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改良富血小板血浆促进乳牙牙髓干细胞增殖的最佳浓度 
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文章亮点： 
文章特点在于提出了含有较高浓度生长因子的改良富血小板血浆替代胎牛血清，可用于乳牙牙髓干细胞体外

扩增的方法，并从中筛选出 佳的浓度，发现改良富血小板血浆促进乳牙牙髓干细胞增殖的作用具有浓度特

异性。 
关键词： 
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摘要 
背景：课题组前期实验发现用液氮冻融激活的改良富血小板血浆可以促进骨髓间充质干细胞和牙髓干细胞的

增殖，且这种促增殖作用具有浓度特异性。 
目的：体外研究不同浓度的改良富血小板血浆对人乳牙牙髓干细胞增殖的影响。 
方法：利用全自动血细胞分离机制备血小板浓缩物，反复冻融法激活，获得改良富血小板血浆；以 α-MEM 作

为基础培养基，分别加入体积分数为 2%，5%，10%，20% 4 种不同浓度改良富血小板血浆或者体积分数 10%
胎牛血清进行培养，观察细胞增殖差异。 
结果与结论：不同浓度的改良富血小板血浆均能够促进乳牙牙髓干细胞增殖，体积分数 2%改良富血小板血浆

与体积分数 10%胎牛血清促进乳牙牙髓干细胞增殖作用接近。提示体积分数 2%改良富血小板血浆可以促进

乳牙牙髓干细胞的增殖，有可能代替胎牛血清用于乳牙牙髓干细胞的体外扩增。 
 
文军，吴补领，段建民，李洪涛，李斯翰，李鑫. 改良富血小板血浆促进乳牙牙髓干细胞增殖的 佳浓度[J].
中国组织工程研究，2014，18(28):4517-4523. 
 
Optimal concentration of modified platelet-rich plasma to promote the proliferation of 
dental pulp stem cells from deciduous teeth  
 
Wen Jun1, 2, Wu Bu-ling1, Duan Jian-min2, Li Hong-tao2, Li Si-han2, Li Xin2 (1Department of Stomatology, 
Nanfang Hospital//College of Stomatology, Southern Medical University, Guangzhou 510515, Guangdong 
Province, China; 2Department of Stomatology, Guangzhou General Hospital of Guangzhou Military 
Command, Guangzhou 510010, Guangdong Province, China) 
 
Abstract 
BACKGROUND: Previous experiments have shown that modified platelet-rich plasma activated by liquid 
nitrogen freezing and thawing can promote the proliferation of human bone marrow mesenchymal stem cells and 
dental pulp stem cells in a concentration-dependent manner. 
OBJECTIVE: To investigate the effect of modified platelet-rich plasma at different concentrations on the 
proliferation of dental pulp stem cells from human exfoliated deciduous teeth.  
METHODS: Platelets were selected and harvested by automatic blood cell analyzer, and then activated by liquid 
nitrogen freezing and thawing. α-MEM served as basal medium. Different concentrations of modified platelet-rich 
plasma (2%, 5%, 10%, 20%) or 10% fetal bovine serum were added, respectively. The difference in cell 
proliferation was observed.  
RESULTS AND CONCLUSION: Modified platelet-rich plasma at different concentrations could promote the 
proliferation of dental pulp stem cells from deciduous teeth. The effects of 2% modified platelet-rich plasma and 
10% fetal bovine serum on promoting the proliferation of dental pulp stem cells from deciduous teeth were similar. 
These results indicated that 2% modified platelet-rich plasma could promote the proliferation of dental pulp stem 
cells from deciduous teeth, and substitute for fetal bovine serum in the amplification of dental pulp stem cells from 
deciduous teeth in vitro.  
 
