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00&摘要'0目的0利用 M3LZ?3@M#IE 技术构建 MJ+A$MJ(!3D4 红色荧光报告人胚胎干细胞"!ZMI#系及其
81视网膜类器官培养(0方法0对 lE 细胞系靶位点序列进行 ?M3扩增并测序验证后%利用 M3LZ?3@M#IE 技
术设计多条 IG3NB并对其进行活性检测%根据活性)特异性等因素选择最合适的 IG3NB( 经酶切鉴定和测序
确认打靶载体构建完成后%将打靶载体电转 lE 细胞系%在 <4HMLJ2MQQE 基因 !+T)O 和 82A非翻译区之间终止
密码子前插入 ?4BAKHDT"#KTA?4BA$MJ(!3D4%进行药物筛选)阳性克隆富集( 设计引物对目标区域进行 ?M3扩
增并测序%根据测序结果和测序峰图选出纯合去抗性敲进阳性细胞克隆( 培养所得 6AB57 细胞系%通过流式
细胞分析法检测 PMDO 阳性细胞比例%采用细胞爬片免疫荧光染色法观察干细胞标志物 ZPh4)NBNP=和
ZZ!BO 表达情况( 采用核型分析方法检测细胞核型( 应用 81培养技术获得视网膜类器官%于分化后不同时
间点行冰冻切片%免疫荧光染色法检测不同种类细胞分子标志物的表达分布情况(0结果0lE 细胞系靶位点
序列与 =()(S#)X 和 !)I("S%所提供序列一致( 根据 lE 细胞系靶位点序列共设计 6: 条 IG3NB%最终选择
IG3NBC 和 IG3NB64 作为 IG3NB( 电转后通过 ?M3筛选得到 O 个去抗性敲进阳性克隆%其中 6AB57 细胞系经
流式细胞仪分析 PMDO 阳性细胞比例约为 EC97;%所得细胞系外源性 KHDT"#KTA?4BA$MJ(!3D4 片段重组位置
正确%正常表达干细胞标志物%核型分析结果正常( 应用 81培养技术可定向诱导 6AB57 细胞系分化为表达
KHDT"#KT红色荧光的视网膜类器官( 分化后 85 H%出现 _3N8B阳性神经节细胞)MBd_LN1LN阳性水平细胞)
MlBD阳性无长突细胞%分化后 OR H%出现 3!MP<!3LN阳性光感受器细胞%分化后 E5 H 出现 ?fM%阳性双极
细胞( 神经节细胞分布于视网膜类器官深层%水平细胞)无长突细胞)双极细胞分布于中深层%光感受器细胞
主要分布于顶层(0结论0成功构建 MJ+A$MJ(!3D4 红色荧光报告人 !ZMI系%该细胞系可经 81培养诱导分化
为表达 KHDT"#KT红色荧光的视网膜类器官( 得到的视网膜类器官同人类正常视网膜的神经细胞组成一致%

且发育的时间和空间顺序接近于正常的人类视网膜( 该细胞系是一种强大的工具%可帮助实现人类视网膜发
育和疾病产生的相关研究%并促进致盲疾病治疗方法的开发(0
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lE &(%%%$)(S*(%(&KJT-TJ#K$T)/?4BAKHDT"#KTA?4BA$MJ(!3D4 F#I$)I(JK(H S(KF(() !+T)O #)H 82A.)KJ#)I%#K(H J(G$T)
TU<4HMLJ2MQQE G()(/f)T&X$) -TI$K$V(&%T)(IF(J(TSK#$)(H #UK(JHJ.GKJ(#K"()K%()J$&'"()KTU-TI$K$V(&%T)(I/
?J$"(JIF(J(H(I$G)(H KT-(JUTJ"?M3T) K'(K#JG(KJ(G$T)%#)H 'T"TW*GT.IH(AJ(I$IK#)KX)T&X$) -TI$K$V(&(%%&%T)(I
F(J(I(%(&K(H #&&TJH$)GKTK'(I(i.()&$)GJ(I.%KI#)H -(#XI/D'(6AB57 &(%%%$)(F#I&.%K.J(H%#)H K'() U%TF&*KT"(KJ*
UTJK'(-JT-TJK$T) TUPMDO -TI$K$V(&(%%I%$"".)TU%.TJ(I&()&(UTJK'J((IK("&(%%"T%(&.%#J"#JX(JI$)&%.H$)GZPh4%
NBNP=%ZZ!BO%X#J*TK*-(#)#%*I$IF(J(&#JJ$(H T.KKT&T)U$J"F'(K'(JK'(6AB57 &(%%%$)(&T.%H S(.I(H UTJU.JK'(J
(+-(J$"()KI/3(K$)#%TJG#)T$HIF(J(TSK#$)(H S*K'J((AH$"()I$T)#%" 81# &.%K.J(K(&')T%TG*#)H K'((+-J(II$T) TU
"T%(&.%#J"#JX(JIF#IH(K(&K(H S*$"".)TU%.TJ(I&()&(#KH$UU(J()KH(V(%T-"()K#%IK#G(ITUJ(K$)#%TJG#)T$HI/0
M()04-)0D'(K#JG(KI$K(I(i.()&(TUlE &(%%%$)(F#I&T)I$IK()KF$K' K'#KG$V() S*=()(S#)X #)H !)I("S%/Z$+K(()
IG3NBIF(J(H(I$G)(H #&&TJH$)GKTK'(K#JG(KI$K(I(i.()&(TUlE &(%%%$)(%#)H U$)#%%*IG3NBC #)H IG3NB64 F(J(
I(%(&K(H/D'(IG3NBI#)H J(&T"S$)#)K-%#I"$HIF(J(KJ#)IU(&K(H $)KTK'(lE &(%%%$)(S*(%(&KJT-TJ#K$T)%#)H UT.J
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#ST.KEC97; S*U%TF&*KT"(KJ*%#)H K'((+-J(II$T) TUK'J((IK("&(%%"#JX(JIF#I-TI$K$V(S*$"".)TU%.TJ(I&()&(%
#)H K'(X#J*TK*-(F#I)TJ"#%O:% hh/D'(J(I.%KII'TF(H K'#KK'(6AB57 &(%%%$)(&T.%H S(.I(H UTJU.JK'(J
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00视网膜退行性疾病包括视网膜色素变性)d(S(J先
天性黑矇)年龄相关性黄斑变性等%均伴随光感受器功
能障碍和丧失%最终导致视力障碍和盲 + 6, ( 在疾病早
期阶段%视网膜内尚有相当数量的光感受器细胞存在%
将其作为靶细胞进行基因治疗和基因编辑是非常有前

景的治疗方法( 在光感受器细胞已大量丧失的疾病晚
期阶段%以恢复视网膜光敏性为目的的替代策略正处
于探索阶段%包括光遗传工具)光敏开关)视网膜假体
和光感受器移植

