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小胶质细胞 Stat3 基因条件性敲除小鼠的构建及鉴定
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［摘要］ 目的·基于 Cre-Loxp系统构建小胶质细胞 Stat3基因条件性敲除小鼠并验证其敲除效率。方法·将 Cx3cr1creERT2与

Stat3fl/fl基因型小鼠多代交配繁育，直到获得足够数量的 Stat3fl/fl; Cx3cr1creERT2基因型小鼠，即条件敲除小鼠 （conditional 

knockout，CKO）；同窝 Stat3 fl/fl基因型小鼠，即对照小鼠（wild type，WT）。利用小鼠组织提取DNA后通过聚合酶链式反

应（polymerase chain reaction，PCR），结合特异性引物分别扩增的结果来判断小鼠基因型。在CKO及WT 小鼠 6周龄时通

过腹腔注射他莫昔芬诱导小胶质细胞中 Stat3基因的敲除；2周后，随机选取CKO小鼠（n=4）及WT 小鼠（n=4），利用磁

珠分选法（magnetic activated cell sorting，MACS）分选出小胶质细胞后通过实时荧光定量 PCR （real-time PCR，RT-PCR）

技术从基因水平检测基因敲除效率；通过脑组织切片免疫荧光染色标记小胶质细胞和STAT3蛋白观察小胶质细胞中STAT3

的表达情况；利用流式细胞术分别检测 STAT3在小胶质细胞及脾巨噬细胞中的变化。通过尼氏染色检测神经元细胞的情

况；通过脑组织切片荧光染色标记小胶质细胞，观察皮层和海马区域小胶质细胞的情况；通过流式细胞术检测小胶质细胞

表型。结果·成功繁育出CKO小鼠和WT小鼠。MACS后脑细胞中小胶质细胞的占比从 10%提升到 85%。RT-PCR结果显

示，相对于WT小鼠，CKO小鼠小胶质细胞中 Stat3的mRNA相对表达量为 0.331 7±0.041 4，mRNA水平下调（P=0.001）。

脑组织免疫荧光染色结果显示，CKO 小鼠小胶质细胞中 STAT3 蛋白的荧光强度较 WT 小鼠弱。脑组织流式细胞术显示：

WT 小鼠小胶质细胞中 STAT3 的阳性细胞占比为 （85.30±5.69） %；CKO 小鼠小胶质细胞中 STAT3 的阳性细胞占比为

（39.70±3.88） %，STAT3表达率下降（P=0.001）。脾组织流式细胞术显示，CKO小鼠与WT小鼠脾巨噬细胞中STAT3的阳

性细胞占比的差异无统计学意义（P>0.05）。尼氏染色显示，CKO小鼠与WT小鼠神经元细胞无显著差异。脑组织切片荧光

染色结果显示，CKO小鼠与WT小鼠的小胶质细胞在形态上无明显差异。小胶质细胞流式细胞术显示CKO小鼠与WT小鼠小

胶质细胞表型无显著差别。结论·成功构建小胶质细胞Stat3基因条件性敲除小鼠，为后续相关研究提供动物模型。
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[Abstract] Objective·To construct mice with conditional knockout of Stat3 gene in microglia based on the Cre-Loxp system and 

validate their knockout efficiency. Methods·Cx3cr1creERT2 and Stat3fl/fl genotypic mice were bred for conditional knockout mice 

(CKO) and Wild Type mice (WT). The mouse genotypes were determined by extracting DNA from mouse tissues through 

Polymerase Chain Reaction (PCR) combined with the amplification results of cre and flox primers. Stat3 knockdown was induced 

by intraperitoneal injection of tamoxifen in the CKO and WT mice at 6 weeks of age. The CKO mice (n=4) and WT mice (n=4) 

were randomly selected for the detection. After two weeks of observation, microglia cells were sorted out by Magnetic Activated 

Cell Sorting (MACS). Real-time PCR (RT-PCR) was used to detect gene knockout efficiency at the gene level. The expression of 

