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摘要 目的 研究红细胞微粒( ＲMPs) 的促凝血性质以及此

性质与小鼠急性肺损伤的关系。方法 ＲMPs 经过分离纯化

和计数，然后检测加入去除微粒前后的红细胞上清液及不同

浓 度 ＲMPs 的 去 微 粒 血 浆 的 活 化 部 分 凝 血 酶 原 时 间

( APTT) 、凝血酶原时间( PT) 及凝血酶生成实验。动物实验

中用 ELISA 法测小鼠肺泡灌洗液凝血酶 － 抗凝血酶复合物

( TATc) 、纤溶酶原 ( PLG) 及 纤 溶 酶 原 激 活 物 抑 制 因 子 1
( PAI-1) 含量。取注射 3 × 107 个 ＲMPs 数目的实验组及空

白对照组小鼠右肺组织进行组织学观察。结果 随着储存

时间的延长，ＲMPs 的数量逐渐增加。随着加入 ＲMPs 浓度

的增高，其去微粒血浆的 APTT 值略有下降，而 PT 值没有明

显变化。加入红细胞上清及一定浓度范围的 ＲMPs，可以不

同程度上缩短延迟时间和达峰时间，而凝血酶生成潜力和峰

值都有相当大程度的升高，并具有浓度依赖关系。与对照组

相比，注射 ＲMPs 的小鼠肺泡灌洗液的 TATc 明显增加且肺

泡组织炎症反应加剧、促凝机制增强。结论 随着储存时间

延长，ＲMPs 数目显著增加，ＲMPs 可以促进凝血酶的生成从

而促进系统性凝血，这 可 能 与 引 发 输 血 相 关 急 性 肺 损 伤

( TＲALI) 相关。
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储存红细胞主要为临床用血做准备，因此对其

病理生理作用进行分析，有助于进一步提高输注疗

效。近年来，输注红细胞引起的不良反应受到越来

越多 的 关 注，有 研 究 报 道 输 血 相 关 急 性 肺 损 伤

( transfusion-related acute lung injury，TＲALI) 已成为

输血不良反应中导致死亡的首要因素［1］，有关 TＲA-

LI 的发生机制目前尚未完全阐述清楚。红细胞在

储存过程中会发生一系列生化和形态上如血红蛋白

增加、微粒产生等改变，称之为“储存损伤”［2］。其

中微粒是一种由不同类型的细胞如血小板、白细胞、
红细胞等释放的一种浆膜囊泡，其直径一般是在

0. 1 ～ 1 μm 之间［3］。红细胞微粒( red blood cell-de-
rived microparticles，ＲMPs) 平均大小为 0. 15 μm，与

