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经鼻内镜下泪囊鼻腔吻合手术前后结膜囊菌群变化

朱江ꎬ刘太祥ꎬ江兵

遵义医科大学附属医院 眼科ꎬ贵州 遵义 ５６３１００

摘要:目的　 探讨经鼻内镜下泪囊鼻腔吻合术前后术眼与健侧眼结膜囊菌群的变化规律ꎬ为术后内眼手术时机的选择提供理

论依据ꎮ 方法　 选取行经鼻内镜下泪囊鼻腔吻合术患者 １６ 例(３２ 眼)ꎬ并采集受试者双眼结膜囊拭子ꎬ所有患者均进行一般

细菌培养ꎬ随机选取 ３ 例患者的双眼结膜囊样本进行 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序ꎮ 结果　 细菌培养结果显示ꎬ术眼细菌培养阳性率由术

前的 １０ / １６ 眼(６２.５０％)在术后第 ２ 天下降至 ２ / １６ 眼(１２.５０％)(Ｐ＝ ０.００１)ꎻ菌群数从术前的 ３４ 个在术后第 １ 天下降至 ２０ 个ꎬ
第 ２ 天下降至 ２ 个ꎬ并在后续随访期间保持阴性状态ꎮ １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序结果显示ꎬ结膜囊菌群 α 多样性分析中ꎬＰｉｅｌｏｕ 指数的

时间主效应具有统计学意义 (Ｐ＝ ０.０３１)ꎬβ 多样性差异无统计学意义ꎮ 结论　 经鼻内镜下泪囊鼻腔吻合术可有效降低术眼

结膜囊的菌群丰度ꎬ对健侧眼菌群影响较小ꎮ 术后术眼菌群负荷的下降有助于降低感染风险ꎬ为后续内眼手术时机的选择提

供了微生物学依据ꎮ
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　 　 临床实践中ꎬ鼻泪管阻塞 ( ｎａｓｏｌａｃｒｉｍａｌ ｄｕｃｔ
ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎꎬ ＮＬＤＯ)是泪液排出系统常见的疾病之

一ꎮ 泪液排出系统受累会导致结膜囊菌群的组成发

生重大变化[１]ꎬ导致潜在致病细菌过度生长[２]ꎮ 当

患者在泪液排出系统功能障碍的情况下ꎬ进行内眼

手术或角膜手术ꎬ可能会导致角膜炎或眼内炎等术

后并发症[１]ꎮ 因此ꎬ患有 ＮＬＤＯ 的患者应在接受眼

内手术前进行治疗以减少术后发生眼内炎的风险ꎬ
这一观点在临床上已被广泛接受[３]ꎮ 但是在临床

实践中ꎬＮＬＤＯ 手术治疗后何时可以进行下一步手
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术治疗尚未形成临床指南ꎮ
ＮＬＤＯ 手术治疗后结膜囊菌群正常化时间的影

响因素是多方面的ꎬ正常眼表和受感染眼的菌群差

异受患者年龄、免疫状况、地理位置和周围气候等多

种因素影响[４]ꎮ 尽管已有学者对相关方面进行了

研究ꎬ但目前对于 “正常化” 的标准仍无统一定

义[１ꎬ３]ꎮ 据报道[５￣７]ꎬ结膜囊菌群在泪囊鼻腔吻合术

(ｄａｃｒｙｏｃｙｓｔｏｒｈｉｎｏｓｔｏｍｙꎬ ＤＣＲ)后几周内恢复正常ꎮ
然而ꎬ本课题前期研究结果显示ꎬＤＣＲ 术后术眼结

膜囊内细菌丰度和菌群多样性在短时间内迅速下

降ꎬ其变化过程明显早于文献中建议的等待下一步

内眼手术的时间间隔ꎮ 基于此ꎬ本研究旨在进一步

对经鼻内镜下泪囊鼻腔吻合术( ｅｎｄｏｓｃｏｐｉｃ ｄａｃｒｙｏ￣
ｃｙｓｔｏｒｈｉｎｏｓｔｏｍｙꎬ ＥＮ￣ＤＣＲ)患者结膜囊菌群进行取

样ꎬ在传统细菌培养的基础上ꎬ辅以高通量测序技

术ꎬ对泪道手术患者术前、术后结膜囊菌群进行连

续性采样ꎬ进一步分析泪液排出系统受累患者结

膜囊菌群分布特征以及术后结膜囊菌群正常化的

最短时间ꎬ以期明确需要行内眼手术患者所需的

间隔时间ꎬ缩短患者住院治疗时间ꎬ改善就医

体验ꎮ

１　 资料与方法

１.１　 临床资料

选取 ２０２１ 年 １ 月 １ 日至 ２０２２ 年 ９ 月 １ 日行

ＥＮ￣ＤＣＲ 患者 １６ 例(３２ 眼)ꎬ其中男 ２ 例(４ 眼)、女
１４ 例(２８ 眼)ꎬ所有对照眼均为同一患者自身健眼ꎮ
受试者年龄(４０.６３±５.５１)岁ꎮ

