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金黄色葡萄球菌巨噬细胞胞内生存关键分泌蛋白筛选体系的构建
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　　［摘要］　目的　建立金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，Ｓ．ａｕｒｅｕｓ）巨噬细胞胞内感染状态下
分泌蛋白高通量筛选体系，探索金葡菌胞内生存所需关键分泌蛋白。方法　利用课题组建立的金葡菌
分泌蛋白真核系统表达载体库，通过 ＤＮＡ转染表达技术，得到能够在细胞内表达金葡菌分泌蛋白的
ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞阵列。金葡菌感染ＲＡＷ２６４．７后，清除胞外菌，观察金葡菌胞内生存情况。最后通
过构建相应分泌蛋白的过表达及敲除金葡菌验证筛选结果。结果　通过探索 ＲＡＷ２６４．７质粒转染剂
量、金葡菌感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）以及感染时间，确立筛选体系的最优质粒转染剂量为
１．０μｇ／孔、ＭＯＩ为１．０、感染时间为４ｈ。筛选结果结合相应分泌蛋白过表达和敲除菌株验证，成功筛选
出ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ、ＳｅｒｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅＥ等分泌蛋白具有促进胞内金葡菌生存功能。结论　成功构建金葡
菌巨噬细胞胞内生存关键分泌蛋白筛选体系。
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　　 《柳 叶 刀》最 新 报 道 金 黄 色 葡 萄 球 菌
（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，Ｓ．ａｕｒｅｕｓ，以下简称金葡菌）
２０１９年在全球导致 １１０万人死亡，位居 ３３种人体主
要致病菌首位［１］。与此同时，金葡菌也是我国临床感

染风险最高的革兰氏阳性致病菌。长期以来金葡菌被

认为是经典的胞外菌，大量相关研究主要针对于金葡

菌效应蛋白特别是分泌蛋白与宿主细胞胞膜或胞外分

子的互作，并发现了一系列具有裂解细胞作用的溶血

素（如 Ｈｌα［２］、Ｈｌγ［３］等）、杀白细胞素（如 ＰＶＬ［４］、
ＬｕｋＥＤ［５］、ＬｕｋＧＨ［６］等）、酚可溶性蛋白（如 ＰＳＭα［７］、
ＰＳＭβ［８］等）等膜打孔蛋白，同时也发现了一系列细胞
黏附分子（如 ＦｎＢＰ［９］、ＩｓｄＡ［１０］等）、补体抑制因子
Ｅｆｂ［１１］等免疫逃逸分子。然而，相关机制的揭示并未
有效解决金葡菌感染难题。

　　研究报道，金葡菌能在宿主上皮细胞、内皮细胞、
成纤维细胞、角质细胞以及中性粒细胞、巨噬细胞等吞

噬细胞中生长繁殖，其细胞内生存已被证明是金葡菌

逃避免疫系统监视和抗生素杀伤的关键因素之一［１２］。

巨噬细胞是一类驻留在组织中寿命较长且可迁移进入

体液循环的吞噬细胞，已被证实是大部分胞内菌如结

核分枝杆菌、单核李斯特菌等的理想寄居场所［１３］。然

而金葡菌在巨噬细胞中生存繁殖机制尚不清楚。本研

究拟以金葡菌、ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞系为实验对象，通
过课题组前期构建的金葡菌分泌蛋白真核系统表达载

体库［１１］，利用 ＤＮＡ转染表达技术，建立金葡菌胞内感
染状态下的分泌蛋白高通量筛选体系，探索金葡菌胞

内感染状态下所需的关键分泌蛋白。

１　材料与方法

１．１　实验菌株、质粒与试剂
　　金 葡 菌 ＲＮ４２２０、ＵＳＡ３００／ＥｎｏＡｎｔａｒｅｓ２菌 株、
ＰＢＴ２质粒由陆军军医大学饶贤才教授惠赠；金葡菌
ＵＳＡ３００菌株由上海交通大学李敏教授惠赠；ＤＨ５α大
肠埃希菌购于北京天根（Ｔｉａｎｇｅｎ）公司；高糖 ＤＭＥＭ
培养基、胰酶购自上海源培生物科技有限公司；胎牛血

