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要"目的
!

探讨过期单采血小板$

Y+G

%制备富血小板血浆$

G0G

%的方法及在体外对内皮细胞迁移和成

血管能力的影响"方法
!

采用过期
Y+G

使用离心浓缩法制备
G0G

!并采用凝血酶法激活
G0G

!应用
*SPY%

试

剂盒测定血小板衍生生长因子
)%&

$

G+̂ b)%&

%#血管内皮生长因子$

V*̂ b

%和转化生长因子
)

'

$

$

,̂ b)

'

$

%水平!

通过划痕试验和成血管试验评估其对内皮细胞的迁移和成血管能力的影响"结果
!

过期
Y+G

来源的
G0G

和

Y+G

中血小板浓度分别为$

$3.(e(".

%

Z$#

2

'

S

和$

(2Xe".

%

Z$#

2

'

S

!前者更高!差异有统计学意义$

!

$

#/#"

%&

*SPY%

检测
G+̂ b)%&

#

V*̂ b

和
,̂ b)

'

$

水平!在过期
Y+G

来源的
G0G

中分别为$

!(/.(e$"/$(

%

A

F

'

6S

#$

(.3/1$e3./""

%

7F

'

6S

#$

33/$(e$3/.3
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&在
Y+G

中分别为$

3/$1e./!2

%

A

F

'

6S
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$(1/2$e

."/23

%

7F

'

6S

#$

$X/2#e!/"2

%

A

F

'

6S

!差异均有统计学意义$

!

$

#/#"

%&划痕试验中!与
Y+G

比较!过期
Y+G

来

源的
G0G

对内皮细胞的迁移能力有明显影响$

!

$

#/#"

%&成血管试验中!过期
Y+G

来源的
G0G

促成血管能力

优于
Y+G

"结论
!

过期
Y+G

能制备具有高浓度生长因子的
G0G

!并在体外对内皮细胞的迁移和成血管能力有

明显的促进作用"
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富血小板血浆$

G0G

%参与创伤组织修复的调控#

目前已被广泛引入创伤治疗'

$

(

+

G0G

是通过离心的

方法从血液中提取的血小板浓缩物#含有多种高浓度

且与体内正常比例相符的生长因子#各种生长因子间

能发挥最佳的协同作用#可以有效促进伤口修复'

.

(

+

近年来#国内外大量的动物模型研究和临床研究分析

均显示#

G0G

所含的高浓度生长因子对各类组织缺损

与创伤的修复具有积极促进作用#可明显缩短愈合时

间#提高愈合质量#能有效促进创口愈合'

()3

(

+目前#

G0G

主要通过手工法离心自体血液提取#其含有大量

白细胞#并且提取量有限#有报道证实低白细胞富血

小板血浆$

SG)G0G

%有更好的临床疗效'

X

(

+单采血小

板$

Y+G

%是指用血细胞分离机从
$

名健康献血者血循

环中
$

次采集
$

个治疗剂量的血小板#该献血者的其

他血 液 成 分 即 刻 回 输+

Y+G

的 血 小 板 纯 度 高

$

&

./"Z$#

$$个"袋%

'

2

(

#白细胞污染率低$

'

"Z$#

1

个"袋%

'

$#

(

+因此#

Y+G

来源制备的
G0G

可能更适合

于临床自体或异体伤口修复应用+血小板在室温下

的保存寿命仅
"?

左右#血小板保质期短)输注需求量

大与输注时间不确定性三者之间的矛盾往往导致血

小板供不应求或浪费+过期报废血小板在未染菌的

情况下#血小板功能发生变化#但仍含有大量生长因

子#可以在临床组织修复应用中发挥更大作用+笔者

在前期研究的基础上#将过期
Y+G

制备成
G0G

#并在

体外研究其对人脐静脉内皮细胞$

ILV*'>

%迁移和

成血管能力的影响#现将结果报道如下+

$

!

材料与方法

$/$

!

样品来源
!

.#$1

年
X̀ $#

月由武汉市血液中心

提供
$

个单位规格新鲜血液及
Y+G

$效期为
(

"

"?

%

各
(

袋#

$

个单位的过期
Y+G

$有效期为
X

"

$#?

%

(

袋#均在
..c

的血小板振荡保存箱中保存#经过全自

动血细胞培养仪检测均无污染菌+过期
Y+G

用于制

作
G0G

+

ILV*'>

由南昌大学医学院提供+

$//

!

仪器与试剂
!

血小板恒温振荡箱$

GI)%

#普华

医疗器械有限公司%&全自动血细胞培养仪'

&)2$.#

#

&+

医疗器械$上海%有限公司(&血细胞分析仪$

%+)

VP%.$.#

#上海西门子医疗器械有限公司%&显微镜

$

']..

#

\D

N

6

7

B>

株式会社%&

'\

.

