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　　[摘要]　目的:优化幼儿富血小板血浆(platelet-richplasma,PRP)的制备条件,测定幼儿及成人PRP和贫血

小板血浆(platelet-poorplasma,PPP)中部分细胞因子浓度并分析差异,为后续临床研究奠定基础。方法:本研究

通过两步法制备PRP,采用不同的离心条件,分别测定制备前全血和制备后PRP中的血小板计数(PLT)、血小板

平均容积(MPV)和血小板分布宽度(PDW)等指标,以选择幼儿PRP制备的最优离心条件组合。ELISA 法分别

测定幼儿PRP及PPP与成人PRP及PPP中表皮细胞生长因子(EGF)、转化生长因子β1(TGF-β1)、胰岛素样生

长因子(IGF-1)浓度,并进行统计学分析。结果:可采用全血初次离心600×g(10 min),上层血浆再次离心

2000×g(10min)的方法制备幼儿PRP。幼儿PRP组 EGF、TGF-β1、IGF-1因子浓度均明显高于成人 PRP组,
三者比较差异均有统计学意义(P<0.05)。结论:采用优化离心条件后的两步离心法,可获得稳定、高质量的幼

儿PRP。幼儿PRP中EGF、TGF-β1、IGF-1因子浓度均明显高于成人PRP组,为后续相关试验研究提供了方向。
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Abstract　Objective:Tooptimizethepreparationconditionsofinfantplatelet-richplasma(PRP),measurethe
concentrationsofsomecytokinesinPRPandplatelet-poorplasma(PPP)ininfantsandadults,andanalyzethe
differences,soastolaythefoundationforsubsequentclinicalstudies.Methods:PRPwaspreparedbyatwo-step
method.Differentcentrifugationconditionswereusedtodetermineplateletcount(PLT),meanplateletvolume
(MPV)andplateletdistributionwidth(PDW)inwholebloodPRPbeforeandafterpreparation,respectively,in
ordertoselecttheoptimalcombinationofcentrifugationconditionsforPRPpreparationininfants.Theconcentra-
tionsofepidermalcellgrowthfactor(EGF),transforminggrowthfactorβ1(TGF-β1)andinsulin-likegrowthfac-
tor(IGF-1)inPRPandPPPininfantsandPRPandPPPinadultsweremeasuredbyELISA,andtheconcentra-
tionswerestatisticallyanalyzed.Results:InfantPRPcouldbepreparedbycentrifugationofwholeblood600×g
(10min)andupperplasma2000×g(10min).TheEGF,TGF-β1andIGF-1factorsininfantPRPweresignifi-
cantlyhigherthanthatinPRPgroup.Thedifferenceamongthethreewasstatisticallysignificant(P<0.05).
Conclusion:Two-stepcentrifugationmethodwithoptimizedcentrifugationconditionscanobtainstableandhigh
qualityinfantPRP.TheconcentrationsofEGF,TGF-β1andIGF-1factorsininfantPRPweresignificantlyhigher
thanthoseinadultPRPgroup,whichprovidedthedirectionforsubsequentrelevantexperimentalresearch.
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　　富血小板血浆(platelet-richplasma,PRP)是
通过离心的方法所获取的血小板浓缩液,在再生医

