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聚多巴胺并木犀草素对细胞毒性淋巴细胞
肿瘤杀伤作用的影响
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(青岛大学基础医学院,山东 青岛 266071)

[摘要] 目的 探讨聚多巴胺(PDA)并木犀草素(LUT)通过光热治疗对细胞毒性淋巴细胞(CTL)肿瘤杀伤

作用的影响。方法 通过扫描电子显微镜(SEM)和接触角测定仪观察和测定合成PDA的表征。将RAW264.7细

胞分为Control组、LPS组(2μg/L)、PDA'组(50000μg/L),常规培养48h,采用CCK8实验检测细胞活力,通过流

式细胞术检测LUT对RAW264.7细胞分化的影响。将雌性C57BL/6小鼠随机分为模型组、PDA组、LUT组以

及PDA+LUT组,各组小鼠的后背部均皮下注射B16F10黑色素瘤细胞,建模后第10天在PDA组和PDA+LUT
组建模小鼠肿瘤处注射PDA行光热治疗1次后,对建模小鼠右大腿肌肉分别注射PBS、PDA(2.5μg/只)、LUT
(500μg/只)、PDA(2.5μg/只)+LUT(500μg/只),观察建模小鼠肿瘤生长以及存活情况。在治疗后第3、7天,取
各组建模小鼠脾脏制备单细胞悬液,采用流式细胞术检测小鼠体内巨噬细胞分化和 T细胞表达情况。结果

SEM观察到合成的PDA具有较强的吸附能力和亲水性,并且CCK8实验检测结果显示PDA对细胞活力无影响

(P>0.05)。各组RAW264.7细胞的CD206和iNOS平均荧光强度差异有显著性(F=30.72、1516.00,P<0.05)。
注射或不注射PDA时,则注射或不注射LUT小鼠的肿瘤大小和体内免疫细胞iNOS、CD206、IFN-γ+CD4+、TNF-
α+CD8+表达水平比较差异均有显著性(F=23.10~235.52,P<0.05);注射或不注射LUT时,则注射或不注射

PDA小鼠的肿瘤大小和体内免疫细胞iNOS、CD206、CD4+IFN-γ+、CD8+TNF-α+ 表达水平比较差异均有显著性

(F=8.98~200.67,P<0.05);建模小鼠中PDA+LUT组存活率与其他组相比显著提高(χ2=9.70,P<0.01)。结

论 LUT具有抑制小鼠巨噬细胞向 M2分化并促进其向 M1分化的作用,PDA并LUT治疗可以有效抑制小鼠肿

瘤生长,提高生存率,增强CTL的肿瘤杀伤作用。
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EFFECTSOFPOLYDOPAMINECOMBINED WITHLUTEOLINONTUMORKILLINGBYCYTOTOXICLYMPHOCYTES LI

Chenglin,WANGZiyu,CAODingyuan,GUOChaofan,WANGShuang,LILing (SchoolofBasicMedicine,QingdaoUni-

versity,Qingdao266071,China)

[ABSTRACT] Objective Toexploretheeffectsofpolydopamine(PDA)plusluteolin(LUT)withphotothermaltherapyon

tumorkillingbycytotoxiclymphocytes(CTL). Methods ThesynthesizedPDAwascharacterizedbyusingascanningelectron

microscope(SEM)andacontactangleanalyzer.RAW264.7cellsweredividedintocontrolgroup,LPSgroup(2μg/L),andPDA'

group(50000μg/L).After48hculture,cellviabilitywasdeterminedbycellcountingkit-8.TheeffectofLUTonthedifferentia-

tionofRAW264.7cellswasdeterminedbyflowcytometry.FemaleC57BL/6micewererandomlydividedintomodelgroup,PDA

group,LUTgroup,andPDA+LUTgroup.B16F10melanomacellsweresubcutaneouslyinjectedintothebackofmiceineach

group.Onthe10thdayaftermodeling,thePDAandPDA+LUTgroupsreceivedinjectionofPDAintothetumoraswellasphoto-

thermaltherapy.ThemiceinthefourgroupsreceivedinjectionofPBS,PDA (2.5μg/piece),LUT (500μg/piece),andPDA
(2.5μg/piece)plusLUT(500μg/piece)intothemuscleoftherightthigh,respectively.Weobservedthetumorgrowthandsur-

