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Arrb1基因敲除对小鼠T淋巴细胞发育的影响
陈燕华  蒋光洁  郭  维  张  航  吕文琼  邹  琳*

(重庆医科大学附属儿童医院临床分子医学中心, 儿童发育疾病研究教育部重点实验室, 儿科学重庆市重点实验室, 
重庆市儿童发育重大疾病诊治与预防国际科技合作基地, 重庆 400014)

摘要      该文旨在研究Arrb1(β-arrestin1)基因敲除对小鼠T细胞发育的影响, 进一步探讨急性

T淋巴细胞白血病(T-cell acute lymphocytic leukemia, T-ALL)发病机制。该文使用q-PCR、Western 
blot分别检测Arrb1基因敲除的C57BL/6J小鼠中Arrb1的mRNA和蛋白质水平; 流式细胞术检测

Arrb1基因敲除小鼠及野生型小鼠的胸腺、外周血、淋巴结的T细胞比例。结果显示, 与野生型相

比, Arrb1基因敲除小鼠的胸腺CD4CD8双阴(double negative, DN)细胞比例明显增加, DN1期细胞比

例增加最为显著(P<0.05), 而DN4期细胞比例减少(P<0.05); CD4CD8双阳(double positive, DP)细胞

比例显著减少(P<0.05)。外周血CD4阳性 T细胞比例减少(P<0.05), 淋巴结CD4阳性T细胞比例以及

CD4/CD8阳性T细胞比值减少(P<0.05)。研究结果证明, Arrb1基因敲除显著影响小鼠T细胞发育, 
使T细胞发育阻滞在DN期, 从而可能成为影响T-ALL发病的重要因素。
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Effects of Arrb1 Knockout on the Development of Mice T Lymphocytes
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Chongqing International Scienceand Technology Cooperation Center for Child Development and Disorders, Chongqing 400014, China)

Abstract       The purpose of this study was to identify the influence of β-arrestin1 (Arrb1) gene knockout 
on the development of mice T lymphocytes and lay the foundation for further study on the pathogenesis of T-cell 
acute lymphocytic leukemia (T-ALL) mechanism. The expression of Arrb1 was detected by q-PCR and Western 
blot respectively in Arrb1 knockout C57BL/6J mice. Cell suspensions prepared from the thymus, peripheral blood 
or lymph node of Arrb1 knockout and wild-type mice were detected by flow cytometry. Compared with wild-type 
mice, the Arrb1 knockout mice showed a higher proportion of CD4CD8 double negative (DN) cells, especially for 
cells in DN1 stage (P<0.05), while it displayed a decreased proportion of cells in DN4 stage. Decreased proportion 
of cells CD4CD8 double positive (DP) cells in the thymus and CD4 positive T lymphoctes in the peripheral blood 
were detectable in Arrb1 knockout mice. Also, the proportion of CD4 positive T lymphocytes and the ratio of 
CD4/CD8 positive T lymphoctes in the lymph node was decreased (P<0.05). Overall, these findings indicated that 
sustained Arrb1 deficiency perturbs the development of T lymphocytes, which led to T lymphocytes arrest in DN 
stage, suggesting that Arrb1 might be important, particular in T-ALL progression.
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正常T淋巴细胞来源于骨髓造血干细胞(hema-
topoietic stem cells, HSCs), HSCs首先分化为多能祖

细胞, 后逐步分化为共同淋巴祖细胞, 完成早期造

血发育, 随后T淋巴祖细胞经血循环进入胸腺发育

成T淋巴细胞前体细胞, 在胸腺发育为功能性T淋巴

细胞, 该过程复杂但高效有序[1]。近年来有研究认

为T淋巴细胞发育阻滞是T-ALL发病的关键因素[2]。

Arrb1是β-arrestin家族的重要成员, 广泛表达于机体

细胞, 具有调控基因表达功能[3], 转导信号通路[4], 介
导受体内化[5]等作用。在斑马鱼研究中发现, Arrb1
可通过调控造血系统发育关键的Hoxa9(homeobox 
A9)、Tal1等基因影响T淋巴细胞分化前早期造血过

