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!实验研究!

gc%g)1小鼠角膜细胞密度和大小的活体
三维测量

张红敏(刘素素(谢艳亭(陈国铭(贺司宇(金鑫(窦新岩(王丽娅

(("摘要#(背景(角膜细胞的形态学参数及其密度对角膜结构的完整性及其正常功能的维持具有重要意

义% 目前$gc%g)1小鼠已成为角膜研究中广泛应用的实验动物$了解正常角膜细胞的大小(形态及密度可为

相应的实验研究提供参考依据%(目的(应用双光子激光扫描显微镜对 gc%g)1小鼠的不同角膜细胞进行活

体扫描$对细胞密度(细胞大小参数进行活体三维测量$活体观察角膜不同细胞的形态学特征%(方法(收集
K 只 W [GI 周龄 gc%g)1小鼠$麻醉后荧光解剖显微镜下于角膜基质内注射 MH !=)2.的胞质膜染料 G !.$注射

后 G\O " 于注射部位的对侧注射 OHH !=)2.D#&1"09IIIXM G !.$IH 2'8 后使用双光子激光扫描荧光显微镜对角

膜中央视野)hR轴*的角膜内皮层(基质层和上皮层进行 !轴逐层扫描$每层扫描厚度为 M !2$图像像素为
OGMpOGM$图像位数为 GM 5'9% 应用 >2+,'0软件对扫描的图像进行细胞密度以及细胞大小参数的测量$细胞密

度通过计算 I 维空间内细胞核数目获得&通过软件自动测量角膜上皮基底层(中基质层和内皮层细胞和细胞

核的表面积和体积$并计算细胞和细胞核的表面积)体积值和细胞的核质比%(结果(gc%g)1小鼠角膜上皮

基底层和内皮层均为单层细胞$而中基质层包括 M 层细胞% 小鼠角膜上皮基底层细胞密度为 )GHW\HHl

GW\NJ*pGHX )22I $明显大于中基质层的)N\MJlH\XW*pGHX )22I
和内皮层的)MM\IHlM\MW*pGHX )22I $I 个组

间总体比较差异有统计学意义)ZmGXG\ONM$QmH\HHH*&以中基质层的细胞表面积和体积最大$其次为内皮

层$上皮基底层的细胞表面积和体积最小$I 层细胞间的表面积和体积的总体比较差异均有统计学意义)Zm

M MMM\HHH(ONW\OHX$均 QmH\HHH*% 小鼠角膜上皮基底层(中基质层和内皮层细胞的表面积)体积值分别为

)H\WHlH\GI*()H\OGlH\HJ*和)H\XHlH\HX* )!2$以上皮基底层细胞最大$I 层间总体比较差异有统计学意义
)ZmGMJ\HJO$QmH\HHH*% 小鼠角膜以内皮层的细胞核表面积和体积最大$其次为中基质层$以上皮基底层细

胞的细胞核表面积和体积最小$但以上皮基底层细胞核的表面积)体积值最大$以内皮层细胞核的表面积)体

积值最小&小鼠角膜内皮层细胞的核质比明显大于上皮基底层和中基质层细胞% (结论(双光子激光扫描显

微镜可对 gc%g)1小鼠中央角膜 I 层细胞参数$包括细胞和细胞核表面积及体积进行活体定量测定$为
gc%g)1小鼠角膜生理(病理和疾病的相关研究提供参考依据%(

"关键词#(角膜)解剖和组织学& 细胞计数& 细胞大小& 近交系 gc%g)1小鼠& 双光子荧光显微镜
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2'//.&09,#2+..+6&,+8/ .#7&09'8 9"&5+0+.&3'9"&.'$2.+6&,$7'9" 0'=8'-'1+89/'--&,&81&0+2#8=9"&9",&&.+6&,0)Zm

