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[摘要] 目的　利用遗传谱系示踪技术探究静脉-动脉转化发生的时间窗口及胚胎期静脉来源的动脉内皮细胞在胚胎

发育中后期、新生小鼠和成体器官中的命运转归。方法　利用核受体亚家族 2F组成员 2 (Nr2f2)-CrexER;Gja5-增强型绿色

荧光蛋白(EGFP);Rosa-H2b-mcherry遗传谱系示踪小鼠模型，分别在胚胎期E9.5和E11.5进行他莫昔芬单次诱导，并在E15.5、

E18.5、新生儿期(出生后7 d)及成体期(成体8周)取脾、胸腺、肾上腺，进行免疫荧光染色和流式细胞分析，探究胚胎期

静脉谱系对器官内动脉内皮的贡献情况及命运转归。结果　E9.5诱导时，静脉内皮能持续贡献脾、胸腺和肾上腺动脉内

皮至成体期，表明胚胎期静脉来源的动脉内皮细胞在血管网络中能够长期存在；小鼠胚胎E13.5时，Nr2f2仍呈现与动脉

标志基因Gja5互斥的表达模式，表现为静脉内皮特征。E11.5诱导时，静脉谱系仍然能够贡献脾、胸腺和肾上腺动脉内

皮，表明胚胎期E11.5仍存在静脉-动脉转化事件。结论　胚胎期E9.5-E11.5为静脉-动脉转化发生的时间窗口，胚胎期静

脉内皮能够长期贡献脾、胸腺和肾上腺动脉内皮。
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lineage tracing. Methods　Using the Nr2f2-CrexER; Gja5-EGFP; Rosa-H2b-mcherry genetic lineage tracing mouse model, tamoxifen 

induction was performed at embryonic days E9.5 and E11.5. Tissues (spleen, thymus, adrenal gland) were collected at E15.5, E18.5, 

neonatal stage (postnatal day 7), and adult stage (8-week-old) for immunofluorescence staining and flow cytometry to assess venous 

lineage contribution to arterial endothelial cells and fate conversion. Results　Tamoxifen induction at E9.5 revealed that venous 

endothelia persistently contributed to arterial endothelial cells in the spleen, thymus, and adrenal gland into adulthood, indicating the 

long-term persistence of embryonic venous-derived arterial endothelial cells within the vascular network. At E13.5, Nr2f2 expression 

still showed a pattern mutually exclusive with the arterial marker gene Gja5, thus displaying venous endothelial characteristics. The 

venous lineage was able to contribute to the arterial endothelial cells of the spleen, thymus, and adrenal gland when induced at E11.5, 

indicating that venous-to-arterial conversion events still occurred at E11.5. Conclusion　The time window for venous-to-arterial 

conversion spans from E9.5 to E11.5 in mouse embryos. Embryonic venous endothelia can make a long-term contribution to the 

arterial endothelial cells of the spleen, thymus, and adrenal gland. 

[Key words] vascular endothelial cells; arteriogenesis; genetic lineage tracing; venous-to-arterial fate conversion; embryonic 

