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　 　 【摘要】 　 感染性疾病的临床诊断主要依靠病原微生物的分离培养,但多数感染性眼病存在发病急、样本

获取困难、临床诊断难度大等难题。 分子诊断技术( MDT) 相较于传统微生物培养可快速实现对病原微生物

的鉴定与定量检测,为临床提供精准诊断依据。 基于核酸扩增技术的 PCR 检测耗时短且灵敏度高,极大地提

高了病原微生物的检出率,但其每次仅能检测 1 种或几种病原体,且仅适用于已知病原微生物的检测。 基因

测序技术在保证高敏感性的同时还具有检测范围广、通量高等优势,宏基因测序可发现新型病原体,但基因测

序费用昂贵。 本文将对基于基因扩增技术、基因测序技术、核酸分子杂交技术、基因芯片技术的 MDT 在感染

性眼科疾病诊断中的应用进行总结和分析,以期为临床诊断工作提供参考。
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 Abstract  　 The
 

clinical
 

diagnosis
 

of
 

infectious
 

diseases
 

mainly
 

relies
 

on
 

the
 

isolation
 

and
 

culture
 

of
 

pathogenic
 

microorganisms 
 

but
 

many
 

infectious
 

eye
 

diseases
 

have
 

problems
 

such
 

as
 

acute
 

onset 
 

difficulty
 

in
 

obtaining
 

samples 
 

and
 

difficulty
 

in
 

diagnosis.
 

Compared
 

with
 

traditional
 

microbial
 

culture 
 

molecular
 

diagnostic
 

techniques
 

 MDT  
 

can
 

quickly
 

realize
 

the
 

identification
 

and
 

quantitative
 

detection
 

of
 

pathogenic
 

microorganisms 
 

providing
 

an
 

accurate
 

diagnosis
 

basis
 

for
 

clinical
 

practice.
 

PCR
 

based
 

on
 

nucleic
 

acid
 

amplification
 

technology
 

takes
 

a
 

short
 

time
 

and
 

is
 

highly
 

sensitive 
 

which
 

greatly
 

improves
 

the
 

detection
 

rate
 

of
 

pathogenic
 

microorganisms.
 

However 
 

the
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

can
 

only
 

detect
 

one
 

or
 

several
 

pathogens
 

at
 

a
 

time
 

and
 

can
 

only
 

be
 

used
 

for
 

the
 

detection
 

of
 

known
 

pathogenic
 

microorganisms.
 

Gene
 

sequencing
 

not
 

only
 

ensures
 

high
 

sensitivity
 

but
 

also
 

has
 

the
 

advantages
 

of
 

a
 

wide
 

detection
 

range
 

and
 

high
 

throughput.
 

Metagenomics
 

sequencing
 

can
 

discover
 

new
 

pathogens 
 

but
 

gene
 

sequencing
 

is
 

expensive.
 

This
 

paper
 

summarizes
 

and
 

analyzes
 

the
 

application
 

of
 

MDT
 

based
 

on
 

gene
 

amplification
 

technology 
 

gene
 

sequencing
 

technology 
 

nucleic
 

acid
 

molecular
 

hybridization
 

technology
 

and
 

gene
 

chip
 

technology
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

infectious
 

ophthalmic
 

diseases 
 

in
 

order
 

to
 

provide
 

a
 

reference
 

for
 

clinical
 

diagnosis
 

work.
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　 　 感染性疾病的临床诊断主要依靠病原体分离培养和鉴定、
涂片检测、生化试验和免疫学检测等,但这些方法在明确病因、
早期诊断潜在感染,以及对病原体进行分类、分型鉴定和耐药

性检测等 方 面 存 在 较 大 的 缺 陷。 分 子 诊 断 技 术 ( molecular
 

diagnostic
 

techniques,MDT)通过检测侵入人体内的各种病原体

的遗传物质结构,从而达到早期诊断疾病的目的 [ 1] 。 近年来,

随着细菌、病毒等各类病原体基因组序列的公布,MDT 不断发

展;与传统检测方法相比,其具有检测时间短、灵敏度高等优

势,能在感染早期快速、准确地检测出病原体,指导临床精准治

疗 [ 1] 。 本文主要介绍基于基因扩 增 技 术、 基 因 测 序 技 术 的

MDT 等具有代表性的 MDT 及其在感染性眼病诊断应用中的最

新进展。
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表 1　 5 种等温核酸扩增技术的比较 [ 8-13]

