白消安损伤小鼠诱导造血干细胞功能损伤小鼠模型的建立
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摘要：目的 骨髓抑制是肿瘤化疗导致的剂量限制性毒副作用，骨髓抑制分为急性骨髓抑制和长期骨髓抑制，长期骨髓抑制主要是造血干细胞损伤。本文利用白消安诱导造血干细胞损伤，建立长期骨髓抑制小鼠模型。方法 C57小鼠，白消安腹腔给药，分为高剂量组（40mg/kg）和低剂量组（20mg/kg），低剂量组给药一次，高剂量给药组分两天给药，每天给予20mg/kg。给药后15天，检测小鼠外周血和骨髓细胞计数，造血干细胞，造血祖细胞和长期造血干细胞比例，通过CFU-GM实验评价小鼠造血祖细胞增殖能力，流式分选长期造血干细胞体外培养，通过单细胞集落实验检测造血干细胞功能。结果 高剂量组和低剂量组白消安均可以降低C57小鼠外周血中白细胞和血小板数目，降低造血干祖细胞和长期造血干细胞的比例,降低CFU-GM和单细胞集落形成能力。高剂量组比低剂量组损伤作用进一步加重。小鼠体重和对照组相比没有显著性差异。结论 高剂量组白消安可以诱导造血干细胞损伤模型，为造血干细胞损伤机制的探讨和损伤防护的研究提供支撑。
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Establishment of the murine model of hematopoietic stem cell injury induced by busulfan The hematopoietic stem cell injury induced by busulfan
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Abstract
Objective Chemotherapy causes not only acute tissue damage but also late effects including long-term (or residual) bone marrow (BM) injury. The induction of residual BM suppression is primarily attributable to the induction of hematopoietic stem cell (HSC) injury. This article is to establish the model of hematopoietic stem cell injury induced by busulfan. Methods C57BL/6 mice were treated with 20mg/kg or 40mg/kg busulfan via the intraperitoneal administration, all mice were euthanized 15days after busulfan treatment for analysis of peripheral blood cell counts, bone marrow cellularity and HPCLKS-,lineage-sca1-c-kit+)，HSC（LSK, lineage-sca1+c-kit+) and long-term HSC (CD34-LSK, CD34-lineage-sca1+c-kit+) frequency. The colony-forming unit-granulocyte and macrophage (CFU-GM) ability of HPC was measured by colony-forming cell (CFC) assay, and the HSC self-renewal capacity was analyzed by single-cell colony-forming assay.Results The results of our studies show that busulfan administration decreased the WBC, RBC and PLT compared with control mice. And damage the HPC function (CFU-GM) (P<0.05), the HSC colony forming ability was decreased 15 days after busulfan treatment (P<0.05); whereas the weight of mice didn’t change significantly after busulfan treatment.
Conclusion Our findings suggest that busulfan can induce hematopoietic stem cell injury, and provide a support for the study of hematopoietic stem cell injury mechanism. 
