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摘要 目的 应用共聚焦显微镜观察干眼症患者的角膜形

态改变。方法 运用日本 Nidek公司共聚焦显微镜(Confos-
can 4．0)对正常人群和干眼症患者各 50 例(100 只眼)的中
央区角膜上皮细胞的密度和异型性、上皮下神经纤维形态、
朗格汉斯细胞的浸润和内皮细胞密度进行观察，并对结果进

行统计学分析。结果 共聚焦显微镜观察下，干眼症患者和
正常人群的角膜中央区表层鳞状上皮细胞、翼状上皮细胞、
上皮基底层细胞的细胞密度比较差异有统计学意义(P＜
0. 05)。干眼症患者的中央区角膜上皮细胞异型性增多( t =

14. 3，P＜0. 01)，少量细胞呈激活状态，上皮下神经纤维明显
增粗，走行紊乱，伴朗格汉斯细胞浸润，内皮细胞计数和形态

差异无统计学意义。结论 共聚焦显微镜可以从细胞层面
实时、无创观测干眼症患者的角膜形态的改变，根据角膜上
皮细胞细胞密度和异型性、上皮下神经纤维形态、朗格汉斯
浸润等病理变化直观识别和诊断干眼症。
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干眼症是由于泪液本身性质、数量或流体动力
学异常而引起的泪膜不稳定和(或)眼表损害，从而

导致眼部不适及视功能受损的一类临床症状［1］，是

眼科常见病，近年来逐渐引起眼科医师的重视。据
统计，全世界可能有 30% ～ 50%的人群患有不同程
度的干眼［2］，我国的发病率在 21% ～30%［1］，是患者
来眼科就诊最常见的原因之一，现代人的生活和工

作方式，经常使用手机、电脑、空调等，导致干眼症的
发病率越来越高［3］，以往对干眼的诊查手段主要有

角膜染色检查、泪液分泌检测、干眼仪检查等从宏观

角度观察患者的眼表改变［4］。共聚焦显微镜是近
来应用于临床上的眼科设备之一，其可对人活体角

膜进行无创、实时的观察［5］，分辨率高至 1 μm。共
聚焦显微镜能够直接观察到角膜内各种细胞的形态

结构和改变，得到类似病理切片的图像，可以在细胞

水平观察活体角膜的病理生理情况，对角膜疾病的

诊断和治疗有很大的帮助。该研究选取门诊各 50
例(100只眼)干眼患者与正常人群，利用共聚焦显
微镜对比观察角膜形态学改变，现报道如下。

1 材料与方法

1．1 病例资料 选取 2016 年 6 月 ～ 9 月就诊于眼
科门诊的干眼症患者和正常人群各 50 例(100 只
眼)，分为干眼组与正常组进行对比。干眼症患者
纳入标准:① 具有明显干眼症状中的至少一项，如:
眼部干燥感、异物感、灼热感、眼红、畏光、流泪、视疲
劳、视物模糊、烟雾环境耐受差;② 泪膜破裂时间
(break up time of tear film，BUT)＜10 s;③ 泪液分泌
试验(schirmer i test，SIt)＜10 mm /5 min。所有患者
经过普通视力检查、裂隙灯眼前节检查和问诊后，排
除先天性无泪腺、自身免疫性及内分泌疾病、全身结
缔组织患者，排除具有眼部手术史(如:白内障、青
光眼、近视矫正手术等)、外伤史患者，排除存在眼
部活动性病变(包括炎症、圆锥角膜等)者，排除眼
底病变患者、小睑裂及眼窝深陷不能良好配合完成
检查者。正常对照组纳入标准:① 无上述描述的各
项干眼症状;② BUT＞10 s;③ SIt＞10 mm /5 min。所
有检查向患者详细告知并取得其同意。
1．2 共聚焦显微镜检查
1．2．1 设备及技术参数 共聚焦显微镜(Confocal
microscopy 4. 0，日本 Nidek 公司)，放大1 000倍;水
浸式物镜的扫描范围为 340 μm×255 μm;景深 8
μm，侧像分辨率为 1 ～ 2 μm，物镜与角膜的距离为
1. 98 μm;扫描频率为 20 Hz;每次扫描 350 幅图。
扫描厚度 700 μm，背景相对暗度为 10 dB，确保物镜
有恒定的扫描速度。
1．2．2 操作步骤 爱尔凯因滴眼液点眼进行表面
麻醉，置开睑器。患者下颌及前额固定于检查托架

