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##%摘要&#目的#评价不同体细胞来源的人诱导多能干细胞))09';7*向 >J视网膜类器官分化的能力(#

方法#采用血液细胞重编程获得的 )09';7系绿色荧光蛋白)YH9*标记的 I;! 细胞)I;!OYH9*及 Y0S(*'尿液

细胞重编程获得的 )09';7系 5?%!M 进行视网膜诱导分化( 光学显微镜下记录视网膜形态的发生和发展过

程"采用免疫荧光染色法检测获得的视网膜中各种细胞亚类的特异性分子标志物表达情况"对不同细胞系分

化视网膜的效率进行分析和比较(#结果#血液和尿液细胞来源的 )09';7均可成功诱导分化为 >J视网膜类

器官"包括神经视网膜和视网膜色素上皮细胞( 视网膜类器官能够模拟体内视网膜的发育过程"逐渐分化出

所有神经视网膜亚类细胞"包括视网膜神经节细胞'光感受器细胞'无长突细胞'水平细胞'双极细胞和 -a++.4

细胞"甚至形成板层状结构( " 种体细胞来源的 )09';7在分化为视网膜类器官的效率上存在差异"血液来源

的细胞比尿液来源的细胞分化为视网膜类器官的效率更高(#结论#血液和尿液体细胞来源的 )09';7均可

诱导出 >J视网膜类器官"获得的视网膜类器官中包括所有视网膜细胞亚类"但 " 种体细胞来源的 )09';7分

化成视网膜类器官的效率不同(#
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##视网膜退行性疾病"如视网膜色素变性'年龄相关
性黄斑变性是导致人视力丧失的主要原因"其病理机
制是光感受器细胞'视网膜色素上皮 )4.2013+R0A@.12
.R02).+0E@"T9?*细胞的变性丢失"进而在疾病晚期造
成其他类型的视网膜细胞凋亡( 由于这些细胞损伤后
无法再生"因此迄今为止视网膜退行性疾病尚无有效
的治疗方法

- !Z>. ( 人诱导多能干细胞) )E@31 01/E(./
R+E40R*2.1272.@(.++7")09';7*是将终末分化的体细胞
经过外源强制表达重编程基因"如 6@QK'/6V*'1!RK
和 =BHA@转化获得的一类具有自我复制和多向分化
潜能的细胞"类似胚胎干细胞 - =. ( 研究表明"在特定
培养条件下")09';7可在体外诱导分化出几乎所有类
型的细胞"如心肌细胞'神经细胞'造血干细胞和视网
膜细胞

- $Z!%. ( 目前几乎所有体细胞都可通过基因重编
程技术转化为 )09';7"包括成纤维细胞'外周血细胞'
脐带血细胞'间充质干细胞'牙髓细胞"甚至尿液细
胞

- !!Z!=. "然而"并非所有的 )09';7在体外分化成目标
细胞的能力都相同

- !$. ( 不同组织体细胞来源的
)09';7"甚至同一组织的体细胞来源的不同克隆
)09';7在分化潜力上也存在差异( 本研究团队一直
致力于 )09';7向视网膜类器官分化的研究"并发现不
同细胞系在分化为视网膜类器官方面存在一定的差

异( 了解不同体细胞来源 )09';7向视网膜类器官的
分化能力成为相关研究的关键环节之一( 本研究拟对
不同体细胞来源的 )09';7向视网膜类器官分化的能
力进行评估"为相关领域的基础及临床研究提供依据(

:4材料与方法

:D:#材料
:D:D:#细胞来源#绿色荧光蛋白 )A4..1 ,+E*4.7(.12
R4*2.01"YH9*标记的 I;! 细胞系 - !&. )I;!OYH9* )中国
科学技术大学程临钊教授惠赠*#Y0S(*细胞系)美国
Y0S(*公司*#5?%!M 细胞系 - !M. )中国科学院广州生物
医药与健康研究院潘光锦教授惠赠*(
:D:D;#主要试剂#@P.'T! 培养基)F$F$%"美国 '2.@

