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摘要　 目的　 构建 Ｔｎｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ Ｒｏｓａ２６ｙｆｐ报告基因小鼠，检测

Ｔｎｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ介导黄色荧光素蛋白 ＹＦＰ 标记组织巨噬细胞的

效率。 方法　 将 Ｔｎｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ小鼠与 Ｒｏｓａ２６ｙｆｐ小鼠交配，通过

ＰＣＲ 筛选出 Ｔｎｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ Ｒｏｓａ２６ｙｆｐ报告基因小鼠。 分离成年

Ｔｎｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ Ｒｏｓａ２６ｙｆｐ小鼠脑小胶质细胞、肝脏巨噬细胞、肾脏

巨噬细胞、肺泡巨噬细胞、脾脏巨噬细胞，标记流式抗体，通
过流式细胞术分析 Ｔｎｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ介导荧光素蛋白 ＹＦＰ 标记组

织巨噬细胞的效率。 结果　 Ｔｎｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ介导黄色荧光素蛋白

ＹＦＰ 对脑小胶质细胞具有约 ９１. ２７％ 的标记效率，但对肝

脏、脾脏、 肺泡巨噬细胞细胞的标记效率分别只有约

６３. ６０％ 、６９. ６６％ 、３２. ７６％ 。 结论　 Ｔｎｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ可以介导 ＹＦＰ
对脑小胶质细胞进行示踪。 同时，Ｔｎｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ可用做脑小胶

质细胞基因条件性敲除的工具鼠。
关键词 　 Ｔｎｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ；Ｒｏｓａ２６ｙｆｐ；组织巨噬细胞；脑小胶质细

胞；Ｃｒｅ 重组酶；报告基因小鼠；流式细胞术
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　 　 巨噬细胞是一种广泛分布于全身组织的免疫细

胞，在机体的免疫防御、免疫自稳和免疫监视中发挥

重要作用［１］。 研究［２］表明，脑小胶质细胞来源于卵

黄囊巨噬细胞，其他大部分组织定居巨噬细胞主要

来源于卵黄囊巨噬细胞和胎肝单核细胞。 这些前体

细胞进入组织器官后，逐渐分化为成熟的组织定居

巨噬细胞。 生理状态下，大部分的组织定居巨噬细

胞可以通过自我更新维持其稳态［３］。 脑小胶质细

胞是一种存在于脑与脊髓中的巨噬细胞，约占脑细

胞数量的 １０％ ～１５％ ，对维持中枢神经系统的正常

功能起重要作用，它们能清除中枢神经系统中的神

经炎性斑、病原体以及损伤后无功能的神经元与轴

突。 为了对脑小胶质细胞的发育、稳态维持及功能

进行进一步探索，该研究致力于构建有效的脑小胶

质细胞条件性敲除小鼠模型。

１　 材料与方法

１． １　 实验材料

１． １． １　 实验动物 　 Ｔｎｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ小鼠购自北京百奥

赛图基因生物技术有限公司，Ｒｏｓａ２６ｙｆｐ小鼠购自美

国 Ｊａｃｋｓｏｎ 实验室。 小鼠均饲养于军事医学研究院

生命组学研究所 ＳＰＦ 级动物房。
１． １． ２　 主要仪器 　 ＬＳＲＦｏｒｔｅｓｓａ ＳＯＲＰ 流式细胞分

析仪（美国 ＢＤ 公司），２７２０ Ｔｈｅｒｍａｌ Ｃｙｃｌｅｒ ＰＣＲ 仪、
ＰｏｗｅｒＰａｃＴＭ ＨＣ 凝胶电泳仪、凝胶成像仪（美国 Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ 公司），留置针 （美国 ＢＤ 公司）。
１． １． ３ 　 主要试剂 　 ０. ０５ ｍｏｌ ＥＧＴＡ 贮存液（美国

Ａｍｅｒｓｏ 公司）、０. ５ ｍｏｌ ＣａＣｌ２贮存液（北京索莱宝科

技有限公司）、肝素钠 （广州赛博生物科技公司）、
ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司）、Ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ
ＩＶ （德国 Ｓｉｇｍａ 公司）、脱氧核糖核酸酶 Ｉ （德国

