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!!$摘要%!背景!随着视网膜色素上皮+ à%,细胞视网膜下腔移植治疗年龄相关性黄斑变性+Ad6,研究

的开展#需要优化无动物源性成分+-D,5=GHDD,培养体系快速定向诱导人胚胎干细胞+F%]T*,向 à%细胞分化

以满足日渐增长的科研及临床需要&!目的!建立 -D,5=GHDD培养体系#优化快速诱导 F%]T*向 à%细胞分化

的方法&!方法!将 F%]T*克隆团接种至 V(EH5,D4E(, fjMd#在培养液中加入 $# ,.:&),5..(,'"# ,.:&)6kk="

以及 "# ,.:&)胰岛素样生长因子="+8ej=",培养 < @#第 < R> 天将培养液中 ,5..(, 质量浓度减至"# ,.:&)#并

加入 $ ,.:&)碱性成纤维细胞生长因子+Cjej,#第 > R1 天移除培养液中的 ,5..(, 和 Cjej#第 S R"> 天培养

液中加入 " !&5):_T̂ 8̀//#<"& 倒置显微镜下观察 %]T*在分化为 à%细胞过程中的形态变化#免疫荧光染

色检测细胞内特异性抗原的表达以对分化细胞进行鉴定#实时荧光定量 aT̀ + c M̀=aT̀ ,法检测细胞分化过

程中 à%细胞特异性蛋白 &̀ WA的相对表达变化量&!结果!分化培养第 "> 天#部分细胞呈多角形并呈现

铺路石样排列#且细胞内可见色素颗粒(培养第 2$ 天#诱导分化的细胞内表达 à%细胞特异性抗原 d(EG及

à%1$(培养至第 1# 天#细胞内富含黑色素颗粒且呈规则六边形& 与诱导分化前比较#诱导分化第 9 天和第

"> 天 F%]=̀a%细胞中 d(EG&̀ WA的表达量分别增加了+2?>2l<?99,倍和+S?/"l<?S2,倍#而 à%1$ &̀ WA的

表达量分别增加了+">?1#l2?/>,倍和+S9?"1l/?2<,倍#分化第 9 天和第 "> 天细胞中的 d(EG&̀ WA和 à%1$

&̀ WA的相对表达量均明显高于分化前#差异均有统计学意义 +均 Om#?#$,&!结论!F%]T*可在含尼克酰

胺'6kk="',5..(,'8ej=" 和 T̂ 8̀//#<" 的 -D,5=GHDD优化培养体系中快速分化为 à%细胞& !
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作用( 细胞株( 人( 无动物源性
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TD))*KDHD4+)E+HD@ (, $# ,.:&),5..(,#"# ,.:&)6kk=" ',@ "# ,.:&)(,*+)(, )(JD.H5KEF G'4E5H=" +8ej=", &D@(+&

G5H< @'I*#',@ EFD, EFD45,4D,EH'E(5, 5G,5..(, K'*@D4HD'*D@ E5"# ,.:&)',@ $ ,.:&)C'*(4G(CH5C)'*E.H5KEF G'4E5H
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*BD4(G(4&'HJDH*#(, EFD4D))*KDHD@DED4ED@ CI(&&+,5G)+5HD*4D,4DED4F,(c+D#',@ EFDHD)'E(LDD-BHD**(5, )DLD)*5G

