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数值孔径对飞秒激光角膜切削的影响
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摘要  飞秒激光得益于其精准、微创等优势被广泛应用于屈光疾病的治疗。在飞秒激光屈光手术中，光学系统的数

值孔径是影响手术效果的重要参数。本研究旨在探讨数值孔径对飞秒激光角膜基质切削质量的影响规律，以帮助

临床医生更好地选择合适的手术参数。选用 0.16、0.30、0.80 三种数值孔径进行离体动物角膜的飞秒激光切削实

验，并通过气泡尺寸与凋亡细胞比例评估激光切削质量与基质细胞损伤程度。实验结果显示：气泡体积随着数值孔

径的增大而减小，高数值孔径下切割更易实现基质层的分离；上述三种数值孔径下的基质细胞损伤比例分别为

9.4%、4.9% 和 1.0%，基质细胞的损伤比例随着数值孔径的增大而明显下降。因此，增大数值孔径有助于提高飞秒

激光角膜基质切削的安全性。
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1　引　　言

角膜激光屈光手术是通过激光对角膜组织进行消

融或者切削来改变角膜曲率和厚度，从而实现屈光矫

正的方法［1-4］。其中，飞秒激光角膜切削技术作为一种

精确、微创、可控制的手术方式，在眼科屈光手术中得

到了广泛应用［5-8］。

在飞秒屈光手术中，激光聚焦于角膜基质内部产

生等离子体，等离子体爆破生成的冲击波诱导组织断

裂［9］，同时产生的空化气泡进一步撕裂角膜层间结构，

实现角膜切削［5，10］。空化气泡的体积取决于聚焦光斑

的尺寸与注入脉冲能量的大小，大的光学数值孔径

（NA）与低的脉冲能量可以获得更小的聚焦光斑。

Lubatschowski［11］认为：切割区域由激光焦斑尺寸限

定；相比于低数值孔径切削，使用高数值孔径、低脉冲

能量开展屈光手术可以产生更加柔和的气泡层，有助

于皮瓣分离。

在激光切削过程中，飞秒激光会对周围组织造成

一定损伤［12-16］，而且不同的数值孔径所需的激光脉冲

能量有所不同：低数值孔径需要更高的能量才能达到

角膜切削所需的能量密度阈值，而更高的能量则伴随

着更大的爆破区域以及更严重的热影响区；高数值孔

径允许使用更低的能量进行切削，爆破区域小且对周

围组织的热损伤小［5］。2009 年，de Medeiros 等［17］分析

了不同飞秒激光能量水平对角膜基质细胞死亡和炎症

的影响，结果表明：更高的飞秒激光能量水平不仅会导

致更多的细胞死亡，还会导致更大的角膜炎症细胞浸

润。2013 年，Phillips 等［18］分析了激光能量对角膜内皮

细胞存活率的影响，实验表明：脉冲能量越低，内皮细

胞的存活率越高，激光手术的安全性越高。因此，低能

量有利于降低周围组织细胞的损伤。提高数值孔径可

以有效降低切削能量。

2014 年，Riau 等［19］采用两款不同数值孔径的手术

设备进行了角膜切削实验，并进一步分析了微秒和纳

秒脉冲激光能量下的皮瓣黏附强度与术后愈合反应

等。结果表明：高数值孔径下，纳秒脉冲激光能量对角

膜细胞的损伤更小，伤口愈合反应更小。在飞秒屈光

手术中，单脉冲能量越低，角膜内细胞的损伤越小。

目前，从气泡形态、剥离难易程度、基质细胞损伤

等方面评估飞秒激光切削质量，研究不同数值孔径对

飞秒激光切削影响的相关报道较少。鉴于此，笔者搭

建了一台可调节数值孔径的飞秒激光角膜切削系统，

旨在研究飞秒屈光手术过程中不同数值孔径下的气泡

形态差异、层瓣分离的难易程度以及基质细胞损伤等

情况，为飞秒屈光手术系统的优化提供实验支撑。

2　原理与设计

2.1　基本原理

飞秒脉冲激光具有极高的峰值能量，激光焦点处

的光功率密度可达 1011 W/cm2，在这种情况下会产生
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“光击穿”效应（LIOB）［5］。如图 1（a）所示，高密度光子

