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摘要
目的:研究翼状胬肉患者的眼表微生物菌群组成ꎬ探索眼
表微生物菌群和翼状胬肉的相关性ꎮ
方法:收集 ２０１８－０９ / ２０１９－０１ 在我院就诊的原发性翼状
胬肉患者ꎬ翼状胬肉组为患翼状胬肉的 ２６ 眼ꎬ正常对照组
为 ９ 只对侧正常眼ꎬ采用 ＭｉｓｅｑＰＥ３０１＋８＋８＋３０１ 平台进行
细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因 Ｖ３~Ｖ４ 区双端测序ꎬ分析比较翼状胬
肉组与正常对照组眼表微生物菌群结构与组成差异ꎮ
结果:两组样品共得到 １８３７ 个 ＯＴＵꎻＡｌｐｈａ 多样性分析ꎬ
正常对照组物种的多样性高于翼状胬肉组ꎮ 同时两组优
势菌群相似ꎮ 构成以棒状杆菌、葡萄球菌、链球菌、丙酸杆
菌等革兰氏阳性菌为主ꎬ其次为革兰氏阴性菌ꎮ 棒状杆菌
在翼状胬肉组比例增高ꎮ
结论:翼状胬肉组眼表物种多样性下降ꎬ棒状杆菌在翼状
胬肉患者眼表菌群的丰度显著增高ꎬ可能参与眼表免疫状
态调节ꎬ并影响翼状胬肉的发生与发展ꎮ
关键词:翼状胬肉ꎻ眼表微生物菌群ꎻ高通量测序
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０引言
翼状胬肉是一种眼部常见的慢性炎症性增殖性疾病ꎬ

