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遗传谱系示踪技术与组织再生研究
何顺  何灵娟*

(西湖大学生命科学学院, 杭州 310030)

摘要      遗传谱系示踪技术已经成为揭示细胞起源和细胞命运决定的重要工具。近年来, 该领

域取得了较大的进展, 研究者们已经成功构建并优化了一系列新型遗传谱系示踪技术, 例如双同源

重组酶介导的遗传谱系示踪技术。这些新兴技术为深入研究组织再生过程中的细胞增殖、分化以

及转分化等现象提供了宝贵的工具。利用这些技术, 研究者们已经成功揭示了一些组织再生过程

中的关键细胞亚群和核心信号转导路径。该文致力于总结新型遗传谱系示踪技术的发展, 以及它

们在肝脏等组织再生研究中的应用, 以此为细胞命运决定研究、组织再生研究以及再生医学的应

用提供参考和启示。通过拓展这些新型遗传谱系示踪技术的使用, 能够提高该领域的研究水平, 优
化和创新细胞命运决定的研究方法, 从而推进再生医学的发展。
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Genetic Lineage Tracing and Tissue Regeneration

HE Shun, HE Lingjuan*
(School of Life Science, Westlake University, Hangzhou 310030, China)

Abstract       Genetic lineage tracing technology has become an important tool for uncovering cell origins 
and determining cell fate. In recent years, significant advancements have been made in this field, with researchers 
successfully constructing and optimizing a range of new genetic lineage tracing technologies, such as those medi-
ated by dual recombinases. These emerging technologies provide invaluable tools for in-depth studies of cell pro-
liferation, differentiation, and transdifferentiation phenomena during tissue regeneration. Using these technologies, 
researchers have successfully revealed key cell subpopulations and core signal transduction pathways during tissue 
regeneration. This article is dedicated to summarizing the development of these new genetic lineage tracing tech-
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nologies and their applications in tissue regeneration research, such as in the liver regeneration, providing insights 
and references for studies on cell fate determination, tissue regeneration, and applications in regenerative medicine. 
Expanding the use of these novel genetic lineage tracing techniques can propel the research level in this field, and 
thereby optimize and innovate methods for studying cell fate determination, threreby advancing the development of 
regenerative medicine.

Keywords       genetic lineage tracing; Dre-rox; Cre-loxP; tissue regeneration; liver regeneration

1   谱系示踪技术的发展
自19世纪末以来 , 谱系示踪技术作为探索细胞

命运与组织发育历程的基石 , 经历了从直观观察到

现代遗传标记的深刻变迁 , 每一步技术演变均反映

了生命科学领域的学术探索与理论突破。

1.1   早期的谱系示踪实验: 直观观察法的局限与

学术探索

谱系示踪的概念源起于19世纪末的命运图谱实

验。CONKLIN等 [1]的开创性工作通过直接观察透明

胚胎中的细胞发育情况 , 首次揭示了细胞的发育轨

迹。随着科学技术的演进 , 慢速摄影技术的应用使研

究者得以直接观察并记录胚胎发育的动态过程[2]。然

而 , 直观观察法虽直观易行 , 却因研究对象需为透明

体且组织结构相对简单 , 大大限制了其应用范围。为

突破直观观察法的局限 , 科学家探索了外源性染料注

射法 , 即通过标记特定细胞来追踪其增殖、分化与迁

移等活动 [3-4]。这一类方法实现了对特定细胞命运的

精确观察。然而 , 利用侵入性手段并引入外源化学物

质使得细胞命运示踪的准确性和可靠性大大降低。

此外 , 外源性染料在体内是不可再生的 , 随着时间推

移 , 其会逐渐被稀释和代谢 , 无法进行长时程的示踪

研究。此外 , 细胞移植法也是一种常见的示踪方法 , 
常见的例子有 , 通过将某一基因敲除小鼠骨髓移植到

野生型小鼠中 , 实现对某一基因缺失骨髓细胞命运的

观察。另一个著名的例子是 , ANVERSA等 [5-7]将c-kit
阳性细胞注射到心肌梗死小鼠体内 , 发现c-kit阳性细

胞是心肌干细胞 , 能够分化为心肌细胞。总之 , 这种

方法通过标记并移植供体细胞至宿主体内 , 观察其在

宿主体内的命运变化 , 虽然被广泛应用于血液、肌肉

和皮肤干细胞的研究 [8-10], 但移植的外源细胞在宿主

体内的行为可能与正常生理条件下存在显著差异 , 影
响了研究结果的准确性。

1.2   基于Cre-loxP系统的遗传谱系示踪方法

近二十多年来, 遗传谱系示踪技术的迅猛发展, 

尤其是基于Cre-loxP系统的遗传谱系示踪方法的建

立 , 标志着细胞命运研究进入了新纪元。遗传谱系

示踪方法能够无创地、内源性地标记特定细胞 , 使
得细胞命运示踪的可靠性大大提高。例如 , BARK-
ER等[11]利用Lgr5驱动的示踪工具, 发现Lgr5+细胞是

