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!!$摘要%!目的!探讨尼克酰胺)VGB*在人胚胎干细胞)/&?BL*诱导分化为神经嵴细胞过程中的作用"为
/&?BL进一步分化为角膜内皮细胞提供实验基础&!方法!取培养 D ;̂ 5 的 /&?BL细胞系 @% 进行诱导"根据

诱导培养基中干预组分的不同分为未添加 VGB组)仅使用诱导培养基*'VGB添加组)含 %# ''0*HaVGB的诱

导培养基*'VGBg白藜芦醇 )C6L*组 )含 %# ''0*HaVGB'%# "'0*HaC6L的诱导培养基 *和 ?)87)10*组 )含
%# "'0*Ha?)87)10*的诱导培养基*"其中 C6L和 ?)87)10*分别为 ?GCP% 活性激动剂和抑制剂"各组连续诱导 ; 5&

采用实时荧光定量 [BC法检测诱导 %'$'D'; 5 /&?BL及神经嵴细胞标志物 'CVR相对表达量(诱导后 ; 5"采

用免疫荧光染色法测定 /&?BL来源神经嵴细胞相关标志蛋白的表达"采用流式细胞术分析 /&?BL来源神经

嵴细胞表面标志物神经生长因子受体)[;D*和人自然杀伤因子 %)@V\J%*阳性细胞比率"以评价 VGB诱导效

率及调控 ?GCP% 对 @V\J% 表达的影响&!结果!与未添加 VGB组相比"VGB添加组处理 D 5 后全能性基因八

聚体结合转录因子 =)FBP=*和同源域蛋白)VRVFb* 'CVR相对表达量显著降低"神经嵴细胞标志物 [;D'

@V\J%'?C>相关 @Zb盒 : ) ?Fh:* 和 ?Fh%# 'CVR相对表达量显著升高"差异均有统计学意义 )均
Ks#_#D*& 免疫荧光染色结果显示"未添加 VGB组神经嵴细胞标志物 [;D 表达较弱"@V\J% 仅有零星表达"转

录因子激活蛋白 "%)R[J"%*及成对样同源域转录因子 ")[GPh"*均未见阳性着色(VGB添加组细胞中 [;D'

@V\J%'R[J"%及 [GPh" 均呈广泛的强阳性表达& VGB添加组 [;Dg@V\J%g
和 [;Dg

细胞比率明显高于未添加

VGB组"差异均有统计学意义)2n9_=9%"Kn#_##%(2n"_:9;"Kn#_#=%*& 未添加 VGB组'VGB添加组'VGBgC6L

组和 ?)87)10*组 @V\J%g
细胞比率分别为 ) $=_"<; r%"_D""*]' ) 9:_<$$ r%_$D9*]' ) <=_<<; r<_=":*]和

)9<_$##r$_=<#*]"总体比较差异有统计学意义)=n$<_;::"Ks#_##%*"其中"VGBgC6L组 @V\J%g
细胞比率

均明显低于 VGB添加组和 ?)87)10*组"差异均有统计学意义)均 Ks#_#D*&!结论!VGB可通过抑制 ?GCP% 的

活性促进 @V\J% 表达"提高 /&?BL来源神经嵴细胞的分化效率"为神经嵴细胞相关疾病的治疗"如角膜内皮

移植提供新的种子细胞来源&!
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I0'O01617L047/616-8(*I86L7)15-I7)01 '65)-'"I6**LN686(LL)2165 )1705)4468617280-OL408;J5(KL)15-I7)01"

)1I*-5)12280-O 786(765 N)7/0-7VGBI-*7-865 )1 )15-I7)01 '65)-'01*K"280-O 786(765 N)7/ VGBI-*7-865 )1 )15-I7)01

'65)-'I017()1)12%# ''0*HaVGB"VGBg86LQ68(780*)C6L* 280-O I-*7-865 )1 )15-I7)01 '65)-'I017()1)12%# ''0*Ha

VGB(15 %# "'0*HaC6L(15 ?)87)10*280-O I-*7-865 )1 )15-I7)01 '65)-'I017()1)12%# "'0*Ha?)87)10*.C6L(15

?)87)10*N686-L65 (L?GCP% (I7)Q)7K(201)L7(15 )1/)M)708"86LO6I7)Q6*K.P/686*(7)Q6'CVR6,O86LL)01 *6Q6*L04/&?BL

(15 16-8(*I86L7I6**'(8T68LN6865676I765 MK86(*J7)'64*-086LI61I6e-(17)7(7)Q6[BC(7%"$"D (15 ; 5(KL5-8)127/6

)15-I7)01.P/66,O86LL)01 0416-8(*I86L7I6**L'(8T68L(4768; 5(KL04)15-I7)01 N(L(LL(K65 MK)''-104*-086LI61I6

L7()1)12.P/6)15-I7)01 644)I)61IK04VGB(15 7/66446I704?GCP% 862-*(7)01 01 /-'(1 1(7-8(*T)**68% )@V\J%*

O0L)7)Q6I6**L6,O86LL)01 N6866Q(*-(765 7/80-2/ 4*0NIK70'678K(1(*KL)L04O68I617(26L04168Q6280N7/ 4(I70886I6O708

)[;D* (15 @V\J%g I6**L.!B.%$3*%!B0'O(865 N)7/ 7/6280-O 786(765 N)7/0-7VGB"7/6'CVR6,O86LL)01L04

707)O076172616L0I7('6878(1LI8)O7)01 4(I708= )FBP=* (15 /0'6050'()1 O8076)1L)VRVFb* N686L)21)4)I(17*K

56I86(L65"(15 7/6'CVR6,O86LL)01 *6Q6*L0416-8(*I86L7I6**'(8T68L[;D"@V\J%"?C>J86*(765 @ZbM0,)?Fh* :