纳入标准:患有单侧慢性泪囊炎ꎬ且行ＥＮ￣ＤＣＲ
手术的患者ꎮ

排除标准:①存在可导致眼部感染的眼附属器

或眼表疾病(如干眼症、眼睑炎症、眼睑位置与功能

异常、角膜炎、泪腺炎等)ꎬ泪器肿瘤(如泪腺肿瘤、
泪囊肿瘤)ꎻ②有眼鼻部位外伤史或手术史ꎬ先天性

解剖结构异常ꎻ③手术前局部或全身使用过抗生素、
激素或免疫抑制剂ꎻ④身体其他部位有感染病灶ꎬ以
及同时存在泪小管、泪总管或鼻泪管狭窄或阻塞需

联合泪道激光或植管手术的患者ꎮ
本研究已通过本院伦理审查委员 会 批 准

(ＫＬＬＹ￣２０２１￣１８３)ꎬ遵循«赫尔辛基宣言»原则ꎬ保
护受试者权益ꎬ研究开展前已向入选患者说明取材

流程以及研究目的并取得患者同意ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 取材方法

取样时间点为术前 １ ｄ 以及术后连续 ７ ｄꎬ共

８ 个时间点ꎮ 取样者完成个人消毒后ꎬ于治疗室嘱

患者取仰卧位平躺ꎬ用无菌棉签轻压患者睑缘以

暴露结膜囊ꎬ拭子取材时确保不接触结膜边缘或

睫毛以避免污染ꎮ 取材部位应包括:术眼与健侧

眼结膜囊靠近泪小点处、上下穹隆同一深度ꎮ 手

术均由同一位医生完成ꎬ所有患者术后均不使用

抗生素ꎮ 随机选取 ３ 例患者双眼术前及术后连续

３ ｄ 的样本进行 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因测序ꎮ 随访期间评

估患者术眼情况ꎬ如出现感染征象或患者自述不

适则立即停止研究ꎮ 研究取样方法遵循«感染性

眼病细菌学检查操作专家共识(２０１９)» [８] ꎮ 为避

免操作带来的误差ꎬ所有取材及送检过程均由同

一位医师完成ꎮ
１.２.２　 样本送检

需进行一般细菌培养的样本经采集后立即接种

至血琼脂培养基ꎬ在 ３３ ℃ ~３７ ℃恒温箱培养 ４８ ｈ 后

通过标准的细菌学实验室技术对菌群进行计数ꎮ 需

要进行 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序的样本取材后放置于无菌试

管中立即保存至－８０ ℃直至分析ꎬ测序分析由杭州

联川生物技术股份有限公司完成ꎮ
１.２.３　 １６ＳｒＲＮＡ 测序流程

根据十六烷基三甲基溴化铵法( ｃｅｔｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙｌ￣
ａｍｍｏｎｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅꎬ ＣＴＡＢ)进行微生物组总脱氧

核糖核酸(ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄꎬ ＤＮＡ)的提取ꎬ所
有样本所有经过扩增、产物回收纯化及定量ꎮ 根据

Ｉｌｌｕｍｉｎａ(ＫａｐａＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ ＷｏｂｕｒｎꎬＭＡꎬ美国)的测

序方案并使用 Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ 生物分析仪(Ａｇｉｌｅｎｔꎬ美
国)进行评估ꎮ 将合格的各上机测序文库( Ｉｎｄｅｘ 序

列不可重复)浓度定量ꎬ并经氢氧化钠变性后上机

测序ꎻ使用 ＮｏｖａＳｅｑ ６０００ 测序仪进行 ２×２５０ ｂｐ 的

双端测序ꎮ
１.２.４　 生信分析流程

基 于 获 得 的 扩 增 子 序 列 变 体 ( ａｍｐｌｉｃｏｎ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｖａｒｉａｎｔꎬ ＡＳＶ)和对应的丰度表ꎬ开展 α 多

样性和 β 多样性分析ꎮ α 多样性分析用于评估单一

样本内部微生物群落的丰富度和均匀度ꎮ 本研究采

用 Ｓｈａｎｎｏｎ 指 数、 Ｃｈａｏ１ 指 数、 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指 数 和