STAT3 in microglia was observed by brain immunofluorescence staining. The expression rate of STAT3 in microglia was detected 
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by flow cytometry. The expression rate of STAT3 in macrophages of the spleen was detected by flow cytometry. The condition of 
neuronal cells was examined by Nissl staining. The condition of the microglia in the cortex and hippocampus was observed by brain 
immunofluorescence staining. The phenotype of the microglia was detected by flow cytometry. Results·The CKO mice and WT 
mice were successfully bred. MACS boosted the proportion of microglia in brain cells from 10% to 85%. RT-PCR results showed 
that mRNA levels of Stat3 were down-regulated in microglia of CKO mice, compared with the WT mice (P=0.001). The relative 
mRNA expression of Stat3 in microglia of the CKO mice was 0.331 7±0.041 4. Immunofluorescence staining of brain tissues 
showed that the fluorescence intensity of STAT3 in microglia of the CKO mice was weaker than that of the WT mice. Flow 
cytometry of brain tissues showed that the STAT3-positive cells in microglia of the WT mice was (85.30±5.69)% and the CKO mice 
was (39.70±3.88)%. STAT3 expression was decreased in microglia of the CKO mice (P=0.001). Flow cytometry of spleen tissues 
showed that there was no statistical difference in the percentage of STAT3-positive cells in splenic macrophages between the CKO 
and WT mice (P>0.05). Nissl staining showed that there were no significant differences between the neuronal cells of the CKO mice 
and WT mice. Immunofluorescencestaining of brain tissues showed that there was no significant difference in the shape of microglia 
between the CKO mice and WT mice. Flow cytometry showed that the phenotype of microglia in the CKO mice was not remarkably 
different from that of the WT mice. Conclusion·We successfully construct the STAT3 gene conditional knockout mice from 
microglia, which provides the foundation for subsequent related studies.
[Key words] microglia; signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3); tamoxifen; mice; Cre recombinase

