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摘 要
目的 :观察糖尿病性黄斑水肿（DME）患者接受抗血管内皮生长因子（VEGF）治疗前后多焦视网膜电图（mf-ERG）明视负反应（PhNR）的变化。 
方法：回顾性队列研究。收集2019 -05 / 2022 -06 在武汉大学附属爱尔眼科医院（武汉爱尔眼科医院）就诊的 DME 患者 37 例37 眼，并选取排除相关眼部疾病的体检正常者20例20眼作为对照组。比较两组参与研究者治疗前后 mf-ERG的PhNR振幅，最佳矫正视力（BCVA）（LogMAR）、中央视网膜厚度（CRT）、黄斑区毛细血管丛（CP）、血管密度（VD）。
[bookmark: OLE_LINK1]结果：治疗前 DME患者mf-ERG  PhNR振幅（201.69 ± 80.92nV）明显低于正常对照组（398.87 ± 77.92nV）（P < 0.01）。治疗后6moDME患者mf-ERG的 PhNR平均振幅与治疗前明显升高（P = 0.036），但在治疗后6mo时仍明显低于正常对照组（P = 0.031）。治疗后6moDME患者 BCVA（LogMAR）从0.64±1.33提高到 0.37±1.39（P = 0.021），VD 较治疗前明显增加（P = 0.029）。治疗后6mo DME患者 mf-ERG  PhNR振幅与治疗后6mo 的VD正相关性（r =  0.448，P = 0.043）、与BCVA（LogMAR）和CRT负相关（r = -0.647，P = 0.011;r = -0.337，P = 0.032）。	Comment by cptbtptp [2]: 已修改请核实，
结论：DME患者的mf-ERG PhNR平均振幅在接受阿柏西普治疗后可以出现明显升高，mf-ERG PhNR振幅可以用来观察及评估DME患者视网膜神经节细胞的功能变化。
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Abstract 
[bookmark: _GoBack]Objective  To record and observe characteristics of photopic negative response (PhNR) of multifocal electroretinogram (mf-ERG) in patients with diabetic macular edema (DME)  before and after anti-vascular endothelial growth factor treatments. Methods  Retrospective cohort study. Study group: 37 patients (37 eyes) with diabetic macular edema, Control group: 20 cases (20 eyes) normal population. All subjects in study group underwent relevant tests, including: optical coherence tomography (OCT), optical coherence tomography angiography (OCTA) and mf-ERG at baseline and during follow-up. The PhNR amplitude of mf-ERG was the main observation index, and other measures included best-corrected visual acuity (BCVA) (LogMAR), central retinal thickness (CRT), and  vessel density (VD) of capillary plexus (CP) in macular area. 2-ring stimulus mode with inner ring radius of 6.80, outer ring radius of 200 and low frequency stimulus with  frequency of 6.25 HZ were used for mf-ERG testing. Results The mean PhNR amplitude of mf-ERG in DME patients was significantly lower than that in normal control group (P < 0.01). Mean PhNR amplitude of mf-ERG in DME patients with medication was significantly higher than that at baseline (P = 0.036) 6 months after treatment, but was still significantly lower than that in normal controls at the endpoint of the study observation (P = 0.031). In addition, BCVA in the study group increased from 0.64±1.33 to 0.37±1.39 (P = 0.021) , and the vessel density in macular area increased significantly after treatment (P = 0.041) at 6 months after treatment. The amplitude of mf-ERG PhNR in DME patients at 6 months after treatment was positively correlated with BCVA (P=0.011) and VD at 6 months after treatment (P=0.043), while negatively correlated with CRT at 6 months after treatment (P=0.032). Conclusion  The amplitude of mf-ERG PhNR in DME patient increased significantly after aflibercept treatment, which can be used to observe and evaluate the functional changes of retinal ganglion cells in DME patients.	Comment by cptbtptp [2]: 参考修改后的中文摘要修改英文摘要
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0 引言
糖尿病视网膜病变患者通常同时存在糖尿病性黄斑缺血（diabetic macular ischemia，DMI）和糖尿病性黄斑水肿（diabetic macular，DME）[1]。DMI 的特点是黄斑毛细血管网闭塞、丢失或毛细血管脱落[2]，而 DME 则与血-视网膜屏障破裂和小动脉瘤渗漏有关[3]。糖尿病视网膜病变患者由于视网膜血供异常而产生的缺血缺氧，常伴有视网膜神经节细胞（retinal ganglion cells，RGCs）的丧失和不可逆的神经纤维损伤，导致严重的视功能异常[4-5]。RGCs存在于视网膜的内层结构中，包括神经节细胞层（ganglion cell layer，GCL）、视网膜神经纤维层（retinal nerve fiber layer，RNFL）和内丛状层（inner plexiform layer，IPL），这三者共同构成神经节细胞复合体（ganglion cell complex，GCC）。黄斑区域神经节细胞复合体（mGCC）的 RGCs非常集中，尤其在中心凹周围的4.5 mm半径范围（160）内的 RGCs含量约占整个视网膜的50%，而且为视网膜中唯一存在多层 RGCs胞体的部位，观察黄斑区 RGCs的功能活动变化有助于观察各阶段病程中全视网膜 RGCs功能变化[6-8]。 
低频刺激下的多焦视网膜电图（multifocal Electroretinogram，mf-ERG）波形与全视网膜电图相似，紧跟在正向波（P1）之后的第2个负向波（N2）与全视野 ERG中的明视负向反应（photopic negative Response，PhNR）类似并可记录为 mf-ERG的PhNR，既往研究提示 mf-ERG的PhNR起源于 RGCs[9]。目前关于 mf-ERG  PhNR的研究较少且多集中关注于青光眼方面，对于糖尿病视网膜病变患者、特别是对于接受过眼内注药治疗的DME患者，此类患者视网膜的 mf-ERG  PhNR变化情况尚有待研究。本研究观察抗血管内皮生长因子（VEGF）治疗前后DME患者mf-ERG  PhNR的临床变化特征并评估其临床意义。
1 对象和方法
1.1 对象   回顾性队列研究。通过电子病例系统，分析既往就诊患者的相关数据。收集2019 -05 / 2022 -06 在武汉大学附属爱尔眼科医院（武汉爱尔眼科医院）就诊的 DME 患者 37 例37 眼。纳入标准：（1）根据 ETDRS 诊断为有临床意义的黄斑水肿；（2）黄斑中心凹无血管区（foveal avascular zone，FAZ）直径大于 500 μm；（3）黄斑中心凹视网膜厚度（central retinal thickness，CRT）大于 250µm；排除标准：（1）糖化血红蛋白（HbA1c）高于 10%；（2）既往 6 mo内曾接受眼科手术；（3）既往 3 mo内曾接受抗 VEGF 或激光治疗；（4）青光眼，高眼压或其他影响视网膜、视盘和视神经功能的系统性、神经性和眼部疾病（如：脱髓鞘疾病、视神经炎等）；（5）3次眼内注药后视网膜病情稳定。并选取体检正常者20例20眼作为对照组，纳入标准：（1）屈光间质状态不影响眼底检查；（2）无相关眼部疾病及全身疾病。本研究符合《赫尔辛基宣言》，并得到医院医学伦理委员会的批准，所有患者均已知情同意。
