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三氧化二砷对急性早幼粒细胞白血病细胞微粒数量及促凝活性的影响 *
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摘要 目的：观察急性早幼粒细胞白血病(APL)细胞来源微粒(APL-MP)的促凝活性、表面组织因子(TF)表达情况、TF 在其促凝活性

中发挥的作用及分化治疗药物三氧化二砷（ATO）对上述指标有何影响。方法：选取 3 例初发 APL 患者，提取骨髓 APL 细胞，3 名

缺铁性贫血患者提取骨髓单个核细胞作为对照。分别用不同浓度 ATO 处理 APL 细胞 24 h、48 h、72 h，收集细胞培养液提取微粒。
采用流式细胞术对微粒进行定量分析并进行微粒表面 TF 表达情况检测；利用凝血实验比较不同组细胞释放微粒的促凝血活性；

应用抗 TF 抗体抑制微粒促凝血活性实验检测 TF 在 APL-MP 的促凝血活性中发挥多大作用。结果：1.0 μM 及 2.0 μMATO 能显

著促进 APL 细胞释放微粒。与正常骨髓来源单个核细胞释放的微粒相比，骨髓 APL-MP 的 TF 表达及促凝活性均显著增高，0.5
μM 及 1.0 μMATO 处理可以有效降低 APL-MP 的 TF 表达及促凝活性，且这一作用呈时间依赖性。各组 APL-MP 经抗 TF 抗体

孵育后凝血时间显著延长。结论：APL-MP 的 TF 表达和促凝学活性均显著增高，并且 TF 在 APL-MP 的促凝血活性中发挥着重要

作用。ATO 能显著促进 APL 细胞释放微粒，低浓度 ATO 可以有效降低 APL-MP 的 TF 表达及促凝血活性。
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ABSTRACT Objective: To observe the effect of arsenic trioxide (ATO) on number, tissue factor (TF) expression and procoagulant

activity of microparticles released by acute promyelocytic leukemia (APL) cells, and to identify how much TF plays a role in
procoagulant activity of these microparticles. Methods: APL cells were isolated from bone marrow of 3 newly diagnosed APL patients.
Bone marrow mononuclear cells were collected from 3 patients with iron deficiency anemia and used as control. APL cells were cultured
with medium containing different concentration of ATO for 24 h, 48h or 72h. Microparticles were extracted from the cell culture
medium. The number and TF expression of microparticles were measured by flow cytometry. The procoagulant activities of
microparticles released by different groups of cells were detected by coagulation assays. How much TF plays a role in the procoagulant
activity of APL cells-derived microparticles (APL-MPs) was evaluated by coagulation inhibition assays in which anti-TF antibody was
used to suppress TF procoagulant activity. Results: 1.0 μM and 2.0 μM ATO had a promoting effect on the release of microparticles by
APL cells. Compared with bone marrow mononuclear cells-derived microparticles, the bone marrow APL-MPs showed a higher TF
expression and procoagulant activity. 0.5 μM and 1.0 μM ATO had an inhibitory effect on TF expression and procoagulant activity of
APL-MPs in a time-dependent manner. After preincubation with anti-TF antibody, in most groups, the APL-MPs indicated a significantly
decreased procoagulant activity (prolonged clotting time). Conclusion: Both the TF expression and procoagulant activity of APL-MP
were obviously increased, and TF played an important role in the procoagulant activity of these microparticles. ATO could promote the
release of microparticles by APL cells. Low concentration of ATO could effectively reduce the TF expression and procoagulant activity
of APL-MP.
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前言

尽管分化治疗药物的临床应用使得急性早幼粒细胞白血

病(APL)的治疗取得了巨大的成功，早期致死性出血仍是一个

无法解决的难题而成为 APL 诱导治疗失败最主要的原因[1,2]。
目前 APL 凝血紊乱的发生机制仍不十分清楚，已经明确的是
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APL 细胞含有大量组织因子(TF)和癌性促凝物质，可以直接触

