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摘要      肺脏修复再生是肺领域研究热点。在一些肺脏疾病中肺泡上皮结构受损, 需要肺泡

上皮干细胞的参与才能完成修复。因此揭示肺泡上皮干细胞的再生起源对肺脏疾病的防治具有重

要临床意义。领域内既往研究一致认为肺泡II型上皮细胞(AT2细胞)属于肺泡上皮干细胞, 不仅可

以自我增殖还可以分化为AT1细胞。近年来有研究认为AT2还可以来源于支气管棒状细胞(club细
胞)以及AT1细胞。然而这些研究中用来标记club细胞和AT1细胞的传统谱系示踪工具存在非特异

性标记问题, 导致这些结论存在重大科学争议。为阐明科学争议, 该团队通过构建一系列更为精准

的双同源重组谱系示踪新技术实现了对肺上皮细胞类型的特异性遗传靶向, 并结合多种肺脏损伤

模型揭示了新生AT2细胞除来源于AT2细胞自我增殖外, 还可来源于club细胞、支气管肺泡干细胞

(BASCs), 而不会来源于AT1细胞, 并阐明Notch信号通路参与调控club细胞和BASCs向AT2细胞命

运转分化。阐明AT2细胞再生起源为肺部疾病研究提供重要研究基础, 新开发的双同源重组谱系

示踪技术可被广泛应用于发育生物学、遗传学和再生医学相关研究。
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Abstract       Lung repair and regeneration have emerged as a pivotal area of research in pulmonology. In 
some lung diseases, the alveolar epithelial structure is damaged and requires the involvement of alveolar stem cells 
to regenerate the damaged areas. Consequently, elucidating the origins of alveolar stem cells holds immense clini-
cal importance for the prevention and treatment of lung diseases. Previous studies have consistently identified AT2 
cells (alveolar epithelial type II cells) as alveolar stem cells, capable of self-renewal and differentiation into AT1 
cells. Nevertheless, recent investigations have proposed an alternative hypothesis, suggesting that AT2 cells can also 
originate from bronchiolar club cells and alveolar AT1 cells. However, the conventional lineage tracing techniques 
employed in these studies have been plagued with non-specific labeling issues, resulting in inconclusive findings. 
To address this controversy, this team has developed a suite of more precise dual recombinases-mediated genetic 
tools for the specific labeling of lung epithelial cell types. By integrating these tools with multiple lung injury mod-
els, this article has uncovered that new AT2 cells can originate from club cells and BASCs (bronchoalveolar stem 
cells), in addition to the self-renewal of AT2 cells, but not from AT1 cells. Furthermore, the study has revealed that 
the Notch signaling pathway plays a crucial role in regulating the transition of club cells and BASCs into AT2 cells. 
Elucidating the origins of AT2 cells during lung repair provides novel insights for the treatment of lung diseases. 
The dual recombination lineage tracing technique established in this article holds vast potential for broader applica-
tions in the fields of developmental biology, genetics, and regenerative medicine.

Keywords       lung regeneration; cell genetic lineage tracing; alveolar stem cell, Notch signaling pathway; 
Cre-loxP; Dre-rox

1   细胞遗传谱系示踪技术
细胞遗传谱系示踪 (cell genetic lineage tracing)

技术被广泛应用于发育生物学、遗传学、再生医学

等领域研究。细胞谱系示踪主要基于同源重组酶

系统 , 目前已有多种同源重组酶系统被发现 , 例如

Cre-loxP、Dre-rox、Flp-frt、Nigri-nox等 [1]。它们

的工作原理类似, Cre-loxP系统使用最为广泛。以a-
Cre;Rosa26-loxP-stop-loxP-GFP遗传工具为例介绍

其工作原理(图1A)。Cre为同源重组酶, 受细胞基因

启动子a驱动表达 , loxP为Cre的识别位点 , Cre可识

别并介导两个同向 loxP位点之间发生同源重组 , 并
切除 loxP之间的基因序列。loxP-stop-loxP-GFP序
列被插在管家基因Rosa26位点, 当细胞核内无Cre存
在时 , 转录终止stop序列就会阻止基因转录 , 后侧的

荧光报告基因不会表达。当启动子 a被激活后Cre
重组酶会表达并入核介导Cre-loxP重组 , 切除stop序
列, 进而激活绿色荧光蛋白(green fluorescent protein, 
GFP)的表达。由于这种切割是发生在基因组水平 , 
无论细胞发生增殖或分化, a+或Cre+细胞都会被永久

