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文章亮点： 

1实验首次应用重组人 γ-干扰素联合白消安成功建立小鼠重型再生障碍性贫血模型。该造模方法操作简便，

造模周期短，费用低，稳定性好。 

2该方案建立的再生障碍性贫血小鼠模型骨髓抑制严重持久且不可逆，是一种新型、理想的再生障碍性贫血

动物模型，对研究再生障碍性贫血的发病机制及寻找新的再生障碍性贫血治疗方法具有重要的意义。 
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摘要 

背景：建立理想的重型再生障碍性贫血动物模型对探究再生障碍性贫血发病机制及筛选有效防治药物尤为重

要。 

目的：应用注射用重组人 γ-干扰素联合白消安建立小鼠重型再生障碍性贫血模型。 

方法：选择健康雌性昆明小鼠 60只，随机分为再生障碍性贫血造模组(n=50)和对照组(n=10)。再生障碍性贫

血造模组予重组人 γ-干扰素 1×104 U/d腹腔注射，以白消安 18 mg/(kg•d)灌胃，均连续用药 7 d；对照组给予

同等容量生理盐水灌胃及腹腔注射。比较两组间一般情况、体质量及血细胞计数，并观察再生障碍性贫血造

模组小鼠骨髓细胞形态学及骨髓活组织病理学的变化。 

结果与结论：给药第 7 天时，再生障碍性贫血造模组小鼠体质量、白细胞、血红蛋白、血小板及网织红细胞

计数均较对照组明显下降，差异有显著性意义(P < 0.05)；骨髓细胞形态学及骨髓活组织病理学检查显示再生

障碍性贫血造模组小鼠骨髓增生极度减低，非造血细胞团相对易见，油滴明显增多，脂肪空泡明显。提示联

合应用重组人 γ-干扰素和白消安能成功建立小鼠再生障碍性贫血模型，该造模方法操作简便，费用低，稳定

性好。 
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Abstract 

BACKGROUND: It is important to establish an ideal mouse model of severe aplastic anemia for investigating the 

mechanism and finding new therapies for aplastic anemia. 

OBJECTIVE: To establish a severe aplastic anemia mouse model by using recombinant human interferon-γ and 

busulfan.  

METHODS: Sixty healthy Kunming female mice were randomly divided into two groups: model group (n=50) and 

control group (n=10). The model group was given recombinant human interferon-γ at a dose of 1×10
4
 U/d by 

intraperitoneal injection and busulfan at a dose of 18 mg/(kg·d) through stomach feeding for 7 days. The same 

volume of physiological saline was given to control group. Multi-parameters, including general condition, body 

weight, blood cell count, morphology and biopsy of bone marrow were analyzed in two groups.  

RESULTS AND CONCLUSION: At day 7 after treatment, the weight, white blood cell count, hemoglobin, blood 

platelet, reticulocyte count in model group were significantly lower than control group (P < 0.05). Bone marrow 

smears and biopsy of model group showed marked reduction of bone marrow proliferation and increases of 

percentages of non-hematopoietic cell clusters and adipose tissue. The oil drop and fat vacuole were apparently 

seen in the model group. Severe aplastic anemia mouse model can be established by using recombinant human 

interferon-γ and busulfan successfully, which is economic, stable and easy to operate.   
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0  引言  Introduction 

