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摘要
目的:探讨眼部蠕形螨感染影响睑酯菌群组成的相关
分析ꎮ
方法:采用非干预性、观察性研究的方法ꎬ选取 ２０２０－０７ /
２０２１－０２ 我院 ３９ 例受试者ꎬ根据有无蠕形螨感染或有无
睑板腺功能障碍(ＭＧＤ)将受试者分为三组ꎬ对照组(１４
例)、睑板腺功能障碍组(ＭＧＤ 组ꎬ１４ 组)、蠕形螨感染组
(ＦＭ 组ꎬ１１ 组)ꎮ 对三组受试者睑板腺睑酯样本进行 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因 Ｖ３~ Ｖ４ 片段的高通量测序ꎬ测序数据进行生
物信息学分析ꎬ以研究眼部蠕形螨受试者睑酯菌群的构成
及差异ꎮ
结果:蠕形螨感染组的假单胞菌属和丛毛单胞菌属丰度均
显著高于健康对照组和 ＭＧＤ 组(Ｐ<０.０５)ꎬ罗尔斯通氏菌
属丰度显著低于对照组和 ＭＧＤ 组(Ｐ<０.０５)ꎮ ＭＧＤ 组和
ＦＭ 组睑酯菌群微生物丰富度、微生物群落多样性显著高
于健康对照组(Ｐ<０.０５)ꎮ
结论:蠕形螨感染改变了睑酯菌群的构成ꎬ并提高了睑酯
菌群的微生物丰富度和群落多样性ꎮ
关键词:蠕形螨ꎻ睑酯菌群ꎻ睑板腺功能障碍ꎻ干眼ꎻ相关性
分析
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０引言
眼表共生菌具有与皮肤和肠道菌群相似的功能ꎬ可通