Ｓｉｇｍａ 公司）、ＯｐｔｉｐｒｅｐＴＭ （德国 Ｓｅｒｕｍｗｅｒｋ Ｂｅｒｎｂｕｒｇ
ＡＧ 公司）、Ｐｅｒｃｏｌｌ （美国 ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ 公司）、红细

胞裂解液 （美国 ＢＤ 公司）、基因组提取试剂（成都

福际生物技术有限公司）；ＰＣＲ 引物（北京六合华大

基因科技有限公司），序列见表 １。 ＣＤ４５ （３０⁃Ｆ１１，
美国 Ｔｏｎｂｏ 公司）、 Ｌｙ６Ｃ （ ＨＫ１. ４， 美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公 司 ） 、 Ｆ４ ／ ８０ （ＢＭ８， 美 国 Ｔｈｅｒｍｏ

表 １　 Ｔｎｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ基因和 Ｒｏｓａ２６ｙｆｐ基因 ＰＣＲ 序列

引物名称 　 　 　 引物序列 ５′→３′
Ｔｎｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ Ｆ：ＣＣＴＧＴＧＣＡＧＧＡＧＧＡＧＡＣＧＣＴ

Ｒ：ＴＧＧＴＧＣＡＣＡＧＴＣＡＧＣＡＧＧＴＴＧ
Ｒｏｓａ２６ｙｆｐ ⁃１ ＡＡＡＧＴＣＧＣＴＣＴＧＡＧＴＴＧＴＴＡＴ
Ｒｏｓａ２６ｙｆｐ ⁃２ ＧＣＧＡＡＧＡＧＴＴＴＧＴＣＣＴＣＡＡＣＣ
Ｒｏｓａ２６ｙｆｐ ⁃３ ＧＧＡＧＣＧＧＧＡＧＡＡＡＴＧＧＡＴＡＴＧ
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Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司 ）、ＣＤ６４ （ｘ５４⁃５ ／ ７. １，美国 Ｂｉｏ⁃
ｌｅｇｅｎｄ 公司）、ＣＤ１１ｂ （Ｍ１ ／ ７０，美国 Ｔｏｎｂｏ 公司）、
ＣＤ１１ｃ （Ｎ４１８，美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）、
ＳｉｇｌｅｃＦ （ Ｅ５０⁃２４４０，美国 ＢＤ 公司）、 ＤＡＰＩ （美国

Ｔｏｎｂｏ 公司）。
１． ２　 方法

１． ２． １　 Ｔｎｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ Ｒｏｓａ２６ｙｆｐ小鼠的繁殖分笼与鉴定

　 Ｔｎｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ小鼠与 Ｒｏｓａ２６ｙｆｐ小鼠交配，得到的子代

在 ２ 周龄时剪脚趾编号，加入 ５０ μｌ 基因组提取试

剂，混匀，５５ ℃烘箱过夜，提取基因组。 ＰＣＲ 鉴定小

鼠基因型，反应体系：２ μｌ 引物、２ μｌ 蒸馏水、２ μｌ 鼠
尾 ＤＮＡ 模板、６ μｌ Ｍｉｘ； 反应条件：Ｔｎｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ反应

条件为 ９４ ℃、２ ｍｉｎ；９４ ℃、２０ ｓ，６５ ℃ （每循环数降

０. ５ ℃）、１５ ｓ，６８ ℃、２０ ｓ，１１ 个循环数；９４ ℃、１５ ｓ，
６０ ℃、１５ ｓ，７２ ℃、３０ ｓ，２８ 个循环数；７２ ℃、２ ｍｉｎ。
Ｒｏｓａ２６ｙｆｐ反应条件为 ９４ ℃、２ ｍｉｎ；９４ ℃、２０ ｓ，６５
℃、８０ ｓ，７２ ℃、１ ｍｉｎ；９４ ℃、３０ ｓ，６０ ℃、３０ ｓ，７２ ℃、
１ ｍｉｎ，３５ 个循环数；７２ ℃，２ ｍｉｎ。 配制 ２. ５％ 的琼

脂糖凝胶，待 ＰＣＲ 反应结束后，将得到的 ＰＣＲ 产物

点样置于 ２. ５％ 琼脂糖凝胶进行电泳，并用凝胶成

像仪进 行 拍 照 记 录。 将 ＰＣＲ 鉴 定 得 到 的 Ｔｎ⁃
ｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ Ｒｏｓａ２６ｙｆｐ小鼠及其同窝对照 Ｔｎｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ小