清购自ＭｏｒｅｇａｔｅＢｉｏｔｅｃｈ；哥伦比亚血琼脂平板购自重
庆庞统医疗器械有限公司；细菌培养用 ＬＢ、ＴＳＢ和
ＴＳＡ购自英国 Ｏｘｏｉｄ公司；质粒抽提试剂盒购自康为
世纪生物科技有限公司；ＩＮＶＩＤＮＡＲＮＡ转染试剂购

自美国Ｉｎｖｉｇｅｎｔｅｃｈ（英克）公司；溶葡球菌酶、庆大霉
素、溶菌酶缓冲液以及 Ｔｒｉｔｏｎ×１００购自生工生物工程
（上海）股份有限公司；防荧光淬灭剂购自默克 Ｓｉｇｍａ
公司；免疫荧光固定液、ＤＡＰＩ染色液、载玻片以及
ＣＣＫ８试剂盒购自上海碧云天生物技术股份有限公
司；荧光素酶底物ｈｙｄｒｏｆｕｒｉｍａｚｉｎｅ（ＨＦＺ）购自ＭＣＥ公
司；金葡菌分泌蛋白真核表达质粒库为本课题组构

建［１１］。

１．２　ＲＡＷ２６４．７细胞质粒转染剂量探索
　　取 ＲＡＷ２６４．７细胞系接种于提前铺好细胞爬片
的２４孔板中，每孔２×１０５个细胞，次日转染ｐｃＤＮＡ３．０
ＥＧＦＰ，转染量分别为０．５、１．０、２．０μｇ／孔，每种剂量３
个复孔。免疫荧光组转染２４ｈ后弃去培养基，ＰＢＳ清
洗３次，每孔加入３００μＬ免疫荧光固定液，室温固定
１５ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗３次，再加入ＤＡＰＩ３００μＬ避光染色
５ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗３次后，用眼科镊夹取爬片倒扣在提
前加好防荧光淬灭剂的载玻片上，保存于湿盒中，荧光

显微镜４８８ｎｍ查看蛋白表达情况，ＵＶ查看细胞数目
情况；细胞活力组 ２４孔板加入 ＣＣＫ８溶液，每孔
５００μＬ，于培养箱中孵育，待各组之间颜色有较明显差
异时，每孔吸取１００μＬ至９６孔板。以空白孔为对照，
酶标仪设置波长 ４５０ｎｍ测定各孔吸光度［Ｄ（４５０）］
值，以相对应的平均 Ｄ（４５０）值表示细胞转染后的活
力大小。实验重复３次。
１．３　金葡菌ＲＡＷ２６４．７细胞感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆ

ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）探索
　　ＭＯＩ设置为０．５、１．０、５．０、１０．０，摸索 ＵＳＡ３００感
染ＲＡＷ２６４．７的最佳ＭＯＩ。取ＲＡＷ２６４．７接种于２４孔
板中，４×１０５／孔，次日接种经活化的ＵＳＡ３００于３７℃，
５％ＣＯ２条件下感染 １ｈ；弃上清，加入溶葡球菌酶的
完全培养基于 ３７℃孵箱中清除胞外菌 ３０ｍｉｎ；弃上
清，加入含２５μｇ／ｍＬ的庆大霉素和完全培养基维持
细胞。分别在感染后的 １、２、４、６、８ｈ弃去上清，ＰＢＳ
清洗３次，加入１２０μＬ０．０５％Ｔｒｉｔｏｎ×１００溶液，摇床缓
慢震摇１０ｍｉｎ，充分裂解细胞使其释放细胞内菌；将所
有裂解液收集至无菌 ＥＰ管中，稀释１０～１００倍，分别
取５μＬ滴于ＴＳＡ培养板上，３７℃倒置过夜，次日统计
菌落个数。实验重复３次。
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１．４　金葡菌胞内生存关键分泌蛋白筛选
　　取ＲＡＷ２６４．７接种于２４孔板中，每孔２×１０５个细
胞，次日转染合适剂量对照质粒 ｐｃＤＮＡ３．０与质粒库
中的７８种质粒，第 ３天感染 ＵＳＡ３００，清菌、裂解、收
样、稀释以及菌落统计与１．３一致。实验重复３次。
１．５　过表达菌株构建及其胞内生存实验
　　从初筛结果中筛选出８种分泌蛋白，将其表达序
列合成到本课题组前期开发的金葡菌过表达载体 Ｐ１
载体上［１４］。将质粒电转入金葡菌 ＲＮ４２２０中，涂布于
含２０μｇ／ｍＬ氯霉素ＴＳＡ平板筛选。抽提所得修饰后
的质粒，电转入ＵＳＡ３００／ＥｎｏＡｎｔａｒｅｓ２感受态中，３７℃
孵箱培养过夜，挑单克隆于含 ２０μｇ／ｍＬ氯霉素 ＴＳＢ
中，培养后提质粒扩增并测序验证。得到具有相应分

