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摘要　目的　探讨不同剂量Ｘ射线联合异体淋巴细胞输注对建立再生障碍性贫血小鼠模型的影响。方法　取 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠
４０只，随机分为正常对照组（ｎ＝１２）、３Ｇｙ组（ｎ＝９）、４Ｇｙ组（ｎ＝９）、５Ｇｙ组（ｎ＝１０）。３Ｇｙ、４Ｇｙ、５Ｇｙ组指经过相应剂量的
Ｘ射线辐照并在辐照后４ｈ内尾静脉输注０２ｍＬＤＢＡ／２小鼠胸腺、脾脏细胞混合悬液，浓度为１×１０７个／ｍＬ。对照组不经过
Ｘ射线辐照，并输注等体积生理盐水。ＢＡＬＢ／ｃ小鼠经眼眶静脉丛采血，用小鼠血常规分析仪检测外周血红细胞（ＲＢＣ）、白细
胞（ＷＢＣ）、血小板（ＰＬＴ）。每日观察小鼠一般情况，统计各组生存率。实验终点，取小鼠胫骨做苏木精 －伊红染色（ＨＥ），同
时取股骨做骨髓涂片进行形态学检测。在实验终点，流式细胞术检测５Ｇｙ组Ｔ细胞亚群，酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）检测细
胞因子。结果　３Ｇｙ组，全血细胞减少，但血小板恢复较快，造模第１７天恢复正常水平。观察期内小鼠无死亡。实验终点，
骨髓形态学表明骨髓增生活跃，粒细胞系、红细胞系比值正常，各阶段细胞形态未见明显异常。ＨＥ结果表明正常组骨髓组织
致密，组织中充满血细胞。４Ｇｙ组，全血细胞减少且一直维持到观察终点。观察期内生存率为９０％。实验终点，骨髓形态学
表明骨髓增生降低。ＨＥ结果表明骨髓组织较少脂肪浸润。５Ｇｙ组，全血细胞减少，但红细胞在２４ｄ恢复正常水平。观察期
内生存率为５０％。实验终点，骨髓形态学表明骨髓小粒空虚，造血细胞减少，多呈非造血细胞。ＨＥ结果表明５Ｇｙ组骨髓组
织严重脂肪浸润，几乎无幼稚细胞和造血前体细胞。流式检测结果显示 ＣＤ４＋Ｔ（％）细胞比例降低、ＣＤ８＋Ｔ（％）细胞比例增
加。ＥＬＩＳＡ结果显示负造血调控因子干扰素γ（ＩＦＮγ）、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）的分泌升高。结论　不同剂量的射线联合
异体淋巴细胞输注均可导致小鼠外周血ＲＢＣ、ＷＢＣ、ＰＬＴ降低。结合骨髓形态学、骨髓 ＨＥ和免疫学相关指标，５ＧｙＸ射线联
合２×１０６个异体淋巴细胞输注可用于建立再生障碍性贫血小鼠模型。
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　　再生障碍性贫血（ａｐｌａｓｔｉｃａｎｅｍｉａ，ＡＡ）是一种
由骨髓造血功能衰竭引起的血液病，其特征是骨髓

造血细胞显著减少，导致外周血全血细胞减少。ＡＡ
的确切发病原因尚不完全清楚，但免疫介导的骨髓

抑制被认为是其主要病因之一［１］。免疫介导方法

构建的再障小鼠模型能够辅助研究并为深入理解发

病机制提供支持。射线辐照与异体淋巴细胞输注联

合使用成为构建免疫介导骨髓抑制小鼠模型的有效

手段［２］。射线辐射能够引起骨髓损伤，而异体淋巴

细胞输注通过免疫反应进一步加剧骨髓抑制，模拟

了ＡＡ的免疫学过程。尽管已有研究表明这一方法

在一定程度上可以模拟 ＡＡ的免疫机制，但辐射剂
量、免疫细胞输注量等因素对模型的影响尚未充分

探讨。该研究旨在探讨不同剂量的 Ｘ射线联合异
体淋巴细胞输注对 ＡＡ小鼠模型建立的影响，以确
定最适宜的建模方案。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　４０只８～１０周龄ＳＰＦ级ＢＡＬＢ／
ｃ（Ｈ２ｄ，Ｍｌｓｂ）小鼠，雌雄各２０只，体质量（２０±２）
ｇ。５只６～８周龄 ＳＰＦ级 ＤＢＡ／２（Ｈ２ｄ，Ｍｌｓａ）小
鼠［３－４］，雌２雄３，体质量（１８±２）ｇ。小鼠购自斯贝
福（北京）生物科技有限公司、北京维通利华实验动

