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摘要　 目的　 探讨不同保存时间手工血小板中外泌体浓度

变化及其对凝血功能的影响。 方法 　 等体积分装血小板，
（２２ ± ２）℃保存 ０、３、５ ｄ（Ｄ ０、Ｄ ３、Ｄ ５）后，超速离心法提取

血小板外泌体；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、透射电子显微镜、纳米流

式分析仪对所提外泌体进行表征鉴定。 使用纳米流式分析

仪检测其颗粒浓度。 取不同保存时间血小板外泌体至人新

鲜血浆中，全自动凝血分析仪检测血浆凝血酶原时间（ＰＴ）、
活化部分凝血活酶时间（ＡＰＴＴ）。 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验进

行凝血因子 ＶＩＩ 含量测定。 取不同保存时间血小板外泌体

至人新鲜全血中，血栓弹力图仪检测外泌体对全血凝血指标

的影响。 结果　 鉴定结果显示外泌体免疫标志物 ＴＳＧ １０１、
ＣＤ ９ 特异性表达；所提外泌体呈现双层膜、类杯状结构；其
粒径多为 ６０ ～ ８０ ｎｍ 之间。 Ｄ ０、Ｄ ３、Ｄ ５ 外泌体浓度分别为

（１３. ８６ ± ７. ９３） × １０１２、（２３. ６９ ± １２. ８０） × １０１２、（４５. ８１ ±
２５. ８７） × １０１２个 ／ Ｌ。 与 Ｄ ０ 相比，Ｄ ３、Ｄ ５ 外泌体浓度显著

增加（Ｐ ＜ ０. ０１），分别为 １. ８ 倍、４. ０ 倍。 与对照组相比，Ｄ ０
与 Ｄ ５ 外泌体分别可使 ＰＴ 减小 ［（０. １６ ± ０. １５） ｓ，Ｐ ＜
０. ０１］、［（０. ３６ ± ０. １８） ｓ，Ｐ ＜ ０. ００１］；Ｄ ０ 与 Ｄ ５ 外泌体分别

可使 ＡＰＴＴ 减小 ［（１. １１ ± １. ２１） ｓ，Ｐ ＜ ０. ０５］、 ［（２. １０ ±
１. １４）ｓ，Ｐ ＜ ０. ００１］。 凝血因子 ＶＩＩ 定量实验结果显示其在

Ｄ ０、Ｄ ５ 外泌体中含量差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 血栓

弹力图实验结果显示对照组、Ｄ ０、 Ｄ ５ 外泌体作用于全血后

其凝血时间 Ｒ 值分别为（５. ４６ ± ０. ９０） ｍｉｎ、（５. ００ ± ０. ６７）
ｍｉｎ、（４. ３８ ± １. ００） ｍｉｎ，Ｄ ５ 组与对照组、Ｄ ０ 组差异有统计

学意义（Ｐ ＜ ０. ０５），提示外泌体具有一定的促凝作用。 结论

　 随着保存时间延长，手工血小板中外泌体浓度显著增加且

外泌体的促凝作用显著增强，血小板保存期间产生的外泌体

可能通过凝血因子 ＶＩＩ 参与促凝过程。
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　 　 血小板在保存期间可发生储存损伤（ ｐｌａｔｅｌｅｔ
ｓｔｏｒａｇｅ ｌｅｓｉｏｎ，ＰＳＬ） ［１］，分泌细胞外囊泡（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｖｅｓｉｃｌｅｓ，ＥＶｓ）。 ＥＶｓ 数量随血小板保存时间延长而

增加［２］。 ＥＶｓ 已被证明具有促凝和促炎活性［３］，参
与类风湿性关节炎和动脉粥样硬化等血栓并发

症［４］。 血小板 ＥＶｓ 主要包括两类：外泌体、微囊

泡［５］。 外泌体、微囊泡均为双层膜结构，粒径大小

分别为 ３０ ～ １５０ ｎｍ，１００ ～ １ ０００ ｎｍ ［６］。 外泌体

携带有丰富的蛋白质等生物活性物质［７］。 近年来，
研究者们关注于外泌体在各种生理病理状态下生物

活性物质的变化及可能的影响机制，而对于随着血

小板保存时间延长，外泌体浓度变化及其对凝血功

能的影响的研究较少，血小板保存期间产生的外泌

体是否参与 ＥＶｓ 的促凝作用有待研究。 因此，该研

究着重探讨手工血小板中外泌体浓度与保存时间的

关系，并在此基础上探究其对凝血功能的影响。

１　 材料与方法

１． １　 材料　 手工血小板，来自四川省德阳市中心血

站。
１． ２　 仪器与试剂　 超速离心机（Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ，
美国贝克曼库尔特公司）；纳米流式分析仪（福流，
成都智予医学检验有限公司）；透射电子显微镜

