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组织表面附着水膜层对脉冲犆犗２激光
骨硬组织消融的影响
赵海滨　张先增　詹振林　谢树森

福建师范大学激光与光电子研究所，医学光电科学与技术教育部重点实验室，
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摘要　评估组织表面附着水膜层对激光骨硬组织消融效果的影响。以新鲜离体牛胫骨组织为实验样品，置于速度

为１２ｍｍ／ｓ的一维电动平移台上，分别在有附着和无附着水膜层情况下使用脉冲ＣＯ２ 激光进行垂直照射，来回扫

描５次。激光波长１０．６４μｍ，脉冲频率６０Ｈｚ，能量密度范围１８～８４Ｊ／ｃｍ
２，光斑直径４００μｍ，水膜层厚度０．４ｍｍ。

辐照后，利用体视显微镜和扫描电镜（ＳＥＭ）观察消融凹槽表面形貌改变和微结构变化，利用光学相干层析成像

（ＯＣＴ）技术测量消融凹槽深度。结果表明，组织表面附着水膜层可减少激光骨消融过程产生的碳化和热损伤，有

利于清洁消融凹槽，且辐射曝光量为５０Ｊ／ｃｍ２ 和７０Ｊ／ｃｍ２时附着水膜层可提高消融速率。

关键词　医用光学；生物技术；激光消融；骨硬组织；脉冲ＣＯ２ 激光；水膜层
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１　引　　言

　　激光硬组织消融技术的临床应用要求具有高的

消融效率和精确度以及小的热损伤。国内外学者已

经对激光与生物硬组织（骨和牙硬组织）的相互作用
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进行了初步的研究［１～１４］，结果表明，激光消融牙硬

