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文题释义： 

角膜上皮干细胞：属于单能干细胞，具有细胞周期长、低分化状态、增殖潜力大、不对称分裂等特点，定位

于角膜缘基底细胞层，又称之为角膜缘干细胞，对角膜上皮细胞更新及维持角膜透明起着重要作用。 

角膜缘干细胞的体外培养方法：主要包括酶消化培养法和组织块培养法。酶消化培养法是利用 DispaseⅡ酶

破坏角膜缘上皮细胞与基底膜之间的半桥粒连接，然后剥取角膜缘上皮层，再使用胰酶将其消化为单个细胞

进行培养。组织块培养法没有经过酶的双重消化，将剖取的角膜缘组织块进行贴壁，细胞游离出组织块进行

贴壁生长，需要一个漫长的过程。 

 

摘要 

背景：角膜上皮干细胞定位于角膜缘，又称之为角膜缘干细胞，临床上由于眼表严重热烧伤、化学性烧伤、

慢性炎症等原因引起的角膜缘干细胞缺乏或功能障碍治疗较为棘手。目前利用组织工程技术体外培养角膜上

皮干细胞并进行临床移植成为新型有效的治疗方向。 

目的：探讨在无血清培养条件下采用改良组织块培养法培养人角膜上皮干细胞的可行性。 

方法：人角膜缘组织来自河南省眼库，植片直径小于 8 mm 角膜移植术后的供者剩余眼球材料，手术显微镜

下剖取角膜缘上皮层外 2/3 区域，采用 2 种方法培养人角膜上皮干细胞，常规组织块培养组是将组织块上皮

面向上贴壁，加入 K-SFM 培养液后置于 37 ℃、体积分数为 5%CO2细胞培养箱中培养；改良组织块培养组

是先将组织块浸泡于 K-SFM 培养液中，置于细胞培养箱中孵育 12 h，然后组织块上皮面向下贴壁培养。组

织块周边有细胞游离出贴壁生长记作“培养第 1 天”，每日相差显微镜下观察细胞生长变化。利用免疫荧光

染色技术检测改良组织块培养第 5，10，14 天时原代细胞中 p63 及 K3 的表达。 

结果与结论：①改良组织块培养组出膜时间明显短于常规组织块培养组(P < 0.05)，出膜率明显高于常规组织

块培养组(P < 0.05)；②改良组织块培养组细胞生长状态良好，培养第 10 天可见小体积细胞较多，聚集成灶

状分布；培养第 14 天可见细胞克隆灶，克隆灶内细胞体积较小，形态均一；③培养第 5 天，K3 表达量较多，

p63 表达量较少；培养第 10 天，K3 和 p63 表达量均增多；培养第 14 天，K3 表达量未见明显增多，p63 表

达量明显增多；④在无血清培养条件下，改良组织块培养法能显著促进角膜上皮干细胞的游离，提高体外培

养细胞数量，为人角膜缘上皮组织片的构建提供种子细胞。 

关键词： 

角膜上皮干细胞；无血清培养；组织块培养；改良；K3；p63；标记物 
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In vitro culture of human corneal epithelial stem cells using modified explant culture   
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文章特点— 

(1)利用组织工程技术构建人
角膜缘上皮组织片进行临
床移植可以治疗角膜缘干
细胞缺乏症； 

(2)无血清培养体系不但可以
避免血清面临的种种问题，
而且更有利于角膜上皮干
细胞干性的维持； 

(3)改良组织块培养法能够在
无血清培养条件下显著促
进角膜上皮干细胞的游离，
提高体外培养细胞数量，为
构建人角膜缘上皮组织片
提供充足的种子细胞。 

实验材料和分组： 

(1)收集角膜移植术后供者剩余眼球材料； 

(2)取材：手术显微镜下剖取角膜缘组织块； 

(3)分组培养：常规组织块培养组和改良组织块培养组。 

对比观察两组的出膜时间、出膜率及细胞生长情况。 

无血清培养体系下，观察
改良组织块培养的细胞形
态及生长变化。 

免疫荧光技术检测原代细
胞中 p63、K3 的表达。 

结论： 
(1)改良组织块培养法能显著促进角膜上皮干细胞的游离，提

高体外培养细胞数量； 

(2)建立的无血清培养体系可以维持角膜上皮干细胞的干性。 
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Abstract 

BACKGROUND: Corneal epithelial stem cells, also known as limbal stem cells, are distributed in the basal layer of limbal epithelium. It is 

extremely difficult to deal with limbal stem cell deficiency or dysfunction that is caused by severe thermal burn, chemical burn, and chronic 

inflammation of ocular surface. At present, in vitro culture of corneal epithelial stem cells using tissue engineering technology followed by 

clinical transplantation is a new and effective therapeutic direction. 

