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!!0摘要1!目的!探讨人胚胎干细胞$'"QC%定向分化为晶状体小体$\变%过程中晶状体发育相关转录因

子的表达特点和规律'!方法!通过(三阶段法)体外诱导 '"QC定向分化为 \变' 取 '"QC$36%和诱导分化不

同时间点的细胞#应用高通量测序技术#通过生物信息学方法分析晶状体发育相关的转录因子及其亚型的表

达变化特点和规律' 采用 TE*GE(: Y&2G法和免疫荧光染色技术对相关基因在蛋白水平的表达进行检测'!

结果!光学显微镜下#未分化的 '"QC呈圆形&分化后 6 d. F$36 d3.%的细胞更圆且排列更紧密&37 d3-?

细胞由圆形逐渐延长变为梭形&3-< d3/;#形成有三维立体结构的透明结构#即 \变' 荧光定量 UC[结果显

示#干细胞标记基因的表达在分化过程显著降低#而晶状体特异性基因的表达明显升高' 免疫荧光染色结果

显示#\变表达晶状体特异性蛋白 $>1(K*G$&&%: 和 !>1(K*G$&&%:' 高通量测序聚类分析结果显示#36 与 3/; 之间

的转录因子基因表达谱差异最为显著#而 3. 和 3-? 之间的差异最小' 前基板基因 09?5*09?8*09?6*(1+/*

(1+$*)2?& 和 1",/ 在分化第一阶段表达显著升高#随后下降&晶状体特异性基因中 +)?& 蛋白表达逐渐降

低#而后升高#而 #,?6 蛋白的表达随分化时间延长逐渐增加&晶状体分化基因 @,.&/9/*!@,:*#')?/ 及

#>2?5 等在分化早期变化不显著#在分化第三阶段表达明显增加'!结论!体外定向分化的 / 个阶段依次对

应体内晶状体发育的前基板外胚层$UU"%阶段*前晶状体外胚层$U\"%和晶状体外胚层$\"%阶段*晶状体泡

$\W%和晶状体细胞分化阶段#提示 '"QC体外定向分化过程很好地模拟了体内晶状体的胚胎发育过程#为研

究晶状体发育和先天性晶状体疾病的分子机制提供了理想的模型'!
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%:F+1G%2: *G$JE$:F G'E: FE1(E$*EF0\E:*>*HE1%)%1$G%2: JE:E+)?& FE1&%:EF J($F+$&&K$:F G'E: %:1(E$*EF05: $FF%G%2:#

G'EEMH(E**%2: 2)#,?6 %:1(E$*EF F+(%:J$&&G'(EE%:F+1G%2: *G$JE*0B+(G'E(#2(E#&E:*>F%))E(E:G%$G%2: JE:E*%:1&+F%:J

@,.&/9/#!@,:# #')?/ $:F #>2?5 '$F :2*%J:%)%1$:G1'$:JE%: G'EE$(&K%:F+1G%2: *G$JE# Y+G%:1(E$*EF

*%J:%)%1$:G&K$GG'EG'%(F %:F+1G%2: *G$JE0!J267=A>;26>!S'EEMH(E**%2: FK:$#%1*2)&E:*FEZE&2H#E:G>$**21%$GEF

G($:*1(%HG%2: )$1G2(*%: G'E'"QC%:F+1EF \变12((E*H2:FEF G2G'2*EPD UPUG#I'%1' %:F%1$GEG'$GG'%*%:F+1G%2: *K*GE#

1$: (E1$H%G+&$GEE$(&K&E:*FEZE&2H#E:GIE&&$:F &$KG'E)2+:F$G%2: 2)*G+FK%:J&E:*E#Y(K2:%1FEZE&2H#E:G$:F

G($:*1(%HG%2: )$1G2($**21%$GEF 12:JE:%G$&&E:*F%*E$*E*0!

