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##%摘要&#目的#探讨人胚胎干细胞))?';7*定向分化为晶状体小体) Ì*过程中非经典 m12信号通路配
体 m12$3对晶状体发育的作用(#方法#选取人 U< 胚胎干细胞系"采用 @P.'T培养基进行干细胞培养(
+三阶段法,诱导 )?';7分化为 Ì( 培养至 !F /"将细胞分为对照组和 m12$3处理组"其中 m12$3处理组培
养基中添加 $%% 1AN@+m12$3( 培养至 >$ /"在倒置显微镜下观察细胞形态变化和 Ì的大小并提取对照组和
m12$3处理组的总 TV:进行转录组测序)TV:O'.oE.1(.*检测"表达差异大于 !h$ 倍且 ;#%h%$ 被定义为差
异表达基因)J?Y7*"进行生物信息学分析(#结果#培养结束时发现"与对照组相比"m12$3处理组细胞形成
的 Ì面积明显变大( 转录组测序结果显示"与对照组相比"m12$3处理组中 =MF 个基因表达下调""%! 个基
因表达上调"其中 m12$3可使晶状体细胞分化及晶状体特异基因的表达上调( 生物信息学分析结果显示"
m12$3主要参与了细胞外基质)?;-*改变的过程"提示在晶状体细胞分化中"m12$3可改变 ?;-#同时"富集
结果还显示经 m12$3处理"上皮Z间充质转化过程相关过程受抑制"提示 m12$3还可抑制晶状体细胞"特别是
晶状体上皮细胞的异常分化#此外"m12$3还可影响晶状体细胞骨架重塑(#结论#m12$3可能通过上调
-:9WN?TW级联信号调整 ?;-的结构成分"影响晶状体细胞骨架重塑"从而促进晶状体细胞的分化(#
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##晶状体是眼重要的屈光组织"无血管和神经分布"
且细胞来源单一"为体外研究其发育过程和分子调控
机制提供了良好的工具

- !Z". ( m12信号通路在晶状体
的发育中起重要作用"分为经典通路和非经典通路(
经典通路为 $O(32.101 依赖性"可调控晶状体祖细胞的
增生'分化'凋亡等"在晶状体的早期发育中起重要作
用

- >. #非经典 m12信号通路不依赖 $O(32.101"目前认
为该通路参与晶状体发育后期晶状体纤维细胞分化'
定向延伸的调控

- =. ( 其中"m12$3是非经典 m12信号
通路的配体"通过与跨膜受体 H40gg+./ 和共受体结合"
激活下游 T)*家族的小分子鸟苷酸三磷酸酶 )T)*
YP937.7*"从而活化非经典 9;9通路和下游 \VW信号
通路

- $. "但其在晶状体发育中的作用尚不明确( 课题
组前期在诱导人胚胎干细胞 ) )E@31 .@S48*10(72.@
(.++7")?';7*分化为晶状体小体)+.12*0/ S*/8" Ì*的
实验体系中已证实 m12$3在晶状体细胞分化和维持
晶状体形态中起着重要作用"但具体机制不明 - &. ( 本
研究采用转录组测序技术检测 m12$3作用下 )?';7
定向分化为 Ì的差异基因表达"利用生物信息学方
法分析测序结果"揭示 m12$3对晶状体发育的作用"
为完善体外晶状体模型提供新的干预靶点(

:4材料与方法

:D:4材料
)?';U< 细胞系由中山大学中山眼科中心陈舒怡

教授惠赠( 基质胶 )-3240A.+"美国 IJ公司*#@P.'T
培养基'消化液 )加拿大 '2.@;.++公司*#牛血清清蛋
白和蛋白酶抑制剂 9-'H)美国 '0A@3公司*#J-?-N
HO!" 培养基'非必需氨基酸'Y+E23-:c添加剂'V" 添
加剂'I"M 添加剂 )美国 Y0S(*公司*#重组生长因子
V*AA01'骨形态发生蛋白 =) S*1.@*4R)*A.1.20(R4*2.01
="I-9= *' I-9M' m12>3'成纤维细胞生长因子 "
),0S4*S+372A4*Q2) ,3(2*4""HYH"* )美国 9.R4*2.() 公
司*#逆转录试剂盒 940@.'(40R2TP-372.4-0]'实时荧
光定量 9;T试剂盒 'GIT94.@0]?]P3o'JV37.L)日
本 P3W3T3公司*#测序试剂盒 :̂UP' @TV:O7.o 6"
0̀S434894.R W02)美国 L++E@013公司*(

