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Abstract
誗 As a powerful molecular biological tool, polymerase
chain reaction (PCR) can detect pathogens in intraocular
fluids at the early stage of infectious uveitis cases. It takes
tiny amount of samples, short examination duration with
high detective sensitivity and specificity. PCR detection of
pathogens is superior to routine diagnostic approaches
such as serological antibody detection and pathogen
culture. It provides a potential method in early diagnosis
of infectious uveitis and evaluation of therapeutic efficacy.
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摘要
聚合酶链反应(polymerase chain reaction, PCR)是一种有
力的分子生物学工具,检测所需标本量少,耗时短,敏感性
高,对于某些不典型的感染性葡萄膜炎,PCR 能够在感染
早期从极少量眼内液中检测出病原体的复制数量,提高诊
断的效率。 与传统的血清学抗体检测、病原微生物培养相
比,PCR 在辅助诊断方面表现出更大的优势。
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0 引言
摇 摇 在发达国家,感染性葡萄膜炎在葡萄膜炎所占比例为
11% ~ 21% [1],在发展中国家则为 30% ~ 50% [1]。 感染
性葡萄膜炎可由病毒、细菌、真菌、螺旋体、寄生虫等病原
体感染引起,尽管根据典型临床表现可以诊断少数典型病
例,但对于大多数不典型病例(尤其在疾病早期),很难将
其与非感染性葡萄膜炎区分开来[2]。 急性进展的疾病
(如急性视网膜坏死、细菌性眼内炎),正确的诊断和治疗
刻不容缓。 慢性进展的感染性疾病,如弓形虫脉络膜视网
膜炎以及真菌性眼内炎,在没有使用相应抗生素的情况下
一味使用强的松会使病情加剧[2]。 因此,合适的实验室病
原学检查很有必要。 目前临床常见的葡萄膜炎病原体检
查主要有血清抗原抗体检测、眼内液涂片镜检、细菌真菌
培养[2],但它们各自都存在局限性。 血液中的病原体检测
并不一定能真实地反映眼局部病灶的状况,抗原抗体的产
生具有明显的时效性和滞后性并且受到机体免疫状态的
制约,有时大量 IgG 的产生会影响到 IgM 的检测,导致结
果假阴性。 眼内液涂片的灵敏度不高,约为 22. 05% ~
44% [3-5]。 细菌真菌培养耗时长,一般需要 3 ~ 7d,对于某
些要求苛刻的病原体可能还会更长,其灵敏度也不高,约
为 26% ~ 58. 2% [3-5];某些特殊病原体在一般的培养基上
不能生长,如厌氧菌、L 型细菌等,加大了发现这些病原体
的难度。 这些都限制了感染性葡萄膜炎的早期诊断以及
对于疾病进展的动态观察。 近年来,不断改进的聚合酶链
式反应(PCR)技术在感染性葡萄膜炎的辅助诊断方面得
到了越来越广泛的应用,具有很高的敏感性和特异性,对
于早期诊断很有价值。 本文就 PCR 对感染性葡萄膜炎患
者眼内液病原体的检测进行综述。
1 PCR技术概述

摇 摇 PCR 是体外酶促合成特异 DNA 或 RNA 片段的一种
方法,由高温变性、低温退火及适温延伸等三步反应组成
一个周期,循环进行,使 DNA 或 RNA 片段在数小时内得
以迅速扩增百万倍[6]。 PCR 的形式多种多样,以顺应各
种不同的检测需要:定量 PCR 可检测标本中特定序列的
拷贝数,评估病原体的侵袭数量;RT-PCR 即先将 RNA 用
逆转录酶转化为相应 cDNA 再进行扩增,检测靶基因的表
达;巢式 PCR 中包含了两对引物,第二对引物扩增片段位
于第一对 PCR 产物内部,提高反应的特异性;多重 PCR 在
对多对引物引导同时进行多种病原微生物的检测,经济
省时[7]。
2 感染性葡萄膜炎眼内液的取材与保存

摇 摇 在无菌条件下取 0. 02 ~ 0. 1mL 前房液或 0. 2 ~ 1mL
