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负载富血小板血浆的水凝胶促进糖尿病大鼠创面愈合

文题释义：

富血小板血浆：是富含血小板的血浆浓缩物，因其富含大量生长因子而被用于创面治疗。富血小板血浆中所含的血小板及生长因子，不但

可对创面的止凝血、修复及抗感染发挥作用，还能对细胞增殖、血管生成等有促进作用。

水凝胶：是一种具有三维网络状结构的聚合物，含水量高且具有良好的生物相容性，将其作为创面敷料能给受损皮肤组织提供稳定湿润的

创面修复环境，加速创面愈合。

摘要

背景：糖尿病创面存在感染、缺血、周围神经病变、血管病变等复杂情况，结构功能单一的普通水凝胶敷料不能满足糖尿病创面愈合的需

求。

目的：探讨负载富血小板血浆的水凝胶修复糖尿病大鼠皮肤全厚层缺损创面的效果。

方法：抽取SD大鼠血液，制备富血小板血浆；分别制备单纯的羧甲基壳聚糖/氧化硫酸软骨素水凝胶与负载富血小板血浆的羧甲基壳聚糖/
氧化硫酸软骨素水凝胶。取成年雄性SD大鼠，腹腔注射链脲佐菌素诱导糖尿病模型。造模成功后，在糖尿病大鼠背部制作直径为2 cm的圆

形全厚层皮肤缺损创面，采用随机数字表法分为4组干预，每组10只：空白组创面贴敷纱布，水凝胶组、富血小板血浆组和复合水凝胶组

创面分别贴敷单纯的水凝胶、富血小板血浆和负载富血小板血浆的水凝胶，治疗20 d内观察创面愈合情况。

结果与结论：①治疗后第20天，水凝胶组、富血小板血浆组和复合水凝胶组创面愈合率高于空白组(P < 0.05)，复合水凝胶组创面愈合率高

于富血小板血浆组(P < 0.05)；②治疗后第5天的苏木精-伊红染色显示，与空白组、水凝胶组和富血小板血浆组相比，复合水凝胶组创面组

织中有大量的炎细胞浸润、新生肉芽组织及毛细血管生成；③治疗后第5天的免疫组化染色及Western blot检测结果显示，复合水凝胶组创

面组织中的肿瘤坏死因子α和白细胞介素1β蛋白表达低于空白组、水凝胶组和富血小板血浆组(P < 0.05)；④Masson染色显示，治疗后第15
天，与空白组、水凝胶组和富血小板血浆组相比，复合水凝胶组创面组织中胶原纤维更多，排列整齐、分布均匀致密；⑤CD31免疫荧光

染色显示，治疗后第15天，复合水凝胶组创面组织中的CD31表达高于空白组、水凝胶组和富血小板血浆组(P < 0.05)；⑥结果显示，负载富

血小板血浆的复合水凝胶能够通过促进肉芽组织生成、胶原纤维合成、血管生成以及减轻炎症反应来促进糖尿病大鼠皮肤全厚层缺损创面

的愈合。
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0   引言   Introduction
糖尿病创面是糖尿病严重的并发症之一，也是非创伤性

截肢的主要原因，病理机制复杂，损伤后局部溃疡难愈、复

发率高、医疗费用高，尚无特效药物
[1]
，给患者和社会带来

了巨大的负担
[2-3]

。目前，糖尿病创面的治疗主要是采用手术

清创、移植物移植和创面负压治疗等方法，防止创面感染
[4-6]

。

然而，由于该类创面局部微循环差，组织缺血、缺氧，传统

疗法并不能达到令人满意的治疗结果
[7]
，因此，目前需要寻

找促进糖尿病创面愈合的新策略。

富血小板血浆是全血经过离心后得到的富含血小板的血

浆浓缩物
[8]
，其主要成分是高浓度的血小板、纤维蛋白和白

细胞，激活后含有多种丰富的生长因子，如血小板衍生生长

因子、血管内皮生长因子、表皮生长因子等
[9-10]

。研究表明，

富血小板血浆中高浓度的生长因子及纤维蛋白作用于局部可

有效促进组织再生及创面愈合
[11-12]

。但是，富血小板血浆激

活后富含生长因子的上清液与纤维蛋白胶体分离，导致其可

塑性差。此外，富血小板血浆中不稳定的纤维蛋白基质迅速

降解导致生长因子的爆发性释放，限制了其在临床医学中的

应用
[13-14]

