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扩增活化的淋巴细胞EAL在C57BL/6小鼠中的重复给药毒性研究
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摘 要： 目的 对小鼠重复给予扩增活化的淋巴细胞 EAL，考察其毒性反应，为临床应用提供安全性依据。方法 采用

C57BL/6小鼠，设A、B两大项目组，每个大项目组均设置阴性对照组、溶媒对照组、低剂量（1.5×106/只）及高剂量（1×

107/只）组。A项每组36只，进行常规毒性检测、血清生化测定、血液学测定、外周血T淋巴细胞亚群分布测定、大体病理

学及组织病理学检查；B项每组 24只，进行免疫学测定，包括 γ-干扰素（IFN-γ）水平和外周血T淋巴细胞亚群分布测定。

所有组别均雌雄各半，静脉注射给药，每周1次，共17次，恢复期为28 d。结果 重复给予EAL可能会使C57BL/6小鼠体质

量和摄食量增加（P＜0.05）。IFN-γ检测结果显示给药组动物个别时间点 IFN-γ水平升高。组织病理学检查结果显示给予供

试品会加重低剂量组、高剂量组动物脾脏生发中心明显及易染体巨噬细胞增多的病变程度和/或病变频度。供试品未对其他

评价指标产生明显影响。结论 C57BL/6小鼠重复给予EAL，可能会引起动物体质量、摄食量的增加以及脾脏生发中心明显

和易染体巨噬细胞增多，未见其他相关的毒理学反应。该结果为EAL进入临床试验奠定了基础。
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Abstract: Objective EAL was repeatedly administered to mice to investigate its toxicity and provide a safety basis for clinical

application. Methods C57BL/6 mice are randomized into two parts, A and B. Each part including negative control group, the

vehicle control group, low dose group (1.5×106 cells per mouse) and high dose group (1×107 cells per mouse). 36 mice in each group

of part A and 24 mice in each group of part B. All animals were administered by intravenous injection of EAL for seventeen times

with 28-day recovery. For A groups, mortality, clinical signs, body weights, food consumption were measured, and hematology,

clinical chemistry analysis, T lymphocyte subset assay in peripheral blood and grossly pathological and histopathological

examination were conducted at terminal and recovery necropsy respectively. IFN-γ level and T lymphocyte phenotypes in peripheral

blood were measured for satellite animals in B groups. Results Following repeated administration of different doses of EAL, it was

found that body weight and food consumption were markedly elevated in C57BL/6 mice (P < 0.05). Histopathological examination

showed that the extent and/or frequency of the lesions in the low-dose group and the high-dose group were aggravated by the

administration of the test product. The test products had no significant impact on other evaluation indicators. Conclusion Repeated

EAL administration in C57BL/6 mice may increase animal body weight, food intake, spleen germinal center and dyeable
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macrophages. No other related toxicological reactions were observed. The results laid a foundation for EAL to enter clinical trials.

