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单纯疱疹病毒性角膜炎的病原学诊断技术

吴 炜，宋宗明
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吴炜I宋宗明.单纯疱疹病毒性角膜炎的病原学诊断技术.国
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" 引言
单纯疱疹病毒性角膜炎（ 96M?6>O>@4?C6QOR6M%

BA@A@>，=TU）可致盲，其诊断主要依据角膜病变形
态并结合病史、临床表现，但均为非特异性的。如

很多文献有报道在非 =TU病变如其它微生物感
染、药物毒性作用等c(%#d都可以出现树枝状溃疡。并

且由于反复发作及药物的使用，造成 =TU病变不
典型、表现复杂，迫使临床工作者都给予诊断性治

疗，造成不必要的浪费及副作用。所以早期、快速、

准确诊断对其治疗及防盲工作意义重大。近年分

子生物技术及微生物学的发展已推动眼科诊断上

的进步，多项技术在 =TU上得到应用，包括病毒
培养、涂片检查、免疫荧光技术、酶免疫技术、核酸

杂交技术、LG_技术、循环抗体的检测。这些方法
各有不同，本文主要结合现今各种病原学诊断技

术的原理、特点就其临床应用价值予以总结。

( 病毒学特点
了解单纯疱疹病毒（ 96M?6>O >@4?C6QON@M:>，

=Te）的病毒学特点对规范我们的实验室操作、进
行有效的操作以及实验原理的掌握至关重要。

(.( 分型 =Te按血清学分型为 + 型及 ++ 型，=Te
病毒体中至少有 & 种包膜相关的糖蛋白 Hf，HG，
Ha，H;，Hg，H=，H+，H,，其中 HgO为特异性抗原，其余
糖蛋白则在血清型间具有相同的免疫交叉反应。

+，++ 型都可引起 =TU，但 + 型致病更常见；++ 型主
要引起性传播疾病，也可因性接触感染眼部，新生
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儿可经产道感染累及眼部。由于两型间有着免疫

交叉反应糖蛋白，在分析患者血清抗体时可以同

时检测到 !、!! 型 "#$。
%&’ 理化特性 同其它病毒一样 "#$对热不稳定，
收集的标本应放在冷的环境中或加保护液（ 牛、兔

血清或 "()* 液），并且蛋白溶液如 +,-.明胶及动
物血清可增强其稳定性。"#$的囊膜含有相当多
的脂类，对一些脂溶剂如乙醚、氯仿敏感，某些酶

类如胰蛋白酶、酸性磷酸酶、磷脂酶 /可使病毒囊
膜变性而灭活。此外 "#$对 0线、紫外线敏感，!
型对碘苷敏感。所以在分离病毒时，还应该避免接

触化学物质及敏感光线。

%&1 生长特性 "#$可在多种细胞系如在兔、地鼠
肾细胞、各种哺乳动物细胞中生长增殖，区别于其

它人类病毒一般不能在非灵长类动物中复制，它

可以较快生长，因此对 "#$的分离提供了可靠敏
感的方法。常用含蛋白的 2" 值中性的培养基中，
温度在 3!较合适。
%&3 免疫性 "#$感染后可以诱导局部和全身免
疫。全身性抗体反应包括各种免疫球蛋白的作用，

!,4最初出现在 %5*内，1"35*达高峰，然后下降。
随之 !,6抗体出现，3"%’5*达到高峰，可维持数月
或数年，甚至终生存在。临床上若发现 !,4抗体则
提示有早期原发感染，并且常观察 "#$感染前、
后期 !,4抗体滴度变化来诊断 "#7。而 !,6抗体
一般不用于诊断，其作用是提示机体的免疫力情

况。局部免疫的特征是 !,8抗体反应，亦称为分泌
型抗体反应，一般出现在感染后 %"’5*内，维持时
间短，约 %5*左右，目前已有应用检测特异性 !,8
抗体来诊断 "#7。
’ 诊断技术
标本的采集及保存直接影响到诊断结果，因