development

哺乳动物胚胎发育过程中，心血管系统是最先

构建完成并发挥功能的系统[1]。紧密连接的单层血

管内皮细胞(vascular endothelial cells，VECs)构成血管

管腔[2]，逐步发育为包含不同等级分支动静脉和毛

细血管的完整血管网络，并根据所供应组织器官的

需要进行特化。在胚胎血管发育早期，动脉曾被普

遍认为是通过已有动脉产生分支或未特化毛细血管

动脉化的方式产生的[3-6]，但该动脉发育模式与近年

来人们对于动脉分化和细胞周期阻滞特征相耦合的

认识存在矛盾[7-8]。研究者们通过命运示踪发现，在

斑马鱼尾鳍再生、后脑血管化、小鼠视网膜和心脏

冠脉系统形成等过程中均存在静脉向动脉命运转化

的动脉形成方式[9-14]。例如在小鼠心脏发育研究中，

通过时间特异性标记Apj+毛细血管丛VECs发现，小

鼠胚胎期静脉窦来源的静脉VECs经历细胞命运转换

形成动脉前体亚群并参与构建冠状动脉[4,15]。有研究

结合高精度单细胞转录组测序和双同源重组遗传谱

系示踪技术，从转录组、免疫表型和命运 3 个层面

揭示了胚胎血管发育早期广泛存在静脉-动脉转化，

改写了相关领域内对胚内动静脉形成传统模式的认

识[16]。综上，静脉-动脉转化可能作为一个共通机制

在多种发育和病理情境下发挥作用，但胚胎期发生

静脉-动脉转化的时间窗口尚不明确，静脉谱系来源

的动脉内皮在器官建成后期乃至成体阶段是否持续

存在仍不清楚。

脾和胸腺是哺乳动物体内重要的免疫器官[17]，

肾上腺是内分泌系统中的重要腺体，在维持机体正

常生理功能和内环境稳态中共同发挥核心调节作用；

这些器官的血管网络异常与多种重大疾病的发生发

展密切相关。脾血管稳态失调可参与门静脉高压、

脾功能亢进及多种血液性疾病的病理进程，其病理

性血管生成及血管稳态紊乱导致脾内微血管结构异

常与微循环障碍，加剧脾充血状态，并为脾淋巴组

织增生与纤维化提供了病理基础[18]。胸腺作为 T 细

胞发育的中枢免疫器官，其血管微环境的完整性对

于建立正常免疫应答及防止自身免疫性疾病至关重

要，胸腺血管稳态的早期改变包括血管层级结构失

衡与血管内环境紊乱，是导致 T 细胞发育微环境恶

化并诱发胸腺功能障碍的关键机制[19]。肾上腺具有

高度密集的血管网络，是其执行内分泌功能的结构

基础，血管系统异常可能参与肾上腺功能亢进或衰

竭等病理过程[20]。综上，VECs网络及其层级结构的

正确建立，对维持各器官的正常生理功能具有重要

意义。然而，脾、胸腺、肾上腺的血管网络如何建

成，胚胎期是否发生静脉-动脉转化事件及如何贡献

这些组织的动脉仍缺乏研究。因此，本研究以核受

体亚家族2F组成员2 (Nr2f2)-CrexER静脉谱系示踪小

鼠作为重要工具，解析小鼠脾、胸腺、肾上腺动脉

的胚胎期起源，确认胚胎期是否发生静脉-动脉转化

事件及静脉谱系如何贡献这些器官动脉，帮助拓宽

静脉-动脉转化事件的认识和理解，为动脉修复与再

生研究提供理论基础。

1　材料与方法

1.1　实验动物　雌鼠(Nr2f2-CrexER[16]，n=15)与雄鼠

(Gja5-EGFP;Rosa-H2b-mcherry[16]，n=10)饲养于军事科

学院军事医学研究院实验动物中心 SPF 标准级小鼠

饲养房。本研究获军事科学院军事医学研究院实验

动物管理与使用委员会审批 (IACUC-DWZX-2021-
056，IACUC-DWZX-2024-026)。实验过程符合国家

和单位有关实验动物的管理和使用规定。

1.2　主要试剂及仪器　注射用他莫昔芬(T5648)、
Ⅰ型胶原酶(C2674)、Ⅳ型胶原酶(C5138)、脱氧核糖

核酸酶(10104159001)购自美国 Sigma 公司；玉米油

(ST1177)购自上海碧云天生物技术有限公司；4%多

聚甲醛通用型组织固定液(BL539A)购自中国Biosharp
公司；1× 红细胞裂解液(EG1150H)、别藻蓝蛋白

(allophycocyanin，APC)标记的CD45单克隆抗体(317-
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0451-83)、多甲藻素-叶绿素蛋白-花菁 5.5(peridinin-
chlorophyll protein-cyanine 5.5， Percp-cy5.5) 标 记 的

7-AAD 单克隆抗体(00-6993-50)购自美国 eBioscience
公司；TSA 显色剂(DFTST6650)、Fluoreffer 封片剂

(ZU-9556)、Cystal Mount(EPPlus)购自北京皓赛拓华

生物科技有限公司；封闭用羊血清(ZU-9022)、内源

性过氧化物酶阻断剂(PV-6000)、酶标山羊抗兔 IgG
聚合物(PV-6001)、免疫组化抗原修复缓冲液(ZLI-
9066)购自北京中杉金桥生物技术有限公司；无水乙

