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活体共聚焦显微镜诊断角膜后部真菌感染与病理诊断的比较研究

孙大鹏，李东芳，孔倩倩，刘廷

(山东第一医科大学附属青岛眼科医院，山东省眼科学重点实验室-省部共建国家重点实验室培育基地，山东 青岛 266071)

[摘　要]	 目的：比较活体共聚焦显微镜和病理检查在角膜后部真菌感染的诊断阳性率，探讨两种检查方

法在角膜后部真菌感染诊断中的价值。方法：回顾性病例对照研究。收集2009年11月至2020年

1 2 月在青岛眼科医院就诊并进行穿透性角膜移植手术治疗角膜后部真菌感染患者，术前均进

行角膜刮片 KO H 涂片检查和活体共聚焦显微镜检查，术后病变角膜进行病理组织切片、过碘

酸- Schif f法(PA S)染色和六亚甲基四胺银法(GMS)染色检查，比较不同检查方法诊断的阳性率。

结果：18例角膜后部真菌感染患者角膜刮片KOH涂片均未检查到真菌菌丝，其中有16例患者经

活体共聚焦显微镜检查到真菌菌丝(88.9%)，而2例患者在术前活体共聚焦显微镜检查中未查到

病原体。术后病理检查PA S染色联合GMS染色，18例患者中18例均可检查到真菌菌丝，角膜后部

真菌感染患者病理切片中可见角膜深基质层变性坏死，大量炎症细胞浸润，PA S染色和GMS染色

可见典型真菌菌丝侵犯角膜基质深层，而角膜基质浅层及上皮层均未查见真菌菌丝。结论：活

体共聚焦显微镜诊断角膜后部真菌感染具有一定的局限性，联合术后病理组织切片和特殊染色

检查有助于提高角膜后部真菌感染的诊断率。
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Abstract Objective: To compare the diagnostic rate between in vivo confocal microscopy and pathological examination 

in retrocorneal fungal infection. Methods: It is a retrospective study. A total of 18 patients with retrocorneal 
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真菌性角膜炎(f ungal keratit is，FK)是世界范

