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视网膜神经节细胞特异的报告基因干细胞系构建及其应用
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[摘　要]	 目的：建立能驱动GFP在视网膜神经节细胞(retinal ganglion cell，RGC)中特异性表达的小鼠胚胎干

细胞系。方法：通过同源重组的方式建立Brn3b-GFP敲入的小鼠胚胎干细胞系(Brn3b-GFP ESC)，

利用3D培养将其诱导成视网膜类器官检测GFP表达的细胞特异性，再用流式细胞分选富集GFP阳

性RGC，采用玻璃体腔注射的方式将GFP阳性RGC移植到健康小鼠和NMDA损伤模型小鼠眼中探

索该细胞的应用价值。结果：Brn3b-GFP ESC经3D视网膜诱导培养后在RGC中特异性表达GFP，

将这些GFP阳性RGC移植到两种小鼠中2周后能在所有视网膜内观察到GFP阳性细胞存活，且均能

观察到有供体RGC整合到宿主视网膜RGC层。结论：本研究建立了RGC特异的报告基因干细胞系

Brn3b-GFP ESC，通过将该细胞系诱导成视网膜类器官进而获得的GFP阳性RGC移植后能够整合进

宿主视网膜。该细胞系的建立将为青光眼及相关疾病提供重要的研究手段和工具。
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·“筑梦·铸人”专题·	

导读：为深入学习贯彻习近平总书记“在科学家座谈会上的讲话”的重要精神，充分认识加快科技创新的重大战

略意义、持之以恒加强基础研究、加强创新人才教育培养，引领广大眼科医务和科技工作者把论文写在祖国大地上，办

好一流学术期刊和学术平台，2021 年，中山大学中山眼科中心发起“百项创新 献礼百年”。2022 年，《眼科学报》开

设“筑梦·铸人”专题，刊发“百项创新 献礼百年”研究成果，推动提升人民眼健康水平，全面提高眼科学研究能力。
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视网膜神经节细胞(retinal ganglion cell，RGC)
是视网膜中唯一的输出神经元，负责将检测到的

光信息从视网膜沿视神经传送到对应的神经中枢

如上丘和外侧膝状体，这一环节是视觉形成的关

键。RG C有多种亚型，迄今为止，已鉴定出40多

种RGC亚型 [1-4]。每种RGC亚型对特定视觉信号进

行编码[1]，且不同亚型的RGC生存和再生能力存在

明显差异 [3,5]。青光眼是一种无法治愈的神经退行

性疾病，其特征是RG C和视神经的选择性、进行

性和不可逆变性[6]。青光眼作为全球第二大致盲眼

病，到2040年将会影响超过1.118亿人的眼健康和

生活质量，是涉及民生的重大公共卫生问题和社

会问题[7-8]。

在视网膜受到损伤后，哺乳动物不像硬骨鱼

和两栖动物等可以再生出多种类型的神经元。类

似于成熟中枢神经系统中的大多数神经元，RG C
的死亡或功能紊乱最终会导致不可逆转的失明，

因为残存的RGC失去了再生能力[9]。尽管有研究[10]

发现在色素睫状缘(the pigmented ciliary margin)存

在视网膜干细胞，但没有明确的证据表明他们能

够在视网膜损伤或疾病发生后再生RGC。

近 年 来 ， 研 究 者 创 造 和 改 良 了 许 多 体 外 诱

导多能干细胞分化生成RG C的方法 [ 1 1 - 1 8 ]。与此同

时，以Sasai为代表的众多研究人员建立和完善了

从小鼠或人的胚胎干细胞  (embr yonic stem cel l，
ESC)和诱导多能干细胞(induced plur ipotent stem 
cel l， iPSC)产生具有特殊结构和细胞类型的3D视

