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  [摘要] 目的 优化血小板的富集方法,分析富血小板血浆(PRP)激活前后关键分子的浓度变化及其激

活产物对大鼠内皮祖细胞增殖的影响。方法 采用试管两次离心法优化血小板的富集,并检测富集后PRP的

血小板计数;ELISA检测PRP激活前后血管内皮生长因子(VEGF)、内皮抑素(ES)和P-选择素(CD62P)浓度

变化;采用液氮冻融法激活PRP,四甲基偶氮唑蓝(MTT)法检测PRP激活产物对大鼠内皮祖细胞增殖的影响。
结果 两次离心法可以获得的血小板最佳富集系数为4.63;低速长时两次离心富集后,白膜上层区域血小板计

数最高。机 采 血 小 板 计 数 为500×109/L 的 PRP激 活 前 后,VEGF 浓 度 分 别 为 (3
 

418.12±488.80)、
(4

 

530.04±308.30)pg/mL,ES浓度分别为(6
 

168.98±253.22)、(6
 

594.65±82.47)pg/mL;CD62P浓度分别

为(6
 

678.23±324.15)、(17
 

630.53±746.24)pg/mL,激活前后比较差异有统计学意义(P<0.01)。用内皮祖

细胞专用培养基梯度稀释激活后的PRP,MTT法检测结果表明:基础培养基培养48
 

h时其促进内皮祖细胞增

殖的最佳体积分数为0.25%;完全培养基中培养24
 

h时其促进内皮祖细胞增殖的最佳体积分数为0.062
 

5%,
48

 

h时为0.125%。结论 优化富集的PRP激活前后VEGF、ES和CD62P浓度发生明显变化;在基础培养基

中其促进内皮祖细胞增殖的最佳体积分数为0.25%。
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  [Abstract] Objective To

 

optimize
 

the
 

platelet
 

enrichment
 

method,and
 

to
 

analyze
 

the
 

concentration
 

changes
 

of
 

key
 

molecules
 

in
 

platelet-rich
 

plasma
 

(PRP)
 

before
 

and
 

after
 

activation,as
 

well
 

as
 

the
 

impact
 

of
 

its
 

activated
 

products
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

rat
 

endothelial
 

progenitor
 

cells.Methods The
 

tube
 

double-centrifu-
gation

 

method
 

was
 

employed
 

to
 

optimize
 

platelet
 

enrichment,and
 

the
 

platelet
 

count
 

in
 

the
 

enriched
 

PRP
 

was
 

measured.ELISA
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

concentration
 

changes
 

of
 

vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor
 

(VEGF),endostatin
 

(ES),and
 

P-selectin
 

(CD62P)
 

in
 

PRP
 

before
 

and
 

after
 

activation.The
 

PRP
 

was
 

activated
 

by
 

using
 

liquid
 

nitrogen
 

freeze-thaw
 

method,and
 

the
 

effect
 

of
 

its
 

activated
 

products
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

rat
 

endothelial
 

progenitor
 

cells
 

was
 

evaluated
 

by
 

using
 

the
 

methyl
 

thiazolyl
 

tetrazolium
 

(MTT)
 

assay.
Results The

 

optimal
 

enrichment
 

coefficient
 

of
 

platelets
 

achieved
 

by
 

the
 

double-centrifugation
 

method
 

was
 

4.63.After
 

low-speed,long-duration
 

double
 

centrifugation,the
 

platelet
 

count
 

was
 

highest
 

in
 

the
 

upper
 

layer
 

of
 

the
 

buffy
 

coat.For
 

PRP
 

with
 

a
 

platelet
 

count
 

of
 

500×109/L
 

obtained
 

by
 

machine
 

collection,the
 

VEGF
 

con-
centrations

 

before
 

and
 

after
 

activation
 

were
 

(3
 

418.12±488.80)
 

pg/mL
 

and
 

(4
 

530.04
 

±308.30)
 

pg/mL,re-
spectively,the

 

ES
 

concentrations
 

were
 

(6
 

168.98±253.22)
 

pg/mL
 

and
 

(6
 

594.65±82.47)
 

pg/mL,respec-
tively,the

 

