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【摘要】 目的   利用小鼠腹腔持续置管引流（CASP）模型探讨脓毒症对造血干细胞、髓系祖细

胞的影响。方法   采用腹腔持续置管引流手术制作脓毒症小鼠模型，以假手术组作为对照。术后 24 h，
采用流式细胞术检测骨髓中造血干细胞、髓系祖细胞比例的变化以及造血干细胞增殖的变化。结果   
与假手术组相比，CASP 模型组以髓系细胞为主的骨髓总细胞数显著降低，骨髓造血干细胞（HSCs）
扩增明显，多潜能祖细胞（MPPs）、共同髓系祖细胞（CMPs）和粒细胞 - 单核细胞祖细胞（GMPs）
均显著减少。结论   CASP 脓毒症模型小鼠髓系细胞减少可能与骨髓造血干细胞髓系分化障碍有关。
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【Abstract】 Objective   To investigate the effects of sepsis on hematopoetic stem cells (HSCs) and 
myeloid progenitos with mouse model which received colon ascendens stent peritonitis (CASP).  Methods   
The mouse model of sepsis was established by CASP surgery and sham operated mice were taken as control 
group. The proportions of HSCs and myeloid progenitors in bone marrow (BM) and the proliferation 
proportion of HSCs were analyzed with flow cytometer, 24 hours after the operation.  Results   Compared 
with the mice in sham group, the number of total BM cells, which mainly included myeloid cells, significantly 
decreased in CASP group. In addition, an expansion of septic BM HSCs was observed, whereas multipotent 
progenitors (MPPs), common myeloid progenitors (CMPs) and granulocyte/monocyte progenitors (GMPs) 
significantly reduced.  Conclusions   The reduction of myeloid cells from CASP mouse model is related to  
block of myeloid differentiation in BM HSCs.

【Key words】 Colon ascendens stent peritonitis; Sepsis; Emergency hematopoiesis; Hematopoietic 
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脓毒症是由感染引起的全身免疫系统炎症反

应。严重脓毒症和脓毒性休克病死率高达 30% ～

70%，是重症监护病房常见的危重症和主要死亡原

因之一
[1]
。天然免疫系统功能的失活，导致感染难

以控制，是脓毒症患者死亡的重要原因
[2]
。天然免

疫细胞大多处于有丝分裂后期，增殖能力有限，需

要不断由骨髓造血干细胞和髓系祖细胞补充。近年

来研究表明，感染、手术、外伤以及肿瘤等应激状

态下，炎症反应引发造血系统一系列急剧反应，以

应对机体免疫应答的需要，这一过程被称为“应急

造血”
[3]
。进一步研究发现，脓毒症导致髓系造血过

程异常，但在不同的模型中结果并不一致
[4-5]

。因此，

需要应用一种经典的脓毒症模型进行应急造血的研

究。

腹腔感染为脓毒症患者最常见的感染，因此腹

腔感染模型是目前最常用的脓毒症动物模型
[6]
。小鼠

腹腔持续置管引流（colon ascendens stent peritonitis，
CASP）是脓毒症研究常用实验室模型之一，此模型

模拟临床上肠瘘的发病过程，重现了多菌群感染的

腹腔脓毒症的病理生理变化，并最终导致全身炎症
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反应
[6-7]

。与另一种更为常用模型盲肠结扎穿孔相

比，CASP 模型全身系统性感染程度、稳定性和标

准化程度均要高于前者
[6, 8]

。因此，本研究旨在应

用 CASP 模型，研究脓毒症对造血干、祖细胞数量

及其功能的影响，为脓毒症患者解除“免疫麻痹”

