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摘要 　 目的 　 通过 Ｃｒｅ⁃Ｌｏｘｐ 技术构建转基因小鼠，应用

ＬｒａｔＣｒｅ工具鼠示踪肝星状细胞分布。 方法　 将 ＬｒａｔＣｒｅ小鼠与

Ｈ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ报告基因小鼠交配，通过 ＰＣＲ 鉴定得

ＬｒａｔＣｒｅＨ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ报告基因小鼠。 固定小鼠肝脏

切片，借助免疫荧光标记肝脏非实质细胞抗体，通过 Ｉｍａｒｉｓ
３Ｄ 还原分析肝星状细胞和其他肝脏非实质细胞间的表达与

分布，以及进行肝星状细胞的自定位检验。 结果 　 ＬｒａｔＣｒｅ介
导的红色荧光蛋白 ｔｄＴｏｍａｔｏ 的表达可以特异性标记肝星状

细胞，并通过肝星状细胞与肝脏巨噬细胞、肝窦内皮细胞的

免疫荧光定位为细胞间相互作用分析提供了途径。 结论　
ＬｒａｔＣｒｅ可以介导 ｔｄＴｏｍａｔｏ 对肝星状细胞进行示踪，同时可用

做肝星状细胞特异性的报告基因工具鼠。
关键词　 肝星状细胞；肝脏巨噬细胞；肝窦内皮细胞；报告基

因小鼠；Ｃｒｅ⁃ＬｏｘＰ
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　 　 肝星状细胞（ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ，ＨＳＣ）起源于

胚胎发育期间的间皮细胞，位于肝窦的内皮下间隙。
其特征是存在含有维生素 Ａ 的脂滴，表达卵磷脂视

黄醇酰基转移酶 Ｌｒａｔ、结蛋白 ｄｅｓｍｉｎ 等［１］。 ＨＳＣ、肝
窦 内 皮 细 胞 （ ｌｉｖｅｒ ｓｉｎｕｓｏｉｄａｌ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，
ＬＳＥＣ）、肝脏巨噬细胞（Ｋｕｐｆｆｅｒ ｃｅｌｌｓ， ＫＣ）、肝脏实

质细胞（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ，ＨＣ）共同构成肝脏四大细胞群

体。 Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ［２］观察到 ＨＳＣ 与巨噬细胞借助集落

刺激因子 １、血小板衍生生长因子作用的双向环路

稳定细胞种群密度；Ｂｏｎｎａｒｄｅｌ ｅｔ ａｌ［３］ 研究表明死亡

的 Ｋｕｐｆｆｅｒ 细胞释放的肿瘤坏死因子激活星状细胞

和内皮细胞，免疫细胞及其微环境间的相互作用正

被研究者们大量区域化解析中。 但由于 ＨＳＣ 在肝

脏中占比较低，直接分离纯度不高等特点，相关研究

常常受限或者鉴定清晰度不高。 该研究使用 Ｃｒｅ⁃
Ｌｏｘｐ 技术，将 Ｈ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ小鼠与 ＬｒａｔＣｒｅ

小鼠进行杂交产生新的转基因小鼠，直接定位 ＨＳＣ
本身，进而研究肝脏中 ＨＳＣ 的分布以及 ＨＳＣ 和其

他肝脏非实质细胞之间的相互作用情况。

１　 材料与方法

１． １　 实验材料

１． １． １　 实验动物 　 雄性 Ｈ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ小

鼠（ Ｓｔｒａｉｎ ＮＯ． Ｔ００６１６３），雌性 ＬｒａｔＣｒｅ 小鼠 （ Ｓｔｒａｉｎ
ＮＯ． Ｔ００６２０５），体质量均为 ２０ ～ ２２ ｇ，购自江苏集

萃药康生物有限公司，所有小鼠均在北京生命组学

研究所 ＳＰＦ 级设施内进行饲养，经单位实验动物管

理伦理委员会批准（ＩＡＣＵＣ：２０２１０５２８⁃１８⁃ＭＢＬ）。
１． １． ２　 仪器与试剂　 ２７２０ Ｔｈｅｒｍａｌ Ｃｙｃｌｅｒ ＰＣＲ 仪、
凝胶成像仪（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司），Ｃｒｙｏｔｏｍｅ ＦＳＥ 型

