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摘 要 

 富含血小板血漿(Platelet-rich plasma；PRP)是透過血液離心及活化製備出含有高濃度

血小板的產物，能幫助組織修復與再生。但傳統 PRP 在特定組織微環境的滯留時間低，

治療效果不佳，因此需要研究適合的生醫材料作為傳統 PRP 的運載工具。本研究證實，

PRP 中血小板被激活後，可以釋放出更多的生長因子與細胞激素，且 PRP 透過與玻尿酸

(Hyaluronic acid；HA)結合可形成穩定且生物體可以降解的水膠劑型(Hydrogel)。生醫材料

殼聚醣(Chitosan)與 HA 形成之複合物，不僅可以增強 Hydrogel 結構的穩定，還能完整包覆

血小板且不影響其完整結構與特性，具備生長因子緩釋效果。最後開發出可注射性富含血

小板水膠複合物 (PRP-Chitosan-HA complex Hydrogel, PRH)，證實其能促進神經細胞增生，

並改善膀胱神經損傷後的相關組織變化，相當具備未來臨床應用之潛力。 

 

壹、 研究動機 

富含血小板血漿(PRP)是 Platelet-rich plasma 的縮寫，PRP 是抽取人體或動物本身的血

液，透過離心及活化等方法將血漿中的血小板濃度提高（約為正常血小板濃度的 3 至 5 倍），

再將這種濃縮後血漿(PRP)注射到需要治療的部位(Anitua et al., 2007)。為什麼 PRP 會有治

療效果呢？這要從我們血液的功能說起，我們的血液裡主要的成分是血漿跟血球，血漿中

含有纖維蛋白質，類似網狀型態，可以在傷口處捕捉血小板以形成凝塊。而血球的組成主

要包括三種：白血球、紅血球和血小板。白血球負責打擊感染源及殺死病菌，紅血球可以

協助氧氣的運送，而血小板最主要的功能是幫助傷口凝血避免血流不止。當身體發生出血

或組織受傷時，血小板會彼此聚集堵住傷口，並召喚更多血小板與幫助凝血的蛋白質聚集

成血凝塊幫助止血。除此之外，血小板對於受傷組織的修復也有幫助，血小板在作用的過

程中，接觸到需要被"修復"的組織後，會進入"活化態"(被激活)，透過釋放「細胞生長因子」

(growth factor) 以及其他數種「細胞激素」（cytokines）等，能調節發炎反應並促進幹細胞與

修復細胞的移動、增生、分化等，幫助組織修復及再生(Yu et al., 2011)。 

由於 PRP 是種自體衍生的產物並且含有高濃度的生長因子與細胞激素，我們可以利

用物理或化學的方式，讓濃縮後血小板內含的細胞顆粒釋放出生長因子與細胞激素，來引

發受傷組織一系列的生物訊息反應，可以調節發炎反應並在原地招募未分化的細胞到損傷
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的部位，誘發這些細胞進行有絲分裂與血管新生作用。，此外，PRP 也被發現有協助調節

人體內的代謝、幫助組織修復與癒合的功能。目前醫學界在臨床上已經開始利用 PRP 來調

節各種發炎表現並透過其增強組織修復的能力來協助治療多種病症，像是用來幫助慢性皮

膚潰瘍(Anitua et al, 2008)及糖尿病足潰瘍的癒合(Babaei et al., 2017)、腰椎骨融合(Hee et al, 

2003)、牙周組織的再生(Agarwal et al, 2014)以及骨關節炎的治療(Dai et al, 2017)等，在加速

燒燙傷的癒合、骨科、整形外科和脊椎外科的領域 PRP 都有很大的應用空間。除此之外，

PRP 同時也提供了損傷的神經一個富含血小板生長因子的培養基，進而增強其再生功能

(Eccleston et al., 1993; Marx, 2004)，這些生長因子也被發現除了有神經保護的功能更有機會

能促進神經再生(Apel et al., 2010; Koriyama et al., 2007; Lin et al., 2010)。更重要的是 PRP 還

具有成本低、製備容易且兼具生物安全性等種種優點 (Anitua et al., 2007)，因此未來在臨床

上的使用相當值得讓人期待。 

然而目前 PRP 在臨床製備流程上並無一致標準，且其詳細作用機轉目前仍有許多值

得探討之處，若能深入探討 PRP 在臨床應用的作用機轉，將可提供其臨床應用更堅實的基

礎。此外，每個人的血液情況在不同的時間與條件下都不同，因此雖然目前認為三到五倍

的 PRP 有最佳治療效果，不過在身體不同的部位，所需要的最佳濃度仍然未知。另外，在

治療方式的部分，包括一次應該注射多少量的 PRP 以及多久要注射頻率一次等，也都還沒

有定論。此外，PRP 雖然在動物實驗顯示出可能有神經與組織修復的效果(Wu et al., 2016 )，

但抗發炎作用需在特定的組織位置才能顯現出其抗發炎的作用。傳統 PRP 在特定組織微

環境的滯留的時間低，若是在組織受傷後直接注射血小板在開放的組織空間，其作用效果

可能會無法長久，所以開發生物材料作為 PRP 中生長因子及細胞激素的運載工具是一件

重要的課題。 

近年來，特殊水凝膠複合物在生醫材料與藥物釋放的應用上受到矚目。水凝膠

(Hydrogel)可以運用在生物體的組織受損原位處，而達到緩慢且長時間的藥物釋放效果。同

時其生物相容性及可降解性更是水凝膠的一大優點。其次，天然來源的生物材料如殼聚醣

(Chitosan)先前研究指出該產品是安全的，它是一種幾丁質的衍生物，殼聚醣的神經移植物

質已廣泛用於神經重建。而玻尿酸(hyaluronic acid; HA)也是相當具有潛力的生醫材料，已

知可以作為藥物傳遞系統，有效延長藥物釋放時間，達到最好的治療效果(Jhang et al. 2014)。



3 

因此我們希望利用這些材料結合 PRP，開發一個新的富含血小板水凝膠複合物製劑。PRP

的治療方式與潛在作用機轉還有非常多值得去探討的地方，也促使我們想要去瞭解它的製

備特性，並嘗試優化及廣化其製備。透過前面的特性分析與優化製備的基礎來開發可注射

性的富含血小板的水膠複合物，並進一步透過細胞與動物實驗驗證其對神經組織保護的效

果。期待這些研究成果未來將可以提供做為新醫材開發的基礎以及提供臨床新的治療應用。 

 

 

貳、 研究目的 

綜觀文獻，雖然已知富含血小板的血漿(PRP)會影響組織的修復及再生，但傳統 PRP

目前在製備流程上並無一致標準，且其在特定組織微環境滯留的時間低，效果無法持久，

因此需要研究適合的生物材料作為傳統 PRP 中生長因子及細胞激素的運載工具，再加上

文獻上對於 PRP 在神經相關組織的應用證據較缺乏。 

所以本次研究具體目標有以下三點： 

一、富含血小板血漿的特性分析與製備改良，進一步作為開發可注射性富含血小板水膠的

基材。 

二、開發可注射性富含血小板水膠複合物 (PRP-Chitosan-HA complex Hydrogel)作為生長因

子及細胞激素運送的載體，我們將之命名為 Platelet Rich Hydrogel (PRH)。 

三、透過細胞與動物實驗證實此複合物 PRH 對神經組織保護的效果。 

 

透過這些研究目標，我們希望開發新的可注射性富含血小板水凝膠複合物，並進一步

利用細胞與動物研究讓我們更加了解 PRH 未來應用在醫學上的應用與潛力，期待這些研

究成果未來將可以提供做為新醫材開發的基礎以及提供臨床新的治療應用 
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參、 研究設備及器材 

一、 儀器 

用途 儀器設備 

PRP製備 

離心機 (Hettich zentrifugen, MIKRO 200R) 

無菌操作台 

細胞培養箱 

數位顯示乾浴器 

生長因子測量 
酵素免疫吸附分析儀 

(Thermo Scientific, Multiskan EX) 