:D;4方法
:D;D:4)?';7体外培养和诱导分化为 Ì#)?';7培
养在提前用 -3240A.+包被的培养板里"以 @P.'T培养
基为常规培养基"细胞置于 >M p'体积分数 $l ;K"'
饱和湿度的培养箱中"每天换液( 细胞生长至 M%l_
F%l融合时使用消化液在 >M p消化 $ @01 后"然后以
! b=的比例传代至预铺 -3240A.+胶的 !" 孔板中"每天

换液( 待细胞生长至 F%l_<%l时更换为基础培养基
)J-?-NHO!"i质量分数 %h%$l牛血清清蛋白i质量分
数 !l非必需氨基酸i" @@*+Ǹ Y+E23-3]添加剂iV"
添加剂iI"M 添加剂*"并记为第 % 天( 采用三阶段
法

- M.
按如下顺序依次在基础培养基中加入各生长因

子"将 )?';7诱导分化为 Ì$在第 %_& 天)第 ! 阶段*
加入 !%% 1AN@+V*AA01#在第 M_!F 天)第 " 阶段*加入
"% 1AN@+I-9=' "% 1AN@+I-9M 和 !%% 1AN@+HYH"#
在第 !< _>" 天 )第 > 阶段 *"对照组加入 "% 1AN@+
m12>3和 !%% 1AN@+HYH""m12$3处理组在对照组的
基础上添加 $%% 1AN@+m12$3"隔天换液( 倒置显微镜
下观察细胞形态变化并拍照记录(
:D;D;4TV:的提取#取各组定向分化第 >$ 天的细
胞"加入 ! @+PTLg*+充分裂解细胞"用 "%% !+N@+酚氯
仿剧烈振荡"收集上层溶解 TV:的水相"加入 %h$ @+
异丙醇中沉淀"离心半径 Fh$ (@" !" %%% 4N@01 离心
!% @01"弃上清#向沉淀中加入 ! @+体积分数 M$l乙
醇"振荡洗涤 TV:"!" %%% 4N@01 离心 !% @01"弃上清"
空气中干燥 !% @01"加入无 TV:酶水溶解沉淀"于
ZF% p冰箱保存( 各组实验独立重复 " 次(
:D;D<4高通量测序技术进行各组 Ì的转录组测序
#使用 JV37.L纯化提取的细胞 TV:( 取 $ !ATV:
使用 :̂UP' 试剂盒建立测序文库$R*+8:标记的磁珠
分离 @TV:"之后打断为 "%% _>%% SR 的片段"经逆转
录'末端修复以及末端加:碱基"片段化的(JV:结合
在测序接头上( 所建文库在中山眼科中心国家重点实
验室使用 L++E@013U0'.o "$%% 进行双端测序( 用
P*R)326"D%D!" 匹配测序结果到人类参考基因组
)?V'?-Ì /323S37.*"并通过UP'.o 6%D&D% 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 ! %%% 个碱基上的短序列数),43A@.127R.4
[0+*S37.*,.]*1 R.4@0++0*1 ,43A@.127@3RR./"H9W-*来
标准化基因表达量"定义 H9W-$" 为表达基因(
:D;D=4应用生物信息学方法筛选和分析 m12$3处理
下 Ì的差异基因#)!*将原始读段经过去除接头和
低质量的读段后得到高质量读段#)"*使用 P*R)326"D
%D!" 匹配测序结 果 到 人 类 参 考 基 因 组 数 据 库
)?V'?-Ì /323S37." )22R$NNQQQD.17.@S+D*4AN01/.]D
)2@+*#)>*通过 UP'.o 6%D&D% 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
! %%% 个碱基上的 H9W-来标准化基因表达量"用
J?'.oNJ?'.o"!& 来定义 " 个样本之间的差异表达基
因 ) /0,,.4.1203++8.]R4.77./ A.1.7" J?Y7*( ; 值 经
I.1B3@010和 U*()S.4A方法进行调整( " 个组间基因
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表达的差异倍数变化),*+/ ()31A."H;*大于 !h$ 倍和
;# %h%$ 被定义为 J?Y7# ) = * 采用 LŶ )L12.A43206.
Y.1*@0(7̂ 0.Q.4* 对差异基因进行层次聚类分析#
)$*J?Y7使 用 Y.1. K12*+*A8 数 据 库 ) )22R$NN
A.1.*12*+*A8D*4AN*进行 YK富集分析"筛选富集到的
YK条目"并显示相关的生物学功能和过程#进行
W?YY) W8*2*?1(8(+*R./03*,Y.1.731/ Y.1*@.7"
)22R$NNQQQD[.AADBRN*通路富集分析"筛选 J?Y7富集
到的通路(