冰冻切片机（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司），超高分辨率共聚

焦显微镜成像系统（日本 Ｎｉｋｏｎ 公司），英国牛津仪

器 Ｉｍａｒｉｓ 分析系统。 Ｍｏｕｓｅ Ｔａｉｌ Ｄｉｒｅｃｔ ＰＣＲ Ｋｉｔ（成
都福际生物技术有限公司），ＰＣＲ 引物（北京华大基

因），ＯＣＴ 包埋剂（日本 Ｓａｋｕｒａ 公司），Ｈｏｃｈｅｓｔ 染色

剂（赛默飞公司），磷酸盐缓冲液（ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ） （北京酷来搏科技有限公司），Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ⁃１００ 缓冲液和 Ｔｗｅｅｎ⁃２０ 缓冲液（北京索莱宝科技

有限公司），抗荧光淬灭封片剂（翌圣生物科技有限

公司），三溴乙醇（德国 Ｓｉｇｍａ 公司）。 抗体：ｄｅｓｍｉｎ
（英国艾博抗贸易有限公司），Ｆ４ ／ ８０、ＣＤ３１⁃ＡＦ６４７
（美国 ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ 生物科技公司）。
１． ２　 实验方法

１． ２． １　 ＬｒａｔＣｒｅＨ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ小鼠的构建及

鉴 定 策 略 　 Ｆ０ 代 ＬｒａｔＣｒｅ 小 鼠 与

Ｈ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ小鼠交配得子代 Ｆ１（图 １）。
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图 １　 ＬｒａｔＣｒｅ小鼠与 Ｈ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ小鼠交配

得到子代小鼠 ＬｒａｔＣｒｅＨ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ的构建策略

在 ２ 周龄时剪脚趾编号，加入直接鼠尾 ＰＣＲ 基因组

提取试剂，裂解释放基因组，ＰＣＲ 鉴定小鼠基因型。
ＬｒａｔＣｒｅ 上游序列： ５′⁃ＴＧＡＧＣＣＡＡＧＣＡＣＴＴＴＧＧＣＴＴＣ⁃
３′； 下 游 序 列： ５′⁃ＴＣＡＣＡＴＣＣＴＣＡＧＧＴＴＣＡＧＣＡＧＧ⁃
３′；反应体系：２ μｌ 引物，２ μｌ 蒸馏水，２ μｌ 鼠尾 ＤＮＡ
模板，６ μｌ Ｍｉｘ；反应条件：９４ ℃、３ ｍｉｎ；９４ ℃、３０ ｓ，
６０ ℃、３０ ｓ，７２ ℃、３０ ｓ，３５ 个循环数；７２ ℃、５ ｍｉｎ，
２０ ℃、∞ 。 将 ＰＣＲ 产物点样于 ２． ５％琼脂糖凝胶进

行电泳， 并显影记录。 将 ＰＣＲ 鉴定得的 ＬｒａｔＣｒｅ

Ｈ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ 小 鼠 及 其 同 窝 对 照

Ｈ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ小鼠留笼，３ 周龄时分笼处

理，８ 周龄用作实验对象。
１． ２． ２ 　 肝 脏 切 片 样 本 前 处 理 　 ＬｒａｔＣｒｅ

Ｈ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ 实 验 小 鼠 及 其 同 窝 对 照

Ｈ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ小鼠称重，用 １. ２％三溴乙醇

腹腔注射麻醉小鼠（５００ μｌ ／只）。 深度麻醉后，将小

鼠固定于解剖台打开腹腔，在心尖处扎入针头，快速

注入 ０. ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ（ｐＨ ７. ２ ～ ７. ４）至肝脏变白，同
时剪破下腔静脉。 用 ＰＢＳ 缓冲液灌注约 ２０ ｍｌ，取
出整个肝组织，４％多聚甲醛磷酸缓冲液固定 １２ ｈ，
之后依次在含 １５％ 、３０％蔗糖的 ＰＢＳ 溶液中沉糖 １２
ｈ，ＯＣＴ 包埋并于 － ８０ ℃冰箱保存。 使用冰冻切片