醇(10009218)购自上海国药集团化学试剂有限公司；

APC 标记的CD41 单克隆抗体(559777)、APC 标记的

CD43 单克隆抗体 (560663)、亮紫 421(brilliant violet 
421，BV421)标记的 CD144 单克隆抗体(747749)购自

美国BD公司；藻红蛋白(phycoerythrin-cyanine 7，PE-
Cy7) 标记的 CD31 单克隆抗体 (102524) 购自美国

BioLegend公司；CD31单克隆抗体(77699S)、绿色荧

光 蛋 白 (GFP) 单 克 隆 抗 体 (2965s) 购 自 美 国 Cell 
Signaling Technology 公司；红色荧光蛋白(RFP)抗体

多克隆抗体(600-401-379)购自美国Rockland公司；雌

激 素 受 体 (estrogen receptor， ER) 单 克 隆 抗 体

(ab27595)购自英国Abcam公司。解剖镊(F1027-13)购
自深圳市瑞沃德生命科技有限公司；解剖显微镜

(S8APO)购自德国Leica公司；生物净化工作台(SCB-
920)购自北京东联哈尔仪器公司；台式高速离心机

(5804R) 购 自 德 国 Eppendorf 公 司 ； 流 式 细 胞 仪

(LSRFortessa)购自美国BD公司；激光共聚焦显微镜

(LSM980)购自德国Zeiss公司。

1.3　实验方法　

1.3.1　小鼠胚胎期器官取材　将雌鼠(Nr2f2-CrexER)
与雄鼠(Gja5-EGFP；Rosa-H2b-mcherry)交配，检出阴

道栓当日中午12:00记为E0.5；在9 d后(E9.5)或E11.5
采用灌胃法对孕鼠进行他莫昔芬单次诱导(剂量为

1 mg/10 g小鼠体重)，E15.5和E18.5采用颈椎脱臼法

处死后取出孕囊，用解剖镊逐个分离卵黄囊和胚胎，

转移至荧光显微镜下挑选三基因阳性胚胎，依次分

离阳性胚胎的脾、胸腺、肾上腺(图 1)，置于 2% 胎

牛血清(FBS)/磷酸盐缓冲溶液(PBS)中，并保留部分

阴性胚胎组织作为阴性对照。

1.3.2　胚胎期器官单细胞悬液制备　将解离的组织

置于含有Ⅰ型胶原酶的溶液(终浓度为 0.05 mg/ml)中
剪碎，上下摇晃使组织在震荡中解离，37 ℃消化

30 min；加入 2% FBS/PBS 终止消化， 350×g 离心

6 min，弃上清。脾组织中每管加入 500 μl 1×红细胞

裂解液常温静置 10 min，加入 800 μl 2% FBS/PBS 终

止；离心弃上清，2% FBS/PBS 清洗 1 次，离心弃上

清备用。

1.3.3　小鼠新生儿期及成体期器官取材　在 E18-

E19 采用颈椎脱臼法处死他莫昔芬诱导后的孕鼠，

剖腹术接生，子代由昆明乳母鼠饲养，在出生后 3~
4 d进行基因型鉴定，分别在出生后7 d和成体8周采

用颈椎脱臼法处死阳性小鼠，取脾、胸腺、肾上腺

(图 1)，置于 2% FBS/PBS 中，保留部分阴性组织作

为阴性对照。

1.3.4　小鼠新生儿期及成体期器官单细胞悬液制

备　将组织置于含有Ⅳ型胶原酶的溶液(终浓度为

0.2 mg/ml)中 37 ℃消化 50~60 min，加入 2% FBS/PBS
终止消化，350×g 离心 6 min，弃上清。脾组织中每

管加入500 μl 1×红细胞裂解液常温静置10 min，加入

800 μl 2% FBS/PBS 终止，清洗 1 次，4 ℃下 350×g 离
心6 min弃上清；2% FBS/PBS清洗1次，4 ℃下350×g
离心6 min弃上清备用。

