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准分子激光原位角膜磨镶术创面愈合机制的免疫组化实验
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摘　要:【目的】研究准分子激光原位角膜磨镶术(laser in situ keratomileusis , LASIK)后角膜创面的愈合机制。【方法】对

10 只兔右眼施行 LASIK 手术 ,分别于术后 1 d、1周 、1 个月 、3 个月和 6 个月取标本 , 应用病理学和免疫组化的方法研究及观

察角膜基质成分的变化。【结果】LASIK 后 1 周中央区角膜有少量的角膜细胞出现及产生少许Ⅲ型胶原及纤维连接蛋白 ,术

后 1～ 3 个月时达高峰 , 6个月时明显减少 。【结论】LASIK 后 ,角膜愈合反应极轻 ,因而较少引起角膜混浊的发生。
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Experimental Research on the Healing Mechanism of Corneal Wound after LASIK
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Abstract:【Objective】To study the healing mechanism of corneal wound af ter laser in si tu keratomileusis

(LASIK).【Methods】LASIK w as performed on the right eye of 10 New Zealand white rabbits.The co rneal

specimen w as prepared at 1 day ,1 w eek ,1 ,3 and 6 months af ter surgery .The componential changes of co rneal

stroma were studied w ith the method of routine histological and immunohistochemical staining.【Results】There

w ere a few keratocytes and collagen Ⅲ and fibronectin in the central cornea at 1 w eek af ter LASIK , w ith the

peak in 1 to 3 month , and marked reduction at 6 months.【Conclusion】The corneal wound healing response is

minimum and this is responsible for the absence of co rneal haze af ter LAS IK.
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　　准分子激光原位角膜磨镶术(laser in situ ker-

atomileusis , LASIK)在临床上已经被广泛地开展 ,

也取得了较为满意的临床效果。部分学者
[ 1]
应用

组织学的方法研究 LASIK 后角膜创面的愈合过

程 ,发现 LASIK 后角膜创面的愈合反应较轻 ,角膜

胶原纤维排列正常。我们应用免疫组化的方法研

究 LASIK 后角膜基质成分的变化 ,能更好地了解

LASIK 后的愈合机制 ,以探讨 LASIK 术后角膜创

面愈合机制及其与准分子激光屈光性角膜切削术

(pho toref ractive keratectomy , PRK)的区别 。

1　材料和方法

1.1　选择的手术设备

激光机采用的是美国 Chiron Vision 公司生产

的Keracor116型准分子激光机 ,微型角膜刀采用

MLK系统 。

1.2　动物及分组

选用新西兰白兔 10 只 ,体质量约 2.0 ～ 2.5

kg ,月龄 3 ～ 4个月 。术前进行裂隙灯检查 ,排除眼

前段病变 。用 DGH 超声角膜测厚仪测量兔角膜中
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央的厚度 ,并对兔眼做术前角膜内皮摄影 。手术均

