
［收稿日期］　２０２４－０４－０８

［基金项目］　国家自然科学基金项目（８２１０２４６０）；安徽医科大学第二附属医院临床研究培育计划项目（２０２１ＬＣＺＤ１３）；安徽医科大学校科

研基金项目（２０２２ｘｋｊ１９７）

［作者简介］　唐伟（１９８９－），男（汉族），安徽省寿县人，主治医师，主要从事新型细菌素的抗菌活性研究。

［通信作者］　徐元宏　　Ｅｍａｉｌ：ｘｙｈｏｎｇ１９６４＠１６３．ｃｏｍ

犇犗犐：１０．１２１３８／犼．犻狊狊狀．１６７１－９６３８．２０２５６３３３

·论著·

犌犪狉狏犻犮犻狀犔犌６对不同溶血表型金黄色葡萄球菌的抗菌活性
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［摘　要］　目的　探索格氏乳球菌ＳＨＡＭＵＬＧ６所分泌的细菌素（初步命名为ｇａｒｖｉｃｉｎＬＧ６）对不同溶血表型金

黄色葡萄球菌的抗菌活性。方法　收集分离自２０２１—２０２３年安徽某医院临床患者的金黄色葡萄球菌，三点接种

法检测金黄色葡萄球菌的溶血表型，并根据药敏检测结果将各溶血表型金黄色葡萄球菌进一步划分为甲氧西林敏

感金黄色葡萄球菌（ＭＳＳＡ）和耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）。牛津杯法抑菌试验检测格氏乳球菌

ＳＨＡＭＵＬＧ６对不同溶血表型金黄色葡萄球菌的拮抗活性。对格氏乳球菌ＳＨＡＭＵＬＧ６进行全基因组测序，使

用ａｎｔｉＳＭＡＳＨ７．０和ＢＡＧＥＬ４在线数据库，寻找ｇａｒｖｉｃｉｎＬＧ６的生物合成基因簇。经过大孔树脂吸附、梯度乙醇

洗脱、旋转蒸发干燥和旋干物复溶，牛津杯法抑菌试验检测ｇａｒｖｉｃｉｎＬＧ６粗提物对金黄色葡萄球菌的抗菌活性。

结果　格氏乳球菌ＳＨＡＭＵＬＧ６能够明显拮抗不同溶血表型的 ＭＳＳＡ和 ＭＲＳＡ。格氏乳球菌ＳＨＡＭＵＬＧ６的

染色体基因组上存在ｇａｒｖｉｃｉｎＬＧ６生物合成基因簇。格氏乳球菌ＳＨＡＭＵＬＧ６单个菌落或６ｍＬ发酵液所分泌

的ｇａｒｖｉｃｉｎＬＧ６抗菌活性至少相当于３０μｇ头孢西丁药敏纸片。结论　ＧａｒｖｉｃｉｎＬＧ６能够高效杀伤不同溶血表型

ＭＳＳＡ和 ＭＲＳＡ，具有开发成新型抗菌药物的潜力，临床应用前景很大。

［关　键　词］　格氏乳球菌；细菌素；金黄色葡萄球菌；溶血表型；抗菌活性
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　　金黄色葡萄球菌连续多年都是临床标本中分离

率最高的革兰阳性病原菌［１２］，常引起局部化脓性或

全身性感染。根据最新数据，耐甲氧西林金黄色葡

萄球菌（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔ犛．犪狌狉犲狌狊，ＭＲＳＡ）全国

分离率为２９．４％，个别省份分离率高达４６．０％
［２］，

ＭＲＳＡ感染临床治疗棘手。在血琼脂平板上，典型

的完全溶血表型金黄色葡萄球菌（犛．犪狌狉犲狌狊ｗｉｔｈ

ｃｏｍｐｌｅｔｅｈｅｍｏｌｙｔｉｃｐｈｅｎｏｔｙｐｅ，ＳＣＨＰ）菌落周围可

见明显的β溶血环。然而，从２０１５年开始，国内外

文献陆续报道了两种不完全溶血表型金黄色葡萄球

菌（犛．犪狌狉犲狌狊ｗｉｔｈｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅｈｅｍｏｌｙｔｉｃｐｈｅｎｏ

