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研究报告

白消安对小鼠造血干细胞功能的损伤作用

李程程，管博文，苏　 路，党　 女，王玉全，孟爱民∗

（中国医学科学院医学实验动物研究所，北京协和医学院比较医学中心，国家卫生和计划生育委员会人类疾病比较

医学重点实验室，北京　 １０００２１）

　 　 【摘要】 　 目的　 检测不同给药方式对小鼠造血干细胞功能的影响。 方法　 Ｃ５７ 小鼠，白消安腹腔给药，分为

高剂量组（４０ ｍｇ ／ ｋｇ）和低剂量组（２０ ｍｇ ／ ｋｇ），低剂量组给药一次，高剂量给药组分两天给药，每天给予 ２０ ｍｇ ／ ｋｇ。
给药后 １５ ｄ 和 ３０ ｄ 分别检测小鼠外周血和骨髓细胞计数，造血干细胞，造血祖细胞和长期造血干细胞比例，通过

ＣＦＵ⁃ＧＭ 实验评价小鼠造血祖细胞增殖能力，流式分选长期造血干细胞体外培养，通过单细胞集落实验检测造血

干细胞功能。 结果　 高剂量组和低剂量组白消安均可以降低 Ｃ５７ 小鼠外周血中白细胞和血小板数目，降低造血

干、祖细胞和长期造血干细胞的比例，降低 ＣＦＵ⁃ＧＭ 和单细胞集落形成能力。 高剂量组比低剂量组损伤作用进一

步加重。 小鼠体重和对照组相比差异无显著性。 结论　 高剂量组白消安给药 １５ ｄ 后可以诱导造血干细胞损伤，为
造血干细胞损伤机制的探讨和损伤防护的研究提供模型和基础。
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｉｎｊｕｒｙ （ ＨＳＣ） ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｂｕｓｕｌｆａｎ． Ｍｅｔｈｏｄｓ
Ｃ５７ＢＬ ／ ６ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｉ． ｐ． ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ２０ ｍｇ ／ ｋｇ ｏｒ ４０ ｍｇ ／ ｋｇ ｂｕｓｕｌｆａｎ． Ａｌｌ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｅｕｔｈａｎｉｚｅｄ ａｔ １５ ｄａｙｓ
ａｎｄ ３０ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｂｕｓｕｌｆａｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｓ， ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｃｅｌｌｕｌａｒｉｔｙ ａｎｄ ＨＰＣ
（ＬＫＳ⁃， ｌｉｎｅａｇｅ⁃ｓｃａ１ － ｃ⁃ｋｉｔ ＋ ）， ＨＳＣ （ＬＳＫ， ｌｉｎｅａｇｅ⁃ｓｃａ１ ＋ ｃ⁃ｋｉｔ ＋ ） ａｎｄ ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ＨＳＣ （ＣＤ３４ － ＬＳＫ， ＣＤ３４ － ｌｉｎｅａｇｅ⁃
ｓｃａ１ ＋ ｃ⁃ｋｉｔ ＋ ） ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ． Ｔｈｅ ｃｏｌｏｎｙ⁃ｆｏｒｍｉｎｇ ｕｎｉｔ⁃ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ ａｎｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ （ＣＦＵ⁃ＧＭ） ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＨＰＣ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ
ｂｙ ｃｏｌｏｎｙ⁃ｆｏｒｍｉｎｇ ｃｅｌｌ （ＣＦＣ） ａｓｓａｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ＨＳＣ ｓｅｌｆ⁃ｒｅｎｅｗａｌ ｃａｐａｃｉｔｙ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｓｉｎｇｌｅ⁃ｃｅｌｌ ｃｏｌｏｎｙ⁃ｆｏｒｍｉｎｇ ａｓｓａｙ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｂｕｓｕｌｆａｎ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ＷＢＣ， ＲＢＣ ａｎｄ ＰＬＴ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｍｉｃｅ． Ｔｈｅ ＨＰＣ ｆｕｎｃｔｉｏｎ
（ＣＦＵ⁃ＧＭ） ｗａｓ ｉｍｐａｉｒｅｄ （Ｐ ＜ ０ ０５）， ａｎｄ ｔｈｅ ＨＳＣ ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｔ １５ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｂｕｓｕｌｆａｎ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ （ Ｐ ＜ ０ ０５）， ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｄｉｄｎ’ ｔ ｃｈａｎｇｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｆｔｅｒ ｂｕｓｕｌｆａｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｏｕｒ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｓｕｇｇｅｓｔ ｔｈａｔ ｂｕｓｕｌｆａｎ ｃａｎ ｉｎｄｕｃｅ ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｉｎｊｕｒｙ， ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｉｎｊｕｒｙ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ．
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　 　 骨髓抑制是肿瘤化疗导致的剂量限制性毒副

