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不同交联方法对离体猪巩膜交联效果的比较

吴元 杨松霖 李海丽 晏晓明 宋凡

实验研究·

【摘要】 背景研究表明化学交联剂可加强巩膜胶原的强度，但交联效果受不同交联方法的影响。

目的研究不同交联方法对猪巩膜化学交联效果的影响。 方法离体4 h以内的新鲜猪眼球70只分为5个

组，分别用全眼球交联法和巩膜条带交联法在质量分数1％京尼平溶液、体积分数1％戊二醛溶液或PBS中

37℃水浴40 rain。交联后每组取lO个10 mmx4 mm的颞侧巩膜条带于lnstron5848型微力测试仪下进行拉伸

实验，测定巩膜组织的弹性模量和拉伸应力；每组其他的4个样本于水浴箱内测试巩膜组织的最大热收缩温

度。结果机械力学实验结果表明，l％京尼平溶液处理后，全眼球交联法巩膜条带的弹性模量值为(8．98±

1．81)MPa，而巩膜条带交联后的值是(10．85±1．83)MPa，前者约为后者的82．8％，两种交联方法的巩膜弹性

模量值间的差异有统计学意义(t=3．375，P=0．003)；1％戊二醛溶液处理后，全眼球交联法巩膜条带的弹性

模量值是(12．78_+2．91)MPa，巩膜条带交联后的值是(18．25±5．16)MPa，前者约为后者的70．0％，两种交联

方法间的差异有统计学意义(t=4．007，P=0．001)。在5％、10％、15％和20％的应变条件下，全眼球交联法巩

膜组织的拉伸应力分别为巩膜条带交联法的54．9％～90．1％，均明显弱于巩膜条带交联法，差异均有统计学

意义(P<0．05)。热力学实验表明，1％京尼平处理后全眼球交联法巩膜的热收缩温度为(68．8±0．9)℃，巩膜条

带交联法为(74．8±1．3)℃，两种交联方法间的差异有统计学意义(t=11．129，P=0．000)。1％戊二醛处理后

全眼球交联法巩膜的热收缩温度为(73．3±O．9)℃，巩膜条带交联法为(79，3±1．3)℃，两种交联方法间的差异

有统计学意义(t=11．112，P=0．000)。结论不同交联方法对猪巩膜化学交联后的力学效果存在影响，巩

膜条带交联后巩膜的交联强度略好于全眼球交联。

【关键词】 巩膜；交联；胶原；全眼球交联法；巩膜条带交联法
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[Abstract] Background Chemical crosslinking agent can be used to strengthen the intensity of sclera

tissue，but the intensity of the sclera may be influenced by different crosslinking methods． Objective The aim of

this study was to compare the effectiveness of collagen crosslinking on porcine sclera between whole—eye crosslinking

method and seleral strip crosslinking method． Methods Whole—eye crosslinking or sclera strip crosslinking was

performed on 70 fresh porcine eyeballs in five groups using 1％genipin．1％glutaraldehyde or PBS respectively for 40

minutes．After crosslinking，10 sclera strips with 10 mmx4 mm from the temporal lateral were prepared in every group

for the stress—strain measurement using a Instron5848 microtester，and the other 4 scleral strips in each group were

extracted for the thermal shrinkage temperature test． Results Biomechanical property test reveled that the elastic

modulus value of sclera strips reduced by 70．0％-82．8％in the whole—eye crosslinking method group compared with

scleral stip crosslinking method group after treated with I％genipin((8．98±1．81)MPa VS．(10．85±1．83)MPa，

t=3．375，P=0．003))and 1％glutaraldehyde((12．78±2．91)MPa VS．(18．25±5．16)MPa，t=4．007，P=0．001))；

The tensile stress of whole—eye crosslinking method group was 54．9％-90．I％of scleral stips method group．showing

significant decline after corsslinked of whole—eye in 5％，10％，15％and 20％strain conditions(all P<0．05)．