鼠与 Ｒｏｓａ２６ｙｆｐ小鼠留下，３ 周龄时分笼处理，８ 周龄

时即可用作实验。
１． ２． ２　 肝脏、脑、脾脏、肺泡、肾脏巨噬细胞的分离

　 ５００ μｌ ／只 １. ２％ 三溴乙醇（德国 Ｓｉｇｍａ），腹腔注

射麻醉小鼠。 小鼠麻醉后，乙醇消毒，并将小鼠固定

于解剖台，打开腹腔，轻轻拨动内脏，使小鼠肝门静

脉暴露，留置针穿刺肝门静脉，从肝门静脉依次灌注

含有 ０. ２５ ｍｍｏｌ ＥＤＴＡ、 ５ ｍｍｏｌ Ｄ⁃ｇｌｕｃｏｓｅ、 ０. ６６５
ｍｍｏｌ 肝素钠的 Ｉ 灌液 （ＮａＣｌ ０. １３７ μｍｏｌ、 ＮａＨ２ＰＯ４

· ２Ｈ２Ｏ ４３８. ２２６ μｍｏｌ、 Ｎａ２ＨＰＯ４. ７Ｈ２Ｏ ７５３. ７３３
μｍｏｌ、ＫＣｌ ５. ２９８ ｍｍｏｌ、Ｈｅｐｅｓ ９. ０５９ ｍｍｏｌ、ＮａＨＣＯ３

４. １９９ ｍｍｏｌ，ｐＨ ７. ３）；含有 ２０ Ｕ Ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ ＩＶ、０. ４
Ｕ 脱氧核糖核酸酶的Ⅱ灌液灌注结束后，用眼科镊

取下消化后的肝脏，放入含有 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基的

１００ ｍｍ 皿中，７０ μｍ 细胞筛网过滤，制成单细胞悬

液。 ４ ℃，５３ ｒ ／ ｍｉｎ 离心去除沉淀细胞，４ ℃，５３０ ｒ ／
ｍｉｎ 离心取沉淀细胞，加入 ２ ｍｌ ＯＰｔｉＰｒｅｐＴＭ， ＲＰＭＩ⁃
１６４０ 培养基定量至 ５ ｍｌ，与细胞沉淀混匀后，在上

层加入 ３ ｍｌ ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基；４ ℃，１ １６６ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 ２５ ｍｉｎ（升降速 ０），吸出中间层细胞， ４ ℃，５３０
ｒ ／ ｍｉｎ 离心取沉淀细胞，加入红细胞裂解液，１ ｍｉｎ
后加入 ＰＢＥ 终止红裂，４ ℃，５３０ ｒ ／ ｍｉｎ 离心取沉淀

细胞，加入流式 Ｓｔａｉｎ Ｂｕｆｆｅｒ 将沉淀细胞冲悬为单细

胞悬液。 取脑、肾脏、肺脏，用手术剪碎，加入Ⅱ灌注

液，３７ ℃体外消化 ４５ ｍｉｎ 后，７０ μｍ 细胞筛网过滤，
制成单细胞悬液；取脾脏用眼科镊轻轻撕扯，７０ μｍ
细胞筛网过滤；将获得的脾脏、肾脏、肺脏单细胞悬

液 ４ ℃、５３０ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 取沉淀细胞，红裂 ３
ｍｉｎ 后加入 ＰＢＥ 终止红裂，４ ℃，５３０ ｒ ／ ｍｉｎ 离心取

沉淀细胞，加入适量流式 Ｓｔａｉｎ Ｂｕｆｆｅｒ 将沉淀细胞冲

悬为单细胞悬液。 过滤后的脑组织单细胞悬液 ４
℃、６３６ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 取沉淀细胞，加入 ３７％
Ｐｅｒｃｏｌｌ 定量细胞沉淀至 ５ ｍｌ 并混匀，在混匀的细胞