在先天免疫细胞中，小胶质细胞是神经炎症的

主要参与者［1］。小胶质细胞是中枢神经系统中的巨

噬细胞，占中枢神经系统细胞总数的 10%，参与神

经元的发生及可塑性过程，并在脑组织受到损害时

充当第一道防线［2］。小胶质细胞可以感知炎症、细

菌病毒、毒素或受损细胞的存在，能够产生抗炎因

子，清除细菌、病毒和受损细胞，维持神经中枢系

统的正常运作，确保神经元行使正常功能［3］。虽然

轻度激活的小胶质细胞可以清除细胞碎片和受损的

神经元，启动细胞的免疫功能，对大脑有保护作用，

但当小胶质细胞在过度激活状态时，也会大量释放

促炎和细胞毒性因子加剧脑内炎症的发生发展；同

时伴随吞噬能力的下降，使整个大脑处于过度炎症

状态，进一步加剧神经元的凋亡［4-5］。因此维持小

胶质细胞的正常生理功能以及进一步了解其作用原

理是非常重要的。由于小鼠和人类之间遗传和病理

生理学的相似性，可利用基因工程小鼠模型深入了

解小胶质细胞在与神经炎症相关的疾病发展过程中

作用的分子和细胞机制［6］。

信号转导和转录激活因子 3 （signal transducer 

and activator of transcription 3，STAT3） 是细胞质转

录因子家族成员之一，是参与大脑炎症反应病理过程

的重要分子，可介导多种细胞内信号通路，也参与神

经再生分化、血管生成、维持能量平衡等多项生理活

动［7-8］。STAT3 是炎症基因表达的重要调节因子，已

被证明其在小胶质细胞对各种刺激的反应中起重要调

节作用，并介导小胶质细胞对中枢神经系统损伤的促

炎反应［9］。目前，基于 STAT3 信号深入探讨小胶质

细胞作用的研究较少。

Cre-loxP 介导的重组系统作为一种强大的基因编

辑工具，已广泛应用于基因研究中［10］。Cre重组酶特

异性识别 loxP位点，并根据 2个 loxP位点相对位置的

不同，可使其位点间的 DNA 序列倒位、丢失、易

位［11］。由于 Cre-loxP 系统的高效性和强特异性，如

今已广泛用于基因方面的研究，诱导型Cre-loxP系统

还可在时间和空间上对基因进行编辑。诱导型 Cre-

loxP系统是对Cre进行改造而成，只有当人工合成的

激素分子与其结合时，Cre才能进入胞核内介导基因

重组。他莫昔芬诱导的Cre系统是目前应用最广泛的

诱导型Cre［12］。

目前在炎症中关于 STAT3 机制的研究大多采用

体内抑制剂药物注射等方法，无法排除全身细胞的相

互影响；而基因条件性敲除小鼠在理想情况下可在特

定类型细胞中实现基因敲除，为生物学机制的深入研

究提供更为准确可靠的证据。由于目前尚无相关小鼠

模型，故为探究 STAT3 信号与小胶质细胞的作用，

本研究拟构建小胶质细胞 Stat3基因条件性敲除小鼠，

为进一步深入研究提供动物模型。

1　材料与方法

1.1　实验动物

Stat3fl/fl 雄 性 小 鼠 购 于 美 国 杰 克 逊 实 验 室 ，

Cx3cr1 creERT2雌性小鼠由上海交通大学基础医学院虞

志华教授惠赠，基因小鼠背景均为C57BL/6。所有实

验用小鼠均饲养在上海交通大学医学院附属第九人民

医院 SPF 级动物房中，12 h 光暗交替，温度 25 ℃± 

2 ℃，允许其自由进食和饮水。
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1.2　主要实验试剂

DEPC 处理水 ［B501005-0100，生工生物工程

（上海） 股份有限公司；中国］；MicroElute Total 

RNA kit （R6831-01，Omega Bio-Tek 公司；美国）；

PerCP -Cy5.5 Anti CD11b 抗体 （550993，BD 公司；

美国）；APC -Cy7 Anti CD45 抗体 （557659，BD 公

司；美国）；APC Anti F4/80 抗体 （566787，BD 公

司；美国）；APC Anti-CD86 抗体 （558703，BD 公

司；美国）；PE-Cy7 Anti-CD206 抗体 （25-2061-82，

BD公司；美国）。

1.3　小鼠的繁育

以 Stat3fl/fl与 Cx3cr1 creERT2 基因型的小鼠为 F0 代，

