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DcR3 基因对胰腺癌裸鼠移植瘤 
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摘要 ：目的  探讨 RNA 干扰沉默诱骗受体 -3（DcR3）对人胰腺癌细胞裸鼠移植瘤化疗敏感性的影响

及其可能机制。方法  取对数生长期的 AsPC-1 细胞 1×106 个 /ml，接种于 5 周龄裸鼠右后肢腹股沟，当皮下肿瘤

直径为 8 mm，随机分为 4 组（n =10）：对照组、化疗组、阴性质粒 + 化疗组、DcR3-siRNA+ 化疗组。观察

DcR3-siRNA 联合化疗药物对人胰腺癌 AsPC-1 细胞裸鼠移植瘤的治疗效果。应用 ELISA 和 Western blot

检测 DcR3 蛋白的变化 ；TUNEL 分析肿瘤细胞凋亡 ；Western blot 和 RT-PCR 检测 FasL、Caspase-8 和

Caspase-3 等凋亡因子的表达。结果  化疗组、阴性质粒 + 化疗及 DcR3-siRNA+ 化疗组 3 组均可抑制移植瘤的生

长，与对照组比较，3 组抑瘤率平均值分别为（35.87±4.58）%、（40.68±4.16）% 和（90.25±2.53）%，4 组比较

差异有统计学意义（F =47.736，P =0.000），DcR3 siRNA+ 化疗组抑瘤率较化疗组升高 ；对照组、化疗组、阴

性质粒 + 化疗以及 DcR3-siRNA+ 化疗组移植瘤重量平均值分别为（0.95±0.03）、（0.63±0.04）、（0.67±0.02）

和（0.17±0.06）g，4 组比较差异有统计学意义（F =85.531，P =0.000），DcR3-siRNA+ 化疗组瘤重较化疗组减轻；

对照组、化疗组、阴性质粒 + 化疗组、DcR3-siRNA+ 化疗组凋亡率平均值分别为（6.3±2.21）%、（14.8±2.65）

%、（14.5±3.06）% 和（54.6±3.23）%，4 组比较差异有统计学意义（F =104.225，P =0.000），DcR3-siRNA+

化疗组凋亡率较化疗组提高 ；DcR3-siRNA+ 化疗组的 FasL、Caspase-8 和 Caspase-3 蛋白表达较其他各组上

升（P =0.000）。结论  沉默 DcR3 可激活 FasL/Caspase 凋亡途径，促进细胞凋亡，增加胰腺癌细胞移植瘤对化

疗的敏感性。
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Effect of DcR3 gene on chemo-sensitivity of pancreatic cancer
xenografts in nude mice*
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Abstract: Objective  To investigate the effect of Decoy Receptor 3 gene (DcR3) on chemo-sensitivity of 
human pancreatic cancer cells.  Methods  Totally 1 × 106 pancreatic cancer AsPC-1 cells in log-growth phase were 
harvested and subcutaneously injected in nude mouse. Seven days post injection, tumor-bearing mice were then 
randomly divided into 4 groups (n = 10): control group, chemotherapy group, negativeplasmid+ chemotherapy group  
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胰腺癌（pancreatic cancer，PC）由于具有症状隐