作用，表现为造血障碍，其中以白细胞特别是中性

粒细胞减少最常见，其次是血小板减少。 严重骨髓

抑制时可合并感染、出血，危及生命安全［１］。 骨髓

抑制分为急性骨髓抑制和长期骨髓抑制，急性骨髓

抑制主要是电离辐射或化疗药物引起的造血祖细

胞（ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌｓ，ＨＰＣｓ）和少量的造

血干细胞（ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＨＳＣｓ）凋亡，以及

诱导 ＨＰＣｓ 增殖障碍。 临床上，可以给予造血细胞

因子缓解症状［２］。 长期骨髓抑制主要是 ＨＳＣ 的损

伤，长期骨髓抑制具有迟发性、隐匿性，在临床上容

易被忽视，目前尚无有效治疗手段［３］。 前期的研究

表明，电离辐射可以诱导造血干细胞损伤，诱导长

期骨髓抑制，诱导氧化应激增加，提高磷酸化 ｐ３８
ＭＡＫＰ 表达，进一步诱导造血干细胞衰老［４］。 电离

辐射诱导的急性和长期造血系统损伤模型广泛应

用与造血辐射损伤机制的研究中。 白消安目前临

床上被用作慢性粒细胞白血病的缓解性治疗，或联

合其他药物作为慢性髓性白血病同种异体的造血

祖细胞移植前的预处理方案，清除受体体内的造血

干细胞。 其主要的副作用即为骨髓抑制［５］。 相较

于电离辐射诱导损伤模型需要特定的设备和专业

人员操作，利用化疗药物白消安诱导造血干细胞损

伤模型，操作简便，小鼠耐受性好［６］，本实验利用流

式技术测定骨髓造血干细胞，造血祖细胞和长其造

血干细胞的比例；体外单细胞培养技术评价造血干

细胞功能。

１　 材料和方法

１ １　 实验动物

ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ 小鼠 ３５ 只，体重 １８ ～ ２０ ｇ，６ ～
８ 周龄，由北京华阜康生物科技股份有限公司提供

［ＳＣＸＫ（京）２０１４ － ０００４］。 饲养于中国医学科学院

医学实验动物研究所屏障环境动物房［ＳＹＸＫ（京）
２０１５ － ００３５］，实验方案通过医学实验动物研究所

实验动物管理和使用委员会（ ＩＡＣＵＣ）审批，ＩＡＣＵＣ
号为：ＭＡＭ１６００３。
１ ２　 主要试剂及仪器

白消安（ｂｕｓｕｌｆａｎ）购自于 Ｓｉｇｍａ 公司；流式所需

ＣＤ４、ＣＤ８、 Ｂ２２０、Ｔｅｒ１１９、Ｇｒ１、ＣＤ１１ｂ、Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ、
ｓｃａｌ － １、ｃｋｉｔ、ＣＤ３４ 抗体均购自 ＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公司；
甲基纤维素培养基（ＭＡＭ ＨＳ００１）购自 Ｇｉｂｃｏ 公司；
甲基纤维素半固体培养基 ＭｅｔｈｏＣｕｌｔ ＧＦ （Ｍ３５３４）购

