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微粒和血细胞在脓毒症高凝状态中的作用
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摘要 目的：探讨血小板和红细胞磷脂酰丝氨酸（PS）暴露和循环微粒（MPs）在脓毒症高凝状态中的作用。方法：集 10例诊断为脓
毒症的患者及 10例健康体检者的新鲜血；离心分离出红细胞、富血小板血浆及 MPs；应用 Alexa-Fluro 488-乳粘素 /CD 41a/CD
14、Alexa-Fluro 647-CD 235a/CD 31/CD 45标定红细胞、血小板、内皮细胞、白细胞及单核细胞来源的 MPs；流式细胞仪测定红细

胞和血小板的 PS外翻、MPs的数量；血凝仪测定相应凝血时间。结果：相对于健康人，脓毒症患者 PS外翻红细胞（3.53% vs

0.53%，P<0.05）和血小板（3.00% vs 0.45%，P<0.05）、MPs总数（4830/滋L vs 2861/滋L，P<0.05）及各亚型 MPs均明显升高；红细胞

（238.4s vs 346.8s，P<0.05）、血小板（209.1s vs 335.9s，P<0.05）及 MPs（207.1s vs 318.2s，P<0.05）的凝血时间缩短。MP数、PS+红细

胞 /血小板比例分别与各自凝血时间成负相关（MP: r= -0.592，P=0.006；红细胞: r= -0.565，P=0.009；血小板：r= -0.641，P=0.002）。结
论：红细胞、血小板的 PS暴露及循环MPs和脓毒症高凝状态的发生相关，可能对患者凝血功能检测和抗凝治疗有一定的意义。
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Role of the Microparticle (MP) and PS Exposure of Erythrocytes and Platelets
in the Procoagulant State of Sepsis

To investigate the role of microparticle (MP) and phosphatidylserine (PS) exposure of erythrocytes and

platelets in the procoagulant state in sepsis. Peripheral blood samples were collected from 10 patients with newly diagnosed

sepsis and 10 matched healthy subjects. Erythrocytes, platelets, and MPs were obtained by centrifugation. Alexa-Fluro
488-lactadherin/CD 41a/CD 14 and Alexa-Fluro 647-CD 235a/CD 31/CD 45 were used to label MPs derived from platelets, monocytes,

erythrocytes, endothelial cells, and leukocytes. PS exposure of platelets and erythrocytes was detected with Alexa-Fluro 488-lactadherin.

Analysis of MP release and PS exposure on erythrocytes and platelets were performed with a flow cytometer. Procoagulant activity

(PCA) was determined by clotting time. Compared with healthy subjects, patients with sepsis had markedly increased MP release

(4830/滋Lvs 2861/滋L, P<0.05) and PS exposure on erythrocytes (3.53% vs 0.53%, P<0.05) and platelets (3.00% vs 0.45%, P<0.05).

Relevant PCA was significantly increased as determined by shortened clotting time (erythrocytes: 238.4s vs 346.8s, P<0.05; platelets:

209.1s vs 335.9s, P<0.05; MPs: 207.1s vs 318.2s, P<0.05). The level of circulating MPs, PS+ erythrocytes %, and PS+ platelets% was

negatively correlated with its own relevant clotting time (MP: r= -0.592, P=0.006；erythrocytes: r= -0.565, P=0.009；platelets: r= -0.641,
P=0.002). Increased MPs and PS+ erythrocytes/platelets are associated with the procoagulant state in patients with sepsis,

and may have clinical significance in evaluating and predicting the effect of anticoagulant therapy.
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前言

脓毒症时凝血系统激活，抗凝系统受抑，极易导致弥散性

血管内凝血[1]。多种炎症因子，补体复合物及凝血产物均可导致

血细胞和内皮的损伤、微血栓形成。细胞膜表面磷脂酰丝氨酸

（phosphatidylserine，PS）的外翻反映了细胞的激活、损伤或凋亡

的动态变化[2]。细胞膜微粒（microparticles，MPs）的释放与 PS的

外翻同时发生[3]。循环 MPs因携带大量的 PS参与血栓形成和

炎症相关的多种疾病的发生。脓毒症休克患者循环中 MP增
多，然而其凝血活性并不是很清楚。膜表面的 PS 因能促进
Xase和凝血酶原酶的形成而高度促凝。目前有关循环 MPs增
多和血细胞 PS暴露，进而导致脓毒症高凝状态的研究，国内外

