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摘要
目的:评价共聚焦显微镜联合角膜刮片在真菌性角膜炎中
的临床应用ꎮ
方法:对我院临床诊断为真菌性角膜炎的患者 ５６ 例 ５６ 眼
行共聚焦显微镜检查和角膜刮片检查ꎬ包括涂片后显微镜
下检查和真菌培养ꎬ并进行药物或联合手术治疗ꎬ统计诊
断的阳性率和治疗预后ꎮ
结果:入院时共聚焦显微镜诊断阳性率为 ９１％ꎬ角膜刮片
病原学检测诊断阳性率为 ５４％ꎬ共聚焦显微镜和角膜刮
片联合诊断阳性率为 ９５％ꎮ 治疗后ꎬ单纯药物治疗达到临
床治愈者 ４４ 眼(７９％)ꎬ单纯药物治疗无法控制感染需要
进行手术治疗者 １２ 眼(２１％)ꎮ
结论:共聚焦显微镜具有非侵入性、快速、重复性好等特
点ꎬ联合角膜刮片实验室检查可以提高真菌性角膜炎的诊
断阳性率ꎬ更好地指导治疗ꎮ
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０引言
在我国ꎬ真菌性角膜炎患病率占感染性角膜炎的

５１％ ~ ７０％ [１－２] ꎬ如未及时诊治易导致角膜穿孔、眼内炎
等严重后果ꎬ早期、快速、明确的诊断有利于准确地治
疗ꎮ 真菌性角膜炎的常见实验室病原学检查有角膜刮
片后涂片在显微镜下检查和真菌培养ꎬ涂片简单、快速ꎬ
能粗筛病原体ꎬ培养则是金标准ꎬ但角膜病灶取材量少ꎬ
阳性率往往不高ꎬ而共聚焦显微镜可以在细胞水平上对
角膜进行非侵犯性、动态、活体的观察[３－４] ꎮ 近年来ꎬ在
检查真菌性角膜炎的病原、病灶的范围深度、疾病的发
展阶段和治疗效果等方面取得了一定的研究成果[５－６] ꎮ
本研究旨在比较共聚焦显微镜和角膜刮片的实验室检查
在诊断真菌性角膜炎中的阳性率ꎬ以及两种方法互相补充
的临床应用ꎮ
１对象和方法
１.１对象 　 回顾 ２０１５－０２ / ２０１７－１０ 在我院眼科就诊的真
菌性角膜炎患者 ５６ 例 ５６ 眼ꎬ其中男 ３１ 眼ꎬ女 ２５ 眼ꎬ年龄
４２~８３(平均 ６４.４８±１３.３４)岁ꎮ 本研究经医院伦理委员会
批准ꎬ所有患者均签署知情同意书ꎮ 真菌性角膜炎的诊断
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表 １　 我院初诊时的各组病史特点

指标
病原(＋)
共焦(＋)

病原(－)
共焦(＋)

病原(＋)
共焦(－)

病原(－)
共焦(－)

眼数 ２８ ２３ ２ ３
发病时间(􀭰ｘ±ｓꎬｄ) ８.９±１.２ １１.２±７.５ ２４.０±８.５ ２０.３±４.１
外伤史(眼ꎬ％) ２４(８６) ２０(８７) ２(１００) ３(１００)
用过抗真菌药(眼ꎬ％) １１(３９) １６(７０) １(５０) ３(１００)
曾行角膜刮片检查(眼ꎬ％) ８(２９) １２(５２) ２(１００) ２(６７)

表 ２　 各治疗方案和预后统计

指标
病原(＋)
共焦(＋)

病原(－)
共焦(＋)

病原(＋)
共焦(－)

病原(－)
共焦(－)

眼数 ２８ ２３ ２ ３
药物治疗至临床治愈(眼ꎬ％) ２２(７９) １９(８３) １(５０) ２(６７)
药物联合手术至临床治愈(眼ꎬ％)
　 结膜瓣遮盖术 ３(１１) ３(１３) １(５０) ０
　 角膜移植术 ２(７) １(４) ０ ０
　 眼球摘除术 １(４) ０ ０ １(３３)