过竞争性生长维持眼表的稳态ꎬ抑制其他致病菌的增
殖[１]ꎮ 眼表微环境的细微改变可能使患者易受到条件致
病菌的侵袭ꎬ增加患者眼表疾病的风险ꎮ 蠕形螨俗称毛囊
虫ꎬ是一类广泛寄生于多种宿主的小型寄生虫ꎬ存在于人
体的蠕形螨为皮脂蠕形螨和毛囊蠕形螨 ２ 种[２]ꎮ 其中ꎬ毛
囊蠕形螨主要寄居于睫毛毛囊ꎬ皮脂蠕形螨主要寄居于眼
睑相关的皮脂腺和睑板腺[３]ꎬ是细菌和真菌病原体的载
体ꎬ其寄生于眼部并引起眼表不适ꎬ造成眼表损害ꎬ从而诱
发眼表疾病[４]ꎮ 目前尚未见蠕形螨感染影响眼表菌群分
布相关研究的报道ꎮ 为了进一步研究眼部蠕形螨感染对
眼表菌群的影响ꎬ我们对受试者睑板腺睑酯样本进行 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 测序ꎬ分析蠕形螨和眼表微生物菌落之间的相互
作用ꎮ
１对象和方法
１.１对象 　 选取 ２０２０－０７ / ２０２１－０２ 在南方医科大学南方
医院眼科门诊就诊的 ３１６ 例 ６３２ 眼患者作为研究对象ꎮ
通过询问受试者的基本信息ꎬ填写眼表疾病指数(ＯＳＤＩ)
问卷调查ꎬ完成筛查检查指标包括裂隙灯检查、泪液分泌
试验(ＳⅠｔ)、泪膜破裂时间(ＢＵＴ)、泪河高度及角膜荧光
素染色(ＦＬ)、睑缘螨虫检查情况ꎬ并利用眼表检查系统观
察睑板腺数量及形态进行评分ꎮ 选取 ３９ 例受试者睑板腺
睑酯样本进行 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序ꎮ 根据有无蠕形螨感染或有
无睑板腺功能障碍(ＭＧＤ) 将受试者分为三组ꎬ对照组
(Ｃｏｎ 组ꎬ从 ３１６ 例 ６３２ 眼中根据以下纳入标准和排除标
准选取无眼表蠕形螨感染及睑板腺功能障碍的健康人ꎬ１４
例)、睑板腺功能障碍组(ＭＧＤ 组ꎬ有睑板腺功能障碍但无
眼表蠕形螨感染的患者ꎬ１４ 例)、蠕形螨感染组(ＦＭ 组ꎬ有
眼表蠕形螨感染但无睑板腺功能障碍的患者ꎬ１１ 例)ꎮ 本
研究已获得南方医科大学南方医院医学伦理委员会批准
(伦理号:ＮＦＥＣ－２０２０－０８９)ꎮ
１.１.１纳入标准　 (１)自愿签署知情同意书ꎻ(２)年龄≥１８
岁ꎻ(３)符合中国干眼专家共识(２０２０) [５]ꎬ经生物显微镜
检查、裂隙灯检查、ＳⅠｔ、ＢＵＴ 测定及 ＦＬ 检查有 / 无蠕形螨
感染或有 / 无睑板腺功能障碍者ꎻ(４)就诊之前的 ３ｍｏ 内ꎬ
眼部没有发生角膜、结膜、眼睑急性炎症及内眼疾病等活
动性炎性反应ꎻ(５)就诊之前的 ３ｍｏ 内ꎬ未曾使用任何滴
眼液ꎻ(６)没有角膜接触镜配戴史ꎻ(７)没有眼部外伤史ꎮ
１.１.２排除标准　 (１)患有甲状腺功能亢进等影响泪液分
泌的疾病ꎻ(２)有控制不良的糖尿病病史ꎻ(３)妊娠期、哺
乳期妇女ꎻ(４)有精神疾病ꎻ(５)有干燥综合征ꎻ(６)有出血
倾向的慢性疾病ꎮ
１.１.３ ＭＧＤ的诊断　 参照文献的标准[６]ꎬ由两名眼科医生
基于临床表现对 ＭＧＤ 进行独立诊断:(１)超过 ３ｍｏ 的眼
表症状(眼部干燥、疲劳、灼烧感和 / 或异物感、沙砾感)ꎻ
(２)裂隙灯检查见睑板腺孔堵塞ꎻ(３)睑板腺分泌物的质
(睑脂混浊、伴或不伴分泌物中的条絮或颗粒、睑酯黏稠
如膏状)和 / 或量异常ꎮ
１.２方法　 所有受试者需要在入组前完成相关检查ꎬ按照
纳排标准进行筛选入组ꎮ 询问所有受试者的基本信息ꎬ包
括年龄、性别、体质量、身高和其他疾病史ꎬ结果指标为
ＯＳＤＩ 问卷调查、毛囊蠕形螨检出率、睑缘体征、睑板腺分
泌物性状、分泌难易程度及睑板腺缺失评分、生物显微镜
检查、裂隙灯检查、ＳⅠｔ、ＢＵＴ 测定及 ＦＬ 检查等ꎮ