小肠干细胞, 该细胞具有高度增殖和迁移能力, 这一

工作被认为是利用Cre-loxP系统的谱系示踪研究的

经典研究。

基于Cre-loxP的遗传谱系示踪技术的核心在于

环化重组酶(cyclization recombination enzyme, 简称

Cre)与loxP位点的相互作用, 其通过Cre对loxP序列的

识别与重组, 实现对DNA序列的精确操作, 为细胞命

运研究提供了强有力的学术工具。Cre-loxP系统由

Cre与 loxP序列构成。Cre蛋白能特异识别 loxP位点 , 
并介导 loxP序列之间的DNA重排。当两个 loxP序列

方向一致时 , Cre介导的重组将导致两个 loxP序列间

DNA片段的删除; 当loxP序列呈反向排列时, Cre则促

使该片段发生颠倒 (图1A)[12-13]。基于这一特性 , Cre-
loxP系统能够实现对基因序列的多种遗传学操纵, 包
括特定DNA序列的细胞特异性敲除、激活或插入 , 
极大地提高了基因操纵的灵活性和精确度。在遗传

谱系示踪研究中 , Cre蛋白通常在特定细胞类型的基

因启动子调控下表达 , 通过与报告基因小鼠进行杂

交 , 激活特定细胞的报告基因转录产生如荧光蛋白

tdTomato、LacZ、GFP等产物 (图1B)。报告基因小

鼠的结构设计为loxP-Stop-loxP-报告蛋白序列, 在Cre
阴性细胞中 , 由于Stop终止子的存在 , 报告蛋白序列

无法被转录 ; 而在Cre阳性细胞内 , Cre蛋白进入细胞

核切除 loxP序列间的Stop序列 , 使报告蛋白得以表

达。这一标记一旦发生 , 无论细胞经历了增殖、迁

移还是分化为其他细胞类型 , 报告蛋白的标记都将

永久保留 , 使得追踪细胞的原始身份与演变轨迹成

为可能 [14-16]。通过免疫荧光、流式细胞术等检测方

法 , 研究者可以精确追溯细胞的来源与命运 , 为深入
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理解干细胞的自我更新、分化潜能以及组织再生与

疾病发展机制提供了强有力的工具。

1.3   时空特异性的谱系示踪方法及其局限

为了实现时空特异性的遗传谱系示踪技术 , 需
要对Cre酶活性进行精细调控。1995年 , LITTLE-
WOOD等 [17]报道了一种通过插入改造的雌激素受体

(estrogen receptor, ER)来调控基因表达的方法。基

于此 , 发展了Cre与人的ER的融合体 , 即CreER[18]。

在该构造中 , ER与细胞质中的热休克蛋白 90(heat 
shock protein 90, HSP90)结合, 从而使Cre被锚定在细

胞质中 , 不会入核发生同源重组。在给予他莫昔芬

(Tamoxifen)诱导后 , 作为一种雌激素类似物的他莫

昔芬将结合ER并介导CreER蛋白进入细胞核进行基

因操作(图1C)[19]。相比于持续激活的Cre系统, CreER
工具介导的Cre-loxP系统实现了时空特异性的遗传

学操作 , 极大地提升了基因操作的灵活性 , 同时避免

了基因表达模式变化引起的示踪结果不准确。即在

他莫昔芬代谢完成后 , 标记的细胞群不会随着Cre表

达水平的改变而改变 , 从而能够准确追踪预先标记

的细胞群体的增殖、迁移或转分化 (图 1D)。此后 , 
FEIL等 [18]在此基础上 , 又报道了CreERT、CreERT2
两种突变的雌激素受体结合的Cre酶系统。其中 , 
CreERT2由于其响应他莫昔芬的效果最强, 同时对雌

激素响应较低 , 可以有效避免内源雌激素干扰 , 是目

前最常用于构建小鼠的CreRT变体 [18]。该技术已被

广泛应用于研究心脏、肝脏、肺脏、免疫系统、神

经系统等多种器官在发育和再生过程中的细胞谱系

形成和命运转变 [20-27]。然而 , Cre-loxP介导的谱系示

踪系统依然面临着数个关键技术局限。

(1) 示踪精度 : 谱系示踪的准确性极大依赖于

CreER元件插入的基因位点的选择。然而 , 许多细

胞类型缺乏单一的、特异的标记物来将它们与其他

细胞谱系区分开来。如果选用的基因表达不具有特

异性, 将会标记到预期外的细胞类型, 从而导致示踪

结果的误判。例如, 在研究肝脏再生过程中, Sox9被
认为在胆管上皮细胞中特异性表达 , Sox9阳性胆管

A: Cre-loxP介导基因序列重组的示意图。B: 基于Cre-loxP的遗传谱系示踪技术进行细胞标记的示意图。C: 基于Tamoxifen诱导的遗传谱系示

踪技术的原理示意图。D: 利用遗传谱系示踪技术追踪细胞增殖和转分化。E: Sox9标记胆管上皮细胞的非特异性引起示踪结果的不准确。F: 
基因瞬间激活的表达模式示意图。

