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　　［摘要］　目的　通过对比分析富血小板血浆（ｐｌａｔｅｌｅｔｒｉｃｈｐｌａｓｍａ，ＰＲＰ）与血小板裂解液（ｐｌａｔｅｌｅｔｌｙｓａｔｅ，ＰＬ）对体外培
养的大鼠骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）生长增殖、细胞周期的作用，探讨二者对大鼠

ＢＭＳＣｓ生长增殖的影响。方法　取２０只４周龄ＳＤ大鼠，采用全骨髓分离培养法扩增传代ＢＭＳＣｓ，并采用流式细胞仪鉴定；
另取３０只１２周龄ＳＤ大鼠心内采血，梯度离心法获得ＰＲＰ，采用３次离心结合反复冻融法制备ＰＬ。取生长状态良好的第３

代ＢＭＳＣｓ进行实验，根据培养基成分不同将实验分为７组，普通完全培养基组（Ａ组）、１％ＰＲＰ条件培养基组（Ｂ组）、１％ＰＬ

条件培养基组（Ｃ组）、５％ＰＲＰ条件培养基组（Ｄ组）、５％ＰＬ条件培养基组（Ｅ组）、１０％ＰＲＰ条件培养基组（Ｆ组）及１０％ＰＬ条

件培养基组（Ｇ组）。ＭＴＴ检测ＢＭＳＣｓ增殖情况；免疫荧光检测ＢＭＳＣｓ中增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）的表达情况；流式细胞仪

检测ＢＭＳＣｓ细胞周期的变化；蛋白质印迹检测ＣｙｃｌｉｎＤ１和ｐ２７Ｋｉｐ１蛋白表达。结果　培养２４、４８、７２ｈ时，１％、５％、１０％
ＰＲＰ与１％、５％、１０％ＰＬ条件培养基组均可以促进ＢＭＳＣｓ的增殖，并具有时间、剂量依赖性（Ｐ＜０．０５）；相同浓度的ＰＲＰ与

ＰＬ对ＢＭＳＣｓ增殖作用的差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。免疫荧光检测显示，ＰＲＰ与ＰＬ均可以促进ＰＣＮＡ蛋白表达（Ｐ＜

０．０５），且呈剂量依赖性（Ｐ＜０．０１）。流式细胞仪检测显示，不同浓度ＰＲＰ及ＰＬ条件培养基组与普通完全培养基组比较，

Ｇ０／Ｇ１期细胞比例逐渐减少，Ｓ、Ｇ２／Ｍ期细胞比例逐渐增多，增殖指数（ＰＩ）升高，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），并呈剂量依

赖性（Ｐ＜０．０５）；然而，相同浓度的ＰＲＰ及ＰＬ对ＢＭＳＣｓ细胞周期的影响相似，差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。蛋白质印迹

检测结果显示，５％ＰＲＰ与５％ＰＬ能促进ＣｙｃｌｉｎＤ１表达上调和ｐ２７Ｋｉｐ１表达下调。结论　不同浓度ＰＲＰ与ＰＬ能够通过上
调ＣｙｃｌｉｎＤ１以及抑制ｐ２７Ｋｉｐ１蛋白的表达，加快体外培养的大鼠ＢＭＳＣｓ的细胞周期进程，促进ＢＭＳＣｓ增殖，并呈现显著的

时间、剂量依赖性；ＢＭＳＣｓ增殖过程中，相同浓度ＰＬ与ＰＲＰ的促增殖效果相同，ＰＬ可能代替ＰＲＰ促进骨缺损修复。

　　［关键词］　骨髓间充质干细胞；富血小板血浆；血小板裂解液；组织工程；细胞周期；细胞增殖
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ｅｆｆｅｃｔ，ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｔｈａｔＰＬｍａｙｂｅｕｓｅｄａｓａｎａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｏｆＰＲＰｔｏｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｒｅｐａｉｒｏｆｂｏｎｅｄｅｆｅｃｔｓ．

　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ｐｌａｔｅｌｅｔｒｉｃｈｐｌａｓｍａ；ｐｌａｔｅｌｅｔｌｙｓａｔｅ；ｔｉｓｓｕｅｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ；ｃｅｌｌｃｙｃｌｅ；

ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１３，３４（１０）：１０７０１０７７］

　　近年来，血液系统不同成分在骨再生和修复过

程中所发挥的重要作用引起越来越多的关注。已有

众多研究关注凝血机制与骨再生修复之间的联系以

及血小板成分对骨再生的促进作用［１２］。创伤等原

因激发了凝血机制后，被激活的血小板将释放出多

种生物活性物质，如凝血因子、促血管活性因子和生

长因子等，对早期伤口愈合和组织修复起着重要的

调节作用［３］。富血小板血浆（ｐｌａｔｅｌｅｔｒｉｃｈｐｌａｓｍａ，

ＰＲＰ）是通过梯度离心自体全血后而得到的血液制

品，其本质是血小板的浓缩物，含有大量的生长因

子。研究表明，不但血小板及其细胞成分具有促丝

裂原作用，而且血小板裂解后的上清液同样可显著

促进成骨细胞的增殖［４５］。血小板裂解液（ｐｌａｔｅｌｅｔ

ｌｙｓａｔｅ，ＰＬ）是ＰＲＰ经细胞裂解后进一步提纯的产

物，不仅去除了残余细胞结构，降低了免疫原性，而

且还保留了其中的多种生长因子，可为异体或异种

移植创造条件［６］。因此，如作为构建组织工程骨的

潜在选择，ＰＬ可能有比ＰＲＰ更优越的应用前景。

本研究旨在利用大鼠全骨髓体外培养的骨髓间充质

干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭ

ＳＣｓ），检测在不同浓度ＰＲＰ和ＰＬ条件培养基培养

下，ＢＭＳＣｓ增殖及生长周期变化情况，分析ＰＲＰ与

ＰＬ促进体外培养的大鼠ＢＭＳＣｓ生长增殖效果，为

临床治疗骨损伤与修复提供实验依据。

１　材料和方法

１．１　实验动物及主要试剂、仪器　４周龄ＳＤ大鼠

２０只，体质量８０～１００ｇ，雌雄不限；１２周龄ＳＤ大鼠

３０只，体质量２５０～３００ｇ，雌雄不限，由北京维通利

华实验动物技术有限公司提供，合格证号：ＳＣＸＫ
（京）２００５００１３。

　　低糖ＤＭＥＭ 干粉（Ｇｉｂｃｏ公司，美国）；胎牛血

清（中国医学科学院血液病研究所科技公司）；ＭＴＴ
（Ｓｉｇｍａ公司，美国）；增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）多克

隆抗体工作液（福州迈新生物技术开发有限公司）；

ＦＩＴＣ标记的山羊抗兔ＩｇＧ（武汉博士德生物工程有

限公司）；ＣＤ３４、ＣＤ４４、ＣＤ４５、ＣＤ９０、ＣＤ１４、ＣＤ２９、

ＣＤ１０５、ＨＬＡＤＲ（ＢＤ公司，美国）；βａｃｔｉｎ、ＣｙｃｌｉｎＤ１
和ｐ２７Ｋｉｐ１单克隆抗体（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司，美

国）。生物安全柜（海尔集团有限公司）；倒置相差显

微镜（Ｎｉｋｏｎ公司，日本）；酶标仪（ＢｉｏＲａｄ公司，美

国）；ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ型流式细胞仪（ＢＤ公司，美国）；

ＦＶ１０００激光共聚焦显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ公司，日本）。

１．２　大鼠ＢＭＳＣｓ分离培养　４周龄ＳＤ大鼠断颈

处死，无菌条件下取双侧股骨和胫骨，剥离两端软骨

并显露骨髓腔，用含双倍双抗 （青、链霉素）的
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ＤＭＥＭ培养基反复冲洗骨髓腔，直至髓腔发白为