再生障碍性贫血是一种由不同病因引起的骨髓造血功

能衰竭性疾病，以造血干细胞减少、骨髓脂肪化和外周血

全血细胞减少为特征
[1]
，临床上表现为贫血、感染和出血。

再生障碍性贫血病因不明，与药物、化学毒物、电离辐射、

病毒感染及免疫因素有关。其发病机制主要涉及3方面：即

干细胞减少或缺陷、造血微环境紊乱和免疫异常。目前已

经有越来越多的研究结果表明，再生障碍性贫血是一种自

身免疫性疾病
[2]
，但其发病机制仍未完全阐明。治疗方面，

强化免疫抑制治疗和同胞供者异基因造血干细胞移植成为

再生障碍性贫血的两大标准疗法
[3]
，但是急性重型再生障

碍性贫血患者早期死亡率高，不易获得HLA相合的配型，

强化免疫抑制治疗后复发率仍相当高
[4]
，使再生障碍性贫

血的治疗依然面临困难
[5]
。为探究再生障碍性贫血发病机

制及筛选有效防治药物，建立理想的再生障碍性贫血动物

模型显得尤为重要。 

血细胞的生成过程是造血干/祖细胞不断增殖分化的

过程，阻断其任一过程均可造成造血系统调控的紊乱，因

此可采用化学、物理、免疫介导等不同的方法建立再生障

碍性贫血动物模型
[6]
。 

化学方法主要是通过注射化学药物引起再生障碍性

贫血动物模型，常用的药物有白消安、环磷酰胺、氯霉素、

苯、乙酰苯肼、5-氟尿嘧啶等。Gibson等
[7]
的研究发现单

独应用白消安可建立慢性再生障碍性贫血小鼠模型，其主

要缺点是建模时间太长。
60

Co-γ射线照射是建立再生障碍

性贫血动物模型的常用物理方法，但需要特殊设备及防

备，操作不方便，且辐射剂量难以控制，剂量过大容易致

动物死亡，过小则动物造血功能又容易恢复；除能引起造

血功能障碍外，还会引起全身各器官损伤，毒副作用非常

大。孙纪元等
[8]
用物理化学方法建立再生障碍性贫血动物

模型，造模时间短，但再生障碍性贫血期不稳定，后期有

造血功能自发恢复倾向。免疫介导再生障碍性贫血模型稳

定性好
[9]
，但实验操作复杂，条件要求极高。上述建模方

法均有其缺点，或造模时间过长，或造模方法复杂，或再

生障碍性贫血期不稳定。 

国内有学者联合鼠源性γ-干扰素和白消安成功建立再

生障碍性贫血动物模型
[10]
，应用此方法建立的再生障碍性

贫血模型其调节性T细胞的变化与人类再生障碍性贫血相

同
[11]
。人和小鼠的γ-干扰素有65%同源性，因重组人γ-干

扰素价格低廉，容易获得，且稳定性好，常应用于鼠试验

中。 

为探索一种操作简便、费用低、稳定性高的理想重型

再生障碍性贫血动物模型，课题组首次应用重组人γ-干扰

素联合白消安成功建立重型再生障碍性贫血动物模型，稳

定性好。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

设计：前瞻性随机对照实验。 

时间及地点：于2012年9月至2013年12月在中山大学

第五附属医院中心实验室、中山大学北校区动物实验中心

完成。 

材料： 

实验动物：健康雌性SPF级昆明小鼠60只，体质量

18-22 g，购自中山大学动物实验中心，许可证号：

SCXK(粤)2011-0029。饲养环境温度为(22±3) ℃，相对湿

度(55±2)%。 

实验过程中对动物的处置方法符合2009年《Ethical 

issues in animal experimentation》相关动物伦理学标准的

条例。 

 

 

 

 

 

 

 

 

方法： 

再生障碍性贫血小鼠模型的建立：雌性昆明小鼠60只，

适应性喂养2 d后，按随机数字表法分为再生障碍性贫血造

模组(n=50)和对照组(n=10)。将白消安片剂研磨并加入生

理盐水均匀混合成2 g/L悬液，再生障碍性贫血造模组小鼠

均连续7 d予注射用重组人γ-干扰素1×10
4
 U/d腹腔注射，

同时予以白消安18 mg/(kg•d)灌胃，对照组予以同等剂量

生理盐水灌胃及腹腔注射
[10-11]
。 

再生障碍性贫血小鼠模型的评判：再生障碍性贫血小

鼠模型的评判标准依据小鼠外周血常规检测和骨髓象分

析：外周血三系细胞减少、网织红细胞减少，骨髓活检示

骨髓增生不良或低下、非造血细胞(脂肪细胞)增多。急性

重型再生障碍性贫血小鼠模型的评判标准：发病急，贫血

进行性加重，严重感染和出血，血象具备下述3项中的2项：

①网织红细胞绝对值小于15×10
9
 L

-1
。②中性粒细胞计数小 

小鼠重型再生障碍性贫血模型建立实验的主要试剂及仪器： 

试剂与仪器 来源 

注射用重组人 γ-干扰素 上海凯茂生物医药有限公司 

白消安 GSK 公司产品 

CELL-DYN 3700 型全自动血细胞分析 美国雅培公司 

倒置光学显微镜 日本 OLYMPOS 产品 
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于0.5×10
9
 L

