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富血小板凝胶促软骨细胞增殖的体外实验研究
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　　［摘　要］　目的　利用二次离心法制备富血小板凝胶，将其与软骨细胞复合，观察软骨细胞增殖与表达，为组织工程软骨构建
提供良好支架材料。方法　将兔静脉血使用二次离心法制备富血小板血浆，检测其中多种生长因子浓度，并与分离培养的兔软骨
细胞混合后以激活剂激活，培养并以ＭＴＴ法观察软骨细胞增殖情况，使用 ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ方法检测软骨细胞蛋白聚糖、Ⅱ型胶原和
ＳＯＸ９基因表达，并与普通培养软骨细胞比较，明确富血小板凝胶与软骨细胞混合后软骨细胞增殖表达情况。结果　富血小板凝胶
萃取液中ＰＤＧＦＡＢ、ＴＧＦβ１、ＩＧＦ１、ＶＥＧＦ生长因子浓度明显高于全血（Ｐ＜０．０５）。富血小板凝胶与软骨细胞复合培养，软骨细胞
增殖速度明显高于普通培养软骨细胞（Ｐ＜０．０５）。培养７ｄ后检测软骨细胞中蛋白聚糖、Ⅱ型胶原和ＳＯＸ９基因表达明显高于普
通软骨细胞（Ｐ＜０．０５）。结论　富血小板凝胶与软骨细胞共培养，可明显促进软骨细胞增殖和表达，是优良的组织工程软骨构建
方案。
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　　关节软骨损伤是较为常见的关节病变，亦是骨性
关节炎重要的病理改变之一，由于软骨自我修复能力

很差，关于软骨修复的研究是目前骨科及组织工程学

研究的热点和难点。通过有效途径进行软骨修复，可

在软骨损伤早期对软骨病变进行及时干预，防止进一

步的骨性关节炎的发生，避免患者由于骨性关节炎影

响日常生活甚至不得不选择接受关节置换。随着组织

工程技术的发展，软骨修复技术取得了巨大的进步。

借助于多种生长因子及组织工程支架，结合软骨细胞

及各种干细胞，通过组织工程技术及有效的细胞诱导，

制备出多种用于软骨修复的组织工程软骨，富血小板

凝胶（ｐｌａｔｅｌｅｔｒｉｃｈｐｌａｓｍａｇｅｌ，ＰＲＧ）是近年来使用较
多的组织工程支架之一。富血小板凝胶是将新鲜全血

离心得到的含高浓度血小板的富血小板血浆加入激活

剂后凝固形成的胶冻物，在激活形成凝胶过程中，通过

血小板的脱颗粒作用，可释放多种高浓度的细胞生长

因子，如转化生长因子β２（ＴＧＦβ２）、血小板衍生生长
因子（ＰＤＧＦ）、胰岛素样生长因子（ＩＧＦ）、转化生长因
子β１（ＴＧＦβ１）和血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）等［１］。

这些生长因子能有效促进细胞增殖和细胞外基质的合

成［２］，对组织创伤后修复具有极其重要的作用。本研

究分离培养兔软骨细胞，并与富血小板凝胶复合，观察

富血小板凝胶中软骨细胞的增殖及细胞外基质分泌情
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况，为此种组织工程软骨的构建方法提供理论支持。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　试剂及仪器　　胎牛血清，双抗溶液（１００００Ｕ／ｍＬ青
霉素和１００００Ｕ／ｍＬ链霉素溶液），ＤＭＥＭＨＧ培养基，０．０５％
的胰蛋白酶，ＥＤＴＡ，ＰＢＳ缓冲液，ＭＴＴ，ＤＭＳＯ，Ⅱ型胶原酶，二甲
基亚砜，牛凝血酶，ＰＤＧＦＡＢ试剂盒（９６Ｔ），ＴＧＦβ１试剂盒
（９６Ｔ），无水氯化钙，扫描电镜，酶联免疫检测仪，ＰＣＲ仪。
１．１．２　实验动物　　新西兰大白兔，购于上海生旺实验动物
养殖有限公司。合格证号码：ＳＣＸＫ（沪）２０１２０００７。

