
한악안면성형재건외과학회지: Vol. 29, No. 2, 2007

113

이상훈1∙조 욱2∙지현숙2∙안강민1∙이부규1

1울산 학교 의과 학, 서울아산병원 구강악안면외과학교실, 2울산 학교 의과 학, 서울아산병원 진단검사의학과교실

백서에서 혈소판 풍부 혈장의 제작과 유효성에 한 실험적 연구

FABRICATION OF PLATELET-RICH PLASMA IN A RAT MODEL 
AND THE EFFICACY TEST IN VITRO

Sang-Hoon Lee1, Young-Uk Cho2, Hyun-Sook Chi2, Kang-Min Ahn1, Bu-Kyu Lee1

1Department of Oral and Maxillofacial Surgery and 2Clinical Pathology,

Asan Medical Center, Medical College of Ulsan University

Purpose: Platelet-rich plasma (PRP) is known to accelerate and/or enhance hard and soft tissue heal-

ing and regeneration. As such, PRP has been used in various clinical fields of surgery. Recently there have

been several attempts to use PRP in the field of tissue engineering. However, some controversies still exist

on exact mechanism and benefits of PRP. Therefore various animal experiments are necessary to reveal the

effect of the PRP. However, even if animal experiment is performed, the efficacy of the experiment could

not be validated due to absence of an animal PRP model. The purpose of this study is to establish rat PRP

model by comparing several PRP fabricating methods, and to assay growth factor concentration in the

PRP.

Materials and methods: Rat blood samples were collected from nine SD rat (body weight: 600-800g).

PRP was prepared using three different PRP fabricating methods according to previously reported litera-

tures. (Method 1: 800 rpm, 15 minute, single centrifuge; Method 2: 1000 rpm, 10 minute, double cen-

trifuge; Method 3: 3000 rpm, 4min and 2500 rpm, 8 min, double centrifuge). Platelet counts were evalu-

ated in an automated machine before and after PRP fabrications. In terms of growth factor assay, prepared

PRP were activated with 100 unit thrombin and 10% calcium chloride. Growth factor (PDGF-BB, VEGF)

concentrations on incubation time were determined by sandwich-ELISA technique. 

Results: An average of 3ml (via infraorbital venous plexus) to 15ml (via celiac axis) the rat blood could

be collected. By using Method 3 (3000 rpm, 4 min and 2500 rpm, 8 min, double centrifugation), around

1.5ml of PRP could be prepared. This method allowed us to concentrate platelet 3.77-fold on average.

PDGF-BB concentration (mean, 1942.10 pg/ml after 1 hour incubation) and VEGF concentration (mean,

952.71 pg/ml after 1 hour incubation) in activated PRP were higher than those in untreated blood. Also

PDGF-BB showed constant concentration during 4-hour incubation, while VEGF concentration was

decreased after 1 hour.

Conclusion: Total 11,000 g minute separation and condensation double centrifuge method can produce

efficient platelet-rich plasma. Platelet-rich plasma activated with thrombin has showed higher concentra-

tions of growth factors such as PDGF-BB and VEGF, compared to the control group.  Platelet-rich plasma

model in a rat model was confirmed in this study. 
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Abstract

※ 이 논문은 2006년 정부(교육인적자원부)의 재원으로 학술진흥재단의 지원을 받아 수행된 연구임 (KRF-2006-E00328).



Ⅰ. 서 론

혈소판 풍부 혈장은 1997년 Whitman 등1)에 의해 구강

악안면외과 역에 처음으로 소개된 뒤, 연조직 및 경조직

의 치유 및 재생을 촉진하는 것으로 보고되면서 점차 다양

한 외과 역으로 그 범위를 넓혀가고 있으며2-4), 최근에는

혈소판 풍부 혈장을 성장인자의 전달체 또는 성장인자를 함

유한 비계(scaffold)로서 조직공학에 사용하기 위한 여러

가지 시도가 이루어지고 있다. 하지만 혈소판 풍부 혈장이

실제로 조직의 치유 및 재생을 촉진시키는가에 관해서는 논

란이 계속되고 있는데, 일례로 골조직의 치유에 한 효과

에 관하여는, 골형성과 성숙속도가 크게 개선되었다고하는

주장4-6)이 있는 반면 다른 학자들은 조군과 큰 차이를 보

이지 않는다고 주장하 다7-9). 이러한 논란은 여러 가지 원

인에 기인하지만 그 핵심은 골이식재와 함께 사용된 혈소판

풍부 혈장이 과연 유효한 것인가에 관한 것이었다.

