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新型视网膜神经节细胞光感受器
参与介导光对多巴胺能无长突细胞活动的调节
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棬美国奥克兰大学眼科研究所棭

暋暋张道启棳博士棳毕业于中国科学院上海生理研究所椈后在美国肯塔基大学生理系做博士后研

究工作暎曾任济宁医学院生理教研室助教暍讲师和美国范德堡大学生物系助理研究员暎现任美

国奥克兰大学眼科研究所助理教授暎研究方向椇视网膜神经元及其突触可塑性暎

暋暋摘暋要暋多巴胺是中枢神经系统中重要的一种神经递质棳它参与包括感觉暍运动和其它高级脑行为活动的形

成和调节椈因此棳多巴胺的缺乏会导致多种神经系统疾病如巴金森氏综合症和老年痴呆棳但是棳有关多巴胺释放调

节的机制仍然不清楚暎释放多巴胺的神经元分布在几个脑区棳在这些脑区中棳视网膜是研究多巴胺神经元最容易

入手的部位暎视网膜多巴胺神经元属于一种特殊的无长突细胞棳它的多巴胺的释放受外界光和机体内生物钟的

调节暎借助转基因技术和膜片钳电生理学方法棳我们最近几年深入研究了光和生物钟对视网膜多巴胺神经元功

能活动调节的机制棳其中包括发现了光通过激活新型的黑素视蛋白神经节细胞光感受器来调节视网膜多巴胺细

胞的活动暎这些进展对我们了解多巴胺和多巴胺神经元的生物学特性及其在疾病的作用具有重要的参考价值暎
关键词暋视网膜椈多巴胺椈神经元椈生物钟椈黑素视蛋白椈膜片钳
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旑旓旘旐斸旍斸旑斾斾旈旙斿斸旙斿斾旙旚斸旚斿旙棶
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暋暋众所周知棳视网膜是我们机体中唯一的感光组

