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新型血小板源生长因子对放创复合伤大鼠创面的促愈作用

唐爱玲，叶　楠，赵　清，艾国平　　（４０００３８重庆，第三军医大学军事预防医学院热带医学研究所）

　　［摘要］　目的　观察自主研制的重组人新型血小板源生长因子（ｒｈＴｈｒ６ＰＤＧＦＢＢ）对放创复合伤
创面愈合的影响。方法　制作大鼠皮肤放创复合伤模型，分空白对照组、凝胶基质对照组、低剂量药物
组、中剂量药物组、高剂量药物组、阳性药物对照组共６组，每组２０只。每日将相应的药物涂于创面，观
察伤后各组创面愈合情况，计算创面愈合百分比、残留面积百分比，形态学观察创面上皮细胞迁移、肉芽

组织生长状况和新生血管密度情况，免疫组化检测 Ｂｃｌ２蛋白、ＰＤＧＦＡ和 ＶＥＧＦ蛋白的表达情况。
结果　伤后第１～１４天，高剂量药物组大鼠创面愈合速度明显加快，１４ｄ创面基本愈合，而对照组愈合
速度较慢，１４ｄ残留面积仍有１９％，中、高剂量药物组与空白对照组１４ｄ愈合率表现出显著差异（Ｐ＜
００５）；中、高剂量药物组上皮移行速率快，肉芽组织出现较早，成纤维细胞和新生毛细血管均较对照组
丰富，其中高剂量药物组更为明显。Ｂｃｌ２显示药物组能抑制细胞凋亡，在新生肉芽组织中 ＰＤＧＦＡ和
ＶＥＧＦ表达增加。结论　ｒｈＴｈｒ６ＰＤＧＦＢＢ对放射复合伤创面有明显的促愈效果。
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　　放射损伤合并创伤称为“放创复合伤”，战时多见
于核爆炸，平时见于核事故、核恐怖活动，也可见于临

床放疗等病例。其特点为正常创面愈合的过程受到抑

制，导致创面愈合延迟或经久不愈，成为“难愈性创

伤”［１］。前期研究发现其难愈的机制与放射损伤导致

局部修复细胞数量减少和功能障碍以及抑制基质细胞

产生生长因子等因素相关，如何促进放创复合伤难愈

性伤口的愈合一直是研究的重点［２］。血小板源生长

因子（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＰＤＧＦ）是由多种细
胞产生的能刺激间质来源的细胞增殖的多肽，具有广

泛的生理活性，在创伤愈合的各个阶段都发挥作用，对

病理性创口有良好的作用，特别是对放射损伤性溃疡、

糖尿病性皮肤溃疡等难愈合创伤的修复有明显的促进

作用。研究表明从猪、牛等血小板中提取的 ＰＤＧＦ，应
用于临床深度烧烫伤或枪击伤等创伤愈合，取得了很

好的疗效，其疗效优于重组人表皮生长因子凝胶

（ＥＧＦ）。本实验在前期大量研究的基础上，对 ＰＤＧＦ
的分子片段进行优化，并在Ｐｉｃｈｉａ酵母中表达纯化，表
达量高于１００ｍｇ／Ｌ，获得了新型的重组人血小板源生
长因子（ｒｈＴｈｒ６ＰＤＧＦＢＢ），拟利用放创复合伤的实验
动物模型，重点观察此新型 ＰＤＧＦ对放创复合伤的促
愈效果并探讨部分促愈的机制，为研制开发特殊皮肤

创伤治疗用新型血小板源生长因子提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物与分组
　　清洁级 Ｗｉｓｔａｒ雌性大鼠 １２０只，体质量（１８０±
２０）ｇ，由第三军医大学实验动物中心提供并统一饲养
在清洁级动物房。动物在实验前常规饲养３ｄ，观察无
异常者，通过抽签随机分为６组：空白对照组、凝胶基
质对照组、低剂量药物组、中剂量药物组、高剂量药物

组、阳性药物对照组，每组２０只大鼠。
１．２　药物试剂
　　重组人新型血小板源生长因子（ｒｈＴｈｒ６ＰＤＧＦ
ＢＢ）凝胶剂由军事医学科学院自主研制提供，其中“低
剂量”药物浓度为 ０．００５％，“中剂量”药物浓度为
００１％，“高剂量”药物浓度为００２％，凝胶基质对照组
为不含ＰＤＧＦ的药物凝胶，阳性对照药物选用已上市的
重组人表皮生长因子凝胶（ＥＧＦ，桂林华诺威基因药业
有限公司生产，批号２０１３１２０３），药物浓度为０．０１％。

