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富血小板血浆治疗糖尿病足溃疡的研究进展*
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  [摘要] 糖尿病足溃疡(DFU)是糖尿病慢性并发症中较为严重的一种,治疗难度大,住院时间长,创面愈

合缓慢,致残、致死率高。随着对DFU机制研究的逐渐深入,以富血小板血浆(PRP)为代表的血小板浓缩物被

广泛应用于临床,其具有制备方法简单、费用较低、抗感染能力强、缩短创面愈合时间等优势,已成为治疗DFU
重要的辅助方法之一。目前国内PRP制备方法较多,各单位所使用的制备参数各不相同,缺乏统一标准,导致

所制备的PRP制品中血小板含量差异较大、临床疗效参差不齐。因此,该文就PRP的制备、DFU创面愈合困

难的原因、PRP促进DFU愈合的机制及相关研究进展进行综述。
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  [Abstract] Diabetes

 

foot
 

ulcer
 

(DFU)
 

is
 

one
 

of
 

the
 

more
 

serious
 

chronic
 

complications
 

of
 

diabetes,
which

 

is
 

difficult
 

to
 

treat,and
 

has
 

long
 

hospital
 

stay,slow
 

wound
 

healing,and
 

high
 

disability
 

and
 

death
 

rate.
With

 

the
 

gradual
 

deepening
 

of
 

the
 

study
 

on
 

the
 

mechanism
 

of
 

diabetes
 

foot
 

ulcer,the
 

platelet
 

concentrate
 

re-
presented

 

by
 

platelet-rich
 

plasma
 

(PRP)
 

has
 

been
 

widely
 

used
 

in
 

clinic,which
 

has
 

the
 

advantages
 

of
 

simple
 

preparation
 

method,low
 

cost,strong
 

anti-infection
 

ability,shortening
 

wound
 

healing
 

time
 

and
 

so
 

on.It
 

has
 

be-
come

 

one
 

of
 

the
 

important
 

auxiliary
 

methods
 

for
 

the
 

treatment
 

of
 

DFU.At
 

present,there
 

are
 

many
 

domestic
 

PRP
 

preparation
 

methods,the
 

preparation
 

parameters
 

used
 

by
 

various
 

units
 

are
 

different,and
 

there
 

is
 

a
 

lack
 

of
 

unified
 

standards,resulting
 

in
 

large
 

differences
 

in
 

platelet
 

content
 

in
 

the
 

prepared
 

PRP
 

products
 

and
 

uneven
 

clinical
 

efficacy.Therefore,this
 

article
 

reviews
 

the
 

preparation
 

of
 

PRP,the
 

causes
 

of
 

DFU
 

wound
 

healing
 

diffi-
culties,the

 

mechanism
 

of
 

PRP
 

promoting
 

DFU
 

healing
 

and
 

related
 

research
 

progress.
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  糖尿病足(diabetic
 

foot,DF)定义为糖尿病患者

踝关节以远的皮肤和皮下组织的破坏,通常会侵犯到

肌肉和骨组织,下肢动脉闭塞和外伤可增加其发生的

概率。DF是导致糖尿病患者残疾和死亡的主要原因

之一。目 前,糖 尿 病 足 溃 疡 (diabetes
 

foot
 

ulcer,
DFU)已成为我国重要的公共卫生问题。DFU患者

死亡率高达11%,截肢率已达22%[1]。下肢动脉闭

塞、周围神经病变和创伤是DFU风险增加的3个主

要原因。由于糖尿病患者自身糖代谢障碍的影响,细
菌生物膜的产生,创面局部肉芽组织生长所需的生长

因子缺乏,传统的清创术已不能满足创面肉芽生长的

需求,富血小板血浆(platelet
 

rich
 

plasma,PRP)可以

解决这个问题。PRP是通过体外离心技术获得的自

体血液制品,其中高浓度的血小板可产生大量生长因

子,促进细胞分裂增殖,加速创面微血管形成,从而改

善创面微环境,促进创面愈合,可广泛用于各种DFU
的修复。
1 DFU愈合困难原因

DFU创面难愈合、延迟愈合与创面微环境的改

变、局部细菌感染、细菌生物膜的形成及创面生长因

子的缺乏有关,由于各种原因共同作用导致局部生长

因子减少和活性降低[2],主要原因如下:(1)长期高糖

环境导致糖尿病患者外周动脉硬化,外周血管狭窄导

致创面供血不足,局部代谢产物排泄障碍、生长因子
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和其他营养物质供应不足导致创面愈合困难[3]。(2)
糖尿病患者血液处于高凝状态,血液黏度的增加会影