(15 ?Fh%# N686L)21)4)I(17*K)1I86(L65 )1 7/6280-O 786(765 N)7/ VGB(4768D 5(KL04)15-I7)01 )(**(7Ks#_#D*.G1

7/6280-O 786(765 N)7/0-7VGB"[;D N(LN6(T*K6,O86LL65"(15 @V\J% N(LLO08(5)I(**K6,O86LL65"(15 78(1LI8)O7)01

4(I708R[J"%)R[J"%* (15 O()865J*)T6/0'6050'()1 78(1LI8)O7)01 4(I708" )[GPh"* N6861075676I765.G1 7/6280-O

786(765 N)7/ VGB"[;D"@V\J%"R[J"%(15 [GPh" N686L78012*K6,O86LL65.P/6O80O087)01 04[;Dg @V\J%g I6**L(15

[;DgI6**LN686M07/ L)21)4)I(17*K/)2/68)1 7/6280-O 786(765 N)7/ VGB7/(1 N)7/0-7VGB)2n9_=9%"Kn#_##%(2n

"_:9;"Kn#_#=%*.P/6O68I617(2604@V\J%g I6**L)1 280-OL786(765 N)7/0-7(15 N)7/ VGB"VGBgC6L280-O (15

?)87)10*280-O N686) $=_"<; r%"_D""*]" ) 9:_<$$ r%_$D9*]" ) <=_<<; r<_=":*] (15 ) 9<_$## r$_=<#*]"

86LO6I7)Q6*K"N)7/ (L7(7)L7)I(**KL)21)4)I(170Q68(**5)446861I6)=n$<_;::"Ks#_##%*.P/6O80O087)01 04@V\J%gI6**L

)1 VGBgC6L280-O N(LL)21)4)I(17*K*0N687/(1 7/(7)1 7/6280-OL786(765 N)7/ VGB(15 ?)87)10*)(**(7Ks#_#D*.!

C"'#3$%&"'%!VGBO80'076L7/65)4468617)(7)01 04/&?BLJ568)Q65 16-8(*I86L7I6**LMK)1/)M)7)127/6(I7)Q)7K04?GCP%

7061/(1I67/66,O86LL)01 04@V\J%.VGB786(7'617'(KO80Q)56(16NL78(762K408L0-8I604L665 I6**L)1 7/6

786(7'6170416-8(*I86L7I6**J86*(765 5)L6(L6L"L-I/ (LI0816(*61507/6*)(*78(1LO*(17(7)01.

"7.1 8"-,%#6V6-8(*I86L7( V)I07)1(')56( B6**5)4468617)(7)01( @-'(1 6'M8K01)IL76'I6**L

!$',9-"(-)/# V(7)01(*V(7-8(*?I)61I6W0-15(7)01 04B/)1() 9%;##9%%" 9%:##9$= *( V(7-8(*?I)61I6

W0-15(7)01 04?/(15012[80Q)1I6) kC"#%9a@##9 *( RI(56')I[80'07)01 [8028(' 04?/(15012W)8L7Z65)I(*

c1)Q68L)7K)"#%:CB##9*
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!!角膜移植是当前临床治疗角膜内皮病变和内皮失
代偿的首选方式"然而角膜供体的严重匮乏制约了其
临床应用& "#%9 年"研究者利用培养的原代人角膜内
皮细胞对大疱性角膜病变患者进行注射移植获得成

功"为角膜内皮功能失代偿的治疗提供了新途径 + %, &

然而"该方法仍不能摆脱对供体材料的需求 + ", & 因
此"寻找其他的细胞来源仍是目前的研究热点之一&

在脊椎动物眼胚胎发育过程中"角膜内皮的形成源于
颅面部神经嵴细胞的迁移和分化

+ $ =̀, & 人胚胎干细胞
)/-'(1 6'M8K01)IL76'I6**L"/&?BL*因具有无限的自
我更新和多向分化能力成为良好的种子细胞来源

+D <̀, &

将 /&?BL诱导分化为神经嵴细胞"再进一步诱导分化
为角膜内皮细胞是获得足量内皮细胞的有效方法& 采
用饲养层细胞共培养或条件培养基等方式诱导 /&?BL

分化模拟了体内发育过程
+ ; 9̀, "然而诱导体系成分的

不确定极易导致细胞异质性的产生"且诱导时间长'神
经嵴细胞诱导效率低

+ :, "影响了目的细胞的获得& 随

着神经嵴分化过程中信号通路的研究"对 EZ[H
?ZRA'iVP'转化生长因子 %) 78(1L408')12280N7/
4(I708%"PbWJ%*等信号通路进行调控"在无饲养层条
件下利用小分子化合物"如糖原合成酶激酶 $'PbWJ%
抑制剂能够促使 /&?BL由神经外胚层向神经嵴细胞
分化

+ %# %̀", & 此外"联合生长因子及多种信号通路抑制
剂的-鸡尾酒.体系也被用于神经嵴细胞的诱导 + %$ %̀=, &

但上述方法仍存在诱导时间较长'诱导体系复杂'可能
伴随其他神经外胚层细胞混杂'诱导试剂费用昂贵等
问题

+ %D %̀<, & 进一步简化诱导体系"经济'高效获得较
高纯度的 /&?BL来源神经嵴细胞将极大促进角膜内皮
再生领域的发展& 尼克酰胺)1)I07)1(')56"VGB*可用于
干细胞重编程"促进并维持干细胞向视网膜色素上皮'
神经'胰腺等不同谱系分化"是维持干细胞多能性'调
节诱导分化的重要因子

+ <"%; "̀#, & 本研究拟探讨 VGB在
/&?BL诱导分化为神经嵴细胞过程中的作用"以期为
/&?BL进一步分化为角膜内皮细胞提供实验基础&
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:6材料与方法