组织时进行水喷雾或在组织表面附着一层水膜层，

可以清洁消融切口和降低热损伤，在一定辐照条件

下，还可提高消融速率和效率［１，５～１０］，并引起组织的

化学成分的改变，进而对牙硬组织与修复材料的粘

结力产生重要影响［２～４］。Ｍ．Ｓｔａｎｉｎｅｃ等
［３］进行牙

釉质Ｅｒ∶ＹＡＧ激光消融实验研究，通过激光辐照参

数和喷水速率优化组合，提高了牙硬组织与复合树

脂的粘结力；Ｍ．Ｍｉｒ等
［７］研究水膜层厚度对

Ｅｒ∶ＹＡＧ激光消融牙釉质的影响，调节光纤与样品

的距离控制水膜层厚度，在一定辐射曝光量下，水膜

层厚度对消融效率影响的统计分析显示无显著性差

异。已有文献在水介导生物硬组织激光消融的研究

中，均采用牙硬组织（牙釉质和牙本质）为研究对象；

实验光源均为Ｅｒ∶ＹＡＧ或Ｅｒ∶ＹＳＧＧ激光，属于水

对激光的吸收系数远大于对靶组织的吸收系数的情

形，而在水对激光的吸收系数小于对靶组织的吸收

系数的情况下，骨硬组织消融特性的实验研究尚未

见报道，相关数据还相对缺乏。

本研究以新鲜离体牛胫骨为研究对象，以脉冲

ＣＯ２ 激光为实验光源，其波长为１０．６４μｍ，对水和

靶组织的吸收系数分别为８１７ｃｍ－１和１５００ｃｍ－１，

属于水的吸收系数小于靶组织吸收系数的情形。采

用“排水法＋液枪滴定法”控制水膜层厚度，评估有

附着和无附着水膜层对骨硬组织激光消融效果的影

响。

２　材料与研究方法

　　实验样品为新鲜离体牛胫骨组织，于牛死后

５～６ｈ内获得。随后切除周围软连接组织，剥掉骨

膜，通过刮擦使样品表面尽可能平滑，立即用浸过生

理盐水的纱布包裹，密封冷藏于４℃的冰箱中。实

验时先将组织样品切为若干块，尺寸为３０ｍｍ×

１０ｍｍ（厚度为牛胫骨原始尺寸，约６ｍｍ），并恢复

至室温。

实验光源为脉冲 ＣＯ２ 激光（以色列夏普兰公

司，Ｓｈａｒｐｌａｎ３０Ｃ），波长１０．６４μｍ，脉冲频率６０Ｈｚ，

功率０～３０Ｗ可调。激光光束通过关节臂传输后经

透镜直接聚焦于组织 样品上，光斑 直 径 约 为

４００μｍ，辐 射 曝 光 量 分 别 取 １８，３２，５０，７０ 和

８４Ｊ／ｃｍ２，并通过能量计（厂家：Ｏｒｐｈｉｒ，表头型号：

ＮＯＶＡ Ⅱ，探头型号：ＰＥ５０ＢＢＳＨＶ２）进行实时

检测。样品置于计算机控制的一维电动平移平台

上，速度设为１２ｍｍ／ｓ，进行垂直线性扫描，扫描次

数为５次，即实际作用于同一位置的等效脉冲数为

５个。等效脉冲数可通过脉冲重叠因子狀＝犳狑／狏和

扫描次数的乘积获得，其中犳为脉冲频率，狑 为光

斑半径，狏为移动速度。图１即为实验装置图。

图１ 实验装置图

Ｆｉｇ．１ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｅｔｕｐ

采用“排水法＋液枪滴定法”实现组织表面附着

０．４ｍｍ水膜层。步骤为：游标卡尺测出玻璃皿内径

犱，计算其底面积狊，分别取不同部位测量样品的厚

度平均值犔，“排水法”获得骨样品体积犞１，将样品

擦干固定在玻璃皿底部；计算当液面恰好与样品表

面相切所需液体体积犞２，可调式移液器（量程１００～

１０００μＬ）精确移取体积犞２ 的生理盐水，加入玻璃

皿中，注意该过程中液体不能滴在样品表面上；随后

移取体积犞３＝０．４ｍｍ×狊的生理盐水，加在样品表

面上，并使其均匀铺开。

激光辐照后，通过肉眼和体视显微镜（ＬＥＩＣＡ

ＭＺ１６ＦＡ，Ｇｅｒｍａｎｙ）观察组织消融凹槽表面形貌

的改变，光学相干层析成像（ＯＣＴ）系统获取消融凹

槽截面图。实验所用 ＯＣＴ系统的中心波长λ０＝

８５０ｎｍ，带宽Δλ＝５０ｎｍ，功率犘＝７ｍＷ，横向和

轴向分辨率约为１０μｍ。随后立即将样品放入体积

分数为２．５％的戊二醛溶液中，在４℃冰箱中固定

３～１２ｈ，再用ＰＢＳ缓冲液清洗３次，每次１０ｍｉｎ，再

放入体积分数为１％的锇酸溶液中用４℃冰箱重固

定１ｈ，用ＰＢＳ缓冲液清洗３次，每次１０ｍｉｎ；清洗后

放入浓度递增（体积分数为３０％～１００％）的丙酮溶

液中脱水，冷冻干燥仪干燥制备标本，离子溅射镀

膜。扫描电镜观察骨组织消融凹槽微结构的变化。

３　结果与讨论

３．１　消融凹槽表面形貌分析

　　图２为无水和附着水膜层情况下，脉冲ＣＯ２ 激

光辐照牛胫骨组织产生的消融凹槽体视显微镜表面

形态图，放大８０倍。可以发现在两种情况下，消融

切口表面宽度均随辐射曝光量增大而增大。当样品

０１０４００２２



赵海滨等：　组织表面附着水膜层对脉冲ＣＯ２ 激光骨硬组织消融的影响

表面无附着水膜层时，所有消融切口边缘均可见厚

厚的黑色碳化层，其上缀有许多颗粒状玻璃般光亮

的白色凝结物，外围有一层浅棕色的组织变性层［图

２（ａ）～（ｄ）］。样品表面附着水膜层后，碳化层明显

变薄，单位面积内颗粒状的白色凝结物明显减少，外

围浅棕色的变性区范围变小［图２（ｅ）～（ｈ）］。

图２ 脉冲ＣＯ２ 激光辐照牛胫骨组织产生的消融凹槽表

面形态图（８０×）。（ａ）～（ｄ）无水：１８，３２，５０，

　７０Ｊ／ｃｍ２，（ｅ）～（ｈ）有水：１８，３２，５０，７０Ｊ／ｃｍ２

Ｆｉｇ．２ Ｓｕｒｆａｃｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｇｒｏｏｖｅｓｏｎｂｏｖｉｎｅｓｈａｎｋ