性标记为GFP, 以此实现对靶细胞的谱系追踪(图1A
和图1B)[2]。

传统遗传谱系示踪技术主要依赖于一种同源

重组酶系统 , 因此对靶细胞标记的特异性就取决于

启动子表达的细胞特异性。如果启动子 a特异性表

达在A细胞 , 那么通过谱系示踪实验我们可以明确

得出结论 : A细胞可以转分化为B细胞。如果启动子

a除了表达在A细胞还“非特异性”表达在B细胞 , 那
么我们无法准确区分B细胞是起源于A细胞还是起

源于起始标记的B细胞。因此这种非特异性标记问

题很容易导致谱系示踪假阳性结论(图1C)[2]。

我们研究团队长期致力于更为精准的谱系示踪

新技术开发。若一种同源重组酶Cre-loxP无法实现

对靶细胞的特异性标记 , 那我们引入另一种同源重

组酶系统Dre-rox, 通过构建双同源重组谱系示踪技

术来实现对靶细胞特异性标记 , 以此规避传统技术

的非特异性标记问题。利用双同源重组谱系示踪技

术我们已经解决了包括心血管领域、肝脏再生及肺

脏再生在内等领域多个重大科学争议 , 有力地推动
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了学科发展 [3-8]。接下来我们将以揭示肺泡上皮干细

胞再生起源研究为例 [5], 详细介绍双同源重组新技术的

选择与应用, 以期为领域内相关研究提供技术指导。

2   肺脏上皮结构和功能
肺脏作为多功能器官 , 对维持人体正常生理功

能至关重要。肺脏结构复杂 , 从组织解剖位置上自

近端至远端可划分为气道、支气管和肺泡结构 [9]。

这些结构组成一个层级分支的树状结构 , 共同负责

空气的传输和气体交换。在这些不同结构区域分布

着不同数目和类型的上皮细胞 , 并且各自区域含有上

皮干细胞或祖细胞 , 共同维持着上皮结构的稳定 [9-10]。

小鼠具有与人类相似的肺脏结构 , 是进行肺脏研究

的理想模型。以小鼠为例 , 气道上皮为假复层上皮 , 
主要由基底细胞 (basal cell)、棒状细胞 (club cell)、

纤毛细胞(ciliated cell)和神经内分泌细胞(neuroendo-
crine cell)等细胞类型构成。club细胞可以分泌黏液, 
该黏液不仅具有排毒作用 , 还可以维持呼吸道湿润 , 
减少外界刺激和损伤。纤毛细胞可以通过摆动利用

纤毛结构清除黏附在气道表面的细菌、病毒、尘埃

等异物 , 从而维持呼吸道清洁。神经内分泌细胞可

以通过分泌各种神经递质、神经肽等物质响应环境

刺激例如机械刺激、氧气浓度和过敏原等。其中基

底细胞作为气道上皮主要干细胞 , 在稳态和气道受

损后不仅可以自我增殖还可以分化为棒状细胞和纤

毛细胞等功能细胞来维持上皮层稳定。有研究发现, 
当利用白喉毒素将气道基底细胞清除后 , club细胞

可以作为干细胞转分化基底细胞 , 进而再分化为其

他功能性细胞来修复上皮结构 [11]。这项研究指出当

亲本细胞(parent cell)缺失时, 它的子代细胞(daughter 

A: 细胞遗传谱系示踪技术原理, 当发生Cre-loxP重组后细胞A被标记为GFP。B: 通过谱系示踪可以监测到细胞A分化为细胞B。C: 若细胞A特

异性表达启动子a, 那么通过谱系示踪可以得出细胞B来源于细胞A的结论, 若启动子少量表达在细胞B, 那么无法得出细胞B来源于细胞A的结

论。

A: a schematic diagram showing the cell principle of genetic lineage tracing. After Cre-loxP recombination, cell A is labeled by GFP. B: the differentia-
tion of cell A into cell B can be monitored by genetic lineage tracing. C: if promoter a is specifically expressed in cell A, it can be concluded that cell B 
is derived from cell A. But if promoter a is non-specifically expressed in cell A, it cannot be concluded that cell B is derived from cell A.

图1   Cre-loxP系统介导的细胞遗传谱系示踪技术(根据参考文献[2]修改)
Fig.1   Cre-loxP-mediated cell genetic lineage tracing (modified from reference [2])
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cell)可以通过逆向去分化转变为亲本细胞类型去发