网膜类器官培养体系 [17,19-26]。Tanaka等[27-28]使用3D
悬浮培养和2D黏附培养相结合的方法产生了具有

功能性轴突的RG C。这些方法的出现一定程度上

解决了再生医学的一大关键难题：如何获得大量

有功能和整合能力的细胞。这也为视觉恢复提供

了一种可能：通过诱导E SC或者 i P SC形成视网膜

类器官，再从中富集RG C进行细胞移植，进而恢

复受损的视力。

本研究构建了能驱动GFP在视网膜RGC中特异

表达的胚胎干细胞系，通过将其诱导为3D视网膜

类器官，利用流式细胞分选(fluorescence-activated 
cel l  sorting，FACS)富集RGC，将这种胚胎干细胞

来源的RG C移植到对照组和NMDA损伤模型小鼠

视网膜中，验证细胞移植治疗青光眼等神经退行

性疾病的可能性。

1  材料与方法

1.1  胚胎干细胞系的培养和传代

E S C 培养在含有饲养层细胞的培养皿中。提

前向100 mm培养皿中加入0.1% gelatin，37 ℃孵育

1 h以上。将gelat in移除，加入小鼠胚胎成纤维细

胞培养基(表1)，每皿接种2.8×106个饲养层细胞，

37 ℃、5% CO2培养。第2天将复苏的ESC接种至含

有饲养层的培养皿中，将培养基换为干细胞维持

培养基(表1)，37 ℃、5% CO2培养。

E SC传代培养：吸去培养基，用P BS洗1次，

Abstract Objective: This study was designed to establish a mouse embryonic stem cell line that can drive GFP expression 
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加入tr y pLE后37 ℃孵育5 min，将ESC分散成单细

胞，室温下186 g离心5 min，弃上清后用培养基重

悬ESC，细胞计数后调整细胞密度，每个100 mm
培养皿接种4.2×105个细胞。每次都需要将ESC接种

至含有饲养层的培养皿中。

1.2  Brn3b-GFP 敲入小鼠 ESC 细胞系的建立

根据先前的描述 [ 2 9 - 3 0 ]，本研究采用同源重组

技术在小鼠E S C中构建B r n 3 b - G F P  E S C细胞系。

在该细胞系中， B r n 3 b 的一个等位基因蛋白编码

阅 读 框 完 全 被 G F P 报 告 基 因 和 P G K - N e o ( 新 霉 素

抗 性 基 因 ) 盒 取 代 ， 但 保 留 了 起 始 密 码 子 ATG 以

便 G F P 的表达 (图 1 A ) 。通过使用 3 ' 端诊断探针做

Bam H I消化的Souther n杂交分析，10.1  kb野生型

条带和6.2 kb重组条带的同时存在可鉴定靶向ESC
细胞克隆(图1)。

表1 视网膜类器官诱导各阶段使用培养基配方 

Table 1 Preparation of media used at different stages of retinal organoid induction