"D8E F23<>#" +̀#$: E#Y(K2:%1*GE# 1E&&& \E:G2%F Y2FK& S($:*1(%HG%2: )$1G2(& %̀J' G'(2+J'H+G[O]

*EN+E:1%:J
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!!多种转录因子共同作用可调控晶状体的胚胎发育
过程#包括神经和非神经外胚层的形成以及晶状体基
板$&E:*H&$12FE#\U%*晶状体泡$&E:*ZE*%1&E#\W%以及
晶状体上皮和纤维细胞的分化

--. ' 人晶状体发育过
程中转录因子的基因突变会引起多种眼部疾病' 已有
研究表明#转录因子基因 @,:*:)?15 和 #')?/ 的突
变会引起白内障*无晶状体*小眼畸形和角膜后胚胎环
等先天性疾病

-;RD. ' 晶状体发育相关转录因子分为前
基板基因*晶状体特异性基因和晶状体分化基因 -=. #
探讨各转录因子在晶状体发育过程中的表达和功能对

于了解晶状体发育和晶状体相关疾病的发生机制至关

重要' 近年来#人胚胎干细胞研究 $ '+#$: E#Y(K2:%1
*GE#1E&&*#'"QC*%为组织器官的发育和机制的研究提
供了良好的工具' 目前已有研究成功地将 '"QC*和
诱导多能干细胞$%:F+1EF H&+(%H2GE:G*GE#1E&&#%UQC*%
诱导为表达晶状体标志物 $>1(K*G$&&%:*!>1(K*G$&&%: 和
H'$a%:%: 的晶状体小体$&E:G2%F Y2FK#\变% -.R?. #这为体
外研究晶状体的发育提供了有用的模型' 但是#体外
定向分化体系中晶状体发育相关转录因子的变化特点

与体内晶状体胚胎发育的过程是否符合尚不明确' 本
研究中拟采用高通量测序技术检测 '"QC*定向分化
为 \变过程中晶状体发育相关转录因子的表达特点和
规律#并探索 '"QC体外定向分化过程是否很好地模
拟了体内晶状体的胚胎发育过程'

!"材料与方法

!0!"材料
!0!0!"细胞来源"'"QC*̀ < 细胞系由中山大学中山
眼科中心陈舒怡教授惠赠'
!0!0&"主要试剂及仪器"基质胶$@$G(%JE&#美国 变3
公司 %& '"QC*培养基 #SEQ[ 和 消 化 液 $加 拿 大
QGE#CE&&公司%&牛血清清蛋白和蛋白酶抑制剂 U@QB
$美国 Q%J#$公司%&3@"@8B>-; 培养基*非必需氨基
酸*P&+G$@]L添加剂*O; 添加剂*变;7 添加剂 $美国