的研究提供新思路。

材料和方法

一、实验动物

SPF 级 C57BL/6 小鼠，雄性，鼠龄 6 ～ 8 周，

来自中国医学科学院动物研究所。实验动物均饲养

于中国医学科学院动物研究所动物中心，SPF 级。

动物许可证号：SCXK（京）2009-0007。
二、试剂和材料

抗小鼠CD127-Biotin、抗小鼠CD34-FITC、抗

小鼠CD16/32-PE、抗小鼠Flt3-PE、抗小鼠Biotin 
Mouse Lineage Panel、抗人/小鼠Ki-67-PE试剂盒、

静脉留置针均购自美国BD公司；抗小鼠Scal-1-
Biotin、抗小鼠Scal-1-FITC、FITC Annexin V试剂盒

均购自Biolegend公司。

三、实验方法

1. CASP 脓毒症动物模型的建立：步骤参考

Zantl 等 [9-10]
报道，取小鼠腹中线切口，暴露升结

肠并将盲肠内的粪便挤入升结肠中以便穿刺，在距

回盲部 10 mm 升结肠系膜对侧处插入静脉留置针

（18 G），待穿透肠壁有落空感后缓慢退出针芯，

用 8/0 聚丙烯缝线缝合固定留置针管于 1 mm 刻痕

处（术前做好刻痕）。在 3 mm 刻痕处剪断留置管，

挤出少许肠内容物并确认留置管无移位，还纳升结

肠并逐层关腹。术毕皮下注射 1 ml 生理盐水。假手

术组将留置管平行固定于肠壁，不进行穿刺，其余

步骤相同。

        2. 制备小鼠骨髓单细胞悬液：术后 24 h 处死小

鼠，分离小鼠的双股骨和胫骨，用 2 ml 针管吸取适

量流式染色液吹出骨髓细胞，反复吹打为单细胞悬

液；迅速分离小鼠完整的脾脏，制备单细胞悬液。

3.  流式细胞检测：参照文献
[11]

染色方法进

行小鼠长期造血干细胞（long-term hematopoietic 
stem cell，LT-HSC）、短期造血干细胞（short-
term HSC，ST-HSC）、多潜能祖细胞（multipotent 
progenitor，MPP）、共同髓系祖细胞（common 
myeloid progenitor cell，CMP）以及粒细胞-单核

细胞前体细胞（granulocytic-macrophage progenitor 
cell，GMP）染色。其中Mouse Lineage Panel包括

抗-B220、抗-CD3、抗-CD11b、抗-Gr1和抗-Ter119。
Annexin V染色在表面标记物染色后，采用Annexin 
V试剂盒按说明书进行染色。Ki-67染色在表面标

记物染色后，按Ki-67试剂盒说明书进行染色。应

用流式细胞仪（FACS Calibur，美国BD公司）获

取细胞，Flowjo 7.6软件（美国TreeStar公司）处

理数据，分析LSK细胞（Lin-Sc-1＋c-kit＋）、LK细

胞（Lin－Sc-1－c-kit＋）、LT-HSCs（Lin－Sc-1＋c-kit
＋Flt3－）、ST-HSCs（Lin－Sc-1＋c-kit＋Flt3＋）、

MPPs（Lin－Sc-1＋c-kit＋Flt3hi
）、CMPs[（Lin/Sca-1/

CD127）lowc-Kit＋CD34－CD16/32－]、GMPs[（Lin/
Sca-1/CD127）lowc-Kit＋CD34＋CD16/32＋]在骨髓中的

比例。

四、统计学处理

采用SPSS 13.0统计分析软件对数据进行分析。

假手术组与 CASP 组的比较应用两独立样本 t 检验。

以 P ＜ 0.05 为差异具有统计学意义。

结    果

一、CASP 脓毒症引起骨髓总细胞数降低，以

髓系细胞为主

本研究成功建立 CASP 小鼠脓毒症模型，采用

18 G 留置针，96 h 内病死率为 30%（结果未显示），

与文献报道相似
[9-10]

。与假手术组相比，CASP 模

型小鼠术后 24 h 骨髓总细胞数从（6.08 ± 1.02）
× 107

下降到（2.13 ± 0.45）× 107 （t = 8.590，P ＜ 
0.0001）（图 1A）。流式细胞结果图显示，CASP
模型小鼠骨髓中 CD11b+

的髓系细胞显著减少，为

骨髓总细胞数减少的主要原因（图 1B）。如图 1C
所示，Annexin V 检测发现 CASP 模型中髓系细胞

凋亡比例显著增加，从假手术组的（4.59 ± 0.60）%
增加至 CASP 组的（62.87 ± 4.50）%（t = 22.23，
P = 0.0020），提示脓毒症引起的髓系细胞大量凋亡，

可能是髓系细胞减少的原因之一。

二、CASP 脓毒症导致小鼠骨髓 LSK 细胞增多，

LK 细胞减少

LSK 细胞为造血干、祖细胞的混合群体，用

Flt3 可以将 LSK 细胞进一步分为 LT-HSCs、ST-
HSCs、MPPs。结果显示，CASP 术后 24 h，LSK
细胞比例显著增加，从假手术组（3.42 ± 0.89）%
增加至 CASP 模型组（6.53 ± 1.04）%（t = 4.561，
P = 0.0038），见表 1。Flt3 染色结果表明，LSK
细胞的 Flt3 表达显著降低，LT-HSCs 显著增多