연조직과 경조직을 포함한 조직의 치유는 아직 완전히 이

해되지 못한 여러 가지 신호물질에 의해 조정 받는 세포내

외 활동의 복잡한 조합에 의해 이루어진다. 혈소판은 조직

손상에 반응하여 혈병을 만들고 활성화되면서 여러 가지 성

장인자를 분비하게 된다. 혈소판에서 분비되는 것으로 알려

진 성장인자는 Platelet-derived growth factor(PDGF),

Transforming growth factor-β(TGF-β), Vascular

endothelial growth factor(VEGF), Epidermal growth

factor(EGF), Insulin-like growth factor(IGF)등

이다10,11).

혈소판 풍부 혈장은 이러한 혈소판을 통상 3~7배 고농도

로 농축한 것으로4,12) 고농도의 성장인자 방출을 통해 조직

의 치유에 기여하는 것으로 알려져 있다. 혈소판은 내부의 α

입자가 파괴되면서 성장인자를 방출하게 되는데, 혈소판 풍

부 혈장에서는 이러한 혈소판 활성화를 일으키기 위해 트롬

빈을 사용한다. 

트롬빈은 성장인자 방출을 일으키는 강력한 혈소판 활성

유도제로 알려져 있다13,14). 또한 혈소판 풍부 혈장이 칼슘

및 트롬빈과 혼합되면 골이식재와 함께 사용할 때 조작성을

높여줄 수도 있다. 일반적으로 트롬빈은 임상에서는

80~200 unit의 농도로 사용되지만4), 혈소판의 최 응축

이 일어나는 농도는 0.5~4 unit 정도로 알려져 있다13). 하

지만 실험동물에서 제작된 혈소판 풍부혈장에서 적절한 응

고가 일어나 골이식재와 함께 사용되어 적절한 조작성을 제

공하면서 성장인자를 가장 효율적으로 방출시키는데 필요

한 트롬빈의 농도에 관해서는 아직 연구된 바 없다.

본 실험의 목적은 실험 동물에서 혈소판 풍부 혈장 모델을

확립하여, 혈소판 풍부 혈장의 임상적 적용에 한 정확한

기전과 효과를 밝히고, 혈소판 풍부 혈장을 이용한 다양한

동물실험 결과의 정당성을 입증하는데 기반이 되는 자료를

구축하는데 있다. 본 연구에서는 백서 모델을 이용하여, 다

양한 조건에서 혈소판 풍부 혈장을 제작하고 이를 비교하여

효율적인 혈소판 풍부 혈장 제작 방법을 확립하고, 칼슘과

트롬빈으로 혈소판이 활성화된 후의 성장인자 방출 변화를

확인하고자 하 다.

Ⅱ. 재료 및 연구방법

1. 실험동물

몸무게 600-800g의 수컷인 20주령 백서(Sprague-

Dawley Rat) 9마리를 본 연구에서 이용하 다. 실험실 환

경에 순응시키기 위해 첫 1주일간 표준화된 조건에서 지냈

으며, pelleted standard rodent diet (No.1320,

Altromin)와 tap water를 제한없이 섭취하 다. 모든 시

술과정과 시술기구를 포함한 시술 역은 무균적인 환경이

었다. 채혈은 에테르를 이용하여 전신 마취 후 복강동맥에

서 시행하거나(Fig. 1), 마취없이 안와하정맥총을 통해 시

행하 다(Fig. 2).

2. 혈소판 농축 혈장의 제작

전신마취 상태에서 개복 후 복강 동맥을 18 게이지 바늘

로 천자하여 15ml 채혈하 으며, 채혈된 혈액은 2ml

ACD-A(Anticoagulant citrate dextrose solution for-

mula A, Fenwal, MA, USA)가 담긴 용기에 보관하 다.

채혈된 혈액은 원심분리가 이루어지기 전, 자동화된 기기

(Sysmex SE-9000)를 이용하여 일반혈액검사를 시행하

고, 원심분리 후 제작된 혈소판 농축 혈장 역시 일반혈액 검

사를 시행하 다.

항응고처리된 혈액은 각각 다음의 방법을 이용하여 혈소

판 농축 혈장을 제작하 다. 각 제작방법은 문헌고찰을 통

해 이미 보고된 방법 중에서 선택하 으며 각 방법의 효율

성을 비교하 다.

방법 1: 800 rpm, 15분으로 원심분리 후 육안으로 혈구

와 혈장층을 분리15)

방법 2: 140g (1000 rpm), 10분으로 1회 원심분리 후

육안으로 혈구와 혈장층을 확인하고 이를 분리한

후, 분리한 혈장층을 다시 140g (1000rpm), 10

분 원심 분리하여 혈소판 풍부 혈장을 분리16)

방법 3: 1000g(3000rpm), 4분으로 1회 원심 분리하여

혈구와 혈장층을 확인하고 이를 분리한 후, 분리

한 혈장층을 다시 800g(2500rpm), 8분 원심 분

리하여 혈소판 풍부 혈장층과 혈소판 부족 혈장

층 분리17)
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이상의 3가지 방법으로 얻어진 혈소판 농축 혈장은 전혈

(whole blood) 상태에서 측정된 혈소판의 수보다 3~7배

증가된 경우에만 혈소판 풍부 혈장으로 인정하고, 이 경우

에만 성장인자의 정량적 분석을 시행하 다.