睑裂部异常增生肥厚的球结膜及其下纤维组织跨越角膜
缘长入角膜形成其典型翼状形态[１]ꎮ 近年来ꎬ对翼状胬肉
发病机制进行了大量研究和探索ꎬ例如角膜缘干细胞屏障
受损失去屏障作用、紫外线照射、病毒感染、遗传因素或基
因突变、细胞因子、生长因子、金属蛋白酶增加、地理环境
等因素均有影响[２－４]ꎬ以及对于翼状胬肉致病基因的鉴定
研究[５]ꎬ但尚无定论ꎮ 有研究表明ꎬ免疫介导的炎症反应
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在翼状胬肉的发生发展中起着重要作用ꎮ 而眼表微生物
菌群与外部环境交互作用ꎬ参与机体防御等免疫反应环
节ꎬ维持眼表微生物的稳定对于眼部意义重大ꎮ 目前微生
物组的研究多集中于肠道、口腔[６－７]ꎬ而眼表微生物菌群
组成的变化是否与翼状胬肉相关尚不清楚ꎬ未来对翼状胬
肉治疗的研究方向可能集中在基因遗传途径上[８]ꎮ 因此ꎬ
本研究通过 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因测序翼状胬肉眼及对侧正常眼
眼表微生物菌群的多样性、相对丰度等进行比较ꎬ从而探
讨翼状胬肉患者眼表微生物组成的改变ꎬ为下一步研究翼
状胬肉的发病机制奠定基础ꎬ为翼状胬肉的预防和治疗提
供新的思路ꎮ
１对象和方法
１􀆰 １对象　 研究对象为 ２０１８－０９ / ２０１９－０１ 在我院就诊的
５０ 例翼状胬肉患者ꎬ最终根据获取 ＤＮＡ 浓度ꎬ纳入翼状
胬肉组(Ａ 组)为 ２６ 例 ２６ 眼ꎬ对照组(Ｂ 组)为胬肉患者的
对侧正常眼 ９ 例 ９ 眼ꎮ 两组年龄、性别比较ꎬ差异无统计学
意义(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 纳入标准:单眼发病ꎻ原发性翼状胬肉ꎮ 排
除标准:有其它眼部疾病、过敏性疾病及全身性疾病ꎬ近期
配戴过角膜接触镜ꎬ近期做过眼表理疗及眼部手术ꎬ近期
使用过激素类药物ꎮ 根据实验需求ꎬ通过本院伦理委员会
认证ꎬ征得患者同意并签字ꎬ拟行严格无菌眼表取材ꎮ
１􀆰 ２方法
１􀆰 ２􀆰 １ 样品采集与保存　 受试者双眼滴盐酸丙美卡因滴
眼液ꎬ１ ~ ３ｍｉｎ 后嘱受试者双眼向上看ꎬ使用无菌干棉拭
子ꎬ轻微压力涂擦受试者眼球下方的球结膜表面ꎮ 嘱受试
者勿眨眼ꎬ勿碰触眼部皮肤等其他部位ꎬ严格无菌操作ꎮ
采用同样的方法对受试者对侧正常眼进行样本采集ꎮ 结
膜样本拭子ꎬ保存于 １􀆰 ５ｍＬ 无菌管中放入冰盒送入实验
室ꎬ－８０℃冰箱冻存ꎬ１ｗｋ 内提取(１６Ｓｒ)ＤＮＡꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ ＤＮＡ提取与 ＰＣＲ扩增　 样本被接收后ꎬ将棉拭子
前端无菌处理剪下ꎬ转移至离心管中ꎬ裂解ꎬ冷却ꎬ加入
１ｍＬ 酚 / 氯仿 / 异戊醇离心 １２０００ｒ / ｍｉｎꎬ１０ｍｉｎꎬ２５℃ꎮ 取上
清ꎬ加入－２０℃预冷的异丙醇ꎬ１０％ ３ｍＬ 醋酸钠ꎬ－２０℃过
夜沉淀ꎮ 重复离心 ３ 次ꎬ晾干后溶于适量缓冲液ꎬ提取完
成ꎬ使用 １０ｇ / Ｌ 琼脂糖凝胶检测 ＤＮＡ 提取质量ꎮ 用 Ｖ３－
３４１Ｆ(５􀆳 －ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ－ ３􀆳)和 Ｖ４ － ８０６Ｒ
(５􀆳 － ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ － ３􀆳 ) 通用区引 物 对
１６ＳＶ３~Ｖ４ 可变区进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 取 ３０ｎｇ ＤＮＡ 样品及
融合引物配置 ＰＣＲ 反应体系ꎮ 以基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ进
行融合引物 ＰＣＲꎬ使用 Ａｇｅｎｃｏｕｒｔ ＡＭＰｕｒｅ ＸＰ 磁珠进行纯
化并溶于 Ｅｌｕｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒꎬ建库完成ꎮ 使用 Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００
Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ 软件检测文库的片段范围及浓度ꎮ 检测合格
的文库进行测序ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３测序及数据处理
１􀆰 ２􀆰 ３􀆰 １高通量测序　 使用 ＩＩＩｕｍｉｎａ 的 Ｍｉｓｅｑ ＰＥ３０１＋８＋
８＋３０１平台进行双端测序ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３􀆰 ２数据处理　 下机数据经过数据过滤ꎬ滤除低质量
的 ｒｅａｄｓꎬ剩余的 Ｃｌｅａｎ ｄａｔａ 用于后期分析ꎻ将 ｒｅａｄｓ 拼接成
Ｔａｇｓꎻ将 Ｔａｇｓ 聚成 ＯＴＵꎬ对 ＯＴＵ 进行物种注释ꎻ基于 ＯＴＵ
和物种注释结果进行样品物种复杂度分析以及组间物种
差异分析ꎮ 群落结构层面:多样本物种分布比较ꎬ群落相
似度比较ꎬ群落相似度 ＰＣｏＡ 分析ꎬ组间进化的差异显著
性(Ｕｎ)Ｗｅｉｇｈｔｅｄ Ｕｎｉｆｒａｃ 分析ꎬ分析因子之间的关系ꎬ构建
系统发育树ꎮ