。

羧甲基壳聚糖是由壳聚糖羧甲基化所得到的一种水溶性

衍生物，由羧甲基壳聚糖为原料制备的水凝胶具有良好的生

物相容性，能够促进创面愈合和组织修复
[15-16]

。硫酸软骨素

是存在于软骨细胞外基质中的一种多糖，具有良好的生物相

容性、可降解性等
[17-18]

，其可用高碘酸钠进行氧化，得到的

氧化硫酸软骨素同样具有生物相容性，且生物稳定性提高
[19]
。

由羧甲基壳聚糖水凝胶和氧化硫酸软骨素制备的水凝胶具有

较高含水量，可以为干燥结痂创面提供额外的水分，有利于

创面清创
[20]
；与此同时，该水凝胶还可以吸收创面处过多的

Abstract
BACKGROUND: Diabetic wounds have complicated conditions such as infection, ischemia, peripheral neuropathy, and vascular disease. Ordinary hydrogel 
dressings with single structure and function cannot meet the needs of diabetic wound healing. 
OBJECTIVE: To explore the effect of a hydrogel loaded with platelet-rich plasma on wound healing of full-thickness skin defects in diabetic rats.
METHODS: The blood of SD rats was extracted to prepare platelet-rich plasma. Carboxymethyl chitosan/oxychondroitin sulfate hydrogel and carboxymethyl 
chitosan/oxychondroitin sulfate hydrogel loaded with platelet-rich plasma were prepared separately. Streptozotocin was used to induce diabetes model in adult 
male SD rats. A round full-thickness skin wound with a diameter of 2 cm was made on the back of diabetic rats. The rats were randomly divided into four groups 
(n=10 per group). The blank group was applied with gauze on the wound. The hydrogel group, platelet-rich plasma group, and composite hydrogel group were 
respectively applied with the corresponding hydrogel, platelet-rich plasma and hydrogel loaded with platelet-rich plasma. The wound healing was observed 
within 20 days after treatment. 
RESULTS AND CONCLUSION: (1) On day 20 after treatment, the wound healing rate of the hydrogel group, platelet-rich plasma group and composite hydrogel 
group was significantly higher than that of the blank group (P < 0.05). The wound healing rate of the composite hydrogel group was significantly higher than 
that of the platelet-rich plasma group (P < 0.05). (2) The results of hematoxylin-eosin staining on day 5 after treatment showed that compared with the 
blank group, hydrogel group and platelet-rich plasma group, there were a large number of inflammatory cell infiltration, new granulation tissue and capillary 
formation in the wound tissue of the composite hydrogel group. (3) On day 5 after treatment, the results of immunohistochemical staining and western blot 
assay showed that the expression levels of tumor necrosis factor α and interleukin 1β in wound tissue in the composite hydrogel group were significantly lower 
than those in the blank group, hydrogel group and platelet-rich plasma group (P < 0.05). (4) Masson staining results on day 15 after treatment showed that 
compared with the blank group, hydrogel group and platelet-rich plasma group, there were more collagen fibers in the wound tissue of the composite hydrogel 
group, which were orderly, evenly distributed and dense. (5) CD31 immunofluorescence staining showed that on day 15 after treatment, the expression of 
CD31 in wound tissue of the composite hydrogel group was significantly higher than that of the blank group, hydrogel group and platelet-rich plasma group (P < 
0.05). (6) These results suggest that the hydrogel loaded with platelet-rich plasma can promote the healing of full-thickness skin defect wounds in diabetic rats 
by promoting granulation tissue, collagen fiber and angiogenesis, and reducing the inflammatory response.
Key words: diabetic wound; hydrogel; platelet-rich plasma; wound healing; inflammation; angiogenesis

Funding: Guizhou Provincial Health Commission Project, No. gzwkj2021-366 (to ZLL); a grant from Guiyang Science and Technology Bureau, No. [2018]1-75 (to 
ZLL) 
How to cite this article: ZHANG Y, MU QJ, WANG ZL, LIU HJ, ZHU LL. Hydrogel loaded with platelet-rich plasma promotes wound healing in diabetic rats. 
Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2024;28(5):690-696. 