１.２.１样本收集　 为了进行菌群分析ꎬ每个受试者在样本
采集前进行眼部表面麻醉(０.５％盐酸丙美卡因滴眼液)ꎮ
采集下眼睑前嘱患者眼球向上固视ꎬ操作者左手用无菌干
棉签轻轻拉开患者下眼睑ꎬ右手将无菌棉签伸入下眼睑睑
结膜处ꎬ作为受力点ꎮ 用棉签沿睑板腺导管走向从导管开
口远端向近端轻轻挤压ꎬ将潴留于睑板腺导管内的睑酯挤
出ꎬ采集睑板腺睑酯标本ꎮ 采集上眼睑前嘱患者眼球向下
固视ꎬ操作者左手用无菌干棉签轻轻按压上眼睑ꎬ右手将
无菌棉签伸入上结膜囊ꎬ翻转患者上眼睑ꎬ并用棉签固定
翻转的睑缘ꎬ着力于眶缘ꎬ用棉签沿睑板腺导管走向从导
管开口远端向近端轻轻挤压ꎬ将睑板腺导管内的睑酯挤
出ꎬ采集睑板腺睑酯标本ꎮ 收集的样本储存在－ ８０℃ 冰
箱中ꎮ
１.２.２眼表蠕形螨检查　 在裂隙灯显微镜下用倒睫镊分别
在上睑和下睑的鼻侧、颞侧、中央各拔取 １ 根睫毛ꎬ每个眼
睑取 ３ 根睫毛(主要选取根部带有脂样袖套状分泌物的睫
毛或倒睫、乱睫)ꎬ双眼上下睑共取 １２ 根ꎻ将拔下的睫毛平
行置于载玻片上ꎬ加盖盖玻片ꎬ在光学显微镜下观察蠕形
螨ꎬ分别统计每个眼睑 ３ 根睫毛上检出蠕形螨的数量及形
态[７]ꎮ 若拔出的睫毛根部鳞屑较多ꎬ可于载玻片上滴加香
柏油进行观察[４]ꎬ有利于对虫体进行分辨ꎮ 根据我国蠕形
螨睑缘炎诊断和治疗专家共识(２０１８ 年) [８]ꎬ蠕形螨检查
阳性诊断标准:(１)各期的蠕形螨均计数在内ꎻ(２)成人患
者在 ４ 个眼睑中的任意 １ 个眼睑蠕形螨计数达到 ３ 条 / ３
根睫毛ꎻ(３)小于上述标准为可疑阳性ꎮ 因此ꎬ将眼表蠕
形螨感染的严重程度分为阴性、可疑阳性和阳性 ３ 个
级别ꎮ
１.２.３ ＤＮＡ的提取和测序　 根据 ＤＮＡ 提取试剂盒的说明
书提取睑板腺睑酯样本基因组 ＤＮＡꎬ经质检后对样本 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因 Ｖ３~ Ｖ４ 可变区进行 ＰＣＲ 扩增[９]ꎬ采用的测序
引物为 ３３８Ｆ(５－ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡ－３)和 ８０６Ｒ
(５－ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ－３)ꎮ 利用 Ｇｅｎｅ Ｔｏｏｌｓ
Ａｎａｌｙｓｉｓ Ｓｏｆｔｗａｒｅ(Ｖｅｒｓｉｏｎ４.０３.０５.０ꎬＳｙｎＧｅｎｅ)对 ＰＣＲ 产物
进行浓度对比后ꎬ按照等质量原则计算各样品所需体积ꎬ
将各 ＰＣＲ 产物进行混合ꎮ

使用 Ｅ.Ｚ.Ｎ.Ａ. ＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ 凝胶回收试剂盒回
收 ＰＣＲ 混合产物ꎬＴＥ 缓冲液洗脱回收目标 ＤＮＡ 片段ꎮ
后续建库按照 ＮＥＢＮｅｘｔ  ＵｌｔｒａＴＭ ＮＡ Ｌｉｂｒａｒｙ Ｐｒｅｐ Ｋｉｔ ｆｏｒ
Ｉｌｌｕｍｉｎａ 标准流程进行建库ꎬ完成后采用高通量测序平
台 Ｍｉｓｅｑ 对其进行测序ꎮ 测序数据使用 ＦＬＡＳＨ 软件进行
拼接ꎬｆａｓｔｐ 软件进行质控[１０]ꎬ并使用 ＵＰＡＲＳＥ[１１]软件根据
９７％ 的相似度对序列进行操作分类单元 ( ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ
ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔｓꎬ ＯＴＵｓ)聚类ꎬ获得 ＯＴＵ 丰度表ꎮ
１.２.４数据分析　 采用 Ｒ 语言(ｖｅｒｓｉｏｎ ３.３.１)软件绘制样
本群落柱形图(Ｂａｒ 图)ꎬ利用 α 多样性分析组内菌群的物
种多样性ꎬ其中 ｒｉｃｈｎｅｓｓ 指数和 Ｃｈａｏ 指数反映群落丰富
度ꎬＲｉｃｈｎｅｓｓ 和 Ｃｈａｏ 指数越大ꎬ表示该组肠道微生物丰富
度越高ꎮ Ｓｈａｎｎｏｎ 指数反映群落多样性ꎬＳｈａｎｎｏｎ 指数越
大说明群落多样性越高ꎮ Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数反映样本的均匀
度ꎮ 采用 β 多样性分析比较组间的菌群结构差异ꎬ以主
坐标分析(ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｉｐｌｏｔｓꎬ ＰＣｏＡ)结果
展示ꎮ 采用 Ｋｒｕｓｋａｌ－Ｗａｌｌｉｓ Ｈ 检验分析物种组间差异ꎮ 采
用 ＬＥｆＳｅ(ｌｉｎｅａｒ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｅｆｆｅｃｔ ｓｉｚｅ)分析方法对
样本组间差异细菌进行线性判别分析(ＬＤＡ)ꎬ找出组间产
生显著性差异影响的物种ꎮ
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统计 学 分 析: 使 用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２２. ０ 和
ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８.０ 进行统计分析和绘图ꎮ 将得到的数据
进行描述性统计时ꎬ连续变量使用 Ｓｈａｐｉｒｏ－Ｗｉｌｋ 检验进行

