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技术与方法—流式细胞术专题

小鼠造血干细胞的流式分析
陈琳  李晶晶  周波*

(中国科学院分子细胞科学卓越创新中心, 细胞生物学国家重点实验室, 上海 200031)

摘要      造血干细胞极为稀少, 约占骨髓中所有有核细胞的0.01%。几十年来, 如何从骨髓中

分离造血干细胞一直是研究的焦点问题。流式细胞术在识别和分离造血干细胞及祖细胞中起着

关键性的作用。三十年间, 有多种不同的细胞标志物和分离手段用于小鼠骨髓中造血干细胞的分

析和分选。该文对所有分离策略作了分类总结, 并详细介绍了现在认可度最高且应用最广泛的造

血干细胞的分离方法: SLAM家族分离策略。然而, 仅仅对造血干细胞进行体外的流式分析并不能

完整描述造血干细胞在体内的行为特征。谱系示踪技术弥补了这一不足。该文使用α-catulinGFP和

Fgd5-CreERT2; Rosa26-Tomato小鼠详细说明了如何使用流式细胞仪来分析和量化造血干细胞中的

报告荧光蛋白信号。
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Flow Cytometric Analysis of Mouse Hematopoietic Stem Cells
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Abstract       Hematopoietic stem cells represent a rare population with an estimated frequency of 0.01% of 
total nucleated cells in bone marrow. Isolating and separating HSCs from bone marrow has been the focus of in-
tense investigation for decades. Flow cytometry has been critical in establishing methods to isolate and identify 
hematopoietic stem cells and their progenitors. For more than 30 years, researchers have been uncovering and 
combining emerging markers used for improving the purification of hematopoietic stem cells from mouse bone 
marrow. This article summarizes all the phenotypic markers and strategies used to purify HSCs and details the most 
acknowledged and widely adopted SLAM family isolation protocol. However, in vitro flow cytometric analysis of 
hematopoietic stem cells does not provide a true description of the behavior of HSCs in their native physiologi-
cal state. The application of genetic lineage tracing in HSCs has bridged the gap. This article uses α-catulinGFP and 
Fgd5-CreERT2; Rosa26-Tomato mice to detail instructions on how to use flow cytometry to analyze and quantify 
reporter fluorescent protein signals in HSCs.
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造血干细胞(hematopoietic stem cell, HSC)是血

液系统中的成体干细胞, 有着长期自我更新的能力

和分化成各类成熟血细胞的潜能。它是目前研究历

史最长且最为深入的一类成体干细胞。HSC的研究

对其他干细胞, 包括肿瘤干细胞, 都有着重要的指导

意义。

小鼠成体HSC通常定植于骨髓中, 占有核骨髓

细胞的0.01%。利用流式细胞仪, 我们可以分析并分

离出HSC。目前利用流式细胞仪鉴定HSC的两类策

略都是基于HSC本身的特征, 一是使用组合抗体来

确定HSC, 二是利用HSC本身的生理特性, 例如某些

荧光染料的高排出性来确定HSC。
组合抗体方案主要基于Lineage、Sca-1和c-Kit

标记 , 也就是 “LSK”(Lineage–、Sca-1+和 c-Kit+)群
体[1-2]。Lin(Lineage)系列抗原主要表达于骨髓成熟

血系细胞中 , Lin负选择可以去除绝大部分的成熟

血系细胞。Sca-1主要表达于骨髓HSC和髓系细胞

中 , c-Kit主要表达于造血干 /祖细胞中。LSK细胞

约占所有骨髓细胞的 0.1%, 其中绝大部分是造血

祖细胞(hemopoietic progenitor cell, HPC), 且HSC
约占LSK的 10%。后续引入了多种不同的表面抗

体如CD34[3]、Tek[4]和EPCR[5], 以区分HSC和分化

祖细胞。

 SLAM(signaling lymphocyte activation mol-
ecule)家族的蛋白包括CD150、CD48和CD244, 它
们可用于明确区分HSC和HPC。其中CD150特异

性表达于有长期造血重建能力的HSC中 , 而CD48
阳性的细胞无长期造血能力 , 所以使用Lin–Sca-1+c-
Kit+CD150+CD48–的抗体组合可以特异性标记出高