泌蛋白的过表达菌株及 Ｐ１空载体菌株。后续感染、
清菌及收样过程同１．３，将菌液分别加到不透光９６孔
板中，每孔５０μＬ，设３个复孔，再加入等体积１００μｍｏｌ／Ｌ
荧光素酶底物ＨＦＺ，震荡后立即测其化学发光值，荧光
强度间接表明胞内菌的情况。

１．６　敲除菌株构建及其胞内生存实验
　　合成筛选到的 ＬｕｋＦＰＶ基因上下游 １０００ｂｐ片
段至质粒ＰＢＴ２中，采用同源重组的方式进行敲除菌
的制作。将质粒电转入金葡菌 ＲＮ４２２０中，涂布于含
２０μｇ／ｍＬ氯霉素ＴＳＡ平板筛选。抽提所得修饰后的
质粒，电转入ＵＳＡ３００感受态中，３７℃孵箱培养过夜。
挑单克隆于含２０μｇ／ｍＬ氯霉素ＴＳＢ中，经培养后，提
质粒酶切验证。所得阳性 ＵＳＡ３００菌株以１∶１０００比
例接种于含２０μｇ／ｍＬ氯霉素ＴＳＢ中，４２℃培养过夜。
提取基因组，ＰＣＲ扩增筛选左臂或右臂重组的单克
隆。将发生重组的菌液接种于无抗 ＴＳＢ中 ２５℃过

夜，再划线于无抗 ＴＳＡ平板上 ３７℃过夜。挑取单克
隆分别划线于无抗ＴＳＡ和含２０μｇ／ｍＬ氯霉素ＴＳＡ平
板上，３７℃培养。无抗平板上生长而氯霉素抗性平板
上不生长的菌落即为疑似敲除株。提取疑似敲除菌株

基因组，ＰＣＲ扩增并将扩增产物送 ＤＮＡ测序，得到正
确的敲除菌株。后续胞内生存实验与１．５一致。
１．７　金葡菌生长曲线
　　将ＵＳＡ３００和相应过表达菌株及敲除菌株分别挑
取单克隆接种于５ｍＬＴＳＢ中，３７℃过夜培养。次日
按１∶１００００转接于１．５ｍＬＥＰ管中，２００μＬ／孔加入
９６孔板中，放入微生物生长曲线测定仪中，每隔３０ｍｉｎ
测定菌液６００ｎｍ处吸光值［Ｄ（６００）］，检测至 ２４ｈ。
培养时间与Ｄ（６００）值绘制生长曲线。
１．８　统计学分析
　　本实验数据采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０处理，结果
用 珋ｘ±ｓ表示，各组间利用 ｔ检验进行统计学分析，Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＲＡＷ２６４．７细胞质粒转染剂量确定
　　利用ＤＮＡ转染技术可以实现低成本的高通量蛋
白表达细胞阵列的构建，然而ＤＮＡ转染会导致细胞生
理状态的改变，需要探索合适的转染剂量。０．５、１．０、
２．０μｇ／孔ｐｃＤＮＡ３．０ＥＧＦＰ转染ＲＡＷ２６４．７细胞２４ｈ
后，３个剂量组均有绿色荧光蛋白表达，且随着转染
剂量的增加荧光蛋白表达强度变强。相同转染剂量的