发凝血，是凝血紊乱发生的主要原因。
血浆中的微粒是各种血液细胞及血管内皮细胞受刺激活

化或凋亡而释放到血液循环中的直径 0.1~1μm 的小泡状膜颗

粒，是近十年才被发现并展开研究的一种血浆活性成分。正常

人血液中即有少量的微粒存在，而在多种疾病中微粒水平明显

升高。研究表明细胞微粒在多种生理和病理过程中起着重要作

用，尤其是血液凝固反应与血栓形成的重要参与者。在多种伴

有血栓形成倾向的疾病，如某些肿瘤性疾患[3,4]、心血管疾病[5,6]

和免疫系统疾病中[7,8]，血栓事件发生风险增高与携带有 TF 的

微粒增多呈显著正相关，这些携带有 TF 的微粒可以来源于血

小板、内皮细胞，也可以来源于肿瘤细胞，其表面促凝血活性显

著增高。
本研究以缺铁性贫血患者骨髓单个核细胞为对照，用不同

浓度分化治疗药物三氧化二砷 （ATO） 体外处理骨髓 APL 细

胞，观察 APL 细胞来源微粒(APL-MP)的促凝血活性、表面 TF
表达情况、TF 在其促凝活性中发挥的作用等指标的变化情况。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 一般资料 初发 APL 患者 3 例，其中男 2 例，女 1 例；年

龄分别为 19 岁、44 岁、48 岁；入院时均存在显著的凝血指标异

常。患者均符合 FAB 制定的诊断分型标准，并且细胞遗传学及

分子生物检查证实存在 t(15;17)染色体易位和 PML/RARa 融

合基因。患者骨髓 APL 细胞均占有核细胞的 95 %以上。
另选择年龄、性别与 APL 组匹配的缺铁性贫血患者 3 名，

作为正常对照组。
1.1.2 试剂 ATO 购自美国 Sigma 公司。Ficoll-Hypaque 液购自

美国 Sigma-Aldrich 公司。RPMI1640 和胎牛血清购自于美国

Gibco 公司。Annexin V-FITC 凋亡检测试剂盒购自北京宝赛生

物技术有限公司。多克隆抗人 TF 抗体及 FITC 标记的抗人 TF
抗体购于美国 Diagnostica 公司。
1.2 实验方法和步骤

1.2.1 乏微粒血浆的制备，细胞的培养及药物处理 正常人乏

微粒血浆的制备：取 3.8 %枸橼酸钠（体积比 1:9）抗凝外周静脉

血，以 500×g 离心 10 min，上层为富血小板血浆。小心吸取富

血小板血浆层的上 2/3，以 1800×g 离心 10 min，上清液为乏血

小板血浆。小心吸取上清液的上 2/3，以 18000×g 室温超速离

心 30 min，吸取上层血浆，即得到乏微粒血浆，-20℃保存一个

月内使用。
骨髓单个核细胞的提取、培养及药物处理：取 3.8%枸橼酸

钠抗凝的骨髓液 5mL，利用 Ficoll-Hypaque 密度梯度离心法获

得单个核细胞，将其悬浮于含有 20 %胎牛血清的 RPMI 1640
培养基中(约 5×105/mL)，分别加入 ATO 0.5 μmol/L、1.0 μmol/
L和 2.0 μmol/L，置于 37℃ 5% CO2 孵箱中培养，每 24 h 换液

一次。
1.2.2 微粒的提取 分别于 24 h、48 h、72 h 收集细胞培养液 3
ml，500×g 离心 15 min 去除细胞及细胞碎片，上清液 18000×
g 室温离心 30 min，吸去 2.5 mL上清液，PBS 洗两次（离心方法