培养基 成分 产品货号 用量

胚胎成纤维细胞培养基 DMEM (Dulbecco's modified eagle medium) Biowest，L0107-500 440 mL

FBS Gibco，10270-106 50 mL

P/S (penicillin-streptomycin) Gibco，15140122 5 mL

100× Non-essential amino acid Gibco，11140-050 5 mL

2-Me Sigma，ES-007-E 4 μL

干细胞维持培养基 Knockout DMEM Life technologies，10829-018 500 mL

FBS Gibco，10270-106 57.5 mL

100× 2-Me Sigma，ES-007-E 5.75 mL

100× Non-essential amino acid Gibco，11140-050 5.75 mL

P/S/L-glutamine Gibco，10378016 5.75 mL

LIF Chemicon，ESG1107 50 μL

视网膜分化培养基 GMEM (Glasgow's modified eagle medium) Gibco，11710-035 500 mL

100× Non-essential amino acid Gibco，11140-050 5.1 mL

100× pyruvate Thermo Fisher，11140050 5.1 mL

KSR Thermo Fisher，10828010 7.6 mL

视网膜成熟培养基1 DMEM/F-12 with GlutaMAX Thermo Fisher，10565018 500 mL

N2 supplement Thermo Fisher，17502048 5 mL

P/S Gibco，15140122 5 mL

视网膜成熟培养基2 DMEM/F-12 with GlutaMAX Thermo Fisher，10565018 500 mL

N2 supplement Thermo Fisher，17502048 5 mL

P/S Gibco，15140122 5 mL

FBS Gibco，10270-106 50 mL



眼科学报,  2022, 37(4)    ykxb.amegroups.com248

1.3  3D 视网膜类器官诱导

快 速 诱 导 视 网 膜 类 器 官 的 方 法 ( 图 2 ) 改 编 自

2 0 1 1 年 E i r a k u 、 S a s a i 等 创 立 的 培 养 体 系 [ 3 1 ]。 将

与饲养层细胞共培养的Br n 3 b - G F P  E SC用 t r y pL E
消 化 成 单 细 胞 悬 液 ， 室 温 1 8 6  g 离 心 5  m i n ， 去

上 清 后 用 干 细 胞 维 持 培 养 基 重 悬 ， 接 种 至 0 . 1 % 
g e l a t i n 包 被 的 培 养 皿 ， 3 7  ℃ 、 5 % C O 2培 养 箱 中

孵 育 3 0  m i n ， 使 饲 养 层 细 胞 黏 附 在 培 养 皿 底 部

以 去 除 饲 养 层 细 胞 ， 收 集 上 清 ， 室 温 1 8 6  g 离 心

5  m i n ， 去 上 清 ， 用 视 网 膜 分 化 培 养 基 ( 表 1 ) 将

E S C 重 悬 成 单 细 胞 ， 细 胞 计 数 并 调 整 细 胞 密 度

为3 × 1 0 4个/ m L，将E S C接种至9 6孔V底孔板中，

每 孔 3  0 0 0 个 细 胞 ， 3 7  ℃ 、 5 %  C O 2培 养 2 4  h 。

第 2 天 时 向 培 养 基 中 添 加 2 %  M a t r i g e l ， 持 续 培

10.1 kb

6.2 kb

BamHI

BamHI BamHI BamHI

Probe

10.1 kb

6.2 kb

BamHI BamHI

Wild-type Brn3b gene

Targeting vector

Targeted Brn3b gene

+/+ +/++/++/– +/– +/–

ATG TGA
Ncol

Ncol Ncol NcolNcolSall

Ncol Ncol NotlNcolSall

GFP

GFP

PGK-neo

PGK-neo

Ncol NcolBamHI

A

B

图1 Brn3b-GFP胚胎干细胞系构建示意图

Figure 1 Schematic of the construction of Brn3b-GFP embryonic stem cell line

(A) Brn3b野生型等位基因和靶向载体之间的同源重组导致编码阅读框(黑条)完全被GFP报告基因和PGK-Neo盒替换，但保

留了起始密码子ATG用于GFP的翻译。TGA表示终止密码子，其他标注包括BamHI、NcoI、NotI和SalI限制性内切酶的位

置。(B) BamHI消化的野生型和杂合子DNA的Southern杂交分析。3'端探针识别出10.1 kb(野生型等位基因)和6.2 kb(敲入等位

基因)的BamHI条带。

(A) Homologous recombination occurred between the wild-type allele of Brn3b and the targeting vector resulting in complete replacement 

of the coding reading frame (black bars) with the GFP reporter and PGK-Neo cassette, but the start codon ATG was retained for GFP 

translation. TGA indicates the stop codon and the positions of BamHI, NcoI, NotI and SalI restriction endonucleases are also indicated. (B) 

Southern blot analysis of BamHI-digested wild-type and heterozygous DNA. The 3' end probe identified BamHI bands of 10.1 kb (wild-type 

allele) and 6.2 kb (knock-in allele).
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养。第7天时将9 6孔板中的胚状体转移至1 0 0  m m
培 养 皿 中 ， 将 培 养 基 换 成 视 网 膜 成 熟 培 养 基 1 
(表1)继续培养。第10天时手工分离视杯，并改用

含1 mmol/L taurine和0.5 mmol/L all-trans retinoic 

acid的视网膜成熟培养基2继续培养，第14天时，

改 用 含 1  m m o l / L  t a u r i n e 的 视 网 膜 成 熟 培 养 基 2 
(表1)继续培养。第17天时收集视网膜类器官进行