在右眼施行 ,左眼作正常对照 。

1.3　手术方法

采用氯胺酮和冬眠灵肌肉注射麻醉 ,用量为按

体质量 50 mg/kg氯胺酮 , 12.5 mg/kg 冬眠灵。手

术前再点用表麻滴瞳液作表面麻醉。术前用升汞

和生理盐水冲洗术眼 ,常规消毒铺巾 ,开睑器开睑。

用自制眼球负压吸附环放置于兔眼球表面 ,必要时

仍需将兔的睑裂剪开 。启动负压泵 ,将兔角膜吸附

后 ,用微型角膜刀对兔角膜施行横向切开 ,获得一

以鼻侧为基底的带蒂角膜瓣。角膜瓣的直径约为

7.5 mm ,角膜瓣厚度约为100 ～ 110μm 。将角膜瓣

翻开 ,准确对焦后发射准分子激光对角膜基质床进

行切削 ,对角膜组织的切削量设定为 -5.00 m
-1

(diopter)的近视 ,切削光区直径为 5 mm ,切削深度

为 62 μm 。然后将角膜瓣复位 ,待角膜瓣干燥后结

束手术。

1.4　术后处理

术后第 1 天起 ,术眼滴 Tarivid滴眼液和点帕

力百滴眼液 ,每日 3次 ,共 1周 ,于术后 1天 、1周 、1

个月 、3 个月和 6 个月进行裂隙灯照相 、超声角膜

测厚和角膜内皮照相 ,并随机处死 1 只动物 ,取术

眼角膜 ,并将其分为两部分 ,一部分用甲醇分析固

定 ,用于常规组织学检查 ,另一部分用组织包埋剂

(Tissue-TEK OCT)包埋后置于-70 ℃冰箱 ,用于

行免疫组织化学染色检查 。

1.5　免疫组织化学染色

1.5.1　标本制备　将包埋于 OCT 的兔角膜作 6

mm的冷冻切片 ,术后 1周 、1个月 、3个月和 6 个

月的标本 ,其中每个标本分别作 8 个切片 ,每个标

本 、每种抗体染 2片 。切片完成后 ,将切片平铺于

载玻片上 ,用丙酮和甲醛(1∶1)固定 5 min ,在空气

中晾干。

1.5.2　试　剂　①LAB-SA链霉亲合素-生物素法

试剂盒:WAK-CHEMIE Medical GmBH 公司 ,上海

中达医学应用研究所提供 。②单克隆抗体∶Ⅲ型胶

原为美国 Life Technologies公司生产 , Ⅳ型胶原 、Ⅶ

型胶原和纤维连结蛋白为美国 Sigma公司生产。

1.5.3　染色方法
[ 2]
　血清孵育 10 min后 ,加入第

一抗体;60 min 后 ,用缓冲液漂洗 3次共 6 min ,加

入第二抗体;20 min后 ,漂洗 3次共 6 min ,然后加

入 DAB底物;反应 30 min后漂洗 3次共 6 min ,再

用苏木素复染 10 min ,自来水冲洗 ,甘油明胶封片。

以正常的角膜组织作对照 ,在光学显微镜下观察及

摄影 。

2　结　果

2.1　大体观察

3只兔眼在术后第 1天出现角膜瓣的移位 ,致

使角膜瓣明显水肿 ,放弃追踪 。其余兔眼角膜瓣透

明 ,角膜瓣位置良好 ,无移位及脱失出现;角膜床的

角膜基质呈轻度雾状混浊 ,角膜上皮细胞已经覆盖

于角膜伤口的边缘 。2只眼术后存在角膜层间异

物残留 ,未予处理 ,经随访观察 ,未见继续发展。术

后1 个月时 ,角膜基质的混浊已明显减轻 , 3 个月

时完全消失。

2.2　组织病理学检查

从术后 1周起 ,正常的角膜上皮已将角膜瓣完

全覆盖 ,但在角膜瓣边缘的上皮则变厚(图 1)。变

厚的上皮基底细胞呈圆柱状 ,且比邻近未损伤区域

的角膜上皮增大 ,它们的排列也呈现轻度不规则。

变厚的上皮细胞向角膜瓣的中央区逐渐变成正常。

在切削区边缘变厚的上皮下角膜细胞增多 。角膜

瓣的基质中比邻近未受损区域的角膜细胞少 ,而在

中央区域 ,角膜瓣和切削区之间的角膜细胞则稍许

增多 ,残留的角膜基质和角膜内皮层无异常。角膜

基质排列基本规则。随着时间的延长 ,角膜上皮逐

渐正常 ,角膜细胞也逐渐正常 ,术后 3 个月时已完

全正常。

2.3　免疫组化染色

正常对照组织不表达 Ⅲ、Ⅳ型胶原和纤维连接

蛋白 ,角膜上皮细胞的基底膜表达连续线性分布的

Ⅶ 型胶原(表 1)。LASIK 术后 1周时 , Ⅶ 型胶原已

呈现正常连续性的表达 。 Ⅲ型胶原于术后 1 周左

右开始出现于角膜实质层中央部位 ,术后 1个月时

达到高峰(图 2),术后3个月时逐渐减少 ,术后 6个

月时角膜实质层中央仍有 Ⅲ型胶原的表达 。术后

角膜实质层中也未表达Ⅳ型胶原。纤维连接蛋白

也于术后 1 月开始出现(图 3), 1 ～ 3 个月内达高

峰 ,术后 6个月时明显较少。

3　讨　论

临床上 ,准分子激光屈光性角膜切削术(Pho-

toref ractive keratectomy , PRK)对于-6.00 m-1以
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表 1　兔角膜组织 LASIK 后免疫组化染色结果

Table 1　The results o f immunohistochemical staining in rabbit cornea after LASIK

