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人脐带间充质干细胞联合富含血小板血浆促进大鼠跟腱损伤的修复
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　　［摘要］　目的　探讨不同浓度富含血小板血浆（ｐｌａｔｅｌｅｔｒｉｃｈｐｌａｓｍａ，ＰＲＰ）在体外对人脐带间充质
干细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｈＵＣＭＳＣｓ）增殖、分化的影响，评估 ｈＵＣＭＳＣｓ联
合ＰＲＰ对大鼠跟腱损伤修复的影响。方法　ＰＲＰ活化后成为 ＰＲＰｃｌｏｔｒｅｌｅａｓａｔｅ（ＰＲＣＲ）。取 Ｐ３代
ｈＵＣＭＳＣｓ于培养皿中培养２４ｈ后，分别加入含０％（对照组）、１０％、２０％、４０％ ＰＲＣＲ的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培
养基，于第１、２、３、４天测定ｈＵＣＭＳＣｓ的增殖速度。Ｐ３代ｈＵＣＭＳＣｓ按相同分组培养，于第１、３、５天收
集细胞并提取蛋白。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｈＵＣＭＳＣｓ中成肌腱分化标志性基因肌腱蛋白 Ｃ（ｔｅｎａｓｃｉｎｃ，
ＴＮＣ）、ＳＣＸ（ｓｃｌｅｒａｘｉｓ）、Ⅰ型胶原的表达。选取４８只８周龄雄性 ＳＤ大鼠，Ⅰ型胶原酶溶液５０μＬ注射
于大鼠右侧跟腱制备跟腱损伤模型，３ｄ后于损伤部位再次分别注射５０μＬ生理盐水（对照）、ｈＵＣＭＳＣｓ
悬液、ＰＲＰ或ＰＲＰ＋ｈＵＣＭＳＣｓ混悬液，术后２、４周安乐死大鼠，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测跟腱中 ＴＮＣ、ＳＣＸ及
Ⅰ型胶原的表达，跟腱切片ＨＥ染色行组织学评估。结果　ＰＲＣＲ在体外对ｈＵＣＭＳＣｓ增殖均有促进作
用，２０％ ＰＲＣＲ组促增殖作用最显著（Ｐ＜００５）；２０％ ＰＲＣＲ组较对照组在体外可以显著地促进 ｈＵＣ
ＭＳＣｓ成肌腱分化标志性基因的表达（Ｐ＜００５）；术后２、４周，ＰＲＰ＋ｈＵＣＭＳＣｓ组跟腱中成肌腱分化相
关基因在蛋白水平表达更高，跟腱切片ＨＥ染色显示ＰＲＰ＋ｈＵＣＭＳＣｓ组纤维排列更规整，炎细胞更少。
结论　适宜浓度ＰＲＰ在体外显著促进了ｈＵＣＭＳＣｓ的增殖、成肌腱分化；ＰＲＰ联合ｈＵＣＭＳＣｓ能有效促
进大鼠受损跟腱的修复。
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　　肌腱损伤是最常见的运动损伤，分为急性和慢性
损伤，修复过程缓慢，正常结构与功能恢复困难，绝大

多数为肌腱纤维化及瘢痕修复。肌腱细胞的再生、足

够的局部营养是损伤修复的两个关键因素［１］。间充

质干细胞可作为种子细胞用于组织器官损伤修复［２］；

骨髓等各种组织来源的干细胞也已在各级研究中用于

肌腱损伤的修复治疗［３－５］，但存在异位骨化等风险［６］。

人脐带间充质干细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄｍｅｓｅｎｃｈｙ
ｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｈＵＣＭＳＣｓ）具有干细胞更原始、增殖分
化能力更强、免疫原性低、适合异体移植、取材方便、无

大的伦理学争议等优点［７］，是更加理想的种子细胞。

富含血小板血浆（ｐｌａｔｅｌｅｔｒｉｃｈｐｌａｓｍａ，ＰＲＰ）是从静脉
血提取的血小板含量超过１×１０６个／μＬ的血浆，因含
有多种生长因子，是肌腱损伤修复的另一研究热点。

体外研究［８］表明，ＰＲＰ的激活形式 ＰＲＰｃｌｏｔｒｅｌｅａｓａｔｅ
（ＰＲＣＲ），可以促进肌腱干细胞分化为肌腱细胞、肌腱
细胞的增殖和富含Ⅰ型胶原的细胞外基质的合成、沉
积。Ｇｏｎｚáｌｅｚ等［９］研究发现，在兔跟腱损伤模型中，

