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◇基础医学研究◇

Csf1rCre介导的黄色荧光素蛋白可有效标记
各组织定居巨噬细胞
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摘要 目的 构建 Csf1rCre Ｒosa26YFP报告基因小鼠，检测 Csf1rCre介导黄色荧光素蛋白( YFP) 标记单核细胞及不同组织定居巨
噬细胞的效率。方法 Ｒosa26YFP突变小鼠具有一个 loxP 侧翼的 STOP 序列，后跟插入 Ｒosa26 基因座的黄色荧光蛋白基因
( YFP) 。当与表达 Csf1rCre重组酶的小鼠交配时，STOP 序列被删除，并在双突变后代 Csf1rCre Ｒosa26YFP的表达组织中观察到
YFP表达。将 Csf1rCre小鼠与 Ｒosa26YFP小鼠交配，通过 PCＲ 筛选出 Csf1rCre Ｒosa26YFP报告基因小鼠。分离成年 Csf1rCre Ｒo-
sa26YFP小鼠的血液及骨髓单核细胞、肝脏巨噬细胞、肾脏巨噬细胞、肺泡巨噬细胞和脾脏巨噬细胞，标记流式抗体，通过流式细
胞术分析 Csf1rCre介导 YFP标记组织巨噬细胞的效率。结果 Csf1rCre Ｒosa26YFP报告基因小鼠中肾脏、肝脏、脾脏、肺泡巨噬细
胞表达 YFP中位数为 93. 25%、92. 45%、91. 10%、94. 70%，血液单核细胞表达 YFP中位数为 98. 20%，骨髓单核细胞表达 YFP
中位数为 93. 90%。结论 Csf1rCre可以介导 YFP 对各组织定居巨噬细胞以及骨髓和血液单核细胞进行示踪。同时，Csf1rCre可
用作这些细胞的基因条件性敲除工具鼠。
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几乎所有的组织器官中都存在巨噬细胞，这些
巨噬细胞被统称为组织定居巨噬细胞( tissue-resi-
dent macrophage，TＲM) 。TＲM不仅具有吞噬清除体
内废物的作用，还能产生生长因子与信号分子，促进
宿主对入侵微生物的处理，同时对器官发育和体内
平衡至关重要［1］。同时，TＲM 参与调控血管形成、
脂肪生成、代谢及神经功能等生理过程［1］，在多种
病理生理条件下的正常免疫反应中不可或缺［2］。
TＲM主要源于造血干细胞和卵黄囊巨噬细胞，胚胎
发育时其前体抵达组织器官，随器官发育分化为成
熟 TＲM ［3 － 4］。TＲM 在发育和功能等方面仍需探
究。基因敲除小鼠模型是研究 TＲM 的发育机制与
免疫功能的关键技术手段，Ｒosa26YFP突变小鼠含
loxP侧翼的 STOP序列及插入 Ｒosa26 基因座的黄色

荧光蛋白基因 ( YFP) ，与表达 Cre 重组酶的小鼠交
配后可删除 STOP序列并表达 YFP。而 Csf1rCre小鼠
可用于单核及巨噬细胞的标记［5］。因此，该研究旨
在通过构建 Csf1rCre Ｒosa26YFP双突变小鼠，通过 YFP
表达显示 TＲM 中 Csf1rCre的表达以及 TＲM 被 YFP
标记的诱导效率，为进一步研究 TＲM的发育和功能
提供理想的小鼠模型。

