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炎症与肿瘤发生对造血祖细胞发育失衡的影响
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摘 要 ： 主要研究炎症和肿瘤对小鼠造血免疫系统中造血祖细胞（Hematopoietic progenitor cells，HPCs）影响，探索炎症

和肿瘤状态下造血 - 免疫系统间的相关性。利用偶氮甲烷（Azoxymethane，AOM）和右旋糖酐硫酸钠（Dextran sulfate sodium salt，

DSS）共同诱导构建小鼠炎症性结肠癌模型，并采用流式细胞术分析正常、炎症和肿瘤小鼠造血祖细胞丰度以及细胞周期。炎症和

肿瘤进程中，小鼠骨髓中较上游的多能祖细胞（Multi-potent progenitors，MPPs）占骨髓细胞的百分比显著升高，共髓系同祖细胞

（Common myeloid progenitors，CMPs）、巨核细胞 / 红系祖细胞（Megakaryocyte/erythrocyte progenitors，MEPs）和粒细胞 / 巨噬细胞祖

细胞（Granulocyte/macrophage progenitors，GMPs）也有类似变化，相反共同淋巴祖细胞（Common lymphoid progenitors，CLPs）则显

著下降 ；并且，炎症和肿瘤状态下，髓系祖细胞分裂能力显著强于正常生理状态 ；肿瘤状态下，小鼠外周血 CD4+/CD8+T 细胞比值

显著下降。炎症和肿瘤进程中，HSPCs 偏向髓系分化 ；肿瘤状态下小鼠细胞免疫功能失衡且长期的炎症损害可能会引起免疫系统

的失衡并最终导致肿瘤的形成。
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Abstract: This article mainly investigates the effects of inflammation and tumors on hematopoietic progenitor cells（HPCs）in the 

hematopoietic-immune system of mice，and explores the correlation between hematopoietic-immune lines in inflammation and tumor status. 

AOM（Azoxymethane）and DSS（Dextran sulfate sodium salt）were used to induce the mouse model of inflammatory colon cancer，and flow 

cytometry was used to the abundance and cell cycle of hematopoietic progenitor cells in normal，inflammatory and tumor mice. In the process of 

inflammation and tumor progression，the percentage of multi-potent progenitors（MPPs）in the bone marrow of mice significantly increased，

and common myeloid progenitors（CMPs）and megakaryocytes/megakaryocyte/erythrocyte progenitors（MEPs）and granulocyte/macrophage 

progenitors（GMPs）demonstrated similar changes，whereas common lymphoid progenitors（CLPs）decreased significantly. Moreover，in the 

inflammatory and tumor states，the division ability of myeloid progenitor cell was significantly stronger than the normal physiological state. In 

addition，the tumor peripheral blood CD4+/CD8+ T cell ratio decreased significantly in the tumor state. In the process of inflammation and tumor 

progression，HSPCs were biased toward myeloid differentiation. In the tumor state，the cellular immune function of mice was unbalanced ；in 

addition，long-term inflammatory damage may cause imbalance of the immune system and eventually lead to tumor formation.
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在 小 鼠 中， 多 能 祖 细 胞（Multi-potent 
progenitors，MPPs）是由造血干细胞分化而来，随

后 开 始 向 两 个 方 向 分 化， 形 成 共 同 髓 系 祖 细 胞

（Common myeloid progenitors，CMPs）和共同淋巴祖

细 胞（Common lymphoid progenitors，CLPs）。CLPs

主要负责分化产生各种淋巴系细胞（包括 T、B 细

胞和 NK 细胞等），而 CMPs 则进一步向下游分化形

成粒细胞 / 巨噬细胞祖细胞（Granulocyte/macrophage 
progenitors，GMPs） 和 巨 核 细 胞 / 红 系 祖 细 胞

（Megakaryocyte/erythrocyte progenitors，MEPs）。

GMPs 主要负责分化为粒细胞、巨噬细胞、单核细

胞和树突状细胞等，MEPs 则最终分化形成血小板和

红细胞［1］。近期研究表明，肿瘤的发生与骨髓细胞

生成的内部紊乱有关［2］。由 GMPs 分化形成的未成

熟子细胞，统称为髓源性抑制细胞（Myeloid-derived 
suppressor cells，MDSCs），大量累积［3-5］。MDSCs 不

仅能抑制 T 细胞增殖和功能活性，并且能直接参与

肿瘤发育和血管生成等细胞过程进而促进肿瘤细胞

生长和转移［6-7］，这是导致肿瘤加速生长和免疫逃

逸的主要“元凶”之一［8］。因此，本实验以免疫系

统中较上游的祖细胞为切入点，研究炎症和肿瘤对

机体免疫系统的影响。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 实验使用 C57BL/6 小鼠（对照组，

