
!实验研究!

视网膜类器官在体移植及感光细胞长期存活

实验研究

孙筱#谢浩寰#章梅#薛天
中国科学技术大学生命科学与医学部眼科中心#中国科学技术大学生命科学学院#中国科学
院脑功能与疾病重点实验室"合肥 ">%%"&
通信作者$薛天"?@30+$]E.2031CE72(D./ED(1

##%摘要&#目的#探究体外将人诱导多能干细胞))09';7*定向分化成视网膜类器官)TK7*的进程并进行
小鼠在体细胞移植(#方法#使用定向分化培养基使 I;!O.YH9)09';7悬浮培养得到神经球"培养第 M 天时
将神经球贴壁培养诱导出神经视网膜上皮结构"然后人工分离类视网膜结构悬浮培养"进一步定向诱导分化
得到成熟的 TK7( 采用实时荧光定量 9;T检测培养第 %'M'!$'"! 和 >% 周标志基因的表达水平变化"采用免
疫荧光染色法检测培养第 F 天'第 !$ 天'第 !$ 周'第 "! 周和第 >% 周标志基因的蛋白水平变化来鉴定诱导分
化进程及效果( 在体移植 TK7实验中"首先破坏外界膜"然后将经消化的 TK细胞悬液从角巩膜缘注射到
+'.0)B̀B小鼠视网膜下腔"细胞移植后 $ 个月进行视网膜切片的免疫荧光染色检测植入细胞的存活情况'与宿
主视网膜的整合以及进一步的成熟分化情况(#结果#形态学和免疫荧光染色结果显示"体外诱导 )09';7早
期形成的眼区细胞高表达神经视网膜上皮特异性标志物 9:c& 和 'Kc!"随后细胞可以表达视网膜祖细胞特
异性标志物 Ùc""集落外圈逐渐形成圆形透明马蹄状的类视网膜结构( 机械分离并悬浮培养得到的 TK7直
径约为 ! @@"类视网膜组织逐渐增厚并出现类视网膜色素上皮细胞( 实时荧光定量 9;T结果显示视网膜祖
细胞标志基因 >/V* 表达在第 M 周即达峰值并持续高表达 )Rq!&Fh>%";u%h%!*"视网膜前体细胞标志基因
@̂>̂ U在第 M 周也开始出现并逐渐高表达 )Rq"M!h&%";u%h%!*"感光蛋白基因 Ŵ6在第 !$ 周开始表达

)Rq<$h%"";u%h%!*"而成熟感光细胞标志 6;U)![ H̀[的表达在第 "! 周明显升高 )Rq=%h$M";u%h%!*(

免疫荧光染色进一步检测到感光蛋白 TUK在第 >% 周达高表达状态( TK细胞移植后 > 周"自身带有绿色荧
光的细胞成功在宿主小鼠的视网膜外核层中长期存活"移植后 $ 个月植入细胞表达功能性光信号转导蛋白
YV:P!(#结论#体外 >J培养诱导 )09';7生成 TK7可成功地模拟人体内视网膜的发育过程"移植的 TK细
胞能在受体小鼠眼内长期存活"进入外核层并进一步发育成熟为类感光细胞(#
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##胚胎干细胞).@S48*10(72.@(.++7"?';7*和诱导多
能干细胞)01/E(./ R+E40R*2.1272.@(.++7"09';7*技术的
相继建立为各类退行性疾病提供了新的细胞替代治疗

方案"突破了细胞来源和伦理问题的局限 - !Z". ( 研究
发现"逆转录病毒介导的 6=0K'/#Y*'195K 和 =BH2== 个
外源基因转入小鼠成纤维细胞可得到 09';7"其在形
态学'基因和蛋白表达'表观遗传修饰状态'细胞倍增
能力'分化能力等方面都与 ?';7极为相似 - ". ( 09';7
可作为疾病模型"在潜在治疗方式中有一定作用"实现
了造血干细胞'免疫细胞'心肌细胞和神经元等的体外
获取"助力细胞移植治疗#同时"利用 09';7已成功分
化出心脏'迷你肾脏和微型大脑等近似于人类器官的
>J组织模型"在疾病研究'药物筛选和毒理测试领域
展现出强大的潜力

- >. ( 目前"已有多项 09';7向感光
细胞'视网膜色素上皮 ) 4.2013+R0A@.12.R02).+0E@"
T9?*细胞'神经节细胞)A31A+0*1 (.++"Y;*系分化的相
关研究

- =Z$. ( 有研究者提出了体外 >J视网膜分化的
方法"使干细胞在体外自发形成符合体内发育规律的
视网膜类器官)4.2013+*4A31*0/7"TK7* - &. ( TK7的分层
情况与体内视网膜类似"包含基本的视网膜细胞类型"
如 Y;7'无长突细胞'水平细胞'双极细胞'-a++.4胶质
细胞和感光细胞( TK7分化方法不断得到优化(
d)*1A等 - M.