（t = 5.382，P = 0.0058），ST-HSCs 无显著变
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注：A：假手术和 CASP 术后 1 d，小鼠体内骨髓总细胞计数；

B：假手术和 CASP 术后 1 d，小鼠骨髓中 B 细胞和髓系细胞的比例；

C：假手术和 CASP 术后 1 d，小鼠骨髓中髓系细胞的凋亡检测 

图 1  CASP 脓毒症小鼠骨髓总细胞数、髓系细胞比例及凋

亡的改变

注：假手术及 CASP 术后 1 d，流式细胞术检测小鼠骨髓中

LK 细胞、LSK 细胞、LT-HSCs、ST-HSCs 和 MPPs 各亚群的比例 

图 2  CASP 脓毒症小鼠骨髓造血干、祖细胞的流式检测

注：假手术和 CASP 术后 1 d，流式细胞术检测骨髓 LSK 细胞

（A）和 LT-HSCs（B）的 Ki-67 表达情况

图 3  CASP 脓毒症小鼠骨髓造血干细胞的增殖检测

化（t = 0.857，P = 0.4399），MPPs 显著减少

（t = 5.712，P = 0.0047），提示 CASP 脓毒症

可能导致造血干细胞向下游多潜能祖细胞的分化

障碍（表 1）。与之相对应，LK 细胞（Lin-Sca-1-
c-kit+

，包含大部分髓系与红系祖细胞）显著减少，

从假手术组的（19.15 ± 1.84）% 减少至 CASP 模型

组的（6.18 ± 4.05）%（t = 5.827，P = 0.0043），提

示 CASP 脓毒症可能导致造血干细胞向髓系祖细胞

的分化障碍。

三、CASP 脓毒症小鼠骨髓 LSK 细胞和造血干

细胞增殖能力无明显改变

为检测造血干祖细胞的增殖功能是否发生改

变，本研究分别对 LSK 细胞和 LT-HSCs 进行 Ki-67
染色。结果显示，CASP 模型小鼠的骨髓 LSK 细胞

和LT-HSCs增殖能力均未发生显著改变。结果表明，

LSK 细胞尤其是 LT-HSCs 的增多并不依赖于其增

殖能力的改变。

四、CASP 脓毒症导致骨髓髓系祖细胞 CMPs
和 GMPs 减少

体内的天然免疫细胞来源于骨髓髓系祖细胞的

分化成熟。简而言之，MPPs 继续向下分化为共同

髓系祖细胞（CMPs），CMPs 产生粒细胞巨噬细胞

前体细胞（GMPs）并最终发育为粒细胞和单核巨

噬细胞
[11]
。流式细胞检测结果显示，CASP 模型小

鼠 CMPs、GMPs 显著降低，从假手术组的 [CMP：
（0.25 ± 0.09）%，GMP：（0.38 ± 0.02）%] 减 少

至模型组的 [CMP：（0.04 ± 0.01）%，GMP：（0.06 
± 0.01）%]，进一步证明脓毒症可能导致造血干细

胞向髓系祖细胞的分化障碍，表 2。
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表 1   CASP 脓毒症小鼠骨髓造血干细胞、祖细胞的比例变化（%）

组别 只数 LSK 细胞 LK 细胞 LT-HSCs ST-HSCs MPPs
假手术组 9 3.42 ± 0.89 19.15 ± 1.84 1.18 ± 0.03 2.23 ± 0.02 0.98 ± 0.07
CASP 组 8 6.53 ± 1.04a   6.18 ± 4.05b 4.48 ± 0.08c 2.05 ± 0.08d 0.17 ± 0.02e

 注：与假手术组相比，
a
：t = 4.561，P = 0.0038；b

：t = 5.827，P = 0.0043；c
：t =5.382，P = 0.0058；d

：t = 0.857，P = 0.4399；e
：t = 5.712，

P = 0.0047

表 2   CASP 脓毒症小鼠骨髓髓系祖细胞各亚群的比例变化（%）

组别 只数 CMPs GMPs
假手术组 9 0.25 ± 0.09 0.38 ± 0.02
CASP 组 8 0.04 ± 0.01a 0.06 ± 0.01b

          注：与假手术组相比，
a
：t = 4.808，P = 0.0171；b

：t = 22.625，P ＜ 0.0001

讨    论

尽管脓毒症可由不同种类的病原微生物引

发，但却表现出基本相同的异常免疫应答过程，主

要为早期高炎症反应状态的全身炎性反应综合征

（systemic inflammatory response syndrome，SIRS）
和随后发生的代偿性抗炎反应综合征（compensatory 
anti-inflammatory response syndrome，CARS）使机