图 １　 维恩图ꎮ

图 ２　 基于丰度的 ＰＬＳ－ＤＡ分析ꎮ

　 　 统计学分析:采用 Ｌｅｆｓｅ 软件进行统计学分析ꎬ找出各
组间差异的微生物种类ꎬ两样本间的差异分析及多样性比
较采用 Ｒ 软件的秩和检验ꎮ 以 Ｐ<０􀆰 ０５ 为差异有统计学
意义ꎮ
２结果
２􀆰 １ ＯＴＵ聚类分析　 在 ９７％相似性下对序列进行 ＯＴＵ 聚
类分析ꎬ共得到 １８３７ 个 ＯＴＵｓꎬ翼状胬肉组共含有 １３８１ 个
ＯＴＵｓꎬ对照组共得到 １２０７ 个 ＯＴＵｓꎬ两组共有的 ＯＴＵ 个数
为 ７５１ 个(图 １)ꎮ 各组样品丰富度和均匀度良好ꎬ而翼状
胬肉组比对照组拥有较多的特有 ＯＴＵ 个数ꎮ
２􀆰 ２基于 ＯＴＵ丰度的 ＰＬＳ－ＤＡ分析　 ＰＬＳ－ＤＡ 分析是一
种将主成分分析和多元回归的功能相结合ꎬ达到循环 ＰＣＡ
的各个成分以使其之间的间隔达到最大化ꎬ从而加大各组
观察结果之间的间隔的目的ꎮ 本研究的 ＰＬＳ－ＤＡ 分析显
示翼状胬肉组与对照组分成了两个群落ꎬ显示了两组 ＯＴＵ
丰度上有差异(图 ２)ꎮ
２􀆰 ３物种注释分析　 两组样本共鉴定出了 １７２ 种细菌ꎬ这
些细菌分为 ３４ 个门 ３６９ 属ꎮ 两组眼表微生物菌群结构在
门水平上的比较:两组样本的前四位优势菌门相同ꎬ丰度
由高至低依次为:放线菌门、厚壁菌门、变形菌门、拟杆菌
门ꎮ 四种优势菌门共占翼状胬肉组的 ９７％ꎬ占对照组中的
９２％ꎮ 在翼状胬肉组ꎬ放线菌门丰度明显高于正常对照
组ꎬ但差异无统计学意义(Ｐ＝ ０􀆰 ８７ꎬ图 ３)ꎮ
　 　 在属水平ꎬ翼状胬肉组共发现 ３３７ 个菌属ꎬ明显高于
对照组的 ２７５ 个菌属ꎮ 同样两组前三位优势菌属相同ꎬ丰
度由高至低依次为:棒状杆菌属、未分类菌属、葡萄球菌
属ꎬ共占翼状胬肉组的 ５３％ꎬ占对照组的 ４９％ꎮ 在翼状胬
肉组ꎬ棒状杆菌的丰度明显高于对照组ꎬ但差异无统计学
意义(Ｐ＝ ０􀆰 ５７ꎬ图 ４)ꎮ
　 　 在种水平ꎬ未分类菌种、葡萄球菌种及链球菌种为两
组样本的共同优势菌种ꎬ其中ꎬ未分类菌种在两组中丰度
均最高ꎬ且在两组中比例基本相同ꎮ 值得关注的是ꎬ棒状
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图 ３　 样品门分类水平中物种柱状图ꎮ