同前），吸去上清液至管底剩余 0.5 mL 液体，重悬管底微粒即

得到微粒悬浮液。
1.2.3 微粒的流式细胞仪定量分析 流式细胞仪检测相关溶液

事先用 0.2 μm 的滤器过滤。
Annexin V-FITC 标记微粒：取 100 μL微粒悬浮液，加入

400 μL Annexin V-Binding Buffer， 加 入 25 μL Annexin
V-FITC，轻轻混匀，室温避光反应 30 min，加入 500 μL Annexin
V-Binding Buffer 稀释，加入直径为 1μm 的标准微球，流式细

胞仪（BD FACSCalibur）检测分析。
流式细胞仪定量微粒的方法[9]：前向散射光（FSC）和侧向

散射光（SSC）设为对数放大模式。样本采集时间为 3 min, 样品

流速为 60 μL/min。微粒的直径为 0.1~1μm，参照标准微球确定

微粒在 FSC/SSC 散点图中的获取位置。只有直径≤1μm 且

Annexin V 标记阳性的粒子被认为是微粒。
1.2.4 微粒表面 TF 表达的流式细胞仪定量分析 取 100 μL 微

粒悬浮液，加入 1 mL 含 1 % BSA 的 PBS，室温封闭 1 h。离心

并吸弃 1 mL 上清液，余 100 μL液体。重悬微粒，加入 20 μL
FITC 标记的抗人 TF 抗体室温避光孵育 30 min，PBS 洗 1 次，

对洗涤后的 100 μL微粒悬浮液中的微粒进行 Annexin V-FITC
标记（标记方法同前），流式细胞仪（BD FACSAria）检测。
1.2.5 微粒促凝活性检测 根据计数结果，在血凝仪测试杯中

将 200×103 个微粒悬浮于 100 μL PBS 中，加入 100 μL正常人

乏微粒血浆，37℃孵育 180 s 后，加入 37℃预热的 25 mmol/L
的 CaCl2 100 μL，在血凝仪（TS 4000）上记录血凝时间。
1.2.6 抗 TF 抗体抑制微粒促凝活性实验 100 μL微粒悬浮液

与 100 μL 多克隆抗人 TF 抗体混合 25℃孵育 10 分钟，PBS 洗

1 次，然后重复上述微粒促凝活性检测步骤。
1.3 统计学分析

使用 SPSS 13.0 软件进行统计学分析。结果用均数±标准

差表示，单纯两组间均数比较采用 Student-t 检验；多组间均数

比较采用 ANOVA 方差分析，各药物处理组与未用药组间均数

的多重比较采用 Dunnett-t 检验；P <0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 不同浓度 ATO 对 APL-MP 数量的影响的流式细胞仪检测

结果可见未予药物处理的 APL 细胞在 0-24 h、24-48 h、
48-72 h 时间段内释放的微粒数与正常骨髓来源单个核细胞释

放的微粒数量相当（Student-t 检验）。不同浓度 ATO 对 APL 细

胞释放的微粒数量有影响 （ANOVA 方差分析，各时间段的 4
个 APL 细胞组均有 P<0.05）。1.0 μM 及 2.0 μMATO 能显著促

进 APL 细胞释放微粒，并且这一作用呈剂量及时间依赖性，0.5
μM ATO 对 APL 细胞释放微粒的促进作用则不明显（Dun-
nett-t 检验，*，P<0.05；**，P<0.01，图 1）。
2.2 不同浓度 ATO 对 APL-MP 表面 TF 表达情况影响的流式

细胞仪检测

正常骨髓单个核细胞释放的微粒 TF 阳性率较低，在各时

间段均不超过 15%（图 2A 示 48-72h 时间段内为 8%），而骨髓

APL-MP 的 TF 阳性率则显著增高（Student-t 检验，与各对应时

间段相比，均有 P <0.01）。不同浓度 ATO 对 APL 细胞释放的

微粒 TF 阳性率有影响 （ANOVA 方差分析，各时间段的 4 个

APL 细胞组均有 P<0.05）。各药物处理组与单纯 APL 细胞培养
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组相比较，0.5 μMATO 处理 24-48h、48-72h（图 2B 示此组微粒