体转入低炎症反应状态。随着病情的发展，患者免

疫系统由过度激活状态逐渐进入过度抑制状态，甚

至发生“免疫麻痹”或“免疫无能”
[2]
。此种情况

一旦出现，不仅原发感染难以控制，继发多重感染

的危险也会增加，导致患者病情恶化，甚至死亡。

天然免疫细胞减少尤其是粒细胞缺乏症是造成这种

免疫麻痹状况的主要原因之一
[12]
。本研究应用经典

的 CASP 小鼠腹腔脓毒症模型，主要阐述造血干、

祖细胞的数量和功能的变化，探讨应急造血对免疫

麻痹形成的影响。

本研究发现，CASP 术后小鼠骨髓中造血干细

胞（包括 LT-HSCs 和 ST-HSCs）显著增多，下游髓

系祖细胞（包括 CMPs 和 GMPs）相反的显著减少；

而增殖功能检测显示，CASP 并未引起造血干祖细胞

加快增殖，提示骨髓造血干细胞的增多现象可能是

由于造血干细胞发生分化阻滞，尤其是髓系分化阻

滞造成的。既往多项研究亦发现，在致死性脓毒症

模型（如铜绿假单胞菌、金黄色葡萄球菌和化脓性

链球菌感染）中，骨髓的中性粒细胞急剧减少，导

致感染无法控制最终机体死亡
[4, 13]

。Rodriguez 等 [4]

在铜绿假单胞菌感染烧伤模型小鼠中发现和本研究

类似的结果，即骨髓 LSK 细胞大量增加，髓系祖

细胞（CMPs 和 GMPs）却急剧减少。分化实验及

转录因子检测进一步证实了分化阻滞导致这一现象

的发生。然而，另外一些研究和本研究结果（数据

未发表）发现，在 CLP 脓毒症模型小鼠和低剂量

LPS 重复注射小鼠中，造血干细胞和髓系祖细胞均

大量扩增，髓系分化加速，产生大量髓系细胞并释

放入血发挥功能
[5]
。造成这两种矛盾结果的原因可

能为：实验中使用的 CLP 模型和低剂量 LPS 重复

注射模型均为病死率低的轻症脓毒症模型，而本研

究中运用的 CASP 模型和铜绿假单胞菌感染等致死

性模型均为重症。重症脓毒症模型更容易进入免疫

抑制期，轻症模型却有可能未进入这一危险期即已

康复。因此，两类脓毒症模型发生发展过程中体内

产生的炎性信号、细胞因子等均可能相异，对应急

造血的影响也可能截然不同。

大量研究显示，感染导致造血干、祖细胞多

种功能改变。体外和体内实验均证明，大肠埃希菌

刺激造血干、祖细胞扩增和动员（人和小鼠）
[14]

。

同样的，病毒、念珠菌感染也能刺激LSK库扩增和

活化。感染对造血干细胞、祖细胞的作用可能通

过多种方式，如通过免疫系统产生的炎症信号（包

括干扰素α/β、干扰素γ和肿瘤坏死因子α等），

直接通过TLR信号，或者间接通过造血 /非造血

组织释放的细胞因子，包括粒细胞集落刺激因子

（G-CSF），单核细胞集落刺激因子（M-CSF）
和粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子（GM-CSF），以

及早期作用的细胞因子如IL-3、IL-6和Flt3配体
[15]
。

本研究中，严重的脓毒症导致造血干细胞髓系分化

阻滞是通过何种方式作用的，需要进一步深入探

讨。

决定造血系统细胞分化发育的因素主要有胞

外因素（如细胞因子、细胞间直接的相互作用、与

胞外基质的相互作用）和胞内因素（如自身细胞

因子受体信号肽或是转录分子的改变）
[11]
。本研究

发现，CASP 脓毒症模型中感染引起造血干祖细胞

髓系分化障碍，与 Nagai 等 [16]
在体外的研究并不

一致。后者证实，在 LSK 体外培养中加入 LPS 或

Pam3CSK4可以促使其向髓系细胞分化。分析原因：
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杂志:电子版,2014,8(4)：453-457.

体外培养体系缺乏体内的造血微环境。造血细胞的

体内发育过程需要特定条件的微环境支持，脱离微

环境所得出的结论无法反映造血发育的真实情况。

此外，亦有研究表明，感染可以改变造血微环境和

骨髓基质细胞的功能。因此，研究脓毒症对造血干

祖细胞分化发育的影响，不可避免需要考虑到其对

造血微环境及各种必需的外源性信号的影响。
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