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脐带血富血小板血浆促进糖尿病大鼠难愈合创口修复作用研究
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摘 要：目的 探讨脐带血富血小板血浆（CB-PRP）对糖尿病性难愈合创口修复的促进作用。方法 ELISA试剂盒法检测

CB-PRP和外周血PRP（PB-PRP）的血管内皮生长因子（VEGF）和血小板衍生生长因子BB（PDGF-BB）的含量；SD大鼠

随机分为对照组、模型组、PB-PRP组和CB-PRP组，除对照组外，按 65 mg/kg剂量 1次性 ip 链脲佐菌素（STZ）溶液诱发糖尿病

模型；所有大鼠均建立全层皮肤缺损创伤模型。测定创伤再上皮化速率；术后 10 d，采集组织学标本，进行苏木精伊

红（HE）染色、天狼星红染色和CD31免疫荧光染色。结果 CB-PRP中VEGF、PDGF-BB含量高于PB-PRP，其中VEGF差

异显著（P＜0.05）。术后 10、14、21 d，PB-PRP和CB-PRP组创口再上皮化速率显著快于模型组（P＜0.05），术后 21 d时，

CB-PRP组的再上皮化率（92.8%）显著快于 PB-PRP组（84.6%）（P＜0.05）。HE染色结果显示，与模型组比较，PB-PRP
和CB-PRP组肉芽组织生长更为旺盛，可见胶原纤维存在较多，新生的毛细血管较多。天狼猩红染色结果显示，PB-PRP和

CB-PRP组创面增生区胶原纤维丰富，以Ⅰ型胶原为主，其间见Ⅲ型胶原。CD31免疫荧光染色结果显示，与模型组比较，

CB-PRP 和 PB-PRP 组毛细血管数量显著增加（P＜0.05）；与 PB-PRP 组比较，CB-PRP 组的毛细血管数量显著增加（P＜

0.05）。结论 CB-PRP具有促进糖尿病性难愈合皮肤创口修复的作用，有望成为组织工程治疗的新方法。
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Abstract: Objective To investigate the promoting effect of cord blood-derived PRP (CB-PRP) on the diabetic refractory wound
repair. Methods We detected the content of Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) and Platelet-Derived Growth Factor BB
(PDGF-BB) in CB-PRP and peripheral blood-derived PRP (PB-PRP) by ELISA kit method. SD rats were randomly divided into
control group, model group, PB-PRP group and CB-PRP group. Except for the control group, diabetic model was induced by once ip
streptozotocin (STZ) solution at a dose of 65 mg/kg. A full-thickness skin defect model was established with all rats. The effects of
refractory skin wound healing were compared including rate of re-epithelialization and histological examination. Hematoxylin eosin
(HE) staining, Sirius red staining and CD31 immunofluorescence staining were performed respectively to detect the wound healing
process in histology. Results The level of VEGF in CB-PRP group was significantly higher than that of PB-PRP (P < 0.05). CB-
PRP group showed higher level of PDGF-BB than PB-PRP, but there was no statistically significant difference between two groups.
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The re-epithelization rate of PB-PRP and CB-PRP group was significantly faster than that of model group at 10, 14 and 21 days after
operation (P < 0.05). At 21 days after operation, the re-epithelization rate of CB-PRP group (92.8%) was significantly faster than that
of PB-PRP group (84.6%) (P < 0.05). HE staining results showed that compared with model group, the granulation tissue of PB-PRP
and CB-PRP groups grew more vigorously, and there were more collagen fibers and new capillaries. The results of Sirius red
staining showed that there were abundant collagen fibers in the proliferative area of the wounds in PB-PRP and CB-PRP groups,
mainly type I collagen, with type III collagen in between. CD31 immunofluorescence staining results showed that, compared with
model group, the number of capillaries in CB-PRP and PB-PRP groups was significantly increased (P < 0.05); Compared with PB-
PRP group, the number of capillaries in CB-PRP group was significantly increased (P < 0.05). Conclusions CB-PRP can accelerate
diabetic refractory wound repair. It is expected to be a novel therapeutic method in tissue engineering.
Key words: cord blood; platelet-rich plasma; growth factor; diabetic; refractory wounds; repair; re-epithelization