Key words: immunocyte therapy; EAL; C57BL/6 mice; safety

细胞治疗是指利用某些具有特定功能的细胞

的特性，体外获取后通过扩增培养等操作处理，使

该细胞具有增强免疫、杀死肿瘤细胞、促进组织器

官再生和机体康复等治疗功效，移植或回输患者体

内从而达到治疗疾病的目的。细胞治疗产品作为

一种很有价值的资源，在多项临床试验尤其是肿瘤

免疫治疗中取得良好的疗效，但相比传统的化学药

物，细胞具有独特且复杂的生物学特性，细胞治疗

作用机制在很多方面尚不十分明确，且非临床试验

资料缺乏，难以预见早期临床试验中可能遇到风

险，故其安全性成为多方关注和争论的焦点［1-3］。

扩 增 活 化 的 淋 巴 细 胞（Expanded Activated

Lymphocytes，EAL），是细胞免疫治疗的一种，可有

效辅助恶性肿瘤和慢性传染性病毒感染的治疗，其

适应症包括众多恶性实体/非实体瘤以及慢性炎

症［4-8］。为了充分考察该产品的临床前安全性，本研

究对由北京永泰免疫应用科技有限公司自主研发

的EAL进行小鼠重复给药毒性研究，观察其产生的

毒性反应及严重程度、主要毒性靶器官及损害的可

逆程度，从而为进一步临床研究提供数据支持。

1 材料

1.1 供试品和对照品

鼠 源 EAL 细 胞 ，浓 度 7.5×106 cells/mL、5×

107cells/mL，乳白色液体，4～25 ℃保存，给药当天

制备，由北京永泰免疫应用科技有限公司提供。

EAL 溶媒，含 1% 小鼠血清的生理盐水（1% 鼠

血清NS），为无色透明液体，4～25℃保存，给药当天

制备，由北京永泰免疫应用科技有限公司提供。

生理盐水（NS），无色透明液体，4～25℃保存，

国药集团容生制药有限公司。

1.2 主要试剂和仪器

1.2.1 试剂 PE Hamster Anti-Mouse CD3e，批号

52089，美国 BD Pharmingen 公司；PerCP Rat Anti-

Mouse CD4，批号 301171，美国 BD Pharmingen 公

司；FITC Rat Anti-Mouse CD8a，批号 38609，美国

BD Pharmingen 公司；小鼠 γ-干扰素（IFN-γ）ELISA

试剂盒，批号M150306-101a，NeoBioscience。

1.2.2 仪器 流式细胞仪，FACSCalibur，BD公司；

血液分析仪，XFA-6100型，南京普朗医用设备有限

公司；血液检查仪，ADVIA120，德国西门子；脱水

机 ，LEICA ASP300，日 本 樱 花 ；切 片 机 ，

SAKURAIVS-410，日 本 樱 花 ；全 自 动 染 色 机 ，

SAKURA Tissue-TekDRS-2000，日本樱花；包埋机，

SAKURATecc4714 型 ，日 本 樱 花 ；封 片 机 ，

SAKURATissue-TekGLAS C410，日本樱花；生物显

微镜，OLYMPUS BX51，日本奥林巴斯。

1.3 实验动物的饲养和管理

C57BL/6 小鼠 240 只，SPF 级，雌雄各半，6～7

周龄，体质量 15～20 g，由北京维通利华实验动物技

术有限公司提供 ，实验动物生产许可证号 ：

SCXK（京）2012-0001。检疫驯化 5～6 d，每笼 5只，

自由摄食、饮水。动物饲养于 SPF 屏障系统，每天

上、下午各 1次对检疫动物进行观察，饲养室 12 h照

明，温度 20～25℃，日温差≤3℃，湿度 40%～70%，

换气次数 10～20次/h。笼具采用 PC聚碳酸酯鼠盒

CP-5型（294 mm×190 mm×125 mm），底铺高压蒸汽

灭菌的玉米芯垫料，每周 1 次更换、清洗及消毒

笼具。

2 方法

2.1 动物分组给药以及毒理学指标观测

整个实验共使用 240只小鼠，根据不同测定项

目分别分为A、B两大项目组，每个大项目组设置 4

个剂量组：阴性对照组（0.9% NS）、溶媒对照组（1%

鼠血清NS）、低剂量（1.5×106/只）组及高剂量（1×107/

只）组（表 1）。A组进行常规毒性检测、血清生化测

定、血液学测定、外周血T淋巴细胞亚群分布测定、

大体病理学及组织病理学检查；B组进行免疫学测

定，包括 IFN-γ水平和外周血 T 淋巴细胞亚群分布

测定。各组动物静脉注射给药，每周给药 1次，共给

药17次，给药体积为0.2 mL/只，恢复期为28 d。

2.2 小鼠血清 IFN-γ水平测定

分别于给药第 35、70、105 天以及恢复期第 28

天对 B 组动物采血，应用 NeoBioscience小鼠 IFN-γ

ELISA试剂盒进行小鼠血清 IFN-γ水平测定。按照

试剂盒说明书推荐操作步骤进行，在预包被酶标板

中分别加入标准品、小鼠血清、样本稀释液，36 ℃孵

箱孵育 1.5 h后，加入生物素化抗体工作液，36 ℃孵

箱孵育 1 h，再加入酶结合物工作液避光孵育 30

min，最后加入底物显色液及终止液。用酶标仪在

450 nm波长依序测量各孔的吸光度（A）值，每个标

准品和样品的A值减去空白孔的A值，以标准品作

横坐标，A值作纵坐标，用软件绘制标准曲线，通过
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样品的A值在标准曲线上查出其浓度。