방법 1과 방법 2는 각각 2마리의 백서를 이용하여 혈소판

풍부 혈장을 제작한 후 각각의 혈소판 수를 측정하 고, 방

법 3은 4마리의 백서를 이용하여 제작한 후 혈소판 수를 측

정하 다. 방법 3으로 혈소판 풍부 혈장을 제작할 때 총

1.5ml의 혈소판 풍부 혈장을 얻기 위해 혈소판 부족 혈장을

첨가하여 농축액을 희석하 다.  

3. 트롬빈과 칼슘을 이용한 혈소판의 활성화

준비된 혈소판 풍부 혈장은 혈소판 활성화를 위해 트롬빈

(트롬빈 동결건조 분말 5000단위, 이언제약) 및 칼슘

(Calcium chloride, Sigma Co., St. Louis, USA)과 혼합

되었다. 트롬빈 75 unit, 10% 칼슘 혼합액 100μl을 혈소판

풍부 혈장 150μl에 첨가하여 혈소판을 활성화시켰다.

4. 성장인자의 정량적 분석

혈소판 풍부 혈장에 트롬빈과 칼슘을 혼합한 군을 실험군

으로 하고, 아무런 처리도 가하지 않은 백서의 혈액군을

조군으로 하여 방출된 성장인자의 농도를 분석하 다. 분석

을 위한 시료는 다음의 2군이었다.

시료 A( 조군): Blood (500μl) 

시료 B(실험군): PRP (150μl) + thrombin 100 unit

+ 10% calcium (100μl)

단, 시료 B에 사용된 혈소판 풍부 혈장은 방법 3에 의해

제작된 것을 사용하 다. 각각의 시료는 트롬빈과 칼슘을

혼합한 직후를 기준으로 각 0시간, 1시간, 2시간, 4시간 멸

균된 37�C 세포배양기 내에서 배양하 고, 배양 후에는

-80�C에서 보관하 다. 

방출된 성장인자를 정량적으로 분석하기 위해서 ELISA

를 시행하 다. PDGF-BB와 VEGF를 분석하기 위해

Quantikine ELISA kit (RRV00, MBB00, R&D sys-

tems, Minnesota, USA)를 이용하 다. PDGF-BB와

VEGF의 정량분석은 제조사의 지시에 따라 다음과 같이 시

행하 다. 

냉동된 시료는 상온에서 약 30분간 해동하고, 해동이 끝

나면 부드럽게 흔들어 균일한 용액이 되게 하 다. 혈액과

혈액에 트롬빈을 첨가한 시료는 각각 500μl와 600μl이었

고, 이를 3000rpm으로 10분간 원심 분리하여 혈장을 얻

고, 혈장 70μl와 kit에 포함된 Calibrator Diluent RD6-

3(VEGF의 경우는 RD5-3) 70μl를 혼합하여 2배로 희석하

다. 혈소판 풍부 혈장과 혈소판 풍부 혈장에 트롬빈이 첨

가된 시료는 각각 150μl와 250μl 으며, serum 70μl와

Calibrator Diluent RD6-3(VEGF의 경우는 RD5-3) 70

μl를 혼합하여 2배로 희석하 다. Kit에 포함된 성장인자

표준용액을 희석하여 표준용액(2000pg/ml, 1000pg/ml,

500pg/ml, 250pg/ml, 125pg/ml, 62.5pg/ml,

31.25pg/ml)을 준비하 으며, 1ml의 증류수를 조군으

로 준비하 다. 각각의 well에 Assay Diluent

RD1X(VEGF의 경우는 RD1-41) 50μl와 시료, 표준용액,

조군 50μl씩을 분주하 다. 각 well은 wash buffer를 이

용하여 흡입, 세척하 고, 흡입, 세척은 5번 반복하 다.

100μl의 PDGF-BB conjugate(VEGF의 경우는 VEGF

conjugate)를 분주하고 2시간 배양한 뒤, 흡입, 세척을 5번

반복하 다. 100μl의 substrate를 분주한 뒤, 빛을 차단하

고 30분간 배양하 다. 

Fig. 1. Blood sampling via celiac axis. Fig. 2. Blood sampling via infraorbital venous plexus.
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5. 활성화된 혈소판 풍부 혈장의 물성 분석

500μl의 혈소판 풍부 혈장을 2개의 dish에 각각 18 게이

지 주사침을 이용하여 분주하고, 분주된 혈소판 풍부 혈장

에 4 unit와 100 unit의 트롬빈, 칼슘 혼합액을 첨가하

다. 혼합 후 즉시, 10분, 60분 주기로 18 게이지 주사침을

찔러서 혈소판 풍부 혈장의 응고 정도를 측정하 다. 혼합

후 60분에는 dish를 45�각도로 기울여 응고되지 않고 남

아있는 혈장이 있는지를 측정하 다.