１．２　实验方法
１．２．１　软骨细胞的分离和培养　　取２月龄的兔，麻醉后取
部分耳廓软骨，剥去软骨膜，切成１ｍｍ３大小组织团块。ＰＢＳ
冲洗、Ⅱ型胶原酶３７℃消化８ｈ，过滤离心后弃去上清，ＰＢＳ洗
涤沉淀细胞，重悬细胞接种于１００ｍｍ培养皿中，置３７℃、ＣＯ２
体积分数０．０５，饱和湿度的条件下培养。
１．２．２　富血小板凝胶的制备　　抗凝注射器抽取兔耳缘静脉
血１０ｍＬ，以２００ｒｐｍ离心１０ｍｉｎ，吸取全部上清至交界面下
３ｍｍ，移至另一离心管，平衡后以２００ｒｐｍ再次离心１０ｍｉｎ，此
时离心管中液体分为２层，吸取约３／４上清弃掉，轻轻振荡混
匀，得到富血小板血浆（ＰＲＰ）。将ＰＲＰ和激活剂（１０００Ｕ牛凝
血酶溶于１ｍＬ１０％的氯化钙）按照１０∶１比例混合，轻摇混匀，
室温静置３０ｍｉｎ，形成凝胶。
１．２．３　富生长因子萃取液的提取与检测　　将激活凝固的富
血小板凝胶在室温下静置１ｈ，以３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，吸取
全部上清，以针头式滤器过滤除菌后即可得富生长因子萃取

液。以ＥＬＩＳＡ法检测其中 ＰＤＧＦＡＢ、ＴＧＦβ１、ＩＧＦ１、ＶＥＧＦ的
浓度。

１．２．４　富血小板凝胶与软骨细胞复合及检测　　将第３代软
骨细胞以０．２５％的胰酶消化，ＰＢＳ洗涤后加入新鲜培养液，轻
微振荡形成细胞悬液，调整细胞浓度至１×１０６／ｍＬ。将ＰＲＰ与
软骨细胞悬液以４∶１比例混合，轻摇振荡混匀，按照细胞悬液
与激活剂１０∶１的比例加入激活剂，室温静置３０ｍｉｎ凝固，加
入１０％胎牛血清ＤＭＥＭＨＧ培养基培养，每２ｄ换液。
１．２．５　扫描电镜观察　　将制成的富血小板凝胶软骨细胞复
合体以生理盐水反复冲洗，以扫描电镜观察其微观结构，明确

软骨细胞在富血小板凝胶中分布情况。

１．２．６　ＭＴＴ法检测软骨细胞增殖情况　　将第３代软骨细胞
和富血小板凝胶软骨细胞复合体分别接种至９６孔板，于培养
的０、１、３、５、７ｄ分别取出部分样本，ＭＴＴ法处理细胞，酶联免
疫检测仪测定４９０ｎｍ吸光度值（Ａ值）。
１．２．７　ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ方法检测软骨细胞基因表达情况　　将
培养７ｄ的单纯培养软骨细胞和富血小板凝胶共培养的软骨细
胞行ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应，检测软骨细胞内蛋白聚糖、Ⅱ型胶原及
ＳＯＸ９基因的表达情况。

１．３　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ１６．０软件对所得数据进行统计学分析，采用

ＬＳＤｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　富血小板凝胶大体外观观察
　　通过 Ｌｅｎｄｅｒｓｂｅｒｇ法离心制得的富血小板血浆经过激活制
得胶冻状的富血小板凝胶（图１）。

图１　离心激活后所获得的富血小板凝胶

２．２　富血小板凝胶萃取液中多种生长因子浓度测定
　　通过对富血小板凝胶萃取液中多种生长因子浓度检测发
现，其中的关键生长因子浓度较全血中生长因子浓度明显增

高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见表１。
表１　兔全血和富血小板凝胶中生长因子浓度的比较