围内常见的致盲性眼病，在我国北方地区真菌感

染是感染性角膜病的首位致病因素[1]。临床常见的

角膜真菌感染患者通常伴有植物外伤史，可因角

膜上皮和基质层的损伤形成角膜溃疡，感染早期

在未进行刮除和抗真菌药物等治疗手段时，真菌

菌丝生长比较表浅，活体共聚焦显微镜可较容易

在浅基质层查见典型的菌丝。文献[2-3]中报道，

活体共聚焦显微镜诊断真菌感染的阳性率达90%以

上，明显高于其他检查方法。虽然活体共聚焦显

微镜在诊断角膜基质浅层真菌感染中具有很高的

阳性率，但当临床上遇到角膜感染病灶位于深基

质及内皮面的真菌感染患者，即角膜后部真菌感

染患者时，真菌感染常较难确诊。由于角膜浅基

质层常缺乏明显溃疡病灶，角膜刮片检查通常为

阴性，且角膜后部真菌感染病灶可引起角膜基质

水肿和混浊，给活体共聚焦显微镜检查增加了诊

断难度。部分患者最终需要通过术后病理标本检

查来得到确诊。本研究对比角膜后部真菌感染的

活体共聚焦显微镜检查阳性率与临床病理检查结

果，以期对角膜后部真菌感染的诊断有所帮助。

1  对象与方法

1.1  对象

回顾性分析2009年11月至2020年12月因FK在

青岛眼科医院就诊并行穿透性角膜移植手术治疗

的18例角膜后部真菌感染患者的临床资料，其中男

11例，女7例。年龄23~73(平均53.5)岁。视力为0.1至

FC20 cm，眼压15~20 mmHg(1 mmHg=0.133 kg)。

所 有 患 者 行 活 体 共 聚 焦 显 微 镜 检 查 前 均 知 情 同

意，本研究符合青岛眼科医院伦理委员会要求。

入 选 标 准 ： 选 择 就 诊 时 角 膜 表 面 无 明 显 溃

疡，角膜病灶位于深基质及内皮面的患者，术前

经共聚焦显微镜或术后经病理检查诊断明确，包

括病史、裂隙灯检查符合典型的角膜后部感染体

征。术前均行角膜刮片KOH涂片检查和活体共聚

焦显微镜检查，术后病变角膜片进行病理组织切

片和特殊染色检查，根据角膜共聚焦显微镜检查

联合术后病理确诊为角膜后部真菌感染患者。排

除标准：1)伴有全身免疫性疾病和感染性疾病；2)
排除角膜前部感染性病变的患者。

1.2  活体共聚焦显微镜检查方法

使用海德堡激光共聚焦显微镜 ( H RT I I I 德国

海德堡公司)，观察视野为400 μm ×400 μm，放大

倍数为 8 0 0 ，分辨率为 1  μ m 。简要检查步骤：应

用0.4%奥布卡因滴眼2次进行表面麻醉，开睑器撑

开眼睑，患者坐位固定头部，移动共聚焦显微镜

物镜对齐患者角膜病灶中央，微调物镜看到角膜

表层上皮定位为0 μm，匀速旋转调节物镜向前推

进，间隔约10 μm深度采集各层角膜图像，采集图

像最深度至约770 μm。所有检查由同一名特检科

高年资医师进行。

fungal infection and received PKP surgery in the Qingdao Eye Hospital from November 2009 to December 2020 

were enrolled. KOH smear and in vivo confocal microscopy examination were performed before surgery, and 

pathological examination including periodic acid-schiff (PAS) stain and Grocott Methenamine Silver (GMS) stain 

were performed after surgery. Patients were diagnosed retrocorneal fungal infection based on in vivo confocal 

microscopy and pathological examination. The diagnostic rates of the two methods were compared. Results: None 

of the 18 patients with posterior corneal fungal infection were found to have fungal hyphae in the corneal smear. 

Sixteen patients (88.9%) were found fungal hyphae by in vivo confocal microscopy. Corneal stroma necrosis 

and a large number of inflammatory cells were shown by postoperative pathologic examination, and all patients 

were found fungal hyphae in posterior corneal stroma with PAS stain and GMS stain. Conclusion: Confocal 

microscopy has unique advantages such as non-invasive and rapid examination in the diagnosis of fungal keratitis. 

However, it needs to combine with pathological examination for diagnosing the retrocorneal fungal infection.

Keywords confocal microscopy; pathology; cornea; fungal infection
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1.3  手术方式