在体外获得具有类外段结构的成熟感光细

胞"并通过单细胞感光电生理证实小部分感光细胞存
在光反应( TK7>J模型的建立极大地推动了视网膜

发育和疾病治疗的开展( 多组学研究揭示了人胚胎视
网膜与 TK7在发育和分化过程中染色质开放和基因
表达动态变化的共性和差异"扩展了对视网膜发育过
程的理解

- F. ( 随着体细胞重编程技术与基因编辑技
术不断发展"可通过视网膜色素变性患者尿液样本建
立 09';7"并分化成患者特异的 TK7用于药物筛选"为
感光细胞移植提供有用资源

- <. ( 在人 ?';7来源的
TK7中采用细胞表面标记分选策略有效排除了具有成
瘤风险的早期胚胎细胞"选用特定视网膜祖细胞群体
进行移植"这些细胞可以主动调节变性和损伤微环境"
延长治疗时间"且易于标准化和产业化"具有广阔的临
床转化前景

- !%. ( 本研究旨在探究人 09';7) )E@31
01/E(./ R+E40R*2.1272.@(.++7")09';7*诱导分化成 TK7
的具体进程以及干细胞移植对视网膜退行性疾病的治

疗作用( 体外诱导 )09';7分化得到成熟的 TK7"并检
测不同时间点 TK7的类感光细胞结构和视网膜相关
基因及蛋白表达"以用于视觉受损小鼠的在体移植治
疗"为视网膜色素变性'年龄相关性黄斑变性等视网膜
退行性疾病的细胞替代治疗提供实验基础(

:4材料与方法

:D:#材料
:D:D:#材料来源#I;!O.YH9)09';7细胞系来自美
国约翰霍普金斯大学的程临钊教授实验室"细胞核型
正常"无污染#+'.0)B̀B小鼠由美国约翰霍普金斯大学
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医学院 W01AOm30G3E 实验室赠予(
:D:D;#主要试剂及仪器# P.'TP-O?FP-'GO"M&>"'
@P.'TP-!':;;5P:'?)v%M<"%*'J07R37.) v%M<">* )美
国 '2.@(.++公司*#)O*OI+.SS0723201'肝素'牛磺酸'视
黄酸' 鼠 源 抗 T)*/*R701 多 克 隆 一 抗 ) vK=FF&"
! b! %%%*)美国 '0A@3公司*#兔源抗 9:c& 多克隆一
抗)v9TIO"MF9O!%%"! b=%%"美国 ;*631(.公司*#山羊
源抗 'Kc! 多克隆一抗) v:H>>&<"! b! %%%"美国 TXJ
公司 *# 山羊源抗 Ùc" 多克隆一抗 ) v7(O!<>=="
! b"%%*'兔源抗 YV:P! 多克隆一抗) v7(O>F<"! b=%%*
)美国 '3123;4Eg公司*#J-?-NHO!"'U?9?' 培养基'
J-?-高糖培养基'U3@f7HO!" 培养基'J-?-NH!"
谷氨酰胺培养基#$% 倍 I"M 细胞培养添加剂'!%% 倍
V" 细胞培养添加剂'非必需氨基酸溶液'!%% 倍抗菌Z

抗真菌剂'Y+E23-:c'Y.+24.]P-
基质胶试剂盒'胎牛血

清'山羊抗兔 :+.]3H+*E4% $&F LAY二抗 )Uì * ) v:O
!!%>&"! b! %%%*'驴抗鼠 :+.]3H+*E4% $&F LAY二抗
)Uì * )v:O!%%>M"! b! %%%*'驴抗山羊 :+.]3H+*E4%

$&F LAY二抗 ) Ui *̀ ) v:O!!%$M" ! b! %%% *' J:9L
)vJ!>%&"!b! %%%*)美国 P).4@*公司*#逆转录试剂盒
)日本 P3W3T3公司*#实时荧光定量 9;T试剂盒)美国
T*().公司*( P;' '9F 型激光扫描共焦显微镜)德国
.̀0(3公司*#实时荧光定量 9;T仪)美国 T*().公司*(

:D;#方法
:D;D:#)09';7细胞培养#I;!O.YH9)09';7接种培
养在 Y.+24.]包被的 & 孔细胞培养板上"使用 P.'TO?F
培养基"置于 >M p'体积分数 $l ;K" 湿化细胞培养箱

