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血小板微囊泡对人微血管内皮细胞功能的影响
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　　［摘要］　目的　探讨血小板微囊泡（ｐｌａｔｅｌｅｔｍｉｃｒｏｖｅｓｉｃｌｅｓ，ＰＭＶｓ）对人微血管内皮细胞（ｈｕｍａｎ
ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＭＥＣｓ）功能的影响。方法　取柠檬酸钠抗凝的健康人全血分离血小板，
采用二磷酸腺苷（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＡＤＰ）激活血小板产生ＰＭＶｓ，然后以不同浓度（１０、２０、５０μｇ／ｍＬ）
的ＰＭＶｓ作用于 ＨＭＥＣｓ，并设立台式液作为空白对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ，Ｃｏｎ组）和不含 ＰＭＶｓ的上清组
（ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓ，Ｓｕｐ组）。ＥＬＩＳＡ检测ＨＭＥＣｓ培养上清中血栓素 Ａ２（ｔｈｒｏｍｂｏｘａｎｅＡ２，ＴＸＡ２）和前列腺
素Ｉ２（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＩ２，ＰＧＩ２）的稳定代谢产物 ＴＸＢ２和６ｋｅｔｏＰＧＦ１α、细胞间黏附分子１（ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ
ａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１，ＩＣＡＭ１）、血管细胞黏附分子１（ｖａｓｃｕｌａｒｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１，ＶＣＡＭ１）和Ｅ选
择素（Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ）的水平。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＭＥＣｓ中内皮素１（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ１，ＥＴ１）和内皮型一氧化氮
合酶（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｅＮＯＳ）的磷酸化水平。荧光探针检测 ＨＭＥＣｓ中一氧化氮（ｎｉｔｒｉｃ
ｏｘｉｄｅ，ＮＯ）含量。采用流式细胞仪定量检测 ＨＭＥＣｓ培养上清中内皮微囊泡（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｍｉｃｒｏｖｅｓｉｃｌｅｓ，
ＥＭＶｓ）的含量。结果　与 Ｃｏｎ组和 Ｓｕｐ组比较，ＰＭＶｓ可使 ＨＭＥＣｓ培养上清 ＴＸＢ２的水平升高（Ｐ＜
０．０５），６ｋｅｔｏＰＧＦ１α的水平降低（Ｐ＜０．０５），均呈时间和剂量依赖性；ＰＭＶｓ可使 ＨＭＥＣｓ中 ｅＮＯＳ的磷
酸化水平和ＮＯ含量显著下降，ＥＴ１水平升高；经 ＰＭＶｓ作用后，ＨＭＥＣｓ培养上清中 ＩＣＡＭ１、ＶＣＡＭ１
和Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ的表达水平亦显著升高（Ｐ＜０．０５）。与 Ｃｏｎ组和 Ｓｕｐ组比较，５０μｇ／ｍＬＰＭＶｓ作用于
ＨＭＥＣｓ２４ｈ后，培养上清中ＥＭＶｓ的水平显著增加（Ｐ＜０．０５）。结论　ＰＭＶｓ可导致微血管内皮细胞的
功能紊乱和损伤。这可能是血小板参与微循环功能障碍发生的重要机制之一。

　　［关键词］　血小板微囊泡；微血管内皮细胞；血栓素 Ａ２；内皮型一氧化氮合酶；血管细胞黏附分
子１；内皮微囊泡
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ＨＭＥＣｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄａｎｄｇｒｏｕｐｅｄａｓｆｏｌｌｏｗｉｎｇ：Ｔｙｒｏｄｅ’ｓｂｕｆｆｅｒａｓｃｏｎｔｒｏｌ（Ｃｏｎ）ｇｒｏｕｐ，ｆｉｎａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｏｆＰＭＶｓａｔ１０，２０，５０μｇ／ｍＬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｎｄｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ（Ｓｕｐ）ｏｆＰＭＶｓ（ａｌｍｏｓｔＰＭＶｓｆｒｅｅ）ｆｏｒ２４ｈ．
ＥＬＩＳＡｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｔｈｒｏｍｂｏｘａｎｅＢ２（ＴＸＢ２）ａｎｄ６ｋｅｔｏＰＧＦ１α，ｔｈｅｓｔａｂｌｅｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ

８５７ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ｏｆＴＸＡ２ａｎｄｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＩ２（ＰＧＩ２）ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１（ＩＣＡＭ１），ｖａｓｃｕｌａｒ
ｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１（ＶＣＡＭ１）ａｎｄＥｓｅｌｅｃｔｉｎｉｎｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆＨＭＥＣｓ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ１（ＥＴ１）ａｎｄｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ（ｅＮＯＳ）ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｉｎＨＭＥＣｓｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ（ＮＯ）ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｉｎＨＭＥＣｓｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｂｅ．
Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｍｉｃｒｏｖｅｓｉｃｌｅｓ（ＥＭＶｓ）ｓｅｃｒｅｔｅｄｂｙＨＭＥＣｓｉｎｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｆｌｏｗ
ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣｏｎｇｒｏｕｐａｎｄＳｕｐｇｒｏｕｐ，ＰＭＶｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆ
ＴＸＢ２ａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈａｔｏｆ６ｋｅｔｏＰＧＦ１αｉｎｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆＨＭＥＣｓｉｎａｔｉｍｅａｎｄｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
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　　冠状动脉微血管疾病（ｃｏｒｏｎａｒｙｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＭＤ）是动脉内径＜４００μｍ的微血管结构和
功能异常所导致的冠状动脉疾病。在具有明显心肌缺

血症状的冠脉非阻塞性病变患者中，ＣＭＤ的发生率为
４５％～６０％［１］。糖尿病、高脂血症、高血压、心肌缺血
再灌注损伤、吸烟和慢性炎症等因素均可导致 ＣＭＤ。
微血管内皮细胞功能紊乱和结构改变是导致 ＣＭＤ发
生的重要原因［２］。研究表明，心血管疾病的许多危险

因素均可能引起微血管内皮细胞中一氧化氮（ｎｉｔｒｉｃ
ｏｘｉｄｅ，ＮＯ）／内皮素１（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ１，ＥＴ１）、血栓素Ａ２
（ｔｈｒｏｍｂｏｘａｎｅＡ２，ＴＸＡ２）／前列腺素 Ｉ２（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ
Ｉ２，ＰＧＩ２）的比值失衡，出现微血管内皮功能紊乱和通
透性增加，同时增加粒细胞在局部的浸润，可最终导致

微血管闭塞，从而引发心肌缺血和心血管不良事件。

因此，进一步探讨微血管内皮细胞功能障碍发生的机

制对ＣＭＤ的防治具有重要意义。
　　血小板和内皮细胞之间的相互作用所导致的局部
炎症反应是内皮功能障碍的重要原因之一［３］。当血

管内皮细胞被激活或损伤时，血小板可快速黏附、聚集

于该部位，释放多种炎症介质和趋化因子，粒细胞通过

与激活的血小板和内皮细胞之间的相互作用，迅速聚

集在受损血管部位，进一步加重炎症反应和损伤。此

外，被激活的血小板可释放出大量的血小板微囊泡

（ｐｌａｔｅｌｅｔｍｉｃｒｏｖｅｓｉｃｌｅｓ，ＰＭＶｓ），发挥更广泛的促炎症和
促血栓形成作用［４］。ＰＭＶｓ是直径为０．１～１μｍ的膜
性微囊泡，由脂质双分子层、血小板膜蛋白和内容物所

组成，含有线粒体、ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ和细胞因子等多种生物
活性物质。ＰＭＶｓ与细胞接触后可通过内饮和膜融合
等方式将生物活性物质递送给靶细胞，实现对细胞功

