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皮秒脉冲固体激光对乳猪皮肤组织的气化效应
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　　［摘要］　目的　探索１０６４ｎｍ波长皮秒（ｐｓ）脉冲Ｎｄ：ＹＡＧ激光对乳猪皮肤组织的气化效应及气
化区周围的热凝固效应。方法　使用脉宽３０ｐｓ，频率１０Ｈｚ，最大单脉冲能量１００ｍＪ的１０６４ｎｍ脉冲
Ｎｄ：ＹＡＧ激光照射离体乳猪皮肤组织，按照单脉冲能量０、２０、４０、６０、８０ｍＪ和１００ｍＪ，每次辐照时间分
别为２、５ｓ和１０ｓ进行分组，组合形成１８组激光剂量，每组３个标本。使用超景深显微镜即时观察记
录气化区深度及宽度。取受照皮肤组织制作组织切片，ＨＥ染色，显微镜下观察测量气化区外围凝固区
宽度。根据所得数据绘制单脉冲能量及辐照时间与气化区宽度、深度及凝固区宽度的量效关系曲线，分

析其作用规律及临床意义。结果 　气化区直径为７４０．６６～１４５５．３２（１１６８．８５±１８８．５７）μｍ，气化
区深度１０６．４４～１３１４．８０（４１２．１６±２８９．８４）μｍ；凝固区宽度６５．３５～２３８．７３（１４１．１０±４７．６８）μｍ。
结论　１０６４ｎｍ波长３０ｐｓ脉宽Ｎｄ：ＹＡＧ激光对乳猪皮肤组织有较强的气化作用，且气化作用的效应
程度与单脉冲能量和每次辐照时间呈正相关趋势。用该激光气化目标皮肤组织时，对健康组织热凝固

效应可控制在百微米级范围。
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　　清创即用各种清创方法，清除存在于伤口内的异
物，去除失去活性的组织，减少感染，尽快痊愈。清创

是创面治疗的第一步，清创的质量直接影响后续治疗

的效果［１］。理想的清创效果是在清除全部坏死及感

染组织的同时，最大程度地保留健康组织，即精确清

创。短脉冲激光是一种精确可控的清创方法，当高能

脉冲激光的脉宽小于热传导时间（热弛豫时间）时，受

照组织将瞬间气化而明显减少对周边的热损伤［２］。

较目前临床或医学研究常用的连续激光和低能量长、

短脉冲激光而言，高能短脉冲激光可明显减少受照范

围以外的热损伤，提高单脉冲能量可明显提高其气化

组织的效率［３］。高能皮秒激光是脉宽仅为１０－１２ｓ的
高能短脉冲激光，符合精确清创的需求。本研究使用

高能皮秒激光辐照猪皮肤组织，通过超景深显微镜即

时观察激光辐照所致气化区直径及深度，组织病理学

观察气化区外围热损伤区域的宽度，探索在单脉冲能

量，脉冲次数单因素变化时高能皮秒激光对皮肤组织

的作用规律，以期为皮秒激光用于高精度、高效率创面

清创奠定基础。

１　材料与方法

１．１　实验材料
　　本实验选取雄性巴马小香猪，体质量４～６．５ｋｇ，
购自第三军医大学实验动物中心。样品取自刚断奶的

纯种乳猪腹部皮肤，其光热学特性和结构层次与人体

皮肤类似，是理想的皮肤样品模型［４］。

１．２　实验装置
　　实验系统如图１所示。采用中国工程物理研究院
研制的脉冲固体激光器，它是通过闪光灯泵浦Ｎｄ：ＹＡＧ
激光晶体，输出脉冲波长１０６４ｎｍ，单脉冲最大能量
１００ｍＪ，脉宽为３０ｐｓ。使用功率计及配套探头测量并
记录激光能量。采用凸透镜调节光斑，焦距为２０ｃｍ，将
样品置于焦点处，光斑直径为１０６μｍ。１０６４ｎｍ激光
不可见，故而使用ＨｅＮｅ激光器示踪光路。
１．３　实验方法
１．３．１　实验步骤　　①对巴马小香猪进行麻醉（戊

巴比妥钠３０ｍｇ／ｋｇ）及备皮；②麻醉成功后获取实验
动物的腹部全层皮肤组织，鼓式取皮机切除过多脂肪

组织，制作为 ３ｃｍ×３ｃｍ×０．５ｃｍ的均匀组织块；
③固定组织块于载物台，正确摆放光路，调节激光器参
数（单脉冲能量及辐照时间），辐照离体皮肤组织；

④超景深显微镜观察并记录激光辐照皮肤组织后形成
的气化区宽度及深度；⑤４％中性多聚甲醛固定皮肤组
织，进行组织学观察。
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图１　激光清创实验装置示意图

