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富血小板血浆凝胶对脂肪干细胞修复皮肤软组织缺损创面的影响
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　　摘　要：目的　探讨富血小板血浆（ＰＲＰ）凝胶和脂肪干细胞（ＡＤＳＣｓ）在创面修复中的作用。方法　取大鼠腹股沟脂肪组织，

使用贴壁筛选法分离、培养ＡＤＳＣｓ，三系诱导分化鉴定。取６～７周龄雄性ＳＤ大鼠３０只，随机选取１２只大鼠经心脏取动脉血

７～１０ｍＬ／只，采用改良Ａｐｐｅｌ法制备ＰＲＰ；倒置相差显微镜下对留存的全血及ＰＲＰ进行血小板计数。剩余１８只大鼠随机分成

３组，每组６只；Ａ组为ＡＤＳＣｓ＋ＰＲＰ处理组，Ｂ组为ＡＤＳＣｓ处理组；Ｃ组为ＰＲＰ处理组，所有未处理创面设定为Ｄ组（对照组）；

观察创面肉芽组织生长情况，创面周围炎症反应及上皮化程度。记录创伤后各时间点创面面积、创面收缩率、创面完全愈合时间；

２４ｄ后处死各组大鼠，取创面愈合组织，ＨＥ染色观察。结果　大鼠ＰＲＰ中血小板计数约为全血的５．２１倍。创面完全愈合所需

要的时间Ａ组为（１８．２５±１．４４）ｄ，Ｂ组为（１９．１３±１．２８）ｄ，Ｃ组为（１９．７２±０．８７）ｄ，Ｄ组为（２２．３１±１．６５）ｄ；术后３、７、１１、１５ｄＡ、

Ｂ、Ｃ组创面收缩率均高于Ｄ组（犘＜０．０５）。结论　ＰＲＰ凝胶可促进ＡＤＳＣｓ修复创面，且较单独使用ＡＤＳＣｓ或ＰＲＰ效果好。
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　　皮肤软组织缺损创面的愈合是一个复杂的生物学过程，在

影响组织缺损修复的众多因素中，参与组织再生的局部干细胞

来源不足、促愈的细胞因子缺乏是影响皮肤软组织缺损创面修

复的两个重要因素［１］。有研究证实，局部注射的种子细胞在特

定环境中可分化为血管内皮细胞等组成血管组织的终末细胞，

直接形成新生血管和再生的组织，并可通过旁分泌多种生长因

子而发挥作用［２］。本实验采用取材方便、来源广泛、创伤小，低

免疫原性的脂肪干细胞（ａｄｉｐｏｓｅｄｅｒｉｖｅｄｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＡＤＳＣｓ）作

为种子细胞修复创面［３５］，并在其修复过程中应用富含多种与

体内正常比例相符生长因子的富血小板血浆（ｐｌａｔｅｌｅｔｒｉｃｈ

ｐｌａｓｍａ，ＰＲＰ）凝胶
［６］，观察ＰＲＰ凝胶对 ＡＤＳＣｓ修复皮肤软组

织缺损创面的影响。

１　材料与方法

１．１　材料　实验动物为６～７周龄ＳＰＦ级ＳＤ大鼠３０只，体

质量２２０～２４０ｇ，由南昌大学医学院动物中心提供。主要仪

器：凝血酶（Ｓｉｇｍａ公司，美国），７％水合氯醛，无水ＣａＣｌ２（国药

集团化学试剂有限公司）；３Ｍ硅胶片（３Ｍ 公司，美国），高速离

心机（中科中佳科学仪器有限公司，安徽），ＤＴ１００电子天平

（北京医用天平厂）。

１．２　方法

１．２．１　ＡＤＳＣｓ的制备　取大鼠双侧大腿内侧腹股沟处脂肪

组织，密度梯度离心法分离 ＡＤＳＣｓ，并使用含１０％胎牛血清、

１００Ｕ／ｍＬ青霉素、１００ｍｇ／Ｌ链霉素，低糖培养基ＬＤＭＥＭ

体外培养扩增，传代培养至第３代备用
［７］。
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１．２．２　ＡＤＳＣｓ三系分化法鉴定　取分化培养的第３代 ＡＤ