+ 4[O, %其中光感受器移植是一种很有
前途的再生策略%影响其治疗效果的一个重要因素为
供体细胞的来源

+ R, ( 视网膜变性疾病的细胞治疗中
首选活性强)有丝分裂后的原代光感受器细胞%即光感
受器前体细胞

+ :[E, ( 移植后光感受器前体细胞较成熟
的光感受器细胞有更高的存活率%在视网膜下间隙可
有效成熟%对晚期视网膜变性的功能修复有一定效
果

+ 65[64, ( 以往研究利用 41培养系统从胚胎干细胞
"("SJ*T)$&IK(" &(%%I% !ZMI# 和 诱 导 多 能 干 细 胞

"$)H.&(H -%.J$-TK()KIK("&(%%I%$?ZMI#中获得可移植的
光感受器%但其效率低%仅有不足 45;的细胞表达光
感受器特异性标志物

+ 68, ( 81培养是指在体外培养时
为细胞提供一个接近体内微环境的培养技术( 近年来
其在体外生物科学领域迅速发展%实现了体外类器官
的培养( 4566 年%!$J#X. 等 + 6O,

在体外培养光感受器方

面取得了重大突破%首次通过 81培养技术将小鼠
!ZMI诱导分化为视杯( 目前已有许多从人 !ZMI和
$?ZMI产生神经视网膜类器官的 81培养方案 + 6R[67, (
随着培养技术的进步%理论上可以实现从 !ZMI及
$?ZMI产生无限数量的可移植光感受器%光感受器移
植用于临床的基本前提已经确立

+ 6C, ( 然而筛选出合
适的光感受器前体细胞尚需抗原[抗体反应步骤%影
响了细胞活性%且带抗体的细胞可能对移植效果有影
响( 成簇规律间隔的短回文重复序列 " &%.IK(J(H
J(G.%#J%*$)K(JI-#&(H I'TJK-#%$)HJT"$&J(-(#KI%M3LZ?3#@
M3LZ?3关联"M3LZ?3#IIT&$#K(H%M#I#基因是一种原核
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生物的免疫系统%其可准确识别外源 1NB%利用 M#I
蛋白将 1NB双链切断%因此成为第 8 代基因组定点编
辑技术

+ 6E, ( 利用 M3LZ?3@M#I技术对细胞系进行基
因编辑可实现所需细胞系的构建

+ 45, ( MJ+是一种同源
结构域转录因子%为光感受器前体细胞的分子标志物%
可用于筛选适合移植的光感受器前体细胞( DHDT"#KT
是一种信号非常强的红色荧光蛋白%对细胞和小鼠无
明显毒性%是理想的细胞成像工具( 本研究中拟通过
M3LZ?3@M#I技术构建 MJ+A$MJ(!3D4 荧光报告人 !ZMI
系%其 81培养得到的视网膜类器官中表达的 KHDT"#KT
荧光可指示光感受器前体细胞%为光感受器移植疗法提
供供体来源及细胞筛选)为人类视网膜发育和疾病发生
的相关研究提供支持(

#;材料与方法

#/#0材料
#/#/#0细胞来源0lE 人 !ZMI系"美国 e$M(%%公司#(
#/#/!0主要试剂及仪器0"D(Z36 培养基"CRCR5%美
国 ZK(" M(%%公司 #* 59R "T%@d!1DB" 67O:46#)?_Z
"干粉# "=5554#%"武汉赛维尔生物科技有限公司#*
基质胶 " 8R:487%美国 _1_$TI&$()&(I公司#*培养皿
"MdZO856:R%美国 MTJ)$)G公司#*细菌培养皿"_ZAE5A
1%中国 _$TI'#J- 公司 #* 81细胞培养 E: 孔板 "2ZA
E5E:<m%日本 Z."$KT"T_#X(%$K(公司#*杜氏磷酸缓冲
盐溶液 "1.%S(&&TjI-'TI-'#K(S.UU(J(H I#%$)(%1?_Z#
"&6O6E5R55SK#)12!2@>64c=%.K#2Bh" 65R:RA56C#)
N4 添加剂 " 67R54A5OC #) 2!2 非必需氨基酸溶液
"2!2)T)A(II()K$#%#"$)T#&$HI%2!2N!BB# "666O5A
5R5#)稳定型胰蛋白酶替代酶"64R:8A566#)丙酮酸钠
"668:5A575#)=A2!2培养基"6765A58R#)青链霉素双
抗"6R6O5A644#)血清替代物"65C4CA54C# "美国 =$S&T
公 司 #* Z2P 拮 抗 剂 " lkA64COC@MZAO67:% 美 国
2(HM'("!+-J(II公司 #* kA47:84 lM%" Z65OE% 美国
Z(%%(&X 公司#*胎牛血清"U(K#%STV$)(I(J."%>_Z# "5OA
556A6BAB]Z%以色列_$T%TG$&#%L)H.IKJ$(I公司#*4A巯基
乙醇 " 2A86OC #) 脱氧核糖核酸酶 ' " 1N#I(' #
"1R54R#)视黄酸"34:4R# "美国 Z$G"#公司#*兔抗人
ZPh4 一抗"B>456C# "美国 3z1Z*IK("I公司#*兔抗
人 NBNP=一抗 " OE58Z #) 小鼠 抗 人 ZZ!BO 一 抗
"O7RRZ#"美国M(%%Z$G)#%$)GD(&')T%TG*公司#*兔抗人
PMDO"#SI65:ROO#"上海爱必信生物科技有限公司#*
兔抗小鼠 _3N8B一抗 "#S4OR485# "英国 BS&#"公
司#*兔抗大鼠 MBd_LN1LN一抗"&S8C# "瑞士 ZeBND
公司#*e)K信号抑制剂' " :C6::E# "e)KB)K#GT)$IK

