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摘要　为了探讨飞秒激光在兔眼角膜上行深板层切削的可行性，获得深板层切削的较适参数，并了解在水肿角膜上

行深板层切削的准确性，将兔眼置于由同心圆扫描程序控制的三维平台上，将不同能量的飞秒激光（８００ｎｍ／５０ｆｓ）精

确定位于角膜深板层，伴随平台移动激光便在角膜深板层切削。利用光学显微镜和扫描电镜（ＳＥＭ）观察激光作用

后角膜的形态学变化，并同徒手器械分离的板层角膜对比。当平台移动速度为２００μｍ／ｓ，激光能量为４．４μＪ时切

削表面比较平滑；当速度为３００μｍ／ｓ，能量为６．４μＪ时切削表面较为平滑。激光组切削层面的光滑程度优于徒手

器械分离组；当平台移动速度为２００μｍ／ｓ，能量为６．４μＪ时飞秒激光同样可以完成在水肿角膜的４００μｍ深度的聚

焦切削，且切削表面较为光滑。
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１０期 侯文博等：　飞秒激光辅助的兔眼角膜深板层切削的实验研究

１　引　　言

角膜移植是治疗角膜盲的主要手段，近年来角

膜移植材料来源十分匮乏，当前角膜移植的趋势是

尽可 能 避 免 行 穿 透 性 角 膜 移 植 （ｐｅｎｅｔｒａｔｉｎｇ

ｋｅｒａｔｏｐｌａｓｔｙ，ＰＫＰ），而主张成分角膜移植。成分

角膜移植目前多为板层角膜移植，而在深板层切削

过程中手术器械及术者水平都在很大程度上影响着

界面的光滑度，往往术后效果并不理想。计算机控

制的飞秒激光已逐渐成为一种新型的眼科手术刀，

目前已初步应用于准分子激光原位角膜磨镶术

（ｌａｓｅｒｉｎｓｉｔｕｋｅｒａｔｏｍｉｌｅｕｓｉｓ，ＬＡＳＩＫ）中制作浅层

角膜瓣，但其是否可以精准地完成深板层切削以应

用于角膜移植方面还是一个探索的热点。本实验将

尝试用飞秒激光行兔眼角膜的深板层切削，获得较

适参数，并了解在水肿角膜上行深板层切削的可

行性。

２　材料和方法

２．１　透明角膜切削的实验

２．１．１　实验仪器及实验对象

Ｔｉ∶Ｓａｐｐｈｉｒｅ飞秒激光系统如图１所示，美国

ＳｐｅｃｔｒａＰｈｙｓｉｃｓ公司生产；ＣＣＤ 成像系统，美国

ＧＡＴＡＮ公司生产，通过ＣＣＤ成像技术观察飞秒激

光对角膜组织的切割过程。

图１ 飞秒激光实验装置

Ｆｉｇ．１ Ｆｅｍｔｏｓｅｃｏｎｄｌａｓｅｒｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｓｙｓｔｅｍ

空气栓塞处死新西兰大白兔，新鲜摘除兔眼球，

用１∶２０００庆大生理盐水浸泡后备用。实验分激光

组（即实验组）和徒手组（即对照组）。激光组根据三

维移动平台的移动速度不同又分为 Ａ，Ｂ组。Ａ组

的平台移动速度为２００μｍ／ｓ，激光能量梯度为

３．４μＪ，４．４μＪ，５．４μＪ；Ｂ组的移动速度为３００μｍ／ｓ，

能量梯度为４．４μＪ，５．４μＪ，６．４μＪ，７．４μＪ。每对兔眼

中的两只眼球所接受的扫描过程完全相同，区别在

于后期的标本处理方式不同。

２．１．２　飞秒激光行角膜深板层切削过程

１）标记角膜、固定眼球及激光聚焦

龙胆紫标记笔粗略标记切削范围，以利于计算

激光扫描界线和深度定位。将兔眼球置于眼球托

中，光学石英玻璃置于角膜上表面并将其压平，如图

２所示。以标记点为参考使激光定位到光学玻璃的

下表面，以此为基准，将三维平台上移一定距离，这

个距离就等于聚焦深度。

图２ 眼球固定装置及扫描过程

Ｆｉｇ．２ Ｅｙｅｂａｌｌｆｉｘｉｎｇｄｅｖｉｃｅａｎｄｓｃａｎｎｉｎｇｐｒｏｃｅｓｓ

２）扫描参数及程序

输出激光的脉冲宽度为５０±５ｆｓ，中心波长为

８００ｎｍ，重复频率为１ｋＨｚ，单脉冲能量可通过偏振

片（Ｐ．Ｒ．Ａ．Ｆ．）在０～２ｍＪ连续可调。光束经数值孔

径为０．２的显微物镜聚焦后，焦点处光斑直径１０μｍ。

三维控制平台在狓，狔轴的控制精度为０．０３μｍ，在

狕轴的控制精度为１μｍ。采用同心圆形式的扫描程

序，行水平扫描即板层间扫描，扫描直径为５ｍｍ，轨

道间距为５０μｍ，聚焦深度为２５０μｍ。扫描由内圈到

外圈依次进行，每条轨道仅扫描一次，如图２所示。

２．１．３　板层分离及标本观察

扫描结束后，将眼球取下，于角膜缘后４ｍｍ处

剪下角巩膜片，以内皮面朝上固定于人工前房上，用

尖刀片沿扫描带边缘轻轻划开角膜直至激光扫描的

层间，虹膜恢复器游离，最后用显微剪沿扫描边缘将

板层角膜剪下，置于固定液中固定。每对角膜片的其

中一个用４％多聚甲醛固定行组织切片 ＨＥ染色，另

一个用戊二醛固定行扫描电镜的处理观察。徒手组

同样按上述方法标记，用尖刀片于标记边缘外约

１ｍｍ处做约３ｍｍ长的板层切口，达角膜深度的

２／３左右，虹膜恢复器分离板层，分离面略超出标记

范围，然后沿标记边缘剪下板层角膜片，固定观察。

２．２　水肿角膜切削的实验

实验装置同上，实验对象选择湿房保存两周的

兔眼，扫描前测角膜厚度为７６８μｍ。激光能量为

６．４μＪ，聚焦深度为 ４００μｍ，平台移动速度为

２００μｍ／ｓ，扫描程序不变，其他参数同上。扫描结

束后标本行光镜和电镜观察。

１７６２
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３　结　　果

３．１　透明角膜切削的实验结果

３．１．１　ＣＣＤ成像系统的实时图像

Ａ组图像：图３（ａ）～（ｃ）能量依次为３．４μＪ，

４．４μＪ，５．４μＪ的扫描图像。图３（ａ）扫描轨道不甚

明显，边界不清，激光爆破产生的微空泡较小，相对

孤立，不连续；图３（ｂ）轨道明显，边缘清晰，微空泡

连续，并有多处相互融合形成大空腔；图３（ｃ）轨道

不明显，边缘较清晰，微空泡融合成中等大小的空