（ＦＥＩ ＴｅｃｎａｉＴＭ Ｇ ２ Ｓｐｉｒｉｔ，捷克 ＦＥＩ 公司）；化学发光

凝胶成像系统（ＣＬＩＮＸ ＣｈｅｍｉＳｃｏｐｅ ３０００ ｍｉｎｉ，上海

勤翔科学仪器有限公司）；全自动凝血分析仪（Ｓｙｓ⁃
ｍｅｘ ＣＳ⁃２０００ ｉ，成都协和生物技术有限责任公司）；
血栓弹力图仪（ＣＦＭＳ ＬＥＰＵ⁃８８００，北京乐普医疗科

技有限责任公司）；化学发光成像分析仪（ＩｍａｇｅＱｕａ⁃
ｎｔＴＭ ＬＡＳ ４０００，美国通用电气医疗公司）；单克隆兔

抗人 ＣＤ ９ 抗体、多克隆鼠抗人 ＴＳＧ １０１ 抗体、钙联

蛋白 Ｃａｌｎｅｘｉｎ 抗体、羊抗兔 ＩｇＧ 抗体、羊抗鼠 ＩｇＧ 抗

体（Ａｂｃａｍ，英国）；ＰＴ 检测试剂盒、ＡＰＴＴ 检测试剂
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盒（Ｓｉｍｅｎｓ，德国）；血栓弹力图检测试剂盒（乐普，
北京）；多克隆兔抗人 Ｆ ７ 抗体、单克隆鼠抗人 β⁃ａｃ⁃
ｔｉｎ 抗体（美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司）；５％ ＢＳＡ 封闭液

（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，北京）。
１． ３　 方法　
１． ３． １　 样本采集　 先后分别取 １０ 人份、５ 人份手

工血小板（每人份约 ５０ ｍｌ），分别置于血小板常温

［（２２ ± ２）℃］震荡保存箱中保存 ０（采集当天）、３、５
ｄ（Ｄ ０、Ｄ ３、Ｄ ５）后在无菌条件下从血小板样本中

取 １５ ｍｌ。 血小板样本以 ５ ４８０ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，
去除大部分血小板。 取上清液至离心管中， － ８０ ℃
保存。
１． ３． ２　 外泌体提取　 血小板上清液 ４ ℃解冻后经

１ ３８０ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，再经３ ５８０ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０
ｍｉｎ 后吸取上清液，７ ７５０ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎ，去除大

细胞碎片及微囊泡。 吸取上清液至超速离心管中，
使用 ０. ４５ μｍ 滤膜进行过滤以去除小细胞碎片及

微囊泡。 使用超速离心机 ４ ℃下４０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１ ｈ ３０ ｍｉｎ，保留沉淀，再加入一定量无菌磷酸盐缓

冲液（ＰＢＳ），４ ℃下４０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １ ｈ ３０ ｍｉｎ 进

行洗涤［８］。 用 ２００ μｌ 无菌 ＰＢＳ 重悬沉淀， － ８０ ℃
冻存。
１． ３． ３　 外泌体的鉴定　
１． ３． ３． １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 外泌体免疫标志物的鉴定　
经 ＲＩＰＡ 裂解后，吸取外泌体蛋白质溶液于 ＥＰ 管

中，加入上样缓冲液（Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ），９８ ℃ ５ ｍｉｎ 金

属浴进行蛋白变性，４ ℃下１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ。
以 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分离蛋白，使用湿式转膜装

置进行蛋白质转膜；采用 ５％脱脂奶粉 ＴＢＳＴ 封闭液

对 ＰＶＤＦ 膜室温下封闭 １ ｈ；于封闭液稀释的一抗

ＴＳＧ １０１（１ ∶ １ ０００）、ＣＤ ９（１ ∶ １ ０００）以及阴性对照

蛋白标志物 Ｃａｌｎｅｘｉｎ（１：１ ０００）中 ４ ℃孵育过夜；１
× ＴＢＳＴ 充分洗膜后，于封闭液稀释的相应二抗（１
∶ ５ ０００）中室温孵育 １ ｈ，１ × ＴＢＳＴ 充分洗膜。 加入