Ｐｉｅｌｏｕ ｅ 均匀度指数进行评价ꎮ Ｓｈａｎｎｏｎ 指数衡量

菌群多样性和均匀度ꎬ值越高表示群落结构越复杂ꎻ
Ｃｈａｏ１ 指数估算潜在物种总数ꎬ反映物种丰富度ꎻ
Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数描述优势菌属所占比例ꎬ值越低表示

优势菌属占比越高ꎻＰｉｅｌｏｕ ｅ 指数反映物种均匀性ꎬ
值越高说明分布越均匀ꎮ β 多样性分析用于评估不
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同样本间菌群结构的差异程度ꎮ 本研究采用主坐标

分析(Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ Ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ ＡｎａｌｙｓｉｓꎬＰＣｏＡ)对 β 多

样性结果进行可视化ꎮ ＰＣｏＡ 可将多个样本在多维

距离空间中的关系降维至二维坐标系ꎬ展示样本之

间菌群组成的相似性或差异性ꎮ 本研究根据 ＡＳＶ
特征序列ꎬ采用 ＳＩＬＶＡ 数据库 (Ｒｅｌｅａｓｅ １３８ꎬ ｈｔ￣
ｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ａｒｂ￣ｓｉｌｖａ. ｄｅ / ｄｏｃｕｍｅｎｔａｔｉｏｎ / ｒｅｌｅａｓｅ１３８ / )
进行 ＮＴ￣１６Ｓ 注释ꎬ并基于丰度表统计各样本中各物

种的相对丰度ꎮ 为进一步识别术眼与对照眼之间差

异显著的菌群分类单元ꎬ使用线性判别分析效应量

( ｌｉｎｅａｒ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｅｆｆｅｃｔ ｓｉｚｅꎬ ＬＥｆＳｅ)进行

微生物标志物分析ꎮ 分析结果通过两种可视化方式

呈现:一是进化分支图(ｃｌａｄｏｇｒａｍ)ꎬ用于展示差异

菌群的系统发育关系ꎬ图中每个节点代表一个分类

单元ꎬ从内至外依次表示门、纲、目、科、属水平ꎬ节点

颜色表示该类群在哪一组中富集ꎬ颜色越深表示其

线性判别分析值( ｌｉｎｅａｒ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ＬＤＡ)
越高、判别能力越强ꎻ二是 ＬＤＡ 柱状图ꎬ用于展示显

著差异菌群的 ＬＤＡ 分值ꎬ反映各分类单元对组间差

异的贡献效应量(ｅｆｆｅｃｔ ｓｉｚｅ)ꎮ
１.３　 统计学处理

应用 ＳＰＳＳ ２２.０ 统计软件ꎮ 计数资料以 ｎ(％)表
示ꎮ 本研究对细菌培养阳性率的多时间点比较采

用 Ｃｏｃｈｒａｎ̓ｓ Ｑ 检验ꎮ α 多样性指数采用双因素重

复测量方差分析进一步析比较患者术眼和对照眼

在术前 １ 天及术后连续 ３ 天共 ４ 个时间点的 α 多

样 性 变 化ꎮ β 多 样 性 通 过 ｗｅｉｇｈｔｅｄ ＵｎｉＦｒａｃ、
ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ＵｎｉＦｒａｃ、 Ｂｒａｙ￣Ｃｕｒｔｉｓ 和 Ｊａｃｃａｒｄ ４ 种

距离公式采用置换多元方差分析 ( ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎａｌ
ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅꎬ ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ)检
验进 行 分 析ꎮ 注 物 种 注 释 的 置 信 度 阈 值 为

