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RR+摘要,R背景R眼内炎是多种内眼手术的严重并发症#以往感染菌的确定多采用细菌培养和涂片染色
法#但存在花费时间长和阳性率低的问题- HL! /-WB是细菌染色体上编码 /9WB的序列#利用 HL! /-WB分子
测序技术检测细菌具有高度的特异性-R目的R利用 HL! /-WB测序技术对细菌性眼内炎房水和M或玻璃体
标本中的感染菌进行鉴定#探讨该技术在眼部感染性炎症诊断中的作用-R方法R收集 ODHP 年 L"HO 月在青
岛眼科医院临床诊断为细菌性眼内炎的患者 P 例 P 眼#抽取每例患者的房水 DqH pDqO 15或玻璃标体标本
DqP pHqD 15#各取 PD )5用于高通量测序#剩余标本行涂片检查和细菌培养- 采用 -EDCLQDH 微量 -WB试剂盒
提取标本中细菌 -WB#对收集的标本 -WB样品进行 HL! /9WB基因 ÊQ̂G 区 489扩增#应用 ?#!([ EDD 测序
仪对扩增的 HL! /-WB高变区序列进行测序#分析标本中病原菌的分类组成*分布特点以及各病原菌在标本
中的相对含量#取 PD )5无 9WB酶水于一次性无菌离心管内作为空白对照-R结果R共收集到 P 份房水或玻
璃体标本#涂片染色结果阳性者 O 例#外伤性细菌性眼内炎为革兰阳性杆菌#滤过泡感染性细菌性眼内炎为革
兰阴性杆菌#而细菌培养法结果均为阴性- HL! /-WB测序技术发现#P 例标本检测阳性率为 HDDl- 外伤性
细菌性眼内炎标本中高丰度菌属为葡萄球菌属*链球菌属和假单胞菌属#分别占 LPqO\l*H\qCDl和
HOqKLl&白内障术后 O 6 急性细菌性眼内炎患眼标本中高丰度菌属有假单胞菌属*不动杆菌属和 ?5Q6:̂EU8I9
菌属#分别占 PEqL\l*\qLOl和 PqCLl&滤过泡感染性细菌性眼内炎标本中高丰度菌属有莫拉菌属和假单胞
菌属#分别占 \\q\Cl和 CqPOl&白内障术后 OO 6 迟发性细菌性眼内炎标本中相对含量较高的菌属有假单胞
菌属#占 \GqLEl&白内障术后 H 6 急性细菌性眼内炎患眼标本中相对含量较高的有假单胞菌属#占
CKq\Cl-R结论RHL! /-WB测序可准确鉴别眼内炎患者房水和玻璃体标本中的致病菌#该方法检测的阳性
率明显高于传统的涂片染色法和细菌培养法-R
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RR细菌性眼内炎是白内障术后最严重的并发症之
一#国内外报道其发生率为 DqDGl pDqHEl (HaG) - 尽
管术前使用抗生素*减小手术切口*缩短手术时间等措
施可一定程度地预防眼内炎的发生#但白内障术后眼
内炎的发生率并未明显降低#因此早期诊断和治疗对
挽救患者视力或者减轻炎症损害尤为关键- 目前#眼
内炎致病菌的鉴定主要依靠细菌培养法#但其周期长#阳
性率低- 随着分子生物学技术的快速发展#利用 HL!
/-WB检测致病菌的研究逐渐受到关注 (PaL) - 我们先
前的研究中利用 HL! /-WB测序技术完成了对正常结
膜囊菌群组成成分和多样性分析

(K) #为研究微生物在
眼表疾病中的作用搭建了框架#但尚未用于眼内炎感
染菌的快速诊断- 本研究中拟采用 <55%1#&)测序平台
的HL! /-WB新一代高通量测序技术对眼内炎患者的
前房水或玻璃体细菌基因组进行分析#探讨该方法鉴
定眼内炎致病菌的可行性-

