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文章亮点： 
1 富血小板血浆与干细胞单独应用的文献很多，把两者联合的文献较少；很多文献描述在体外用富血小板血
浆诱导干细胞向成骨、透明软骨细胞转化。 
2 实验将两者联合应用，并直接在动物体内进行实验。结果表明富血小板血浆、人脐带间充质干细胞均能促
进软骨损伤的修复，而且富血小板血浆、富血小板血浆联合人脐带间充质干细胞较单独应用人脐带间充质干

细胞效果好。  
关键词： 
干细胞；脐带脐血干细胞；富血小板血浆；人脐带间充质干细胞；关节软骨；软骨损伤；骨关节炎 
主题词： 
富血小板血浆；间质干细胞；软骨细胞 
 
摘要 
背景：研究者直接将富血小板血浆作为支架材料与骨髓基质干细胞、软骨细胞等复合后体外培养发现软骨细

胞在富血小板血浆三维支架呈现增殖生长，骨髓基质干细胞在增殖的同时有向软骨细胞分化的倾向。 
目的：观察富血小板血浆和人脐带间充质干细胞对受损软骨修复的影响。 
方法：正常健康新西兰大白兔 40只，制备兔软骨损伤模型。2次离心法制备富血小板血浆，制备 3代人脐带
间充质干细胞。随机将动物分为 4组，造模后生理盐水组关节腔一次性注入生理盐水 0.5 mL；富血小板血浆
组注入 12.5%富血小板血浆 0.5 mL；人脐带间充质干细胞组注入 1×107人脐带间充质干细胞 0.5 mL；富血小
板血浆(12.5%)联合人脐带间充质干细胞(1×107)组注入两种物质 0.5 mL。造模后第 12周，大体观察软骨损伤
修复情况；苏木精-伊红染色光镜下观察损伤部位细胞修复情况；根据 O’Driscoll组织学评分标准对造模后第
12周切片进行组织学评分。 
结果与结论：软骨损伤后大体观察、苏木精-伊红染色组织学观察及组织学评分均显示富血小板血浆组、人

脐带间充质干细胞组、富血小板血浆联合人脐带间充质干细胞组对软骨损伤的修复效果优于生理盐水组，

差异有显著性意义(P < 0.05)，富血小板血浆组、富血小板血浆联合人脐带间充质干细胞组的修复效果优于
人脐带间充质干细胞组，差异有显著性意义(P < 0.05)。结果说明富血小板血浆、人脐带间充质干细胞均能
促进软骨损伤的修复，而且富血小板血浆、富血小板血浆联合人脐带间充质干细胞较单独应用人脐带间充

质干细胞效果好。 
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Abstract 
BACKGROUND: Chondrocytes co-cultured with bone marrow stromal stem cells on the scaffold of platelet-rich 
plasma are found to proliferate, and besides proliferative growth, bone marrow stromal cells exhibit a tendency of 
differentiating into chondrocytes.  
OBJECTIVE: To study the effect of platelet-rich plasma and human umbilical cord mesenchymal stem cells 
(hUCMSCs) on cartilage repair.  
METHODS: Forty healthy New Zealand white rabbits were selected to establish models of cartilage defects, and 
then randomly divided into normal saline group, platelet-rich plasma group, hUCMSCs group and combination 
group. Platelet-rich plasma was prepared by using double centrifugations to prepare passage 3 hUCMSCs. After 
modeling, intra-articular injection of normal saline (0.5 mL), 12.5% platelet-rich plasma (0.5 mL), 1×107 hUCMSCs 
(0.5 mL), 12.5% platelet-rich plasma+1×107 hUCMSCs (totally 0.5 mL) was done in corresponding groups, 
respectively. After 12 weeks of modeling, the injured cartilage was grossly observed, and hematoxylin-eosin   
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staining was used to observe cartilage repair under light microscope; according to the O'Driscoll histologic standard, 
histological examination was performed. 
RESULTS AND CONCLUSION: The repair effect in the normal saline group was significantly better that in the 
platelet-rich plasma group, hUCMSCs group, combination group (P < 0.05), while the platelet-rich plasma group and 
combination group also exhibit better outcomes than the hUCMSCs group (P < 0.05). These findings indicate that both 
platelet-rich plasma and hUCMSCs can promote cartilage repair; moreover, platelet-rich plasma with or without 
hUCMSCs is superior to hUCMSCs alone in the cartilage repair.  
 
