
!实验研究!

2&& 0*阈下微脉冲激光与 2&& 0*激光光凝
对兔视网膜组织影响的比较

李慧丽!王春燕!李小丹! 余海 !傅燕

($$$"' 重庆市中医院眼科
通信作者&李慧丽')*+,-&-/-''&3,5-6\Z456*
789&'$4%&#$:5*+4;4,<<04"$=2>$'#$4"$'&4$=4$''

!!(摘要)!背景!近年来研究表明'2&& 0*阈下微脉冲激光治疗视网膜疾病可达到传统 2&& 0*激光光凝
的治疗作用且对视网膜组织损伤小'但其具体作用机制和敏感的靶细胞尚未完全阐明*!目的!探讨和比较
2&& 0*阈下微脉冲激光与 2&& 0*激光光凝视网膜后成年中华黑兔视网膜组织形态学变化'为 2&& 0*阈下微
脉冲激光光凝在临床上的应用提供依据*!方法!采用抽签法按照视网膜光凝条件不同将 "# 只中华黑兔分
为正常对照组"" 只#%2&& 0*激光组"# 只#和阈下微脉冲激光组"'V 只#'其中阈下微脉冲激光组按照激光工
作负载率的不同亚分为 =f%'"f和 '2f阈下微脉冲激光组'每组各 # 只'正常对照组不做任何处理* 光凝后
行彩色眼底照相及 8KH检查'摘取兔眼球壁行苏木精c伊红染色'光学显微镜下观察兔脉络膜和视网膜组织
结构的变化*!结果!彩色眼底照相和 8KH显示正常对照组兔眼视网膜组织结构清晰* =f阈下微脉冲激光
组 8KH扫描可见视网膜神经上皮层稍模糊$'"f阈下微脉冲激光组光凝斑处视网膜神经上皮层轻度水肿'视
网膜色素上皮"?@)#层稍模糊$'2f阈下微脉冲激光组可见光凝斑处视网膜神经上皮层明显水肿'?@)层局
限性隆起$各阈下微脉冲激光组彩色眼底照相均未见光凝斑* 2&& 0*激光组兔眼彩色眼底照相可见灰白色
光凝斑'8KH扫描层面可见视网膜呈多灶性隆起'视网膜各层组织结构模糊'伴浆液性神经上皮层脱离* 视
网膜组织病理学检查可见'与正常对照组兔眼相比'=f和 '"f阈下微脉冲激光组兔眼脉络膜血管变形或出
血'但视细胞形态结构%双极细胞层和视网膜神经节细胞"?dK#层未见明显改变$'2f阈下微脉冲激光组视
细胞扁平状膜盘肿胀'双极细胞层和 ?dK层未见明显改变$2&& 0*激光组兔眼视细胞层%双极细胞层和 ?dK
层结构紊乱'?@)层变薄*!结论!2&& 0*阈下微脉冲激光对脉络膜层和 ?@)层具有高度选择性'视网膜光
凝后对视网膜神经上皮层的损伤程度轻微'既可发挥治疗作用'又不损伤视网膜神经上皮$2&& 0*激光视网
膜光凝可对视网膜全层造成损伤*!
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M-M_+N,60 +̂<_,<,P-M,0 N/M'2f <\PN/OM</6-Z R/6N656+1\-+N,60 1O6\R4H/M-+<MO<R6N +̂<,0_,<,P-M,0 _+O,6\<

!("V! 中华实验眼科杂志 "$'& 年 = 月第 %2 卷第 = 期!K/,0 X)DR 8R/N/+-*6-'AMRNM*PMO"$'&'Y6-4%2'I64=

