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摘要
目的:观察原代培养的结膜松弛症(ＣＣＨ)球结膜成纤维
细胞生长状况及形态变化ꎬ确定最佳传代时间以获得稳
定、一致的 ＣＣＨ 球结膜成纤维细胞ꎮ
方法:采用组织块贴壁法获得 ＣＣＨ 原代球结膜成纤维细
胞ꎬ胰蛋白酶差速消化法进行成纤维细胞纯化ꎬ倒置显微
镜下观察并记录不同时期成纤维细胞的生长状况及形态
变化ꎬ免疫荧光细胞化学染色行成纤维细胞鉴定ꎮ
结果:ＣＣＨ 结膜组织贴壁 ２４ｈ 即可见少量细胞从组织块
周围爬出ꎬ第 ２~７ｄ 为细胞生长对数期ꎬ细胞生长快、增殖
旺盛ꎬ轮廓清晰ꎬ分布均匀ꎬ数目增多ꎬ细胞核清晰ꎻ第 ９ ~
１５ｄ 细胞生长进入平台期ꎬ组织块逐渐老化失去活性ꎬ细
胞增长缓慢ꎬ排列疏松ꎬ体积变大ꎬ形状扁平ꎬ细胞浆内见
大量颗粒状物质和小泡产生ꎬ部分细胞从培养瓶底脱落ꎬ
细胞之间出现较大空隙ꎮ 传代纯化后细胞的大小、形态基
本一致ꎬ经鉴定为成纤维细胞ꎬ呈长梭形、扁平星状或多突
的纺锤形ꎬ中间宽大ꎬ有卵圆形细胞核ꎬ两头相对细小ꎬ伴
向外伸出 ２~３ 个长短不一的细长突起ꎮ
结论:采用组织块贴壁法可成功获得原代 ＣＣＨ 球结膜成
纤维细胞ꎬ当细胞生长至第 ８ｄ 时行消化、传代可获得稳
定、一致的 ＣＣＨ 球结膜成纤维细胞ꎮ
关键词:结膜松弛症ꎻ原代培养ꎻ成纤维细胞ꎻ细胞形态ꎻ不
同时期
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０引言
结膜松弛症(ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖｏｃｈａｌａｓｉｓꎬＣＣＨ)是临床常见的