０.７ꎬＬＥｆＳｅ分析的 ＬＤＡ ｓｃｏｒｅ 预设值设定为 ４ꎬ差异

具有统计学意义的标志性物种使用线性判别法筛

选ꎮ 检验水准 α＝ ０.０５ꎮ

２　 结　 果

２.１　 一般细菌培养结果

通过一般细菌培养分析所有患者术前、术后

结膜囊菌群培养情况ꎮ 在随访期间ꎬ所有患者均

未述特殊不适ꎬ术区无感染征象ꎮ 术眼菌群数

量由术前的 ３４ 个在术后第 ２ 天下降至 ２ 个ꎬ
Ｃｏｃｈｒａｎ̓ｓ Ｑ 检验提示三个时间点的细菌阳性率

差异具有统计学意义(Ｑ ＝ １４ .２５ꎬＰ ＝ ０ .００１) ꎬ阳

性率由术前 １０ / １６ 眼 ( ６２ . ５０％) 下降至术后第

２ 天 ２ / １６ 眼(１２ .５０％)呈现显著下降ꎮ 术 后 第

３ 天所有术眼的细菌培养结果均为阴性ꎬ并在后

续随访期间保持阴性状态ꎮ
２.２　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因测序结果

３ 例患者的术眼和对照眼结膜囊拭子样本经

１６ＳｒＲＮＡ 基因测序后ꎬ产生了 １ ５９７ ９６０ 条原始序

列ꎮ 经过上游处理中对原始序列的质量控制、拼接

和接头过滤ꎬ研究最后保留了 １ ４７１ ０１８ 条序列ꎬ平
均每个样本为 ６１ ２９２ 条序列ꎬ最低样本序列为

２９ ７００ 条ꎬ最高样本序列为 ７６ ４３８ 条ꎮ
２.２.１　 结膜囊菌群生物多样性

非参数检验结果显示 ３ 例患者各样本的 Ｓｈａｎ￣
ｎｏｎ 指数、Ｃｈａｏ１ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数和 Ｐｉｅｌｏｕｅ 指数

之间差异均无统计学意义(表 １)ꎮ 重复测量方差分

析结果 (图 １) 显示ꎬＳｈａｎｎｏｎ 指数的时间主效应

(Ｆ＿ｔｉｍｅ＝ １.７１３ꎬＰ＝ ０.２５５)、组间主效应(Ｆ＿ｇｒｏｕｐ ＝
０.２０２ꎬＰ＝ ０.６７７)及时间与组间交互效应(Ｆ＿ｉｎｔｅｒａｃ￣
ｔｉｏｎ＝ １.７４８ꎬＰ＝ ０.２５０)均无统计学意义ꎻＣｈａｏ１ 指数

的时间主效应(Ｆ＿ｔｉｍｅ＝ ０.６２４ꎬＰ＝ ０.６１３)、组间主效

应(Ｆ＿ｇｒｏｕｐ＝ ０.００３ꎬＰ＝ ０.９６２)及交互效应(Ｆ＿ｉｎｔｅｒ￣
ａｃｔｉｏｎ＝ ０.３１１ꎬＰ ＝ ０.８１７)均无统计学意义ꎻＳｉｍｐｓｏｎ
指数 的时间主效应(Ｆ＿ｔｉｍｅ ＝ １.０９７ꎬＰ ＝ ０.３８８)、组
间主效应(Ｆ＿ｇｒｏｕｐ ＝ ０.１１１ꎬＰ ＝ ０.７５６)及交互效应

(Ｆ＿ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ＝ １.３３０ꎬＰ ＝ ０.３１１)均无统计学意义ꎻ
Ｐｉｅｌｏｕ 指数的时间主效应 (Ｆ ＿ ｔｉｍｅ ＝ ４. １４３ꎬＰ ＝
０.０３１)具有统计学意义ꎬ提示菌群均匀性在不同时

间点存在显著变化ꎬ而组间主效应 ( Ｆ ＿ ｇｒｏｕｐ ＝
０.８８５ꎬＰ＝ ０.４００)及交互效应(Ｆ＿ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ＝ ２.８８９ꎬ
Ｐ＝ ０.０７９)无统计学意义ꎮ 基于 ４ 种距离计算公式

的 β 多样性分析结果(图 ２)显示ꎬ术眼与对照眼间

物种组成和丰度分布差异均无统计学意义(基于

Ｂｒａｙ￣ｃｕｒｔｉｓ 距离ꎬＰ ＝ ０.２３８ꎬＲ２ ＝ ０.０４９ꎻ基于 Ｊａｃｃａｒｄ
距离ꎬＰ＝ ０.１３１ꎬＲ２ ＝ ０.０５２ꎻ基于 ｗｅｉｇｈｔｅｄ ＵｎｉＦｒａｃ 距

离ꎬＰ＝ ０.４６７ꎬＲ２ ＝ ０.０１９ꎻ基于 ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ＵｎｉＦｒａｃ 距

离ꎬＰ＝ ０.３８７ꎬＲ２ ＝ ０.０２４)ꎮ
表 １　 患者菌群 α 多样性结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｏｆ ｔｈｅ ｐａｔｉｅｎｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ

指标 Ｈ 自由度 Ｐ
Ｓｈａｎｎｏｎ 指数 ５.５９５ ２ ０.０６
Ｃｈａｏ１ 指数 １.００５ ２ ０.６１

Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数 ３.７８５ ２ ０.１５
Ｐｉｅｌｏｕｅ 指数 ４.２３５ ２ ０.１２
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图 １　 患者术眼和对照眼的 α 多样性变化趋势
Ａ:Ｓｈａｎｎｏｎ 指数ꎻ Ｂ:Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数ꎻ Ｃ:Ｐｉｅｌｏｕ ｅ 指数ꎻ Ｄ:Ｃｈａｏ１ 指数

