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融合蛋白ＴＡＰＳＳＬ５对血小板微粒与ＴＨＰ１细胞结合及Ｍａｃ１活化的影响
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　　［摘要］　目的　探讨融合蛋白ＴＡＰＳＳＬ５对血小板微粒（ｐｌａｔｅｌｅｔｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＰＭＰｓ）与人单核细胞株ＴＨＰ１细胞结
合及Ｍａｃ１活化的影响。方法 　 以二磷酸腺苷（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＡＤＰ）激活人血小板并获取ＰＭＰｓ。采用流式细胞
仪（ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ＦＣＭ）及ＰＥ标记的抗ＣＤ６２Ｐ单克隆抗体、ＦＩＴＣ标记的ＡｎｎｅｘｉｎＶ检测ＰＭＰｓ，以ＦＩＴＣ标记的抗ＣＤ４１单
克隆抗体和ＰＥ标记的抗ＣＤ１５４（ＣＤ４０Ｌ）单克隆抗体检测 ＰＭＰｓ的表面特征。采用 ＪＣ１试剂盒检测血小板线粒体膜电
位。采用ＦＣＭ检测ＰＭＰｓ与ＴＨＰ１细胞的结合，以及 ＰＭＰｓ诱导 ＴＨＰ１细胞表面 Ｍａｃ１（ＣＤ１１ｂ／ＣＤ１８，αＭβ２）的活化情
况，并研究ＴＡＰＳＳＬ５的干预作用。结果 　ＰＭＰｓ呈现ＣＤ６２Ｐ和ＡｎｎｅｘｉｎＶ双阳性，且 ＣＤ４１和ＣＤ４０Ｌ的阳性率分别达到
５０．８％和４４．０％。ＪＣ１检测显示，ＡＤＰ对血小板线粒体膜电位无明显影响（Ｐ＞０．０５）。ＰＭＰｓ与 ＴＨＰ１细胞的结合率为
（２４．８０±５．１６）％，ＰＭＰｓ诱导ＴＨＰ１细胞Ｍａｃ１的活化率为（２１．１７±５．９２）％，ＴＨＰ１细胞经１０ｍｇ／ＬＴＡＰＳＳＬ５预处理
后，ＰＭＰｓ的结合率下降至（１３．６７±２．１５）％（Ｐ＜０．０５），Ｍａｃ１的活化率下降至（０．９９±０．６２）％（Ｐ＜０．０１）。结论　 ＴＡＰ
ＳＳＬ５可抑制ＰＭＰｓ与ＴＨＰ１细胞的结合及ＴＨＰ１细胞表面Ｍａｃ１的活化。
　　［关键词］　 血小板微粒；金黄色葡萄球菌超抗原样蛋白５；蜱抗凝血肽；融合蛋白；ＴＨＰ１细胞；Ｍａｃ１
　　［中图法分类号］　Ｒ３３１．１４３；Ｒ３４１；Ｒ３９２．１　　 ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家自然科学基金（８１２７０３６２）；国家重大新药创制课题 （２０１３ＺＸ０９１０３００３００１）
［通信作者］　胡厚源，Ｅｍａｉｌ：ｈｏｕｙｕａｎｈｕ＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ
［优先出版］　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／５１．１０９５．Ｒ．２０１４０２２５．１６１０．０１７．ｈｔｍｌ（２０１４０２２５）

ＦｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎＴＡＰＳＳＬ５ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｂｉｎｄｉｎｇｏｆｐｌａｔｅｌｅｔｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｔｏＴＨＰ１
ｃｅｌｌｓａｎｄａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＭａｃ１
ＬｉｕＣｈｅｎｇｈａｉ，ＰｅｎｇＳｏｎｇ，ＨｕＨｏｕｙｕａｎ，ＢｅｉＪｕｎｊｉｅ，ＭｅｎｇＪｉｎｇ，ＦａｎｇＺｈａｏｆｅｉ（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＣａｒｄｉｏｌｏｇｙ，ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＩｎｓｔｉｔｕｔｅ
ｏｆＩｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎａｌＣａｒｄｉｏｌｏｇｙ，ＳｏｕｔｈｗｅｓｔＨｏｓｐｉｔａｌ，ＴｈｉｒｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００３８，Ｃｈｉｎａ）