1.3.5　免疫荧光染色　将脾、胸腺、肾上腺置于4%
多聚甲醛溶液中固定，经包埋、切片、干燥、脱蜡

复水、柠檬酸盐微波抗原修复、过氧化物酶抑制剂

孵育、山羊血清封闭、一抗(稀释比例：CD31 1:100、
RFP 1:1000、GFP 1:200、ER 1:200)孵育过夜、二抗孵

育(原液)、TSA 免疫荧光显色、封片剂封片后，于

共聚焦激光扫描显微镜下观察和拍照。采用ZEN 3.4
(blue edition)软件分析 Nr2f2 标志的静脉内皮对器官

内动脉内皮的贡献情况。

1.3.6　流式细胞分析　在超净台中避光用1%牛血清

白蛋白(BSA)/PBS配制抗体组合液，重悬细胞后4 ℃
避光孵育 30 min，0.1% BSA/PBS中和，70 μm滤网过

滤，离心后弃上清。加入 7-AAD 抗体避光常温孵育

5 min，0.1% BSA/PBS 中和，转移至流式管后进行流

图1　小鼠取材部位示意图

Fig.1　Sampling locations of mice
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式细胞分析。为排除造血细胞对内皮细胞分析结果

的潜在干扰，通过检测CD41、CD43和CD45的表达

情况，将三者均为阴性的细胞群体定义为非造血细

胞，在此群体中进一步圈选 CD31 和 CD144 双阳性

的内皮细胞群体，并借助动脉标志基因 Gja5-EGFP
的表达确认动脉内皮身份。CD41、CD43和CD45抗

体均对阴性群体进行分析，故可用同一通道，选用

APC 通道是由于该通道的上述抗体经实验验证具有

稳定的荧光信号和良好的分群效果[16]。使用 FlowJo 
10.8.1 软件对流式数据进行分析，使用 GraphPad 
Prism 9.0.0软件对数据进行处理。

1.4　统计学处理　使用 FlowJo 10.8.1 软件对各器官

流式细胞分析数据进行设门分析；使用 GraphPad 
Prism 9.0.0 软件分析 FlowJo 10.8.1 获得的细胞百分比

数据并绘制直方图，直观展示不同群体的分布情况；

使用 ZEN 3.4(blue edition)软件采集免疫荧光染色图

像并进行处理。

2　结　　果

2.1　胚胎期静脉谱系对脾、胸腺、肾上腺动脉内皮

的贡献　在 E9.5 对 Nr2f2-CrexER;Gja5-EGFP;Rosa-H2b-
mCherry 胚胎进行单次他莫昔芬诱导，E15.5 取孕囊

中的脾、胸腺、肾上腺，采用免疫荧光染色结合内

皮细胞标志(CD31)、动脉内皮标志(Gja5-EGFP)，对

诱导时间窗内静脉谱系来源的细胞在器官建成后的

动脉命运转归进行追踪，结果显示，Nr2f2-CrexER谱

系标记的 VECs 广泛分布于各个器官的脉管系统中，

包括 Gja5-EGFP 标识的动脉内皮(图 2A)。随后，对

在 E9.5 诱导，E15.5 和 E18.5 时的脾、胸腺和肾上腺

进行流式细胞分析，结果显示，静脉来源的VECs对
胚胎发育后期脾、胸腺和肾上腺的动脉内皮均有不

同程度的贡献，尤其对E15.5时的胸腺和肾上腺动脉

内皮细胞的贡献较为显著，达 50%左右(图 2B、C)。
为了追踪胚胎期静脉VECs的长期命运转归，在E9.5
对 Nr2f2-CrexER; Gja5-EGFP; Rosa-H2b-mCherry 胚胎进

行单次他莫昔芬诱导，在新生儿期(出生后 7 d)和成

体期(成体8周)取脾、胸腺、肾上腺进行免疫荧光染

色，结果显示，静脉内皮来源的VECs能够广泛贡献

新生儿期至成体期3个器官内的动脉内皮(图3)。
2.2　Nr2f2在胚胎发育中后期的表达谱　基于Nr2f2-
CrexER 小鼠的构建策略，ER 与 Nr2f2 表达耦联，故