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骨髓抑制是肿瘤化疗导致的剂量限制性毒副作用，表现为造血障碍，其中以白细胞特别是中性粒细胞减少最常见，其次是血小板减少。严重骨髓抑制时可合并感染，出血，危及生命安全。[1]。骨髓抑制分为急性骨髓抑制和长期骨髓抑制，急性骨髓抑制主要是电离辐射或化疗药物引起的造血祖细胞（hematopoietic progenitor cells，HPCs）和少量的造血干细胞( hematopoietic stem cells，HSCs)凋亡，以及诱导HPCs增殖障碍。临床上，可以给予造血细胞因子缓解症状。[2]。长期骨髓抑制主要是HSC的损伤，长期骨髓抑制具有迟发性、隐匿性，在临床上容易被忽视，目前尚无有效治疗手段。[3]。前期的研究表明，电离辐射可以诱导造血干细胞损伤，诱导长期骨髓抑制，诱导氧化应激增加，提高磷酸化p38MAKP表达，进一步诱导造血干细胞衰老[4]。电离辐射诱导的急性和长期造血系统损伤模型广泛应用与造血辐射损伤机制的研究中。白消安目前临床上被用作慢性粒细胞白血病的缓解性治疗，或联合其他药物作为慢性髓性白血病同种异体的造血祖细胞移植前的预处理方案，清除受体体内的造血干细胞。其主要的副作用即为骨髓抑制。[5]。相较于电离辐射诱导损伤模型需要特定的设备和专业人员操作，利用化疗药物白消安诱导造血干细胞损伤模型，操作简便，小鼠耐受性好[6]，本实验利用本文我们利用白消安诱导造血干细胞损伤模型，流式技术测定骨髓造血干细胞，造血祖细胞和长其造血干细胞的比例分型改变；体外单细胞培养技术评价造血干细胞功能。给药剂量和周期内，造成 HSC和HPC比例降低和功能的缺陷，小鼠体重和状态没有明显改变。白消安诱导造血干细胞损伤模型方法稳定，检测方法可靠，周期较短，为后期治疗干预提供条件，为化疗导致的长期骨髓抑制机制研究提供模型和基础。
1.材料和方法：
1.1小鼠分组和给药
C57小鼠，雄性，18-20g，由华阜康提供，合格证号为【SCXK（京）2014-0004】。白消安（busulfan）购自于sigma。白消安粉末由DMSO配置为80mg/ml作为母液贮存，使用时用PBS稀释为所需浓度。小鼠分为对照组，低剂量给药组（20mg/kg）和高剂量给药组(40mg/kg)，每组5只。腹腔注射，高剂量给药组分两天给药，每天给予20mg/kg。对照组小鼠给予等体积含5%DMSO的PBS作为对照。C57小鼠均饲养于中国医学科学院医学实验动物研究所屏障环境动物房【SYXK（京）2015-0035】，实验方案通过医学实验动物研究所实验动物管理和使用委员会（IACUC）审批，IACUC号为：MAM16003。动物实验经过福利伦理审查，符合3R原则。
1.2骨髓细胞分型（phenotype）检测造血干细胞和造血祖细胞比例测定
分离的骨髓细胞，调整细胞浓度到1 107/ml，每只小鼠取100ul细胞用于后续染色。按体积比1:50加入biotin标记的混合一抗抗体CD4，CD8， B220，Ter119，Gr1，CD11b，均购自BD bioscience，4℃条件下孵育30min，PBS洗涤一次，离心条件为1400r/min，5min。离心后弃去上清，保持100ul体积，加入混合抗体Streptavidin（percp标记），scal-1（PE标记），ckit（APC标记），CD34（FITC标记），以上抗体均购自BD bioscience。4℃条件下孵育1h。之后PBS洗涤两次，离心条件如上。BD流式细胞仪（FACS AriaTMII，BD）检测造血祖细胞（Lin-c-kit+ Sca1-or LKS- cells），造血干细胞（Lin- c-kit+ Sca1+ or LKS+ cells），长期造血干细胞（CD34-Lin-c-kit+ Sca1+）在骨髓中所占的比例。
[bookmark: secx7]1.3骨髓细胞计数
小鼠分组和给药方式如上述，白消安给药后15天小鼠CO2安乐死，75%酒精浸泡消毒，之后在无菌的条件下取小鼠单侧股骨，用含2％FBS的PBS缓冲液冲洗骨髓，将单侧股骨冲洗至2mLEP管中，保持体积为1ml，每只小鼠取10ul用于骨髓细胞计数。
1.4 粒细胞集落形成能力测定（colony forming unit-granulocyte and marchrophage， CFU-GM）