报道较少。本研究通过血浆 MPs、红细胞和血小板 PS外翻的检
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测，及其凝血活性的测定，进一步探讨 MP释放和血细胞 PS外

翻与脓毒症高凝状态发生的机制。

1 对象与方法

1.1 对象
10例来自哈尔滨医科大学附属第一医院 ICU的患者，男

6例，女 4例，年龄 41~72岁，平均 58.3岁；诊断为脓毒症。依据

如下：（1）血培养阳性，其中 G-菌 7例，G+杆菌 2例，G+球菌 1

例；（2）符合系统性炎症反应综合征（SIRS）。健康对照组 10例，

男 6例，女 4例，年龄 32~58岁，平均 43.8岁。排除标准包括：

恶性肿瘤或风湿免疫性疾病；怀孕；铁、叶酸和维生素 B12 缺

乏；近 6个月有输血史；服用能影响凝血的药物的患者。
1.2 仪器和材料

FACS CantoII流式细胞仪为美国 BD公司产品；直径 0.5

滋m、0.9 滋m 和 3.0 滋m 标准乳胶微球为法国马赛 BioCytex 公
司产品；TruCount计数管 (Cat. No. 340334)为美国 BD公司产

品。细胞特异性单抗 CD235a（clone GA-R20），CD31（clone
L133.1），CD41a（clone HIP8），CD45（clone H130），CD14（clone

M5E2）以及老鼠 IgG1/IgG2a（clone X40/X39）为美国 San Jose

公司产品。Alexa Fluro 488标记的乳粘素或单抗由我们自己的

实验室准备。1mM Hepes的 Tyrode's缓冲液经 0.22 滋m一次性
针孔滤膜（英国 Millipore 公司）滤过。显色底物 S-2765 和
S-2238为美国 DiaPharma公司产品。
1.3 蛋白纯化和标记

牛乳粘素的纯化如前所述，根据试剂盒指示标记 Alexa

Fluro 488。荧光素与乳粘素的比例是 1.2/1或者 1.1/1[4]。

1.4 实验方法和步骤
1.4.1 红细胞、血小板和微粒的制备 抽取清晨空腹静脉血于

5 mL3.2%枸橼酸钠抗凝的采血管中。室温下 200× g，30分钟离

心后获取富血小板血浆（PRP）和红细胞。乏血小板血浆（PFP）

准备：血样 1500× g，20 分钟离心后取上清，再经 13000× g，2

分钟离心去除残余血小板。PFP置于 -80℃冰箱中备用。MP的

制备：250 滋L PFP解冻 60分钟后 20 000× g，30分钟离心后去

除 225 滋L上清，加入 225 滋L Tyrode's缓冲液（137 mM NaCl,

2.7 mM KCl, 11.9 mM NaHCO3, 0.42 mM NaH2PO4, 1 mM Mg-

Cl2, 2mM CaCl2, 5.5mM 葡萄糖 , 5 mM HEPES 和 0.35% BSA,

pH 7.4）。再次 20 000× g，30分钟离心后去除 225 滋L上清，加

入 75 滋L Tyrode's缓冲液，涡旋 10秒后即为富 MPs悬液。
1.4.2 MPs流式分析 5 滋L富 MPs悬液加入到 35 滋L Tyrode's

buffer中，避光，4℃下与以下试剂孵育：Alexa Fluro 488-乳粘

素（5 滋L）；Alexa Fluro 647-235a（5 滋L）；Alexa Fluro 647-31（5

滋L）/Alexa Fluro 488-41a（5 滋L）；Alexa Fluro 647-45（5 滋L）
/Alexa Fluro 488-14（5 滋L）。5 滋L 富 MPs 悬液、Alexa Fluro