Ⅲ. 연구 결과

1. 백서에서의 채혈

백서에서 혈액을 얻는 방법은 여러가지가 있으나 실험동

물을 희생시키지 않고 혈액을 얻기 위해서는 안와하정맥총

을 이용하는 것이 가장 효과적이었다. 하지만 이때 얻을 수

있는 혈액은 제한적이어서 약 3~5ml의 혈액을 얻을 수 있

었다. 실험동물을 희생하면서 혈액을 얻는 경우에는 최 한

의 혈액을 얻기 위해서 에테르를 이용한 전신마취하에 복강

동맥을 노출시키고 채혈하는 것이 가장 효과적이었다. 이

경우 약 10~15ml의 혈액을 얻을 수 있었다. 

2. 혈소판 풍부 혈장의 제작

1) 원심분리 방법에 따른 혈소판 풍부 혈장의 제작

문헌에 나타난 여러 제작 방법 중 세가지를 선택하여 혈소

판 풍부 혈장을 제작하 다(Table 1). 이 중 방법 1과 방법

2는 최초 혈소판 보다 각각 1.41±0.52배, 1.70±0.37배

로 혈소판이 농축되었다. 이는 혈소판 풍부 혈장이 최초 혈

소판보다 3~7배 농축되어야 한다고 보았을 때 유효한 혈

소판 풍부 혈장이라고 볼 수 없었다. 방법 3은 Marx가 제

시한 제작 원칙17)에 따른 방법으로 제작된 혈장 농축액의 혈

소판 수치를 측정한 결과(Table 2), 기존의 혈소판에 비해

약 3.7±0.74배로 혈소판이 농축되어(Table 3) 세가지 방

법 중 유일하게 기준에 맞는 유효한 혈소판 농축 혈장을 제

작할 수 있었다. 

2) 혈소판 풍부 혈장의 제작 효율

4마리의 백서에서 각각 10~15ml의 혈액을 채취하 고,

이를 방법 3을 이용하여 유효한 혈소판 풍부 혈장을 제작하

다(Table 4). 제작할 수 있는 혈소판 풍부 혈장의 양은

목표하는 혈소판 농축 정도에 따라 조절이 가능하 다. 이

것은 목표하는 혈소판 농축 정도보다 더 많이 농축된 혈소

판 풍부 혈장을 얻은 경우, 분리된 혈소판 부족 혈장을 혈소

판 풍부 혈장과 섞어 희석시키면, 혈소판 농축 정도를 떨어

뜨리게 되어 목표한 혈소판 농축 정도를 얻으면서 전체 혈

소판 풍부 혈장의 양은 약간 늘릴 수 있었다. 본 실험에서는

상기 방법을 이용하여 4마리 백서의 혈소판 풍부 혈장의 양

을 1.5ml로 통일하 다. 만약 혈소판 풍부 혈장의 혈소판

농축 정도를 4배 정도로 통일하여 제작한다면 개체에 따라

서 각기 다른 양의 혈소판 농축액을 얻을 수 있지만 본 실험

에서는 동일한 양의 혈소판 풍부 혈장에서의 성장인자 농도

를 측정하기 위하여 모든 개체의 혈소판 풍부 혈장의 양을

1.5ml로 통일하 다.

3) 혈소판 풍부 혈장의 활성화와 물성 변화

제작된 혈소판 풍부 혈장은 트롬빈과 칼슘을 혼합하면 차

츰 응고되어 겔상태로 변하 다. 이러한 응고는 10분내에

이루어졌으며 (Fig. 3, 4), 응고된 후에는 하나의 덩어리로

뭉치기가 용이하 다. 500μl의 혈소판 풍부 혈장을 응고시

Table 1. Complete Blood Count of SD Rat 

WBC RBC Hb HCT Platelet

(108/ml) (108/ml) (g/dl) (%) (108/ml)

Rat a 5.78 7.25 12.1 36.2 3.36

Rat b 5.51 8.18 13.6 40.8 5.18

Rat c 7.01 7.50 12.5 38.3 5.92

Rat d 5.53 7.57 12.2 37.6 4.96

(WBC: white blood cell, RBC : red blood cell, Hb : hemoglobin, HCT : hematocrit)

Table 2. Complete Blood Count of Fabricated Platelet-
rich Plasma 

WBC RBC Platelet

(108/ml) (108/ml) (108/ml)

Rat a 0.28 0.02 10.18

Rat b 0.29 0.02 19.55

Rat c 0.07 0.04 23.97

Rat d 0.28 0.03 13.10

(WBC: white blood cell, RBC : red blood cell)
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Table 3. Mean Platelet Concentration and Yield