技术名称 反应时间( min) 反应温度( ℃ ) 优点 缺点

RPA 15-30 37-42 无需精密的仪器和专业的技术人员,检测时间短,检

测效率高

引物筛选所需时间久;扩增产物需纯化才可

检测

LAMP 60 63 扩增效率高,可在 1
 

h 内实现 109 - 1010 倍的扩增;可
通过肉眼观察有无白色沉淀 ( 焦磷酸镁) 判断是否存

在靶基因

引物设计复杂;易产生气溶胶导致假阳性

结果

NASBA 180 37 反应模板和产物均为 RNA,检测不受环境 DNA 影响 目的基因水平较低时容易出现假阴性结果

HDA 75-90 60 解旋酶无需热变性即打开 DNA 双链 仅适用于扩增长度约 100
 

bp 的目的基因

RCA 90 30-37 可通过设计多种引物结合一个环状 DNA 的不同位

点,来进行多引物的扩增

存在锁式探针连接效率、背景信号干扰以及

拓扑结构的制约等

　 注:RPA:重组酶聚合酶扩增;LAMP:环介导等温扩增;NASBA:依赖核酸序列扩增;HDA:依赖解旋酶扩增;RCA:滚环扩增

1　 感染性疾病 MDT

1. 1　 基于基因扩增技术的 MDT
PCR 是一种能将特定核酸片段复制扩增的分子生物学技

术,可使微量核酸样本大幅度增加。 随着 PCR 技术的发展,基
于常规 PCR 原理的定量 PCR ( quantitative

 

PCR, qPCR) 、数字

PCR( digital
 

PCR, dPCR ) 等 已 被 广 泛 用 于 病 原 体 的 快 速 鉴

定 [ 2- 3] 。 qPCR 使用荧光标记探针或双链 DNA 特异性荧光染料

实时定性、定量分析扩增产物的荧光信号,已成为 PCR 中的主

导技术 [ 3- 4] 。 常规 PCR 检测的病原体种类单一,对于临床上多

种混合感染病原体的检测较为困难。 多重 PCR 可同时检测样

本中的多种病原体,与 qPCR 相比,其可缩短周转时间并降低

总成本 [ 5] 。 dPCR 又称单分子 PCR,其原理是将模板 DNA 分配

到反应单元,实现对起始样品的绝对定量 [ 6] 。 与 qPCR 相比,
dPCR 不需要建立标准曲线,在绝对定量、灵敏度和扩增效率等

方面均有很大优势,但存在同一标本多重检测能力弱,RNA 绝

对定量技术尚不成熟等不足 [ 7] 。
近年来,等温核酸扩增技术逐渐成为研究热点,该类技术

的共同特点是可在恒定温度条件下实现核酸的快速扩增。 较

为常见的等温扩增方法有:重组酶聚合酶扩增 ( recombinase
 

polymerase
 

amplification,RPA) 、依赖核酸序列扩增( nucleic
 

acid
 

sequence-based
 

amplification, NASBA ) 、 依 赖 解 旋 酶 扩 增

( helicase-dependent
 

isothermal
 

DNA
 

amplification,HDA) 、环介导

等温扩增( loop-mediated
 

isothermal
 

amplification,LAMP ) 和滚环

扩增( rolling
 

circle
 

amplification,RCA)技术,这几种等温核酸扩

增技术的优缺点见表 1[ 8- 13] 。
基于 PCR 的病原体检测技术虽然可以快速鉴定病原微生

物,但需根据已知基因序列合成引物,因此检测范围有限,仅适

用于已知病原微生物的检测。
1. 2　 基于基因测序技术的 MDT

基因测序技术是对微生物碱基顺序进行识别与分析的过

程,是目前鉴定感染性病原体较为准确的方法 [ 1] 。 以 Sanger 测

序为代表的第一代测序技术因成本高、通量低等方面的缺点,
仅适用于小规模分析,限制了其在临床上的应用 [ 14] 。

第二代 测 序 技 术 又 称 下 一 代 测 序 技 术 ( next-generation
 

sequencing
 

technology,NGS) ,将基因组分割成短片段,对短片段

测序再进行拼接(读长短,≤500
 

bp) ,该技术有通量高、检测范

围广等优点,又称为高通量测序 ( high-throughput
 

sequencing,

HTS) 技术。 NGS 根据检测 目 标 又 分 为 靶 向 测 序 ( pathogen-
targeted

 