止。将骨髓悬液以１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ（离心

半径为１２ｃｍ），弃上清后加入含１０％胎牛血清（ｆｅ

ｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）的完全培养基反复吹打制成

单细胞悬液，放入３７℃、含５％ＣＯ２饱和湿度孵箱中

培养。原代接种后４８ｈ首次全量换液，以后每隔

２～３ｄ换液，倒置相差显微镜观察细胞形态，待原代

细胞长满瓶底９０％时传代培养。

１．３　ＰＲＰ制备　１２周龄ＳＤ大鼠１５只，０．２％戊巴

比妥钠麻醉，每只大鼠心内采血７～８ｍＬ，３．８％柠

檬酸钠抗凝，室温下１５０×ｇ离心１０ｍｉｎ。取上清和

血小板层细胞室温下１５００×ｇ再次离心１０ｍｉｎ，吸

弃管内上层３／４上清液，将剩余液体摇匀即为ＰＲＰ，

０．２２μｍ无菌滤膜过滤备用，储存于－８０℃冰箱中。

在加入细胞培养基之前，将 ＰＲＰ与１０％氯化钙

（１ｍＬ氯化钙内含１０００Ｕ 凝血酶）１０１比例混

合。

１．４　ＰＬ制备　参照Ｓｏｆｆｅｒ等［７］方法，采用３次离

心结合反复冻融法制备ＰＬ。另取１２周龄ＳＤ大鼠

１５只，按上述方法制备的 ＰＲＰ 连续反复冻融

（－８０℃／３７℃）３次，每次间隔约１０ｍｉｎ，于４℃以

８０００×ｇ离心３０ｍｉｎ，去除血小板膜和其他细胞残

片后，取上清液０．２２μｍ无菌滤膜过滤，－８０℃冻存

备用。

１．５　实验分组　根据培养基成分不同将实验分为

以下７组：普通完全培养基组（Ａ组）为ＬＤＭＥＭ培

养基、１０％ＦＢＳ；１％ＰＲＰ条件培养基组（Ｂ组）为Ｌ

ＤＭＥＭ、１０％ＦＢＳ及１％ＰＲＰ；１％ＰＬ条件培养基组

（Ｃ组）为ＬＤＭＥＭ、１０％ＦＢＳ及１％ＰＬ；５％ＰＲＰ条

件培养基组（Ｄ 组）为 ＬＤＭＥＭ、１０％ＦＢＳ及５％

ＰＲＰ；５％ＰＬ条件培养基组（Ｅ组）为ＬＤＭＥＭ、１０％

ＦＢＳ及５％ＰＬ；１０％ＰＲＰ条件培养基组（Ｆ组）为Ｌ

ＤＭＥＭ、１０％ＦＢＳ及１０％ＰＲＰ；１０％ＰＬ条件培养基

组（Ｇ组）为ＬＤＭＥＭ、１０％ＦＢＳ及１０％ＰＬ。１％、

５％、１０％代表体积分数。

１．６　观测指标

１．６．１　细胞形态学观察　取对数生长期的第３代

ＢＭＳＣｓ，按每瓶４×１０４个数量接种于７个５０ｍＬ培

养瓶中，分别加入７组培养基中连续培养，每２ｄ换

液１次，倒置相差显微镜下持续动态观察细胞形态

变化和生长状况。

１．６．２　ＢＭＳＣｓ鉴定　对数生长期的第３代ＢＭＳＣｓ
分别于７组培养基培养４８ｈ，用含０．２５％胰酶的消

化液消化，以１５００ｒ／ｍｉｎ（离心半径１０ｃｍ）离心１０

ｍｉｎ后，每组分别取１×１０５～１×１０６个细胞，以１００

ｍＬＰＢＳ重悬细胞，加入荧光标记抗体ＣＤ３４ＦＩＴＣ、

ＣＤ４４ＦＩＴＣ、ＣＤ４５ＰＥ、ＣＤ９０ＰＥ、ＣＤ１４ＦＩＴＣ、

ＣＤ２９ＦＩＴＣ、ＣＤ１０５ＰＥ和 ＨＬＡＤＲＦＩＴＣ，用抗大

鼠ＦＩＴＣＩｇＧ及抗大鼠ＰＥＩｇＧ作同型对照；室温避

光放置３０ｍｉｎ，４℃预冷的ＰＢＳ冲洗３次，３００μＬ

ＰＢＳ重悬细胞。流式细胞仪检测，以配套Ｃｅｌｌｑｕｅｓｔ
软件分析阳性细胞百分比。

１．６．３　ＭＴＴ检测细胞增殖　取生长状态良好、对

数生长期的第３代ＢＭＳＣｓ常规消化后，细胞计数板

调整细胞密度为１×１０４个／ｍＬ，接种于３块９６孔培

养板，每孔细胞体积为２００μＬ，置于３７℃、含５％

ＣＯ２饱和湿度孵箱中培养２４ｈ后弃上清，按实验设

计分别予以７组培养基培养，每组重复６孔。以等

量的无血清培养基为阴性对照，以未加细胞的孔为

空白对照。分别于２４、４８、７２ｈ后各取出一块板，每

孔加入２０μＬＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ），３７℃继续孵育４ｈ，

终止培养。小心吸弃孔内上清液，每孔再加入２００

μＬＤＭＳＯ，避光振荡１５ｍｉｎ，使结晶物充分溶解。

全自动酶标仪测定４９０ｎｍ 波长处各孔光密度（Ｄ）

值，取均值。

１．６．４　ＰＣＮＡ蛋白表达　取生长状态良好的第３
代ＢＭＳＣｓ，胰蛋白酶消化后以３×１０４个／孔密度接

种于孔底预先置入无菌盖玻片的６孔板，分别以７
组培养基培养４８ｈ后，ＰＢＳ洗涤３次，用４％多聚甲

醛固定４０ｍｉｎ后，ＰＢＳ冲洗，每组各取６张细胞爬

片进行免疫细胞荧光染色检测ＰＣＮＡ表达。细胞爬