P%Y12公司 %&重组生长因子 O2JJ%:* 变@UD* 变@U7*
TOS/]*BPB;$美国 U"U[4S"C̀ 公司%&逆转录试剂
盒 U(%#EQ1(%HG[S@$*GE(@%M*实时荧光定量UC[试剂
盒 QA变[U(E#%M"MS$N*3O$*E5$日本 S$a$($公司%&
驴血清$美国 V$1a*2: 5##+:E[E*E$(1' 公司%&测序试
剂盒 W]̀ SQ #[O]>*EN Z; \%Y($(KU(EH e%G$美 国
5&&+#%:$公司%&小鼠抗人 !>$1G%: 单克隆抗体$$Y?;;D#
- g- 666%&兔抗人 Q4L; 多克隆抗体$$Y<;D<D#- g- 666%
$美国 ]Y1$#公司%&山羊抗人 $]>1(K*G$&&%: 多克隆抗
体$*1>;;/?<#- g- 666%*小鼠抗人 !>1(K*G$&&%: 单克隆
抗体$*1>D?//=#- g=66%*小鼠抗人 4SL; 单克隆抗体
$*1>=-D-<=#- g;66 %*兔抗人 4CSD 多克隆抗体 $*1>
<6?-#- g;=6%$美国 Q$:G$C(+f公司%&兔抗人 U$M. 多
克隆抗体 $U[变>;7?U#- g;66#美国 C2Z$:1E公司 %&
]&EM$B&+2(D?? 标记的 驴 抗 山 羊 二 抗 $ ]>--6==#
- g=66%*]&EM$B&+2(D?? 标记的驴抗兔二抗$]>;-;6.#
- g=66 %*]&EM$B&+2(=.? 标记的驴抗小鼠二抗 $]>
-66/7#- g=66%*]&EM$B&+2(=.? 标记的驴抗兔二抗$]>
-66D;#- g=66%* [̀U标记的山羊抗兔二抗$P>;-;/D#
- g= 666* [̀U标 记 的 山 羊 抗 小 鼠 二 抗 $ /-D/6#
- g= 666%*S[5f2&[E$JE:G$美国 S'E(#2)%*'E(公司%'
7666 型实时荧光定量 UC[仪$美国 ]HH&%EF 变%2*K*GE#*
公司%'
!0&"方法
!0&0! " '"QC*体外培养和 \变的诱导分化!采用
#SEQ[培养基培在 @$G(%JE&包被的 -; 孔板中培养
'"QC*#细胞放置于 /7 o*体积分数 =X C4;*饱和湿
度的培养箱中' 细胞生长至 76X d?6X融合时将细
胞消化 = #%: 后#然后以 - gD的比例传代至 -; 孔板中#
每天换液' 参照文献-..的三阶段法将 '"QC*诱导分
化为 \变#待细胞生长至 ?6X d<6X时更换为基础培
养基$3@"@8B>-;r质量分数 6c6=X牛血清清蛋白r
质量分数 -X非必需氨基酸r; ##2&8\P&+G$@$M添加
剂r- 倍 O; 添加剂r- 倍 变;7 添加剂%#并按如下顺序
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依次在基础培养基中加入生长因子"在第 6 d. 天$36 d
3.#第一阶段%加入 -66 :J8#&O2JJ%:#在第 7 d-? 天
$37 d3-?#第二阶段%加入 ;6 :J8#&变@UD*;6 :J8#&
变@U7 和 -66 :J8#&BPB;#在第 -< d/; 天$3-< d3/;#

第三阶段%加入 ;6 :J8#&T:G/]和 -66 :J8#&BPB;'
隔天更换培养液 - 次#倒置显微镜下观察细胞形态变
化' 实验分为未分化的 '"QC*$36%组以及分化第 .

天$3.%组*第 -? 天$3-?%组和第 /; 天$3/;%组'
!0&0&"实时荧光定量 UC[法检测 '"QC*定向分化为
\变过程中干性基因和晶状体特异性基因的表达!取
定向分化 36*3.*3-? 和 3/; 共 D 个时间点的 -; 孔板
细胞#加入 - #&S[5f2&充分裂解细胞后使用 ;66 %&8#&

酚氯仿剧烈振荡两相分离#取上层溶解 [O]的水相加
入 6c= #&异丙醇中沉淀#离心半径 ?c= 1##-; 666 (8#%:

离心 -6 #%:#弃上清#向沉淀中加入 - #&体积分数 7=X

乙醇#振荡洗涤 [O]#-; 666 (8#%:离心 -6 #%:#弃上清
后空气中干燥-6 #%:#加入无 [O]酶水溶解沉淀' 按
照试剂盒提供的步骤将 [O]逆转录成 13O]#配制
;6 %&反应体系#/7 o反应 -= #%:#?= o反应 = *#D o终
止反应' 实时荧光定量 UC[反应体系为 ;6 %&#引物
序列见表 -#循环条件为 <= o预变性 ;6 *&<= o变性
/ *#.6 o退火并延伸 /6 *#扩增 D6 个循环' 以P]U3̀

作为内参照#按 ;R&&CG
法计算各基因的相对表达量'