炎 症 模 型 组 ：AOM/DSS 处 理 4 周， 肿 瘤 模 型 组 ：

AOM/DSS 处理 12 周）。

1.1.2 实验耗材 细胞培养皿、各种规格离心管、1 
mL 注射器、细胞筛、各种规格吸头，手术盘以及剪

刀镊子等。

1.1.3 实 验 试 剂 Azoxymethane（AOM，Sigma）、

Dextran Sulfate Sodium Salt（DSS，YEASEN）、Anti-
mouse Sca-1-PE-Cy7、Anti-mouse c-Kit-APC-eFluor780、

Anti-mouse CD34-FITC、Anti-mouse CD135 APC、

Anti-mouse CD90.1-PerCP-Cy5.5、Anti-mouse CD127 
PerCP-Cy5.5、Mouse Hematopoietic Lineage Antibody 
Cocktail FITC、Anti-mouse CD16/32-PerCP-Cy5.5、

Anti-mouse CD4-PE、Anti-mouse CD8-PE-Cy7、Anti-
mouse B220- PerCP-Cy5.5、Anti-mouse Gr-1-APC、

Anti-mouse CD11b-PE-Cy7、7-AAD、固定 / 渗透试剂

Cell fixation and cell permeabilization kit（eBioscience）、

FBS、DMEM Basic（Gibco）、20×PBS 缓冲液（上海

生工生物工程有限公司）、双抗、红细胞裂解液、苏

木素染液和伊红染液（Solarbio）等。

1.1.4 实验仪器 流式细胞仪（BD）、冷冻离心机、

超纯净去离子水组合系统（Thermo）、石蜡切片机和

石蜡包埋仪（Leica）等。

1.2 方法

1.2.1 小鼠炎症性结肠癌模型构建 用生理盐水将

100 mg AOM 原液稀释至 1.25 mg/mL，选年龄性别相

当的小鼠随机分配 3 个组（对照组（N）、炎症组（I）

和肿瘤组（T）），按 12.5 mg/kg 小鼠体重对肿瘤组小

鼠行单次腹腔注射 AOM，继而喂以含 2%DSS 的饮

用水和普通饲料，喂药周期以给药 1 周停药 2 周循环，

停药期间喂以正常饮用水，对照组小鼠则注射等量

生理盐水，喂正常饮用水。肿瘤组小鼠处理 8 周后，

对炎症组小鼠行单次腹腔注射 AOM 并按给药周期给

药。肿瘤组腹腔注射 12 周（4 个给药周期，炎症组

4 周）后，处死小鼠进行下一步实验。

1.2.2 小鼠结肠石蜡切片和 HE 染色 处死小鼠，

取结肠并沿径向剖开，用 PBS 清洗结肠 ；并沿径向

卷起并投入波氏固定液中 24 h，后流水冲洗 6 h 或

过夜。将结肠组织修整后依次经浓度梯度酒精（50%、

60%、70%、80%、90%、95%I、95%II、100%I、

100%II） 脱 水 各 35 min， 在 依 次 用 二 甲 苯∶ 乙 醇

=1∶1 溶液 10 min，二甲苯 I、二甲苯 II 各 10 min，

随后将结肠组织投入 58-60℃石蜡中透蜡 2-3 h。将

组织包埋在蜡块中进行切片，厚度为 4-5 μm ；切片

于 38.5℃温水上展片，待切片充分展平后捞至载玻

片上进行烤片。随后切片经二甲苯 II 和二甲苯 I 各

15 min、二甲苯∶乙醇 =1∶1 溶液 10 min 脱蜡，紧

接着将切片按顺序放入逆浓度梯度酒精和二次水中

各 5 min。将切片至于苏木素染液中室温条件下染色

15-20 min，后放入水中洗去多余染液，并放入分化

液中 3-5 s，取出切片放入水中终止分化。随后至于

伊红染液中染色 5 min，后放入水中洗去多余的染液。

95%I、95%II、100%I、100%II 酒精各 2 min，二甲

苯 I、二甲苯 II 各 2 min 脱水透明，镜检封片成像。
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1.2.3 小鼠骨髓细胞单细胞悬液的制备 脱颈处死

