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Ｓｈｋｂｐ１ 缺失对小鼠 Ｔ 淋巴细胞系亚群的影响

刘　 擎，张潇涵，仰明明，周泽启，王丽京，李江超

（广东药科大学 基础学院血管生物学研究所，广州 ５１０００６）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 Ｓｈｋｂｐ１ 缺失小鼠（Ｓｈｋｂｐ⁃１ － ／ － ）的血液、骨髓、脾脏中血液细胞分类和 Ｔ 细胞亚群的变

化。 方法 采用 Ｓｈｋｂｐ⁃１ － ／ － 转基因小鼠，经 ＰＣＲ 鉴定基因型；利用全自动血液检测仪测定血液细胞分类；采用流式

细胞仪检测 Ｓｈｋｂｐ⁃１ － ／ － 和对照组小鼠血液、骨髓、和脾脏中 Ｔ 淋巴细胞亚群。 结果 血常规结果：中性粒细胞和嗜

酸性粒细胞有增高趋势，且有显著差异。 淋巴细胞未见显著差异。 流式结果显示：对照组血液中 ＣＤ４ ＋ ＣＤ８ ＋ 双阳

性细胞降低，骨髓中 ＣＤ３ ＋ 、ＣＤ４ ＋ 升高。 但脾脏组织中，其 ＣＤ３ ＋ 、ＣＤ４ ＋ 、ＣＤ８ ＋ 、ＣＤ４ ＋ ＣＤ８ ＋ 双阳性细胞均呈下降趋

势。 结论　 Ｓｈｋｂｐ１ 参与血液细胞的成熟分化，影响了免疫细胞数量，本研究为探索 Ｓｈｋｂｐ１ 如何参与血液细胞的分

化奠定了研究基础。
【关键词】 　 Ｓｈｋｂｐ⁃１； Ｔ 细胞亚群；ＣＤ３ ＋ ；ＣＤ４ ＋ ；ＣＤ８ ＋ ；基因工程小鼠
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　 　 Ｓｈｋｂｐ１ 基因于 ２００８ 年通过酵母双杂交的方法

被筛选出来［１］，研究表明 Ｓｈｋｂｐ１ 蛋白存在两个富含

脯氨酸（ＰＸＸＸＰＲ）的结构域第 ６１８ ～ ６２３ 位氨基酸

残基 （ ＰＳＰＳＰＲ） 和第 ６７９ － ６８４ 位氨 基 酸 残 基

（ＰＴＲＡｐＲ） 参 与 ＣＩＮ８５ 的 ＳＨ３ 保 守 结 构 域 结

合［２，３］。 Ｓｈｋｂｐ１ 可以竞争抑制 ＣＩＮ８５ 和 ｃ⁃Ｃｂｌ 的结

合，从而阻断表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）的内吞和

降解。 Ｃｂｌ 是一种泛素化激酶，有 ｃ⁃Ｃｂｌ，Ｃｂｌ⁃ｂ 和

Ｃｂｌ⁃３ 三个成员组成。 ｃ⁃Ｃｂｌ 它能够与酪氨酸激酶和

受体酪氨酸激酶结合并被磷酸化，磷酸化后的 ｃ⁃Ｃｂｌ
泛素化激酶活性被激活，使与其结合的酪氨酸激酶

和受体酪氨酸激酶多聚泛素化降解［４］。
一般情况下，受体活化并传递信号后就会从细

胞表面脱落，以避免信号持续活化对有机体产生伤

害。 当受体酪氨酸激酶活化后的负调控被阻断或

者扰乱后，细胞功能异常，人体就会产生恶性肿瘤

等疾病［５］。 ＥＧＦ（表皮生长因子）和 ＥＧＦＲ 结合，二
聚化后自身磷酸化的 ＥＦＧＲ 与 ｃ⁃ｃｂｌ（泛素化激酶）
通过 ＳＨ２ 保守结构域结合并使之磷酸化，激活泛素