正态性检验ꎬ符合正态分布采用 ｘ±ｓ 表达ꎬ非正态分布采
用 Ｍ(Ｐ２５ꎬＰ７５)表达ꎬ而分类变量以绝对数字和百分比报
告ꎮ 符合正态分布的计量资料ꎬ三组间比较采用单因素方
差分析ꎬ进一步两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎮ 非正态分布的
计量资料三组间比较采用 Ｋｒｕｓｋａｌ－Ｗａｌｌｉｓ Ｈ 检验ꎻ计数资
料采用 Ｆｉｓｈｅｒ 精确检验ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２结果
２.１受试者基线资料分析　 本研究收集了 ３９ 例受试者的
睑酯样本进行检测ꎬ其中女性 ３３ 例、男性 ６ 例ꎬ并且均无
高血压史、糖尿病史及甲状腺功能亢进史ꎬ其余具体信息
见表 １ꎮ
２.２眼表蠕形螨感染患者与对照组睑酯菌群相对丰度的
差异 　 收集了 ３９ 例受试者的睑酯样本菌群进行 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因 Ｖ３~Ｖ４ 片段的高通量测序ꎮ 为了探究蠕形螨
感染对睑酯菌群的影响ꎬ分别在门和属水平分析了受试者
睑酯菌群的相对丰度ꎮ 菌群相对丰度是指某些细菌的丰
度与整体菌群丰度的比率ꎮ 在常见菌门中ꎬ厚壁菌门、变
形菌门、放线菌门和拟杆菌门均为对照组、ＭＧＤ 组和 ＦＭ
组的主要细菌(图 １Ａ)ꎮ 通过门水平上的相对丰度比较发
现ꎬ三组样本在厚壁菌门(Ｆ ＝ ６.０３６ꎬＰ ＝ ０.００７)和变形菌
门(Ｆ＝ ７.７４９ꎬＰ＝ ０.００２)丰度的差异具有统计学意义ꎮ 进
一步两两比较显示 ＦＭ 组的厚壁菌门丰度显著低于对照
组(Ｐ＝ ０.００２)和 ＭＧＤ 组(Ｐ ＝ ０.０４１)ꎬ变形菌门丰度显著
高于对照组(Ｐ＝ ０.００１)和 ＭＧＤ 组(Ｐ＝ ０.００７)ꎬ见表 ２ꎮ

在属的水平上ꎬ三组样本的优势菌群存在差异ꎮ 对照
组的前 ４ 种优势菌属分别为芽孢杆菌属(３８％)、棒杆菌
属＿１(１４％)、葡萄球菌属(１３％)和不动杆菌属(１１％)ꎬ
ＭＧＤ 组分别为芽孢杆菌属(２２％)、葡萄球菌属(１５％)、丙
酸菌属(１１％)和棒杆菌属＿１(７％)ꎬＦＭ 组分别是假单胞
菌属(１４％)、葡萄球菌属(１１％)、不动杆菌属(８％)和棒
杆菌属＿１(５％)(图 １Ｂ)ꎮ 通过属水平上的相对丰度比较发
现ꎬ三组间的假单胞菌属(Ｆ＝１３.７０４ꎬＰ<０.００１)、罗尔斯通氏
菌属(Ｆ＝ ６.１４０ꎬＰ ＝ ０.００６)和丛毛单胞菌属(Ｆ ＝ １０.０７７ꎬＰ＝

