
中国细胞生物学学报  Chinese Journal of Cell Biology 2021, 43(4): 685–693 DOI: 10.11844/cjcb.2021.04.0001

x
_
±s

领域前沿 • 中国

周斌, 中国科学院分子细胞科学卓越创新中心研究员。2002年毕

业于浙江大学医学院临床医学系并获得硕士学位; 2006年毕业于中国

医学科学院中国协和医科大学并获得博士学位; 2006年至2010年在美国
哈佛大学医学院波士顿儿童医院从事博士后研究; 2010年9月起至2016
年8月任中国科学院上海生命科学研究院营养科学研究所研究员; 2016
年9月起至今任职于中国科学院生物化学与细胞生物学研究所研究员。

周斌研究组主要开发遗传谱系示踪新技术, 研究哺乳动物体内细胞起

源及命运调控机制, 代表性研究工作多次在Nature、Science、Nat Med、
Nat Genet、Circulation、Cell Stem Cell、Dev Cell等国际学术期刊上发

表。其中发现“哺乳动物新生期心脏具有重新生成冠状动脉的能力”入
选2014年度“中国科学十大进展”; 创建的谱系示踪新技术解决了近20年
来国际心血管领域内关于心脏干细胞与心肌再生的争议问题; 开发了细
胞增殖的遗传学示踪技术, 从全新的角度揭示了器官修复再生的调控机
制。周斌研究员曾获得国际心脏研究会ISHR“杰出研究员奖”、“谈家桢
生命科学创新奖”、科学探索奖等多项奖励。
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摘要      器官内细胞数量和组织稳态可以通过细胞增殖调节并维持。大多数用于鉴别具有显

著增殖能力的细胞的相关研究, 都是基于某一细胞亚群的谱系示踪, 而这会导致潜在的选择性偏

差。该团队利用双同源重组酶系统, 开发了一种示踪增殖细胞的新技术—ProTracer, 该技术能够

实现在多个器官中长时间不间断地记录整个细胞类群的细胞增殖。在肝脏中, ProTracer揭示了位

于肝小叶中间区域的肝细胞在生理稳态、损伤修复和再生过程中具有优越的增殖能力。克隆分析

实验结果表明, 大部分ProTracer标记的肝细胞发生了细胞分裂。综上, ProTracer技术通过遗传记录

总细胞群的增殖事件, 能够应用于无偏好性检测具有显著再生能力的独特细胞亚群。
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ProTracer—a New Genetic System to Seamlessly Record 
Cell Proliferation in Vivo
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(State Key Laboratory of Cell Biology, Shanghai Institute of Biochemistry and Cell Biology, 

Center for Excellence in Molecular Cell Science, Chinese Academy of Sciences, 
University of Chinese Academy of Sciences, Shanghai 200031, China)

Abstract       Organ homeostasis is orchestrated by timed and spatially restricted cell proliferation. Studies 
identifying cells with superior proliferative capacity mostly rely on lineage tracing of a subset of cell populations, 
introducing a potential selective bias. Here, this group developed a genetic system (proliferation tracer, ProTracer) 
by incorporating dual recombinases to seamlessly record proliferation events of entire cell populations over time in 
multiple organs. In the liver, ProTracer revealed that a subpopulation of midzonal hepatocytes have superior prolif-
erative capacity during homeostasis, injury repair, and regeneration. Clonal analysis showed that the majority of he-
patocytes labeled by ProTracer have undergone cell division. By genetically recording proliferation events of entire 
cell populations, ProTracer enables unbiased detection of unique cellular compartments with enhanced regenerative 
capacity.
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在整个区域, 比如有研究报道分布在肝小叶各个区