NGS, pt-NGS ) 、 宏 基 因 组 测 序 ( metagenomic
 

NGS,

mNGS) 、全基因组 测 序 ( whole-genome
 

sequencing, WGS ) 。 pt-

NGS 的检测目标仅包含预先设定的病原体,通过特异扩增待检

靶向基因,具有不受人源核酸序列干扰、不受病原体基因组大

小影响,检测灵敏度高、成本较低、可快速定量检测病原体等优

点 [ 15- 16] 。 mNGS 可在一次序列运行中对样本中的所有细菌、真

菌、病毒和寄生虫等的整个基因组进行快速、高通量、无偏倚测

序,并进行病原体的鉴定和分型 [ 17- 18] ,已广泛应用于微生物群

研究,如眼表菌群的分布情况研究 [ 19- 20] 。 但其难以排除背景

核酸干扰,且检测流程复杂,增加了时间成本,检测费用也相对

昂贵。 因此,如何有效去除宿主 DNA 的干扰以提高致病微生

物检测的准确性是该技术应用的关键 [ 21- 22] 。 WGS 是较全面的

基因组测序方法,可产生编码区和非编码区序列,获得完整的

基因组信息。 此外,该技术还可用于深入分析物种相关调控区

序列特征,可用于感染性眼内炎病原体毒力和耐药性等方面的

研究 [ 16,23] 。 16S
 

rDNA 测序技术是一种不依赖培养即可获得样

本中细菌种群结构、相对丰度等信息的方法。 16S
 

rDNA 序列

是编码原核生物 16S
 

rRNA 的基因,包括 9 个可变区( V1 ~ V9)
和 10 个保守区,其中可变区序列体现物种间差异,保守区序列

反映物种间亲缘关系 [ 20] ,但该技术仅能将细菌鉴定至属水平,
无法获得细菌种水平的具体信息。

第三代测序技术又称单分子测序技术,测序过程无需进行

PCR 扩增,与短片段测序相比,这种长片段测序技术简化了后

续组装过程。 纳米孔测序技术作为一种特殊的第三代测序技

术(目前也被认为是第四代测序技术) ,利用电信号转化进行检

测,捕获并分析检测过程产生的电流变化,从而识别核酸序

列 [ 21] ,与 NGS 技术相比,该技术具有更长的读长( > 8
 

kb) 和更

简单的文库制备流程,且可实现测序与分析同步进行,实时获

取核酸序列,大幅缩短了病原微生物的整体检测周期,在临床

即时诊疗中具有明显的优势 [ 22] 。
1. 3　 基于核酸分子杂交技术的 MDT

核酸分子杂交技术是指具有互补序列的异源核酸单链在

一定条件下以碱基互补配对原则,利用特异探针与靶基因核酸
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单链特异性结合形成杂合双链,从而实现对病原体进行检测的

