
fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

!实验研究!
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::)摘要*:目的:比较 B54&29((%视网膜色素上皮">;$#试剂盒分化法和基于烟酰胺"BFA#的定向分化法
对人诱导多能干细胞"N';̀A#向 >;$细胞分化的差异,:方法:取第 /-\/, 代 -QE]U8 基因突变结晶样视网
膜色素变性患者外周血来源 N';̀A系和未携带视网膜疾病相关突变的 N';̀A系'培养 V )'分别使用试剂盒分
化法和 BFA定向分化法诱导获得 B54&29((@>;$和 BFA@>;$细胞, 于光学显微镜下观察诱导 0+V+# 周形成色
素细胞或色素灶的面积比例(采用分光光度法测定细胞色素度(采用实时荧光定量 ;A>和免疫荧光染色法检
测 >;$细胞成熟标志物的表达(采用透射电子显微镜检测细胞极性结构(将诱导的 >;$细胞与猪感光细胞
外节共培养 V, N'采用免疫荧光染色法检测吞噬视紫红质">hE#标记的感光细胞外节数量(检测跨上皮电阻
值以评估细胞屏障功能,:结果:B54&29((试剂盒法在分化 0 周形成色素细胞'分化 # 周时色素细胞面积比
例为"#V #̂/0s# ĜC##](BFA定向分化法在分化 V 周形成色素灶'分化 # 周时色素灶面积比例为 " !- "̂0Gs
, V̂,C#]'! 种方法分化 # 周时色素区域面积占比比较差异有统计学意义 "Eo" "̂##, ! 种方法诱导的 >;$

细胞在连续培养 0" ) 后均形成紧密排列的六边形结构'色素度分别为 " V" "̂-" sV "̂G- # 和 " #G !̂C! s
! #̂,,#P+=29(('差异有统计学意义"Eo" "̂"/#(实时荧光定量 ;A>和免疫荧光染色结果显示'与对应的 N';̀A

系相比'! 种方法诱导的 >;$细胞成熟标志基因 LE!>:+X!M[@+-LK<XE均表达升高, BFA@>;$吞噬 >hE阳
性外节数量显著高于 B54&29((@>;$'差异有统计学意义 "&p! Ĉ!"'Ep" "̂V0#(SL&*749((小室培养 V 周'BFA@
>;$跨上皮电阻高于 B54&29((@>;$'差异有统计学意义"Eo" "̂##(连续传至第 V 代后'B54&29((@>;$部分丧
失原细胞特征'包括色素缺失+形态不规则及 >;$标志物表达缺失'BFA@>;$仍维持原形态特征,:结论:试
剂盒分化法的分化效率+>;$细胞得率较 BFA定向分化法更高'细胞成熟度+吞噬和屏障功能不如 BFA定向
分化法, :

)关键词*:人诱导多能干细胞( 视网膜色素上皮( 分化效率( 细胞功能
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::视网膜色素上皮"L9K'*&(P'+%9*K9P'KN9('5%'>;$#
位于神经视网膜与脉络膜之间'主要功能包括为感光
细胞提供营养支持+促进视觉再生循环+维持血[视网
膜屏障等

- /[!. , >;$对感光细胞的存活至关重要'其
变性或凋亡常导致视网膜退行性疾病'如视网膜色素
变性和年龄相关性黄斑变性

- 0. , 由于患者病理组织
样本获取较为困难'>;$体外模型的开发和应用成为
研究相关疾病的关键手段

- V. , 人诱导多能干细胞
"N5%&* '*)529) P(5L'P3K9*K7K9%29(('N';̀A#是一类具
有自我更新能力和多向分化潜能的细胞

- #[-. , 由
N';̀A分化的 >;$细胞保持与个体相同的遗传背景'
为疾病机制研究提供了高质量的疾病模型,

早期的 >;$分化法多基于干细胞的自发分化 - G. '
这种方法分化效率低+耗时长'且由于不同 N';̀A的状
态差异'采用自发分化法往往不能很稳定地得到 >;$
细胞, 随着对眼内发育机制的深入理解'研究人员尝
试通过添加各种生长因子或小分子化合物调控 >;$
细胞的分化过程, 已有研究报道单独添加烟酰胺
"*'23K'*&%')9'BFA#可以提高 ';̀A向 >;$的分化效
率

- ,[C. '同时联合转化生长因子 "KL&*7J3L%'*++L34KN
J&2K3L'SRZ#@!家族因子 ?2K'Q'* ?可以提高色素灶的
形成比例, 市售 >;$分化试剂盒 "B54&29((% #基于
BFA+?2K'Q'* ?等经典诱导因子的调控'联合双重
`X?D信号通路及成纤维细胞生长因子 "J'ML3M(&7K

+L34KN J&2K3L'ZRZ#通路抑制'促使 N';̀A向原始神经
外胚层谱系分化'能以更快速+高效的方式获得 >;$
细胞, 然而'单独或联合使用多种诱导因子的分化策
略对 >;$细胞分化过程及后期成熟的功能特性是否
有不同的影响'尚未见系统的对比研究报道, 本研究
拟对比基于 BFA的定向分化法和 B54&29((试剂盒分
化法在 >;$细胞分化中的效率及获得的 >;$细胞功
能特性等方面的差异'探讨不同分化策略的适用场景'
为相关疾病研究和治疗提供实验基础,

>:材料与方法

>1>:材料
>1>1>:细胞来源:收集 ! 例携带 -QE]U8 基因突变
的结 晶 样 视 网 膜 色 素 变 性 " U'9KK'2L87K&(('*9
23L*93L9K'*&()87KL3PN8'UAD#患者的外周血'委托上海
中盛溯源生物科技有限公司进行 N';̀A建系'获得 !
株患者来源的 UAD@';̀A(另一株未携带视网膜疾病相
关突变的 BA@';̀A系由上海中盛溯源生物科技有限
公司惠赠, 本研究经陆军军医大学第一附属医院伦理
委员会审批-批文号&"?#bi!"!0""G.'并获得患者书
面知情同意,
>1>15:主要试剂及仪器:b*326E5KSX DX$X培养
基+BFA+U@!G 添加剂+b*326E5KSX 血清替代物+X$X
非必需氨基酸溶液 +R(5K&X?<添加剂 +驴抗兔?(9I&
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图 >:5 种分化方案的诱导及维持培养流程示意图:N';̀A&人诱导多能干细胞(bÈ>&b*326E5K
血清替代物(>;$&视网膜色素上皮(BFA&烟酰胺
F#0-)%>:K+"%1/*#+.#/0)/1 ,2*<, .#22%)%$*#/*#,$&1%*",.:N';̀A&N5%&* '*)529) P(5L'P3K9*K
7K9%29((7(bÈ>&b*326E5K79L5%L9P(&29%9*K(>;$&L9K'*&(P'+%9*K9P'KN9('5%(BFA&*'23K'*&%')9