小鼠，剪后肢并剔除股骨与胫骨上的肌肉，并将骨

头至于 PBS 中。用吸有 DMEM 完全培养基的注射

器将骨腔内的骨髓组织吹出，并用移液器反复吹打

成单个悬浮细胞，经 300×g 离心 5 min（下同）后，

弃上清液并加入 1 mL 红细胞裂解液，2 min 后加入

足量的 PBS 终止裂解，离心弃上清液。加 6 mL PBS

重悬细胞，用 70 μm 细胞筛过滤后待用。

1.2.4 细胞丰度分析 取骨髓单细胞悬液 1 mL 于 2 
mL 离心管中离心，弃上清液，4℃避光孵育抗体 30 
min。后用 PBS 清洗细胞，并用 1 mL PBS 重悬细胞，

进行流式细胞分析。

1.2.5 细胞周期分析 取骨髓单细胞悬液 4 mL，离

心弃上清液，避光孵育抗体 30 min。加入 500 μL 固

定液充分混匀，固定 1 h，加入渗透液 2 mL 轻轻吹

打均匀，750×g 离心 10 min，弃上清液，室温避光

孵育 7-AAD 染液 1 h。随后加入渗透液 3 mL 清洗细

胞，并用 3 mL 渗透液重悬细胞，进行流式细胞分析。

2 结果

2.1 小鼠炎症性结肠癌模型构建

小鼠炎症性结肠癌模型可以提供结肠炎和结肠

癌两组实验动物。用 AOM 和 DSS 联合诱导小鼠 4 周，

小鼠结肠可产生明显的炎症，诱导 12 周后可形成成

熟的结肠癌，主要表现为炎症组和肿瘤组小鼠结肠

（平均长度分别为 ：9.3 cm 和 9.0 cm）较正常对照组

小鼠结肠（11.6 cm）显著缩短（图 1-A）。不仅如此，

病理切片结果明显表现出炎症和肿瘤发生的情况 
（图 1-B）。

2.2 小鼠在炎症和肿瘤状态下HPCs丰度表现出特

征性变化

为检测小鼠炎症和肿瘤进程中 HPCs 丰度的变

化，对对照组、炎症组和肿瘤组小鼠骨髓细胞进行

了流式细胞分析（图 2-A）。结果显示炎症和肿瘤状

态下，小鼠骨髓中 HPCs 丰度呈特征性变化。主要

表现为无论是肿瘤组与炎症组，还是肿瘤组 / 炎症

组与对照组相比髓系祖细胞 CMPs 和 GMPs 的丰度

均显著性增加，而淋巴系祖细胞 CLPs 的丰度表现出

显著减少。如在正常生理条件下，CMPs 细胞丰度为

0.347%±0.024%，在炎症和肿瘤状态下其丰度分别

为 0.405%±0.018% 和 0.509%±0.017%， 且 肿 瘤 状

态下 CMPs 丰度显著高于炎症状态（图 2-B）。GMPs

在肿瘤和炎症状态下的含量分别为 0.982%±0.123%

和 1.367%±0.150%，两者相比，肿瘤状态下 GMPs

含量显著高于炎症状态并且均显著高于正常生理

状 态 下 GMPs 的 含 量（0.660%±0.057%， 图 2-B）。

MEPs 也表现出同样的变化（N ：0.665%±0.038%、

I ：0.875%±0.075% 以 及 T ：1.283%±0.206%， 图

2-C），而对于 CLPs 而言，其在正常生理状态下的丰

度为 0.029%±0.003%，炎症和肿瘤状态下分度分别 
为 0.021%±0.003% 和 0.012%±0.003%（ 图 2-D）。

炎症和肿瘤小鼠的 CLPs 丰度显著低于正常小鼠。此

外，处于更上游的 MPPs 随着炎症和肿瘤的发生表

现出细胞含量的显著增加（N ：0.015%±0.004%、I ：

0.026%±0.03% 以及 T ：0.048%±0.012%，图 2-C）。

上述结果表明小鼠炎症和肿瘤发生中 HPCs 发生着

特征性变化（主要偏向髓系细胞生成），提示了正

常生理状态与炎症及肿瘤发生中的免疫系统特征性

改变存在着递进性的联系。揭示了慢性炎症诱导免

疫系统免疫能力的逐渐失衡可能是肿瘤形成的原因 
之一。

2.3 小鼠在炎症和肿瘤状态下HPCs增殖活性变化

为 检 测 不 同 病 理 状 态 下（ 炎 症 和 肿 瘤 ） 小

鼠 HPCs 的 增 殖 活 性， 利 用 7-AAD 标 记 HPCs 核

酸，通过核酸的含量来检测其细胞周期时相分布。

结 果 显 示， 随 着 炎 症 和 肿 瘤 的 发 生，HPCs 进 入

分裂期的细胞显著增加，其分裂能力显著强于正
A 小鼠结直肠外观 ；B 小鼠结直肠 H&E 染色

图 1 AOM/DSS 处理后小鼠结直肠炎症和肿瘤发生情况
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A 小鼠造血祖细胞流式细胞分析 ；B-D 小鼠造血祖细胞丰度分析统计（N、I 和 T 分别代表对照组、炎症组和肿瘤组 ；

*P<0.05，**P<0.01 和 ***P<0.001，下同）

图 2 小鼠造血祖细胞丰度分析

常 生 理 状 态 下 的 分 裂 能 力（CMPs ：17.33%±1.03

（N）、22.09%±1.78%（I） 和 30.63%±3.30%（T）；

GMPs ：17.41%±1.49%（N）、22.50%±0.89%（I）

和 28.07%±1.77%（T）；MEPs ：29.50%±1.81%

（N）、35.10%±2.65（I） 和 42.10%±1.15%（T） 以

及 MPPs ：20.57%±0.59%（N）、24.55%±1.84%（I）

和 36.22%±4.57%（T），图 3），与炎症和肿瘤状态

下小鼠 HPCs 丰度的结果一致。由细胞丰度和周期

的结果可知，在炎症和肿瘤状态下，髓系祖细胞的

分裂能力增强，其数量不断积累。这提示了在炎症

和肿瘤状态下 HSPCs 的髓系偏向。

2.4 炎症和肿瘤进程中HSPCs的髓系偏向

为 进 一 步 验 证 炎 症 和 肿 瘤 状 态 下 HSPCs 偏

向髓系分化，本研究继续分析了小鼠骨髓（Bone 
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marrow，BM）中髓系和淋巴系免疫细胞的产生情