;4结果

;D:4m12$3作用下 )?';7定向分化为 Ì的形态变化
未进行分化的 )?';7呈圆形"培养至第 !F 天时细

胞形态变为梭形( 对照组细胞和处理组细胞在培养至
第 >$ 天时均可形成有立体结构的透明结构"即 Ì(
与对照组相比"m12$3处理组细胞形成的 Ì面积明显
变大)图 !*(

BA100μm 100μm

100μm 100μmC D

BA100μm 100μm

100μm 100μmC D

图 :4光学相差显微镜下各组 *UE!'定向分化为 Dm的形态变化)j
!%%"标尺q!%% !@*#:$未分化的 )?';7#I$培养第 !F 天时细胞形
态明显改变"呈梭形#;$培养第 >$ 天时对照组细胞有 Ì形成#J$
培养第 >$ 天时 m12$3处理组细胞形成 Ì"且面积较对照组大
81-"#$:4!*(#()&$#1[(&1.%./,$%&.1+3.+1$'.3&(1%$+/#.0 *UE!'
1%+1//$#$%&-#."9') S34q!%% !@*#:$P).@*4R)*+*A8*,)?';7*1
/38%#I$K1 /38!F" )?';743R0/+8/0,,.4.12032./"7)*Q01A37R01/+.O
7)3R.3RR.3431(.# ;$ .̀12*0/ S*/0.7Q.4.,*4@./ *1 /38>$ 01 2).
(*124*+A4*ER # J$ .̀12*0/ S*/0.7,*4@./ *1 /38>$ 01 2).m12$3
24.32@.12A4*ER"31/ 2).)?';7O/.406./ +.12*0/ S*/0.7Q.4.+34A.42)31
2)*7.01 2).(*124*+A4*ER

;D;4测序数据的概述和质量评估
第 >$ 天分别收集对照组和m12$3处理组的细胞"

进行转录组测序#每组均有 " 次重复"分别标记为)!*

和)"*( 经测序后"每组平均获得了约 Fh=j!%M -原
始读段"测序的 e>% 比例均在 <"l以上"说明本次测
序质量较好( 经匹配处理后"每组均至少获得了 Mh%j

!%M
匹配读段"匹配率均在 <$l以上)表 !*(

表 :4测序数据概述和质量评估
C(3,$:4E&(&1'&1)'./#(7(%+0(&)*$+#$(+'

/#.0 G果2S'$N(%(,6'1'

样品 原始读段
高质量

读段

e>%
比例)l* 匹配读段

匹配率

)l*

对照组 ! F" %M! >FF M> "%< %F% <"hM M% !<F ">M <$h<

对照组 " F! $!F M=% M= ">= !&" <>h$ M! %M! $>% <$hM

m12$3处理组 ! F! F%> M%F M= !&> !"= <>h" M! >=M "F= <&h"

m12$3处理组 " F& "%= ">F M& >!& &>" <"h= M> %"< M<% <$hM
#

;D<4各组基因表达谱分析
将对照组和 m12$3处理组细胞进行分层聚类分

析"结果显示各组内的生物学重复被聚为一类"说明各
组重复性较好)图 "*( 差异基因分析结果显示"与对
照组相比"m12$3处理组中表达差异的基因)H;$!h$

且 ;#%h%$*共有 &M< 个"其中上调基因 "%! 个"下调
基因 =MF 个(
;D=4m12$3处理下晶状体相关基因的表达

m12$3处理后"晶状体特异性标记基因 @̂ ASI)'
@̂ ASSL' @̂ A+@' SR/;*' @̂ A+I' SR/;)' @̂ AIS'
@̂ ASS*'@̂ A+/' @̂ A+Z和 @̂ A+M;表达变化的 H;

