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富血小板血浆来源的血小板细胞外囊泡分离技术与应用

李  娇 1，李晓丰 1，2，李剑平 1，2，3，4

文题释义：
血小板细胞外囊泡：是一种由血小板释放的非均匀的纳米级小泡，富含生物活性分子、遗传物质及蛋白质等信息分子，参与细胞通讯和物
质交换，在凝血、组织修复及免疫调节等过程发挥重要作用，活化的血小板主要释放微囊泡和外泌体两种类型的细胞外囊泡。
富血小板血浆：是一种通过离心的方法从血液中提取出来的血小板浓缩物，富含生长因子、细胞因子和抗菌肽等多种生物活性物质，具有
促进细胞增殖、分化、基质合成、组织再生与修复等作用，在再生医学领域具有广阔的应用前景。

摘要
背景：血小板细胞外囊泡是循环中最丰富的囊泡，富含丰富的生物活性分子、遗传物质及蛋白质等信息分子，参与细胞通讯和物质交换，
不仅具有良好的促凝活性，还具有促进组织修复和再生的巨大潜力，在再生医学具有广泛的应用前景。
目的：从血小板细胞外囊泡的分泌机制、在再生医学领域的应用及临床转化的限制因素进行阐述，为血小板细胞外囊泡的临床转化提供一
些理论支撑。
方法：应用计算机检索2005年1月至2023年8月PubMed数据库与血小板细胞外囊泡有关的文章，英文检索词为“platelet-derived，platelet-
rich plasma，extracellular vesicles，isolated，microvesicles exosomes，applications”，最后纳入符合主题标准的文献62篇进行综述分析。
结果与结论：①活化的血小板细胞外囊泡可产生血小板微囊泡和血小板外泌体两种类型的囊泡，前者的分泌可能与肌动蛋白细胞骨架的不
对称性相关，后者的分泌可能与H+-ATP酶的调节相关。②血小板细胞外囊泡是血小板浓缩物和血小板本身的潜在效应物，可能通过促进血
管生成、影响细胞行为、促凝与止血以及发挥炎症作用等几方面影响组织再生。③血小板细胞外囊泡在组织损伤、肌肉再生、软骨再生、
骨关节炎等再生医学领域已有临床前报道，作为伤口愈合的潜在治疗方法已有临床试验数据，但血小板细胞外囊泡的分离方法、样本来源
以及激活剂的种类等因素限制了血小板细胞外囊泡在再生医学领域的临床转化。④未来血小板细胞外囊泡可能成为再生医学中替代富血小
板血浆的无细胞疗法，其临床转化还需要积极寻找鉴别血小板细胞外囊泡和血小板外泌体的特异性标志物，在激活剂刺激血小板细胞外囊
泡产生的机制以及血小板细胞外囊泡的最佳收集方式、最佳储存方法、保质期限、临床应用的推荐剂量和最佳临床适应证还需要继续深入
研究。
关键词：血小板来源；富血小板血浆；血小板裂解液；细胞外囊泡；微泡；外泌体；分离；治疗；组织损伤；应用
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文章特点—

△血小板细胞外囊泡作为再生医学中一

种新的无细胞治疗策略是近几年的研

究热点，了解血小板细胞外囊泡形成

机制，分离获得纯净的血小板细胞外

囊泡是其临床应用的前提条件；

△文章主要介绍了血小板细胞外囊泡的

分泌机制，在再生医学领域的应用及

临床转化的限制因素，为血小板细胞

外囊泡的临床转化提供一些理论支撑。
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综  述

0   引言   Introduction
血小板细胞外囊泡是血小板在活化、剪切力、凋亡

以及损伤条件下释放的一种亚细胞囊泡
[1]
。在 1967 年，

科学家利用电子显微镜技术首次观察到从活化的血小板

中脱落的膜碎片，并将其描述为“血小板尘埃”。早期

研究认为这些膜碎片具有与血小板相似的功能
[2]
，有研究

者发现这些膜碎片表面的促凝活性比活化的血小板高 50-
100 倍

[3]
。由于富血小板血浆在促进组织修复和再生方面

的巨大潜力，近几年富血小板血浆衍生的血小板细胞外囊

泡也引起了再生医学的极大兴趣，血小板细胞外囊泡不

仅具有良好的促凝活性，还具有促进组织修复和再生的

巨大潜力，在一定条件下血小板细胞外囊泡可通过促进

组织再生、成纤维细胞增殖和迁移、内皮细胞增殖等方

式促进组织修复，增强肌肉、骨骼以及神经再生，干预

伤口愈合过程。与富血小板血浆疗法相比，血小板细胞

外囊泡具有优越的生物相容性，可穿过组织屏障，在病

理部位具有靶向和保留能力，易标准化、使用方便，免

疫原性更低，应用范围更广等优点，血小板细胞外囊泡

有望取代富血小板血浆成为组织修复和再生领域更有效、

更安全的临床候选产品
[4]
。然而，血小板细胞外囊泡作为

一种新型的再生医学治疗方法，可能的作用机制及其应

用的优点和局限性仍需进一步了解。

文章主要介绍了血小板细胞外囊泡在再生医学的应

用，又从分离方法、样本来源以及激活条件对血小板细胞

外囊泡临床应用的限制因素进行阐述，期望能够为血小板

细胞外囊泡的在再生医学的临床应用提供一些理论支撑。

1   资料和方法   Data and methods
1.1   资料来源   
1.1.1   检索人及检索时间   第一作者在2023年8月进行检索。

Co-Corresponding author: Li Xiaofeng, Master, Chief technician, Liaoning Institute of Transfusion Medicine, Liaoning Blood Center, Shenyang 110044, Liaoning 
Province, China; School of Pharmacy, China Medical University, Shenyang 110122, Liaoning Province, China