vivalofthemodelmice.Ondays3and7aftertreatment,thespleenofeachmousewastakentoprepareasinglecellsuspensionfor

analysisofmacrophagedifferentiationandTcellexpressionbyflowcytometry. Results SEMshowedthatthesynthesizedPDA

hadgoodadhesionandaffinityforwater.CCK8showedthatthePDAdidnotaffectcellviability(P>0.05).Significantdifferences

werefoundinthemeanfluorescenceintensitiesofCD206andiNOSbetweendifferentgroupsofRAW264.7cells(F=30.72,

1516.00,P<0.05).ThereweresignificantdifferencesintumorsizeandtheexpressionlevelsofiNOS,CD206,IFN-γ+CD4+,

andTNF-α+CD8+ofimmunecellsbetweenmicewithandwithoutLUTinjection,undertheconditionofeitherinjectingornotin-

jectingPDA(F=23.10-235.52,P<0.05).ThereweresignificantdifferencesintumorsizeandtheexpressionlevelsofiNOS,

CD206,IFN-γ+CD4+,andTNF-α+CD8+ofimmunecellsbetweenmicewithandwithoutPDAinjection,undertheconditionof

eitherinjectingornotinjectingLUT(F=8.98-200.67,P<0.05).ThesurvivalrateofthePDA+LUTgroupwassignificantly
higherthanthoseoftheothergroups (χ2=9.70,P <0.01).
Conclusion LUTcouldinhibitthedifferentiationofmacrophagesto
M2andpromotethedifferentiationtoM1inmice.PDAcombined
withLUTcouldeffectivelyinhibittumorgrowth,improvesurvival
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rate,andenhancethetumor-kil-lingeffectofCTLinmice.
[KEYWORDS] Melanoma;Cellline,tumor;Photothermaltherapy;Dopamine;Polymers;Luteolin;Tumorescape;