杂交获得 Stat3fl/+ ; Cx3cr1 creERT2 为 F1 代。F1 代自交，

获得 Stat3fl/fl; Cx3cr1 creERT2为 F2 代。F2 代与 Stat3fl/fl交

配 ， 最 终 同 时 获 得 数 量 相 近 的 条 件 敲 除 小 鼠

（conditional knockout，CKO）、对照小鼠（wild type，

WT）仔鼠为F3代，进行后续实验。

1.4　小鼠基因型鉴定

小鼠 3周龄时利用剪脚趾标号，将所剪脚趾置于

1.5 mL 的 EP 管中，加入裂解液，置于 55 ℃烘箱过

夜，第二天取出待其温度到室温后 16 200×g 离心

3 min，吸出上清至新 1.5 mL的EP管，加入等量异丙

醇，颠倒混匀，16 200× g 离心 3min，弃上清，加

2 倍体积 70% 乙醇，涡旋后，16 200×g 离心 3 min，

弃上清，ddH2O溶解后 4 ℃保存待用。采用 20 μL扩

增体系，2×PCR Mix 10 μL，上下游引物各 1 μL，样

品 2 μL，ddH2O 补足到 20 μL。引物序列如表 1。配

置好扩增体系后，置于 PCR 反应仪中，开启反应扩

增程序，结束后配置 2%琼脂糖凝胶电泳。凝胶成像

仪成像后判定基因型。

1.5　基因诱导敲除

1.5.1　他莫昔芬配置　称取他莫昔芬粉末加入玉米

油中，配置成 20 mg/mL，37 ℃避光摇晃至其充分溶

解后，置于4 ℃保存备用。

1.5.2　体内给药　小鼠 6周龄时腹腔注射他莫昔芬玉

米油溶液，每只小鼠注射剂量为0.1 mL，间隔24 h给

药，连续给药 5 d，2周后分别随机选取 4只WT小鼠

及4只CKO小鼠进行基因敲除效率的验证。

1.6　基因敲除效率验证

1.6.1　组织切片免疫荧光　小鼠冰上灌注后取脑置

于 4% 多聚甲醛（PFA），4 ℃固定 48 h，20% 和 30%

蔗糖梯度脱水，冰冻切片包埋剂（OCT）包埋后制备

冰冻切片，磷酸盐缓冲液 （PBS） 清洗后封闭，

STAT3 和离子钙接头蛋白 （IBA1） 一抗共同 4 ℃孵

育过夜，PBS 清洗后，37 ℃避光孵育辣根过氧化物

酶标记的二抗 30 min，PBS 清洗后，滴加含 4′, 6-二

脒基-2-苯基吲哚（DAPI）的荧光防淬灭封片剂后封

片，荧光显微镜下拍照。

1.6.2　免疫磁珠分选法（magnetic activated cell sorting，

MACS）提取小胶质细胞　脑组织灌流后取出剪碎，消

化后过70目筛网，4 ℃离心后用30% percoll重悬沉淀，

去除最上层髓鞘及上层液体，PBS清洗细胞沉淀，用

100 μL胎牛血清（FBS）重悬得脑组织单细胞悬液。显

微镜下细胞计数，每107个细胞重悬于90 μL FBS，加

10 μL CD11b磁珠，4 ℃避光孵育15 min，PBS清洗后

过柱，得到小胶质细胞。

1.6.3　 实 时 定 量 PCR 检 测　 取 CKO、 WT 小 鼠

MACS 后的细胞，采用离心柱式提取 RNA。超微量

核酸蛋白检测仪测定 RNA 浓度，Takara 反转录试剂

盒反转为 cDNA。采用 10 μL 反应体系，加入 SYBR 

5 μL，上下游引物各 0.5 μL， cDNA 模板 1 μL，

ddH2O 3 μL，每个样品 3 个复孔，点板后离心混匀，

放入罗氏荧光定量 PCR 仪开启程序，结束后采用

GraphPad Prism 9.0对结果进行分析。

1.6.4　流式细胞术检测　取他莫昔芬诱导后小鼠，

制备脑细胞悬液及脾细胞悬液，100 μL PBS重悬 106

个细胞于流式管中，加入 PerCP Cy5.5-CD11b和 APC 

Cy7-CD45流式抗体标记小胶质细胞；加入APC Cy7-

CD45 和 APC-F4/80 流式抗体标记脾巨噬细胞，4 ℃

避光孵育 30 min，PBS清洗；固定破膜后，加入 PE-

Stat3 流式抗体检测 STAT3 的表达，4 ℃避光孵育

30 min，PBS清洗，流式细胞仪检测STAT3的表达。

表1　PCR 引物序列

Tab 1　Primer sequence for PCR

Primer

Cx3cr1

Stat3

Sequence (5'→3')