后续实验。

图2 3D视网膜类器官诱导无血清类胚体快速重聚集悬浮培养法(serum-free embryoid body quick reaggregation，SFEBq)培养

流程，包括饲养层细胞培养，ESC复苏、维持和传代培养，ESC诱导分化，视网膜组织和体外视杯的形成，视网膜类器官

收集、RGC的富集等过程

Figure 2 Schematic diagram of serum-free embryoid body quick reaggregation (SFEBq) methods for retinal tissue differentiation 

from mouse ESCs, including feeder cell culture, ESC resuscitation, maintenance and passage, ESC differentiation, retinal tissue and 

optic cup formation, and retinal organoid collection and RGC enrichment

Plate the feeder layer

coated with 0.1% gelatin 

100 mm Petri dish

V shape

Day-3

Day-2

Day-1

Day 0

Day 1

Day 7

Day 10

Day 14

Day 17

Mouse ESC resuscitation

plate with feeders maintenance 

medium

ESC passage and maintenance

seed 4.2 × 105 cells per plate

Add Matrigel

f inal 2% (vol/vol)

Transfer and change medium

retinal maturation medium 1

100 mM Petri dish

Isolate neural retinas

retinal maturation medium 2

1 mM taurine 

0.5 μM all-trans retinoic acid

Medium change

retinal maturation medium 2

1 mM taurine

Collect and sort RGCs

Start differentiation

feeder removal 

96-well low-cell-adhesion plate 

seed 3,000 cells per well retinal 

differentiation medium
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1.4  RGC 的富集和玻璃体腔注射

收 集 视 网 膜 类 器 官 并 用 汉 克 平 衡 盐 溶 液

(Hank’s balanced salt solution，HBSS)洗1次。去除

上清液后，加入预热的Accuma x，37 ℃、5% CO 2

培养箱中孵育 1 5  m i n ，之后加入 2 倍体积胎牛血

清(fetal bovine serum，FBS)中止消化，室温186 g
离心5 min，去上清，用含有5%FBS的杜氏磷酸缓

冲盐溶液(Dulbecco’s  phosphate buf fered sal ine，

DPBS)重悬细胞，转移至流式管中上机进行分选。

2 0 0  n m o l  N -甲基 -D -天冬氨酸(N - m e t hy l -D -
aspar t ic  acid，NMDA)通过玻璃体腔注射到2月龄

C57BL/6小鼠玻璃体腔内，2周后进行RGC移植。

腹腔注射1%戊巴比妥钠麻醉小鼠，麻醉后使用卓

比安滴眼液散瞳、盐酸丁卡因滴眼液眼表麻醉，

之后将其转移至体式显微镜下，将FACS分选得到

的RG C注射到玻璃体腔。注射完成后眼表涂抹妥

布霉素眼膏防止感染，将小鼠置于热垫上，待其

苏醒后再放回饲养笼。

动 物 实 验 均 按 照 动 物 实 验 伦 理 委 员 会

(Inst i tut ional  A nimal  Care  and Use Committee，

IACUC)标准进行，并经中山大学和中山眼科中心

批准。C57BL/6小鼠购自南方模式生物公司。

1.5  免疫抑制剂处理

将210 mg环孢霉素A(cyclosporin A)，5 mg泼尼

松龙(prednisolone)和25 mg硫唑嘌呤(azathioprine)
加 入 1  L 小 鼠 饮 用 水 中 配 制 成 药 液 ， 从 G F P 阳 性