酶活性使 ＥＧＦＲ 一部分降解［６ － ８］。 其次，Ｓｈｋｂｐ１ 被

报道与遗传疾病相关，还有报道其与卵巢癌［９］ 和白

血病［１０］相关。
Ｓｈｋｂｐ１ 参与血细胞起源、增殖、分化和发育成

熟的过程。 血细胞在造血器官或组织中产生，发育

成熟或接近成熟时才释放到血液中，但是该基因的

缺失是否能引起小鼠血液细胞分化和免疫细胞的

改变，并未见报道。 本研究针对 Ｓｈｋｂｐ１ 基因缺失小

鼠，检测其免疫功能的变化，为深入了解 Ｓｈｋｂｐ１ 提

供了理论基础，为了解 Ｓｈｋｂｐ１ 对免疫的影响提供了

动物水平的模型。 本文针对免疫功能检测血常规

及流式等一系列实验，旨在探讨该基因缺失条件下

的小鼠免疫功能的变化。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物及实验环境

Ｓｈｋｂｐ１ 敲 除 小 鼠， 简 称 Ｓｈｋｂｐ － ／ － 小 鼠， 以

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 背景，是耿建国教授 （密歇根大学） 馈

赠［１１］，由本实验室何晓东老师饲养保种，并且开展

了一些早期实验，其结果已经发表［１２］。 于广东省医

学实验动物中心（生产许可证号 ＳＣＸＫ（粤）２００８ －
０００２）购买 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠。 以上实验用鼠均自由饲

养在 ＳＰＦ 环境条件，使用许可证号改为【ＳＹＸＫ（粤）
２０１２ － ０１２５】。 室内温度维持在（２４ ± ２）℃之间，湿

度保持在 ４０％ ～６０％ ，噪声小于 ６０ ｄｂ。
小鼠饲养和鉴定：所有小鼠均于 ＳＰＦ 级环境下

饲养，将 Ｓｈｋｂｐ⁃１ ＋ ／ － 雄鼠和 Ｓｈｋｂｐ⁃１ ＋ ／ － 雌鼠杂交，
得到的子代有三种情况 Ｓｈｋｂｐ⁃１ ＋ ／ － 、Ｓｈｋｂｐ⁃１ ＋ ／ ＋ 、
Ｓｈｋｂｐ⁃１ － ／ － ，经鉴定后得到实验鼠 Ｓｈｋｂｐ － ／ － 小鼠和

对照鼠 Ｓｈｋｂｐ⁃１ ＋ ／ ＋ 。 Ｓｈｋｂｐ⁃１ 小鼠鉴定引物序列

为：Ｐ１：５⁃′ＣＴＡＡＡＴＣＡＣＴＣＣＡＡＡＧＧＡＴＣＣ⁃３′；Ｐ２：５⁃′
ＴＡＣＣＧＧＴＧＧＡＴＧＴＧＧＡＡＴＧＴ⁃３′；Ｐ３：５⁃′ ＣＴＡＡＡＴＣＡ
ＣＴＣＣＡＡＡＧＧＡＴＣＣＣ⁃３′； Ｐ４： ５⁃′ ＡＴＴＣＡＴＧＣＡＴＴＣＴ
ＣＣＴＴＴＧＧＣＡ⁃３′。 ＰＣＲ 反应条件为：９５℃ ５ ｍｉｎ 预变

性，９４℃ ３０ ｓ 变性，５８℃ ３０ ｓ 退火 ４０ 个循环；７２℃
４５ ｓ 延伸，７２℃ ２ ｍｉｎ 充分延伸，４℃冷却扩增产物。
Ｐ１ 和 Ｐ２ 是鉴定突变型条带，扩增条带为 ３０７ ｂｐ，Ｐ３
和 Ｐ４ 是鉴定野生型条带，扩增条带为 ４８３ ｂｐ。 在配

置好的 １􀆰 ２％琼脂糖凝胶中，利用 ＴＡＥ 电泳缓冲液

进行电泳设定条件：１６５ Ｖ，３０ ｍｉｎ。 再将凝胶放置

在凝胶成像系统里，电脑成像系统里观察 ＰＣＲ 的电

泳结果［１３］。
１􀆰 ２　 仪器与试剂

ＰＣＲ 引物购自 Ｌｉｆｅ 上海分公司，ＰＣＲ Ｍｉｘ 购自

美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司；ＥＤＴＡ·Ｋ２ 抗凝管采集血

样；利用全自动五分类血液分析仪进行检测分析，
其型号 ＸＴ⁃２０００ｉ，Ｓｙｓｍｅｘ，日本；检测时，设置小鼠血

样程 序 进 行 检 测。 流 式 细 胞 仪 型 号 为： ＢＤ
ＦＡＣＳＣａｎｔｏＴＭ ＩＩ，流式细胞术检测抗体： ＣＤ３⁃ＦＩＴＣ
（ １１⁃００３２ ）， ＣＤ４⁃ＰＥ （ １２ － ００４１ ）， ＣＤ８ｅ⁃ＰｅｒＣＰ⁃
Ｃｙａｎｉｎｅ ５􀆰 ５（４５ － ００８１）以上抗体均购自 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ
公司。
１􀆰 ３　 血常规检测