程[6]。然而, Arrb1能否影响T淋巴细胞在胸腺中的正

常发育, 尚未有研究报道。本研究通过检测Arrb1基
因敲除鼠胸腺及外周血中T淋巴细胞比例变化, 验证

Arrb1基因敲除对小鼠T淋巴细胞发育的影响, 为进一

步探索T淋巴细胞发育阻滞可能导致的T-ALL(T-cell 
acute lymphocytic leukemia)形成机制提供实验基础。 

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   实验动物      小鼠购自美国Jackson Labora-
tory(Maine, USA), 品系为C57BL/6J。基因背景为

Arrb1基因敲除(knockout, KO), 雄性, 4~6周龄。无

特定病原体(specific pathogen free, SPF)级C57BL/6J
小鼠由重庆医科大学实验动物中心提供。动物饲养

在重庆医科大学附属儿童医院动物中心SPF动物房, 
喂饲SPF级小鼠维持饮料。饲养屏障环境内温度控

制在20~25 °C, 湿度控制在55%~60%, 垫料、饲料和

饮水均经高温高压灭菌处理后使用。统一采食和饮

水, 垫料每周更换2~3次。该动物实验通过了重庆医

科大学动物实验中心伦理委员会批准。

1.1.2   主要实验设备      FACSCanto流式细胞仪购自

BD公司。凝胶电泳仪、电泳转移仪和凝胶成像仪

购自Bio-Rad公司。

1.1.3   主要试剂      小鼠DNA提取试剂配制如下。(1)
缓 冲 液A: 0.5 mol/L EDTA(pH8.0) 100 μL+10 mol/L 
NaOH 625 μL, 加ddH2O定容至250 mL, 室温保存; (2)
缓冲液B: 40 mmol/L Tribase 100 mL(pH3.0)。q-PCR
引物购自武汉擎科生物技术有限公司。逆转录试剂

盒、DNA Marker、SYBR Green II购自TaKaRa公司。

PCR Master Mix(2×)购自北京天根生化科技有限公

司。RIPA细胞裂解液及Trizol RNA提取液购自北京

百泰克生物技术有限公司。BCA蛋白质定量检测

试剂盒购自上海碧云天生物科技有限公司。兔源单

克隆抗体Arrb1购自Abcam公司。兔源多克隆抗体

GAPDH购自武汉三鹰生物技术有限公司。辣根过

氧化物酶标记的羊抗兔IgG购自北京中杉金桥生物

技术有限公司。ECL发光试剂盒购自南京凯基生物

科技发展有限公司。胎牛血清购自Gibco公司。流

式细胞术使用的抗体购自eBioscience公司。其他试

剂均为国产分析纯。

1.2   方法

1.2.1   石蜡切片HE染色观察组织形态      取小鼠胸腺

组织, 4%中性甲醛固定24 h后, 冲水、脱水、组织透明、

浸蜡、包埋。进行组织切片, 切片厚度为4 μm, 行HE
染色, 光镜下观察组织形态学变化。

1.2.2   小鼠的基因型鉴定      子鼠3周龄时, 剪取子

鼠耳部组织1.0 mm, 置于1.5 mL Eppendorf管中, 加入

75 μL缓冲液A, 100 °C金属浴40 min, 每20 min混匀、

瞬离1次, 组织完全溶解后, 再加入225 μL缓冲液B, 振
荡混匀, 12 000 r/min离心3 min, 吸取上清用于扩增目

的基因片段。小鼠基因型鉴定的q-PCR设计引物序列

由Jackson Laboratory推荐(表1)。q-PCR体系 为20 μL, 
扩增条件为: 95 °C预变性5 min; 95 °C变性1 min, 50 °C
退火30 s, 72 °C延伸40 s, 拍照1次, 40个循环。