自 Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌ 公司。
ＢＤ 流式细胞仪（ＢＤ ＦＡＣＳＡｒｉａ ＴＭＩＩ）；全自动

血细胞计数仪（ＡＢＸ Ｐｅｎｔｒａ ＤＸ １２０，法国）。
１ ３　 实验方法

１ ３ １　 动物分组及给药

观察不同给药剂量对小鼠造血系统影响，分为

对照组，低剂量给药组（２０ ｍｇ ／ ｋｇ）和高剂量给药组

（４０ ｍｇ ／ ｋｇ），每组 ５ 只。 观察不同给药时间对小鼠

造血系统影响，分为对照组，高剂量给药组（４０ ｍｇ ／
ｋｇ），每组 １０ 只。 白消安粉末由 ＤＭＳＯ 配置为 ８０
ｍｇ ／ ｍＬ 作为母液贮存，使用时用 ＰＢＳ 稀释为所需浓

度。 腹腔注射，高剂量给药组分两天给药，每天给

予 ２０ ｍｇ ／ ｋｇ。 对照组小鼠给予等体积含 ５％ ＤＭＳＯ
的 ＰＢＳ 作为对照。
１ ３ ２　 造血干细胞和造血祖细胞比例测定

分离的骨髓细胞，调整细胞浓度到１ × １０７ ／ ｍＬ，
每只小鼠取 １００ μＬ 细胞用于后续染色。 按体积比

１∶ ５０ 加入 ｂｉｏｔｉｎ 标记的混合一抗抗体 ＣＤ４、ＣＤ８、
Ｂ２２０、Ｔｅｒ１１９、Ｇｒ１、ＣＤ１１ｂ， ４℃条件下孵育 ３０ ｍｉｎ，
ＰＢＳ 洗涤一次，离心条件为 １４００ ｒ ／ ｍｉｎ ５ ｍｉｎ。 离心

后弃去上清，保持 １００ μＬ 体积，加入混合抗体

ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ（ ｐｅｒｃｐ 标 记 ）， ｓｃａｌ⁃１ （ ＰＥ 标 记 ）， ｃｋｉｔ
（ＡＰＣ 标记），ＣＤ３４（ＦＩＴＣ 标记）。 ４℃条件下孵育 １
ｈ。 之后 ＰＢＳ 洗涤两次，离心条件如上。 ＢＤ 流式细

胞仪检测造血祖细胞 （ Ｌｉｎ⁃ｃ⁃ｋｉｔ ＋ Ｓｃａ１ － ｏｒ ＬＫＳ⁃
ｃｅｌｌｓ）， 造 血 干 细 胞 （ Ｌｉｎ⁃ｃ⁃ｋｉｔ ＋ Ｓｃａ１ ＋ ｏｒ ＬＫＳ ＋

ｃｅｌｌｓ），长期造血干细胞（ＣＤ３４ － Ｌｉｎ⁃ｃ⁃ｋｉｔ ＋ Ｓｃａ１ ＋ ）在
骨髓中所占的比例。
１ ３ ３　 骨髓细胞计数

小鼠分组和给药方式如上述，白消安给药后

１５ ｄ小鼠二氧化碳安乐死，７５％酒精浸泡消毒，之后

在无菌的条件下取小鼠单侧股骨，用含 ２％ ＦＢＳ 的

ＰＢＳ 缓冲液冲洗骨髓，将单侧股骨冲洗至 ２ ｍＬ ＥＰ
管中，保持体积为 １ ｍＬ，每只小鼠取 １０ μＬ 用于骨

髓细胞计数。
１ ３ ４　 粒细胞集落形成能力测定（ ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍｉｎｇ
ｕｎｉｔ⁃ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ ａｎｄ ｍａｃｒｏｒｏｐｈａｇｅ，ＣＦＵ⁃ＧＭ）

