巩膜胶原交联防治病理性近视有效性及安全性的研究进展
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摘要
2004年Wollensak和Spoerl首次将物理交联和化学交联方法应用到巩膜组织中，发现核黄素/紫外线A、甘油醛和戊二醛交联巩膜可以提高巩膜的生物力学性能，提出巩膜胶原交联有望成为一种治疗病理性近视的新方法。近年来从多物种多方法近视动物模型的建立、交联方法的改良、巩膜组织生物力学性能测量方法的改进、增加对在体生物参数如视网膜神经纤维层厚度、视网膜电图波幅等的测量等多方面对物理交联和化学交联巩膜防治病理性近视的有效性和不良反应进行了一系列新的探索。京尼平交联巩膜胶原联合后巩膜收缩或加固术已经应用至临床研究，本文就巩膜胶原物理交联和京尼平化学交联方法做一综述来探讨该方法防治病理性近视的有效性及安全性。
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Research advances on the efficacy and safety of scleral collagen cross-linking in the prevention and treatment of pathologic myopia
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Abstract
In 2004, it is the first time that Wollensak and Spoerl applied physical and chemical cross-linking methods to scleral tissue. They found that the biomechanical strength of cross-linked sclera, induced by riboflavin/ultraviolet A, glyceraldehyde and glutaraldehyde, could be improved and proposed that scleral collagen cross-linking is expected to be a new method for the treatment of pathologic myopia. In recent years, a series of new explorations have been made on the effectiveness and adverse reactions of physical and chemical cross-linking in the prevention and treatment of pathologic myopia, including the establishment of various animal models and different myopia modeling methods, the improvement of cross-linking methods, the amelioration of the measurement of biomechanical strength of scleral tissue and the attention of biological parameters such as the thickness of retinal nerve fiber layer and the amplitude of electroretinogram in