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　 　 【摘要】 　 目的　 观察 Ｌｙｚ２ ＩＲＥＳ ＤＴＲＥＧＦＰ 小鼠体内绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｅｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）阳性髓系细

胞（主要为单核细胞、巨噬细胞和中性粒细胞）的表达特征和对白喉毒素（ｄｉｐｈｔｈｅｒｉａ ｔｏｘｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＤＴ）反应规律。
方法　 随机选取 ６ ～ ８ 周龄 Ｌｙｚ２ ＩＲＥＳ ＤＴＲＥＧＦＰ 转基因小鼠和相同遗传背景的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，进行腹腔注射 ＤＴ
（２５ ｎｇ ／ ｇ），连续 ３ ｄ。 分别取骨髓、外周血和脾，做成单细胞悬液，以 ＧＦＰ 和 ＣＤ１１ｂ 为标志，采用流式细胞术（ ｆｌｏｗ
ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ＦＣＭ）检测给药前后不同时间点这些组织中 ＧＦＰ 阳性细胞（ＧＦＰ＋）占总髓系细胞（ＣＤ１１ｂ＋ ）比例的变化

规律。 结果　 外周血 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋细胞在 ＤＴ 注射前占 ＣＤ１１ｂ＋细胞的（２４􀆰 ６２ ± ５􀆰 ６５５）％，注射后逐渐减少，第 ３
天达到最低（７􀆰 ９８２ ± ２􀆰 ７２９）％；脾和骨髓中其比例在 ＤＴ 注射前分别为（１３􀆰 ７３ ± ２􀆰 ９９４）％和（６５􀆰 ２３ ± ４􀆰 ２６１）％，
在注射后第 １ 天减少最明显，分别为（３􀆰 ４６８ ± ０􀆰 ５８６２）％和（５０􀆰 ９８ ± ７􀆰 ９５７）％，之后逐渐恢复。 结论　 ＤＴ 可以有

效地减少 Ｌｙｚ２ ＩＲＥＳ ＤＴＲＥＧＦＰ 小鼠体内单核细胞、巨噬细胞和中性粒细胞的比例，且不同的组织的变化规律有所

不同。
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　 　 髓系细胞主要包括粒细胞、单核细胞、树突状

细胞、肥大细胞等，是人体先天免疫系统的主要组

成成分，在不同的自身免疫性疾病的发病机制中发

挥着关键的作用［１］。 在炎症、肿瘤等病理条件下，
多种髓系细胞可靶向炎症微环境。 例如，在心血管

疾病中，髓系细胞会分泌一些相关蛋白，参与调解

炎症反应、纤维化、血管内皮障碍等病理过程，在其

中起到举足轻重的作用［２－３］。 在肿瘤中，癌细胞还

会与髓系细胞相互作用，导致肿瘤的转移，影响 Ｍ１
型巨噬细胞的极化［４］。 由于髓系细胞在免疫微环

境中扮演着重要的角色，因此了解髓系细胞在先天

免疫系统中发挥的具体作用及可能的相关机制是

十分必要的。
随着基因编码技术的日益成熟，转基因小鼠在

科研生物领域应用已经十分广泛。 利用 ＣＲＩＳＰＲ ／
Ｃａｓ９ 技术，可以获得基因定点插入 ＩＲＥＳ ＤＴＲＥＧＦＰ
的小鼠，作为研究某类细胞或者基因比较成熟的工

具［５］。 通过将灵长类白喉毒素受体（ｄｉｐｈｔｈｅｒｉａ ｔｏｘｉｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＤＴＲ）引入特定小鼠细胞中，可以使此类细

