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摘要 目的 探讨丹参酮 IIA 抑制还原型烟酰胺腺嘌呤二

核苷酸磷酸( NADPH) 氧化酶改善心肌纤维化的作用机制。
方法 利用 Anversea 方法制备心衰大鼠模型，将 28 只雌性

大鼠随机分成 4 组，对照组、丹参酮 IIA 组、纤维化模型组、
纤维化 + 丹参酮 IIA 组。对照组、丹参酮 IIA 组只分离腹主

动脉，不造成动脉狭窄; 丹参酮 IIA 组、纤维化 + 丹参酮 IIA
组每日上午经腹腔注射给予 15 mg /kg 的丹参酮 IIA。检测

各组大鼠心肌 NADPH 氧化酶活性、心肌超氧化物歧化酶

( SOD) 含量、心肌丙二醛( MDA) 含量、Nox2 及 Nox4 的 mＲ-
NA 水平表达、心肌胶原含量。结果 心衰时大鼠心肌中

NADPH 氧化酶活性增强，达到( 14. 07 ± 0. 23 ) nmol /mg; 丹

参酮 IIA 注射后，NADPH 氧化酶活性降到 ( 8. 72 ± 0. 28 )

nmol /mg; 大鼠心衰时，心肌组织中 SOD 活力下降，MDA 含

量增高; 纤维化 + 丹参酮 IIA 组的 SOD 活力优于纤维化模型

组，纤维化模型组 MDA 含量高于纤维化 + 丹参酮 IIA 组; 丹

参酮 IIA 注射后，可提高 SOD 的活性; 纤维化模型组和纤维

化 + 丹参酮 IIA 组大鼠的 Nox2 mＲNA 水平无明显变化，纤

维化模型组和纤维化 + 丹参酮 IIA 组大鼠的 Nox4 mＲNA 出

现显著增加; 纤维化模型组大鼠的心肌胶原容积百分比显著

提高，心肌纤维化程度提高到 32. 44%，远高 于 对 照 组 的

5. 13%，纤 维 化 + 丹 参 酮 IIA 组 的 胶 原 容 积 百 分 比 为

18. 37%。结论 丹参酮 IIA 注射抑制心衰大鼠心肌 NAD-
PH 氧化酶中 Nox4 的表达，抑制了心肌氧化应激水平，同时

丹参酮 IIA 升高 SOD 活力，从而抑制了心衰大鼠心肌纤维

化水平。
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丹参酮 IIA 是从丹参中提取的具有抑菌作用的

脂溶性化合物，临床主要用于预防心绞痛，减少心肌

缺血、再灌注损伤，改善冠脉循环，抑制心肌肥厚和

抗动脉粥样硬化等疾病［1 － 2］。Huo et al［3］通过使用

斑马鱼模型对多种抗炎药物的抗炎性研究发现，丹

参酮 IIA 具有较强的抗炎能力。贺环宇 等［4］研究

发现丹参酮 IIA 可抑制内毒素血症小鼠的心肌炎症

反应。活性氧( active oxygen，ＲOS) 是细胞在代谢过

程中产生的一类不稳定但具有较强活性的 O2 衍生

物。多种病理因素可激活 ＲOS，会使巨噬细胞和嗜

中性粒细胞等吞噬细胞对抗急性炎症反应，但是过

量的 ＲOS 则 会 对 机 体 有 害［5 － 6］。NADPH 氧 化 酶

( nadph oxidase，NOX) 复合物是巨噬细胞和嗜中性

粒细胞内 ＲOS 产 生 的 主 要 来 源。动 物 实 验 显 示

NOX 在心肌肥厚、心肌梗死、高血压病等多种疾病

模型中起重要作用［7］。ＲOS 生成增多引起的氧化

应激在心肌重构中起重要作用。临床上使用丹参酮

IIA 磺酸钠注射液( sulfotanshinone sodium injection，

STS) 用于冠心病的治疗，在一定程度上可改善患者

的心绞痛和心律失常症状，同时具有抑制炎症因子

的作用。该研究通过探讨参酮 IIA 对炎症反应和氧

化应激的影响，研究丹参酮 IIA 改善心肌纤维化的

作用机制。

1 材料与方法

1． 1 实验材料

1． 1． 1 动物 健康雄性 Wistar 大鼠 28 只，清洁级，6
周龄，体质量 160 ～180 g，购自河北省实验动物中心。
1． 1． 2 主要实验药物和设备 丹参酮 IIA( 北京华

