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L]IK+J+WǸ MKRUN[LNQPRMROId+Q+ZILIK+

JF87F-1FC# %&"%

d50@%%!K5@#

)基金项目*中央级公益性科研院所基本科研业务费%ZgJ%&"&"&& )

)作者简介*石桂英#女#主管技师#研究方向'衰老与再生)

)通讯作者*鞠振宇#+,-./0':6FD=BAB2657-./0@45-

####

#

####

#

$

$

$

$

)

研究报告

LC.-8 基因敲除对小鼠骨髓造血干细胞的影响
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!!

!摘要"!目的!研究 LC.-8 基因敲除在衰老过程中对小鼠造血干细胞的作用) 方法!应用流式细胞仪分析

$ 月龄及 "% 月龄 LC.-8 基因敲除小鼠及同窝野生型小鼠的骨髓造血干细胞的比例及不同发育阶段 V淋巴细胞的

比例) 结果!与野生型小鼠相比#"% 月龄 LC.-8 基因敲除小鼠的骨髓长期造血干细胞增多#多潜能造血祖细胞减

少$前体 V淋巴细胞和未成熟 V淋巴细胞减少#成熟 V淋巴细胞增多) 结论!在衰老过程中#LC.-8 基因敲除对骨

髓造血干细胞及 V淋巴细胞发育有重要影响)

!关键词"!LC.-8 基因敲除小鼠$ 流式细胞术$ 骨髓造血干细胞$ V淋巴细胞

!中图分类号" M$$%!!!文献标识码" R!!!文章编号""()",)G'(#%&"%$&#,&&"$,&$

>5/' "&3$#(#@A@/<<D@"()"3)G'(3%&"%3&&#3&&$

#4F7A=4@=3F!?:BCM43@O3A53456=-A4@5<343F"=B:53C3<=5<@&5=B !=77

J]IcB/,=/D;# VRIU/D# Ẁ a6FD,=B

% ID<7/7B7F5TU.15C.75C=RD/-.0J4/FD4F# L6/DF<FR4.>F-=5TQF>/4.0J4/FD4F<fPF_/D; D̀/5D QF>/4.0L500F;F# F̂=U.15C.75C=
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R>-/D/<7C.7/5D 5TOC.>/7/5D.0L6/DF<FQF>/4/DF# VF/A/D;"&&&%"# L6/D.&

!!++;95?:@5,!(;P=@5<L=O5<7B>=76F/DT0BFD4F5TLC.-8 ;FDF_D54_5B75D 76FTBD47/5D 5T6F-.7585/F7/4<7F-4F00/D

.;/D;@.=563>9!LF00<TC5-76F15DF-.CC5?5T>/TTFCFD7.;FLC.-8 _D54_5B7.D> ?/0> 7=8F-/4F?FCF.D.0=:F> 1=T05?

4=75-F7C=@*=9A759! L5-8.CF> ?/76 "% -5D76<50> ?/0> 7=8F-/4F# 8FC4FD7.;F5T05D;7FC- 6F-.7585/F7/4<7F- 4F00

>F4CF.<F># -B07/857FD76F-.7585/F7/48C5;FD/75C/D4CF.<F>$ 8FC4FD7.;F<5T8CFV.D> /--.7BCFV4F00<>F4CF.<F># .D>

-.7BCFV 4F00</D4CF.<F> /D LC.-8 _D54_5B7-/4F@!34@7A9<34! LC.-8 ;FDF_D54_5B780.=<.D /-85C7.D7C50F/D

6F-.7585/F7/4<7F-4F00.D> 76F>FXF058-FD75TV0=-8654=7F</D .;/D;@

+M=8 K3?>9,!LC.-8 _D54_5B7-5B<F$ [05?4=75-F7C=$ ]F-.7585/F7/4<7F-4F00$ V0=-8654=7F

!!小鼠 LC.-8 蛋白是由 c.005等 -". 首先分离鉴定

的#该类蛋白与之前在人(猪(牛(兔(羊等动物中发

现的抗菌肽前体#具有高度保守的区域即 4.76F0/D#

因此#将这一大类抗菌肽命名为 4.76F0/4/>/D<) 目前

已知其主要功能是抗菌活性#此外#还具有抑制组

织损伤(促进创伤修复(结合内毒素(诱导血管生成

等多种生物学功能) 炎性衰老是目前国际衰老理

论的研究热点 -% H*.