技术 [ 3] 。 该技术包括斑点杂交 ( 狭缝杂交) 、 Southern 印迹杂

交、Northern 印迹杂交、原位杂交等技术。 荧光原位杂交技术

( fluorescence
 

in
 

situ
 

hybridization,FISH)是应用非放射性荧光物

质标记寡核苷酸探针,检测细胞或组织内特定 DNA 或 RNA 的

方法。 2017 年,Patel 等 [ 23] 首次将 FISH 技术应用于眼内液病

原体检测。 基 于 流 式 细 胞 术 的 FISH ( Flow-FISH ) 采 用 靶 向

DNA 或 RNA 的荧光探针,可同时测量多个靶基因或病原体,
Flow-FISH 可用于细菌鉴定、基因表达检测、感染细胞中的病毒

增殖监测以及菌落分析和计数 [ 24] 。
1. 4　 基于基因芯片技术的 MDT

基因芯片将大量已知序列的核酸探针有序、密集地固定在

基片表面,再将其与靶核苷酸杂交,通过对探针的检测获取待

测样品的序列信息 [ 25- 26] 。 根据检测原理和载体的不同,基因

芯片技术可分为固相和液相芯片。 基因芯片对细菌的检测包

括细菌种类鉴定及其耐药性检测,前者可通过检测细菌特异的

16S
 

rRNA 序列判断细菌种类,或基于基因指纹图谱检测分析

各类基因序列未知的细菌;后者通过检测基因突变及耐药基因

来分析其抗生素易感性、耐药性及致病性相关编码区域,以指

导感染性疾病的诊断和临床用药 [ 27- 30] 。 Nasrabadi 等 [ 31] 开发

了基于 16S 和 23S
 

rDNA 的探针,能够同时检测和鉴定沙门菌、
大肠杆菌、蜡样芽孢杆菌、霍乱弧菌、痢疾志贺菌、金黄色葡萄

球菌等 8 种肠道致病菌。 基因芯片技术还可通过检测病毒基

因组中高度保守的核酸序列实现病毒的定性和定量,例如人乳

头瘤病毒和呼吸道病毒的亚型鉴定和耐药性突变检测 [ 32] 。 基

因芯片技术能够同时检测大量待测片段,缩短检测时间,但基

因芯片制作成本高,所需设备昂贵,未能广泛应用于临床病原

微生物的检测。

2　 MDT 在感染性眼病中的应用

感染性眼病是由病原微生物感染眼球组织及其附属器,导
致局部组织损伤、功能破坏,进而引起视力下降的一类疾病。
感染可发生在眼球周围组织(睑缘炎、泪囊炎、泪小管炎、眶周

蜂窝织炎等) 、眼球表面 (结膜炎、角膜炎) 或眼球内 ( 眼内炎、
葡萄膜炎、视网膜炎) 。 由于眼部感染性疾病眼组织标本量不

足、标本含菌量少以及许多微生物本身无法进行体外培养等原

因,临床上即使存在明确感染来 源, 但 近 50% 的 角 膜 溃 疡、
30% ~ 45%的眼内炎病例无法培养出病原体 [ 2] , MDT 能够快

速、敏感、特异地检测侵入眼部的感染性病原体,目前在眼部感

染性疾病的研究中逐渐受到关注。
2. 1　 眼球周围组织疾病

2. 1. 1　 感染性泪道炎 　 感染性泪道炎主要包括泪囊炎和泪小

管炎。 国内一项针对 30 例泪囊炎病原细菌标本的 16S
 

rRNA
基因测序检测到表皮葡萄球菌 13 例(占 43. 33% ) 、麦氏棒杆菌

5 例 ( 占 16. 67% ) 、肺炎链球菌 3 例 ( 占 10. 00% ) [ 26] 。 Eguchi
等 [ 29] 采用 16S

 

rDNA 技术对 6 例泪囊炎患者的分泌物进行检

测,发现存在多种细菌混合感染,其中优势菌为猪支原体、金黄

色葡 萄 球 菌、 肺 炎 链 球 菌、 表 皮 葡 萄 球 菌 和 卟 啉 单 胞 菌。

Marqués 等 [ 30] 应用 PCR 检测发现 1 例由 EB 病毒感染所致的

急性泪囊炎。

既往认为泪小管炎相对少见,主要因临床表现缺乏典型

性,易漏诊或误诊为泪囊炎和结膜炎。 既往关于泪小管炎的病

原体研究较少,文献中常见的病原体为放线菌 [ 33] 。 随着诊断

技术的进步,国外报道了采用 PCR 在 1 例泪小管炎患者的组织

刮片中检测出单纯疱疹病毒和水痘 -带状疱疹病毒的混合感

染 [ 34] 。 由于泪道是连接眼结膜囊与鼻腔的特殊解剖结构,标

本类型和取样方式均可能对研究结果产生较大影响。
2. 1. 2　 感染性睑缘炎 　 感染性睑缘炎常见病原体有葡萄球

菌、表皮葡萄球菌和棒状杆菌。 Lee 等 [ 35] 采用 16S
 

rRNA 基因

测序发现,与健康对照组相比,睑缘炎患者眼表中葡萄球菌属、

链球菌属、棒状杆菌属和水栖菌属的相对丰度增加,丙酸杆菌

相对丰度减少。 正常皮肤黏膜表面黏附着各种微生物,随着年

龄增长,皮肤黏膜的微生物群落也随之发生变化。 Suzuki 等 [ 36]

