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【摘要】 目的　 探究可注射型富血小板纤维蛋白( injectable
 

platelet-rich
 

fibrin,
 

iPRF)对体外培养的人脐静脉内皮

细胞(human
 

umbilical
 

vein
 

endothelial
 

cells,
 

HUVECs)成血管分化能力的影响。 方法　 CCK-8 实验检测 HUVECs

增殖能力并筛选最佳浓度的可注射型富血小板纤维蛋白提取液( injectable
 

platelet-rich
 

fibrin
 

extract,
 

iPRFe);划痕

实验和小管形成实验分别检测 HUVECs 迁移能力和成血管分化能力;实时定量 PCR 检测成血管相关基因的

mRNA 表达。 结果　 0. 4 mg / mL 浓度的 iPRFe 促进 HUVECs 增殖效果最佳;iPRFe 对 HUVECs 迁移和小管形成有

显著的促进作用,还能明显提高血管生成素 ( angiogenin,
 

ANG)、C-X-C 基序趋化因子受体 4 (C-X-C
 

motif
 

chemokine
 

receptor
 

4,
 

CXCR4)、血小板衍生生长因子受体 A(platelet-derived
 

growth
 

factor
 

receptor
 

A,
 

PDGFRA)和

血管内皮生长因子(vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor,
 

VEGF)的表达水平。 结论　 iPRF 可以促进 HUVECs 增殖、

迁移和成血管能力,有望成为用于牙髓再生的新材料。

【关键词】 可注射型富血小板纤维蛋白;
 

血管生成;
 

人脐静脉内皮细胞;
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【Abstract】 Objective　 To
 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

injectable
 

platelet-rich
 

fibrin( iPRF)
 

on
 

angiogenesis
 

of
 

human
 

umbilical
 

vein
 

endothelial
 

cells(HUVECs)
 

in
 

vitro.
 

Methods　 The
 

proliferation
 

ability
 

of
 

HUVECs
 

was
 

detected
 

by
 

the
 

Cell
 

Counting
 

Kit-8(CCK-8)
 

and
 

the
 

optimal
 

concentration
 

of
 

iPRF
 

extract( iPRFe)
 

was
 

selected.
 

The
 

migration
 

ability
 

and
 

angiogenesis
 

capacity
 

of
 

HUVECs
 

were
 

detected
 

by
 

scratch
 

assay
 

and
 

tube
 

formation
 

assay,
 

respectively.
 

Real-time
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction (RT-qPCR)
 

was
 

performed
 

to
 

evaluate
 

the
 

mRNA
 

expressions
 

of
 

angiogenic
 

genes.
 

Results　 The
 

iPRFe
 

at
 

0. 4 mg / mL
 

had
 

the
 

best
 

effect
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

HUVECs.
 

The
 

iPRFe
 

significantly
 

promoted
 

migration
 

and
 

tube
 

formation
 

of
 

HUVECs,
 

and
 

significantly
 

increased
 

the
 

expressions
 

of
 

angiogenin ( ANG),
 

C-X-C
 

motif
 

chemokine
 

receptor
 

4 ( CXCR4),
 

platelet-derived
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growth
 

factor
 

receptor
 

A(PDGFRA),
 

and
 

vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor(VEGF).
 

Conclusion　 The
 

iPRF
 

can
 

promote
 

the
 

proliferation,
 

migration
 

and
 

angiogenesis
 

of
 

HUVECs,
 

and
 

may
 

be
 

used
 

as
 

a
 

novel
 

material
 

for
 

pulp
 

regeneration.
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　 　 牙髓再生是治疗牙髓感染或牙髓坏死的一种新

