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等离子体活化液对糖尿病大鼠创面的影响及其机制的初步研究
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摘要：背景　我国糖尿病并发慢性难愈性创面患者逐年增加，其迁延不愈、反复感染、截肢率较高，已成为我国公共卫

生领域的重大挑战。目的　探究等离子体活化液(plasma-activated liquid，PAL)是否具有促进糖尿病大鼠创面愈合的作用。

方法　动物实验：选取 40 只雄性 SD 大鼠，腹腔注射 50 mg/kg 1% STZ 构建糖尿病大鼠模型。造模成功的 33 只大鼠随机分

为空白对照组、湿敷组、注射组，每组各 11 只。每组大鼠背部中线两侧制造 4 个直径为 0.8 cm 的圆形创面。湿敷组和注射

组大鼠一侧创面予以 0.9% 氯化钠注射液治疗，对侧创面予以 PAL 治疗，最终将创面分为空白对照组、0.9% 氯化钠注射液

湿敷组、PAL 湿敷组、0.9% 氯化钠注射液注射组、PAL 注射组。以单个创面作为本研究的实验单元，定期对创面取材行组

织染色，评估创面愈合面积和质量。体外实验：用无菌棉签蘸取大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌菌液涂布在

M-H 培养皿，无菌打孔器打孔后分别加入 PAL、0.9% 氯化钠注射液、蒸馏水，通过抑菌圈大小评估 PAL 的抑菌能力；采集

大鼠抗凝全血后分别加入 PAL+CaCl2、0.9% 氯化钠注射液+CaCl2、CaCl2，记录凝血时间，评估 PAL 的促凝效果；取对数期

生长的 L929 小鼠成纤维细胞分别予以 PAL、0.9% 氯化钠注射液处理，CCK-8 法测定细胞增殖率，划痕实验测定细胞迁移

率。结果　动物实验发现两种 PAL 治疗方式均能促进糖尿病大鼠创面愈合，创面切片普通染色提示 PAL 治疗的两组肉芽组

织成熟度最好，第 14 天 PAL 湿敷组和 PAL 注射组的胶原含量显著高于对照组(64.94%±3.09%、69.93%±2.42% vs 53.69%± 

0.88%，P＜0.001)；PAL 湿敷组和 PAL 注射组愈合后期Ⅰ型与Ⅲ型胶原纤维比值更大。免疫组化提示，第 3 天时 PAL 治疗

组 IL-6 表达显著低于对照组(P＜0.001)，IL-10 表达显著高于对照组(P＜0.001)；第 10 天时 PAL 治疗的两组创面平滑肌肌动

蛋白 α(smooth muscle actin α，α-SMA)和血管内皮生长因子(vascular endothelial growth factor，VEGF)表达均显著高于对照组

和 0.9% 氯化钠注射液治疗组(P＜0.05)，CD31 免疫荧光染色提示 PAL 治疗能促进创面由肉芽组织向瘢痕转化。体外实验

中，抑菌圈实验表明体 PAL 能杀灭 3 种常见细菌；体外全血凝结实验和全血凝固时间实验发现 PAL 显著缩短血液凝固时

间(P＜0.001)；CCK-8 实验提示 PAL 能促进 L929 细胞增殖(P＜0.05)，划痕实验提示 PAL 可增强细胞迁移能力(P＜0.05)。

结论　PAL 具有一定抗菌、促凝、促进细胞迁移和增殖的能力，并能够促进糖尿病创面愈合。
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Abstract: Background　 The increasing prevalence of patients with chronic non-healing wounds complicated by diabetes 
mellitus in China has become a major public health challenge, owing to persistent disease progression, recurrent infections, and high 
amputation risks. Objective　To investigate whether plasma-activated liquid (PAL) exhibits therapeutic effects in promoting wound 
healing in diabetic rats. Methods　 In vivo: Forty male Sprague-Dawley (SD) rats were injected intraperitoneally with 50 mg/kg 
streptozotocin (STZ) to establish diabetic models. Thirty-three successfully modeled rats were randomly divided into blank control 
group (n=11), topical saline/PAL treatment (wet dressing) group (n=11), and subcutaneous saline/PAL injection group (n=11). Four 
full-thickness circular wounds (0.8 cm diameter) were created bilaterally along the dorsal midline, with contralateral wounds in 
treatment groups receiving saline or PAL. Each wound served as an independent experimental unit. Histological staining, collagen 
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quantification, and immunohistochemistry were performed to assess healing progression. In vitro: PAL's antimicrobial activity 
against Escherichia coli, Staphylococcus aureus, and Pseudomonas aeruginosa was evaluated via agar diffusion assays. Coagulation 
time was measured using whole blood clotting assays. L929 fibroblast proliferation and migration were analyzed using CCK-8 and 
scratch assays. Results　 In vivo: Both PAL-treated groups exhibited accelerated wound closure and superior granulation tissue 
maturation. By day 14, collagen content was significantly higher in the topical PAL and subcutaneous PAL groups compared to 
controls (64.94%±3.09%, 69.93%±2.42% vs 53.69%±0.88%, P<0.001), with a marked increase in the type I/III collagen ratio. 
Immunohistochemistry revealed suppressed IL-6 (P<0.001) and elevated IL-10 (P<0.001) expression in PAL groups on day 3. By 
day 10, PAL-treated wounds demonstrated upregulated α -SMA and VEGF (P<0.05) and enhanced CD31 immunofluorescence, 
indicating robust angiogenesis and transition to scar formation. In vitro: PAL exhibited potent bactericidal activity (clear inhibition 
zones), significantly shortened coagulation time (P<0.001), and stimulated L929 proliferation (P<0.05) and migration (P<0.05). 
Conclusion　PAL exhibits certain antibacterial, procoagulant, and cell migration- and proliferation-promoting properties, and can 
facilitate the healing of diabetic wounds.

