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!!'摘要(!目的!探讨去卵巢食蟹猴作为绝经期干眼研究动物模型的可行性)!方法!选择 E #̀ 岁健康
成年雌性食蟹猴 # 只%采用随机数字表法将食蟹猴分为卵巢摘除组和假手术组%每组各 " 只) 卵巢摘除组食
蟹猴手术摘除双侧卵巢%假手术组以相同的手术方式进行操作但不摘除卵巢) 分别于术前及术后 $*"*# 个月
收集各组食蟹猴下肢静脉血各 " ),%采用放射免疫法检测猴血清雌二醇和睾酮质量浓度) 分别于上述时间点
采用泪液渗透压仪 '#%% 检测各组食蟹猴泪液渗透压%并进行干眼相关检查%包括基础泪液分泌试验"U$J#*
角膜荧光素染色及结膜印迹细胞学检查)!结果!卵巢摘除组食蟹猴手术前后血清雌二醇*睾酮质量浓度均
低于假手术组%但各组间差异均无统计学意义"R

分组
b'_$#%Nb%_%?$R

分组
b$_E#%Nb%_&?#$卵巢摘除组和假

手术组食蟹猴组间泪液渗透压的比较%差异无统计学意义 "R
分组

b%_A"%Nb%_";#%卵巢摘除组食蟹猴术后
" 个月泪液渗透压较术后 $ 个月明显升高%差异有统计学意义".b'_$&%Nr%_%'#$卵巢摘除组与假手术组食
蟹猴 U$J检测值比较%差异无统计学意义"R

分组
b%_%#%Nb%_A&#%卵巢摘除组食蟹猴术后 " 个月 U$J检测值

较术后 $ 个月明显降低%差异有统计学意义".b$_$"%Nr%_%'#$各组食蟹猴手术前后各时间点均未见角膜荧
光素染色) 结膜印迹细胞学检查表明%卵巢摘除组食蟹猴术前及术后 $ 个月结膜上皮细胞形态正常%结膜杯
状细胞数量多%过碘酸希夫染色呈紫色%与假手术组食蟹猴结膜上皮细胞和杯状细胞形态相似$卵巢摘除组
食蟹猴术后 " 个月结膜上皮细胞体积较大%形态多样%结膜杯状细胞体积缩小$术后 # 个月结膜上皮细胞形态
多样且不易分辨%杯状细胞数量明显减少)!结论!去卵巢食蟹猴眼表结膜细胞形态发生异常变化%泪液渗
透压升高%其眼表动态变化与血清雌激素水平下降趋势一致%因此去卵巢食蟹猴可作为性激素相关干眼研究
的动物模型)!

'关键词(!干眼$ 性激素$ 眼表$ 泪液渗透压$ 结膜<细胞学$ 动物模型% 猴
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!!研究表明%性激素可调控泪腺和睑板腺的形态*发
育*分化及分泌功能%雄激素可调节睑板腺功能%并可
刺激睑板腺分泌以形成泪膜脂质层$雄激素的缺乏引
起睑板腺分泌的脂质成分改变%引起睑板腺功能障碍%

导致泪膜破裂时间缩短%继而导致蒸发过强型干
眼

+$, ) 研究证实%绝经期女性体内性激素水平下降%

干眼的发病率高于年轻女性和男性
+&, %认为绝经是干

眼发病的一个重要危险因素
+", ) 泪腺及睑板腺均有

雌激素受体%雌激素分泌减少引起的眼表改变包括泪
液分泌量减少*睑板腺功能障碍及杯状细胞密度减少
等

+E, %因此%性激素相关干眼发病机制一直是研究热
点) 目前%模拟女性性激素相关干眼病理生理机制的
实验研究主要以鼠*兔*狗为主要的动物模型) 本研究
组前期的研究表明%雌性大鼠双侧卵巢切除后 " 个月
血清雌激素和睾酮含量均低于正常鼠%结膜上皮细胞
层数增多%结膜组织排列紊乱%泪腺腺泡萎缩%结膜组
织中白细胞介素 "+7J4I,4.c+7%:a#@$;e*:a@$#*:a@# 及
肿瘤坏死因子@%"J.)0I746I0>+>K*6J0I@%%XTV@%#等炎
症因子表达均增加

