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载脂蛋白 E 基因缺失促进不成熟髓系细胞的
增殖和向单核细胞的极化
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[摘摇 要] 摇 目的摇 研究载脂蛋白 E(ApoE)对小鼠骨髓来源的 CD11b + Gr鄄1 + 髓系细胞增殖和分化的影响,阐述 ApoE 基

因敲除小鼠(ApoE - / - )致动脉粥样硬化敏感的炎症相关新机制。 方法摇 6 ~8 周龄的 ApoE - / - 小鼠和 C57 / B6 野生型小

鼠,采用流式细胞术分析骨髓、脾脏和外周血中CD11b + Gr鄄1 + 髓系细胞、CD11b + Gr鄄1 - 单核细胞和CD11b - Gr鄄1 + 粒细胞的

百分比的变化。 应用定量 RT -PCR 和免疫荧光染色,鉴定 ApoE 基因和蛋白在 CD11b + Gr鄄1 + 髓系细胞的表达。 从骨髓

分选 CD11b + Gr鄄1 + 髓系细胞,体外培养 24 h,流式细胞术分析 ApoE 基因缺失对髓系细胞周期改变的作用。 结果摇 (1)
ApoE 基因缺失显著增加 ApoE - / - 小鼠外周血 CD11b + Gr鄄1 + 髓系细胞和 CD11b + Gr鄄1 - 单核细胞;(2)ApoE 基因缺失促进

ApoE - / - 小鼠脾脏和骨髓中 CD11b + Gr鄄1 + 不成熟髓系细胞的增殖;(3)定量 RT鄄PCR 和免疫荧光染色证实 ApoE 在

CD11b + Gr鄄1 + 髓系细胞有较高水平的表达;(4)ApoE 基因缺失可以促进 CD11b + Gr鄄1 + 细胞周期自 G1 期进入 S 期。 结论

摇 ApoE 基因缺失显著增加 ApoE - / - 小鼠脾脏和骨髓中 CD11b + Gr鄄1 + 不成熟髓系细胞的增殖、巨噬细胞分化和动员。
ApoE 基因缺失促进 CD11b + Gr鄄1 + 髓系细胞增殖与其促进细胞周期进入 S 期有关。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the role of apolipoprotein E (ApoE) on the migration, proliferation, and differ鄄
entiation of CD11b + Gr鄄1 + immature myeloid cells with ApoE genetic deficiency mice. 摇 摇 Methods摇 CD11b + Gr鄄1 + mye鄄
loid cells, CD11b + Gr鄄1 - monocytes, and CD11b - Gr鄄1 + granulocytes in the peripheral blood, spleen, and bone marrow of
ApoE - / - mice and control C57 / B6 mice were analyzed by flow cytometry. 摇 Expression of ApoE in CD11b + myeloid cells
were examined by quantitative RT鄄PCR and immune鄄fluorescence co鄄staining with anti鄄CD11b and anti鄄ApoE. 摇 Cell cycle
analysis was performed by flow cytometry. 摇 摇 Results摇 (1) Genetic deficiency of ApoE markedly promoted the migration
of multiple myeloid subsets, in particular CD11b + Gr鄄1 + myeloid cells and CD11b + Gr鄄1 - monocytes. 摇 (2) Genetic defi鄄
ciency of ApoE significantly increased the percentage of CD11b + Gr鄄1 + immature myeloid cells in the spleen and bone mar鄄
row of ApoE - / - mice compared with wild type mice. 摇 (3) ApoE was highly expressed in CD11b + myeloid cells located in
the spleen and bone marrow. 摇 (4) ApoE deficiency increased the percentage of CD11b + Gr鄄1 + myeloid cells in S cell cy鄄
cle. 摇 摇 Conclusions摇 ApoE deficiency significantly promotes the proliferation, differentiation, and migration of CD11b +

Gr鄄1 + immature myeloid cells in the spleen and bone marrow of ApoE - / - mice. 摇 Repressing the proliferation of CD11b +
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Gr鄄1 + immature myeloid cells and macrophage differentiation through an ApoE dependent signal pathway may provide a no鄄
vel sight on the treatment of atherosclerosis.