Keywords: diabetes mellitus; wound healing; plasma-activated liquid; collagen; inflammation
Cited as: Jing ZHQ, Zhang JY, Han YD, et al. Effects and mechanisms of plasma-activated liquid on diabetic rat wound healing

［J］. Acad J Chin PLA Med Sch, 2025, 46（7）: 661-671.

过去 20 年我国糖尿病患病率上升了 3.5 倍[1]。

国际糖尿病联盟 2022 年流行病学数据提示，预计

至 2045 年将攀升至 1.74 亿[2]。其中 19% ~ 34% 的患

者可能出现糖尿病足溃疡或褥疮等慢性难愈性创

面[3]。临床上通常将经过 1 个月的系统规范治疗仍

未愈合或无愈合倾向的创面认定为慢性难愈性创

面[4]。对于糖尿病创面的治疗，临床上尚无操作便

捷且价格低廉的治疗方案。

等离子体是一种由自由电子、阴阳离子、中

性粒子、光子和活性物质组成的准中性电离气体

介质[5]。自 Laroussi[6]首次提出等离子体具有灭菌

效应以来，其在生物医学领域的应用研究已取得

显著进展。现有研究表明，低温大气压等离子体

(cold atmospheric plasma，CAP)在消毒杀菌、凝血

调控、诱导肿瘤细胞凋亡等方面展现出独特优势。

根据其特性，有研究将等离子体射流用于感染性

创面或糖尿病足等慢性难愈性创面的治疗，结果

发现 CAP 能有效促进创面的愈合[7-9]。目前已有多

个设备于临床创面治疗，如 kINPen®MED 已在临

床用于传统治疗失败的慢性和感染性创面[10]。尽

管 CAP 直接作用疗效可靠，但其在临床上的应用

仍有局限性：(1)难以对大面积病灶进行同时处理；

(2)对于凹凸不平的复杂表面作用不均匀；(3)活性

粒子组织穿透能力弱，难以作用于深层病灶[11]。

等离子体处理过后的液体——等离子体活化液中

同样富含多种活性成分，如活性氧氮粒子(reactive 

oxygen/nitrogen species，ROS/RNS)，其生物活性

与直接等离子体处理具有相似性[12]。基于此，本

研究建立 SD 大鼠糖尿病创面模型，探究 PAL 是否

能够促进糖尿病创面愈合，并比较局部湿敷与皮

下注射两种给药方式对创面愈合的影响，旨在为

优化等离子体医学的临床应用策略提供实验依据。

1　材料与方法

1.1　实验动物

8 周龄 SPF 级健康雄性 SD 大鼠，共 40 只，体

质量 300 ~ 350 g，购于北京维通利华实验动物技术

有限公司。环境温度 25℃，相对湿度 40% ~ 70%；

12 h/12 h 明暗交替。所有大鼠均可自由饮水，予以

充足的食物喂养。所用动物实验均经北京维通利

华实验动物技术有限公司伦理委员会批准(编号：

P202404180001)。

1.2　主要试剂及仪器

低温等离子体发生装置(深圳恒达通伟业自动

化科技有限公司)；便携式血糖仪、试纸(三诺生物

传感股份有限公司)；0.9% 氯化钠注射液(四川科伦

药业股份有限公司)；1% 链脲佐菌素(STZ，美国

Sigma 公司)；金黄色葡萄球菌(ATCC25923)、大肠

埃希菌(ATCC25922)、铜绿假单胞菌(ATCC27853)

购于赛默飞世尔科技有限公司；0.1 mol/L pH 4.5

柠檬酸钠缓冲液(北京索莱宝科技有限公司)；PBS

缓冲液(北京索莱宝科技有限公司)；DMEM 低糖培

养基、胎牛血清(Gibco 公司)；4% 多聚甲醛溶液

(武汉赛维尔生物科技有限公司)；苏木素伊红(HE)