;.++公司*#%h$ @*+Ǹ ?JP:)!$$M$%"%"美国L16024*A.1
公司*#磷酸盐缓冲液) R)*7R)32.SE,,.47*+E20*1"9I'*
)YV-!%%!%"杭州吉诺生物医药技术有限公司* #基
质胶 ) >$="MM" 美 国 ;*4101A公 司 *# )O*OI+.SS0723201
)I%$&%"美国 '0A@3公司*#J-?-NH!");!!>>%$%%IP*'
J-?- I:'L;) ;!!<<$$%%IP*' V" ) !M$%"%=F *' I"M
)!"$FM%!%*'V?::) !!!=%%$%*'Y+E23-3]) >$%$%%&!*'
抗菌Z抗真菌剂 ) !$"=%%&"* )美国 Y0S(*公司*#兔抗
人 K;P= 抗 体 ) :M<"%" ! b"%% *' 兔 抗 人 L' ?̀P!
):$"=$"! b!%%*)美国 :S(+*13+公司*#鼠抗人 PT:O!O
&% 抗 体 ) 3S!&"FF" ! b!%% *' 兔 抗 人 KPc" 抗 体
)3S"!<<%" ! b$%% *'鼠抗人 4)*/*R701 抗体 )3S>"&M"
! b"%%*'鼠抗人 ;T:̀ I9抗体 )3S!$%$!"! b$%%*'兔
抗人9W;")3S>">M&"! b" %%%*)英国:S(3@公司*#山
羊抗人 ITV> 抗体)7(O&%"&"! b!%%*'鼠抗人 U5J抗
体)7(O=F="!"! b"%%* )美国 '3123;4Eg公司*#兔抗人
4.(*6.401 抗体)3S$$F$"! b$%%* )美国 -0++0R*4.公司*#
鼠抗人 :9""抗体)>I$O'"! b$%* )美国 J'UI公司*#
驴抗小鼠 LAY:+.]3H+*E4O$$$):>!$M%"! b$%%*'驴抗
兔 LAY:+.]3H+*E4O$$$):>!$M""! b$%%*'驴抗山羊 LAY
:+.]3H+*E4O$$$ ):"!=>"" ! b$%%* )美国 L16024*A.1 公
司*#J:9L-J$">"中国东仁化学科技)上海*有限公
司.#抗荧光淬灭封片剂)9%!"&"上海碧云天生物技术
有限公司*(
:D;#方法
:D;D: # )09';7的扩增培养 # I;!OYH9' Y0S(*及
5?%!M 细胞系在 @P.'T! 培养基中保持无饲养层培
养( 待细胞融合率约为 <%l时用 %h$ @@*+Ǹ ?JP:
消化传代"将细胞接种到基质胶包被的培养板或盖玻
片上( 倒置显微镜下观察细胞的生长状态"用移液枪
枪头于显微镜下剔除明显分化的细胞(
:D;D;#荧光染色法鉴定 )09';7的干细胞特性#收集
接种细胞的盖玻片"置于质量分数 =l多聚甲醛中"室
温下固定 !% @01"9I' 洗涤"室温下用通透封闭液处理
! )( 滴加兔抗人 K;P= 一抗 )工作浓度 ! b"%%*及小
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鼠抗人 PT:O!O&% 一抗 )工作浓度 ! b!%%*"= p孵育
"% )"吸弃一抗"9I' 洗涤后滴加驴抗兔 LAY :+.]3
H+*E4O$$$)工作浓度 ! b$%% *'驴抗小鼠 LAY :+.]3
H+*E4O$$$)工作浓度 ! b$%%*"室温下孵育 ! )( 吸弃二
抗并 9I' 洗涤"J:9L染色"封片"正置荧光显微镜下
观察 )09';7中 K;P= 及 PT:O!O&% 表达情况"并采集
图片(
:D;D<#)09';7的分化及拟胚体形成过程#参照文献
-!MZ"!.中描述的多步骤 >J视网膜类器官诱导方案
进行 )09';7的分化"首先制备拟胚体( 参照 !D"D! 中
描述的方法进行 )09';7消化传代"将 )09';7消化成
小片"离心后去上清"用含 !% !@*+Ǹ I+.SS0723201 的
@P.'T! 重悬"接种到 !%% @@低吸附皿内悬浮培养(
此后 > / 培养基逐渐转变为神经诱导培养基 ) 1.E43+
01/E(20*1 @./0E@"VL-*"消化当天记录为分化第 % 天
)J%*(
:D;D=#)09';7向视网膜类器官的诱导分化#分化后
第 $_M 天"收集悬浮培养的拟胚体"接种于基质胶包
被的培养板或培养皿内进行贴壁培养"每周换液 "_>
次( 培养后第 !& 天将 VL-更换为视网膜分化培养基
)4.2013+/0,,.4.120320*1 @./0E@"TJ-*"继续贴壁培养(
分化后第 =_$ 周待类圆形早期视泡样结构形成"于显
微镜下进行鉴别"机械分离类圆形的视泡样结构并移
入低吸附培养皿内悬浮培养( 分化后 =% /"TJ-中补
充体积分数 !%l胎牛血清以长期维持悬浮培养( 倒
置显微镜下拍照以记录 )09';7向视网膜类器官发育
的形态变化(
:D;DA#不同细胞系视网膜类器官分化效率比较#由
同一研究人员按照上述方法对 > 株 )09';7系进行视
网膜诱导分化"对生长状态良好及未分化的 )09';7消
化后计数细胞( 每个细胞系均取 %h$j!%&