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



<\P-,*,0+-*,5O6R\-<M1O6\R<4Q6̂M_MO'OMN,0+-R/6N656+1\-+N,60 <R6N<'*\-N,[65+-M-M_+N,60 6[OMN,0+--+]MO+0Z <MO,6\<
ZMN+5/*M0N6[OMN,0+-0M\O6MR,N/M-,\* M̂OM[6\0Z ,0 N/M2&& 0* -+<MO1O6\R4?MN,0+-/,<N6R+N/6-61,5+-MD+*,0+N,60
OM_M+-MZ N/+NN/MR/6N6OM5MRN6O<'P,R6-+O5M--<+0Z OMN,0+-1+01-,60 5M--"?dK# -+]MO< M̂OM06O*+-' /̂,-M5/6O6,Z+-
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!!视网膜激光光凝疗法主要采用光热效应激光'光
凝效应主要作用于外层视网膜'光感受器细胞受到破
坏而以胶质瘢痕所代替'使外层视网膜耗氧量减少'同
时光凝后视网膜变薄'有利于脉络膜毛细血管中的氧
气通过外层视网膜供养内层视网膜'改善视网膜的缺
氧状态'缓解内层视网膜的缺氧 +', * 然而'传统的
2&& 0*激光脉冲能量大'靶组织吸收后产生短时高温
效应'热量通过纵向和横向方式向周边组织传导'可造
成脉络膜和视网膜的凝固性坏死'视网膜光凝斑也会
随着时间的延长而扩张变大'形成新的损伤 +", * 患者
出现视力下降%黄斑水肿%黄斑下纤维增生%脉络膜新
生血管以及视野缩小等症状

+%c2, * 如何避免视网膜光
凝带来的并发症'使组织损伤降到最小一直是视网膜
激光治疗中的研究热点* 近年来'阈下微脉冲视网膜
激光疗法逐渐受到关注'2&& 0*阈下微脉冲激光视网
膜光凝较传统的光凝疗法更加安全'但其作用机制及
其敏感靶细胞尚未完全阐明* 本研究中拟用 2&& 0*
阈下微脉冲激光在不同工作负载率下对兔视网膜光凝

后视网膜组织形态学的变化进行研究'为其临床应用
过程中参数的选择提供参考依据*

B6材料与方法

B4B6材料
B4B4B6实验动物6成年清洁级中华黑兔 "# 只'雌雄
不限'体质量' 2$$ h" 2$$ 1'重庆市中医研究院实验
动物中心提供* 实验兔均用标准饲料喂养+实验动物
生产许可证&AKpm"渝#"$'">$$$#,* 对实验兔行常规
眼部检查'证实其外眼和眼底均正常* 实验动物的饲
养和使用均遵循 B?Y8声明*
B4B4C6主要试剂及仪器6复方托吡卡胺滴眼液"沈
阳兴齐眼药股份有限公司#$质量分数 $T(f盐酸奥布
卡因滴眼液"日本参天制药株式会社#$基质金属蛋白
酶 = "*+NO,D*MN+--6RO6NM,0+<M>='ee@>= #多克隆抗体

"英国 BP5+*公司#$兔抗兔胶质纤维酸性蛋白"1-,+-
[,PO,--+O]+5,Z,5R6ONM,0'dJB@#多克隆抗体免疫组织化
学染色 A@试剂盒"美国 A+0N+KO\.公司#* A\RO+2&&
W型眼底激光机"法国光太公司#$?A>%$$$ 型 8KH"日
本 I97)m公司#$B@A>K)?型眼底照相成像系统"重
庆康华瑞明科技股份有限公司#$双目生物显微镜"日
本 8GWe@lA 公司 #$''V$$ 型修块机 "瑞典 GmE公
司#$VV$$ 型超薄切片机"德国 GM,5+公司#*
B4C6方法
B4C4B6实验动物分组6按照体质量将中华黑兔由轻
到重编号'采用抽签法将动物分为正常对照组 " 只%常
规激光组 # 只和阈下微脉冲激光组 'V 只'其中阈下微
脉冲激光组按照激光工作负载率亚分为 =f%'"f和
'2f 阈下微脉冲激光组'每个亚组 # 只'分别行 =f%
'"f和 '2f工作负载率的 2&& 0*阈下微脉冲激光视网
膜光凝$正常对照组无任何干预$常规激光组行 2&& 0*激
光视网膜光凝*
B4C4C6视网膜激光光凝动物模型的制备6实验兔均
任意选用一侧眼进行视网膜光凝'实验眼先用复方托
吡卡胺滴眼液点眼扩瞳' 肌内注射速眠新 " 号
"$T( *-:̀1#行全身麻醉'用 $T(f盐酸奥布卡因滴眼
液行兔眼表面麻醉'将实验兔固定在裂隙灯显微镜下'
放置全视网膜激光镜'使用甲基纤维素作为耦合剂*