2.3 数据的统计与处理

对动物体质量、摄食量、血液学、血清生化、外

周血 T 淋巴细胞亚群分布测定等结果进行统计分

析，统计方法如下：（1）首先用Bartlett检验方法进行

数据均一性检验，如果数据均一（检验 P≥0.05），则

进行方差分析检验（F检验）；如果Bartlett检验的结

果显著（P < 0.05），则进行 Kruskal-wallis 检验。（2）

如果方差分析检验结果显著（P≤0.05），则进一步用

Dunett参数检验法进行多重比较检验；如果方差分

析结果不显著，则统计结束。（3）如果Kruskal-wallis

检验结果显著（P≤0.05），则进一步用Dunett非参数

检验法进行多重比较检验；如果Kruskal-wallis检验

结果不显著，则统计结束。

3 结果

3.1 临床症状观察与注射部位刺激性观察结果

给药期间动物临床症状均未见明显异常变化。

而各剂量组动物给药后注射部位均未见出血、发

红、肿胀、硬结、化脓、坏死等异常。认为 EAL给药

后未引起供试品相关的异常临床症状。

3.2 体质量测定结果

给药期间和恢复期期间，各剂量组体质量均保

持增长趋势（图 1）。高剂量组雌性动物给药第 99天

与对应的阴性对照组比较体质量显著升高（P＜

0.01）；高剂量组雄性动物，给药第 31～45 天、给药

第 59、66、80、101、108 天与对应的阴性对照组比较

体质量显著增加（P＜0.05、0.01）。高剂量组雄性动

物，给药第 38天和给药第 45天，与对应的溶媒对照

组比较体质量增加（P＜0.05）。高剂量组动物在多

个时间点相比对应的阴性和溶媒对照组体质量均

显著增加，表明高剂量EAL长期给药可能会使动物

体质量增加。

3.3 摄食量测定结果

与阴性对照组比较，溶媒对照组雌性动物在给

药第 92天、高剂量组雌性动物在给药第 92天和第

99 天摄食量均值增加，具有统计学意义（P＜0.05、

0.01）；给药第 3天、第 10天，低、高剂量组雄性动物

与对应的阴性对照组比较摄食量增加（P＜0.05、

0.01）；给药第 24天，溶媒对照组、低剂量组雄性动

物与对应的阴性对照组比较摄食量增加（P＜0.01）；

表1 实验设计概况

Table 1 Overview of experimental design

项目组别（检测

项目）

A组（常规毒

性、血清生化、

血液学和病理

学检查等）

项目组别（检测

项目）

B组（免疫学测

定）

剂量组别

阴性对照

溶媒对照

低剂量

高剂量

剂量组别

阴性对照

溶媒对照

低剂量

高剂量

对照品/供试品

0.9% NS

1% 鼠血清NS

EAL

EAL

对照品/供试品

0.9% NS

1%鼠血清NS

EAL

EAL

给药剂

量（cells /只）

0

0

1.5×106

1×107

给药剂

量（cells /只）

0

0

1.5×106

1×107

检测时间和动物数（雌性/雄性）

末次给药后第1天

12/12

12/12

12/12

12/12

检测时间和动物数（雌性/雄性）

第6次给药后

3/3

3/3

3/3

3/3

第11次给药后

3/3

3/3

3/3

3/3

恢复期结束

6/6

6/6

6/6

6/6

第16次给药后

3/3

3/3

3/3

3/3

恢复期结束

3/3

3/3

3/3

3/3
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图1 EAL重复给药后动物体质量变化

Fig. 1 Changes in body weight after EAL repeated admin‐

istration
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其余检测时间，给药组雌雄动物摄食量与对照组比