à%4D))*=*BD4(G(4&'HJDH&̀ WAKDHD'**'ID@ +*(,.HD')E(&DG)+5HD*4D,Ec+',E(E'E(5, aT̀ 3!;)#%.*#!a5)I.5,')=

*F'BD&5,5)'IDH4D))*KF(4F 45,E'(,D@ B(.&D,E*KDHD(,(E('))I5C*DHLD@ 'E@'I"> 'GEDH4+)E+HD@ K(EF EFD45CC)D*E5,D=

)(JD'HH',.D&D,E3d(EG',@ à%1$ KDHD*EH5,.)ID-BHD**D@ (, EFDF%]=@DH(LD@ à%4D))*2$ @'I*'GEDH(,@+4D@#

*F5K(,.HD@ G)+5HD*4D,4D#',@ EFD4D))*BHD*D,ED@ FD-'.5,')*F'BD'E4+)E+HD@ @'I1# K(EF ,+&DH5+*B(.&D,E.H',+)D*

(, 4IE5B)'*&3T5&B'HD@ K(EF CDG5HD@(GGDHD,E('E(5,#EFDD-BHD**(5, )DLD)*5Gd(EG&̀ WA(, F%]=̀a%4D))*(,4HD'*D@ CI

+2?>2l<?99, G5)@*',@ +S?/"l<?S2, G5)@*#',@ EFDD-BHD**(5, )DLD)*5G̀ a%1$ &̀ WA(,4HD'*D@ CI+">?1#l

2?/>, G5)@*',@ +S9?"1l/?2<, G5)@*'E@'I9 ',@ @'I"> 'GEDH@(GGDHD,E('E(5,#HD*BD4E(LD)I+'))'EOm#?#$,3!

?&'$.%#"&'#!A@DG(,D@ -D,5=GHDD4+)E+HD*I*ED&(**+44D**G+))ID*E'C)(*FD@ CI'@@(,.,('4(,'&(@D#6kk="#,5..(,#

8ej=" ',@ T̂ 8̀//#<" (, -D,5=GHDD&D@(+&#',@ EF(**I*ED&4', '44D)DH'EDEFD@DH(L'E(5, ',@ @(GGDHD,E('E(5, 5GF%]T*

(,E5 à%=)(JD4D))*3!

!4)5 6&1,#"3 %&CHI5,(4*ED& 4D))*:@H+.DGGD4E( TD))4+)E+HDED4F,(c+D*:&DEF5@*( TD))@(GGDHD,E('E(5,(

D̀E(,')B(.&D,EDB(EFD)(+&( T+)E+HD&D@(':@H+.DGGD4E*( TD)))(,D( +̂&',*( fD,5=GHDD

J%',/1&E1+<" W'E(5,')aH5.H'&5, kDIP'*(4̀ D*D'H4F aH5;D4E+/92 aH5.H'&, +<#"2TP/19##>,( W'E(5,')

W'E+H')]4(D,4Dj5+,@'E(5, 5GTF(,'+S"29"#<#,

!!年 龄 相 关 性 黄 斑 变 性 + '.D=HD)'ED@ &'4+)'H
@D.D,DH'E(5,#Ad6,是西方发达国家 1$ 岁及以上人群
首位致盲病因#亦是中国 1$ 岁以上人群重要的致盲疾
病之一#且随着人口的老龄化以及人类平均寿命的不
断提高#Ad6的患病率逐年升高#给患者家庭以及社
会带来了极其沉重的负担

)"* & 目前#多种抗血管内皮
生长因子 +L'*4+)'HD,@5EFD)(').H5KEF G'4E5H#V%ej,药
物被批准应用于治疗眼内新生血管性疾病#给湿性
Ad6的治疗带来了突破性的进展#然而#针对干性
Ad6导致的视力下降尚无有效的防治方法& 既往研
究认为#视网膜色素上皮 +HDE(,')B(.&D,EDB(EFD)(+&#
à%,细胞吞噬和屏障功能障碍和细胞凋亡在 Ad6的
病理过程中起到关键作用

)"Y<* #因此 à%细胞移植为
干性 Ad6的治疗提供了新的途径& 目前#日本及美
国学者已开展诱导多潜能干细胞源性 à%+(,@+4D@
B)+H(B5ED,4I*ED&4D))@DH(LD@ HDE(,')B(.&D,EDB(EFD)(+&#
(a]T=̀a%, 或 胚 胎 干 细 胞 源 性 视 网 膜 色 素 上 皮
+D&CHI5,(4*ED&4D))@DH(LD@ HDE(,')B(.&D,EDB(EFD)(+&#
%]=̀a%,细胞视网膜下移植治疗干性 Ad6的临床试
验#并取得了一定成效 )2Y>* #但由于 (a]T分化为 à%
细胞大多存在耗时较长'方法复杂'可能受到异种动物
源蛋白污染等问题#故难以获得足量的治疗级细胞#成
为限制 F%]=̀a%细胞临床应用的瓶颈之一& 本研究
中拟探索在无动物源性成分+-D,5=GHDD,培养体系中快
速诱导人胚胎干细胞 + F+&', D&CHI5,(4*ED& 4D))*#
F%]T*,向 à%细胞分化的方法&