采用 2&& 0*阈下微脉冲激光机行视网膜光凝'以视盘
有髓神经纤维为标志线在其下方制作 =i"$ 个光斑的
光凝区'光斑直径为 "$$ $**
B4C4D6激光参数设置6参照 2&& 0*阈下微脉冲参数
设计公式"滴定S曝光时间i功率#'首先设置曝光时
间 $T'$ <'测试 $T'$ <曝光时间连续模式下形成 " 级
反应光斑所需的激光功率'以此作为滴定值* 微脉冲
组分别在微脉冲各自负载率情况下采用 $T'$ <曝光时
间'微脉冲激光功率设置是测试滴定值的 ':"* 具体
参数&=f阈下激光组设置微脉冲工作时间为 $T"$ *<'
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间歇时间为 "T$$ *<'工作负载率为 =f'即占空比为
=f$'"f阈下激光组工作时间为 $T"$ *<'间歇时间为
'T2$ *<'占空比为 '"f$'2f阈下激光组工作时间为
$T'& *<'间歇时间为 'T$$ *<'占空比为 '2f*

1B1A 2B2A

3B3A 4B4A

5B5A

图 B6正常对照组兔眼眼底表现6BA彩色眼底
照相显示眼底正常!EA8KH扫描可见视网膜结
构清晰!图 C6UV阈下微脉冲激光组兔眼眼底
表现6BA彩色眼底照相未见光凝斑!EA8KH扫
描可见视网膜神经上皮层稍模糊!图 D6BCV
阈下微脉冲激光组兔眼眼底表现!BA彩色眼底
照相显示光凝斑不明显!EA8KH检查显示光凝

斑处视网膜神经上皮层轻度水肿"绿箭头# '?@)层稍模糊"白箭头#!图 E6BFV阈下微脉冲激光组
兔眼眼底表现!BA彩色眼底照相显示光凝斑不明显!EA8KH检查显示光凝斑处视网膜神经上皮层
明显水肿"绿箭头# '?@)层局限性隆起"白箭头#!图 F6FHH +.激光组兔眼眼底表现!BA彩色眼
底照相可见灰白色光凝斑!EA8KH检查显示视网膜神经上皮层增厚'呈多灶性隆起"绿箭头# '?@)
层模糊"白箭头#

B4C4E6兔眼眼底照相及 8KH检查!兔眼药物性瞳孔
扩大'固定兔头部于检查仪下颌架'激光后立即采集兔
眼视网膜图像'采集范围为兔眼视盘下方激光斑标志
区* 同法行兔眼 8KH检查'于视网膜激光光凝区十字
扫描'扫描长度为 = **'深度为 'TV **'观察激光区
视网膜各层变化*
B4C4F6兔眼球壁组织病理学检查6激光光凝后且麻
醉苏醒前将兔固定于实验台'耳缘静脉注射空气法处
死动物'快速摘除眼球'浸入体积分数 (f甲醛固定液
中固定 "( /'然后取出标本用蒸馏水冲洗 %$ *,0'去除
眼周软组织%眼前节和玻璃体'切取包含光凝斑区的全
层眼球壁组织'梯度乙醇固定'分别用二甲苯 ' 和二甲
苯 " 固定 ' / 和 $T2 /'石蜡浸溶 ' /'组织全层石蜡包
埋'% $*厚石蜡连续切片'常规苏木精c伊红染色'光
学显微镜下观察视网膜各层组织结构变化*