取 ８ 周龄的 Ｓｈｋｂｐ⁃１ － ／ － ，Ｃ５７ 小鼠各 ６ 只，乙醚

麻醉约 １ ｍｉｎ，眼眶取血 ２００ μＬ 到 １ ｍＬ 的 ＥＤＴＡ·
Ｋ２抗凝管中，上机前 ４℃放置。
１􀆰 ４　 血液 ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８ 细胞检测

取 ８ 周龄的 Ｓｈｋｂｐ⁃１ － ／ － ，Ｃ５７ 小鼠各 ６ 只，眼眶

取血到 １ ｍＬ 的 ＥＤＴＡ·Ｋ２抗凝管中，抽取 ５０ μＬ，加
入 ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８ 抗体避光孵育 ３０ ｍｉｎ，用红细胞

裂解液裂解 １５ ｍｉｎ，１５００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 ５ ｍｉｎ；弃上清

液，用 ０􀆰 ５％ ＢＳＡ １ ｍＬ 细胞重悬，１ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心

５ ｍｉｎ，弃上清液；重复 １ 次，取 ２００ μＬ 混匀，上机

检测［１４］。
１􀆰 ５　 脾脏 ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８ 细胞检测

以上小鼠摘除脾脏，用 ０􀆰 ５％ ＢＳＡ 在 ０􀆰 ２２ ｍｍ
尼龙筛网研磨过滤，取筛网下的液体 ５０ μＬ，加入
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ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８ 抗体避光孵育 ３０ ｍｉｎ，用红细胞裂

解液裂解 １０ ｍｉｎ，１ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 ５ ｍｉｎ；弃上清

液，用 ０􀆰 ５％ ＢＳＡ １ ｍＬ 细胞重悬，１ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心

５ ｍｉｎ，弃上清；重复 １ 次，取 ２００ μＬ 混匀，上机

检测。
１􀆰 ６　 骨髓 ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８ 细胞检测

将以上小鼠后腿取下，抽提骨髓，同上述分离

单细胞，进行流式实验检测。
１􀆰 ７　 统计学方法

实验涉及的数据统计方法：采用 Ｍ 依 ＳＤ 或中

位数表示，利用 Ｇｒａｄｐｒｉｍ ５􀆰 ０ 软件，采用 ｔ 检验，假
设条件 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 具有统计意义。

２　 结果

２􀆰 １　 Ｓｈｋｂｐ⁃１ － ／ －小鼠基因型鉴定

Ｓｈｋｂｐ１ 敲除小鼠构建是敲除了 Ｓｈｋｂｐ１ 基因的

１ － ６ 个六个外显子而获得的（图 １Ａ）。 将 Ｓｈｋｂｐ⁃１
＋ ／ － 雄鼠和 Ｓｈｋｂｐ⁃１ ＋ ／ － 雌鼠杂交，得到的子代有三

种情况 Ｓｈｋｂｐ⁃１ ＋ ／ － 、Ｓｈｋｂｐ⁃１ ＋ ／ ＋ 、Ｓｈｋｂｐ⁃１ － ／ － ，经鉴

定后得到实验鼠 Ｓｈｋｂｐ⁃１ － ／ － 小鼠和对照鼠 Ｓｈｋｂｐ⁃
１ ＋ ／ ＋ 。 其中野生条带在 ４８３ ｂｐ 处，突变条带在 ３０７
ｂｐ 处（图 １Ｂ）。
２􀆰 ２　 Ｓｈｋｂｐ⁃１ － ／ －小鼠血常规检测变化