织椈从发育上讲棳它属于脑的一部分棳因此棳对视网

膜神经元的结构和功能的研究必将为我们了解脑

高级活动的神经机制提供有意义的资料暎
视网膜多巴胺神经元是一类特殊的无长突细

胞椈与其它无长突细胞不同的是棳它们的树突除在

内网状层形成神经网络以外棳还发出轴突样突起棳
这些突起穿过内核层后在外网状层分支也形成神

经网络 棬图棻棭棳这一由内向外纵行的神经束构成视

网膜负反馈神经通路棳它将来自视杆和视锥光感受

棾椆
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器的信号通过多巴胺释放从视网膜内部回传到外

部暎这样棳释放后的多巴胺在外暍内视网膜经细胞

间隙扩散到视网膜的各个部位棳作用于几乎所有的

神经元及其通路来调节视网膜明暍暗适应和控制视

网膜生物节律 棬图棻棭椲棻椵暎

斝斠斕棳光感受器层椈斚斝斕棳外网状层椈斏斘斕棳内核层椈斏斝斕棳
内网状层椈斍斆斕棳神经节细胞层椈斆棳视锥细胞椈斅棳双极细

胞椈斎棳水平细胞椈斈斄棳多巴胺能无长突细胞椈斍棳神经节

细胞椈旈旔斠斍斆棳黑素视蛋白神经节细胞椈斕灢斾旓旔斸棳多巴胺暎
图棻暋视网膜多巴胺细胞的功能输入和输出示意图

视网膜多巴胺的释放受外界光的影响棳即在

光照时浓度增加暍光暗时减少暎我们最近发现棳光
至少通过两条视网膜神经通路来调节多巴胺的释

放椈其一是光刺激视杆和视锥光感受器棳光感受器

产生的电信号经双极细胞进而激活多巴胺细胞椈其
二是光刺激一类新型的光感受器棳这类感受器是一

亚类神经节细胞棳它们表达光敏感的视蛋白叫黑素

视蛋白棬旐斿旍斸旑旓旔旙旈旑棭椲棽椵棳黑素视蛋白将光信号转化

为电信号然后通过直接的突触联系激活多巴胺细

胞暎除此以外棳视网膜多巴胺的浓度还受昼夜节律

的影响棳表现在白天高暍夜间低棳我们也发现多巴胺

细胞表达必需的生物钟基因来控制多巴胺的节律

性释放暎需要说明的是棳以上研究工作已经发表在

不同的国际期刊上椲棾灢椃椵棳本文只对它们做一简单概

括的介绍椈为便于叙述棳特制作椀幅插图棳这些图均

为第一次发表暎
棻暋转基因动物模型的建立和视网膜多巴胺细胞的

膜片钳电生理记录

在整个视网膜中只有约椀棸棸个多巴胺能无长

突细胞棳占无长突细胞总数的棸棶椀棩棳这么小的比

例棳在正常情况下无法将它们从其它无长突细胞中

区分开来进行电生理学记录暎要想达到这一目的棳
理想的方法是采用转基因技术标记这类细胞暎然

后用标记的细胞直接研究光和生物节律对它们生

理活动的影响暎有鉴于此棳我们建立了荧光标记多

巴胺神经元的转基因小鼠模型椲棿椵暎在这个模型中棳
椆棸棩 的视网膜多巴胺细胞表达红色荧光蛋白 棬图
棽斄棭暎我们将分离的视网膜转移到灌流的标本槽棳
首先在荧光显微镜下利用红色荧光找到荧光标记