能的调控［５］。亦有研究表明，在急性冠脉综合征患者

血浆中，ＰＭＶｓ水平较稳定型冠心病患者显著升高，且
与心血管风险和不良临床预后呈正相关。

　　本课题组前期研究发现，ＰＭＶｓ具有促进动脉粥
样硬化斑块形成和血管新生的作用［６－７］，但 ＰＭＶｓ对
微血管功能的影响尚不清楚。本研究采用二磷酸腺苷

（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＡＤＰ）激活血小板后产生的
ＰＭＶｓ作用于人微血管内皮细胞（ｈｕｍａｎｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＭＥＣｓ），检测和分析 ＴＸＢ２／６ｋｅｔｏ
ＰＧＦ１α（实际反映ＴＸＡ２／ＰＧＩ２的比值）和 ＮＯ／ＥＴ１比
值的变化、内皮型一氧化氮合酶（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｎｉｔｒｉｃ
ｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｅＮＯＳ）的磷酸化水平，以了解微血管内
皮细胞功能改变；通过检测ＨＭＥＣｓ培养上清中细胞间
黏附分子１（ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１，ＩＣＡＭ１）、
血管细胞黏附分子１（ｖａｓｃｕｌａｒｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１，
ＶＣＡＭ１）和Ｅ选择素（Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ）的水平，以及内皮微
囊泡（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｍｉｃｒｏｖｅｓｉｃｌｅｓ，ＥＭＶｓ）的含量，进一步
评价ＰＭＶｓ对ＨＭＥＣｓ是否具有损伤作用。

１　材料与方法

１．１　试剂材料
　　通过静脉采集健康志愿者的全血，以１∶１０体积的
柠檬酸钠溶液抗凝。血栓素Ａ２（ＴＸＡ２）和前列腺素Ｉ２

９５７　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（８）



（ＰＧＩ２）的稳定代谢产物 ＴＸＢ２和 ６ｋｅｔｏＰＧＦ１α的
ＥＬＩＳＡ检测试剂盒购自ＣａｙｍａｎＣｈｅｍｉｃａｌ公司（ＵＳＡ）；
磷酸化ｅＮＯＳ的抗体购自Ａｂｃａｍ公司（ＵＳＡ）；内皮素
１（ＥＴ１）抗体购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司（ＵＳＡ）；ＩＣＡＭ１、
ＶＣＡＭ１的 ＥＬＩＳＡ试剂盒购自上海信裕公司；ＤＡＦ
ＦＭＤＡ（ＮＯ荧光探针）、ＥｓｅｌｅｃｔｉｎＥＬＩＳＡ购自索莱宝生
物公司；ＨＭＥＣｓ购自ＡＴＣＣ（ＵＳＡ）。
１．２　细胞培养
　　ＨＭＥＣｓ采用 ＤＭＥＭ高糖培养基（含 １０％胎牛血
清和１％青／链霉素），在３７℃，５％ＣＯ２的孵育箱中培
养。采用第３～１０代的ＨＭＥＣｓ用于实验。
１．３　人血小板分离及ＰＭＶｓ的制备
　　取柠檬酸钠抗凝的健康人全血，１１０×ｇ离心
１５ｍｉｎ获得富含血小板血浆（ｐｌａｔｅｌｅｔｒｉｃｈｐｌａｓｍａ，
ＰＲＰ），取ＰＲＰ以７１０×ｇ离心１５ｍｉｎ获得血小板沉淀，
以ＣＧＳ缓冲液洗涤血小板３次，台式液重悬血小板至
３×１０８／ｍＬ；血小板悬液中加入终浓度２０μｍｏｌ／Ｌ的ＡＤＰ，
３７℃孵育１０ｍｉｎ以激活血小板。７１０×ｇ离心１５ｍｉｎ去
除活化的血小板（沉淀部分），上清部分于 ４℃以
２００００×ｇ离心６０ｍｉｎ，得到的沉淀即为ＰＭＶｓ，同时保
留此上清作为对照（Ｓｕｐ组），以台式液作为空白对照
（ｃｏｎｔｒｏｌ，Ｃｏｎ组）。采用ＢＣＡ试剂盒测定 ＰＭＶｓ的蛋
白浓度［７］。