较未出现有统计学意义的差异，但也稍有增加的趋

势（图 2）。综合之前动物体质量的变化，认为 EAL

给药可能会引起动物摄食量增加。

3.4 血清生化与血液学检测结果

血液学检测：与相应的阴性对照组相比，雌性

溶媒对照组血小板压积（PCT）显著减少（P＜0.05），

雌性溶媒对照组和高剂量组的血小板平均体

积（MPV）显著减少（P＜0.01）；与相应的溶媒对照

组比较，低剂量雌性动物血小板（PLT）、PCT和MPV

显著升高（P＜0.01），而高剂量组未见明显变化。上

述变化无明显剂量相关性，且 PCT 和 MPV 的统计

学意义的升高可能与溶媒对照组的降低有关。综

合动物临床症状和组织病理学检测结果，认为与供

试品作用不相关。

血清生化检测：雌性高剂量组动物总蛋白（TP）

与相应的阴性对照组或溶媒对照组相比均表现出

显著升高（P＜0.05），白蛋白（ALB）与相应的溶媒对

照组相比显著升高（P＜0.05），白蛋白/球蛋白比

值（A/G）与相应的阴性对照组比较显著升高（P＜

0.05）。恢复期结束时，雌性高剂量组 TP与相应的

阴性对照组相比显著升高（P＜0.01）。上述雌性动

物TP、ALB和A/G仅在个别剂量的变化具有统计学

意义，且变化幅度小，因此认为不具有毒性意义，可

能与供试品药效学作用即相关的免疫反应有关。

3.5 外周血T淋巴细胞亚群分布结果

外周血T淋巴细胞亚群分布检测结果如图 3所

示，与溶媒对照组相比，给药第 35天，雌性低剂量和

高剂量组CD4+ T淋巴细胞占淋巴细胞的比例偏高，

CD8+ T 细胞占淋巴细胞的比例偏低，CD4+/CD8+比

值偏高。对比该组动物在其余时间点的检测结果，

变化并不明显，因此认为该变化不具有毒理学意

义。恢复期第 28天，低剂量组外周血CD4+ T细胞占

淋 巴 细 胞 的 比 例 比 同 期 阴 性 对 照 组 升 高 了

17.64%（P＜0.05），该差别是由动物个体差异所致，

不具有生物学改变的意义。因此认为给予供试品

对外周血T淋巴细胞亚群分布无影响。

3.6 IFN-γ检测结果

IFN-γ检测结果如图 4所示，与同期阴性对照组

相比，给药第 35天高剂量组雌性动物 IFN-γ水平升

高（60.290±9.695 vs 156.427±167.435），给药第 37天

高剂量组雄性动物 IFN-γ水平也有升高（80.903±

81.892 vs 572.326±655.758）；给药第 70天低、高剂量

组雌性动物 IFN-γ水平升高，但低剂量组升高幅度
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图2 EAL重复给药后动物摄食量变化

Fig. 2 Changes of intake after EALrepeated administration

表2 血液学检查结果（Mean±SD）

Table 2 Hematology detection results

检测时期

给药结束

恢复期

组别

阴性对照

溶媒对照

低剂量

高剂量

阴性对照

溶媒对照

低剂量

高剂量

WBC/（×

109 ·L−1 ）

2.66±1.03

2.46±0.64

1.92±0.81

2.08±0.71

3.85±1.17

4.68±2.01

2.93±1.75

3.27±1.30

GR/%

16.0±4.5

15.3±3.2

14.8±5.4

14.3±3.6

12.2±1.4

16.0±3.4

14.6±2.6

14.1±3.9

0.42±0.18

0.37±0.11

0.30±0.18

0.31±0.16

0.48±0.18

0.73±0.25

0.43±0.26

0.48±0.29

LY/%

77.6±4.7

79.8±4.8

78.8±7.6

80.4±4.6

82.1±2.2

79.5±5.2

81.3±3.9

82.6±4.8

2.08±0.89

1.97±0.57

1.49±0.60

1.66±0.53

3.17±0.98

3.77±1.82

2.38±1.43

2.69±1.00

MO/%

6.4±2.0

4.9±2.2

6.4±3.2

5.3±1.5

5.7±2.0

4.5±2.5

4.1±1.8

3.2±1.2

0.16±0.06

0.11±0.04

0.13±0.09

0.11±0.06

0.21±0.06

0.18±0.08

0.12±0.08

0.11±0.07

PLT/（×

109 ·L−1 ）

540±191

356±183

596±140##

414±178

447±218

604±168

553±210

464±106

PCT /L

0.59±0.28

0.31±0.25*

0.64±0.24##

0.38±0.25

0.43±0.31

0.68±0.25

0.57±0.33

0.39±0.16

MPV/fl

10.4±2.1

8.0±1.4*

10.4±2.0##

8.4±1.8*

8.8±2.2

11.0±1.8

9.6±2.3

8.2±1.6
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更 明 显（ 低 剂 量 组 301.654±264.165 vs 46.711±