1 材料与方法

1． 1 小鼠 Ｒosa26YFP和 Csf1rCre转基因小鼠( 均来
自美国 Jackson 实验室) ，2 只雌性 Ｒosa26YFP小鼠和
1 只雄性 Csf1rCre小鼠用于繁殖，雌性小鼠体质量分
别为 19. 2 g和 18. 6 g，雄性小鼠体质量为 23. 8 g，均
为 C57BL /6J小鼠，SPF 级。该繁殖笼小鼠生出 12
只小鼠，其中有 5 只雌性小鼠，7 只雄性小鼠。全体
小鼠均饲养于军事医学研究院生命组学研究所 SPF
级动物房。动物伦理批号为: IACUC-20220209-
08MOL。
1． 2 仪器与试剂 LSＲFortessa SOＲP 流式细胞仪
( 型号: BD LSＲFortessa SOＲP，美国 BD 公司) ; Ap-
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plied Biosystems ProFlex PCＲ 热循环 PCＲ 仪( 型号:
ProFlex 96-Well PCＲ System，美国 Thermo Fisher Sci-
entific公司) ;全自动数码凝胶成像仪( 型号: Chemi-
DocTM Touch，美国 Bio-Ｒad 公司) 。PCＲ 引物( 北京
华大基因科技有限公司) ，序列见表 1。2 × Es Taq
Master-Mix( Dye) ( 北京康为世纪公司) ; Mouse Tail
Direct PCＲ Kit ( 山东思科捷公司 ) ; Collagenase Ⅳ
( 美国 Sigma- aldrich 公司) 、DNaseⅠ ( 美国 Sigma-
aldrich 公司) 、OptiprepTM ( 德国 Serumwerk Bernburg
AG公司) 、ＲPMI-1640( 北京中生奥邦公司) 、1 ×红
细胞裂解液( 北京翱擎公司) 。所用流式抗体信息
如下: CD45-AF700 ( 克隆号: 30-F1，货号: 109822 ) 、
SiglecF-BV421( 克隆号: E50-2440，货号: 562681 ) 和
CD115-BV605( 克隆号: CSF-1Ｒ，货号: 135517 ) 购自
美国 BD Bioscience 公司; Ly6C-BV421 ( 克隆号:
HK1. 4，货号: 48-5932-82 ) 、F4 /80-PE ( 克隆号:
BM8，货 号: 12-4801-80 ) 、Ly6C-pecy7 ( 克 隆 号:
HK1. 4，货号: 25-5932-80 ) 、Ly6G-pecy7 ( 克隆号:
1A8，货号: 25-9668-82 ) 、CD11c-PE ( 克隆号: M418，
货号: 12-0114-83) 购自美国 Thermo Fisher Scientific
公司; CD11b-APC ( 克隆号: M1 /70，货号: 101211 ) 、
CD64-BV421( 克隆号: X54-5 /7. 1，货号: 139309 ) 和
F4 /80-BV711( 克隆号: BM8，货号: 123147 ) 购自美
国 BioLegend公司。

表 1 Csf1rCre和 Ｒosa26YFP基因的鉴定引物序列
Tab． 1 Identification primer sequences for Csf1rCre

and Ｒosa26YFP genes

Primer Primer sequence ( 5'-3')
Csf1rCre-1 GCTGTTTCTGGCTTCTCCC
Csf1rCre-2 GACCCCTCATGTTCTGAAGTGTC
Csf1rCre-3 GCAAAGGGTCGCTACAGACGT
Ｒosa26YFP-1 AAAGTCGCTCTGAGTTGTTAT
Ｒosa26YFP-2 GCGAAGAGTTTGTCCTCAACC
Ｒosa26YFP-3 GGAGCGGGAGAAATGGATATG

1． 3 方法
1． 3． 1 小鼠繁育与基因型鉴定 2 只雌性 Ｒo-
sa26ＲYFP小鼠与 1 只雄性 Csf1rCre小鼠杂交，在子代出
生 7 ～ 14 d后按顺序取脚趾依次放入 EP 管中并编
号; 用 Mouse Tail Direct PCＲ Kit 试剂盒裂解提取
DNA:按照样本数配置相应量的 1 ×裂解液( 单样本
配方: 4 μL Proteinase K，200 μL 1 × Mouse Tail Lysis
Buffer) ，混匀后使用，EP 管中分别加入 200 μL 1 ×
裂解液，振荡后 55 ℃水浴孵育 20 min，95 ℃加热 5
min灭活 Proteinase K，注意小鼠脚趾要被裂解液全