ＣＦＵ⁃ＧＭ 实验参考前期发表文献［７］，ＣＦＵ⁃ＧＭ
实验通过检测粒细胞巨噬系细胞的集落形成能力，
用来检测造血祖细胞分化为粒细胞巨噬细胞的能

力。 无菌取小鼠骨髓细胞，用 ＰＢＳ 将小鼠骨髓浓度

调整至 ４ × １０５ ／ ｍＬ，每个样加 ０ ２ ｍＬ 细胞至事先分

装好的 ２ ｍＬ Ｍ３５３４ 培养基中，振荡器充分混匀，静
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置 ２ ～ ５ ｍｉｎ，待气泡消失。 加入 ２４ 孔板，每孔 ０ ５
ｍＬ。 轻摇培养板，使培养基均匀分布。 将培养板放

入湿盒，置入 ３７℃，５％ ＣＯ２ 培养箱中。 培养第 ７ 天

在倒置显微镜下观察。 低倍观察集落形成情况，细
胞数≥５０ 为阳性集落。
１ ３ ５　 外周血计数

小鼠的分组和给药方式如上，给药 １５ ｄ 后小鼠

二氧化碳安乐死，摘眼球取血，用抗凝管收集外周

血。 自动血细胞计数仪测定外周血中白细胞数

（ＷＢＣ）、红细胞数（ＲＢＣ）、血红蛋白含量（ＨＧＢ）和
血小板（ＰＬＴ）等指标。
１ ３ ６　 单细胞集落能力检测

注：与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０ ０５。

图 １　 白消安对 Ｃ５７ 小鼠外周血计数的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０ ０５．

Ｆｉｇ． １　 Ｂｕｓｕｌｆａｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ

本方法依据前期发表文章［８ － ９］，分离的骨髓细

胞，调整细胞浓度到１ × １０７ ／ ｍＬ，每只小鼠取 １００ μＬ
细胞用于后续染色。 按体积比 １：５０ 加入 ｂｉｏｔｉｎ 标

记的混合一抗抗体 ＣＤ４、ＣＤ８、Ｂ２２０、Ｔｅｒ１１９、Ｇｒ１、
ｃｄ１１ｂ，４℃条件下孵育 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗涤一次，离心

条件为 １４００ ｒ ／ ｍｉｎ，４℃，５ ｍｉｎ。 离心后弃去上清，
保持 １００ μＬ 体积，加入混合抗体 Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ（ｐｅｒｃｐ
标记）， ｓｃａｌ⁃１ （ ＰＥ 标记）， ｃｋｉｔ （ ＡＰＣ 标记）， ＣＤ３４
（ＦＩＴＣ 标记）。 ４℃条件下孵育 １ ｈ。 之后 ＰＢＳ 洗涤

两次，离心条件如上。 流式细胞仪分选长期造血干

细胞（ＣＤ３４ － Ｌｉｎ⁃ｃ⁃ｋｉｔ ＋ Ｓｃａ１ ＋ ）到提前加了 １００ μＬ
甲基纤维素培养基的 ９６ 孔板中。 每个孔两个细胞，
待接种分选造血干细胞，３７℃，５％ ＣＯ２ 培养箱培养

１５ ｄ，低倍观察集落形成情况，细胞数≥５０ 为阳性

集落，结果计算每组阳性孔比例。
１ ４　 统计学方法

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 软件进行统计分析。 计

量数据以平均数± 标准误（ｘ ± ｓ）表示，两组间比较采

用 ｔ 检验，多组间比较采用单因素方差分析（ｏｎｅ⁃ｗａｙ
ＡＶＯＶＡ） 和 Ｔｕｋｅｙ 多重比较法 （ Ｔｕｋｅｙ’ ｓ ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｔｅｓｔ），重复测量数据采用重复测量数据方

差分析方法。 以 Ｐ ＜ ０ ０５ 为差异有显著性。

２　 结果

２ １　 白消安降低小鼠外周血计数

给药后 １５ ｄ，检测小鼠的外周血计数。 实验结

果如图 １ 所示，给予白消安的小鼠外周血中 ＷＢＣ，
ＰＬＴ 的数目与对照组小鼠相比显著降低 （ Ｐ ＜
０ ０５），４０ ｍｇ ／ ｋｇ 白消安给药组比 ２０ ｍｇ ／ ｋｇ 白消安