8.323；高剂量组 181.861±237.156 vs 46.711±8.323）；

给药第 72 天高剂量组雄性动物 IFN-γ水平也有升

高（112.450±75.922 vs 35.785±8.311）；给药第 107天

低剂量组雄性动物 IFN- γ 水平升高（450.998±

625.473 vs 51.263±21.295）；恢复期第 28天低、高剂
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图4 血清中 IFN-γ水平检测结果

Fig. 4 Changes of IFN-γ levels in serum
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图3 血液中T淋巴细胞亚群检测结果

Fig. 3 Changes of T lymphocyte subsets in blood

表3 血清生化检查结果（Mean±SD）
Table 3 Clinical chemistry analysis of C57BL/6 mice

检测时期

给药结束

恢复期

检测时期

给药结束

恢复期

组别

阴性对照

溶媒对照

低剂量

高剂量

阴性对照

溶媒对照

低剂量

高剂量

组别

阴性对照

溶媒对照

低剂量

高剂量

阴性对照

溶媒对照

低剂量

高剂量

ALT/（U·L−1）

50±18

39±25

45±32

40±15

28±4

32±9

34±9

26±4

CHO/（mmol·L−1）

1.79±0.14

1.76±0.20

1.80±0.16

1.92±0.10

1.74±0.34

1.73±0.25

1.66±0.08

1.82±0.23

AST/（U·L−1）

123±40

98±63

152±101

109±42

92±24

90±15

95±22

76±9

TP/（g·L−1）

55.8±1.9

55.4±2.6

57.3±2.2

58.2±1.8*#

50.0±1.3

51.6±0.9

51.3±1.9

54.1±4.2**

ALP/（U·L−1）

73±14

71±13

83±12

74±12

59±11

60±12

64±19

59±11

ALB/（g·L−1）

24.7±0.7

24.3±1.0

24.9±0.9

25.3±0.8#

23.8±0.6

24.3±0.7

24.5±0.6

25.0±1.2

GLU/（mmol·L−1）

6.24±1.29

7.41±1.20

6.30±1.47

5.93±1.49

6.00±0.51

5.61±0.27

6.21±0.84

6.30±0.69

A/G

0.80±0.02

0.78±0.03

0.77±0.02

0.77±0.03*

0.91±0.05

0.89±0.05

0.92±0.05

0.86±0.05
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量组雌性动物 IFN-γ水平升高（低剂量组 745.068±

