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　 　 【摘要】 　 目的　 建立一种高纯度的肺泡巨噬细胞分离培养方法，为研究巨噬细胞生物学特性，开展细胞内寄

生菌存活机理研究提供材料。 方法　 在无菌环境下以 ＰＢＳ 多次灌洗山羊肺脏，收集细胞后，用外周血单核细胞分

离液结合密度梯度离心法从混合细胞中分离出羊肺泡巨噬细胞；培养于含 １０％胎牛血清的细胞培养基中，倒置显

微镜下观察细胞形态，并利用其对鸡红细胞的吞噬功能检测细胞活性；采用流式细胞术检测单核巨噬细胞表面特

征性标志 ＣＤ１４。 结果　 获得的贴壁细胞具典型的巨噬细胞形态学特征，有伪足和突起伸出，呈现圆形及不规则形

状，胞浆丰富，胞体较大；培养的巨噬细胞 ５４􀆰 ５％ 吞噬了鸡红细胞，具有较强的吞噬活性；在体外连续培养近一个

月，仍有 ９３􀆰 ７％的细胞能特异性表达ＣＤ１４抗原，具有巨噬细胞特异性免疫表型。 结论　 本研究获得的山羊肺泡巨

噬细胞纯度高、生物活性好，为开展细胞内寄生菌的疾病机理研究提供了细胞模型。
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　 　 巨噬细胞是机体造血系统中可塑性较强的细

胞，存在于机体的多个组织中，并且具有强大的功

能多样性。 巨噬细胞具有吞噬和消化病原体、感染

细胞及死亡细胞碎片、募集和调节其他免疫细胞参

与炎性反应及帮助组织修复等功能［１，２］。 当机体受

到抗原刺激时，血液中的单核细胞在趋化因子的引

导下，进入抗原侵入的局部组织，进一步分化成各

类炎症巨噬细胞。
肺泡巨噬细胞是机体抵抗病原微生物侵袭肺脏

的第一道防线，接触到致病因子后，肺泡巨噬细胞伸

出伪足将其包围形成封闭小体，与细胞内大的溶酶体

融合，达到杀死致病因子的目的。 但有一些致病因子

在进化过程中，产生了抵御机体免疫的机制，如结核

杆菌中的硫酸鸟苷酯可抑制巨噬细胞中吞噬体与溶

酶体结合，使结核杆菌在巨噬细胞中长期生存［３］。 另

一方面，肺泡巨噬细胞还参与特异性免疫［４，５］，对抗原

进行加工提呈，分泌多种细胞因子调节、启动炎性反

应，是研究肺部感染的重要细胞模型。
目前，已有关于小鼠、猪、牛等巨噬细胞分离培

养方法的报道［６ － ９］，但关于山羊肺泡巨噬细胞的体

外分离培养仍有待充实。 本研究旨在前人研究的

基础上，结合肺气管灌洗及密度梯度离心，从山羊

肺脏中获得高纯度、高活性的肺泡巨噬细胞，为深

入研究巨噬细胞的生物特性和抗胞内菌的免疫功

能研究奠定基础。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物及试剂

山羊由上海转基因研究中心实验羊牧场提供，
本研究方案获得上海转基因研究中心动物伦理委

员会批准［Ｎｏ． Ｇ２０１６ － ０５］；羊外周血单核细胞分离

液、羊巨噬细胞培养基均购自天津市灝洋生物制品

科技有限公司；胰酶、小牛血清均购自 ＧＩＢＣＯ 公司；
台盼蓝、４％多聚甲醛等均为国产分析纯试剂；鸡红

细胞从家鸡静脉取得，与 Ａｌｓｅｖｅｖｅ 液按 １ ∶ ４比例混

合于 ４ 度保存备用；瑞氏⁃姬姆萨复合染液购自上海

歌凡生物科技有限公司，荧光标记抗羊 ＣＤ１４ 抗体

（ａｂ１８６６８９）购自于 Ａｂｃａｍ 公司；ＢＤ ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ 流
式细胞仪为美国 ＢＤ 公司产品，流式细胞检测委托