匿、侵袭性强等特点，因此明确诊断较晚，手术切除

率低及术后存活率低，化疗是其重要的治疗方法，然

而单纯的化疗很难提高患者的存活率。至今还未找到

在胰腺癌对化疗药物耐受机制中起重要作用的耐受基

因。因此研究如何增强胰腺癌对化疗的敏感性以及提

高胰腺癌治疗效果有重要的临床意义。

本 实 验 运 用 RNA 干 扰 沉 默 诱 骗 受 体 3（decoy 

receptor 3，DcR3）， 观 察 DcR3-siRNA 对 人 胰 腺 癌

AsPC-1 细胞裸鼠移植瘤化疗增敏的效果，并探讨其

相关机制。

1    材料与方法

1.1    实验材料

1.1.1    细胞系及培养    人胰腺癌细胞株 AsPC-1（美

国密苏里大学 Ellis Fischel cancer center Dr.Fang 惠赠）

培养条件为 ：含 10% 小牛血清 PRMI 1640 培养基，恒

温 37℃，5% 二氧化碳 CO2 培养箱中培养。

1.1.2      DcR3-siRNA 质粒的构建    应用筛选 siRNA

的软件，选取 DcR3 靶序列：5'-CGCUGCAGCCUCUUGA

UGGAGAUGUCC-3'，由生工生物（上海）有限公司

合成 DcR3 特异性 siRNA 序列：正向：5'-ACACCCACC

UACCCCUGGCdTdT-3' ；反向 ：5'-GCCAGGGGUAGG

UGGGUGUdTdT-3'。同时将上述寡核苷酸序列打乱重

新组合，设计 5'-GACACACCACCUCCCCUGCdTdT-3'

和 5'-G GCGACGGGUGUGAGGUGUdTdT-3' 作为阴性

对照组。

1.1.3    实验试剂    ELISA 检测试剂盒（购自美国 Bio-

Techne 公司），FasL、Caspase-8、Caspase-3、β-action

和 DcR3 抗体（购自美国 Cell Signaling Technology 公

司），Alkaline phosph-atase 结合抗 - 兔 / 鼠 IgG 二抗

（购自美国 Sigma 公司），核蛋白提取试剂盒（购自美

国 Pierce 公司），Trizol（购自美国 Gibco 公司），逆转

录 RCR（reverse transcription PCR，RT-PCR）试剂盒（美

国 Thermo Fisher Scientific 公司），TUNEL 凋亡检测试

剂盒（购自美国 Promega 公司）。

1.1.4    实验动物    4 ～ 6 周龄 BALB/c nu/nu 雄性裸小

鼠，体重 18 ～ 22 g，共 40 只，均购自中南大学动物学

部 [ 动物合格证号 ：SCXK（湘）2015-0006]。

1.2    方法

1.2.1    人胰腺癌裸鼠移植瘤动物模型的复制及动物实

验    将 AsPC-1 细胞按 1×106 个 /ml 每只分别接种于

5 周龄裸鼠右后肢腹股沟，以瘤体直径为 4 mm 为成瘤

标准接种后以瘤体，当裸鼠皮下肿瘤平均长径为 8 ～ 

10 mm。将移植瘤裸鼠随机分为 4 组（n =10）。第 1 组

对照组，第 8 天后裸鼠皮下瘤内多点注射剂量 100 μl 的

生理盐水，1 次 /2 d，共 7 次 ；第 2 组化疗组，8 d 后

腹腔注射吉西他滨 100 mg/kg，1 次 /2 d，共 7 次 ；第

3 组阴性对照 + 化疗组，8 d 后腹腔注射吉西他 滨

100 mg/kg， 同 时 裸 鼠 皮 下 瘤 内 多 点 注 射 0.5 ml 按

10 μg/kg 的阴性质粒和脂质体配成的复合物，1 次 /2 d，

共 7 次 ；第 4 组 DcR3-siRNA+ 化疗组，即 8 d 后裸

and DcR3-siRNA + chemotherapy group. Expression of DcR3 was detected by ELISA and RT-PCR. Tumor apoptosis 
rate was identified by TUNEL. Expressions of FasL, Caspase-8, and Caspase-3 protein were measured by Western 
blot.  Results  Tumor growth was inhibited in chemotherapy group, negative plasmid + chemotherapy group and DcR3-
siRNA + chemotherapy group compared with control group [(35.87 ± 4.58) % vs (0 ± 0)%, (40.68 ± 4.16) % vs (0 ± 0) 
%, (90.25 ± 2.53) % vs (0 ± 0)%, P = 0.000, respectively]. Inhibitive effect inDcR3-siRNA + chemotherapy group was 
more obvious compared with chemotherapy only group. Tumor weight was decreased significantly in chemotherapy 
group, negative plasmid+chemotherapy and DcR3-siRNA + chemotherapy group when compared with control group 
[(0.63 ± 0.04) g vs (0.95 ± 0.03) g, (0.67 ± 0.02) g vs (0.95 ± 0.03) g, (0.17 ± 0.06) g vs (0.95 ± 0.03) g, F  = 85.531, 
P = 0.000, respectively]. Treatment of DcR3-siRNA+ chemotherapy dramatically reduced tumor weight compared 
with the chemotherapy only group (P < 0.05). Apoptosis rate in chemotherapy group, negative plasmid+chemotherapy 
group, and DcR3 siRNA+chemotherapy group were upregulated when compared with control group [ (14.8 ± 2.65) % 
vs (6.3 ± 2.21) %, (14.5 ± 3.06) % vs (6.3 ± 2.21) %, (54.6 ± 3.23) % vs (6.3 ± 2.21) %, F  = 104.225, P = 0.000, 
respectively]. Apoptosis rate in DcR3-siRNA + chemotherapy group was significantly higher than that of the 
chemotherapy group. The expressions of FasL, Caspase-8 and Caspase-3 protein in DcR3-siRNA + chemotherapy 
group was enhanced compared with remaining 3 groups (P = 0.000).  Conclusion  DcR3-siRNA gene increases the 
chemo-sensitivity of human pancreatic cancer by promoting cells apoptosis.