物技术有限公司。小鼠饲养在合肥综合性国家级科

学中心大健康研究院的层流室（无特定病原体，ＳＰＦ
级），自由饮食饮水，１２ｈ光照／１２ｈ黑暗。该研究
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已通过合肥综合性国家科学中心大健康研究院伦理

委员会审批，伦理审批编号：ＩＨＭＡＰ２０２４００２。
１．１．２　主要仪器　小动物辐照仪（合肥综合性国
家科学中心大健康研究院仪器共享平台，型号：

ＲＳ２０００Ｐｌｕｓ）；全自动脱水机、石蜡包埋机、石蜡切
片机（合肥综合性国家科学中心大健康研究院仪器

共享平台，型号：Ｌｅｉｃａ）；动物血细胞分析仪（合肥晟
造源生物科技有限公司，型号：帝迈 ＤＭ６１ｖｅｔ）；流
式细胞仪（安徽晟造源生物科技有限公司，型号：ＢＤ
ＬＳＲＦｏｒｔｅｓｓａ）、酶标仪（合肥晟造源生物科技有限公
司，型号：ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｔｉｆｉｃ）。
１．２　方法
１．２．１　不同剂量Ｘ射线联合异体淋巴细胞输注　
ＤＢＡ／２小鼠用异氟烷麻醉，待小鼠完全麻醉后颈椎
脱臼法处死小鼠。浸泡在７５％乙醇中５ｍｉｎ，无菌
取出胸腺、脾脏。将胸腺、脾脏置于２００目筛网中用
组织研磨棒研磨，至没有块状物。用１５ｍＬＰＢＳ溶
液冲洗筛网，并将冲洗液收集于５０ｍＬ离心管中，１
２００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液。用１ｍＬ生理盐
水重悬胸腺细胞并计数。脾细胞需用２ｍＬ红细胞
裂解液裂解，３ｍｉｎ后立即加入１０ｍＬＰＢＳ，１２００ｒ／
ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。用１ｍＬ生理盐水重悬脾细胞并计
数，配成胸腺 －脾细胞 ２∶１的混合淋巴细胞悬
液［５］。ＢＡＬＢ／ｃ小鼠经不同剂量（５、４、３Ｇｙ）的Ｘ射
线全身照射，４ｈ内尾静脉输入供鼠 ＤＢＡ／２的淋巴
细胞悬液０２ｍＬ，含细胞数２×１０６个。造模当天
为实验第０天。
１．２．２　实验分组及处理　ＢＡＬＢ／ｃ小鼠随机分组
如下，① 对照组：不进行辐照，输注等体积生理盐
水；② ３Ｇｙ组：接受３ＧｙＸ射线辐照，４ｈ内输注２
×１０６个异体淋巴细胞；③ ４Ｇｙ组：接受４ＧｙＸ射
线辐照，４ｈ内输注２×１０６个异体淋巴细胞；④５Ｇｙ
组：接受５ＧｙＸ射线辐照，４ｈ内输注２×１０６个异
体淋巴细胞。

１．３　观察指标
１．３．１　一般情况检测　每天观察各组小鼠的一般
状况如精神、饮食、活动、毛发、存活率等情况。

１．３．２　血常规检测　分别于实验第７、１０、１７、２４天
采血，进行外周血常规检测。异氟烷麻醉小鼠，用抗

凝毛细血管采血针经小鼠眼眶静脉丛采血。一次采

血约１００μＬ，使用帝迈血细胞分析仪进行全血细胞
计数，检测红细胞（ｒｅｄｂｌｏｏｄｃｅｌｌｓ，ＲＢＣ）、白细胞
（ｗｈｉｔｅｂｌｏｏｄｃｅｌｌｓ，ＷＢＣ）、血小板（ｐｌａｔｅｌｅｔｓ，ＰＬＴ）。
１．３．３　骨髓形态学检测　异氟烷麻醉小鼠，配合颈

椎脱臼法处死小鼠。解剖分离股骨，剥离四周肌肉

组织。用ＰＢＳ湿润１ｍＬ注射器，抽取骨髓液，进行
骨髓涂片，待片子完全干燥。进行瑞氏吉姆萨染色，

Ａ液：Ｂ液为１∶３。染色时间随温度变化调节。显
微镜下观察骨髓形态学变化。

１．３．４　小鼠骨髓病理　从死亡或处死的小鼠身上
解剖股骨进行苏木精 －伊红（ＨＥ）染色以评价骨髓
的增生程度。４％多聚甲醛固定２４ｈ，脱钙液脱钙，
待股骨骨质软化后，梯度乙醇脱水，石蜡包埋，以厚

