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Abstract
誗AIM: To investigate a new approach of establishing
rabbit bacterial infection keratitis model after laser in situ
keratomileusis ( LASIK), so as to provide reference for
the diagnosis and treatment of the post-LASIK bacterial
infection keratitis.
誗METHODS: Twenty healthy adult rabbits were selected
to perform LASIK on their right eyes, and inoculated with
staphylococcus aureus after surgery. Examinations were
performed at 12 hours, on the first, 3 rd, 5 th and 10 th days
after surgery using ocular, digital slit-lamp and confocal
microscopy. After 10 days operation, the corneas were
collected for pathological examination.
誗 RESULTS: Eighteen eyes bacterial infection keratitis
model post - LASIK were successfully established. The
infectious infiltrates appeared as dots or spots at the
shallow layer of stroma underneath the corneal flap at
the early stage, and gradually merged together over the
infection time. The infectious infiltrates also spread bi -
directionally towards the corneal flap and the deeper
stromal layer from the flap interface, where the corneal
flap showed more severe infection than the deeper
stromal layer. At the late period the infection caused the
corneal flap melting or dislocation, corneal flap ulcer and

perforation with hypopyon.
誗 CONCLUSION: It would be feasible to establish
bacterial infection keratitis after LASIK. Bacterial infection
would lead to serious pathological damage after LASIK.
誗 KEYWORDS: cornea; laser in situ keratomilesis;
staphylococcus; keratitis
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摘要
目的:建立日本大耳白兔 LASIK 术后感染模型,了解
LASIK 术后细菌性角膜炎的病理过程,为 LASIK 术后细
菌性角膜炎诊断、治疗提供依据。
方法:选取健康成年日本大耳白兔 20 只,右眼行 LASIK
术后接种金黄色葡萄球菌,在术后 12h;1,3,5,10d 各时
期行肉眼、数字化裂隙灯和共焦显微镜观察,10d 后处死
实验动物取角膜行病理切片。
结果:18 眼成功建立了 LASIK 术后细菌性角膜炎模型。
其早期表现为角膜瓣浅基质层点状或小斑片状炎性浸
润,随着时间的推移慢慢融合,并以层间为起点同时向前
(角膜瓣)和向后(深基质层)发展,晚期造成角膜瓣移
位、角膜瓣溃疡、穿孔伴前房积脓。
结论:建立 LASIK 术后细菌性角膜炎模型可行。 LASIK
术后细菌性角膜炎会导致严重的病理损害。
关键词:角膜;激光原位角膜磨镶术;金黄色葡萄球;角膜炎
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0 引言
摇 摇 准分子激光原位角膜磨镶术( laser in situ keratomilesis,
LASIK)现已经成为矫正屈光不正的主要手术方法之一。
尽管大量资料表明这是一种安全性很高的手术,但作为
有创手术方式,仍可能出现术中或术后并发症,其中最严
重的并发症是术后感染性角膜炎[1]。 尽管感染率很小,
但绝对感染人数并不少[2]。 本研究试图建立 LASIK 术后
感染模型,了解 LASIK 术后细菌性角膜炎的病理过程,为
LASIK 术后感染的防治提供基础。
1 材料和方法
1. 1 材料 摇 健康成年日本大耳白兔 10 只,体质量 2 ~
2郾 5kg,雌雄不拘,由同济医学院动物实验中心提供。 术
前检查:行裂隙灯及检眼镜检查排除眼前、后节病变。 标
准菌株:金黄色葡萄球菌(ACTT25923)由华中科技大学
同济医学院病原生物学系提供。
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图 1摇 建模后第 1d感染组球结膜轻度充血,角膜瓣下基质层间灰白色点状浸润。
图 2摇 建模后第 3d感染组角膜瓣下灰白色浸润融合成片状,边界不清,呈丝状或毛刷边状,但角膜上皮仍完整。
图 3摇 建模后第 5d角膜瓣溃疡伴有前房积脓。
图 4摇 建模后第 6d角膜灰白色混浊,致密的浸润灶浸及角膜瓣全层,并深达后基质层,有角膜瓣移位。
图 5摇 建模后 3d角膜基质有大量的炎性细胞浸润,可见 1 ~2滋m散在高反光点。
图 6摇 建模后 5d大片高反光区,不能区分角膜组织结构。