部浸泡。涡旋振荡充分混匀裂解产物后，12 000 r /
min离心 5 min，上清液进行 PCＲ反应;配置 PCＲ反
应体系 12 μL: 2 × mix 6 μL，DNA 模板 2 μL，引物
( 上游 +下游) 1． 5 μL，H2O 2. 5 μL; PCＲ 反应条件:
95 ℃ 2 min; 95 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 50 s，35 个
循环; 72 ℃ 2 min。PCＲ 产物经 2%琼脂糖凝胶电
泳，用数字凝胶成像仪观察和记录。
1．3．2 Csf1rCre ＲOSA26YFP小鼠及 Csf1rCre或 ＲOSA26YFP

小鼠肝脏单细胞悬液的获取 每只小鼠腹腔注射
1. 2%的三溴乙醇 500 μL 麻醉小鼠，75%乙醇给表
皮消毒，将小鼠固定于解剖盘上，打开腹腔，将内脏
拨开，暴露小鼠肝门静脉，留置针穿刺，先用含有
0. 25 mmol EGTA、5 mmol D-glucose、0. 665 mmol 肝
素钠的 Ⅰ 灌液 ( 灌注母液: 0. 147 μmol NaCl、
753. 733 μmol NaH2PO4 · 7H2O、438. 226 μmol
NaH2PO4·2H2O、5. 3 mmol KCl、9. 1 mmol HEPES、
4. 2 mmol NaHCO3，pH = 7. 3 ) ，以 3 440 μL /min 的
流速灌注 3 ～ 5 min，冲洗干净肝脏内的血液，之后用
含有 0. 05%的胶原酶Ⅳ，0. 002%的 DNase Ⅰ的Ⅱ
灌液以 2 550 μL /min的流速灌注 3 ～ 5 min，原位消
化至肝脏呈破抹布状，用手术剪剪下全肝，放入加有
ＲPMI-1640 培养基的 100 mm 培养皿中，眼科镊撕
碎，70 μm细胞筛网过滤，制成单细胞悬液。4 ℃、
483 r /min离心 5 min去除沉淀的肝实质细胞，1 526
r /min、4 ℃离心 5 min 取沉淀细胞，用 2. 25 mL 的
ＲPMI-1640 培养基将沉淀细胞重悬起来。按照样本
数配置所需的 optiprep和 ＲPMI-1640 培养基的混合
液，两者比例为 2 ∶ 1，每个样本按照 3 mL 配置，混
匀后，每个 15 mL离心管内加入 2. 75 mL的混合液，
与重悬起来的单细胞悬液混合均匀，用 ＲPMI-1640
培养基定容至 5 mL，在其上层小心轻轻地加 3 mL
ＲPMI-1640 培养基，注意要使 ＲPMI-1640 培养基和
细胞混合液有明显分层，4 ℃、2 264 r /min 离心 25
min，升降速为 0，吸取中间层细胞到新的 15 mL 离
心管中，加 ＲPMI-1640 培养基至 10 ～ 15 mL 清洗细
胞，4 ℃、1 526 r /min离心 5 min，沉淀细胞后用1 mL
红细胞裂解液重悬细胞，3 min 后加入 2 mL PBE 终
止，4 ℃、1 526 r /min 离心 5 min，适量 PBE 重悬细
胞。
1． 3． 3 小鼠肾脏、肺脏和脾脏单细胞悬液的获取
取肾脏和肺脏，放入加有灌注液Ⅱ的 2 mL 离心管
中，用手术剪剪碎，在 37 ℃的摇床内体外消化 45
min，利用 70 μm 细胞筛网过滤，制成单细胞悬液。
将脾脏取出，放入加有 ＲPMI-1640 培养基的培养皿
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中，眼科镊将其撕碎后，利用 70 μm 细胞筛网过滤，
制成单细胞悬液。将所得的肾脏单细胞悬液 4 ℃、
483 r /min离心 5 min去除沉淀的肾脏实质细胞，上
清液与脾脏和肺脏单细胞悬液在 4 ℃、1 526 r /min
离心 5 min，沉淀细胞后用 1 mL 红细胞裂解液重悬
细胞，在 3 min后用 2 mL PBE终止红裂，4 ℃、1 526
r /min离心 5 min，加入适量 PBE重悬细胞。
1． 3． 4 小鼠血液及骨髓单细胞悬液的获取 将小
鼠用 CO2 安乐死后，用 75%乙醇给表皮消毒，将小
鼠固定于解剖盘上，打开胸腔，将注射器针头扎至右
心房，抽取小鼠心脏血，加入到含有 1. 5 mg /mL 的
PBS中，混匀后 4 ℃、1 526 r /min离心 5 min，沉淀细
胞后用 1 mL红细胞裂解液重悬细胞，在室温孵育 3
min后加入 2 mL PBE 终止裂解，4 ℃、1 526 r /min
离心 5 min，用适量 PBE 重悬细胞。分离出小鼠的
胫骨和股骨，放入含有 75%乙醇的细胞培养皿中。
剔除胫骨和股骨周围其余组织，然后将胫骨和股骨
放入含有 PBS 的细胞培养皿中清洗 2 ～ 3 次，随后
放入含有 ＲPMI-1640 培养基的细胞培养皿中。用
眼科剪剪开胫骨和股骨的骨两端，然后用 1 mL注射
器吸取完全培养基，将培养基从骨头的一端冲洗骨
髓细胞到 50 mL无菌离心管中，重复多次至骨头发
白。70 μm 细胞筛网过滤得到单细胞悬液，4 ℃、
1 526 r /min离心 5 min，沉淀细胞用 1 mL红细胞裂
解液重悬，3 min 后用 2 mL PBE 终止红裂，4 ℃、
1 526 r /min离心 5 min 取沉淀细胞，加入适量 PBE
重悬细胞。
1． 3． 5 流式抗体标记并利用流式细胞术检测不同
TＲM及单核细胞 取各组织单细胞悬液 100 μL，加
入 1 μL Fc Block，封闭 10 min。不同 TＲM以及单核
细胞流式抗体的标记策略如下: 肝脏巨噬细胞
CD45-AF700、 Ly6C-pecy7、 F4 /80-BV711、 CD64-
BV421; 脾脏巨噬细胞和肾脏巨噬细胞 CD45-
AF700、Ly6C-BV421、CD11b-pecy7、F4 /80-PE; 肺泡
巨噬细胞 CD11c-PE、CD45-AF700、SiglecF-BV421;
血液及骨髓单核细胞 Ly6G-pecy7、CD11b-APC、
CD115-BV605、Ly6C-BV421。配制抗体时，将全部
样本所需的抗体配在一起，混匀后均分到每个样本
中混匀，冰上避光孵育 20 min。若标记策略中需同
时使用 2 种或更多 BV 通道的抗体时，每个样本用
10 μL的 Brilliant Stain Buffer Plus作为抗体稀释液，
而当标记策略中的处于 BV 通道的荧光抗体少于 2
个时，将抗体配制于 20 μL的 PBS中。避光标记 20
min后，PBE洗涤 2 次，PBE 重悬细胞，在上机检测