+', ) 但是%上述动物模型均为低等
动物%与人类干眼的自然病程尚有一定的差别%而猴是
接近人类的灵长类动物%猴干眼模型是最接近人类干
眼的理想研究工具

+#, ) 为了进一步研究性激素相关
干眼发病机制%本实验拟研究去卵巢食蟹猴体内性激
素水平与干眼发病和相关眼表功能的关系%为性激素
相关干眼的眼表病变研究提供实验依据)

;5材料与方法

;3;5材料
;3;3;5实验动物及分组!健康清洁级雌性食蟹猴 # 只
"苏州昭衍新药研究中心有限公司提供#%年龄 E #̀ 岁%

体质量 &_? È_% c/) 实验动物的饲养与管理遵循苏州
昭衍新药研究中心有限公司的 U9Y条例%实验动物的
使用遵循国家科学技术委员会颁布的0实验动物管理
条例1) 采用随机数字表法将实验动物随机分为卵巢

摘除组和假手术组%每组各 " 只) 本研究实验动物的
使用经苏州昭衍新药研究中心有限公司动物伦理委员

会审核批准"批文号&egW$'@E&%#)
;3;3<5主要试剂及仪器5酚红棉线*质量分数 $]荧
光素钠眼科检测试纸 "天津晶明新技术开发有限公
司#$雌二醇放射免疫检测试剂盒*睾酮放射免疫检测
试剂盒"北京华英生物技术研究所#$过碘酸希夫染色
试剂盒"北京雷根生物技术有限公司#) 泪液渗透压
仪 '#%%"美国 l(UW9O公司#$裂隙灯显微镜*k̂ 'h$

型眼前节照相系统"苏州六六视觉科技股份有限公司#)
;3<5方法
;3<3;5卵巢摘除手术5卵巢摘除组猴术前至少禁食
$ 5% 采用 '% )/<),氯胺酮行肌内注射% 剂量为
$% )/<c/%待动物安静后用 &% )/<),戊巴比妥钠静脉
注射麻醉%剂量为 &% )/<c/) 动物仰面固定于手术台
上%暴露下腹部并备皮%用安尔碘行皮肤消毒%沿下腹
部正中线做一长 E '̀ 6)的纵向皮肤切口%逐层分离
肌肉和壁腹膜后进入腹腔%暴露双侧卵巢%结扎卵巢下
输卵管%摘除卵巢后分层缝合肌肉和皮肤) 假手术组
猴术前准备和腹腔切开方法同卵巢摘除组%找到卵巢
后不切除%缝合肌肉和皮肤) 术后 " 5 常规换药%术后
; 5 拆除皮肤缝线)
;3<3<5采用血清放射免疫法检测血清雌二醇和睾酮
质量浓度5分别于术前%术后 $*" 和 # 个月测定食蟹
猴血清雌二醇和睾酮质量浓度) 用真空采血促凝管分
别采集各组食蟹猴下肢静脉全血 " ),%离心半径
$"_' 6)%" %%% I<)+7 离心 $' )+7%用微量加样器吸取
血清%留存于Z&% C冰箱) 用放射免疫法检测猴血清
雌二醇和睾酮质量浓度%检测由苏州大学附属第一医
院核医学科完成)
;3<3=5食蟹猴干眼相关检查和眼表状况评估5术后
记录动物的一般情况%并分别于术前*术后 $*" 和 # 个
月进行眼表状况评估%检查前用 '% )/<),氯胺酮肌内
注射使动物保持安静) "$#泪液渗透压检查!使用标
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准校正液对仪器进行校准%将直径 " ))的干燥无菌
滤纸片放入食蟹猴下睑结膜囊内%待滤纸片完全浸湿
后取出%置入渗透压仪的探测凹槽中%连续测量 ' 次%
取平均值) "&#基础泪液分泌试验 " U6H+I)4I$J4>J%
U$J#!将酚红棉线的一端折弯 " ))%置入食蟹猴下
睑外侧 $<" 处结膜囊内%酚红棉线的其他部分垂悬于
皮肤表面%$ )+7 后取出"请核实时间#%记录酚红棉线
的润湿长度"不包括反折长度#) ""#角膜荧光素钠染
色!用荧光素钠试纸轻触下睑结膜%闭合眼睑%在裂隙
灯显微镜下用钴蓝光观察角膜上皮染色情况%参照
Y*Ic 计分方法 +;,