647/488-IgG2a/IgG1同型对照抗体（5 滋L）以及 150 滋L标准微

球混合液置于一个 Trucount管中以供对照和计数。所有管孵育
30分钟后加 Tyrode's缓冲液至 200 滋L，立即流式分析。建立前

向角光散射对侧向角光散射双对数散点图（FSC LOG-SSC

LOG），根据标准微球试剂盒说明书调整检测阈值，并在同一条

件下测定所有的MPs；同一条件下测定 1管仅含 Tyrode's缓冲

液的空白对照以此验证仪器噪音信号的干扰程度。首先规定在

FSC-SSC散点图上 MPs的初始大小不大于 0.9 滋L；接着确认

乳粘素阳性的为MPs。
MPs浓度计算公式如下：n= (C × 加入的 beads数)/(获取

的 Beads数× MPs加入量)，其中 C代表乳粘素阳性 MPs数。
BD FACSDiva软件获取 10000个细胞并分析。
1.4.3 红细胞和血小板 PS外翻的流式分析 红细胞 /血小板

浓度调整到 0.5-1× 106/ml，200 滋L此浓度的细胞悬液与 5 滋L

Alexa Fluro 488-乳粘素在室温下避光孵育 10分钟。BD FACS-

Diva软件获取 10000个细胞后分析其 PS外翻细胞比例。
1.4.4 红细胞 / 血小板 /MPs 的促凝活性 利用 KC4A- 血凝
仪，以一步复钙时间试验测定三者的血浆凝血时间。100 滋L红

细胞（1× 108），血小板（1× 107）或者富 MPs 悬液与 100 滋L乏
MPs血浆 37℃孵育 3 分钟后，加入 100 滋L预热的 CaCl2（25

mM)启动反应并记录结果。所有试验重复 3遍，取平均值。
1.5 统计学分析

统计学处理：采用 SPSS 17.0统计软件进行数据处理。计量

数据以(x± s)表示，采用独立样本 t检验，及两变量的相关和回

归分析。P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 患者实验室检查结果
如表 1所示，患者白细胞升高，其中中性粒细胞数增高，表

明细菌感染的发生。感染类型以格兰阴性杆菌为主。患者红细

胞和血小板数均降低。PT和 APTT均延长，纤维蛋白原及 D-

二聚体均升高。血浆白蛋白降低，血尿素氮则升高，表明可能有

内皮功能障碍以及肾功能异常。

2.2 脓毒症患者循环 MPs数升高

Healthy subjects Septic patients

Sex ratio

(male/female)

Age (years)

Albumin (g/l)

Creatinine (滋M)

BUN (mM)

Erythrocyte (× 1012/L)

Leukocyte (× 109/L)

Neutrophil (%)

Monocyte (%)

Hemoglobin (g/L)

Platelet (× 109/L)

PT (s)

APTT (s)

Fibrinogen (g/L)

D-dimer (滋g/ml)

6/3

41.7± 9.38

49.28± 10.34

60.56± 10.48

5.15 ± 0.846

4.80± 0.65

5.31± 0.82

62.41± 4.95

5.36± 1.51

156± 11.57

235.7± 72.17

11.16 ± 0.72

25.3 ± 3.9

2.58± 0.39

0.162 ± 0.067

6/4

56.3± 9.93

31.36 ± 8.12*

103.1 ± 86

12.52± 9.26*

3.89± 0.89*

16.25± 7.37*

86.18± 6.65*

4.48± 3.10

121.5± 32.98*

154.9± 62.13*

14.61± 5.11

38.9 ± 13*

4.15 ± 1.44*

3.116 ± 1.35*

注：*与对照组比较，P < 0.05；BUN，血尿素氮；PT，凝血酶原时间；

APTT，活化部分凝血活酶时间。

Note: *Compared with healthy subjects, P<0.05; BUN, blood urea nitrogen;

PT,prothrombintime; APTT,activated partial thromboplastin time.