ＰＲＰ通过增加Ⅰ型胶原和Ⅲ型胶原的表达、合成来促
进受损肌腱组织的再生修复。在临床上，Ｍｉｓｈｒａ
等［１０－１１］报道 ＰＲＰ局部注射治疗对肌腱损伤有效；Ｄｉ
等［１２］也认为 ＰＲＰ对肌腱病是有效的。在体外，ＰＲＰ
的浓度可以影响肌腱细胞的增殖、分化、迁移以及分泌

等行为，且高浓度的 ＰＲＰ对上述行为是无益的［１３］。

ＰＲＰ的浓度对 ｈＵＣＭＳＣｓ的增殖、分化有怎样的影响
以及ｈＵＣＭＳＣｓ联合ＰＲＰ促进受损肌腱修复的效果如
何，目前尚不明确。因此，本研究通过观察不同时间点

各组细胞的增殖速度及成肌腱相关标志基因的表达，

探讨不同浓度的 ＰＲＰ对 ｈＵＣＭＳＣｓ增殖、成肌腱分化
的影响；观察术后各组大鼠跟腱组织学表现及成肌腱

相关标志基因的表达，了解 ＰＲＰ联合 ｈＵＣＭＳＣｓ对受
损肌腱修复的影响。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　清洁级成年健康８周龄雄性 ＳＤ大鼠４８只，体质
量２５０～３００ｇ，由第三军医大学实验动物中心提供。
采用颗粒型普通大鼠饲料喂养，饮用干净水源，室温

（２０±２）℃。
１．２　ＰＲＰ的准备
　　ＰＲＰ由第三军医大学西南医院输血科抽取健康供
者静脉血后采用白膜层法制备，以白细胞滤过器去除

白细胞，检测 ＰＲＰ中血小板浓度，双蒸水调整 ＰＲＰ中
血小板浓度至１００００００个／μＬ；在 ＰＲＰ中加入１０％
的氯化钙溶液（１∶１０）并放入３７℃的细胞孵箱中１ｈ
使血小板充分聚集活化，首先以１５３×ｇ离心５ｍｉｎ，收
集富含各种生长因子的上清液，再依次以１２５０×ｇ和
１７７０×ｇ离心１０ｍｉｎ去除红细胞、细胞碎片及细胞基
质等，此时得到的上清液即 ＰＲＣＲ［１３］，存储于４℃备
用。研究证明ＰＲＰ和ＰＲＣＲ对细胞的作用无差别，所
以本实验的体外细胞实验均采用ＰＲＣＲ［１４］。
１．３　ｈＵＣＭＳＣｓ的准备
　　ｈＵＣＭＳＣｓ由第三军医大学西南医院生物治疗中
心实验室提供，该实验室已通过ＧＭＰ认证。
１．４　主要实验试剂及实验器材
　　ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（ｓｈ３００２３．０１，ＨｙＣｌｏｎｅ公司），
ＦＢＳ（美国 Ｇｉｂｃｏ公司），Ⅰ型胶原酶（美国 Ｒ＆ＤＳｙｓ
ｔｅｍｓ公司），ＣＣＫ８检测试剂盒（美国 ＢｉｏＲａｄ公司），
ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ抗体（ａｂ３４７１０，Ａｂｃａｍ），ＳＣＸ抗体（ａｂ５８６５５，
Ａｂｃａｍ），Ｔｅｎａｓｃｉｎｃ抗体（ａｂ１０８９３０，Ａｂｃａｍ），倒置相
差显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）。
１．５　实验分组及方法
１．５．１　ＣＣＫ８检测 ｈＵＣＭＳＣｓ增殖速度　　前期预
实验观察到大于 ５０％ ＰＲＣＲ对 ｈＵＣＭＳＣｓ有抑制作
用，并且 ｈＵＣＭＳＣｓ出现大量死亡的现象，故高浓度

６８１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ＰＲＣＲ组设定为４０％。实验分为４组，取 Ｐ３代 ｈＵＣ
ＭＳＣｓ接种于９６孔细胞培养板中，每组３个孔，培养
２４ｈ观察细胞完全贴壁后，分别加入含有 ０％（对照
组）、１０％、２０％、４０％ ＰＲＣＲ的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基
（ＦＢＳ浓度为１０％），分别于第１、２、３、４天以ＣＣＫ８试
剂盒（使用方法参考 ＣＣＫ８试剂盒说明书）测定各孔
波长４５０ｎｍ处的光密度值［Ｄ（４５０）］，以反映各组细
胞的增殖速度。