Abstract
BACKGROUND: Platelet-derived extracellular vesicles are the most abundant vesicles in the circulation, rich in bioactive molecules, genetic material, proteins 
and other information molecules, involved in cellular communication and material exchange, not only has good procoagulant activity, but also has the 
promotion of tissue repair and regeneration, and has a wide range of applications in regenerative medicine. 
OBJECTIVE: To elaborate the secretion mechanism of platelet-derived extracellular vesicles, their application in regenerative medicine, and limiting factors for 
clinical transformation, and to provide some theoretical support for the clinical translation of platelet-derived extracellular vesicles.
METHODS: A computerized search of the PubMed database from January 2005 to August 2023 was applied to articles relating to platelet-derived extracellular 
vesicles with the search terms “platelet-derived, platelet-rich plasma, extracellular vesicles, isolated, microvesicles exosomes, applications”. A total of 62 articles 
that met the subject criteria were finally included.
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Activated platelet-derived extracellular vesicles produce two types of vesicles, platelet-derived microparticles, whose secretion 
may be associated with the asymmetry of the actin cytoskeleton, and platelet-derived exosomes, which may be associated with the regulation of H+-ATPase. 
(2) Platelet-derived extracellular vesicles are potential effectors of platelet concentrates and platelets themselves, and may intervene in tissue regeneration 
by promoting angiogenesis, influencing cellular behavior, promoting coagulation and hemostasis, and exerting inflammatory effects. (3) Platelet-derived 
extracellular vesicles have been reported preclinically in the field of regenerative medicine such as tissue injury, muscle regeneration, cartilage regeneration, 
and osteoarthritis, and clinical trial data are available as potential therapeutic approaches for wound healing. However, factors such as isolation methods, 
sample sources, and the types of activators limit the clinical translation of platelet-derived extracellular vesicles into the field of regenerative medicine. 
(4) In the future, platelet-derived extracellular vesicles may become a cell-free alternative to platelet-rich plasma in regenerative medicine, but the clinical 
translation of platelet-derived extracellular vesicles needs to actively search for specific markers to differentiate platelet-derived microparticles from platelet-
derived exosomes. The mechanism of activator-stimulated platelet-derived extracellular vesicle production, as well as the optimal method of platelet-derived 
extracellular vesicle collection, the optimal method of storage, the shelf life of the platelet-derived extracellular vesicles, the recommended dosage of platelet-
derived extracellular vesicles for clinical application, and the optimal clinical indications need to be further investigated. 
Key words: platelet-derived; platelet-rich plasma; platelet lysate; extracellular vesicle; microvesicle; exosome; isolation; therapeutic; tissue damage; application 

Funding: Weigao Scientific Research Foundation of Chinese Blood Transfusion Association, No. CSBT-MWG-2021-01 (to LJP); Natural Science Foundation of 
Liaoning Province, No. 2020-MS-354 (to LXF); Research Project of Shenyang Health Commission, No. 2022096 (to LJ) 
How to cite this article: LI J, LI XF, LI JP. Isolation technique and application of platelet-derived extracellular vesicles from platelet-rich plasma. Zhongguo Zuzhi 
Gongcheng Yanjiu. 2025;29(1):156-163. 

1.1.2   检索文献时限   2006 年 1 月至 2023 年 8 月。

1.1.3   检索数据库   PubMed 数据库。

1.1.4   检索词   英文检索词为“platelet-derived，platelet- 
rich plasma，extracellular vesicles，isolated，microvesicles 
exosomes，applications”。

1.1.5   检索文献类型   包括临床研究、综述、Meta 分析、

指南和研究报告。

1.1.6   检索策略   见图 1。

图 1 ｜ PubMed 数据库检索策略图

#1 platelet-derived [Title/Abstract]
#2 platelet-rich plasma [Title/Abstract]
#3 extracellular vesicles [Title/Abstract]
#4 isolated [Title/Abstract]
#5 #1 OR #2 AND #3 AND #4
#6 platelet-derived Microvesicles [Title/Abstract]
#7 platelet-derived Exosomes [Title/Abstract]
#8 Applications [Title/Abstract]
#9 #6 OR #7 AND #8 
#10 #1 OR #2 AND #3 AND #8