CD62P
 

concentrations
 

were
 

(6
 

678.23±324.15)
 

pg/mL
 

and
 

(17
 

630.53±746.24)
 

pg/mL,respec-
tively,statistically

 

significant
 

differences
 

were
 

observed
 

in
 

the
 

above
 

indicators
 

before
 

and
 

after
 

activation
 

(P<0.01).The
 

activated
 

PRP
 

was
 

diluted
 

in
 

a
 

gradient
 

manner
 

by
 

using
 

a
 

specialized
 

culture
 

medium
 

for
 

en-
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dothelial
 

progenitor
 

cells.MTT
 

assay
 

results
 

indicated
 

that,in
 

the
 

basal
 

medium,the
 

optimal
 

volume
 

fraction
 

for
 

promoting
 

endothelial
 

progenitor
 

cell
 

proliferation
 

was
 

0.25%
 

after
 

48
 

hours
 

of
 

culture;in
 

the
 

complete
 

medium,the
 

optimal
 

volume
 

fractions
 

for
 

promoting
 

endothelial
 

progenitor
 

cell
 

proliferation
 

were
 

0.062
 

5%
 

after
 

24
 

hours
 

and
 

0.125%
 

after
 

48
 

hours.Conclusion The
 

concentrations
 

of
 

VEGF,ES,and
 

CD62P
 

in
 

the
 

optimized,enriched
 

PRP
 

exhibited
 

significant
 

changes
 

before
 

and
 

after
 

activation.The
 

optimal
 

volume
 

fraction
 

for
 

promoting
 

endothelial
 

progenitor
 

cell
 

proliferation
 

in
 

the
 

basal
 

medium
 

was
 

0.25%.
[Key

 

words] platelets;optimization;activation;endothelial
 

progenitor
 

cells;proliferation

  血小板是一种由巨核细胞产生的、大量循环于血

液系统的无核血细胞,其产生主要是通过肝脏合成的

血小板生成素刺激巨核细胞增生性白血病病毒受体

(myeloproliferative
 

leukemia
 

virus
 

receptor,MPL)进
行调节[1]。在健康人群中,循环血小板的数量是由血

小板形成速率和老化血小板从循环中移除速率决定

的[2]。激活的血小板通过分泌各种关键分子,如血管

内皮生长因子(vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor,
VEGF)、血小板衍生生长因子、成纤维细胞生长因子、
血栓素、P-选择素(P-selectin,CD62P)等在生理和病

理状态 下 发 挥 功 能。富 血 小 板 血 浆(platelet-rich
 

plasma,PRP)是通过离心的方法将血液中的血小板

进行富集后而广泛应用于临床的血液制品。
在进行血小板富集实验时,由于血液样本之间存

在差异,采用已发表文献的实验方法[3-5]进行重复实

验时结果会有很大的差异,因此目前学术界尚无统一

的血小板富集方法。另外,文献报道[6]采用两次离心

法分离出的上层血浆和下层PRP,上层血浆即为贫血

小板血浆(platelet-poor
 

plasma,PPP)层,下层即为供

临床应用的PRP。采用低速长时间两次离心,分离所

得的血浆各层中血小板计数精确值文献报道较少,而
临 床 治 疗 对 于 这 类 不 含 红 细 胞 的 血 浆 有 应 用 需

求[7-10];血小板激活后血浆中重要细胞因子浓度会发

生变化,这种变化直接影响其临床应用效果,文献报

道其分泌的各种因子对细胞增殖的作用多用PRP的

体积分数进行考量,缺乏针对血小板的定量分析。本

研究将优化两次离心法基础上考察PRP激活前后关

键分子的浓度变化及其对内皮祖细胞增殖的影响。
1 材料与方法

1.1 材料
 

1.1.1 实验动物

40只无特定病原体(specific
 

pathogen
 

free,SPF)
级2~3月龄SD雄性大鼠购自河南斯克贝斯生物科

技股份有限公司[合格证书:SCXK(豫)2020-0005],
平均体重210~270

 

g,合笼喂养,每笼3~4只,环境

温度为(21±4)℃,自由进食、饮水2周,按照《实验动

物管理条例》规定进行实验。本实验已通过本院伦理

委员会审批(审批号:20220727-1)。
1.1.2 试剂和仪器

柠檬酸钠、柠檬酸、葡萄糖(均为分析纯,上海国

药集团化学试剂有限公司),VEGF、人内皮抑素(en-

dostatin,ES)、CD62P
 

ELISA试剂盒(上海优选生物

科技有限公司),四甲基偶氮唑蓝(MTT)试剂盒(上
海碧云天生物技术股份有限公司),ficol试剂(德国

Merck公司),大鼠内皮祖细胞专用培养基(合肥星肽

生物科技有限公司),低速离心机(湖南湘仪实验室仪

器开发有限公司),生物安全柜(济南鑫贝西生物技术

有限公司),全自动血液分析仪(日本Sysmex
 

Corpo-
ration公司),动物饲养系统(北京中西华大科技有限

公司),荧光倒置显微镜(德国Leica公司),二氧化碳

培养箱(美国Thermo
 

Fisher
 

Scientific公司),酶标仪

(美国 Molecular
 

Devices公司)。
1.2 方法

 

