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Abstract
誗Herpes simplex keratitis (HSK) is the leading cause of
infectious blindness. In general, diagnosis of HSK is
based on clinical findings, which often are not
confirmatory. With the development of molecular
biology, a variety of laboratory methods that helped in
achieving a diagnosis including in vivo confocal
microscopy ( IVCM ), loop - mediated isothermal
amplification ( LAMP ), real - time polymerase chain
reaction (rt-PCR), nested PCR and multiplex PCR. They
are considered as accurate and fast diagnostic techniques,
thus characteristics of these are reviewed in this paper.
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摘要
单纯疱疹病毒性角膜(herpes simplex keratitis,HSK)是一
种严重的感染性致盲性眼病。 过去 HSK 的诊断主要依据
临床特征,然而这并不可靠。 随着分子生物学的发展,目
前对于单纯疱疹病毒性角膜炎的诊断有了突飞猛进的发
展。 共焦显微技术、环媒恒温扩增技术、实时荧光探针定
量聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR)、巢式
PCR(nested PCR)及多重聚合酶链式反应(multiplex PCR)
等被认为是较敏感且快速的诊断方法。
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0 引言
摇 摇 单纯疱疹病毒性角膜炎 ( herpes simplex keratitis,
HSK)的复发率高、致盲率高,是当今最严重的感染性眼病
之一[1]。 此病多由单纯疱疹 I 型病毒 (HSV-1)感染所
致,分为原发和复发两种类型。 原发感染常发生于幼儿,
表现为唇部疱疹、皮肤疱疹或急性滤泡性结膜炎。 原发感
染后病毒通常潜伏在三叉神经节或者角膜内,当机体抵抗
力下降时,如发烧、疲劳、月经、局部用皮质类固醇或创伤
刺激之后,病毒活化,引起多种形式的角膜炎,最大的特点
是易反复发作。 此病在发达国家的发病率为 6 / 105 ~20 / 105,
患病率为 149 / 105 [2]。 复发性 HSV-1 感染通常表现为溃
疡性角膜炎或基质型角膜炎,角膜基质细胞免疫反应引起
的炎症常致使角膜新生血管形成、角膜水肿、角膜组织损
害、角膜混浊并最终导致失明。 我国谢立信教授将 HSK
分为 3 种类型:上皮型角膜炎,基质型角膜炎,内皮型角膜
炎。 目前国际上的分类有所改变,美国密尼苏达大学眼科
的 Holand 教授等于 1999 年将 HSK 分为 4 种类型:上皮型
角膜炎,基质型角膜炎,内皮型角膜炎,神经营养型角膜病
变[3]。 过去 HSK 的诊断主要依据病史询问,典型的症状
和体征,但由于该病临床表现较为复杂多变,恰当或不当
药物的多次使用后,病变变得不典型,对确诊造成困难,容
易漏诊或者误诊[4]。 随着生物分子学的进展,实验室检查
将成为临床确诊的重要依据。 我们将对 HSK 实验室检测