Platelet concentration WB Platelet concentration PRP Platelet Yield

(108 platelets/ml) (108 platelets/ml) (fold)

Method 1 3.57±0.87 5.05±1.96 1.41±0.52

Method 2 4.08±0.63 6.95±2.04 1.70±0.37

Method 3 4.85±0.78 18.29±5.97 3.77±0.74

(WB : whole blood, PRP : platelet-rich plasma)

Table 4. Volume of Fabricated Platelet-Rich Plasma and Platelet-Poor Plasma

Original blood Fabricated PPP Fabricated PRP 

volume (ml) volume (ml) Volume (ml)

Rat a 8.0 3.0 1.5

Rat b 12.5 3.5 1.5

Rat c 14.5 3.7 1.5

Rat d 13.8 2.8 1.5

Fig. 3. Platelet-rich plasma activated with 5 units throm-
bin after 10 minute activation.

Fig. 4. Platelet-rich plasma activated with 100 units
thrombin after 10 minute activation.

Fig. 5. Platelet-rich plasma activated with 100 units
thrombin after 60 minute activation. 

Fig. 6. Platelet-rich plasma activated with 5 units throm-
bin after 60 minute activation.
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키기 위해서는 100U의 트롬빈이 필요하 다. 60분간

100U의 트롬빈과 반응시킨 500μl 혈소판 풍부 혈장의 경우

전체가 응고되었지만(Fig. 5), 5U의 트롬빈을 사용한 경우

일부는 응고되지 못하고 액체처럼 흘러내렸다(Fig. 6). 

3. 성장인자의 정량적 분석

트롬빈과 칼슘으로 혈소판을 활성화시킨 시료에서

PDGF-BB와 VEGF의 농도가 혈액에 비해 높게 나타났다.

백서 혈액의 VEGF 농도는 배양시간에 관계없이 일반 분석

이 불가능할 정도로 아주 낮은 농도가 나왔지만, 트롬빈으

로 활성화시킨 혈소판 풍부 혈장의 경우 배양 1시간 후에는

평균 952.71 pg/ml의 VEGF가 검출되었다. VEGF는 혈

소판이 활성화된 직후부터 배양 1시간까지 증가하다가 배

양 2시간부터는 급격히 감소하여 배양 4시간에는 아주 소

량(14.71pg/ml)만이 검출되었다(Fig. 7). 백서 혈액의

PDGF 농도는 배양직후 49.1 pg/ml로 검출되어 배양 시간

에 따라 큰 변화가 없었다. 트롬빈에 의해 활성화된 혈소판

풍부 혈장은 이보다 약 39±7.81배 많은 1941.9 pg/ml가

검출되었다(Fig. 8). 이러한 농도는 VEGF와 달리 배양 시

간에 따라 큰 차이는 없이 배양 4시간까지 유지되는 것을

관찰하 다(Table 5, Fig. 9).

Ⅳ. 고 찰

혈소판 풍부 혈장은 혈소판의 활성화와 집적을 통해 피브

린 응괴를 형성하면서 지혈작용을 하게 된다. 피브린 응괴

는 칼슘과 트롬빈에 의해 피브리노겐이 피브린으로 합성되

면서 형성된다18). 이러한 피브린 응괴는 지혈뿐 아니라 조직

을 형성하는데 필요한 세포의 이주를 가능하게 하는 비계의

역할도 하게 된다19,20).

혈소판 풍부 혈장의 상처 치유에 관한 효과는 여러 문헌에

서 보고 되고 있지만, 사용된 혈소판 풍부 혈장이 과연 유효

Table 5. Comparison of Mean Growth Factor Concentration in Platelet-rich Plasma Activated with 100 unit Thrombin 

0 hour 1 hour 2 hour 4 hour

(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)

PDGF-BB 1941.9±516.7 1896.7±400.3 1719±440.6 1849±506.5

VEGF 524.0±714.9 952.71±884.2 251.67±386.1 14.7±20.4

Fig. 7. VEGF concentration in blood and activated PRP. Fig. 8. PDGF concentration in blood and activated PRP.

Fig. 9. Comparison of mean growth factor concentration
in platelet-rich plasma activated with 100 unit thrombin.
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한 것인가에 해서는 아직도 여러 가지 논란이 있을 수 있