CFU-GM实验参考前期发表文献[7]，CFU-GM实验通过检测粒细胞巨噬系细胞的集落形成能力，用来检测造血祖细胞的增殖能力分化为粒细胞巨噬细胞的能力。无菌取小鼠骨髓细胞，用PBS将小鼠骨髓浓度调整至4×105/ml，每个样加0.2ml 细胞至事先分装好的2ml M3534培养基中，振荡器充分混匀，静置2～5min，待气泡消失。用2ml 注射器连接16＃平头注射器针头，吸取1.6ml 细胞混悬液，加入24 孔板，每孔0.5ml。轻摇培养板，使培养基均匀分布。将培养板放入湿盒，置入37ºC，5％CO2 培养箱中。培养第7 天在倒置显微镜下进行观察。低倍观察集落形成情况，细胞数≥50 为阳性集落。
1.5外周血计数
小鼠的分组和给药方式如上，给药15天后小鼠CO2安乐死，摘眼球取血，用抗凝管收集外周血。自动血细胞计数仪（ABX pentra DX 120，法国）测定外周血中白细胞数（WBC）、红细胞数（RBC）、血红蛋白含量（HGB）和血小板（PLT）等指标。
1.6单细胞集落能力检测
[bookmark: OLE_LINK1]本方法依据前期发表文章[8, 9]，分离的骨髓细胞，调整细胞浓度到1 107/ml，每只小鼠取100ul细胞用于后续染色。按体积比1:50加入biotin标记的混合一抗抗体CD4, CD8, B220，Ter119，Gr1，cd11b，4℃条件下孵育30min，PBS洗涤一次，离心条件为1400r/min，4℃，5min。离心后弃去上清，保持100ul体积，加入混合抗体Streptavidin（percp标记），scal-1（PE标记），ckit（APC标记），CD34（FITC标记）。4℃条件下孵育1h。之后PBS洗涤两次，离心条件如上。BD流式细胞仪（FACS AriaTMII，BD）分选长期造血干细胞（CD34-Lin-c-kit+ Sca1+）到提前加了100ul甲基纤维素培养基（Gibco MAM HS001）的96孔板中。每个孔两个细胞，待接种分选造血干细胞，37℃，5%CO2培养箱培养15天，低倍观察集落形成情况，细胞数≥50 为阳性集落，结果计算每组阳性孔比例。 
1.7统计学分析
采用GraphPad Prism 5软件进行统计分析。计量数据以均数±标准差误（mean±SEM）表示，两组间比较采用t检验，多组间比较采用单因素方差分析（one-way AVOVA）和Tukey 多重比较法（Tukey's Multiple Comparison Test），重复测量数据采用重复测量数据方差分析方法。P<0.05差异有统计学意义。

2. 结果
2.1白消安降低小鼠外周血计数
为探究白消安对小鼠骨髓抑制的影响，我们选取6-8周周龄的C57小鼠15只，体重为18-20g，随机分为三组，每组5只，分别为对照组，高剂量白消安组（40mg/kg）和低剂量白消安组（20mg/kg），给药后15天，检测小鼠的外周血和骨髓细胞计数。实验结果如图一所示，给予白消安的小鼠外周血中WBC，PLT的数目与对照组小鼠相比显著降低（P<0.05），40mg/kg白消安给药组比20mg/kg白消安给药组降低更严重。外周血中的红细胞和血红蛋白数目各组间无显著性差异。实验结果表明，高剂量白消安和低剂量白消安均引起C57小鼠外周血中白细胞和血小板数目降低，损伤造血系统功能。高剂量组损伤程度更严重。
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图1. 白消安对C57小鼠外周血和骨髓细胞计数的影响。C57小鼠接受低剂量和高剂量白消安给药，15天后用血细胞计数仪检测外周血中白细胞计数（A），红细胞计数（B），和血红蛋白计数（C），以及血小板计数（D）。结果means ± SE 表示，n=5。 
Fig. 1 Busulfan decreased the number of peripheral blood. Mice were divided into three groups randomly and treated with i.p. vehicle or busulfan (20mg/kg or 40mg/kg) and then fed sterilely for 15 days after treatment. Sham-irradiated mice were treated in the same way regarded as a control. The numbers of white blood cells (WBCs)(A), red blood cells (RBCs)(B), Hgb(C) and platelets (PLTs)(D) in peripheral blood were quantified. The data are presented as mean ± SEM, five mice/group. *p < 0.05 (vs. control).