学中扮演着重要角色[1],被广泛用于组织再生[2-3]、
创面修复[4-5]、医学美容[6-7]等领域。目前报道的

PRP制备方法多适用于成人,如何获得较高质量

的幼儿PRP,是亟待解决的问题。另外,相较于贫

血小板血浆(platelet-poorplasma,PPP),PRP 中

含有大量的生长因子[8],测定并分析幼儿与成人

PRP在部分细胞因子浓度上是否存在差异,可为

后续PRP在幼儿的临床应用中提供依据。
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1　材料与方法

1.1　试验标本

因幼儿血液采集困难,本次试验中采用的全血

标本均为多人份 A 型全血混合样本,也减少了个

体间的差异影响。纳入标准:①幼儿年龄:1~6
岁,成人年龄:25~50岁;②凝血功能及血常规指

标正常,且血小板计数(PLT)>200×109/L,肝肾

功能正常;③无心脏病、无内分泌系统疾病、无传染

性疾病、无肿瘤性疾病;④近1个月内未服用任何

药物;⑤为避免血型不同造成凝集反应,血型均为

A型。
1.2　标本收集

1.2.1　标本收集要求　本试验采用的幼儿标本均

为临床申请血型检测的标本,成人血液标本均为临

床体检的血液标本,所有血液标本需符合上述纳入

标准。
1.2.2　离心条件选择试验的标本收集　该试验共

进行 2 次,每 次 收 集 30 例 幼 儿 全 血 共 45 mL
(1.5mL/人)。
1.2.3　幼儿与成人PPP、PRP对比试验的标本收

集　①第3次幼儿血液样本:收集30例幼儿全血

共15mL(0.5mL/人),混合后待制备。②成人血

液样本:收集30例成人全血共15mL(0.5mL/
人),混合后待制备。
1.3　主要试剂及仪器

1.3.1　 材料与试剂 　15 mL 塑料离心管(Bio-
land);表皮细胞生长因子(EGF)(联科生物,批号

A19310431)、转化生长因子β1(TGF-β1)(联科生

物,批号 A98111123)、胰岛素样生长因子(IGF-1)
(联科生物,批号 A113111232)浓度测定均使用

ELISA试剂盒。
1.3.2　仪器　贝克曼大容量低温离心机(德国贝

克曼公司),迈瑞7500全自动血细胞分析仪(国
产),Themo酶标仪(美国 Themo公司)。
1.4　方法

1.4.1　两步离心法　全血经初次离心后将上层血

浆转入另一支离心管内;再二次离心,使血小板下

沉于底部形成沉淀。上层液即为 PPP,移除上层

PPP,用剩余少量 PPP 重悬底部沉淀,即可获得

PRP。
1.4.2　幼儿PRP制备条件优化试验　因幼儿血

液收集困难,故该试验分两次进行。第一次 PRP
制备:通过查阅文献,初步设置了3种离心力和离

心时间的组合(表1)。收集幼儿混合全血45mL,
平均分为3组(15mL/份),将每组全血标本装入

15mL 离心管后,分别按照表 1 离心条件制备

PRP,并采用血细胞分析仪检测制备前全血和PRP
中PLT、血小板平均容积(MPV)和血小板分布宽

度(PDW)三项指标。

表1　第一次制备幼儿PRP离心条件

组别

初次离心

离心力

/g

离心时间

/min

二次离心

离心力

/g

离心时间

/min
第一组 500 10 1500 10
第二组 600 10 2000 10
第三组 800 10 2000 10

第二次PRP制备:参考第一次试验结果,将离

心力和离心时间组合进行部分调整后,开始第二次

试验(表2)。再次收集幼儿全血45mL,平均分为

3组(15mL/份),按表2离心条件制备PRP,并分

析PLT、MPV和PDW 三项指标,期以得到最佳的

离心速度与时间的组合。

表2　第二次制备幼儿PRP离心条件

组别

初次离心

离心力

/g

离心时间

/min

二次离心

离心力

/g

离心时间

/min
第一组 500 10 1500 10
第二组 600 10 1500 10
第三组 600 10 2000 10

1.4.3　幼儿与成人对比试验　① PRP及PPP制

备:根据前期试验结果,选择最佳离心条件。将幼

儿与成人全血标本同条件下制备 PRP 及 PPP。
②采用血细胞分析仪检测以上各组制备前全血和

制备后 PRP 中 PLT、MPV 和 PDW 三项指标。
③采用ELISA试剂盒分别检测幼儿和成人 PRP、
PPP中EGF、TGF-β1、IGF-1因子浓度。
1.5　统计学处理

应用 GraphPadprism10软件,统计各组中不

同细胞因子含量,以 P<0.05 为差异有统计学

意义。
2　结果

2.1　第一次制备幼儿PRP
幼儿血液分别在三种不同离心条件下制备的

PRP,血常规指标检测结果见表 3。综合 PLT、
MPV和PDW 三项指标考虑,三组 MPV 数值相

同,但第二组PDW 较制备前变化最小。说明离心

条件 为 初 次 600×g(10 min),二 次 2000×g
(10min)时,PLT较高且形态保持较好,效果较佳。
2.2　第二次制备的幼儿PRP

幼儿血液分别在三种不同离心条件下制备的

PRP,血常规指标检测结果见表4。结果显示,综合

PLT、MPV 和 PDW 三项指标考虑,第三组 MPV
和PDW 较制备前变化最小。再次说明离心条件

为初次600×g(10min)二次2000×g(10min)
时,效果较佳。
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2.3　幼儿与成人PRP及PPP检测结果对比

2.3.1　 常规检测结果 　 选择离心条件为初次

600×g(10min)、二次2000×g(10min)制备幼

儿及成人样本,相关指标检测结果见表5。
2.3.2　细胞因子测定结果　利用 ELISA 试剂盒

分别测定幼儿 PPP组、幼儿 PRP 组和成人 PPP
组、成人 PRP组中 EGF、TGF-β1、IGF-1浓度,每
组样本含量均测定4次。试验结果显示,幼儿PRP

组EGF含量明显高于PPP组(P<0.05);且幼儿

PRP组高于成人PRP组,差异有统计学意义(P<
0.05)。PRP 组 TGF-β1 含 量 明 显 高 于 PPP 组

(P<0.05);且幼儿PRP组高于成人PRP组(P<
0.05)。IGF-1在PPP组与 PRP组差异无统计学

意义,但幼儿 PRP 组浓度明显高于成人 PRP 组

(P<0.05)。见图1。

表3　第一次制备幼儿PRP的血常规检测结果

检测指标 制备前全血 第一组PRP 第二组PRP 第三组PRP
红细胞/(×1012) 5.16 0.40 0.40 0.40
白细胞/(×109) 9.99 13.54 13.20 8.22
PLT/(×109) 304 1612 1620 1821
MPV/fL 12.8 13.2 13.2 13.2
PDW/% 18.6 20.5 19.0 17.3