表 !"荧光定量 HJO目的基因引物序列

基因 引物序列$=2>/2 %

-,#0( B"SCPSPP]]PP]CSC]SP]CC

["]PPC]PPP]SP]SPSSCSPP

)!2$ B"CCCP]]]P]P]]]PCP]]CC

["S]C]P]]CC]C]CSCPP]CC

<,<)- B"SPSCSSCSPCSP]P]SPCCS

["]PSPPPSSPSSSPCCSSSPP

!'",, B"]]PPSPC]PP]CP]CSSSPS

["PSPP]]CSC]CPPP]]]SPS

!'",. B"PSSCSSCPP]P]PC]CCSPSS

["P]P]PSCC]PSPSC]]]CC]P

!'"..; B"CC]SC]]]PSPP]C]PCC

["CPC]C]P]SP]C]CCSSC

!'"-! B"SP]PCPSCCC]]CS]CC]]P

["PSPP]PPP]]CPP]SCSCP

.:+#/ B"PC]]]PP]C]PPC]C]]P]]

["CPSC]C]]SPP]SPCSPP]P

.:+#& B"C]PSCSSPP]]]]SPCCCPP

["]SSSCCSCSSCSPCCPCCSS

!0&0'"细胞免疫荧光染色法检测 '"QC*定向分化为
\变过程中各目的蛋白的表达和定位!细胞在室温下

用 D o预冷的质量分数 DX多聚甲醛固定 -6 #%:#U变QS
洗涤 / 次#6c=X S(%G2: L>-66 室温孵育 -6 #%:#U变QS洗
涤 / 次' 用质量分数 =X驴血清封闭/6 #%:#加入相应
一抗#D o孵育过夜' 次日用 U变QS洗涤 / 次#避光加入
对应种属的二抗#室温孵育 - '#3]U5复染细胞核= #%:#
U变QS洗 / 次#荧光显微镜下观察并拍照'
!0&0("TE*GE(: Y&2G法检测 '"QC*定向分化为 \变过
程中各目的蛋白的表达!取定向分化 36*3.*3-;*
3-?*3;D 和 3/; 的细胞#用含- ##2&8\U@QB的 [5U]
缓冲液在冰上裂解 /6 #%:#D o条件下 -; 666 (8#%: 离
心 /6 #%:#收集上清液中的蛋白' 用质量分数 -6X和
=X的 Q3Q>聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白#并转印到
UW3B膜' 用 S变QS配制的 =X脱脂牛奶室温封闭膜
- '#加入相应一抗D o孵育过夜' S变QS洗 / 次#室温
下孵育相应种属的二抗 - '#以 !>$1G%: 作为内参照'
采用 U'2G2*'2H 图像分析软件对条带进行灰度分析#以
目的条带灰度与 !>$1G%: 条带灰度的比值代表蛋白的
相对表达量'
!0&0)"高通量测序技术检测 '"QC*定向分化为 \变
过程中晶状体发育相关转录因子的表达变化!取定向
分化36*3.*3-? 和 3/; 的细胞#各组给予 ; 次独立重
复' 按照上述 [O]抽提步骤提取细胞 [O]并使用
3O$*E5纯化' 取获得的 [O]= %J使用 W]̀ SQ 试剂
盒建立测序文库"H2&K]标记的磁珠分离 #[O]#而后
打断为 ;66 d/66 YH 的片段#经逆转录*末端修复以及
末端加]碱基#片段化的13O]会结合在测序接头上'
所建的文库在中山眼科中心国家重点实验室使用

5&&+#%:$ %̀QEN ;=66 进 行 双 端 测 序# 所 得 的 原 始
B]QSi数据已上传至 Q[]$ QEN+E:1E[E$F ](1'%ZE%数
据库#检索号是 Q[U6<-.6=' 用 S2H'$GZ;c6c-; 匹配
测序结果到人类参考基因组$"OQ"@变\F$G$Y$*E%#并
通过 S̀QEN Z60.06 计算基因转录表达量#以每 - 百万
个拼接上的短序列中拼接到外显子上的每 - 666 个碱
基上的短序列数 $)($J#E:G*HE(a%&2Y$*E2)EM2: HE(
#%&&%2: )($J#E:G*#$HHEF#BUe@%来标准化基因表达
量#定义 BUe@"; 为表达基因' 采用 5PW对晶状体
发育相关转录因子进行层次聚类分析'
!0'"统计学方法

