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##%摘要&#目的#构建表达视觉系统同源框 ")>/V**增强绿色荧光蛋白).YH9*报告基因的人诱导多能

干细胞系))09';7*(#方法#根据成簇规律间隔短回文重复序列及其相关蛋白 <);TL'9TN;37<*技术原理"

设计 >/V* 的小向导 TV:)7ATV:*"构建敲除质粒及包含左右同源臂的 9":O.YH9供体质粒#" 个质粒经测序

鉴定后电转野生 I;!O)09';7细胞系"采用嘌呤霉素筛选获得单克隆"扩增培养并鉴定( 采用 9;T和 '31A.4

测序鉴定基因型#采用核型分析法分析报告细胞系核型#采用 'PT法排除细胞交叉污染#采用免疫荧光法及

逆转录 9;T法检测报告细胞系的多能干细胞分子标志物的表达#通过体外三胚层形成实验鉴定报告细胞系

向三胚层分化的能力#应用 >J视网膜类器官诱导技术获得视网膜类器官"并采用免疫荧光染色法评价 '̂c"

蛋白与 .YH9的共定位情况(#结果#电转后通过 9;T鉴定和 '31A.4测序成功筛选到 ! 株含有 >/V*B.YH9

报告基因的 )09';系( 核型分析结果显示该报告细胞系核型正常( 'PT鉴定结果表明"I;!O>/V*,+R;O09';7

无细胞系交叉污染( 逆转录 9;T检测和免疫荧光染色表明"I;!O>/V*,+R;O09';7中 09';7标志物基因和蛋白

表达阳性"包括 V:VKY'K;P=''Kc"'JV-P>I和 YJH> @TV:以及 V:VKY'K;P='''?:= 和 PT:O!O&% 蛋白(

免疫荧光染色表明"由 I;!O>/V*,+R;O09';7分化的三胚层组织中内胚层标志物甲胎蛋白):H9*'中胚层标志

物 "O平滑肌肌动蛋白)"O'-:*和外胚层标志物神经细胞特异性微管蛋白)P5\!*表达均为阳性#.YH9与 '̂c"

共表达于视网膜类器官的神经视网膜(#结论#成功构建 ! 株表达 >/V*B.YH9报告基因的 )09';7"该细胞系可

实时指示 '̂c" 蛋白的时空表达变化"为视网膜发育'疾病机制研究及治疗方法评价提供有力工具(#

%关键词&#;TL'9TN;37<# 视觉系统同源框 " 基因# 人诱导多能干细胞# 报告细胞系# 视网膜类器官#

分化
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R34.123+31/ 2).4.R*42.4)09';7Q37(*1,04@./ S8'PT313+870731/ [348*28R01AD9+E40R*2.1(8(3R3(028*,2).4.R*42.4
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/0,,.4.12032./ 2**S2301 2)4..O/0@.170*1 ) >J* 4.2013+*4A31*0/7"31/ 0@@E1*,+E*4.7(.1(.Q37E7./ 2*0/.120,82).

(*O+*(3+0g320*1 *,2)..1)31(./ A4..1 ,+E*4.7(.12R4*2.01 ).YH9* 31/ '̂c"D#G$'",&'#:>/V*,+R; 4.R*42.4)09';

(+*1.Q377E((.77,E++8*S2301./ S8;TL'9TN;37< 2.()1*+*A8"Q)0() Q37(*17072.12Q02) 2).R34.123+)09';7)I;!O
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9;T3773831/ 0@@E1*,+E*4.7(.1(.7)*Q./ *S60*E7R*70206..]R4.770*17*,09';7@34[.4701 I;!O>/V*,+R;O09';7"

01(+E/01AV:VKY"K;P=" 'Kc""JV-P>I31/ YJH> @TV: 37Q.++37V:VKY"K;P=" ''?:= 31/ PT:O!O&%

R4*2.01DP)."O,.2*R4*2.01 ):H9*""O7@**2) @E7(+.3(201 )"O'-:* 31/ 1.E4*13+(+377# $O2ESE+01 )P5\!* Q.4.
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Q.4.(*O72301./ 01 2). 1.E43+4.2013++38.4*,>J 4.2013+*4A31*0/7 /.406./ ,4*@ I;!O>/V*,+R;O09';7 S8
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4.2013/.6.+*R@.12@.()3107@31/ (.++2).43R8D