Collagen Ⅲ Collagen Ⅳ Collagen Ⅶ F ibronectin

Control - - linear -

LASIK 1 day - - linear -

LASIK 1 week + - linear -

LASIK 1 month ++ - linear +

LASIK 3 months + - linear ++

LASIK 6 months + - linear +

下的近视的治疗被认为是安全和有效的
[ 3]
,但对于

超过-6.00 m -1的近视 ,屈光矫正的预测性则大大

降低 ,而角膜混浊和屈光回退发生的可能性大大升

高[ 4] 。尽管改进了激光发射系统 ,如多区切削或逐

渐过渡区(tapered t ransition zone)的切削 ,仍然不

能避免以上情况的发生。LAS IK 似乎克服了 PRK

的这种局限性 ,临床结果表明 , LASIK 治疗高度近

视具有屈光稳定快 ,较少出现屈光回退及几乎无角

膜混浊的发生[ 5] 。

大量的研究表明 , PRK 后角膜的前弹力层被

切除 ,缺损区在术后 4 ～ 6个月内会出现上皮增生

和胶原及新合成物质的进行性填充 ,从而导致屈光

的回退。同时 ,增厚的上皮下的新生的胶原堆积也

导致临床上出现的角膜雾状混浊
[ 6]
。我们在前一

阶段的实验研究中也发现[ 7 ,8] , PRK 术后 ,角膜上

皮层明显增厚 ,角膜细胞数明显增多 ,使 Ⅲ型胶原

及纤维连接蛋白和层粘连蛋白的产生明显增多 ,且

一直延续到术后 6 个月仍未消失。有研究表明 ,

LASIK术后角膜愈合反应较 PRK 明显为轻 ,且局

限在角膜瓣边缘[ 9] 。本研究中我们观察到 ,术后早

期角膜上皮已正常覆盖角膜瓣 ,仅在角膜瓣边缘处

的上皮出现增生的情况 , 但向中央逐渐演变成正

常 ,不影响中央部的屈光效应。角膜基质排列正

常 ,且仅有少许角膜细胞增加 ,故能保持角膜的透

明性。角膜瓣边缘处角膜上皮增生及上皮下角膜

细胞增多的原因可能是角膜瓣复位时 ,在干燥的空

气下 ,角膜瓣的边缘会出现轻度的收缩 ,从而在手

术边缘留下一沟状伤口缘 ,使角膜基质被直接暴露

在表面 ,而引起覆盖缺损区的增生反应。而中央区

角膜则显示极轻的愈合反应。

近来研究提示 , PRK和 LASIK术后屈光效应

的回退与角膜创面出现的愈合反应有关 , Ⅲ型胶原

的沉积是其中的一个主要原因
[ 10]

。在正常情况

下 , Ⅲ型胶原表达于胚胎角膜 。在本研究中 ,正常

对照组 Ⅲ型胶原染色阴性 ,而 LAS IK 术后却在术

后 1周起在角膜基质内出现了 Ⅲ型胶原和纤维连

接蛋白 ,但较少量 ,且术后 3 个月起已逐渐减少。

这表明 LASIK 后 ,尽管中央区角膜出现角膜细胞

及产生新的物质 ,但反应较轻 ,且角膜基质内增加

的Ⅲ型胶原等仅维持非常短的时期 ,这与临床上

LASIK后角膜通常不会或极少出现混浊的现象 ,

且较少出现屈光回退的情况是一致的 。我们认为 ,

LASIK后保留了角膜结构的完整性 ,没有破坏角

膜的前弹力膜 ,因而引起的角膜愈合反应极轻 ,从

而减少了角膜混浊的发生 ,保证了手术的屈光效

应。
(本文图 1 ～ 3 见插页 4)
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体的直径制备合适洞形 ,保证牙种植体植入的贴合

与稳定度。在应用 ITI 种植体时 ,一般地 ,牙槽骨

扩骨制备骨内洞形直径比牙种植体直径稍小 ,用扭

转力把工具施力将螺旋形种植体旋入 ,从而获得较

佳的初期种植稳定度 。常规的牙种植术 ,如不作骨

材料的移植和生物膜的骨引导术 , 那么要求植牙

时 ,牙槽骨顶部的宽度至少应在 5.0 mm 以上。采

用骨扩宽技术则只要牙槽骨宽度在 3.0 mm 以上 ,

即可作牙种植修复失牙。如果牙槽骨顶部小于

3.0 mm ,则该技术不适用或不能单独应用 。一般

地 ,种植体植入时要求唇舌侧有 1 mm 以上的骨质

支持 ,在牙槽骨顶部的宽度较小时(如 3.0 mm),先

用更小的 1 mm 直径裂钻横行钻入 、继用扁薄骨凿

分开唇舌骨板 ,此后才开始应用先锋钻。总而言

之 ,必须保持唇舌骨质覆盖种植体 ,必要时 , 植入

骨内牙种植体顶部距离牙槽骨顶部 1 mm 。我们在

选择病例作该项技术的应用时 ,术前采用螺旋 CT

检查牙槽骨的多层面重建图像 ,能较准确地测量牙

槽骨的宽度与牙槽骨的横截面形态[ 3] ,从而确定牙

种植体植入点与植入方向 ,预测牙槽骨扩骨的效

果。

关于牙槽骨扩宽器 ,我们选用了德国产的牙槽

骨扩宽器械 ,主要是用 2.2 mm 的先锋钻造孔后 ,

用1 级 、2级扩宽器械扩宽 , 获得 3.0 mm 直径的

牙槽骨内圆柱洞形 ,适合植入 3.3 mm 直径的 ITI

系统种植体 。用第 3 级扩宽器械扩宽后 ,可获得

3.4 mm 直径的牙槽骨内圆柱洞形 ,适合 3.5 mm

直径的 Endopore系统的种植体。用第 4级扩宽器

械扩宽后 ,可获得 4.0 mm 直径的牙槽骨内圆柱洞

形 , 适合 4.3 mm 直径的 IT I 系统种植体 和 4.1

mm 直径的 Endopore 系统种植体 。在临床实践中 ,

我们体会到牙槽骨内圆柱洞直径稍小于种植体直

径有利于种植体植入后的早期稳定。即使相差

0.3 mm ,由于上颌骨骨质密度相对疏松 ,手术中仍

可较顺利在骨洞内植入种植体。在上颌骨扩骨过

程中 ,骨质受到一定的压缩 ,但不影响牙种植体与

骨组织的直接结合 ,骨性结合正常形成[ 4] 。
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