采用 QUQQ ;;06 统计学软件进行统计分析' 本研
究检测指标的数据资料经 Q'$H%(2>T%&a 检验证实呈正
态分布#以 [pQ表示' 采用均衡分组多水平研究设计#
体外定向分化不同时间点各基因在 #[O]水平相对
表达量的总体差异比较采用单因素方差分析' #b
6c6= 为差异有统计学意义'
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&"结果

&0!"'"QC*定向分化为 \变过程中细胞的形态变化
光学显微镜下未分化的 '"QC*呈圆形$图 -]%&

36 d3. 的细胞形态未发生明显改变#但形状更圆且
排列更紧密$图 -变%&37 d3-? 的细胞形态由圆形逐
渐延长#逐渐变为梭形$图 -C%&3-< d3/; 的细胞从
培养板表面脱离#其他细胞缓慢聚集#形成有三维立体
结构的透明结构#即 \变$图 -3%'

100μm 100μm

100μm100μm

BA

C D

100μm 100μm

100μm100μm

BA

C D

图 !"光学显微镜下观察 ?S%J>定向分化为 DV过程中细胞的形态
变化$标尺n-66 %#%!]"未分化的 '"QC*$36%细胞呈圆形!变"3.
细胞形态未发生明显变化!C"3-? 细胞变为长短不一的梭形!3"
3/; 细胞聚集成透明球形
!

&0&"'"QC*定向分化形成 \变的鉴定
&0&0! "\变中各基因相对表达量变化!干性基因
)!2$ #[O]和 <,<)-#[O]相对表达量在 3/; 时
显著 降 低# !'",, #[O]* !'",. #[O]* !'"..&
#[O]*!'"-!#[O]和 .:+#/*.:+#& 相对表达量在
3/; 时逐渐升高$表 ;%'

表 &"不同时间各个目的基因相对表达量比较$!Q"%

基因 36 3. 3-? 3/;

)!2$ -c66p6c;; 6c7=p6c-7 6c7;p6c-; !!6c-;p 6c6-
<,<)- -c66p6c-= 6c.<p6c-D 6c??p6c-? !!6c-;p 6c6;
!'",, -c66p6c-? -;c6-p-c76 -6.c?7p-?c6/ ;67 6;?0<.pD= <D<0-<
!'",. -c66p6c-? -cD<p6c/< <c<7p-c?6 ! /D-c6Dp 7<c-D
!'"..& -c66p6c-? ;c.6p6c.7 ;c/?p6c.D ! -/.c= p /6c6=
!'"-! -c66p6c-/ 6c;Dp6c6= -.cD-p-c<= -/ ;?.c.=p- D7=c//
.:+#/ -c66p6c6= -c;7p6c-= -c=-p6c/7 !! ;c//p 6c=7
.:+#& -c66p6c;= 6c7-p6c-7 -c/-p6c-< !! <c<Dp ;c</

&0&0&"\变中 $>1(K*G$&&%: 和 !>1(K*G$&&%: 蛋白的表达!
定向分化第三阶段结束时$3/;%形成的三维立体透明
结构中晶状体蛋白$>1(K*G$&&%: 和!>1(K*G$&&%: 呈阳性表
达#分别呈绿色荧光和蓝色荧光$图 ;%'

100μm

aA�crystallin β�crystallin

DAPI 融合

100μm

100μm 100μm

B

C D

A100μm

aA�crystallin β�crystallin

DAPI 融合

100μm

100μm 100μm

B

C D

A

图 &"细胞免疫荧光染色鉴定 DV$标尺n-66 %#%!3/; 的细胞免
疫荧光染色可见 $]>1(K*G$&&%: 表达阳性#呈绿色荧光 $]&EM$B&+2(
D??% #!>1(K*G$&&%: 表达阳性$]&EM$B&+2(=.?% #呈荧光#细胞核呈蓝色
荧光$3]U5%
!

