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!!$摘要%!目的!比较分析不同点<线间距'不同激光能量的飞秒激光蘑菇状穿透性环切角膜对环切口光
滑度及内皮细胞的影响"并与普通穿透性环切进行比较&!方法!根据点<线间距及爆破能量"采用随机数字
表法将 X= 只猪眼角膜随机分为 % 个组"每组 = 只"其中 P' '̀S'A和 &组点<线间距分别为 X<X'X<X'=<='=<= 和
X<@ "'"爆破能量分别为 #\"'@\$'#\"'@\$ 和 @\$ "Y*V组为负压环钻进行穿透性环切& 使用 @$$ LeR的飞秒激
光在猪角膜上制作相应的蘑菇状穿透切口"并与环钻环切组进行比较& 分别采用光学显微镜和激光扫描电子
显微镜评估各组环切口光滑度& 采用飞秒激光对 X 片人角膜进行蘑菇状穿透性环切"参数为点<线间距
X<@ "'"爆破能量为 #\" "Y"作为实验组*B 片采用负压环钻进行穿透性环切"作为对照组& 对实验组和对照
组角膜内皮细胞的丢失率进行观察和比较&!结果!飞秒激光蘑菇状穿透性环切口完成率均为 #$$Z& 光学
显微镜下可见"P组和 &组环切口剖面最光滑"激光扫描电子显微镜下可见 &组环切口表面最光滑& 光学显
微镜下各组猪角膜环切口表面光滑度评分总体比较"差异有统计学意义(Lj@@\>""Kk$\$#)"其中 P组切口
光滑度较 `组高"S组切口光滑度评分较 A组高"差异均有统计学意义(均 Kk$\$")& 激光扫描电子显微镜
下各组猪角膜环切口表面光滑度评分总体比较差异有统计学意义(Lj#@@\BB"Kk$\$#)"其中 P组切口光滑
度评分较 `组高"S组切口光滑度评分较 A组高"差异均有统计学意义(均 Kk$\$")& 实验组角膜内皮细胞
形态规则"连接紧密"对照组角膜内皮细胞形态欠规则"连接疏松& 实验组平均内皮细胞丢失率为 ( @\@i
#\B)Z"明显低于对照组的(%\>i@\#)Z"差异有统计学意义(.jB\"%?"Kk$\$")&!结论!飞秒激光可制作
完美蘑菇状穿透环切口"环切口光滑度明显优于环钻切割& 飞秒激光环切对角膜内皮损失更小&!
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!!飞秒激光是一种以脉冲形式运转的固体激光"通
过激光束焦点处的微等离子体形成的光爆破作用对角

膜组织进行切削& 飞秒激光具有多功能性'精确性'可
重复性和安全等优点

+ #, & 同时飞秒激光作为一种辅
助技术"在角膜移植手术中也得到很好的应用 + @, & 临
床上可以根据患者角膜病变的不同情况来设计不同厚

度'直径'形状的飞秒激光角膜植片切口"包括蘑菇状'
锯齿形'高帽状'圣诞树形及直线形(图 #)"以实现个
性化治疗

+ BWX, & 蘑菇状切口上宽下窄"成阶梯状"密闭
性好"既可保留较多的内皮细胞"又能增加吻合口面
积"提高切口稳定性"常用于置换浅层基质病变较大的
角膜全层病变"如角膜白斑和基质层病变严重的圆锥
角膜等

+ "W>, & 目前"飞秒激光在角膜移植手术中激光
参数的设定尚缺乏足够经验& 飞秒激光可以切割各种
病变组织"但角膜瘢痕易造成能量衰减"需要调整参
数'增大能量等"使实际角膜切削深度的可预测性下
降"对角膜环切口的光滑度及角膜内皮细胞的影响需
要观察研究

+ =, & 本研究探讨飞秒激光制作蘑菇状穿
透切口的可行性'有效性和安全性&

;5材料与方法

;5;!材料
;5;5;!角膜来源!X= 只新鲜猪眼购于南京某屠宰
场"用湿房保存"@ , 内运至实验室& 中期保存液保存
的 > 片人角膜由南京市红十字眼库提供"供体编号分