沉淀下方加入 ５ ｍｌ ７０％ Ｐｅｒｃｏｌｌ，室温，６３６ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 ２５ ｍｉｎ（升降速 ０），吸出中间透明细胞层，４ ℃，
６３６ ｒ ／ ｍｉｎ 离心取沉淀细胞，加入红细胞裂解液，１
ｍｉｎ 后加入 ＰＢＥ 终止红裂，４ ℃，６３６ ｒ ／ ｍｉｎ 离心取

沉淀细胞，加入适量流式 Ｓｔａｉｎ Ｂｕｆｆｅｒ 将沉淀细胞冲

悬为单细胞悬液。
１． ２． ３　 标记流式抗体并进行流式细胞分析仪检测

　 取所获得各组织单细胞悬液各 １００ μｌ，并加入

１ μｌ Ｆｃ Ｂｌａｃｋ 封闭 ５ ｍｉｎ。 不同组织巨噬细胞标记

流式抗体： 肝脏巨噬细胞和肾脏巨噬细胞 ＣＤ４５
ＡＦ７００、 Ｌｙ６Ｃ Ｐｅｃｙ７、Ｆ４ ／ ８０ ＰＥ、ＣＤ６４ Ｂｖ４２１；脑小胶

质细胞和脾脏巨噬细胞 ＣＤ４５ ＡＦ７００、 Ｌｙ６Ｃ Ｂｖ４２１、
Ｆ４ ／ ８０ ＰＥ、 ＣＤ１１ｂ⁃Ｐｅｃｙ７； 肺 泡 巨 噬 细 胞 ＣＤ４５
ＡＦ７００、 ＣＤ１１ｃ Ｐｅｃｙ７、ＳｉｇｌｅｃＦ Ｂｖ４２１。 冰上避光标

记 ３０ ｍｉｎ 后，Ｓｔａｉｎ Ｂｕｆｆｅｒ 洗涤 ２ 次；向洗涤后的细

胞悬液中加入 ＤＡＰＩ 染料，冰上避光标记 ４５ ｍｉｎ 后，
Ｓｔａｉｎ Ｂｕｆｆｅｒ 洗涤后冲悬细胞沉淀。 流式检测 ＹＦＰ
标记组织巨噬细胞效率。
１． ３　 统计学处理　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ 进行数据

分析及图表的制作，计量数据采用 �ｘ ± ｓ 表示，组间

比较使用独立样本 ｔ 检验，Ｐ ＜ ０. ０５ 示差异有统计

学意义。

２　 结果

２． １　 实验组与对照组小鼠的基因型鉴定结果　 Ｔｎ⁃
ｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ小鼠与 Ｒｏｓａ２６ｙｆｐ小鼠交配获得的子代小鼠

共 ２０ 只，在子代小鼠 ２ 周龄时剪下鼠尾，提取基因

组 ＤＮＡ，经 ＰＣＲ 扩增和琼脂糖凝胶电泳后，鉴定出

Ｔｎｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ Ｒｏｓａ２６ｙｆｐ小鼠 ９ 只（２、３、４、５、７、１１、１２、
１６、１８），同窝对照小鼠 Ｔｎｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ 小鼠 ４ 只（８、９、
１７、２０），Ｒｏｓａ２６ｙｆｐ小鼠 ７ 只（１、６、１０、１３、１４、１５、１９）。
Ｔｎｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ琼脂糖凝胶电泳结果见图 １，已知 Ｔｎ⁃
ｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ ＰＣＲ 扩增条带分子量为 ２８５ ｂｐ；Ｒｏｓａ２６ｙｆｐ琼
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图 １　 Ｔｎｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ小鼠与 Ｒｏｓａ２６ｙｆｐ小鼠交配的子代小鼠 Ｔｎｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ基因 ＰＣＲ 琼脂糖凝胶结果

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ； １ ～ ２０：实验小鼠编号

图 ２　 Ｔｎｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ小鼠与 Ｒｏｓａ２６ｙｆｐ小鼠交配的子代小鼠 Ｒｏｓａ２６ｙｆｐ基因 ＰＣＲ 琼脂糖凝胶结果