&0'"高通量测序的基因表达谱分析
高通量测序对 36*3.*3-? 和 3/; 时间点分别获

得 //c?*=?cD*DDc- 和 .;c?A-6.
基因读段数#每组中至

少有-/ D6=个表达基因' D 个时间点细胞基因表达谱
的层次聚类分析显示#3. 和 3-? 转录因子基因表达
谱聚为一类#与 3/; 转录因子基因表达谱接近#36 与
3/; 的细胞转录因子基因表达谱之间的差异最为显著
$图 /%'
&0("晶状体发育相关转录因子相对表达量的动态变化
&0(0!"前基板基因的动态变化"36 d3. 阶段显著
升高并达到峰值的基因包括 09?5* 09?8* 09?6*
(1+/*(1+$*)2?& 和 1",/#+>?/ 基因表达无明显变
化#+>?$ 和 1",& 基因在 36 d3. 阶段稍有降低#3. d
3-? 阶段升高$图 D%'
&0(0&"晶状体特异基因和干细胞标志物表达动态变
化"免疫荧光染色结果显示#36 d3. 阶段 Q4L; 蛋白
表达增强#3-? 时不表达 Q4L; 蛋白的细胞可检测到
)2?& 蛋白表达#3/; 形成的 \变中可检测到 4SL; 和
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图 '"晶状体发育相关转录因子 0O#B表达谱聚类分析图!将转
录因子在每个组中的表达量进行层次聚类分析6 表达量的变化用
颜色的变化表示#绿色表示表达量较低#红色表示表达量较高6 聚
类分析结果提示 3. 和 3-? 聚为一类#36 和 3/; 之间差异最为显著
!
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图 ("高通量测序分析前基板基因在分化过程中的动态变化!测序分
析了3613.13-? 和3/; 共 D 个时间点前基板基因09?5109?8109?61
(1+/1(1+$1)2?&11",/11",&1+>?$ 和 +>?/ 在 #[O]水平的表达变
化#结果显示大部分前基板基因在 36 到 3. 时间段明显升高

Q4L; 共同表达 $图 =%6 TE*GE(: Y&2G法检测结果显
示#分化过程中 Q4L; 的表达逐渐减少#3/; 时重新被
检测到$图 .]%6 量化分析结果也显示#Q4L; 蛋白的
表达先降低且在 3/; 时升高$图 .变%6 4SL; 蛋白在
3.13-; 和 3-? 时有微弱的表达$图 .]%6 另外#免疫
荧光染色结果显示 '"QC*在分化的 3. 开始表达

U]L. 蛋白且逐渐增强#4CSD 蛋白的表达水平随分化
的时间的延长而逐渐减弱#在分化结束时#几乎所有的
细胞都表达 U]L. 蛋白#而很少有细胞表达 4CSD 蛋
白$图 =%6 同时#高通量测序和 TE*GE(: Y&2G法检测均
发现 #,?6 在 #[O]和蛋白水平的表达在分化过程中
逐渐升高$图 .%6
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图 )"免疫荧光染色检测晶状体特异基因 2$%&1$'%&1()%* 和干
细胞标志物 LJW( 在定向分化过程中的定位和表达强度变化"基因
+)?& 和#,?6 呈绿色荧光$]&EM$B&+2(D??%#基因)2?& 和)!2$ 呈红
色荧光$]&EM$B&+2(=.?%#细胞核呈蓝色荧光$3]U5%$标尺n-66 %#%
!