１．４　ＥＬＩＳＡ检测
　　５０μｇ／ｍＬＰＭＶｓ与ＨＭＥＣｓ孵育６、１２、２４ｈ，或采
用不同浓度（１０、２０、５０μｇ／ｍＬ）的ＰＭＶｓ与ＨＭＥＣｓ孵
育２４ｈ，收集细胞培养上清，按照 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明
书检测 ＴＸＢ２、６ＫｅｔｏＰＧＦ１α、ＩＣＡＭ１、ＶＣＡＭ１和
Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ的水平。
１．５　ＮＯ含量测定
　　ＨＭＥＣｓ以２×１０４个／孔接种至 ９６孔板中。采用
不同浓度（１０、２０、５０μｇ／ｍＬ）的ＰＭＶｓ与 ＨＭＥＣｓ孵育
２４ｈ后，弃去细胞培养基，加入ＮＯ荧光探针（３μｍｏｌ／Ｌ
ＤＡＦＦＭＤａ）继续孵育３０ｍｉｎ，荧光显微镜（激发波长
为５１５ｎｍ）下观察并拍照。每个视野中统计 ２５个细
胞的荧光强度并采用ＩｍａｇｅＪ软件进行定量分析。
１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　采用不同浓度（１０、２０、５０μｇ／ｍＬ）的 ＰＭＶｓ孵育
ＨＭＥＣｓ２４ｈ。ＲＩＰＡ裂解液（含蛋白酶和磷酸酶抑制
剂）裂解细胞，收集细胞上清后采用 ＢＣＡ法检测蛋白
浓度。各组取等量蛋白进行凝胶电泳，转膜（ＰＶＤＦ
膜），并用５％的牛奶室温封闭。ＰＶＤＦ膜加入抗ＥＴ１、
磷酸化ｅＮＯＳ（ｐｅＮＯＳ）和ＧＡＰＤＨ的一抗，置于摇床上
４℃孵育过夜后，加二抗于室温下孵育１ｈ后洗涤。采
用化学发光仪曝光条带，扫描后分析相关数据。

１．７　流式细胞仪检测ＥＭＶｓ含量
　　采用不同浓度的 ＰＭＶｓ（１０、２０、５０μｇ／ｍＬ）孵育
ＨＭＥＣｓ２４ｈ后收集细胞培养上清。取１００μＬＨＭＥＣｓ
培养上清，分别加入ＣＤ３１－ＰＥ抗体和 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ
抗体各５μＬ，室温避光孵育２０ｍｉｎ。以０．２～１μｍ的
微珠作为参考，采用流式细胞仪（Ｖｅｒｓｅ，ＢＤ公司）检测
ＨＭＥＣｓ培养上清中ＥＭＶｓ（ＣＤ３１＋／ＡｎｎｅｘｉｎＶ＋）的含量。
１．８　统计学分析
　　实验均重复３次，数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ６软件进行统计分析，两组间比较采用 ｔ检验，
多样本采用单因素方差分析，检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＰＭＶｓ可使内皮细胞 ＴＸＢ２／６ｋｅｔｏＰＧＦ１α比值
升高

　　ＥＬＩＳＡ检测ＴＸＡ２和ＰＧＩ２的稳定代谢产物 ＴＸＢ２
和６ｋｅｔｏＰＧＦ１α。结果显示，ＰＭＶｓ可使 ＨＭＥＣｓ分泌
的ＴＸＢ２的水平增加，并呈剂量和时间依赖性（图１Ａ、Ｂ），
而６ｋｅｔｏＰＧＦ１α的水平则明显降低（图 １Ｃ、Ｄ），导致
ＴＸＢ２／６ｋｅｔｏＰＧＦ１α的比值显著升高（图１Ｅ、Ｆ）；其中
５０μｇ／ｍＬＰＭＶｓ组 ＴＸＢ２／６ｋｅｔｏＰＧＦ１α的比值较对
照组升高约 １２倍（Ｐ＜０．０５），表明 ＰＭＶｓ可导致
ＴＸＡ２／ＰＧＩ２比例的明显上升。
２．２　ＰＭＶｓ可降低 ＨＭＥＣｓ中 ＮＯ含量和 ｅＮＯＳ的磷

酸化水平，促进ＥＴ１表达
　　荧光探针检测结果显示，５０μｇ／ｍＬＰＭＶｓ可显著
降低ＨＭＥＣｓ中ＮＯ的含量（图２）。ｅＮＯＳ是诱导内皮
细胞ＮＯ合成的限速酶。ｅＮＯＳ蛋白Ｓｅｒ１１７７位点的磷
酸化水平降低可导致 ｅＮＯＳ酶活性降低、ＮＯ生成减
少。同时，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，ＰＭＶｓ可显著抑
制ｅＮＯＳ蛋白的磷酸化水平（图３）。这说明 ＰＭＶｓ能
降低ｅＮＯＳ的磷酸化活性，进而减少ＮＯ的释放量。
　　ＥＴ１是由血管内皮细胞分泌的一种强烈的血管
收缩调节因子，在维持基础血管张力和内皮功能稳态