化学发光工作液反应 ５ ｍｉｎ，采用 ＣＬＩＮＸ 化学发光

凝胶成像系统进行曝光、显影。 同时以 Ｈｅｌａ 细胞裂

解液作为对照样品。
１． ３． ３． ２　 透射电镜鉴定外泌体形态　 吸取外泌体

样本 １０ μｌ 滴加于铜网上沉淀 １ ｍｉｎ，滤纸吸去残

液。 吸取 １０ μｌ 磷钨酸滴加于铜网上沉淀 １ ｍｉｎ，滤
纸吸去残液。 常温下干燥几分钟。 于 １００ ＫＶ 下进

行电镜检测成像。
１． ３． ３． ３　 外泌体粒径大小的鉴定　 吸取外泌体悬

液于 ＥＰ 管中，按一定比例加入 ＰＢＳ 进行稀释后，充

分混匀。 按照纳米流式仪器操作说明设置检测参

数，进行测量分析。
１． ３． ４　 不同保存时间血小板中外泌体对凝血功能

的影响

１． ３． ４． １　 外泌体对血浆凝血功能的影响　 取 １０ ｍｌ
全血于枸橼酸盐抗凝管中（全血与枸橼酸盐的比例

为 ９ ∶ １），室温下静置 ５ ｍｉｎ，水平离心机中 ４ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，取 １８０ μｌ 离心后上层血浆于若

干 ＥＰ 管中，分别向其中加入 ２０ μｌ Ｄ ０、Ｄ ５ 血小板

外泌体样本。 同时，向 １８０ μｌ 新鲜血浆中加入 ２０
μｌ 无菌 ＰＢＳ 作为对照组。 室温下孵育 ３０ ｍｉｎ 后使

用全自动凝血仪检测加入外泌体、ＰＢＳ 后血浆的血

浆凝血酶原时间（ ｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎ ｔｉｍｅ，ＰＴ）、活化部分

凝血活酶时间（ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐａｒｔｉａｌ ｔｈｒｏｍｂｏｐｌａｓｔｉｎ ｔｉｍｅ，
ＡＰＴＴ）指标，以秒（ｓ）为单位。 共采集 ５ 份不同健康

人新鲜全血，以避免个体差异影响。 其中每 ２ 份外

泌体样本使用同一份血浆。
１． ３． ４． ２　 外泌体中凝血因子 ＶＩＩ 定量检测 　 使用

含有 １％ ＰＭＳＦ 蛋白酶抑制剂的 ＲＩＰＡ 裂解液分别

对 ５０ μｌ Ｄ ０、Ｄ ５ 外泌体进行蛋白裂解，加入 Ｌｏａｄ⁃
ｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ，９８ ℃金属浴 ５ ｍｉｎ，４ ℃下１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 ５ ｍｉｎ。 以 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分离蛋白，湿式

转膜装置进行蛋白质转膜；按照蛋白 Ｍａｋｅｒ 条带说

明书将 ＰＶＤＦ 膜剪开；使用 ５％ ＢＳＡ 封闭液对 ＰＶＤＦ
膜室温下封闭 １ ｈ；于封闭液稀释的一抗 Ｆ ７（１ ∶
１ ０００）、β⁃ａｃｔｉｎ（１ ∶ １０ ０００）中 ４ ℃ 孵育过夜；１ ×
ＴＢＳＴ 充分洗膜后，于封闭液稀释的相应二抗（１ ∶
１０ ０００）中室温孵育 １ ｈ，经 １ × ＴＢＳＴ 充分洗膜后加

入化学发光工作液反应 ５ ｍｉｎ，采用 ＩｍａｇｅＱｕａｎｔ 化
学发光成像分析仪进行显影。 使用 ＩｍａｇｅＪ 软件对

其进行半定量分析。
１． ３． ４． ３　 外泌体对全血凝血功能的影响　 静脉采

集五份不同健康人新鲜全血至枸橼酸钠的抗凝管

中，颠倒混匀。 取 ５０ μｌ ＰＢＳ 及 Ｄ ０、Ｄ ５ 外泌体样本

分别加至 １ ｍｌ 新鲜全血中，室温下孵育 １ ｈ。 在血

栓弹力图仪的通道上装载普通杯，取上述含有外泌

体、ＰＢＳ 的全血 １ ｍｌ 至试剂 １ 瓶中，颠倒使之充分

混匀，室温下静置 ４ ｍｉｎ 以激活血液，取 ３４０ μｌ 试剂

１ 瓶中血液至盛有 ２０ μｌ 试剂 ２ 的普通杯中。 按照

操作说明书使用血栓弹力图仪进行各样本的凝血时

间（ｂｌｏｏｄ ｃｌｏｔｔｉｎｇ ｔｉｍｅ，Ｒ）、凝血速率（ｃｌｏｔｔｉｎｇ ｒａｔｅ，α
角）、血块形成时间（ ｃｌｏｔ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ，Ｋ）、血块强

