
网络出版时间: 2024 － 07 － 04 13: 58: 51 网络出版地址: https: / / link． cnki． net /urlid /34． 1065． Ｒ． 20240702． 1448． 006

冷冻保存富血小板血浆对创伤修复的影响及体外机制研究
苏 睿1，董 良2，潘 钊2，闻慧琴1

2024 － 03 － 05 接收

基金项目: 国家自然科学基金( 编号: 81801831) ; 中国博士后科学基

金( 编号: 2021M703067)

作者单位: 1 安徽医科大学第一附属医院输血科，合肥 230022
2 中国科学院杭州医学研究所，杭州 310022

作者简介: 苏 睿，女，硕士研究生;

闻慧琴，女，副主任医师，硕士生导师，责任作者，E-mail:

wenhuiqin@ ahmu． edu． cn

摘要 目的 评估 － 80 ℃超低温冷冻保存后冻融的富血小

板血浆( PＲP) 对伤口愈合相关细胞的影响，揭示超低温冻融

的 PＲP 在创伤修复中的机制，明确低温冷冻保存 PＲP 对促

进伤口愈合应用的可行性和有效性。方法 使用未激活的

新鲜 PＲP、钙离子激活的新鲜 PＲP 和冻融后 PＲP 分别与巨

噬细胞、成纤维细胞和血管形成细胞共培养，测定比较巨噬

细胞极化与炎症反应相关因子的表达及细胞迁移率和增殖

率等多项指标，分析 PＲP 对巨噬细胞极化、炎症及细胞增殖

的影响。结果 与对照组比较，超低温冻融后的 PＲP 使巨

噬细胞 M1 样极化基因 iNOS 表达降低( P ＜ 0. 000 1) ，NO 分

泌减少( P ＜ 0. 001) ，尿素含量增加( P ＜ 0. 000 1 ) ，M1 相关

炎性因子肿瘤坏死因子-α( TNF-α) 降低( P ＜ 0. 001) ，白细胞

介素( IL) -1 分泌降低( P ＜ 0. 001) ，M2 相关抗炎因子 IL-10、
IL-12 分泌水平增加( P ＜ 0. 01，P ＜ 0. 05 ) 。此外，冻融 PＲP
共培养明显促进细胞迁移，提高了血管形成效率，高于新鲜

PＲP 组( P ＜ 0. 01) ，与激活 PＲP 组效果相当。细胞活死染色

和 CCK-8 增殖实验也显示与冻融 PＲP 共培养的 L929 和 HU-
VEC 细胞增殖率均显著增加( P ＜ 0. 01) 。结论 －80 ℃超

低温冷冻保存后的 PＲP 能够显著增强细胞的迁移、分化和增

殖能力，同时抑制炎症因子产生，促进巨噬细胞的 M2 样极

化。低温冷冻保存可被视为一种有效的 PＲP 保存方法。
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在创面修复过程中，血小板发挥重要功能，不仅