给药组小鼠 ＷＢＣ 和 ＰＬＴ 数目降低更多。 外周血中

的红细胞和血红蛋白数目各组间差异无显著性。
实验结果表明，高剂量白消安和低剂量白消安均引
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起 Ｃ５７ 小鼠外周血中白细胞和血小板数目降低，损
伤造血系统功能。 高剂量组损伤程度更严重。
２ ２　 白消安对小鼠骨髓计数和体重的影响

结果显示，与对照组相比，白消安给药组小鼠

的体重差异无显著性。 小鼠体态正常，未发现弓背

和萎靡的症状。 小鼠骨髓细胞计数结果显示，给药

后 １５ ｄ，给药组小鼠的骨髓有核细胞计数与对照组

相比，未见明显变化（Ｐ ＞ ０ ０５）。 结果表明白消安

对骨髓有核细胞数目无明显影响。 （见图 ２）
２ ３　 白消安降低 Ｃ５７ 小鼠造血干细胞比例

为探究白消安对 Ｃ５７ 小鼠造血系统损伤作用，

小鼠给药后 １５ ｄ，用流式细胞仪检测小鼠的骨髓细

胞，流式细胞仪分析时门的设置如图 ３ 所示。 我们

检测了造血祖细胞（ ｌｉｎｅａｇｅ⁃ｓｃａｌ⁃１ － ｃｋｉｔ ＋ ，ＨＰＣ），造
血干细胞细胞（ ｌｉｎｅａｇｅ⁃ｓｃａｌ⁃１ ＋ ｃｋｉｔ ＋ ，ＨＳＣ），长期造

血干细胞（ ｌｉｎｅａｇｅ⁃ｓｃａｌ⁃１ ＋ ｃｋｉｔ ＋ ＣＤ３４ ＋ ，ＬＴ⁃ＨＳＣ）的

比例和数目。 实验结果如图 ３ 所示，给予低剂量白

消安小鼠 ＨＰＣ，ＨＳＣ，ＬＴ⁃ＨＳＣ 的比例与对照组小鼠

相比分别下降 ２０ ８４％ （１ ０８４ ± ０ １８２ ｖｓ ０ ８５８ ±
０ １２２）， ４７ ０５％ （ ０ ３４０ ± ０ ０５４％ ｖｓ ０ １８０％ ±
０ ０４４％ ） 和 ４９ ８０％ （０ ０３８ ± ０ ００９ ｖｓ ０ ０１９ ±
０ ００８）；给予高剂量白消安小鼠 ＨＰＣ、ＬＳＫ、ＨＳＣ 的

图 ２　 白消安对 Ｃ５７ 小鼠外周血和骨髓细胞计数的影响

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｕｓｕｌｆａｎ ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｎｕｃｌｅａｔｅｄ ｃｅｌｌｓ

注：（Ａ）流式细胞仪分析时门的设置；与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０ ０５。

图 ３　 白消安对造血干细胞比例的的影响

Ｎｏｔｅ． （Ａ） Ａ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｇａｔｉｎｇ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｏｆ ＨＳＣ ａｎｄ ＬＴ⁃ＨＳＣ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０ ０５．

Ｆｉｇ． ３　 Ｂｕｓｕｌｆａｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ
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数目与对照小鼠相比分别下降 ５１ ８４％ （１ ０８４ ±
０ １８１ ｖｓ ０ ５２２ ± ０ １３２），７０ ５９％ （０ ３４０ ± ０ ０５４ ｖｓ
０ １００ ± ０ ００１）和 ６９ ３８％ （０ ０３８ ± ０ ００９ ｖｓ ０ ０１１
±０ ００２）（Ｐ ＜ ０ ０５）；以上的实验结果表明，白消安