ER的组织学染色可反映Nr2f2的表达特征。在E13.5
取 Nr2f2-CrexER;Gja5-EGFP 小鼠胚胎胸腺和肾上腺，

进行免疫荧光染色，确定Nr2f2在胚胎发育中后期胸

腺和肾上腺血管系统中的表达特征，结果显示，小

鼠 E13.5 胸腺和肾上腺中，Nr2f2 在 Gja5-EGFP+动脉

血管中不表达，在 Gja5-EGFP-静脉血管中表达，并

与动脉特异性标记Gja5-EGFP呈现互斥的表达模式，

表明其在胚胎发育中后期仍可作为静脉特异性标

记(图4)。
2.3　胚胎期发生静脉-动脉转化的时间窗口　基于

E9.5-E13.5 时 Nr2f2 在静脉内皮而非 Gja5-EGFP+的动

脉内皮表达，在 E11.5 对 Nr2f2-CrexER; Gja5-EGFP;
Rosa-H2b-mcherry 胚胎进行单次他莫昔芬诱导，E15.5
取胸腺进行免疫荧光染色，结果显示，E11.5 诱导

时，静脉谱系来源的细胞仍能贡献胸腺的动脉内皮

(图 5A)。随后，对在E11.5诱导，E15.5和E18.5时的

脾、胸腺和肾上腺进行流式细胞分析，结果显示静

脉谱系对胚胎发育中后期脾、胸腺和肾上腺的动脉

内皮均有贡献(图 5B、C)。进一步探究E11.5诱导时

静脉谱系来源动脉内皮的长期命运转归情况。在

E9.5 对 Nr2f2-CrexER； Gja5-EGFP； Rosa-H2b-mCherry
胚胎进行单次他莫昔芬诱导，在新生儿期(出生后

7 d)和成体期(成体 8周)取脾、胸腺进行免疫荧光染

色，结果显示E11.5标记的静脉谱系来源的细胞均能

够贡献新生儿期和成体期脾和胸腺内的动脉内皮

(图 6)。表明静脉-动脉转化发生的时间窗口并非局

限于血管发育早期E9.5，在发育中期E11.5仍然会广

泛发生，且对器官动脉内皮的贡献同样能持续到成

体期。

3　讨　　论

准确界定VECs及其异质性亚群的分子身份，是

理解其命运决定与谱系特化的基础。长期以来，血

小板内皮细胞黏附分子-1(PECAM1)、血管内皮钙黏

蛋白(CDH5)、激酶插入域受体(KDR)、内皮黏蛋白

(EMCN)等经典标志物为识别内皮细胞提供了分子

基础[21]；而对肝配蛋白B2(Efnb2)、δ样配体 4(Dll4)、
神经源性基因座 Notch 同源蛋白 1(Notch1)、缝隙连

接蛋白 α4(Gja4)、 Gja5 等动脉特征基因，以及

Nr2f2、神经纤毛蛋白 -2(Nrp2)、阿片样肽受体

(Aplnr)等静脉特征基因进行鉴定，可在更高的分辨

率下解析动脉与静脉内皮身份[16,22-24]。单细胞转录组

测序等新技术的应用，极大地拓展了对内皮异质性

的认知。近年来，一系列新型内皮细胞标志物[如紧

密连接蛋白 5(CLDN5)、表皮生长因子样结构域 7
(EGFL7)]和动脉特异性分子[如 SRY 相关 HMG 盒基

因 17(SOX17)、C-X-C 趋化因子受体 4(CXCR4)、胃

动蛋白 3(GKN3)]不断被发现[25-28]，这些分子共同构

成了更为精细且动态的动脉内皮分子图谱。以上标

志物的发现，尤其是结合可用于体内遗传谱系示踪

的模型小鼠，为深入揭示内皮细胞命运可塑性及其

调控机制提供了关键的技术支撑。

利用基于经典静脉特征基因Nr2f2构建的静脉谱
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EGFP. 增强型绿色荧光蛋白；A. Nr2f2-CrexER;Gja5-EGFP;Rosa-H2b-mCherry胚胎E9.5诱导后，E15.5取脾、胸腺和肾上腺进行免疫荧光

染色[右侧图像为黄框区域的高倍放大，在Gja5-EGFP+动脉内皮中观察到静脉谱系标记的红色荧光蛋白(RFP)+内皮细胞(白色箭头示)]；

B. Nr2f2-CrexER; Gja5-EGFP; Rosa-H2b-mCherry 胚胎 E9.5 诱导后， E15.5、 E18.5 取脾、胸腺和肾上腺进行流式细胞分析 ( 黑框代表

CD41-CD43-CD45-非造血群体中的CD31、CD144双阳内皮群体，绿框代表Gja5-EGFP+动脉内皮群体，红框代表动脉内皮中起源于静脉的

RFP+内皮细胞)；C. 直方图示E9.5诱导后，静脉谱系对E15.5和E18.5时各器官动脉内皮的标记情况[E9.5诱导后，E15.5检测的细胞总量为

脾(n=21.24×105、3.90×104)，胸腺(n=31.57×105、1.66×105、2.09×105)，肾上腺(n=31.09×105、8.17×105、1.79×105)；E9.5诱导，E18.5检测的

