
;研究工作;

小鼠造血干细胞增殖和分化的分子生物学证据来

刘存仁* * 贺福斗'1] 吴祖 J手

(北京放射医学研究所 100850) 

60 年代初 ， TiU 和 McCulloch [ l J应立的牌

结节实验技术， 推动了造血干细 胞的 实验研

究。在以往的研究中，人们较多采用辐射诱发

染色体l畸立和逆转录病毒载体中的外源基因作

为细胞遗传标志来追踪、 观察造血干细胞的增

Ri与分化斗力性[Z-8 ]，但这类标志本身对 细胞增

姐和i分化可能具有一定的影响。 吴祖 i平等 [ 7 - 9]

tfLii报道采用天然的性染色体作为细胞遗传标

志并结合 C 带染色技术，深入系统地研究了脾

结节生;或细胞 ( CFC-S )的增殖与分化性能。 最

近， Lepault 等 [l O] 采用流式细胞仪通过分析淋

巴细胞的特异表面抗原探讨了 CFC-S 分化为T

和 B 细胞的性能。 本文在原来工作的基础上，

选择 Y 染色体特异的性别决定基因( sex-deter­

mining region of the Y chromosom e , Sry ) 

作为新的细胞遗传标志，采用聚合酶链反应

(PCR )技术进一在探讨造血干细胞的地殖与分

化特性， 以期对它的性能有更深入的认识。

材料 与方法

一、 动物

LACA !也系雌、 雄小鼠 ， 体重为 18 --22 克 ， 由本

院动物繁殖中心提供。

二、 试剂

PCR 系统为美国 Promega 公司生产， 筒'规试剂

均为国产的分析纯或化学纯品。

三、照射条件

60CO Y 射线，剂74率为 113 . 2-1 3 6 . 4 k /min 。

囚、 f共体骨艘细胞怨i资 lttJ备

用颈才桦J告任

根股骨， 咱注射器吸取 RPMI 1640 培养液 ， 将骨髓

细胞全部冲出， 最后通过 4 号针头制成单细胞悬液，

计数后调整细胞浓度待用。

五、脾结节 (CFU-S )测试

掠; Till 和 McCulloch ( I ]的方法 ， 刘 8 . 5 Gy H~射

的雌性小鼠， 由 !己 72争脉输注 io:址雄鼠骨髓细胞 ， 13 天

后 ， 从牌脏上切取单个 CFU-S 进行测试。

六、骨骸细胞重建造血能力的测试

雌性小鼠经 8 . 3 Gy 急性全身照射后， 出 j毛1始!泳

输注 2 X 1 0 6 个必鼠忏髓有核细胞 ， 6 周以后 ， 训试存

活小鼠的造血重毯。

七、膏黯中 CFC-S 自我更新及重建造血能力的

测试

第一宝:体雌性小鼠经 8 .5 Gy 照射后 ， 囱尾静、脉

输注适妇的剧性小鼠骨髓细胞 ， 经体内经二七三 13 天后 ，

从第一受体脾脏上任意切取一个或 4一二个 CFU-S ，

用。 . 81 ml RPMI 1640 t;:Y养液制成怡细胞悬液 ， 冉输

注:合经 9 Gy n时才的第二受你雌性小以， 经体内生长

1 3 夭后 ，测试 CFC-S 的自我更新能力攻经 7-8 周以

后 ， 测试存活小鼠的造J缸重程。

八、基因组 DNA 的It!J备

取受体小闷脾j蓝 、 l句腺、 淋巴结 以及 CFU-S 1民

入有少iif生理盐水的小平皿内 ， 用注射器芯轻轻挤

压， 去除膜块， 然后经 4 号针头反复抽打， 制成!在细

胞忿液。骨髓细胞则按上述方法四制备。 细胞经沉

淀、 洗涤后 ， 按照 John 等[川的方法提取细胞 基因组

DNA 。

九、言i物设计

我们根据文献申报道的小鼠 Y 染色体特异的 Sry

核音股序歹Ij (l1 J 以及引物的设计要求合成了 Yh Y2 -

zj 引物 ， 它们的核背酸序列分别为 Yp 5' TAGAGA­

GCATGGAGGGCCAT 3' , Y2: 5' GTATGTGAT­

GGCATGTGGGT 3' 。同时我们采用编码肌形成蛋

白 ( myogenin ) 的- "对引物[山路作改变后作为本文的

内对照引物 ， 它们的核晋酸序列为 M\ : 5' TTACGT­

CCATCGTGGACAGCA 3' 平日 M2 : 5'TGGGCTGG-

李 国家自然科学基金重点资助项目。

川现在山东大学生物系(济南 ， 250100) 。
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GTGTTAGTCTTA 3' , 分别对应于大鼠肌形成蛋白