通过 16S
 

rRNA 基因测序发现,年轻健康受试者眼睑皮肤菌群

通常以痤疮丙酸杆菌为主,老年健康受试者则以棒状杆菌属或

奈瑟菌科为主。
2. 1. 3　 眶蜂窝织炎 　 眶蜂窝织炎是发生在眶内软组织的急性

化脓性炎症,可见于各年龄阶段,但多发于儿童。 该病的病原

体通常与上呼吸道或鼻窦感染相关,若儿童眶蜂窝织炎未得到

及时治疗,可能引发颅内感染,甚至危及生命 [ 37] 。 国内有研究

者应用 NGS 发现 1 例由达卡气单胞菌致眶蜂窝织炎合并硬脑

膜炎的病例 [ 38] 。

2. 2　 眼表疾病

2. 2. 1　 感染性角膜炎 　 细菌性角膜炎是由细菌入侵引起的角

膜化脓性溃疡,通常与眼表疾病、长期佩戴角膜接触镜、创伤、
免疫抑制等相关 [ 39- 40] 。 细菌性角膜炎以金黄色葡萄球菌、表

皮葡萄球菌、铜绿假单胞菌等感染为主 [ 41- 42] 。 真菌性角膜炎

( fungal
 

keratitis,FK)常表现为亚急性眼痛,患者因疼痛不明显

常就诊延迟,且 FK 早期很难与其他类型角膜炎相鉴别,常导致

诊疗延误,因此 FK 患者易出现角膜溶解、角膜穿孔甚至眼内炎

等严 重 并 发 症 [ 43] 。 FK 常 见 致 病 菌 有 镰 刀 菌、 曲 霉 菌 属

等 [ 41- 42] 。 为降低并发症发生率、挽救患者视力,快速而准确的

诊断是 FK 预后的决定性因素。 微生物培养是诊断 FK 的金标

准,但传统培养方法通常耗时较长、阳性率较低。 有文献报道,

在疑似 FK 病例中,培养样本的阳性率为 25% ~ 59% ,且 25%的

真菌培养直到接种后 2 ~ 10
 

d 才呈阳性 [ 44] 。 国外一项研究纳

入 20 例已确诊的 FK 患者,比较真菌培养、共焦显微镜和 PCR
的灵敏度,结果显示三者的阳性率分别为 59. 3% 、66. 6% 、和

92. 6% ,且 PCR 检测仅需 4 ~ 8
 

h[ 45] 。 鉴于 MDT 的发展,除检测

时间缩短外,目前很多研究可同时检测细菌和真菌。 Ge 等 [ 46]

采用 16S
 

rRNA 基因测序对 FK 患者的感染眼及对侧眼和健康

对照组的结膜拭子进行检测,发现 FK 患者感染眼和对侧眼的

眼表微生物群落细菌多样性均降低。 Li 等 [ 47] 应用 NGS 成功识

别了 16 例感染性角膜炎患者的病原体,包括细菌感染 4 例(检

出率为 100% ) 、真菌感染 5 例(检出率为 83. 33% ) 、棘阿米巴感

染 3 例(检出率为 100% ) 和疱疹性病毒感染 3 例 ( 检出率为
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100% ) 。 棘阿米巴角膜炎 ( acanthamoeba
 

keratitis, AK) 是由棘

阿米巴原虫感染引起的一种罕见但比较严重的眼部角膜感染,

可导致视力丧失。 由于其临床表现复杂,诊断与治疗较困难,
临床上常被误诊为病毒性角膜炎或 FK [ 48] 。 国外有研究者强

调将 PCR 纳入这些罕见疾病(包括 AK)的常规鉴定,而不是依

赖标准的传统方法 [ 49] 。

2. 2. 2　 其他眼表疾病 　 流行性角膜结膜炎是一种强传染性的

接触性传染病,由腺病毒感染所致。 腺病毒是一种 DNA 病毒,

人类腺病毒( human
 

adenovirus,HAdV) 分为 7 个亚组( A ~ G) ,
100 余型 [ 50] , 其中 D、 E 亚组与眼部感 染 有 关。 Gopalkrishna
等 [ 51] 应用 PCR 技术发现在流行性角膜结膜炎中腺病毒的主要