其他类型微粒类似，其表面含有的磷脂，尤其是磷脂

酰丝氨酸( PS) ，被认为是其具有促凝活性的重要介

质之一。ＲMPs 上富含的补体 C 可通过中性粒细胞

表面表达的 Fc 受体来活化中性粒细胞，而中性粒细

胞的活化在 TＲALI 的发病机制中起到了至关重要

的作用。
系统性炎症和肺部的凝血活性升高是 TＲALI

的重要临床表现之一。该研究拟通过研究红细胞微

粒的促凝血活性，并结合小鼠相关实验，探索其与

TＲALI 发病的相关性。

1 材料与方法

1． 1 血液与动物来源 随机抽取 250 ml 规格的悬

浮红细胞作为实验样本( ACD 抗凝，4 ℃保存，有效

期 35 d) ，该制品来自上海市血液中心。
6 ～ 8 周龄的雄性 BALB /C 小鼠若干只，体质量

20 ～ 25 g，购自上海斯莱克实验动物中心。
1． 2 主 要 试 剂 与 仪 器 荧 光 抗 体 APC-鼠 抗 人

CD235a、AnnexinV /FITC( 美国 BD 公司) ; 羧基荧光

素琥珀酰亚胺酯 ( CFSE，美国 Thermo Scientific 公

司) ; 小鼠凝血酶 － 抗凝血酶复合物试剂盒、小鼠纤

溶酶原试剂盒、小鼠纤溶酶原激活物抑制因子 1 ( 美

国 abcam 公 司 ) ; 流 式 细 胞 仪、全 自 动 血 凝 仪

ACL7000 ( 美国 Beckman Coulter 公司) ; Fluoroskan
Ascent FL 荧光读数仪( 美国 Thermo Fisher Scientific
公司) ; 凝血酶试剂盒及软件( 荷兰 Thrombinoscope
BV 公司) 。
1． 3 ＲMPs 的分离纯化 ＲMPs 的分离方法参考 Jy
et al 的并加以改良［4］。分别取保存 1、7、14、21、28、
35 d 的红细胞悬液于 50 ml 规格离心管中，4 ℃，

3 590 r /min，离心 20 min 后，取上清液 1. 5 ml 于 EP
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管中，4 ℃、14 770 r /min 下离心 60 min 后，弃去上

清后得到 ＲMPs 沉淀，先吸取 200 μl 微粒洗液于 EP
管中并吹打混匀，再吸取 800 μl 微粒洗液，4 ℃、
14 770 r /min 下离心 60 min 后弃 去 上 清 液，加 入

150 μl PBS 获得浓缩 10 倍的 ＲMPs 悬液。
1． 4 ＲMPs 的计数 取 30 μl 红细胞上清液或 10
μl 纯化 ＲMPs 悬液，加入 5 μl APC-鼠抗人 CD235a
单克隆抗体及 6 μl CFSE，用 PBS 加至总体积为 100
μl ，室温避光孵育 20 min 后，加入 500 μl PBS 混匀。
最后吸取 500 μl 至计数管中。立即使用流式细胞

仪计数5 000个微球。ＲMPs 数目按照以下公式计

算: ( 包含 ＲMPs 区域的数目 × 计数管微球的总数目

× 稀释倍数) / ( 设定的计数微球数 × 体积) 。
1． 5 活化部分凝血酶原时间( APTT) 和凝血酶原

时间( PT) 测定 根据 ＲMPs 计数结果调整 ＲMPs
悬液体积，加入 100 μl ＲMPs 悬液和 300 μl 相应

14 770 r /min 下离心去微粒血浆，设置所含 ＲMPs 的

浓度分别为 0. 5 × 103、1 × 103、5 × 103、10 × 103、20
× 103 个 /μl。上清液组: 100 μl 红细胞上清液加入

300 μl 离心 后 去 微 粒 血 浆; 离 心 组: 用 100 μl 经

14 770 r /min 离心后的红细胞上清液与 300 μl 相应

经离心后的去微粒血浆混合; 过滤组: 用 0. 1 μm 滤

器过滤后的红细胞上清液与 300 μl 相应经离心后

的去微粒血浆混合; 对照组: 100 μl PBS 加入 300μl
离心后去微粒血浆。随后在 ACL7000 全自动血凝

仪下检测其 APTT、PT 值。
1． 6 凝血酶生成实验 凝血酶生成实验使用自动

校正 凝 血 酶 曲 线 法 ( calibrated automated thrombo-
gram，CAT) ，借助于 Fluoroskan Ascent FL 荧光读数

仪。校准孔中加入 80 μl 标准血浆和 20 μl 凝血酶

校准品，实验孔中加入 80 μl 上述 APTT 和 PT 实验

中的各种血浆和 20 μl PＲP 试剂，每个标本及校准

品均设 3 个复孔。根据仪器提示清洗，填充含荧光

底物及 Ca2 + ( FluCa) 后机器自动向各孔中加入 20
μl FluCa，通过 Thrombinoscope 软件绘制 60 min 内

的凝血酶生成曲线。凝血酶生成曲线主要包含 4 个

参数: 延迟时间( lag time) 、峰值( peak) 、达峰时间

( time to peak，tt-peak) 和凝血酶生成潜力( endoge-
nous thrombin potential，ETP) 。
1． 7 小鼠肺泡灌洗液的收集 所有小鼠在无病原