通过全自动五分类血液分析仪分析血液，设置

小鼠血液分类检测程序。 检测正常生理条件 ８ 周龄

的 Ｓｈｋｂｐ⁃１ － ／ － 小鼠与同周龄的 Ｃ５７ 对比，白细胞总

数无明显差异（图 ２Ａ）。 在白细胞分类中，Ｓｈｋｂｐ⁃
１ － ／ － 小鼠与 Ｃ５７ 相比，淋巴细胞绝对计数有降低趋

势，但无显著差异（图 ２Ｂ）；单核细胞绝对计数，两
组之间无差异（图 ２Ｃ）。 但是，Ｓｈｋｂｐ⁃１ － ／ － 小鼠与

Ｃ５７ 相比，中性粒细胞和嗜酸性粒细胞有增高趋势

（图 ２Ｄ⁃图 ２Ｅ），并且有显著差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ３　 Ｓｈｋｂｐ⁃１ － ／ －小鼠外周血中 ＣＤ４ ＋ ＣＤ８ ＋双阳性

细胞数目降低

Ｔ 细胞是重要的免疫细胞，ＣＤ３ ＋ 抗体标记的是

Ｔ 淋巴细胞，它是胸腺依赖淋巴细胞，其具有多种重

要的免疫功能。 不同的免疫功能与其细胞膜上的

分化抗原（ＣＤ）的种类相关联，其中 ＣＤ４ 和 ＣＤ８ 是

关键的分化抗原。 为探究它是否发生变化，我们利

用流式检测 ＣＤ３ ＋ ，ＣＤ４ ＋ ，ＣＤ８ ＋ 细胞亚群的变化，
结果发现，将 Ｃ５７ 小鼠和 Ｓｈｋｂｐ⁃１ － ／ － 小鼠的外周血

进行红细胞裂解，而后标记 ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８ 抗体，用
流式细胞技术进行检测［１５，１６］。 将 ＣＤ３ 阳性细胞进

行设区域设门（图 ３Ａ 和 ３Ｂ）。 检测结果显示实验

组小鼠 ＣＤ４ ＋ ＣＤ８ ＋ 双阳性细胞绝对计数和百分比

都有下降趋势，与正常小鼠对比（图 ３Ｅ ～ 图 ３Ｆ），差
异明显（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ［１７，１８］。 ＣＤ４ ＋ 、ＣＤ８ ＋ 细胞绝对计

数及百分比无统计学差异，所以数据未展示。
２􀆰 ４　 Ｓｈｋｂｐ⁃１ － ／ － 小鼠骨髓中 ＣＤ３ ＋ 、ＣＤ４ ＋ 细胞绝

对计数升高

骨髓是免疫器官中枢免疫器官之一。 主要作

用为造血及 Ｂ 细胞分化发育提供场所，为再次体液

免疫应答发生提供场所［１９］。 同样，制备单细胞悬液

后，进行流式检测，将 ＣＤ３ 阳性细胞进行设区域设

门（图 ４Ａ ～图 ４Ｂ），流式检测 ＣＤ４ 和 ＣＤ８ 细胞（图
４Ｃ ～图 ４Ｄ）。 检测结果显示实验组小鼠 ＣＤ３ 细胞

绝对计数和百分比都有上升趋势，与正常小鼠对比

（图 ４Ｅ ～图 ４Ｆ），差异明显（ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 实验组小

鼠 ＣＤ４ 细胞绝对计数也有上升趋势（图 ４Ｇ），差异

明显（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ５ 　 Ｓｈｋｂｐ⁃１ － ／ － 小 鼠 脾 脏 中 ＣＤ３ ＋ 、 ＣＤ４ ＋ 、
ＣＤ８ ＋ 、ＣＤ４ ＋ ＣＤ８ ＋双阳性细胞均显著减少

脾脏是机体最大的免疫器官，占全身淋巴组织

总量的 ２５％ ，含有大量的淋巴细胞和巨噬细胞，是
机体细胞免疫和体液免疫的中心［２０ ，２１］。 通过制备

单细胞悬液，进行流式检测，将 ＣＤ３ 阳性细胞进行

设区域设门（图 ５Ａ ～图 ５Ｂ），流式检测 ＣＤ４ 和 ＣＤ８
细胞代表图（图 ５Ｃ 和图 ５Ｄ）。 结果提示：Ｓｈｋｂｐ － ／ －

小鼠脾脏中 ＣＤ３ ＋ 绝对计数降低（图 ５Ｅ），并且有显

著差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）； ＣＤ４ ＋ 绝对计数降低（图 ５Ｆ），
有显著差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ＣＤ８ ＋ 绝对计数降低（图