挥干细胞职能 [11]。支气管上皮主要由club细胞、纤

毛细胞和神经内分泌细胞构成。其中club细胞是支

气管上皮主要干细胞 , 当支气管损伤后其可以自我

增殖并分化为纤毛细胞促进再生修复 [12]。神经内分

泌细胞数目少 , 虽然在肺稳态不会发生分化 , 但在

支气管损伤后也可以分化为 club细胞和纤毛细胞从

而参与上皮修复 [13-14]。纤毛细胞属于终末分化细胞, 
不会发生细胞命运转变 , 因此其更新主要依赖于基

底细胞、club细胞或神经内分泌细胞分化[15]。

肺泡上皮是气体交换的主要场所, 主要由I型肺

泡上皮细胞(alveolar type I cell, AT1 cell)和II型肺泡

上皮细胞(alveolar type II cell, AT2 cell)构成。AT1细
胞形态呈扁平状, 占肺泡表面积的95%, 主要负责气

体交换。AT2细胞形态呈立方形或圆形 , 占肺泡表

面积的5%, 可以通过分泌表面活性物质降低肺泡表

面张力、防止肺泡塌缩[16]。AT2细胞属于肺泡干细胞, 
当肺泡受损后 , 可以增殖并分化为AT1细胞 , 从而参

与肺泡的修复再生[17-19]。

3   肺泡干细胞再生起源研究进展
在一些肺部疾病, 例如特发性肺纤维化、肺炎、

慢性阻塞性肺病、肺气肿等肺病中 , AT2肺泡干细

胞会持续受损 , 导致肺部损伤修复障碍 [10]。因此增

强AT2细胞生存能力、寻找AT2细胞再生起源对恢

复肺部功能结构具有重要意义。对于AT2细胞再生

起源研究 , 之前领域内认为AT2细胞主要来源于肺

泡原位AT2干细胞的自我增殖 [17]。有研究进一步发

现AT2细胞群存在异质性, 其中有一亚群表达Axin2, 
并揭示Axin2+ AT2细胞属于AT2干细胞 , 在肺损伤

(高氧损伤模型和流感损伤模型 )后可以再生AT2细
胞和AT1细胞进而参与肺泡上皮损伤修复 [18-19]。近

年来 , 关于AT2细胞再生起源陆续有新的观点被提

出。有研究发现在支气管末端存在一群p63+Krt5+干

细胞, 称为支气管末端干细胞(distal airway stem cell, 
DASC)[20]。DASC在流感损伤模型中会迁移至肺泡

区域并分化为AT1细胞和AT2细胞促进肺泡再生修

复 [20]。也有研究认为在稳态支气管末端存在一小群

干细胞 , 称为谱系阴性干细胞 (lineage-negative epi-
thelial stem/progenitors, LNEPs)。在一些肺脏损伤

模型 (例如流感模型和博来霉素诱导模型 )中LNEPs
会表达p63和Krt5, 并且会迁移至肺泡区域分化为成

熟肺泡上皮细胞类型。这个过程需要Notch信号通

路参与 , Notch通路抑制会促进LNEPs分化为AT2细
胞 [21-22]。另外 , 有研究提出在支气管和肺泡交界位

置存在一群肺上皮干细胞 , 称为支气管肺泡干细胞

(bronchioalveolar stem cells, BASCs), 具有同时表达

club细胞分子标记Scgb1a1和AT2细胞分子标记Sftpc
的特点 [23]。前人研究BASCs主要利用细胞分选和体

外培养方式 , 其在体内是否真实存在缺乏严格遗传

学证据证明 [23]。利用双同源重组谱系示踪技术 , 我
们团队 [6,24]以及其他团队 [25]先后证明BASCs属于肺

脏多潜能干细胞 , 当支气管损伤后BASCs会分化为

club细胞和纤毛细胞促进支气管上皮修复 , 当肺泡

损伤后BASCs又可以分化为AT2细胞和AT1细胞促

进肺泡上皮再生修复。利用单细胞克隆分析技术 , 
我们也发现当给与支气管和肺泡两种损伤后 , 单个

BASC具有向支气管和肺泡双向分化潜能, 可以同时

分化为club细胞、纤毛细胞、AT2细胞和AT1细胞促

进支气管和肺泡再生修复[24]。

关于肺损后AT2细胞的再生来源一直属于领域

内研究热点。最近有国际权威期刊提出了全新的概

念, 认为AT1细胞和club细胞也可以通过转分化AT2细
胞促进肺再生 [26-29,31-33]。首先对于AT1细胞, PSTEIN团
队 [26]首先报道AT1细胞在肺切模型中可以转分化AT2
细胞从而促进肺泡再生。随后 , MORRISEY团队 [27-28]

先后报道在高氧损伤模型及左肺结扎诱导的肺泡

张力缺失模型中同样可以观测到AT1细胞转分化为

AT2细胞。细胞分裂周期蛋白42(cell division cycle 
42, CDC42)蛋白在依赖于肌动蛋白细胞骨架的细胞

过程 , 例如细胞迁移、细胞极性和细胞命运决定等

中发挥重要作用。蛋白酪氨酸激酶2(protein tyrosine 
kinase 2, PTK2)在介导细胞接触、细胞迁移方面同

样发挥重要调控作用。MORRISEY团队 [28]进一步

发现 , 在AT1细胞中敲除Cdc42或Ptk2基因会导致细

胞机械应力减小 , 直接促使AT1细胞转分化为AT2细
胞。Kru ̈ppel样因子5(Kruppel-like factor 5, KLF5)属
于一种锌指转录调节因子 , MORRISEY团队 [29]同样

