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!!$摘要%!背景!视网膜色素上皮)d̂ '*细胞移植是目前人类尝试治疗视网膜色素变性) d̂ *的主要手

段' 诱导多能干细胞)*̂SN=*将成为移植细胞的一个重要来源#人胚胎干细胞) G'SN=*可以无限期地自我更

新和分化#是 d̂ '细胞移植的重要供体来源' 此外#*̂S@d̂ '细胞为患者自身细胞成为治疗源组织提供了个

性化治疗平台'!目的!评估利用逆转录病毒将 3<1\&;&KH&<VP.<和 ,62\ U 种基因导入 d̂ 患者皮肤成纤维细

胞后诱导人 *̂SN=的可行性#并建立将正常人 *̂SN=诱导分化为 d̂ '细胞的方法'!方法!分别采集基因突变

点为 ;ZXZMHGG H2S$%A:\的 d̂ 患者及无 ;ZXZMHGG H2S$%A:\突变受试者的大腿皮肤组织块约 & 5(p" 5('

采用胰蛋白酶消化和组织块培养法分离纯化得到成纤维细胞并进行传代#取第" 代细胞用于研究#分别采用

形态学和免疫荧光技术对培养细胞进行鉴定' 采用含 8NPU&S8a&&N@cgN和 e\TU U 种 57R_的质粒病毒转

染的成纤维细胞#并用 G'SN=条件培养液诱导 *̂SN=#采用细胞形态学&碱性磷酸酶) _̂ *染色&干细胞表面多

潜能标志物表达对所得到的 *̂SN=和 *̂S@d̂ '细胞进行鉴定#并通过细胞在 SN97小鼠的体内种植考察 *̂SN=

的成瘤性' 采用诱导分化拟胚体)'Q*法将不含 ;ZXZMHGG H2S$%A:\突变的 *̂SN=诱导分化为 d̂ '细胞#分

别采用免疫荧光技术和实时荧光定量 N̂d法检测细胞中特异性蛋白的表达'!结果!用皮肤组织块培养的

成纤维细胞呈梭形和多角形#光学显微镜下可见细胞间排列紧密#细胞形态和大小趋于一致#细胞中特异性蛋

白 W*(36C*6 表达阳性' 经逆病毒转染的成纤维细胞培养后第 ? [: 天可见小的细胞聚集#细胞形态由梭形变

为圆形(培养后 &% 4 出现类似 G'SN=集落形态的 *̂SN=克隆(培养后 &? ["% 4 细胞中的标志物 SS'_"&SS'_U&

Pd_@$@#%&Pd_@$@A$ 及 R)6/.均呈阳性表达#培养后 $& 周形成的 *̂SN=克隆中 _̂ 染色阳性#接种到 SN97小

鼠体内后形成畸胎瘤' 免疫荧光染色显示#诱导分化后 "% 4 时 *̂S@d̂ '细胞中 d̂ '细胞特异性标志物

d̂ '#?&闭锁小带蛋白 $)f8@$*和卵磷脂视黄醇酰基转移酶)\d_P*蛋白均呈阳性表达'!结论!利用逆转录

病毒将 3<1\&;&KH&<VP.<和 ,62\ U 种基因转入 ;ZXZMHGG H2S$%A:\突变的 d̂ 患者皮肤成纤维细胞后可以获

得 *̂SN=#建立的 *̂SN=有 'SN=的形态和多能分化的特征' 采用同样的转染技术可在无 ;ZXZMHGG H2S$%A:\

突变的人皮肤成纤维细胞中建立体外高分化&高效能的 *̂S@d̂ '细胞'!

$关键词%!人皮肤成纤维细胞;细胞学( 诱导多潜能干细胞;细胞学( 视网膜色素上皮;细胞学( 视网

膜色素变性;治疗( 细胞培养( 细胞分化( 生物标志物
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S-4+017-(1&234515+67&6&%.#B22"6"+1-8 )"0:1N&:4"1+6&2Z+(*"(% P-8"<+6@("A-0:"1.#Z+(*"(% HFGGHb#C5"(+
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"56.&$-7&#8A-7B3$"2,)8d3C*6)+H*.(36C3H*CG3+*-( ) d̂ '* 53++CD)6=H+)6C)C*/6 *=CG3HD*()DB(3)6=/F