１．５．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｈＵＣＭＳＣｓ成肌腱标志性基
因蛋白表达水平　　取 Ｐ３代 ｈＵＣＭＳＣｓ接种于６孔
细胞培养板中，每组３个孔，培养２４ｈ观察细胞完全
贴壁后，按照与测 ｈＵＣＭＳＣｓ增殖速度相同的实验分
组进行培养，分别于第１、３、５天提取各组细胞蛋白，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测成肌腱标志性基因 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、ＳＣＸ
及Ｔｅｎａｓｃｉｎｃ（ＴＮＣ）的蛋白表达水平。
１．５．３　动物模型建立及动物实验的设计　　大鼠跟
腱损伤动物模型的建立参照文献［１５－１６］，４８只 ＳＤ
大鼠腹腔注射 ５％戊巴比妥钠（７ｍＬ／ｋｇ），麻醉成功
后，右后肢剃毛、消毒，切开皮肤，切口长约２ｍｍ，显露
跟腱体部，将１０ｍｇ／ｍＬⅠ型胶原酶溶液５０μＬ以２９Ｇ
规格的胰岛素注射器在直视下注入跟腱体部，大鼠跟

腱损伤模型建立完成。实验分为４组（ｎ＝１２），Ⅰ型
胶原酶注射 ３ｄ后在相同位置再次按分组分别注入
５０μＬ生理盐水（对照组）、ｈＵＣＭＳＣｓ（注射细胞量约
１×１０５个）、ＰＲＰ、ＰＲＰ＋ｈＵＣＭＳＣｓ（ＰＲＰ浓度参照体外
细胞实验结果），术后２、４周每组各安乐死大鼠６只，
每组取 ３条跟腱标本 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肌腱组织中
ＴＮＣ、ＳＣＸ及 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ的蛋白表达，３条跟腱标本经
多聚甲醛固定、石蜡固定、切片行组织学染色。

１．５．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　使用总蛋白提取试剂盒
提取总蛋白（贝博生物技术公司）收集总蛋白（细胞或

组织中加入蛋白裂解液，收集于 ＥＰ管中，冰上裂解
３０ｍｉｎ，１５０００ｒ／ｍｉｎ，离心１５ｍｉｎ，提取上清液，４℃待
测），ＢＣＡ试剂盒 （赛默飞世尔科技有限公司，
ＭＧ１６２２８６）测定蛋白样本浓度。电泳：配制 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ凝胶（碧云天，Ｐ００１２Ａ），样品中加入浓缩的
ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白上样缓冲液 ５×Ｂｕｆｆｅｒ（碧云天，
Ｐ００１５），１００℃加热５～１０ｍｉｎ，充分变性蛋白，冷却后
上样到ＳＤＳＰＡＧＥ胶加样孔内进行电泳（先用８０Ｖ，
３０ｍｉｎ，待ｍａｒｋｅｒ分开后１２０Ｖ，６０ｍｉｎ）。转膜：选用
ＰＶＤＦ膜，电流为２００～２５０ｍＡ，时间为９０～１２０ｍｉｎ。
封闭：５％脱脂奶粉溶液室温封闭１ｈ。一抗孵育：以
ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、ＳＣＸ及 ＴＮＣ抗体 ４℃振荡孵育过夜，
ＰＢＳＴ轻摇清洗３次，每次１０ｍｉｎ。二抗孵育：二抗山
羊抗兔（中杉金桥１∶３０００），室温摇床振荡２ｈ，ＰＢＳＴ

轻摇清洗３次，每次５ｍｉｎ。显影：将 ＡＢ液（５０μＬＡ
液＋５０μＬＢ液）加到膜上，显色后曝光。用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ
Ｏｎｅ分析软件分析光密度值。
１．５．５　组织学观察　　５μｍ厚的切片行苏木精伊
红（ＨＥ）染色后显微镜下观察跟腱组织，并通过其纤维
结构、纤维排列、炎症反应等评估受损跟腱修复

情况［１７］。

１．６　统计学方法
　　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，计量数据以珋ｘ±ｓ表示，
组间比较采用单因素方差分析，检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　含适宜 ＰＲＣＲ（２０％）的培养基在体外可以显著
促进ｈＵＣＭＳＣｓ的增殖