引起非线性多光子吸收，导致一些组织分子电离产生

自由电子，即种子电子［5］。产生的种子电子不断吸收光

子能量，获得足够高的动能，进而通过碰撞电离产生更

多的自由电子［20］。自由电子密度急剧增大，在激光焦点

处产生“等离子态物质”，即等离子体［20］。等离子体爆破

生成的冲击波诱导组织断裂［10］。同时，等离子体产生

后，组织内部因高温与高压而不断膨胀，导致焦点处的

组织发生破坏，组织中的液体蒸发，产生水蒸气、H2、

O2、甲烷和乙烷等气体，从而在激光焦点处形成空化气

泡［10］，如图 1（b）所示。产生的气体将周围组织向外推

离，撕裂基质层，实现切削［5，21-23］，如图 1（c）所示。

飞秒激光诱导组织烧蚀的剧烈程度取决于焦点处

脉冲激光的峰值能量密度。峰值功率体密度的表达

式［24］为

P peak = E
τ ⋅ V

， （1）

式中： P peak 为峰值功率体密度；E 为激光单脉冲能量；τ 
为激光脉冲宽度；V 为聚焦光斑体积。聚焦光斑体积

与数值孔径的关系为

V ≈ πλ3

15 ⋅ ( )NA
4 ， （2）

式中：λ 为激光波长；NA 为数值孔径值。由式（2）可

以看出，聚焦体积  V 与数值孔径  NA 的四次方成反

比。数值孔径越大，聚焦光斑的体积越小，诱导产生的

空化气泡越小。

将式（2）代入式（1）可得峰值功率体密度与数值孔

径、单脉冲能量的关系为

P peak ≈ 15 ⋅ E ⋅ ( )NA
4

π ⋅ τ ⋅ λ3 。 （3）

由式（3）可以看出，在峰值功率体密度 P peak 一定的情

况下，数值孔径越大，单脉冲能量  E 越小。因此，通过

提高光学系统的数值孔径，可以有效降低注入单脉冲

能量  E ，从而降低细胞损伤，提高手术的安全性，有利

于降低术后并发症的发生概率。

2.2　飞秒角膜切削系统设计

搭建的数值孔径可调的飞秒激光角膜切削系统

的光路如图 2 所示。激光扩束器（BE）采用伽利略结

构对光束进行 4 倍扩束，最大光束直径为 12 mm。半

玻片（HWP）与偏振分光棱镜组合使用，旋转半波片可

以改变偏振光透过分光棱镜（PBS）的比例，实现能量

调节。可变孔径光阑（VH）用于调节光束直径 D。由

数值孔径计算公式 NA ≈ D ( )2f 可知，在物镜焦距 f

不变的情况下，通过改变入射物镜光束的尺寸 D，可

以调节数值孔径。采样镜（SM）分离的 1% 能量入射

至功率计（PM）。在激光加工过程中，可以通过功率

计实时监测加工能量。振镜（GS）为扫描器件，4f 中
继 系 统 将 振 镜 中 心 成 像 到 物 镜（OBJ，Olympus，
LUMPLFLN40XW）入瞳中心，防止边缘视场光束被