域的LGR4+肝细胞具有较强的扩增能力维持肝脏稳

态[14], 另有研究报道, 在肝小叶所有分区中都有表达

的端粒酶逆转录酶(telomerase reverse transcriptase, 
TERT)高表达的肝细胞比TERT低表达的肝细胞具

有更强的增殖能力[16], 这些支持了有关肝细胞再生

的一种“分布式模型”。最近有关肝细胞扩增的克隆

分析表明, 在处于稳态和再生过程的肝脏中, 肝细胞

之间的增殖能力无明显差异[19]。在稳态和再生过程

中, 肝细胞的更新主要是通过已有肝细胞的增殖来

维持的[20], 而在某些严重损伤的情况下, 肝细胞可以

被胆管细胞的转化所取代[21-24]。

鉴于肝小叶不同区域的肝细胞增殖能力具有

异质性, 故当前的关键问题应该围绕不同肝细胞亚

群对肝脏稳态和再生的贡献展开, 由于上述依赖单

个标记基因或稀疏标记的谱系示踪研究追踪的只是

肝细胞某个亚群, 不同的标记得出不同的结果, 使得

目前很难判断新生肝细胞的真正来源。因此, 长时

间不间断地对整个肝细胞类群的增殖进行的无偏好

性检测, 可以阐明在肝脏稳态和损伤修复过程中新

生肝细胞的来源。

1   肝细胞再生研究背景
体内器官稳态往往是由高度增殖的细胞来维

持的[1-4]。这种特殊细胞大多有特定的标记基因, 并
且得到了谱系示踪技术的证实[5-8]。然而, 使用单个

标记基因只能定义某一种细胞类群, 从而会导致实

验分析更聚焦于带有该标记的细胞命运, 而不会上

升至总体细胞群水平上, 因而会存在潜在偏差。故

由此而来的不同遗传命运图谱会得到相互矛盾的结

论, 正如当前一些关于肝细胞再生来源的具有高度

争议的研究[9-18]。

有研究表明, 门静脉周围的肝细胞能够逐渐向

中央静脉迁移[9]。然而, 这个从门静脉向中央静脉方

向的肝细胞流动模型仍存在争议[10-11]。有谱系示踪

研究表明, 位于肝小叶中央静脉周围的Axin2+肝细

胞, 会从中央静脉至门静脉方向扩增, 维持肝脏稳态

时的肝细胞更新[12]。然而, 其他谱系示踪研究团队

却发现, 中央静脉周围的Axin2+或Lgr5+肝细胞对肝

脏稳态维持和再生的贡献有限[17-18]。也有研究团队

发现, 在肝损伤后, 肝门静脉周围的Sox9+肝细胞广

泛增殖并修复受损肝脏[13]。此外, 有一些研究表明, 
新生肝细胞的来源并非集中于某个区域, 而是分散
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2   细胞增殖遗传记录系统的设计与构建
Ki67是一种广泛使用的细胞增殖标记物[25], 近