对角膜荧光素染色情况进行评分&角
膜无着色为 % 分$角膜点状着色"$<A 象限为 $ 分$角
膜点状着色x$<A 象限 "̀$<E 象限为 & 分$角膜点状
着色x$<E 象限 `"$<& 象限为 " 分$角膜点状着色x
$<& 象限为 E 分) "E#结膜印迹细胞学检查!将醋酸
纤维素滤纸剪成 E ))u' ))梯形小纸片%高压灭菌后
干燥待用) 食蟹猴取平卧位%采用质量分数 %_%E]盐
酸奥布卡因滴眼液点眼行表面麻醉%用消毒无齿镊夹
住醋酸纤维素滤纸一角%将粗糙面贴附于颞侧球结膜%
轻轻加压 ' >后取出%置于体积分数 ?']乙醇中固定%
过碘酸希夫染色) 采用 T4,>07 分级方法进行分级&上
皮细胞小而圆%易分辨%细胞间结合紧密%细胞质红%核
大%核质比为 $ f$ $̀ f&%杯状细胞大而圆%过碘酸希夫
重染为 % 级$上皮细胞较大%形态多样%易分辨%细胞间
距离较 % 级大%细胞体积大%细胞核小%核质比为 $ f"%
杯状细胞圆而丰满%过碘酸希夫染色阳性为$级$上皮
细胞大%形态多样%分辨差%细胞间距大%细胞核可呈多
核状%核小%核质比为 $ fE $̀ f'%无角质化%杯状细胞
形态小%边界不清%过碘酸希夫染色差为"级$上皮细
胞大而多形%孤立%细胞质嗜蓝%细胞核小%核固缩并有
较多无核细胞%核质比x$ f#%杯状细胞数量明显减少%
甚至消失为&级)
;3=5统计学方法

采用 UYUU $?3% 统计学软件进行统计分析) 本研
究中检测指标的数据资料用 Kt-表示) 采用随机分组
两水平研究设计%卵巢切除组与假手术组食蟹猴在手
术前后不同时间点 U$J*泪液渗透压及血清性激素质
量浓度的差异比较均采用重复测量两因素方差分析%
多重比较采用 aU8@.检验) Nr%_%' 为差异有统计学
意义)

<5结果

<3;5各组食蟹猴血清性激素水平变化
卵巢摘除组食蟹猴手术前后血清雌二醇*睾酮质

量浓度均低于假手术组%但各组间差异均无统计学意
义"雌二醇&R分组 b'_$#%Nb%_%?$R时间 b$$_E'%Nb
%_%A$R交互作用 bE_A'%Nb%_$A3睾酮&R分组 b$_E#%Nb
%_&?$R时间 b$_#;%Nb%_E%$R交互作用 b%_#"%Nb%_###
"表 $%&#)

表 ;5各组食蟹猴手术前后不同时间点
血清雌二醇质量浓度比较"&R.%#*V"2#

组别 样本量
不同时间点雌二醇质量浓度

术前 术后 $ 个月 术后 " 个月 术后 # 个月

卵巢摘除组 " E&_"Et$A_&; "$_#;t&%_"$ $A_#;t$"_#$ E"_#;t""_&"

假手术组 " '$_";t$E_'# #&_#;t";_;' #%_""t&%_%" $&$_%%t"#_&?

!注&R分组 b'_$#%Nb%_%?$R时间 b$$_E'%Nb%_%A$R交互作用 bE_A'%Nb
%_$A"重复测量两因素方差分析#

表 <5各组食蟹猴手术前后不同时间点
血清睾酮质量浓度比较"&R.%)*V"2#

组别 样本量
不同时间点睾酮质量浓度

术前 术后 $ 个月 术后 " 个月 术后 # 个月

卵巢摘除组 " %_$Et%_%' %_$'t%_%" %_$?t%_$% %_&%t%_%;

假手术组 " %_$'t%_%A %_$#t%_$E %_&'t%_%; %_"Et%_$'