"5$6 7.#+'#4;TL'9TN;37<# 0̂7E3+7872.@ )*@.*S*]" A.1.# UE@31 01/E(./ R+E40R*2.1272.@ (.++7#

T.R*42.4(.+++01.# T.2013+*4A31*0/7# J0,,.4.120320*1

8"%+9#.-#(0$ '(0.1(.X P.()1*+*A894*B.(2*,YE31A/*1A94*601(.) "%!MI%"%">%%%> *# '(0.1(.X

P.()1*+*A894*B.(2*,YE31Ag)*E ) "%!F%>%!%%MF*# V320*13+V32E43+'(0.1(.H*E1/320*1 *,;)013) F!$M%FM="
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##视网膜退行性疾病导致的不可逆盲给人类的健康
和生活带来了沉重的经济和精神负担"这些疾病主要
包括黄斑变性 疾 病 和 视 网 膜 色 素 变 性 ) 4.2010207
R0A@.12*73"T9*等 - !Z". "目前尚无有效治疗方法( 人诱
导多能干细胞 ) )E@31 01/E(./ R+E40R*2.1272.@ (.++7"
)09';7*在体外可通过诱导分化获得各种类型的视网
膜细胞"为细胞替代疗法治疗相关疾病带来了希
望

- >Z$. ( 近年来相关研究表明")09';7在特定条件下
还可分化获 >J视网膜类器官"可在体外模拟神经视
网膜的发育过程和视网膜自然病变进程"为视网膜变
性疾病干预药物的筛选和其他治疗方法的探索提供研

究平台"也可为视网膜移植治疗提供丰富的种子细
胞

- &Z!%. ( )09';7诱导分化获得 >J视网膜类器官技术
的快速发展使得人视网膜发育和视网膜疾病的体外研

究成为可能"近年来成簇规律间隔短回文重复序列及
其相 关 蛋 白 < ) (+E72.4./ 4.AE+34+8012.47R3(./ 7)*42
R3+01/4*@0(4.R.327377*(032./ R4*2.01 <";TL'9TN;37<*
等基因编辑技术的发展"以及利用基因编辑技术构建
的荧光报告基因细胞系更是为视网膜类器官的活体实

时观察提供了强有力的工具
- !!Z!". ( 视觉系统同源框 "

)607E3+7872.@)*@.*S*]"" '̂c"*是神经视网膜发育
过程中至关重要的转录因子"为视网膜祖细胞)4.2013+

R4*A.102*4(.++7"T9;7*代表性的标志物之一 - !>Z!=. ( 在
视网膜形成早期" '̂c" 主要表达于 T9;7中 - !$. "而在
视网膜发育后期和成熟的视网膜中" '̂c" 主要表达
于双极细胞

- !&. ( 对 )09';7诱导分化为视网膜类器官
过程中 '̂c" 在不同类型视网膜细胞中的表达进行研
究是关键环节之一"目前对于 '̂c" 在视网膜细胞中
的表达主要是通过动物模型进行研究

- !$Z!<. "但由于动
物与人类之间存在明显的种属差异"且人视网膜样本
难以获得"因此迄今为止 '̂c" 在人视网膜中表达的
相关研究仍存在空缺( 本研究中采用 ;TL'9TN;37<
技术构建 '̂c" 的增强绿色荧光蛋白).1)31(./ A4..1
,+E*4.7(.1(.R4*2.01".YH9*报告基因 )09';7细胞系"为
视网膜发育的实时观察'相关疾病机制研究'视网膜疾
病干预药物的筛选及细胞替代治疗提供工具(

:4材料与方法

:D:#材料
:D:D:#细胞来源#I;!O09';7系由中国科学技术大
学程临钊教授馈赠"该细胞系详细信息见文献-"%.(
:D:D;#主要试剂及仪器#@P.'T! 培养基 )加拿大
'2.@(.++P.()1*+*A0.7公司*#基质胶 )-3240A.+* )美国
;*4101A公司*#J-?-NH!"'J-?- I370('V" 添加剂'

!$!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?



