基于自适应光学的视网膜成像技术应用进展
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[bookmark: _Hlk146096483]摘要
自适应光学（AO）是一种通过减少波前畸变来降低光学像差影响，从而改进光学系统性能的技术。基于AO的视网膜成像技术减少了屈光系统光学像差的产生，从而提高了视网膜成像的分辨率和质量，这种活体视网膜细胞水平的成像技术，具有巨大的眼科应用潜力。AO与眼底相机、扫描激光检眼镜、光学相干断层扫描技术及光学相干断层血管造影结合，可以应用于健康人群眼底视锥细胞分布情况、形态特征和功能作用观察，并在更精细的血管层面了解视网膜血管形态和灌注情况；可以对病变眼底中细胞数量和形态、筛板以及视网膜微血管系统和神经组织等微观结构进行定性和定量分析，从而作为糖尿病视网膜病变、年龄相关性黄斑变性、青光眼、遗传性视网膜疾病等眼病早期诊断、进展检测和治疗效果随访观察的新手段。
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[bookmark: _Hlk146096501]Abstract
Adaptive Optics (AO) is a technique used to optimized the functionality of optical systems through the reduction of wavefront distortion and optical aberrations. AO-based retinal imaging reduces the occurrence of optical aberrations in the refractive system, consequently improving the resolution and overall quality of retinal imaging. As a result, AO-based retinal imaging has potential wide-ranging application in ophthalmology. A combination of AO, fundus camera, scanning laser ophthalmoscope, optical coherence tomography technique and optical coherence tomography angiography, can be applied to observe the distribution, morphology and function of retinal cone cells in the healthy retinal, and to comprehend the shape and perfusion of retinal vessels in the fine vascular layer. With this technique, it can also possible to perform qualitative and quantitative analysis of the number and shape of cells in the ocular fundus, the cribriform plate, and the microscopic structures of the retinal microvascular system and nerve tissue. It can be expected as a novel tool for the early diagnosis, follow-up of therapy effects, and identification of progression of ophthalmic diseases such as diabetic retinopathy, age-related macular degeneration, glaucoma and hereditary retinal diseases.
