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文章亮点： 

1 实验采用 3种不同的离心方法制备提取富血小板血浆，并对其相关参数及活性进行比较。 

2富血小板血浆可提供多种自体促生长因子，促进骨髓间充质干细胞、软骨细胞增殖分化。 

3 实验中发现：①Petrungaro法首次较大离心力造成红细胞、血小板的沉降，因此在白膜层下的红细胞

中夹杂着大量的血小板，使得首次离心后上层血浆中只含有很少的血小板。Landesberg法、Aghaloo

法首次离心力小，可使沉降速率大的红细胞首先沉降于管底，而对血小板的影响相对较小，故大部分血

小板仍位于上清血浆中。Landesberg法第 2次离心力不变，此离心力不能使上层血浆中全部的血小板

沉降于管底，所以血小板回收率低于 Aghaloo法。 

4富血小板血浆活化后还会释放其他多种生长因子，包括碱性成纤维细胞生长因子、胰岛素样生长因子、

血管内皮生长因子、内皮细胞生长因子等其它活性因子，本实验因资金的问题仅对血小板源性生长因子，

转化生长因子进行了测定，故不能全面了解富血小板血浆活化后其他因子含量的变化。 
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摘要 

背景：富血小板血浆是目前已知富含多种生长因子并能将其释放的自体提取物，并已应用于骨、软骨组

织工程再生的研究。 

目的：通过比较不同方法制备兔富血小板血浆中血小板浓度，并测定其血小板源性生长因子、转化生因

子 β1水平，探讨富血小板血浆制备方法及影响因素。 

方法：采用 Petrungaro法、Landesberg法、Aghaloo法制备新西兰大耳白兔富血小板血浆。检测 3组

富血小板血浆中血小板计数，以及 3组富血小板血浆活化前后及正常血浆、贫血小板血浆中血小板源性

生长因子、转化生因子 β1水平。 

结果与结论：3 种方法制备的富血小板血浆中血小板计数、血小板回收率、血小板富集系数差异有非常

显著性意义(P < 0.001)，Landesberg法和 Aghaloo法均可制备有效浓度的富血小板血浆，且 Aghaloo

法制备血小板浓度及活性高于 Landesberg法(P < 0.05)。活化前 3组富血小板血浆中血小板源性生长因

子、转化生因子 β1水平与正常血浆组、贫血小板血浆组比较差异无显著性意义。活化后，Landesberg

法和 Aghaloo 法制备的血小板血浆中血小板源性生长因子、转化生因子 β1 水平明显高于活化前(P < 

0.001)，且 Aghaloo法最高(P < 0.05)。富血小板血浆中血小板计数与血小板源性生长因子水平(r=0.872，

P < 0.001)，转化生因子 β1水平(r=0.917，P < 0.001)呈正相关。 
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Abstract 

BACKGROUND: Platelet-rich plasma is an autogeneic extract containing and releasing a variety of growth factors, 

which has been used in the research of bone and cartilage tissue engineering and regeneration.   

OBJECTIVE: To investigate the preparation methods of platelet-rich plasma and its influencing factors by 

comparing the platelet concentration in the platelet-rich plasma prepared by different methods in rabbits and 

detecting the levels of platelet-derived growth factor and transforming growth factor β1.  

METHODS: Platelet-rich plasma was prepared by the methods of Petrungaro, Landesberg and Aghaloo. Platelet 

amount was counted in the platelet-rich plasma prepared using three methods as well as platelet-derived growth 

factor and transforming growth factor β1 levels. 

RESULTS AND CONCLUSION: There were significant differences in the platelet count, platelet recovery rate 

and platelet enrichment coefficient in the platelet-rich plasma prepared by these three methods (P < 0.001). The 

effective concentration of platelet-rich plasma could be prepared by the methods of Landesberg and Aghaloo, and 

the platelet concentration and activity prepared by Aghaloo method was higher than that prepared by Landesberg 

method with a statistical difference (P < 0.05). The levels of platelet-derived growth factor and transforming 

growth factor β1 in the inactivated platelet-rich plasma were not statistically different from those in the normal 

plasma and platelet-poor plasma. The levels of platelet-derived growth factor and transforming growth factor β1 

in the activated platelet-rich plasma prepared by Landesberg and Aghaloo methods were significantly higher than 

before activation (P < 0.001), especially in the activated platelet-rich plasma prepared by Aghaloo method (P < 

0.05). The platelet count in the platelet-rich plasma was positively correlated with the levels of platelet-derived 

growth factor (r=0.872, P < 0.001) and transforming growth factor β1 (r=0.917, P < 0.001). 

