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!!$摘要%!背景!视网膜色素上皮)d̂ '*细胞的正常超微结构是其执行正常生理功能的解剖基础#目前
用透射电子显微镜)P'c*检测 d̂ '细胞的超微结构时常用细胞沉淀法#但经过胰蛋白酶消化的细胞会破坏
原有的细胞生长状态#无法真实地反映出体外培养的 d̂ '细胞的超微结构'!目的!探索一种能够简单&真
实地反映体外培养的人胚胎干细胞)G'SN*来源的 d̂ '细胞超微结构的方法'!方法!将 G'SN经自然分化
法诱导为 G'SN来源的 d̂ ')G'SN@d̂ '*细胞#采用免疫荧光法检测 G'SN@d̂ '细胞特异性蛋白小眼畸形相关
转录因子)c9PT*和人类配对盒基因 #) _̂a#*的表达' 将 G'SN@d̂ '细胞种植于 PD)6=E3++小室上进行培养#
待细胞形成细胞片后通过 P'c进行超微结构的观察#并与细胞沉淀法制备的 G'SN@d̂ '细胞标本的超微结
构和 >% 日龄 \/6.'J)6=大鼠体内 d̂ '细胞的超微结构进行比较'!结果!G'SN@d̂ '细胞 c9PT和 _̂a# 表
达阳性' P'c下可见大鼠体内 d̂ '细胞正常的超微结构#包括顶端微绒毛&极性分布的 d̂ '细胞色素颗粒
和细胞核&细胞基底膜和细胞间紧密连接' 细胞片法 P'c下可见 PD)6=E3++小室上细胞片中 G'SN@d̂ '细胞
形成了类似于大鼠体内 d̂ '细胞的超微结构#但细胞顶端微绒毛较短#而细胞沉淀法观察到 G'SN@d̂ '细胞
的细胞质中散在分布的色素颗粒&非极性的细胞核和少量的微绒毛'!结论!P'c观察细胞超微结构时细胞
片法不经过细胞的消化过程#保留了 G'SN@d̂ '细胞的正常结构#能简单&真实地反映体外培养 d̂ '细胞的
超微结构'!
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"56.&$-7&#8A-7B3$"2,)8R/D()+-+CD)=CD-5C-D3*=CG3)6)C/(*5)+I)=*=/FD3C*6)+H*.(36C3H*CG3+*)+) d̂ '*
53++=C/H3DF/D( 6/D()+HGB=*/+/.*5)+F-65C*/62_CHD3=36CCG3HD35*H*C)C*/6 (3CG/4 *=/FC36 -=34 C/43C35CCG3
-+CD)=CD-5C-D3/Fd̂ '53++=E*CG CD)6=(*==*/6 3+35CD/6 (*5D/=5/HB)P'c*2!C6D'7&/*'!PG3)*(/FCG*==C-4BE)=C/
31H+/D3)=*(H+3)64 F3)=*I+3)HHD/)5G C/31)(*63CG3-+CD)=CD-5C-D3/FG-()6 3(IDB/6*5=C3( 53++@43D*J34 D3C*6)+
H*.(36C3H*CG3+*)+)G'SN@d̂ '* 53++=2!E'&(").!G'SN=E3D3*64-534 )64 4*FF3D36C*)C34 *6C/d̂ '53++=IBCG3
=H/6C)63/-=4*FF3D36C*)C*/6 (3CG/4#)64 CG331HD3==*/6=/F(*5D/HGCG)+(*))==/5*)C34 CD)6=5D*HC*/6 F)5C/Dc9PT)64
H)*D34@I/1.363# ) _̂a#*#=H35*F*5HD/C3*6 /Fd̂ '53++=#*6 CG353++=E3D343C35C34 IB*((-6/F+-/D3=53653)==)B2
G'SN@d̂ '53++=E3D3*6/5-+)C34 *6C/PD)6=E3++F*+C3D#)64 CG3-+CD)=CD-5C-D3/FCG353++=G33CE)=31)(*634 -643DCG3
P'c2PG36 CG3-+CD)=CD-5C-D3/FCG353++=G33C=H35*(36=E)=5/(H)D34 E*CG CG/=3/FG'SN@d̂ '53++=FD/( 53++
HD35*H*C)C*/6 )64 d̂ '53++=H35*(36=/F>%@4)B@/+4 \/6.'J)6=D)C=2!F'.2+&.!c9PT)64 _̂a# E3D3H/=*C*J3+B
31HD3==34 *6 G'SN@d̂ '53++=2PG36/D()+-+CD)=CD-5C-D3E3D3J*=*I+3*6 CG3d̂ '53++=/FD)C=-643DCG3P'c#*65+-4*6.
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-+CD)=CD-5C-D3/FG'SN@d̂ '53++=G33C/6 PD)6=E3++E)==*(*+)DC/CG3d̂ '53++=*6 D)C=2b/E3J3D#/6+B=5)CC3D(3+)6*6
.D)6-+3=#6/6H/+)D6-5+3-=)64 =5)6CB(*5D/J*++*E3D3/I=3DJ34 -643DCG3P'c *6 CG3G'SN@d̂ '53++=IB53++
HD35*H*C)C*/6 (3CG/42!4",7+2./",.!K*CG/-C4*.3=C*/6 HD/53==#G'SN@d̂ '53++=G33C/6 PD)6=E3++5)6 D3C)*6 CG3
6/D()+-+CD)=CD-5C-D3/FG'SN@d̂ '53++=-643DCG3P'c#E*CG )(/D3=*(H+3)64 D3+*)I+3)4J)6C).32!