M MMM\HHH$ONW\OHX$5#9" +9QmH\HHH*:*"&+,&+)<#.$2&,+9'#0#-1&..07&,&)H\WHlH\GI*$)H\OGlH\HJ* +8/

)H\XHlH\HX* )!2'8 9"&5+0+.&3'9"&.'$2.+6&,$2'//.&09,#2+..+6&,+8/ &8/#9"&.'$2.+6&,$7'9" 9"&"'="&09,+9'#'8

9"&5+0+.&3'9"&.'$2 .+6&,+8/ .#7&09,+9'#'8 9"&&8/#9"&.'$2 .+6&,)ZmGMJ\HJO$QmH\HHH*:*"&1&..8$1.&+,

0$,-+1&+,&++8/ <#.$2&7&,&"'="&09'8 9"&&8/#9"&.'$2+8/ .#7&09'8 9"&5+0+.&3'9"&.'$2:*"&1&..8$1.&+,0$,-+1&

+,&+)<#.$2&,+9'#7+0"'="&09'8 9"&5+0+.&3'9"&.'+.1&..+8/ .#7&09'8 9"&&8/#9"&.'+.1&..:>8 +//'9'#8$9"&8$1.&$0)

169#3.+02,+9'#7+0"'="&09'8 9"&&8/#9"&.'+.1&..0+8/ .#7&09'8 9"&2'//.&?&,+9#169&0:(C#.(1,)'#.)(MCD.+0&,

01+88'8=2'1,#01#3&1+8 @$+89'9+9'<&.62&+0$,&9"&3+,+2&9&,0#-1#,8&+.1&..0'* @'@#'8 gc%g)12'1&$'81.$/'8=1&..
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((角膜由上皮层(前弹力层(基质层(后弹力层和内
皮层构成$各层细胞的形态学参数及其密度对角膜结
构的完整性及其正常功能的维持具有重要意义% 角膜
细胞的异常可导致圆锥角膜(角膜变性与营养不良(近
视(角膜炎(干眼(大泡性角膜病变和着色性干皮
病

+GbW, % 此外$许多眼部手术以及局部药物的应用也
会引起角膜细胞的损伤$导致角膜细胞体积或密度的
改变$如角膜移植术(角膜磨削术(白内障手术(角膜胶
原交联治疗(角膜塑形镜的佩戴以及某些眼表药物的
使用

+NbGX, % 因此$了解角膜细胞的形态学参数对于角
膜的生理(病理以及疾病诊断非常必要% 目前$关于人
角膜细胞形态学的研究已经比较全面$但实验小鼠角
膜细胞形态学参数相对缺乏$影响研究的开展% 本研
究采用荧光活体染料标记技术$用双光子激光扫描显
微镜对成年 gc%g)1小鼠的 I 种角膜细胞进行活体测
量$为相关的实验研究提供参考依据%

85材料与方法

8:85材料
8:8:85主要试剂及仪器5细胞质膜染料) &̂..S+0?*S

C.+02+S&25,+8&;9+'80$货号' ĜHHXO$批号'JOJHJK*(

D#&1"09IIIXM 染料 )货号'DIOJH$批号'NNWXKW * )美
国 >8<'9,#=&8 公司*% %;SJWH T%F型双光子激光扫描
显微镜(!&'00̀ MH 型荧光解剖显微镜)德国 +̂,.!&'00
公司*%
8:8:9 5实验动物5选取 ;Cd级 W [GI 周龄雄性
gc%g)1小鼠)北京维通利华实验动物技术有限公司*
GH 只$体质量为 MM [IH =$经裂隙灯显微镜和解剖显

A B1000μm1000μm

图 85>3O>W(小鼠眼前节检查)标尺mG HHH !2*(c'裂隙灯显微
镜下小鼠角膜透明(g'解剖显微镜下可见角膜结构正常

微镜检查证实角膜结构正常)图 G*$对角膜上皮细胞(
基质细胞和内皮细胞的细胞密度(细胞核体积(表面积
和核质比进行三维立体测定% 实验动物的饲养和使用
均遵照美国视觉与眼科研究协会制定的科研动物使用

规范$本实验过程经郑州大学实验动物伦理委员会和

mGHXm中华实验眼科杂志 MHGO 年 O 月第 II 卷第 O 期( "̂'8 _B43 F3"9"+.2#.$S+6MHGO$ #̀.:II$T#:O
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图 95>3O>W(小鼠角膜上皮基底层(中基质层及内皮层细胞的活体双光子测定图片)细胞核染