!注&R分组 b$_E#%Nb%_&?$R时间 b$_#;%Nb%_E%$R交互作用 b%_#"%Nb
%_##"重复测量两因素方差分析#

<3<5各组食蟹猴手术前后泪液渗透压变化
卵巢摘除组和假手术组食蟹猴泪液渗透压的比

较%差异无统计学意义"R分组 b%_A"%Nb%_";#%各组手
术前后不同时间点泪液渗透压总体比较差异有统计学

意义"R时间 b&"_&A%Nb%_%%#) 卵巢摘除组食蟹猴术
后 " 个月泪液渗透压明显较术后 $ 个月升高%差异有
统计学意义".b'_$&%Nr%_%'#"表 "#)

表 =5各组食蟹猴手术前后不同时间点
泪液渗透压检测结果比较"&R.%"J&"VE#

组别 眼数
不同时间点泪液渗透压

术前 术后 $ 个月 术后 " 个月 术后 # 个月

卵巢摘除组 " E##_$;t;?_AE E%E_?#tA$_?; E;'_#;t;$_A#* E$;_%"tE$_&%

假手术组 " E&'_#'t$$&_'# ";$_E#t;"_%& E%A_;'t''_'# "A$_#"t&"_A;

!注&R分组 b%_A"%Nb%_";$R时间 b&"_&A%Nb%_%%$R交互作用 b"_"E%Nb

%_%E3与组内术后 $ 个月比较%*Nr%_%' "重复测量两因素方差分析%
aU8@.检验#

<3=5各组食蟹猴手术前后 U$J变化
卵巢摘除组与假手术组食蟹猴 U$J检测值总体

比较%差异无统计学意义"R分组 b%_%#%Nb%_A&#%各组
手术前后不同时间点 U$J值总体比较差异有统计学
意义"R时间 b?_#'%Nb%_%%#) 卵巢摘除组食蟹猴术后
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" 个月 U$J检测值明显较术后 $ 个月降低%差异有统
计学意义".b$_$"%Nr%_%'#"表 E#)

表 >5各组食蟹猴手术前后不同时间点 A!+值比较"&R.%""#

组别 眼数
不同时间点 U$J值

术前 术后 $ 个月 术后 " 个月 术后 # 个月

卵巢摘除组 " $%_'At;_;? A_&'tE_;? &_%At$_'$* &_$;t$_#%

假手术组 " $%_$;t?_#% ;_$;t#_?E "_""t&_?# &_%%t$_E$

!注&R分组 b%_%#%Nb%_A&$R时间 b?_#'%Nb%_%%$R交互作用 b&_E#%Nb

%_?&3与组内术后 $ 个月比较%*Nr%_%' "重复测量两因素方差分析%
aU8@.检验#!U$J&基础泪液分泌试验

<3>5各组食蟹猴手术前后角膜荧光素染色情况
卵巢摘除组和假手术组食蟹猴术前%术后 $*" 和

# 个月均未见角膜荧光素染色%角膜荧光素染色评分
均为 % 分"图 $#)

E F

G H

A B

C D

E F

G H

A B

C D

图 ;5各组食蟹猴角膜荧光素钠染色!e&卵巢摘除组术前角膜透
明%未发现角膜荧光素染色!F&卵巢摘除组术后 $ 个月角膜上皮完
整!W&卵巢摘除组术后 " 个月未发现角膜荧光素染色!8&卵巢摘
除组术后 # 个月未发现角膜荧光素染色!(&假手术组术前角膜表
面正常!V&假手术组术后 $ 个月未见角膜荧光素染色!C&假手术
组术后 " 个月未发现角膜荧光素染色!S&假手术组术后 # 个月未
发现角膜荧光素染色

<3?5各组食蟹猴结膜上皮形态学变化
卵巢摘除组食蟹猴术后 $ 个月时结膜上皮细胞分

级为 % 级%上皮细胞体积较大%形态较多样%易于分辨$
结膜杯状细胞数量多%过碘酸希夫染色呈紫红色) 卵
巢摘除组食蟹猴术后 " 个月结膜上皮细胞分级为$
级%上皮细胞体积较大%形态多样$结膜杯状细胞体积
缩小%过碘酸希夫染色呈深红色) 卵巢摘除组食蟹猴
术后 # 个月结膜上皮细胞为"级改变%呈多种形态%不
易分辨$结膜杯状细胞数量减少%边界不清%过碘酸希
夫染色呈红色) 假手术组食蟹猴术前及术后结膜上皮
细胞分级均为 % 级%结膜杯状细胞数量多%过碘酸希夫
染色呈紫红色"图 &#)