Z(53LSX ### 荧光二抗 " ?@0/#G! #+驴抗小鼠 ?(9I&
Z(53LSX V,, 荧光二抗"?@//""/# "美国 SN9L%3公司#(
B54&29((% N;̀A@>;$分化试剂盒+*2S&L+9K干细胞培
养基 "上海中盛溯源生物科技有限公司#(SL8P_$SX

9IPL977酶"美国 R'M23公司#(SL'O3(试剂+逆转录试剂
盒">>"VG?#+SURL99*% ;L9%'I$IS&TSX&试剂盒
">>,!"?#"日本 S&6&L&公司#(人工色素"X,-0/'美
国 `'+%&公司#(抗体稀释液"丹麦 D&63公司#(兔抗
紧密连接蛋白 "O3*5(&322(5)9*7'gE#@/ 多克隆抗体
"!/GG0@/@?;'武汉三鹰生物技术有限公司 # (兔抗
>;$-# 单克隆抗体 "&M!0/G,!# +兔抗细胞视黄醛结
合 蛋 白 " 29((5(&L L9K'*&()9N8)9 M'*)'*+ PL3K9'*'
A>?_U;#单克隆抗体 "&M!V0--V # +鼠抗视紫红质
"LN3)3P7'*'>hE# 抗 体 " &M#V/G # "美 国 ?M2&%公
司# (D?;F"北京索莱宝科技有限公司 # , SL&*749((
小室"美国康宁公司# (激光扫描共聚焦显微镜" _̀X
C,"'德国蔡司公司 # (超微量分光光度计 "德国
F%P(9* 公司# (酶标仪-美谷分子仪器 "上海#有限公
司. (实时荧光定量 ;A>仪 -伯乐生命医学产品 "上
海#有限公司. (上皮电阻电压仪"$YEX!'美国世界
精密仪器公司# (透射电子显微镜 "hSG,""'株式会
社日立制作所# ,
>15:方法
>151>:细胞培养及诱导分化:"/#细胞培养:采用
*2S&L+9K干细胞培养基培养 N';̀A'每天更换培养基'
每 V\# ) 使用 $DS?传代工作液传代'传代时加入终
浓度为 /" #%3(=_的 >326 通路抑制剂'次日更换新鲜
培养基, "!#基于 BFA的 >;$定向分化法:参照文
献 - C . 的方法'采用 *2S&L+9K干细胞培养基培养
N';̀A'当融合度nC"]时'更换包含 G,] b*32635K
DX$X+!"] b*32635K血清替代物+/] X$X非必需氨
基酸溶液+ /] R(5K&X?<添加剂及 ,"" %+BFA的
bÈ>分化培养基'每 ! \0 ) 换液, 分化 V \# 周'在
显微镜下使用针头剥取黑色素灶'接种至 %&KL'+9(包
被的孔板上 ";" 代 #'继续使用
bÈ>分化培养基维持细胞扩增'
/ 周后更换为包含 G"] DX$X+
0"] h&%7Z@/! 及 / 倍 M@!G 添加
剂的 >;$维持培养基继续培养
获得 BFA@>;$细胞, "0#试剂盒
>;$分化法 : 参考 B54&29((%

N;̀A@>;$分化试剂盒说明书'当
N';̀A融合度nC"]时'更换分化
培养基 ?液'从第 - 天起可见致

密的 >;$前体细胞形成(第 - 天起更换分化培养基 U
液继续培养'从第 /" 天开始'逐渐出现黄色团块样散
在分布的杂细胞'易与基质分离(第 /G 天更换成熟培
养基 A液(第 !0 天加入纯化工作液去除杂细胞'第 0#
天可见呈六边形+具有色素分泌的成熟 >;$细胞";"
代#'即 B54&29((@>;$细胞, ! 种分化法来源的 >;$
细胞均在培养 V 周后传至下一代, 已有研究证实
-QE]U8 基因突变不影响 ';̀A向 >;$细胞分化 - /". ,
本研究在评估 ! 种分化法的诱导效率时'为扩大样本
量'同时纳入 UAD患者来源的 ';̀A与正常 ';̀A(为排
除突变基因对细胞表型和功能分析的干扰'后续研究
中仅纳入正常 ';̀A系, BFA分化法和试剂盒分化法
诱导及维持培养流程如图 / 所示,
>1515:诱导效率比较:选取 /-\/, 代的UAD来源和
正常 N';̀A'以 / #̂u/"V =2%!

接种至 - 孔板中, N';̀A
生长第 V 天起'分别按照 ! 种分化法的流程开始诱导'
通过分化成功率和色素区域面积占比来评估 ! 种分化
法的诱导效率, "/#分化成功率p分化成功次数=总分
化次数u/""], 其中成功分化定义为诱导 0# ) 后可
见典型色素上皮或色素灶形成, "!#通过 F%&+9W软件
对明场图像进行阈值分割分析'色素区域面积占比p

色素细胞或色素灶面积=总观察区域面积u/""], 所
有数据来源于至少 0 次独立重复实验,
>151A:色素含量测定:将按照 ! 种分化方案 ;0 代培
养 G ) 和 0" ) 的 >;$细胞制成细胞悬液后计数'将各
组细胞悬液浓度统一稀释为 / u/"- =%(, 每组取
/"" #(细胞悬液'重悬于 /"" #(/ %3(=_B&Eh中'
," t下变性 /" %'*, 配置 !"" #+=%(人工合成黑色
素'并倍比稀释至 - Ĝ# #+=%(作为标准品, 通过酶标
仪测 定 波 长 VG# *% 处 样 品 和 标 准 品 的 吸 光 度
"&M73LM&*29'K#值'并将数据归一化为提取的总细胞
数量, 实验独立重复 0 次,
>151B:免疫荧光染色检测 >;$细胞特征蛋白表达:
取 ;0 代 >;$细胞在 SL&*749((小室上生长 0 周'V]多

!0/V!中华实验眼科杂志 !"!# 年 # 月第 V0 卷第 # 期:AN'* W$IP EPNKN&(%3('X&8!"!#'Y3(1V0'B31#
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聚甲醛固定 !" %'*'磷酸盐缓冲液" PN37PN&K9M5JJ9L9)
7&('*9';Ù #漂洗 0 遍'用镊子取出小室'沿边缘小心
切割下小室膜片' 平铺于玻片上, 使用含 " #̂]
SL'K3*<@/"" ;Ù 溶液室温破膜 /# %'*';Ù 漂洗 0 遍(
加入 #]山羊血清封闭液'室温孵育 / N(吸干封闭液
后分别加入 gE@/"/ c/ """#+>;$-#"/ c!""#和 U$̀S/
"/ c!""#一抗'V t孵育过夜(;Ù 漂洗 0 遍'加入 A80
标记的二抗'室温孵育 / N';Ù 漂洗(D?;F避光染核
/" %'*';Ù 漂洗 0 遍(用抗荧光淬灭剂封片'激光扫
描共聚焦显微镜下观察细胞中 gE@/+>;$-# 和 U$̀S/
的荧光表达及定位,
>1517:实时荧光定量 ;A>检测 >;$成熟基因+多能
干性基因表达:采用 SL'O3(法提取 ;0 代 >;$细胞总
>B?'采用超微量分光光度计测得 >B?浓度及纯度'
采用逆转录试剂盒逆转录成 2DB?, 实时荧光定量
;A>反应体系&`iU>RL99* !<;L9%'I/! #̂ #('正反
向引物各 / "̂ #('2DB?模板 ! "̂ #(, 反应条件&C# t
预变性 0" 7(C# t变性 # 7'-" t退火及延伸 0" 7'V"
个循环, 各基因引物序列见表 /, 以 R?;Dh为内参'
采用 ![''AK