다. Marx21)에 따르면 유효한 혈소판 풍부 혈장을 얻기 위해

서는 FDA에 의해 승인된 완전 자동화된 기계를 사용하거

나, 자동화된 기계를 사용하지 않을 경우, 혈소판의 농축 정

도 확인, 정확한 혈구 분리, 첨가되는 트롬빈의 농도와 양

등 여러 가지 조건을 충족하는 매우 세심한 제작 과정이 필

요하다고 하 다. 혈소판 풍부 혈장이 효과가 없다고 주장

하는7,22,23) 부분의 보고를 살펴보면 사용된 혈소판 풍부 혈

장의 유효성에 해서 별다른 언급이 없어 그것이 과연 혈

소판 풍부 혈장인가에 한 의문이 제기되고 있다21). 또한

동물을 상으로 한 실험에서는 아직 실험 동물에서 제작된

혈소판 풍부 혈장이 과연 유효한가에 한 고찰이 없기 때

문에 그러한 주장은 더욱 설득력을 가진다. 최근 혈소판 풍

부 혈장을 조직공학에 응용하고자 하는 시도에서도 실험동

물에서 제작된 혈소판 풍부 혈장의 유효성이 확립되지 않는

한 그 결과를 신뢰하기는 힘들다. 실험동물에서 효과적인

혈소판 풍부 혈장의 제작법을 확립하고 그 유효성을 확립하

는 것이 향후 진행될 연구의 타당성을 확보하기 위한 필수

적인 단계이다. 본 실험에서는 문헌에 소개된 3가지의 혈소

판 풍부 혈장 제작방법을 사용하 다. 그러나 3가지 방법

중 2가지, 즉 800 rpm, 15분으로 원심분리 후 육안으로 혈

구와 혈장층을 분리하는 방법15)과 140g (1000 rpm), 10

분으로 1회 원심분리 후 육안으로 혈구와 혈장층을 확인하

고 이를 분리한 후, 분리한 혈장층을 다시 140g

(1000rpm), 10분 원심 분리하여 혈소판 풍부 혈장을 분리

하는 방법16)은 유효한 농도로 혈소판을 농축시킬 수 없었다.

Marx는 혈소판 풍부 혈장의 요건으로 혈소판이 일반혈액

보다 3~7배 농축되어야 한다고 밝히고 있고,4,12,17) 이 정도

농축된 혈소판 풍부 혈장에서만이 성장인자의 방출 농도가

충분하게 증가한다고 알려져 있다24,25).

Marx는 효과적으로 혈소판을 농축시키기 위해 2번의 분

리 과정을 제안하 다17). 이 과정은 4분간 약 1,000g

(3,000rpm)의 분리 회전과 8~9분간 800g(2500rpm)의

농축 회전을 포함하는 과정으로 전체 회전이 11,000g

minute가 되어야 한다. 이것은 혈소판의 막을 파괴할 수

있는 힘(30,000g minute)의 약 1/3에 해당되는 힘이다.

이를 기준으로 볼 때 앞의 두 방법은 전체 회전이 각각

1,120g minute와 2,800g minute로 Marx제안한 힘의

1/30과 1/10 밖에는 해당되지 않는다. 사람과 백서와의 차

이를 고려한다고 해도 이는 매우 큰 차이이다. 이러한 두 방

법을 이용하여 백서에서 혈소판 풍부 혈장을 제작하 다고

기술한 문헌에서도 혈소판이 3~5배 정도 농축되었다고 하

으나, 본 실험에서는 그와 같은 농도의 농축 혈장을 얻을

수는 없었다. 이는 술자의 기술이나 혈액의 양이 다르기 때

문이라고 볼 수도 있지만 백서에서 얻을 수 있는 혈액의 양

이 매우 제한적임을 고려할 때, 2가지 방법이 반복적으로

유효한 혈소판 풍부 혈장을 얻기 위한 방법으로는 부적절하

다고 판단된다. 본 실험에서는 Marx가 제안한 방법3을 통

하여 반복적으로 충분히 농축된 혈소판 혈장을 얻을 수 있

었다. 실험 개체에 따라 최소 3배에서 최 6배까지 농축된

혈장을 얻을 수 있었는데, 목표하는 혈장 농축도를 4배 정

도로 설정하고 혈소판 부족 혈장을 혈소판 풍부 혈장에 혼

합하여 희석시켜서 좀 더 많은 양의 농축 혈장액을 얻을 수

있었다. 본 실험에서는 목표하는 혈소판 풍부 혈장을 1.5ml

로 설정하고 그에 따라 혈소판 부족 혈장을 희석하 고, 평

균 3.77±0.74배의 혈소판이 농축된 혈소판 풍부 혈장을

얻을 수 있었다. 목표로 하는 농도치의 더 많은 양의 혈소판

풍부 혈장을 얻기 위해서는 더 많은 양의 혈액이 필요하다.

이것은 백서의 경우 실험개체를 희생할 때만 얻을 수 있는

데, 따라서 백서에서 실험개체를 희생시키지 않으면서 자가

혈소판 풍부 혈장을 제작하고 그 후 추가적인 후속실험을

하기 위해서는, 백서의 안와하정맥총을 통해 약 3~5ml정

도의 혈액을 채취하여 약 150μl~500μl 정도의 혈소판 풍

부 혈장을 얻어 실험하는 경우만이 가능하다.