渗出液并保持创面湿润环境，因此具有优异的渗出液管理能

力
[21]
。然而，由于糖尿病创面存在感染、缺血、周围神经病

变、血管病变等复杂情况，结构功能单一的普通水凝胶敷料

不能满足糖尿病创面愈合的需求。此外，用富血小板血浆覆

盖创面时容易与创面分离，造成创面坏死、渗出，失去抗炎

和修复作用。因此，若能够将羧甲基壳聚糖 / 氧化硫酸软骨

素水凝胶用于负载富血小板血浆后治疗糖尿病创面，将两者

优势取长补短，将为糖尿病创面的治疗提供新思路。

因此，此次实验旨在研制一种由羧甲基壳聚糖和氧化硫

酸软骨素组成的水凝胶，用于负载富血小板血浆，使之具有

优良的生长因子缓释性和胶体机械强度，探讨其对糖尿病皮

肤全厚层缺损创面愈合的作用，以期为糖尿病创面寻找一种

新的治疗策略。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   随机对照动物实验和组织切片染色实验，组间比

较采用单因素方差分析。

1.2   时间及地点   实验于 2022 年 1-11 月在贵州医科大学附

属医院临床研究中心和临床研究中心实验动物中心完成。

1.3   材料

1.3.1   实验动物   健康雄性 SD 大鼠 80 只，SPF 级，体质量

280-320 g，购自浙江维通利华实验动物技术有限公司，动物

生产许可证号：SCXK( 浙 )2019-0001。所有大鼠均饲养于贵

州医科大学附属医院临床研究中心实验动物中心，大鼠饲养

环境温度 15-22 ℃，湿度 50%-60%，12 h 明暗交替环境下自

由进食、饮水。所有大鼠适应性饲养 1 周，其中 20 只用于

采集富血小板血浆。实验方案经贵州医科大学动物实验中心

审核批准 ( 批准号：2201187)。
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1.3.2   主要试剂与仪器   硫酸软骨素、羧甲基壳聚糖、乙二醇、