Keywords:  pancreatic cancer; DcR3; RNA interference; apoptosis; chemo-sensitivity
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鼠皮下瘤内多点注射 0.5 ml 按 10 μg/kg 的重组质粒

DcR3-siRNA 和脂质体配成的复合物，并予腹腔注射

吉西他滨 100 mg/kg，1 次 /2 d，共 7 次。开始治疗后，

每间隔 4 天测量并计算肿瘤体积，以每次肿瘤体积的

均数绘制生长曲线，肿瘤体积的计算公式为 VT（mm3）

=ab2/2，a 和 b 分别为长径和短径。荷瘤 28 d 后脱颈

处死裸鼠，剥离肿瘤，称重。并计算抑瘤率（inhibitory 

rate，IR）， 抑 瘤 率（IR）（%）=[（VA-VB）/VA]× 

100%，A 和 B 分别为对照组和实验组。

1.2.2      ELISA 法检测实验各组移植瘤中 DcR3 的蛋

白量    应用 Pierce 公司试剂盒提取细胞蛋白，进行

ELISA 实验。首先用浓度 100 μl/ 孔的抗 DcR3 mAb 包

被 ELISA 板，置 37℃，4 h ；再用 5% 小牛血清置 37℃

封闭 40 min，封闭时将封闭液加满各反应孔，封闭结

束后用洗涤液满孔洗涤 3 遍，每遍 3 min ；将稀释好

DcR3 纯标品和待测样品加入酶标反应孔中，每样品

至少加双孔，每孔 100 μl，置于 37℃，40 ～ 60 min，

用洗涤液满孔洗涤 3 遍，每遍 3 min ；最后将生物素

标记的抗 DcR3 抗体加入板中，室温孵育 1 h，每孔加

入底物 TMB 100 μl 的置 37℃避光放置 10 min，加入

终止液显色，A492 下读数。

1.2.3    TUNEL 检测实验各组肿瘤细胞的凋亡    将肿

瘤组织连续切片，置 45 ～ 50℃孵育箱内 48 h，用 4%

多聚甲醛固定细胞 40 min 后 PBS 冲洗 1 次。加入含

0.1% Triton X-100 的 PBS， 冰 浴 孵 育 3 min，PBS 冲

洗 1 次。然后用 100 μl 20 μg/ml Proteinase K 溶液在

室温下处理 20 min，增加细胞膜的通透性后，用 PBS

冲 洗 3 次 ；制 备 50 μl 的 TUNEL 反 应 混 合 液 ：用

2 μl TdT 酶 +48 μl 生物素标记的 Biotin-dUPT。加

50 μl TUNEL 反应混合液于玻片上，在暗湿盒中反

应 37℃ ×1 h。PBS 冲洗 3 次，用抗荧光淬火封片液

封片后荧光显微镜下观察。使用的激光波长范围为

450 nm，发射波长范围为 515 nm（绿色荧光）。阳性

细胞的细胞核发绿光，观察 10 个 200 倍镜下视野，每

个视野计数 200 个细胞，计数其中阳性细胞数，取其

平均数为凋亡指数。

1.2.4    Western blot 检测实验各组 FasL、Caspase-8 和

Caspase-3 的蛋白表达    肿瘤组织加入 RiPA 缓冲液裂

解细胞，提取总蛋白。测定浓度后各取 100 μg 蛋白

样本进行电泳，通过电转印法将蛋白从聚丙烯酰胺凝

胶上转移至硝酸纤维素滤膜（PVDF）上，5% 脱脂奶