前 10 min加入 10 μL的 7AAD。流式细胞检测 YFP
标记 TＲM和单核细胞的效率。
1． 3． 6 统计学处理 GraphPad Prism 软件进行统
计学分析，以 M( P25，P75 ) 表示，不满足正态分布的
小样本量两样本均数的比较采用 Mann-Whitney U
检验，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 实验组与对照组小鼠的基因型鉴定结果 Ｒo-
sa26ＲYFP小鼠与 Csf1rCre小鼠杂交子代小鼠共有 12
只，在小鼠 7 ～ 14 d时剪下脚趾，用试剂盒提取基因
组 DNA，通过 PCＲ 扩增特定条带，琼脂糖凝胶电泳
进行基因分型。已知 YFP 野生型 PCＲ 条带为 600
bp( YFP‐) ，表达 YFP 的 PCＲ 条带为 320 bp( YFP
+ ) ，Csf1rCre PCＲ 条带为 470 bp ( Cre + ) ，野生型
PCＲ 条带为 340 bp。用 Csf1rCre引物进行 PCＲ，当只
有位于 340 bp的条带时，小鼠基因型为 wt，当有 340
bp和 470 bp的两个条带时，小鼠基因型为 Csf1rCre。
用 Ｒosa26ＲYFP引物进行 PCＲ，当只有位于 600 bp 的
条带时，小鼠基因型为 wt，当有 600 bp 和 320 bp 的
两个条带时，小鼠基因型为 Ｒosa26ＲYFP。Csf1rCre及
Ｒosa26YFP基因型鉴定结果见图 1A和图 1B。根据琼
脂糖凝胶电泳结果，编号为 2、3、6、10 的小鼠基因型
为 Csf1rCre Ｒosa26YFP，将这些小鼠设置为实验组，而
编号为 1、5、8 的小鼠基因型为 Ｒosa26YFP，编号为 4、
7、12 的小鼠基因型为 Csf1rCre，将编号为 1、4、5、7、8、
12这些小鼠设置为对照组。编号为9和11的小鼠