０.００１)的丰度差异具有统计学意义ꎬ进一步两两比较显示
ＦＭ 组的假单胞菌属丰度显著高于对照组和 ＭＧＤ 组(均
Ｐ<０.００１)ꎬ丛毛单胞菌属丰度显著高于对照组(Ｐ<０.００１)
和 ＭＧＤ 组(Ｐ＝ ０.００１)ꎬ罗尔斯通氏菌属丰度显著低于对
照组(Ｐ＝ ０.０４８)和 ＭＧＤ 组(Ｐ＝ ０.００２)ꎬ见表 ３ꎮ

通过 ＬＥｆＳｅ 分析科－属水平上的三组样本菌群差异ꎬ
进一步筛选出组间具有显著差异的标志性微生物ꎮ 我们
检测到健康对照组主要富集芽孢杆菌科、厌氧芽孢杆菌
属和莫拉氏菌科ꎬＭＧＤ 组主要富集丙酸杆菌属、丙酸杆
菌属和棒状杆菌属等 １０ 个菌群ꎬＦＭ 组主要富集奈瑟氏
菌科、假单胞菌科和假单胞菌属等 １７ 个菌群( ＬＤＡ>４)ꎬ
见图 ２ꎮ
２.３眼表蠕形螨感染患者与对照组睑酯菌群多样性分析
　 对三组睑酯样本进行微生物群落 ＯＴＵ 数量分析ꎬ经优
化后三组睑板腺分泌物 ＤＮＡ 共获得 ３ ７１５ １０４ 条有效序
列ꎬＯＴＵ 聚类分析得到对照组共产生 ８２０ 个 ＯＴＵꎬＭＧＤ 组
的 ＯＴＵ 数目为 ８６７ 个ꎬ与对照组接近ꎬ而 ＦＭ 组相比其余
两组具有更丰富的 ＯＴＵꎬ总计 １ ５６１ 个(图 ３)ꎮ 采用 ４ 个
指标(Ｒｉｃｈｎｅｓｓ、Ｃｈａｏ、Ｓｉｍｐｓｏｎ 和 Ｓｈａｎｎｏｎ)进行三组间睑
酯菌群的多样性分析ꎮ

三组间的 Ｒｉｃｈｎｅｓｓ(Ｆ ＝ ４.９２９ꎬＰ ＝ ０.０１５)和 Ｃｈａｏ(Ｆ ＝
４.９９７ꎬＰ＝ ０.０１４)指数差异存在统计学意义ꎬ两两比较显
示 ＦＭ 组样品的 Ｒｉｃｈｎｅｓｓ(Ｐ＝ ０.００４)和 Ｃｈａｏ(Ｐ＝ ０.００４)指
数均显著高于对照组ꎬ提示 ＦＭ 组样品的微生物丰富度显
著高于对照组(图 ４Ａ、Ｂ)ꎮ 三组样品的 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数无明
显差异ꎬ提示三组均匀度没有显著差异(Ｆ ＝ １. ７５５ꎬＰ ＝
０.１９２ꎬ图 ４Ｃ)ꎮ 三组间的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数差异存在统计学意
义(Ｆ ＝ ３. ７３０ꎬＰ ＝ ０. ０３７)ꎬ两两比较显示 ＦＭ 组样品的
Ｓｈａｎｎｏｎ 指数显著高于对照组(Ｐ ＝ ０.０１３)ꎬ提示 ＦＭ 组样
品的微生物群落多样性显著高于对照组(图 ４Ｄ)ꎮ