Thermomechanies test showed that the thermal shrinkage temperature was lower in the whole—eye crosslinking group

compared with scleral stip crosslinking group after treated with both 1％genipin((68．8±0．9)℃VS．(74．8±1．3)℃，
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￡=11．129，P=0．000))and 1％glutaraldehyde((73．3±0．9)qC VS．(79．3±1．3)℃，t=11．112，P=0．000))．

Conclusions Different crosslinking methods have an influence on the efficacy of collagen crosslinking on porcine

sclera．Selera strip crosslinking offers a better crosslinking intensity for selera．

[Key words】Sclera；Crosslinking；Collagen；Whole—eye crosslinking；Scleral strip crosslinking

巩膜力学的改变导致眼轴的延长是高度近视进展

的主要原因。以往因缺乏有效阻止巩膜强度减弱的手

段以阻止眼球壁的变薄，高度近视尚无理想的治疗方

法。目前，一种可以加强巩膜胶原纤维强度的治疗技

术——胶原交联技术正在兴起¨。。作为胶原纤维交

联剂，戊二醛和京尼平的交联作用已得到证实⋯～。。

理论上，球后注射化学交联剂可以加强巩膜的强度，从

而阻止高度近视的进展，但现阶段一些探索性的巩膜

交联研究中多将巩膜制作成巩膜条浸泡在化学交联剂

中进行交联。1’“。多项研究显示，以这种方法交联后，

巩膜组织的内外表面同时得到交联，巩膜的生物力学

特性可以得到有效提高，然而临床操作中，通过球后注

射交联剂首先使得巩膜外表面得以交联，与巩膜条带

浸泡法交联的过程不完全相同，目前虽有研究认为上

述两种不同的交联方法对交联效果存在影响心。，但其

影响的程度尚未见报道。本研究对离体猪巩膜进行交

联，比较全眼球交联与巩膜条带浸泡交联对巩膜交联

效果的影响，并用不同的交联剂互相印证，为进一步的

实验研究提供参考数据。

1材料与方法

1．1材料

取离体4 h以内的猪眼球70只，分别用质量分数

1％京尼平和体积分数1％戊二醛进行交联，分到两种

交联剂中的眼球再分为全眼球交联组和巩膜条交联

组，另选一组眼球未用任何交联剂处理，作为阴性对照

组，每组14只猪眼球。

1．2 方法

1．2．1巩膜条的制备取猪眼球，沿后极部向角巩膜

缘方向、以颞侧赤道部为中心，取10 mmx4 mm大小颞

侧巩膜条。每只眼球取1条巩膜条。

1．2．2巩膜交联处理无交联剂处理组：制作巩膜条

样本浸入PBS溶液中，37℃下恒温水浴40 min；1％京

尼平组和1％戊二醛组猪眼采用两种不同的交联方法

进行交联。第一种方法是将眼球完整地浸泡入交联剂

中，模拟球后注射时交联剂自外向内交联过程的方法，

即全眼球交联法。第二种方法采用传统的离体交联

法，将巩膜制成统一尺径的巩膜条，完全浸泡入交联剂

中进行交联，即巩膜条交联法。所有样本均在37℃下

于相应交联剂中恒温水浴40 min，全眼球交联法浸泡

后制作巩膜条带备测。

1．2．3巩膜机械力学的测量 每组巩膜条中10条用

于力学测试，测试工具为Instron5848型微力测试仪。

调整负载传感器量程为±5 N，巩膜条样本两端各

2．5 mm固定于材料测试夹，中间5 mIn为初始拉伸长

度，用游标卡尺测量巩膜样本的中心厚度。输入上述

相关数据后，在零应力状态下将巩膜条样本匀速向两

边拉伸，拉伸速度为形变1 mm／min，拉伸的终止条件