1.2.3   q-PCR法检测Arrb1基因的mRNA水平      Trizol 
法提取细胞总RNA, 逆转录为cDNA。PCR反应体系: 
12.5 μL SYBR II、10.5 μL ddH20、1 μL cDNA、上

下游引物(表1)各0.5 μL。反应条件为: 95 °C预变性

5 min; 95 °C变性20 s, 58 °C退火20 s, 72 °C延伸30 s, 
循环35次, 每个循环结束检测荧光。

1.2.4   Western blot检测Arrb1蛋白质水平      RIPA
裂解液提取细胞总蛋白质, 每30 μL细胞沉淀加入

150 μL RIPA裂解液, 冰上裂解20 min, 每间隔5 min
振荡混匀1次。4 °C、12 000 r/min离心20 min, 吸取

上清。用BCA法检测蛋白质浓度, 加入5×Loading 
Buffer混匀后85 °C煮5 min, 取20 μg蛋白质经10% 
SDS-PAGE电泳, PVDF膜转膜, 室温封闭1 h, 一抗 
Arrb1(1500׃)、GAPDH(1000 20׃), 4 °C孵育过夜。

第2天, TBST洗膜, 山羊抗兔二抗(1000 5׃)室温孵育

1 h, 配制ECL发光液进行显影定影。

1.2.5   流式细胞术分析      完整摘取胸腺和肠系膜

淋巴结, 置于冰上预冷的染色缓冲液(含1% BSA的
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PBS)中。将胸腺与淋巴结分别研磨, 200目滤网过滤

置1.5 mL Eppendorf管中。离心后用红细胞裂解液

去除红细胞, PBS洗1次, 收集到1.5 mL Eppendorf管
中, 用PBS定容至1 mL, 混匀后, 取10 μL细胞悬液, 
稀释20倍后计数细胞数。细胞悬液1 000 r/min离心

5 min, 将细胞浓度调整为1×106/mL。取106个细胞标

记荧光抗体, 避光孵育30 min, 准备流式细胞术分析; 
小鼠摘除眼球滴取外周血入EDTA抗凝管, 水平滚动

混匀, 取200 μL血液标记荧光抗体, 避光孵育30 min, 
加入溶血剂放置5 min, 1000 r/min离心5 min, 100 μL 
PBS重悬, 流式细胞术检测。

胸腺细胞、外周血以及淋巴结T细胞的流式细

胞术分析用如下抗体进行标记。胸腺细胞DN1标
记为CD3+CD4–CD8–CD44+CD25–, 胸腺细胞DN2标
记为CD3+CD4–CD8–CD44+CD25+, 胸腺细胞DN3标
记为CD3+CD–CD8–CD44–CD25+, 胸腺细胞DN4标记

为CD3+CD4–CD8–CD44–CD25–, 胸腺细胞DP标记为

CD3+ CD4+CD8+, 胸腺细胞SP(single positive)标记为

CD3+CD4+CD8–、CD3+CD4–CD8+; 外周血T细胞标

记为CD3+CD4+CD8–/CD3+CD4–CD8+; 淋巴结T细胞

标记为CD3+CD4+CD8–/CD3+CD4–CD8+。

1.3   统计学分析

数据分析采用SPSS 13.0软件包进行统计分析, 
并以均数±标准差(mean±S.D.)表示, 两组间比较采

用两独立样本的t检验。以P<0.05表示差异有统计

学意义。

2   结果
2.1   小鼠生长情况和基因型鉴定

大体形态观察, 与同周龄野生型(wild type, 
WT)小鼠相比较, Arrb1 KO(Arrb1–/–)小鼠的生长良

好, 反应正常(图1)。小鼠基因型鉴定采用Jackson 
Laboratory推荐q-PCR法, 引物序列见表1, 得到结果

为Arrb1基因敲除小鼠的扩增曲线有两条, 而野生型

表1   q-PCR引物信息

Table1   Sequences of the primers for q-PCR
基因名          

Name
上游引物(5′→3′)            
Forword primer (5′→3′)