-1
。③血小板小于20×10

9
 L

-1
。骨髓增生广泛重

度减低。 

标本的采集和处理： 

血标本：再生障碍性贫血造模组分别于给药第3，5，

7及14天随机取2，8，10，7只小鼠采集眼眶静脉血0.5 mL，

行外周血细胞计数分析及网织红细胞计数，对照组于第14

天以同样方法采血(10只)。 

骨髓液及骨髓组织标本：再生障碍性贫血造模组分别

于给药第3，5，7及14天，随机取2，8，10，7只小鼠，游

离左侧股骨，剪开两端使骨髓腔完全暴露，用空气快速吹

打出骨髓液并迅速涂片，并游离右侧股骨，将其置于体积

分数10%中性甲醛溶液(pH=7.0)固定。对照组于第14天取

10只小鼠进行相同标本制作。 

主要观察指标： 

小鼠一般情况及体质量：观察小鼠的活动度、毛发、

外部形态、精神状况及体质量变化，解剖小鼠观察内脏。 

血液常规检测：应用CELL-DYN 3700型全自动血细胞

分析仪检测血标本的白细胞、红细胞、血红蛋白、血小板、

网织红细胞计数水平。 

骨髓细胞形态学检查：骨髓涂片进行Wright-Giemsa

混合染色，显微镜下观察骨髓增生程度。 

骨组织病理学检查(苏木精-伊红染色法)：将甲醛固定

的股骨送广州金域医学检验中心进行切片制作，显微镜下

观察骨髓增生程度。 

统计学分析：采用SPSS 13. 0统计软件进行数据处理，

实验数据以x
_

±s表示，两组均数比较采用t 检验，以P < 0.05

为差异有显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  实验动物数量分析  纳入小鼠60只，分成再生障碍性

贫血造模组和对照组，自然死亡23只，27只小鼠进入结果

分析，纳入分析的造模组小鼠符合急性重型再生障碍性贫

血的标准。 

2.2  小鼠一般情况、体质量变化  再生障碍性贫血造模组

自给药第3天起部分小鼠开始出现眼睑出血，睁眼困难，给

药第4天开始出现毛发干枯、稀疏、活动迟缓、反应迟钝，

面部浮肿、眼周分泌物明显增多、出血等症状，体质量下

降，第6天自然死亡1只，第7-13天自然死亡22只，至第14

天时剩余7只小鼠均呈濒死状态。另于第3，5，7天采集血

液及骨髓标本分别处死了2，8，10只小鼠，解剖后可见肠

壁广泛出血，部分出现肠坏死。 

对照组小鼠给药后一般状态良好，活动灵敏，体质量

呈上升趋势，未出现死亡。 

如表1所示，再生障碍性贫血造模组与对照组小鼠给

药前体质量差异无显著性意义，给药后7 d和14 d再生障

碍性贫血造模组体质量较对照组下降，差异有非常显著性

意义。 

2.3  血细胞计数  再生障碍性贫血造模组自给药第3天开

始出现血象下降，白细胞下降最明显，其次是血小板，血

红蛋白下降不明显，至第5天部分小鼠已进入粒缺状态，中

性粒细胞比例明显下降，淋巴细胞比例明显升高，再生障

碍性贫血造模组网织红细胞计数亦自第3天起出现下降，并

且随着给药时间的延长呈进行性下降。 

如表2所示，给药第7天，再生障碍性贫血造模组白细

胞、血小板、血红蛋白与对照组比较差异有显著性意义   

(P < 0.05)，至第14天，与对照组比较差异有显著性意义  

(P < 0.05)，但再生障碍性贫血造模组给药第7天与给药第

14天比较血细胞计数差异无显著性意义(P > 0.05)。 

2.4  骨髓细胞形态学观察结果  对照组小鼠骨髓细胞

增生极度活跃，红系、粒系和巨核系均匀分布(图1A，

B)。 

再生障碍性贫血造模组小鼠给药第3天时，骨髓有核细

胞增生尚可，粒系、红系增生活跃，巨核细胞减少；给药

第5天，小鼠骨髓增生减低，可见油滴及脂肪空泡；至给药

第7天，小鼠骨髓增生极度减低，红系、粒系、巨核细胞系

均明显减少，非造血细胞团易见，油滴明显增多，脂肪空

泡明显(图1C，D)，与人类重型再生障碍性贫血骨髓象相

似；至第14天时，小鼠骨髓呈重度抑制状态，骨髓小粒空

虚(图1E，F)。 

2.5  骨髓组织病理形态学观察结果  对照组小鼠骨髓活

组织病理学检查显示骨髓有核细胞增生极度活跃，增生程

度>95%(图2A，B)。 

再生障碍性贫血组小鼠给药第7天骨组织病理学检查

显示骨髓增生极度减低，增生程度<1%，未见巨核细胞，

偶见红系、粒系细胞，淋巴细胞散在分布，造血组织明显

减少，被大量脂肪组织代替，间质血窦充血、出血伴水肿(图

2C，D)。 

 