标准:结合病史及症状体征ꎬ并符合以下 ４ 项中的 １ 项:
(１)角膜刮片涂片在光学显微镜下发现菌丝或孢子ꎻ(２)
真菌培养阳性ꎻ(３)共聚焦显微镜检查见真菌菌丝或孢
子ꎻ(４)具有典型的真菌性角膜炎的临床表现ꎬ且抗真菌
药物治疗有效ꎮ 排除标准:初诊时合并角膜开放性伤口无
法接受共聚焦显微镜检查者ꎬ实验室检查有细菌感染或棘
阿米巴感染者ꎬ共聚焦显微镜检查发现有明确棘阿米巴原
虫者ꎬ不遵医嘱治疗或随访者ꎬ患者因药物过敏或肝肾功
能不全等原因无法接受药物治疗者ꎮ
１.２方法
１.２.１初诊时诊疗步骤
１.２.１.１临床表现　 详细询问病史ꎬ用裂隙灯显微镜检查
并拍摄眼前段相片ꎬ记录病灶浸润面积、位置、深度以及内
皮、前房积脓情况等ꎮ
１.２.１.２共聚焦显微镜检查 　 由具有 ２ａ 以上共聚焦显微
镜检查经验的眼科医师操作ꎮ 操作步骤:患眼滴用盐酸奥
布卡因滴眼液进行表面麻醉后ꎬ将氧氟沙星眼膏滴于物镜
头表面ꎬ嘱患者注视固视灯ꎬ调整物镜位置使激光光束位
于病变区ꎬ前移物镜头与角膜轻微接触ꎬ扫描角膜各层见
真菌菌丝或孢子记为“共焦(＋)”ꎬ真菌菌丝和孢子均未检
出记为“共焦(－)”ꎮ
１.２.１.３ 角膜刮片实验室病原学检查　 患眼滴用盐酸奥布
卡因滴眼液进行表面麻醉ꎬ患者取平卧位ꎬ采用一次性手
术圆头刀片对角膜病灶进行刮片ꎬ涂于载玻片上和血培养
皿、马铃薯培养皿中ꎬ送至医院检验科进行显微镜下涂片
检查和培养及药敏试验ꎮ 涂片或培养检出真菌者可记录
为“病原(＋)”ꎬ涂片和培养均未检出真菌者记录为“病原
(－)”ꎮ
１.２.２治疗方法
１.２.２.１ 药物治疗 　 就诊当天立刻启动抗真菌治疗ꎬ有药
敏结果者依据药敏结果选择ꎬ无药敏结果根据经验选择药
物ꎬ局部或联合全身用药ꎬ每个患者根据病情严重程度和
进展阶段、自身情况选择不同的药物种类及用法用量ꎬ每
次随访根据病情判断药物治疗效果并调整用药ꎬ用共聚焦

显微镜监测病情变化ꎬ感染控制后逐步停药ꎮ
１.２.２.２手术治疗　 如药物治疗仍无法控制感染ꎬ则采用
药物联合手术治疗ꎬ根据病情选择不同手术方式ꎬ如结膜
瓣遮盖术、角膜移植术、眼球摘除术等ꎮ 术中感染角膜组
织送实验室行病原学检查ꎮ
１.２.３随访　 根据每例患者病情严重程度决定随访频率ꎬ
至感染控制停药后再随访 ３ｍｏꎬ每次随访时行裂隙灯眼前
段照相和共聚焦显微镜检查ꎮ 记录治疗方案和预后:单纯
药物治疗临床治愈、药物联合手术治疗临床治愈ꎮ 如为药
物联合手术治疗ꎬ记录其具体手术方式ꎬ是否为眼球摘除
术ꎬ并记录术后感染是否得到控制ꎮ
１.２.４临床治愈标准　 患者自觉畏光、疼痛、流泪等症状消
失ꎬ结膜无充血ꎬ角膜上皮愈合ꎬ荧光素无染色ꎬ角膜浸润
灶消失ꎬ基质无水肿ꎬ内皮无 Ｋｐꎬ前房反应和积脓消失ꎬ角
膜遗留不同程度的斑翳ꎬ共聚焦显微镜未见炎症和病原表
现ꎻ停药后随访 ３ｍｏ 仍未见复发ꎮ

统计学分析:用 ＳＰＳＳ １９.０ 软件包进行统计学分析ꎬ计
数资料以眼(％)表示ꎬ组间比较行 χ２检验ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差
异有统计学意义ꎮ
２结果

所有患者入院时ꎬ共聚焦显微镜诊断阳性者 ５１ 眼
(９１％)ꎬ角膜刮片病原学检测诊断阳性者 ３０ 眼(５４％)ꎬ差
异有统计学意义( χ２ ＝ １９.６７０ꎬＰ<０.０５)ꎬ共聚焦显微镜和
角膜刮片两者任意之一为( ＋)者 ５３ 眼ꎬ两者联合诊断阳
性率为 ９５％ꎮ 根据共聚焦显微镜和角膜刮片检查的结果
分为四组ꎬ分别为“病原( ＋)共焦( ＋)”ꎬ“病原( －)共焦
(＋)”、 “病原( ＋)共焦( －)”、“病原( －)共焦( －)”ꎬ各组
至我院初诊时的病史特点见表 １ꎮ 所有患者中ꎬ单纯药物
治疗达到临床治愈者 ４４ 眼(７９％)ꎬ单纯药物治疗无法控
制感染需要进行手术治疗者 １２ 眼(２１％)ꎬ其中接受结膜
瓣遮盖术者 ７ 眼(１３％)ꎬ接受角膜移植术者 ３ 眼(５％)ꎬ接
受结膜瓣遮盖术或角膜移植术的患者均达到临床治愈标
准ꎻ另外 ２ 眼(４％)因感染严重接受眼球摘除术ꎬ所有患者
术后感染得到控制ꎬ各组治疗方法和预后见表 ２ꎮ