片滴加５０μＬ０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００室温下孵育１５ｍｉｎ，

ＰＢＳ冲洗后滴加３％ Ｈ２Ｏ２室温下孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲

洗后加入５０μＬ５％正常山羊血清封闭液室温下孵育

２０ｍｉｎ，甩干后滴加５０μＬＰＣＮＡ多克隆抗体，４℃湿盒

过夜；ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照。ＰＢＳ冲洗后滴加

浓度为１５０的ＦＩＴＣ标记的山羊抗兔ＩｇＧ，３７℃孵育

３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗后甘油封片，激光扫描共聚焦显微镜

下观察，用波长为４８８ｎｍ氩离子激光激发ＦＩＴＣ荧光

染料产生绿色荧光，于相同的取图参数下扫描各组

ＢＭＳＣｓ的ＰＣＮＡ蛋白表达，用共聚焦显微镜应用分

析软件ＦＶ１０ＡＳＷ对各组ＰＣＮＡ表达图像进行Ｄ值
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测定，每张细胞爬片随机选取５个高倍视野（×４００），

取其均值作为蛋白颗粒密度。

１．６．５　流式细胞术检测细胞周期变化　取对数生

长期的第３代ＢＭＳＣｓ经无血清培养基同步化培养

２４ｈ后，分别于７组培养基培养４８ｈ，收集各组细

胞，弃培养液，用含０．２５％胰酶的消化液消化并收集

消化下来的细胞，用 ＰＢＳ调整密度为１×１０５个／

ｍＬ，用４℃预冷的７０％乙醇固定４８ｈ，离心后弃上

清，ＰＢＳ漂洗３次，弃上清，３７℃以２００μＬ浓度为１

ｍｇ／ｍＬ的ＲＮＡ酶处理３０ｍｉｎ，加入０．５ｍＬ浓度

为１０ｍｇ／ｍＬ的碘化丙啶（ＰＩ）４℃避光染３０ｍｉｎ，上

流式细胞仪检测细胞周期，用其自带 Ｍｕｌｔｉｃｙｃｌｅ软

件分析Ｇ０／Ｇ１、Ｓ、Ｇ２／Ｍ期细胞比例，实验重复３次。

计算增殖指数（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，ＰＩ）表示细胞增

殖活性。ＰＩ＝（Ｓ＋Ｇ２／Ｍ）／（Ｇ０／Ｇ１＋Ｓ＋Ｇ２／Ｍ）。

１．６．６　蛋白质印迹检测ＣｙｃｌｉｎＤ１和ｐ２７Ｋｉｐ１蛋白

表达　对数生长期的第３代ＢＭＳＣｓ，分别于Ａ、Ｄ、Ｅ
三组培养基培养４８ｈ，提取每组细胞总蛋白，并测定

蛋白含量，行ＳＤＳＰＡＧＥ、转膜、封闭，加入一抗（以

βａｃｔｉｎ作为内参），４℃过夜，用ＴＢＳＴ洗膜，加入二

抗，室温孵育１ｈ，清洗后进行化学发光、显影和定

影，采用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件进行分析。实验重复测

量３次。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行

分析。数据以珚ｘ±ｓ表示，组间比较采用单因素方差

分析，两 两 比 较 采 用 ＬＳＤ 法。检 验 水 准 （α）

为０．０５。　　　　

２　结　果

２．１　ＢＭＳＣｓ形态学观察　ＢＭＳＣｓ原代培养２ｄ呈

梭形或短棒性，部分伸出伪足（图１Ａ）；７ｄ形成细胞

集落，大部分细胞伸出伪足，呈多角形（图１Ｂ）；传代

后细胞形态单一，第３代细胞形态基本趋于长梭形

或成纤维细胞样，有突起，漩涡状密集生长，增殖活

跃（图１Ｃ）。

　　各组培养基培养４８ｈ后，倒置相差显微镜下观

察ＢＭＳＣｓ形态无明显差异，均呈长梭状，有较长突

起，紧密排列，类似于成纤维细胞形态（图１Ｄ～１Ｈ）。

１０％ＰＲＰ及１０％ＰＬ条件培养基组与其他培养基组

相比，ＢＭＳＣｓ生长速度明显增快（图１Ｇ、１Ｈ），５％

ＰＲＰ及５％ＰＬ条件培养基组次之（图１Ｅ、１Ｆ）。

图１　骨髓间充质干细胞形态学观察

Ｆｉｇ１　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ（ＢＭＳＣｓ）

Ａ：ＰｒｉｍａｒｙＢＭＳＣｓｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ２ｄａｙｓ；Ｂ：ＰｒｉｍａｒｙＢＭＳＣｓｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ７ｄａｙｓ；Ｃ：ＢＭＳＣｓａｔｐａｓｓａｇｅ３ｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ４ｄａｙｓ；

