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小鼠造血干细胞衰老体内模型构建及相关生物学研究 

蔡世忠，周 明，姜 蓉，杨 斌，王亚平 

(重庆医科大学基础医学院组织与胚胎学教研室、干细胞与组织工程研究室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：构建小鼠造血干细胞(Homatopoietic stem cell，HSCs)衰老体内模型，并探讨其生物学特点，为延缓 HSCs衰老 

的研究提供平台。方法：免疫磁性分选法分离、纯化雄性鼠的 Sca一1+HSCs，流式细胞术鉴定分选纯度，免疫荧光检测 Sca一1表 

达。将1×104个雄性供体鼠Sca一1 HSCs经尾静脉移植给9 Gy~Côy射线全身辐射的雌性受体鼠。PCR检测移植后受体鼠造血 

细胞 Y染色体性别决定 (Sex—determining region of Y chromosome，Sty)基因，混合造血祖细胞集落(CFU—Mix)培养 ，细胞周期分 

析和 SA—B一半乳糖苷酶(SA—B—Ga1)染色分析 HSCs衰老的生物学特点；计数受体鼠脾集落形成单位(CFU—S)、测定脾脏和 

胸腺指数，检测受体鼠外周血指标 (WBC、RBC、PLT、HCT)，评价供体鼠Sca一1 HSCs在受体鼠内衰老和造血功能重建情况。 

结果：免疫磁性分选法得到的 Sca一1 HSCs纯度达 87．2％以上。雌性受体鼠的造血细胞均能检测出 342 bp的Sty基因。供体鼠 

Sca一1+HSCs连续 2次移植后，形成 CFU—Mix集落数量和形成集落的细胞数明显减少；HSCs出现 G，期阻滞，G G 期细胞比例 

增高，s期比例下降；SA一8一Gal染色阳性细胞百分率明显增高；脾脏与胸腺指数明显降低；CFU—S形成能力下降．夕 周血各项 

指标均有下降。结论：雄性供体Sca一1 HSCs移植能有效重建受体鼠造血功能，连续尾静脉移植2次能初步建立 HSCs复制性 

衰老的体内模型。 
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Establishment of Sca-1 murine hematopoietic stem cell aging model in vivo 

and its related biologic research 

CAI Shi-zhong，et ol 

(Institute ofStem Cell and Tissue Engineering，Department ofHistology and Embryology，College ofBasic 

Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To establish murine hematopoietic stem cell aging model in vivo and identify it with various biologic research and to 

provide a research platform for delaying senescence of hematopoietic stem cells(HSCs)．Methods：Sca-1 HSCs isolated and purified 

from male donor mice(C57BL／6)by magnetic activated cell sorting(MACS)were analyzed by flow eytometry and immunofluorescence for 

cell cycle and Sca-1 expression．Serial transplantations were carried out using C57BIJ6 female recipients which were conditioned(4．5×2 

Gy total body irradiation，with 3 h interva1)，and then to assay the Sry gene of Y Chromosome from recipient mice to identify whether HSCs 

were from male donor mice．HSCs aging biological characters were analyzed by culturing of CFU-Mix，cell cycle assay and senescence 

associated p-Galactosidase(SA—p—Ga1)staining．Recipient mouse HSCs aging and hematopoiesis reconstruction were observed and 

evaluated through the count of CFU—S after transplantation，the determination of spleen index and thymus index，and the examination of 

peripheral blood indexes(WBC，RBC，PLT and HCT)．Results：The purity of Sca一1 HSCs isolated from experimental mice through 