高碘酸钠 ( 上海麦克林生化科技有限公司 )；链脲佐菌素 ( 美

国 sigma 公司 )；血糖仪、血糖试纸 ( 上海强生制药有限公司 )；

异氟烷 ( 深圳瑞沃德有限公司 )；高脂高糖饲料 ( 江苏协同生

物有限公司 )；兔抗肿瘤坏死因子 α、兔抗白细胞介素 1β、

小鼠抗 CD31( 英国 Abcam 公司 )；苏木精 -伊红染色试剂盒、

Masson 染色试剂盒、BCA 蛋白质测定试剂盒 ( 北京索莱宝有

限公司 )；ELISA 试剂盒 ( 美国 RayBiotech 公司 )；光学显微

镜 ( 日本 Olympus 公司 )；正置荧光显微镜 ( 日本 Nikon 公司 )。
1.4   实验方法   

1.4.1   氧化硫酸软骨素的制备   参考先前的研究，采用高碘

酸钠氧化法制备氧化硫酸软骨素
[19]
。将 5 g 硫酸软骨素溶于

100 mL 蒸馏水中，待溶解完全后向其中加入 3.3 g 高碘酸钠，

30 ℃条件下避光；8 h 后加入 5 mL 乙二醇，继续搅拌半小时

终止反应，然后将产物用蒸馏水透析 3 d，将所得的氧化硫

酸软骨素冷冻干燥并储存在 4 ℃下，直到再次使用。

1.4.2   富血小板血浆的制备   采集 SD 大鼠全血，采用二次离

心法制备富血小板血浆：首先以 500×g 离心 10 min，吸取上

层黄色部分血浆层及血小板层，弃去下层红色部分的血细胞

层；再以 1 200×g离心 15 min，弃去上层部分的贫血小板血浆，

所得的下层部分即为富血小板血浆。将所得的富血小板血浆

冻存在 -80 ℃备用，使用时将富血小板血浆与葡糖糖酸钙溶

液按 10 ∶ 1 的比例混合即可。

1.4.3   水凝胶的制备   用蒸馏水将羧甲基壳聚糖和氧化硫酸

软骨素分别配制成不同质量浓度的溶液，然后将 30 mg/mL

的羧甲基壳聚糖溶液与 30 mg/mL 的氧化硫酸软骨素溶液等

体积混合，搅拌充分后静置，即可得到羧甲基壳聚糖 / 氧化

硫酸软骨素水凝胶 ( 记为水凝胶 )。使用时将富血小板血浆、

羧甲基壳聚糖溶液和含葡糖糖酸钙溶液的氧化硫酸软骨素溶

液按体积比为 1 ∶ 1 ∶ 1 混合均匀，即可制得负载富血小板

血浆的复合水凝胶 ( 记为复合水凝胶 )。
1.4.4   复合水凝胶的缓释性能检测   向复合水凝胶、富血小

板血浆中分别加入 PBS，在预定的时间间隔收集 PBS，同时

补充等量 PBS，采用 ELISA 试剂盒检测血小板衍生生长因子

的累计释放量。

1.4.5   糖尿病大鼠模型的建立   采用随机数字表法将 60 只 SD

大鼠分为模型组 (n=50) 和正常对照组 (n=10)。适应性饲养 1

周后，模型组使用高脂高糖饲料喂养 8 周。禁食不禁水 12 h，

使用 0.1 mol/L (pH=4.5) 的柠檬酸 - 柠檬酸钠缓冲液配制 2%

的链脲佐菌素溶液，现配现用。高脂高糖饲料喂养 2 周后，

模型组腹腔注射 2% 链脲佐菌素溶液 35 mg/kg，正常对照组

给予相同剂量的柠檬酸 - 柠檬酸钠缓冲液，模型组继续高脂

高糖饲料。注射 3 d 后检测大鼠尾静脉血空腹血糖，血糖 > 

16.7 mmol/L 的大鼠入组；血糖值 < 16.7 mmol/L 的大鼠，待血

糖恢复正常后再注射常规剂量链脲佐菌素。每周监测大鼠空

腹血糖和体质量水平，血糖值持续 > 16.7 mmol/L 达 4 周的

大鼠视为糖尿病造模成功。

1.4.6   皮肤创面模型的建立及分组干预   取糖尿病模型建立

成功的大鼠40只，异氟烷 (剂量为0.6-0.8 L/min)吸入麻醉后，

大鼠取俯卧位，固定住四肢，用体积分数 75% 乙醇消毒，在

大鼠背部制备直径为 2 cm 的圆形皮肤全厚层缺损，纱布压

迫伤口止血，采用随机数字表法分为 4 组：空白组、水凝胶

组、富血小板血浆组、复合水凝胶组，每组 10 只。伤后即刻，

空白组创面贴敷纱布，水凝胶组、富血小板血浆组、复合水

凝胶组创面分别贴敷水凝胶、富血小板血浆和复合水凝胶， 

0.2 mL/ 创面，医用纱布包扎，医用胶带固定。糖尿病创面

成模后，全部大鼠单笼单只饲养。