'%Le3A6A()HT#)山羊抗人 MlBD一抗"B_6OO?#)兔
抗人 3!MP<!3LN一抗 "#SRRCR# "美国 2$%%$-TJ(公
司#*兔抗人 ?fM%一抗 "I&A45C# "美国 Z#)K#MJ.W公
司#*驴抗兔 LG=B%(+#>%T.JAOCC " 766ARORA6R4#)驴抗
山羊 LG=B%(+#>%T.JAOCC"75RARORA6O7#)驴抗绵羊 LG=
B%(+#>%T.JAOCC " 768ARORA6O7 #)驴抗小鼠 LG= B%(+#
>%T.JAREO"76RARCRA6R6# "美国 Y#&XIT) L"".)T3(I(#J&'
公司#*1B?L"1685:%美国 d$U(D(&')T%TG$(I公司#*抗荧
光淬灭封片剂"=6O56%武汉谷歌生物科技有限公司#*
多聚甲醛 "C55E::6C%上海国药集团化学试剂有限公
司#*牛血清白蛋白"O4O5=3655%德国 _$TUJT++公司#*
D3L试剂 " E84CE%美国 Z$G"#AB%HJ$&' 公司#( 离心机
"RO4O3%德国 !--()HTJU公司#*倒置荧光显微镜"Lh78%
日本 P%*"-.I公司#*激光扫描共聚焦显微镜"dZ2CC5%
德国 m($II公司#*培养箱"Md2A675_ACAN>#)生物安全
柜"BM4AOZ6# "新加坡 !I&T公司#*水浴锅"1fAZ44%上
海精宏公司#*冰冻切片机"M26ER5%德国 d($&#公司#*
流式细胞分析仪"dZ3>TJK(II#hA45 M(%%B)#%*W(J%美国
_1_$TI&$()&(I公司#(
#/!0方法
#/!/#0M3LZ?3@M#IE 介导 MJ+A$MJ(!3D4 lE 红色荧
光报告细胞系构建0对 lE 细胞系靶位点序列进行
?M3扩增并测序验证%确认其是否与 =()(S#)X 和
!)I("S%所给序列一致%扩增引物信息见表 6( 在 <4HM
LJ2MQQE 基因 !+T)O 和 8 2 非翻译区 " .)KJ#)I%#K(H
J(G$T)%]D3#之间终止密码子前插入 ?4BAKHDT"#KTA
?4BA$MJ(!3D4%利 用 M3LZ?3@M#IE 技 术 制 备 '!ZA
md2A556 敲进 lE 细胞系"图 6#( 基于 IG3NB的设计
原则%在靶位点区域设计多条 IG3NB( 基于 M3LZ?3@
M#IE 技术进行 IG3NB活性检测( 综合考虑活性)特异
性等因素选择符合要求的 IG3NB进行下一步实验(
经过酶切鉴定和测序%确认打靶载体构建完成( 将打
靶载体电转 lE 细胞系后%进行药物筛选)阳性克隆富
集( 在野生型基因序列中设计引物 '!ZAmd2A556AdA
=DA>) '!ZAmd2A556AdA=DA>8 和 '!ZAmd2A556A3A=DA
3%在外源序列中设计引物 '!ZAmd2A556AdA=DA3)'!ZA
md2A556A3A=DA>和 ?.JTA=DA>"表 6 #( 使 用 '!ZA
md2A556AdA=DA>8@'!ZAmd2A556AdA=DA3) '!ZAmd2A
556A3A=DA>@'!ZAmd2A556A3A=DA3和 '!ZAmd2A556AdA
=DA>@?.JTA=DA>这 8 对引物扩增突变型等位基因%使
用 '!ZAmd2A556AdA=DA>8@'!ZAmd2A556A3A=DA3引物
同时扩增野生型和突变等位基因( 对 ?M3扩增产物进
行测序%根据测序结果和测序峰图判断具体基因型$纯
合@杂合@野生型%最终得到去抗性敲进阳性细胞克隆(
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野生型等位基因

打靶载体

5'同源臂~2kb

靶向等位基因
3’非翻译区

Cre重组酶
3’非翻译区

3’同源臂~2kb

3’非翻译区

3’非翻译区

E4

E4

E4

:CRISPR/Cas9 :loxP :P2A

E2 E3

E2 E3 E4

图 #;$MRSDMT$2)U 介导 $,*Q&$,(CM组! 4U 红色荧光报告细胞系
构建流程图0在 <4HMLJ2MQQE 基因的 !+T)O 和 82非翻译区之间终
止密码子前插入 ?4BAKHDT"#KTA?4BA$MJ(!3D4
?&70,(#;$/')-,0.-&/'14/>.%2,-/1$,*Q&$,(CM组! 4U 140/,().('-
,(+/,-(,.(444&'()9(8&2-(86= $MRSDMT$2)U0?4BAKHDT"#KTA?4BA
$MJ(!3D4 F#I$)I(JK(H S(UTJ(K'(K(J"$)#K$T) &THT) S(KF(() !+T)O #)H
82]D3TU<4HMLJ2MQQE G()(

表 #;'()*+,-*../ 基因的 D$M引物信息
组264(#;D$M+,&9(,)/1'()*+,-*../ 7('(

引物 序列"RjA8j#
温度

"v#
扩增产物

长度" S-#

'!ZAmd2A556A
Rj2Z1A>
'!ZAmd2A556A
Rj2Z1A3

=MBDMBB=MDD==DBMM=BD=DBD=DBD
=DDD=MBDDB=BD==

BMDDBBDM=D==B==BD=BDMMBDMDBD
MMBDMMBBDMBDBMMD=M

R4

RE
ER7

'!ZAmd2A556A
8j2Z1A>
'!ZAmd2A556A
8j2Z1A3

=MBDMBB=MDD==DBMM=BDMBMMDMM
MDBDMB==MMB=B=MDB

BMDDBBDM=D==B==BD=BD=MMB=BM
==D=DDB===DD=B=B=B

:R

::
O86

0注$?M3$聚合酶链式反应
0NTK($?M3$-T%*"(J#I(&'#$) J(#&K$T)

#/!/!0流式细胞分析法验证细胞系干性0分别向 lE

细胞系及 6AB57 细胞系的培养皿内加入 !1DB消化
液%孵育 :aC "$)%低速"6 455 J@"$)#离心 R "$) 去上
清%用 1?_Z 培养基重悬细胞%细胞计数( 将细胞悬液
转移至离心管内% 保证每个离心管内细胞数为
6p657 aRp657%低速离心 R "$) 去上清%用质量分数
O;多聚甲醛 O v固定 6 '%低速离心 R "$) 去上清%
?_Z 清洗后低速离心 R "$) 去上清*用体积分数 O;牛
血清白蛋白和 4; D3L在 O v封闭过夜%低速离心
R "$) 去上清*分别向含 lE 细胞悬液"阳性对照#及 6A
B57 细胞悬液的离心管中加入 PMDO"6 gR55#一抗%另
一管 lE 细胞悬液 "阴性对照 #不加一抗% O v孵育
4O '%低速离心 R "$) 去上清%?_Z 清洗后低速离心
R "$) 去上清*向各个离心管内加相应荧光标记二抗

"6 gR55#%O v避光孵育过夜%低速离心 R "$) 去上清%
?_Z 清洗后低速离心 R "$) 去上清( 用 ?_Z 重悬细
胞%455 目尼龙网过滤后将其转移至流式管中%应用流
式细胞仪检测%观察 PMDO 阳性细胞比例(
#/!/F0免疫荧光染色法验证细胞系干性0将 4O ""p
4O ""盖玻片置于浓硫酸中过夜%次日用自来水冲洗
后放入无水乙醇中浸泡 : '%冲洗后高压消毒并烘干*
将盖玻片放入质量浓度 596 "G@"%多聚赖氨酸溶液中
浸泡 R "$)%晾干备用( 向 !ZMI的培养皿内加入
!1DB消化液%孵育 :aC "$)%6 455 J@"$) 离心 R "$)
去上清% 用 "D(Z36 培 养 基 重 悬 细 胞% 密 度 约 为
89Rp65R