别为 #>$%$=Y' #>$>##Y' #>$>#$Y' #>#$$=Y' #>#$$?Y'
#>#@$BY和 #>#@$XY& 本研究方案经南京医科大学附
属南京医院伦理委员会审核批准(伦审号#YfK#X#")"
符合赫尔辛基宣言& 供体监护人对供体角膜的取得和
使用表示同意"均签署知情同意书&
;5;5>!主要试剂及仪器!中期保存液(&dU:;DS"意
大利 P*+,)')(公 司 )& 飞 秒 激 光 器 ( _(H-;)I,G
VUD@$$"德国鹰视公司)*负压环钻 (e-EEN40ID̀6006."
美国 9.EG04'-. 公司)*光学显微镜(PQ)6U+6M-P#"德
国蔡司公司)*激光扫描电子显微镜( Ud=$#$"日本日
立公司)*眼库型角膜内皮显微镜 ( &̀ DB$$$Q3R"美国
eP9公司)&
;5>!方法
;5>5; 穿透环切口制作及分组!根据点<线间距及爆破
能量"用随机数字表法将 X= 只猪眼角膜随机分为 % 个
组"P组为点<线间距 X<X "'"爆破能量 #\" "Y*`组为
点<线间距 X<X "'"爆破能量 @\$ "Y*S组为点<线间距
=<= "'"爆破能量 #\" "Y*A组为点<线间距 =<= "'"爆
破能量 @\$ "Y*&组为点<线间距 X<@ "'"爆破能量
@\$ "Y*V组为负压环钻进行穿透性环切"每组 = 只&
将猪眼角膜 X= 只依次固定于人工前房上"X$ 只用飞
秒激光器制作蘑菇状穿透角膜环切口& 观察各组环切
口完成情况#分离器分离可获取植片视为切口完成*分
离器分离不能完全获取植片"环切口需用剪刀剪开视
为切口未完成& 每组环切口完成率j完成例数<总例
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图 ;5穿透环切角膜示意图!PE高帽状! È蘑菇状!SE锯齿形!
AE圣诞树形!&E直线形
8':9&);5!,H)/#"',%'#:&#/ -.*)$)"&#"'$: &'$:K,9"'$: '$"- ,-&$)#
PEG6M ,(GD*)L-! È'4E,066'D*)L-!SER)IR(ID*)L-!AES,0)EG'(EG0--D
*)L-!&EEG0()I,GE,(M-J

;5>5>!猪角膜穿透环切口光滑度的评估!P' '̀S'
A'&和 V组各取 X 个标本"用质量分数 XZ多聚甲醛
缓冲液固定"去除上皮"石蜡包埋"" "'厚切片"置于
载玻片上"苏木精W伊红染色& 每个猪角膜标本有 @
个植床组织块"各取 @ 帧切片图像& 光学显微镜下"
X 名医师对图像中后切口和横切口(前'后环切口之
间)的光滑度打分"取其平均值& 分组信息对 X 名医
师设盲& 切口光滑度分级标准E最光滑为 # 分*次光
滑为 @ 分*中等光滑为 B 分*粗糙为 X 分*最粗糙为
" 分 + ?, &
;5>5?!激光扫描电子显微镜下猪角膜穿透性环切口
光滑度评估!P' '̀S'A'&和 V组各取 X 个标本"用质
量分数 @Z戊二醛 $\# ''6*<;磷酸盐缓冲液固定"梯
度乙醇脱水"叔丁醇干燥后覆盖锇 + ?, & 每个猪眼球标
本有 @ 个植床组织块"每个组织块的后切口和横切口
(前'后环切口之间)各取 # 帧图像& X 名医师在激光
扫描电子显微镜下对图像中后切口和横切口 (前'后
环切口之间)的光滑度评分"取其平均值 + #$, & 光滑度
评分标准同 #5@5@&
;5>5@!人角膜内皮细胞丢失率观察!X 片人角膜使
用飞秒激光进行蘑菇状穿透性环切(视频 #E飞秒激光
压平人工前房上的角膜"由深至浅穿透性环形切割"分
离环切口桥状连接"获得角膜植片 )"点<线间距为
X<@ "'"爆破能量为 #\" "Y"作为实验组*B 片使用负
压环钻进行穿透性环切"作为对照组& 术前用眼库型
角膜内皮显微镜计算单位面积内的内皮细胞数& 在人
工前房上制作穿透性切口后"在光学显微镜下撕去植
片后弹力层"内皮面朝上置于载玻片上"质量分数
$\@"Z锥虫蓝染色 B ')."磷酸盐缓冲液漂洗"质量分
数 $\@Z茜素红染色 # ')."磷酸盐缓冲液漂洗"$\@"Z