的细胞棳然后转换为红外光棳在红外光下进行膜片

钳电生理记录暎根据不同的目的棳我们分别采用细

胞外和全细胞膜片钳记录椲棾棳椀椵椈前者主要是在不影

响细胞内环境的情况下记录细胞的放电活动 棬动
作电位棭椈后者除记录细胞放电活动外还可研究细

胞的突触电位和细胞膜的离子通道电流暎
棽暋视网膜多巴胺细胞的自发放电

和其它部位的脑神经元一样棳视网膜多巴胺神

经元在没有刺激的情况下也产生自发放电椲椀椵棳放电

形式表现为单个和簇状放电混合型 棬图棽斅棭暎这

就是说棳在暗中没有外界刺激的情况下棳多巴胺细

胞有能力释放多巴胺暎那么棳多巴胺细胞的自发放

电是不是受其它细胞突触传入的影响椏 为了回答

这一问题棳我们施加了兴奋性和抑制性突触神经递

质受体的阻断剂棳发现它们将混合型的自发放电置

换为以簇状放电为主的放电形式暎换句话说棳在正

常情况下棳其它神经元来的突触传入抑制了自发性

簇状放电椲椀椵暎图棽斆进一步证实了这一结论棳我们

看到棳这一细胞在暗中产生单个和簇状混合型自发

放电椈但是棳在我们施加了钙通道离子阻断剂镉离

子后棳其放电形式由混合型转变成簇状型椈其原因

是镉离子阻断了突触前末梢上的钙通道棳进而抑制

了突触前神经递质的释放棳结果是降低了对自发放

电的抑制棳因此棳自发放电显示了它原有的内源性

特征即簇状放电形式暎目前我们正在致力于研究

这一内源放电形式产生的离子机制暎

斄椇红色荧光标记的多巴胺细胞胞体和它的突起暎斅椇多巴胺细胞

在暗中的自发放电暎斆椇铯离子阻断斅图中的单个自发放电暎
图棽暋荧光标记的多巴胺神经元和它们的自发放电

棿椆
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棾暋视网膜多巴胺细胞显示瞬变和持续两种不同的

光反应

在自发放电的基础上棳光照可以增加多巴胺细

胞的放电频率椲椀椵暎图棾斄 显示棳给予棾旙椀棽椀旑旐 的

闪光棳细胞的放电数目迅速增加椈但是棳这种增加只

反应在给光的一瞬间棳随着光照时间的延长棳放电

频率回到基线水平棳有时还会减少棳因此我们称它

为瞬变型细胞椲椀椵暎另外一类的细胞的光反应却不

是这样棳它也是在给光的瞬间放电频率增加棳这种

增加在给光的整个过程中维持在一定的高水平棳甚
至在撤光后还仍然持续一段时间 棬图棾斅棭棳我们称

这类细胞叫持续光反应型多巴胺细胞椲棾棳椀椵暎这一

全新的发现提示我们棳尽管视网膜多巴胺细胞在形

态暍大小上无明显差别棳但是它们在功能上很有可

能不同椈具体表现在瞬变型细胞在连续闪光的情况

下释放多巴胺棳而持续型细胞在背景光下释放多巴

胺暎如果是这样棳它解释了多年来的争端棳即有些

动物视网膜在连续闪光下多巴胺释放增加椈而另外

一些动物的视网膜多巴胺水平只对背景光有反应暎
棿暋瞬变型光反应来源于视杆棷视锥光感受器

如果经典的视杆和视锥光感受器驱动多巴胺

细胞棳那么它们的光信号一定经过双极细胞棳然后

由双极细胞兴奋多巴胺细胞棬图棻棭暎为了探讨这

种可能性棳我们借用了药理学方法暎我们已经知道

去极化双极细胞含有代谢型谷氨酸受体棳这种受体

激活后棳该细胞就失去了它们的兴奋性椈也就是视

杆和视锥细胞的电信号就不能经双极细胞传到多

巴胺细胞暎因此棳我们用代谢型谷氨酸受体激动剂

棬斕灢斄斝棿棭先激活双极细胞上的代谢型谷氨酸受

体棳然后再用光刺激视网膜棳结果发现棳刺激光不能

再在多巴胺细胞上产生瞬变型光反应椲椀椵暎这就是

说棳多巴胺细胞的瞬变光反应是来源于视杆和视锥

光感受器细胞暎这一研究为光刺激视网膜多巴胺

的释放提供了初步的细胞学机制暎有趣的是棳与瞬

变型细胞不同棳代谢型谷氨酸受体激动剂不能阻断

持续型细胞的光反应棳说明持续型多巴胺细胞很少

或者不被视杆和视锥光感受器激活椲椀椵暎这一结果

引导我们去寻找可以激活持续型多巴胺细胞的光

感受器暎
椀暋持续型光反应来源于神经节细胞光感受器

除了视杆和视锥光感受器外棳最近在视网膜内

发现第三类光感受器细胞棳它们是一类视网膜神经

斄椇多巴胺细胞的瞬变型光反应

斅椇多巴胺细胞的持续型光反应

每个图下方的矩形符号代表光刺激信号暎
图棾暋瞬变和持续光反应型多巴胺细胞

节细胞棳这类细胞约占神经节细胞总数的 棻棩暙
棽棩棳它们表达吸收光的感光色素黑素蛋白暎神经

节细胞光感受器对光产生的反应表现为长的潜伏

期暍持续的去极化暍去极化反应在撤光后滞后数秒

或达几分钟和最敏感的光波长是棿椄棸旑旐椲棽椵暎神经

节细胞光感受器经视神经束直接投射到下丘脑视

交叉上核棳控制我们机体的生物钟椈它们还投射到

顶盖前核棳调节我们眼睛的瞳孔对光反射椲椄灢椆椵暎但

是棳它们在视网膜内怎么调节视网膜信息的传递一

直都不清楚暎图棿是光分别在神经节光感受器

棬斄棭和持续型多巴胺细胞棬斅棭上诱导的内向电流暎
从中我们可以看到棳它们对光反应特征非常相似棳
表现在长的潜伏期和光反应持续在整个光刺激过

程和撤光后暎这些结果提示了多巴胺细胞接受了

神经节细胞光感受器的输入暎我们的其它研究进

一步证实了这一结论椇首先棳在光感受器退行性性

变的视网膜棬视杆和视锥细胞缺失棭棳多巴胺细胞的

持续型光反应仍然存在椲棾椵椈其次棳在敲掉黑素视蛋

白基因的视网膜棳多巴胺细胞的持续型光反应消失

棬待发表资料棭椈再者棳免疫组织化学显示多巴胺细

胞和神经节光感受器有形态上的联系 棬待发表资

料棭暎所有这些结果提示棳神经节细胞光感受器在

光照下驱动持续型多巴胺细胞棳然后通过多巴胺的

释放来调控视网膜的信息传递椲棾椵暎这一新型的视

网膜神经通路使我们对视网膜多巴胺的释放和功

能有了全新的认识暎
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斒斒旈旑旈旑旂斖斿斾斦旑旈旜棳斄旔旘旈旍棽棸棻棽棳斨旓旍灡棾椀棳斘旓棶棽

