
生理学报 Acta Physiologica Sinica, April 25, 2020, 72(2): 167–174
DOI: 10.13294/j.aps.2020.0013    http://www.actaps.com.cn

167

长期和短期限制性束缚对小鼠造血干细胞的不同影响

马晨珂，吴 宪，徐 哲，刘 健，张纪岩，史套兴*

军事科学院军事医学研究院军事认知与脑科学研究所，北京 100850

摘  要：慢性心理应激会导致机体多种功能紊乱，其中包括免疫力下降。慢性心理应激能够负调节免疫系统，但机制尚未完

全阐明。免疫细胞，包括髓系来源细胞，由骨髓造血干细胞(hematopoietic stem cell, HSC)分化而来，在机体免疫中发挥重要

作用。本实验采用短期高强度束缚和长期温和束缚慢性心理应激小鼠模型，探讨不同限制性束缚模式对小鼠骨髓HSC和髓

系来源细胞的影响。长期温和束缚模型中，对小鼠连续束缚4周，每天束缚2次，每次束缚2 h (9:00到17:00间完成)；短期高

强度束缚模型中，小鼠连续束缚5天，每天束缚16 h (当日17:00到次日9:00)。束缚完成后，取小鼠骨髓和外周血进行白细胞

计数，流式细胞术检测小鼠骨髓HSC (Lin−CD117+Sca1+CD150+CD48−)和髓系细胞(CD11b+Ly6C+)的比例和绝对数，以及外周

血髓系细胞的比例和绝对数，BrdU掺入实验检测小鼠HSC增殖能力。实验结果表明，长期温和应激导致小鼠骨髓HSC的比

例和绝对数增加，而短期高强度应激导致小鼠骨髓HSC的绝对数下降，伴有HSC的增殖下降。两种束缚模式都使小鼠骨髓

和外周血CD11b+Ly6C+细胞的总数增加或呈现增加的趋势。综上所述，长期温和应激和短期高强度应激对小鼠HSC的比例

和绝对数影响不同；两种应激模型都可以使CD11b+Ly6C+细胞总数增加，HSC增多可能并不是CD11b+Ly6C+细胞增多的主要

机制。
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Different effects of long-term and short-term repeated restraints on the hematopoietic 
stem cells in mice
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Abstract: Humans with chronic psychological stress are prone to develop multiple disorders of body function including impairment 
of immune system. Chronic psychological stress has been reported to have negative effects on body immune system. However, the 
underlying mechanisms have not been clearly demonstrated. All immune cells are derived from hematopoietic stem cells (HSC) in the 
bone marrow, including myeloid cells which comprise the innate immunity as a pivotal component. In this study, to explore the effects 
of chronic psychological stress on HSC and myeloid cells, different repeated restraint sessions were applied, including long-term mild 
restraint in which mice were individually subjected to a 2 h restraint session twice daily (morning and afternoon/between 9:00 and 
17:00) for 4 weeks, and short-term vigorous restraint in which mice were individually subjected to a 16 h restraint session (from 17:00 
to 9:00 next day) for 5 days. At the end of restraint, mice were sacrificed and the total cell numbers in the bone marrow and peripheral 
blood were measured by cell counting. The proportions and absolute numbers of HSC (Lin−CD117+Sca1+CD150+CD48−) and myeloid 
cells (CD11b+Ly6C+) were detected by fluorescence activated cell sorting (FACS) analysis. Proliferation of HSC was measured by 
BrdU incorporation assay. The results indicated that the absolute number of HSC was increased upon long-term mild restraint, but 
was decreased upon short-term vigorous restraint with impaired proliferation. Both long-term mild restraint and short-term vigorous 
restraint led to the accumulation of CD11b+Ly6C+ cells in the bone marrow as well as in the peripheral blood, as indicated by the 
absolute cell numbers. Taken together, long-term chronic stress led to increased ratio and absolute number of HSC in mice, while 
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short-term stress had opposite effects, which suggests that stress-induced accumulation of CD11b+Ly6C+ myeloid cells might not 
result from increased number of HSC.