"9'1 :"$).#8 d3C*6)+ H*.(36C 3H*CG3+*-(;5BC/+/.B( '(IDB/6*5 =C3( 53++=( c*5D/=5/HB# 3+35CD/6#
CD)6=(*==*/6( N3++4*FF3D36C*)C*/6;HGB=*/+/.B( N3++=# 5-+C-D34( d)C=( d3C*6)+H*.(36C3H*CG3+*)+=G33C=# G-()6

;2,)#$"3$-%" R)C-D)+S5*3653T/-64)C*/6 D̂/<35C/FNG/6.L*6.)5=C5&%$&<<_$%%#A*

!!年 龄 相 关 性 黄 斑 变 性 ) ).3@D3+)C34 ()5-+)D
43.363D)C*/6#_c7*是发达国家 ?% 岁以上人群的主要
致盲眼病#近年来中国 _c7的发病率有逐年升高的
趋势

+$Y&, ' _c7的主要病理改变是视网膜色素上皮
)D3C*6)+H*.(36C3H*CG3+*-(#d̂ '*细胞变性#继而导致
光感受器的丢失

+", #因此深入研究 d̂ '细胞的结构和
功能对于 _c7的防治具有重要的临床意义' d̂ '是
神经视网膜与 QD-5G 膜之间的具有极性的单层细胞#
其超微结构的正常与否与视网膜正常生理功能的维持

密切相关
+U, #如细胞顶端的微绒毛参与对感光细胞外

节的吞噬过程&细胞的极性可影响营养因子的分泌&细
胞内的色素颗粒具有抗氧化应激的能力&细胞间的紧
密连接参与血Y视网膜屏障的形成等 +?, ' 透射电子显
微镜)CD)6=(*==*/6 3+35CD/6 (*5D/=5/H3#P'c*是检测细
胞超微结构的常用工具#目前许多研究用 P'c检测
d̂ '细胞超微结构时是将体外培养的 d̂ '细胞消化
后观察沉淀的细胞

+#Y$%, #但该方法会破坏 d̂ '细胞原
本的生长状态#不能真实地反映体外培养 d̂ '细胞的
超微 结 构' 本 研 究 中 将 人 胚 胎 干 细 胞 ) G-()6
3(IDB/*5=C3(53++#G'SN*来源的 d̂ ') G'SN@d̂ '*细
胞培养在 PD)6=E3++滤膜上#采用 P'c观察未经消化
的 G'SN@d̂ '细胞片的超微结构#并与常规的细胞沉
淀法进行比较#以探索检测 d̂ '细胞超微结构的最佳
方法'