#LC.-8 蛋白作为一种炎症因子#

在老龄短端粒模型小鼠中高表达#而正常老龄野生

型小鼠中其表达量未见明显升高 -'.

#该蛋白在衰老

中的作用值得深入研究) 为了进一步研究 LC.-8

蛋白在衰老中的作用#我们从德国引进了 LC.-8 基



因敲除小鼠#对不同月龄的 LC.-8 基因敲除小鼠和

同龄野生型小鼠的骨髓细胞#应用流式细胞仪分析

了骨髓造血干细胞及不同发育阶段 V细胞的的

比例)

IN材料和方法

IQIN!?:BC基因敲除小鼠

该小鼠由德国引进#在本所繁育 + JLê %京 &

%&&# H&&&)$JYê %京&%&"" H&&%%,) 动物饲养在

JP[动物房内#分别在 $ 月龄("% 月龄时#脱颈椎处

死小鼠进行实验)

IQGN/!*方法鉴定 !?:BC基因敲除小鼠的基

因型

用 % 周龄小鼠尾尖提取基因组 ZKR#普通 PLM

鉴定基因型) 反应条件'#*q预变性 $ -/D$#*q $&

<#(&q $& <#)%q $& <#$' 个循环$)%q延伸 "& -/D)

基因 敲 除 小 鼠 的 PLM鉴 定 引 物' LMRQP"R' 'r

LLRcccRLOOLLROLLRcORcRL$r#LMRQP"V''r

RcRLOcLLOOcccRRRRcLc $r# LMRQP %R' 'r

OcOOOOLOLRcROLLOOcccRcL$r#LMRQP%V' 'r

RROOOOLOOcRRLLcRRRcccL$r#PLM产物长度#

野生型为 %*" 18#LMRQP敲除为 GG 18#杂合子同时

有上述两条片段) 引物由上海生物工程技术有限

公司合成#PLM试剂购自宝生物工程有限公司)

IQTN流式分析

小鼠脱颈椎处死后#取后肢骨#置于冰上预冷

的染色缓冲液%含 "oVJR的 PVJ&中#用 ' -U注射

器将骨髓细胞冲出#并吹打成细胞悬液#将细胞悬

液用 '&

%

-尼龙滤膜过滤后收集到 "' -U离心管

中#用 PVJ 定容至 "& -U#混匀后#取 "&

%

U细胞悬

液#稀释 "& 倍后计数细胞数) 细胞悬液离心#"&&&

C8-#"& -/D#将细胞浓度调整为 "e"&

G 个细胞9-U)

分别取 "&

(细胞标记荧光抗体%VZ公司&)

骨髓造血干细胞的分析中用如下抗体进行标记'

LZ$*,[IOL( [07$,P+( IU)M,P4C48,4='3'( J4.",P+,

L=)(4̂/7,RPL(OFC,""#,V/57/D(cC,",V/57/D(Q.4,",

V/57/D(V%%&,V/57/D(IU,)M,V/57/D(LZ*,V/57/D(LZG,

V/57/D(V/57/D ,RPL,L=)) 长期造血干细胞%UO,]JL&

表面标记为 U/D,J4."

v

4̂/7

v

LZ$*

H

[07$

H

#短期造血

干细 胞 % JO,]JL& 表 面 标 记 为 U/D,J4."

v

4̂/7

v

LZ$*

v

[07$

H

#多潜能造血祖细胞%QPP,]JL&表面

标记为 U/D,J4."