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0引言
自适应光学（adaptive optics，AO）始于天文学，1953年Babcock[1]提出通过测量并实时矫正波前像差来改善成像系统，从而解决大气湍流在地面望远镜中引起光斑模糊抖动的成像干扰问题。人眼并非理想的光学系统，各屈光介质的光学中心不同且介质不均匀导致光折射率偏差产生人眼像差，使无论是对外观察（视觉）或对内观察（眼底检查）时都不能高质量成像[2]。人眼像差始终处于动态变化中，常规的像差补偿方式无法实时校正人眼像差，AO技术的出现解决了这一问题。1997年Liang等[3]首次通过AO矫正人眼像差，并将AO结合眼底相机用于眼底成像，第一次活体观察到视锥细胞，实现活体视网膜细胞水平的观测。此后，自适应光学扫描激光检眼镜（AOSLO）及自适应光学相干断层扫描（AOOCT）等视网膜成像系统出现，实现三维层面的视网膜高分辨力成像[4-5]。AO视网膜成像技术的发展有助于从细胞水平为眼病的诊治及视功能研究提供全新的技术手段。本文就基于AO的视网膜成像技术的应用进展进行综述。
1 AO视网膜成像的应用原理
光学像差分为色差和单色像差。人眼色差是由于眼睛各部分对不同波长的折射率不同，导致光线在眼底放大和定位不一致形成的。单色像差与波长无关，是指在单一波长或单色光源下的像差效应，目前常规的像差补偿方式只能消除低阶像差（近视和散光），然而高阶像差会显著降低人眼横向分辨率并降低成像质量，AO技术可以动态校正人眼像差并提高视网膜成像的横向分辨率从而获得高质量眼底图像。
AO系统主要包含波前传感器和波前校正两个部分[6]。波前传感器用于测量人眼的光学像差，目前最常用的是Shack Hartmann波前探测器，它由微透镜阵列和光点位置探测器构成。理想状态下，光束通过微透镜的每个子透镜时聚焦形成等距的光斑阵列，而波前像差的存在，波前倾斜使光斑产生相对偏移，通过求出每个子透镜范围内波前的斜率，可以获得全孔径波前的相位分布从而得到整个波面的形状。波前校正器是一种可变形反射镜，通过能动改变表面形状来补偿波前传感器测量得到的入射光波前像差，校正后获得无畸变的波前，最后通过不同的眼底成像技术记录得到清晰的眼底图像（图1）。
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图1 基于AO的视网膜成像技术作用原理示意图，最终实现人眼像差校正后视网膜高分辨率成像。

2 AO在眼底检查设备中的应用
实现活体视网膜细胞水平可视化对于视网膜的结构和功能理解具有重要意义。1997年，AO与传统眼底相机首次结合，实现视网膜单细胞微观结构可视化[3]。眼底相机及扫描激光检眼镜（SLO）的出现，实现了周边视网膜视锥细胞的体内成像，光学相干断层扫描仪（OCT）提供的高轴向分辨率有助于对视网膜层状结构成像，但这些方式的横向分辨率受限于角膜和晶状体固有像差及瞳孔大小。AO作为提高横向分辨率克服光学像差的技术，与眼底成像技术结合后显著提高活体视网膜细胞水平的成像分辨率。
[bookmark: _Hlk141630118]2.1自适应眼底相机  自适应眼底相机（AOFIO）对目的区域进行照射，视网膜泛光照射斑块的反射光被检测器捕获，避免了传统正弦扫描模式引起的光学畸变[7]。AOFIO捕获图像时间短且只受曝光时眼球运动影响，从而减少了成像差异。AOFIO已被用于观察感光细胞分布、视网膜血管壁腔比[8]、筛板成像[9]及视网膜玻璃膜疣[10]等细微结构。AOFIO还能用于检测糖尿病视网膜病变[11]、年龄相关黄斑变性[10]等视网膜疾病眼底病变。然而，AOFIO系统分辨率有限且成像质量不一，其应用仍然具有挑战性。例如，rtx1(基于AOFIO商用仪器)无法分辨距离中央凹中心2°以内的感光细胞外段[12]。此外，AOFIO图像质量可能会因离焦和感光层中存在细胞碎片或其他类型细胞而降低。
