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人外周血TIM3基因敲除T淋巴细胞的制备及其抗肿瘤作用
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[摘 要] 目的: 通过CRISPR-Cas9基因编辑技术及质粒电转染技术制备T细胞免疫球蛋白黏液素3（TIM3）基因敲除的人外周

血T淋巴细胞，探讨敲除TIM3基因后能否增强T细胞免疫功能及其抗肿瘤作用。方法: 通过电转染法将 hTIM3 sgRNA/Cas9双

质粒共转染EBV阳性胃癌患者外周血T淋巴细胞，电转24 h后流式细胞术检测转染效率并利用荧光显微镜观察；体外培养过程

中观察基因敲除后T细胞增殖活性，流式细胞术验证TIM3基因敲除效率以及细胞表型的变化。用肿瘤抗原肽活化T细胞检测

TIM3 基因敲除后 T 细胞分泌细胞因子水平及体外杀伤胃癌 AGS-EBV 细胞的能力。结果:电转染法能够有效地将 hTIM3

sgRNA/Cas9双质粒敲除体系转入人外周血T淋巴细胞，其转染效率平均达（41.5±3.6）%，基因敲除效率波动在40.0%～50.0%（均

P<0.01）；经抗原活化后的基因敲除组T细胞的增殖活性和免疫表型未见明显变化，表面活化分子中仅见HLA-DR较对照组明显

提高（P<0.05）；TIM3基因敲除T细胞分泌TNF-α、IFN-γ的水平显著增高（P<0.01或P<0.05），体外杀伤胃癌AGS-EBV细胞的能

力也明显增强（均P<0.05）。结论: 用CRISPR-Cas9基因编辑及质粒电转染技术制备人外周血TIM3基因敲除T淋巴细胞的方法

简易可行，在体外的扩增活化中保持TIM3基因水平下调并具有更高的免疫应答水平以及更强的抗肿瘤作用。这一新技术的研

发为基因工程化细胞免疫治疗提供了新的思路。
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Preparation of human peripheral blood T lymphocytes with TIM3 gene knockout
and its anti-tumor efficacy

WANG Kangxin, ZHAO Yang, SU Shu, SHAO Jie, WEI Jia, LIU Baorui（The Comprehensive Cancer Center of Drum Tower Hospital,

Medical School of Nanjing University & Clinical Cancer Institute of Nanjing University, Nanjing 210008, Jiangsu, China）

[Abstract] Objective: To prepare human peripheral blood T lymphocytes with TIM3 (T cell immunologlobulin and mucin-3) gene

knockout by using CRISPR-Cas9 gene editing technique and plasmid electrotransfection system, and to discuss whether the knockout

of TIM3 gene could enhance the immune response and anti-tumor efficacy of T cells. Methods: Double plasmids hTIM3 sgRNA/Cas9

were transfected into human peripheral blood T lymphocytes of EBV positive gastric cancer patients by using electrotransfection sys-

tem. The transfection efficiency was examined 24 h later by flow cytometry and fluorescence microscope. The proliferation activity of

the T cells after gene knockout was observed during in vitro culture, and the knockout efficiency and phenotypes of the modified T cells

were evaluated by flow cytometry. Furthermore, tumor antigen peptide was used to activate T cells, and the level of modified T cells se-

creting cytokines and its cytotoxicity against gastric cancer AGS-EBV cells were evaluated. Results: Electrotransfection system could

successfully transfect hTIM3 sgRNA/Cas9 double plasmids into human peripheral blood T lymphocytes with an average transfection ef-

ficiency of (41.5±3.6)%, and the gene knockout efficiency fluctuated between 40.0% and 50.0% (all P<0.01). The proliferation of the

modified T cells was not significantly changed in the TIM3 gene knockout group even after the prolonged co-culturing with tumor anti-

genic peptide; and for the activated molecules, only HLA-DR exhibited significant elevation as compared with control group (P<0.05).

Remarkably, T cells with TIM3 gene knockout showed significantly elevated secretion of TNF-α and IFN-γ (P<0.01 or P<0.05), as well
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as obviously enhanced in vitro cytotoxicity against gastric cancer AGS-EBV cells (P<0.05). Conclusion: It’s simple and feasible of

CRISPR-Cas9 gene editing technique and plasmid electrotransfection system to prepare T lymphocytes with engineered TIM3 gene

knockout. The expression level of TIM3 was down-regulated in in vitro culture. More importantly, the modified T cells performed supe-

rior immune response and cytotoxicity, which may provide a new idea for gene engineering cell immunotherapy.