2.2 白消安对小鼠骨髓计数和体重的影响
观察给药对小鼠体重的影响，结果显示，与对照组相比，白消安给药组小鼠的体重未发现明显差异。小鼠体态正常，未发现弓背和萎靡的症状。小鼠骨髓细胞计数结果显示，给药后15天，给药组小鼠的骨髓有核细胞计数与对照组相比，未见明显变化。提示白消安对骨髓有核细胞数目无明显影响，或者给药15天后骨髓有核细胞有所恢复。
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图2. 白消安对C57小鼠外周血和骨髓细胞计数的影响。C57小鼠接受低剂量和高剂量白消安给药，给药后不同时间段检测各组间小鼠体重变化（A），给药15天后检测小鼠骨髓有核细胞数（B）。结果means ± SE 表示，n=5, *p < 0.05。
Fig. 2 The effect of busulfan on murine body weight or bone marrow nucleated cells. Mice were divided into three groups randomly and treated with i.p. vehicle or busulfan (20mg/kg or 40mg/kg). Sham-irradiated mice were treated in the same way regarded as a control. (A) The weights were recorded at different time points. (B) The number of bone marrow nucleated (BMN) cells. The data are presented as mean ± SEM, five mice/group. *p < 0.05 (vs. control).
2.3 白消安降低C57小鼠造血干细胞比例
为探究白消安对C57小鼠造血系统损伤作用，小鼠照射给药后15天，用流式细胞仪检测小鼠的骨髓细胞分型（phenotype），流式门如图3所示。我们检测了造血祖细胞（lineage-scal-1-ckit+ ，HPC），造血干细胞细胞（lineage-scal-1+ckit+，HSC），长期造血干细胞（lineage-scal-1+ckit+CD34+，LT-HSC）的比例和数目。实验结果如图6.所示，给予低剂量白消安小鼠HPC，HSC，LT-HSC的比例与对照组小鼠相比分别下降20.84%（1.084±0.182 vs 0.858±0.122），47.05%（0.340±0.054% vs 0.180%±0.044%）和49.80%（0.038±0.009vs 0.019±0.008）；给予高剂量白消安小鼠HPC，LSK，HSC的数目与对照小鼠相比分别下降51.84%（1.084±0.181 vs 0.522±0.132），70.59%（0.340±0.054 vs 0.100±0.001）和69.38%（0.038±0.009 vs 0.011±0.002）（P<0.05）；以上的实验结果说明，表明白消安引起造血干细胞，造血祖细胞比例和数目显著降低，高剂量组与低剂量组相比损伤程度更加明显。
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图片3.白消安对小鼠骨髓细胞分型造血干细胞比例的的影响。C57小鼠白消安给药后15天，无菌取骨髓细胞流式细胞仪检测造血细胞分型。A.流式细胞仪分析时门的设置。B.造血祖细胞（lineage-scal1-ckit+，HPC）比例。C.造血干细胞（lineage-scal1+ckit+，LSK），细胞的比例。D.长期造血干细胞（CD34-lineage-scal1+ckit+，HSC）的比例。结果用means ± SE 表示，n=5。 
Fig.3 Busulfan decreased the percentage of bone marrow cells. The bone marrow cells were collected and analyzed for HPC, HSC and long-term HSCs by flow cytometry. A. A representative gating strategy of HSC and LT-HSC was analyzed by flow cytometry; B The frequencies of the HPCs (lineage-scal- ckit +cells); C
The frequencies of the HSCs (lineage-scal + ckit + cells); D The frequencies of LT-HSCs (CD34-lineagescal+ ckit + cells). The data are presented as mean ± SEM, five mice/group. *p < 0.05 (vs. control).
