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准分子激光角膜切削术与磨镶术后 

兔角膜基质细胞凋亡的研究 

蛊艳 陆勤康 杨亚波 

【摘要】 目的 研究准分子激光角膜切削术 (photorefractive keratectomy，PRK)和准分子 

激光原位角膜磨镶术 (1aser in situ keratomileusis，LASIK)后不同时间点角膜基质细胞凋亡的特 

点并探索不同手术方式、不同的矫正度数对角膜基质细胞凋亡水平的影响。方法 50只新西兰纯种 

白兔随机分为 A、B两大组，每组25只；A组兔子为PRK组，B组兔子为 LASIK组；每组兔子左眼进 

行 -4．0D激光切削，右眼进行-8、0D激光切削。分别在术后4h、24h、1w、4w和3m五个时间点处 

死兔子，每个时间点每组随即处死5只兔子，取兔角膜铷作病理切片，行透射电镜检查，用脱氧核糖核 

苷酸末端转移酶介导的缺口末端标记法 (terminal-deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP 

nick end labeling,TUNEL)原位显示凋亡细胞，激光扫描共聚焦显微镜观察凋亡细胞形态，定量统计 

比较凋亡水平的差别。结果 在术后 4h、24h PRK组角膜基质中凋亡细胞较多，其中PRK-8．0D组 

的凋亡细胞数较 PRK一4、0D组多，其差异有显著性意义 (P<0．05)；在术后4h、24h两个时间点，PRK一 

8．0D组与 LASIK一8．0D组的角膜基质中的凋亡细胞数进行比较，两者差异有显著性意义 (P<0．05)；在 

不同的时间点，LASIK一4．0D组与LASIK一8．0D组TUNEL阳性细胞计数的比较，两者之间差异无显著 

性意义 (P>0．05)。结论 LASIK术后角膜基质细胞的凋亡水平较PRK低，凋亡程度与制瓣中的角膜 

损伤有关，与切削深度无明显相关；PRK术后角膜基质细胞的凋亡水平随切削深度增加而增高。 

【关键词】 凋1=： 角膜细胞 角膜基魇 准分子激光角膜切削术 准分子激光原位角膜磨 
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Experimental study on the keratocyte apoptosis in the SlToma of rabbit following PRK and LASⅡ【 

SHENG Yan*,LUQin—kang，yAⅣG 0． e First Affiliated Hospital,CollegeofMedicine．Zhejiang 

University,Hangzhou 310003，China 

[Abstract] 0hjective The aim of this study was to investigate the character of the keratocyte 

aIx~tosis at each particular time point following photorefractive kemtectomy(PRK)and laser in situ kemtomileusis 

(LASIK)andtodiSCUSSthe correlationbetweenthelevelofapoptosis andthetypeof surgeryandthedeepness 

oflaserablation．Methods Atotalof50NewZealandwhite rabbitsweighting 3,5,-4．0Kgweredividedinto2 

groups(AandB)at random．Twenty—fiveofthese rabbitswereoperatedwithPRKandothertwenty—five rabbits 

were ope ratedwith LASIK．EachrabbitWas corrected一4．0dioptersonlefteyesan d一8．0diopterson righteyes
． 

At4h、24h、 1w、4w and 3m after surgery therewere 5 rabbitsofeach groupbe selected at ran dom an dbe 

kilied．11len the eyes were enucleated and the corneas were bisected
． Celluar morphologic changes were evalu— 

ated by transmission electron mi croscopy．Keratocyte apo ptosis was monitored by terminal—deoxynucleotidyl 

transferasemediated d Ilickendlabeling(TUNEL)todetectDNAfragmentation．Results At4hand24h 

timepo intsthere were statistically significan tdifferencesintheTUNELpositive cellsbe tweenthe．4
．0D PRK 

groupandthe一8．0DPRKgroup(P>o．05)．At4hand24htimepointstherewere statistically significantdiffer- 

eno~sintheTI，NEI．po sitive cellsbetweenthe一8．0DPRKgroupandthe一8．0DLASIKgroupfP>0．05)．Th ere 

were no statistically significantdiffeFencesintheTUNELpo sitive cellsbe tweenthe-4．0D LASIK groupan d 