分别为 !hM='!h&='!hMM'!hM"'"h"='!h$M'!hFM'"h!>'
"h%>'!h$< 和 !h$%"表达均显著上调)图 >*(

高

低

高

低

对照组1对照组2Wnt5a
处理组1

Wnt5a
处理组2

CRYBA1
CRYBB3
CRYGC
BFSP2
CRYGA
BFSP1
CRYAB
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CRYGD
CRYGEP
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处理组1

Wnt5a
处理组2

2

3

高

低

高

低

对照组1对照组2Wnt5a
处理组1

Wnt5a
处理组2

CRYBA1
CRYBB3
CRYGC
BFSP2
CRYGA
BFSP1
CRYAB
CRYBB2
CRYGS
CRYGD
CRYGEP

对照组1对照组2Wnt5a
处理组1

Wnt5a
处理组2

2

3

图 ;4各组转录基因谱聚类分析结
果#各组内的生物学重复被聚为
一类"说明各组重复性较好#橙色
和蓝色分别代表各基因表达量的

高低图 <4各组晶状体相关基因的
表达4m12$3处理组晶状体特异性
标 记 基 因 ) @̂ ASI)' @̂ ASSL'
@̂ A+@' SR/;*' @̂ A+I' SR/;)'
@̂ AIS' @̂ ASS*' @̂ A+/' @̂ A+Z'
@̂ A+M;*的表达较对照组显著上

调#橙色和蓝色分别提示各基因表达量的高低
81-"#$;4 A$(&0(9./>U?'1%&*$).%&#.,-#."9(%+Y%&A(
&#$(&0$%&-#."94I0*+*A0(3+4.R.327Q02)01 .3() A4*ER Q.4.A4*ER./
2*A.2).4"01/0(3201A)0A) 4.R.323S0+028*,.3() A4*ERDP).(*+*401/0(32.7
)0A).4)*431A.* *4+*Q.4) S+E.* +.6.+*,A.1..]R4.770*1#81-"#$<4
D$%'S'9$)1/1)-$%$$V9#$''1.% 1% &*$).%&#.,-#."9 (%+ Y%&A(
&#$(&0$%&-#."9 # P). .]R4.770*1 +.6.+7 *,+.17O7R.(0,0( A.1.7
) @̂ ASI)" @̂ ASSL" @̂ A+@" SR/;*" @̂ A+I" SR/;)" @̂ AIS"
@̂ ASS*"@̂ A+/" @̂ A+Z" @̂ A+M;* 01 2).m12$324.32@.12A4*ER
Q.4.)0A).42)31 2)*7.01 2).(*124*+A4*ERDP).(*+*401/0(32.7)0A).4
)*431A.* *4+*Q.4) S+E.* +.6.+*,A.1..]R4.770*1
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;DA4J?Y7的 YK富集分析及 W?YY富集分析
YK富集分析将 &M< 个 J?Y7按照实现的分子功

能'构成细胞的组分和参与的生物学过程进行分类(
结果显示"在分子功能方面"m12$3主要导致了晶状体
结构)724E(2E43+(*17202E.12*,.8.+.17*'细胞外基质结
构).]243(.++E+34@3240]724E(2E43+(*17202E.12*相关的改
变#在细胞成分方面"m12$3主要导致细胞外基质
).]243(.++E+34@3240]*相关的改变#在生物学过程方面"
m12$3主要导致晶状体发育 ) +.17/.6.+*R@.1201
(3@.43O28R..8.*' 视 觉 发 育 的 显 著 差 异 ) 607E3+
R.4(.R20*1*)图 =:*( 其中"视觉系统发育和晶状体发
育的条目变化最为显著)图 =I";*( m12$3处理后"上
调基因主要富集于晶状体发育 )+.17/.6.+*R@.1201

