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摘
!

要"目的
!

探讨诱导性多能干细胞对造血衰竭小鼠模型进行造血重建的作用$方法
!

建立雌性小鼠造血衰竭模型!移植

经天然活性物质诱导的雄性小鼠脾细胞!检测受体小鼠生存时间%外周血
&'(

%脾湿重及脾集落"

()*+,

#数!进行
-

带染色体分

析受体小鼠是否有
.

染色体$结果
!

经天然活性物质诱导的雄性小鼠脾细胞
"/0#

! 个输注给致死剂量照射后的雌性小鼠!可明

显延长其存活时间!提高受体小鼠外周血
&'(

数!也能增加脾湿重!提高脾集落数!经
-

带染色体分析进行
.

染色体检测!受体

小鼠骨髓检测可观察到
%#1

的
.

染色体$结论
!

经天然活性物质诱导的小鼠脾细胞含有多能干细胞!回输注入造血衰竭的小鼠

能重建小鼠造血功能$

关键词"移植&

!

诱导性多能干细胞&

!

造血重建&

!

造血衰竭&
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天然活性物质
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诱导性多能干细胞是用天然活性物质$鱼卵抽提物%诱导

成体细胞逆向分化为多能干细胞'既往研究发现#用天然活性

物质能将皮肤成纤维细胞诱导为多能干细胞#表达干细胞的标

志抗原
PE>+$

"

9

等'经天然活性物质诱导
';Q'

"

(

小鼠脾细

胞后能否产生多能干细胞#产生的多能干细胞能否重建造血功

能需要进一步实验证实'本研究采用建立的造血衰竭雌性小

鼠模型#用天然活性物质诱导雄性小鼠的脾细胞#检测诱导后

干细胞的标志抗原
PE>+$

"

9

的表达#并移植给雌性小鼠#观察

受体小鼠生存时间#检测外周血白细胞$

&'(

%数(脾湿重及脾

集落数$

()*+,

%#染色体分析等实验血液学技术研究诱导性多

能干细胞对骨髓抑制小鼠的造血重建作用#为天然活性物质诱

导的多能干细胞重建造血功能提供理论与实验依据'

>

!

资料与方法

>2>

!

材料
!

实验动物为
:

!

0%

周龄清洁级
';Q'

"

(

小鼠#

雌(雄各半#体质量
08

!

%0

N

#成都军区昆明总医院实验动物中

心提供'

>2?

!

制备鱼卵抽提物
!

采用当地产的鲫鱼#剖腹取鱼卵#用生

理盐水 洗 干 净#再 加 入 等 量 生 理 盐 水#用 搅 拌 机 搅 匀#

0###J

"

G57

离心
0#G57

#取上清液#再
9###J

"

G57

离心
0#

G57

#收集上清液并过滤除菌'检测蛋白含量为
%#G

N

"

GQ

'

>2@

!

方法

>2@2>

!

脾细胞采集和诱导
!

雄性
';Q'

"

(

小鼠$供体小鼠%

取脾#制备成脾细胞悬液#分两瓶培养#一瓶加天然活性物质#

每
0#GQ

加入鱼卵抽提物
0##

"

Q

#使鱼卵抽提物终浓度为
#2%

G

N

"

GQ

#另一瓶不诱导#培养
8%B

后回输'留一部分细胞进行

形态观察#拍照然后做免疫组化观察诱导性多能干细胞的标志

抗原
PE>+$

"

9

的表达'

>2@2?

!

造血衰竭小鼠模型的建立和诱导性多能干细胞移植
!

雌性
';Q'

"

(

小鼠$受体小鼠%置入横切面面积为
0"EG /0"

EG

的特制有机玻璃鼠盒内#经直线加速器射线对全身一次性

进行致死剂量$

:2#-

A

%照射#照射距离为
0##EG

#剂量率为
"#

E-

A

"

G57

'照射后
9

!