响细胞之间的物质交换及糖基化最终产物的堆积[4],
影响创面局部金属蛋白酶(MMPs)的水平,改变生长

因子的活性并降低其功能[5]。除此以外,组织中糖代

谢产物排泄障碍,导致代谢产物异常堆积阻碍了各类

修复细胞的增殖,促进细胞凋亡,表皮细胞上皮化时

间延长,细胞外基质合成受阻,降解增加,血管舒缩功

能障碍等导致急性创面慢性化,并出现创面延迟愈合

或不愈合[6]。(3)糖尿病患者创面易被病原微生物定

植,导致创面局部感染程度加重[7]。创面细菌感染导

致细菌不可逆的附着于创面局部,繁殖分化并分泌多

糖基质,包裹细菌群落产生细菌生物膜,可抵抗抗生

素、杀菌剂、恶劣环境及宿主免疫防御机制,导致创面

细菌难以根治;还可分泌多糖基质、脂蛋白等多糖蛋

白复合物刺激细菌繁殖;细菌生物膜中的炎性渗出物

可持续为细菌提供营养,导致持续的过度炎性反

应[8]。同时,创面缺血缺氧表达内皮细胞黏附因子增

加,导致白细胞介素(IL)-1α、IL-1β、肿瘤坏死因子

(TNF)-α等促炎因子释放增加,加速创面炎症级联反

应发生[9]。(4)神经病变和糖代谢产物异常堆积导致

参与创面修复细胞功能下降甚至凋亡,创面生长因子

分泌减少,高浓度的炎症因子刺激细胞释放大量蛋白

水解酶,水解生长因子及受体、基质蛋白等促进创面

愈合所需的生长因子,抑制肉芽组织生长使创面修复

进程受阻[10]。
2 PRP促进慢性创面愈合作用机制

创面愈合可分为凝血期、炎症期、修复期、成熟期

4个时期。慢性创面愈合主要是后2个时期受阻,这
与创面局部缺乏生长因子和纤维蛋白有关[11]。PRP
被激活后形成富血小板凝胶,每个血小板由50~80
个α颗粒和数百种生物活性蛋白组成,主要包括以血

小板源性生长因子(PDGF)为代表的多种生长因子。
这些生长因子主要参与组织修复过程,并有其特定的

生物分子功能,改变创面炎症细胞功能、促进肉芽组

织生长及血管神经再生。PRP中大量的纤维蛋白可

促进细胞迁移增殖。纤维蛋白原激活后形成的网络

结构为修复细胞的爬行提供支架。任慈等[12]报道自

体PRP中丰富的纤维蛋白,能够收缩创面促进细胞

修复,还可在创面局部形成湿润的环境,加速创面

愈合。
2.1 抗炎

DFU创面抗炎和炎症微环境的失衡促进了慢性

持续性炎性反应的出现和发展。LI等[13]研究发现

PRP中的白细胞具有抗炎作用;有研究[13-14]通过建立

体外DFU模型发现DFU
 

中的
 

miRNA
 

水平与伤口

愈合直接相关,miRNA-21/PDCD4/NF-κB信号通路

是PRP发挥抗炎作用的直接机制,PRP可上调
 

miR-
NA-21水平,下调

 

PDCD4水平来降低
 

NF-κB
 

活性,

从而促进组织修复。国内一项研究显示,PRP可分泌

血小源性抗菌肽(包括血小板碱性蛋白、纤维蛋白肽

等),通过降低炎性反应增强免疫作用[15]。
2.2 抗菌

ÇETINKAYA等[16]发现革兰阳性球菌中的耐甲

氧西林的金黄色葡萄球菌,革兰阴性杆菌中的肺炎克

雷伯菌和铜绿假单胞菌是各种慢性创面中较为常见

的菌群,PRP可抑制上述细菌的活性发挥抗菌作用。
CHEN等[4]用糖尿病慢性难愈合创面患者的全血制

备PRP研究其体外抗菌作用,结果显示PRP可降低

金黄色葡萄球菌细菌活性,其发挥抗菌作用的机制可

能是PRP释放的血小板杀菌蛋白(platelet
 

microbi-
cidal

 