Subject headings: platelet-rich plasma; mesenchymal stem cells; chondrocytes 
 
Xu J, Wang LM, Zhou LD, Wu M, Cui H, Zhao J, Zeng DJ, Zhang ZW, Liu AB. Platelet-rich plasma plus human umbilical 
cord mesenchymal stem cells for cartilage repair. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2014;18(41):6633-6638. 

 

0  引言  Introduction 
富血小板血浆最初被作为一种生物凝胶和屏障膜应用

于临床，主要作用为提高止血效果。自1984年Assoian发
现富血小板血浆中含有多种生长因子后，其应用领域不断

扩大。1993年Hood等首先提出富血小板血浆概念，富血小
板血浆是通过离心的方法从自体血中提取出来的血小板浓

缩物，富血小板血浆中含有丰富的血小板，其数目比全血

中数目高3倍以上。1998年Marx等证实富血小板血浆对骨
组织修复有促进成骨作用后，许多学者围绕富血小板血浆

在骨修复中的应用展开了大量的研究，并取得了一定的成

果
[1]
。血小板中含有大量的生长因子，如血小板衍生生长

因子、转化生长因子β、类胰岛素生长因子、表皮生长因
子、血管内皮生长因子等，在促进骨样组织恢复中起重要

作用
[2]
。据报道血小板能促进血管的生成、胶原蛋白的合

成和细胞增殖，并对肌腱
[3]
、韧带、骨骼肌、骨和软骨损

伤有积极的修复作用
[4-6]
。 

富血小板血浆发挥作用是通过血小板释放其颗粒内容

物到周围环境，内容物中含大量的生长因子，这些生长因

子从来没有进入细胞或细胞核中，他们没有致突变性，而

且他们能促进正常组织损伤后达到更快愈合。因此，富血

小板血浆不会诱导肿瘤等不良组织形成，保证了其临床应

用的安全性
[7]
。近年来有研究者直接将富血小板血浆作为

支架材料与骨髓基质干细胞、软骨细胞等复合后体外培养

发现软骨细胞在富血小板血浆三维支架呈现增殖生长，骨

髓基质干细胞在增殖的同时有向软骨细胞分化的倾向
[8]
。 

干细胞的研究被认为开始于1960年，在加拿大科学家
恩尼斯特•莫科洛克和詹姆士•堤尔的研究之后干细胞是一

群具有高度自我更新和多向分化潜能的细胞，理论上具有

分化为人体所有组织器官类型细胞的能力，因而是再生医

学和组织工程的理想细胞来源[9]
。根据干细胞所处的发育

阶段可将其分为胚胎干细胞和成体干细胞。根据干细胞的

发育潜能分为3类：全能干细胞、多能干细胞和单能干细胞。
间充质干细胞是一类多能干细胞，源于发育早期的中胚层

和外胚层，在体外特定的诱导条件下可分化为脂肪、软骨、

骨、肌肉、肌腱、神经、肝、心肌、胰岛β细胞和内皮等多
种组织细胞，连续传代培养和冷冻保存后仍具有多向分化

潜能。不论是自体还是同种异体的间充质干细胞，一般都

不会引起宿主的免疫反应。2006年，中国在脐带组织中分

离出间充质干细胞，这种组织来源的间充质干细胞具有分

化潜力大、增殖能力强、免疫原性低、取材方便、无道德

伦理问题的限制、易于工业化制备等特征，有可能成为最

具临床应用前景的多能干细胞，目前已作为种子细胞治疗

糖尿病
[10]
、骨

[11]
、软骨损伤疾病。 

本研究通过动物实验初步探讨富血小板血浆和人脐带

间充质干细胞在体内对受损软骨修复的作用，为其临床应

用提供实验依据。 
 
1  材料和方法  Materials and methods  
设计：随机对照动物实验。 
时间及地点：实验于2013年4月至2014年4月在武警总

医院医学实验中心完成。 
材料： 
实验动物：3月龄健康新西兰大白兔40只，雌雄各半，