A: schematic diagram of Cre-loxP mediated gene sequence recombination. B: schematic diagram of cell marking using Cre-loxP based genetic lineage 
tracing technology. C: schematic diagram of the principle of Tamoxifen-induced genetic lineage tracing. D: genetic lineage tracing of cell proliferation 
and transdifferentiation. E: inaccuracy of tracing results due to non-specific marking of Sox9+ bile duct epithelial cells. F: the expression pattern dia-
gram of gene transient activation.

图1   基于Cre-loxP系统的遗传谱系示踪方法和其局限性  
Fig.1   Genetic lineage tracing method based on Cre-loxP system and its limitations

Cre-loxP system

Deletion Inversion Translocation

Proliferation

CreER+

Sox9+

Origin

or

CreER+

CreER+

CreER–

+Tam

Transdifferenciation

Cell A Cell B Hepatocyte Cholangiocyte Capture window

Gene transient activation

Cre-loxP recombination

Gene Gene
Stop Reporter

Reporter

Cre Cre CreER HSP90 Tamoxifen

+Tamoxifen

CytoplasmNucleus

Stop

loxP loxP

Gene

Genetic lineage tracing Inducible lineage tracing
(A) (B) (C)

(D) (E) (F)



1872 · 实验室介绍 ·

上皮细胞被认为能够通过转分化形成肝细胞来促进

肝脏损伤后的修复再生 [28-29]。然而 , 我们通过Sox9-
CreER示踪发现 , Sox9同时标记了部分肝细胞和胆

管细胞, 因此, 单一的Sox9-CreER工具无法清晰解释

胆管细胞–肝细胞之间的命运转变(图1E)[30]。

(2) 瞬时基因激活 : Cre-loxP系统能够有效地追

踪细胞转分化现象 , 但在捕捉基因瞬时激活方面却

显得力不从心。例如, 在肾脏纤维化过程中的上皮–
间充质转化 (epithelial-mesenchymal transition, EMT)
问题 , GRANDE等 [31]和LOVISA等 [32]认为上皮细胞

可能在某个时间点瞬时激活间充质标记物如α-SMA
的表达 , 而不是永久转化为α-SMA阳性的肌成纤维

细胞。利用单一的Cre-loxP谱系示踪系统捕捉这种

瞬时激活的现象具有一定的困难(图1F)。
(3) 多细胞亚型识别 : 随着单细胞测序技术的

发展和应用 , 被鉴定出来的细胞亚型越来越多。这

些新的细胞亚型通常由多种细胞标记物的组合所

定义, 传统的示踪技术由于依赖单一启动子驱动, 因
而, 无法追踪这类细胞[24,33]。

(4) 细胞活动追踪: 传统的遗传谱系示踪技术无

法追踪细胞增殖、凋亡、接触等生物学活动[34-35]。

总的来说 , 单一基因驱动的Cre-loxP系统谱系

示踪策略已经无法满足对细胞命运深入研究的需

要。因此 , 我们需要探索并发展更加先进和全面的

谱系示踪技术 , 以便于在更高的维度上理解和揭示

生命的复杂性。

2   基于双同源重组酶系统的新型遗传谱

系示踪技术的建立和应用
2.1   Dre-rox/Cre-loxP双同源重组酶谱系示踪系

统(DeaLT)的建立

2017年 , 我们研究团队对传统的遗传谱系示

踪进行了技术革新 , 即在Cre-loxP系统的基础上 , 引
入了Dre-rox系统 , 构建了一种更为精准的谱系示踪

工具 , 将其称为 “双同源重组酶激活谱系示踪 ”(dual 
recombinase-activated lineage tracing, 简称DeaLT)[30]。

Dre-rox系统 , 作为一种与Cre-loxP相似的同源重组

系统 , 利用Dre同源重组酶识别并处理rox位点 , 实现

序列删除、颠倒和重组 [36]。Dre-rox与Cre-loxP是一

对正交的系统 , 相互之间极少发生串扰 , 即Cre不会

识别 rox位点 , Dre也不会识别 loxP位点 , 因此这两种

系统可以结合起来做到单同源重组酶系统无法实现

的遗传示踪 , 不仅增强了示踪技术的准确性 , 还极大

地拓展了示踪技术的使用范围。为了确立DeaLT系
统的适用性和准确性 , 我们设计了交错报告基因 (in-
terleaved reporter, IR)和嵌合报告基因(nested reporter, 
NR)两种报告基因小鼠策略 , 通过布局 loxP与 rox位
点 , 确保了细胞命运追踪的精确度。对于 IR策略 , 
loxP与 rox位点交错排列 , 使得Cre和Dre在双阳性细

