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造血干细胞全标记红色和绿色荧光

转基因小鼠的筛选
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(中国医学科学院，北京协和医学院，医学实验动物研究所，卫生部人类疾病比较医学重点实验室，

国家中医药管理局人类疾病动物模型三级实验室，北京 100021)

【摘要】 目的 对五种荧光转基因小鼠造血干细胞中的荧光标记细胞进行分析，筛选造血干细胞全标记红色

和绿色荧光转基因小鼠，为造血干细胞分化机制体内示踪研究提供理想的动物模型。方法 采用活体荧光影像系

统对两种红色荧光转基因小鼠品系 C57BL /6J-TgN(CAG-DsRed-1 和 CAG-DsRed-2) ZLFILAS 和三种绿色荧光转基

因小鼠品系 C57BL /6J-TgN(CAG-EGFP-1、CAG-EGFP-2 和 CAG-EGFP-3) ZLFILAS 的荧光标记进行比较;采用流式

细胞术检测各转基因小鼠的骨髓 lin( － ) c － kit( + ) Sca-1 + (LSK)造血干细胞荧光标记细胞比率，根据标记比率筛选

造血干细胞全标记红色和绿色荧光转基因小鼠。结果 活体荧光影像分析表明转基因小鼠均系统性表达红色或

绿色荧光。流式细胞术检测表明 LSK 造血干细胞中高度表达红色和绿色荧光，其中，C57BL /6J-TgN(CAG-DsRed-

1)ZLFILAS 和 C57BL /6J-TgN(CAG-EGFP-1)ZLFILAS 的造血干细胞全部为荧光标记细胞。结论 筛选获得在造血

干细胞中全标记的红色和绿色荧光转基因小鼠，可为造血干细胞体内研究提供有效示踪工具。
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【Abstract】 Objective To compared the ratios of fluorescence labeling cells to the lin( － ) c-kit( + ) Sca-1 + ( LSK)

stem cells from the five transgenic mouse lines，selected the mouse lines of totally fluorescence labeled，for tracking the

hematopoietic stem cells and in vivo fluorescence imaging analysis． Methods The expressions of the fluorescent protein in

vivo were observed under in vivo fluorescence imaging system， the expression of those genes in the stem cells were

investigated with flow cytometry． Results The fluorescent protein was expressed in most tissues in the five transgenic

mice． The fluorescent protein expressions were observed in almost all LSK stem cells of C57BL /6J-TgN(CAG-DsRed-1)

ZLFILAS and C57BL /6J-TgN ( CAG-EGFP-1 ) ZLFILAS． Conclusions Two transgenic mouse lines were indicated in

which LSK stem cells were marked completely by red or green fluorescence protein separately，suggesting the two mouse

lines may be useful tools for in vivo tracking the hematopoietic stem cells．
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建立一种长期、稳定、直观且不影响组织细胞
形成能力的标记方法是进行干细胞分化与定位研

究的有效工具。常用的干细胞标记方法有 LacZ 基
因、荧光染料 Hochest 和 5-溴-2 脱氧尿嘧啶核苷
(BrdU)等，这些免疫组化染色的缺陷是只能在组织
切片上观察干细胞的存活、迁移和分化情况，需要
牺牲大量的实验动物来观察不同时间点干细胞在

体内的转归，无法实时、纵向监测干细胞在体内的
动态迁移过程

［1］。荧光发光是通过激发光激发荧
光基团达到高能量状态，而后产生发射光。常用的
有红色荧光蛋白(RFP)和绿色荧光蛋白(GFP)［2］。
荧光成像被广泛用于细胞凋亡、蛋白质相互作用、
免疫细胞迁移、癌症及药物研究等多个领域。最近
几年，这项技术开始被用于干细胞研究，可在活体