<8材料与方法

<2<8材料
<2<2<8细胞来源8G'SN株由中国科学院动物研究所
周琪院士惠赠'
<2<2=8实验动物8$ 只 >% 日龄的 \/6.'J)6=大鼠由
第三军医大学实验动物中心提供' 所有实验动物操作
程序符合/实验动物管理和使用指南0规定#并经第三
军医大学医学伦理委员会批准'
<2<2>8主要试剂及仪器8'SN培养基)加拿大 SC3(
53++公 司 *( g@&:#"& ) 美 国 S*.()公 司 *( 基 质 胶
)c)CD*.3+#美国 Q7公司*(激酶抑制剂)O*6)=3=-HHD3==/D
/Fd)=#eSd*)美国 M*I5/公司*(兔抗小眼畸形相关转录

因子)(*5D/HGCG)+(*))==/5*)C34 CD)6=5D*H*C*/6 F)5C/D#c9PT*
一抗 ) )I&%##"# $ "̀%% *&兔抗人类配对盒基因 #
)H)*D34@I/1.363## _̂a#*一抗))I?:>%#$ &̀%%*)英国
_I5)(公司*(T9PN标记山羊抗兔二抗)T@&:#?*&NB"
标记的山羊抗兔二抗)_$%?&%*)美国\*F3P35G6/+/.*3=
公司*' PD)6=E3++细胞培养小室)美国 N/D6*6.公司*(

激光扫描共焦显微镜)德国 \3*5)公司*(P'c)日本电
子株式会社*'
<2=8方法
<2=2<8 G'SN@d̂ '细胞的诱导分化及培养!采用自
发分化法诱导 G'SN分化为 d̂ '细胞 +$$, ' G'SN传代
后#使细胞生长至超级融合状态#每个克隆之间的边界
互相接触' 传代培养约 $ 周后去除原培养基中的碱性
成纤维生长因子) I)=*5F*ID/I+)=C.D/ECG F)5C/D#ITMT*#
隔日换液 $ 次#约 &% 4 待细胞中出现色素灶时继续培
养 & 周#解剖显微镜下用玻璃电极将色素灶挑出#移至
铺有基质胶的培养皿' 分离的色素灶继续培养 U 周后
进行传代#每 & [" 天更换培养基#可见 d̂ '细胞从色
素灶单层爬出'
<2=2=8免疫荧光法鉴定 G'SN@d̂ '细胞!将第 " 代
G'SN@d̂ '细胞接种于 d̂ '细胞爬片上#U o条件下
用质量分数 UZ多聚甲醛固定 $? (*6( Q̂S 漂洗 " 遍#
加入体积分数 %X&?Z PD*C/6 a@$%%# 室温下 静 置
$% (*6#加入含体积分数 ?Z山羊血清的封闭液#室温
孵育 $ G(吸干封闭液后分别加入 c9PT和 _̂a# 一抗#
U o孵育过夜( Q̂S 漂洗 " 遍#分别加入T9PN和NB" 标
记的山羊抗兔二抗#": o孵育 $ G# Q̂S 漂洗#加入
7_̂ 9核染色# Q̂S 漂洗 " 遍(用抗荧光淬灭剂封片#激
光扫描共焦显微镜下观察细胞中 c9PT和 _̂a# 的荧
光表达'
<2=2>8大鼠体内 d̂ '超微结构的观察!过量麻醉法
处死 \/6.'J)6=大鼠#摘取双侧眼球(行角膜穿刺后
立即将眼球置于质量分数 &X?Z戊二醛中 U o固定
"% (*6#去除眼前节和玻璃体#将眼杯修剪为适当大
小#置于 &X?Z戊二醛中 U o固定 & G(弃上清# Q̂S 漂
洗 & 次#每次 "% (*6#加入质量分数 $Z锇酸#室温下固
定 & G(弃上清#%X$ (/+;\ Q̂S 漂洗 " 次#每次 ? (*6#
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再将样品用丙酮梯度脱水#每次 ? (*6(加入环氧树脂
#$A 包埋#半薄切片定位#行超薄切片#加入醋酸铀和
铅染液#电子染色#P'c下观察细胞的超微结构'
<2=2?8细胞片法观察 G'SN@d̂ '细胞超微结构!将
第 " 代 G'SN@d̂ '细胞接种于 PD)6=E3++小室上#常规
培养 " 周#用 &X?Z戊二醛中 U o固定过夜#弃上清#
Q̂S 漂洗 & 次#每次 "% (*6#加入 $Z锇酸#室温固定