ｔｙｐｅｓ，ＳＩＨＰ），二者在溶血表型、药敏、毒力和致病力

等方面与ＳＣＨＰ相比，存在较大差异
［３１０］。近几年，

我院陆续检出弱溶血表型金黄色葡萄球菌（犛．犪狌

狉犲狌狊ｗｉｔｈｗｅａｋｈｅｍｏｌｙｔｉｃｐｈｅｎｏｔｙｐｅ，ＳＷＨＰ）以及

另外三种ＳＩＨＰ。

当前，随着ｔｅｉｘｏｂａｃｔｉｎ
［１１］、ｄａｒｏｂａｃｔｉｎ

［１２］和ｃｌｏ

ｖｉｂａｃｔｉｎ
［１３］的先后发现，关于细菌素的研究逐渐成

为热点。新型细菌素杀菌机制高效且独特，具有开

发成新型抗菌药物的潜力。乳酸菌通常被认为是益

生菌，是细菌素的重要来源［１４］，包括乳杆菌属、乳球

菌属（犔犪犮狋狅犮狅犮犮狌狊）、明串珠菌属等。为挖掘新型细

菌素，本课题组对日常微生物检验工作中的培养物

进行长时间、大范围的筛选和鉴定，获取１株对金黄

色葡萄球菌具有很强拮抗活性的格氏乳球菌（犔犪犮

狋狅犮狅犮犮狌狊犵犪狉狏犻犲犪犲）ＳＨＡＭＵＬＧ６。本研究目的是探

索该效应菌株所分泌的细菌素（初步命名为ｇａｒｖｉ

ｃｉｎＬＧ６）对不同溶血表型金黄色葡萄球菌的抗菌活

性，为新型抗菌药物和益生菌制剂的研发提供物质

基础。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　不同溶血表型金黄色葡萄球菌，分

离自２０２１—２０２３年安徽医科大学第二附属医院临

床患者的呼吸道、肠道、尿道、血液、皮肤和感染组织

等（剔除同一患者相同部位的标本），经过ＶＩＴＥＫ２

ＧＰ鉴定卡、ＭｉｃｒｏｆｌｅｘＬＴ基质辅助激光解吸电离

飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩＴＯＦ ＭＳ）分析仪和１６Ｓ

ｒＲＮＡ扩增测序，３种方法共同鉴定确认为金黄色

葡萄球菌。格氏乳球菌ＳＨＡＭＵＬＧ６分离自１例

泌尿外科普通患者（非泌尿系统感染）的尿标本，经

过 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ和１６ＳｒＲＮＡ测序，鉴定为格

氏乳球菌。２０２３年４月６日将其保藏在中国典型

培养物保藏中心，保藏名称为犔犪犮狋狅犮狅犮犮狌狊犵犪狉狏犻犲犪犲

ＳＨＡＭＵＬＧ６，保藏编号为ＣＣＴＣＣＮｏ：Ｍ２０２３４８２。

上述菌株均分离自常规临床送检标本，属于免

伦理审查范围。质控菌株金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ

２９２１３，来自安徽医科大学第二附属医院检验科微生

物室。

１．２　主要材料与仪器　０．４５μｍ和０．２２μｍ膜过

滤器（美国密理博公司），０．４５μｍ和０．２２μｍ过滤

