金黄地

鼠感染新冠病毒体重变化比较 F 不同性别不同周龄金黄地鼠感染
新冠病毒体重变化比较。与相应组攻毒前体重显著性比较(P 值):a

 

P
<0.05;b

 

P<0.01;c
 

P<0.001;d
 

P<0.0001。
图

 

1 SARS-CoV-2感染金黄地鼠的体重变化

A Body
 

weight
 

changes
 

of
 

golden
 

hamster
 

infected
 

with
 

SARS-
CoV-2(8W) B Body

 

weight
 

changes
 

of
 

golden
 

hamster
 

infected
 

with
 

SARS-CoV-2(9W) C Body
 

weight
 

changes
 

of
 

golden
 

hamster
 

infec-
ted

 

with
 

SARS-CoV-2(16W) D Body
 

weight
 

changes
 

of
 

golden
 

ham-
ster

 

infected
 

with
 

SARS-CoV-2(28W) E Comparison
 

of
 

body
 

weight
 

changes
 

of
 

hamsters
 

infected
 

with
 

2019-nCoV
 

in
 

different
 

weeks F 
Comparison

 

of
 

body
 

weights
 

of
 

hamsters
 

of
 

different
 

genders
 

or
 

weeks
 

infected
 

with
 

2019-nCoV. Compared
 

of
 

significance
 

with
 

their
 

body
 

weight
 

before
 

challenge:a
 

P<0.05;b
 

P<0.01;c
 

P<0.001;d
 

P<
0.0001.

Fig.1 Body
 

weight
 

changes
 

of
 

golden
 

hamster
 

at
 

different
 

weeks
infected

 

with
 

SARS-CoV-2

1.2 部分器官组织病毒核酸载量 不同周龄地鼠攻

毒感染后肺组织病毒核酸载量见如图2。肺组织中的

病毒核酸载量呈现先增后降的趋势,感染后第2、5
 

d
的病毒核酸载量高于第7

 

d。其中,8、9周龄地鼠在感

染后第2
 

d肺组织病毒核酸载量达到峰值,在8周龄

地鼠的其他器官组织中检测到的病毒核酸载量均值低

于检测限值(limit
 

of
 

detection,LOD,2.7
 

lg
 

copies/

mL),在9周龄地鼠的心脏、脾、肾组织中能检测到较

低载量的病毒;16和28周龄地鼠肺组织病毒核酸载

量在感染后第5
 

d达到峰值,肝脏组织中也检测到病

毒核酸。

图
 

2 不同周龄金黄地鼠攻毒感染后肺组织中病毒核酸载量
(拷贝数)比较

Fig.2 Results
 

of
 

viral
 

nucleic
 

acid
 

copies
 

in
 

lung
 

tissue
of

 

golden
 

hamsters
 

at
 

different
 

ages
 

after
 

challenged

1.3 部分器官组织病毒含量 不同周龄不同采样时

间点地鼠组织病毒含量检测结果见图3。不同周龄地

鼠在感染后第2、5
 

d均能在肺组织中检测到病毒,第7
 

d在9周龄地鼠检测到较低含量的病毒。16、28周龄

感染地鼠肝脏组织中能检测到少量病毒,心脏、脾脏和

肾组织中均未检测到病毒。

图
 

3 不同周龄金黄地鼠感染SARS-CoV-2后不同时间组织中
病毒含量检测

Fig.3 Detection
 

of
 

virus
 

load
 

in
 

golden
 

hamster
 

tissues
 

at
 

different
sampling

 

sites
 

and
 

weeks
 

of
 

ages

1.4 肺组织病理变化及新型冠状病毒N蛋白的表达

丰度和分布情况 HE染色观察不同周龄地鼠肺组织

病变情况,结果见图4A。不同周龄地鼠的肺组织在不

同时间点(第2、5
 

d)均出现不同程度的肺水肿和肺实

质病变,肺泡上皮细胞坏死脱落,呼吸性细支气管末端

透明膜形成,间质内弥漫性细胞浸润,甚至出现支气管

壁及支气管腔内大量中性粒细胞浸润,支气管管壁血
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管扩张充血等。感染后第5
 