１．３　放创复合伤模型制作
　　各组大鼠均在第三军医大学辐照中心用６０Ｃｏγ射
线全身照射，照射剂量为４Ｇｙ。照射后２ｈ，用 １％戊
巴比妥钠溶液按４０ｍｇ／ｋｇ腹腔注射麻醉，麻醉起效后
用剃毛刀备皮，固定背部，用半径１ｃｍ圆形图章在尾
根部以上３ｃｍ处印出印记，在无菌操作台下进行皮肤
消毒，用手术刀沿印记切出半径１ｃｍ圆形切口，深度
及全层皮肤，不伤及皮下筋膜层。

１．４　给药方式
　　每只大鼠分笼饲养，自由进食水，自创面制作当天
开始，每天对大鼠背部的创面进行处理，碘伏棉球消毒

１次，沾去创面上的粉尘、木屑，酒精棉球擦拭脱碘，最
后按不同分组，将相应的药物均匀涂于创面表面。实

验组凝胶用量均按照７０ｍｇ／ｃｍ２计算，阳性药物 ＥＧＦ
组按照说明书推荐剂量１００ｍｇ／ｃｍ２给药，空白对照组
仅用碘伏棉球消毒，开药取药等操作均在超净台进行，

连续用药１４ｄ。
１．５　检测指标
１．５．１　大体观察和组织取材　　各组大鼠分别于制
作创面后第７、１０、１４天，每组随机取５～６只处死，活
杀前观察动物伤口愈合情况，称体质量，描记伤口面积

并拍照，取创面皮肤组织，常规取材备用。

１．５．２　创面愈合面积分析　　在第３、５、７、１０、１４天，
麻醉大鼠（１％戊巴比妥溶液，３５ｍｇ／ｋｇ），对创面进行
拍照，并进行创面面积描绘。创面描绘采用透明膜描

记法。再以万分之一电子分析天平（德国ＳａｒｔｏｒｕｓＡ公
司）称取透明塑料膜图样的质量，并换算成相应创面

的面积。然后通过创面的面积变化，计算创面愈合率。

创面面积＝透明膜整体面积 ×描绘部分质量／透明膜
整体质量。创面愈合率 ＝（原创面面积 －现创面面
积）／原创面面积×１００％。
１．５．３　病理学检查　　取活杀大鼠背部创面皮肤标
本置４％甲醛溶液固定，经脱水、透明、浸蜡、包埋及切
片后行苏木精伊红（ＨＥ）常规组织学染色，光镜观察。
显微镜下从各组伤后第７、１４天创伤部位肉芽组织取
５个视野，自动图像分析仪进行毛细血管及成纤维细
胞计数分析。

１．５．４　免疫组化　　采用两步法免疫组化检测试剂
盒检测皮肤组织中Ｂｃｌ２、ＰＤＧＦＡ、ＶＥＧＦ抗体的表达。
切片用去离子水洗，进行抗原微波修复，３％ Ｈ２Ｏ２封
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闭，ＰＢＳ冲洗，加生物素封闭液１０ｍｉｎ，按１∶１５０稀释
一抗，滴加后４℃过夜，ＰＢＳ冲洗，滴加二抗，３７℃孵
育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗，滴加 ＤＡＢ显色剂，苏木精复染，
常规脱水、透明、封片。每次染色设阳性对照和阴性对

照染色，阴性片做法为 ＰＢＳ取代一抗。每张片子随机
取５个视野（×４００）进行拍照，并用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ
６０进行图像分析，进行免疫组化综合评分。综合评
分为阳性染色评分和阳性细胞数比例评分之和。阳性

染色评分标准为：未着色０分，浅黄色１分，黄色２分，
黄褐色３分，深棕色４分。阳性细胞比例评分标准为：
阳性细胞比例 ＜５％为０分，５％ ～２５％为１分，２５％ ～
５０％为２分，５０％～７５％为３分，＞７５％为４分。每张组
化切片的５个视野分别计算阳性染色评分和阳性比例评
分的平均值，相加得到该组化切片的免疫组化综合评分。

１．６　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件对创面愈合率及免疫组
化评分行单因素方差分析，数据以 珋ｘ±ｓ表示。

２　结果

２．１　各组大鼠创面愈合率比较
　　药物处理组与对照组大鼠创面７、１４ｄ愈合率均
存在显著差异（Ｐ＜０．０５）。其中空白对照组创面愈合
情况优于凝胶基质对照组，且略优于低剂量药物组，考