1.4.7   取材   治疗第 0，5，10，15，20 天不同的时间点，在

同一高度下拍摄大鼠创面图片，计算创面愈合率。治疗第 5，
15 天后每组随机取 3 只大鼠，麻醉后处死，无菌条件下从

距创面边缘 5 mm 处切取包括整个创面在内的组织块，使用 

40 g/L 多聚甲醛固定，石蜡包埋后制备组织切片，用于后续的

苏木精 - 伊红染色、Masson 染色、免疫组化染色、Western  

blot 检测和免疫荧光染色。

1.4.8   检测指标

大鼠皮肤创面愈合情况：根据治疗后第 0，5，10，
15，20 天获得的照片，通过软件分析大鼠创面愈合率。创

面愈合率 =( 创面初始面积 - 当日测量面积 )/ 创面初始面积 × 

100%，以创面愈合率作为评价创面愈合情况的指标。

组织病理学观察：取治疗后第 5 天的大鼠创面组织，制

备成石蜡切片，将切片脱蜡至水后，进行苏木精 -伊红染色，

在光学显微镜下观察创面组织的炎症细胞浸润和新生肉芽组

织生成情况。治疗后第 15 天，取各组创面组织切片，脱蜡

至水后进行 Masson 染色，组织中蓝染区域为胶原纤维，在

光学显微镜下观察各组大鼠创面组织中胶原纤维合成情况。

免疫组化染色：治疗后第 5 天，取各组创面组织进行肿

瘤坏死因子 α 和白细胞介素 1β 免疫组化染色。将组织切片

脱蜡至水，进行抗原修复后，分别加入一抗溶液 [ 兔抗肿瘤

坏死因子 α(1 ∶ 200)、兔抗白细胞介素 1β(1 ∶ 500)]，4 ℃ 

孵育过夜。次日，用 PBS 洗涤后分别加入 HRP 标记的二抗溶

液，室温孵育 1 h，然后用 DAB 显色，苏木精复染，组织切

片脱水后用中性树胶封固。阳性表达呈棕黄色。每张切片在

高倍镜下随机选取 5 个视野，观察各组创面组织中肿瘤坏死

因子 α 和白细胞介素 1β 的表达情况。

Western blot 检测：取治疗后第 5 天的大鼠创面组织，

将组织块剪碎后加入新鲜配制的 RIPA 裂解混合液 (RIPA ∶ 

PMSF=100 ∶ 1) 于冰上提取样本总蛋白质，用 BCA 蛋白质测

定试剂盒测定上清液中的蛋白质浓度。然后将变性后的蛋白

样品用 SDS-PAGE 凝胶分离，将蛋白质转移到 PVDF 膜上。

用 5% 脱脂奶粉室温封闭 2 h。一抗溶液 [ 兔抗肿瘤坏死因子

α(1 ∶ 1 000) 和兔抗白细胞介素 1β(1 ∶ 1 000)]4 ℃孵育过夜。

次日，TBST 洗涤后，将 PVDF 膜与 HRP 结合的二抗溶液室温

孵育 1 h，TBST 洗涤，加适量 ECL 发光液用凝胶成像仪曝光

显影。



Chinese Journal of Tissue Engineering Research｜Vol 28｜No.5｜February 2024｜693

中国组织工程研究  
Chinese Journal of Tissue Engineering Research www.CJTER.com

研究原著

免疫荧光染色：治疗后第 15 天，取各组大鼠创面组织

进行 CD31 免疫荧光染色。将组织切片脱蜡至水，进行抗原

修复后，加入一抗溶液鼠抗 CD31(1 ∶ 200)，4 ℃孵育过夜，

PBS洗涤后，加入对应的荧光二抗，避光孵育 1 h，PBS洗涤后，

滴加 DAPI 避光孵育 20 min，用抗荧光衰减封片剂进行封固，

然后在荧光显微镜下随机选取 5 个视野，观察各组创面组织

血管生成情况。

1.5   主要观察指标   各组大鼠创面愈合率、组织病理形态、

炎症因子蛋白表达及血管生成情况。

1.6   统计学分析   使用采用 IBM SPSS 22.0 和 GraphPad Prism 

9.0 软件进行统计分析及作图。定量数据采用 x-±s 表示，组

间比较采用单因素方差分析，P < 0.05 表示差异有显著性意

义。该文统计学方法已经贵州医科大学生物统计学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   复合水凝胶缓释性能检测   采用 ELISA 法检测复合水凝