[Key words] CRISPR-Cas9; T cell immunologlobulin and mucin-3 (TIM3) gene; T lymphocyte; cell therapy; anti-tumor efficacy

[Chin J Cancer Biother, 2019, 26(4): 374-380. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2019.04.002]

近年来，免疫治疗通过改变传统的肿瘤治疗方

式，从靶向肿瘤本身转向重整机体抗肿瘤免疫系统，

从而给患者带来了令人惊喜的治疗效果。免疫检查

点抑制剂通过阻断T细胞表面负性信号的转导有效

地逆转免疫耐受，防止T细胞功能耗竭，激活机体抗

肿瘤免疫应答[1-3]。除了常见的免疫检查点分子程序

性死亡蛋白-1（programmed death protein-1，PD-1）及

其配体（programmed death protein-legand 1，PD-L1）、

细胞毒性T淋巴细胞相关抗原-4（cytotoxic T lympho-

cyte-associated antigen-4，CTLA-4）以外，T细胞免疫

球蛋白黏液素 3（T cell immunoglobulin and mucin-3，

TIM3）也被认为在肿瘤微环境的免疫调控中起重要

作用[4-5]。TIM3是重要的免疫检查点蛋白之一，其表

达于CD4+ Th1细胞、CD8+ T细胞、巨噬细胞、单核细

胞及 CD11b+DC 表面[6]。半乳凝素-9（galectin-9）是

TIM3 的主要配体，两者结合诱导 T 细胞耗竭或凋

亡[7]。TIM3过表达致使T细胞增殖能力及细胞因子

分泌水平低下，而利用抗体阻断TIM3/galectin-9信号

通路有助于减轻免疫抑制程度，恢复抗原特异性T淋

巴细胞的抗肿瘤效能[8-10]。为验证TIM3作为肿瘤免

疫治疗靶点的可行性并进一步结合肿瘤过继性细胞

免疫治疗，本研究利用CRISPR-Cas9基因编辑技术

构建人外周血TIM3基因敲除的T淋巴细胞，初步研

究敲除TIM3基因后能否增强T细胞免疫功能及抗肿

瘤作用。

1 材料与方法

1.1 细胞株、血液标本及主要试剂

人胃癌AGS-EBV细胞株由南京大学附属肿瘤

医院肿瘤中心实验室常规冻存。EBV阳性胃癌（Ep-

stein-Barr virus - associated gastric carcinoma，EB-

VaGC）患者外周血50 ml。人外周血淋巴细胞分离液

（LTS1077）、Human IL-2、IL-4、IL-7、IL-15、Human

GM-CSF、LPS、IFN-γ、Human TNF-α和Human OKT-3

单抗（美国 PeproTech 公司），AIM-V 无血清培养基

（美国Life公司），澳洲胎牛血清（美国Gibco公司），

Anti-human CD3-PerCP、CD4-APC、CD8-PE、CD8-

APC、CD45RO - PE、CD62L - FITC、HLA - DR - PE、

CD69-PE、Ki67 - FITC、CD366 - APC、TNF - α - PE 和