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆａｎｔｉｃｏａｇｕｌａｎｔａｎｄａｎｔｉｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ
ＴＡＰＳＳＬ５（ｔｉｃｋａｎｔｉｃｏａｇｕｌａｎｔｐｅｐｔｉｄｅａｎｄｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌｓｕｐｅｒａｎｔｉｇｅｎｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ５）ｏｎｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｏｆｐｌａｔｅｌｅｔ
ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ（ＰＭＰｓ）ｔｏｈｕｍａｎａｃｕｔｅｍｏｎｏｃｙｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｌｉｎｅＴＨＰ１ａｎｄｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＭａｃ１．
Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＰＭＰｓｗｅｒｅｇｅｎｅｒａｔｅｄｂｙａｄｅｎｏｓｉｎｅｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ（ＡＤＰ）ａｃｔｉｖａｔｉｎｇｈｕｍａｎｐｌａｔｅｌｅｔｓ．Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
（ＦＣＭ）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙＰＭＰｓｂｙＰＥｌａｂｅｌｅｄｍｏｕｓｅａｎｔｉｈｕｍａｎＣＤ６２ＰｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙａｎｄＦＩＴＣ
ＡｎｎｅｘｉｎＶ，ａｎｄｔｏｃｈｅｃｋｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎａｎｄｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｓｅｒｉｎｅ（ＰＳ）ｂｙＦＩＴＣｌａｂｅｌｅｄｍｏｕｓｅａｎｔｉｈｕｍａｎＣＤ４１
ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙａｎｄＰＥｌａｂｅｌｅｄｍｏｕｓｅａｎｔｉｈｕｍａｎＣＤ１５１ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ（ＣＤ４０Ｌ）．Ｔｈｅｍｉｔｏｃｈｏｎ
ｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｉｎｈｕｍａｎｐｌａｔｅｌｅｔｓｗａｓｃｈｅｃｋｅｄｗｉｔｈＪＣ１ｋｉｔ．ＴｈｅｂｉｎｄｉｎｇｒａｔｅｓｏｆＰＭＰｓｔｏＴＨＰ１
ｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｃｈａｎｇｅｏｆＭａｃ１（ＣＤ１１ｂ／ＣＤ１８，αＭβ２）ａｆｔｅｒｃｏｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｗｉｔｈＰＭＰｓｗｅｒｅ
ａｓｓａｙｅｄｂｙＦＣＭ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＢｏｔｈＣＤ６２ＰａｎｄＰＳｗｅｒｅｐｏｓｉｔｉｖｅｏｎＰＭＰｓ．ＴｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｓｏｆＣＤ４１ａｎｄ
ＣＤ４０ＬｏｎｔｈｅＡＤＰｉｎｄｕｃｅｄＰＭＰｓｗｅｒｅ５０．８％ ａｎｄ４４．０％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｗｈｉｌｅｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｃｈａｎｇｅｏｎｔｈｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｉｎＡＤＰａｃｔｉｖａｔｅｄｐｌａｔｅｌｅｔｓ（Ｐ＞０．０５）．Ｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｒａｔｅｓｏｆ
ＰＭＰｓｔｏＴＨＰ１ｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆＭａｃ１ｏｎＴＨＰ１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅ（２４．８０±５．１６）％ ａｎｄ（２１．１７±
５．９２）％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｗｈｉｃｈｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｏ（１３．６７±２．１５）％ ａｎｄ（０．９９±０．６２）％ ａｆｔｅｒｔｈｅＴＨＰ１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅ
ｐｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈ１０ｍｇ／ＬＴＡＰＳＳＬ５（Ｐ＜０．０５ａｎｄＰ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＴＡＰＳＳＬ５ｄｉｒｅｃｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｓ
ｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｏｆＰＭＰｓｔｏＴＨＰ１ｃｅｌｌｓ，ａｎｄｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＭａｃ１ｏｎＴＨＰ１ｃｅｌｌｓ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｐｌａｔｅｌｅｔｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ；ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌｓｕｐｅｒａｎｔｉｇｅｎｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ５；ａｎｔｉｃｏａｇｕｌａｎｔｔｉｃｋ