胞中的作用互斥 , 即报告基因状态取决于首次遇到

的同源重组事件; 对于NR策略, 两个loxP位点与两个

rox位点以嵌套形式排列 , 双阳性细胞的报告基因状

态取决于外层同源重组事件 , 增强了追踪的特异性

和对多种场景的适应性 (图2A)。将这些报告基因与

Cre/Dre小鼠配合 , 极大扩展了谱系示踪系统的应用

场景并提高了示踪技术的准确性 [30]。下面我们将介

绍几种DeaLT系统的应用方法及其在解决具体生物

学问题中发挥的作用。

2.2   利用DeaLT技术提高细胞转分化研究的准确性

在过去的二十年里 , 心肌干细胞一直是心血管

研究领域的热点 , ANVERSA团队 [5-7]提出了 c-Kit阳
性干细胞在小鼠心脏损伤修复过程中的心肌细胞分

化潜能。这一发现促成了c-Kit阳性细胞作为潜在心

肌干细胞的理论 , 激发了科研人员对其作用机制及

干细胞治疗策略的深入探索。然而 , 一系列基于遗

传谱系示踪的实验证据却对c-Kit阳性干细胞向心肌

细胞直接转化的观点提出了挑战 [37-41]。我们的研究

团队通过细致的Kit-CreER检测 , 揭示了少量心肌细

胞本身就表达c-Kit[30,39], 这提示了利用Kit-CreER追
踪 c-Kit阳性干细胞可能存在示踪结果不准确的情

况。为了解决这一问题 , 我们引入了DeaLT技术中

的 IR系统 , 将Tnni3-Dre小鼠 (心肌细胞特异性Dre小
鼠 )与Kit-CreER、IR1报告基因小鼠结合 , 这一策略

能够实现对c-Kit阳性非心肌细胞的特异性标记和追

踪 , 有效地排除 c-Kit阳性心肌细胞对实验结果的干

扰。具体来说 , Tnni3-Dre的持续活性保证了心肌细

胞中Dre-rox重组的高效进行, 该过程将IR1报告基因

中的loxP序列删除, 从而有效阻止了后续Cre-loxP重
组的发生。因此, 只有在TNNI3阴性的非心肌细胞中, 
经他莫昔芬诱导后 , Cre-loxP重组才能顺利进行 , 并
将 c-Kit阳性的非心肌细胞用ZsGreen绿色荧光蛋白

标记。我们的实验结果表明 , 在稳态或损伤条件下 , 
c-Kit阳性的非心肌细胞并不会转化形成心肌细胞。

这一发现有力地反驳了c-Kit阳性细胞作为心肌干细
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胞的假说 , 提示 c-Kit表达的不特异性可能是以往研

究中的误导因素。

此外 , 除了c-Kit阳性细胞以外 , Sca-1、ABCG2
等曾经也被认为是心肌干细胞的标记物 [42-44]。然而 , 
成体心脏中是否存在任何类型的心肌干细胞 , 仍然

存在较大争议。为了解决这个问题, 我们基于DeaLT-
IR系统设计了一种新的策略 , 实现了对所有心肌细

胞和非心肌细胞的分别标记 , 从而能够解析在成体

心脏中是否存在任何类型非心肌细胞 (包括干细胞 )
转变为心肌细胞。具体来说 , 该策略将Tnnt2-Dre小
鼠与Rosa26-CreER、IR1小鼠结合 , Tnnt2-Dre在心

肌细胞中优先启动Dre-rox重组 , 将心肌细胞标记为

tdTomato阳性并移除一个 loxP位点 , 从而避免了在心

肌细胞中Cre-loxP重组的发生 ; 而在非心肌细胞中 , 
Rosa26-CreER介导的Cre-loxP重组则得以发生 , 将非

心肌细胞标记为ZsGreen阳性(图2B)[45]。这一策略提

供了一种不依赖于特定细胞标记物的直接示踪非心

肌细胞的方法 , 证实了成体心脏中非心肌细胞不具

有转化为心肌细胞的能力。

DeaLT技术在肝脏研究中的应用也展示了其强

大功能。利用DeaLT-NR技术, 我们实现了对Sox9阳
性胆管上皮细胞的特异性标记 (图2C), 排除了Sox9
阳性肝细胞的干扰 , 解析了其在肝脏再生修复中的

作用 [30], 该研究将在后面肝脏再生部分详细阐述。

综上所述 , DeaLT技术通过解决由单一标记系统引

起的假阳性问题 , 显著提高了细胞转分化研究的准

A: 双同源重组酶报告基因的结构和输出结果。B: 心肌细胞与非心肌细胞的示踪策略。C: 区分Sox9阳性肝细胞与胆管细胞的示踪策略。D: 传
统策略和DeaLT策略的示踪结果差异。

A: structure and readouts of dual recombinases-based reporter. B: tracing strategy for labeling cardiomyocytes and non-cardiomyocytes. C: tracing strat-
egy for distinguishing Sox9 positive hepatocytes and BECs. D: the difference in tracing results between the conventional strategy and DeaLT strategy. 