参与快速止血，同时释放生长因子以促进自体组织

再生修复［1］。富血小板血浆 ( platelet rich plasma，

PＲP) 是由离心制备而成的含高浓度血小板的血浆。
因其富含多种促进组织愈合、抗炎修复和软组织再

生的生长因子和蛋白质，有望被开发为用于创面愈

合的 新 型 制 剂［2］。传 统 手 工 制 备 法 离 心 提 取 的

PＲP，制备量小，血小板浓度较低，红细胞污染率高，

且抽取的余血细胞及成分均弃去，需要多次静脉穿

刺才能获取足够量的 PＲP。相比之下，机器制备法

获得的 PＲP 产量大，浓度高，无红细胞污染率，除现

用还可分袋冻存，且血细胞等成分在制备的同时均

可回输给患者。机器制备法获得的高浓度 PＲP 可

以在单次静脉穿刺后获得足够的量用于治疗，这不

仅有效简化对患者的管理，更可节省多次制备使用

的时间，大大提高了临床使用的便捷性，降低了医疗

费用，也有利于患者的后期护理［3 － 4］。然而，关于冷

冻 － 解冻过程对 PＲP 促进创面修复作用的影响及

机制尚不明确。该研究旨在评估 － 80 ℃ 超低温冷

冻保存后冻融的 PＲP 对伤口愈合相关细胞的影响，

并探究其作用机制，以深入了解低温冷冻保存 PＲP
产生的生物学效应。

1 材料与方法

1． 1 PＲP 的准备 新鲜 PＲP 由德国费森尤斯公司

的 Com Tec 自动血液成分分离机分离纯化制备而

成，使用管路型号为 C5L，来源于安徽医科大学第一

附属医院输血科的健康志愿者。PＲP 经纯化制备

后，一部分在细胞室中无菌分装后冻存于 － 80 ℃超

低温冰箱。冻融 PＲP 使用前由冷冻保存的 PＲP 于

37 ℃水浴融化获得。新鲜激活 PＲP 则通过将凝血

酶冻干粉和葡萄糖酸钙注射液制备的凝血酶激活剂

激活获得。
1． 2 主要试剂与仪器 DMEM、ＲPMI1640、DMEM/
F12、磷酸盐缓冲液( phosphate buffered saline，PBS) 、
胎牛血清、0. 25%胰酶细胞消化液、青 － 链霉素均购

自美国 Gibco 公司; 佛波酯( phorbol 12-myristate 13-
acetate，PMA) 购自美国 Sigma 公司; 白细胞介素( in-
terleukin，IL) -1、IL-6、IL-10、IL-12 及肿瘤坏死因子-
α( tumor necrosis factor，TNF-α) ELISA 试剂盒均购

自美国 ＲD 公司; NO 检测试剂盒购自中国盒子生工

科技有限公司; 基质胶购自美国 BD 公司; 尿素氮检

测试剂盒购自美国 Abcam 公司; CCK-8 试剂盒、Cal-
cein-AM /PI 活 /死细胞双染试剂盒购自日本同仁化
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学研究所; ＲNA 提取试剂盒、反转录预混型试剂盒

购自艾科瑞生物工程有限公司; 多功能酶标仪购自

美国 TECAN 公司; 倒置荧光显微镜购自日本 Olym-
pus 公司; 生物安全柜、细胞培养箱购自美国 Thermo
Scientific 公司; 冷冻离心机购自美国 Eppendorf 公

司; PCＲ 仪购自美国 Bio-Ｒad 公司; 荧光定量 PCＲ
仪购自瑞士 Ｒoche 公司。
1． 3 细胞培养 人单核细胞来源的巨噬细胞系

THP-1、小鼠成纤维细胞 L929、人脐静脉内皮细胞

HUVEC 均购自美国典型培养物保藏中心。THP-1
细胞 在 ＲPMI1640 培 养 基 中 培 养，L929 细 胞 在

DMEM 高糖培养基中培养，HUVEC 细胞在 DMEM/
F12 培养基中培养。所有培养基中添加 10%胎牛血

清和 1%青 － 链霉素，并在 37 ℃、5% CO2 的条件下

培养。每隔 3 d 更换 1 次培养基，通常 1 周传代 2 ～
3 次。
1． 4 冻融 PＲP 对巨噬细胞极化影响的检测 以 8
× 105 个 /ml 的细胞密度将 THP-1 接种在 6 孔板中，

并在培养过程中添加 100 ng /ml PMA 诱导 48 h，以

促使 THP-1 细胞向 M0 型巨噬细胞方向分化。在

M0 型巨噬细胞的基础上继续培养，向培养基中添加

100 ng /ml 脂多糖( lipopolysaccharides，LPS) 诱导 M0
向 M1 型巨噬细胞方向分化; 向培养基中添加 20
ng /ml IL-4 和 20 ng /ml IL-13 诱导 M0 向 M2 型巨噬