４２５
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３讨论

共聚焦显微镜的准确诊断依赖于检查者丰富的经验

和技术水准ꎬ在真菌性角膜炎中ꎬ共聚焦显微镜可观察到

典型的真菌菌丝和孢子[７－８]ꎮ 谢立信等[９] 对 ３２ 例确诊为

真菌性角膜炎的患者行共聚焦显微镜ꎬ其中有 ３１ 例可见

真菌ꎬ共聚焦显微镜确诊率为 ９６.９％ꎮ 美国眼科学会于

２００４ 年分析了 ５１ 项相关研究表明ꎬ共聚焦显微镜是真菌

性角膜炎的重要辅助诊断工具ꎬ其中一篇研究中提到共聚

焦显微镜对真菌有 ９６.６％的检出率[１０]ꎮ ２００７ 年 Ｋａｎａｖｉ
等[１１]对 １６ 例真菌性角膜炎患者进行共聚焦显微镜检查ꎬ
灵敏性为 ９４％ꎬ特异性为 ７８％ꎬ而用于评价结果的角膜涂

片和真菌培养虽是诊断的金标准ꎬ却不具有 １００％的特异

性和灵敏性ꎬ因此存在不可忽视的假阳性和假阴性率ꎮ
２０１１ 年 Ｖａｄｄａｖａｌｌｉ 等[１２]对实验室病原学检查确诊的棘阿

米巴或真菌性角膜炎患者 １０３ 例行共聚焦显微镜检查ꎬ其
敏感性为 ８８.３％ꎬ特异性为 ９１.１％ꎮ Ｋｈｅｉｒｋｈａ 等[１３] 研究

中ꎬ有经验的检查者用共聚焦显微镜在丝状真菌角膜炎中

诊断的敏感性和特异性为(７１.４±０)％和(８９.６±３.０)％ꎮ
张红敏等[１４]研究揭示ꎬ９３ 例真菌性角膜炎中共聚焦显微

镜检查诊断阳性率为 ８２. ０７％ꎬ真菌培养诊断阳性率为

４３􀆰 ２０％ꎮ 李昂等[１５]研究表明ꎬ抗真菌治疗后共聚焦显微

镜诊断阳性率有所下降ꎬ降低到 ５９％ꎮ
本研究中ꎬ对临床诊断为真菌性角膜炎患者ꎬ共聚焦

显微镜诊断阳性率为 ９１％ꎬ角膜刮片病原学检测诊断阳

性率为 ５４％ꎬ两者联合诊断阳性率上升为 ９５％ꎮ 聚焦显

微镜诊断阳性率远大于角膜刮片病原学检测ꎬ是一种快

捷、有效的诊断手段ꎬ而两种检查方法联合应用可以更进

一步提高诊断的阳性率ꎮ
我院初诊时ꎬ发病时间长、在外院使用过抗真菌药或

外院行角膜刮片检查均会影响共聚焦显微镜和病原学检

查的阳性率ꎮ 因为这类患者病情往往比较严重ꎬ可能已经

辗转过几家医院ꎬ在外院治疗效果不佳才转至我院进一步

诊治ꎬ加上多种药物毒性等因素混杂ꎬ导致初诊时裂隙灯

下临床表现不典型ꎬ辅助检查阳性率不高ꎮ
本研究中ꎬ角膜刮片病原学检查阳性而共聚焦显微镜

阴性的 ２ 眼患者中ꎬ有 １ 眼我院首诊时已有近 １ｍｏ 的病

程ꎬ角膜水肿明显ꎬ溃疡表面坏死组织过多ꎬ角膜内皮和前

房可见团块状病灶ꎬ共聚焦显微镜光线穿透力有限ꎬ未能

穿透混浊的坏死组织探查到角膜深层和内皮面的病原体ꎻ
另 １ 眼角膜刮片见孢子未见菌丝ꎬ提示为酵母菌感染ꎬ当
孢子形态不典型、量少及炎症细胞量多时ꎬ共聚焦显微镜

对酵母菌的诊断难度提高ꎬ需要依赖检查者丰富的经验ꎮ
此外ꎬＳｈａｈ 等[１６]和 Ｓａｇｏｏ 等[１７] 分别报道了微孢子真菌性

角膜炎ꎬ微孢子的大小约 １~２μｍꎬ共聚焦显微镜不容易被

分辨出ꎬ因此漏诊率高ꎮ 有 ３ 眼患者检查“病原( －)共焦