T-lymphocytes,cytotoxic

  肿瘤细胞为躲避免疫清除而建立的免疫逃避机

制,可使机体对肿瘤细胞产生免疫耐受[1-2]。如何打

破免疫耐受,防止肿瘤患者术后复发是目前和未来

临床治疗的难题[3]。放疗和化疗作为目前临床肿瘤

治疗的标准疗法,在抑制肿瘤细胞生长的同时也破

坏了自身免疫系统,不利于术后机体的免疫重建[4]。
光热治疗是一种新兴的肿瘤治疗方法,也是国内外

研究的热点,其治疗机理是可以在局部杀灭肿瘤细

胞,并且对机体免疫系统损伤程度较轻[5-7],但是肿

瘤患者机体处于免疫耐受状态,经光热治疗后仍然

无法避免肿瘤的复发[8]。既往研究发现,木犀草素

(LUT)作为肿瘤疫苗佐剂,可以有效激活抗原提呈

细胞(APC)和CD8+T细胞对于肿瘤细胞的杀伤功

能[9]。目前在抗肿瘤治疗中,光热治疗联合佐剂的

相关研究未见报道。新兴的光热材料如聚多巴胺

(PDA),因其具有的良好光热转换效率、生物相容

性、安全性高和易载药的特点[10],在光热材料中被

广泛应用。因此,本研究选用PDA与LUT联合治

疗小鼠黑色素瘤,通过流式细胞术检测小鼠免疫水

平,为抗肿瘤免疫机制激活提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验试剂

LUT(MB6799)购买于大连美伦生物科技有限

公司,CCK-8试剂盒02571100购买于上海雅酶生

物科技有限公司,APC抗小鼠 mouseCD11b抗体

101212、PB450抗小鼠CD3抗体100334、FITC抗

小鼠 CD8a抗体100706、PE 抗小 鼠IFN-γ抗 体

505808、PE抗小鼠TNF-ɑ抗体506305、PE抗小鼠

iNOS抗体696806、AlexaFluor700抗小鼠CD206
抗体141734购自美国biolegend公司。

1.2 实验动物与细胞

6~8周的龄雌性C57BL/6小鼠购买于斯贝福

(北京)生物技术有限公司,许可证:SCXK(京)2019-
0010,将小鼠饲养于青岛大学医学部洁净动物室。

RAW264.7细胞系和B16F10黑色素瘤细胞购自中

国科学院上海细胞资源中心。RAW264.7细胞置于

含体积分数0.10胎牛血清的DMEM高糖基础培养

基中,B16F10细胞置于含体积分数为0.10胎牛血

清的RPMI-1640培养基中,均培养于37℃、体积分

数为0.05CO2的细胞培养箱中。

1.3 实验方法

1.3.1 PDA的制备以及鉴定 取0.19gTris,加入

100mL双蒸水,搅拌2min,快速加入0.121g盐酸

多巴胺,用保鲜膜迅速封口,在保鲜膜上扎一个小

孔,采用磁力搅拌器慢速搅拌24h,离心并用蒸馏

水清洗3次,取最后一次离心所得底物,放入冰箱冷

冻12h后,放入冷冻干燥机冷冻24h后,合成实验

所需的PDA溶液。采用PhenomProX扫描电子显

微镜(SEM)观察PDA表征,使用接触角测定仪检

测接触角的大小。

1.3.2 CCK8法检测PDA对RAW264.7细胞活性

的影响 取对数生长期 RAW264.7细胞,胰酶消

化,接种至96孔板,密度为每孔5×108个细胞/L。
待到细胞贴壁生长过夜以后,弃掉原培养液。将细

胞分为Control组、脂多糖(LPS)组、PDA'组,每组

设5个复孔。Control组细胞培养液不做任何处理,
在LPS组、PDA'组细胞的培养液中分别加入LPS
(2μg/L)、PDA(50000μg/L),常规培养48h。每

孔加入CCK-8试剂100μL孵育2h,以酶标仪测定

波长450nm处的吸光度。

1.3.3 流式细胞术检测LUT对RAW264.7细胞分

化的影响 取对数生长期RAW264.7细胞,胰酶消

化,接种至96孔板,密度为每孔5×108个细胞/L。
待细胞贴壁生长至对数生长期后,弃掉原培养液。
设置Control组、IL-4组、LUT+IL-4组,每组设3
个复孔。Control组细胞培养液不做任何处理,IL-4
组、LUT+IL-4组细胞的培养液中分别加入IL-4
(20μg/L)、LUT(6670μg/L)+IL-4(20μg/L),常
规培养48h,用PE抗小鼠iNOS抗体染色30min。
设置Control组、LPS组、LPS+LUT组,每组3个

复孔。Control组细胞培养液不做任何处理,LPS
组、LPS+LUT组细胞的培养液中分别加入LPS
(2μg/L)、LUT(6670μg/L)+LPS(2μg/L),常规

培养48h以后,用AlexaFluor700抗小鼠CD206
抗体染色30min,用BeckmanCytoFLEX进行检

测,以FlowJoV10软件分析各组小鼠体内巨噬细

胞分化情况。

1.3.4 动物分组及处理 C57BL/6小鼠适应性喂

养1周后,随机分为模型组、PDA组、LUT组以及

PDA+LUT组,每组16只,每只小鼠背部皮下注射

2×106个B16F10细胞构建黑色素瘤小鼠模型。建
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模第10天时,模型组和LUT组不注射PDA,PDA
组以及PDA+LUT组小鼠在肿瘤局部注射PDA
(2.5μg/只),并采用红外线仪(808nm)照射肿瘤

5min,照射1次后立即使用热成像仪采集小鼠热能

图像。采集图像后立即对LUT组和LUT+PDA
组小鼠右大腿肌肉处注射LUT(500μg/只),每天1
次,连续3d,模型组和PDA组不注射LUT。于治

疗结束后第2天,每组小鼠随机取出5只,麻醉后脱

颈处死,剖出黑色素瘤,测量计算黑色素瘤面积,计
算公式为(π×长×宽)/4。另从每组小鼠中随机取

出5只,常规饲养至治疗结束后第14天,观察和记

录期间小鼠存活情况。

1.3.5 流式细胞术检测各组小鼠脾脏组织中巨噬

细胞的分化情况 治疗结束后第3天,每组小鼠随

机取出3只,麻醉后脱颈处死,剖离脾脏,放于PBS
中用研磨棒研磨,以1500r/min离心2min,弃上

清后加入红细胞裂解液,颠倒混匀后静置3min,再
以1500r/min离心2min,弃上清后用PBS重悬,
制备成单细胞悬液(1×1010/L)。采用APC抗小鼠

