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  [摘 要] 大多数人的眼表存在着相对稳定的微生物群落,微环境的改变与眼表健康状态密切相关。16S
 

rDNA/rRNA高通量测序技术的使用大大提升了对眼表微生物群落的认识。人类眼睛,尤其是结膜直接暴露

在不断变化的环境中,了解眼表菌群是否存在可识别的微生物群差异非常重要,这些差异有助于解释眼表疾病

的地理多样性。该文为应用16S
 

rDNA/rRNA高通量测序对眼表疾病地理多样性进行阐释提供了新思路。
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[Abstract] Most

 

people's
 

ocular
 

surface
 

hosts
 

relatively
 

stable
 

microbial
 

communities,and
 

the
 

change
 

of
 

microenvironment
 

is
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

health
 

of
 

ocular
 

surface.The
 

use
 

of
 

16S
 

rDNA/rRNA
 

high-through-

put
 

sequencing
 

technology
 

has
 

greatly
 

improved
 

the
 

understanding
 

of
 

microbial
 

communities
 

of
 

the
 

ocular
 

sur-
face.The

 

human
 

eyes,especially
 

the
 

conjunctiva,are
 

directly
 

exposed
 

to
 

the
 

ever-changing
 

environments,and
 

it
 

is
 

important
 

to
 

know
 

if
 

there
 

are
 

identifiable
 

microbiome
 

differences
 

in
 

the
 

ocular
 

surface
 

flora,which
 

is
 

helpful
 

to
 

explain
 

the
 

geographic
 

diversity
 

of
 

ocular
 

surface
 

diseases.This
 

paper
 

provides
 

a
 

new
 

way
 

to
 

inter-

pret
 

the
 

geographical
 

diversity
 

of
 

ocular
 

surface
 

diseases
 

by
 

16S
 

rDNA/rRNA
 

high-throughput
 

sequencing.
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  21世纪最激动人心的发现之一无疑是微生物如

何影响人类健康。微生物生态系统与人体相互作用,

影响人体健康。在人体内的每个黏膜区域均具有一

个独特的微生物群落。一方面每个微生物群落特征

由人体部位的因素决定,如pH 值和含氧量;另一方

面通过与环境的相互作用,微生物群落进一步重塑,

如地方饮食差异、抗生素的使用等。
   

人体共生着约100×1012 个细菌、病毒及真菌等

微生物,这些微生物组成了人体中不同的微生态系

统,其互相联系又互相拮抗,完成营养、代谢、免疫等

重要生理功能[1]。如人体存在具有免疫调节能力的

肠-眼轴[2],多种眼病的发生及发展、治疗及预后与肠

道微生物的组成及其失衡密切相关。有研究表明,肠

道菌群具有地理多样性[3],而眼表黏膜长期暴露于外

界环境中直接与周围空气接触,因此,猜测人体眼表

菌群也具有地理多样性,其菌群的组成变化可更直接

地反映眼表疾病的发生及发展,分析健康居民眼表菌

群组成对了解各种疾病的病理生理学至关重要。

人体眼表由黏膜上皮(包括角膜上皮和结膜上

皮)表面覆盖泪膜而组成,通过与其他成分(如免疫细

胞、激素、小分子物质及微生物群落等)相互作用形成

眼表微环境。正常的眼表微环境对维持眼表健康至

关重要。大多数人眼表存在相对稳定的微生物群落,

包括细菌、真菌及病毒等微生物种类,即“眼表核心微

生物群”,其共同作用调节局部免疫功能,对抗感染,

但数量最多且最重要的是细菌[4]。大量研究证实,眼
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表微生物菌群的丰度与年龄、性别、季节有关[5-6],但
菌群组成结构不随时间而改变[7],也就是说眼表菌群