Key words: psychological stress; hematopoietic stem cells; myeloid cells; restraint stress model

有研究证实，应激是导致心理问题产生的重要

因素 [1, 2]，慢性心理应激已被证实负向作用于免疫

系统 [3, 4]，然而相关机制还不清楚 [5]。束缚可导致

小鼠产生应激反应，被广泛用于建立小鼠心理应激

模型 [2]。所有成熟血细胞都由骨髓中造血干细胞

(hematopoietic stem cell, HSC) 分化而来，白细胞在

免疫应答过程中发挥重要作用 [6, 7]。有文献报道，

长期应激 (4 周 ) 可活化小鼠骨髓中的 HSC，使其

比例和数目均增加 [8, 9]。慢性心理应激状态使下丘

脑 - 垂体 - 肾上腺 (hypothalamic-pituitary-adrenal, HPA)
轴持续活化，进而导致糖皮质激素和儿茶酚胺水

平升高 [10–12]，机体向骨髓释放过量的去甲肾上腺

素 [13]，并通过 β3 肾上腺素受体信号通路降低趋化

因子 CXCL12 水平，促进 HSC 活化 [9]。有学者认为，

由于 HSC 的增加使得慢性心理应激状态下中性粒

细胞和单核细胞等髓系来源细胞产出增多，使整个

机体在没有感染的情况下也处于一种炎症状态 [8, 9]。

本研究采用短期高强度束缚和长期温和束缚慢性心

理应激小鼠模型，探讨不同限制性束缚模式对小鼠

骨髓 HSC 和髓系来源细胞的影响。

1  材料与方法

1.1  材料

1.1.1  实验动物　　实验用 C57BL/6 小鼠购自军事

科学院军事医学研究院实验动物中心，在 SPF 级动

物房繁殖饲养，均为 6~8 周龄，所有动物实验操作

均符合国际实验动物评估和管理委员会的标准和规

定，并获得军事科学院军事医学研究院伦理委员会

批准。

1.1.2  实验试剂　　FACS 洗液：含 0.1% 叠氮钠和

2% 胎牛血清的 PBS；抗小鼠 CD150-PEcy7、CD48-
BV421、BrdU-PE、CD117-PerCP、Sca1-APC、 
B220-FITC、CD3-FITC、Gr1-FITC、Ter119-FITC、
CD4-FITC、CD5-FITC、CD8-FITC、CD11b-FITC
和 Ly6C-APC 抗体均购自美国 eBioscience 公司。