上海张江公共服务平台进行。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 山羊肺巨噬细胞的分离培养

采取新鲜山羊肺脏，将肺脏提起保持不动，结

扎气管，用 ２００ ｍＬ 无菌 ＰＢＳ 通过气管冲洗肺脏内

部，每次 ５０ ｍＬ，重复 ４ 次。 冲洗过程中适当轻轻按

摩肺叶，使肺巨噬细胞慢慢释放出来，将含巨噬细

胞的冲洗液收集到入一个预冷的烧杯中，用双层无

菌纱布过滤除去杂质。 若滤液混有部分血细胞，再
用外周血单核细胞分离液处理滤液，具体步骤可参

考分离液说明书。 简要地，先向灭菌离心管中依次

加入分层试剂 Ａ 和 Ｄ，再加入肺泡滤液，使各液面清

晰分层，然后离心 ３０ ｍｉｎ，小心吸取第二层试剂 Ｄ
层和第三层乳白色细胞层，加入 ＰＢＳ 洗涤两次，收
集细胞。

悬浮细胞进行细胞计数，用预热的羊巨噬细胞

培养液将细胞浓度调整到 ０􀆰 ５ × １０６ 个 ／ ｍＬ，置于 ６
ｃｍ２ 的组织培养皿中，于 ５％ ＣＯ２ ３７℃ 温箱培养。
１ ～ ２ ｈ后更换培养基，去除未贴壁的淋巴细胞，继续

培养。
１􀆰 ２􀆰 ２　 台盼蓝染色检测细胞存活率

将 ０􀆰 ４％的台盼蓝染液与等体积细胞悬液混

合，染色 ２ ～ ３ ｍｉｎ，取 １ 滴混合悬液于细胞计数器

内。 镜下观察可见，死细胞被染成淡蓝色，而活细

胞拒染，计数蓝染细胞和未蓝染细胞。
１􀆰 ２􀆰 ３　 肺泡巨噬细胞培养特性观察

细胞培养后，每日用倒置相差显微镜观察细胞

形态变化及生长状况。 培养四周后，采用姬姆萨染

色，进一步观察细胞形态。
１􀆰 ２􀆰 ４　 吞噬鸡红细胞试验

将分离培养两小时的细胞取一部分进行鸡红细

胞吞噬试验，约 １ × １０５ 个细胞悬浮于 ２ ｍＬ 培养液

中；将 ５％的鸡红细胞用培养基洗涤两次，加入 ０􀆰 ５
ｍＬ 至巨噬细胞悬液中，混合后将细胞移置培养皿中，
置于 ５％ ＣＯ２ ３７℃温箱孵育；１ ｈ 后轻轻吹打，收集细

胞。 将混合细胞悬液涂片，晾干后采用瑞氏⁃姬姆萨

复合染液染色细胞，具体操作见说明书。 染色后细胞

置于显微镜下观察，分析细胞吞噬情况。 细胞吞噬百

分率按以下公式计算： 细胞吞噬率（％） ＝吞噬细胞 ／
（吞噬细胞 ＋未吞噬细胞） ×１００％。
１􀆰 ２􀆰 ５　 流式细胞术分析细胞纯度

体外培养四周后，取部分细胞用 ０􀆰 ２５％ 的胰酶

将巨噬细胞消化下来， ８００ ｒｐｍ 离心 ５ ｍｉｎ，用冰冷

的 ＰＢＳ 洗一次；用 １ ｍＬ 含 ５％ ＦＢＳ 的 ＰＢＳ 重悬细

胞，冰上孵育 １０ ｍｉｎ，８００ ｒｐｍ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ；用
２００ μＬ 含 ５％ ＦＢＳ 的 ＰＢＳ 重悬 １ × １０６ 个细胞，加入

１０ μＬ 的抗羊 ＣＤ１４ 抗体，避光孵育 １ ｈ。 ８００ ｒｐｍ 离
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心 ５ ｍｉｎ，去上清，加入 １ ｍＬ 含 ５％ ＦＢＳ 的 ＰＢＳ 重悬