未稀释的玻璃体液送检,用无 DNA 的小管分装,放置
于-80毅冰箱或直接用于 PCR 检测[8]。 标本的反复冻融可
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导致 DNA 的突变或丢失、RNA 的降解[8]。 此外,不同取
材时间对感染性葡萄膜炎病原体的检出率有影响,尽管在
病毒性葡萄膜炎发作后 24h ~ 10wk 采用 PCR 可检测出病
毒 DNA,但在发病 1wk 内阳性检出率最高[9];而弓形虫性
葡萄膜炎在发作后 1wk ~ 4mo 可检测出弓形虫 DNA,但检
测高峰为发病后 3wk[9]。 从取材部位看,与前房液相比,
收集玻璃体液所致创伤相对较大,相对较难,因此如果二
者的灵敏度和特异度没有统计学显著差异时[10,11],常常
倾向于行前房液的 PCR 检测。
3 眼内液病原体的 PCR检测在感染性葡萄膜炎中的应用
3. 1 PCR 与病毒感染摇 病毒感染可引起多种眼部炎症,
如角膜炎、虹膜睫状体炎、小梁炎、巩膜炎以及坏死性视网
膜炎。 在有免疫活性的人群中,病毒性葡萄膜炎最常见的
病原体为单纯疱疹病毒、水痘-带状疱疹病毒;而巨细胞
病毒则是免疫抑制的人群中最常见的感染类型[12]。 在普
通人群中,疱疹类病毒血清 IgG 阳性率高达 86% ~100% [13],
因此在血清学抗体阳性而无病毒感染证据的患者中,PCR
法可能在眼内液中检出病毒,导致假阳性结果。 事实上,
Pendergast 等[13]对 75 例具有免疫活性且无病毒感染临床
证据的患者,采用 PCR 结合凝胶电泳法定性检测前房液
或玻璃体液中的疱疹病毒 DNA ( HSV, VZV, CMV 和
EBV),没有 1 例检测出病毒 DNA,眼内液 PCR 检测结果
与临床表现相吻合,由此推测,当病毒潜伏于眼内且尚未
大量复制,未造成眼内炎时,尚未破坏的血-眼屏障可能
阻挡血液或其他组织的病毒进入眼内液,因此即使血清
IgG 阳性眼内也可能检测不到病毒或仅检测到低拷贝的
病毒。
摇 摇 鉴于 PCR 扩增的优势,更多的学者开始探讨 PCR 方
法在病毒性脉络膜炎辅助诊断中的临床应用。 Harper
等[14]对 133 例临床诊断为坏死性疱疹病毒性视网膜炎、
巨细胞病毒性视网膜炎以及 EB 病毒性视网膜炎的患者
进行眼内液 PCR 病毒检测,前房液或玻璃体液 PCR 对相
应病毒的阳性检出率分别为 88% ,82% 和 100% ,灵敏度
80. 9% ,特异度 97. 4% 。 Westeneng 等[15] 比较分析 56 例
病毒性葡萄膜炎疑似患者的眼内液,发现 PCR 法的病毒
阳性率(94% )远远高于抗体阳性率(18% ),且特异性可
达到 98% ,显示 PCR 法较占优势,但该研究未能动态定量
观察治疗前后病毒 DNA 复制的数量变化。 Sugita 等[16] 对
111 例不明原因的、活动性葡萄膜炎患者的前房液或玻璃
体液,进行人类疱疹类病毒的多重 PCR 以及定量 PCR 检
测,其中 65% 患者检测出病毒拷贝,在这部分人中又有
65%患者病毒拷贝数超过 5伊103 copies / mL。 眼内液的高
拷贝病毒量揭示其在眼内的大量复制,强烈提示病毒直接
侵袭在这部分眼内炎症的发病机制中占据主导地位。 而
部分病毒高拷贝的患者已局部使用过一段时间糖皮质激
素,可能造成了眼局部的免疫抑制而导致人类疱疹病毒的
复制,故临床早期使用抗病毒药物很重要,多重 PCR 与定
量 PCR 的联合应用对于快捷地筛查患者以及判断患者病
毒感染的状态很有帮助。
3. 2 PCR与刚地弓形虫感染摇 刚地弓形虫主要引起脉络
膜视网膜炎,常常合并严重的玻璃体混浊,难以进行临床
诊断,需要借助弓形虫抗原抗体的检测。 但部分患者血清
学检查为阳性,而眼部表现却不典型[17];部分患者有眼部
表现 而 血 清 学 检 查 却 为 阴 性[18], 由 此 引 入 GWC
(Goldmann-Witmer coefficient) 法进行客观评价。 GWC

即:(眼内液弓形虫 IgG / 眼内液总 IgG) / (血清弓形虫
IgG / 血清总 IgG) [19],因同时对眼内液和血清中的弓形虫
IgG 与总 IgG 的比值进行比较,直接体现了眼部局部病灶
的感染情况,排除了其他部位感染对诊断的干扰,很大程
度地避免假阳性和假阴性。 采用 PCR 法对疑似患者的前
房液行弓形虫检测,阳性率仅为 36% ,而 GWC 法的阳性
率 92% [20]。 但抗体检测存在局限性,在免疫抑制的患者
抗体检测可能存在假阴性[21],且未能检测不典型种属的