d肺部病变损伤程度比第

2
 

d更严重,说明病毒感染后对组织可能造成不可修

复的损伤。免疫组化检测新型冠状病毒 N蛋白的表

达丰度及分布情况,结果如图4B。感染后第2、5
 

d均

能在支气管上皮细胞和肺实变区域中检测到病毒抗原

N蛋白。

图
 

4 不同周龄金黄地鼠肺组织HE染色(A)和IHC检测(B)
Fig.4 Results

 

of
 

HE
 

staining(A)
 

and
 

IHC(B)
 

in
 

lung
 

tissue
 

of
 

golden
 

hamsters
 

at
 

different
 

ages

2 不同剂量SARS-CoV-2感染地鼠情况

2.1 体重变化情况 不同剂量SARS-CoV-2感染5、

8周龄地鼠的体重变化如图5A、B。5周龄地鼠不同

剂量攻毒感染后体重均缓慢下降,第5
 

d体重降至最

低点,以低、高剂量病毒感染组地鼠体重变化更为显

著;感染后第6
 

d,各攻毒组体重均开始上升。8周龄

地鼠低、中剂量组感染后体重逐渐下降,感染后第6
 

d
体重开始上升。

注:与金黄地鼠感染前体重比较,a
 

P<0.05;b
 

P<0.01;c
 

P<0.001。
图

 

5 不同剂量SARS-CoV-2感染后金黄地鼠体重变化

Notes:Compared
 

with
 

their
 

body
 

weight
 

before
 

challenge,a
 

P<0.
05;b

 

P<0.01;c
 

P<0.001;
Fig.5 Body

 

weight
 

changes
 

of
 

SARS-CoV-2
 

infected
 

with
 

golden
hamsters

 

in
 

different
 

challenge
 

doses

2.2 肺组织病毒核酸载量 不同攻毒剂量感染后5、

8周龄地鼠不同取材时间点的肺组织病毒核酸载量见

图6。两组地鼠在感染后第2
 

d肺组织病毒核酸载量

均可达到108
 

copies/mL以上,感染后第5
 

d病毒核酸

载量略有下降。

图
 

6 不同攻毒剂量感染不同周龄金黄地鼠肺组织的病毒核酸
载量(拷贝数)比较

Fig.6 Results
 

of
 

viral
 

RNA
 

copies
 

in
 

lung
 

tissue
 

of
 

golden
 

hamster
at

 

different
 

age
 

and
 

different
 

challenge
 

doses

2.3 部分器官组织病毒含量 5、8周龄地鼠感染病

毒后不同取材时间点部分器官组织病毒含量检测结果

见图7。感染后第2
 

d,在地鼠肺部、鼻甲组织中均能

检测到较高含量病毒(105-7
 

CCID50/g);感染后第5
 

d,
肺组织中检测到病毒,但含量相比于第2

 

d明显下降。
攻毒剂量为106CCID50 的5周龄地鼠在感染后第5

 

d
鼻甲组织中检测到病毒,其他攻毒剂量组未检出病毒。

图
 

7 不同剂量SARS-CoV-2感染不同时间金黄地鼠组织中
病毒含量检测

Fig.7 Detection
 

of
 

virus
 

load
 

in
 

golden
 

hamster
 

tissues
 

at
 

different
doses

 

and
 

different
 

time
 

points
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2.4 肺组织病理变化及新型冠状病毒N蛋白的表达

丰度和分布情况 感染不同剂量病毒的5、8周龄地鼠

均出现不同程度的肺实质病变,支气管壁及支气管腔

内大量中性粒细胞浸润,细支气管管壁增厚,肺泡上皮

细胞坏死脱落,支气管管壁血管扩张充血等症状,病变

组织检测到病毒抗原表达(图8和图9)。

图
 

8 不同剂量SARS-CoV-2感染5周龄金黄地鼠肺组织

HE染色(A)和IHC检测(B)
Fig.8 HE

 

and
 

IHC
 

results
 

in
 

lung
 

tissue
 

of
 

5W
 

golden
 

hamsters
with

 

different
 

challenge
 

doses

图
 

9 不同剂量SARS-CoV-2感染8周龄金黄地鼠肺组织

HE染色(A)和IHC检测(B)
Fig.9 HE

 

and
 

IHC
 

results
 

in
 

lung
 

tissue
 

of
 

8
 

W
 

golden
 

hamsters
with

 