G-()6 CD*)+F/DCG3CD3)C(36C/FD3C*6)+43.363D)C*/62964-534 H+-D*H/C36C=C3(53++=)*̂SN=* E*++I35/(3)6 *(H/DC)6C

=/-D53F/D53++CD)6=H+)6C)C*/6296 )44*C*/6#*̂S@d̂ '53++=()BHD/J*43)H3D=/6)+*,34 CD3)C(36CH+)CF/D(F/DCG3H)C*36Cq=

/E6 53++=CD3)C(36C2!C6D'7&/*'!PG*==C-4BE)=C/3J)+-)C3CG3F3)=*I*+*CB/FG-()6 F*ID/I+)=C=4*FF3D36C*)C3C/E)D4

*̂SN=FD/( D3C*6*C*=H*.(36C/=)) d̂ * H)C*36C=)64 C/E)D4 *̂SN@d̂ '53++=FD/( 6/6@d̂ *64*J*4-)+IBD3CD/J*D)+

CD)6=F35C*/6 /F3<1\#;&KH#<VP.<)64 ,!)\ .363=2!E'&(").!b-()6 CG*.G =O*6 C*==-3=E3D3/IC)*634 FD/()d̂
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H)C*36CE*CG G/C=H/C(-C)C*/6 /F;ZXZMHGG H2S$%A:\)64 *64*J*4-)+E*CG/-C;ZXZMHGG H2S$%A:\(-C)C*/6#

D3=H35C*J3+B#E*CG CG3=*,3& 5(p" 5(2b-()6 43D()+F*ID/I+)=C=E3D3*=/+)C34 )64 5-+C-D34 IBCDBH=*6 4*.3=C*/6 )64

31H+)6C(3CG/42PG3F*ID/I+)=C=E3D3CD)6=F35C34 IB)=3D*3=/FD3CD/J*D-=)64 5-+C-D34 IBG-()6 3(IB/6*553++@

5/64*C*/634 (34*-( C/.363D)C3)64 *64-53*̂SN=# )64 CG36 CG3*̂SN=E3D3*436C*F*34 IB(/DHG/+/.B# )+O)+*63

HG/=HG)C)=3) _̂ * =C)*6*6.)64 *((-6/F+-/D3=53653)==)B/F=H35*F*5()DO3D=/FH+-D*H/C36C=C3( 53++=2*̂SN=

=-=H36=*/6 E3D3*6<35C34 *6C/SN97(/-=3C//I=3DJ3CG3C-(/D*.363=*=2PG3*̂SN=FD/(6/6@d̂ =-I<35CE3D3*64-534

C/4*FF3D36C*)C3C/E)D4 *̂S@d̂ '53++=IB3(IDB/6*5I/4B)'Q* *64-5*6.(3CG/4#)64 *̂S@d̂ '53++=E3D3*436C*F*34 IB

43C35C*6.CG331HD3==*/6 /Fd̂ '#?#,/6-+)/55+-436=HD/C3*6 $ )f8@$* )64 +35*CG*6 D3C*6/+)5B+CD)6=F3D)=3)\d_P*2!