73材料与方法

7373材料

F%]T "̂ 株+第三军医大学西南眼科医院阴正勤
教授 /92 项目组提供,(MD]`Md=%SMd

培养液'温和无酶
细胞消化液'V(EH5,D4E(, fjMd'非组织培养板 +美国
]ED&4D)) MD4F,5)5.(D* 公 司 ,( TM]Md k,54J7+EMd

6d%d:j="< 培养液'TM]Md k,54J7+EMd 6d%d 培养
液' k,54J7+EMd ]` fD,5jHDD TM]Md' TM]Md P=<9
]+BB)D&D,E'TM]Md W=< ]+BB)D&D,E'TM]Md e)+E'dAfMd=8
]+BB)D&D,E'非必需氨基酸溶液 +美国 8,L(EH5.D, 公
司,(,5..(,'6kk="'胰岛素样生长因子=" +(,*+)(,=)(JD
.H5KEF G'4E5H="#8ej=",'T̂ 8̀//#<"+美国 ǹ6公司,(
兔抗人 7TM> 抗体+'C"S/91#" [<##,'兔抗人 ]7f< 抗
体+'C/9/$/#" [" ###,'鼠抗人 d(EG抗体 +'C"<</S<#
" [<$#, +美国 AC4'& 公司 ,( 鼠抗人 à%1$ 抗体
+WP"##=2$$#" ["##,+美国 W5L+*公司,(A)D-'j)+5H"

$$$ 标记山羊抗鼠 8.e'A)D-'j)+5H" $$$ 标记山羊抗
兔 8.e+美国 T]M公司,(aH(&D]4H(BEMd M̀d'*EDHd(-
+大连 M'k'̀'公司 ,( ]bP̀ jA]McaT̀ k(E+美国
k'B'公司,(尼克酰胺+美国 ](.&'公司,( ẀD'*Id(,(
k(E+美国 o('.D, 公司,&
7383方法
738373细胞培养及分化的诱导3本实验已通过中山
大学中山眼科中心伦理委员会审查批准& 用 MD]`Md=
%SMd

及 V(EH5,D4E(, fjMd
在 1 孔非组织培养板中培养

F%]T "̂ 株#将 "?$ Z"#1 F%]T*接种在 V(EH5,D4E(,
fjMd

包被的 1 孔非组织培养板中进行培养#基础培养
液为 6d%d:j"<'体积分数 <#Q k,54J5+E血清替代
物'" 倍 P<9 ]+BB)D&D,E' " 倍 W< ]+BB)D&D,E' " 倍
e)+E'dAfMd=8]+BB)D&D,E'" 倍 W%AA和 "# &&5):_尼
克酰胺(培养的第 # R< 天于培养液中加入 $# ,.:&)
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,5..(,'"# ,.:&)6kk=" 以及 "# ,.:&)8ej="#第 < R>
天培养液中加入 "# ,.:&),5..(,'"# ,.:&)6kk="'
"# ,.:&)8ej=" 以及 $ ,.:&)碱性成纤维细胞生长因
子+ C'*(4G(CH5C)'*E.H5KEF G'4E5H#Cjej,#第 > R1 天培
养液中加入 "# ,.:&)6kk=" 和 "# ,.:&)8ej="#第 S R
"> 天培养液中加入 " !&5):_T̂ 8̀//#<"& 诱导培养
结束后将非 à%形态细胞刮除#将 à%样细胞用
MHIB_%Md %-BHD**消化后接种在 V(EH5,D4E(, fjMd

上#用
6d%dp<#Q k,54J5+E血清替代物继续培养细胞& 第
< R2 代 F%]=̀a%细胞用于后续研究&
738383诱导细胞的免疫荧光鉴定3细胞消化后接种
于置有无菌盖玻片的 <> 孔板中#待细胞爬满培养板后
用灭菌 aP] 清洗 2 遍#质量分数 2?9Q多聚甲醛固定
"$ &(,#aP] 洗 2 次#渗透打孔剂 +含质量分数 #?"Q
MH(E5,=f"## 的质量分数 "Q P]A,打孔 "$ &(,#aP] 洗
2 次#"Q P]A室温下封闭 " F#滴加相应一抗#> X湿
盒孵育过夜#aP] 洗 2 次(滴加 " [>## 二抗#29 X避光
孵育 1# &(,#避光 aP] 洗 2 次#6Aa8孵育 $ &(,#避光
aP] 洗 2 次#抗荧光衰减封片剂封片&
738393实时荧光定量 aT̀ 法检测细胞中各种相关因

