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富血小板血浆-80℃深低温短期保存后
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[摘要] 目的 分析富血小板血浆(PRP)-80℃深低温短期保存以后,其内P-选择素、血管内皮生长因子

(VEGF)、血小板源生长因子(PDGF)浓度及其pH 值等重要指标的变化,为PRP低温储存提供理论依据。方法

取30例健康供者血液制备的PRP,每份样本分装成5份,每份留取0.5mL,分别为A组(新鲜组)和B~E组(分别

冻存5、10、15、20d)。测定各组PRP的pH值;ELISA法测定各组PRP中P-选择素、PDGF和VEGF的水平;血管

形成实验检测A组和E组对 HUVEC细胞血管形成能力的影响。结果 各组pH 值比较差异无显著性(P>
0.05);各组PRP中P-选择素、PDGF、VEGF的浓度比较,差异均无显著性(P>0.05);A组和E组中 HUVEC血管

形成数量比较差异无显著意义(P>0.05)。结论 -80℃深低温保存PRP对其pH值、P-选择素、VEGF和PDGF
浓度变化无显著影响,可延长PRP临床应用时间。
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[ABSTRACT] Objective ToanalyzethechangesinimportantindicatorssuchasP-selectin,vascularendothelialgrowthfac-

tor(VEGF),platelet-derivedgrowthfactor(PDGF),andpHvalueinplatelet-richplasma(PRP)aftershort-termcryopreserva-

tionat-80℃,andtoprovideatheoreticalbasisforthelow-temperaturestorageofPRP. Methods EachofPRPsamplespre-

paredfromthebloodfrom30healthydonorswasdividedinto5aliquots,with0.5mLretainedperaliquot.Thesesampleswerede-

signatedasgroupA(freshsample)andgroupsBtoE(cryopreservationfor5,10,15,and20d,respectively).ThepHvaluesof

thefivegroupsweremeasured.TheconcentrationsofP-selectin,PDGF,andVEGFineachgroupweredeterminedbytheELISA

method.TheeffectofgroupsAandEonthevascularformationcapacityofhumanumbilicalveinendothelialcells(HUVEC)was

determinedbytheangiogenesisassay. Results NosignificantdifferenceswereobservedintheconcentrationsofP-selectin,

PDGF,andVEGFaswellasthepHvaluesbetweengroupAandgroupsBtoE(P >0.05).Comparedwiththefreshsample
(groupA),thenumberofvesselsformedfromHUVECsinthesamplefrozenfor20d(groupE)wasbasicallythesame,withno

significantdifferences(P>0.05). Conclusion ThecryopreservationofPRPat-80℃hasnosignificanteffectsonitspHvalue

andconcentrationsofP-selectin,VEGF,andPDGF,thusextendingtheclinicalapplicationtimeofPRP.
[KEYWORDS] Platelet-richplasma;Cryopreservation;P-selectin;Vascularendothelialgrowthfactors;Platelet-derived

growthfactor;Hydrogen-ionconcentration

  富血小板血浆(PRP)是自体全血经由离心浓缩

制得的血液制品,其主要成分为浓缩后的血小板[1]。
血小板内含有多种细胞器,包括α-颗粒、致密颗粒

和溶酶体等,其中α-颗粒中包含大量生长因子。

PRP受刺激后会脱颗粒释放大量的生长因子,如P-
选择素、血管内皮生长因子(VEGF)、血小板源生长

因子(PDGF)等[2],这些因子通过相互介导,可形成

广泛且多层次的信号分子调控网络,促进成纤维细

胞、神经胶质细胞、上皮以及内皮细胞的增殖,加速

伤口愈合和组织修复[3]。目前PRP多用于退行性

疾病、难愈性创面修复、急慢性损伤、烧伤和角膜损

伤等多种临床疾病的治疗,已被广泛应用于运动医

学科、康复医学科、心脏外科、妇科、整形外科和眼科

等多个学科领域[4]。PRP治疗的一个疗程多为1~
3周,但其常规保存期只有5d,超过保存期以后的

PRP由于理化性质等方面的改变会导致PRP失

活,致血液浪费。因此,如何长期保存PRP是目前

临床的一大难题。本研究通过将PRP在-80℃深

低温短期保存后,比较冷冻前后其pH值的变化,以
及其内P-选择素、血管内皮生长因子(VEGF)、血小

板源生长因子(PDGF)等重要生长因子浓度的变

化,为PRP低温储存提供理论依据。现将结果报告

如下。
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1 材料与方法

1.1 仪器和试剂

多功能酶标分析仪、-80℃冰箱(美国Thermo
FisherScientific公司),正置倒置一体荧光显微镜

(美国DiscoverEcho公司),笔式pH计(上海般特

仪器有限公司),凝血酶(批号No.721N031,北京索

莱宝公司,终浓度为1×105U/L);ABW基质胶(批
号20223019ZHA,上海诺娃医药科技有限公司);