vivo. Genipin-crosslinking of the donor sclera combined with posterior scleral constraction/reinforcement has been applied to clinical research. This review summarizes physical cross-linking and the genipin-crosslinking of scleral collagen to explore the effectiveness and safety of the methods in prevention and treatment of the pathologic myopia.
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0引言
高度近视(high myopia，HM)的患病率相当高，有研究估计，到2050年全球将会有接近10亿高度近视人群[1]。近视（myopia）因为可以通过光学手段被矫正而通常被认为是可以“治愈”的疾病，现今也有一些很好的近视防控措施如增加户外运动的时间、佩戴角膜塑形镜、滴用低浓度阿托品等来减缓近视屈光度数的增长，但由于遗传及环境的因素，一部分近视患者对现有的近视防控手段并不敏感，屈光度及眼轴增长很快，随着年龄的增长，最终发生病理性近视(pathologic myopia，PM)，容易出现严重损伤视力的并发症，如孔源性视网膜脱离、跨越黄斑中心的漆裂纹、高度近视性脉络膜新生血管等。当发生病理性近视的风险较高，对控制眼轴增长的常规保守方法不敏感时，可以通过外科手段如后巩膜加固术、巩膜胶原交联来延缓从高度近视到病理性近视的发展[2]。研究表明，巩膜胶原交联可以有效加固巩膜，改善巩膜的生物力学性能，在减缓眼轴增长方面取得了良好的效果。本文就巩膜胶原物理交联和京尼平化学交联做一综述来探讨该方法防治病理性近视的有效性及安全性。
1巩膜的组成及各成分的功能
眼轴的拉长涉及到对控制眼球形状起决定性作用的巩膜组织的重塑与生物力学的改变。巩膜组织是一种典型的结缔组织，从力学的角度来说，它也是一种弹性组织[3]，由细胞外基质和分泌基质的成纤维细胞组成。细胞外基质主要包含胶原、蛋白多糖、糖蛋白、基质金属蛋白酶和弹性蛋白等成分[4]。人巩膜组织成分中含有约一半的胶原，主要为I型胶原[5]，胶原赋予巩膜组织强大的抗拉伸能力，蛋白多糖参与调节胶原纤维的组装与排列，巩膜中的糖蛋白促进细胞在细胞基质上附着，基质金属蛋白酶在巩膜组织的重塑中发挥重要作用，负责降解细胞外基质蛋白，维持着细胞外基质降解与合成的动态平衡，弹性纤维主要负责组织的延伸性。马凡综合征患者由于缺乏一种编码纤维蛋白的基因FBN1，其巩膜弹性纤维的发育受到影响[6]，导致其容易发生高度近视。
2高度近视巩膜及交联后的超微变化
正常巩膜与高度近视巩膜最明显的差异分别是胶原束结构、纤维直径分布和纤维形态[7-8]。电镜下观察到，正常巩膜胶原束或紧密交织或呈板层排列，以交织型为主，而高度近视眼巩膜胶原束排列几乎均为板层状，且每一层都比正常薄很多；正常巩膜纤维直径范围为40~280nm，高度近视巩膜纤维直径范围为10~250nm，较正常巩膜纤维更细，纤维直径离散度增大，表现为更加粗细不均；高度近视性巩膜横断面呈星状的纤维较正常巩膜明显增多，此外，还有大量细小的纤维团嵌入胶样物质中，且不能被分离出来，所有这些变化可能归因于高度近视巩膜纤维间蛋白多糖成分的紊乱[7]。