IFN-γ-PE（美国BD Pharmingen公司），QIAGEN去内

毒素质粒大提试剂盒（美国QIAGEN公司），LB粉末、

羧基荧光素琥珀酰亚胺酯（CFSE）、PI（美国Sigma公

司），感受态DH5α（北京天根生物科技有限公司），质

粒 pGL3-U6-hTIM3-sgRNA、pST1374-Cas9-ZF-NLS-

GFP和VPA-1002（德国Lonza公司），EBV-潜在性膜

抗原（latent membrane protein 2A，LMP2A）-A11-340

抗原肽（上海强耀生物科技有限公司）。

1.2 TIM3基因敲除的T淋巴细胞的制备及效率验证

基于前期 SHU等[11-12]利用CRISPR-Cas9体系建

立的淋巴细胞基因敲除的方法，采用 Cas9 酶以及

pGL3-U6-hTIM3-sgRNA双质粒，以电转染的方式介

导人外周血T淋巴细胞TIM3基因敲除。先获取和活

化人外周血T淋巴细胞，通过采集HLA 11:01 EBV阳

性胃癌患者外周血 50 ml，利用 Ficoll密度梯度离心

法分离并获取白膜层细胞，贴壁法分离淋巴细胞和

单核细胞。贴壁细胞加入 20 ml 完全培养基（AIM-

V，10%胎牛），同时补充重组人GM-CSF（500 U/ml）

和重组人 IL-4（500 U/ml），置于37 ℃、5% CO2培养箱

中培养，诱导单个核细胞向DC分化。贴壁1.5 h后获

得的悬浮细胞用完全培养基调整细胞密度至 2×106

个/ml培养，并加入OKT3单克隆抗体（50 ng/ml）和重

组人 IL-2（300 U/ml）刺激细胞增殖。在淋巴细胞活

化3 d左右，计数并调整细胞密度为 2×107/样，用核穿

孔仪（Lonza ⅡB，German）进行质粒转染。将转染试

剂A 18 µl与转染试剂B 82 µl混匀，实验组（sgRNA

hTIM3 T cell）将 pGL3-U6-hTIM3-sgRNA（20 μg）及

pST1374-Cas9（10 μg）双质粒共同加入转染试剂混合

均匀后进行 T 淋巴细胞电转染，对照组（Control T

cell）只转入 pST1374-Cas9质粒。电转结束后，将两

组细胞分别吸出至有预温培养基的 6 孔板，37 ℃、

5% CO2培养箱中培养，24 h后流式细胞仪检测转染

效率并用荧光显微镜观察，换液并添加重组 IL-2

（100 U/ml）、IL-7（10 ng/ml）和 IL-15（10 ng/ml）。电

转结束后 7 d取出部分细胞检测CD8-T细胞、CD8+ T

细胞表面TIM3基因的表达。实验重复3次。

1.3 电转染后抗原特异性CTL细胞的培养

电转结束后 48 h收集两组细胞至培养瓶继续培

养，贴壁细胞加入TNF-α（500 U/ml）、IFN-γ（500 U/

ml）和前列腺素 E2（PGE2，50 ng/ml）诱导 DC 成熟。

DC成熟当天，加入 10 µg/ml EBV-LMP2A负载DC，
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37 ℃、5% CO2孵育 5 h。负载多肽后的DC与电转T