细胞方向分化。同样，M0 细胞分别与含有 5% 终浓

度的新鲜 PＲP、新鲜激活 PＲP 以及经过冻融的 PＲP
共培养 3 d，然后收集细胞。其中，M0 细胞为阴性

对照，M1 和 M2 组作为阳性对照。按照试剂盒说明

书提取 ＲNA，使用 Nanodrop one 测得 ＲNA 浓度后进

行 ＲT-PCＲ 检测，将 ＲNA 逆转录成 cDNA，随后加入

模板( 表 1 ) ，进行 qPCＲ 检测巨噬细胞极化相关基

因 iNOS 和 Arg-1 的相对表达含量。

表 1 用于 ＲT-PCＲ 和 q-PCＲ 分析的相关基因的引物序列

基因名称 引物序列 ( 5'-3')
iNOS F: AGAAACTGAAGAAATCGCTCT

Ｒ: CCGAGGCCAAACACAGCGTA
Arg-1 F: AATCTACAAAACAGGGCTACTCT

Ｒ: TGTGATTACCCTCCCGAGCAA
GAPDH F: GCACCGTCAAGGCTGAGAAC

Ｒ: TGGTGAAGACGCCAGTGGA
VEGF F: TGCGGATCAAACCTCACCA

Ｒ: CAGGGATTTTTCTTGTCTTGCT

1． 5 冻融 PＲP 对巨噬细胞功能影响的检测

1． 5． 1 比色法检测细胞培养上清液 NO 含量 在 6

孔板内将新鲜 PＲP、新鲜激活 PＲP 和冻融 PＲP 与

M0 细胞共培养 3 d 后收集细胞上清液，其中 M0 细

胞为对照组。取 100 μl 细胞培养上清液置于 96 孔

板中，立即加入 50 μl 试剂 A、B。室温下反应 15
min 后，使用酶标仪测定波长 550 nm 处的吸光度

值。
1． 5． 2 比色法检测细胞培养上清液尿素含量 取

50 μl 细胞培养上清液置于 96 孔板中，加入 50 μl
复合检测试剂，按照试剂盒说明书中的步骤进行反

应。37 ℃下反应 60 min 后，使用酶标仪测定波长

570 nm 处的吸光度值。根据试剂盒提供的标准曲

线计算出样品中尿素浓度。
1． 5． 3 ELISA 检测细胞因子分泌 在 6 孔板内将

新鲜 PＲP、新鲜激活 PＲP 和冻融 PＲP 与 M0 细胞共

培养 3 d 后收集细胞上清液，其中 M0 细胞为对照

组。经 1 500 r /min 离心 10 min 后，使用 ELISA 试

剂盒检测炎症因子 IL-1、TNF-α 和抗炎因子 IL-10、
IL-12 的浓度。
1． 6 冻融 PＲP 对 L929 迁移能力的影响 以 1 ×
106 个 /孔的细胞密度在 6 孔板中接种 L929 细胞悬

液，预培养过夜后进行划痕实验。使用无菌 PBS 洗

细胞 3 次，去除不贴壁细胞。随后，使用含有 5% 终

浓度的新鲜 PＲP、新鲜激活 PＲP 和冻融 PＲP 的无血

清培养基与细胞共培养，对照组使用新鲜无血清培

养基。12 h 后观察和拍摄细胞迁移情况，并使用

ImageJ 软件分析迁移面积数据。
1． 7 冻融 PＲP 对 HUVEC 成血管能力的影响

1． 7． 1 体外成血管实验 在冰上按 250 μl /孔加入

4 ℃冻融的基质胶至 24 孔板中，置于细胞培养箱中

1 h 待其凝固。随后用胰酶消化细胞，将 HUVEC 重

悬于含有新鲜 PＲP、新鲜激活 PＲP 和冻融 PＲP 的培

养基中，并调整细胞密度为 2 × 106 个 /ml，对照组则

加入纯培养基。放入培养箱培养 4 h 后，使用显微

镜随机记录 5 个视野，并使用 ImageJ 软件分析血管

内皮细胞的小管分枝和数量等参数。
1． 7． 2 qPCＲ 检测 HUVEC 成血管相关基因 VEGF
的表达 在 6 孔板中以 1 × 104 个 /孔的细胞密度接

种 HUVEC 悬液，预培养过夜贴壁后加入 5%终浓度

的新鲜 PＲP、新鲜激活 PＲP 和冻融 PＲP 至 HUVEC
培养基中，与细胞分别共培养 3、5、7 d。在相应的培

养天 数 提 取 ＲNA 进 行 VEGF 基 因 的 ＲT-PCＲ 和

qPCＲ 检测，以研究其表达情况。
1． 8 冻融 PＲP 对 L929 和 HUVEC 增殖能力的影

响

·4411· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2024 Jul; 59( 7)