v

4̂/7

v

LZ$*

v

[07$

v

) I;Z,[IOL(

LZ*$,P+(V%%&,P+,L=)(I;Q,RPL#标记不同发育阶段

的 V淋巴细胞) 前体 V细胞 %PCFV& 表面标记为

V%%&

v

LZ*$

H

I;Z,I;Q

H

#未成熟 V细胞表面标记为

V%%&

v

LZ*$

H

I;Z,I;Q

v

#成熟 V细胞表面标记为

V%%&

v

LZ*$

H

I;Z

v

I;Q

v

) 上述抗体加入细胞悬液#

冰上避光#$& -/D$加 "-U染色缓冲液#离心#%(&&

C8-#' -/D#弃上清#加 %&&

%

U染色缓冲液重悬细胞#

用 '&

%

-尼龙滤膜过滤#冰上避光备用)

IQUN统计分析方法

数据分析采用 JPJJ"$3& 软件包进行统计分析#

各组数据均采用!

OsM表示) 组间资料分析采用 7

检验) 以 Pl&3&' 表示差异有统计学意义)

GN结果

GQIN!?:BC基因敲除小鼠基因型鉴定

为了建立 LC.-8 基因敲除小鼠衰老研究队列#

我们应用 LC.-8 基因杂合小鼠配对繁殖#对子代小

鼠进行基因型鉴定#保留 LC.-8 基因敲除纯合及同

窝野生型小鼠) 基因型鉴定结果见图 ")

图 INLC.-8 基因敲除小鼠基因型鉴定结果

-<DSI!cFD57=8/D;5TLC.-8 _D54_5B7-/4F

注'""*% p""*G 为小鼠编号#]

%

N为阴性对照#Q为 ZKR-.C_FC)

""*"(""**(""*'(""*G 为 LC.-8 基因敲除小鼠#""*% 为同窝

野生型小鼠#""*$(""*((""*) 为 LC.-8 基因杂合小鼠)

K57F' ""*% p""*G' K5@5T>/TTFCFD7-/4F# ]

%

N' DF;.7/XF45D7C50@

""*"(""**(""*'(""*G' LC.-8 ;FDF_D54_5B7-/4F# ""*%' 0/77FC-.7F

?/0>7=8F-5B<F# ""*$(""*((""*)' LC.-8 ;FDF6F7FC5:=;57F

-/4F# Q' ZKR-.C_FC@

GQGN!?:BC基因敲除对小鼠骨髓造血干细胞的

影响

为了了解衰老过程中#LC.-8 基因敲除对小鼠

骨髓造血干细胞的影响#我们分析了 $ 月龄及 "% 月

龄 LC.-8 基因敲除小鼠及同窝野生对照小鼠长期

造血干细胞%UO,]JL&(短期造血干细胞% JO,]JL&(

及多潜能造血祖细胞%QPP,]JL&的比例#结果发现

与野生型小鼠相比#"% 月龄 LC.-8 基因敲除小鼠

UO,]JL显著减少%Pn&3&&%'#图 %R&#QPP,]JL显

著增加%Pn&3&&)$#图 %V&)
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图 GN长期造血干细胞(多潜能造血祖细胞在骨髓 UJ^中的比例

-<DSG!PFC4FD7.;F5TUO,]JL(QPP,]JL/D 76F15DF-.CC5?UJ^4F00<

注'UJ '̂ 骨髓中 0/DF.;F

H

(J4."

v

(4̂/7

v细胞$LH9H'LC.-8 基因敲除小鼠$gO'同窝野生型小鼠)

K57F' UJ '̂ 0/DF.;F

H

(J4."

v

(4̂/7

v

4F00</D 76F15DF-.CC5?$ LH9H' LC.-8 ;FDF_D54_5B7-5B<F$ gO' 0/77FC-.7F?/0>7=8F-5B<F@

GQGN!?:BC基因敲除对小鼠 V淋巴细胞发育的

影响

为了研究 LC.-8 基因敲除在衰老过程中对小

鼠 V细胞发育的影响#我们分析了不同月龄 LC.-8

基因敲除小鼠及同龄对照小鼠骨髓中不同发育阶

段的 V淋巴细胞的比较#结果显示#"% 月龄 LC.-8

基因敲除小鼠骨髓前体 V淋巴细胞%Pn&3&%&和未

成熟 V淋巴细胞%Pn&3&%)*&显著减少#而成熟 V

淋巴细胞%Pn&3&&&%&显著增加%图 $&)