!B

内#经尾静脉输注雄性供体小鼠的脾

细胞#移植后小鼠在无菌层流架内饲养#饮水(饲料(垫料均经

高温高压消毒'实验分组!阴性对照组
0#

只#为受体小鼠照射

后未输注脾细胞&未诱导组
0#

只#为通过尾静脉移植未诱导的

脾细胞#

"/0#

! 个"只&诱导组
0#

只#为通过尾静脉移植经天

)

$9#%

)
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年
00

月第
$%

卷第
0:

期
!
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!
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!

U=H2$%

!
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#

!
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然活性物质诱导的脾细胞#

"/0#

! 个"只'

>2@2@

!

外周血
&'(

检测及生存时间的观察
!

移植后定期尾

静脉取血检测各组受体小鼠
&'(

&观察移植后各组受体小鼠

的生存时间和
$#@

存活率'

>2@2A

!

脾湿重及脾集落数的检测
!

移植后
0$@

取受体小鼠

脾脏#称脾湿重后放入
'=?57Z6

液中固定
%9B

'

"@

后观察脾

脏表面结节并记数'

>2@2B

!

受体小鼠
.

染色体分析
!

取移植后第
%#

天诱导组和

未诱导组小鼠#先注射秋水仙酰胺#

$B

后取小鼠骨髓#经
-

带

染色体分析进行
.

染色体检测#诱导组小鼠骨髓细胞检测可

观察到
.

染色体#阳性率为
%#1

'而未诱导组小鼠未检测到

.

染色体'

>2A

!

统计学处理
!

所有数据均经
,[,,

统计软件进行方差分

析和
=

检验'

?

!

结
!!

果

?2>

!

脾细胞诱导后形态学观察和免疫组化结果
!

诱导后的脾

细胞由圆形变为长梭形#并有部分贴壁生长$图
0

%'将脾细胞

涂于玻片上固定#做免疫组化#一抗为抗鼠
PE>+$

"

9

抗原的抗

体#二抗为标记
\][

的羊抗鼠二抗#

;̂'

显色#结果显示诱导

后的脾细胞有大部分表达
PE>+$

"

9

抗原$图
%

%'

图
0

!!

诱导#

'

$和未诱导#

;

$的脾细胞形态学观察

@2?

!

移植后受体小鼠生存时间和
$#@

存活率的观察
!

阴性

对照组小鼠照射后
0"@

内全部死亡&未诱导组小鼠移植后

9#@

内全部死亡&诱导组小鼠存活时间均大于
%!@

#其中有
$

只存活时间超过了
3#@

#见表
0

'

@2@

!

移植后受体小鼠外周血
&'(

的变化
!

照射后
$

!

9@

小

鼠外周血
&'(

数迅速下降#阴性对照组小鼠死亡前
&'(

数

均小于
0/0#

"

"

GQ

'未诱导组小鼠移植后
%

周
&'(

开始有

一定程度上升#存活小鼠外周血
&'(

在
$#@

后$仅存活
$

只%

恢复至
"!/0#

"

"

GQ

'诱导组小鼠
&'(

于移植
%

周后开始上

升#存活小鼠外周血
&'(

在
$#@

后逐渐接近正常范围#以后

仍持续升高'

表
0

!!

移植后各组小鼠
$#@

存活情况比较

组别 小鼠数量$只% 存活数量$只% 存活率$

1

%

阴性对照组
0# # #

未诱导组
0# $ $#

诱导组
0# 3 3#

"

!!

"

!与阴性对照组和未诱导组比较#

)

$

#2#"

'

图
%

!!

诱导#

'

$和未诱导#

;

$的脾细胞进行免疫组化的结果

@2A

!

移植后受体小鼠脾湿重及脾集落计数
!

经尾静脉给受体

小鼠输注
"/0#

! 个供体小鼠脾细胞#

0$@

后将受体存活小鼠

处死#取脾脏#肉眼观察形态#称脾湿重#计数脾集落数'结果

表明#阴性对照组的脾脏萎缩#体积变小#未见脾集落#诱导组

的脾脏在体积上明显比未诱导组和阴性对照组大'未诱导组

和诱导组的脾湿重分别为$

332!_092$

%和$

0!!2"_"2:

%

G

N

"

0#

N

体质量#阴性对照组的脾湿重为$

!%2:!_82:

%

G

N

"

0#

N

体

质量'

$

组脾集落的计数分别为
#

($

#29_0

%和$

0#_$

%个#其

差异有统计学意义'见图
$

'

!!