Ｄ：Ｏｒｄｉｎａｒｙｍｅｄｉｕｍｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ４８ｈｏｕｒｓ；Ｅ：５％ ｐｌａｔｅｌｅｔｒｉｃｈｐｌａｓｍａｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ４８ｈｏｕｒｓ；Ｆ：５％

ｐｌａｔｅｌｅｔｌｙｓａｔｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ４８ｈｏｕｒｓ；Ｇ：１０％ ｐｌａｔｅｌｅｔｒｉｃｈｐｌａｓｍａｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ４８

ｈｏｕｒｓ；Ｈ：１０％ｐｌａｔｅｌｅｔｌｙｓａｔｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ４８ｈｏｕｒｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

２．２　ＢＭＳＣｓ鉴定　流式细胞仪分析结果显示，各

组培养基培养的第３代ＢＭＳＣｓ均高表达特异性标

记ＣＤ４４、ＣＤ９０、ＣＤ２９、ＣＤ１０５，而不表达造血系干细

胞表面标记ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ１４及 ＨＬＡＤＲ。

２．３　ＭＴＴ检测　培养ＢＭＳＣｓ２４ｈ时与 Ａ组比

较，Ｄ～Ｇ组Ｄ 值均增加，差异有统计学意义（Ｐ＜
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０．０５），即５％、１０％ＰＲＰ与５％、１０％ＰＬ条件培养基

可以促进ＢＭＳＣｓ的增殖；培养４８、７２ｈ时与Ａ组比

较，Ｂ～Ｇ各组Ｄ值均增加，差异有统计学意义（Ｐ＜

０．０５），即１％、５％、１０％ＰＲＰ与１％、５％、１０％ ＰＬ
条件培养基均可以促进ＢＭＳＣｓ的增殖。并且，ＰＲＰ
与ＰＬ的增殖效应具有一定的时间、剂量依赖性

（Ｐ＜０．０５），相同浓度的ＰＲＰ与ＰＬ对ＢＭＳＣｓ增殖

作用的差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见图２。

图２　各时间点 ＭＴＴ检测各组细胞Ｄ值结果

Ｆｉｇ２　ＭＴＴａｂｓｏｒｂａｎｃｅｖａｌｕｅｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ＰＲＰ：Ｐｌａｔｅｌｅｔｒｉｃｈｐｌａｓｍａ；ＰＬ：Ｐｌａｔｅｌｅｔｌｙｓａｔｅ．Ａ：Ｏｒｄｉｎａｒｙ
ｃｏｍｐｌｅｔｅｍｅｄｉｕｍｇｒｏｕｐ；Ｂ：１％ ＰＲＰｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍ

ｇｒｏｕｐ；Ｃ：１％ＰＬｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍｇｒｏｕｐ；Ｄ：５％ ＰＲＰ

ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍｇｒｏｕｐ；Ｅ：５％ ＰＬｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍ

ｇｒｏｕｐ；Ｆ：１０％ ＰＲＰｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍｇｒｏｕｐ；Ｇ：１０％

ＰＬｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍ ｇｒｏｕｐ． Ｐ＜０．０５ｖｓ Ａ ｇｒｏｕｐ；
△Ｐ＜０．０５ｖｓＢｏｒＣｇｒｏｕｐ；▲Ｐ＜０．０５ｖｓＤｏｒＥｇｒｏｕｐ．ｎ＝

３，珚ｘ±ｓ

２．４　ＰＣＮＡ蛋白表达检测　ＰＣＮＡ蛋白阳性表达

产物分布于胞核，免疫荧光染色后，胞核呈现绿色荧

光颗粒或明亮的绿色荧光团块。阴性对照无阳性表

达（图３Ａ～３Ｇ）。激光扫描共聚焦显微镜检测Ａ～

Ｇ组ＰＣＮＡ蛋白表达的Ｄ 值依次为９３．６２±８．７４、

１１５．４６±９．２４、１１８．２９±１１．７７、１６３．５９±１０．９２、

１６７．３８±１２．６９、２２１．８４±１５．１７、２２６．９５±１５．３６。

对各组Ｄ 值进行统计学分析可见，Ｂ～Ｇ各组细胞

表达的 ＰＣＮＡ 较 Ａ 组增强，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）；并且，随ＰＲＰ与ＰＬ浓度的增加ＰＣＮＡ
蛋白表达量增多（Ｐ＜０．０１）；而相同浓度的ＰＲＰ与