中进行培养( 每 = _$ 天细胞增生的集落融合 M%l_
F%l"用 :((E237.消化酶消化成单细胞悬液"以 !b!$ 的
比例传代继续培养( 第 ! 天在 P.'TO?F 培养基添加
!% !@*+Ǹ GO"M&>""此后每天更换 P.'TO?F 培养基(
:D;D;#视网膜祖细胞的诱导分化#细胞单层生长融
合至 <%l及以上时进行视网膜祖细胞诱导分化( 第 %
天使用 J07R37.消化将 )09';7集落酶解至边缘卷曲"
J-?-培养基漂洗 > 次( 准备 "$ (@"

的低贴敷培养

瓶"加入含 !% !@*+Ǹ )O*OI+.SS0723201 的 @P.'T! 培养
基( 将单层生长的细胞刮下后轻轻吹打几次加入低贴
敷培养瓶悬浮培养"置于 >M p'$l ;K" 培养箱中"以
诱导神经球形成和视网膜祖细胞的发生( 神经诱导培
养基)1.E43+01/E(20*1 @./0E@"VL-*包括 J-?-NH!"'
质量分数 !l V" 细胞培养添加剂'! 倍 V?::'" !A肝
素和质量分数 !l抗菌Z抗真菌剂( 神经球从第 ! 天
@P.'T!NVL-的 > b!'第 " 天的 ! b!过渡到第 > 天和
第 $ 天的 !%%lVL-培养基( 第 M 天将神经球接种到

