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摘要
微生物混合感染性角膜炎是一种因角膜感染ꎬ严重时会致
盲的眼表疾病ꎬ起病急、发展迅速ꎬ严重时会引起角膜穿
孔ꎬ可致视力下降或视力丧失ꎮ 建立微生物混合感染性角
膜炎动物模型有利于探索其发病机制、预防、临床诊断和
治疗等ꎮ 本文对微生物混合感染性角膜炎动物模型的制
作方法及造模感染成功后的鉴定方法进行综述ꎬ旨在为进
一步开发、研究该病的动物模型提供参考ꎮ
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０引言
微生物角膜炎(ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｋｅｒａｔｉｔｉｓꎬＭＫ)是细菌、真菌、

病毒、寄生虫或多种感染因子混合感染人或哺乳类动物眼
部引起创伤或感染的角膜疾病[１]ꎮ ＭＫ 是单侧角膜失明
的重要原因之一[２]ꎬ在热带地区ꎬ真菌性角膜炎( ｆｕｎｇａｌ
ｋｅｒａｔｉｔｉｓꎬＦＫ) 约占所有 ＭＫ 的 ４０％ [３]ꎬ我国 ＦＫ 的致病菌
主要为两种ꎬ分别是镰刀菌属 ( ２５. ５％) 和曲霉菌属
(１０.３％) [４]ꎻ而 在 温 带 地 区ꎬ 细 菌 性 角 膜 炎 ( ｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｋｅｒａｔｉｔｉｓꎬＢＫ)更为常见[５]ꎬ致病菌中比例最大的是表皮葡
萄球菌占 ３４.５％ꎬ其次是肺炎链球菌占 １３％ꎬ最后是金黄
色葡萄球菌占 １０.２％等[６]ꎮ 由两种以上微生物引起的角
膜混合感染相对少见ꎬ其可能是合并感染ꎬ也可能是继发
于现有微生物的二次感染ꎮ 最近一份关于角膜感染的报
告指出ꎬ存在混合感染的现象ꎬ细菌和真菌混合感染的比
例占 １.９％ꎬ而细菌和棘阿米巴原虫的混合感染要更多一
些ꎬ占比为 １５.８％ [７]ꎮ 另外ꎬ一些病例报告里面ꎬ对于不同
种的细菌和真菌ꎬ分别进行了混合感染的相关介绍ꎬ例如
表皮葡萄球菌和镰刀菌属[８]、真菌和革兰阳性球菌[９]、假
单胞菌和烟曲霉菌[１０]等ꎮ 混合感染性角膜炎引起的角膜
炎症会损害角膜上皮和角膜深层ꎬ严重时会引起角膜穿
孔[１１]ꎬ进一步导致视力下降ꎬ甚至视力丧失ꎬ有的患者需
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要摘除眼球或剜除眼内容物ꎬ才能防止病变进一步扩散至
全身ꎬ因此ꎬ及时有效地治疗对控制病变的发展十分重要ꎮ
由于混合感染性角膜炎的病理机制尚不明确ꎬ建立动物模
型对于探索其发病机制具有重要意义ꎮ 与此同时ꎬ动物模
型的建立也有助于该病的预防、诊断和治疗等ꎮ 本文对近
年来国内外微生物混合感染性角膜炎动物疾病模型制备
方法进行总结ꎮ
１实验动物的选择

在医学研究方面ꎬ建立动物模型是非常有必要的ꎬ可
以帮助人类对疾病进行预测、预防ꎬ进而提前进行干预、治
疗ꎬ控制疾病的发生发展ꎮ 因此在研究许多重大疾病的时
候ꎬ需要建立相应的动物模型ꎬ但缺乏合适的动物模型一
直是全球各个国家关注并需要攻克的难题ꎬ人们也在不断
建立和完善各类疾病动物模型[１２]ꎮ 建立模型的时候ꎬ对
于动物的挑选ꎬ需要根据菌种的相关特征及实验需求ꎬ找
到最为合适的实验动物ꎮ