期报道的两种基于Ki67-CreER的谱系示踪方法是

在注射他莫昔芬(Tamoxifen, Tam)后诱导标记Ki67+

增殖细胞[25-26]。若要有效维持小鼠体内Cre酶活性, 
需要进行连续几周或几个月的Tam注射, 但这可能

会对组织产生毒性和副作用[27]。为此, 我们开发了

一种基于双同源重组酶系统的策略, 实现通过单次

Tam注射能够长时间不间断地记录细胞增殖事件。

该遗传系统的构建涉及 3种小鼠品系 : DreER [28]、

Ki67-CrexER(Ki67-Cre-rox-ER-rox)和R26-GFP[29](图
1)。

我们首先构建并鉴定了Ki67-CrexER小鼠品

系。Ki67和ESR(代表CrexER的表达)共染结果证实, 
CrexER的表达准确反映Ki67的表达。此外, 核酸类

似物EdU掺入实验表明, CrexER和EdU的染色结果

相似, 表明Ki67-CrexER表达在增殖细胞里。接着, 
体外培养并监测Ki67-CrexER;R26-GFP小鼠细胞的

增殖情况。 CrexER与CreER一样, 可以通过Tam注

射后, 经由Cre-loxP重组发挥作用, 不同的是CrexER
能通过Dre-rox重组转换为Cre[30]。活体成像结果显

示, Ki67-CrexER;R26-GFP小鼠细胞经Tam诱导后, 
增殖细胞表达GFP, 且单个表达GFP的细胞正经历细

胞分裂。Ki67-CrexER;R26-GFP小鼠主动脉三维全

器官成像显示, GFP+内皮细胞几乎总是成对出现。

上述实验结果表明, Ki67-CrexER;R26-GFP标记的是

增殖的细胞。此外, 我们发现, Ki67-CrexER/CrexER
纯合小鼠正常生长, 且细胞正常增殖, 提示Ki67-

CrexER等位基因维持Ki67内源性表达。

该系统的精妙之处在于, 通过单剂量注射Tam
启动该系统后, 它将永远保持打开状态, 从而可以在

此后的任何时间窗口内如实且特异地记录细胞增殖

情况。我们将该系统模型称为ProTracer(proliferation 
tracer)。

3   ProTracer可以有效记录体内细胞增殖
ProTracer小鼠 (R26-DreER[28];Ki67-CrexER; 

R26-GFP)能够在大多数器官和组织中遗传记录增殖

细胞。通过Southern blot对ProTracer小鼠的多个组织

的基因组DNA分析, 我们发现Tam诱导后, DreER将
Ki67-CrexER转变为Ki67-Cre效率为50%~100%, 且
肝脏中最高。在经由Tam注射激活系统后的第2天
和第28天, 全器官荧光成像和GFP免疫荧光检测结

果表明, GFP信号仅来自发生Cre-loxP重组的Ki67+

细胞。

为便于将ProTracer系统与先前报道的细胞增殖

示踪技术进行比较, 我们还构建出Ki67-CreER;R26-
GFP小鼠。经Tam注射后的第2天, ProTracer和Ki67-
CreER;R26-GFP小鼠所有被检测组织(除了高增殖

的肠上皮)GFP信号均很少。而Tam实验后第28天, 
ProTracer小鼠的GFP信号明显多于Ki67-CreER;R26-
GFP小鼠。这一结果说明了ProTracer长时间持续捕

捉细胞增殖事件的能力。

在没有Tam处理的情况下 , Ki67-CreER;R26- 
GFP和ProTracer小鼠中几乎检测不到任何GFP+细

胞。且Tam处理的R26-DreER;R26-GFP小鼠中也

Tam诱导的DreER-rox重组将Ki67启动子驱动的CrexER转换为Cre, 启动系统持续记录从T1到Tn间所有的细胞增殖事件。

Tam-induced DreER-rox recombination switches CrexER into Cre driven by the Ki67 promoter, which primes the system to continuously record all cell 
proliferation events from T1 to Tn.

图1   ProTracer策略示意图(根据参考文献[31]修改)
Fig.1   Schematic showing the ProTracer strategy (modified from reference [31])
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没有任何GFP+细胞, 排除了系统中潜在的DreER-
loxP重组。这些研究结果表明, Tam处理的ProTracer
小鼠不同器官或组织中检测到的GFP+细胞依赖于

DreER-rox重组和随后的Cre-loxP重组。综上, 这些

结果突出了ProTracer能够实现长时间不间断地记录

不同组织器官中的细胞增殖。

4   ProTracer系统对生理稳态情况下肝细

胞增殖能力鉴定
我们利用ProTracer系统来检测所有肝细胞群的

增殖, 研究新生肝细胞产生的来源和位置。肝小叶

被分为三个不同的区域[32-34]: 门静脉周围区[分子标

记为E-钙黏蛋白(E-cadherin, E-CAD)]为1区; 最靠近

中央静脉的中央区域(由谷氨酰胺合成酶GS标记)为
3区; 其余的中间区域(E-CAD–GS–)为2区[35](图2A)。
Southern blot结果表明, 经Tam注射后, ProTracer小鼠