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｔｅｍｐｏｒａｌ ｔｒｅｎｄｓ ｏｆ αｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｏｐｅｒａｔｅｄ ａｎｄ ｃｏｎｔｒａｌａｔｅｒａｌ ｅｙｅｓ
Ａ: Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘꎻ Ｂ: Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘꎻ Ｃ: Ｐｉｅｌｏｕ ｅ ｉｎｄｅｘꎻ Ｄ: Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ

图 ２　 患者术眼与对照眼眼睑菌群的 ＰＣｏＡ 分析
Ａ:ｗｅｉｇｈｔｅｄ ＵｎｉＦｒａｃ 距离公式ꎻ Ｂ:ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ＵｎｉＦｒａｃ 距离公式ꎻ Ｃ:Ｂｒａｙ￣ｃｕｒｔｉｓ 距离公式ꎻ Ｄ:Ｊａｃｃａｒｄ 距离公式

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ (ＰＣｏＡ) ｏｆ ｅｙｅｌｉｄ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｉｎ ｏｐｅｒａｔｅｄ ａｎｄ ｃｏｎｔｒａｌａｔｅｒａｌ ｅｙｅｓ
Ａ: Ｗｅｉｇｈｔｅｄ ＵｎｉＦｒａｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｍｅｔｒｉｃꎻ Ｂ: Ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ＵｎｉＦｒａｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｍｅｔｒｉｃꎻ Ｃ: Ｂｒａｙ￣Ｃｕｒｔｉｓ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｍｅｔｒｉｃꎻ
Ｄ: Ｊａｃｃａｒｄ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｍｅｔｒｉｃ
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２.２.２　 结膜囊菌群物种注释

通过对菌群进行物种注释ꎬ分析发现 ３ 例患者

的术眼和对照眼在术前及术后 ３ 天两个时间节点的

菌群可被分类为 １ 个界、２５ 个门、４９ 个纲、１１９ 个

目、１９９ 个科、４７０ 个属和 ７１３ 个种ꎮ 以下仅从属水

平对菌群组成和相对丰度进行结果展示 (表 ２、
图 ３)ꎬ术眼术前相对丰度最高的属为志贺氏菌属

(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ￣Ｓｈｉｇｅｌｌａ)(８.７１％)ꎬ其次为未分类的鼠

状杆菌属(Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ)(８.１％)、阿
克曼 氏 菌 属 ( Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ ) ( ３. ９％)、 链 球 菌 属

(Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ)(３.８８％) 和拟杆菌属(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ)
(２.４２％)ꎻ术后相对丰度最高的属为乳杆菌属(Ｌａｔｉ￣
ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ) ( ７. ０４％)ꎬ其次为未分类的变形菌

(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ) (５.１２％)、鞘氨醇单胞

菌 属 ( Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ ) ( ５. ８６％)、 双 歧 杆 菌 属

(Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ) ( ３. ９１％) 和拟杆菌属 ( Ｂａｃｔｅ￣
ｒｏｉｄｅｓ)(３.２２％)ꎮ 对照眼术前相对丰度最高的属为

乳杆菌属(Ｌａｔｉｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ) (１２.８％)ꎬ其次为志贺

氏菌属(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ￣Ｓｈｉｇｅｌｌａ) (１０.２３％)、未分类的

鼠状杆菌属(Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ)(６.０６％)、
拟杆菌属 ( Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ) ( ４. ２３％) 和双歧杆菌属

(Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)(３.８９％)ꎻ术后相对丰度最高的属

为阿克曼氏菌属(Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ) (１０.１６％)ꎬ其次为

志贺氏菌属(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ￣Ｓｈｉｇｅｌｌａ)(８.６７％)、未分类

的 鼠 状 杆 菌 属 ( Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ ＿ ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ )
(８.１６％)、双歧杆菌属 (Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ) ( ５. ２２％)
和棒状杆菌属(Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ)(３.９８％)ꎮ

表 ２　 术眼和对照眼在属水平的菌群相对丰度
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｇｅｎｅｒａ ｉｎ ｔｈｅ ｏｐｅｒａｔｅｄ ａｎｄ ｃｏｎｔｒａｌａｔｅｒａｌ ｅｙｅｓ