图2   基于双同源重组酶系统的谱系示踪技术的建立和应用(根据参考文献[30]修改)
Fig.2   Establishment and application of dual recombinases mediated lineage tracing (modified from the reference [30])
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确性 (图2D)。该技术不仅在心肌干细胞领域产生了

重要影响 , 也为其他组织和器官的细胞命运研究开

辟了新的路径。

2.3   利用双同源重组系统追踪细胞亚群

随着单细胞测序技术的快速发展 , 我们对细胞

亚群的分类和理解日益深入。然而 , 仅依靠单一的

细胞标记物 , 往往无法有效追踪新的细胞亚群。以

肺脏为例, 这是一个复杂的多功能器官, 主要执行气

体交换的任务。结构上 , 肺脏可以大致分为气管、

支气管、小支气管和肺泡。其中 , 肺泡主要包含 I型
和II型肺泡上皮细胞。2002年, GIANGRECO等[46]提

出了一种新的肺泡上皮祖细胞类型 , 即支气管肺泡

干细胞(bronchioalveolar stem cell, BASC)。BASC在
维持肺脏稳态和损伤修复中起到了重要作用 , 但由

于缺乏适当的谱系追踪工具 , 这种细胞的体内功能

尚未得到明确阐述。BASC的关键特征是同时表达

Club细胞标记物CC10(又称Scgb1a1)和AT2细胞标记

物Sftpc[47-48]。为了实现对BASC的特异性标记 , LIU
等 [33]构建了Scgb1a1-CreER;Sftpc-DreER;Ai66三阳

性小鼠。在这种小鼠中 , Ai66报告基因被Cre和Dre
双重控制 , 只有在Scgb1a1和Sftpc双阳性细胞中 , 报
告基因上的两段 stop序列才会被删除 , 其才能表达

tdTomato荧光蛋白并标记细胞, 这为对BASC及其后

代进行遗传谱系追踪提供了可能(图3A和图3B)。实

验结果揭示了BASC在气管和肺泡损伤修复过程中

的重要作用。此外 , 单一细胞标记的局限问题还包

括选择标记物的特异性。例如 , 在肝细胞中 , Ccnd1
是在2区肝细胞中特异表达的标记物, 但在整个肝组

织中 , Ccnd1也标记其他类型细胞如胆管上皮细胞。

为了解决这个问题, 我们使用了Alb-DreER、Ccnd1-
RSR-CreER、Rosa26-RFP工具, 使Ccnd1-RSR-CreER
受到肝细胞特异的Alb启动子的控制 [49]。通过这种

方式, 实现了对Alb和Ccnd1双阳性细胞, 即2区肝细

胞的特异标记(图3C和图3D)。
2.4   利用双同源重组系统对基因瞬时激活进行遗

传谱系示踪

众所周知 , EMT在发育、器官纤维化和肿瘤转

移等过程中起着至关重要的作用 [50-52]。然而 , 在某些

肿瘤模型中, EMT是暂时的, 并且是可逆的; 在一些器

官纤维化例如肾脏纤维化的过程中 , 肾小管上皮细胞

可能只会经历短暂的间充质基因激活 , 而不一定发生

完全的EMT。这种瞬时的基因表达可能具有重要的

生物学意义, 但是, 由于传统的单Cre-loxP系统难以捕

捉这一过程 , 我们对这一现象的深入理解一直受到限

制。针对这一问题 , LI等 [53]利用Dre-rox/Cre-loxP双同

源重组系统 , 巧妙地构建了一个诱导遗传系统 , 用以

在体内无缝记录细胞的瞬时基因表达。该系统的核

心设计是将 loxP-Stop-loxP-Dre序列插入到EMT相关

基因, 如N-Cadherin和Vimentin, 以构建EMT gene-LSL-
Dre小鼠。这种小鼠配合相应的CreER小鼠及NR1小
鼠 , 可以精确地追踪EMT基因在细胞中的瞬时激活