度３μｍ切片［６］。将切片全部浸没入苏木精中，染

色２ｍｉｎ；自来水冲洗１ｍｉｎ；１％ 盐酸乙醇处理３～
５ｓ后自来水冲洗３０ｓ；１％ 氨水处理８～１０ｓ后自来
水冲洗３０ｓ；切片浸入伊红染液，染色１ｍｉｎ后自来
水冲洗３０ｓ；最后将切片干燥并用中性树脂密封并
在显微镜下观察。

１．３．５　流式细胞术检测 Ｔ细胞亚群　实验终点每
组取３只小鼠，异氟烷麻醉小鼠，待小鼠完全麻醉后
颈椎脱臼法处死小鼠。无菌取出小鼠脾脏，制备单

细胞悬液。取１００μＬ脾脏单细胞悬液，含细胞５×
１０６个。加入１μＬ死活染料（ＦＶＳ５１０），震荡混匀避
光孵育１５ｍｉｎ。离心弃上清液，加１００μＬ的 Ｓｔａｉｎ
Ｂｕｆｆｅｒ重悬细胞。将细胞与ＣＤ３ＦＩＴＣ、ＣＤ４ＢＶ６０５、
ＣＤ８ＡＰＣ、ＣＤ４５ＡＰＣｃｙ７抗体一起避光孵育，离心弃
上清液，重悬上机。使用单个抗体阳性管进行补偿

调整，空白管区分阴阳分群。按照制造商的说明，使

用ＢＤ仪器进行流式细胞术分析。
１．３．６　酶联免疫吸附（ＥＬＩＳＡ）测定细胞因子　实
验终点，异氟烷麻醉小鼠，用毛细血管采血针经小鼠

眼眶静脉丛采血。血液样本放置在非抗凝 ＥＰ管
中，室温静置２ｈ。离心，收集血清。通过 ＥＬＩＳＡ试
剂盒检测细胞因子干扰素γ（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ，ＩＮＦγ）、
肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦａ）。
１．４　统计学处理　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９５软件，
小鼠生存数据采用ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法进行生存曲线分
析，组间差异比较使用 ｌｏｇｒａｎｋ检验（ＭａｎｔｅｌＣｏｘ检
验），统计分析、绘图通过ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９５软件。
所有数据采用 珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用独立样本 ｔ
检验，Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　外周血常规数据　用动物血细胞分析仪检测
外周血 ＷＢＣ、ＲＢＣ、ＰＬＴ，与对照组相比，３Ｇｙ组
ＷＢＣ、ＲＢＣ、ＰＬＴ降低，差异有统计学意义。见图
１Ａ、Ｂ、Ｃ。３Ｇｙ组ＰＬＴ恢复较快，在造模第１７天恢
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图１　外周血常规数据

Ｆｉｇ．１　Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｒｏｕｔｉｎｅｔｅｓｔｄａｔａ
Ｐ＜００５、Ｐ＜００１、Ｐ＜０００１ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

复正常水平，见图１Ｃ。实验结果证实３Ｇｙ组外周
血三系降低，但无法长期维持模型的稳定性。与对

照组相比，４Ｇｙ组 ＷＢＣ、ＲＢＣ、ＰＬＴ降低，差异有统
计学意义且一直维持到实验终点，见图 １Ｄ、Ｅ、Ｆ。
实验结果证实４Ｇｙ组外周血三系降低，且可维持模
型的稳定。与对照组相比，５Ｇｙ组 ＷＢＣ、ＲＢＣ、ＰＬＴ
降低，差异有统计学意义，见图１Ｇ、Ｈ、Ｉ。但ＲＢＣ在
实验终点上升，与对照组无统计学差异，见图 １Ｈ。
实验结果证实，５Ｇｙ组可导致外周血三系减少，但
对于红细胞的维持较４Ｇｙ组差。
２．２　不同剂量造模对生存的影响　实验过程中每
日观察小鼠的一般状况，对照组与３Ｇｙ组的生存率
为１００％。４Ｇｙ组，在实验第６天死亡１只。５Ｇｙ
组，在实验的第１０、１１、１４、１５、２１天各死亡１只，共
死亡５只。对照组与３Ｇｙ组、４Ｇｙ组比较，差异无
统计学意义。对照组与５Ｇｙ组比较，差异有统计学
意义（Ｐ＝００４９８）。见图２。
２．３　骨髓形态学分析　镜检见对照组骨髓增生活