87材料与方法

8J87标本采集
纳入 ODHP 年 L"HO 月于青岛眼科医院临床诊断

为细菌性眼内炎的患者 P 例 P 眼#其中男 G 例#女
H 例&年龄 OG pKK 岁&包括外伤性细菌性眼内炎*白内
障术后 O 6 急性细菌性眼内炎*青光眼滤过手术后滤
过泡感染性细菌性眼内炎*白内障术后 OO 6 迟发性细
菌性眼内炎和白内障术后 H 6 急性细菌性眼内炎各
H 例#根据患者病史及患眼视力明显下降*眼部疼痛*
眼分泌物增多*眼睑肿胀*角膜水肿*结膜充血和水肿*
前房渗出或积脓*玻璃体炎性混浊*视网膜表面脓液附

着等症状进行确诊- 按照眼科检验协助组制定的2感
染性眼病细菌学检查操作专家共识$OHDP%3取样原则
及操作规范

(\) #在患眼进行前房灌洗*玻璃体注药或者
玻璃体切割前采集房水 DqH pDqO 15或玻璃体标本 DqP p
HqD 15#每眼各取 PD )5标本以提取标本组细菌 -WB并
行高通量测序#剩余标本用于涂片*细菌培养等常规病
原学检测- 取 PD )5无 9WB酶水于一次性无 9WB酶
离心管内作为空白对照-
8J;7高通量测序
8J;J87病原体 -WB的提取R按照 -EDCLQDH 微量
-WB试剂盒$美国 *?;YB公司%说明书的操作步骤
提取标本细菌总 -WB#于a\D t保存备用- -WB标本
在冷藏条件下送至杭州联川生物技术有限公司进行测

序及生物信息分析-
8J;J;7HL! /-WB的测序R用细菌引物 EHCV和 \LD9
$上游引物'P1QB8U88UB8YYYBYY8BY8BYQE1#下游
引物' P 1QYYB8UB8'̂ YYYUXU8UBBUQE 1% $杭州联
川生物技术有限公司 % 对收集的标本 -WB进行
HL! /9WB基因 ÊQ̂G 区 489扩增#然后琼脂糖凝胶
电泳回收 -WB片段#构建文库#制备成簇&应用 ?#!([
EDD 测序仪 $美国 <55%1#&)公司%对扩增的 HL! /-WB
高变区序列进行测序#测序区域为 ÊQ̂G 区#长度为
GLC T.#测序类型为 EDD4;-
8J;J<7物种分类和丰度分析7原始测序数据归一化
处理后获取过滤后的有效数据#拼接成类别的标签后
将重叠区域约 CD T. 的片段组装成高质量的 EDD 4(:#
组装的序列通过应用聚类软件 8-Q"#0Q(:0$ "00.'MM>6Q
"#0J2/,%进行去冗余序列分析 (C) - 利用软件 4+WB!U
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$"00.'M[##1(J2/,M.+&):0M%分析计算每个样本的序列
数量及可操作的分类单元$2.(/)0#2&)50)Z2&21#>%&#0:#
*U7%#其中相似性大于 CKl的序列定义为一个 *U7-
利用核糖体数据库项目分类器 (9#T2:21)5-)0)T):(
4/2N(>0$9-4% 85)::#3#(/)对所有 *U7代表序列进行物
种分类分析

(HD) #基于*U7的结果绘制稀疏曲线 (HH) #计
算单个样本 B5.")多样性值#包括 !")&&2& 指数*
!#1.:2& 指数和8")2H 指数- !")&&2& 指数和8")2H 指
数值越大表示该环境的物种越丰富#!#1.:2& 指数越接
近于 D 表示物种越丰富-