1.1.7   检索文献量   初步检索到文献 266 篇。

1.2   入组标准
1.2.1   纳入标准   ①论点论据可靠的文章，而且创新性强；

②文献的权威性强、时效性新的综述及基础性研究；③

血小板细胞外囊泡在再生医学应用相关的研究进展。

1.2.2   排除标准   ①内容重复或陈旧的文献；②讲座与会

议摘要之类的文献。

1.3   文献质量评估与数据提取   由第一作者通过计算机独

立检索完成，经过审阅文题和相关摘要等进行初次筛选，

排除研究目的与内容重复以及与文章无关且陈旧的文献，

最终得到 62 篇符合标准的文献进行综述，中文作者文献

14 篇，英文作者文献 48 篇。文献筛选流程见图 2。
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血小板微囊泡是在应激条件下从细胞质膜通过出芽

方式释放的囊泡 (100-1 000 nm)，具有典型的血小板和巨

核细胞免疫表型
[9]
。而具有亚微米直径 (30-100 nm) 的血

小板外泌体起源于多泡体或 α-颗粒，通过胞吐途径释放，

受环境条件的高度调节，血小板外泌体的组成更为多变，

更能反映分泌细胞的生理状态。尽管血小板微囊泡和血

小板外泌体在产生途径、直径尺寸及生物学特征方面均

存在一定差异，但血小板细胞外囊泡具有一定的重叠性，

目前的分离方法和表征技术常无法区分两者，一些研究

报告，两者的蛋白质组成可能存在一定的差异，例如血

小板微囊泡表面标志物为脂伐蛋白
[10]
，常暴露磷脂酰丝

氨酸，而在血小板外泌体中发现了外泌体标记蛋白的高

表达，如 CD9 和 CD63 等
[7，11-13]

。

2.2   血小板细胞外囊泡的分泌机制   血小板外泌体不仅可

以来源于核内体，还可由 α- 颗粒产生，这一过程常依赖

多泡体中 H+-ATP 酶的调节
[14]
，见图 4。多囊泡体中胆固

醇的积累会激活 H+-ATP 酶，促进血小板外泌体的降解，

相反中性鞘磷脂酶 2 抑制 H+-ATP 酶活性，导致血小板外

泌体的分泌增加
[15]
，一旦多泡体形成，多泡体膜将与质

膜融合，内吞体分选转运复合体在多泡体的形成及血小

板外泌体的分泌过程中起到了重要作用，是血小板外泌

体形成的最重要机制
[16-19]

，然而也有研究表明，外泌体也

可以通过非内吞体分选转运复合体机制分泌
[20]
。

图 2 ｜文献筛选流程图

检索与血小板细胞外囊泡相关的文章，以“platelet-derived，platelet-rich 
plasma，extracellular vesicles，isolated，microvesicles exosomes，applications”
为检索词，在 PubMed 数据库检索

检索到文献 266 篇

最后

纳入

文献
62 篇

纳入标准： ①论点论据可靠的文章，而

且创新性强；②文献的权威性强、时效性

新的综述及基础性研究；③血小板细胞外

囊泡在再生医学应用相关的研究进展

排除标准：①内容重复或陈旧的文献；②

讲座与会议摘要之类的文献

图 3 ｜血小板细胞外囊泡发展的时间线图

1967 年
Wolf 团队利用电子显微镜技术，首次观察到从活化的血小板中

脱落的膜碎片，并将其描述为“血小板尘埃”

2006 年
Thery 团队首次报告了使用超速离心方法从血浆中分离血小板囊

泡的方案

2023 年
首例临床试验：临床级血小板细胞外囊泡在Ⅰ期临床试验中进

行了伤口愈合的安全性评估

1972 年
Warren 团队更详细地说明了“血小板尘埃”分泌过程，认为这

些膜碎片具有与血小板类似的功能

2014 年
Maria 团队首次详细说明避免血小板和其他血细胞 ( 例如白细胞 )
污染的血小板源性囊泡分离和鉴定方法

表 1 ｜血小板细胞外囊泡的主要特征

指标 PMPs PEXOs

直径尺寸 100-1000 nm 30-100 nm
密度 1.25-1.30 g/mL 1.13-1.19 g/mL
细胞来源 质膜 多泡体或 α 颗粒

产生机制 出芽 依赖 / 不依赖于内吞体分选复合体的胞吐

表面标志 脂伐蛋白 CD9，CD63，TSG101，ALIX

表注：PMPs 为血小板微泡；PEXOs 为血小板外泌体；TSG101 为内吞体分选复合体

相关蛋白；ALIX 为程序性细胞死亡 6β 相互作用蛋白。

2   结果   Results 
2.1   血小板细胞外囊泡简介   血小板来源于骨髓中的巨核

细胞，是血液中没有细胞核结构细胞中最小的血液细胞，

保存期较短，一般为 5-7 d，但 RNA 代谢活动非常活跃，

不仅具有止血，还具有促进组织再生与修复、免疫等功能。

血小板的相关作用依赖于血小板细胞外囊泡，在血浆众多

的细胞外囊泡中，约有 25% 是血小板细胞外囊泡，由活

化的血小板或骨髓中的血小板前体细胞巨核细胞释放
[5-7]