:.:!材料
:.:.:!细胞来源!/&?BL细胞系 @% 由陆军军医大学
第一附属医院眼科阴正勤教授课题组惠赠&
:.:.; !主要试剂及仪器! /&?BL无血清培养基
'P6?CPZ%'C6a6?CPZ

消化液)加拿大 ?76'B6**公司*(
AW%" 培养基'血清替代物)T10IT0-7L68-'86O*(I6'617"
\?C*'非必需氨基酸'aJ谷氨酰胺'%J巯基乙醇)美国
b)MI0公 司 *( 碱 性 成 纤 维 细 胞 生 长 因 子 ) M(L)I
4)M80M*(L7280N7/ 4(I708"MWbW* )美国 CtA公司*(逆转
录试 剂 盒 ) CC#$;R" 日 本 P(\(C(公 司 *( ?>EC
b8661&C)美国 d)(261 公司*(AR[G)上海碧云天生物
科技公司*(兔抗人成对样同源域转录因子 ") O()865J
*)T6/0'6050'()1 78(1LI8)O7)01 4(I708""[GPh"*多克隆
抗体)(M:9":;"% j"##*'兔抗人转录因子激活蛋白 "%
)78(1LI8)O7)01 4(I708R[J"%" R[J"%* 多 克 隆 抗 体
)(M""%#:="% j%##* )美国 RMI('公司*(兔抗人 [;D
多克隆抗体 )FZ"<;%#D"% j%D#* )美国 F'1)'(ML公
司*(小鼠抗人人自然杀伤因子 %) /-'(1 1(7-8(*T)**68
%"@V\J%*单克隆抗体)B<<9#"% jD#* )美国 ?)2'(公
司*(R*6,(W*-08=99 标记驴抗兔 G2b)R"%"#<*'R*6,(
W*-08=99 标记驴抗小鼠 G2b)R"%"#"* )美国 G1Q)780261
公司*(流式检测抗体 [;D )抗人 BA";%J[&"$=D%#<"
%j%##*'@V\J%)抗人 BAD;JWGPB"$D:<#="% j%##*)美国
E)0*62615 公司 *(VGB' ?)87)10*'白藜芦醇 )86LQ68(780*"
C6L*)美国 ?)2'(公司*(Z(78)26*$D=";;)美国 B081)12
公司*& V(10A80O F16超微量分光光度计)美国 P/68'0
?I)617)4)I公司*([BC仪)C0708Jb616d"德国 d)(261 公
司*(激光扫描共聚焦显微镜)&I*)OL6P&"###Jc"日本尼
康公司*(流式细胞仪)R8)('"美国 EA公司*&
:.;!方法
:.;.:!/&?BL的培养及诱导分化!采用 'P6?CPZ% 将
@% 细胞培养在 Z(78)26*包被的培养板中"每天换液&
培养 D ;̂ 5 至 /&?BL克隆接近融合时使用 C6a6?CPZ

消化"以 % j%# 比例传代& 传代后倒置相差显微镜下
观察 @% 细胞扩增至约 ;#]融合"进行诱导分化& 根
据诱导培养基)AW%"'体积分数 "#] \?C'非必需氨基
酸'aJ谷氨酰胺'MWbW'%J巯基乙醇*中干预组分的不
同分为未添加 VGB组)仅使用诱导培养基*'VGB添加
组)含 %# ''0*HaVGB的诱导培养基*'VGBgC6L组)含
%# ''0*HaVGB和 %# "'0*HaC6L的诱导培养基*和
?)87)10*组)含 %# "'0*Ha?)87)10*的诱导培养基*& 各
组细胞每天换液"连续诱导 ; 5& 小分子化合物 VGB

诱导 /&?BL分化为神经嵴细胞流程如图 % 所示&
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图 :6>MLC%来源神经嵴细胞诱导流程示意图!/&?BL#人胚胎干细
胞(VBL#神经嵴细胞(VGZ#神经嵴诱导培养基(VGB#尼克酰胺
!&($-.:6L#>./)*&#,&)(-)/ "0>MLC%U,.-&2.,'.$-)3#-.%*#.33%
&',$#*&"'9-"#.%%! /&?BL# /-'(1 6'M8K01)IL76' I6**L(VBL# 16-8(*
I86L7I6**L(VGZ#16-8(*I86L7)15-I7)01 '65)-'(VGB#1)I07)1(')56

:.;.;!实时荧光定量 [BC法检测 /&?BL和神经嵴相
关标志物的基因表达!分别收集诱导 %'$'D'; 5 未添
加 VGB组和 VGB添加组的诱导细胞并提取总 CVR"采
用 V(10A80O F16测得 CVR浓度以及纯度& 以提取的
总 CVR为模板"按照逆转录试剂盒提供的步骤逆转录
为 IAVR"配制 "# "*体系"$; u反应 %D ')1"9D u反应
D L"= u 终 止 反 应& 以 IAVR为 模 板 加 入 ?>EC
b8661&C和相应引物进行实时荧光定量 [BC(引物由
青岛德罗海达生物技术有限公司合成"各引物序列见
表 %& [BC反应条件#:D u预变性 " ')1(:D u变性
D L"<# u 退火并延伸 %# L"扩增 =# 个循环& 以
bR[A@为内参"采用 " )̀)B7

法计算各基因的相对表达

量& 所有实验均重复 $ 次以上&

表 :6目的基因引物序列
T)53.:60-&/.-%.X$.'#.%"0*)-(.*(.'.%

引物 引物序列)DSJ$S* 扩增片段长度) MO*

FBP= 正向#BPbbbbbPPBPRPPPbbbRRb """