OBJECTIVE: To explore the feasibility of serum-free culture of human corneal epithelial stem cells in vitro using modified explant culture 

method. 

METHODS: The remaining donor corneal tissues after keratoplasty (less than 8 mm in diameter) were obtained from Henan Eye Bank, and 

the outer and middle limbus were dissected under surgical microscope. Two culture methods were used to culture human corneal epithelial 

stem cells. In the conventional explant culture group, the limbal tissues were adhered to the dish with the epithelium being upward, then 

Keratinocyte-serum free medium (K-SFM) was added into dishes, followed by incubation at 37 °C in a 5% CO2 incubator. In the modified 

explant culture group, limbal tissues were dissected to immerse in the K-SFM culture medium and incubated at 37 °C in the 5% CO2 incubator 

for 12 hours. The limbal tissues were then adhered to the dish with the epithelium being downward. The day whenever the cells from the 

limbal tissues adhered to the dish was marked as the 1
st
 day of culture, and changes in cell morphology and growth were recorded by phase 

contrast microscopy every day. Immunofluorescent staining was used to detect the expression of K3 and p63 in primary cells on the 5
th
, 10

th
 

and 14
th
 day of the modified explant culture. 

RESULTS AND CONCLUSION: The mean early stage of growth in the modified explant culture group was shorter than that of the 

conventional explant culture group (P < 0.05), and the mean growth rate of the modified explant culture group was higher than that of the 

conventional explant culture group (P < 0.05). In the modified explant culture group, cells had a good growth state, and many cells with small 

size gathered together on the 10th day of culture. On the 14
th
 day, cell clones were formed, and the cells in the clone showed uniform 

morphology. On the 5
th
 day, K3 highly expressed, while p63 lowly expressed in primary cells. On the 10

th
 day, both of K3 and p63 had an 

increased expression. On the 14
th
 day, there was no significant increase in the K3 expression, but the expression of p63 increased 

significantly. In the in vitro serum-free culture condition, the modified explant culture could significantly promote the growth of corneal epithelial 

stem cells, and expand corneal epithelial stem cells in vitro, which could provide sufficient seed cells for enriching corneal epithelial stem cells 

and constructing human limbal multilayered epithelial sheets. 

Key words: corneal epithelial stem cells; serum-free culture; explant culture; modified; modification; K3; p6; marker 

 

0  引言  Introduction 

角膜上皮干细胞定位于角膜缘，又称角膜缘干细胞，

对角膜上皮细胞更新及维持角膜透明起着重要作用[1-2]。临

床上由于眼表化学性烧伤、热烧伤、慢性炎症等原因引起

的角膜缘干细胞缺乏症的治疗仍相当棘手[3-4]；目前临床上

治疗方法多样，有羊膜移植术、自体角膜缘干细胞移植、

体外培养人角膜上皮干细胞移植治疗等[5-6]。由于羊膜移植

缺乏种子细胞、自体角膜缘干细胞数量有限，体外培养人

角膜上皮干细胞移植将为角膜缘干细胞缺乏症提供新的治

疗手段。国内外对角膜上皮干细胞的培养方法主要有2种：

组织块培养法和酶消化法[7-9]。组织块培养法操作简单，但

细胞游离出组织块并贴壁生长需要一个漫长的过程；酶消

化法获取细胞较快，但获取细胞数量较少，细胞需要经过

DispaseⅡ酶和胰酶的双重消化，损伤较大。在国内外的文

献报道中较多学者仍采用组织块培养法[10-12]。 

体外培养角膜缘干细胞所面临的另一个重要问题是其

体外扩增及干性维持。角膜缘干细胞所处的微环境对其增

殖、分化及干性的维持起到重要作用[13-14]；XIE等[15-16]研究

认为角膜缘干细胞所处微环境中的细胞外基质和微环境细

胞通过SDF-1/CXCR4、BMP/Wnt等信号通路可以调控其

增殖和分化。角膜缘干细胞的干性标记物有p63、ABCG2、

ABCB5等，其中p63在文献报道中应用较多，RAMA等[17]