Y.+24.]包被的 >$ @@培养皿上"加入 VL-培养基"密
度约为 !% 个N(@""每 >_= 天更换 VL-培养基( 第 !&
天开始使用视网膜分化培养基 )4.2013+/0,,.4.120320*1
@./0E@"TJ-*"包含体积分数 M%lJ-?-'>%l U3@f7
HO!"'质量分数 "l I"M 细胞培养添加剂'! 倍 V?::
和 !l抗菌Z抗真菌剂( 每 >_= 天更换 TJ-培养基(
:D;D<#TK7的诱导分化过程#第 "F 天集落出现特异
性类神经视网膜 ) 1.E43+4.2013"VT*结构( 倒置相差
显微镜下"用无菌钨针分离出类视网膜组织"收集于
TJ-培养基中悬浮培养"诱导 TK7形成( 第 =" 天将
TK7从 TJ-培养基转换至包含 ! !@*+Ǹ 视黄酸'
&%lJ-?-'"$lU3@f7HO!"'!%l HI''!%% !@*+Ǹ 牛
磺酸' "lI"M 细胞培养添加剂' ! 倍 V?::' ! 倍
Y+E23-:c和 !l抗菌Z抗真菌剂的视网膜成熟培养基
)4.2013+@32E4320*1 @./0E@"T--*中"每 > _= 天更换
T--培养基( 第 <% 天后使用包含 %h$ !@*+Ǹ 视黄
酸' <%lJ-?-NH!"OY+E23-:c' !%lHI'' !%% !@*+Ǹ
牛磺酸' !lV" 细胞培养添加剂' ! 倍 V?::' ! 倍
Y+E23-:c和 !l抗菌Z抗真菌剂的 T;! 培养基"每周
换液 " 次(
:D;D=#+'.0)B̀B小鼠的在体细胞移植#玻璃体腔注射
!%% !AN!+神经胶质毒素 J̀ O"O氨基己二酸):::*特
异杀伤 -a++.4细胞( 使用序列 $ /O::Y:P:YPPPY
Y;:Y;::Y:YO>/产生靶向紧密连接蛋白 ! )g*1E+3
*((+E/.17O!"$6B)*基因的 70TV:"经视网膜下腔注射
敲低 $6B) 基因表达"以破坏小鼠视网膜外界膜"帮助
移植的细胞进入视网膜外核层内( 木瓜蛋白酶 >M p
消化已分化第 "=! 天的 TK7"用细胞筛过滤收集细胞"
?I'' 清洗细胞后加入 01)0S02*47*+E20*1 和丝氨酸蛋白
酶 K-L终止消化">%%j( 离心 " @01 后"去上清并用
9I' 重悬"控制悬液中细胞密度为 Fh%j!%$ N!+( 腹腔
内注射 :6.4201)"""""O三溴乙醇*麻醉剂麻醉小鼠"阿
托品滴眼液点眼"在体视镜下用微量注射器将 TK细
胞悬液经角巩膜缘注射到 +'.0)B̀B小鼠视网膜下腔"
每只眼注射 !h$ !+细胞悬液( 术后用 ! 倍 9O' 双抗保
持眼球湿润"并在后续饲养饮用水中添加 "%% @AǸ 环
孢霉素和 !% @AǸ吲哚美辛(
:D;DA#免疫荧光染色鉴定视网膜细胞分子标志物蛋
白的表达#采用免疫荧光染色法检测标志基因的蛋白
水平变化"进行细胞鉴定( 取贴壁条件下培养第 F 天
和第 !$ 天细胞"吸去培养板内培养基"加入质量分数
=l多聚甲醛常温下固定 !$ @01#TK7形成后第 !$'"!
和 >% 周染色"多聚甲醛固定 >% @01 后沉糖"脱水"组
织包埋'冷冻"!% !@厚切片( 9I' 漂洗 > 次"加入含
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质量分数 !%l山羊血清'!%l牛血清白蛋白的 %h$l
P402*1 封闭液"常温下封闭 ! )#用此封闭溶液稀释的
一抗缓慢滴加覆盖样品"于 = p冰箱孵育过夜#9I' 漂
洗 > 次"9I' 稀释相应物种特异性的 :+.]3H+E*4O=FF'
:+.]3H+E*4O$=& 和 :+.]3H+E*4O&=M 偶联二抗和 J:9L"
稀释比均为 ! b! %%%"J:9L用于细胞核染色"常温下
孵育 ! )"9I' 漂洗 > 次"用 9̂ Y封片( 激光扫描共焦
显微镜下观察视网膜相关基因及蛋白的表达(
:D;DO#实时荧光定量 9;T检测视网膜细胞分子标志
物基因的表达#采用实时荧光定量 9;T法检测第 %'
M'!$'"! 和 >% 周标志基因的表达水平变化( P40g*+裂
解组织样品并提取总 TV:"V31*J4*R!%%% 分光光度计
评估 TV:含量和质量"根据 P3[343逆转录试剂盒将其
逆转录为 (JV:"利用特异性引物进行扩增( !B.=0%' 正
向引物为 $/O;:PYP:;YPPY;P:P;;:YY;O>/"反向
引物为 $/O;P;;PP::PYP;:;Y;:;Y:PO>/#>/V* 正
向引物为 $/OYY;Y:;:;:YY:;::P;PPP:O>/"反向
引物为 $ /OPP;;YY;:Y;P;;YPPPP;O>/# @̂>̂ U正
向引物为 $/O;;P;P:;Y:;YPYY:;YYP::O>/"反向
引物为 $/OYPYPPPP;:P;YP;PYY::YY:O>/# Ŵ6正
向引物为 $/O:;:YY:PY;::PPPYY:YYY;O>/"反向
引物为 $/OY;P;:PYYY;PP:;:;:;;:O>/#6;U)!H`
[H正向引物为 $/OY::YPP;::Y::Y;PY;Y;;O>/"
反向引物为 $/OP;P;:;:PPY;;:::YYY;PO>/( 根
据荧光定量 9;T试剂盒说明书加样"扩增条件$<$ p
预变性 >% 7#<$ p变性 $ 7"&" p退火及延伸 >% 7"共 =%
个循环( 采用实时荧光定量 9;T仪收集实验结果"在
第 %'M'!$ 和 "! 周检测 '̂c" 和 T;̂ TV@TV:相对
表达量"在第 %'!$'"! 和 >% 周检测 TUK和 K9V! m̀N
-m @TV:相对表达量( 每个样品做 > 个复孔"取平
均值"以 $O3(201 为内参"采用"";2法计算目的基因相
对表达量(
:D<#统计学方法

采用生物统计学软件 Y43R) 93/ 9407@Mh%% 进行
统计分析( 本研究中各测量指标的数据资料经 m检
验证实呈正态分布"以 @.31m'J表示( 第 %'M'!$'"!
和 >% 周 TK7的 '̂c"' T;̂ TV' TUK和 K9V! m̀N
-m @TV:相对表达量总体差异比较采用单因素方差
分析"组间两两比较采用 '̀JO0检验( ;u%h%$ 为差异
有统计学意义(