机切片（厚度 ３０ μｍ），贴片， － ２０ ℃冰箱保存。
１． ２． ３　 免疫荧光法观察肝脏非实质细胞分布　 准

备试剂：Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 与 ＰＢＳ 按照 １ ∶ ５００ 体积比配

制（Ｂｕｆｆｅｒ １）；Ｔｗｅｅｎ⁃２０ 与 ＰＢＳ 按照 １ ∶ ５００ 体积比

配制（Ｂｕｆｆｅｒ ２）；Ｂｕｆｆｅｒ ２ 中按以下终浓度加入其他

试剂：甘氨酸（０. ３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ＋ 牛血清白蛋白（１％ ）
＋二抗同源血清（１０％ ） （Ｂｕｆｆｅｒ ３），４ ℃ 保存。 复

温： － ２０ ℃取出冰冻切片置于湿盒中，用组化笔圈

出组织，ＰＢＳ 覆盖组织切片，室温 １０ ｍｉｎ。 通透：吸
弃 ＰＢＳ，使用 Ｂｕｆｆｅｒ １ 覆盖组织切片，室温 ３０ ｍｉｎ。

封闭：吸走 Ｂｕｆｆｅｒ １，使用 Ｂｕｆｆｅｒ ３ 覆盖组织切片，室
温 ２ ｈ。 一抗染色：吸弃 Ｂｕｆｆｅｒ ３，将一抗抗体稀释于

Ｂｕｆｆｅｒ ２ 中，覆盖组织切片，封口膜封片，４ ℃染色 １２
ｈ。 洗涤：ＰＢＳ 洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ。 二抗染色：将二

抗稀释于 Ｂｕｆｆｅｒ ２ 中，室温染色 ２ ｈ。 洗涤。 Ｈｏｅｃｈｓｔ
染细胞核，覆盖组织切片，室温染色 １０ ｍｉｎ。 洗涤：
ＰＢＳ 洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ。 封片：滴加约 ３０ μｌ 抗荧光

淬灭封片剂，盖玻片封片，使用激光共聚焦显微镜拍

照，每层间距 １. ６ μｍ，共扫描 １５ 层，厚度约 ２４ μｍ。
１． ２． ４　 观察肝脏非实质细胞相互作用　 应用 Ｉｍａ⁃
ｒｉｓ 软件对激光共聚焦拍摄原件进行 ３Ｄ 渲染，得到

约 ３００ μｍ × ３００ μｍ × ２４ μｍ 的长方体，通过“ ｓｕｒ⁃
ｆａｃｅ”还原展现细胞原有形态，观察其定位与分布，
通过“ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｒｆａｃｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ”得到 ｘ、ｙ、ｚ 值。

２　 结果

２． １ 　 构建 ＬｒａｔＣｒｅ Ｈ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ 小鼠 　
ＬｒａｔＣｒｅ小鼠与 Ｈ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ小鼠交配获得

１６ 只子代小鼠。 子代小鼠 ２ 周龄时剪脚趾编号，提
取基因组 ＤＮＡ，经 ＰＣＲ 扩增和电泳后，鉴定出ＬｒａｔＣｒｅ

小鼠 ４ 只（１、９、１２、１５），同窝对照小鼠 ＷＴ 小鼠 ５ 只

（３、７、８、１０、１１）。 已知 ＬｒａｔＣｒｅ扩增条带分子量约 ３９１
ｂｐ，琼脂糖凝胶电泳结果见图 ２。 根据构建策略，表
达 ＬｒａｔＣｒｅ 的 小 鼠 亦 表 达 ｔｄＴｏｍａｔｏ， 表 示 为

ＬｒａｔＣｒｅＨ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ小鼠，不表达 ＬｒａｔＣｒｅ 的
小鼠则表示为 Ｈ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ。