AAGACTCACGTGGACCTGCT

CGGTTATTCAACTTGCACCA

AGGATGTTGACTTCCGAGTTG

TTGACCTGTGCTCCTACAAAA

CCCTAGATTAGGCCAGCACA

Primer Type

Common forward

Mutant reverse

Wild type reverse

Forward A

Reverse A
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1.7　脑内神经元和小胶质细胞检测

1.7.1　尼氏染色检测脑内神经元细胞　小鼠经生理

盐水灌注后用 4% PFA 灌注，取脑置于 4% PFA 中固

定 24 h，石蜡包埋后切片，脱蜡至 95%乙醇，入牢固

蓝染色液，室温过夜后 95% 乙醇洗去多余染色液，

蒸馏水冲洗，入分化液分色 15 s，入 70% 乙醇分色

30 s，水洗，95% 乙醇、100% 乙醇依次脱水，二甲

苯透明，中性树胶封固后，显微镜下拍照。

1.7.2　免疫荧光观察小胶质细胞　各组选取截面相近

的大脑冰冻切片，PBS 清洗后封闭，IBA1 一抗共同

4 ℃孵育过夜，PBS清洗后，37 ℃避光孵育辣根过氧

化物酶标记的二抗30 min，PBS清洗后，滴加含DAPI

的荧光防淬灭封片剂后封片，荧光显微镜下拍照。

1.7.3　流式细胞术检测小胶质细胞分型　利用 CKO

小鼠和 WT 小鼠制备脑细胞悬液，100 μL PBS 重悬

106 个细胞于流式管中，加入 PerCP Cy5.5-CD11b 和

APC Cy7-CD45流式抗体标记小胶质细胞，4 ℃避光

孵育 30 min，PBS 清洗，固定破膜后，加入 APC-

CD86流式抗体检测M1型小胶质细胞，加入 PE Cy7-

CD206流式抗体检测 M2型小胶质细胞，4 ℃避光孵

育30 min，PBS清洗，流式细胞仪检测。

1.8　统计学分析

用 GraphPad Prism 9.0 软件进行统计学分析。实

验数据用 x±s 表示，组间比较采用 t 检验，P<0.05 表

示差异有统计学意义。

2　结果

2.1　小鼠模型的构建

CKO 小鼠的繁育如图 1 所示。F0 代 Stat3fl/fl 与

Cx3cr1 creERT2基因型的小鼠杂交，成功获得基因型为

Stat3fl/+; Cx3cr1 creERT2的F1代。F1自交，成功获得足够

数量基因型为Stat3fl/fl; Cx3cr1 creERT2的F2代。后继续与

Stat3fl/fl交配，最终可成功同时获得数量相近的 Stat3fl/fl; 

Cx3cr1 creERT2 （CKO）、Stat3fl/fl （WT）实验鼠。

2.2　小鼠的基因型鉴定

提取小鼠DNA进行基因型鉴定，鉴定结果如下。

特异性引物凝胶电泳后基因型对应条带大小如表 2。

结 合 图 2A、 B 可 知 ， 1、 2、 4、 5、 6 基 因 型 为

Stat3fl/+; Cx3cr1 creERT2，为F1代实验鼠；结合图 2C、D

可知，2、5、11基因型为 Stat3fl/fl; Cx3cr1 creERT2，为F2

代实验鼠；结合图 2E、F可知，F3代 2、5号为CKO

鼠，1、3、4、6、7、8号为WT小鼠。

loxp loxp

Stat3

loxp loxp

Stat3

CreERT2 

CreERT2 

A B

loxp

loxp

Cx3cr1
creERT2

Stat3
f1/f1

Stat3
f1/+；Cx3cr1creERT2

Stat3
f1/f1；Cx3cr1creERT2

Stat3
f1/f1；Cx3cr1creERT2

Stat3
f1/f1

Stat3
f1/f1

F0

F1

F2

F3

Note：A. Schematic diagram of mice breeding. B. Schematic diagram of Stat3 gene knockdown.

图 1　小鼠模型构建示意
Fig 1　Schematic diagram of the construction of mice

表2　基因型对应的特异性引物条带

Tab 2　Location of genotype-specific primer bands

Primer

Cx3cr1

Stat3

Genotype

WT

Cx3cr1creERT2

Stat3fl/+

Stat3fl/fl

Location

695 bp

300 bp; 695 bp

146 bp; 187 bp

187 bp
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2.3　他莫昔芬诱导后小胶质细胞STAT3变化情况

2.3.1　CKO 小鼠小胶质细胞 Stat3 mRNA 表达变

化　WT 与 CKO 组小鼠腹腔注射他莫昔芬后，利

用 MACS 提取小胶质细胞，利用流式细胞术检测

提纯效果，通过 CD45intCD11b+标记小胶质细胞。

结果如图 3 所示，MACS 提纯前小胶质比例约为

10%，提纯后小胶质细胞比例约为 85%。通过 RT-

PCR 检测 Stat3 基因 mRNA 表达情况，结果如图 4

所示， CKO 小鼠小胶质细胞中的 Stat3 mRNA 较

WT 小鼠的相对表达量为 0.331 7±0.041 4，CKO 小

鼠小胶质细胞中的 Stat3 mRNA 水平与 WT 小鼠相

比差异有统计学意义 （P=0.001）。该结果说明在

CKO 小鼠在基因水平上可以实现小胶质细胞 Stat3

的敲除。

Marker1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 Marker1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Marker 1 2 3 4 5 6 7 8Marker 1 2 3 4 5 6 7 8