法计算各基因 %>B?相对表达量, 实验独
立重复 0 次,

表 >:目的基因引物序列
R/94%>:=)#1%)&%U-%$+%,2*/)0%*0%$%&

基因 引物序列"#x@0x#

O-[] 正向& AASA?ASSA?ASRA?ASRS?

反向&A?RRSSSSASSSAAAS?RAS

MOH8 正向&AAA?RA?R?ASSA?A?SRS

反向&AASAAA?SSSAAASARSSSS

LE!>: 正向&A??RRASR?A?A?RRA??R?

反向&SSR?AR?RRAAASR????R?

X!M[@ 正向&A?SR?RASRR?AASARSSRS

反向&AA??A?RRR?A?AASRA???

-LK<XE 正向&RASRASRR?R??SR?RR???

反向&RRASRRSRR?SR??RSRR?S

TKE;G 正向&RSRR?AASR?AASRAARSAS

反向&RR?RR?RSRRRSRSARASRS

:注&EASV&八聚体结合转录因子(`E<!&`>i相关 hXR盒(>;$-#&维
甲酸异构水解酶(U$̀S/&促动蛋白 /(A>?_U;&细胞视黄醛结合蛋白(
R?;Dh&0@磷酸甘油醛脱氢酶
: B3K9&EASV&32K&%9L@M'*)'*+KL&*72L'PK'3* J&2K3LV( `E<!& `>i@L9(&K9)
hXR M3I !( >;$-#& L9K'*3') '73%9L3N8)L3(&79( U$̀S/& M97KL3PN'*@/(
A>?_U;&29((5(&LL9K'*&()9N8)9M'*)'*+PL3K9'*(R?;Dh&+(829L&()9N8)9@0@
PN37PN&K9)9N8)L3+9*&79

>151C:>;$吞噬感光细胞外节功能检测:参考文献
-//. 的方法提取猪眼感光细胞外节 " PN3K3L929PK3L
35K9L79+%9*K';È #, ;0 代 >;$细胞在 SL&*749((小

室上培养 0 周'与 ;È 在 0G t+#] AE! 条件下共培

养 V, N';Ù 清洗 0 \V 次去除 ;È (加入 >hE抗体
"/ c!""#'于 V t过夜孵育'对 >;$吞噬内化的 ;È
进行免疫荧光染色(同时采用荧光双染方法'加入 gE@
/ 抗体"/ c/ """#来展示细胞形态, 使用激光扫描共
聚焦显微镜 g轴层扫显示吞噬 ;È 的位置, 每组样
本选取上+中+下 0 个固定位置进行 g轴层面扫描成
像'通过最大强度投影法生成二维图像'统计 ;È 数

量'取 0 个视野的平均值作为最终统计结果,
>151D:跨上皮电阻检测:参考文献-/!.的方法'将
;0 代 BFA@>;$和 B54&29((@>;$细胞以 /u/"# =2%!

的

密度接种在 SL&*749((小室上(培养 / 周后形成紧密的
单层细胞'使用 $YEX! 上皮电阻仪测量跨上皮电阻
"KL&*7@9P'KN9('5%9(92KL'2&(L97'7K&*K'S$>#, 每组取同
一方向重复测量 0 次'取平均值, 以仅含空白培养基
的 SL&*749((小室的 S$>作为空白对照, S$>p"实验
组 S$>[空白组 S$># u" 0̂0'S$>单位为 (!2%!'
" 0̂0 2%!

为 SL&*749((小室膜细胞生长面积,
>151E:透射电子显微镜下观察 >;$细胞超微结构:
取 ;0 代在 SL&*749((小室培养 0 周的 BFA@>;$和
B54&29((@>;$细胞'在 ! #̂]戊二醛中 V t固定过夜'
将 ;$S膜从小室轻柔切下'并切割成符合样品托槽的
大小, " /̂ %3(=_;Ù 洗涤 ! 次'/]四氧化锇室温固
定 ! N'" /̂ %3(=_;Ù 洗涤'丙酮梯度脱水'环氧树脂
-/, 包埋, 半薄切片定位'行厚度 V" \#" *%超薄切
片'常规采用 !]醋酸铀和 !]柠檬酸铅染色'于电子
显微镜下观察 >;$细胞超微结构,
>1A:统计学方法

采用 `;̀ ` !/1" 统计学软件和 RL&PN;&) /"1V1/
软件分别进行统计分析和作图, 计量资料数据经
`N&P'L3@f'(6 检验证实呈正态分布'以 "s1表示, ! 种
分化法的成功率比较采用 Z'7N9L检验'! 种分化法在
不同诱导时间的色素区域面积总体差异比较均采用单

因素方差分析'组间两两比较采用 _̀D@&检验(! 种分
化法间的细胞产量+>;$吞噬能力比较采用独立样本
&检验(多组不同时间检测指标总体差异比较采用两
因素方差分析'组间比较采用 _̀D@&检验, 采用双侧
检验'Eo" "̂# 为差异有统计学意义,