ＰＬ条件培养基组间ＰＣＮＡ蛋白表达差异则均无统计

学意义（Ｐ＞０．０５）。

２．５　流式细胞仪检测细胞周期变化　对各组中

Ｇ０／Ｇ１、Ｓ、Ｇ２／Ｍ期细胞比例进行统计学分析，结果显

示：不同浓度ＰＲＰ及ＰＬ条件培养基组与普通完全培

养基组（Ａ组）比较，Ｇ０／Ｇ１期细胞比例逐渐减少，Ｓ、

Ｇ２／Ｍ期细胞比例逐渐增多，增殖指数（ＰＩ）升高，差异

具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。并且，ＰＲＰ及ＰＬ对

ＢＭＳＣｓ细胞周期中各期的细胞比例以及ＰＩ的影响具

有剂量依赖性（Ｐ＜０．０５）；然而，相同浓度的ＰＲＰ及

ＰＬ对ＢＭＳＣｓ细胞周期的影响相似，差异均无统计学

意义（Ｐ＞０．０５）。见图４。

图３　激光扫描共聚焦显微镜检测各组增殖细胞核抗原蛋白表达

Ｆｉｇ３　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎｐｒｏｔｅｉｎａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｉｎ７ｇｒｏｕｐｓ

ＰＲＰ：Ｐｌａｔｅｌｅｔｒｉｃｈｐｌａｓｍａ；ＰＬ：Ｐｌａｔｅｌｅｔｌｙｓａｔｅ；Ａ：Ｏｒｄｉｎａｒｙｃｏｍｐｌｅｔｅｍｅｄｉｕｍｇｒｏｕｐ；Ｂ：１％ＰＲＰｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍｇｒｏｕｐ；

Ｃ：１％ＰＬｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍｇｒｏｕｐ；Ｄ：５％ＰＲＰｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍｇｒｏｕｐ；Ｅ：５％ＰＬｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍｇｒｏｕｐ；Ｆ：１０％

ＰＲＰｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍｇｒｏｕｐ；Ｇ：１０％ＰＬｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００
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图４　流式细胞仪检测各组细胞周期分布

Ｆｉｇ４　Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆ

ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

ＰＲＰ：Ｐｌａｔｅｌｅｔｒｉｃｈｐｌａｓｍａ；ＰＬ：Ｐｌａｔｅｌｅｔｌｙｓａｔｅ；ＰＩ：Ｐｒｏｌｉｆｅｒ

ａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ．Ａ：Ｏｒｄｉｎａｒｙｃｏｍｐｌｅｔｅｍｅｄｉｕｍｇｒｏｕｐ；Ｂ：１％

ＰＲＰｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍｇｒｏｕｐ；Ｃ：１％ＰＬｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅ

ｄｉｕｍｇｒｏｕｐ；Ｄ：５％ＰＲＰｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍｇｒｏｕｐ；Ｅ：５％

ＰＬｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍｇｒｏｕｐ；Ｆ：１０％ＰＲＰｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅ

ｄｉｕｍｇｒｏｕｐ；Ｇ：１０％ＰＬｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍｇｒｏｕｐ．Ｐ＜

０．０５ｖｓＡｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＢｏｒＣｇｒｏｕｐ；▲Ｐ＜０．０５ｖｓ

ＤｏｒＥｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．６　蛋白质印迹检测ＣｙｃｌｉｎＤ１和ｐ２７Ｋｉｐ１蛋白

表达　ＢＭＳＣｓ分别于Ａ、Ｄ、Ｅ三组培养基培养４８ｈ
后，结果见图５。与 Ａ组相比，Ｄ、Ｅ组（５％ＰＲＰ与

５％ＰＬ条件培养基组）的细胞周期相关蛋白 Ｃｙ

ｃｌｉｎＤ１表达增高，而ｐ２７Ｋｉｐ１表达降低。

图５　蛋白质印迹检测ＣｙｃｌｉｎＤ１和ｐ２７Ｋｉｐ１蛋白表达

Ｆｉｇ５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆＣｙｃｌｉｎＤ１ａｎｄｐ２７Ｋｉｐ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ＰＲＰ：Ｐｌａｔｅｌｅｔｒｉｃｈｐｌａｓｍａ；ＰＬ：Ｐｌａｔｅｌｅｔｌｙｓａｔｅ．Ａ：Ｏｒｄｉｎａｒｙ