度（ｃｌｏｔ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ，ＭＡ）、凝血综合指数（ｂｌｏｏｄ ｃｌｏｔｔｉｎｇ
ｉｎｄｅｘ，ＣＩ）等指标的检测。
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图 １　 血小板外泌体鉴定 × １０ ０００
　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＴＳＧ １０１、ＣＤ ９ 在外泌体上表达；Ｂ：透射电镜技术检测外泌体形状；Ｃ：纳米流式技术检测外泌体粒径大小分布

１． ４　 统计学处理　 应用 ＳＰＳＳ ２６. ０ 软件进行统计

学分析。 计量资料数据以 �ｘ ± ｓ 表示，进行方差齐性

检验、正态性检验，组间比较采用重复测量设计的方

差分析、配对 ｔ 检验。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意

义。

２　 结果

２． １ 　 血小板外泌体的鉴定 　 血小板中外泌体经

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法鉴定显示，特异性免疫学标志物 ＴＳＧ
１０１ 和 ＣＤ ９ 在外泌体中出现富集，而非特异性免疫

学标志物 Ｃａｌｎｅｘｉｎ 蛋白则在外泌体中未检出（图

１Ａ）。 透射电镜分析显示为双层膜结构、类杯状外

形（图 １Ｂ）。 纳米流式粒径分析表明血小板中外泌

体粒径分布集中于 ６０ ～ ８０ ｎｍ，符合外泌体颗粒大

小（图 １Ｃ）。
２． ２　 血小板外泌体浓度随保存时间的变化　 纳米

流式结果显示（表 １、图 ２），保存 Ｄ ０、Ｄ ３、Ｄ ５ 血小

板中外泌体颗粒浓度不同，分别为（１３. ８６ ± ７. ９３）
× １０１２、（２３. ６９ ± １２. ８０） × １０１２、（４５. ８１ ± ２５. ８７） ×
１０１２个 ／ Ｌ。 外泌体浓度随保存时间延长而增加，且
不同保存时间的外泌体浓度差异有统计学意义；Ｄ ３
外泌体浓度为 Ｄ ０ 的 １. ８ 倍（Ｐ ＜ ０. ０１），Ｄ ５ 外泌体

的颗粒浓度为 Ｄ ０ 的 ４. ０ 倍，差异有统计学意义（Ｐ
＜ ０. ０１）。 Ｄ ５ 外泌体浓度约为 Ｄ ３ 的 ２. ２ 倍（Ｐ ＜
０. ０５）。
２． ３　 不同保存时间血小板中外泌体对凝血功能的

影响

２． ３． １　 血小板中外泌体对血浆凝血功能的影响　
不同保存时间血小板外泌体对凝血功能的影响结果

如表 ２ 所示。 与对照组相比，Ｄ ０ 与 Ｄ ５ 组外泌体

分别可使 ＰＴ 减小，差异均有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０１、
Ｐ ＜ ０. ００１）；同时，与对照组相比，Ｄ ０ 与 Ｄ ５ 组外泌

表 １　 不同保存时间手工血小板外泌体浓度

样本编号
浓度（ × １０１２个 ／ Ｌ）

Ｄ ０ Ｄ ３ Ｄ ５
Ｆ 值 Ｐ 值

１ ８． １４ ９． ９０ ３２． ８７ １３． ２８ ＜ ０． ００１
２ ７． ９８ １５． １１ ３１． ８８
３ ３． ９２ ７． ２２ １０． １６
４ １６． ３０ １７． １２ ２５． ７２
５ ６． ０１ １４． ３４ ５７． ４０
６ １７． ４１ ４３． ７３ ６７． １１
７ １３． ３０ ２６． ３５ １０１． ３９
８ ２０． ９６ ３２． ５９ ５６． ９２
９ ３０． ２６ ４０． ４７ ４１． ９２
１０ １４． ３３ ３０． ０２ ３２． ７２

图 ２　 血小板中外泌体浓度随保存时间的变化

与 Ｄ ０ 比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 Ｄ ３ 比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

体分别使 ＡＰＴＴ 减小，差异均有统计学意义（Ｐ ＜
０. ０５、Ｐ ＜ ０. ００１）。
２． ３． ２　 血小板外泌体中凝血因子 ＶＩＩ 的定量检测

　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验结果显示凝血因子 ＶＩＩ 在血小板

保存 ０ ｄ 与 ５ ｄ 所分泌的外泌体中表达量存在差异。
进一步通过半定量软件 ＩｍａｇｅＪ 检测各条带灰度值

验证了该结果，相较于 Ｄ ０，Ｄ ５ 组 ＶＩＩ 因子含量是 Ｄ ０
组的 １. ４ 倍，差异有统计学意义（Ｐ ＜０. ０５）（图 ３）。
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表 ２　 不同保存时间血小板外泌体对 ＰＴ、ＡＰＴＴ 的影响（ ｓ，ｎ ＝ ５，�ｘ ± ｓ）