个细胞用于

分化"且独立分化实验至少重复 > 次"每批次实验每个
细胞系设立至少 > 个复孔( 细胞分化到第 "F 天用
! @+注射器针头显微镜下挑取视泡"汇总视泡数量(
:D;DO#免疫荧光法鉴定视网膜细胞类型#收取不同
分化时段的 >J视网膜"用 =l多聚甲醛室温固定
>% @01"蔗糖梯度脱水"K;P包埋"冰冻切片"按常规方
法进行免疫荧光染色( 滴加山羊源 ITV> 抗体
)! b"%%*'兔源 U5J抗体)! b"%%*'兔源 L' ?̀P! 抗体
)! b"%%*"兔源 4.(*6.401 抗体)! b$%%*'兔源 KPc" 抗
体)! b$%%*'小鼠源 4)*/*R701 抗体 ) ! b"%%*'小鼠源
:9""抗体 )! b$%*'兔源 9W;"抗体 )! b$%%*及兔源
;T:̀ I9抗体)! b$%%*"= p孵育 "% )"9I' 洗涤并滴
加驴抗鼠 LAY :+.]3H+*E4O$$$ ) ! b$%%*'驴抗兔 LAY

:+.]3H+*E4O$$$) ! b$%%*及驴抗山羊 LAY:+.]3H+*E4O
$$$)! b$%%*"室温下孵育 ! )"9I' 洗涤后 J:9L复染
$ @01"封片( 正置荧光显微镜下观察各个样本视网膜
细胞类型标志物表达情况"并采集图片(

;4结果

;D:#)09';7形态特征及干性鉴定
I;!OYH9'Y0S(*'5?%!M > 株 )09';7系在基质胶

包被的培养板内均呈克隆状生长"传代后 $ / 融合率
约为 <%l( 克隆外围边界清晰"内部细胞排列紧密"