트롬빈은 혈소판을 응집시키고 성장인자를 방출시키는 유

도제로 알려져 있다13). 그러나 혈소판을 최 로 응집시킨다

고 알려진 트롬빈의 농도와 임상에 사용된 농도는 큰 차이

가 있다(4 unit/ml versus 140 unit/ml)4,14). 본 연구에서

는 4 unit/ml의 트롬빈과 75 unit/ml의 트롬빈을 각각

500μl의 혈소판 풍부 혈장과 혼합한 후 시간에 따른 응고

정도를 조사하 다. 혈소판 풍부 혈장의 응고는 상처 치유

초기 상처부위의 응고를 가속화시켜 상처 치유를 촉진시키

고,26) 골이식재와 혼합시 조작성을 높여주므로 임상적으로

중요한 의미를 가진다. 트롬빈 혼합 직후 2개의 실험군 모

두에서 혈소판 풍부 혈장의 응고가 진행되었지만 60분이

지났을 때는 75 unit/ml의 트롬빈을 사용한 혈소판 풍부

혈장만이 모두 응고되어 골이식재와 혼합하여 사용할 때 더

나은 조작성을 보일 것으로 기 할 수 있었다.

상처치유과정에서 혈소판 풍부 혈장의 효과는 혈소판 풍

부 혈장에 혈액보다 높게 함유된 혈소판의 수에 기인한다.

혈소판이 활성화되면서 방출되는 여러 가지 성장인자와 분

화요소는 상처치유를 조절하고 촉진하는데 필수적인 요소

이며, 세포분열, 세포주성, 세포분화나 사에 중요한 역할

을 한다27). 혈소판은 α입자와 dense body, 리소좀 등 다양

한 입자를 가지고 있는 것으로 알려지고 있다28,29). 정상적인

상처 치유과정에서 혈소판은 활성화되고 α입자가 파괴되면

서 그 내용물이 방출된다. 혈소판의 α입자에는 상처 치유에

중요한 세포 분화능과 화학주성을 가진 성장인자가 들어있

는데, 혈소판에서 방출되는 것으로 알려진 주요한 성장인자

는 PDGF, TGF-β, VEGF, EGF, IGF 등이다10,30, 31). 따라

서 혈소판 풍부 혈장에 함유된 고농도의 성장인자 방출이

연조직의 치유나 경조직의 치유를 가속화시키거나 증진시
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킨다26). 몇 개의 성장인자를 단독 또는 병용하여 상처에 적

용시키는 것보다 혈소판 풍부 혈장을 사용하는 것은 비교할

수 없는 장점을 가진다. 그것은 혈소판 풍부 혈장에 여러 가

지 성장인자가 고농도로 함유되어 있고, 다양한 성장인자는

서로 상호 작용을 하여 아직까지 완전히 이해되지 못한 여

러 경로를 통해서 상처 치유를 촉진할 수 있기 때문이다. 또

한 자가 혈액을 이용하여 제작되기 때문에 그 효율과 안정

성에 있어서도 동종 또는 재조합된 성장인자보다 높다.

본 실험에서는 혈액과 활성화된 혈소판 풍부 혈장에 있는

PDGF-BB와 VEGF의 농도를 측정하 다. PDGF는 상처

치유의 초기 단계부터 발현되기 시작하여 상처치유 과정 내

내 필수적인 것으로 알려져 있고, VEGF는 상처치유의 증

식기부터 발현되어 혈관신생에 기여하는 것으로 알려져 있

다. 이 두 가지 성장인자의 시간에 따른 방출 농도를 측정하

는 것은 혈소판 풍부 혈장이 정상적인 상처 치유를 어떻게

가속화하는지를 밝히는데 도움이 된다.

가장 광범위하게 연구된 성장인자인 PDGF는 상처에서

단핵구, 중성구, 섬유아세포, 골아세포 등에 화학주성을 가

지며, 섬유아세포, 근육세포 분화를 촉진하고 상처 치유 단

계 중 혈관생성, 섬유세포 형성, 재상피화에 기여하는 것으

로 알려져 있다30). 또한 PDGF는 IGF와 TGF-β와 함께 골

격계 치유 과정을 조절하는 중추적 역할을 담당한다32,33). 산

소가 희박한 상태에서 PDGF-BB는 VEGF mRNA의 발현

을 유도하여, 신생혈관 재생을 촉진하여 상처를 치유하는데

기여하는 것으로 알려져 있다34). 본 실험에서 PDGF-BB의

농도는 활성화된 혈소판 풍부 혈장에서 일반 혈액보다 39

배 정도 증가되었다. 이러한 결과는 인간의 혈소판 풍부 혈

장을 연구한 Lacoste 등25)과 Weibrich 등35)의 연구결과와

일치한다. 이러한 검출량은 혈소판이 활성화된 직후부터 배

양 4시간까지 꾸준히 유지되며 VEGF에 비해 개체간의 차

이도 작았다. 이런 특징은 PDGF가 혈소판 풍부 혈장이 상

처 치유의 전 단계에 걸쳐 효과를 발현할 수 있음을 보여

준다.  