斄椇神经节细胞上黑素视蛋白的对光反应

斅椇多巴胺细胞上黑素视蛋白神经节细胞介导的光反应

图下方的矩形符号代表光刺激信号暎
图棿暋光在黑素视蛋白神经节细胞和持续型

多巴胺细胞上诱导的内向电流

椂暋视网膜多巴胺细胞表达必要的生物钟基因

除光刺激外棳视网膜内源性的生物节律也对多

巴胺神经元的活动有调节作用暎很重要的一个问

题是棳控制生物节律的基因是在多巴胺细胞内来直

接影响细胞的活动椈还是在其他细胞棳然后通过信

息传递来控制多巴胺神经元的活动椲棻棸椵暎从这一点

出发棳我们做了单个细胞反转录聚合酶链反应

棬斠斣灢斝斆斠棭实验棳结果发现棳大部分多巴胺细胞含

有控制生物钟的必需基因棳这些基因包括斝斿旘旈旓斾棻
和棽暍斆旘旟旔旚旓斻旇旘旓旐斿棻和棽暍斆旍旓斻旊和斅旐斸旍棻椲椂椵暎另

外棳我们在斝斿旘旈旓斾棻控制的绿色荧光蛋白转基因动

物上发现棳斝斿旘旈旓斾棻灢绿色荧光蛋白表达在视网膜多

巴胺细胞内棬图椀棭椈而且棳它的含量在白天高暍夜间

低椲椃椵棳这一节律变化可能进而控制多巴胺细胞的

昼夜节律活动暎

左图椇斝斿旘旈旓斾棻基因驱动的绿荧光蛋白棬斝斿旘棻灢斍斊斝棭阳性细胞椈中间图椇多巴胺合成酶棬斣斎棭标记的多巴胺细胞椈
右图椇前两图重叠棬旓旜斿旘旍斸旔棭显示多巴胺细胞表达斝斿旘旈旓斾棻基因暎标尺椇棽棸毺旐棶

图椀暋 斝斿旘旈旓斾棻基因在多巴胺细胞内的表达

暋暋总之棳在过去几年棳我们对视网膜多巴胺神经

元及其回路进行了详尽的研究暎在暗中棳多巴胺细

胞产生自发性放电棳这些放电可以触发少量的多巴

胺释放暎光照一方面通过传统的神经通路棳即视杆

和视锥暘双极细胞暘多巴胺细胞通路棳刺激多巴胺

释放椈另一方面棳我们惊喜地发现它还通过一新型

的神经节光感受器暘多巴胺细胞通路调节多巴胺

的释放暎除此以外棳多巴胺细胞表达生物钟基因棳
这些基因的昼夜节律变化也参与多巴胺释放的调

节暎就像一开始提到的棳多巴胺细胞构成视网膜负

反馈通路棳它不仅将视杆和视锥信号由视网膜内部

回传到外部椈而且还可将视网膜内部神经节光感受

器的信息传到外部暎释放的多巴胺可作用于视杆

和视锥上的 斈棿多巴胺受体棳调节它们的生物节

律椈作用于水平细胞上的 斈棻受体棳抑制水平细胞

间的电突触活动棳进而调节视网膜中心和周边反

应椈作用于双极细胞和神经节细胞上的 斈棻多巴胺

受体棳通过调制它们的钠离子通道活动来影响它们

的信息传递椈作用于无长突细胞上的 斈棻多巴胺受

体棳通过抑制其间的电突触来促使视网膜的暗适应

向明适应转换暎由此可见棳多巴胺作为一重要的神

经递质棳在介导光和生物钟对视网膜信息传递的调

制中起到非常重要的作用暎尽管我们取得一些进

展棳但是还有很多问题尚待解决棳比如棳神经节细胞

光感受器是怎样将信息传递给多巴胺细胞的椏 瞬

变型和持续型多巴胺细胞在形态暍生理功能和分子

神物学上有何不同椏 多巴胺细胞内的生物钟基因

是怎样控制多巴胺的合成和释放的椏 我们现在正

致力于回答这些问题棳希望近期内有一些答案暎
志谢椇作者由衷地感谢他的同事和合作者对本

研究的贡献椈部分研究工作得到美国国家卫生研究

院的支持暎 棬下转第棻棸椀页棭
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旐旔棽棻棸暙棽棻棾曟棭暎
棻灡棽灡椃暋甲磺酸伊马替尼棬棻棭的合成暋椃棬棻灡棽棸旂棳
棽灡棿棾 旐旐旓旍棭溶 于 棽椀旐旍 热 乙 醇棳滴 加 甲 磺 酸