纯度的HSC[6]。

SLAM家族分离策略是目前使用最广泛且认可

度最高的流式细胞仪分析和分离策略。本文详细讲

解了如何使用SLAM系列抗体对HSC进行分离。此

法标记的HSC可以用于细胞周期分析、凋亡等实验, 
也可以在分选后用于体外克隆、移植等实验。

另一类策略是根据HSC对某些荧光染料如DNA
结合染料Hoechst 33342[7]或线粒体结合染料Rhoda-
mine123[8]的高排出性来识别HSC。HSC表面高表达

多种转运体 , 例如ATP结合盒转运蛋白 [ATP-binding 
cassette (ABC) transporters], 而转运体可以持续泵出

荧光染料。骨髓细胞经Hoechst 33342染色后 , 在紫

外光激发下 , 会产生蓝色和红色波长信号 , 而HSC会

因为低Hoechst 33342染料保留, 形成“边群”。但是多

种转运体的表达是随着年龄增长而逐渐获得的 , 因
此在幼龄小鼠中很难检测到这一边群。

从体内分离HSC后进行移植实验 , 充分证实了

HSC的存在, 阐明了HSC具有自我更新和多谱系分化

的能力 , 并解释了HSC的异质性。但是这些HSC都
是体外分选获得且在非生理的移植情况下分析的 [9]。

移植引入了一个重要的变数 , 即把细胞从原生的骨

髓环境中分离出来 , 然后归巢定植。实际上 , 在正常

生理稳态下 , HSC离开骨髓后并不会主动回到骨髓。

而且我们为保证移植的有效性 , 常使用辐照后的小

鼠作为受体。而辐照加剧了非生理的特性 , 使小鼠

偏离了生理状态[10]。此外, 移植后对HSC性质和功能

进行的分析, 缺少了实时性。

仅仅使用表面抗体或染料并不能在生理状态下

分析和量化HSC。转基因技术(Transgenic, Tg)和基

因敲入技术(knock-in, KI)提供了新的策略。我们可

以直接将荧光蛋白序列引入特异的启动子后, 这样

目标细胞群体会直接表达荧光蛋白信号; 也可以将

位点特异性重组酶, 如Cre重组酶[11]引入目的基因型

启动子后, 再配合报告基因小鼠, 这样就可以对目的

细胞群体及其子代进行示踪。如果使用可诱导型重

组酶, 例如CreER变体(Cre和Estrogen receptor的融合

蛋白)[12], 改变诱导剂他莫昔芬的注射时间, 则可以观

测到细胞在不同时间的增殖和分化情况。

一个成功的谱系示踪系统应同时兼具良好的特

异性和高效率。首先 , Cre重组酶最好只表达于我们

感兴趣的干祖细胞 , 而不是下游细胞中。其次 , 目的

基因必须在HSC中有高的标记效率。很遗憾的是 , 现
有的谱系示踪系统很少能兼具以上两种特征 ,我们通

常需要做出权衡。目前已经构建了多种不同的HSC
特异性的Tg或KI小鼠模型(表1)。但是, 特异性很好的

基因 , 如Ctnnal1[13]、Hoxb5[14]、Tek[15-16]、Krt18[17], 一
般都是低效率的 , 而标记效率较高的基因Fgd5[17-18]、

Pdzk1ip1[19]、Mds[20]又不完全特异。另外还有一些基

因如Vwf[17,21]、Gprc5c[22]直接反映了造血异质性 , 它
们可优先标记HSC的一些亚群。除了使用特异性的

基因来对一整群HSC进行标记和示踪外 , 最近还发展

出在每个细胞内生成独特的DNA/蛋白质条形码来对

HSC进行示踪的新技术[23-24]。

这里我们分别选择了α-catulinGFP(KI)和Fgd5-
CreERT2; Rosa26-Tomato(KI)来展示它们对HSC的
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标记和示踪情况。