子基因的相对表达!按照 ẀD'*Id(,(k(E说明书操
作提取细胞裂解液中的核酸& 采用 6W'*D#去除
ẀA样本中可能含有的基因组 6WA#紫外分光光度计
测定 ẀA浓度及纯度& 取 " !.̀ WA在逆转录酶的作
用下合成 46WA& 配制 <# !)的 aT̀ 反应体系"每组包
含 ]bP̀ eHDD, aT̀ d'*EDHd(-"# !)#上下游引物各
" !)#46WA< !)# Ẁ'*D=GHDD水 1 !)& 各引物均由上海
英潍捷基公司合成#引物序列见表 "#以 $='4E(, 为内
参& 反应条件"/$ X预变性 2 &(,(/$ X变性 2 *#1# X
退火 <# *#共 ># 个循环& 根据荧光定量aT̀ 仪提供的

相应 TE值以及公式 <Y%%TE
得到目的基因的相对表达水

平& 实验重复 2 次#取平均值&

表 73目的基因引物序列

目的基因 引物序列 产物大小+ CB,

!U&@1)# j"$1=TMTMeeTTeMATTATMeeT=21 "9"

"̀$1=eMeAAeTMeMAeTTeTeT=21

B)12 j"$1=TTAAeTTMAMAeMeMTTTTA=21 ""#

"̀$1=eeeATATMeAeeAAAeeAeM=21

SO9KG j"$1=MMeeAMTMeAeTTAMMMMATTAT=21 <21

"̀$1=eMTAeMAATTMTMATMTTMTeAA=21

!注" à%"视网膜色素上皮

7393统计学方法
采用 ]a]] "13# 统计学软件进行统计分析& 分化

过程中 à%细胞特异性蛋白 &̀ WA相对表达量经
]F'B(H5=O()J 检验呈正态分布#数据以 Hl0表示& 组间
均数经 _DLD,D检验证实方差齐& 采用均衡分组单因
素干预多水平实验设计#诱导分化不同时间点细胞中
à%细胞特异性标志物 &̀ WA相对表达水平的总体
比较采用单因素方差分析#两两比较采用 6+,,DEE1检
验& Om#?#$ 为差异有统计学意义&

83结果

8373F%]T*及 F%]=̀a%细胞的形态特点
倒置相差显微镜下可见无饲养层细胞条件下培养

的 F%]T*呈克隆样生长#细胞克隆边缘清晰#呈规则
小圆形#细胞核质比高#核仁突出& 将 F%]T*克隆团
块贴壁接种在 V(EH5,D4E(, fjMd

包被的培养板上并用

-D,5=GHDD分化培养液诱导后#倒置显微镜下可见
F%]T*由规则圆形逐渐变为多角形#核质比逐渐下降&
诱导分化第 9 天细胞的细胞质内可见到少许色素颗
粒(诱导分化第 "> 天#细胞呈铺路石样外观#细胞内可
见黑色素颗粒& 诱导分化第 1# 天#细胞生长至融合状
态#细胞大小均一#连接紧密#细胞内含有大量色素颗
粒#呈棕黑色规则六边形+图 ",&

A B

C

图 73贴壁培养的 0=>?#与诱
导分化的 0=>B;@=细胞形态
+Z>##,!A"未分化的 F%]T*呈
小圆形#细胞排列紧密#细胞核
质比大#核仁明显!P"分化第
"> 天的多角形细胞较 F%]T*体
积明显增大#细胞核质比明显下
降#细胞内存在较多色素颗粒!