1.1.3  实验设备　　FACS Calibur 型流式细胞仪 ( 美
国 BD 公司 )。
1.2  方法

1.2.1  慢性束缚应激 　　根据实验设计，6~8 周龄

小鼠随机分为对照组和长期束缚组 ( 每组 3 只小

鼠 )，以及对照组和短期束缚组 ( 每组 3~8 只小鼠 )。
束缚方法：束缚组每只小鼠束缚在规格相同的 50 
mL 锥形离心管中，锥形离心管提前在管壁上钻好

孔，以保持通风。长期束缚组连续束缚 4 周，每天

束缚 2 次，每次束缚 2 h (9:00 到 17:00 间完成 )，
短期束缚组连续束缚 5 天，每天束缚 16 h ( 当日

17:00 到次日 9:00)，在每个束缚循环之间清洁和消

毒束缚管。小鼠可以在管子里移动，但不能转身。

对照组小鼠不束缚，但在束缚组束缚期间同样禁食、

禁水 [8]。

1.2.2  外周血和骨髓单细胞悬液制备

1.2.2.1  采样　　小鼠脱颈处死，固定四肢置于解剖

板上，喷洒 75% 酒精，摘眼球取血后用含抗凝剂

的离心管收集获得外周血。取出腿骨，置于预冷的

PBS 中。

1.2.2.2  单细胞悬液制备　　(1) 外周血：离心后用

PBS 重悬，200 目滤网过滤，6 000 r/min、4 °C 离

心 30 s，弃上清，加入 1 mL 红细胞裂解液，室温

静置 5 min，6 000 r/min、4 °C 离心 30 s，弃上清，

加入 1 mL 预冷的 PBS 重悬备用。

(2) 骨髓：用注射器吸取预冷的 PBS，针尖插

入骨髓中吹打骨髓，细胞悬液储存在一个预冷的试

管中，2 000 r/min、4 °C 离心 5 min，加入 1 mL 预

冷的 PBS，转移到 EP 管中，6 000 r/min、4 °C 离

心 30 s，弃上清，加入 1 mL 预冷的 PBS 重悬备用。

1.2.2.3  细胞计数 　　用 PBS 将细胞悬液稀释 100
倍，混匀后取 10 µL 加入到计数板，用低倍镜计数。

四个大格总细胞数为 N。细胞浓度 = (N/4 × 106)/
mL。
1.2.2.4  二次重悬　　细胞悬液 6 000 r/min、4 °C 离

心 30 s，根据实验目的，用 PBS 或 RPMI 1640 培

养基再次重悬细胞，调整至合适浓度备用。

1.2.3  流式细胞术 　　单细胞悬浮在 FACS 洗液中，

在冰上与荧光标记抗体结合，4 °C 避光染色 30 min，
FACS 洗液洗涤一次，含有 1% (W/V) 多聚甲醛的

PBS 固定并在 4 °C 下避光保存，并于一周内上 FACS 
Calibur 型流式细胞仪检测。使用多余的细胞设置裸

细胞样品与不同荧光通道的单标样品管。
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1.2.4  BrdU 掺入实验　　每只小鼠腹腔注射 BrdU 
1 mg (0.9% NaCl 溶解 )，24 h 后将小鼠腿骨中的细

胞取出 ( 冰上操作 )，进行 HSC 表面标记染色，方

法同流式细胞术，固定过夜后用 FACS 洗液洗涤一

次，用 PBST (Triton-X 100) 重悬，冰上放置 2 min，
洗涤一次后再加入 300 μL DNase I，37 °C 放置 30 
min，洗涤，之后加入 BrdU 荧光抗体，4 °C 避光

染色 30 min，FACS 洗液洗涤一次，加入 200 μL 
FACS 洗液重悬，24 h 内使用 FACS Calibur 型流式

细胞仪检测 BrdU 抗体掺入情况。

1.3  统计学处理　　采用 SPSS13.0 统计学软件分析

数据。计量资料数据以 mean ± SD 示，用 t 检验比

较两组数据之间的差异，用单因素方差分析确定各

组间的显著性。P < 0. 05 表示差异具有统计学意义。

2  结果

2.1  长期慢性应激使小鼠骨髓HSC的比例和绝对数

增加

为验证文献中长期束缚应激对小鼠 HSC 的影

响 [14]，我们对对照组和长期束缚组小鼠骨髓中 HSC 
(Lin−Sca1+CD117+CD150+CD48−) 进行流式细胞术分

析。结果显示，与对照组相比，连续束缚 4 周，每

图  1. 长期慢性应激对小鼠骨髓造血干细胞比例和绝对数的

影响

Fig. 1. Effects of long-term chronic stress on the ratio and number 
of hematopoietic stem cells (HSCs) in the bone marrow (BM) of 
C57BL/6 mice. BM mononuclear cells were subjected to flow 
cytometry for Lin (B220, Ter119, CD11b, Gr1, CD3, CD4, CD5, 
CD8), CD117, Sca1, CD150, and CD48 staining. A: Representative 
data. B: Ratio (P = 0.045). C: Absolute number (P = 0.036). 
Results are expressed as mean ± SD, n = 3.

图    2. 长期慢性应激对小鼠骨髓CD11b+Ly6C+细胞比例和绝对数的影响

Fig. 2. Effects of long-term chronic stress on the ratio and number of myeloid CD11b+Ly6C+ cells in the bone marrow (BM) of 
C57BL/6 mice. BM mononuclear cells were subjected to flow cytometry for Ly6C and CD11b staining. A: Representative data. B: 
Ratio (P = 0.019) and absolute number (P = 0.003) of CD11b+Ly6Clo cells. C: Ratio (P = 0.473) and absolute number (P = 0.001) of 
CD11b+Ly6Chi cells. Results are expressed as mean ± SD, n = 3.