胞群对白喉毒素 （ ｄｉｐｈｔｈｅｒｉａ ｔｏｘｉｎ，ＤＴ） 敏感，并在

ＤＴ 注射时诱导这些细胞死亡，从而达到细胞的特异

性耗竭［６］。 该转基因鼠就是通过基因编辑让目的

细胞表达 ＤＴＲ，然后通过 ＤＴ 实现细胞的选择性

剔除［７］。
在本实验中选择一种 Ｌｙｚ２ ＩＲＥＳ ＤＴＲＥＧＦＰ 转

基因小鼠。 其中，由 Ｌｙｚ２ 基因编码的溶菌酶是一种

蛋白质类防御因子，是动物自身的重要免疫因

子［８］。 能广泛地表达于单核细胞、巨噬细胞和中性

粒细胞，因此长期以来被用作小鼠髓系细胞的特异

性标志物［９］。 也因此，本实验后续提到的髓系细胞

特指单核细胞、巨噬细胞和中性粒细胞。 该小鼠通

过将 Ｄｔｒ 基因与增强型绿色荧光蛋白 （ ｅｎｈａｎｃｅｄ

ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＥＧＦＰ ） 基 因 结 合 成 为

ＤＴＲＥＧＦＰ 基因，通过同源重组的方式将 ＤＴＲＥＧＦＰ
插入到小鼠的 Ｌｙｚ２ 基因位点。 插入 ＤＴＲＥＧＦＰ 基因

的小鼠，能在髓系细胞上特异性地表达 ＤＴＲ 和绿色

荧光蛋白 （ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ），在连续

３ ｄ 腹腔注射 ＤＴ 后［１０］，便能与 ＤＴ 结合，特异性地

减少髓系细胞，通过检测 ＧＦＰ 阳性（ＧＦＰ ＋）细胞的

变化情况，便能够观察 ＤＴ 对目的细胞的影响。 本

实验旨在通过流式细胞术观察 Ｌｙｚ２ ＩＲＥＳ ＤＴＲＥＧＦＰ
小鼠体内 ＧＦＰ ＋髓系细胞的表达特征和对 ＤＴ 的反

应规律，以进一步探索髓系细胞在先天免疫系统中

发挥的关键作用及相关机制，为以后的研究提供新

的思路。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

自上海南方模式生物科技有限公司购入 ６ ～ ８
周龄 ＳＰＦ 级 Ｌｙｚ２ ＩＲＥＳ ＤＴＲＥＧＦＰ 转 基 因 小 鼠

【ＳＣＸＫ（沪）２０１７－００１０】，遗传背景是 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小

鼠。 小鼠饲养于蚌埠医科大学实验动物中心

【ＳＹＸＫ（皖）２０２３－００９】。 保持室温在 ２２ ～ ２６ ℃，
湿度在 ４５ ～ ６５ ％，保证食物及水源充足，在正常昼

夜环境下饲养，体重达到 ２０ ｇ 后随机选取 ２８ 只基

因鼠，雌雄各半进行分组。 野生型（ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ，ＷＴ）
小鼠为基因鉴定之后筛选出的 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小

鼠，共 ８ 只，雌雄各半，６ ～ ８ 周龄，体重 ２０ ｇ，来源及

饲养环境同 Ｌｙｚ２ ＩＲＥＳ ＤＴＲＥＧＦＰ 转基因小鼠。 实

验期间所有操作均经过蚌埠医科大学伦理委员会

审批（２０２０⁃０５０）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＤＴ（ｌｉｔｓ ｌａｂｓ，１５０４７Ａ１）；Ｒａｔ ａｎｔｉ⁃ＣＤ１１ｂ ａｎｔｉｂｏｄｙ

５２５１



中国实验动物学报 ２０２４ 年 １２ 月第 ３２ 卷第 １２ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． １２

（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，１３０⁃１１３⁃２３８）；通用组织温和酶解试剂

盒 （ 瑞 沃 德， ＤＨＧＴ⁃５００４ ）； 红 细 胞 裂 解 液

（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，００⁃４３００⁃５４）；ＤＭＥＭ 培养基（Ｇｉｂｃｏ，
６１２３０２）；胎牛血清（ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）（ＥｘＣｅｌｌ
Ｂｉｏ，ＦＳＰ５００）；ＰＢＳ 缓冲液（Ｂｉｏｓｈａｒｐ，ＢＬ３０２Ａ）；多聚