降低造血干细胞，造血祖细胞比例和数目，高剂量

组与低剂量组相比损伤程度更加明显。
２ ４　 白消安损伤小鼠造血细胞功能

为了检测白消安对 Ｃ５７ 小鼠造血系统功能的

影响，分组和给药方式如上述，白消安给药后 １５ ｄ，

检测粒细胞巨噬细胞集落形成能力（ＣＦＵ⁃ＧＭ）。 实

验结果显示，小鼠接受低剂量白消安给药后，骨髓

细胞的 ＣＦＵ⁃ＧＭ 集落形成数与对照组相比没有统

计学差异 （１１３ ３ ± ２８ ０５ ｖｓ １４２ ５ ± １８ ６４， Ｐ ＞
０ ０５）。 而当小鼠接受高剂量白消安给药后，骨髓

细胞的 ＣＦＵ⁃ＧＭ 集落形成数较对照组下降 ６５ ４２％
（１１３ ３ ± ２８ ０５ ｖｓ ３９ １７ ± ８ ８９，Ｐ ＜ ０ ０５）。 差异

均有显著性。 说明 ４０ ｍｇ ／ ｋｇ 白消安可以诱导造血

祖细增殖抑制。 （见图 ４Ａ）

注：与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０ ０５。

图 ４　 白消安诱导 Ｃ５７ 小鼠造血干细胞和造血祖细胞增殖抑制

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０ ０５．

Ｆｉｇ． ４　 Ｂｕｓｕｌｆａｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｉｎ ＨＰＣ ａｎｄ ＨＳＣ

　 　 单细胞集落形成能力实验结果显示，给与低剂

量白消安的小鼠单细胞集落形成能力与对照组相

比降低 ３３ ８１％ （０ ６２ ± ０ １３ ｖｓ ０ ４１ ± ０ ２３，Ｐ ＞
０ ０５）；而给与高剂量组白消安的小鼠单细胞集落

形成能力与对照组相比降低 ５８ ０６％ （０ ６２ ± ０ １３
ｖｓ ０ ２６ ± ０ １５，Ｐ ＜ ０ ０５），表明 ４０ ｍｇ ／ ｋｇ 白消安可

以明显降低造血干细胞功能，高剂量组与对照组相

比具有显著性差异。 （见图 ４Ｂ）
为了进一步确定白消安诱导造血干细胞损伤

模型，我们检测了给药 １５ ｄ 和给药 ３０ ｄ 后造血祖细

胞和造血干细胞的功能。 实验结果显示，小鼠给予

４０ ｍｇ ／ ｋｇ 白消安，３０ ｄ 后外周血象和 ＨＳＣ 和 ＨＰＣ
的比例都有所恢复，ＣＦＵ⁃ＧＭ 的降低百分比与 １５ ｄ
相比有所恢复（６０ ７１％ ｖｓ ５４ ２６％ ），然而单细胞集

落形成能力进一步降低（４５ １６％ ｖｓ ７３ ８０％ ）。 说

明随着时间的延长，白消安对骨髓造血干细胞的损

伤进一步加剧。 （见图 ５）

图 ５　 给药后不同时间检测白消安对 Ｃ５７ 小鼠造血干细胞和祖细胞集落形成能力的影响

Ｆｉｇ． ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｕｓｕｌｆａｎ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＨＰＣ ａｎｄ ＨＳＣ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ
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３　 讨论