个@"%*将处理好的玻片放入 : 孔板内%将细
胞悬液逐滴滴到玻片上%放入培养箱培养%待细胞达
75;aC5;融合时%吸去培养基%使用质量分数 O;多
聚甲醛固定 45 "$)%?_Z 清洗*用 59R; D3L室温通透
45 "$)%?_Z 漂洗*用 65;牛血清白蛋白和 59R; D3L
在 O v条件下封闭 85 "$)%吸去封闭液*加入 ZPh4
"6 g6 555#)NBNP=" 6 g455#) ZZ!BO " 6 gR55#一抗%
O v孵育过夜%?_Z 漂洗*加相应荧光标记二抗 " 6 g
R55#%87 v避光孵育 85 "$)%?_Z 清洗*加 1B?L溶液
"6 g655#%避光染核 R "$)%?_Z 漂洗后使用抗荧光淬
灭封片剂封片( 在荧光显微镜下观察细胞中各分子标
志物的表达情况(
#/!/G0细胞系核型分析0取构建成功的细胞系%光学
显微镜下观察细胞状态)密度%待细胞融合面积占整个
培养皿 75;aC5;时%于含 594 !G@"%秋水仙素的
"D(Z36 培养基中 87 v培养 4 '( 向培养皿内加入
!1DB消化液孵育 :aC "$)%6 455 J@"$) 离心 R "$) 去
上清%用 "D(Z36 培养基重悬并轻轻吹散均匀( 经低
渗处理)预固定)固定后%吸取细胞悬液%滴至预冷的载
玻片% 室 温 下 干 燥( 滴 加 =$("I#工 作 液% 孵 育
45a85 "$)%自来水冲洗终止染色并烘干%使用封片剂
封片( 在光学显微镜下观察细胞核%使用 M'JT"TIT"(
B)#%*I$IZ.$K("M'BZ# ZTUKF#J(进行细胞核型分析(
#/!/H0细胞系 81培养诱导分化为视网膜类器官0
将构建的细胞系培养于含 "D(Z36 培养基的基质胶包
被培养皿中%待细胞融合度达 75;aC5;时传代或诱
导分化( 参照文献+46,的方法诱导分化人 !ZMI%将人
!ZMI酶解成单细胞%用含 kA47:84 的 2(H$."'培养
基重悬细胞%置于 81细胞培养 E: 孔板中%细胞接种
密度为 Ep658

个@孔%每孔 655 !%%当天记录为分化第
5 天*分化第 4 天%向每孔加入质量分数 6;基质胶*分
化第 : 天%用不含kA47:84 的2(H$."'培养基更换孔
内一半原培养基*分化第 64 天%将每孔内的拟胚体转
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移到细菌培养皿中%使用含 6;基质胶的 2(H$."(培
养基继续培养*分化第 6C 天%将拟胚体切割成 OaR 小
块后%转移到新的细菌培养皿中%使用含视黄酸的
2(H$.""培养基继续培养%之后每 7 H 换液 6 次( 分化

第 655 天时%开始使用不含视黄酸的 2(H$.""培养基(
培养至分化第 85 天开始%每隔 6R H 取样进行 6 次检测%
直至分化第 6C5 天%2(H$."')()"培养基分别对应图中
15a164)164a16C)16C 以后所用培养基"图 4#(

干细胞培养 干细胞分化

mTeSR1培养基 G�MEM培养基+20%血清替代物 G�MEM培养基+10%胎牛血清 DMEM/F12培养基+10%胎牛血清

3μmol/LWnt信号抑制剂I 100nmol/LSMO拮抗剂
1%青链霉素双抗

1%基质胶

10μmol/LY�27632
20μmol/LY�27632

50μmol/LN2添加剂
0.1mmol/LMEM非必需氨基酸+1mmol/L丙酮酸钠+0.1mmol/L2�巯基乙醇

D0

D2 D6d4d0 D12 D18

图 !;干细胞培养及诱导分化流程0H$干细胞培养天数*1$干细胞分化天数
?&70,(!;?4/>.%2,-/1.04-0,&'7 2'8&'80.(88&11(,('-&2-&/'/1)-(9 .(440H$H#*ITUIK("&(%%&.%K.J(*1$H#*ITUIK("&(%%H$UU(J()K$#K$T)
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图 F;)7M照:引物活性检测0B$R2端 IG3NB引物活性检测0IG3NB6)IG3NB4 和 IG3NBC 活性较
高0_$82端IG3NB引物活性检测0IG3NB66)IG3NB64 和IG3NB68 活性较高0图 G;打靶载体酶
切验证0琼脂糖凝胶电泳结果显示不同限制内切酶的酶切产物均与目标产物相一致0Mf$阴性
对照*6$限制性内切酶 !&T3LcZ&#L"目标产物为 : OEO S-cR 85C S-cE8O S-# *4$限制性内切酶
_#"lLcl$)HLLL"目标产物为 R 447 S-cO OOR S-c6 C:7 S-c6 6E7 S-# *8$限制性内切酶 _GLLL"目标
产物为 R R7E S-cO 64O S-c6 C76 S-c6 6:4 S-# *2$1NB标志物
?&70,(F;A(-(.-&/'/1)7M照:+,&9(,2.-&3&-=0B$D'(#&K$V$K*#)#%*I$IJ(I.%KITURjIG3NB-J$"(JI
D'(#&K$V$K$(ITUIG3NB6%IG3NB4 #)H IG3NBC F(J('$G'(J#"T)GIG3NB6AC0_$D'(#&K$V$K*#)#%*I$I
J(I.%KITU8jIG3NB-J$"(JI0D'(#&K$V$K$(ITUIG3NB66%IG3NB64 #)H IG3NB68 F(J('$G'(J#"T)G
IG3NBEA6:0?&70,(G;R8('-&1&.2-&/'/1-%(-2,7(-3(.-/,6= ,()-,&.-&/'('X=9()(P0('.&'70
BG#JTI(G(%(%(&KJT-'TJ(KTGJ#"I'TF(H K'#KK'(J(IKJ$&K$T) ()W*"(-JTH.&KIF(J(&T)I$IK()KF$K' K'(K#JG(K
-JTH.&KI0Mf$)(G#K$V(&T)KJT%*6$3(IKJ$&K$T) !)W*"(!&T3LcZ&#L"(+-(&K(H -JTH.&KIF(J(: OEO S-c
R 85C S- cE8O S- # * 4$ 3(IKJ$&K$T) !)W*"(_#"lLcl$)HLLL" (+-(&K(H -JTH.&KIF(J( R 447 S-c
O OOR S-c6 C:7 S- c6 6E7 S- # * 8$3(IKJ$&K$T) !)W*"(_GLLL" (+-(&K(H -JTH.&KIF(J( R R7E S- c
O 64O S-c6 C76 S-c6 6:4 S-# *2$1NB"#JX(J

#/!/I0免疫荧光染色法检测视网膜类器官中各类神
经细胞蛋白的表达0培养至分化第 85 天开始%每隔
6R H 进行 6 次收样%直至分化第 6C5 天( 取培养的视
网膜类器官%用 O;多聚甲醛在 O v固定 6 '%进行
PMD包埋%行 6O !"厚冰冻切片*取切片用 O;牛血清
白蛋白和 59R; D3L试剂封闭 6 '%滴加神经节细胞标
志物 _3N8B" 6 g455#)水平细胞标志物 MBd_LN1LN
"6 gR55#)无长突细胞标志物 MlBD" 6 g455#)光感受
器细胞标志物 3!MP<!3LN"6 gR55#)双极细胞标志物