5:结果

51>:试剂盒分化法与 BFA定向分化法的 >;$诱导效
率比较

在正常人来源的 N';̀A中'试剂盒分化法的 >;$
诱导成功率"-批次'成功率为/""]#高于BFA定向分

!V/V! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 # 月第 V0 卷第 # 期:AN'* W$IP EPNKN&(%3('X&8!"!#'Y3(1V0'B31#
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图 5:试剂盒分化法与 bG!分化法在诱导 A 周mB 周时的典型细胞形态及色素区域形成率"u#'标
尺p/"" #%#:?&试剂盒分化法在诱导 0 周时可见未成熟 >;$细胞"白色圈# '杂细胞呈团簇状
散在分布"红色箭头# '诱导 V 周时'去除杂细胞后可见其脱离形成的空白区域"蓝色箭头# (BFA
定向分化法在诱导 0 周无色素灶形成'仅存在散在分布的杂细胞团块"红色箭头# '直到诱导 V 周
时形成色素灶"白色三角#:白色方框内展示虚线框内局部放大图"标尺p!" #%#:U&! 种分化
法诱导不同时间点的色素区域面积占比比较:\pV0 !̂!G'Eo" "̂#1与同一时间试剂盒分化法比
较'&Eo" "̂"/"两因素方差分析'_̀D@&检验(0p0#:BFA&烟酰胺
F#0-)%5: R3(#+/4+%441,)(",4,03 /$.(#01%$*%./)%/ 2,)1/*#,$)/*%,2*<, .#22%)%$*#/*#,$
1%*",.&/*A /$.B <%%L&,2#$.-+*#,$"u#'72&(9M&Lp/"" #%#:?&F%%&K5L9>;$29((7"4N'K9
2'L2(97# 49L9Q'7'M(9M8KN9B54&29((6'K)'JJ9L9*K'&K'3* %9KN3) &K0 499673J'*)52K'3*'&*) %'I9) 29((7
"L9) &LL347# 49L972&KK9L9) '* 2(57K9L71?KV 499673J'*)52K'3*'9%PK8&L9&7" M(59&LL347# J3L%9) &JK9L
%'I9) 29(()9K&2N%9*K49L9Q'7'M(91?JK9L0 499673J'*)52K'3* 4'KN KN9BFA)'JJ9L9*K'&K'3* %9KN3)'*3
P'+%9*K9) J32'49L9J3L%9)'3*(872&KK9L9) 2(57K9L73J%'I9) 29((7"L9) &LL347# 49L9PL979*K1;'+%9*K9)
J32'49L9J3L%9) 5P K3V 499673J'*)52K'3* "4N'K9KL'&*+(97#1SN94N'K9M3I4&7&(32&(%&+*'J'9) Q'94
3JKN9)3KK9) M3I" 72&(9M&Lp!" #%# : U& A3%P&L'73* 3JP'+%9*K9) &L9&L&K'37M9K499* KN9K43
)'JJ9L9*K'&K'3* %9KN3)7&K)'JJ9L9*K'*)52K'3* K'%9P3'*K7:\pV0 !̂!G'Eo" "̂#1A3%P&L9) 4'KN B54&29((
6'K)'JJ9L9*K'&K'3* %9KN3) &K23LL97P3*)'*+K'%9P3'*K7'&Eo" "̂"/ "S43@4&8?BEY?' _̀D@&K97K( 0 p
0#:BFA&*'23K'*&%')9

化法"/# 批次'成功率为 ,# Ĝ/]#(
在 UAD患者来源的 N';̀A中'
! 种方法的诱导成功率均有所下
降'但试剂盒分化法的成功率" -
批次'为 -- -̂G]#仍高于 BFA定
向分化法"!" 批次'为 ## #̂-]#,
试剂盒分化法和 BFA定向分化法
诱 导 的 整 体 成 功 率 分 别 为

,0 0̂0]和 -, #̂G]'差异无统计
学意义"Ep" V̂--#, 试剂盒分化
法获得 ;" 代可冻存的 >;$细胞
数量为 G /̂0s/ /̂/'多于 BFA定
向分化法的 V Ĉ"s" ,̂/'差异有
统 计 学 意 义 " &pV ,̂,-' Eo
" "̂"/#, 试剂盒分化法在诱导第
0 周'可见呈多边形的未成熟
>;$细胞群'诱导第 Vm# 周时色
素细胞形成面 积 比 例 分 别 为

"#/ !̂00s0 "̂#0 #]和 " #V #̂/0 s
# ĜC##](BFA定向分化法诱导 V
周以上形成致密色素灶'诱导 Vm#
周时色素区域面积占比分别为

"!! !̂C"s/" -̂G"#]和 " !- "̂0Gs
, V̂,C#]"图 !#, 诱导第 Vm# 周各不同分化方法组的
色素区域面积占比总体比较差异有统计学意义

"\组别 pV0 !̂!G'Eo" "̂"##(与试剂盒分化法比较'BFA
定向分化法各诱导时间点的色素区域面积占比均明显

降低'差异均有统计学意义"均 Eo" "̂##"图 !#,
515:试剂盒分化法与 BFA定向分化法获得的 >;$成
熟度比较

5151>:>;$细胞色素度比较:! 种分化法来源的
>;$传代后连续培养 / 个月'均呈现典型的多边形m
鹅卵石样排列特征'并伴有明显的黑色素分泌(试剂盒
分化诱导的 >;$黑色素积累较 BFA定向分化法少"图
0#, 色素定量结果显示'各分化方法培养 Gm0" ) 的
>;$色素含量总体比较'差异有统计学意义 "\分组 p
0! "̂#0'Eo" "̂"/(\时间 p-VG 0̂#-'Eo" "̂"/#(各培养
时间点 BFA定向分化法细胞色素含量明显高于试剂
盒分化法'差异均有统计学意义"均 Eo" "̂##"表 !#,
51515:>;$细胞成熟标志物的表达比较:实时荧光
定量 ;A>结果显示'B54&29((@>;$mBFA@>;$和 N';̀A
中 X!M[@mLE!>:m-LK<XEmO-[] 和 MOH8 基因 %>B?
相对表达量总体比较差异均有统计学意义"\p!G ĜC!m
#- 0̂0VmV- 0̂CGm/,C "̂0!m0C /̂-!'均 Eo" "̂/#(其中与

Nuwacell�RPE NIC�RPE

相
差

明
场

20μm 20μm

20μm20μm

图 A:光学显微镜下观察 5 种分化方案诱导的 J=?=A 代培养 > 个
月的图像"uV"'标尺p!" #%#:明场和相差图像显示 ! 种分化方法
来源的 >;$细胞均呈典型多边形鹅卵石样'细胞内含有大量色素颗
粒:>;$&视网膜色素上皮细胞(BFA&烟酰胺
F#0-)% A : G1/0%& ,2 J=? =A 0%$%)/*#,$ #$.-+%. 93 *<,
.#22%)%$*#/*#,$ 1%*",.&,9&%)P%. 93 4#0"*1#+),&+,(3 /2*%),$%
1,$*",2+-4*-)% " uV"' 72&(9M&Lp!" #%# : UL'+NK@J'9() &*)
)'JJ9L9*K'&('*K9LJ9L9*2923*KL&7K'%&+977N349) KN&K>;$29((7)9L'Q9)
JL3%M3KN )'JJ9L9*K'&K'3* %9KN3)79IN'M'K9) K8P'2&(P3(8+3*&(23MM(97K3*9@
('69%3LPN3(3+84'KN &M5*)&*KP'+%9*K+L&*5(97'* KN928K3P(&7%:>;$&
L9K'*&(P'+%9*K9P'KN9('5%(BFA&*'23K'*&%')9

N';̀A相比'B54&29((@>;$和 BFA@>;$多能性基因
O-[]mMOH8表达均下调'差异均有统计学意义"均Eo

m#/Vm中华实验眼科杂志 !"!# 年 # 月第 V0 卷第 # 期:AN'* W$IP EPNKN&(%3('X&8!"!#'Y3(1V0'B31#
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表 A:5 种分化法来源的 J=?及 "#=K!多能性基因及 J=?标志基因 1Jb8
相对表达量比较"!Q"#