　　培养１、２、３、４ｄ时，检测各组Ｄ（４５０）值以反映细
胞的增殖速度（图１）。各时间点含ＰＲＣＲ培养基的细
胞增殖速度值均大于对照组。其中１ｄ时，含 ＰＲＣＲ
培养基的Ｄ（４５０）值均显著大于对照组（Ｐ＜００５），其
中４０％ＰＲＣＲ组 ｈＵＣＭＳＣｓ增殖速度最快，与 １０％
ＰＲＣＲ组、２０％ＰＲＣＲ组差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；１０％ＰＲＣＲ组与２０％ＰＲＣＲ组差异无统计学意
义（Ｐ＞００５）。２、３、４ｄ时，２０％ＰＲＣＲ组 ｈＵＣＭＳＣｓ
增殖速度最快，同对照组比较差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；其中２ｄ时，２０％ ＰＲＣＲ组与１０％ＰＲＣＲ组差
异无统计学意义（Ｐ＞００５），但细胞增殖速度明显快
于４０％ＰＲＣＲ组（Ｐ＜００５），对照组与４０％ＰＲＣＲ组
差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；３ｄ时，各组差异均有
统计学意义（Ｐ＜００５）；４ｄ时，除 １０％ ＰＲＣＲ组与
４０％ＰＲＣＲ组差异无统计学意义（Ｐ＞００５），其余各组
差异均有统计学意义（Ｐ＜００５）。提示，实验组中不
同浓度的ＰＲＣＲ在体外对ｈＵＣＭＳＣｓ的增殖均有促进
作用，而其中以２０％ＰＲＣＲ的促细胞增殖效应最明显
（图１）。
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图１　ＣＣＫ８检测各组细胞的增殖情况
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２．２　含适宜 ＰＲＣＲ（２０％）的培养基在体外可显著提
高ｈＵＣＭＳＣｓ成肌腱标志性基因的表达

　　培养１、３、５ｄ时，各组细胞蛋白收集后采用Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ检测成肌腱标志性基因 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、ＳＣＸ及
ＴＮＣ的蛋白表达水平（图 ２）。ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ：１ｄ时，
１０％ ＰＲＣＲ组与２０％ ＰＲＣＲ组的表达量均显著高于
对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），而４０％ ＰＲＣＲ
组的表达量与对照组差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；
３、５ｄ时，实验组的表达量均显著高于对照组（Ｐ＜
００５）；在所有时间点，２０％ ＰＲＣＲ组的表达量均明显
高于其他组（Ｐ＜００５）。ＳＣＸ：１、５ｄ时，各实验组的
表达量均显著高于对照组（Ｐ＜００５）；３ｄ时，１０％
ＰＲＣＲ组、２０％ ＰＲＣＲ组的表达量显著高于对照组（Ｐ
＜００５），４０％ ＰＲＣＲ组的表达量与对照组差异无统
计学意义（Ｐ＞００５）；在所有时间点，２０％ ＰＲＣＲ组的
表达量均明显高于其他组（Ｐ＜００５）。ＴＮＣ：１、５ｄ
时，各实验组的表达量均显著高于对照组（Ｐ＜００５）；
３ｄ时，１０％ ＰＲＣＲ组、２０％ ＰＲＣＲ组的表达量显著高
于对照组（Ｐ＜００５），４０％ ＰＲＣＲ组的表达量与对照
组差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；在所有时间点，２０％
ＰＲＣＲ组的表达量均明显高于其他组（Ｐ＜００５）。
ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、ＳＣＸ及 ＴＮＣ的表达量在各时间点均以
２０％ＰＲＣＲ组最高，且明显高于其他两个实验组及对
照组；表明在体外适宜浓度的ＰＲＣＲ，即２０％ ＰＲＣＲ组
对ｈＵＣＭＳＣｓ成肌腱标志性基因的蛋白水平的表达的