E F

A B

C D

G H

E F

A B

C D

G H

图 <5各组食蟹猴结膜印迹细胞学检查"YeU uE%%#!e&卵巢摘除组
食蟹猴术前结膜上皮细胞正常"白箭头#%结膜杯状细胞数量多"黑箭
头#!F&卵巢摘除组食蟹猴术后 $ 个月结膜上皮细胞体积较大"白箭
头#%结膜杯状细胞数量较多"黑箭头#!W&卵巢摘除组食蟹猴术后
" 个月结膜上皮细胞体积变大"白箭头#%结膜杯状细胞体积缩小"黑
箭头#!8&卵巢摘除组食蟹猴术后 # 个月结膜上皮细胞不易分辨"白
箭头#%结膜杯状细胞数量减少"黑箭头#!(&假手术组食蟹猴术前结
膜上皮细胞正常"白箭头#%杯状细胞数量较多"黑箭头#!V&假手术
食蟹猴术后 $ 个月结膜上皮细胞易于分辨"白箭头#%杯状细胞数量多
"黑箭头#!C&假手术组食蟹猴术后 " 个月结膜上皮细胞形态清晰
"白箭头#%杯状细胞数量多"黑箭头#!S&假手术组食蟹猴术后# 个
月结膜上皮细胞形态正常"白箭头#%杯状细胞数量多"黑箭头#
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=5讨论

干眼发病机制复杂%现阶段研究主要包括炎症因
子的介导*细胞凋亡*神经调节异常及体内性激素水平
等因素的影响) 绝经期女性体内性激素水平的改变是
引起干眼的重要因素之一) F*.50.+7+A,

报道了促黄体

激素*促卵泡激素*催乳素*促甲状腺腺激素*雌激素及
孕激素对泪膜稳定的影响%发现这些激素控制着泪腺
的代谢功能%能引起泪液分泌量的变化) 研究发现%多
种眼组织中均有性激素受体的存在%如泪腺*睑板*睑
球结膜*角膜*虹膜*睫状体*晶状体和视网膜 +?, )
U.,,+M*7 等 +$%,

研究认为%雄激素缺乏是引起干燥综合
征女性蒸发过强型干眼的重要因素%研究还发现雄激
素可调节睑板腺的分泌%从而参与泪膜稳定性的维
持

+$$, ) \4I>.I*等 +",
报道绝经期女性卵巢出现萎缩及

功能退化%体内的性激素水平呈明显下降趋势%与干眼
发病明显相关) 研究证明%去卵巢大鼠在术后 & 周即
可出现子宫萎缩和血清性激素水平的下降

+$&, ) 本研
究中卵巢摘除组食蟹猴术后相对于假手术组性激素下

降并不明显%可能与去卵巢猴体内肾上腺皮质的代偿
分泌有关) 绝经期女性体内性激素的变化是由卵泡消
失所致的雌激素分泌减少%睾酮分泌主要由肾上腺皮
质分泌%少部分来自卵巢间质 +$", %说明去卵巢食蟹猴
早期体内内分泌改变与人类女性绝经期体内激素早期

改变相符%而雄激素水平的下降需要更长时间才能
出现)

猴眼部生理构造与人类相似%所以猴干眼动物模
型的判定标准与人干眼诊断标准一致%判定指标主要
包括泪液分泌量*泪膜破裂时间及角膜荧光素染色等
眼表特异性改变的指标%本实验中由于食蟹猴处于麻
醉状态%泪膜破裂时间的观察存在人为影响因素%所以
未观察比较) 此外%由于泪液渗透压及结膜印迹细胞
学检查的临床特异性表现%能够作为比较客观的辅助
诊断标准%所以本研究将这两项指标纳入其中)

&%%; 年国际干眼工作组的研究认定%泪液渗透压
升高可作为干眼的辅助诊断依据) 泪液渗透压升高与
泪液中钠离子潴留有关%其影响因素包括泪液中水液
生成减少*蒸发过强*涂布不均匀或清除延缓等 +$E, )
泪液渗透压的升高导致眼表组织细胞脱水及其形态学