ｃｏｍｐｌｅｔｅｍｅｄｉｕｍ ｇｒｏｕｐ；Ｄ：５％ＰＲＰｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ ｍｅｄｉｕｍ

ｇｒｏｕｐ；Ｅ：５％ＰＬｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　种子细胞、支架材料和组织构建是骨组织工程

的三要素。理想的种子细胞应具有取材方便、扩增

能力强、表型稳定等特点［８１０］。ＢＭＳＣｓ来源于中胚

层，具有良好的多向分化潜能，在体外不同培养条件

下可以诱导成各种组织细胞，如内皮细胞、软骨细

胞、脂肪细胞、成骨细胞、肌肉细胞及神经细胞等。

因其具有干细胞的共性和很强的自我增殖能力、取

材方便、涉及伦理问题较少和对机体损伤小的特点，

近年来成为组织工程研究的热点种子细胞［１１１２］。

　　生长因子在骨组织修复中一直是研究的热点，

ＰＲＰ内含多种自体生长因子而广泛应用于骨组织

修复。ＰＲＰ作用的发挥有赖于其浓缩血小板脱颗

粒后产生高浓度的各类生长因子及纤维蛋白原所形

成的纤维网状支架，这些因子包括血小板源性生长

因子、转化生长因子β、血管内皮生长因子、胰岛素

样生长因子、表皮生长因子等，是诱导组织生长所不

可或缺的，纤维蛋白原所形成的纤维网状支架可支

持生长因子所诱导生成的新生组织。有关ＰＲＰ的

实验表明，不但血小板及其细胞成分具有促丝裂原

作用，对多种细胞活性和组织修复也有显著的促进

作用［１３１４］。但因ＰＲＰ存在较强的免疫原性，目前多

用于自体移植［１５１６］。ＰＬ是凝血机制被激发后，被激

活的血小板进一步裂解后所获得的液体成分，是

ＰＲＰ经细胞裂解后衍生而来，不仅去除了残余细胞

结构，降低了免疫原性，而且还保留了其中的多种液

态生长因子。因此，ＰＬ能够促进各种细胞的分裂和

增殖、增加胶原合成、激发血管长入和诱导细胞分

化，对骨的修复与再生至关重要，为用于异体或异种

移植创造条件［１７２０］。本实验通过 ＭＴＴ法证实，各

组培养基培养ＢＭＳＣｓ４８ｈ时，１％、５％、１０％ＰＲＰ
与１％、５％、１０％ ＰＬ条件培养基均可以促进ＢＭ

ＳＣｓ的增殖，而且其增殖效应呈一定的时间和剂量

依赖性，相同浓度的ＰＲＰ与ＰＬ对ＢＭＳＣｓ增殖效

果相同。并且倒置相差显微镜下观察到各组ＢＭ

ＳＣｓ形态无明显差异，均呈长梭状，有较长突起，紧

密排列，类似于成纤维细胞形态。

　　ＰＣＮＡ是一种仅在增殖细胞中合成和表达的相

对分子质量为３６０００的多肽。在增殖细胞中的含

量变化有明显的周期性，在Ｇ０期基本无表达，Ｇ１晚

期开始增加，在Ｓ期达高峰，Ｇ２期迅速下降，这种变

化恰好与细胞内ＤＮＡ复制的时相变化相一致。作

为增殖期细胞的标记物，是一种优于溴化脱氧尿嘧

啶等测定细胞增殖能力的方法。本实验采用免疫荧

光检测各组ＢＭＳＣｓ的ＰＣＮＡ蛋白表达，结果表明：

随ＰＲＰ与ＰＬ浓度的增加，ＰＣＮＡ蛋白表达量明显
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增多，呈现一定的剂量依赖性，而相同浓度的ＰＲＰ
与ＰＬ条件培养基组间ＰＣＮＡ蛋白表达量差异均无