R/94%A:!,1(/)#&,$,2*"%)%4/*#P%1Jb8%'()%&&#,$4%P%4&,2(4-)#(,*%$+3 0%$%&/$.J=?
1/)L%)0%$%&#$"#=K!&/$.J=?+%44&.%)#P%.2),1 *<, .#22%)%$*#/*#,$1%*",.&"!Q"#

细胞类型 样本量
各目的基因 %>B?相对表达量

X!M[@ LE!>: -LK<XE O-[] MOH8

B54&29((@>;$ 0 "1G#,s"1"-0 "1#-,s"1/0/ "1#0-s"1"G, "1"!-s"1""V& "1"!Gs"1""/&

BFA@>;$ 0 "1,C-s"1!-G "1GV/s"1",! "1GGVs"1/#- "1"/Gs"1"/"& "1"#Vs"1""0&

N';̀A 0 "1""/s"1""" "1""!s"1""" "1""0s"1""" /1#G#s"1/C# /10C#s"10G#

\值 !G1GC! #-100V V-10CG /,C1"0! 0C1/-!

E值 "1""0 "1""/ "1""! o"1""/ o"1""/

:注&与 N';̀A比较'&Eo" "̂#"单因素方差分析'_̀D@&检验#:>;$&视网膜色素上皮细胞(N';̀A&人诱导多
能干细胞(BFA&烟酰胺(U$̀S/&促动蛋白 /(>;$-#&维甲酸异构水解酶(A>?_U;&视黄醛结合蛋白(EASV&八
聚体结合转录因子(`E<!&`>i相关 hXR盒
:B3K9&A3%P&L9) 4'KN N';̀A'&Eo" "̂# "E*9@4&8?BEY?'_̀D@&K97K#:>;$&L9K'*&(P'+%9*K9P'KN9('5%(N';̀A&
N5%&* '*)529) P(5L'P3K9*K7K9% 29(((BFA& *'23K'*&%')9(U$̀S/& M97KL3PN'*@/(>;$-#&L9K'*3') '73%9L3N8)L3(&79(
A>?_U;&29((5(&LL9K'*&()9N8)9@M'*)'*+PL3K9'*(EASV&32K&%9L@M'*)'*+KL&*72L'PK'3* J&2K3LV( `E<!& `>i@L9(&K9)
hXR@M3I

" "̂##( B54&29((@>;$细胞中成熟 标 志 物 >;$-#+
U$̀S/ 以及 A>?_U;%>B?表达水平低于 BFA@>;$
细胞'但差异均无统计学意义"均En" "̂##"表 0#, 免
疫荧光染色结果显示'B54&29((@>;$和 BFA@>;$细胞
均高度均一表达 >;$细胞成熟标志物 gE@/+>;$-#+
A>?_U;"图 V#,
51A:试剂盒分化法与 BFA定向分化法获得的 >;$细
胞功能比较

51A1>:>;$超微结构观察:透射电子显微镜下可见
! 种分化法获得的 >;$均形成特征单层极性结构'细
胞顶端出现密集的微绒毛'黑素颗粒集中于细胞质上
方'细胞核定位于下方'细胞间形成紧密连接"图 ##,

表 5:5 种分化法来源的 J=?在不同培养时间点
细胞色素含量比较"!Q"'(0T+%44#

R/94%5:!,1(/)#&,$,2(#01%$*+,$*%$*#$J=?.%)#P%.
2),1 *<, .#22%)%$*#/*#,$1%*",.&/*.#22%)%$*+-4*-)%

*#1%(,#$*&"!Q"'(0T+%44#

组别 样本量
培养不同时间点色素含量

G ) 0" )

试剂盒分化法 0 ,1"",s/1VV, V"1"-"sV1"G-
BFA定向分化法 0 ,1G/Gs!1/G0& #G1!C!s!1#,,&

:注&\组 别 p0! "̂#0'Eo" "̂"/(\时间 p-VG 0̂#-'Eo" "̂"/1与相应时间点

试剂盒分化法比较'&Eo" "̂"/"两因素方差分析'_̀D@&检验#:>;$&视
网膜色素上皮细胞(BFA&烟酰胺
:B3K9&\+L35P p0! "̂#0'Eo" "̂"/(\K'%9p-VG 0̂#-'Eo" "̂"/1A3%P&L9)

4'KN B54&29((6'K)'JJ9L9*K'&K'3* %9KN3) &K23LL97P3*)'*+K'%9P3'*K7'&Eo
" "̂"/ "S43@4&8?BEY?'_̀D@&K97K#:>;$&L9K'*&(P'+%9*K9P'KN9('5%(
BFA&*'23K'*&%')9

51A15:>;$细胞吞噬功能与屏障功能:激光扫描共
聚焦显微镜层扫结果显示'>;$细胞内化的 ;È 定位

于细胞内部'试剂盒分化法和 BFA定向分化法获得的
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图 B:试剂盒分化法和 bG!定向分化法诱导的 J=?特异性蛋白免
疫荧光染色图"u#""'标尺p#" #%#:! 种分化法来源的 >;$细胞
均高表达 gE@/ "红色荧光 # '定位于细胞膜的紧密连接区域'
A>?_U;和 >;$-# 均高表达于细胞质"绿色荧光#:gE@/&紧密连接
蛋白 /(>;$-#&维甲酸异构水解酶(A>?_U;&细胞视黄醛结合蛋白(
BFA&烟酰胺
F#0-)%B : G11-$,24-,)%&+%$+%&*/#$#$0 #1/0%&,2J=?M&(%+#2#+
(),*%#$1/)L%)&#$+%44&#$.-+%.93 *<, .#22%)%$*#/*#,$1%*",.&:
"u#""'72&(9M&Lp#" #%#:>;$29((7'*)529) M8M3KN )'JJ9L9*K'&K'3*
%9KN3)79IN'M'K9) N'+N 9IPL977'3* 3JgE@/ "L9) J(53L9729*29# '(32&('O9)
K3KN9K'+NKH5*2K'3* L9+'3*73JKN929((%9%ML&*9'4N'(9A>?_U;&*)
>;$-# 49L9N'+N(89IPL9779) '* KN928K3P(&7% "+L99* J(53L9729*29#:
gE@/&O3*5(&322(5)9*7@/(>;$-#&L9K'*3') '73%9L3N8)L3(&79(A>?_U;&
29((5(&LL9K'*&()9N8)9@M'*)'*+PL3K9'*(BFA&*'23K'*&%')9

>;$吞噬 >hE阳性 ;È 的数量分别为 /#/ -̂G s
00 #̂0 和 !VG 0̂0 sV# ĜC'差异有统计学意义 " &p
! Ĉ!"'Ep" "̂V0#"图 -#,