目前研究中使用的动物主要有兔、鼠、猴[１３]ꎮ 与人类
的角膜相比ꎬ兔角膜要更大一些ꎬ易于手术操作ꎬ在手术过
程中及术后ꎬ也可以更细致的观察到角膜局部的变化ꎬ而
且兔的结膜是红色的ꎬ其前房出现的纤维蛋白更容易被发
现、观察ꎻ同时ꎬ可以获得较多的实验标本ꎬ还可以获得更
多具有实用性的疾病参数ꎬ兔子中有两个国家的品种使用
较为广泛ꎬ一个是新西兰的白兔ꎬ一个是荷兰的带纹
兔[１４－１５]ꎮ 但从免疫学观点看ꎬ实验用兔并不是完全没有
缺点的ꎬ存在一定的局限性ꎬ它的繁殖发生在较为亲近的
群体当中ꎬ存在组织相容性ꎬ由于不是近交系动物ꎬ很难确
定其免疫遗传背景[１６]ꎬ这些都会给实验造成不确定性和
稳定性差ꎮ 小鼠的角膜与人类相比较小ꎬ无论是在手术操
作方面ꎬ还是在取材方面ꎬ都没有兔眼简便ꎬ而且不利于微
生物混合感染大体形态学的观察ꎮ 虽然小鼠缺陷很明显ꎬ
但也不能忽视它的优势ꎮ 因为小鼠不仅具有较多的近交
系品系ꎬ还具有较多的远交系品系ꎬ特别是近年来广为人
知的转基因研究ꎬ转基因后获得的小鼠ꎬ可以对一些特殊
因子进行针对性分析ꎬ同时提供生物制剂ꎬ除了 ＢＡＬＢ / ｃ
小鼠外ꎬ还有 Ｃ５７ＢＬ / ６ 品系小鼠ꎬ它们都是实验中经常用
到的品系类型ꎮ 两类小鼠进行比较后发现ꎬ第一类小鼠更
加敏感一些ꎬ针对细菌感染的程度更高[１７]ꎬ实验上更为常
用ꎮ 猴属于灵长类动物ꎬ猴眼的各层组织结构特别是角
膜ꎬ与人眼极其相似ꎬ实验人员发现ꎬ用猴子造模能更好地
模拟疾病的发生发展及转归[１８]ꎮ 但是因为猴子价格昂
贵ꎬ在实际工作中操作不便ꎬ不能进行大规模、大批量的实
验ꎬ也不能获得较多的实验标本ꎬ故猴子造模应用较少ꎮ
近年来ꎬ树鼩( ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ)模型越来越得到人们的关注ꎮ
树鼩不仅体型小、生殖周期短、寿命短ꎬ饲养成本也低ꎬ是
现代生物医学研究中最有望替代灵长类动物的一类实验
动物[１９]ꎮ 树鼩角膜大小适中ꎬ角膜各层结构和人类角膜
较相似[２０]ꎬ而且与啮齿类相比ꎬ与人类亲缘关系更近[２１]ꎬ
作为造模动物来说ꎬ是角膜疾病较为理想的造模动物ꎮ 但
树鼩研究历史较短ꎬ无特异性抗体ꎬ缺乏特异性强的诊断
试剂ꎬ因此其实验结果的特异性、可靠性不高ꎬ还有待进一
步研究ꎮ 其他还有用豚鼠、猫等动物作为模型ꎮ

因为实验动物大多数为近亲交配ꎬ这与远系繁殖的人
类就有较大差异ꎮ 另外根据实验动物的不同ꎬ在解剖上也
存在不同的特征ꎬ其他还包括组织成分、功能组件的差别ꎬ
如人的角膜直径大约为 １１ ~ １２ｍｍꎬ而兔的角膜直径为

１３ｍｍꎬ鼠的角膜直径 ２.２~３.５ｍｍꎬ树鼩则为 ８~ ９ｍｍ[２２－２３]ꎬ
四者进行对比ꎬ人类的角膜厚度最厚ꎬ眨眼间隔时间较短ꎬ
只有 ２.８ｓꎬ但兔子和小鼠的眨眼间隔时间ꎬ是人类的 １０ 倍
不止ꎬ达到 ３０ｓꎻ另外ꎬ只有兔子眼表有一层瞬膜ꎬ而人类
没有ꎬ这会造成眼表观察时的各种差异[２４]ꎮ 所以ꎬ不管动
物在某些方面的特征与人类有多么相近ꎬ依然不能完全替
代人类ꎬ实验造模的时候还是存在差异ꎮ 选择好适合的动
物类型后ꎬ需要先适应性饲养 ７ｄ 左右ꎬ使用放大镜或手电
筒检查动物双眼是否存在眼疾ꎬ进行相关实验操作的时
候ꎬ需要给予实验动物一定的关爱ꎬ 且不违 背 动 物
伦理[２５]ꎮ
２菌株的选择