发现移植细胞中表达p63的阳性细胞比例大于3%时移植治

疗成功可达78%，而p63阳性细胞比例小于3%时移植治疗

成功只有11%。体外培养体系可分为血清培养体系和无血

清培养体系，常用的血清培养体系是含有胎牛血清的

SHEM培养液，血清中富含各种生长因子、转运蛋白等，

可以促进细胞增殖、分化，但易受血清批次差异、来源不

明确等因素影响，且胎牛血清中动物源性成分复杂，不利

于研究成果的临床转化[18-20]。无血清培养添加成分相对明

确，但如何促进细胞游离、增殖，维持其干性，是亟待解

决的问题。该研究采用血清替代品进行无血清培养，探讨

改良组织块培养法培养人角膜上皮干细胞的可行性。 

 

1  材料和方法  Materials and methods 

1.1  设计  细胞学体外观察实验。 

1.2  时间及地点  实验于2016年11月至2018年1月在郑

州人民医院博士后研发基地和河南省人民医院眼科中心实

验室完成。 

1.3  材料  

1.3.1  人角膜缘组织  来自于河南省眼库，植片直径小于

8 mm角膜移植术后的供者剩余眼球材料，供者生前已签署

角膜捐赠同意书；接受角膜移植手术的患者及家属已签署

相关知情同意书；实验方案经郑州人民医院实验伦理委员

会批准。 

1.3.2  实验仪器及试剂  激光扫描共焦显微镜(Nikon公

司，型号：80i)；相差显微镜(OLYMPUS公司，型号：IX-71)；

手术显微镜(Carl Zeiss公司，型号S88)；K-SFM培养基和

牛垂体提取物(货号：10744019)、表皮生长因子(货号：

PHG0311) 、 Hank’s 平 衡 盐 溶 液 ( 货 号 ： 14025092) 

(Invitrogen-Gibco公司 )；多聚甲醛 (货号：158127)、

Tritonx-100(货号：T8787)、DAPI(货号：268298)、抗荧

光淬灭封固剂Fluoromount(货号：F4680)(Sigma-Aldrich

公司)；二抗Alexa-fluor 488和563标记的羊抗鼠IgG(货号：
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A32732和A-11031)(Invitrogen公司 )；一抗p63(货号：