眼表疾病ꎬ它是由于球结膜过度松弛和(或)下睑缘张力
升高ꎬ致使松弛的球结膜堆积在眼球与下睑缘、内眦部、外
眦部之间形成皱褶ꎬ引起眼表泪液学微环境异常ꎬ常伴有
眼部干涩、异物感、溢泪等不适症状的一种年龄相关性眼
病ꎬ影响患者的视觉和生活质量[１－３]ꎮ 目前对结膜松弛症
的发病机制尚无明确定论ꎬ学者认为结膜松弛症主要与结
膜组 织 中 基 质 金 属 蛋 白 酶 ( ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓꎬ
ＭＭＰｓ) 与基质 金 属 蛋 白 酶 抑 制 剂 ( ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓꎬＴＩＭＰｓ)两者之间的失衡[４－５]、弹力纤维
降解[６]、细胞衰老[７－９]等致病因素有关ꎮ 成纤维细胞是疏
松结缔组织中的主要细胞ꎬ它不仅合成和分泌多种胶原蛋
白和弹性蛋白ꎬ生成胶原纤维、网状纤维和弹性纤维ꎬ还能
分泌细胞外基质ꎬ是结膜组织中的重要成分之一[１０－１２]ꎮ
自 Ｄｅ Ｆａｌｃｏ 等[１３]报道体外成功提取人 Ｔｅｎｏｎ 囊原代成纤
维细胞以来ꎬ关于 ＣＣＨ 的实验研究进入了新的阶段ꎮ 但
结膜成纤维细胞的原代提取及稳定传代对于初学者而言
仍较为棘手ꎬ失败率相对较高ꎬ因此有必要建立一种更加
完善和高效的培养方法ꎮ 本研究旨在通过原代培养、纯化
及鉴定ꎬ观察不同培养时期内 ＣＣＨ 球结膜成纤维细胞的
生长状况及形态学变化ꎬ明确其生长周期ꎬ以期体外获得
稳定、一致的 ＣＣＨ 球结膜成纤维细胞ꎬ从而为 ＣＣＨ 发病
机制的研究及寻求切实有效的治疗方法搭建平台ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１标本收集　 结膜组织取自 ２０２１－０３ / ０６ 于上海中医
药大学附属普陀医院眼科确诊为 ＣＣＨ Ⅲ级[１４] 且符合手
术指征的患者 ６ 例 １０ 眼ꎬ年龄 ６５ ~ ８３(平均 ７４.３５±１.５７)
岁ꎬ其中 ２ 例 ３ 眼合并糖尿病病史ꎮ 纳入患者均行详细的
眼部检查和手术评估ꎬ排除青光眼、睑缘炎、角结膜疾病
(结膜炎、角膜炎、角结膜肿瘤等)、泪囊炎、泪道阻塞等其
他眼部疾病ꎬ由同一术者采用经典的松弛结膜新月形切除
术进行手术[１５]ꎮ 本研究已通过上海中医药大学附属普陀
医院伦理委员会批准(Ｎｏ.ＰＴＥＣ－Ａ－２０２１－１４－１)ꎬ所有患
者均签署知情同意书ꎮ
１.１.２主要试剂及仪器　 ＤＭＥＭ 细胞培养基(美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ
公司)ꎻ青霉素－链霉素溶液、０.２５％胰蛋白酶－ＥＤＴＡ 溶
液、胎牛血清(美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎻ波形蛋白(Ｖｉｍｅｎｔｉｎ)单
克隆抗体(ａｂ１３７３３２)(英国 Ａｂｃｏｍ 公司)ꎻ４％多聚甲醛固
定液、免疫染色通透液(Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００)、抗荧光淬灭封片
液、山羊血清、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ 标记山羊抗兔 ＩｇＧ(Ｈ＋Ｌ)二
抗(Ａ０２０８)(上海碧云天生物科技有限公司)ꎮ ＣＯ２培养
箱(Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎻ超净工作台(苏净安泰公司)ꎻ倒置光学
显微镜 (日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)ꎻ低温高速离心机 (德国
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司)ꎻ离心机(长沙湘仪公司)ꎻ酶联免疫检测
仪(Ｂｍｇ Ｌａｂｔｅｃｈ 公司)ꎻ荧光显微镜(德国 Ｌｅｉｃａ 公司)ꎻ高
精确电子分析天平(德国 Ｓａｒｔｏｒｉｏｕｓ 公司)ꎮ
１.２方法
１.２.１原代细胞培养　 无菌条件下取手术切除的松弛结膜
组织ꎬ生理盐水冲洗祛除血污ꎬ立即放入装有完全培养基