截。系统中采用的是截止波长为 850 nm 的长通短反

二向色镜（DM），1035 nm 红外激光透过二向色镜进

行加工，成像可见光被二向色镜反射并被管镜（TL）
收集于成像相机（Cam）。为了防止反射红外激光对

成像造成干扰，在成像光路中添加低通滤光片（SPF），

滤除红外光。实验所用物镜的最大扫描视场直径

仅为 0.36 mm，因此，实验中采用扫描振镜（GS）与三

轴平移台配合进行马赛克拼接实现大视场扫描，如

图 3 所示。通过调节入射光束的直径与马赛克拼接

方 案 ，可 以 实 现 不 同 数 值 孔 径 下 的 大 视 场 角 膜

切削。

2.3　飞秒制瓣实验

飞秒激光角膜切削实验使用新鲜的离体猪眼球

进行。所用猪眼球来自当地屠宰场，并于取样后 6 h
内冷链运输至实验室进行相关实验。实验过程中采

用冰盒保存未使用的猪眼球，所有猪眼球均在 12 h 内

使用。实验前，修剪猪眼球周围多余的赘肉与过长的

图 1　短脉冲激光在组织中的作用。（a）效应顺序和诱发事件；（b）等离子体尺寸范围和压力波模式；（c）空化气泡尺寸的范围（与脉冲

能量相关）［5］

Fig.  1　Short pulse laser effects in tissue.  (a) Sequence of effects and induced events; (b) plasma size range and pressure wave pattern; 
(c) range of cavitation bubble dimensions (pulse energy-dependent) [5]

视神经，将处理好的猪眼球置于自制的圆形容器内，

并用盖玻片将猪眼角膜压平固定。将放置猪眼球的

容器固定于精密三维平移台上，以便实现样品的移动

控制。

调节入射光束直径，分别在 0.16、0.30、0.80 数值

孔径下，使用飞秒激光制作了角膜瓣，制作流程如图 4
所示，其中下图为俯视图，上图为黑色虚线处的剖面

图。在基质层 200 μm 深度处切削一个直径为 8.0 mm
的圆形分离面，如图 4（a）灰色区域所示，然后沿着圆

周切割一个 270°柱面侧切口，如图 4（a）灰色虚线所示，

从而在角膜上制作出角膜瓣。在不同数值孔径制瓣实

验中，扫描点间距设定为光斑直径的 1.5 倍，单脉冲能

量分别设定为 1005、235、26 nJ。不同数值孔径下设定

的能量通过基于辉光强度的光击穿阈值测量系统

测得［25］。

制瓣手术完成后，迅速将猪眼球放置于显微镜

（Axio Zoom. V16，Zeiss）下观察气泡形态并进行记录；

然后使用分离匙将飞秒激光切削的角膜瓣掀开，将角

膜瓣与基质层分离，如图 4（b）所示，记录分离的流畅

程度。

2.4　基质细胞损伤实验

细 胞 损 伤 实 验 参 考 TUNEL［19］（TdT-mediated 
dUTP nick end labeling， C1088， Beyotime）染色方法