体环境中适应生活 3 d，之后小鼠随机分为对照组和

实验组，实验组小鼠尾静脉注射 300 μl ＲMPs 悬液

( 数目分别为 1 × 107、2 × 107、3 × 107 个) ，对照组小

鼠尾静脉注射 300 μl PBS，2 h 后小鼠脱颈椎安乐

死，仰位固定，把小鼠喉咙处皮肤剪开，用镊子把气

管周围组织分离开，气管暴露出来。静脉留置针插

入气管上端，然后拿一根线，从气管下穿过，把留置

针和气管一起结扎，再拔出针芯，然后注射器吸取一

定量的 PBS 推进气管即可进行灌洗，本实验灌洗 3
次，PBS 用量分别为 700、600、600 μl。将收集的全

部肺泡灌洗液在 4 ℃、3 500 r /min 下离心 15 min，

之后将离心后的肺泡灌洗液置 － 80 ℃ 保存以备后

用。
1． 8 小鼠肺泡灌洗液的凝血酶 － 抗凝血酶复合物

( thrombin-antithrombin complex，TATc)、纤溶酶

原( plasminogen，PLG) 及纤溶酶原激活物抑制因子

1( plasminogen activator inhibitor 1，PAI-1) 检测

小鼠肺泡灌洗液的 TATc、PLG 及 PAI-1 检测按照相

应试剂盒的说明书进行操作。
1． 9 小鼠肺组织病理检查 上述输注量为 3 × 107

个 ＲMPs 的实验组和对照组小鼠脱颈椎安乐死后，

经气管注射 4%多聚甲醛使小鼠肺部充气。之后一

侧肺叶结扎切除后浸泡在 4% 多聚甲醛溶液中并在

4 ℃条件下过夜固定，在酒精中连续脱水并嵌入石

蜡中。5 μm 厚的肺组织用于常规苏木精 － 伊红染

色，在奥林巴斯显微镜下进行组织学观察。
1． 10 统计学处理 采用统计软件 Graph prism 6. 0
进行统计分析，正态分布计量资料用 珋x ± s 表示，多

组样本间比较采用单因素方差分析( One-way ANO-
VA) ，两组间比较采用 t 检验。以 P ＜ 0. 05 为差异

有统计学意义。

2 结果

2． 1 ＲMPs 计数 取 5 份血库保存的红细胞悬液，

分别在储存 1、7、14、21、28 及 35 d 取样。ＲMPs 在

流式细胞仪中被标记为 CFSE 阳性和 CD235a 阳性

的细胞群。见图 1。随着储存时间的延长，ＲMPs 数

目一直呈上升趋势。在第 28 天时 ＲMPs 数目显著

增加，到保存第 35 天时数目相比第 1 天时增加了

19 倍 ，差异有统计学意义( t = 5. 415，P = 0. 000 6) 。
见图 2。
2． 2 部分 APTT 及 PT 测定 与对照组相比，加入

过滤红细胞上清液的去微粒血浆的 APTT 时间明显

延长，二者差异有统计学意义( t = 3. 080，P = 0. 011
6) ，各组检测的 PT 值没有明显变化。见图 3。随着

向去微粒血浆中添加 ＲMPs 数目的增加，APTT 值随

之减少，在 ＲMPs 浓度达到 20 × 103 个 /μl 时，APTT
值下降较为明显。PT 值实验组相比对照组无明显
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变化，各浓度之间差异无统计学意义。见图 4。

图 1 红细胞上清液中 ＲMPs 计数

Ｒ1: 前向散射( FSC) 和侧角度散射( SSC) 区域表示微粒数目;