ｂｏｎｅｃｒｅａｔｅｄｂｙｐｕｌｓｅｄＣＯ２ｌａｓｅｒ（８０×）．（ａ）～

（ｄ）ｗｉｔｈｏｕｔｗａｔｅｒ：１８，３２，５０，７０Ｊ／ｃｍ２，（ｅ）～

　　 （ｈ）ｗｉｔｈｗａｔｅｒ：１８，３２，５０，７０Ｊ／ｃｍ２

实验采用的脉冲ＣＯ２ 激光，正好处于骨组织中

主要成分羟磷灰石的吸收峰，当激光辐照骨样品时，

羟磷灰石强烈吸收激光能量，引起组织体温度升高，

导致骨组织中的碳酸盐成分丢失和羟基磷灰石等矿

物质发生重大变性，从而导致组织体碳化现象的发

生［４］。实验观察到的消融切口边缘的黑色碳化现象

即为吸热引起组织重大变性的结果。切口边缘浅棕

色的变性层则主要是由于蛋白质的缺失所致。实验

观察到的白色凝结物疑为矿物质成分或矿物质的熔

融再结晶。Ｄ．Ｆｒｉｅｄ等
［２］研究牙釉质激光消融的水

增强机制时，也观察到类似的白色凝结物，通过红外

傅里叶光谱分析认为是激光辐照时形成的非磷酸盐

等矿物质。当组织表面附着水膜层后，水吸收部分

激光能量，引发水的对流作用，限制热量聚集并缩短

热扩散时间，从而抑制组织局部温升过高，减弱碳化

和周边组织热损伤程度。

３．２　消融凹槽深度和消融速率分析

　　图３为无水和附着水膜层情况下，脉冲ＣＯ２ 激

光辐照牛胫骨组织产生的消融凹槽的ＯＣＴ纵截面

图。消融凹槽形状清晰，呈Ｖ形，中心处凹槽最深，

其原因与激光光束的分布有关，且凹槽深度随着辐

射曝光量的增加而加深。当样品表面无附着水膜层

时，消融凹槽底部细屑较多；样品表面附着水膜层

后，凹槽底部细屑明显减少，由此可见水在消融过程

中扮演着“清洁”的角色。

图３ 脉冲ＣＯ２ 激光辐照牛胫骨样品组织获得的消融凹

槽纵截面图。无水，（ａ）１８Ｊ／ｃｍ２，（ｂ）７０Ｊ／ｃｍ２；有

　　　　水，（ｃ）１８Ｊ／ｃｍ２，（ｄ）７０Ｊ／ｃｍ２

Ｆｉｇ．３ Ｌｏｎｇｉｔｕｄｉｎａｌｓｅｃｔｉｏｎｏｆｇｒｏｏｖｅｓｏｎｂｏｖｉｎｅｓｈａｎｋ

ｂｏｎｅ ｃｒｅａｔｅｄ ｂｙ ｐｕｌｓｅｄ ＣＯ２ ｌａｓｅｒ ａｂｌａｔｉｏｎ．

Ｗｉｔｈｏｕｔｗａｔｅｒ，（ａ）１８Ｊ／ｃｍ２，（ｂ）７０Ｊ／ｃｍ２；

　　ｗｉｔｈｗａｔｅｒ，（ｃ）１８Ｊ／ｃｍ２，（ｄ）７０Ｊ／ｃｍ２

图４为无水和附着水膜层情况下，脉冲ＣＯ２ 激

光辐照骨组织的消融凹槽深度随辐射曝光量的变化

关系曲线，误差棒为实验标准偏差。凹槽深度随着

辐射曝光量的增大逐渐加深。当辐照曝光量为１８，

３２，８４Ｊ／ｃｍ２时，有水和无水膜层消融凹槽深度相

当；当辐射曝光量为５０，７０Ｊ／ｃｍ２时，附着水膜层时

的消融凹槽深度略高于无水膜层时消融凹槽的深

度。

图５为无水和附着水膜层情况下，脉冲ＣＯ２ 激
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图４ 有水和无水膜层的情况下，脉冲ＣＯ２ 激光辐射骨样

品组织获得的消融凹槽深度随辐射曝光量的变化

　　　　曲线，误差棒为实验标准误差

Ｆｉｇ．４ Ｇｒｏｏｖｅｓｄｅｐｔｈｏｆｂｏｖｉｎｅｓｈａｎｋｂｏｎｅｖｅｒｓｕｓｒａｄｉａｎｔ

ｅｘｐｏｓｕｒｅａｆｔｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｗｉｔｈｐｕｌｓｅｄＣＯ２ｌａｓｅｒｉｎ

ｔｈｅｃａｓｅｏｆｗｉｔｈｏｕｔａｎｄｗｉｔｈｗａｔｅｒｆｉｌｍ．Ｔｈｅｅｒｒｏｒ

　　　ｂａｒｓａｒｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎｏｆｄａｔｅ

图５ 有水和无水膜层的情况下，脉冲ＣＯ２ 激光辐照骨样

品的消融速率随辐射曝光量的变化曲线，误差棒为

　　　　　　　实验标准误差

Ｆｉｇ．５ Ａｂｌａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｂｏｖｉｎｅｓｈａｎｋｂｏｎｅｖｅｒｓｕｓｒａｄｉａｎｔ

ｅｘｐｏｓｕｒｅａｆｔｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｗｉｔｈｐｕｌｓｅｄＣＯ２ｌａｓｅｒｉｎ