促进作用最为明显（图２）。
２．３　ＰＲＰ复合 ｈＵＣＭＳＣｓ促进大鼠跟腱损伤后修复

过程中成肌腱标志性基因的表达

　　按照实验分组于跟腱体部行注射性治疗后 ２、
４周，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定各组大鼠跟腱中成肌腱相关基
因（ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、ＳＣＸ、ＴＮＣ）的蛋白表达水平（图 ３）。
ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ：术后２、４周，ＰＲＰ＋ｈＵＣＭＳＣｓ组的表达量
均最高，各实验组均显著高于对照组（Ｐ＜００５）；其中
２周时，各组间均有显著差异（Ｐ＜００５）；４周时，ｈＵＣ
ＭＳＣｓ组与 ＰＲＰ＋ｈＵＣＭＳＣｓ组间差异无统计学意义
（Ｐ＞００５）。ＳＣＸ：术后２、４周，ＰＲＰ＋ｈＵＣＭＳＣｓ组的
表达量均最高，实验组均显著高于对照组（Ｐ＜００５），
且各组间差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。ＴＮＣ：术后
２周，ＰＲＰ＋ｈＵＣＭＳＣｓ组的表达量最高，实验组均显
著高于对照组（Ｐ＜００５），且各组间差异有统计学意
义（Ｐ＜００５）；术后４周，ＰＲＰ＋ｈＵＣＭＳＣｓ组的表达
量最高，且显著高于其他３组（Ｐ＜００５），而对照组、
ＰＲＰ组及ｈＵＣＭＳＣｓ组间则差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。实验表明，ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、ＳＣＸ及 ＴＮＣ的表达量
在全部时间点均以 ＰＲＰ＋ｈＵＣＭＳＣｓ组最高，而 ｈＵＣ
ＭＳＣｓ组表达也均高于对照组和 ＰＲＰ组；ＰＲＰ联合
ｈＵＣＭＳＣｓ促进大鼠受损跟腱愈合的作用最为显著，
单独使用ｈＵＣＭＳＣｓ较单独使用ＰＲＰ促进大鼠跟腱愈
合的作用更强，而 ＰＲＰ可以增强 ｈＵＣＭＳＣｓ促进大鼠
受损跟腱愈合的能力。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　１：对照组；２：１０％ ＰＲＣＲ组；３：２０％ ＰＲＣＲ组；４：４０％ ＰＲＣＲ组；Ｂ：半定量分析ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ的表达　ａ：Ｐ＜
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组比较

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同培养时间各组ｈＵＣＭＳＣｓ成肌腱相关标志基因蛋白水平表达的变化
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　１：对照组；２：ＰＲＰ组；３：ｈＵＣＭＳＣｓ组；４：ＰＲＰ＋ｈＵＣＭＳＣｓ组；Ｂ：半定量分析 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ的表达　ａ：Ｐ＜
００５，与对照组比较；Ｃ：半定量分析ＳＣＸ的表达　ａ：Ｐ＜００５，与对照组比较；Ｄ：半定量分析ＴＮＣ的表达　ａ：Ｐ＜００５，与对照
组比较

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测术后不同时间各组大鼠跟腱组织中成肌腱相关标志基因蛋白水平表达的变化
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图４　ＨＥ染色观察各组大鼠术后２、４周跟腱愈合情况　（×１００）

２．４　ＰＲＰ复合 ｈＵＣＭＳＣｓ改善了大鼠受损跟腱修复
后的组织学表现

　　按照动物实验分组将术后２、４周的大鼠跟腱组织
切片并行ＨＥ染色，通过显微镜下观察跟腱组织的纤
维排列和炎性反应等组织学指标分析跟腱愈合的质

量。术后２周，ＰＲＰ组及对照组跟腱组织中胶原纤维
的排列紊乱、无序，炎性细胞浸润较多；ＰＲＰ＋ｈＵＣ
ＭＳＣｓ组及ｈＵＣＭＳＣｓ组跟腱组织中胶原纤维排列更
加整齐、有序，炎性细胞浸润更少；其中 ＰＲＰ＋ｈＵＣ

ＭＳＣｓ组表现最明显。术后４周，各组跟腱组织的纤维
结构、纤维排列和炎性反应等组织学表现均较该组

２周时的组织学表现更优；ｈＵＣＭＳＣｓ组以及 ＰＲＰ＋
ｈＵＣＭＳＣｓ组的组织学表现均优于对照组，其中 ＰＲＰ
＋ｈＵＣＭＳＣｓ组表现最好，而 ＰＲＰ组对受损跟腱愈合
的改善不明显（图 ４）。实验结果提示：ＰＲＰ＋ｈＵＣ
ＭＳＣｓ组以及ｈＵＣＭＳＣｓ组能在术后２、４周让受损跟
腱有更好的组织学表现，ＰＲＰ可以增强 ｈＵＣＭＳＣｓ促
进受损跟腱修复的能力，而单纯使用 ＰＲＰ促进受损跟