图 1 Csf1rCre小鼠与 Ｒosa26YFP小鼠交配的子代小鼠
Csf1rCre基因( A) 及 Ｒosa26YFP基因( B) PCＲ琼脂糖凝胶结果

Fig． 1 Csf1rCre gene ( A) and Ｒosa26YFP gene

( B) PCＲ agarose gel results of the progeny mice of Csf1rCre

mice mated with Ｒosa26YFP mice

M: Marker; 1 － 12: Serial number of the experimental mouse．
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基因型为纯野生型 wt，弃去纯野生型小鼠。
2． 2 肝脏、肾脏、脾脏、肺泡巨噬细胞和骨髓及血液
单核细胞流式分析圈门策略 流式细胞分析仪检测
所得的各组织定居巨噬细胞以及血液和骨髓单核细
胞表达 YFP的情况。第 1 步先根据 FSC-A 和 SSC-
A来圈出细胞群; 第 2 步，根据 7AAD，圈出 7AAD －

的活细胞群，去除 7AAD + 的死细胞; 第 3 步根据
SSC-A和 SSC-H去除细胞粘连，圈出单细胞。随后
根据不同组织巨噬细胞及单核细胞特异性表达蛋

白，圈出目的细胞群。圈出实验组小鼠 Csf1rCre Ｒo-
sa26YFP与对照组 Csf1rCre小鼠和 Ｒosa26YFP小鼠中各
组织巨噬细胞及骨髓和血液单核细胞中 YFP 阳性
细胞的比例，并对其进行统计分析。具体圈门策略
如下: 肝脏巨噬细胞为 CD45 + Ly6C － F4 /80 + CD64 +

( 图 2A ) ; 脾脏及肾脏巨噬细胞为 CD45 + Ly6C －

CD11blow F4 /80 + ( 图 2B、2C ) ; 肺泡巨噬细胞为
CD45 + CD11c + SiglecF + ( 图 2D) ; 骨髓及单核细胞为
Ly6G － CD11b + Ly6C + CD115 + ( 图 2E、2F) 。

图 2 肝脏巨噬细胞、脾脏巨噬细胞、肾脏巨噬细胞、肺泡巨噬细胞、骨髓单核细胞及血液单核细胞流式分析圈门策略
Fig． 2 Gating strategies of flow cytometry for kupffer cells，spleen-resident macrophages，kidney-resident macrophages，

alveolar macrophages，bone marrow monocytes and blood monocytes

A: Kupffer cells; B: Spleen-resident macrophages; C: Kidney-resident macrophages; D: Alveolar macrophages; E: Bone marrow monocytes; F:

Blood monocytes．
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2． 3 YFP 标记肝脏、肾脏、脾脏、肺泡巨噬细胞和
骨髓及血液单核细胞群的效率 各组结果的数据不
满足正态分布，且样本量较小，进行独立样本 Mann
Whitney U 检验。结果显示，对照组小鼠的肾脏、肝
脏、脾脏、肺泡巨噬细胞及骨髓和血液单核细胞基本
不表达 YFP，但在实验组 Csf1rCre Ｒosa26YFP小鼠中，
肝脏巨噬细胞( kupffer cells，KCs) ( 图 3A) 、脾脏巨