! 种分化法的 S$>增长趋势均显示出时间依赖
性, ! 种分化法诱导的 >;$培养 /\V 周的 S$>总体
比较差异均有统计学意义 "\组别 pG0 "̂/0'Eo" "̂"/(
\时间 p! V!, V̂!#'Eo" "̂"/#(其中试剂盒分化法与
BFA定向分化法诱导的 >;$细胞在培养第 /+! 周时

的 S$>差异均无统计学意
义"均 En" "̂##(在培养第
0+V 周时'BFA定向分化法
诱导 >;$细胞的 S$>显
著高于试剂盒分化法'差异
均有统计学意义 "均 Eo
" "̂##"表 V#,
51B:各分化 >;$细胞特
性维持

将各分化 >;$细胞连
续传代至;V 代后'B54&29((@
>;$细胞形态明显变化'
部分细胞变为不规则长梭

形'失去原有的多边形铺路
石样特征'色素分泌缺失,

m-/Vm 中华实验眼科杂志 !"!# 年 # 月第 V0 卷第 # 期:AN'* W$IP EPNKN&(%3('X&8!"!#'Y3(1V0'B31#
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图 7:透射电子显微镜下各分化 J=?超微结构特征muV """'标尺p
! #%#:! 种分化方案获得的 >;$在 SL&*749((膜上培养均可形成单
层极性结构'可见位于胞质顶端的色素颗粒 mXR# '顶端微绒毛
m?X# '位于基底部的细胞核mB# '基底膜mUX# '以及相邻细胞间的
紧密连接mSW# '图中星号标注微绒毛'箭头示缝隙连接:BFA&烟酰
胺(>;$&视网膜色素上皮细胞
F#0-)%7 : V4*)/&*)-+*-)/4+"/)/+*%)#&*#+&,2.#22%)%$*#/*%. J=?
,9&%)P%.93 *)/$&1#&&#,$%4%+*),$1#+),&+,(3 muV """'72&(9M&Lp
! #%# : >;$ 29((7'*)529) M8M3KN )'JJ9L9*K'&K'3* PL3K323(7J3L%9)
P3(&L'O9) %3*3(&89L7KL52K5L97 3* SL&*749((%9%ML&*971;'+%9*K9)
+L&*5(97m XR# &*) &P'2&(%'2L3Q'(('m ?X# (32&('O9) &KKN9&P'2&(
28K3P(&7%'M&7&((8P37'K'3*9) *52(9'mB# ' M&79%9*K%9%ML&*9mUX# '
&*) K'+NKH5*2K'3*7m SW# M9K499* &)H&29*K29((749L9799*1?7K9L'767
)9*3K9) %'2L3Q'(('' &*) &LL347 '*)'2&K9) +&P H5*2K'3*7: BFA&
B'23K'*&%')9(>;$&>9K'*&(P'+%9*K9P'KN9('&(
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图 C:5 种分化法来源 J=?细胞吞噬功能比较:?&激光扫描共聚焦显微镜 g轴层扫正交视图
mu#""'标尺p!" #%# :吞噬的 ;È 定位于细胞内部'BFA@>;$内 ;È 荧光标记数量多于

B54&29((@>;$'绿色荧光为 >hE标记的 ;È m白色箭头# '红色荧光为 gE@/ 蛋白:U&! 个组 >;$
吞噬 ;È 荧光数量比较:与 B54&29((@>;$比较'&Eo" "̂#m独立样本 &检验'0p0#:>;$&视网膜
色素上皮(BFA&烟酰胺(gE@/&紧密连接蛋白 /(>hE&视紫红质(;È &感光细胞外节
F#0-)%C:!,1(/)#&,$,2("/0,+3*#+2-$+*#,$,2J=?+%44&2),1 *<, .#22%)%$*#/*#,$1%*",.&:
?&A3*J32&(%'2L3723P8g@&I'73LKN3+3*&(Q'94 mu#""'72&(9M&Lp!" #%# :;N&+328K379) ;È 49L9
(32&('O9) 4'KN'* KN929((7'4'KN &N'+N9L&%35*K3J;È J(53L9729*29(&M9('*+'* BFA@>;$23%P&L9) K3
B54&29((@>;$1RL99* J(53L9729*29L9PL979*K9) ;È m 4N'K9&LL347# (&M9(9) 4'KN >hE' &*) L9)
J(53L9729*29'*)'2&K9) gE@/ PL3K9'*:U&A3%P&L'73* 3JKN9*5%M9L3J;È PN&+328K379) M8>;$29((7'*
KN9K43+L35P7:A3%P&L9) 4'KN B54&29((@>;$'&Eo" "̂# mF*)9P9*)9*K7&%P(97&@K97K'0 p0#:>;$&
L9K'*&(P'+%9*K9P'KN9('5%( BFA& *'23K'*&%')9( gE@/& O3*5(&322(5)9*7@/( >hE& LN3)3P7'*( ;È &
PN3K3L929PK3L35K9L79+%9*K7

免疫荧光染色结果显示'部分 B54&29((@>;$细胞
>;$-# 表达缺失'gE@/ 染色显示细胞连接呈现非规则
形态(相比之下'BFA@>;$细胞仍维持规则形态'细胞
排列紧密'正常分泌色素' >;$-# 正常均一表达
m图 G#E

A:讨论

N';̀A来源的 >;$是人类视网膜退行性疾病中
体外建模+药物筛选和细胞移植治疗的工具 - /0[/V. E 早

期获取 N';̀A@>;$多采用自发分化法'但其诱导周期
长达 ,\/! 周'且效率仅约为 /]- G. E 近年来'随着发
育信号通路研究的进展'研究者开发了大量更高效+定
向的 >;$分化策略 - /#[/,. E 然而'不同分化策略来源
的 >;$在成熟度和功能特征上存在差异'影响其在疾
病研究中的应用方向E 本研究系统分析了商业化的
>;$试剂盒分化法与基于 BFA的定向分化法在诱导
效率+>;$细胞得率及细胞功能特性上的差异'结果
表明试剂盒分化法的分化效率和细胞得率高于 BFA
定向分化法'但其细胞成熟度+吞噬功能及屏障功能不
如 BFA定向分化法E

在胚胎发育过程中'>;$起源于前神经外胚层'
其分化受到多个信号通路的调控'尤其是骨形态发生
蛋白m M3*9%3LPN3+9*9K'2PL3K9'*'UX;#+ZRZ和 f*K=
!@A&K9*'* 通路的抑制对视泡形成至关重要 - 0',. E BFA
通过抑制酪蛋白激酶 /'促进早期眼域标志基因
<GH8+EKH> 和 LKH的表达并引导 N';̀A向 >;$分