;7结果

;J87患眼标本的常规病原学检测
O 例标本的涂片检测结果呈阳性#其中外伤性细

菌性眼内炎标本中感染菌为革兰阴性杆菌#青光眼滤
过术后滤过泡感染眼标本感染菌为革兰阳性杆菌-
P 例患眼标本的细菌培养结果均为阴性-
;J;7HL! /-WB高通量测序技术检测
;J;J87测序结果及取样深度验证7标本收集过程中
用于监测污染的无 9WB酶水标本未检测到细菌
-WB#证实标本收集及 -WB提取过程无污染- 各标本
高通量测序的数据统计结果显示#P 例眼内炎标本共
获得HGC \P\条优化序列#平均长度为 GLC T.&P 例标本
共产生 G GDE 个 *U7$表 H%-

表 87? 例样本测序数据分析结果

标本序号 序列数 去冗余序列数 *U7 !")&&2& 指数 !#1.:2& 指数 8")2H 指数

H EE CHC EE CHC PDO \qCKH PGG DqDDH CCO HOL OPE

O O\ DDO O\ DDO \OG CqL\L PDH DqDDH OHG EEC CDD

E EE OLO EE OLO EHH \qO\D KKH DqDDE OHP G\ PHL

G OC GPC OC GPC O O\H HHqHPP GPD DqDDD GE\ O LDO LOH

P OP OHL OP OHL G\P \qCOH \GH DqDDO DLO HHK \PP

合计 HGC \P\ HGC \P\ G GDE GKqDHL HHD DqDD\ COH E OEP HGP

R注'*U7'可操作的分类单元

;J;J;7稀疏曲线7稀疏曲线可见 P 个标本稀疏曲线
均基本趋于平缓$图 H%#说明测序深度较好#基本覆盖
了标本的所有菌落#较真实地反映出眼内炎致病菌的
细菌群落-
;J;J<7检出细菌的在门水平7P 例眼内炎标本共检
出 HE 个菌门- 组成致病菌群落的 HGC PEL 条序列中
主要包括变形菌门 HHL O\C 条#占 KKqKKl&厚壁菌门
ED DKL 条#占 ODqHHl&拟杆菌门 H O\H 条#占 Dq\Ll-
这 E 种菌门在各标本中均相对含量较高#但 P 例标本
个体差异显著- 对相对含量!Hl的门类进行统计#外
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图 87? 例眼内炎标本中微生物群落的稀疏曲线R*U7'可操作的分
类单元&+&+'眼内炎
R

伤性细菌性眼内炎患眼标本中相对含量较高的门类有

厚壁菌门和变形菌门#分别为 \Eq\Ll和 HPqKLl#二
者在该例标本中的总相对含量达 CCqLOl&白内障术
后 O 6 急性细菌性眼内炎患眼标本中有变形菌门*厚
壁菌门*拟杆菌门*蓝藻细菌M叶绿体和异常球菌a栖
热菌门#相对含量分别为 COqEOl*OqEGl*HqLGl*
HqL\l和 HqD\l&滤过泡感染性细菌性眼内炎患眼标
本中主要为变形菌门#占 CCqPCl&白内障术后 OO 6 迟
发性细菌性眼内炎标本中有变形菌门*厚壁菌门和拟
杆菌门#相对含量分别为 COqECl*EqDGl和 OqEKl&
白内障术后 H 6 急性细菌性眼内炎患眼标本中主要为
变形菌门#占 CCqEDl$图 O%-
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图 ;7门水平各个样本丰度位于前十位的细菌群类比较RH'外伤性
细菌性眼内炎患眼标本RO'白内障术后 O 6 急性细菌性眼内炎患眼
标本RE'滤过泡感染性细菌性眼内炎患眼标本RG'白内障术后 OO 6
迟发性细菌性眼内炎患眼标本RP'白内障术后 H 6 急性细菌性眼内
炎患眼标本
R

;J;J>7检出细菌的在属水平7P 例眼内炎标本共检
测出 HOD 个属#每个标本检测到 EL pLC 个属#其中 H\
个属由 P 个标本共有- 对相对含量!Hl的属进行统
计#P 例标本中相对含量较高的属共检测到 HC 个- 外
伤性细菌性眼内炎患眼标本中相对含量较高的属有葡

