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葡萄膜炎是一组累及葡萄膜、视网膜、视网膜血管及玻璃体等眼内组织的炎性反应性疾病［1］。根据病因可分为感染性和非感染性两大类，感染性葡萄膜炎的致病病原体包括细菌、真菌、螺旋体、病毒和寄生虫等，非感染性葡萄膜炎包括特发性、创伤性、自身免疫性、风湿性疾病伴发的葡萄膜炎以及伪装综合征等。基于详细的病史分析，结合全面的眼部查体、眼科辅助检查，可使90%以上的葡萄膜炎患者获得准确诊断［2］。但少数患者确定病因和类型需要借助于实验室检查。实验室检查方法有多种，根据患者的临床表现选择合适的方法对确定部分葡萄膜炎的病因和类型具有重要作用。
眼内组织活体检查是重要的组织病理学诊断方法，即对眼球内获取的病变组织标本（实体病变组织、房水、玻璃体等）进行组织病理学检查，为临床诊断提供科学依据。眼内液检测是对房水、玻璃体标本中特定的病原体及其核酸、特异性抗体、细胞因子、肿瘤细胞等进行检测和分析，以期为疾病诊断提供确切的证据或线索，可用于部分葡萄膜炎病因和类型的诊断。
眼内液检测是一种有创性实验室检查，更适用于部分特定类型葡萄膜炎和眼内炎的诊断，偶可用于葡萄膜炎相关其他疾病的鉴别诊断，须有特定的适应证。盲目扩大眼内液检测的适应证，会加重患者诊疗的经济负担，甚至会因对眼内液检测结果误读，导致诊断和治疗出现错误。中华医学会眼科学分会眼免疫学组组织本专业领域专家进行了深入细致的调研和文献资料总结，并结合临床实践经验，参照国际相关最新进展，经过充分讨论形成共识意见，以期规范眼内液检测的临床应用，使该技术可更好地服务于临床和患者。
一、眼内液检测的适应证
眼内液检测主要应用于以下两大方面，一是用于临床辅助或确定诊断；二是用于科学研究，探讨一些因素与葡萄膜炎的相关性或其在葡萄膜炎发病中的作用。
（一）用于辅助或确定诊断
1.细菌性或真菌性眼内炎
对于临床高度怀疑细菌性或真菌性眼内炎且仅根据临床表现难以得到确定性诊断的患者，应进行眼内液检测，内容包括涂片和染色检查、病原体培养及药物敏感性试验、病原体DNA检测、病原体核糖体rRNA亚基DNA检测，这些检测可确定致病病原体，具有明确诊断的作用［3, 4, 5, 6］。但是，应注意避免因检测标本污染和操作不当所造成的假阳性和假阴性结果。对高度怀疑结核性葡萄膜炎者还应进行抗酸染色检查和细菌培养。
在进行眼内液病原体检测时应注意尽量在医院和检测中心进行，尽可能缩短标本获取到检测之间的时间，以避免对结果产生不利影响。
2.眼内淋巴瘤所致的伪装综合征
眼内淋巴瘤是引起伪装综合征的常见肿瘤之一，通常分为原发性玻璃体视网膜淋巴瘤、原发性脉络膜淋巴瘤和系统性淋巴瘤眼内转移瘤［7］。眼内淋巴瘤虽然可能发生于青年人，但临床常见50岁以上患者，多表现为玻璃体混浊、视网膜浸润、视网膜血管受累和出血等。原发性玻璃体视网膜淋巴瘤又称为眼内-中枢神经系统淋巴瘤，绝大多数是B细胞来源的非霍奇金淋巴瘤。对高度怀疑淋巴瘤者，应进行颅内和眼部的磁共振检查，并进行脑脊液和眼内液细胞学检查、免疫组织化学检查，以确定或排除淋巴瘤的诊断。值得提出的是眼内液检测可能出现假阴性结果，对部分高度怀疑患者需要进行反复眼内液检测，甚至需要进行视网膜或视网膜脉络膜活体检查、基因重排和流式细胞分型检查、MyD88突变和Bcl2转位检测等。
测定眼内液中白细胞介素（interleukin，IL）10、IL-6的含量，对B细胞来源原发性玻璃体视网膜淋巴瘤的诊断有一定提示作用，若IL-10与IL-6比值大于1，提示淋巴瘤的可能性，应进一步进行相关检查以明确诊断。
