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亚砷酸诱导分化的急性早幼粒细胞白血病细胞浸润人脑膜组织的
体外模拟及其分子机制研究 *
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摘要目的：探讨急性早幼粒细胞白血病(Acute promyelocytic leukemia，APL)合并中枢神经系统白血病的发病机制。方法：采用流

式细胞术检测亚砷酸(Arsenious acid, ATO)诱导分化前后的 APL细胞及人 APL细胞株 NB4细胞表面 CD56、CXCR4的表达；用

荧光染料 -羧基荧光素二醋酸盐琥珀酰亚胺酯标记 ATO分化的 APL(APL/ATO)、NB4细胞(NB4/ATO)；用微重力旋转培养法体

外模拟 APL细胞浸润人脑膜组织，观察组织学及超微结构。结果：ATO诱导后，APL/ATO细胞表面 CXCR4的表达明显高于诱导
前(35.2 ± 9.5 % vs. 18.6 ± 4.9 %)；NB4/ATO细胞表面 CXCR4的表达明显高于诱导前(39.6 ± 2.6 % vs. 21.0 ± 7.3 %)；APL/ATO

细胞表面 CD56的表达明显高于诱导前(36.6 ± 8.9 % vs. 25.8 ± 5.15 %)；NB4/ATO细胞表面 CD56的表达明显高于诱导前(44.6
± 8.4 % vs. 25.6 ± 2.4 %)。组织学实验结果显示对照组脑膜组织未见 NB4、APL细胞浸润，实验组可见 APL/ATO、NB4/ATO细胞

浸润到人脑膜组织中；荧光显微镜下可见被标记的 APL/ATO、NB4/ATO细胞浸润到人脑膜组织中，扫描电镜见 APL/ATO、
NB4/ATO细胞浸润到脑膜组织中。结论：本研究采用微重力旋转培养系统体外模拟了 ATO诱导分化的异常早幼粒细胞浸润人脑膜
组织，APL细胞和 NB4细胞 CXCR4、CD56的表达升高可能是 ATO诱导治疗 APL所致的中枢神经系统浸润的分子机制之一。
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In Vitro Simulation Experiment of APL Specialized by Arsenic Trioxide
Acid infiltra Ting into the Human Meninges and its Molecular Mechanism*

To explore the pathogenesis and preventive measure of acute promyelocytic leukemia complicated with

central nervous system leukemia. The expression of CXCR4 and CD56 on differentiated APL were detected by using flow

cytometry (FCM). The differentiated APL and NB4 were labeled by 5, 6-car-boxyfluorescein diacetate succinimidyl ester(CFSE); Rotary

cell culture system (RCCS) was used to model APL infiltration meninges to observe the histology and ultramicrostructure in vitro.
The average expression rate of CXCR4 on the ATO differentiated APL were 35.2 ± 9.5 %, which was significantly higher than

that before induction (18.6 ± 4.9 %). The average expression rate of CXCR4 on the ATO differentiated NB4 was 39.6 ± 2.6 %, which

was significantly higher than that before induction (21.0 ± 7.3 %). The average expression rate of CD56 on the ATO differentiated APL

was 36.6 ± 8.9 %, which was significantly higher than that before induction (25.8 ± 5.15 %). The average expression rate of CD56 on

the ATO differentiated NB4 was 44.6 ± 8.4 % , which was significantly higher than that before induction (25.6 ± 2.4 % ). The

differentiated APL and NB4 infiltrated into meninges was observed in the trial groups but it can not be observed in the control group.

Under the fluorescence microscope, the differentiated APL and NB4 were labeled by CFSE infiltrated into meninges in the trial groups.
Under the electron microscope observation, the differentiated APL and NB4 infiltrated into meninges in the trial groups. The

expression of CXCR4 and CD56 were increased after ATO induced differentiation of APL and NB4 cells. The abnormal differentiated
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前言