棬棸灡棽棿旂棳棽灡椀棸旐旐旓旍棭乙醇溶液棳回流棽棸旐旈旑棳减压浓

缩至原体积的一半棳冷却析晶棳过滤棳乙醇重结晶棳
得浅黄色晶体棻棬棻灡棽椄旂棭棳收率椄椆灡棾棩棳旐旔棽棻椀暙
棽棻椆曟暎斊斄斅灢斖斢 旐棷旡椇椀椆棸灡棽椲斖 棲 斎椵棲 暎棻斎灢
斘斖斠棬斈斖斢斚灢斾椂棳棿棸棸斖斎旡棭毮棬旔旔旐棭椇棽灡棻椂棬旙棳棾斎棭棳
棽灡棽棽棬旙棳棾斎棭棳棽灡棾椂棬斺旘旙棳椄斎棭棳棾灡椀棾棬旙棳棽斎棭棳椃灡棽棸
棬旙棳棻斎棭棳椃灡椀棾灢椃灡棿棻棬旐棳椀斎棭棳椃灡椆棸棬斾棳棽斎棭棳椄灡棸椄
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棻斎棭棳椄灡椆椃棬旙棳棻斎棭棳椆灡棽椃棬斾棳棻斎棭棳棻棸灡棻椂棬旙棳棻斎棭暎
棽暋结论

在制备化合物 棿时棳采用二氯亚砜代替文献

中的三氯氧磷为氯化剂棳可重复利用棳后处理简便椈
采用 斘斸棽斆斚棾 代替 斘斸斚斎 处理过量氯化剂棳因碱

性弱棳不易发生副反应棳故产率较高暎试剂用量少棳
可降低成本暎

在制备化合物椀时棳采用一锅法棳在一个反应

器内完成棳中间不需要分离处理棳节省了人力物力暎
在制备化合物椂时棳以水合肼为还原剂棳避免

了氢气及毒性较大的氯化亚锡棳减少了生产中的不

安全因素椈使用氢氧化氧铁作为催化剂棳简便易得棳
避免使用昂贵的铂或钯棳极大降低了原料成本暎

本实验方法避免使用昂贵的化学试剂棳具有安

全环保暍原料价廉易得暍可降低成本棳以原料棿灢甲

基灢棾灢硝基苯胺计总收率达棿椀灡椃棩棳适合工业化生
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旈旚旟旓旀旘斿旚旈旑斸旍斾旓旔斸旐旈旑斿旘旂旈斻旑斿旛旘旓旑旙旛旑斾斿旘旍旟旈旑旂旚旇斿旈旘旐旛旍旚旈旔旍斿
旘旓旍斿旙旈旑旜旈旙旈旓旑椲斒椵棶斣旇斿斒旓旛旘旑斸旍旓旀旑斿旛旘旓旙斻旈斿旑斻斿椇旚旇斿旓旀旀旈斻旈斸旍
旉旓旛旘旑斸旍旓旀旚旇斿斢旓斻旈斿旚旟旀旓旘斘斿旛旘旓旙斻旈斿旑斻斿棳棽棸棸椃棳棽椃棬棾棭椇椂椆棽灢