Marker 1 2 3 4 5 6 7 8 Marker 1 2 3 4 5 6 7 8

600

500

400

300

200

100

bp

B

D

F

A

C

E

F1

F2

F3

Marker

Note： A/B. Cx3cr1 creERT2 and Stat3fl/fl genotype identification results of F1 generation mice, respectively. C/D. Cx3cr1 creERT2 and Stat3fl/fl genotype identification 

results of F2 generation mice, respectively. E/F. Cx3cr1 creERT2 and Stat3fl/fl genotype identification results of F3 generation mice, respectively.

图 2　小鼠基因型鉴定结果
Fig2　Genotype identification of mice
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P
er

C
P

 C
y

5
.5
-
C

D
1

1
b

A B

Note： A.Microglia proportion before MACS. B.Microglia proportion after MACS.

图 3　流式细胞术检测 MACS 后小胶质细胞的纯度变化
Fig 3　Detection of microglial purity changes after MACS by flow cytometry
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2.3.2　CKO 小鼠小胶质细胞 STAT3蛋白表达变化

WT 与 CKO 组小鼠大脑切片免疫染色，绿色荧光为

IBA1标记的小胶质细胞，红色荧光为标记的STAT3，

蓝色荧光为DAPI标记的细胞核。结果显示，如图 5，

与 WT 组相比 CKO 组的小胶质细胞 STAT3 荧光强度

较弱，说明 CKO 组小鼠小胶质细胞内 STAT3 蛋白表

达减少。该结果表明小鼠腹腔注射他莫昔芬后，

CKO 小鼠小胶质细胞中的 STAT3 表达降低，可实现

STAT3 蛋白层面的敲除。通过流式细胞术对 CKO 和

WT 小鼠小胶质细胞中的胞内因子 STAT3 进行分析。

结果显示如图 6，WT 组小胶质细胞中 STAT3 阳性细

胞占比为 （85.30±5.69） %，CKO 组小胶质细胞中

STAT3 阳性细胞占比为 （39.70±3.88） %，差异具有

统计学意义 （P=0.001），说明在 CKO 小鼠在蛋白水

平上可以实现小胶质细胞STAT3的敲除。

DAPI IBA1 STAT3 Merge

WT

CKO

Note： DAPI staining (blue) and STAT3 staining (red) in microglia represented by IBA1 (green). White arrows indicate microglia. Scale bar=100 μm.

图 5　免疫荧光检测小胶质细胞内 STAT3 的表达变化
Fig5　Detection of changes in STAT3 expression in microglia by immunofluorescence
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图 4　小胶质细胞 Stat3 mRNA 表达情况
Fig 4　Stat3 mRNA expression in microglia
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Note： A. Detection of STAT3-positive cells in microglia of the WT mice by flow cytometry. B. Detection of STAT3-positive cells in microglia of the CKO 

mice by flow cytometry. C. Statistics on the percentage of STAT3-positive cells in microglia. ①P=0.001, compared with the WT mice.

图 6　流式细胞术检测小鼠小胶质细胞中 STAT3 变化
Fig 6　Detection of STAT3 changes in mice microglia by flow cytometry
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2.3.3　流式细胞术检测 CKO 小鼠脾巨噬细胞的变