MACS could be achieved 87．2％．Sty gene(342 bp)could be detected by the method of PCR in Y chromosome analysis．which confirmed 

that the female recipient mouse Sca一1’HSCs totally originated from male donor mice．Spleen index，thymus index，ability of CFU-S 

forming and peripheral blood indexes(WBC，RBC，PLT and HCT)were dramatically declined．The number of CFU—Mix and the cells 

which form ed CFU—Mix were significandy reduced．HSCs isolated from recipient mice and originated from donor mice were blocked in 

phase G1，and the ratio of G0+Gl was significantly higher，nevertheless，cells of phase S were reduced．The percentage of positive cells after 

the staining of SA—B-Gal was obviously higher with the increased number of transplantation．Conclusion：Serial tail vein 

transplantations ofSca一1 HSCs can preliminarily establish the murine hematopoietic stem cell replicative aging model in vivo． 
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最新研究认为：机体衰老关键是因其干细胞衰老，如组 

织器官结构退变 、功能丧失 、肿瘤发生及反复感染等老年性 

疾病均是体内干细胞衰老的具体表现[1】。干细胞衰老与相关 

疾病机理的研究已经成为干细胞领域的热门研究课题。造血 

干细胞 (Hematopoietic stem ceHs，HSCs)是干细胞研究领域 

中最早开展 ，取得研究成果最多，并且在临床上广泛应用的 

干细胞，因此HSCs衰老生物学及其延缓其衰老的研究也备 

受关注。迄今制约 HSCs衰老研究的瓶颈是没有公认的、科学 

的HSCs体内衰老模型。本文将雄性供体鼠的HSCs连续移 

植给受致死剂量6％o 射线辐射的雌性受体鼠，经HSCs衰 

老相关生物学检测，建立了小鼠HSCs体内衰老模型，为延缓 

HSCs衰老的研究和老年性疾病的防治提供科学依据。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

C57BL／6小鼠，6-8周龄，雌雄均有 ，体重 20～25 g，由重 

庆医科大学实验动物中心提供。IMDM培养液 (Gibco公司)， 

Anti—Sca一1+MicroBeadKit(Miltenyi公司)，SA—B—GalStaining 

Kit(CellSignaling公司 )，DNA提取试剂盒(TIANGEN公司 )， 

PCR试剂盒(TaKaRa公司)，Ficol1分离液、L一谷氨酰胺、甲基 

纤维素 (Sigma公司)。 

1．2 方法 

1．2．1 实验动物分组 取C57／6雄性小鼠6只以备分选HSCs； 

另取 C57／6雌性小鼠72只，随机分为 l2组，其中6组作为实 

验组，6组作为对照组，分别进行 Y染色体性别决定 (Sex—de— 

termining region ofY chromosome，Sty)基因检测、脾集落生成 

数量和脾及胸腺指数检测、外周血指标检测、CFU—Mix生成数 

量检测、细胞周期检测、SA—B—Gal染色实验。 

1．2．2 供体雄鼠Sca一1+HSCs的分离、纯化及鉴定 取雄鼠 

股、胫骨 ，用 IMDM培养液冲出骨髓，反复抽吸吹打后通过 4 

号针头制成骨髓单细胞悬液，Ficoll法分离骨髓单个核细胞 

(Marrow mononuclear cells．MNCs)，将5—8×107个MNCs~H人 

90 l Buffer和10 l Anti—Sca一1一兀TC，4℃孵育 10 min，离心 