(3@.43O28R..8.*相关的生物过程"下调基因主要富集
于微管细胞骨架)@0(4*2ESE+.(82*7[.+.2*1 *4A310g320*1*
相关的生物过程)图 $*(

J?Y7经过 W?YY通路富集提示"受 m12$3显著
影响的基因富集于 >M 条通路)图 &:*( W?YY分析结
果显示"经 m12$3处理后"细胞外基质受体相互作用
通路)?;-O4.(.R2*4012.43(20*1*和局部黏附通路),*(3+
3/).70*1*等显著改变 )图 &I";*( 其中"上调基因富
集 结 果 中 钙 离 子 信 号 通 路 ) (3+(0E@ 70A13++01A
R32)Q38*'细胞因子受体相互作用通路 ) (82*[01.O
(82*[01.4.(.R2*4012.43(20*1*具有显著变化#下调基因
主要富集于细胞外基质受体相互作用通路 )?;-O
4.(.R2*4012.43(20*1*)图 M*(

BA

C
logFC z�score

P值

upregulateddownregulated
decreaslngincreaslng

BA

C
logFC z�score

P值

upregulateddownregulated
decreaslngincreaslng

图 =4Y%&A( 处理组与对照组之间差异基因的 ?B富集分析结果4:gm12$3处理前后"J?Y7分别富集的生物学过程'构成细胞的
组分和实现的分子功能分类排名前 !% 的 YK词条( 绿色代表生物学过程"蓝色代表构成细胞的组分"橙色代表实现的分子功能#
Igm12$3处理前后"J?Y7富集整体分析排名前 "% 的词条#;gm12$3处理前后"J?Y7富集整体分析排名前 !% 的生物学过程词条(
根据基因表达的 H;定义上调或下调"橙色代表上调"蓝色代表下调"gO7(*4.的高低提示该生物学水平可能升高或下降
81-"#$=4?$%$.%&.,.-6 (%(,6'1'./>U?'4:gP).2*R !% @*72.140()./ YK2.4@7*,J?Y73,2.4m12$324.32@.12DP).2)4..YK
(32.A*40.701(+E/./ S0*+*A0(3+R4*(.77)A4..1* "(.++E+34(*@R*1.12) S+E.* "31/ @*+.(E+34,E1(20*1 )*431A.* #Ig '(322.4R+*2*,2*R "%
.140()./ YK2.4@7*,J?Y73,2.4m12$324.32@.12#;gP).2*R !% @*72.140()./ YK2.4@7*,J?Y73,2.4m12$324.32@.12DY.1..]R4.770*17
Q.4./.,01./ 37ERO4.AE+32./ )*431A.* 31/ /*Q1O4.AE+32./ ) S+E.* 3((*4/01A2*+*AH;DP).)0A).42).dO7(*4.63+E./"2).)0A).43(2060282).
.140()./ R32)Q383(2./
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上调基因富集 下调基因富集

GO富集分数
8 00 2 4 616

上调基因富集 下调基因富集

GO富集分数
8 00 2 4 616

图 A4差异上调基因和下调基因 ?B富集结果4上调基因主要富集于晶状体的发育6下调基因主要富集于微管细胞骨架组
织( YK富集分数通过Z+*A!%);值*计算得到6数值越大提示富集程度越高
81-"#$A4 ?$%$.%&.,.-6 (%(,6'1'./+.7%S#$-",(&$+(%+"9S#$-",(&$+>U?'4 P).ERO4.AE+32./ J?Y7Q.4.*S60*E7+8
.140()./ 01 +.17/.6.+*R@.12DP)./*Q1O4.AE+32./ J?Y7Q.4.*S60*E7+8.140()./ 01 @0(4*2ESE+.(82*7[.+.2*1 *4A310g320*1DP).
)0A).42).YK.140()@.127(*4.63+E./62).A4.32.42).R32)Q38Q37.140()./#Y*$Y.1.K12*+*A8

