
􀅰临床研究􀅰

原发性翼状胬肉进展期与静止期眼表菌群特征差异分析

王龙龙１ꎬ２ꎬ刘信秋３ꎬ孟　 磊１ꎬ２ꎬ韩子嫚１ꎬ许治琳１

引用:王龙龙ꎬ刘信秋ꎬ孟磊ꎬ等. 原发性翼状胬肉进展期与静止

期眼表菌群特征差异分析. 国际眼科杂志ꎬ ２０２６ꎬ ２６ ( １１):
２０１０－２０１７.

基金 项 目: 安 徽 省 中 医 药 传 承 创 新 科 研 项 目 ( Ｎｏ.
２０２４ＣＣＣＸ１６４)ꎻ 安 徽 中 医 药 大 学 临 床 科 研 项 目 ( Ｎｏ.
２０２５ＬＣＦＺＳ１３)
作者单位:(２３６８００)中国安徽省亳州市中医院１亳州市中医眼病

临床医学研究中心ꎻ２孟磊市级名中医工作室ꎻ３科教科

作者简介:王龙龙ꎬ男ꎬ硕士ꎬ助理研究员ꎬ研究方向:中医药防治

眼病研究ꎮ
通讯作者:王龙龙. ５６５７１１６１２＠ ｑｑ.ｃｏｍ
收稿日期: ２０２６－０５－１４ 　 　 修回日期: ２０２６－０９－１１

摘要

目的:探究原发性翼状胬肉患者进展期与静止期眼表菌群

的组成与结构差异ꎬ并筛选与翼状胬肉进展相关的关键菌

群生物标志物ꎮ
方法:采用横断面研究设计ꎬ纳入进展期翼状胬肉患者

(ＰＰＧ 组)、静止期翼状胬肉患者(ＳＰＧ 组)及年龄、性别匹

配的健康志愿者(ＨＣＧ 组)ꎮ 采集所有参与者患眼(或健

康眼)结膜拭子ꎬ行 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因 Ｖ３－Ｖ４ 区扩增子测序ꎮ
分析流程包括稀释曲线分析、Ａｌｐｈａ / Ｂｅｔａ 多样性分析、
ＡＳＶ 分析ꎬ并采用 ＬＥｆＳｅ 分析和 Ｋｒｕｓｋａｌ－Ｗａｌｌｉｓ Ｈ 检验筛

选差异菌群ꎮ
结果:最终纳入 ＰＰＧ 组 ２８ 例 ２８ 眼ꎬ男 １１ 例ꎬ女 １７ 例ꎬ平
均年龄 ６０.５４±８.４４ 岁ꎻＳＰＧ 组 ２８ 例 ２８ 眼ꎬ男 １０ 例ꎬ女 １８
例ꎬ平均年龄 ６１.８２±１０.２１ 岁ꎻＨＣＧ 组 ２８ 例 ２８ 眼ꎬ男 １２
例ꎬ女 １６ 例ꎬ平均年龄 ６４.０７±７.２７ 岁ꎬ三组一般资料具有

可比性(均 Ｐ>０.０５)ꎮ 有效序列数及稀释曲线证实测序深

度充分ꎮ 三组眼表菌群的 Ａｌｐｈａ 多样性及 Ｂｅｔａ 多样性均

无差异(均 Ｐ>０.０５)ꎬ提示菌群整体结构相对稳定ꎮ ＬＥｆＳｅ
分析(ＬＤＡ>３.０)发现ꎬ丙酸杆菌目、丙酸杆菌科、皮肤杆菌

属及丛毛单胞菌科在 ＰＰＧ 组显著富集ꎮ 经 Ｋｒｕｓｋａｌ －
Ｗａｌｌｉｓ Ｈ 检验、Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 法校正Ｐ 值后确认ꎬＰＰＧ 组的丙