2.2自适应扫描激光检眼镜  与眼底照相相比，扫描激光检眼镜（SLO）能够更高效的进行闪烁光收集，并具有实时成像功能，通过应用扫描激光光源和共焦针孔使成像具有更高的对比度。然而，人眼像差的产生限制了SLO的最高分辨率，而自适应扫描激光检眼镜（AOSLO）可以通过使用聚焦的单点光束对视网膜进行扫描，并阻断非聚焦平面的偏振光和散射光来提高成像分辨率和灵敏度，拓宽了SLO的应用范围[13]。AOSLO还具有共焦分层和动眼追踪功能，可以对视网膜进行轴向分层并获得实时动态图像，实现对视网膜血流和视网膜神经纤维层（RNFL）的可视化，并有利于获取注视功能较差患者的眼底图像。随着技术的发展，近年来非共聚焦AOSLO被提出，通过改变共聚焦孔径的大小和中心，增加了对共聚焦中心外散射光的灵敏度，从而提高AOSLO对眼底微脉管的可视化程度[14]。
2.3自适应光学相干断层扫描  传统光学相干断层扫描（OCT）技术有宽带光源色差、活体成像时眼球运动伪影、高分辨成像视场不足等缺点，尤其是受到系统衍射和像差的影响，OCT横向分辨为15~20μm，不能实现衍射极限成像。自适应光学相干断层扫描（AOOCT）可以通过校正宽带光源色差和单色像差来提高横向分辨率，通过高速成像和图像配准来减少眼球运动伪影、扩大自适应光学视场，可以在更大视场内获得接近人眼衍射极限的视网膜微结构高分辨率成像，从而发现患者眼底存在的早期病变[15]。与AOFIO和AOSLO相比，AOOCT可以将不同视网膜层面进行清晰分离并可视化各层面细胞水平的微细结构，如能够显示视网膜神经纤维层中神经节细胞和单个神经纤维束，在视网膜内层能分辨更精细的微血管结构，增强小毛细血管可见性[16]。近年来，AOOCT技术快速发展，可以实现全视网膜深度的细胞水平成像，甚至可视化高度透明的细胞[17]，为活体视网膜高分辨率的三维立体成像提供可能。
[bookmark: _Hlk145928132]2.4自适应光学相干断层血管造影  自适应光学相干断层血管造影（AOOCTA）是一种快速的、非侵入性的血流成像技术，与标准OCTA成像相比，AOOCTA的高采样效率可以提高血管对比度，并可以测量血管结构的三维延伸，还能够可视化AOOCT图像中不可见的小毛细血管及毛细血管环[18]。一项基于AOOCTA的脉络膜毛细血管微观形态变化研究，第一次实现在单个毛细血管水平上对活体脉络膜毛细血管进行定量形态学测定[19]。最近，ACNER等[20]研制出一种高速、无传感器的AOOCTA系统，以高分辨率对所有视网膜丛的视网膜毛细血管进行成像，改进了中间和深层神经丛的可视化。AOOCT和AOOCTA虽可应用于临床眼病的诊疗监测，但由于高放大倍率，使得运动伪影更加明显，同时患者固视差、屈光介质混浊和视网膜畸变等也会影响成像，是未来函待解决的问题。
3 AO在健康人群眼底观察中的应用
    AO视网膜成像对于正常眼的观察有助于为患眼评估提供可靠对照。视锥细胞是AO视网膜成像中可视化最早和最多的细胞，此外AO多被应用于视网膜血管成像，这是AO视网膜成像研究的两个主要方面，因此本部分主要就AO在健康人群眼底视锥细胞和血管系统的观察进行阐述。
3.1视锥细胞
3.1.1视锥细胞分布和形态观察  基于AO的活体视网膜观察研究发现，视锥细胞在视网膜中央凹处密度最高，并且以蜂窝状的六边形视锥细胞为主，随着视网膜偏心率的增加视锥细胞密度降低、间距增大且六边形锥体细胞占比降低，但仍为视锥细胞的主要形态[21-22]。此外随着年龄的增加，视锥细胞密度明显下降、间距增加，表明不同年龄视锥细胞密度可能是不同的[23]。除了年龄外，影响视锥细胞丧失的原因还有很多，相关研究发现视网膜偏心率和轴长的增加会降低视锥细胞密度，而主视眼、性别、种族并不是视锥细胞密度变化的重要因素[24]。