时间
ＰＴ

ＰＢＳ 组 Ｄ ０ 组 Ｄ ５ 组

ＡＰＴＴ
ＰＢＳ 组 Ｄ ０ 组 Ｄ ５ 组

凝血时间 １２． ００ ± ０． ６７ １１． ８４ ± ０． ６６ １１． ６４ ± ０． ６３ ２９． ９０ ± ２． ３１ ２８． ８０ ± ２． ４２ ２７． ８０ ± ２． ５０
缩短时间 ０． １６ ± ０． １５∗∗ ０． ３６ ± ０． １８∗∗∗ １． １１ ± １． ２１∗ ２． １０ ± １． １４∗∗∗

　 　 与 ＰＢＳ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

表 ３　 不同保存时间血小板外泌体的凝血作用

样本 Ｒ（ｍｉｎ） Ｋ（ｍｉｎ） α 角（°） ＭＡ（ｍｍ） ＣＩ
ＰＢＳ ５． ４６ ± ０． ９０ １． ７８ ± ０． ４３ ６４． ４８ ± ６． ５８ ５８． ４８ ± ４． ３０ ０． ０４ ± １． ７２
Ｄ ０ ５． ００ ± ０． ６７ １． ６８ ± ０． ３０ ６６． ３０ ± ３． ８７ ５８． ４６ ± ２． ９３ ０． ５０ ± １． １７
Ｄ ５ ４． ３８ ± １． ００∗＃ １． ６８ ± ０． ５６ ６７． ５４ ± ６． ６５ ６１． ４８ ± ７． ００ １． ３８ ± ２． ０３

　 　 与 ＰＢＳ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 Ｄ ０ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

图 ３　 血小板外泌体中凝血因子 ＶＩＩ表达差异

与 Ｄ ０ 比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

２． ３． ３　 血小板中外泌体对全血凝血功能的影响　
Ｄ ５ 与 Ｄ ０ 血小板外泌体对新鲜全血凝血指标的影

响见表 ３。 凝血时间 Ｒ 值提示凝血因子活性，与
ＰＢＳ 组、Ｄ ０ 组相比，Ｄ ５ 组外泌体使全血凝血时间

降低，差异有统计学意义［（ ｔ ＝ ３. ２１，Ｐ ＜ ０. ０５）、（ ｔ ＝
２. ８２，Ｐ ＜ ０. ０５）］，表明外泌体样本具有促凝作用；
与 ＰＢＳ 组相比，Ｄ ０、Ｄ ５ 组外泌体可使 Ｋ 值减小，α
角增大，ＣＩ 指数升高，但差异无统计学意义。 与

ＰＢＳ、Ｄ ０ 组相比，Ｄ５ 组外泌体样本可使血液中 ＭＡ
值变大，但差异无统计学意义。

３　 讨论

　 　 已有相关文献［９］ 证明血小板制备与保存过程

中高离心力、剧烈震荡、产生的激动剂（二磷酸腺

苷、凝血酶）、低温（４ ℃）、碱性环境（ｐＨ ＞ ７. ６）及

酸性环境（ｐＨ ＜ ６. ２）等因素都可使血小板发生活

化，导致血小板 ＥＶｓ 增加。 微囊泡与外泌体作为血

小板 ＥＶｓ 两种主要组成成分，Ｇａｏ ｅｔ ａｌ［１０］ 研究了常

温震荡保存条件下单采血小板中微囊泡的变化，结
果显示保存 ５ ｄ 时微囊泡含量是保存 １ ｄ 时的 ３ 倍。
而在本研究中则检测了常温震荡保存手工血小板时

其外泌体随时间的变化，结果显示外泌体随着保存

时间延长也呈增加趋势，与上述文献报道一致。
　 　 Ｓｉｎａｕｒｉｄｚｅ ｅｔ ａｌ［１１］ 研究显示血小板 ＥＶｓ 促凝活

性为活化血小板的 ５０ ～ １００ 倍，其认为这不仅归因

于促凝血磷脂的表面暴露，促凝血蛋白受体的密度

增加也放大了促凝活性。 研究［１２］ 指出创伤导致的

凝血障碍（ ｔｒａｕｍａ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｏａｇｕｌｏｐａｔｈｙ，ＴＩＣ）患者存