常温封闭 1 h，加入一抗（FasL、β-action：1 ∶ 1 000；

Caspase-8 和 Caspase-3 ：1 ∶ 500）， 于 4 ℃ 过 夜，

TBST 洗膜后加入相应的二抗（1 ∶ 1 000）常温孵

育 1 h，最后 NBT/BCIP 显色，相对蛋白的表达量 = 

目的蛋白灰度值 /β-action 灰度值。

1.2.5      RT-PCR 检 测 实 验 各 组 DcR3、FasL、

Caspase-8 和 Caspase-3 的基因表达    将液氮冷冻保

存的肿瘤组织放入 EP 管中，用 Trizol 提取各组细胞

的总 RNA，各取 1 μg RNA 逆转录为 cDNA，取 2 μl 

cDNA 以 FasL、Caspase-8 和 Caspase-3 的引物，以及

GAPDH 的引物进行 PCR 扩增（FasL 引物 ：正向 5'-G

GTTGCCTTGGTAGGATTGG-3'，反向 5'-CCTTGAGTTG

GACTTGCCTGTT-3'，产物长度 196 bp ；Caspase-8 引

物：正向 5'-TACTACCGAAACTTGGACC-3'，反向 5'-GT

GAAAGTAGGTTGTGGC-3'， 产 物 长 度 为 515 bp ；

Caspase-3 引物 ：正向 5'-ATGGAGAACAATAAAACC

T-3'，反向 5'-CTAGTGATAAAAGTAGAGTTC-3'，产物

长度为 834 bp ；GAPDH 引物 ：正向 5'-TGACTTCAACA

GCGACACCCAC-3'，反向 5'-AACTGTGAGGAGGGGA

GATTC-3'，产物长度为 277 bp），分别检测各组中

的 FasL、Caspase-8、Caspase-3 和 内 参 GAPDH 的

mRNA 表达水平。PCR 反应条件为 ：94℃变性 45 s，

60℃（FasL）、50.6℃（Caspase-8）、50℃（Caspase-3）

退火 60 s，进行 30 个循环，72℃延伸 5 min。最后取扩

增产物在 1.5% 琼脂糖凝胶上电泳，产物条带用凝胶

成像系统照相并进行灰度分析，目的片段的相对表达

量 = 目的基因的灰度值 /GAPDH 的灰度值。

1.3    统计学方法

数据分析采用 SPSS 19.0 统计软件，计量资料以

均数 ± 标准差（x±s）表示，多组间比较采用方差分

析或重复测量设计的方差分析，进一步两两比较采用

LSD-t 法，两组间比较采用 t 检验，P <0.05 为差异有

统计学意义。

2    结果

2.1    胰腺癌 AsPC-1 细胞裸鼠移植瘤的生长以及
抑制率

根据所测得的移植瘤长短径，计算移植瘤的体

积，从而得到 4 组移植瘤生长曲线，结果显示 ：与

对照组比较，化疗组、阴性质粒 + 化疗组、DcR3-

siRNA+ 化疗组肿瘤生长都能够抑制，3 种治疗方法的

抑瘤率平均值分别为（35.87±4.58）%、（40.68±4.16）%

和（90.25±2.53）%，4 组比较差异有统计学意义（F = 
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47.736，P =0.000），DcR3-siRNA+ 化疗组抑瘤率较化