TF 阳性率约为 40%） 时间段及 1.0 μMATO 处理 48-72h 时间

段内释放的微粒 TF 阳性率显著减少 （Dunnett-t 检验，*，P<0.
05；**，P<0.01），而 2.0 μM ATO 处理对 APL-MP 的 TF 阳性率

无显著影响（图 2C 示 2.0 μM ATO 处理 48-72h APL-MP 的 TF
阳性率仍近 80%）。
2.3 不同浓度 ATO 对 APL-MP 的促凝活性影响的检测

结果显示骨髓 APL 细胞培养后与正常骨髓来源单个核细

胞相比，各时间段释放的微粒的促凝活性均显著增高（表现为

凝血时间缩短；Student-t 检验，#，P<0.05）。不同浓度 ATO 处理

对骨髓 APL-MP 的促凝活性有影响（ANOVA 方差分析，各时

间段的 4 个 APL 细胞组均有 P<0.05），其中 0.5 μM ATO 处理

48h、72h 组及 1.0 μM ATO 处理 48h、72h 组与单纯 APL 细胞

培养组相应时间段相比，细胞释放的微粒的促凝活性显著降低

（表现为凝血时间延长；Dunnett-t 检验，*，P<0.05），而 2.0 μM
ATO 处理对 APL-MP 的促凝活性无显著影响（图 3）。
2.4 抗 TF 抗体抑制微粒促凝活性实验

结果显示 （图 4），除了 0.5 μM 及 1.0 μM ATO 处理 72h
组，其他各组 APL-MP 经抗 TF 抗体孵育后凝血时间显著延长

（Student-t 检 验 ，*，P<0.05）， 表 明 在 这 些 实 验 组 中 TF 在

APL-MP 的促凝血活性中发挥着重要作用。

3 讨论

图 1 原代急性早幼粒细胞白血病细胞经不同浓度亚砷酸处理一定时

间后释放微粒的数量的流式细胞仪检测结果（n=3）
Fig. 1 APL cells were treated with different concentration of ATO for

indicated periods and the number of APL cells-derived microparticles were
measured by flow cytometry (n=3)

图 2 原代急性早幼粒细胞白血病细胞经不同浓度亚砷酸处理一定时间后释放微粒表面组织因子表达情况的流式细胞仪检测结果（n=3）
Fig. 2 APL cells were treated with different concentration of ATO for indicated periods and the TF expression of APL cells-derived microparticles were

measured by flow cytometry (n=3)
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图 3 原代急性早幼粒细胞白血病细胞经不同浓度亚砷酸处理一定时

间后释放的微粒促凝活性检测结果（n=3）
Fig. 3 APL cells were treated with different concentration of ATO for

indicated periods and the procoagulant activities of APL cells-derived

microparticles were detected by coagulation assays (n=3)

图 4 原代急性早幼粒细胞白血病细胞经不同浓度亚砷酸处理一定时

间后抗组织因子抗体抑制微粒促凝血活性实验检测结果（n=3）
Fig. 4 APL cells were treated with different concentration of ATO for

indicated periods and how much TF plays a role in the procoagulant

activities of APL cells-derived microparticles were evaluated by

coagulation inhibition assays in which anti-TF antibody was used to

suppress TF procoagulant activity (n=3)