利用 ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ＵｎｉＦｒａｃ ｄｉｓｔａｎｃｅｓ 计算 β 多样性分析
指数ꎮ ＰＣｏＡ 分析发现三组样本微生物群落组成存在明显
差异(ＡｄｏｎｉｓꎬＰ ＝ ０.００３)ꎬ第一主成分和第二主成分的贡
献率分别为 １０.５％和 ６.４％ꎮ 组间差异性分析显示ꎬＦＭ 组
的群落组成与对照组(Ｐ＝ ０.００１)和 ＭＧＤ 组(Ｐ ＝ ０.０１５)均
存在显著差异(图 ５)ꎮ

图 １　 睑酯菌群分布比较　 Ａ:门水平的菌群分布比较ꎻＢ:属水平的菌群分布比较ꎮ
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表 １　 受试者基线资料

组间 例数
年龄

[Ｍ(Ｐ２５ꎬＰ７５)ꎬ岁]
性别

(男 /女ꎬ例)
ＢＭＩ

[Ｍ(Ｐ２５ꎬＰ７５)ꎬｋｇ / ｍ２]
吸烟史
(例)

饮酒史
(例)

眼部手术史
(例)

对照组 １４ ３８(３１.５ꎬ４５.３) ３ / １１ ２１.３(２０.７ꎬ２３.４) １ ３ １
ＭＧＤ 组 １４ ３１.５(２８.５ꎬ４０.５) １ / １３ １９.９(１９ꎬ２１.１) ０ １ １
ＦＭ 组 １１ ２７(２６ꎬ３８) ２ / ９ ２０(１８.６ꎬ２２.３) １ ２ ０

　 　
统计值 ４.３３９ － ３.７５６ － － －
Ｐ ０.１１４ ０.６３７ ０.１５３ ０.７３５ ０.６３７ １

注:对照组:无眼表蠕形螨感染及睑板腺功能障碍的健康人ꎻＭＧＤ 组:有睑板腺功能障碍但无眼表蠕形螨感染的患者ꎻＦＭ 组:有眼表
蠕形螨感染但无睑板腺功能障碍的患者ꎮ －:采用 Ｆｉｓｈｅｒ 确切概率法ꎮ

表 ２　 门水平上的菌群丰度比较 ｘ±ｓ
组别 厚壁菌门 变形菌门 放线菌门 拟杆菌门

对照组 ０.５３４±０.２７８ａ ０.２４８±０.１３４ａ ０.１７７±０.２２４ ０.０３４±０.０８６
ＭＧＤ 组 ０.４２２±０.２４９ａ ０.２９３±０.２０６ａ ０.２５７±０.１５７ ０.０１６±０.０１４
ＦＭ 组 ０.１７１±０.１４５ ０.５９２±０.２６３ ０.１７４±０.１５３ ０.０３９±０.０５２

注:对照组:无眼表蠕形螨感染及睑板腺功能障碍的健康人ꎻＭＧＤ 组:有睑板腺功能障碍但无眼表蠕形螨感染的患者ꎻＦＭ 组:有眼表

蠕形螨感染但无睑板腺功能障碍的患者ꎮａＰ<０.０５ ｖｓ ＦＭ 组ꎮ

表 ３　 属水平上的菌群丰度比较 ｘ±ｓ
组别 丙酸杆菌属 假单胞菌属 金黄杆菌属 罗尔斯通氏菌属 丛毛单胞菌属

对照组 ０.０１９±０.０１７ ０.００４±０.００５ａ ０.０２９±０.０８６ ０.００６±０.００５ａ <０.００１±０.００１ａ

ＭＧＤ 组 ０.１０５±０.０９２ ０.００４±０.００２ａ ０.０１０±０.０１３ ０.０１５±０.０１４ａ ０.００１±０.００１ａ

ＦＭ 组 ０.０７９±０.０６４ ０.１４０±０.１０９ ０.００２±０.００３ <０.００１±０.００１ ０.０１２±０.０１０
注:对照组:无眼表蠕形螨感染及睑板腺功能障碍的健康人ꎻＭＧＤ 组:有睑板腺功能障碍但无眼表蠕形螨感染的患者ꎻＦＭ 组:有眼表