3  讨论  Discussion 

再生障碍性贫血是造血干细胞缺陷、造血微环境异常

及免疫功能紊乱而导致的一类以造血组织功能衰竭为特征

的疾病。目前，国内外建立再生障碍性贫血动物模型的方

法有物理、化学、免疫介导及物理化学等方法
[12]
，其中免

疫介导再生障碍性贫血模型接近于人类的再生障碍性贫

血，但是实验操作复杂，一般的实验室不能完成，费用也 

表 1  两组小鼠给药前后体质量比较 

Table 1  The weight of mice in model group and control group 

before and after treatment                             (x
_

±s, g) 

表注：与对照组比较，
a
P < 0.01。结果显示，给药后 7 d和 14 d再生障碍性贫

血造模组体质量较对照组下降(P < 0.01)。 

组别                    n 给药前 给药后 7 d 给药后 14 d 

对照组 

再生障碍性贫血造模组    

10 

7  

19.7±1.37 

20.8±1.87 

26.9±0.99 

16.8±2.05
a
 

30.7±1.64 

13.6±0.96
a
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表 2  两组小鼠给药不同时间点外周血象变化 

Table 2  Peripheral blood cell count of mice at different time                                                                   (x
_

±s) 

表注：与对照组比较，
a
P < 0.01。结果显示，给药第 7，14天，再生障碍性贫血造模组白细胞、血小板、血红蛋白、网织红细胞计数较对照组下降(P < 0.05)。 

组别             给药时间(d) n 白细胞(×10
9
 L

-1
) 血红蛋白(g/L) 血小板(×10

9
 L

-1
) 网织红细胞(×10

9
 L

-1
) 

对照组 

再生障碍性 

贫血造模组       

14 

7 

14 

10 

10 

7 

5.11±1.75 

0.19±0.12
a
 

0.17±0.14
a
 

163.10±7.22 

126.30±7.47
a
 

121.57±4.72
a
 

566.50±92.53 

59.90±28.82
a
 

54.10±24.19
a
 

322.35±58.59 

8.69±1.65
a
 

8.39±1.30
a
 

图 1  两组小鼠骨髓细胞形态(瑞特-吉姆萨混合染色) 

Figure 1  Morphology of bone marrow cells in two groups (Wright-Giemsa mixed dyeing) 

图注：A，B为对照组小鼠骨髓细胞形态(×100，×400)，显示骨髓细胞增生极度活跃，红系、粒系和巨核系均匀分布。C，D为再生障碍性贫血

造模组给药第 7天小鼠骨髓细胞形态(×100，×400)，显示骨髓增生极度减低, 红系、粒系、巨系均明显减少，非造血细胞易见，油滴明显增多，

脂肪空泡明显；E，F为再生障碍性贫血造模组给药第 14天小鼠骨髓细胞形态(×100，×400)，显示骨髓增生仍极度减低, 红系、粒系、巨核细

胞系明显减少，油滴增多，脂肪空泡明显，骨髓小粒空虚。 

A B C 

D E F 

图 2  两组小鼠骨髓组织病理形态学观察结果(苏木精-伊红染色) 

Figure 2  Bone marrow biopsy results in two groups (hematoxylin-eosin staining) 