[bookmark: _Hlk118059176]胶原交联指在一定条件诱导下，增加胶原分子内部和胶原分子间的共价键结合，从而提高胶原纤维的张力和稳定性。因作用原理不同，胶原交联分为物理交联和化学交联。核黄素/紫外线A交联为物理交联，该反应过程依据是否依赖氧可分为两种类型，Ⅰ型为不依赖氧，Ⅱ型为依赖氧。紫外线A照射的最初15s内，发生的交联反应为Ⅱ型，核黄素作为光敏剂被紫外线A激发到三线态，产生活性氧族，促使胶原纤维间发生化学交联反应，大约15s后，内源性氧气被消耗殆尽，更缓慢的Ⅰ型-不依赖氧交联反应占据主导，此时被激活的核黄素直接与胶原分子发生反应，使得胶原纤维的机械强度增加[9]。与核黄素/紫外线A交联原理不同，化学交联剂不需要光激活，直接与巩膜胶原纤维发生交联反应。胶原交联可以使巩膜胶原纤维网发生结构改变。经Masson’s三重染色、扫描电镜观察、原子力显微镜分析发现核黄素联合370nm紫外光交联后巩膜间质胶原密度增加33.48%，纤维间隙密度降低了14.83%，同时发现巩膜胶原纤维在交联前呈平行排列，交联后巩膜表面纤维交织缠绕[10]。Guo等[11]通过405nm激光激发核黄素交联大鼠巩膜，采用双光子显微镜完成二次谐波成像，同样观察到巩膜交联后胶原束更加杂乱更加致密。Rong等[12]从电镜结果观察到与单纯形觉剥夺近视组相比，核黄素/紫外线A巩膜交联组和空白对照组均表现出旺盛的胶原蛋白代谢，巩膜成纤维细胞中有大量的胶原合成，交联治疗后的兔巩膜胶原纤维直径大于单纯形觉剥夺近视组巩膜，在Lai等[13]对透镜诱导豚鼠近视前后行核黄素/紫外线A巩膜交联效果比较的研究中观察到了同样的结果。
3巩膜胶原物理交联
[bookmark: _Hlk116718557]3.1核黄素/紫外线A巩膜交联  2003年Wollensak等[14]首次将核黄素/紫外线A角膜交联运用至临床，在阻止圆锥角膜进展方面取得了良好的效果，2004年Wollensak和Spoerl[15]首次发现核黄素/紫外线A交联巩膜可以提高巩膜的生物力学性能，提出巩膜胶原交联可能在阻止近视进展方面发挥作用。以往关于巩膜胶原物理交联的研究以体外或体内兔、猪、豚鼠实验为主，结果发现核黄素/紫外线A交联方法能够有效提高巩膜的生物力学性能，延缓眼轴的延长，通过对交联方法的改进，该技术对动物眼产生的不良反应较小。近年来有研究以恒河猴为巩膜胶原交联方法的动物模型，恒河猴眼与人眼解剖结构相似，研究结果更接近人体实际情况。恒河猴巩膜胶原交联采用的是核黄素/紫外线A交联传统方案（核黄素浓度0.1%，波长365nm，照射部位为赤道部巩膜，照射强度3.0mW/cm2，照射时间30min，总能量5.4J/cm2，距巩膜表面5cm），结果发现术后3mo期间，在眼压、眼轴长度、中央角膜厚度、前房深度、晶状体厚度、玻璃体腔深度和视网膜电图波形、波幅方面，实验组并没有受到核黄素/紫外线A交联的影响，巩膜交联后增强的巩膜生物力学性能在术后1a仍可以保持，核黄素/紫外线A巩膜交联不影响视网膜中央厚度、脉络膜厚度以及视网膜中央浅血管网血流密度，也未观察到视网膜发生损伤[16-17]。
[bookmark: _GoBack]渗透在巩膜组织的核黄素不仅能促进巩膜胶原交联，还能吸收多余的光能量保护视网膜和脉络膜免受光损伤。离子导入技术可以增强巩膜组织对药物的渗透性，Rong等[12]通过长期形觉剥夺建立兔子近视模型，一半数量的兔子行右眼360度结膜切开术后，再通过离子导入和改良后的核黄素/紫外线A照射方法（核黄素浓度0.1%，波长370nm，照射部位为上直肌肌止点与视神经间直径9mm的巩膜表面，照射强度由传统的3.0mW/cm2提高到10mW/cm2，照射时间由30min缩短到9min，距巩膜表面5.4cm）进行巩膜胶原交联术，另一半数量的兔子单纯行右眼360度结膜切开术。将所有兔子依据术后1、10d，1、3mo分为4组，单轴机械拉伸结果示巩膜交联术能提高巩膜的生物力学性能，术后4个时间点的极限应力、杨氏模量和生理杨氏模量均显著增加，眼轴测量结果示巩膜交联术控制眼轴伸长的效果明显，术后1mo眼轴伸长得到控制，术后3mo眼轴长度与未近视的左眼眼轴长度相比无统计学差异。术后4组巩膜、脉络膜和视网膜HE染色均未发现结构改变。但因该研究没有设立对照组，所以在巩膜交联效果及安全性方面，离子导入技术联合改良的核黄素/紫外线A照射方法是否优于传统照射方法尚不能明确。