弃上清，加 80 Buffer和20 l Anti—FITC MicroBeads，4℃孵 

育 20min，O．5mlBuffer重悬细胞并加入磁场分离柱，流出 

道收集阴性细胞，O．5 ml Buffer洗柱 3次，加 0．5 ml Buffer冲 

出阳性细胞 Sca一1’细胞。将分选前 MNCs及2 ／,址JM _~后 Sca一1 细 

胞用流式细胞术检测分选纯度，免疫荧光检测 Sca一1表达。台 

盼蓝拒染法检测Sca一1+细胞存活率。 

1．2．3 受体雌鼠干细胞移植术前准备 6OCo 射线分 2次辐 

射雌性小鼠，每次4．5 Gy，间隔3 h，辐射距离：75 cm；辐射面 

积 ：20 cm×20 emo 

1．2．4 雄性供体 Sca一1+HSCs连续移植 在雌性受体鼠被辐 

射后 24h内，由尾静脉输注 1×104个分离纯化得到的雄性供 

体鼠Sca—I+HSCs，30 d后处死。从第 1代受体鼠骨髓细胞中 

分离纯化供体 Sca一1+HSCs，用同样方法输注给第2代雌性受 

体鼠，30 d后处死并进行相关检测。 

1．2．5 受体鼠造血细胞 Sry基因检测 按 DNA提取试剂盒 

操作规范提取受体鼠骨髓细胞 DNA；Sry基因上、下游引物分 

另0为：5’一CTGGAGCTCTACAGTGATGA一3’、5’一CAGT 

TAccAATCAAcAcATcAc一3’；PCR检测：配制 50 l反应体 

系，Taq酶 (5 U／I~I)0．25 l，10×PCR Buffer 5 jxl，MgC12(25 

mmol／L)3 l，dNTP 4 tzl，模板 DNA 2 Ixl，Sty基因上下游引物 

各 0．5 tzl，灭菌蒸馏水补齐至 50 l。扩增条件 ：预变性 94％ 

5 min；变性 94℃30 S，退火 58℃ 30 S，延伸 72℃40 S，30个 

循环；延伸 72％ 10 min。PCR产物进行 2％琼脂糖凝胶电泳， 

凝胶呈像仪观察并摄图。 

1．2．6 受体鼠脾集落 (CFU—S)形成能力 、脾脏及胸腺指数 

的测定 受体雌鼠在移植雄性供体鼠sca-1 HSCs后第 8天 

处死取脾脏，置 Bouins液中固定 2 h，体视显微镜下计数脾脏 

表面 CFU—S数量。在每代受体鼠Sca—I*HSCs移植后第 3O 

天，处死并称重，再取脾脏、胸腺称重 ，计算脾脏、胸腺指数。 

脾脏指数 =脾脏重量 (g)／，J、鼠体重 (g)；胸腺指数 =胸腺重 

量(g)／，J、鼠体重(异)。 

1．2．7 连续移植后小鼠外周血相关指标检测 每代受体鼠 

在移植后第 30天，取血送检，做血常规分析。 

1．2．8 HSCs衰老相关生物学检测 

1．2．8．1 连续移植后HSCs形成混合造血祖细胞集落(CFU— 

Mix)能力检测 将对照组、移植第 1、2代组 HSCs0．1ml(含 

细胞 1 X 104个)JJn入2 ml甲基纤维素培养体系(2-ME、L—Glu、 

HS、EPO、1l，-3、GM—CSF、MC)混匀后接种于 96孔板 (0．2 ml／ 

孔 )，于 37％、5％CO 、饱和湿度培养箱中培养 7 d后观察集 

落形成情况。 

1．2．8．2 流式细胞术检测细胞周期 收集对照组及移植后第 

1、2代的HSCs各 1×106个，洗涤、固定，按要求循序加牛胰 

核糖核酸酶、碘化丙啶染色液处理，流式细胞仪检测，Muhicycle 

软件分析细胞周期分布。 

1．2．8．3 衰老相关 一p一半乳糖苷酶(SA—B—Ga1)染色 收集 

对照组及移植后第 l、2代的 HSCs各 1×106个，洗涤2次，固 

定细胞 15 min；再洗涤 3次，加 Staining Solution 1 ml混匀， 

37℃、隔绝 CO 染色过夜。洗涤后离心涂片，使每玻片的细胞 

数为 1 X 104个，中性树胶封片镜检。每张随机计数细胞 400 

个并计算阳性细胞百分率。 

1．3 统计学分析 

应用 SPSS 13．0软件对数据进行统计学分析，计量资料 

以x+s表示，组间比较采用单因素方差分析，两两比较采用 口 

检验(Newman—keuls)检验，尸<0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 小鼠 Sca一1+HSCs分 离纯化及鉴定 

磁性细胞分选 (Magnetic activated cell sorting，MACS)前 

后用流式细胞术检测 MNCs中 Sca一1 细胞百分率，分选前为 

1．7％；分选后达87．2％。细胞免疫荧光染色可显示此差异(见 