酸杆菌目、丙酸杆菌科和皮肤杆菌属丰度显著高于 ＨＣＧ
组(均 Ｐ<０.０５)ꎬ但与 ＳＰＧ 组无差异(均 Ｐ>０.０５)ꎻ丛毛单

胞菌科在 ＳＰＧ 组的丰度高于 ＨＣＧ 组(Ｐ<０.０５)ꎬ与 ＰＰＧ 组

及 ＨＣＧ 组间均未见显著差异(均 Ｐ>０.０５)ꎮ
结论:以皮肤杆菌属为代表的丙酸杆菌类群在进展期翼状

胬肉患眼呈现出富集趋势ꎬ该菌属与翼状胬肉的进展之间

存在潜在关联ꎮ
关键词:１６Ｓ 核糖体 ＲＮＡ 基因测序ꎻ眼表微生物组ꎻ皮肤

杆菌属ꎻ翼状胬肉
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(ａｌｌ Ｐ>０.０５) .
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｃｕｔｉｂａｃｔｅｒｉｕｍꎬ ｔｈｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｇｅｎｕｓ
ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｅｎｄｓ ｔｏ ｂｅ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ
ｅｙｅｓ ｗｉｔｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅ ｐｔｅｒｙｇｉｕｍꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｉｓ ｇｅｎｕｓ ａｎｄ ｐｔｅｒｙｇｉｕｍ
ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ.
•ＫＥＹＷＯＲＤＳ:１６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎻ ｏｃｕｌａｒ ｓｕｒｆａｃｅ
ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅꎻ ｃｕｔｉｂａｃｔｅｒｉｕｍꎻ ｐｔｅｒｙｇｉｕｍ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ: Ｗａｎｇ ＬＬꎬ Ｌｉｕ ＸＱꎬ Ｍｅｎｇ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｏｃｕｌａｒ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅ ａｎｄ ｓｔａｔｉｏｎａｒｙ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｐｔｅｒｙｇｉｕｍ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ
Ｚａｚｈｉ(Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ)ꎬ ２０２６ꎬ２６(１１):２０１０－２０１７.

０引言
翼状胬肉是以结膜纤维血管组织异常增生并向角膜

侵袭为特征的眼表疾病ꎬ目前主流观点将其归为慢性炎症
性疾病[１]ꎮ 然而ꎬ现有机制仍难以充分解释为何部分翼状
胬肉长期处于静止状态ꎬ而另一些则快速进展并侵袭视
轴ꎮ 近年的研究表明ꎬ眼表菌群紊乱可通过影响局部免疫
炎症状态参与多种眼表疾病的发生与进展[２]ꎬ翼状胬肉患
眼的菌群结构亦被证实与健康眼存在差异[３]ꎬ“眼表菌
群－免疫－炎症轴”在翼状胬肉发病与进展中的作用逐渐
受到关注[４]ꎮ 现有研究多集中于比较翼状胬肉患眼与健
康眼的整体菌群差异ꎬ而针对原发性进展期与静止期翼状
胬肉的眼表菌群结构变化研究尚未见报道ꎮ 本研究利用
Ａｃｃｕ１６Ｓ 高精度测序ꎬ通过群落组成分析、Ａｌｐｈａ 多样性分
析及 Ｂｅｔａ 多样性分析ꎬ首次系统比较进展期翼状胬肉患
眼、静止期翼状胬肉患眼及健康眼表的菌群特征ꎬ旨在揭
示与翼状胬肉发生及进展相关的差异菌群特征及潜在标
志物ꎬ为后续“菌群－免疫－炎症”轴的功能研究提供菌群
层面的研究依据ꎮ
１对象和方法
１.１对象　 横断面研究设计ꎬ选取 ２０２４ 年 ９ 月至 ２０２５ 年
５ 月期间在亳州市中医院就诊的原发性翼状胬肉患者ꎬ按
照分期分别纳入进展期翼状胬肉 ( ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅ ｐｔｅｒｙｇｉｕｍ
ｇｒｏｕｐꎬ ＰＰＧ) 组与静止期翼状胬肉 ( ｓｔａｔｉｏｎａｒｙ ｐｔｅｒｙｇｉｕｍ
ｇｒｏｕｐꎬ ＳＰＧ)组ꎬ并招募健康眼参与者纳入健康眼对照
(ｈｅａｌｔｈｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＨＣＧ)组ꎮ