Lai等[13]发现负透镜诱导豚鼠近视前进行核黄素/紫外线A巩膜胶原交联同样可以控制近视增长，延缓眼轴伸长，且在同年龄组间，近视程度低于近视后再进行巩膜交联组，因其对近视进展的延缓作用随年龄增长逐渐减弱，其长期控制近视的效果尚需进一步研究。
3.2蓝光核黄素巩膜交联  由于核黄素在460nm蓝光处存在吸收峰，且蓝光比紫外线波长更长、组织穿透力更强、因此蓝光核黄素交联更容易交联到巩膜深层胶原，此外，蓝光的光子能量更小[18]，血液对蓝光的吸收量较高[19]，富含血管的脉络膜组织成为光屏障，阻止视网膜发生损伤。Iseli等[20]首次将465nm蓝光联合0.5%核黄素交联应用到在体兔巩膜，该技术可以增强巩膜硬度，且没有观察到视网膜发生损伤。
成年兔巩膜蓝光核黄素胶原交联的蓝光损伤阈值可以达到240~480J/cm2（200~400mW/cm2）[21]，超出阈值外，可见视网膜感光细胞变性和（或）巩膜胶原改变，而成年兔巩膜交联的紫外线A损伤阈值为5.4J/cm2，远远低于兔巩膜胶原交联蓝光损伤阈值。理论上与核黄素/紫外线A巩膜交联相比，蓝光核黄素交联显示出它特有的优势，对在体兔巩膜蓝光核黄素交联的研究也没有观察到严重的视网膜副作用。近年来，关于蓝光核黄素恒河猴巩膜胶原交联的研究中肯定了该技术可以增强巩膜的生物力学性能，但也观察到了一些不良反应。
Li等[22]对恒河猴巩膜进行蓝光核黄素胶原交联，交联方案为波长460nm的蓝光，核黄素浓度0.5%，照射强度22.5mW/cm2，照射时间20min，距巩膜表面5cm，结果发现该技术对恒河猴视网膜和脉络膜厚度、视网膜血管密度均无影响，但对视网膜功能有影响，实验组闪光视网膜电图暗适应和明适应波幅均表现为一过性降低，电镜结果观察到实验组广泛的视网膜感光细胞排列紊乱，其内的线粒体肿胀，部分细胞核固缩。Li等[23]另一项有关蓝光核黄素恒河猴巩膜胶原交联的研究，观察了交联术后1a的生物力学效果和副作用，结果虽肯定了蓝光核黄素巩膜胶原交联的长期效果，但视网膜组织电镜结果同样发现了超微结构的改变，术后1a较术后1wk视网膜结构有所恢复，视锥视杆细胞排列相对整齐，却仍可观察到部分细胞核固缩。发生该不良反应的原因可能是恒河猴巩膜较薄，蓝光组织穿透力更强，穿过深层巩膜后可能更容易损伤到视网膜细胞。而高度近视人眼巩膜及脉络膜血管层变薄，未来的研究可能需要关注到蓝光交联对视网膜组织损害的问题。有关恒河猴的研究样本量较少，目前也没有设立近视模型实验组，蓝光核黄素巩膜胶原交联的有效性和安全性需进一步探索。
4巩膜胶原京尼平化学交联
目前巩膜胶原化学交联剂研究较多的有甘油醛、京尼平、戊二醛、无环β硝基醇、甲醛缓释体类释放剂等，其中京尼平是从栀子中提取的天然物质，它具有低毒性、良好的生物兼容性等特性，与丙酮醛、甘油醛相比，京尼平交联巩膜的效率更高。有研究采用全眼球充气测试对三种巩膜交联剂在离体大鼠巩膜上的疗效进行量化，同样将巩膜硬度增加1倍，丙酮醛和甘油醛需要的剂量分别是京尼平的7倍和30倍[24]。体外实验表明，京尼平角膜交联对猪内皮细胞的损伤与核黄素紫外线角膜交联相似，远低于戊二醛对角膜内皮细胞的毒性[25]。该交联剂会使组织变为蓝色，通过观察巩膜颜色的深浅可以判断生物力学性能提高的程度[26]。