术眼

菌群
术前

占比 / ％
术后

占比 / ％

对照眼

菌群
术前

占比 / ％
术后

占比 / ％

志贺氏菌属(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ￣Ｓｈｉｇｅｌｌａ) ８.７１ ６.１１ 乳杆菌属(Ｌａｔｉｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ) １２.８０ ０.０４
鼠状杆菌属(Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ) ８.１０ ４.０７ 志贺氏菌属(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ￣Ｓｈｉｇｅｌｌａ) １０.２３ ８.６７
阿克曼氏菌属(Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ) ３.９０ ０.６８ 鼠状杆菌属(Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ) ６.０６ ８.１６
链球菌属(Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ) ３.８８ ２.５２ 拟杆菌属(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ) ４.２３ ０.８５
拟杆菌属(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ) ２.４２ ３.２２ 双歧杆菌属(Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ) ３.８９ ５.２２
双歧杆菌属(Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ) １.４６ ３.９１ 鞘氨醇单胞菌属(Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ) ２.９１ ０.６５
棒状杆菌属(Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ) １.２０ １.１１ 未分类的变形菌(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ) ２.５３ ２.７８
未分类的变形菌(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ) ０.３９ ５.１２ 阿克曼氏菌属(Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ) ２.４４ １０.１６
鞘氨醇单胞菌属(Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ) ０.３１ ５.８６ 棒状杆菌属(Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ) １.６２ ３.９８
乳杆菌属(Ｌａｔｉｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ) ０.０１ ７.０４ 链球菌属(Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ) １.５６ １.９５

图 ３　 各样本在属水平上的菌群物种相对丰度
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｇｅｎｕｓ￣ｌｅｖｅｌ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｉｎ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｓａｍｐｌｅｓ
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２.２.３　 结膜囊菌群生物标志物分析

ＬＥｆＳｅ 分析结果(图 ４、５)显示术眼和对照眼菌

群的比较提示组间有统计学差异的物种ꎬ包括 ３ 个

纲、９ 个目、１８ 个科、１９ 个属ꎮ 手术组有 ３３ 个优势

菌群ꎬ对照组有 ４３ 个优势菌群ꎮ 手术组优势菌群主

要有:厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)、杆菌纲(Ｂａｃｉｌｌｉ)、乳杆

菌目(Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌａｌｅｓ)、乳杆菌科(Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ)、

颤螺旋菌目(Ｏｓｃｉｌｌｏｓｐｉｒａｌｅｓ) 链球菌科(Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃ￣
ｃａｃｅａｅ)、梭杆菌科(Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ)、丛毛单胞菌

科(Ｃｏｍａｍｏｎａｄａｃｅａｅ)ꎻ对照组优势菌群主要有:沙
雷氏菌属(Ｓｅｒｒａｔｉａ)、根瘤菌目( Ｒｈｉｚｏｂｉａｌｅｓ)、沙雷

氏菌 Ｓ３.ＭＡＣ.００８(Ｓｅｒｒａｔｉａ￣ｓｐ￣ｓ３￣ｍａｃ￣００８)、肠杆菌

(Ｍｕｒｉｂａｃｕｌｕｍ)、根瘤菌科(Ｒｈｉｚｏｂｉａｃｅａｅ)、副杆菌属

(Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ)ꎮ

图 ４　 各样本眼睑菌群的 ＬＥｆＳｅ 进化分支图(ＬＤＡ≥４)(从内到外分别表示门、纲、目、科和属水平)
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＬＥｆＳｅ ｃｌａｄｏｇｒａｍ ｏｆ ｍｅｉｂｏｍｉａｎ ｇｌａｎｄ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ａｃｒｏｓｓ ｓａｍｐｌｅｓ(ＬＤＡ≥４)

图 ５　 术眼与对照眼眼睑菌群的 ＬＥｆＳｅ 结果(ＬＤＡ≥４)
Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ＬＥｆＳｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｅｉｂｏｍｉａｎ ｇｌａｎｄ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｂｅｔｗｅｅｎ ｏｐｅｒａｔｅｄ ａｎｄ ｃｏｎｔｒａｌａｔｅｒａｌ ｅｙｅｓ (ＬＤＡ≥４)
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３　 讨　 论

本研究通过一般细菌培养和 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序技

术ꎬ系统分析了慢性泪囊炎患者在 ＥＮ￣ＤＣＲ 后短期

内结膜囊菌群的变化ꎮ 研究结果表明ꎬ泪道再通术

后ꎬ术眼菌群的丰度明显下降ꎬ但结构在短期内保持

稳定ꎻ对照眼的菌群在术前与术后变化不大ꎬ提示单

侧泪道手术对健侧结膜囊菌群的影响有限ꎮ
一般细菌培养结果显示ꎬ患者术眼术前 ６２.５０％

的样本培养到细菌ꎬ而术后第 １ 天阳性率明显下降ꎬ
至第 ３ 天完全未检出细菌ꎮ １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序进一步

