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　　[摘要]　目的:通过检测急性髓系白血病(AML)患者血浆中组因子(TF)及组织因子微粒(MP-TF)的表达,
探讨其在 AML凝血异常中的临床意义。方法:选择 AML住院患者64例(AML组),其中急性早幼粒细胞白血

病(APL)22例,非 APL42例;并发弥散性血管内凝血(DIC)22例,未并发 DIC42例。非 APL中13例治疗后骨

髓完全缓解(CR),APL中15例治疗后骨髓达 CR,包含12例 APL并发 DIC患者。对照组34例均为健康献血

员。采用流式细胞术检测 MP-TF,ELISA法检测血浆中TF。结果:治疗前AML组 MP-TF及TF水平明显高于

对照组[(60.90±14.90)%∶(45.80±12.03)%,P<0.01;(129.11±37.32)pg/ml∶(95.96±19.56)pg/ml,P<
0.05]。AML组内,15例治疗后骨髓达 CR 的 APL患者治疗前后 MP-TF水平差异有统计学意义[(60.13±
8.95)%∶(51.65±8.11)%,P<0.05],其中12例 APL并发 DIC患者治疗前 MP-TF及 TF水平均高于治疗后

[(60.00±9.45)%∶(56.70±17.10)%;(155.67±31.14)pg/ml∶(122.03±18.41)pg/ml,均P<0.05];13例

治疗后骨髓达CR的非APL患者治疗前TF明显高于治疗后[(147.61±27.43)pg/ml∶(118.73±20.23)pg/ml,

P<0.01]。AML组内,凝血酶原时间(PT)延长>3s的患者(10例)MP-TF水平明显高于PT延长<3s及 PT
正常的患者(54例)[(64.10±9.38)%∶(59.40±19.73)%,P<0.05];纤维蛋白降解产物(FDP)异常的患者(24
例)TF水平明显高于FDP正常患者(40例)[(152.26±37.89)pg/ml∶(112.81±35.47)pg/ml,P<0.05]。结

论:MP-TF及 TF是参与凝血异常的重要指标,MP-TF较血浆 TF能更好地反映 TF活性水平,且 MP-TF与

AML尤其是 APL及其凝血异常有密切关系,可作为监测 APL疾病病情缓解的有效指标之一。
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　　Abstract　Objective:Todetectandexploretheclinicalsignificanceoftissuefactor(TF)andmicroparticle-as-
sociatedtissuefactor(MP-TF)inacutemyeloidleukemia(AML)patients.Method:Theperipheralbloodin64ca-
sesofAMLwithnewlydiagnosedwascollected,including22casesofAPL,42casesofnon-APL,and22casesof
AMLwithDICand42casesofAMLwithoutDIC.Thirteencasesofnon-APLwithbonemarrowcompleteremis-
sion(CR),15casesofAPLwithbonemarrowCRincluding12casesofAPLwithDIC.Thirty-fourcasesofnor-
malcontrolswerehealthyblooddonors.MP-TFwasdetectedbyFCMandTFwasdetectedbyELISA.Result:MP-
TFandTFinAMLpatientswerebothhigherthanthoseinthenormalcontrols(P<0.01,P<0.05).MP-TFin
the15casesofAPLwithbonemarrowCRwashigherbeforechemotherapythanthatafterchemotherapy(P<
0.05).ThelevelsofMP-TFandTFin12casesofAPLwithDICwerehigherbeforechemotherapythanthoseaf-
terchemotherapy(P<0.05).TFinthe13casesofnon-APLwithbonemarrowCRwashigherbeforechemother-
apythanthatafterchemotherapy(P<0.01).TheMP-TFinthepatientswithPT>3swashigherthanthatwith
normalPTvalue(P<0.05).TFinthepatientswithabnormalFDPvaluewasincreasedthanthatwithnormal
FDP(P<0.05).Conclusion:MP-TFandTFareimportantindicatorsinvolvedincoagulopathy,andMP-TFcould
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betterreflecttheactivityofTF.MP-TFisassociatedwithhaemostaticdysfunctionintheAML,anditcouldbe
usedasafactortomonitordiseaseremission.