超細微構造組織分析 穿透式電子顯微鏡 

細胞培養 
無菌操作台 

細胞培養箱 

組織染色 

螢光顯微鏡(Nikcon 50i) 

組織切片機 (Thremo HM325) 

恆溫水浴槽 (TSK shaking bath, SB301) 

 

二、 器材 

(一) 0.22μm 針頭過濾器 (Sartorius) 

(二) ACD-A 採血管 

(三) 10 ml 塑膠注射針筒 (TERUMO) 

(四) 1.5ml 離心管 (Thermo) 

(五) 50ml test tube (Falcon) 

(六) PE50 管 

(七) ELISA 96 孔分析盤 (Costar) 

(八) 細胞培養 96 孔盤 

(九) Polypropylene conical tube 15 ml (Falcon) 

(十) Polypropylene conical tube 50 ml (Falcon) 

(十一) Silane-coated slide (DAKO)  

(十二) 微量吸管分注器 

(十三) 微量吸管 
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(十四) 封口石蠟膜 

(十五) 血球計數盤 (Hausser scientific bright-line® hemacytometer) 

(十六) 計數器 

(十七) 黏度計 

 

三、 藥品 

(一) 95% 酒精 - Sigma Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MP, USA)  

(二) HistoChoice® Clearing Agent - Sigma Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MP, USA) 

(三) Collagen solution type I from rat tail - Sigma Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MP, USA) 

(四) Eosin - Sigma Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MP, USA) 

(五) Hematoxylin Stain Solution - Merck Chemicals Co. (Darmstadt, Germany) 

(六) Isoflurane - Halocarbon Products Corporation (Odaiba, Tokyo, Japan)  

(七) Isopropanal - Sigma Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MP, USA) 

(八) Paraformaldehyde - Sigma Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MP, USA) 

(九) CaCl2 -Sigma Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MP, USA) 

(十) VitroView™ Toluidine Blue Stain Kit-VitroVivo Biotech Co.(Rockville, Maryland,USA) 

(十一) HCS Apoptosis-TUNEL Assay - Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, USA) 

(十二) Sodium pentobarbital - Sigma Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MP, USA) 

(十三) PBS buffer- Sigma Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MP, USA) 

(十四) ELISA kit- R&D Systems, Inc.(Minneapolis, MN, USA) 

(十五) Tris - Sigma Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MP, USA)  

(十六) Tween 20 - Fisher Scientific (New Jersey, USA) 

(十七) Lipopolysaccharide(LPS) -Sigma Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MP, USA) 

(十八) HA-Sigma Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MP, USA) 

(十九) Chitosan- Sigma Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MP, USA) 

(二十) Pluronic F127 (PF127) - Sigma Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MP, USA) 
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肆、 研究過程或方法 

研究流程圖 

 

 

 

 

評估可注射性富含血小板水膠複合物

(PRH)對神經的保護效果

對神經細胞型態與增生的影
響

促進神經髓鞘軸突受損後的
再生效果

對神經受損後膀胱上皮組織
與平滑肌細胞修復之效果

可注射性富含血小板水膠複合物(Platelet-rich hydrogel, PRH)
開發

PRP成膠特性分析
開發可注射性PRP-殼聚醣

(Chitosan)-玻尿酸(HA) 複合
物水膠 (PRH)

PRH的超顯微構造觀察

一、 富含血小板血漿的特性分析與製備改良

比較不同活化試劑對PRP型態
影響

評估PRP活化前後細胞激
素與生長因子釋放

比較優化製備的PRP與市
售PRP萃取套組
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一、 富含血小板血漿(PRP)的製備與改良 

(一) PRP 製備： 

    以 21 號針頭抽取 40 mL 的大鼠血液並立即加入含 ACD-A 抗凝血劑的採血管

中充分混合。以 500 x g 離心 30 分鐘，分離完成後可以分為三層：上層血漿，中層 

buffy coat 及下層紅血球。抽取中層 buffy coat 及上層血漿。以 2000 xg 的速度離心 15 

分鐘。離心後分為二層：上層為血漿，下層即為「PRP」。小心抽掉 9/10 的上層缺乏血

小板血漿 (Platelet poor plasma, PPP)，剩餘的 1/10 即為「PRP」。需計數後確定含有 1～

2×10
6/μL 以上的血小板數量在血漿內。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 圖一、PRP 製備過程說明與流程圖。 

 

(二) 傳統 PRP 活化前後血小板的型態變化 

    利用穿透式電子顯微鏡來觀察 PRP 加入氯化鈣前後血小板的型態變化。我們將

製備好的 PRP，加入 1: 9 的 40mM 的氯化鈣之後，經由特殊的固定處理過程，由專門

技術人員協助製備成標本並放置在銅網上後於電子顯微鏡上做觀察。 

 

(三) 驗證不同活化試劑對 PRP 中血小板型態改變之影響 

    利用穿透式電子顯微鏡來觀察 PRP 加入不同活化試劑對 PRP 中血小板型態改變

之影響。我們將製備好的 PRP，分別加入 5% Thrombin, 1.75% CS175, 1% TC196 and 1% 

SB052 之後，經由特殊的固定處理過程，由專門技術人員協助製備成標本並放置在銅

網上後於電子顯微鏡上做觀察。 
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(四) 以酵素免疫吸附分析 (Enzyme-linked immunosorbent assay) 測試活化前後生長因

子與細胞激素濃度差異，並與市售套組做比較。 

    後續我們將 PRP 使用 CS175 活化後使用稀釋緩衝液將其稀釋 50 倍後備用。並將

標準液依序 2 倍稀釋，濃度分別為 (1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625, 0.03125, 0 ng/μL、各 3 

重複)。各取 100 μL 加至 ELISA plate。室溫靜置 2 小時後，以 400 μL 的 PBS / 

0.05% Tween 20 各清洗 4 次，再加入稀釋 1000 倍的 100 μL 的 Detection antibody  (稀

釋成 1/1000)，置於室溫 2 小時，接著以 400 μL 的 PBS / 0.05% Tween 20 清洗 4 次，

加入 100 μL 的 HRP-linked antibody (稀釋成 1/200)，置於室溫 20 分鐘，接著以 400 

μL 的 D-PBS / 0.05% Tween 20 清洗 4 次，加入 100 μL 的 Substrate solution，於室

溫下靜置 20 分鐘，加入 50 μL 的 2 N 硫酸  使之停止反應，以 Elisa reader 於 450 

nm 測定。實驗結束後標準溶液畫出標準曲線，再以內差法推測算出「富血小板血漿」

中含  CXC 趨化因子 5 (C-X-C motif chemokine 5 ；CXCL5)、轉化生長因子 -β1

（Transforming growth factor beta 1；TGF-β1）與血管內皮生長因子(Vascular endothelial 

growth factors；VEGF)濃度，作為「PRP」生長因子與細胞激素濃度的參考依據。而與

市售 PRP 萃取套組比較下列細胞激素 CXCL5、Granulocyte Colony Stimulating Factor (G-

CSF)、Insulin Like Growth Factor Binding Protein 5 (IGFBP5)、Interferon gamma (IFNγ) 與

生長因子 Platelet-derived growth factor-AA (PDGF-AA)、VEGF-C、VEGF、Fibroblast Growth 

Factor 9 (FGF9)、Epidermal growth factor (EGF)、Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) 

之濃度。 

 

二、 可注射性富含血小板水膠複合物(Platelet Rich Hydrogel, PRH)開發 

(一) 不同促凝試劑對PRP成膠特性分析： 

    將製備好的PRP分別加入凝血酶、膠原蛋白與玻尿酸(hyaluronic acid; HA)後，這三

個分別是可以促進血小板活化或凝集的物質，加入後分別觀察其成膠後的型態、成膠

後放置37℃，1天、3天、7天後的膠體變化。 

 

(二) 製備PRP / 玻尿酸水膠複合物(HA complex hydrogel) 

1.玻尿酸複合物(HA-complex)的製備： 

    分別使用不同濃度的玻尿酸(hyaluronic acid; HA)與Pluronic F127 (PF127)混合

後，形成HA-complex。詳細流程為秤取1 g的HA後，加去離子水99g混合。為使HA

能夠溶解，將配製樣品放在震盪器搖晃一晚，樣品置於冰箱備用。配製1M MgCl2
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溶液，稱取20.33 g的magnesium chloride hexahydrate後，加入100 mL去離子水，攪