表 1 脓毒症患者实验室检查结果

Table 1 Results of laboratory studies of patients with sepsis
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患者的循环MPs总数及各亚型MPs数均增高。组间 MPs

亚型未见差别，均为血小板、红细胞、白细胞及内皮细胞 MPs。
患者MPs总数（4830/滋L）约为健康对照者（2861/滋L）的 1.69倍

（P<0.05），以血小板 MPs（2273/滋L）为主，这一比例相对于健康

对照组血小板MPs（1528/滋L）增长了 1.49倍（P<0.05）。患者白

细胞 MPs（983/滋L）相对于健康对照组（613/滋L）增长了 1.6 倍

（P<0.05）。单核细胞 MPs（530/滋L vs 266/滋L，P<0.05）以及红细

胞 MPs（255/滋L vs 87/滋L，P<0.05）均有所增长。内皮 MPs

（336/滋L）相对于健康组（219/滋L）也有所增加，差异无统计学意

义（P>0.05）（图 1）。

图 1 脓毒症患者和正常人循环 MPs分析
Fig. 1 Analysis of circulating MPs in septic patients and healthy subjects

注：P<0.05有统计学意义；MPs，微粒。
Note: P<0.05 represents statistically significant; MPs, microparticles.

2.3 PS+红细胞和 PS+血小板

患者 PS外翻红细胞（3.53% vs 0.53%，P<0.05）和血小板

（3.00% vs 0.45%，P<0.05）比例高于正常人（图 2）。

图 2 脓毒症患者和正常人红细胞和血小板 PS外翻分析

Fig. 2 Analysis of PS exposure in Erythrocytes and platelets in septic patients and healthy subjects

注：P<0.05有统计学意义；MPs，微粒；PS，磷脂酰丝氨酸。

Note: P<0.05 represents statistical significance; MPs, microparticles; PS, phosphatidylserine.

5051· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.26 SEP.2014

2.4 凝血时间

脓毒症患者红细胞（238.2s vs 346.9s，P<0.05）、血小板

（209.1s vs 335.9s，P<0.05）及 MPs（207.1s vs 318.2s，P<0.05）的

凝血时间均缩短，差异有统计学意义。乏 MPs血浆复钙后并未

凝（图 3）。

图 3 脓毒症患者和正常人MP、红细胞和血小板凝血时间

Fig. 3 Clotting time of MPs, Erythrocytes, and platelets in septic patients with sepsis

注：P<0.05有统计学意义；MPs，微粒。

Note: P<0.05 represents statistical significance; MPs, microparticles.

2.5 相关性分析

循环 MP 数、PS+ 红细胞比例、PS+ 血小板比例与各自凝

血时间成负相关（MPs：r=-0.592，P=0.006；红细胞：r=-0.565，
P=0.009；血小板：r=-0.641，P=0.002）（图 4）。

图 4 凝血时间和MPs/PS+ RBCs/PS+ platelets相关性分析

Fig. 4 Analysis of correlations between clotting time and circulating MPs, PS+ RBCs, PS+ platelets

注：P<0.05有统计学意义；MPs，微粒。

Note: P<0.05 represents statistical significance; MPs, microparticles.