ａｎｔｉｃｏａｇｕｌａｎｔｐｅｐｔｉｄｅ；ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ；ＴＨＰ１ｃｅｌｌｓ；Ｍａｃ１
ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒｅＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１２７０３６２）ａｎｄｔｈｅＭａｊｏｒＰｒｏｊｅｃｔｆｏｒＮａｔｉｏｎａｌＮｅｗＤｒｕｇｓＣｒｅａｔｉｏｎａｎｄＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
（２０１３ＺＸ０９１０３００３００１）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＨｕＨｏｕｙｕａｎ，Ｅｍａｉｌ：ｈｏｕｙｕａｎｈｕ＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

４６８
第３６卷第９期
２０１４年５月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．９
Ｍａｙ１５　２０１４



　　血小板微粒（ｐｌａｔｅｌｅｔｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＰＭＰｓ）是一种
超微膜性囊泡，其直径范围在０．１～１．０μｍ。血小板
在被激活（凝血酶、胶原、ＡＤＰ、Ｃａ２＋载体等）或凋亡的
情况下均可产生ＰＭＰｓ。ＰＭＰｓ主要由血小板的部分胞
质成分和血小板膜组成。ＰＭＰｓ表面含有糖蛋白ＧＰⅡｂ
（ＣＤ４１）、Ｐ选择素（Ｐｓｅｌｅｃｔｉｎ，ＣＤ６２Ｐ）、磷脂酰丝氨
酸（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｓｅｒｉｎｅ，ＰＳ）和组织因子（ｔｉｓｓｕｅｆａｃｔｏｒ，
ＴＦ）等［１－５］，具有促凝血活性。另外，循环中超过９５％
的ＣＤ４０配体（ＣＤ４０Ｌ，ＣＤ１５４）来源于血小板及其微
粒［６－７］，因此，ＰＭＰｓ也具有显著的促炎症作用。
　　动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）是一种慢性炎
症性疾病［８］，炎症反应和血小板激活在动脉粥样病变

的发生、发展过程中相互促进，是动脉粥样硬化和心血

管疾病防治的重要靶标。血小板激活后可释放大量的

Ｐ选择素和ＣＤ４０Ｌ，分别通过与白细胞表面的Ｐ选择素
糖蛋白配体１（Ｐｓｅｌｅｃｔｉｏｎｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｌｉｇａｎｄ１，ＰＳＧＬ１）
和ＣＤ４０结合，导致白细胞活化。ＰＭＰｓ占循环微粒总
数的７０％～９０％，并可在血管损伤部位大量产生和聚
积。ＰＭＰｓ在动脉粥样硬化的发生、发展过程中具有重
要作用，在急性冠脉综合征、高血压、糖尿病患者血液

中，ＰＭＰｓ数量显著升高。因此，ＰＭＰｓ水平升高可能是
心血管事件的预测因子之一［９］。

　　在前期研究中，我们已将金黄色葡萄球菌超抗原
样蛋白５（ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌｓｕｐｅｒａｎｔｉｇｅｎｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ５，
ＳＳＬ５）与凝血因子 Ｘａ（ｆａｃｔｏｒＸａ，ＦＸａ）的强效抑制剂
“蜱抗凝血肽”（ｔｉｃｋａｎｔｉｃｏａｇｕｌａｎｔｐｅｐｔｉｄｅ，ＴＡＰ）通过基
因重组技术相融合，成功构建了融合蛋白 ＴＡＰＳＳＬ５，
其保留了 ＴＡＰ以及 ＳＳＬ５与 ＰＳＧＬ１结合的功能［１０］，