萄球菌属*链球菌属和假单胞菌属#分别占 LPqO\l*
H\qCDl和 HOqKLl&白内障术后 O 6 急性细菌性眼内
炎患眼标本中相对含量较高的属有假单胞菌属 $占
PEqL\l%*不动杆菌属$占 \qLOl%*A#1&2T)>0(/菌属
$占 PqCLl%*无色杆菌属$占 EqLCl%*涅瓦菌属 $占
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EqDEl%*?(0"+52@(/:)0#5#:$占 OqLDl%*水栖菌属 $占
OqPKl%*甲基杆菌属 $占 HqKPl%*柄杆菌属 $占
HqPKl%*B[%)T)>0(/#%1$占 HqOKl%*寡养单胞菌属
$占 HqEl%*从毛单胞菌属$占 HqOGl%*溶杆菌属$占
HqOEl%* !25#12&):$ 占 HqHKl% 和 栖 热 菌 属 $ 占
HqHEl%&滤过泡感染性细菌性眼内炎患眼标本相对
含量较高的属有莫拉菌属和假单胞菌属#分别占
\\q\Cl和 CqPOl&白内障术后 OO 6 迟发性细菌性眼
内炎标本中相对含量较高的菌属有假单胞菌属 $占
\GqLEl%*不动杆菌属 $占 HqCOl%*无色杆菌属 $占
HqCHl%*鞘氨醇单胞菌属$占 HqLLl%*柄杆菌属$占
HqELl%和从毛单胞菌属$占 HqDKl%&白内障术后 H 6
急性细菌性眼内炎患眼标本中相对含量较高的有假单

胞菌属#占 CKq\Cl- 每个样本中假单胞菌的相对比
例均较高#其中白内障术后 H 6 急性细菌性眼内炎患
眼标本中的假单胞菌为绝对优势菌群#占 CKq\Cl$图 E%-

Limnobacter菌属

其他

不动杆菌属

柄杆菌属
涅瓦菌属
无色杆菌属

链球菌属
葡萄球菌属
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假单胞菌属
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图 <7属水平各个样本丰度位于前十位的细菌群类比较RH'外伤性
细菌性眼内炎患眼标本RO'白内障术后 O 6 急性细菌性眼内炎患眼
标本RE'滤过泡感染性细菌性眼内炎患眼标本RG'白内障术后 OO 6
迟发性细菌性眼内炎患眼标本RP'白内障术后 H 6 急性细菌性眼内
炎患眼标本

<7讨论

眼内炎的早期诊断至关重要#根据病原学检测结
果选择敏感抗生素进行对因治疗是相关领域的研究热

点#对前房水和M或玻璃体样本行病原微生物培养是眼
内炎诊断的金标准#是目前临床上的常规检测方法#但
该方法有如下不足' $H %细菌培养结果的阳性率为
EGl pLPl#患者围手术期抗生素的应用*采集的标本
量不足*标本中含菌量少及微生物自身对生长环境的
挑剔等因素均可导致阳性率降低

(HOaHG) - $O%细菌培养
结果阳性时得到的阳性致病菌有时也并非是主要致病

菌#培养过程中有些非主要致病的细菌容易生长#有时
会导致结果的偏倚- $E%细胞培养耗时长#一般需要
E pP 6#易延误早期治疗时机- 标本涂片也是临床常
用的病原学诊断方法#这种方法的优点在于不需要特