RGC移植的2 d前开始，将小鼠的饮用水替换为这

种含有免疫抑制剂的药液。

1.6  免疫组织荧光染色

RG C移植1 4  d后取材，将小鼠安乐死后取眼

球，经4%多聚甲醛( paraformaldehyde，PFA)固定

后剖出视网膜，蔗糖梯度脱水后包埋，行冰冻组

织切片。切片用含0.1% Triton X-100的PBS(PBST)
洗3次，每次5 min，然后在室温下用含5%驴血清

的PBST封闭1 h。在含2%驴血清的PBST 中加入一

抗，切片在4 ℃下孵育一抗过夜。用PBST洗3次，

每次5 min，将切片与二抗和DAPI (4',6-diamidino-
2-phenylindole)在室温下孵育1 h。使用激光扫描共

聚焦显微镜获取图片。

本 研 究 使 用 的 抗 体 如 下 ： g o a t  a n t i -
GFP(ab6673，1:2 000)、rabbit anti-Brn3b (ab56026，

1:500)、rabbit anti-Isl1 (ab20670，1:1 000)购自英

国Abcam公司；rabbit  anti-R bpms(NBP2-20112，

1:1 000)购自美国Novus Biologicals公司；sheep anti-
Chx10(X1180P，1:200)购自美国Exalpha公司；rabbit 
anti-recoverin(AB5585，1:1 000)购自美国Millipore
公司；Alexa Fluor® 488 donkey anti-goat(A11055， 
1 : 1  0 0 0 ) 、 A l e x a  F l u o r ®  4 8 8  d o n k e y  a n t i - r a b b i t 
( R 3 7 1 1 8 ， 1 : 1  0 0 0 ) 、 A l e x a  F l u o r ®  5 9 4  d o n k e y 
anti-rabbit  (R37119，1:1 000)及Alex a Fluor® 594 
donkey anti-sheep (A-11016，1:1 000)购自美国Life 
Technologies公司。

2  结果

2.1  GFP 报告基因干细胞系的构建及 GFP 在 RGC

中特异性表达

此 前 的 研 究 [ 3 2 - 3 3 ]表 明 B r n 3 b 是 小 鼠 视 网 膜 约

7 0 %  R G C 发 育 所 必 需 的 转 录 因 子 且 在 成 年 小 鼠

视网膜中， B r n 3 b 在 R G C 中特异性的表达，因此

Brn3b是早期和成熟RGC的良好标记分子。为标记

和富集3D视网膜类器官中的RGC，本研究应用同

源重组技术在小鼠ESC中Brn3b基因位点敲入GFP
报告基因构建了Brn3b-GFP ESC细胞系(图1)。

利用构建的Brn3b-GFP ESC细胞系进一步诱导

培养出3D视网膜类器官，以此来验证GFP报告基因

表达的特异性(图2，3)。在该ESC接种的第1天，

它们自发形成聚集体(图3B)，进而形成胚状体；当

培养到第7天时，可以观察到半球形上皮泡囊结构

从聚集体向外凸起(图3C，3D)；当培养至第10天

时，通过显微解剖人为将视杯从胚状体上分离出来

继续培养，此时在荧光倒置显微镜下能够观察到

GFP的表达高度局限于视杯结构区域(图3F，3G)；

当培养超过1 4  d时，能够观察到G F P只在R G C存

在的区域表达(图3H~3J)。对培养到第17天的视网

膜类器官进行切片染色，结果显示G F P的表达与

Brn3b共标(图3K)，且与另一RGC标记分子Isl1共标

(图3L)。当发育到第21天时，可见这些视网膜类器

官也大量表达光感受器细胞和双极细胞的特异性分

子标记recoverin和Chx10(图3O)。此外，通过Tuj1
和Pax6与GFP共染可以看出神经节细胞正确定位到

视网膜类器官的内层(图3M，3N)，形成了类似视

网膜的RGC层。综上，本研究得到的3D视网膜类

器官的细胞分化模式与Eiraku等 [19,31]发表的数据一

致，且GFP在RGC中特异性表达。
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图3 3D视网膜类器官诱导示意图及特征