活率降低时血小板 ＥＶｓ 下降，Ｌｏｐｅｚ ｅｔ ａｌ［１３］ 通过向

出血大鼠模型输注血小板 ＥＶｓ 证明其在体内发挥

了促凝和改善酸中毒的作用。 上述研究均未将微囊

泡与外泌体分离，故无法明确二者作用大小。 外泌

体作为 ＥＶｓ 重要组成部分，对其凝血功能的单独研

究较少。 在本研究中，通过比较保存 Ｄ ０ 与 Ｄ ５ 血

小板中外泌体对血浆的凝血作用显示两组 ＰＴ、
ＡＰＴＴ 与对照组相比差异有统计学意义，血小板保

存期间产生的外泌体可能通过内、外源性凝血途径

发挥促凝作用。 进一步检测两组血小板外泌体对全

血凝血功能的影响，结果显示 Ｒ 值减小，提示凝血

酶生成时间缩短，Ｄ ０ 与 Ｄ ５ 外泌体中凝血因子活

性存在差异。 尽管两组的 Ｋ 值、α 角、ＭＡ 等数值上

存在差异，但 Ｐ 值显示差异无统计学意义，可能是

样本量不足的原因。 尽管外泌体与微囊泡均含有血

小板来源蛋白质、脂质、ＲＮＡ 等成分，但这些生物活

性物质在外泌体与微囊泡上的表达并不一致。 文

献［１４］已证明促凝物质 ＰＳ 在外泌体中不表达，外泌

体可能存在与微囊泡相同的 Ｖａ、Ｘａ 等各种凝血因
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子成分参与促凝作用。
　 　 本课题前期进行了不同保存时间血小板中外泌

体蛋白谱学的研究，结果显示凝血因子 ＶＩＩ 在保存 ５
天血小板外泌体中表达上调，因此对其进行定量检

测以分析因子 ＶＩＩ 在促凝反应中的作用，结果显示

因子 ＶＩＩ 在 Ｄ ５ 组外泌体中含量是 Ｄ ０ 组的 １. ４ 倍，
因此可以推测血小板在保存过程中分泌的外泌体可

富集因子 ＶＩＩ 发挥促凝作用。 因子 ＩＩＩ 与 ＶＩＩａ 形成

复合物后促进因子 Ｘａ 形成，导致凝血酶生成。 这

些凝血酶可促进内源性凝血途径中凝血酶的生成。
因子 ＶＩＩ 还可直接使因子 ＩＸ 裂解为 ＩＸａ，从而进一

步扩大内源性凝血途径的作用。 因此，血小板保存

过程中产生的外泌体发挥促凝作用，可能是由凝血

因子 ＶＩＩ 参与内、外源性凝血途径介导的。 此外，外
泌体中富含的非编码 ＲＮＡ 等生物活性物质可能也

对其凝血作用产生调控作用。 外泌体含量随着血小

板保存时间的延长而增加，脂质在外泌体中不断积

累［１５］，某些脂质成分也有可能导致其凝血作用增

强。 外泌体可能通过凝血因子、脂质、ＲＮＡ 等多种

物质同时调节促凝作用，因此，对于血小板外泌体中

调节促凝功能的某种或多种生物活性物质仍需进一

步探究。
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ｔｒａｃｅｌｌ Ｖｅｓｉｃｌｅｓ， ２０１５， ４（１）： ２７０６６．

［８］ 　 Ｈｉｌｌ Ａ Ｆ． Ｅｘｏｓｏｍｅｓ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｖｅｓｉｃｌｅｓ［Ｍ］． Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ，
２０１７： １ － ２２８．

［９］ 　 Ｓｅｇｈａｔｃｈｉａｎ Ｊ， Ｋｒａｉｌａｄｓｉｒｉ Ｐ． Ｔｈｅ ｐｌａｔｅｌｅｔ ｓｔｏｒａｇｅ ｌｅｓｉｏｎ ［ Ｊ］ ．
Ｔｒａｎｓｆｕｓ Ｍｅｄ Ｒｅｖ， １９９７， １１（２）：１３０ － ４４．

［１０］ Ｇａｏ Ｍ， Ｚｈａｎｇ Ｂ， Ｚｈａｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｐｈｅｒｅｓｉｓ， ｓｔｏｒ⁃
ａｇｅ ｔｉｍｅ， ａｎｄ ｌｅｕｋｏｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ ａｐｈｅｒｅ⁃
ｓｉｓ ｐｌａｔｅｌｅｔ ｐｒｏｄｕｃｔｓ［ Ｊ］ ． Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ， ２０１８， ５８ （１０）： ２３８８ －
９４．