F'.2+&.!N-+C-D34 G-()6 43D()+F*ID/I+)=C==G/E34 F-=*F/D(/DH/+B./6 =G)H3)64 *6C3D53++-+)D5+/=3)DD)6.3(36C#

)64 W*(36C*6 E)=H/=*C*J3+B31HD3==34 *6 CG353++=2S()++53++5/+/6*3=E3D3G)DJ3=C34 ?Y: 4)B=)FC3D*6F35C34 IB

D3CD/J*D-=3=#)64 CG3(/DHG/+/.B5G)6.34 FD/( =H*64+3*6C/D/-64 ()==2PG3G'SN@+*O3*̂SN=5+/6*3=)HH3)D34 &%

4)B=)FC3D5-+C*J)C*/6#)64 CG3H/=*C*J331HD3==*/6=/FG'SN@=H35*F*5=-DF)53)6C*.36=*65+-4*6.SS'_"#SS'_U#Pd_@$@#%#

Pd_@$@A$ )64 R)6/.E3D3F/-64 *6 CG353++=&? Y"% 4)B=)FC3D5-+C*J)C*/6#)64 CG3H/=*C*J3=C)*6*6./F_̂ E)=

/IC)*634 $& E33O=)FC3D5-+C*J)C*/62_C3D)C/()E)=F/D(34 )CCG3*6<35C*/6 =*C3/F*̂SN==-=H36=*/6 *6 SN97(/-=32

9((-6/F+-/D3=53653C35G6*L-3=G/E34 CG)Cd̂ '53++@=H35*F*5HD/C3*6=*65+-4*6.d̂ '#?#f8@$ )64 \d_PHD/C3*6=

E3D3H/=*C*J3+B31HD3==34 *6 *̂S@d̂ '53++=)C"% 4)B=)FC3D4*FF3D36C*)C*/62!4",7+2./",.!c-C)C*/6 ;ZXZMHGG

H2S$%A:\/Fd̂ H)C*36C@=H35*F*5*̂SN=5)6 I3*64-534 FD/(G-()6 43D()+F*ID/I+)=CIBD3CD/J*D-=*6F35C*/6 (3CG/42

PG3F-65C*/6 )64 (/DHG/+/.B/FCG3*̂SN=E3D3=*(*+)DC/G'SN=2b-()6 *̂SN=53+++*63.363D)C34 FD/(CG343D()+

F*ID/I+)=C=/F6/6@d̂ *64*J*4-)+=5)6 4*FF3D36C*)C3*6C/*̂S@d̂ '53++=2!

"9'1 :"$).#873D()+F*ID/I+)=C=# G-()6;5BC/+/.B( *64-534 H+-D*H/C36C=C3(53++=;5BC/+/.B( d3C*6)+H*.(36C

3H*CG3+*-(53++=;5BC/+/.B( d3C*6*C*=H*.(36C/=);CG3D)HB( N3++=# 5-+C-D34( N3++4*FF3D36C*)C*/6( Q*/()DO3D=

;2,)#$"3$-%" D̂*/D*CB_5)43(*5̂ D/.D)(73J3+/H(36C/FV*)6.=- b*.G3D'4-5)C*/6 96=C*C-C*/6=)Va$%&"$A%$*

!!视网膜色素变性)D3C*6*C*=H*.(36C/=)#d̂ *是以视
网膜感光细胞和视网膜色素上皮 ) D3C*6)+H*.(36C
3H*CG3+*-(#d̂ '*功能受损所致的退行性病变#是临床
常见的遗传性视网膜疾病 ) G3D34*C)DBD3C*6)+4*=3)=3#
bd7*#其临床特征是夜盲&进行性视野缩小&视网膜
成骨细胞样色素沉着和光感受器功能障碍#目前尚无
有效方法阻止或逆转此病的进展' 近年来已尝试应用
基因疗法和细胞移植法治疗视网膜变性疾病#其主要
策略是 d̂ '细胞移植#但如何获取数量充足&排斥性
和成瘤性低的 d̂ '细胞是主要问题' 研究表明#人胚
胎干细胞) G-()6 3(IDB/6*5=C3(53++=#G'SN=*因具有
全能分化特性以及无限增生能力而被认为是治疗视网

膜变性疾病安全和有效的方法
+$, #但存在伦理问题和

免疫排斥问题' 诱导多能干细胞 )*64-534 H+-D*H/C36C
=C3(53++=#*̂SN=*是自体来源细胞#*̂S 细胞移植可避
免伦理问题和免疫排斥问题' 研究表明#*̂SN=能体
外诱导分化成人光感受器样细胞和 d̂ '样细胞#并能
表达光感受器细胞和 d̂ '细胞的特异蛋白 +&Y", ' 近年
来的临床试验表明#*̂SN=诱导分化的 d̂ '细胞移植
后可改善多数视网膜变性患者的视力

+$#U, ' 我们先前
对 U 个常染色体显性遗传性 d̂ ))-C/=/()+4/(*6)6C
D3C*6*C*= H*.(36C/=)# _7d̂ * 家 系 的 研 究 表 明#
;ZMXZMHGG H2S$%A:\基因突变是这些家系 d̂ 的热

点致病突变
+?, #但是目前尚未发现关于 ;ZMXZMHGG

H2S$%A:\基因突变患者建立皮肤成纤维细胞转化
*̂SN=以 及 后 续 的 研 究 报 道' 本 研 究 中 建 立
;ZMXZMHGG H2S$%A:\基因突变患者及正常人的皮肤
成纤维细胞向 *̂SN=转化的方法和正常人 *̂SN=向
d̂ '细胞分化的方法#为相关疾病的发病机制研究&
治疗药物研发及细胞移植疗法奠定基础'