Ｒ2: 收集 5 000 个计数微球; Ｒ3: CD235a 和 CFSE 双阳区域表示 ＲM-

Ps 数目

图 2 储存 1 ～ 35 d 的红细胞上清中 ＲMPs 的数目

与第 1 天比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

图 3 加入不同处理的红细胞上清液的

去微粒血浆的 APTT 及 PT 值

与对照组比较: * P ＜ 0. 05

2． 3 凝血酶生成实验 在延迟时间实验中加入红

细胞上清液的实验组与对照组相比时间明显缩短，

差异有统计学意义( t = 6. 737，P ＜ 0. 000 1) ; 达峰时

间试验中加入红细胞上清液的实验组相对于对照组

在时间 上 也 明 显 缩 短，差 异 有 统 计 学 意 义 ( t =
7. 666，P ＜ 0. 000 1) ; 与 此 同 时ETP及 峰 值 却 明 显

图 4 去微粒血浆中加入不同浓度 ＲMPs 的 APTT 及 PT 值

1: 对照组; 2: 去微粒血浆中加入 0. 5 × 103 个 /μl 的 ＲMPs; 3: 去

微粒血浆中加入 1 × 103 个 /μl 的 ＲMPs; 4: 去微粒血浆中加入 5 ×

103 个 /μl 的 ＲMPs; 5: 去微粒血浆中加入 10 × 103 个 /μl 的 ＲMPs; 6:

去微粒血浆中加入 20 × 103 个 /μl 的 ＲMPs

图 5 加入不同处理的红细胞上清液的去微粒血浆的

凝血酶生成实验四个参数结果

1． 对照组; 2． 上清液组; 3． 过滤组; 4． 离心组; 与对照组比较:
* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊＊P ＜ 0. 000 1

上升，差异均有统计学意义，分别为( t = 15. 65，P ＜
0. 000 1; t = 4. 635，P = 0. 003 6) 。见图 5。当 ＲMPs
浓度为 5 × 103 个 /μl 时，四种参数的变化最为显著，

此时用表示分别是延迟时间为( 3. 51 ± 0. 17 ) min，

峰值为( 327. 49 ± 36. 28 ) nmol /L，达峰时间为( 5. 95
± 0. 16) min，ETP 为( 2 070. 52 ± 207. 56 ) nmol /L·
min。之后即使增加 ＲMPs 的浓度，各参数也没有明

显变化，甚至 ETP 还有下降的趋势。见图 6。
2． 4 小鼠肺泡灌洗液的 TATc、PLG 及 PAI-1 检测

结果 小 鼠 肺 泡 灌 洗 液 检 测 指 标 中，实 验 组 中

TATc、PLG 和 PAI-1 检测值与对照组比较差异均无

统计学意义。见图 7。
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图 6 加入不同数目的 ＲMPs 的去微粒血浆的凝血酶生成实验四个参数结果

1: 对照组; 2: 去微粒血浆中加入红细胞上清液; 3: 去微粒血浆中加入 0. 5 × 103 个 /μl 的 ＲMPs; 4: 去微粒血浆中加入 1 × 103 个 /μl 的 ＲM-

Ps; 5: 去微粒血浆中加入 5 × 103 个 /μl 的 ＲMPs; 6: 去微粒血浆中加入 10 × 103 个 /μl 的 ＲMPs; 7: 去微粒血浆中加入 20 × 103 个 /μl 的 ＲMPs; 与

