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TF+MP和PS在急性早幼粒细胞白血病血栓

形成中的作用
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【摘要】 目的探讨急性早幼粒细胞白血病(acute pmmyeloc”icleukemia，APL)患者乏血小板血

浆中表达组织因子微粒(tissuefactormicmpanicles，TF+MP)的数量、磷脂酰丝氨酸(phosphatidylserine，

PS)及D一二聚体(D—dimer，D—D)的水平变化，并研究TF+MP与D—D的相关性。方法 选择APL患者

30例，其中APL合并弥散性血管内凝血(disseminatedintravascular coagulation，DIC)患者22例(APL—

DIC组)，APL未合并DIC患者8例(APL-非DIC组)。另外选取30例健康体检者作为正常对照组。采用

流式细胞术检测APL患者外周血TF+MP的数量；采用酶联免疫吸附法检测血浆中PS的水平；采用全

自动凝血分析仪检测D—D的水平，并对所有数据进行统计分析。结果 三组问TF+MP、PS及D—D水平

差异均有统计学意义(P均<0．05)。APL—DIC组TF+MP数量、PS及D—D水平均明显高于APL一非DIC

组和正常对照组，差异均有统计学意义(P均<0．05)。APL—DIC组治疗前TF+MP数量和PS水平均高于

治疗后，差异均有统计学意义(P均<O．05)；APL一非DIC组治疗前后各指标差异均无统计学意义(P均>

0．05)。APL—DIC组TF+MP数量与D—D水平呈正相关(r=0．63，尸之0．05)。结论 APL合并DIC患者外周

血中TF+MP数量和PS水平明显升高，其在血栓形成过程中发挥重要作用，可作为判断血栓形成倾向

的实验室指标。
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Role of TF+MP and Ps in thromb02e耻sis of acute promyelocytic l蛐kelIlia
Guo Fei，MENGDong—mei，zHANG Ning，et a1．Depanment of C1inical Laboratory，Heilon萄iang Pmvincial Hos-

pital of General Bureau of Agriculture．Harbin 150088．China

【Abstract】 objecUve Tb explore山e level change of tissue factor microparticles(TF+MP)，phos—

phatidylserine(PS)and D—dimer(D—D)in platelet—free plasma of acute pmmyelocytic leukemia(APL)pa—

tients，and investigated the relationship between TF+MP and D—D in coagulation disorders of APL patients．

MenIods 30 APL patients were selected，including 22 APL patients with DIC(APL—DIC group)，8 APL pa—

tients without DIC(APL—nonDIC g印up)，and 30 cases health check—up as a noHIlal control group．Levels of

TF+MP were detected bv now cvtometry．Levels of PS were measured bv ELISA．D—D were detected bv auto．

matic blood coagulation analvser．AH data were analvzed bv statistical software．ResIIlts There were all had

statistical significance in the di珏色rences of TF+MP，PS and D—D levels among three groups(Pall<0．05)．Lev—

els of TF+MP，PS and D—D in APL—DIC grDup were all hi曲er than in APL—nonDIC P：roup and no肿al control

grouD。and the differences all had statictical significance(．尸hll<0．05)．7I、he diⅡbrences in levels of 7rF+MP and

Ps all had statistical significance in the APL—DIC舯uD出er remission aIldbefore therapv(Pall<0．05)．卟ere
were no statistical significancet in the dif玷rences of TF+MP and PS levels in the APL—non DIC舯up before

and afterthempy(．P>0．05)．Thelevel ofTF+MPinAPL—DIC patientswas si#：Ilificandy corTelatedwithD—D(r=

0．63，P<0．05)．ConclIIsion The levels of TF+MP and PS are hi出er in APL patients with DIC，which plav

important mles in mechanism of APL complicated with DIC．TF+MP and PS are laboratory index for throm—

bophilia judgement．
【Key words】， Acute pmmyelocytic leukemia； Tissue factor micmparticles；Phosphatidylserine；

Thrombogenesis；D—dimer

急性早幼粒细胞白血病(acute promyelocytic

leukemia，APL)在急性髓系白血病中发病率较高，

常见于青年人。随着对APL病理机制的不断认识和

治疗方法的改进，APL患者的缓解率和治愈率得到
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了很大的提高。尽管取得了这些成就．但APL患者