进行。选用成年新西兰大白兔（2~2.5 kg）进行实验，

先 用 1 mL 盐 酸 替 来 他 明 盐 酸 唑 拉 西 泮 注 射 液

（Zoletil® 50， Virbac）对其进行麻醉处理，而后通过静

脉空气注射将其处死，将兔眼球取下并固定于特定的

夹持器内，采用飞秒激光角膜切削系统在 0.16、0.30、
0.80 三组数值孔径下开展制瓣手术。

基质细胞损伤实验过程如下：1） 将通过飞秒激光

制瓣切削获得的兔眼球放在角膜活性中期保存液

（DX 液）中，并置于 4 ℃环境下培育 6 h，使受损的角膜

基质细胞进入凋亡过程；2） 将兔眼球取出，放置于 4%
多聚甲醛（PFA）溶液中预固定 2 h；3） 沿虹膜边缘裁

剪兔眼角膜，将取下的角膜组织放置于 PFA 和冰醋酸

按 4∶1 体积比配制而成的混合液中固定 14 h；4） 角膜

组织经过乙醇梯度脱水后进行石蜡包埋，石蜡包埋的

样本采用切片机（RM2255，Leica）制成 6 μm 厚的组织

切片；5）经脱蜡和复水后，使用 DAPI（4，6-diamidino-

2-phenylindole， D9542， Sigma-Aldrich）和 TUNEL 对

角膜切片进行双染。DAPI 能够对细胞核进行染色，

用于定位角膜基质内的基质细胞并统计基质细胞的数

目；TUNEL 能够标记凋亡的基质细胞，用于统计飞秒

激光手术中损伤细胞的数目。在荧光显微镜（Axio 
Zoom. V16，Zeiss）下对细胞进行成像并统计凋亡细胞

的数目。

图 2　飞秒激光角膜切削系统原理图

Fig.  2　Schematic diagram of femtosecond laser corneal ablation system

图 3　马赛克拼接扫描轨迹

Fig.  3　Mosaic stitching scanning trajectory
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孔径下，使用飞秒激光制作了角膜瓣，制作流程如图 4
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图。在基质层 200 μm 深度处切削一个直径为 8.0 mm
的圆形分离面，如图 4（a）灰色区域所示，然后沿着圆

周切割一个 270°柱面侧切口，如图 4（a）灰色虚线所示，

从而在角膜上制作出角膜瓣。在不同数值孔径制瓣实

验中，扫描点间距设定为光斑直径的 1.5 倍，单脉冲能

量分别设定为 1005、235、26 nJ。不同数值孔径下设定

的能量通过基于辉光强度的光击穿阈值测量系统

测得［25］。

制瓣手术完成后，迅速将猪眼球放置于显微镜

（Axio Zoom. V16，Zeiss）下观察气泡形态并进行记录；

然后使用分离匙将飞秒激光切削的角膜瓣掀开，将角

膜瓣与基质层分离，如图 4（b）所示，记录分离的流畅

程度。

2.4　基质细胞损伤实验

细 胞 损 伤 实 验 参 考 TUNEL［19］（TdT-mediated 
dUTP nick end labeling， C1088， Beyotime）染色方法

进行。选用成年新西兰大白兔（2~2.5 kg）进行实验，

先 用 1 mL 盐 酸 替 来 他 明 盐 酸 唑 拉 西 泮 注 射 液

（Zoletil® 50， Virbac）对其进行麻醉处理，而后通过静

脉空气注射将其处死，将兔眼球取下并固定于特定的

夹持器内，采用飞秒激光角膜切削系统在 0.16、0.30、
0.80 三组数值孔径下开展制瓣手术。

基质细胞损伤实验过程如下：1） 将通过飞秒激光

制瓣切削获得的兔眼球放在角膜活性中期保存液

（DX 液）中，并置于 4 ℃环境下培育 6 h，使受损的角膜

基质细胞进入凋亡过程；2） 将兔眼球取出，放置于 4%
多聚甲醛（PFA）溶液中预固定 2 h；3） 沿虹膜边缘裁

剪兔眼角膜，将取下的角膜组织放置于 PFA 和冰醋酸

按 4∶1 体积比配制而成的混合液中固定 14 h；4） 角膜

组织经过乙醇梯度脱水后进行石蜡包埋，石蜡包埋的

样本采用切片机（RM2255，Leica）制成 6 μm 厚的组织

切片；5）经脱蜡和复水后，使用 DAPI（4，6-diamidino-

2-phenylindole， D9542， Sigma-Aldrich）和 TUNEL 对

角膜切片进行双染。DAPI 能够对细胞核进行染色，

用于定位角膜基质内的基质细胞并统计基质细胞的数

目；TUNEL 能够标记凋亡的基质细胞，用于统计飞秒

激光手术中损伤细胞的数目。在荧光显微镜（Axio 
Zoom. V16，Zeiss）下对细胞进行成像并统计凋亡细胞

的数目。

图 2　飞秒激光角膜切削系统原理图

Fig.  2　Schematic diagram of femtosecond laser corneal ablation system

图 3　马赛克拼接扫描轨迹

Fig.  3　Mosaic stitching scanning trajectory
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3　实验与结果