染色试剂盒、Masson 三色染色试剂盒、改良天狼

星红染色试剂盒(北京索莱宝科技有限公司)。

1.3　等离子体活化液的制备及检测

实验在常压下进行。应用 0.9% 氯化钠注射液

制备的 PAL，以空气为工作气体，调整低温等离子

体发生装置射流喷头浸入液面以下 2 cm。打开低

温等离子体发生装置电源，功率为 600 W。制备过

程中等离子体射流与液体直接接触，短寿粒子可

直接与溶液反应。将制备完成的 PAL 分装至试管

中，自然冷却至室温，并于制备完成 1 h 后进行理
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化性质检测。用 pH 计和氧化还原电位(oxidation-

reduction potential，ORP)计测量出等离子体处理

0 min、1 min、2 min、3 min、4 min、5 min 的 pH

值和 ORP 值。再通过多功能水质分析仪测量出上

述时间点的 H2O2浓度和 NO3
-浓度。

1.4　糖尿病大鼠造模及分组

大鼠在造模前禁食 12 h(自由饮水)。于避光条

件下将 STZ 溶于柠檬酸盐缓冲液(pH 4.5)配制成

1% STZ 溶液，根据预实验结果单次大剂量腹腔注

射溶液(50 mg/kg)构建 1 型糖尿病大鼠模型。分别

于注射后第 3、7 天测体质量，血糖仪检测尾静脉

随机血糖。若第 7 天血糖值≥16.7 mmol/L(连续 2 次

检测)、体质量显著下降、出现典型“三多一少”症

状则纳入实验组，剔除血糖未达标(＜16.7 mmol/L)