摇 摇 1992 年,Piedrahita 等[1,2] 应用基因打靶的方法

构建了 ApoE 基因敲除小鼠(ApoE - / - ),该基因敲

除鼠进食高脂食物诱导产生的动脉粥样硬化(ather鄄
osclerosis, As)病变,与人类的病变非常相似,因而

广泛应用于 As 发病机制和防治的研究[3鄄5]。 但是,
有较多的研究发现,较低浓度的 ApoE 就可以抑制

As 病变的发展,而对血浆胆固醇水平几乎没有影

响[6],提示 ApoE 除了参与血脂代谢之外,还有其它

的抗 As 病变发生的机制。 自 Ross 于 1993 年提出

As 发生的“炎症鄄反应学说冶,脂质代谢失衡和血管

壁炎症反应作为 As 的关键驱动因素在 As 研究中被

广泛接受[7鄄9]。 固有免疫细胞( innate immune cells)
中包括中性粒细胞和单核 /巨噬细胞是参与 As 血管

炎症反应的主要效应细胞,是易损斑块形成、破裂

和急性冠状动脉综合征发生的关键因素[10]。 研究

发现,小鼠骨髓和脾脏有大量的 CD11b + Gr鄄1 + 不成

熟髓系细胞(immature myeloid cells,IMC),这些不成

熟髓系细胞与炎症相关的小鼠结肠癌和皮肤癌的

发展密切相关[11鄄13]。 CD11b + Gr鄄1 + 不成熟髓系细

胞在 As 斑块形成与发展中的作用,目前研究尚少。
既往有研究报道骨髓分离的不成熟髓系细胞诱导

分化的单核细胞可以吞噬氧化型低密度脂蛋白(ox鄄
LDL)形成泡沫细胞[7鄄9]。 ApoE 的表达对固有免疫

细胞,尤其是对其前体不成熟髓系细胞的调控,目
前研究很少,其作用及机制有待进一步阐明。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 实验动物

摇 摇 健康 6 ~ 8 周龄 ApoE 基因敲除小鼠(20 g)和

C57 / B6 野生型小鼠(WT)各 20 只,均为雄性,由北

京维通利华实验动物中心提供。
1郾 2摇 主要试剂

DMEM / LG 培养基(Gibco 公司),标准胎牛血

清(Hyclone 公司),磷酸盐缓冲溶液(PBS)(武汉博

士德公司)。 PerCP Cy5郾 5 Rat anti鄄mouse Ly6G 和

Ly6C 即 anti鄄Gr鄄1、PE Rat anti鄄mouse CD11b 、FITC
Rat anti鄄mouse Ly6C、Biotin anti鄄F4 / 80 (美国 eBio鄄
science 公司)。 倒置相差显微镜及相机(Nikon),流
式细胞仪为 BD 公司生产(BD FACSAriaTM域)。
1郾 3摇 流式细胞术检测髓系细胞亚群

麻醉处死小鼠,从心室抽取血液约 1 mL,抗凝

处理,采用红细胞裂解液(RBC Lysis Buffer,BD)裂

解红细胞,流式缓冲液 200 滋L 重悬细胞备用;脾脏

组织剪取小块 (黄豆大小),在 40 滋mol / L 滤网

(BD)上研磨后,PBS 冲洗过滤收集单个细胞;最后

分离股骨,采用含 2%胎牛血清的 PBS 冲洗骨髓腔,
经 40 滋mol / L 滤网过滤收集洗脱液。 细胞计数后(1
伊106 cell / 100 滋L),按照 1 颐 100 的浓度,分别加入

FITC鄄anti鄄CD11b、 PerCP Cy5郾 5鄄anti鄄Gr鄄1 ( Ly6G /
Ly6C)、PE鄄anti鄄Ly6C 等荧光标记抗体 (BD Biosci鄄
ence),孵育 45 min。 PBS 洗涤细胞用滤网过滤,重
悬在含 DAPI 的 200 滋L PBS。 比较骨髓、脾脏和外