噬细胞( 图 3B) 、肾脏巨噬细胞( 图 3C) 和肺泡巨噬
细胞( 图 3D) 中 YFP 的表达较高，分别为 92. 45%
( 85. 75%，94. 65% ) 、91. 10% ( 88. 95%，94. 50% ) 、
93. 25% ( 89. 40%，94. 45% ) 和 94. 70% ( 92. 80%，
95. 45% ) ( 对照组 n = 6，实验组 n = 4，Z = － 2. 882、
－ 2. 882、－ 2. 882、－ 2. 882，均 P = 0. 004) 。在骨髓
单核细胞( 图3E) 与血液单核细胞( 图3F) 中，实验

图 3 YFP 标记肝脏巨噬细胞、脾脏巨噬细胞、

肾脏巨噬细胞、肺泡巨噬细胞、骨髓

单核细胞及血液单核细胞效率
Fig． 3 YFP-labeled efficiency for kupffer cells，

spleen-resident macrophages，kidney-resident

macrophages，alveolar macrophages，bone

marrow monocytes and blood monocytes

A: Kupffer cells; B: Spleen-resident macropha-

ges; C: Kidney-resident macrophages; D: Alveolar

macrophages; E: Bone marrow monocytes; F: Blood

monocytes; a: Csf1rCre /Ｒosa26YFP /WT; b: Csf1rCre /

Ｒosa26YFP ; * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01 vs Csf1rCre /Ｒo-

sa26YFP /WT group．
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组小 鼠 表 达 YFP 分 别 为 93. 90% ( 92. 80%，
95. 20% ) 和 98. 20% ( 92. 20%，98. 60% ) ( 对照组 n
= 3，实验组 n = 3，Z = － 2. 087、－ 2. 087，均 P =
0. 037) 。上述结果表明，利用 Csf1rCre介导的 YFP对
肝脏、脾脏、肾脏、肺脏巨噬细胞和血液及骨髓单核
细胞标记效率高。

3 讨论

TＲM是免疫细胞的异质性群体，可实现组织特
异性和生态位特异性功能。TＲM 可发挥专门的稳
态功能，如可清除和回收哺乳动物组织中发生凋亡
的细胞，可以预防组织损伤后的慢性炎症和自身免
疫性疾病［6］。Davies et al ［7］的研究强调了造血细
胞与自我更新胚胎来源群体的组织巨噬细胞起源的
显著异质性。巨噬细胞是每个器官不可或缺的一部
分［8］，如肝脏内的 kupffer细胞、脾脏巨噬细胞、肾脏
巨噬细胞以及肺泡巨噬细胞。TＲM 被赋予了一些
组织特异的生理功能。TＲM 整合来自各种环境传
感器的信号，协调对特殊组织细胞的生长、重塑和稳
态至关重要的适应性细胞反应［9］。报告基因小鼠
模型成为进一步研究 TＲM 的调控机制的强有力的
工具。

Cre / loxP重组系统的转化研究侧重于通过修饰
Cre /DNA 相互作用来增强其特异性［10］。该系统可
以使特定的细胞类型或组织器官中的基因被特异性
敲除，已普遍用于研究调控细胞发育与功能的机制。
Csf1rCre小鼠可用于单核及巨噬细胞的标记［5］。本研
究通过将 Csf1rCre小鼠与 Ｒosa26YFP小鼠交配，成功构
建了 Csf1rCre Ｒosa26YFP报告基因小鼠模型。实验结
果表明，该模型在标记单核细胞及多种 TＲM( 如肝
脏 Kupffer细胞、脾脏巨噬细胞、肾脏巨噬细胞、肺泡
巨噬细胞以及血液和骨髓单核细胞) 中表现出高效
且稳定的 YFP表达，标记效率高达 90%以上。这一
结果证实了 Csf1rCre Ｒosa26YFP小鼠作为研究 TＲM 发
育、稳态维持及功能的强大工具的有效性。

与现有的其他巨噬细胞标记工具鼠( 如 Cx3cr1-
Cre、LysM-Cre、CD11b-Cre 和 Vav1-Cre) 相比，Csf1rCre

Ｒosa26YFP小鼠在标记效率和特异性方面具有显著优
势。例如，Cx3cr1-Cre 在肺泡巨噬细胞和脾脏巨噬
细胞中的标记效率较低［11 － 12］，且存在年龄依赖
性［13］; LysM-Cre 的敲除效率不稳定［14］; CD11b-Cre
的特异性较低，可同时标记多种免疫细胞［12］; 而
Vav1-Cre 的敲除范围过于广泛，缺乏组织特异
性［15］。相比之下，Csf1rCre Ｒosa26YFP小鼠能够高效地