椂椆椆棶
椲椂椵暋斠旛斸旑斍斬棳斱旇斸旑旂斈斞棳斱旇旓旛斣棳斿旚斸旍棶斆旈旘斻斸斾旈斸旑旓旘旂斸旑旈旡斸旚旈旓旑旓旀

旚旇斿旐斸旐旐斸旍旈斸旑旘斿旚旈旑斸椲斒椵棶斝旘旓斻斿斿斾旈旑旂旙旓旀旚旇斿斘斸旚旈旓旑斸旍斄斻斸斾斿灢
旐旟旓旀斢斻旈斿旑斻斿旙旓旀旚旇斿斦旑旈旚斿斾斢旚斸旚斿旙旓旀斄旐斿旘旈斻斸棳棽棸棸椂棳棻棸棾
棬棽椀棭椇椆椃棸棾灢椆椃棸椄棶

椲椃椵暋斪旈旚旊旓旜旙旊旟斝棳斨斿旈旙斿旑斺斿旘旂斿旘斉棳斕斿斢斸旛旚斿旘斒棳斿旚斸旍棶斆斿旍旍旛旍斸旘旍旓斻斸灢
旚旈旓旑斸旑斾斻旈旘斻斸斾旈斸旑旘旇旟旚旇旐旓旀斿旞旔旘斿旙旙旈旓旑旓旀旚旇斿斺旈旓旍旓旂旈斻斸旍斻旍旓斻旊
旂斿旑斿斝斿旘旈旓斾棻旈旑旚旇斿旐旓旛旙斿旘斿旚旈旑斸椲斒椵棶斣旇斿斒旓旛旘旑斸旍旓旀旑斿旛旘旓灢
旙斻旈斿旑斻斿椇旚旇斿旓旀旀旈斻旈斸旍旉旓旛旘旑斸旍旓旀旚旇斿斢旓斻旈斿旚旟旀旓旘斘斿旛旘旓旙斻旈斿旑斻斿棳
棽棸棸棾棳棽棾棬棽棸棭椇椃椂椃棸灢椃椂椃椂棶

椲椄椵暋斎斸旚旚斸旘斢棳斕旛斻斸旙斠斒棳斖旘旓旙旓旜旙旊旟斘棳斿旚斸旍棶斖斿旍斸旑旓旔旙旈旑斸旑斾旘旓斾灢
斻旓旑斿旔旇旓旚旓旘斿斻斿旔旚旈旜斿旙旟旙旚斿旐旙斸斻斻旓旛旑旚旀旓旘斸旍旍旐斸旉旓旘斸斻斻斿旙旙旓旘旟
旜旈旙旛斸旍旀旛旑斻旚旈旓旑旙旈旑旐旈斻斿椲斒椵棶斘斸旚旛旘斿棳棽棸棸棾棳棿棽棿棬椂椆棿棿棭椇椃椂灢椄棻棶

椲椆椵暋斎斸旚旚斸旘斢棳斕旈斸旓斎斪棳斣斸旊斸旓斖棳斿旚斸旍棶斖斿旍斸旑旓旔旙旈旑灢斻旓旑旚斸旈旑旈旑旂
旘斿旚旈旑斸旍旂斸旑旂旍旈旓旑斻斿旍旍旙椇斸旘斻旇旈旚斿斻旚旛旘斿棳旔旘旓旉斿斻旚旈旓旑旙棳斸旑斾旈旑旚旘旈旑旙旈斻
旔旇旓旚旓旙斿旑旙旈旚旈旜旈旚旟椲斒椵棶斢斻旈斿旑斻斿棳棽棸棸棽棳棽椆椀棬椀椀椀椃棭椇棻棸椂椀灢棻棸椃棸棶

椲棻棸椵斱旇斸旑旂斈斞棳斱旇旓旛斣棳斠旛斸旑斍斬棳斿旚斸旍棶斆旈旘斻斸斾旈斸旑旘旇旟旚旇旐旓旀斝斿旘旈灢
旓斾棻斻旍旓斻旊旂斿旑斿斿旞旔旘斿旙旙旈旓旑旈旑斘斚斢斸旐斸斻旘旈旑斿斻斿旍旍旙旓旀旚旇斿旐旓旛旙斿
旘斿旚旈旑斸椲斒椵棶斅旘斸旈旑旘斿旙斿斸旘斻旇棳棽棸棸椀棳棻棸椀棸棬棻灢棽棭椇棻棸棻灢棻棸椆棶

棬收稿日期暋棽棸棻棽灢棸棾灢棻椀棭

椀棸棻