翼状胬肉诊断参考«我国翼状胬肉围手术期用药专

家共识(２０１７ 年)» [５]:发生于睑裂区ꎬ起始于结膜并向角
膜表面增生的纤维血管样组织ꎮ 进展期:胬肉肥厚ꎬ充血
明显ꎬ血管粗大ꎬ头部隆起ꎮ 静止期:胬肉菲薄ꎬ无明显充
血ꎬ头部平坦ꎮ 翼状胬肉分级参照 Ｏｎｏ 等[６]制定的分级标
准:Ⅰ级:胬肉侵袭角膜长度不足 １ / ３ 角膜直径ꎻⅡ级:胬
肉未遮挡瞳孔且侵袭角膜长度多于 １ / ３ 角膜直径ꎻⅢ级:
胬肉头部已侵袭至瞳孔区内角膜ꎮ 纳入标准:(１)翼状胬
肉各组符合原发性翼状胬肉的诊断及分期标准ꎬ翼状胬肉
的发生部位在目内眦ꎬ翼状胬肉的大小分级为Ⅱ级ꎬ性别
及年龄不限ꎻ(２)双眼发病的Ⅱ级翼状胬肉患者ꎬ随机选
取一侧眼ꎻ(３)健康眼对照组性别及年龄分布与翼状胬肉
各组总体分布相近ꎮ 排除标准:(１)合并有严重睑板腺功
能障碍、干眼等眼表疾病ꎻ(２)合并有急慢性结膜炎、角膜
炎、葡萄膜炎等炎症性眼病ꎻ(３)合并有糖尿病等代谢性
疾病以及自身免疫系统疾病ꎻ(４)近 ４ ｗｋ 有急性感染性疾
病病史者ꎻ(５)近 ４ ｗｋ 服用抗生素、益生菌等具有改变体
内微生物分布作用的药物者ꎻ(６) 长期使用滴眼液、近
４ ｗｋ有眼部化妆史或角膜接触镜配戴史ꎻ(７)经课题组判
断受试者存在其他不适宜参与本研究的情况ꎮ 本研究已
通过亳州市中医院伦理委员会评审 (伦理审查批号:
２０２４ＫＹ－５０)ꎬ所有参与者均签署知情同意书ꎮ
１.２方法
１.２.１标本采集与保存 　 (１)参与者入组后即刻采集ꎬ取
样前 ３ ｍｉｎ 点表面麻醉滴眼剂 １ 次(盐酸奥布卡因滴眼
液ꎬ２ ｍｇ: ０. ５ ｍＬꎬ Ｓａｎｔｅｎ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｃｏ.ꎬ Ｌｔｄ. Ｎｏｔｏ
Ｐｌａｎｔꎬ国药准字 ＨＪ２０２１５００２)ꎻ(２)用无菌棉签向下翻开下
睑ꎬ嘱患者向上注视ꎬ将无菌结膜拭子在结膜囊内左右擦
动ꎬ同时旋转拭子ꎬ让拭子头部充分接触结膜囊ꎻ(３)取样
时严格遵循无菌操作规范ꎬ避免触及睑缘、眼睑皮肤及角
膜ꎻ(４)取样后将拭子装入无菌采集管ꎬ标记患者信息和
采集日期ꎬ－８０ ℃保存ꎮ
１.２.２ 测序与数据分析 　 ( １) ＤＮＡ 提取:使用 ＱＩＡａｍｐ®

ＤＮＡ Ｓｔｏｏｌ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ (Ｑｉａｇｅｎꎬ Ｈｉｌｄｅｎꎬ Ｇｅｒｍａｎｙ)按照制造商
说明书从拭子样本中提取基因组 ＤＮＡꎬ采用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ 检
测 ＤＮＡ 浓度和纯度ꎬ并使用常规 ０.８％琼脂糖凝胶电泳检
测其完整性ꎮ (２)高通量测序:以细菌基因组 ＤＮＡ 为模
板ꎬ使用正向引物(５'－ＣＣＴＡＣＧＧＧＮＧＧＣＷＧＣＡＧ－３')和反
向引物(５ '－ＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＡＴＣＴＡＡＴＣＣ－３ ')扩增 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因的 Ｖ３－Ｖ４ 高变区ꎮ 每个样本独立进行 ３ 次扩
增ꎬ通过琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ 产物ꎬ并将同一样本的
３ 次 ＰＣＲ 产物合并ꎮ 以合并后的 ＰＣＲ 产物为模板ꎬ使用
ｉｎｄｅｘ 引物进行 ｉｎｄｅｘ ＰＣＲꎬ为文库添加 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ｉｎｄｅｘꎮ 扩
增产物经凝胶电泳检测后ꎬ使用 Ａｇｅｎｃｏｕｒｔ ＡＭＰｕｒｅ ＸＰ Ｋｉｔ
(Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒꎬ ＣＡꎬ ＵＳＡ)进行纯化ꎬ纯化后的产物即
为带有 Ｉｎｄｅｘ 的 １６Ｓ Ｖ３ － Ｖ４ 文库ꎮ 采用 Ｑｕｂｉｔ ＠ ２. ０
Ｆｌｕｏｒｏｍｅｔｅｒ( Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ)和 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ ２１００
系统评估文库质量ꎬ将混合后的文库在 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＮｏｖａＳｅｑ
６０００ 测序仪上进行测序ꎬ生成 ２ × ２５０ ｂｐ 的双端读长ꎮ
(３)生物信息学分析:采用 ＱＩＩＭＥ２ 平台对高质量序列进
行处理ꎬ使用 ｃｕｔａｄａｐｔ 插件切除接头和引物序列ꎬ采用
ＤＡＤＡ２ 插件进行质量控制并鉴定扩 增 子 序 列 变 体
(ａｍｐｌｉｃｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｖａｒｉａｎｔｓꎬ ＡＳＶ)ꎬ利用 ＳＩＬＶＡ １３８ 数据
库进行物种分类注释ꎮ 使用 Ｍｏｔｈｕｒ 软件进行稀释曲线分
析ꎬ并计算 Ｃｈａｏ１、Ｓｈａｎｎｏｎ 等 Ａｌｐｈａ 多样性指数ꎮ 通过 Ｒ
Ｐｒｏｊｅｃｔ ( Ｖｅｇａｎ ｐａｃｋａｇｅꎬ Ｖ３. ３. １) 进行 Ｊａｃｃａｒｄ 及 Ｂｒａｙ －
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Ｃｕｒｔｉｓ 主坐标分析(ＰＣｏＡ)以可视化组间群落结构差异ꎮ
统计学分析:通过 Ｒ Ｐｒｏｊｅｃｔ (Ｖｅｇａｎ ｐａｃｋａｇｅꎬ Ｖ３.３.１)