图 ２　 子代小鼠 ＬｒａｔＣｒｅＨ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ的

基因型鉴定结果

Ｍ：ｍａｒｋｅｒ；１、３、７、８、９、１０、１１、１２、１５：实验小鼠脚号

２． ２　 ＨＳＣ 表达与共定位分析　 ＨＳＣ 属于肝脏非实

质细胞，被 ＬＳＥＣ 和 ＨＣ 包围。 其形态不规则，胞体

呈圆形或不规则形，数个星状胞突的立体分布和伸

展足以覆盖整个肝窦微循环。 ｄｅｓｍｉｎ 属于第三类

中间丝蛋白，是 ＨＳＣ 标记蛋白之一。 经过免疫荧光

染色，可以看到 Ｈ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ 对照小鼠

ｄｅｓｍｉｎ 标 记 情 况 （ 图 ３Ａ ）， ＬｒａｔＣｒｅ

Ｈ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ实验小鼠 ｄｅｓｍｉｎ 与 ｔｄＴｏｍａｔｏ
共标记情况（图 ３Ｅ）。 Ｈｏｃｈｅｓｔ 染核 （图 ３Ｂ、３Ｆ）；
ｄｅｓｍｉｎ ＋ ＨＳＣ 在肝实质中散在分布（图 ３Ｄ、３Ｈ）；对
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照小鼠不表达 ｔｄＴｏｍａｔｏ（图 ３Ｃ），实验小鼠 ｔｄＴｏｍａ⁃
ｔｏ ＋ 可直观表示 ＨＳＣ 的分布与大小：多呈红色不规

则状圆点样分布，各点周围分别存在无规律的红色

丝状线条，符合 ＨＳＣ 星状胞突特征（图 ３Ｇ）。
保留实验小鼠 ｄｅｓｍｉｎ 与 ｔｄＴｏｍａｔｏ 共标记视野，

观察二者共定位情况（图 ３Ｉ）。 借助 Ｉｍａｒｉｓ 软件 ３Ｄ
还原图 ３Ｉ 各细胞及标志物形态，可以看到，粉红透

明的不规则形状代表 ｔｄＴｏｍａｔｏ ＋ 表示的 ＨＳＣ，绿色散

在的不规则椭圆体则为 ｄｅｓｍｉｎ 标记的 ＨＳＣ （图

３Ｊ）。 截取诸多 ＨＳＣ 中的一个，统计其 Ｉｍａｒｉｓ 上位

置参数，分析共定位位点。 可以看到 ｔｄＴｏｍａｔｏ ＋ ＨＳＣ
重心为 Ｘ ＝ １９ ４５０、Ｙ ＝ ２ ７３０、Ｚ ＝ ２ ０６８（图 ３Ｋ）；
ｄｅｓｍｉｎ ＋ ＨＳＣ 重心为 Ｘ ＝１９ ４５０、Ｙ ＝２ ７２６、Ｚ ＝ ２ ０６７
（图 ３Ｌ），综上，基本认定两种标记方法确认的 ＨＳＣ
为同一个细胞，ＨＳＣ 标记的 ｄｅｓｍｉｎ 与 ＬｒａｔＣｒｅ诱导的

ｔｄＴｏｍａｔｏ ＋ 表 达 基 本 重 叠， 则 ＬｒａｔＣｒｅ

Ｈ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ报告基因小鼠能够特异性示

踪 ＨＳＣ。
２． ３　 ＬＳＥＣ、ＨＳＣ 表达与分布 　 ＬＳＥＣ 是高度特化

的内皮细胞，具有特征性的形态和功能，构成网状内

皮系统重要组成部分，形成肝脏中最小血管的内层，
即肝窦。 ＣＤ３１ 又名 ＰＥＣＡＭ１，主要在胞质表达，可
作为内皮细胞标志。 肝窦周隙分布的另一细胞类型

ＨＳＣ，通过释放细胞因子和细胞外基质等成分，可维

持肝窦功能和肝脏坚硬度。 经过免疫荧光染色，可
看到 ＬＳＥＣ 的区域连结性分布（图 ４Ｄ、４Ｈ）；Ｈｏｃｈｅｓｔ
染 核 （ 图 ４Ｂ、 ４Ｆ ）； 相 比 对 照 小 鼠