Figure 3 Schematic and features of 3D retinal organoid induction
(A)3D培养过程示意图。(B-D)第1天(D1)，ESC自发形成团状结构，到第7天形成小的视泡样结构(箭头表示视杯样结
构)。(E-J)培养到10 d，开始有GFP表达，表明逐渐有RGC开始分化；培养到14 d，出现典型视杯状结构，而且视杯内部
表达GFP信号，表明有分化的RGC。(K，L)培养到17 d，视杯内部表达GFP的信号与Brn3b和Isl1共标，表明GFP只在RGC
内特异性的表达。(M，N)培养到21 d，视网膜类器官的内层表达GFP的信号与Pax6和Tuj1共标，表明RGC正确定位到视
网膜类器官的内层。(O)培养到21 d，视杯内部也大量表达光感受器细胞和双极细胞的特异性分子标记recoverin和Chx10。
标尺：B，320 μm；C-J：160 μm，K-O：20 μm。
(A) Schematic diagram of the 3D culture process. (B-D) ESCs spontaneously formed clump-like structures on day 1 (D1) and small optic 
vesicle-like structures by day 7 (arrows indicate optic cup-like structures). (E-J) After 10 days of culture, GFP began to express, indicating 
the gradual differentiation of RGCs. After 14 days of culture, a typical optic cup-like structure appeared and GFP signal was expressed inside 
the optic cup, indicating the presence of differentiated RGCs. (K,L) After 17 days of culture, the signal of GFP expressed in the optic cup was 
co-localized with Brn3b and Isl1, indicating that GFP was specifically expressed in RGCs. (M,N) By day 21, GFP expressed in the inner layer 
of retinal organoids was co-localized with Pax6 or Tuj1, indicating that RGCs were correctly localized to the inner layer of retinal organoids. 
(O) By day 21, recoverin and Chx10, specific molecular markers of photoreceptors and bipolar cells, respectively, were also abundantly 
expressed in the optic cup. Scale bars: B, 320 μm; C-J, 160 μm; K-O, 20 μm.
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2.2  3D 视网膜类器官来源的 GFP 阳性 RGC 可整

合进宿主视网膜

当培养到第1 7天时，视网膜类器官已经有大

量分化的RGC，通过FACS从中富集大量RGC用于

细 胞 移 植 ， 通 过 细 胞 移 植 来 初 步 研 究 这 种 G F P + 
RGC的潜在应用价值。GFP阳性的供体RGC被注射

到N M DA损伤模型小鼠和健康小鼠眼睛玻璃体腔

内(每只眼100 000个细胞)；同时将免疫抑制剂(环
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图4 视网膜RGC移植

Figure 4 Transplantation of RGCs into the mouse retina

(A)视网膜RGC移植时间节点示意图；(B)视网膜铺片，对照组和NMDA损伤模型移植的RGC存活情况，箭头显示存活的

GFP阳性的RGC；(C)视网膜切片，对照组和NMDA损伤模型移植的RGC存活情况，箭头显示存活的GFP阳性的RGC；(D)

移植的RGC存活数目定量分析，NMDA处理后再进行移植，GFP阳性RGC存活数量显著增加(WT：n=3；NMDA：n=4；

*P=0.0233)。标尺：B、C，20 μm。

(A) Time schedule of RGC transplantation; (B) Surviving transplanted RGCs in retinal flat-mounts of control (WT) and NMDA injury 

models. Arrows point to surviving GFP-positive RGCs; (C) Retinal sections showing surviving transplanted RGCs in control and 

NMDA injury groups. Arrows point to surviving GFP-positive RGCs; (D) Quantification of the surviving transplanted RGCs. After 

NMDA treatment, the number of surviving GFP-positive RGCs was significantly increased (WT: n=3; NMDA: n=4; *P=0.0233). Scale 

bars: B, C, 20 μm.
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孢霉素A、泼尼松龙和硫唑嘌呤)加入小鼠饮用水