BA

C

BA

C

图 O4Y%&A( 处理组与对照组之间差异基因 5U??通路富集结果4:$m12$3处理前后6J?Y7的 WTYY富集结果( 横
坐标数值越大提示富集程度越高#I$m12$3处理前后6J?Y7富集 W?YY排名前 "% 的信号通路#;$m12$3处理前后6
J?Y7富集 W?YY排名前 !% 的信号通路( 根据基因表达的 H;定义上调或下调6橙色代表上调基因6蓝色代表下调基因6
gO7(*4.的高低提示该通路活性可能升高或下降
81-"#$O45U??(%(,6'1'./>U?'4:$?140()./ W?YY70A13+01AR32)Q387*,3++2).J?Y7DU0A).43S7(07734.R4.7.12./ 2).
)0A).4.140()@.127(*4.#I$'(322.4R+*2*,2*R "% .140()./ W?YYR32)Q387*,J?Y73,2.4m12$324.32@.12#;$P).2*R !% @*72
.140()./ W?YYR32)Q387*,J?Y7DY.1..]R4.770*17Q.4./.,01./ 37ERO4.AE+32./ )*431A.* 31/ /*Q1O4.AE+32./ ) S+E.* 3((*4/01A
2*+*AH;DP).)0A).42).dO7(*4.63+E./62).)0A).43(2060282)..140()./ R32)Q383(2./
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上调基因富集 下调基因富集

KEGG富集分数
0 2 42 0

上调基因富集 下调基因富集

KEGG富集分数
0 2 42 0

图 P4差异上调基因和下调基因 5U??富集结果4上调基因主要富集于钙离子信号通路0细胞因子受体相互作用通路"下调的
基因主要富集于细胞外基质受体相互作用通路( W?YY富集分数通过Z+*A!%);值*计算得到"数值越大提示富集程度越高
81-"#$P45U??(%(,6'1'./+.7%S#$-",(&$+(%+"9S#$-",(&$+>U?'4P).ERO4.AE+32./ J?Y7Q.4..140()./ 01 ;3+(0E@70A13+01A
R32)Q3831/ ;82*[01.O4.(.R2*4012.43(20*1 R32)Q38DP)./*Q1O4.AE+32./ J?Y7Q.4..140()./ 01 ?;-O4.(.R2*4012.43(20*1 R32)Q38DP).
)0A).42).T0() ,3(2*463+E./"2).A4.32.42).R32)Q38Q37.140()./#W?YY$W8*2*?1(8(+*R./03*,Y.1.731/ Y.1*@.7

<4讨论

先天性白内障是儿童致盲的主要眼病"多由晶状
体的发育缺陷引起( 晶状体的发育过程受到多种生长
因子信号通路和转录因子的调控"目前尚未研究完全(
近年来"大量研究表明 m12信号通路在干细胞命运决
定和胚胎发育中起重要作用

- FZ!%. ( 因此"更好地了解
m12信号如何调节细胞分化和发育对于探索晶状体发
育过程至关重要( )?';7诱导分化为 Ì的实验体系
可以较好地模拟体内晶状体分化发育过程

- M. ( 课题
组前期已验证该体系诱导的 > 个阶段依次对应体内晶
状体发育的前基板外胚层阶段0晶状体基板阶段0晶状
体泡)+.176.70(+."`̂ *和晶状体细胞分化阶段 - !!. #在
第 > 阶段外源性添加 m12$3后"发现获得的 Ì数量
增多0面积增大#在分子水平上"发现 m12$3处理后编
码晶状体结构蛋白0晶状体纤维发育相关基因 ;̂ 6V)
和晶状体主要内源性蛋白的基因表达明显升高

- &. (
这些结果提示"m12$3可促进 Ì形态发生以及晶状体
细胞的体外分化过程( 然而"m12$3在晶状体细胞分
化中的具体作用机制尚不清楚(

本研究中将对照组和 m12$3处理组进行转录组
测序"分析 m12$3处理后改变的基因表达谱和对应的
生物学过程"以明确 m12$3在 )?';7体外定向分化为
Ì过程中的潜在作用机制( 本研究中分层聚类分析
结果显示"" 个组细胞的基因表达谱总体差异不大(
本研究猜测"这是由于诱导体系第 > 阶段对应的是 `̂
和晶状体细胞分化阶段"即由 `̂ 分化为晶状体上皮N
纤维或是晶状体上皮分化为晶状体纤维"基因表达谱
变化不大"因而聚类分析差异较小(