进行 ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ 分析比较组间菌群群落结构差异ꎬＰ<
０.０５ 为差异具有统计学意义ꎮ 采用 ＳＰＳＳ ２１ 软件进行其
余统计学分析ꎬ计数资料以 ｎ(％)表示ꎬ采用 χ２检验ꎻ符合

正态分布的计量资料以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎬ组间比较行单因素方
差分析ꎻ不符合正态分布的计量资料用 Ｍ(Ｐ２５ꎬＰ７５)表示ꎬ
组间比较采用 Ｋｒｕｓｋａｌ－Ｗａｌｌｉｓ Ｈ 检验ꎬ对存在显著差异的
分类单元采用 Ｄｕｎｎ 检验进行两两比较ꎬ采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ
法对 Ｐ 值进行校正ꎬ以校正后 Ｐ<０.０５ 为差异具有统计学
意义ꎬ筛选出组间差异显著的物种ꎬ并对组间丰度显著差
异的物种绘制箱线图ꎮ
２结果
２.１基线资料比较　 最终纳入 ＰＰＧ、ＳＰＧ、ＨＣＧ 组各 ２８ 例 ２８
眼ꎬ三组基线资料差异无统计学意义(均 Ｐ>０.０５)ꎬ见表 １ꎮ
２.２测序数据质量控制　 所有样本的原始数据经质控、降
噪、拼接及去除嵌合体后ꎬ共获得有效序列 ５ ７６２ ６４０ 个ꎬ
各组有效序列数见图 １ꎮ 稀释曲线呈现趋于饱和的趋势ꎬ表
明测序深度已基本覆盖眼表菌群多样性的绝大部分ꎬ见图 ２ꎮ
２.３菌群多样性比较
２.３.１ Ａｌｐｈａ多样性比较 　 Ｇｏｏｄ􀆳ｓ ｃｏｖｅｒａｇｅ 指数在各组均
接近 １ 且组间差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 表明测序深
度充分ꎬ样本中绝大多数微生物物种已被检出ꎬ三组眼表
菌群在整体物种丰富度指数(Ｏｂｓｅｒｖｅｄ、Ｃｈａｏ１、ＡＣＥ)与多
样性指数(Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎ)上差异无统计学意义(均 Ｐ>
０.０５)ꎬ表明三组菌群群落结构在宏观层面保持相对稳定ꎬ
见表 ２ꎬ图 ３ꎮ
２.３.２ Ｂｅｔａ 多样性比较　 基于 Ｊａｃｃａｒｄ 距离及 Ｂｒａｙ－Ｃｕｒｔｉｓ
距离的 ＰＣｏＡ 散点图显示ꎬＰＰＧ 组、ＳＰＧ 组与 ＨＣＧ 组置信
椭圆有较大面积重叠ꎬ三组在排序空间中未呈现出明显分
离趋势ꎬ见图 ４ꎮ ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ 分析显示三组间整体菌群
结构差异均无统计学差异 ( Ｊａｃｃａｒｄ:伪 Ｆ ＝ ０. ８９９ꎬＲ２ ＝
０.０２２ꎬＰ＝ ０.７４０ꎻＢｒａｙ－Ｃｕｒｔｉｓ: 伪 Ｆ ＝ １.０４４ꎬＲ２ ＝ ０.０２５ꎬＰ ＝
０.２９６)ꎬ两种距离算法提示ꎬ三组整体群落结构保持稳定ꎮ
２.３.３ ＡＳＶ 分布比较 　 共获得 １０ ０６２ 个 ＡＳＶｓꎬＶｅｎｎ 图
(图 ５)展示了三组间的 ＡＳＶ 分布情况:ＰＰＧ 组共含有
３ ０４０ 个ＡＳＶｓꎬＳＰＧ 组共含有 ４ ３７５ 个 ＡＳＶｓꎬＨＣＧ 组共含
有 ４ ３４０ 个 ＡＳＶｓꎬ三组共享 ４５３ 个 ＡＳＶｓꎻ虽然 ＰＰＧ 组检出
的 ＡＳＶ 数量少于 ＳＰＧ 组和 ＨＣＧ 组ꎬ但是结合测序质量、
Ａｌｐｈａ 多样性分析及 Ｂｅｔａ 多样性分析ꎬ提示差异主要源于
低丰度 ＡＳＶ 的分布变化ꎬ而非整体物种丰富度的显著改变ꎮ
２.４差异菌群比较　 采用 ＬＥｆＳｅ 分析(ＬＤＡ Ｓｃｏｒｅ>３.０)进
一步识别三组间存在统计学差异的关键菌群ꎬＣｌａｄｏｇｒａｍ
进化分支图(图 ６)及 ＬＤＡ 条形图(图 ７)显示ꎬ共有 ４ 个分
类单 元 在 ＰＰＧ 组 中 显 著 富 集 ꎬ 分 别 为 丙 酸 杆 菌 目