的 １.５ｍＬ ＥＰ 管中ꎬ低温保存ꎬ采用组织块贴壁法行原代球
结膜成纤维细胞的分离培养ꎮ 超净工作台中用眼科显微
剪修剪结膜组织约 １ｍｍ×１ｍｍ 大小ꎬ移入 ２５ｃｍ２培养瓶中ꎬ
将结膜组织平铺于培养瓶底ꎬ待其微微干燥时ꎬ贴壁缓缓
加入 ５ｍＬ 含体积分数 １０％胎牛血清、１％青霉素－链霉素、
１％生长因子的 ＤＭＥＭ 完全培养液ꎬ勿使组织浮起ꎮ 将培
养瓶置于 ３７℃、５％ＣＯ２饱和湿度的细胞培养箱中静置培
养ꎬ每 ２~３ｄ 换液 １ 次ꎬ倒置显微镜下观察并拍照记录ꎮ
１.２.２细胞传代　 观察 ＣＣＨ 球结膜成纤维细胞生长特性ꎬ
组织贴壁细胞生长到第 ８ｄ 时行消化、传代ꎮ 超净工作台
中取出培养瓶ꎬ弃去培养基ꎬ加入 １ｍＬ ＰＢＳ 洗涤ꎬ轻轻晃
动ꎬ弃去 ＰＢＳꎬ再加入 １ｍＬ ０.２５％胰蛋白酶(ＥＤＴＡ)后静置
２ｍｉｎꎬ倒置显微镜下观察ꎮ 当细胞质出现回缩ꎬ细胞变圆
呈球形ꎬ细胞连接松散或有成片的细胞浮起时ꎬ表示消化
时间适合ꎬ立即加入 １ｍＬ 完全培养基终止消化ꎮ 离心管
离心ꎬ见其底部乳白色细胞团块ꎬ弃去上清液ꎬ加入 １ｍＬ
完全培养基ꎬ轻轻吹打制成均匀的细胞悬液ꎬ接种于 ６ 孔
板ꎬ置于细胞培养箱中ꎮ 每 ２ ~ ３ｄ 换液 １ 次ꎬ待细胞铺满
瓶底后再用同样方法消化传代ꎮ
１.２.３细胞形态学观察 　 倒置显微镜下定期观察ꎬ记录
ＣＣＨ 结膜组织贴壁后第 １、２、３、５、７、９、１２、１５ｄ 细胞的生长
状态及形态变化ꎬ注意防止污染ꎬ控制拍照观察时间ꎬ以防
离开培养箱时间过长进而影响细胞生长ꎮ
１.２.４细胞鉴定　 取第 ４ ~ ５ 代生长良好的 ＣＣＨ 结膜成纤
维细胞行胰蛋白酶消化ꎬ制成细胞悬液ꎬ常规铺板培养ꎬ待
细胞完全贴壁时行免疫荧光染色ꎮ 吸出原培养液ꎬ加入
ＰＢＳ 溶液轻轻晃动ꎬ洗 ３ 遍ꎬ每次 ３ｍｉｎꎬ室温下加入 ４％多
聚甲醛固定 ２０ｍｉｎꎬＰＢＳ 溶液洗涤ꎬ０.５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００ 溶
液破膜 ３０ｍｉｎꎬ５％山羊血清封闭ꎬ加入 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 单克隆抗
体(１ ∶ ５００)ꎬ４℃ 冰箱孵育过夜ꎻ次日 ＰＢＳ 洗涤后ꎬ加入
Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ 荧光标记山羊抗兔 ＩｇＧ ( Ｈ ＋ Ｌ) 二抗