１．３．２　激光参数设定及分组　　脉宽 ３０ｐｓ，频率
１０Ｈｚ，单脉冲能量０（对照组）、２０、４０、６０、８０、１００ｍＪ，
每次辐照时间２、５、１０ｓ组成１８种剂量，每种剂量为
１组，共计１５个实验组及３个对照组，每组３个皮肤
标本，对照组进行操作相同的假照射，照射靶点面积为

１１２ｍｍ×１０－２ｍｍ，各实验组实验过程相同。
１．３．３　超景深显微镜观察　　使用ＶＨＸ１０００型超景
深显微镜，２Ｄ成像即时观察记录激光辐照皮肤组织所
致的气化区上表面直径，３Ｄ成像观察记录气化区深度。
１．３．４　组织学观察　　将激光辐照的皮肤组织置于
４％中性多聚甲醛中固定，常规制作组织切片，ＨＥ染
色后光学显微镜（ＬｅｉｃａＤＭ６０００Ｂ）观察，记录气化区
之外的热损伤区域的深度及宽度。

１．４　统计学处理
　　计量资料以珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１９．０软件处理，
检验水准为０．０５。因２０ｍＪ能量组的３个时间分类均
无气化区宽度及深度数据，凝固带宽度测量仅有

２０ｍＪ×１０ｓ组获得数据，故而在统计分析中舍弃
２０ｍＪ能量组。采用双因素方差分析对４个能量组的
３个时间分类的气化区宽度和深度最大值以及凝固带
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宽度最大值进行差异性比较。如果方差分析的结果显

示组间差异，采用Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ进行两两比较，探讨两组
是否有统计学差异。对相同激光剂量的两种组合，

４０ｍＪ×５ｓ和１００ｍＪ×２ｓ、４０ｍＪ×１０ｓ和８０ｍＪ×５ｓ
的气化区宽度和深度进行独立样本ｔ检验。

２　结果

２．１　大体观察
　　激光照射皮肤组织时，靶点发出清脆响声，单脉冲
能量增加可造成组织飞溅的效应。激光剂量较低时，

靶点皮肤组织无反应或仅出现“白点”，１ｍｉｎ到数分
钟后消失；随激光剂量的增加，皮肤组织隆起，进而中

央区炭化、凹陷，出现圆形缺损（气化区），气化区周围

苍白，隆起。

２．２　超景深显微镜观察
　　如图２所示，超景深显微镜即时观察记录激光辐
照后皮肤组织气化区的上表面直径，３Ｄ成像观察记录
气化区深度。气化区呈口小底大的类圆锥形。除对照

组之外，２０ｍＪ能量组未见皮肤损害，其余各组均可肉眼
或显微镜下见组织气化区。气化区直径为 ７４０．６６～
１４５５．３２（１１６８．８５±１８８．５７）μｍ，气化区深度为
１０６４４～１３１４．８０（４１２．１６±２８９．８４）μｍ。
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图２　超景深显微镜２Ｄ及３Ｄ成像

２．３　组织学观察
　　低倍镜下，损伤灶（气化区）呈口大底小的类圆锥
形，局部嗜酸性染色。根据着色深浅及细胞形态，细胞

外基质改变，由内向外依次分为气化区、凝固区、水肿

区，气化区表现为表皮、部分真皮及皮下组织缺失。凝

固区较周围组织红染，颜色均匀，低倍镜下组织结构尚

存，但高倍镜下仅存细胞外形，核已固缩或消失，或呈

条索状均质红染无结构状态。水肿区浅染，较窄，围绕

在凝固区周围。２０ｍＪ×２ｓ组、２０ｍＪ×５ｓ组未见明
显副损伤，其余各组都可见明显的凝固区。凝固区宽

度为６５．３５～２３８．７３（１４１．１０±４７．６８）μｍ。
２．４　气化区宽度、深度及凝固区宽度与单脉冲能量、

辐照时间之间的量效关系

２．４．１　气化区宽度与单脉冲能量及辐照时间之间的
关系　　根据超景深显微镜测得的气化区宽度及深度
测量值、组织学观察测得的凝固区宽度随单脉冲能量

与辐照时间的变化绘制量效曲线。随单脉冲能量的增

加，气化区宽度测量值随之增大；辐照时间越长，气化

区宽度测量值越大（图３）。
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能量分组因素：Ｆ＝１５４．８２，Ｐ＜０．０１；时间分组因素：Ｆ＝
４４４０，Ｐ＜０．０５
图３　气化区宽度与单脉冲能量、辐照时间的关系