京尼平作为化学交联剂需要被溶解注射至巩膜表面，流动的液体其交联范围不容易确定，为此Zyablitskaya等[27]以Tenon囊下注射交联剂部位为中心把离体兔眼巩膜表面分成16个象限，交联完成后，切取各象限巩膜片，利用差式扫描量热仪对每个象限进行单独的分析，结果发现交联剂对巩膜交联的影响是局部化的，主要发生在注射部位附近，交联剂的浓度越高，局部化交联区域越大，交联效果越好。此外，由于经京尼平交联过的巩膜可以自发荧光，荧光强度与生物力学性能密切相关，Hannon等[28]通过表观荧光显微镜确认球后注射京尼平溶液的眼球后巩膜得到了交联。
4.1有效性  Wang等[29]首次研究了京尼平对减缓近视进展的作用，通过形觉剥夺建立豚鼠近视模型，分别在形觉剥夺后第0、7、14d Tenon囊下注射0.1mL 22.1mmol/L京尼平溶液，注射位置角膜缘后3mm，结果发现京尼平注射组的近视屈光度和眼轴伸长率显著低于单纯形觉剥夺组，通过电镜观察到京尼平注射组巩膜纤维直径较单纯形觉剥夺组明显增粗。Liu等[30]在活体兔眼鼻上象限角膜缘后3mm处Tenon囊下注射0.5mL 0.5mmmol/L京尼平溶液，2wk内注射4次，每次间隔2~3d，单轴拉伸测试结果发现，京尼平处理组的生物力学性能提高显著，在应变为10%的情况下，京尼平处理过的巩膜条比未处理的巩膜条极限应力和弹性模量分别增加130%和303%。赵亚芳等[31]通过缝合幼兔眼睑建立近视模型，实验组在形觉剥夺期间于角膜缘后3mm Tenon囊下注射0.25mL 0.5mmol/L京尼平溶液，共注射4次，每次间隔1d，第1、3次注射部位为鼻上1:00位而第2、4次于颞下7:00位注射，巩膜条带拉伸结果同样表明与空白对照组和近视模型组相比，实验组巩膜条带生物力学性能明显提高。
京尼平交联巩膜的治疗效果是存在剂量依赖的，El Hamdaoui等[32]建立了形觉剥夺性树鼠近视模型，使用钝弯针将0.4mL京尼平溶液注射至巩膜正后方Tenon囊下，每隔1d在一只眼上进行3次或5次0、10、20mmol/L京尼平溶液注射，另一只眼作为对照组，结果发现，京尼平注射量越大，注射越频繁，延缓近视屈光度和眼轴增长的作用越强。由于多次注射京尼平交联剂可能会限制临床应用的可操作性及增加发生不良反应的风险，Hannon等[28]采用大鼠全眼球充气测试研究了单次球后注射150μL 15mmol/L的京尼平溶液巩膜硬度能否在4wk后得以维持，结果发现在注射4wk后，注射组的巩膜应变较对照组明显降低。
后巩膜收缩或加固术可以用来控制眼轴伸长，治疗高度近视牵拉性黄斑病变，但可能由于用来加固的供体巩膜条在体内发生降解，条带退化，抗拉强度降低，使得手术效果并不明显。Xue等[33]对30例高度近视患者行后巩膜加固术，术中使用的巩膜条带没有被交联，术后随访2a半，控制眼轴增长的效果并不明显，术眼组平均眼轴伸长为0.75mm，而对侧眼平均眼轴伸长0.94mm。Xue等[34]首次将京尼平作为巩膜交联剂应用至临床，该团队行体外兔巩膜实验证明了京尼平交联巩膜可以增强巩膜的抗拉强度，抵抗酶的降解，随后进行了在体研究，将供体巩膜放在0.1%的京尼平和37.5%的乙醇混合液中浸泡，纳入40例3~17岁高度近视的患者，其中一只眼用京尼平交联过的巩膜条行后巩膜收缩或加固术，另一只眼不做处理，结果发现在随访期2~3a内，对侧眼眼轴净增长0.82mm，相当于术眼眼轴增长（0.32mm）的2.5倍。Su等[35]对20例高度近视患者共30眼行后巩膜收缩术来控制眼轴增长，术中使用的巩膜条带浸泡过京尼平溶液，随访至少2a，术后2a眼轴长度得到有效控制，等效球镜度数增长量明显降低。