对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001，＊＊＊＊P ＜ 0. 000 1

图 7 小鼠肺泡灌洗液的 TATc、PLG 及 PAI-1 检测结果

1: 对照组; 2: 尾静脉注入 1 × 107 个 ＲMPs 的小鼠; 3: 尾静脉注

入 2 × 107 个 ＲMPs 的小鼠; 4: 尾静脉注入 3 × 107 个 ＲMPs 的小鼠

2． 5 小鼠肺病理组织切片结果 小鼠肺组织用苏

木精 － 伊红染色来进行组织学检查，与对照组比较，

尾静脉注射 ＲMPs 的实验组小鼠肺泡壁发生损伤、
断裂，细胞浸润增加，肺泡间隙蛋白质、中性粒细胞

等大量增加，大量纤维蛋白的沉积，导致血管堵塞以

及微循环受损。见图 8。

图 8 小鼠肺组织病理 HE 染色 × 200

A: 对照组为尾静脉注入 PBS 的小鼠肺组织; B: 实验组为尾静脉

注入 3 × 107 个 ＲMPs 的小鼠肺组织

3 讨论

输注储存的红细胞可能引起包括感染、TＲALI
等输血不良反应，尤其是 TＲALI 已经成为输血不良

反应死亡的首要原因。最近的研究表明长期储存的

红细胞悬液中释放的 ＲMPs 与输血不良反应有较高

相关性［5 － 6］。
本实验所测 APTT 和 PT 结果表明 ＲMPs 通过
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内源性凝血途径促进凝血，与外源性凝血途径没有

直接的关系。有的研究表明 ＲMPs 通过 FⅫ启动内

源性凝血途径［7］，也有的研究证明 ＲMPs 通过 FⅪ
启动内源性凝血途径［8］。而 Jy et al［9］ 又 证 实 了

ＲMPs 通过独立与内源性途径之外的途径促进凝

血，说明 ＲMPs 上含有组织因子参与凝血过程，但是

也有研 究 指 出 在 ＲMPs 中 并 没 有 检 测 到 组 织 因

子［8］。造成这些不一致结果的原因可能是不同的

研究设计方法、微粒分离纯化的方式以及各种各样

的预分析因素所致。
本实验可以看出来红细胞上清液经过滤处理

后，还是具有一定的凝血酶活性，而经过14 770 r /
min 高速离心处理的上清液基本没有凝血酶活性。
原因可能是使用的滤器没有滤除体积更小的 ＲM-
Ps。本研究中，14 770 r /min 高速离心后的红细胞

上清液中 ＲMPs 计数为( 26 ± 12 ) /μl，约 99． 8% 的

ＲMPs 通过离心被去除，而在前期研究中发现 0. 1
μm 滤器过滤红细胞上清液使得约 99. 6% 的 ＲMPs
去除［10］。当前对 ＲMPs 的计数主要通过流式细胞

仪来进行，但是流式细胞仪只能对直径 ＞ 200 nm 的

囊泡精确定量，而 ＲMPs 的平均直径大小为 150 nm。
所以计数 ＲMPs 时，往往低估了直径较小的 ＲMPs。
在 ＲMPs 浓度很高的样本中，由于 ＲMPs 的黏附特

性，流式细胞仪不能区分其到底是大的 ＲMPs 还是

聚集的 ＲMPs，从而也可能低估了 ＲMPs 的数量［4］。
而事实上微粒 ＜ 200 nm 部分已被证明至少占了

50%的凝血酶生成能力［11］。由于微粒计数方面的

差异可能是导致关于 ＲMPs 性质和功能的争论如此

之多的另一部分原因。
通过凝血酶生成实验结果来看，ＲMPs 的浓度

在一定范围内可以促进凝血酶的生成，而超过一定

浓度后不仅不会促进凝血酶生成，反而会抑制。这

可能与 ＲMPs 的抗凝血活性有关，已经证实了 ＲMPs
可以结合蛋白 C 的辅因子蛋白 S，进而降低了 FVa
和 FⅦa 活性，抑制了 tenase 和凝血酶原酶活性，从