 下游引物(5′→3′)        
  Reversed primer (5′→3′)

Reference gene OIMR 1080/1081 CGG CTG CAT ACG CTT GAT C   CGA CAA GAC CGG CTT CCA T

Arrb1 OIMR 1544/3580 CAC GTG GGC TCC AGC ATT   TCA CCA GTC ATT TCT GCC TTT G

Arrb1 GAC AAA GGG ACC CGA GTG TT   GCA GGT CAG CGT CAC ATA GA

GAPDH CAG CGA CAC CCA CTC CTC CAC CTT   CAT GAG GTC CAC CAC CCT GTT GCT

WTArrb
1–

/–

图1   Arrb1基因敲除小鼠大体形态

Fig.1   The gross morphology of Arrb1 KO mice
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小鼠仅一条。

2.2   q-PCR检测Arrb1基因mRNA水平

裂解Arrb1基因敲除小鼠的胸腺和骨髓单个核

细胞, 用q-PCR的方法检测mRNA水平。引物序列见

表1。结果发现, 取对照组(WT组)为1, 实验组Arrb1
的mRNA表达水平显著下降, 差异具有统计学意义

(P<0.01)(图2A和图2B)。
2.3   Western blot检测Arrb1蛋白质水平

进一步用Western blot验证Arrb1敲除水平, 结
果显示, 在对照组胸腺及骨髓单个核细胞可检测到

Arrb1蛋白质, 而敲除组未检测到Arrb1蛋白质, 证明

Arrb1已敲除(图2C和图2D)。
2.4   HE染色观察胸腺组织形态学改变

选择相同周龄小鼠, 进行胸腺HE染色, 光镜下

观察, 与野生型鼠相比, Arrb1基因敲除鼠的胸腺组

织无明显差异(图3)。
2.5   流式细胞术检测Arrb1敲除小鼠T淋巴细胞发

育的各阶段细胞比例变化

2.5.1   胸腺T淋巴细胞的变化      为了解Arrb1对小

鼠T淋巴细胞发育的影响, 本研究分析了胸腺中发育

图3   胸腺组织形态学改变

Fig.3   Histopathological changes of thymus
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图2   Arrb1基因敲除小鼠Arrb1 mRNA和蛋白质水平

Fig.2   The mRNA and protein levels of Arrb1 in Arrb1 KO mice 
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各阶段的T淋巴细胞比例。结果显示, Arrb1基因敲

除组的CD4CD8 DN期细胞比例显著增高, 差异具有

统计学意义(P<0.05)(图4A), 其中DN1期细胞比例增

高明显(P<0.05)(图4B), DN2、DN3期细胞比例具有

增高趋势, 但无统计学意义; DN4及DP期细胞显著

下降, 差异具有统计学意义(P<0.05); CD4CD8 SP细
胞无明显改变(P>0.05)(图4C)。
2.5.2  外周血T淋巴细胞的变化       为了解Arrb1敲
除对外周血(peripheral blood, PB)T淋巴细胞的影响, 

本研究检测了外周血中CD3+ T淋巴细胞比例以及

CD3+CD4+、CD3+CD8+ T淋巴细胞的比例。结果发

现, 与野生型小鼠比较, Arrb1基因敲除小鼠的CD3+ 
T淋巴细胞比例降低(P<0.01)(图5A和图5C), 其中

CD3+CD4+ T淋巴细胞比例明显降低, 差异具有统计

学意义(P<0.05)(图5B和图5D)。  
2.5.3   淋巴结T细胞的变化      为了解Arrb1敲除后

对淋巴结(lymph node)T细胞的影响, 本研究检测了

淋巴结中CD3+CD4+、CD3+CD8+ T细胞的比例, 与
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A: the percentage of thymocytes detected by flow cytometry; B: flow cytometry analysis showing the proportion of thymocytes in DN stage; C: 
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图4   Arrb1基因敲除小鼠的胸腺细胞比例变化