从而具有抗凝、抗炎双重活性。ＴＡＰＳＳＬ５还可与血小
板表面糖蛋白 ＧＰＩｂα结合，这提示 ＴＡＰＳＳＬ５可通过
抑制ＧＰＩｂα与ｖＷＦ的相互作用，而进一步增强其抗血
栓作用［１１］；而且ＴＡＰＳＳＬ５还可抑制血小板粒细胞聚
集体的形成［１２］。本研究探讨融合蛋白 ＴＡＰＳＳＬ５对
ＰＭＰｓ与单核细胞结合及Ｍａｃ１活化的影响，旨在进一
步了解融合蛋白ＴＡＰＳＳＬ５的功能。

１　材料与方法

１．１　主要材料
　　人血小板由第三军医大学西南医院输血科提供。ＰＥ标记
的小鼠抗人ＣＤ６２Ｐ、ＣＤ１５４单克隆抗体（ｍＡｂ），ＦＩＴＣ标记的小
鼠抗人ＣＤ４１ｍＡｂ和ＡｎｎｅｘｉｎＶ，ＰＥ或 ＦＩＴＣ标记的小鼠 ＩｇＧ１
均为美国ＢＤ公司产品。ＰＥ标记的小鼠抗人 ＣＤ１１ｂ活化部位
的单克隆抗体（ＣＢＲＭ１／５）购自美国 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司，二磷酸
腺苷（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＡＤＰ）为 Ｓｉｇｍａ公司产品，Ｓｍａｌｌ
ＢｅａｄＣａｌｉｂｒａｔｉｏｎＫｉｔｓ为美国 ＢａｎｇｓＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ公司产品，
ＲＰＭＩ１６４０为美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司产品，ＪＣ１试剂盒为美国 Ｃｅｌｌ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司产品。
１．２　方法
１．２．１　人单核细胞株 ＴＨＰ１细胞的培养　　人单核细胞株