;4结果

;D:#I;!O.YH9细胞的贴壁培养及自组装
I;!O.YH9细胞呈多角形或梭形"细胞质饱满"细

胞膜清晰可见并稳定表达绿色荧光蛋白 ) A4..1
,+E*4.7(.12R4*2.01"YH9*"细胞核呈椭圆形"多位于细
胞中央( 培养后 $_M /"贴壁培养的单层细胞不断分
裂扩增"呈镶嵌样紧密排列并长满培养皿( 当细胞融
合约 <%l时"消化刮取的细胞团块呈不定形态"边缘
卷曲"透亮"直径约 =$% !@为宜"悬浮培养开始自组装
成神经球( 第 M 天神经球直径为) ""%m$%*!@"内部
呈灰黑色"组织疏松"外层透亮且较为紧致)图 !*(
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图 :4显微镜下观察体外培养的 m!:S$?8@细胞和神经球自组装
)标尺q$%% !@*#:$单层贴壁培养的 I;!O.YH9细胞呈多角形或梭
形"细胞质饱满"细胞膜清晰可见#I$荧光显微镜下可见单层贴壁
培养的 I;!O.YH9细胞呈绿色荧光 )YH9* #;$悬浮培养的 I;!O
.YH9细胞团块"直径约为 =$% !@#J$悬浮培养第 M 天细胞团块自
组装成直径为)""%m$%*!@的神经球"内部呈灰黑色"组织疏松"外
层透亮且较为紧致#YH9$绿色荧光蛋白
81-"#$:4m+,*/0- +1//$#$%&1(&1.%./m!:S$?8@)$,,'1%&. %$"#.'9*$#$'
) S34q$%% !@* # :$I;!O.YH9(.++701 @*1*+38.43/).4.12(E+2E4.
7)*Q./ R*+8A*1 *47R01/+.7)3R.#I$I;!O.YH9(.++7.]R4.77./ A4..1
,+E*4.7.1(.)YH9* 01 @*1*+38.43/).4.12(E+2E4.#;$I;!O.YH9(.++
(+E72.4701 7E7R.170*1 (E+2E4.3,2.4.1g8@320(+87./ 31/ 7(43R./ Q37
044.AE+34"Q)0() Q.4.3S*E2=$% !@ 01 70g.#J$I;!O.YH9(.++7Q.4.
7.+,O377.@S+./ 012*)""%m$%*!@1.E4*7R).4.732/38M"7)*Q01A3A438O
S+3([ +**7.012.40*4" 31/ 3S40A)231/ 20A)2*E2.4+38.4# YH9$ A4..1
,+E*4.7(.12R4*2.01

;D;#)09';7自发形成眼区并分化为 VT
对贴壁生长的集落进行免疫荧光染色"结果显示

第 F 天集落表达 ;IVG 和 /6V) 的神经上皮前体细胞#
第 !$ 天细胞平坦并可见紧密堆积的眼区样结构域"眼
区内细胞共表达视网膜祖细胞特异性标志物 ;IVG 和
/6V)#第 "F 天"集落外圈逐渐形成圆形马蹄状的结
构"与体内 VT形态结构十分类似)图 "*(
;D<#诱导产生神经 TK7

机械分离的 VT视杯透明卷曲"结构紧致( 对其
进行机械分离和收集"进一步悬浮培养诱导 TK7发生
及成熟"表现为透明 VT组织逐渐增厚和类 T9?细胞
的出现)图 >*(
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图 ;4神经球贴壁培养诱导眼区和类视网膜结构#:m第 F 天神经球贴壁培养产生的圆形集
落)标尺q$%% !@*#Im圆形集落内细胞 9:c& 染色阳性"呈绿色荧光 )标尺 q$% !@*#
;m圆形集落外围细胞 'Kc! 标记阳性"呈红色荧光) 'Kc! 为神经上皮前体细胞特异性标志
物* )标尺q$% !@*#Jm第 !$ 天的眼区细胞 Ùc" 标记阳性)标尺q$% !@*#?m第 !$ 天的
眼区细胞 9:c& 标记阳性且与 Ùc" 共定位)9:c& 和 Ùc" 为视网膜祖细胞特异性标志
物* )标尺q$% !@*#Hm第 "F 天的集落外圈逐渐形成圆形透明马蹄状的结构"类似于 VT
)标尺q$%% !@*
81-"#$;4M.#9*.,.-6 (%+).%/.)(,10(-$'./$6$/1$,+(%+#$&1%(S,1Q$'&#")&"#$#:m;.++
(*+*1801/E(./ S83/).4.12(E+2E4.*,1.E4*7R).4.732/38F ) S34q$%% !@*#ImL12.413+(.++701
(*+*18Q.4.9:c& R*70206.Q02) A4..1 ,+E*4.7(.1(.) S34q$% !@*#;m9.40R).43+(.++701 (*+*18
Q.4.'Kc! R*70206.Q02) 4./ ,+E*4.7(.1(.) 'Kc!m1.E4*.R02).+03+R4.(E47*4(.++7R.(0,0(@34[.4*
) S34q$% !@*#Jm?8.,0.+/ (.++7Q.4. Ùc" R*70206.)4./* 32/38!$ ) S34q$% !@*#?m?8.
,0.+/ (.++7Q.4.9:c& R*70206. ) A4..1 * 31/ (*O+*(32./ Q02) Ùc" ) 9:c&X̀ Uc"m 4.2013+
R4*A.102*4(.++7R.(0,0(@34[.4* ) S34q$% !@*#HmP).R.40R).48*,(*+*18A43/E3++8,*4@./ 3
24317R34.12)*47.7)*.O7)3R./ 4.2013O+0[.724E(2E4.32/38"F ) S34q$%% !@*
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图 <4光学显微镜下悬浮培养的 <>GB'形态 )标尺 q$%% !@*#
:m机械分离的 VT视杯透明卷曲"结构紧致#Im悬浮培养 M 周的 TK7