发现在AT1细胞中敲除Klf5基因也会诱导AT1细胞

转分化为AT2细胞。对于肺癌起源 , 以往研究发现

在支气管 club细胞和肺泡AT2细胞中过表达致癌基

因KrasG12D均可以诱导其恶性扩增并发展为肺癌 [30]。

近期DESAI团队 [31]在Nature期刊报道在AT1细胞中

过表达KrasG12D也可诱导其重编程为AT2干细胞 , 这
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项研究提出AT1细胞是一种新的肺腺癌细胞起源。

对于 club细胞 , CHAPMAN团队 [32]通过类器官培养

和细胞移植等技术发现 club细胞存在一个H2-K1high

干细胞亚群 , 可以在肺损伤后分化为AT2细胞促进

肺泡修复再生。LEE团队 [33]进一步通过体内谱系示

踪实验报道在博来霉素诱导的肺损伤模型中 , club
细胞会迁移至肺泡区域分化为AT2细胞促进肺泡再

生。以上这些报道均属于肺脏干细胞研究突破性发

现, 极大地推进了肺脏再生领域研究发展。然而, 这
些研究中用来标记AT1细胞的遗传工具Hopx-CreER
和 club细胞遗传工具 Scgb1a1-CreER的特异性未被

严格评估 , 利用其所得出的实验结论存在质疑。然

而 , 我们前期研究发现这些遗传工具具有非特异性

标记问题 [5], 说明AT2细胞是否能来源于AT1细胞或

club细胞确实存在科学争议 , 领域内亟需构建更为

精准的谱系示踪新技术对这些争议进行阐明。

4   肺损后AT1细胞不会转分化为AT2细胞
为了阐明AT2细胞是否可以来源于AT1细胞或

club细胞, 我们对领域内普遍使用的AT1细胞标记工具

Hopx-CreER进行了系统性鉴定 [26-29,31]。对稳态下成体

Hopx-CreER;R26-tdT工具小鼠进行肺脏切片及免疫荧

光染色分析 , 发现其除了标记AT1细胞外 , 还“非特异

性”标记约66% club细胞、约92% ciliated细胞、约12% 
BASCs和约0.24% AT2细胞。由于之前研究已经提出

BASCs、club细胞和AT2细胞在肺脏损后可以贡献给

AT2细胞 , 因此这些“非特异性”标记细胞会对Hopx-
CreER;R26-tdT的谱系示踪结果产生很大干扰 [5]。同时

我们也构建了Hopx-2A-DreER工具小鼠 , 也验证了在

Hopx-2A-DreER;R26-RSR-tdT小鼠中同样发现非特异性

标记问题。tdT除了标记AT1细胞外 , 还“非特异性”标
记club细胞、ciliated细胞和少部分BASCs[5]。另外 , 我
们也发现领域内另一种AT1遗传工具Ager-CreER除了

标记AT1细胞也会“非特异性”标记一部分AT2细胞和

少量BASCs[34]。通过这些实验 , 我们揭示基于Hopx基
因或Ager基因的传统单同源重组酶驱动的谱系示踪技

术具有非特异性标记问题 , 因此无法利用其对AT1细
胞进行严格的谱系示踪研究。亟需构建谱系示踪新

技术对其AT1细胞可塑性重新进行研究。

通过对比 , 我们发现Hopx-2A-DreER与Ager-
CreER非特异性标记的细胞类型具有 “互斥 ”特点 , 
即Hopx-2A-DreER“非特异性 ”标记细胞类型主要是

ciliated细胞和club细胞, 而Ager-CreER“非特异性”标
记细胞类型主要是AT2细胞和BASCs。因此 , 我们

提出是否可以利用双同源重组酶驱动的谱系示踪

新技术来解决此难题。基于这个 “互斥 ”特点 , 我们

利用交叉标记策略 (intersectional strategy)[6]尝试对

Hopx+Ager+ AT1细胞进行特异性标记 (图2A)。这个

交叉标记策略的双同源重组报告系统序列结构是

Rosa26-rox-stop-rox-loxP-stop-loxP-tdTomato(简称

为R26-RSR-LSL-tdT)。在这个系统中, 只有细胞中同

时发生Dre-rox和Cre-loxP重组 , 后面的报告基因 tdT
才会表达 (图2A)。通过小鼠配繁我们获得Hopx-2A-
DreER;Ager-CreER;R26-RSR-LSL-tdT三基因型小鼠 , 
注射他莫昔芬后收取肺脏样本进行体内验证 , 成功