1   实验材料与方法
1.1   实验动物

α-catulinGFP(JAX#028342)、Fgd5-CreERT2; 
Rosa26-Tomato(JAX#027789)成体野生型小鼠均来

自美国杰克逊实验室, 它们都被维持在C57BL/6J遗
传背景。实验小鼠饲养地点为中国科学院分子细胞

科学卓越创新中心的SPF级屏障设施。饲料为辐照

除菌后的商品化无菌饲料(货号: 10100100), 由江苏

协同医药生物工程有限责任公司提供。饮水为去离

子水, 加盐酸调pH值至2.8~3.0, 然后经高温高压除

菌后备用。动物实验方案经过中国科学院分子细胞

科学卓越创新中心实验动物管理委员会审批(批准

号: SIBCB-S372-1901-005)。
1.2   主要试剂和仪器

胎牛血清 (fetal bovine serum)(货号 : FSP500)购
自ExCell Bio公司; 20× 磷酸缓冲液(20× PBS)(货号: 
B548117)购自生工生物工程 (上海 )股份有限公司 ; 
75%乙醇 (货号 : G73537W)购自上海泰坦化学有限

公司; 流式抗体如表2所示。

剪刀、镊子、23/25G注射器、5 mL流式管(Falcon® 

Round Bottom Polystyrene Tubes)(货号: 352008)购自美

国Life Sciences公司。

低温离心机 (5804R、5424R)购自美国Eppen-
dorf公司; 流式细胞分析仪(FACSFortessa)和流式细

胞分选仪(FACS SORP Aria)均购自美国BD公司; 涡
旋混合器 (VORTEX-2)购自美国Scientific Industries
公司。

1.3   小鼠骨髓细胞制备

首先利用二氧化碳麻醉或颈椎脱臼处死小鼠。

使用75%乙醇喷淋小鼠, 在下腹部剪开毛皮, 暴露出

腿部肌肉。剪断小鼠髋关节与踝关节, 将小鼠腿部

小心取出, 使用无尘纸将骨骼外肌肉剥离, 并将剥

好的骨骼浸泡于冰上的PBS中。通过徒手去除髌骨, 
获得股骨与胫骨, 然后用剪刀将远骺端剪去, 注意

不可破坏骨结构。

使用23/25G针头从近骺端旋转入针 , 若未去除

髌骨则可能导致入针困难, 用FACS缓冲液(1× PBS, 
2%胎牛血清 )将骨髓完整吹至无菌的 4 mL离心管

中 , 并用注射器反复吹吸打散细胞至无明显的骨髓

组织团块。对每根骨头 , 可以重复操作几次 , 以确

保所有骨髓细胞都已吹出。一只小鼠的骨髓细胞

总数约为108个。对HSC的分析至少需要106个细胞。

通过100 μm滤膜将骨髓过滤到干净的5 mL流式管

中 , 该过程应在冰上进行 , 以保证细胞状态。在预

表1   造血干细胞直接标记和系谱追踪的小鼠模型

Table 1   Mouse model for labeling and lineage tracing of HSC
基因 构建策略 对HSC的标记效率 表达谱