1. 2 方法
1. 2. 1 金黄色葡萄球菌的培养摇 金黄色葡萄球菌菌株加
入到适量牛肉膏液体培养基中,于 37益温箱中培养 18 ~
24h。 待温箱中培养基混浊,接种在牛肉膏汤固体培养基
中,于 37益 温箱中培养 18 ~ 24h。 挑取 4 个菌落放入
100mL 的生理盐水中混匀稀释,稀释后接种在牛肉膏汤固
体培养基中,于 37益温箱中培养 18 ~ 24h。
1. 2. 2 金黄色葡萄球菌感染动物模型的制作摇 实验前 3d,
以 0. 3%妥布霉素眼液滴眼,4 次 / d。 麻醉:用盐酸氯胺酮
50mg / kg,盐酸氯丙嗪 10mg / kg 混合液肌肉注射麻醉,
0郾 4%盐酸奥布卡因滴眼液表面麻醉。 实验动物常规术前
洗眼及皮肤消毒,铺巾,开睑器开睑,做角膜标记,以直径
为 8. 5mm 的负压吸引环,厚度设置为 130滋m 的微型角膜
板层刀,启动负压吸引装置,检测眼压后启动角膜刀,做蒂
在鼻侧的角膜瓣,掀起角膜瓣用接种环挑取 2 个金黄色葡
萄球菌菌落(直径约为 2mm,含菌量为 2伊1011)置于创面
上,吸水海绵棒使角膜瓣平复,干燥 3min。
1. 2. 3 实验步骤摇 接种后分别在动物接种后的第 12h;1,
3,5,10d 观察,不同时期行肉眼、数字化裂隙灯和共焦显
微镜检查。 第 10d 过量麻醉处死实验动物取角膜,甲醛固
定液固定,梯度脱水、包埋,切片行 HE 染色,光镜观察。
2 结果
2. 1 模型建立概况摇 18 眼成功建立出细菌性角膜炎模型。
2 例术后 48h 发现角膜瓣移位,创面愈合,建模失败。
2. 2 接种细菌后临床特点摇 术后第 1d 手术眼眼角及睑缘
可见少许黄白色分泌物,球结膜轻度充血,角膜瓣下基质
层间灰白色点状浸润(图 1)。 第 3d 分泌物将上下睑粘
住,分开眼睑见球结膜水肿,角膜瓣下灰白色浸润融合成
片状,边界不清,呈丝状或毛刷边状(图 2),但角膜上皮仍
完整。 第 5d 可见实验动物术眼紧闭,黄白色分泌物使眼
睑粘连,分泌物覆盖全角膜,球结膜重度充血,高度水肿,
角膜灰白色混浊,致密的浸润灶浸及角膜瓣全层,并深达
后基质层,模型中 3 眼出现角膜瓣移位,出现移位的平均
时间为 5. 1d(图 3);6 眼出现角膜溃疡或穿孔,溃疡周边