表4　第二次制备幼儿PRP的血常规检测结果

检测指标 制备前全血 第一组PRP 第二组PRP 第三组PRP
红细胞/(×1012) 5.25 0.22 0.22 0.22
白细胞/(×109) 8.57 1.86 2.34 1.66
PLT/(×109) 361 2359 2398 2557
MPV/fL 11.4 11.8 11.9 11.7
PDW/% 14.1 13.2 13.3 13.2

表5　幼儿与成人PRP制备的血常规检测结果

检测指标
幼儿组

制备前全血 制备后PRP

成人组

制备前全血 制备后PRP
红细胞/(×1012) 4.29 0.13 4.52 0.23
白细胞/(×109) 8.28 4.67 6.11 1.34
PLT/(×109) 308 1560 254 1551
MPV/fL 10.8 11.4 11.8 12.6
PDW/% 12.5 12.2 14.8 15.7

与幼儿PRP组比较,1)P<0.05。
图1　各组间不同细胞因子的浓度

3　讨论

关于PRP的制备目前已有《自体富血小板血

浆制备技术专家共识》[9],但该共识主要针对成人

PRP的制备,并不完全适用于儿童,特别是幼儿。
幼儿全身血容量少且静脉穿刺困难,活泼好动,共
识中推荐的成分血单采机法和血袋采集法、PRP
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专用分离套装法,均需要较多的血量,对幼儿来说

存在一定困难。因此,幼儿最适合的 PRP制备方

法为试管法手工采集。
目前手工法制备 PRP的方法无统一标准,有

学者也提到了 PRP目前并没有最佳的制备方法,
细胞成分的构成比例也尚无统一的标准,因此其临

床应用价值尚无令人满意的诠释[10]。一般来讲,
增加离心力和离心时间,可以增加PRP中PLT的

浓度,但是也不能无限制地增加离心力和离心时

间,因为有可能造成血小板激活而使效果适得其

反。因此找到适合幼儿 PRP制备的方法,并建立

评价其质量的方法显得尤为重要。因此本研究除

了采用检测 PLT 之外,还采用了检测 MPV 和

PDW 来初步判断制备的PRP质量,找到了比较适

合于15mL离心管手工法制备PRP的离心条件。
即初次离心速度为600×g(10min),上层血浆再

次离心2000×g(10min),MPV 和PDW 较制备

前变化较小,表明得到的PRP质量较佳。
目前认为PRP中含有大量的血小板衍生生长

因子、TGF-β、IGF-1、成纤维细胞生长因子、结缔组

织生长因子、EGF、血管内皮生长因子等因子[11-12],
已被广泛应用于创面修复[13-14]、关节损伤修复[15-16]

和皮肤美容[17-18]等,其中 EGF、TGF-β1、IGF-1三

种因子可促进血管生成,改善血供,治疗缺血坏死

性疾病,可以促进基质合成,重塑组织结构[19-20],在
临床组织修复中起到了关键性的作用。本研究测

定了三种细胞因子分别在幼儿PPP、幼儿PRP和

成人 PPP 和成人 PRP 中的浓度,试验结果表明

EGF、TGF-β1和IGF-1三种因子在幼儿PRP中比

在成人PRP中浓度更高,这可能与幼儿生长发育

旺盛有关,也印证了幼儿组织损伤修复较成人更为

迅速。有研究表明,脐血PRP中有10种利于组织

修复 的 活 性 成 分 高 于 成 人,其 中 包 括 EGF、
TGF-β1

[21]。本次试验中我们并未检测出IGF-1在

PRP组和PPP组中存在差别,可能与我们并未在

PRP制备后立即检测有关。
因幼儿生理及性格特点,烧烫伤、意外皮损,或

者较大的手术后瘢痕恢复不良等较为常见,瘢痕恢

复对幼儿成长的意义重大,因此将 PRP用于幼儿

损伤修复是可考虑的治疗方法。目前已有儿童

PRP应用于临床的报道[22-23],但因其受制于幼儿

血液采集难度大,目前研究较少。随着 PRP应用

的逐渐深入,其抑菌作用也被日益重视[24],采用异

体PRP治疗幼儿损伤是可研究的方向,但考虑到

幼儿与成人的 PRP中部分细胞因子浓度存在差

异,有条件的幼儿采集自体 PRP对损伤修复可能

更为有效。后续我们将进行蛋白组学分析,以期发

现幼儿与成人PRP的其他蛋白差异,为PRP的进

一步有效应用提供理论依据。
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