图 ４　 样品属分类水平中物种柱状图ꎮ 　

图 ５　 样品种分类水平中物种柱状图ꎮ

杆菌在翼状胬肉组的丰度仍明显高于对照组ꎬ表皮葡萄球
菌种、放线菌种及副球菌种在翼状胬肉组丰度明显低于正
常对照组(图 ５)ꎮ
２􀆰 ４ Ａｌｐｈａ多样性分析　 通过单样品的多样性分析(Ａｌｐｈａ
多样性) 可以反映微生物群落的丰度和多样性ꎮ 根据
ｏｂｓｅｅｒｖｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ 指数、ｃｈａｏ 指数、ａｃｅ 指数分析ꎬ对照组的
多样性高于翼状胬肉组ꎬ差异有统计学意义(Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ
图 ６)ꎮ 两组物种多样性存在差异ꎬ有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ
图 ６)ꎮ 本次样品文库的平均覆盖率( ｃｏｖｅｒａｇｅ 指数)为
９９􀆰 ９３％ꎬ稀释曲线平缓已达到平台期ꎬ反映测序深度已经基
本覆盖到样品的所有物种ꎬ能代表样品的真实情况(图 ７)ꎮ
２􀆰 ５样品组间菌群构成差异分析　 我们通过对两组样本
进行 ｌｅｆｓｅ 分析显示ꎬ两组样品共有 １５ 种差异菌被发现ꎬ
它们分别属于不同分类水平的菌ꎬ在翼状胬肉组特有的物
种为:紫单胞菌科、图利茨菌目ꎻ对照组特有的物种为:红

细菌目、副球菌属、奈瑟球菌属、乏养菌属、卟啉单胞菌属、
反硝化细菌热胞菌属、黄单胞菌属、郝柠檬氏菌属、劳特罗
普氏菌属ꎮ 这些差异物种在两组的相对丰度及数量均较
低(图 ８)ꎮ
３讨论

微生物的多样性及结构研究是进行复杂微生态系分
析的基础ꎬ通过研究翼状胬肉患者眼表及正常眼表微生物
菌群的丰度与结构ꎬ能够揭示翼状胬肉眼表与正常眼表微
生物群落之间的关系ꎬ从而为预防和治疗翼状胬肉提供合
理的理论依据[９]ꎮ

近年来ꎬ国内外学者关注到在机体定植的微生物菌
群ꎬ已参与到宿主的防御、免疫等多个环节ꎬ微生物菌群与
机体的交互作用ꎬ对机体疾病的发生发展有深远影响ꎮ 例
如肠道菌群与糖尿病、肥胖、溃疡性结肠炎、结直肠癌、甲
状腺功能亢进ꎬ甚至焦虑、抑郁症ꎬ都有较强关联[６ꎬ１０]ꎮ 但
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图 ６　 组间 Ａｌｐｈａ 多样性盒形图 　 Ａ:ｏｂｓｅｅｒｖｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ 指数ꎻＢ:ｃｈａｏ 指数ꎻＣ:ａｃｅ 指数ꎻＤ:ｓｈａｎｎｏｎ 指数ꎻＥ:ｓｉｍｐｓｏｎ 指数ꎻＦ:Ｇｏｏｄ􀆳ｓ
ｃｏｖｅｒａｇｅꎮ