ＳＣｓ，以５×１０４／ｍＬ接种在用于诱导分化的６孔板中；分别加

入三系分化诱导液培养基进行诱导分化，每３ｄ更换诱导培养

基１次；成脂诱导分化组进行诱导分化处理后２周，行油红Ｏ

染色倒置显微镜下观察，成骨诱导分化组进行诱导分化处理后

４周后需行ＶｏｎＫｏｓｓａ染色观察鉴定。成神经诱导２４ｈ后，加

兔抗大鼠Ｎｅｓｔｉｎ一抗（１∶１００稀释），４℃冰箱过夜，保湿；ＰＢＳ

冲洗后加羊抗兔二抗ＩｇＧＴＲ（１∶２００稀释），封片后免疫荧光

显微镜下观察、拍照。

１．２．３　ＰＲＰ的制备　随机选取１２只大鼠，以７％水合氯醛经

腹腔麻醉，使用预先装有１ｍＬ复方枸橼酸钠抗凝剂的１０ｍＬ

注射器，直视下从每只大鼠心脏取动脉血（约可取７～１０ｍＬ），

混匀，置入离心管中，采用改良Ａｐｐｅｌ法
［８］１０００ｒ／ｍｉｎ离心１５

ｍｉｎ，吸取上层血浆及血小板，再调整到３０００ｒ／ｍｉｎ离心８

ｍｉｎ，弃上层血浆，将剩余液体与激活剂（凝血酶与１０％ＣａＣｌ２

的混合物）以９∶１比例混合，置于常温空气中振荡，２ｍｉｎ后即

形成血小板凝胶。实验过程中留取部分全血及ＰＲＰ进行血小

板计数，确保ＰＲＰ中血小板的数量是全血的４倍以上。

１．２．４　皮肤软组织缺损创面动物的构建及分组　取剩余１８

只大鼠使用７％水合氯醛（０．２５ｍｇ／１００ｇ）经腹腔内注射成功

麻醉大鼠后，将其四肢展平、俯卧位固定于板面上，剪除术区体

毛后进行切口标记，切口设计在其背部正中脊柱两侧相距２

ｃｍ处，分别设计一个直径为２ｃｍ的圆形创面，全背部用碘伏、

乙醇反复消毒３次后，用１１号尖刀沿标记线全层切除皮肤，形

成皮肤软组织缺损创面。随机抽取一侧创面为试验处理创面，

与之相对的另一侧创面即为对照创面，Ａ组为 ＡＤＳＣｓ＋ＰＲＰ

处理组，Ｂ组为ＡＤＳＣｓ处理组，Ｃ组为ＰＲＰ处理组，所有未处

理创面设定为Ｄ组（对照组）；体内移植细胞浓度控制为３×

１０６／ｍＬ，每个创面覆盖１ｍＬ已激活的ＰＲＰ凝胶。体内移植

时注射方法为：双侧创面均在创缘设计等距的６点进行真皮内

及皮下注射、基底等距的２点进行肌层内注射，每个注射点注

入０．１ｍＬ液体。各组具体处理方法：Ａ组为ＡＤＳＣｓ＋ＤＭＥＭ

局部注射＋ＰＲＰ凝胶覆盖创面；Ｂ组 ＡＤＳＣｓ＋ＤＭＥＭ；Ｃ为

ＤＭＥＭ局部注射＋ＰＲＰ凝胶覆盖创面，Ｄ组为单纯 ＤＭＥＭ

局部注射。创伤术后在创面均匀涂抹盐酸金霉素眼膏后，使用

３Ｍ膜覆盖，将各组大鼠单笼饲养，３ｄ后去除创面３Ｍ膜，观察

记录大鼠的一般状况、局部创面愈合情况和创面面积变化。

１．２．５　组织标本的制备　术后第２４天处死各组大鼠，取缺损

愈合后疤痕及其周围部分组织，使用体积分数４％甲醛固定，

脱梯度脱水、浸蜡、包埋后制成约５μｍ厚的切片，切片方向设

计为纵切，以确保制作的切片均位于软组织缺损修复后的疤痕

中心处附近。

１．２．６　主要观察指标

１．２．６．１　创面情况　观察创面肉芽组织生长情况，以及周围

炎症反应和上皮化程度。

１．２．６．２　创面收缩率　在术后第３、７、１１、１５天的固定时间点

使用医用透明膜覆盖于创面并沿创面边缘画出创面，剪下所绘

膜片，将其置于分度值为０．１ｍｇ天平称取质量并换算成面积，

记录创面面积大小，以刚制得的软组织缺损创面面积大小为原

创面面积，创面收缩率（％）＝（１－现创面面积／原创面面积）×