Subject headings: platelet-rich plasma; tooth, deciduous; dental pulp; serum albumin, bovine  
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0  引言  Introduction 
间充质干细胞是一种未分化细胞，来源于发育早期的

中胚层和外胚层，具有自我复制，以及在一定条件下向骨、

软骨、脂肪和肌肉等组织细胞分化的能力，被普遍认为是

组织工程骨的理想种子细胞。到目前为止，大部分的科研

和临床应用都选择骨髓间充质干细胞。但是，抽取骨髓是

一种侵入性操作，会给捐献者带来一定的痛苦。临床上造

成骨缺损的常见疾病如牙周病、肿瘤等多发生在成年甚至

老年人群，而老年人的骨髓间充质干细胞增殖和分化能力

均显著降低，已不适合作为骨组织工程的种子细胞。因此，

选择其他来源的间充质干细胞显得尤为重要。 
由于乳牙牙髓的组织量很小，在临床应用的准备阶

段，需要将乳牙牙髓干细胞在体外进行大量扩增。胎牛血

清是 常应用于细胞培养的物质，它为细胞的增殖、迁移

和分化等生物学行为提供营养、生长因子和激素等生物活

性物质。然而，胎牛血清的应用可能涉及到伦理、科学以

及安全等问题。胎牛血清是从胎牛体内获取，需要将怀孕

的母牛处死，目前的制取方法还会导致大量胎牛的死亡；

胎牛血清的成分不确定，每一批次间各种成分的含量千差

万别，因此在科学研究中容易造成误差，影响实验的可重

复性；胎牛血清作为一种外源性血清，应用于临床可能引

起免疫排斥反应，甚至可能将牛的病毒、细菌等病原体传

播至人。 
富血小板血浆是自体全血经离心后得到的血小板浓

缩物，可释放大量细胞因子，诱导和促进间充质干细胞增

殖、迁移和分化。富血小板血浆应用前需用一定方法激活，

通过血小板的黏附、凝集或者破裂将生长因子从血小板α
颗粒中释放出来。目前常用牛凝血酶、氯化钙或者反复冻

融的方式对富血小板血浆进行激活。考虑到牛凝血酶作为

异种蛋白应用于临床同样存在病毒传播和免疫抑制等一

系列潜在风险，而且高浓度凝血酶可影响细胞增殖，甚至

导致细胞死亡，从而抑制组织的再生修复，牛凝血酶还可

以在人体诱导抗凝血因子Ⅴ，Ⅵ和凝血酶抗体的产生，当

人再次接触它时可能引起危及生命的凝血性疾病。氯化钙

中的钙离子对科研过程存在干扰。实验拟通过对富血小板

血浆的制备和激活方式进行改良，获取含有大量生长因子

的改良富血小板血浆，并进一步比较改良富血小板血浆和

胎牛血清促进乳牙牙髓干细胞增殖的作用，探讨改良富血

小板血浆是否可替代胎牛血清用于乳牙牙髓干细胞的体

外扩增。 
 
1  材料和方法  Materials and methods  

  设计：完全随机设计的细胞学实验。 

时间及地点：实验于2013年6至12月在解放军广州军

区广州总医院医学实验科完成。 
材料： 
人体组织： 
血小板：解放军广州军区广州总医院输血科采集4名男

性志愿者的血小板。志愿者血型为AB型，年龄18-35岁，

身体健康，无家族遗传病史，志愿者对实验知情同意，实

验符合医学伦理学标准。 
牙齿：取自1名7岁健康男童的2颗滞留下颌乳中切牙，

无牙体牙髓疾病，获得家长知情同意。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

方法： 

改良富血小板血浆的制备：机采每名志愿者血小板各

10 mL，加入终浓度为2 U/mL的肝素；将4份样本混合，充

分混匀后取少量用全血细胞分析仪计数，加入PBS，将血

小板浓度调至约1×1012 L-1，吸管反复吹打使血小板重新悬

浮成为改良富血小板血浆。 
改良富血小板血浆的激活：将改良富血小板血浆分装

入冻存管内，浸入液氮罐5 min，迅速取出浸入37 ℃水浴

箱5 min，反复3次，使血小板充分冻融裂解；3 000 r/min
离心20 min，去除血小板沉渣，0.2 μm过滤，保存于-80 ℃