综合FK患者病情考虑，术前应用抗真菌药物

治疗无效，感染症状持续进展，视力明显下降。18
例患者因感染严重侵犯角膜深基质层，前房炎症反

应重，前房积脓行穿透性角膜移植术。所有患者接

受PKP手术，首先测量Fleischer环直径的大小以确

定钻切植床的环钻直径，角膜环钻钻取，再以钻石

刀切透全层，前房注入缩瞳剂，以角膜剪取下病变

角膜组织，将制备好的较植床直径大0.25 mm角膜

植片应用10-0尼龙缝线间断缝合。在手术显微镜的

自动散光盘指导下调整缝线，消除术中散光[4]。

1.4  角膜组织病理组织学检查

穿透性角膜移植手术在术中切除病变角膜组

织，组织经4%甲醛固定24 h以后，经病灶中心取

材，从80%乙醇开始进行梯度乙醇脱水，二甲苯透

明，浸蜡，石蜡包埋后切片，切片厚度4 μm，切

片经二甲苯脱蜡后，梯度乙醇复水，苏木精伊红

染色，中性树胶封片。

1.5  组织过碘酸 -Schiff 法 (periodic acid-schiff，PAS)
病变角膜组织切取4  μ m石蜡切片进行PA S染

色，简略步骤如下：石蜡切片经二甲苯脱蜡，梯

度乙醇复水，过碘酸染色10 min，水洗1 min，雪

夫氏染色20 min，硫代硫酸钠洗2 min，苏木精复

染细胞核，中性树胶封片。观察角膜内浸润的真

菌菌丝，发现有红色菌丝为真菌感染阳性。

1.6  角膜组织六亚甲基四胺银法 (GMS) 染色

病变角膜组织切取4 μm石蜡切片进行过六胺银

(Grocott Methenamine si lver，GMS)染色，简略步

骤如下：石蜡切片经二甲苯脱蜡，梯度乙醇复水，

8%铬酸水溶液染色20 min，水洗1 min，0.5%偏重

亚硫酸钠液处理1 min，水洗后放入六胺银工作液

于60 ℃温箱内60 min，至切片呈黄褐色，见角膜基

质内真菌菌丝呈黑褐色为阳性。

2  结果

2.1  角膜后部真菌感染临床表现和活体共聚焦显微

镜检查结果

患者发病前均有眼部角膜外伤病史，包括板

栗刺伤、植物划伤和异物碰伤等，最长病史达3个

月，最短病史约1个月，平均为2个月。发病初期

均有反复发作的眼红、痛、视力轻度下降，刺激

症状等表现。经治疗后迁延不愈，病程后期症状

加重，出现流泪、不能睁眼等体征，视力下降显

著，定位和红绿色觉正常，角膜后部真菌感染患

者体征表现为球结膜混合充血，可见角膜上皮尚

完整，角膜水肿，病灶位于角膜中央或边缘深基

质内，病灶的内皮面可见白色圆形混浊浸润，角

膜病灶区内皮面大量脓液附着(内皮斑)，前房内

渗出细胞，前房下方积脓。前节O CT检查可见角

膜基质水肿，炎细胞浸润，深层基质混浊区域无

法穿透。到本院就诊后1 8例角膜后部真菌感染患

者角膜刮片KOH涂片均未检查到真菌菌丝，其中

有1 6例患者经活体共聚焦显微镜检查到真菌菌丝

(88.9%)，活体共聚焦显微镜检查在基质浅层未见

树枝状菌丝，在深基质和内皮层查见典型的真菌

菌丝伴炎细胞浸润(图1，2)。

大 多 数 角 膜 后 部 真 菌 感 染 的 病 例 在 共 聚 焦

显 微 镜 下 检 查 均 发 现 典 型 的 深 基 质 或 内 皮 面 菌

丝，形态呈分枝状，少数病例的共聚焦显微镜检

查 图 片 中 最 终 仅 查 见 单 根 菌 丝 ( 图 3 ) 。 术 后 真 菌

培养 1 8 例患者中有 1 0 例患者培养阳性 ( 5 5 . 5 % ) ，

其 中 镰 刀 菌 占 5 例 ， 曲 霉 菌 占 3 例 ， 链 格 孢 霉 菌  
占2例。

2.2  组织病理学 PAS 和 GMS 染色检查结果

患者穿透性角膜移植术后行病理检查，病理

切片HE染色可见角膜深基质层变性坏死，大量炎

症细胞浸润，PAS染色联合GMS染色在18例患者中

均可检查到真菌菌丝，角膜后部真菌感染PAS染色

可见典型真菌菌丝侵犯角膜基质深层，而角膜基

质浅层未查见真菌菌丝，GMS染色也可查见角膜

基质中黑色的菌丝(图4)。角膜后部真菌感染患者

活体共聚焦显微镜、病理检查和真菌培养诊断阳

性率比较见表1。

2例角膜后部真菌感染患者术前无法明确为真

菌感染，术前活体共聚焦显微镜检查在内皮面见

大量团状高反光，细节视不清，角膜基质水肿，

可视图像中未探及明显病原体。角膜移植术后角

膜组织病理切片进行PAS染色可见后弹力层后表面

大量红染、树枝状的菌丝，内见分隔(图5)。
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图1 典型角膜后部真菌感染患者裂隙灯、OCT及共聚焦图像

Figure 1 Representitive images of slit lamp, OCT and confocal microscope of retrocorneal fungal infection
(A)角膜后部真菌感染患者裂隙灯下可见角膜上皮层完整，病灶位于较深基质，前房有积脓；(B)光学相干断层扫描显示病

灶位于较深基质；(C)活体共聚焦显微镜在深基质查见大量菌丝；(D)活体共聚焦显微镜在内皮层查见典型的菌丝。

Retrocorneal fungal infection with hypopyon and  a deep stroma lesion with intact epithelium (A), RTvue OCT image of retrocorneal fungal 

infection (B), the hyphae in deep stroma with confocal microscopy examination (C), and the hyphae in the endothelium layer (D).

图2 典型角膜后部真菌感染患者裂隙灯及共聚焦图像

Figure 2 Representitive images of slit lamp and confocal microscope of retrocorneal fungal infection
(A)裂隙灯下角膜后部真菌感染病灶位于角膜缘部位；(B)裂隙灯下角膜上皮层尚完整，病灶位于深基质；(C)活体共聚焦
显微镜在深基质查见大量菌丝；(D)活体共聚焦显微镜在内皮层查见典型的菌丝。
Retrocorneal fungal infection near the corneal limbus (A), slit lamp examination showing a deep stroma lesion with intact epithelium (B), 
and  confocal microscopy images showing the hyphae in deep stroma (C), and the hyphae  in the endothelium layer (D).