Keywords　acutemyeloidleukemia;microparticle-associatedtissuefactor;acutepromyelocyticleukemia;dis-
seminatedintravascularcoagulation

　　急性髓系白血病(AML)尤其是急性早幼粒细

胞白血病(APL)患者常存在着如弥散性血管内凝

血(DIC)等复杂的凝血异常,这些凝血异常与组织

因子(TF)的高表达相关。TF是血栓形成过程中

的一种跨膜单链糖蛋白,是目前已知的一种肿瘤相

关促凝物质,在血液凝固级联反应中具有重要的启

动 因 子 作 用。微 粒 (MP)是 一 种 直 径 为 0.1
~1.0μm 的脂蛋白,是血小板、内皮细胞、单核细

胞及肿瘤细胞等在激活或者凋亡过程中脱落下来

的片段。MP在其脂质双层的外层中表达带有负

电荷的磷脂酰丝氨酸(PS),可为凝血过程提供所必

需的负离子磷脂表面,也可加速细胞-细胞间的信

息交流。MP表面 TF以 MP为载体共同构成组织

因子微粒(MP-TF)。由于 MP体积小,数量少,临
床研究开展较少。本研究通过 Annexin-V 标记

MP外露的PS,同时联合 TF抗体采用流式细胞术

检测 AML患者血浆中 MP-TF的水平,探讨其与

AML凝血的相关性和临床意义。
1　资料与方法

1.1　资料

64例初发 AML患者均为2012-04-2012-12
在我科住院的初诊患者(AML组),男37例,女27
例;年龄6~77岁,中位年龄46岁;AML-M01例,
AML-M11例,AML-M210例,APL22例(其中并

发 DIC12例),AML-M4 10例,AML-M5 11 例,
AML-M63 例,AML-M7 1 例,AML 未能分型 5
例。AML并发 DIC22例,未并发 DIC42例。所

有患者的诊断均参照《血液病诊断及疗效标准》〔1〕。
34例对照者为健康献血员(对照组),均除外高血

压、血脂异常、糖尿病及血栓病史,男24例,女10
例,年龄18~58岁,中位年龄35岁。
1.2　试剂和仪器

PE标记的抗人凝血因子Ⅲ即 TF单克隆抗体

(TF-PE)购自 RD 公司,FITC 标记的 Annexin-V
购自凯基公司,直径为1.0μm 的荧光微球购自

Bangs公司。抗人 TFELISA 试剂盒购自上海西

塘公司。流式细胞仪采用 CytomicFC500(Beck-
man-coulter公司)。
1.3　标本收集

采集空腹静脉血2ml,枸橼酸钠抗凝。室温条

件下,1900×g离心15min,2次,得到乏血小板血

浆,分离血清,-70℃冻存,4h内完成标本的处理。
1.4　免疫荧光标记

冻存的血浆标本在37℃迅速解冻,取100μl

标本与4μlFITC标记的Annexin-V和4μlPE标

记的TF抗体充分混合,室温下孵育30min后加入

Annexin-V-FITC抗体结合缓冲液,流式细胞仪检

测。对照管选用4μl鼠抗人IgG-PE做阴性对照。
1.5　流式细胞仪检测 MP-TF

用1.0μm 的荧光微球设定前向检测区,使用

流式细胞仪对所设门内(MP直径0.1~1.0μm)的
颗 粒 进 行 分 析。 MP-TF 的 界 定:直 径 0.1
~1.0μm,Annexin-V-FITC 和 TF-PE 抗体双标

阳性〔2〕。
1.6　ELISA检测血浆中 TF含量

冻存的血浆标本37℃迅速解冻,按照人 TF
ELISA试剂盒说明书检测 AML 患者血浆中 TF
的含量。
1.7　统计学处理

所有数据使用SPSS13.0软件统计。先做正态

W 检验,如符合正态分布,以■x±s表示,采用t检

验;若不符合正态分布,以中位数±四分位数表示,
采用秩和检验。以P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　AML组和对照组治疗前 TF、MP-TF检测结

果

AML组和对照组治疗前 TF、MP-TF检测结

果见表1和图1a~b。

表1　AML组和对照组治疗前TF、MP-TF检测结果

■x±s
组别 MP-TF/% TF/(pg·ml-1)