C6结果

C4B6视网膜光凝后兔眼眼底表现
8KH扫描可见正常对照组兔眼视网膜各层结构

清晰"图 '#* 彩色眼底照相显
示 =f阈下微脉冲激光组光凝
区未见光凝斑'8KH扫描可见
视网膜神经上皮层稍模糊 "图
"#$'"f阈下微脉冲激光组光
凝区彩色眼底照相光凝斑不明

显'8KH扫描可见光凝斑处视
网膜神经上皮层轻度水肿'视
网膜色素上皮 "OMN,0+-R,1*M0N
MR,N/M-,\*'?@)#层稍模糊 "图
%#$'2f阈下微脉冲激光组光
凝区彩色眼底照相光凝斑不明

显'8KH扫描可见光凝斑处视
网膜神经上皮层明显水肿'
?@)层局限性隆起'组织结构
欠清晰"图 (#$2&& 0*激光组
兔眼彩色眼底照相可见灰白色

光凝斑'周围有淡灰色环'8KH
扫描可见视网膜呈多灶性隆

起'光凝斑处神经上皮层增厚'
视网膜各层组织结构模糊'反

射信号增强'伴浆液性神经上皮层脱离"图 2#*
C4C6各组兔视网膜组织的组织病理学表现

正常对照组兔眼脉络膜结构完整'可见色素细胞
及小血管管腔充盈'色素细胞与小血管间间隔以疏松
结缔组织$?@)层由单层立方上皮细胞组成'细胞质
内含黑色素颗粒$视细胞层细胞排列整齐'层次结构连
续完整'视细胞外节正常'细胞核清晰可见'可见大量
平行层叠的扁平状膜盘伸向 ?@)层'但与 ?@)层无
连接$双极细胞层结构完整'细胞排列整齐'视网膜神
经节细胞"OMN,0+-1+01-,60 5M--'?dK#层呈单层疏松排
列"图 #B#* =f阈下微脉冲激光组兔眼光凝斑区域
可见脉络膜层血管明显扩张'色素细胞减少$?@)层
单层结构完整'但色素颗粒减少$视细胞层细胞数量减
少'视细胞外节层变薄$?dK呈退行性改变'细胞核数
量减少'细胞肿胀"图 #E#* '"f阈下微脉冲激光组兔
眼光凝斑区域脉络膜层血管管形不规则'可见出血'色
素细胞形态正常$?@)层色素颗粒减少'可见局部视
细胞脱落$视细胞层外节扁平状膜盘结构排列稍紊乱$

双极细胞层及 ?dK层未见明显改变"图 #K#* '2f阈
下微脉冲激光组兔眼光凝斑区域脉络膜层水肿增厚且

排列疏松'间质出现退行性改变'血管管形不规则'可
见出血'色素减少$?@)细胞肿胀'可见局部细胞缺
失$双极细胞层及 ?dK层未见明显改变 "图 #7#*
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2&& 0*激光组光凝斑区域脉络膜层变薄'血管减少'仅
见少量管内充盈'少量残存间质'未见色素细胞$?@)
层变薄'局部细胞脱落'色素颗粒显著减少$视细胞层

胞核拥挤'扁平状膜盘紊乱'结构不清晰'局部变薄$双
极细胞层变薄'细胞核减少$?dK层结构紊乱并增厚'
细胞肿胀"图 #)#*

BA C D E
图 G6各组兔视网膜组织的组织病理学表现 "Q)i"$$#!B&正常对照组兔眼视网膜结构和形态正常!E&=f阈下微脉冲激光组兔眼光凝斑区域
脉络膜层血管扩张"黑箭头# '?@)层单层结构完整'视细胞层细胞数量减少"绿箭头# '?dK层细胞肿胀"红箭头#!K&'"f阈下微脉冲激光组兔
眼光凝斑区域脉络膜层血管形态不规则'可见出血"黑箭头# '?@)层局部视细胞脱落"白箭头# '视细胞层外节扁平状膜盘结构排列稍紊乱'?dK
层未见明显改变!7&'2f阈下微脉冲激光组兔眼光凝斑区域脉络膜层水肿增厚且排列疏松"黑箭头# '可见出血'?@)细胞肿胀"白箭头# '但双
极细胞层及 ?dK层未见明显改变!)&2&& 0*激光组光凝斑区域脉络膜层变薄"黑箭头# '?@)层变薄"白箭头# '视细胞层结构不清晰"绿箭头# '
?dK层增厚"红箭头#