锥虫蓝复染 B ')."磷酸盐缓冲液漂洗后加盖玻片& 锥
虫蓝着色内皮细胞"茜素红着色细胞间连接& 光学显
微镜下任意选取 X 个视野拍摄"计算术后单位面积内
皮细胞数& 角膜内皮细胞丢失率j(术前单位面积内
角膜内皮数W术后单位面积内角膜内皮数) <术前单位
面积内角膜内皮数n#$$Z& 比较实验组与对照组角膜
内皮细胞丢失率&
;5?!统计学方法

采用 U7UU @@\$ 统计学软件进行统计分析& 本研
究中计量资料经 U,(M)06D_)*L 检验证实符合正态分
布"以 '-(.iUA表示*各组方差经 ;-H-.-检验方差
齐*光学显微镜'激光扫描电子显微镜下各组环切口的
光滑度总体比较采用单因素方差分析"组间多重比较
采用 ;UAD.检验*实验组与对照组内皮细胞丢失率比
较采用独立样本 .检验& Kk$\$" 为差异有统计学
意义&

>5结果

>5;!各组猪角膜环切口完成率比较
X$ 只猪角膜用飞秒激光制作的蘑菇状穿透性环

切口"= 只猪眼角膜使用环钻进行穿透环切& @ 种方式
环切口完成率均为 #$$Z&
>5>!各组猪角膜环切口形态学表现

光学显微镜下可见"P' '̀S'A'&和V组角膜环切
口呈阶梯状"P组和 &组环切口剖面最光滑"`组和 S
组次之"A组和 V组环切口剖面最粗糙(图 @)&

激光扫描电子显微镜下可见"P' '̀S'A'&和V组
角膜阶梯状环切口"&组环切口表面最光滑"其次是
P' '̀S和 A组"V组环切口表面最粗糙(图 B)&
>5?!各组猪角膜环切口表面光滑度评分比较

光学显微镜下"各组猪角膜环切口表面光滑度评
分总体比较差异有统计学意义(Lj@@\>""Kk$\$#)"
其中 `组和 S组切口光滑度评分较 P组低"A组切口
光滑度评分较 `组低"&组切口光滑度评分较 `组
高"A组切口光滑度评分较 S组低"V组切口光滑度评
分较 &组低"差异均有统计学意义 (均 Kk$\$" )
(表 #)&

激光扫描电子显微镜下"各组猪角膜环切口表面
光滑度评分总体比较差异有统计学意义(Lj#@@\BB"
Kk$\$#)*其中 `组和 S组切口光滑度评分较 P组
低"A组切口光滑度评分较 `组低"&组切口光滑度评
分较 `组高"A组切口光滑度评分较 S组低"V组切口
光滑度评分较 &组低"差异均有统计学意义 (均 Kk
$\$")(表 #)&
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100μm 100μm
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100μm
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200μm
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200μm
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图 >5各组环切口的组织病理学表现 me&n#$$"标尺j@$$ "')!P
组和 &组环切口剖面最光滑"`组和 S组次之"A组和 V组环切口剖
面最粗糙!黑色箭头示阶梯状切口!图 ?5各组环切口超微结构表现
mn#$$"标尺j#$$ "')!&组环切口表面最光滑"其次是 P' '̀S和 A
组"V组环切口表面最粗糙!白色箭头示切口表面最光滑
8':9&)> 5 Z'2"-*#"H-+-:',#+/#$'.)2"#"'-$2-.&'$: '$,'2'-$ #/-$:
1#&'-92:&-9*2me&n#$$"N(0j@$$ "')!U-+G)6.E6F0).I).+)E)6.E).
I064M P(.J I064M &/-0-I*6EE)-EG"F6**6/-J N3I064M `(.J I064M S"/,)+,
). I064M A (.J I064M V/-0-064I,-EG! K,-N*(+L (006/).J)+(G-J G,-
EG-MM).I.6G+,!8':9&)?5[+"&#2"&9,"9&)*)&.-&/#$,)-.&'$: '$,'2'-$2
#/-$: 1#&'-92:&-9*2mn#$$"N(0j#$$ "') !K,-+60.-(*G)EE4-6FG,-
+)0+4*(0).+)E)6.E). I064M &/-0-I*6EE)-EG"F6**6/-J N3I064M P" "̀S(.J A"
/,)*-I064M V/(EG,-064I,-EG!K,-/,)G-(006/).J)+(G-J G,-I*6EE)-EG.6G+,