疗组提高（见图 1A）。

DcR3-siRNA+ 化疗组与化疗组治疗后第 4、8、

12、16 及 20 天的移植瘤体积比较，采用重复测量设

计的方差分析，结果 ：①不同时间的肿瘤体积有差

异（F =64.631，P =0.000）；②不同组别肿瘤体积有差

异（F =81.632，P =0.000），DcR3-siRNA+ 化疗组与化疗

组的肿瘤体积有差异，与化疗组比较，DcR3-siRNA+

化 疗 组 肿 瘤 体 积 较 小， 相 对 抑制肿 瘤 效 果 较 好 ；

③ DcR3-siRNA+ 化疗组与化疗组的肿瘤体积变化趋

势有差异（F =23.585，P =0.016）（见附表和图 1A）。

处死裸鼠后对照组、化疗组、阴性质粒 + 化疗

以及 DcR3-siRNA+ 化疗组肿瘤重量分别为（0.95± 

0.03）、（0.63±0.04）、（0.67±0.02）及（0.17±0.06）g，

4 组比较差异有统计学意义（F =85.531，P =0.000），

DcR3-siRNA+ 化疗组瘤重较化疗组减轻（见图 1B）。

2.2    DcR3 在胰腺癌 AsPC-1 细胞裸鼠移植瘤中
的表达

DcR3-siRNA+ 化疗组 DcR3 蛋白量少于其他各

组，与单独化疗组比较，两组间 DcR3 的蛋白量差异

有 统 计 学 意 义（F =96.478，P =0.000）（ 见 图 2A）；

Western blot 检测各组 DcR3 蛋白的表达进一步证实，

在 AsPC-1 细胞裸鼠移植瘤中注射 DcR3-siRNA 能降

低 DcR3 蛋白表达（见图 2B）。

2.3   肿瘤细胞凋亡情况

对照组、化疗组、阴性质粒 + 化疗组、DcR3-

siRNA+ 化疗组凋亡率平均值分别为（6.3±2.21）%、

（14.8±2.65）%、（14.5±3.06）% 及（54.6±3.23）%，

4 组比较差异有统计学意义（F =104.225，P =0.000）， 

DcR3-siRNA+ 化疗组凋亡率较化疗组增加（见图 3）。

2.4    FasL、Caspase-8 和 Caspase-3 凋亡因子
的表达

Western blot 显 示，DcR3-siRNA+ 化 疗 组 的

FasL、Caspase-8 和 Caspase-3 蛋白表达水平均值均高

于其他各组，4 组比较差异有统计学意义（FFasL=61.652，

P =0.000 ；F Caspase-8=79.378，P =0.000 ；F Caspase-3=68.849，

P =0.000），DcR3-siRNA+ 化 疗 组 FasL、Caspase-8

和 Caspase-3 蛋白表达水平较化疗组提高（见图 4A、

B、C）。RT-PCR 进一步证实，沉默 DcR3 后可以上调

FasL、Caspase-8 和 Caspase-3 的表达，其上调的效应

与 Western blot 结果一致（见图 4D、E、F）。

附表    各组治疗后荷瘤小鼠的平均肿瘤体积的比较    （n =10，mm3，x±s）

组别 第 4 天 第 8 天 第 12 天 第 16 天 第 20 天

对照组 926.5±285.3 2 256.5±358.4 4 031.5±506.8 6 174.5±912.6 9 593.8±986.9

化疗组 508.4±146.2 1 305.7±279.5 2 570.5±612.3 4 185.3±835.6 5 894.5±715.2

阴性质粒 + 化疗组 485.5±137.8 980.4±215.3 2 265.8±346.1 3 859.4±868.2 5 269.7±654.4

DcR3-siRNA+ 化疗组 243.7±48.3 316.4±115.2 425.8±215.5 935.7±479.5 1 375.8±132.1

图 1    DcR3-siRNA 联合化疗对 AsPC-1 细胞裸鼠移植瘤的生长抑制作用
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图 3    各组移植瘤组织中肿瘤细胞凋亡变化

图 2    DcR3 蛋白在 AsPC-1 细胞裸鼠皮下移植瘤中的表达
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3    讨论

