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Abstract
誗AIM: To comparatively analyze the application of laser
confocal microscopy and corneal smear in the diagnosis
of fungal keratitis.
誗METHODS: Totally 77 patients (77 eyes) diagnosed as
fungal keratitis were selected. Laser confocal microscopy
and corneal smear examination were performed to
observe the characteristics of the images, and the
detection rate of fungus were compared between the two
methods.
誗RESULTS: Of the 77 patients, 66 eyes ( 86%) were
positive and 11 eyes were negative detected by laser
confocal microscopy; 51 eyes (66%) were positive and 26
eyes were negative detected by corneal smear
examination, the difference was statistically significant
compared between two group (P<0. 05) .
誗 CONCLUSION: Laser corneal confocal microscopy is
relatively safe and sensitive. If combined the application
of laser corneal confocal microscopy and corneal smear
examination in clinical, the diagnosis rate of fungal
keratitis may be improved.
誗KEYWORDS:confocal laser corneal microscopy; corneal
tissue smear; fungal keratitis; diagnosis
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摘要
目的:对比分析激光共焦显微镜检查与角膜组织刮片检查
在真菌性角膜炎诊断中的应用。
方法:选择 2016-05 / 08 来我院治疗的拟诊为真菌性角膜
炎患者 77 例 77 眼,同时行激光共焦显微镜检查及角膜组
织刮片检查,观察图像特点,对比分析两种方法真菌检出
率情况。
结果:所有患者中,激光共焦显微镜检出阳性 66 眼,阴性
11 眼,检出率为 86% ;角膜组织刮片检查确诊阳性 51 眼,
阴性 26 眼,检出率为 66% ,两者比较差异具有统计学意
义(P<0. 05)。
结论:激光角膜共焦显微镜检查的安全性和敏感性相对较
高,如果能将激光角膜共焦显微镜检查与角膜组织刮片检
查联合应用于临床,对提高真菌性角膜炎患者的诊断率具
有重要意义。
关键词:激光共焦显微镜检查;角膜组织刮片;真菌性角膜
炎;诊断
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0 引言
真菌性角膜炎刺激症状重,病情顽固,病程长,发病率

呈逐年上升趋势。 真菌性角膜炎引起的角膜症状往往迁
延不愈,如果控制不及时,病情可迅速发展,引起严重的眼
部并发症[1-2]。 因此,早期正确的诊断对指导疾病的预后
具有重要意义[3-4]。 共焦激光角膜显微镜能动态观察角
膜组织层次,清晰显示组织中的菌丝和孢子的情况,是一
种无损伤、快速、可重复进行检测的活体检查方法,安全性
和敏感性高,在临床上的应用已经日益广泛[5-6]。 本研究
选择拟诊为真菌性角膜炎患者 77 例 77 眼,对比分析激光
共焦显微镜检查和角膜组织刮片检查对真菌性角膜炎真
菌检出率的情况。
1 对象和方法
1. 1 对象摇 收集 2016-05 / 08 我院治疗的拟诊为真菌性角
膜炎患者 77 例 77 眼,均为单眼。 其中男 44 例,女 33 例,年
龄 17 ~67(平均 41. 55依4. 32)岁。 其中农民 34 眼,工人 21
眼,其他职业22 眼。 病程4 ~49(平均11. 89依3. 38)d。 有明
确植物外伤史者 31 眼。 视力:光感 ~ 0. 4。 病变范围 2mm
至全角膜,角膜炎深度 1 / 5 ~ 2 / 3 角膜厚度。 根据裂隙灯观
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察的角膜病灶特点,结合植物性角膜外伤史作出初步诊断。
刮取角膜溃疡组织并接种于沙氏培养基试管中,25益温箱
孵育培养 3 ~18d,观察到菌丝或孢子即可确定诊断。
1. 2 方法
1. 2. 1 共焦激光显微镜检查方法 摇 采用 HRT-域型共焦
激光角膜显微镜, 4g / L 盐酸奥布卡因滴眼液麻醉,开睑器
开睑,患者的前额及下颌固定在托架上,在共焦显微镜的
物镜表面均匀涂上医用眼部凝胶,调整显微镜头焦距和位
置,调整患者眼位嘱其注视前方固定点,选定角膜病灶处
最清晰图像,按下记录钮保存图片。 从角膜上皮细胞层开
始扫描,按照从表及里的顺序对角膜各层进行扫描并记录
图像,以上所有操作均由同一名医师在同一台仪器上
完成。
1. 2. 2 角膜组织刮片检查摇 操作过程严格遵守无菌操作。
盐酸奥布卡因滴眼液表面麻醉,置开睑器开睑,用一次性
眼科手术圆刀片轻轻刮取溃疡的浸润致密处,操作过程中
避免向角膜方向施加压力,将坏死组织涂于载玻片上,保
证组织尽量铺开无叠加,滴 10mL / L KOH 液 1 ~ 2 滴后覆
盖盖玻片,显微镜下观察菌丝或孢子。
1. 2. 3 观察指标摇 观察不同菌丝的密度、荧光含量、长度、
直径以及菌丝炎性细胞密度;菌丝密度以单位面积
(1mm2)菌丝长度表示;荧光含量用共焦显微镜 Z-Scan 曲
线进行测量,炎性密度以单位面积(1mm2)炎性细胞个数
表示。