对照组(34例) 45.80±12.03 95.96±19.56
AML组(64例) 60.90±14.902)129.11±37.321)

　并发DIC(22例) 61.10±7.13 -
　未并发DIC(42例) 58.20±22.30 -
　非 APL(42例) 60.90±21.35 117.45±43.59
　APL(22例) 60.80±11.13 130.25±41.31
　　并发DIC(12例) 62.57±8.12 135.19±32.42
　　未并发DIC(10例) 60.06±10.18 117.45±43.59

　　与对照组比较,1)P<0.05,2)P<0.01。

2.2　AML组内治疗后骨髓达完全缓解患者 TF、
MP-TF检测结果

AML组内,非 APL中13例治疗后骨髓达完

全缓解(CR),APL中15例治疗后骨髓达CR,包含

12例 APL并发DIC患者。AML组内治疗后骨髓

达CR患者 TF、MP-TF水平检测结果见表2和图

1c~d。
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　　a:FSC/SSC散点图(R为1.0μm 微球);b:对照组;c:AML组治疗前;d:AML组治疗后。
图1　流式细胞术检测对照组和AML组治疗前后 MP-TF水平

表2　AML组内治疗后骨髓达CR患者TF、MP-TF水平检测结果 ■x±s

组别
治疗前

MP-TF/% TF/(pg·ml-1)
治疗后

MP-TF/% TF/(pg·ml-1)
非 APL(13例) 58.00±11.46 147.61±27.43 58.68±5.93 118.73±20.232)

APL(15例) 60.13±8.95 - 51.65±8.111) -
　APL并发 DIC(12例) 60.00±9.45 155.67±31.14 56.70±17.101) 122.03±18.411)

　　与本组内治疗前比较,1)P<0.05,2)P<0.01。

2.3　AML组内不同凝血酶原时间及纤维蛋白降

解产物间 TF、MP-TF检测结果

AML组内不同凝血酶原时间(PT)及纤维蛋

白降解产物(FDP)间 TF、MP-TF水平检测结果见

表3。

　　表3　AML组内不同PT及FDP间TF、MP-TF水平检

测结果 ■x±s

组别 MP-TF/% TF/(pg·ml-1)

PT延长<3s及 PT
正常(54例) 59.40±19.73 114.85±32.01

PT延长>3s(10例) 64.10±9.381) 217.03±60.35

FDP<5 μg/ml(40
例) 58.20±23.20 112.81±35.47

FDP>5 μg/ml(24
例) 61.10±7.58 152.26±37.892)