ｔｈｅｃａｓｅｏｆｗｉｔｈｏｕｔａｎｄｗｉｔｈｗａｔｅｒｆｉｌｍ．Ｔｈｅｅｒｒｏｒ

　　　ｂａｒｓａｒｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎｏｆｄａｔｅ

光辐照骨组织的消融速率（单个脉冲的平均消融深

度）随辐射曝光量的变化关系柱状图，误差棒为实验

标准偏差。消融速率随着辐射曝光量的增大逐渐增

加。当辐射曝光量为１８，３２，８４Ｊ／ｃｍ２时，有水和无

水膜 层 消 融 速 率 相 当；当 辐 射 曝 光 量 为 ５０，

７０Ｊ／ｃｍ２时，附着水膜层时的消融速率略高于无水

膜层时的消融速率。

无附着水膜层时，ＣＯ２ 激光消融骨硬组织时形

成的组织细屑（图３）和碳化现象（图２）吸收大量的

激光能量，抑制了消融的进一步深入。附着水膜层

时水热动力学特性提高消融速率。辐照初始，水膜

层吸收部分激光能量产生气穴现象，并形成气穴通

道，后续激光脉冲正是通过这一通道穿透水膜层后

作用于靶组织的。由于形成气穴通道的水蒸气的密

度远低于液态水的密度（约为液态水的 １％～

０．１％），其吸收系数很小，使得激光脉冲可以穿透一

定厚度的水膜层后与靶组织相互作用。组织内部的

水和表面附着的水膜层吸收激光能量温度升高，当

超过其平衡饱和温度时，将导致气穴坍塌及微爆并

伴随较大的瞬时微爆压力［６，８，１５，１６］，提高了消融速

率，并对消融凹槽有显著的冲刷和磨蚀作用。附着

水膜层时（图２）消融切口周围白色凝结物和（图３）

凹槽内组织细屑均明显减少，证明了水的冲刷效果。

３．３　消融凹槽微结构分析

图６ 辐射曝光量为３２Ｊ／ｃｍ２ 时，脉冲ＣＯ２ 激光辐照牛

　　 胫骨样品组织获得的消融凹槽微结构图

　 　　　（ａ）～（ｃ）无水，（ｄ）～（ｆ）有水

Ｆｉｇ．６ Ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｇｒｏｏｖｅｓｏｎｂｏｖｉｎｅｓｈａｎｋｂｏｎｅ

ｃｒｅａｔｅｄ ｂｙ ｐｕｌｓｅｄ ＣＯ２ ｌａｓｅｒ ａｔ ｔｈｅ ｒａｄｉａｎｔ

ｅｘｐｏｓｕｒｅｏｆ３２Ｊ／ｃｍ
２．（ａ）～（ｃ）ｗｉｔｈｏｕｔｗａｔｅｒ，

　　　　　　（ｄ）～（ｆ）ｗｉｔｈｗａｔｅｒ

　　图６为辐射曝光量３２Ｊ／ｃｍ
２ 时，有水和无水膜

层情况下消融凹槽扫描电镜图。无附着水膜层时凹

槽边缘参差不齐，且粘附有大的组织碎片；当组织附

着水膜层时，凹槽边缘整齐，无碎片的粘附［图６

（ａ），（ｄ）］。无附着水膜层水时凹槽内壁粗糙，且有

一层稀疏变性玷污层，有大的组织细屑和熔融物粘

附在上面；当组织附着水膜层时，凹槽规则性和平整

度明显变好，内壁附着的玷污层以及单位面积内的

０１０４００２４



赵海滨等：　组织表面附着水膜层对脉冲ＣＯ２ 激光骨硬组织消融的影响

组织细屑和熔融物大量减少，整个内壁变得相对光

滑［图６（ｂ），（ｅ）］。无附着水膜层时凹槽底部堆有

大量的块状细屑和熔融物，并且不平整；当组织附着

水膜层时，底部单位面积内的细屑大量变少，并且变

为颗粒状，平整度也明显变好［图６（ｃ），（ｆ）］。附着

水膜层时，消融凹槽微结构明显改观，正是水的磨蚀

效果所带来的。

４　结　　论

　　在水的吸收系数小于靶组织吸收系数的情形

下，对水膜层介导脉冲ＣＯ２ 激光消融骨硬组织进行

了研究。通过对消融凹槽形貌、形态学和微结构以

及消融速率等进行分析比较，评估不同辐射曝光量

下，组织表面有附着和无附着水膜层对消融效果的

影响。结果表明，水在激光硬组织消融中扮演着重

要的角色，组织表面附着水膜层与激光相互作用，引

发水的对流作用，限制热量聚集并缩短热扩散时间，

从而抑制组织局部温升过高，减弱碳化和周边组织

热损伤程度；同时产生的热动力效应对消融凹槽有

显著的冲刷和磨蚀作用，明显改观了凹槽的表面形

貌和微结构，且辐射曝光量为５０Ｊ／ｃｍ２ 和７０Ｊ／ｃｍ２

时附着水膜层可提高消融速率。

　　本研究仅仅对水膜层介导骨硬组织激光消融进

行了初步的研究，水介导消融的一些内在规律性问

题还需要进一步归纳总结，水介导消融的机制还需

要进一步探索。
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