protenins
 

PMPs)可增加细菌细胞膜的通透性,
PMPs进入细胞后抑制细胞内物质合成,从而起到抗

菌作用。PRP中活化的血小板还可通过释放多种生

物活性物质(如腺苷、组胺、趋化因子、免疫球蛋白

等),诱导血小板聚集,也可通过趋化白细胞发挥抗菌

作用。
2.3 大量生长因子和活性物质释放

PRP含有丰富的生长因子、细胞因子、抗菌肽等

生物活性物质,可刺激细胞增殖分化,基质合成,加速

组织再生与修复[17]。PRP
 

中包含的主要生长因子

有:血小板源性生长因子(PDGF)、成纤维细胞生长因

子(FGF)、血管内皮生长因子(VEGF)、转化生长因子

β(TGF-β)、胰岛素样生长因子(IGF)、表皮生长因子

(EGF)等[18]。相关研究表明,PRP中的生长因子可

诱导组织细胞中 MMPs抑制剂(TIMP)释放增加,
TIMP可抑制 MMPs合成,MMPs/TIMP二者比例

下降可延长创面细胞基质、细胞外基质及生长因子降

解时间,促进创面愈合[19]。
2.4 改善局部循环

PRP可以通过提供多种生长因子和细胞因子改

善创面局部微循环,促进糖尿病缺血创面的愈合[20]。
PRP中的 VEGF与血管内皮细胞受体(VEGFR)结
合可刺激内皮细胞增殖,促进创面微血管生成。FGF
通过促进蛋白多糖产生,刺激内皮细胞增殖而改善创

面局部循环[21]。
2.5 自噬作用

一项国内的研究发现,自噬与创面愈合密切相

关,PRP可以通过调节自噬水平加速DFU创面的愈

合,具有调节炎症、抑制凋亡、抗氧化应激和促进血管

生成的作用[22]。实验证明,经PRP治疗的DF患者,
创面肉芽组织中LC-3蛋白表达水平升高,LC3-Ⅱ/
LC3-Ⅰ比值升高,自噬反应增强。PRP可以抑制组织

细胞中炎症因子的释放和聚集,改善创面局部微环

境,这也可能与自噬有关[23]。
2.6 促进周围神经修复

PRP可促进周围神经修复,其机制可能与PRP
具有刺激细胞增殖的潜力有关,可诱导如神经生长因
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子(NGF)、神经胶质衍生生长因子(GDNF)、脑源性

神经营养因子和睫状神经营养因子等的合成,并明显

增加施旺细胞的增殖,促进轴突迁移和再生。ROS-
NER等[24]研究表明,PRP可以刺激大鼠坐骨神经的

修复,效果相当于自体神经移植。还发现,PRP中的

PDGF是施旺细胞的有丝分裂原,且TGF-β具有调控

施旺细胞的作用。
3 制备方法

PRP是通过体外离心静脉血液得到的血小板和

生长因子的浓缩物。它可以是自体的,也可以是异体

的。根据制备时采取的离心次数不同,分为一次离心

法和二次离心法。国内外对于PRP的制备方案没有

统一的指南或共识。目前,我国广泛采用二次离心

法。然而,由于各研究单位使用的离心设备不同,制
备参数和成品质量也有很大差异。
PRP中的多种高浓度的生长因子是其发挥效应

的主要物质,国际细胞医学学会根据PRP中的血小

板浓度划分出低浓度(2.5~3倍)和高浓度(5~9
倍);基础研究和临床应用普遍认同血小板浓度500×
109/L~1

 

