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高分利器｜当单细胞测序遇到基因修饰小鼠……

有了单细胞测序数据，如何出其不意，发表高水平文章，冲击CNS，走上人生巅峰呢？用好基因修饰小鼠是您的不二选择。

自2013年单细胞测序技术被Nature Methods杂志评为年度技术之后，已有数百篇CNS因此发表，单单在今年10
月份就有至少48篇9分以上的文章见刊，这样的“得分”成就，不得不让人心动。

单细胞测序技术主要解决的问题是细胞异质性的问题，其优势在于能够避免Bulk样本的均质化掩盖单细胞的
异质性。这类文章的研究思路一般是单细胞测序后获得数据，通过细胞注释，识别每一个细胞的特征，包括
细胞类型、功能状态等，后续进行细胞群功能、基因功能、调控网络、发育时序等分析，乃至寻找新的临床
标志物和治疗靶点。

然而单细胞测序文章“井喷”的现在，仅仅是测序后进行细胞注释、绘制图谱这样的内容只能发表5分左右
的文章，在更高水平的文章中，细胞注释图基本只能作为文章中的Fig.1（图1）出现。有时甚至遇到刚拿到
测序数据，别人同主题文章已经online的情况。
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图1 小鼠肾脏细胞注释图谱示例

那有了单细胞测序数据，如何出其不意，发表高水平文章，冲击CNS，走上人生巅峰呢？用好基因修饰小鼠是您
的不二选择。

所谓基因修饰小鼠是指目的基因被编辑后的小鼠模型，可以达到针对目的基因敲除，过表达，人源化，或敲
入修饰元件的目的，因此可以用于对基因功能和细胞群生理作用的进一步探究。

综合多篇已发表高水平文章，不难发现，通过单细胞测序可以获得新的细胞群及其特异的marker基因，接
下来，一方面可以利用基于基因修饰技术的谱系示踪小鼠在体内系统中实现对新细胞群的跟踪分析（即细胞
谱系示踪研究方向）；另一方面，也可以通过基因修饰技术构建条件性基因敲除或条件性细胞剔除小鼠进行
功能研究（即基因或细胞功能研究方向）。
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以下，将用4个案例（两个方向）来具体说明如何利用基因修饰小鼠来延续单细胞测序课题，希望能给大家
带来一点启发。

01细胞谱系示踪研究方向

案例1

【标题】单细胞转录组鉴定了前列腺远端内凹尖端一种独特的管腔祖细胞类型

【期刊】Nature Genetics（IF=27）

【时间】2020-8-17

寻找去势抵抗性前列腺干细胞的研究一直是前列腺研究领域悬而未决的重要科学问题。本文的研究人员通过
单细胞转录组测序，发现了三群新的前列腺管腔细胞（Luminal-A、Luminal-B和Luminal-C），分析发
现Luminal-C细胞具有前列腺干细胞的潜能，并特异表达Tacstd2、Ck4和Psca。

为了在体内观察这群细胞的分布及特性，研究人员构建了两种Luminal-C细胞特异的谱系示踪小鼠（ Ck4CreERT2/+

; Rosa26tdTomato/+ 和 PscaCreERT2/+; Rosa26EYFP/+ )（南模生物提供），进一步确认了Luminal-C细胞的定位和分布。
本文建立的谱系示踪小鼠即是在marker基因启动子下表达CreERT重组酶，并与含有flox-stop小鼠交配，
在Tamoxifen诱导重组后获得特异性表达荧光的小鼠。
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图2 Ck4-Cre鼠的构建和诱导

接着研究人员通过诱导前列腺组织再生，追踪Luminal-C细胞参与的生理活动，发现Luminal-C细胞通过自我更
新和分化成Luminal-A和Luminal-B细胞的机制促进前列腺组织的损伤修复。这些实验证明了这群Luminal-C细
胞是前列腺的成体干细胞。

图3 Luminal-C细胞参与前列腺组织的损伤修复和癌变

案例2

【标题】通过Ms4a3表达追踪单核细胞谱系演变

【期刊】Cell（IF=36.2）

【时间】2019-9-5

长期以来国际免疫学界关于单核-巨噬细胞来源和更新的不同学说有着较多的争议，文章通过单核细胞前体特异
性的遗传学谱系示踪模型，揭示了单核细胞（monocyte）在骨髓中的发育过程以及成体组织巨噬细胞（Tissue-
residentmacrophage）的更新过程。

研究人员首先利用单细胞测序技术分析了骨髓中单核细胞和树突状细胞前体，发现了在单核细胞前体中特异性表
达的基因Ms4a3。研究人员构建了Ms4a3TdT，Ms4a3Cre和Ms4a3CreERT2小鼠（南模生物提供），通过流式分析表
达tdTomato的细胞是否表达血系其他类别细胞的标志物，追踪Ms4a3+细胞的时空变化。

在此使用了3种常规的细胞标记方法，第一种是直接将荧光蛋白偶联在Ms4a3蛋白上，示踪内源性蛋白，另两种
基于Cre-loxP系统，在于带有荧光蛋白的flox鼠交配后获得表达荧光的蛋白的Ms4a3+细胞，其中CreERT2小鼠可
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以实现在特定时间产生荧光蛋白。

图4 Ms4a3TdT，Ms4a3Cre和Ms4a3CreERT2小鼠的构建

该模型成为阐释单核-巨噬细胞发育的关键工具。通过这些遗传学示踪模型，研究人员详细阐释了单核细胞
在骨髓中的发育过程。在骨髓中单核细胞可以通过“1）CMP→GMP→cMoP→单核细
胞；2）CMP→MDP→单核细胞”这两条途径产生。
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图5 Ms4a3可作为单核细胞和粒细胞的谱系示踪marker基因