3.1.2视锥细胞功能观察  光刺激时视锥细胞反射产生光信号，随着光刺激的变化和时间推移，视网膜图像发生改变，从而反映视锥细胞功能信息，因此AO也能应用于视锥细胞功能的检测。视锥细胞外段（OS）是光传导的主要部分，OS膜盘的更新和脱落有助于维持光感受器的正常生理功能，一项基于AOOCT的研究发现，膜盘脱落的光学特征是在锥体外段尖端（COST）反射中出现突然的瞬态损失和OS长度的减少[25]。另一项基于AOSLO研究发现在光刺激区域视锥细胞的反射率增加，这种信号增加在光刺激开始时立即开始，并在2~3s达到峰值，后逐渐降至基线[26]。既往基于AO的研究也发现在年龄相关黄斑变性和色盲的病眼视网膜中，椎体反射率降低的区域没有功能[27]。综上，基于AO的视网膜成像可应用于视锥细胞反射信息的收集来反映功能变化情况。
3.2视网膜血管和血流观察  AO视网膜成像可以精确到小动脉水平来显示血管壁、管腔和血细胞，从而评估血管形态和灌注情况。壁腔比是常用的评估视网膜小动脉结构变化的指标，在正常人群眼底研究发现不同尺寸血管的壁腔比值呈现出很强的线性相关性，其数值的偏差可用于疾病诊断[28]。虽然现有眼底成像技术可以对视网膜血流进行测量，但AO可以对更小的血管进行精确测量并观察血流调节情况，通过对视网膜毛细血管的直接成像来生成血流图，并对移动的红细胞进行成像，从而提供血流动力学信息[29]。
4 AO在眼病人群眼底观察中的应用
4.1糖尿病视网膜病变  糖尿病视网膜病变（DR）是最常见的视网膜血管疾病，临床诊断依赖于眼底检查到微血管病变，如微动脉瘤、视网膜新生血管和渗出出血。研究发现，AOSLO除了可以发现DR特征性病变外，还能检测到细胞层面发生的变化，如糖尿病患者在出现DR前已有视锥细胞减少[30]。DR患者的视锥密度明显降低、形态明显改变，视锥密度和规则性随DR严重程度增加而降低，且DR患者的血管壁厚度、壁腔比及血管壁横截面积都明显增高[11,30]。近年来，越来越多的学者认为神经退行性变是DR的主要病变，神经退行性变的进展导致了微血管病变。AO对光感受器和神经纤维束的可视化，可以为神经退行性变在DR中的作用及是否早于血管病变出现提供直接证据[31]。最近AOOCT还进一步应用于DR微动脉瘤研究，结果表明硬化红细胞使微动脉瘤壁的血流剪切应力（WSS）增加，WSS增加最终会促进DR患者血管内皮生长因子（VEGF）的表达[32]。除了影响疾病发生发展的因素以外，AO还可应用于疾病治疗干预措施效果观察，如对使用含有胞磷胆碱及维生素B12滴眼液后DR患者视网膜功能、形态及微血管变化观察[33]。毫无疑问，AO能够捕捉DR患者眼底更精细的细胞和血管变化，帮助了解DR的潜在病理变化；能够早期发现传统眼底成像无法检测的病理异常，从而有助于尽早采取预防及干预措施；也可应用于DR进展和治疗效果的随访观察。
4.2青光眼  青光眼是以视神经萎缩和视野缺损为特征的神经退行性疾病，有报道称视网膜神经纤维层（RNFL）的轴突丢失是最早可检测的青光眼病变之一，且RNFL反射率的变化先于RNFL变薄。使用AOSLO对青光眼患者RNFL图像特征及结构差异的研究发现，早期青光眼患者RNFL的反射率明显高于健康对照，而中晚期和早期青光眼之间并无差异，并且RNFL缺损范围随着时间的变化而扩大[34]。筛板是青光眼的原发部位，在青光眼的不同阶段存在着动态变化。应用AOSLO观察筛板的研究发现原发性开角型青光眼（POAG）患者椭圆形筛板孔的比例及平均筛孔面积明显高于对照组[35]。最近，使用AOOCT对青光眼的研究更是已经深入到细胞水平，研究发现POAG患者的神经节细胞（RGC）胞体密度及对称性较低，胞体直径较大，这些变化与视功能的丧失区域相关[36]。AO视网膜成像已被应用于青光眼患者筛板、RNFL、光感受器及视网膜微循环等结构观察，在临床前阶段对RNFL形态和反射率细微变化成像有助于早期发现青光眼。但是由于RGC的透明性和密集性，其体内直接成像存在困难，采用多偏移AOSLO成像仅能在有限区域可视化RGC且可靠性有待验证，随着AO技术的进步，提高RGC可视化能力将更有助于筛选可能需要治疗的青光眼高风险人群。