ＴＨＰ１（第三军医大学西南医院病理学研究所赠送，购自
ＡＴＣＣ），采用ＲＰＭＩ１６４０完全培养基（１０％胎牛血清，１００Ｕ／ｍＬ
青霉素，１００μｇ／ｍＬ链霉素），于３７℃、５％ＣＯ２恒温箱培养，每
隔２ｄ换新鲜培养基，台盼蓝染色鉴定细胞活力＞９５％。
１．２．２　血小板的分离和血小板微粒的制备　　健康成人枸橼
酸钠抗凝富含血小板的血浆１０ｍＬ（由西南医院输血科提供），
１１０×ｇ水平离心１５ｍｉｎ，弃上层血浆，沉淀的血小板用 ＣＧＳ缓
冲液（１２０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、１２．９ｍｍｏｌ／Ｌｔｒｉｓｏｄｉｕｍｃｉｔｒａｔｅ、３０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｄｇｌｕｃｏｓｅ，ｐＨ＝７．０）７１０×ｇ离心１５ｍｉｎ洗涤２遍。将血小板
沉淀重悬在 Ｔｙｒｏｄｅ’ｓ缓冲液（１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２．５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＫＣｌ，１２ｍｍｏｌ／ＬＮａＨＣＯ３，２ｍｍｏｌ／ＬＣａＣ１２，２ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣ１２，
１ｍｇ／ｍＬＤｇｌｕｃｏｓｅ，１０ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ，ｐＨ＝７．４）中，以 Ｓｙｓ
ｍｅｘＫＸ２１Ｎ（日本）血细胞自动分析仪计数血小板，调整血小板
浓度至３×１０８／ｍＬ。加入终浓度为２０μｍｏｌ／ＬＡＤＰ，室温下孵育
３０ｍｉｎ，以激活血小板产生ＰＭＰｓ。再加入终浓度为２００ｍｍｏｌ／Ｌ
ＥＧＴＡ后，以１２５０×ｇ离心１０ｍｉｎ，取上清液２００００×ｇ离心
３０ｍｉｎ，将ＰＭＰｓ重悬在Ｔｙｒｏｄｅ’ｓ缓冲液中，采用考马斯亮蓝法
测定蛋白浓度（１μｇ／ｍＬ蛋白≈３．５×１０５ＰＭＰｓ／ｍＬ），分装后于
－８０℃保存。
１．２．３　血小板微粒及其表面特征的检测　　流式细胞仪
（ＦＣＭ）检测ＰＭＰｓ，采用０．５～０．８μｍ标准荧光微珠划定检测
ＰＭＰｓ的区间，３０μＬＰＭＰｓ与 ５μＬＰＥＣＤ６２ＰｍＡｂ和 ５μＬ
ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎＶ，室温下避光孵育３０ｍｉｎ，同时设同型抗体及荧
光补偿对照，ＦＣＭ检测ＰＭＰｓ表面ＣＤ６２Ｐ的表达和ＰＳ的暴露。
分别采用 ＰＥＣＤ１５４ｍＡｂ、ＦＩＴＣＣＤ４１ｍＡｂ，同时设同型抗体对
照，与ＰＭＰｓ在室温下避光孵育３０ｍｉｎ，采用ＦＣＭ检测ＰＭＰｓ表
面ＣＤ４０Ｌ和ＣＤ４１的表达阳性率。
１．２．４　ＪＣ１试剂盒检测血小板线粒体膜电位　　将终浓度
２０μｍｏｌ／ＬＡＤＰ与重悬在 Ｔｙｒｏｄｅ’ｓ缓冲液中的血小板于室温
下孵育３０ｍｉｎ，１２５０×ｇ离心１０ｍｉｎ后去上清，加入０．５ｍＬ
ＪＣ１在室温下避光孵育３０ｍｉｎ，ＦＣＭ检测 ＦＬ２／ＦＬ１平均荧光
强度比值。实验重复３次。
１．２．５　血小板微粒与ＴＨＰ１细胞的结合
１．２．５．１　实验分组　　①对照组：不含 ＰＭＰｓ的上清液 ＋
ＴＨＰ１细胞；②ＰＭＰｓ组：ＰＭＰｓ＋ＴＨＰ１细胞；③ＴＡＰＳＳＬ５组：
ＰＭＰｓ＋经 １０ｍｇ／ＬＴＡＰＳＳＬ５预处理的 ＴＨＰ１细胞；④ＳＳＬ５
组：ＰＭＰｓ＋经１０ｍｇ／ＬＳＳＬ５预处理的ＴＨＰ１细胞。
１．２．５．２　细胞和血小板微粒准备　　融合蛋白 ＴＡＰＳＳＬ５及
重组ＳＳＬ５蛋白的表达与纯化采用曲小龙等［１３］介绍的方法，