非必需氨基酸) 1*1O.77.1203+3@01*3(0/7"V?::*基础
培养基'Y+E23-:c标准细胞培养基'I"M)不含维生素
:*)美国 Y0S(*公司*#肝素'牛磺酸 )美国 '0A@3公
司*#胎牛血清)阿根廷 V32*(*4公司*#动物基因组快
速鉴定试剂盒)上海碧云天生物技术有限公司*#" 倍
P3o-372.4-0]预混酶 )日本 P3W3T3公司 *#兔抗人
V:VKY一抗)3S"!&"="! b!%%*'鼠抗人 ''?:= 一抗
)3S!&"FM"! b!%%*'鼠抗人 PT:O!O&% 一抗 )3S!&"FF"
! b!%%*'鼠抗人神经细胞特异性微管蛋白 ) 1.E4*13+
(+377# $O2ESE+01"P5\!*一抗)3SMM$!"! b$%%*'鼠抗
人 "O平滑肌肌动蛋白)"O7@**2) @E7(+.3(201""O'-:*
一抗 ) 3S!!<<$"" ! b$%% *' 鼠 抗 人 甲 胎 蛋 白 ) "O
,.2*R4*2.01":H9*一抗)3S><F%"! b"%%*)英国:S(3@公
司*#兔抗人 K;P= 一抗):M<"%"! b"%%* )武汉爱博泰
克生物科技有限公司*#羊抗人 '̂c" 一抗 )3S<%!&"
! b"%%*)德国 -0++0R*4.公司*#驴抗兔 :+.]3H+E*4O$$$
标记二抗):>!$M""! b$%%*'驴抗鼠 :+.]3H+E*4O$$$ 标
记二抗):>!$M%"! b$%%*'驴抗羊 :+.]3H+E*4O$$$ 标记
二抗 ):"!=>&"! b$%%* )美国 P).4@*H07).4'(0.120,0(
公司*#J:9L染液)VGF%<"! b! %%%*)中国东仁化学科
技)上海*有限公司*( PJ̀ O=%I型飞鸽牌离心机)上
海安亭科学仪器厂 *#V.*1 型电转仪 )美国 P).4@*
H07).4'(0.120,0(公司*#P'!%% 型光学倒置显微镜 )日
本尼康株式会社*(
:D;#方法
:D;D:#)09';7的培养及 >J视网膜类器官的分化#
采用 @P.'T! 培养基将 )09';7培养于基质胶包被的
培养板上"待细胞融合度达到约 F%l时进行传代或诱
导分化( 参照文献-MZ!%.的方法诱导分化 )09';7"将
)09';7酶解成小块状"用 @P.'T! 培养基重悬细胞"置
于低吸附培养皿进行悬浮培养"获得拟胚体"当天记录
为分化第 % 天( 培养 ! / 后培养液逐渐过渡到神经诱
导培养基)1.E43+01/E(20*1 @./0E@"VL-*"培养第 $ 天
将拟胚体接种到基质胶包被的培养皿贴壁培养"培养
第 !& 天将培养基更换为视网膜分化培养基 )4.2013+
/0,,.4.120320*1 @./0E@"TJ-*"培养第 "F 天在光学倒置
显微镜下用钨针分离神经视网膜样结构域"收集悬浮
培养"培养第 =" 天在 TJ-培养基中添加体积分数
!%l胎 牛 血 清' !%% @@*+Ǹ 牛 磺 酸 和 " @@*+Ǹ
Y+E23-:c"继续培养至收样检测(
:D;D;#小向导 TV:设计及供体质粒的构建#在
V;ILY.1.I31[ 数据库下载人 >/V* 基因的基因组序
列"于网站 )22R$NN(407R*4D2.,*4D1.2N上设计小向导
TV:)7@3++AE0/.TV:"7ATV:*"由上海生工生物工程

股份有限公司合成 7ATV:引物"<$ p变性 $ @01"= p
退火后插入至 R'R;37<)II*O":O9E4*)9c=$<*载体"
构建敲除质粒 9c=$<Ô'c" n7ATV:( 以 RI+E.7(40R2
'W)O*载体为骨架"构建 RI+E.7(40R2Ò:O9":O.YH9OT:
供体质粒(
:D;D<#电转及筛选存活的单克隆#采用 :((E237.消
化液将 I;!O09';7分解为单细胞"用 !%% !+含 !% !A
9c=$<Ô'c" n7ATV:敲除质粒和 !% !ARI+E.7(40R2O
:̀O9":O.YH9OT:供体质粒的电转缓冲液重悬细胞"
进行电转( 电转仪参数设定为 ! !%% '̂!% @7N脉冲"
共 > 个 脉 冲( 电 转 后 细 胞 用 含 终 质 量 浓 度 为
>%% 1AN@+嘌呤霉素的 @P.'T! 培养基进行筛选培养"
挑取存活单克隆并进行扩增(
:D;D=#9;T法鉴定及 '31A.4测序法验证插入的9":O
.YH9片段#扩增培养后的细胞克隆经过消化'离心和
收集"用动物基因组快速鉴定试剂盒制备 JV:混合
液"采用 " 倍 P3o-372.4-0]预混酶进行 9;T检测"
9;T引物为验证上游引物 !)63+0/320*1 ,*4Q34/ R40@.4
!" Ĥ!*与验证下游引物 !)63+0/320*1 4.6.47.R40@.4!"
T̂!*"其中 Ĥ! 位于供体质粒左同源臂对应基因组
的 $/端上游" T̂! 位于供体质粒右同源臂对应基因组
的 >/端下游( 插入片段大小为 MF& SR"插入片段的克
隆经 9;T获得的条带大小为 ! =&F SR"野生型对照
I;!O09';7克隆的条带大小为 &F" SR"引物序列见表
!( 9;T体系$" 倍 P3o-372.4-0]"$D% !+"上下游引物
各 !D$ !+" JV: 混 合 液 !D% !+" 无 菌 超 纯 U"K
"!D% !+"共 $%D% !+( 9;T反应$ <$ p预变性 > @01#
<$ p变性 !$ 7"$$ p退火 !$ 7"M" p延伸 ! @01"共 >$
个循环# M" p 再延伸 $ @01" = p 保存( 质量分数
!h$l琼脂糖凝胶电泳"目的条带切胶并由上海生工生
物工程股份有限公司进行 '31A.4测序(