， 

通过 P- 选择素和溶酶体相关膜糖蛋白 1 等活化标记物，

可以区分活化血小板释放的细胞外囊泡与巨核细胞产生

的细胞外囊泡
[8]
。

最早有研究通过微分离心法从血小板中分离出颗粒

物，后来通过凝血酶生成试验确定了其血小板样活性，

但尚未与血小板细胞外囊泡相联系，直到电子显微成像

技术的发展，人们才逐渐了解血小板囊泡，近年来，血

小板细胞外囊泡不仅因为良好的促凝活性，还因为其促

进组织修复和再生的巨大潜力越来越受到关注，见图 3。
血小板囊泡的产生依赖于血小板的活化，活化的血小板

释放的血小板细胞外囊泡主要包括 2 种类型：血小板微

囊泡 (platelet-derived microparticles，PMPs) 和血小板外泌

体 (platelet-derived exosomes，PEXOs)，见表 1。

图注：H+-ATP酶调节PEXOs的降解与释放，当pH值偏酸时，PEXOs被降解，

当 pH 值偏碱性时，PEXOs 通过胞吐作用释放至细胞外。

图 4 ｜ pH 值对血小板外泌体 (PEXOs) 形成的影响

血小板微囊泡形成的相关机制目前还不清楚，但有

证据表明，肌动蛋白细胞骨架在血小板微囊泡的形成过

程具有重要作用。肌动蛋白可能通过 3 个步骤调控血小

板微囊泡形成的过程：首先，肌动蛋白聚合产生的力可

以导致质膜中芽的形成
[21]
；其次，细胞中的肌球蛋白酶

可以将这些成分运输到血小板微囊泡产生的位置；最后，

肌动蛋白肌球蛋白网络可以闭合“芽体”并与宿主细胞

分离。肌动蛋白聚合过程中细胞骨架的不稳定性或发生

的结构重排，导致血小板微囊泡释放量增加
[14，22]

。此外，

血小板微囊泡的形成还与血小板外膜上的磷脂酰丝氨酸
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暴露密切相关，磷脂酰丝氨酸残基在外膜上表达，细胞

膜上磷脂酰丝氨酸不对称性的丧失与血小板微囊泡形成

相一致，在有磷脂酰丝氨酸暴露缺陷的患者中，发现血

小板细胞外囊泡水平降低，阐明了磷脂酰丝氨酸在血小

板微囊泡形成中的重要性
[23-24]

