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!"#$! 基因剔除对小鼠造血功能的影响

张 玲! 孙 昭! 沈爱玲! 马 丽! 姜学英! 马冠杰! 杨 晓$" 赵春华!"

!（中国医学科学院中国协和医科大学 血液学研究所 实验血液学国家重点实验室，天津 &%%%$%）
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摘 要 研 究 34+5& 基 因 剔 除 对 小 鼠 造 血 功 能 的 影 响。实 验 小 鼠 分 为 1 组，每 组 有 34+5& 基 因 剔 除 小 鼠

（34+5&N O N ）和其同窝孪生的野生型小鼠（34+5&P O P ）各 ! 只。小鼠的造血功能用 !# 天形成的脾结节（6AQ0R!# ）、多

系祖细胞（6AQ09C77）、粒0单系祖细胞（6AQ097）、红系祖细胞（8AQ0C）测定及外周血象、骨髓象等实验血液学指标

来确定。每组小鼠取尾血作白细胞、红细胞和血小板计数，涂片作白细胞分类计数。将一侧股骨的骨髓冲出，制成

单细胞悬液，计数其中有核细胞数，测定 6AQ097、8AQ0C、6AQ09C77 值。将每只小鼠的 # S !%# 个骨髓有核细胞，经

尾静脉注入 & 只 2 T !% 周经致死量射线照射的同系雌性小鼠体内，测定 !# 天的 6AQ0R。取一部分胸骨、肝脏、脾脏

固定做病理切片，其余胸骨冲出骨髓，涂片作分类计数。结果 34+5&N O N 小鼠外周血白细胞和血小板计数明显高于

34+5&P O P 小鼠，红细胞数无显著差异。外周血白细胞分类结果也表明粒细胞显著增高。骨髓有核细胞数无显著差

异，6AQ097 显著增高，8AQ0C 无显著差异，6AQ09C77 明显减少，6AQ0R 显著减少。病理形态学观察发现骨髓增生

极度活跃，以粒系为主，肝脾无显著差别。骨髓涂片分类表明粒系增多，粒系：红系比例增高。因此得出结论

34+5& 基因剔除使小鼠造血干祖细胞数目减少，而且干祖细胞分化异常，向粒系分化增多。 34+5& 基因对造血系

统的作用与 ?9A0!的作用有相关性。

关键词 34+5&，基因剔除，造血功能

中图分类号 U2!& 文献标识码 5 文章编号 !%%%0&%3!（$%%&）%#0%#$20%1

R75V& 是细胞质内介导转化生长因子0!（?9A0

!）信号转导的分子之一［!］。?9A0!是一个多效的细

胞因子，因细胞类型、分化阶段和局部微环境的不同

而发挥不同的作用。对于造血干细胞，?9A0!的主

要作用是维持其静息状态，使干细胞处于 9% 期，保

持干细胞群体的相对稳定；对于造血多系祖细胞，

?9A0!的主要作用是抑制其受其它细胞因子刺激而

增殖；对于定向祖细胞则作用不一［$］。目前应用基