晶状体的发育是一个复杂的过程"随着上皮细胞

增生0逐渐延伸分化为晶状体纤维细胞而逐渐成
熟

- !"Z!>. ( 随着晶状体纤维细胞的分化"晶状体蛋白和
骨架蛋白大量表达

- !=. "因而可根据晶状体细胞表达谱
的变化推断出晶状体的成熟状态( 本研究中"编码 $O
晶状体蛋白0&O晶状体蛋白和晶状体细胞骨架蛋白的
基因均在 m12$3的处理下显著上调( IH'9! ) S.3/./
,0+3@.12724E(2E43+R4*2.01 !",0+.1701*和 IH'9" 是晶状
体特异的细胞骨架蛋白"其表达水平随纤维细胞的拉
长不断增高"是晶状体纤维细胞分化的标志 - !$. #
@̂ ASI)0@̂ ASSL0@̂ ASS*0@̂ A+@0@̂ A+I等基因调
控 $O晶状体蛋白和 &O晶状体蛋白的表达"这 " 种蛋白
是晶状体纤维细胞的特异蛋白

- !&. ( 这些数据表明
m12$3促进了体外晶状体纤维细胞分化( YK功能富
集分析结果也进一步验证了该结论"差异上调基因富
集到了晶状体纤维细胞分化( 同时"晶状体分化相关
生物学过程在 m12$3的处理下也发生显著改变"如晶
状体的发育0眼发育和视觉系统的发育等( 这也与我
们之前的研究结果相一致"即 m12$3可以通过促进体
外晶状体纤维细胞的分化来促进 Ì的成熟(

在胚胎发育过程中"晶状体上皮细胞内的晶状体
祖细胞增生并向晶状体赤道方向迁移"直至到达过渡
区"在过渡区脱离细胞周期"开始分化为晶状体纤维细
胞( 为了维持上皮细胞增生和纤维细胞分化的平衡"
-:9WN?TW和 9L>WO:WP通路信号互相拮抗"在这一
过程中起到了重要作用

- !M. ( 本研究中"m12$3处理后
的差异下调基因富集到了 9L>WO:WP通路#上调基因
富集到了 -:9WN?TW信号级联的调控( 9L>W可以维
持晶状体祖细胞的干性"抑制其分化"确保晶状体上皮
细胞的增生

- !F. #?TW是晶状体中含量丰富0活性程度
高的 -:9W7"是晶状体纤维细胞分化过程中的必需成

!"=F! 中华实验眼科杂志 "%"% 年 !% 月第 >F 卷第 !% 期#;)01 \?]R KR)2)3+@*+"K(2*S.4"%"%" *̂+D>F"V*D!%
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分
- !<Z"%. ( 以上结果表明"m12$3可能打破了这一平

衡"促进了上皮细胞向纤维细胞的分化( 既往研究表
明"在其他组织中 -:9WN?TW信号级联还可以引起
?;-的降解 - "!. ( 我们进一步发现"m12$3处理后确实
引起了 ?;- 的变化$ ?;- 的主要成分相关基因
@6!*I)'@6!GI)'@6!JI) 和 @6!JIL 等表达下降#YK
富集提示细胞外基质结构组成的改变#W?YY富集到
细胞外基质受体相互作用通路表达下降( U.1/40]
等

- "".
研究发现在体内发育过程中"?;-的密度在视

泡形成初期逐渐增高"随着晶状体凹的闭合和 `̂ 的

形成而下降( 结果提示"m12$3可能通过 -:9WN?TW
级联反应调控 ?;-从而促进晶状体细胞的分化"同时
通过影响 ?;-的成分结构来促进 `̂ 的形成(

晶状体上皮一生都在不断增生和分化"除了向纤
维细胞分化外"还可能发生异常的分化"即上皮Z间质
转化 ) .R02).+03+O2*O@.7.@()8@3+24317020*1" ?-P* - ">. (
W?YY结果提示"m12$3处理后黏着斑激酶通路'细胞
外基质受体相互作用通路和细胞黏附分子通路表达下