·5201·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2017 Jul; 52( 7)



上。在 40倍水浸式圆锥状物镜表面涂卡波姆凝胶，
将镜头轻缓前移，使凝胶与角膜中央区接触，镜头与

角膜间的距离为 1. 98 mm，当显示器视屏中央清晰
显示中央区角膜细胞时摄录图像，筛选需要的图像

存盘。
1．2．3 图像分析 应用 Z-scan 获取同等厚度下所
拍摄的图像，在设备自带的 NAVIS 图像分析软件统
计中央区角膜上皮细胞、内皮细胞密度及细胞异型
性比例，并对上皮下神经纤维的形态及朗格汉斯细

胞浸润进行观察分析，为防止计数误差，采取两名医

师双盲检查。
1．3 统计学处理 采用 SPSS 13. 0 软件进行分析，
数据用 珋x±s表示。对两组中央区角膜上皮细胞密度
和异型性、内皮细胞密度进行统计分析，观察上皮下
神经纤维形态和朗格汉斯细胞浸润，将两组数值之

间统计学差异应用配对 t检验，P＜0. 05 为差异有统
计学意义。

2 结果

2．1 患者的基本情况 干眼组和正常组各男 10
例，女 40例，干眼组年龄 40 ～ 52(44. 80±3. 22)岁，
正常组年龄 38～50(43. 90±4. 51)岁，两组年龄差异
无统计学意义。与正常组比较，干眼组 BUT 及 SIt

明显缩短(P＜0. 01)，见表 1。

表 1 干眼组与正常组患者的临床资料(n= 100，珋x±s)

项目 干眼组 正常组 t值 P值
年龄(岁) 44．80±3．22 43．90±4．51 1．62 0．11
BUT(s) 6．52±1．48 12．82±1．65 －28．42 ＜0．01
SIt(mm/5 min) 4．81±1．24 13．32±2．02 －35．90 ＜0．01

2．2 角膜上皮细胞变化 干眼组中央区角膜上皮
细胞，包括表层鳞状上皮细胞、翼状上皮细胞、上皮
基底层细胞的细胞密度均较正常组明显下降(P＜
0. 05)，干眼组细胞异型性比例明显较正常组增高
(P＜0. 01)，在图片放大1 000倍下进行细胞计数，见
表 2。
2．3 镜下病理表现 共聚焦显微镜观察可见干眼
组中央区角膜上皮各层上皮细胞排列紊乱，表层鳞

状上皮细胞排列呈疏松的蜂窝状，细胞核较大，明显

突出，反光增强。部分细胞呈现激活状态，可见异常
发亮的脱落细胞，见图 1A1～3、B1～3。
干眼组患者的中央区角膜上皮下神经纤维明显

增粗，走行紊乱，排列密集或疏松，分叉增多，部分神

经纤维的连续性欠佳，可见中央区上皮下神经纤维

处伴有朗格汉斯细胞浸润，见图 1A4、B4。
正常组与干眼组患者的中央区角膜内皮细胞密

度和形态未见明显差异，见图 1A5、B5。

表 2 干眼组与正常组中央区角膜上皮各层细胞密度对比(n= 100，珋x±s)

项目 干眼组 正常组 t值 P值
表层鳞状上皮细胞(个 /mm2) 986．00±282．00 1 327．00±302．00 －8．25 ＜0．01
翼状上皮细胞(个 /mm2) 4 820．00±420．00 5 018．00±281．00 －3．92 ＜0．01
上皮基底层细胞(个 /mm2) 5 890．00±821．00 6 211．00±1 102．00 －2．34 0．02
细胞异型性比例(%) 23．02±12．01 5．32±2．83 14．36 ＜0．01