Key Words: biomaterials; basic experiments of biomaterials; platelet-rich plasma; plasma; platelet; 

platelet-derived growth factor; transforming growth factor; platelet activation; cartilage; activation; tissue 

engineering; tissue regeneration; other grants-supported paper; biomaterial photographs-containing paper 
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0  引言 

 

软骨组织损伤后修复一直是困扰临床大夫的难题。尽管对于软骨修复的研究在不断深

化，但还没有一个成熟的方案能再造出高质量的透明软骨。当前组织工程是软骨修复的主

要研究方向。富血小板血浆是自体血液的提取物，采用离心的方式将全血中的血小板回收，

并在活化剂的作用下激活血小板，引发聚合反应、a-颗粒脱颗粒，最终释放多种促生长因

子，包括血小板源性生长因子、转化生长因子β1、碱性成纤维细胞生长因子、胰岛素样生

长因子、血管内皮生长因子及内皮细胞生长因子
[1]
。富血小板血浆因其制备简单、易获取、

无免疫原性及疾病传播的风险等优点在软骨再生研究中受到越来越多的重视。目前报道的

富血小板血浆制备方法种类繁多，所制得的富血小板血浆中血小板浓度差别较大，研究结

果不一。实验将采用3种不同离心方式，通过计算血小板的回收率、富集系数，测定活化

后富血小板血浆中血小板源性生长因子、转化生长因子β1浓度，评价不同方法所得富血小

板血浆的活性。 

 

1  材料和方法 

 

设计：方法学实验。 

时间及地点：于2012年2至5月在天津医科大学一中心临床学院，卫生部危重病急救医

学重点实验室完成。 

材料： 

实验动物：6只雌性新西兰大耳白兔，由天津医科大学实验动物中心提供，体质量2.0-   

2.5 kg。 



 

王鹏飞，等. 兔富血小板血浆制备及其活性分析 

ISSN 2095-4344  CN 21-1581/R   CODEN: ZLKHAH 1413 

www.CRTER.org 

血小板回收率=富血小板血浆中血小板总数/全血中血小板总数 

×100% 

富集系数=富血小板血浆中血小板浓度/全血中血小板浓度     

富血小板血浆实验应用的试剂及仪器： 

Main experimental reagents and instruments: 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

富血小板血浆的制备：25%乌拉坦溶液4 mL/kg耳缘

静脉缓注，待动物麻醉确切后固定于手术台。使用20 mL

无菌注射器，抽取2 mL 10%枸橼酸钠并润管，心脏抽

取血液至20 mL。将血液分别放入3个15 mL离心管，每

管6 mL。其余2 mL室温静置2 h后吸取上层血浆待用。

抽得全血分别采用Petrungaro法、Landesberg法、

Aghaloo法制备富血小板血浆
[2]
。具体制备过程为： 

Petrungaro法，第1次离心1 500×g 6 min，取离心后白

膜层以上血浆置于另一离心管，进行第2次离心，条件

为1 000×g 6 min，收集上清即贫血小板血浆，移至另一

离心管中，剩余0.8 mL吹打均匀即富血小板血浆。其余

两种富血小板血浆获取方法同Petungaro法，只是

Landesberg法两次离心条件均为 200×g 10 min；

Aghaloo法第1次离心215×g 10 min，第2次离心863×g 

10 min。 

富血小板血浆制备实验分组： 

Experimental grouping: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

血小板计数采用草酸胺法：取清洁1.5 mL EP管，移入

0.38 mL制备的草酸胺溶液，分别取20 μL样本置于EP

管中，吸取上清洗涤3次，充分混匀，待完全溶解后再

次混匀1 min。取上述均匀血小板悬液20 μL，冲入细胞

计数板，湿盒中静置10-15 min，使血小板沉降到同一

水平后，倒置显微镜下进行血小板计数。 

血小板回收率及富集系数计算： 

 