(１ ∶ ５００)室温避光孵育 ６０ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬＤＡＰＩ 染核
５ｍｉｎꎬ甘油明胶进行封片ꎬ荧光显微镜下拍照ꎮ
２结果
２.１ ＣＣＨ 成纤维细胞的形态学观察　 第 １ｄꎬＣＣＨ 结膜组
织周围有细胞逸出ꎬ表现为胶状样逸出带ꎬ细胞较小ꎬ紧密
排列ꎬ圆形或椭圆形ꎬ呈铺路石样分布ꎬ细胞轮廓不清晰ꎻ
第 ２ｄꎬ组织周围胶状样细胞逸出带较前明显扩大ꎬ细胞融
合成片并彼此连接成网状ꎬ大小不一ꎬ排列不规则ꎻ第 ３ｄꎬ
细胞逸出带较前进一步扩大ꎬ组织边缘细胞生长较密集ꎬ
细胞平行排列呈束带状、放射状ꎬ周围细胞分布相对疏松ꎬ
部分细胞呈长梭形或多角形ꎬ可见伪足形成并向外逐渐伸
展ꎻ第 ５ｄꎬ细胞轮廓逐渐清晰ꎬ可见卵圆形细胞核ꎬ细胞核
边界清楚ꎬ细胞从组织周围呈岛状生长爬出ꎬ岛中心的细
胞排列较紧密ꎬ多呈编织状、鱼群状排列ꎻ周围细胞排列相
对疏松ꎬ相互交织成网状ꎬ有较大的细胞间隙ꎬ长梭形细胞
形态逐渐明显ꎻ第 ７ｄꎬ结膜组织透亮度高ꎬ细胞分布均匀ꎬ
数目较多ꎬ胞体大小适中ꎬ细胞核明显甚至双核ꎬ细胞质清
晰无空泡ꎬ细胞轮廓清晰、饱满ꎬ形态规则ꎻ第 ９ｄꎬ组织块
颜色加深ꎬ但未见黑化ꎬ细胞形态较模糊ꎬ细胞表面可见混
浊、颗粒状及深黄色的碎屑ꎬ其为细胞的分泌物或衰老的
细胞器ꎻ第 １２ｄꎬ组织块边缘部分黑化ꎬ组织周围可见折光
性较强的细胞碎片ꎬ细胞排列相对疏松ꎬ体积大而扁平ꎬ形
状不规则ꎬ细胞浆内可见空泡与颗粒ꎬ细胞透亮度降低ꎻ第
１５ｄꎬ组织块完全黑化ꎬ细胞老化ꎬ边界模糊ꎬ细胞扁平呈铺
展状生长ꎬ细胞浆内有大量颗粒状物质和小泡产生ꎬ部分细
胞开始从培养瓶底脱落ꎬ细胞之间出现较大空隙(图 １)ꎮ
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图 １　 不同时期 ＣＣＨ球结膜成纤维细胞形态学观察　 Ａ、Ｂ:第 １ｄꎬ组织周围有细胞爬出ꎬ细胞较小ꎬ紧密排列ꎬ呈铺路石样分布ꎻＣ、Ｄ:
第 ２ｄꎬ细胞较前明显增多ꎬ细胞融合成片并彼此连接成网状ꎻＥ、Ｆ:第 ３ｄꎬ细胞较前进一步增多ꎬ组织边缘细胞生长密集ꎬ周边相对稀
疏ꎻＧ、Ｈ:第 ５ｄꎬ细胞轮廓逐渐清晰ꎬ边缘细胞有较大的间隙ꎬ长梭形细胞形态逐渐明显ꎻＩ、Ｊ:第 ７ｄꎬ细胞分布均匀ꎬ数目较多ꎬ胞体大小
适中ꎬ轮廓清晰ꎬ形态规则ꎻＫ、Ｌ:第 ９ｄꎬ组织块颜色加深ꎬ细胞表面见混浊、颗粒状及深黄色的碎屑堆积ꎻＭ、Ｎ:第 １２ｄꎬ组织块边缘部分
黑化ꎬ胞体大而扁平ꎬ细胞浆内可见空泡与颗粒ꎻＯ、Ｐ:第 １５ｄꎬ组织块完全黑化ꎬ部分细胞从培养瓶底脱落ꎬ细胞间出现较大空隙ꎮ