分界不清( 细胞体积小"细胞核大"细胞质少( 09';7

特征性标志蛋白 K;P= 及 PT:O!O&% 在 > 个细胞系中
均有表达"呈红色强荧光"K;P= 蛋白表达于细胞核"
PT:O!O&% 蛋白表达于细胞膜( > 株细胞系在形态'生长
方式及分子标志物表达方面均未显示明显差异)图 !*(
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图 :4荧光显微镜下不同来源 *1@E!'形态及干性标志物表达):+.]3
H+*E4O$$$"标尺q$% !@*#:mI;!OYH9细胞系呈克隆状生长"外围
边界清晰"内部细胞排列紧密#ImI;!OYH9细胞系多潜能标志物
K;P= 表达于细胞核"呈红色荧光#;mI;!OYH9细胞系多能干性标
志物 PT:O!O&% 表达于细胞膜"呈红色荧光#JmY0S(*细胞系呈克隆
状生长#?mY0S(*中 K;P= 表达于细胞核"呈红色荧光#HmY0S(*细
胞系 PT:O!O&% 表达于细胞膜"呈红色荧光#Ym5?%!M 细胞系呈克
隆状生长#Um5?%!M 细胞系 K;P= 表达于细胞核"呈红色荧光#
Lm5?%!M 细胞系 PT:O!O&% 表达于细胞膜"呈红色荧光
81-"#$:4M.#9*.,.-6 (%+$V9#$''1.%./9,"#19.&$%)6 0(#Q$#'1%
+1//$#$%&+$#1L$+*1@E!'"%+$#/,".#$')$%)$01)#.').9$):+.]3H+*E4O
$$$"S34q$% !@*#:mI;!OYH9A4.Q01 (+*18Q02) (+.34S*E1/34831/
4.AE+34+834431A.@.12#ImP).R+E40R*2.1(8@34[.4K;P= Q37724*1A+8
.]R4.77./ 01 1E(+.E7*,I;!OYH9 Q02) 4./ ,+E*4.7(.1(.# ;m P).
R+E40R*2.1(8@34[.4PT:O!O&% Q37724*1A+8.]R4.77./ 01 (.++@.@S431.
*,I;!OYH9Q02) 4./ ,+E*4.7(.1(.#JmY0S(*A4.Q01 (+*18#?mK;P=
Q37724*1A+8.]R4.77./ 01 1E(+.E7*,Y0S(*Q02) 4./ ,+E*4.7(.1(.#
HmPT:O!O&% Q37724*1A+8.]R4.77./ 01 (.++@.@S431.*,Y0S(*Q02) 4./
,+E*4.7(.1(.#Ym5?%!M A4.Q01 (+*18#UmK;P= Q37724*1A+8.]R4.77./
01 1E(+.E7*,5?%!M Q02) 4./ ,+E*4.7(.1(.#LmPT:O!O&% Q37724*1A+8
.]R4.77./ 01 (.++@.@S431.*,5?%!M Q02) 4./ ,+E*4.7(.1(.

!>"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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;D;#)09';7向视网膜类器官分化过程中形态表现
分化第 ! 天"悬浮培养条件下 I;!OYH9'Y0S(*'

5?%!M > 株细胞系均自发聚集"形成拟胚体"随后体积
逐渐增大( 分化后第 $ 天"各细胞系的拟胚体透亮"大
小较均一( 接种到贴壁条件继续分化培养时"拟胚体
边缘细胞逐渐向外围迁移'分化"形成典型的 +煎鸡
蛋,形态"呈现出边缘薄'中央厚'淡黄色形态( 分化
"% / 后"> 株细胞系逐渐诱导出数量不等的类圆形'折

光性强的+视泡,样结构"且各株细胞呈现出一定差异
性"即 I;!OYH9细胞系分化第 "% 天时开始观察到视
泡样组织"Y0S(*及 5?%!M 细胞系在分化第 "> 天后才
陆续出现视泡样组织( 分化第 "F 天时 > 个细胞系均
可获得典型视泡样组织( 机械挑起视泡样组织悬浮培
养后"视泡样组织的神经视网膜迅速增长"体积增厚"
形成半环形"一端黏附黑色的色素上皮细胞球"形成类
+双层结构的视杯,"即视网膜类器官)图 "*(
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图 ;4光学显微镜下 < 种 *1@E!'向视网膜分化过程中形态变化)标尺q"%% !@*#分化第 $ 天 I;!OYH9'Y0S(*'5?%!M > 株细胞系均可自发形成

大小较均一的拟胚体( 分化第 !& 天I;!OYH9细胞系可见明显的组织增厚"Y0S(*及5?%!M 细胞系相对组织较薄( 分化第 "F 天I;!OYH9细胞系

获得的视泡样结构较多"Y0S(*及 5?%!M 细胞系较少( > 株细胞系均可获得神经视网膜及 T9?细胞"神经视网膜折光性好"T9?细胞可见明显的

黑色色素化#YH9m绿色荧光蛋白

81-"#$;4>1//$#$%&1(&1.%./#$&1%(,.#-(%.1+'/#.0 &*#$$*1@E!',1%$') S34q"%% !@*#:++2)4..(.+++01.77R*1231.*E7+8,*4@./ .@S48*0/ S*/0.732