夏远洋科技有限公司) ; 反转录试剂盒( 天津众立生

物科技有限公司) ; 细胞色素( 美国 Sigma 公司) ;

NADPH( 南 京 碧 云 天 生 物 技 术 研 究 所) ; 丙 二 醛

( malondialdehyde，MDA) 试剂盒( 南京建成生物工程

研究所) ; SynergyHT 多功能酶标仪( 美国伯腾仪器

有限公司) 。
1． 2 实验方法

1． 2． 1 造模方法 参考 Anversea 方法，在双肾动脉

上方 0. 5 cm 处分离腹主动脉，沿腹主动脉平行放置

直径为 0. 7 mm 的医用针头，用丝线绕腹主动脉和针

头一起结扎，随后抽出针头，造成腹主动脉狭窄［8］。
1． 2． 2 实验分组与给药 28 只雌性大鼠自由饮水
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进食，在( 20 ± 2) ℃、明暗各 12 h 的清洁级动物实

验室内饲养，喂养 1 周后，随机分为 4 组。对照组、
丹参酮 IIA 组只分离腹主动脉，不造成动脉狭窄。
造模后次日即开始对各组大鼠进行治疗干预，丹参

酮 IIA 组、丹参酮 IIA + 纤维化组每日上午经腹腔注

射给予 15 mg / ( kg·d) 的丹参酮 IIA，同时对照组和

纤维化模型组大鼠给予腹腔注射等体积的生理盐

水。实验于第 28 天终止。
1． 2． 3 样本采集 观察各组大鼠的身体情况并做

详细记录，之后用水合氯醛进行腹腔麻醉，迅速开胸

取出心脏，于冰生理盐水中洗净，用滤纸吸干，沿房

室沟剪掉两心房，剪掉主肺动脉，将左心室取下，分

离后迅速放至液氮中速冻，拟进行病理学检测的心

肌标本置于 10%中性福尔马林溶液中固定，脱水后

用石蜡包埋。
1． 2． 4 NADPH 氧化酶活性的检测 心肌 NADPH
氧化酶活性通过细胞色素 C 还原实验测定。裂解

组提取组织总蛋白，稀释至终浓度为 1 mg /ml 后加

入到孔板中( 200 μl /孔) ，并加入 500 μmol /L 细胞

色素 C 和 1 000 μmol /L NADPH。最后加入或不加

入 200 U /ml 的 超 氧 化 物 歧 化 酶 ( superoxide dis-
mutase，SOD) ，室温下反应 30 min。应用酶标仪在

550 nm 波长处测定吸光值。根据加入 SOD 后吸光

值的减少量反应 NADPH 氧化酶活性。
1． 2． 5 心肌 SOD 含量测定 称取心肌组织 100
mg，加 9 倍生理盐水，制成 10%匀浆，2 500 r /min 离

心 10 min，取上清液，再用生理盐水以 1 ∶ 9 稀释成

组织匀浆待测，按说明书步骤测定 SOD 水平。
1． 2． 6 MDA 含量检测 取心肌组织约 100 mg，加

入生理盐水 900 μl，利用高通量组织研磨仪获得组

织匀浆，12 000 r /min、4 ℃ 离心 10 min，取上清液，

利用 BCA 法测定上清液中蛋白浓度，严格按说明书

步骤测定 MDA 水平。
1． 2． 7 Nox2 及 Nox4 的 mＲNA 水平检测 应用

TＲIzol 法提取心肌组织总 ＲNA，逆转录合成 cDNA，

利用 PCＲ 仪 进 行 相 应 指 标 的 特 异 性 扩 增，选 择

GAPDH 为内参，采用 2 － ΔΔCt法进行定量分析。Nox2
及 Nox4 的特异性引物序列见表 1。反应条件为:

95 ℃预变性10 min; 95 ℃变性10 s; 60 ℃退火10 s，

表 1 Nox2 及 Nox4 特异性引物序列

基因名称 引物序列( 5'-3')
Nox2 F: GGTTCCAAGCAGGAGAACCA

Ｒ: GAGGCCAGGAACAGTTGTGA
Nox4 F: AAGGCTTCAGGTCCACAGAGGAAA

Ｒ: AGACTTTGTATGGACCCCCCAACT

72 ℃延伸 20 s，共 40 个循环。
1． 2． 8 心肌胶原含量测定 利用天狼猩红色染色

分析心肌组织胶原含量。具体过程如下: 将心肌组

织石蜡切片置于二苯甲溶液中 5 min，重复 3 次; 相

继经过 100%、90%、70% 的乙醇 1 次，各 1 min; 用

流水冲洗标本 10 min，冲洗完毕将标本置入纯水中

清洗 1 min，再置于 0. 2% 磷钼酸中 1 ～ 5 min，将切

片摆放于潮湿的染色盒中，滴入数滴 0. 1% 天狼猩

红苦味酸溶液使其充分与标本接触，染色 90 min; 充

分甩去天狼猩红苦味酸溶液，再浸入纯水中数次; 最

后经过 70%、95%乙醇各 30 s，100% 乙醇 30 s，各 3
次。二甲苯 2 min，重复 3 次，封片。染色后用光学

显微镜拍照，每张切片随机选取 10 个视野，使用

Image-ProPlus( version6. 0) 软件测量胶原面积，从而

计算胶原容积百分比( % ) ，胶原容积百分比( % ) =
胶原总面积 /图像总面积 × 100%，取平均值作为最

终结果。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 18. 0 软件进行统计

学分析，数据以 珋x ± s 表示，组间比较采用独立样本 t
检验，非正态分布数据采用非参数检验。以 P ＜
0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 大鼠一般情况观察 对照组和丹参酮 IIA 组

大鼠精神状态良好，皮毛色泽光亮，大鼠饮食正常，

体质量随着实验天数逐渐增加而增加，呼吸平稳正

常。单纯注射丹参酮 IIA 组的大鼠表现与对照组相

比无明显变化。纤维化模型组大鼠在造模后精神逐

渐变差，行动较为迟缓，食欲不振，皮毛暗淡，体型逐

渐消瘦，呼吸频率加快。纤维化 + 丹参酮 IIA 组后

期精神尚可，皮毛尚有一点光泽，食欲较好，体型较

对照组稍瘦，呼吸较为平稳。
2． 2 丹参酮 IIA 对心衰大鼠心肌 NADPH 氧化酶

活性影响 NADPH 酶活性: 对照组( 5. 85 ± 0. 26 )

nmol /mg; 丹参酮 IIA 组( 5. 65 ± 0. 33 ) nmol /mg; 纤

维化模型组( 14. 07 ± 0. 23) nmol /mg; 纤维化 + 丹参

酮 IIA 组( 8. 72 ± 0. 28) nmol /mg; 与对照组比较，丹

参酮 IIA 组的 NADPH 酶活性无显著差异，丹参酮

IIA 的注射对正常大鼠的 NADPH 氧化酶活性无明

显影响。丹参酮 IIA 可下调心衰大鼠心肌氧化酶活

性( P ＜ 0. 01 ) ，丹参酮 IIA 的注射很好地抑制了心

衰大鼠心肌 NADPH 氧化酶活性。
2． 3 丹参酮 IIA 对心衰大鼠心肌组织 SOD、MDA
的影响 由表 2 可知，大鼠心衰时，心肌组织中 SOD
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表 2 不同处理方式心衰大鼠心肌组织 SOD、MDA 含量

项目 对照组 丹参酮 IIA 组 纤维化模型组 纤维化 + 丹参酮 IIA 组 F 值 P 值

SOD( U /mg) 396． 34 ± 3． 87 387． 28 ± 5． 62 290． 59 ± 8． 73## 330． 19 ± 4． 95＊＊ 18． 620 0． 001
MDA( nmol /mg) 11． 25 ± 2． 29 10． 98 ± 3． 14 24． 37 ± 4． 89## 18． 64 ± 3． 96＊＊ 22． 175 0． 001