3 讨论

PS是生理性止血和血栓形成的始动因素[5]。血细胞 PS外

翻时释放高度促凝的 MPs。因此，测定循环 MPs及 PS+血细胞

可以对血管内 PS有一个更精细的评估，对脓毒症抗凝治疗有

重要意义。MPs是细胞激活、损伤或凋亡的产物，直接反应母细

胞的功能状态，是评价血小板、白细胞及内皮细胞功能状态的

指标[6]。MPs直径一般在 0.1~1 滋L，<0.1 滋L为外核体，>1 滋L为

凋亡小体。本研究采用 0.5 滋L、0.9 滋L和 3 滋L的标准微球设门

并利用乳粘素确定 PS外翻，可有效排除血小板及凋亡小体的

干扰，保证 MPs的准确定量。

循环 MPs增多会促进血栓的发生，增加脓毒症死亡率。血

小板和白细胞 MP显著升高，表明血小板和白细胞的激活。我

们还发现患者有较高的红细胞MP，这与患者贫血、外周血管低

氧状态以及红细胞变形性降低导致的阻止缺氧状态一致。内皮

功能障碍是脓毒症另一高凝机制[7]，然而内皮细胞 MPs相对于

正常人虽有所增长，差异却不具统计学意义。可能的原因：（1）

细菌入血诱发的炎症反应未严重伤及内皮；（2）内皮的修复机

制足以抵消炎症对内皮的损伤，不足以引发 MP释放；（3）内皮
MP被吞噬性清除。MP的凝血活性较大程度上依赖其表面的
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PS。Sinauridze[8]等报道，MP的促凝活性是同等面积活化血小板

的 50~100倍，这归因于 Xase以及凝血酶原酶的形成。我们发

现循环 MP数与凝血时间显著相关。因这些 MPs富含 PS，说明

凝血活性与血管内 PS量直接相关。TF+ MP被认为是脓毒症
高凝血活性的另一诱导因子，但由于（1）PS通过解密 TF而使

其活化[9]，（2）抑制 PS 后，TF依赖的 Xa和凝血酶生成均减少
[4]，（3）细胞表面活化的 TF存在于与 PS重叠的区域[10]。基于这

些结果，我们认为MP的 TF凝血活性依赖于膜 PS。

血细胞 PS外翻导致的出凝血紊乱已在一些疾病中报道，

如 Scott综合征患者因 [11] PS外翻障碍而有出血倾向。过多的

PS能促进 Xase和凝血酶原酶的形成, 可能会导致脓毒症的高

凝状态。Sun[12]等报道脓毒症血浆能诱导血小板激活，表现为

PS暴露、MP释放以及凝血酶原酶活性增高。炎症通过动员骨

髓中性粒细胞的释放，诱导其成熟和激活[13]。活化的中性粒细

胞会释放抗菌酶和 MP以清除细菌[14,15]，也会激活血小板和内

皮细胞，导致更多的 PS外翻和 MP释放。动物实验表明[16]，抑

制体内 PS会显著减少血栓的形成。我们发现脓毒症患者的血

小板及红细胞的凝血时间明显缩短，其 PS外翻比例与凝血时

间呈负相关。

这些结果首次表明循环高凝血活性与血细胞 PS外翻和
MP释放密切相关。Zafrani[1]等报道，脓毒症小鼠的微血管血栓

与循环 MP直接相关，但 PS的作用未知，体内试验应集中于

此。另外，注射膜联蛋白 V抑制 MP的 PS时也抑制了血细胞

的 PS，减少了血浆所能接触的 PS量，为脓毒症高凝提出新的

机制。进一步的研究应集中于血细胞 PS是否与爆发性凝血酶
生成相关，这与体内高凝状态直接相关[4,10,17-19]。虽然已有研究报

道中性粒细胞外陷阱（NET）[15]和多聚磷酸盐（polyP）[20]是促进

脓毒症高凝，但这些物质的分布有限，且其凝血机制未完全清

楚。与这些物质相比，PS分布广泛，且其直接涉及凝血瀑布的

关键环节。而且，Fuchs[21]等报道，NET 形成时伴随着 PS的暴
露，但 PS是否参与 NET的形成决定了中性粒细胞是否释放高

凝 NET。polyP的高凝活性来源于其激活血小板，而血小板的

凝血活性得益于 PS外翻。因此，PS参与脓毒症高凝状态的机

制值得深入研究。

综上，本实验首次鉴定出脓毒症患者血细胞 PS外翻和
MP释放增多，且这种变化与脓毒症高凝状态直接相关，对评估

脓毒症高凝有积极意义。降低 PS暴露的红细胞和血小板，抑制

微粒的释放或降低其水平可望为高凝治疗提供新策略[22]。
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