2.4 白消安损伤小鼠造血细胞功能
为了检测白消安对C57小鼠造血系统功能的影响，分组和给药方式如上述，白消安给药后15天，检测粒细胞巨噬细胞集落形成能力。粒细胞巨噬细胞集落形成能力实验（colony forming unit –granulocyte and macrophage， CFU-GM），主要检测造血祖细胞增殖分化的能力。CFU-GM实验结果显示，小鼠接受低剂量白消安给药后，骨髓细胞的CFU-GM集落形成数与对照组相比没有统计学差异（113.3±28.05 vs 142.5±18.64，p>0.05），。小鼠接受高剂量白消安给药后，骨髓细胞的CFU-GM集落形成数较对照组下降65.42%（113.3±28.05 vs 39.17±8.89，p<0.05）。差异均具有统计学意义。说明40mg/kg白消安可以显著诱导造血祖细增殖抑制。
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图片4. 白消安诱导C57小鼠造血干细胞和造血祖细胞增殖抑制。C57小鼠接受高剂量和低剂量白消安给药，15天后无菌取骨髓细胞，接种到甲基纤维素培养基（M3534，stemcell），接种后第七天检测CFU-GM。集落形成数≥50 个细胞群落为阳性克隆，统计105 BMCS中集落形成数目。流式细胞仪分选LT-HSC细胞到培养基中，第14天检测单细胞集落形成数目，结果用阳性孔在接种孔中比例显示。A.CFU-GM的数目。B.单细胞集落阳性率。结果用means ± SE 表示，n=5。
Fig. 4 Busulfan induced the proliferation inhibition in HPC and HSC. BMMNCs were harvest from the sacrificed mice after busulfan treatments
and cultured for 7 days, and then analyzed the colony-forming unit-granulocytes and macrophages (CFU-GM), the results were showed as the number of colony in 105BMMNCs.The single-cell colony-forming assay was measured, and the results were showed as the ratio of positive cells and planted cells. A. CFU-GM B. single cell colony positive rate. The data are presented as mean ± SEM, five mice/group. *p < 0.05 vs. control.
单细胞集落形成能力，利用造血干细胞接种在特定的培养基里，15天后集落形成能力评价造血干细胞的功能。我们的实验结果显示，给与低剂量组白消安的小鼠单细胞集落形成能力与对照组相比降低33.81%（0.62±0.13 vs 0.41±0.23，p>0.05），差异无显著性；而给与高剂量组白消安的小鼠单细胞集落形成能力与对照组相比降低58.06%（0.62±0.13vs 0.26±0.15，p<0.05），表明40mg/kg白消安可以明显降低造血干细胞功能，高剂量组与对照组相比具有显著性差异。

为了进一步确定白消安诱导造血干细胞损伤模型，我们进一步检测了给药15天和给药30天后造血祖细胞和造血干细胞的功能。实验结果显示，小鼠给予40mg/kg白消安，30天后外周血象和HSC和HPC的比例都有所恢复（结果未列出），CFU-GM的降低百分比与15天相比有所恢复（60.71% vs 54.26%），然而单细胞集落形成能力进一步降低（45.16% vs 73.80%）。说明随着时间的延长，白消安对骨髓造血干细胞的损伤进一步加剧。
 [image: ]

图片5. 给药后不同时间检测白消安对C57小鼠造血干细胞和祖细胞集落形成能力的影响。C57小鼠接受高剂量(40mg/kg)白消安给药，15天和30天后分别无菌取小鼠骨髓细胞，接种到甲基纤维素培养基（M3534，stemcell）和干细胞增殖培养基中，接种后第7天检测CFU-GM，第14天检测造血干细胞单细胞集落形成能力。CFU-GM结果为105 BMCS中集落形成数目。单细胞集落形成能力以阳性细胞占接种细胞比例表示。A.CFU-GM的数目。B.单细胞集落阳性率。结果用means ± SE 表示，n=5。
Fig. 5 The effect of busulfan on the proliferation ability of HPC and HSC at different time points. A. CFU-GM were measured at 15th day and 30th day after 40mg/kg busulfan treatment. B. single-cell colony-forming assay were measured at 15th day and 30th day after 40mg/kg busulfan treatment.. The data are presented as mean ± SEM, five mice/group. *p < 0.05 vs. control.