Fig.4   Changes of the proportion of thymocytes in Arrb1 KO mice
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野生型小鼠比较, 敲除小鼠CD3+CD4+ T细胞比例明

显降低(P<0.05)(图6A和图6B), CD4+/CD8+ T细胞的

比值显著降低, 差异具有统计学意义(P<0.05)(表2)。

3   讨论
T淋巴细胞在胸腺发育过程中, 根据T淋巴细

胞CD4和CD8表面分子表达, 可分为DN、DP和SP

三个主要阶段。DN期细胞还可进一步根据CD25
和CD44表面分子表达分为幼T祖细胞DN1、DN2、
DN3和DN4期。DN1细胞首先分化为T系前体细胞, 
经T细胞受体基因编码与重排, 阳性选择后, 发育成

CD4或CD8 SP细胞[7-8]。本研究结果中, Arrb1基因

敲除小鼠胸腺组织HE染色与野生型小鼠相比无明

显差异, 提示Arrb1基因敲除不会造成胸腺组织结构
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A: 流式细胞术检测外周血CD3+ T细胞的比例; B: 流式细胞术检测外周血CD4+和CD8+ T细胞的比例; C: 直方图显示CD3+ T细胞比例变化, 
**P<0.01, 与WT组比较; D: 直方图显示CD4+ T细胞比例变化,*P<0.05, 与WT组比较。

A: the percentage of CD3+ T lymphocytes in the PB detected by flow cytometry; B: the percentage of CD4+ and CD8+ T lymphocytes in the PB detected 
by flow cytometry; C: histogram showing the proportion of CD3+ T lymphocytes, **P<0.01 vs WT group; D: histogram showing the proportion of 
CD4+ T lymphocytes, *P<0.05 vs WT group.

图5   Arrb1基因敲除小鼠的外周血T淋巴细胞比例变化

Fig.5   Changes of the proportion of T lymphocytes in the PB after Arrb1 KO in vivo
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自发性病理改变。接着, 又检测了处于胸腺各个时

期的T淋巴细胞的比例, 发现Arrb1基因敲除鼠DN期

细胞总比例增高, 其中DN1-DN3期细胞比例明显增

加, DN1期细胞比例增高最为显著, 具有统计学意

义。而DN4期细胞比例却减少, 随后DP期细胞比例

急剧减少且具有统计学意义。这表明, T淋巴细胞发

育异常阻滞可能主要在DN1期, DN2和DN3也有相

应程度的发育异常, 从而导致DN4期及DP期细胞比

例减少。CD4、CD8 SP细胞比例差异无统计学意

义。原因可能是, Arrb1主要影响DN期细胞发育, 对
DP期的影响在于促进DP细胞阴性选择(即删除自身

反应T淋巴细胞), 而不抑制甚至促进DP细胞的阳性

选择(能识别自身抗体, 不与其反应的DP细胞存活), 
进而发育为SP细胞。为明确Arrb1是否能造成T淋
巴细胞最终输出异常, 本研究检测了小鼠外周血以

及淋巴结中CD3+(T淋巴细胞均表达的表面标志物)
以及CD4+、CD8+ T细胞比例。结果显示, Arrb1基
因敲除鼠外周血中CD3+、CD3+CD4+ T细胞的比例

明显降低, 而CD8+ T细胞比例无明显改变; 淋巴结中
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表2   淋巴结T细胞检测结果

Table 2   The results of T lymphocytes in the lymph node
细胞

Cell 
对照组

WT
敲除组                
Arrb1–/–

CD4+ (%) 60.20±2.00 44.70±4.50

CD8+ (%) 33.80±3.40 43.10±4.60

CD4+/CD8+ 1.80±0.24 1.05±0.21*

A: 流式细胞术检测淋巴结CD4+和CD8+ T细胞的比例; B: 直方图显示CD4+ T细胞比例变化, *P<0.05, 与WT组比较。

A: the percentage of CD4+ and CD8+ T lymphocytes in the lymph node detected by flow cytometry; B: histogram showing the proportion of CD4+ T 
lymphocytes, *P<0.05 vs WT group.