色采用 D#&1"09IIIXM(细胞膜染色采用 C.+02+S&25,+8&;9+'80(标尺mGHH !2*(c'角膜上皮基

底细胞)hR平面白色虚线内及 h!平面内黄色虚线和箭头所示*(g'角膜中基质细胞)hR平面

及 h!平面的黄色虚线和箭头所示*( '̂内皮细胞层)hR平面白色虚线内及 h!平面黄色虚线和

箭头所示*
(

河南省眼科研究所生命科学实验

管理与伦理审查委员会审查批准%
8:95方法
8:9:85小鼠活体角膜细胞染色5
小鼠角膜活细胞染色参考文献

+GO,的方法进行% 腹腔内注射戊
巴比妥钠)WO 2=)?=*麻醉小鼠$用
质量分数 G]盐酸丁卡因滴眼液
点眼进行表面麻醉% 荧光解剖显
微镜下于角膜基质内注射 MH !=)2.
的胞质膜染料 G !.$注射后 G\O "
于注射部位的对侧注射 OHH !=)2.
D#&1"09IIIXM G !.$IH 2'8 后以生
理盐水冲洗角膜 I 次$用双光子激
光扫描显微镜采集图像%
8:9:95角膜细胞的在体双光子三维图像采集5角膜
图像的采集参考文献+GO,的方法进行% 小鼠侧卧位$
固定其四肢及头部% 待测眼放置自制眼杯$眼杯内加
入生理盐水$用双光子激光扫描显微镜系统进行角膜
图像扫描% 所有图像均采用 MH 倍水浸物镜) +̂,.!&'00
C.+8Pc3#1",#2+9物镜$数值孔径+Tc, mG\H*$选取角
膜中央视野)hR轴*$从角膜内皮层(基质层至上皮层
进行 !轴连续扫描$每层扫描厚度为 M !2$图像像素
为 OGMpOGM$图像位数为 GM 5'9%
8:9::5角膜细胞密度的测量5采集的双光子图像载
入到 c$9#+.'=8&,软件 )K:H:G 版本$瑞士 g'93.+8&公
司*中$矫正由于活体运动引起的图像偏差$然后将中
央角膜的 !系列图像导入 >2+,'0软件)J:I:G hKX 版
本$瑞士 g'93.+8&公司*$生成三维图像$选择高质量的
三维图像进行分析% 根据典型的细胞形态确定细胞类
型和层面$将角膜前弹力层(后弹力层之间细胞厚度的
中 G)I 定义为中基质% 对角膜基底上皮细胞(基质细
胞和内皮细胞的细胞密度和形态学参数进行测定$细
胞密度为在 GHH !2pGHH !2范围 hR平面p角膜层面
深度)!平面*的三维空间内的细胞数目$用细胞数)
22I

来表示% 对左侧和下方压线的细胞进行计数$右
侧和上方压线的细胞不计数)图 M*%
8:9:D5角膜细胞大小的测量5细胞形态学数据来自
X 个小鼠角膜中央部位的 K 个相邻细胞$即 MX 个细胞
的数据% 测量时将双光子拍摄的 !序列图像导入到
>2+,'0软件后$选择1 ;$,-+1&2模块生成细胞和细胞核
三维模型% 根据细胞形态手动绘制细胞和细胞核轮
廓$创建单个角膜细胞和细胞核的表面效果图% 使用
>2+,'0软件自动定量分析细胞表面积(细胞体积(核表

面积和核体积% 细胞质体积m细胞体积b细胞核体积%
8::5统计学方法

采用 ;C;; GK\H 统计学软件)序列号'KHIXOMXIWW$
;C;;>81:$ "̂'1+=#$>%$U;c*进行统计分析% 本研究测
量指标的数据资料以 Yl3进行描述$角膜上皮基底层(
中基质层和内皮层细胞各测量参数的总体差异比较采

用单因素方差分析$角膜 I 层间各细胞参数均数经
%&<&8&检验方差齐$多重比较采用 *+2"+8&s0*M 检
验% QnH\HO 为差异有统计学意义%

95结果

9:85gc%g)1小鼠角膜上皮基底层(中基质层与内皮
层的细胞密度

角膜上皮基底层和内皮层均为单层细胞$而中基
质包括 M 层细胞% 角膜上皮基底层细胞密度最大$中
基质层细胞密度最小$I 层细胞密度整体比较差异有
统计学意义)ZmGXG\ONM$QnH\HG*$各层间两两比较
差异均有统计学意义)均 QnH\HG*)表 G$图 I*%