５Ｇ），有显著差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 并且 ＣＤ４ ＋ ＣＤ８ ＋ 双

阳性细胞也降低（图 ５Ｈ），差异显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。

３　 讨论

Ｓｈｋｂｐ１ 是调控 ＥＧＦＲ 降解相关的分子，我们的

研究表明 Ｓｈｋｂｐ 基因小鼠免疫细胞和血液细胞出现

异常。 本研究结果显示，骨髓中 ＣＤ３ ＋ 、ＣＤ４ ＋ 细胞

数目升高，对照组血液中 ＣＤ４ ＋ ＣＤ８ ＋ 双阳性细胞数

目降低， 并且在脾脏组织中， 流式结果显示其

ＣＤ３ ＋ 、ＣＤ４ ＋ 、ＣＤ８ ＋ 、ＣＤ４ ＋ ＣＤ８ ＋ 双阳性细胞数目均

呈下降趋势。 （如图 ６）脾脏为最大的免疫器官，淋
巴细胞数量丰富。 一般来说，Ｔ 细胞一旦成熟，就随

血流离开胸腺进入外周免疫器官或外周血。 但是，
我们发现 Ｓｈｋｂｐ１ 敲除小鼠的脾脏中各种免疫细胞

均显著降低，提示 Ｓｈｋｂｐ１ 在血液细胞的分化成熟调
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注：Ａ： Ｓｈｋｂｐ⁃１ － ／ － 小鼠的构建，我们的小鼠为敲除了前六个外显子构建的；Ｂ：Ｓｈｋｂｐ⁃１ － ／ － 小鼠的鉴定，２ 号为 Ｓｈｋｂｐ⁃１ ＋ ／ ＋ 基因型小鼠，４

号为 Ｓｈｋｂｐ⁃１ － ／ － 基因型小鼠，７ 号为 Ｓｈｋｂｐ⁃１ ＋ ／ － 基因型小鼠。

图 １　 Ｓｈｋｂｐ⁃１ － ／ － 小鼠的构建与鉴定

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｓｈｋｂｐ１ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ， ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｋｎｏｃｋｉｎｇ ｏｕｔ ｔｈｅ １ － ６ ｅｘｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｓｈｋｂｐ１ ｇｅｎｅ； Ｂ： Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｈｋｂｐ⁃１ － ／ －

ｍｏｕｓｅ． Ｎｏ． ２ ｉｓ ｏｆ Ｓｈｋｂｐ⁃１ ＋ ／ ＋ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｍｏｕｓｅ， Ｎｏ． ４ ｉｓ ｏｆ Ｓｈｋｂｐ⁃１ － ／ － ｍｏｕｓｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅ， Ｎｏ． ７ ｉｓ ｏｆ Ｓｈｋｂｐ⁃１ ＋ ／ － ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｍｏｕｓｅ．

Ｆｉｇ． １　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｓｈｋｂｐ⁃１ － ／ － ｍｉｃｅ

图 ２　 全自动血液细胞分类仪检测小鼠血液中白细胞分类变化

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｏｆ ｍｉｃｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｎ ａｕｔｏｍａｔｉｃ ｂｌｏｏｄ
ｃｅｌｌ ｓｏｒｔｅｒ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１