<8材料与方法

<2<8材料
<2<2<8细胞与实验动物8&>"P细胞&小鼠胚胎成纤
维细胞)(/-=33(IDB/6*5F*ID/I+)=C=#c'T* )上海斯丹
赛生物技术有限公司*(SN97小鼠#雌雄性各 & 只)饲
养于南京大学模式动物中心*' 收集 $ 例 ;ZMXZMHGG
H2S$%A:\基因突变 d̂ 患者和 $ 名正常人大腿皮肤'
本研究经南京医科大学第一附属医院伦理委员会批准

)审批号"&%$?@SdT_@%A#*#受试者知情同意并签署知
情同意书'
<2<2=8主要试剂87c'c;T$& 培养基&胎牛血清&青
链霉素双抗溶液&质量分数 %X&?Z胰蛋白酶 )美国
M*I5/公司 *((型胶原酶&Ne9@:& SQ@U"$?U& )美国
S*.()公司*(抗兔 W*(36C*6 抗体)$ $̀ %%%* )美国 NSP
公司*(e6/5O/-C血清替代物&非必需氨基酸&\@谷氨酰

!U>:! 中华实验眼科杂志 &%$# 年 > 月第 "U 卷第 > 期!NG*6 V'1H 8HGCG)+(/+#S3HC3(I3D&%$##W/+2"U#R/2>
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胺&%@巯基乙醇& ) 型胶原酶& PD*,/+& 引物 )美 国
96J*CD/.36 公司 *(碱性成纤维细胞生长因子 ) I)=*5
F*ID/I+)=C.D/ECG F)5C/D#ITMT*)美国 d7公司*(质量分
数 %X$Z明胶)德国 c*++*H/D3公司*(c)CD*.3+胶)美国
Q7公司 *(逆转录试剂盒 )日本 P_e_d_公司 *(
h@̂Nd试剂 )瑞士 d/5G3公司 *( Hc1@G-8NPU& Hc1@
G-S8a&&Hc1@G-e\TU&Hc1@G-3cgN&Hc1@MT̂ &HN\@包
装质粒&抗 Pd_@#%&抗 Pd_@A$&抗 SS'_U&抗 SS'_"&
抗 R)6/.一抗)上海斯丹赛生物技术有限公司*(鼠抗
d̂ '#? 一抗)$ $̀%%#抗体编号"c_Q?U&#美国 c*++*H/D3
公司*(兔抗闭锁小带蛋白 $),/6-+)/55+-436=HD/C3*6 $#
f8@$*一抗)$ $̀%%#抗体编号"U%@&&%%#美国 96J*CD/.36
公司*(抗兔卵磷脂视黄醇酰基转移酶)+35*CG*6 D3C*6/+
)5B+CD)6=F3D)=3#\d_P*一抗)$ $̀%%#抗体编号")I$##:AU#
美国 _I5)(公司*(抗兔)$ ?̀ %%%*或抗小鼠)$ ?̀ %%%*
荧光标记二抗)美国 N\\_Q公司*'
<2=8方法
<2=2<8*̂SN=的构建
<2=2<2<8皮肤体细胞的分离&培养及鉴定!术中取
d̂ 患者及正常人大腿内侧部皮肤#切除的皮肤组织约
& 5(p" 5(#反复用含青链霉素的 Q̂S 漂洗后去除脂
肪组织&结缔组织及皮下血管#将组织剪成 %X? 5(p
$X? 5(的长条#放入离心管#加入 & (.;(+!型胶原酶
消化液#U o消化过夜#去除组织块的表皮#分离真皮#
添加质量分数 %X&?Z胰蛋白酶反复吹打消化#然后用
含血清的 7c'c;T$& 培养基清洗#$ %%% .离心 A (*6#
弃上清#按 $p$%? ;(+的浓度加入体积分数 $%Z牛血
清 7c'c;T$& 培养液进行培养#待细胞贴壁后根据细
胞的生长情况进行传代#取第 " 代细胞用于实验' 将
成纤维细胞接种至含有载玻片的培养板中#待细胞密
度长至 A%Z后#分别用预冷的 Q̂S 冲洗 ? (*6#然后用
质量分数 UZ多聚甲醛固定 $? (*6# Q̂S 洗过后#用质
量分数 %X?Z PD*C/6 孵育 $? (*6' 质量分数 $Z QS_
室温封闭 $ G# Q̂S 冲洗 ? (*6 后#加入稀释好的一抗#
于 U o孵育过夜' Q̂S 冲洗 " 次#每次 ? (*6' 加入稀
释好的对应的荧光二抗)$ $̀ %%%*#常温避光孵育 $ G'
Q̂S 冲洗" 次#每次 ? (*6#后加入 HG)++/*4*6)$ Ù%*进
行室温避光染色 "% (*6# Q̂S 冲洗 " 次#每次 ? (*6#再
加 7_̂ 9染料)$ $̀ %%%*对细胞核进行染色#室温避光
孵育? (*6#漂洗? (*6后用荧光抗淬灭剂封片#荧光显
微镜下观察成纤维细胞内 W*(36C*6 蛋白的表达'
<2=2<2=8*̂SN=的获得!用含 85CU&S8a&&N@cgN和
e\TU U 种 57R_的慢病毒质粒转染 &>"P细胞#收集
含病毒上清液#用 %XU? #(滤膜过滤后备用' c'T饲