。

2.3   血小板细胞外囊泡在再生医学的应用   
2.3.1   血小板细胞外囊泡的应用领域   近几十年，富血小

板血浆在再生医学领域的应用逐渐增多，应用领域包括

皮肤创面修复、肌肉骨骼再生、心血管疾病、神经再生、

美容及疼痛治疗等。富血小板血浆主要通过释放的多种

生物活性分子介导组织再生过程，主要因子包括：①初

级生长因子：包括血小板源性生长因子、转化生长因子、

胰岛素样生长因子、血管内皮生长因子、表皮生长因子、

成纤维细胞生长因子及肝细胞生长因子等；②黏附分子：

包括纤维蛋白原、黏附蛋白、纤维连接蛋白、玻璃体连

接蛋白和血栓形成反应蛋白 1 和趋化因子等。

尽管富血小板血浆的治疗很有前途，但临床应用仍

然受到一些限制。首先，许多富血小板血浆血浆衍生的

生物分子一旦从血小板中释放出来，就无法受到磷脂膜

的保护，可能被细胞外环境的溶解酶破坏，并迅速失去

其生物活性。其次，由于富血小板血浆的制备和临床应

用缺乏统一的标准，而且富血小板血浆的成分常具有一

定的异质性，受捐献者个体的特征影响，包括性别、年

龄和健康状况等导致富血小板血浆的治疗结果难以比较，

并可能导致许多研究无法重复验证。基于以上研究，近几

年，血小板细胞外囊泡引起了研究者的关注，陆续开展

了血小板细胞外囊泡的应用研究，目前已在在组织损伤、

肌肉再生、血管生成、骨再生和骨关节炎等再生医学领

域已有临床前报道
[4]
。最近，基于配体的外泌体亲和纯化

色谱方案制备的临床级血小板细胞外囊泡在Ⅰ期临床试

验中进行了伤口愈合的安全性评估，没有明显的不良事

件报道，这表明血小板细胞外囊泡可以安全地用于人类，

并值得进一步临床试验验证对伤口愈合疗效，为临床级

血小板细胞外囊泡对人类的安全性和治疗效用提供了第

一个证据
[25]
。

目前，血小板细胞外囊泡的应用研究主要包括两方

面。一方面在体外，从细胞增殖、分化、迁移等方面研

究血小板细胞外囊泡对鼠、兔和猪等动物细胞和人源细

胞行为的影响，细胞类型包括间充质干细胞、成纤维细

胞、内皮细胞、软骨细胞及神经细胞等。体外研究发现，

活化的血小板细胞外囊泡可以促进人脐静脉内皮细胞的

增殖和迁移，以及 miR-126 和血管生成因子的高表达
[26]
。

体内研究也证实了血小板细胞外囊泡对血管生成和缺血

后血管重建的重要作用，血小板细胞外囊泡通过诱导局部

血管生成促进股骨头坏死后骨组织的修复和再生
[27]
，也

有研究认为血小板细胞外囊泡促进慢性皮肤创面再上皮

化的重要机制之一是促进局部血管生成，而且，血小板

细胞外囊泡具有剂量依赖性的血管生成效应
[28]
。血小板

细胞外囊泡对多种类型细胞有积极影响的证据越来越多。

血小板细胞外囊泡治疗可以显著增强血管内皮细胞的生

物学行为，包括招募、增殖、迁移和血管形成能力，并

促进局部血管生成；血小板细胞外囊泡可以通过 YAP 去

磷酸化，显著增加原代皮肤成纤维细胞的增殖和迁移，增

加结缔组织生长因子的分泌，加速创面愈合
[28]
；血小板

细胞外囊泡可有效抑制小鼠成骨细胞和间充质干细胞的

细胞凋亡，促进其增殖和成骨分化
[27]
；在神经干细胞方面，

血小板细胞外囊泡也被认为可以增强细胞的增殖和存活，

并增加向神经胶质细胞和神经元分化的潜力
[29]
。

众所周知，血小板具有促凝止血特性，然而研究表明，

血小板细胞外囊泡表面的促凝剂是活化血小板的 50-100
倍

[3]
。一方面，血小板细胞外囊泡中含有许多凝血相关物

质，显著提高了血小板细胞外囊泡的促凝功能；另一方 

面，血小板细胞外囊泡膜表面带有负电荷的磷脂酰丝氨

酸暴露，促进凝血酶生成，在止血中发挥重要作用
[30]
。

在体外研究发现，血小板细胞外囊泡可以促进止血，改

善创伤后出血，含有促凝表型的血小板细胞外囊泡能够

促进血栓的形成
[31-32]

。

另一方面，通过建立鼠和兔等动物模型在体外研究

血小板细胞外囊泡的再生医学相关作用。美国梅奥诊所的

研究组在难治性慢性伤口的临床前研究中，通过记录家兔

模型皮肤完整性、毛囊、汗腺、皮肤油脂和正常水合作

用的恢复情况，发现纯化的血小板细胞外囊泡可以促进

伤口愈合、皮肤再生，达到无瘢痕的皮肤愈合状态，而

且血小板细胞外囊泡可制成干粉，在室温条件长期保存，

在手术室或床旁即可将粉末与水凝胶溶液混合后直接涂

在伤口上，使用方便
[33]
。研究发现，当组织中存在炎症时，

血小板细胞外囊泡可以通过促进炎症细胞相互作用，促

进组织中炎症细胞浸润，破坏内皮细胞，从而加重组织

损伤。当无炎症或抗炎因子大于促炎因子时，血小板细

胞外囊泡可通过促进组织再生、成纤维细胞增殖和迁移、

内皮细胞增殖等方式促进组织修复
[34]
。

总之，血小板细胞外囊泡确实具有诸多超越富血小

板血浆的优势条件
[28-39]

，例如：①生产因子浓度更高尺寸

较小；②可通过生物屏障；③免疫原性更低；④具有磷脂

双层分子的保护，更稳定内容物丰富，有助于细胞间通讯；

⑤半衰期更长，保存更方便等，随着大量的临床应用研

究报告，血小板细胞外囊泡有望取代富血小板血浆，成

为组织修复和再生领域更有效和更安全的临床候选产品。

文章列举了血小板细胞外囊泡临床前实验成果，见

表 2。
2.3.2   血小板细胞外囊泡在再生医学应用的限制因素

分离方法：2006 年，研究者首次报告了使用超速离

心方法从血浆中分离血小板细胞外囊泡的方案
[40]
，其原

理为利用不同转速的离心力，逐步去除细胞、细胞碎片及

大分子干扰物，通常先低速离心保留上清液中小于 1 µm
的颗粒，随后进行差速离心将较小和密度较低的组分与较

大或较重的组分分离。根据血小板微囊泡和血小板外泌

体的大小和密度的差异，多数研究者认为通过低速离心 

(21 000×g以下 )可分离血小板微囊泡，高速离心 (100 000×g 
以上 ) 可分离血小板外泌体或与血小板微囊泡的混合物。

然而，由于尺寸的重叠，通过超速离心方法从血小板微囊

泡和凋亡小体中分离出纯的血小板外泌体也是不可能的。
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样本来源：根据分离血小板细胞外囊泡样本的血液

成分差异，新鲜全血和血小板浓缩物 ( 浓缩血小板、机

采血小板等 ) 均可用于分离血小板细胞外囊泡，见表 3， 

图 5。但目前的技术条件还无法从混合囊泡中精准鉴别出

不同种类的囊泡，从降低红细胞、白细胞等其他血细胞囊

泡的污染角度考虑，血小板浓缩物较新鲜全血更适合分离

血小板细胞外囊泡。若选择全血，抗凝全血较不抗凝血更

具有优势，血清在体外凝块形成过程中血小板衍生颗粒

水平的明显升高，从而导致样本不能完全代表原始囊泡组

成，干扰下游研究分析
[53]
，抗凝全血需先分离出富血小

板血浆成分，再进行血小板细胞外囊泡分离。由于血小板

在样本操作过程中很容易被激活并分泌血小板细胞外囊

泡，因此，血小板细胞外囊泡分离方案的样本来源应该把

防止血小板活化作为考虑因素之一，为降低体外血小板活

化以及导致的血小板细胞外囊泡释放，国际血栓形成和止

血学会推荐将柠檬酸钠作为全血抗凝剂
[54]
。根据样本是

否活化，血小板细胞外囊泡可以来源于非外源活化的血

小板裂解液，也可来源于活化的富血小板血浆及其上清 

液
[27-28，35，38，55]

