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　　摘　要：目的　探讨富血小板血浆（ＰＲＰ）在促进兔烫伤创面愈合碱性成纤维细胞生长因子（ｂＦＧＦ）、血管内皮生长因子

（ＶＥＧＦ）的表达及意义。方法　将２４只大白兔分为对照组和实验组，对照组用磺胺嘧啶银（ＳＤＡｇ），实验组用ＰＲＰ。在７、１０、１４

ｄ，两组分别随机选取４只大白兔麻醉处死后取材，行创面愈合率比较、ＨＥ染色及免疫组织化学检测。结果　７、１０、１４ｄ实验组

创面愈合率均较对照组高（犘＜０．０５）。７ｄ时，实验组肉芽组织灶显著，细胞及血管数量密集。１０ｄ时，实验组可见毛细血管量及

成纤维细胞较对照组更为丰富。１４ｄ时，实验组显示大部分成纤维细胞转化为纤维细胞而毛细血管数减少。７、１０ｄｂＦＧＦ及

ＶＥＧＦ阳性细胞数两组均增高，实验组明显高于对照组（犘＜０．０５），而１４ｄｂＦＧＦ及 ＶＥＧＦ阳性细胞数两组均逐步下降（犘＞

０．０５）。结论　ＰＲＰ可以促进大白兔烫伤创面愈合，主要机制是明显增加早期创面中ｂＦＧＦ及ＶＥＧＦ表达。
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　　目前临床治疗Ⅱ度烫伤创面，尤其是深Ⅱ度，基本利用包

扎及暴露疗法，患者治疗时间长，经济压力大，且后期遗留明显

瘢痕，影响容貌及功能。所以，探讨烫伤创面新的临床治疗思

路，是目前临床亟待解决的问题［１］。近年来，国内外许多学者

发现富血小板血浆（ｐｌａｔｅｌｅｔｒｉｃｈｐｌａｓｍａ，ＰＲＰ）在创面愈合及

软组织修复方面表现出独特疗效，且明显改善创面修复质量。

目前，富血小板血浆已成功应用于骨与软组织缺损修复、心脏

外科手术及口腔颌面外科等［２］，并取得满意效果。本研究前期

实验证明，ＰＲＰ治疗兔烫伤创面有明显的效果，并且操作方便

可行，创面愈合明显，不易形成瘢痕，且愈合质量好［３］。但是

ＰＲＰ在烫伤创面愈合过程中的分子机制及变化规律如何，目

前尚不清楚。

１　材料与方法

１．１　实验动物　随机将２４只健康普通大白兔（四川泸州医学

院中心实验室提供）分为对照组及实验组，每组为１２只，平均

体质量分别为（２．６６±０．５３）ｋｇ、（２．７５±０．５２）ｋｇ，雄雌不限。

两组体质量比较，差异有无统计学意义（犘＞０．０５）。

１．２　ＰＲＰ凝胶的制作　实验前１ｄ，参照Ｓｏｎｎｌｅｉｔｈｅｒ法制作

ＰＲＰ
［４］，１～２４号试管分别对应１～２４号兔子，制作ＰＲＰ的流

程遵循无菌操作要求。动物麻醉后，从兔耳中动脉抽取８ｍＬ

血液装入有１ｍＬ枸椽酸钠抗凝剂的１０ｍＬ注射器中，摇匀，

放入离心试管中，第１次１６０×ｇ离心２０ｍｉｎ。全血离心后分

为两层，下层为红细胞上层为上清液，两层交界处可见一浅黄

色的薄层，即ＰＲＰ层。吸出交界面下红细胞６ｍｍ以上全部

上清液，置入另外一支离心试管，摇匀。第２次４００×ｇ离心

１５ｍｉｎ后，吸出３／４上清液，余下１ｍＬ摇匀即为ＰＲＰ。用２

ｍＬ注射器先后吸入１ｍＬＰＲＰ，０．１ｍＬ凝血剂（由１０００Ｕ凝

血酶与１ｍＬ质量分数为１０％的氯化钙混合而成）和少许空气

（有利于ＰＲＰ凝固），６～１０ｓ后即形成ＰＲＰ凝胶。

１．３　动物模型
［５］
　以４％硫化钠脱毛，２％ 戊巴比妥钠
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（３０ｍｇ／ｋｇ）沿耳静脉麻醉。兔背部以９２℃恒温水浴作用１０

ｓ，制作每侧面积约７ｃｍ×１０ｃｍ（面积约２０％）的深Ⅱ度烫伤

创面，深度经组织学证实。实验组于实验后１ｈ腹腔注射复方

氯化钠３０ｍＬ／ｋｇ以抗休克。实验后６ｈ内，实验组用ＰＲＰ凝

胶外覆创面，防止ＰＲＰ凝胶丢失，创面再以生物半透膜粘贴，

最后缝线固定，避免生物半透膜边缘掀起脱落。对照组创面外

涂磺胺嘧啶银（ＳＤＡｇ），其他处理同实验组。本实验中，ＰＲＰ

凝胶及ＳＤＡｇ均只使用１次。

１．４　方法

１．４．１　组织学检测　７、１０、１４ｄ两组分别随机选取４只大白

兔，麻醉处死。切取每个前后创缘及创面中央３点全层皮肤，

并于４％多聚甲醛固定、乙醇脱水、石蜡包埋及切片，制作５μｍ

切片并行苏木素伊红染色（ＨＥ）染色，镜下观察表皮、真皮

结构。

１．４．２　真皮组织碱性成纤维细胞生长因子（ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）及血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉ

ａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）的表达测定　应用链霉菌抗生物蛋

白过氧化物酶连结（ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＳＰ）法，以细胞质

或（和）细胞核中着棕色者为阳性细胞，具体操作方法遵照试剂

说明书。ｂＦＧＦ及ＶＥＧＦ的半定量测定：在４００倍光镜下观察

７、１０、１４ｄ免疫组织化学结果，随机选取５个视野，每个视野观

察１００个细胞，计数阳性细胞数，利用医学图像分析系统，进行

半定量测定。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行数据处理，

计量资料用狓±狊表示，两组比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　创面愈合率比较　创面愈合率＝［（原始创面面积－未愈

合创面面积）／原始创面面积］％
［６］。实验表明，创面面积随时

间延长而逐渐缩小。７、１０、１４ｄ时，对照组创面愈合率分别为：

（２２．３３±１．６７）％、（３２．３３±１．０７）％、（３９．３３±１．２７）％，而实

验组分别为：（３４．９３±１．１８）％、（４７．９３±１．３８）％、（５８．８３±１．

９１）％。两组创面愈合率在对应时间点比较差异有统计学意义

（犘＜０．０５）。

２．２　组织学变化　１００倍光镜下观察 ＨＥ染色标本。７ｄ两

组创面呈现炎性细胞浸润，并可见成纤维细胞、新生毛细血管，

而实验组肉芽组织灶更显著，细胞及血管数量更密集。１０ｄ

实验组可见毛细血管量及成纤维细胞较对照组更为丰富。１４

ｄ实验组显示大部分成纤维细胞转化为纤维细胞而毛细血管

数少，大量新生表皮细胞覆盖伤口、并呈现角化，对照组中成纤

维细胞增殖仍较活跃而纤维细胞数量较少，见图１。

　　Ａ：对照组；Ｂ：实验组。

图１　　两组创面１４ｄ时组织学变化比较（ＨＥ染色，×１００）

２．３　半定量测定ｂＦＧＦ、ＶＥＧＦ的表达结果　在４００倍光镜下

观察７、１０、１４ｄ免疫组织化学结果，随机选取５个视野，每个

视野观察１００个细胞，计数阳性细胞数，进行半定量对比。结

果表明７、１０ｄｂＦＧＦ、ＶＥＧＦ阳性细胞数两组均增高，实验组

明显高于对照组（犘＜０．０５），而１４ｄ时，除对照组 ＶＥＧＦ外，

ｂＦＧＦ、ＶＥＧＦ阳性细胞数两组均逐步下降（犘＞０．０５），见图２，

表１。

　　Ａ：对照组；Ｂ：实验组。

图２　　两组创面１４ｄ时ＶＥＧＦ的表达

（免疫组织化学染色，×４００）

表１　　两组创面不同时间点愈合ｂＦＧＦ、ＶＥＧＦ的

　　　　阳性表达率（狓±狊，％）

时间点
ｂＦＧＦ的阳性表达率

实验组 对照组

ＶＥＧＦ的阳性表达率

实验组 对照组

７ｄ ３１．３４±５．４ａ ２０．８０±２．４ ３４．３４±３．４ａ ２１．４８±２．９

１０ｄ ６９．６５±２．８ａ ３９．５０±２．６ ６１．５０±２．３ａ ３５．５６±２．８

１４ｄ ５５．７５±８．３ｂ ４７．５６±７．４ ５５．５６±３．１ｂ ４５．５６±３．７

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较；ｂ：犘＞０．０５，与对照组比较。

３　讨　　论

ＰＲＰ是由全血离心获得的血小板浓缩物，大量研究已证

实其中含有多种可促进组织生长的细胞因子，如 ＶＥＧＦ、血小

板源性生长因子（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＰＤＧＦ）、ｂＦ

ＧＦ、胰岛素样生长因子（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＩＧＦ）、转化

生长因子β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）等
［７］，是被

一致认为具有广大开发空间的生长因子库［８］。目前，ＰＲＰ已

成为多个医疗领域应用的重要辅助手段，而且操作简便，副作

用少，开拓了创面治疗的新时代。ＰＲＰ作为一个组织密封剂

和药物传递系统［９］，能够避免生长因子受创面微环境变化及接

触时间短而影响其发挥生物活性。本研究中，实验组使用

ＰＲＰ覆盖创面，ＰＲＰ通过血小板释放大量外源性的 ＶＥＧＦ及

ｂＦＧＦ，而且在局部较长时间保持高浓度生长因子。

大量实验证实，影响新生组织生存和重建的主要因素是维

持组织的血液供应，而维持局部血供的物质基础是血管再生，

内皮细胞的增殖就是这一关键环节［１０］。其中ＰＲＰ中含有的

高浓度ＶＥＧＦ是目前已知最强的血管生长促成因子，它对维

持血管内皮的通透性、整体性及血管形成有极其重要的作

用［１１］。本实验以一定浓度ＰＲＰ作用于烫伤创面，结果显示在

第７、１０天，实验组细胞及血管数均较对照组丰富，说明ＰＲＰ

是良好的血管生成促成剂［１２］。ｂＦＧＦ可以刺激内皮细胞的增

殖、迁移，促进新血管的形成和发育，在创面愈合过程中起着重

要的作用［１３］，但可能需要其他因子协同下才能发挥其作用，同

时受到其他与创面愈合相关因素的影响［１４］。本实验结果显

示，在第７、１０、１４天，ＶＥＧＦ及ｂＦＧＦ的表达变化趋势基本一

致，早期均有高浓度表达，推测二者间存在相互协同作用，使二

者生物活性发挥最大作用。

综上所述，ＰＲＰ能够明显促进烫伤创面愈合，其主要机制

为ＰＲＰ作为一个组织密封剂和药物传递系统，增加创面早期

ＶＥＧＦ及ｂＦＧＦ的表达，且使其持久发挥生物活性功效，从而

促进创面的愈合［１５］。
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