表 :4引物序列
C(3,$:4@#10$#'$N"$%)$

引物名称 引物序列)$/O>/ *

Ĥ! ::Y:PYY;PPP;;;:YY;Y;PPP

T̂! Y;;::::;;:YPY:Y;YPPY;::

#注$ Ĥ!$验证上游引物 !# T̂!$验证下游引物 !
#V*2.$ Ĥ!$63+0/320*1 ,*4Q34/ R40@.4!# T̂!$63+0/320*1 4.6.47.R40@.4!

:D;DA#'PT检测排除细胞交叉污染#I;!B>/V*,+R;O
09';7培养至融合度达 F%l_<%l时"采用 %D$ @@*+Ǹ
?JP:消化"离心半径为 !$ (@" ! $%% 4N@01 离心
$ @01"收集细胞"由南京科佰生物科技有限公司进行
'PT检测(

!&!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?



:D;DO#采用核型分析法检测报告细胞系的核型#
I;!O>/V*,+R;O09';7培养至融合度约 $%l时"加入含
终质量浓度为 %DF !AN@+秋水仙素的 @P.'T! 培养
基"处理 "D$ )"采用质量分数 %D"$l胰蛋白酶 >M p消
化 ! @01"! $%% 4N@01 离心 !% @01"收集细胞"由广州达
安临床检验中心完成制片及核型分析(
:D;DP#逆转录 9;T检测培养的细胞中 09';7标志物
表达#I;!O)09';7及 I;!O>/V*,+R;O09';7培养至融合
度约 F%l时"采用 %D$ @@*+Ǹ ?JP:消化"! $%% 4N@01
离心 !% @01"收集细胞沉淀"由广州洪祥生物医药科技
有限公司检测 I;!O>/V*,+R;O09';7及 I;!O09';7中
09';7分子标志物 @TV:表达水平"以 Y:9JU作为内
参( 09';7分子标志物的基因引物序列见表 "(

表 ;41@E!'分子标志物基因引物序列
C(3,$;4@#10$#'$N"$%)$./1@E!'0(#Q$#'

基因 引物序列)$/O>/ * 片段长度) SR*

+I;ZW H$ PY;:;;:;;::;PY;PP:Y;
T$ YY;:PYY:;PYPYYP;:PY:Y

FM

UIU6+ H$ ::YYP;;;YYP;::Y:::;:Y
T$ ;PP;PY;YP;:;:;;:PPY;