证明其可实现对约80% Hopx+Ager+ AT1细胞特异性

标记 (图2B~图2D)。然而 , 结合多种肺损伤模型 (肺
切、博来霉素和高氧损伤模型 ), 我们并未检测到肺

损后AT1细胞转分化为AT2细胞(图2E~图2G)。
上述策略只是标记Hopx+Ager+ AT1细胞亚群 , 

为了更高效率地标记所有AT1细胞 , 我们尝试利用

嵌套策略 (nested strategy)来对AT1细胞进行研究 [3]。

这个嵌套策略双报告系统序列结构是Rosa26-loxP-
rox-stop-rox-ZsGreen-stop-loxP-tdTomato(简称为

R26-NR2)。在这个系统中 , rox识别位点位于内侧 , 
loxP识别位点位于 rox-stop-rox-ZsGreen外侧 , 当细

胞内发生Dre-rox重组后该细胞会被标记为ZsGreen, 
当再次发生Cre-loxP重组后ZsGreen和Stop序列均

会被切除 , 细胞最终被标记为 tdTomato(图3A)。我

们前期实验已经证明Hopx-2A-DreER除了标记AT1
细胞外 , 还“非特异性”标记club细胞、ciliated细胞、

BASCs和少部分AT2细胞。而 Sox2-CreER工具可

以标记 club细胞和 ciliated细胞 , Sftpc-CreER工具可

以标记AT2细胞和BASCs, 因此为“封闭”这些“非特

异性 ”标记细胞类型 , 我们构建了双同源重组 “嵌套

策略”遗传工具 : Hopx-2A-DreER;Sox2-CreER;Sftpc-
CreER;R26-NR2四基因型工具小鼠。在此策略中 , 
Hopx+ AT1细胞发生Dre-rox重组后会被特异性标记

为ZsGreen, 而“非特异性”标记的club细胞、ciliated
细胞、BASCs及AT2细胞由于再次发生Cre-loxP重
组均会被统一标记为tdTomato(图3B)。通过验证, 我
们发现这一策略是可行的 , 可以高效、特异性标记

约98% AT1细胞 , 而AT2细胞、club细胞、ciliated细
胞和BASCs均被标记为tdTomato(图3C和图3D)。然
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而结合多种肺损伤(肺切损伤和博来霉素损伤)模型, 
我们仍然未检测到新生AT2细胞来源于AT1细胞 (图
3E~图 3G)。近期也有研究团队发现Hopx+Igfbp2+ 
AT1细胞在肺切损伤模型中不会转分化为 AT2细
胞, 我们的研究结论也与该报道一致[35]。因此, 通过

构建两种双同源重组谱系示踪新技术 , 我们揭示了

AT1细胞不具备可塑性 , 在肺损伤修复中不会转分

化为AT2细胞, 解决了这一重要科学争议。

5   肺损后club细胞参与肺泡上皮再生修复
针对领域内普遍使用的 c lub细胞遗传工具

Scgb1a1-CreER[12], 我们同样进行了系统验证。通过验

证 , 我们发现Scgb1a1-CreER;R26-tdT工具同样具有非

特异性标记问题, 其除了标记club细胞外还会“非特异

性”标记BASCs和少量AT2细胞 , 这会对club细胞的谱

系示踪结果产生干扰。因此我们基于Cre-loxP和Dre-
rox构建了另一种双同源重组报告系统, 结构为Rosa26-
rox-stop-rox-ZsGreen-loxP-stop-loxP-tdTomato(简称为

R26-TLR)[36]。在此系统中 , 当细胞内发生Cre-loxP重

组, 该细胞会被标记为tdTomato; 当细胞内发生Dre-rox
重组 , 该细胞会被标记为ZsGreen; 当细胞内同时发生

Cre-loxP和Dre-rox重组, 该细胞会被标记为tdTomato和
ZsGreen, 从而展现出黄色荧光标记(图4A)。因此利用

此原理 , 我们构建了Scgb1a1-CreER;Sftpc-DreER;R26-
TLR三基因型工具小鼠。通过体内验证, 我们证实club
细胞、BASCs和AT2细胞分别被特异性标记为 tdTo-
mato+、tdTomato+ZsGreen+和ZsGreen+, 我们分别称之为

Club-tracer、BASC-tracer和AT2-tracer。以此解决了传

统技术的非特异性标记问题(图4B和图4C)。
结合多种肺损伤模型 , 我们发现这三种细胞群

对肺泡再生的贡献程度根据肺泡损伤的程度不同表

现出显著性差异。在肺切损伤模型中, AT2细胞主要

依赖于自我更新 , club细胞和BASCs的贡献非常少 , 
两者贡献加起来低于 2%。在博来霉素诱导的肺损

伤模型中, 新生AT2细胞除自我更新外还来源于club
细胞(约27%)和BASCs(约11%)(图4D和图4E)。

为进一步挖掘club细胞对肺泡上皮修复的潜力, 
我们改进了双同源重组报告系统 , 在 rox-stop-rox序
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A: 利用交叉标记策略对Hopx+Ager+ AT1细胞进行特异性标记。B: Hopx-2A-DreER;Ager-CreER;R26-RSR-LSL-tdT小鼠经他莫昔芬诱导后收取肺

