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Abstract
誗Cornea is one of the important structure for the eye. It is
transparent and locats about 1 / 6 before fiber membrane.
Collagen arrangement is orderly and lets the light
through. Because of the special arrangement of collagen,
it makes transparent state. Thus it can be seen the
important role of corneal collagen. Now we reviewed the
distribution of collagen, physiological function, changes
of corneal collagen cross-linking, clinical use and security
as follows.
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摘要
角膜是眼球重要的结构之一,呈透明状态,约占纤维膜的
前 1 / 6。 它所含的胶原蛋白排列规则,可以让光线通过,
正是因为胶原蛋白特殊的排列方式,才使角膜拥有良好的
透明状态。 由此可见胶原蛋白对角膜的重要作用,现在本
文就胶原蛋白在角膜中的分布、生理功能、角膜交联术后
的变化和临床运用、安全性综述如下。
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0 引言

摇 摇 角膜具有透明、无血管和具有很强的屈光能力的特
点,其表面光滑、质地坚韧并有弹性,而角膜的这些特点依
赖于有规律的细胞外基质转换。 胶原纤维是角膜基质中
最丰富的结构大分子。 因此,当角膜出现病变时,胶原纤
维也会受到损伤,比如角膜扩张病变就是其中之一。 角膜
胶原交联术(corneal collagen cross-linking,CCL)是用于治
疗角膜扩张的一种新方法,它应用光化学原理来增强角膜
韧度,阻止角膜病变进展,使病变处于稳定状态而现已被
广泛应用于临床,如角膜胶原交联术被用到传染性角膜
炎、角膜溃疡、圆锥角膜及屈光手术后引起的角膜扩张等
多种角膜疾病的治疗,并取得了较理想的临床疗效。 本文
简要概括了角膜胶原蛋白的分布、功能、原理、交联后的变
化、临床运用及安全性等方面。
1 角膜胶原蛋白的分布和功能
摇 摇 胶原是构成角膜框架的主要成分,是大分子物质,占
角膜干质量的 70% [1],胶原纤维具有韧性大、抗拉力强的
特点,维持角膜形状[2],是维持角膜张力的决定因素。 在
角膜基质中,玉型胶原占胶原总量的 64% ,主要分布在基
质中,上皮层和内皮细胞层也有分布[3]。 其为粗横纤维,
呈网状排列,起支架作用[4]。 域型胶原分布在前弹力层和
基质层,它是三螺旋结构。 芋型在角膜中分布较少[5],域
型,芋型胶原蛋白影响结缔组织中胶原束的组成。 郁型胶
原主要分布在前弹力层和后弹力层,它的作用是稳定细胞
形态[6]。 吁型胶原在前弹力层和和上皮细胞层分布,角膜
的透明性受吁型和玉型胶原相互作用的影响[7]。 遇型胶
原为丝状结构,分布于基质,在胶原纤维间起连接作用,稳
定角膜基质,其对维持角膜机械张力起主要作用。
2 紫外光核黄素角膜交联术

摇 摇 紫外光核黄素角膜交联术是 Seiler 等于 1998 年发明
的一种技术,它是一种创新的方法增加角膜基质机械和生
物化学稳定性[8-11]。 角膜交联术已经证明在角膜生物力
学强度增加 328. 9% [12]。 它利用紫外线 A 和核黄素使胶
原之间交联,角膜相邻原胶原之间产生共价键,增强角膜
的生物力学稳定性。 它的原理是光敏剂核黄素在 370nm
波长紫外光 A 作用下,核黄素分子被激发到三线态,产生
以单线态氧为主的活性氧族。 活性氧族可以与各种分子
发生反应,诱导胶原纤维的氨基(团)之间发生化学交联
反应(域型光化学反应),从而增加了胶原纤维的机械强
度和抵抗角膜扩张的能力[13]。 紫外线波长度 370nm 被用
于 CCL,是因为核黄素在此波长有一个吸收峰。 Seiler 等
将交联术用于阻止圆锥角膜的进展和角膜扩张的治
疗[14]。 为了弄清胶原蛋白经过紫外线核黄素角膜交联术
后发生了哪些变化,可以用免疫组化和 HE 染色的方法进