构成是稳定的。过去有研究发现,地理位置不会影响

眼表的微生物菌群,但最近有研究表明,眼表微生物

菌群具有地理多样性,地理环境改变可调节眼表核心

菌群的共生状态。
众所周知,疾病的患病率受多因素影响,表现出

地理异质性。在生活条件欠发达的高原地区,缺氧、
高寒等极端气候对人体各有不同的影响,如高原极寒

气候,日温差可在20
 

℃以上,高原居民末梢血管长期

处于收缩状态,导致皮肤易产生干裂、冻伤和擦伤等。
在冬季的高原,冰雪覆盖面大,光反射率增大,居住和

生活在高原者吸收的辐射能增加,就紫外线来说,其
辐射强度与海拔呈正相关,海拔每增加300

 

m,紫外线

辐射增加2.1%~3.8%[8],所以,高原居民更易患

眼病[9]。
高原在世界范围内的分布十分广泛,在平原、高

原、丘陵、山地、盆地5种基本地形中,高原面积约占

45%。在中国,海拔在3
 

000
 

m以上的高原地区占全

国总面积的1/6,常住人口达8
 

000万。因此,了解高

原居民眼睛表面是否存在可识别的与平原居民有差

异的微生物群十分重要,有助于益生菌类眼科治疗药

物的开发和应用。然而关于高原居民眼表核心菌群

的数据较少且零碎,现对目前相关研究进行回顾,以
阐述眼表核心菌群及疾病种类的地理异质性,期望建

立高原居民眼表核心菌群基线,以有助于今后有关眼

表菌群和疾病地理多样性研究。

1 眼表微生物菌群的取样、培养及鉴定方法

1.1 取样 目前,大多数研究采用的方法是以拭子

于结膜囊取样,从结膜穹隆内侧至外侧取样,操作时

拭子禁止接触眼周皮肤、眼睑及睫毛。取样1周后可

再次重复取样。其他眼表取样方法还包括取泪液、脱
落睫毛和结膜印迹试纸。

1.2 培养及鉴定方法 传统细菌培养和鉴定方法广

泛用于临床,但其依赖于实验室培养和细菌形态学特

征,且受各种理化因素影响较大,包括样本剂量、采样

方法、培养基类型、大气条件、温湿度和培养时间,因
而阳性检出率较低,不利于验证眼表微生物的地理多

样性。随着生物技术的飞速发展,基于基因组序列的

分子鉴定方法被广泛关注,包括宏观基因组测序、聚
合酶链反应-单链构象多态性分析、变性梯度凝胶电

泳、16S
 

rDNA/rRNA等。以16S
 

rDNA高通量测序

为代表的分子生物学鉴定方法不受理化因素的限制,
具有保守性、普遍存在性及特征性,阳性检出率可高

达90%以上。此外,16S
 

rDNA检测为非培养性分析

技术,结果不受抗生素使用的干扰,并适用于鉴定死

菌和尚无法培养的细菌,能全面、精确地鉴定眼表细