富血小板血浆（platelet-rich plasma，PRP）是将

全血通过离心分离而得到的含高浓度血小板的血

浆，通常为人体正常血小板浓度的 3～5倍，含有大

量的多种生长因子［1］。1984年，Umeno等［2］首先发

现从外周血血浆中提取的 PRP 中含有多种生长因

子。随着 PRP研究的深入，1997年Whitman等［3］率

先将自体PRP制成血小板凝胶（platelet gel，PG），与

自体骨或异体骨相结合用于口腔颌面外科手术，取得了

良好的临床疗效。目前，自体PRP技术也已经广泛应用

于临床治疗难愈合创伤和骨损伤修复的治疗中［4］。

但是，自体PRP技术受患者本身影响较大，会产生不同的

治疗效果。目前，许多研究者已经关注异基因PRP技术

的开发，从而避免了采集自体血液的不便，减少了

可能存在于病人疾病本身的潜在负面影响［5-7］。

脐带血（cord blood，CB）作为一种重要的造血

干细胞移植的来源，已经广泛应用于儿童和成人的

白血病、骨髓衰竭综合征、血红蛋白病和许多遗传

代谢性疾病的治疗中［8］。研究发现，脐带血血浆分

离制备的 PRP含有更为丰富的生长因子，表明脐带

血 PRP（CB-PRP）应用于再生医学领域机体的修复

和疾病的治疗可能具有更好的效果，有望成为组织

工程治疗的新方法［9-10］。同时 ，与成人外周血

PRP（PB-PRP）相比较，CB-PRP具有方便易得，病毒

感染几率更小的优势［11］。为了进一步开发 CB-
PRP，意大利脐带血应用委员会已经成立了脐带血

血小板胶应用小组［12］，专门开发和应用CB-PRP。
本研究为了探讨CB-PRP促进难愈性创口修复

的作用，检测了CB-PRP中的主要生长因子的含量；

建立糖尿病大鼠难愈合创伤模型，评价 CB-PRP对

难愈合创伤的修复作用，为后续开发 CB-PRP治疗

新方法应用于临床治疗提供理论依据。

1 材料

1.1 主要试剂

链脲佐菌素（STZ，德国默克公司）；戊巴比妥

钠（美国Sigma公司）；血管内皮生长因子（VEGF）和
血小板衍生生长因子BB（PDGF-BB）ELISA检测试

剂盒（BIOSWAMP）；CD31免疫荧光抗体（万类生物

科技有限公司）；增强型天狼星红染色试剂盒（北京

索莱宝科技有限公司）。

1.2 主要仪器

STX1202 电 子 天 平（美 国 OHAUS 公 司）；

DMI3000 光学显微镜（德国 Leica 公司）；安稳型免

调血糖仪（长沙三诺生物传感技术有限公司）；

ML104电子天平（瑞士METTLER TOLEDO公司）；

透明膜（美国柯达公司）。

1.3 实验动物

健康雄性 SD 大鼠，6～8 周龄，体质量 180～
200 g，购自北京维通利华实验动物技术有限公司，

实验动物生产许可证号 SCXK（京）2016-006。饲养

于中国医学科学院放射医学研究所动物中心，实验

动物使用许可证号 SYXK（津）2019-0002。实验中

动物的处理符合南开大学实验动物伦理委员会的

相关规定。

2 方法

2.1 CB-PRP的分离制备

人脐带血及外周血样本由天津市脐带血造血

干细胞库按照《脐带血造血干细胞库技术规范（试

行）》（卫办医 2002-80号）采集并提供。脐带血或外

周血混匀，分别分装到 15 mL无菌离心管中，二次离

心法分离 PRP。第 1次，550×g离心 10 min沉降白

细胞和红细胞；用移液器取上清转移到另一个离心

管中；第 2 次，2 000×g 离心 15 min，得到 PRP，
备用。

2.2 生长因子含量检测

在制备好的浓度为 1×109/mL，体积为 1 mL的

脐带血和外周血 PRP样本中均加入 100 μL的激活

剂（40 mmol/L 氯化钙 100 μL、凝血酶 25 IU），静

置 1 min 后即可看到 PRP 形成胶状，放 4 ℃冰箱
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16 h。将已激活的PRP取出，3 000×g室温离心20 min，
去掉沉淀取上清即为活化的 PRP。应用 ELISA 试