（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

　　气化区宽度测量值的方差分析结果示：能量因素
的主效应 Ｆ＝１５４．８２，Ｐ＜０．０１，说明能量分组对气化
区宽度有影响；时间因素的主效应 Ｆ＝４．４４０，Ｐ＝
００２３，说明时间分组对气化区宽度有影响；能量分组
和时间分组的交互效应 Ｆ＝１．２３８，Ｐ＝０．３２２，说明能
量分组和时间不存在交互作用。４个能量组的多重比
较，应用的方法为校正的 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ检验，结果显示，
能量１００ｍＪ组和８０ｍＪ组的气化区宽度均值没有统
计学差异（Ｐ＞０．０５），其余能量组两两比较都有统计
学差异（Ｐ＜０．０５）。３个时间组的多重比较，应用的方
法为校正的 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ检验，结果显示，２ｓ组和１０ｓ
组的气化区宽度均值有统计学差异（Ｐ＜０．０５），２ｓ组
和５ｓ组的气化区宽度均值没有统计学差异（Ｐ＞
００５），１０ｓ组和５ｓ组的气化区宽度均值没有统计学
差异（Ｐ＞０．０５）。
２．４．２　气化区深度与单脉冲能量及辐照时间的关系
　　随单脉冲能量的增加，气化区深度测量值随之增
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大；辐照时间越长，气化区深度测量值越大（图４）。
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能量分组因素：Ｆ＝１４３．８５１，Ｐ＜０．０１；时间分组因素：Ｆ＝
２４９．１８８，Ｐ＝０．０２３；能量分组和时间点的交互作用：Ｆ＝
６６．１２８，Ｐ＜０．０５
图４　气化区深度与单脉冲能量、辐照时间的关系

（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

　　气化区深度测量值的方差分析结果示：能量因素
的主效应Ｆ＝１４３．８５１，Ｐ＜０．０１，说明能量分组对气化
区深度有影响；时间因素的主效应 Ｆ＝２４９．１８８，
Ｐ＝０．０２３，说明时间分组对气化区深度有影响；能量
分组和时间分组的交互效应 Ｆ＝６６１２８，Ｐ＜０．０５，说
明能量分组和时间存在交互作用。４个能量组的多重
比较，应用的方法为校正的 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ检验，能量
６０ｍＪ组和８０ｍＪ组的气化区深度均值没有统计学差
异（Ｐ＞０．０５），其余能量组两两比较都有统计学差异
（Ｐ＜０．０５）。３个时间组的多重比较，应用的方法为校
正的Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ检验，可以得到，２ｓ组和１０ｓ组的气
化区深度均值有统计学差异（Ｐ＜０．０５），２ｓ组和
５ｓ组的气化区深度均值有统计学差异（Ｐ＜０．０５），
１０ｓ组和５ｓ组的气化区深度均值有统计学差异（Ｐ＜
０．０５），均值随着时间点下降。
２．４．３　凝固区宽度与单脉冲能量及辐照时间的关系
　　单脉冲能量增加，凝固区宽度测量值随之增大；辐
照时间越长，凝固区宽度测量值越大（图５）。
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能量分组因素：Ｆ＝３２．６３２，Ｐ＜０．０１；时间分组因素：Ｆ＝
２１８．５９０，Ｐ＜０．０１；能量分组和时间点的交互作用：Ｆ＝
３４１３，Ｐ＜０．０５
图５　凝固区宽度与单脉冲能量、辐照时间的关系　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

　　凝固区宽度测量值的方差分析结果示：可以得到
能量因素的主效应Ｆ＝３２．６３２，Ｐ＜０．０１，说明能量分组
对凝固区宽度有影响；时间点的主效应 Ｆ＝２１８．５９０，
Ｐ＜０．０１，说明时间分组对凝固区宽度有影响；能量分
组和时间点的交互效应Ｆ＝３．４１３，Ｐ＜０．０５，说明能量
分组和时间存在交互作用。４个能量组的多重比较，
应用的方法为校正的 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ检验，１００ｍＪ组和
８０ｍＪ组的凝固区宽度均值没有统计学差异（Ｐ＞
００５），其余能量组两两比较都有统计学差异（Ｐ＜
００５）。３个时间组的多重比较，应用的方法为校正的
Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ检验，２ｓ组和１０ｓ组的凝固区宽度均值有
统计学差异（Ｐ＜００５），２ｓ组和５ｓ组的凝固区宽度
均值有统计学差异（Ｐ＜０．０５），１０ｓ组和５ｓ组的凝固
区宽度均值有统计学差异（Ｐ＜０．０５），均值随着时间
点的延长而升高。