肝细胞中几乎所有Ki67-CrexER都转换为了Ki67-Cre, 
而溶剂玉米油处理的对照组没有。我们还通过将

R26-DreER与rox报告小鼠R26-rox-Stop-rox-tdTomato 

(R26-RSR-tdTomato)杂交 , 发现经Tam注射后R26-
DreER重组发生在肝脏的几乎所有肝细胞中。

为检测肝小叶原位肝细胞增殖情况, 我们在

Tam诱导后不同时间点采集ProTracer小鼠的肝脏样

本。第0天和第2天免疫荧光染色结果显示, 肝切片

上没有或鲜有GFP+肝细胞。从第2周到第8周, 观察

到逐渐增多的GFP+肝细胞, 且主要集中在2区。在第

8~12周, 我们检测到1区GFP+肝细胞数量增加, 但其

密度仍显著低于2区。肝小叶中2区GFP+肝细胞明显

增多, 提示该区域有更多新的肝细胞生成。值得注

意的是, 在第4~12周, 3区GFP+细胞的数量没有显著

变化(图2B)。于是, 我们进一步使用GS-CreER驱动

系统独立检测在肝脏稳态期间, 3区肝细胞是否显著

扩张。通过使用GS-flagBFP和GS-CreER敲入小鼠系, 
我们证实了GS特异性表达于中央周围肝细胞即3区
肝细胞。然而, 对这些GS+肝细胞的遗传示踪结果显

示, 它们在8周之后并没有显著扩大或减少。谱系示

踪和ProTracer数据均表明, 3区肝细胞在肝脏稳态期

间不会显著扩张。综上所述, 这些基于对总肝细胞

A: 上图从门静脉周围到中央区的三个肝分区。下图为谷氨酰胺合成酶(GS)和钙黏蛋白(E-CAD)免疫荧光染色。①、②、③分别表示1区(E-
CAD+)、2区(E-CAD–GS–)和3区(GS+)。虚线箭头表示血流方向。B: 肝小叶各区域表达绿色荧光蛋白的肝细胞(Hep)百分比。数据为x

_
±s; n=5。

*P<0.05。插图为每个区域5个时间窗(第2周至第4周、第4周至第6周、第6周至第8周、第8周至第10周和第10周至第12周)中肝细胞的增殖率。

每个数值代表五个单独的生物样本。

A: three liver zones from the periportal to the pericentral regions. Lower panel shows immunostaining for GS (glutamine synthetase) and E-CAD (E-
cadherin). ①, ② and ③ indicate zone 1 (E-CAD+), zone 2 (E-CAD–GS–), and zone 3 (GS+), respectively. Dashed arrow indicates blood flow. B: quanti-
fication of the percentage of Hep (hepatocytes) expressing GFP in each zone of the liver lobule. Data are x

_
±s; n=5. *P<0.05. Inset is proliferation (proli.) 

rate of hepatocytes per week from five time windows (weeks 2 to 4, 4 to 6, 6 to 8, 8 to 10, and 10 to 12) in each zone. Each figure is representative of 
five individual biological samples.

图2   肝脏的三个分区及增殖情况(根据参考文献[31]修改)
Fig.2   Three liver zones and regional hepatocyte proliferation (modified from reference [31])
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群监测的数据表明, 在肝脏稳态期间, 肝细胞增殖率