统计学意义（Ｐ＞０．０５）。进一步证明相同浓度的

ＰＬ与ＰＲＰ对体外培养的ＢＭＳＣｓ增殖作用相同。

　　细胞周期和细胞增殖是细胞生物学行为的两个

重要方面，细胞增殖是靠细胞周期来推动的。本实

验通过流式细胞术对各组细胞周期测定结果，更进

一步证明了ＰＲＰ及ＰＬ促进体外培养的ＢＭＳＣｓ的

增殖作用：与普通完全培养基组比较，经过１％、

５％、１０％ＰＲＰ与１％、５％、１０％ ＰＬ条件培养基孵

育后，随着ＰＲＰ及ＰＬ作用于ＢＭＳＣｓ浓度的增加，

处于Ｇ０／Ｇ１期的细胞比例逐渐减少，相反处于Ｓ期

以及Ｇ２／Ｍ的细胞比例则大幅提高，ＰＩ升高，呈现

明显的剂量依赖性。这说明不同浓度的ＰＲＰ与ＰＬ
缩短了ＢＭＳＣｓ由Ｇ０／Ｇ１期到Ｓ期，继而进入Ｇ２／Ｍ
期的进程，即ＰＲＰ与ＰＬ可促进ＢＭＳＣｓ通过Ｇ１／Ｓ
及Ｓ／Ｇ２期限制点，能够加快细胞周期进程，从而促

进了ＢＭＳＣｓ的增殖。然而，１％ＰＲＰ与１％ＰＬ、５％

ＰＲＰ与５％ＰＬ及１０％ＰＲＰ与１０％ＰＬ条件培养基

组之间，Ｇ０／Ｇ１、Ｓ、Ｇ２／Ｍ期细胞比例以及ＰＩ间差异

均无统计学意义（Ｐ＞０．０５），证明相同浓度的ＰＬ与

ＰＲＰ对ＢＭＳＣｓ细胞周期的影响效果一样。作为承

载多因子的复杂体系，ＰＬ或ＰＲＰ所发挥的作用并

不等同于单因子作用的简单叠加，而有赖于多种因

子之间的网络调节［２１］。ＢｅｎＡｚｏｕｎａ等［２２］研究发

现，人血小板裂解液（ＨＰＬ）不仅可以维持人ＢＭＳＣｓ
的免疫表型，而且能够促进人ＢＭＳＣｓ的成骨、成脂、

成软骨及成血管平滑肌等细胞谱系的分化能力，并

且 ＨＰＬ对人ＢＭＳＣｓ强大的促增殖作用可以替代

ＦＢＳ在体外快速扩增至临床所需数量的ＢＭＳＣｓ。

　　我们进一步检测了ＰＲＰ与ＰＬ对细胞周期相关

蛋白的作用，对比蛋白质印迹检测结果，发现与普通

完全培养基组比较，５％ＰＲＰ与５％ＰＬ条件培养基

组细胞中显示出ＣｙｃｌｉｎＤ１表达上调和ｐ２７Ｋｉｐ１表

达下调。细胞周期分布具有严格的调控机制，细胞

周期调控蛋白在调节与控制细胞周期进程中发挥关

键的作用。Ｃｙｃｌｉｎ蛋白是一类重要的细胞周期调控

蛋白，在Ｃｙｃｌｉｎ家族中，ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白的主要功能

是促进细胞增殖，在调节细胞由Ｇ０／Ｇ１期到Ｓ期转

变中起到至关重要的作用［２３２４］。而ｐ２７Ｋｉｐ１作为

细胞周期的负调控因子，具有阻止细胞通过 Ｇ１／Ｓ

期转换的作用，从而抑制细胞的增殖［２５２６］。因此，

ＰＲＰ与ＰＬ通过上调ＣｙｃｌｉｎＤ１，并且抑制ｐ２７Ｋｉｐ１
蛋白的表达，从而促进ＢＭＳＣｓ由Ｇ０／Ｇ１期向Ｓ期转

变，加快了细胞周期的进程。此结果与 ＭＴＴ、ＰＣ

ＮＡ蛋白表达及细胞周期测定结果相一致。

　　综上所述，本研究证明ＰＲＰ与ＰＬ能够通过上

调ＣｙｃｌｉｎＤ１以及抑制ｐ２７Ｋｉｐ１蛋白的表达，加快体

外培养的大鼠ＢＭＳＣｓ的细胞周期进程，促进ＢＭ

ＳＣｓ增殖，并呈现显著的时间、剂量依赖性；然而相

同浓度的ＰＲＰ及ＰＬ对ＢＭＳＣｓ的促增殖作用相

同，表明ＰＬ可能代替ＰＲＰ促进骨缺损修复。ＰＬ在

去除血小板表面抗原的基础上承载了大量生长因

子，制备容易，可能成为用于骨组织工程中生长因子

的重要来源，可作为构建组织工程骨的潜在选择，将

会在成骨不全等骨组织缺陷或损伤疾病的治疗与修

复中发挥作用。
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