况。结果显示，在炎症和肿瘤状态下，小鼠骨髓中

MDSCs（CD11b+Gr-1+）比例显著高于正常生理状态

（N ：44.47%±1.22%、I ：64.73%±2.60% 以 及 T ：

85.20%±1.21%，图 4-A）。相反，小鼠骨髓中淋巴

系 B 细胞（B220+）比例则随着炎症和肿瘤的发生而

显著下降（N ：19.50%±1.25%、I ：15.23%±1.82%

以及 T ：4.71%±1.78%，图 4-B）。分析结果说明，

HSPCs 在炎症和肿瘤进程中偏向髓系分化。

2.5 肿瘤状态下小鼠细胞免疫功能失衡

为检测炎症和肿瘤状态下免疫机体免疫系统

的免疫能力，本研究分别检测了外周血（Peripheral 
blood，PB） 中 CD4+ 和 CD8+T 细 胞 的 含 量。 通 过

CD4+/CD8+T 细胞比值推测免疫系统的细胞免疫状

态。CD4+/CD8+T 细胞的比值作为免疫调节的一项指

标，正常值约 1.4-2.0 之间，超出或低于此范围则表

明细胞免疫功能失衡［9］。研究发现，与对照组小鼠

CD4+ 和 CD8+T 细胞含量（分别为 ：20.57%±1.27%

和 13.67%±1.50%） 相 比， 在 炎 症 状 态 下 的 CD4+

和 CD8+T 细 胞 含 量（ 分 别 为 ：19.56%±0.32% 和

13.47%±0.64%） 无 明 显 变 化，CD4+/CD8+T 细 胞

比 值（ 分 别 为 ：1.51±0.15 和 1.45±0.06） 也 无

明 显 差 异。 但 是 在 肿 瘤 状 态 下，CD4+T 细 胞 含

量（16.73%±0.35%）显著降低而 CD8+T 细胞含量

（18.20%±0.70%）显著增加，CD4+/CD8+T 细胞比值

（0.917）也明显低于正常水平（图 4-C-E）。结果表明：

在肿瘤状态下 CD4+/CD8+T 细胞比值显著下降，说明

小鼠细胞免疫功能下降。

3 讨论

长期以来，癌症与慢性炎症两者间的关系备受

关注。许多研究指出慢性炎症与肿瘤发生密切相关，

并能促进肿瘤的进程［10-12］。然而，人们对慢性炎症

与癌症两者关系的潜在机制知之甚少。为此，我们

以 AOM/DSS 诱导的小鼠炎症性结肠癌模型为研究基

础，分别对炎症和肿瘤状态下造血祖细胞的丰度和

周期状态进行了分析，并检测了一些终末分化的免

疫细胞含量变化，旨在诠释慢性炎症和肿瘤进程中

免疫系统的变化规律。

经 过 研 究 和 分 析 发 现， 炎 症 和 肿 瘤 进 程 中，

免疫系统调节异常，髓系造血祖细胞异常增加，

HSPCs 偏向髓系分化 ；炎症和肿瘤能不同程度的诱

发免疫抑制作用 ；慢性炎症可能会逐渐诱导免疫系

统的失衡，导致免疫系统的免疫能力下降，从而使

肿瘤细胞得以规避免疫系统的监视和抑制，并最终
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A 小鼠造血祖细胞周期流式细胞分析 ；B-E 小鼠造血祖细胞周期统计分析

图 3 小鼠造血祖细胞周期分析
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导致肿瘤的发生。