体质量1.8-2.2 kg，平均2.0 kg，此年龄段动物生命力及恢
复力强。由军事医学科学院实验动物中心提供，实验动物

生产许可证SCXK(京)2011-0010。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

实验方法： 

富血小板血浆的制备：抽取兔耳背中央动脉血4 mL 
EDTA-K2抗凝，采用二次离心法制备富血小板血浆。将装有
4 mL兔血的离心管配平放入离心机中，以2 000 r/min离心  
4 min，吸取全部上清液及交界面下1.0-2.0 mm，再次以    
1 550 r/min离心20 min，此时血小板被浓集至离心管底部，
再去除管内上层的乏血小板血浆(PPP)大部分，约占上清
液上3/4，剩余液体约0.5 mL，即为富血小板血浆，摇匀，
备用

[12-13]
。 

富血小板血浆及脐带间充质干细胞对软骨损伤修复实验用主要试剂与仪器： 

试剂与仪器 来源 

UltraCULTURE细胞基础培养基、Ultroser G血清替代物 美国HyClone 

谷氨酰胺、胰蛋白酶  Gibco 

EDTA-Na2  Biotech 

苏木精、伊红  Solarbio 

莱卡冰冻切片机  德国 

CX21普通光学显微镜、倒置荧光显微镜(CK2- TRC-3) Olympus 

二氧化碳培养箱  中国上海 
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全血和富血小板血浆的血小板计数：草酸铵稀释液

0.38 mL，标本20 μL加入稀释液中，混匀，静置10 min，
混匀，取少许滴入计数池，室温静置10 min，在显微镜下
计数中央大方格中5个小中方格的血小板数，按照公式血小
板数=5小中方格血小板数×109 L-1

，血小板获得率=富血小
板血浆中的血小板数/全血中的血小板数×100。 
细胞提取及培养：取本实验室冻存3代人脐带间充质

干细胞复苏，脐带间充质干细胞的鉴定参考文献[11]的方
法进行。用含10 mL Ultroser G/500 mL、10 mL血清替
代物/500 mL、5 mL谷氨酰胺/500 mL的UltraCULTURE
细胞培养基培养至80%-90% 融合，0.125%胰蛋白酶消
化收集人脐带间充质干细胞，调整细胞浓度为 1×    
1010 L-1

。 

图 2  兔膝关节软骨损伤修复 12周大体形态观察 
Figure 2  Gross observation of the injured cartilage of rabbit knee joint 12 weeks after repair 
图注：图 A为生理盐水对照组，软骨损伤区域明显，未见或极少见新生组织覆盖，软骨退变严重；B为人脐带间充质干细胞组，膝关节软
骨损伤区域较明显，边缘有增生，中央部不平整，可见新生组织覆盖，软骨退变严重；C为富血小板血浆组，膝关节软骨损伤区域已不明
显，大部分由软骨样组织长入，表面较光滑；D为富血小板血浆联合人脐带间充质干细胞组，膝关节软骨损伤区域不明显，全部由软骨样
组织覆盖，表面光滑。 

 A B  C D 

图 3  兔膝关节软骨损伤后组织学观察结果(苏木精-伊红染色，×400) 
Figure 3  Histological observation of the injured cartilage of rabbit knee joint (hematoxylin-eosin staining, ×400 ) 
图注：图 A为生理盐水对照组，可见纤维组织填充，表面平整度差；B为人脐带间充质干细胞组，深部修复组织为透明样软骨，浅部修复组织
为纤维组织，表面平整度较差；C为富血小板血浆组，为透明样软骨，与周围软骨及软骨下骨结合较好，表面平整度较好；D为富血小板血浆
联合人脐带间充质干细胞组，修复组织为透明样软骨，与周围软骨及软骨下骨结合好，表面平整度较好。 