在2区最高, 1区中等, 3区最低。

5   肝细胞特异性ProTracer揭示肝脏中明

显的“甜甜圈”型增殖模式
为了更清楚地辨别整个器官细胞的增殖模式

并特异地监测肝细胞谱系, 我们对ProTracer系统进

行下一步优化, 将Alb-DreER[36]小鼠与含有双同源重

组酶激活的报告基因Ai66的Ki67-CrexER[37]小鼠杂

交(图3A)。经Tam注射后, Alb-DreER在肝脏的所有

三个分区中均有效地重组肝细胞。Alb-DreER;Ki67-
CrexER;Ai66小鼠肝脏切片免疫荧光染色分析结果

证实 , 所有 tdTomato+细胞为Fah+和HNF4a+肝细胞 , 
而非CK19+导管细胞、Desmin+星状细胞、PDGFRa+

成纤维细胞、VE-CAD+内皮细胞和F4/80+巨噬细胞。

以上结果证明了由肝细胞特异性ProTracer记录的是

特异性肝细胞的增殖, 而不是其他类型细胞的增殖。

我们在Tam诱导Alb-DreER;Ki67-CrexER;Ai66
小鼠后的第6周收集了小鼠肝脏样品。肝脏全器官

荧光成像结果显示, 肝细胞特异性的tdTomato+增殖

信号以独特的类似甜甜圈形状呈现(图3B)。用tdTo-
mato、GS和E-CAD抗体对肝脏切片进行免疫荧光染

色, 证实了这种高度区域性的增殖结果, 并表明了大

多数具有增殖活性的肝细胞发生在2区(图3C和图

3D)。作为技术对照, 在没有注射Tam的情况下, Alb-
DreER;Ki67-CrexER;Ai66小鼠肝脏中未观察到任何

tdTomato+肝细胞。

在已知AAV8-TBG-Dre(AAV8-Dre)具有强的肝

细胞趋向性[38]的基础上, 为避免经Tam注射引起的

潜在偏差, 我们通过给Ki67-CrexER;R26-GFP小鼠注

射AAV8-Dre来在肝细胞中特异性地激活ProTracer
系统。在AAV注射8周后的小鼠肝脏中, GFP+细胞

呈肝细胞特异性标志物HNF4a+和FAH+。肝脏切片

免疫荧光染色结果表明, 大部分GFP+肝细胞位于2
区, 而1区或3区明显较少, 进一步证实了在肝脏稳态

期间观察到的中间区域性肝细胞增殖的结果。

我们还探讨了在长期研究过程(如几周到几个

月)中, ProTracer系统是否可以扩展为活体小鼠中肝

细胞增殖事件的无创监测。我们用荧光素酶小鼠替

代荧光报告基因小鼠, 并使用AAV8-Dre[38]实现肝细

胞特异性ProTracer激活。在AAV8-Dre诱导的Pro-
Tracer激活后, 对同一只活小鼠每两周进行荧光素酶

信号监测, 我们发现AAV8-Dre组的荧光素酶活性逐

渐增加, 而AAV8-对照组没有。这表明随着时间的

推移, 肝细胞增殖逐渐增加。该数据还进一步表明, 
肝脏中增殖的甜甜圈样信号是在组织稳态过程中肝

A: 肝细胞特异性ProTracer系统的实验策略。B: Tam诱导肝脏特异性ProTracer小鼠6周后, 肝脏全器官荧光成像结果图。C: 对肝切片进行td-
Tomato、GS、E-CAD和β-catenin免疫荧光染色图。D:  tdTomato+肝细胞在肝小叶各区域的百分比。数据为x

_
±s; n= 5。*P<0.05。

A: the experimental strategy used for hepatocyte-specific tracing of cell proliferation. B: whole-mount fluorescence image of liver collected from 
hepatocyte-specific ProTracer mouse at six weeks after Tam induction. C: immunostaining for tdTomato, GS, E-CAD, and β-catenin on liver sections. 
D: quantification of the percentage of hepatocytes expressing tdTomato in each zone of the liver lobule. Data are x

_
±s; n=5. *P<0.05.