D6讨论

2&& 0*视网膜激光光凝手术是临床上较为成熟
的操作技术'治疗效果好'但激光本身可造成局部组织
损伤'一些并发症难以避免'临床上可出现视力下降%
黄斑水肿%黄斑下纤维增生%脉络膜新生血管形成以及
随着时间的推移激光光凝斑的瘢痕逐渐增大%光凝区
视野缺损%视敏度和光感生理调节降低等'从而导致视
功能损害

+"c%, * 因此'随着眼底激光的广泛应用'如何
使治疗效果达到最佳'而组织损伤程度又降到最低一
直是激光手术治疗追求的目标* 阈下微脉冲视网膜激
光治疗是近年来眼底病激光手术治疗的研究热点* "$
世纪 =$ 年代初即有研究表明'如果将激光能量局限在
?@)水平则可以有效减轻黄斑水肿'在产生治疗作用
的同时最大限度地保护视功能

+#, * 而光斑累及视网
膜和脉络膜的扩散并非必要

+&, '由此提出了微脉冲激
光治疗黄斑部疾病的概念* 微脉冲激光是一种短促的
高频率重复脉冲激光'一个完整的曝光中包含了一系
列的微小的1开c关2脉冲* 如果 ' 个标准的曝光时间
是 $T" <'则在传统连续波激光中激光的作用时间就是
$T" <'但在微脉冲治疗中激光有效作用时间却不足
$T" <* 微脉冲激光设计是在 $T" <中给予大量的微脉
冲'如设定 '$$ 个开c关脉冲时'假设每个脉冲中 1开2
的时间为 '$$ $<'1关2的时间为' =$$ $<'那么有效的
工作作用时间仅占 2f'即占空比 2f* X+,0 等+V,

和

e\a,N等+=,
认为脉冲时间控制在 %$ *<以内的视网膜光

凝可以减少激光的破坏效应并激发视网膜内愈合应答*
微脉冲的治疗机制是使激光作用处的 ?@)细胞

受到亚致命损伤'从而刺激 ?@)细胞增生和迁移'调
节细胞因子的自身分泌'从而改善 ?@)泵的功能'修

复视网膜屏障
+'$c'', * 既往报道提示'激光能量被 ?@)

吸收后可造成不连续的温度升高'由于热量的播散与
脉冲时间有关'脉冲时间越短则热播散距离越近'' 个
'$$ $<的脉冲时间在眼组织中热播散距离约为
'$ $*'相当于 ' 个 ?@)细胞直径'因此'理论上 ' 个
小于 '$$ $<的脉冲对 ?@)细胞之外的组织结构不会
产生热效应'可以避免热累积效应损伤邻近的视网膜
组织* 因此'微脉冲治疗为无创性光凝治疗'激光以微
秒级别曝光的方式选择性地作用于 ?@)'刺激或改变
?@)细胞的某些性状而发挥治疗作用'同时尽可能地
保护视网膜神经上皮和脉络膜血管不受损伤*

眼内组织中能够吸收激光能量的色素成分主要是

黑色素%血红蛋白和叶黄素* 黑色素分布于 ?@)和脉
络膜'叶黄素分布于黄斑区视网膜'其生理作用是改善
视功能'清除组织中的自由基'还原血红蛋白分布在静
脉系统'而氧合血红蛋白主要分布在视网膜脉络膜动
脉系统