表 85>3O>W(小鼠角膜上皮基底层(中基质层与
内皮层的细胞密度)!Q"$X8LD W&&: *

角膜层面 样本量 细胞密度

上皮基底层 K GHW\HHlGW\NJ

中基质层 K N\MJlH\XW+

内皮层 K MM\IHlM\MW+5

Z GXG\ONM

Q H\HHH

(注'与上皮基底层比较$+QnH\HG&与中基质层比较$5QnH\HG)单因素

方差分析$*+2"+8&s0*M 检验*
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XYZ

XZ

A B A B A B
上皮基底层 中基质层 内皮层

图 :5>3O>W(小鼠角膜上皮基底层层中基质层与内皮层的细胞密度)pMH*(c'三维重建后展示的细胞核原始图片呈蓝色)D#&1"09IIIXM*(g'

>2+,'0软件渲染的细胞核图片$粉色伪彩示细胞核

9:95gc%g)1小鼠角膜上皮基底层层中基质层及内皮
层细胞的形状及大小

角膜上皮基底层细胞为长柱状$中基质层细胞形
状不规则$内皮层细胞呈扁柱状% 角膜上皮基底层细
胞的表面积和体积均最小$中基质层细胞的表面积和
体积均最大% I 层细胞的表面积和体积总体比较差异
均有统计学意义)ZmM MMM\HHH$QnH\HG&ZmONW\OHX$
QnH\HG*$表面积)体积值以上皮基底层细胞最大$中
基质层细胞和内皮层细胞依次减小$I 层细胞的表面
积)体积值总体比较差异有统计学意义)ZmGMJ\HJO$
QnH\HG*)表 M$图 X*%

表 95>3O>W(小鼠角膜上皮基底层层中基质层
与内皮层的细胞大小比较)!Q"*

角膜层面 样本量
细胞表面积

)pGHI $!2M *
细胞体积

)pGHI $!2I *
细胞表面积)体积

上皮基底层 MX H\IIlH\HX H\XMlH\HN H\WHlH\GI

中基质层 MX O\MMlH\XX+ GH\XHlG\JX+ H\OGlH\HJ+

内皮层 MX G\MKlH\GK+5 I\GXlH\XG+5 H\XHlH\HX+5

Z M MMM\HHH ONW\OHX GMJ\HJO
Q H\HHH H\HHH H\HHH

(注'与上皮基底层比较$+QnH\HG&与中基质层比较$5QnH\HG)单因素

方差分析$*+2"+8&s0*M 检验*

XYZ

XZ

A B A B A B
上皮基底层 中基质层 内皮层

图 D5>3O>W(小鼠角膜 : 层细胞形态)pMH*(c'三维重建后展示的细胞呈红色)C.+02+S&25,+8&;9+'80* $细胞核呈蓝色)D#&1"09IIIXM*(g'

>2+,'0软件渲染的细胞和细胞核$红色伪彩示细胞核$绿色伪彩示细胞质

9::5gc%g)1小鼠角膜上皮基底层层中基质层及内皮
层细胞核的形状及大小

角膜上皮基底层细胞核与其细胞的形状相似$近
似长柱状$中基质层细胞的细胞核呈扁豆状或蚕豆状$
内皮层细胞的细胞核与内皮细胞的形状相似$呈扁柱
状% 角膜上皮基底层的细胞核表面积和体积均最小$
中基质层细胞和内皮层细胞的核表面积和体积依次增

大% I 层细胞的细胞核表面积和体积总体比较差异均
有统计学意义 )ZmIHG\JGN$QmH\HHH&ZmGNK\MWO$
QmH\HHH*% 角膜上皮基底层细胞核表面积)体积值最
大$其次依次为中基质层和内皮层$I 层细胞核的表面
积)体积值总体差异有统计学意义 )ZmGHW\OKW$Qn
H\HG*)表 I*%

层IHX层中华实验眼科杂志 MHGO 年 O 月第 II 卷第 O 期( "̂'8 _B43 F3"9"+.2#.$S+6MHGO$ #̀.:II$T#:O
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表 :5>3O>W(小鼠角膜上皮基底层(中基质层
与内皮层细胞核大小)!Q"*