">M

+ZRL H$ :::PYPPPYPYPPY;YYP;:
T$ P;PYY;:;:YYPYP;PP;:Y

!M<

ZUHQLS
H$ :P::YP;Y::YYPY;YP;YP
T$ YY;::;:P;PY::Y;;:PPP

"%>

/6V*
H$ Y:;:YPP:;Y;Y;:;:PY::
T$ P:YYP;PY;Y:Y;PYYP;:P

!M&

6@QK
H$ ::;;;:;:;PY;:Y;:Y:P;:
T$ P;P;YPPYPY;:P:YP;Y;P

!"M

#注$09';7$诱导多能干细胞#Y:9JU$磷酸甘油醛脱氢酶#H$正向#T$
反向

# V*2.$ 09';7$ 01/E(./ R+E40R*2.1272.@ (.++7# Y:9JU$ A+8(.43+/.)8/.O
R)*7R)32./.)8/4*A.137.#H$,*4Q34/#T$4.6.47.

:D;DR#三胚层形成实验#用 %D$ @@*+Ǹ ?JP:溶液
将 )09';7酶解成小块"在 @P.'T! 培养基悬浮培养并
诱导拟胚体形成"培养第 !" 天将培养基更换为
J-?-OH!""并添加体积分数 !l Y+E23-:c'体积分数
!%l HI''体积分数 !l V?::基础培养基和体积分数
%D"l "O巯基乙醇( 继续培养 != /"收集样本"采用免
疫荧光染色法检测三胚层标志物(
:D;DJ#免疫荧光染色检测 09';7标志物'各胚层标志
物以及视网膜类器官中 '̂c" 蛋白的表达#参照文献
-"!.中的方法进行免疫荧光染色( 用体积分数 =l
9H:固定细胞爬片 !% @01"=l 9H:固定三胚层组织
及视网膜类器官 >% @01"梯度蔗糖脱水"K;P包埋"冰
冻切片后进行免疫荧光染色( 用含体积分数 !%l驴
血清的体积分数 %D"$l P402*1Oc!%% 封闭通透 ! )"滴
加相应一抗"= p孵育过夜"洗去一抗"滴加相应二抗"
室温避光孵育 ! )( 洗去二抗"加入 J:9L溶液"室温

下避光染核 $ @01"洗涤封片( 荧光显微镜下观察样本
中各标志物的表达情况(

;4结果

;D:#;TL'9TN;37<介导构建的I;!O>/V*,+R;O)09';7系
;TL'9TN;37< 介导构建的敲除质粒和供体质粒经

测序鉴定后电转至 I;!O)09';7)图 !:*"经嘌呤霉素
筛选后获得单克隆集落)图 !I*( 随机挑取 "% 个单克
隆培养并扩增后经 9;T片段插入鉴定显示有 = 个克
隆);$';!!';!=';!$*插入了片段 )图 !;*( '31A.4

测序证实克隆 ;$ 成功插入了 R":接头和 .YH9片段"
>/V* 基因第 $ 号外显子 P:Y终止密码子后面的序列
被 9":O.YH9代替 )图 !J*"将克隆 ;$ 命名为 I;!O
>/V*,+R;O09';7"扩大培养并连续传代及鉴定"发现细

胞生长形态良好"呈集落样生长"边界清楚(
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图 :4@!G鉴定及 E(%-$#测序验证 $m"#报告基因的正确插入#
:$;TL'9TN;37< 介导 I;!O>/V*,+R;O)09';7系构建流程图#I$嘌呤
霉素筛选后 ! 株 )09';7克隆明场图)标尺q!%% !@*#;$嘌呤霉素
筛选后随机挑取的 "% 个 )09';7克隆的 9;T鉴定#mP为野生型对
照 I;!O09';7"-为 !%% SR JV: 3̀//.4#;! _;"% 分别对应 "% 个
)09';7克隆"红色表示 9":O.YH9敲入成功的克隆#J$克隆 ;$ 的
'31A.4测序结果图#注$7ATV:$小向导 TV:# '̂c"$视觉系统同源
框 "# Ĥ!$验证上游引物 !# T̂!$验证下游引物 !#mP$野生型
81-"#$:4C*$1+$%&1/1)(&1.%./).##$)&1%'$#&1.%./@;2S$?8@36
@!G(%+E(%-$#'$N"$%)1%-#:$: (*1724E(20*1 ,+*Q()342*,I;!O
>/V*,+R;O)09';7+01.@./032./ S8;TL'9TN;37<#I$:S40A)2,0.+/ *,3
)09';7(+*1.3,2.4S.01A7.+.(2./ S8RE4*@8(01 ) S34q!%% !@* #
;$9;T 313+8707*,"% (+*1.73,2.4S.01A7.+.(2./ S8RE4*@8(01 #
mP$Q0+/O28R.(*124*+)I;!O09';7* #-$JV:+3//.4) !%% SR* #;!O;"%$
)09';(+*1.73,2.4S.01A7.+.(2./ S8RE4*@8(01"(+*1.7Q02) 9":O.YH9
[1*([O01 Q.4.@34[./ 01 4./ # J$ '31A.47.oE.1(01A4.7E+27)*Q./
(*44.(2017.420*1 *,9":O.YH901 (+*1.$# V*2.$7ATV:$7@3++AE0/.
TV:# '̂c"$607E3+7872.@)*@.*S*]"# Ĥ!$63+0/320*1 ,*4Q34/ R40@.4!#
T̂!$63+0/320*1 4.6.47.R40@.4!#mP$Q0+/ 28R.