反向#bPPbBBPBPBRBPBbbPPBP
VRVFb 正向#RBBPBRbBPRBRRRBRbbPbRRb %=#

反向#RbRbPRRRbbBPbbbbPRbbP
?Fh%# 正向#BBPBRBRbRPBbBBPRBRBB %<%

反向#BRPRPRbbRbRRbbBBbRbPRbR
[;D 正向#PPBRPBBRBbbRPRPPPbBRbb %$;

反向#bBPbbbbPRRbPbPRBPbBB
@V\J% 正向#BRbBbRRbBBRbbBBPRBP %<<

反向#BRPPBRBBRbBRBPbbBPPBP
?Fh: 正向#BBBRRBRbRPBbBBPRBRb %##

反向#bRbPPBPbbPbbPBbbPbPRbPB
bR[A@ 正向#BRPbPPBbPBRPbbbPbPbRR %D#

反向#BRPbbRBPbPbbPBRPbRbPBBP

!注#FBP=#八聚体结合转录因子 =(VRVFb#同源域蛋白(?Fh#?C>相
关 @Zb盒([;D#神经营养因子受体(@V\J%#人自然杀伤因子 %(
bR[A@#甘油醛J$J磷酸脱氢酶
! V076# FBP=# 0I7('6878(1LI8)O7)01 4(I708=( VRVFb# /0'6050'()1
O8076)1L( ?Fh# ?C>J86*(765 @Zb M0,( [;D# 16-80780O/)I4(I70886I6O708(
@V\J%# /-'(1 1(7-8(* T)**68 %( bR[A@# 2*KI68(*56/K56J$JO/0LO/(76
56/K580261(L6

:.;.<!免疫荧光染色法测定 /&?BL来源神经嵴细胞
相关标志蛋白表达!未添加VGB组和VGB添加组诱

!$=%%!中华实验眼科杂志 "#"" 年 %" 月第 =# 卷第 %" 期!B/)1 X&,O FO/7/(*'0*"A6I6'M68"#"""Y0*.=#"V0.%"
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表 ;6诱导不同时间点未添加 VWC组与 VWC添加组 ?CT= /BV4相对表达量比较)!S"*
T)53.;6C"/9)-&%"'"0-.3)*&2..+9-.%%&"'3.2.3%"0?CT= /BV45.*8..'*8" (-"$9%

)*,&00.-.'**&/.9"&'*%)!S"*

组别 样本量

诱导不同时间点 FBP= 'CVR相对表达量

% 5 $ 5 D 5 ; 5

未添加 VGB组 $ #_<"$r#_%"< #_;;;r#_#;# #_D:"r#_#<" #_=9:r#_#$%

VGB添加组 $ #_DD;r#_#<" #_=;;r#_%#%( #_$<=r#_#%:( #_%DDr#_#==(

!注#=分组 n<%_$;#"Ks#_##%(=时间 n"%_=<#"Ks#_##%.与相应时间点未添加 VGB组比较"(Ks#_#D
)两因素方差分析"a?AJ2检验*!VGB#尼克酰胺(FBP=#八聚体结合转录因子 =
!V076#=280-O n<%_$;#"Ks#_##%(=7)'6n"%_=<#"Ks#_##%.B0'O(865 N)7/ 7/6280-O 786(765 N)7/0-7VGB

(7I0886LO015)127)'6O0)17L"(Ks#_#D )PN0JN(KRVFYR"a?AJ276L7*!VGB#1)I07)1(')56(FBP=#0I7('68
78(1LI8)O7)01 4(I708=

表 <6诱导不同时间点未添加 VWC组与 VWC添加组 V4V?m/BV4相对表达量比较)!S"*
T)53.<6C"/9)-&%"'"0-.3)*&2..+9-.%%&"'3.2.3%"0V4V?m/BV45.*8..'*8"

(-"$9%)*,&00.-.'**&/.9"&'*%)!S"*

组别 样本量

诱导不同时间点 VRVFb'CVR相对表达量

% 5 $ 5 D 5 ; 5

未添加 VGB组 $ #_<=;r#_#99 #_9$<r#_$#% #_;";r#_$=% #_$;<r#_%:#

VGB添加组 $ #_<##r#_%"9 #_";:r#_%"%( #_%D%r#_%#"( #_#;$r#_#D9

!注#=分组 n"<_"%#"Ks#_##%(=时间 n$_=%#"Kn#_#=$.与相应时间点未添加 VGB组比较"(Ks#_#D
)两因素方差分析"a?AJ2检验*!VGB#尼克酰胺(VRVFb#同源域蛋白
!V076#=280-O n"<_"%#"Ks#_##%(=7)'6n$_=%#"Kn#_#=$.B0'O(865 N)7/ 7/6280-O 786(765 N)7/0-7VGB(7

I0886LO015)127)'6O0)17L"(Ks#_#D ) PN0JN(KRVFYR" a?AJ276L7* ! VGB# 1)I07)1(')56( VRVFb#
/0'6050'()1 O8076)1L

导培养 ; 5 的细胞样品使用质量分数 =]多聚甲醛室
温固定 %# ')1"磷酸盐缓冲液 ) O/0LO/(76M-446865
L(*)16"[E?*洗 $ 次"体积分数 #_%] P8)701Jh%## 破膜
%# ')1"[E? 洗 $ 次"质量分数 D]牛血清白蛋白室温
封闭 % /"吸去封闭液分别加入 [;D'@V\J%'R[J"%和
[GPh" 一抗 = u孵育过夜& 次日"[E? 清洗 $ 次"加入
荧光二抗)% j$##*室温避光孵育 % /& AR[G复染细胞
核 %# ')1"激光扫描共聚焦显微镜下观察并拍照& 所
有实验均重复 $ 次以上&
:.;.=!流式细胞术分析 /&?BL来源神经嵴细胞表面
标志物阳性细胞比率!未添加 VGB组和 VGB添加组
细胞样品使用 #_"D]胰蛋白酶 #̀_#"] &APR消化"
制备细胞悬液& 使用含体积分数 "]胎牛血清 )467(*
M0Q)16L68-'"WE?*J[E? 清洗细胞 " 遍""D#v$ 离心
D ')1"%D# "*细胞染色缓冲液)"] WE?J[E?*重悬细
胞"加入 [;DJ[&和 @V\J%JWGPB"= u染色 $# ')1& 染
色结束后[E? 洗涤细胞 " 遍上机检测"使用流式细胞仪
对 " 个组细胞进行分析& 收集 VGBgC6L组及 ?)87)10*组
细胞样品进行 @V\J%JWGPB流式染色分析"比较各组
@V\J%g