图 １　 三组有效序列分布图ꎮ 　

图 ２　 稀释性曲线ꎮ 　

表 １　 三组基线资料比较

组别 例数(眼数)
性别(例ꎬ％)
男 女

年龄(􀭰ｘ±ｓꎬ岁)

ＰＰＧ 组 ２８(２８) １１(３９) １７(６１) ６０.５４±８.４４
ＳＰＧ 组 ２８(２８) １０(３６) １８(６４) ６１.８２±１０.２１
ＨＣＧ 组 ２８(２８) １２(４３) １６(５７) ６４.０７±７.２７

　 　 　 　
χ２ / Ｆ ０.３００ １.１７９
Ｐ ０.８６１ ０.３１３

注:ＰＰＧ 组为进展期翼状胬肉组ꎻＳＰＧ 组为静止期翼状胬肉组ꎻ
ＨＣＧ 组为健康眼对照组ꎮ

表 ２　 三组 Ａｌｐｈａ多样性比较 Ｍ(Ｐ２５ꎬＰ７５)
组别 Ｏｂｓｅｒｖｅｄ Ｃｈａｏ１ ＡＣＥ Ｓｈａｎｎｏｎ Ｓｉｍｐｓｏｎ Ｇｏｏｄ􀆳ｓ ｃｏｖｅｒａｇｅ

ＰＰＧ 组 １５２.５０(１２１.００ꎬ１９９.００) １５３.００(１２１.０８ꎬ１９９.００) １５２.７８(１２１.１０ꎬ１９９.１９) １.５８(１.１４ꎬ１.８９) ０.５６(０.４９ꎬ０.６７) １.００(１.００ꎬ１.００)
ＳＰＧ 组 １５３.００(１１６.２５ꎬ３０９.５０) １５３.００(１１６.３０ꎬ３１０.８８) １５３.２６(１１６.３９ꎬ３１０.６２) １.６５(１.１３ꎬ２.０６) ０.５３(０.４８ꎬ０.７０) １.００(１.００ꎬ１.００)
ＨＣＧ 组 ２２４.５０(１０８.７５ꎬ３１７.２５) ２２４.５８(１０８.９４ꎬ３１８.１２) ２２４.８１(１０９.０６ꎬ３１８.６０) １.６８(０.８５ꎬ２.０８) ０.５６(０.５０ꎬ０.７６) １.００(１.００ꎬ１.００)

　
Ｈ １.３９２ １.３９４ １.４０８ ０.２７２ ０.２２３ ２.９７５
Ｐ ０.４９９ ０.４９８ ０.４９５ ０.８７３ ０.８９５ ０.２２６

注:ＰＰＧ 组为进展期翼状胬肉组ꎻＳＰＧ 组为静止期翼状胬肉组ꎻＨＣＧ 组为健康眼对照组ꎮ
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图 ３　 三组 Ａｌｐｈａ多样性指数箱线图　 Ａ: Ｏｂｓｅｒｖｅｄꎻ Ｂ: Ｃｈａｏ １ꎻ Ｃ: ＡＣＥꎻ Ｄ: Ｓｈａｎｎｏｎꎻ Ｅ: Ｓｉｍｐｓｏｎꎻ Ｆ: Ｇｏｏｄ􀆳ｓ ｃｏｖｅｒａｇｅꎮ