生理学报 Acta Physiologica Sinica, April 25, 2020, 72(2): 167–174 170

天束缚 2 次，每次束缚 2 h 的长期束缚组小鼠骨髓

HSC 的比例 (P = 0.045) 和绝对数 (P = 0.036) 均增

加 ( 图 1)。因此，长期慢性应激可以激活小鼠 HSC，
与文献报道 [14] 一致。

2.2  长期慢性应激使小鼠骨髓髓系来源CD11b+Ly6C+

细胞的绝对数增加

为探讨慢性心理应激状态下 HSC 的增加是否

是中性粒细胞和单核细胞等髓系来源细胞产出增多

的原因，我们又研究了长期束缚应激对小鼠骨髓髓

系来源 CD11b+Ly6C+ 细胞的影响。CD11b+Ly6C+ 细

胞分为CD11b+Ly6Clo和CD11b+Ly6Chi两个亚群 [8, 9]。

流式细胞术结果显示，与对照组相比，经过长期束

缚的小鼠骨髓中 CD11b+Ly6Clo 细胞比例 (P = 0.019)
和绝对数 (P = 0.003) 均增加；CD11b+Ly6Chi 细胞比

例没有显著变化 (P = 0.473)，但其绝对数显著增加

(P = 0.001)( 图 2)。
2.3  长期慢性应激使小鼠外周血CD11b+Ly6C+细胞

的绝对数呈现增加的趋势

长期束缚应激使小鼠骨髓髓系来源细胞产出增

多，为了探讨骨髓中 CD11b+Ly6C+ 细胞的紊乱是否

存在于外周血，我们又检测了外周血中 CD11b+Ly6C+

细胞的变化。流式细胞术结果显示，小鼠个体差异

较大，与对照组相比，经过长期束缚的小鼠外周血

CD11b+Ly6Clo 细胞比例 (P = 0.172) 和绝对数 (P = 
0.078) 呈现增加的趋势，接近统计学意义 ；而

CD11b+Ly6Chi 细胞比例 (P = 0.866) 和绝对数 (P = 
0.389) 的变化离统计学意义相差较远。因为长期慢

性应激小鼠外周血 CD11b+Ly6Clo 和 CD11b+Ly6Chi

细胞的变化趋势不一致，我们又计算了两个亚群的

比例和绝对数之和，发现 CD11b+Ly6C+ 细胞比例

(P = 0.160) 和绝对数 (P = 0.055) 呈现增加的趋势，

接近统计学意义 ( 图 3)。
2.4  短期应激使小鼠骨髓HSC的绝对数减少

前面研究结果显示，长期慢性应激导致小鼠骨

髓 HSC 和 CD11b+Ly6C+ 细胞数目增加，外周血中

CD11b+Ly6C+ 细胞数量也呈现增加的趋势。为了探

讨三者的相关性，我们又研究了短期束缚应激对小

鼠 HSC 的影响，对对照组和短期束缚组小鼠骨髓

进行流式细胞术分析，结果显示，与对照组相比，

连续束缚 5 天、每天 16 h 的短期束缚组小鼠 HSC
的比例并没有显著变化 (P = 0.515)，但其绝对数减

少 (P = 0.015)( 图 4)。
2.5  短期应激使小鼠骨髓HSC的增殖下降

短期束缚应激使小鼠 HSC 数目减少，为研究

图   3. 长期慢性应激对小鼠外周血CD11b+Ly6C+细胞比例和绝对数的影响

Fig. 3. Effects of long-term chronic stress on the ratio and number of CD11b+Ly6C+ cells in the peripheral blood of C57BL/6 mice. 
Peripheral blood cells were subjected to flow cytometry for Ly6C and CD11b staining. A: Representative data. B: Ratio (P = 0.172) 
and absolute number (P = 0.078) of CD11b+Ly6Clo cells. C: Ratio (P = 0.866) and absolute number (P = 0.389) of CD11b+Ly6Chi 
cells. D: Ratio (P = 0.160) and absolute number (P = 0.055) of CD11b+Ly6C+ cells. Results are expressed as mean ± SD, n = 3.
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该现象是否与 HSC 的增殖有关，我们通过流式细