1.2.1 PRP制备条件的优化及质量评价

根据文献和前期的探索,实验采用人源静脉血试

管两次离心法,每组使用10
 

mL负压无抗凝剂的采血

管,柠檬酸钠抗凝剂新鲜配制,每管加1
 

mL,离心时

环境温度控制在(22±3)℃。实验分为4组,分别为

B1、B2、B3、B4组,考虑到临床应用对时间的要求,采
用固定离心时间,变化离心速度进行优化:B1组第一

次160×g轻离心5
 

min,第二次560×g高离心10
 

min;B2组第一次200×g离心5
 

min,第二次1
 

925×
g高离心10

 

min;B3组第一次710×g离心5
 

min,第
二次1

 

590×g高离心10
 

min;B4组第一次1
 

190×g
离心5

 

min,第二次1
 

925×g高离心10
 

min。第一次

离心后,将上清液和上清液下约0.5
 

cm的红细胞层

一并吸出,合并后作为第二次离心的材料。对所有标

本制备的 PRP进行血常规检测,比较原始血液与

PRP中血小板的富集系数和回收率,各组实验至少重

复3次。血小板富集系数=PRP中血小板计数值/静

脉血中血小板计数值;血小板回收率(%)=[PRP体

积(mL)×PRP血小板计数(×109/L)]/[全血体积

(mL)×全血血小板计数(×109/L)]×100%。
1.2.2 全血低速长时间两次离心法富集后各层血小

板计数

取4管10
 

mL同一人的全血样本,第一次160×
g离心20

 

min,取上清液及白膜界面下约6
 

mm的红

细胞层转入新管,新管400×g离心15
 

min。经两次

离心后,全血分成3层,即血浆层、白膜层和红细胞

层,从离心后最上层血浆层开始,每次取1
 

mL,混匀

后检测各层混合物中的血小板计数,实验至少重复

3次。
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1.2.3 PRP激活前后 VEGF、ES和CD62P的浓度

变化

PRP激活:采用液氮冻融法,取血库机器设备采

集的血小板,调整其浓度为500×109/L,分装留取一

定量的PRP后,将剩余的PRP分别装入5
 

mL冻存

管内,浸入液氮罐5
 

min,立即取出再浸入37
 

℃水浴

箱振荡5
 

min溶解,反复冻融3次,使PRP充分冻融

裂解;3
 

000
 

r/min 离 心 20
 

min,去 除 细 胞 沉 渣,
0.2

 

μm过滤,保存于-80
 

℃备用。
VEGF、ES和CD62P浓度检测:采用ELISA法,

具体操作按照试剂盒说明书进行。将调整后的样本

浓度进行稀释,分别在酶标板内加入标准品及待检测

样本,按照试剂盒说明书的要求每个样本做3个复

孔,加样过程在
 

15
 

min
 

内完成,立即加入对应抗体,
使用封板膜封板,振荡孵育。孵育结束后使用洗板机

洗涤6次,拍干水分,每孔内加入辣根过氧化物酶,使
用新的封板膜封板,室温孵育。孵育结束后使用洗板

机洗涤
 

6
 

次,拍干水分,每孔内加入显色底物,避光孵

育15
 

min。孵育结束后加入终止液显色,在
 

30
 

min
 

内使用酶标仪在
 

450
 

nm
 

和
 

630
 

nm
 

测定吸光度(A)
值[A(450)、A(630)],计算标准品和样本的平均A 值,然
后再减去零浓度标准品的A 值,计算样本浓度时乘以

稀释倍数则为最终结果。
1.2.4 大鼠内皮祖细胞的分离培养

6周龄SD大鼠麻醉后处死,无菌环境下分离出

胫骨和股骨,在75%乙醇中浸泡15
 

min,然后在磷酸

盐缓冲液(phosphate-buffered
 

saline,PBS)中去除胫

骨和股骨上剩余的肌肉,并反复清洗,转入含有培养

基的平皿中,剪断骨的两端,用培养基反复冲洗骨髓

腔,将收集的液体转入10
 

mL离心管,1
 

000
 

r/min离

心
 

10
 

min,弃上清液加入培养液重悬,缓慢移至装有

等量淋巴细胞分离液的离心管中,常温1
 

500
 

r/min
离心15

 