膜（上海新亚净化器件厂），ＸＡＤ１６非离子型大孔树

脂（上海源叶生物科技有限公司），哥伦比亚绵羊血

琼脂平板（合肥天达公司），ＶＩＴＥＫ２ＧＰ鉴定卡和

ＡＳＴＧＰ６３９药敏卡（法国梅里埃公司），头孢西丁药

敏纸片（美国赛默飞公司），ＬｕｒｉａＢｅｒｔａｎｉ（ＬＢ）肉汤、

ＬＢ琼脂平板（上海生工公司），无水乙醇（无锡展望

公司）。高速冷冻离心机（美国贝克曼公司），Ｍｉ

ｃｒｏｆｌｅｘＬＴ ＭＡＬＤＩＴＯＦ质谱仪（德国布鲁克公

司），麦氏比浊仪和ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生

物鉴定药敏仪（法国梅里埃公司），旋转蒸发仪（郑州

长城科工贸公司）。

１．３　溶血表型检测　将经过复苏的金黄色葡萄

球菌调整菌液浓度至１．０麦氏单位。在血琼脂平

板上，采用三点法，依次接种０．５μＬ菌液。３５℃、

５％ ＣＯ２ 孵育２０ｈ，再４℃冷藏２０ｈ。拍照记录菌

落周围溶血区的变化。
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１．４　药敏检测　将复苏后的金黄色葡萄球菌菌株

按照ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生物鉴定药敏仪

的操作要求，使用微量肉汤稀释法进行药敏试验。

依据美国临床实验室标准化协会制定的标准（ＣＬＳＩ

Ｍ１００Ｓ２９）判断药敏结果。其中，苯唑西林最低抑

菌浓度（ＭＩＣ）≥４μｇ／ｍＬ、头孢西丁 ＭＩＣ≥８μｇ／ｍＬ

或头孢西丁（３０μｇ）药敏纸片抑菌圈直径≤２１ｍｍ，

判定为 ＭＲＳＡ。

１．５　格氏乳球菌ＳＨＡＭＵＬＧ６全基因组测序及

其生物信息学分析　委托生工生物工程（上海）股份

有限公司，对格氏乳球菌ＳＨＡＭＵＬＧ６进行全基

因组测序。具体方法如下：（１）采用全基因组鸟枪法

（ｗｈｏｌｅｇｅｎｏｍｅｓｈｏｔｇｕｎ，ＷＧＳ）的策略，构建不同

插入片段的文库；（２）利用第二代测序技术（ｎｅｘｔ

ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＮＧＳ）基于ＩｌｌｕｍｉｎａＮｏ

ｖａＳｅｑ测序平台，同时利用第三代单分子测序技术

基于ＯｘｆｏｒｄＮａｎｏｐｏｒｅＯＮＴ测序平台，分别对这些

文库进行测序；（３）拼装第三代单分子测序数据，并

使用二代数据对三代结果进行纠错，最终得到完整

序列。

使用ａｎｔｉＳＭＡＳＨ７．０（ｈｔｔｐｓ：／／ａｎｔｉｓｍａｓｈ．ｓｅｃ

ｏｎｄａｒｙｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ．ｏｒｇ）和ＢＡＧＥＬ４（ｈｔｔｐ：／／ｂａｇｅｌ．