与对照组比较: ##P ＜ 0. 01; 与纤维化模型组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

表 3 不同处理方式心衰大鼠心肌 Nox2、Nox4 mＲNA 含量

项目 对照组 丹参酮 IIA 组 纤维化模型组 纤维化 + 丹参酮 IIA 组 F 值 P 值

SOD( U /mg) 1． 05 ± 0． 16 0． 97 ± 0． 11 1． 08 ± 0． 11 1． 01 ± 0． 09 2． 385 0． 352
MDA( nmol /mg) 1． 01 ± 0． 13 1． 06 ± 0． 07 1． 57 ± 0． 15＊＊ 1． 23 ± 0． 22## 20． 034 0． 000

与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与纤维化模型组比较: ##P ＜ 0. 01

活力下降，MDA 含量增高，表明氧自由基通过脂质

过氧化反应参与了心力衰竭的发病过程。纤维化 +
丹参酮 IIA 组的 SOD 活力优于纤维化模型组( P ＜
0. 01) ，纤维化模型组 MDA 含量高于纤维化 + 丹参

酮 IIA 组，说明心衰大鼠心肌氧化反应活动剧烈。
由图 1 和表 2 可知，丹参酮 IIA 注射后，可以抑制细

图 1 不同处理方式心肌天狼猩红染色图片

A: 对照组; B: 丹参酮 IIA 组; C: 纤维化模型组; D: 纤维化 + 丹参

酮 IIA 组

胞膜上的 NADH /NADPH 氧化酶的激活，提高 SOD
的活性。SOD 活性的增强，提升了清除氧自由基的

能力，MDA 含量的降低，显示脂质过氧化反应作用

降低，保护内皮细胞。
2． 4 心肌 Nox2 和 Nox4 基因表达水平 与对照组

大鼠比较，纤维化模型组和纤维化 + 丹参酮 IIA 组

大鼠的 Nox2 mＲNA 水平无明显变化，见表 3。而从

Nox4 mＲNA 基因表达可以看出，纤维化模型组和纤

维化 + 丹参酮 IIA 组大鼠的 Nox4 mＲNA 显著增加。
由于丹参酮 IIA 的注射，纤维化 + 丹参酮 IIA 组大

鼠 Nox4 mＲNA 含量较纤维化模型组含量降低，这可

能是由于心衰大鼠心肌氧化应激水平增加，Nox4 处

于激活状态，而注射丹参酮 IIA 的心衰大鼠，一定程

度抑制了氧化应激水平，所以 Nox4 mＲNA 含量较纤

维化模型组含量降低。
2． 5 心肌纤维化程度 通过天狼猩红染色观察心

衰大鼠心肌纤维化程度，对照组和丹参酮 IIA 组在

显微镜下可见胶原纤维分散在心肌间质; 而纤维化

模型组和纤维化 + 丹参酮 IIA 组心肌间质中不同程

度的出现大量胶原纤维，见图 1。通过胶原容积百

分比计算得到心衰大鼠心肌胶原含量，纤维化模型

组大鼠的心肌胶原容积百分比显著提高，心肌纤维

化程度提高到( 32. 44 ± 1. 27 ) %，远高于对照组的
( 5. 13 ± 0. 37) %，可见心衰大鼠的心肌纤维化程度

远高于对照组，建模后，丹参酮 IIA 注射后丹参酮
IIA 组( 5. 26 ± 0. 48) %，纤维化 + 丹参酮 IIA 组的胶

原容积百分比为( 18. 37 ± 1. 19) %，说明丹参酮 IIA
对降低心衰大鼠心肌纤维化水平有显著作用。

3 讨论

丹参酮类化合物是丹参中的特征性有效成分之

一，此类化合物具有显著的心脑血管保护作用和抗

肿瘤作用［9 － 11］。心肌纤维化是以心脏间质成纤维

细胞过度增殖、胶原过度沉积及异常分布为特征的

心脏间质重构。心肌纤维化与许多心脏疾病有密切

关系，如心房纤颤、心肌梗死、慢性心力衰竭、风湿性

心瓣膜病等［12］。心肌纤维化时局部心肌细胞凋亡，

取而代之的是心肌成纤维细胞增殖和纤维性胶原成

分增多，心脏功能逐步减退，最终导致心功能障碍、
心力衰竭和心律失常［13］。因此预防及控制心脏间

质胶原增生，从而有效防治心肌纤维化，是延缓心力

衰竭、减少心律失常发生的重要手段。
ＲOS 通过调节细胞增殖、分化、迁移等过程维

持心脏正常功能，而 ＲOS 生成增多引起的氧化应激

参与了多种心血管疾病，NADPH 氧化酶是 ＲOS 最

重要的来源之一。研究［14］显示，使用 NADPH 氧化
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酶抑制剂或敲除 NADPH 氧化酶的基因可以明显减

轻氧化损伤。本研究显示，心衰时 NADPH 氧化酶

活性增强，达到( 14. 07 ± 0. 23) nmol /mg，丹参酮 IIA
注射后，NADPH 氧 化 酶 活 性 降 到 ( 8. 72 ± 0. 28 )

nmol /mg，NADPH 氧 化 酶 活 性 受 到 很 好 地 抑 制。
MDA 水平间接反映心肌氧化应激程度，研究显示心