细胞比率& 所有实验均重复 $ 次以上&
:.<!统计学方法

采用 ?[?? %:_# 统计学软件
进行统计分析& 计量资料数据经
?/(O)80Ji)*T 检验证实接近正态
分布"以(r<表示& 未添加 VGB
组和 VGB添加组诱导不同时间点
FBP=' VRVFb' [;D' @V\J%'
?Fh:'?Fh%# 'CVR相对表达量
总体差异比较采用两因素方差分

析"两两比较采用 a?AJ2检验(未
添加 VGB组和 VGB添加组诱导
; 5 后 [;Dg

和 @V\J%g
细胞比率

差异比较采用独立样本 2检验(
未添加 VGB组'VGB添加组'VGBg
C6L组和 ?)87)10*组间 @V\J%g

细

胞比率总体比较采用单因素方差

分析"两两比较采用 a?AJ2检验&
Ks#_#D 为差异有统计学意义&

;6结果

;.:!未添加 VGB组与 VGB添加
组不同时间点全能性及神经嵴细

胞相关基因 'CVR相对表达量
比较

实时荧光定量 [BC检测结果显示"VGB添加组与
未添加 VGB组诱导不同时间点全能性基因 FBP= 和
VRVFb'CVR相对表达量总体比较"差异均有统计学
意义 )FBP=#=分组 n<%_$;#"Ks#_##%(=时间 n"%_=<#"
Ks#_##%(VRVFb#=分组 n"<_"%#" Ks#_##%( =时间 n
$_=%#"Kn#_#=$*& 其中与未添加 VGB组相比"VGB添
加组诱导 $'D'; 5 时 FBP= 'CVR相对表达量显著降
低"诱导 $ 5 和 D 5 时 VRVFb'CVR相对表达量显著
降低"差异均有统计学意义)均 Ks#_#D*& " 个组诱导
后不同时间点神经嵴细胞标志物 [;D'@V\J%'?Fh:
及 ?Fh%# 的 'CVR相对表达量总体比较差异均有统
计学 意 义 ) [;D# =分组 n":_"%#" Ks#_##%( =时间 n
$%_""#"Ks#_##%(@V\J%#=分组 n:<_$D#"Ks#_##%(
=时间 n%;_;##" Ks#_##%( ?Fh:# =分组 nDD_$$#" Ks
#_##%(=时间 n%;_::#"Ks#_##%(?Fh%##=分组 nD=_;=#"
Ks#_##%(=时间 n%9_<=#"Ks#_##%*& 与未添加 VGB组
比较"VGB添加组 [;D 和 ?Fh%# 'CVR相对表达量在
诱导 $'D'; 5 时升高"@V\J% 'CVR相对表达量在诱
导 D 5 和 ; 5 升高"?Fh: 'CVR相对表达量在诱导 %'
$'D'; 5 时升高"差异均有统计学意义 )均 Ks#_#D*
)表 " ;̂*&

!==%%! 中华实验眼科杂志 "#"" 年 %" 月第 =# 卷第 %" 期!B/)1 X&,O FO/7/(*'0*"A6I6'M68"#"""Y0*.=#"V0.%"
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表 =6诱导不同时间点未添加 VWC组与 VWC添加组 0FD /BV4相对表达量比较)!S"*
T)53.=6C"/9)-&%"'"0-.3)*&2..+9-.%%&"'3.2.3%"00FD /BV45.*8..'*8"

(-"$9%)*,&00.-.'**&/.9"&'*%)!S"*

组别 样本量

诱导不同时间点 [;D 'CVR相对表达量

% 5 $ 5 D 5 ; 5

未添加 VGB组 $ #_:;:r#_%:# %_$=9r#_=%" %_;#"r#_"<" %_<$#r#_%%"

VGB添加组 $ #_9=Dr#_#;$ %_::Dr#_%:D( "_9%$r#_":%( "_""#r#_":;(

!注#=分组 n":_"%#"Ks#_##%(=时间 n$%_""#"Ks#_##%.与相应时间点未添加 VGB组比较"(Ks#_#D)两因
素方差分析"a?AJ2检验*!VGB#尼克酰胺([;D#神经营养因子受体
!V076#=280-O n":_"%#"Ks#_##%(=7)'6n$%_""#"Ks#_##%.B0'O(865 N)7/ 7/6280-O 786(765 N)7/0-7VGB(7

I0886LO015)127)'6O0)17L"(Ks#_#D )PN0JN(KRVFYR"a?AJ276L7* !VGB# 1)I07)1(')56([;D# 16-80780O/)I
4(I70886I6O708

表 D6诱导不同时间点未添加 VWC与 VWC添加组 KV7U: /BV4相对表达量比较)!S"*
T)53.D6C"/9)-&%"'"0-.3)*&2..+9-.%%&"'3.2.3%"0KV7U: /BV45.*8..'*8"