ｍｏｌｇｅｎｒｕｇ．ｎｌ／）在线数据库，寻 找格氏乳球菌

ＳＨＡＭＵＬＧ６的细菌素（ｇａｒｖｉｃｉｎＬＧ６）生物合成基

因簇。

１．６　ＧａｒｖｉｃｉｎＬＧ６粗提物的制备　参照文献
［１５］制

备ｇａｒｖｉｃｉｎＬＧ６粗提物。将复苏后的格氏乳球菌

ＳＨＡＭＵＬＧ６接种在ＬＢ肉汤中，３５℃振荡培养至

ＯＤ６００＝０．２５。取４ｍＬ培养物接种于４００ｍＬ新鲜

ＬＢ肉汤，１８０ｒ／ｍｉｎ、２８℃孵育２４ｈ。发酵液以

４℃、１２０００ｇ离心１０ｍｉｎ，去除菌体沉淀。随后，负

压法将上清液通过０．４５μｍ和０．２２μｍ过滤膜除

菌，获取无菌发酵上清液。加入适量大孔树脂，磁力

搅拌吸附过夜后，湿法灌装分离柱。使用足量超纯

水，适量３０％、５０％、６０％、７０％、８０％和９０％乙醇，依

次洗脱。收集梯度乙醇洗脱液，旋干后分别用４ｍＬ

超纯水复溶，并使用膜过滤器除菌。以金黄色葡萄

球菌为指示菌，牛津杯法验证各梯度乙醇洗脱物的

杀菌活性，筛选出具有活性的洗脱物，即为ｇａｒｖｉｃｉｎ

ＬＧ６粗提物。

１．７　牛津杯法抑菌试验　使用无菌棉签，将靶菌以

０．５麦氏单位菌悬液均匀涂布ＬＢ琼脂平板。放置

牛津杯，向杯中加入３．０麦氏单位格氏乳球菌

ＳＨＡＭＵＬＧ６菌悬液、梯度乙醇洗脱物或ｇａｒｖｉｃｉｎ

ＬＧ６粗提物。待杯内液体被平板完全吸收，移除牛

津杯，２８℃过夜孵育。观察杯痕周围有无抑菌圈形

成，并测量抑菌圈直径。根据耐药性的差异，金黄色

葡萄球菌分为甲氧西林敏感金黄色葡萄球菌（ｍｅ

ｔｈｉｃｉｌｌｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅ犛．犪狌狉犲狌狊，ＭＳＳＡ）和ＭＲＳＡ。检

测格氏乳球菌 ＳＨＡＭＵＬＧ６ 对不同溶血表型

ＭＳＳＡ和 ＭＲＳＡ的拮抗作用。

２　结果

２．１　格氏乳球菌ＳＨＡＭＵＬＧ６对不同溶血表型

金黄色葡萄球菌的作用　不同金黄色葡萄球菌在哥

伦比亚绵羊血琼脂平板上的溶血表型：ＳＣＨＰ菌落

周围出现双层完全溶血环，其内层稍小、透明、边缘

清晰，外层较大、半透明、边缘模糊（图１Ａ）。ＳＷＨＰ

菌落周围几乎没有可见的溶血环（图１Ｂ）。ＳＩＨＰ１

菌落周围有一层深色不透明的不完全溶血环（图

１Ｃ）；ＳＩＨＰ２菌落周围有两层溶血环，内层完全溶

血环较小、透亮，外层不完全溶血环较大、暗淡（图

１Ｄ）。该院检出的三种ＳＩＨＰ（ＳＩＨＰ３、ＳＩＨＰ４、ＳＩ

ＨＰ５）各具特点。ＳＩＨＰ３菌落周围有一个明亮、半

透明、微分层的不完全溶血环（图１Ｅ）。ＳＩＨＰ４菌

落周围有两层溶血环，内层完全溶血环较小、透明，

外层不完全溶血环较大、半透明（图１Ｆ）。ＳＩＨＰ５

菌落周围有三层溶血环，内层完全溶血环透明，中层

不完全溶血环暗淡，外层不完全溶血环几近透明（图

１Ｇ）。５种ＳＩＨＰ（ＳＩＨＰ１～ＳＩＨＰ５）相邻不完全溶

血环的交界处都有一个透明的线性溶血增强区。质

控菌株 ＡＴＣＣ２９２１３菌落周围的溶血环特征与

ＳＣＨＰ相似，只是尺寸稍小（见图１Ｈ）。格氏乳球菌

ＳＨＡＭＵＬＧ６能够明 显 拮 抗 不 同 溶 血 表 型 的

ＭＳＳＡ（图１Ｉ～Ｐ）和 ＭＲＳＡ（图１Ｑ～Ｗ），单个菌落

所分泌细菌素（ｇａｒｖｉｃｉｎＬＧ６）的抗菌活性甚至优于

头孢西丁（３０μｇ）药敏纸片。
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　　注：Ａ～Ｈ为不同金黄色葡萄球菌在哥伦比亚绵羊血琼脂平板上的溶血表型；Ｉ～Ｐ为格氏乳球菌ＳＨＡＭＵＬＧ６对不同