养层的铺被加入足量基质胶均匀铺到 # 孔板底面#置
于": o培养箱 "% (*6#取出后加入 & (+成纤维细胞完
全培养基#": o预孵育 $% (*6 以上#从液氮中取出
NT@$c'T细胞#迅速 ": o水浴中解冻#取适量饲养层
细胞加入备好的 # 孔板#混匀' 以感染复数为 $% $̀的
比例用病毒对培养的皮肤成纤维细胞进行悬浮感染'
病毒感染 &U G 后#将感染的细胞消化下来#铺到事先
准备好的 NT@$c'T上 UA G#将 $%Z 7c'c培养液换
成 G'SN=培养液培养细胞#隔日换液 $ 次#培养第 $&
天更换为条件培养液"G'SN=正常培养液k$ $̀的混合
液#培养第 &% 天可挑取克隆'
<2=2<2>8*̂SN=的培养!*̂SN=传代前先复苏好 c'T
细胞#当 *̂SN=生长到密度为 :%Z [A%Z时#用 $ (.;(+
)型胶原酶进行消化#然后用 *̂SN=培养基进行培养'
<2=2=8正常人的 *̂S@d̂ '细胞的体外分化!按照文
献+#,的方法诱导分化拟胚体)3(IDB/6*5I/4B#'Q*'
<2=2=2<8悬浮培养8取正常人 *̂SN=进行悬浮培养#
当 *̂SN=生长至密度为 A%Z时进行消化和克隆#用移
液枪轻轻吹打贴壁的 *̂SN=#室温下静置#吸去上清培
养液#得到细胞团块后转移至没有黏附性的培养皿中
进行悬浮培养' 待细胞团块培养 " 4 后更换为不含
ITMT的培养液#同时加入浓度为? #(/+;\的 Ne9@: 和
SQ@U"$?U& 进行诱导分化' 隔日换液 $ 次#*̂SN=细胞
团块逐步形成球状 'Q'
<2=2=2=8贴壁培养8*̂SN=悬浮培养约 : 4 可见 'Q
向 d̂ '细胞分化#'Q生长 $? 4 后收集 'Q团#按适当
密度将其接种在用c)DCD*.3+胶处理过的培养皿中进行
贴壁培养' 培养基为 *̂SN=分化培养液#隔日换液
$ 次#培养 "% 4 后观察细胞形态'
<2=2>8*̂SN=的鉴定
<2=2>2< 8碱性磷酸酶染色8 Q̂S 清洗细胞#弃去
Q̂S#用 UZ多聚甲醛固定 & (*6#吸去固定液#PQSP液
清洗#添加碱性磷酸酶))+O)+*63HG/=HG)C)=33#_̂ *显色
液#避光孵育 ? (*6#吸出反应液#PQSP液清洗#保存于
Q̂S 中#光学显微镜下观察并照相'