虑是由于空白对照组大鼠的创面干燥，对于创面愈合

更加有利。而各组含有药物成分的实验组，创面愈合

率的趋势基本与药物浓度呈正相关。其中高剂量药物

组创面愈合率最好，且优于已上市的阳性对照药物ＥＧＦ，

表明高剂量药物对促进放创复合伤的创面愈合有显著

疗效（图１）。
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１：空白对照组；２：凝胶基质对照组；３：低剂量药物组；４：中
剂量药物组；５：高剂量药物组；６：阳性对照组　ａ：Ｐ＜
００５，与空白对照组比较
图１　各组大鼠用药７ｄ和１４ｄ创面愈合率比较

２．２　各组大鼠创面皮肤病理学改变对比
　　伤后第７天：高剂量药物组肉芽组织明显较对照
组增多，新生毛细血管和成纤维细胞含量丰富，毛细血

管垂直创面生长，成纤维细胞排列趋于有序，伤口周围

表皮细胞已见再生，并向伤口内爬行（图２Ａ～Ｃ）。伤
后第１４天：对照组创面未完全愈合，尚未见皮肤附件
的出现（图２Ｄ）。高剂量药物组表皮细胞已经覆盖创
面，并有角质层形成，表皮层开始变薄，新生血管数量

明显减少几近消失，胶原含量明显增多，创面已完全愈

合，且皮肤附件开始出现和增多明显（图２Ｅ）；而阳性
药物愈合效果也优于空白对照组（图２Ｆ）。
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Ａ：空白对照组第７天；Ｂ：高剂量药物组第７天；Ｃ：阳性对照组第７天；Ｄ：空白对照组第１４天；Ｅ：高剂量药物组
第１４天；Ｆ：阳性对照组第１４天；箭头示创面

图２　各组大鼠创面肉芽组织、新生血管及表皮再生情况　（ＨＥ×１００）
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Ａ：空白对照组第７天；Ｂ：高剂量药物组第７天；Ｃ：阳性对照组第７天；Ｄ：空白对照组第１４天；Ｅ：高剂量药物组
第１４天；Ｆ：阳性对照组第１４天

图３　各组大鼠肉芽组织区毛细血管、成纤维细胞增生情况　（ＨＥ×２００）

　　毛细血管形成和成纤维细胞增生的情况观察显
示：伤后各药物组第７天肉芽组织内新生毛细血管和
成纤维细胞数量多于对照组，高剂量药物组较为明显，

且优于阳性药物对照组。第１４天高剂量药物肉芽组
织内新生血管数量明显减少几近消失，主要为大量排

列有序的纤维细胞，胶原含量明显增多（图３）。
２．３　各组大鼠Ｂｃｌ２、ＰＤＧＦＡ及ＶＥＧＦ免疫组化阳性

表达情况

　　Ｂｃｌ２、ＰＤＧＦＡ以及ＶＥＧＦ均主要表达于胞浆，免
疫组化获得的图像可见药物处理组和阳性对照组的

Ｂｃｌ２及ＰＤＧＦＡ表达均强于凝胶对照组，高剂量药物
组ＶＥＧＦ表达强于凝胶对照组和阳性对照组。对照组
肉芽组织内阳性细胞主要分布于成纤维细胞和巨噬细

胞胞浆内呈淡黄色表达，阳性细胞为 ５％ ～２５％。
ＰＤＧＦ高剂量药物组肉芽组织内阳性成纤维细胞和巨
噬细胞较对照组明显增多，新生血管内皮细胞胞浆内

也有阳性表达，阳性细胞为５０％ ～７５％，呈黄褐色表
达。免疫组化综合评分的统计分析结果表明高剂量药

物组和凝胶对照组之间均有显著差异（Ｐ＜０．０５）。见
图４、５。
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１：空白对照组；２：凝胶基质对照组；３：低剂量药物组；４：中
剂量药物组；５：高剂量药物组；６：阳性对照组　ａ：Ｐ＜
００５，与空白对照组比较
图５　药物处理１４ｄ各组大鼠Ｂｃｌ２、ＰＤＧＦＡ、ＶＥＧＦ表达

免疫组化评分

３　讨论

　　大量的研究表明皮肤创面修复与血小板衍生生长
因子（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＰＤＧＦ）、成纤维细胞
生长因子（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＦＧＦ）、血管内皮细胞
生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）、神
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Ａ～Ｃ：分别为凝胶基质对照组皮肤切片检测Ｂｃｌ２、ＰＤＧＦＡ、ＶＥＧＦ的表达；Ｄ～Ｆ：分别为高剂量药物组皮肤切片
检测Ｂｃｌ２、ＰＤＧＦＡ、ＶＥＧＦ的表达；Ｇ～Ｉ：分别为阳性对照组皮肤切片检测Ｂｃｌ２、ＰＤＧＦＡ、ＶＥＧＦ的表达