弓形虫感染[22],而这正是 PCR 法检测的优势所在,PCR 联
合 GWC 可使前房液病原体检出阳性率由 36% (单用 PCR
检测)或 92% (单用 GWC 检测)提升到 97% (PCR 联合
GWC 检测) [23],成为不可或缺的选择。 因弓形虫常引起
后段葡萄膜炎,玻璃体液可能是检测眼内弓形虫感染的更
好样本[24],PCR 法检测还存在改进的空间:(1)就单一检
查而言,玻璃体液的 PCR 检测优于前房液检测[25];(2)玻
璃体液的 PCR 检查联合血清学的 GWC 可能为提高灵敏
度的最佳之选。 (3)运用多重 PCR 结合定量 PCR 检测,
眼内液(11 例前房液与 2 例玻璃体液)的阳性检出率提高
到 84. 6% (11 例 / 13 例), 77% (10 例 / 13 例)呈高拷贝
数[26]。 由此可见,PCR 对眼内弓形虫感染的诊断还是大
有裨益的。
3. 3 PCR与细菌和真菌感染摇 外伤、内眼手术、全身感染
性疾病等内源性因素均可以引起细菌感染性眼内炎。 常
规的细菌培养存在耗时长、敏感度低、特殊菌属还需选择
不同的培养基的缺点。 眼内液细菌培养阳性的患者,PCR
结果均呈阳性;但 PCR 检测的阳性率可达到 90% ,且经过
临床诊治验证,大大高于传统培养检测阳性率[27]。 细菌
核糖体 RNA 基因(即 16S rDNA)为细菌的通用基因[28],
针对其设计的引物可以检测出所有革兰氏阳性和革兰氏
阴性细菌[29],包括许多传统方法难以检测的细菌如结核
杆菌和其他一切不常见的细菌[30],阳性率可达到 95% ,远
远高于传统的涂片检测(47% )和细菌培养(53% ) [27]。
尤其是对于内眼手术后眼内反应严重的患者,早期不易判
断病因:究竟是感染占主导的亚急性细菌性眼内炎? 还是
免疫应答占主导的自身免疫性葡萄膜炎? 采用 PCR 法定
量检测眼内液的病原体数量,可以较好地回答这个问题。
摇 摇 与细菌感染类似,PCR 检测在真菌性眼内炎的辅助
诊断中占据优势,体现在:(1)眼内液中 PCR 检测真菌的
敏感性高,对于疑似真菌性眼内炎的患者,PCR 阳性的病
例中有半数真菌培养为阴性;(2)真菌培养耗时也长,血
清学抗原抗体检查灵敏度不高[31],因此 PCR 检测眼内液
真菌成了更好的选择。 针对念珠菌和曲霉菌的 18SrDNA
设计相应引物和探针,可检测出常见的念珠菌、镰刀菌和
曲霉菌,但不能检测其他类型的真菌 DNA[32]。 针对真菌
28SrDNA 设计的引物和探针可以检测到更多类别的真菌,
包括念珠菌、曲霉菌、毛藓菌、隐球菌、毛霉菌和青霉菌
等[33],拓展了 PCR 对真菌性眼内炎的检测范围。
摇 摇 采用通用引物可以明确细菌真菌感染,但仍需进一步
采用特定的探针和引物引导的 PCR 扩增,才能明确是哪
一种菌种感染。 而细菌真菌种类繁多,即使是多重 PCR,
所能检测的数量仍旧有限。 因此在 PCR 的基础上采用
DNA 微阵列芯片技术,一次性快速检测多达 76 种不同细
菌真菌的基因[34],既便于发现多重感染,又能准确辨别感
染病原体的种类,为临床诊断和治疗展示了美好前景。
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4 PCR在感染性葡萄膜炎诊断中存在的问题
摇 摇 尽管 PCR 检测在众多病原体检测中表现出很高的灵
敏度和特异性,要求的标本数量极少,能够快速做出诊断,
但它也有自身的局限性。 (1)由于部分疾病没有诊断的
金指标,很难判断 PCR 结果是否为假阴性,故尽管 PCR 结
果为阴性,但仍需结合病史、临床表现以及其他辅助检查,
必要时还要综合患者对治疗的反应做出推断,以防漏诊。
(2)PCR 检测价格较一般检查昂贵,而眼内液的检查又是
有创伤性的,难以将其列入常规检查。 为了避免过度检
查,对于什么样的患者做眼内液 PCR 检测利大于弊,各篇
文献中的标准不一。 (3)经 PCR 法检测出高拷贝的病原
体数量,显示病原体可能处于复制阶段;但是低拷贝的病
原体数量代表着什么呢? 它与病毒感染有没有关系? 以
及诱导机体产生的特异性免疫反应是否致病? 对于这种
患者是否有抗病原体或免疫治疗的必要。 (4) PCR 检测
病原体的数量与治疗之间存在怎样的关系,治疗后的患者
病原体是否会相应减少或消失? 这些暂未见到相应的文
献报道。
5 小结
摇 摇 总体而言,PCR 能够检测出眼内液中微量的 DNA 和
RNA,简单、快捷、灵敏度和特异度高,是诊断感染性葡萄
膜炎的有利工具。
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