min。去除上清液,轻轻吸取离心管中间乳白

色的单个核细胞层至新的离心管中,加入等量
 

PBS
 

后吹打离心,弃上清液,加入大鼠内皮祖细胞专用培

养基重悬细胞,反复轻轻吹打成单细胞悬液后接种在

6
 

cm细胞培养皿中,37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱中培养,
4

 

d后首次换液,去除未贴壁的细胞,以后每
 

3天换液

1次,待细胞融合至80%左右进行传代。
1.2.5 激活后的PRP对大鼠内皮祖细胞的增殖的

影响

取对数生长期的大鼠内皮祖细胞,调整细胞浓

度,每孔5
 

μL接种于含培养基的96孔培养板,置于

37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱培养。培养基分为两类,一类

是添加PRP激活产物的内皮祖细胞完全培养基,另
外一类是未添加PRP激活产物的基础培养基。完全

培养基组:采用完全培养基梯度稀释法稀释至血小板

计数为500×109/L
 

PRP激活产物,稀释后积分数分

别为0.015
 

625%、0.031
 

25%、0.062
 

5%、0.125%、

0.25%、0.5%、1%和2%
 

8个浓度梯度(分别命名为

0.015
 

625%组、0.031
 

25%组、0.062
 

5%组、0.125%
组、0.25%组、0.5%组、1%组和2%组),对照组为完

全培养基;基础培养基组:以同样的方法采用基础培

养基进行梯度稀释,对照组为无任何添加的内皮祖细

胞专用基础培养基,96孔培养板每孔终体积为100
 

μL。针对不同浓度梯度的PRP激活产物,完全培养

基组和基础培养基组按照实验设计要求每个浓度做4
个复孔,该浓度梯度实验重复3次。按照 MTT试剂

盒说明书,在37
 

℃,5%
 

CO2 培养箱继续培养24
 

h
后,

 

每孔加入
 

0.5
 

mg/mL
 

MTT溶液100
 

μL,作用4
 

h后终止培养,吸去培养孔内的上清液,并在每孔加入

150
 

μL二甲基亚砜,振荡10
 

min,用酶标仪测A(490)。
1.3 统计学处理

采用SPSS19.0软件进行数据统计分析,计量资

料以x±s表示,组内比较采用t检验,组间比较采用

单因素方差分析和配对t检验,以P<0.05为差异有

统计学意义。
2 结  果

2.1 全血制备PRP离心条件的优化

采用两步离心法富集后,PRP血小板计数较原始

血浆高2倍以上,从血小板富集系数和回收率来看,
B2组相对较高,因此以B2组的第一次200×g离心5

 

min,第二次1
 

925×g高离心10
 

min的分离方法最

优,见表1。
2.2 全血低速长时间两次离心法富集后自上而下不

同层血浆的血小板计数变化

原始血浆血 小 板 计 数 为(167.31±78.65)×
109/L,第一次离心后剩余血浆为(39.75±23.55)×
109/L,第二次离心后上层第1毫升上清液、第2毫升

上清液、第3毫升上清液,以及制备成功的PRP和

PRP层下剩余血浆血小板浓度分别为(138.25±
72.82)×109/L、(161.75±93.78)×109/L、
(159.31±91.66)×109/L、(543.14±286.36)×
109/L、(436.57±208.14)×109/L,可以看出,与原始

血浆比较,两次离心后,血浆中的血小板计数都在减

小,第一次离心后的剩余血浆中血小板计数较第二次

离心更低;制备成功后的PRP,即白膜层的上下部分

血小板计数很高,且分离出PRP后的剩余血浆血小

板计数也较高。
表1  不同离心条件下全血制备PRP的血小板计数、

   回收率和富集系数(x±s)

组别
血小板计数(×109/L)