为形变达20％。记录测试样本的弹性模量；分别记录

巩膜样本应变5％、10％、15％和20％时(即巩膜条长

度增加1 B1TI时)的拉伸应力值。测量全程于25℃、

相对湿度40％的实验室环境下完成。

1．2．4巩膜的热力学测量 每组巩膜条中4条用于

热力学测试，测试工具为自动加热水浴箱。将塑料直

尺固定于水浴箱底做读数标准，并取温度计置于水浴

箱内做温度校准。设50℃为起始加热温度。将巩膜

条样本置于水浴箱底，取数码相机每分钟拍摄照片记

录巩膜条样本形变的过程，并记录实时温度。加热的

速度为1℃／min，终末加热温度为82℃。加热完毕后

读取记录照片，并记录每个测试巩膜条样本的最大收

缩温度(Tm)。

1．3统计学方法

采用SPSS 14．0统计学软件进行统计分析。本研

究测量指标的数据资料经w检验呈正态分布，以x+s

表示，各组样本均数经Levene检验证实方差齐。采用

完全随机两水平实验设计，全眼球交联法与巩膜条带

交联法间猪巩膜组织弹性模量值、不同应变条件下的

拉伸应力值、热收缩温度的差异比较均采用独立样本t

检验。P<O．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1 两种交联方法猪巩膜机械力学性质的比较

2．1．1 弹性模量的改变 无交联剂处理组巩膜的弹

性模量为(5．49±0．60)MPa，1％京尼平组全眼球交联

法巩膜的弹性模量为巩膜条带交联法巩膜的82．8％，

差异有统计学意义(t=3．375，P<O．05)，1％戊二醛组

全眼球交联法巩膜的弹性模量为巩膜条带交联法的

70．0％，差异有统计学意义(f=4．007，P<0．05)(表1)。
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表1 不同交联方法下猪巩膜弹性模量的改变(x±s，MPa)

(独立样本t检验)

2．1．2拉伸应力及应力一应变曲线的改变 无交联

剂处理组猪巩膜5％、10％、15％、20％形变下的平均

拉伸应力分别为(0．21±0．19)、(0．51-+0．31)、(0．91±

0．28)、(1．30_+0．33)N，应力一应变曲线较对照组变陡

(图1，2)。形变5％、10％、15％、20％时，1％京尼平组

全眼球交联法巩膜的拉伸应力分别为巩膜条带交联法

的54．9％、80．0％、81．3％、88．5％。4种形变条件下

两种交联方法间巩膜拉伸应力的差异均有统计学意义

(t=2．375、3．102、2．875、2．189，P<0．05)(表2)。形

变5％、10％、15％、20％时，1％戊二醛组全眼球交联

法巩膜的拉伸应力为巩膜条带交联法的90．1％、

87．7％、90．1％、89．3％，两种交联方法问巩膜拉伸应

力的差异均有统计学意义(t=1．987、2．211、2．237、
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1．545，P<O．05)(表3)。

2．2猪巩膜热力学性质的改变

无交联剂处理组最大热收缩温度为(58．8±

1．3)℃，各交联处理组的最大热收缩温度上升(表4)，

1％京尼平全眼球交联法组热收缩温度较1％京尼平

巩膜条带交联法组约低6℃，两组的最大热收缩温度

的差异有统计学意义(t=11．129，P<O．05)；I％戊二醛

全眼球交联法组较1％戊二醛巩膜条带交联法组约低

6℃，两组的最大热收缩温度的差异有统计学意义

(t=11．112，P<O．05)。

表4不同交联方法下猪巩膜的热收缩温度改变(i虹，℃)

(独立样本￡检验)

3讨论

化学交联剂可以通过诱导巩膜胶原纤维之间化学

10％ 20％ 0％

应变

图I I％京尼平组不同交联方法

交联后巩膜拉伸应力的变化

10％ 20％

应变

图2 I％戊二醛组不同交联方法

交联后巩膜拉伸应力的变化

表2 I％京尼平组两种交联方法间不同应变条件下

巩膜拉伸应力的比较(i±s，N)

(独立样本t检验)

表3 1％戊二醛组两种交联方法间不同应变条件下

巩膜拉伸应力的比较(i虹，N)