统计学分析:采用 SPSS18. 0 软件包进行统计学分析,
计数资料采用卡方检验;计量资料以 軃x依s 表示,采用单因
素方差分析和 Pearson 相关分析,以 P<0. 05 为差异有统
计学意义。
2 结果
2. 1 激光共焦显微镜检查与角膜组织刮片检查结果 摇 激
光共焦显微镜显示:黑暗背景可见真菌菌丝为强反光线型
结构,直径一般 2 ~ 6滋m,长短不一,杂乱无章的交错排列,
部分菌丝有分节或分支(图 1);角膜组织刮片显示:角膜
坏死组织呈溶解状,孢子较为清晰,没有分节,多呈椭圆
形,菌丝显现折光反应(图 2)。
2. 2 激光共焦显微镜检查与角膜组织刮片检查结果
分析 摇 真菌性角膜炎患者 77 眼中,激光共焦显微镜检出
阳性 66 眼,阴性 11 眼,检出率为 86% ;角膜组织刮片检查
确诊阳性 51 眼,阴性 26 眼,检出率为 66% 。 两者检出率
比较,差异具有统计学意义(字2 =8,P<0. 05)。
2. 3 不同菌丝的密度、荧光含量、长度、直径和炎性细胞密
度比较摇 不同菌丝的密度、荧光含量、长度、直径以及炎性
细胞密度比较,差异均有统计学意义(P<0. 05),菌丝密度
与炎性细胞密度呈负相关(P<0. 05,表 1)。
3 讨论

目前实验室诊断真菌性角膜炎的方法包括共焦激光显
微镜检查、PCR 技术、真菌活检、真菌培养、角膜组织刮片检
查等[7-10]。 角膜组织刮片检查,因其操作相对简单、无需
特殊设备、耗时相对较短、价格低廉,而在基层医院得到广
泛应用[11-15]。 但是该检查方法受取材部位影响较大,如
果溃疡病灶很深,或者表层角膜被大量坏死组织覆盖时,
很难刮取含有真菌的角膜组织,增加了漏诊率。 部分患者
就诊时溃疡病灶已经浸润很深,角膜组织仅剩薄薄一层,
不适合在病灶表面刮除坏死组织,因而限制了角膜组织刮