Ｈ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ， 实 验 小 鼠 ＬｒａｔＣｒｅ

Ｈ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ多 ｔｄＴｏｍａｔｏ ＋ 红色圆点样分

布（图 ４Ｃ、４Ｇ）；同时实验小鼠可以通过 ＨＳＣ 自定

位，观察其与肝脏非实质细胞之一的 ＬＳＥＣ 的交互

与表达（图 ４Ａ、４Ｅ）。 观察实验小鼠 ＣＤ３１ 与 ｔｄＴｏｍ⁃
ａｔｏ ＋ 二者相互作用情况（图 ４Ｉ），可以看到 ＨＳＣ 胞突

缠绕在 ＬＳＥＣ 之间（图 ４Ｊ），黄色信号即为 ＬＳＥＣ 与

ＨＳＣ 的重合位点，信号的交叠暗示着两种细胞类型

存在着较为紧密的相互作用，为定位分析肝脏纤维

化的产生与发展提供了思路。
２． ４ 　 ＫＣ、ＨＳＣ表达与分布 　 ＫＣ是肝窦状隙的非

图 ３　 对照小鼠 Ｈ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ、实验小鼠 ＬｒａｔＣｒｅＨ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ的 ｄｅｓｍｉｎ 染色情况

Ａ － Ｄ：对照小鼠 Ｈｏｃｈｅｓｔ（Ｂ）、ｔｄＴｏｍａｔｏ（Ｃ）、ｄｅｓｍｉｎ（Ｄ）和合成图（Ａ）；Ｅ － Ｈ：实验小鼠 Ｈｏｃｈｅｓｔ（ Ｆ）、ｔｄＴｏｍａｔｏ（Ｇ）、ｄｅｓｍｉｎ（Ｈ）和合成图

（Ｅ）；Ｉ：实验小鼠 ｔｄＴｏｍａｔｏ 与 ｄｅｓｍｉｎ 合成图；Ｊ：Ｉｍａｒｉｓ ３Ｄ 还原 ｔｄＴｏｍａｔｏ 与 ｄｅｓｍｉｎ 的形态与分布；Ｋ：选定细胞 ｔｄＴｏｍａｔｏ 所在重心位置；Ｌ：选定细

胞 ｄｅｓｍｉｎ 所在重心位置；Ａ － Ｊ： × ４０；Ｋ、Ｌ： × ２４０
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图 ４　 对照小鼠 Ｈ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ、实验小鼠 ＬｒａｔＣｒｅＨ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ的 ＣＤ３１ 染色情况

Ａ － Ｄ：对照小鼠 Ｈｏｃｈｅｓｔ（Ｂ）、ｔｄＴｏｍａｔｏ（Ｃ）、ＣＤ３１（Ｄ）和合成图（Ａ）；Ｅ － Ｈ：实验小鼠 Ｈｏｃｈｅｓｔ（Ｆ）、ｔｄＴｏｍａｔｏ（Ｇ）、ＣＤ３１（Ｈ）和合成图（Ｅ）；Ｉ：
实验小鼠 ｔｄＴｏｍａｔｏ 与 ＣＤ３１ 的形态与分布；Ｊ：图 Ｉ 放大区域；白色箭头：ＨＳＣ、ＬＳＥＣ 接触位点；Ａ － Ｉ： × ４０；Ｊ： × １５０

实质细胞，也是肝内重要的天然免疫细胞。 Ｋｕｐｆｆｅｒ
极化和 ＨＳＣ 活化在慢性肝损伤炎症和纤维化的始

动和持续过程中发挥重要作用。 免疫荧光染色后研

究 ＫＣ、ＨＳＣ 的相互接触与各自分布（图 ５Ａ、５Ｅ），可
观察到 Ｈｏｃｈｅｓｔ 染核皆呈深蓝色（图 ５Ｂ、５Ｆ）；Ｆ４ ／
８０ ＋ 标记的绿色 ＫＣ 在肝脏组织中散在分布，细胞形