CM163ABC)(Labvision/Neomarkers公司)；一抗K3(货号：

CBL218-I)(Millipore公司)。 

1.4  实验方法 

1.4.1  取材  角膜移植术后的供者剩余眼球材料(共9批、

18眼)，眼科剪沿角膜缘外3 mm处环形剪取角膜缘组织，

Hank’s平衡盐溶液冲洗角膜缘组织，1 000 U/mL青-链霉

素溶液浸泡30 min，充分冲洗后固定于手术显微镜下，剖

取角膜缘外2/3区域、长约3 mm的组织块[21]。 

1.4.2  两种组织块培养法的对比观察  将组织块随机分

为2组：常规组织块培养组(89块)和改良组织块培养组(91

块)。常规组织块培养组是将组织块上皮面向上贴壁，加入

K-SFM培养液 (K-SFM培养基+50 mg/L牛垂体提取物+   

5 μg/L人表皮生长因子)，置于37 ℃、体积分数为5% CO2

细胞培养箱中培养，12 h后首次换液，以后隔日换液；改

良组织块培养组是先将组织块浸泡于K-SFM培养液中，置

于培养箱中孵育12 h，然后组织块上皮面向下贴壁，加入

K-SFM培养液 (K-SFM培养基+50 mg/L牛垂体提取物+   

5 μg/L人表皮生长因子)，置于细胞培养箱中培养，12 h后

换液，以后隔日换液。观察和记录组织块周边有细胞贴壁

生长的时间(出膜时间)，培养2周时周围有细胞生长的组织

块所占比率(出膜率)以及细胞生长状态。 

1.4.3  改良组织块培养组原代细胞的培养  剖取的组织

块置于K-SFM培养液中，置于细胞培养箱培养12 h，组织

块上皮面向下贴壁于培养孔中，加入K-SFM培养液培养，

12 h后换液，以后隔日换液。组织块周边有细胞游离出来

贴壁生长记作“培养第1天”，每天于相差显微镜下观察细

胞生长变化，记录并拍照。 

1.4.4  改良组织块培养组培养不同时间点K3、p63的表达  

利用免疫荧光染色技术检测培养第5，10，14天时原代细

胞中p63及K3的表达。操作步骤：吸出培养液，HBSS冲洗

5 min×3次；4 ℃下20 g/L多聚甲醛溶液固定10 min，PBS

冲洗10 min×3次；室温下0.2%Tritonx-100作用10 min，

PBS冲洗10 min×3次；体积分数为10%山羊封闭血清室温

下作用1 h，倾去、勿洗；每孔滴加0.7 mL一抗p63(1∶200)、

K3(1∶200)，4 ℃、暗湿盒内过夜孵育；吸出一抗，PBS

冲洗10 min×4次；滴加0.7 mL 1∶300稀释的二抗，室温

下暗湿盒内孵育1 h；PBS冲洗10 min×3次，2 mg/L DAPI

复染5 min；PBS冲洗，Fluoromount封固，4 ℃保存；激

光扫描共聚焦显微镜下观察并记录拍照，Nikon公司AR3.1

软件进行图片处理、细胞计数及阳性细胞比例计算。 

1.5  主要观察指标  ①常规组织块培养组和改良组织块

培养组的出膜时间和出膜率；②改良组织块培养组的细胞

形态；③在培养第5，10，14天时原代细胞中p63、K3的

表达。 

1.6  统计学分析  采用统计软件SPSS 17.0进行统计描

述与分析。计量资料以x
_

±s表示，两组间率的比较采用卡方

检验。P < 0.05为差异有显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  常规组织块培养组和改良组织块培养组的出膜时间

和出膜率以及细胞生长状态  常规组织块培养组培养早期

未见有脱落细胞或少量脱落细胞(图1A红色星标)，培养第5

天时，游离出贴壁生长细胞稀少(图1A黑色星标)。改良组

织块培养组培养早期可见较多未贴壁的脱落上皮细胞(图

1B红色星标)，在组织块贴壁培养第2天即可观察到贴壁细

胞，培养第5天时可见大量细胞从组织块游离出来贴壁生长

(图1B黑色星标)。改良组织块培养组出膜时间为(2.61± 

0.74) d，明显短于常规组织块培养组(7.78±2.01) d，差异

有显著性意义(P < 0.05)，见图1C；改良组织块培养组平

均出膜率达(83.33±10.12)%，明显高于常规组织块培养组

(38.36±7.63)%，差异有显著性意义(P < 0.05)，见图1D。 

2.2  改良组织块培养组原代细胞在不同时间点的形态  

培养第5天，可见大量细胞从组织块游离出来贴壁生长，细

胞核清晰可见，细胞连接可见；细胞增殖旺盛，部分细胞

内可见到双细胞核，细胞生长状态良好；细胞膜片上黏附

有少量从组织块上脱落的细胞，见图1B。培养第10天，细

胞生长良好，细胞核清晰可见，细胞连接及终末分化细胞

少见，膜片上小体积细胞较多，聚集呈灶状分布(图2A箭头

所示)；培养第14天，细胞膜片上可见细胞克隆，克隆灶内

细胞体积较小，形态均一(图2B箭头所示)，细胞膜片上可

见少量老化细胞。 

2.3  改良组织块培养组原代细胞培养不同时间点K3、p63

的表达  培养第5天，K3表达量较多，阳性细胞比例为

(39.55±5.21)%，在膜片中检测到有少量p63表达，阳性细

胞比例(4.89±1.86)%。培养第10天，K3的表达量增多，p63

表达量较培养第5天有明显增多，阳性细胞比例分别为

(56.33±8.13)%，(12.02±3.84)%。培养第14天，K3表达量

较第10天相比未见明显增多，p63表达量较培养第10天有

明显增多，在这个时间点细胞培养可见克隆灶，p63表达

量较高，说明在培养第14天的膜片中角膜缘干细胞的量有

了大幅度增加；在培养第14天的原代细胞中表达p63及K3

的阳性细胞比例分别为(29.23±6.88)%，(50.71±3.19)%，

见图3。 

 