建立混合感染性角膜炎动物模型要根据流行病学调
查结果或实验要求ꎬ选择临床常见混合感染菌种ꎬ以便动
物模型能广泛应用于临床ꎬ促进临床混合感染性角膜炎的
防治进展ꎮ

细菌和真菌是角膜混合感染最常见的类型ꎮ 被报道
较多的有葡萄球菌属、曲霉菌属及镰刀菌属[３ꎬ ２６－２８]ꎮ 许多
疾病中都描述了细菌与真菌之间的相互作用ꎬ包括真菌和
革兰氏阳性菌ꎬ如戈登链球菌和白色念珠菌[２９]、金黄色葡
萄球菌与新型隐球菌[３０] 以及金黄色葡萄球菌和烟曲
霉[３１]ꎮ 其中ꎬＧｒａｎｉｌｌｏ 等[３１] 在研究中发现ꎬ金黄色葡萄球
菌在混合生物膜中抑制了烟曲霉的生长ꎮ 最近一份关于
感染性角膜炎的报告指出ꎬ在所有 ３１８３ 例病例中ꎬ有
２.３９％的病例为细菌和真菌混合感染[３２]ꎮ Ａｈｎ 等[８] 进行
了一项历时 ８ａ(２０００ / ２００７ 年)的关于细菌和真菌性混合
感染角膜炎的回顾性研究ꎬ报告称混合感染最常见的微生
物 组 合 是 镰 刀 菌 ( ｆｕｓａｒｉｕｍ ) 和 表 皮 葡 萄 球 菌
(ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ)占 ３９％ꎮ 革兰氏阳性菌在细
菌中最常见(占细菌培养总数的 ７９％)ꎬ其中表皮葡萄球
菌占 比 最 大ꎬ 达 到 了 ４５％ꎬ 其 次 是 草 绿 色 链 球 菌
( ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｖｉｒｉｄａｎｓ ) 占 １１％ꎮ 真 菌 中ꎬ 丝 状 真 菌
(ｆｉｌａｍｅｎｔｏｕｓ ｆｕｎｇｉ) 占主导地位 (占所有真菌培养物的
７９％)ꎬ其中最常见的是镰刀菌属占 ５６％ꎬ其次是念珠菌种
(ｃａｎｄｉｄａ)占 １２％ꎮ 结合以往的病例报道发现ꎬ临床上细
菌真菌混合感染较为常见ꎬ但是在建立 ＦＫ 动物模型时ꎬ
因为实验动物普遍对真菌不易感ꎬ常常需要对实验动物进
行免疫抑制ꎬ而免疫抑制会加重细菌的感染ꎬ因此免疫抑
制可能会对建立细菌真菌混合感染动物模型产生一定
影响ꎮ