２．５　相同激光剂量的不同单脉冲能量与辐照时间组
合导致的差异

　　激光剂量是由单脉冲能量与辐照时间的乘积组
成，在本实验中，有激光剂量相等而由不同参数组合的

情况，分别是２００ｍＪ×ｓ（４０ｍＪ×５ｓ、１００ｍＪ×２ｓ）、
４００ｍＪ×ｓ（４０ｍＪ×１０ｓ、８０ｍＪ×５ｓ），而其组织效应
测量值均不同。对２００ｍＪ×ｓ、４００ｍＪ×ｓ激光辐照剂
量中的两种参数组合导致的气化区宽度、深度测量值

使用单独样本ｔ检验，发现２００ｍＪ×ｓ、４００ｍＪ×ｓ激光
剂量中的两种参数组合导致的气化区深度的均值无明

显差异（Ｐ＞０．０５）；气化区宽度均值有统计学差异
（Ｐ＜０．０５），１００ｍＪ×２ｓ组 ＞４０ｍＪ×５ｓ组，８０ｍＪ×
５ｓ组＞４０ｍＪ×１０ｓ组。

３　讨论

　　目前临床有多种清创方法，包括手术清创、自溶清
创、酶解清创、生物清创、超声清创、“水刀”技术等。

其中最常规使用的是手术清创，但其难以保证变性坏

死组织清除程度［５］。自溶清创具有无创无痛的优点，

但其清创周期一般需要 １～２周，一般用于慢性创
面［６－８］。２０１２年Ｋｒｉｅｇｅｒ等［９］报道了一种可在４ｈ内
完成清创的菠萝蛋白酶，但是这种酶清创失败后还需

手术二次清创。生物清创也是一种有效的清创方法，

但患者依从性较差［１０－１１］。超声清创对正常组织及新

生肉芽组织无损伤作用，但面部、臀部等创面无法进行

超声清创［１２］。水刀清创具有一定的组织选择性，但会

增加手术时间及开放性伤口暴露时间［１３］。而高能短

脉冲激光作为一种高能精确气化工具［１４］，在团队之前

研发的“烧伤深度精确诊断多光谱仪”精确识别坏死

和正常组织情况下（数据未发表），可实现精确控制气

４１９ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



化区域的范围，对受照组织周边区域的热损伤极小。

　　实验数据显示，气化区宽度随单脉冲能量的增加
而增大，呈正相关关系，但增幅逐渐减小，说明皮肤对

激光能量横向吸收到一定程度后逐渐饱和。随单脉冲

能量的增加，气化区深度及凝固区宽度测量值基本上

随单脉冲能量增加而增大，呈正相关关系。随单脉冲

能量增大，每条线在快速到达一个相对高点后，测量值

增幅减小，曲线走平，甚至逐渐减小。这一现象说明，

组织结构的变化会对效应程度产生影响。具体到皮肤

就是表皮、真皮、皮下组织对激光能量的吸收不同［１５］。

同时也说明，除了激光参数外，皮肤组织的光热参数也

是影响测量值的组成因素，其影响为非线性的。激光

辐照导致的凝固区在入口处较大而在底部较小，是因

为激光能量的衰减以及皮肤各层次之间的光热参数不

同所致。

　　相同激光剂量时不同单脉冲能量和辐照时间组合
的气化区宽度及深度统计结果显示：相同激光剂量的

不同参数组合导致气化区深度的改变微小；相同激光

剂量时，单脉冲能量比辐照时间对气化区宽度的影响

更大。

　　李文志等［１５－１６］研究微秒脉冲 Ｎｄ：ＹＡＧ激光对犬
胃壁组织的量效关系，最大凝固带宽度即热损伤区域

为（１３７７±１６５．９）μｍ，对犬膀胱组织的最大凝固带宽
度为（２０７８．２±８６．３）μｍ。Ｇｌａｔｔｅｒ等［４］研究连续 ＣＯ２
激光与猪皮肤组织的量效关系，得出其热损伤区域为

（１８０±５０）μｍ。本实验中最大凝固带宽度及平均凝固
带宽度分别为（２１７．０３±１９．８７）μｍ及（１４１．１０±
４７６８）μｍ，说明本实验所采用的皮秒脉冲激光对皮肤
的热损伤显著小于连续激光及微秒脉冲激光，若其应

用于临床，则其工作时将具有百微米级的精度，而这样

的精度是常规手术清创所远达不到的。

　　综上所述，本研究显示，１０６４ｎｍ高能皮秒脉冲
Ｎｄ：ＹＡＧ激光对皮肤组织有较强的气化能力，副损伤
小，且激光手术不接触创面，可减少感染的机会。尤其

对于影响美观及功能的部位如面部、手部、关节部位的

清创有重要意义，但应用于临床尚需更多研究。
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