急性早幼粒细胞白血病 (Acute promyelocytic leukemia，
APL) 是一种独特的急性髓系白血病 (Acute myelogenous

leukemia，AML)亚型，占 AML的 10-15 %。以往被认为是最致

命的白血病类型之一。全反式维甲酸(All-trans retinoic acid，A-

TRA)和亚砷酸(Arsenious acid，ATO)的应用改变了 APL的预

后[1]，但仍有一部分患者复发，特别是髓外复发，最常见的髓外

复发部位是中枢神经系统(Central nervous system，CNS)。CNS

复发目前还没有公认的解决方案[2-4]。据报道 CD56(神经粘附因

子) 和趋化因子受体 CXCR4的高表达可能与白血病细胞迁移

浸润的能力增强有关，提示 CD56、CXCR4的表达可能是影响

白血病细胞体内传播的重要因素[5-8]。因此，本研究以 ATO诱导

分化后的 APL细胞株 NB4和初发或复发 APL患者的原代细
胞为研究对象，通过微重力体外模拟浸润脑膜试验及流式细胞

术(FCM)检测 CXCR4、CD56的表达，初步探讨了 APL合并中

枢神经系统白血病 (Central nervous system leukemia，CNSL)发

病的分子机制，旨在为 APL合并 CNSL的防治提供新的靶点。

1 材料与方法

1.1 实验材料和试剂

藻红蛋白(PE)标记 CXCR4单抗、IgGI阴性对照抗体 (均购

自 BD PharMingen)、PE标记的 CD56单抗及同型对照抗体(美

国 santa cruz)、荧光染料 -羧基荧光素二醋酸盐琥珀酰亚胺酯
(5 ,6-car-boxyfluorescein diacetate succinimidyl ester，CFSE，Do-

jindo, Kumamoto，Japan)、亚砷酸(ATO，哈尔滨伊达药业)、微重

力旋转培养系统(SYNTHECON)。哈尔滨医科大学附属第一医

院院确诊的 APL病人 32例，男 17例，女 15例，年龄 8~56岁，

均为初发或复发的本院住院病例。7例脑膜及脑组织均为非血

液病、非肿瘤、无感染及炎症的脑外伤手术病人，所有患者知情

同意并签署知情同意书。

1.2 实验方法和步骤
1.2.1 ATO分化的 NB4细胞及 APL细胞的制备 化疗前及

应用 ATO前取 APL患者 EDTA抗凝的骨髓 3 mL，用淋巴细

胞分离液获取单个核细胞。制备 ATO分化的 NB4细胞及 APL

细胞方法文献[9]取以 0.5 滋mol·L-1ATO诱导培养 48 h的 APL、
NB4 细胞作为研究靶细胞即所谓的 ATO 诱导分化的 APL、
NB4细胞。
1.2.2 ATO诱导分化的 APL和 NB4细胞 CXCR4的表达 收