而导致凝血途径的抑制［12］。
小鼠肺叶病理结果表明输注 ＲMPs 导致小鼠肺

组织内炎症反应加剧及促凝机制增强。这说明 ＲM-
Ps 能刺激某些细胞因子释放，促进中性粒细胞活

化［10，13］，且 ＲMPs 膜表面携带的 PS 可提供某些凝血

因子的结合位点，激活凝血机制导致凝血酶的生

成［14 － 15］，从而加速急性肺损伤的发生。而患者输入

保存时间超过 28 d 的红细胞可能会由于大量 ＲMPs
的存在，使得肺微血管血栓形成，引起缺血性肺损

伤，进而导致 TＲALI 等输血不良反应的发生。
尽管红细胞输注是临床上常用辅助治疗手段之

一，但输注红细胞同样存在一定的风险性，红细胞制

品在储存过程中随着储存天数的增加，其释放的

ＲMPs 数目显著增加，ＲMPs 具有的促炎及促凝活性

与引发输血患者产生如 TＲALI 等不输血良反应有

关。因此，减少红细胞储存损伤，并采取相应的手段

减少红细胞制品中的 ＲMPs 数目，这将对提高临床

输血的安全性和有效性有很大的帮助。
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Ｒelationship between procoagulant properties of red blood
cell － derived microparticles and acute lung injury in mice

Zhu Yueyue1，2，Bian Maohong1，Xie Ｒufeng3

( 1Dept of Blood Transfusion，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022;
2Dept of Blood Transfusion，Luan Civily Hospital，Luan 237000; 3Shanghai Institute

of Blood Transfusion，Shanghai Blood Center，Shanghai 200051)

Abstract Objective To investigate the procoagulant properties of red blood cell microparticles ( ＲMPs) and the
relationship between this property and acute lung injury in mice． Methods ＲMPs were isolated，purified and
counted，and then the contents of the activated partial prothrombin time ( APTT) ，prothrombin time ( PT) and
thrombin generation test were detected in the plasma of red cell supernatant under the circumstances before and af-
ter the removal of the microparticles and different concentrations of ＲMPs． In animal experiments，the levels of
thrombin-antithrombin complex，plasminogen and plasminogen activator inhibitor-1 in mouse alveolar lavage fluid
were measured by ELISA． Histological observation of right lung tissue in the experimental group injected with 3 ×
107ＲMPs and the control group was conducted． Ｒesults The number of ＲMPs increased gradually with the prolon-
gation of storage time． As the concentration of ＲMPs added increased，the APTT value of the degranulated plasma
decreased slightly，while the PT value did not change significantly． When erythrocyte supernatant and ＲMPs with a
certain range of concentrations were added to the plasma，the lag time and tt-peak could be shortened to some ex-
tent，while the peak and ETP were increased significantly with a concentration dependent manner． Compared with
the control group，the TATc of BALF was significantly increased in the experimental group injected with 3 × 107

ＲMPs，and the alveolar tissue inflammation was intensified and the coagulation promoting mechanism was en-
hanced． Conclusion As the storage time increases，the number of ＲMPs increases significantly． ＲMPs can pro-
mote thrombin generation and thereby promote systemic coagulation，which may be related to the transfusion-related
acute lung injury ( TＲALI) ．
Key words ＲMPs; coagulation; APTT; Thrombin generation; TＲALI

( 上接第 88 页)

molecules with potential drug ability and excellent binding ability were obtained by virtual screening． All com-
pounds exhibit certain antimicrobial effects on MSSA and MＲSA． Among them，compound 5010-0572 showed best
activity against MSSA and MＲSA，with MIC value of 1 μg /ml． Molecular dynamics simulation illustrated that com-
pound 5010-0572 with best antimicrobial effects bound to FtsZ better than compound C592-0444 with lowest antimi-
crobial effects． Conclusion The antimicrobial effects of small molecules targeting FtsZ is closely related to the
binding stability with protein． Compound 5010-0572，which has notable antimicrobial activity，may become a lead-
ing compound for the development of new antimicrobial agent．
Key words targeting; FtsZ; virtual screening; S． aureus; antimicrobial
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