mouseCD11b抗体和PE抗小鼠iNOS抗体、Alexa
Fluor700抗小鼠CD206抗体进行胞外染色。采用

BeckmanCytoFLEX检测细胞iNOS和CD206染

色情况,通过FlowJoV10软件分析巨噬细胞分化

情况。

1.3.6 流式细胞术检测各组小鼠脾脏组织中Th和

CTL水平 治疗结束后第7天,每组小鼠随机取出

3只,麻醉脱颈处死后剖离脾脏,于PBS中用研磨棒

研磨,1500r/min离心2min,弃上清液后加入红细

胞裂解液,颠倒混匀静置3min,再1500r/min离

心2min,弃上清后用含体积分数0.10胎牛血清的

RPMI-1640培养基重悬,制备成单细胞悬液(约1×
1010个细胞/L)。脾细胞悬液置于含体积分数0.10
胎牛血清的RPMI-1640培养基中,加10000μg/L
的B16F10抗原、1000μg/L的BFA,于37℃下常

规培养6h。收集细胞,采用PB450抗鼠CD3抗体

和FITC抗小鼠CD8a抗体4℃下染色30min,于

40g/L多聚甲醛中室温固定8min。PBS洗涤后,
以0.2%的TritonX-1004℃下孵育30min,分别用

PE抗小鼠IFN-γ和PE抗小鼠TNF-ɑ染色CD3+

T细胞和CD8+T细胞。使用BeckmanCytoFLEX
检测细胞IFN-γ和TNF-α染色情况,使用FlowJo
V10软件分析各组小鼠脾细胞Th和CTL水平。

1.4 统计学分析

采用GraphPadPrism8.0.1和SPSS软件进行

数据分析,计量资料以x±s表示,组间比较采用单

因素方差分析或两因素析因设计方差分析,生存分

析采用 Mantel-Cox检验,以P<0.05为差异有显

著意义。

2 结  果

2.1 PDA的表征及对RAW264.7细胞活力的影响

SEM观察显示,合成的PDA为球形颗粒,直径

均<1μm(图1A),有较强的吸附能力;接触角测定

显示其为锐角(图1B),表示合成的PDA具有亲水

性。Control组、LPS组、PDA'组 RAW264.7细胞

的细胞活力分别为1.34±0.15、0.52±0.08、1.51±
0.15,组间比较差异有显著性(F=48.21,P<0.05),
其中LPS组与Control组、PDA'组比较差异均有显

著性(t=7.58、9.20,P<0.05)。

A:SEM显示结果,30000倍,B:PDA涂层的接触角

图1 PDA的表征

2.2 LUT对RAW264.7细胞分化的影响

流式细胞术检测结果显示,Control组、IL-4
组、IL-4+LUT组RAW264.7细胞CD206的表达

水平分别为3655.00±92.77、7329.00±1108.00、

3732.00±233.10。单因素方差分析结果显示,各组

间比较差异有显著意义(F=30.72,P<0.05),其中

IL-4组与IL-4+LUT组、Control组比较差异有显

著性(t=6.72、6.86,P<0.0.5)。

Control组、LPS组、LPS+LUT组中iNOS的

表达水平分别为798.70±31.53、3583.00±84.79、

4607.00±122.00。各组间比较差异有显著性(F=
1516.00,P<0.05),三组间两两比较差异均有显著

性(t=14.31~53.21,P<0.05)。

2.3 各组小鼠肿瘤大小的比较

PDA组和PDA+LUT组小鼠经红外线仪照

射后,热成像仪观察到肿瘤部位呈现红色,模型组和

LUT组小鼠肿瘤部位无变化(图2)。治疗结束后

第2天,模型组、PDA组、LUT组以及PDA+LUT
组的肿瘤面积分别为(171.30±10.52)、(100.50±
11.24)、(88.28±7.08)、(39.20±3.07)mm2。两因
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素析因设计方差分析显示,PDA、LUT及PDA与