中具有重要作用。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与对照
组比较，ＰＭＶｓ能够显著增加 ＨＭＥＣｓ中 ＥＴ１蛋白的
表达（图３）。
２．３　ＰＭＶｓ可促进 ＨＭＥＣｓ培养上清中 ＩＣＡＭ１、

ＶＣＡＭ１和Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ表达
　　１０、２０、５０μｇ／ｍＬＰＭＶｓ刺激 ＨＭＥＣｓ２４ｈ后，
ＥＬＩＳＡ检测细胞培养上清中的 ＩＣＡＭ１、ＶＣＡＭ１和
Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ（图４）。结果显示，与对照组比较，５０μｇ／ｍＬ
ＰＭＶｓ可促进ＨＭＥＣｓ分泌ＩＣＡＭ１、Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ，差异具有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）。１０、２０、５０μｇ／ｍＬＰＭＶｓ均可促进
ＨＭＥＣｓ分泌ＶＣＡＭ１，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

０６７ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．４　ＰＭＶｓ可促进ＨＭＥＣｓ产生ＥＭＶｓ
　　流式细胞术定量检测结果显示，２０、５０μｇ／ｍＬ

ＰＭＶｓ刺激ＨＭＥＣｓ２４ｈ后，ＥＭＶｓ的释放较 Ｃｏｎ组和
Ｓｕｐ组明显增加（Ｐ＜０．０５，图５、６）。
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图１　ＰＭＶｓ对ＨＭＥＣｓ培养上清中ＴＸＢ２和６ｋｅｔｏＰＧＦ１α水平的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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图６　ＰＭＶｓ对各组ＨＭＥＣｓ培养上清中ＥＭＶｓ含量的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

３　讨论

　　微血管内皮细胞是血液和微血管壁之间的一层高
度选择性屏障，通过调节微血管的通透性和完整性，参

与血液和组织间的物质能量代谢。此外，微血管内皮

细胞也是一种具有分泌功能的细胞，可通过合成和释

放多种细胞因子和血管活性物质，如ＴＸＡ２、ＰＧＩ２、ＮＯ、
ＥＴ１、ＩＣＡＭ１、ＶＣＡＭ１及 Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ等调节血管收缩
和舒张，从而维持血管稳态和血管功能。微血管内皮

功能障碍是微血管内皮细胞在多种病理因素刺激下出

现的功能异常，表现为微血管张力调节障碍和黏附分

子表达异常，是众多疾病发生的始动环节。例如，在心

血管疾病高危因素如高血压、糖尿病、炎症、吸烟、血脂

异常等的参与下，冠脉内皮细胞受损，导致了 ＣＭＤ的
发生［８］。此外，心肌缺血再灌注所导致的微血管内皮

损伤被认为是 ＰＣＩ术后“无复流”现象发生的重要原
因之一［９］。血小板是血管壁炎症反应的重要参与成

分。血小板募集到血管损伤部位后，迅速被激活，黏

附、聚集于微血管内皮，导致微血栓形成和微血管阻

塞［１０］。活化的血小板及其激活后产生的 ＰＭＶｓ还可
释放大量细胞因子和趋化因子，招募白细胞黏附至受

损血管壁局部，加剧局部炎症反应，导致内皮细胞通透

性增加，微血管渗漏增多，微血管功能障碍［１１］。

　　ＴＸＡ２／ＰＧＩ２的动态平衡在调控内皮细胞通透性、
维持微血管功能方面具有重要作用。ＰＧＩ２主要由血
管内皮细胞产生，ＰＧＩ２可通过激活腺苷酸环化酶，上
调血小板 ｃＡＭＰ水平，拮抗 ＴＸＡ２的促血管收缩和血
小板聚集作用。病理情况下，二者间平衡被打破，导致

内皮损伤和功能障碍。ＴＸＡ２和 ＰＧＩ２的半衰期较短
且不稳定，因此在研究中主要通过检测 ＴＸＡ２和 ＰＧＩ２
的稳定代谢产物 ＴＸＢ２和 ６ｋｅｔｏＰＧＦ１α以反映其水