图 ４　 ＰＣｏＡ散点图　 Ａ: ＰＣｏＡ－Ｊａｃｃａｒｄꎻ Ｂ: ＰＣｏＡ－Ｂａｒｙ－Ｃｕｒｔｉｓꎮ

图 ５　 Ｖｅｎｎ图ꎮ 　

(ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ)、丙酸杆菌科 ( ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ)、
皮 肤 杆 菌 属 ( ｃｕｔｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ) 及 丛 毛 单 胞 菌 科
(ｃｏｍａｍｏｎａｄａｃｅａｅ)ꎬＳＰＧ 组与 ＨＣＧ 组未见显著富集的分
类单元ꎮ

丙酸杆菌目、丙酸杆菌科和皮肤杆菌属在 ＰＰＧ 组中
的相对丰度均显著高于 ＨＣＧ 组(丙酸杆菌目:Ｐ ＝ ０.００４ꎬ
校正 Ｐ＝ ０.０１３ꎻ丙酸杆菌科:Ｐ＝ ０.００４ꎬ校正 Ｐ＝ ０.０１１ꎻ皮肤
杆菌属:Ｐ＝ ０.００４ꎬ校正 Ｐ ＝ ０.０１２)ꎮ 丙酸杆菌目、丙酸杆
菌科和皮肤杆菌属在 ＰＰＧ 组与 ＳＰＧ 组的相对丰度差异无
统计学意义(丙酸杆菌目:Ｐ ＝ ０.０４５ꎬ校正 Ｐ ＝ ０.１３４ꎻ丙酸
杆菌科:Ｐ＝ ０.０９４ꎻ皮肤杆菌属:Ｐ ＝ ０.０７１)ꎮ 丙酸杆菌目、
丙酸杆菌科和皮肤杆菌属在 ＳＰＧ 组与 ＨＣＧ 组的相对丰
度差异无统计学意义(丙酸杆菌目:Ｐ ＝ ０.３９１ꎻ丙酸杆菌
科:Ｐ ＝ ０.２２１ꎻ皮肤杆菌属:Ｐ ＝ ０.２７７)ꎮ 丛毛单胞菌科在
ＳＰＧ 组的相对丰度显著高于 ＨＣＧ 组(Ｐ ＝ ０.０１３ꎬ校正 Ｐ ＝
０.０４０)ꎬ在 ＰＰＧ 组与 ＨＣＧ 组间(Ｐ＝ ０.０４６ꎬ校正 Ｐ＝ ０.１３７)
以及 ＰＰＧ 组与 ＳＰＧ 组间(Ｐ＝ ０.６３２)的相对丰度差异均无
统计学差异ꎬ见表 ３ꎬ图 ８ꎮ
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３讨论
近年来ꎬ随着 １６Ｓ ｒＲＮＡ 高通量测序及宏基因组学技

术的快速发展ꎬ眼表微生物群在眼表疾病中的作用日益受
到关注[７]ꎮ 健康眼表维持着一种高度特化的微生物－免
疫稳态ꎬ微生物负荷显著低于皮肤与消化道黏膜ꎬ以革兰
阳性菌为优势菌群ꎬ构成稀少而稳定的眼表微生态体
系[８]ꎮ 尽管存在持续的微生物定植ꎬ但健康眼表却处于免
疫静息状态[９－１０]ꎬ这依赖于上皮细胞介导的选择性免疫耐
受机制ꎬ表现为角膜与结膜上皮细胞表达多种模式识别受
体特异性识别病原相关分子模式选择性激活促炎反
应[１１]ꎬ而对共生菌的识别则诱导免疫耐受ꎬ避免炎症级联
的启动[１２－１３]ꎮ 当微生物－眼表屏障稳态被破坏、共生菌群
结构紊乱ꎬ触发上皮细胞应激反应ꎬ释放多种促炎细胞因
子[１４]ꎬ造成眼表组织损伤ꎬ引发慢性眼表炎症ꎮ 近年主流
的观点认为ꎬ翼状胬肉的发病与高海拔、低纬度地区的强
紫外线辐射以及空气粉尘暴露等环境因素密切相关[１５]ꎮ
研究表明ꎬ紫外线可调节眼表共生菌群结构[１６] 并改变抗
菌肽表达[１７]ꎬ粉尘则能直接改变人体菌群群落组成[１８] 并

诱发眼表氧化应激[１９]ꎮ 在此类环境因素的长期作用下ꎬ
眼表上皮屏障的完整性及先天免疫防御功能受损ꎬ定植抗
力下降ꎬ为条件致病菌的异常增殖提供了共同的生态学
前提ꎮ