细胞以1∶10的比例混合培养，联合细胞因子 IL-2、IL-

7及 IL-15, 根据细胞生长情况 2～3 d补充新鲜的培

养基和细胞因子刺激 7 d 后，再次加入负载抗原

LMP2A的DC培养 7 d。以上抗原特异性CTL细胞

的培养可行2～3轮，每7 d为一轮诱导周期。培养第

1、7、14、21天从培养瓶中吸取适量细胞加入 0.4%锥

虫蓝溶液，在3 min内用血球计数板观察并计数活细

胞的比例。

1.4 流式细胞术检测T淋巴细胞表型及细胞因子分

泌水平

将细胞悬液吹匀后，调整各组细胞密度至 2×105

个/管，离心弃上清后用200 µl pH 7.4的PBS重悬，加

入各种荧光抗体标记细胞，4 ℃避光染色30 min后加

入 2 ml洗液终止染色，离心，弃上清后用 200 µl PBS

重悬，上流式细胞仪检测T细胞表型及其细胞因子水

平，并用Flowjo软件分析检测结果。实验重复3次。

1.5 CFSE/PI 染色流式细胞术检测 T 淋巴细胞对

AGS-EBV细胞的体外杀伤能力

采用CFSE/PI标记法进行体外杀伤检测，以EBV

阳性的胃癌细胞系AGS-EBV作为靶细胞，Control T

细胞与 sgRNA hTIM3 T细胞作为效应细胞。首先，设

立靶细胞数 5×104个/孔，按预定的效靶比 5∶1、10∶1、

20∶1和 40∶1 加入效应细胞，随后加入终浓度为

4 nmol/L的CFSE，于 37 ℃孵育 10 min，加入大容量

培养基终止染色。收集转染培养后的T细胞，用完全

培养基调整细胞密度为 5×106个/ml。按预定的效靶

比加入效应细胞和CFSE标记的靶细胞，在CO2培养

箱中 37 ℃共孵育 6 h。收集细胞悬液离心并弃上清

液。将各组细胞重悬于100 µl PBS中，加入终质量浓

度 50 µg/ml的 PI，4 ℃避光孵育 15 min，加入大容量

培养基终止染色。离心细胞混合物以沉淀细胞，将

细胞重悬于200 µl PBS中，用流式细胞仪检测和分析

结果。实验重复3次。

1.6 统计学处理

采用Graphpad Prism 5.0统计学软件进行数据处

理。计量数据以 x̄ ±s 表示，组间比较采用 t 检验。

以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 成功制备TIM3基因敲除的人外周血T淋巴细胞

用 pGL3-U6-hTIM3-sgRNA 以及 pST1374-Cas9-

ZF-NLS-GFP两种质粒电转 24 h后，取出部分细胞，

光镜下观察细胞呈明显集落生长扩增的趋势，并且

在荧光显微镜下集落扩增的细胞团可见绿色荧光蛋

白的表达（图 1A）。进一步验证TIM3基因转染及敲

除效率（图1B、C），EBV阳性胃癌患者外周血淋巴细

胞双质粒共转染效率平均达到 (41.5±3.6)% ，与对

照质粒电转染组比较差异具有统计学意义（t=9.8，

P<0.01）。在培养的第 7 天取出部分 Control T 组细

胞，CD8-T细胞、CD8+T细胞表面TIM3表达比例分别

为 11.7%、86.0%，而 sgRNA hTIM3 T组细胞TIM3表

达水平的增高幅度均小于对照组，且以CD8+T细胞

表面 TIM3 基因下调最为显著，其表达比例仅为

45.0%。统计结果显示，CD8+T细胞TIM3基因敲除

效率波动在 40.0%～50.0%，与对照组T细胞比较差

异有统计学意义（t=10.9，P<0.01）。

**P<0.01 vs Control T cells

A: Morphology of lymphocytes observed under light microscope and fluorescence microscope after TIM3 gene knockout;

B: TIM3 gene knockout cells examined by flow cytometry; C: Statistical diagram of lymphocyte transfection efficiency and

TIM3 gene knockout efficiency in CD8+T cells

图1 TIM3基因敲除后淋巴细胞形态及基因转染敲除效率比较

Fig.1 Comparison of lymphocyte morphology and gene transfection/knockout efficiency after TIM3 gene knockout
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2.2 TIM3基因敲除对人T细胞的增殖活性及免疫

表型无明显影响

用EBV-LMP2-A11-340抗原肽负载抗原提呈细

胞诱导CTL的方法来活化细胞以备后续抗肿瘤免疫

功能的研究。培养过程中发现细胞的增殖活力逐渐

恢复，可见细胞呈明显集落生长现象，计数结果发

现细胞数量逐级递增，培养至 10 d以后数量级可

达 1×108个以上。而不同时间点计数两组细胞数显

示，sgRNA hTIM3 T组细胞较Control T组细胞数目

略有增多。流式细胞术检测细胞内Ki67含量显示，

sgRNA hTIM3 T 组细胞增殖活性较 Control T 组增

强，但差异尚无统计学意义（t=4.3，P>0.05；图 2A、

B）。随后对两组T淋巴细胞亚群、记忆型细胞的比

例以及活化水平等分别进行比较（图 3A），sgRNA

hTIM3 T组细胞和Control T组细胞相比，CD3+T细胞

比例均保持在 80.0%～90.0%，其中 CD4+、CD8+T 细

胞的比例没有明显变化（t=-2.2，2.3，均 P>0.05）。T

细胞表面活化的一些分子标志物如HLA-DR有升高

（t=-4.4，P<0.05），而CD69 等分子表达水平尽管较

对照组有所升高，但差异无统计学意义（t=-2.1，

P>0.05；图 3B）。中央记忆型 T 细胞（CD45RO+

CD62L+）的比例，Control T 组细胞为（10.4±2.3）%、

sgRNA hTIM3 T组细胞为（15.4±2.3）%；而效应记忆

型 T 细胞（CD45RO+ CD62L-）的比例分别为（33.8±

3.0）%、（24.1±1.2）%，两者比较差异均无统计学意义

（t=-2.7、2.3，均P>0.05；图3C）。

A: Lymphocyte proliferation capacity determined by flow cytometry;