0

!诱导组&

%

!未诱导组&

$

!阴性对照组&

9

!正常小鼠'

图
$

!!

各组小鼠脾脏对比

@2B

!

受体小鼠
.

染色体的分析
!

移植后
%#@

取诱导组和未

)

99#%

)

国际检验医学杂志
%#00

年
00

月第
$%

卷第
0:

期
!

R7>SQKMTC@

!

O=FCGMCJ%#00

!

U=H2$%

!

O=20:



诱导组的小鼠骨髓#经
-

带染色体分析进行
.

染色体检测#诱

导组受体小鼠骨髓检测可观察到
.

染色体#阳性率为
%#1

#证

实雌性受体小鼠重建的造血细胞来自雄性供体小鼠'

A

!

讨
!!

论

本研究采用的免疫组化一抗是
PE>+9

抗体#

PE>+9

$八聚体

结合蛋白
+9

%是由
[P*"D0

编码的八基序相连转录因子#属于

[P*

转录因子家族'

PE>+9

在鼠胚胎早期卵裂球(囊胚内细胞

团$

R(T

%(上胚层和原始生殖细胞以及畸胎瘤细胞$

W(

%(胚胎

干细胞$

W,(

%(胚胎生殖细胞$

W-

%内均有表达&在卵子或精子

进入无丝分裂时#

PE>+9

表达缺失#提示其在维持细胞多能性

中具有重要作用'大部分的
W,(

系均表达高水平的
PE>+9

#

PE>+9

是鉴定
BW,(

的重要标志物#所以本实验中免疫组化的

一抗是鼠
PE>+9

单克隆抗体*

0+3

+

'

脾集落形成实验是检测小鼠造血干细胞的经典实验方法#

利用该实验可以检测造血干细胞的相对数量*

0#+0$

+

'对小鼠血

液和骨髓中
()*+,

的观察结果证明血液和骨髓中的干细胞处

于动态平衡#造血干细胞在外周血或非造血器官中都不能正常

发育#通过血液循环迁移的干细胞最终将回归至造血器官的一

定位置才能行使其生理功能'如果把干细胞移植到造血衰竭

的小鼠中#那么骨髓和脾脏中的干细胞必然会增殖(分化#重建

造血功能#在干细胞移植后比较短的时间内#脾脏将会发挥它

短期造血重建作用#即从外周血分布到脾脏的干细胞开始增

殖(分化#那么脾脏在外观和质量上也会发生相应的改变'所

以本研究通过观察移植后小鼠脾脏的湿重和脾集落的计数来

检测移植到小鼠体内的干细胞'实验结果表明#移植后
0$@

诱导组的脾脏在形态上明显比未诱导组增大&诱导组的脾湿重

和
()*+,

数显著高于未诱导组#更进一步说明移植到小鼠体

内的脾细胞中含有较多的干细胞#同时在脾脏表面也形成了造

血细胞集落'这些实验结果已经间接地证明了干细胞成功植

入'但未排除受体造血功能自行恢复的可能性#遗传学的直接

证明才最具有说服力'

取移植后
%#@

诱导组和非诱导组的小鼠骨髓#经
-

带染

色体分析进行
.

染色体检测#诱导组小鼠骨髓检测可见
.

染

色体#阳性率为
%#1

#而未诱导组没有检测到
.

染色体#证实

雌性受体小鼠重建的造血细胞来自雄性供体小鼠*

09+0"

+

'本研

究初步观察到经天然活性物质诱导的小鼠脾细胞对小鼠造血

功能重建的作用#为进一步探讨诱导性多能干细胞的作用及其

机制提供了理论与实验依据'
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