the一8．0D LASIK group at each time point(P>O．05)．Conclusions 11le apoptosis degree in stroma following 
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PRK were higher than that following LASIK．The keratocytes apoptosis in stroma after LASIK may be related 

with the production of the flap but there was no significant correlation be tween keratocytes apoptosis an d the 

depth ofcorneal ablationbylaser．Th erewerepositive relation shipbe tweentheapoptosisdegreein stromaan d 

thede pthofcorneal ablationbylaser． 

[Key Wordsl apoptosis； keratocyte； stroma； photorefractive keratectomy； laser in situ 

keratomileusis 

目前，国内外对屈光术后角膜愈合机制的研究 

很多，但对于屈光术后角膜基质细胞凋亡的报道很 

少。以前的研究认为PRK术后角膜基质细胞的凋亡 

启动了角膜基质的重构的过程[11，并且发现屈光手 

术后早期凋亡细胞的数量与角膜愈合反应的程度成 

正相关【2】。本研究通过在健康无眼疾的新西兰纯种 

白兔眼上建立不同矫正度数的PRK与LASIK模型， 

术后用TUNEL法，观察角膜基质细胞凋亡的形态 

并计数，对比凋亡水平；研究PRK和LASIK术后 

不同时间点角膜基质细胞凋亡的特点；并探索不同 

手术方式、不同的矫正度数对角膜基质细胞凋亡水 

平的影响。 

材料与方法 

1．材料 

(1)试剂 TUNEL试剂盒 (德国Boehringer 

Mannheim公司)：含 TdT酶，荧光标记的dUTP 

等核苷酸，羊抗荧光抗体一碱性磷酸酶联合物； 

DNA酶I(美国sigma公司)；碘化乙啶 (propidium 

iodide，PI)(北京中杉金桥生物技术公司) 

(2)动物 选择体重 3．5～4kg的新西兰纯种白 

兔50雌雄兼有，健康无眼病 (本校动物中心提供) 

(3)仪器 MEL70准分子激光治疗仪 (德国 

Asclepion—Meditec公司)；Moria M2微型角膜刀 

(法国Moria公司)；LSM510激光扫描共聚焦显微 

镜 (德国Zeiss公司)；TECNAI10电子显微镜 (荷 

兰Philips公司) 

2．方法 

(1)实验分组 50只新西兰白兔随机分为A、B 

两组，每组25只；A组兔子为PRK组，B组兔子为 

LASIK组；每组兔子左眼进行-4．0D激光切削，右 

眼进行 -8．0D激光切削。 

(2)手术方法 30g／L戊巴比妥静脉麻醉(Iml／ 

kg)动物后，用0．4％盐酸奥布卡因眼液 (日本参 

天公司)行表面麻醉；A组：按PRK常规方法，刮 

除瞳孔区7mm直径范围内的角膜上皮，以 193rim 

的准分子激光进行角膜切削 (左眼 -4．0D，右眼一 

8．0D)，切削直径为6mm；B组：按LASIK常规方 

法，用Moria M2微型角膜刀的0号负压吸引环，厚 

度设置为130Bm的微型角膜板层刀制作一完整的角 

膜瓣，瓣下基质面以193rim的准分子激光进行角膜 

切削 (左眼一4．0D，右眼-8．0D)，切削区直径为 

6-8mm 。 

(3)标本取材与制作 分别在术后4小时、24小 

时、l周、4周和3月五个时间点处死兔子，每个时 

间点每组随即处死5只兔子，取中央直径为9mm角 

膜，其中一半角膜片用l0％甲醛固定，石蜡包埋，制 

作石蜡切片，进行TUNEL染色，行激光共聚焦显 

微镜 另一半用4％戊二醛固定后行透射电镜观察。 

(4)TUNEL染色 TdT介导的dUTP缺口末端 

标记 (TUNEL)：参照TUNEL试剂盒方法：①脱 

蜡、水化；②高温高压修复：加入0．Olmol／L枸橼 

酸缓冲液(pH=6)，高温高压煮沸 1分40秒；④TdT 

介导的dUTP缺口末端标记：37"(2孵育 l小时；④ 

PI(2．5mg／ml，含 0．I％RNA酶)复染：37oC孵育 5 

分钟；⑤甘油缓冲液封片，激光扫描共聚焦显微镜 

读片。每次TUNEL均设立：①阳性对照：TUNEL 

前加 1Bg／mlDNA酶 I，25℃孵育 l0分钟。②阴性 

对照 仅加dUTP反应液，不加TdT。③正常对照。 

3．数据处理与统计分析 

(1)凋亡细胞计数 由未参加实验的人员在各中 

央区角膜切片全基质层范围内随机选取l0个高倍视 

野 (400×)，计数凋亡细胞总数，以更±S表示。 

(2)统计分析 应用SPSS 1 0．0统计软件对数据 

进行方差分析。 

结 果 

1．激光共焦显微镜观察 (角膜原位凋亡检测) 