或体质量下降≥20% 的个体。最终有 3 只大鼠死亡，

4 只血糖未达标。采用随机数字生成器，将造模成

功的 33 只大鼠随机分为空白对照组、湿敷组、注

射组，每组 11 只。分组后的大鼠用无菌镊子和

0.8 cm 打孔器在大鼠背部中线两侧制造 4 个大小相

等、分布均匀的全层皮肤缺损创面，创面边缘用

6-0 丝线缝合垫片以减小皮肤收缩对创面愈合的影

响。所有创面处理后均沿身体长轴方向覆盖无菌

纱布，外贴防水敷料固定。空白对照组大鼠仅覆

盖纱布，以防止大鼠抓挠创面；湿敷组每日分别

采用 0.9% 氯化钠注射液或新鲜制备活化 2 min 的

PAL 浸润无菌纱布进行 20 min 创面湿敷；注射组

每日于创面周围皮下分 4 点注射共 0.6 mL 0.9% 氯

化钠注射液或 PAL。两实验组均采用自身对照设

计，即每只大鼠单侧创面接受 0.9% 氯化钠注射液

处理，对侧对应位置实施 PAL 干预。操作给药由 1

名不知晓 PAL 及 0.9% 氯化钠注射液分组的实验员

进行。以单个创面作为本研究的实验单元。最终

将创面分为空白对照组、0.9% 氯化钠注射液湿敷

组、PAL 湿敷组、0.9% 氯化钠注射液注射组、PAL

注射组。对照组创面数为实验组的 2 倍，采用随机

抽样从每只空白组大鼠选取 2 个创面纳入统计，最

终各组创面数为 22。

1.5　创面面积测量及统计

将制造全层创面的时间设为第 0 天，在第 0、

1、3、5、7、10、14、20 天拍照并测量大鼠创面

面积，将标尺平行置于创面旁侧，垂直于创面拍

照。原始图像导入 Image J 图像分析系统，设定

1.0 cm 比例，采用多边形选择工具精确勾勒创面边

缘，系统自动计算创面面积(cm2)。为消除个体差

异影响，采用相对创面面积(relative wound area，

RWA)进行数据标准化，公式为相对创面面积=各

时间点实测面积/原始创面面积×100%。通过相对

创面面积变化趋势反映创面愈合速度。创面拍照

及统计由 1 名不知实验详情的研究人员进行。

1.6　创面及脏器取材及染色

分别于术后第 3、10、14 天随机选取对照组、

湿敷组、注射组每组各 2 只大鼠进行标本取材，

0.9% 氯化钠注射液湿敷组、PAL 湿敷组、0.9% 氯

化钠注射液注射组、PAL 注射组各取得 4 份标本，

空白对照组中随机选取 4 份标本进行后续对比研

究。充分麻醉后暴露背部，操作部位予以消毒，

用组织剪完整切取创面组织及周边 5 mm 正常皮

肤，4% 多聚甲醛固定后行 HE 染色、Masson 染色、

天狼星红染色、免疫组织化学染色[白细胞介素

(interleukin， IL) -6、 IL-10、 平 滑 肌 肌 动 蛋 白 α

(smooth muscle actin α，α-SMA)、血管内皮生长因

子 (vascular endothelial growth factor， VEGF)] 及

CD31 免疫荧光染色。第 20 天时，对照组、湿敷组

和注射组各随机选取 2 只大鼠实施安乐死，经碘伏

消毒术区皮肤后用无菌手术刀沿腹白线切开大鼠

腹部，完整摘取心脏、肝及肾，4% 多聚甲醛固定

后行 HE 染色。

1.7　抗凝全血采集

腹腔注射 2.5% 三溴乙醇(1.2 mL/100 g)麻醉大

鼠后，将其仰卧位固定于解剖台上。常规进行腹

部剃毛消毒，沿腹白线纵向切开皮肤及肌层，用

无菌纱球将肠管推向一侧以显露血管。选取腹主

动脉分叉处近心端 1 ~ 3 mm 区域作为穿刺靶点，

持采血针(针尖斜面朝下)以 30°角向近心端进针。

当进针约 5 mm 出现动脉回血时，立即连接含抗凝

剂的真空采血管以收集抗凝全血。

1.8　体外凝血实验

用移液枪向 1.5 mL 离心管中加入 100 µL 抗凝

全血，实验分组：PAL 处理组(50 µL PAL+30 µL 

0.2 mol/L CaCl2)，0.9% 氯化钠注射液处理(50 µL 

0.9% 氯化钠注射液+30 µL 0.2 mol/L CaCl2)，对照

组中一组直接加入 30 µL 0.2 mol/L CaCl2，另一组

不添加任何试剂。37℃恒温培养箱中孵育 5 min

后，向离心管缓慢加入一定体积的去离子水，轻

轻摇晃，将未凝集的红细胞冲洗掉。未凝固的红

细胞在水中涨破，溶液颜色变红，根据颜色深浅

判断 PAL 能否促进凝血。再向 10 mL 玻璃试管中加

入 5 mL 含有抗凝剂的大鼠全血，于 37℃恒温水浴
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加热 5 min，PAL 处理组加入 1 mL PAL，0.9% 氯化