000×109/L为其发挥作用的有效浓度。部

分研究人员认为,血小板浓度2~6倍对组织修复有

促进作用,血小板过度激活后产生过高浓度的生长因

子反 而 会 抑 制 细 胞 增 殖,阻 碍 组 织 再 生 与 创 面

修复[25]。
PRP制备过程需严格遵守无菌原则,采取“现采

现用”原则[26]。根据创面大小抽取静脉血20~100
 

mL,加入含枸橼酸钠抗凝剂的试管中,第一次离心后

血液分为3层,最上层为贫血小板血清层,最下面为

红细胞层,中间为富血小板层,弃去最下层红细胞层,
余下上清液收集备用。上清液经二次离心后分为两

层,最上层为血清层,下层即为
 

PRP层。将两次离心

所获得PRP收集在一起,以10∶1比例加入血小板激

活剂葡萄糖酸钙注射液,10
 

min内完成创面注射。
目前,国内外研究人员普遍认为二次离心法所得

到的血小板浓度较高。HELLER等[27]发现第一次以

160×g低速离心20
 

min,第二次以400×g高速离心

15
 

min,所得血小板浓度相当于正常血小板浓度的10
倍。LANDESBERG等[28]研究后发现 离 心 力 大 于

250×g时血小板会过度破坏,第一次离心时间小于5
 

min得到的血小板浓度与全血中的浓度无明显差异。
因此他认为第一次以200×g离心15

 

min,第二次以

200×g离心10
 

min制备的PRP促进创面修复的效

果较好。张昭远等[29]采用第一次以400×g离心10
 

min,第二次以1
 

100×g离心10
 

min得到的PRP中

血小板浓度约为全血浓度的6.13倍,应用于创伤修

复效果良好。袁南兵等[30]比较了几种离心方法后发

现第 一 次 以 313×g低 速 离 心 4
 

min,第 二 次 以

1
 

252×g高速离心6
 

min,血小板浓缩倍数可达到

3~7倍,血小板回收率高达75%以上,是制备PRP较

好的方法。
4 应用及进展

4.1 PRP联合干细胞

脂肪来源的干细胞可通过分化为成纤维细胞和

角质形成细胞直接促进创面愈合[31]。干细胞还可以

通过释放多种生长因子及瘦素、脂联素等创面愈合相

关的肽促进创面愈合[32]。脂肪细胞与PRP联合应

用,可在早期促进脂肪细胞血管化,改善缺血,提高细

胞存活率,增强脂肪来源的干细胞促进创面愈合的

能力[33]。
4.2 同种异体PRP

不同患者的病情有一定差异,尤其是糖尿病患者

的年龄段主要分布于中老年组。糖尿病患者全身状

况差且存在很多并发症,尤其是糖尿病肾病患者血黏

度增加,血流动力学改变,血小板易发生聚集,血小板

数量减少、功能减退等使治疗无法达到预期效果,难
以从中分离提取PRP,因此很难确保PRP的质量和

疗效。在这些患者中,使用同种异体PRP已成为一

种较为理想的治疗选择。早在2003年研究人员就开

始研究异基因PRP,CARTER等[34]在公马的难愈性

创面模型中使用异基因PRP,结果表明同种异体PRP
对慢性创面具有相同的治疗效果,实验中未发生异常

不良反应。
5 展望和小结

PRP在治疗慢性难愈合性创面方面具有诸多优

势。PRP作为一种自体生物材料,具有制备简单,使
用后无副作用,组织修复和再生能力强,低免疫原性,
不传播传染性疾病,抗感染能力强等特点;高浓度的

生长因子加速创面愈合,纤维蛋白促进创面收缩,多
种因素共同作用促进创面愈合。
PRP在临床的广泛应用为治疗慢性难愈合性创

面提供了新的方向,但还存在很多局限性。(1)目前

国内外关于PRP的制备方法不够成熟,不同制备方

法及制备参数所得到的PRP成分和浓度不同,不同

的活化方法和不同的抗凝剂会产生不同的量-效关系,
这是PRP在临床推广的最大阻碍。(2)PRP的半衰

期短,储存时间短,常规的真空冷冻方法无法保证冷

冻制剂的生物效应,尚缺乏大量的基础实验和临床试

验以进一步制订标准化制备方法,统一血小板浓度标

准,进一步阐明其修复创面的分子机制,以更好地应

用于慢性创面的临床治疗。
PRP和其他技术的联合应用提高了慢性难愈合

性创面的治愈率[35]。创面局部采用PRP同时联合基

因技术或细胞工程技术治疗慢性难愈性创面成为可

能;通过DNA分子重组技术或基因探针技术将目的

基因导入靶细胞,再诱导或抑制目的基因的表达,并
对细胞的特定功能进行调控,从而达到促进创面愈合

的目的[36]。
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