ＣＣＫ８实验结果显示，在转染剂量为２．０μｇ时细胞活
力明显下降，综合考虑转染效率和细胞活力，确定转染

剂量为１．０μｇ／孔（图１）。
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Ａ：ＲＡＷ２６４．７转染不同剂量ｐｃＤＮＡ３．０ＥＧＦＰ后的荧光蛋白表达情况；Ｂ：ＲＡＷ２６４．７转染不同剂量ｐｃＤＮＡ３．０ＥＧＦＰ后的细胞
存活率差异（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）　１：未转染组；２：转染０．５μｇ组；３：转染１．０μｇ组；４：转染２．０μｇ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与未转染组比较

图１　ＲＡＷ２６４．７细胞质粒转染剂量探索
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２．２　金葡菌感染ＲＡＷ２６４．７细胞ＭＯＩ的确定
　　金葡菌感染复数直接影响细胞与胞内菌生存，过
大会增加细胞清菌负荷导致其直接死亡，过小则可能

达不到金葡菌合适生存数量阈值，需要探索合适的感

染复数。如图２Ａ～Ｄ所示，细胞未转染空载质粒直接
感染时，在ＭＯＩ＝５．０和１０．０时，胞内菌的数目在４ｈ
后持续增加，表明此时 ＭＯＩ过大，胞内菌的增殖不能
被抑制，对于后续以胞内菌个数为基准的筛选实验可

能造成假阳性的结果。当转染空载质粒时，后续选择

ＭＯＩ＝０．５和１．０，如图２Ｅ～Ｆ所示，胞内菌数量在４ｈ
以后维持平稳，即巨噬细胞能够抑制细菌在胞内的增

殖，综合考虑细菌在胞内发挥效应的条件，确定感染

ＭＯＩ为１．０，感染时间为４ｈ。
２．３　金葡菌胞内生存关键分泌蛋白筛选
　　利用金葡菌分泌蛋白真核表达质粒库构建能够表
达金葡菌分泌蛋白的 ＲＡＷ２６４．７细胞阵列，金葡菌感
染４ｈ后，胞内生存关键分泌蛋白筛选结果如图 ３所
示，与空载质粒对照组相比，数个分泌蛋白表达质粒均

能促进金葡菌在胞内的增殖。我们从中挑选了促进胞

内菌增殖效果最显著的８个分泌蛋白表达质粒，分别
是 ＷＰ＿００１０３６４３８（ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ）、ＷＰ＿０００７１０５７６
（１ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌｐｈｏｓｐｈｏｄｉｅｓｔｅｒａｓｅ）、ＷＰ＿０００８７４６８１

（Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ［Ｍｎ／Ｆｅ］２）、ＷＰ＿０００８５７４８３
（ａｌｐｈａｈｅｍｏｌｙｓｉｎ）、ＷＰ＿０２４９３７００２（ＰａｎｔｏｎＶａｌｅｎｔｉｎｅ
ｌｅｕｋｏｃｉｄｉｎ，ＬｕｋＦＰＶ）、ＷＰ＿０００２３９５４５（ＰａｎｔｏｎＶａｌｅｎｔｉｎｅ
ｌｅｕｋｏｃｉｄｉｎ，ＬｕｋＳＰＶ）、ＷＰ＿００１０３８７５９（Ｓｅｒｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅ
Ｅ）、ＷＰ＿００１０３８８６７（ＳｅｒｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅＣ），进行下一步
实验。

２．４　胞内生存关键分泌蛋白过表达金葡菌构建与验证
　　前期我们通过转染金葡菌分泌蛋白表达质粒从而
促进金葡菌的胞内增殖，为了更准确模拟人体感染金

葡菌后细菌发挥效应的过程，将实验１．４中筛选出来
的８种分泌蛋白表达序列合成到本课题组前期构建的
金葡菌过表达载体Ｐ１上，再分别电转到ＵＳＡ３００／Ｅｎｏ
Ａｎｔａｒｅｓ２金葡菌中，对照组为 Ｐ１空载体电转至
ＵＳＡ３００／ＥｎｏＡｎｔａｒｅｓ２金葡菌中。以不同过表达菌株
直接感染细胞，进一步验证其促进胞内菌生长的能力。