656.079 vs 101.452±1.614；高 剂 量 组 330.940±

461.475 vs 101.452±1.614），高剂量组雄性动物 IFN-

γ水平升高（497.021±713.720 vs 53.200±6.834）。结

果表明，EAL可能会使动物血清中 IFN-γ水平升高，

EAL属于T淋巴细胞，分析原因可能是与其药效学

作用相关。

3.7 脏器质量和病理学检查结果

EAL 未引起 C57BL/6 小鼠主要脏器质量的显

著变化。组织病理学检查发现，C57BL/6小鼠在给

予阴性对照品、溶媒及供试品后，在给药结束和恢

复期结束，各组均有动物注射部位产生不同频度的

极轻度至轻度病理改变。另外，在给予阴性对照

品、溶媒及供试品后，在给药结束和恢复期结束，各

组均有动物脾脏出现生发中心明显及易染体巨噬

细胞增多的病理改变，但阴性对照组和溶媒对照组

相比低、高剂量组症状较轻（表2）。

4 讨论

重复给药毒性研究是药物临床前安全性研究

的有机组成部分，是药物非临床毒理学研究中综合

性最强、获得信息最多和对临床指导意义最大的一

项毒理学研究［9］。EAL是自体回输免疫细胞治疗产

品，为避免可能会导致的免疫排斥反应，本研究采

用鼠源EAL替代人源产品进行重复给药毒性研究。

EAL临床用药方案为至少间隔 1周进行静脉注射，

最多给药次数为 16次，本研究中采用临床拟用的给

药途径和给药间隔，通过静脉注射方式每周 1次给

药，共 17次给药。检测指标包括临床症状观察、体

质量、摄食量、血清生化、血液学、外周血T淋巴细胞

亚群分布和病理学检查等。

在剂量选择方面，主要依据人用回输外周血单

个核细胞（PBMC）量占人血PBMC数的比例推算动

物细胞回输量。EAL临床上为自体回输细胞治疗

产品，每人回输细胞数约是人PBMC数的 1倍，小鼠

每只 PBMC数大约是 106/只，则每只小鼠相当于人

临床回输的等效剂量为约 106/只［10，11］。本研究分别

采用临床剂量的 1.5倍和 10倍作为给药的低剂量和

高剂量。研究结果表明，上述两个剂量均被很好

耐受。

在给药次数与实验周期设计方面，考虑到EAL

临床用药方案为至少间隔 1周进行静脉注射，根据

病情最多给药次数为 16次，本研究采用比临床给药

次数多 1次的方案，设定给药期限为 17周。为了解

毒性反应的可逆程度和可能出现的延迟性毒性反

应，在给药结束后对部分动物进行 28 d 恢复期

观察。

因不同的给药途径对供试品的功效和免疫作

用有很大影响，本研究为保证动物研究结果能够成

功的外推至临床研究，给药途径选择与临床拟用途

径一致的静脉注射。C57BL/6 小鼠肿瘤发病率较

低，补体活性高，干扰素产量较高，本研究中EAL为

免疫细胞治疗产品，相较传统药物具有一定的致瘤

性风险，同时 C57BL/6 小鼠也是肿瘤学、免疫学等

研究中常用的品系，因此本研究选择C57BL/6小鼠

为动物模型。

给予EAL后，检测到高剂量组动物体质量和摄

食量在多个时间点相比对应的阴性或溶媒对照组

显著增加，具有统计学意义（P＜0.05 或 P＜0.01），

表明 EAL高剂量重复给药可能会引起动物体质量

和摄食量增加。检测到少数血清生化、血液学和外

周血T淋巴细胞亚群分布变化虽具有统计学意义，

表2 注射部位病理改变及病变发生频度

Table 2 The incidence of pathological changes in injection site

检测时期

给药结束

恢复期结束

组别

阴性对照

溶媒对照

低剂量

高剂量

阴性对照

溶媒对照

低剂量

高剂量

雌性

生发中心明显

7/11

9/11

11/12

9/12

5/6

4/6

4/6

6/6

易染体巨噬细胞增多

7/11

10/11

11/12

9/12

5/6

4/6

4/6

6/6

雄性

生发中心明显

1/12

2/12

10/12

9/12

5/6

6/6

6/6

5/5

易染体巨噬细胞增多

1/12

2/11

10/12

9/12

5/6

6/6

6/6

5/5
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但无明显的剂量相关性且变化幅度小，认为不具有

毒性意义。IFN-γ检测结果表明，EAL可能会使动

物血清中 IFN-γ水平升高，EAL属于T淋巴细胞，分

析原因可能是与其药效学作用相关。

本研究中，病理学检查发现，在给药结束和恢

复期结束，各组均有动物注射部位产生不同频度的

极轻度至轻度病理改变。分析认为因给药方式为

尾静脉注射，共计 17次，这对注射部位的血管产生

机械刺激，血管壁受损，直接导致出血，甚至发生炎

性反应；同时由于血管内皮细胞受损、血流速度改

变等因素使得血小板聚集并黏附于受损血管内皮

下的胶原纤维，激活内源性凝血系统，从而导致血

管内血栓形成。因此，该病理改变与静脉注射给药

时的机械刺激有关，与给予供试品不相关。

此外，在给药结束和恢复期结束病理学检查可

见，各组均有动物脾脏生发中心明显及易染体巨噬

细胞增多，但阴性和溶媒对照组症状较轻。分析认

为EAL本身为扩增活化的淋巴细胞，研究中的供试

品来自同一小鼠品系，属于同种异体细胞，并非动

物个体自体细胞的对应回输，不同动物间存在的个

体差异可能会导致动物的自身免疫反应，导致上述

脾脏病变的产生，因此给予供试品可能会加重低剂

量组、高剂量组动物脾脏生发中心明显及易染体巨

噬细胞增多的病变频度和病变程度。

综上所述，在本研究的剂量范围和研究条件

下，EAL可能会造成小鼠体质量和摄食量的增加，

以及脾脏生发中心明显和易染体巨噬细胞增多，未

见其他相关的毒理学反应。该研究结果为 EAL进

入人体期临床试验提供了数据支持，目前该产品已

经进入临床研究阶段。
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