实验结果显示，４０ ｍｇ ／ ｋｇ 白消安可以降低外周

血中白细胞数目，降低造血干细胞，造血祖细胞和

长期造血干细胞的比例和数目，进一步损伤造血

干、祖细胞的功能，说明白消安可以诱导 Ｃ５７ 小鼠

造血系统损伤，降低造血干细胞的功能，但是小鼠

体重在给药周期内未出现明显变化，给药后 ３０ ｄ 小

鼠均存活，表明该给药方案可以用于诱导造血干细

胞损伤模型。
小鼠给予 ８０ ｍｇ ／ ｋｇ 白消安，实验周期内小鼠出

现弓背，体重减轻明显或死亡。 本实验中利用两个

剂量白消安给药，高剂量组（４０ ｍｇ ／ ｋｇ）比低剂量组

（２０ ｍｇ ／ ｋｇ）造血系统损伤表型更加严重，表现为外

周血细胞下降更加明显，造血干细胞和祖细胞比例

和数目降低，以及造血干细胞和造血祖细胞功能的

损伤加剧。 低剂量组（２０ ｍｇ ／ ｋｇ）白消安给药后，小
鼠的 ＣＦＵ⁃ＧＭ 和单细胞集落形成能力与对照组相

比，未见显著性差异，因为白消安主要损伤的是造

血干细胞功能［１０］，当剂量较高时也会影响造血祖细

胞功能，但是造血祖细胞恢复较快。 而高剂量组

（４０ ｍｇ ／ ｋｇ）白消安可以明显地抑制造血祖细胞和

造血干细胞增殖能力，因而 ４０ ｍｇ ／ ｋｇ 的给药剂量可

以满足实验需求。 为了确定最佳检测时间，实验对

比了高剂量组白消安给药 １５ ｄ 和 ３０ ｄ 对小鼠造血

损伤表型的影响。 实验结果显示，给药 ３０ ｄ 后外周

血象、ＨＳＣ 和 ＨＰＣ 的比例都有所恢复（结果未给

出），造血祖细胞增殖抑制有所缓解，但是造血干细

胞功能进一步损伤，说明造血干细胞损伤持续存

在，应用白消安有进一步诱发造血干细胞耗竭的风

险。 本实验采用的给药方案，试验周期内小鼠未死

亡，状态良好，小鼠体重与对照组小鼠相比差异无

显著性，说明 ４０ ｍｇ ／ ｋｇ 的给药剂量和 １５ ｄ 的实验

周期可以成功诱导小鼠造血干细胞损伤模型的

建立。
本实验利用单细胞集落形成能力体外检测

ＨＳＣ 功能，对比以往体外检测造血干细胞功能的

“鹅卵石样集落形成细胞（ ｃｏｂｂｌｅｓｔｏｎｅ ａｒｅａ⁃ｆｏｒｍｉｎｇ
ｃｅｌｌ，ＣＡＦＣ）”实验［１１］，简便易行，时间更短。 与体内

移植实验有很好的相关性，可以有效地评价造血干

细胞功能［８ － ９］。 但是造血干细胞移植仍然是评价造

血干细胞功能的黄金标准，本实验中采用体外单细

胞集落形成实验，对评价造血干细胞功能起到很好

的补充作用。 在给药剂量和周期内，小鼠造血干细

胞和祖细胞的比例明显降低，干细胞和祖细胞的功

能受到了明显的抑制，但是对小鼠的体重和状态没

有明显的改变，为后期的治疗干预提供便捷，可以

有效地评价造血系统损伤，为造血干细胞损伤机制

的探讨和损伤防护的研究提供模型和基础。
造血干细胞损伤是长期骨髓抑制的主要诱

因［１３］，而造血干细胞衰老是造血干细胞损伤的一个

重要的机制［３， １４］，针对于造血干细胞衰老的研究也

有许多突破性的进展［１５］。 Ｗａｎｇ 等［１６］、Ｘｕ 等［１７］ 研

究显示 ４ Ｇｙ 或 ６ Ｇｙ 全身照射，可以诱导造血干细

胞衰老，电离辐射可以通过激活 ｐ５３⁃ｐ２１ （ Ｃｉｐ１ ／
Ｗａｆ１）通路诱导造血干细胞衰老，除此外，电离辐射

还可以诱导造血干细胞的凋亡［１８］。 而白消安则主

要是通过诱导氧化自由基升高和促进 ＤＮＡ 损伤从

而引起造血干细胞早老性改变（ｐｒｅｍａｔｕｒｅ），但是不

引起 ｐ５３⁃ｐ２１ Ｃｉｐ１ ／ Ｗａｆ１）通路的表达变化，并且对

造血细胞的凋亡影响较小［１９ － ２０］。 因而，白消安诱导

的造血干细胞损伤模型与电离辐射诱导的造血干

细胞损伤模型机制上有所差异，互为补充。 但是本

研究并没有进一步检测 ４０ ｍｇ ／ ｋｇ 白消安给药后 １５
ｄ，造血干细胞衰老的相关指标，主要是因为模型建

立时间为 １５ ｄ，主要是通过增加细胞氧化应激和

ＤＮＡ 损伤从而诱导造血干细胞损伤，所以本模型是

否可以应用与造血干细胞衰老研究有待于进一步

验证。
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ｎｅｌｓ ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｉｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ａｃｔａ， ２０１４， １８３８（２）： ５９５ － ６０４．