溶血表型 ＭＳＳＡ的拮抗作用；Ｑ～Ｗ为格氏乳球菌ＳＨＡＭＵＬＧ６对不同溶血表型 ＭＲＳＡ的拮抗作用。

图１　格氏乳球菌ＳＨＡＭＵＬＧ６对不同溶血表型 ＭＳＳＡ和 ＭＲＳＡ的拮抗作用
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２．２　格氏乳球菌ＳＨＡＭＵＬＧ６基因组ｇａｒｖｉｃｉｎ

ＬＧ６生物合成基因簇检出情况　通过ａｎｔｉＳＭＡＳＨ

７．０和ＢＡＧＥＬ４在线数据库分析比对，在格氏乳球

菌ＳＨＡＭＵＬＧ６染色体基因组上，找到了一个疑

似细菌素（ｇａｒｖｉｃｉｎＬＧ６）生物合成基因簇（图２Ａ），

其与ＮＣＢＩ数据库中已知的一种核糖体合成和翻译

后修饰肽（ｒｉｂｏｓｏｍａｌｌｙｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄａｎｄｐｏｓｔｔｒａｎｓ

ｌａｔｉｏｎａｌｌｙｍｏｄｉｆｉｅｄｐｅｐｔｉｄｅｌｉｋｅ，ＲｉＰＰｌｉｋｅ）的生物

合成基因簇相似度仅１０％。因此，ｇａｒｖｉｃｉｎＬＧ６很

可能是一种新型细菌素。ｇａｒｖｉｃｉｎＬＧ６的生物合成

基因簇约１０ｋｂ，由１３个功能基因组成，包括２个

“生物合成关键基因”（犮犺狉＿１８２５和犮犺狉＿１８２７），１个

“生物合成相关基因”（犮犺狉＿１８２３），２个“免疫相关基

因”（犮犺狉＿１８２４和犮犺狉＿１８３０），２个“运输相关基因”

（犮犺狉＿１８２１和犮犺狉＿１８３２），３个“基因转移和重排相关

基因”（犮犺狉＿１８２２、犮犺狉＿１８２８和犮犺狉＿１８３１），１个

“ＤＮＡ分离机制基因”（犮犺狉＿１８２９），１个“调控基因”

（犮犺狉＿１８２０）和１个“功能未知基因”。见图２Ｂ。
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　　注：Ａ为ｇａｒｖｉｃｉｎＬＧ６生物合成基因簇在基因组中的位置、ＮＣＢＩ比对结果；Ｂ为ｇａｒｖｉｃｉｎＬＧ６生物合成基因簇的功能基因构成。

图２　ＧａｒｖｉｃｉｎＬＧ６生物合成基因簇在基因组中的位置、ＮＣＢＩ比对结果以及功能基因构成
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２．３　ＧａｒｖｉｃｉｎＬＧ６粗提物对金黄色葡萄球菌的

作用　通过大孔树脂吸附、梯度乙醇洗脱、旋转蒸

发干燥和旋干物复溶液活性验证，活性成份主要存

在于７０％和８０％乙醇洗脱物（图３Ａ），二者即为

ｇａｒｖｉｃｉｎＬＧ６粗提物。ＧａｒｖｉｃｉｎＬＧ６粗提物对金黄

色葡萄球菌具有很强的杀菌活性，杀菌效果与剂量

成正比（图３Ｂ）。忽略制备过程导致的损耗，６ｍＬ

格氏乳球菌ＳＨＡＭＵＬＧ６发酵液含有的ｇａｒｖｉｃｉｎ

ＬＧ６活性至少相当于３０μｇ头孢西丁药敏纸片，对

金黄色葡萄球菌的抑菌圈直径达到２２ｍｍ。Ｇａｒｖｉ

ｃｉｎＬＧ６粗提物能够高效杀伤金黄色葡萄球菌。
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　　注：Ａ为梯度乙醇洗脱物对金黄色葡萄球菌的抗菌活性验证；Ｂ为不同剂量ｇａｒｖｉｃｉｎＬＧ６粗提物对金黄色葡萄球菌的抗

菌活性验证。

图３　梯度乙醇洗脱物和不同剂量ｇａｒｖｉｃｉｎＬＧ６粗提物对金黄色葡萄球菌的抗菌活性验证
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３　讨论