腔，孤立，不连续。

图３ Ａ组ＣＣＤ图像（２０×）。（ａ）３．４μＪ；（ｂ）４．４μＪ；

（ｃ）５．４μＪ

Ｆｉｇ．３ ＣＣＤｐｉｃｔｕｒｅｓｏｆｇｒｏｕｐＡ（２０×）ｗｉｔｈｔｈｅｅｎｅｒｇｙ

ｏｆ（ａ）３．４μＪ；（ｂ）４．４μＪ；（ｃ）５．４μＪ

图４ Ｂ组ＣＣＤ图像（２０×）。（ａ）４．４μＪ；（ｂ）５．４μＪ；

（ｃ）６．４μＪ；（ｄ）７．４μＪ

Ｆｉｇ．４ ＣＣＤｐｉｃｔｕｒｅｓｏｆｇｒｏｕｐＢ（２０×）ｗｉｔｈｔｈｅｅｎｅｒｇｙ

ｏｆ（ａ）４．４μＪ；（ｂ）５．４μＪ；（ｃ）６．４μＪ；（ｄ）７．４μＪ

Ｂ组图像：图４（ａ）～（ｄ）能量依次为４．４μＪ，

５．４μＪ，６．４μＪ，７．４μＪ的扫描图像。图４（ａ）轨道较

明显，边缘不清，微空泡较不连续；图４（ｂ）轨道相对

明显，边缘较清晰，微空泡较连续；图４（ｃ）轨道鲜

明，边缘清晰，微空泡连续，分布均匀；图４（ｄ）轨道

鲜明，边缘清晰，微空泡首尾相接连成轮辐状，有多

处融合成大空腔。

图５ Ａ组光镜图像（１００×）。（ａ）３．４μＪ；

（ｂ）４．４μＪ；（ｃ）５．４μＪ

Ｆｉｇ．５ ＬｉｇｈｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｏｆｇｒｏｕｐＡ（１００×）ｗｉｔｈｔｈｅ

ｅｎｅｒｇｙｏｆ（ａ）３．４μＪ；（ｂ）４．４μＪ；（ｃ）５．４μＪ

图６ Ｂ组光镜图像（１００×）。（ａ）４．４μＪ；

（ｂ）５．４μＪ；（ｃ）６．４μＪ；（ｄ）７．４μＪ

Ｆｉｇ．６ ＬｉｇｈｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｏｆｇｒｏｕｐＢ（１００×）ｗｉｔｈｔｈｅ

ｅｎｅｒｇｙｏｆ（ａ）４．４μＪ；（ｂ）５．４μＪ；（ｃ）６．４μＪ；（ｄ）７．４μＪ

３．１．２　光镜结果

Ａ组光镜：图５（ａ）～（ｃ）能量依次为３．４μＪ，

４．４μＪ，５．４μＪ的结果。图５（ａ）角膜的各层结构分

明，切削面总体较平，但边缘毛刺现象明显，存在较

多已断的组织间桥；图５（ｂ）激光切削面非常平整、

光滑，表面不见断裂的组织间桥；图５（ｃ）切削面较

平整，边缘存在一些细小毛刺即断裂的组织间桥。

Ｂ组光镜：图６（ａ）～（ｄ）能量依次为４．４μＪ，

５．４μＪ，６．４μＪ，７．４μＪ的光镜结果。图６（ａ）角膜各

层结构鲜明，切削面相对较平，但较毛糙，边缘欠规
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则，存在多处断裂的组织间桥；图６（ｂ）切削面较平，

稍粗糙，边缘较规则，偶见组织间桥；图６（ｃ）切削面

平整、光滑，边缘规则，不见组织间桥；图６（ｄ）切削

面平整、较光滑，边缘规则，偶见细小组织间桥。

对照组光镜：如图７所示，可以看出分离面不

平、粗糙，边缘极不规则。

图７ 对照组光镜图像（１００×）

Ｆｉｇ．７ Ｌｉｇｈｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｏｆｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（１００×）