Gene Construction strategy Labeling efficiency in HSCs Expression pattern

Vwf BAC Tg: EGFP[21] About 60% HSC, Mk, EC

Fgd5 KI: mCherry[18] About 80% HSC, EC 

Ctnnal1 KI: GFP[13] About 50% HSC, EC 

Hoxb5 KI: tri-mCherry[14] About 22% HSC

Pdzk1ip1 BAC Tg: EGFP[19] About 27% HSC

Tek Tg: GFP[16] About 5% HSC and other cells

Gprc5c BAC Tg: EGFP[22] About 28% HSC

Mds KI: GFP[20] About 12% HSC, MPP, MkP

Fgd5 KI: CreERT2[18] About 30%, tdTomato HSC, EC 

Krt18 Tg: CreERT2[17] About 2%, YEP HSC

Pdzk1ip1 BAC Tg: CreERT2[19] About 20%-30%, tdTomato HSC

Tek KI: Mer-Cre-Mer[15] About 0.5%, YEP HSC and other cells

Vwf KI: CreERT2[17] About 12%, tdTomato HSC, Mk, EC 

CreERT2: 融合了T2突变体雌激素受体配体结合域的Cre重组蛋白; EC: 内皮细胞; EGFP: 增强型绿色荧光蛋白; GFP: 绿色荧光

蛋白; KI: 基因敲入; Mk: 巨核细胞; MkP: 巨核细胞祖细胞; MPP: 多能祖细胞; Tg: 转基因; YFP: 黄色荧光蛋白。

CreERT2: Cre recombinase fused to estrogen receptor ligand-binding domain with T2 mutation; EC: endothelial cell; EGFP: 
enhanced green fluorescent protein; GFP: green fluorescent protein; KI: knock-in; Mk: megakaryocyte; MkP: megakaryocyte 
progenitor; MPP: multipotent progenitor; Tg: transgenic; YFP: yellow fluorescent protein.
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冷的低温离心机中1 500 r/min、4 °C离心5 min, 使
用真空泵将上清去除 , 并用FACS缓冲液将细胞重

悬定容至100 μL。

1.4   细胞流式抗体染色

首先按照质量比制备Lineage混合液(表3), 然后

按照表4添加抗体混合液 , 抗体染色方案可以按需调

表2   流式抗体

Table 2   Flow cytometry antibody
抗体 荧光基团 克隆号 浓度

Antibody Fluorophores Clone Concentration
Ter119 FITC Ter-119 0.5 mg/mL
CD3 FITC 17A2 0.5 mg/mL
CD5 FITC 53-7.3 0.5 mg/mL
CD8a FITC 53-6.7 0.5 mg/mL
B220 FITC RA3-6B2 0.5 mg/mL
Gr1 FITC RB6-8C5 0.5 mg/mL
Ter119 APC780 Ter-119 0.2 mg/mL
CD3 APC780 145-2C11 0.2 mg/mL
CD5 APC780 53-7.3 0.2 mg/mL
CD8a APC780 53-6.7 0.2 mg/mL
B220 APC780 RA3-6B2 0.2 mg/mL
Gr1 APC780 RB6-8C5 0.2 mg/mL
CD117 (c-Kit) APC-cy7 2B8 0.2 mg/mL
CD117 (c-Kit) BV421 2B8 50 μg/mL
Sca-1 (Ly6a) PerCP-cy5.5 E13-161.7 0.2 mg/mL
CD48 APC HM48-1 0.2 mg/mL
CD150 (SLAM) PE TC15-12F12.2 0.2 mg/mL
CD150 (SLAM) BV605 TC15-12F12.2 100 μg/mL
CD150 (SLAM) Biotin TC15-12F12.2 0.5 mg/mL
Streptavidin BV650 None 0.1 mg/mL

表3   Lineage混合液配比

Table 3   Lineage mix ingredient ratio
抗体 克隆号 质量比

Antibody Clone Weight ratio 
Ter119 Ter-119 4
CD3 17A2 2
CD5 53-7.3 2
CD8a 53-6.7 2
B220 RA3-6B2 2
Gr1 RB6-8C5 1

表4   SLAM家族分离策略

Table 4   SLAM family isolation protocol
抗体 克隆号 荧光标记 抗体用量(ng/1×106个细胞)

Antibody Clone Fluorophores Dosage of antibody (ng/1×106 cells)

Lineage mix – FITC 600

CD117 (c-Kit) 2B8 APC-cy7 100

Sca-1 (Ly6a) E13-161.7 PerCP-cy5.5 200

CD48 HM48-1 APC 100

CD150 (SLAM) TC15-12F12.2 PE 200

“–”表示多种抗体的混合液, 详细信息见表3。
“–” represents the mixture of multiple antibodies, and the detailed information is shown in Table 3.



陈琳等: 小鼠造血干细胞的流式分析 2173

整 , 并且每一个通道需要准备对应的同型抗体对照

管和单标管用于调节补偿。

将细胞于冰上避光孵育30 min, 每隔5~10 min
振摇一次, 避免细胞死亡结团。一抗孵育结束后, 
添加5 mL FACS缓冲液终止染色, 在低温离心机中