行观察。
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3 角膜组织交联术后的变化
3. 1 角膜组织电镜观察摇 术后 1d,术区基质中仅偶见基质
细胞,角膜上皮细胞和基质细胞均可见大量凋亡细胞[15]。
Marine 等通过实验证实交联后 3d 角膜组织大量水肿,角
膜上皮已经愈合[16]。 交联 1wk 后,角膜透明度和厚度重
新恢复正常,前基质仍然缺乏细胞核,后基质细胞核的数
量显著低于未受损伤的角膜内细胞核的数量,在后基质存
在高度反光的纺锤体,虽然内皮细胞已经愈合,但细胞密
度仍然很低。 另外,还有人对兔眼角膜做过交联术实验,
证实角膜胶原纤维直径比术前加粗,这些改变是处理过程
中形态学的改变,增加了生物力学的稳定性[17],并且在
300滋m 深度有一分界线[18]。 角膜交联可以导致角膜细胞
损坏,但 6mo 后这些细胞又会重新增殖。
3. 2 角膜组织 HE染色摇 夏毓[19] 实验研究表明交联后 1d
紫外光照射区角膜上皮缺损,基质层胶原纤维水肿模糊,
正常的板层结构消失。 术后 3d 去上皮紫外光 / 核黄素组
角膜上皮近完全覆盖,但仅有 1 ~ 2 层角膜上皮细胞。 上
皮细胞呈扁平圆形,体积较正常对照组角膜上皮细胞稍
大。 角膜上皮细胞与下方基质层粘连不甚紧密,有少量上
皮细胞与其下基底层之间有细小裂隙。 基质层胶原纤维
水肿、增厚,浅基质层基质细胞数量减少,深基质层纤维细
胞亦变大,呈纺锤形。 基质层内有较多的中性粒细胞和淋
巴细胞浸润。 可见纤维细胞排列紊乱,浅基质纤维排列紊
乱,失去板层结构。
3. 3 角膜组织免疫组织化学摇 术后 7d 和 4mo 角膜基质见
部分细胞 a-SMA 染色呈阳性,术后 4mo 角膜基本保持正
常厚度,角膜基质细胞和上皮细胞凋亡数量显著减少。 分
析证明交联术后胶原纤维的直径增加,大部分发生在角膜
前基质 300滋m 内[20,21]。 交联术后 1wk,角膜透明度和厚
度重新恢复正常,前基质仍然缺乏细胞核。 国内李刚[15]

对兔角膜行角膜交联,并行免疫组化,原位末端标记法,术
后 1d 角膜上皮细胞和基质细胞均可见大量凋亡细胞。 术
后 7d 角膜基质细胞和上皮细胞凋亡数量均较术后 1d 减
少。 交联后 1wk 免疫组织化学染色显示角膜上皮细胞、后
基质细胞和内皮细胞内均有细胞增殖。 1wk 后还发现细
胞从未处理区向处理区移动,角膜上皮完整,并且在 DAPI
和 PI 染色形态学正常,但前基质仍然有很大改变,没有发
现 DNA 和 RNA 染色阳性,另外,免疫组化还发现基质细
胞和内皮细胞增殖,在基底上皮一些 ki-67 免疫反应细胞
核,说明上皮仍然再生,在基质内 Ki-67 染色阳性。 Rita
等对 10 例圆锥角膜患者进行交联术发现正常角膜没有出
现 TUNEL 染色阳性,圆锥角膜和交联后的角膜出现前基
质中度凋亡细胞,Ki-67 染色发现正常角膜和圆锥角膜相
比在交联后角膜增殖显著增加。 正常角膜交联后 CD34
阳性,角膜细胞均匀的分布在整个角膜基质,圆锥角膜免
疫反应性不协调的缺失。 免疫组织化学对玉型胶原分析
可知角膜交联术后胶原纤维直径显著增加。 Salomon 等实
验进行 TUNEL 染色显示交联第 1d 和第 3d 角膜细胞坏死
和凋亡,在第 1d 接近交联区的角膜缘有炎症细胞存在,并
且 琢-SMA 阳性,表明肌纤维的存在。 在 3 ~ 5d 之间交联
周围 琢-SMA 染色阳性增加,交联区域没有细胞一直持续
5wk。 由此可见,胶原蛋白交联导致早期水肿,角膜细胞
凋亡坏死,炎症细胞在交联区出现,在角膜基质细胞转变
成成肌纤维细胞,前基质纤维凝结,角膜细胞损伤,细胞核
移位,炎症细胞也许对圆锥角膜和角膜交联的免疫反应有

临床价值。
4 临床运用
4. 1 传染性角膜炎与角膜溃疡摇 在角膜炎症过程中,一些
酶在溃疡中起很大作用,比如胃蛋白酶、胶原酶和胰蛋白
酶,交联术可以增强角膜组织对抗酶的作用。 研究表明:
交联后的角膜分别在第 5,13,14d 出现溶解,所以能制止
角膜炎症。 Moren 等[21] 对一位由于配戴角膜接触镜引起
角膜溃疡的女性进行治疗,排除单纯疱疹病毒、细菌和棘
阿米巴感染,患者最佳矫正视力为 0. 02,开始应用广谱抗
生素治疗 1mo,角膜溃疡继续发展。 因患者对常规治疗无
效,给予 CCL 治疗。 治疗中患者疼痛减轻、坏死物质大量
减少、溃疡迅速愈合,几天内角膜上皮开始恢复,1mo 后上
皮都已愈合,2mo 后溃疡基本治愈,治疗 9mo,最佳矫正视
力为 20 / 30。 另外,Micelli Ferrari 等[22]对 1 例感染革兰阴