图 1摇 共焦激光显微镜观察真菌性角膜炎组织学表现(伊800)。

图 2摇 角膜组织刮片观察菌丝及孢子形态(伊1 200)。

片检查的应用[16-17]。 此外,该检查方法还存在敏感性相
对低、主观性差的缺点。
摇 摇 激光共焦显微镜检查作为一种无创伤的活体检查手
段,能清晰显示活体角膜各种细胞成分及角膜各层组织结
构[18],动态观察菌丝和孢子的情况。 观察机器的发射光
源为 670nm,放大倍率为 800,分辨率 1HM,对扫描部位可
进行多方式反复扫描(连续动态扫描断层、平面动态扫
描、单幅扫描、横向扫描、纵向断层式扫描),可重复进行
检测,安全性和敏感性高。 通过激光共焦显微镜检查可以
准确测量菌丝的长度和直径,并通过计算得到菌丝的密
度、荧光含量、炎性细胞密度等量化指标,直接观察并记录
树枝状真菌菌丝、线状真菌菌丝、段状真菌菌丝及孢子的
形态特征[19-20]。 表 1 的观察结果显示,不同类型的真菌
感染中,以树枝状菌丝和线状菌丝最常见,激光共焦显微
镜对真菌性角膜炎的诊断以观察到菌丝为依据,也能观察
到孢子,且观察到的菌丝和孢子与角膜组织刮片检查所见
相似。 此外,激光共焦显微镜可以量化分析炎性细胞密
度,综合性地判断病情的转归,为指导真菌性角膜炎临床
药物治疗提供客观依据。 表 1 研究结果显示,菌丝密度与
炎性细胞密度呈负相关。 分析原因:部分患者角膜溃疡较
深或者病变范围较大时,由于感染灶内大量炎细胞聚集,
共焦显微镜为普通灯光源(100W / 12V),穿透组织能力有
限,当真菌浸润角膜基质较深时,主要显示的是炎症细胞
聚集;另有部分患者经过局部或全身的抗细菌、抗病毒治
疗,包括多次的碘酊烧灼,导致溃疡表面被大量的坏死组
织覆盖,病灶内的坏死组织与菌丝折光度相似,造成病灶
处图像模糊,无法观察到清晰的菌丝图像。 临床工作中我
们发现,部分患者在角膜上皮愈合后在角膜浅基质中仍残
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摇 摇表 1摇 不同菌丝的密度、荧光含量、长度、直径以及炎性细胞密度比较 軃x依s

菌丝类别
菌丝密度

(个 / mm2)
荧光含量 长度(滋m) 直径(滋m)

炎性细胞密度

(个 / mm2)
树枝状菌丝 2542. 62依137. 75 566. 97依69. 56 379. 56依87. 19 - 38. 65依9. 68
线状菌丝 1967. 44依155. 94a 356. 53依87. 30a 234. 06依87. 43a 3. 77依1. 08 47. 29依8. 21a

段状菌丝 1645. 95依206. 78a,c 265. 72依87. 54a,c 46. 74依87. 14a,c 4. 08依1. 68c 70. 20依8. 47a,c

真菌孢子 1007. 05依189. 37a,c,e 187. 48依87. 00a,c,e 16. 32依1. 32c,e 107. 42依12. 42a,c,e

摇
F 9. 67 10. 43 44. 90 20. 54 13. 78
P <0. 05 <0. 05 <0. 05 <0. 05 <0. 05

注:aP<0. 05 vs 树枝状菌丝,cP<0. 05 vs 线状菌丝,eP<0. 05 vs 段状菌丝。

存少量菌丝或炎性细胞,对此类患者应继续用药巩固治
疗,如果过早停用抗真菌药物,极有可能出现病情复发。

既往有大量学者就激光角膜共焦显微镜对真菌性角
膜炎的诊断效果进行分析,均显示该检查方法具有快速、
无创伤、 有效等优点, 更有利于提高患者真 菌 检 出
率[19-20]。 我们的研究结果与之相似。 根据临床观察结果
我们认为,角膜刮片和激光角膜共焦显微镜的检查时间都
相对较短,但是与激光角膜共焦显微镜相比,角膜刮片属
于有创检查,需刮取部分角膜组织,诊断阳性率相对较低;
而激光角膜共焦显微镜因其无创的特点而更能被患者所
接受。 但激光角膜共焦显微镜检查也存在自身的局限性,
如无法对组织进行染色显影,不能确定真菌的确切种类。

综上所述,激光角膜共焦显微镜检查的安全性和敏感
性相对较高,更有利于提高患者真菌检出率,角膜组织刮
片检查作为辅助检测方法对提高准确诊断率有积极意义,
如果能将两种检查方法结合起来,对提高真菌性角膜炎患
者的诊断率具有重要意义。
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