胞术分析 HSC 的增殖 (Lin−Sca1+CD117+CD150+CD48−

BrdU+) 情况，结果显示，与对照组相比，连续束缚

5 天、每天 16 h 的短期束缚组小鼠 HSC 的增殖百

分比显著降低 (P = 0.046，图 5)，因此细胞增殖下

图   4. 短期应激对小鼠骨髓造血干细胞的比例和绝对数的影响

Fig. 4. Effects of short-term stress on the ratio and absolute num-
ber of hematopoietic stem cells (HSCs) in the bone marrow (BM) 
of C57BL/6 mice. BM mononuclear cells were subjected to flow 
cytometry for Lin (B220, Ter119, CD11b, Gr1, CD3, CD4, CD5, 
CD8), CD117, Sca1, CD150, and CD48 staining. A: Representa-
tive data. B: Ratio (P = 0.515). C: Absolute number (P = 0.015). 
Results are expressed as mean ± SD, n = 3.

图  5. 短期应激对小鼠骨髓造血干细胞增殖的影响

Fig. 5. Effects of short-term stress on hematopoietic stem cell (HSC) proliferation in the bone marrow (BM) of C57BL/6 mice. BM 
mononuclear cells were subjected to flow cytometry for Lin (B220, Ter119, CD11b, Gr1, CD3, CD4, CD5, CD8), CD117, Sca1, 
CD48, CD150, and BrdU staining. A: Representative data. B: BrdU+ ratio. Results are expressed as mean ± SD, n = 4.

降可能是短期束缚应激使小鼠 HSC 数目减少的原

因之一。

2.6  短期应激使小鼠骨髓CD11b+Ly6C+细胞的绝对

数增加

如前所述，短期应激使小鼠 HSC 数目减少，为

了研究短期应激对小鼠髓系来源细胞的影响与其对

HSC 数目的影响是否一致，我们通过流式细胞术分

析对照组和短期应激组小鼠骨髓中 CD11b+Ly6C+ 细

胞，结果显示，与对照组相比，经过短期束缚的小

鼠 CD11b+Ly6Clo 细胞的比例 (P = 0.003) 和绝对数

(P = 0.037)以及CD11b+Ly6Chi细胞的比例 (P < 0.001)
和绝对数 (P = 0.005) 均增加 ( 图 6)。
2.7  短期应激使小鼠外周血CD11b+Ly6C+细胞的绝

对数增加

如前所述，短期应激使小鼠骨髓髓系来源细胞

产出增多，为探讨骨髓中 CD11b+Ly6C+ 细胞的紊乱

是否存在于外周血，我们检测了外周血中髓系细胞

比例与绝对数的变化。流式细胞术结果显示，与对

照组相比，经过短期束缚的小鼠外周血 CD11b+Ly6Clo

细胞的比例 (P = 0.003)和绝对数 (P = 0.003)均增加，

而 CD11b+Ly6Chi 细胞的比例 (P = 0.005) 和绝对数

(P = 0.013) 均下降。因为 CD11b+Ly6Clo 和 CD11b+Ly6Chi

细胞的变化趋势不一致，我们又计算了两个亚群

的比例和绝对数之和，发现 CD11b+Ly6C+ 细胞比例

(P = 0.013) 和绝对数 (P = 0.009) 均增加 ( 图 7)。

3  讨论

HSC 是存在于骨髓中的干细胞，它可以分化成

为任何一种血细胞前体细胞，并维持自我更新能
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图   6. 短期应激对小鼠骨髓CD11b+Ly6C+细胞的比例和绝对数的影响

Fig. 6. Effects of short-term stress on the ratio and number of CD11b+Ly6C+ cells in the bone marrow (BM) of C57BL/6 mice. BM 
mononuclear cells were subjected to flow cytometry for Ly6C and CD11b staining. A: Representative data. B: Ratio (P = 0.003) and 
absolute number (P = 0.037) of CD11b+Ly6Clo cells. C: Ratio (P < 0.001) and absolute number (P = 0.005) of CD11b+Ly6Chi cells. 
Results are expressed as mean ± SD, n =4.