态多不规则（图 ５Ｄ、５Ｈ）；ｔｄＴｏｍａｔｏ ＋ 代表的 ＨＳＣ 仍

仅存在于 ＬｒａｔＣｒｅＨ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ实验小鼠中

（图 ５Ｇ），Ｈ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ对照小鼠中不存在

Ｔｄｔｏｍａｔｏ 的特异性标记（图 ５Ｃ），进一步证实小鼠模

型构建成功。 且通过 ＫＣ 和 ＨＳＣ 的红绿信号共定位

可以直接观察到二者非实质细胞间的相互作用（图
５Ｉ），ＫＣ、ＨＳＣ 间的包绕交联是细胞通讯等功能得以

发挥的基础（图 ５Ｊ），是研究细胞间表型、功能改变

后细胞分布及相互作用的良好模型。

３　 讨论

　 　 本 实 验 通 过 ＬｒａｔＣｒｅ 小 鼠 与

Ｈ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ 小 鼠 杂 交 获 得 了 ＬｒａｔＣｒｅ

Ｈ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ 实 验 小 鼠 和 其 同 窝 对 照

Ｈ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ小鼠，用于 ＨＳＣ 与 ＬＳＥＣ、ＫＣ
的定位和互作研究，以及 ＨＳＣ 自身荧光标记蛋白

ｄｅｓｍｉｎ 的共定位研究。 可以观察到：① ＨＳＣ 占肝脏

细胞总数的 ５％ ～１０％ ［４］，多在肝窦间隙中分布，呈
梭形或多边形，常伸出数个星状胞突包绕着肝血窦。
ｄｅｓｍｉｎ 作为经典的 ＨＳＣ 表面标志物之一，被 Ｎｉｔｏｕ
ｅｔ ａｌ［５］确定其在 ＨＳＣ 表达。 此外，ＨＳＣ 还伸出胞突

与 ＨＣ、邻近的星状细胞相接触。 ② ＬＳＥＣ 位于肝血

窦表面，是肝脏非实质细胞中数量最多的一种细胞，
胞质高表达 ＣＤ３１［６］。 其缺少基底膜，具有窗孔结

构、细胞通透性较高等特点，决定了 ＬＳＥＣ 与肝脏微

环境中各类型细胞的紧密联系［７］，实验结果显示部

分 ＨＳＣ 与 ＬＳＥＣ 存在空间的交联情况。 ③ ＫＣ 形态

不规则，常以板状或丝状伪足附着在内皮细胞表面

或伸出伪足穿过内皮细胞窗孔或内皮细胞间隙伸至

窦周隙［８］，ＣＤ６４、ＶＳＩＧ４ 和 Ｆ４ ／ ８０ 可作为成熟 ＫＣ 的

表面标志物。 可直观看到 ＫＣ、ＨＳＣ 都定位在肝脏

窦周隙，存在明显的勾连缠绕，存在相互作用。 ④
ｄｅｓｍｉｎ 标记的 ＨＳＣ 与 ｔｄＴｏｍａｔｏ 标记的 ＨＳＣ 共定位

一致，且亦可直观看到 ｔｄＴｏｍａｔｏ、ｄｅｓｍｉｎ的信号交
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图 ５　 对照小鼠 Ｈ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ、实验小鼠 ＬｒａｔＣｒｅＨ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ的 Ｆ４ ／ ８０ 染色情况

Ａ － Ｄ：对照小鼠 Ｈｏｃｈｅｓｔ（Ｂ）、ｔｄＴｏｍａｔｏ（Ｃ）、Ｆ４ ／ ８０（Ｄ）和合成图（Ａ）；Ｅ － Ｈ：实验小鼠 Ｈｏｃｈｅｓｔ（Ｆ）、ｔｄＴｏｍａｔｏ（Ｇ）、Ｆ４ ／ ８０（Ｈ）和合成图（Ｅ）；
Ｉ：实验小鼠 ｔｄＴｏｍａｔｏ 与 Ｆ４ ／ ８０ 的形态与分布；Ｊ：选定图 Ｉ 放大区域；白色箭头：ＫＣ、ＨＳＣ 接触位点；Ａ － Ｉ： × ４０；Ｊ： × １５０