?fM%" 6 gR55 #% O v孵育过夜%
?_Z 漂洗*滴加相应荧光标记二
抗%室温避光孵育 6 '%?_Z 漂洗*

滴加1B?L溶液%室温下避光染核
R "$)%?_Z 漂洗后抗荧光淬灭封
片剂封片( 激光扫描共聚焦显微
镜下观察样本各标志物的表达情

况%以此来判断视网膜类器官中是
否存在相应种类的细胞(

!;结果

!/#0MJ+A$MJ(!3D4 lE 红色荧光

报告细胞系打靶载体的构建

经测序验证% <4HMLJ2MQQE

基因扩增产物序列与 =()(S#)X
1NB序列数据库和 !)I("S%基因
组数据库中所提供序列一致( 在

靶位点区域共设计 6: 条 IG3NB%其中 IG3NB6 aC 为
R2端引物%IG3NBEa6: 为 82端引物( 基于 M3LZ?3@
M#IE 技术的活性检测结果显示%R2端引物 IG3NB6)
IG3NB4)IG3NBC 活 性 较 高% 8 2 端 引 物 IG3NB66)
IG3NB64)IG3NB68 活 性 较 高 "图 8 #( 最 终 选 择
IG3NBC 和 IG3NB64 作为 IG3NB( 打靶载体分别经限
制内切酶 !&T3LcZ&#L)_#"lLcl$)HLLL和 _GLLL处理
后%相应获得 8)O 和 O 个酶切产物%产物的长度和测序
结果与目标产物一致%确认打靶载体构建完成"图 O#(
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表 !;G 个去抗性敲进阳性克隆信息
组264(!;?/0,%/9/X=7/0)8(Q,()&)-2'-K'/.K&'+/)&-&3(.(44.4/'()

克隆
同源重组

等位基因

非同源重组等位基因

L)H(% 野生型 1(%
基因型

6AM5: fL RjeD"$)KJT)# *8j#4S-"]D3# )T)( )TS#)H fL%L)H(%

6A_5: fL RjeD"$)KJT)# *8j#4S-"]D3# )T)( )TS#)H fL%L)H(%

6AM57 fL RjeD"$)KJT)# *8j#4S-"]D3# )T)( )TS#)H fL%L)H(%

6AB57 fL RjeD"$)KJT)# *8j#4S-"]D3# )T)( )TS#)H fL%L)H(%

0注$fL$敲入*L)H(%$插入缺失标记*eD$野生型*#$碱基缺失*]D3$非翻
译区*)T)($目的基因不存在*1(%$缺失*)TS#)H$通过 ?M3反应未检测到
预期的条带

0NTK($fL$ X)T&X$)*L)H(%$$)I(JK$T)AH(%(K$T) "#JX*eD$F$%H K*-(*#$ S#I(
H(%(K$T)*]D3$.)KJ#)I%#K(H J(G$T)*)T)($K#JG(KG()()T)A(+$IK()K*1(%$H(%(K$T)*
)TS#)H$(+-(&K(H S#)H )TKH(K(&K(H S*?M3

!/!0MJ+A$MJ(!3D4 lE 红色荧光报告细胞系基因型
筛选及干性鉴定

对待筛选的细胞系克隆进行 ?M3测序%根据测序
来判断细胞系具体基因型%综合考虑 ?M3结果及细胞
株状态后%最终得到 O 个去抗性敲进阳性克隆"表 4#%
分别为 6AM5:)6A_5:)6AM57 和 6AB57"图 R#( 通过流
式分析确认 6AB57 细胞系干性良好"图 :#( 免疫荧光
染色检测结果显示 6AB57 细胞系中 !ZM分子标志物
ZPh4)NBNP=和 ZZ!BO 均呈阳性表达"图 7#( 核型
分析表明% 6AB57 细胞系核型无异常% 为 O:% hh
"图 C#( 结果显示%外源性 KHDT"#KTA?4BA$MJ(!3D4
段重组位置正确%且该干细胞系正常表达干细胞标志
物%核型分析结果无异常%可用于后续实验(
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图 H;各细胞克隆不同引物扩增产物的琼脂糖凝胶电泳图0对 64 个待筛选的克隆进行 ?M3扩增%综合考虑 ?M3结果及细胞株状态后%最终得到

O 个去抗性敲进阳性克隆%分别标记为 6AB57)6A_5:)6AM5: 和 6AM570B$'!ZAmd2A556AdA=DA>8@'!ZAmd2A556AdA=DA3引物扩增产物电泳图0

_$'!ZAmd2A556A3A=DA>@'!ZAmd2A556A3A=DA3引物扩增产物电泳图0M$'!ZAmd2A556AdA=DA>8@'!ZAmd2A556A3A=DA3引物扩增产物电泳图0

1$'!ZAmd2A556AdA=DA>@?.JTA=DA>引物扩增产物电泳图0c$阳性对照*eD$lE 野生型细胞系对照*l4P$空白对照0图 I;各细胞系流式细胞分

析0B$阴性对照"lE 细胞系无抗体#的流式分析结果0PMDO 阳性细胞占 594O6;0_$6AB57 细胞系的流式分析结果0PMDO 阳性细胞占 EC97;%

表明 6AB57 细胞系干性良好0M$阳性对照"lE 细胞系抗体染色#的流式分析结果0PMDO 阳性细胞占 EE9:;%表明 lE 细胞系干性良好

?&70,(H;:72,/)(7(4(4(.-,/+%/,(-/7,29 /129+4&1&(8+,/80.-)2.P0&,(86= 8&11(,('-+,&9(,)/1.(44.4/'()0D'(64 &%T)(IKTS(I&J(()(H F#I

K(IK(H S*?M3/e$K' ?M3J(I.%KI#)H &(%%%$)(IK#K.I&T"-J('()I$V(%*&T)I$H(J(H%UT.JH(AJ(I$IK#)KX)T&X$) -TI$K$V(&%T)(IF(J(TSK#$)(H #)H F(J(%#S(%(H #I

6AB57%6A_5:%6AM5: #)H 6AM570B$?J$"(JIF(J('!ZAmd2A556AdA=DA>8@'!ZAmd2A556AdA=DA30_$?J$"(JIF(J('!ZAmd2A556A3A=DA>@'!ZAmd2A

556A3A=DA30M$?J$"(JIF(J('!ZAmd2A556AdA=DA>8@'!ZAmd2A556A3A=DA301$?J$"(JIF(J('!ZAmd2A556AdA=DA>@?.JTA=DA>0c$-TI$K$V(&T)KJT%*

eD$F$%HAK*-(lE &(%%%$)(&T)KJT%*l4P$S%#)X &T)KJT%0?&70,(I;?4/>.=-/9(-,= 2'24=)&)/18&11(,('-.(444&'()0B$PMDO -TI$K$V(&(%%I#&&T.)K(H UTJ