cDNA 序列第 656-676 和 882-901 部位[14]。

+、 PCR 的操作程序、 参敏及扩.产物的检测

将 PCR 试剂按顺序依次加入到 0 . 5 ml PCR 专

用离心管中， 7昆匀经短暂离心后即上 PCR 扩增仪进

行扩增。扩增反应的温度及时间参数如下: 94 "C 60 秒 2

65 "C 70 秒 1 72 "C 50秒 1 40-60 次循环。 PCR 扩增完

毕， 在上述离心管中加入一定体积的三氯甲炕一异戊

醉 (24: 1)离心分相后 ， 取 10μ1 反应液经含有涣化乙

庭的 2-3%'的琼脂糖1疑胶电泳后 ， 在紫外灯下可直接
观察结果并照相。

结 果

一、正常雕、雄小鼠 基因组 DNA 的 Sry

PCR 检测

将 Y1 、 Y2 和 M1 、 M2 二对 5 1物分另i]JJIJ入

到含有雄鼠基因组 DNA 作扩增棋板的反应体

系中， 经 PCR 扩增后，各产生一条特异区节 ，

经与标准分子量电泳带比较得知 ， Y 1 、 飞一
对引物指导扩增的区有7分子量约 在 328 bp 以

上， 与预期的 347 bp 基本相符，是 Y 染色体

特异顺序 Sry 基因扩 培带。而 M1 、 M2 一对引

物所扩增的区带分子量约在 267 bp 以下， 与

预期的 246 bp 也基本一致 ， 是内对照 肌形成

M 1 2 

-347bp 

-246bp 

图 1 以 LACA 雄鼠基因组 DNA 作扩地模

板， 用两对引物分别进行 PCR 的产物

电泳图谱

M. pGEM-3 Zf ( + )DNA Hae 班，

1. 引物 Y" Y" 
2. 引物 M" M2 

蛋白基因扩增带 ( 图 1 )。

在一个反应体系中同时加 入土述二对引
物， 若加入雄鼠来源的基因组 DNA 作扩增模

板，经 PCR 扩增后 ， 电泳图谱上可以观察到

两条特异区带，经与图 1 比较得知，位置在前

的区带为内对照肌形成蛋白基因扩增带，位置

在后的区带为 Y 染色体特异顺序 Sry 基因扩

增带。 当用雌鼠来源的基因组 DNA 时， 仅见

到位置在前的一条特异区带， 即内对照肌形成

蛋白基因扩增节 ，而无 Sry 基因扩增带 (图

2 ) 。

民4 1 2 

6bp 

固 2 以不同性另IJ小鼠基因组 DNA作扩地

模饭， Y" Y2 和 M" Mz 两对引物在
同-反应体系中进行 PCR 的产物电泳

困谙

M: 同医11 ， 1: LACA 雄鼠 ， 2: LACA 雌鼠

二、骨髓 CFU一S 及其自

我更新能力的 Sry PCR 测试

将一定数量的雄鼠骨髓细胞输注给经 γ 线

照射的第一受体雌性小鼠，体内生长 13 天后，

从脾脏上任意切取单个 CFU-S， Sry PCR 扩

增结果显示，所有 CFU-S 均为供体来源的XY

细胞类型(图 3 )。将上述脾脏上切取的单个

CFU-S 再输注给经 Y 线照射的第二受体雌性

小鼠， 13 天后按同样方式测试脾脏上生成的

CFU-S， 结果仍为供体来源的 XY 细胞 类型，

表明骨髓中 CFU-S 在其增殖分化过程中具有
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1 2 3 .1 5 

4ï b p 

47bp 

M 

以适1ÍJl重建受体小鼠不同组织来踪的

基因姐DNA f乍扩增模板进行 Sry

PCR 扩泊的产物电泳固谐。

1. 骨髓 2 . 脾脏 3 . 胸腺 ， 4 . 肝脏

5 . 淋巴结

图 4以正常雌、 雄'1、鼠和 CFU-S 来源的
基因组 DNAf乍 扩增模极进行 Sry

PCR 扩增的产物电泳图谱。

M: 同困 1 ， 1: LACA雄鼠， 2: LACA 雌鼠 ，

3: CFU-S 1, 4: CFU-S 2. 