2).$2) /38*,/0,,.4.120320*1D:22).!&2) /38*,/0,,.4.120320*1"*S60*E72077E.2)0([.101AQ37*S7.46./ 01 2).I;!OYH9)09';7"SE24.+3206.+82)011.42077E.7

Q.4.7)*Q./ 01 Y0S(*31/ 5?%!M )09';7D:22)."F2) /38*,/0,,.4.120320*1"@*4.*R20(6.70(+.O+0[.724E(2E4.7Q.4.R4.7.12./ 01 I;!OYH9+01.701

(*@R3407*1 Q02) Y0S(*31/ 5?%!M +01.7D51/.47E7R.170*1 (E+2E4."4.2013+*4A31*0/7(*@R40701AQ.++O4.,+.(206.1.E43+4.201331/ T9?Q02) *S60*E7R0A@.12

Q.4.7.+,O,*4@./ ,4*@3++2)4..(.+++01.7#YH9mA4..1 ,+E*4.7(.12R4*2.01

;D<#不同来源 )09';7分化获得的视网膜类器官中视
网膜神经节细胞标志物的表达

I;!OYH9'Y0S(*'5?%!M > 株细胞系分化获得的
>J视网膜类器官中视网膜神经节细胞 ) 4.2013+
A31A+0*1 (.++7"TY;7*的特异性标志物 ITV>'L' ?̀P!

及 U5J蛋白均表达阳性"其中 ITV> 和 L' ?̀P! 表达
于细胞核"U5J蛋白表达于细胞质中"这些蛋白主要
表达在视网膜类器官的基底侧)图 >*(

;D=#不同来源 )09';7分化获得的视网膜类器官中光
感受器标志物的表达

I;!OYH9'Y0S(*'5?%!M > 株 )09';7分化获得的
视网膜类器官中 4.(*6.401'KPc"'4)*/*R701 均表达阳
性"其中光感受器细胞标志物 4.(*6.401 表达于细胞质
中"光感受器细胞标志物 KPc" 表达于细胞核"视杆细
胞标志物 4)*/*R701 表达于视网膜类器官神经层顶端
)图 =*(