LUT交互作用均对肿瘤面积具有显著影响(FPDA=
242.30,FLUT=350.65,FPDA*LUT=7.95,P<0.05)。
单独效应分析显示,对小鼠注射或不注射PDA时,

则注射或者不注射LUT对肿瘤面积均有显著影响

(F=126.52、23.10,P<0.05);对小鼠注射或不注射

LUT时,则注射或不注射PDA对肿瘤面积均有显

著影响(F=81.24、169.00,P<0.05)。

图2 各组小鼠治疗前后热成像仪观察到的肿瘤图像

2.4 各组小鼠生存率比较

治疗结束后第14天小鼠存活率的 Mantel-Cox
检验显示,PDA+LUT组与其他3组比较差异均有

显著性(χ2=9.70,P<0.05),见图3。

图3 各组建模小鼠生存曲线

2.5 PDA并LUT治疗对各组小鼠脾脏巨噬细胞

分化的影响

两因素析因设计方差分析显示,PDA、LUT以

及PDA与LUT交互作用对iNOS和CD206的表

达水平均具有显著性影响(FPDA=200.90、220.01,

FLUT=283.83、272.34,FPDA*LUT=27.90、27.04,P<
0.05)。单独效应分析显示,对小鼠注射或者不注射

PDA,则注射或不注射LUT对iNOS和CD206表

达水平均具有显著影响(F=63.87~235.52,P<
0.05);对小鼠注射或不注射LUT时,则注射或不注

射PDA对iNOS和CD206表达水平均有显著影响

(F=39.54~200.67,P<0.05),见表1。

2.6 PDA并LUT对小鼠体内CTL肿瘤杀伤功能

的影响

两因素析因设计的方差分析显示,PDA、LUT

以及PDA与LUT交互作用均对IFN-γ+CD4+和

TNF-α+CD8+细胞比例均具有显著性影响(FPDA=
59.48、65.78,FLUT=181.38、176.54,FPDA*LUT=
6.00、15.00,P<0.05)。单独效应分析结果显示,对
小鼠注射或不注射PDA,则注射或不注射LUT对

IFN-γ+CD4+ 和 TNF-α+CD8+ 细胞比例均有显著

影响(F=44.31~147.23,P<0.05);对小鼠注射或

不注射LUT时,则注射或不注射PDA对IFN-γ+

CD4+和TNF-α+CD8+细胞比例均具有显著的影响

(F=8.98~71.80,P<0.05),见表1。

表1 各组小鼠脾脏巨噬细胞标志荧光强度和T细胞

标记阳性细胞百分率比较(n=3,x±s)

组别
荧光强度

iNOS CD206

阳性细胞比例(χ/%)

IFN-γ TNF-α

模型组 860.30± 48.192327.00±166.400.55±0.14 1.24±0.14
PDA'组 1483.00±120.001327.00± 8.661.76±0.14 3.87±0.86
LUT组 1339.00±132.001244.00± 29.943.09±0.32 7.10±0.31
PDA+
LUT组

2531.00± 26.08 63.00± 34.775.36±0.7914.53±1.94

3 讨  论

肿瘤免疫逃逸是指肿瘤细胞通过各种机制逃避

免疫系统的识别和攻击,是肿瘤生存和发展的重要

原因[11]。抑制肿瘤细胞的免疫耐受,激活人体自身

的抗肿瘤免疫功能,一直是肿瘤治疗的研究方向和

热点[12-13]。而传统治疗方法如化疗、放疗等,毒副作

用大,患者难以耐受[14],因此需要寻找更安全有效

的抗肿瘤疗法。
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研究表明,激活APC细胞是抑制肿瘤免疫耐受