3  讨论  Discussion 

角膜上皮干细胞定位于角膜缘上皮基底细胞层，国内

外文献对这种细胞在角膜缘上皮层中所占的比例报道不

一，在兔角膜缘上皮层中所占比例为0.4%-1.21%，在人角

膜缘上皮层中所占比例为0.2%-0.64%
[22]。由于角膜上皮

干细胞数量较少，缺乏特异性标记物，因此对角膜上皮干

细胞的体外培养及分离比一般细胞要复杂[23-25]；国内外文

献对角膜上皮干细胞的体外培养方法主要有2种：酶消化法

和组织块培养法。酶消化法培养主要是利用Dispase Ⅱ酶 
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破坏细胞与基底膜之间的半桥粒连接，再用机械法将上皮

层剥除，利用胰酶消化作用将剥除的上皮层消化为单个细

胞。ESPANA等[26]率先报道利用DispaseⅡ酶过夜消化，机

械剥除获取到完整的角膜缘上皮层；后续研究学者也较多

采用DispaseⅡ酶联合胰酶获取单个细胞悬液进行体外细

胞培养[27-28]。酶消化法获取细胞较快，但获取细胞数量较

少，若要获得足够量的种子细胞，需要更多的供体材料，

而且细胞需要经过DispaseⅡ酶和胰酶的双重消化，对细胞

损伤可能较大。组织块培养法操作相对简单，但细胞游离

出组织块贴壁生长需要一个漫长的过程，而且组织块培养

时间过长容易有角膜基质细胞游离出贴壁生长，常规组织

块培养组中部分未出膜的组织块在培养1个月时观察到有

少量散在角膜基质细胞贴壁生长。KIM等[29]研究学者报道

利用SHEM培养液进行组织块法培养，组织块周围有细胞

长出时间是(4.5±1.8) d，在作者以前的课题研究中曾用

SHEM培养液进行组织块法培养，组织块周围有细胞长出

时间是(5.83±2.04) d；而在无血清培养条件下，采用常规

组织块培养法不但出膜时间长，而且出膜率也较低，因此

需要培养方法进行改良。 

该研究采用组织块培养法进行角膜上皮干细胞的原代

培养，为了便于临床应用转化，去异种血清培养是另一个

亟待解决的问题。部分研究学者采用自体血清替代异种血

清[30-31]，但自体血清存在血清活性差异、培养不稳定、自 

 

 

 

 

 

 

 

身是病原携带者的患者血清不能使用等不足[32]；部分研究

学者采用成分相对明确的血清替代物进行培养[33-34]，NAM

等[35]采用与胎盘和脐带间充质干细胞共培养的方式建立体

外无血清培养体系。在该研究中所采用的培养液是无血清

培养液，即K-SFM培养基+50 mg/L牛垂体提取物+5 μg/L

人表皮生长因子。在无血清培养体系下，作者早期做了大

量研究工作，采用常规组织块培养法所面临的问题是出膜

率低和出膜时间长，不利于体外干细胞的富集，因此在培

养方法上做了一定的改进：①剖取2 mm×3 mm组织块之后

并没有将组块直接贴壁培养，而是浸泡于K-SFM培养液中，

于37 ℃、体积分数为5%CO2细胞培养箱孵育12 h，可见

培养液中有大量脱落的上皮细胞，这些细胞未在培养皿中

贴壁，所以应该是组织块上皮表层的老化细胞，这样可以

无损伤的去除表层细胞；②采用上皮面向下的方法进行组

织块贴壁培养，由于细胞的重力作用更容易从组织块上游

离出并贴壁生长。改良后的组织块培养法平均出膜率达

图注：图中 A 为常规组织块培养组培养第 5 天(×100)，图中红色*示少量未贴壁的脱落细胞，黑色*示游离出贴壁生长细胞稀少；B 为改良组织

块培养组培养第 5 天(×100)，图中红色*示较多未贴壁的脱落细胞，黑色*示游离出贴壁生长细胞密集；C，D 为两组的出膜时间和出膜率，与常

规组织块培养组比较，a
P < 0.05 

图 1  常规组织块培养组和改良组织块培养组的细胞生长状态和出膜时间、出膜率 

Figure 1  Comparison of cell growth, mean early stage of growth, and mean growth rate between conventional explant culture group and 

modified explant culture group 

图注：图中 A 为培养第 10 天，膜片上细胞连接及终末分化细胞少见，

小体积细胞较多，聚集呈灶状分布(红色箭头所示)；B 为培养第 14

天，膜片上可见少量老化细胞，可见细胞克隆(红色箭头所示)，克隆

灶内细胞体积较小，形态均一 

图 2  改良组织块培养组原代细胞在不同时间点的形态(×100) 