角膜层面 样本量
细胞核表面积

)pGHI $!2M *
细胞核体积

)pGHI $!2I *
细胞核表面积)

体积

上皮基底层 MX H\GWlH\HO H\GWlH\HW G\HIlH\GG

中基质层 MX H\XXlH\HN+ H\OWlH\MH+ H\WGlH\GO+

内皮层 MX H\JMlH\HN+5 G\INlH\IG+5 H\OIlH\HW+5

Z IHG\JGN GNK\MWO GHW\OKW
Q H\HHH H\HHH H\HHH

(注'与上皮基底层比较$+QnH\HG&与中基质层比较$5QnH\HG)单因素

方差分析$*+2"+8&s0*M 检验*

9:D5gc%g)1小鼠角膜上皮基底层(中基质层及内皮
层细胞的核质比

gc%g)1小鼠角膜内皮层细胞的核质比最大$上
皮基底层细胞稍次之$以中基质细胞最小$I 层细胞核
质比的整体比较差异有统计学意义 )ZmOW\JNG$Qm
H\HHH*$I 层间两两比较$差异均有统计学意义)均Qm
H\HHH*)表 X*%

表 D5>3O>W(小鼠角膜上皮基底层(中基质层
与内皮层细胞的核质比)!Q"*

角膜层面 样本量
细胞体积

)pGHI $!2I *
细胞核体积

)pGHI $!2I *
细胞质体积

)pGHI $!2I * 核质比

上皮基底层 MX H\XMlH\HN H\GWlH\HW H\MXlH\HO H\JWlH\IJ

中基质层 MX GH\XHlG\JX+ H\OWlH\MH+ N\WMlG\OJ+ H\HKlH\HG+

内皮层 MX I\GXlH\XG+5 G\INlH\IG+5 G\JKlH\IN+5 H\WOlH\IG5

Z ONW\OHX GNK\MWO JIG\NKI OW\JNG
Q H\HHH H\HHH H\HHH H\HHH

(注'与上皮基底层比较$+QnH\HG&与中基质层比较$5QnH\HG)单因素

方差分析$*+2"+8&s0*M 检验*

:5讨论

角膜组织分为 O 层$即上皮层(前弹力层(基质层(
后弹力层和内皮层$上皮层细胞又分为表层上皮细胞(
翼状上皮细胞和基底上皮细胞$以往的角膜组织学研
究主要采取离体的形态学研究方法$缺少活体的形态
学观察$而本研究利用双光子激光扫描显微镜对角膜
细胞进行活体研究%

角膜上皮的屏障作用主要由翼状上皮细胞所承

担
+GK, $本研究中通过活体细胞染色发现翼状上皮细胞

极难着色$因此难以得到清晰的翼状细胞染色图片$而
表层上皮细胞呈叠瓦状$单细胞的活体染色和测量均
不容易% 在角膜基质层$角膜基质细胞的形状极不规
则$相邻的细胞相互靠近并重叠$细胞的边界不易确
定$应用三维图像重建可以测定角膜细胞的三维结构$
但比较耗时% 因此$本研究仅对上皮基底层(中基质层

和内皮层细胞进行了细胞密度和参数测定%
近年来$gc%g)1小鼠被越来越多地应用于眼科

实验$且在眼表疾病的研究中普遍使用% 然而$迄今仅
有少数研究者对 gc%g)1小鼠角膜细胞密度进行了研
究

+K$GJ, $但尚缺乏角膜上皮细胞(基质细胞和内皮细胞
的活体形态学参数% 本研究中首次对 gc%g)1小鼠的
上皮细胞(基质细胞和内皮细胞进行活体三维测量$并
在三维空间内测量 I 种细胞的密度$发现 gc%g)1小
鼠中基质细胞密度明显高于正常人

+GWbGN, %
生物不同组织细胞呈现不同的大小和形状是其与

内外环境及相邻细胞相互接触并相互适应的结果% 以
往关于小鼠角膜细胞的研究均采用体外固定标本$且
细胞大小的评估均限于细胞面积和周长的测量$而到
目前为止尚无细胞表面积和体积测量的结果% 本研究
中首次对 gc%g)1小鼠的角膜细胞和细胞核进行立体
测量$包括细胞的表面积和体积$并在此基础上计算表
面积与体积比% 细胞的表面积与体积比对生物体相应
组织和细胞的生物学行为及特定功能有重要意义$细
胞的表面积与体积比增加表明细胞与环境的接触面积