改变%还可激活信号转导通路%引起炎症反应和细胞凋
亡%加重干眼症状 +$'Z$#, ) U.-.c+等 +$;,

研究发现%泪液
渗透压与 U$J*泪膜破裂时间*角膜荧光素染色及结
膜丽丝氨绿染色均有相关性%其中泪液渗透压与 U$J
的相关系数最高%认为泪液渗透压可作为评定干眼严

重程度的重要依据) 泪液渗透压测量值是客观的检测
指标%但其检测数据受测量方法的影响 +$A, %其他影响
其结果判断的因素还包括人种*性别*年龄*取材部位*
取材量*环境"温度*湿度*污染度#*昼夜波动*瞬目*
反射性泪液分泌等

+$?Z&%, ) 本实验采用泪液渗透压仪
'#%% 检测各组食蟹猴泪液渗透压%对于单个样本采用
多次测量求平均值的方法%除去环境等因素的影响%测
量结果能准确反映各组术前与术后泪液渗透压的变化

趋势)
干眼的临床特征决定了其早期或潜在的眼表损害

首先累及结膜表层细胞) 结膜印迹细胞学检查是临床
上广泛采用的无创检测方法%采取睑球结膜组织相同
部位的表层细胞进行固定和染色%按照显微镜下观察
的结膜上皮细胞大小*数量*形态*核质比及结膜杯状
细胞的形态*染色程度的观察进行分级%从而直接评估
眼表结膜组织的变性及损伤情况

+&$, %能直接*客观地
反映干眼病理损伤程度%对于干眼的临床诊断及分级
具有重要意义) 本实验中卵巢摘除组食蟹猴术后 " 个
月可观察到结膜上皮细胞的核质比变大%杯状细胞数
量减少且细胞缩小%术后 # 个月结膜上皮细胞核质比
进一步变大%细胞呈多核状%杯状细胞数量较少%说明
食蟹猴去卵巢后出现结膜上皮细胞鳞状化改变%符合
干眼结膜损伤的病理变化)

本研究中发现%卵巢摘除组与假手术组食蟹猴术
后角膜荧光染色结果无明显差异%卵巢摘除组食蟹猴
术后 $ 个月与 " 个月 U$J检测值差异有统计学意义)
曾有报道称%在模拟干燥综合征大鼠干眼动物模型中%
虽观察到了 W8EzX淋巴细胞浸润增加所致的泪腺炎
症表现%但未见相关干眼眼表体征的变化 +&&, %因此考
虑本研究中去卵巢食蟹猴未出现眼表特异性改变的主

要原因主要如下&"$#研究对象的种属差异%食蟹猴泪
液分泌较人类发达%其副泪腺的分泌能够达到足够的
代偿作用) "&#本研究中虽观察到去卵巢食蟹猴结膜
上皮的鳞状化改变%但尚未达到中重度干眼的程度
""#绝经期女性体内性激素变化是长期*复杂的免疫
反应过程%本研究中观察的时间长度有限%去卵巢猴内
分泌紊乱与睑板腺功能障碍及相关炎症因子表达间的

相互关系仍需进一步研究) "E#本研究的实验动物样
本量小%统计学结果不能代替临床意义%实验结果仅供
参考)

本研究中食蟹猴均由苏州昭衍新药研究中心提

供%昭衍新药研究中心是有国际认证的新药研发机构%
其动物的选用和饲养*实验的进行*动物福利的保障均
依照严格的执行标准) 本实验中食蟹猴手术及麻醉后
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由专人进行护理%术后每日观察食蟹猴全身情况%伤口
皮肤换药%术后 ; 5 拆除皮肤缝线) 临床上类似的研
究多以鼠*狗*兔为主%存在种属差异) 使用食蟹猴作
为研究对象能更好地观察女性绝经期体内性激素及眼

表体征的特异性变化%在实验中便于取样和分析%后期
还可进行相应的临床药物治疗绝经期干眼的研究) 本
研究发现去卵巢食蟹猴可作为绝经期女性干眼研究的

动物模型%可用于绝经期女性眼表变化及其病理机制
的研究)
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