细胞总量为脾(n=31.67×105、1.79×105、3.14×105)，胸腺(n=33.17×105、4.26×105、4.21×105)，肾上腺(n=32.46×104、2.37×104、3.14×104)]

图2　遗传谱系示踪揭示小鼠胚胎期静脉内皮的命运转归

Fig.2　Fate conversion of murine embryonic venous endothelial cells revealed by genetic lineage tracing
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EGFP. 增强型绿色荧光蛋白；Nr2f2-CrexER;Gja5-EGFP;Rosa-H2b-mCherry胚胎E9.5诱导后，新生儿期(出生后7 d)和成体期(成体8周)不

同器官的代表性免疫荧光染色[右侧图像为黄框区域的高倍放大，在Gja5-EGFP+动脉内皮中观察到静脉谱系标记的RFP+内皮细胞(白色箭

头示)]

图3　E9.5诱导后小鼠新生儿期(出生后7 d)和成体期(成体8周)不同器官的免疫荧光染色

Fig.3　Immunofluorescence staining of different organs during the neonatal period (postnatal day 7) and adult period (8-week-old) after 
induced at E9.5

ER. 雌激素受体；EGFP. 增强型绿色荧光蛋白；Nr2f2-CrexER;Gja5-EGFP胚胎E13.5胸腺、肾上腺代表性免疫荧光染色图(右侧图像为

黄框区域的高倍放大，黄色箭头示Gja5+ER-的动脉血管，白色箭头示Gja5-ER+的静脉血管)

图4　小鼠Nr2f2+内皮细胞的解剖学定位

Fig.4　Anatomical localization of Nr2f2+ endothelial cells of mice
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系示踪小鼠模型(Nr2f2-CrexER)和动脉报告小鼠模型

(Unc5b-tdTomato/Gja5-EGFP)，研究者实现了对静脉

VECs的命运追踪，揭示了胚胎血管发育早期存在广

泛的静脉-动脉命运转化事件[16]。但该研究未探讨胚

胎期静脉-动脉转化发生的时间窗口，静脉源性动脉

内皮在器官形成后血管网络中的长期命运转归等问

题。因此，本研究将诱导型 Nr2f2-CrexER;Rosa-H2b-

mcherry 谱系示踪小鼠与 Gja5-EGFP 动脉荧光报告小

鼠交配，在不同发育时间点诱导，追踪器官建成初

期、新生儿期及成体期静脉内皮的命运转归。结果

发现，静脉-动脉转化发生的时间窗口可持续到胚胎

发育中期 E11.5，并且胚胎期静脉谱系能持续贡献

脾、胸腺、肾上腺的动脉内皮直至成体。但脾、胸

腺及肾上腺动脉内皮细胞中静脉来源的比例存在差

EGFP. 增强型绿色荧光蛋白；A. Nr2f2-CrexER;Gja5-EGFP;Rosa-H2b-mCherry胚胎E11.5诱导后，E15.5取胸腺进行免疫荧光染色[右侧图

像为黄框区域的高倍放大，在 Gja5-EGFP+动脉内皮中观察到静脉谱系标记的红色荧光蛋白(RFP)+内皮细胞(白色箭头示)]；B. Nr2f2-

CrexER;Gja5-EGFP;Rosa-H2b-mCherry胚胎E11.5诱导后，E15.5、E18.5取脾、胸腺和肾上腺进行流式细胞分析(黑框代表CD41-CD43-CD45-非

造血群体中CD31、CD144双阳内皮群体，绿框代表Gja5-EGFP+动脉内皮群体，红框代表动脉内皮中起源于静脉的RFP+内皮细胞)；C. 直

方图示E11.5诱导后，静脉谱系对E15.5和E18.5时各器官动脉内皮的标记情况[E11.5诱导，E15.5检测的细胞总量为脾(n=34.82×104、3.00×