甲醛（ ｐａｒａｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ，ＰＦＡ） （Ｂｉｏｓｈａｒｐ，ＢＬ５３９Ａ）；
１０ × ＴＢＥ 溶液（ ｂｉｏｓｈａｒｐ，ＢＬ５４０Ａ）；ＤＮＡ 提取试剂

盒 （ Ｖａｚｙｍｅ， ＰＤ１０１⁃０１ ）； ＳｕｐｅｒＲｅｄ ／ ＧｅｌＲｅｄ
（ＢＩＯＭＩＫＹ，ＭＫ００２Ａ）。

高速离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，德国）；单细胞悬液制

备仪 （ 瑞 沃 德， 中 国 ）； 流 式 细 胞 仪 （ Ｃｙｔｅｋ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，美国）； Ｐｏｗｅｒ Ｐａｃ Ｂａｓｉｃ 基础电泳仪

（ Ｂｉｏ⁃ｒａｄ， 美 国 ）； Ｍｉｌｌｉ⁃ＱＳｙｎｔｈｅｓｉｓＡ⁃１０ 纯 水 仪

（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，美国）；凝胶成像仪（Ｂｉｏ⁃ｒａｄ，美国）。

表 １　 小鼠基因型鉴定 ＰＣＲ 引物设计方案及产物长度

Ｔａｂｌｅ １　 ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｄｅｓｉｇｎ ｓｃｈｅｍｅ ａｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ ｆｏｒ ｍｏｕｓｅ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ

工具鼠
Ｏｍｎｉｐｏｔｅｎｔ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列 （５’→３’）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５’→３’）

产物长度 ／ ｂｐ
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ ／ ｂｐ

野生型
Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ

杂合子
Ｌｙｚ２ ＩＲＥＳ

ＤＴＲＥＧＦＰ＋ ／ －

纯合子
Ｌｙｚ２ ＩＲＥＳ

ＤＴＲＥＧＦＰ＋ ／ ＋

Ｌｙｚ２ ＩＲＥＳ
ＤＴＲＥＧＦＰ

Ｐ１ Ｆ：ＧＡＧＣＡＣＡＣＴＧＴＣＡＡＡＡＣＣＧＡＧＡＴ
Ｐ２ Ｒ：ＴＣＣＴＧＧＣＴＧＡＡＧＡＡＣＴＧＡＣＣＴＡＣ
Ｐ３ Ｆ：ＴＴＣＴＴＣＡＡＧＧＡＣＧＡＣＧＧＣＡＡＣＴＡ
Ｐ４ Ｒ：ＧＡＧＧＧＧＡＡＡＴＣＧＡＧＧＧＡＡＴＧＴＧＡＣ

３２６

⁃

３２６

５１２

⁃

５１２

１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 小鼠分组及基因型鉴定

以 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 为阴性对照组（ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ），以
Ｌｙｚ２ ＩＲＥＳ ＤＴＲＥＧＦＰ 基 因 鼠 为 实 验 组 （ ｓｈａｍ
ｇｒｏｕｐ）。 实验组按照 ２５ ｎｇ ／ ｇ 的剂量腹腔注射 ＤＴ，
连续 ３ ｄ，每天一次。

小鼠 ＤＮＡ 的提取：取 ３ 周龄小鼠脚趾组织于

１． ５ ｍＬ Ｅｐ 管中，加入 ２００ μＬ 裂解液（１ × ｍｏｕｓｅ
ｔｉｓｓｕｅ ｌｙｓｉｓ ｂｕｆｆｅｒ ２００ μＬ ＋ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ Ｋ ４ μＬ），使组

织完全浸入裂解液中，５５ ℃水浴 ２０ ｍｉｎ，９５ ℃金属

浴 ５ ｍｉｎ，灭活 ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ Ｋ 后，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，４ ℃，离
心 ５ ｍｉｎ，取上清。 上清液即为所提取的 ＤＮＡ。