图 7摇 角膜病理切片(HE伊100)。

清楚,溃疡下方边界模糊,伴有前房反应甚至前房积脓(图
4),出现溃疡的平均时间为 4. 3d,穿孔的平均时间为 6. 5d。
2. 3 角膜共焦显微镜表现摇 术后第 1d 角膜瓣下浅基质层
间少许炎性细胞浸润,仍可见正常角膜上皮细胞及基质细
胞;术后第 3d 可见角膜基质大量炎性细胞及 1 ~ 2滋m 高
反光点,角膜上皮细胞仍部分可见,基质细胞基本不可见
(图 5);术后第 5d 表现为大片高反光区,不能区分角膜组
织结构(图 6)。
2. 4 角膜病理切片检查摇 建模后 10d 可见角膜高度水肿、
混浊,前 1 / 3 基质层可见大量中性粒细胞、淋巴细胞、成纤
维细胞和坏死组织,可见角膜溃疡,并有大量炎细胞浸润
(图 7)。
3 讨论
摇 摇 LASIK 术中角膜瓣下的基质创面可为术后感染的发
生提供了可能性。 LASIK 术后并发感染性角膜炎的发生
可能与患者结膜囊的带菌状态及医源性感染有关[3,4]。
有研究报道称[5-7]:结膜囊细菌培养阳性率达 31. 8% ~
56郾 4% ,其中以金黄色葡萄球菌为主的革兰氏阳性菌多
见。 因此本研究建立感染模型时采用金黄色葡萄球菌作
为致病菌。
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摇 摇 建立理想的 LASIK 感染模型是防治 LASIK 术后感染
的基础。 本研究采用 LASIK 的方法成功制作角膜细菌性
感染的动物模型 18 眼,能够较理想地模拟临床上细菌性
角膜炎的发病过程并获得了较高的成功率,建立了一种重
复性好、成功率高的动物模型。 在本模型制作失败的 2 眼
中,均出现角膜瓣移位,其原因可能为泪液在角膜表面的
润滑及冲刷作用,不利于金黄色葡萄球菌细胞与角膜细胞
的黏附。 泪液中所含有的溶菌酶、免疫球蛋白等抗菌成分
抑制了细菌的生长[8]。 而 LASIK 术后角膜上皮约 4 ~ 8h
即可修复,角膜瓣下的病菌很快被屏蔽在角膜层间,
LASIK 术后角膜瓣下接种菌株的模型中,角膜瓣对病菌的
庇护作用隔开了所有不利于细菌生长繁殖的因素,使金黄
色葡萄球菌迅速定植和表现出临床症状。 在临床观察中
LASIK 术后感染率大于 LASEK 也说明这一点。
摇 摇 准分子激光角膜屈光术后感染性角膜炎发病的危险
因素主要有围手术期未使用抗生素滴眼液、消毒不严、术
中操作过程污染、干眼症伴持续性角膜上皮缺损、存在原
发病如糖尿病等易感因素,长期应用糖皮质激素也可导致
角膜抗感染能力下降等。 除了结膜囊内的细菌感染外,手
术过程中的污染,滴眼液的污染,或是皮肤、睑缘、睫毛及
空气中存在的微生物等因素均可能导致术后感染。
摇 摇 实验观察到 LASIK 术后感染的病理过程为角膜瓣浅
基质层点状或小斑片状炎性浸润,随着时间的推移慢慢融
合,并以层间为起点同时向两侧扩展(双向发展),即向前
(角膜瓣)和向后(深基质层)发展,但角膜瓣的感染要比
深基质层严重。 潜伏期约为 16h,出现明显的症状为 21h,
进入快速进展期的时间约为 50h。 本研究共焦显微镜表
现:角膜瓣下浅基质层间少许炎性细胞浸润,仍可见正常
角膜上皮细胞及基质细胞;术后第 3d 可见角膜基质大量
炎性细胞,角膜上皮细胞仍部分可见,基质细胞基本不可
见;可见 1 ~ 2滋m 高反光点。 术后第 5d 表现为大片高反
光区,不能区分角膜组织结构,主要是细菌形态多样化、没
有特征性,且细菌体积微小,故在共焦显微镜下不易分辨,
仅表现为高亮度反光点。 而不同于真菌性角膜炎在早期
即可发现菌丝,棘阿米性角膜炎发现典型的棘阿米巴包
囊,提示共焦显微镜在细菌性角膜炎只能观察病情、病损
程度而无法鉴别感染细菌种类,但可以与真菌性角膜炎、
弥漫性板层角膜炎及棘阿米巴性角膜炎相鉴别。
摇 摇 本研究建立了 LASIK 术后细菌性角膜炎模型,为今

后 LASIK 术后角膜感染的研究提供了一个快捷、同一性
的平台。 细菌性角膜炎模型的建立也表明,在角膜瓣下的
环境适合金黄色葡萄球菌生长,并能造成严重后果。 所以
控制 LASIK 术后感染的重点应是预防。 对于 LASIK 术前
患者的筛选尤为重要,术前患有干眼症、睑缘炎、结膜炎、
泪囊炎等眼睑和附属器感染的患者,应尽量在症状缓解及
炎症得到控制后再行手术。 配戴角膜接触镜、眼部屈光手
术史、眼部长期使用皮质类固醇药物等也是高危因素[9]。
LASIK 术前 3d 应用抗生素滴眼液,以及术前充分结膜囊
冲洗等,对于预防术后感染性角膜炎是必要且有效的,可
以消灭绝大多数致病菌,预防性地降低结膜囊的细菌数
量[10]。 术中严格地无菌操作,术后合理用药及严密随访,
出现眼部症状时结合临床症状及病原学检测判断感染性
质,及时、合理地治疗,真正使 LASIK 手术成为安全、有
效、准确、预测性强的治疗屈光不正的手术方法。
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