图 1 正常组和干眼组角膜各层在共聚焦显微镜下的表现 ×1 000

A:正常组;B:干眼组;1:中央区角膜上皮鳞状层;2:翼状层;3:基底层; 4:中央区角膜上皮下神经纤维;5:中央区角膜内皮细胞;B2箭头所

指处为激活细胞;B4箭头所指处可见朗格汉斯细胞浸润
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3 讨论

共聚焦显微镜是将裂隙光源聚焦到活体角膜很

小的一个体积范围内，通过在 Z-scan 定位下快速扫
描，实现对细胞和亚细胞结构进行实时观察［6］，在

活体细胞水平直接观察角膜组织，被广泛应用于各

种角膜病变，如感染性角膜病变、营养不良性角膜病
变、角膜沉积物、上皮病变、内皮病变等［5］。
共聚焦显微镜的使用使得干眼检查手段更为丰

富，从细胞层面实现了对干眼的形态结构的直观观

察，对干眼症的诊断、治疗和病因的探索提供了新的
手段。本研究利用共聚焦显微镜的实时、无创的优
势对干眼症患者角膜形态学进行观察，从而进一步

探索干眼病角膜病理生理变化。
正常的表层上皮细胞排列疏松，边界清晰，呈多

角形，以六边形为主，胞核明亮;翼状细胞呈多角形，

细胞向侧面延伸变细，形似翼状，边界清晰，胞核反

光较弱。基底细胞近似圆形，排列紧密，边界明亮，
胞质和胞核反光弱。本研究显示，干眼组患者角膜
中央区各层上皮细胞密度均较正常组明显减少，异

型细胞比例增加明显，且差异有统计学意义，部分细

胞呈现激活状态，这种表现在其他感染性角膜疾病

中也会出现［7］，并非干眼症特异性改变。干眼症患
者角膜上皮细胞密度减少、形态异常会造成上皮细
胞过早或过多凋亡，与其慢性非特异性炎症有关，而

上皮细胞的凋亡会造成患者角膜表面微绒毛减少，

对泪膜的稳定性构成影响，泪膜由黏蛋白层、水液层
和脂质层组成，形成一光滑的界面，对角结膜有保

护、营养和润滑的作用，其最外层为睑板腺分泌的脂
质层，在睑缘形成疏水屏障防止泪液外溢以及浆液

性泪液蒸发［8］，泪膜层在瞬目后最厚，之后逐渐变

薄并破裂，BUT如果缩短，就会出现干涩、异物感等
相应临床症状，因为泪膜也参与屈光，这也就能解释

干眼症患者为何在长时间驾车、注视电子产品等状
态下，会出现视物不清等症状。
角膜含有体内最密集神经末梢组织，其敏感性

是皮肤的 200～300倍［9］，三叉神经眼支的感觉神经
纤维通过睫状长神经到达角膜缘，在此形成环形神

经丛，在进入角膜后，神经干发出分支呈放射状分布

于角膜基质层。神经纤维失去髓鞘向前穿行形成上
皮下神经丛，丰富的神经支配使得角膜知觉敏锐。
同时，三叉神经和面神经介导泪腺分泌反射并表达

泪腺源细胞因子，角膜神经在调节角膜知觉、维持角
膜上皮细胞的正常生理学功能等方面起到了非常重

要的作用，角膜神经纤维丛的检查对探索许多眼病

和神经病变有着重要意义，正常人角膜上皮下神经

排列较规则，平行走行，弯曲度小，少见分支，纤维之

间的交联很少，而干眼组患者上皮下神经纤维走形

紊乱，分叉增多，部分呈现扭曲形态，甚至部分神经

连续性中断，这种形态上的异常表现，是神经退行性

改变的结果［10］，分叉增多也可以认为是一种神经再

生，正是由于眼干所致的负反馈机制引起神经出芽

状再生从而导致角膜神经形态的异常。这是干眼患
者因角膜知觉减退而生理反射性泪液分泌减少的解

剖基础。并会造成瞬目运动减少，从而形成泪液涂
布异常和蒸发过快。而角膜神经损伤后再生是复杂
的生物学反应，依赖神经元胞体、轴突和局部微环境
的相互作用。神经纤维损伤在角膜疾病发生后出
现，并可长期存在，因角膜神经对角膜上皮的内环境