(-"$9%)*,&00.-.'**&/.9"&'*%)!S"*

组别 样本量

诱导不同时间点 @V\J% 'CVR相对表达量

% 5 $ 5 D 5 ; 5

未添加 VGB组 $ #_=%%r#_#D$ #_;#9r#_%:" #_==#r#_%%$ #_=<"r#_#D<

VGB添加组 $ #_DD$r#_%%% #_9:Dr#_%DD %_#=:r#_%D=( %_D<$r#_%%;(

!注#=分组 n:<_$D#"Ks#_##%(=时间 n%;_;##"Ks#_##%.与相应时间点未添加 VGB组比较"(Ks#_#D)两因
素方差分析"a?AJ2检验*!VGB#尼克酰胺(@V\J%#人自然杀伤因子 %
!V076#=280-O n:<_$D#"Ks#_##%(=7)'6n%;_;##"Ks#_##%.B0'O(865 N)7/ 7/6280-O 786(765 N)7/0-7VGB(7

I0886LO015)127)'6O0)17L"(Ks#_#D )PN0JN(KRVFYR"a?AJ276L7*!VGB#1)I07)1(')56(@V\J%#/-'(1 1(7-8(*
T)**68%

表 E6诱导不同时间点未添加 VWC组与 VWC添加组 L?̂ H /BV4相对表达量比较)!S"*
T)53.E6C"/9)-&%"'"0-.3)*&2..+9-.%%&"'3.2.3%"0L?̂ H /BV45.*8..'

*8" (-"$9%)*,&00.-.'**&/.9"&'*%)!S"*

组别 样本量

诱导不同时间点 ?Fh: 'CVR相对表达量

% 5 $ 5 D 5 ; 5

未添加 VGB组 $ #_D#=r#_"$9 #_;$"r#_#== %_"$%r#_%=D %_=:#r#_";;

VGB添加组 $ %_#DDr#_$<D( %_9D%r#_"9;( %_9=;r#_#:#( "_"D;r#_$=<(

!注#=分组 nDD_$$#"Ks#_##%(=时间 n%;_::#"Ks#_##%.与相应时间点未添加 VGB组比较"(Ks#_#D)两因
素方差分析"a?AJ2检验*!VGB#尼克酰胺(?Fh:#?C>相关 @Zb盒 :
!V076#=280-O nDD_$$#"Ks#_##%(=7)'6n%;_::#"Ks#_##%.B0'O(865 N)7/ 7/6280-O 786(765 N)7/0-7VGB(7

I0886LO015)127)'6O0)17L"(Ks#_#D )PN0JN(KRVFYR"a?AJ276L7* !VGB# 1)I07)1(')56( ?Fh:# ?C>J86*(765
@ZbM0,:

表 F6诱导不同时间点未添加 VWC组与 VWC添加组 L?̂ :I /BV4相对表达量比较)!S"*
T)53.F6C"/9)-&%"'"0-.3)*&2..+9-.%%&"'3.2.3%"0L?̂ :I /BV45.*8..'*8"

(-"$9%)*,&00.-.'**&/.9"&'*%)!S"*

组别 样本量

诱导不同时间点 ?Fh%# 'CVR相对表达量

% 5 $ 5 D 5 ; 5

未添加 VGB组 $ #_=$=r#_%"# #_9%%r#_"9: %_%D#r#_$D9 %_%"#r#_D:<

VGB添加组 $ #_;=#r#_"$$ "_%99r#_"<$( "_%9<r#_D=9( $_<"Dr#_<<;(

!注#=分组 nD=_;=#"Ks#_##%(=时间 n%9_<=#"Ks#_##%.与相应时间点未添加 VGB组比较"(Ks#_#D)两因
素方差分析"a?AJ2检验*!VGB#尼克酰胺(?Fh%##?C>相关 @Zb盒 %#
!V076#=280-O nD=_;=#"Ks#_##%(=7)'6n%9_<=#"Ks#_##%.B0'O(865 N)7/ 7/6280-O 786(765 N)7/0-7VGB(7

I0886LO015)127)'6O0)17L"(Ks#_#D )PN0JN(KRVFYR"a?AJ276L7*!VGB#1)I07)1(')56(?Fh%##?C>J86*(765
@ZbM0,%#

;.;!未添加 VGB组与 VGB添
加组 /&?BL来源神经嵴细胞
的形态变化和免疫荧光鉴定

诱导后 ; 5"未添加 VGB
组诱导细胞排列欠规则"细胞
间形态差异较大"部分呈长梭
形(VGB添加组细胞形态更规
则"呈多边形排布)图 "*& 免
疫荧光染色鉴定结果显示"未
添加 VGB组诱导细胞中神经
嵴标志性蛋白 [;D 表达较弱"
@V\J% 仅有零星表达"R[J"%
及 [GPh" 均未见阳性着色"
VGB添加组细胞中 [;D'@V\J
%'R[J"%及 [GPh" 均呈广泛
强阳性表达)图 $*&
;.<!未添加 VGB组与 VGB添
加组 /&?BL来源 [;Dg@V\J%g

和 [;Dg
细胞比率比较

流式 细 胞 术 检 测 结 果

显示 "未 添 加 VGB组 [;D g

@V\J%g
和 [;Dg

细胞比率分

别为 ) $$_"## r%%_%:; *]和
)9%_%##r:_DD$*]"低于 VGB
添加组的 ) 99_=$$ r%_$<D*]
和):;_;##r%_%;:*]"差异均
有统计学意义 )2n9_=9%"Kn
#_##%(2n"_:9;" Kn#_#=% *
)图 =*&
;.=!各组 /&?BL来源 @V\J%g

细胞比率比较

流式细胞术检测结果显

示"未添加 VGB组'VGB添加
组'VGBgC6L组和 ?)87)10*组
@V\J%g

细 胞 比 率 分 别 为

)$=_"<;r%"_D""*]')9:_<$$r
%_$D9*]')<=_<<;r<_=":*]
和)9<_$##r$_=<#*]"总体比
较差异有统计学意义 ) =n
$<_;::"Ks#_##%*(其中"VGBg
C6L组 @V\J%g