本研究首次将翼状胬肉患者明确区分为进展期与静
止期进行眼表菌群比较分析ꎬ通过采用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因测
序技术ꎬ分析了进展期翼状胬肉、静止期翼状胬肉与健康
对照三组眼表菌群的整体结构与差异类群ꎮ 测序结果显
示ꎬ三组间有效序列数量分布均衡ꎬ稀释曲线趋于饱和ꎬ
Ｇｏｏｄ􀆳ｓ ｃｏｖｅｒａｇｅ 指数在各组均接近 １ꎬ表明三组的测序深
度已充分覆盖眼表菌群多样性的绝大部分ꎮ 各组在 Ａｌｐｈａ
多样性和 Ｂｅｔａ 多样性层面差异均无统计学意义ꎬ这表明
三组眼表菌群群落结构保持相对稳定ꎬ翼状胬肉患眼的眼
表菌群结构并未发生显著重构ꎻ这与 Ｇｕｏ 等[２０] 的研究结
果一致ꎬ其研究同样发现翼状胬肉患眼与健眼的 Ａｌｐｈａ 多
样性无显著差异ꎬ且 Ｂｅｔａ 多样性亦呈现相似趋势ꎮ ＡＳＶ
分析发现ꎬＰＰＧ 组检出的 ＡＳＶ 总数低于 ＳＰＧ 组及 ＨＣＧ
组ꎬ结合多样性无显著改变的结果ꎬ提示差异可能源于低

表 ３　 三组差异菌群丰度比较 Ｍ(Ｐ２５ꎬＰ７５)
组别 丙酸杆菌目 丙酸杆菌科 皮肤杆菌属 丛毛单胞菌科

ＰＰＧ 组 ３４９.００(９２.７５ꎬ４６６.５０) ３２３.００(９１.７５ꎬ４３３.００) ３２３.００(９１.７５ꎬ４２９.５０) ２６４.００(１８８.００ꎬ３４７.７５)
ＳＰＧ 组 ２１６.００(３４.２５ꎬ３４７.７５) １８２.５０(３４.２５ꎬ３４０.５０) １３２.００(３２.２５ꎬ３３９.５０) ２９４.００(１９８.７５ꎬ３９３.２５)
ＨＣＧ 组 ６０.００(３６.２５ꎬ１９８.００) ａ ４９.００(２９.５０ꎬ１９８.００) ａ ４３.５０(２８.７５ꎬ１９５.２５) ａ １９５.５０(１３５.５０ꎬ２８７.５０) ｂ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｈ ８.６５１ ８.４８４ ８.５２２ ６.９１６
Ｐ ０.０１３ ０.０１４ ０.０１４ ０.０３１

注:ＰＰＧ 组为进展期翼状胬肉组ꎻＳＰＧ 组为静止期翼状胬肉组ꎻＨＣＧ 组为健康眼对照组ꎻ校正后ａＰ< ０. ０５ ｖｓ ＰＰＧ 组ꎻｂＰ< ０. ０５ ｖｓ
ＳＰＧ 组ꎮ

图 ６　 Ｃｌａｄｏｇｒａｍ进化分支图ꎮ 　
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图 ７　 ＬＤＡ条形图ꎮ 　

图 ８　 关键差异菌群箱线图　 Ａ: 丙酸杆菌目ꎻ Ｂ: 丙酸杆菌科ꎻ Ｃ: 皮肤杆菌属 ꎻ Ｄ: 丛毛单胞菌科ꎮ

丰度 ＡＳＶ 的分布变化ꎬ也提示后续分析应重点关注差异
菌群而非整体多样性指标ꎮ 通过 ＬＥｆＳｅ 分析发现ꎬ丛毛单
胞菌科以及属于同一进化分支的丙酸杆菌目、丙酸杆菌科
和皮肤杆菌属在 ＰＰＧ 组中显著富集ꎮ 进一步比较相对丰
度显示ꎬ以皮肤杆菌属为代表的丙酸杆菌类群在 ＰＰＧ 组