胶中生长因子的缓释能力，如表 1 所示，在前 12 h 内，富血

小板血浆组中血小板衍生生长因子呈爆发性释放，并在第 48

小时含量不再明显增加，提示血小板衍生生长因子的释放达

到平衡，而复合水凝胶能够持续释放生长因子血小板衍生生

长因子。

2.3   各组大鼠创面愈合情况    见图 1。

治疗后第 5 天，各组大鼠创面覆盖有不同程度痂壳，痂

壳间隙及创面周围有红肿现象，创面无感染及化脓。治疗后

第 10 天，与空白组创面愈合率相比，其余 3 组大鼠皮肤创

面面积均有不同程度减小。治疗后第 15 天，与空白组创面

愈合率相比，水凝胶组、富血小板血浆组和复合水凝胶组创

面愈合率升高，其中复合水凝胶组创面愈合率最高。治疗后

第 20 天，富血小板血浆组创面较前虽有明显缩小，但仍有

部分创面未愈合，而复合水凝胶组创面基本愈合完全，提示

与富血小板血浆和水凝胶相比，复合水凝胶具有更优异的促

愈合能力。

2.4   各组大鼠创面形态学观察   治疗后第 5 天的苏木精 - 伊

红染色结果显示，空白组大鼠创面组织中炎症细胞稀疏分布，

可见大量炎性滲出；水凝胶组创面可见一定数量炎症细胞、

新生肉芽组织以及散在孤立的毛细血管；富血小板血浆组创

面可见较多新生肉芽组织及毛细血管生成；复合水凝胶组创

面有大量的新生肉芽组织生成，肉芽组织中可见大量血管，

见图 2。

治疗后第 15 天的 Masson 染色结果显示，空白组胶原

纤维 ( 蓝染 ) 数量少，排列较为无序，分布欠均匀；与空白

组相比，水凝胶组、富血小板血浆组胶原纤维有增加，但排

列疏松、分布不均匀，复合水凝胶组胶原纤维数量多且分布

均匀、致密，排列整齐有序，见图 2。
2.5   各组大鼠创面组织中的炎症反应情况   治疗后第 5 天，

创面组织中肿瘤坏死因子 α 和白细胞介素 1β 免疫组织化学

染色结果显示，复合水凝胶组创面组织中的肿瘤坏死因子

α 阳性比例 (25.01±2.64)% 明显低于空白组 (75.87±3.75)%、

水凝胶组 (64.07±3.31)% 和富血小板血浆组 (38.57±2.18)% 

(P < 0.05)；复合水凝胶组创面组织中的白细胞介素 1β 阳性

比例 (42.26±5.62)% 明显低于空白组 (81.23±4.16)%、水凝胶

组 (72.88±3.28)% 和富血小板血浆组 (59.84±4.76)%，差异均

有显著性意义 (P < 0.05)，见图 3。

此外，治疗后第 5 天的 Western blot 检测结果显示，复

合水凝胶组创面组织中肿瘤坏死因子 α 和白细胞介素 1β 的

蛋白表达明显低于空白组、水凝胶组和富血小板血浆组，差

异均有显著性意义 (P < 0.05)，见图 4。

以上结果表明，复合水凝胶可以降低创面组织中肿瘤坏

死因子 α 和白细胞介素 1β 的表达。

2.6   各组大鼠创面组织中的血管生成情况   治疗后第 15 天

的大鼠创面组织 CD31 免疫荧光染色结果显示，复合水凝

胶组创面微血管数量为 (34.20±1.51) 个 / 视野，高于空白组

(11.20±1.27) 个 / 视野、水凝胶组 (17.00±1.42) 个 / 视野和富

血小板血浆组 (24.87±1.26) 个 / 视野，差异均有显著性意义   

(P < 0.05)，见图 5，结果表明复合水凝胶可以加快创面组织

中血管生成速度。

2.7   水凝胶的组织相容性   由大鼠创面组织学形态观察结果

可知，复合水凝胶具有良好的组织相容性。

表 1 ｜复合水凝胶与富血小板血浆中血小板衍生生长因子的释放情况
  (x-±s，pg/mL)

Table 1 ｜ Release of platelet-derived growth factors from composite 
hydrogels and platelet-rich plasma

时间 富血小板血浆 复合水凝胶

第 3 小时 523.24±27.25 318.21±56.04
第 6 小时 724.12±30.13 478.10±62.62
第 12 小时 1 027.76±63.20 514.82±60.79
第 24 小时 1 203.13±46.31 633.85±64.80
第 48 小时 1 252.24±41.37 781.78±27.18

2.2   糖尿病大鼠模型的建立   实验期间正常对照组大鼠毛发

光亮、精神良好、行为活跃，模型组大鼠在注射链脲佐菌素

后毛发粗糙变黄，逐渐出现精神倦怠、活动减少等表现。注射

链脲佐菌素 28 d 后，正常对照组大鼠体质量为 (519.17±9.92) g，

模型组大鼠体质量为 (493.8±8.38) g，两组间体质量比较差

异无显著性意义 (P > 0.05)；注射链脲佐菌素后的第 7，14，
21，28 天，模型组大鼠血糖值均明显高于正常对照组 (P < 

0.05)，见表 2。

表 2 ｜正常对照组与模型组大鼠体质量和血糖值的比较                       (x-±s)
Table 2 ｜ Comparison of body mass index and blood glucose of rats in the 
normal control and model groups 

时间 体质量 (g) 血糖值 (mmol/L)

正常对照组 (n=10) 模型组 (n=40) 正常对照组 (n=10) 模型组 (n=40)

第 3 天 409.96±7.35 432.02±6.75 10.66±0.79 19.06±2.44a

第 7 天 442.98±7.15 420.04±6.74 10.13±0.71 25.21±2.28a

第 14 天 471.24±8.65 448.43±7.06 9.69±0.69 24.90±1.59a

第 21 天 496.54±9.12 467.88±5.61 9.70±0.76 27.53±0.91a

第 28 天 519.17±9.92 493.80±8.38 9.89±0.54 28.49±1.28a

表注：与正常对照组相比，
aP < 0.05
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图注：A 为各组大鼠