图3   肝细胞特异性ProTracer系统(根据参考文献[31]修改)
Fig.3   Hepatocyte-specific ProTracer (modified from reference [31])
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细胞增殖逐渐积累的结果。

6   大多数被ProTracer标记的Ki67+肝细

胞发生了细胞分裂
大多数肝细胞是多倍体和双核的[39], 因此, 表

达细胞周期标记物(如Ki67)并不一定代表肝细胞发

生了细胞分裂, 有可能是发生了多倍体化或者核分

裂[40-41]。为确定ProTracer标记的Ki67+细胞进行细胞

分裂和多倍体化的比例, 我们用低剂量AAV8-Dre对
Ki67-CrexER;R26-GFP小鼠中Ki67+肝细胞进行稀疏

GFP标记。通过稀疏标记实验, 我们发现存在成对

的邻近的GFP+肝细胞, 表明这些细胞发生了细胞分

裂, 而单个的GFP+肝细胞有2个或2个以上细胞核表

明是多倍体而没有细胞分裂。为了在三维肝小叶中

准确检测这些事件, 我们在50~100 μm厚的肝切片上

分析了多个免疫荧光染色Z轴叠图, 结果表明大多数

GFP+细胞显示为一对相邻的肝细胞。连续切片和

定量数据分析显示, 超过90%的GFP+肝细胞呈2个及

以上的细胞聚集状态, 单独GFP+的肝细胞的占比最

小。同样, 这些肝细胞大部分位于肝小叶的2区。以

上数据表明, ProTracer标记的Ki67+肝细胞大部分发

生了细胞分裂。

7   基于Ccna2的ProTracer显示肝细胞高

度区域性增殖
为证实上述观察结果, 我们利用曾用于检测细

胞增殖的第二个细胞周期基因Ccna2[42]构建并培育

Ccna2-CrexER小鼠。我们将Tam注射到R26-DreER; 
Ccna2-CrexER;R26-GFP小鼠体内, 6周后采集肝脏进

行分析。肝切片免疫荧光染色结果显示, GFP信号

在2区更为明显。定量结果显示, 与1区和3区相比, 2
区肝细胞增殖率明显更高。

为了进一步增加独立于Tam但能特异性标记肝

细胞Ccna2的ProTracer分析, 我们用AAV-Dre病毒诱

导Ccna2-CrexER;R26-GFP小鼠, 并在12周后收集

肝脏。全器官荧光成像显示出饱满的GFP+信号的

圆形图案。免疫荧光染色肝脏切片及定量数据结

果显示, GFP+肝细胞密度在2区最高, 3区最低, 这
一结果与我们基于Ki67的ProTracer实验一致。综上

所述, 基于ProTracer的细胞增殖基因(Ki67和Ccna2)
记录显示了肝细胞在肝稳态期间增殖的空间异质

性, 并揭示了肝小叶中肝细胞增殖的高度区域性。

8   肝损伤和再生情况下肝细胞增殖情况
成人肝细胞在受伤的情况下发生自我增殖, 以

替代损坏的肝细胞维持细胞稳态, 因而具有显著的

再生能力[3]。为研究肝再生过程中肝细胞的增殖, 
我们首先进行了部分肝切除术(partial hepatectomy, 
PHx)模型, 这是一种不引入分区偏差的损伤模型[43]。