因打靶的方法 已 经 建 立 了 34+5& 基 因 剔 除 小 鼠

（34+5&N O N ）［&］。杨晓等发现 34+5&N O N 小鼠易发生

渐进性白细胞增多症，及免疫功能缺陷［#］；&1 日龄

和 ’% 日龄的 34+5&N O N 小鼠外周血白细胞计数明显

高于野生型小鼠［1］。为了进一步研究其造血功能，

我们采用实验血液学的方法对其血象、骨髓象和造

血干、祖细胞功能进行了观察，初步揭示了 34+5&
基因剔除对小鼠造血功能的影响，以及 34+5& 与

?9A0!作用的相关性。

" 材料和方法

"#" 动物

实验组小鼠分 1 组，每组由 ! 只 3 T 2 周野生型

和 ! 只与其同窝孪生的基因剔除小鼠（!$"R(C( S
8*;FW RXEYY）组成。测定脾结节（6AQ0R）所用的受体

小鼠 &% 只，为 2 T !% 周雌性小鼠（!$"R(C( S 8*;FW
RXEYY），均由军事医学科学院医学生物工程研究所

发育和疾病遗传学研究室提供。



!"# 试剂

!"#"培养基（$%&’( 公司），胎牛血清（)*’+(,-
公司），小 鼠 造 血 混 合 集 落（./01$2""）培 养 基

（"-34(’5+3 "6767，83-9.-++ :-’4,(+(;%-< !,’=；>?,1
’(5@-A，.?,?B?），小鼠 $"1.8/（C-DA(3-’4=公司）。

!"$ 方法

!"$"! 取尾血，进行白细胞、红细胞和血小板计数；

尾血涂片，用瑞氏染液染色，对白细胞进行分类。

!"$"# 骨髓有核细胞涂片、分类：取出胸骨，用少量

#1)?,E’< 液冲出骨髓并用一滴牛血清或马血清混

匀，涂片，在空气中晾干后作瑞氏染色，观察细胞形

态，进行分类计数。

!"$"$ 对骨髓、肝脏、脾脏等脏器进行病理形态学

观察。

!"$"% ./01$" 的测定：无菌操作取出小鼠双下肢

骨，冲出骨髓，制成单细胞悬液。在含 6FG胎牛血

清，7F,;H9I $"1.8/ 和 FJ6G琼脂的 !"#" 培养基

的 6K99 培养皿中接种 L M LFK 个骨髓有核细胞，培

养皿置于 6NO，KG.PQ 的饱和湿度孵箱中培养 NB，

在倒置光学显微镜下计数。./01$" 为“粒1巨噬细

胞集落形成单位”的缩写，每一个集落代表一个粒1
单系祖细胞。

!"$"& ./01$2""，R/012 的测定：取 !"#$6S H S 小

鼠和与其同窝的野生型小鼠各 K 只，颈椎脱位处死。

在无菌条件下取双下肢骨，用 #1)?,E’< 液将骨髓冲

出，计数有核细胞数。用 QG/R8 !"#" 培养液调整

细胞 浓 度 为 6 M LFK H9I ，取 出 FJ69I 加 入 6JF9I
./01$2"" 完全培养基中。振荡混匀后静置 K T
LF9%,，使气泡散尽，用 L9I 注射器（R# 公司）将混合