 

 

 

采用双抗体夹心酶联免疫分析法(ELISA)测定血小板源性

生长因子、转化生长因子β1水平：富血小板血浆活化前留

取0.3 mL待用。体积比1∶9的激活剂(500 U凝血酶冻干

粉溶于1 mL 10%氯化钙中)激活富血小板血浆，室温静

置24 h后，4 000 r/min 15 min提取萃取液。所有样品梯

度降温后-80 ℃保存备用。 

对正常血浆、贫血小板血浆、未活化富血小板血浆

及活化后富血小板血浆萃取液行血小板源性生长因子、

转化生长因子β1水平检测。 

测定前将样本从-80 ℃冰箱移入4 ℃后室温平

衡2 h。将收集的各组样本按照ELISA说明书进行检测。 

主要观察指标：①3种方法制备的富血小板血浆中

血小板计数。②3组富血小板血浆活化前后及正常血浆、

贫血小板血浆中血小板源性生长因子、转化生因子β1水

平。 

统计学分析：采用SPSS 17.0软件对所得数据进行

数据分析。实验数据以x
_

±s表示。组间血小板计数、血

小板回收率、血小析富集系数、血小板源性生长因子、

转化生长因子 β1水平比较使用单因素方差分析

(ANOVA)分析，并对有统计学意义的指标进行两两比

较，以P < 0.05为显著界值。 

   

2  结果 

 

2.1  采用Petrungaro法、Landesberg法、Aghaloo法制

备富血小板血浆中血小板计数的比较  正常全血血小

板计数为(375.33±37.03)×10
9
 L

-1
。3种制备方法所得富

血小板血浆中血小板计数、血小板回收率及血小板富集

系数差异有非常显著性意义(P < 0.001)。Aghaloo法制

备的富血小板血浆中血小板计数、血小板回收率、血小

板富集系数与其他两种方法比较差异有显著性意义(P < 

0.05)，结果见表1。 

 

2.2  采用Petrungaro法、Landesberg法、Aghaloo法制

备富血小板血浆中血小板源性生长因子、转化生因子β1

水平的比较  见表2，3。 

实验分组 方法 

Petrungaro法 第 1次离心 1 500×g 6 min，取离心后白膜层以

上血浆置于另一离心管，进行第 2 次离心，条

件为 1 000×g 6 min，收集上清即贫血小板血

浆，移至另一离心管中，剩余 0.8 mL吹打均匀

即富血小板血浆 

Landesberg法 第 1次离心 200×g 10 min，取离心后白膜层以

上血浆置于另一离心管，进行第 2 次离心，条

件为 200×g 10 min，收集上清即贫血小板血浆，

移至另一离心管中，剩余 0.8 mL吹打均匀即富

血小板血浆 

Aghaloo法 第 1次离心 215×g 10 min，取离心后白膜层以

上血浆置于另一离心管，进行第 2 次离心，条

件为 863×g 10 min，收集上清即贫血小板血浆，

移至另一离心管中，剩余 0.8 mL吹打均匀即富

血小板血浆 

 

 

试剂及仪器 来源 

CaCl2  

血小板源性生长因子、转化生长因子 β1 

酶联免疫分析试剂盒  

凝血酶冻干粉  

低速常温离心机  

倒置显微镜  

酶标仪  

sigma，美国 

R&D，美国 

 

国奥，长春 

湘仪，湖南 

奥林巴斯，日本 

BioTek，美国 
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表2结果表明，在未活化情况下3种方法所制备的富

血小板血浆未活化情况下与正常血浆组、贫血小板血浆

组比较，血小板源性生长因子、转化生因子β1水平差异

无显著性意义(P > 0.05)。 

 

由表3结果可见，3种方法所制备的富血小板血浆活

化后与未活化样本中血小板源性生长因子、转化生因子

β1水平差异有非常显著性意义(P < 0.001)；Aghaloo法

制备的富血小板血浆活化后血小板源性生长因子、转化

生因子β1水平最高，与其他两种方法比较差异有显著性

意义(P < 0.05)。其中Petrungaro法制备的富血小板血浆

活化前后血小板源性生长因子、转化生因子β1水平差异

无显著性意义(P > 0.05)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  相关分析结果  相关分析结果表明，富血小板血