!M!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;#I;!O>/V*,+R;O09';7核型分析及细胞系交叉污染
情况

核型分析结果表明"I;!O>/V*.YH9O09';7显示正
常的 Y带核型"无染色体畸变发生)图 "*( 'PT检测
结果表明"I;!O>/V*,+R;O09';7无其他细胞系的交叉
污染(
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图 ;4m!:S$%&*'m"#S1@E!的核型分析#:$秋水仙素处理前 I;!O
>/V*,+R;O09';的明场图 )标尺 q!%% !@* # I$秋水仙素处理后
"D$ )"I;!O>/V*,+R;O09';7的明场图 )标尺 q!%% !@* # ;$ I;!O
>/V*,+R;O09';核型分析图#显示正常的 Y带核型
81-"#$;4 5(#6.&69$(%(,6'1'./m!:S$%&('m"#S1@E!'# :$I40A)2
,0.+/ *,I;!O>/V*,+R;O09';7S.,*4.S.01A24.32./ S8(*+()0(01.) S34q

!%% !@*#I$I40A)2,0.+/ *,I;!O>/V*,+R;O09';73,2.4S.01A24.32./ S8
(*+()0(01.,*4"D$ )*E47) S34q!%% !@*#;$W348*28R.313+8707*,I;!O
>/V*,+R;O09';77)*Q./ 1*4@3+YOS31/ [348*28R.

;D<#I;!O>/V*,+R;O09';7中 09';7分子标志物表达
情况

逆转录 9;T检测结果显示"I;!O>/V*,+R;O09';7
在 @TV:水平上表达 09';7分子标志物 V:VKY'
K;P=''Kc"'JV-P>I和 YJH>"且与 I;!O09';7中的
表达强度一致 )图 >:*( 免疫荧光染色检测结果显
示"09';7分子标志物 K;P='V:VKY'''?:= 和 PT:O!O
&% 在 I;!O>/V*,+R;O09';7中均呈阳性表达)图 >I_?*(
;D=#I;!O>/V*,+R;O09';7的三胚层分化潜能评价

I;!O>/V*,+R;O09';7酶解后悬浮培养形成的拟胚
体能够在特定诱导条件下体外自发分化"获得三胚层
组织( 三胚层组织中内胚层标志物 :H9'中胚层标志
物 "O'-:和外胚层标志物 P5\! 表达均为阳性"说明
I;!O>/V*,+R;O09';具备分化获得三胚层的能力)图 =*(
;DA#>J视网膜类器官中 .YH9与 '̂c" 的共表达