衰患者心肌 MDA 水平增加，提示心肌氧化应激水

平增加。通过对心肌 Nox2 和 Nox4 基因表达测定，

心衰大鼠 Nox4 处于持续激活状态，Nox2 基因无明

显变化。注射丹参酮 IIA 的心衰大鼠，Nox4 mＲNA
较模型组含量降低，说明丹参酮 IIA 可调控调节

Nox4 的表达。Nox4 表达水平的增高可能是心肌

NADPH 氧化酶活性上调的主要原因。通过天狼猩

红染色，不同处理方式下心肌细胞不同程度地出现

大量胶原纤维，通过胶原含量百分比测定，心衰大鼠

的胶原含量为( 32. 44 ± 1. 27) %，而注射丹参酮 IIA
心衰大鼠的胶原含量为( 18. 37 ± 1. 19 ) %，丹参酮

IIA 对心衰大鼠心肌纤维化有一定的抑制作用，从

而显著改善心衰大鼠心脏功能。本研究分析显示，

丹参酮 IIA 注射可抑制心衰大鼠心肌 NADPH 氧化

酶活性，升高 SOD 活力，提升清除氧自由基的能力，

抑制脂质过氧化反应; MDA 含量的降低，降低氧自

由基通过脂质过氧化反应造成的心力衰竭的发病过

程; 丹参酮 IIA 的注射，Nox4 mＲNA 含量较模型组

低，且 显 著 降 低 心 衰 大 鼠 心 肌 纤 维 化 水 平，说 明

Nox4 表达一定程度上促进了心肌纤维化水平。
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Tanshinone IIA protects myocardial fibrosis in rats with
heart failure by inhibiting NADPH oxidase

Yuan Xiaoli，Jing Haiyun，Wang Dan
( Dept of The Fifth Ward of Cardiology，The Affiliated Zhengzhou
Central Hospital of Zhengzhou University，Zhengzhou 450000)

Abstract Objective To investigate the mechanism of tanshinone IIA inhibiting NADPH oxidase in improving
myocardial fibrosis． Methods The rat model of heart failure was prepared by Anversea，and 28 female rats were
randomly divided into 4 groups，the control group，the tanshinone IIA group，the fibrosis model group，and the fi-
brosis + tanshinone IIA group． The control group and tanshinone IIA group only separated the abdominal aorta and
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did not cause arterial stenosis，the tanshinone IIA group，and the fibrosis + tanshinone IIA group were given 15
mg /kg tanshinone IIA every morning by intraperitoneal injection． The mechanism of tanshinone IIA in improving
myocardial fibrosis was comprehensively assessed by macroscopic characterization combined with physical and
chemical indicators． The myocardial NADPH oxidase activity，myocardial SOD content，myocardial malondialde-
hyde ( MDA) content，Nox2，Nox4 mＲNA level and myocardial collagen content were detected． Ｒesults The ac-
tivity of NADPH oxidase in myocardium of heart failure rats increased to ( 14. 07 ± 0. 23) nmol /mg． After injection
of tanshinone IIA，the activity of NADPH oxidase decreased to ( 8. 72 ± 0. 28 ) nmol /mg． In heart failure ( HF)