菌菌群的种属组成和丰度,因此,16S
 

rDNA高通量测

序技术目前被广泛用于生物研究。

2 地理位置与眼表微生物菌群的分布

  使用传统培养法可观察到眼表菌群由革兰阳性

菌和革兰阴性菌组成,如常见的革兰阳性菌凝固酶阴

性葡萄球菌,较少见的丙酸杆菌、棒状杆菌、金黄色葡

萄球菌、链球菌、微球菌、芽孢杆菌、乳杆菌,以及罕见

的革兰阴性菌铜绿假单胞菌、肠杆菌、大肠杆菌、变形

杆菌、不动杆菌等,国内外研究结果基本一致。然而

传统方法在检测和(或)鉴定可培养和(或)生长缓慢

的细菌方面存在局限性,只能观察到眼部微生物群的

一小部分[10]。但16S
 

rRNA高通量测序技术可克服

这个限制,能更广泛、更真实地表征眼表微生物群的

多样性。目前,眼表核心菌群的定义为假定核心菌群

属的 所 占 比 例 为 所 有 检 测 到 的 菌 群 属 的 1% 及

以上[10]。
在亚洲区域一项来自中国华东地区的研究表明,

棒状杆菌、假单胞菌、葡萄球菌、不动杆菌、链球菌、细
粒虫、厌氧球菌、大芬戈尔德菌、西蒙斯菌、韦荣球菌

均为眼表核心微生物群[4]。而由韩国学者提供的数

据显示,其研究中有8个丰度大于1%的菌群属,分别

为棒状杆菌、链霉菌、根瘤菌、鞘氨醇单胞菌、雷氏菌、
奈瑟菌、不动杆菌和假单胞菌[11]。与另一项来自日本

的研究结果不同,文中提及眼表微生物群属居前3位

者分别为棒状杆菌、丙酸菌及前项研究未提及的奈

瑟菌[12]。
一项来自北美洲迈阿密市的大样本研究应用了

16S
 

rDNA高通量测序,结果显示,眼表核心菌群包括

假单胞菌、丙酸杆菌、根瘤菌、棒状杆菌、不动杆菌、短
波单胞菌、葡萄球菌、水杆菌、鞘氨醇单胞菌、链球菌、
链霉菌常见12个菌群属为眼表核心菌群[10]。该研究

样本的核心菌群组成与中国学者的研究结果有差异,
厌氧菌、大芬戈尔德菌、西蒙斯菌、韦荣球菌不属于该

研究的核心菌群之一,同样水杆菌和鞘氨醇单胞菌也

未被纳入中国研究样本的核心菌群中,其次奈瑟菌也

未在该 项 研 究 中 被 指 出。一 项 始 于 沙 眼 流 行 地

区———西非的冈比亚的研究对象为105名冈比亚健

康志愿者,结果显示,棒状杆菌、链球菌、丙酸杆菌、芽
孢杆菌、葡萄球菌、拉索氏菌在其结膜微生物中所占

比例超过1%,而在上述两项研究中提到的核心菌群

之一假单胞菌被认为最不常见,其所占 比 例 远 小
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于1%[13]。
来自澳洲的一项研究表明,棒状杆菌、不动杆菌、