以所提 ＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增，反应体系：
２ × Ｔａｑ Ｐｌｕｓ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ（Ｄｙｅ Ｐｌｕｓ） ａ ２５ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ
１６ μＬ，ＤＮＡ 模板 ５ μＬ，上游引物 １ μＬ，下游引物

１ μＬ。 ＰＣＲ 扩增条件：９５ ℃，５ ｍｉｎ，预变性，９４ ℃，
３０ ｓ，５５ ℃，３０ ｓ，７２ ℃，３０ ｓ，重复 ３５ 个循环，７２ ℃
７ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物用 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳进行检

测，所得结果在凝胶成像系统中拍照分析。 引物由

上海生工生物公司合成，引物序列如表 １。

１􀆰 ２􀆰 ２　 外周血制备及处理

实验开始前配制好所需试剂：ＳＢ 缓冲液（胎牛

血清与 １ × ＰＢＳ 的比例为 １ ∶１９）；１ × 红细胞裂解液

（１０ × ＲＢＣ 裂解缓冲液与超纯水的比例为 １ ∶ ９）。
用小鼠固定器固定小鼠，用 ７５％乙醇擦拭小鼠

尾巴，剪掉小鼠尾部约 １ ｃｍ 进行取血，将采集的血

液置于 ＥＤＴＡＫ 抗凝管中，以防血液凝结。 取 ５０ μＬ
血液，置于流式管内，然后加入 １ ｍＬ 红细胞裂解液，
抽吸混匀，静置 ３ ｍｉｎ。 待液体透亮后放入超低温离

心机中 １０００ ｒ ／ ｍｉｎ，４ ℃，离心 ５ ｍｉｎ。 加入 ＳＢ 缓冲

液，抽吸混匀后再次 １０００ ｒ ／ ｍｉｎ，４ ℃，离心 ５ ｍｉｎ，
此过程重复 ２ 次，洗去红细胞裂解液。 每管中加入

５０ μＬ 的 ＳＢ 缓冲液重悬细胞沉淀后，加入 ＣＤ１１ｂ
抗体，冰上避光孵育 ３０ ｍｉｎ 后，离心，弃上清。 最后

加入 ２％的 ＰＦＡ 固定，置于 ４ ℃避光保存，等待上机

检测。
１􀆰 ２􀆰 ３　 骨髓细胞制备及处理

处死小鼠后，用酒精棉球将后肢擦拭干净，从
股骨头接合处将后肢剪下。 将毛发及皮肤清理干

净，然后将胫骨和股骨中的肌肉和结缔组织去除，
浸入 ＳＢ 缓冲液中清洗干净。 切断股骨和胫骨的两

端，用注射器将骨髓冲洗出来，可冲洗多次。
用 ７０ μｍ 的尼龙网过滤细胞悬液至离心管中，

进行 １０００ ｒ ／ ｍｉｎ，４ ℃，离心 ５ ｍｉｎ，弃上清。 加入红

细胞裂解液， 吹打混匀， 静置 ５ ｍｉｎ， 之后再次

１０００ ｒ ／ ｍｉｎ，４ ℃，离心 ５ ｍｉｎ。 加入 ＳＢ 缓冲液，重悬

后进行 １０００ ｒ ／ ｍｉｎ，４ ℃，离心 ５ ｍｉｎ，洗去红细胞裂

解液。 加入 ＣＤ１１ｂ 抗体，冰上避光孵育 ３０ ｍｉｎ。 之

后每管加入 ＳＢ 缓冲液，１０００ ｒ ／ ｍｉｎ，４ ℃，离心 ５
ｍｉｎ。 洗去未结合的抗体。 经 ７０ μｍ 尼龙网再次过

滤于流式管中。 最后每管内加入 ２％的 ＰＦＡ 固定，
置于 ４ ℃避光保存，等待上机检测。
１􀆰 ２􀆰 ４　 肝、肺和脾单细胞悬液的制备及处理

用 ５％的戊巴比妥钠，按照 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ 的剂量腹
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腔注射小鼠，待小鼠完全麻醉后，固定于手术台上。
剪掉胸腹部皮肤，经心脏灌注。 灌注结束之后，剪
下小鼠的肝、脾和肺。 按照试剂盒的要求称取相应