3.眼弓形虫病
眼弓形虫病是指弓形虫感染直接引起或由其免疫应答反应所致的眼部疾病，典型表现为局灶性视网膜炎，多发生于黄斑区及其附近，特征性表现为陈旧性病灶周围出现多个活动性卫星状病灶，免疫功能低下者尚可出现眼内炎、前房积脓等改变。眼弓形虫病是西方国家常见的后葡萄膜炎类型，在我国少见，相关文献报道在我国1 752例葡萄膜炎患者中，眼弓形虫病患者仅有2例［8］。
眼弓形虫病诊断主要根据典型的临床表现和眼内液检测。健康人群中一定比例人感染弓形虫，血清中可能存在抗弓形虫抗体，但其存在并不意味着个体发生的疾病均与弓形虫感染有关，因此单纯血清弓形虫抗体阳性对疾病的诊断价值有限，即血清抗体阳性不能确定诊断。同样，因为在发生葡萄膜炎时血管的通透性增加，血清中所有成分均可能进入眼内液而使眼内液中抗弓形虫抗体呈阳性结果，所以在眼内液中检测到抗弓形虫抗体也不能确定诊断，只有在明确抗体是眼局部产生，才能确定眼弓形虫病的诊断［9, 10］。确定抗体是眼局部产生的4个检测指标是眼内液中特异性抗体效价及IgG总量、血清中特异抗体效价及IgG总量。利用以下公式求出Goldman-Witmer系数（Goldman-Witmer coefficient, GWC）:
GWC= 眼内液中特异性抗体效价血清中特异性抗体效价×血清中IgG 总量眼内液中IgG 总量眼内液中特异性抗体效价血清中特异性抗体效价×血清中IgG 总量眼内液中IgG 总量
若GWC大于4可认定抗弓形虫抗体为眼局部产生，即可诊断眼弓形虫病；若GWC在2~4之间为可疑眼弓形虫病；若GWC在2以下则可排除眼弓形虫病的可能［9, 10］。该公式及GWC也适用于眼弓蛔虫病及病毒引起的后葡萄膜炎。
利用聚合酶链反应（polymerase chain reaction，PCR）检测眼内液弓形虫DNA，对眼弓形虫病具有一定诊断价值［7, 8］。在疾病的早期可能出现阳性结果，但在疾病的中、晚期则由于病原体DNA载量降低而出现阴性结果。
4.眼弓蛔虫病
眼弓蛔虫病是由犬或猫弓蛔虫蚴侵犯眼内组织引起的疾病，多发生于5~10岁儿童，典型表现为视网膜后极部或周边部出现肉芽肿，易发生视网膜增生性改变，是西方国家常见的后葡萄膜炎类型，在我国少见。此病的诊断主要依据典型的临床表现和眼内液检测结果。与眼弓形虫病相同，眼弓蛔虫病的诊断可通过GWC判定［11］。
（二）用于科学研究
部分葡萄膜炎类型的病因尚不完全清楚，探讨某些因素与疾病的关系或眼内液中某些细胞因子的变化，对了解这些葡萄膜炎的病因和发病机制有一定参考价值。但必须明确的是，眼内液检测为有创性检查，不能单纯以研究为目的进行眼内液标本获取。在获得相关伦理委员会批准及患者知情同意后，在不收取患者检测费用的前提下，可开展与眼内液检测相关的科学研究。用于科学研究的葡萄膜炎类型主要包括以下几种。
1.Fuchs综合征：Fuchs综合征是一种病因尚不完全清楚的特殊类型葡萄膜炎，典型表现为虹膜弥漫性脱色素、中等大小弥漫分布的角膜后沉着物、轻度前葡萄膜炎、无虹膜后粘连。已有研究发现，Fuchs综合征患者房水中存在抗单纯疱疹病毒抗体、风疹病毒抗体、带状疱疹病毒抗体和巨细胞病毒DNA，但临床采用抗病毒治疗方法未获得任何治疗效果。
2.青光眼睫状体炎综合征：青光眼睫状体炎综合征是一种周期性发作、以眼压升高和少量中等大小角膜后沉着物为特征的疾病。研究结果显示，不少患者房水中巨细胞病毒（或其他病毒）的DNA阳性。回顾性临床病例分析和小样本前瞻性研究结果提示，抗病毒治疗可能减轻病毒DNA阳性眼内炎患者的复发率。该结论尚需进一步证实。