物吸出，每 6K99 培养皿加入 L9I，轻轻摇动使其均

匀分布，把培养皿置于 6NO，KG.PQ 的饱和湿度孵

箱中培养 LFB 和 L7B，在倒置光学显微镜下分别计数

R/012 和 ./01$2""。R/012 和 ./01$2"" 分别称

为红系瀑式集落形成单位和粒1红1单1巨混合集落形

成单位，分别代表红系祖细胞和多系祖细胞。

!"$"’ ./018 的测定：采用外源性脾结节形成技

术，按文献［K］的方法用上述骨髓细胞配制成 Q M
LFK H9I 的单细胞悬液，选择 U T LF 周龄同系雌性小

鼠作为受体，在接受了 UJK$*L6N .< 射线照射的 74 之

内，从尾静脉注入 FJQ9I 上述细胞悬液，即每只小

鼠注入骨髓有核细胞 7 M LF7，用加有复合维生素 R
的水喂养 L7B 后，处死，取出脾脏，用 R(5%, 液固定

Q74 后，计数脾脏表面生成的结节数，每一个造血干

细胞增殖分化成一个集落，植入的干细胞数与生成

的脾结节数线性相关。

!"$"( 统计学处理：所有数据均以均值 V 标准差

来描述，差异显著性检验用配对 % 检验。

# 结果

#"! 外周血白细胞、红细胞、血小板计数及外周血

白细胞分类

从表 L 的结果可以看出 !"#$6S H S 小鼠的白细

胞和血小板数量显著增高，红细胞数量无明显差异。

白细胞数量比野生型小鼠增加了 7NJKG，血小板增

加了 QWJFG。表 Q 的外周血白细胞分类结果也证实

了 !"#$6S H S 小鼠粒细胞比例增高，比野生型小鼠增

加了 L7NJXG，而淋巴细胞相应减少。

表 ! 外周血白细胞、红细胞、血小板计数结果（! ) &）

*+,-. ! /012+34506 07 ,-008 9.-- 90:6;5 ,.;<..6 "#$%$= > =

+68 "#$%$? > ? 149.（! ) &）

!"#$6 Y H Y !"#$6 S H S

ZR.（ M LFX HI） LNJ6Q V WJLUK QKJK7 V NJLK!

[R.（ M LFLQ HI） WJFNU V FJ6UF KJXFF V FJ66L

CI:（ M LFX HI） W6LJQ V 67JL NXKJQ V QLJW!!

! & \ FJFK，!! & \ FJFL

表 # 外周血白细胞分类（! ) %）

*+,-. # @.342A.3+- <A4;. ,-008 9.-- 9-+554749+;406

!"#$6 Y H Y !"#$6 S H S

$A?,5+(’*3-（G） Q7JF V LQJQ KXJK V 7J76!!

I*9D4(’*3-（G） NWJF V LQJQ 7FJK V 7J76!!

!! & \ FJFL

#"# 骨髓有核细胞计数及分类

骨髓 有 核 细 胞 数 无 显 著 差 异，计 数 结 果 为

（ M LFN 个H股骨）：!"#$6Y H Y（LJ7L V FJQW）；!"#$6S H S

（LJQN V FJQK）。

从骨髓涂片中随机选择几个视野进行分类计

数，共计数 QFF 个细胞。各种细胞在骨髓有核细胞

中的含量见表 6。两种小鼠骨髓淋巴细胞含量无显

著差异；!"#$6S H S 小鼠骨髓中粒细胞含量显著增

高，比野生型小鼠增高了 QXJLG，与外周血中的情

况相符；红细胞明显降低，降低了 QNJXG；粒红比例

（正常值为 LJQ T LJ7 ]L，表示骨髓造血功能的平衡状

况）明显增高，增高了 NNJXG，说明骨髓造血功能的

异常调节反应，粒系增生占优势。
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表 ! 骨髓有核细胞分类（! " #）

$%&’( ! )’%**+,+-%.+/0 /, &/0( 1%22/3 04-’(%.(5 -(’’*（! " #）

!"#$! " # " !"#$! $ # $

%&’()*+&,-（.） !/01 2 !03! !405 2 !06/

789:;<*+&,-（.） !=01 2 50>> ?405 2 ?03/!!

@8&,)8*+&,-（.） 5?0? 2 !0=6 6>04 2 50?6!!

789:;<*+&,-#-8&,)8*+&,- 89,A* （60?/ 2 3055）B6 （504= 2 30!5）B 6!!

!! % C 3036

67! 骨髓、肝脏、脾脏的病理形态学观察

野生 型 小 鼠（图 6 9）骨 髓 增 生 活 跃（ " " ），

!"#$!$ # $ 小鼠（图 6 D）增生极度活跃（ " " " ），并

且以粒系为主（图 5）。肝脏、脾脏等器官未见异常

（资料未提供）。

图 6 骨髓病理形态观察

EAFG 6 H9,)*’*8()AI’ *J ,)- D*:- ’988*KI *J !"#$!" # " 9:L !"#$!$ # $ ’*;I-
9G !"#$! " # "（ M 533）；DG !"#$! $ # $（ M 533）

图 5 骨髓涂片瑞氏染色

EAFG 5 N*:- ’988*K I’-98I I,9A:-L D& O8AF),’I I,9A:

N*:- ’988*KI 98- 9+,AP-<& (8*<AJ-89,AP- KA,) ’;+) ’*8- F89:;<*+&,-I A: ,)- !"#$!$ # $ ’*;I-G
9G !"#$! " # "（ M 533）；DG !"#$! $ # $（ M 533）