细胞比率均低

于 VGB添加组和 ?)87)10*组"差
异均有统计学意义 )均 Ks
#_#D*)图 D*&

!D=%%!中华实验眼科杂志 "#"" 年 %" 月第 =# 卷第 %" 期!B/)1 X&,O FO/7/(*'0*"A6I6'M68"#"""Y0*.=#"V0.%"
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BA100μm 100μm

图 ;6未添加 VWC组与 VWC添加组 >MLC%来源神经嵴细胞形态
mv%##"标尺n%## "'*!R#诱导后 ; 5"未添加VGB组细胞排列欠规
则!E#诱导后 ; 5"VGB添加组细胞形态呈多边形排布
!&($-.;6A"-9>"3"(1 "0>MLC%U,.-&2.,'.$-)3#-.%*#.33%&'(-"$9%
*-.)*.,8&*>)',8&*>"$*VWC mv%##" M(8n%## "'* !R#G8862-*(8
(88(126'61704/&?BLJ568)Q65 16-8(*I86L7I6**LN(LL661 )1 280-O 786(765
N)7/0-7VGB (4768; 5(KL04)15-I7)01 ! E# [0*K201(*(88(126'61704
/&?BLJ568)Q65 16-8(*I86L7I6**LN(L0ML68Q65 )1 280-O 786(765 N)7/ VGB
(4768; 5(KL04)15-I7)01

<6讨论

既往研究显示"神经嵴细胞作为脊椎动物胚胎发
育过程中的一种瞬态干细胞"能够产生多种具有临床
意义的组织细胞

+ "% "̀$, & 在眼的胚胎发育过程中"角膜
内皮'小梁网'睫状肌等多个组织结构的发生均来源于
神经嵴细胞的迁移和分化

+ $ =̀, & X- 等 + "=,
研究发现"来

自大鼠神经嵴细胞的角膜内皮细胞能够修复大鼠的角

膜内皮缺损& 随着干细胞技术的不断发展"利用干细
胞对病变组织进行修复成为具有良好前景的治疗手

段
+ D""D, & 然而神经嵴细胞的分离'干细胞治疗的安全

性筛选均对目的细胞的产量有着较高要求
+ "<, & 因此"

经济'高效地诱导多能干细胞分化为神经嵴细胞成为
定向获得角膜内皮细胞等衍生细胞的关键步骤& 本研
究发现"VGB能够通过调节 ?GCP% 活性提高 /&?BL来
源 @V\J%g

细胞比率"最终促进 /&?BL向神经嵴细胞
分化&

iVP'EZ[和WbW信号通路在脊椎动物神经嵴细
胞形成过程中具有重要作用"基于此既往研究建立了
多种神经嵴诱导体系

+ %=, & 如使用 ?ZRA抑制剂'PbWJ
%抑制剂调控 iVPHEZ[HPbWJ%信号"促使 /&?BL经
由神经外胚层生成神经嵴细胞(或同时联合表皮生长
因子'MWbW促进神经干细胞向神经嵴细胞分化"并维
持神经嵴细胞的增生能力和高迁移性

+ %# %̀", & 本研究
结果显示"仅通过使用 VGB即可高效完成诱导 /&?BL
向神经嵴细胞的分化过程"且诱导时间较短'无其他分
化阶段干扰"所获得细胞高表达神经嵴细胞特异性基
因 A5*EC'A5*_'K̂ S'!:ỲE 及相应蛋白标志物 [;D'
@V\J%'R[J"%和 [GPh"&

100μm

未添加NIC组 NIC添加组

100μm
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图 <6>MLC%来源神经嵴细胞相关标志物表达情况 mR*6,(W*-08
=99HAR[Gv%##"标尺n%## "'*!未添加 VGB组诱导细胞中神经嵴
标志性蛋白 [;D 表达较弱"@V\J% 仅有零星表达"R[J"%及 [GPh"
均未见阳性着色"VGB添加组细胞中 [;D'@V\J%'R[J"%及 [GPh" 均
呈广泛强阳性表达m绿色荧光为各标志物表达情况"细胞核呈蓝色
荧光*!VGB#尼克酰胺([;D#神经营养因子受体(@V\J%#人自然杀
伤因子 %(R[J"%#转录因子激活蛋白 "%([GPh"#成对样同源域转录
因子 "
!&($-.<6M+9-.%%&"'"0'.$-)3#-.%*#.33/)-O.-%&'>MLC%U,.-&2.,
'.$-)3#-.%*#.33%mR*6,(W*-08=99HAR[Gv%##"M(8n%## "'*!i6(T
6,O86LL)01 04[;D (15 (*)77*66,O86LL)01 04@V\J% N686L661 )1 280-O
786(765 N)7/0-7VGB"(15 R[J"%(15 [GPh" N6861076,O86LL65.?78012
6,O86LL)01L04[;D"@V\J%"R[J"%(15 [GPh" N6860ML68Q65 )1 280-O
786(765 N)7/0-7VGBmB6**'(8T68LL/0N65 28661 4*-086LI61I6"(15 1-I*6)
O86L61765 M*-64*-086LI61I6* ! VGB# 1)I07)1(')56( [;D# 16-80780O/)I
4(I70886I6O708( @V\J%# /-'(1 1(7-8(*T)**68%( R[J"%# 78(1LI8)O7)01
4(I708R[̀ "%([GPh"#O()865J*)T6/0'6050'()1 78(1LI8)O7)01 4(I708"