早期病死率仍然很高。其中出血和弥散性血管内凝

血(disseminated intravascular coa舢lation，DIC)并发

症的发病机制仍然是APL的研究重点。病态的早幼

粒细胞大量增生并释放到外周血．同时伴有细胞的

凋亡，细胞表面大量脱落的微粒(micropanicles，

MP)与患者血液的高凝状态密切相关。目前已经证

实，MP不仅仅是细胞的脱落物，而是具有多种生物

活性的细胞成分。MP可以作为凝血机制异常的一

种新的生物学标志物和调节物质，参与血栓形成过

程。APL并发DIC的概率很高，大约80％的APL患

者在发病早期就已经存在凝血功能异常。目前对于

APL的研究主要集中于其免疫表型、遗传特性和治

疗方法，对APL患者外周血组织因子微粒(tissue

factor microparticles，TF+MP)和磷脂酰丝氨酸

(phosphatidylserine，PS)水平的研究较少。因此研究

APL患者外周血TF+MP数量和PS水平的变化特征

对探究APL凝血功能紊乱的发病机制具有重要的

意义。

本文利用流式细胞术、酶联免疫吸附等方法，研

究APL患者外周血TF+MP数量和PS的水平变化

情况以及TF+MP与D一二聚体(D—dimer，D—D)的相

关性．旨在阐明MP在APL患者血栓形成中的应用

价值。

1资料与方法

1．1 临床资料 选择2010年12月一2012年12月

于哈尔滨医科大学附属第二医院门诊就诊的APL

患者30例(APL诊断参照FAB标准⋯)。其中合并

DIC患者22例(APL—DIC组)，男12例，女10例，平

均年龄(30．3±11．2)岁；未合并DIC患者8例(APL一

非DIC组)，男3例，女5例，平均年龄(25．7±9．8)

岁。选择同期没有凝血障碍和血栓危险因素的健康

体检者(血常规、凝血象相关检查示正常)30例为正

常对照组，其中男性15例，女性15例，平均年龄

(28．6±6．7)岁。入选病例采用全反式维甲酸+亚砷酸

进行诱导分化治疗，达到完全缓解⋯后给予亚砷酸

联合化疗的序贯疗法，亚砷酸及化疗各5次，其中包

括一次大剂量阿糖胞苷及至少一次的鞘内注射(甲

氨蝶呤+阿糖胞苷+地塞米松三联化疗)，巩固强化

结束后不进行维持治疗，每半年复查PML／RARa融

合基因。30例APL患者缓解率为100％。

1．2仪器和试剂 FITC—IgGl同型抗体及FITC—

CDl42单克隆抗体(SEROTECH公司)；直径3．0斗m

和0．8¨m标准乳胶微球(美国Sigma公司)；人PS—

ELISA检测试剂盒(欣博盛生物科技有限公司)；A．

CL—TOP全自动凝血分析仪及D—D配套试剂盒(美

国Beckman—Coulter公司)；流式细胞分析仪(美国

BD公司FACSort)；Multiskan MK3型酶标仪(Themo

Labsvstems公司)。

1．3方法

1．3．1样本制备取部分血浆直接用于D—D的检

测。获得外周血循环MP采用梯度离心的方式：将测

试管于室温以离心半径13．5 cm．1500 r／min离心15

min，获得富血小板血浆，取上清液于EP管，离心

(3000 r／min，15 min)，获得乏血小板血浆，此时血浆

中为循环MP。获得的循环MP为保留其活性状态，

储存于一80℃冰箱，备用。分别用于TF+MP和PS的

检测。

1．3．2 流式细胞术检测TF+MP FITC—CDl42单抗

用于标记TF+MP。室温避光孵育30 min，检测前加

入直径为0．8斗m和3斗m标准微球各5斗l。用0．8

斗m的标准微球设定前向检测区，使用流式细胞仪

检测TF+MP CDl42一FITC的表达。对所设门内(MP

直径在0～0．8斗m)的颗粒进行分析，TF+MP的界定：

直径范围在0～O．8斗m，表面标记CDl42阳性。3．O

斗m标准微球用于MP的计数，当计数达10 000个

时停止检测，通过荧光直方图计算位于0．8斗m按下

列公式计算微球检测值⋯2。。

TF+MP的绝对数=3．0斗m微球密度(980／¨L)

× 业兰型凳竺罢等坠 ×3．o斗m微球检测值
血浆稀释倍数 ～～r⋯一⋯⋯⋯

1．3．3 ELISA法检测PS的水平 应用ELISA法测

定标本中PS的水平。用纯化的PS抗体包被微孔

板，制成固相抗体，向包被单抗的微孔中加入TF，再

与HRP标记的PS抗体结合．形成抗体一抗原一酶标

抗体复合物，经过彻底洗涤后加底物TMB显色。

TMB在HRP酶的催化下转化成蓝色，并在酸的作

用下转化成最终的黄色。颜色的深浅和样品中的PS

呈正相关。用酶标仪在450 nm波长下测定吸光度

(OD值)，通过标准曲线计算样品中PS的水平。操

作过程严格按操作说明书进行。

1．3．4全自动凝血分析仪检测D—D利用ACL—

TOP全自动凝血分析仪对D—D进行检测，具体操作

过程按仪器操作规程和配套试剂的使用说明书进

行。

1．4统计学处理 采用SPSS 15．O统计软件进行数

据处理，计量资料以石蜘表示。多组间均数比较采用

方差分析，两组比较采用f检验，两样本相关性分析

采用Pearson相关分析。以P<0．05为差异有统计学

万方数据
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意义。
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2结果