678 各类造血祖细胞的测定结果

!"#$!$ # $ 小鼠 QERS7T 增多，比野生型小鼠增多

?401.，与外周血和骨髓分类计数的结果是一致的。

NERS@ 无显著差异。QERS7@TT 减少 450!.，说明

!"#$!$ # $ 小鼠多能祖细胞减少，但它向粒S单系祖细

胞的分化功能增强，产生的 QERS7T 增多，而分化为

红系祖细胞的功能无显著差异。结果见表 ?。

67# )9:;<=8的测定结果

!"#$!$ # $ 小鼠 6? 天的脾结节（QERSU6?）数目明

显少于野生型小鼠（% C 3036），比野生型小鼠减少

了 =30/.，说明其造血干细胞减少，结果见表 =。

表 8 骨髓 )9:;>?，@9:;A，)9:;>A?? 的测定结果

（个B= C =D#@?E)*，! " #）

$%&’( 8 $F( )9:;>?，@9:;A %05 )9:;>A?? G+(’5*
/, &/0( 1%22/3*（B= C =D#@?E)*，! " #）

!"#$! " # " !"#$! $ # $

QERS7T ?/0/ 2 6?0? 4!03 2 /04!

NERS@ >06 2 ?0= !04 2 60/
QERS7@TT 6!01 2 50= =05 2 !06!

! % C 303=
表 # =8 天形成的脾结节的数量（个B= C =D#@?E)*）（! " #）

$%&’( # )9:;<=8（B= C =D#@?E)*）（! " #）

!"#$! " # " !"#$! $ # $

QERSU6? 510= 2 /03 6?03 2 103!!

!! % C 3036
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! 讨 论

!"#$% 是 !"#$ 蛋白家族的成员之一，!"#$
蛋白家族的功能是将 &’()!与其受体结合后产生的

信号从细胞质转导到细胞核内［*］。目前已发现的哺

乳动物 !"#$ 蛋白至少有 + 种，根据其结构和功能

特性分为三类：第一类 ,)!"#$-（,./.0123)4/15641.7
!"#$-），是 &’()!家族受体激酶的直接底物，包括

!"#$*，8，%，9 以 及 可 能 的 !"#$+。!"#$*，9 和

!"#$+ 主要介导 :"; 信号。!"#$8 和 !"#$% 转导

&’()!和活化素（#/1565<）的信号。第二类 =2)!"#$-
（=2>>2<)>.754123 !"#$-），通过同 ,)!"#$ 结合，参

与信 号 转 导，此 类 !"#$ 只 有 !"#$?，在 :"; 和

&’()!@#/1565< 信号通路中共享，它是 &’()!诱导的

信号传递通路中必不可少的成员及调控转录的关键

转 录 因 子。 第 三 类 A)!"#$-，包 括 !"#$B 和

!"#$C，通过与被配体激活的"型受体发生牢固结

合，阻止受体对 ,)!"#$ 的磷酸化，从而阻断受体激

活 ,)!"#$，阻断信号转导。目前认为，!"#$B 主要

阻断 :"; 信号传导，!"#$C 主要阻断 &’()!@4/1565<
信号转导［%］。&’()!与#型受体结合后，使"型受

体聚集，"型受体被磷酸化而激活，再通过特定的方

式使 !"#$8 或 !"#$% 磷酸化，!"#$8 或 !"#$% 与

!"#$? 形成复合物后，进入细胞核，调节特定靶基

因的转录。

为研究 !"#$% 基因在哺乳动物体内的功能，采

用基因剔除技术已建立了各种 !"#$ 基因剔除小

鼠。近几年来 !"#$% 基因被三个研究小组独立地

剔除［?，C，+］。所有这些突变小鼠均在胚胎期发育正

常，并可存活至成年。离乳后，!"#$%D @ D 小鼠发生

渐进性的白细胞增多症、牙周炎、胃炎、肠炎以及粘

膜附 近 脓 肿 形 成 的 慢 性 感 染。 对 有 症 状 的

!"#$%D @ D 小鼠淋巴结的组织学及免疫表型分析显

示 & 细 胞 有 增 强 的 增 殖 能 力 及 活 化 的 表 型。

!"#$%D @ D : 淋巴细胞对 &’()!的抑制作用依然敏

感，而胸腺细胞和外周 & 细胞却彻底失去了对 &’()