生长因子
ＰＤＧＦＡＢ

（ｐｇ／ｍＬ）

ＴＧＦβ１

（ｐｇ／ｍＬ）

ＩＧＦ１

（ｎｇ／ｍＬ）

ＶＥＧＦ

（ｐｇ／ｍＬ）

全血　　　　 ４３．２９±１３．２６５４．２３±１２．１７ １２．３３±２．４３１１２．８２±１２．５４

富血小板凝胶２６７．３８±１４．２１３５１．０３±１１．１５９２．３５±１２．５１３８７．２３±１５．３９

２．３　富血小板凝胶及复合软骨细胞后电镜观察
　　将富血小板凝胶及与软骨细胞复合后的组织工程软骨处
理后行扫描电镜观察（图２），可以看到示凝胶内部结构呈纤维
交织的立体网状结构，网状结构的孔隙直径大小不等，且有大

量软骨细胞附着于支架孔隙中。除此之外还有大量的血小板

附着于支架上，并可见少量红细胞。

图２　富血小板凝胶复合软骨细胞扫描电镜照片

２．４　富血小板凝胶复合软骨细胞对软骨细胞增殖影响
　　通过对普通培养软骨细胞和与富血小板凝胶复合培养的
软骨细胞进行ＭＴＴ法对比分析发现，随着培养时间的延长，富
血小板凝胶组软骨细胞明显表现出了更强的增殖能力，二者之

·８８３·
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间比较差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）（图３）。
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图３　软骨细胞细胞增殖ＭＴＴ检测

２．５　不同条件培养下软骨细胞基因表达检测
　　对培养７ｄ后的不同软骨细胞行 ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测，结果
显示：与富血小板凝胶复合后的软骨细胞蛋白聚糖、Ⅱ型胶原
和ＳＯＸ９基因表达与普通培养软骨细胞相比明显上调，差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）（图４）。基因引物设计见表２。

表２　基因引物设计

基因名称 引物序列 基因序列编码

蛋白聚糖
正义链：ＣＡＣＣＣＣＧＡＧＡＡＴＣＡＡＡＴＧＧ

ＸＭ＿００２７２３３７６
反义链：ＧＴＴＧＧＧＣＡＧＣＧＡＧＡＣＣＴＴ　

Ⅱ型胶原
正义链：ＧＧＣＴＣＣＣＡＧＡＡＣＡＴＣＡＣＣＴＡＣ

ＮＭ＿００１１９５６７１
反义链：ＣＡＧＴＣＴＴＧＣＣＣＣＡＣＴＴＡＣＣＧ　

ＳＯＸ９
正义链：ＣＣＡＧＧＴＧＣＴＣＡＡＧＧＧＣＴＡＣＧ

ＸＭ＿００２７１９４９９
反义链：ＣＧＧＧＴＧＧＴＣＴＴＴＣＴＴＧＴＧＣＴＧ

家兔βａｃｔｉｎ

（ＬＯＣ１００３４８７３９）

正义链：ＣＡＴＣＣＡＣＧＡＧＡＣＣＡＣＣＴＴＣＡ
ＸＲ＿０８５０４４

反义链：ＣＧＴＧＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧＡ　
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图４　软骨细胞相关基因检测

３　讨论

　　富血小板血浆在激活剂的作用下，通过血小板脱
颗粒作用，使多种高浓度生长因子由 α颗粒中释放出
来，其中很多因子具有促进软骨细胞增殖和特异基质

分泌的作用，如 ＴＧＦβ、ＰＤＧＦ、ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ等［３５］。富

血小板凝胶是组织工程中常用的软骨生长因子聚合

体，在ＰＲＧ纤维蛋白骨架部分降解的时候，同样会释
放出大量的细胞因子，这些细胞因子在细胞量较少及

分化困难的细胞再生过程中有着至关重要的作

用［３，６７］。由于多种细胞因子的存在，ＰＲＧ可以促进软
骨细胞的增殖，并提高细胞外基质（ＥＣＭ）的表达量，
其中就包括蛋白聚糖、Ⅱ型胶原及 ＳＯＸ９的表
达［４５，８１２］。