表 ;5各组角膜环切口光滑度评分比较m/)#$）!I)
T#4+);5O-/*#&'2-$-.&'$: '$,'2'-$:+-22'$)22

2,-&)2#/-$: 2'Q :&-9*2m/)#$）!I)

组别 样本量
光学显微镜下切口

光滑度下评分

激光扫描电子显微镜下

切口光滑度评分

P组 X #\=#i$\B@ #\%?i$\XB
`组 X @\%?i$\%=( @\X>i$\@#(

S组 X @\=?i$\XB( B\"Bi$\@#(

A组 X X\$Bi$\%$N+ X\$$i$\@XN+

&组 X #\"$i$\@>N #\@Xi$\$=N

V组 X X\XXi$\"#J X\>#i$\#?J

L值 @@\>" #@@\BB
K值 k$\$" k$\$"
!注#与 P组比较"(Kk$\$"*与 `组比较"NKk$\$"*与 S组比较"+Kk
$\$"*与 &组比较"JKk$\$"m单因素方差分析";UAD.检验)
!T6G-#S6'M(0-J /)G, I064M P"(Kk$\$"*+6'M(0-J /)G, I064M "̀NKk
$\$"*+6'M(0-J /)G, I064M S"+Kk$\$"*+6'M(0-J /)G, I064M &"JKk$\$"
m6.-D/(3PT:8P";UAD.G-EG)

>5@!各组人角膜内皮细胞的形态学表现
实验组角膜内皮细胞形态基本规则"排列基本紧

密*对照组角膜内皮细胞形态欠规则"连接疏松m图 X)&

BA200μm 200μm BA200μm 200μm

图 @5各组人角膜内皮细胞形态学表现 m锥虫蓝和茜素红"标尺 j
@$$ "')!P#实验组角膜内皮细胞形态尚规则"连接基本紧密! #̀
对照组角膜内皮细胞形态欠规则"连接疏松
8':9&) @ 5 M-&*H-+-:',#+ /#$'.)2"#"'-$2 -. H9/#$ ,-&$)#+
)$%-"H)+'#+,)++24)"7))$"H)"7- :&-9*2mG03M(. N*4-(.J (*)R(0). 0-J"
N(0j@$$ "') ! P# K,-+60.-(*-.J6G,-*)(*+-**EE,6/-J 0-I4*(0
'60M,6*6I3(.J G)I,G+6..-+G)6.E). G,--QM-0)'-.G(*I064M ! #̀K,-
+60.-(*-.J6G,-*)(*+-**E,(J )00-I4*(0'60M,6*6I3(.J *66E-+6..-+G)6.E
). G,-+6.G06*I064M

>5D!各组人角膜内皮细胞丢失率比较
实验组角膜内皮细胞丢失率明显低于对照组"差

异有统计学意义mKk$\$")m表 @)&

表 >5各组人角膜内皮细胞丢失率比较m/)#$）!I"S)
T#4+)>5O-/*#&'2-$-.)$%-"H)+'#+,)+++-22&#")4)"7))$

"H)"7- :&-9*2m/)#$）!I"S)

组别 样本量 内皮细胞丢失率

实验组 X @\@i#\B

对照组 B %\>i@\#

.值 B\"%?