<2=2>2=8免疫荧光法检测干细胞表面标志物的表达
8细胞固定在 UZ多聚甲醛中#室温放置 "% (*6#检测
85CU&R)6/.或 d31$ 等核蛋白时将细胞在无水乙醇中
浸泡 & 次#每次 &% (*6' 检测 SS'_和 PD)等膜蛋白无
需在无水乙醇中浸泡' 吸干溶液# Q̂S 漂洗#再用抗体
稀释液)%X&ZQS_和 %X$Z PD*C/6a@$%% 溶于 Q̂S*漂
洗 & 次#用封闭液 )含 $Z QS_]UZ 血清 ]%XUZ
PD*C/6a@$%% 的 Q̂S 溶液*封闭细胞#加入相应的一抗#
U o孵育过夜(用 Q̂SP)%X$Z PD*C/6a@$%%*洗涤细胞
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" [? 次(避光条件下加入相应二抗#室温下孵育 $ G#
Q̂SP洗涤 " 次(加入 7_̂ 9对细胞核染色#室温放置

? (*6# Q̂S 漂洗#UZ多聚甲醛室温下固定 "% (*6# Q̂S
洗涤#光学显微镜下观察并拍照'
<2=2>2>8*̂SN=在小鼠体内的成瘤分化!将由患者体
细胞诱导获得的 *̂SN=悬液接种到 SN97小鼠后腿腹
股沟皮下#$& 周后麻醉法处死小鼠并摘取注射部位肿
块#UZ多聚甲醛固定#石蜡包埋#? #(厚切片#行苏木
精Y伊红染色#观察小鼠体内瘤组织的形态和结构#光
学显微镜下观察并拍照'
<2=2?8 *̂S@d̂ '细胞的鉴定!免疫荧光技术观察
*̂S@d̂ '细胞中特异性蛋白的表达' 将 *̂S@d̂ '细胞
接种于载玻片上置于 $& 孔板中培养 "% 4#用预冷的
Q̂S 冲洗 ? (*6#UZ多聚甲醛室温固定 $% (*6# Q̂S 漂
洗#再用 %X?Z PD*C/6 通透 $? (*6#$Z QS_封闭 "% (*6#
Q̂S 漂洗#分别添加相应的一抗#U o孵育过夜' Q̂S
冲洗 " [? 次#每次? (*6#避光条件下滴加相应的荧光
二抗#室温下避光孵育$ G' Q̂S 冲洗 " 次#每次 ? (*6#
滴加 7_̂ 9对细胞核进行染色#室温放置 ? (*6#漂洗#
用荧光抗淬灭剂封片#荧光显微镜下观察并拍照'

=8结果

=2<8培养的皮肤成纤维细胞的形态及鉴定
皮肤组织块在培养的第 " 天可见细胞自组织块

周围游出#第 U 天贴壁生长#传至第 " 代的细胞呈梭
形或多边形#细胞形状类似于上皮细胞' 光学显微
镜下可见细胞间排列紧密#细胞形态和大小趋于一
致)图 $ * ' 免疫荧光检测显示#培养的皮肤成纤维
细胞中特异性蛋白 W*(36C*6 表达阳性#证实为成纤
维细胞)图 &* '
=2=8*̂SN=的诱导及向 d̂ '细胞分化的情况
=2=2<8皮肤成纤维细胞来源的 *̂SN=细胞克隆及正
常人 *̂SN=向 d̂ '细胞分化后的形态变化!慢病毒为
载体的过表达质粒感染人皮肤成纤维细胞并消化接种

在 c'T细胞上培养 " 4 后可见干细胞克隆形态的细
胞出现#*̂SN=细胞克隆球隆起#边界清晰#细胞间排
列致密' 正常人 *̂SN=克隆球继续悬浮培养 : 4 后#细
胞团块形成 'Q#'Q团块中出现黑色素' 继续贴壁分
化培养后#光学显微镜下可见 *̂SN=诱导分化为 *̂S@
d̂ '细胞)图 "*'
=2=2=8 *̂SN=的生物学特性!*̂SN=中染色为强阳
性#光学显微镜下可见克隆细胞中出现密集的紫黑色
颗粒#周围的饲养层细胞未染色 )图 U_*' 细胞中
'SN=特异性表面抗原85CU&SS'_"&Pd_$@#%&Pd_$@A$