VEGF-ELISA试剂盒(批号25319591007,武汉博

士德生物工程有限公司);PDGF-ELISA试剂盒(批
号7WKTNPQ1JD)和P-选择素-ELISA试剂盒(批
号KL048RN06998)均购自武汉伊莱瑞特生物科技

股份有限公司;人脐静脉内皮细胞(HUVEC)购自

中国科学院上海细胞库。

1.2 对象及其分组

选取30例自愿献血者的PRP样本。纳入标

准:①均符合我国国家标准中对献血者的体检以及

血液检查的要求;②年龄18~55岁者;③体质量

50~82kg者;④身体健康无传染病,并在1周内未

服用过干扰血小板的药物者;⑤PRP的计数纳入标

准约为(1081.30±115.66)×109/L者。将每例

PRP分装成5份,每份0.5mL,分别为 A~E组。

A组为新鲜PRP,B~E组分别置于-80℃冻存5、

10、15、20d的PRB。

1.3 研究方法

1.3.1 各组PRP的pH值测定 使用笔式pH 计

测定A~E组PRP的pH 值。其中B~E组PRP
在从冰箱取出以后,需要先解冻至室温状态,再进行

测量。

1.3.2 ELISA 方法测定各组PRP中P-选择素、

PDGF和VEGF的水平 将凝血酶用生理盐水配

成浓度为1×105U/L的溶液,加入无水氯化钙溶

解,按照Ca2+∶凝血酶为40g/L∶1×105U/L的

比例配置激活溶液。分别取A~E组PRP样品,按
照1mL的PRP中加入40μL激活溶液配比激活

PRP,静置2h后,以15000r/min离心10min,取
上层血清。严格按照各细胞因子的ELISA试剂盒

说明书中的要求进行操作,在加入终止液后立即用

多功能酶标仪测量波长450nm处的吸光度值,并
根据各自标准曲线,带入所测得吸光度值,计算血清

中P-选择素、PDGF和VEGF水平。

1.3.3 细胞培养 将 HUVEC细胞置于含有10%
的FBS的DMEM 培养基中,于37℃、含体积分数

0.05CO2的细胞培养箱中进行常规培养,待细胞密

度达70%~80%时进行换液传代,传至第三代的细

胞用于后续实验。

1.3.4 HUVEC细胞血管形成实验 ①将ABW 基

质胶和不含胎牛血清的DMEM 培养液按照1∶2
比例稀释,取24孔板,每孔加入200μL基质胶稀释

液,置于37℃恒温培养箱中45min使其凝固;②取

A组与E组PRP血清分别加入到含10%胎牛血清

的DMEM培养基中混匀,留待备用;③将生长状态

良好的第三代 HUVEC细胞以胰酶消化,分为两

份,以1000r/min离心5min后弃上清液,分别用

配制好的含有A组与E组PRP血清的混合培养基

重悬,调整 HUVEC细胞浓度为1×106个/mL,待
基质胶凝固后于24孔板中每孔中加入200μL细胞

重悬液,使得每孔中细胞数量约为2×105个,置于

37℃细胞培养箱中培养3h,使用正置显微镜观察

HUVEC细胞血管形成的数量。

1.4 统计学处理

采用GraphPadPrism9.0对数据进行统计分

析和图像处理,计量资料以x±s表示,各组间比较

采用单因素方差分析,进一步两两比较采用LSD检

验。A组和E组 HUVEC细胞的血管形成数量比

较采用t检验。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 各 组 PRP的pH 值 以 及 PDGF、P-选 择 素、

VEGF水平比较

A~E组PRP的pH 值比较差异无显著意义

(P>0.05),各组中P-选择素、PDGF和VEGF的水

平比较差异无显著性(P>0.05)。见表1。

表1 PRP在不同保存条件下pH值及细胞因子水平比

较(n=30,x±s)

分组 pH值 PDGF水平
(ρ/μg·L-1)

P-选择素水平
(ρ/μg·L-1)

VEGF水平
(ρ/μg·L-1)

A组 7.02±0.37 2.68±0.38 2.61±0.32 0.45±0.04
B组 6.93±0.46 2.54±0.35 2.54±0.36 0.43±0.06

C组 7.04±0.37 2.56±0.51 2.70±0.42 0.45±0.04

D组 6.91±0.35 2.47±0.44 2.65±0.50 0.44±0.04

E组 6.85±0.24 2.46±0.43 2.58±0.41 0.46±0.07

2.2 PRP中的生长因子对于 HUVEC血管形成的

影响

A组和E组中 HUVEC的血管形成数量分别

为(49.67±3.79)、(50.00±1.00)个,两组比较差异

无显著性(P>0.05)。见图1。
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A、B分别表示A组和E组,100倍