拌溶解。配製30% PF127 (w/w) 溶液，稱取30 g的PF127後，再加入 70g 的水混

合。 

2.製備PRP / 玻尿酸水膠複合物(HA complex hydrogel)： 

    利用mechanically vortex震盪450 µL PRP，一邊震盪一邊緩慢添加50 µL的HA 

complex hydrogel，添加完後，均勻搖晃震盪使PRP能夠均勻於水凝膠中。 

3.觀察PRP /玻尿酸水膠複合物(HA complex hydrogel)的備黏稠性與附著力： 

使用黏度計確認各組黏性(Viscosity)、剪應力(shear stress)、剪切速率（Shear 

rate）與流速(Flow rate)等參數及其相關性，以確認可注射性之條件。 

 

(三) 殼聚醣(Chitosan)對玻尿酸水膠複合物(HA complex hydrogel)結構的穩定性影響：      

    將3 mg的Chitosan與1 mL HA complex hydrogel混合形成膠體後，分別置於PH4-7的

緩衝液中，並分別放置於25℃，37℃，45℃等溫度下4小時，觀察其膠體的降解程度來

確定交體結構的穩定性。統計方式為四小時後剩餘膠體的重量/原膠體重量x100%。 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖二、可注射性富含血小板水膠複合物(Platelet Rich Hydrogel, PRH)開發流程 

 

(四) 可注射性富含血小板水膠複合物(Platelet Rich Hydrogel, PRH)製備及觀察： 

    先配置3mg/mL的Chitosan，取100µL與1 mL PRP混和後，配置0.25% HA complex 

hydrogel(根據實驗結果 (二 ))，慢慢地將100µL的PRP/Chitosan與900µL HA complex 

hydrogel混合形成膠體後，放置於4℃備用。後續進一步用穿透性電子顯微鏡驗證

PRP/HA complex 水 膠 與 PRP/Chitosan/HA complex 水 膠 的 超 顯 微 構 造 ， 發 現

PRP/Chitosan/HA complex水膠具可注射性且對血小板的包覆性佳。我們利用小鼠皮下

注射證實PRH在體內的聚合性，生體降解性與膠體穩定度。最後我們將進一步驗證可
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注射性富含血小板水膠複合物對神經的保護效果，並將開發之產物命名為Platelet Rich 

Hydrogel(PRH)。 

 

三、  評估可注射性富含血小板水膠複合物(PRH)對神經的保護效果 

(一) 對神經細胞型態的影響 

1. 細胞培養： 

    大鼠許旺細胞系 RT4-D6P2T 購自 ATCC。使用 10％胎牛血清的 RPMI-1640 培

養基培養。後續使用 DMEM 培養液培養，並在補充有 10％胎牛血清（FBS，Gibco，

Grand Island，NY）和 1％青黴素-鏈黴素溶液中生長。每兩天更換一次培養基。 

2. 細胞形態研究： 

    為了進一步研究細胞在膠體中的分佈和形狀，將 100µL 含細胞的 PRH 培養

在 96 孔盤的孔中，並孵育 3 天。之後將細胞在顯微鏡下觀察其型態變化。 

 

(二) 以 MTT 檢測不同濃度的 PRH 對大鼠神經細胞增生之效果 

1. 細胞毒性與增生實驗： 

    將實驗分為對照組(無細胞)、有使用 PRH 與無使用 PRH。細胞毒性試驗濃度

的 PRH 分別含有 20%, 10%, 5%, 3%, 1%的 PRP，而增生實驗的 PRH 分別含有 1%, 

0.5%, 0.1%, 0.01%的 PRP。兩組各在加有 10％胎牛血清和 1％青黴素鏈黴素的

DMEM 存在下，在 96 孔盤中培養上述細胞。沒有 PRH 的細胞與僅加 HA complex 

hydrogel 作為對照組。細胞貼附後分別培養 2 與 4 天，為了進行測定，小心吸出

培養基，並用無菌生理食鹽水沖洗 PRH 一次。將培養液吸掉後加入 MTT 混合培

養基(比例 1:9 要避光)，總體積 100µL，放在培養箱 4 小時後吸掉培養液加入

100µLDMSO，輕輕搖晃 5mins 後測吸光值 570nm。 

2. 細胞毒性與增生實驗分析： 

    將有使用 PRH 測得的吸光值-沒有細胞的組別測得的吸光值/無使用 PRH 測

得的吸光值)*100%。每個組別至少三次重複，各組數值代表至少三個獨立實驗測

得的光密度值(optical density values)的平均值(mean) ± 平均值標準誤差（standard 

error of mean , SEM）。 

 

(三) 動物實驗流程 

    對於 Lipopolysaccharide (LPS)灌注，17 隻雄性 8 周大的 Sprague-Dawley 大鼠分成
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控制組(無經 LPS 灌注)、LPS 灌注後使用生理食鹽水治療與 LPS 灌注後使用活化後的

PRH 治療三組，使用 PE50 的導管插入膀胱並將其綁緊，45 分鐘後，將膀胱內尿液排

空，並用 PBS 溶液洗滌，最後使用 PBS 或 LPS 膀胱內灌注處理（750μg/大鼠，Sigma-

Aldrich）30 分鐘以誘發發炎現象。每週膀胱內灌注一次 LPS，共 5 週，誘導尿路上皮

的慢性損傷。等待誘發膀胱炎之後，每周膀胱內灌注 200ul PRH 一次，連續灌注兩周，

治療結束後再讓動物休息 7 天，進行膀胱內壓力測試。在進行膀胱內壓力測試前，會

進行大鼠頸動脈插管，將頸動脈找到後，插入 PE50 的管子，同時將管子接到測壓力

的機器上面，再將膀胱內的管子也同時接到機器上，同時進行血壓與膀胱壓的偵測。

等待膀胱功能測試結束後，膀胱組織將收集進行組織學分析。動物在所有實驗過程中

若有產生不適感或疼痛，將給予止痛藥處置。該實驗進行過程無觀察到動物有顯著不

適的現象，且實驗過程中，藥物處理組別無造成動物死亡的案例。膀胱動物模式的操

作與最後動物組織的採集由輔大醫學系吳宜娜老師指導輔大研究生協助進行相關動

物實驗操作，兩位皆有實驗動物訓練證書並具備多年動物研究經驗。所有動物實驗均

已得到輔仁大學動物照顧與倫理委員會核可（IACUC-A10775）。 

 

1. 對神經髓鞘軸突受損後的再生評估 

(1) 化學組織染色：甲苯胺藍染色（toluidine blue staining）： 

    評估骨盆神經髓鞘性軸突的數量與型態變化。將經脫水、浸蠟後的組織，

以組織包埋機製作成的組織蠟塊，放入冰箱冰凍兩分鐘，即可利用切片機來切

成厚度約為 2～5μm 的石蠟切片。以鑷子將組織薄片置於溫水中，使其充分舒

張，再以經 silane-coated slide 處理過的玻片將之撈起，並將玻片置於烘片台上

使其水分乾燥，使切片與玻片貼合，後續分別進行組織染色來評估組織損傷所

產生的變化。 

(2) 電子顯微鏡結果觀察： 

    將組織放置於含有 2.5% 戊二醛與 4% 聚甲醛的磷酸鹽緩衝溶液中，經三

次磷酸鹽緩衝溶液置換（每次 10 分鐘），接著換上含有 1% 四氧化鋨的磷酸鹽

緩衝溶液，靜置 1 小時。再經三次磷酸鹽緩衝溶液置換（每次 10 分鐘），最後

酒精脫水（Dehydration）與丙酮滲透（infiltration）並將其包埋後送入 68℃烘箱

中，進行聚合 24 小時。最後厚切片為 500nm，超薄切片為 70nm。上機與拍照

部分由輔仁大學電子顯微鏡實驗室專業技術人員依電子顯微鏡操作手冊操作。

我們與技術人員共同討論實驗觀察內容與結果分析。 
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2. 對受損尿路上皮細胞、膀胱平滑肌細胞、膀胱組織之影響 