2．1 APL组与正常对照组外周血TF+MP数量、Ps

及D—D水平比较 三组间TF—MP数量、PS及D—D

水平差异均有统计学意义(P均<O．05)。APL—DIC组

TF+MP数量、PS及D—D水平均明显高于APL一非

DIC组和正常对照组，差异均有统计学意义(P均<

O．05)。见表1。

2．2 APL患者治疗前后外周血TF+MP数量及PS

水平比较 30例APL患者中．APL—DIC患者治疗

前TF+MP数量及PS水平与治疗后相比较，差异均

有统计学意义(P均<0．05)。而APL一非DIC组患者

治疗前后各指标差异均无统计学意义(P均>0．05)。

见表2。

表2 APL—DIC患者治疗前后外周血TF+MP数量

及PS水平比较(互捣)

2．3 APL—DIC患者TF+MP数量与D—D水平的相

关性分析 经Pearson相关性分析得出，APL—DIC

组TF+MP数量与D—D水平呈正相关(r=0．63，P=

0．003)。

3讨论

MP在血栓形成中的作用正逐渐受到人们的重

视。MP表面所携带的生物活性物质在APL的凝血

功能紊乱中发挥着重要的作用。在疾病进展中，TF+

MP数量的变化可能反映APL患者体内不同程度的

血栓形成倾向。

当细胞激活或凋亡时，会向外释放MP，其主要

有促凝、促血管生成、促炎症等作用。在各种细胞源

性的MP中。TF+MP具有较高的促凝活性。在凝血过

程中。TF是始动因子，在启动和调节凝血反应中，其

与丝氨酸蛋白酶因子Ⅶ／Ⅶa形成双分子复合物，作

为体内凝血的启动因子发挥重要的作用。最近，研究

者[3_5]在并发急性深静脉血栓的癌症患者体内检测

到TF+MP水平明显升高。

APL患者体内存在大量的TF+MP，激活体内凝

血系统．消耗大量的血小板和凝血物质，使APL患

者具有出血倾向，从而加重DIC。本文研究结果显

示，未合并DIC的APL患者治疗前后TF+MP数量

比较差异无统计学意义，可能提示未合并DIC的

APL患者外周血促凝物质的量未达到启动外源性凝

血途径的水平。而合并DIC的APL患者TF+MP的

数量显著高于未合并DIC的APL患者和健康人群，

且合并DIC的APL患者治疗前的TF+MP数量显著

高于治疗后，差异均有统计学意义(P均<0．05)，说

明TF+MP启动外源性凝血途径，参与APL患者的

血栓形成。Pearson相关分析结果显示，合并DIC的

APL患者TF+MP的数量与D—D水平呈正相关(P<

0．05)，进一步说明TF+MP与APL患者血栓形成密

切相关。

细胞活化后，向外释放MP，MP的共同特征是

表面携带PS。患者外周血中的PS来源于不同细胞

类型。MP表面高浓度的PS作为各种功能性膜受

体，随着MP的释放，为参与凝血反应的复合物提供

更大的反应环境。增加凝血反应中相关酶复合物结

合机会，在血管局部凝血酶、辅助因子和底物的浓度

增高，能够促进止血。本文研究利用ELISA法检测

APL患者外周血中的PS水平变化情况，结果显示，

合并DIC的APL患者PS水平显著高于未合并DIC

的APL患者和健康人群。且合并DIC的APL患者

治疗前后的PS水平差异有统计学意义，而未合并

DIC的APL患者治疗前后PS水平差异无统计学意

义。Jv等吲研究发现，APL患者外周血中APL细胞

的促凝活性在全反式维甲酸治疗后出现明显的下

降，促凝活性的变化与APL细胞上表达的Ps密切

相关。因此提示监测PS的水平可能有助于提示患者

血栓形成倾向，有助于临床医师选择合适的治疗方

表1 APL患者外周血TF+MP数量、PS及D—D水平比较(戈±s)

注：+与APL—DIC组比较．P<O．05
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案，及时纠正患者的凝血功能异常。 microparticles in曲mary sjogren’s syndmme，systemic lupus erythe一

综上所述，TF+MP与PS对APL凝血机制的研 matosus and rheumaIoid anhritis and relation with disease actiVity

究有重要的临床意义。TF+MP及PS的水平变化预

示APL患者体内病理生理变化，TF+MP的数量与

APL患者血栓形成程度呈正比，而PS水平可反映

APL患者的血栓形成倾向，有助于临床治疗及监测。

本文研究为探讨TF+MP及PS在APL患者凝血功

能障碍中的作用提供了实验依据，对进一步研究

APL合并DIC的发病机制具有重要的意义。
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