３．１．３　电镜结果

Ａ组电镜：图８（ａ）～（ｃ）能量依次为３．４μＪ，

４．４μＪ，５．４μＪ的电镜结果。图８（ａ）表面较平整、轨

道之间不相接，各自孤立，轨道边缘有较多粗大的毛

刺；图８（ｂ）表面非常光滑，不见轨道痕迹，不见毛

刺；图８（ｃ）表面较平整，存在一些细微的组织间桥。

图８ Ａ组电镜图像。（ａ）３．４μＪ；（ｂ）４．４μＪ；

（ｃ）５．４μＪ

Ｆｉｇ．８ ＳＥＭｉｍａｇｅｓｏｆｇｒｏｕｐＡｗｉｔｈｔｈｅｅｎｅｒｇｙｏｆ

（ａ）３．４μＪ；（ｂ）４．４μＪ；（ｃ）５．４μＪ

Ｂ组电镜：图９（ａ）～（ｄ）能量依次为４．４μＪ，

５．４μＪ，６．４μＪ，７．４μＪ的电镜结果。图９（ａ）轨道分

明，表面较平，存在一些粗大的组织间桥；图９（ｂ）轨

道间相接，连续性好，表面较平滑，存在少许组织间

桥；图９（ｃ）轨道痕迹已不明显，整个表面平整、光

滑，不见组织间桥；图（ｄ）轨道痕迹已不明显，表面平

整、光滑，偶见少许组织碎屑。

对照组电镜：如图１０所示，整个切削表面非常

粗糙、不平，较大的组织块相连接现象普遍。

图９ Ｂ组电镜图像。（ａ）４．４μＪ；（ｂ）５．４μＪ；

（ｃ）６．４μＪ；（ｄ）７．４μＪ

Ｆｉｇ．９ ＳＥＭｉｍａｇｅｓｏｆｇｒｏｕｐＢｗｉｔｈｔｈｅｅｎｅｒｇｙｏｆ

（ａ）４．４μＪ；（ｂ）５．４μＪ；（ｃ）６．４μＪ；（ｄ）７．４μＪ

图１０ 对照组电镜图像

Ｆｉｇ．１０ ＳＥＭｉｍａｇｅｓｏｆｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３．２　水肿角膜切削的实验结果

３．２．１　ＣＣＤ成像系统实时图像

如图１１所示，扫描轨道较明显，边缘较清晰，激

光爆破产生的微空泡相连融合轨道状。

图１１ 水肿角膜ＣＣＤ图像（２０×）

Ｆｉｇ．１１ ＣＣＤｐｉｃｔｕｒｅｏｆｅｄｅｍａｃｏｒｎｅａ（２０×）

图１２ 水肿角膜光镜图像（１００×）

Ｆｉｇ．１２ Ｌｉｇｈｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｏｆｅｄｅｍａｃｏｒｎｅａ（１００×）

３．２．２　光镜结果

如图１２所示，角膜上皮细胞层已消失，基质染
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色淡，切削表面平整、光滑。