(1) 蘇木精-伊紅染色（hematoxylin and eosin stain (HE) stain）： 

評估膀胱組織上皮與黏膜層的傷害。 

(2) 末端脫氧核苷酸轉移酶脫氧尿苷三磷酸切口末端標記  

(Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling;TUNEL)： 

    將組織切片烘乾後脫蠟，回水後放置在 D-PBS 中清洗，接著將片子放

置在 blocking buffer 中作用 一小時，接著使用 PBS 清洗，接著使用蛋白酶

k 的孵育 30 min，使後面的酶和抗體進入胞內。加入 TUNEL 反應液，在室

溫作用 1 小時，再次用 PBS 清洗三次後，再加入二級抗體(濃度 1:400)室溫

作用一小時，用 PBS 清洗三次，最後上核染劑後在螢光顯微鏡下觀察。氧

核糖核苷酸末端轉移酶介導的缺口末端標記分析用來評估平滑肌細胞凋

亡的數量。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  圖三、可注射性富含血小板水膠複合物(PRH)對神經的保護效果的實驗流程 

 

(四) 統計分析 

    實驗數據表示為平均值±標準偏差。 使用 Windows 的 SPSS 12.0 版（SPSS Inc.，

Chicago，IL，USA），透過單因子變異數分析（ANOVA）和 Scheffé事後檢驗進行統計

分析 。 P <0.05 被認為具有統計學意義。 
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伍、 研究結果 

一、 富含血小板濃縮液的製備與改良 

(一) 富含血小板血漿(Platelet Rich Plasma; PRP)的製備與特性分析： 

1. PRP 製備： 

PRP 製備在一般醫院或診所標榜的是簡單與快速，但看似簡單的流程卻很難

達到標準一致的結果，一開始我們將透過學習 PRP 製備流程，從中學習 PRP 製備

中需要特別被注意的事項。首先，實驗室人員將大鼠全血抽取後加上抗凝血劑

ACD-A 後混勻，提供給我們去進行第一次離心後，我們可以顯著看到分層，中間

會有一層較為雲霧狀的區域，透過文獻搜尋與討論，這區域為血小板與單核球與

淋巴球混合物。最上層為血小板血漿。將血小板血漿全部吸取到新的試管後，經

過第二次離心可以得到明顯的分層與沉澱物。紅色框線區域為 PRP，藍色框線區

域為缺乏血小板血漿(Platelet Poor Plasma; PPP)。再將缺乏血小血漿去除後，可以

得到濃縮的血小板血漿。最後加入活化劑活化後產生凝膠塊。但在這製備過程中，

我們無法很清楚的將單核球與淋巴球混合物與血小板做分離，一定會取到部分的

單核球與淋巴球混合物，而且每次取到的範圍也會不是那麼的確定，我想這是目

前 PRP 製備上的限制。另外，最後 PRP 需要活化促使其凝集後才能有效釋放其顆

粒內攜帶物質，但我們亦發現在活化後並不是每次都可以觀察到 PRP 凝集而成為

膠體構造。這也可能是在第一次離心後，得到血小板數量差異所導致的。 

 

2. PRP 活化前後的血小板型態變化-血小板內顆粒會透過活化而釋放： 

血小板在體內的主要功能是凝血。在活體組織，受傷組織本身會釋放大量使

血小板活化的訊號蛋白，促使血小板內的鈣離子濃度上升，讓顆粒可以被運送到

膜上來釋放修復物質，增強組織修復。所以血小板活化是使其生長因子與細胞激

素釋放的一個很重要的過程。但在活體外血小板的活化路徑是否跟在活體內是一

樣的過程，並沒有那麼清楚。若體內跟體外的反應是一致的，我們提高血小板內

鈣離子濃度就會發生活化現象使血小板內的顆粒釋放。為了驗證這個想法，我們

利用穿透式電子顯微鏡，觀察 PRP 加入傳統血小板活化劑(氯化鈣)前後血小板的

型態變化。結果顯示血小板膜上的受體被活化後觸手增加，可以吸引鄰近的血小

板過來進行結合產生凝集反應，並進一步可能影響血小板中α顆粒釋放生長因子

與分泌蛋白(圖四)。透過上面這些實驗過程，我們確認 PRP 是可以在體外被活化
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的。但同時透過這個實驗也讓我們發現更多製備上的疑慮，就是 PRP 會因為製備

過程中的碰撞而使部分血小板先行活化將生長因子釋放，導致後續收集到的血小

板是不含修復物質的空殼血小板。 

 

 

 

 

 

 

 

 

          

 圖四、電子顯微鏡觀察 PRP 經傳統活化劑氯化鈣處理後的血小板型態變化。 

 

3. 不同活化試劑會改變 PRP 中血小板型態： 

    我們想知道不同的活化方式是否會改變 PRP 中血小板的型態，進而影響血小

板中 α 顆粒細胞釋放生長因子與分泌蛋白的含量。所以我們在 PRP 中加入四種

不同的活化試劑，分別為 Thrombin, CS175, TC196 and SB052，使用電子顯微鏡觀

察各組 PRP 中血小板結構。結果發現 PRP 中加入 Thrombin，血小板型態不會有太

多的改變，活化的效果較差。CS175 組別顯示可以釋放較多的α顆粒且形態完整。

而加入 TC196 會破壞血小板外膜的結構，而使得血小板被溶解使其內含物釋出，

且整個結構改變。此外 SB052 的組別則會導致血小板中顆粒會被吸引到血小板膜

周邊，但不會被釋放到血小板外。這些結果不僅證實不同活化試劑確實會使血小

板型態產生變化，更發現 CS175 對血小板活化較果最佳(圖五)。進一步我們將驗

證 PRP 活化前後對生長因子釋放之效果。 
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圖五、電子顯微鏡比較 PRP 經四種不同活化劑處理後的血小板型態變化。 

紅色虛線顯示一個完整血小板大小，紅色箭頭為血小板中顆粒，黃色箭頭為   

顆粒釋出後，在血小板內產生之空泡。 

 

4. PRP 透過活化可以提高生長因子釋放： 

    我們利用穿透式電子顯微鏡證實能透過外加活化劑的方式促進 PRP 內的顆

粒釋放。但 PRP 內的顆粒被釋放出來後是否真的會增加細胞激素與生長因子的濃

度？還是這些物質依舊被顆粒給包覆？ 

    為了證實活化後 PRP 內的血小板顆粒有將其含有的修復物質釋放到血小板

外，我們利用酵素免疫吸附分析方法來確認活化前後修復物質的釋放效果。我們

將製備好的 PRP 分成 3 管，進一步使用 CS175 為活化劑，將其分為控制組(一般

血漿)、未經活化的 PRP 及經活化後的 PRP 共三組，使用酵素免疫吸附分析去測

定血漿細胞激素(CXCL5)與生長因子(VEGF 與 TGF-β1)濃度。結果發現活化後的

PRP 組別中的細胞激素與生長因子濃度顯著增多，比未活化組增加 1.4 倍到 4 倍

以上(圖六)，證明活化過程對血小板細胞激素與生長因子釋放的重要性。 

 

 

 

 

 

       

圖六、PRP 活化後細胞激素與生長因子釋放。*為活化後與活化前比較 P 值<0.05。 

 

5. 優化製備的 PRP 較市售 PRP 萃取套組釋放更多生長因子： 

為了比較優化製備的 PRP 與市售 PRP 萃取套組的生長因子濃度，我們選用

了一組市售 PRP 套組，利用酵素免疫吸附分析方法來確認兩組的生長因子釋放差

異。我們將試驗分為 PRP，Plasma(一般血漿)與市售 PRP 套組(PRP kit)共三組，使

用酵素免疫吸附分析去測定各組 PRP 中細胞激素 CXCL5、GCSF、IGFBP5、IFNγ

與生長因子 PDGF-AA、VEGF-C、VEGF、FGF9、EGF、與 BDNF 濃度。結果發現

優化後的 PRP 組別中的細胞激素與生長因子濃度顯著比市售 PRP 萃取套組高 (圖

七)，證明優化後的結果在細胞激素與生長因子釋放的效果優於市售產品。先前研
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究也證實 PRP 細胞激素和生長因子濃度的增加有助於組織修復的過程(Wu et al., 