ＴＡＰＳＳＬ５化学纯度为９８％，相对分子质量为３１．９１３×１０３，重
组ＳＳＬ５蛋白其纯度 ＞９０％，相对分子质量为 ２７×１０３。调整
ＰＭＰｓ浓度至２×１０６／ｍＬ，ＴＨＰ１细胞浓度至２×１０５／ｍＬ，干预
组分别加入１０ｍｇ／Ｌ融合蛋白 ＴＡＰＳＳＬ５或１０ｍｇ／ＬＳＳＬ５与
ＴＨＰ１细胞冰上孵育３０ｍｉｎ，０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗涤细胞２次，以
Ｔｙｒｏｄｅ’ｓ缓冲液调整细胞浓度为２×１０５／ｍＬ；取３０μＬＰＭＰｓ与
１０μＬＰＥＣＤ６２ＰｍＡｂ避光室温下孵育３０ｍｉｎ，同时设同型抗
体对照，用于后续ＰＭＰｓ与ＴＨＰ１细胞的结合实验。
１．２．５．３　实验步骤　　取上述 ＰＥＣＤ６２ＰｍＡｂ标记的 ＰＭＰｓ
（２×１０６／ｍＬ）和ＴＨＰ１细胞（２×１０５／ｍＬ）按等体积比例混合，
室温下共孵育３０ｍｉｎ，ＦＣＭ检测ＰＭＰｓ与 ＴＨＰ１细胞结合的情
况。实验重复３次。
１．２．６　ＴＨＰ１细胞表面 Ｍａｃ１的活化　　用 ＲＰＭＩ１６４０培养
基（１％胎牛血清）处理细胞，调整ＴＨＰ１细胞数至２×１０５／ｍＬ，
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干预组分别加入１０ｍｇ／Ｌ融合蛋白 ＴＡＰＳＳＬ５或１０ｍｇ／ＬＳＳＬ５
与ＴＨＰ１细胞冰上孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤细胞２次，以ＲＰＭＩ１６４０
培养基（１％胎牛血清）处理细胞调整细胞数为２×１０５／ｍＬ，取
３０μＬ细胞与等体积ＰＭＰｓ在３７℃、５％ＣＯ２孵箱内孵育６ｈ后，
再加入２．５μＬＰＥＣＢＲＭ１／５ｍＡｂ，并设同型抗体对照，在４℃
的条件下孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤细胞２次，２００μＬＰＢＳ重悬细
胞，ＦＣＭ检测 ＴＡＰＳＳＬ５对 ＰＭＰｓ诱导 ＴＨＰ１细胞表面 Ｍａｃ１
活化的影响。实验共重复３次。
１．３　统计学分析
　　实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０软件，组
间比较采用单因素方差分析。

２　结果

２．１　血小板微粒的初步鉴定
　　为满足流式细胞仪所检测颗粒大小的要求，以标准为
０．５μｍ和０．８μｍ直径的荧光标记微珠设定ＰＭＰｓ最具代表性
的检测范围，而且ＰＭＰｓ表现为ＣＤ６２Ｐ和ＡｎｎｅｘｉｎＶ双阳性，见
图１。

!"

#

!"

$

!"

%

!"

&

!"

!

!"

!

!"

&

!"

%

!"

$

!"

#

'

'

(

!

)

*'(!)

!"

#

!"

$

!"

%

!"

&

!"

!

!"

!

!"

&

!"

%

!"

$

!"

#

*+!

*
+
&

,$

"

#

Ａ：０．５μｍ和０．８μｍ荧光标记标准微珠；Ｂ：ＰＥＣＤ６２Ｐ和 ＦＩＴＣ
ＡｎｎｅｘｉｎＶ标记ＰＭＰｓ

图１　流式细胞仪初步鉴定血小板微粒检测

２．２　血小板微粒表面ＣＤ４１和ＣＤ４０Ｌ的表达
　　通过与同型抗体对照进行比较，流式细胞仪检测结果显
示，ＡＤＰ激活血小板后所产生的 ＰＭＰｓ表面 ＣＤ４１和 ＣＤ４０Ｌ的
表达阳性率分别为５０．８％和４４％（图２）。
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Ａ：红色：同型抗体对照，蓝色：ＣＤ４１；Ｂ：红色：同型抗体对照，蓝色：
ＣＤ４０Ｌ
图２　流式细胞仪检测血小板微粒表面ＣＤ４１和ＣＤ４０Ｌ的表达阳性率

２．３　ＡＤＰ对血小板线粒体膜电位的影响
　　采用ＪＣ１试剂盒检测的结果显示，对照组 ＦＬ２／ＦＬ１平均
荧光强度比值为（１４．５５±７．５４）；ＡＤＰ组 ＦＬ２／ＦＬ１平均荧光强
度比值为（９．７３±４．４７），与对照组比较虽然有下降的趋势，但