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ； １ ～ ２０：实验小鼠编号

脂糖凝胶电泳结果见图 ２，已知 Ｒｏｓａ２６ｙｆｐ ＰＣＲ 扩增

Ｃｒｅ 介导的重组片段分子量为 ３２７ ｂｐ。
２． ２　 肝脏、脑、肾脏、脾脏、肺泡巨噬细胞流式分析

圈门策略　 流式细胞分析仪检测在肝脏、脑、肾脏、
脾脏、肺泡巨噬细胞中表达 ＹＦＰ 的情况。 首先根据

ＦＳＣ⁃Ａ 和 ＳＳＣ⁃Ａ 圈出细胞群，第 ２ 步根据 ＦＳＣ⁃Ｈ 和

ＦＳＣ⁃Ａ 去除细胞粘连体，第 ３ 步根据 ＤＡＰＩ 标记，去
除死细胞，由于巨噬细胞是免疫细胞，均表达 ＣＤ４５，
第 ４ 步圈出 ＣＤ４５ 阳性细胞群，接着根据不同组织

巨噬细胞特异性表达蛋白，圈出目的细胞群；肝脏巨

噬细胞、脑小胶质细胞、肾脏巨噬细胞、脾脏巨噬细

胞在 ＣＤ４５ 阳性细胞群的基础上，圈出 Ｌｙ６Ｃ 阴性细

胞群， 去除单核细胞干扰， 再分别圈出 Ｆ４ ／ ８０ ＋

ＣＤ６４ ＋ 的肝脏巨噬细胞（图 ３Ａ）、Ｆ４ ／ ８０ ｉｎｔＣＤ１１ｂ ＋ 的

脑小胶质细胞（图 ３Ｂ）、Ｆ４ ／ ８０ ＋ ＣＤ６４ ＋ 的肾脏巨噬

细胞（图 ３Ｃ）、Ｆ４ ／ ８０ ＋ ＣＤ１１ｂｌｏｗ的脾脏巨噬细胞（图
３Ｄ）；肺泡巨噬细胞在第 ４ 步的基础上，根据其特异

性高表达 ＳｉｇｌｅｃＦ 和 ＣＤ１１ｃ，圈出 ＳｉｇｌｅｃＦ ＋ ＣＤ１１ｃ ＋ 的

肺泡巨噬细胞（见图 ３Ｅ）。 圈出组织巨噬后，检测

ＹＦＰ 表达情况。
２． ３　 Ｔｎｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ介导荧光素蛋白 ＹＦＰ 标记组织巨

噬细胞效率　 对分离的组织单细胞悬液进行流式分

析后，计算 Ｔｎｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ Ｒｏｓａ２６ｙｆｐ 小鼠及其对照 Ｔｎ⁃
ｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ和 Ｒｏｓａ２６ｙｆｐ小鼠肝脏、脑、肾脏、脾脏、肺泡

巨噬细胞中表达 ＹＦＰ 的比例， 发现对照组 Ｔｎ⁃
ｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ小鼠和 Ｒｏｓａ２６ｙｆｐ 小鼠的脑小胶质细胞、肾