情况。例如 , 研究乳腺肿瘤转移模型中Kit阳性的乳

腺上皮是否曾经发生了EMT, 可以将Kit-CreER与EMT 
gene-LSL-Dre和NR1结合获得三阳性小鼠 , 在这个系

统中 , 经他莫昔芬诱导后 , Kit-CreER首先被激活 , 通
过Cre-loxP同源重组反应 , 将EMT gene-LSL-Dre中的

Stop序列切除, 同时在报告基因NR1中将ZsGreen前面

的Stop序列切除, 将细胞标记为ZsGreen阳性。当该细

胞发生EMT, 激活EMT相关基因时, Dre将会表达并对

报告基因进行Dre-rox重组 , 将细胞标记为 tdTomato阳
性 (图3E)。这个系统实现了对瞬时激活EMT基因的

细胞的遗传学标记 , 为解析这一类细胞群体的细胞命

运和作用机制提供了有力的工具。通过配合使用不

同的CreER小鼠 , 该系统可以被应用于检测各种细胞

类型的间充质转化或瞬时的间充质基因激活问题 (图
3F), 例如心肌梗死过程中内皮细胞的间充质基因激

活问题[54]。

2.5   基于双同源重组酶系统建立细胞增殖检测工

具ProTracer
细胞增殖是组织再生中应对细胞损失的重要

修复机制。传统的细胞增殖检测方式主要包括细胞

增殖关键蛋白的检测和核苷酸类似物的掺入。细胞

增殖关键蛋白如Ki67、PCNA、pH3等常被视为细

胞增殖的内源性标记物 [55-57]。BrdU、EdU等核苷酸

类似物可以作为DNA合成的原料在细胞增殖时被

掺入细胞DNA[58-59]。然而 , 无论是内源性增殖标记

物的检测还是核苷酸类似物掺入的方法 , 都存在一

些技术限制 , 例如 : (1) 对于细胞更新非常缓慢的细

胞, 如心肌细胞、神经元等, 传统方法很难捕捉到细

胞增殖活动 [58-59]; (2) 传统方法无差别地检测所有细

胞类型的增殖, 缺乏细胞特异性, 非目标细胞的增殖

信号可能会干扰目标细胞的信号。

2021年 , 我们开发了基于双同源重组酶系统的细

胞增殖检测的遗传示踪工具—ProTracer(proliferation 
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tracer)[35,60], 该系统可以在长时间窗口内记录细胞增殖

的累积 , 因而对于检测增殖较为缓慢的细胞极为有

益 [61]。此外, 该系统还可以实现细胞特异性增殖的检

测, 提高细胞增殖检测的信噪比和分辨率。具体来说, 
该系统基于Rosa26-DreER;Ki67-Cre-rox-ER-rox(Ki67-
CreXER);Rosa26-GFP三阳性小鼠。经过他莫昔芬诱

A、B: 标记SPC和CC10双阳性BASCs的示踪策略。C、D: 标记Alb和Ccnd1双阳性2区肝细胞的示踪策略。E: EMTracer的示踪策略示意图。 F: 
EMTracer的不同结果示意图。G: ProTracer的示踪策略示意图。 H: 传统策略与ProTracer策略结果的比较示意图。

A,B: tracing strategy for labeling SPC and CC10 double-positive BASCs. C,D: tracing strategy for labeling Alb and Ccnd1 double-positive zone 2 he-
patocytes. E: schematic diagram of EMTracer strategy. F: schematic diagram of readout of EMTracer. G: schematic diagram of ProTracer strategy. H: 
schematic diagram comparing between conventional strategy and ProTracer strategy.

图3   多种基于双同源重组酶系统的示踪新技术

Fig.3   Multiple new lineage tracing techniques based on dual recombinases systems
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导后, 该系统被启动, Dre首先驱动Ki67位点的Dre-rox
重组, 将CreXER中的ER切除, 从而使诱导性的CreER
转变为组成性表达Cre的活性形式。此后 , 一旦有细