TUNEL法是直接标记细胞凋亡后染色体DNA 

双链或单链断裂所产生的3-OH末端，从而能早期 

并灵敏的原位显现凋亡的细胞。对细胞进行双标记 

荧光染色 (FITC，PI)，在激光共焦显微镜下正常 

生理状态下的细胞核发红色荧光，暴露 3—0H末端 

的凋亡细胞核为黄色荧光 (图 1)。 

术后4h、24h和 1w三个时间点四个手术组角 

膜中央区均出现TUNEL阳性细胞，术后 4h、24h 
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Wilson等的报道相吻合[31。 

本研究的结果显示 PRK术后基质中的凋亡细 

胞主要分布在浅层基魇 而LASIK术后角膜基质细 

胞凋亡的分布特点不同，LASIK术后凋亡细胞主要 

分布在角膜瓣和基质床交接面两侧50~tm范围内的 

基质层中；且角膜瓣边缘基质内的细胞凋亡水平远 

高于基质中央部。这与Wilson和Gao等的研究结果 

相似【3，5】。PRK与LASIK术后早期基质中凋亡细胞 

的分布特点可以用上述的角膜基质细胞凋亡的发生 

机制进行解释，因为PRK术后损伤的上皮细胞释放 

的细胞因子直接与激光切削后的角膜基质表面接触， 

故术后早期基质中的凋亡细胞主要分布在浅层基质 

中。而LASIK术损伤角膜瓣边缘的上皮细胞，损伤 

的上皮细胞所释放的细胞因子可能是通过泪液、上 

皮细胞的碎削等弥散到交界面，并启动了角膜瓣和 

基质床交接面两侧角膜基质细胞的凋亡。 

本研究通过对各实验组在术后4h、24h、1w、 

4w和3m不同时间点的TUNEL阳性细胞计数及方 

差分析发现，在术后4h、24h两个时间点的组间差 

异有显著性意义 (P<O．05)；而在术后 1w、4w和 

3m三个时间点组间差异无显著性意义 (P>O．05)。 

再对4h、24h两个时间点的组间进行两两比较发现： 

(1)在术后4h、24h PRK一8．0D组的凋亡细胞数较 

PRK一4．0D组多，其差异有显著性意义 (P<O．05)， 

在 PRK一4．0D与 PRK一8．0D组术后角膜基质细胞 

凋亡水平的差异可能原因是前基质的角膜基质细胞 

与后基质的角膜基质细胞对损伤所产生的反应程度 

不同，后基质的损伤可诱发更明显的角膜愈合反 

应；这一现象可能是临床上所发生的高度近视患者 

PRK术后屈光回退、角膜混浊的发生率高于低度近 

视患者的潜在生物学基础。(2)在术后 4h、24h 

LASIK一8．0D组的凋亡细胞数较PRK一8．0D组少， 

其差异有显著性意义 (P<0．05)，其原因可能是 

LASIK术对角膜上皮的损伤明显轻于 PRK术，因 

而角膜损伤后释放的相关细胞因子也少，故LASIK 

术早期角膜基质中的凋亡细胞明显少于PRK术。这 

也与临床中所见到的对高度近视患者LASIK术后屈 

光回退、角膜混浊的发生率明显低于PRK术。 

综上所述，LASIK术后角膜基质细胞的凋亡水 

平较PRK低，凋亡程度与制瓣中的角膜损伤有关， 

与切削深度无明显相关 PRK术后角膜基质细胞的 

凋亡水平随切削深度增加而增高 PRK与LASIK术 

后角膜基质细胞的凋亡水平可能在一定程度上决定 

了PRK与LASIK术后角膜愈合反应程度继而影响 

其疗效，如：屈光回退、角膜混浊等。 
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