１００％

１．２．６．３　创面完全愈合时间　观察缺损创面愈合情况，设定

缺损创面完全上皮化是创面表面无渗出物，且创面表面已被上

皮组织完全覆盖所需时间即为完全愈合时间。

１．２．６．４　组织病理学观察　各组创面完全愈合后处死大鼠，

获取创面愈合组织，用４％多聚甲醛固定，常规石蜡包埋，切片

后行 ＨＥ染色，光镜下观察。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行统计学分

析，数据结果以狓±狊表示。行配对样本狋检验或多个样本均

数多重比较的ＳＮＫ方差分析，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　血小板计数　将制作ＰＲＰ过程中获取全血时和制得

ＰＲＰ时留取的少量样本进行血小板计数。全血血小板计数为

（６２４．５±３１．４）×１０９，ＰＲＰ中血小板计数为（３２０６．２２±

２０４．４６）×１０９，二者比较差异有统计学意义（犘＜０．０１），ＰＲＰ

中测得的血小板浓度为大鼠全血中血小板浓度的５．２１倍。

２．２　ＡＤＳＣｓ体外诱导多向分化潜能　第３代细胞置于成脂

诱导培养基分化后，可见诱导所得的细胞呈葡萄串状分布，使

用油红Ｏ染色剂进行染色处理，细胞内出现亮红色颗粒，证明

细胞质内满布折光性高的圆形脂滴。成骨分化培养基内诱导

分化４周后使用ＶｏｎＫｏｓｓａ方法染色后置于镜下观察，在集落

生长细胞团的中央区，细胞外基质中可观察到棕黑色团块沉

淀，此阳性结果即为磷酸盐矿化沉淀。成神经诱导培养基中约

５ｈ后即可在倒置相差显微镜下观察到：经处理细胞的胞质以

细胞核为中心呈收缩样表现，胞质的收缩导致细胞体积逐渐变

小，周围的胞质收缩形成细胞突起，形成了双极或多极样细胞。

继续进行诱导分化２４ｈ后，经诱导的细胞大多分化表现为类

似神经元样的细胞形态。

２．３　大体观察结果　在实验后第３天时，除去保护创面的３Ｍ

膜后，可观察到各组缺损创面被淡白色膜状物覆盖，将皮肤缺

损创面初步闭合，此时创面并不稳定，Ｃ组表面可见部分暗红

色血痂，但不稳定，易脱落；各组创面均缩小，但Ａ、Ｂ、Ｃ组创面

面积较Ｄ组小。第７天时各软创面表层可见淡红色或暗红色

痂皮，揭去表面痂皮后可见 Ａ组创面下已形成较为可靠的肉

芽组织，颜色红润、触之易出血，各组创面面积均变小，但 Ａ、

Ｂ、Ｃ组创面收缩程度大。第１１天时，Ａ、Ｂ、Ｃ组创面上皮化程

度明显，但Ｄ组创面表面仍有部分暗红色血痂覆盖。第１５天

时Ａ组创面几乎完全愈合；Ｂ、Ｃ组创面大小相差不大，表面亦

覆盖着较薄的上皮组织；Ａ、Ｂ、Ｃ组创面面积较 Ｄ组创面小。

见图１。

　　Ａ：Ａ组７ｄ；Ｂ：Ｂ组７ｄ；Ｃ：Ｃ组７ｄ；Ｄ：Ｄ组７ｄ；Ｅ：Ａ组１５ｄ；Ｆ：Ｂ

组１５ｄ；Ｇ：Ｃ组１５ｄ；Ｈ：Ｄ组１５ｄ。

图１　　大鼠皮肤软组织缺损创面变化

２．４　创面完全愈合时间　创面完全愈合所需要的时间以 Ａ

组（１８．２５±１．４４）ｄ最短，Ｄ组（２２．３１±１．６５）ｄ愈合时间最

长；Ｂ组（１９．１３±１．２８）ｄ与Ｃ组（１９．７２±０．８７）ｄ创面愈合时
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间差异无统计学意义；Ａ、Ｂ、Ｃ组与Ｄ组创面完全愈合时间相