594O6; $) lE &(%%%$)(F$K' )T#)K$STH*0_$PMDO -TI$K$V(&(%%I#&&T.)K(H UTJEC97; $) 6AB57 &(%%%$)(%F'$&' $)H$&#K(H K'#KK'(IK(")(IITU6AB57 &(%%

%$)(F#IGTTH0M$PMDO -TI$K$V(&(%%I#&&T.)K(H UTJEE9:; $) lE &(%%%$)(IK#$)(H F$K' #)K$STH*%I'TF$)GK'(IK(")(IITUlE &(%%%$)(F#IGTTH

EDB CA

DAPI SOX2 DAPI Nanog SSEA4

100μm 100μm 100μm 100μm 100μm

图 J;细胞爬片免疫荧光染色"标尺 6̀55 !"#0B)M$细胞核呈蓝色荧光"1B?L%B%(+#>%.TJAO5R#0_$ZPh4 染色阳性%呈绿色荧光"B%(+#>%.TJA

OCC#01$NBNP=染色阳性%呈绿色荧光"B%(+#>%.TJAOCC#0!$ZZ!BO 染色阳性%呈红色荧光"B%(+#>%.TJAREO#

?&70,(J;R990'/140/,().('.(/1#Q:"J .(44)4&8()"I&#%(S#J̀ 655 !"#0B%M$M(%%).&%($-J(I()K(H S%.(U%.TJ(I&()&("1B?L%B%(+#>%.TJAO5R#0

_$ZPh4 $)H$&#K(H GJ(() U%.TJ(I&()&("B%(+#>%.TJAOCC#01$N#)TGI'TF(H GJ(() U%.TJ(I&()&("B%(+#>%.TJAOCC#0!$ZZ!BO H$I-%#*(H J(H U%.TJ(I&()&(

"B%(+#>%.TJAREO#

m8E8m中华实验眼科杂志 4546 年 R 月第 8E 卷第 R 期0M'$) Y!+- P-'K'#%"T%%2#*4546%<T%/8E%NT/R
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图 m;#Q:"J 细胞系核型分析06AB57 细胞系的核型分析结果为 O: hh%染色体数量和形态无异常0图 U;光学显微镜下观察 $,*Q&$,(CM组! 4U
红色荧光报告细胞系的体外自发分化"p655%标尺 4̀55 !"#0B$!ZMI细胞培养后 O H%细胞互相连接连成片%细胞之间呈致密连接%不同细胞团
片之间尚留有部分空间0_$分化第 4 天%细胞聚集成一球状%球状细胞团位于孔中央底部%周围有部分散在细胞0M$分化第 : 天%细胞聚集成一
致密球状%较之前体积增大%周围散在细胞基本消失%边缘处较其他部分略微透明01$分化第 64 天%球状拟胚体体积较之前进一步增大%边缘处
出现突起的半透明小囊泡结构0!$分化第 6C 天%切割后的拟胚体0>$分化第 46 天%被切割后的小囊泡逐渐形成视杯%且视杯体积逐渐增大0
=$分化第 85 天%视网膜类器官基本形成%较透亮%呈淡黄色%并逐渐增大0l)L$分化第 OR 天和第 :5 天%视网膜类器官逐渐增大0Y$分化第 7R 天%
视网膜类器官中央厚%边缘稍薄0f)d$分化第 6R5 天和第 6:R 天%视网膜类器官形态)体积均无明显变化
?&70,(m;<2,=/-=+(2'24=)&)/1#Q:"J .(444&'(0D'(X#J*TK*-(TU6AB57 &(%%%$)(F#IO: hh%$)H$&#K$)GK'#KK'(6AB57 &(%%%$)(F#ITJ$G$)#K(H UJT"#
'."#) U("#%(F$K' )TJ"#%)."S(J#)H "TJ-'T%TG*TU&'JT"TIT"(I0?&70,(U;S+/'-2'(/0)8&11(,('-&2-&/'/1$,*Q&$,(CM组! 4U 140/,().('-,(+/,-(,
)-(9 .(44)!"#!$%& /6)(,3(86= 4&7%-9&.,/)./+("p655%I&#%(S#J̀ 455 !"#0B$BUK(JO H#*ITU&.%K.J(%K'(!ZMI#KK#&'(H KT(#&' TK'(J%I'TF$)GK$G'K
#KK#&'"()KTU&(%%I%#)H K'(J(F#II-#&(S(KF(() &(%%&%.IK(JI0_$P) H#*4 TUH$UU(J()K$#K$T)%K'(&(%%IF(J(#GGJ(G#K(H $)KT#I-'(J(#KK'(&()KJ#%STKKT"TU
K'(F(%%#)H F(J(I.JJT.)H(H S*IT"(I&#KK(J(H &(%%I0M$P) H#*: TUH$UU(J()K$#K$T)%K'(I-'(J(GJ(F%#JG(J#)H H()I(J%#)H K'(I&#KK(J(H &(%%IH$I#--(#J(H%
#)H K'((HG(IF(J("TJ(KJ#)I-#J()KK'#) TK'(J-#JKI01$P) H#*64 TUH$UU(J()K$#K$T)%K'(I-'(J(GJ(F%#JG(J%#)H KJ#)I%.&()KV(I$&%(IF(J(TSI(JV(H #KK'(
(HG(I0!$P) H#*6C TUH$UU(J()K$#K$T)%("SJ*T$H STH$(IF(J(&.K$)KTI(V(J#%-$(&(I0>$P) H#*46 TUH$UU(J()K$#K$T)%V(I$&%(IGJ#H.#%%*UTJ"(H T-K$&&.-I%
K'(VT%."(TUF'$&' F#I$)&J(#I(H GJ#H.#%%*0=$P) H#*85 TUH$UU(J()K$#K$T)%K'(J(K$)#%TJG#)T$HIF(J(S#I$&#%%*UTJ"(H%-J(I()K$)GSJ$G'K#)H *(%%TF$I'%#)H
GJ(F%#JG(JGJ#H.#%%*0l%L$P) H#*OR #)H :5 TUH$UU(J()K$#K$T)%K'(J(K$)#%TJG#)T$HI&T)K$).(H GJTF$)GGJ#H.#%%*0Y$P) H#*7R TUH$UU(J()K$#K$T)%K'(J(K$)#%
TJG#)T$HIF(J(K'$&X $) K'(&()K(J#)H K'$) $) K'((HG(0f%d$P) H#*6R5 #)H 6:R TUH$UU(J()K$#K$T)%K'("TJ-'T%TG*#)H VT%."(TUJ(K$)#%TJG#)T$HIF(J()TK
TSV$T.I%*&'#)G(H