９８１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（２）



腱修复的作用有限。

３　讨论

　　肌腱损伤非常多见，跟腱作为完成走、跑、跳等动
作不可或缺的肌腱，在肌腱损伤中最为常见。间充质

干细胞（ＭＳＣｓ）是组织修复的研究热点，其中 ｈＵＣ
ＭＳＣｓ在向临床转化具有很大的优势及空间；除了前文
所述ｈＵＣＭＳＣｓ的优点外，还有研究表明：其成骨、成
脂能力较弱，这可能会减少肌腱及腱周出现异位骨化、

脂肪化的风险［１８－２０］。这是本研究选择 ｈＵＣＭＳＣｓ的
原因。在肌腱愈合的过程中，肌腱组织中血小板源性

生长因子，表皮生长因子，转化生长因子 β１和胰岛素
样生长因子等的表达都会上调，某些因子受体的表达

也会上调；而 ＰＲＰ中的血小板也可以释放这些因子，
当这些因子与受体结合后即可激活参与组织愈合的相

关通路，这为ＰＲＰ用于肌腱修复提供了理论依据。
　　本研究中，我们选择了去除白细胞的ＰＲＰ，因为有
研究表明，富含白细胞的ＰＲＰ在体外对干细胞是有害
的［２１］；乏白细胞的ＰＲＰ与富白细胞的ＰＲＰ相比较，能
减轻肌腱修复早期的炎症反应，并且可以促进胶原等

细胞外基质正常的合成以及减少基质降解［２２－２３］。体

外实验结果表明：ＰＲＰ可以促进ｈＵＣＭＳＣｓ的增殖，促
增殖效应在ＰＲＣＲ体积浓度为２０％时达到最强；随着
ＰＲＣＲ浓度的增加，这种促增殖的效应逐渐减弱；甚至
在预实验中，当 ＰＲＣＲ体积浓度达到５０％时，细胞开
始出现比较明显的死亡现象；这个实验结果和“ＰＲＰ
浓度依赖性的加快细胞增殖只是在某一个浓度范围

内”的观点是比较一致的。同样的，ＰＲＰ可以使 ｈＵＣ
ＭＳＣｓ成肌腱相关标志基因的蛋白表达水平上升，在
ＰＲＣＲ体积浓度达到２０％时，促进作用最显著；ＰＲＣＲ
浓度增加后，这种促进作用减弱甚至可能还会起抑制

作用。动物实验中，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示：术后 ２、
４周，ＰＲＰ＋ｈＵＣＭＳＣｓ组成肌腱相关标志基因的表达
最高，ｈＵＣＭＳＣｓ组次之，ＰＲＰ组低于两组。这说明
ｈＵＣＭＳＣｓ在肌腱组织“微环境”下有可能成肌腱细胞
分化，而ＰＲＰ具有促进作用。组织学评价也显示：ＰＲＰ
＋ｈＵＣＭＳＣｓ组在术后２、４周让受损跟腱有更好的组
织学表现（胶原纤维的排列更加整齐、有序，更少的炎

症反应），单纯使用 ｈＵＣＭＳＣｓ或 ＰＲＰ对受损跟腱修
复作用均不如二者联合使用时显著。为什么会出现这

种情况呢？我们猜测可能和肌腱组织受损后局部恶劣

的微环境导致肌腱及腱周组织中促进修复的细胞减少

有关，ＰＲＰ复合 ｈＵＣＭＳＣｓ治疗肌腱损伤的效果之所

以好于两者单独使用，一方面是由于 ｈＵＣＭＳＣｓ作为
多能干细胞，具有多向分化潜能，定向分化后可以增加

修复细胞的数量，另一方面 ＰＲＰ又为 ｈＵＣＭＳＣｓ的增
殖、分化提供了足够的“养分”。

　　本研究观察了不同浓度 ＰＲＰ在体外对 ｈＵＣＭＳＣｓ
增殖、成肌腱分化的影响，以及 ＰＲＰ、ｈＵＣＭＳＣｓ及二
者联合使用对大鼠跟腱损伤修复的影响。结果证实：

适宜浓度的ＰＲＰ可以促进 ｈＵＣＭＳＣｓ增殖、成肌腱分
化；ＰＲＰ与ｈＵＣＭＳＣｓ联合使用对跟腱损伤修复作用
强于二者单独使用，存在协同效应。但 ＰＲＰ浓度影响
ｈＵＣＭＳＣｓ增殖、分化的分子机制，ｈＵＣＭＳＣｓ在大鼠
跟腱组织中的转归以及ｈＵＣＭＳＣｓ在大鼠受损跟腱修
复过程中的具体作用目前尚不清楚，需要进一步研究。
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