
　　基金项目：黑龙江省自然科学基金资助项目（Ｈ２０１７０３２）；哈尔滨

医科大学研究生科研和实践创新基金资助项目（ＹＪＳＳＪＣＸ２０１８－

２４ＨＹＤ）

作者单位：１５０００１　哈尔滨医科大学附属第一医院血液内科（杨

荟圆、张迎媚）；１５０００８　哈尔滨，黑龙江省妇幼保健院（路明）

通讯作者：张迎媚，副研究员，硕士生导师，电子信箱：ｚｈａｎｇｙｉｎｇ

ｍｅｉ１１１１＠１２６．ｃｏｍ

细胞释放的微粒的检测方法研究进展

杨荟圆　路　明　张迎媚

摘　要　微粒（ＭＰｓ）是由活化或凋亡的血液细胞、血管内皮细胞、肿瘤细胞释放的直径 ０．１～１．０μｍ的小囊泡，具有广泛的

生物学活性，与多种疾病的发生、发展密切相关。由于 ＭＰｓ极小，常规检测方法的敏感度和分辨率常常是不够的，使得 ＭＰｓ的检

测受到很大限制。本文简单介绍了目前一些常用的 ＭＰｓ的检测方法，包括定性和定量检测方法，分析了各个方法的优势和不足，

为微粒检测分析时方法的选择提供参考，但 ＭＰｓ的临床检测尚有待 ＭＰｓ检测方法的进一步标准化。
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　　微粒（ＭＰｓ）是各种血液细胞、血管内皮细胞、肿
瘤细胞受刺激活化或凋亡而释放到血液循环中的直

径０．１～１．０μｍ的小泡状膜颗粒［１］
。当细胞活化或

凋亡时，细胞膜脂质双层不对称性丧失，引起一系列

的生物学变化，使细胞膜脱落形成 ＭＰｓ［２］。ＭＰｓ不仅
仅是简单的细胞脱落物，它携带有其来源细胞的一些

基本物质，主要包括脂类和蛋白质，也包含 ｍＲＮＡ、
ｍｉｃｒｏＲＮＡ，但没有细胞核结构。各种细胞来源的ＭＰｓ
表面均携带有其母体细胞的特异表面抗原。ＭＰｓ表
面还有磷脂酰丝氨酸（ＰＳ）暴露，这一点与细胞不同。

ＭＰｓ具有广泛的生物学活性，其生物学特性在很
大程度上取决于其蛋白质和脂质组成，而蛋白质组成

又取决于其来源的细胞和导致其产生的刺激因

素
［３］
。例如，来自内皮细胞的 ＭＰｓ（ＥＭＰｓ）含有大量

的代谢酶、参与细胞外渗的蛋白质和细胞骨架相关的

蛋白质；血小板释放的 ＭＰｓ（ＰＭＰｓ）表面则富集整合
素、ｐ－选择素等蛋白，而活化中性粒细胞来源的 ＭＰｓ
中整合素 Ｍａｃ－１浓度较高［４］

。ＭＰｓ也可以作为细
胞与细胞之间传递信号的媒介。ＭＰｓ在炎症、免疫、
与癌症相关的静脉血栓栓塞 （ＶＴＥ）和血管等疾病
的发生、发展中发挥着重要作用，对于这些疾病，检测