重量的组织。 将小鼠组织剪碎，按照说明书加入对

应体积的预混试剂，一并放入组织处理管中。 将组

织处理管置于单细胞悬液制备仪 ＤＳＣ⁃４００ 的管套

中，选择对应程序。
程序结束后，取 ７０ μｍ 尼龙网对制备好的单细

胞悬液进行过滤，置于离心管中，１２００ ｒ ／ ｍｉｎ，４ ℃离

心 １０ ｍｉｎ，弃上清。 加入红细胞裂解液，静置 ５ ｍｉｎ
后，加入 ＤＭＥＭ 终止消化，１５００ ｒ ／ ｍｉｎ，４ ℃再次离

心 ５ ｍｉｎ。 加入 ＳＢ 缓冲液后进行离心，将红细胞裂

解液 洗 去。 加 入 ＣＤ１１ｂ 抗 体， 冰 上 避 光 孵 育

３０ ｍｉｎ。 加入 ＳＢ 缓冲液 １０００ ｒ ／ ｍｉｎ， ４ ℃，离心

５ ｍｉｎ，经 ７０ μｍ 尼龙网再次过滤于 ＢＤ Ｆａｌｃｏｎ 流式

管中。 最后每管内加入 ２００ μＬ 的 ２％的 ＰＦＡ 固定，
置于 ４ ℃避光保存，等待上机检测。
１􀆰 ３　 统计学分析

运用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 进行统计学分析，多
组间比较采用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），两组间比

较采用两独立样本 ｔ 检验，计量资料以平均值 ± 标

准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 小鼠的基因鉴定结果

Ｌｙｚ２ ＩＲＥＳ ＤＴＲＥＧＦＰ 小鼠是在 Ｌｙｚ２ 基因终止

密码子之后定点敲入 ＩＲＥＳ ＤＴＲＥＧＦＰ 表达框的基

因重组小鼠。 通过 ＰＣＲ 检测 Ｌｙｚ２ ＩＲＥＳ ＤＴＲＥＧＦＰ
小鼠的基因型，含有 ＤＴＲＥＧＦＰ 基因的实验组小鼠

在 ３２６ ｂｐ 和 ５１２ ｂｐ 的位置有条带，阴性对照组仅在

３２６ ｂｐ 处有条带，在 ５１２ ｂｐ 处无条带，如图 １。
２􀆰 ２　 小鼠肺、肝、脾、骨髓和外周血中 ＧＦＰ＋细胞所

占比例

取小鼠肝、肺、脾、骨髓和外周血进行流式检

测，观察 ＧＦＰ 阳性细胞所占比例。 如图 ２ 结果所

示，小鼠肝、肺、脾、骨髓和外周血中均能表达 ＧＦＰ
阳性细 胞， 其 比 例 分 别 为 （ ３􀆰 ８８７ ± １􀆰 ４５７ ）％、
（８􀆰 ２２３ ± ６􀆰 ０６９）％、（２１􀆰 ０３ ± １２􀆰 ２８）％、（６２􀆰 ８７ ±
１６􀆰 ８８）和（４０􀆰 ４７ ± ５􀆰 ８３５）％，其中肺和肝中 ＧＦＰ
阳性细胞所占比例最少，而外周血、骨髓和脾中所

占比例较多。 所以本实验后续仅针对外周血、骨髓

和脾进行流式检测，进一步观察 ＤＴ 对 ＧＦＰ 阳性细

胞的影响。

图 １　 小鼠基因型 ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｅ ｂｙ ＰＣＲ

２􀆰 ３ 　 小鼠注射 ＤＴ 后不同时间点脾中 ＣＤ１１ｂ＋

ＧＦＰ＋细胞的变化规律

流式细胞术检测实验组注射 ＤＴ 后 １、３ 和 ５ ｄ
的脾组织中 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ ＋细胞的变化规律。 ＣＤ１１ｂ
为单核细胞、巨噬细胞、中性粒细胞和树突状细胞