如图４Ａ所示，与对照组相比，８种过表达菌株２４ｈ内
在ＴＳＢ培养基中生长无明显差异，表明正常条件下过
表达上述基因对 ＵＳＡ３００菌株生长无影响。图 ４Ｂ显
示，８种过表达菌株感染后其荧光强度值与对照组相
比均有差异，表明感染以上８种分泌蛋白过表达的菌
株后，胞内菌的数量均有明显增加，表明上述分泌蛋白

均能促进ＵＳＡ３００在ＲＡＷ２６４．７中的胞内增殖。
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图２　金葡菌感染ＲＡＷ２６４．７细胞ＭＯＩ的确定　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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图３　金葡菌胞内生存关键分泌蛋白筛选结果
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Ａ：ＵＳＡ３００／Ｐ１及８种过表达菌株生长曲线；Ｂ：８种过表达菌株感染 ＲＡＷ２６４．７后胞内菌荧光强度检测　ａ：Ｐ＜０．０５，与
ＵＳＡ３００／Ｐ１比较

图４　胞内生存关键分泌蛋白过表达金葡菌构建与验证　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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Ａ：ΔＬｕｋＦＰＶ／ＵＳＡ３００细菌生长曲线；Ｂ：ΔＬｕｋＦＰＶ／ＵＳＡ３００感染ＲＡＷ２６４．７后胞内菌荧光强度检测　ａ：Ｐ＜０．０５，与ＵＳＡ３００比较

图５　敲除菌株的构建及胞内生存实验　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．５　胞内生存关键分泌蛋白敲除菌构建与验证
　　研究结果显示：ＷＰ＿０２４９３７００２分泌蛋白（ＬｕｋＦ
ＰＶ）促进金葡菌胞内生存作用最强（图４Ａ），因此构建
其敲除菌株ΔＬｕｋＦＰＶ／ＵＳＡ３００，进一步证实其在金葡
菌在ＲＡＷ２６４．７中增殖生存中起的重要作用。生长
曲线（图５Ａ）可见：构建的敲除菌株与对照组相比，在

ＴＳＢ培养基中２４ｈ内生长无明显差异，表明正常条件
下敲除上述基因对 ＵＳＡ３００菌株生长无影响；ΔＬｕｋＦ
ＰＶ／ＵＳＡ３００感染巨噬细胞后其荧光强度相比对照组
明显降低（图 ５Ｂ），表明 ＬｕｋＦＰＶ在真实世界的感染
中是金葡菌胞内生存的关键分泌蛋白。