迄今，由于抗菌药物的不合理使用，金黄色葡萄

球菌受亚抑菌浓度抗菌药物和机体免疫系统的双重

压力，导致其耐药性、菌体结构和毒力因子表达发生

变化［１６］，进而产生小菌落变异（ｓｍａｌｌｃｏｌｏｎｙｖａｒｉ

ａｎｔｓ，ＳＣＶｓ）
［１７］。与亲本菌株相比，ＳＣＶｓ菌株在血

琼脂平板上生长缓慢，无色素或色素生成明显减少，

溶血明显减弱甚至不溶血。然而，这种改变是一个

过程，其中必然会有过渡态菌株的产生，其结果也不

一定都是ＳＣＶｓ。金黄色葡萄球菌主要分泌α、β、γ

和δ四种溶血素，亚抑菌浓度抗菌药物会诱发溶血

素的差异性表达［１８２３］。因此，临床标本中分离出多

种溶血表型金黄色葡萄球菌有其合理性和必然性，

该院检出的几种新型ＳＩＨＰ也从一个侧面印证了其

亲本菌株的演化历程。本课题组前期研究结果显

示，与典型的ＳＣＨＰ菌株相比，部分ＳＩＨＰ菌株不仅

具有更强的溶血毒性、血浆凝固酶活性和生物膜形

成能力，而且对数期生长更快，耐药情况更严重。不

同溶血表型金黄色葡萄球菌的存在和演化，不仅增

加了临床抗感染治疗的不确定性和难度，同时也带

来一个问题：这些金黄色葡萄球菌对于同一种细菌

素的敏感性是否存在差异。

本研究中牛津杯法抑菌试验结果证实，格氏乳

球菌ＳＨＡＭＵＬＧ６能够产生一种对不同溶血表型

金黄色葡萄球菌具有很强抗菌活性的效应物。随

后，通过对格氏乳球菌ＳＨＡＭＵＬＧ６的全基因组

测序和生物信息学分析，锁定了一个新型细菌素生

物合成基因簇，并将该细菌素命名为ｇａｒｖｉｃｉｎＬＧ６。

经大孔树脂吸附、梯度乙醇洗脱、旋转蒸发干燥和旋

干物复溶液活性验证，发现ｇａｒｖｉｃｉｎＬＧ６主要存在

于７０％和８０％乙醇洗脱物。值得注意的是，不论金

黄色葡萄球菌的溶血表型如何，以及是否对甲氧西

林耐药（ＭＳＳＡ或 ＭＲＳＡ），ｇａｒｖｉｃｉｎＬＧ６都展现出

很强的抗菌活性。格氏乳球菌ＳＨＡＭＵＬＧ６单个

菌落或６ｍＬ发酵液所分泌ｇａｒｖｉｃｉｎＬＧ６的抗菌活

性优于３０μｇ头孢西丁药敏纸片。因此，格氏乳球
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菌ＳＨＡＭＵＬＧ６及其分泌的新型细菌素ｇａｒｖｉｃｉｎ

ＬＧ６具有十分重要的科研价值。本课题组后续拟

使用凝胶层析和反相高效液相色谱［２４］对ｇａｒｖｉｃｉｎ

ＬＧ６粗提物进一步分离纯化，获取纯品；使用扫描

电镜、透射电镜、相差显微镜、膜电位测量和荧光染

色研究ｇａｒｖｉｃｉｎＬＧ６的杀菌机制
［１２１３，２４］；通过蛋白

测序分析氨基酸序列，并结合全基因组测序信息和

基因工程技术验证ｇａｒｖｉｃｉｎＬＧ６的编码基因
［２５］。

综上所述，ｇａｒｖｉｃｉｎＬＧ６能够高效杀伤不同溶

血表型 ＭＳＳＡ和 ＭＲＳＡ，具有开发成新型抗菌药物

的潜力，临床应用前景很大。

致谢：本研究得到了中国科学院合肥物质科学

研究院强磁场科学中心许安研究员和刘颖助理研究

员对试验的指导和帮助。
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