方法,其中血管再生可以恢复牙齿的营养供应,被认

为是功能性牙髓再生的关键[1] 。 可注射型富血小板

纤维蛋白(injectable
 

platelet-rich
 

fibrin,
 

iPRF)是第二

代血小板浓缩制品富血小板纤维蛋白的新型衍生物,
其三维纤维蛋白支架结构中富含Ⅰ型胶原,一定程度

上模拟了细胞外基质的成分和结构,同时含有可以调

节细胞增殖、迁移和分化行为的各种生长因子[2-3] 。
此外,iPRF 还在调节炎症反应、抗菌和促进成骨发生

方面发挥作用[2,4-5] ,其液体形态便于临床操作,可能

是用于诱导牙髓再生的一种理想的支架材料。
但是目前 iPRF 成血管作用的相关研究较少,因

此本研究利用人脐静脉内皮细胞(human
 

umbilical
 

vein
 

endothelial
 

cells,
 

HUVECs)探究 iPRF 促进血管

生成的能力,为使用 iPRF 进行再生性牙髓治疗提供

理论基础。

1　 材料与方法

1. 1　 主要试剂和仪器

高糖 DMEM 不完全培养基、青霉素 /链霉素、胰
蛋白酶、PBS 缓冲液、CCK-8 试剂盒(凯基,中国);
胎牛血清(Gibco,美国);钙黄绿素(Sigma,美国);
Matrigel 基质胶、细胞培养皿、离心管、细胞培养板

(Coring,美国);滤器(Millipore,日本);血管生成载

玻片( ibidi,意大利);TRIzol 细胞裂解液、RNA 逆转

录试剂盒(TaKaRa,日本);低温离心机(Thermo,美
国);倒置显微镜(Nikon,日本)。
1. 2　 可注射型富血小板纤维蛋白提取液( injectable

 

platelet-rich
 

fibrin
 

extract,
 

iPRFe)的制备

　 　 本实验经过同济大学伦理委员会批准(伦理

审查编号:
 

[ 2021] -DW-70) ,所有志愿者知情同

意。 根据已经报道的实验方案[6] ,抽取 5 名健康

男性志愿者(年龄 18 35 岁,不吸烟,不喝酒,无血

液系统疾病,近期没有服用影响血液系统的药物)
10 mL 静脉血,在 4 ℃条件下离心(离心半径 10 cm,
700 r / min,3 min), 吸取上层黄色液态物质即为

iPRF。 参考课题组前期研究方案并进行改良[7] ,将

iPRF 冻干并研磨成粉,每 80 mg
 

iPRF 粉末用 40 mL
高糖 DMEM 不完全培养基浸提 24 h。 在细胞超净

台中使用 0. 22 μm 滤器过滤浸提液后得到 iPRFe,
保存于-20 ℃冰箱。
1. 3　 细胞培养

HUVECs 从中国科学院细胞库中获得,常规培

养液为添加了 10%胎牛血清和 1%青霉素 /链霉素

的高糖 DMEM 不完全培养基,置 37 ℃、5%CO2 细

胞培养箱中培养,每 2 d 更换 1 次培养液。
1. 4　 CCK-8 实验检测细胞增殖能力

将 iPRFe 用高糖 DMEM 不完全培养基稀释,并
添加 10%胎牛血清和 1%青霉素 /链霉素,使 iPRFe 的

浓度分别为 1. 6 mg / mL、0. 8 mg / mL、0. 4 mg / mL 和

0. 2 mg / mL。 实验分为 5 组,对照组为常规培养液,
实验组分别另外添加上述 4 种不同浓度的 iPRFe,
每组设置 5 个复孔。 将 HUVECs 以 2×103 个 /孔接

种于 96 孔板,待细胞贴壁后更换为条件培养液,置
细胞培养箱中培养。 分别于第 1、3、5 d 弃去原培养

液,加入含有 10%
 

CCK-8 液的 100 �L 高糖 DMEM
不完全培养基避光孵育 1 h,用酶标仪测定各孔在

450 nm 处的吸光度值(A450)。
1. 5　 划痕实验检测细胞迁移能力

实验分为 2 组,对照组培养液为含有 1%青霉

素 /链霉素的高糖 DMEM 不完全培养基,实验组另

外添加最佳浓度的 iPRFe,两组培养液均不含胎牛

血清,每组 3 个复孔。 将 HUVECs 以 1×105 个 / mL
接种于 6 孔板,待细胞完全融合后,用无菌枪头在孔

板底部做出划痕标记,各组更换为无血清条件培养

液,置细胞培养箱中培养。 分别于 0、12、24 h 在显

微镜下拍照,用 Image
 

J 软件处理图像,比较各组划

痕愈合情况。
1. 6　 小管形成实验检测细胞成血管能力

实验分组同 1. 5。 血管生成载玻片每孔加入

10 �L 复温可流动的 Matrigel 基质胶于底部,置细胞

培养箱中 30 min 使其凝固。 调整 HUVECs 密度为

2×105 个 / mL,每孔加入经无血清条件培养液重悬

的 50 �L 细胞悬液于基质胶表面,置细胞培养箱中
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孵育。 6 h 后,弃去原培养液,每孔加入 50 �L 浓度