培养箱'

I*0%

5:DD

#赛默飞世尔科技$中国%有限公司(&内皮细胞培

养基$

T.##

#德国
'8>58?:&@4D4

F

@5>

生物制剂公司%&

T8;9@

F

:D

基质胶$

&+&@4>5@:A5:>

公司%&瑞氏染色液

试剂盒$瑞氏染色液#珠海贝索生物技术有限公司%&

血小板衍生生长因子
)%&

$

G+̂ b)%&

%

*SPY%

试剂盒

$

&gY$#$##&

#上海博研生物科技有限公司%&血管内

皮生长因子$

V*̂ b

%

*SPY%

试剂盒$

&g$#$$"&

#上海

博研生物科技有限公司%&转化生长因子
)

'

$

$

,̂ b)

'

$

%

*SPY%

试剂盒$

&gY$##2#&

#上海博研生物科技有限

公司%&多功能酶标仪$

T"X#

#

I*%S*Y

公司%&低温离

心机'

&@4=B

F

:

#赛默飞世尔科技$中国%有限公司(&凝

血酶冻干粉$一格制药有限公司%+

$/'

!

样品处理

$/'/$

!

G0G

样品制备
!

试验过程在无菌条件下操

作#将过期
Y+G

分装至
"#6S

离心管中#采用传统二

步离心法
$"##9

"

6@A

离心
$#6@A

#离心后分
(

层#上

清层)中间层及红细胞层+吸取上清层)中间层及红

细胞层下层
$

"

.66

#移入另一离心管#轻轻摇匀#再

次
(.##9

"

6@A

离心
X 6@A

#弃上层液体#取剩余

$/"6S

液体#轻轻混匀后#得到
G0G

+

$/'//

!

生长因子提取
!

将凝血酶冻干粉放置室温复

温
$#6@A

#每瓶加入含
"##

#

S$#['8'D

.

溶液#摇匀

至液体清亮后#每
"#6S

制备的
G0G

加入凝血酶溶

液
.##

#

S

#待液体凝聚成胶冻状#

"###9

"

6@A

离心

$#6@A

#吸取上层血清转移到
*G

管中#

`X#c

冰箱

保存待
*SPY%

检测+与
G0G

同等体积的
Y+G

或全

血加入
.##

#

S

凝血酶溶液#按以上步骤提取上清液+

$/1

!

血小板计数
!

使用血细胞自动分析仪进行血小

板计数#同时制作血涂片#完全晾干后#使用瑞氏染色

液染色#在显微镜下观察并拍摄照片+

$/2

!

血小板生长因子水平测定
!

用
*SPY%

检测不

同样品中
G+̂ b)%&

)

V*̂ b

和
,̂ b)

'

$

水平+操作过

程严格按照试剂盒说明书进行#结果使用
T"X#

酶标

仪判读+

$/)

!

ILV*'>

迁移能力测定
!

用马克笔在
1

孔板

背后用直尺均匀划直线#将
ILV*'>

细胞消化传代

至
1

孔板#待细胞均匀长满板底#将枪头垂直和孔背

后横线呈
2#i

划痕#用
G&Y

洗细胞
(

次#洗去划下的细

胞#再分别加入无血清培养基)

Y+G

上清液和
G0G

上

清液+分别在
#

)

$.<

拍照观察+试验重复
(

次+

$/.

!

对
ILV*'>

成血管能力测定
!

将
T8;9@

F

:D

基

质胶放于
!c

融化#

.!<

后使用冷藏的枪头加
T8;9@)

F

:D

基质胶
"#

#

S

铺满
21

孔板板底#再放置于培养箱

中
(#6@A

使胶凝固#每孔加入
ILV*'>

细胞
.Z$#

!

个#再分别加入
"#

#

S

无血清培养基)

Y+G

上清液)

G0G

上清液#放入
'\

.

培养箱
1<

后拍照观察+试验

重复
(

次+

$/O

!

统计学处理
!

采用
*Q5:D.#$(

软件建立数据表#

采用
YGYY../#

软件分析试验数据+呈正态分布的计

量资料以
KeF

表示#多组间比较采用方差分析#多组

间中的两组比较采用
YW-)

Q

检验#以
!

$

#/#"

为差

异有统计学意义+

/

!

结
!!

果

//$

!

不同样品血小板计数
!

全血样品血小板计数为

$

.#.e(.

%

Z$#

2

"

S

#过期
Y+G

来源的
G0G

血小板计数

为$

$3.(e(".

%

Z$#

2

"

S

#

Y+G

中血小板计数为$

(2Xe

*

112$

*

检验医学与临床
.#$2

年
3

月第
$1

卷第
$!

期
!

S8CT:?'D@A

!

UBD

N

.#$2

!

V4D/$1

!

W4/$!



".

%

Z$#

2

"

S

+过期
Y+G

来源的
G0G

血小板计数与

Y+G

中血小板计数相比#差异有统计学意义$

!

$

#/#"

%#见图
$

+

!!

注!

%

为全血&

&

为
Y+G

&

'

为
G0G

图
$

!!

血小板计数比较#瑞氏染色血细胞(

Z!##

$

///

!

不同样品生长因子水平比较
!

过期
Y+G

来源的

G0G

中所含有的血小板生长因子水平更高#与
Y+G

及全血比较#差异均有统计学意义$

!

$

#/#"

%+见

表
$

+

表
$

!!