@V\J% 是一种髓鞘相关蛋白"能够结合细胞黏附
分子的碳水化合物表位"参与细胞与细胞'细胞与基质
之间的相互作用& 研究报道 @V\J% 在神经嵴细胞迁
移过程中高表达

+ "; "̀:, "当神经嵴细胞分化成熟时
@V\J%表达减弱或消失 + $#, &因此 "是否表达@V\J%

!<=%%! 中华实验眼科杂志 "#"" 年 %" 月第 =# 卷第 %" 期!B/)1 X&,O FO/7/(*'0*"A6I6'M68"#"""Y0*.=#"V0.%"
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图 =6流式细胞分析 >MLC%来源神经嵴细胞中 0FDm
及 KV7U:m

细胞比率!Ra诱导后 ; 5"VGB添

加组诱导细胞中 [;Dg@V\J%g
细胞比率较未添加 VGB组明显升高!Ea诱导后 ; 5"" 个组细胞中

[;Dg
和 [;Dg@V\J%g

细胞比率比较!与未添加 VGB组比较"(Ks#_#D)独立样本 2检验"#n$*!
VGBa尼克酰胺(@V\J%a人自然杀伤因子 %([;Da神经营养因子受体

!&($-.=6 0.-#.'*)(."00FDm )',KV7U:m#.33%&'>MLC%U,.-&2.,'.$-)3#-.%*#.33%51 03"8

#1*"/.*-1!RaP/6O68I617(2604[;Dg@V\J%gI6**LN(LL)21)4)I(17*K/)2/68)1 280-O 786(765 N)7/ VGB
7/(1 7/(7)1 280-O 786(765 N)7/0-7VGB(4768; 5(KL04)15-I7)01!EaB0'O(8)L01 047/6O80O087)01L04

[;Dg(15 [;Dg@V\J%gI6**LM67N661 7N0280-OL(4768; 5(KL04)15-I7)01!B0'O(865 N)7/ 7/6280-O

786(765 N)7/0-7VGB"(Ks#_#D )G156O615617L('O*6L2J76L7"#n$*!VGBa1)I07)1(')56(@V\J%a/-'(1
1(7-8(*T)**68%([;Da16-80780O/)I4(I70886I6O708
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图 D6调控 LWBT: 对 KV7U:m
细胞比率的影响!Ra各组诱导后 ; 5 流式细胞图!Ea各组 @V\J%g

细胞比率

比较!=n$<_;::"Ks#_##%.与 VGBgC6L组比较"(Ks#_#D)单因素方差分析"a?AJ2检验"#n$*!VGBa尼克
酰胺(C6La白藜芦醇

!&($-.D6W/9)#*"0LWBT: -.($3)*&"'"'*>.9.-#.'*)(."0KV7U:m #.33%!RaW*0NIK70'678K04@V\J%g

I6**L(4768; 5(KL04)15-I7)01! EaB0'O(8)L01 047/6O68I617(2604@V\J%g I6**L! =n$<_;::"Ks#_##%.

B0'O(865 N)7/ 7/6VGBgC6L280-O"(Ks#_#D )F16JN(KRVFYR"a?AJ276L7"# n$*!VGBa1)I07)1(')56(C6La
86LQ68(780*

能够反映诱导细胞是否处于神经嵴细胞阶段组 本研
究对诱导细胞中 [;Dg@V\J%g

细胞比率进行分析发

现"VGB显著提高了 [;Dg@V\J%g
细胞比率"尤其提

高了诱导细胞中 @V\J% 的表达)@V\J%g
细胞比率"

:#]* "而未添加 VGB组 @V\J%g
细胞比率不足 =#](

免疫荧光染色也显示"未添加 VGB组细胞几乎不表
达其他神经嵴标志物"如 R[J"%和 [GPh""说明 VGB
具有促进 @V\J% 表达"诱导 /&?BL向神经嵴细胞分
化的作用组

根据以往研究"VGB能够抑制 ?GCP% 活性"调控细
胞命运

+ %D"%; %̀:, 组 为探索 VGB是否通过抑制 ?GCP% 从
而诱导神经嵴细胞的产生"本研究分别使用 ?GCP% 激
动剂 C6L及抑制剂 ?)87)10*对 /&?BL向神经嵴细胞分
化的过程进行干预和模拟"并通过流式分析对神经嵴
细胞重要表面标志物 @V\J%g

细胞比率进行评价"结果
显示 ?GCP% 抑制剂 ?)87)10*表现出与 VGB类似的诱导

效果"同样促进了 @V\J%g
细胞的

产生(而 ?GCP% 激动剂 C6L则会
抵抗 VGB对 @V\J%g

细胞的诱导

效应"说明 VGB很可能通过调控
?GCP% 信号通路介导神经嵴细胞
的分化过程组 也有研究表明"通
过调节 C/0激酶 )C/0J(LL0I)(765
T)1(L6"CFB\* HZK0L)1 ' 通路"
可以不依赖 iVPH%JI(761)1 信号
影响神经嵴细胞的分化命运

+ $%, 组
VGB对 CFB\'酪蛋白激酶 % 等多
种激酶也具有抑制活性

+ "#, "其对
神经嵴细胞的诱导分化作用是否

也部分通过调控 CFB\HZK0L)1 '
进行"仍需要进一步研究证实组

此外"作为维生素 E$ 的酰
胺形式"VGB具有多种生物
学功能"广泛参与细胞营
养'抗氧化'抗凋亡等生物
学过程"其是否也参与了神
经嵴细胞的体外维持也需

要加以验证组
综上"本研究发现 VGB

可以用于高效生成 /&?BL
来源神经嵴细胞"为其他眼
部神经嵴衍生细胞的进一

步诱导分化提供稳定的细

胞来源支持"也为神经嵴细
胞相关的疾病治疗"如角膜内皮移植提供了新的种子
细胞来源组
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