技术现状及进展做一个综述。
1 现状

摇 摇 目前常用的实验室 HSK 诊断方法为:病毒分离(virus
isolation)、涂片法、电镜法、免疫技术、分子技术等。
1. 1 病毒分离摇 病毒分离过去一度被认为是诊断病毒感
染的“金标准冶。 Shimeld[5] 于 1982 年首次从人类角膜中

分离出 HSV-1,后 Easty 等[6] 于 1987 年从慢性基质型角
膜炎中分离出 HSV-1。 病毒分离是以组织的活细胞为母
体,使活病毒得到扩增,引起宿主细胞病变。 HSV 具有严
格的细胞内寄生性,可在多种细胞中培养,增殖后可产生
典型的致细胞病变作用(cytopathic effect, CPE)。 一般接
种标本 1 ~ 2d 后可观察到 CPE,即宿主细胞出现细胞肿
胀,变圆并成为巨细胞,融合细胞内可见嗜酸性核内包涵
体及染色体的畸变。 此方法一度被认为是最准确,最可靠
的方法。 由于此方法检出率较低,目前有学者认为可通过
选择接种细胞提高其敏感性。 过去人们常利用原代细胞
株如兔、地鼠肾细胞,或利用传代细胞株如 Hela、Vero、
MA104 等细胞进行培养,最近有人使用兔角膜上皮细胞
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系或人类角膜上皮细胞系 ( human corneal epithelial cell
line, HCE)等做了一系列实验。 Athmanathan 等[7] 采集了
临床上经过病原学检查确诊为 HSK 的 17 例患者的角膜
上皮组织,在 HCE 和 Vero 细胞中培养,分别有 10 / 17
(58郾 82% )和 4 / 17(23. 52% )的细胞中出现典型的致细胞
病变作用。 该实验说明采用 HCE 培养的病毒分离法较采
用传统细胞的方法而言,敏感性更高,尤其当病毒含量较
少时,无论是定性还是定量,都更具优势。 病毒分离并不
总是成功的,即便不出现 CPE,也可能是由于局部及全身
药物的使用,病毒数量减少而造成,需要盲目传代三次后
方可明确,盲目传代对于实验室的要求较高,培养周期较
长,细胞易被污染。 如果潜伏期病毒未复制,病毒颗粒不
高,仍可造成假阴性,采用组织活化培养后,可提高其敏感
性[8]。 病毒分离技术需要花费较长的时间[9],对于标本的
运输,培养的细胞及实验室设备的要求都较高,因此只能
在有条件的医院或者实验室开展。
1. 2 涂片法摇 直接采集病变标本在光镜下检查。 通常取
病变角膜与正常角膜交接处的上皮组织,采用 Giemsa 染
色或 Papanicolaou 染色。 若发现有多核巨细胞则高度提
示 HSK,此方法操作简单便宜,但敏感性及特异性都不高,
不能排除其他病毒感染,故不适于临床大规模检测使用。
1. 3 电镜法摇 直接使用电镜对标本中的病毒颗粒进行形
态学观察。 现在有人选择使用免疫电镜技术(immunoelectron
microscopy, IEM),即先将标本通过和特异性抗血清相混
合,使病毒颗粒凝集,从而提高检出率[10]。 此法可以让我
们真实的看到病毒颗粒的存在,但由于病毒颗粒较小,电
镜技术对于病毒颗粒的浓度要求高,而且电镜设备价格昂
贵,对于使用者的经验要求较高,故不适于临床大规模检
测使用。
1. 4 免疫法
1. 4. 1 免疫荧光技术 摇 根据免疫荧光 ( flurorescence
immunoassay, FIA)显微镜下显示出荧光素(通常为异硫
氰酸)标记的抗体与标本中的病毒抗原结合而成的复合
物而诊断。 可分为直接免疫荧光技术和间接免疫荧光技
术。 直接免疫荧光技术即以荧光素标记的 HSV-1 特异性
抗体直接与标本中的病毒抗原相结合。 间接免疫荧光是
以未标记的特异性抗体(第一抗体)先与标本中的病毒抗
原结合,然后加入荧光素标记的针对第一抗体的免疫球蛋
白(第二抗体)。 Kaufman 等[11] 将免疫荧光技术应用于诊