脏切片进行免疫荧光共染tdT、AGER或Scgb1a1。C: 统计tdT标记的肺上皮细胞类型。D: 卡通图表示利用交叉策略实现对AT1细胞特异性标记。

E: 对Hopx-2A-DreER;R26-RSR-tdT对照组小鼠和Hopx-2A-DreER;Ager-CreER;R26-RSR-LSL-tdT实验组小鼠进行博来霉素损伤。4周后, 收取肺

脏样本进行tdT和Sftpc免疫荧光染色。F: 统计tdT标记的AT2细胞比例。****P<0.000 1。G: 卡通示意图展示AT1细胞不会转分化为AT2细胞。

A: a schematic diagram showing the intersectional genetic strategy for lineage tracing of Hopx+Ager+ AT1 cells. B: immunostaining of tdT, AGER, and 
Scgb1a1 on lung sections of Hopx-2A-DreER;Ager-CreER;R26-RSR-LSL-tdT mice after tamoxifen treatment. C: quantification of the percentage of pul-
monary epithelial cells that are labeled by tdT. D: schematic diagram illustrating the AT1 cells are specifically labeled by intersectional genetic strategy. 
E: immunostaining of tdT and Sftpc on lung sections of Hopx-2A-DreER;R26-RSR-tdT mice and Hopx-2A-DreER;Ager-CreER;R26-RSR-LSL-tdT mice 
after bleomycin injury. F: quantification of the percentage of AT2 cells labeled by tdT. ****P<0.000 1. G: AT1 cells do not differentiate into AT2 cells 
after bleomycin injury. 

图2   利用交叉标记策略揭示肺损后AT1细胞不会转变为AT2细胞(根据参考文献[5]修改)
Fig.2   Intersectional genetics reveal that AT1 cells do not generate AT2 cells after lung injuries (modified from reference [5])
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列后额外插入了p21基因序列 , 可以在Dre-rox重组

后同时诱导细胞过表达p21蛋白(图5A)。p21蛋白是

细胞周期抑制因子 , 我们前期研究发现细胞过表达

p21蛋白可抑制细胞增殖 [37]。为封闭BASCs和AT2
细胞的增殖能力, 使之不能参与再生修复, 以此激发

club细胞的可塑性潜力 , 我们最终构建了双同源重

组系统 , 即Sftpc-DreER;R26-rox-p21-GFP;Scgb1a1-
CreER;R26-LZL-tdT四基因型遗传工具。在这个系

统内, club细胞内会发生Cre-loxP被标记为tdTomato, 
AT2细胞内会发生Dre-rox重组被标记为GFP并表达

p21蛋白 , BASCs内同时发生Cre-loxP和Dre-rox重组

被标记为tdTomato和GFP并表达p21蛋白(图5B)。通

过体内验证, 我们证明此策略是可行的。因此, 再结

合博来霉素损伤模型 , 我们尝试挖掘 club细胞的可

塑性潜能。收取博来霉素损伤 4周后的肺脏进行分

析 , 发现AT2细胞和BASCs原本的修复能力成功被

抑制, 并发现club细胞大量转分化为新生AT2细胞和

AT1细胞, 统计显示损伤区域约47% AT2细胞起源于

club细胞 (图5C)。进一步 , 收取损伤后8个月修复的

肺脏进行分析 , 我们惊奇地发现约82% AT2细胞起

源于club细胞(图5C和图5D)。我们发现某些损伤严

重的肺叶中 , club细胞来源的肺泡上皮细胞可以覆

盖绝大部分肺泡区域。通过以上实验 , 我们揭示当

AT2细胞和BASCs修复能力被抑制时, club细胞会成

为新生AT2细胞主要来源 , 参与肺泡上皮再生修复。

通过以上多种双同源重组谱系示踪新技术 , 我们阐

明了club细胞可作为干细胞参与肺泡上皮再生修复 , 
解决了这一重要科学争议。

6   Notch信号通路参与club细胞和BASCs
向AT2细胞转分化

利用谱系示踪新技术 , 我们揭示 club细胞和
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A,B: a schematic diagram showing the nested genetic strategy for lineage tracing of AT1 cells. C: immunostaining of tdT and ZsG on lung sections of 
Hopx-2A-DreER;R26-NR2 mice and Hopx-2A-DreER;Sox2-CreER;Sftpc-CreER;R26-NR2 mice after tamoxifen treatment. D: schematic diagram il-
lustrating the AT1 cells are specifically labeled by ZsG and the non-AT1 cells are labeled by tdT with nested genetic strategy. E: immunostaining of tdT, 
ZsG, and Sftpc on lung sections after bleomycin injury. F: quantification of the percentage of AT2 cells labeled by tdT or ZsG. ****P<0.000 1. G: AT1 
cells do not generate AT2 cells after bleomycin injury. 