钠注射液处理组加入 1 mL 0.9% 氯化钠注射液，对

照组只含有抗凝全血，于 37℃水浴加热 5 min。实

验组加入 0.5 mL 0.02 mol/L 的 CaCl2溶液启动凝血。

每组实验重复 5 次。每隔 15 s 倾斜试管查看凝血情

况，直至倒置试管时血液仍不流动即为凝血，并

记录凝血时间。

1.9　抑菌圈实验检测PAL灭菌能力

将大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌及铜绿假单

胞菌菌种活化后，再将菌液逐级稀释。用移液枪

吸取 50 μL 菌液涂布于固体培养基，每个稀释菌液

涂 3 个板。倒转平板置于 37℃恒温培养箱内培养

12 h 后进行菌落计数，并推算出原菌液浓度。用无

菌棉签蘸取 108 CFU/mL 浓度的菌液涂布在 M-H 培

养皿平板表面，涂布3次，每次旋转60°，静置5 min

待菌液吸收。用灭菌后打孔器在培养皿内打出 3 个

直径为 6 mm 的规整圆孔并去除孔内多余培养基琼

脂，移液枪吸取 100 μL 活化 2 min 的 PAL 缓慢加入

孔内，另一孔加入 100 μL 0.9% 氯化钠注射液，对

照孔内加入 100 μL 无菌蒸馏水，每组重复 3 次。将

平板正置放入37℃恒温培养箱，培养16 ~ 18 h后查

看是否形成抑菌圈以判断PAL是否具有抑菌效应。

1.10　CCK-8细胞增殖实验

取对数生长期的 L929 小鼠成纤维细胞，经胰

蛋白酶消化、离心后制备单细胞悬液。以 1×104/孔

的密度接种于 96 孔板中，于外周孔内加入灭菌

PBS 溶液以减少中心孔培养基蒸发。将培养板置于

37℃、5% CO2 培养箱中孵育 24 h。吸弃旧培养基

后，每孔加入等体积 PAL 溶液或 0.9% 氯化钠注射

液，继续于 37℃、5% CO2 条件下孵育 30 min。移

除孔内液体，更换为 DMEM 完全培养基，继续培

养 24 h、48 h 后，每孔加入 10 µL CCK-8 溶液，孵

育 1 h 后使用酶标仪测定 450 nm 波长处的吸光度

值，并计算细胞增殖率。

1.11　细胞划痕实验

取对数生长期小鼠 L929 成纤维细胞接种于 6

孔板，采用含 2% 胎牛血清的低血清培养基维持培

养，37℃、5% CO2 及饱和湿度条件下培养至细胞

融合度达 80% ~ 90%。采用 200 μL 无菌移液枪头

沿培养板纵轴方向匀速划痕，建立无细胞的划痕

区域。以预冷 PBS 缓冲液轻柔冲洗 3 次清除脱落细

胞。分别用活化 2 min 的 PAL 和 0.9% 氯化钠注射液

处理细胞 30 min 后，用移液枪吸取小孔中的 PAL

和 0.9% 氯化钠注射液，加入 DMEM 培养基再将细

胞再次放入 37℃，5% CO2 培养箱中培养。分别于

划痕后即刻(0 h)及干预后 24 h 在显微镜下观察并拍

照记录划痕区域的细胞迁移情况。

1.12　统计学分析

采用 GraphPadPrism 10.1.2 软件制作统计图，

计量资料以 x±s 表示；两组间定量资料的比较采用

t 检验，多组间定量资料的比较采用单因素方差分

析(两两比较采用 Tukey 法)，P＜0.05 为差异有统计

学意义。

2　结果

2.1　CAP活化时间与PAL理化性质

本研究使用的 0.9% 氯化钠注射液在 CAP 活化

前 pH 值为 6.65，ORP 值为 243.60 mV。处理 1 min

后，溶液的 pH 显著下降，ORP 显著升高，随着作

用时间延长，pH 值和 ORP 值的变化变缓，5 min

时 pH 值降至 3.94，ORP 值为 628.99 mV。随着等

离子体活化时间延长，活化液中 H2O2 及 NO3
-浓度

逐渐升高(图 1)。既往研究发现 PAL 的保存条件会

影响其性能，且随保存时间延长，PAL 中的活性粒

子浓度会不断衰减，其生物效应也会逐渐变弱，

PAL 在室温和 4℃的条件下保存 1 周即失去了活性，

因此本研究的 PAL 每次使用前均新鲜制备[13-14]。

2.2　PAL治疗对糖尿病大鼠创面愈合的影响

应用 PAL 湿敷组与 PAL 注射组愈合创面相对

面积显著小于空白对照组和 0.9% 氯化钠注射液组。

第 3 天时 PAL 湿敷组和 PAL 注射组的相对面积分别

图 1　CAP活化时间与PAL的理化性质的变化

Fig. 1　Changes in CAP activation time and physicochemical 

properties of PAL
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为 66.09%±4.89% 和 59.85%±3.84%，较空白对照组

减小 17% ~ 24%(P＜0.001)，与 0.9% 氯化钠注射液

湿敷组(78.12%±4.12%)和 0.9% 氯化钠注射液注射

组(75.39%±8.47%)比较，差异有统计学意义(P＜

0.05)，提示 PAL 治疗组在术后第 3 天即呈现愈合优

势，但 PAL 两种不同处理方式差异无统计学意义

(P＞0.05)。第 7 天时，PAL 治疗组的相对创面面积

为 31.00%±4.81%( 湿 敷) 和 27.31%±11.24%( 注 射)，

均 高 于 空 白 对 照 组 的 52.23%±7.64%(P＜0.001)。

PAL 湿敷组与 PAL 注射组差异无统计学意义(P＞

0.05)。第 14 天时，各实验组与空白对照组间差异

无统计学意义(P＞0.05)。见图 2。

2.3　PAL治疗对大鼠创面组织学的影响

创面组织 HE 染色结果(图 3)显示，术后第 3

天，空白对照组新生肉芽组织呈典型水肿样改变，

PAL 湿敷组和 PAL 注射组均出现新生血管结构，

但各治疗组炎性细胞浸润程度无统计学差异。术

后第 10 天，PAL 治疗组中性粒细胞密度显著降低，

并形成连续的表皮结构，空白对照组未见完整表

皮层形成。术后第 14 天，PAL 治疗组创面完成再

上皮化，真皮层出现次级毛囊结构，其成熟度和

表皮结构均优于空白对照组和 0.9% 氯化钠注射液

处理组，具有与正常皮肤相似的组织学和形态。

光学显微镜下 Masson 染色蓝色深浅反映了创

面周围胶原蛋白沉积情况(图 4)。术后第 3 天，PAL

治疗组即可见部分胶原沉积，对照组组织疏松。

观察发现对照组胶原沉积速率滞后，表明未处理

组织的自然修复效果较弱，至术后第 14 天仅达

53.69%±0.88%，显著低于 PAL 湿敷组的 64.94%± 

3.09% 和 PAL 注射组的 69.93%±2.42%(P＜0.001)。

PAL 注射组较 PAL 湿敷组胶原沉积提升 5%，但差

异无统计学意义(P＞0.05)。

A：不同时间点各治疗组创面；B：不同治疗组创面愈合示意图；C：不同时间点相对创面面积：纵坐标为当日创面面积与初始创面面积

比值。

图 2　PAL治疗对糖尿病大鼠创面愈合的影响

Fig. 2　Effect of PAL treatment on wound healing in diabetic rats
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术后第 10 天和第 14 天取创面组织行天狼星红