化
- /,[/C. E 相较而言'B54&29((试

剂盒分化法采用了一种综合策

略'结合 UX;抑制剂和 SRZ@!=
激活素抑制剂来抑制 `X?D信号
传导'诱导前神经外胚层形成'并
联合细胞因子和改良的小分子化

合物组合'包括 ?2K'Q'* ?+BFA+前
列腺素 $!' 协同调节 fBS=!@
A&K9*'*+ZRZ等信号通路'从而提
高 >;$诱导效率和色素形成
率

- !". E
>;$细胞的成熟标志包括形

成铺路石样外观+色素沉着和成
熟标志物的表达

- !/[!!. E X'2N9(9K
等

- /G.
研究发现'>;$细胞色素沉

着水平与血管内皮生长因子和色

素上皮衍生因子分泌量之间呈正

相关性'表明色素度较高的 >;$
细胞具有更高的极性和成熟度E 本研究发现'! 种分
化法诱导的 >;$细胞均高表达 >;$成熟标志物'但
通过试剂盒分化法诱导的 >;$细胞色素沉积度低于
BFA定向分化法'且 BFA分化法来源的 >;$细胞的吞
噬功能和屏障功能显示出更高的水平E 这可能与诱导
策略的不同有关E BFA定向分化法在后期培养阶段额
外添加 U@!G 因子'能够模拟体内微环境'促进 >;$细
胞的成熟及功能表达E 有研究报道'U@!G 能参与调节
神经细胞间的连接'促进突触结构与功能形成'有助于

!G/V!中华实验眼科杂志 !"!# 年 # 月第 V0 卷第 # 期:AN'* W$IP EPNKN&(%3('X&8!"!#'Y3(1V0'B31#
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图 D:免疫荧光染色观察 5 种分化法来源的 =B 代 J=?细胞形态及 J=?标志蛋白表达"u#"'标
尺p!"" #%#:?&光学显微镜下可见 B54&29((@>;$细胞间混杂形态不规则的杂细胞'缺乏色素
分泌(BFA@>;$细胞呈均一多边形铺路石样形态'细胞质内有大量色素颗粒:U&免疫荧光图像示
试剂盒法分化的 >;$细胞正常表达细胞膜定位的 gE@/"红色荧光# '杂细胞形态欠规则'缺乏
>;$-# 表达"绿色荧光# (而 BFA法分化的 >;$细胞均高表达 gE@/ 及 >;$-#:白色方框内为局
部放大图像"u#""'标尺p!" #%#:BFA&烟酰胺(>;$&视网膜色素上皮(gE@/&紧密连接蛋白 /(
>;$-#&维甲酸异构水解酶
F#0-)%D:I,)(",4,03 /$.%'()%&&#,$,2J=?1/)L%)(),*%#$&#$J=?+%44&/*(/&&/0%B .%)#P%.
2),1 *<, .#22%)%$*#/*#,$1%*",.&,9&%)P%.93 #11-$,24-,)%&+%$+%&*/#$#$0 " u#"'72&(9M&Lp

!"" #%#:?&a*)9LKN9('+NK%'2L3723P9'B54&29((@>;$N&) %'I9) 29((7'* 'LL9+5(&L7N&P9'4N'2N
(&269) P'+%9*K792L9K'3*1F* 23*KL&7K'BFA@>;$9IN'M'K9) &5*'J3L% P3(8+3*&(23MM(97K3*9%3LPN3(3+8
4'KN &M5*)&*KP'+%9*K+L&*5(97'* KN928K3P(&7%:U&F%%5*3J(53L9729*29'%&+977N349) KN&KB54&29((@
>;$9IPL9779) *3L%&(%9%ML&*9@(32&('O9) gE@/ "L9) J(53L9729*29# 4'KN 'LL9+5(&L%3LPN3(3+8&*) (&26
3J>;$-# 9IPL977'3* "+L99* J(53L9729*29#1F* 23*KL&7K'BFA@>;$5*'J3L%(89IPL9779) M3KN gE@/ &*)
>;$-#: SN94N'K973(') M3I97'*)'2&K9) %&+*'J'9) L9+'3*7" u#""' 72&(9M&Lp!" #%# : BFA&
*'23K'*&%')9( >;$& L9K'*&( P'+%9*K 9P'KN9('5%( gE@/& O3*5(& 322(5)9*7@/( >;$-#& L9K'*3')
'73%9L3N8)L3(&79

表 B:5 种分化法来源的 J=?细胞不同培养时间点 R?J比较"!Q"'!$+15#
R/94%B:!,1(/)#&,$,2R?J9%*<%%$J=?2),1 *<, .#22%)%$*#/*#,$1%*",.&/*

.#22%)%$*+-4*-)%*#1%(,#$*&"!Q"'!$+15#

组别 样本量

培养不同时间点 S$>

/ 周 ! 周 0 周 V 周

试剂盒分化法 0 !-1VVGs!1G0/ VG1C,GsV1"!V /"!1#VGs,10#- !0/1VV"sG1!"/

BFA定向分化法 0 !G10GGs!1#0# #V1!!"s/1GG/ //-1C"Gs-1G0-& !,/10!"s01"0G&

:注&\组别 pG0 "̂/0'Eo" "̂"/(\时间 p! V!, V̂!#'Eo" "̂"/, 与相应时间点试剂盒分化法比较'&Eo
" "̂#"两因素方差分析'_̀D@&检验#:>;$&视网膜色素上皮(S$>&跨上皮电阻(BFA&烟酰胺
:B3K9& \+L35P pG0 "̂/0' Eo" "̂"/( \K'%9 p! V!, V̂!#' Eo" "̂"/1A3%P&L9) 4'KN KN9B54&29((6'K

)'JJ9L9*K'&K'3* %9KN3) &KKN923LL97P3*)'*+K'%9P3'*K7'&Eo" "̂# "S43@4&8?BEY?'_̀D@&K97K#:>;$&
L9K'*&(P'+%9*K9P'KN9('5%(S$>&KL&*7@9P'KN9('&(9(92KL'2&(L97'7K&*29(BFA&*'23K'*&%')9

维持细胞极性及神经网络构建
- !0. , B54&29((试剂盒

的分化培养基中包含 ?2K'Q'* ?+BFA等促进色素灶形
成和细胞扩增的细胞因子'但其可能缺乏维持培养阶
段对 >;$细胞功能性成熟的调控,

维持 >;$细胞在体外扩增的稳定性是构建可靠
疾病模型的前提, 既往研究报道'>;$细胞在连续传
代过程中易发生上皮[间充质转化'表现为色素脱失+
上皮样形态改变

- !V. , 本研究中'B54&29((试剂盒诱导

的 >;$细胞在扩增至 ;V 代时出
现杂细胞混杂(而 BFA分化法诱
导的 >;$细胞在传至 ;V 代后仍
保持较高的同质性'成熟标志物
表达均一'表现出更好的稳定性,
这种差异可能源于 ! 个方面&首
先 ! 种分化策略的细胞纯化方式
及诱导后期杂细胞的清除程度不