呈球形"外围透明"内部呈灰黑色#;m悬浮培养 !$ 周的 TK7"透明 VT

组织逐渐增厚"出现 T9?#Jm悬浮培养 >% 周的 TK7呈不定型球状
81-"#$<4M.#9*.,.-6 ./<>#$&1%(,.#-(%.1+'1%'"'9$%'1.%)",&"#$
)S34q$%% !@*#:mP).@.()310(3++807*+32./ *R20((ER7Q.4.24317R34.12
31/ (E4+8Q02) (*@R3(2724E(2E4.#Im>JTK7Q.4.7R).40(3+32Q..[ M"
31/ 2).*E2.4R342Q3724317R34.1231/ 2).011.4R342Q37A438OS+3([#
;m>JTK732Q..[ !$"VTO+0[.2077E.A43/E3++8S.(3@.2)0([.431/ T9?
3RR.34./#Jm>JTK7R4.7.12./ 044.AE+347R).40(3+7)3R.32Q..[ >%

##培 养 第 %m Mm !$m "! 周 TK7的
'̂c" @TV:的 相 对 表 达 量 分 别 为

%h%%m%hMFm!>h<$m!h>Mm!=h!Mm%h<!
和 !=h=< m%h$="T;̂ TV @TV:相对
表达量分别为 %h%% m%h<"m !%hM< m
%hM$m!=h$m%h<$ 和 !Fh==m%h&<"不
同时间点间总体比较差异均有统计学

意 义 )Rq !&Fh>%" ;u%h%!# R q
"M!h&%";u%h%! * "其中 '̂c" @TV:
在第 M 周表达量即达到峰值并持续高
表达" 视 网 膜 前 体 细 胞 标 志 基 因
@̂>̂ U在第 M 周也开始出现并逐渐高
表达"与培养第 % 周比较差异均有统
计学意义 )均 ;u%h%$ * ( 培养第 %m
!$m"!m>% 周 TK7的 TUK@TV:相对
表达 量 分 别 为 %h%% m!h"%m &hM= m
!hM!m !=hF% m%h<M 和 !<hMF m"h%F"
K9V! m̀N-m @TV:相对表达量分别
为 %h%% m!hF"m >hF& m!h%!m !!hM$ m
"h"& 和 !>hM=m!hM="不同时间点间
总体比较差异均有统计学意义 )Rq
<$h%"";u%h%!#Rq=%h$M";u%h%!* "
其中感光蛋白基因 Ŵ6在第 !$ 周开
始出现"而成熟感光细胞标志基因

6;U)![ H̀[的表达在第 "! 周开始明显升高"培养
第 "!m>% 周与培养第 % 周比较差异均有统计学意义
)均 ;u%h%$* )图 =* (

免疫荧光染色检测结果显示"TUK在第 "! 周开
始表达"在第 >% 周达到相对高表达的状态( 虽然
TK7外周没有成型的感光细胞外段"但最边缘的突
起很可能就是感光细胞早期的内段结构)图 $* (
;D=#+'.0)B̀B小鼠视网膜在体移植获得新生感光
细胞