标记单核细胞和 TＲM，为研究 TＲM 在组织稳态和
免疫反应中的作用提供了更可靠的模型。

集落刺激因子-1 受体 ( colony stimulating factor
1 receptor，CSF-1Ｒ) 作为 TＲM 发育和维持的关键调
节因子［16 － 17］，在巨噬细胞的功能调控中发挥核心作
用。Bencheikh et al ［18］的研究证明了 CSF-1Ｒ 在调
节人单核细胞分化过程中基因表达的生理和动态作
用。本研究进一步验证了 CSF-1Ｒ 信号在 TＲM 稳
态维持中的重要性，并揭示了 Csf1rCre Ｒosa26YFP小鼠
在研究 CSF-1Ｒ调控机制中的潜力。未来研究可利
用该模型深入探讨 CSF-1Ｒ 信号在 TＲM 发育、分化
及功能调控中的具体机制，以及其在病理条件下的
动态变化。

总之，Csf1rCre Ｒosa26YFP报告基因小鼠的成功构
建为 TＲM的研究提供了强有力的工具。该模型不
仅能够高效标记 TＲM和单核细胞，还为未来揭示巨
噬细胞在组织稳态、免疫监视及疾病发生发展中的
作用机制奠定了重要基础。未来研究可进一步优化
该模型，并探索其在巨噬细胞相关疾病治疗中的潜
在应用价值。
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Csf1rCre -mediated yellow fluorescent protein can effectively
label tissue-resident macrophages in various tissues
Li Xiaoyu1，Zhao Dianyuan2，3，Zhang Shengquan1，Yang Jing1，2，3，Tang Li1，2，3

( 1Dept of Biochemistry，School of Basic Medicine，Anhui Medical University，Hefei 230032; 2Institute of Lifeomics，
Academy of Military Medical Sciences，Academy of Military Sciences，Beijing 102206; 3State Key Laboratory

of Proteomics，Beijing Proteome Ｒesearch Center，National Center for Protein Science，Beijing 102206)

Abstract Objective To construct Csf1rCre Ｒosa26YFP mice，and to detect the efficiency of Csf1rCre-mediated yellow
fluorescent protein ( YFP) labeling monocytes and tissue-resident macrophages in different tissues． Methods The
Ｒosa26YFP mutant mice had a loxP-flanked STOP sequence，followed by a yellow fluorescent protein gene ( YFP)
inserted into the Ｒosa26 locus． When crossed with mice expressing the Csf1rCre recombinase，the STOP sequence
was deleted，and yellow fluorescent protein ( YFP) expression was observed in the tissues of double-mutant off-
spring ( Csf1rCre Ｒosa26YFP ) ． Csf1rCre mice were mated with Ｒosa26YFP mice，and genotype of Csf1rCre Ｒosa26YFP

mice were identified by PCＲ． Blood and bone marrow monocytes，liver macrophages，kidney macrophages，alveo-
lar macrophages and spleen macrophages of adult Csf1rCre Ｒosa26YFP mice were isolated，labeled with flow cytometry
antibodies，and the recombination efficiency of Csf1rCre-mediated YFP labeling tissue macrophages was analyzed by
flow cytometry． Ｒesults In Csf1rCre Ｒosa26YFP reporter mice，the median percentage of YFP + was 93. 25% in re-
nal macrophages，92. 45% in liver macrophages，and 91. 10% in spleen macrophages． The percentage of YFP +
was 94. 70% in alveolar macrophages，98. 20% in blood monocytes，and 93. 90% in bone marrow monocytes．
Conclusion Csf1rCre can be used to trace tissue-resident macrophages as well as bone marrow and blood mono-
cytes． At the same time，Csf1rCre can target these cells to prepare conditional gene knockout mice．
Key words Csf1rCre recombinase; reporter gene mice; flow cytometry; tissue-resident macrophage ; monocytes;
cell labeling efficiency
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