剂盒检测PRP中血管VEGF和PDGF-BB。
2.3 糖尿病大鼠模型的制备

以 0.1 mol/L、pH 4.2柠檬酸盐缓冲液溶解STZ，
配制成 1 mg/mL的STZ柠檬酸盐缓冲溶液，0.22 nm
滤菌器除菌，现用现配。配好的溶液置冰盒中保

存，在30 min内注射完毕。

健康雄性 SD 大鼠（清洁级），体质量 180～
200 g，在实验环境中饲养 5 d。根据体质量随机分

为对照组和模型组，建模前禁食 12 h，模型组大鼠按

65 mg/kg剂量 1次性 ip STZ溶液，用以诱发糖尿病。

对照组 ip无菌生理盐水。72 h后测定空腹血糖、尿

糖，若诱导前空腹血糖水平＜8.9 mmol/L，注射 72 h 后

动物空腹血糖＞16.7 mmol/L，尿糖高于＋＋，即

判定为Ⅰ型糖尿病动物模型成功。注射前及注射后

每周分别对动物空腹血糖、尿糖、体质量进行测定。

2.4 CB-PRP对难愈合创伤的治疗

于第 2周建立创伤模型，实验前 12 h开始禁食，

45 mg/kg戊巴比妥钠 ip注射麻醉；将已麻醉的大鼠

俯卧位固定四肢于鼠板上，用电动剃毛器在大鼠背

部剪毛，脱毛剂脱毛，无菌水清洗备皮区域，去除已

成为糊状的毛和剩余的脱毛剂，用碘伏棉球对大鼠

背部进行消毒；在大鼠脊柱两侧，建立 2 个直径

2 cm 的圆形创口，皮层全部切除，深至筋膜，肌肉组

织全部暴露。

实验动物随机分成 4 组：对照组、模型组、PB-
PRP组和CB-PRP组，每组 10只。除对照组外，均采

用糖尿病模型鼠。所有大鼠均制备难愈合创伤模

型，治疗前先将 PRP制备成 PG［3，6］，1 mL 1×109/mL
的CB-PRP加入至 24孔板，加入激活剂活化后迅速

成胶状；60 s 内 CB-PRP 胶可以直接取出，将 PG 胶

迅速敷在模型创口处。过程见图 1。第 3天换药 1
次，对照组用生理盐水替代PRP。
2.5 测定再上皮化率

分别于术后 0、5、10、14、21 d 用透明膜覆盖创

面，沿创缘用记号笔画膜，剪膜，在分度为0.1 mg的分析

天平称取质量并换算成面积，再转化为再上皮化速率。

再上皮化速率＝（原始创面面积－未愈创面的面积）/原
始创面的面积

2.6 组织学标本的采集和处理

术后 10 d，每组留取创面 2个，创面部位全皮层

切除，将组织块置4%甲醛溶液中，固定24 h，用 PBS洗

脱 3次，脱水透明后，石蜡包埋组织，备用。将石蜡

切片浸入二甲苯 2 次各 10 min，无水乙醇 2 次各

5 min，90%、80%、70%、50% 乙醇溶液及蒸馏水

各 2 min脱蜡，苏木精液染色 2 min，100 g/L盐酸乙

醇分化 3～5 s，自来水冲洗碱化至细胞核呈蓝色。

再放入蒸馏水中 20 min，50%、70%、80%、90%梯度

乙醇溶液各 2 min，伊红染液中 5 min，95%乙醇溶液

分色 3～5 s，梯度脱水，树胶封固。光学显微镜观

察，细胞核为蓝色，细胞质为红色。在 200×光镜下

观察创面肉芽组织血管芽生长与再上皮化情况。

中性甲醛液固定组织，石蜡切片，常规脱蜡脱

水。放入天青石蓝液染 5～10 min，蒸馏水洗 3次。

天狼猩红饱和苦味酸浓染 15～30 min。加入无水乙

醇直接分化与脱水。二甲苯透明，中性树胶封固。

免疫荧光染色，用 anti-CD31 靶向标记血管内皮细

胞，应用荧光显微镜（×200）随机选择 5个区域，计

算毛细血管数量，以评价缺血部位血管形成。

2.7 统计学方法

采用GraphPad Prism 5统计学软件处理分析数

据，数据以 x
—
±s表示，用 t检验分析组间差异。

3 结果

3.1 CB-PRP中生长因子含量检测

PB-PRP、CB-PRP 中 PDGF-BB 含 量 分 别

为（61.1±16.4）、（72.6±3.6）mg/mL，无统计学差异；