3.讨论
实验结果显示，白消安可以降低外周血中白细胞数目，降低造血干细胞，造血祖细胞和长期造血干细胞的比例和数目，进一步降低造血干、祖细胞的功能，说明白消安可以诱导C57小鼠造血系统损伤，降低造血干细胞的功能，但小鼠体重在给药周期内未出现明显变化，给药后30天小鼠均存活，可以用于诱导造血干细胞损伤模型。
作者尝试用更高剂量80mg/kg给药剂量，但是实验周期内小鼠出现弓背，体重减轻明显或死亡。本实验中利用两个剂量白消安给药，高剂量组比低剂量组造血系统损伤表型更加严重，表现为外周血细胞下降更加明显，造血干细胞和祖细胞比例和数目降低，以及造血干细胞和造血祖细胞功能的损伤加剧。低剂量组（20mg/kg）白消安，CFU-GM和单细胞集落形成能力与对照组相比，未见显著性差异，因为白消安主要损伤的是造血干细胞功能[10]，当剂量较高时也会影响造血祖细胞功能，但是造血祖细胞恢复较快。而高剂量组（40mg/kg）白消安可以明显地抑制造血祖细胞和造血干细胞增殖能力，因而40mg/kg的给药剂量可以满足实验需求。为了确定最佳检测时间，实验对比了高剂量组白消安给药15天和30天对小鼠造血损伤表型的影响。实验结果显示，给药30天后外周血象和HSC和HPC的比例都有所恢复（结果未列出），30天的造血干细胞进一步损伤，造血祖细胞有所恢复，说明造血干细胞损伤恢复周期更持久持续存在，应用白消安有进一步诱发造血干细胞耗竭的风险。本实验采用的给药剂量，试验周期内小鼠未死亡，状态良好，小鼠体重与对照组小鼠相比未有显著性差异，说明40mg/kg的给药剂量和15天的实验周期可以成功诱导小鼠造血干细胞损伤模型。
本实验利用单细胞集落形成能力体外检测HSC功能，对比以往体外检测造血干细胞功能的“鹅卵石样集落形成单位（cobblestone area-forming cell，CAFC）”实验[11]，简便易行，时间更短。与体内移植实验有很好的相关性，可以有效地评价造血干细胞功能[8, 9]。现有骨髓抑制模型，评价造血干细胞功能多采用HSC连续移植实验，实验周期长，工作量大[12]。本文我们利用白消安诱导造血干细胞损伤模型，利用体外单细胞培养技术，评价造血干细胞功能，方便快捷与骨髓移植实验结果有很好的相关性。在给药剂量和周期内，小鼠造血干细胞和祖细胞的比例明显降低，干细胞和祖细胞的功能受到了明显的抑制，但不影响小鼠体重和状态，为后期的治疗干预提供便捷，可以有效地评价造血系统损伤，为化疗导致的长期骨髓抑制机制研究提供模型和基础。但是造血干细胞移植仍然是评价造血干细胞功能的黄金标准，实验中采用体外单细胞集落形成实验，对评价造血干细胞功能起到很好的补充作用。
[bookmark: _GoBack]造血干细胞损伤是长期骨髓抑制的主要诱因[13]，前期的研究显示造血干细胞衰老是造血干细胞损伤的一个重要的机制[3, 14]，针对于造血干细胞衰老的研究也有许多突破性的进展。[15]。前期的研究显示，4Gy或6Gy全身照射，可以诱导造血干细胞衰老[16, 17]，电离辐射也可以通过激活p53-p21(Cip1/Waf1)通路诱导造血干细胞衰老，并且可以诱导造血干细胞的凋亡[18]。而白消安则主要是通过诱导氧化自由基升高和促进DNA损伤从而引起造血干细胞早老性改变（premature），并且不引起p53-p21(Cip1/Waf1)通路的表达变化，并且对造血细胞的凋亡影响较小[19, 20]。因而，白消安诱导的造血干细胞损伤模型与电离辐射诱导的造血干细胞损伤模型机制上有所差异，互为补充。
但是本研究并没有进一步检测40mg/kg白消安给药后15天，造血干细胞衰老的相关指标，主要是因为模型建立时间为15天，目前主要集中在造血干细胞氧化应激损伤和DNA损伤及损伤修复，所以本模型是否可以应用与造血干细胞衰老研究有待于进一步验证。但是，白消安诱导造血干细胞损伤的有效模型的建立为此类研究奠定了基础，为造血干细胞损伤机制的探讨和损伤防护的研究提供支撑。
前期的研究显示，白消安诱导HSC损伤主要是引起细胞衰老。
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