Figure 2  Morphological observation of primary culture cells in the 

modified explant culture group (×100) 

图注：图中 A-C 为培养第 14 天 K3 和 p63 的表达，其中 A 为 DAPI

荧光染色，细胞核显蓝色，B 为表达 K3 的角膜上皮细胞(绿色)，C

为表达 p63 的角膜上皮干细胞(红色)；D 为不同培养时间点表达 p63

及 K3 的阳性细胞比例   

图3  改良组织块培养组原代细胞培养不同时间点K3、p63的表达(免

疫荧光染色，×100) 

Figure 3  Expression of K3 and p63 in the modified explant culture 

group at different culture time points (immunofluorescence staining, 

×100) 

常规组织块培养组  改良组织块培养组 
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(83.33±10.12)%，出膜时间为(2.61±0.74) d，较作者之前

研究培养技术有了很大的提高。 

在改良组织块培养中，除了出膜时间缩短，出膜率增

加，采用无血清培养体系更利于角膜上皮干细胞干性的维

持。在培养第10天时可见培养膜片上小体积细胞较多，聚

集呈灶状分布；随着培养时间的延长，在培养第14天可见

细胞克隆，克隆灶内细胞体积较小，形态均一，推测这种

细胞就是聚集的角膜上皮干细胞，免疫荧光染色也证实了

这一点。在SHEM血清培养体系下，这种克隆灶并不多见，

细胞分化快，角膜上皮干细胞的干性维持更加困难，因此

在改良的培养体系下更利于角膜上皮干细胞的富集及临床

转化应用。 

关于角膜上皮干细胞的特异性标志物仍未有统一观

点，目前较多采用阳性标记物和阴性标记物相结合的方式

进行鉴别；阳性标记物有p63、ABCG2、ABCB5等，阴性

标记物有K3、K12、connexin43等[36-39]，K3(keratin 3)是

一种角蛋白，构成角膜上皮细胞内的中间丝，是中间纤维

蛋白家族的重要成员，被认为是分化状态较高的角膜上皮

细胞所表达的标志蛋白，而在低分化状态的角膜缘干细胞

中不表达，对角膜上皮细胞的定性研究有着重要意义[40-41]；

p63是一种核转录因子，被认为是角膜上皮干细胞的阳性

标记物；国内外较多研究学者将p63作为角膜上皮干细胞

的阳性标志物进行定性研究[42-43]。ABCG2和ABCB5属于

ATP结合盒式转运蛋白，尤其是ABCB5，可以作为角膜缘

干细胞的干性标记物，对角膜的发育及修复以及角膜缘干

细胞的增殖、分化、凋亡等起着重要作用[44-45]。 

该研究采用p63和K3对培养细胞进行定性及定量研

究。在培养第5天时K3表达量较多，在早期有较多的分化

细胞和晚期短暂扩充细胞游离出组织块贴壁生长；在膜片

中检测到有少量p63表达，可能游离出少量早期短暂扩充

细胞贴壁生长。在培养第10天的膜片中p63表达增加，有

大量的短暂扩充细胞和少量的短暂扩充细胞的前体细胞游

离出组织块贴壁生长，表达K3的细胞比例也有所增加；在

培养的膜片中，表达p63而不表达K3的细胞可能就是角膜

缘干细胞。培养第14天K3表达量较第10天相比未见明显增

多，p63表达量较培养第10天有明显增多，在这个时间点

可见p63的表达量较高，说明在培养第14天的膜片中角膜

缘干细胞的量有了大幅度增加，提示在进行富集角膜缘干

细胞及临床应用时应选择在14 d左右。 

总之，改良的组织块培养体系更利于角膜上皮干细胞

的富集及为临床应用转化提供种子细胞。但是如何利用种

子细胞及组织工程技术构建角膜缘上皮片，需要今后有更

深入的研究，也希望尽早能为临床患者解决困难。 
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