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［摘要］ 目的 探索外周血不同大小微粒绝对数量与冠心病血瘀证发生的相关性。方法 选取冠心病患者

120例，根据血瘀证辨证标准分为血瘀证组 55例及非血瘀证组 65例，另收集健康志愿者 31例作为健康组。

各组受试者利用梯度离心法分离人外周血微粒，并通过 0. 46 μm及 1. 0 μm微球在流式细胞仪上圈定大微粒

及小微粒位置，以Annexin V+ （AV+） 作为微粒大小的确定标准，采用绝对计数统计大微粒、小微粒绝对数

量。以大微粒、小微粒为自变量，以冠心病及冠心病血瘀证为因变量进行单因素分析及Logistic多因素回归

分析，绘制ROC图评估大微粒、小微粒对冠心病的诊断效能。结果 血瘀证组和非血瘀证组患者外周血大

微粒、小微粒水平均高于健康组 （P＜0. 05或P＜0. 01）；血瘀证组患者外周血大微粒、小微粒水平均高于非

血瘀证组 （P＜0. 05或P＜0. 01）。单因素相关性分析显示，大微粒与冠心病血瘀证的发生相关 （r=0. 291，P
=0. 001）；小微粒与冠心病血瘀证的发生相关 （r=0. 191，P=0. 036）。Logistic多因素回归分析结果显示，大

微粒与冠心病的发生相关 （回归系数：0. 008，P＜0. 05），小微粒与冠心病的发生相关 （回归系数：0. 006，
P=0. 039）。ROC分析结果显示，大微粒的 AUC值为 0. 777，95%CI：0. 702～0. 852，P=0. 001；小微粒的