浆中血小板计数与血小板源性生长因子、转化生因子β1

水平呈明显正相关 (r分别为 0.872和 0.917，P均 < 

0.001)。 

 

3  讨论 

 

目前对于体外培养骨髓间充质干细胞、软骨细胞用

于骨与软骨缺损的研究中，体外细胞培养常规使用胎牛

血清，但其具有引起动物源性病毒感染及异种蛋白变态

反应的可能性
[3]
，对于其培养的细胞和组织应用于临床

还存在很大争议。富血小板血浆源于自体血液提取部

分，因其能提供多种生长因子，且各因子比例适合，可

与胎牛血清担当同样的角色。 

 

富血小板血浆通常采用离心的方式获取，不同离心

力、离心时间所制备的富血小板血浆中血小板浓度存在

明显统计学差异。Petrungaro法、Landesberg法、

表 1  采用 Petrungaro法、Landesberg 法、Aghaloo法制备

富血小板血浆中血小板计数、回收率、富集系数的比较 

Table 1  The platelet count, platelet recovery rate and platelet 

enrichment coefficient in the platelet-rich plasma 

prepared by the methods of Petrungaro, Landesberg 

and Aghaloo                               (x
_

±s) 

注：Aghaloo 法制备的富血小板血浆中血小板计数、血小板回收率、血小

板富集系数高于 Petrungaro 法、Landesberg 法(P < 0.05)，且 Petrungaro

法制备的富血小板血浆中血小板计数、血小板回收率、血小板富集系数高

于 Landesberg法(P < 0.05)。 

 

组别 血小板计数 (×10
9 
/L) 血小板回收率(%) 血小板富集系数 

Petrungaro 法   96.33±46.01  3.71±1.90 0.27±0.14 

Landesberg 法  1 205.16±160.26 42.98±6.11 3.21±0.45 

Aghaloo 法 1 958.33±316.41  70.57±15.87 5.28±1.18 

F 123.45 69.36 69.47 

P < 0.001 < 0.001 < 0.001 

 

表 2  采用 Petrungaro法、Landesberg 法、Aghaloo法制备

的富血小板血浆活化前与正常血浆、贫血小板血浆中血

小板源性生长因子、转化生因子 β1水平的比较 

Table 2  The levels of platelet-derived growth factor and 

transforming growth factor β1 in the inactivated 

platelet-rich plasma prepared by the methods of 

Petrungaro, Landesberg and Aghaloo compared with 

those in the normal and platelet-poor plasma                                           

(x
_

±s, μg/L)                               

注：在未活化情况下，3 种方法所制备的富血小板血浆与正常血浆组、贫

血小板血浆组比较，血小板源性生长因子、转化生因子 β1水平差异无显著

性意义(P > 0.05)。 

 

组别 血小板源性生长因子 转化生因子 β1 

Petrungaro 法制备的 

未活化富血小板血浆 

9.50±0.58 48.42±9.31 

Landesber 制备的未活 

化富血小板血浆 

9.49±0.78 47.09±3.50 

Aghaloo 法制备的未活化 

富血小板血浆 

9.56±0.65 51.75±6.22 

正常血浆 10.04±0.15 51.63±4.08 

贫血小板血浆 10.28±1.18 47.14±5.44 

F 1.175 0.823 

P 0.352 0.523 

 

表 3  采用 Petrungaro法、Landesberg法、Aghaloo法制备

的富血小板血浆活化前后血小板源性生长因子、转化生

因子 β1水平的比较 

Table 3  The levels of platelet-derived growth factor and 

transforming growth factor β1 in the activated or 

inactivated platelet-rich plasma prepared by the 

methods of Petrungaro, Landesberg and Aghaloo                                     

                                      (x
_

±s, μg/L)  

注：在活化条件下，3 种方法所制备的富血小板血浆中血小板源性生长因

子、转化生因子 β1水平高于未活化富血小板血浆(P < 0.001)；Aghaloo 法

制备的富血小板血浆中血小板源性生长因子、转化生因子 β1 水平高于其他

两种方法(P < 0.05)。Petrungaro 法制备的富血小板血浆活化前后两种因子

水平差异无显著性意义(P > 0.05)。 

 