。前者是血小板的裂解纯化物，是一种无

细胞上清液，可通过超声、冻融等方法制备。目前血小

板细胞外囊泡研究的样本来源多是添加外源激活剂活化

后的富血小板血浆，以刺激血小板细胞外囊泡大量释放，

但激活剂对血小板细胞外囊泡的形成机制、分子组成，

甚至生理功能都具有重要的影响作用。

表 2 ｜血小板细胞外囊泡临床前实验结果

第一作者 /
发表年份

研究

领域

研究层次类型 主要研究结论

GUO [28]
，

2017
伤口

愈合

体外细胞培养，

在体内：糖尿

病大鼠模型

PRP-Exos 能有效诱导内皮细胞和成纤维细胞的

增殖和迁移，从而改善慢性伤口的血管生成

和再上皮化，YAP 途径可能在此过程中发挥重

要作用

TAO [27]
，

2017
股骨

头

体外细胞培养，

体内：大鼠模

型

PRP-Exos 能够在内质网应激状态下通过 Akt/
Bad/Bcl-2 信号通路促进 Bcl-2 的表达，从而在

股骨头坏死大鼠模型中防止糖皮质激素诱导

的细胞凋亡

LIU [38]
，

2019
骨关

节炎

体外：原发性

兔软骨细胞

体内：兔膝骨

关节炎模型

在体内，PRP-Exos 和活化的 PRP 都阻止了骨

关节炎的进展，PRP-Exos 的效果明显更有效

IYER [36]
，

2020
肌损

伤

体外：大鼠骨

髓来源的间充

质干细胞 / 动物

肌肉模型 应变

损伤

经血小板细胞外囊泡处理后，肌原蛋白基因

的表达增加，血小板细胞外囊泡可以促进恢

复动物模型中的肌肉应变损伤

OTAHAL [39]
，

2020
骨关

节炎

在体外：人骨

关节炎的软骨

细胞

PRP 细胞外囊泡可以诱导骨关节炎软骨细胞的

软骨基因表达变化，同时阻止促炎细胞因子的

释放，可能对急性骨性关节炎具有抗炎的作用

SHI [33]
，

2021
伤口

愈合

体外细胞培养，

兔子模型

血小板外泌体促进上皮和血管细胞活性，增

强血管生成，以恢复血流和成熟的皮肤功能

RUI [35]
，

2021
组织

再生

体外：脐静脉

内皮细胞

凝血酶和葡萄糖酸钙共同激活后，通过增殖、

迁移和形成血管样细胞 AKT-ERK 信号通路促进

脐带内皮细胞的生长

DONG [37]
，

2022
骨再

生

在体外：大鼠

骨髓间充质干

细胞

可促进骨髓间充质干细胞的增殖，并使其在

体外进行软骨分化；促进骨髓间充质干细胞

的迁移，增加软骨生成基因 ( 胶原蛋白Ⅱ、
SOX9、Aggrecan) 的蛋白表达，可能通过调节
Wnt/β-catenin 促进了软骨源性骨髓间充质干

细胞的分化

表注：PRP 为富血小板血浆；Exo 为外泌体。

表 3 ｜ PEVs 在再生医学应用的限制因素

样本来源 离心条件 囊泡类型 外源激活剂

全血 -PRP 上清
[28] 100 000×g PEXOs 未描述

全血 -PRP[43] 100 000×g，和尺寸

排阻色谱组合应用

PEVs 未描述

全血 -PRP[39] 100 000×g PEVs 未描述

全血 -PRP[27] 100 000×g PEXOs 未描述

去白机采血小板
[44] 100 000×g PEVs 未描述

去白机采血小板
[45] 100 000×g PMPs( 包

括 PEXOs)
凝血酶

血小板裂解液
[46] 30 000 r/min PEXOs 未描述

白膜法收集的混合浓缩血小板，3 次

冻融循环制备的血小板裂解液
[47]

120 000×g PEVs 未描述

全血 -PRP[48] 20 000×g PMPs 钙

从健康捐赠者的富含血小板的血浆

中分离出血小板
[49]

20 000×g PMPs 凝血酶和胶

原蛋白

健康献血者血液所制备的富血小板

血浆
[50]