ＭＰｓ性质及水平有助于监测病情、指导治疗及判断疗
效

［５，６］
。但是，由于 ＭＰｓ极小，常规检测方法的敏感度

和分辨率常常不够，使得 ＭＰｓ的检测受到很大限制。
本文介绍了许多检测 ＭＰｓ的方法，用来确定的

ＭＰｓ直径、数量、形态学、细胞来源和生物学活性。这
些分析 ＭＰｓ的方法各有其优势和不足，微粒检测方
法的标准化在技术方面还面临极大挑战。本文从定

性和定量分析两方面对 ＭＰｓ一些常用的检测方法做
一简单介绍。

一、定性分析方法

１．透射电子显微镜法（ＴＥＭ）：ＴＥＭ利用电子获
得样本的二维图像，它的特点是具有极高的分辨率

（接近０．１ｎｍ），可以用来评估 ＭＰｓ的直径、膜的形态
和组成

［７］
。使用胶体金标记的抗体可以获得关于

ＭＰｓ抗原成分的信息［８］
。

该方法需要通过超离心技术使样品中的 ＭＰｓ浓
缩，因此不能对原样本中 ＭＰｓ的数量进行定量分
析

［９］
；不能直接检测血浆中的 ＭＰｓ，因为它需要对样

品进行固定和脱水，而这一操作过程对 ＭＰｓ的直径
和形态有着直接的影响

［１０］
。该方法样本制备过程非

常耗时，而且镜下检测也需要几个小时。因此本方法

主要用于对 ＭＰｓ的直接观察或对其他检测进行验证。
２．激光扫描共聚焦显微镜技术（ＬＳＣＭ）：ＬＳＣＭ

是荧光显微镜的一个现代变异体，在激光扫描共聚焦

显微镜中，使用激光做光源，与荧光显微镜比较，提高

了图像的分辨率；计算机代替了人眼或者照相机进行

观察、摄像，得到的图像是数字化的，提高了图像的清

晰度；光电倍增管的应用，提高了检测的敏感度。

ＬＳＣＭ检测前，先超速离心分离得到 ＭＰｓ，用 ＰＳ的特
异结合蛋白 ＡｎｎｅｘｉｎＶ固定 ＭＰｓ以阻止其布朗运动，
然后用荧光素偶联的抗体对 ＭＰｓ表面特异抗原进行
标记

［１１］
。此方法检测结果取决于针对目标抗原的抗
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体的特异性和亲和力，以及 ＭＰｓ表面抗原的密度。
ＬＳＣＭ技术还能够获得 ＭＰｓ的直径、形态和结构信
息

［１２］
。该方法的不足是耗时长（每个样品需要分析几

个小时），而且不能对血浆中的 ＭＰｓ直接进行检测。
３．原子力显微镜检测（ＡＦＭ）：ＡＦＭ是一种可以

用来研究固体材料表面结构的分析仪器。它通过检

测待测样品表面和一个微力敏感元件之间的极微弱

的原子间相互作用力来研究待测样本的表面结构及

性质。将一对对微力极端敏感的微悬臂一端固定，另

一端的微小针尖接近样品，这时针尖将与样品表面相

互作用，作用力将使得微悬臂发生形变或运动状态发

生变化。扫描样品时，利用传感器检测这些变化，就

可以获得作用力分布信息，从而以纳米级分辨率获得

待测样品表面形貌结构信息及表面粗糙度信息。

ＡＦＭ可以检测单个 ＭＰ，形成检测样品的三维图像［１３］
。

该方法要求测量前将 ＭＰｓ从血浆或其他样品中
分离出来、浓缩，并使之紧密结合固定到载体平面上，

这会影响 ＭＰｓ的形态和数量，也无法测得 ＭＰ的直
径。云母是一种绝缘矿物，涂于载体平面表面，特异

抗体再涂于云母表面，与 ＭＰｓ样本孵育后，携带相应
抗原的 ＭＰｓ即可紧密结合到载体平面上。该方法的
优点是能提供真正的检测样品的三维表面图；可以直

接在液体环境中检测 ＭＰｓ，使 ＭＰｓ维持在生理状态。
尽管 ＡＦＭ允许检测 ＭＰｓ并确定其表型，但不能获得
关于 ＭＰｓ功能特性的信息；成像范围太小；耗时费力
（检测一个样本约需２ｈ）。

二、定量分析方法

１．光学显微镜技术：光学显微镜的最高分辨率为
２００ｎｍ，比普通显微镜高 ５０倍，可以看到检测样品的
亚显微结构，特别适合用来观察微小的颗粒。光学显

微镜结合图像分析软件可以对 ＭＰｓ进行定量分析，
但很费时（分析 １００００个 ＭＰｓ需要几个小时），并且
这种方法不能提供关于 ＭＰｓ的细胞起源、抗原成分
等方面的信息。