图6   Arrb1基因敲除小鼠的淋巴结T细胞比例变化

Fig.6    Changes of the proportion of T lymphocytes in the lymph node after Arrb1 KO in vivo

CD3+CD4+ T细胞的比例降低, CD4+/CD8+ T细胞的

比值减少且具有统计学意义。这一结果的原因可能

是, 由于T细胞从胸腺迁出至外周的过程经历缺氧到

富养环境的改变, 需要通过自噬清除部分线粒体, 减
少活性氧类的产生才能在外周富氧环境下存活[9]。

已有文献报道, 在脑缺氧的小鼠模型中, Arrb1的缺

失会限制脑细胞自噬进程而增加其凋亡[10]。以此, 
我们认为, Arrb1缺失也可能导致外周血和淋巴结的

CD4+ T细胞的自噬过程受限而凋亡增加。于是我们

得出, Arrb1与胸腺T细胞发育相关, 并且其缺失可能

会导致T细胞发育阻滞于DN期, 外周CD4+ T细胞比

例减少, CD4+/CD8+ T细胞比值降低, 但究竟如何影

响DN期T细胞比例改变以及调控CD4+ T细胞的存

活, 还有待进一步研究。

从HSC到T淋巴细胞整个发育过程中有众多转

录因子参与, 包括Tal1、ID2等[11-12]。这些转录因子

的表达被有序调控, 进一步影响下游基因表达, T细
胞发育和向不同种系分化[13]。在胸腺T淋巴细胞发

育过程中, Zhang等[1]扫描不同发育阶段的T淋巴细

*P<0.05, 与WT组比较。

*P<0.05 vs WT group.
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胞全基因组发现, 在干性相关基因Tal1 被沉默前, 其
顺式转录元件位置激活性组蛋白标志H3K4me3及
H3ac减少, 而抑制性组蛋白修饰H3K27me3增多, 并
维持至T淋巴细胞发育成熟。同时又有研究表明, 
Arrb1可通过调控H3K27me3, 调控造血系统发育关

键的Hoxa9、Tal1等基因表达与正常造血[6], 那么, 
Arrb1是否能通过调控H3K27me3, 调控Tal1的基因

表达从而影响胸腺细胞的发育, 是我们下一步研究

重点。

近年来研究认为, T细胞发育异常与阻滞会导

致T-ALL的发生[2], 在Tal1与Lmo2共表达的转基因鼠

中, T细胞阻滞于其发育的幼稚阶段, 3个月后发展为

T-ALL[14]; Tal1/Lmo2也可干扰胸腺正常发育, 导致

T-ALL发生[15]。有文献表明, 在T-ALL患者标本中检

测Arrb1的表达水平明显降低[16]。Arrb1可能是影响

T-ALL的重要因素。由此, 结合我们的研究, Arrb1
缺失能够造成T细胞在胸腺发育异常。同时, Arrb1
又与T-ALL发生发展密切相关。那么, Arrb1可能调

控Tal1或其他T细胞发育关键因子的组蛋白H3甲基

化修饰, 最终影响T细胞命运与T-ALL是否发病。

综上所述, Arrb1能够影响T细胞胸腺阶段的发

育, 引起DN期发育异常和阻滞, 同时也会影响外周

CD4+ T细胞的存活, 此结果为进一步研究其具体机

制以及白血病的发生发展提供实验基础。
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