的标志物，因此本文将 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ ＋定义为单核细

胞、巨噬细胞和中性粒细胞的标志。 如图 ３ 所示，实
验组与阴性对照组相比，脾中 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ ＋细胞的

所占比为（１３􀆰 ７３ ± ２􀆰 ９９４）％。 并且在实验组注射

ＤＴ 后，脾中的 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ ＋细胞所占比例明显减少

到（１０􀆰 ２７ ± １􀆰 ２４６）％ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 在注射 ＤＴ 后

１ ｄ， ＧＦＰ ＋ 细 胞 被 迅 速 减 少 达 到 （ ３􀆰 ４６８ ±
０􀆰 ５８６２）％， 证 明 ＤＴ 能 成 功 减 少 ７０％ 左 右 的

ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ ＋ 细胞，但之后细胞会逐渐开始恢复。
由此结果表明，ＤＴ 能成功减少脾中 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ ＋的

细胞，并且与注射 ＤＴ 前相比，在注射后 １ ｄ 具有显

著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ４　 小鼠注射 ＤＴ 后不同时间点外周血中 ＣＤ１１ｂ＋

ＧＦＰ＋细胞的变化规律

如图 ４ 所示，实验组与阴性对照组相比，外周血

中能成功表达 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ ＋细胞。 并且在注射 ＤＴ
后，外周血中的 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ ＋细胞所占比例明显减

少（１４􀆰 ６４ ± １􀆰 ９８６）％。 在注射完 ＤＴ 后，ＣＤ１１ｂ＋

ＧＦＰ ＋细胞开始减少（１４􀆰 ２７ ± ４􀆰 ５４１）％，并且持续到

注射后 ３ ｄ。 在注射后 ３ ｄ 时，ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ ＋细胞所

７２５１
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图 ２　 肝、肺、脾、外周血和骨髓中 ＧＦＰ 阳性细胞所占比例（ｎ ＝ ３）
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＧＦＰ＋ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ、ｌｕｎｇ、ｓｐｌｅｅｎ、ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ａｎｄ ｍａｒｒｏｗ（ｎ ＝ ３）

注：Ａ：流式检测阴性对照组与实验组在未注射 ＤＴ 与注射 ＤＴ 后脾中 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋细胞的代表性图片；Ｂ：实验组注射 ＤＴ 后

不同时间点 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋统计图；与注射 ＤＴ 前相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 ３　 脾中 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋细胞随时间变化的规律（ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ＤＴ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｂｙ

ｆｌｏｗ ａｓｓａｙ． Ｂ． Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ＤＴ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｏｆｏｒｅ ＤＴ

ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ ｏｖｅｒ ｔｉｍｅ（ｎ ＝ ６）
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占比例达到最低（７􀆰 ９８２ ± ２􀆰 ７２９）％，与注射 ＤＴ 前

有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），证明 ＤＴ 能成功减少外

周血中 ６０％ ～ ７０％的 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ ＋细胞，之后细胞

会逐渐开始恢复。 由此结果表明，ＤＴ 能成功减少外

周血中 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ ＋的细胞，并且在注射后 ３ ｄ 时

达到最低值。
２􀆰 ５　 小鼠注射 ＤＴ 后不同时间点骨髓中 ＣＤ１１ｂ＋

ＧＦＰ＋细胞的变化规律

如图 ５ 所示，实验组与阴性对照组相比，骨髓中

能成功表达 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ ＋ 细胞；脾中 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ ＋

细胞的比例为（６５􀆰 ２３ ± ４􀆰 ２６１）％。 并且在注射 ＤＴ
后，骨髓细胞中的 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ ＋细胞所占比例明显