的关键[15],因为 APC细胞在体内的一个重要功能

是促进抗原特异性免疫应答,是激活特异性杀伤肿

瘤细胞功能的关键起始点[16]。在先前的研究中已

经证实,LUT可以促进体外巨噬细胞向 M1方向极

化[9]。巨噬细胞在调节肿瘤免疫微环境中发挥着重

要作用[17-18],其中 M1巨噬细胞抑制肿瘤生长,而

M2巨噬细胞促进肿瘤生长,使 M2巨噬细胞复极

化为 M1巨噬细胞或者抑制 M2巨噬细胞生成是治

疗实体瘤的经典理论[19]。
光热治疗作为近年来新兴的肿瘤治疗手段,与

传统手术切除肿瘤相比,虽然在治疗位置上具有局

限性,但在抑制肿瘤细胞生长同时,会有大量肿瘤相

关抗原(TSA)和肿瘤特异性抗原(TAA)的释放,可
以诱导机体产生抗肿瘤的主动免疫应答[20-22]。此

外,PDA经近红外照射后产生的热能还有调节肿瘤

免疫微环境和激活荷瘤小鼠免疫反应的作用[23]。

PDA作为生物材料已被广泛应用[24-26],具有清除自

由基、屏蔽紫外线、光热转化等功能[27]。本研究使

用盐酸多巴胺合成PDA,SEM 下显示其球形颗粒

直径<1μm,说明其吸附能力较强;通过接触角测

定仪测定接触角,显示接触角为锐角,说明本研究合

成的PDA具有亲水性;CCK-8实验检测结果显示

PDA'组对于细胞活性没有影响,提示本研究合成的

PDA生物相容性良好。
本研究以流式细胞术检测LUT对RAW264.7

细胞分化的影响,结果显示LUT+IL-4组与IL-4
组相比,M2标志因子CD206表达水平明显下调,

LUT+LPS组与LPS组相比,M1标志因子iNOS
表达水平明显上调,提示在 RAW264.7细胞系中

LUT可以抑制 M2的极化,并促进 M1极化。本研

究又通过构建黑色素瘤小鼠模型,验证LUT是否

可以抑制 M2极化并促进 M1的极化,研究结果显

示,PDA+LUT组小鼠脾脏中iNOS表达水平明显

上调,而CD206表达水平明显下调,再次说明PDA
联合LUT治疗将会抑制小鼠体内巨噬细胞向 M2
极化。

本研究构建了黑色素瘤小鼠模型,发现不注射

PDA的模型小鼠经过近红外线照射后,并不能在肿

瘤部位聚集热能,而注射PDA的模型小鼠经过近

红外线照射后,可在肿瘤部位聚集热能,从而起到杀

灭肿瘤的作用。同时PDA+LUT组小鼠肿瘤生长

速度与其他组比较显著减缓,并且其生存率与其他

组比较显著延长,说明PDA并LUT治疗后会抑制

小鼠肿瘤生长并提高生存率,提示光热治疗后肿瘤

部位会有大量抗原释放,与LUT共同作用下激活

机体抗肿瘤免疫,起到抑制肿瘤生长的作用。巨噬

细胞的 M2极化是产生肿瘤免疫耐受的重要因素之

一[28-29],为了进一步证明打破 M2免疫耐受的微环

境后,CTL是否被激活,本研究又通过流式细胞术

检测治疗结束后第7天时小鼠脾脏组织,结果显示

PDA+LUT组小鼠脾脏中CD4+IFN-γ+细胞比例

与其他组比较显著上调,说明小鼠脾脏中Th1细胞

增多。本研究同样以流式细胞术检测了治疗结束后

第7天小鼠脾脏组织中CD8+TNF-α+细胞的比例,
发现PDA+LUT组与其他组的CD8+TNF+ 细胞

比例比较显著上调,大量的杀伤相关细胞因子的产

生,也预示着PDA+LUT组存在着较多被激活的

CD8+T细胞,并且有着较为强大的杀伤功能[30],因
此在PDA并LUT治疗促进巨噬细胞 M1极化后,
增强Th1以及CTL的功能,最终激活了机体的抗

肿瘤免疫反应。
综上所述,本研究结果显示PDA并LUT联合

治疗黑色素瘤模型小鼠以后,会诱导小鼠机体产生

抗肿瘤的主动免疫应答,从而抑制巨噬细胞 M2极

化并且促进其向 M1极化,增加小鼠脾脏组织内的

CD4+IFN-γ+和CD8+TNF-α+细胞比例,其抗肿瘤

免疫作用可能是通过激活 Th1-CTL发挥作用的。
本研究为小鼠实体瘤消除后释放抗原激活机体免疫

能力机制的研究提供了实验依据,也为抗肿瘤治疗

提供了新思路。
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