T"培养第 1# 天的细胞呈规则六边形#细胞内含有大量色素颗粒

8383F%]T*和 à%细胞中特异性蛋白的表达
免疫荧光染色检测结果显示#F%]T*细胞核内可

见 (a]T特征性转录因子 7TM=> 和 ]7f< 的阳性表达#
呈红色荧光#细胞核被 6Aa8标记为蓝色荧光& F%]T*
培养 <# @ 时分化得到的%]T*源性 à%细胞的细胞质
和细胞核内可见 à%细胞标志物 d(EG的阳性表达#呈
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红色荧光#细胞核被 6Aa8标记为蓝色荧光& 培养2$ @
时细胞质内可见 à%细胞标志性蛋白 à%1$ 的阳性
表达#呈红色荧光#细胞核被 6Aa8标记#呈蓝色荧光
+图 <,&

OCT�4

A B

C

E F

G H

D

hESCs hES�RPE

SOX2

Mitf

RPE65

图 830=>?#及 0=>B;@=细胞特异性蛋白的表达+Z<##,!免疫荧
光染色后正置荧光显微镜下观察可见培养的 F%]T*细胞核内 (a]T
标志物 7TM=> 表达阳性 +A, #而 F%]=̀a%细胞核内不表达 7TM=>
+P, (培养的 F%]T*细胞核内 (a]T标志物 ]7f< 表达呈阳性+T, #但
F%]=̀a%细胞核内不表达 ]7f<+6, (F%]T*细胞核及细胞质内不表
达 d(EG+%, #但 F%]=̀a%细胞质及细胞核内均表达 d(EG+j, (F%]T*
细胞质中未见 à%1$ 表达+e, #而 F%]=̀a%细胞质内可表达 à%1$
+ ,̂!F%]T*"人胚胎干细胞(F%T=̀a%"人胚胎干细胞源性视网膜色
素上皮细胞

8393细胞分化过程中 à%细胞标志物 &̀ WA的相对
表达量

各时间点细胞中 d(EG&̀ WA和 à%1$ &̀ WA表
达量的总体比较差异均有统计学意义 +d(EG&̀ WA"
Yq/?2/#Oq#?#"( à%1$ &̀ WA"Yq"SS?9##Om#?#",&与
未分化细胞比较#分化培养第 9 天和第 "> 天细胞内
à%细胞特异性蛋白 d(EG&̀ WA及 à%1$ &̀ WA表
达量均显著增高#差异均有统计学意义+均 Om#?#$,
+表 <,&

表 83细胞诱导分化不同时间点 ;@=细胞特异性
标志物 <;K2相对表达量比较+&L',

时间 样本量 d(EG&̀ WA à%1$ &̀ WA

未分化 2 "?##l#?## "?##l#?##

分化培养第 9 天 2 2?>2l<?99' ">?1#l2?/>'

分化培养第 "> 天 2 S?/"l<?S2' S9?"1l/?2<'

Y /?2/ "SS?9#
O #?#" m#?#"

!注"与未分化比较#'Om#?#$ +单因素方差分析#6+,,DEE1检验 , !

à%"视网膜色素上皮

93讨论

%]T*具有无限扩增和多向分化潜能的特点#自
"/S" 年被分离'培养'纯化以来#即被认为是一系列不
可逆性组织或细胞功能障碍性疾病的治愈希望& 近年
来#美国开展的 F%]=̀a%细胞移植二期临床试验中长
期结果表明#F%]=̀a%细胞悬液移植提高了 $#Q以上
患者的最佳矫正视力

)2* & 随着 F%]=̀a%细胞临床应
用的逐渐增多#如何快速'高效地获得治疗级细胞成为
迫切需要解决的问题&

目前#常用的诱导 %]T*向 à%细胞分化的方法
主要有自发分化和三维拟胚体诱导分化 < 种& 自发分
化是最早报道的 à%细胞诱导分化方法#将 %]T*培
养至融合状态后将培养液换为不含 Cjej培养液#使
部分 %]T*自发分化为 à%细胞 )$* #但此诱导方法诱
导周期长达 S R"< 周#效率仅为 "Q左右#难以满足日
渐增长的科研及临床需求

)$Y9* & 最近#aD,,(,.E5, 等 )S*

报道了 F%]T*可以在 ]I,EFD&'-88=]T与不含 Cjej培
养液构成的 -D,5=GHDD培养体系中自发分化为 à%细
胞#分化得到的 F%]=̀a%细胞种植在聚氯代对二甲苯
+B'HI)D,D=T,膜上后仍可保持稳定功能(然而在该培养
体系中#色素细胞约在分化 2# @ 时开始出现#色素细
胞达到可分选数量约需 ""$ @#仍需要较长的培养周
期& 为了缩短诱导周期#提高诱导效率#科研工作者模
拟了 à%细胞的体内发育环境进行 à%细胞诱导分
化& 在胚胎发育早期#Pda通路及经典 O,E:=4'ED,(,