(独立样本t检验)

键的链接而形成有效交联，从而增强巩膜组

织的生物力学强度。以往对巩膜化学交联

的研究采用的是将巩膜制成统一尺径的巩

膜条完全浸泡于交联剂中进行交联的方法，

本研究尝试将眼球完整地浸泡于交联剂中，

模拟球后注射时交联剂自外向内交联过程

的全眼球交联法进行交联，并比较两种方法

的交联效果。巩膜条带离体交联法和全眼

球交联法作为不同的实验方法，其交联剂进

行交联的过程不同，理论上二者的交联效果

可能存在差异。本研究在将其他条件控制

一致的基础上比较两种交联方式交联后巩

膜组织的生物力学强度和热力学性质的

变化。

弹性模量是评价组织材料力学性质的

指标，为材料应力和相关应变的比值，代表

材料抵抗弹性变形的能力。当材料的强度

增大时，其弹性模量增大，在相同形变下的

拉伸应力也随之增加。巩膜主要由I型、Ⅲ

型胶原纤维构成，这些胶原纤维的排列在不

同部位并不相同，在角膜缘和后极部主要为

环形排列(以后极部为圆心的圆周方向)，

其余部位为沿子午线纵向排列(自后极部

向角巩膜缘方向)¨。，本研究中测试的巩膜
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弹性模量为巩膜纵向排列纤维的弹性模量，统一取以

赤道部为中心的巩膜条，此处巩膜厚度均一、纤维排列

规则。热收缩温度是另一个反映生物材料交联特性的

指标。随着温度的升高(2～3 oC)，生物材料会短时间

内剧烈收缩，这个温度被称为热收缩温度‘6o，热收缩

是原胶原蛋白变性所致。材料或组织的交联程度越

强，热收缩温度越高。

本实验中选择戊二醛作为阳性对照。戊二醛是最

强的化学交联剂，交联效果确切，可通过与氨基发生

Schiff反应形成Schiff碱，2个戊二醛分子的醛基官能

团间发生醇醛缩合作用形成连接，使胶原纤维形成网

状达到交联。研究显示戊二醛可以使巩膜组织的弹性

模量增加到原来的8倍。1j。京尼平是天然生物交联

剂，生物毒性小，具有很好的临床应用前景。京尼平分

子和氨基酸残基的自由氨基反应，生成环烯醚萜的氮

化物，随后经过脱水作用，形成一个芳香族的单体，芳

香族单体可以经由自由基反应的二聚作用而形成环状

的分子间和分子内交联¨“1，是一种较为温和的化学

交联剂。本实验发现，不同的交联剂应用全眼球交联

法交联后和巩膜条交联法交联后的交联效果均存在

差异。

在上述的测量方法下，本研究发现全眼球交联法

和巩膜条交联法对巩膜均有明显的交联效果，巩膜组

织经交联作用后均出现巩膜的弹性模量上升、拉伸应

力增加和热收缩温度升高，但是两种方法的交联效果

并不一致。对两种方法进行比较，全眼球交联法较巩

膜条交联法的效果略差，以巩膜的弹性模量为衡量单

位，前者约为后者的70．O％～82．8％。全眼球交联

时，巩膜的外表面首先得到交联，而进行巩膜条交联

时，测试样本同时存在外表面、内表面和侧向的多面同

时得到交联。交联过程的不同可能是二者交联效果不

一致的原因。

本研究通过对两种巩膜交联方法的效果进行比

较，证实巩膜条交联法的交联效果略好于全眼球交联

法，巩膜条交联法的交联效果和球后注射交联剂产生

的交联效果不一致。交联方法对交联效果存在一定影

响，研究者在对巩膜组织进行化学交联研究时应考虑

到这个差别。

值得注意的是，虽然本研究采用的全眼球交联法

是模拟临床上的球后注射交联剂法，但研究是离体实

验，无法考察在体研究中机体与交联剂的相互作用和

影响，因此实验结果不能完全等同于临床应用的效果。
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