图 TNLC.-8 基因敲除对小鼠 V淋巴细胞发育的影响

-<DST!IDT0BFD4F<5TLC.-8 ;FDF_D54_5B75D -/4FV0=-8654=7F<>FXF058-FD7

注'LH9H'LC.-8 基因敲除小鼠$gO'同窝野生型小鼠)

K57F' LH9H' LC.-8 ;FDF_D54_5B7-5B<F$ gO' 0/77FC-.7F?/0>7=8F-5B<F@

TN讨论

随着人口老龄化#关于衰老的研究成为国际研

究热点) 衰老是全身系统性组织(器官功能退化#

关于衰老已有多种假说#如端粒和端粒酶(炎性衰

老等) 已有研究发现#在端粒损伤衰老小鼠模型

中#四种蛋白的表达量增加#其中包括 LC.-8 蛋

白 -*.

#在人类相关研究中也发现#随着年龄的增长#

LC.-8 蛋白在人的血浆及各组织器官中的表达量增

加#并且其表达量与端粒长度呈反比 -(.

#上述研究

均表明 LC.-8 蛋白是衰老过程中的一个重要生物

标记物) LC.-8 蛋白在衰老过程中究竟有何作用#

对造血系统有没有影响#目前未见相关报道)

已有研究表明#在衰老过程中#小鼠骨髓造血

干细胞数量增多#其中主要是增殖活化的造血干细

胞数量增多 -)#G##.

) 但是#骨髓造血干细胞增殖活性

!!! !下转第 %& 页"
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就抑制 O6" 型超敏反应#在一定程度上体现了中医

药对机体调控作用的特色 -#.

) 本文通过免疫药效

功能评价体系对中国被毛孢和蝙蝠蛾拟青霉一同

进行免疫调节作用研究#观察两者是否具有差异)

实验结果显示#中国被毛孢(蝙蝠蛾拟青霉和

冬虫夏草均具有免疫调节作用#但两者在作用程强

和作用靶向性各有倾向) 在免疫增强方面#中国被

毛孢和蝙蝠蛾拟青霉均可显著提高小鼠吞噬指数

和半数溶血值$同时也均能促进 O(V淋巴细胞增殖

能力#但蝙蝠蛾拟青霉作用要强于中国被毛孢$中

国被毛孢还能显著提高 K̂ 细胞活性#而蝙蝠蛾拟

青霉在本研究中未发现) 在免疫抑制方面#中国被

毛孢除能抑制小鼠耳廓肿胀程度外#还能抑制小鼠

脾脏和胸腺增大#而蝙蝠蛾拟青酶对胸腺增大无作

用#中国被毛孢免疫抑制作用要强于蝙蝠蛾拟青霉)

因此#通过检测中国被毛孢菌粉和蝙蝠蛾拟青霉

菌粉对先天性免疫系统 K̂ 活性(吞噬指数的影响及

对适应性免疫系统细胞免疫(体液免疫的影响#结果

表明中国被毛孢(蝙蝠蛾拟青霉均具有免疫调节作

用#但中国被毛孢免疫抑制作用及增强天然免疫系统

作用要强于蝙蝠蛾拟青霉#而对适应性性免疫系统增

强作用蝙蝠蛾拟青霉略强于中国被毛孢)
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提高#仅使造血干细胞数量增加#而不能增强其干

细胞功能#生成淋巴细胞的能力降低#所以#老龄小

鼠 V淋巴细胞及 O减少 -)#G.

) 本研究发现随年龄增

长#LC.-8 基因敲除后#骨髓长期造血干细胞 %UO,

]JL&减少#而骨髓多潜能造血祖细胞 %QPP,]JL&

增多$同时#骨髓中前体 V淋巴细胞和未成熟 V淋

巴细 胞 减 少#而 成 熟 V淋 巴 细 胞 增 多) 这 说 明

LC.-8 基因在骨髓造血干细胞及 V淋巴细胞发育及

衰老中具有重要作用#其作用机制有待进一步深入

研究)
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