17 000×g PMPs 凝血酶

从健康供者分离的血小板
[51] 21 000×g PMPs 氯化钙和胶

原蛋白

血小板
[52] 2 000×g，超声 PMPs 未描述

表注：PEVs 为血小板细胞外囊泡；PRP 为富血小板血浆；PMPs 为血小板微泡；

PEXOs 为血小板外泌体。

由于超速离心法易受血浆蛋白的干扰，大多数研究多选

择超速离心法或与其他方法联合分离血小板细胞外囊泡，

其中最常用的方法为尺寸排除色谱，尺寸排除色谱是以

不同粒径的聚合物凝胶作为分离介质填充在分离柱中，

当样本进入时，样品分子按其分子大小先后排阻，从凝

胶柱中流出，因此可达到不同粒径分子的分离效果。

已有研究表明，尺寸排除色谱去除了囊泡中 99% 的

可溶性血浆蛋白和 > 95% 的高密度脂蛋白，而不诱导囊泡

聚集同时保持了它们的完整性和生物活性
[41]
，尺寸排除

色谱和超速离心法两者结合，可以弥补自身的缺点获得

比较纯净的血小板细胞外囊泡。尽管还有一些研究根据

免疫表型特异性，选择单克隆抗体和磁珠免疫捕获技术

分离血小板细胞外囊泡亚群，但由于抗体的交叉反应性、

血浆中的其他配体的干扰以及洗脱困难等缺陷，同时由

于血小板细胞外囊泡的异质性，也存在分离偏差。总之，

在缺乏所有血小板细胞外囊泡均表达的共同标记的情况

下，不可能分离出全部血小板细胞外囊泡群体，在缺乏

能够唯一性识别血小板细胞外囊泡亚型的标记物的条件

下，也很难区分血小板微囊泡和血小板外泌体。研究发现，

用尺寸排除色谱从血浆中分离血小板细胞外囊泡，然后

通过双离心浓缩，获得的血小板细胞外囊泡纯度和浓度

更高
[42]
，但尺寸排除色谱常会分离所有血浆囊泡，因此

分离血小板细胞外囊泡的样本来源及类型也会对血小板

细胞外囊泡分离技术产生一定的影响。

文章总结了血小板细胞外囊泡在再生医学应用中的

限制因素
[27-28，39，43-52]

，见表 3。 图 5 ｜血小板细胞外囊泡 (PEVs) 分离的简要流程图
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激活剂：物质分泌是血小板活化的重要结果，血小