2016)。所以進一步我們將優化製備完成的 PRP 應用在新型 PRP 水膠開發與後續

細胞與動物研究上。 

 

二、 可注射性富含血小板水膠複合物(Platelet Rich Hydrogel, PRH)開發 

(一) PRP 成膠特性分析-不同促凝試劑使用於 PRP 會形成不同的膠體結構： 

前述提到 PRP 因為有事前在抽血過程中加入抗凝血劑，所以較不易在抽血產生

凝血，可以有充分的時間來製備 PRP，增加醫學上應用可能性。我們認為若可以瞭解

不同促凝物質對 PRP 成膠的過程與影響，透過這樣的研究結果，未來可以將原先為流

體的 PRP 產物改成凝膠的 PRP 製劑，可以提供醫學上更多的應用。所以我們將製備

好的 PRP 分別加入凝血酶、膠原蛋白與玻尿酸後，這三個分別是可以促進血小板活化

或凝集的物質，加入後分別觀察其成膠後的型態、成膠後放置 37℃一天、成膠後放置

37℃七天的穩定性。我們觀察到凝血酶與膠原蛋白皆會快速的產生纖維凝膠塊。凝血

酶與膠原蛋白組別於成膠後放置 37℃一天，可以觀察到部分纖維凝膠內的物質被釋

放，放置 37℃七天後，纖維凝膠構型仍然維持完整強韌，但內含物質已完全釋放。有

趣的是加入玻尿酸的組別並不會形成強韌的纖維凝膠塊，而是形成血小板水膠結構，

成膠後放置 37℃一天，血小板水膠的總含量減少，放置 37℃七天後，血小板水膠幾

乎完全降解只剩下少許細微的血小板凝集聚合物(圖八)。自體產物、生體相容性與生

體降解性是目前熱門的議題，PRP 因製備來自自體血液，本身就具備相當的生物安全

性(Anitua et al., 2007)。若在製備改良後又可以使 PRP 具有生體可降解之特性，將會更

具有醫療上的應用潛力。我們的結果加入凝血酶與膠原蛋白後都形成很強韌的纖維蛋

白凝膠，但加入玻尿酸後卻可以形成 PRP 水膠， PRP 水膠可以達到黏稠現象，也似

乎形成了更密集的交聯網絡。這個 PRP 水膠未來可以應用在該組織需要有良好 PRP

貼附能力的治療上，像是膀胱或鼻腔，甚至可以塗抹在神經接合的導管中。 

 

(二) 富含血小板水膠與 HA 複合物可以形成可注射性水膠 (PRP / HA complex 

hydrogel)： 

為了確認可注射性之富含血小板水膠之條件，我們將製備好的 PRP 分別加入不同

濃度的 HA complex 後，分別觀察不同時間其成膠後的型態。我們觀察到 0.5% HA 

complex 與 PRP 放置 37℃，30 分鐘後就可以形成膠體，但因附著性與黏稠度很高，無

法作為注射之劑型。使用低濃度的 0.05% HA complex 跟 PRP 混和後，放置達 1.5 小



17 

時，依然無法形成凝膠。0.25% HA complex 與 PRP 混和後，可以具備黏稠性與附著力，

而且具備可注射性之條件(圖九)。利用黏度計測量各組別的黏性後，發現不同濃度 HA 

complex 製備的 PRP / HA complex hydrogel，不僅其黏性差異很大之外，剪應力(shear 

stress)、剪切速率（Shear rate）與流速(Flow rate)都與 HA complex 呈現高度相關性(R 值

>0.9)(表一與圖十)。後續我們選擇 0.25%的 HA 濃度作為後續 PRH 的製備條件。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖七、優化製備的 PRP 與市售 PRP 萃取套組中生長因子的濃度比較。 

              *為 PRP 組別與 PRP kit 組別比較 P 值<0.05。 
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圖八、不同活化試劑對 PRP 成膠的過程與影響。 

                    分別呈現凝血酶、膠原蛋白與玻尿酸成膠過程與穩定性。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖九、不同濃度 HA complex 與作用時間長短對形成可注射性富含血小板水膠之影

響。 

 

表一. HA concentration and viscosity change in PRH  

Sample Flow rate(ul/min) Shear Stress(Pa) Shear Rate(l/s) Viscosity(mPa-s) 

PRP+0.05% HA 125.3  14.0  156.6  89.5  

PRP+0.25% HA 75.2  70.6  77.5  911.7  

PRP+0.5% HA 28.7  96.0  10.0  9615.0  

PRP+1% HA 5.0  111.1  5.1  21771.0  

Final PRP concentration in PRP / HA complex hydrogel is 10%. 
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圖十、不同濃度 HA complex 製備的 PRP / HA complex hydrogel 與黏性(Viscosity)、剪應

力(shear stress)、剪切速率（Shear rate）與流速(Flow rate)之相關性。 

 

(三) 殼聚醣(Chitosan)生醫材料有助於 HA complex 膠體結構的穩定性： 

    先前實驗室結果顯示 Chitosan/HA complex 形成膠體後的孔洞直徑較 HA complex

來得小。可以包覆更多的分子使其緩慢釋放。但進一步想驗證 Chitosan/HA complex 水

膠在不同酸鹼與溫度下，是否會影響其穩定性與生長因子釋放能力。我們將 3mg 的 

Chitosan 與 HA complex 混合形成膠體後，分別置於 PH4-7 的緩衝液中，並將其分別置

於 25℃，37℃，45℃等溫度下，放置 4 小時，觀察其膠體的穩定性。結果顯示 Chitosan/HA 

complex 水膠在不同酸鹼值下都可以維持很好的穩定結構，但在高溫 45℃的環境下會

有顯著的降解現象，膠體在 4 小時之後，僅剩餘原先製備膠體重量的 33% (圖十一)。

這個結果顯示 Chitosan 生醫材料與水膠結合後，有助於膠體結構的穩定性。 

A.                                        B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖十一、A. 觀察 Chitosan/HA complex 水膠在不同酸鹼與溫度下，對膠體穩定性之影響。 

         B. 定量 Chitosan/HA complex 水膠在不同酸鹼與溫度下，剩餘膠體的重量百分比。 
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(四) Chitosan/HA complex hydrogel 可以完整包覆 PRP 

為了證實 PRP/Chitosan/HA complex，是否能完整包覆且形成穩定的膠體，我們利

用穿透性電子顯微鏡分別觀察 HA complex hydrogel 與 Chitosan/HA complex hydrogel 的

超顯微構造。結果顯示 HA complex hydrogel 的結構較為鬆散，聚合能力較差，容易降

解(圖十二 A)。而 Chitosan/HA complex 膠體結構較 HA complex hydrogel 緻密，聚合能

力較佳，容易形成球形膠體結構，有助於 PRP 的包覆與釋放(圖十二 B)。進一步再分

別觀察 HA complex hydrogel 與 Chitosan/HA complex hydrogel 包覆 PRP 的能力，顯示在

PRP/HA complex hydrogel 組別中，血小板周邊的膠體鬆垮且排列不規則(圖十二 C)。而

Chitosan/HA complex 不僅能形成更穩定的膠體，還能將血小板完整包覆，而且包覆的

凝膠緻密且規則排列。更重要的是並不影響血小板的完整結構與特性(圖十二 D)。 

 

 

 

  

 

 

 

 

           圖十二、利用穿透性電子顯微鏡觀察水膠的超顯微構造。 

                   (A) HA complex hydrogel (B) Chitosan/HA complex hydrogel  

                   (C) PRP/ HA complex hydrogel (D) PRP/ Chitosan/HA complex hydrogel。 

 