减少（１４􀆰 ２５ ± ３􀆰 ６８５）％。 在注射后 １ ｄ 时，ＣＤ１１ｂ＋

ＧＦＰ ＋ 细 胞 被 迅 速 减 少， 最 少 可 达 到 （ ５０􀆰 ９８ ±
７􀆰 ９５７）％，且 ＤＴ 能成功减少 ２０％左右的 ＣＤ１１ｂ＋

ＧＦＰ ＋细胞，在此之后细胞会逐渐开始恢复。 由此结

果表明，ＤＴ 能成功减少骨髓中 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ ＋ 的细

胞，并且在注射后 １ ｄ 时达到最低值。

注：Ａ：流式检测阴性对照组与实验组在未注射 ＤＴ 与注射 ＤＴ 后外周血中 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋细胞的代表性图片；Ｂ：实验组注射 ＤＴ 后不同时间点

ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋统计图。

图 ４　 外周血中 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋细胞随时间变化的规律（ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｐｉｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈｏｕｔ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ＤＴ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ｆｌｏｗ

ａｓｓａｙ． Ｂ． Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ＤＴ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｏｖｅｒ ｔｉｍｅ（ｎ ＝ ６）

３　 讨论

先天免疫系统包括一系列的细胞及其相关机

制，是抵御入侵病原体的第一道防线［１１］。 在各种免

疫系统疾病中，髓系细胞发挥着重要作用。 其中，
中性粒细胞在循环的白细胞中占主要比例，也是先

天免疫中最主要的细胞成分，同时也是最先到达感

染部位或受伤组织的细胞［１２］。 中性粒细胞的颗粒

中含有多种毒素，可以杀死或抑制细菌、真菌的生

长，通过其独特的效应功能（如吞噬作用和细胞外

陷阱）来对抗病原体，执行各种效应机制来介导先

天免疫［１３－１４］。 巨噬细胞作为最有效率的吞噬细胞，
可以吞噬很大数量的微生物或其他细胞，细菌物质

分子与巨噬细胞表面受体的结合会触发巨噬细胞

对细菌的包裹作用和杀伤作用［１５－１６］。 此外，免疫细

胞的存活和功能还会受到氧化还原的控制，并且取

决于活性氧 ／活性氮（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ／ ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｎｉｔ ｒｏｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ ／ ＲＮＳ）的细胞内和细胞外水

平［１７］。 因此，免疫代谢还与氧化还原反应密不

可分。
在病理状态下，髓系细胞还会分泌一些相关蛋

白和细胞因子，在急性炎症的发生、发展和消退中

９２５１
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注：Ａ：流式检测阴性对照组与实验组在未注射 ＤＴ 与注射 ＤＴ 后骨髓中 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋细胞的代表性图片；Ｂ：实验组注射 ＤＴ 后不同时间

点 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋统计图；与注射 ＤＴ 前相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ５　 骨髓中 ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋细胞随时间变化的规律（ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｐｉｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈｏｕｔ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ＤＴ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ｆｌｏｗ

ａｓｓａｙ． Ｂ． Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ＤＴ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｅｆｏｒｅ ＤＴ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ＋ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｏｖｅｒ ｔｉｍｅ（ｎ ＝ ６）

至关重要［１８］。 例如，肿瘤浸润性髓系细胞，主要包

括巨噬细胞、 骨髓来源的抑制性细胞 （ ｍｙｅｌｏｉｄ⁃
ｄｅｒｉｖｅｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｃｅｌｌｓ，ＭＤＳＣｓ）和中性粒细胞，通过

分泌多种促血管生成因子来调节肿瘤血管的生

成［１９］。 不仅如此，髓系细胞还在多种疾病中发挥了

关键性的作用。 例如， 在急性心肌梗死 （ ａｃｕｔｅ
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，ＡＭＩ）中，中性粒细胞弹性蛋白