内观察干细胞的行为和生物学特性及其转归，准确

获得活体动物体内靶位置的干细胞在各时间点的

生长和分化情况，加速了干细胞在肿瘤、组织工程
等领域的研究进展。
为满足科学研究的需要，国内外研究者建立了

多种荧光转基因小鼠。但由于转基因载体构建所
采用的启动子不同、靶基因染色体插入位置的位置
效应以及转基因拷贝数的差异，不同荧光转基因小

鼠的造血干细胞标记率和标记细胞亚群不同，从而

影响了小鼠干细胞荧光标记在干细胞研究中的进

一步应用。本文比较了五种红色或绿色荧光转基
因小鼠的造血干细胞中荧光标记细胞的比率，以期

筛选造血干细胞全标记荧光转基因小鼠，为干细胞

示踪提供一种有效手段。

1 材料和方法

1. 1 转基因小鼠的获得
两种红色荧光转基因小鼠品系分别被命名为

C57BL /6J-TgN( CAG-DsRed-1 ) ZLFILAS 和 C57BL /
6J-TgN(CAG-DsRed-2) ZLFILAS。三种绿色荧光转
基因小鼠分别被命名为 C57BL /6J-TgN(CAG-EGFP-
1) ZLFILAS、C57BL /6J-TgN ( CAG-EGFP-2) ZLFILAS
和 C57BL /6J-TgN(CAG-EGFP-3) ZLFILAS。转基因
小鼠的制备过程是将 DsRed 基因和 EGFP 基因插
入 CAG 启动子下游构建转基因载体。经原核显微
注射法将线性化的转基因载体注射到 C57BL /6J
小鼠的受精卵( TE2000-U 显微注射仪)，受精卵移

植到 ICR 假孕受体小鼠输卵管中，制备转基因
小鼠
［2］。

1. 2 活体荧光影像系统分析红色和绿色荧光转基
因小鼠

将各品系荧光转基因阳性小鼠用三溴乙醇

(0. 18 mL /10 g) 麻醉后放入活体荧光影像系统的
暗箱中拍照，SlideBook 4. 0 软件进行分析 (日本
Roger 公司)。
1. 3 小鼠 LSK 造血干细胞的荧光标记分析
颈椎脱臼牺牲小鼠，取双腿胫骨、股骨用预冷

的 PBS 冲出骨髓腔的骨髓细胞，吹打成单细胞悬
液，过滤，计数，调整浓度至 1 × 108 cell /mL。取 50
μL 全骨髓细胞悬液至于 96 孔板一孔中，加入 Biotin
偶联的 7 种 lineage 抗体(CD11b-Biotin、Gr1-Biotin、
Ter119-Biotin、IL-7R-Biotin、B220-Biotin、CD4-Biotin、
CD8-Biotin)(Biolegend)，冰上孵育 30 min，加入 200
μL staining medium( PBS + 1% BSA)，400g 5 min 离
心弃 上 清 后，加 入 Scal ( Iy6A /E )-PE-cy7、ckit
(CD117)-APC、Anti-Biotin-APC-cy7 抗体(Biolegend)，
冰上避光孵育 30 min，离心，弃上清，用 500 uL
staining medium 重新悬浮细胞，移至流式管中准备
流式分析，每只小鼠收集 0. 5 × 106

细胞，计算

Lineage-、Sca1 +、c-kit + 的骨髓干细胞中 GFP-
FITC +
或 RFP-PE +

细胞所占的比例。调整其余骨髓
细胞浓度为 4 × 106 cell /mL，荧光显微镜下观察细胞
的荧光标记情况。

2 结果

2. 1 活体荧光影像系统分析红色和绿色荧光蛋白
转基因小鼠

对各品系的荧光蛋白转基因小鼠进行活体荧

光影像系统分析，结果显示，C57BL /6J-TgN ( CAG-
DsRed-1 和 CAG-DsRed-2) ZLFILAS 转基因小鼠呈
现红色荧光，荧光蛋白在全身多个组织器官中表达

(见彩插 2 图 1A、1B)。C57BL /6J-TgN(CAG-EGFP-
1、CAG-EGFP-2 和 CAG-EGFP-3) ZLFILAS 转基因小
鼠呈现绿色荧光，荧光蛋白在全身多个组织器官中

表达。其中 C57BL /6J-TgN(CAG-EGFP-1) ZLFILAS
转基因小鼠的荧光蛋白表达强度最高，其次是

C57BL /6J-TgN ( CAG-EGFP-2 ) ZLFILAS 转基因小
鼠，C57BL /6J-TgN ( CAG-EGFP-3 ) ZLFILAS 转基因
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图 2 不同品系荧光转基因小鼠造血干细胞中的荧光细胞比率。A-E 分别为如下品系:C57BL /6J-TgN