为 6. 25 μg / mL 的钙黄绿素,避光孵育 30 min,PBS
洗 3 次后荧光显微镜下拍照,用 Image

 

J 软件分析各

组小管形成情况。
1. 7　 实时定量 PCR(real-time

 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction,
 

RT-qPCR) 检测成血管相关基因的

mRNA 表达水平

　 　 实验分组同 1. 5。 将 HUVECs 以 1×105 个 / mL
接种于 6 孔板,待细胞贴壁后更换为无血清条件培

养液。 分别于 12、24 h 弃去原培养液,PBS 洗 3 次,
每孔加入 1 mL

 

TRIzol 裂解细胞,根据试剂盒的说

明书提取总 RNA,再使用 TaKaRa 试剂盒逆转录得到

cDNA,检测血管生成素(angiogenin,
 

ANG),C-X-C 基

序趋化因子受体 4(C-X-C
 

motif
 

chemokine
 

receptor
 

4,
 

CXCR4),血小板衍生生长因子受体 A ( platelet-
derived

 

growth
 

factor
 

receptor
 

A,
 

PDGFRA)和血管内

皮 生 长 因 子 ( vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor,
 

VEGF) mRNA 的表达水平,甘油醛-3-磷酸脱氢酶

(glyceraldehyde-3-phosphate
 

dehydrogenase,
 

GAPDH)
作为内参基因。 所用引物序列见表 1。

表 1　 用于 RT-qPCR 的引物序列
Tab. 1　 Primer

 

sequences
 

used
 

for
 

RT-qPCR
 

analysis

基因名称 正向引物(5′→3′) 反向引物(5′→3′)

ANG AGATTCTTCCTCCTGGG-
AGCC

CCAGCACGAAGACCAAC-
AAC

CXCR4 ACTACACCGAGGAAATG-
GGCT

CCCACAATGCCAGTTAAG-
AAGA

PDGFRA TGGCAGTACCCCATGTC-
TGAA

CCAAGACCGTCACAAAA-
AGGC

VEGF GGAGACTCTTCGAGGA-
GCACTT

GGCGATTAGCAGCAGAT-
ATAGAA

GAPDH CCAGAACATCATCCCTG-
CCTCT

GACGCCTGCTTCACCAC-
CTT

1. 8　 统计学处理

所有数据均进行 3 次独立实验,实验数据采用

x±s 表示,由 SPSS
 

20. 0 软件进行 t 检验和单因素方

差分析,P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 　 果

2. 1　 iPRFe 对 HUVECs 增殖能力的影响

用不同浓度的 iPRFe 处理 HUVECs
 

12 h 后发

现,0. 4 mg / mL 浓度的 iPRFe 促进细胞增殖效果最

佳,0. 2 mg / mL 浓度的 iPRFe 也有一定促进作用

(图 1A,P< 0. 05)。 24 h 后,所有浓度的 iPRFe 对

HUVECs 增殖能力均有促进作用,其中 0. 4 mg / mL
 

iPRFe 组细胞增殖率高于 1. 6 mg / mL
 

iPRFe 组和

0. 2 mg / mL
 

iPRFe 组,差异具有统计学意义(图 1B,
P<0. 05)。 因此,0. 4 mg / mL 浓度的 iPRFe 被认为

是促进 HUVECs 增殖的最佳浓度,并被选择用于后

续实验。

图 1　 不同浓度 iPRFe 处理 12 h(A)和 24 h(B)后
对 HUVECs 增殖能力的影响

Fig. 1　 Effect
 

ofiPRFe
 

at
 

different
 

concentrations
 

on
 

proliferation
 

of
 

HUVECs
 

after
 

12 h(A)
 