 A  B 

 C  D 

图 1  兔子软骨损伤模型的建立 
Figure 1  Establishing a rabbit model of cartilage defects 
图注：动物模型直径为 5 mm，全层膝关节软骨缺损。 
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兔子软骨损伤模型的建立：无菌环境下将兔的右侧后

腿膝关节内侧纵行全层切开，全长2 cm，直达关节腔，用
手揺钻在股骨髁间前侧钻一直径5 mm，厚度达软骨全层的
圆形孔洞，造成全层膝关节软骨损伤动物模型(图1)，切口
间断全层缝合四五针。术后各实验动物均肌注庆大霉素

4×104 U/d至术后第3天以预防可能出现的术后感染。实验
动物均放回笼子正常饲养，不予制动措施。随机将40只新
西兰大白兔分为4组，每组10只：生理盐水对照组、富血
小板血浆组、人脐带间充质干细胞组、富血小板血浆联合

人脐带间充质干细胞组。 
干预：损伤模型建立后在相应的组的关节腔内分别一

次性注入生理盐水0.5 mL、12.5%富血小板血浆0.5 mL、
1×107

人脐带间充质干细胞0.5 mL、富血小板血浆与人脐
带间充质干细胞0.5 mL(富血小板血浆0.5 mL溶人脐带间
充质干细胞1×107)。 
组织学评分标准：见表1。 
指标检测：造模12周后分别处死各组实验兔，对膝关

节软骨进行大体形态观察。切取实验侧兔膝关节体积分数

10%甲醛固定，EDTA脱钙，冰冻切片机切片，行苏木精-

伊红染色，光镜下观察(40×)；根据O’Driscoll组织学评分
标准对造模后12周切片进行组织学评分[14]

，分值越高表明

修复效果越好。 
主要观察指标：①动物一般状况观察。②软骨修复大

体形态观察结果。③苏木精-伊红染色组织学观察结果。④

膝关节修复组织学评分结果。 
统计学分析：数据均以x

_

±s表示，采用SPSS 16.0软件
进行单因素方差分析，以P < 0.05为差异有显著性意义[4]

。 
 

2  结果  Results  
2.1  实验动物数量分析  实验选用新西兰大白兔40只，分
为4组，实验过程无脱失，全部进入结果分析。 
2.2  动物一般状况观察  40只实验兔麻醉及手术操作顺
利，术后均能正常活动、进食及饮水，未出现膝关节红肿、

流脓等感染表现，未出现其他疾病情况。 
2.3  富血小板血浆、人脐带间充质干细胞纯度  全血中的
血小板数是(210.9±39)×109 L-1

，富血小板血浆中的血小板

数是(1 146±205)×109 L-1
，富血小板血浆中的血小板数是

全血中血小板数的5倍以上。 
    3代人脐带间充质干细胞流式细胞仪表面标志物鉴定
结果为CD105(99.22%)，CD73 (99.99%)，CD90(100%)，
CD45/34/11b/19/HLA-DR(0.50%)。通过多指标联合检测
证实培养的细胞约99%为干细胞，细胞纯度符合实验要
求

[15-16]。 
2.4  软骨修复大体形态观察结果  术后12周可见生理盐
水对照组10只实验兔软骨损伤区域明显，边缘无增生，形
态极不规则，裂隙明显，未见或极少见新生组织覆盖，软