图1 在不同保存条件下PRP中生长因子对HUVEC血管形成

的影响

3 讨  论

PRP中血小板的浓度远高于生理基线,在受到

刺激后血小板会释放大量与创伤愈合相关的生长因

子和黏附蛋白,从而启动细胞和组织的修复并加快

其进程[5-7]。PRP释放的大量生长因子能通过自分

泌、旁分泌和内分泌等机制启动损伤修复级联反应,
通过刺激细胞的迁移和增殖、血管生成和基质的合

成等途径,启动和促进伤口的愈合和修复[8]。
近些年来PRP已被开发应用于临床中的多个

学科[9-14]。PRP治疗每疗程多不超过3次,时间间

隔多为1~3周。据此,本研究探索-80℃冻存5、

10、15、20d后PRP的pH 值及其内各种细胞因子

的变化,研究结果可为临床应用提供依据。
离体后的血小板失去细胞内环境的保护作用会

变得极其脆弱,容易受剧烈震荡、温度和pH值变化

等影响而引起血小板的聚集和碎裂,从而影响其生

物学功能。常规在临床上PRP多在(22±2)℃的恒

温振荡箱中保存,并且保存时间不超过5d[13]。依

靠这种常温振荡保存方法,PRP保存时间短、易污

染和功效易降低或失活等缺点给临床治疗带来诸多

不便,还需要对患者进行频繁血液样本采集,为患者

带来巨大精神和经济压力。因此,在不损害PRP功

能的前提下对其进行冻存也已成为关注热点之一。
随着深低温冰箱的推广,本研究分析PRP储存在

-80℃冰箱后其pH值及各种因子水平的变化,以
探索延长PRP临床应用时间的方法。

PRP发挥生理功能的最适pH 值约为6.5~
7.2,在常温保存过程中,PRP仍会进行有氧代谢和

糖酵解等新陈代谢,糖酵解产生的乳酸和氢离子积

累到一定浓度时会使得PRP的pH值迅速下降,当

pH值下降至6.0~6.1时,血小板形态由圆盘状变

为圆球状,并且此不可逆的形态变化伴随血小板数

量下降和释放的各类生长因子生物学功能的完全丧

失[15]。低温能够减慢其新陈代谢进程,降低乳酸的

生成和积累,维持血浆缓冲作用。本研究结果显示,
新鲜PRP及-80℃冻存5、10、15、20d的PRP比

较,各组的pH值不存在显著差异,说明在-80℃
冻存条件下能够延缓PRP糖酵解作用引起的乳酸

堆积,延缓pH下降的速度,延长保存时间。
血小板释放的各种生长因子中,PDGF是一种

刺激组织细胞生长的肽类调节分子,生理状态下存

在于血小板α颗粒中[16]。有研究表明,PDGF在早

期发育阶段能通过结合PI3K/Akt、JAK/STAT和

Src等多条跨膜酪氨酸通路促进细胞有丝分裂和趋

化,从而刺激伤口处成纤维细胞、平滑肌细胞和其他

细胞的分裂增殖[17-18]。在后期成熟期,PDGF则可

促进组织重塑以及特殊细胞的分化[19]。本研究结

果显示,新鲜PRP及-80℃冻存5、10、15、20d的

PRP比较,各组中PDGF含量无显著差异,提示冻

存的PRP在PDGF水平释放上可以满足临床应用

需求。

VEGF是一类重要的具有促血管生成活性的生

长因子,对内皮细胞有促进有丝分裂和抗凋亡作用,
能够增加血管通透性,促进细胞迁移[20]。既往研究

显示,VEGF可以通过 PLCγ-ERK 和 PLCγ-PKC
通路来调节细胞增殖,从而促进创面愈合[21]。同

时,VEGF是促进血管和淋巴管形成的重要因子,新
生的血管和淋巴管可为创面组织的新生和修复供应

充足的养分,促进伤口的愈合[22-23]。本研究中,新鲜

PRP及-80℃冻存5、10、15、20d的PRP比较,各
组中 VEGF含量比较无显著差异;同时新鲜PRP
和-80℃冻存20d的PRP对 HUVEC血管形成

能力的影响也无显著差异。提示冻存5、10、15、20d
并不会对PRP的 VEGF浓度造成影响,在促进新

生血管的生成中的作用与新鲜PRP相近。
另外,血小板中的P-选择素作为黏附分子家族

一员,能够介导粒细胞和单核细胞在内皮细胞表面

的滚动以及血小板之间的黏附作用,不仅能够参与

细胞间和细胞-细胞外基质的相互作用,调节参与信

号转导途径和炎症的发生发展[24],而且是在血栓形

成和凝血过程中发挥有重要作用[25]。P-选择素能

够易位到活化后的血小板表面,支持血小板-血小板

之间的相互作用,促进血栓形成和凝血[26]。不仅如

此,P-选择素还能够促进损伤部位对白细胞的募集,
此行为能够加速炎症的早期进程[27]。本研究中,

PRP在-80℃冻存5、10、15、20d后,与新鲜PRP
释放的P-选择素比较,并无显著差异。可见,P-选
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择素在冰冻20d后仍能发挥其正常生物学功能。
综上所述,-80℃冻存5、10、15、20d均不影

响PRP中PDGF、P-选择素和VEGF等重要生长因

子的含量及其生物学功能,同时能够显著延缓其

pH值下降的速度,较长时间维持PRP功能。该研

究结果为临床长时间保存PRP提供了一定的理论

依据。
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