比，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．５　创面收缩率比较　Ａ、Ｂ、Ｃ组创面收缩率比Ｄ组大（犘＜

０．０５），Ａ组创面收缩率在各时间点比Ｂ、Ｃ、Ｄ组大（犘＜０．０５），

Ｂ组与 Ｃ组的创面收缩率比较，差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。见表１。

表１　　创伤后各时间点各组创面收缩率（狓±狊）

组别
创面收缩率（％）

３ｄ ７ｄ １１ｄ １５ｄ

Ａ组 ３４．１±４．１ ７３．７±２．４ ９２．３±２．５ ９８．２±１．２

Ｂ组 ２７．１±３．７ ６２．３±３．４ ８５．３±１．９ ９４．３±２．１

Ｃ组 ２５．１±４．５ ５９．７±４．３ ８４．２±３．１ ９３．０±２．６

Ｄ组 １３．２±３．４ ３２．４±４．１ ６７．９±３．２ ８５．２±３．７

２．６　组织病理学观察　观察创面愈合后组织切片，Ａ组的皮

下腺体样结构层次分明，新生血管较正常皮肤组织多，胶原纤

维排列与正常皮肤组织类似；Ｂ组创面内腺体样结构较正常皮

肤多，新生血管较Ａ组少，胶原纤维排列较紊乱；Ｃ组新生毛

细血管较多，腺体样结构较少，但其胶原纤维排列有序；Ｄ组新

生血管形成，视野里被紊乱排列的胶原纤维填充，腺体样组织

较少。

３　讨　　论

创伤修复领域中研究较多的细胞疗法，原理是以正常、具

有功能的细胞，替换有缺陷或病损的细胞，从而替代、修复或加

强受损组织或器官的生物功能。具有自我更新、高度增殖和多

向分化潜能的干细胞在细胞疗法中应用最为广泛。ＢＭＳＣｓ作

为细胞疗法的种子细胞，能够明显促进血管新生，改善血液供

应、促进组织再生。但ＢＭＳＣｓ在培养易产生较多造血干细胞

成分，而ＡＤＳＣｓ培养后得到则是较为纯净单一的间充质成分；

Ｃａｏ等
［９］研究结果证实了ＡＤＳＣｓ能够直接向血管内皮细胞分

化，参与血管新生，故ＡＤＳＣｓ在促进血管新生及组织再生的能

力要优于ＢＭＳＣｓ。使用 ＡＤＳＣｓ作为细胞疗法的种子细胞可

明显促进局部组织的再血管化［１０］，进而加速创面愈合、缩短创

面愈合时间。Ｔａｋａｈａｓｈｉ等
［１１］报道了在进行局部脂肪移植时，

辅助应用 ＡＤＳＣｓ，能明显提高移植脂肪的存活率。Ｒｅｉｃｈｅｎ

ｂｅｒｇｅｒ等
［１２］在大鼠皮瓣的实验中局部注射 ＡＤＳＣｓ后，观察到

皮瓣的存活率有明显提升。多数学者认为，细胞疗法的作用机

制：一是局部注射的种子细胞直接分泌多种可以促进血管新生

的细胞因子发挥作用；二是种子细胞在局部环境中通过分化作

用直接转化为血管内皮细胞等组成血管组织的终末细胞，形成

新生血管和再生组织。理论上通过局部增加生长因子存留时

间亦可缩短创面愈合时间。

临床上因条件所限常使用单一的生长因子，仅能促进某一

阶段创面的愈合过程，将多种因子组合使用，更符合创伤愈合

的生物学过程，才可能达到最佳的促创面愈合效果［１３］。如何

在体外将各种单一基因重组因子按最佳配比组合，是临床应用

生长因子的研究热点。研究发现，血小板成功激活后可在一段

时间内持续释放多种与机体内配比、种类类似的生长因子。本

实验采用改良 Ａｐｐｅｌ离心法制备ＰＲＰ，成功后混合加入适量