骨退变严重(图2A)；人脐带间充质干细胞组10只实验兔膝
关节软骨损伤区域较明显，边缘增生，形态规则，中央部

不平整，可见新生组织覆盖，覆盖组织呈白色，与损伤边

缘边界不清，软骨退变严重(图2B)；富血小板血浆组10只
实验兔膝关节软骨损伤区域已不明显，大部分由软骨样组

织长入，新生组织与周围正常软骨组织无明显界限，表面

较光滑(图2C)；富血小板血浆联合人脐带间充质干细胞组
10只实验兔膝关节软骨损伤区域不明显，全部由软骨样组
织覆盖，新生组织与周围正常软骨组织无明显界限，表面

光滑(图2D)。 

表 1  组织学评分标准 
Table 1  O’Driscoll histologic standard     

组织学表现 评分 

组织形态 
透明软骨              
大部分为透明软骨        
透明软骨纤维软骨混合        
大部分为纤维软骨    
纤维组织     

 
4 
3 
2 
1 
0 

基质染色 
正常或接近正常 
中等                     
微弱                      
无                          

 
3 
2 
1 
0 

新生软骨厚度 
与周围正常软骨相似                              
低于正常软骨                         
无软骨                            

 
2 
1 
0 

表面整齐程度 
表面光滑完整         
表面不光滑(<25%)      
表面缺损较大(25%-99%)  
全部缺损    

 
3 
2 
1 
0 

与周围软骨整合程度 
两端均整合良好               
一端整合良好  
两端整合差 

 
2 
1 
0 

结构完整性 
  正常 
  轻微损坏 
严重分裂 

 
2 
1 
0 

软骨细胞集群 
无软骨细胞集群 
软骨细胞<25% 
软骨细胞 25%-100% 

 
2 
1 
0 

细胞减少 
正常 
轻度 
中等 
严重 

 
3 
2 
1 
0 

相邻软骨退变 
正常细胞结构，无集群，正常染色 
正常细胞结构，中等细胞集群，中等染色 
中等细胞减少，染色轻微 
严重细胞减少，染色差或无色 

 
3 
2 
1 
0 

炎症 
无 

 轻微 
严重 

 
2 
1 
0 

总分 26 
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2.5  苏木精-伊红染色组织学观察结果  生理盐水对照组
可见纤维组织填充，细胞呈成纤维细胞样，表面平整度差

(图3A)。人脐带间充质干细胞组深部修复组织为透明样软
骨，浅部修复组织为纤维组织，表面平整度较差(图3B)。
富血小板血浆组为透明样软骨，与周围软骨及软骨下骨结

合较好，表面平整度较好(图3C)。富血小板血浆联合人脐
带间充质干细胞组修复组织为透明样软骨，与周围软骨及

软骨下骨结合好，表面平整度较好(图3D)。  
2.6  膝关节修复组织学评分结果  见表2。 
 
3  讨论  Discussion 
骨关节炎多发于中年以后，是一种以关节软骨退变、

破坏和骨质增生为主要特征的慢性关节病，主要临床表现

为关节疼痛、晨僵、骨擦音和功能障碍。流行病学调查显

示全球骨关节炎总患病率为15%；国内报道65岁以上人群
中骨关节炎发病率为60%-90%，随年龄的增长，发病率呈
递增趋势。关节软骨是膝关节骨关节炎早期主要的受损组

织，软骨的损伤又会加速骨关节炎的进展，因此骨关节炎

临床治疗的重点在于保护和修复关节软骨
[17]
。 

目前临床上有多种治疗方法，自2003年Mitchell等[18]