脏、肝脏、脾脏、肺泡巨噬细胞均不表达 ＹＦＰ，但在实

验组 Ｔｎｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ Ｒｏｓａ２６ｙｆｐ小鼠中，脑小胶质细胞表

达 ＹＦＰ 为（９１. ２７ ± ３. ７０）％ （图 ４Ａ）；肾脏巨噬细胞

表达 ＹＦＰ 为（８６. ００ ± ７. ０２）％ （图 ４Ｂ）；肝脏巨噬细

胞表达 ＹＦＰ 为（６３. ６０ ± １０. ３５）％ （图 ４Ｃ）；脾脏巨

噬细胞表达 ＹＦＰ 为（６９. ６６ ± １０. ２２）％ （图 ４Ｄ）；肺
泡巨噬细胞表达 ＹＦＰ 为 （３２. ７６ ± １３. ３５ ）％ （图

４Ｅ）。 这说明 Ｔｎｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ介导 ＹＦＰ 对脑小胶质细胞

具有较高的标记效率，而对肝脏、肾脏、脾脏、肺泡巨

噬细胞的标记效率低。

３　 讨论

　 　 Ｃｒｅ ／ Ｌｏｘｐ 系统生成的小鼠可提供组织或器官

中细胞的信息，是了解组织发育、探索调节细胞命运

的机制和疾病发生发展的强有力工具［４］。 巨噬细

胞是机体免疫系统的重要组成部分，不同组织巨噬

细胞对于维持机体稳态发挥着不同的作用。 例如，
肝脏巨噬细胞通过清除病原体，维持机体免疫细胞

稳态［５］；肺泡巨噬细胞通过清除肺泡表面活性物

质，维持肺脏的功能稳态［６］；脾脏红髓巨噬细胞通

过吞噬清除衰老的红细胞，维持脾脏功能稳态［７］；
小胶质细胞清除凋亡神经元、介导中枢神经系统损

伤和疾病的内源性免疫反应，从而调节神经元数量、
发挥神经保护或神经毒作用［８］。 因此，探究组织巨

噬细胞的发育、稳态维持具有重要的意义。
　 　 已有用于研究巨噬细胞的Ｃｒｅ ／ Ｌｏｘｐ工具鼠大
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图 ３　 肝脏、脑、肾脏、脾脏、肺泡巨噬细胞流式分析圈门策略

Ａ：肝脏巨噬细胞；Ｂ：脑小胶质细胞；Ｃ：肾脏巨噬细胞；Ｄ：脾脏巨噬细胞；Ｅ：肺泡巨噬细胞

图 ４　 Ｔｎｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ介导荧光素蛋白 ＹＦＰ 标记组织巨噬细胞效率

　 　 Ａ：脑小胶质细胞；Ｂ：肾脏巨噬细胞；Ｃ：肝脏巨噬细胞；Ｄ：脾脏巨噬细

胞；Ｅ：肺泡巨噬细胞；与 Ｔｎｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ ／ Ｒｏｓａ２６ｙｆｐ比较：∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １
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都存在一定的缺陷。 例如 Ｖａｖ１Ｃｒｅ 小鼠存在敲除范

围过于广泛的问题，不仅能够敲除巨噬细胞、粒细

胞、单核细胞等免疫细胞，还可以敲除部分内皮细

胞［９］；Ｌｙｚ２Ｃｒｅ小鼠不仅可以实现肺泡巨噬细胞等组

织巨噬细胞的敲除［１０］，还可以敲除粒细胞、单核细

胞及部分树突状细胞，并且其重组效率不稳定，对脑

小胶质细胞的敲除效率很低［１１ － １２］。 本研究中，发现

Ｔｎｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ介导 ＹＦＰ 可以有效标记脑小胶质细胞，
在不同组织巨噬细胞中，Ｔｎｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ介导 ＹＦＰ 标记

的效率不同可能是因为在不同组织巨噬细胞中 Ｔｎ⁃
ｆｒｓｆ１１ａ 的表达丰度不同导致的。
　 　 Ｔｎｆｒｓｆ１１ａ 基因编码的蛋白是 ＴＮＦ 受体超家族

成员 １１ａ，胚胎 １０. ２５ ｄ 时即在小鼠巨噬细胞前体细

胞中表达。 鉴于 Ｒｏｓａ２６ 基因表达的普遍性，本研究

构建了 Ｒｏｓａ２６ 靶向载体，插入 Ｌｏｘｐ⁃Ｓｔｏｐ⁃Ｌｏｘｐ⁃ＹＦＰ
序列。 将 Ｔｎｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ小鼠与 Ｒｏｓａ２６ｙｆｐ小鼠交配，获
得的 Ｔｎｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ Ｒｏｓａ２６ｙｆｐ小鼠表达 Ｔｎｆｒｓｆ１１ａ 的细胞

即表达 Ｃｒｅ 酶，Ｃｒｅ 酶可以识别 Ｓｔｏｐ 位点两端的

Ｌｏｘｐ 位点，并进行切割，切割后表达的 Ｒｏｓａ２６ 基因

的细胞同时表达 ＹＦＰ 蛋白，发出黄色荧光。 研究证

明 Ｔｎｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ 介导 ＹＦＰ 对于脑小胶质细胞具有

９０％以上的标记效率，而对肝脏、脾脏、肺泡巨噬细

胞 的 标 记 效 率 分 别 只 有 ６３. ６０％ 、 ６９. ６６％ 、
３２. ７６％ ，用来做这些巨噬细胞的报告基因小鼠是远

远不够的。 因此，Ｔｎｆｒｓｆ１１ａＣｒｅ小鼠可以用做研究脑

小胶质细胞发育分化、稳态维持及功能的工具鼠。
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