同'B54&29((试剂盒法侧重于分
化流程的标准化与可控性'采用
操作上更为便捷+时间可控的胰
蛋白酶消化法'本质是通过杂细
胞与 >;$细胞的黏附力差异实
现细胞纯化, 有研究报道'某些
>;$分化体系中形成的成纤维细
胞等间充质源性杂细胞与 >;$
细胞具有相似的基质黏附性'单
纯采用酶消化法时'纯化率仅为
0G V̂V]- !#. , 该纯化方法对杂细
胞清除作用有限'而低代次的
>;$细胞增殖力较强 - /!. '可能掩
盖了杂细胞的生长'使其在培养
早期不易被识别到, 相较而言'
BFA分化法通过人工挑取色素灶
的方式纯化细胞'尽管流程耗时
增加'且对于操作者的精细技术
要求较高'但可基于对细胞色素
特征的筛选标准'最大程度地保
证 >;$细胞的纯度 - G. , 其次'!
种分化策略的后期维持培养基成

分上有所不同, B54&29((培养基
主要依赖碱性成纤维细胞生长因

子等基础生长因子支持细胞增

殖'在 >;$维持培养时期缺乏维
持稳定性的成分(而 BFA分化法
体系在 >;$维持培养阶段引入

支持神经细胞生长的 U@!G 补充剂, 有研究报道'U@!G
能通过降低 >N3?活性并诱导 Z@肌动蛋白重排'从而
抑制原代培养的猪 >;$细胞中上皮[间充质转化的发
生

- !V. (推测这种成分可能帮助 >;$细胞维持体外扩
增的稳定性,

分化效率+细胞纯度及成熟度是选择 >;$分化策
略的关键指标, B54&29((试剂盒法具有高效率+标准
化流程和较高的细胞得率'更适用于高通量的药物筛

!,/V! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 # 月第 V0 卷第 # 期:AN'* W$IP EPNKN&(%3('X&8!"!#'Y3(1V0'B31#
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选和开发等应用, 目前已有研究报道 B54&29((试剂
盒分化法应用于 RX;级别的大规模细胞生产 - !". , 相
比之下'BFA定向分化法虽然诱导效率较低'但能获得
纯度和成熟度更高的 >;$细胞'更适用于视网膜退行
性疾病的体外建模及疾病机制研究'如构建年龄相关
性黄斑变性患者来源的 N';̀A分化的 >;$细胞 - !-. '
可再现玻璃膜疣沉积和 >;$细胞萎缩等病理特征'为
致病机制探索提供可靠的体外研究基础, 综上'商业
化 >;$分化试剂盒法与 BFA定向分化法在诱导效率+
>;$细胞特性和功能上存在差异'研究者应根据研究
需求选择合适的分化策略,
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!病例报告!

泪腺淋巴增生性病变发展为 X?_S淋巴瘤 /例
杜一帆

/:吕小辉 !:王楠 /:张璇 0:王金锦 /:孙梅 /:何珊 /:王宁利 /:马建民 /
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::患者男'VV 岁'因右眼上眼睑肿胀于 !"!" 年 /! 月在北京

同仁医院就诊, 数月前曾于当地医院诊断为右眼眶内肿物并

行右眼眶内肿物摘除术'术后病理检查结果示右泪腺淋巴组织

不典型增生'以滤泡增生为主"图 /?#, 随后患者右眼睑肿胀

复发'左眼睑也出现类似症状'故收治入院, 患者全身一般情

况良好'眼科检查&双眼视力 / "̂'眼压右眼 /- %%h+"/ %%h+p

" /̂00 6;&#'左眼 /# %%h+, 双眼上眼睑肿胀'泪腺区可扪及

肿物'无触痛'右眼眉弓颞侧可见长约 V 2%弧线形皮肤切口瘢

痕'双眼上睑轻度下垂伴眼球轻度突出, 结膜轻度充血'余双

眼眼前节及眼底检查未见明显异常, 既往首次术后 ! 个月复

查眼眶 X>F'S/fF可见双侧泪腺区长 S/ 信号'S!fF可见短 S!

信号'信号强度相似'增强后可见肿物均匀强化'考虑淋巴增生

性病变或炎性病变可能性大(本次术前眼眶 X>F扫描结果同样

显示'双侧泪腺区可见长 S/ 短 S! 的均匀等信号肿物'增强后

可见均匀强化'边界较清晰'但肿物累及范围较前次略扩大

"图 !#, 入院后进行免疫系统相关实验室检查'结果显示患者

类风湿因子偏高 " #- /̂" Fa=%(#'抗核抗体+动态红细胞沉降

率+A反应蛋白+免疫球蛋白 R"'%%5*3+(3M5('* R'F+R#+F+?+

F+X+抗 ;>0 抗体+抗 X;E抗体等均未见异常, 入院后患者先

后接受右+左眼眶内肿物摘除术, 术中见右眼眶外侧壁骨质有

局限性破坏, 手术完整切除双眼泪腺区肿物'大体观下可见右

眼肿物呈灰白色'质脆'边界欠清'内 有 坏 死 灶' 大 小 约

! #̂ 2%u/ #̂ 2%u/ -̂ 2%(左眼肿物呈灰白色'质脆'边界欠清'

大小约 ! "̂ 2%u/ -̂ 2%u/ "̂ 2%, 双眼肿物组织病理学检查结

果相似'光学显微镜下可见肿物内弥漫性淋巴细胞增生'细胞

排列紧密'形状较为均一'大小基本相同'结果符合淋巴组织增

生性病变"图 /U#, 免疫组织化学染色检查结果显示'右眼泪

腺区肿瘤细胞高表达 U2(@!+AD/"+AD!"+AD!/+AD!0+AD#+

ADGC"+;?<@# 因子'而 U2(@-+AD0+ADV0+ADV#>E+A82('*D/+

`E<@// 等因子未见明显表达(左眼泪腺区肿瘤细胞高表达 U2(@

!+AD/"+AD!"+AD!/+AD!0+ADV0+XaX@/ 因子'而 U2(@-+AD0+

AD#+A82('*D/+`E<@// 等因子未见明显表达"图 /A+D#, 最终

病理诊断为黏膜相关淋巴组织 " %5237&@&7732'&K9) (8%PN3')

K'7759'X?_S#淋巴瘤, 同时'根据非霍奇金淋巴瘤 ?** ?LM3L

分期标准和其他检查结果'该淋巴瘤处于 ?类$期'为疾病发

展的早期阶段, 术后患者恢复好'/ 周后出院, 根据肿瘤的性

质'建议患者转血液内科进行治疗, 随访 # 个月'未见肿瘤

复发,

::讨论&本例患者 / 年前右眼病变泪腺的病理报告显示淋巴

组织不典型增生'以滤泡增生为主'而此次病理诊断为 X?_S

!"!V! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 # 月第 V0 卷第 # 期:AN'* W$IP EPNKN&(%3('X&8!"!#'Y3(1V0'B31#