!="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!%

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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图 <4不同来源 *1@E!'分化获得视网膜类器官中 G?!'标志物的
表达m标尺q$% !@*#I;!OYH9'Y0S(*'5?%!M 细胞系分化的视网膜
类器官中可见 ITV> 表达于细胞核"呈红色荧光m:+.]3H+*E4O$$$* "
U5J表达于细胞质"呈红色荧光m:+.]3H+*E4O$$$* "L' ?̀P! 表达于细
胞核"呈红色荧光 m:+.]3H+*E4O$$$* "细胞核呈蓝色荧光 mJ:9L*#
YH9$绿色荧光蛋白
81-"#$< 4 UV9#$''1.% ./G?!'0(#Q$#'1% #$&1%(,.#-(%.1+'
+1//$#$%&1(&$+/#.0 +1//$#$%&*1@E!'m S34q$% !@* # ITV> Q37
724*1A+8.]R4.77./ 01 1E(+.E7*,4.2013+*4A31*0/701/E(./ ,4*@I;!OYH9"
Y0S(*"5?%!M +01.7Q02) 4./ ,+E*4.7(.1(.m:+.]3H+*E4O$$$* "U5JQ37
724*1A+8.]R4.77./ 01 (82*R+37@*,4.2013+*4A31*0/701 2).2)4..28R.7*,
(.+++01.7Q02) 4./ ,+E*4.7(.1(.m:+.]3H+*E4O$$$ * "31/ L' ?̀P! Q37
724*1A+8.]R4.77./ 01 1E(+.E7*,4.2013+*4A31*0/701 2).2)4..28R.7*,(.++
+01.7Q02) 4./ ,+E*4.7(.1(.m:+.]3H+*E4O$$$*DP).1E(+.E77)*Q./ S+E.
,+E*4.7(.1(.mJ:9L*#YH9$A4..1 ,+E*4.7(.12R4*2.01
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图 =4不同来源 *1@E!'分化获得视网膜类器官中光感受器细胞标
志物的表达m标尺q$% !@*#I;!OYH9'Y0S(*'5?%!M 细胞系分化的
视网膜类器官中可见光感受器细胞标志物 4.(*6.401 强表达于细胞质
中"呈红色荧光m:+.]3H+*E4O$$$* m光感受器细胞标志物 KPc" 强表
达于细胞核"呈红色荧光 m :+.]3H+*E4O$$$ * m 视 杆 细 胞 标 志 物
4)*/*R701 强表达于细胞质中"呈红色荧光m:+.]3H+*E4O$$$* ( 细胞核
呈蓝色荧光mJ:9L*#YH9$绿色荧光蛋白
81-"#$= 4 UV9#$''1.% ./9*.&.#$)$9&.#)$,,0(#Q$#'1% #$&1%(,
.#-(%.1+'+1//$#$%&1(&$+/#.0 +1//$#$%&*1@E!'m S34q$% !@* #
9)*2*4.(.R2*4(.++@34[.44.(*6.401 Q37724*1A+8.]R4.77./ 01 (82*R+37@*,
4.2013+*4A31*0/701/E(./ ,4*@ I;!OYH9"Y0S(*"5?%!M (.+++01.7Q02)
4./ ,+E*4.7(.1(.m:+.]3H+*E4O$$$* mR)*2*4.(.R2*4(.++@34[.4KPc" Q37
724*1A+8.]R4.77./ 01 1E(+.E7*,4.2013+*4A31*0/701 2).2)4..28R.7*,(.++
+01.7Q02) 4./ ,+E*4.7(.1(.m :+.]3H+*E4O$$$ * " 31/ 4*/ (.++@34[.4
4)*/*R701 Q37724*1A+8.]R4.77./ 01 (82*R+37@ *,4.2013+*4A31*0/701 2).
2)4..28R.7*,(.+++01.7Q02) 4./ ,+E*4.7(.1(.m:+.]3H+*E4O$$$*DP).1E(+.E7
7)*Q./ S+E.,+E*4.7(.1(.mJ:9L*#YH9$A4..1 ,+E*4.7(.12R4*2.01

;DA#不同来源 )09';7分化获得的视网膜类器官中其
他类型视网膜细胞标志物的表达

I;!OYH9'Y0S(*'5?%!M > 株 )09';7分化获得的
视网膜类器官中可见无长突细胞标志物 :9""阳性细
胞'双极细胞标志物 9W;"阳性细胞及 -a++.4细胞标
志物 ;T:̀ I9阳性的细胞亚型m图 $*(
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图 A4不同来源 *1@E!'分化获得视网膜类器官中其他类型视网膜

细胞标志物的表达m标尺q$% !@*#I;!OYH9'Y0S(*'5?%!M 细胞系

分化的视网膜类器官中可见无长突细胞标志物 :9""强表达于细胞

核"呈红色荧光m:+.]3H+*E4O$$$* m双极细胞标志物 9W;"和 -a++.4

细胞标志物 ;T:̀ I9强表达于 I;!OYH9'Y0S(*'5?%!M 细胞系分化

视网膜类器官的细胞质"呈红色荧光 m:+.]3H+*E4O$$$* ( 细胞核呈

蓝色荧光mJ:9L*#YH9$绿色荧光蛋白

81-"#$A 4 UV9#$''1.% ./.&*$##$&1%(,)$,,0(#Q$#'1% #$&1%(,

.#-(%.1+'+1//$#$%&1(&$+36 *1@E!'m S34q$% !@* # :@3(401.(.++

@34[.4:9"" Q37724*1A+8.]R4.77./ 01 1E(+.E7*,4.2013+*4A31*0/7

01/E(./ ,4*@ I;!OYH9"Y0S(*"5?%!M (.+++01.7Q02) 4./ ,+E*4.7(.1(.

m:+.]3H+*E4O$$$* mI0R*+34(.++@34[.49W;"31/ -a++.4(.++@34[.4

;T:̀ I9 Q.4.724*1A+8.]R4.77./ 01 (82*R+37@ *,4.2013+*4A31*0/7

01/E(./ ,4*@ I;!OYH9"Y0S(*"5?%!M (.+++01.7Q02) 4./ ,+E*4.7(.1(.