的丰度显著高于 ＨＣＧ 组ꎬ但与 ＳＰＧ 组无统计学差异ꎬ且
其丰度在 ＳＰＧ 组与 ＨＣＧ 组间也无统计学差异ꎬ这表明以
皮肤杆菌属为代表的丙酸杆菌类群的富集与翼状胬肉的
进展之间存在潜在关联ꎮ 皮肤杆菌属是人体皮肤表面的
常见共生菌ꎬ也是眼表最常见的厌氧菌之一ꎬ鉴于皮肤杆
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菌属是丙酸杆菌科下的主要代表属ꎬ且其自身丰度已呈现
显著变化ꎬ本研究中丙酸杆菌科与丙酸杆菌目的富集信号
可能主要由皮肤杆菌属所驱动ꎻ这与惠娜等[３]报道的以棒
状杆菌属在翼状胬肉眼表呈现丰度增高趋势的结论不同ꎬ
这一差异的成因可能源于其研究选取患者对侧健眼作为
对照ꎬ且未对翼状胬肉进行临床分期带来的混杂效应ꎮ

皮肤杆菌属是一类重要的条件致病菌ꎬ其代谢产物具
有促炎活性[２１]ꎻ近年的研究指出[２２]ꎬ皮肤杆菌属可作为
免疫反应的诱因ꎬ导致眼表形成长期的慢性炎症ꎮ 进展期
翼状胬肉患眼常伴有泪膜不稳定ꎬ富含脂质碎屑、角蛋白
及炎性介质的泪液微环境ꎬ可能为皮肤杆菌属这类嗜脂兼
性厌氧菌提供了适宜的生态位ꎮ 该菌可通过脂肪酶分解
眼表脂质ꎬ产生短链脂肪酸ꎬ并通过 Ｔｏｌｌ 样受体 ２ / ４ 通路
激活上皮炎症反应[２３]ꎬ而这些正是翼状胬肉进行性增厚、
血管化与纤维化的核心驱动机制[２４－２５]ꎮ 近期的研究在翼
状胬肉患眼中检测到与细菌运动、趋化性、生物膜形成和
免疫调控相关的多个功能通路的上调[２６]ꎬ进一步加深了
对翼状胬肉相关微生物群的认识ꎮ 综合以上发现ꎬ我们推
测皮肤杆菌属的异常增殖与翼状胬肉的进展之间可能形
成一种正反馈回路ꎬ即外界因素造成初始眼表屏障损害与
炎症微环境ꎬ诱导皮肤杆菌属扩增ꎬ其代谢产物及结构成
分进一步激活眼表模式识别受体ꎬ加剧炎症级联和修复紊
乱ꎬ推动翼状胬肉的进展ꎮ 然而ꎬ皮肤杆菌属在翼状胬肉
进展中的具体作用仍有待进一步阐明ꎮ 丛毛单胞菌科是
一类环境源性条件致病菌[２７]ꎬ其相对丰度比较显示ꎬＳＰＧ
组相对丰度显著高于 ＨＣＧ 组ꎬ而 ＰＰＧ 组与 ＨＣＧ 组、ＰＰＧ
组与 ＳＰＧ 组间差异均无统计学意义ꎮ 这一结果提示ꎬ丛
毛单胞菌科的富集可能代表翼状胬肉静止期状态相关的
特异性菌群特征ꎻ我们推测ꎬ该菌群可能是眼表炎症静息
状态下的伴随性菌群标志物ꎬ而非驱动翼状胬肉发生或进
展的风险因素ꎮ

综上所述ꎬ本研究发现翼状胬肉患眼与健康眼的眼表
菌群整体结构相似ꎬ但进展期翼状胬肉眼表存在以皮肤杆
菌属富集为特征的微生态改变ꎬ这一发现为今后探索基于
微生态调控的翼状胬肉干预策略提供了可能的潜在靶点ꎮ
但本研究也存在一定的局限性ꎬ未进行正式的样本量估
算ꎬ可能影响部分组间差异的检出效力ꎻ未对环境暴露等
潜在混杂变量进行多因素校正ꎬ存在引入偏倚的风险ꎻ受
限于横断面研究设计ꎬ尚无法明确皮肤杆菌属的富集与翼
状胬肉进展之间的因果关系ꎮ 未来需依托大样本前瞻性
研究并结合动物模型实验ꎬ系统验证该菌属与翼状胬肉进
展的特异性生物学关联ꎮ
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中国眼耳鼻喉科杂志 ４４６ ８ ０.６２４ ６ ４８.４ ６
中华眼底病杂志 ６０９ ７ ０.６０３ ７ ４６.１ ７
中华眼视光学与视觉科学杂志 ７６７ ６ ０.７５２ ５ ４２.２ ８
临床眼科杂志 ３２９ ９ ０.３５９ １０ ３６.３ ９
中华眼科医学杂志电子版 １５１ １２ ０.１１３ １２ ３２.７ １０
中国斜视与小儿眼科杂志 ２４３ １１ ０.４９３ ９ ２７.５ １１
眼科 ３０１ １０ ０.２３７ １１ ２２.６ １２
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