不同样品生长因子水平比较#

KeF

$

样品
G+̂ b)%&

$

A

F

"

6S

%

V*̂ b

$

7F

"

6S

%

,̂ b)

'

$

$

A

F

"

6S

%

全血
(/.!e$/.1 X3/X.e$$/"2 $./.(e(/!X

Y+G 3/$1e./!2 $(1/2$e."/23 $X/2#e!/"2

G0G !(/.(e$"/$(

"(

(.3/1$e3./""

"(

33/$(e$3/.3

"(

!!

注!与
Y+G

比较#

"

!

$

#/#"

&与全血比较#

(

!

$

#/#"

//'

!

不同样品在体外对内皮细胞功能的影响

!!

注!

%

为细胞划痕试验#

#<

及
$.<

时显微镜下观察#

Z!##

&

&

为

成血管试验#

1<

时显微镜下观察#

Z!##

图
.

!!

不同样品对
ILV*'>

迁移和成血管能力的影响

//'/$

!

对
ILV*'>

迁移的影响
!

对
ILV*'>

的细

胞划痕试验显示#

Y+G

与过期
Y+G

来源的
G0G

在培

养
$.<

后#都表现出可促进
ILV*'>

的迁移能力#

见图
.%

+使用
P68

F

:U

软件对迁移面积进行计算#发现

与
Y+G

$愈合率为
.$/X[

%中
ILV*'>

比较#过期
Y+G

来源的
G0G

中的
ILV*'>

$愈合率为
""/([

%迁移能

力更强#差异有统计学意义$

!

$

#/#"

%+

//'//

!

对
ILV*'>

成血管能力的影响
!

无血清培

养基中无管腔形成#而
Y+G

和过期
Y+G

来源的
G0G

中的
ILV*'>

形成血管样管腔更多#其中后者形成

的管腔最多#见图
.&

+

'

!

讨
!!

论

!!

G0G

中含有高度浓缩的血小板#是自体生长因子

的来源#对软组织缺损)不愈伤口及骨组织具有修复

作用#其应用已成为组织修复研究领域的热点+制备

G0G

的方法很多#不同的离心速度)时间和次数制备

的
G0G

血小板浓度和活性也不相同+目前#研究中

制备
G0G

主要采用
\OB?8

离心法和
S8A?:>C:9

F

法#

均为二步法#整个离心过程需要
.#

"

(#6@A

'

$$)$.

(

+本

研究中采用血液中心制备的
Y+G

#通过二步离心法#

简单)快捷地得到富集数量为正常血液中血小板数量

X

倍的
G0G

#能够在更大程度上减少对血小板的

破坏+

Y+G

保质期较短$

(

"

"?

%#而临床经常因不确定

因素导致
Y+G

大量浪费#目前在美国这一浪费率接近

"#[

#每年要浪费十多亿美元#在我国血小板浪费率

也接近这个比例+国外对过期报废的血小板的重复

利用主要通过反复冻融将其制成可输注性血小板膜

微粒产品#安全性较好#但操作烦琐#且得到的生长因

子浓度低+本试验将过期
Y+G

浓缩成
G0G

#使用凝

血酶溶液激活血小板#充分释放出生长因子#根据

*SPY%

检测结果#

G0G

中的生长因子
G+̂ b)%&

)

V*̂ b

)

,̂ b)

'

$

水平均得到
!

倍以上浓缩#表明过期

Y+G

中所含生长因子仍具有生物活性+

血管新生是组织修复的关键步骤'

$(

(

+新生血管

的形成能够维持肉芽组织的生成#促进角质细胞的存

活和刺激成骨细胞生长等#而内皮细胞作为血管重要

组成部分#在发挥其功能中起关键作用+生长因子如

G+̂ b)%&

)

V*̂ b

和
,̂ b)

'

$

)胰岛素样生长因子)表

皮生长因子等#能与血管内皮细胞表面受体结合#促

*

312$

*

检验医学与临床
.#$2

年
3

月第
$1

卷第
$!

期
!

S8CT:?'D@A

!

UBD

N

.#$2

!

V4D/$1

!

W4/$!



进内皮细胞增殖#诱导新生血管形成#为组织供氧提

供营养物质#运输代谢废物#为局部组织再生和代谢

提供有利的微环境'

$!)$"

(

+本研究中由过期
Y+G

制备

的
G0G

具有高浓度的生长因子#并且明显促进了

ILV*'>

的迁移#增强了
ILV*'>

的成血管能力#

这些数据有力地证明了过期
Y+G

来源
G0G

仍具有大

量生物活性因子#对血管新生有促进作用#但其在体

内功能还需要进一步验证+当然#本研究也有不足之

处#由于血液制品宝贵#样品来源均为正常医疗过程

中所收集#故样本量较少#为了弥补样本量缺陷#本研

究中的试验均重复了
(

次或以上#试验结果具有很高

的可重复性#给出试验结论严谨+

血液是一种宝贵的资源#为了保证临床用血安

全#

Y+G

过期则应报废#本研究结果将为过期
Y+G

再

次利用提供理论依据#为组织修复提供一种新的治疗

策略#从而节约宝贵的血液资源+
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