different
 

challenge
 

doses

讨 论

自2019年底开始新冠肺炎疫情在世界范围内爆

发。为控制病情,WHO积极促进SARS-CoV-2动物

模型的开发。近期一项研究通过对400多种脊椎动物

的ACE2进行比较结构分析来预测SARS-CoV-2的

宿主范围,数据显示预测的易感性与实验观察到的易

感性之间存在差异。感染的易感性可能是几个因素的

函数,包括ACE2遗传组成、器官 ACE2特异性表达

和其他宿主因素[11]。金黄地鼠的 ACE2与人类相比

仅有3~4个突变点,较高相似度在一定程度上反映金

黄地鼠高度易感SARS-CoV-2。
金黄地鼠对病毒、细菌等病原微生物极其敏感性,

常用于感染性疾病的相关研究[12],如被用于建立冠状

病毒、流 感 病 毒、腺 病 毒 等 呼 吸 道 病 毒 感 染 模

型[10,13,14]。由于金黄地鼠容易感染SARS-CoV-2,并

无需提前适应,与其他SARS-CoV-2感染的动物如雪

貂和非人类灵长类动物模型[4,15]相比实验操作相对简

便,有助于以相对较低的成本快速评估候选疫苗或抗

病毒疗法。
通过鼻内感染SARS-CoV-2,金黄地鼠在感染后

前期表现出轻度至中度疾病症状,并伴有渐进性体重

减轻。感染两周后,金黄地鼠康复。在感染后第2、5、

7
 

d,金黄地鼠肺组织中均能检测到病毒,病毒含量整

体趋势呈现先增后降,且感染后第2、5
 

d病毒核酸载

量高于第7
 

d。基于这些数据,14
 

d的实验观察周期

可根据相应实验要求进行调整。HE染色和IHC检

测结果显示感染地鼠均出现不同程度的肺水肿和肺实

质病变,并在病变组织中检测到较高的病毒抗原N蛋

白表达丰度。SARS-CoV-2感染金黄地鼠情况反映了

COVID-19感染人类的一些人口统计学差异。由于周

龄较大的金黄地鼠感染后期体重变化趋势不稳定,可
能与自身生理状态有一定联系。据相关研究报道,

SARS-CoV-2感染金黄地鼠后的组织病理学变化揭示

了明显的年龄依赖性差异。与老年的金黄地鼠相比,
年轻金黄地鼠年龄依赖性发生更早,免疫细胞加入更

强[16]。通过不同周龄金黄地鼠攻毒感染实验证明较

小周龄的金黄地鼠比较大周龄金黄地鼠更容易感染

SARS-CoV-2,且雄性地鼠比雌性地鼠更易感。结合

上述数据,后续动物感染实验可选择8及8周龄以下

的的雄性金黄地鼠用于建立感染SARS-CoV-2的动

物模型。在不同攻毒剂量的SARS-CoV-2感染金黄

地鼠实验中,整体趋势表现为感染后第5
 

d体重下降

至最低点,且5周龄地鼠感染后体重恢复速度比8周

龄地鼠要快;感染第2
 

d的地鼠肺组织和鼻甲组织均

检测到较高含量的病毒,说明病毒在上呼吸道和下呼

吸道均开始大量复制,且在相同攻毒剂量下,5周龄地

鼠鼻甲组织检测到的病毒含量高于8周龄鼠。
由SARS-CoV-2变异株引起的新冠肺炎仍在流

行,变异株D614G、Beta毒株(B.1.351)和Delta毒株

(B.1.617.2)相继在全球肆虐和蔓延,2021年11月初

在博茨瓦纳和南非发现的Omicron毒株(B.1.1.529)
被 WHO 定义为新的关注变异体(Variant

 

of
 

Con-
cern,VOC)[17]。Omicron是迄今为止出现的突变最

严重的变异株,这些突变可能导致较大的构象改变,使
其表现出强大的免疫逃避和病毒感染能力。虽然 O-
micron表现出高传播性的倾向,但其仍需要ACE2作

为其受体[18]。动物感染模型的发展有助于进一步了

解其致病机制,监测其流行性并加快变异株靶向疫苗

和治疗性抗体的开发。
(下转1380页)
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