提出人脐带华尔通氏胶来源的基质细胞具有多能干细胞特

性后，越来越多的研究者加入到该领域的探索中，对华尔

通氏胶来源的脐带间充质干细胞的认识和利用取得了很大

的进步。在细胞分离培养、冻存、体外诱导及体内移植等

各方面的研究都备受瞩目，在临床应用如治疗1型糖尿病、
心血管疾病、血液系统疾病等方面取得了较好的成果[19]。

也有研究证明人脐带间充质干细胞具有有效的干细胞潜

能，在体外能诱导形成透明软骨细胞[20]。自体富血小板血

浆在外科治疗中也有广泛应用，如在骨科、颌面外科、耳

鼻喉科中骨的再生的应用，有研究认为，富血小板血浆具

有促进移植骨成活和再生的能力
[17]
；可使骨形成速度增加2

倍，骨密度增加20%；可使种植牙早期获得固位成功，促

进皮肤和黏膜组织的创伤愈合等作用。 
富血小板血浆中富含高浓度的血小板，且含有多种生

长因子，如血小板衍生生长因子，转化生长因子β1、2，
胰岛素样生长因子，表皮生长因子和血管内皮生长因子等，

通过不同生长因子的相互作用，结合靶细胞表面的受体，

激活细胞的信号通路，诱导细胞产生伤口愈合所需的各种

蛋白质和细胞增殖，调整细胞排列形态且纤维蛋白在凝血

酶的作用下释放出内部生长因子促进骨样组织恢复
[21-28]
。 

本实验通过2次离心法将血小板浓缩和分离出来，可制
作出超过末梢血体积分数338%的富血小板血浆，浓缩后的
血浆中含有高质量分数的生长因子，联合人脐带间充质干

细胞对兔子软骨损伤进行干预来研究在体内人脐带间充质

干细胞、富血小板血浆对受损的关节软骨是否有修复作用。

结果显示12周后，生理盐水组全层覆盖纤维样组织，人脐
带间充质干细胞组表层有纤维样组织，深部有透明软骨细

胞，富血小板血浆组全层大部、富血小板血浆联合人脐带

间充质干细胞组全层覆盖透明软骨细胞(苏木精-伊红染

色)。O’Driscoll组织学评分显示人脐带间充质干细胞组、富
血小板血浆组、富血小板血浆联合人脐带间充质干细胞组

较生理盐水组差异有显著性，富血小板血浆组、富血小板

血浆联合人脐带间充质干细胞组较人脐带间充质干细胞组

差异有显著性。得出结论富血小板血浆、人脐带间充质干

细胞、富血小板血浆联合人脐带间充质干细胞的修复效果

优于生理盐水，且富血小板血浆、富血小板血浆联合人脐

带间充质干细胞修复效果优于人脐带间充质干细胞。人脐

带间充质干细胞的修复效果比预想中差可能原因是人脐带

间充质干细胞是异源的或注射剂量不足。 
本实验在实验动物体内有一定的修复效果，在人体是

否有相同的功效有待进一步研究。 
 
致谢：感谢崔佳主任，师兄王黎明，师姐杨爽、吴婷芳对本

研究的帮助。 

表 2  膝关节修复的组织学评分 
Table 2  Histological scoring for repair of the knee joint                                                                 (x

_

±s, n=10) 

组织学评分        生理盐水对照组   人脐带间充质干细胞组   富血小板血浆组   富血小板血浆联合人脐带间充质干细胞组 
组织形态     
基质染色     
新生软骨厚度 
表面整齐程度 
与周围软骨整 
合程度   
结构完整性   
软骨细胞集群 
细胞减少     
相邻软骨退变 
炎症         

0.3±0.5 
0.2±0.4 
0.3±0.5 
0.8±0.6 
0.3±0.5 
 
0.2±0.4 
0.5±0.5 
0.3±0.5 
0.7±0.7 
2.0±0.0 

1.7±0.5a  
0.6±0.5a  
1.0±0.0a   
1.5±0.5a   
1.8±0.4a 

 
1.0±0.0a  
0.7±0.5   
0.7±0.5  
1.0±0.7   
2.0±0.0  

3.4±0.5ab  
2.9±0.3ab   
1.8±0.4ab   
2.3±0.5ab   
2.0±0.0a 

 
1.7±0.5ab  
1.7±0.5ab   
2.6±0.5ab  
2.5±0.5ab  
2.0±0.0    

3.4±0.5ab 
3.0±0.0ab 
2.0±0.0ab 
2.7±0.5ab 
2.0±0.0a 

 
1.7±0.5ab 
1.7±0.5ab 
2.5±0.5ab 

3.0±0.0ab 
2.0±0.0 

总分         5.6±2.2 12.0±1.7a 22.9±1.7ab 24.0±2.1ab 

表注：富血小板血浆组、富血小板血浆联合人脐带间充质干细胞组两组修复组织为透明样软骨，与周围软骨及软骨下骨结合较好，表面平整度较好。与生理盐水对

照组比较，
aP < 0.05；与人脐带间充质干细胞组比较，bP < 0.05。 
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