３．２．３　电镜结果

如图１３所示，表面轨道不明显，隐约看到轨道

相互对接，表面较平整，存在少许组织碎屑。

图１３ 水肿角膜电镜图像

Ｆｉｇ．１３ ＳＥＭｏｆｅｄｅｍａｃｏｒｎｅａ

４　讨　　论

４．１　角膜移植现状

我国现有角膜盲者２００～３００万人，而角膜盲的

主要治疗手段是角膜移植，但由于受移植材料的限

制，我国每年角膜移植的数量仅为５０００例左右。角

膜移植材料的匮乏是当前及今后相当长时间里我国

可治性角膜盲的突出问题［１］。ＰＫＰ一直作为治疗

角膜病变的主要术式［２］，但术后常由于缝线引发血

管新生和高度散光等影响手术效果，尤其是排斥反

应常常使移植失败。同时对于内皮失代偿的患者来

说，施行ＰＫＰ手术不仅浪费角膜材料而且术后视觉

效果不甚理想。针对极有限的角膜来源，板层角膜

移植成为主流术式是大势所趋。１９９８年，Ｍｅｌｌｅｓ

等［３］提出深板层内皮角膜移植术（ｄｅｅｐｌａｍｅｌｌａｒ

ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｋｅｒａｔｏｐｌａｓｔｙ，ＤＬＥＫ）的概念，移植以角

膜内皮层为主的带有后弹力层和薄层后部基质板层

的角膜组 织［４］，从而避免 了 ＰＫＰ 的诸多并发

症［５～７］。由于目前接受ＰＫＰ的患者中超过１／３属

于角膜内皮失代偿，又有研究表明ＤＬＥＫ术后２年

的屈光状态、角膜地形以及内皮细胞密度都比较稳

定［８］，故ＤＬＥＫ逐渐成为研究热点。但该术式需要

手工角膜刀分离板层，深度难掌握，板层界面剖切费

时，剖切面不光滑、厚度不均，术后板层排列紊乱，瘢

痕较多，视力恢复欠佳 ［９］，从而限制了其临床推广

和应用。而飞秒激光的出现为解决这一难题提供了

新的思路。

４．２　飞秒激光切割生物组织的作用原理及特性

当飞秒激光的功率密度达到或超过组织的损伤

阈值时，首先由于组织的多光子吸收产生多光子电

离作用形成等离子体，进一步辐照等离子区会导致

组织原子中的自由电子吸收足够的光子能量后跃迁

到更高能级态发生逃逸，并将其自身加热，从而导

致作用区域内的物质被气化，即通过激光的光致破

裂作用而完成组织的碎裂与蚀除。飞秒激光脉冲在

切削角膜过程中，伴随着组织的微爆炸效应，组织内

会形成一些微腔结构［１０～１３］。

飞秒激光有极短的脉冲宽度和极高的峰值功

率，其精确聚焦和非线性吸收特性使飞秒脉冲能够

精确地传递能量到组织内部，局部热效应小（几乎可

以忽略）［１４］，因此可以利用它在生物组织内完成干

净、局部高度精准的切削［１５，１６］。由于光致破裂作用

不需要明确的吸收目标或者载色体，在光束可以穿

透组织达到目标位置的前提下，可在空间任意位置

进行组织切削［１７］。因此通过控制光斑尺寸、激光脉

冲聚焦位置及传输系统，几乎能够在角膜内任何位

置产生精确的切割［１８］。许多研究结果证明ＬＡＳＩＫ

手术中飞秒激光制作角膜瓣与传统机械刀相比有优

势［１９～２１］。它的安全性更高，且不受角膜曲率的影

响，切削的角膜瓣厚度均匀一致，由电脑控制，瓣的

厚薄和直径都可设定，切削精确度非常高，可控

性好。

４．３　飞秒激光辅助的深板层切削

由于以上特性，因此用飞秒激光进行深板层切

削，将产生传统切削不可比拟的优势。飞秒激光在

电脑的控制下可以更精确更精细地制作光滑的板层

界面，可实现任意形状的角膜切削，可以使切割准确

率达±１０μｍ
［２２］；其次，飞秒激光造成的周围组织的

机械和热损伤极小，ＭｅｌｖｉｎＡ．Ｓａｒａｙｂａ等
［２３］的实

验发现切削边缘的内皮细胞完好无损；再次，利用飞

秒激光可以提前３周制作植片，这样术前就有充分

的时间对供体组织进行血清学、微生物学及免疫学

的相关检查，从而为术后的恢复情况提供更可靠的

预测性［２４］。

本次实验即尝试利用飞秒激光进行角膜深板层

切削，结果表明当三维平台移动速度为２００μｍ／ｓ，

能量为４．４μＪ时，切削表面的光滑程度最好；当速

度为３００μｍ／ｓ，能量为６．４μＪ时，切削表面的光滑

程度最佳；实验组相对于对照组，切削表面光滑、形

态规则。对于水肿增厚的角膜，飞秒激光依然能在

４００μｍ深度行深板层切削，且切削表面较为光滑。

实验中角膜上所放置的光学玻璃是一种近红外光学

玻璃，由于飞秒激光是一种近红外光，故采用这种玻

璃可以使飞秒激光的穿透率达到９８％以上，这样可

以大大减少对激光的散射。将光学玻璃置于角膜上

有两个优点：１）可以压平角膜，有利于激光在同一层
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面进行聚焦切削；２）可以大大增加激光的聚焦深

度［２３］。内皮失代偿的患者往往有严重的角膜水肿，

角膜透明度较低，介质的厚度和透明性对激光的散

射和吸收影响甚大，飞秒激光能在水肿增厚的角膜

上进行精确定位和深板层切削。

近日，微型角膜刀也开始在ＤＬＥＫ领域崭露头

角。王智崇等［２５］的研究表明，利用显微角膜切开刀

替代传统的手工操作剖切角膜，术后角膜基质界面

瘢痕轻微，术后角膜透明度与正常对照比较差异无

统计学意义。但飞秒激光是由电脑控制切削深度，

精确度及安全性非常高，不受角膜曲率的影响，可控

性好。Ｂｅｈｒｅｎｓ等
［２６］认为飞秒激光在切割更薄的后

板层移植物时比微型角膜刀更准确，重复性更强。

５　结　　论

飞秒激光辅助的深板层切削优势突出，能够自

动化、标准化地切削板层，为角膜移植术式的改进提

供了一个新的思路，使得以前无法实现的构想化为

了现实，它必将在未来角膜移植领域及其他医疗领

域的微创手术中发挥重要的作用。
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