& G(弃上清#%X$ (/+;\ Q̂S 漂洗 " 次#每次 ? (*6#用丙
酮梯度脱水#每次 ? (*6(将 '̂P膜从 PD)6=E3++培养小
室中撕下#裁剪成适当大小后加入环氧树脂 #$A 包埋#
半薄切片定位#超薄切片#加入醋酸铀和铅染液#电子
染色#P'c下观察细胞的超微结构'
<2=2G8细胞沉淀法观察 G'SN@d̂ '细胞超微结构!
将第 " 代 G'SN@d̂ '细胞接种于 # 孔板#常规培养
" 周#加入质量分数 %X&?Z胰蛋白酶消化成单细胞#终
止消化后收集细胞#离心半径 $# 5(#室温下 $ &%% D;(*6
离心 " (*6#去上清#小心加入 &X?Z戊二醛#U o下固定过
夜(弃上清# Q̂S 漂洗 & 次#每次 "% (*6#加入 $Z锇酸#室
温下固定 & G(弃上清#%X$ (/+;\ Q̂S 漂洗 " 次#每次
? (*6#丙酮梯度脱水#每次 ? (*6(加入环氧树脂 #$A
包埋#半薄切片定位#超薄切片#加入醋酸铀和铅染液#
电子染色#P'c下观察细胞的超微结构'

=8结果

=2<8G'SN@d̂ '细胞的形态及鉴定
倒置相差显微镜下可见第 " 代 G'SN@d̂ '细胞呈

典型的铺路石样排列#细胞连接紧密#细胞中可见黑色
素)图 $_#Q*' 免疫荧光检测显示细胞中 d̂ '细胞的
特异性标志蛋白 c9PT和 _̂a# 呈阳性表达#分别呈红
色荧光和绿色荧光)图 $N[T*#即 G'SN自然分化为
d̂ '细胞'
=2=8大鼠 d̂ '细胞的超微结构

体内 d̂ '细胞位于感光细胞与 QD-5G 膜之间#呈
明显的细胞极性' d̂ '细胞顶端)朝向感光细胞*有
大量的微绒毛伸入感光细胞外节中#d̂ '细胞的色素
颗粒主要集中于细胞上方#细胞核位于细胞下方#细胞
间出现电子密度高的紧密连接#细胞底端为基底膜#是
QD-5G 膜的一部分)图 &*'
=2>8PD)6=E3++滤膜上的 G'SN@d̂ '细胞的超微结构