正常情况下在特定酶的作用下细胞膜中磷脂的分布呈不

对称性，磷脂酰丝氨酸 (Phosphatidylserine, PS)主要位于细胞膜

内层。当细胞受到促凝、促炎症刺激或发生凋亡时，这些酶的活

性发生改变，使细胞膜磷脂重新分布，PS 移位到胞膜外层。这

一移位引起胞膜外层张力增加，并高于内层张力，使细胞膜以

出芽方式形成小泡状结构并最终发生脱落，即形成所谓的微

粒。微粒的这一形成过程造成 PS 在微粒表面大量外露[10]。
研究发现微粒都携带有其来源细胞的一些基本物质，如一

些特殊蛋白等，因此微粒不只是简单的细胞脱落物，而是携带

有多种重要的生物学活性分子的 " 载体 " [11,12]。血液中微粒表

现出多种生物学活性，如促进凝血反应和血栓形成[5,13]、促进炎

症反应[14,15]、调节血管张力[16,17]和促进血管生成等[18,9]。
尽管微粒在许多凝血功能障碍性疾病中的促凝作用已得

到较为广泛的研究，其在 APL 凝血紊乱中的作用还鲜有报道。
APL 细胞含有大量 TF，是造成 APL 凝血紊乱发生的主要原

因，那么，APL-MP 的促凝活性、表面 TF 表达情况、TF 在其促

凝活性中发挥的作用及分化治疗药物 ATO 对上述指标的影响

又是怎样的呢？

本研究首先采用流式细胞术对微粒进行相关指标的检测。
由于微粒是亚微米级颗粒，直径只有 0.1~1μm，本研究采取了

多重措施以增加微粒检测的特异性。①相关溶液事先用 0.2 μm
的滤器过滤以减少噪音信号的干扰。②利用 PS 在微粒表面大

量外露的特点，流式细胞仪检测前微粒用 PS 特异结合蛋白

Annexin V-FITC 进行标记以区分电子噪音和微粒。③加入直径

1μm 的标准微球协助确定微粒在 FSC/SSC 散点图中的获取位

置。
本研究首先通过流式细胞术对微粒进行定量分析，发现

ATO 能显著促进 APL 细胞释放微粒，并且这一作用呈剂量及

时间依赖性。这可能与 ATO 促进 APL 细胞凋亡的作用具剂量

及时间依赖性有关[20]—凋亡是微粒形成的主要诱发因素之一。
本研究进一步利用流式细胞术和凝血实验对 APL-MP 的

TF 表达情况和促凝活性进行了检测，发现与正常骨髓来源单

个核细胞释放的微粒相比，APL-MP 的 TF 表达和促凝血活性

均显著增高，低浓度 （0.5 μM-1.0 μM）ATO 可以有效降低

APL-MP 的 TF 表达及促凝血活性，并且这一作用呈时间依赖

性，而高浓度（2.0 μM）ATO 此作用不明显。
尽管 ATO 治疗可能会导致 APL-MP 数量增加，但是一方

面，ATO 可以有效降低 APL-MP 的 TF 表达及促凝血活性，另

一方面，在人体内存在着强大的微粒清除系统（单核巨噬细胞

系统和内皮细胞），可以部分地清除过多的 APL-MP，最终的结

果 是 使 APL 凝 血 紊 乱 得 以 逐 渐 改 善。综 合 ATO 处 理 对

APL-MP 数量及促凝活性的影响的实验结果，尤其是 ATO 降

低 APL-MP 促凝血活性的时间依赖性，可以解释尽管 ATO 诱

导治疗可以有效改善 APL 凝血异常，但却无法减少早期致死

性出血的发生这一现象。
进一步的抗 TF 抗体抑制微粒促凝血活性实验证实 TF 在

APL-MP 的促凝血活性中发挥重要作用。在该实验中一个现象

是低浓度 ATO 处理 72h 组抗 TF 抗体并未显著抑制 APL-MP
的促凝血活性，可能的解释是此时微粒表面 TF 的表达已明显

减少，在微粒的促凝血活性中已不再发挥主要作用，同时也说

明尚有其他的促凝因素发挥作用使此时的 APL-MP 的促凝血

活性仍高于正常对照组 （正常骨髓来源单个核细胞释放的微

粒）。
总之，本研究通过体外实验证实 APL-MP 的 TF 表达和促

凝学活性均显著增高，并且 TF 在 APL-MP 的促凝血活性中发

挥着重要作用。ATO 能显著促进 APL 细胞释放微粒，并且这一

作 用 呈 剂 量 及 时 间 依 赖 性。低 浓 度 ATO 可 以 有 效 降 低

APL-MP 的 TF 表达及促凝活性，此作用同样表现出时间依赖

性。
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