备用。 

乳牙牙髓干细胞的收集和培养：以体积分数75%乙醇

充分消毒牙体周围组织，拔除后立即放入预冷含高倍双抗

α-MEM 培养基中保存备用，低温保存状态下送实验室，  
4 h内原代取材。沿乳牙釉牙骨质界用高速涡轮手机环绕牙

颈部磨出一定深度凹槽(注意不能穿髓)，超净台中用体积 

乳牙牙髓干细胞培养使用的主要试剂及仪器： 

试剂及仪器 来源 

α-MEM培养液，胎牛血清，0.25%胰酶 Gibco，美国 

地塞米松，β-甘油磷酸钠，胰岛素，抗坏血酸，吲哚 
美辛，异丁基甲基黄嘌呤，油红O，茜素红S  

Sigma，美国 

CCK-8试剂盒  同仁，日本 

Ⅰ型胶原酶  Biosharp，中国 

中性蛋白酶  Roche，瑞士 

鼠抗人细胞角蛋白单克隆抗体，鼠抗猪波形蛋白 
单克隆抗体  

福建迈新 

SP试剂盒  北京中杉 

CO2恒温孵箱  Heraeus，德国 

酶标仪  Biocell，美国 

倒置显微镜  Olympus，日本 

全血细胞分析仪  深圳迈瑞 
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分数75%乙醇消毒，PBS反复冲洗，沿凹槽将乳牙劈开，

拔髓针拔取牙髓组织，剪碎；3 g/L Ⅰ型胶原酶、4 g/L中性

蛋白酶按1 1∶ 比例混合，于37 ℃水浴中消化牙髓组织1 h。
消化液经1 000 r/min 速度离心5 min，弃上清，加入含体

积分数20%胎牛血清的α-MEM培养液混匀、吹打，经200
目滤网过滤，细胞悬液接种于平底6孔塑料培养板，37 ℃、

体积分数5% CO2恒温孵箱中培养3 d，半量换液，之后每

三四天半量换液，细胞达到90%融合时传代至25 cm2塑料

培养瓶中继续培养，将培养的生长良好的第3，4代细胞用

于实验。 
乳牙牙髓干细胞的鉴定： 
细胞形态学观察：将第3代细胞胰酶消化后，调整细胞

浓度至1×107 L-1，滴加于经多聚赖氨酸处理的盖玻片上(置
于6孔板中)，加入适量培养液，细胞爬满玻片后取出细胞

爬片，苏木精-伊红染色，中性树胶封固，显微镜下观察细

胞形态。 
免疫细胞化学技术检测细胞免疫表型：取第3代细胞制

备的细胞爬片，PBS洗涤3次，体积分数4%甲醛固定2 h，

图 1  第 3 代乳牙牙髓干细胞的形态(×200) 
Figure 1  Morphology of the third passage of dental pulp stem cells from deciduous teeth (×200) 
图注：图中 A 为第 3 代乳牙牙髓干细胞经苏木精-伊红染色后显示的形态，B 为经免疫细胞化学染色乳牙牙髓干细胞不表达角蛋白，C 为经免

疫细胞化学染色乳牙牙髓干细胞强表达波形丝蛋白。 
 

 A B  C 

图 3  流式细胞仪检测乳牙牙髓干细胞表面特异性标志物 
Figure 3  Flow cytometry for detecting specific markers on the surface of dental pulp stem cells from deciduous teeth 
图注：图中 A 显示乳牙牙髓干细胞呈 CD34 阴性，B 显示乳牙牙髓干细胞呈 CD44 阳性，C 乳牙牙髓干细胞呈 CD105 阳性。 

 A B  C 

 A B 

图 4  乳牙牙髓干细胞的体外诱导分化 
Figure 4  Induction and differentiation of dental pulp stem cells from deciduous teeth in vitro   
图注：图中 A 为乳牙牙髓干细胞经成骨诱导 30 d 后，茜素红染色呈阳性(×10)；B 为乳牙牙髓干细胞成脂诱导 21 d，油红 O 染色呈阳性(×100)。
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PBS洗涤3次，每次5 min；体积分数10%过氧化氢室温孵