AUC值为 0. 676，95%CI：0. 576～0. 776，P=0. 003。结论 大微粒和小微粒水平与冠心病血瘀证的发生相

关，其中大微粒对冠心病有一定的诊断价值。

［关键词］ 冠心病；血瘀证；微粒；绝对数量；相关性分析

微粒（microparticle，MP）是细胞在生理或病

理条件下脱落的直径为 0. 05～1. 0 μm小囊泡，其

重要特征是表面上存在磷脂酰丝氨酸［1］。微粒含有

其来源细胞的RNA、DNA和蛋白质，在细胞之间

的生物信息沟通过程中发挥重要的作用［2］。根据微

粒大小的不同可分为大微粒和小微粒，两者的组成

成分和功能存在明显差别。有研究［3］表明，微粒

在动脉粥样硬化的形成和进展中起重要作用，影响

冠心病的发生和发展。血瘀证是冠心病的主要证型

之一，主要病理改变是血液循环障碍［4］，而循环中

的微粒具有促进炎症因子的表达、影响凝血途径等

病理作用［5-7］，或许可导致血瘀证的发生和进展。

本实验通过利用AnnexinV+（AV+）标记磷脂酰丝氨

酸，并根据 0. 46 μm及 1. 0 μm微球定位分别找到

小微粒及大微粒，通过绝对计数与相关性分析，研

究不同大、小微粒水平与冠心病血瘀证的发生关

系，探讨大微粒、小微粒对冠心病血瘀证的诊断效

能。本研究符合赫尔辛基宣言，并严格保密患者

信息。

1 临床资料

1. 1 研究对象

本研究试验组选取2014年3月至2015年2月于

中国中医科学院广安门医院心内科住院治疗的冠心

病患者 120例，由 1名主任医师及 2名主治医师进

行辨证分型，分为血瘀证组 55例及非血瘀证组 65
例。将同期中国中医科学院广安门医院南区体检中

心健康志愿者31例设为健康组。
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1. 2 诊断标准

冠心病诊断标准参照国际心脏病学会和协会及

世界卫生组织临床命名标准化联合专题组颁布的

《缺血性心脏病的命名及诊断标准》［8］。

血瘀证辨证标准参照中国中西医结合学会活血

化瘀专业委员会颁布的《血瘀证中西医结合诊疗共

识》［9］进行辨证。1）舌质紫暗或舌体瘀斑、瘀点，

舌下静脉曲张。2）面部、唇、齿龈及眼周紫黑者。

3）肌肤甲错（皮肤粗糙、肥厚、鳞屑增多），不同

部位的静脉曲张毛细血管扩张。4）固定性疼痛或

刺痛、绞痛。5）出血后引起的瘀血、黑便、皮下

瘀斑或空腔脏器的积血和积液。6）月经紊乱、痛

经、月经色黑夹血块。7）肢体麻木或偏瘫。8）精

神、神志异常。9）脉涩或结代或无脉。10）腹部

有抵抗感或压痛等腹诊阳性。11）脏器肿大、新生

物、炎性或非炎性包块、组织增生。12）影像学显

示血管狭窄、闭塞或血流阻滞；抑或血小板聚集性

或血液流变性等理化指标异常提示循环瘀滞。凡具

有上述2项以上（包括2项）者，可诊断为血瘀证。

1. 3 纳入标准

血瘀证组患者符合冠心病诊断标准且符合血瘀

证中医辨证标准；非血瘀证组患者符合冠心病诊断

标准，但不符合血瘀证中医证候诊断标准；健康组

受试者为体检健康者；所有受试者年龄 45~80岁，

自愿参加并签署知情同意书。

1. 4 排除标准

1） 高血压控制欠佳 （收缩压＞140 mmHg且/
或舒张压＞90 mmHg）；2）合并其他心脏疾病，如

心肌炎、心内膜炎、风湿性心脏病及心肌病；3）
合并严重心脑血管病并发症（急性脑梗死、急性脑

出血、急性冠脉综合征）；4）心功能分级（NYHA
分级）［10］III～IV者；5） 2周内曾有急性感染病史

或近期曾服用抗炎药物；6） 合并肝肾功能不全、

恶性肿瘤；7）合并出血及血栓性疾病；8）合并结

缔组织、造血系统、自身免疫性疾病和精神类疾

病；9）妊娠、哺乳期妇女。

2 方法

2. 1 一般资料收集

包括患者性别、年龄、体重指数 （BMI）、冠

心病病程、NYHA分级、空腹血糖、血肌酐（SCr）、

收缩压、舒张压。

2. 2 外周血大微粒、小微粒绝对数量检测

2. 2. 1 血浆制备 患者在清晨静息状态下进行空

腹抽血 2 ml，血液样本在 4 h内进行离心：1）富血

小板血浆 （PRP） 制备：将全血 4 ℃、160 g离心

15 min，提取上层血浆，留底层 50 μl及沉淀；2）
贫血小板血浆（PPP）制备：将清洁试管中的 PRP
4 ℃、1500 g离心 15 min，提取上层血浆，留底层

50 μl及沉淀；3） 富微粒血浆 （PFP） 制备：将

PPP 4 ℃、13000 g离心 10 min，提取上层血浆，留

底层 50 μl及沉淀，将血浆装在 2 ml的离心管中，

保存在-80 ℃冰箱中待测。

2. 2. 2 微粒免疫荧光标记 在对照管和试验管中

各加入 PFP 60 μl；加入 1 ml PBS重悬，用 Centri⁃
fuge 5430台式高速离心机 （Eppendorff 公司） 以

4 ℃、20 000 g离心 30 min，之后小心倒掉上清液，

留底层沉淀，加入 60 μl PBS混匀待测；加入 5 μl
异硫氰酸荧光素标记的Annexin V（Becton Dickion
公司，货号：550474） 和 60 μl缓冲液 （1∶5稀
释），常温避光孵育 20 min；加入 500 μl缓冲液