02 基因或细胞功能研究方向

案例3

【标题】补体信号决定B细胞在化疗诱导免疫中的相反作用

【期刊】Cell（IF=36.2）

【时间】2020-3-19
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在该研究中，作者分别收集了乳腺癌患者接受新辅助化疗前后的肿瘤组织，从4例配对的化疗前后临床标本中，
分别分离出总共998和1499个肿瘤浸润B细胞进行单细胞测序。进一步通过流式分析在另外的79对标本中进行验
证。发现在化疗前肿瘤浸润B细胞以IL-10+的细胞为主，化疗后治疗效果好的病人IL-10+肿瘤浸润B细胞明显减少，
取而代之的是一群以ICOSL+CR2highIL-10-CD20+CD38+CD27+IgA-IgD-为特征的B细胞亚群。

进一步对细胞亚群进行研究，发现肿瘤浸润ICOSL+B细胞的数目与化疗反应性正相关，这群ICOSL+B细胞比
起ICOSL-B细胞更倾向于定位在化疗后形成的三级淋巴样结构中，并且与T细胞直接接触。

既往研究发现肿瘤中ICOSL主要由髓系细胞表达，另一方面滤泡树突状细胞也表达CR2，如何特异检测ICOSL
和CR2在B细胞的作用呢？因此，作者构建了ICOSL-flox 和CR2-flox 小鼠（南模生物提供），通过与CD19-Cre
工具鼠杂交，特异敲除B细胞的ICOSL和CR2。利用该模型，作者发现肿瘤细胞在化疗药物处理后，表面外翻的磷
脂酰丝氨酸（Phosphatidylserine，PS）能够引发补体C3活化进而通过CR2激活B细胞，使得B细胞表达ICOSL，
诱导CD4+和CD8+T细胞分别向辅助T细胞（Th1）及细胞毒性T细胞（CTL）分化，从而促进抗肿瘤免疫。
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图6 ICOSL+B细胞促进抗肿瘤免疫

案例4

【标题】Sca1+动脉血管干细胞产生新生平滑肌用于动脉修复和再生

【期刊】Cell Stem Cell（IF=20）

【时间】2020-3-19
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长久以来，对于成体哺乳动物体内是否存在Sca1+血管平滑肌干细胞及其在损伤中的作用，一直没有出现直接的
验证文章。在本项研究中，研究人员首先将获得的小鼠股动脉细胞利用单细胞转录组测序，分析发现Sca1主要表
达在血管的内皮细胞、血管外基质细胞和脂肪细胞等部位。接着研究人员利用Sca1-CreER谱系示踪系统，通过
免疫荧光染色和流式分析，发现在股动脉中Sca1主要标记血管中的部分内皮细胞，血管外侧的PDGFRa
和PDGFRb基质细胞以及少量的脂肪细胞，不标记血管平滑肌细胞。

图7 研究人员构建的细胞谱系示踪小鼠、条件性细胞剔除小鼠和条件性基因敲除小鼠

那Sca1+细胞是否能分化为平滑肌细胞呢？研究人员构建了两种血管损失小鼠模型，发现在严重损伤的情况下，
利用Sca1-CreER谱系示踪系统可以检测到Sca1+细胞转分化为成熟的（SMA+SM22+SM-MHC+CNN1+）平滑肌细
胞。由于血管中的Sca1标记了多种细胞，科研人员利用多种Cre和Dre示踪小鼠，发现严重血管损伤模型中Sca1+

PDGFRa+细胞是可以转分化为平滑肌细胞，而其它类型细胞不可以。
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最后，研究人员建立了R26-DTR小鼠和YAPfl/fl小鼠发现，在特异性剔除Scal+细胞后，或者敲除Scal+细胞中
的YAP基因，都会减少分化的平滑肌细胞。这项研究证明Sca1+PDGFRa+细胞具有转分化潜能，同时阐明YAP基
因在转分化中起到了重要的作用，为血管损伤重塑研究提供了新的研究方向及理论基础。

综上所述，单细胞测序技术是为了在更高分辨率的细胞水平上的研究，归根到底仍然是需要聚焦到一个marker
基因，或者是表达这个marker基因的细胞群上，而通过基因修饰小鼠，可以更加清楚和真实的记录细胞和基因
在体内的特征和功能，高分文章也就手到擒来。

对于生信分析小白来说，寻找marker基因的过程，不甚友好，在此推荐两个数据库，Mouse cell atlas
和Sc2disease。Mouse cell atlas是浙大郭国冀团队对小鼠近50种器官组织的40余万个单细胞进行了系统
性的单细胞转录组分析制作而成的小鼠细胞图谱，而SC2disease是西北工业大学彭佳杰教授课题组开发建
立的，包含目前已检测的22种疾病的单细胞转录组数据，在这两个网站上直接搜索感兴趣的组织、器官、
疾病，可以轻松get特定细胞群的marker基因。

网址如下：

http://bis.zju.edu.cn/MCA/index.html

http://easybioai.com/sc2disease/

图8 Mouse cell atlas(左)和Sc2disease（右）数据库数据示例

南模生物具有成熟的基因修饰小鼠制备平台，欢迎大家前来定制你的专属基因修饰小鼠，并可提供超过200种自
主产权Cre及荧光工具鼠和500余种自主产权成品Flox小鼠，有效缩短您的实验周期。
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