育10 min，以消除内源性过氧化物酶活性，PBS洗涤2次，

每次3 min；体积分数3%正常羊血清封闭非特异性染色  
30 min，吸除封闭剂，不洗；滴加鼠抗人细胞角蛋白单克

隆抗体(1∶100)，37 ℃孵育2 h，PBS洗涤3次，每次5 min；
滴加生物素化二抗，37 ℃孵育30 min，PBS洗涤3次，每

次5 min；辣根酶标记链霉卵白素37 ℃孵育30 min，PBS
洗涤3次，每次5 min。DAB显微镜下控制显色，苏木精轻

度复染，常规脱水，二甲苯透明，中性树胶封固；阴性对

照用PBS代替一抗。同样的方法检测波形蛋白的表达情

况。 
乳牙牙髓干细胞增殖能力测定：取第3代生长良好的乳

牙牙髓干细胞以1×107 L-1、200 μL/孔接种于96孔板，共接

种4×8个孔，每4孔1组，在培养的1-7 d，分别向每组孔加

入10 μL CCK-8溶液，将培养板在培养箱内孵育2 h，用酶

标仪测定于450 nm波长处吸光度值，绘制细胞生长曲线。 
流式细胞术检测乳牙牙髓干细胞细胞表面标志物：取

第4代生长良好的乳牙牙髓干细胞，用流式细胞仪检测细胞

表面CD34，CD44和CD105的表达情况。 
乳牙牙髓干细胞的定向分化潜能： 
成骨诱导：取第3代细胞以1×105/孔的密度接种于6孔

板中培养，常规换液。当细胞融合到70%时加矿化诱导液

(终浓度含50 μg/L抗坏血酸，10 mmol/L β-甘油磷酸钠和

0.01 mmol/L地塞米松)继续培养。每3 d换液，30 d后终止

培养，甲醛固定15 min，茜素红染色5 min，PBS冲洗，干

燥，封固。倒置显微镜下观察。 
成脂诱导：取第3代细胞以1×105/孔的密度接种于6孔板

中培养，常规换液。当细胞融合至90%时，加成脂诱导液(终
浓度含1 μmol/L地塞米松，10 μmol/L胰岛素，200 μmol/L
吲哚美辛，0.5 mmol/L异丁基甲基黄嘌呤)每3 d换液，21 d
后终止培养，甲醛固定15 min，油红O染色，倒置显微镜