(五) PRP-Chitosan-HA complex Hydrogel (PRH)具備體內聚合性，生體可降解性並具備

更佳的緩釋能力 

為了證實 PRH 在體內是否可以緩慢降解，讓 PRP 中的生長因子緩慢釋放，達到

生長因子長時間緩釋的功效，我們利用動物中心淘汰小鼠，將其背部的毛剃除後，將

其分成六組(生理食鹽水，HA complex，PRP / HA complex hydrogel，PRP/Chitosan complex，

Chitosan/HA complex 與 PRP-Chitosan-HA complex Hydrogel)，各組分別施打 0.3ml 體積

的複合物於小鼠背部皮下並觀察各組不同時間之降解情形。我們發現不同組別在皮下

形成的面積不同，膠體結構越穩固的可以在皮下聚合成一個明顯的突起物。而生理食

鹽水與膠體結構較鬆散的則無法在皮下聚合，會在背部擴散(圖十三 A)。我們也發現

HA complex hydrogel 降解時間較快，而 Chitosan/HA complex hydrogel 相較於 HA complex 
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hydrogel 在體內可以有更長時間的釋放。進一步再觀察比較 PRP-Chitosan-HA complex 

Hydrogel 與 Chitosan/HA complex hydrogel 在體內降解的情形，發現 PRP-Chitosan-HA 

complex Hydrogel 有更佳的緩釋效果(圖十三 B 與 C)。 

        A. 

 

 

           

 

            B.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

             C. 
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圖十三、觀察小鼠皮下各組不同複合物在體內。 

        A. 聚合與 B. 皮下注射後 0-24 小時間不同時點在體內降解情形。       

C. 皮下注射後 36 小時觀察在體內的降解情形。 

 

 

三、 驗證可注射性富含血小板水膠複合物(PRH)對神經的保護效果 

(一) 可注射性富含血小板水膠複合物 (PRH)對大鼠許旺細胞型態的影響： 

在本篇研究中，我們使用大鼠許旺細胞 RT4-D6P2T 在含不同濃度 PRP 之 PRH 的

處理下對其細胞型態的觀察。首先，先將含不同濃度 PRP 之 PRH (1%、3%、5%、10%

與 20%)在許旺細胞單獨做預處理，評估 PRP 在這樣的濃度下是否會影響 RT4-D6P2T

之細胞型態，對其產生細胞毒性。實驗結果顯示，經過不同濃度 PRH 處理之組別，

在濃度範圍 1%-10%之間均不會影響 RT4-D6P2T 之型態 (圖十四) 。但在高濃度

20%PRH 的處理下，有少許 RT4-D6P2T 細胞的核質比變大。 

 

 

 

 

 

 

 

 

        圖十四、觀察可注射性富含血小板水膠複合物對大鼠許旺細胞型態的影響。 

                大鼠許旺細胞在含不同濃度 PRP 之 PRH ((1%、3%、5%、10%與 20%)與 

                控制組培養 72 小時之細胞型態變化。 

 

(二) PRH 不僅不具細胞毒性還能促進大鼠許旺細胞的增生： 

    在本篇研究中，我們利用 MTT 還原分析法，檢測大鼠許旺細胞在含不同濃度 PRP

之 PRH 的處理下對其促進增生的效果，以篩選出最適合之作用濃度。首先，使用高

濃度的 PRP 來測試 PRH 是否會產生細胞毒性。先將不同濃度 PRP(1%、3%、5%、10%

與 20%)的 PRH 在許旺細胞單獨做預處理，評估 PRH 在這樣的濃度下是否會導致 RT4-

D6P2T 死亡。實驗結果顯示，我們發現透過 MTT 還原分析法，經過(1%-10%)不同濃

度 PRP 水膠處理之組別，均有助於許旺細胞之存活率，顯示 PRH 不僅不具細胞毒性，

還能促進神經細胞增生。為確認何種濃度對細胞增生之效果最佳，我們亦再分別使用

含有 1%, 0.5%, 0.1%, 0.01% PRP 的 PRH，結果顯示含 0.1% PRP 之 PRH 的增生效果最
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佳，因此在後續的動物實驗中，我們將換算細胞與組織的比例，作為 PRH 應用之作

用濃度(圖十五)。 

 

 

 

 

 

 

 

   圖十五、以 MTT 檢測富含血小板水膠促進大鼠許旺細胞毒性與增生之效果。 

           各組數值代表至少三個獨立實驗測得的光密度值(optical density values) 

           的平均值(mean) ± 平均值標準誤差（standard error of mean , SEM）。 

          *為各組別與 Control 組別比較 P 值<0.05。#為 0.1% PRP 與 1% PRP 比較 P 值<0.05。 

 

(三) 可注射性富含血小板水膠複合物(PRH)治療可以增強富含髓鞘軸突受 LPS 傷害

後的再生 

    膀胱內灌注 LPS 會導致骨盆腔神經退化，膀胱組織纖維化，白細胞浸潤與細胞凋

亡。為了證實 PRH 對膀胱組織的保護，實驗室學姊在進行完排尿功能分析後，協助

將骨盆腔神經分離取下來後，我們將其進行包埋成的蠟塊進行切片，分別進行甲苯胺

藍染色(toluidine blue staining)與電子顯微鏡觀察與分析。結果顯示灌注 LPS 組的神經

束中髓鞘軸突細胞顯著減少，有嚴重神經退化的現象。而以 PRH 治療後可以發現有

許多新生的髓鞘軸突神經細胞再生，顯示 PRH 對於 LPS 造成之神經退化，有增強其

修復之效果(圖十六與圖十七)。 

 

 

 

 

 

 

圖十六、圖示為甲苯胺藍染色(toluidine blue staining)顯示各組別骨盆腔神經束中富含

髓鞘軸突神經的退化與再生。 
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    圖十七、電子顯微鏡顯示各組別骨盆腔神經束中富含髓鞘軸突神經的表現與統計結果。 

             *為各組別與 LPS+Vehicle 組別比較 P 值<0.05。 

 

(四) PRH 治療可以防止尿路上皮細胞增厚、膀胱平滑肌細胞凋亡、膀胱組織纖維化： 

    膀胱內灌注 LPS 會導致膀胱組織纖維化，白細胞浸潤與細胞凋亡。為了證實 PRH

對 膀 胱 上皮 的 保 護與 減 緩 細 胞 凋 亡 的能 力 ， 我們 分 別 進行 蘇 木 精 - 伊 紅 染 色

（hematoxylin and eosin stain (HE) stain），與末端脫氧核苷酸轉移酶脫氧尿苷三磷酸切

口末端標記分析（Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) 

assay)。結果顯示膀胱內灌流 LPS 組的膀胱內壁增生嚴重，有出血現象，且膀胱容量

減少。而以 PRH 治療後，不正常上皮增生情形減低，出血與發炎情形減緩，顯示 PRH

對於 LPS 造成之膀胱上皮傷害，有保護與增強其修復之效果(圖十八)。在細胞凋亡部

分，結果顯示 LPS 組與控制組比較，膀胱內的平滑肌細胞凋亡顯著表現增加，而 PRH

處理的組別與 LPS 組比較，顯著減少平滑肌細胞凋亡的數量。顯示 PRH 對於 LPS 造

成的膀胱平滑肌細胞損傷具有保護與促進增生之效果(圖十九)。經 LPS 處理過後的膀

胱平滑肌細胞凋亡顯著增加，而經 PRH 治療後可以減少平滑肌細胞受 LPS 傷害後的

細胞凋亡。過去的研究顯示 PRP 可以保存與促進陰莖海綿體的平滑肌細胞增生(Wu et 
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al., 2016)，所以與本次實驗結果一致。PRH 亦可以增強富含髓鞘軸突受 LPS 害後的再

生與回復血管傷害。所以我們的研究顯示，凝膠形式的 PRH 不僅可以增加生長因子

跟生長激素的釋放，對受傷的神經組織有很好的回復效果之外，對於神經受傷後所導

致的其他組織病變，不論是平滑肌細胞還是上皮細胞都有保護的效果，間接證實了

PRH 未來在人類各種病症使用的潛力。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       圖十八、蘇木精-伊紅染色（hematoxylin and eosin stain (HE) stain） 