图４　免疫组化观察药物处理１４ｄ各组大鼠Ｂｃｌ２、ＰＤＧＦＡ、ＶＥＧＦ表达　（ＳＶ法 ×４００）

经生长因子（ｎｅｒｖｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＮＧＦ）、表皮生长因子
（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＥＧＦ）等许多生长因子介导和
参与调控伤口肉芽组织的生长、血管再生和再上皮化

密切相关［２－６］。外源性ＰＤＧＦ可以促进难愈性皮肤溃
疡和局部照射皮肤伤口的愈合［７－８］。研究表明，从人

血小板提取物中纯化的ＰＤＧＦＢＢ，通过Ｎ端氨基酸分
析表明存在 ３种不同的剪切形式，２０％ Ｓｅｒ１，３５％
Ｔｈｒ３３及４５％ Ｔｈｒ６，这些切割的异质性，导致ＰＤＧＦ的
不均一性，使质量控制较为困难；而１０４个氨基酸的蛋
白保持了与１０９个氨基酸同样的生物学活性，鉴于以
上原因，自主研制重组人新型血小板源生长因子

（ｒｈＴｈｒ６ＰＤＧＦＢＢ）为在毕赤酵母中表达了 １０４个氨
基酸的Ｔｈｒ６ＰＤＧＦＢ，并进行了工程菌高密度发酵培
养，表达量高于１００ｍｇ／Ｌ，工艺简单，易于放大。在前
期研究的基础上，本实验主要利用体外、体内实验对其

促愈效果进行系统评价，期望能形成有自我知识产权

的特殊伤口促愈药物。

　　本实验室前期已制作好放创复合伤大鼠模型，并
对创伤愈合进行了系列研究［９－１１］，包括ＰＤＧＦ，也发现
ＰＤＧＦ对放创复合伤的创面有促愈效果。在以上工作
基础上，本实验主要将自主克隆的人新型血小板源生

长因子局部涂于放射复合伤大鼠的创面，系统观察其

对皮肤创伤愈合的影响。结果发现 ｒｈＴｈｒ６ＰＤＧＦＢＢ
药物组大鼠创面愈合速度明显加快，以高剂量药物组

明显，１４ｄ创面基本愈合，而对照组愈合速度减慢，１４ｄ
残留面积仍有１９％，表明高剂量 ｒｈＴｈｒ６ＰＤＧＦＢＢ药
物组能明显促进放射复合创伤伤口的愈合。光镜下观

察发现ｒｈＴｈｒ６ＰＤＧＦＢＢ能促进创面上皮的移行和肉
芽组织增生，成纤维细胞和新生毛细血管均较对照组

丰富，尤其以高剂量药物组较为明显，提示加快表皮细
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胞生长，促进内皮细胞增殖和毛细血管生长，以及促进

成纤维细胞增殖、分化，可能是ＰＤＧＦ加速皮肤创伤愈
合的机制之一。

　　电离辐射对创伤愈合延迟的影响与创面内源性生
长因子含量低下或因子受体活性下调等因素有

关［１２－１４］。在本实验中重点观察了创面新生肉芽组织

中Ｂｃｌ２、ＰＤＧＦＡ及ＶＥＧＦ免疫组化阳性表达情况，结
果显示 ｒｈＴｈｒ６ＰＤＧＦＢＢ能抑制 Ｂｃｌ２的表达，促进
ＰＤＧＦＡ和ＶＥＧＦ的表达，提示 ｒｈＴｈｒ６ＰＤＧＦＢＢ对创
面愈合可能通过抑制细胞凋亡，促进细胞增殖、移行及

及肉芽组织增生等促进创面愈合。

　　１９９７年美国 ＦＤＡ批准 Ｒｅｇｒａｎｅｘ上市，用于糖尿
病足部溃疡的治疗，其活性成分是酿酒酵母表达的

００１％的重组人血小板源生长因子，具有较好的促愈
效果，但每支售价高达４００多美元，价格极其昂贵，限
制其临床的应用。本实验在前期大量研究的基础上，

对ＰＤＧＦ的分子片段进行优化，并在 Ｐｉｃｈｉａ酵母中表
达纯化，表达量高于１００ｍｇ／Ｌ，获得了新型的具有自
主知识产权的重组人血小板源生长因子，利用放创复

合伤的实验动物模型观察其对放创复合伤的促愈效

果，为研制开发特殊皮肤创伤治疗用新型血小板源生

长因子提供理论依据，但对人难愈性创面是否有促愈

效果及其促愈信号传导通路还待进一步研究。
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