下观察脂滴形成情况。 
不同培养条件下乳牙牙髓干细胞的增殖能力比较：取

第4代乳牙牙髓干细胞，以1×107 L-1，200 μL/孔的密度接

种于96孔板，将乳牙牙髓干细胞分为2%，5%，10%，20%
改良富血小板血浆组和对照组，每组4个复孔，分别加入体

积分数2%，5%，10%，20%的改良富血小板血浆和体积

分数10%胎牛血清进行培养。在培养的1-7 d，分别向每组

孔加入10 μL CCK-8溶液，将培养板在体积分数5% CO2

恒温孵箱内孵育2 h，用酶标仪测定于450 nm波长处吸光

度，绘制细胞生长曲线。 
主要观察指标：不同条件下乳牙牙髓干细胞的增殖能

力。 
统计学分析：相同实验条件重复3次，实验数据以x

_

±s
表示，采用SPSS 18.0软件(美国SPSS公司)进行统计学分

析，采用析因设计的方差分析分析时间和分组的交互作用，

同一时间点组间均数的比较以及同一组内部各时间点的比

较采用单因素方差分析，多重比较采用LSD方法，显著性

差异检验水准为α=0.05。 
 

2  结果  Results  
2.1  改良富血小板血浆的性状  分离制备的改良富血小

板血浆为淡黄色液体，血小板计数为1.012×1012 L-1，约为

正常成人体内血小板浓度的5倍。 
2.2  乳牙牙髓干细胞的形态与鉴定  苏木精-伊红染色显

示，乳牙牙髓细胞多数呈长梭形，成纤维细胞样形态，少

数呈多角形或卵圆形，胞核体积较大，深染，胞浆着色较

浅(图1A)。免疫细胞化学结果显示，角蛋白染色阴性(图
1B)，波形蛋白染色强阳性，为胞核着色(图1C)。 

随培养时间的延长，乳牙牙髓干细胞数量增加，并在第

3 天呈快速生长，在第 6 天达增长平台(图 2)。 
第 3 代乳牙牙髓干细胞中，有 99.69%的细胞 CD44 阳

性，有 90.13% 的细胞 CD105 阳性，抗体 CD34 为阴性(图
3)。 
2.3  乳牙牙髓干细胞体外诱导多向分化结果  第 3 代乳牙

牙髓干细胞增长迅速，第 6 天后细胞逐渐重叠生长，第 30
天时形成明显结节，茜素红染色后呈阳性(图 4A)。 

倒置显微镜下观察，第3代细胞在成脂诱导液的作用下，

21 d 可见透明高亮度点，并有部分融合，油红 O 染色呈阳

性(图 4B)。 
2.4  改良富血小板血浆对乳牙牙髓干细胞生长的影响    
表1所示为不同浓度改良富血小板血浆培养的乳牙牙髓干

细胞在不同时间段的增殖活性。不同培养条件下乳牙牙髓

干细胞的生长曲线见图5，随着时间的延长，各组细胞数量

都增加，说明各浓度的改良富血小板血浆都能够促进乳牙

牙髓干细胞的增殖。 
实验第2天，体积分数2%改良富血小板血浆对乳牙牙

髓干细胞的促增殖效果与对照组差异无显著性意义(P > 
0.05)，而5%，10%和20%改良富血小板血浆组无论与对

照组或2%改良富血小板血浆组比，促增殖效果较弱(P < 
0.05)；体积分数5%，10%和20%改良富血小板血浆的促

增殖效果相当(P > 0.05)。 
实验第5天，体积分数2%和5%改良富血小板血浆对乳

牙牙髓干细胞的促增殖效果与对照组差异无显著性意义 
(P > 0.05)，与对照组和2%改良富血小板血浆组相比，10%
和20%改良富血小板血浆促乳牙牙髓干细胞的增殖效果较

弱，但差异有显著性意义(P < 0.05)，但是与5%改良富血

小板血浆组相比，10%和20%改良富血小板血浆组促乳牙

牙髓干细胞的增殖能力的差异无显著性意义(P > 0.05)。 
实验第7天，与对照组相比，体积分数2%和5%改良富

血小板血浆对乳牙牙髓干细胞的促增殖效果差异无显著性

意义(P > 0.05)，但与对照组、2%和5%改良富血小板血浆

组相比，体积分数10%和20%改良富血小板血浆具有促增

殖效果(P < 0.05)。 
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体积分数2%改良富血小板血浆在整个培养周期中与

体积分数10% 胎牛血清对乳牙牙髓干细胞的促增殖效果

差异无显著性意义(P > 0.05)。各浓度富血小板血浆相比

较，体积分数2%改良富血小板血浆对细胞的促增殖能力

强；与体积分数10%胎牛血清比较，体积分数5%改良富血

小板血浆在第2至4天对细胞的促增殖能力较弱，但是在第

5-7天，两者比较差异无显著性意义(P > 0.05)；与体积分

数10%胎牛血清相比，体积分数10%和20% 改良富血小板

血浆在整个细胞培养周期内对细胞的促增殖能力较弱(P < 
0.05)。 

 
3  讨论  Discussion 

2003年Miura从脱落乳牙的牙髓中分离到具有高度增

殖能力和多向分化能力的干细胞，命名为乳牙牙髓干细胞。

实验获取的乳牙牙髓细胞具有成纤维细胞样形态，细胞增

长曲线符合干细胞增殖的一般特征；免疫细胞化学结果显

示角蛋白阴性，而波形蛋白阳性，说明细胞来源于间充质；

流式细胞术检测CD44，CD105阳性，CD34为阴性，说明

细胞表达间充质干细胞特异性表面标记物。由此可见，实

验获取了增殖能力强，表达间充质干细胞特异性标记物的

乳牙牙髓干细胞。 
自体血小板是丰富的生长因子库。血小板的α颗粒中包

含大量的生长因子，包括血小板源性生长因子、转化生长

因子β、碱性成纤维细胞生长因子、胰岛素样生长因子和血

管内皮生长因子等，这些细胞因子在细胞的生物学行为中

都发挥着重要作用。研究证明，将血小板离心浓缩至正常

人体内浓度的3-5倍，制备成富血小板血浆，经激活后可有

效促进细胞的增殖。 
由于个体差异，来自不同供者的富血小板血浆所含有

的生长因子浓度不尽相同。为减少批次间的差异，临床工

作中一般采用混杂血小板，并由此获取大量的富血小板血

浆。实验采用4份不同来源的机采血小板进行混合，目的是

表 1  不同浓度改良富血小板血浆培养的乳牙牙髓干细胞在不同时间段细胞增殖活性 
Table 1  Proliferation activity of dental pulp stem cells from deciduous teeth cultured in different concentrations of modified platelet-rich 
plasma at different time points                                                                                 (x

_

±s, absorbance)