　　与PT延长<3s及 PT正常比较,1)P<0.05;与 FDP
<5μg/ml比较,1)P<0.05。

2.4　MP-TF水平与PT水平的相关性分析

Pearson相关分析表明,MP-TF水平与PT水

平呈正相关(r=0.385,P<0.05)。

3　讨论

DIC是 AML 尤 其 是 APL 常 见 的 并 发 症。

DIC是在某些致病因子的作用下,体内凝血系统被

激活,血液凝血活性增高,在微循环内发生血小板

聚集及纤维蛋白沉积,形成播散性微血栓。目前认

为 APL患者并发DIC的主要原因是早幼粒细胞释

放促凝物质导致凝血酶生成过多,如 TF。TF即凝

血因子Ⅲ,其作为凝血途径的启动因素,可同时激

活内外源性的凝血酶联放大反应〔3〕。TF是目前已

知的肿瘤相关促凝物质,它与凝血因子Ⅶa形成复

合物,启动外源性凝血途径,具有促凝血、促血栓的

作用,在出凝血途径中发挥重要作用。
本研究采用ELISA法检测AML患者血浆TF

水平,初发的 AML患者 TF水平明显高于对照组,
非 APL及 APL并发 DIC患者治疗后 TF明显下

降。提示 TF水平与疾病病情缓解相关。凝血指

标中FDP与D二聚体的升高对于提示急性白血病

患者早期DIC形成有一定的意义。本研究中,APL
并发DIC与未并发 DIC患者的 TF水平差异无统

计学意义,而 FDP异常的患者 TF水平明显高于

FDP正常者,PT 延长 3s以上者与 PT 延长小

于3s及PT 正常者间 TF 水平差异无统计学意

义,可见 TF异常增高不能提示 DIC的形成,但不

排除患者正处于 DIC形成的前期。正常患者生理

情况下 TF 是被加密的,只有在特定条件下被解

密,才能表达促凝活性〔4〕。因此,TF抗原水平不能

完全代表 TF活性水平。有研究报道,MP表面表

达的 TF活性水平高,且在肿瘤细胞释放的 TF中

占主导地位〔5〕。MP炎症或易栓状态下各种不同细

胞激活或凋亡过程中细胞膜上的 PS外翻,使细胞

膜起泡脱落释放入血浆中的质膜片段〔2〕。长期以

来 MP被认为是无效的片段,目前越来越多的证据

证明 MP与邻近或者远处的细胞有相互作用,并参

与细胞间的信号传导〔6〕。TF以 MP为载体构成了

MP-TF。MP-TF是近年来许多疾病研究的热点。
Falati等(2003)证实在损伤修复中大量 MP-TF聚

集在血小板表面形成血栓,并且该过程依赖于P-选
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择素与P-选择素糖蛋白配体1(PSGL-1)的相互作

用。一直以来,MP-TF在肿瘤血栓中的相关报道

主要以结肠癌、胰腺癌、乳腺癌等为多〔7-9〕。最新

研究发现,MP-TF在恶性血液病中的作用也不容

忽视。Auwerda等〔10〕报道 MP-TF在122例多发

性骨髓瘤(MM)患者中的表达发现,其活性明显高

于正常人,且并发静脉血栓栓塞症(VTE)的患者升

高更加明显,治疗后 MP-TF 下降,但 MM 并发

VTE的患者血浆中 MP-TF活性水平下降不明显。
唐云龙等〔11〕发现淋巴瘤并发血栓患者血小板 MP
及 TF 促凝活性均明显增高,发生血栓前血小板

MP密度明显高于健康人。由此看出,MP-TF与恶

性血液病凝血相关,对血栓及微血栓形成有一定的

作用。
本研究通过标记特异性荧光抗体应用流式细

胞术检测 MP-TF在 AML患者中的表达,结果显

示 MP-TF在 AML患者中较正常人明显升高,与
血浆TF水平相一致,表明 MP-TF在AML的发病

中有一定的作用。非 APL患者化疗缓解前后 MP-
TF水平差异无统计学意义,但缓解后 MP-TF水平

有所升高,考虑与化疗药物的作用有关。有报道指

出,化疗药物在有效抑制肿瘤细胞的同时会使血浆

中D二聚体水平增加,促进血栓形成,可能是导致

MP-TF水平增高的原因之一〔12-13〕。APL细胞有

较强的促凝活性,可释放 TF,治疗后 APL及 APL
并发 DIC 患者 MP-TF 水平均明显下降,考虑与

APL细胞的促凝血活性在经过诱导化疗后降低有

关,这种促凝血活性与暴露在 APL细胞上的PS有

一定关系〔14〕。缓解后 MP-TF水平仍明显高于正

常,可能与微小残留的白血病细胞参与促进 TF释

放有关。PT常用于外源性凝血因子的筛查,而 TF
启动外源性凝血途径与 PT 有密切的关系。本实

验中凝血异常尤其是PT延长大于3s的患者 MP-
TF高表达,并且 MP-TF水平随着PT值的延长而

增加,但在 TF中差异无统计学意义,可见 MP-TF
能更好地代表 TF活性水平,从而反映 AML的凝

血活性。另外,本文也对 MP-TF在活化部分凝血

活酶时间、D二聚体、高白细胞等不同水平下进行

了研究,未发现明显差异,不排除与样本量少、实验

过程中离心、冻存及解冻等影响因素有关。
总之,MP-TF及TF是参与凝血异常的重要指

标,用流式细胞术检测 MP-TF简单易行,可直接用

外周血测定,给临床检测提供了便利。MP-TF较

血浆TF能更好地反映TF活性水平,且 MP-TF与

AML尤其是 APL及其凝血异常有密切关系,MP-
TF可以作为提示疾病状态的指标,对病情监测有

一定意义。但 MP-TF的升高是引起凝血异常的原

因还是导致凝血异常的一个指标,尚需进一步研究

探讨。
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