2D

2A

2C2B

3A

3C3B

1

图 <8培养的人皮肤成纤维细胞)p$%%*!第 " 代细胞呈梭形#排列
规则#大小和形状一致!图 =8培养的成纤维细胞的鉴定)pU%%*!
_"细胞核呈蓝色荧光 )7_̂ 9* ! Q"培养的皮肤成纤维细胞中
W*(36C*6 蛋白呈阳性反应#为绿色荧光)T9PN*!N"细胞骨架呈红色荧
光) Ĝ)++/*4*6*!7"_&Q&N的叠加图!图 >8光学显微镜下 /Pm@FPV
细胞的分化过程)pU%%*!_"*̂SN=在 c'T上生长的细胞呈卵圆形
克隆球!Q"'Q悬浮培养 : 4 后形成带有色素的球状体!N"'Q贴壁
培养 $ 个月后形成 *̂S@d̂ '细胞形态#出现多边形 d̂ '细胞

呈强阳性表达(细胞中 85CU&SS'_"&Pd_$@#%&Pd_$@A$ 呈
强阳性表达#而 SS'_" 呈微弱阳性表达#表明 *̂SN=具
有胚胎干细胞特性)图 UQ*'
=2>8*̂SN=细胞悬液接种后小鼠体内变化

*̂SN=细胞悬液接种到 SN97小鼠体内约 $ 个月
可见注射部位有肿块形成' 接种后 $& 周#组织病理学
检查可见瘤组织为内胚层&中胚层和外胚层的细胞#证
实为畸胎瘤)图 ?*'
=2?8正常人皮肤成纤维细胞诱导分化的 *̂S@d̂ '细
胞中 d̂ '细胞特异标志物的表达

免疫荧光技术检测显示#细胞分化 $ 个月时 *̂S@
d̂ '细胞中 d̂ '细胞特异标志物 d̂ '#? 呈阳性表
达(f8@$ 蛋白表达阳性#呈绿色荧光#且可见 \d_P蛋
白呈阳性表达)图 #*'
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图 ?8诱导 /Pm4.的鉴定!_e诱导 *̂SN=的 _̂ 染色阳性 )标尺 k
&%% #(*!Qe诱导 *̂SN=中各细胞表面标志物均呈阳性表达#呈红
色荧光#细胞核 7_̂ 9蓝染)标尺k$%% #(#p&%*

BA

C D

图 G8小鼠注射部位瘤组织的组织病理学检查)b'标尺k&%% #(*
_e内胚层来源的肠上皮组织 )箭头*!Qe中胚层来源的脂肪组织
)箭头*!Ne外胚层来源的黑色素细胞)箭头*!7e外胚层来源的神
经管上皮组织)箭头*

>8讨论

目前对 d̂ 尚无有效的治疗方法#但 d̂'细胞移
植有望给 d̂ 患者带来福音' 目前最有前景的种子细
胞来源是 'SN=#但由于伦理问题的制约和免疫排斥问
题#'SN=的临床应用受到限制#而利用人体皮肤成纤

图 H8荧光显微镜下 /Pm@FPV细胞内特异性蛋白的表达 )pU%%*!
正常人皮肤成纤维细胞诱导的 *̂S@d̂ '细胞中 d̂ '#? 和 f8@$&
\d_P蛋白呈阳性表达#分别呈红色荧光和绿色荧光!d̂ 'e视网膜
色素上皮

维细胞诱导的人 *̂SN=由于获取方法较为简单和稳
定#且其在技术难度和伦理方面的制约比其他方法更
少

+:YA, #因此为干细胞移植治疗 d̂ 提供了新的思路和

方法' 人体皮肤成纤维细胞诱导出 *̂SN=的方法是由
自体体细胞引入 'SN=转录因子而成#不涉及伦理限
制和排斥反应带来的问题#故已成为细胞移植的新来
源' 研究表明#*̂S@d̂ '细胞同样表达原代 d̂ '细胞
的重要分子标志物#并具有原代 d̂ '细胞的特性#此
外#*̂S@d̂ '细胞来自患者自身的体细胞#其作为治疗
源组织有望成为个性化治疗平台

+$#U#>, '
本研究中将取自人体皮肤的体细胞诱导分化成为

*̂SN=#研究对象是基因突变 ;ZXZMHGG H2S$%A:\的
d̂ 患者' ;ZXZMHGG H2S$%A:\是本课题组首次发现
并确定的致病基因#而 ;ZXZMHGG 基因参与了前体信
使 dR_)HD3@(3==36.3DdR_或 HD3@(dR_*的剪接 +$%, #
;ZXZMHGG 剪接基因的缺陷在 _7d̂ 病因学中发挥重