周血 CD11b + Gr鄄1 + 髓系细胞、CD11b + Gr鄄1 - 单核细

胞和 CD11b - Gr鄄1 + 粒细胞的百分比变化,进行髓系

细胞增殖和动员分析。 CD11b + Gr鄄1 + 髓系细胞也可

以经流式细胞仪分选,然后用 TriZol 试剂提取细胞

总 RNA,用于定量 RT鄄PCR 分析。 ApoE - / - 和 C57 /
B6 野生型小鼠每组各有 5 只以上。
1郾 4摇 免疫荧光染色鉴定 ApoE 蛋白在脾脏组织的

表达

小鼠麻醉后处死,分离脾脏先用4%多聚甲醛固定

24 h,然后转入 30%蔗糖溶液处理 24 h。 OCT 包埋后

制备冰冻组织切片。 免疫荧光双染色采用 Rat anti鄄
mouse CD11b(BD)和 anti鄄ApoE (abcam, ab1906)抗体。
荧光标记二抗分别采用 Texas鄄RED 和 FITC。
1郾 5摇 统计学分析

资料采用x 依 s 表示,组间比较采用 t 检验,P <
0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2. 1摇 载脂蛋白 E 基因缺失促进 CD11b + Gr鄄1 + 髓系

细胞的动员和增殖

流式细胞术分析结果显示,CD11b + Gr鄄1 + 髓系

细胞在 ApoE - / - 小鼠(n = 10)的外周血较野生型小

鼠(n = 10)有显著增加(6. 8% 依 1. 8% 比 2. 9% 依
0郾 8% ,P < 0. 05);CD11b + Gr鄄1 - 单核细胞亚群在

ApoE - / - 小鼠的外周血也较野生型小鼠有显著增加

(5. 1% 依1. 4%比 1. 5% 依0. 6% ,P < 0. 05;图 1)。
流式细胞术分析 CD11b + Gr鄄1 + 和 CD11b + Gr鄄

1 - 两个髓系细胞亚群在骨髓和脾脏的表达,结果显

示,在骨髓和脾脏内有大量的 CD11b + Gr鄄1 + 和

CD11b + Gr鄄1 - 两个髓系细胞亚群,特别是 CD11b +
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Gr鄄1 + 髓系细胞亚群。 ApoE 基因缺失能显著增加骨

髓和脾脏内 CD11b + Gr鄄1 + 髓系细胞的百分比(骨
髓:74. 5% 依 4. 8% 比 58. 6% 依 3. 1% ,P < 0郾 05;脾
脏:18. 8% 依5. 6%比 3. 3% 依0. 9% ,P < 0. 01)。 综

上,ApoE 基因缺失可以促进骨髓和脾脏内髓系细胞

的增殖和分化,促进 CD11b + Gr鄄1 + 和 CD11b + Gr鄄1 -

两个髓系细胞亚群,尤其是 CD11b + Gr鄄1 + 细胞的增

殖和动员(图 2)。

图 1. 流式细胞术分析检测 ApoE - / - 小鼠和野生型小鼠外

周血内 CD11b + Gr鄄1 + 和 CD11b + Gr鄄1 - 两个髓系细胞亚群

的表达

Figure 1. Expression of CD11b + Gr鄄1 + myeloid cells and
CD11b + Gr鄄1 - monocytes in the blood of ApoE - / - and WT
mice by FACS

图 2. 流式细胞术检测 ApoE - / - 小鼠和野生型小鼠骨髓和

脾脏内 CD11b + Gr鄄1 + 和 CD11b + Gr鄄1 - 两个髓系细胞亚群

的表达

Figure 2. Expression of CD11b + Gr鄄1 + myeloid cells and
CD11b + Gr鄄1 - monocytes in the spleen and bone marrow of
ApoE - / - and WT mice by FACS