图3   肺损后AT2细胞不会来源于AT1细胞(根据参考文献[5]修改)
Fig.3   AT1 cells do not generate AT2 cells after lung injury (modified from reference [5])
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BASCs在博来霉素诱导的肺损伤模型中可以迁移至

肺泡区域 , 并分化为肺泡上皮细胞促进肺泡再生修

复。那么在分子机制上 , 是何种信号通路调控 club
细胞及BASCs向AT2细胞发生细胞命运转变呢？这

两种分子调控机制之间又有什么区别？为了进一

步探究这一科学问题 , 我们对Scgb1a1-CreER;Sftpc-
DreER;R26-TLR工具小鼠进行博来霉素损伤 , 修复

4周后并分选Club-tracer、BASC-tracer和AT2-tracer
标记细胞进行单细胞转录组测序 (scRNA-seq)分析。

分析显示Club-tracer标记的细胞可以被划分为多个

细胞亚群 (cell cluster), 包括起始标记的 club细胞亚

群, 还有细胞分化终点的AT2细细胞、AT1细胞亚群, 
以及多种中间态细胞亚群。这些细胞亚群具有不同

的基因表达特点 , 拟时序分析揭示这些细胞亚群之

间具有紧密的谱系联系 , 细胞命运转变路径从 club
细胞亚群经中间态细胞分化为AT2细胞和AT1细胞。

另外 , 根据基因表达情况 , BASC-tracer标记的细胞

也可被划分为多个细胞亚群, 包括起始标记的BASC
亚群 , 还有细胞分化后的AT2细胞、AT1细胞亚群 , 
以及中间态细胞亚群。这些细胞亚群在基因表达

谱系上同样具有连贯性 , 拟时序分析显示细胞分化

谱系起始于BASC-细胞 , 然后经过中间态细胞可依

次分化为AT2细胞和AT1细胞。进一步通过与Club-
tracer对比 , 我们发现BASC-tracer中的AT2细胞在基

因表达上更接近于AT2-tracer中的AT2细胞。因为

BASC的特征之一是同时表达club细胞和AT2细胞分

子标记, 我们前期研究也揭示BASC的基因表达处于

club细胞和AT2细胞之间 , 这暗示BASC可能会更快
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A、B: 利用双同源重组谱系示踪同时对club细胞、BASCs和AT2细胞进行特异性标记。C: 对Scgb1a1-CreER;Sftpc-DreER;R26-TLR小鼠肺脏切

片进行ZsG、tdT、Scgb1a1或Sftpc免疫荧光染色。D: 对小鼠进行博来霉素损伤后的肺脏样本进行tdT、ZsG和Sftpc免疫荧光染色及统计分析。

***P<0.001, ****P<0.000 1。E: 卡通示意图展示肺泡损伤后club细胞和BASCs会迁移至肺泡区域分化为AT2和AT1细胞促进肺泡修复再生。

A,B: schematic diagrams showing intersectional genetics for simultaneous and specific labeling of club cells, BASCs, and AT2 cells. C: immunostain-
ing of tdT, ZsG, Scgb1a1, and Sftpc on lung sections of Scgb1a1-CreER;Sftpc-DreER;R26-TLR mice after tamoxifen treatment. D: immunostaining 
of tdT, ZsG, and Sftpc on lung sections after bleomycin injury and quantification of the percentage of AT2 cells labeled by tdT or ZsG. ***P<0.001, 
****P<0.000 1. E: cartoon image showing club cells and BASCs give rise to AT2 cells and AT1 cells after bleomycin injury.

图4   club细胞参与肺泡再生修复(根据参考文献[5]修改)
Fig.4   club cells contribute to alveolar epithelial cells during lung repair (modified from reference [5])
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地响应损伤并转分化为更加成熟的AT2细胞。

通过进一步生信分析 , 我们发现在 club细胞及

BASCs向AT2细胞转分化过程中Notch信号通路相

关蛋白表现下调趋势 , 暗示Notch信号通路可能参

与这两种细胞命运转变。我们构建的双同源重组

谱系示踪新技术不仅可应用于细胞特异性遗传标

记 , 还可以结合条件性基因敲除技术进行细胞特异

性基因敲除。RBPJ是Notch信号通路关键核转录因

子 , 敲除Rbpj可抑制Notch信号通路转导。因此 , 为
了进一步验证Notch信号通路在体内的调控作用 , 我
们结合Rbpjflox/flox条件性敲除小鼠 , 构建了Scgb1a1-
CreER;Sftpc-DreER;R26-TLR;Rbpjflox/flox工具小鼠 , 可
在体内示踪Club-tracer、BASC-tracer和AT2-tracer的
同时实现在 club细胞和BASCs中特异性敲除Notch
信号通路相关因子 (对照组小鼠基因型为 : Scgb1a1-