２．荧光显微镜技术：是将荧光与显微镜技术相结
合的一种检测技术，也是一种很有前途的 ＭＰｓ检测
技术。其利用荧光素标记的抗体检测微粒表面特异

的抗原，从而对微粒的特定属性进行定量分析。这种

方法同样耗时较长（每个样本平均检测时间约为

１ｈ），并且不能测量 ＭＰｓ的直径。随着光学成像技术
的不断进步，荧光显微镜是一种很有前景的 ＭＰｓ检
测技术，例如借助 ＦＩＴＣ－ａｎｎｅｘｉｎＶ标记 ＰＳ，荧光显
微镜可以动态观察 ＭＰｓ自细胞膜脱落、形成的过

程
［１４］
。但是，由于纳米级 ＭＰｓ的快速布朗运动的存

在，限制了该技术敏感度的提高
［１１］
。

３．流式细胞术：流式细胞术是最常用的鉴定
ＭＰｓ、并对其进行定量分析的方法［１５］

。该方法检测

ＭＰ获得两部分参数：散射光强度和荧光强度（荧光
偶联于抗体上并进一步结合到特异的目标抗原上）。

前向角散射光（ＦＳＣ）强度反映细胞／ＭＰｓ的直径，而
侧向角散射光（ＳＳＣ）强度提供待测细胞／ＭＰｓ内颗粒
结构复杂程度的信息

［１１］
。使用已知大小的荧光素标

记的标准微球，通过比较 ＭＰｓ与标准微球的 ＦＳＣ强
度，可以确定 ＭＰｓ群［１６］

。使用已知浓度的荧光素标

记的标准微球，将其添加到特定体积的 ＭＰｓ样品中，
通过计算检测到的 ＭＰｓ与标准微球的数量比，可以
确定样品中 ＭＰｓ的浓度［１７］

。用针对细胞特异抗原的

荧光标记的抗体对 ＭＰｓ进行染色，可以评估 ＭＰｓ的
细胞来源。此外，使用荧光素标记的 ＡｎｎｅｘｉｎＶ，可以
验证 ＭＰｓ的磷脂分布特性，即 ＭＰｓ表面有 ＰＳ的暴
露

［１８］
。

流式细胞术的一个主要优点是可以采用荧光素

双标甚至多标法测定 ＭＰｓ的起源。流式细胞术的另
一个优势是每秒可以分析成千上万个 ＭＰｓ［１９］。流式
细胞术不需要检测前从待测样本中分离 ＭＰｓ，因此能
很好地保留 ＭＰｓ的形态学特征，并防止 ＭＰｓ数量的
丢失。然而，流式细胞术也有一些局限性：它没有提

供细胞形态学方面的详细信息；受仪器分辨率的限

制，绝大多数流式细胞仪不能检测 ０．１～０．４μｍ直径
的 ＭＰｓ；小的 ＭＰｓ聚集成团，会被记为一个 ＭＰｓ；实验
重复性差；检测结果受仪器的类型、设置、数据分析者

的能力以及样品的制备和储存方法等影响较大
［２０］
；

虽然使用表面抗原特异抗体可以检测 ＭＰｓ起源，但
当 ＭＰｓ表面抗原的量少，同时伴有抗原抗体的结合
能力相对弱时，特异性荧光强度较低，ＭＰｓ可能不能
被检出。

４．基于阻抗的流式细胞术：该技术的工作原理也
是目前普遍使用的血细胞分析仪的工作原理，又称库

尔特原理。无论是血细胞还是 ＭＰｓ，都是电的不良导
体。将待测样本用电解液稀释，悬浮于电解质溶液中

的颗粒被抽吸而通过两侧置有两枚电极的小孔的周

边。当控制通过该小孔电流时，小孔周边会产生一个

电感应区，随着每个颗粒通过该电感应区，颗粒会置

换出电感应区内等体积的导电液体，瞬间增加了该电

感应区的电阻。这种电阻的变化经过一个放大器会

产生一种成比例的电脉冲，仪器能够对电脉冲进行精
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确的测量。这种脉冲的强度与产生它的颗粒的大小