图   7. 短期应激对小鼠外周血CD11b+Ly6C+细胞比例和绝对数的影响

Fig. 7. Effects of short-term stress on the ratio and absolute number of CD11b+Ly6C+ cells in the peripheral blood of C57BL/6 mice. 
Peripheral blood cells were subjected to flow cytometry for Ly6C and CD11b staining. A: Representative data. B: Ratio (P = 0.003) 
and absolute number (P = 0.003) of CD11b+Ly6Clo cells. C: Ratio (P = 0.005) and absolute number (P = 0.013) of CD11b+Ly6Chi 
cells. D: Ratio (P = 0.013) and absolute number (P = 0.009) of CD11b+Ly6C+ cells. Results are expressed as mean ± SD, n = 8.
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力 [15]。骨髓是主要的造血场所，它为 HSC 提供了

一个健康且至关重要的环境，以便其更新和分化 [7]。

文献报道提示长期慢性心理应激导致小鼠 HSC 活

化，细胞比例和绝对数均增加 [6, 7]。本文通过流式

细胞术同样发现长期束缚应激导致骨髓中 HSC 比

例和绝对数增加，与文献报道 [6, 7] 相一致。有文献

报道，过量的儿茶酚胺通过 β3 肾上腺素受体信号通

路降低 CXCL12 水平从而导致长期应激后骨髓中

HSC 活化扩增 [9]。为了探讨相关机制，我们通过流

式细胞术研究了短期慢性束缚应激对小鼠骨髓中

HSC 的影响，结果显示其与长期束缚结果相反。限

制性束缚 5 天后，骨髓中 HSC 的绝对数下降，伴

有 BrdU 掺入减少。因此短期应激后 HSC 增殖减少

可能是骨髓中 HSC 数量减少的关键机制之一；升

高的应激激素也可能造成 HSC 凋亡甚至异常迁移，

这些因素可能协同造成了骨髓中 HSC 减少。有文

献报道应激引起交感神经系统兴奋，伴有体内儿茶

酚胺释放水平升高 [16]，因此本研究结果提示儿茶酚

胺不是影响 HSC 的唯一因素，可能体内逐渐改变

的微环境参与了复杂的动态调控过程 [17]。需要指出

的是，本研究中关于 HSC 数量变化的结果是基于

流式细胞术，由于用于流式细胞术分析 HSC 的分

子表面标记可能会在应激状态下发生改变，后续应

该增加一种 HSC 功能检测的手段来进一步确证本

研究的结果。

有学者认为，由于 HSC 的增加，使得慢性心

理应激状态下中性粒细胞和单核细胞等髓系来源细

胞产出增多 [9]。于是，我们研究了束缚应激对骨髓

中髓系 CD11b+Ly6C+ 细胞的影响。CD11b+Ly6C+ 细

胞分为CD11b+Ly6Clo和CD11b+Ly6Chi两个亚群 [8, 9]。

本研究结果显示，无论长期应激还是短期应激，均

导致骨髓中这两个亚群细胞绝对数增加。但这些细

胞绝对数在短期束缚后就已经增加，而此时 HSC
绝对数下降，因此我们认为 HSC 绝对数增加可能

不是 CD11b+Ly6C+ 细胞绝对数增加的主要原因。本

研究结果还显示，外周血中 CD11b+Ly6Clo 亚群的

变化趋势与骨髓相同，而 CD11b+Ly6Chi 亚群则与

骨髓中的变化趋势有较大不同。因为 CD11b+Ly6Chi

亚群相当于人类中的炎症性单核细胞，推测其增加

可能是慢性心理应激状态下机体呈现系统性低水

平炎症的主要原因之一 [8, 9]，因此其在各组织器官

中的分布特征值得进一步研究。另外，外周血中

CD11b+Ly6Clo 亚群比例高于 CD11b+Ly6Chi 亚群，因

此外周血 CD11b+Ly6C+ 细胞总数变化趋势与

CD11b+Ly6Clo 亚群相同。本研究结果显示，无论

长期应激还是短期应激，均导致髓系细胞总数增

加或者呈现增加趋势。在外周血白细胞中，除了

髓系细胞，主要就是淋巴细胞，因此本研究结果

提示淋巴细胞比例在慢性心理应激状态下应该下

降或者呈现下降趋势，可以间接说明慢性心理应

激负向作用于免疫系统。
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