中通过口服的方式抑制小鼠的免疫排斥反应进而

提高移植的RG C的存活和整合效率(图4A)。推测

将RG C移植到小鼠玻璃体腔后，NMDA损伤模型

小鼠中有更多的GFP+ RGC存活。为了比较两种条

件下的移植结果，本组对移植后14 d的视网膜进行

冰冻切片并对视网膜中RGC的特异性标志物Rbpms
进行了免疫荧光染色。

本研究发现特异性表达的GFP能够区分供体和

宿主本身的RGC(图4B，4C)。两种移植条件下的

成功率均为100%，所有动物在移植后2周都能在视

网膜内观察到GFP+细胞存活，且并未观察到异常

生长的肿块。但相比之下，在N M DA损伤模型小

鼠中，存活的GFP+ RGC数量更多(图4B~4D)。

此 外 ， 部 分 存 活 的 G F P +  R G C 显 示 出 神 经

突，且G F P阳性RG C局限于视网膜神经节细胞层 
(图4B，4C)，说明存活的供体RGC整合进了宿主视

网膜，并且能够准确迁移至RGC所在的细胞层。

transplantation
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3  讨论

本研究构建了Brn3b-GFP ESC细胞系，将其诱

导形成视网膜类器官，这种Brn3b-GFP ESC来源的

视网膜类器官的细胞分化模式与先前发表的数据

相一致[10-11]，且GFP在RGC中特异性表达。从类器

官中富集这种GFP阳性RGC进行了细胞移植研究。

先前类似的研究使用的多是原代R G C、E S C衍生

的神经祖细胞、Müller胶质细胞衍生的RGC前体细

胞、或是由 iPSC和ESC直接诱导生成的RG C [34]。

相比之下，本研究报告基因干细胞系能使G F P在

RG C中特异表达，这有利于后续的富集过程，且

不需要进行额外的染色，减少了对细胞的损伤。

另外，与直接诱导ESC生成RGC相比，通过类器官

诱导这一环节使获得的RG C种类更多，且因为存

在更加适宜和丰富的微环境，RG C能发育得更加

成熟[34]。

本研究发现Br n 3 b - G F P  E SC衍生的RG C可以

在移植入N M DA损伤模型和健康的小鼠眼内后存

活 ， 且 在 N M D A 损 伤 模 型 中 R G C 存 活 的 数 量 更

多，这可能是因为在N M DA损伤视网膜后，视网

膜中的微环境更有利于RG C的存活和整合。此前

有研究[34]使用来源于Thy1-GFP iPSC的RGC进行移

植，但在视网膜中发现异常生长的团块，可能是

由于供体细胞群中剩余干细胞的增殖。但本研究

并没有在Brn3b-GFP ESC来源的RGC移植后的视网

膜中发现异常生长的团块，这提示我们移植是已

经分化的RGC，且没有明显的致瘤倾向。

本研究发现移植后RG C不仅能够整合到宿主

视网膜并且能够正确迁移至RG C层，还能生长出

神经突。神经突的形成提示这种移植的RG C能够

与视网膜内其他细胞形成联系。但存活和整合的

数量太少，并不能显著改善小鼠的视力，这提示

细胞移植的方法还需要进一步改进。尽管移植的

RG C可以迁移到相应的细胞层，但是否具有正常

的生理功能尚不清楚。移植RG C的视网膜组织未

来可以利用膜片钳技术探究其电生理特性，并且

通过光反应看移植的RG C与视网膜其他神经元是

否建立正确连接。整体上可以比较N M DA损伤后

移植RG C的和损伤后未移植的小鼠视觉诱发电位

(v isual  evoked potential，VEP)，探究移植的RGC
是否可以提升VEP。毋庸置疑，本研究为将来利用

hESC/iPSC产生RGC进行细胞移植治疗进行了前期

探索，提供了宝贵的参考资料。

除了细胞移植，通过重编程的体内神经元再生

也是另一可供选择的方法，采用这种方式再生的神

经元的优势在于它们更容易迁移到正确的位置并投

射到正确的目标，近年来相关的研究取得了显著的

进展[35]，Xiao等[36]通过在Müller胶质细胞中过表达

Math5和Brn3b成功实现了RGC的原位再生。

尽管对神经退行性疾病的治疗存在许多障碍和

悬而未决的问题，但Brn3b-GFP ESC的建立使获得

纯化RGC变得更加方便，移植这种报告基因干细胞

系衍生的RGC提供了一种迷人而实用的可能。
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