VEGF는 혈관재생을 촉진하여 만성상처의 치유를 촉진하

고 골내 골화를 돕는 것으로 알려져 있다36,37). 특히 VEGF

는 아주 적은 농도에서 세포분화를 촉진시키고, 고농도(0.5

μg into rat segmental defect)에서는 골형성을 방해하는

것으로 알려져 있다38). 인간의 혈소판 풍부 혈장의 경우,

Banks 등39)은 트롬빈과 칼슘으로 활성화시킬 경우 많은 양

의 VEGF가 검출되는 것으로 보고하 다. 그러나 VEGF의

검출량은 실험개체에 따라 변이가 크고 혈소판의 농축정도

와 그 검출량은 무관하여 다른 성장인자와는 다른 발현 기

전이 있을 것으로 유추할 수 있다35). 본 실험에서도 개체간

에 검출되는 농도 차이가 매우 컸으며, PDGF보다 저농도

로 검출되며, 시간에 따른 검출농도에도 차이를 보 다.

PDGF가 배양 4시간에 거쳐 꾸준히 고농도로 유지되는데

반해 VEGF는 혈소판 활성화 직후부터 배양 1시간까지 증

가하다가 배양 2시간부터는 감소하여 배양 4시간째에는 거

의 검출되지 않았다. 일반적인 상처치유 과정에서 약 2주부

터 VEGF가 발현되는 것을 고려해 볼 때 이것은 특이한 점

으로 혈소판 풍부 혈장이 초기에 상처치유를 촉진시킨다는

주장의 근거가 될 수 있다.

혈소판 풍부 혈장에서는 혈액보다 높은 농도의 성장인자

가 방출되지만 혈소판 풍부 혈장을 만드는 농축 기술 자체

가 상당한 양의 성장인자 방출을 직접 유도하지는 못한다
35,39-43). 이러한 사실은 혈소판을 농축한다고 하더라도 성장

인자를 함유하고 있는 혈소판 입자 파괴의 척도인 P-

selectin의 발현을 증가시키지 못한다고 보고한 Ekback

등44)의 연구결과에 의해 뒷받침된다. 따라서 혈소판 풍부 혈

장에서 높은 농도의 성장인자가 방출되는 것은 농축된 혈소

판이 충분한 농도의 트롬빈에 의해 활성화되어 나타나는 결

과이다.

인간의 혈소판 풍부 혈장에 다양한 농도의 트롬빈을 사용

했을 때 성장인자의 방출에 미치는 향은 몇 가지 논문에

서 언급되었다24,25). 사람의 혈소판 풍부 혈장을 상으로

Frechette 등24)은 트롬빈의 농도 변화가 몇몇 성장인자의

방출에 다른 향을 미치는 것으로 보고하 다. 그들의 실

험에 따르면 EGF 농도는 임상적 사용 농도인 120 units에

서 최 를 보이는 반면 Il-1β는 그 절반인 60 units에서 최

방출을 보이고, Ang-2는 4 units 의 트롬빈 농도에서

최 방출이 일어난다고 한다. 또한 EGF와 Ang-2는 배양

6시간째에 최 성장인자 방출이 일어나지만 Il-1β는 그보

다 훨씬 늦은 3일째에 최 방출이 일어난다고 하 다. 이

러한 결과는 성장인자에 따라 서로 다른 방출기전과 시기가

존재한다는 것을 의미하며, 실험 동물에서도 이와 유사한

결과가 나타나는지는 추가적인 연구가 필요하리라 사료

된다. 

Ⅴ. 결 론

본 연구를 통하여 다음과 같은 결론을 얻을 수 있었다.

1. 백서의 혈소판 풍부 혈장 제작을 위해서는 몸무게가 많

은 개체가 유리하며, 최 약 15ml의 혈액을 얻을 수

있다.

2. 총 11,000g minute의 분리회전과 농축회전을 이용해

혈소판 풍부 혈장을 제작하는 것이 보고된 다른 방법에

비해 반복적이면서 유효한 혈소판 풍부 혈장을 얻을 수

있다.

3. 약 15ml의 혈액을 이용해 약 1.5 ml의 혈소판 풍부 혈

장을 얻을 수 있으며, 이 양은 개체에 따라 유동적이다.

4. 트롬빈과 칼슘을 이용해 혈소판을 활성화시키면 더 높은

농도의 성장인자 방출을 기 할 수 있다. 단, 성장인자에
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따라 그 방출량, 방출시기와 방출지속시간에는 차이가

있다.

이상의 결과를 종합해 볼 때, 백서에서 유효한 혈소판 풍

부 혈장의 제작이 가능하며, 백서모델을 이용한 다양한

PRP연구가 가능할 것으로 사료된다.
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