此规范的操作、采集时间、保存环境很重要。应尽

量在发病初期未使用抗病毒药物前，注意无菌操

作及避免过多暴露于空气中，从采集到实验室时

间越短越好。根据情况可做角膜标本、泪液标本、

房水标本、结膜囊标本，采集方法见文献 +。目前其
病原学的诊断主要有：病毒分离；分子及免疫检

验；涂片法；循环抗体的检测，现将各方法介绍如下。

’&% 病毒分离 病毒分离一直被认为是病毒感染诊
断的金标准，"#$可在多种细胞中增殖产生典型
的致细胞病变作用（ 9:;<2(;=>9?@AA@9;，/BC）。缺点
是特异性差，即使观察到 /BC，也不能判断是否由
于其它病毒引起的，需结合分子、免疫技术提高其

特异度。"#$可在原代细胞兔、地鼠肾细胞内复
制，有利用传代细胞株如 "@D(、$@E<、48%F3等细
胞，最近甚至用兔角膜上皮细胞系 GHI、人类角膜上

皮细胞系 GJI（ =KL()?9<E)@(D?@2>;=@D>(D?9@DD?D>)@M"/C）
培养 "#$，认为可以提高灵敏度。此外有直接动物
接种如小鼠脑内接种、兔角膜接种，但操作麻烦、

经济代价较高。目前就选择接种细胞提高其敏感

性做了很多的临床实验，8;=L()(;=()等 GJI首次将

"/C用于病毒培养，同传统细胞相比更灵敏，尤其
在病毒量少时，在定性、定量上都有优势。一般接

种标本 %"’N 后可观察到 /BC，出现细胞肿胀、变
圆并成为巨细胞、融合细胞，可见嗜酸性核内包涵

体、染色体畸变。需要指出的是，分离培养并不总

是成功，也可并不出现 /BC，如检测呈阴性，也可
能是病毒量低，则需盲目传代 1 次后方可明确，通
常分离病毒和鉴定需 ’"1L<，故时间长，耗费多，
对标本的运送、保存要求高，可能在大的医疗中心

多见，不适合快速诊断。此外临床上采集标本时间

的选择对病毒培养结果影响大，在角膜出现病变

时 ’"1N，病毒的浓度测定最高，随后虽然临床症状
加重但培养阳性率降低GOI。并且如果有使用抗病毒

药物，即使是早期其病毒培养阳性率GOI只有 3P，因
此在应用抗病毒药物后结果并不可靠。

’&’ 涂片法 !"#$%&’()*+,-./0
最简单为 6>@LQ(染色，光镜下观察可见泡样变性
的多核上皮细胞、浸润细胞为单核细胞及多核分

叶白细胞。B(2()>9<D(<K染色后观察上皮细胞可见
嗜酸包涵体，比 6>@LQ(染色更容易观察。以上 ’ 种
涂片法操作简单、便宜，但敏感性和特异性不高，

不能排除其它病毒感染，同时受取样部位及病变

时机的影响，不适于临床大规模检测之用，但若发

现有多核巨细胞则高度提示 "#7。8;=L()(;=()等GRI

曾报道配戴接触镜后角膜出现大面积浸润并溃疡

的病例，在临床上诊断为细菌性角膜炎，而后

6>@LQ(染色示典型的多核巨细胞，并且无细菌生
长，后用 B/S法也发现 "#$?TU8。 涂片法可结
合荧光抗体染色观察核或质的抗原，如结合间接

过氧化物酶 V 抗过氧化物酶法免疫酶技术 G%FI可以

极大提高诊断率。

’&1 免疫技术
’&1&% 免疫荧光技术 根据免疫荧光（ ADKE<E@Q9@)9@?
>LLK)<(QQ(:，W!8）电镜下显示出荧光素标记的抗
体与标本中的抗原结合而成的复合物而诊断。可

分为直接免疫荧光、间接免疫荧光技术。直接免疫

’R1
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荧光即以荧光素标记的 567%( 特异性抗体直接
与标本中的病毒抗原相结合。该法迅速，通常 (!!8
即可出结果，且与病毒分离相比，标本不需在低温