集 ATO诱导分化的 APL、NB4细胞即为 NB4/ATO , APL/ATO

细胞，调整细胞密度，使每管细胞数达到 1× 106/L,取各份细胞

悬液各 40 滋L加入 10 滋L PE标记 CXCR4单抗及 IgGI做阴性

对照，振荡混匀后，避光 4℃反应 45 min，再加 500 滋L鞘液，上

流式细胞仪检测。

1.2.3 ATO 诱导分化的 APL和 NB4 细胞 CD56 的表达 收

集 5× 105/L数量级 NB4/ATO 细胞或取 5× 105/L数量级 APL

细胞 100 滋L分别置于 2个试管中。一管加入 10 滋L PE标记的

抗 CD56抗体，另一管加入 10 滋L同型对照抗体。室温下避光

孵育 30 min。加入 200 滋L PBS液悬浮，上流式细胞仪检测。
1.2.4 CFSE细胞染色(避光操作) 用 DMSO制备 1 mmol·L-1

的 CFSE溶液。用 PBS或适当的缓冲液将其稀释成 50 滋m的
CFSE溶液。将 300 滋L的 CFSE溶液加入到 5 mL细胞培养基

中。在 37℃培养细胞 20分钟后用 4 mL血清终止染色。用 PBS

洗涤细胞 3次以上，待用。
1.2.5 诱导分化的 APL/NB4细胞浸润人脑膜组织的体外模拟
试验 在无菌条件下取脑膜组织，将脑膜组织切成约 0.4 mm3

大小的碎块，并移入容积为 50 mL旋转细胞培养系统的培养室

内，将含有 CESF 标记 APL/ATO(或 NB4/ATO)的 RPMI1640

培养液(含 20 %小牛血清和 10 % 9天鸡胚提取液)2 mL反复吹

打混匀，做细胞计数后将其注入 RCCS培养室内与脑膜组织块
混合，加入 RPMI1640培养液(含 20 %小牛血清和 10 % 9天鸡

胚提取液)以充满培养室，细胞密度在 5.0× 105/mL，灌满并排

净气泡，用胶塞封紧瓶口，置于微重力旋转培养仪上，调整转

数，约 20 r/min, 使脑膜组织处于悬浮状态。置于 37℃，5 %

CO2+95 %空气，100 %湿度的培养箱内，培养 72 h后取出脑膜

组织块，固定、脱水、包埋、切片后 HE染色，镜检、照片。扫描电

镜试验将标本制备成 10 mm× 8 mm× 2 mm 大小放入 RCCS

中与 ATO分化的 APL细胞或 NB4细胞共培养(试实验条件同

上)。培养 72 h取出后 PBS液反复冲洗，标记正反面后固定于
2.5 %戊二醛溶液中(4 ℃固定 3-12 h)送电镜室。
1.3 统计学分析

采用 SPSS17.0统计软件进行分析，同一病例治疗前后比

较应用配对资料的 t检验，以 P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 ATO 诱导分化的 APL 和 NB4 细胞 CXCR4 的表达明显
升高

既往研究表明 CXCR4的高表达与浸润脾、肝、淋巴结、中

枢神经系统和睾丸有关 [10]。为了验证 CXCR4 在 APL 合并
CNSL中的作用，我们应用流式细胞术检测了 ATO诱导分化

前后 APL细胞及 NB4 细胞 CXCR4 的表达。结果显示：ATO

诱导分化后的 APL细胞表面 CXCR4表达平均荧光强度(MFI)

为(35.2 ± 9.5)%，明显高于诱导前(18.6 ± 4.9)%。ATO诱导分

化后的 NB4细胞表面 CXCR4表达平均荧光强度(MFI)为(39.6

± 2.6)%，明显高于诱导前(21.0 ± 7.3)%(图 1A，B)。
2.2 ATO诱导分化的 APL和 NB4细胞 CD56的表达

APL大型临床试验报道中枢神经系统是最常见的髓外复

发部位。Specchia和他的同事报告了意大利 GIMEMA进行的

APL and NB4 can infiltrate human meninges using RCCS in vitro, which provide a cytology basis for approaching pathogenesy of central

nervous system infiltration in treatment of APL using ATO.
Acute promyelocytic leukemia; Central nervous system leukemia; CD56; CXCR-4
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图 1 ATO诱导前后 APL、NB4细胞 CXCR4、CD56的表达

Fig.1 CXCR4 and CD56 expression of APL and NB4 cells before and after ATO induction

Note: Data are expressed as x± SD, n=3. **P< 0.01, compared with before ATO induction.

AIDA-0493试验的数据。CNS是最常见的髓外复发部位，8 %

的患者在 CNS复发。为什么 CNS是髓外复发最常见的部位?

这可能与 CD56(神经嵴粘附因子)在 APL细胞上的表达增加有

关[3]。我们应用流式细胞术检测了 ATO诱导分化前后 APL细
胞及 NB4细胞 CD56的表达。结果显示：ATO诱导分化后的
APL 细胞表面 CD56 表达平均荧光强度 (MFI) 为 (36.6 ±

8.9)%，明显高于诱导前 (25.8 ± 5.1)%。ATO 诱导分化后的
NB4 细胞表面 CD56 表达平均荧光强度 (MFI) 为 (44.6 ±
8.4)%，明显高于诱导前(25.6 ± 2.4)%(图 1C，D)。以上结果表

明：ATO 能升高 APL和 NB4细胞表面的 CXCR4和 CD56 的
表达水平。

2.3 ATO诱导分化的 APL和 NB4细胞浸润人脑膜组织

接下来，为了验证 ATO诱导分化后的 APL、NB4细胞对

人脑膜组织的影响，从而探讨 APL合并 CNSL的发生机制。

我们应用微重力旋转培养系统，在 RPMI1640 培养液(含 20 %

小牛血清和 10 % 9天鸡胚提取液)中，将 ATO 诱导分化 48 h

后的 APL、NB4 细胞与人脑膜组织块(0.4 mm3)共培养 72 h。
HE染色可见对照组 (加入未经 ATO分化的 APL、NB4细胞)