[bookmark: _GoBack]4.3年龄相关黄斑变性  年龄相关黄斑变性（ARMD）是全球60岁以上人群低视力和失明的主要原因之一的慢性进行性疾病。应用AOSLO观察发现当ARMD从早期进展到晚期，可以观察到视锥细胞密度、间距降低及视锥外节明显缩短[37]。AOSLO还能发现其他眼底检查手段未观察到的视网膜玻璃膜疣，甚至可视化单个玻璃膜疣生长、收缩、融合和消退的完整过程[38]。在干性ARMD晚期，地图样萎缩区域内及其周围可看到多个低反射团块，在萎缩发生发展之前这些低反射团块会进行复杂的、动态的重分布，因此这些团块很可能是视网膜色素上皮细胞（RPE）损伤及萎缩发生发展的标志物[39]。最近，Rizzo等[40]对渗出性ARMD患者行视网膜下人羊膜植入术，并用AO对这种干细胞疗法进行随访，发现在移植区域边缘观察到六边形排列为主的暗细胞样结构，可能为再生的光感受器细胞。这些结果提示AO有助于早期发现ARMD，筛查进展风险较高的患者及对治疗效果的随访观察。目前正常RPE成像具有挑战性，在光感受器缺失或视网膜脱离的情况下通过对光感受器-RPE复合成像后分析数据可以获得RPE相关信息，但仍需广泛研究来验证这些RPE相关指标的可靠性。
4.4遗传性视网膜疾病  遗传性视网膜疾病（IRD）包括各种类型的视网膜色素变性（RP）、Stargardt病（STGD）、视锥营养不良（CD）、视锥杆营养不良（CRD）、卵黄样黄斑营养不良（Best病）等。IRD的遗传和表型异质性大，通过更精细的视网膜成像技术对其特征进行研究，将有助于精确的临床诊疗评估。
RP是最常见的IRD，其特征为光感受器细胞退化及视网膜色素上皮细胞变性。AOSLO对RP患者距黄斑中心凹1mm处的视锥密度研究发现，RP患者的平均视锥密度显著下降，即使是在椭圆体带完整、视觉敏感度＞35dB区域视锥密度下降也是显著的[41]。最近，一项长达2a的RP患者随访研究结果显示，在视力、视敏度及中心凹视网膜厚度没有发生明显变化时，已经出现视锥密度的下降[42]。由此可见，视锥密度可能是RP患者早期检测及随访的敏感指标。
AOSLO观察发现STGD患者光感受器细胞间距增加，视锥细胞丢失主要发生在黄斑区，视杆细胞丢失则以周边显著。此外，在其他眼底检查没有视网膜色素上皮病变区域的感光细胞间距增加，提示在STGD患者中，感光细胞丢失先于视网膜色素上皮细胞的丢失[43]。在脉络膜营养不良、视锥营养不良、Bietti's结晶样视网膜变性及Best病等其他IRD中，同样观察到视锥细胞丢失[44-47]。可见通过AO眼底成像监测视锥细胞或许可作为IRD疾病早期诊断和治疗干预提示的新手段。最近一项基于AO的研究，对不同的IRD疾病进行观察，发现AO还可用于IRD疾病之间的区分，如STGD与CD或CRD之间的区别[43]。但是由于不同IRD间具有某些相同的临床症状以及基因突变的多样性，在没有确认基因突变信息时对IRD进行研究是不够准确和完善的，确认基因突变信息后通过AO对不同突变类型IRD进行辨别具有重要意义。
5小结和展望
自AO被引入眼科应用以来，实现了活体细胞水平的视网膜成像，从微观层面捕捉人眼结构和生理功能变化，为疾病诊断和治疗提供新视角。但AO的临床应用仍存在一定限制，如AO系统运行成本高、缺乏规范的数据库、视场小及如何保证图像的质量。未来通过提高成像速度、使用眼球追踪系统和改善图像分析算法，有望进一步提高AO成像的效率及能力。此外，无传感器AO系统简化了所需的硬件，在一定程度上削减了AO应用的成本，但其获得的图像质量有所下降，如何在不损害图像质量前提下实现成本降低是未来的一个研究重点[48]。近年来，人工智能（AI）领域发展迅速，基于AI的AO技术实现在低信噪比和缺光等条件下高精度的波前复原，提升了AO系统对高时空频率像差的矫正能力和不同工作环境下的自适应能力[49]。相信随着AO系统的优化和发展，该技术将越来越有益于眼科临床应用。
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