条件下运送，与涂片法相比灵敏度更高 9((:。5;<;=8>
等 9(!:用免疫荧光法对 1! 只 56?兔眼在角膜接种
后的 #@ 的刮片检测的阳性率为 (""A。间接免疫
荧光即以不标记荧光的 567特异性抗体（ 第一抗
体）加入标本中结合，再把能与第一抗体特异结合

的荧光标记的抗免疫球蛋白抗体加入（ 第二抗

体）。628B;C等9(1:采集了 #( 例临床上诊断为 56?
和 #1 例诊断为其他感染性角膜疾病患者的角膜
及上结膜刮片标本，用间接免疫荧光法检测抗原，

结果同病毒分离比较，有较高的敏感性D$)EF和特
异性D)1EF，同临床表现有很好的相关性，并且发
现角膜上检测到病毒的，结膜刮片也为阳性结果。

GHIJIK;I9(#:、张文化等 9(’:将生物素 % 亲和素放大系
统（ C>3L>M%;N>@>MO =<=LH4P*QR6）与 S+R技术结合，建
立 QR%SR 技术，应用于眼科临床检测 567抗原，
与病毒分离阳性一致率达 $(E。该技术与组织培
养相结合可明显提高 !#8 阳性检出率。QR%SR 技
术的关键是使用了亲和素荧光素复合物，若存在

567抗原，则与生物素标记抗体结合，发生抗原抗
体反应，洗涤后滴加亲和素荧光素复合物，再洗涤

这时会有荧光素牢固结合，镜检即可观察。

GHIJIK;I报道该技术与病毒分离一致率达 $"E左
右，另外与组织培养相结合还可以明显提高 !#8
阳性检出率。S+R迅捷、可信性高，且因为抗抗体较
抗体效价更高，间接较直接免疫荧光更加敏感，其

缺点是需要荧光显微镜，不适应我国大部分医疗

单位。

!.1.! 酶免疫技术 酶免疫法（ HMT<4H%U>MKH@* >4%
4JM3=3CHML;==;<，V+R） 即利用特异性抗病毒血清
检测病毒抗原的。它由免疫荧光技术稍作改变，不

需要荧光显微镜，更加简易、快速，较免疫荧光法

更敏感。常用的有间接过氧化物酶 % 抗过氧化物
酶法及直接过氧化物酶法。原理基本类似免疫荧

光技术，主要在抗体上标记上特定酶，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。张晓农等 9(0:对 #" 只实验
性 56?兔眼和 10 只 56?人眼刮片用辣根过氧化
物酶标抗体检测的阳性率分别为 $).’E和 &1.1E，
而对照的 (" 只正常兔眼和 & 只正常人眼却无 (
例阳性，并且动态观察诊断阳性率，其平均值 V+R
（ 0".0E）明显高于 S+RD##.’EF。酶联免疫吸附试

验（ HMT<4H*U>MKH@* >44JM3=3ICHML*;==;<P * VW+6R）是
目前应用较广，速度较快的方法，将已知特异性抗

体或抗原吸附于固相载体上，加入含未知抗原或

抗体的标本，再加辣根过氧化物酶偶连的特异性

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现颜色反应。肉眼

或分光光度计做定性、定量分析。常应用于检测

567抗原的 VW+6R为双抗体夹心法，将 567特异
性抗体包被固相载体。加入待测抗原，温育洗涤后

再加入酶标记的 567特异性抗体，温育洗涤后加
入底物显色。颜色深浅与待测样本中的抗原含量

成正比。众多学者认为抗 567%+XR 特异性强，故可
用于 567的实验室诊断。YI;43@等 9():通过 VW+6R
检测泪膜 567特异 +XR抗体来诊断 56?，同传统
病毒分离、抗原检测做对照，其敏感性、特异性高。

其方法是将 567抗原包被于固相载体，加入采集
到的患眼泪液标本，温育洗涤后再加入酶标记的

抗同种球蛋白抗体。温育洗涤后加入底物显色，颜

色深浅与待测抗体量相关。与 S+R对比，V+R克服
了它的缺点，且敏感性较高。V+R的高灵敏性与其
酶的高效催化、放大作用有关。其中 VW+6R方便、
简易、可靠，易于测定，只需 #!’8 即可得出结果，
可制成试剂盒普遍应用于临床。