!/F0MJ+A$MJ(!3D4 lE 红色荧光报告细胞系体外自发
分化为视网膜类器官

分化第 4 天%细胞聚集成一球状%周围有部分散在
细胞*分化第 : 天%细胞聚集成一致密球状%较之前体
积增大%周围散在细胞基本消失%细胞团边缘处较其他
部分略透明*分化第 64 天%可观察到球状拟胚体体积
较之前进一步增大%边缘处出现突起的半透明小囊泡
结构*拟胚体被切割后小囊泡逐渐形成视杯%且视杯体
积逐渐增大*分化第 85 天%视网膜类器官形成%较透
亮%呈淡黄色%并逐渐增大*分化后第 7R 天%视网膜类
器官中央厚%边缘稍薄%并逐渐增大)增厚*分化第 6R5
天%视网膜类器官形态)体积无明显变化"图 E#(
!/G0不同发育阶段视网膜类器官 KHDT"#KT荧光表达

DHDT"#KT荧光表达标记的为表达 MJ+的光感受器

前体细胞( 分化第 85 天%在视网膜类器官内侧开始出
现少量 KHDT"#KT荧光表达*分化第 OR 天%荧光表达多
集中在中深层*分化第 :5 天和第 7R 天%荧光表达主要
集中在中深层%部分开始出现在顶层*分化第 E5 天%荧
光表达主要集中在顶层*分化第 6R5 天%荧光表达达峰
值%随后荧光强度无明显变化"图 65#(
!/H0视网膜类器官中各标志蛋白表达情况

分化第 85 天%在类器官深层已出现较多 _3N8B性
神经节细胞%为视网膜类器官中最早出现的神经细胞类
型%同时在视网膜类器官中深层 开 始 零 星 出 现
MBd_LN1LN阳性水平细胞%以及 MlBD阳性无长突细
胞*分化第 OR 天%在视网膜类器官最顶层开始零星出现
3!MP<!3LN阳性光感受器细胞*分化第 E5 天%在视网膜
类器官中深层出现少量?fM%阳性双极细胞"图 66#(

!OE8! 中华实验眼科杂志 4546 年 R 月第 8E 卷第 R 期0M'$) Y!+- P-'K'#%"T%%2#*4546%<T%/8E%NT/R
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图 #";不同发育阶段视网膜类器官 -8组/92-/ 荧光表达情况m标尺 R̀5 !"#0B$分化第 85 天%在类器官深层开始出现少量 KHDT"#KT荧光表达0

_$分化第 OR 天%中深层有 KHDT"#KT荧光表达0M$分化第 :5 天%在类器官顶层出现少量 KHDT"#KT荧光表达01aL$分化第 7R)E5)65R)645)68R 和

6R5 天%类器官 KHDT"#KT荧光逐渐增强0Y$分化第 6:R 天%类器官 KHDT"#KT荧光无明显变化0f$分化第 :5 天%类器官冰冻切片 KHDT"#KT荧光表达

主要分布于中深层%少量分布于顶层0d$分化第 E5 天%类器官 KHDT"#KT荧光表达主要分布于顶层02aN$分化第 645 和 6R5 天%类器官冰冻切片

KHDT"#KT荧光表达逐渐增强0P$分化第 6C5 天类器官冰冻切片 KHDT"#KT荧光表达与分化第 6R5 天时无明显变化

?&70,(#"; -8组/92-/ 140/,().('.((*+,())&/'/1,(-&'24/,72'/&8)2-8&11(,('-8(3(4/+9('-24)-27()m I&#%(S#J̀ R5 !"# 0 B$ >(F KHDT"#KT

U%.TJ(I&()&((+-J(II$T) #--(#J(H $) K'(H((- %#*(JTUJ(K$)#%TJG#)T$HIT) H#*85 TUH$UU(J()K$#K$T)0_$D'(KHDT"#KTU%.TJ(I&()&(F#ITSI(JV(H $) K'("$HH%(

#)H H((- %#*(JTUJ(K$)#%TJG#)T$HIT) H#*OR TUH$UU(J()K$#K$T)0M$>(FKHDT"#KTU%.TJ(I&()&(#JTI($) K'(KT- %#*(JTUJ(K$)#%TJG#)T$HIT) H#*:5 TU

H$UU(J()K$#K$T)01[L$D'(KHDT"#KTU%.TJ(I&()&(F#IGJ#H.#%%*$)&J(#I(H T) H#*7R%E5%65R%645%68R%#)H 6R5 TUH$UU(J()K$#K$T)0Y$D'(J(F#I)TTSV$T.I

H$UU(J()&($) KHDT"#KTU%.TJ(I&()&(TUJ(K$)#%TJG#)T$HIS(KF(() K'(H#*6:R #)H H#*6R5 TUH$UU(J()K$#K$T)0f$2TIKKHDT"#KTU%.TJ(I&()&(F#I"#$)%*I'TF)

$) K'("$HH%(%#*(JTUJ(K$)#%TJG#)T$HIUJTW() I(&K$T) F$K' U(FU%.TJ(I&()&($) K'(KT- %#*(JT) H#*:5 TUH$UU(J()K$#K$T)0d$2TIKKHDT"#KTU%.TJ(I&()&(F#I

TSI(JV(H $) K'(KT- %#*(JTUJ(K$)#%TJG#)T$HIUJTW() I(&K$T) T) H#*E5 TUH$UU(J()K$#K$T)02[N$D'(U%.TJ(I&()&(F#IGJ#H.#%%*$)&J(#I(H T) H#*645 #)H 6R5

TUH$UU(J()K$#K$T)0P$D'(J(F#I)TTSV$T.IH$UU(J()&($) KHDT"#KTU%.TJ(I&()&(TUJ(K$)#%TJG#)T$HIS(KF(() K'(H#*6C5 #)H H#*6R5 TUH$UU(J()K$#K$T)

E FDA B C

DAPI/BRN3A DAPI/CALBINDIN DAPI/CHAT DAPI/RECOVERIN DAPI/PKCa
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图 ##;免疫荧光染色观察视网膜类器官中各细胞标志物表达m>LDM%标尺 R̀5 !"#0B$分化第 85 天%在视网膜类器官深层有大量 _3N8B阳性神

经节细胞0_$分化第 85 天%在视网膜类器官深层开始零星出现 MBd_LN1LN阳性水平细胞0M$分化第 85 天%在视网膜类器官中深层开始零星出现

MlBD阳性无长突细胞01$分化第 OR 天%在视网膜类器官最顶层及中深层零星出现 3!MP<!3LN阳性光感受器细胞0!$分化第 645 天%

3!MP<!3LN阳性光感受器细胞数量较分化第 OR 天增多%仍为少量零星分布0>$分化第 E5 天在视网膜类器官中深层零星出现 ?fM%阳性双极细胞

?&70,(##;$(4492,K(,)(*+,())&/'&',(-&'24/,72'/&8)/6)(,3(86= &990'/140/,().('.()-2&'&'7 m>LDM%I&#%(S#J̀ R5 !"#0B$2#)*_3N8B

-TI$K$V(G#)G%$T) &(%%I#--(#J(H $) K'(H((- %#*(JTUJ(K$)#%TJG#)T$HIT) H#*85 TUH$UU(J()K$#K$T)0_$>(FMBd_LN1LNTI$K$V('TJ$WT)K#%&(%%IF(J(H(K(&K(H