细胞，再次离心去上清，重复 ３ 次，最后一次用 ２００
μＬ 含 ５％ ＦＢＳ 的 ＰＢＳ 重悬细胞，实验设经相同方法

处理的肺成纤维细胞作对照，流式细胞仪上检测细

胞表面 ＣＤ１４ 表达水平，流式检测委托上海张江公

共服务平台进行。

２　 结果

２􀆰 １　 分离细胞的培养与形态观察

分离的细胞经台盼蓝染色，极少数细胞呈蓝

染，平均 ９５％以上细胞均未着色，细胞形态饱满，为

状态较好的活细胞。 铺板后两小时可观察到不规

则形的细胞贴满培养皿，同时也有一些圆形的未贴

壁细胞浮在上面；更换培养基，洗去未贴壁细胞继

续培养，两天后可见细胞有所收缩，体积较小，多数

细胞伸出较短伪足，形态变得不规则，折光性较好

（图 １Ａ）；细胞培养一周，细胞体积有所增大，贴壁

牢固，伸出的伪足多种多样，呈椭圆形、星形、梭形

或不规则形，胞浆丰富（图 １Ｂ）；培养四周后，细胞

体积进一步增大，大部分细胞呈煎蛋状，胞质内出

现空泡，细胞开始老化（图 １Ｃ）。

注：（Ａ）经筛选后培养两天的细胞，细胞开始伸出触角；（Ｂ）培养一周的细胞，细胞形状多样，贴壁牢固，胞质丰

富，伪足突出；（Ｃ）培养四周的细胞，呈煎蛋状，胞质内有空泡；（图 １Ａ，Ｂ，Ｃ 放大倍数均为 × １００）。

图 １　 体外培养的肺泡巨噬细胞不同时期形态图（Ｂａｒ ＝ ５０ μｍ）
Ｎｏｔｅ． （Ａ）Ｃｅｌｌｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ２ ｄａｙｓ， ｓｔｒｅｔｃｈｅｄ ｏｕｔ ｔｅｎｔａｃｌｅｓ；（ Ｂ） Ｃｅｌｌｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ｏｎｅ ｗｅｅｋ， ｂｅｉｎｇ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｌｙ
ｄｉｖｅｒｓｅ， ａｄｈｅｒｅｎｔ ｆｉｒｍｌｙ， ｃｙｔｏｐｌａｓｍ ｒｉｃｈ， ａｎｄ ｗｉｔｈ ｐｒｏｍｉｎｅｎｔ ｐｓｅｕｄｏｐｏｄｉａ； （ Ｃ） Ｃｅｌｌｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ４ ｗｅｅｋｓ， ｌｉｋｅ ａｎ
ｏｍｅｌｅｔｔｅ，ｃｏｎｔａｉｎ ｖａｃｕｏｌｅｓ．

Ｆｉｇ． １　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ａｌｖｅｏｌａｒ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ

图 ２　 体外培养近一个月的

巨噬细胞经姬姆萨染色（ × ２００）
Ｆｉｇ． ２　 Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｏｒ ａｂｏｕｔ

ｏｎｅ ｍｏｎｔｈ． Ｇｉｅｍｓａ ｓｔａｉｎｉｎｇ．

注：白色箭头所指为正在吞噬多个红细胞的巨噬细胞，灰色

箭头所指为鸡红细胞。

图 ３　 羊巨噬细胞吞噬鸡红细胞

（瑞氏⁃姬姆萨复染， × ４００）
Ｎｏｔｅ． Ｔｈｅ ｗｈｉｔｅ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ａ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｔｈａｔ ｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｅｄ
ｍａｎｙ ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓ． Ｔｈｅ ｇｒｅｙ ａｒｒｏｗ ｒｅｆｅｒ ｔｏ ｃｈｉｃｋｅｎ ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ
ｃｅｌｌｓ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｇｏａｔ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｅｎｇｕｌｆｅｄ ｃｈｉｃｋｅｎ ｒｅｄ
ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓ． Ｗｒｉｇｈｔ⁃Ｇｉｅｍｓａ ｓｔａｉｎｅｄ
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　 　 将体外培养一个月的巨噬细胞在培养皿内进

行姬姆萨染色，可见细胞着色较深，大小不一，大部

分呈煎蛋状，伪足较短。
２􀆰 ２　 吞噬鸡红细胞试验

将分离培养的细胞进行鸡红细胞吞噬试验，孵育

１ ｈ 后收集细胞，采用瑞氏⁃姬姆萨复合染液染色，在
油镜下观察。 在细胞涂片中可见鸡红细胞的细胞核

染成较深的蓝色，胞浆紫红色；羊巨噬细胞整体染成

蓝色，细胞较大。 巨噬细胞吞噬了一个或多个鸡红细

胞，在胞浆中形成吞噬体，鸡红细胞边缘被巨噬细胞

溶酶体消化，红细胞核染色较深；有些红细胞附着在

巨噬细胞周边，有些已经正在被包裹形成吞噬体（图
３）。 鸡红细胞吞噬结果表明分离的羊肺泡巨噬细胞

具有很强的吞噬作用，计数 ２００ 个细胞，平均 ５４􀆰 ５％
的巨噬细胞吞噬了或者正在吞噬鸡红细胞。
２􀆰 ３　 流式细胞术分析巨噬细胞纯度

收集体外培养四周的羊巨噬细胞，并以肺成纤

维细胞作阴性对照，消化后与荧光标记的抗羊 ＣＤ１４
抗体共孵育，在流式细胞仪（ＢＤ ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ）上检