&0(0'"晶状体分化基因的动态变化"高通量测序结
果显示#3-? d3/; 阶段显著升高并达峰值的基因有
@,.&/9/1!@,:1#>2?5 和 #')?/#:)?151 9@,:和
@,:.在此阶段无明显变化$图 7%6

'"讨论

脊椎动物的晶状体来源于头部表面外胚层#其首
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图 *"数8>4836C=24法检测 HB0**%L0& 和 LW0& 蛋白在定向分化
过程中的表达变化!]"TE*GE(: Y&2G法检测 U]L.*Q4L; 和 4SL; 的
蛋白表达电泳图#!>$1G%: 为内参!变"不同时间点 #,?6* +)?& 和
)2?& 的蛋白表达的量化比较
!
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图 +"高通量测序分析晶状体分化基因在分化过程中的动态变化!
测序分析了 36*3.*3-? 和 3/; 共 D 个时间点前基板基因 :)?15*
#>2?5*@,.&/9/*@,:.*9@,:*!@,:和 #')?/ 在 #[O]水平的表达
变化#大部分晶状体分化基因在 3-? d3/; 阶段明显升高
!

先发育为 \U#接着基板通过增厚和内陷形成 \W#随后
与外胚层分离1 \W的前极和后极细胞分别分化为晶
状体上皮细胞和初级纤维细胞#从而形成三维立体结
构的晶状体

--. 1 已有研究发现晶状体的透明度和折
射率等光学特性依赖于晶状体纤维细胞中晶体蛋白的

积累
-<. 1 本研究发现#随着生长因子的依次加入#细

胞晶状体蛋白的表达水平逐渐升高#并最终形成透明
立体结构的 \变1

研究表明#在原肠胚形成时 UU"可表达包括
09?5*09?8*09?6*(1+/*(1+$ 和 )2?& 等的前基板
基因调控未来的晶状体外胚层 $ H(2*HE1G%ZE&E:*
E1G2FE(##U\"%的形成 -=. #随后由 #,?6*+>?5 和 +)?&
组成的基因调控网络$JE:E(EJ+&$G2(K:EGI2(a#P[O%在
\U的形成中起重要作用 --R=. 1 此外#晶状体细胞分化
过程中还需要不同的转录因子来决定细胞命运1 例

如##>2?5 及其下游的效应分子 :)?15 对于维持晶状
体上皮表型至关重要

--6. 1 本研究中参照文献-..的三
阶段法进行体外诱导#使 '"QC*分化为 \变#并使用高
通量测序技术对定向分化过程中晶状体发育相关转录

因子的动态变化进行测定#结果提示该诱导体系在体
外高度模拟了体内晶状体的发育过程#这为研究人类
晶状体发育*再生以及转录因子相关的先天性晶状体
疾病内在机制的研究提供了理论基础和理想模型1

3\L/*3\L= 和 3\L. 是一组与神经和非神经外
胚层相关的转录因子1 研究表明#小鼠晶状体的发育
需要 3\L= 和 3\L. 的共同作用 ---. 1 另外# 4J%:2
等

-=.
发现 09?基因在斑马鱼和爪蟾的 UU"中首先表

达1 本研究结果显示#在 '"QC*诱导后的第 . 天#
3\L= 的表达量明显升高#3\L/ 和 3\L. 表达变化相
对较弱#这表明 3\L= 在 '"QC*定向分化为 \变的第一
阶段中起重要作用1 在诱导第一阶段加入的 O2JJ%:
是骨形态发生蛋白$ Y2:E#2(H'2JE:EG%1H(2GE%:#变@U%
信号通路抑制剂#这与之前关于低水平的 变@U信号可
促进 3\L= 表达的研究结果一致 --;. 1 研究表明#4SL;
的表达模式对 UU"前后部结构的进一步分化发育有
重要作用

--/. #且其他前基板基因如 (1+/*(1+$ 和
1",/ 都在分化第一阶段显著升高#这些前基板基因在
UU"上高度表达#动物模型中已证实其与晶状体分化
区域的形成密切相关