创面大体观察 ( 比例

尺 =1 cm)；B 为治疗

后不同时间点各组创

面愈合率，与空白组

比较，
aP < 0.05；与

富血小板血浆组比

较，
bP < 0.05

图注：A 为 CD31 免疫荧光染色结果 ( 比例尺 = 
50 μm)；B为 CD31半定量分析。与空白组比较，
aP < 0.05；与富血小板血浆组比较，

bP < 0.05
图 5 ｜治疗后第 15 天各组大鼠创面组织中

CD31 免疫荧光染色

Figure 5 ｜ Immunofluorescence staining of the 
expression of CD31 in wound tissues of rats in 
each group on day 15 after treatment 

图注：A 为创面苏木精 - 伊红与 Masson 染色 ( 比例尺 =100 μm)；B 为

苏木精 - 伊红染色中的肉芽组织新生率定量检测结果，C 为 Masson 染

色胶原纤维合成率定量检测结果。与空白组比较，
aP < 0.05；与富血小

板血浆组比较，
bP < 0.05

图 2 ｜治疗后各组大鼠创面组织学观察结果

Figure 2 ｜ Histological observation of wounds in rats of each group after 
treatment 

图注：A 为创面组织肿瘤坏死因子 α 和白细胞介素 1β 免疫组化染色结

果 ( 比例尺 =50 μm)；B 为肿瘤坏死因子 α 阳性染色结果分析；C 为白细

胞介素 1β 阳性染色结果分析。与空白组比较，
aP < 0.05；与富血小板血

浆组比较，
bP < 0.05

图 3 ｜治疗后第 5 天各组大鼠创面组织中肿瘤坏死因子 α 和白细胞介素

1β 表达情况 ( 免疫组化染色 )
Figure 3 ｜ Tumor necrosis factor α and interleukin 1β expression in wound 
tissue of rats in each group on day 5 after treatment (immunohistochemical 
staining)

图注：A 为 Western blot 分析创面组织 TNF-α 蛋白表达；B 为 Western 
blot 分析创面组织 IL-1β 蛋白表达；C 为 TNF-α 蛋白半定量分析；D 为

IL-1β蛋白半定量分析。与空白组比较，
aP < 0.05；与富血小板血浆组比较，

bP < 0.05
图 4 ｜治疗后第 5 天各组大鼠创面组织中肿瘤坏死因子 α(TNF-α) 和白细

胞介素 1β(IL-1β) 蛋白表达

Figure 4 ｜ Tumor necrosis factor α and interleukin 1β protein expression 
in wound tissue of rats in each group on day 5 after treatment 
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图 1 ｜治疗后不同时间点各组大鼠创面愈合大体观察

Figure 1 ｜ General observation on wound healing of rats in each group at 
different time points after treatment
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3   讨论   Discussion
糖尿病创面是糖尿病严重的并发症，具有医疗费用高、

反复发作、致残率高等特点
[22]
，临床治疗尚无特效药。目前

认为炎症反应过度和延长以及血管生成受损是导致糖尿病创

面迁移不愈的重要原因
[23-24]

，因此，调控创面炎症反应和微

血管功能障碍对促进糖尿病创面愈合具有重要作用。

创面愈合过程分为止血、炎症、增殖修复和组织重塑 4

个高度复杂且动态级联的修复进程，各个阶段均需要不同细

胞和生长因子参与，以实现组织的最终愈合
[25-26]
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织缺血、细菌感染等因素可导致糖尿病创面中的炎症细胞及

炎性因子显著增加，进而致使炎症反应过度，抑制创面再生，

最终导致炎症期延长。在增殖期内，修复细胞如不能得到生

长因子的有效刺激，其增殖和成熟可能受限，进而导致创面

迁移不愈
[27-28]

。研究表明，富血小板血浆激活后释放的生长

因子可改善难愈性创面中有活性的生长因子缺乏的不足，并

构成生长因子调控网络
[29-30]