1 500 r/min、4 °C离心5 min, 使用真空泵将上清去

除。用FACS缓冲液将细胞重悬定容至100 μL, 添加

二抗。将细胞于冰上避光孵育30 min, 每隔5~10 min
振摇一次, 避免细胞死亡结团。

所有染色结束后添加5 mL FACS缓冲液终止染

色, 在低温离心机中1 500 r/min、4 °C离心5 min, 弃
上清。

用添加DAPI(4’,6-diamidino-2-phenylindole)的
FACS缓冲液(1 ng/mL)重新悬浮细胞至需要的浓度, 
流式分析细胞浓度通常为106个 /mL。需注意DAPI
染料激发光波长为 405 nm, 发射峰在 350~470 nm, 
在大部分流式细胞仪中和BV421共通道 , 使用时应

避免冲突。因为长时间孵育过程持续伴随细胞死亡, 
会导致团块形成 , 需要再次使用100 μm的滤网将细

胞过滤到干净的 5 mL流式管中。在流式细胞仪中

利用单标抗体管调节补偿 , 然后对试验管进行数据

收集。

2   结果
2.1   野生型小鼠HSC流式分析和分选策略

SLAM家族分离策略将HSC定义为Lin–Sca-1+c-
Kit+CD150+CD48–的细胞。首先使用Lineage系列抗

原排除骨髓中成熟的血系细胞。c-Kit主要表达在造

血干祖细胞上, Sca-1表达于小鼠骨髓HSC和髓系细

胞, 所以Sca-1+c-Kit+已经可以用于确定绝大部分造

血干祖细胞。CD150特异表达于拥有长期造血重建

能力的HSC中。而CD48标记的细胞则无长期造血

能力, 为HPC。CD150–CD48–的细胞被定义为多能

祖细胞(multipotent progenitor, MPP)。
抗体及对应荧光基团的组合请参见表4, 操作

步骤可参见上面的实验方法, 流式分析或分选的圈

选(Gating)策略见图1。使用SLAM分离策略, 可在每

百万小鼠骨髓细胞中分离出50~100个HSC。
2.2   带荧光标记的HSC的流式分析和分选策略

使用成年 α-catulinGFP小鼠制备骨髓细胞 , 可
以进一步富集HSC。如图 2所示 , 对骨髓细胞进行

SLAM抗体染色 , 圈取Lin–Sca-1+c-Kit+CD150+CD48–

细胞后分析GFP的表达, 可以清晰地看到α-catulinGFP

特异性集中在HSC群体中, 约占HSC群体的52%, 这
些GFP阳性的HSC是能够长期造血重建的HSC, 而
GFP阴性的HSC则不能 [13]。因此 , 在流式分析和分

选中引入α-catulinGFP有利于富集骨髓HSC。
需要注意的是, 由于GFP和FITC有相似的激发

和发射波长, 不能共用, 因此流式抗体的荧光基团选

择需要做一定的调整, 具体方案请参见表5。
2.3   HSC谱系示踪小鼠的流式分析和分选策略

HSC是成年小鼠血液细胞的来源 , 它在不同生

理或病理状态下的分化动力学存在差异 , HSC特异

性的谱系示踪系统为我们提供了很好的体内工具

来研究HSC的分化命运和谱系 , 其中Fgd5-CreERT2
是一个经典的HSC特异性示踪工具 [17-18]。对Fgd5-
CreERT2; Rosa26-Tomato小鼠腹腔注射他莫昔芬进

行诱导后, Fgd5+细胞及其子代会表达Tomato红色荧

光。如图3所示 , 两周后对骨髓细胞进行SLAM抗体

染色, 圈取Lin–Sca-1+c-Kit+CD150+CD48–细胞后分析

Tomato的表达 , 可以清晰地观察到Tomato特异性集

中在HSC群体中, 约占HSC群体的31%, 且在MPP和

各细胞群的相对数量(在父群中的百分比)。LSK: Lineage–、Sca-1+、c-Kit+。

The relative number of each cell population (percentage in the parent group). LSK: Lineage–, Sca-1+, c-Kit+.
图1   野生型小鼠造血干细胞流式分析中的细胞群圈选策略

Fig.1    Flow cytometry gating strategy for wild type mice hematopoietic stem cells
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HPC也有一定荧光。