２组之间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
２．４　融合蛋白ＴＡＰＳＳＬ５可抑制血小板微粒与ＴＨＰ１

细胞的结合

　　由于对照组采用的是获取 ＰＭＰｓ时的上清液，几乎不含
ＰＭＰｓ，故ＴＨＰ１细胞表面检测到ＰＭＰｓ的结合率极低；ＰＭＰｓ组
ＴＨＰ１细胞表面 ＰＭＰｓ的结合率高达（２４．８０±５．１６）％；在经
１０ｍｇ／ＬＴＡＰＳＳＬ５或１０ｍｇ／ＬＳＳＬ５预处理ＴＨＰ１细胞的干预
组，ＰＭＰｓ与 ＴＨＰ１细胞的结合率均较 ＰＭＰｓ组有显著下降
（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），见表１。

表１　ＰＭＰｓ与ＴＨＰ１细胞的结合率和细胞表面Ｍａｃ１活化率的
比较［ｎ＝３，（珋ｘ±ｓ）％］

组别 ＰＭＰｓ结合率 Ｍａｃ１活化率
对照组 １．８０±０．５２ ０．２５±０．０５
ＰＭＰｓ组 ２４．８０±５．１６ ２１．１７±５．９２
ＴＡＰＳＳＬ５组 １３．６７±２．１５ａ ０．９９±０．６２ｂ

ＳＳＬ５组 １１．８９±４．３２ｂ １．５８±２．０５ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＰＭＰｓ组比较

２．５　融合蛋白 ＴＡＰＳＳＬ５可抑制血小板微粒诱导
ＴＨＰ１细胞表面Ｍａｃ１的活化

　　 在不含ＰＭＰｓ的对照组，ＴＨＰ１细胞表面 Ｍａｃ１的活化率
极低；在ＰＭＰｓ组，ＴＨＰ１细胞表面 Ｍａｃ１的活化率有所升高
（Ｐ＞０．０５）；１０ｍｇ／ＬＴＡＰＳＳＬ５或１０ｍｇ／ＬＳＳＬ５干预组 Ｍａｃ１
的活化率与ＰＭＰｓ组比较均有非常显著的下降（Ｐ＜０．０１），见
表１。

３　讨论

　　ＰＭＰｓ与单核细胞相互作用后，可促进单核细胞进
一步表达黏附分子、炎症介质（ＩＬ１β、ＩＬ７、ＩＬ１１）和趋
化因子 ＲＡＮＴＥＳ［１４］。ＰＭＰｓ表面有丰富的 Ｐ选择素，
可通过 Ｐ选择素与 ＰＳＧＬ１的相互作用，使富含组织
因子的单核巨噬细胞聚积到血管内皮损伤或斑块破裂

的部位，局部组织因子的增加进一步触发了凝血酶的

生成和凝血系统激活，因此，ＰＭＰｓ具有促进凝血和炎
症两方面的作用［１５］。ＰＭＰｓ已被认为是血管损伤的标
志物，除了在血栓性疾病中具有预测价值之外，在动脉

粥样硬化病变过程中，ＰＭＰｓ也是斑块不稳定或血栓形
成的重要原因［５，９，１６］。最近文献报道，在 ＳＴ段抬高型
心肌梗死患者的罪犯血管中，ＰＭＰｓ数量显著增高，利
用ＰＣＩ及时开通罪犯血管后，ＰＭＰｓ的数量明显降
低［１７］。因此，干预 ＰＭＰｓ与单核细胞之间的相互作
用，将有望为急性冠脉综合征的防治提供新的措施。