50 μm

A

C D

B

50 μm

A

C D

B



活体共聚焦显微镜诊断角膜后部真菌感染与病理诊断的比较研究    孙大鹏，等 611

图3 典型角膜后部真菌感染患者的激光共聚焦显微镜检查图像

Figure 3 Representitive images of confocal microscope of retrocorneal fungal infection
(A)深基质粗大呈树枝状的真菌菌丝；(B)可见深基质内纤细的真菌菌丝；(C，D)激光共聚焦显微镜检查示深基质仅能查见
数根甚至是单根菌丝。
Thick and dendritic hyphae (A), thin hyphae (B), a few or even single hypha (C, D) in deep stroma.

图4 角膜后部真菌感染患者的角膜组织病理学HE、PAS和GMS染色图像

Figure 4 Representitive images of HE, PAS and GMS stain
(A) HE染色可见较多炎细胞浸润，基质变性坏死；(B) PAS染色深基质红框区内大量红染的菌丝接近后弹力层(DM)；(C)红

框区高倍视野，黑色箭头所示较多红染的菌丝分布在深基质层；(D)GMS染色可见白色箭头所示菌丝染为黑褐色。

(A)Retrocorneal fungal infection with inflammation cells infiltration and storma necrosis, PAS staining shown hyphae in deep stroma and 

near the DM (B), black arrows shown stained hyphae (C), and white arrows shown black and brown stained hyphae with GMS staining (D).
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3  讨论

FK是国内角膜感染致盲的首要原因，及时诊

断和治疗是预防FK并发症发生的关键。在活体共

聚焦显微镜发明之前，角膜组织刮片进行KOH涂

片是术前诊断FK的主要方法，而病理诊断是手术

后诊断的唯一金标准。临床常用的活体共聚焦显

微镜是德国海德堡公司生产，其图像最佳分辨率

精度达 1  μ m ，放大倍率达 8 0 0 倍 [ 5 ]。活体共聚焦

角膜显微镜具有快速、无创伤和可多次进行的优

点，迅速在角膜组织观察和病原体的诊断中发挥

主导作用[4,6]。

活体共聚焦显微镜在诊断角膜真菌、阿米巴

等感染性角膜病有独特的优势 [7-9]，为临床医生提

供手术依据，同时活体共聚焦显微镜对判断抗真

菌药物治疗效果，调整临床治疗方案也都提供客

观依据 [10]。FK患者的感染病灶如果位于角膜深基

质或内皮面，则称为角膜后部真菌感染 [11]。在我

们报道的角膜后部真菌感染患者大多数具有明确

的植物、飞虫或者金属等外伤病史，都应小心细

致的检查。角膜深层真菌感染患者通常角膜病灶

混浊较严重，由于病灶位于深基质层，以及炎症

和内皮损害引起角膜水肿，影响了激光的穿透性

和成像清晰度，因此病灶中心区域在活体共聚焦

显微镜下往往成像不清晰，首先应着重针对病灶

边缘水肿较轻的区域进行扫描，其次应对患者角

膜全层进行细致的扫描，特别是有明显的角膜内

皮面和前房积脓的患者，根据病灶的深度确定重

点扫描的角膜后部范围。

活体共聚焦显微镜对FK诊断的敏感性和特异

性在不同文献中报道略有差异 [12]，K anav i等 [13]对

133例感染性角膜炎患者进行检查，活体共聚焦显

图5 角膜深层真菌感染患者的裂隙灯、共聚焦及病理PAS图像

Figure 5 Representitive images of slit lamp, confocal microscope and PAS stain
(A)角膜后部真菌感染患者裂隙灯下可见角膜病灶位于较深基质，前房有积脓；(B)活体共聚焦显微镜内皮面见大量团状高

反光，细节视不清，边缘基质水肿，内皮面隐见大量炎细胞，可视图像中未探及明显病原体；(C)角膜组织病理学切片进

行PAS染色可见后弹力层后表面大量典型的菌丝(黑色箭头示)。

(A) Retrocorneal lesion with hypopyon, no hyphae in deep stroma with confocal microscopy examination (B), and black arrows shown the 

hyphae on the back of DM with PAS staining (C). 