图 3

60 % (单个)和 80 %(4-5 个 ) ， 而对照小鼠仅

为 20 % ， 注射 4-5 个 CFU-S 的 小 鼠其存活

率高于注射单个 CFU-S 的小鼠 ， 结果表明 ，

输注 CFU-S 能显著提高小鼠的存活率。 为了

证明 CFU-S 的重建造血能力 ， 我们测试了上

述部分存活小鼠的骨髓、 )j岸脏、 Jl句腺和淋巴结

中细胞的来源(表 1 ) ， Sry PCR 扩增结果显

示 ， 上述组织中均有{共体来源的 XY 细胞 ， 表

明骨髓中的 CFU-S 具有长期重建髓系和淋巴

系造血的性能。

自我更新能力。

骨髓细胞重建造

血能力的 Sry PCR 测试

一一
-、

CFU-S 重建受你小鼠造血能力的

Sry PCR 测试结果

编移植后 CFU-S Sry PCR 测试结果
时间注射剂量 一一一一一一一一一一→一

号(天 ) (个) 骨髓脾脏胸腺淋巴结

表 1

为了解骨髓细胞重建造血的能力 ， 我 们

在移植骨髓后 41 天、 47 天、 54 天 ， 80 天 和

142 天分别取存活小鼠的骨髓、 牌脏、 胸腺、

淋巴结以及肝脏细胞 基 因 组 DNA 进行 Sry

PCR 扩增， 结果表明 ， 骨髓、 牌脏、胸 腺和

淋巴结中均具有供体来源的 XY 细胞，它们是

骨髓细胞长期重建造血的结果，而肝中无供体

来源的细胞存在。 图 4 是一存活 54 天 的造血

重建小鼠其 Sry PCR 测试结果。

1 52 

2 63 

3 62 

4 74 

注 : 表中 "+"示 Sry PCR 阳性。

+ 
十

+ 
+ 

一

++++ ++

++ 

++++ 
1 

1 

4-5 
4-5 

骨髓中 CFU-S 重建

造血能力的 SryPCR 测试

四、

将单个或 4-5 个 CFU一S 注射给受体雌性

小鼠发现， 输、注后 30 天的 小鼠存活率分别为
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的性能所致。

199 5 年

讨 论
本文选择 Y 染色体特异的 Sry 基因 [11 ]作

为新的细胞遗传标志，采用 PCR 技术通过扩

增 Sry 基因部分序歹IJ来追踪、观察造血干细胞

的增殖与分化特性。 该方法具有简便、 灵敏和

特异等优点， 它与以往报道中所采用的辐射诱

发染色体畸变或逆转录病毒载体中的外源基因

作细胞遗传标志进行的研究[2 -6]相比，避免了

外界因素本身对细胞增殖分化可a能带来的影

响 ， 因此实验结果更为准确。

造血干细胞是生成血细胞的原始细胞，它

具有自我更新和多向分化特性。在造血干细胞

的增殖和分化性能研究中，脾结节实验技术川

的建立起了重要的推动作用。采用辐射诱发染

色体畸变或天然的性染色体作为 细胞 遗传标

志 ， Becker 等[ 4]和吴祖泽等[7 ]分别证实了每个

CFU-S 的生成是起源于单一 CFU-S 增 殖与分

化的结果。我们将第一受体中形成的 CFU-S

再输注给第二受体小鼠， 仍能观察到 CFU-S

的生成， Sry PCR 扩增结果表明，它们均为供

体来源的 XY细胞，可见 CFU-S 在 其增殖分

化过程中具有自我更新能力。应用单个 CFU­

S 移植技术和染色体 C 带 显色证明了 CFC-S

是一类生成血细胞的原始细胞，它不仅具有向

髓系细胞分化的能力，同时具有向淋巴细胞分

化的能力 ， 因而是一类淋巴-髓系干细胞[ 7] 。

最近 ， Lepault 等 [10] 对 CFU-S 分化为 T 和 B

细胞的性能进行了深入的探讨，研究发现， 在

75 %用单个 12 天 CFU-S 重建的小鼠中可检测

到供体来源的胸腺细胞， 而在所有 12 天 CFU­

S 重建的小鼠中均产生 B 细胞，结果表明，绝

大多数 12 天 CFU-S 在其增殖和分化过程中仍

具有分化为 T 细胞和 B 细胞的性能。 我们采

用 Sry PCR 技术对骨髓细胞和骨髓中 CFU-S

的长期重建造血能力进行了测试，在存活小鼠

的骨髓、脾脏、 胸腺和淋巴结中均具有供体来

源的 XY 细胞分布， 表明受体小鼠的造血重建

是骨髓中的 CFU-S 具有自我更新和多向分化

摘 要

本文采用 Y 染色体特异的性别决定基因

(Sry)作为新的细胞遗传标志 ， 通过 PCR 技术

来追踪观察造血干细胞的增殖与分化性能。 该

方法具有简便、 灵敏和特异等优点。雌性受体

小鼠输注雄鼠骨髓细胞和 13 天脾结节 ( CFU­

S1 3 )细胞后， Sry PCR 测试受体小鼠的 CFU­

s 结果表明，它们均为供体来源的 XY 细胞。

用 Sry PCR 测试骨髓细胞和骨髓中脾结节生

成细胞(CFU-S)的长期重建造血能力，结果表

明 ， 在存活雌性小鼠的骨髓、 脾脏、 胸腺和淋

巴结中均有供体来源的 XY 细胞分布。

关键词:脾结节生成单位 造血干细胞

性别决定基因 聚合酶链式反应
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