中脑膜组织结构正常(图 2A、2B，HE 染色 400 倍)，未见 APL

细胞及 NB4细胞浸润，而 ATO诱导组可见 ATO诱导的 APL

和NB4 细胞明显地浸润到脑膜组织中 (图 2C、2D，HE 染色
400倍)。

为了证实浸润人脑膜中的细胞为 ATO 诱导的 APL、NB4

细胞，我们应用 CFSE将 ATO诱导的 APL、NB4细胞染色追踪

细胞，然后应用荧光显微镜观察脑膜组织中的细胞。结果显示，

荧光显微镜下可见被标记的 ATO诱导的 APL和 NB4细胞浸

润到人脑膜组织中(图 2E、2F)。
为了进一步验证 ATO诱导的 APL、NB4细胞可浸润脑膜

组织，我们应用微重力旋转培养系统，在 RPMI1640培养液(含
20 %小牛血清和 10 % 9天鸡胚提取液)中，将 ATO诱导分化
48 h后的 APL、NB4细胞与人脑膜组织块 (10 mm× 8 mm× 2

mm)共培养 72 h，应用扫描电镜观察，结果显示：对照组扫描电

镜中可见由大量排列规整的胶原纤维构成的致密结缔组织(图
3A、3B，电压 10.0 kv，放大倍数 500倍，标尺 100 滋m)。实验组

扫描电镜中见胶原纤维排列紊乱，ATO诱导分化的 APL、NB4
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图 3扫描电镜显示 ATO诱导后的 APL、NB4细胞浸润人脑膜组织

(A, B)扫描电镜显示 ATO诱导前的 APL、NB4细胞未浸润脑膜组织；(C, D)扫描电镜显示 ATO诱导后的 APL、NB4细胞浸润脑膜组织。

Fig.3 Scanning electron microscopy showed APL and NB4 cells after ATO induction infiltrated human meningeal tissue

(A, B) scanning electron microscopy showed that APL and NB4 cells were not infiltrated into the meninges before ATO induction.

(C, D) scanning electron microscopy showed infiltration of APL and NB4 cells into the meninges after ATO induction.

图 2 ATO诱导后的 APL、NB4细胞浸润人脑膜组织

(A, B)ATO诱导前的 APL、NB4细胞未浸润脑膜组织；(C, D)ATO诱导后的 APL、NB4细胞浸润脑膜组织；

(E, F)荧光显微镜可见 ATO诱导后的 APL、NB4细胞浸润脑膜组织。

Fig.2 APL and NB4 cells after ATO induction infiltrated human meningeal tissue

(A, B) APL and NB4 cells were not infiltrated into the meninges before ATO induction. (C, D) infiltration of APL and NB4 cells into the meninges

after ATO induction; (E, F) fluorescence microscopy showed infiltration of APL and NB4 cells into the meninges after ATO induction.
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细胞浸润到人脑膜组织中(图 3C、3D，电压 10.0 kv，放大倍数
5000倍，标尺 10.0 滋m)。以上结果表明：ATO诱导分化后的
APL及 NB4细胞可浸润人脑膜组织。