染色(图 5)。普通光学显微镜观察显示，术后第 10

天时，各组均可见到不同程度红染的胶原蛋白，

PAL 治疗的 2 组红染最深，提示胶原蛋白沉积最

多，0.9% 氯化钠注射液治疗组次之，对照组最少。

在第 14 天时可见 PAL 治疗组胶原含量最高，红染

最深。第 10 天和第 14 天偏振光显微镜下可见对照

组中仅有少量胶原纤维，且以绿色的Ⅲ型胶原纤

维为主，PAL 治疗组中有大量排列紧密橙黄色的Ⅰ
型胶原纤维和少量绿色的Ⅲ型胶原纤维，将第 14

天偏振光镜下图片导入 ImageJ，通过色彩分离得

到黄色与绿色面积，PAL 注射组中Ⅰ型胶原纤维约

为Ⅲ型胶原纤维的 1.86±0.07 倍，PAL 湿敷组中Ⅰ
型胶原纤维/Ⅲ型胶原纤维比值为 1.80±0.07 大于对

图 3　第3、10、14天各治疗组创面HE染色

Fig. 3　HE staining of wound tissues on day 3, 10, and 14 among experimental groups

A：第 3、10、14 天各治疗组创面 Masson 染色；B：第 14 天各治疗组胶原占比。

图 4　大鼠创面Masson染色

Fig. 4　Masson's trichrome staining of the wound tissue
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照组的 1.58±0.09，差异有统计学意义(P＜0.05)。

术后第 3 天和第 10 天对创面取材行免疫组织

化学染色(图 6)。第 3 天时，对照组 IL-6 表达最高，

0.9% 氯化钠注射液湿敷组 IL-6 含量有所下降(P＜

0.001)， PAL 治 疗 组 下 降 更 为 显 著 (P＜0.001)，

0.9% 氯化钠注射液注射组与对照组的 IL-6 含量差

异无统计学意义(P＞0.05)。与 IL-6 含量相反，对

照组此时的 IL-10 处于较低水平，PAL 治疗组 IL-10

表达显著高于对照组(P＜0.001)，0.9% 氯化钠注射

液治疗的 2 组与对照组的 IL-10 表达差异无统计学

意义(P＞0.05)。PAL 湿敷组与 PAL 注射组变化趋

势相同，两组差异无统计学意义(P＞0.05)。提示

PAL 在创面愈合早期能通过调控促炎因子与抑炎因

子的释放从而改善糖尿病创面的高炎症状态。第

10 天时，PAL 治疗后的两组创面 α-SMA 和 VEGF

表达均显著高于对照组和 0.9% 氯化钠注射液治疗

组(P＜0.05)，0.9%氯化钠注射液治疗的两组α-SMA

和 VEGF 含量有所增加，但与对照组比较差异无统

计学意义(P＞0.05)。

第 10 天和第 14 天分别取创面组织行 CD31 免

疫荧光染色(图 6)。CD31 主要标记血管内皮细胞，

荧光强度可反映新生血管的数量。第 10 天时，对

照组可见少量新生血管形成，PAL 湿敷组和 PAL

注射组均可见大量新生血管形成。第 14 天时，对

照组创面中的新生血管数量显著增多，0.9% 氯化

钠注射液治疗组也有较多新生血管，而应用 PAL

治疗的 2 组中新生血管数量显著减少，提示此时创

面由肉芽组织向更成熟的瘢痕转化。

2.4　PAL治疗对大鼠主要脏器组织学的影响

术后第 20 天空白组、湿敷组和注射组大鼠心

脏、肝、肾组织 HE 染色显示，湿敷组和注射组心

肌层次分明，未见炎性浸润或间质纤维化等病理

改变；肝小叶结构完整，门管区无异常增生；肾

小球基底膜完整，皮髓质分界清晰，与对照组比

较均未发现显著病理改变(图 7)。

2.5　PAL的生物学效应

2.5.1　PAL 的抑菌效应　抑菌圈实验显示，与未被

活化的 0.9% 氯化钠注射液比较，经 CAP 活化后的

0.9% 氯化钠注射液对 3 种细菌显示出不同的抗菌

作用(图 8A)。在 a 孔(无菌蒸馏水)和 b 孔(0.9% 氯化

钠注射液)周围仍有细菌生长，无明显抑菌圈，说

明 0.9% 氯化钠注射液和无菌水均无灭菌作用。c 孔

(PAL)周围出现了大小不同的抑菌圈，提示 PAL 对

不同细菌的灭菌效率不同，PAL 对金黄色葡萄球菌

的抑菌效果显著优于大肠埃希菌和铜绿假单胞菌。

2.5.2　PAL 促进凝血　体外全血凝结实验：待血栓

A：第 10、14 天各治疗组创面天狼星红染色光镜和偏振光镜下观察结果；B：第 14 天各治疗组Ⅰ型胶原纤维/Ⅲ型胶原纤维。

图 5　大鼠创面天狼星红染色

Fig. 5　Sirius red staining of the wound tissue
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形成后加入去离子水，倒置 EP 管，观察发现未加