２.２传代后 ＣＣＨ球结膜成纤维细胞形态学观察　 传代后
细胞呈细长梭形、扁平星状或多突的纺锤形ꎬ中间稍宽大ꎬ
两头相对细小ꎬ有卵圆形的细胞核ꎬ伴向外伸出 ２ ~ ３ 个长
短不同的细长突起ꎬ细胞密度均匀ꎬ排列规则ꎬ大小基本一
致(图 ２)ꎮ
２.３ ＣＣＨ球结膜成纤维细胞免疫荧光鉴定　 对球结膜成
纤维细胞标记性蛋白 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 进行免疫荧光染色鉴定ꎬ结
果显示球结膜成纤维细胞的细胞浆内可见绿色荧光ꎬ呈阳
性反应ꎬ细胞核呈蓝色荧光(图 ３)ꎮ
２.４原代培养失败的 ＣＣＨ球结膜成纤维细胞形态学表现
　 部分原代培养的结膜组织贴壁良好但未见细胞从组织
周围爬出ꎬ选取原代培养失败的不同时间点观察组织形态
学变化见图 ４ꎮ
３讨论

球结膜成纤维细胞体外培养的主要方法有组织块贴
壁法和酶消化法[１６－１７]ꎮ 酶消化法多选择胰蛋白酶或胰蛋

图 ２　 传代后 ＣＣＨ球结膜成纤维细胞形态学观察　 Ａ:第 ４ 代
ＣＣＨ 球结膜成纤维细胞ꎻＢ:第 ５ 代 ＣＣＨ 球结膜成纤维细胞ꎮ

白酶与胶原酶联合消化ꎬ但酶处理组织时间和酶浓度难以
掌控ꎬ消化时间过长或酶浓度过高均可导致细胞活性下
降ꎬ进而影响细胞的爬出与贴壁ꎬ且酶消化解离细胞的过
程中容易导致细胞壁破损ꎬ使原代细胞状态受到影响ꎬ对
细胞生物学特性损伤较大ꎬ不利于细胞的传代与后续实
验[１８]ꎮ 而组织块贴壁法简单易行ꎬ只需 １~２ｍｍ２大小组织
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图 ３　 ＣＣＨ球结膜成纤维细胞标记性蛋白免疫荧光染色　 Ａ:Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 免疫荧光染色ꎻＢ:细胞核 ＤＡＰＩ 染色ꎻＣ:Ｍｅｒｇｅｄꎮ

图 ４　 ＣＣＨ球结膜成纤维细胞原代培养失败的形态学观察　 Ａ:第 １ｄꎬ组织贴壁ꎬ组织周围未见细胞爬出ꎻＢ:第 ３ｄꎬ组织形态较前未

见明显变化ꎬ周围未见细胞爬出ꎻＣ:第 ７ｄꎬ组织呈棕黄色ꎬ组织周围未见细胞爬出ꎻＤ:第 １５ｄꎬ组织块完全黑化ꎬ组织失去活性ꎮ

即可获取大量稳定的成纤维原代细胞ꎬ同时又可避免消化
酶对细胞的化学损伤ꎬ培养的细胞均质性与稳定性较好ꎬ
也避免由于酶的长时间作用造成细胞损伤或遗传特性改
变ꎮ 通过差速贴壁消化祛除结膜成纤维细胞中混合的结
膜上皮细胞ꎬ传至 ３ 代及以上即可得到纯度相对较高且稳
定的结膜成纤维细胞系[１９－２０]ꎮ 既往研究主要确定了合适
的细胞培养基及细胞鉴定方法ꎬ但对于原代成纤维细胞的
传代时间及不同时期的形态学观察尚未见相关报道ꎮ
　 　 成纤维细胞原代培养过程中ꎬ因细胞增殖生长达到一
定密度后ꎬ细胞之间会出现接触抑制现象ꎬ细胞的生长、分
裂速度会逐渐减慢甚至停止ꎬ如不及时进行消化和传代ꎬ
细胞会出现衰老甚至死亡ꎮ 原代细胞消化传代的频率和
时间间隔与接种细胞的种类、细胞生物学特性以及培养基
性质等多种因素有关[２１－２２]ꎮ 本研究通过组织块贴壁法对
ＣＣＨ 结膜成纤维细胞进行体外培养ꎬ发现 ＣＣＨ 球结膜组
织接种于培养瓶 ２４ｈ 后即可见组织周围有细胞逸出ꎻ第
２~７ｄ为球结膜成纤维细胞生长的对数期ꎬ此时可见细胞
轮廓逐渐清晰ꎬ分布逐渐均匀ꎬ数目逐渐增多ꎬ中心生长的
细胞排列相对紧密ꎬ呈放射状、栅栏状及鱼群样生长ꎻ周围
细胞排列较疏松ꎬ细胞呈纺锤形、扁平状分布ꎻ第 ９ ~ １５ｄ
为细胞生长的平台期ꎬ细胞增长缓慢ꎬ排列疏松ꎬ体积变
大ꎬ形状扁平ꎬ呈圆盘状分布ꎬ部分细胞从培养瓶底部脱
落ꎬ细胞之间出现较大空隙ꎬ且结膜组织透亮度逐渐降低ꎬ
颜色加深ꎬ至组织块黑化ꎮ 与既往皮肤及肝脏成纤维细胞
生长特性的研究相一致ꎬ符合成纤维细胞的生长规
律[２３－２４]ꎮ 本研究发现ꎬ组织贴壁后细胞平均生长时间为
第 ８ｄ 时行消化传代ꎬ传代后细胞生长速度较快ꎬ形态规
则ꎬ呈典型细长梭形ꎬ并伴有 ２ ~ ３ 个长短不一的突起ꎬ与
目前所公认的成纤维细胞的形态学表现相符[２５]ꎮ 因此ꎬ