化　通过流式细胞术对 2组小鼠脾巨噬细胞中的胞内

因子 STAT3 进行分析，如图 7，WT 组脾巨噬细胞中

STAT3 阳性细胞占比为（54.75±3.87） %，CKO 组的

脾 巨 噬 细 胞 中 STAT3 阳 性 细 胞 占 比 为 （40.76±

6.01） %，2 组差异无统计学意义。上述结果提示，

相较小胶质细胞中STAT3的变化，脾巨噬细胞STAT3

的变化较不明显，且 CKO 与 WT 小鼠比较无显著差

异，小鼠可用于STAT3机制的进一步研究。

2.4　脑内神经元和小胶质细胞的情况

2.4.1　尼氏染色检测神经元的情况　观察小鼠皮层

及海马区域神经元数目及形态变化，结果如图 8，

CKO 组与 WT 组小鼠皮层和海马区域染色结果未见

明显差异，说明 CKO 小鼠的神经元未受到显著

影响。
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Note： A. Detection of STAT3-positive cells in splenic macrophage of the WT mice by flow cytometry. B. Detection of STAT3-positive cells in splenic 

macrophage of the CKO mice by flow cytometry. C. Statistics on the percentage of STAT3-positive cells in splenic macrophage. ①P=0.098, compared with the 

WT mice.

图 7　流式细胞术检测小鼠脾巨噬细胞中 STAT3 变化
Fig 7　Detection of STAT3 changes in mice splenic macrophage by flow cytometry

WT

CKO

HippocampusCortex

Note： Scale bar=200 μm.

图 8　尼氏染色检测神经元的变化
Fig 8　Detection of the changes in neurons by Nissl staining
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2.4.2　小胶质细胞的情况　WT 与 CKO 组小鼠大脑

切片免疫染色，绿色荧光为 IBA1标记的小胶质细胞，

蓝色荧光为DAPI标记的细胞核。结果显示，如图 9，

与 WT组相比，CKO组的 IBA1标记小胶质细胞在皮

层和海马区域未见明显差异，形态无明显不同，说明

CKO 组小鼠小胶质细胞无明显改变。如图 10 所示，

通过流式细胞术对 CKO 和 WT 小鼠小胶质细胞中的

胞内因子 CD86 （M1型）和 CD206 （M2型）进行分

析。如图 11，CKO小鼠M1型/M2型小胶质细胞比例

与 WT 小鼠相比，差异无统计学意义；说明 CKO 小

鼠与WT小鼠小胶质细胞的表型无明显差别。

MergeIBA1DAPI

WT  cortex 

CKO  cortex 

WT  hippocampus

CKO  hippocampus

Note： DAPI staining (blue) and microglia represented by IBA1 (green). Scale bar=100 μm.

图 9　免疫荧光检测小胶质细胞变化
Fig 9　Detection of the changes of microglia by immunofluorescence

CD86 CD206

53.90% 53.80%

8.36% 8.39%

A CB D

C
o
u
n
t

C
o
u
n
t

Note： A. Detection of the CD86-positive cells of microglia in the WT mice by flow cytometry. B. Detection of the CD86-positive cells of microglia in the 

CKO mice by flow cytometry. C. Detection of the CD206-positive cells of microglia in the WT mice by flow cytometry. D. Detection of the CD206-positive 

cells of microglia in the CKO mice by flow cytometry.

图 10　流式细胞术检测小胶质细胞表型的变化
Fig 10　Detection of the type in mice microglia by flow cytometry