蠕形螨感染但无睑板腺功能障碍的患者ꎮａＰ<０.０５ ｖｓ ＦＭ 组ꎮ

图 ２　 ＬＥｆＳｅ组间差异分析ꎮ

３讨论
健康的眼表菌群可以保护眼表组织ꎬ正常人眼结膜嚢

菌群以葡萄球菌(或棒状杆菌)、丙酸杆菌为主[１２]ꎮ 当眼
表菌群失调时ꎬ眼表屏障功能受损ꎬ导致眼表疾病的发
生[１３]ꎮ 随着二代测序 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的应用ꎬ研究者发现在部
分正常人群眼表存在 ２００ 余种细菌ꎬ分为 ５ 个门 ５９ 个属ꎬ

图 ３　 睑酯微生物群落 ＯＴＵ分析ꎮ

同时也印证了眼表菌群主要由以凝固酶阴性葡萄球菌、棒
状杆菌、丙酸杆菌等革兰阳性菌为主的多种菌共同组
成[１４]ꎮ 以往对眼表菌群研究的样本主要来源于结膜拭
子[１５]ꎬ目前对睑酯菌群构成以及蠕形螨感染对睑酯菌群
影响的相关研究未见报道ꎮ 我们首次应用二代测序技术
在门和属水平对睑酯菌群进行分析ꎬ发现健康人群睑酯中
的优势菌群为芽孢杆菌属、棒杆菌属、葡萄球菌属和不动
杆菌属ꎮ

睑板腺分泌的睑酯参与了泪膜脂质层构成ꎬ发挥着维
持泪膜稳定性ꎬ降低泪膜水液层蒸发率等重要作用ꎮ
ＭＧＤ 是眼科常见疾病ꎬ通常以终末导管的堵塞和睑酯的
质 / 量分泌异常为病理特征ꎬ是干眼的重要原因[１６]ꎮ 既往
研究表明尽管 ＭＧＤ 患者睑板腺中细菌总数与正常人相比
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图 ４　 睑酯菌群的 α多样性分析　 Ａ:Ｒｉｃｈｎｅｓｓꎻ Ｂ:Ｃｈａｏꎻ Ｃ:Ｓｉｍｐｓｏｎꎻ Ｄ:ＳｈａｎｎｏｎꎮａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ 对照组ꎮ

图 ５　 睑酯菌群的 β多样性分析ꎮ

较无明显增多ꎬ但具有产生酯酶能力的细菌却明显多于正
常人ꎬ其酯酶的活性也明显升高[１７]ꎮ 我们的研究也发现
ＭＧＤ 组睑酯菌群中丙酸杆菌属显著高于对照组和 ＦＭ
组ꎬ丙酸杆菌科在 ＭＧＤ 组含量最高(１１％)ꎮ 睑板腺中存
在的痤疮丙酸杆菌科等细菌可产生分解睑板腺油脂的
酯酶ꎬ这些酯酶能将脂质分解成多种脂肪酸ꎬ过量的游
离脂肪酸则会通过皂化作用形成泡沫状分泌物ꎬ从而影
响泪膜稳定性ꎬ导致泪膜崩解[１８] ꎬ同时引起眼表的炎症
反应ꎮ

蠕形螨是许多细菌和真菌病原体的载体ꎬ可以寄生于
眼部并诱发眼表疾病[４]ꎮ 首先ꎬ蠕形螨以皮脂、毛囊和腺
上皮细胞为食ꎬ蠕形螨的感染率越高ꎬ对睑板腺的结构损
伤越严重[１９]ꎮ 蠕形螨感染可导致睑板腺腺泡扩张、融合、
萎缩ꎬ睑板腺腺孔密度降低ꎬ腺体孔口不规则ꎬ内壁不光
滑ꎬ孔口面积变小[１６]ꎮ 其次ꎬ蠕形螨也是链球菌、葡萄球