组别 血小板源性生长因子 转化生因子 β1 

Petrungaro 法制备的 

活化富血小板血浆 

9.33±0.97 64.10±5.64 

Landesberg法制备的 

活化富血小板血浆 

12.06±1.45 125.04±10.46 

Aghaloo法制备的 

活化富血小板血浆 

15.50±1.18 165.16±23.97 

未活化富血小板血浆 9.52±0.62 49.09±6.67 

F 56.912 173.072 

P < 0.001 < 0.001 
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Aghaloo法分别代表3种不同的富血小板血浆制备方式。

Petrungaro法为首次高速离心，而后中低速离心。

Landesberg法两次均为低速离心。Aghaloo法则为首次

低速离心而后高速离心。本实验证实Landesberg法、

Aghaloo法所制备的富血小板血浆符合目前公认的富血

小板血浆中血小板浓度>1 000×10
9
 L

-1[4]
。而Petrungaro

法所制备的富血小板血浆显然没有符合这一要求，反而

低于正常全血中的血小板浓度。图1-4显示了正常血浆

及3种方法制备的富血小板血浆中血小板含量(来取自

于同一只实验动物)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

分析其原因是由于Petrungaro法首次较大离心力

可同时造成红细胞、血小板的沉降，因此在白膜层下的

红细胞中夹杂着大量的血小板。正是这样使得首次离心

后上层血浆中只含有很少的血小板。在实验过程中对

Petrungaro法首次离心后对白膜层及白膜层下部3 mm

体积的红细胞层进行了收集，血小板计数发现血小板浓

度为(1 370.16±204.76)×10
9
 L

-1
，见图5，这一结果也证

实先前的猜想。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

由于Landesberg法、Aghaloo法首次离心力小，使

沉降速率大的红细胞首先沉降于管底，而对血小板的影

响相对较小，故大部分血小板仍位于上清血浆中，

Landesberg法第2次离心力仍为200×g，此离心力不能

使上层血浆中全部的血小板沉降于管底，所以血小板回

收率低于Aghaloo法。而Aghaloo法第2次离心使保留在

上层血浆中了大部分的血小板降于管底，因此使其回收

率最高。 

 

实验选用血小板源性生长因子、转化生因子β1进行

测定从而评价富血小板血浆活性。研究证实富血小板血

浆释放的血小板源性生长因子、转化生因子β1是促进骨

髓间充质干细胞增殖和诱导其分化的重要因子
[3]
，

Mishra等
[5]
研究证明转化生因子β1具有诱导骨髓间充质

图 1  兔正常全血中血小板量，棕色箭头所示为血小板，白

色箭头所示为白细胞(×200) 

Figure 1  The number of normal whole blood platelets, brown 

arrow indicates platelets, and white arrow indicates 

leukocyte (×200) 

 

图 2  Petrungaro法制备的富血小板血浆中血小板量 

(×200) 

Figure 2  Platelet count in the platelet-rich plasma prepared by 

the method of Petrungaro (×200) 

 

图 3  Landesberg法制备的富血小板血浆中血小板量 

(×200) 

Figure 3  Platelet count in the platelet-rich plasma prepared by 

the method of Landesberg (×200) 

 

图 4  Aghaloo法制备的富血小板血浆中血小板量(×200) 

Figure 4  Platelet count in the platelet-rich plasma prepared by 

the method of Aghaloo (×200) 

 

图 5  Petrungaro法制备富血小板血浆取白膜层下 3 mm体

积中血小板含量 

Figure 5  Platelet count 3 mm below the white coat of the 

platelet-rich plasma prepared by the method of 

Petrungaro  
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干细胞向软骨细胞方向分化的作用，刺激蛋白聚糖和Ⅱ