通路的抑制对于视泡形成起到决定性作用& W5..(, 和
6kk=" 可分别阻断分化细胞的 Pda及 O,E:=4'ED,(,#
促进 F%]T*向视网膜祖细胞分化#因此提高 %]T*向
à%细胞分化的效率并加快分化速度 )/* &

尼克酰胺可通过抑制多腺苷二磷酸多聚酶活性#

减少了诱导过程中的细胞凋亡#因此具有促进 %]T*

向 à%细胞分化的作用 )/* & 8ej=" 通过激活细胞内的
酪氨酸激酶对脑的发育起着重要的调控作用

)"#* & 研
究证明#分化早期在悬浮培养系统通过添加 ,5..(,'
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6kk="'尼克酰胺和 8ej=" 阻断 O,E'W5@')'Pda等通
路诱导 %]T*向神经外胚层发育#晚期上调 Mej=$:
A4E(L(, 等信号通路诱导神经外胚层细胞向 à%细胞
分化#可以较快速地得到 à%细胞 )""Y"2* & 然而#从三
维拟胚体中分离色素上皮细胞需要耗费大量的时间和

人力#分离色素细胞团块时可能伴随神经细胞污染#需
要进行二次纯化#且在培养过程中为促进拟胚体生长
常需要添加血清#导致培养细胞被异种动物源蛋白污
染& P+4FF5)N等 )/*

报道了在二维环境中诱导 %]T*向
à%细胞分化的方法#在研究中添加了高浓度的

,5..(,'6kk=" 和 A4E(L(, A后#色素上皮样细胞在培养
第 "> 天开始出现#然而该研究的培养方法中使用了基
质胶'胎牛血清等含动物源性蛋白的成分#难以满足临
床需求& 本研究中使用 -D,5=GHDD的二维培养体系快
速诱导 F%]T*向 à%细胞分化& 与 P+4FF5)N等 )/*

不

同的是#本研究在分化早期添加尼克酰胺' ,5..(,'
6kk=" 及 8ej=" 诱导 F%]T*向视网膜前体细胞分化
后#通过激活细胞的 O,E通路诱导其从视网膜前体细
胞向 à%细胞分化&

研究表明#O,E通路在胚胎发育过程中对 à%细
胞的分化发育起到多重作用& 在胚胎发育过程中#
O,E通路时序性抑制与激活对于神经视网膜及 à%
形成起到非常重要的作用& 视杯形成早期的 O,E通
路高表达常引起端脑发育不良#眼域缩小(而视杯发育
晚期的 O,E通路抑制将导致 à%细胞缺失& O,E通
路还可联合 d(EG转录因子调控'促进 à%细胞发育#
起到平衡 à%与神经上皮层发育的作用 )1* & W'J',5
等

)">*
研究表明#O,E通路激活剂 T̂ 8̀//#<" 可诱导体

外三维培养的视杯形成表达 d(EG的上皮细胞层& 在
本研究中#%]T*在分化诱导培养液中诱导 "> @ 后#开
始表达 à%细胞特异性转录因子 d(EG#进一步培养细
胞至 2# @#细胞的细胞质中表达 à%细胞特异性抗原
à%1$#提示细胞进一步分化成熟& 相比于传统从悬
浮培养的拟胚体中挑选色素细胞的三维诱导培养方

式#本研究中使用了二维培养方法#避免了从球形拟胚
体中分离色素细胞的繁琐步骤#得到的 F%]=̀a%细胞
品质更稳定& 在本研究中使用的优化 -D,5=GHDD培养
体系中#诱导培养周期约为 2$ @#相比于在无 Cjej培
养系统中 F%]T*自发分化诱导 à%细胞的方法#优化
的 -D,5=GHDD培养体系缩短了培养周期#并大大提高了
诱导效率#且 O,E通路激活剂 T̂ 8̀//#<" 的加入减少
了昂贵细胞因子血管活性肠肽和 A4E(L(, A等的使用#
在一定程度上降低了实验成本&

本研究中成功在二维培养系统中使用 -D,5=GHDD
培养体系快速诱导 %]T*分化为 à%细胞#可为 F%]=
à%细胞的临床应用提供充足且稳定的细胞来源&
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@D.D,DH'E(5,)U*3W'È DL8&&+,5)#<#"2#"2+1, [>2SY>$"3678""#3
"#2S :,H(2>$/3