［１１］ Ｓｉｎａｕｒｉｄｚｅ Ｅ Ｉ， Ｋｉｒｅｅｖ Ｄ Ａ， Ｐｏｐｅｎｋｏ Ｎ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｐｌａｔｅｌｅｔ ｍｉｃｒｏｐ⁃
ａｒｔｉｃｌｅ ｍｅｍｂｒａｎｅｓ ｈａｖｅ ５０⁃ ｔｏ １００⁃ｆｏｌｄ ｈｉｇｈｅｒ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｃｏａｇｕ⁃
ｌａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｔｈａｎ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｌａｔｅｌｅｔｓ［Ｊ］ ． Ｔｈｒｏｍｂ Ｈａｅｍｏｓｔ， ２００７，
９７（３）： ４２５ － ３４．

［１２］ Ｍａｔｉｊｅｖｉｃ Ｎ， Ｗａｎｇ Ｙ， Ｈｏｌｃｏｍｂ Ｊ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｍｉｃｒｏｖｅｓｉｃｌｅ ｐｈｅｎｏ⁃
ｔｙｐｅｓ ａｒｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ ａｎｄ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｉｎ
ｓｕｂｊｅｃｔｓ ｗｉｔｈ ｓｅｖｅｒｅ ｉｎｊｕｒｉｅｓ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｅｘｔｒａｃｅｌｌ Ｖｅｓｉｃｌｅｓ， ２０１５， ４
（１）：２９３３８．

［１３］ Ｌｏｐｅｚ Ｅ， Ｓｒｉｖａｓｔａｖａ Ａ Ｋ， Ｂｕｒｃｈｆｉｅｌｄ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ⁃ｅｘ⁃
ｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ ｐｒｏｍｏｔｅ ｈｅｍｏｓｔａｓｉｓ ａｎｄ ｐｒｅｖｅｎｔ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐ⁃
ｍｅｎｔ ｏｆ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｓｈｏｃｋ［Ｊ］ ． Ｓｃｉ Ｒｅｐ， ２０１９， ９（１）：１７６７６．

［１４］ Ｃｏｉｎｔｅ Ｓ， Ｌａｃｒｏｉｘ Ｒ， Ｄｉｇｎａｔ Ｇ Ｆ． Ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ
［Ｊ］ ． Ｓｐｒｉｎｇｅｒ Ｉｎｔ Ｐｕｂ， ２０１７：３７９ － ９２．

［１５］ ＭｃＶｅｙ Ｍ Ｊ， Ｗｅｉｄｅｎｆｅｌｄ Ｓ， Ｍａｉｓｈａｎ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｐｌａｔｅｌｅｔ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕ⁃
ｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ ｍｅｄｉａｔｅ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ ｉｍｂａｌ⁃
ａｎｃｉｎｇ ｔｈｅ ｓｐｈｉｎｇｏｌｉｐｉｄ ｒｈｅｏｓｔａｔ［Ｊ］ ． Ｂｌｏｏｄ， ２０２１， １３７（５）： ６９０
－ ７０１．

Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｐｌａｔｅｌｅｔ ｓｔｏｒａｇｅ
ａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

Ｇｏｎｇ Ｌｉ１，２，３， Ｍｉ Ｚｉｙｕｅ２，３， Ｋｏｎｇ Ｙｕｊｉｅ２，３， Ｘｕ Ｈａｉｘｉａ２，３， Ｔｉａｎ Ｌｉ２，３， Ｌｉｕ Ｚｈｏｎｇ１，２，３

（ １Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｐｕｂｌｉｃ Ｈｅａｌｔｈ， Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｈｅｆｅｉ　 ２３００３２； ２ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｂｌｏｏｄ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ，
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ａｎｄ Ｐｅｋｉｎｇ Ｕｎｉｏｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ，Ｃｈｅｎｇｄｕ　 ６１００５２；

３Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ Ａｄｖｅｒｓｅ Ｒｅａｃｔｉｏｎｓ， Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｃｈｅｎｇｄｕ　 ６１００５２）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍａｎｕａｌ ｐｌａｔｅｌｅｔ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｏｒａｇｅ ｔｉｍｅ ａｎｄ
ｆｕｒｔｈｅｒ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｏｎ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ａｆｔｅｒ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｓｔｏｒａｇｅ ｂａｇｓ ｗｉｔｈ
ｓａｍｅ ｖｏｌｕｍｅ， ｔｈｅ ｐｌａｔｅｌｅｔｓ ｗｅｒｅ ｓｔｏｒｅｄ ｆｏｒ ０， ３， ５ ｄａｙｓ （Ｄ ０， Ｄ ３， Ｄ ５） ｉｎ （２２ ± ２）℃ ． Ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ
ｆｒｏｍ ｐｌａｔｅｌｅｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｙ ｕｌｔｒａｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ａｎｄ ｎａｎｏ⁃ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