1.2 方法     所有参与研究者均接受全面的眼科检查，包括病史、眼压、裂隙灯检查、眼底镜检查。DME 患者在治疗开始后3 mo内接受每月一次的玻璃体腔注射阿柏西普（0.05mL，40mg/mL）。完成3次注射治疗后1、3、6mo，观察最佳矫正视力（best-corrected visual acuity，BCVA），采用视觉电生理系统行mf-ERG检查，刺激图形为7个六边形组成的阵列，背景亮度100 cd／m2，滤波带宽3 ~ 100 Hz、刺激频率6.25 Hz、采用黑帧（4 cd／m2）白帧（200 cd／m2）交替的闪光刺激，刺激阵列内环半径为6.80、外环半径为200，并通过伪随机m-序列控制刺激图形变化。N1振幅为基线到负向波波谷的最短距离，P1振幅为波峰到基线的最短距离，PhNR振幅为基线到波谷的最短距离[10]。
OCT测量黄斑中心凹视网膜厚度（central retinal thickness，CRT），采用黄斑模式，以黄斑为中心，扫描范围 7mm×7mm，扫描分辨率 512×128，重复测量 3 次取平均值。OCTA测量黄斑毛细血管丛（capillary plexus，CP）血管密度（vessel density， VD），应用 6mm×6mm 模式扫描黄斑部区域进行 OCTA 成像， 使用内置软件自动识别测量黄斑区直径 4mm 区域内黄斑血流密度。
统计学分析：采用STATA 17.0 统计学软件进行数据分析。符合正态分布的计量资料采用X±S表示，重复测量数据采用重复测量方差分析，进一步的两两比较采用LSD-t检验，组间比较采用独立样本t检验；计数资料采用例数表示，行χ2 检验；采用 Pearson 检验进行相关性分析；以 P < 0.05 为差异有统计学意义。
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图1  两组参与研究者mf-ERG  PhNR波形比较。
2 结果
2.1  两组参与研究者一般资料比较    本研究纳入DME患者37例37眼，其中男 19例19 眼、女 18 例18 眼，年龄 51 ~ 67（平均 57.44 ± 4.44）岁，糖尿病病程 16~ 23 （平均 20.66±14.37）mo。正常对照组20例20眼，其中男 10例10眼、女 10 例10 眼，年龄 41 ~ 68（平均 57.11±8.24）岁。两组参与研究者一般资料比较差异无统计学意义（性别：χ2  =0.01,  P = 0.922，年龄：t = 0.14, P  =  0.789）。
2.2  两组参与研究者各指标比较    治疗前， 治疗后1、3moDME患者mf-ERG  PhNR振幅均明显低于正常对照组（398.87 ± 77.92nV），差异均有统计学意义（P < 0.01，P = 0.022、 0.014）。DME患者治疗前后 mf-ERG 的 PhNR振幅、BCVA(LogMAR)、CRT、CP VD比较差异均有统计学意义（P < 0.05）。
治疗后6mo mf-ERG  PhNR振幅虽然略有降低，但仍高于治疗前，差异有统计学意义（P = 0.048），治疗后6mo 与治疗后3mo比较差异无统计学意义（P = 0.062）。而治疗后3mo的mf-ERG  PhNR振幅也高于治疗后1mo（P = 0.044）。	Comment by cptbtptp [2]: 	Comment by cptbtptp [2]: 治疗后6mo 与治疗后1mo的比较结果呢？
治疗后1、3、6moBCVA均高优于治疗前 ，差异均有统计学意义（P = 0.035、0.022、0.034）。治疗后6mo 与治疗后3mo比较差异无统计学意义（P = 0.052）。治疗后3mo与治疗后1mo比较BCVA仍有提高,差异有统计学意义（P = 0.031）。
治疗后1、3、6moCRT均低于治疗前，差异均有统计学意义（P = 0.019、0.017 、0.004），治疗后6mo与治疗后3mo比较差异有统计学意义（P = 0.037）
治疗后3mo与治疗后1mo相比较比较差异有统计学意义（P = 0.026）。
治疗后1、3、6mo黄斑区VD均高于治疗前（P = 0.047、 0.031、 0.046），治疗后6mo与治疗后3mo比较差异无统计学意义（P = 0.059），治疗后3mo与治疗后1mo比较差异有统计学意义（P = 0.029），见表1。
表1    DME患者治疗前后各指标比较   X±S
	指标
	治疗前
	治疗后1mo
	治疗后3mo
	治疗后6mo
	F
	P