揭示了泪道再通术对菌群的深层次影响ꎮ 物种注释

结果显示ꎬ术眼术前的优势菌群为志贺氏菌属

(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ￣Ｓｈｉｇｅｌｌａ)ꎬ术后乳杆菌属(Ｌａｔｉｌａｃｔｏｂａ￣
ｃｉｌｌｕｓ)的相对丰度增加ꎬ表明泪液引流功能恢复可

能对结膜囊微环境产生影响ꎮ 此外ꎬＨｉｒａｏｋａ 等[３]

通过对日本经内镜下泪囊鼻腔吻合的患者术后结膜

囊菌群进行一般细菌培养后发现ꎬ在手术前有

４２.０％的样本中检测到细菌生长ꎬ手术后细菌检出

率显著下降至 ２６.０％ꎬ检出菌种也从术前的 ２０ 个减

少到术后的 ９ 个ꎮ 尽管结膜囊菌群可能会受到年

龄、地理条件和疾病等各种因素的影响[９￣１１]ꎬ但上述

研究与本研究均表明:术后结膜囊菌群的阳性率和

检出菌种数量显著降低ꎮ 上述结果表明ꎬ泪液滞留

可能与致病菌过度生长存在内在联系ꎬ而泪道再通

术通过恢复泪液引流功能ꎬ有助于结膜囊菌群的正

常化[１２￣１４]ꎮ 基于此ꎬ本研究认为患有慢性泪囊炎的

患者在行内眼手术之前进行泪道再通手术是合理

的ꎬ以降低泪道阻塞患者术后感染性眼内的风险ꎮ
α 多样性反映了菌群的丰富度和均匀度ꎬ是评

估单个样本内部微生态状态的重要指标ꎮ 本研究

中ꎬＰｉｅｌｏｕ 指数随时间变化呈显著性差异 ( Ｐ ＝
０.０３１)ꎬ提示泪道再通术后菌群的均匀度可能随术

后时间变化ꎮ 这可能与泪道再通术后泪液引流功能

的恢复有关ꎮ 术后泪液的持续流动有效清除了泪液

滞留导致的过度细菌富集ꎬ从而降低了菌群的均匀

度ꎮ 然而ꎬＳｈａｎｎｏｎ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数和 Ｃｈａｏ 指数

在术前与术后差异均无统计学意义ꎬ表明泪道再通

术对菌群丰富度和多样性的影响有限ꎮ 即使菌群的

均匀度有所变化ꎬ其整体分布仍保持稳定ꎮ 这说明

泪道手术通过物理清除机制显著降低了异常细菌的

数量ꎬ但未破坏局部菌群的生态平衡ꎮ 对照眼的 α
多样性在术前与术后均未表现出明显差异ꎮ

β 多样性主要用于评估不同样本间菌群结构的

差异ꎮ 本研究通过基于 Ｂｒａｙ￣Ｃｕｒｔｉｓ、Ｊａｃｃａｒｄ、ｗｅｉｇｈ￣

ｔｅｄ ＵｎｉＦｒａｃ 和 ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ＵｎｉＦｒａｃ 距离的 ＰＣｏＡ 分

析ꎬ对术眼与对照眼在术前和术后菌群结构的变化

进行评估ꎮ 结果显示ꎬ无论是术眼还是对照眼ꎬ其菌

群结构在术前与术后均未表现出显著差异ꎮ 特别

是ꎬ对照眼在 α 多样性和 β 多样性上的稳定性进一

步表明ꎬ单侧泪道再通术对侧健眼的菌群结构没有

显著影响ꎮ 这一结果提示单侧手术不会通过系统性

因素或其他未知机制干扰对侧健眼的菌群生态平

衡ꎮ 慢性泪囊炎患者术前通常存在抗生素治疗史ꎬ
这可能对菌群分布造成影响ꎮ 本研究在围手术期未

常规使用抗生素ꎬ仅采用生理盐水冲洗结膜囊ꎮ
Ｏｗｊｉ 等[６]在术后用药方案为全身使用抗生素 ３ ｄꎬ
局部点眼 １ 周ꎬ而 Ｅｓｈｒａｇｈｉ 等[５] 采用术后全身使用

抗生素 ５ ｄ、局部点眼 １０ ｄ 的用药方案ꎬ二者所得出

的正常化时间并不一致ꎮ 在此种情况下ꎬ无法判断

结膜囊菌群随时间变化是手术使得泪道引流系统功

能恢复所致亦或是抗生素所导致ꎮ 此外有研究[１５]