控中有重要作用。
在本研究中，我们采用的是专门设置检测小鼠

血液的仪器程序来检测血常规，摒弃了原来用临床

检测小鼠血常规的不足。 但是，同我们以前的结果

相比，对照组 Ｃ５７ 小鼠白细胞总数相差 ５􀆰 ５ × １０９

个 ／ Ｌ 左右，淋巴细胞数量相差 １􀆰 ５ × １０９ 个 ／ Ｌ 左右，
单核细胞数量相差 ０􀆰 ８ × １０９ 个 ／ Ｌ 左右。 其原因可

能是：（１）在季节上，存在冬夏两个季节气温的差

异。 （２）在小鼠来源问题上，本实验所用的 Ｃ５７ 小

鼠为广东省实验动物中心购买后于本实验室动物

房内饲养繁殖使用，以前所用的 Ｃ５７ 小鼠于广东省

实验动物中心购买后直接使用。 其原因有待进一步

深入检测和了解，我们一直在关注该问题。

另外，还利用流式细胞仪检测细胞亚群。 此次

研究取材于 ８ 周大小的 Ｓｈｋｂｐ － ／ － 小鼠及对照组 Ｃ５７
小鼠，对照组及实验组各取材 ６ 只。 取其外周血进

行流式测定，研究结果显示：实验组 ＣＤ４ ＋ ＣＤ８ ＋ 双

阳性细胞数目降低，目前关于这一概念的相关报道

较少。 近年来，越来越多的证据表明：人类和其他

动物外周血中存在少量 ＣＤ４ ＋ ＣＤ８ ＋ 双阳性 Ｔ 细胞，
并具有独特的免疫活性。 至于为什么实验组 ＣＤ４ ＋

ＣＤ８ ＋ 双阳性细胞数目降低，目前尚不清楚，仍需做

进一步研究。
胚胎时期的脾脏曾一度为造血器官，可产生各

种血细胞。 出生后脾脏在异常情况下可髓外造血，
但脾脏仍能制造淋巴细胞等与免疫相关系的细胞
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注：Ａ， Ｂ： 流式检测 Ｃ５７ 小鼠和 Ｓｈｋｂｐ⁃１ － ／ － 小鼠血液中 ＣＤ３ ＋ 淋巴细胞的区域设门； Ｃ、Ｄ：流式检测 ＣＤ４ 和 ＣＤ８ 细胞；Ｅ：ＣＤ４ ＋

ＣＤ８ ＋ 双阳性细胞在 ＣＤ３ ＋ 细胞中的绝对计数；Ｆ：ＣＤ４ ＋ ＣＤ８ ＋ 双阳性细胞占 ＣＤ３ ＋ 细胞的百分比；∗ｐ ＜ ０􀆰 ０５

图 ３　 Ｓｈｋｂｐ － ／ － 小鼠血液中 ＣＤ４ ＋ ＣＤ８ ＋ 双阳性细胞降低

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｂ： Ｔｈｅ ｇａｔｅｄ ａｒｅａ ｏｆ ＣＤ３ ＋ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｏｆ Ｃ５７ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｓｈｋｂｐ⁃１ － ／ － ｍｉｃｅ． Ｃ， Ｄ： ＣＤ４ ａｎｄ ＣＤ８ ｃｅｌｌｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ

ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ； Ｅ： Ｔｈｅ ａｂｓｏｌｕｔｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＣＤ４ ＋ ＣＤ８ ＋ ｄｏｕｂｌｅ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＣＤ３ ＋ ｃｅｌｌｓ； Ｆ： Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ＣＤ４ ＋ ＣＤ８ ＋ ｄｏｕｂｌｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＣＤ３ ＋ ｃｅｌｌｓ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇ． ３　 Ｃｏｕｎｔ ｏｆ ＣＤ４ ＋ ＣＤ８ ＋ ｄｏｕｂｌｅ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｏｆ Ｓｈｋｂｐ⁃１ － ／ － ｍｉｃｅ

注：Ａ、Ｂ： 流式检测 Ｃ５７ 小鼠和 Ｓｈｋｂｐ⁃１ － ／ － 小鼠骨髓中 ＣＤ３ ＋ 淋巴细胞的区域设门；Ｃ、Ｄ：流式检测 ＣＤ４ 和 ＣＤ８ 细胞；Ｅ、Ｆ：ＣＤ３ ＋ 细

胞在骨髓细胞中的绝对计数及百分比；Ｇ：ＣＤ４ ＋ 细胞在 ＣＤ３ ＋ 细胞中的绝对计数；∗表示 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５

图 ４　 Ｓｈｋｂｐ － ／ － 小鼠骨髓中 ＣＤ３ ＋ 、ＣＤ４ ＋ 升高

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｂ： Ｔｈｅ ｇａｔｅｄ ａｒｅａ ｏｆ ＣＤ３ ＋ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｏｆ Ｃ５７ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｓｈｋｂｐ⁃１ － ／ － ｍｉｃｅ． Ｃ， Ｄ： Ｔｈｅ ＣＤ４ ａｎｄ ＣＤ８ ｃｅｌｌｓ

ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ． Ｅ，Ｆ： Ａｂｓｏｌｕｔｅ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ＣＤ３ ＋ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｃｅｌｌｓ． Ｇ： Ａｂｓｏｌｕｔｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＣＤ４ ＋ ｃｅｌｌｓ