DcR3 是 PITTI 等 [1] 在 1998 年发现的肿瘤坏死因

子受体（tumor necrosis factor receptor，TNFR）超家族成

员，是一种分泌型的可溶性的蛋白分子，在其氨基酸

序列中缺少跨膜结构，其配体包括 FasL、LIGHT 和

LTβR。研究发现，DcR3 通过竞争性抑制 Fas 和 FasL

的结合，以及阻断 LIGHT 和 LTβR 及 HVEM/TR2 的

相互作作用，从而阻断 FasL 和 LIGHT 介导产生的细

胞凋亡，被认为与肿瘤的发生、发展以及免疫逃逸密

切相关 [2-4]。ZHOU 等 [5] 报道 DcR3 在胰腺癌中呈高表

达，并通过竞争 FasL 与 Fas 的结合在胰腺癌耐受化疗

的特性中扮演着重要的角色 ；CHEN 等 [6] 报道 DcR3

能够阻挡 FasL 诱导的抑制胰腺癌细胞生长的作用，本

文提示胰腺癌细胞的 DcR3 表达高且远高于结肠癌中

DcR3 的表达。提示胰腺癌对化疗药物耐受是否与其

的 DcR3 蛋白过度表达存在联系。因此，大家也许能

够运用基因敲除法减少胰腺癌细胞上 DcR3 的表达从

而增加 FasL 与 Fas 的结合，使死亡信号顺利传递以达

到提高化疗药物对胰腺治疗效果的目的。

研究证明，凋亡与肿瘤细胞的化疗敏感性有关，诱

导肿瘤细胞凋亡是放疗和化疗的主要目的之一，凋亡

指数低的细胞对化疗药物耐受性高、化疗效果差，因

此诱导肿瘤凋亡已作为提高恶性肿瘤化疗敏感性的重

要方面。DcR3 是 TNFR 超家族成员，DcR3 通过与不

同的凋亡配体相互作用调节细胞凋亡。LIANG 等 [7] 对肝

癌细胞研究发现，当沉默 DcR3 后，可以增加 TRAIL 诱

导的肿瘤细胞凋亡，从而增加肝癌细胞的化疗敏感性；

ZHANG 等 [8] 研究提示采用 siRNA 沉默胶质瘤中 DcR3

高表达，可以抑制胶质瘤细胞的生长和增加胶质瘤细

胞 的 凋 亡。 在 本 实 验 中 DcR3-siRNA+ 化 疗 组 FasL

的蛋白表达较其他各组上升。说明沉默 DcR3 表达

后能增加 FasL 表达。TUNEL 分析结果显示，DcR3-

图 4    FasL、Caspase-8 和 Caspase-3 在 AsPC-1 细胞裸鼠皮下移植瘤中的表达

C

D

E
F

A：各组 FasL 蛋白表达的变化；B：各组 Caspase-8 蛋白表达的变化；C：各组 Caspase-3 蛋白表达的变化；D、E、F：各组移植瘤组

织中 FasL、Caspase-8 及 Caspase-3 的 mRNA 表达的变化。1）与对照组比较，P >0.05；2）与化疗组或对照组比较，P <0.05
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siRNA+ 化疗组的肿瘤细胞凋亡数目高于其他组。以

上结果说明，沉默 DcR3 表达后可以通过增加 FasL 与

Fas 的结合，使死亡信号顺利传递来提高胰腺癌的化

疗敏感性。

DcR3 调节细胞的凋亡是通过与 FasL 竞争性的

结合而阻断凋亡信息传导来实现的 [9]。FasL 凋亡信号

传导与 Caspase 的激活密切相关，本实验发现，DcR3-

siRNA+ 化疗组中的 Caspases-8 和 Caspases-3 都存在

上调现象。Caspases-8 是 FasL 途径凋亡通路的启动

基因，其下游就是 Caspases-3，Caspases-3 被认为是线

粒体凋亡途径的最终执行者 [10]。本实验结果提示，沉

默 DcR3 增加化疗诱导的细胞凋亡可能是通过激活

FasL/Caspase 途径来实现的。

总之，在体内沉默 DcR3 基因的表达能提高人胰

腺癌细胞的化疗药物治疗效果。其机制可能为沉默

DcR3 基因可激活 FasL/Caspase 凋亡途径，促进细胞

凋亡所致。提示 DcR3 → FasL → Caspases 通路在人

胰腺癌细胞对化疗敏感性起着至关重要的作用，有望

成为人胰腺癌细胞基因治疗新的靶点之一。
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