培养时间(d) 对照组 2%改良富血小板

血浆组 
5%改良富血小板

血浆组 
10% 改良富血小

板血浆组 
20% 改良富血小

板血浆组 
F P 

0.247±0.006 0.241±0.007 0.234±0.046 0.264±0.010 0.264±0.100 1.234 0.338 
0.377±0.039cde 0.342±0.013cde 0.266±0.032ab 0.283±0.038ab 0.258±0.001ab 12.747 0.000 
0.715±0.153cde 0.630±0.153ce 0.345±0.028ab 0.478±0.062a 0.367±0.035ab 9.952 0.000 
1.417±0.118cde 1.192±0.134de 0.945±0.113a 0.816±0.299ab 0.857±0.038ab 9.528 0.000 
2.782±0.524de 2.699±0.185de 2.390±0.227d 1.722±0.416abc 2.096±0.236ab 6.512 0.003 
3.165±0.393de 2.806±0.309de 2.730±0.448de 2.006±0.032abc 1.990±0.179abc 11.213 0.000 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 2.919±0.123de 2.686±0.086de 2.751±0.583de 1.594±0.329abc 2.035±0.338abc 10.754 0.000 

F 93.805 217.715 65.433 40.237 106.062 
P 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000     

表注：与对照组相比，aP < 0.05；与 2%改良富血小板血浆组相比， bP < 0.05；与 5%改良富血小板血浆组相比，cP < 0.05；与 10%改良富血小板血浆组相比，
dP < 0.05；与 20%改良富血小板血浆组相比，eP < 0.05。 
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图 2  第 3 代乳牙牙髓干细胞的生长曲线 
Figure 2  Growth curve of the third passage of dental pulp stem 
cells from deciduous teeth 
图注：第 3 代乳牙牙髓干细胞在培养第 3 天进入指数增长期，第 6
天进入平台期。 
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图 5  不同培养条件下乳牙牙髓干细胞生长曲线 
Figure 5  Growth curves of dental pulp stem cells from deciduous 
teeth under different culture conditions 
图注：各浓度的改良富血小板血浆都能够促进乳牙牙髓干细胞的增

殖。 

培养时间(d) 培养时间(d) 

对照组           2%改良富血小板血浆组 
5%改良富血小板血浆组      10%改良富血小板血浆组 
20%改良富血小板血浆组 
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降低个体差异引起的偏倚。采用AB型志愿者的血小板，尽