９１８　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（８）



３　讨论

３．１　构建金葡菌胞内生存关键分泌蛋白筛选体系的
可行性

　　金黄色葡萄球菌是一种广泛存在并易定植于宿主
体内的革兰氏阳性致病菌，由于其易产生多种抗生素

抗性，具有扰乱宿主免疫系统并逃避被清除的能力，因

此引起的感染而继发的多种相关并发症的发病率和致

死率都较高，至今仍旧是困扰人类的重大临床难题。

巨噬细胞是先天免疫系统中清除细菌病原体的重要细

胞类型，它们的主要功能是维持抗菌免疫，摄取和杀死

入侵的细菌，在感染部位释放炎症介质，以维持宿主的

即时免疫反应并建立长期免疫适应性［１５－１６］。以往研

究显示金葡菌可在巨噬细胞中生长繁殖，这可能是其

躲避宿主免疫清除以及抗生素杀伤的重要策略，然而

金葡菌在巨噬细胞中生存的机制仍不清楚。课题组前

期通过生物信息学预测，发现不同金葡菌菌株可分泌

８６～１２５种分泌蛋白，其中还有许多具有未知的功能，
但缺乏有效的高通量筛选手段。因此，建立有效的金

葡菌胞内生存关键分泌蛋白高通量筛选体系，对于进

一步阐明金葡菌胞内感染机制有重要意义。本实验初

步建立了一种简便、重复性好的新方法来筛选有助于

胞内金葡菌生存的关键蛋白。另外，我们的筛选结果

以及过表达菌的验证实验中都显示，已知与金葡菌胞

内生存有关的分泌蛋白 αｈｅｍｏｌｙｓｉｎ（ＷＰ＿０００８５７４８３）
具有促进金葡菌胞内生存的功能，说明本实验的准确

性好，实验方法可行［１７］。

３．２　金葡菌胞内生存关键分泌蛋白筛选体系条件
摸索

　　质粒ＤＮＡ转染是一种较为经济便捷的细胞表达
外源蛋白的技术，然而外源侵入的ＤＮＡ可激活巨噬细
胞的相关免疫反应，导致细胞状态发生改变。因此我

们首先筛选合适的转染剂量，以期达到既能让

ＲＡＷ２６４．７表达外源蛋白，又不明显影响其细胞活力
的效果。以ＥＧＦＰ绿色荧光蛋白表达情况作为转染效
率的观察，转染 ２．０μｇ／孔时，蛋白表达水平最高，但
细胞活力明显被抑制。转染 ０．５μｇ／孔时，虽然细胞
活力与对照组相比无显著性差异，但外源蛋白的表达

水平较低可能造成某些分泌蛋白的漏筛。转染

１．０μｇ／孔时，蛋白表达情况可观，细胞活力受到的影
响较小，因此综合外源蛋白表达水平及细胞活力两个

因素确定质粒转染量为１．０μｇ／孔。
　　病原分子相关模式等外源刺激可有效激活巨噬细
胞，导致其吞噬杀伤功能的改变。因此质粒ＤＮＡ的转
染操作极有可能影响巨噬细胞吞噬和清除金葡菌的能

力。我们的实验结果发现当未转染质粒，ＭＯＩ为 ５．０
和１０．０时，ＲＡＷ２６４．７不能控制金葡菌的增殖，说明
此时感染复数过大，易导致筛选出现假阳性结果。另

外发现转染 ｐｃＤＮＡ３．０后，ＲＡＷ２６４．７吞噬金葡菌量
增加，且随着时间增加，清除胞内菌的能力有所下降。

因此对转染 ｐｃＤＮＡ３．０后的 ＲＡＷ２６４．７的 ＭＯＩ再次
进行优化。最终确定 ＭＯＩ为 １．０，感染后 ４ｈ观察金
葡菌胞内生存差异较为合适。

３．３　金葡菌胞内生存关键分泌蛋白筛选体系的意义
　　耐甲氧西林金葡菌可能永远与人类共存，正如
２０１７年世卫组织报告所强调的那样，需要继续努力研
发新抗生素和创新预防方法。因此，在抗生素耐药性

不断增加的时代，了解金葡菌胞内生存关键分泌蛋白

及其影响金葡菌在巨噬细胞内的存活至关重要，这些

知识可以为开发新的治疗策略提供信息，以对抗金黄

色葡萄球菌感染。本研究成功构建了有效且较为经济

的金黄色葡萄球菌胞内生存关键分泌蛋白筛选体系，

成功初步筛选出对金葡菌在胞内生存有作用的效应分

泌蛋白，为金葡菌后续胞内感染机制研究提供了有效

工具，同时也为其它胞内感染病原微生物的感染机制

研究提供了可借鉴方法。
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１０．１０３８／ｎｒｍｉｃｒｏ２５０８．

［１６］郑文静，张瀚，霍毅，等．巨噬细胞吞噬检查点阻断在
抗肿瘤免疫治疗中的应用［Ｊ／ＯＬ］．空军军医大学学报，
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ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓｃｈｅｃｋｐｏｉｎｔｂｌｏｃｋａｄｅｉｎａｎｔｉｔｕｍｏｒ
ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ／ＯＬ］．ＪＡｉｒＦｏｒｃｅＵｎｉｖ，［２０２４０３０５］．
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