3 讨论

ATRA诱导分化或 ATO诱导分化、凋亡联合蒽环类药物

治疗使 APL的 CR率达到 94.6 %，五年无病生存率达到 80 %
[11]。但仍有部分急 APL患者因出现 CNSL而引起髓外复发，进

而导致全面复发，甚至治疗失败和死亡。近年临床急性早幼粒

细胞白血病合并中枢神经系统白血病发生率有所增高，发病率

报道不一[12-14]。因此，探索急性早幼粒细胞白血病合并中枢神经

系统白血病的发病机制仍是十分必要的。

CXCR4是一种趋化因子受体，研究表明其可能与至少 20

种恶性肿瘤的转移浸润有关。CXCR4 的高表达水平与人
T-ALL 细胞系 Jurkat 和 Molt-3 向 CXCL12 趋化相关。在

T-ALL患者中，CXCR4的高表达也与肝、脾浸润相关。用 Ju-

rkat或 CEM细胞株异种移植 NSG小鼠，表明二者均能以相似

的比例浸润 CNS，拮抗 CXCR4 可预防该疾病的临床特征和

T-ALL细胞趋向性[10]。与 T-ALL一样，B-ALL细胞中也存在高

CXCR4表达，与较高的复发率相关。此外，CXCR4高表达与浸

润脾、肝、淋巴结、中枢神经系统和睾丸有关[10]。在 AML中，与

CXCR4水平较低的患者相比，CXCR4高表达与整体生存率较

低相关[10]。我们前期的实验结果显示 APL/ATO细胞可明显浸

润正常人肺组织，APL/ATO细胞表面 CXCR4表达水平明显高

于诱导前的 APL细胞[9]，CXCR4的高表达可能是 APL/ATO细

胞引起人肺组织浸润的分子机制之一。本实验中，ATO诱导分

化的 APL 细胞和 NB4 细胞流式细胞仪的实验结果显示：

APL/ATO、NB4/ATO 表面 CXCR4 表达平均荧光强度明显高

于诱前，提示 ATO诱导分化后的 APL细胞表面 CXCR4表达

增强，APL/ATO 细胞可能利用脑膜组织表达的 CXCL12所产

生的趋化作用浸润中枢神经系统。由此，我们推测 APL/ATO细

胞表面 CXCR4表达的增强可能是 ATO诱导分化的 APL细胞

浸润 CNS的分子机制之一。CXCR4抑制剂 AMD3100可抑制

CXCR4信号转导，在此过程中通过 CXCL12的趋化刺激可显

著增加转导。因此，应用 AMD3100阻断 CXCL12/ CXCR4信号
[15]可能成为防治 APL合并 CNSL的有效方法。

CD56是 140 000的神经细胞粘附分子(NCAM)，属于免疫

球蛋白超级家族成员，是一组密切相关的唾液酸糖蛋白，介导

同质细胞粘附。多项研究表明 CD56与多种实体肿瘤的侵袭转

移密切相关与白血病等非实体肿瘤的转移浸润也有其相关性
[16，17]。在 AML中，CD56高表达已经被广泛研究，其被认为是无

病生存和整体生存不良的重要独立危险因素[18]。在 APL中，大

约 10-15 %的初发患者出现 CD56阳性。为了解释 CD56在急

性白血病中预后较差的原因，人们提出了不同的假设，包括与

髓外浸润及多药耐药有关。最近研究结果显示 CD56表达与
APL 中枢神经系统受累的风险增高有关 [6，7，19]。本研究中，

APL/ATO、NB4/ATO表面 CD56 表达平均荧光强度均明显高

于诱前，提示 ATO诱导分化后 APL细胞表面 CD56的表达增

强可能是 ATO诱导分化的 APL细胞浸润中枢神经系统的另

一个分子机制。

微重力旋转培养系统以其低剪切力、高效的物质传递效率

和独特的微重力环境等优势为体外细胞和组织培养提供更稳

定、更接近生物体内的体外培养环境，为体外细胞培养最大限

度地保持细胞正常形态、结构、分化等生物学功能和遗传特性

提供了一种新手段，是目前国际上细胞培养的最新装置[20，21]。本

研究用微重力旋转培养系统成功模拟了分化的 APL细胞可以

浸润人的脑膜组织，为研究 APL合并 CNSL提供了研究平台，

并直接证实了经 ATO诱导分化的 APL细胞、NB4细胞表现出

对人脑膜组织较强的浸润能力，为研究 ATO 诱导分化治疗
APL导致中枢神经系统浸润的发病机制奠定了细胞学基础。

综上所述，本研究结果表明亚砷酸诱导分化后的 APL细

胞和 NB4 细胞 CXCR4、CD56 的高表可能是 ATO 诱导治疗

APL所致的中枢神经系统白血病发病的重要分子基础。开发及

应用CXCR4、CD56的功能阻断抗体、阻滞剂及其反义核苷酸

技术、其 RNA沉默技术有可能成为防治诱导分化治疗所致中

枢神经系统白血病的新的治疗靶点。但目前关于 ATO诱导治

疗 APL所引起的中枢神经系统白血病及其他部位髓外浸润的

分子机制十分复杂，尚不完全清楚，均还有待于进一步研究。
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