殊设备#快速简便#但结果的判断主观性强#依赖于技
术人员的经验- 本研究 P 例眼内炎标本中仅有 O 例涂
片检测结果阳性#P 例标本细菌培养结果均为阴性-
我们以往对 OH 例患者的眼内炎标本涂片结果显示#H\
例标本中仅有 H 例见大量阳性球菌#L 例房水细菌培
养结果阳性#H 例玻璃体液标本细菌培养结果阳性 (O) -
一项多中心研究发现#LL 例术后眼内炎患者中细菌培
养结果阳性者仅占 ECl#其中假单胞菌属占 GDl#凝固
酶阴性葡萄球菌占 EOl(G) - 本研究中应用 HL! /-WB
高通量测序结果显示#P 例细菌性眼内炎房水或玻璃体
标本中 G 例由多种致病菌引起#其中外伤性眼内炎创
口较大且伴有眼内异物#病原菌丰富#丰度较高的菌属
各自所占比例均在 HDl以上#葡萄球菌属相对含量最
高&青光眼术后滤过泡感染性眼内炎患者上方结膜坏
死并渗漏是外来细菌进入眼内的主要途径#标本中相
对含量较高的菌属为莫拉菌属和假单胞菌属&E 例白
内障术后眼内炎由于围手术期应用的抗生素清除了结

膜囊的菌群
(HP) #病原菌较为单一#主要为假单胞菌属-

稀疏曲线反映了标本的测序深度#高通量测序技术足
以覆盖标本中所有菌群- HL! /-WB检测结果与临床
判断结果较为一致#此外本研究中发现致病菌丰度与
发病时间及感染程度有关#发病时间越长#炎症反应越
重#致病菌丰度越高#故 HL! /-WB高通量测序技术的
病原菌检测阳性率高于传统方法-

以 489为代表的分子生物学检测技术开创了感
染性疾病病原微生物检测的新时代#曾有研究者通过
489扩增细菌核糖体 HL! /9WB基因序列鉴定泪囊炎
病原菌种属#证实该方法准确性高且特异性强 (HL) #充
分说明分子生物学检测技术克服了以往培养检测的缺

陷#避免了抗菌药物对病原微生物检测的影响#即便有
的病原微生物已被灭活#残留的核酸分子仍可用于致
病菌的检测#提高了病原微生物检测的敏感性和特异
性- 近年来#分子生物学检测技术用于细菌性眼内炎
的诊断亦广泛开展#然而传统检测方法通量低#引物设
计只针对某一种或某一株致病菌#即便设计细菌通用
引物也只能研究高丰度的致病菌

(HOaHG) - 细菌性眼内
炎致病菌复杂多样#其中低丰度细菌同样扮演着重要
角色- 本研究结果表明#第二代测序技术的推广克服了
传统测序方法通量低*操作复杂等缺陷#实现了对混合
致病菌的种属定性#以获得所有致病菌信息- HL! /-WB
是细菌染色体上编码 /9WB的序列#由多个保守区和
与之相间的高变区组成#进化较慢的保守区可用于设
计同类微生物的通用鉴定引物#进化较快的可变区则
可用于设计特异性鉴定引物以此将细菌鉴定到属*种
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乃至株的水平#已成为细菌鉴定与分类研究中较为理
想的靶序列- HL! /-WB测序技术作为高通量测序技
术依赖的组学技术之一#着眼于对微环境中微生物群
落菌种组成进行鉴定分析#提高了细菌性眼内炎病原
菌检测的阳性率和准确率-

尽管如此#HL! /-WB高通量测序技术仍存在一定
的局限性- $H%高通量测序前需进行标本模板 -WB
的提取#房水或玻璃体液标本中带菌量过少会导致
-WB提取率低#无法完成测序- $O%患者经抗感染治
疗后灭活的致病菌经 489扩增仍可能出现阳性结果#
影响临床医师的判断- $E%目前的测序方法只能提供
致病微生物信息#尚不能对致病菌的耐药基因和敏感
性药物进行检测- $G%高通量测序限于较大的测序成
本及数据分析平台等因素尚不能得到广泛推广-

目前#高通量测序在临床医学中用途广泛#但在眼
科的应用仍很少

(HKaOH) - 本研究中将该技术用于细菌
性眼内炎的诊断#效率高且准确性好#减少了检验者经
验不足*细菌自身生长慢*营养条件苛刻*样本带菌量
少等因素的影响#与传统方法互为补充#为细菌性眼内
炎的诊断提供了新的选择-
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