!.1.1 单克隆抗体技术 单克隆抗体技术（ 43M3%
2U3M;U*;ML>C3@>H=，Z2RCF使免疫反应增强、更单一，
故 56?的抗原检测的敏感性及特异性得到了很大
的提高。Q3I@>M等9(&:从 #! 例临床上诊断为 567患
者的角膜上取得标本，用荧光标记 Z2RC检测，结
果有 1& 例患者为阳性（ $".’E），10 例正常对照组
全为阴性，这说明免疫荧光 Z2RC技术可信性高。
甚至有学者提出原位诊断技术，68;I4;等9($:在实验

56?鼠的原位免疫荧光 Z2RC对比研究发现其具
有较高的特异性（ (""E），但灵敏度相对差
（ ’"E），可能与原位操作致抗原与抗体接触少有
关。另外 "#$%&’&#$&’ 等 9$:将 QR6与 Z2RC*VW+6R
结合，建立 RQ[%Z2RC技术检测 567抗原。其将
亲和素与酶标生物素共温形成亲和素 % 生物素 %
过氧化物酶复合物，因为生物素和亲和素高效结

合，故形成多个酶分子的复合结构，使酶浓度增

加，提高了检测系统的灵敏度。张文华等 9(#:研究

Z2RC*VW+6R整和后的技术灵敏度要提高 !!# 倍，
特异性好，与其他感染眼部的病毒无交叉反应，病

毒分离符合率达 $0E，特异性达 $’E。
!.1.# 循环抗体的检测 血清抗体检测标本保存于

!$#
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!"#!。根据病毒感染引起的血清中特异性免疫球
蛋白的变化来诊断病毒。方法是检测发病初期（ $"
%&）和恢复期（ ’"()*）血清中特异性抗体及其滴
度的变化，如果抗体效价有 ( 倍以上的变化提示
感染或复发。但在慢性感染类型、反复发作及免疫

功能低下的患者，血清抗体滴度无明显变化，因此

血清分析方法有一定的局限性，即灵敏度差，并且

同采集血清标本的时间、所用抗原以及覆盖抗原

表位的幅度有关，通常需要很常时间才能得到有

价值的结果。

"+( 分子技术
",(,- 核酸杂交技术 利用核酸分子杂交技术（ ./0
123415614&5789:4&4;6<4=.）检测 >?@5ABC，核酸分子
杂交技术是采用型特异性 >?@5ABC5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。但当

>?@5ABC含量少时不易被检出，且由于其操作繁
琐应用不广泛。近年出现了 DEF! 微孔板杂交法G"HI

将核酸杂交、DEF 结合起来，克服了传统许多弊
端。另外探针包被技术方面的改进，可敏感、特异、

客观的检测标本中的 >?@，并能够对其分型。
",(,"5DEF 55利用 DEF技术检测 >?@是基于 ABC
复制的原理在体外扩增 >?@5ABC实现的。DEF技
术方法众多，有常规 DEF、巢式 DEF、反转录 DEF
及近期发展起来的、更省时、比组织细胞培养与

JKC 法敏感性更高的 L4M7<E8123:5 DEF、:362!<4N35
DEFG"-0"’I。同其他方法不同，DEF检测病原体是通
过扩增病原体的特异性基因，即检测病原体的遗

传物质 0 核酸，更直接地反映病原体在体内的存
在，故对感染的不同时期都比较敏感。国外用 DEF
技术检测 >?O患者泪液及角膜标本，其结果均显
示该方法快速、灵敏 G"(0"$I。并且通过扩增可将特异

ABC片段放大上百万倍，所以 DEF技术比分子杂
交法更敏感、快速，特异性强，灵敏度高。但 DEF最
大优点带来了其实际应用中的最大弊端，即易造

成假阳性，故在检测的每一环节，都应注意污染问

题。目前在试剂盒设置特定技术，并严格执行分区

工作原则，可将污染减到最小。P/::=)Q等G"’I对其与

其它诊断方法的对比研究发现 L4M7<E8123:5DEF5、
JKC5、组织培养的阳性诊断率分别为 RRS5TUUVU%W、
X-S5 T$(VU%W、$%S5 T’UVU’W5，作者判断 >?@阳性的
标准为两种以上方法检测为阳性或病毒分离显示