平［１２］。本研究发现，ＰＭＶｓ可明显增加ＨＭＥＣｓ培养上
清中ＴＸＢ２水平，同时降低 ６ｋｅｔｏＰＧＦ１α水平，导致
ＨＭＥＣｓ培养上清中 ＴＸＢ２／６ｋｅｔｏＰＧＦ１α的比值显著
升高。表明 ＰＭＶｓ能干扰内皮细胞 ＴＸＡ２／ＰＧＩ２的平
衡状态，导致内皮依赖性血管舒缩功能受损。

　　ＮＯ和 ＥＴ１是由血管内皮细胞合成和分泌的一
对血管舒缩因子，两者保持一定的平衡是维持正常血

管功能状态的重要因素。ＮＯ是 Ｌ精氨酸在 ｅＮＯＳ的
催化作用下合成的一种促血管舒张物质。此外，ＮＯ
还具有抑制白细胞与内皮细胞黏附、抑制血小板黏附

和聚集等作用。而 ＥＴ１是一种内皮源性的强效血管
收缩肽，在调节血管张力中发挥着重要的作用。本研

究发现，ＰＭＶｓ可通过下调 ＨＭＥＣｓ中 ｅＮＯＳ蛋白磷酸
化水平（Ｓｅｒ１１７７位点）而降低 ｅＮＯＳ的活性，导致 ＮＯ
的生成和释放缺陷，同时促进 ＥＴ１蛋白的表达，从而
破坏ＮＯ／ＥＴ１平衡，使得血管内皮细胞表现为收缩功
能优势而舒张功能障碍的状态，导致内皮细胞功能紊

乱的发生。正常情况下，血管内皮细胞中 ＩＣＡＭ１、
ＶＣＡＭ１及Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ的表达量很低，当内皮细胞炎症
或损伤时，能在多种细胞因子的触发下迅速升高。本

研究发现血小板活化后产生的ＰＭＶｓ能上调内皮细胞
中ＩＣＡＭ１、ＶＣＡＭ１及 Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ的表达水平，表明血
小板可通过释放ＰＭＶｓ参与白细胞和血管内皮细胞之
间的黏附级联反应从而加重炎症反应。

　　细胞外囊泡（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｖｅｓｉｃｌｅｓ，ＥＶｓ）是细胞
分泌的一类超微膜性囊泡，包括外泌体（ｅｘｏｓｏｍｅｓ）、
微囊泡（ｍｉｃｒｏｖｅｓｉｃｌｅｓ，ＭＶｓ）和凋亡小体（ａｐｏｐｔｏｔｉｃ
ｂｏｄｉｅｓ）［１３－１４］。外泌体是由多囊泡体与细胞膜融合形
成的直径为３０～１５０ｎｍ的 ＥＶｓ，微囊泡则是由细胞膜
出芽形成的直径为 １００～１０００ｎｍ的 ＥＶｓ［１５］。ＥＭＶｓ
是内皮细胞激活或凋亡时释放的微囊泡。临床研究发

现，糖尿病、血管钙化等心血管疾病发生时，病人血浆
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中ＥＭＶｓ的分泌增加，加重了血管局部炎症反应［１６］。

循环血中ＥＭＶｓ在所有微粒组分中所占比例的升高可
作为内皮细胞损伤和功能紊乱的标志。本研究发现，

ＰＭＶｓ可显著促进 ＨＭＥＣｓ释放 ＥＭＶｓ，提示 ＰＭＶｓ对
ＨＭＥＣｓ具有损伤作用。
　　本研究发现，ＰＭＶｓ可使 ＨＭＥＣｓ中 ＴＸＡ２／ＰＧＩ２
的比值升高，而 ＮＯ／ＥＴ１的比值下降，从而导致内皮
细胞功能障碍；同时上调ＨＭＥＣｓ中ＩＣＡＭ１、ＶＣＡＭ１、
Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ的水平，以及促进 ＥＭＶｓ的分泌，提示 ＰＭＶｓ
可能通过上述影响导致内皮细胞损伤和内皮通透性增

加。本研究进一步阐明了血小板与微血管功能障碍之

间的关系，可望为微血管功能障碍和冠状动脉微血管

疾病的防治提供新的思路。
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