               顯示各組別膀胱組織上皮增生、白血球浸潤、出血與發炎情形。 

               上圖為各組虛線方框的放大圖。箭頭指出膀胱出血情形。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      圖十九、利用末端脫氧核苷酸轉移酶脫氧尿苷三磷酸切口末端標記分析 (Terminal  

              deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) assay)觀察 PRH 對 

              防止膀胱平滑肌細胞凋亡的情形。紅色代表西胞凋亡的細胞；藍色代表細 

              胞核。上圖為各組細胞凋亡情形，上圖為凋亡細胞與細胞核合併圖。 
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陸、 討論 

一、 PRP 活化劑的選擇 

    其實 PRP 活化劑有很多，像凝血酶，膠原蛋白，血清素或鈣離子等等，在本次實驗

我們僅以氯化鈣作為活化劑無法與其他活化物質相比較，是本研究的一個限制。使用鈣離

子活化後，發現血小板型態顯著改變，血小板中的顆粒小泡明顯減少，而從 PRP 活化後

生長因子濃度增加證實 PRP 內的血小板透過活化使血小板顆粒釋放生長因子。另一個特

別的發現是使用一種活化劑，不同的生長因子或細胞激素的釋放比例並不盡相同，尤其是

TGF-β1 活化前就有大量的釋放，而活化後只增加了 1.4 倍；但 CXCL5 卻在活化前並無

顯著被釋放，而是必須透過活化才能增加其含量。顯示不同的因子從血小板顆粒中釋放的

方式不同，TGF-β1 可能是製備過程的離心碰撞就足以使該因子釋放出來，所以許多的

TGF-β1 在第一次離心後就已部分被釋放，導致在第二次濃縮後無法很有效率的提高濃度

倍率。而 CXCL5 的釋放方式須經特殊活化的步驟，與 TGF-β1 不同。或許未來同時使用

多種活化試劑，嘗試不同的活化路徑，也許可以增進不同有效因子的釋放。對血小板量稀

少的患者，可能可以特過這樣的方式來加強治療效果。血小板中含有的因子也非常的多，

不只我們測的這三種，可能多達數百種，它們可以調控細胞的生長和分化，而且在血管新

生上扮演重要角色。我們選擇了三種測量因子，第一種 TGF-β1 在人體中應用非常廣泛，

是一個相當重要的生長因子，參與了許多疾病的機轉，諸如傷口癒合、組織纖維化、癌症

發生與轉移等，亦與免疫細胞的增生、活化有關。軟組織修復時，需要膠原蛋白產生才會

有彈性。另外，VEGF 主要的功能是刺激血管生成，對於內皮細胞的活化與再生扮演重要

角色。由於半月板及關節軟骨位於關節內血液的供應非常的不好，特別需要血管的新生才

容易達到修復的功能。CXCL5 是一種很特別的細胞激素因子，先前研究指出 CXCL5 可以

增強海綿體神經與神經節細胞的再生，亦可以招募許旺細胞到髓鞘受損的位置，促進周邊

神經的髓鞘再生(Zhanget al., 2011)。所以在本次實驗我們針對上述這三種因子來做當作含

量試驗指標，顯示活化後上述三中因子都有顯著增加。 

 

二、 PRH 濃度對神經細胞增生的影響 

    我們利用 MTT 還原分析法，發現經過(1%-10%)不同濃度 PRP 水膠處理之組別，均

有助於許旺細胞之存活率，顯示 PRH 不僅不具細胞毒性，還能促進神經細胞增生。但其

促進神經細胞增生的效果並不會隨著 PRP 濃度增加而增加，這也跟臨床上觀察到得結果

相仿，並非 PRP 濃霧越高效果就越好，且對不同的組織其最適當的作用濃度可能也不
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同，由於我們的結果顯示含 1%PRP 之 PRH 的增生效果最佳，因此在後續的動物實驗

中，我們將換算細胞與組織的比例，作為 PRH 應用之作用濃度。 

 

三、 血小板水膠複合物 (PRH) 

    先前實驗室的 PRP 研究雖然顯示出有神經與組織修復的效果，但事實上 PRP 其具有

雙重作用，包括促炎作用與抗炎作用，而且在特定的組織位置才能顯現出其抗炎作用

(Andia et al., 2013)。我們先前提到目前 PRP 的限制是在特定組織的滯留的時間低，若是

在組織受傷後直接注射血小板在開放的組織空間，其作用效果可能會無法長久(Cheng et 

al., 2010)。所以需要開發生物材料作為 PRP 中生長因子的運載工具。生醫材料除了能當

做生長因子的載體外，其本身更被認為有組織修復之效果，像本次使用的 Chitosan 的特

性本身就有神經保護與神經再生作用；抗腫瘤活性；抗炎和止痛作用；止血活性與抗菌

活性。也可以增加許旺細胞的存活率以及分化。本次研究的限制在於細胞與動物研究

中，沒有將生醫材料 Chitosan 做個別組別的評估與比較，未來更多實驗的組別已經在設

計與執行中，相信未來能有更多的研究證據證實 PRH 的治療功效。 
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柒、 結論 
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作品海報 

【評語】052011  

富含血小板血漿(Platelet-rich plasma, PRP)是透過血液離心

及活化製備出含有高濃度血小板的產物，能幫助組織修復與再

生。但傳統 PRP在特定組織微環境的滯留時間低，治療效果不

佳，因此需要研究適合的生醫材料作為傳統 PRP 的運載工具。本

研究證實，PRP 中血小板被激活後，可以釋放出更多的生長因子

與細胞激素，且 PRP 透過與玻尿酸(Hyaluronic acid, HA)結合可

形成穩定且生物體可以降解的水膠劑型(Hydrogel)。生醫材料殼

聚醣(Chitosan)與HA形成之複合物，不僅可以增強 Hydrogel結

構的穩定，還能完整包覆血小板且不影響其完整結構與特性，具

備生長因子緩釋效果。但傳統 PRP目前在製備流程上並無一致標

準，且其在特定組織微環境滯留的時間低，效果無法持久， 因此

需要研究適合的生物材料作為傳統 PRP 中生長因子及細胞激素的

運載工具，再加上文獻上對於 PRP在神經相關組織的應用證據較

缺乏。  

1. 實驗目的和設計不具有創新性。 

2. 類似的研究已經非常多了，應該找出與別人研究的方向不

同才有意義。 

3. 建議利用市售 PRP測試 PRH之效果是否比較好。 



血小板內顆粒會透過活化而釋放

• 富含血小板血漿 (Platelet rich plasma, PRP) 是利用物理或化學的方式，將血小板濃縮後使內含的顆粒釋放出生長因子與細胞激

素，來引發受傷部分組織一系列的生物訊息反應，或引導更多的細胞來修復組織。

• 目前臨床上PRP多應用在骨關節領域、慢性皮膚潰瘍、外科或口腔植牙手術等。因為 PRP製備成本低、製備容易且兼具生物

安全性，所以在醫學各領域的使用有愈來愈普遍的趨勢。

研究動機與目的

圖二、電子顯微鏡觀察PRP經傳統活化劑氯化鈣
處理後的血小板型態變化。

圖三、電子顯微鏡比較PRP經四種不同活化劑處理後的血小板型態
變化。紅色虛線顯示一個完整血小板大小，紅色箭頭為血小
板中顆粒。黃色箭頭為顆粒釋出後，在血小板內產生之空泡。