实验结果除了具有真实可靠性以外ꎬ还需要具备可重
复性ꎬ进行动物模型制作时ꎬ尽可能选用权威微生物种保
存机构(如 Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｔｉｓｓｕｅ Ｃｕｌｔｕｒｅ ＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎꎬＡＴＣＣꎻ中国
科学院微生物研究所等)保存的标准菌株ꎬ最好选用临床
混合感染性角膜炎患者的分离标本ꎮ
３操作方法
３.１菌液配制　 在实验开始前 ２４ｈ 或 ４８ｈꎬ将菌种接种于
营养琼脂斜面进行活化ꎬ细菌菌株如化脓性链球菌ꎬ接种
于血琼脂培养基[３３]ꎬ如果是大肠埃希菌ꎬ接种于中国蓝培
养基[３４]ꎬ３７℃下恒温培养 １ ~ ２ｄꎻ真菌菌株一般接种于沙
保氏培养基(ｓａｂｏｕｒａｕｄ ｄｅｘｔｒｏｓｅｅ ａｇａｒꎬＳＤＡ)或马铃薯葡萄
糖琼脂培养基(ｐｏｔａｔｏ ｅｘｔｒｏｓｅ ａｇａｒꎬＰＤＡ)３０℃温度或室温
条件下培养 ７２ｈꎻ挑取生长良好的菌落振荡培养ꎬ配制微
生物混 悬 液ꎮ 细 菌 浓 度 大 多 数 情 况 下 为 １ × １０８ ~
１×１０１０ＣＦＵ / ｍＬ[３５]ꎻ关于真菌菌液浓度ꎬ国内外报道的结
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果不一ꎬ浓度从 １０６ ~ １０１０ＣＦＵ / ｍＬ 不等[３６－３８]ꎮ Ｗｕ 等[３９] 利
用鼠制作真菌感染模型的过程中发现ꎬ角膜上皮损伤后ꎬ
真菌接种至少需要 １０２ＣＦＵ / ｍＬ 才能引起角膜感染ꎻ随着
菌液浓度的增加ꎬ角膜的感染成功率提高ꎬ而一次接种达
到１０６ＣＦＵ / ｍＬ 就足以使所有角膜感染真菌ꎮ

菌液配制并不是统一的标准ꎬ需要根据微生物的具体
功能进行调节ꎬ例如对肺炎链球菌进行培养时ꎬ选择羊血
琼脂培养基ꎬ还要加入 ５％ ＣＯ２

[４０]ꎮ 不同菌种间毒力、致
病性有所区别ꎬ且存在相互拮抗抑制的可能ꎬ混合感染时
不同菌液的浓度选择对实验的成功至关重要ꎮ
３.２微生物接种方法
３.２.１ 角膜表面划痕法 　 二十世纪七十年代初期ꎬＧｅｒｋｅ
等[４１]首次提出用角膜表面划痕法通过小鼠制作绿脓杆菌
模型ꎬ此方法一经推出ꎬ就获得了众多学者的支持和尝试ꎮ
该方法在不划破基质侵入前房的前提下ꎬ使用无菌
２５~３０Ｇ注射针头在角膜表面划出长度为 １ｍｍ 左右的３~５
道平行的伤口ꎬ选择吸液管将菌液(一般为 ５μＬ)接种于
小鼠的角膜表面[４２－４３]ꎮ 此方法优点:易于操作ꎬ感染需要
的时间较短ꎬ同时对于病原微生物和角膜伤口而言ꎬ可以
促进它们之间的相互作用ꎻ缺点:感染率偏低ꎮ 另外菌液
流动性较好ꎬ较早滴加的菌液可快速弥散于受损角膜ꎬ可
能对后滴加的菌种造成影响ꎬ降低后者的侵袭性ꎮ 因此ꎬ
此方法需进行改进ꎬ例如进一步明确所接种病原微生物的
种类以及固定或麻醉实验动物的时间ꎬ以增加病原微生物
的感染率ꎮ
３.２.２基质内注射法 　 到了二十世纪七十年代中后期ꎬ
Ｋｕｐｆｅｒｍａｎ 等[４４]提出了角膜基质内注射模型ꎮ 用微量注
射器定量抽取适量(一般为 ５μＬ)的菌液ꎬ选择角膜近中
心处进针ꎬ针尖进入至角膜实质层下 １ / ３ꎬ形成白色菌斑ꎬ
直径范围在 ５~６ｍｍꎮ 优点:该方法操作方便ꎬ具有良好的
重复性ꎮ 对于感染具有难度的菌株ꎬ例如真菌感染ꎬ也能
起到相应的效果ꎬ具有较高的感染率ꎻ缺点:此方法的感染
过程在一定程度上破坏了实验动物角膜的正常结构ꎬ与人
角膜自然感染过程存在较大差异ꎬ所以此法更多是用来判
断角膜炎药物疗效和探究诊断方法ꎮ
３.２.３角膜接触镜法 　 随着配戴隐形眼镜的人数不断增
多ꎬ角膜接触镜引发的角膜感染也越来越常见ꎬ学者们结
合角膜表面划痕法ꎬ提出了角膜接触镜法ꎮ 即对于实验动
物的角膜直径进行标记ꎬ使用角膜环钻ꎬ将上皮去除ꎬ戴上
角膜接触镜ꎬ并滴入适量菌液ꎬ或在培养基上将角膜接触
镜与适当浓度(多为 １０８ＣＦＵ / ｍＬ)菌液一同培养 ２４ｈꎬ温度
保持在 ３０℃ꎬ然后戴在损伤角膜表面ꎮ 缝闭眼睑ꎬ完成接
种后的 ４８ｈꎬ再拆除缝线ꎬ用裂隙灯进行观察ꎮ 有关研究
表明ꎬ低氧性损伤是发生感染的前提ꎬ隐形眼镜相关角膜
感染最有可能是由于低氧透接触镜导致的[４５]ꎮ 所以ꎬ在
建立模型的时候ꎬ如果想将角膜感染率提高ꎬ可以通过建
立缺氧模型来实现ꎮ 此方法的优势为:将病原微生物感染
角膜的过程尽可能地进行了模拟和还原ꎬ不仅提高了感染
率ꎬ还能对发病过程及机制进行研究ꎻ缺陷则是操作具有
一定的难度ꎬ需要更多的时间ꎬ对于实验动物的麻醉时间
及实验操作人员ꎬ有比较严格的要求ꎮ
３.２. ４ “微口袋”法 　 为了建立混合感染模型ꎬ Ｐｏｎｃｅ －
Ａｎｇｕｌｏ 等[４６]采用了一种称为“微口袋”的新技术ꎬ他们使
用的方法是在接种金黄色葡萄球菌及镰刀菌前ꎬ预先用环
磷酰胺和甲基强的松龙联合处理实验用小鼠(分别于接