CaCl2 的空白对照组未凝血，PAL 干预组血栓体积

最大，由去离子水冲洗后的溶液颜色更浅，提示

PAL 干预能够促进全血凝集(图 8B)。全血凝固时间

结果见图 8C，肝素钠抗凝全血在 PAL 处理后凝血

时间为(11.27±0.60) min，相比 0.9% 氯化钠注射液

处 理 组 的 (16.93±0.57) min 显 著 缩 短 (P＜0.001)。

PAL 处理的柠檬酸钠抗凝全血凝血时间为(10.03±

0.53) min，相比 0.9% 氯化钠注射液处理组缩短 5 ~ 

9 min (P＜0.001)。EDTA 抗凝全血在 PAL 处理后凝

血时间为(12.2±0.70) min，相比 0.9% 氯化钠注射液

处理的(19.73±0.80) min 显著缩短(P＜0.001)。

2.5.3　PAL 促进细胞迁移与增殖　L929 细胞划痕

实 验 显 示 ， PAL 处 理 组 24 h 迁 移 率 达 65.70%± 

5.12%，高于对照组的 55.90%±1.49% 及 0.9% 氯化

钠注射液组的 52.49%±3.47%(P＜0.05)，对照组与

0.9% 氯化钠注射液组差异无统计学意义(P＞0.05)，

提示 PAL 处理后的小鼠成纤维细胞迁移能力增强。

CCK-8 细胞增殖实验显示，PAL 和 0.9% 氯化钠注

射液处理后继续培养 24 h 和 48 h，PAL 处理组的细

胞相对增殖率较对照组和 0.9% 氯化钠注射液处理

组升高，差异有统计学意义(P＜0.05)，0.9% 氯化

钠注射液处理组与对照组细胞的相对增殖率的差

异无统计学意义(P＞0.05)。见图 9。

A：第 3 天 IL-6、IL-10，第 10 天 α-SMA、VEGF 创面免疫组织化学染色，第 10 天和第 14 天 CD31 创面免疫荧光染色；B、C、D、E：第 3 天

IL-6、IL-10，第 10 天 α-SMA、VEGF 阳性占比。

图 6　大鼠创面免疫组化及免疫荧光染色

Fig. 6　Immunohistochemical and immunofluorescence staining of the wound tissue
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3　讨论

皮肤损伤后，机体经历止血期、炎症期、增

殖期和重塑期 4 个阶段，实现创面组织再生[15]。糖

尿病创面由于高血糖、高炎症、缺血缺氧等因素，

导致其无法短时间修复创面，停滞在慢性炎症阶

段，难以进入增殖期，成为慢性难愈性创面，有

迁延不愈、高复发率(31.6%)、高截肢率(19.03%)

等特点[16-19]。但现有疗法治疗周期长、复发率高，

易导致患者依从性降低；含银敷料、水胶体敷料

高昂的价格使家庭经济负担加重。既往研究已证

实 CAP 能够促进创面愈合，PAL 与 CAP 具有相似

的生物学效应，因此本研究创新性地将 PAL 通过

湿敷和皮下注射的方式用于糖尿病大鼠创面的治

疗，探究 PAL 对糖尿病创面愈合的影响，及皮下

注射 PAL 治疗糖尿病创面的可行性，并对其促进

糖尿病创面的愈合机制进行了初步探索。

PAL 能够抑菌并调节慢性创面的微环境。糖尿

病创面的氧化应激加重和炎症因子过度释放，使

糖尿病创面周围微生物的生物多样性发生改变，

细菌在创面表面聚集并分泌胞外多聚物，从而形

成生物膜以避免被杀灭，导致创面迁延不愈[20]。

上皮细胞分泌的有机酸使皮肤呈弱酸性(pH 4 ~ 6)，

而糖尿病创面、感染创面因高细菌负荷而呈现出

pH＞7.3 的碱性环境[21]，PAL 含 H+且通常呈弱酸

性，因此 PAL 可调节创面微环境的酸碱度从而促

进创面愈合。等离子体主要利用其中的活性粒子

图 7　第20天对照组、湿敷组、注射组主要脏器HE染色

Fig. 7　HE staining of major organs on day 20 in control, topical, 

and injection groups

A：抑菌圈实验结果；B：体外全血凝结实验；C：含不同抗凝剂的

全血凝固时间，因对照组血液未凝固未记录凝固时间。

图 8　PAL的抑菌效应和促凝效应

Fig. 8　Antibacterial and procoagulant effects of PAL

A：0 h 和 24 h 划痕面积；B：24 h 细胞相对迁移率；C：24 h 和 48 h

细胞相对增殖率。

图 9　PAL对细胞迁移和增殖的影响

Fig. 9　Effects of PAL on cell migration and proliferation
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杀灭细菌。等离子体作用到细胞表面时，活性粒