1． 8． 1 Live /Dead 荧光染色评估细胞活力 在 24
孔板中以 1 × 104 个 /孔的密度接种细胞悬液，预培

养过夜后加入 5% 终浓度的新鲜 PＲP、新 鲜 激 活

PＲP 和冻融 PＲP，对照组则加入不含 PＲP 材料的培

养基，与细胞分别共培养 1、3、5 d。每孔用 2 ml PBS
冲洗 1 次后，使用活 /死细胞双染试剂盒对细胞进行

染色，在 37 ℃下孵育 15 min，2 ml PBS 清洗 1 次，使

用倒置荧光显微镜观察细胞染色情况。
1． 8． 2 CCK-8 实验测定细胞增殖 在 96 孔板中以

5 × 103 个 /孔的密度接种细胞悬液，并放入培养箱

中预培养过夜贴壁。随后，将细胞分别与上述新鲜

PＲP、新鲜激活 PＲP 和冻融 PＲP 各材料共培养 1、3、
5 d，对照组则加入不含 PＲP 材料的培养基。在相应

的检测时间点配置含有 10% CCK-8 溶液的培养基，

并以换液的方式向每个孔中加入 100 μl CCK-8 溶

液。将培养板放入培养箱中孵育 2 h 后，使用酶标

仪测定 450 nm 处的吸光度值，并以 650 nm 作为校

正波长。
1． 9 统计学处理 所有数据以 珋x ± s 表示，数据结

果使用 Graphpad prism 6. 0 软件进行绘图。对于三

组或三组以上的结果采用单因素方差分析( one-way
ANOVA) 进行检验。P ＜ 0. 05 为差异有统计学意

义。

2 结果

2． 1 冻融 PＲP 对巨噬细胞极化的影响 与 M0 组

比较，M1 组显示出 iNOS 的高表达，M2 组显示出

Arg-1 的高表达，这提示细胞极化模型构建成功。与

巨噬细胞共培养 3 d 后相关基因检测结果显示，与

M1 组比较，添加 PＲP 各组中 M1 巨噬细胞标志物

iNOS 表达水平相对较低。其中，冻融 PＲP 组比新

鲜 PＲP 组和新鲜激活 PＲP 组表达更少的 iNOS( P ＜
0. 001，P ＜ 0. 05 ) ( 图 1A) 。另外，与 M0 组比较，

PＲP 处理的三组中 M2 巨噬细胞标志物 Arg-1 表达

水平趋于更高，这表明 PＲP 的加入促进了巨噬细胞

向 M2 型极化。其中，冻融 PＲP 组中 M2 表型相关

基因 Arg-1 的表达与新鲜 PＲP 组差异无统计学意义

( 图 1B) ，这表明冻融 PＲP 促进巨噬细胞向 M2 方向

转化的能力与新鲜 PＲP 相当。
2． 2 冻融 PＲP 对巨噬细胞功能的影响 经过巨噬

细胞与冻融 PＲP 共培养 3 d 后，与对照组比较，NO
的产生被有效降低( 图 2A) 。与新鲜 PＲP 组比较，

冻 融PＲP组细胞上清液尿素升高［( 14. 02 ± 0. 48)

图 1 冻融 PＲP 对巨噬细胞 M1 /M2 极化的影响( n = 3)

A: iNOS mＲNA 相对表达量; B: Arg-1 mＲNA 相对表达量; a: M0

组; b: 新鲜 PＲP 组; c: 新鲜激活 PＲP 组; d: 冻融 PＲP 组; e: M1 组; f:

M2 组; 与 M0 组比较: ＊＊＊＊ P ＜ 0. 000 1; 与 M1 组比较: ＆＆＆＆ P ＜

0. 000 1; 与 M2 组比较: @ @ @ @ P ＜ 0. 000 1; 与新鲜 PＲP 组比较: ###P

＜ 0. 001; 与新鲜激活 PＲP 组比较: ▲P ＜ 0. 05，▲▲▲P ＜ 0. 001

nmol /μl vs ( 11. 08 ± 0. 66) nmol /μl］，差异有统计学

差异( P ＜ 0. 05，图 2B) 。加入冻融 PＲP 的巨噬细胞

在共培养 3 d 后，与对照组比较，炎症相关的细胞因

子 TNF-α 分泌水平降低至( 122. 63 ± 5. 09 ) ng /ml
( 图 2C) 及 IL-1 降低至( 128. 97 ± 12. 46) ng /ml ( 图

2D) ，而抗炎相关的细胞因子 IL-10 分泌水平增加至

( 76. 09 ± 3. 90 ) ng /ml ( 图 2E ) 和 IL-12 增 加 至

( 37. 88 ± 7. 77 ) ng /ml ( 图 2F ) ，这表明冻融后的

PＲP 具有促进抗炎作用，可通过下调炎性相关细胞

因子的水平并上调抗炎相关细胞因子的水平实现。
值得注意的是，与新鲜 PＲP 组比较，冻融 PＲP 组炎

症相关细胞因子 TNF-α 表达减少( P ＜ 0. 05) ，与新

鲜激活 PＲP 组差异无统计学意义。这表明 冻 融

PＲP 在炎症调节方面表现出生物活性的保持或增

加，有望成为有力的抗炎治疗产品。
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图 2 冻融 PＲP 对巨噬细胞功能的影响( n = 3)

A: NO 表达; B: 尿素含量; C: TNF-α 含量; D: IL-1 含量; E: IL-10 含量; F: IL-12 含量; a: 对照组; b: 新鲜 PＲP 组; c: 新鲜激活 PＲP 组; d: 冻融

PＲP 组; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001，＊＊＊＊P ＜ 0. 000 1; 与新鲜 PＲP 组比较: #P ＜ 0. 05; 与新鲜激活 PＲP 组比较: ▲P

＜ 0. 05，▲▲P ＜ 0. 01，▲▲▲P ＜ 0. 001

2． 3 冻融 PＲP 对 L929 迁移能力的影响 经过 12
h 的细胞迁移实验观察，结果显示，与对照组比较，

负载 PＲP 的各组增强了 L929 的迁移能力，大量细

胞迁移到划痕中( 图 3A) 。此外，使用 ImageJ 软件

对 0 h 和 12 h 的细胞迁移面积进行了定量分析，结

果显示 F 值为 21. 76，并且冻融 PＲP 促细胞迁移能

力与新鲜 PＲP 相当( 图 3B) ，两组之间差异无统计

学意义，这意味着冷冻保存不会阻碍 PＲP 刺激成纤

维细胞增殖的能力。
2． 4 冻融 PＲP 对 HUVEC 成血管能力的影响 在

体外成血管试验中，使用 ImageJ 软件对随机选取的

3 个视野下的血管生成分支数和血管生成连接点数

等参数进行定量分析( 图 4A ～ C) ，结果发现与对照

组比较，负载 PＲP 的各组明显促进了血管生成。其

中冻融 PＲP 组在促生成连接点数量方面表现出比

新鲜 PＲP 组更为优越的性能( P ＜ 0. 001) ，其血管生

成结数量更多，管形成效率更高，与新鲜激活 PＲP
组的促血管能力相当。此外，qPCＲ 结果显示，随着

培养时间的延长，负载 PＲP 的各组 VEGF mＲNA 的

表达量逐渐增加，与体外血管生成实验的结果相互

印证( 图 4D) 。
2． 5 冻融 PＲP 对 L929 和 HUVEC 增殖能力的影

响 含 5% 终浓度的新鲜 PＲP、新鲜激活 PＲP 及冻

融 PＲP 与 L929 细胞共培养 1、3、5 d 后，倒置荧光显

微镜下观察细胞染色结果，发现加入PＲP的各组的

图 3 冻融 PＲP 对 L929 成纤维细胞迁移能力的影响( n = 3)

A: 12 h 细胞划痕试验 × 10; B: 细胞迁移能力比较; a: 对照组; b:

新鲜 PＲP 组; c: 新鲜激活 PＲP 组; d: 冻融 PＲP 组; 与对照组比较: * P

＜0. 05，＊＊P ＜0. 01，＊＊＊P ＜0. 001; 与新鲜激活 PＲP 组比较: ▲P ＜0. 05

L929 细 胞 与 对 照 组 比 较 均 出 现 增 殖 ( 图 5A ) 。
CCK-8 结果表明，冻存后的 PＲP 显示出比新鲜 PＲP
更好的促细胞增殖作用( 图 5B) ，在第 5 天时甚至显

示出比新鲜激活 PＲP 更高的细胞存活率( P ＜ 0. 05，

图 5C ) 。同样，上述材料与HUVEC共培养一段 时
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图 4 冻融 PＲP 对 HUVEC 内皮细胞成血管能力的影响( n = 3)

A: 体外成血管试验 × 10; B: 血管生成分支数统计; C: 血管生成连接点数统计; D: qPCＲ 检测成血管相关基因 VEGF 的 mＲNA 表达; a: 对照

组; b: 新鲜 PＲP 组; c: 新鲜激活 PＲP 组; d: 冻融 PＲP 组; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001，＊＊＊＊P ＜ 0. 000 1; 与新鲜 PＲP

组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01，###P ＜ 0. 001; 与新鲜激活 PＲP 组比较: ▲P ＜ 0. 05，▲▲▲P ＜ 0. 001

图 5 冻融 PＲP 对 L929 成纤维细胞增殖能力的影响( n = 3)

A: 活 /死细胞染色结果 × 10; B: CCK-8 吸光度值结果; C: 细胞活性分析; a: 对照组; b: 新鲜 PＲP 组; c: 新鲜激活 PＲP 组; d: 冻融 PＲP 组; 与

对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与新鲜 PＲP 组比较: ##P ＜ 0. 01，###P ＜ 0. 001; 与新鲜激活 PＲP 组比较: ▲P ＜ 0. 05
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间后，细胞活死染色结果表明冻融 PＲP 对 HUVEC
细胞的增殖有显著的促进作用( 图 6A) 。CCK-8 结

果显示在共培养 1 d 和 5 d，冻融 PＲP 组的细胞计数

与新鲜激活 PＲP 组比较差异无统计学意义，而至第

3 天，冻融 PＲP 组的细胞计数超过新鲜激活 PＲP 组

( 图 6B、C) 。这表明冻融 PＲP 能够有效保持促细

胞增殖的生物学活性，甚至表现出与新鲜激活 PＲP
相当的效能，证实了冷冻保存作为一种便捷的 PＲP
保存方式的潜在价值。

3 讨论

冷冻保 存 PＲP 的 主 要 优 势 在 于 其 能 够 延 长

PＲP 的保存时间，减少采集频率，提高质量一致性，

从而扩大了其在临床治疗中的应用范围［5］。这一

冷冻保存的策略有助于维持 PＲP 的稳定性和可重

复性，为长期疗法和研究提供了便捷性和可行性，展

现极大的实用优势［6］。

冷冻保存 PＲP 在伤口愈合中的应用前景广阔，

但其生物学活性及体外细胞机制值得进一步研究。
从生理学角度上来说，伤口愈合是一个生物学上相

互联系的复杂过程［7］。其中，巨噬细胞快速由 M1
向 M2 极化，完成促炎向抗炎的过渡，是创伤快速修

复的关键［8］。巨噬细胞的 M1 /M2 极化状态可影响

细胞内 iNOS 和 Arg-1 的合成，并进一步调控细胞内

NO 和尿素的合成［9］。此外，成纤维细胞及血管内

皮细胞 在 组 织 结 构 重 建 阶 段 起 着 至 关 重 要 的 作

用［10 － 13］。全面了解这些细胞机制将为深入了解冷

冻保存 PＲP 的治疗潜力及其在伤口愈合中的应用

提供有价值的见解。本研究旨在评估冷冻保存 PＲP
对创面修复过程一些重要因素变化的影响，并阐明

其在创面愈合过程中的作用机制。通过对细胞机制

的分析，本研究将有助于优化 PＲP 的冷冻保存和应

用方案，提升 PＲP 的治疗效果，促进 PＲP 在医学领

域的进一步临床应用。

图 6 冻融 PＲP 对 HUVEC 成血管细胞增殖能力的影响( n = 3)