将 )09';7分化第 "=! 天的 TK7经木瓜蛋白酶消
化"从角巩膜缘注射到 +'.0)B̀B小鼠视网膜下腔"经
验证该小鼠视网膜中无 Y132! 表达( 长期饲养后进
行宿主小鼠视网膜切片的免疫组织化学染色"早期
多次尝试发现"移植的细胞被受体视网膜的外界膜
阻隔在外( 破坏外界膜后"TK细胞移植第 > 周"带
有绿色荧光的细胞成功植入小鼠的视网膜中"集中
分布在外核层( 移植后 $ 个月"宿主视网膜细胞及
植入细胞均形态结构完整"植入细胞稳定存活于外
核层一侧"未发生进一步整合"且 YV:P! 与 YH9表
达完全共定位)图 &* (
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图 =4不同培养时间GB'的视网膜感光细胞分子标志物相对表达量
的比较a单因素方差分析" '̀JO0检验"'q>*#:$培养第 %'M'!$'"!
周 TK7的 '̂c" @TV:相对表达量比较aRq!&Fh>%";u%h%!*#与
第 % 周比较"3;u%h%$#I$培养第 %' M' !$' "! 周 TK7的 T;̂ TV
@TV:相对表达量比较aRq"M!h&%";u%h%!*#与第 % 周比较"3;u
%h%$#与第 !$ 周比较"S;u%h%$#;$培养第 %'!$'"!'>% 周 TK7的
TUK@TV:相对表达量比较 aRq<$h%"";u%h%!* #与第 % 周比
较"3;u%h%$#与第 "! 周比较"S;u%h%$#J$培养第 %'!$'"!'>% 周
TK7的 K9V! m̀N-m @TV:相对表达量比较aRq=%h$M";u%h%!*
与第 % 周比较"3;u%h%$
81-"#$=4!.09(#1'.%./#$,(&1L$$V9#$''1.%,$L$,'./9*.&.#$)$9&.#
0.,$)",(# 0(#Q$#'1% GB'(&+1//$#$%&)",&"#$ &10$a *1.OQ38
:VK̂ :" '̀JO02.72" ' q> * # :$ T.+3206..]R4.770*1 +.6.+7*, '̂c"
@TV:32Q..[ %"Q..[ M"Q..[ !$ 31/ Q..[ "! aRq!&Fh>%";u%h%!*
;*@R34./ Q02) 2).63+E.*,Q..[ %"3;u%h%$#I$T.+3206..]R4.770*1
+.6.+7*,T;̂ TV@TV:32Q..[ %"Q..[ M"Q..[ !$ 31/ Q..[ "! aRq
"M!h&%";u%h%! * # ;*@R34./ Q02) 2).63+E.*,Q..[ %"3;u%h%$#
(*@R34./ Q02) 2).63+E.*,Q..[ "!"S;u%h%$#;$T.+3206..]R4.770*1
+.6.+7*,TUK@TV:32Q..[ %"Q..[ !$"Q..[ "! 31/ Q..[ >% aRq
<$h%"";u%h%! * # ;*@R34./ Q02) 2).63+E.*,Q..[ %"3;u%h%$#
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<4讨论

视网膜退行性疾病"如视网膜色素变性和年龄相
关性黄斑变性等均会导致视觉相关细胞发生不可逆的

变性'坏死"但其神经环路尚存 - !!Z!". ( 视网膜的再生
修复能力有限"无法完成感光细胞的自我补充和功能
修复( 因此"外源性感光细胞移植替代治疗是重建患
者视功能的关键( 移植后细胞要发挥治疗作用"必须
能够以足够数量整合到宿主视网膜中"替代原本宿主
视网膜中变性'坏死或功能异常的细胞"并成功建立新
的突触连接( 在这个过程中"移植细胞的成功整合及
高的整合效率是关键( 近年来多项关于移植小鼠视网
膜前体细胞进行视觉修复的研究被报道"虽然尚未涉
及临床治疗领域"但是相关的动物实验研究已经证实"
在疾病晚期"移植的细胞有可能部分整合入宿主视网
膜"取代垂死的感光细胞"且表现出一定的感光功
能

- !>Z!&. ( 然而"用于移植的最佳细胞来源仍然是目前
细胞替代治疗的主要难题之一(

本研究中采用悬浮培养的方法体外诱导 )09';7
自发分化成 >JTK7"具有与人类视网膜发育类似的时
空特征

- M. ( 悬浮培养的 TK7早期表达视网膜祖细胞
特异性标志因子 >/V*"在第 M 周时可检测到感光细胞
特异标志物 @̂>̂ U的阳性表达"最终产生成熟类感光
细胞"并显著表达感光蛋白 TUK( 目前"类感光细胞
缺乏功能性外段结构"可能的原因是缺少体内复杂生
理环境和与 T9?的相互作用( T9?细胞位于视网膜
感光细胞胞外段和脉络膜之间"不仅持续提供微环境'
更新外段"还在重新异构全反式视黄醛和维持感光细
胞兴奋性方面起着重要作用"对于感光细胞发育出外
段结构具有重要作用