P'c下可见 G'SN@d̂ '细胞也出现明显的细胞极
性#细胞顶端有密集的微绒毛#但较大鼠体内 d̂ '细
胞的微绒毛短' G'SN@d̂ '细胞中的色素颗粒集中于
细胞上方#细胞核位于细胞下方#细胞之间形成紧密连
接#细胞底端为较平滑的基底膜)图 "*'
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图 <8mVm4@FPV细胞的形态及鉴定!_"倒置相差显微镜下可见
第 " 代细胞呈铺路石样排列)标尺k$%% #(*!Q"倒置相差显微镜
下可见第 " 代细胞间连接紧密)标尺k$%% #(*!N"第 " 代 G'SN@
d̂ '细胞中 c9PT表达阳性#呈红色荧光 )NB" 标尺 k?% #(*!7"
T9PN和 7_̂ 9双染后第 " 代 G'SN@d̂ '细胞中 c9PT阳性表达#呈红
色荧光#细胞核呈蓝色荧光)标尺k?% #(*!'"第 " 代 G'SN@d̂ '细
胞中 _̂a# 表达阳性#呈绿色荧光)T9PN标尺k$%% #(*!T"T9PN和
7_̂ 9双染后第 " 代 G'SN@d̂ '细胞中 _̂a# 呈绿色荧光#细胞核呈
蓝色荧光)标尺k$%% #(*

2μm 1μmA B
图 =8!VE观察 KY 日龄大鼠 FPV的超微结构!_"可见 cM&R&
Qc& 8̂S&_c和相邻 d̂ '细胞间的紧密连接)箭头* )标尺k& #(*
白色虚线之间为 d̂ '细胞!Q"图 _的放大图)标尺k$ #(*!cM"
色素颗粒(Qc"基底膜(_c"顶端微绒毛( 8̂S"感光细胞外节(R"细
胞核

=2?8沉淀 G'SN@d̂ '细胞的超微结构
P'c下可见细胞沉淀法破坏了 G'SN@d̂ '细胞的

极性#细胞质中仅显示散在的色素颗粒&细胞核和少量
微绒毛#未见细胞间连接和基底膜等结构)图 U*'
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2μm 1μmA B
图 >8!VE观察培养在 !$-,.:'++滤膜上的 (Vm4@FPV细胞的超微
结构!_"可见 cM&R&Qc&_c和相邻 d̂ '细胞间的紧密连接 )箭
头* )标尺k& #(*!Q"图 _白色虚框内的放大图)标尺k$ #(*!
cM"色素颗粒(R"细胞核(Qc"基底膜(_c"顶端微绒毛

2μm A B2μm

图 ?8!VE观察(Vm4@FPV细胞沉淀的超微结构!_"可见cM和Rm细
胞间连接被破坏)标尺k& #(*!Q"可见少量 cM和 c)标尺k& #(*
cM"色素颗粒(R"细胞核

>8讨论

d̂ '的超微结构与 d̂ '细胞的功能密切相关m
P'c是检测 d̂ '细胞超微结构的重要方法m但更为简
便和真实地通过 P'c反映出 d̂ '细胞超微结构的方
法学值得深入探讨' 本研究中将 G'SN@d̂ '细胞培养
在 PD)6=E3++滤膜上m细胞不经过胰蛋白酶的消化m采
用 P'c 观察 G'SN@d̂ '细胞片的超微结构m发现
G'SN@d̂ '细胞的超微结构类似于体内 d̂ '细胞m而
细胞沉淀法则较大程度地破坏了体外培养的 G'SN@
d̂ '细胞的超微结构m表明在用 P'c检测 d̂ '细胞
超微结构时m细胞片观察法更为简便和可靠'

'SN具有无限增生&自我更新和多向分化的能力m

同时细胞性状稳定m可用于大规模标准化生产 d̂ '细
胞m适合在相关的临床研究中应用 +$&Y$", ' 研究发现m
G'SN@d̂ '具有类似于体内 d̂ '细胞的形态&结构和
功能

+$$m$UY$?, m这类细胞已进入临床试验阶段 +$#Y$A, ' 本
研究中采用自发分化法诱导 G'SN细胞分化为 d̂ '细
胞m经鉴定 G'SN@d̂ '细胞具有典型的铺路石样形态m

并且能够表达 d̂ '细胞特异性蛋白' 此外m本研究由
于伦理学的限制无法采用人体内 d̂ '细胞进行体外
培养和诱导而作为阳性对照m因此使用了与人体内
d̂ '细胞超微结构十分相似的大鼠体内 d̂ '细
胞