跃，各阶段比值正常，相互间的比例正常。３Ｇｙ组
骨髓增生活跃，粒细胞系、红细胞系占比正常，形态

未见明显异常，淋巴、单核细胞比例正常，形态未见

明显异常，巨核细胞可见；４Ｇｙ组骨髓增生减少；５
Ｇｙ组骨髓镜检骨髓小粒空虚，造血细胞减少，多呈
非造血细胞，见图３。

图２　不同剂量造模对生存的影响

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｏｓｅｓｏｆｍｏｄｅｌｉｎｇｏｎｓｕｒｖｉｖａｌ
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２．４　骨髓ＨＥ染色　实验第２４天的骨髓 ＨＥ结果
显示对照组骨髓组织致密，组织中充满血细胞。３
Ｇｙ组骨髓组织致密；４Ｇｙ组骨髓组织较少脂肪浸
润；５Ｇｙ组骨髓组织严重脂肪浸润，几乎无幼稚细
胞和造血前体细胞。见图４。
２．５　Ｔ细胞亚群分析　实验终点处死小鼠，研磨脾
脏制备单细胞悬液。进行流式检测，结果显示

ＣＤ４＋Ｔ（％）细胞比例降低、ＣＤ８＋Ｔ（％）细胞比例增
加。见图５。
２．６　ＥＬＩＳＡ测定细胞因子　ＥＬＩＳＡ结果显示，干
扰素γ（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ，ＩＮＦγ）、肿瘤坏死因子α
（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）两种造血调控因子
的分泌水平在５Ｇｙ组中显著升高。与对照组相比，
５Ｇｙ组的 ＩＦＮγ分泌水平有显著性差异（Ｐ＝０００４
８），ＴＮＦα同样具有显著性差异（Ｐ＝００２０６）。这
些结果均提示５Ｇｙ组造模很好地模拟了再障发病

的免疫内环境。见图６。

３　讨论

　　建立合理的动物模型是探究再生障碍性贫血的
病理机制及开发创新药物成功与否的关键。目前主

要使用化学方法、物理方法、免疫介导方法构建再障

动物模型。其中免疫介导方法构建的再障小鼠模型

与临床再障患者研究结果相符［７］。由苯、白消安和

氯霉素等有毒化学物质和药物诱导的骨髓衰竭小鼠

模型［８］，可能引起非特异性的细胞损伤和死亡，导

致模型结果的解释复杂化。单独射线照射构建再障

模型可能也存在限制，包括对辐射剂量的依赖性、对

造血干细胞长期影响的模拟不足［９－１０］。再障动物

模型的建立需要考虑多种因素，包括辐射的类型、剂

量、异体淋巴细胞输注的量。常用的射线为 γ射
线［１１］，但因很多实验室设备限制且对于操作者要求

图３　骨髓涂片结果

Ｆｉｇ．３　Ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｓｍｅａｒｒｅｓｕｌｔｓ

图４　骨髓ＨＥ结果

Ｆｉｇ．４　ＢｏｎｅｍａｒｒｏｗＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓ
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图５　流式检测术ＣＤ４＋Ｔ、ＣＤ８＋Ｔ比例

Ｆｉｇ．５　ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒａｔｉｏｂｅｔｗｅｅｎＣＤ４＋ＴａｎｄＣＤ８＋Ｔｃｅｌｌｓ
Ｐ＜００５、Ｐ＜００１ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图６　ＥＬＩＳＡ检测细胞因子ＩＦＮγ、ＴＮＦα
Ｆｉｇ．６　ＥＬＩＳＡｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｃｙｔｏｋｉｎｅＩＦＮγａｎｄＴＮＦα

较高。因此，该文旨在通过用不同剂量 Ｘ射线，建
立操作简便、经济可靠、稳定的再障模型。

　　该实验中３、４、５Ｇｙ组均出现外周血三系降低
的表现，符合临床诊断再障的标准之一。３Ｇｙ组，
从外周血来看不能维持模型的稳定性。４Ｇｙ组，实

验终点的骨髓形态学表明骨髓增生减低。ＨＥ结果
显示骨髓组织较少脂肪浸润，表明中等剂量辐射加

重了造血抑制，但仍未达到再障典型病理状态。５
Ｇｙ组小鼠出现全血细胞减少、骨髓脂肪化及造血细
胞耗竭，同时伴随 ＣＤ８＋Ｔ细胞比例升高及 ＩＦＮγ、
ＴＮＦα显著上调，这一结果与临床再障患者 Ｔｈ１型
免疫亢进的特征高度吻合［１２］。高剂量辐射可能通