（1∶10稀释）重悬待测。

2. 2. 3 定位对照 取直径为 0. 4～0. 6 μm，平均

直径 0. 46 μm，浓度为 3. 64×1011/ml的标准微球

（Spherotech公司，货号：PP-05-10） 1 μl，加入

36. 4 ml PBS和 36. 4 μl Tween20，充分震荡获得约

1×106数量级的小微球溶液；同时取平均直径为

1. 0 μm的微球 （浓度 9. 1×1010 /ml，Spherotech公

司，货号：PP-10-10） 1 μl，加入 9. 1 ml PBS和

9. 1 μl Tween20，充分震荡获得约 1×106数量级的大

微球溶液，在 Fortessa流式细胞仪（Becton Dickion
公司）上定位对照。

2. 2. 4 绝对计数 应用Fortessa流式细胞仪，上机

前用反向加样法加入2. 0 μm的绝对计数微球50 μl，
通过散点图计算位于门内微粒的绝对量，以收取

250个作为终点。计算公式为：微球（个/μl） =微
球/内参微球数×捕获微球数/标本体积［11］。

2. 2. 5 流式细胞术检测 建立前向散射光（FSC）
和侧向散射光（SSC）散点图，根据阴性对照和同

型对照调整仪器的检测阈值、增益和电压，收集和

分析微粒和绝对计数微球产生的信号。

2. 3 冠心病与大微粒、小微粒的相关性分析

以大微粒、小微粒为自变量，以冠心病及冠心

病血瘀证为因变量进行单因素分析及 Logistic多因

素回归分析，绘制ROC分析，评估大微粒、小微

粒对冠心病的诊断效能；检验水准α＝0. 05。
2. 4 统计学方法

采用 SPSS 17. 0统计软件进行统计学处理。计
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量资料符合正态分布者以均数±标准差 （x̄±s） 表

示，组间比较采用独立 t检验；非正态分布者用中

位数 （四分位数）［M（P25，P75）］ 描述，采用

Kruskal-Wallis秩和检验。计数资料以频数、构成

比描述，组间比较采用χ2检验。以P＜0. 05为差异

具有统计学意义。

3 结果

3. 1 各组受试者一般资料比较

表 1示，各组受试者性别、年龄、BMI、冠心

病病程、NYHA分级、空腹血糖、SCr、收缩压、

舒张压比较差异均无统计学意义 （P＞0. 05），具

有可比性。

3. 2 各组受试者外周血大、小微粒绝对数量比较

表 2示，血瘀证组和非血瘀证组患者外周血大

微粒、小微粒绝对数量均高于健康组（P＜0. 05或
P＜0. 01）；血瘀证组患者外周血大微粒、小微粒

绝对数量均高于非血瘀证组（P＜0. 05或P＜0. 01）。

3. 3 冠心病与外周血大微粒、小微粒的相关性分

析结果

以大微粒、小微粒为自变量，以冠心病为因变

量进行单因素相关性分析，结果显示：大微粒与冠

心病的发生相关（r=0. 387，P＜0. 01）；小微粒与

冠心病的发生相关（r=0. 247，P=0. 002）。以大微

粒、小微粒为自变量，以冠心病血瘀证为因变量进

行单因素相关性分析，结果显示，大微粒与冠心病

血瘀证的发生相关（r=0. 291，P=0. 001）；小微粒

与冠心病血瘀证的发生相关（r=0. 191，P=0. 036）。

Logistic多因素回归分析结果显示：大微粒与

冠心病的发生相关（回归系数：0. 008，P＜0. 05，
OR：1. 008，95% CI：1. 000～1. 017）；小微粒与

冠心病的发生相关（回归系数：0. 006，P=0. 039，
OR：1. 006，95% CI：1～1. 012）。

3. 4 冠心病患者大微粒、小微粒的ROC分析结果

ROC曲线图是反映敏感性与特异性之间关系

的曲线，冠心病患者外周血大微粒、小微粒的

ROC曲线图见图 1-2。图中横坐标 X轴为 1-特异

性，也称为假阳性率（误报率），X轴越接近零准

确率越高；纵坐标Y轴称为敏感度，也称为真阳性

率（敏感度），Y轴越大代表准确率越高。根据曲

线位置，把整个图划分成了两部分，曲线下方部分

的面积称为 AUC，用来表示预测准确性，AUC值

越高，即曲线下方面积越大，说明预测准确率越

高。曲线越接近左上角 （X越小，Y越大），预测

准确率越高。图 1-2示，大微粒的AUC值为 0. 777，
95%CI：0. 702～0. 852，P=0. 001。小微粒的 AUC
值为0. 676，95%CI：0. 576～0. 776，P=0. 003。
4 讨论