B: Living cell count of lymphocytes on day 1, 7, 14, 21 with trypan blue staining

图2 TIM3基因敲除后淋巴细胞增殖能力比较

Fig.2 Comparison of lymphocyte proliferation capacity after TIM3 gene knockout

2.3 TIM3基因敲除T细胞的体外免疫应答及肿瘤

杀伤能力增强

流式细胞术检测结果（图4）显示，在受到抗原肽

EBV-LMP2-A11-340刺激时，sgRNA hTIM3 T组细胞

较Control T组细胞分泌 TNF-α、IFN-γ的水平有所

增加，以 CD8+T 细胞因子分泌水平升高尤为显

著，并且 sgRNA hTIM3 T 组细胞TNF-α、IFN-γ分泌

显著高于 Control T 组细胞 [（25.4±4.6）% vs（7.8±

3.1）%，t=-5.1，P<0.01；（33.0±3.7）% vs（19.0±1.5）%，

t=-3.8，P<0.05；图 4A]，提示TIM3基因敲除有助于T

淋巴细胞活化并产生更强的细胞免疫应答水平。

CFSE/PI 体外杀 伤 结 果 显 示 ，Control T 细 胞 对

AGS-EBV 细胞杀伤能力较弱，但 sgRNAhTIM3 T

细胞由于敲除了一定比例的免疫检查点TIM3分子，

导致杀伤肿瘤细胞的能力显著增强（图4B），其中在5∶1、

10∶1、40∶1效靶比的情况下，sgRNA hTIM3 T 细胞对

AGS-EBV细胞的杀伤能力较Control T细胞显著提

高（t=-8.6、-8.8、-7.2，均P<0.01）；而在效靶比为20∶1

时，sgRNA hTIM3 T细胞也显示出较好的体外杀伤

优势（t=-2.8，P<0.05）。上述实验结果证实，TIM3基

因上调可以诱导T细胞功能耗竭，使其抗肿瘤能力大

大减弱，而 sgRNA hTIM3 T细胞可以逆转对其耐受，

从而提高杀伤肿瘤细胞的能力。

3 讨 论

免疫检查点疗法作为一项极具发展前景的治疗

策略日益崭露头角，常见的免疫检查点单抗 PD-1、

CTLA-4等单克隆抗体已被美国FDA批准用于临床

恶性黑色素瘤、非小细胞肺癌、霍奇金淋巴瘤、头颈

部肿瘤、肾癌以及尿路上皮瘤等的治疗[13]。然而实体

瘤中单用免疫检查点抑制剂的客观有效率仍然较为

低下，且包括结肠癌在内的一些肿瘤类型对于PD-1、

CTLA-4阻断治疗并不敏感[14-16]。这种免疫耐受现象

可能与异常的干扰素信号通路及其免疫检查点上调

相关[15,17]，其中包括免疫检查点TIM3基因的过表达

及其配体Gal-9通路的异常活化[18]。TIM3基因上调
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诱导免疫抑制的机制如下：抑制CD4+T细胞亚群Th1

和 Th17 细胞的增殖[19]，诱导 CD8+ T 细胞耗竭或凋

亡[20-21]，促进Treg和MDSC大量扩增[22]，阻碍DC活化

及分化[23]。总之，TIM3分子作为共抑制受体负调控

机体的抗肿瘤免疫，阻断TIM3信号或联合处理其他

协同刺激信号可有效抑制肿瘤生长。因此，靶向

TIM3分子可作为肿瘤免疫检查点治疗的有效途径

之一。

**P<0.05 vs Control T cells

A: Comparison of CD3, CD4 and CD8 subpopulation of the lymphocytes after TIM3 gene knockout; B: Comparison of activated

molecules on cell surface after TIM3 gene knockout; C: Comparison of effector memory T cells after TIM3 gene knockout

图3 TIM3基因敲除后淋巴细胞免疫表型比较

Fig.3 Comparison of immunophenotypes on lymphocytes after TIM3 gene knockout

*P<0.05,**P<0.01 vs Control T cells

A: Cytokine secretion in control T cells and sgRNA hTIM3 T cells detected by flow cytometry;