显示ꎬ长时间使用抗生素无法抑制结膜囊菌群增殖

反而会延长菌群正常化的时间ꎬ这是由于广谱抗生

素的使用率增加致使结膜囊细菌对临床中常用药物

的耐药性也随之增加ꎬ 最终导致结膜囊菌群发生变

化ꎬ致病菌群的种类与致病力也发生了一定变

化[１６￣１８]ꎮ 在一项系统评价中也指出ꎬ术后预防性使

用抗生素不会在降低手术部位感染发生率方面产生

任何额外益处[１９]ꎮ 本研究认为阻塞的泪液引流系

统再通后ꎬ通过泪液对异常细菌的冲洗ꎬ使得结膜囊

菌群正常化ꎮ 此时ꎬ泪液中包括溶菌酶、脂质运载蛋

白和乳铁蛋白在内的抗感染分子[２０￣２１]ꎬ以及诸如白

细胞介素 １ 受体拮抗剂和 ＴＧＦ￣β２ 等抑制炎症因

子[２２￣２４]ꎮ 这些因子不仅能够清除异常菌群ꎬ还能通

过调节炎症反应和促进伤口愈合ꎬ进一步维持结膜

囊菌群的平衡ꎮ
物种注释结果显示患者正常眼术前平均相对丰

度最高的 ５ 个属分别为志贺氏菌、未分类的杆菌、阿
克曼氏菌、乳杆菌、双歧杆菌ꎬ而在采用传统培养方

法对正常眼表采集的菌群研究时发现ꎬ眼表菌群以

革兰阳性菌如棒状杆菌、丙酸杆菌和葡萄球菌为常

见优势菌群ꎬ约占眼表细菌总数的 ３０％ ~ ７０％[２５￣２６]ꎬ
以及被认定为短暂定植菌的革兰阴性菌[２５￣２６] 和真

菌[２７]ꎮ 患者术眼术前平均相对丰度最高的属分别

为乳杆菌、肠杆菌、阿克曼氏菌科、毛螺菌科ꎬ而在在

采用传统培养方法对泪道阻塞患者术眼表采集的菌

群研究时发现ꎬ革兰氏阳性球菌占全部样本的

６２.０％ꎮ 其中ꎬ大多数是凝固酶阴性葡萄球菌、耐青

霉素肺炎链球菌、α￣链球菌和金黄色葡萄球菌ꎬ革兰
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氏阴性杆菌占 ２３.９％ꎬ最常见的革兰氏阴性杆菌为

流感嗜血杆菌[３]ꎮ 根据 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序结果ꎬ术眼

术前的菌群中ꎬ志贺氏菌属等潜在致病菌占较高比

例ꎬ这可能与泪液滞留相关ꎮ 术后ꎬ这些致病菌的丰

度显著下降ꎬ同时乳杆菌属等益生菌的丰度增加ꎬ提
示泪液引流功能的恢复对局部菌群平衡和致病菌清

除的重要作用ꎮ 尽管术后部分潜在致病菌如沙雷氏

菌属仍有检出ꎬ但其丰度较低ꎮ 不同检测手段得到

的结膜囊微生物群特征结果有所不同ꎬ测序技术和

现代新型生物信息学工具的出现ꎬ可全面观察到结

膜囊定植物的菌群ꎬ鉴于结膜囊微生物群的多样性ꎬ
有必要进行下一步实验来进一步观察泪道引流术对

结膜囊菌群变化的影响ꎮ
本研究存在一定局限性ꎬ①研究纳入的样本量

较小ꎬ１６Ｓ ｒＲＮＡ 测序仅纳入 ３ 例患者ꎬ可能限制了

统计效能ꎮ ②观察周期较短ꎬ仅评估了术后 ７ ｄ 的

菌群变化ꎬ未能揭示术后菌群的长期变化ꎮ ③虽然

本研究排除了围手术期使用抗生素的患者ꎬ但术前

长期用药史仍可能对菌群组成产生潜在影响ꎮ 未来

研究应通过扩大样本量、延长随访周期ꎬ进一步探索

泪道再通术对结膜囊菌群的长期影响ꎮ
综上所述ꎬ泪道再通术显着降低术眼结膜囊菌

群的培养阳性率ꎬ但对菌群多样性影响较小ꎮ 对照

眼的菌群稳定性进一步验证手术的局部作用ꎮ 这些

发现不仅为慢性泪囊炎的治疗提供新见解ꎬ也为术

后内眼手术时机的选择提供了有价值的参考依据ꎮ
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