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高通量ITS测序成真菌性角膜炎诊断补充方法。 真菌性角膜炎是一种由致病真菌引起的高致盲性
角膜炎。随着抗生素和糖皮质激素的广泛使用，其发病率不断增高。培养法一直被用作诊断真菌
性角膜炎的金标准，但实际诊断效果并不尽如人意。

在真核生物的核糖体DNA中，ITS序列作为非编码区，其长度和序列在物种间的差异相对较大，
因此可用于对不同真菌种属的分类鉴定。山东第一医科大学附属青岛眼科医院教授黄钰森及其团
队在《临床微生物与感染》发表研究论文，利用高通量ITS测序法描述了健康人眼表共生真菌群
落。该研究结果显示，采用培养基法从可以在8.9%的正常人结膜囊分离到桔青霉、黑曲霉、瓶霉
菌和木霉菌；ITS测序法可以在属水平上鉴定94种真菌。高通量测序法为进一步研究真菌微生物
群在眼部健康和疾病中的潜在作用奠定了基础，同时也提示眼表共生真菌的存在似乎会削弱常规
培养法作为疾病病原学诊断的可信度。

基于以往对眼表微生物组学的相关研究结论，黄钰森教授及其团队近日在《科学报告》发表了研
究，对真菌性角膜炎的病原学诊断进行了深度讨论与分析。

黄钰森团队主要对在山东第一医科大学附属青岛眼科医院就诊并确诊为真菌性角膜炎的35名患者
进行样本研究。对这些患者的结膜囊拭子和角膜刮片组织进行ITS高通量测序，假定测序结果中
相对含量最高的真菌为致病菌，评估培养法与测序法对于致病菌诊断的阳性率和吻合率。

研究结论表明，高通量ITS测序法在一定程度上质疑了真菌培养致病菌鉴定的准确性；高通量ITS
测序法可以作为鉴定真菌性角膜炎病原学诊断的一种补充方法。

研究人员提出，培养法虽然一直被认为是真菌性角膜炎病原学诊断的金标准，但其仍存在很多缺
点。第一，不同的真菌属有时表现出相似的外观，而相同的真菌属也可表现出不同的形态学特征
，因此对培养结果的判断很大程度上依赖检验医师的经验。第二，真菌通常生长缓慢。第三，一
些致病真菌并不适合现在医院选用的通用型真菌培养基。第四，患者入院前的某些经验性治疗或
处理会降低真菌的活性并影响培养结果。第五，培养法的结果可能是眼表共生真菌群落中最适合
所选用的培养基的那个菌属。

而与培养法相比，高通量测序法不受真菌活性的影响，仅需要少量DNA；且具有很高的灵敏度
和特异性；不仅可得到诊断学信息，还可得到眼表真菌群落的信息，有助于进一步认识眼表共生
菌群。

然而，高通量测序法仍存在不足之处，比如，ITS测序取决于数据库的完整性，但公共序列数据
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库仍然存在一些缺陷；检测到的序列偶尔不能定位到属水平，这会降低测序结果对指导临床治疗
的意义；目前，对于通用引物尚未形成统一的标准，因此使用的引物不同时可能检测的结果会有
所不同；因为正常人眼表也存在真菌群落，所以高通量ITS测序法只能用于鉴别真菌性角膜炎的
致病菌，而不能用于确诊真菌性角膜炎；与培养法相比，ITS测序的阳性率没有显着提高，因此
高通量ITS测序法的普及也依赖于DNA提取试剂盒针对微量样本的进一步优化。

黄钰森团队指出，此研究这并不意味着以后不再需要培养微生物了，培养法与测序法不仅相互补
充，而且相互依存。一方面，测序法可以让人们从一个宏观的角度去认识共生微生物组，并且可
以在疾病的病原学诊断和致病机理有广阔的研究和应用空间；另一方面，对共生微生物组的进一
步研究依赖培养法。（来源：中国科学报廖洋 赵英佐）

相关论文信息：https://doi.org/10.1016/j.cmi.2019.05.011
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