的凝血酶和钙离子，促使ＰＲＰ形成凝胶状，称为ＰＲＰ凝胶。

在激活剂作用下，ＰＲＰ凝胶释放多种比例协调的高浓度生长

因子，能够成为创面修复过程中可靠的生长因子供源。ＰＲＰ

凝胶与临床上应用的单一生长因子相比较，有其独特的优势：

（１）ＰＲＰ凝胶可以为创面提供一个适合创面愈合的湿润环境，

还能在其存在于创面阶段持续分泌高浓度生长因子，发挥最大

的促愈作用［１４］。避免了目前应用于临床的液态重组生长因子

试剂喷洒在创面后容易流失和蒸发的缺点。（２）ＰＲＰ凝胶中

生长因子的种类与浓度配比与机体相似，能够通过协同作用而

发挥最大的促愈作用，弥补了临床上应用单一生长因子效果不

佳的缺陷。（３）ＰＲＰ凝胶是由大量的纤维蛋白组成的立体网

状结构，可为细胞生长提供良好支架，纤维蛋白的回缩作用还

可促进创面收缩和凝血［１５］。（４）ＰＲＰ凝胶可以是自源性的，避

免了异种或同种异体的生长因子可能引起的免疫排斥或毒副

作用。（５）通过离心方法制备的ＰＲＰ凝胶中含有大量与血小

板沉降系数相近的单核细胞和白细胞，在创面修复过程中能够

发挥预防感染的作用［１６］。（６）ＰＲＰ凝胶的制作方法简单易行、

成本较低。近年来国外已有将其应用于牙周病、口腔种植、颅

面、骨关节软骨等修复的研究报道［１７１８］。而在皮肤软组织缺

损修复方面的研究则少见报道。

本研究在创面修复结果显示，创面愈合时间以Ａ组最短，

Ｂ组、Ｃ组愈合时间较Ａ组长，Ｄ组愈合时间最长；证明了ＡＤ

ＳＣｓ和ＰＲＰ凝胶处理创面后可促进创面修复，联合使用 ＡＤ

ＳＣｓ和ＰＲＰ凝胶促创面愈合作用强，可显著缩短创面愈合时

间。ＨＥ染色结果显示经ＡＤＳＣｓ和ＰＲＰ凝胶处理创面后，创

面愈合组织结构能够较稳定的恢复，可形成与正常皮肤组织类

似的结构，但腺体和新生血管较正常组织多，可能与局部含较

多的干细胞有关；胶原纤维排列较整齐，瘢痕形成少，可能与

ＰＲＰ凝胶促愈作用有关。单独使用 ＡＤＳＣｓ或ＰＲＰ凝胶处理

组结构则不能达到联合使用时的效果。可能与 ＡＤＳＣｓ联合

ＰＲＰ凝胶修复创面时既能大量补充局部创面中组成新生组织

的干细胞，又能利用ＰＲＰ凝胶持续提供高浓度、与体内配比相

似的生长因子，从而加速创面的愈合过程有关。值得注意的

是，本研究中经ＰＲＰ凝胶处理的实验创面胶原纤维排列有序，

愈合时间较无ＰＲＰ凝胶处理组缩短，说明ＰＲＰ凝胶在加速软

组织创伤愈合、减少瘢痕形成上起重要作用。单独 ＡＤＳＣｓ与

ＰＲＰ凝胶处理创面后，创面完全愈合时间相差不大，创面收缩

率无显著的统计学意义。

ＡＤＳＣｓ可为局部皮肤软组织缺损创面提供具有多向分化

能力的干细胞，并可促进局部血管新生；ＰＲＰ凝胶则为局部组

织持续提供大量生长因子和细胞因子，刺激血管生成、成纤维

细胞增殖以及胶原合成。本研究结果提示，在 ＡＤＳＣｓ修复创

面时应用ＰＲＰ凝胶缩短愈合时间，并改善其愈合效果。但

ＰＲＰ凝胶与ＡＤＳＣｓ联合运用于创面修复尚处于起始阶段，需

要进一步研究的是ＰＲＰ凝胶使用方法及与 ＡＤＳＣｓ混合的最

佳浓度配比，两者间在创面修复过程中相互调控情况也是今后

研究的方向。
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