CreER;Sftpc-DreER;R26-TLR;Rbpjflox/+)(图 6A和图

6B)。对以上小鼠进行博来霉素损伤 , 4周后收取肺

脏组织进行切片免疫荧光分析及流式细胞分析 , 我
们发现与对照组相比 , Notch信号通路相关因子敲除

后会显著性抑制 club细胞向AT2细胞转变 , 反而会

促进BASCs向AT2细胞转变 (图6C)。我们的研究证

实在肺损后 club细胞可作为干细胞来源补充受损的

AT2细胞 , 并且首次在功能层面上揭示 club细胞与

BASCs属于两种不同细胞类型 , 它们不仅具有不同

基因的表达特点 , 而且在向AT2细胞转分化过程中

受Notch信号通路相反的调控(图6D)。

7   总结与展望
在器官发育与再生领域的研究主要包括体外

细胞实验与体内细胞谱系研究。由于体外环境不可

A、B: 利用双同源重组谱系示踪同时对club细胞、BASCs和AT2细胞进行特异性标记并在club细胞和BASCs中过表达p21蛋白。C、D: 对Sftpc-
DreER;R26-rox-p21-GFP;Scgb1a1-CreER;R26-LZL-tdT小鼠进行博来霉素损伤后4周和8个月的肺脏样本进行tdT和GFP免疫荧光染色及统计分

析。**P<0.01, ****P<0.000 1。
A,B: schematic diagrams showing genetic labeling of club cells, BASCs, and AT2 cells and induce p21 expression in club cells and BASCs. C,D: im-
munostaining and quantification of the percentage of tdT and ZsG on lung sections of Sftpc-DreER;R26-rox-p21-GFP;Scgb1a1-CreER;R26-LZL-tdT 
mice after 4 weeks and 8 months bleomycin injury. **P<0.01, ****P<0.000 1. 

图5   肺泡极端损伤下club细胞能再生大部分肺泡(根据参考文献[5]修改)
Fig.5   club cells regenerate the majority of alveolar epithelium after severe alveolar injury (modified from reference [5])
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控, 无法准确模拟体内微环境, 因此将体外结论进行

体内验证是一项重要且不可或缺的步骤。而对体内

进行细胞研究往往不可避免地会使用到细胞遗传谱

系示踪技术。我们已经指出传统遗传谱系示踪技

术具有细胞靶向精度低的问题, 其对靶细胞的“非特

异性 ”标记容易造成争议性结论。因此对遗传工具

进行特异性标记检验是开展谱系示踪研究的重要前

提。双同源重组谱系示踪新技术已被证明可以规避

传统技术 “非特异性 ”标记问题 , 相关研究揭示或阐

明多个领域内重大科学争议 , 彰显出新技术在谱系

示踪领域巨大的应用潜力。

传统技术的非特异性靶向缺陷 , 导致领域内关

于肺泡干细胞再生来源一直存在科学争议。利用更

为精准的双同源重组谱系示踪新技术 , 我们阐明了

科学争议 , 揭示了肺损后新生AT2细胞除了自我更

新外 , 还可来源于club细胞和BASCs, 而不会来源于

AT1细胞 , 并阐明了参与其中的分子调控机制。阐

明肺泡干细胞再生来源不仅为临床肺脏疾病的诊治

提供了新的研究基础和突破口 , 新开发的谱系示踪

新技术 , 也为器官发育、再生医学及遗传学等研究

A、B: 实验策略。对club细胞、BASCs和AT2细胞标记的同时在club细胞和BASCs中特异性敲除Notch信号通路相关因子。C: 取对小鼠进行博

来霉素损伤后4周的肺脏样本进行tdT和ZsG免疫荧光染色及统计分析。*P<0.05, **P<0.01, ****P<0.000 1。D: 卡通图展示肺泡损伤后, 新生

AT2细胞除了来源于AT2自我增殖外还来源于club细胞和BASCs, 而不会来源于AT1细胞。抑制Notch通路会减少club细胞向AT2细胞转分化, 而
会促进BASCs向AT2细胞转分化。

A,B: schematic diagrams showing genetic labeling of club cells, BASCs, and AT2 cells and induce p21 expression in club cells and BASCs. C: immu-
nostaining of tdT and ZsG on lung sections and quantification of the percentage of AT2 cells labeled by tdT or ZsG at 4 weeks post bleomycin injury. 
*P<0.05, **P<0.01, ****P<0.000 1. D: cartoon image showing after alveolar injury, the AT2 cells could originate from club cells and BASCs, but not 
from AT1 cells. Knock-out Notch signaling inhibits the transition of club cells into AT2 cells but promotes the transition of BASCs into AT2 cells.

图6   Notch信号通路在club细胞和BASCs向AT2细胞转分化中承担相反的调控作用(根据参考文献[5]修改)
Fig.6   Notch signaling distinct regulates the cell fate conversion of club cells and BASCs into AT2 cells (modified from reference [5])
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