+$>, ' 本研究结果发现m细胞片法培养的 G'SN@d̂ '

细胞形成了类似于体内 d̂ '细胞的超微结构m包括清
晰可见的顶端微绒毛&极性分布的色素颗粒和细胞核
以及完整的细胞基底膜和细胞间紧密连接m而细胞沉
淀法得到的 G'SN@d̂ '细胞由于经过了胰蛋白酶的消
化m破坏了其原本的生长状态m所以对 d̂ '细胞的超
微结构破坏较大m只观察到细胞质中散在分布的色素
颗粒&非极性的细胞核和少量的微绒毛m未见细胞间连
接和基底膜等结构' 因此m本研究认为细胞片法可以
更真实地反映出体外培养 d̂ '细胞的超微结构m为相
应的基础和临床研究提供可靠依据m并且在实验操作
过程中m细胞片法只需将 G'SN@d̂ '细胞培养在商业
化的 PD)6=E3++滤膜上m减少了消化细胞的步骤m操作
更为简单m但与体内 d̂ '细胞相比m体外培养的 G'SN@
d̂ '细胞的微绒毛明显较短m细胞色素颗粒明显增
多m这可能是体内微环境与体外培养条件的不同所致'

本研究采用细胞片法观察了 G'SN@d̂ '细胞的超
微结构m该方法较细胞沉淀法操作更为简单和可靠m此
外也证实细胞片法培养和诱导的 G'SN@d̂ '细胞的超
微结构较为接近体内 d̂ '细胞'
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图 <8患者治疗前及 FPV撕裂后彩色眼底照相及 ;5;图像!_"治疗前右眼彩色眼底照相!Q"治疗前右
眼 T_T!N"发生 d̂ '撕裂后右眼彩色眼底照相!7"发生 d̂ '撕裂后右眼 T_T!图 =8患者治疗前及
FPV撕裂后;;5及R4N5图像!_"治疗前右眼眼底早期TT_!Q"治疗前右眼眼底早期9NM_!N"治疗前
右眼眼底晚期 TT_!7"治疗前右眼眼底晚期 9NM_!'"d̂ '撕裂后右眼眼底早期 TT_!T"发生 d̂ '撕裂
后右眼眼底早期 9NM_!M"d̂ '撕裂后右眼眼底晚期 TT_!b"发生 d̂ '撕裂后右眼眼底晚期 9NM_

!!患者#男##$ 岁#&%$U 年 & 月因右眼视力下降伴视物变形 >

个月就诊于北京协和医院眼科A 既往史无特殊A 眼部检查"最

佳矫正视力右眼 %X&#左眼 %XAA

眼压"右眼 $U ((b.)$ ((b.k

%X$"" O )̂*#左眼 $? ((b.A 双

眼晶状体轻度混浊#余眼前节未

见明显异常A 右眼后极部可见

灰红色圆形隆起#其周散在黄白

色硬性渗出#中央隐约可见橘红

色病灶 )图 $ *(左眼底未见异

常A 右眼荧光素眼底血管造影

)F-64-=F+-/D3=53*6 )6.*/.D)HGB#

TT_*早期可见后极部圆形低荧

光区#随时间延长逐渐充盈#晚

期呈圆形荧光积存区#未见明显

荧光素渗漏)图 &*(吲哚青绿血

管 造 影 ) *64/5B)6*63 .D336

)6.*/.D)HGB#9NM_*早晚期均可

见后极部圆形低荧光区#其内可

见异常分支血管网#末端呈息肉

状膨大)图 &*A 右眼 8NP可见

黄斑区视网膜色素上皮脱离#边

缘呈指状突起#其下中高度信号

与低信号夹杂#其上可见神经上

皮脱离)图 "*A 诊断"右眼息肉

状脉络膜血管病变 ) H/+BH/*4)+

5G/D/*4)+J)=5-+/H)CGB# N̂W*A 给予雷珠单抗)商品名"\-536C*=*
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