在Tam诱导ProTracer小鼠1周后进行PHx手术, 在手

术后的第24、40天小鼠和2、3、4、7天分析肝脏样本。

PHx后第1天至第7天, 全器官荧光成像图显示肝脏

中的GFP+信号逐渐增强。免疫荧光染色发现PHx后
的第24 h鲜有GFP+肝细胞。PHx后的第40 h, GFP+的

肝细胞首先出现在1区, PHx后的第2天, GFP+肝细胞

平缓增加, 大部分位于1区和2区。PHx后的第3天和

第4天, 肝小叶中GFP+肝细胞显著增加, 大部分位于

2和1区, 2区肝细胞增殖已高于1区。第7天, 所有肝

区均检测到GFP+肝细胞, 大多数肝细胞标记在1区
和2区, 3区部分肝细胞未被标记(图4A)。

为记录3区在肝损伤后修复和再生过程中的增

殖事件, 我们对ProTracer小鼠使用导致3区肝细胞急

性损伤的四氯化碳(CCl4)处理。在CCl4处理后的第

2、4、7天, 我们收集ProTracer小鼠的肝脏样本进

行分析。全器官荧光成像显示, CCl4处理后第2天至

第7天, 肝脏中GFP+信号增加。肝切片的免疫荧光

染色结果显示, CCl4处理后第2天和第4天, 2区富集

了GFP+肝细胞。第7天, 2区和3区大多数肝细胞为

GFP+。考虑到CCl4主要导致3区肝细胞死亡, 可能

是2区肝细胞在第2天率先参与修复或再生过程, 并
在第4天至第7天弥补3区肝细胞的损失。此外, 我
们对ProTracer小鼠进行1区损伤模型胆管结扎手术

(bile duct ligation, BDL), 并在BDL损伤后的第3、4、
7天收集肝脏进行分析。我们发现, 在BDL模型中, 
门静脉周围区损伤, GFP+肝细胞在2区高度富集, 诱
导导管反应(图4B)。综上所述, 这些数据也表明, 损
伤后肝脏修复和再生过程中均呈现肝细胞生成能

力的高度区域性。

9   应用与展望
ProTracer系统能监测和记录在稳态和疾病背景

下的组织细胞增殖事件。ProTracer策略有三个突出

的特点值得强调。第一, 它允许对动物寿命中的任

何时间窗口正在进行的细胞增殖事件进行长时间无

缝隙记录(图2B和图4A), 从而实现数月至数年的长
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期研究。第二, 它可以用于研究某一特定细胞系的

增殖。这对于研究极少增殖的细胞类型(如心肌细

胞或神经元)尤其有益。与传统的基于化学和免疫

荧光染色的方法相比, ProTracer能提高信噪比和分

辨率, 将稀有的感兴趣细胞的增殖信号从其他增殖

细胞背景中分离出来, 从而特异性的检测该细胞增

殖。第三, ProTracer允许对活体动物细胞增殖进行

无创的长期监测, 可以不间断地在几个星期、几个

月甚至更长时间的窗口内检测同一动物的细胞增殖

动态。

肝脏再生领域的一个关键问题是不同肝细胞

亚群对肝脏稳态和再生的贡献。不同的研究得出

的结论不同[12,17,44]。相较于这些依赖于单独标记基

因的谱系示踪研究, ProTracer系统支持对给定类型

的所有细胞进行群体水平分析。与最近的研究结

果一致[17-18,44], 我们的实验数据不支持之前提出的

Axin2+中心周肝细胞是肝干细胞的观点[12]。之前还

有研究表明, 所有区域的肝细胞对肝脏稳态的贡献

相同[14,16,18], 与此不同, ProTracer系统分析显示, 位于

2区的肝细胞群在整个肝小叶中产生更多的新生肝

细胞, 形成我们在各种增殖记录实验中观察到的类

似于甜甜圈的形状。其他研究可能受限于不同肝细

胞亚群的谱系示踪带来的潜在偏差或各自模型的低

标记效率, 故没有识别出这个区域。而依赖于EdU

掺入或Ki67染色的相关区域性肝细胞增殖分析的传

统方法, 记录的时间可能太短, 以至于无法检测到我

们基于ProTracer系统展开的研究中观察到的细胞增

殖情况[14,18]。同样, 在稳态情况下, ProTracer系统的

短期记录没有观察到肝细胞显示出区域增殖优势, 
而需要连续记录数周至数月, 这可能是因为肝细胞

在体内稳态时的低更新率[18]。ProTracer系统进一步

表明, 在部分肝脏修复过程中, 2区肝细胞优先增殖, 
这可能是因为大多数损伤发生在邻近的1区和3区[45]。

而后续也有其他研究团队利用不同技术进一步证

实, 肝内稳态由肝小叶中2区肝细胞维持[46]。

综上所述, 我们的发现以及ProTracer系统将使

未来的研究能够进一步剖析不同肝细胞的再生潜

力。而ProTracer系统的未来应用和进一步优化将极

大地促进我们对细胞生成及其在多个器官发育、生

长、再生和疾病中的动态变化的理解与研究。
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