图 ７　 物种多样性 Ａｌｐｈａ指数稀释曲线图ꎮ

图 ８　 ＬＤＡ ＳＣＯＲＥꎮ

眼表微生物菌群以及其与眼部疾病的关系研究报道甚少ꎮ
以往传统微生物细菌培养法显示:构成人眼表的微生物群
落以革兰氏阳性菌为主ꎬ其中主要以葡萄球菌属为主ꎬ其
次是类白喉菌(包括棒状杆菌)、链球菌、丙酸杆菌、微球
菌等ꎬ其他还偶见芽孢杆菌、假单胞菌、嗜麦芽窄食单胞
菌、大肠埃希菌、产碱杆菌、不动杆菌、奈瑟菌和莫拉菌
等[１１－１２]ꎬ国外研究还分离出少量的考克菌、罗氏菌、气球
菌、肠球菌、流感嗜血杆菌等[１３－１５]ꎮ 但传统微生物检测ꎬ
大多情况是纯培养ꎬ不可避免地会造成菌株的富集或衰
减ꎬ人为地改变了原始菌群的构成ꎬ对研究结果造成了较
大的偏差[１６]ꎮ 并且对于复杂环境的局限性ꎬ许多微生物
无法培养得到ꎬ因此严重低估了微生物多样性对宿主的影
响ꎮ 而且ꎬ仅从形态特征ꎬ理化特征、菌体某些化学成分ꎬ
还不足以鉴定微生物ꎬ以及深刻认识其亲缘关系ꎬ也不能
解释临床现象ꎬ故需要从基因水平全面识别微生物的特
点ꎮ １６Ｓ ｒＲＮＡ / ＤＮＡ 序列分析的优势在于:可检测出罕
见的细菌ꎻ可作为分枝杆菌的常规检测手段ꎻ帮助人们
发现新 的 菌 种ꎻ检 测 无 法 分 离 培 养 的 细 菌 等ꎮ １６Ｓ
ｒＲＮＡ / ＤＮＡ 序列分析已经被应用于分析肠道[１７] 、口
腔[１８－１９] 、呼吸道[２０] 等多部位ꎬ针对眼部的研究相对较
少ꎬ目前仍未得出公认的眼表微生物菌群结果[２１] ꎬ但根
据针对结膜炎[２２－２４] 、角膜炎[２５] 、干眼[２６] 等研究ꎬ均认为
该方法是分析眼部样品科学可靠的方法ꎮ 近年来ꎬ越来
越多的微生物的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列被测定并收入国际基因
数据库中ꎬ用 １６Ｓ ｒＤＮＡ 作目的序列进行微生物菌群结构
分析更为快捷方便ꎮ

本研究基于 １６Ｓ ｒＤＮＡ 的 ＰＣＲ 产物的基因鉴定法在
两组样本中共发现了 １７２ 种细菌ꎬ显示眼表的细菌多样性
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明显高于其他技术[９ꎬ２２]ꎬ在属水平ꎬ丰度最高的是棒状杆
菌ꎬ此结果与我们其它实验组的结果一致ꎬ说明了研究结
果的可靠性ꎮ 两组均以革兰氏阳性菌为主ꎬ这与传统的微
生物 细 菌 培 养 的 检 测 结 果 相 一 致ꎮ 本 研 究 与 美 国
ＢＡＳＣＯＭ ＰＡＬＭＥＲ 眼科研究所运用二代测序技术基于
１６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ 鉴定法对部分健康人群的眼表菌群的研究
结果基本相似[２２ꎬ２７－２８]ꎬ进一步印证了眼表菌群主要由以凝
固酶阴性葡萄球菌、棒状杆菌、链球菌、丙酸杆菌等革兰氏
阳性菌为主的多种菌共同组成ꎮ 同时ꎬ无法分类菌种在种
水平上两组中均占比例较高ꎬ说明新技术一方面证实了部
分经典培养法对眼部菌群研究的结论ꎬ另一方面对菌群分
析得更加细致和准确的同时也产生了新的问题ꎮ

根据多样性研究结果显示翼状胬肉组眼表微生物菌
群 Ａｌｐｈａ 多样性较正常对照组减少(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 但考虑相
对丰度及物种均匀度的影响后的 ｓｈａｎｎｏｎ 指数并未发现
显著性差异ꎮ Ｂｅｔａ 多样性显示两组菌群构成区分不明显ꎮ
说明两组的菌群组成相似度高ꎬ但翼状胬肉组的微生物菌
群物种的丰富度较正常对照组减少ꎬ有显著差异性ꎮ 在健
康人体中ꎬ微生物群、宿主和外环境所构成的生态系统在
正常情况下是相互平衡的ꎬ平衡遭到破坏而引起疾病称为
微生态失衡[７]ꎮ 而多样性的减少可能导致眼表微生物菌
群的微生态失衡ꎬ影响到机体的免疫调节及眼表微生物菌
群的稳态ꎮ 这是否与翼状胬肉的发生有一定的相关性是
值得研究的问题ꎮ