!信号的应答，中性粒细胞也失去了对 &’()!正常

的趋化应答［?］。

造血功能的调节是个非常复杂的过程，是造血

干细胞在特定微环境中不断生成各种成熟血细胞和

自我复制的过程。造血功能是靠正常的造血干细胞

和正常的造血微环境以及神经体液系统的调节来维

持的。国内外就 !"#$% 基因剔除对小鼠造血功能

的研究还未见报道。而关于 &’()!对人和小鼠造血

系统的影响已有较多的研究［8］。&’()!可以维持造

血干细胞的静息状态，抑制干细胞和多能祖细胞增

殖，抑制红系和巨核系祖细胞，刺激小鼠粒)单系祖

细胞增殖。&’()!的这些作用通过下调 AE)*，AE)%，

")=!( 受体和上调 ’")=!( 受体的表达来实现［8］。

本研究发现，!"#$%D @ D 小鼠造血干祖细胞明显减

少。因为基因剔除小鼠所表现出来的是在胚胎发育

过程中早期的缺陷积累所导致的病变，所以，!"#$%
基因剔除小鼠表现的造血干、祖细胞（=(F)!、=(F)
’G""）减少可能是因为在胚胎发育早期造血干细

胞因 &’()!信号阻断而使 &’()!不能完全控制其静

息状态，导致干细胞在发育早期就不断增殖分化为

祖细胞和成熟细胞，在个体发育完成后干细胞相对

于野生型小鼠减少，祖细胞的数量也就相应减少。

各系祖细胞的测定结果显示粒)单系祖细胞（=(F)
’"）数量增高，骨髓病理形态学观察结果表明骨髓

增生极度活跃，涂片分类结果显示粒细胞比例增高，

粒、红比例增加，说明骨髓增生以粒系增生为主；外

周血涂片分类结果也证明粒细胞增多，这几项结果

说明造血干祖细胞分化功能异常，向粒系分化的功

能亢进。本研究的结果表明 !"#$% 基因剔除小鼠

与存活下来的 &’()!* 基因剔除小鼠的表型相似，只

是 !"#$%D @ D 小鼠程度要轻，&’( D!* 基因剔除小鼠

中静息的 H2@,I2E2J /)K51 L 造血干细胞减少 MNO 以

上，而 且 髓 系 增 生，红 系 细 胞 数 量 降 低［M］。因 此

!"#$% 对造血系统的作用与 &’()!对造血系统的

作用有一定的相关性，但 &’()!并不完全 依赖于这

一信号分子，还有其它途径在发挥作用，如刘兵等报

道 !"#$9 在胚胎造血调控过程中起重要作用［*N］。

此外，!"#$%D @ D 小鼠的血小板显著增高，这一结果

与其它研究小组的结果一致［9］，其机制需要进一步

的研究。在本实验中，我们还发现外源的 &’()!* 不

仅刺激了野生型 =(F)’" 集落的体积增大，纯合型

小鼠的 =(F)’" 体积也增大，说明 &’()!* 对 =(F)
’" 的刺激作用不完全依赖于 !"#$%。这些现象的

机制还需要进一步的实验来阐明。本研究的结果表

明 !"#$% 基因剔除使小鼠造血干祖细胞数量和功

能异常，导致造血功能的异常调节反应，为进一步探

讨 !"#$% 介导的 &’()!信号对造血系统的调控作

用提供了一定的实验基础。
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