-=. 1 因此#'"QC*中加入 O2JJ%:
后 '"QC*的分化可以被认为是 UU"的发育阶段1

U]L. 是哺乳动物晶状体诱导过程中形成 P[O
的关键调节因素

--DR-=. 1 在晶状体发育的起始阶段#
U]L. 表达于晶状体*嗅神经和腺垂体的大多数前基
板中#后来表达于 U\"--.R-7. 1 本研究结果显示#第一
阶段加入 O2JJ%: 后 U]L. 在 #[O]及其蛋白表达量
显著增加1 已有研究表明#变@U与胚胎发育早期 \U
的形成和晶状体纤维细胞分化有关

--?R-<. #.@#$ 和
.@#3 基因的表达异常都会阻碍晶状体的正常发
育

-;6R;-. 1 在第二阶段加入 变@U和 BPB后#本研究中
检测到 U]L. 表达继续增加并贯穿于整个诱导过程
中#同时干细胞标志物 4CSD 的表达逐渐降低#证实了
干细胞向晶状体的定向分化#也与之前关于 变@U和
BPB可协同调节晶状体发育的研究一致 -;;. 1 Q4L; 在
晶状体胚胎发育过程中有多重作用#不仅是干细胞自
我更新的重要调节因子#也是晶状体分化过程中
U]L. 的转录激活剂 -;/R;D. #还可以调控晶状体蛋白的
表达

-;=. 1 本研究结果显示#Q4L; 在未分化的 '"QC*
中高表达#3. 时继续升高#随后开始下降#这与之前的
关于定向分化结束时 Q4L;#[O]相对表达量较低的
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研究结果一致
-.. ' 但本研究中检测到在 '"QC*分化

为 \变时 Q4L; 蛋白重新表达#这一现象可能是分化的
\变像成人体内的晶状体上皮细胞一样存在干细胞样
细胞所致'

成熟晶状体包括上皮细胞和纤维细胞 ; 种细胞类
型#多种转录因子共同参与这 ; 种细胞从晶状体泡前
后极分化并形成三维立体结构的过程' 分化第三阶段
加入的 T:G可以促进晶状体的发育和成熟 -;.. ' 以往
关于晶状体分化相关基因的研究发现#敲除 @,.&/9/
会导致\U无法内陷形成\W-;7. &@,:基因突变引起白
内障的发生

-;?. &#')?/ 可与 BPB受体形成环路调控
晶状体纤维细胞的分化#其突变会导致晶状体纤维无
法形成

-;<R/6. #U5SL/ 是维持晶状体上皮细胞特征的关
键转录因子

-/. ' 本研究发现#在定向分化第三阶段
@]变;-\-*U5SL/*U[4L- 和 C@]B表达显著增加#表
明第三阶段的分化过程可能与在体内 \W的形成和晶
状体细胞分化相对应' 高通量测序的聚类分析结果也
提示#在 '"QC*定向分化第三阶段#晶状体发育相关
转录因子表达谱有显著改变#说明第三阶段细胞类型
发生了明显转变' 另外#有研究表明在白内障*小角膜
和虹膜缺损的家族中发现有 @,:基因的突变 -;. ' 不
同亚型的 @,:基因功能可能由于物种不同而异#如鸡
的 \@]B可诱导晶状体纤维分化#小鼠的这个功能是
由 C@]B调控的 -/-. ' 本研究显示培养过程中 C@]B
表达量明显升高#提示 C@]B可能是人晶状体发育过
程中发挥功能的亚型'

综上所述#本研究揭示了 '"QC*体外定向分化为
\变过程中晶状体发育相关转录因子表达的动态变化'
高通量测序结果表明#体外 / 个分化阶段可能依次对
应体内晶状体发育的 UU"*U\"和 \"阶段*\W和晶状
体细胞分化阶段#这提示 '"QC*体外定向分化过程很
好地模拟了晶状体的体内发育过程#为研究早期人类
晶状体发育和转录因子异常相关的先天性晶状体疾病

的发病机制研究奠定了基础' 然而#如何在体外精确
调控转录因子的激活从而获得更加成熟*接近生理状
态下的晶状体仍需进一步研究'
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