种前 ５、３、１ｄ 肌内注射 ８０ｍｇ / ｋｇ 甲基强的松龙及１５０ｍｇ / ｋｇ
环磷酰胺)ꎬ制造出免疫低下的动物模型ꎮ 每个微口袋的
长度为 ２ｍｍꎬ用针头在角巩膜缘制造一个病变ꎬ操作时要
小心谨慎ꎬ以免角膜穿孔和改变眼睛的内部结构ꎬ将细菌
和真菌细胞以相同浓度 １×１０５ＣＦＵ / ｍＬ 同时接种到角膜组
织中ꎬ闭合动物睑裂几秒钟ꎬ保证角膜里面菌液的分布是
均匀的ꎮ 针刺的程度不一ꎬ会造成不同程度的创伤ꎬ伤及
角膜基质可能会影响混合感染的自然病程ꎬ不同个体间的
感染病变也可能因为创伤程度不同而变化ꎬ使动物模型的
稳定性不佳ꎬ此法还有待进一步的研究ꎮ
４感染成功后的鉴定方法

造模后需要对实验动物进行诊断及鉴定诊断ꎬ看角膜
是否有微生物感染ꎬ是单一菌种感染还是混合感染ꎻ同时
还需要鉴定感染病原菌ꎬ确定是哪种病原微生物导致的
感染ꎮ
４.１病原学培养检测　 对于感染性角膜炎来说ꎬ微生物学
是主要诊断方法ꎬ临床上常用的基本诊断工具依次有:涂
片、培养和敏感性测定ꎬ是检测角膜感染的“金标准” [４７]ꎮ
主要目的是对真菌、细菌及阿米巴原虫进行分离、培养及
鉴定ꎮ 不同菌种检测操作方法如下:(１)马铃薯葡萄糖斜
面培养基的真菌培养:标本接种后ꎬ待菌落生长ꎬ利用胶带
法和小培养法ꎬ对真菌种属进行鉴定ꎮ (２)血平板、巧克
力平板的细菌培养:标本接种于两种平板后ꎬ放在营养肉
汤中ꎬ等待细菌增长ꎬ任意两种培养基培养阳性后ꎬ分离出
单个菌落ꎬ然后鉴定出细菌的种类ꎮ (３)阿米巴培养:标
本接种后ꎬ添加 ５０μＬ 大肠杆菌菌液共同培养ꎬ利用斜面
镜观察ꎬ找到阿米巴滋养体或者包囊为阳性ꎮ