在特定诱导条件下"I;!O>/V*,+R;O)09';7体外分
化获得了 >J视网膜类器官"包括神经视网膜和黑色
T9?细胞( 分化第 =$ 天"在悬浮的 >J视网膜类器官
中"神经视网膜层可见 .YH9阳性表达"呈亮丽的绿色
荧光"与黑色 T9?细胞形成鲜明对比)图 $:_;*"免
疫荧光染色检测结果显示视网膜类器官中 .YH9与
'̂c" 蛋白共表达)图 $J_L*(
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图 <4m!:S$%&('m"#m*1@E!中 1@E!'分子标志物的表达#:$逆转
录 9;T检测显示 I;!O>/V*,+R;O)09';7) '̂c"*及 I;!O)09';7)I;!*
中 V:VKY'K;P=''Kc"'JV-P>I和 YJH> @TV:均有表达"且表达
条带强度相似# I$免疫荧光检测显示 I;!O>/V*,+R;O)09';7中
V:VKY表达呈红色荧光 ):+.]3H+E*4O$$$ * "细胞核呈蓝色荧光
)J:9L* )标尺 q!%% !@* # ;$免疫荧光检测显示 I;!O>/V*,+R;O
)09';7中 ''?:= 表达呈红色荧光 ):+.]3H+E*4O$$$* "细胞核呈蓝色
荧光)J:9L* )标尺q!%% !@*#J$免疫荧光检测显示 I;!O>/V*,+R;O
)09';7中 PT:O!O&% 表达呈红色荧光):+.]3H+E*4O$$$* "细胞核呈蓝
色荧光 )J:9L* )标尺 q!%% !@* # ?$免疫荧光检测显示 I;!O
>/V*,+R;O)09';7中 K;P= 表达呈红色荧光):+.]3H+E*4O$$$* "细胞核
呈蓝色荧光)J:9L* )标尺q!%% !@*#注$ '̂c"$视觉系统同源框 "#
Y:9JU$磷酸甘油醛脱氢酶
81-"#$<4UV9#$''1.%'./9,"#19.&$%)6 0(#Q$#'1%m!:S$%&('m"#S
*1@E!'#:$T.6.47.24317(40R20*1 9;TR4.7.12./ R*70206..]R4.770*17*,
V:VKY" K;P=" 'Kc"" JV-P>I 31/ YJH> @TV: 01 S*2) I;!O
>/V*,+R;O)09';7) '̂c" * 31/ I;!O)09';7) I;! * Q02) 2).70@0+34
012.17028# I$V:VKY 7)*Q./ 3R*70206..]R4.770*1 01 I;!O>/V*,+R;O
)09';7Q02) 2).4./ ,+E*4.7(.1(. ) :+.]3H+E*4O$$$ * " 31/ 1E(+.E7
R4.7.12./ S+E.,+E*4.7(.1(.)J:9L* ) S34q!%% !@*#;$''?:= 7)*Q./
3R*70206..]R4.770*1 01 I;!O>/V*,+R;O)09';7Q02) 2).4./ ,+E*4.7(.1(.
):+.]3H+E*4O$$$* "31/ 1E(+.E7R4.7.12./ S+E.,+E*4.7(.1(.)J:9L*
) S34q!%% !@* #J$PT:O!O&% 7)*Q./ 3R*70206..]R4.770*1 01 I;!O
>/V*,+R;O)09';7Q02) 2).4./ ,+E*4.7(.1(. ) :+.]3H+E*4O$$$ * " 31/
1E(+.E7R4.7.12./ S+E.,+E*4.7(.1(.)J:9L* ) S34q!%% !@*#?$K;P=
7)*Q./ 3R*70206..]R4.770*1 01 I;!O>/V*,+R;O)09';7Q02) 2).4./
,+E*4.7(.1(.):+.]3H+E*4O$$$* "31/ 1E(+.E7R4.7.12./ S+E.,+E*4.7(.1(.
)J:9L* ) S34q!%% !@* V*2.$ '̂c"$ 607E3+7872.@ )*@.*S*]"#
Y:9JU$A+8(.43+/.)8/.OR)*7R)32./.)8/4*A.137.
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图 =4免疫荧光染色检测各胚层标志物在 m!:S$%&('m"#S*1@E!'三
胚层中的表达)标尺q!%% !@*#免疫荧光显示三胚层组织中内胚
层标志物 :H9'中胚层标志物 "O'-:和外胚层标志物 P5\! 均呈红
色荧光):+.]3H+E*4O$$$* "细胞核呈蓝色荧光)J:9L*#:H9$甲胎蛋
白#"O'-:$"O平滑肌肌动蛋白#P5\!$神经细胞特异性微管蛋白
81-"#$=4 UV9#$''1.%'./&#19,.3,('&1)0(#Q$#'1%m!:S$%&('m"#S
*1@E!'36 100"%./,".#$')$%)$'&(1%1%- ) S34q!%% !@*#?1/*/.4@
@34[.4:H9" @.7*/.4@ @34[.4"O'-: 31/ .(2*/.4@ @34[.4P5\!
R4*2.0177)*Q./ R*70206..]R4.770*1 01 2).*4A31*0/7/.406./ ,4*@ I;!O
>/V*,+R;O)09';7Q02) 2).4./ ,+E*4.7(.1(.):+.]3H+E*4O$$$* "31/ (.++
1E(+.0Q.4.S+E.,+E*4.7(.1(.)J:9L*#:H9$"O,.2*R4*2.01#"O'-:$"O
7@**2) @E7(+.3(201#P5\!$1.E4*13+(+377# $O2ESE+01

mF!Fm 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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图 A4 <>视网膜类器官中 $?8@与 DEF; 蛋白共表达 I标尺 q
!%% !@*#:$明场图可见神经视网膜和黑色 T9?细胞#I$.YH9表
达在神经视网膜层"呈绿色荧光I自发荧光*#;$图 :和 I融合图#
J$ '̂c" 蛋白表达于视网膜类器官中"呈红色荧光I:+.]3H+E*4O$$$*
?$视网膜类器官中 .YH9阳性表达"呈绿色荧光I自发荧光*#H$图
J和 ?融合图#视网膜类器官中 '̂c" 蛋白与 .YH9共表达#Y$视
网膜类器官中 '̂c" 蛋白与细胞核染色" '̂c" 蛋白呈红色荧光
I:+.]3H+E*4O$$$* "细胞核呈蓝色荧光IJ:9L*#U$视网膜类器官中
.YH9与细胞核染色叠加图#L$ '̂c"'.YH9与细胞核 J:9L染色叠
加图