酶和 Ｍ２ 巨噬细胞的比例会增加［２０］。 在组织愈合

过程中，有来自 ＮａＶ１􀆰 ８ 的感觉神经元通过髓系细

胞促进组织愈合［２１］。 尽管已知巨噬细胞和中性粒

细胞在组织受伤或感染时会最先发生反应，但它们

对某些疾病确切的发病机制仍然难以确定［２２］。 因

此，想要明确的获得髓系细胞在各种病理条件下发

挥的具体功能，还需要对髓系细胞进行更为精确的

研究。 因此，本研究选择了一种新的 ＤＴＲ 转基因小

鼠品系 Ｌｙｚ２ ＩＲＥＳ ＤＴＲＥＧＦＰ。
白喉毒素是一种由白喉杆菌释放的蛋白质，肝

素结合性表皮生长因子 （ ｈｅｐａｒｉｎ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ＥＧＦ⁃ｌｉｋｅ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ， ＨＢ⁃ＥＧＦ）充当 ＤＴＲ，但小鼠 ＨＢ⁃ＥＧＦ
前体不能有效地与 ＤＴ 结合。 因此，小鼠细胞对 ＤＴ
诱导的细胞死亡表现不明显。 通过将灵长类 ＤＴＲ
引入特定小鼠细胞中，可以使此类细胞群对 ＤＴ 敏

感，并在 ＤＴ 注射时诱导这些细胞死亡，从而达到细

胞的特异性耗竭［２３］。 该小鼠就是通过将 ＤＴＲ 与

ＥＧＦＰ 结合后通过同源重组的方式将 ＤＴＲＥＧＦＰ 插

入到小鼠的 Ｌｙｚ２ 基因位点。 插入 ＤＴＲＥＧＦＰ 基因的

小鼠，在髓系细胞上就能特异性的表达带有绿色荧

光的 ＤＴＲ，在注射 ＤＴ 后，便能与 ＤＴ 结合，达到髓系

细胞的特异性耗竭。
本实验结果表明，在小鼠肝、肺、脾、外周血和

骨髓中存在 ＧＦＰ ＋ 细胞，并且 ＣＤ１１ｂ 也能成功检测

到在 ＧＦＰ 阳性细胞上表达。 Ｌｙｚ２ ＩＲＥＳ ＤＴＲＥＧＦＰ
小鼠经过 ＤＴ 连续 ３ ｄ 的腹腔注射，ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ ＋细

胞明显减少，并且在脾和骨髓细胞中，ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ ＋

０３５１
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细胞在注射后 １ ｄ 时就开始减少，随后开始恢复。
在外周血中，ＣＤ１１ｂ＋ ＧＦＰ ＋细胞在注射后 ３ ｄ 时比例

达到最少，之后也开始逐渐恢复，或许与 ＤＴ 的应用

时间、骨髓每天能产生大量的髓系细胞以及没有完

全耗竭髓系细胞有密切关系。 因此，髓系细胞的连

续减少需要持续低剂量的注射 ＤＴ 来维持，该结果

也与之前的一些耗竭实验的结果相似［２４－２５］。 综上

所述，白喉毒素对 Ｌｙｚ２ ＩＲＥＳ ＤＴＲＥＧＦＰ 小鼠体内单

核细胞、巨噬细胞和中性粒细胞具有一定耗竭作

用，且不同的部位作用的最佳时间不同。 这为之后

研究髓系细胞在多个层面的功能及机制提供了良

好的工具，以及对耗竭条件方面的研究提供参考

依据。
参　 考　 文　 献（Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ）
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ｒｅｃｅｐｔｏｒ ＣＬＥＣ４Ａ２ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｉｓｓｕｅ ａｄａｐｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ａｎｄ
ｐｒｏｔｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０２２， １３
（１）： ２１５．

［２５］ 　 ＣＨＵＮＧ Ｊ Ｙ， ＫＲＡＰＰ Ｎ， ＷＵ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１ ｒｅｃｅｐｔｏｒ １
ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｉｎ ｆｏｃａｌ ａｎｄ ｄｉｆｆｕｓｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ
ｍｉｃｅ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｎｅｕｒｏｔｒａｕｍａ， ２０１９， ３６（２）： ３７０－３７９．

［收稿日期］ 　 ２０２４－０４－２２

１３５１