PB-PRP、CB-PRP 中 VEGF 含 量 分 别 为（82.0±
11.8）、（127.6±15.7）mg/mL，相同血小板浓度的条

件下，CB-PRP中VEGF的含量显著高于PB-PRP（P＜

0.05）。结果见图2。
3.2 糖尿病大鼠模型的建立

模型大鼠（n＝30）注射 STZ 后 3 d 空腹血糖明

显升高，均大于 16.7 mmol/L，尿糖均大于＋＋＋，多

饮多食多尿体征明显。于第 2周建立创伤模型，造

模前后血糖、尿糖没有显著变化。糖尿病大鼠建模

成功2周后，体质量增长明显减慢。结果见图3。
3.3 CB-PRP对大鼠糖尿病性难愈合创伤修复作用

模型组创口的愈合速度在各个时间点均显著

低于对照组（P＜0.05），说明已经成功制备糖尿病难

愈性创口模型。术后 10、14、21 d，PB-PRP和CB-PRP
图1 CB-PRP制作成PG的过程

Fig. 1 Process of making PG from CB-PRP
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组创口再上皮化速率显著快于模型组（P＜0.05）。
术后 21 d 时，对照组、PB-PRP 组和 CB-PRP 组创口

再上皮化率分别达到 89.8%、84.6%、92.8%，而模型

组 仅 为 69.9%；同 时 ，CB-PRP 组 的 再 上 皮 化

率（92.8%）显 著 快 于 PB-PRP 组（84.6%），（P＜

0.05）。结果见图4。
3.4 组织学分析

术后 10 d，创口部位肉芽组织 HE 染色结果显

示，4组创面呈现不同程度的肉芽组织增生状态，2
种 PRP治疗组肉芽组织生长更为旺盛，可见胶原纤

维存在较多，模型组肉芽组织仅有少许胶原纤维存

在。红细胞的分布显示，各组创面内均可见新生的

毛细血管，2种PRP治疗组优于模型组。

术后 10 d，创口部位肉芽组织天狼猩红染色结

果显示，4组创面胶原纤维均增生。与对照组及2种
PRP治疗组比较，模型组中Ⅰ、Ⅲ型胶原合成均较少。

PB-PRP和CB-PRP组创面增生区胶原纤维丰富，以

Ⅰ型胶原为主，其间见Ⅲ型胶原（Ⅰ型胶原为强双折光

性，呈黄色或红色纤维；Ⅲ型胶原为弱的双折光性，

绿色细纤维）。结果见图5。
3.5 创口部位血管新生

术后 10 d，各处理组创口部位肉芽组织的

CD31（红色）荧光免疫分析显示，与对照组比较，模

型组CD31阳性表达明显减少；与模型组比较，CB-
PRP和 PB-PRP组CD31阳性表达更多，表明其血管

密度有明显差异。定量分析结果显示，与对照组比

较，模型组毛细血管数量显著减少（P＜0.05）；与模

型组比较，CB-PRP和PB-PRP组毛细血管数量显著

增加（P＜0.05）；与 PB-PRP组比较，CB-PRP组的毛

细血管数量显著增加（P＜0.05）。结果表明，相同血

小板浓度下，CB-PRP 具有更好的促进血管新生的

能力。结果见图6。

与PB-PRP组比较：*P＜0.05
*P < 0.05 vs PB-PRP group

图2 CB-PRP和PB-PRP中PDGF-BB和VEGF含量（x
—
±s，n=3）

Fig. 2 PDGF-BB and VEGF levels of CB-PRP and PB-

PRP（x
—

±s，n=3）

图3 大鼠血糖变化

Fig. 3 Blood glucose changes of rats

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与PB-PRP组比较：△P＜0.05
*P < 0.05 vs control group；#P < 0.05 vs model group；△P < 0.05 vs PB-PRP group