104、3.15×104)，胸腺(n=31.78×105、1.66×105、1.19×105)，肾上腺(n=38.06×104、3.72×104、3.54×104)；E11.5诱导，E18.5检测的细胞总量为

脾(n=24.15×105、3.14×105)，胸腺(n=26.85×105、8.27×105)，肾上腺(n=21.49×105、1.46×105)]

图5　小鼠胚胎期静脉-动脉转化的时间窗口探究

Fig.5　Defining the time window for venous-to-arterial conversion during embryonic development in mice
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异，这可能源于各器官独特的生理功能与微环境对

其血管系统构成的特定需求。脾的滤过与免疫功能、

胸腺的 T 细胞发育与屏障功能及肾上腺的内分泌快

速应答特性[29]，可能共同决定了其动脉VECs在发育

与稳态维持中表现出不同的来源与可塑性特征。同

一器官中，不同诱导时间动脉内皮中静脉来源百分

比变化反映了静脉-动脉转化事件发生的频率。如肾

上腺在早期诱导(E9.5)时观察到较高的静脉-动脉转

化比例，提示该过程在器官发育初期被广泛激活，

而后期诱导(E11.5)比例的下降可能提示该转化事件

频率减缓或趋于稳定，也可能伴随其他来源的动脉

内皮细胞的贡献增加。不同取材时间动脉内皮中静

脉来源百分比变化则反映了静脉来源的动脉内皮在

器官内血管网络中存在的持续性。综上，这些发现

不仅证实了静脉-动脉转化在胚胎发育中后期持续存

在，还提示该过程存在器官特异性与时间动态性。

本研究从时空两个维度对胚胎期静脉-动脉转化

事件进行了更为深入的研究，丰富了目前对于静脉-
动脉转化事件的认识，但本研究仍存在一定局限性

和可进一步探索的问题。本研究利用Gja5-EGFP小鼠

识别动脉内皮，但Gja5随个体发育逐渐成为成熟动

脉的标志，单一以Gja5+作为动脉内皮的判定标准可

能会系统性低估静脉谱系对 Gja5-小动脉群体的贡

献。后续研究可考虑引入 Dll4-tdTomato 等泛动脉荧

光报告小鼠[16]或结合空间转录组学技术优化对器官

内动脉内皮的认定，从而提高对静脉-动脉转化事件

的解析精度。此外，本研究的检测范围仅局限于生

理稳态情景，在应激或病理情况下静脉谱系向动脉

内皮转化的可塑性是否仍然存在以及可能发生的变

化仍不明确。后续可利用本研究中的小鼠模型进行

疾病造模或构建血管损伤模型，通过流式细胞分析、

免疫荧光染色及单细胞转录组测序等多种研究手段，

分析病理情况下静脉源性动脉内皮的命运转归及其

分子特征的动态演变，寻找有助于动脉血管的修复

重建的研究靶点，为探索病理情况下动脉再生机制

提供新思路。

综上所述，本研究利用静脉谱系示踪和动脉报

告复合小鼠模型 Nr2f2-CrexER; Gja5-EGFP; Rosa-H2b-
mcherry，探究脾、胸腺、肾上腺在不同发育时间窗

内静脉内皮的命运转归，发现Nr2f2在胚胎发育中后

期仍表现为静脉内皮特征，静脉-动脉转化的时间窗

口可持续到胚胎发育中期E11.5，并且胚胎期静脉谱

系能持续贡献脾、胸腺、肾上腺的动脉内皮直至

成体。

EGFP. 增强型绿色荧光蛋白；Nr2f2-CrexER;Gja5-EGFP;Rosa-H2b-mCherry胚胎E11.5诱导后，新生儿期(出生后 7 d)和成体期(成体 8周)

不同器官的代表性免疫荧光染色[右侧图像为黄框区域的高倍放大，在Gja5-EGFP+动脉内皮中观察到静脉谱系标记的RFP+内皮细胞(白色

箭头示)]

图6　E11.5诱导后小鼠新生儿期(出生后7 d)和成体期(成体8周)不同器官的免疫荧光染色

Fig.6　Immunofluorescence staining of different organs of mice during the neonatal period (postnatal day 7) and adult period (8-week-
old) after induced at E11.5
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