子通过静电作用使细胞膜破裂，其细胞中蛋白质、

核酸等流出后再被活性氧氧化损伤，最终导致整

个细胞被破坏[22]。糖尿病创面常见定植菌为葡萄

球菌、假单胞菌和肠杆菌科，本研究制备的 PAL

能够抑制金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌和大肠

埃希菌的生长[23]。还有研究将活化 30 min 获得的

PAL 作用于金黄色葡萄球菌产生的被膜，不仅杀灭

了细菌，还抑制了生物被膜的再生[24]。

PAL 通过调控炎症介质的释放，加速了糖尿病

创面炎症反应阶段。糖尿病创面因局部高血糖可

以使内皮细胞凋亡，抑制了成纤维细胞和内皮细

胞的增殖和迁移能力，使其长期停滞于炎症期，

阻碍了创面愈合的进展[25]。既往研究将 PAL 用于

小鼠感染创面，发现与乙醇比较，PAL 能够更有效

地促进创面愈合，且 PAL 能够调控 IL-1β、IL-6、

IL-10 等炎症相关因子的释放，本研究中第 3 天时

IL-6、 IL-10 趋势与之相符。另有研究动态监测

PAL 处理后创面 IL-1β 和 IL-6 的 mRNA 表达，发现

在 PAL 治疗第 1 天促炎因子表达显著升高，引起强

烈而快速的炎症反应，使机体降解清除受损组织

和预防感染的能力增强；随后 PAL 治疗的组织所

有炎症标志物水平均较对照组显著降低[26]。因此

PAL 治疗以特定的两步方式影响慢性创面的炎症

期，这使得糖尿病创面炎症期结束并向增殖期过

渡，从而促进伤口的愈合[27]。Keap1-Nrf2-ARE 是

机体重要的抗氧化应激信号通路，组织损伤后被

大量激活[28]。当氧化应激发生时，Nrf2 与 Keap1 分

离并进入细胞核，与抗氧化响应元件结合，从而

调节抗氧化应激酶的表达，以拮抗氧化应激[29]。

既往研究发现，CAP 处理可使 Keap1 与肌动蛋白共

定位，释放并促进 Nrf2 进入细胞核内，从而拮抗

氧化应激，增加抑炎细胞因子基因的表达，减少

炎性损伤，促进创面愈合[30]。

PAL 通过促进细胞增殖与迁移加速糖尿病创面

增殖期进程。既往研究发现，CAP 治疗后的慢性

创面成纤维细胞生长因子表达显著上调[31]。Cx43

较 高 表 达 会 抑 制 细 胞 迁 移 和 愈 合 伤 口 的 能 力 ，

Schmidt 等[32]将 CAP 作用于 HaCaT 细胞，发现 CAP

短时间处理后的 HaCaT 细胞中 Cx43 表达显著下

降，细胞迁移和增殖能力增强。Marches 等[33]将

CAP 用于 N/TERT-1 细胞，发现短时间 CAP 处理无

细胞毒性，而长时间 CAP 处理减少了角质形成细

胞迁移，并诱导氧化细胞应激。本研究使用的短

时间活化的 PAL 能够促进小鼠成纤维上皮细胞的

增殖与迁移。还有研究将 PAL 与人脐静脉内皮细

胞共培养，发现 eNOS-AMPK 表达和细胞内 NO 水

平显著升高；体内研究发现，将 PAL 用于治疗小

鼠感染创面后 VEGF 表达增加[34]。本研究将 PAL

用于糖尿病创面，发现第 10 天创面中 α-SMA 和

VEGF 的表达升高。

重塑期对慢性创面是否发生瘢痕化或复发具

有重要意义，此时期多余新生血管退化，细胞外

基质中胶原纤维重新排列，Ⅲ型胶原纤维被Ⅰ型

胶原纤维替代，肉芽组织逐渐转变为成熟瘢痕[35]。

CAP 可激活成纤维细胞并提高 COL1A1 的 mRNA

水平，最终增加了创面中多种胶原蛋白的表达[36]。

本研究中第 14 天创面组织 CD31 免疫荧光染色中，

对照组和 0.9% 氯化钠注射液治疗组仍有大量新生

血管，而 PAL 治疗组新生血管数量显著减少，表

明 PAL 治疗后瘢痕成熟度更高。另有研究将等离

子体用于瘢痕疙瘩的治疗，发现各种主观和客观

指标均有轻到中度改善，且无不良反应[37]。

本研究存在一定的局限性：(1)PAL 制备方式

多种多样、活化时间长短不一、活化介质不尽相

同，本研究未探究活化时间及不同活化介质对糖

尿病创面的影响；(2)本研究仅证实了 PAL 调控炎

症因子的释放及多种生长因子的表达，但具体涉

及哪一类信号通路的激活与阻断有待进一步研究。

综上，本研究验证了湿敷及注射 PAL 均能促

进糖尿病创面的愈合，为慢性难愈性创面的治疗

提供了一种新的可行性方案。
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