。此外，富血小板血浆能够调节

损伤部位的主要炎症细胞 ( 如中性粒细胞和巨噬细胞等 ) 分

泌炎症因子，如肿瘤坏死因子 α、白细胞介素 1β 和白细胞

介素 6 等，将创面从炎症循环转移到愈合的增殖阶段
[31]
。此

次实验发现，富血小板血浆减轻了创面组织的炎症反应，创

面组织炎症反应较空白组有显著改善，炎性细胞浸润明显减

少，新生肉芽组织增多，提示富血小板血浆能够调控创面愈

合微环境，促进糖尿病创面愈合。

水凝胶是由天然和 / 或合成的亲水聚合物通过物理或化

学交联产生的，具有三维网状结构
[32]
。水凝胶既能保持创面

湿润利于愈合又能有效缓解创面疼痛，降低伤口温度，且易

于更换
[33]
。研究表明，氧化硫酸软骨素可降低糖尿病大鼠血

清炎症因子肿瘤坏死因子 α、白细胞介素 1β、白细胞介素 6

和单核细胞趋化蛋白 1 的表达水平
[34]
。羧甲基壳聚糖因其含

有的羟基结构，也具有良好的抗氧化能力
[35-36]

。由羧甲基壳

聚糖水凝胶和氧化硫酸软骨素制备的水凝胶具有良好的生物

相容性、较高的含水量和多孔的纤维网状结构等特性
[37-38]

。

因此，此次实验将羧甲基壳聚糖和氧化硫酸软骨素水凝胶作

为支架材料负载富血小板血浆，形成一种复合载药水凝胶敷

料，既可为糖尿病创面提供湿润环境、吸收创面渗出液，又

可以弥补单纯应用富血小板血浆的缺点，改善富血小板血浆

可塑性差及生长因子爆发性释放等缺陷。此次实验结果显示，

与富血小板血浆相比，复合水凝胶能够持续缓释生长因子促

进创面愈合，创面愈合更快，提示复合水凝胶具备更佳的促

愈合作用。

由于糖尿病患者长期处于高血糖负荷状态，皮肤组织结

构发生了病理性的改变，创伤后早期炎症反应不足，后又因

持续过度的炎症反应导致创面中的炎症细胞及炎性因子显著

增加
[39]
，因此，炎症反应的调节是治疗糖尿病创面愈合的关

键因素。此次实验中苏木精 - 伊红染色结果显示，在创面炎

症转归阶段 ( 约伤后第 5 天 )，空白组创面存在大量的炎性

滲出，提示空白组创面仍停留在炎症期；水凝胶组、富血小

板血浆组创面可见少量的炎症细胞和新生肉芽组织，复合水

凝胶组创面有大量的新生肉芽组织，肉芽组织中可见血管生

成，提示水凝胶和富血小板血浆可以改善创面的炎症反应，

而复合水凝胶更有利于促进创面修复由炎症阶段向增殖阶段

的转变。免疫组化染色和 Western blot 检测结果显示，治疗

5 d 后，复合水凝胶组创面组织中的肿瘤坏死因子 α 和白细

胞介素 1β 表达明显低于空白组、水凝胶组和富血小板血浆

组，提示复合水凝胶能改善创面局部的炎症反应，促进皮肤

组织细胞及细胞因子的协同运作，从而加速创面愈合。

胶原是创面修复过程中的重要基质
[40]
。Masson 染色结

果显示，治疗 15 d 后，空白组创面胶原纤维数量少，排列较

为无序，分布欠均匀；水凝胶组和富血小板血浆组创面胶原

纤维有增加，但排列疏松、分布不均匀；相比之下，复合水

凝胶组创面胶原纤维数量多且分布均匀，更加致密，排列整

齐有序，以上结果提示复合水凝胶对于创面胶原的再生有更

好的促进作用。

在创面愈合的增殖阶段，新生血管能够促进肉芽组织生

成和改善创面微循环，为组织修复提供丰富的营养物质
[41]
。

CD31 是内皮细胞中高度表达的细胞黏附和信号受体，参与

内皮细胞的信号传导及组织血管形成
[42]
。CD31 免疫荧光染

色结果显示，治疗 15 d 后，与空白组相比，水凝胶组和富血

小板血浆组创面新生微血管数量明显增加，表明水凝胶和富

血小板血浆具有促进创面新生血管形成作用；相较于富血小

板血浆组，复合水凝胶组创面新生微血管数更多，提示复合

水凝胶对于创面血管生成具有更好的促进作用。

综上所述，羧甲基壳聚糖和氧化硫酸软骨素复合水凝胶

负载富血小板血浆可以有效改善创面组织炎症情况，并通过

促进创面新生肉芽组织生成、胶原纤维合成、血管生成来促

进糖尿病大鼠皮肤全厚层缺损创面愈合，有望为糖尿病创面

的临床治疗提供新的医学策略。
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