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Abstract
誗AIM: To analyze the correlation and clinical significance
of fungal smear, fungal culture and pathological
examination in the diagnosis of fungalkeratitis.
誗METHODS:One hundred and ten cases (110 eyes) with
fungal keratitis from January 2012 to December 2014 were
collected. The results of fungal smear, fungal culture and
pathological examination results were analyzed
retrospectively. Fungal smear was detected by 10% KOH
wet microscopy and gram staining microscopy. Fungal
culture was used potato dextrose agar (PDA) medium.
The specimens of pathological examination were from
corneal transplantation surgery. paraffin section, HE and
hexamine silver and PAS staining was used in the
pathological examination.
誗RESULTS:Of the 110 cases of fungal keratitis, fungal
smear positive were observed in 50 cases ( 45. 5%),
fungal culture positive were observed in 55 cases
( 50郾 0%); pathological examination positive were
observed in 88 cases ( 80. 0%) . Fifty cases were both
fungal smear and pathological examination positive and
22 cases were both fungal smear and pathological

examination negative. The coincidence rate of fungal
smear and pathologic examination was 65. 5%. Fifty- five
cases were both fungal culture and pathological
examination positive and 22 cases were both fungal
culture and pathological examination negative. The
coincidence rate of fungal culture and pathologic
examination was 70. 0%. In the 60 cases of fungal smear
negative results, 38 cases ( 63. 3%) were confirmed
positive through pathological examination. In the 55 cases
of fungus culture negative results, 33 cases (60. 0%) were
confirmed positive by pathological examination.
誗 CONCLUSION: The accuracy of pathological
examination is the highest. The combined application of
fungal smear, fungal culture and pathological
examination can improve the diagnostic accuracy of
fungal keratitis.
誗 KEYWORDS: keratitis; fungal; fungal smear; fungal
culture; pathological examination
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摘要

目的:分析真菌涂片、真菌培养和病理检查在诊断真菌性

角膜炎上的相关性及临床意义。
方法:收集 2012-01 / 2014-12 诊断为真菌性角膜炎的患

者 110 例 110 眼,对真菌涂片、真菌培养及病理检查结果

进行回顾性分析总结。 真菌涂片行角膜刮片,用 10% 氢

氧化钾制成湿片镜检,同时行革兰染色镜检;真菌培养采

用马铃薯葡萄糖琼脂培养基(PDA)培养;病理检查的标本

为角膜移植切除手术标本,采用石蜡切片,使用苏木素-
伊红(HE)、六胺银、过碘酸-雪夫(PAS)染色镜检。
结果:真菌涂片阳性者 50 例(45. 5% );真菌培养阳性者

55 例(50. 0% );病理检查阳性者 88 例(80. 0% )。 真菌涂

片与病理检查均为阳性者 50 例,真菌涂片与病理检查均

阴性者 22 例,真菌涂片与病理检查的符合率为 65. 5% 。
真菌培养与病理检查均为阳性者 55 例,真菌培养与病理

检查均阴性者 22 例,真菌培养与病理检查的符合率为

70. 0% 。 真菌涂片结果阴性者 60 例中,有 38 例经病理检

查确诊为阳性,占 63. 3% ;真菌培养结果阴性者 55 例中,
有 33 例经病理检查确诊为阳性,占 60. 0% 。
结论:病理检查的敏感性最好,真菌涂片、真菌培养及病理

检查联合应用能够提高真菌性角膜炎的诊断水平,降低漏

诊、误诊。
关键词:眼感染;真菌性;真菌涂片;真菌培养;病理检查
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0 引言

摇 摇 真菌性角膜炎是一种致盲率较高、治疗较棘手的感染

性眼部疾病[1,2]。 因此,快速、准确的病原学诊断是真菌性

角膜炎及时、合理、有效治疗的前提,目前真菌性角膜炎的

诊断通常建立在详细的病史询问、裂隙灯显微镜检查、激
光扫描共焦显微镜检查、真菌涂片检查、真菌培养、病理检

查等。 但这些单独检查均有各自的局限性,如真菌涂片检

查简便、快捷,可快速初步确立诊断,但其假阴性率较高。
真菌培养法是真菌性角膜炎诊断的金标准[2],但其培养周

期较长,难以实现早期确诊。 病理检查的阳性检出率较

高,但病理标本往往是术中或术后标本,手术所需费用也

较高,且无法为临床提供合理用药依据。 本文着重分析真

菌涂片、真菌培养及病理检查这三种实验室诊断技术在真

菌性角膜炎诊治上的优缺点及临床应用,并探讨联合多种

实验室诊断技术提高真菌性角膜炎的诊断水平,为诊断真

菌性角膜炎提供更加全面、准确的临床治疗依据,从而为

患者争取治疗时间。
1 对象和方法

1. 1 对象摇 收集 2012-01 / 2014-12 温州医科大学附属眼

视光医院 110 例 110 眼临床诊断为真菌性角膜炎的真菌

涂片、真菌培养及病理检查结果(该 110 例患者均行有真

菌涂片、真菌培养、病理检查三种实验室诊断方法)。 110
例 110 眼患者中,男 81 例 81 眼,女 29 例 29 眼,男女比例

约 3颐1,年龄 19 ~ 82(平均 58依12)岁;农民 70 例,非农民

40 例;50 例患者发生在右眼,60 例患者发生在左眼;植物

性眼外伤 58 例 58 眼,其他眼外伤原因 46 例 46 眼,6 例 6
眼角膜移植术后(其中 2 例为板层角膜移植术后,4 例为

穿通性角膜移植术后)。 74 眼术前视力为手动 / 眼前 ~
0郾 05,29 眼前视力有光感,7 眼术前视力无光感。
1. 2 方法摇 涂片检查:由专业人员无菌刮取患者角膜溃疡

基底部和边缘组织,制成两张片,一张滴加 10% KOH 制

成湿片高倍镜下镜检,另一张涂片自然晾干并经火焰固定

后,行革兰染色,在油镜下观察。 培养鉴定:在无菌刮片同

时,将刮取的角膜标本直接接种于马铃薯葡萄糖培养基

上,置 30益霉菌培养箱,培养 7d,每天记录真菌生长情况,
接种 7d 仍无真菌生长者视为阴性。 培养阳性者利用菌落

特征、颜色、镜下真菌菌丝结构、分生孢子形态等进行菌种

鉴定。 病理检查:经 4% 甲醛溶液固定、脱水、石蜡包埋,
4滋m 切片 3 张,分别采用 HE、六胺银、PAS 染色镜检(六胺

银染色经切片脱蜡,蒸馏水洗;50g / L 铬酸溶液氧化 1h,蒸
馏水洗;10g / L 亚硫酸氢钠溶液浸润 1min,蒸馏水洗;六胺

银加热到 60益染色 1h,蒸馏水洗;1g / L 氯化金调色 5min,
蒸馏水洗;20g / L 硫代硫酸钠浸润 2min,蒸馏水洗。 HE 染

色;脱水透明,封片,观察有无呈黑褐色的真菌。 PAS 染色

经切片脱蜡,蒸馏水洗;5g / L 高碘酸浸染 10min,蒸馏水

洗;雪夫试剂避光浸染 20min,蒸馏水洗;5g / L 偏亚硫酸氢

图 1摇 真菌涂片检查结果表现摇 A:真菌涂片镜检可见染为紫红

色,菌丝壁和中隔透明不着色,有 1 个或多个核染成蓝紫色的真

菌菌丝(箭头,革兰染色,伊1000);B:真菌涂片镜检可见卵圆形、
椭圆形、短棒状且大小不一,革兰染色为深紫红色的真菌孢子

(箭头,革兰染色,伊1000)。

钠溶液清洗,自来水冲洗 10min;脱水透明,封片,观察有

无呈紫红色的真菌)。
摇 摇 统计学分析:数据采用 SPSS 17. 0 统计分析软件进行

统计学分析,统计学方法采用 字2 检验,P<0. 05 为差异有

统计学意义。
2 结果

2. 1 三种实验室诊断方法的检查表现

2. 1. 1 真菌涂片检查结果摇 角膜病变组织刮片镜检时可

观察到细丝管样结构,10% KOH 湿片下角膜坏死组织溶

解,高倍镜下可见透明有折光的真菌菌丝、孢子;革兰染色

可见真菌菌丝壁透明不着色,核呈蓝紫色,且有 1 个或多

个细胞核 (图 1A)。 有 1. 0% 的标本可检出真菌孢子[3],
镜检时可观察到卵圆形、短棒状,大小不一,革兰染色呈深

紫红色的孢子(图 1B)。
2. 1. 2 真菌培养检查结果摇 PDA 平板上可观察到淡红色

菌落、黑色菌落、绿色菌落等。 镜检时根据孢子形态、大
小、结构等可鉴定到属。 其中 29 例为镰刀菌(图 2A),14
例霉菌(图 2B),5 例酵母菌(图 2C),5 例链格孢(图 2D),
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图 2摇 真菌培养检查结果表现摇 A:镜检可见光滑、透明呈镰刀状的分生孢子(箭头,美兰染色,伊1000);B:镜检可见呈疏松、放射状的

球形分生孢子(箭头,美兰染色,伊1000);C:镜检可见卵圆形、椭圆形、短棒状深紫红色的真菌孢子(箭头,革兰染色,伊1000);D:镜检

可见壁厚光滑、淡橄榄色、卵圆、砖格状的孢子(箭头,美兰染色,伊1000);E:镜检可见从基质长出的呈柱状的分生孢子链(箭头,美兰

染色,伊1000);F:镜检可见呈丝状的真菌菌丝,未见孢子(箭头,美兰染色,伊1000)。

图 3摇 病理检查结果表现摇 A:镜检可见角膜表面有溃疡,溃疡表面及下方基质层内可见不同程度的大量中性粒细胞浸润与真菌菌丝

浸润(箭头,HE 染色,伊40);B:镜检可见角膜表面有溃疡,溃疡表面及下方基质层内可见不同程度的大量中性粒细胞浸润与真菌菌丝

浸润(箭头,HE 染色,伊400);C:镜检可见角膜表面无病变,基质中、深层可见坏死、大量中性粒细胞浸润与真菌菌丝浸润(箭头,HE
染色,伊40);D:镜检可见角膜表面无病变,基质中、深层可见坏死、大量中性粒细胞浸润与真菌菌丝浸润(箭头,HE 染色,伊400);E:镜
检可见角膜后弹力层真菌菌丝浸润(箭头,HE 染色,伊400);F:PAS 染色见真菌呈颜色深浅不一的紫红色(伊200);G:六胺银染色见真

菌呈棕色至黑褐色(伊200)。

1 例青霉菌(图 2E),1 例丝状真菌(未定型,图 2F)。
2. 1. 3 病理检查结果摇 染色结合 HE、六胺银、PAS,部分角

膜切除标本显示角膜表面有溃疡,溃疡表面及下方基质层

内可见不同程度的大量中性粒细胞浸润与真菌菌丝浸润

(图 3A,3B);部分角膜切除标本显示角膜表面无病变,基

质中、深层可见坏死、大量中性粒细胞浸润与真菌菌丝浸

润(图 3C,3D);部分角膜后弹力层可见真菌菌丝浸润并

穿过后弹力层到前房内(图 3E)。 六胺银、PAS 染色可见

大部分真菌菌丝逐步向深部实质层扩散或垂直于角膜板

层纤维生长(图 3F),也可见在角膜基质层内平行于板层
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图 4摇 霉菌感染真菌性角膜炎患者的真菌涂片镜检、真菌纯培养镜检、病理检查的检查表现摇 A:真菌涂片镜检可见染为深紫红色的

真菌菌丝(箭头,革兰染色,伊1000);B:真菌纯培养镜检可见呈疏松、放射状的球形分生孢子(箭头,美兰染色,伊1000);C:病理检查见

局部角膜上皮、前弹力层及浅层基质坏死脱落,其下基质浅中层见大片坏死伴较多中性粒细胞浸润,表层见大量真菌菌丝浸润,局部

后弹力层前基质大片变性、坏死伴少量中性粒细胞浸润,内表面大量炎性渗出(HE 染色,伊40);D:病理检查见局部角膜上皮、前弹力

层及浅层基质坏死脱落,其下基质浅中层见大片坏死伴较多中性粒细胞浸润,表层见大量真菌菌丝浸润,局部后弹力层前基质大片变

性、坏死伴少量中性粒细胞浸润,内表面大量炎性渗出(HE 染色,伊400)。

纤维(图 3G),穿透角膜后弹力层导致角膜穿孔和真菌性

眼内炎,角膜呈现全层炎细胞浸润组织坏死病理改变。
2. 1. 4 特殊病例摇 霉菌感染真菌性角膜炎患者 1 例的三

种不同实验室诊断方法的具体检查表现见图 4。
2. 2 三种实验室诊断方法结果的一致性比较

2. 2. 1 真菌涂片检查与病理检查的一致性比较摇 临床诊

断为 真 菌 性 角 膜 炎 110 例 中, 真 菌 涂 片 阳 性 50 例

(45郾 5% ),病理检查阳性 88 例(80. 0% ),将病理检查与

真菌涂片检查的阳性率进行比较,差异有显著统计学意义

(字2 =28. 074,P<0. 01)。 真菌涂片与病理检查均为阳性者

50 例,阳性符合率为 45. 5% (50 / 110),真菌涂片与病理检

查均阴性者 22 例,阴性符合率 20. 0% (22 / 110),真菌涂

片与病理检查的总符合率为 65. 5% (72 / 110)。 真菌涂片

结果阴性的 60 例中,有 38 例经病理检查确诊为阳性,占
63. 3% 。 没有发现病理检查阴性而真菌涂片阳性的患者。
2. 2. 2 真菌培养检查与病理检查的一致性比较摇 临床诊

断为 真 菌 性 角 膜 炎 110 例 中, 真 菌 培 养 阳 性 55 例

(50郾 0% ),病理检查阳性 88 例(80. 0% ),将病理检查与

真菌培养检查的阳性率进行比较,差异显著( 字2 = 21. 758,
P<0. 01)。 真菌培养与病理检查均为阳性者 55 例,阳性

符合率为 50. 0% (55 / 110),真菌培养与病理检查均阴性

者 22 例,阴性符合率 20. 0% (22 / 110),真菌培养与病理

检查的总符合率为 70. 0% (77 / 110)。 真菌培养结果阴性

的 55 例中,有 33 例经病理检查确诊为阳性,占 60. 0% 。
没有发现病理检查阴性而真菌培养阳性的患者。
2. 2. 3 真菌涂片检查与真菌培养检查的阳性率比较摇 将

真菌涂片检查与真菌培养检查的阳性率进行比较,差异无

统计学意义(字2 =0. 455,P=0. 500)。
3 讨论

摇 摇 近年来,真菌性角膜炎的发病率有所增加[4,5]。 在我

国,真菌性角膜炎的发病率更是有逐年增多的趋势[6],其
导致角膜穿孔的可能性是细菌性角膜炎的 5 ~ 6 倍[7],这
引起越来越多的眼科医师的重视。 本研究发现真菌培养

检出菌株以镰刀菌最常见,霉菌次之,这与国内外多篇文

献报道相吻合。 Gopinathan 等[8] 研究中,南印度眼部感染

的真菌以镰刀菌最常见,占 37. 2% ,其次是曲霉属,占

30郾 7% ;鹿秀海等[9]国内报道中镰刀菌占 63. 2% ,曲霉属

占 14. 1% 。 经我们研究发现,来我们所在医院就诊的真

菌性角膜炎患者多有稻草、板栗、玉米等农作物划伤刺伤

等外伤史,而镰刀菌、曲霉等真菌正是自然环境中比较常

见的腐生菌,也是重要的植物病原菌[10]。 本研究观察的

110 例患者大多来自农村,由于频繁地参与农业活动,极
大增加了被植物枝叶划伤割伤角膜从而导致真菌性角膜

炎的概率[11]。 这就要求我们对农民一定要做好宣教工

作,日常耕作时一定要做好防护措施。 由于真菌性角膜炎

在我国的高发性及危害性,若诊断及治疗不及时,将会导

致角膜穿孔、失明,更严重者行眼球摘除术[12]。 因此,尽
早诊断真菌性角膜炎显得非常重要,根据角膜病史和角膜

病灶的特点虽可以做出初步诊断[13],但是需要实验室检

查来支持诊断。
摇 摇 直接涂片镜检方法简便、快捷,可快速初步确立诊断,
但阳性检出率最低。 真菌培养是目前鉴定真菌的有效方

法,且其体外药物敏感试验为临床合理用药提供了理论参

考。 但是真菌培养耗时较长(3d ~ 1wk)。 本研究中单独

病理检查的阳性率为 80. 0% ,真菌培养阳性率为 50. 0% ,
真菌涂片阳性率为 45. 5% ,病理检查较真菌涂片和真菌

培养有更高的敏感性。 病理检查还能够确诊真菌性角膜

炎,能够明确真菌在角膜内的生长情况,但病理组织学结

合特殊染色无法鉴定真菌,也无法为临床提供合理用药依

据,且病理标本往往是术中或术后标本,无法做到快速诊

断,手术所需费用也较高,医疗单位中的普及率及开展难

易度都不如涂片与培养。 因此,联合多种实验室诊断技术

能够提高真菌性角膜炎的诊断水平,为诊断真菌性角膜炎

提供更加全面、准确的临床治疗依据,从而为患者争取治

疗时间。 有文献指出角膜炎患者(包括细菌性角膜炎和

真菌性角膜炎)应同时做涂片和培养检查[14],以提高诊断

准确率,进而尽快地缩短角膜炎的病程,这从侧面肯定了

以上这一结论。
摇 摇 真菌涂片或真菌培养阳性而病理检查阴性的情况在

本研究中不存在,进一步说明了病理检查较真菌涂片和真

菌培养有更高的敏感性。 这与部分真菌性角膜炎患者的

病灶在深层不在表面,导致临床取材不到位,造成真菌涂
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片及真菌培养假阴性,而病理检查都是手术标本,取材较

深入,阳性检出率较高;第二个原因是一部分真菌性角膜

炎患者经过药物治疗,病情康复,此时真菌涂片及病理检

查或可见残留的真菌菌丝,但真菌培养则无法培养出菌

株。 除了技术原因外,是否还与不同真菌具有不同的侵袭

力有关[15],这有待进一步研究。 本文列举霉菌感染真菌

性角膜炎患者的三种不同实验室诊断方法的不同表现,其
他不同真菌菌种感染导致的真菌性角膜炎是否有不同、特
殊的检查表现还有待进一步研究。
摇 摇 分子诊断技术由于其高度的敏感性,且其诊断所需时

间较短(4 ~ 8h),已得到越来越多的关注[16]。 但是,分子

诊断技术对实验室设备要求较高,在基层医疗单位还不能

得到普及[17]。 临床医师应根据实际情况,结合多种实验

室诊断技术以提高真菌性角膜炎的诊断水平,为患者争取

治疗时间。 通过本次研究,将有助于临床医生了解真菌性

角膜炎的实验室诊断技术的特点。
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