原始血浆 PRP

回收率

(%)
富集系数

B1组 208.67±60.73 530.21±167.48 52.82±1.87 2.55

B2组 196.34±34.53 909.05±139.13 68.85±6.34 4.63

B3组 187.80±18.16 580.23±78.16 57.60±4.34 3.10

B4组 178.65±58.52 621.21±175.32 63.19±2.29 3.49
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2.3 PRP被 激 活 前 后 VEGF、ES和 CD62P浓 度

变化

PRP被激活后VEGF、ES和可溶性CD62P浓度

较激活前升高,差异均有统计学意义(P<0.01),见
表2。
2.4 激活后PRP对内皮祖细胞增殖的影响

2.4.1 基础培养基下不同浓度PRP激活产物对内

皮祖细胞增殖的影响

MTT实验检测不同浓度PRP激活产物对内皮

祖细胞增殖的影响。培养24
 

h时检测结果显示:
0.015

 

625%、0.031
 

625%、0.062
 

5%、0.125%、
0.25%组A(490)值逐渐升高,其中0.062

 

5%、0.125%
和0.25%组与对照组比较,差异有统计学意义(P<
0.01);0.25%、0.5%、1%、2%组A(490)值逐渐减小,
且与对照组比较,差异有统计学意义(P<0.05);与
0.25%组比较,2%组差异也有统计学意义(P<
0.01)。培养48

 

h时检测结果显示:0.015
 

625%、
0.031

 

625%、0.062
 

5%、0.125%、0.25%组 A 值逐

渐升高,其中0.062
 

5%、0.125%和0.25%组与对照

组比较,差 异 有 统 计 学 意 义(P<0.05);0.25%、
0.5%、1%、2%组 A(490)值逐渐减小,且与对照组比

较,差异有统计学意义(P<0.01);与0.25%组比较,
1%、2%组差异也有统计学意义(P<0.01),即在基础

培养基下,随着时间的延长,实验组内各组之间差异

有统计学意义的组在增加(7个组
 

vs.8个组),见
表3。

表2  PRP激活前后VEGF、ES和可溶性CD62P浓度

   比较(x±s,pg/mL)

时间 VEGF ES CD62P

激活前 3
 

418.12±488.80 6
 

168.98±253.22 6
 

678.23±324.15

激活后 4
 

530.04±308.30a 6
 

594.65±82.47a 17
 

630.53±746.24a

P <0.01 <0.01 <0.01

2.4.2 完全培养基下,不同浓度PRP激活产物对内

皮祖细胞增殖的影响

MTT实验检测不同浓度PRP激活产物对内皮

祖细胞增殖的影响。培养24
 

h时,检测结果显示:
0.015

 

625%、0.031
 

25%、0.062
 

5%组 A(490)值逐渐

升高,其中0.062
 

5%与对照组比较,差异有统计学意

义(P<0.05);0.062
 

5%、0.125%、0.25%、0.5%、
1%、2%组A(490)值逐渐减小,且与对照组比较,差异

有统计学意义(P<0.05);除了0.125%组外,其余各

组与0.062
 

5%组 比 较,差 异 有 统 计 学 意 义(P<
0.05)。培养48

 

h后,检测结果显示:0.015
 

625%、
0.031

 

25%、0.062
 

5%、0.125%组A(490)值整体呈逐

渐升高趋势,但各组与对照组比较,差异无统计学意

义(P>0.05);0.125%、0.25%、0.5%、1%、2%组

A(490)值逐渐减小,与对照组比较,1%、2%组差异有

统计学意义(P<0.01);与0.125%组比较,1%、2%
组差异也有统计学意义(P<0.01),即在完全培养基

组,随着时间的延长,实验组内各组之间差异有统计

学意义的组在减少(9个组
 

vs.4个组),见表3。

表3  两种培养基下不同体积分数的PRP激活产物下内皮祖细胞增殖变化[A(490)值]