菌株为 HAdV-8 型,占 78. 6% 。

2019 新型冠状病毒 ( coronavirus
 

disease
 

2019, COVID-19)
是一种 RNA 病毒,感染人体后主要引起发热、乏力和干咳,重

症患者可表现为呼吸困难、低氧血症、急性呼吸窘迫综合征和

脓毒症休克等。 COVID-19 在眼部出现多种结膜炎的临床表

现,如急性滤泡性结膜炎、病毒性角膜结膜炎、出血性结膜炎和

假性膜性结膜炎等 [ 52] 。 国内有研究采用实时 PCR 检测 21 例

普通型和 9 例重型新型冠状病毒肺炎患者的泪液和结膜分泌

物,发现 2 例( 占 6. 25% ) 结果为阳性 [ 53] 。 国外有研究采用实

时 PCR 检测 32 例无结膜炎及任何眼部症状患者的泪液,5 例

(占 15. 62% )结果为阳性 [ 54] 。

沙眼是沙眼衣原体感染所致的一种慢性传染性结膜角膜

炎,是目前感染相关性致盲眼病的主要疾病之一。 Pickering
等 [ 55] 采用 16S

 

rDNA 测序技术检测不同年龄段沙眼患者及健

康人群的眼表微生物,发现在儿童中活动性沙眼不会导致眼部

微生物的显著变化,成人瘢痕性沙眼患者的眼部细菌多样性降

低,棒状杆菌属的相对丰度升高,推测可能与眼部对微生物的

先天免疫反应相关。

干眼为多因素引起的慢性眼表疾病,眼表微环境失衡是造

成干眼的原因之一。 宋瑜等 [ 56] 采用 16S
 

rRNA 测序技术发现,

干眼组和非干眼组眼表微生物菌群构成存在差异,干眼组优势

菌属的标志菌为泰氏菌属、栖水菌属、芬戈尔德菌属;非干眼组

为柄杆菌属、弯钩菌属。

2. 3　 眼内疾病

2. 3. 1　 感染性眼内炎 　 感染性眼内炎多为细菌或真菌感染引

起的炎症反应,根据病原体的来源分为外源性和内源性两类。
外源性眼内炎常见于眼外伤和内眼术后感染,常见细菌性病原

体包括葡萄球菌属、肠球菌属、链球菌属等,真菌性病原体包括

曲霉菌属、镰刀菌属等,亦可表现为多病原体混合感染 [ 41] 。 感

染性眼内炎是一种严重的眼部感染,可在症状出现后数小时至

数天内导致感染眼发生不可逆性盲,需早期诊断与治疗,以挽

救视力。 传统微生物培养方法耗时较长,且总体阳性率较低。

国内一项回顾性分析结果显示,2015—2024 年感染性眼内炎患

者的微生物培养阳性率为仅 37. 41% (104 / 278) [ 57] 。
目前 MDT 已在许多培养阴性病例中检测出病原体 [ 15] ,有

望在未来眼内炎的诊断中发挥更大的作用。 1994 年, Hykin
等 [ 58] 首次报道采用 PCR 诊断眼内炎,目前不同类型的 PCR 技

术已应用于眼内炎病例的房水或玻璃体液检测。 由于细菌普

遍存在 16S
 

rDNA,真菌普遍存在 18S
 

rDNA 和 28S
 

rDNA,研究

者针对该特征设计了广谱 PCR,并对其进行 DNA 扩增,提升了

检测的敏感度,从而实现快速鉴定细菌性或真菌性眼内炎 [ 59] 。
Gandhi 等 [ 60] 采用 HTS 技术,对 75 例疑似感染性眼内炎患者的

玻璃体样本进行测序,发现 73. 7% ( 42 / 57) 常规培养为阴性的

患者中玻璃体样本检测到微生物,其中曲霉属、镰刀菌属、明脐

霉属和念珠菌属为主要菌属,该研究证实 HTS 有助于检测传统

诊断方法无法明确的眼内炎病例的病原体。
在对感染性眼内炎病原微生物的表型分析中,研究者发现

基因测序技术可用于毒力基因、耐药基因等相关调控区基因的

研究。 Kamau 等 [ 61] 采用纳米孔测序和 NGS,成功从内源性眼

内炎患者的眼内液样本中检测出了 66-K2 超强毒力肺炎克雷

伯菌。 Doan 等 [ 62] 对从玻璃体液样本中检测出的巨细胞病毒

( cytomegalovirus,CMV)的 UL54、UL97 基因序列进行分析,通过