$) K'("$HH%(%#*(JTUJ(K$)#%TJG#)T$HIT) H#*85 TUH$UU(J()K$#K$T)0M$>(FMlBD-TI$K$V(#"#&J$)(&(%%II'TF(H $) K'("$HH%(%#*(JTUJ(K$)#%TJG#)T$HIT)

H#*85 TUH$UU(J()K$#K$T) 0 1$ >(F 3!MP<!3LN -TI$K$V(-'TKTJ(&(-KTJI-J(I()K(H $) K'("$HH%(#)H KT- %#*(JITUJ(K$)#%TJG#)T$HIT) H#*OR TU

H$UU(J()K$#K$T)0!$2TJ(3!MP<!3LN-TI$K$V(-'TKTJ(&(-KTJI#JTI(T) H#*645 TUH$UU(J()K$#K$T) $) &T"-#J$IT) F$K' H#*OR0>$>(F?fM%-TI$K$V(S$-T%#J

&(%%I("(JG(H $) K'("$HH%(%#*(JTUJ(K$)#%TJG#)T$HIT) H#*E5 TUH$UU(J()K$#K$T)
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F;讨论

本研究通过 M3LZ?3@M#IE 技术介导顺利构建了
MJ+A$MJ(!3D4 lE 红色荧光报告细胞系%且该细胞系核
型分析结果无异常%具有干性特征%可体外自发分化为
视网膜类器官( 通过免疫荧光染色检测视网膜类器官
中神经细胞蛋白的表达后发现%该视网膜类器官细胞
类型同人类正常视网膜一致%即含有神经节细胞)水平
细胞)无长突细胞)光感受器细胞和双极细胞*并且各
类细胞出现的时间顺序与人胚胎视网膜发育过程相

符%即最先出现神经节细胞%随后水平细胞)无长突细
胞)光感受器细胞相继出现%双极细胞最晚出现*视网
膜类器官同人类正常视网膜中各类细胞的空间排布也

基本一致%神经节细胞位于最深层%水平细胞)无长突
细胞)双极细胞位于中深层%光感受器细胞位于顶层(
通过本法获得的视网膜类器官遵循一定的发育时间和

空间顺序%接近于正常的人类视网膜发育过程 + 44[48, (
视网膜类器官中的光感受器细胞大部分位于顶

层%然而%与人类正常视网膜中光感受器细胞空间分布
不一 致 的 是% 视 网 膜 类 器 官 的 中 深 层 有 部 分
3!MP<!3LN阳性光感受器细胞散在分布( 与之对应
的%分化第 :5 天时 MJ+阳性光感受器前体细胞大部分
位于中深层%之后在中深层逐渐减少%在顶层分布逐渐
增多*至分化第 E5 天时%MJ+阳性光感受器前体细胞
大部分位于顶层%少部分位于中深层( 视网膜类器官
分化早期出现在中深层的光感受器前体细胞性质尚不

清楚( 目前没有报道描述人胎儿视网膜中光感受器前
体的异位现象

+ 4O, ( 光感受器前体的这种异位现象也
许同样存在于人胎儿视网膜中%由于变化细微而被忽
略( 出现在中深层的光感受器细胞是否具有与顶层的
光感受器细胞一样的成熟度和亚型目前尚不清楚%有
待后续进行研究(

大多数类型的视网膜变性主要损害光感受器细

胞%利用视网膜类器官作为供体来源补足缺失的光感
受器细胞具有一定的可行性( 利用流式细胞分选技术
从视网膜类器官中筛选出 MJ+阳性光感受器前体细
胞%有针对性地进行移植*由于分化后 85aE5 H 时
KHDT"#KT荧光表达逐渐增多%因此选择分化 E5 H 以后
的视网膜类器官作为供体较合适( 已有研究将供体神
经视网膜整体移植到视网膜变性的啮齿类动物模型

中%供体视网膜内的光感受器细胞通过宿主的视觉通
路连接到宿主神经节细胞%且宿主的视觉活动有一定
地恢复

+ 4R, (
体外培养的视网膜类器官有一个共性的问题333

不均一性%即由同一株细胞系诱导分化而来的类器官%
同一批分化的类器官%乃至同一培养容器中的类器官%
其大小)成熟程度可能存在差异( 本研究中的视网膜
类器官同样存在发育大小和成熟度的不均一%因此我
们通过比较其体积大小和 KHDT"#KT荧光表达情况%选
用其中发育最成熟的视网膜类器官用于后续研究( 目
前有研究者使用机器人和生物反应器来进行标准化工

作并扩大生产规模%这些方法已经被用于脑类器官的
生成和视网膜类器官的生成

+ 4:[47, (
本研究中建立的 MJ+A$MJ(!3D4 lE 红色荧光报告

细胞系及其 81培养视网膜类器官技术是一种强大的
工具%可以帮助实现人类视网膜发育和疾病产生的相
关研究%并促进致盲疾病治疗方法的开发(
利益冲突0所有作者均声明不存在任何利益冲突
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本刊对论文中统计学方法描述的要求

00研究论文如有量化测试指标时须有统计学分析的内容%并在方法部分提供统计学方法的描述%反应变量为单变量时请提供测

量指标数据资料的性质"如计量数据资料及计数数据资料的表达方式#)多个样本计量数据资料正态分布检验方法的名称及方差齐

性检验方法的名称)实"试#验设计方法及与之相匹配的统计学设计"如配对设计)成组设计)交叉设计)析因设计)正交设计等#)与

统计设计相应的统计方法名称"如 #检验)方差分析#以及检验水准( 选择方差分析统计设计时应根据单因素或多因素设计选择正

确的方法%不宜简单套用单因素方差分析( 反应变量为双变量时%应根据实"试#验设计正确选择简单直线相关分析)回归分析或其

他方法%不宜简单套用直线相关分析( 统计学的检验水准请提供为双侧检验或单侧检验( 论文结果部分的统计学分析内容可用相

应的图表表达(

统计学符号的著录执行 =_@D88RC/63455E@LZP8R8OA6g455:-统计学词汇及符号.的有关规定%统计学符号一律采用斜体%如

样本量用 "*样本的算术平均数用英文小写 "(#)*中位数用英文斜体大写 2%标准差用英文大写 Z1%样本均数的标准误用英文小写

!7%#检验用英文小写 #%D检验用英文大写 D%卡方检验用希文小写 "4%相关系数用英文小写 $%秩相关分析相关系数用 $I%确定系数

用 B4%自由度用希文小写 #*概率用英文大写 A*检验水准用 $( 统计结果的解释和表达采用对比组或比较对象之间差异有统计学

意义的描述方法%而不用对比组之间差异具有显著性"或非常显著性#的描述( 论文的统计学分析结果提倡提供统计学检验量值和
A值的具体数据%如不能提供 A值的具体数据时%必须提供统计学检验量值如 "4 值)#值)D值等( 当涉及总体参数"如总体均数)总

体率等#时%在给出显著性检验结果的同时%请给出 ER;可信区间"9!#(
"本刊编辑部#
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