调( 其中"黏着斑激酶通路可抑制晶状体上皮细胞的
迁移"使细胞形态紊乱"引起上皮细胞异常分化为间充
质细胞

- "=. #细胞间黏附分子的改变可直接导致上皮细
胞功能和形态异常"是 ?-P的关键特征 - "$. #细胞外基
质受体相互作用也参与了 ?-P的过程 - "&. ( 此外"
?;-成分的减少也进一步提示了 ?-P的抑制( 我们
进一步推测"m12$3可能在促进晶状体细胞分化的同
时"抑制了晶状体上皮细胞的异常分化"维持 Ì的正
常发育(

根据测序结果分析"在对应体内的 `̂ 和晶状体

细胞分化阶段"m12$3的处理还影响了细胞骨架的运
动( 细胞骨架在晶状体发育和透明中起着重要作
用

- "M. ( 本研究 W?YY分析结果显示"m12$3处理后富
集到了 -:9W通路和钙通路"这 " 条通路均与细胞骨
架重塑密切相关

- "F. ( 已有研究报道"m12$3可以引导
晶状体细胞迁移"并参与建立晶状体纤维细胞的极
性

- "<. ( 为进一步明确 m12$3促进晶状体细胞分化的
机制"极性与微管细胞骨架之间的具体联系是我们下
一步要探讨的问题(

本研究中利用转录组测序分析了 m12$3在 Ì体
外分化中的作用"揭示了 m12$3可能通过 -:9WN?TW
级联反应促进晶状体细胞分化的作用机制"为研究晶
状体发育'晶状体再生提供了新的方向(
利益冲突#所有作者均声明不存在任何利益冲突
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本刊对中英文摘要的要求

##论著或综述文稿正文请撰写中英文摘要( 原创性论著文稿要求为结构式摘要"包括背景)I3([A4*E1/*'目的)KSB.(206.*'方法

)-.2)*/7*'结果)T.7E+27*和结论);*1(+E70*17* $ 个要素"摘要应能够回答以下问题$)!*为什么进行这项研究( )"*主要用什么方

法进行研究( )>*获得什么主要结果( )=*通过研究得出什么结论等( 其中背景部分请概括本课题所涉及的研究内容及亟待解决

的问题( 目的部分为本课题对上述提出问题设立的目标( 方法部分应提供研究对象'样本量'分组情况'各组的干预情况'与研究

相适应的观察或检测指标"获得结局指标的手段和设备等( 临床研究请说明是前瞻性研究'回顾性研究还是观察性研究( 结果部

分请客观描述研究的主要发现"包括主要的形态学检查表现'相关的关键性或主要的量化资料以及相应的统计学比较结果"须写明

统计学量值及其概率值( 结论部分请提出与本研究论据直接相关的'必然的推论"避免得出过度推测性'评价性和扩大化的结论(

摘要请用第三人称客观表述"不列图表"不引用文献"不加评论和解释( 英文摘要应与中文摘要内容相对应"但为了对外交流的需

要"可以略详细( 英文摘要应包括论文文题)正体*及全部作者姓名)汉语拼音"姓在前"首字母大写"名在后"首字母大写"双字连

写( 如$G01 c03*)E0*'标准化的单位名称'城市名称)汉语拼音*'邮政编码及国家名称)全部为斜体*( 并请在另起一行处提供通信

作者姓名的汉语拼音和 ?@30+地址"如 @#44,?7#':%'( ."08#4$A%' V%.#8"%"M&.%9$ Y%.#8"%8C!"&P=#&( 专家述评或综述类文稿请撰写

指示性中英文摘要"摘要内容应包含研究涉及的概念'研究的目的'综述资料的来源'复习的文献量'研究的新发现或应用领域'综

合的结果和结论及其意义等必要的信息(

研究论文为前瞻性研究者应在中英文摘要结束处提供临床试验注册号"以+临床试验注册)P403+4.A0724320*1*,为标题"提供注

册机构名称和注册号( 前瞻性临床研究的论著摘要应注明遵循 ;KV'KTP声明);*17/0/32./ '231/34/7*,T.R*4201AP403+7* ) )22R$NN

QQQD(*17*42O7231/342D*4AN)*@.*(
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