平板培养的优点:可选择混合感染的菌种适宜的平
板ꎬ刮取角膜组织进行平板培养后ꎬ可在平板上观察到不
同的微生物生长ꎬ是较为直观的鉴别方法ꎬ同时可进一步
分离纯化菌种进行鉴定ꎮ 但由于混合感染的病原菌生长
周期各不相同ꎬ如细菌真菌混合感染ꎬ细菌生长相对较快ꎬ
真菌生长相对缓慢ꎬ培养时长增加等因素ꎬ会影响平板培
养的阳性检出率ꎮ
４.２角膜涂片染色细胞学检查　 首先ꎬ取材部位为动物模
型角膜病灶处ꎬ及时涂片ꎬ使用甲醇原液进行固定ꎬ时间一
般为 ６０~１２０ｓꎬ然后用稀释吉姆萨染液染色后直接镜检ꎬ
经济快捷、可反复操作、准确率高ꎬ并可镜下直接检测有无
真菌或细菌感染ꎬ协助早期确定诊断ꎬ目前是我国快速诊
断感染性角膜炎的主要检测技术[４８]ꎮ 除了以上染色方
法ꎬ还可以选择荧光染液对真菌进行荧光染色检测ꎬ在荧
光显微镜下可以观察到真菌的长丝状蓝色或者蓝紫色高
亮荧光[４９]ꎮ

该法方便快捷ꎬ可以迅速对感染性角膜炎做出诊断ꎻ
但当取材部位不准确或有所遗漏时ꎬ涂片也会呈假阴性结
果ꎮ 因此ꎬ需要掌握正确的取材方法ꎬ注意刮取不同的角
膜病灶处ꎬ进行染色、镜检、观察ꎮ
４.３角膜激光共焦显微镜检查　 麻醉或处死动物后ꎬ将激
光扫描摄像头的位置调节好ꎬ使激光光束位于角膜病变区
域ꎮ 利用非连续手动扫描模式ꎬ对病灶区进行扫描ꎮ 优点
是可以对感染性角膜炎的病原体影像如真菌菌丝ꎬ阿米巴
包囊、空囊、滋养体ꎬ快速进行诊断[５０]ꎮ 但是共焦显微镜
属于形态学检测[５１]ꎬ大部分感染性角膜炎在共聚焦显微
镜下的主要特征是出现炎症细胞ꎬ因此若是细菌混合感
染ꎬ或真菌、阿米巴感染症状不典型ꎬ则无法区分ꎮ
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４.４ １６Ｓ ｒＲＮＡ基因序列分析法　 提取病原菌的 ＤＮＡꎬ采
用通过引物经 ＰＣＲ 扩增 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因片段ꎬ然后对扩增
片段进行测序ꎮ 此方法特异性高ꎬ可以用于感染性角膜炎
检测尤其是不清楚感染病原菌及排除其他病原菌同时感
染的情况[５２]ꎮ

但是混合感染若不进行纯化ꎬ扩增时不同菌种的引物
不同ꎬ可能会导致扩增失败或导致鉴定错误ꎮ 同一菌种采
用通用引物进行扩增ꎬ结果出现双峰ꎬ对鉴定结果也会产
生影响ꎮ 为了避免鉴定失败ꎬ可先将菌种平板培养后分离
纯化ꎬ再进行测序ꎬ或进行高通量测序ꎮ
５小结

综上所述ꎬ微生物混合感染性角膜炎逐渐增多ꎬ严重
威胁着人类的眼部健康ꎬ必须给予重视ꎮ 为了更好地研究
人类微生物混合感染性角膜炎的发病机制ꎬ就需要掌握一
系列感染成功率高、疾病发生发展过程与人角膜混合感染
的过程相似、一致性强的动物模型制作的方法ꎮ 但目前存
在较多的问题和困难ꎬ需要进一步的尝试和克服ꎬ以保证
动物实验研究的成果客观、可信、可重复ꎬ能够为探索该病
的发病机制和指导临床提供重要的基础ꎬ降低其致盲率ꎬ
为感染性眼科疾病做出巨大贡献ꎬ并让研究能够更进
一步ꎮ
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