　　ＰＲＧ本身内部结构及环境相当于模拟了组织损
伤修复时的内环境。关节软骨损伤后，由于软骨细胞

自身修复能力较差，且其所处内环境并无充分的血液

供应及体液供应，导致软骨损伤后自体修复非常困难。

ＰＲＧ中富纤维蛋白的空间立体结构及高浓度的细胞
因子，类似甚至优于组织损伤时机体所产生的修复条

件。在其三维网状结构中，软骨细胞在高浓度的细胞

因子的刺激下，充分地利用空间优势进行增殖和表达。

其中ＴＧＦβ是已知有效的促软骨细胞增殖和软骨特
异基质代谢的有效细胞因子，可明显促进 ＥＣＭ的释
放，上调Ⅱ型胶原并抑制Ⅰ型胶原的表达［１３１５］；ＩＧＦ可
明显促进软骨细胞增殖和 ＥＣＭ合成，并且和 ＴＧＦβ
存在协同促进作用［１６１７］；而 ＦＧＦ和 ＰＤＧＦ也同样有上
述作用［１８１９］，Ｋａｔｏ等［２０］研究认为，只有存在 ＦＧＦ时才
能使软骨细胞在增殖过程中的维持表型，甚至将一些

成纤维细胞反分化为软骨细胞。通过本实验研究发

现，富血小板凝胶在与软骨细胞混合共培养的情况下，

确实能够明显促进软骨细胞的增殖，使软骨细胞特异

性基因Ⅱ型胶原、蛋白聚糖、ＳＯＸ９表达量明显升高。
　　通过对ＰＲＧ的组织学观察发现，ＰＲＧ中血小板在
凝胶纤维骨架之中分布均匀且结合紧密，在血小板和

凝胶纤维之间没有明显的分布区域差别，同时 ＰＲＰ在
与种子细胞充分混匀后才进行激活凝固，使种子细胞

在ＰＲＧ中分布均匀，伴随着血小板脱颗粒以及凝胶纤
维的降解，细胞因子可以获得稳定持续的释放，并在一

定时期内维持局部细胞因子浓度的稳定，使其对软骨

细胞的促增殖和表达的作用能够维持较长时间。使软

骨细胞并不需要通过细胞迁移作用就可获得足够的细

胞因子支持，为软骨细胞的增殖和表达提供了有利条

件［２１］。

　　综上所述，若选用富血小板凝胶作为组织工程软
骨支架，具有以下优点：①组织相容性好，降解时长适
中，在动物实验中可以获得良好的支架效果；②支架中
含有丰富的细胞因子，并且释放均匀，浓度稳定，可有

效促进软骨细胞增殖和表达，达到修复软骨损伤的目

的；③ＰＲＧ的三维立体空间结构是软骨细胞良好生长
依附载体，可使各种细胞因子较好地分布于软骨细胞

周围，并且有利于细胞代谢所需的营养物质的渗入及

代谢产物的排出，细胞在凝胶支架内部可以获得良好

的生长；④采用富血小板凝胶为支架，可以在注射之后

·９８３·
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再行激活，在临床应用中可以采取局部注射的方式给

药，使用较为方便。

　　既往研究通过将富血小板血浆中富生长因子提取
液与软骨细胞进行共同培养发现，富生长因子提取液

可有效促进软骨细胞增殖，提高细胞外基质的表达水

平［２２２４］。但将软骨细胞与富血小板凝胶复合，使软骨

细胞在含高浓度生长因子的三维结构中增殖和表达的

研究很少报道。本实验将富血小板凝胶与软骨细胞复

合体外培养，可有效促进软骨细胞增殖和细胞外基质

表达，同时富血小板凝胶三维空间结构可为软骨细胞

生长提供更好的空间，使营养物质和细胞因子作用更

加充分，后期还可通过富血小板凝胶孔隙率的调整，进

一步摸索软骨细胞生长的最佳孔隙率和空隙直径，为

组织工程软骨构建提供一个优良的方案。
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