菌等细菌的载体[１]ꎬ其感染灶能够为细菌、真菌等微生物

提供良好的生存环境ꎬ加重皮肤、眼睑腺体损害ꎬ进一步损

伤角膜结膜组织[２０]ꎮ 另一方面ꎬ致病细菌也产生一系列

毒素和酶等毒力因子ꎬ导致皮肤和腺体结构的破坏ꎬ进一
步为蠕形螨繁殖提供良好的微环境ꎬ促进疾病的发生发

展ꎮ Ｌｉａｎｇ 等[１５]的研究认为蠕形螨感染改变了眼表(结膜

拭子)优势菌群的组成ꎬ尤其是假单胞菌属和新鞘脂菌
属ꎬ而对眼表(结膜拭子)菌群的多样性没有显著影响ꎮ
我们采集了 ３９ 例受试者(包括 １４ 例健康人ꎬ１４ 例睑板腺
功能障碍患者和 １１ 例眼表蠕形螨感染患者)的睑酯细菌
样本ꎬ并对其进行了 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序ꎮ 我们发现 ＦＭ 组睑
酯菌群构成比与其他两组显著不同ꎬ假单胞菌属和丛毛
单胞菌属均显著高于对照组和 ＭＧＤ 组ꎮ 通过 ＬＥｆＳｅ 分
析组间菌群差异ꎬ我们发现 ＦＭ 组睑酯菌群主要富集奈
瑟氏菌科、假单胞菌科和假单胞菌属等 １７ 个菌群ꎮ 假

单胞菌通常感染受损组织或免疫力低下的组织[２１] ꎬ从蠕

形螨皮损中可分离到铜绿假单胞菌ꎬ而非蠕形螨感染组
织则无法分离ꎬ提示蠕形螨感染与机会性假单胞菌感染

有关[２２] ꎮ
与眼表蠕形螨不影响眼表菌群多样性不同的是ꎬ我们

发现 ＭＧＤ 组和 ＦＭ 组睑酯菌群微生物丰富度(Ｒｉｃｈｎｅｓｓ
指数和 Ｃｈａｏ 指数)、微生物群落多样性(Ｓｈａｎｎｏｎ 指数)显
著高于对照组ꎬ提示蠕形螨不仅改变了睑酯菌群的结构ꎬ
还提高了睑酯菌群的多样性ꎮ Ｇａｏ 等[２３]研究发现ꎬ眼部蠕

形螨的侵袭会引起睑酯组成成分发生变化ꎮ 在该研究中ꎬ
蠕形螨感染组的 ２５ 种 ｏ－酰基－ω－羟基脂肪酸(ＯＡＨＦＡ)
水平升高ꎬ这可能是 ＭＧＤ 后眼表微环境不平衡导致睑板
腺的适应性改变ꎬ也可能是蠕形螨大量繁殖导致细菌微生
物的不平衡ꎬ改变了睑板腺的脂质成分ꎮ 综上ꎬ我们推测
蠕形螨感染改变眼表及睑板腺的微环境ꎬ改变睑酯菌群结
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构ꎬ优势菌群变为假单胞菌属ꎬ提高了睑酯菌群多样性ꎬ可
能进一步改变睑酯成分ꎬ加重眼表的损伤ꎮ

本研究招募了 ３９ 例受试者的睑酯样本进行检测ꎬ首
次应用二代测序技术对受试者的睑酯菌群进行分析ꎬ发现
蠕形螨感染改变了睑酯菌群的构成ꎬ并提高了睑酯菌群的
微生物丰富度和群落多样性ꎮ ＦＭ 组的假单胞菌属和丛
毛单胞菌属均显著高于对照组和 ＭＧＤ 组ꎬ罗尔斯通氏菌
属显著低于对照组和 ＭＧＤ 组ꎮ 综上ꎬ我们推测眼表蠕形
螨感染可能通过改变睑板腺微环境ꎬ影响睑酯菌群结构ꎬ
改变睑酯成分ꎬ加重眼表损伤ꎮ 但是ꎬ本研究招募睑酯样
本的受试者样本量较小ꎬ这可能导致选择偏差ꎬ受试者一
般资料及病史情况是否对眼表蠕形螨感染产生差异ꎬ未来
须有大量多中心临床研究ꎬ提高研究结论的科学性和代
表性ꎮ
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