and
 

24 h(B)
 

of
 

treatment
∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001

2. 2　 iPRFe 对 HUVECs 迁移能力的影响

用最佳浓度的 iPRFe 处理 HUVECs,观察细胞

迁移情况。 如图 2 所示,培养 12 h 时,iPRFe 组的细

胞迁移率均大于对照组,24 h 时差异更为显著,差异

具有统计学意义(图 2,P<0. 05)。
2. 3　 iPRFe 对 HUVECs 成血管能力的影响

小管形成实验的结果显示,HUVECs 经 iPRFe 处

理 6 h 后形成小管结构的连接点数、分支数、总长度和

相对面积均大于对照组,差异具有统计学意义(图 3,
P<0. 05)。 同时,iPRFe 处理 12 h 和 24 h 也明显提高

了 HUVECs 中 成 血 管 相 关 基 因 ANG、 CXCR4、
PDGFRA 和 VEGF 的表达水平(图 4,P<0. 05)。
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图 2　 iPRFe 对 HUVECs 迁移能力的影响
Fig. 2　 Effect

 

of
 

iPRFe
 

on
 

migration
 

of
 

HUVECs
A:

 

细胞迁移实验明场图片;B、C:
 

12 h 和 24 h 后的细胞相对迁移速度;∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001

图 3　 iPRFe 对 HUVECs 成血管能力的影响
Fig. 3　 Effect

 

of
 

iPRFe
 

on
 

angiogenesis
 

of
 

HUVECs
A:

 

小管形成实验荧光图片;B:
 

小管形成实验定量分析结果;
∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001

图 4　 iPRFe 处理 12 h(A)和 24 h(B)后对 HUVECs
成血管相关基因表达的影响

Fig. 4　 Effect
 

of
 

iPRFe
 

on
 

angiogenic
 

gene
 

expressions
 

of
 

HUVECs
 

after
 

12 h(A)
 

and
 

24 h(B)
 

of
 

treatment
 

∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001

3　 讨　 　 论

牙髓再生包括干细胞移植策略和细胞归巢策

略,相较于前者,细胞归巢策略不需要在体外培养干
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细胞,也避免了可能的免疫排斥反应,因此在临床应

用上更具优势,但寻找合适的支架材料和生长因子

提高牙髓再生的成功率是需要解决的问题[8-9] 。 血

小板浓缩制品是一类天然生物支架材料,其交联纤

维蛋白网中含有促进干细胞增殖、迁移和分化的生

长因子,高浓度的血小板也在伤口愈合过程中充当

关键调节剂,已经被用于促进口腔软、硬组织再

生[10] 。 其中 iPRF 是静脉血经低速、低温离心后得

到的新型血小板浓缩制品,其液体形态的优势便于

被注射入复杂细小的根管系统,并在室温下逐渐凝

固,为再生医学提供了一种实用形式[11] 。
血管生成是胚胎发育、损伤修复和组织再生等

生理、病理过程中的重要事件[12] 。 牙髓是高度血管

化的组织,因此血管再生是恢复牙齿活力,维持牙齿

正常发育、免疫防御和自我修复功能的基础[1] 。 体

内牙髓再生过程中血管化的发生可以由具有成血管

潜能的牙源性干细胞直接实现,也可以是牙源性干

细胞在生长因子的诱导下分化为血管内皮细胞,再
发生增殖、迁移和成血管等一系列程序性事件[13-14] 。
本实验选用的 HUVECs 源自人脐静脉内皮,可以较

好模拟生理状态下内皮细胞的特性,常被用于构建

体外成血管模型[12] 。 因此,本研究拟通过细胞增

殖、迁移和成血管分化实验分析 iPRF 对体外培养的

HUVECs 生物学行为的影响,初步评估 iPRF 在再生

性牙髓治疗中的应用前景。
以往的研究提出,血小板浓缩制品对细胞生物学

行为的影响并不完全表现为浓度依赖性[15] 。 同时,
课题组前期在研究 iPRF 对人根尖牙乳头干细胞

(human
 

stem
 

cells
 

from
 

apical
 

papilla,
 

hSCAPs)生物

学行为的影响时也发现 0. 4 mg / mL 的 iPRFe 促进

hSCAPs 增殖效果最佳,0. 4 mg / mL 的 iPRFe 还能明

显提高 hSCAPs 的迁移和矿化能力[7] 。 因此,本研究

参考前期研究方案并进行改良,设置了 1. 6 mg / mL、
0. 8 mg / mL、0. 4 mg / mL 和 0. 2 mg / mL 共 4 个浓度梯