图注：A，B为对照组小鼠骨髓活检结果(×100，×200)，显示骨髓有核细胞增生极度活跃，增生程度>95%；C，D再生障碍性贫血造模组给药

第 7天骨髓活检结果(×100, ×200)，显示骨髓增生极度减低，增生程度<1%，未见巨核细胞，偶见红系、粒系细胞，淋巴细胞散在分布，造血

组织明显减少，被大量脂肪组织代替。 

A B C D 
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昂贵
[13-15]
。 

为探索一种接近人类再生障碍性贫血、稳定性好、操

作简便、实验费用低的重型再生障碍性贫血造模方法，本

实验探索应用注射用重组人γ-干扰素联合白消安建立重型

再生障碍性贫血小鼠模型。 

既往研究发现，再生障碍性贫血患者骨髓和外周血中

γ-干扰素明显增多
[16-17]
，γ-干扰素是导致再生障碍性贫血

发生发展的最重要的细胞因子
[18-19]
，动物实验证实了γ-干

扰素通过多种途径影响造血干细胞增殖过程中的调控因子

和基因表达，导致造血干细胞的增殖分化能力下降、干细

胞数量减少
[20-24]
。 

γ-干扰素在人和小鼠基因分别定位在12号和10号染

色体上，小鼠成熟γ-干扰素分子由133个氨基酸残基组成，

人γ-干扰素成熟分子由143个氨基酸组成，糖蛋白以同源

双体形式存在，相对分子质量为40 000。人和小鼠的γ-干

扰素有65%同源性，人重组γ-干扰素容易获得，价格低廉

但稳定性好，因此常应用于鼠的动物实验
[25]
。 

白消安属于磺酸类抗肿瘤药物，能导致造血干细胞增

殖缺陷和造成骨髓间质损伤
[24]
。白消安最早于1974年应用

于再生障碍性贫血造模，单用白消安可建立慢性再生障碍

性贫血小鼠模型，其主要缺点是建模时间过长，模型不稳

定
[7]
。 

在作者的预实验中，连续7 d单用白消安18 mg/(kg•d)，

小鼠在二至三周后出现骨髓抑制但程度较轻，而白消安联

合γ-干扰素组小鼠骨髓抑制较早出现，程度重，满足本实

验所需。 

基于上述机制及预实验结果，本实验在以往实验的基

础上进行改进，选择注射用重组人γ-干扰素联合应用白消

安，以期建立一个造模周期短而不可逆的重型再生障碍性

贫血小鼠模型。 

实验结果表明，此方案诱导重型再生障碍性贫血小

鼠模型的成功率高达100%，在给药后第3天即出现血象

下降和出血。给药第7天，外周血全血细胞明显减低、网

织红细胞比例明显下降，与对照组相比差异有显著性意

义 (P < 0.05)，其中白细胞、血小板下降尤为明显，且

随着时间延长而持续下降。至第14天时全部小鼠均呈濒

死状态，而血常规无明显恢复趋势，与给药第7天再生障

碍性贫血组相比差异无显著性意义(P > 0.05)，表明该再

生障碍性贫血模型无自发恢复造血功能倾向，呈不可逆

性。 

而红细胞计数、血红蛋白虽随时间延长呈进行性下

降，但其下降速度比较缓慢，这可能与红细胞寿命较长

有关。网织红细胞寿命较短，只有一至两天，故在给药

后第3天即显著下降，并维持在低水平。骨髓细胞形态学

检查显示骨髓有核细胞增生极度低下，髓系、红系明显

减少，巨核细胞罕见，脂肪化明显，可见非造血细胞，

与人类重型再生障碍性贫血骨髓像相似。 

再生障碍性贫血是一组以造血组织功能衰竭为特征的

综合征，对外周血常规检测和骨髓象分析是再生障碍性贫

血动物模型的基本评估方法
[26]
。 

小鼠重型再生障碍性贫血的评判标准依据人重型再

生障碍性贫血的标准，即发病急，贫血进行性加重，严

重感染和出血，血象具备下述3项中的2项：①网织红细

胞绝对值小于 15×10
9 

L
-1
。②中性粒细胞计数小于

0.5×10
9
 L

-1
。③血小板小于20×10

9
 L

-1
。骨髓增生广泛重

度减低。 

在本实验中，再生障碍性贫血造模组小鼠的中性粒

细胞和网织红细胞下降水平达到重型再生障碍性贫血的

标准。再生障碍性贫血的发病与免疫紊乱有关，再生障

碍性贫血患者自身反应性T细胞活化增殖
[27]
，导致体内免

疫耐受被打破。调节T细胞是维持体内免疫平衡的T细  

胞亚群，再生障碍性贫血患者体内调节T细胞数量减   

少
[28-29]

。 

因此，理想的再生障碍性贫血动物模型在免疫学发生

机制应与人类再生障碍性贫血一致。周志刚等
[11]
应用γ-

干扰素联合白消安诱导小鼠重型再生障碍性贫血动物模

型，该模型调节性T细胞的变化与人类再生障碍性贫血相

同。 

结论：本实验结果证实该方案能成功建立重型再生

障碍性贫血动物模型，操作简便，造模时间短，给药7 d

左右能建立重型再生障碍性贫血小鼠模型，骨髓象接近

人类重型再生障碍性贫血，成功率及稳定性高，而且费

用低。本造模方案的主要创新之处在于首次将注射用重

组人γ-干扰素应用于再生障碍性贫血的造模中，其来源

简单、价格便宜。该方案建立的再生障碍性贫血小鼠模

型骨髓抑制严重持久且不可逆，是一种新型、理想的再

生障碍性贫血动物模型，对研究再生障碍性贫血的发病

机制及寻找新的再生障碍性贫血治疗方法具有广泛的用

途。 
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