·７８２１·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ａｕｇ；５７（８）



ｗｅｒｅ ａｄｏｐｔｅｄ ｔｏ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅ ｅｘｏｓｏｍｅｓ． Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ， ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｎａｎｏ⁃ｆｌｏｗ ｃｙ⁃
ｔｏｍｅｔｒｙ． Ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｏｒａｇｅ ｔｉｍｅ ｗｅｒｅ ａｄｄｅｄ ｔｏ ｐｌａｓｍａ， ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｌａｓｍａ ｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎ
ｔｉｍｅ（ＰＴ） ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐａｒｔｉａｌ ｔｈｒｏｍｂｏｐｌａｓｔｉｎ ｔｉｍｅ（ＡＰＴＴ）ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ａｕｔｏｍａｔｉｃ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｚｅｒ．
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＶＩＩ ｏｎ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｆｒｏｍ ｐｌａｔｅｌｅｔ ｓｔｏｒｅｄ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ．
Ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ Ｄ ０， Ｄ ５ ｗｅｒｅ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｆｒｅｓｈ ｗｈｏｌｅ ｂｌｏｏｄ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘｅｓ
ｏｆ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｔｈｒｏｍｂｏｅｌａｓｔｏｇｒａｐｈｙ ｔｅｓｔ（ ＴＥＧ）． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｔｅｓｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ＴＳＧ
１０１， ＣＤ ９， ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｅｘｏｓｏｍｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍａｒｋｅｒｓ． Ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｄｏｕｂｌｅ⁃ｌａｙｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ａｎｄ ｃｕｐ⁃
ｌｉｋｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ． Ｍｏｒｅｏｖｅｒ， ｔｈｅ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｗａｓ ｍａｉｎｌｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ６０ ～ ８０ ｎｍ． Ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａ⁃
ｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｓｔｏｒｅｄ ｆｏｒ Ｄ ０， Ｄ ３， ａｎｄ Ｄ ５ ｗｅｒｅ （１３. ８６ ± ７. ９３） × １０１２， （２３. ６９ ± １２. ８０） × １０１２， （４５. ８１ ±
２５. ８７） × １０１２ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ／ Ｌ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｄ ０， ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｓｔｏｒｅｄ ｆｏｒ Ｄ ３ ａｎｄ Ｄ ５
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ ＜ ０. ０１）， ｗｉｔｈ １. ８ ｔｉｍｅｓ ａｎｄ ４. ０ ｔｉｍｅｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，
ＰＴ ｉｎ ｔｈｅ Ｄ ０ ａｎｄ Ｄ ５ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｇｒｏｕｐ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ［（０. １６ ± ０. １５） ｓ， Ｐ ＜ ０. ０１］、［（０. ３６ ± ０. １８） ｓ， Ｐ
＜ ０. ００１］， ＡＰＴＴ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ［（１. １１ ± １. ２１）ｓ， Ｐ ＜ ０. ０５］、［（２. １０ ± １. １４）ｓ， Ｐ ＜ ０. ００１］， ｒｅｓｐｅｃ⁃
ｔｉｖｅｌｙ． Ｓｅｍｉ⁃ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＶＩＩ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ｉｔ ｓｈｏｗｅｄ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＶＩＩ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（Ｐ ＜ ０. ０５）． ＴＥＧ ｔｅｓｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ Ｒ ｖａｌｕｅ
ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｏｆ Ｄ ０ ａｎｄ Ｄ ５ ｗｅｒｅ （５. ４６ ± ０. ９０） ｍｉｎ， （５. ００ ± ０. ６７） ｍｉｎ， （４. ３８ ± １. ００） ｍｉｎ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｈａｄ ｐｒｏｃｏａｇｕｌａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ（Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｏｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｏｆ
ｓｔｏｒａｇｅ ｔｉｍｅ， ｔｈｅ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｉｎ ｍａｎｕａｌ ｐｌａｔｅｌｅｔｓ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｐｒｏ⁃
ｃｏａｇｕｌａｎｔ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｎｈａｎｃｅｄ， ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｓｔｏｒａｇｅ ｍａｙ ｂｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ
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