板细胞外囊泡与其他血细胞囊泡分离的主要不同之处常

是需要先激活后分离，血小板细胞外囊泡的释放依赖于

血小板的活化，激活剂决定血小板细胞外囊泡的生物学

特征，不仅仅是其分子组成，甚至影响血小板细胞外囊

泡的生物学功能。目前研究较多的激活剂包括凝血酶、

Ca2+
、胶原蛋白以及二磷酸腺苷等

[56]
。已有研究证明，不

同血小板激活剂对血小板细胞外囊泡亚群的数量和质量

有不同的影响。研究发现，与单独使用凝血酶或葡萄糖

酸钙刺激相比，凝血酶和葡萄糖酸钙一起刺激，产生的

血小板外泌体浓度和细胞因子更高
[35]
。在一项不同刺激

剂对血小板细胞外囊泡释放量影响的研究中发现，用 Ca2+

刺激血小板产生最高浓度的血小板细胞外囊泡，凝血酶

刺激组血小板细胞外囊泡释放量次之，二磷酸腺苷刺激

组血小板细胞外囊泡释放量最低
[6]
，虽然目前没有文章详

细说明如何选择激活血小板产生血小板细胞外囊泡的激

动剂，但由于刺激条件对血小板细胞外囊泡的生物组成，

甚至是生物学功能具有重要的影响，由静止的血小板和

受激动剂刺激的血小板产生的血小板细胞外囊泡的结构

多样性和尺寸是不同的
[57]
，应该从研究和应用的目的，

选择合适的激活剂激活血小板。具体见表 4。

表 4 ｜不同刺激下血小板细胞外囊泡数量和质量差异

激活剂种类 血小板细胞外囊泡

平均浓度 (×108 L-1)
囊泡特征

凝血酶
[6，57] 20.97±1.71 直径最小 (50-100 nm)，呈球形或拉长，膜

表面粗糙，具有小分叉

脂多糖
[6，14] 9.33±3.56 直径小于 Ca2+

，大于胶原，膜表面较光滑

Ca2+ [6，35，57] 142.30±10.39 直径最大，膜表面粗糙，异质性明显

胶原蛋白
[6，57] 11.05±2.68 直径中等 (50-300 nm)，呈圆形，光滑

二磷酸腺苷
[6，14] 7.07±1.11 直径中等 (50-300 nm)，球形，光滑

了众多研究者的关注，特别是血小板细胞外囊泡具有一

些优于富血小板血浆的优势条件，许多研究者在再生医

学领域相继开展了血小板细胞外囊泡的相关研究，研究

结果表明血小板细胞外囊泡可能是再生医学中一种更好

的替代方法。尽管文章数量较多，但由于一些因素的限制，

导致血小板细胞外囊泡的研究还停留在临床前或者Ⅰ期

试验阶段，基于此文章综述了血小板细胞外囊泡在再生

医学中的应用以及未来临床转化的限制因素，为血小板

细胞外囊泡的临床转化提供一些理论支撑。

血小板细胞外囊泡的临床转化的限制因素主要包括

样本来源、分离方法以及激活剂的选择等。分离血小板

细胞外囊泡最常用的方法是超速离心法，仅通过不同速

率的离心还无法精准分离血小板微囊泡和血小板外泌体，

主要原因是缺乏血小板微囊泡和血小板外泌体的特异性

标志物，多数研究仅从粒径对血小板微囊泡或血小板外

泌体进行定义和区分，缺乏对血小板细胞外囊泡特异性

标志的鉴定。在选择血小板细胞外囊泡的分离方法时，要

综合考虑多因素，例如红细胞、白细胞等血细胞囊泡干扰、

脂蛋白的干扰等，通过控制均一成分的样本来源，例如

机采血小板和浓缩血小板等尽量减少血细胞囊泡的干扰；

通过联合尺寸排阻色谱法弥补超速离心法将蛋白聚集物

和脂蛋白共同分离的弊端，有效降低血浆脂蛋白的含量；

由于血小板较小，甚至血小板可能也会干扰血小板细胞外

囊泡的分离，加入激活剂激活血小板后可能会降低血小

板的影响作用，但激活剂的种类会直接影响血小板细胞

外囊泡的形成过程，导致血小板细胞外囊泡的生物组成

甚至是生理功能存在一定差异。因此，作者认为分离血

小板细胞外囊泡需要基于其应用途径以及临床作用需求，

从样本来源、分离方法以及激活剂的种类多方面综合考

虑，选择最佳的组合方式。

在血小板细胞外囊泡的两种类型囊泡中，血小板外

泌体在促进组织修复与再生方面具有一定的优势。血小板

外泌体富含富血小板血浆中促进愈合作用的分子物质
[46]
， 

活化血小板释放的大量血小板外泌体也参与了组织修复

的调控，在组织修复过程中，血小板外泌体较富血小板血

浆等血小板浓缩物更具有优势。血小板外泌体良好的生物

相容性和易于制备使其成为靶向给药的载体，磷脂双层

结构为富含的生物分子提供了足够的保护，从亲代血小

板遗传的膜整合素和受体提供了潜在的靶向能力，也使血

小板外泌体成为炎症组织靶向修复的理想候选者
[34，60]

。 

与血小板外泌体的主要促进组织修复的作用不同，血小

板微囊泡主要跟促凝血作用相关，这可能与血小板微囊

泡的形成机制有关。血小板微囊泡是在应激状态改变血

小板膜骨架结构通过膜出芽形式释放，直径大于血小板

外泌体，血小板膜成分含量远高于血小板外泌体。血小

板被活化后，位于膜骨架内侧的磷脂酰丝氨酸转向外侧，

膜上磷脂酰丝氨酸的暴露与血小板微囊泡的形成相一致，

磷脂酰丝氨酸为凝血因子Ⅷ，Va，Xa 的结合提供了阴离

子表面
[61]
，促进蛋白质复合物的形成，共同形成凝血级

联反应，酶促反应链进一步导致凝血酶的产生，促进纤

维蛋白原转化为纤维蛋白，最终形成稳定的血小板堵塞，

研究发现血小板细胞外囊泡形成的机制是其表型和

功能的关键决定因素，通过不同的机制衍生出的血小板

细胞外囊泡 ( 洗涤血小板 / 无血小板血浆、未刺激 / 刺激 )
表现出不同的促凝特性

[42]
。一些研究认为，胶原蛋白或

二磷酸腺苷激活可以用于模拟组织损伤条件下产生的血

小板细胞外囊泡，而高剂量的脂多糖激活可以用于模拟

炎症条件下产生的血小板细胞外囊泡，特别是在脓毒症

患者中
[58]
。而 Ca2+ 

作为血小板激活剂，常会导致大量非

选择性的膜囊泡破碎，形成大量蛋白质不足的囊泡，类

似细胞坏死或凋亡碎裂。当凝血酶作为激活剂时，血小

板细胞外囊泡不仅含有生物大分子，还含有细胞器，如

线粒体及其 DNA 等 [59]
。总之，血小板细胞外囊泡亚群激

活依赖性变化的定性和定量表征是十分重要的，未来还

需要进一步阐述不同激活剂激活血小板释放血小板细胞

外囊泡的机制，为临床应用提供足够的理论支撑。

3   总结与展望   Summary and prospects 
富血小板血浆及其凝胶等血小浓缩物因具有高浓度

的促生长因子，已广泛应用于再生医学领域。近些年，随

着外泌体研究热度的持续增加，血小板细胞外囊泡也引起
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达到凝血止血效果
[62]
。因此作者认为，分离出纯净的血

小板微囊泡和血小板外泌体，是血小板细胞外囊泡的精

准临床应用的前提条件，对于血小板细胞外囊泡在再生

医学的临床转化具有重要的意义。

未来，还需更多的基础研究揭示不同激活机制产

生的血小板细胞外囊泡膜标记物、内部组成 ( 蛋白质和

RNA) 以及血小板细胞外囊泡的生理功能差异，寻找血小

板微囊泡和血小板外泌体的特异性标志物，精确区分血小

板细胞外囊泡亚型，以促进血小板细胞外囊泡的临床转

化。另外，血小板细胞外囊泡的最佳收集方式、最佳储存

方法、其保质期限、临床应用的推荐剂量和最佳临床适

应证等也还需要更多的临床证据
[2]
。随着对血小板细胞外

囊泡分子机制的深入理解，以及更有说服力的临床证据，

血小板细胞外囊泡可能在不久的将来替代富血小板血浆，

成为再生医学的新希望。  
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