与斯坦福大学开发的 CMV 抗病毒耐药数据库比对,发现有 5

例样本中的 UL97 发生了突变,导致检出病毒对更昔洛韦和缬

更昔洛韦耐药。
2. 3. 2　 感染性葡萄膜炎和视网膜炎 　 感染性葡萄膜炎多由病

毒、弓 形 虫、 结 核 等 感 染 所 致, 病 毒 包 括 人 类 疱 疹 病 毒

( humanherpesvirus,HHV) 、麻疹、风疹和虫媒病毒 [ 41] 。 HHV 是

一类 DNA 病毒,分为单纯疱疹病毒( herpessimplex
 

virus,HSV) ,
水痘- 带 状 疱 疹 病 毒 ( varicella-zoster

 

virus, VZV ) 、 EB 病 毒、

CMV,感 染 性 葡 萄 膜 炎 中 以 CMV 最 常 见, 其 次 是 HSV 和

VZV [ 63- 65] 。 弓形虫是专性细胞内原虫,弓形虫感染所致葡萄膜

炎的典型表现为后葡萄膜炎伴单侧视网膜脉络膜病变和玻璃

体炎 [ 66] 。 PCR 能够在疾病早期从极少量(0. 1 ~ 0. 2
 

ml)眼内液

标本中检测出病原体的复制数量,从而提高诊断阳性率,对感

染性葡萄膜炎的诊断和后续治疗有重要临床价值 [ 67- 68] 。 既往

研究应用四重 PCR 技术同时检测 HSV、VZV、CMV 和弓形虫,
可有效 确 认 59% ~ 100% 病 例 的 病 原 体, PCR 的 灵 敏 度 为

80. 9% ~ 84. 0% ,特异度为 97. 4% ~ 100. 0% [ 67- 69] ,且多重 PCR
在诊断后葡萄膜炎的疱疹病毒( HSV、VZV、CMV 和弓形虫) 感

染方面比 Goldmann-witmer 系数分析具有更高的灵敏度和特异

度 [ 68] 。 宏基因组技术也是一种非常有效的葡萄膜炎诊断技

术。 张明新等 [ 70] 对 19 例葡萄膜炎患者的玻璃体标本微生物

进行宏基因组测序,发现 3 例为 VZV,且对 3 例 VZV 的标本进

一步采用实时荧光定量 PCR 技术进行验证,结果与宏基因组

测序结果一致。

结 核 性 葡 萄 膜 炎 是 结 核 分 枝 杆 菌 ( mycobacterium
 

tuberculosis,MTB)侵犯眼组织或结核菌体蛋白变态反应所引起

的慢性肉芽肿性葡萄膜炎。 结核性葡萄膜炎的诊断标准是眼

内液培养或眼组织学检查发现 MTB,目前一种多靶点的多重

PCR( 其特征是同时扩增 3 个 MTB 特异性靶点, 即 IS6110、

MPB64 和蛋白 b)已被证实具有较高的灵敏度 [ 71] 。
感染性视网膜炎以病毒感染为主,主要包括急性视网膜坏

死综合征、进行性外层视网膜坏死及巨细胞病毒性视网膜炎

等。 急性视网膜坏死综合征和进行性视网膜外层坏死主要是
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疱疹病 毒 感 染 所 致, 包 括 VZV 和 HSV, 少 数 为 CMV [ 72- 73] 。
Moharana 等 [ 73] 应用 PCR 发现 1 例由 VZV 和 CMV 混合感染导

致的进行性视网膜外层坏死病例。

3　 展望

由病原微生物感染所致的角膜炎、眼内炎和葡萄膜炎等感

染性眼病,是临床常见的致盲性眼病。 微生物培养是病原诊断

中应用最广泛的方法,但阳性率较低,即使检测结果呈阴性也

不能完全排除诊断,且较长的培养周期可能延误有效的临床诊

治。 与传统诊断技术相比,MDT 检测周期短、检测阳性率高,不
仅有助于早期诊断,更适用于检测不易培养、不能培养、生长缓

慢的病原微生物。 随着各类 MDT 的日渐成熟和完善,其将在

眼部感染性疾病诊断中得到广泛应用,帮助临床医师快速诊断

病原体,制定有效的治疗方案,替代以往对未知病原体患者采

用的广谱治疗策略,提高治疗的精准性。
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