3.急性视网膜坏死综合征：急性视网膜坏死综合征是由疱疹病毒感染进而诱发免疫反应引起的疾病，典型表现为视网膜坏死病灶、以视网膜动脉炎为主的血管炎、玻璃体混浊和后期视网膜脱离。进行详细的临床检查很容易诊断此病。进行视网膜手术时抽取玻璃体液进行分析，探讨不同病毒引起疾病的特征及其预后等，具有一定的研究价值。
4.病毒性前葡萄膜炎：病毒性前葡萄膜炎是由疱疹病毒引起的具有明显临床特征的疾病，典型表现为羊脂状带色素外观的角膜后沉着物、眼压升高、局灶性虹膜萎缩。根据这些特征，临床诊断并不困难，眼压高需行前房穿刺或行白内障摘除手术时抽取房水进行检测，具有一定的研究价值。
二、眼内液采集方法
眼内液采集包括房水采集和玻璃体液穿刺采集。
（一）房水采集
采集房水应在无菌环境下进行。用抗生素（如氧氟沙星、妥布霉素）滴眼液点眼，进行表面麻醉后皮肤消毒、聚维酮结膜囊冲洗。在手术显微镜下行前房穿刺术采集房水。嘱患者正视上方，左手用显微无齿镊轻夹角膜结膜缘的结膜，以固定眼球，将连有1 ml注射器的25G针头刺入前房，取0.05~0.10 ml房水（靠眼内压力自然流出），拔出针头，恢复眼压至正常，并进行相应的术后处理。
（二）玻璃体液采集
1.玻璃体穿刺抽吸术：在无菌环境下，患者平躺于眼科手术台，抗生素滴眼液点眼、消毒和表面麻醉后，行玻璃体穿刺抽吸术。嘱患者注视上方，将连有注射器的23G针头于角巩膜缘外3.5~4.0 mm经睫状体平坦部垂直进针至玻璃体内，抽取玻璃体液。对于玻璃体液化不全的患者，可旋转针头或改变针头的角度和位置，尝试抽取玻璃体液。
2.玻璃体切除术中采集玻璃体液：按眼后节手术常规进行手术，采用微创玻璃体切除手术系统，建立经睫状体平坦部玻璃体切割三通道，植入玻璃体切割套管和灌注管，在确保没有灌注液进入玻璃体腔的情况下，将注射器连接玻璃体切割管道，将切割频率设置在2 500次/min以上，缓慢抽取玻璃体液。对高度怀疑眼内淋巴瘤等眼内肿瘤的患者，若需要进行玻璃体细胞学检测，则应将切割频率设置在600~800次/min。对于赤道部后眼底病变，可在玻璃体切除术中进行细针穿刺活体检查或脉络膜视网膜活体检查。前者利用25G或27G针头对病变组织进行穿刺，随后尽快行涂片检查；后者利用眼内激光在病变周边预先行视网膜光凝术，激光内缘范围约2 mm×2 mm，利用眼内剪沿着激光斑内缘全层切割脉络膜视网膜，扩大巩膜穿刺口，取出活体组织后尽快检查。
三、眼内液检测结果的解读及应注意的问题
（一）对高度怀疑眼内感染的患者，应尽快进行眼内液检测
眼内炎患者眼内液涂片检查结果可初步确定眼内感染的类型［6］，但是细菌性眼内炎眼内液Gram染色阳性率仅约50%，且涂片检查常无法确定细菌、真菌的类型和种属。为增加检测的阳性率并指导临床选择抗生素，应常规进行眼内液细菌和真菌培养及药物敏感性试验。房水标本培养的阳性率约40%，玻璃体标本培养的阳性率50%~90%［6］。不同病原体的培养基和培养时间有很大不同，所以为了提高培养的阳性率，在高度怀疑某种病原体需要特殊培养基时，应及时告知检验科室。痰结核抗酸染色涂片要求细菌数>5 000个/ml，即使这样阳性率也仅不足50%，眼内液抗酸染色的阳性率远低于此［12, 13］。基于眼内液进行的各种PCR检测在阳性率方面高于涂片和病原体培养检查，如结核杆菌的敏感度可提高至70%以上；在快捷性方面PCR检测也优于病原体培养［12］。但是，由于各种病原体种属耐药性存在差异，PCR检测尚无法指导临床选择抗生素。此外，基于DNA的检测（眼内液PCR检测或基因芯片检测）的假阳性率也明显高于涂片或病原体培养检查，这种假阳性结果可能错误提示病原体的类型，导致严重后果。值得注意的是，即使在最佳培养条件下，仍有20%~30%眼内炎的病原体培养为阴性，因此不能仅因为涂片、病原体培养检查结果为阴性, 即排除感染性葡萄膜炎或眼内炎的诊断［9］。