需要注意的是 ,  由于 Tomato和 PE有相似的

激发和吸收波长 ,  不能共用 ,  因此流式抗体的荧

光基团选择需要做一定的调整 , 具体方案请参见

表 6。此外 , Fgd5-CreERT2; Rosa26-Tomato自带

Zsgreen荧光 , 在流式细胞仪电压较低时检测不到 , 

图2   α-catulinGFP小鼠荧光蛋白表达情况

Fig.2   Fluorescent protein expression of α-catulinGFP mice
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表5   含GFP时SLAM家族分离策略

Table 5   SLAM family isolation protocol with GFP
抗体 克隆号 荧光标记 抗体用量(ng/1×106个细胞)

Antibody Clone Fluorophores Dosage of antibody (ng/1×106 cells)

Lineage mix – APC780 600

CD117 (c-Kit) 2B8 BV421 100

Sca-1 (Ly6a) E13-161.7 PerCP-cy5.5 200

CD48 HM48-1 APC 100

CD150 (SLAM) TC15-12F12.2 Biotin 200

Streptavidin None　 BV650   50

图3   Fgd5-CreERT2; Rosa26-Tomato小鼠荧光蛋白表达情况

Fig.3   Fluorescent protein expression of Fgd5-CreERT2; Rosa26-Tomato mice
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“–”表示多种抗体的混合液, 详细信息见表3。
“–” represents the mixture of multiple antibodies, and the detailed information is shown in Table 3.
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不会和FITC通道发生干扰 , 在电压较高时 , 可以像

α-catulinGFP一样作为HSC的指示信号 (reporter)使
用。

3   讨论
3.1   单细胞悬液的制备

流式细胞分析和分选的基础就是单细胞悬液

的制备, 利用骨髓细胞制备单细胞悬液相对而言比

较简单, 但仍然要注意振摇和过滤, 避免细胞死亡结

团。一只成体小鼠两根股骨加两根胫骨完全吹出的

细胞量约为108个, 因为HSC的稀少性, 每组实验管

至少需要106个骨髓细胞, 最后获得大约100个HSC。
3.2  抗体染色

FACS缓冲液需要添加FBS, 来维持细胞活性, 
这样既可以减少非特异性的染色, 同时也方便进行

后续实验。抗体孵育时间不能过长也不能过短, 孵
育时间过长, 非特异性染色增多, 抗体染色时间过

短, 染色不充分, 荧光基团信号弱。值得注意的是, 
抗体孵育时间和温度相关。我们一般采用冰上孵育

30 min。在室温下, 一般可以缩短至15 min, 但是非

特异性信号会增多。选择一个合适的孵育温度和时

间可以使后续流式分析信号清晰稳定。染色过程中

振摇也十分关键, 既可以有效避免细胞死亡结团, 也
可以避免染色不充分。

3.3   抗体选择

实验室常用的荧光有 FITC、PE、APC、PE-
cy7、APC-cy7、 PerCP-cy5.5等。我们这里针对不同

情况 : 无荧光、有绿色荧光蛋白、有红色荧光蛋白 , 
分别给出了推荐的抗体染色策略。使用同抗体同克

隆号的其他荧光基团的荧光抗体也会有相同的结

果。在抗体选择中尽量使用非串联染料 , 若要使用

串联染料如PE-cy5、PE-cy7、PerCP-cy5.5和APC-

cy7等, 应做好对照, 并注意抗体染料状态, 避免抗体

质量不稳定或操作不当导致串联染料脱落。

3.4   流式补偿调节

在流式细胞仪中, 常使用带通滤光片来确定适

宜范围的激发和发射波长。但是, 当发射光谱重叠

时, 会检测到来自多种荧光染料发射的荧光。因此, 
为修正这类光谱重叠, 需要进行荧光补偿。每次流

式细胞分析或分选实验都需要带上同型抗体对照以

确定荧光信号的背景值。这一过程可确保从特定通

道检测到的荧光仅来自目标荧光染料。SLAM染色

策略中使用了多种抗体, 因此对于流式补偿应谨慎

对待。对实验中用到的所有荧光都要做单标, 不仅

是抗体荧光, 细胞中自带的荧光蛋白也应留出单标。

条件不允许时, 可使用单标微珠。实际调节时每个

通道的PMT实验组应与对照组保持一致。
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