　　微粒的检测方法主要包括免疫学检测、功能检测、
原子力显微镜和流式细胞仪检测，其中流式细胞仪是

最常用的方法［１８－２０］。本研究采用流式细胞仪检测了

ＡＤＰ激活血小板产生的 ＰＭＰｓ，其表面有 ＣＤ６２Ｐ表达
和磷脂酰丝氨酸的外露，且 ＣＤ４１和 ＣＤ４０Ｌ的阳性率
也较高，这与文献［２１］报道相一致。本研究还进一步
采用ＪＣ１试剂盒检测了血小板线粒体膜电位的变化，
体外检测结果表明 ＡＤＰ对血小板线粒体膜电位的影
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响并不明显，但这一结果并不能代表体内的真实情况，

因为对照组的血小板虽然未使用ＡＤＰ激活，但在分离
的过程中因受机械振动等刺激也会有一定程度的激

活，使得２组检测结果不易出现统计学差异。
　　动脉粥样硬化基础之上的血栓形成是导致心脑血
管事件的主要原因，而抑制炎症反应和血小板激活是治

疗心血管疾病的两个重要方面。细胞黏附、迁移是炎症

反应的初始阶段，主要由细胞之间的选择素与整合素的

相互作用所决定。因此，抑制细胞间选择素与整合素的

相互作用对于控制炎症反应具有十分重要的作用。在

前期研究中，我们构建的融合蛋白ＴＡＰＳＳＬ５具有抑制
凝血因子Ｘａ活性，并可与粒细胞表面的ＰＳＧＬ１结合，
当其终浓度在３０ｍｇ／Ｌ以下时，对细胞无明显毒性作
用。本研究发现，ＰＭＰｓ可与 ＴＨＰ１细胞结合，ＴＡＰ
ＳＳＬ５和 ＳＳＬ５可以抑制这一结合过程，并进而抑制
ＰＭＰｓ所诱导的ＴＨＰ１细胞表面Ｍａｃ１的活化。其机制
主要包括以下两个方面：其一，ＴＡＰＳＳＬ５和 ＳＳＬ５通过
与ＴＨＰ１细胞表面 ＰＳＧＬ１的结合［１０，１２－１３］，从而抑制

了ＰＭＰｓ通过其表面大量存在的Ｐ选择素（ＣＤ６２Ｐ）与
单核细胞的结合；其二，由于 ＰＭＰｓ还可能通过其表面
的ＧＰＩｂα与单核细胞表面的 Ｍａｃ１结合，而以往的研
究表明 ＴＡＰＳＳＬ５和 ＳＳＬ５可与血小板表面的 ＧＰＩｂα
结合［１１，２２］，因此，ＴＡＰＳＳＬ５和ＳＳＬ５还可通过与ＧＰＩｂα
的结合，进而抑制 ＰＭＰｓ与单核细胞的结合。进一步
研究发现，ＰＭＰｓ可诱导ＴＨＰ１细胞表面的Ｍａｃ１发生
构象改变而活化，而采用 ＴＡＰＳＳＬ５或 ＳＳＬ５预先处理
ＴＨＰ１细胞后，Ｍａｃ１的活化率显著下降，这可能与
ＰＳＧＬ１信号转导途径受到抑制有关［２３］。由此可知，

ＴＡＰＳＳＬ５可通过抑制单核细胞表面Ｍａｃ１的活化，来
减轻炎症反应，对于动脉粥样硬化或血管损伤部位的

炎症反应都将产生一定的抑制效应。

　　近年来，对血小板微粒的研究主要集中在其促进
凝血和炎症方面，以期为心血管病的防治提供新的方

向和措施；另外，ＰＭＰｓ对心血管疾病状态的监测也具
有一定的意义。本研究显示，ＴＡＰＳＳＬ５还可能通过抑
制Ｐ选择素与 ＰＳＧＬ１的结合，以及抑制 ＧＰＩｂα与
Ｍａｃ１的结合，而最终抑制ＰＭＰｓ与单核细胞的结合以
及细胞表面Ｍａｃ１的活化，这可能是ＴＡＰＳＳＬ５发挥其
抗炎症和抗血栓作用的重要机制之一。
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