呈正比，因此就可以在几秒钟内对液体中的颗粒进行

识别和计数。该技术的检出下限为 ３００ｎｍ，因此直
径 ＜３００ｎｍ的 ＭＰｓ不能检出。该方法不能提供 ＭＰｓ
的形态、细胞来源、功能等方面信息。

５．免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法）：ＭＰｓ用裂解液
裂解后，用聚丙烯酰胺凝胶电泳法分离蛋白质，然后

将凝胶上的蛋白质转移到固相载体硝基纤维素膜或

聚偏氟乙烯膜上，用针对特定抗原的一抗标记，再用

针对一抗的带有标志物的二抗孵育，最后标志物显

色，结合特定图像分析软件，即可定量 ＭＰｓ中特定抗
原的表达量

［２１，２２］
。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法分析需要大量 ＭＰｓ，这限制了该
方法应用于血浆 ＭＰｓ的检测；另外，该法允许研究
ＭＰｓ的蛋白表达，但不能提供关于 ＭＰｓ直径和数量
的信息。

６．酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）：ＥＬＩＳＡ是利用抗
原抗体特异结合特性对样本中特异蛋白进行定量分

析的一种简便易行的检测方法。该方法重复性好，可

用来定量分析ＭＰｓ表面的抗原，也可以通过定量ＭＰｓ
表面携带的 ＰＳ的量间接地定量 ＭＰｓ的数量［２３］

。包

被于９６孔板上的 ＡｎｎｅｘｉｎＶ或针对 ＭＰｓ表面特异抗
原的抗体（捕获抗体），与血浆中 ＭＰｓ特异性结合后，
用针对 ＭＰｓ表面特异抗原、与荧光素偶联的抗体（检
测抗体）检测被捕获 ＭＰｓ的表面抗原的表达量；用与
荧光素偶联的 ＡｎｎｅｘｉｎＶ代替检测抗体，可以检测出
ＭＰｓ表面 ＰＳ的总量，从而间接测定 ＭＰｓ的数量。

ＥＬＩＳＡ检测 ＭＰｓ的优点为可以同时检测很多样
本，是一种高通量检测方法；没有 ＭＰｓ直径限制；能
定量评估 ＭＰｓ数量。该方法也有一些缺点：仅能检
测可溶性抗原；不能提供 ＭＰｓ直径的信息；存在 Ａｎ
ｎｅｘｉｎＶ非特异性结合，使该方法的应用受到限
制

［２４］
。另外，该方法需要使用新鲜的血浆，因为冻融

会引起 ＭＰｓ表面 ＰＳ的数量增加。
７．用于定量 ＭＰｓ表面特定生物活性分子的功能

实验：本法是基于ＭＰｓ的某些特定生物学功能对ＭＰｓ
特定性征进行定量分析。例如，ＰＳ具有促凝血活性，
而 ＭＰｓ表面暴露有 ＰＳ，因此，采用 ＭＰｓ促凝活性／促
凝血酶生成活性检测实验，就可以间接测定 ＭＰｓ数
量