2郾 2摇 载脂蛋白 E 在脾脏内 CD11b + Gr鄄1 + 髓系细胞

高表达

为弄清 ApoE - / - 小鼠异常的髓系免疫细胞增殖和

动员,是源自 ApoE 基因缺失导致的血脂异常,还是其

它信号机制,我们应用流式分选,从野生型小鼠脾脏和

骨髓分离了 CD11b + Gr鄄1 + 髓系细胞,然后分别用定量

RT鄄PCR 和免疫荧光分析,检测了 ApoE 基因和蛋白在

CD11b + Gr鄄1 + 髓系细胞的表达。 定量 RT鄄PCR 结果显

示,ApoE mRNA 在脾脏分离的 CD11b + Gr鄄1 + 髓系细胞

的表达,较骨髓分离的 CD11b + Gr鄄1 + 髓系细胞高约 3. 6
倍(图 3)。 进一步应用免疫荧光共染色方法,证实

ApoE 蛋白在脾脏组织 CD11b + 髓系细胞高表达,而不

是在淋巴细胞内(图 4)。
2郾 3摇 载脂蛋白 E 基因缺失促进髓系细胞增殖和向

CD11b + Gr鄄1 - 单核细胞的分化

流式细胞术分析结果显示,ApoE - / - 不仅影响

血脂代谢,还影响 CD11b + Gr鄄1 + 和 CD11b + Gr鄄1 - 两

个髓系细胞亚群的增殖和分化(图 5)。 为了进一步

分析 ApoE - / - 促进 CD11b + Gr鄄1 + 不成熟髓系细胞

增殖的机制,我们从野生型小鼠和 ApoE - / - 小鼠的

骨髓分离了 CD11b + Gr鄄1 + 细胞,体外培养 48 h 后,
进行细胞周期分析,结果显示,ApoE 基因缺失可以

减少 G1 期细胞的百分比而增加 S / M 期细胞的百分

比,促进细胞增殖(图 6)。

图 3. 定量 RT鄄PCR 检测 ApoE mRNA 在脾脏和骨髓分离

的 CD11b + Gr鄄1 + 髓系细胞的表达水平摇 摇 a 为 P < 0. 05,与
骨髓比较。
Figure 3. Expression of ApoE mRNA in CD11b + Gr鄄1 + my鄄
eloid cells isolated from spleen and bone marrow of
ApoE - / - and WT mice by quantitative RT鄄PCR

3摇 讨摇 论

ApoE 是 1973 年 Shore 等在富含甘油三酯的极

低密度脂蛋白(VLDL)中首先发现的,是血浆脂蛋

白的重要组成部分,在脂质代谢中具有重要的作

用[14,15] 。 1992 年通过基因打靶建立了 ApoE 基因
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图 4. 免疫荧光双染色检测 CD11b + 髓系细胞在脾脏的表达和 ApoE 蛋白在脾脏内免疫细胞的表达

Figure 4. Expression of ApoE protein in CD11b + myeloid cells located in the spleen examined by immunofluorescence stai鄄
ning with anti鄄CD11b (FITC) and anti鄄ApoE (Red)

图 5. 流式细胞术分析 ApoE 基因缺失对 CD11b + Gr鄄1 - 单

核细胞分化的影响摇 摇 a 为 P < 0. 05,b 为 P < 0. 01,与野生

型小鼠比较。
Figure 5. Expression of CD11b + Gr鄄1 - monocytes in the
blood, spleen, and bone marrow of ApoE - / - compared
with WT mice by FACS

图 6. 细胞周期分析展示 ApoE 基因缺失对 CD11b + Gr鄄1 +

细胞周期的影响

Figure 6. FACS analyzes cell cycle of CD11b + Gr鄄1 + mye鄄
loid cells isolated ApoE - / - mice compared with WT mice