根据上述球结膜成纤维细胞的生长周期及消化传代后的
生长状况ꎬ原代细胞培养至第 ８ｄ 时行消化传代ꎬ可获得最
佳的细胞状态ꎬ且细胞数目相对较多ꎬ细胞的生物学特性
能较稳定地传递下来ꎬ符合后续实验的细胞数量要求ꎮ

Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 是成纤维细胞特异性高表达的一种蛋白ꎬ广
泛参与组织与细胞的修复和再生ꎬ包括细胞增殖、迁移、细
胞外基质重塑及免疫反应等[２６]ꎮ 因此ꎬＶｉｍｅｎｔｉｎ 可作为
成纤维细胞的一种标志性蛋白ꎬ并通过免疫荧光实验技术
进行成纤维细胞的鉴定[２７－２８]ꎮ Ｂｕｄｅｌ 等[２９] 通过细胞免疫
荧光检测成纤维细胞标志性蛋白 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 染色呈绿色ꎬ
ＤＡＰＩ 染核呈蓝色ꎬ证实为成纤维细胞ꎮ 本研究通过免疫
荧光染色发现 ＣＣＨ 球结膜成纤维细胞标志性蛋白
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 染色结果为阳性ꎬ且符合成纤维细胞的形态学特
征ꎬ证明本研究通过组织块贴壁法所提的原代细胞为球结
膜成纤维细胞ꎮ

然而ꎬＣＣＨ 球结膜成纤维细胞原代培养过程并非一
帆风顺ꎬ实验中出现组织块贴壁良好但始终未见细胞爬
出ꎮ 分析其失败的原因可能有以下几点:(１)患者年龄相
对较大且合并多种基础疾病ꎬ如糖尿病等ꎬ结膜组织活性
相对较低ꎻ(２)取材后结膜组织块未及时放入含培养基的
ＥＰ 管中低温保存ꎬ暴露空气中时间过长使组织失去活性ꎻ
(３)平铺组织操作时间过长ꎬ组织过于干燥ꎬ脱水而失去
活性ꎻ(４)实验操作不规范ꎬ结膜组织取材后未及时清洗
致组织污染ꎬ影响细胞爬出ꎻ(５)未及时更换培养液ꎬ培养
过程中产生的有害代谢性物质堆积阻碍细胞爬出ꎮ 成纤
维细胞培养过程中经历多次失败ꎬ总结经验得出:(１)取
材尽量选取相对年轻且无基础代谢性疾病(如糖尿病等)
的患者ꎻ(２)取材后ꎬ无菌生理盐水冲洗结膜组织以祛除
血污ꎬ并立即放入含完全培养基的 ＥＰ 管中冷藏ꎬ否则组

９３４１
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Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



织活性降低影响成纤维细胞的爬出ꎻ(３)超净工作台中尽
快完成结膜组织贴壁ꎬ勿使组织过于干燥ꎬ贴壁后缓缓加
入完全培养基ꎬ以覆盖组织为宜ꎻ(４) 贴壁后 １２ｈ 内尽量
不要移动培养瓶ꎬ以免晃动引起组织块漂浮ꎬ２４ｈ 后可取
出观察并拍照记录ꎮ 如此操作ꎬ即可获得均一、稳定的原
代球结膜成纤维细胞ꎮ

综上ꎬ本研究采用组织块贴壁法分离提取原代 ＣＣＨ
球结膜成纤维细胞ꎬ通过观察成纤维细胞生长周期发现ꎬ
当细胞爬出平均时间为第 ８ｄ 时行消化传代最优ꎬ并通过
差速贴壁法纯化成纤维细胞可获得稳定、一致的 ＣＣＨ 球
结膜成纤维细胞ꎬ为 ＣＣＨ 发病机制的研究及寻找切实有
效的治疗方法创造了良好的实验平台ꎮ
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