图4 CB-PRP对大鼠糖尿病性难愈合创伤修复作用（x
—

±s，n=10）

Fig. 4 Repair function of CB-PRP on diabetic refractory wound model of rats (x
—

±s，n=10)
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4 讨论

外周血 PRP 技术已经成为治疗再生医学相关

疾病的有效治疗手段。自体 PRP 技术被广泛应用

于临床领域，包括整形外科［13］、骨科［14］、心肌再生［15］

和运动医学［16］等，取得了较好的治疗效果。但是，

自体 PRP技术具有明显的局限性，阻碍其在不同类

别患者中的临床应用，如老年患者、新生儿和儿童，

这些患者不适宜重复采血制备 PRP，导致难以多次

应用影响了临床效果。这些限制促使许多研究小

组将 PRP 作为一种从健康的成人献血者中获得的

异基因血液成分进行标准化，并将其常规提供给临

床医生用于治疗，从而避免了采集自体血液的不

便［5-7］。这种方法也减少了可能存在于病人疾病本

身的潜在负面影响。

由于脐带血公共库的入库质量标准比较高，仅

有 30%～40%采集的脐带血可以保存，造成每年大

量的脐带血浪费［12］。这不仅严重影响了脐带血捐

献者的积极性，也造成了大量生物资源的浪费。这

些废弃的脐血完全可以用来分离CB-PRP加以开发

利用。与 PB-PRP 比较，CB-PRP 具有方便易得，病

毒感染几率更小的优势［8］。在国外已经将CB-PRP
应用于多种疾病的治疗研究中。2014 年，Rosso
等［17］首次尝试用 CB-PRP 治疗胸膜损伤；2015 年，

Gelmetti 等［18］使用 CB-PRP 治疗表皮松懈症；2017

图5 组织学分析结果（×40）

Fig. 5 Histological analysis results（×40）

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与PB-PRP组比较：△P＜0.05
*P < 0.05 vs control group；#P < 0.05 vs model group；△P < 0.05 vs PB-PRP group

图6 CD31免疫荧光染色结果（x
—

±s，n=3）

Fig. 6 CD31 immunofluorescence staining results (x
—

±s，n=3)

对照 模型 PB-PRP CB-PRP

量
数

管
血

细
毛

··719



Drug Evaluation Research第44卷 第4期 2021年4月 Vol. 44 No. 4 April 2021

年，Piccin等［19］应用CB-PRP治疗放化疗后口腔黏膜

炎，都取得了非常好的治疗效果。

PRP促进组织修复的作用主要依赖于其含有大

量天然的生长因子。研究发现，CB-PRP中的VEGF
和PDGF含量高于PB-PRP，而这两种生长因子正是

促进组织再生的最重要的生长因子［11］。本研究测

定了 PB-PRP 和 CB-PRP 中生长因子 PDGF-BB 和

VEGF的含量，结果显示，CB-PRP中两种生长因子

的含量高于 PB-PRP，其中 VEGF 差异显著，说明

CB-PRP更适合应用于再生医学领域机体的修复。

本研究复制了糖尿病大鼠难愈性创伤模型，用

来评价 CB-PRP 促进糖尿病难愈性创口的修复作

用。结果显示，PB-PRP与CB-PRP均能够很好地促

进糖尿病性难愈合创伤的修复，在术后21 d，CB-PRP
的愈合速度优于 PB-PRP 组；在对术后 10 d取材的

肉芽组织的 CD31免疫荧光染色中也得到了证实。

分析原因可能为CB-PRP中含有更高水平的VEGF，
能够更好的促进糖尿病大鼠创口部位的血管新生，

从而加速了创口的愈合速度。

本研究证明CB-PRP具有很好地促进糖尿病性

难愈合创口修复的作用。CB-PRP将会是一个有前

景、安全的生长因子来源，未来有可能应用于难愈

合皮肤溃疡或创伤治疗中。
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