在小鼠的免疫系统中，HSPCs 偏向髓系分化

可能是机体应激的结果。有研究报道，Toll 样受体

（TLR），一种能识别微生物或病毒成分并引发先天

免疫反应的生物分子，除了在成熟的免疫细胞中表

达外，在早期的造血祖细胞也有表达，说明早期的

造血祖细胞能够直接响应外界的刺激，如炎症和外

伤感染等［13］。由此可以推断 HSPCs 的髓系偏向和

髓系造血祖细胞特别是 GMPs 的积累，与炎症和肿

瘤的发生相关。此外，免疫系统在肿瘤发生与衰老

进程中的调节和变化具有诸多相似之处。在本研究

组的前期研究中发现，小鼠衰老进程中 HSPCs 也出

现偏向髓系分化的现象［14］。Peng 等［15］的研究也提出，

人类 HSCs 也随着衰老进程而偏向髓系分化，因此，

HSPCs 偏向髓系分化可能是机体应激、衰老进程乃

至肿瘤进程中的一个共同特征。

本研究发现，在肿瘤状态下，小鼠细胞免疫功

能下降，结果与其他研究相一致［16-18］。肿瘤的生成

和发育与机体免疫功能状态有着紧密的联系。由外
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周血 T 淋巴细胞（CD4+ 和 CD8+T 细胞）构成的细

胞免疫是抗肿瘤免疫的重要形式。在临床上，使用

CD4+/CD8+T 细胞比值来衡量免疫系统状态。本研究

发现，在荷瘤小鼠 PB 中，CD4+/CD8+T 细胞比值显

著下降，说明肿瘤可能干扰和调控机体免疫系统，

导致机体细胞免疫功能失衡。

在肿瘤多发的今天，肿瘤干扰和调控免疫系统

一直是该领域的热门研究内容。肿瘤的发生与免疫

系统的调节异常有关，但是肿瘤如何影响免疫系统

的发育和调节仍未有清晰的认识。HSPCs 的髓系偏

向并伴随着肿瘤的免疫抑制可能是肿瘤发生中的共

同特性。在肿瘤的治疗中，解决 HSPCs 髓系偏向问

题可能才是肿瘤治疗的关键所在。

4 结论

在炎症和肿瘤进程中，造血 - 免疫系统调节异

常，髓系祖细胞包括 MPPs、CMPs 和 GMPs 丰度和

细胞分裂能力显著性增加，而淋巴系祖细胞 CLPs 分

度和细胞分裂能力均显著下降，揭示了 HSPCs 发生

髓系偏向。肿瘤状态下，小鼠外周血 CD4+/CD8+T 细

A-B 小鼠骨髓中 B 细胞和 MDSCs 含量的统计分析 ；C-D 小鼠外周血中 CD4+T 细胞和 CD8+T 细胞含量的统计分析 ；

E 小鼠外周血 CD4+/CD8+T 细胞比值（BM、PB 和 PBMC 分别为 ：骨髓、外周血和外周血单个核细胞）

图 4 小鼠骨髓和外周血中免疫细胞含量的统计分析
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胞比值下降，说明肿瘤可能干扰和调控机体免疫系

统，导致机体细胞免疫功能紊乱。此外，炎症和肿

瘤状态下的免疫系统两者间存在着密切的关系，慢

性炎症可能通过诱导造血 - 免疫系统的失衡，使得

肿瘤细胞得以规避免疫系统的监视和抑制作用并最

终导致肿瘤的形成。
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