［２，２５］
。再如，ＭＰ－ＴＦ活性检测实验通过测定ＭＰ－

ＴＦ依赖的凝血因子 Ｘａ的生成量，可以确定 ＭＰｓ表
面携带的活性 ＴＦ的量［２６，２７］

。由于 ＭＰｓ表面携带的、
有特定生物学活性、适合分析的分子种类很少，此类

检测方法数量十分有限。

功能实验的优点是操作简单，可以同时分析很多

样本，检测的是样本中全部 ＭＰｓ的功能，不受 ＭＰｓ直
径和来源的限制。该方法的不足是它们不能评估样

本中 ＭＰｓ的直径及数量。
到目前为止，流式细胞术与功能实验在 ＭＰｓ检

测方面获得的数据不多，但两种方法测定的结果一致

性差。考虑到流式细胞术不能检测直径 ＜４００ｎｍ的
ＭＰｓ，而血浆中直径 ＜２００ｎｍ的 ＭＰｓ在凝血过程中的
作用不可忽视，那么从功能实验和流式细胞术中得到

的结果不一致是可以理解的。

三、ＭＰｓ检测方法的选择
从上述介绍可以看出，每种检测方法有其各自独

特的用途、优势和不足，充分了解每种检测技术是选

择适合的检测方法的前提。针对不同的研究目的，结

合不同的实验室实际条件，可以选择不同的检测方

法，来获得研究者所需要的信息。比如，很多实验常

常需要同时获得关于 ＭＰｓ数量与来源方面的信息。
经上面分析可知，流式细胞术、ＥＬＩＳＡ都是可以选择
的能同时获得这两方面信息的方法。例如 Ｓａｒｌｏｎ－
Ｂａｒｔｏｌｉ等［１６］

在分析白细胞来源 ＭＰｓ的血浆水平与颈
动脉高度狭窄患者的不稳定斑块的相关性的研究中

用高敏感度流式细胞仪测定血浆中不同 ＭＰｓ的细胞
来源及数量。有研究者使用 ＥＬＩＳＡ法对脑梗死慢性
期患者血浆中的血小板来源 ＭＰｓ的水平进行了定量
分析。还有一种技术，该技术的原理是将 ＥＬＩＳＡ与
定量 ＭＰｓ表面 ＰＳ的功能实验两种检测方法结合起
来，也能达到同时获得这两方面信息的目的。Ｄｅｌａ
ｂｒａｎｃｈｅ等即使用了这一技术对血浆中不同细胞来源
的 ＭＰｓ在感染性休克引发的 ＤＩＣ中的数量变化情况
进行了动态监测。另外，还可以将定性与定量分析方

法联合应用，利用每种分析方法的优势，来弥补另一

分析方法的不足。比如研究者采用透射电镜和流式

细胞术技术对急性呼吸窘迫综合征大鼠血浆中不同

细胞来源的微粒进行了定性、定量分析。再如

Ｈｕｇｈｅｓ等将正常人血小板置于肝素诱发的血小板减
少症患者血浆中，并加入肝素激活血小板，然后联合

使用电子显微镜、共聚焦显微镜和流式细胞术等技

术，对血小板释放微粒情况进行定性、定量分析。

四、展　　望
人血浆中循环 ＭＰｓ的发现具有重大意义，深入

研究 ＭＰｓ的机制，可为临床许多疾病包括心血管疾
病、凝血相关疾病以及一些恶性疾病的诊断、病情评

·２２·

　·医学前沿· ＪＭｅｄＲｅｓ，Ｄｅｃ２０１９，Ｖｏｌ．４８Ｎｏ．１２　　



估、疗效判定提供依据。近年来，关于 ＭＰｓ的分析方
法多种多样，但都存在一定的局限性，由于缺乏标准

化的检测方法，ＭＰｓ研究需要进一步发展，用重复性
好的方法测量 ＭＰｓ仍然是一个挑战。目前流式细胞
术似乎是研究 ＭＰｓ的最佳技术，因为它具有多参数
分析的可能性，它不仅提供定量信息，而且提供定性

信息，尽管有许多限制，它仍然是检测和分析 ＭＶｓ最
常用的技术。随着技术的进步，硬件设施分辨率的逐

渐提高，方法学的进一步完善和发展，ＭＰｓ的检测方
法将会越来越标准化，这将会有效促进 ＭＰｓ在生理
和病理情况下发挥作用的研究，也会进一步促进 ＭＰｓ
在临床疾病的诊断和治疗中的应用。
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