K值 $\$#%

!注#m独立样本 .检验)
!T6G-#m).J-M-.J-.GE('M*-.G-EG)

?5讨论

传统角膜移植手术是药物治疗无效的角膜盲患者

复明的主要治疗手段& 负压真空环钻的应用可获得相
对光滑的环切口"但仍然可能发生眼内结构损伤'不完
全环切'环切口倾斜'内皮面吻合口闭合不全'极高度
散光'不规则散光等并发症 m ##, & 飞秒激光辅助角膜移
植手术可以提高手术精准性和安全性"为 VUD7f7联
合白内障囊外摘出及人工晶状体植入三联手术带来了

可能"其在切割角膜深基质层精准性也较好 m #@, & 飞秒
激光辅助大气泡深板层角膜移植术不仅可以去除病变

的基质层"恢复角膜的透明性"同时可保留内皮 m #BW#X, &

本研究发现"同等点<线间距"爆破能量越大"评分
越高"环切口越粗糙*同等爆破能量"点<线间距越大"
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评分越高"环切口越粗糙*同等点间距及爆破能量"线
间距越大"评分越高"环切口越粗糙*飞秒激光组环切
口明显较环钻组光滑& 环钻组光滑度与飞秒激光参数
为点<线间距 =<= "''爆破能量 @\$ "Y的 A组相似"&
组光滑度最好"明显优于环钻切割& 飞秒参数点<线间
距越小"爆破能量越小"环切口越光滑& 临床上采用
点<线间距 X<@ "'"爆破能量 #\"]@\$ "Y的参数进行
飞秒激光环形穿透切割"由于能量降低"其切口光滑度
应该比环钻光滑& 点<线间距 X<@ "'是最小值"在其
不变情况下"透明角膜可以采用 #\" "Y能量切割"而
对于混浊的角膜"可适当加大至 @\$ "Y"以确保其切口
光滑度仍然较优&

本研究中发现飞秒激光穿透性环切较普通环钻对

角膜内皮细胞损伤更小& P.I4.(/-*(等+#",
和 f)'

等
+#%,
研究发现"环钻切割动物角膜较飞秒激光会发生

更多的内皮细胞损伤"且切口愈合更慢& f)'(L40(等+?,

研究发现"飞秒激光辅助板层角膜移植术中板层厚度小
于 #$$ "'会损伤角膜内皮细胞"建议飞秒激光制作角
膜植片时厚度应大于 #$$ "'& 本研究中应用飞秒激光
进行穿透环切"切口以外的角膜内皮细胞相对安全"故
飞秒激光穿透环切是安全的"而传统环钻环切机械性操
作过多"可能是角膜内皮细胞损失较多的原因&

此外"本研究发现在光学显微镜与激光扫描电子
显微镜下数据分析结果不完全一致"这可能与以下因
素有关#(#)与光学显微镜相比"激光扫描电子显微镜
图像更清晰"更易观察光滑度*(@)图中基质纤维可能
会影响光滑度的判断*(B)主观评分受图片像素和人
为因素影响&

本研究存在一定局限性& 首先"中国角膜供体稀
缺"成本高& 本研究中环切口光滑度分析使用的是猪角
膜"其解剖结构与人不同"可能会影响研究结果& 其次"
因角膜数量限制"并未研究飞秒激光不同参数对角膜内
皮细胞的影响*同时本研究中仅使用 # 种飞秒激光机器
的 # 种切割术式& 其他不同脉冲能量'不同频率的飞秒
激光机器及不同飞秒激光切割术式可能会产生不同的

结果& 尽管有上述局限性"但本实验从飞秒激光不同参
数的角度来研究对角膜环切口及角膜内皮细胞的影响"
为临床研究提供了理论依据"具有一定的指导作用& 鉴
于相同点间距"能量越小"切口越光滑"临床上采用参数
为点<线间距 X<@ "''爆破能量 #\"]@\$ "Y的飞秒激
光制作穿透性切口"其光滑度可能优于普通环钻切割&

飞秒激光不同参数设置对角膜环切口光滑度有显

著影响& 与普通环钻相比"飞秒激光环切对角膜内皮
细胞损失影响要更小& 本研究为临床上 VUD7f7常用

飞秒参数的设定提供了一定的实验支持& 飞秒激光制
作蘑菇状穿透切口是可行的"有效性和安全性较好&
利益冲突!所有作者均声明不存在任何利益冲突
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