量减少了改良富血小板血浆成分中的抗体成分，可以有效

降低血小板混杂后可能引起的凝集反应以及应用于临床可

能引起的免疫排斥反应。 
传统的富血小板血浆多采用两次离心法手工采集分离

浓缩，但是这种方法需要抽取供者较多静脉血；获取的富

血小板血浆混杂的其它血细胞成分较多；由于分离过程繁

复，在制备过程中伴随着大量血小板的裂解激活，影响

终血小板浓度的确定。实验采用机采血小板，通过对多功

能细胞分离机的设定，可定量采集一定数量的血小板，而

其它血细胞成分则回输入体内；这种方法进一步纯化血小

板，避免其它血细胞的混杂，更有利于分析研究血小板及

其裂解物的生物学作用；更利于控制血小板的浓度，使科

研和临床更具有可靠性和重复性。 
李洪涛等[1]尝试用液氮冻融方法裂解血小板。采用反

复冻融的方法可以促进血小板释放血小板源性生长因子

AA和转化生长因子β1，而且其释放血小板源性生长因子

AA和转化生长因子β1的浓度与采用高浓度牛凝血酶

(500-1 000 U/mL)激活血小板释放的血小板源性生长因子

AA和转化生长因子β1质量浓度无显著性差异；与牛凝血酶

激活的富血小板血浆相比较，液氮冻融激活的洗涤血小板

在一定浓度下可以显著促进人牙髓细胞的增殖，而且比牛

凝血酶激活的富血小板血浆效果更好[2]。由于冻融属于一

种纯物理方法，不包含其他生物或化学制剂，加之操作简

单、方便，不失为一种安全、有效、便捷的血小板激活方

式。作者即采用液氮反复冻融的方式激活血小板。 
实验结果表明，不同浓度的改良富血小板血浆均可促

进乳牙牙髓干细胞的增殖，这与改良富血小板血浆中含有

大量的生长因子有关。流式细胞仪检测发现，间充质干细

胞表达高水平的血小板源性生长因子A、血小板源性生长

因子B、碱性成纤维细胞生长因子、转化生长因子βⅡ和胰

岛素样生长因子1受体，血小板中的各种生长因子可以作用

于间充质干细胞，调节细胞的增殖和分化。富血小板血浆

的促增殖作用依赖于各种生长因子的协同作用[19]，这些生

长因子可以激活血小板源性生长因子受体/磷脂酰肌醇3-
激酶/磷酸化蛋白激酶/核因子κB信号通路，提高旁分泌水

平，促进细胞再生，使细胞耐受不良环境的能力更强，减

缓细胞的凋亡[10-13]。血小板源性生长因子在促进细胞增殖

方面可能起了关键的作用，用抗体选择性阻断血小板源性

生长因子后，富血小板血浆的促增殖作用被显著抑制[14-15]，

骨细胞的形成明显减少，并且不能形成矿化结节；对富血

小板血浆中各种成分进行分析，血小板源性生长因子和胰

岛素样生长因子1促进牙髓细胞增殖，酸性成纤维细胞生长

因子、胰岛素样生长因子1和胰岛素样生长因子2促进细胞

外基质合成，转化生长因子β、血小板源性生长因子、酸性

成纤维细胞生长因子和碱性成纤维细胞生长因子可能调节

牙髓细胞向成牙本质细胞分化[16-17]。 

实验发现，不同浓度的改良富血小板血浆促进乳牙牙

髓干细胞增殖的作用不尽相同，其中以体积分数2%的改良

富血小板血浆促进增殖能力 强，在整个细胞培养周期，

体积分数2%改良富血小板血浆与体积分数10%胎牛血清

促增殖作用差异无显著性意义，体积分数5%改良富血小板

血浆在培养的中后期，对乳牙牙髓干细胞的促增殖作用与

对照组差异无显著性意义，而高浓度的改良富血小板血浆

促进乳牙牙髓干细胞增殖的作用反而较弱，这与作者所在

课题组前期发现改良富血小板血浆对人牙髓细胞的促增殖

作用相似。前期实验研究发现改良富血小板血浆对人牙髓

细胞增值的促进作用具有浓度依赖性，体积分数1%-10%
的改良富血小板血浆明显提高了人牙髓细胞的增殖活性，

以体积分数10%浓度尤为明显。在一定浓度范围内，牙髓

干细胞的增殖能力与改良富血小板血浆呈浓度依赖性；而

高浓度的改良富血小板血浆则抑制牙髓干细胞的增殖[18]。

段建民等[19]研究认为，这种浓度特异性可能与其促进牙髓

细胞产生的前列腺素E2有关，即低浓度促进牙髓细胞产生

的适量前列腺素E2促进了细胞的增殖，而高浓度促进牙髓

细胞产生的过量前列腺素E2抑制了细胞的增殖。此外，高

浓度改良富血小板血浆对牙髓细胞增殖的抑制还可能与其

中的血浆成分有关，血浆中可能存在对抗血小板生长因子

作用的成分，去除血浆后的洗涤血小板促进细胞增殖作用

更强[20-23]。李威等[24]研究了不同浓度的富血小板血浆对犬

牙髓成纤维细胞的促增殖作用，认为随着富血小板血浆浓

度的增加，对牙髓成纤维细胞的增殖作用经历下面3个阶

段：①细胞的增殖与富血小板血浆的浓度呈正比。②富血

小板血浆达到一定浓度，细胞的增殖反应呈饱和状态，细

胞的增殖与富血小板血浆的浓度无关。③当富血小板血浆

的浓度继续升高，细胞的增殖与富血小板血浆的浓度呈负

相关。即低浓度时刺激生长，高浓度时抑制生长的双向反

应。 
    综上所述，实验通过多功能血细胞分离机采集多份AB
型志愿者的血小板进行混杂，应用液氮反复冻融的方法进

行血小板的裂解激活，制备出的改良富血小板血浆含有大

量的生长因子。探索出的改良富血小板血浆制备激活方法

简便高效，易于标准化。本实验探讨了改良富血小板血浆

对乳牙牙髓干细胞增殖作用的影响，发现不同浓度的改良

富血小板血浆对乳牙牙髓干细胞的增殖均有促进作用，且

以体积分数2%改良富血小板血浆对乳牙牙髓干细胞的促

增殖作用 强，在整个细胞培养周期中与体积分数10%胎

牛血清的作用无显著性差异。由此可见，改良富血小板血

浆有可能替代胎牛血清用于乳牙牙髓干细胞的体外扩增，

从而增加组织工程产品应用于临床的安全性。 
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