度用于筛选促进 HUVECs 增殖的最佳浓度。 综合分析

12 h 和 24 h 之后各组细胞的增殖情况后,0. 4 mg / mL
浓度的 iPRFe 被认为是促进 HUVECs 增殖的最佳浓

度。 iPRFe 中被检测到许多与细胞增殖、迁移和分化

有关的生长因子[6,16] ,本实验结果提示适宜浓度的生

长因子对细胞增殖的促进效果最佳,过高的浓度反而

达不到最好的效果。 内皮细胞发生迁移是血管生成

的标志行为之一,参与血管生成的早期过程[12] 。 划

痕实验常用于量度细胞横向 2D 迁移的能力,体外培

养的细胞完全融合后,在无血清的条件下人为制造的

划痕愈合情况可以反映细胞的迁移活性。 在本研究

中,划痕制造 12 h 后 iPRFe 组细胞迁移率明显大于对

照组,24 h 后两组差异更为明显,证明 iPRFe 可以有

效促进 HUVECs 的迁移能力。 然而,既定的细胞行

为可能是多种细胞因子和信号通路相互作用的结果,
其作用机制有待进一步研究。

本研究通过小管形成实验和成血管相关基因的

检测来探究 iPRFe 对 HUVECs 成血管的作用。 本

实验使用的 Matrigel 基质胶是最简单常用的体外血

管生成模型,可以评估细胞在无血清条件下与基质

胶中的生长因子和细胞外基质成分相互作用而形成

小管样结构的能力[17] 。 荧光图片清晰展示了 iPRFe
组形成的小管样结构明显多于对照组,与软件定量

分析结果一致。 同时, iPRFe 也显著提高 HUVECs
中成血管相关基因 ANG、CXCR4、PDGFRA 和 VEGF
的 mRNA 表达水平。 CXCR4 参与细胞内稳态,在
血管生成早期招募细胞有助于血管再生[18] ;ANG、
PDGFRA 和 VEGF 通过激活血管内皮细胞的系列

反应刺激血管生成[19-21] 。 这些血管生成标志物在

iPRFe 组的高表达也证明了 iPRF 的促血管生成能

力。 据报道,iPRF 内含有可以调节血管生成的多种

生长因子, 包括高浓度的血小板衍生生长因子

(platelet
 

derived
 

growth
 

factor,
 

PDGF)、转化生长因

子( transforming
 

growth
 

factor,
 

TGF) 和 VEGF 等,
可以缓慢释放长达 10 d 以上[6,16] 。 以往的一项体外

共培养模型也发现,iPRF 可以上调促血管生成因子

VEGF 的表达[22] 。 iPRF 联合明胶纳米颗粒也被报

道可以促进血管生成和成骨,有利于拔牙后的牙槽

嵴保存[23] 。 总的来说, iPRF 在促进血管生成的多

个事件中都发挥了促进作用,其促血管生成和组织

再生的能力得到初步验证。 然而,本研究还有很大的

局限性,因为 HUVECs 不存在于生理状态下的牙髓

组织中,不能完全代表牙髓再生过程中干细胞的生

物学行为。 因此,基于本研究的结论,本课题组计划

进一步探究 iPRF 对牙髓内固有细胞成血管分化能

力的影响,更好地阐明 iPRF 用于临床牙髓再生的可

行性。
综上所述,本研究结果表明 iPRF 对体外培养的

HUVECs 增殖、迁移和成血管分化能力具有促进作

用,为可注射型富血小板纤维蛋白应用于再生性牙

髓治疗提供了一定理论基础,但其分子机制及临床

转化的效果有待进一步探究。
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