3.1　气泡形态与切面质量分析

0.16、0.30、0.80 三种数值孔径下的飞秒激光制瓣

结果如图 5 所示。图 5（a）~（c）展示了不同数值孔径

下切削区域形成的均匀的气泡层。由图 5（d）~（f）可

以看出，随着数值孔径增大，气泡体积逐渐减小，气泡

更加致密。另外可以看出单个气泡并非圆形，这是由

于在飞秒激光切削过程中，相邻的空化气泡相互融合

形成了一个更大的气泡，而融合过程是随机的，因此合

成的大气泡形态不规则。

对图 5（a）~（c）中的气泡尺寸进行统计，分别绘制

每个数值孔径下气泡尺寸的箱线图和散点图，箱线图

如图 6 所示。可以看出，随着数值孔径增大，气泡尺寸

逐渐减小。这可由式（2）进行解释，随着数值孔径增

大，光斑的聚焦体积逐渐减小，光斑聚焦体积越小，诱

导产生的气泡的体积越小。

使用分离匙将角膜瓣掀开，记录角膜瓣分离的难

易程度。结果显示，高数值孔径下制备的角膜瓣更易

分离。在高数值孔径下，飞秒激光诱导产生的气泡更

小，致密的气泡层可以更好地分离基质层间的间隙，层

间粘连更少，因此角膜瓣分离更加容易。

图 4　飞秒激光制作角膜瓣示意图。（a）飞秒激光切削区域，包括基底切割（灰色）与侧切（虚线）；（b）将角膜瓣掀开，暴露基质层

Fig.  4　Diagrams of corneal flap prepared by femtosecond laser.  (a) Femtosecond laser ablation area, including the basal cut (gray) and 
the side cut (dashed); (b) lifting the corneal flap to expose stromal layer

图 5　不同数值孔径下的角膜制瓣结果。（a）~（c） 0.16、0.30、0.80 数值孔径下，飞秒激光切削后的气泡层；（d）~（f）对应数值孔径下

气泡层的局部放大图

Fig.  5　Results of corneal flap creation under different numerical aperture values.  (a)‒ (c) Bubble layer after femtosecond laser ablation 
under numerical aperture values of 0.16, 0.30, and 0.80; (d) ‒ (f) local magnification images of the bubble layer under 

corresponding numerical aperture values

3.2　细胞损伤分析

针对离体兔眼角膜研究 0.16、0.30、0.80 三种数值

孔径下飞秒激光对基质细胞损伤的影响。分别使用

DAPI 和 TUNEL 对角膜切片进行染色，染色结果如

图 7（a）~（c）所示，其中：红色为 TUNEL 染色的凋亡

细胞，采用橙色箭头指示；蓝色为 DAPI 染色的正常细

胞，用于统计细胞总数。由图 7（a）~（c）可以看出，采

用更低的数值孔径进行角膜切削时，在角膜基质内有

一个条带区域发生了明显的细胞凋亡，而且随着数值

孔径增大，凋亡细胞的数量明显减少。

针对每一个数值孔径，统计了 8个 636 μm×636 μm
视场范围角膜基质细胞的损伤比例，如图 7（d）所示。

数值孔径为 0.16、0.30 和 0.80 时，基质细胞的损伤比例

分别为 9.4%、4.9% 和 1.0%。可以看出，随着数值孔

径增大，出现基质损伤的细胞占比明显降低。这是

由于高的数值孔径所用的激光单脉冲能量更低，聚

焦光斑更小，爆破区域更小，对周围组织的损伤更小。

因此，增大数值孔径有利于降低基质细胞的损伤

程度。

4　结　　论

研究了不同数值孔径下飞秒激光对角膜切削的影

响，分析了不同数值孔径飞秒激光作用下气泡的形态

差异，比较了切削基质层分离的难易程度，统计了细胞

的损伤比例。实验结果表明，采用飞秒激光切削角膜

时，数值孔径越大，产生的气泡越小，气泡层越致密，角

膜瓣越易分离，基质细胞损伤的程度越低。大的数值

孔径有利于飞秒激光角膜切削。
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Effect of Numerical Aperture on Femtosecond Laser Corneal Ablation