测山羊肺泡巨噬细胞 ＣＤ１４ 表达水平，结果见图 ４、
５。 图 ４ 所示， 收集的山羊肺泡巨噬细胞中有

９３􀆰 ７％的细胞表达了 ＣＤ１４；图 ５ 所示，收集的对照

成纤维细胞中只有 ０􀆰 ２６％ 的细胞表达了 ＣＤ１４；Ｍ１
为荧光标记阴性区间，Ｍ２ 为荧光标记阳性区间。
实验表明，本研究经体外培养获得了高纯度的巨噬

细胞。

３　 讨论

巨噬细胞是机体天然免疫系统的重要组成部

分，具有吞噬杀伤、递呈抗原、启动免疫应答及抗肿

瘤等功能［１０］，成功分离肺泡巨噬细胞，对深入了解

巨噬细胞如何抵抗病原体研究提供了重要的材料，
有助于对疾病的预防与控制。

注：（ａ）流式细胞收集图；（ｂ）流式结果分析图。

图 ４　 肺泡巨噬细胞表面 ＣＤ１４ 表达情况

Ｎｏｔｅ． （ａ）Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃ ｍａｐ ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ；（ｂ）Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｃｈａｒｔ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ１４ ｏｎ ａｌｖｅｏｌａｒ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ

注：（ａ）流式细胞收集图；（ｂ）流式结果分析图。

图 ５　 肺成纤维细胞表面 ＣＤ１４ 表达情况（对照）
Ｎｏｔｅ． （ａ）Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃ ｍａｐ ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ；（ｂ）Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｃｈａｒｔ．

Ｆｉｇ． ５　 ＣＤ１４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｌｕｎｇ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ（Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ）
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　 　 巨噬细胞分离过程中常会有血红细胞及成纤