81-"#$A4!.S$V9#$''1.%./$?8@(%+DEF; 9#.&$1%1%<> #$&1%(,

.#-(%.1+'+$#1L$+/#.0 m!:S$%&('m"#S1@E!'I S34q!%% !@* #
:$I40A)2,0.+/ *,>J4.2013+*4A31*0/7.])0S02./ 1.E43+4.201331/ S+3([
T9?(.++7# I$ .YH9 Q37.]R4.77./ 01 2).1.E43++38.4*,4.2013+
*4A31*0/7"7)*Q01A3A4..1 ,+E*4.7(.1(.I3E2*,+E*4.7(.1(.*#;$-.4A./
R0(2E4.*,:31/ I#J$ '̂c" .]R4.77./ 01 >J4.2013+*4A31*0/7"Q02) 3
4./ ,+E*4.7(.1(.I:+.]3H+E*4O$$$*#?$P)..]R4.770*1 *,.YH97)*Q./
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31/ ? '̂c" 31/ .YH9 (*O.]R4.77./ 01 2).>J 4.2013+*4A31*0/7#
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<4讨论

本研究利用 ;TL'9TN;37< 基因编辑技术成功构
建了 >/V* 荧光报告基因 )09';7系"即 I;!O>/V*,+R;O
)09';7( 通过在 )09';7的 >/V* 基因编码序列I(*/01A
7.oE.1(.";J'*末端引入 ! 个 9":短肽序列及 ! 个
.YH9"理论上靶蛋白 '̂c" 表达量与 .YH9表达量相
同( 因此"荧光显微镜下实时观察 .YH9蛋白表达水
平即可反映出 '̂c" 的表达状况"而无需繁琐的末端
检测( 此外"I;O>/V*,+R;O)09';7经过基因操作后仍具
备体外多胚层分化能力"特别是向 >J视网膜类器官
分化的能力( .YH9表达在早期发育的'富含视网膜前
体细胞的神经视网膜层"且与 '̂c" 蛋白共表达"与其
他类型细胞"如 T9?细胞区分明显"说明本研究构建
的 '̂c"O.YH9报告系统特异性强"有很好的应用

前景(
荧光报告基因的表达强度及稳定性受多种因素影

响"常见的因素有报告基因本身特性'启动子强度'内
部核糖体进入位点'内含子'基因产物的发夹结构和组
织固定剂等( 3̀@等 - "".

报道构建了 ! 株含有 > 个报
告基因 I>/V*@,4"9,.'BŜ UL3,+R;B̂@>̂U&@8,442*的 )09';7
系"其所构建的荧光报告基因细胞系分化得到的样本
在组织固定及切片后出现报告荧光全部丢失"可能与
多个报告基因共同表达影响荧光蛋白的空间结构稳定

性从而导致荧光消失有关( 本研究构建的 '̂c"O
.YH9荧光报告蛋白不仅特异性表达在分化早期视网
膜类器官神经视网膜层的 T9;7上"荧光强度高"而且
在组织固定及切片进行末端检测时仍然能检测到强荧

光信号"为相关的下游研究提供了实验基础(
I;!O>/V*,+R;O)09';7及其构建策略可为视网膜相

关疾病的建模'发展机制和防治研究提供有用的工具"
如 L2*等 - ">.

通过 V4+OYH9O@09';7及活细胞成像系统
在体外构建感光细胞变性药物筛选平台#'+E() 等 - "=.

利用 ITV>IO@;).448O)?';对视网膜类器官中的视网
膜神经节细胞进行分选纯化'细胞移植等研究( 类似
地"通过报告荧光"I;!O>/V*,+R;O)09';7也可用于视网
膜细胞命运转归的追踪以及分化系统的优化'眼杯的
分选纯化"甚至药物筛选和细胞移植等下游研究(

本研究采用 ;TL'9TN;37< 系统成功构建了 I;!O
>/V*,+R;O)09';7系"可实时指示 '̂c" 蛋白的表达情
况"提示 )09';7向视网膜分化的进程"为视网膜细胞
命运追踪'基因表达网络构建'疾病建模'药物筛选以
及细胞移植治疗等下游研究提供了有用工具(
利益冲突#所有作者均声明不存在任何利益冲突
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