为阳性，因此显示了其高度灵敏度。并且该 DEF法

所需时间短，只要 "7，而 JKC、组织培养分别需要 (7，
(&。同传统 DEF法相比，其污染危险性也明显降低G""I。

总之，众多诊断技术都有着各自的优缺点。虽

然 DEF法快速、灵敏，但由于容易造成污染，技术
要求高，不适合普及应用。相比之下 YKC及 JKC技
术是比较理想的方法，但由于我国现有的医疗资

源，YKC不能极大推广，而 JKC特别是 JKL?C法只
需购买试剂盒，操作简单并迅捷，灵敏度、特异度

高，特别是结合了 PC?、Z1C9后，极大的提高了灵
敏度，而且操作快捷、简单，适合普及推广。今后的

发展趋势仍是将各种技术相结合，而且尽量廉价、

简单、迅速、敏感、特异。
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( 病例报告
男，!" 岁，因机器挤压致头、面部出血、变形

(:，于 !""!%((%() 的 (( 时来我院就诊。查体：体
温不升，脉搏 &" 次 ;4<=，呼吸 !" 次 ;4<=，血压
(#;&>?@。神志清楚，头部严重变形，其顶部有 ! 个
分别为 0，&24长的头皮裂伤，边缘不整齐，深达骨
质，严重污染。眼科检查：右眼球完全脱出眼睑外，

角膜朝向鼻侧，角膜水肿，瞳孔散大，前房少量积

血，眼球完整，视神经暴露于颞侧。可以看到数条

眼外肌断端（ 已分不清四条直肌和两条斜肌），眼

球仅有部分筋膜相连。右眼下睑内眦部纵形皮肤

裂口长 ".’24，右下泪小管断裂，左眼内眦部纵形
不规则裂口从眉端延续至鼻侧、上唇，左内眦韧带

断裂，左眼上壁及内侧壁骨折，眼球正常。AB扫
描：!颌面部凹陷性多发性骨折：@.上颌骨多发裂
纹骨折，牙齿部分缺失；C.眶壁粉碎性骨折，右眼球

脱出；2.筛窦、上颌窦粉碎性骨折，窦腔内积血、积
气；D.前颅凹骨折并气颅形成；"右颧弓裂纹骨折；
#蛛网膜下腔出血，并颅内积气。诊断：右眼外伤
性眼球脱出，右下睑软组织裂伤伴右下泪小管断

裂；左眼睑软组织裂伤，左眼内眦韧带断裂；筛窦、

上颌窦骨折面部多发性软组织挫伤；中型颅脑挫

伤（ 蛛网膜下腔出血，并颅内积气，脑肿胀）。急诊

行清创缝合术（ 缝合眼睑，内眦韧带断裂修补术，

眼球摘除术）。术后 ’D 拆除结膜缝线，因眼眶狭窄
未能安装义眼，住院 &0D 出院。观察摘除的眼球自
角膜顶端到视神经断端总长 0.)&24，视神经总长
#.(&24，视神经断端不整齐，视神经鞘膜不规则撕裂。
! 讨论
外伤性眼球摘除是眼挫伤致眼球脱出程度最严

重的表现。以往文献报道眼球脱出者主要为单纯眼

球脱出，无眼外肌断裂，因视神经眶内段较长有一

定伸展性，大部视神经无离断。此患者乃机器挤压

致眼球脱出，视神经完全离断，但眼睑外伤不明

显，实属罕见。致伤物从颞侧眶缘进入眶内，有时

可造成整个眼球脱出于睑裂之外，形成眼球的外

伤性摘除 E(F。这位患者右眼颞侧未见外伤，仅右下

睑内眦部软组织裂伤 ".’24，左侧损伤明显，考虑
可能系眶壁骨折挤压致眼球脱出，视神经撕裂离断。
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