性菌女性患者进行角膜交联疗法,既往糖尿病病史,右眼
疼痛、畏光、异物感 1wk,常规抗生素治疗无效。 使用角膜
交联疗法后第 1d,角膜溃疡即形成瘢痕组织,1mo 后角膜
水肿消退,溃疡基本愈合,症状消失。 在标准治疗参数下,
当兔角膜厚度低于 400滋m 时,紫外光 / 核黄素交联可致使
角膜内皮细胞凋亡,表现为角膜水肿。 因此对于角膜厚度
小于 400滋m 的角膜溃疡应避免使用。 由此可见,在传染
性角膜炎和角膜溃疡治疗中,交联术可以作为顽固病例中
传统治疗的辅助方法。
4. 2 圆锥角膜摇 圆锥角膜是退行性的角膜疾病,呈循序渐
进发展。 圆锥角膜病变时,角膜进行性变薄、扩张,病理进
程中会出现近视和散光,它是双眼原发性病变,很多患者
最终需要角膜移植。 目前治疗圆锥角膜的方法有配戴框
架眼镜、硬性角膜接触镜、角膜基质环植入术和角膜移植
术。 角膜交联术是近年来兴起的一种治疗圆锥角膜、准分
子激光术后的角膜扩张及难治性角膜溃疡、角膜炎等角膜
疾病的新疗法。 通过 370nm 波长的紫外线 A 照射浸染了
感光剂核黄素的角膜胶原纤维,诱导角膜胶原纤维发生交
联增加其机械强度和抵抗角膜扩张的能力。 角膜交联后,
增加了胶原纤维抵抗角膜扩张的能力和机械强度。 用生
物力学测量装置进行治疗后对交联前后角膜硬度对比,显
示角膜硬度增加了 330%,杨氏模量为 1. 8MPa。 Vinciguerra
等[23]报告了角膜交联术在治疗 40 例儿童圆锥角膜的效
果,年龄 9 ~ 18 岁,发现角膜曲率的下降,视觉提高,没有
出现并发症。 Caporossi 等[24] 临床研究发现,CCL 术后裸
眼视力及 CDVA 分别提高 3. 6 行和 1. 66 行,角膜地形图
显示平均角膜曲率降低了 2. 1D,散光量是下降的。 李
刚[15]对圆锥角膜患者进行 CCL 12mo 后发现患者裸眼视
力和最佳视力分别提高,最大曲率和散光量比术前降低,
但角膜厚度与术前相比无统计学差异,大量试验证明交联
术对圆锥角膜有较好治疗效果。
5 安全性
摇 摇 Gautam 等[25] 对一位 36 岁接受交联术感染微孢子虫
的男性患者观察,术后出现眼红、疼痛等角膜炎症状,结果
显示角膜上皮缺损和多个间质浸润。 给予常规抗生素治
疗,6wk 后视力恢复正常。 角膜交联术由于感染引起的角
膜炎常规治疗效果良好。 Eberhard 等认为首先去除角膜
上皮[26],然后在紫外线照射前,先行核黄素渗透 30min,核
黄素在其中起光敏剂和紫外线阻断剂的作用,紫外线辐照
度为 3mW / cm2,必须同质,波长在 370nm,角膜基质厚度
至少在 400滋m。 在这个标准下,角膜内皮、晶状体、视网膜
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不会受到损伤。 Spoerl 等[27] 研究表明角膜交联术未出现
其他交联因子( 如戊二醛) 的缺点,例如角膜瘢痕、角膜
失代偿和毒性作用。 此外,实验表明,通过红外温度始终
保持相对稳定,在引起热损伤的域值温度始终保持相对稳
定,在引起热损伤的域值温度之下,65% ~ 70% 紫外光被
表层 200滋m 角膜基质所吸收,交联治疗的紫外光能很小,
约 0. 65J / cm2(0. 36mW / cm2 ),远远低于可以引起白内障
的能量水平 70J / cm2,在交联疗术中 A 波紫外光(UVA),
而引起白内障损伤的波长为 290 ~ 320nm 的 B 波紫外光
(UVB),对视网膜损害的波长在 400 ~ 1400nm 之间,最小
辐射强度为 4. 3mW / cm2,大部分紫外光在通过角膜后时
被角膜基质和核黄素吸收,从而达到视网膜的辐射能量很
小,因而角膜交联术不会对角膜基质深层结构、内皮层、晶
状体、视网膜造成伤害。 深层结构和内皮层受影响不大。
角膜交联术在临床运用中是安全、有效的。
6 展望
摇 摇 目前,国内外科研工作者已经对角膜胶原蛋白和对其
进行交联术后的研究已经上升到一定的高度,比如精微分
子结构,交联后的结构变化,并在此基础上运用到临床。
经典紫外光 / 核黄素角膜交联术作为一种新兴治疗方法,
必然存在一定的局限性。 目前许多问题还未解决,后续的
研究工作应致力于对紫外光 / 核黄素角膜交联方法的改进
和完善,以及进一步寻找更有效、安全的角膜交联方法,让
更多患有角膜疾病,渴望通过这项技术改善生活质量的患
者从中受益,需要医疗工作者的共同努力。
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