(CAG-DsRed-1、CAG-DsRed-2、CAG-EGFP-1、CAG-EGFP-2 和 CAG-EGFP-3)ZLFILAS。

Fig． 2 The ratios of fluorescent cells in LSK cells of in different transgenic mice (A-E represent

C57BL /6J-TgN(CAG-DsRed-1、CAG-DsRed-2、CAG-EGFP-1、CAG-EGFP-2 和 CAG-EGFP-3)

ZLFILAS respectively)

小鼠的荧光蛋白表达相对最弱(见彩插 2 图 1C、1D
和 1E)。
2. 2 LSK 造血干细胞中荧光标记细胞的比率
流式细胞检测表明，各荧光转基因小鼠品系的

LSK 造血干细胞均有荧光标记细胞(图 2)。其中，
C57BL /6J-TgN ( CAG-DsRed-1 和 CAG-EGFP-1 )
ZLFILAS 这两个荧光转基因品系的几乎全部 LSK
造血干细胞为荧光标记细胞，荧光细胞比率分别为

99. 9% 和 99. 4% ; C57BL /6J-TgN ( CAG-EGFP-2 和
CAG-EGFP-2)ZLFILAS 的 LSK 造血干细胞中的荧
光标记细胞比率较低，分别为 85. 3%和 65. 7% ;而
C57BL /6J-TgN ( CAG-DsRed-2 ) ZLFILAS 的 LSK 造
血干细胞中的荧光标记细胞比率则只有 0. 1%。该
结果表明，LSK 造血干细胞中的荧光标记细胞比率
与活体荧光成像结果并非完全一对应。
2. 3 骨髓细胞中的荧光标记细胞
荧光显微镜观察发现，不同品系骨髓细胞中的

荧光 标 记 细 胞 比 率 不 同，其 中，C57BL /6J-TgN
(CAG-DsRed-1 和 CAG-EGFP-1) ZLFILAS 这两个荧

光转基因品系的荧光标记细胞比率最高(见彩插 2
图 3)。

3 讨论

活体动物体内光学成像主要的功能是追踪并

检测标记细胞在体内的活动及标记基因在体内的

表达。荧光成像相对于其他活体动物体内成像技
术，如超声(ultrasound)、计算机断层摄影( computed
tomography，CT )、核 磁 共 振 ( magnetic resonance
imaging，MRI)和正电子衍射成像( positron-emission
tomography，PET) 等技术，具有操作简便、结果直
观、测量快速、灵敏度高及费用低廉等优点。利用
这种成像技术可直接、实时观察标记的基因及细胞
在活体动物体内的活动及反应。利用光学标记的
转基因动物模型可以研究疾病的发生发展过程，进

行药物研究及筛选传统的动物实验方法需要在不

同的时间点牺牲实验动物以获得数据，得到多个时

间点的实验结果。活体荧光成像通过对同一组实
验对象在不同时间点进行记录，跟踪同一观察目标
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的迁移及变化，所得的数据更加真实可信。因其操
作简单、所得结果直观、灵敏度高等有点，得到迅速
发展，已广泛应用于生命科学、医学研究及药物开
发等方面

［3］。现行的骨髓移植技术通常检测供体
造血干细胞在受体骨髓中的数目，是一种终点检测

方法。应用转基因鼠，将荧光报告标记的造血干细
胞移植入脾及骨髓，可以通过荧光发光实时检测这

些干细胞的后代在动物体内的生长和活动。
荧光蛋白在体内，尤其是干细胞中的表达必须

在强启动子，如鸡 β 肌动蛋白( chicken β-actin) 或
CAG 启动子的驱动下才能高效的进行［4 － 5］，且转基

因载体插入位点和拷贝数对基因表达效率也具有

显著的影响。本研究将 DsRed 和 EGFP 插入 CAG
强启动子下游，构建了系统性表达红色和绿色荧光

转基因小鼠。其中 DsRed-Express 转基因小鼠红色
荧光蛋白 EGFP 转基因小鼠绿色荧光蛋白在全身多
个组织器官和骨髓细胞中表达。其中，C57BL /6J-
TgN ( CAG-DsRed-1 ) ZLFILAS 和 C57BL /6J-TgN
(CAG-EGFP-1)ZLFILAS 的造血干细胞全部为荧光

标记细胞，这两种红色和绿色荧光转基因小鼠模型

将为干细胞的分化与定位研究提供了有力的工具

动物和分子影像学技术手段。
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