B: Cytotoxicity of control T cells and sgRNA hTIM3 T cells at effctor target ratio of 5∶1, 10∶1, 20∶1 and 40∶1

examined by CFSE/PI double staining

图4 TIM3基因敲除后淋巴细胞细胞因子分泌及肿瘤杀伤能力比较

Fig.4 Comparison of cytokine secretion and anti-tumor efficacy of T lymphocytes after TIM3 gene knockout
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由于CRISPR/Cas9基因编辑技术具有操作简便、

成功率高、无基因及物种限制等优点，研究者们将

CRISPR系统创造性地应用于肿瘤研究中，应用该技

术可实现在 DNA 水平单基因或多基因敲除的目

的[24]。而通过基因编辑技术敲除表达于T细胞上的

免疫检查点分子从而逆转免疫耐受，是抑制肿瘤很

好的策略[25-26]。鉴此，本研究团队设法通过CRISPR-

Cas9基因编辑技术构建人外周血TIM3基因敲除的T

淋巴细胞，并通过一系列体外实验探究敲除TIM3基

因后的T细胞免疫功能变化及其抗肿瘤功效。结果

证实采用电转染法能够有效将 hTIM3 sgRNA/Cas9

双质粒敲除体系转入人外周血T淋巴细胞，经流式细

胞术检测转染效率平均达到（41.5±3.6）%，基因敲除

效率波动在 40.0%～50.0%（均P<0.01）；经电转质粒

后的T淋巴细胞在体外抗原提呈细胞的持续刺激活

化下，能够保持较好的增殖活性，数量较培养前扩增

40～50倍，并且能够保持TIM3基因表达水平下调而

不影响主要免疫表型的组成。

前期本课题组围绕 EBV 阳性胃癌集中研究发

现，EBVaGC肿瘤组织中的基因表达热图显示，肿

瘤坏死因子超家族-14（tumor necrosis factor ligand

superfamily member 14，TNFSF14）、吲哚胺 2，3双加

氧酶1和2（enzyme indoleamine-2,3-dioxygenase-1/2，

IDO1/IDO2）、HAVCR2（TIM3）、CTLA-4、T细胞免疫

球蛋白和 ITIM 结构域蛋白（T cell immunoglobuin

and ITIM domain，TIGIT）、CD80（CTLA-4配体）以及

PD-1这8个免疫检查点基因的表达明显较高，而这种

免疫耐受环境的形成制约了抗原特异性CTL对EB-

VaGC 细胞的杀伤能力[27]。而 HAVCR2（TIM3）的上

调抑制机体的抗肿瘤免疫，并且有文献[28-30]报道该基

因过表达与胃癌患者的疗效及预后呈负相关。故本

研究使用易引起TIM3基因上调的人EBV阳性胃癌

AGS-EBV细胞作为靶细胞，用EBV-LMP2-A11-340

抗原体外诱导人EBV特异性CTL作为效应细胞，以

不同的效靶比（5∶1、10∶1、20∶1、40∶1）对TIM3基因

敲除后的T淋巴细胞进行体外抗肿瘤功能研究，验证

是否对人外周血T淋巴细胞TIM3基因敲除有助于逆

转免疫耐受，从而提高抗原特异性CTL对AGS-EBV

细胞的杀伤能力。结果发现，经抗原活化后的TIM3

基因敲除组CD8+T细胞分泌TNF-α、IFN-γ的水平显

著增高，体外杀伤肿瘤细胞的能力也较对照组明显

增强（均P<0.05），提示人外周血TIM3基因敲除的T

淋巴细胞具有更强的免疫应答水平以及抗肿瘤作

用。然而本研究尚有一定局限性，仅围绕EBV阳性

胃癌这一模型进行了体外验证，未来可以选用不同

肿瘤细胞系逐一进行功能验证，并进一步将人外周

血TIM3基因敲除的T淋巴细胞运用于动物模型评估

抗肿瘤功效。CRISPR-Cas9体系介导的人外周血T

淋巴细胞 TIM3 基因敲除的体外功能实验证实了

TIM3分子作为肿瘤免疫治疗靶点的可行性，同时也

为基因工程化细胞免疫治疗提供了新的思路。

（致谢:特别感谢黄行许教授和徐琳琳博士为本

研究提供 pGL3-U6-hTIM3-sgRNA、pST1374-Cas9-

ZF-NLS-GFP质粒等技术支持及为本研究中做出的

贡献）
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