在动物实验中Tenon囊下或球后注射京尼平溶液能够提高巩膜的生物力学参数，延缓眼轴伸长，在临床研究中将后巩膜收缩或加固术与京尼平交联巩膜术联合，叠加了两种方法的优势，既可以减慢供体巩膜条带的降解速度，也避免了因化学巩膜交联剂液体流动范围大，影响到周围的筋膜或肌肉组织，现有的研究证明了该方法能够有效延缓高度近视患者眼轴增长，未来的研究可以更加关注巩膜条带浸泡京尼平浓度、浸泡时间等最佳交联参数以及多方法观察其长期安全性。
4.2安全性  Wang等[29]和Liu等[30]对Tenon囊下注射过京尼平溶液的巩膜进行组织学染色后，均没有观察到京尼平注射组的视网膜和脉络膜发生损伤。El Hamdaoui等[32]关注了树鼠Tenon囊下注射京尼平溶液后对其前房深度、角膜和晶状体厚度的影响，结果发现京尼平注射组的前房变浅、角膜和晶状体厚度增厚，不良反应呈剂量依赖性。随后Hamdaoui等[36]研究了京尼平交联树鼠巩膜对其视网膜结构与功能的影响，光学相干断层扫描结果显示与对照组相比，所有京尼平处理组均观察到视网膜神经纤维层明显变薄，视网膜电图结果发现京尼平高剂量组会对b波的幅值有明显的影响，使其显著降低，组织学染色高剂量组有样本观察到视网膜内层变薄，光感受器和视网膜色素上皮细胞发生变性。上述El Hamdaoui等[32]的两项研究的最大剂量20mmol/L与Wang等[29]的研究中京尼平的剂量类似，而Wang等[29]的研究中仅观察到注射部位周边的角膜和巩膜出现轻微的可逆的副作用，考虑El Hamdaoui等[32]发现的不良反应是否可能与注射间隔时间过短有关，导致京尼平毒性的急剧累积，在以后的研究中可能需要更加仔细的考量注射的间隔时间。Hannon等[37]对挪威大鼠行单次球后注射150μL 15mmol/L京尼平溶液产生的不良反应进行研究，其中眼压、视运动反应和视网膜电图结果均未显示与对照组有差异，京尼平注射组观察到大鼠眼的神经节细胞轴突数较对照组下降，虽未达到统计学差异，但应引起重视，这与El Hamdaoui等[32]观察到的视网膜神经纤维层明显变薄相符，未来的研究应注意京尼平注射浓度和频次对视网膜神经节细胞轴突数量的影响。
[bookmark: _Hlk119352188]在关于京尼平交联巩膜的临床研究中，Zhu等[38]纳入21例没有发生黄斑裂孔的高度近视性黄斑脱离和或视网膜劈裂患者，共计24眼，使用0.1%京尼平溶液交联过的巩膜条带进行后巩膜加固术治疗，术后连续随访至少1a，因手术本身通过缩短眼轴使视网膜再附着产生视网膜微皱褶，术后早期患者诉视物变形，除此之外，未观察到其他并发症。Xue等[34]和Su等[35]对高度近视患者行后巩膜加固或收缩术联合京尼平巩膜交联术，术后早期部分患者诉视物变形，除此之外，未观察到视神经损害或感染等严重不良反应。He等[39]对发生近视牵拉性黄斑病变的32眼行后巩膜加固术联合京尼平交联巩膜，不良反应同Zhu等的报道，视物变形随视网膜的再次贴合修复逐渐消失，没有出现术后严重的并发症。
5总结与展望
现有关于物理交联在体巩膜胶原的研究选取的是赤道巩膜，而高度近视眼后巩膜容易发生葡萄肿，但后巩膜比较深不容易被照射到，未来或许可以借助光导纤维等新技术使紫外光到达后巩膜来实现更好的交联；研究发现蓝光核黄素恒河猴巩膜胶原交联会使视网膜细胞受到损伤，后续的研究需改善交联的条件，并且关注交联对视网膜细胞的影响；已有实验数据表明Tenon囊下或球后注射京尼平化学交联巩膜胶原方法，可以有效减缓眼轴伸长且可以交联到后巩膜，但它靶向性相对较差，需要考虑化学交联剂如何更加精准到达目标巩膜及减少对周围肌肉、筋膜组织的影响；对于有后巩膜加固或收缩手术指征的高度近视患者，先对巩膜条带进行物理或化学交联，然后进行后巩膜加固或收缩术可能会是更好的选择。
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