不同活化試劑會改變PRP中血小板型態

PRP透過活化可以提高生長因子釋放

圖五、優化製備的PRP與市售PRP萃取套組中生長因子的濃度比較。
*為優化PRP組別與PRP kit組別比較P值<0.05。

優化製備的 PRP較市售 PRP萃取套組釋放

更多生長因子

圖四、PRP活化後細胞激素與生長因子釋放。
*為活化後與活化前比較P值<0.05。

研究結果 研究目標一 富含血小板血漿的特性分析

PRP 製備

研究背景
一. 市售PRP製備產品，

PRP濃縮倍率不一致，
穩定性不佳，生長因
子釋放含量差異大。

二. PRP產品目前
皆為液狀劑型。

三. 水膠(Hydrogel)可以運用在生物體的組織受損原位處，
而達到緩慢且長時間的藥物釋放效果。

四. 玻尿酸(Hyaluronic acid; HA)可以作為藥物傳遞系統，
有效延長藥物釋放時間。

五. 殼聚醣(Chitosan)是幾丁質的衍生物，現已廣泛用於神經重建。

研究目標及架構

圖一、PRP製備與離心過程。

富含血小板血漿(PRP)特性分析與
製備改良

• 比較不同活化試劑對PRP型態影響

• 評估PRP活化前後細胞激素與
生長因子釋放

• 比較優化製備的PRP
與市售PRP萃取套組

可注射性富含血小板水膠組合物
(Platelet-rich hydrogel, PRH)開發

• PRP成膠特性分析

• 開發可注射性PRP-殼聚醣(Chitosan)
-玻尿酸(HA) 複合物水膠 (PRH)

• PRH的超顯微構造觀察

評估可注射性富含血小板水膠組合
物(PRH)對神經的保護效果

• 對神經細胞型態與增生的影響

• 促進神經髓鞘軸突受損後的再生效果

• 對神經受損後膀胱上皮組織與
平滑肌細胞修復之效果

PRP Plasma  PRP kit PRP Plasma  PRP kit PRP Plasma  PRP kit

PRP Plasma  PRP kit PRP Plasma  PRP kit PRP Plasma  PRP kit

PRP Plasma  PRP kit PRP Plasma  PRP kit PRP Plasma  PRP kitPRP Plasma  PRP kit

控制組 活化前 活化後 控制組 活化前 活化後 控制組 活化前 活化後

• 但傳統 PRP 在特定組織微環境的滯留時間低，作用效果無

法持久。此外，PRP在神經修復的角色，仍然不清楚，這

些都是 PRP 在臨床應用的一大挑戰。

• 近年來，許多生醫材料在製備水凝膠與藥物釋放的應用上

受到矚目，因此我們希望利用這些材料結合富含血小板血

漿，開發一個新的可注射性富含血小板水膠複合物製劑。



PRP膠體特性分析-不同促凝試劑
會形成不同的PRP膠體結構

PRP與 HA 複合物可以形成
可注射性水膠 ( PRP / HA complex hydrogel )

殼聚醣(Chitosan)增強 HA complex 膠體結構的穩定性並包覆 PRP

圖六、不同活化試劑對PRP成膠的過程與影響。
分別呈現凝血酶、膠原蛋白與玻尿酸成膠過程與穩定性。

圖七、不同HA complex濃度與作用時間對形成
可注射性之富含血小板水膠的影響。

圖八、觀察Chitosan/HA complex水膠
A.在不同酸鹼與溫度下，對膠體穩定性之影響
B.定量Chitosan/HA complex水膠在不同酸鹼與溫度下，剩餘膠體的重量百分比

圖十、利用穿透性電子顯微鏡觀察水膠的超顯微構造。
A. HA complex hydrogel 
B. Chitosan/HA complex hydrogel
C. PRP/ HA complex hydrogel 
D. PRP/ Chitosan/HA complex hydrogel

電顯

研究結果 研究目標二 發展新型可注射性富含血小板水膠複合物

表一. HA concentration and viscosity change in PRH

Sample Flow rate(ul/min)
Shear 

Stress(Pa)

Shear 

Rate(l/s)

Viscosity(m

Pa-s)

PRP+0.05% HA 125.3 14.0 156.6 89.5 

PRP+0.25% HA 75.2 70.6 77.5 911.7 

PRP+0.5% HA 28.7 96.0 10.0 9615.0 

PRP+1% HA 5.0 111.1 5.1 21771.0 

圖九、不同濃度HA complex
製備的 PRP / HA 
complex hydrogel與
黏性(Viscosity)、
剪應力(Shear stress)、
剪切速率（Shear rate）
與流速(Flow rate)
之相關性。

圖十一、觀察小鼠皮下各組
不同複合物在體內。

A. 聚合
B. 皮下注射後0-24小時間不同

時點在體內降解情形
C. 皮下注射後36小時觀察在體

內的降解情形

Chitosan/HA complex hydrogel可以完整包覆 PRP

HA 的濃度與 PRP / HA complex hydrogel的黏性參數
呈現高度相關性

Final PRP concentration in PRP / HA complex hydrogel is 10%.

PRP-Chitosan-HA complex Hydrogel (PRH) 
具備體內聚合性、生物體可降解性並具備更佳的緩釋能力

A B

A

B

C

r=-0.989

r=-0.949

r=0.958

r=-0.944

0.05%HA 0.25% HA 0.5% HA

pH4          pH5          pH6          pH7

pH4
pH5
pH6
pH7

3 mg Chitosan
in 1 mL pH7 buffer

3 mg Chitosan
in 1 mL pH6 buffer

3 mg Chitosan
in 1 mL pH5 buffer

3 mg Chitosan
in 1 mL pH4 buffer



PRP活化劑的選擇；本次研究我們發現不同活化劑會影響生長因子或細胞激素的釋放比例，也尋找到更有潛力的

活化試劑，未來可以嘗試合併使用兩種以上不同性質的活化方式，確認其對PRP中生長因子釋放的效果。

PRH的特性：PRP具備相當的生物安全性，加入玻尿酸後形成PRP水膠可以應用在該組織需要有PRP包覆的治療上。

此外，PRH中使用Chitosan作為生醫複合和材料，不僅可以使PRH的結構更穩定，同時更能加強PRH在神經保護的

效果。

PRH的優勢：PRH具備凝膠與控制生長因子釋放的優點，不僅可以更廣泛應用在各種不同領域，並且能減少未來

患者臨床治療的次數。

PRH的組織保護效果：PRH不僅能促進富含髓鞘神經軸突的再生，更在本研究中發現其對上皮與平滑肌組織亦有

良好的保護效果，顯示PRH未來在醫學上各領域的應用潛力。

優化富含血小板濃縮液
的製備方法

開發可注射性富含
血小板水膠複合物(PRH)

確認可注射性
富含血小板水膠複合物
(PRH)在神經的保護效果

圖十二、觀察富含血小板水膠複合物對大鼠許旺細胞
型態的影響。大鼠許旺細胞在含不同濃度PRP
之PRH(1%、3%、5%、10%與20%) 
與控制組培養72小時之細胞形態變化。

圖十三、以MTT檢測富含血小板水膠促進大鼠許旺細胞毒性與增生
之效果。各組數值代表至少三個獨立實驗測得的光密度值
(optical density values) 的平均值(mean) ±平均標準差
(standard error of mean , SEM) *為各組別與Control組別比較
P值<0.05。#為0.1% PRP與1% PRP比較，P值<0.05。

PRH無細胞毒性且促進大鼠許旺細胞的增生

圖十四、圖示為甲苯胺藍染色（Toluidine blue staining）
顯示各組別骨盆腔神經束中
富含髓鞘軸突神經的退化與再生。

圖十五、電子顯微鏡顯示各組別骨盆腔神經束中
富含髓鞘軸突神經的表現與統計結果。
*為各組別與LPS+Vehicle組別比較P值<0.05。

PRH治療可以增強富含髓鞘神經軸突受LPS傷害後的再生

圖十六、蘇木精-伊紅染色(Hematoxylin and eosin stain (HE) stain)
顯示各組別膀胱組織上皮增生、白血球浸潤、
出血與發炎情況。
下圖為各組虛線方框的放大圖。
箭頭指出為膀胱出血情形。

圖十七、利用末端脫氧核苷酸轉移酶脫氧尿苷三磷酸切口末端
標記分析 (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick 
end labeling (TUNEL) assay) 觀察PRH對防止膀胱平滑肌
細胞凋亡的情形。紅色表示凋亡的細胞；藍色表示細胞核。

▲上圖為各組細胞凋亡的情形。下圖為凋亡的細胞與細胞核合併圖。

PRH治療可防止尿路上皮細胞增厚、膀胱平滑肌細胞凋亡及膀胱組織纖維化

研究結果 研究目標三驗證可注射性富含血小板水膠複合物對神經的保護效果
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