假单胞菌、鞘氨醇单胞菌、链球菌、马西利亚菌、罗氏

菌所占比例超过1%,可假设为人眼表核心菌群[7]。
其中马西利亚菌和罗氏菌均未出现在前几项核心菌

群构成中。罗氏菌在一些研究中被认为是条件致病

菌,而其在该项研究中为眼表核心菌之一。可见地理

位置可能影响人体眼表核心菌群的组成。

3 地理位置与眼表疾病

  地理位置不仅影响眼表微环境的改变,使眼表核

心菌群组成不尽相同,还可能影响疾病的发生演化,
从而导致眼病特征致病菌的变化。

3.1 干眼病和睑板腺功能障碍 近年来,干眼病已

成为一个不可避免的公共卫生问题,影响着全球数亿

人的生活质量。一项来自印度的对照研究比较了高

原地区居民与低海拔地区居民干眼病患病率的差异,
结果显示,高海拔组居民中有20%被诊断为干眼病,
低海拔组居民中只有9%被诊断为干眼病;其还对高

原常住者和暂居者进行了比较,结果显示,常住者患

病率明显高于暂居者(分别为54%、26%)[14]。随着

海拔高度的改变,不仅干眼病患病率有显著差异,且
干眼病的致病菌也可能有差异。一项来自中国西安

市的研究表明,佩洛单胞菌为干眼病的特征菌[15];然
而另一项来自中国广东省的研究表明,干眼病的特征

菌为拟杆菌[16],以上研究均来自中国,得出的结论不

完全一致。2017年国际泪膜与眼表协会将干眼病分

为水液缺乏型干眼病和蒸发型干眼病两类,目前,睑
板腺功能障碍被认为是导致蒸发型干眼病最常见的

原因[17]。在西方人口中睑板腺功能障碍患病率为

5%~20%,而在亚洲人口中患病率却达到45%~
70%[18]。

3.2 翼状胬肉 是由外界刺激引起的局部球结膜纤

维血管组织的一种慢性炎症性病变,通常侵及角膜,

是一种潜在的致盲疾病[19]。就华人而言,翼状胬肉患

病率具有明显的地理差异性,在平均海拔15
 

m的新

加坡 地 区 翼 状 胬 肉 在 华 人 群 体 中 的 患 病 率 为

7.0%[19];而一项在平均海拔127.95
 

m 的中国哈尔

滨市进行的研究表明,翼状胬肉患病率为6.4%[20],
以上两地区患病率基本一致。但在相对海拔较高的

地区,翼状胬肉患病率却表现出明显差异,一项在平

均海拔3
 

700
 

m的青海省泽库县进行的流行病学研

究表明,翼状胬肉患病率达14.5%[21];而在平均海拔

1
 

500
 

m的澳大利亚维多利亚州翼状胬肉患病率仅为

1.2%[22]。因此,海拔高度是否成为翼状胬肉患病的

危险因素尚需进一步探索。此外澳洲学者发现,与健

康结膜组织比较,假单胞菌可被认为是翼状胬肉的特

征菌[23]。

3.3 电光性眼炎 据文献报道,与生活在平原地区

者比较,登山者受到的眼部光毒性明显更高[24]。因随

着海拔升高,大气吸收的紫外线辐射下降,环境中紫

外线辐射量增加,人眼暴露于此更易患急性光毒性疾

病,如电光性眼炎[25]。电光性眼炎又称为雪盲,是患

者急性暴露于紫外线的辐射中引起的眼部炎症性疾

病。由此,可合理推论相较于低海拔地区居民,高原

居民的眼睛若不施行任何保护措施更易受到电光性

眼炎的困扰[26]。

3.4 白内障 作为高致盲眼疾之一,白内障患病率

具有明显的地理差异性。居住在新加坡的华人白内

障发生率为11.1%[27]。而中国幅员辽阔,各地区报

道的患病率有所差异,随海拔上升,紫外线辐射量增

加,白内障患病率也随之增加[28],与北美洲和澳洲的

研究结论一致[29-30],即随海拔上升,紫外线辐射量增

加,白内障患病率也随之增加。地理位置不仅影响白

内障患病率,而且引发白内障术后感染的致病菌也有

差异。过去通过传统细菌培养和鉴定法认为金黄色

葡萄球菌、肺炎链球菌、流感嗜血杆菌是引起白内障

术后眼内炎和角膜炎的潜在病原体,但目前缺乏准确

的数据资料验证,现临床医生通过高通量测序法可更

加准确地定位致病菌。一项法国的个案报道发现,马
西莉亚菌会引发白内障术后慢性眼内炎的发生[31];

3例同样是来自法国不同地区的一项案例发现,根瘤

菌会引起白内障术后眼内炎导致视力骤降[32]。普雷

沃氏菌被英国临床医生发现是导致白内障术后眼内

炎的原因之一[33]。

3.5 瘢痕性睑内翻和倒睫 沙眼是一种高度聚集性

的眼病,发生率与地区差异有明显的相关性[34]。一项

meta分析结果显示,随气温升高,沙眼患病率降低,而
海拔正是量化气温的客观指标,即随着海拔升高,气
温降低,沙眼患病率也随之降低。众所周知,沙眼是

引起瘢痕性睑内翻和倒睫的主要原因之一[35],瘢痕性

睑内翻和倒睫发生率与海拔是否也呈负相关? 有研

究表明,对沙眼引起的瘢痕性睑内翻和倒睫,海拔变

化对其患病率无明显的影响[34]。

4 小  结

  眼表疾病患病率具有明显的地理异质性,而眼表

微环境的改变与疾病的发生及发展密切相关,传统培

养鉴定方法易受各种理化因素影响,细菌检测阳性率

低、稳定性差。新一代测序和生物信息学方法(如

·2711· 现代医药卫生2023年4月第39卷第7期 J
 

Mod
 

Med
 

Health,April
 

2023,Vol.39,No.7



16SrRNA高通量测序)鉴定的眼表微生物群阳性率

高。为应用16S
 

rDNA/rRNA高通量测序对眼表疾

病地理多样性进行阐释提供了新思路。
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