断 HSK,并以组织培养分离病毒作为对照,实验结果表明
两者相符。 说明免疫荧光检查在一定程度上已可代替病
毒分离的方法。 免疫荧光技术的检测时间较短,通常 1 ~
2h 内便可得出结果[12]。 跟病毒分离相比,对于标本的储
存较方便;跟涂片法相比,敏感度更高;跟普通电镜法相
比,对于病毒颗粒的浓度要求较低。 直接免疫荧光法特异
性强,需要高效价的血清进行结合;间接免疫荧光法因为
第一抗体增加了标记的第二抗体的附着面积,所以较直接
法敏感,但由于反应体系中增加了试剂,特异性降低。 此
方法适用于快速诊断,由于我国广大地区缺乏荧光显微镜
所以暂时无法广泛开展此技术。
1. 4. 2 酶免疫技术
1. 4. 2. 1 酶免疫法摇 酶免疫法(enzyme immunoassay assay,
EIA)利用特异性抗病毒血清检测病毒抗原。 常用的有间
接过氧化物酶-抗过氧化物酶法( the indirect peroxidase-
antiperoxidase method, PAP)及直接过氧化物酶法( direct

peroxidase method, DIP)。 主要在抗体上标记特定酶,通
过滴加供酶反应的底物,产生普通光学显微镜能识别的有
色产物而测出病毒抗原。 肉眼或分光光度计做定性或定
量分析。 较免疫荧光法而言,原理相似,但无需使用荧光
显微镜。 目前通常采用酶联免疫吸附试验(enzyme-linked
immunosorbent assay , ELISA),即将已知特异性抗体或抗
原吸附于固相载体上,加入辣根过氧化物酶偶联的特异性
抗体或抗原,最后加入酶的底物如邻苯二胺,免疫复合物
的酶催化作用使底物呈颜色反应。 Huang 等[13] 最新研究
表明:使用 ELISA 技术检测 41 例基质型单纯疱疹性角膜
炎患者泪液中的 sIgA 并观察其治疗后 4mo ~ 1a 的复发
率,结果表明 36. 59% 的患者泪液中发现 sIgA,且这些患
者更易复发,而对照组都未检测出 sIgA。 ELISA 法较传统
方法相比,特异性和敏感性都较高,而且价格较为便宜,目
前临床上普遍制成试剂盒后使用。
1. 4. 2. 2 单克隆抗体技术 摇 单克隆抗体技术(monoclonal
antibody technique, McAb) 使免疫反应增强,更单一,故
HSV 的抗原检测的敏感性及特异性得到了很大的提高。
Bordin 等[14]采用免疫荧光 McAb 技术检测 42 例临床上诊
断为 HSK 的患者角膜上皮组织, 发现 38 例为阳性
(90郾 5% ),而对照组都为阴性。 说明此技术的敏感性和
特异性都较高,但目前单抗技术尚欠成熟,价格较贵,尚未
推广。
1. 5 分子技术
1. 5. 1 核酸杂交技术 摇 核酸杂交技术 ( nucleic acid
hybridization)采用特异性 HSV DNA 标记探针与固定在适
当的载体如硝酸纤维素膜或尼龙膜上的待测标本的核酸
单链进行杂交,通过放射显影或显色方法判断待测核酸与
探针是否同源。 谢立信等曾使用核酸杂交技术证明角膜
是 HSV-1 病毒的潜伏场所[15]。 目前多采用核酸杂交技
术与聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR)相
结合,McKechnie 等[16]认为核酸杂交技术与多重聚合酶链
式反应(multiplex PCR)相结合,可以更敏感,更迅速,更方
便并且相对便宜的检测出 HSV-1 病毒。
1. 5. 2 聚合酶链式反应 摇 聚合酶链式反应 ( polymerase
Chain Reaction, PCR) 基于 DNA 的复制原理在体外扩增
HSV DNA 而实现的[17]。 有常规 PCR、实时荧光 PCR 技术
(real-time PCR, rt-PCR)、巢式 PCR(nested PCR)、多重
PCR 技术(multiplex PCR)等。 可自己设计或购买试剂盒。
通常采用泪液,病变角膜上皮组织,房水等作样本。
Satpathy 等[8] 采集临床上高度怀疑为 HSK 的 229 例患者
的泪液及 153 例患者的泪液和角膜组织,使用间接免疫荧
光技术,病毒分离(Hep2 细胞中培养)及 PCR 技术,检测
样本中病毒的阳性率。 间接免疫荧光技术检测出泪液中
HSV 阳性率为 31 / 229 (13. 53%) ,角膜上皮中 HSV 阳性率
为 35 / 153(22. 87% );病毒分离技术检测出泪液中 HSV 阳
性率为 12 / 229 (5 . 2% ) ,角膜上皮中 HSV 阳性率为
17 / 153(11. 11%) ,PCR 技术检测出泪液中 HSV 阳性率为
32 / 229( 13. 97% ),角膜上皮中 HSV 阳性率为 56 / 153
(36郾 66% )。 Gita 认为角膜上皮中 HSV 阳性率较泪液中
更高,PCR 技术较间接免疫荧光技术和病毒分离技术的
敏感性更强。
2 最新进展
2. 1 共焦显微镜检查摇 直接采集病变标本在共焦显微镜
( in vivo confocal microscopy,IVCM)下观察。 随着技术的
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进步,越来越多的学者考虑使用共焦显微镜观察活动期或
者静止期的单纯疱疹病毒性角膜炎中角膜上皮细胞的形
态和炎症反应。 Hamrah 等[18] 通过使用共焦显微镜观察
了 31 例临床上被诊断为急性或慢性单纯疱疹病毒性角膜
炎的患者,认为 HSK 患者的角膜下神经丛密度较正常人
的减少,这与角膜知觉的减退之间有关[19]。 Mocan 等[20]

对此做了进一步的补充和说明,认为随着角膜炎症反应,
细胞向角膜各层渗漏,角膜下神经丛密度降低,内皮细胞
数量减少。 林辉等[21] 通过共焦显微镜观察 28 例单眼患
病的 HSK 静止期患者中泪膜破裂时间小于 5s 的患眼,认
为 HSK 静止期患者多存在泪膜改变,活体共焦显微镜可
见泪膜功能异常者出现与干眼类似的角膜上皮细胞及上
皮下神经纤维的形态学改变。 共焦显微镜虽然可以发现
HSK 患者角膜形态学异常并随访恢复情况,但对于 HSK
的诊断无特异性。
2. 2 环媒恒温扩增法 摇 环媒恒温扩增法( loop -mediated
isothermal amplification, LAMP)是一种新式的恒温核酸扩
增方法, 由 Notomi 于 2000 年研发。 原理为设计 4 种引
物,特异性识别靶基因上 6 个不同的序列区域,利用链置
换 DNA 聚合酶(Bst DNA polymerase) 扩增靶基因(恒温条
件下一小时内可扩增靶基因的 109 倍),后用凝胶电泳检
测扩增产物[22]。 Sugiyama 等利用此法与 t-PCR 和“金标
准冶病毒培养法检测 38 例疑似 HSV-1 感染的生殖器皮损
样品,结果显示:与病毒培养相比,LAMP 的敏感性较高;
与 rt-PCR 相比,LAMP 的敏感性较低[23]。 但当 LAMP 扩
增时间从 30min 变为 60min 的时候,敏感性明显的有大幅
提高[24]。 随着 LAMP 设备的改善,更多研究[25] 表明
LAMP 在病毒含量较少时,在定性和定量上都更具优势,
且其敏感性与 rt-PCR 相差不大。
2. 3 PCR技术的改进
2. 3. 1 过程的简化摇 常规 PCR 需首先提取样品 DNA 为扩
增提供模板, 目前在最大化减少样品中的抑制物后可应
用 PCR 直接检测样品,从而节约时间[26]。
2. 3. 2 rt-PCR摇 在 PCR 反应体系中加入特异性荧光探针
(如 TaqMan 探针)和引物,从而提高特异度,假阳性率降
低,更加快速准确[27]。 Zuzana 等收集了 212 例临床高度
怀疑为 HSK 的患者泪液和角膜上皮组织,进行 rt-PCR,结
果表明在第一治疗时,85 例为阳性,127 例为阴性。 随着
治疗的进行,阳性率逐渐下降[28]。 Akiko 等更进一步检测
了取自 90 例 HSK 患者的 144 份样本(包括角膜上皮,泪
液,房水),认为在典型的上皮型角膜炎中,角膜上皮组织
中可见 1. 0伊107 copies,泪液中可见 3. 5伊105 copies,在不典
型的上皮型角膜炎,病毒含量较少;在基质型角膜炎,病毒
含量远较上皮型角膜炎少,泪液中可见 4. 7伊102 copies ;在
内皮型角膜炎中,房水中病毒含量较少,仅有 2. 9 伊102

copies / 滋L,若合并虹膜睫状体炎,则病毒含量变化较大,
(1. 2 ~ 4. 8) 伊 105 copies / 滋L[29]。 Jazeron 等[30]、Zuzana 等
进一步说明 rt-PCR 技术是近几年发展起来的新技术,具
有高敏感性、高特异性和高精确性等优点,它克服了传统
PCR 技术中存在的假阳性感染和不能进行准确定量的缺
点,在疾病诊断、 预后监测等方面有着广泛 的 应 用
前景[28,31]。
2. 3. 3 巢式 PCR摇 在常规 PCR 技术基础上改进和发展起
来的一种新型扩增技术,即在同一 PCR 反应体系内加入
两对特异性引物, 第一对 PCR 引物扩增片段和普通 PCR

相似。 第二对引物称为巢式引物 (因为他们在第一次
PCR 扩增片段的内部)结合在第一次 PCR 产物内部,使得
第二次 PCR 扩增片段短于第一次扩增[32]。 优点在于如果
第一次扩增产生了错误片断,则第二次能在错误片段上进
行引物配对并扩增的概率极低。 但价格较贵,引物设计较
为繁琐。 哈达等[33] 通过巢式 PCR 检测非生殖器部位
Bowen 病 HPV DNA,在病毒含量较低时仍能检测,说明巢
式 PCR 在扩增模板中病毒含量较低时,为了提高检测灵
敏度和特异性而采用的。 这种方法较一般 PCR 更加敏
感,适用于病毒核酸的扩增。
2. 3. 4 多重 PCR摇 一种新型 PCR 技术,在同一 PCR 反应
体系里加上二对以上引物,同时扩增出多个核酸片段的
PCR 反应,其反应原理,反应试剂和操作过程与一般 PCR
相同。 Weidmann 等[34] 设计了 TaqMan 探针引导的多重
PCR,用来检测样本中 HSV-1、HSV-2 和带状疱疹病毒
(HZV)。 认为多重 PCR 具有高效性,可在同一 PCR 反应
管内同时检出多种病毒,速度快,敏感性高,节省试验原
料。 但由于多重 PCR 引物设计较困难,故目前临床使用
尚未推广。
3 小结
摇 摇 HSK 是一种高复发率和高致盲性疾病,及时准确诊
断和有效治疗十分重要。 因为其临床表现常不典型,易漏
诊误诊,故快速而且灵敏的实验室诊断技术非常必要。 病
毒分离法曾为诊断病毒感染的“金标准冶,但检出率较低,
花费时间长;涂片法较为方便,但敏感性及特异性都不高;
电镜法对病毒含量要求较高,对设备要求亦较高,以上三
种方法都不适合推广。 共焦显微镜检查可以发现病灶的
形态学改变,但对于 HSK 的诊断无特异性,可用作辅助检
查。 免疫法特异性和敏感性都较高,目前临床上普遍联合
分子技术制成试剂盒后使用。 巢式 PCR 设计较为复杂,
可在扩增模板中病毒含量较低时,为了提高检测灵敏度和
特异性而使用;多重 PCR 可检测多种病毒,速度快,敏感
性高,但引物设计较困难,可用作鉴别诊断;LAMP 法、rt-
PCR 能够较快速有效的筛检患者且阳性率相对较高, 即
便价格较高、对技术的要求较高,仍值得普及推广。 目前
尚缺少对种检测方法关于灵敏度、特异度、可行性、阳性率
和阴性率等的比较性研究,以便为眼科临床工作者在 HSK
的诊断和治疗中提供决策性的依据。
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