50 μm 20 μm

A CB

表1 角膜后部真菌感染患者活体共聚焦显微镜、病理检查和真菌培养诊断阳性率比较

Table 1 Comparison of positive rates of in vivo confocal microscopy, pathological examination and fungal culture in retrocorneal 

fungal infection

活体共聚焦显微镜 病理检查
真菌培养

镰刀菌 曲霉菌 链格孢霉菌

阳性例数 16 18 5 3 2

阴性例数 2 0 8

总阳性率 88.9% 100% 55.5%



活体共聚焦显微镜诊断角膜后部真菌感染与病理诊断的比较研究    孙大鹏，等 613

微镜对FK诊断的敏感率约为94%，特异性为78%。

C h i d a m b a r a m 等 [ 1 4 ]的研究纳入 2 3 9 例患者，活体

共 聚 焦 显 微 镜 对 F K 诊 断 的 敏 感 性 和 特 异 性 分 别

为 8 5 . 7 4 % 和 8 1 . 4 % 。本研究纳入的病例是真菌感

染中较为少见的角膜后部真菌感染，其中有两例

患者在术前活体共聚焦显微镜未能明确诊断，诊

断率大约为 8 8 . 9 % ，究其原因最大可能性是由于

患者炎症反应重，角膜基质混浊明显，菌丝位于

基质贴近后弹力层甚至在前房内，深度可能超出

活体共聚焦显微镜激光穿透能力以及仪器成像分

辨率。在这种情况下，术后病理检查就显得尤为

重要。

病理特殊染色PA S 染色和G M S染色可将基底

膜 和 糖 原 成 分 进 行 特 异 性 染 色 ， 高 欢 欢 等 [ 1 5 ]使

用了PA S染色和G M S染色可良好地显示角结膜原

位癌基底膜，其中 PA S 染色显色更为鲜明，与背

景反差更明显，操作更为方便，认为其是一种理

想的基底膜染色方法。在本研究的组织病理检查

PA S 染色中可以清楚看到树枝状有分隔的菌丝结

构。应用GMS染色也可观察到对比清晰的菌丝。

因此对于角膜后部真菌感染，病理学特殊染色检

查仍是不可或缺的检查手段。因为真菌菌丝在HE
切 片 中 不 能 清 晰 的 显 示 ， 因 此 在 临 床 病 理 检 查

中针对角膜切片中的菌丝常采用 PA S 染色，可以

将真菌富含多糖的细胞壁清晰显示，另外对角膜

标本病灶区域的多张切片进行 PA S 染色，并结合

GMS染色可明显提高真菌检出的阳性率，在18例

角膜后部真菌感染患者中均检查到菌丝。

有研究表明活体共聚焦显微镜诊断真菌感染

阳性率与医师临床经验有关系，Kheirkhah等 [16]采

集同一批真菌性和细菌性角膜炎患者的共聚焦图

像，比较不同临床经验的医师应用共聚焦显微镜

诊断FK的差别，临床经验丰富的诊断医师发现共

聚焦图像中菌丝的敏感性为71.4%，而临床经验较

少的诊断医师发现菌丝敏感性仅为42.9%。表明诊

断医师的临床经验对共聚焦显微镜检查结果有明

显的影响。活体共聚焦显微镜还可依据菌丝的形

态进行初步的菌种鉴定 [17]，活体共聚焦显微镜能

观察到镰刀菌和曲霉菌感染的菌丝分枝夹角有差

别，可通过菌丝分枝的角度来初步区分镰刀菌和

曲霉菌感染，曲霉菌为有隔菌丝组成，菌丝分叉

呈4 5 °，而镰刀菌菌丝分叉角度为9 0 °。但是也有

新近研究 [18]对98例FK患者进行研究，共聚焦显微

镜下镰刀菌分叉角度59.7°和曲霉菌分叉角度63.3°

之间并无明显差距，不能作为区分的标准。

综 上 所 述 ， 共 聚 焦 显 微 镜 在 F K 的 诊 断 具 有

无创、快速、可重复进行等独到优势，但在角膜

后部感染病变的诊断中有一定的局限性，其次由

于活体共聚焦显微镜无法对角膜组织进行染色显

影，不能确定真菌的种属、类别，因此仍然需要

与培养及组织病理检查等手段结合起来，共同提

高对FK的诊断率。
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