Lü Haijun1, Wang Yu1, Li Huaming1, Zhang Zhuoyu1, Zhao Xinheng2**, Lü Xiaohua1*,
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Abstract
Objective　 Corneal laser refractive surgery is a method for correcting vision using lasers to reshape the cornea and change its 
curvature and thickness.  Femtosecond laser corneal cutting is widely used in ophthalmic refractive surgery as a precise, minimally 
invasive, and controllable surgical technique.  In femtosecond laser refractive surgery, the numerical aperture of the optical system 
determines the focal spot size and required single-pulse energy, which are critical parameters that influence the corneal cutting quality.  
In this study, we built a femtosecond laser surgery system with an adjustable numerical aperture.  We investigated the effect of 
numerical aperture on cutting quality in the corneal stroma by analyzing the differences in bubble morphology, smoothness of flap 
separation, and proportion of damaged stromal cells.  This study aimed to assist clinicians in selecting the appropriate surgical 
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parameters more effectively.

Methods　Freshly enucleated pig eyeballs and New Zealand white rabbits were selected as experimental subjects.  By adjusting the 
diameter of the incident beam, corneal flaps were formed on the pig eyeballs using a femtosecond laser with numerical aperture values 
of 0.16, 0.30, and 0.80.  The morphology of the bubbles after cutting was recorded, and the smoothness of the separation was 
observed when the corneal flaps were lifted.  Cell damage experiments were conducted by cutting New Zealand white rabbit eyeballs 
with a femtosecond laser at numerical aperture values of 0.16, 0.30, and 0.80.  After creating the flap with the femtosecond laser, the 
rabbit eyeballs were placed in corneal active medium (DX solution) and incubated at 4 ℃ for 6 h to induce apoptosis in the damaged 
corneal stromal cells.  Subsequently, the rabbit eyeballs were removed and prefixed in a 4% paraformaldehyde (PFA) solution for 2 h.  
After dewaxing and rehydration, the corneal sections were double-stained with DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole, D9542, Sigma-

Aldrich) and TUNEL (TdT-mediated dUTP nick end labeling, C1088, Beyotime).  Finally, the apoptotic cell counts were 
determined by imaging the sections under a fluorescence microscope.

Results and Discussions　 Under the three different numerical aperture values (0.16, 0.30, and 0.80), as the numerical aperture 
increases, the volume of the bubbles decreases gradually, and the density of the bubble layer increases (Figs. 5 and 6).  This is mainly 
attributed to the decreasing volume of the focal spot with an increasing numerical aperture, which decreases cavitation bubbles.  
Corneal flaps formed at a higher numerical aperture are easier to separate.  This is primarily because smaller cavitation bubbles result 
in a denser bubble layers, which facilitates the separation of the interlamellar space with less adhesions between the tissue layers.  In 
the cell damage experiment, as numerical aperture increases, the number of apoptotic cells decreases significantly, as shown in Fig.  
7.  This is attributed to the decreased single-pulse energy and decreased focal spot size associated with an increase in numerical 
aperture, which results in smaller photodisruption zones and reduced damage to the surrounding tissues.  Therefore, increasing the 
numerical aperture is beneficial for reducing the extent of stromal cell damage.

Conclusions　 The effects of femtosecond laser corneal cutting for different numerical aperture values were investigated 
experimentally.  The morphological differences in cavitation bubbles induced by a femtosecond laser at different numerical aperture 
values were analyzed, and the ease of separation of the lamellar layers and the extent of cell damage were compared.  The results of 
the experiment show that during femtosecond laser corneal cutting, a higher numerical aperture yields smaller bubbles, denser bubble 
layers, easier separation of corneal flaps, and lower levels of damage to stromal cells.  Therefore, a higher numerical aperture is 
beneficial in femtosecond laser refractive surgery.  Overall, this study provides valuable insights into the effects of numerical aperture 
on femtosecond laser corneal cutting and highlights the importance of optimizing the numerical aperture to achieve improved treatment 
outcomes in corneal procedures.

Key words laser technique; femtosecond laser; cornea; numerical aperture; bubble; cell damage
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