A: 活 /死细胞染色结果 × 10; B: CCK-8 吸光度值结果; C: 细胞活性分析; a: 对照组; b: 新鲜 PＲP 组; c: 新鲜激活 PＲP 组; d: 冻融 PＲP 组; 与

对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊＊P ＜ 0. 001，＊＊＊＊P ＜ 0. 000 1; 与新鲜 PＲP 组比较: ##P ＜ 0. 01，####P ＜ 0. 000 1; 与新鲜激活 PＲP 组比较: ▲P ＜ 0. 05
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综上所述，本研究探讨了冻融 PＲP 在伤口愈合

过程中的细胞效应机制。实验结果表明，冻融 PＲP
在调节巨噬细胞向 M2 型极化、促进成纤维细胞的

迁移和增殖，以及促进内皮细胞形成新的血管网络

等关键细胞促愈合过程中显示出显著的调节潜力，

能够影响多种伤口愈合关键细胞的生物行为。值得

注意的是，冻融 PＲP 的调节效果甚至在某些情况下

超过了新鲜 PＲP，并且与新鲜激活 PＲP 的效应相

当，这可能部分归因于冻融过程中对血小板膜的破

坏，导致物理激活 PＲP 释放生物有效成分发挥作

用［14］。这些结果证实了冷冻保存是一种既安全又

有效的 PＲP 储存方式，能够有效维持其质量和生物

活性，在伤口愈合领域具有广泛的应用前景，可以改

善伤口愈合过程，加速组织修复。从临床角度来看，

冷冻保存技术实现了 PＲP 按需利用的灵活性，缓解

了时间和地点的限制，为适应不同的临床环境提供

有效的解决方案。然而，尽管本研究提供了有力的

证据，但仍需进一步的深入研究来阐明其中的分子

机制和生物学原理以确定冷冻保存 PＲP 在临床实

际应用中的可行性和安全性。
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The impact and in vitro mechanisms of frozen stored
platelet-rich plasma on wound repair

Su Ｒui1，Dong Liang2，Pan Zhao2，Wen Huiqin1

( 1Dept of Blood Transfusion，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022;
2Hangzhou Institute of Medicine Chinese Academy of Sciences，Hangzhou 310022)

Abstract Objective To evaluate the effects and mechanisms of frozen-thawed platelet-rich plasma ( PＲP) stored
at － 80 ℃ on wound healing-related cells． Furthermore，to explore the feasibility and effectiveness of using cryopre-
served PＲP at low temperatures for promoting wound healing． Methods Using non-activated fresh PＲP，calcium-
activated fresh PＲP，and post-thawed PＲP，co-cultured with macrophages，fibroblasts，and vascular endothelial cells，
the study measured and compared the expression of polarization and inflammatory factors associated with macropha-
ges，as well as cell migration and proliferation rates，among other indicators，to analyze the effects of PＲP on macro-
phage polarization，inflammation，and cell proliferation． Ｒesults Compared with the control group，post-cryopre-
served PＲP at ultra-low temperatures resulted in decreased expression of M1-like polarized macrophage gene iNOS
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( P ＜ 0. 000 1) ，reduced NO secretion ( P ＜ 0. 001) ，increased urea content ( P ＜ 0. 000 1) ，decreased M1-related
inflammatory factor tumor necrosis factor-alpha ( TNF-α) ( P ＜ 0. 001) ，and decreased secretion of white blood cell
interleukin( IL) -1 ( P ＜ 0. 001) ; M2-related anti-inflammatory factor IL-10 secretion levels increased ( P ＜ 0. 01) ，

and IL-12 secretion increased ( P ＜ 0. 05) Furthermore，co-culturing with frozen-thawed PＲP significantly promoted
cell migration and enhanced vascular formation efficiency，surpassing the effects of fresh PＲP and being comparable
to activated PＲP ( P ＜ 0. 01) ． Cell viability assays and CCK-8 proliferation experiments also showed a significant in-
crease in the proliferation rates of L929 and HUVEC co-cultured with frozen-thawed PＲP ( P ＜ 0. 01) ． Conclusion
After being cryopreserved at － 80 ℃，PＲP has been proven to significantly enhance cell migration，differentia-