［ ３ ］ 　 Ｔｏｒｎａｖａｃａ Ｏ， Ｃｈｉａ Ｍ， Ｄｕｆｔｏｎ Ｎ， ｅｔ ａｌ． ＺＯ⁃１ ｃｏｎｔｒｏｌｓ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ａｄｈｅｒｅｎｓ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓ， ｃｅｌｌ⁃ｃｅｌｌ ｔｅｎｓｉｏｎ， ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ， ａｎｄ ｂａｒｒｉｅｒ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ， ２０１５， ２０８（６）： ８２１ － ８３８．

［ ４ ］ 　 Ｆａｎｎｉｎｇ ＡＳ， Ｊａｍｅｓｏｎ ＢＪ， Ｊｅｓａｉｔｉｓ ＬＡ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ
ｐｒｏｔｅｉｎ ＺＯ⁃１ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｓ ａ ｌｉｎｋ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｏｃｃｌｕｄｉｎｇ ａｎｄ ｔｈｅ ａｃｔｉｎ ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍ， １９９８，
２７３（４５）： ２９７４５ － ２９７５３．

［ ５ ］ 　 Ｆａｎｎｉｎｇ ＡＳ， Ｍａ ＴＹ， Ａｎｄｅｒｓｏｎ ＪＭ． Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｈａｒ⁃
ａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｃｔｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ

ＺＯ⁃１ ［Ｊ］ ． ＦＡＳＥＢ Ｊ， ２００２， １６（１３）： １８３５ － １８３７．
［ ６ ］ 　 Ｓｈｉｍｏｔａｋｅ Ｊ， Ｄｅｒｕｇｉｎ Ｎ， Ｗｅｎｄｌａｎｄ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉ⁃

ａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃２ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ａｎｄ ｌｉｍ⁃
ｉｔｓ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ａ ｎｅｏｎａｔａｌ ｒｏｄｅｎｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ｓｔｒｏｋｅ ［Ｊ］ ． Ｓｔｒｏｋｅ， ２０１０， ４１（２）： ３４３ － ３４９．

［ ７ ］ 　 Ｍｏｒｏｚｕｍｉ Ｊ， Ｍｉｓｈｉｍａ Ｓ， Ｏｈｔａ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｅｄａｒａｖｏｎｅ ｏｎ
ｔｈｅ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ｏｆ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ａｃｕｔｅ ｏｘ⁃
ｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ
ｍｏｎｏｌａｙｅｒ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｔｒａｕｍａ， ２００５， ５９（３）： ５７０ － ５７４．

［ ８ ］ 　 杨丽鹍，玛娜璐璐，朱海燕，等． 三七总皂苷对 β⁃淀粉样蛋白

４２ 损伤脑微血管内皮细胞 ＺＯ⁃１ 表达的影响 ［ Ｊ］ ． 中国中医

药信息杂志，２０１４， ２１（８）： ５７ － ５９．
［ ９ ］ 　 Ｃｈｅｎ Ｗ， Ｇｕｏ Ｙ， Ｙａｎｇ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ

Ｒｂ１ ｏｎ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ ｏｆ ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ
［Ｊ］ ． Ｅｘｐ Ｂｒａｉｎ Ｒｅｓ， ２０１５， ２３３（１０）： ２８２３ － ２８３１．

〔收稿日期〕２０１７ － ０８ － ０１

２３ 中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ２ 月第 ２８ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ２