(－)”ꎬ但抗真菌治疗有效ꎬ临床诊断为真菌性角膜炎ꎮ 其

中 １ 眼是在外院接受的角膜刮片ꎬ可能是角膜刮片导致菌

丝遭到破坏、断裂致形态不典型和数量减少ꎬ影响了共聚

焦显微镜对病原体形态的观察ꎬ此提示在临床上应先行共

聚焦显微镜检查再行角膜刮片检查ꎬ以免影响共聚焦显微

镜对病原体的观察ꎻ第 ２ 眼是在外院已经接受过抗真菌治

疗ꎬ推测病原体得到一定程度的控制ꎬ因此实验室检查和

共聚焦显微镜都是阴性ꎻ第 ３ 眼有植物外伤史ꎬ角膜有微

小穿通伤ꎬ虽就诊时伤口已闭合ꎬ但真菌除了感染角膜还

透过角膜伤口穿透到前房ꎬ引起眼内炎ꎬ行眼球摘除后在

眼球组织里培养到真菌ꎬ由于病灶主要聚集在角膜深基质

层、角膜内皮面ꎬ术前角膜浅基质层刮片未找到病原体ꎬ角
膜基质的水肿和伤口周围的坏死组织也影响了共聚焦显

微镜光线的穿透力ꎮ
本研究对药物治疗无法有效控制感染的患者行手术

治疗ꎬ手术方式有结膜瓣遮盖术、羊膜移植术、角膜移植

术、眼球摘除术ꎬ所有患者在手术后感染得到了控制ꎬ未见

真菌感染蔓延至眼眶组织及全身ꎬ其中有 ２ 眼接受了破坏

性的眼球摘除术ꎬ１ 眼初诊时发病 ２５ｄꎬ在外院有激素使用

史ꎬ我院检查“共焦(＋)病原(＋)”ꎬ初诊时病情重ꎬ全角膜

感染合并眼内炎ꎬ考虑真菌直接穿透角膜进入眼内引起眼

内炎ꎻ另 １ 眼初诊时“共焦(－)病原(－)”ꎮ
角膜刮片的实验室病原检查方法是传统的检查方法ꎬ

可以准确地检出病原体并且能去除部分病原和组织坏死

物ꎬ显微镜下涂片检查是快速而便捷的方法ꎬ培养则是金

标准ꎬ但受取材限制阳性率低ꎬ而且培养的时间长ꎬ不利于

及时地诊治ꎬ做为侵犯性检查手段也不适合反复检查以监

测病情变化ꎮ 共聚焦显微镜在活体水平快速无创地探查

真菌病原体ꎬ以早期确诊启动抗真菌药物治疗ꎬ此外还能

准确地探查病灶的深度ꎬ客观评估预后ꎬ另可方便无创地

动态监测病情变化ꎬ可监测角膜中菌丝的数量、密度和深

度变化ꎮ 本研究中ꎬ根据共聚焦显微镜判断病情严重程度

和病情变化趋势ꎬ为治疗方案的制定和调整、药物使用的

种类和频率、手术方式和时机的选择、停药的时机提供了

客观有利的依据ꎮ 但共聚焦显微镜检查也有其局限性ꎬ例
如依赖检查者的技能水准不易普及至基层医院ꎻ对被检查

者的配合程度要求较高ꎻ难以始终检测同一区域ꎬ不利于

精确对比不同时间点的细微变化ꎻ角膜的透明性会影响激

光穿透力ꎻ对于一些不典型的图形特征的不恰当解读会造

成一定的假阴性率和假阳性率等ꎮ
共聚焦显微镜和角膜刮片的实验室检查各有优缺点ꎬ

但联合使用可以互相补充ꎬ我们建议每个临床拟诊为真菌

性角膜炎患者在首诊时启动药物治疗之前ꎬ都应该同时采

用两种方法联合检查ꎬ以提高病原学检查的阳性率ꎬ提高

诊断的准确性ꎬ更好地指导治疗ꎬ而在随访过程中ꎬ则可以

使用共聚焦显微镜监测病情变化ꎮ 共聚焦显微镜虽然还

不能替代真菌培养成为诊断的金标准ꎬ但是其高敏感性、
无创性、可重复性、快捷性为真菌性角膜炎等临床诊断及

治疗提供了有利工具ꎬ具有广阔的应用前景ꎮ
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