敲除小鼠,因其异常增高的血浆胆固醇浓度(是正

常小鼠的 5 倍)和对 As 病变的敏感性,广泛应用于

心血管疾病机制和药物研究。 既往的研究已发现

ApoE 抗 As 的机制可能通过:(1)ApoE 协同载脂蛋

白 A玉(ApoA玉)促进胆固醇从内膜斑块的巨噬细

胞中流出;(2)ApoE 可以抑制 T 淋巴细胞的增殖,
调节血管炎症反应;(3)ApoE 具有抗氧化效应。 但

是,通过转基因技术,让 ApoE 基因敲除小鼠表达外

源性的 ApoE,并使其浓度低于正常水平 1% ~ 2% ,
发现其对血浆胆固醇水平几乎没有影响,却抑制了

As 的进展,说明 ApoE 可以通过调节血浆胆固醇以

外的其他机制来抑制动脉 As[16]。 但是,ApoE 基因

缺失对炎症和免疫细胞的影响及其作用机制并不

十分清楚。
为探讨炎症反应和免疫细胞在 As 发生中的作

用,本研究我们主要应用流式细胞术,分析了多个

CD11b + 髓系细胞亚群在 ApoE - / - 小鼠外周血、脾脏

和骨髓内的表达。 我们的研究发现 ApoE 基因和蛋

白在脾脏和骨髓的 CD11b + Gr鄄1 + 髓系细胞有高水平

的表达;ApoE - / - 小鼠即使给予普通饲料喂养,也可

以引起固有免疫细胞尤其是 CD11b + Gr鄄1 + 不成熟髓

系细胞的增殖和动员显著增加;ApoE - / - 小鼠较野生

型小鼠 CD11b + Gr鄄1 - 单核细胞亚群的百分比在脾脏

和外周血显著增加。 这些结果提示 ApoE - / - 不仅影

响血脂代谢,还影响 CD11b + Gr鄄1 + 髓系细胞和

CD11b + Gr鄄1 - 单核细胞两个髓系细胞亚群的增殖和

分化。 我们的研究进一步发现 ApoE 基因缺失可以

促进 CD11b + Gr鄄1 + 细胞周期自 G1 期进入 S 期,这可

能是 ApoE 调控 CD11b + Gr鄄1 + 髓系细胞增殖的一个

重要细胞内机制。 小鼠 CD11b + Gr鄄1 + 不成熟髓系细

胞,也称作髓系来源的抑制细胞(myeloid derived sup鄄
pressor cells, MDSC)。 CD11b + Gr鄄1 + 不成熟髓系细

胞或 MDSC 是来源于骨髓的一类细胞的总称,具备向

Ly6G + 粒细胞或者 Ly6C + 单核细胞或者 CD11c + 树突
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状细胞(dendritic cell)分化的能力。 CD11b + Gr鄄1 + 不

成熟髓系细胞或 MDSC 在急慢性感染、自身免疫疾病

和肿瘤发生中发挥重要作用[8鄄10],但在 As 的发病机

制中发挥的作用尚不明确。 Ross 等[7鄄9] 研究发现,
LPS 刺激诱导大量 MDSC 从骨髓动员,释放到外周循

环中;小鼠骨髓分离的 MDSC 细胞也可以转化为单核

细胞源性泡沫细胞。 2011 年,Andrew Murphy 等研究

发现,ApoE 蛋白在骨髓造血干细胞膜(hematopoietic
stem and progenitor cell, HSPC)上表达,ApoE - / - 小

鼠,不论是给予普通饮食还是高脂饮食,都可以促进

单核细胞和中性粒细胞的增殖;ApoE 抑制免疫细胞

增殖,与其通过 ABCA1 / ABCG1 调节脂质向细胞内流

动有关[17]。 ApoE 蛋白在 HSPC 上通过与 ABCA1 /
ABCG1 相互作用,促进胆固醇流出,抑制细胞表面脂

代谢受体表达和 IL鄄3 受体下游的信号。 在本研究

中,我们发现 ApoE 抗 As 的可能新机制,首先是 ApoE
可以调节髓系细胞增殖,可能与其抑制不成熟髓系细

胞的细胞周期自 G1 期进入 S 期有关。 不成熟髓系细

胞在骨髓细胞的百分比,可以达到 30% ~50%,ApoE
可能更多通过调控不成熟髓系细胞,而不是造血干细

胞(低于骨髓细胞的 1%)来调节髓系细胞的增殖和

分化,但其机制有待进一步研究。 其次,ApoE 可以抑

制单核巨噬细胞的分化,脾脏和外周血管组织可能是

其调控场所。 越来越多的研究支持 As 是炎症性疾病

和免疫相关的疾病,固有免疫细胞在免疫调节及慢性

炎症性疾病中发挥着重要的作用。 我们和其它研究

者的发现都提示,调节不成熟髓系细胞的增殖和分

化,尤其是巨噬细胞的分化或极化,可能成为调控血

管 As 斑块内炎症微环境的一个靶标。 不成熟髓系细

胞及其在血管内膜下释放的 ApoE 将来都可能作为

抑制 As 病变内炎症反应的新靶点。
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