型胶原的表达、促进细胞增殖，并且抑制向脂肪细胞方

向分化。Ng等
[6]
发现人骨髓间充质干细胞增殖及向软骨

方向分化过程中血小板源性生长因子、转化生因子β1信

号通路发挥着重要的作用。抑制血小板源性生长因子信

号通路后骨髓间充质干细胞仅能分化成少量的功能不

全的成骨细胞，抑制转化生因子β1信号通路后细胞完全

不能向软骨细胞方向分化。Brandl等
[7]
单独使用血小板

源性生长因子、转化生因子β1培养的人软骨细胞与对照

组相比有明显的促有丝分裂作用，且证明血小板源性生

长因子、转化生因子β1不影响细胞染色体端粒的生物学

特征，对细胞没有促无限增殖作用，为血小板源性生长

因子、转化生因子β1细胞培养的细胞应用临床于提供了

安全性依据。 

 

Sun等
[8]
制备的兔富血小板血浆血小板浓度与本实

验中Landesberg法制备的富血小板血浆浓度相近，其测

定富血小板血浆中转化生因子β1水平与实验结果相似。

实验对正常血浆、贫血小板血浆、未活化富血小板血浆

也进行了转化生因子β1水平测定，比较发现没有显著统

计学差异，提示<1 500×g的离心力不会使血浆中转化生

因子β1多肽分子发生聚集沉降，也不会引起血小板活

化。实验结果同时显示了Petrungaro法制备的富血小板

血浆活化后与未活化富血小板血浆相比转化生因子β1

水平无差异，可能是由于Petrungaro法制备的富血小板

血浆中血小板数量少的原因。需要指出的是富血小板血

浆在使用激活剂活化后，物理特性发生明显改变，可迅

速凝集成富血小板凝胶，见图6，因此在富血小板血浆

活化后不太可能使用注射器进行局部或关节内注射。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

预实验过程中对活化后1 h的富血小板凝胶离心后

行ELISA测定发现，血小板源性生长因子、转化生因子

β1水平与正常血桨比较无明显差异，且所得萃取液的量

很少。而在室温静置24 h后测定血小板源性生长因子、

转化生因子β1水平有明显增高，离心后萃取液的量也较

之前多，见图7，提示活化后血小板对活性因子的释放

需要一定时间。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Duan等
[9]
应用富血小板血浆及洗涤后的富血小板

血浆对大鼠骨髓间充质干细胞进行体外培养，比较发现

富血小板血浆及洗涤后的富血小板血浆在早期对细胞

增殖作用无统计学差异，培养后期洗涤后富血小板血浆

促增殖作用明显，且两种培养方式对细胞分化方向也产

生不同影响。说明血液中的白细胞和其他细胞成分对血

小板活化后因子的释放过程有影响。因此本实验与常见

制备富血小板血浆方法相比丢弃了白膜层及其附近红

细胞层中的血小板
[2,10-11]

，减少富血小板血浆中白细胞

及其他细胞因素对血小板活性的影响。富血小板血浆可

由不同的离心力造成血小板数量的不同，因此一味的增加

富血小板血浆中血小板数量，可使其中生长因子浓度富

集。Weibrich等
[12]
报道人的有效富血小板血浆血小板浓度

应界于(503-1 729)×10
9
 L

-1
之间，浓度>1 800×10

9
 L

-1
将

对组织再生产生抑制作用，因此适合浓度富血小板血浆

才促进种子细胞的增殖和分化。 

 

实验证实Landesberg法和Aghaloo法均可制备有

效浓度的富血小板血浆，Aghaloo法制备血小板浓度及

活性高于Landesberg法，且存在统计学差异。活性因子

含量与血小板数量呈正相关性。细胞增殖、分化是一个

多因子调控的复杂过程，富血小板血浆中除血小板源性

生长因子、转化生因子β1外还含有大量其他种类生长因

子，因此富血小板血浆是否具有稳定的作用，还需要长

期实验研究和临床疗效观察。但因富血小板血浆的天然

优势，在组织工程领域将有广阔的应用前景。 

图 6  Aghaloo法制备的富血小板血浆活化后迅速形成的富

血小板凝胶 

Figure 6  Platelet-rich gel formed rapidly after activation of the 

platelet-rich plasma prepared by the method of 

Aghaloo 

 

图 7  静置 24 h高速离心后富血小板凝胶萃取液及收缩的

富血小板凝胶 

Figure 7  Platelet-rich gel extraction and contracted 

platelet-rich gel after standing for 24 h and 

centrifuging at a high speed 
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