696



朱晓晨，等 小胶质细胞Stat3基因条件性敲除小鼠的构建及鉴定

http://xuebao.shsmu.edu.cn 上海交通大学学报（医学版）， 2023， 43（6）

3　讨论

STAT3信号通路是疾病中普遍存在的信号级联。

一方面，STAT3在不同条件下参与不同细胞类型的各

种信号通路。在发生阿尔茨海默病时，STAT3信号通

路被激活后可导致 β -分泌酶 （β -site APP cleaving 

enzyme 1，BACE1）上调，进而影响星形胶质细胞代

谢并使Aβ产生增加，同时参与调节神经元毒性，影

响 AD 的病理过程［13］。REICHENBACH 等［14］ 在阿

尔茨海默病模型小鼠中特异性条件敲除星形胶质细胞

中的 Stat3基因后，发现Aβ水平降低，促炎细胞因子

激活减少，小鼠学习记忆能力较对照组提升，提示抑

制 STAT3 可能通过影响 APP 代谢，减轻神经炎症来

纠正学习记忆能力的损害。在一些研究中，也有证据

表明STAT3激活会降低大脑的恢复能力，阻断STAT3

通路时可逆转该结果［15］。另一方面，神经炎症时，

小胶质细胞和星形胶质细胞被激活可以产生促炎细胞

因子，导致修复功能损伤，并激活STAT3信号［16-17］。

有研究表明 P. gingivalis-LPS 造成的牙周炎症可激活

JAK2/STAT3信号通路导致外周及中枢的炎症因子水

平上调，引起小胶质细胞的活化，同时导致小鼠学习

记忆能力下降，且这些症状在应用 STAT3 抑制剂后

有明显改善［18］。上述研究提示，STAT3 信号介导的

小胶质细胞活化可能在神经和牙周炎症的发生发展中

起重要作用。

小胶质细胞 STAT3 信号激活在牙周炎促进认知

损害中的作用机制尚不明确，且目前尚无成熟的小胶

质细胞 Stat3 基因条件性敲除的小鼠模型。本研究在

构建小鼠模型后不仅验证了其敲除效率，还利用流式

细胞术分析了 CKO 小鼠与 WT 小鼠的小胶质细胞、

小胶质细胞 （中枢巨噬细胞） 和外周巨噬细胞的差

异，并同时分析了对神经元细胞及小胶质细胞本身的

影响，为进一步深入探讨小胶质 STAT3 信号激活的

作用提供了基础。

在实验过程中选用 Stat3fl /fl小鼠，与表达Cre重组

酶的 Cx3cr1 creERT2 小鼠进行交配，多代繁育后获得

CKO 小鼠，并用他莫昔芬对 6 周龄小鼠进行 Stat3 基

因的诱导敲除。为验证其敲除效率，利用琼脂糖凝胶

电泳的方法进行鼠尾基因型鉴定后，提取CKO与WT

小鼠的小胶质细胞从基因和蛋白水平分别证实了

Stat3的敲除。由于Cx3cr1同时也在巨噬细胞中表达，

为证明小胶质细胞中 Stat3 的特异性敲除，同时检测

外周巨噬细胞中 STAT3 的表达情况，故利用流式细

胞术检测 CKO 与 WT 小鼠的脾巨噬细胞中 STAT3 的

变化情况，发现 CKO 小鼠脾巨噬细胞中也有一定程

度上的敲除，但无统计学差异，证实了小胶质细胞

Stat3 基因的特异性敲除。为检测对小鼠神经元的影

响，利用尼氏染色观察比较神经元数目，证明了小胶

质细胞 Stat3 基因敲除后，未对其神经元产生影响。

为检测对小胶质细胞的影响，利用免疫荧光观察到皮

层和海马区域小胶质细胞形态无明显差别；利用流式

细胞术观察小胶质细胞极化情况，CKO小鼠与WT小

鼠未见明显差异。以上结果表明，本研究成功建立了

小胶质细胞 Stat3 基因敲除小鼠模型，且小鼠小胶质

细胞 Stat3 基因条件性敲除后，未对小胶质细胞产生

显著影响。

基于Cre-loxP系统的诱导型基因小鼠，可在时间

与空间上对 Stat3 基因进行敲除，但诱导型基因敲除

小鼠存在因繁育周期长、药物诱导影响因素多等导致

目的基因切除不完全，Cre可能会引起细胞异常增值

并出现敲除基因脱靶等问题［10-11，19］。由于小胶质细胞

难以用病毒载体和电穿孔技术进行基因编辑，利用

Cre-loxP技术可较为方便地实现小胶质细胞中基因的

敲除，且研究通过多种实验方法证明了小胶质细胞

Stat3 基因被有效敲除。总体而言，小胶质细胞 Stat3

基因条件性敲除小鼠的构建为后续机制的研究提供了

较好的模型。
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图 11　M1 型小胶质细胞与 M2 型小胶质细胞比例的变化
Fig 11　Changes of M1 microglia/M2 microglia
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