胞发生细胞增殖, Ki67就会被激活, 驱动Cre对报告基

因进行Cre-loxP重组, 标记细胞为GFP阳性(图3G)。由

于这个过程发生在基因组中 , 所有经历过增殖的细胞

都将永久携带GFP荧光蛋白 , 因此可实现对细胞增殖

的累积记录(图3H)[35]。Rosa26-DreER驱动的ProTracer
是广谱性的细胞增殖检测系统 , 任何细胞类型增殖都

可以被其检测到 , 如果要实现细胞特异性细胞增殖

的检测 , 可以将Rosa26-DreER换成细胞特异性表达的

DreER, 如心肌细胞特异性增殖检测 , 可将心肌细胞

特异性表达的Tnnt2-DreER与Ki67-CreXER、Rosa26-
GFP结合 , 该系统可以实现累积记录心肌细胞等的细

胞增殖情况 , 而不会有其他细胞增殖信号的干扰 , 从
而获得高分辨率的心肌细胞增殖图谱[34,61]。

3   双同源重组酶谱系示踪技术在肝脏再

生中的应用
3.1   胆管与肝细胞的命运转化问题

肝脏是哺乳动物体内再生能力最强的器官。在

肝脏损伤后 , 肝细胞具有显著的增殖能力 [62]。Sox9
阳性细胞的高分化潜力有助于肝脏损伤修复过程中

的细胞再生[28-29]。然而, 使用Sox9-CreER的谱系示踪

实验由于Sox9标记的非特异性其难以用来清晰阐释

肝脏损伤过程中胆管细胞向肝细胞的转分化。我们

利用Sox9-CreER小鼠进行谱系示踪实验 , 发现Sox9
标记了胆管上皮细胞和肝脏门静脉附近的少量肝细

胞 , 这导致使用单一谱系示踪系统追踪方法无法解

释胆管–肝细胞之间的转分化问题。利用DeaLT-NR
系统 , 我们将Alb-DreER、Sox9-CreER与NR1报告基

因联合使用 , 其中Alb是肝细胞特异性标记物白蛋白

的编码基因。 Alb-DreER;Sox9-CreER;NR1三阳性小

鼠在他莫昔芬处理后 , Sox9阳性的胆管上皮细胞中

发生Cre-loxP重组 , 细胞被标记为ZsGreen阳性。而

在Sox9阳性的肝细胞亚群中, 尽管也发生了Cre-loxP
重组 , 但Alb驱动的Dre-rox重组会删除ZsGreen序列

并将细胞标记为tdTomato阳性。通过该系统, 消除了

Sox9阳性肝细胞的影响 , 得到了清晰的Sox9阳性胆

管上皮细胞的命运图谱。实验结果表明 , 在四氯化

碳诱导的肝脏损伤条件下 , Sox9阳性的胆管细胞只

产生胆管上皮细胞而不会转分化为肝细胞 [30]。此外, 

在肝细胞增殖受阻或肝脏遭受极端损伤后 , 胆管上

皮细胞可以转分化为肝细胞。近期 , PU等 [25]利用双

同源重组系统 , 定义了一群起源于胆管细胞的具有

双向分化潜能的细胞亚群。在严重肝损伤时 , 这群

细胞分别在Notch和Wnt信号的调节下向肝细胞转分

化或回到胆管上皮细胞命运。

3.2   新生肝细胞的来源问题

肝脏的基本功能单元是肝小叶。血液由肝门

静脉流入肝脏, 然后顺着血管分支, 流经每一个肝小

叶。肝小叶大体上呈六边形 , 六边形的中心为中央

静脉 , 六角则为门静脉和胆管。未经过滤的血液从

门静脉的六角流向中央静脉, 形成了门静脉–中央静

脉轴。沿着这一轴线 , 血液中的氧含量和营养物质

等呈梯度变化 , 从而为不同位置的肝细胞创造出各

异的微环境 [63]。门静脉–中央静脉轴上的肝细胞大

致分为1区、2区、3区三个区域, 它们的基因表达和

功能存在异质性 [35,63], 例如 , 1区位于门静脉附近的

肝细胞主要负责糖原合成, 而3区位于中央静脉附近

的肝细胞则主要负责脂质合成。

肝细胞具有较强的增殖能力 , 实验证明 , 对小鼠

施行75%的肝切除手术后 , 仅用两周时间 , 其肝脏就

能迅疾恢复至原本的质量 , 这充分展示了肝细胞的强

大再生能力 [64], 而这种再生主要源于肝细胞自身的增

殖 [62]。那么不同分区肝细胞在增殖能力上是否具有

差异 , 在肝脏维持稳态和损伤修复过程中 , 哪部分的

肝细胞主要生成新生肝细胞？此前这一直是肝脏再

生领域一个非常重要但具有争议的科学问题(图4A)。
在20世纪80年代 , ZAJICEK等 [65]通过氚化胸苷

掺入的方法发现新生肝细胞主要在门静脉附近生成 , 
然后逐渐迁移至中央静脉附近 , 这一模型被称为流

动模型。随着遗传谱系示踪技术的发展 , 研究者们

开始尝试用这一技术解决这个问题。WANG等 [66]发

现 , 中央静脉附近的Axin2阳性肝细胞会生成新生肝

细胞, 并逐渐扩展到门静脉附近。FONT-BURGADA
等 [28]则发现新生肝细胞的来源是门静脉附近的Sox9
阳性肝细胞。然而 , 也有一些研究者认为肝细胞再

生没有明显的区位性。LIN等 [67]利用Tert-CreER小

鼠发现 , Tert高表达的肝细胞具备显著的高再生能

力 , 而这些Tert高表达的肝细胞在肝小叶上的分布广

泛 , 无明显区位性。CHEN等 [68]利用克隆分析等方

法 , 也支持新生肝细胞没有显著区位性 , 认为不同区

域的肝细胞都具有相似的增殖潜力。研究者们使用
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不同的遗传谱系示踪工具 , 得到了不同的结论 , 这是