rats，SOD activity in myocardium decreased and MDA content increased，SOD activity in fibrosis + tanshinone IIA
group was better than that in fibrosis model group，and MDA content in fibrosis model group was higher than that in
fibrosis + tanshinone IIA group． Tanshinone IIA injection can increase the activity of SOD． There was no signifi-
cant change in the level of Nox2 mＲNA in the fibrosis model group and the fibrosis + tanshinone IIA group，but
the Nox4 mＲNA in the fibrosis model group and the fibrosis + tanshinone IIA group increased significantly． The
percentage of myocardial collagen volume in fibrosis model group was significantly increased to 32. 44%，which was
much higher than that in control group ( 5. 13% ) ． The percentage of collagen volume in fibrosis + tanshinone IIA
group was 18. 37% ． Conclusion Tanshinone IIA injection inhibits the expression of Nox4 in myocardial NADPH
oxidase in heart failure rats and inhibits the level of myocardial oxidative stress，while tanshinone IIA increases SOD
activity，thus inhibiting the level of myocardial fibrosis in rats with heart failure．
Key words tanshinone IIA; inhibition; NADPH oxidase; myocardial fibrosis
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Construction of stable transfected cell line of IL-6
overexpression lentiviral and its effect on the expression

of HBsAg，HBeAg，HBV-DNA
Pan Zhenglan，Guan Shihe，Chen Liwen，et al

( Dept of Clinical Laboratory，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601)

Abstract Objective To construct stable transfect cell line of IL-6 overexpression lentiviral and explore its effect
on the expression of HBsAg，HBeAg and HBV-DNA． Methods IL-6 fragment was amplified by PCＲ using Huh7
cell gDNA as template and cloned into pMIGＲ1 vector． After sequencing analysis sucessfully，pMIGＲ1 plasmid and
pMIGＲ1-IL-6 plasmid was used respectively with lentiviral packaging plasmid pCL-10A1 to co-transfected 293T
cells to obtain recombinant lentiviral particles，and then transfected Huh7 cell． The cells named Huh7 /con cell line
and Huh7 / IL-6 cell line respectively were screened by puromycin，expanded the cells obtained． IL-6 expression
was confirmed by electrochemiluminescence and qＲT-PCＲ; HBsAg，HBeAg expression was detected by chemilumi-
nescence microparticle immunoassay; HBV-DNA expression was detected by PCＲ-fluorescence probe． Ｒesults
The MIGＲ1-IL-6 plasmid was confirmed successfully by sequencing analysis，which indicated that IL-6 lentiviral
expression vetor was successfully constructed． IL-6 expression in the Huh7 / IL-6 cell lines increased significantly
compared with Huh7 /con cell lines． The expression of IL-6 in Huh7，HepG2 and Huh7 / IL-6 cells transfected with
pcDNA1. 3 plasmid after 6 h，12 h，24 h and 48 h of transfection were significantly increased． The expression of
HBsAg，HBeAg and HBV-DNA in Huh7 and HepG2 cells treatment with pcDNA1. 3 plasmid and dealed with 20
ng /ml IL-6 after 6 h，12 h，24 h and 48 h of transfection were significantly decreased． The expression of HBsAg，

HBeAg and HBV-DNA in Huh7 / IL-6 cells transfected with pcDNA1. 3 plasmid after 6 h，12 h，24 h and 48 h of
transfection were significantly decreased． Conclusion The IL-6 lentiviral expression vector is successfully con-
structed，and the Huh7 cell line stably expressing IL-6 is established． Transfection of pcDNA1. 3 plasmid up-regu-
lates IL-6 expression． IL-6 decreases the expression of HBsAg，HBeAg and HBV-DNA．
Key words IL-6; lentiviral vector; stable transfection; HBsAg; HBeAg; HBV-DNA
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