过增强异体淋巴细胞归巢能力、促进 Ｔ细胞克隆扩
增及炎性因子释放，协同加剧造血微环境的免疫损

伤。

　　综上所述，该研究表明５ＧｙＸ射线联合２×１０６

异体淋巴细胞输注可建立再障模型。通过这些模

型，研究人员可以更深入地了解疾病的特点，并为开

发新的治疗方法提供科学依据。
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ＤＢＡ／２ｍｉｃｅ，ａｔａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ１×１０７ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，ｗｉｔｈｉｎ４ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ．Ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｄｉｄｎｏｔｕｎ
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ｅｖａｔｅｄｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆｎｅｇａｔｉｖｅｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｒｅｇｕｌａｔｏｒｓ：ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｇａｍｍａ（ＩＦＮγ）ａｎｄｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａｌｐｈａ
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网络出版时间：　网络出版地址：

ＤＨＸ３２在胰腺癌中的功能、临床意义及预后价值
马丹丹，张钦泉，董　毅，李中虎，张智勇
（中部战区总医院普通外科，武汉　４３００７０）

摘要　目的　研究ＤＨＸ３２在胰腺癌中的表达和预后，观察 ＤＨＸ３２在胰腺癌细胞系 ＳＷ１９９０的生物学功能。探讨 ＤＨＸ３２在
胰腺癌中的临床意义及预后价值并预测其可能的相关机制。方法　利用 ＧＥＰＩＡ数据库分析 ＤＨＸ３２在胰腺癌中的表达及预
后，利用ＴＣＧＡ数据库分析ＤＨＸ３２ｍＲＮＡ表达水平与胰腺癌患者临床病理特征及预后的关系。采用 ＥｄＵ免疫荧光实验、Ｔｒ
ａｎｓｗｅｌｌ实验及划痕实验研究 ＤＨＸ３２对胰腺癌细胞 ＳＷ１９９０增殖、侵袭和迁移的影响。利用基因集富集分析（ＧＳＥＡ）预测
ＤＨＸ３２在胰腺癌中可能参与的信号通路。结果　ＧＥＰＩＡ数据库分析结果显示 ＤＨＸ３２在胰腺癌肿瘤组织中表达水平显著高
于正常胰腺组织（Ｐ＜００５），且高表达ＤＨＸ３２的胰腺癌患者预后均较低表达ＤＨＸ３２的患者差（Ｐ＜０００１）。Ｃｏｘ回归分析结
果显示ＤＨＸ３２的ｍＲＮＡ表达水平、Ｍ分期是胰腺癌患者预后的独立危险因素（Ｐ均 ＜００５）。ＥｄＵ免疫荧光实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
实验及划痕实验结果证实过表达ＤＨＸ３２促进胰腺癌细胞增殖、侵袭及迁移（Ｐ均＜０００１），同时沉默ＤＨＸ３２则抑制胰腺癌细
胞增殖、侵袭及迁移（Ｐ均＜０００１）。ＧＳＥＡ富集分析结果显示，ＤＨＸ３２在造血细胞谱系、神经活性配体－受体相互作用、原发
性免疫缺陷、剪接体４条信号通路中富集（Ｐ均＜００５）。结论　ＤＨＸ３２在胰腺癌中高表达，促进胰腺癌细胞增殖、侵袭及转
移，并与胰腺癌患者的不良预后密切相关。

关键词　ＤＨＸ３２；胰腺癌；功能；临床意义；预后
中图分类号　Ｒ７３５９
文献标志码 Ａ 文章编号 １０００－１４９２（２０２５）０８－１３９３－０８
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　　胰腺癌具有起病隐匿、致死率高的特点，是公认
恶性程度最高的肿瘤之一［１］。外科手术治疗仍是

现如今胰腺癌重要的治疗方式，腹腔镜胰十二指肠

切除术能够显著降低患者术后的住院时间，并且不

增加术后并发症发生率及患者９０ｄ病死率［２］。但

绝大多数胰腺癌患者在就诊时已处于中晚期，无法
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