tion，and proliferation capabilities，while inhibiting the production of inflammatory factors and promoting M2 polari-
zation of macrophages． Therefore，low-temperature cryopreservation can be considered as an effective method for
PＲP preservation．
Key words platelet-rich plasma; cryopreservation; macrophage polarization; wound healing; angiogenesis
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2-APB 通过 PKCα/HIF-1α信号通路抑制
H2 O2 诱导的软骨细胞凋亡

欧阳紫微1，2，董 雷2，王 琰1，2，程远志1，2，朱仁弟1，2，周仁鹏1，2，赵英杰1，2，胡 伟1，2

摘要 目的 探讨 2-氨基乙氧基苯硼酸( 2-APB) 对 H2O2 诱

导的软骨细胞凋亡的作用及其机制。方法 实验分为 Con-
trol 组、H2O2 组、2-APB 组和 H2O2 + 2-APB 组。CCK-8 法检

测各组细胞活力; 显微镜下观察 2-APB 对 H2O2 诱导的软骨

细胞形态变化的影响; TUNEL 法和流式细胞术检测软骨细

胞凋亡情况; 流式细胞术检测脂质活性氧( ＲOS) 水平; West-
ern blot 法检测 2-APB 对 H2O2 诱导的各组细胞中 Cleaved-
PAＲP、p-PKCα和 HIF-1α 蛋白的表达情况; 免疫荧光法检测

PKCα抑制剂 BIM-Ⅰ对 H2O2 诱导的各组细胞中 HIF-1α 的

荧光表达情况。结果 2-APB 对 H2O2 诱导的软骨细胞凋亡

具有抑制作用，且当 2-APB 浓度为 100 μmol /L 时抑制效果

最为显著( F = 235. 80，P ＜ 0. 01 ) ; 2-APB 能够抑制 H2O2 所

致软骨细胞凋亡阳性率( F = 114. 80，P ＜ 0. 01 ) 以及 ＲOS 的

水平( F = 52. 99，P ＜ 0. 01 ) ，并且抑制 Cleaved-PAＲP ( F =
10. 10，P ＜ 0. 05) 、p-PKCα( F = 24. 56，P ＜ 0. 05) 和 HIF-1α( F
= 6. 85，P ＜ 0. 05) 蛋白的表达; PKCα 抑制剂 BIM-Ⅰ能够抑制

H2O2 所致 HIF-1α 荧光强度的增加。结论 2-APB 可以通
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过抑制 PKCα /HIF-1α通路减少 H2O2 诱导的软骨细胞凋亡，

进而保护软骨细胞。
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细胞凋亡是一种高度调节的细胞死亡形式，正

常生理状态下的细胞凋亡能够防止异常增殖的细胞

对生物体产生负面影响，维持机体稳态［1］。然而在

病理状态下，异常凋亡与多种疾病的发生发展密切

相关，包括自身免疫性疾病、退行性疾病和肿瘤等。
软骨细胞是关节软骨中唯一的细胞类型，其过度凋

亡是关节软骨损伤的始动因素，会引发多种软骨破

坏相关疾病［2］。因此，需要进一步探索调节软骨细

胞凋亡的关键因素和机制。
细胞 凋 亡 与 活 性 氧 ( reactive oxygen species，

ＲOS) 的过度累积密切相关，而过量的 ＲOS 可以诱

导缺 氧 诱 导 因 子-1α ( hypoxia-inducible factor-1 al-
pha，HIF-1α ) 在缺氧组织中广泛表达［3］。最新研

究［4］表明，HIF-1α 累积及细胞凋亡与软骨损伤密切

相关。此外，蛋白激酶 C( protein kinase C，PKC) 是

HIF-1α 活性的调节因子，p-PKCα 介导 HIF-1α 转录

发挥促凋亡作用［5］。这提示 PKCα /HIF-1α 信号通
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