+'"c'%, * 不同波长的激光具有不同的组织吸收
特性和组织穿透力'从而发挥不同的激光效果*
2&& 0*阈下微脉冲激光采用 2&& 0*纯黄激光'2&& 0*
波长位于叶黄素光波吸收峰值 "("$ h2$$ 0*#之外'
且 ?@)细胞对其吸收比例更大 +'$, '穿透力更强'对屈
光间质的散射也更少'可以穿透晶状体和浅层出血而
不被叶黄素吸收'也几乎不产生光毒性作用'具有更高
的氧合血红蛋白和黑色素吸收率* AO+*M̀ 等 +'(,

研究

发现'2&& 0*激光治疗后 EO\5/ 膜断裂的概率较低'认
为 2&& 0*是眼底激光治疗中理想的波长*

本研究用 2&& 0*阈下微脉冲激光在不同工作负
载率下对兔视网膜进行光凝'发现 =f阈下激光组视
细胞层形态结构正常''"f阈下激光组视细胞层细胞
核%双极细胞层及 ?dK层均未见明显改变''2f阈下
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激光组视细胞的扁平状膜盘肿胀'双极细胞层及 ?dK
层未见明显改变'提示微脉冲激光对 ?@)具有高度的
选择性'光凝后视网膜神经上皮层轻微损伤'与文献报
道相符

+'2, '而 2&& 0*激光组兔眼视网膜光凝后视细
胞层胞核排列拥挤'结构不清'双极细胞层变薄'?dK
层增厚且组织结构紊乱'细胞肿胀'导致视网膜内层细
胞及神经上皮层的严重损伤* 本研究结果还显示'
=f%'"f和 '2f阈下激光组视网膜激光光斑处的视
网膜组织损伤仅出现 ?@)层色素颗粒的减少'随着工
作负载率的增加 ?@)层损伤逐渐加重'而 2&& 0*激
光组视网膜光凝后可见兔眼 ?@)层变薄'说明随着激
光能量的增加'?@)层的黑色素对光能量的吸收增
加'热效应明显'从而对 ?@)层结构的破坏性也增加*
在对各组兔眼激光斑处脉络膜层血管形态的观察中发

现'=f阈下激光组仅见视网膜激光斑处脉络膜层血管
明显扩张'而 '"f阈下激光组和 '2f阈下激光组脉络
膜层血管管形不规则及有出血'而 2&& 0*激光组兔眼
出现脉络膜层变薄%血管减少等'提示随着激光能量的
增加'脉络膜中黑色素和氧合血红蛋白对光能量的吸
收量增加'其热能可使组织凝固%坏死'加重脉络膜的
损伤* 2&& 0*阈下微脉冲激光视网膜光凝参数的设
置参照既往文献报道'如何找到更合适的工作负载率'
即占空比'需要进一步的研究完善*

中华黑兔眼底所含的黑色素虽与人眼相近'但兔
视网膜各层的厚度和细胞层数及各种细胞核的直径与

人视网膜有差异'本研究仅为相关的研究和临床工作
提供参考依据'而相关的临床治疗结果尚需开展大样
本%多中心的随机对照研究加以证实*

2&& 0*阈下微脉冲激光治疗黄斑部疾病的具体
机制尚未完全阐明'目前推测在 2&& 0*阈下微脉冲模
式下每个脉冲可以将细胞间的温度提高'足以导致蛋
白质的轻度变性'使细胞处于亚死亡状态'调动细胞本
身的生物学反应"某些性状的改变#'而并不是利用热
凝固效应以破坏蛋白质'使细胞死亡'所以可通过设置
不同的占空比发射多个重复的脉冲以产生叠加累积效

应'将 ?@)细胞的损伤限制在亚细胞水平'从而达到
对视网膜无创性治疗的目的* 临床操作中'这种治疗
方法的弊端是激光光凝时光凝斑不可见'操作者术中
无法评估所用的激光能量是否对 ?@)层发挥作用'所
以 2&& 0*阈下微脉冲激光治疗的参数选择还需进行
大量的实验研究'只有全面%正确地评估 2&& 0*阈下
微脉冲激光光凝的作用'才能指导临床医师对患者进
行个体化激光手术治疗'真正发挥 2&& 0*阈下微脉冲
无创性光凝治疗的目的'达到最佳的治疗效果*
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