维细胞的污染，培养过程中肺成纤维细胞分裂旺

盛，生长快，体外培养很容易成为优势细胞，从而抑

制巨噬细胞的生长。 本研究在用 ＰＢＳ 灌注分离肺

泡中的巨噬细胞时，增加了巨噬细胞分离液密度梯

度离心的步骤，根据巨噬细胞与红细胞及成纤维细

胞密度的微小差异，利用单个核细胞分离液进行分

离，离心后形成多个液面分层，选择单核细胞层进

行贴壁培养，从而去除了血红细胞及肺泡成纤维细

胞的污染，成功获得了高纯度的肺泡巨噬细胞。 体

外培养的巨噬细胞经显微镜下观察，细胞形态丰富

多样，有伪足和突起伸出，胞浆丰富，具有典型的巨

噬细胞形态特征。
吞噬功能是检验巨噬细胞活力的重要方法之

一，张华等［７］ 向小鼠腹腔注射鸡红细胞，进行巨噬

细胞吞噬试验，间隔 １２ ｈ 后收集细胞，发现红细胞

吞噬率为 ２６􀆰 ０％ ；韩忠燕等［８］将巨噬细胞与鸡红细

胞共孵育 １６ ｈ 后收集细胞，发现 ２３􀆰 ６％的细胞吞噬

了鸡红细胞。 本研究将分离培养的山羊肺泡巨噬

细胞进行鸡红细胞吞噬试验，３７℃共孵育 １ ｈ 后收

集细胞，发现巨噬细胞吞噬率为 ５４􀆰 ５％ 。 本研究结

果相比之前报道的效率稍高，可见进行巨噬细胞吞

噬试验时，影响吞噬结果的不仅有细胞活性，还有

两种细胞共孵育的时间、数量比等。 吞噬是一个动

态的过程，若两者共孵育时间过长，部分巨噬细胞

已经崩解，观察到的吞噬率会偏低；本研究中鸡红

细胞量较多，大部分巨噬细胞都吞噬了多个鸡红

细胞。
ＣＤ１４ 是一种通过糖基磷脂酰肌醇锚定于细胞

膜表面的糖蛋白，分布于单核细胞、巨噬细胞膜表

面脂质丰富的区域，而在内皮细胞等表面则未发现

ＣＤ１４ 的存在，目前已被广泛用来鉴定单核巨噬细

胞［１２，１３］。 陈玉惠等［９］ 将牛外周血单核巨噬细胞在

体外分化培养后，流式检测其表面 ＣＤ１４ 的阳性率

为 ６２􀆰 ４３％ ，林炜明等［１１］ 用免疫磁珠法分离外周血

单核细胞，ＣＤ１４ 的阳性率从分选前的 １０％ 提高到

８５􀆰 ８％ ；本研究中分离的山羊肺泡巨噬细胞在体外

培养近一个月后，其表面经检测有 ９３􀆰 ７６％ 的细胞

表达 ＣＤ１４，说明培养的巨噬细胞仍具有其固有的免

疫学特性，并且纯度极高，无其它细胞污染。

本研究通过 ＰＢＳ 灌注法，结合密度梯度离心，
成功的从山羊肺脏中分离了高纯度的 ＣＤ１４ ＋ 肺泡

巨噬细胞，肺泡巨噬细胞在体外形态多样，有伪足

和突起伸出，呈典型的巨噬细胞特征；分离培养的

细胞具有很好的吞噬活性及生物学特性，为巨噬细

胞相关的疾病机理的研究提供了材料。
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ｋｅｙ ｒｏｌｅ ｉｎ ｃｏｃｋｒｏａｃｈ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｌｌｅｒｇｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｖｉａ ＴＮＦ⁃α
ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ，２０１２，７（１０）：ｅ４７９７１．

［ ５ ］ 　 Ｂａｌｈａｒａ Ｊ， Ｇｏｕｎｎｉ ＡＳ． Ｔｈｅ ａｌｖｅｏｌａｒ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎ ａｓｔｈｍａ：ａ
ｄｏｕｂｌｅ⁃ｅｄｇｅｄ ｓｗｏｒｄ ［ Ｊ］ ． Ｍｕｃｏｓａｌ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０１２， ５ （ ６ ）： ６０５
－ ６０９．

［ ６ ］ 　 张华，曲震，寰王莹，等． 小鼠腹腔巨噬细胞的分离培养与吞

噬功能测定［Ｊ］ ． 黑龙江医药科学，２００７，３０（５）：９ － １０．
［ ７ ］ 　 韩忠燕，黄海愉，沈前程，等． 水牛肺泡巨噬细胞的分离、培养

及鉴定［Ｊ］ ． 广西农业科学，２０１０，４１（７）：７１９ － ７２２．
［ ８ ］ 　 杨克礼，田永祥，梁望旺，等． 猪肺泡巨噬细胞的分离与原代

培养［Ｊ］ ． 国外畜牧学： 猪与禽，２０１１，３１（４）：５２ － ５２．
［ ９ ］ 　 陈玉惠，周伟光，高晶，等． 牛外周血单核细胞的分离培养与

鉴定［Ｊ］ ． 畜牧与饲料科学，２０１３，３４（５）：２１ － ２２．
［１０］ 　 Ｇｅｉｓｓｍａｎｎ Ｆ， Ｍａｎｚ ＭＧ， Ｊｕｎｇ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ，

ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ， ａｎｄ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ［Ｊ］． Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０１０，５３２７（５９６６）：
６５６ －６６１．

［１１］ 　 林炜明，戴爱玲，尹会方，等． 人外周血巨噬细胞培养及功能

鉴定［Ｊ］ ． 中国免疫学杂志，２０１５，３１：８６ － ８９．
［１２］ 　 Ｃｈｅｎｇ ＳＭ， Ｃｈａｎｇ ＳＪ， Ｔｓａｉ ＴＮ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ

ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｓｕｒｆａｃｅ ｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ ｅａｒｌｙ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ
ｍｏｎｏｃｙｔｅ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ［Ｊ］ ． Ｇｅｎｅ Ｅｘｐｒ，２０１３，１６（１）：１５
－ ２４．

［１３］ 　 Ｅｒｂｅｌ Ｃ， Ｒｕｐｐ Ｇ， Ｈｅｌｍｅｓ ＣＭ， ｅｔ ａｌ． Ａｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｍｏｄｅｌ ｔｏ ｓｔｕｄｙ
ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ
［Ｊ］． Ｊ Ｖｉｓ Ｅｘｐ，２０１３，１２（７６）：ｅ５０３３２．

〔收稿日期〕２０１６ － １２ － １２

９７中国比较医学杂志 ２０１７ 年 ８ 月第 ２７ 卷第 ８ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ａｕｇｕｓｔ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． ８