m:+.]3H+*E4O$$$*DP).1E(+.E77)*Q./ S+E.,+E*4.7(.1(.mJ:9L* #

YH9$A4..1 ,+E*4.7(.12R4*2.01

;DO#不同来源 )09';7向视网膜分化的效率比较
在同样起始量 %h$j!%&

个细胞的分化条件下及同

样的诱导条件下"I;!OYH9细胞系每批次分化平均可
获得m$%m"*个视网膜类器官m ' q>*"每 !% %%% 个细
胞平均可获得 ! 个视网膜类器官mY0S(*细胞系每批次
分化平均可获得 m"Fm$*个视网膜类器官m ' q>*"每
!% %%% 个细胞平均可获得 %h$& 个视网膜类器官m
5?%!M 细胞系每批次分化平均可获得m "=mM*个视网
膜类器官m ' q>*"每 !% %%% 个细胞平均可获得 %h=F
个视网膜类器官( I;!OYH9细胞系的视网膜分化效
率明显高于 Y0S(*细胞系和 5?%!M 细胞系(

!$"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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<4讨论

)09';7由山中伸弥于 "%%M 年利用病毒载体将 =
个转录因子组合转入分化的体细胞中而获得"此类细
胞在形态'基因和蛋白表达'类胚体和畸胎瘤生成能
力'分化能力等方面都与胚胎干细胞相似 - =. ( 成纤维
细胞是最早由重编程技术获得 )09';7的体细胞"但成
纤维细胞多数需要通过有创手术来获取"获取成本高"
捐赠者较少( 研究发现"外周血和脐带血细胞也可诱
导为 )09';7"与成纤维细胞相比"其获取成本大大降
低"捐赠者数量也明显增加"且突变风险较低"诱导成
功率也大大提高( 近年来可用于重编程获得 )09';的
体细胞陆续被报道"包括间充质干细胞'牙髓细胞"甚
至尿液细胞( 尿液细胞不仅获取便利"其重编程的效
率也较高"利于下游相关研究的进一步开展 - "". (

利用人胚胎干细胞和 )09';7向视网膜诱导分化
的方法有多种"大致分为 "J贴壁分化法和 >J悬浮分
化法( "%%& 年"T.) 团队首先通过 "J贴壁分化方法
成功将人胚胎干细胞诱导分化为视网膜祖细胞及

TY;7- ">. #"%%F 年"K73[3/3等 - "=.
又分别将小鼠'猴及

人胚胎干细胞在贴壁条件下诱导获得了光感受器细

胞"包括视杆细胞和视锥细胞( 虽然 "J分化方法可
获得多种视网膜细胞亚类"但这些细胞混合生长在一
起"也没有类似于人类视网膜的组织结构"因此靶细胞
分离纯化困难"耗时耗力"影响相关应用研究的进一步
开展( "%!! 年"'3730团队首次利用 >J悬浮培养方法
成功诱导小鼠胚胎干细胞自发形成视杯样结构"随后
以类似诱导方案成功获得人胚胎干细胞分化而来的视

泡"首次在体外观察到人类视网膜的早期发育动态过
程000视杯的形态发生 - "$Z"&. ( "%!= 年"d)*1A等 - !<.

通

过悬浮Z贴壁Z再悬浮等多步骤诱导方案首次成功将
)09';7诱导分化为具有光反应功能的视网膜类器官(
这些研究说明 )09';7在 >J诱导条件下不仅可以分化
为各种视网膜亚类细胞"还可诱导出具有组织架构和
生理功能的视网膜类器官( 本研究采用多步骤视网膜
诱导分化方案

- !<Z"!.
对不同体细胞来源的 )09';7向视

网膜类器官分化的能力进行评价(
本研究中将 " 株血液细胞和 ! 株尿液细胞重编程

来源的 )09';7进行体外诱导分化"均可获得视网膜类
器官( 然而"> 株细胞系在分化效率上略有差异( 血
液细胞来源的 I;!OYH9及 Y0S(*)09';7细胞系获得
视网膜类器官的效率优于尿液来源的 5?%!M#尤其是"
同样为血液来源的 I;!OYH9与 Y0S(*)09';7细胞系
的视网膜分化效率也存在差异"前者高于后者( -0++7