增大或代谢率升高% 本研究的结果表明$角膜上皮基
底层细胞的表面积与体积比最高$中基质层细胞和内
皮层细胞依次降低$这些参数是相应细胞特点的生物
学物质基础$如角膜上皮基底细胞的有丝分裂活跃$角
膜基质细胞与基质接触面大$而角膜内皮细胞则终身
不再增生% 细胞的核质比与细胞的成熟度有关$随着
细胞发育的逐渐成熟$细胞核会逐渐缩小% 细胞的核
质比值增大常见于癌前病变细胞的不典型增生和恶

变% 有文献报道核质比测量与 3KI 染色可同时用于角
膜缘上皮干细胞的识别

+MH, % 核质比值可随各种病理
状态而改变$该值的变化有助于疾病的诊断和监测%

gc%g)1小鼠是人类多种眼科疾病研究中常用的
动物模型$本研究首次定量测定了 gc%g)1小鼠角膜
活体细胞的三维密度和大小$包括角膜上皮基底细胞(
基质细胞和内皮细胞的细胞和细胞核表面积(体积(表
面积与体积比以及核质比$这些参数为 gc%g)1小鼠
角膜生理(病理和相关疾病的研究提供了参考数据$也
为人类相关疾病的实验研究提供了研究基础%
志谢(感谢 c8/#,)g'93.+8&亚太培训和应用支持中心的王娟和南茜在

使用 >2+,'0软件对细胞密度和大小进行测量过程中给予的技术支持
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消(息

天津医科大学眼科医院第九届国际会议暨

中国眼底病论坛#糖尿病视网膜病变专题研讨会#
天津市医学会眼科学分会 9L8E 年度学术年会通知

((由天津医科大学眼科医院(中华眼底病杂志以及天津市医学会眼科学分会主办$新加坡全国眼科中心协办的1天津医科大学眼

科医院第九届国际会议(中华眼底病论坛!糖尿病视网膜病变专题研讨会!MHGO 天津市医学会眼科学分会 MHGO 年度学术年会2将

于 MHGO 年 GH 月 GK3GW 日)周五至周日*在天津举行% 现将征文及注册参会事宜通知如下'

85征文范围5)G*1天津医科大学眼科医院第九届国际会议2征文范围涉及眼科各专业基础及临床研究进展% )M* 1中国眼底病论

坛!糖尿病视网膜病变专题研讨会2征文范围包括糖尿病视网膜病变诊断治疗经验以及基础研究$尤其关注糖尿病视网膜病变诊

疗指南和相关规范的临床应用经验以及以疾病为中心的学科专业融合诊疗模式探索及平台建设的稿件%

95征文要求5)G*征文仅需提交约 KHH 字的以 f#,/ 格式撰写中英文摘要% )M*务请注明作者姓名(单位(职称)职务*(通信地址

和邮政编码(电子邮箱以及手机号码% )I*投稿邮箱'92$&"MHGOZGKI:1#2$邮件主题请注明1天津医科大学眼科医院第九届国际会

议征文k作者姓名2或1中国眼底病论坛征文k作者姓名2% )X*截止日期'MHGO 年 J 月 IG 日%

:5注册及费用5注册表可从网站 777:92$&1:1#2下载% 请于 MHGO 年 N 月 G 日前发回注册表$并缴纳注册费 JWH 元&MHGO 年 N 月 G

日之后缴纳者注册费为 WWH 元%

D5联系方式5联系人'杜静(杨荔(电话'HMMbOWMWHJMO$HMMbOWMWHWKK$HMMbOWMWHWIK&传真'HMMbMIIXKXIX&B2+'.' 92$&"MHGOZ

GKI:1#2%
)天津医科大学眼科医院*

!OHX!中华实验眼科杂志 MHGO 年 O 月第 II 卷第 O 期( "̂'8 _B43 F3"9"+.2#.$S+6MHGO$ #̀.:II$T#:O

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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