叠，但 ｔｄＴｏｍａｔｏ 标记的还原度更胜于 ｄｅｓｍｉｎ 的胞质

蛋白标记，则说明了该工具鼠的适用性较好，清晰度

较高。 ⑤ ＨＳＣ、ＬＳＥＣ、ＫＣ 三种细胞类型的免疫荧光

染色结果中 ＬｒａｔＣｒｅＨ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ实验小鼠

的特定性表达 ｔｄＴｏｍａｔｏ 证实了该工具鼠构建的成

功与特异性。 以上全部结果证实该报告基因小鼠可

精确示踪 ＨＳＣ 的表达与分布，以及表示与 ＫＣ、ＬＳＥＣ
的良好作用关系。

ＨＳＣ 是肝脏纤维化、肝癌等发生发展的重要因

素。 慢性肝病期间，ＨＳＣ 激活并转分化为肌成纤维

细胞的过程，在实验和人类肝损伤中被认为是肝纤

维化的中心细胞驱动程序［９］。 然而，ＨＳＣ 的一般标

记的定义是相当复杂的。 实际应用中，围绕 ＨＳＣ 自

身标志物展开的小鼠模型仍然较少，在之前的研究

中，Ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃ｄｒｉｖｅｎ Ｃｒｅ 或者 Ｗｔ１Ｃｒｅ不能追踪肌成纤

维细胞的特定细胞来源或间皮细胞，ｈＧＦＡＰＣｒｅ小鼠

不能有效标记 ＨＳＣ 或产生胶原的肌成纤维细

胞［１０］，ＧＦＡＰＣｒｅ小鼠靶向 ＨＳＣ 的水平较低，以及有关

纤维化和 ＨＳＣ 衰老在肝癌发生中的争议较多［１１］。
最终有研究者借助 ＬｒａｔＣｒｅ的新转基因小鼠，证明在

中毒性、胆汁淤滞性和脂肪肝疾病模型中，ＨＳＣ 可

产生 ８２％ ～ ９６％ 的肌成纤维细胞［１０］。 近期更有研

究者证实 ＬｒａｔＣｒｅ小鼠交配 Ｔｒｐ５３ ｆｌ ／ ｆｌ或 Ｒｅｌａｆｌ ／ ｆｌ小鼠后，
ＨＳＣ 中 Ｔｒｐ５３ 和 Ｒｅｌａ ｍＲＮＡ 水平降低了 ９３％ ～
９９％ ［１２］。 有关 ＨＳＣ 的现有研究中，使用 ＬｒａｔＣｒｅ小鼠

进行 ＨＳＣ 的敲除或追踪等逐步成为研究者们的共

识。
围绕 Ｈ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ报告基因小鼠，国

内研究应用较少，刘慧 等［１３］ 构建 Ｇａｄ２ ｔｄＴｏｍａｔｏ ／ ｎｏｎ⁃
Ｇａｄ２ＺｓＧｒｅｅｎ小鼠用于示踪全脑 γ 氨基丁酸能神经元

分布及形态。 本研究借助报告基因小鼠实现了

ＨＳＣ 的 靶 向 定 位， 对 照 小 鼠

Ｈ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ、 实 验 小 鼠 ＬｒａｔＣｒｅ

Ｈ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ与不含报告基因的正常小鼠

相比，在体质量、体长等方面无明显差异，但外部瞳

孔、外耳廓、脚趾皮肤、尾巴皮肤等部位可观察到绿

光。 打开腹腔后可以发现小鼠肌肉组织、心脏、肝
脏、肾脏、肠等均呈现绿色，肠系膜荧光绿色尤为明

显。 这些大体观察现象与之前相关报道［１４］一致。
Ｃｒｅ⁃Ｌｏｘｐ 系统生成的小鼠可提供组织或器官中
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细胞的信息，是了解组织发育、探索调节细胞命运的

机制和疾病发生发展的强有力工具［１５］。 总的来说，
ＬｒａｔＣｒｅ小鼠与 Ｈ１１ＬｏｘＰ⁃ＺｓＧｒｅｅｎ⁃Ｓｔｏｐ⁃ＬｏｘＰ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ小鼠的杂交构

建，既保证了 ＨＳＣ 标志物应用的典型性，又实现了

特异性的荧光表达，可以用做 ＨＳＣ 发育分化、稳态

维持及功能研究的工具鼠。
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