要作用'
人皮肤成纤维细胞位于真皮层#具有较强的分裂

和增生能力#适应性强&易培养&性状稳定&细胞来源充
足且取材方便简单#故本研究中选取人皮肤成纤维细
胞作为诱导体细胞#并用病毒感染法以诱导 *̂SN=' 本
研究中发现#d̂ 患者皮肤成纤维细胞生长速度较正常

人明显缓慢#而 d̂ 患者与正常人的主要区别在于患

者存在 ;ZXZMHGG H2S$%A:\基因突变点' 皮肤成纤
维细胞的生长速率缓慢是否与 ;ZXZMHGG H2S$%A:\
突变有关#;ZXZMHGG H2S$%A:\是否除了影响前体信
使 dR_的剪接外还影响细胞的生长等均有待于进一
步验证' 本研究中还发现#*̂SN=在诱导早期克隆不
完全&细胞松散&边界不清&增生速度快且容易分化#但
随着诱导时间的延长#可逐渐出现具备典型 'SN=细
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胞克隆的 *̂SN=' 克隆的 *̂SN=_̂ 染色阳性#并能够
表达特异性细胞标志物#证明本研究中获得的 *̂SN=
具有 'SN=特性' 由于 d̂ 患者的皮肤成纤维细胞的

取材是在一定组织创伤的基础上#因此这些细胞非常
珍贵#故本研究中也同时采用了正常人的皮肤成纤维
细胞以诱导和分化出 *̂S@d̂ '细胞#以期探索成熟的
研究方法#同时为减少患者的组织创伤&充分利用细
胞&提高细胞转化成功率奠定实验基础' 本研究中在
所得到的正常人 *̂SN=分化 $ 个月时能够表达 d̂ '细
胞的特异标志物 d̂ '#?&f8@$ 和 \d_P' d̂ '#?&f8@$
和 \d_P是 d̂ '细胞在分化到一定阶段才表达出现的#
从而证明了 *̂SN=可以向 d̂'细胞分化' 蒋超等+$$,

的

研究也表明#随着时间的延长#*̂S@d̂'细胞中 Q'SPS$&
5)C36*6&c3DPe等特异性基因 (dR_和蛋白水平显著
提高'

本研究中观察了 d̂ 患者皮肤成纤维细胞诱导

*̂SN=及正常人 *̂SN=成功分化为 d̂ '细胞过程#有
望为 d̂ 患者 *̂SN=向 d̂ '细胞的分化以及 d̂ 的干

细胞疗法提供一定的依据#为研究视网膜疾病的发生
和发展及其个体化治疗提供新思路'
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/眼肿瘤眼眶病病例精粹0一书出版发行

!!/眼肿瘤眼眶病病例精粹0由马建民&尹卫靖教授主编#人民卫生出版社出版全书收集了 # 年在北京同仁医院眼科中心诊治的
U# 例临床罕见和较为经典的眼眶肿瘤与眼眶相关疾病的病历资料#以病例报道的形式辑录成书#详细介绍了每个病例的病史&临床

表现&影像学检查&特殊检验&组织学检查和免疫组织化学检测结果&诊断和鉴别诊断及治疗过程#系统总结不同眼眶肿瘤疾病诊疗

经验#这些疾病的本质和预后#有较高的学术价值和实用价值'

全书撰写 "% 余万字#提供相应的影像学和病例图片 "#% 余#图文并茂#内容翔实#论述规范#可读性强#可作为各级眼科医师和

医学生的参考书'

/眼肿瘤眼眶病病例精粹0一书在国各大新华书店&医药专业书店&人民卫生出版社天猫旗舰店&京东网&当当网&卓越亚马逊网

均有销售#读者也可登录人民卫生出版社网站)GCCH";;EEE2H(HG25/(*购买#或与人民卫生出版社销售部联系购书联系电话"%$%Y

?>:A:&&##$">$%%#A?"?#邮购地址"北京市朝阳区潘家园南里 $> 号#邮政编码"$%%%&$' 读者也可与北京同仁医院同仁眼科中心马

建民联系购书#地址"北京市东城区东交民巷 $ 号北京同仁医院眼科中心#邮政编码"$%%:"%'
)马建民*

!A>:! 中华实验眼科杂志 &%$# 年 > 月第 "U 卷第 > 期!NG*6 V'1H 8HGCG)+(/+#S3HC3(I3D&%$##W/+2"U#R/2>

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?