	mf-ERG  PhNR振幅（nV）
	201.69 ± 80.92
	225.66 ± 68.16
	234.39 ± 74.38
	221.09 ± 72.56
	4.07
	0.036

	BCVA(LogMAR)
	0.64 ± 1.33
	0.48 ± 2.04
	0.29 ± 1.57
	0.37 ± 1.39
	4.51

	0.021

	CRT(μm)
	477.44 ± 69.54
	368.52 ± 45.65
	289.75 ± 21.32
	236.78 ± 47.22
	4.34

	0.029

	CP VD(%)
	38.27 ± 6.38
	40.11 ± 10.28
	46.34 ± 7.55
	42.48 ± 9.63
	3.12
	0.041



2.3 治疗后6mo DME患者mf-ERG  PhNR振幅与 各指标的相关性
治疗后6mo DME患者 mf-ERG  PhNR振幅与治疗后6mo 的VD正相关性（r =  0.448，P = 0.043）、与BCVA（LogMAR）和CRT负相关（r = -0.647，P = 0.011;r = -0.337，P = 0.032）。
3  讨 论
本研究主要观察DME患者mf-ERG  PhNR的振幅在接受玻璃体腔注射阿柏西普治疗前后的变化情况，观察发现DME患者的mf-ERG  PhNR振幅明显低于正常人群。DME患者接受眼内注药治疗后，mf-ERG  PhNR振幅可以出现明显升高，升高的趋势在治疗后1、3mo时较为明显、治疗后6mo 时略有下降，但在治疗后的随访过程中DME患者的mf-ERG  PhNR振幅均明显高于治疗前。同时，相关性分析显示 治疗后6mo时mf-ERG 的PhNR振幅与VD呈正相关,而与BCVA（LogMAR）.CRT呈负相关，提示mf-ERG  PhNR振幅受DME病情影响明显。	Comment by cptbtptp [2]: 已修改请核实
对于DME的患者临床上通常主要观察的是黄斑水肿以及黄斑血流状态的的变化情况，而对RGCs的相关情况则关注较少。虽然应用OCT技术测量视盘缘的视网膜神经纤维层厚度可以评估患者RGCs的相关情况，但是糖尿病视网膜病变患者常同时合并存在视乳头的缺血水肿导致影像检查中出现成像相对困难、测量精度下降等问题。由于黄斑区RGCs数量在视神经病变患者RGCs的功能评估中同样占有重要作用[8]，因此mf-ERG可以相对较为精准的检测黄斑区视网膜的功能情况。mf-ERG检查与视野检查相比较也存在一定的优势，主要表现在作为一项客观检查，检查过程中对患者固视的要求相对较低、患者配合度相对较好。因此本组研究选择应用mf-ERG观察DME患者PhNR的变化情况从而评估RGCs的相关情况。既往关于PhNR的相关研究多集中关注于视神经病变，相关观察显示青光眼和视神经萎缩患者的PhNR振幅可以出现选择性降低，当视网膜神经纤维严重变薄后PhNR波形可消失[11-13]；对于非动脉炎性前部缺血性视神经病变患者，黄斑区神经节细胞没有出现明显萎缩之前mf-ERG的PhNR就可以出现振幅的降低[14]。本组研究结果也显示出DME患者的mf-ERG PhNR振幅明显低于正常人群、接受抗VEGF治疗后会出现相应的振幅升高，提示黄斑区RGCs的功能有所恢复和改善，表明mf-ERG PhNR可能是评估DME RGCs功能的一个重要指标。
OCTA 因其便利性和实用性已经成为被临广泛使用的检查设备并用于观察眼底视网膜组织的血流变化情况。既往的研究也已证实其可能在观察 DME 的病情变化、评估治疗效果中起相应的作用[15-16]。有研究观察到阿柏西普治疗DME 后，患者中心凹旁毛细血管密度出现显著增加[17]，本组研究应用OCTA观察到DME 患者经玻璃体腔注射阿柏西普治疗后黄斑区毛细血管的血管密度明显增加。我们推测，阿柏西普治疗 DME 后 OCTA 观察出现黄斑区血流状态改善的可能原因存在于两个方面：（1）因为阿柏西普的治疗作用。药物降低了视网膜微血管的通透性，从而改善了视网膜血管的血供状态，因此黄斑区VD 出现增加。（2）可能是 OCTA 检测过程中黄斑图片质量的改善。DME 患者治疗前黄斑水肿较为明显从而干扰了 OCTA 的成像，这种干扰在深层视网膜的检测成像过程中可能更为明显。经过治疗后，黄斑水肿状态得到明显改善、视网膜厚度明显降低，OCTA 检测过程中的成像质量也得到明显提高，更多之前未被发现的深层视网膜细小血管也可被检测到并顺利成像，因此黄斑区VD 出现增加。本组研究中，DME患者mf-ERG  PhNR振幅在接受眼内注药治疗后出现相应变化的原因，我们分析认为可能是黄斑区视网膜血流的增加促进了黄斑区RGCs的功能恢复和改善，从而表现为mf-ERG波形中  PhNR振幅的升高。在治疗后3mo内由于患者规律接受每月一次的眼内注药治疗，与按需眼内注药阶段相比较，此时的黄斑区视网膜血流改善较为稳定且持续，所以观察到mf-ERG  PhNR振幅也出现持续的升高。由于技术特点的限制，OCTA技术对于微血管的细微血流变化可能成像较为困难，因此当黄斑区微血管的血流变化不足以在OCTA图像中显示成像时，可能影响对于患者病情分析的精准性和及时性。如果在形态学指标的基础上同时增加功能学指标的分析，那么对于DME患者病情的判断以及治疗疗效的评估将更为精准。DME患者接受眼内注药治疗后出现mf-ERG  PhNR振幅较为特征性的变化表明mf-ERG  PhNR可能是评估视网膜功能的一个重要指标，特别是对于评估黄斑区RGCs的功能变化更为明显。mf-ERG  PhNR与视网膜其他功能学指标、形态学指标之间更为深入的相关性探索需要更为精准的分层研究来阐明，这也是后期可供研究的主要方向。
本组研究不可避免的存在不足之处：(1)本组研究系回顾性病例队列研究， 存在抽样误差的可能；(2)样本量偏小、随访观察时间较短，存在未反映出总体情况的可能性；(3)记录mf-ERG  PhNR的最优检测参数需要进一步的持续研究探索。
综上所述，低频刺激可以记录DME患者mf-ERG  PhNR波形，DME患者mf-ERG的PhNR振幅在接受抗VEGF治疗后出现明显升高，mf-ERG PhNR的振幅可以用来观察及评估DME患者黄斑区RGCs的功能变化。 
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