（二）眼内液相关抗体的浓度取决于患者血清抗体的浓度和眼内是否存在活动性感染灶并持续产生新抗体
若患者血清的抗体浓度升高，则在葡萄膜炎活动期血-眼屏障破坏时，眼内液的抗体浓度也将随之明显升高。若患者眼内存在寄生虫诱发抗体持续生成，则眼内液相关寄生虫抗体的浓度一定远高于血清中的浓度。一方面，血清病毒抗体、抗弓蛔虫抗体、抗弓形虫抗体阳性均不足以诊断眼内病毒、弓蛔虫和弓形虫感染；另一方面，仅发现眼内液中上述抗体浓度升高也不足以说明患者存在活动性眼内感染。只有比较眼内液和血清中抗体的浓度水平，且GWC>4时，才可确定眼内相应病原体感染的诊断。
（三）眼内液检测对眼内肿瘤诊断具有重要价值
目前临床对原发性玻璃体视网膜淋巴瘤提示意义最大的细胞因子是IL-10或IL-6，由于B细胞可分泌大量IL-10，故玻璃体内IL-10浓度高于100 pg/ml且前房内IL-10浓度高于50 pg/ml，排除炎性反应引起IL-10浓度升高（IL-6浓度无升高或IL-10与IL-6浓度比值>1）后，可提示眼内存在B细胞来源淋巴瘤。但是，玻璃体内IL-10浓度高于100 pg/ml且IL-10与IL-6浓度比值>1时，B细胞淋巴瘤的阳性预测值为1.000，阴性预测值为0.714［14］。此外，需要说明的是尽管眼内淋巴瘤以B细胞来源为主，但仍有少部分是T细胞来源淋巴瘤，尚无文献证明IL-10浓度与T细胞来源淋巴瘤相关［7］。此外，在眼内B细胞来源淋巴瘤患者中有未能检测到IL-10浓度升高者。因此，眼内液IL-10浓度未升高不能排除眼内B细胞淋巴瘤的诊断，此病需要组织病理学检查结果确定诊断。眼内液（房水、玻璃体液）迅速获取是获得组织病理学准确分型的必要条件，但也有学者认为眼内液标本抽取可能引发肿瘤转移［15］。
（四）炎性反应因子或细胞因子的检测对葡萄膜炎诊断无明确价值
葡萄膜炎是一组炎性反应性疾病，所有类型的葡萄膜炎（包括伪装综合征）眼局部均有细胞因子或炎性反应因子表达的变化，因此检测眼内液中细胞因子的变化对葡萄膜炎（除外眼内淋巴瘤）的诊断、鉴别诊断及随访均无确定价值。对葡萄膜炎患者进行反复多次眼内液检测将增加眼内感染的风险，同时可能会延误诊断和治疗时机，给患者带来不必要的经济负担。
（五）不能将眼内液检测与穿刺活体组织检查混为一谈
胸腹腔积液穿刺、脑脊液穿刺、肾脏穿刺以及其他穿刺检查，其目的是通过对不可直视的组织进行检测，为组织病理学及病因诊断提供依据。绝大多数葡萄膜炎为非感染性，无需组织病理学检查，并且采用直接检眼镜常常可确定病变的性质、特征及严重程度，绝大多数患者可以此明确诊断。有创性的眼内液检测，仅适用于为高度怀疑的感染性葡萄膜炎（涂片和病原体培养检查）和伪装综合征（肿瘤细胞学检查）的确诊提供有用信息，而对于绝大多数葡萄膜炎的诊疗并无任何提示意义。
四、小结
葡萄膜炎，包括眼内炎等的病因学诊断对治疗具有重要指导作用，但这些疾病的治疗目前仍然主要基于临床诊断。实验室检查对部分葡萄膜炎诊断有重要价值，眼内液检测作为实验室检查中的一种，有着严格的适应证，应避免对葡萄膜炎患者不加选择进行眼内液检测，导致加重患者经济负担的同时，增加因检测结果不准确或误读出现错误诊疗的风险。
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