)<* _(&_]#d(E4FD))a#]D@@5, Ud#DE')3A.D=HD)'ED@ &'4+)'H@D.D,DH'E(5,
)U*3_',4DE#<#"<#29/ + /S<9 , ["9<S Y"92S3678""#3"#"1 :]#">#=
1921+"<,1#<S<=93

)2* ]4FK'HEN]6# D̀.())5T6#_'&P_#DE')3̂ +&', D&CHI5,(4*ED&4D))=
@DH(LD@ HDE(,')B(.&D,EDB(EFD)(+&(, B'E(D,E*K(EF '.D=HD)'ED@ &'4+)'H
@D.D,DH'E(5, ',@ ]E'H.'H@Er*&'4+)'H@I*EH5BFI"G5))5K=+B 5GEK55BD,=
)'CD)BF'*D":< *E+@(D*)U*3_',4DE#<#"$#2S$ + //19 , [$#/ Y$"13
678""#3"#"1 :]#">#=1921+">,1"291=23

)>* ]4FK'HEN]6# +̂C*4F&', Ua# D̂()KD))e#DE')3%&CHI5,(4*ED& 4D))
EH(')*G5H&'4+)'H@D.D,DH'E(5,"'BHD)(&(,'HIHDB5HE)U*3_',4DE#<#"<#
29/+/S"9, [9"2Y9<#3678""#3"#"1 :]#">#=1921+"<,1##<S=<3

)$* _('5U_#b+ U# +̂',.k#DE')3d5)D4+)'H*(.,'E+HD5GBH(&'HIHDE(,')
B(.&D,EDB(EFD)(+& ',@ *ED&=4D))=@DH(LD@ à% 4D))*) U* 3̂ +& d5)
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)"#*V(D(H'd# e5&D*Ù# ]'H'(L'dU3MH',*EFIHDE(, (,@+4D*(,*+)(,=)(JD
.H5KEF G'4E5H8,+4)D'HEH',*)54'E(5, HD.+)'E(,. (E*)DLD)*(, EFD
F(BB54'&B+*)U*3d5)WD+H5C(5)#<#"$#$"+2, [">1SY">9/3678""#3
"##9 :*"<#2$=#">=SS<>=>3

)""*8JD@' #̂7*'J'@'j#O'E','CDk#DE')3eD,DH'E(5, 5G -̀p:a'-1 p
,D+H')HDE(,')BHD4+H*5H*GH5&D&CHI5,(4*ED&4D))*)U*3aH54W'E)A4'@
]4(s ] A# <##$# "#< + 2< , [""22" Y""2213678" "#3"#92 :B,'*3
#$###"#"#<3

)"<*_'&C'6A#k'H)d7#O'HDTP#DE')3%GG(4(D,E.D,DH'E(5, 5GHDE(,')
BH5.D,(E5H4D))*GH5&F+&', D&CHI5,(4*ED&4D))*)U*3aH54W'E)A4'@
]4(s ] A# <##1# "#2 + 2> , ["<91/ Y"<99>3678" "#3"#92 :B,'*3
#1#"//#"#23

)"2*7*'J'@'j#U(, \P# (̂H'&(b#DE')38, L(EH5@(GGDHD,E('E(5, 5GHDE(,')
4D))*GH5& F+&', B)+H(B5ED,E*ED& 4D))*CI*&'))=&5)D4+)D(,@+4E(5,
)U*3UTD))]4(#<##/#"<< +aE"9 , [2"1/Y2"9/3678""#3"<>< :;4*3
#$#2/23

)">*W'J',5M#A,@5]#M'J'E'W#DE')3]D)G=G5H&'E(5, 5G5BE(44+B*',@
*E5H'C)D*EH'E(G(D@ ,D+H')HDE(,'GH5&F+&', %]T*)U*3TD))]ED&TD))#
<#"<#"#+1, [99"Y9S$3678""#3"#"1 :;3*ED&3<#"<3#$3##/3

+收稿日期"<#"1Y#2Y"",

+本文编辑"尹卫靖!刘艳,

!SS>! 中华实验眼科杂志 <#"1 年 1 月第 2> 卷第 1 期!TF(, U%-B 7BFEF')&5)#U+,D<#"1#V5)32>#W531

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?