- !MZ!F. ( 在诱导分化过程中"我们
发现部分 TK7上连结着一团自发形成的 T9?球"在其
交界处可观察到类似感光细胞外段的长条放射状结

构( 因此"希望后续实验通过 TK7与 T9?细胞的共培
养"获得具有成熟细胞外段的感光细胞(

在体移植时"我们将TK细胞悬液注射入+'.0)B̀B
小鼠的视网膜下腔"根据 o9;T和免疫组织化学的结
果来看"在长达 "%% 余天的分化后"感光细胞的特异基
因表达显著增加"相关功能蛋白 TUK也达到高表达状
态且阳性细胞占比很大"因此推测 TK7消化的细胞悬
液多为类感光细胞前体细胞( 移植进入的细胞群究竟
为何种类型的细胞'处于何种特化阶段"这不但影响移
植整合效率"更与移植的安全性密切相关( 另外"由于
外界膜的阻挡干细胞难以与宿主视网膜整合或移行至

靶位置( 外界膜是视网膜上感光细胞内段和 -a++.4

细胞顶突通过紧密连结蛋白 dKO! 连结形成的膜结
构

- !<. ( 参照文献 - "% Z"!."我们利用药物 :::对
-a++.4细胞的特异毒性"以及使用 70TV:对 $6B) 进行
敲低"可以成功破坏外界膜"帮助移植的细胞进入视网
膜外核层内"效果显著( 植入的 TK细胞不仅能进入
外核层"还能在受体小鼠眼内长期存活"表达转导蛋白
YV:P!"进一步发育成熟为类感光细胞( 最近的研究
表明"大多数预测整合的感光细胞是细胞之间发生胞
质交换的结果( 本研究中染色结果显示"宿主小鼠视
网膜细胞和植入细胞均形态结构完好#植入的细胞群
体集中存活于宿主视网膜外核层一侧"并没有进入外
核层或整合的迹象#最关键的是"宿主自身细胞完全不
表达 Y132!"未观察到明显 YH9iNYV:P!O或 YH9ON
YV:P!i细胞 - ""Z">. "因此本研究推断表达转导蛋白
YV:P! 的细胞是由稳定存活的植入细胞继续分化成
熟形成"而非胞质交换的结果"进一步证明在体移植实
验可以有效保证植入的 TK细胞稳定长期存活并继续
发育成熟)图 M*( 目前"用于移植的各类干细胞多来
自异体"易引起免疫排斥反应"故在对 +'.0)B̀B小鼠进
行细胞移植操作后"在小鼠饮用水中添加免疫抑制剂
环孢霉素和吲哚美辛以缓解小鼠排异反应( 临床试验
中")09';7取材于患者自身体细胞"很大程度上克服
了移植后的免疫排斥反应和伦理问题(
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图 P4m+m/2m3m小鼠经 GB细胞移植后 ?果2C: 阳性细胞来源分析

YH9$绿色荧光蛋白

81-"#$P42%(,6'1'./&*$'."#)$./?果2C: 9.'1&1L$)$,,'1%m+m/2m3m

0."'$#$&1%( (/&$#GB )$,,'&#(%'9,(%&(&1.%#YH9$A4..1 ,+E*4.7(.12

R4*2.01

综上所述"本研究成功通过 >J培养体外诱导
)09';7分化成 TK7"模拟了整个人类视网膜的发育过
程"发育前期开始并稳定表达视网膜祖细胞特异性标
志物>/V*"后期TK7外周可以明确检测到功能性感光
蛋白 TUK的阳性表达( 本研究中成功地将 )09';7诱
导成富集视网膜感光细胞前体细胞的类视网膜结构"
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可用于视觉受损小鼠的在体移植治疗( 本研究的诱导
分化方式和在体移植尝试非常适用于维持感光细胞的

稳定长期存活和进一步的分化成熟"为视网膜色素变
性'年龄相关性黄斑变性等视网膜退行性疾病的移植
治疗提供了基础( 遗憾的是"移植的干细胞缺乏神经
轴突导向性生长的能力"导致无法与脑部建立功能性
连接"视觉功能恢复受阻"这是视觉损伤干细胞治疗中
最为复杂的环节( 造成这一结果的原因可能是$
)!*移植的细胞数量不够"存活及准确进入外核层的
细胞较少"不足以发生进一步的神经元整合#)"*移植
手术方法有待改进"将细胞悬液直接注入视网膜下腔
的移植方法虽然简便易行"但干细胞同时失去了维系
其生存的微环境#)>*移植治疗的最适细胞类群仍需
进一步探索"可能表达特异性标志物的视网膜前体细
胞更适合在体视网膜移植( 我们将进一步优化诱导分
化方法和在体移植技术"检测干细胞的功能整合效率"
并利用瞳孔对光反射'视动反应等行为学实验确定干
细胞移植对 +'.0B̀B小鼠的视觉修复效果(
利益冲突#所有作者均声明不存在利益冲突
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