稳态的重要性，可以藉由共聚焦显微镜对角膜神经

的形态变化判断患者全身神经性病变的严重程度，

但年龄、病程长短等因素也会对角膜神经纤维形态
产生影响，尤其是年龄因素，中老年人尤其是绝经

期后的女性因激素水平变化及紊乱更易引起干眼

症，加之角结膜杯状细胞数量下降，球结膜松弛，睑

板腺功能减低等，导致泪膜不稳，有报道称干眼症与

年龄呈正相关性［11］。
朗格汉斯细胞起源于骨髓的树枝状细胞，起重

要作用是在免疫过程中将抗原呈递给 T 淋巴细胞，
也具有分泌炎性介质的作用，具有重要的免疫学意

义，对朗格汉斯细胞形态进行观察对于角膜和角膜

缘疾病的研究有重要意义。朗格汉斯细胞在基质层
的浸润，也进一步证实干眼症是一种眼表慢性非特

异性炎症性疾病，眼表的保护性免疫调节机制和促

进炎症反应两者间的失衡进一步导致了组织的损

伤［12］，2007 年国际干眼病专题研究会更新了干眼
的定义，把炎症纳入干眼的范畴［13］，在干眼疾病的

发展过程中，慢性炎症扮演了极其重要的作用，所

以，在干眼的治疗中，激素类滴眼液或非甾体类滴眼

液可以有效改善患者眼表不适症状［14］，炎性细胞的

浸润程度也可以作为干眼治疗效果的评估指标［15］。
通过对共聚焦显微镜下角膜上皮细胞的密度和

异型性、基质层神经纤维的形态、朗格汉斯细胞的浸
润、内皮细胞密度等的研究和认识，并和正常角膜比
较，对于进一步认识干眼症角膜病理生理变化有较

高价值，同时对于进一步明确干眼症的病因，指导治

疗和判断预后也有帮助。
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A pilot research of confocal microscopy apply to diagnose the
morphological changes of cornea in patients with dry eye

Liu Qingyan1，2，Chen Xiaoyu3，Li Jing2，et al
( 1Dept of Ophthalmology，The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001;

2Dept of Ophthalmology，The Second People’s Hospital of Anhui Province，Hefei 230041;
3Dept of Histology and Embryology，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To observe the change of corneal morphology in patients with dry eye by confocal microsco-
py． Methods 100 eyes of 50 patients with dry eye and 100 eyes of 50 normal people were examined by confocal
microscopy of Japan Nidek company． The density and atypia of central corneal epithelial cells，the form of subepi-
thelial nerve fibers，the infiltration of Langerhans cells and the density of endothelial cells were observed．Results
Confocal microscopy showed that there were significant differences in the cell density of squamous epithelium，
pterygoid epithelium and epithelial basal cells in the central corneal area of the patients with and without dry eye(P
＜0. 05) ． The atypia of central corneal epithelial cells of the patients with dry eye increased( t = 14. 3，P＜0. 01)，
and a small number of cells were activated，subepithelial nerve fibers became thicker and disordered，with Langer-
hans cells infiltrated，endothelial cell count and morphological difference were not statistically significant．Conclu-
sion Confocal microscopy can be real-time，non-invasive observation of the corneal morphological changes in pa-
tients with dry eye，according to the corneal epithelial cell density and atypia，the form of subepithelial nerve fiber，
the infiltration of Langerhans cells and other pathological changes，dry eye can be visualized and diagnosed．
Key words confocal microscopy; dry eye; corneal epithelial cell; nerve fiber; Langerhans cell
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