组别
基础培养基

24
 

h 48
 

h

完全培养基

24
 

h 48
 

h

对照组 0.099±0.005 0.101±0.084 0.142±0.011 0.147±0.002

2%组 0.092±0.004ac 0.097±0.003bc 0.095±0.010bd 0.067±0.003be

1%组 0.127±0.004b 0.238±0.030bc 0.141±0.008ad 0.089±0.017be

0.5%组 0.128±0.031b 0.379±0.038b 0.150±0.009ad 0.131±0.016

0.25%组 0.132±0.009b 0.386±0.043b 0.152±0.012ad 0.133±0.007

0.125%组 0.129±0.003b 0.382±0.019b 0.153±0.007a 0.154±0.019

0.062
 

5%组 0.128±0.029b 0.383±0.028a 0.161±0.016a 0.143±0.006

0.031
 

25%组 0.117±0.005 0.369±0.052 0.146±0.005 0.147±0.013

0.015
 

625%组 0.115±0.008 0.347±0.030 0.137±0.004 0.141±0.010

  a:P<0.05;b:P<0.01,与对照组比较;c:P<0.01,与0.25%组比较;d:P<0.05,与0.062
 

5%组比较;e:P<0.01,与0.125%组比较。

3 讨  论

PRP自20世纪七十年代被发现以来,围绕PRP
的临床应用与基础研究不断增加。PRP除了在整形

外科、心脏外科、妇科、泌尿外科、眼科和肌肉骨骼领

域被广泛研究应用以外[11],近年发现其可以加速腕管

综合征神经的修复[12]、对退行性神经及神经稳定性疾

病[13]、骨关节炎[14]、皮肤病[15]等也有明显疗效,例如

在整形外科的创面修复方面,PRP可以加速烧伤、慢
性溃疡及术后创面愈合,促进面部年轻化及提升脂肪

移植存活率,减少术后吸收[16];皮肤病方面,可以利用

PRP进行脱发治疗[17]和瘢痕修复[18]。
目前临床上制备的PRP更多的是来自患者自体

血浆[19-20],通过离心获得高浓度的血小板后再行临床

应用。普遍存在的问题是患者个体差异大,血小板富

集系数差异较大,很难形成一个统一的标准[21],研究

表明临床应用时血小板富集系数在2以上都能取得

较好的效果[22],说明PRP应用时浓度适应范围较广

泛。本研究通过在对已发表文章[23-24]中的方法进行

验证的基础上,并结合临床应用经验,采用10
 

mL离

心管两次离心,对于10
 

mL的血浆,第一次200×g离
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心5
 

min,第二次1
 

925×g高离心10
 

min,所获得的

PRP可以满足临床应用需求,并且在制备时间上也相

对较短。本研究还发现采用低速长时间两次离心,第
一次离心后,剩余血浆内血小板计数较低,第二次离

心后上清液各层血小板计数依然较高,这提示通过对

第二次分离的上清液进行更高速度或更长时间离心,
可以获得更高血小板富集系数的PRP,在临床特殊科

室如皮肤科、眼科等有特殊治疗需求时能够发挥更好

的临床效果;另外,分离PRP后的红细胞层也比原始

血浆血小板计数更高,这提示在实际应用时,可以根

据临床需要进行PRP总体积的调整。
在PRP临床应用中,血小板是否需要激活,如何

激活[25],也是必须考虑的问题。通过对分离的纯血小

板的研究发现,采用液氮冻融法[26]激活,其重要的细

胞因子VEGF、ES和CD62P在激活前后存在明显差

异,这提示在临床应用时应根据临床需要做必要的激

活,可能会取得更好的疗效。PRP在干细胞的培养

中,由于其分泌的各类细胞因子,常作为一种添加成

分,对干细胞的增殖有明显的促进作用[27]。本研究发

现在基础培养基内,添加适量的PRP激活产物,能有

效促进大鼠内皮祖细胞的增殖,其最佳的体积分数为

0.25%,且与对照组比较,差异有统计学意义(P<
0.01);但是在完全培养基中,PRP激活产物的添加,
更多地表现为对细胞增殖的抑制作用,培养24

 

h时有

一个最小的抑制作用,PRP激活产物的体积分数为

0.062
 

5%,且与对照组比较,差异有统计学意义(P<
0.05);培养48

 

h时最小抑制作用的PRP激活产物的

体积分数为0.125%,且与对照组比较,差异无统计学

意义(P>0.05)。
 

可见在完全培养基中如何添加PRP
激活产物,还需要依据具体情况进一步研究。本研究

中使用的血小板是无红细胞和白细胞的纯血小板,其
激活前后各种成分相对比较容易定量,而在临床上使

用的PRP,组成成分更为复杂,采用液氮冻融法激活

存在较大的局限性,未来把PRP作为一种营养成分

添加剂进行使用时,还需要更深入的研究。
总之,本研究优化了可应用于临床的PRP的富

集方法;PRP激活前后 VEGF、ES和CD62P的浓度

发生明显变化,在基础培养基中添加PRP激活产物

促进内皮祖细胞增殖的最佳体积分数为0.25%。
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