目前认为，微粒是具有细胞膜结构的亚细胞颗

粒，典型特征是在细胞活化及凋亡过程中磷脂酰丝

氨酸暴露，可携带mRNA、病毒等信息，由于亲本

细胞和触发形式不同，其内在脂质及蛋白质存在差

异，生物学功能也随之不同。微粒可通过炎症机

制、凝血途径、内皮功能障碍、血管生成和微血管

密度等方面促进冠心病的形成和发展［12］，同时这

些途径的激活也和血瘀证存在潜在的联系。相关研

究表明，微粒可诱导Ｃ反应蛋白（CRP）、细胞间

表1 健康组与冠心病血瘀证组、非血瘀证组受试者一般资料比较

项目

性别（男/女） /例
NYHA分级（I级/II级） /例
年龄/岁，x̄±s
BMI/kg·m-2，x̄±s
冠心病病程/年，x̄±s
空腹血糖/mmol·L-1，x̄±s
SCr/μmol·L-1，x̄±s
收缩压/mmHg，x̄±s
舒张压/mmHg，x̄±s

健康组（31例）

15/16
—

67. 89±5. 82
21. 11±7. 58

—

5. 39±0. 74
68. 24±13. 67
125. 86±10. 40
79. 86±6. 47

血瘀证组（55例）

19/36
42/13

71. 40±9. 19
26. 08±6. 24
6. 00±1. 23
6. 91±0. 65
67. 91±8. 13
134. 67±15. 95
72. 71±9. 85

非血瘀证组（65例）

29/36
55/10

72. 37±10. 83
24. 60±4. 82
5. 00±2. 51
6. 70±0. 51
69. 15±11. 07
134. 70±15. 49
73. 22±10. 97

注：NYHA分级，心功能分级；BMI，体重指数；SCr，血肌酐。

表2 健康组与冠心病血瘀证组、非血瘀证组患者外周血

大微粒、小微粒绝对数量比较（个/μl，M（P25，P75））
组别

健康组

非血瘀证组

血瘀证组

例数

31
65
55

大微粒

364（268，428）
536（312，944） a）

1195（520，1356） b） c）

小微粒

752（544，1416）
1040（646，1692） a）

1500（860，2724） a） d）

注：a） 与健康组比较，P＜0. 05；b） 与健康组比较，P＜

0. 01；c）与非血瘀证组比较，P＜0. 01；d）与非血瘀证组比较，

P＜0. 05。
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黏附分子１（ICAM-1）、白细胞介素等炎症因子的

表达［13-14］。斑块中和循环中的微粒可直接或间接作

用引起血小板黏附、聚集和释放，并激活凝血系

统，最终导致血栓的形成［15］。此外，微粒可调节

血管内皮功能，影响血管张力，参与斑块进展和动

脉粥样硬化血栓事件［16］。另有研究显示，循环微

粒与冠心病进展相关，急性 ST段抬高型心肌梗死

主要是促血栓形成信号的微粒，而急性非 ST段抬

高型心肌梗死是促炎性信号的微粒［17］，这表明微

粒可能成为快速评估和进行风险分级的潜在新工具。

既往研究通过比较冠心病血瘀证患者及健康人

群CRP、白细胞介素 6（IL-6）、白细胞介素 8（IL-

18）、ICAM-1水平，发现冠心病血瘀证组上述指标

明显高于健康对照组［18-19］，提示上述指标可作为较

灵敏的慢性炎症标志物，用于评价冠心病血瘀证病

理过程，指导临床治疗，判断预后疗效。而微粒可

诱导上述炎症因子的表达并激活凝血系统，故猜测

可能炎症-凝血途径激活是微粒诱导冠心病血瘀证

的主要分子学机制。本研究证实冠心病患者与健康

人在大微粒、小微粒水平上存在统计学差异及相关

性，ROC分析提示大微粒的AUC值＞0. 7，说明对

冠心病有一定的诊断价值。进一步将冠心病分为血

瘀证及非血瘀证组，发现两组也在微粒水平上存在

差异及相关性，并发现大微粒较小微粒在血瘀证中

差异更加显著，可能这与大微粒中包含更多的信号

传导物质有关。综上所述，微粒在冠心病血瘀证发

生中发挥重要的作用，但本研究仅在微粒水平上进

行比较，后期将进一步完善相关研究明确具体的病

理机制。
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