因为单一的遗传谱系示踪系统只能关注特定标记的

细胞的命运 , 无法揭示完整的增殖图谱。2021年 , 我
们利用ProTracer技术记录了生理稳态和损伤再生中

肝细胞的增殖图谱。研究发现成体肝脏在生理稳态

中 , 新生肝细胞主要起源于2区肝细胞的增殖 , 同时 , 
在不同的损伤再生条件下 , 2区肝细胞对于肝脏修复

具有重要的作用[35]。同期, WEI等[21]利用了多种标记

不同肝细胞亚群的CreER工具 , 也发现了2区肝细胞

具有更高的增殖潜力。得益于遗传谱系示踪的发展 , 
新生肝细胞的来源问题逐渐被解析 , 明确了2区肝细

胞作为新生肝细胞的主要来源 , 是肝细胞中最为重

要的亚群。

3.3   2区肝细胞遗传学工具的发展

尽管2区肝细胞在肝脏生理稳态维持和损伤再

生过程中具有重要作用 , 但是却一直缺乏能够特异

性标记 2区肝细胞的特异性遗传工具 , 主要由于缺

乏能够特异性表达在 2区肝细胞的标记基因。为了

解析2区肝细胞在体内的细胞命运和生物学功能 , 2
区肝细胞特异的遗传学工具亟需被开发。以往的

免疫染色实验发现, CCND1表达在2区肝细胞中[21]。

然而 , CCND1除了表达在肝细胞中 , 还表达在大量

非肝细胞中 , 因此基于CCND1构建的传统遗传谱

系示踪工具无法实现对 2区肝细胞的特异性标记和

追踪。2023年 , 我们利用双同源重组酶系统 , 开发

了2区肝细胞特异的遗传学操纵工具 [49]。通过Alb-
DreER;Ccnd1-RSR-CreER;Rosa26-RFP三阳性小

鼠 , 实现了对CCND1高表达的2区肝细胞的特异性

标记 , 并揭示了 2区肝细胞在怀孕诱发的肝脏增大

中的重要作用。此外 , LIN等 [69]利用IGFBP2-CreER
小鼠标记2区肝细胞 , 揭示了2区肝细胞在应对药物

损伤、肝脏切除、衰老等多种刺激时 , 作为新生肝

细胞主要来源参与肝脏修复的重要作用 (图4B和图

4C)。值得注意的是 , 尽管在雌性小鼠中 , CCND1
可以作为高效特异的 2区肝细胞标记物 ,  但基于

CCND1的二区遗传学工具在雄性小鼠中更倾向于

标记靠近1区的部分二区细胞 , 并标记了少量的1区
肝细胞。这提示了性别差异和性激素可能对肝细

胞增殖偏好有重要作用。此外 , IGFBP2-CreER小
鼠标记的肝细胞也偏向1区并有约50%与1区肝细胞

A: 不同的肝脏再生细胞来源假说模型。 B、C: 2区肝细胞响应各种刺激的示意图。PV: 门静脉; CV: 中央静脉。

A: different hypothetical models of cell sources for liver regeneration. B,C: schematic diagram of zone 2 hepatocytes responding to various stimuli. PV: 
portal vein; CV: central vein.

图4   肝脏再生中的遗传谱系示踪研究

Fig.4   Genetic lineage tracing study in liver regeneration
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重合。因此 , 基于此类2区肝细胞遗传学工具 , 肝细

胞异质性和 2区肝细胞的独特生物学特性有待被深

入理解。

4   总结与展望
近年来 , 随着遗传谱系示踪技术的不断发展 , 

研究者对组织再生和细胞亚群的理解不断深入。

传统的单系统遗传谱系示踪技术存在精确性差等

技术局限 , 新型双同源重组酶系统的发展为该领域

提供了一系列更加精确、应用场景更多样的遗传

学工具。本文总结了数种双同源重组酶系统的应

用方法并举例说明了其在解决细胞命运问题方面

的强大能力。然而该领域依然面临着一系列挑战。

首先 , 基于荧光蛋白的遗传谱系示踪技术能够追

踪的细胞有限。尽管诸如DeaLT等类似系统 , 以及

“Conffeti”等报告基因的开发大大提高了谱系示踪

的分辨率 [70-71], 对于体内巨大的细胞数量仍显不足。

近几年 , 研究者开发的细胞条形码技术在这方面具

有巨大优势。通过报告基因的大量随机同源重组 , 
生成了巨大数量的DNA序列标签 , 保证了每个细胞

产生的标签序列几乎不会重复 , 就像商品上的条形

码 , 具有唯一性 [72-73]。利用这一技术 , 研究者解析

了造血细胞发育过程中的精准命运图谱 [74-75], 但这

些细胞条形码技术在实质器官中的应用还有待进

一步发展。其次 , 尽管荧光素酶等报告基因使我们

可以在活体无损的情况下检测报告基因表达 , 但由

于其分辨率过低 , 几乎无法得到有效信息。成像技

术的发展 , 例如组织深度成像的双光子、多光子显

微技术以及长时间活体成像仪器的开发 , 都将有助

于谱系示踪技术的深入应用。此外 , 谱系示踪系统

的扩展性较强, 在已有的遗传学示踪工具的基础上, 
引入基因的表达操纵、体内基因文库筛选等将帮

助研究者深入了解细胞命运转化背后的分子调控

机制以及靶向干预手段。本实验室将以新型遗传

谱系示踪技术开发研究为基础 , 结合疾病模型、成

像技术等 , 深入解析组织再生中的细胞命运及其背

后的内在机理。
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