另外ꎬ值得关注的是ꎬ两组样品在属水平及种水平上ꎬ
棒状杆菌的丰度在翼状胬肉组均明显高于对照组ꎮ 棒状
杆菌属革兰氏阳性杆菌ꎮ 除白喉棒状杆菌外ꎬ其他棒状杆
菌为人类口腔、鼻腔、咽喉部、外耳道、眼结膜、外阴和皮肤
等处的寄生菌ꎬ这类细菌一般无致病性ꎬ因此在临床上棒
状杆菌一般被视为正常菌群[２７ꎬ２９]ꎮ 但近年研究表明ꎬ该
菌属的多数菌种均可作为条件致病菌引起抵抗力低下的
宿主发生各类感染[３０]ꎮ 由于以往检测条件的限制ꎬ棒状
杆菌的检出率远较实际低ꎮ 而本研究结果中棒状杆菌检
出的比例增加提示可能会增大了条件致病的可能性ꎮ

综上所述ꎬ我们的研究结果显示了翼状胬肉组较对照
组在眼表微生物菌群的数量和多样性方面有差异ꎮ 其中ꎬ
引起我们关注的是棒状杆菌的比例在翼状胬肉组明显增
高ꎬ而这种结果是否会引起进一步的免疫反应ꎬ并与翼状
胬肉的发生发展有关ꎬ这是我们进一步研究的方向ꎮ
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１１ 王彦方ꎬ俞颂平ꎬ施天严. 感染性眼病患者感染病原菌分布与耐药

性研究. 中华医院感染学杂志 ２０１８ꎻ２８(６):９０７－９１０
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ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａａｎａｌｙｓｉｓ. Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ ２０１３ꎻ１２０(４):６６８－６７６
２５ 宋鸿雁ꎬ 仇保丰ꎬ 刘春ꎬ 等. 应用 １６Ｓ ｒＤＮＡ 克隆文库法分析 Ｂ６－
Ｃｏ 小鼠角膜炎细菌组成. 眼科新进展 ２０１４ꎻ３４(１２):１１２４－１１２７
２６ Ｇｒａｈａｍ ＪＥꎬ Ｍｏｏｒｅ ＪＥꎬ Ｊｉｒｕ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｏｃｕｌａｒ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｏｒ ｃｏｍｍｅｎｓａｌ:
ａ ＰＣＲ－ｂａｓｅｄ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｓｕｒｆａｃｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｆｌｏｒａ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ｄｒｙ ｅｙｅｓ.
Ｉｎｖｅｓｔ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ Ｓｃｉ ２００７ꎻ４８(１２):５６１６－５６２３
２７ Ｄｏａｎ Ｔꎬ Ａｋｉｌｅｓｗａｒａｎ Ｌꎬ Ａｎｄｅｒｓｅｎ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐａｕｃｉｂａｃｔｅｒｉａｌ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ ａｎｄ Ｒｅｓｉｄｅｎｔ ＤＮＡ Ｖｉｒｏｍｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｈｅａｌｔｈｙ Ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａ. Ｉｎｖｅｓｔ
Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ Ｓｃｉ ２０１６ꎻ５７(１３):５１１６－５１２６
２８ Ｏｚｋａｎ Ｊꎬ Ｗｉｌｌｃｏｘ ＭＤ. Ｔｈｅ Ｏｃｕｌａｒ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ: Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓａｔｉｏｎ ｏｆ ａ Ｕｎｉｑｕｅ ａｎｄ Ｌｏｗ Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ. Ｃｕｒｒ Ｅｙｅ
Ｒｅｓ ２０１９ꎻ４４:１－１０
２９ 李玮. 张正. ６６ 株棒状杆菌临床分离株的鉴定及其药物敏感性分

析. 中国实验诊断学 ２００７ꎻ１１(７):９３２－９３６
３０ 闫瑾ꎬ 刘美欣. 棒状杆菌引起眼部的感染. 中国实用眼科杂志

２００８ꎻ２６(１２):１２８５－１２８８

３９９１

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.１９ꎬ Ｎｏ.１１ Ｎｏｖ. ２０１９　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ


