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摘要
目的:将荧光染色技术应用于组织病理诊断棘阿米巴性角
膜炎(ＡＫ)ꎬ并将阅片结果与 ＨＥ 染色和 ＰＡＳ 染色的阅片
结果进行比较ꎬ分析这 ３ 种染色方法的敏感性与特异性ꎬ
探究荧光染色技术在角膜组织活检中检测阿米巴病原体
的应用价值ꎮ
方法:回顾性研究ꎮ 收集 ２０１５－０５ / ２０２０－０６ 于山东第一
医科大学附属眼科医院就诊的感染性角膜炎患者的手术
切除标本 ７４ 例 ７５ 眼ꎮ 根据角膜刮片、培养和组织病理诊
断结果ꎬ将感染性角膜标本分为 ＡＫ 组和非棘阿米巴性角
膜炎(ＮＡＫ)组ꎮ 将连续切片的组织分别行 ＨＥ 染色、ＰＡＳ
染色和荧光染色ꎬ分析 ３ 种染色方法对 ＡＫ 诊断的敏感性
与特异性ꎬ使用受试者工作特征(ＲＯＣ)曲线计算曲线下
面积(ＡＵＣ)ꎬ并进一步分析在同一部位相同倍率视野下ꎬ
计数三种染色方法找到棘阿米巴病原体的数量ꎬ明确荧光
染色法对 ＡＫ 的诊断价值ꎮ
结果:ＨＥ 染色的敏感性为 ６９％(２７ / ３９)、特异性为 ９２％ꎬ
ＰＡＳ 染色的敏感性为 ６２％(２４ / ３９)、特异性为 ９７％ꎬ荧光
染色的敏感性为 ９５％(３７ / ３９)、特异性为 ９７％ꎬ３ 种染色方
法对 ＡＫ 诊断的敏感性存在差异( χ２ ＝ １９.８５７ꎬＰ<０.００１)ꎻ
进行两两比较发现ꎬＨＥ 染色、ＰＡＳ 染色与荧光染色诊断
ＡＫ 的敏感性有差异(Ｐ ＝ ０.００３、<０.００１)ꎬＨＥ 染色与 ＰＡＳ
染色诊断 ＡＫ 的敏感性没有差异(Ｐ ＝ ０.９７８)ꎻＡＵＣ 最大为
荧光染色(０.９６０)ꎬ其次分别为 ＨＥ 染色(０.８０４)ꎬＰＡＳ 染
色(０.７９４)ꎮ 计数在同一部位相同倍率视野下ꎬＨＥ 染色、
ＰＡＳ 染色和荧光染色查见棘阿米巴包囊数量的中位数分
别为 ４ (０ꎬ１１)、２ ( ０ꎬ９)、１２ ( ３ꎬ３３) 个 ( χ２ ＝ ５６. ５６１ꎬＰ <
０.００１)ꎻ进行两两比较发现ꎬＨＥ 染色和荧光染色、ＰＡＳ 染
色和荧光染色找到棘阿米巴包囊的数量有差异 ( Ｐ <
０.００１)ꎬＨＥ 和 ＰＡＳ 两种染色方法找到棘阿米巴包囊的数

量没有差异(Ｐ＝ ０.２１０)ꎬ荧光染色的组织病理切片更容易
辨别阿米巴病原体ꎮ
结论:荧光染色技术应用于组织病理诊断 ＡＫ 的敏感性比
ＨＥ 染色和 ＰＡＳ 染色高ꎬ可显著提高阿米巴病原体检测的
阳性率ꎮ
关键词:荧光染色ꎻ苏木素－伊红染色ꎻ过碘酸希夫染色ꎻ
棘阿米巴性角膜炎ꎻ组织病理ꎬ诊断
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Ｅｙｅ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｆｉｒｓｔ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ＆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ
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Ａｃａｎｔｈａｍｏｅｂａ ｋｅｒａｔｉｔｉｓ (ＡＫ)ꎬ ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｉｔｈ
ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｈｅｍｏｔｏｘｙｉｌｎ － ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ (ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ) ａｎｄ
ｐｅｒｉｏｄｉｃ ａｃｉｄ － ｓｃｈｉｆｆ ｓｔａｉｎｉｎｇ ( ＰＡＳ ｓｔａｉｎｉｎｇ )ꎬ ａｎｄ
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ｓｃｒａｐｉｎｇꎬ ｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ. Ｔｈｅ
ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＨＥ
ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ＰＡＳ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ａｎｄ
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ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ＡＫ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ. Ａｒｅａ
ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｕｒｖｅ (ＡＵＣ) ｗａｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｃｅｉｖｅｒ
ｏｐｅｒａｔｉｎｇ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ( ＲＯＣ ) ｃｕｒｖｅ. Ｆｕｒｔｈｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｃｏｕｎｔ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ａｃａｎｔｈａｍｏｅｂａ
ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ｆｏｕｎｄ ｂｙ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ
ｓａｍｅ ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｉｅｌｄ ｏｆ ｖｉｅｗ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｓｉｔｅꎬ ａｎｄ ｔｏ
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ｏｆ ＡＫ ( χ ２ ＝ １９.８５７ꎬ Ｐ < ０.００１)ꎬ ａｎｄ ｐａｉｒｗｉｓｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ
ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ＰＡＳ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｓｔａｉｎｉｎｇ
ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ＡＫ ｗｅｒｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ ＝
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０引言

棘阿米巴性角膜炎( ａｃａｎｔｈａｍｏｅｂａ ｋｅｒａｔｉｔｉｓꎬＡＫ)是一

种少见的眼部感染ꎬ１９７０ 年代由 Ｎａｇｉｎｔｏｎ 等[１] 和 Ｊｏｎｅｓ
等[２]分别报道ꎬ我国 １９９２ 年首次报道了由棘阿米巴感染

引起的角膜炎[３]ꎮ 国外报道 ＡＫ 与配戴被污染的角膜接

触镜密切相关ꎬ其次是植物及昆虫外伤ꎮ 我国是农业大

国ꎬＡＫ 以农民居多ꎬ主要与外伤和用污染的水洗眼有关ꎮ
目前 ＡＫ 组织病理学检查主要应用的染色方法为苏木素－
伊红染色(ｈｅｍｏｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ)和过碘

酸希夫染色( ｐｅｒｉｏｄｉｃ ａｃｉｄ－ｓｃｈｉｆｆ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ＰＡＳ ｓｔａｉｎｉｎｇ)ꎬ
两种染色方法可将棘阿米巴包囊染成红色或紫红色ꎬ从而

进行诊断ꎮ 但是在日常工作中发现ꎬ严重感染的角膜组

织ꎬ其组织溶解坏死严重ꎬ并伴有大量的炎症细胞浸润ꎬ棘
阿米巴包囊不易被识别ꎬ另外ꎬ送检角膜组织中棘阿米巴

含量较少时也特别容易漏诊ꎮ
前期研究荧光染色对真菌性角膜炎诊断效果[４] 时发

现ꎬ荧光染色液对棘阿米巴包囊同样有很好的显色效果ꎬ
棘阿米巴包囊和真菌细胞壁一样ꎬ也含有纤维素、几丁质

和其他含 β－１ꎬ４－糖苷键的碳水化合物ꎮ 荧光染色液与这

些物质结合后ꎬ在紫外激发光(ＵＡ 滤镜)下棘阿米巴包囊

呈亮绿色荧光ꎬ角膜基质纤维呈蓝色ꎬ背景呈黑色ꎬ棘阿米

巴包囊的形态特征清晰可辨ꎮ 目前国内尚未将这种检查

方法应用到组织病理诊断 ＡＫꎬ本研究对手术切除的感染

性角膜炎标本分别行 ＨＥ 染色、ＰＡＳ 染色和荧光染色ꎬ比
较 ３ 种染色方法对 ＡＫ 的诊断效率ꎮ
１对象和方法

１.１对象　 回顾性研究ꎮ 收集 ２０１５－０５ / ２０２０－０６ 于山东

第一医科大学附属眼科医院就诊的感染性角膜炎患者的

手术切除标本 ７４ 例 ７５ 眼ꎮ 根据角膜刮片、体外培养和组

织病理诊断结果ꎬ将感染性角膜炎分为 ＡＫ 组和非棘阿米

巴性角膜炎(ｎｏｎ－ａｃａｎｔｈａｍｏｅｂａ ｋｅｒａｔｉｔｉｓꎬＮＡＫ)组ꎮ 纳入标

准:(１)感染性角膜炎患者经角膜刮片、组织培养或病理

检查明确诊断为 ＡＫ、真菌性角膜炎或细菌性角膜炎ꎻ(２)
手术切除的角膜组织均送病理检查ꎻ(３)所有患者均知情

同意ꎮ 排除标准:(１)未明确诊断的感染性角膜炎ꎻ(２)
病毒性角膜炎患者ꎻ(３)送检组织标本太小ꎬ无法完成病

理检查者ꎮ 本研究经山东省眼科医院伦理委员会审核

批准(Ｎｏ.ＳＤＳＹＫＹＹ－２０１６０１２)ꎬ所有患者均签署知情同

意书ꎮ
１.２方法　 将手术切除的角膜组织立即用 １０％中性福尔

马林充分固定ꎬ取材后将角膜组织用乙醇梯度脱水ꎬ二甲

苯透明和浸蜡ꎬ石蜡切片机行 ４μｍ 厚切片ꎬ切片经二甲苯

充分脱蜡后流水冲洗ꎮ 分别行 ＨＥ、ＰＡＳ 和荧光染色ꎮ
１.２.１ ＨＥ 染色　 苏木素染色 １０ｍｉｎꎬ盐酸酒精分化 ２ｓꎬ自
来水洗返蓝ꎬ伊红染色 ５ｍｉｎꎬ流水稍洗ꎬ脱水ꎬ透明ꎬ封固ꎮ
１.２.２ ＰＡＳ 染色 　 滴加过碘酸染液充分覆盖组织染色

１０ｍｉｎ、水洗ꎬ希夫氏染液避光染色 ２０ｍｉｎꎬ倾去染液ꎬ直接

滴加偏重亚硫酸钠 １ｍｉｎ×２ 次ꎬ流水冲洗 １０ｍｉｎꎬ苏木素淡

染ꎬ脱水ꎬ透明ꎬ封固ꎮ
１.２.３荧光染色　 将荧光染色液直接滴加 １２ 滴到载玻片

上ꎬ使染液充分覆盖组织ꎬ持续染色 １ｍｉｎꎬ将盖玻片水平

放置于载玻片上以减少气泡产生ꎬ滤纸吸去多余染液ꎮ
１.２.４查找病原体　 将染色完成的病理切片分别置于普通

光学显微镜和荧光显微镜下查找病原体ꎬ阅片工作由一名

主治医师和一名副主任医师分别独立完成ꎬ当两人诊断结

果出现分歧时ꎬ以两人再次共同阅片达成的一致结果为

准ꎮ 统计分析 ３ 种染色方法检查阿米巴病原体的敏感性
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图 １　 ＡＫ的镜下特点　 同一部位连续切片染色ꎮ Ａ:ＨＥ 染色棘阿米巴囊壁呈紫红色(箭头)ꎬ可见双层壁结构ꎬ内容物呈紫色ꎻＢ:ＰＡＳ
染色的棘阿米巴包囊呈紫红色(箭头)ꎻＣ:荧光染色后ꎬ棘阿米巴囊壁呈亮绿色荧光(箭头)ꎬ角膜基质纤维呈蓝色ꎬ背景黑色ꎮ

图 ２　 真菌性角膜炎镜下特点　 同一部位连续切片染色ꎮ Ａ:ＨＥ 染色角膜基质变性坏死ꎬ炎细胞浸润ꎬ呈化脓性炎症改变ꎻＢ:ＰＡＳ 染

色将真菌菌丝和孢子染成紫红色(箭头)ꎻＣ:荧光染色后ꎬ真菌菌丝和孢子呈亮蓝绿色荧光(箭头)ꎬ角膜基质纤维呈蓝色ꎬ背景黑色ꎮ

图 ３　 细菌性角膜炎镜下特点　 同一部位连续切片染色ꎮ Ａ:ＨＥ 染色示角膜基质大量炎细胞浸润ꎬ呈化脓性炎症改变ꎻＢ:ＰＡＳ 染色呈

阴性ꎻＣ:荧光染色未见发出荧光的病原体ꎮ

和特异性ꎮ 同一标本进行连续切片ꎬ选取同一部位相同倍
率视野下ꎬ分别计数 ３ 种染色方法找到阿米巴病原体的
数量ꎮ
　 　 统计学分析:使用 ＳＰＳＳ ２３.０ 软件进行数据分析ꎮ 计
数资料以例数和百分比表示ꎬ非正态分布计量资料以
Ｍ(Ｐ２５ꎬＰ７５)表示ꎮ 采用 Ｃｏｈｅｎ􀆳ｓ Ｋａｐｐａ 检验评价两位病理
医师对相同病理切片阅片结果的一致性ꎮ 三种染色方法
的敏感性比较采用 Ｃｏｃｈｒａｎ􀆳Ｑ 检验ꎬ使用 Ｄｕｎｎ􀆳ｓ 检验(经
Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 法校正)进行事后两两比较ꎮ 诊断效能比较使
用受试者工作特征( ｒｅｃｅｉｖｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃꎬＲＯＣ)
曲线计算 ＲＯＣ 曲线下面积( ａｒｅａ ｕｎｄｅｒ ｒｅｃｅｉｖｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｃｕｒｖｅꎬＡＵＣ)ꎮ 计数在同一部位相同倍率视
野下ꎬ３ 种染色方法找到棘阿米巴病原体的数量比较采用
非参 数 检 验 的 Ｆｒｉｅｄｍａｎ 法ꎬ 使 用 Ｄｕｎｎ􀆳ｓ 检 验 ( 经
Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 法校正)进行事后两两比较ꎮ 以 Ｐ<０.０５ 表示差
异具有统计学意义ꎮ
２结果
２.１ 患者一般情况　 本研究共收集感染性角膜炎患者 ７４
例 ７５ 眼ꎬ其中 ＡＫ 组 ３８ 例 ３９ 眼ꎬＮＡＫ 组 ３６ 例 ３６ 眼(其中
真菌性角膜炎 ３０ 例 ３０ 眼ꎬ细菌性角膜炎 ６ 例 ６ 眼)ꎮ 男
４２ 例ꎬ女 ３２ 例ꎬ年龄 ９ ~ ７８(平均 ４８.８±１６.２)岁ꎮ 初发 ７１
例ꎬ复发 ３ 例ꎬ复发 ３ 例均为 ＡＫꎮ
２.２ 不同角膜炎病原体在不同染色方法的镜下特点
２.２.１ ＡＫ　 组织切片经 ＨＥ 染色ꎬ观察到角膜组织呈化脓
性炎症改变ꎬ角膜基质纤维变性坏死ꎬ大量炎细胞浸润ꎬ基

质间可见棘阿米巴包囊ꎬ囊壁呈紫红色ꎬ可见双层壁结构ꎬ
内容物呈紫色ꎬ有时偏位于包囊一侧ꎮ ＰＡＳ 染色棘阿米巴
包囊表现与 ＨＥ 染色相似ꎬ但经 ＰＡＳ 染色的角膜基质纤维
和棘阿米巴包囊颜色都较淡ꎬ有时不如 ＨＥ 染色容易分
辨ꎮ 荧光染色后ꎬ棘阿米巴的囊壁呈亮绿色荧光ꎬ包囊中
央的荧光略弱于囊壁的荧光ꎬ有时只可见空的囊壁结构ꎬ
角膜基质纤维呈蓝色ꎬ背景黑色(图 １)ꎮ
２.２.２真菌性角膜炎　 ＨＥ 染色在绝大多数真菌不着色ꎬ
很难在受感染的角膜病灶中辨别出真菌菌丝或孢子ꎬＰＡＳ
染色可以将菌丝壁和孢子染成紫红色ꎬ角膜基质呈粉红
色ꎮ 经荧光染色后ꎬ真菌菌丝和孢子呈亮蓝绿色荧光ꎬ可
见菌丝的横隔及分支ꎬ角膜基质纤维呈蓝色ꎬ背景黑色
(图 ２)ꎮ
２.２.３细菌性角膜炎　 病理组织切片使用以上 ３ 种染色方
法都无法观察到细菌的病原体ꎬＨＥ 染色和 ＰＡＳ 染色可以
观察角膜受感染的病理变化ꎬ荧光染色可以用于排除棘阿
米巴或真菌感染(图 ３)ꎮ
２.３不同染色方法对 ＡＫ诊断的效能比较及阅片医师一致
性检验结果　 ＨＥ 染色的敏感性为 ６９％(２７ / ３９)、特异性
为 ９２％ꎬＰＡＳ 染色的敏感性为 ６２％ (２４ / ３９)、特异性为
９７％ꎬ荧光染色的敏感性为 ９５％(３７ / ３９)、特异性为 ９７％ꎬ
对组织病理应用 ３ 种染色方法诊断 ＡＫ 的敏感性进行分
析ꎬ发现 ３ 种染色方法对 ＡＫ 诊断的敏感性的差异有统计
学意义 ( χ２ ＝ １９. ８５７ꎬＰ < ０. ００１)ꎬ采用 Ｄｕｎｎ􀆳ｓ 检验 (经
Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 法校正)进行两两比较发现ꎬＨＥ 染色与荧光染
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图 ４　 三种染色方法诊断 ＡＫ的 ＲＯＣ曲线图ꎮ 　

图 ５　 棘阿米巴与其他物质的鉴别诊断　 Ａ:荧光染色示气泡(箭头)ꎻＢ:荧光染色示杂质 ꎻＣ:荧光染色示念珠菌孢子ꎮ

表 １　 三种染色方法诊断 ＡＫ的效能比较

染色方法 敏感性(％) 特异性(％) ＡＵＣ
ＨＥ 染色 ６９ ９２ ０.８０４
ＰＡＳ 染色 ６２ ９７ ０.７９４
荧光染色 ９５ ９７ ０.９６０

色、ＰＡＳ 染色与荧光染色诊断 ＡＫ 的敏感性差异具有统计
学意义(Ｐ＝ ０.００３、<０.００１)ꎬＨＥ 染色与 ＰＡＳ 染色诊断 ＡＫ
的敏感性差异无统计学意义(Ｐ ＝ ０.９７８)ꎮ ３ 种染色方法
的效能指标见表 １ꎮ ＡＵＣ 最大为荧光染色 ０.９６０ꎬ其次分
别为 ＨＥ 染色 ０.８０４ꎬＰＡＳ 染色 ０.７９４ꎬ３ 种染色方法的 ＲＯＣ
曲线见图 ４ꎮ
　 　 对角膜标本进行连续切片ꎬ计数在同一部位相同倍率
视野下ꎬ对 ３ 种染色方法找到棘阿米巴病原体的数量进行
分析ꎬＨＥ 染色找到棘阿米巴包囊个数的中位数为 ４(０ꎬ１１)
个ꎬＰＡＳ 染色找到棘阿米巴包囊个数的中位数为 ２(０ꎬ９)个ꎬ
荧光染色找到棘阿米巴包囊个数的中位数为１２(３ꎬ３３)
个ꎬ３ 种染色方法找到棘阿米巴包囊的数量差异具有统计
学意义 ( χ２ ＝ ５６. ５６１ꎬＰ < ０. ００１)ꎮ 采用 Ｄｕｎｎ􀆳ｓ 检验 (经
Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 法校正)进行两两比较发现ꎬＨＥ 染色和荧光染
色、ＰＡＳ 染色和荧光染色找到棘阿米巴包囊的数量差异具
有统计学意义(Ｐ<０.００１)ꎬＨＥ 和 ＰＡＳ 两种染色方法找到
棘阿米巴包囊的数量差异无统计学意义(Ｐ ＝ ０.２１０)ꎬ荧光
染色的组织病理切片更容易辨别棘阿米巴病原体ꎮ
　 　 ＨＥ 染色、ＰＡＳ 染色和荧光染色诊断 ＡＫ 在两位病理
医师间表现出较好的一致性ꎬＫａｐｐａ 值分别为 ０.９１６、０.８７５
和 ０.９４７ꎮ
２.４棘阿米巴与其他物质的鉴别诊断 荧光染色液除了能
与棘阿米巴囊壁的成分结合产生荧光外ꎬ在制片过程中ꎬ

染液在组织间产生的气泡ꎬ混入的杂质都可以产生荧光ꎮ
用荧光染液进行染色封片过程中产生的气泡ꎬ其边缘会发
出荧光ꎬ类似于棘阿米巴的空囊壁ꎬ但是这种气泡大小不
一ꎬ外形比棘阿米巴包囊圆润ꎬ通过调节显微镜的细准焦
螺旋ꎬ将焦点聚焦在气泡ꎬ这时会发现气泡是在组织标本
上方贴近盖玻片的位置ꎮ 制片过程中也可能会混入棉絮
或其他纤维性杂质ꎬ但杂质产生的荧光强烈ꎬ看不到囊壁
样结构ꎮ 棘阿米巴包囊还需要与念珠菌的孢子相鉴别ꎬ后
者体积明显偏小ꎬ呈大小一致的圆形或椭圆形ꎬ无双层壁
结构ꎬ成团聚集在角膜基质纤维间(图 ５)ꎮ
３讨论

ＡＫ 是一种少见的但具有潜在破坏性的眼部感染ꎬ发
病初期症状较隐匿ꎬ病程相对缓慢ꎬ本研究中 ＡＫ 患者病
程平均为 ５７ｄꎬ比真菌性角膜炎患者和细菌性角膜炎患者
病程长ꎮ 国外研究报道ꎬＡＫ 主要是由配戴被污染的角膜
接触镜引起[５－６]ꎬ其次是角膜表面划伤、用被污染的水洗
眼ꎮ 社会经济地位较低的人群中 ＡＫ 发病率较高[７]ꎮ 在
我国 ＡＫ 主要是由外伤和接触被污染的水引起[８－９]ꎬ在本
研究中主要的危险因素是灰尘及其他异物入眼造成的角
膜划伤ꎬ其次是配戴被污染的角膜接触镜ꎮ

ＡＫ 的症状与其他类型角膜炎相似ꎬ常被误诊为单纯
疱疹病毒性角膜炎、真菌性角膜炎以及细菌性角膜炎
等[１０]ꎮ 如何快速准确的诊断 ＡＫ 对指导临床诊治具有重
要的意义ꎮ 体外培养是检查感染性角膜炎有效的实验室
检查方法ꎬ刮取角膜病灶部位的组织或者用手术切除的角
膜标本进行培养ꎬ接种在添加大肠埃希菌的无营养琼脂培
养基上ꎬ培养周期为 ２ｗｋꎬ培养阳性率为 ３０％ ~ ６０％ [１１－１２]ꎮ
角膜刮片检查是一种快速、简便的实验室检查方法ꎬ只需
刮取角膜病灶组织涂于载玻片上ꎬ然后滴加 １０％ ＫＯＨ 溶

５２９１

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２１ꎬ Ｎｏ.１１ Ｎｏｖ. ２０２１　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



液于普通光学显微镜下检查ꎬ相关报道阳性率为 ２７％ [１３]ꎬ
但这种方法需要检查者有丰富的阅片经验ꎬ因为在未染
色的湿片上辨别棘阿米巴病原体比较困难ꎬ容易与退变
的角膜上皮细胞或单核细胞混淆ꎬ另外ꎬ取材质量的好
坏直接影响诊断结果的准确性ꎮ 共聚焦显微镜是一种
无创性检查方法[１４－１６] ꎬ分辨率可达 １μｍꎬ可以在细胞水
平上对角膜进行观察ꎬ典型的棘阿米巴包囊成双层壁结
构ꎬ容易诊断ꎬ但是在角膜溃疡严重的病例ꎬ其穿透性
差ꎬ无法成像ꎮ

对于因角膜严重感染而行角膜移植手术的病例ꎬ病理
组织活检是重要的检查方法ꎬ它可以明确感染性角膜疾病
的类型ꎬ直观的观察角膜组织的病理生理变化ꎮ ＨＥ 染色
是组织病理最常用的染色方法ꎬ可以将棘阿米巴囊壁染成
紫红色ꎬ内容物染成紫色ꎬ但是 ＨＥ 染色对真菌的着色力
较差ꎻ棘阿米巴包囊在 ＰＡＳ 染色下呈紫红色ꎬ与 ＨＥ 染色
相似ꎬ真菌细胞壁和孢子也可被染成紫红色ꎻ棘阿米巴包
囊和真菌细胞壁都含有几丁质ꎬ属于一类 β－型多糖ꎬ可与
荧光染色液特异性结合ꎬ形成强的荧光复合物ꎬ使用荧光
显微镜可以观察到角膜组织中的病原体ꎮ 以往研究报道ꎬ
组织病理诊断 ＡＫ 的阳性率为 ３１％ ~６５％ [１０]ꎬ这与本研究
中应用 ＨＥ 染色和 ＰＡＳ 染色诊断 ＡＫ 的阳性率相似ꎮ 本
研究中使用的荧光染色法方便、快捷ꎬ组织标本充分脱蜡
后滴加一滴荧光染液ꎬ作用 １ｍｉｎ 便可在荧光显微镜下诊
断ꎮ 本研究中ꎬ荧光染色法诊断 ＡＫ 的阳性率为 ９５％ꎬ明
显高于常规 ＨＥ 染色和 ＰＡＳ 染色的阳性率ꎮ ＨＥ 染色和
ＰＡＳ 染色虽然可以将棘阿米巴囊壁染色ꎬ但是检查者要想
准确鉴别棘阿米巴病原体还需要积累一定的经验[１７]ꎬ而
且角膜组织坏死严重并伴有大量炎细胞浸润时ꎬ分辨混在
坏死组织中的棘阿米巴病原体就比较困难ꎮ 有时组织中
棘阿米巴数量很少ꎬＨＥ 染色或 ＰＡＳ 染色对于少量不典型
的棘阿米巴包囊很难做出准确判断ꎮ 为了进一步验证荧
光染色诊断棘阿米巴病原体的效力ꎬ本研究将同一部位相
同倍率视野下ꎬ分别将三种染色方法所能识别的棘阿米巴
数量进行比较ꎬ结果荧光染色识别的棘阿米巴数量明显多
于其他两种染色方法ꎬ荧光染色液可以特异性的与棘阿米
巴囊壁成分结合ꎬ在紫外激发光作用下产生亮绿色荧光ꎬ
与角膜组织中其他成分形成鲜明的对比ꎬ在坏死严重的病
灶区域ꎬ也很容易识别棘阿米巴病原体ꎮ 对于经验较少的
病理诊断医师ꎬ应用荧光染色也可以容易的识别组织中的
病原体ꎬ通过对照常规染色的组织切片ꎬ可以进一步学习
和积累诊断经验ꎮ

但荧光染色技术也有一些不足之处ꎬ首先荧光染色的
组织荧光性会衰减消失ꎬ所以染色后要尽快进行检查ꎬ并
拍取照片留存ꎮ 而且应用荧光染色技术时ꎬ也要注意一些
非特异性染色所造成的影响ꎬ如制片过程中产生的气泡、
混入的纤维性杂质都会发出荧光从而影响诊断ꎮ 另外ꎬ棘
阿米巴包囊还需要与真菌的孢子相鉴别ꎮ

综上所述ꎬ本研究分析了荧光染色技术在 ＡＫ 诊断中
的应用价值ꎬ并与其他两种染色方法进行了对比ꎬ该方法
可以快速、准确的识别阿米巴病原体ꎬ并为定量分析组织
中棘阿米巴病原体的含量提供客观依据ꎮ
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ｃａｓｅｓ ｏｆ Ａｃａｎｔｈａｍｏｅｂａ ｋｅｒａｔｉｔｉｓꎬ １９８４ － １９９２. Ｅｙｅ ( Ｌｏｎｄ) １９９３ꎻ ７
(Ｐｔ ６):７１９－７２５
１２ Ｐａｒｍａｒ ＤＮꎬ Ａｗｗａｄ ＳＴꎬ Ｐｅｔｒｏｌｌ ＷＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔａｎｄｅｍ ｓｃａｎｎｉｎｇ
ｃｏｎｆｏｃａｌ ｃｏｒｎｅａｌ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｓｕｓｐｅｃｔｅｄ Ａｃａｎｔｈａｍｏｅｂａ
ｋｅｒａｔｉｔｉｓ. Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ ２００６ꎻ１１３(４):５３８－５４７
１３ ＭｃＫｅｌｖｉｅ Ｊꎬ Ａｌｓｈｉａｋｈｉ Ｍꎬ Ｚｉａｅｉ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｒｉｓｉｎｇ ｔｉｄｅ ｏｆ
Ａｃａｎｔｈａｍｏｅｂａ ｋｅｒａｔｉｔｉｓ ｉｎ Ａｕｃｋｌａｎｄꎬ Ｎｅｗ Ｚｅａｌａｎｄ: ａ ７－ｙｅａｒ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ
ｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎꎬ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｏｕｔｃｏｍｅｓ ( ２００９ － ２０１６ ). Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ
Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ ２０１８ꎻ４６(６):６００－６０７
１４ Ｈｕａｎｇ Ｐꎬ Ｔｅｐｅｌｕｓ Ｔꎬ Ｖｉｃｋｅｒｓ ＬＡꎬ ｅｔ ａｌ. Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｄｅｐｔｈꎬ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｃｙｓｔｓ ｉｎ Ａｃａｎｔｈａｍｏｅｂａ ｋｅｒａｔｉｔｉｓ ｕｓｉｎｇ
ｃｏｎｆｏｃａｌ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ. Ｃｏｒｎｅａ ２０１７ꎻ３６(８):９２７－９３２
１５ Ｗａｎｇ ＹＥꎬ Ｔｅｐｅｌｕｓ ＴＣꎬ Ｖｉｃｋｅｒｓ ＬＡꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｏｌｅ ｏｆ ｉｎ ｖｉｖｏ ｃｏｎｆｏｃａｌ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｋｅｒａｔｉｔｉｓ. Ｉｎｔ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ ２０１９ꎻ
３９(１２):２８６５－２８７４
１６ 吕健ꎬ 曾思明ꎬ 蒋莉ꎬ 等. 活体共聚焦显微镜在微生物性角膜炎

诊断中的应用进展. 国际眼科杂志 ２０２０ꎻ２０(１２):２０７０－２０７３
１７ Ｇｒｏｓｓｎｉｋｌａｕｓ ＨＥꎬ Ｗａｒｉｎｇ ＧＯꎬ Ａｋｏｒ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ
ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ ａｎｄ ｓｐｅｃｉａｌ ｓｔａｉｎｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
Ａｃａｎｔｈａｍｏｅｂａ ｋｅｒａｔｉｔｉｓ ｉｎ ｐｅｎｅｔｒａｔｉｎｇ ｋｅｒａｔｏｐｌａｓｔｉｅｓ. Ａｍ Ｊ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ
２００３ꎻ１３６(３):５２０－５２６
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