等
- "M.
研究也发现"来自同一患者体细胞的 09';7在基

因表达'增生率和造血发育潜能等方面更相似"而来自
不同患者的 09';7在基因表达'增生率和造血发育潜
能等方面差异较大( 造成这些差异的机制尚不明确"
可能与细胞内在遗传或表观遗传特征'重编程方案'体
细胞类型'诱导方案"甚至实验者的技术均有关 - !$. (
本研究中为了控制系统性实验误差"由同一研究人员
采用相同的分化方案进行视网膜诱导分化实验"结果
表明不同体细胞来源的 )09';7在分化能力上的确存
在差异"但本研究没有排除引起差异的其他因素"尚需
进一步研究(

)09';7体外诱导分化获得视网膜类器官不仅为
视网膜发育和发病机制研究提供了良好的研究模型"
也可为视网膜退行性疾病的新疗法"即细胞移植提供
种子细胞"解决人视网膜移植供体来源不足等瓶颈问
题( 本研究中发现不同体细胞来源的 )09';7均可诱
导分化为视网膜类器官"为视网膜变性疾病的视网膜
移植治疗研究奠定了良好的基础"但不同体细胞来源
的 )09';7在分化成视网膜类器官的效率上存在一定
差异"其具体机制仍需进一步研究(
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!病例报告!

外伤性有晶状体眼散光型人工晶状体脱位诊疗一例

何自芳#鲍连云#陈晖
南京大学医学院附属鼓楼医院南京宁益眼科中心 "!%%%F

通信作者$陈晖"?@30+$().1)E0B7C!"&D(*@
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##患者"男""& 岁"因左眼外伤后视力下降 $ / 至南京宁益眼

科中心就诊( 患者既往有高度近视合并散光病史"曾于 "%!"

年 M 月在南京宁益眼科中心行双眼有晶状体眼后房型人工晶

状体)0@R+3123S+.(*++3@.4+.17"L;̀ *植入术"左眼术前矫正视力

为$Z!%h$ J'NZ=h% J;j!M$q%h<"角膜地形图检查$W! =%hFMC

!M$k"W" =>h&"CF$k( 术中植入散光型后房睫状沟固定型人工

晶状体"直径 !"h$ @@"度数$Z!Fh$ J'Ni>h$ J;jFF )型号$

PL;-!"$ =̂"美国 'P::T公司*"水平植入时顺时针旋转 >k"手

术顺利"术后左眼裸眼视力 !h%"术后早期按时复查"视力良好

无下降( $ / 前患者左侧鼻部外伤后左眼视力下降"无眼红'眼

痛等眼部不适"伴头晕'头痛"无恶心'呕吐等全身症状"于当地

医院行眼科检查"发现左眼 L;̀ 半脱位( 再次入院后眼科检

查$裸眼视力右眼 !h%"左眼 %h&"眼压右眼 "! @@UA)! @@UAq

%h!>> [93*"左眼 "% @@UA( 患者鼻根部轻度肿胀"额面部其

余部位未见明显伤痕( 裂隙灯显微镜下检查可见左眼球结膜

轻度充血"角膜透明'W9)Z*"前房深度正常"房水清"房水闪辉

)Z*"虹膜纹理清"!$>% 位根切孔可见'通畅"瞳孔呈泪滴状"人

工晶状体下方 ! 个脚袢脱出于前房"晶状体尚透明"玻璃体轻

度混浊"可见豹纹状眼底)图 !_>*#右眼球结膜轻度充血"角膜

透明'W9)Z*"前房深度正常"房水清"房水闪辉)Z*"虹膜纹理

清"!$%%'M$%% 位根切孔可见'通畅"瞳孔圆"对光反射灵敏"后

房内可见人工晶状体"拱高约 !h$ ;P"余未见明显异常( 诊断$

)!*左眼 L;̀ 半脱位#) "*双眼 L;̀ 植入术后#) >*双眼轴性高

度近视( 入院后行左眼有晶状体眼人工晶状体调位术"术前给
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