ｉｎ ｔｈｅ ＣＤ３ ＋ ｃｅｌｌｓ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇ． ４　 Ｔｈｅ Ｃｏｕｎｔ ｏｆ ＣＤ３ ＋ ， ＣＤ４ ＋ ｄｏｕｂｌｅ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｏｆ Ｓｈｋｂｐ⁃１ － ／ － ｍｉｃｅ

和物质。 它有过滤血液的作用，还会对新生的红细 胞进行必要的“修整”，并贮有大量的血小板。 根据

０６ 中国比较医学杂志 ２０１７ 年 ４ 月第 ２７ 卷第 ４ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ａｐｒｉｌ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． ４



注：Ａ、Ｂ： 流式检测 Ｃ５７ 小鼠和 Ｓｈｋｂｐ⁃１ － ／ － 小鼠脾脏中 ＣＤ３ ＋ 淋巴细胞的区域设门； Ｃ、Ｄ：流式检测 ＣＤ４ 和 ＣＤ８ 细胞；Ｅ：ＣＤ３ ＋ 细胞在脾

脏细胞中的绝对计数；Ｆ、Ｇ、Ｈ：ＣＤ４ ＋ 细胞、ＣＤ８ ＋ 细胞、ＣＤ４ ＋ ＣＤ８ ＋ 双阳性细胞在 ＣＤ３ ＋ 骨髓细胞中的绝对计数及百分比。∗ 表示 Ｐ ＜

０􀆰 ０５，∗∗表示 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗表示 Ｐ ＜ ０􀆰 ００１

图 ５　 Ｓｈｋｂｐ － ／ － 小鼠脾脏中 ＣＤ３ ＋ 、ＣＤ４ ＋ 、ＣＤ８ ＋ 、ＣＤ４ ＋ ＣＤ８ ＋ 双阳性细胞降低

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｂ： Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｌｅｅｎ ＣＤ３ ＋ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ ｇａｔｅｄ ａｒｅａ ｉｎ ｔｈｅ Ｃ５７ ｍｉｃｅ ａｎｄ Ｓｈｋｂｐ⁃１ － ／ － ｍｉｃｅ． Ｃ， Ｄ： Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣＤ４ ａｎｄ

ＣＤ８ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ； Ｅ： Ａｂｓｏｌｕｔｅ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ＣＤ３ ＋ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｓｐｌｅｅｎ ｃｅｌｌｓ． Ｆ， Ｇ， Ｈ： Ａｂｓｏｌｕｔｅ ｃｏｕｎｔ ａｎｄ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ＣＤ４ ＋

ｃｅｌｌｓ， ＣＤ８ ＋ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ＣＤ４ ＋ ＣＤ８ ＋ ｄｏｕｂｌｅ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＣＤ３ ＋ ｃｅｌｌｓ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１

Ｆｉｇ． ５　 Ｔｈｅ ｃｏｕｎｔｓ ｏｆ ＣＤ３ ＋ ， ＣＤ４ ＋ ， ＣＤ８ ＋ ， ａｎｄ ＣＤ４ ＋ ＣＤ８ ＋ ｄｏｕｂｌｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ａｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ ｏｆ Ｓｈｋｂｐ⁃１ － ／ － ｍｉｃｅ

图 ６　 Ｓｈｋｂｐ⁃１ － ／ － 小鼠流式细胞技术检测结果

Ｆｉｇ． ６　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｈｋｂｐ⁃１ － ／ － ｍｉｃｅ

以往的报道，Ｓｈｋｂｐ１ 可以竞争抑制 ＣＩＮ８５ 和 ｃ⁃Ｃｂｌ
的结合，从而阻断表皮生长因子受体的内吞和降

解，也能上调表皮生长因子受体相关的报告基因的

转录水平，那么是否 Ｓｈｋｂｐ１ 可能也是通过与 ＣＩＮ８５
竞争引起了 ｃ⁃Ｃｂ⁃１ 变化，参与了血液的分化，有待

进一步研究。
总之，我们研究结果表明 Ｓｈｋｂｐ１ 参与血液的成

熟分化，并影响了免疫细胞数量的改变，为深入了

解血液的分化奠定了基础。
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