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Trim9调控视网膜Müller细胞向神经节细胞定向分化
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[摘 要]  目的：青光眼是不可逆性致盲性眼病的主要病因，目前尚无有效疗法逆转青光眼的视觉系统损害。最

近发现干细胞疗法有望使受损的视网膜神经元修复和再生，但是在干细胞来源方面仍然存在较大挑战。本研究探寻

一种将视网膜Müller细胞去分化为视网膜干细胞，进一步高效定向分化为视网膜神经节细胞的方案，以期为青光眼

的干细胞治疗提供新的细胞获取途径。方法：用表皮细胞生长因子和成纤维细胞生长因子2诱导大鼠视网膜Müller

细胞去分化为视网膜干细胞。构建Trim9过表达慢病毒(PGC-FU-Trim9-GFP)，感染由Müller细胞诱导去分化而来的

视网膜干细胞，通过荧光显微镜观察和流式细胞术评估病毒感染效率。用视黄酸和脑源性神经营养因子处理过表达

或未过表达Trim9的视网膜干细胞以诱导其分化为神经元和神经胶质细胞。采用免疫荧光、PCR/real-time RT-PCR和

蛋白质印迹法检测各细胞标志物 (GLAST、GS、 rhodopsin、PKC、HPC-1、Calbindin、Thy1.1、Brn-3b、Nestin、

Pax6)的表达。结果：表皮细胞生长因子和成纤维细胞生长因子2处理后的大鼠视网膜Müller细胞表达视网膜干细胞

标志物Nestin和Pax6。视黄酸和脑源性神经营养因子处理后的过表达Trim9的视网膜干细胞Thy1.1阳性细胞明显增

多，表明其定向分化为视网膜神经节细胞。结论：本研究成功将大鼠视网膜Müller细胞去分化为视网膜干细胞，并

发现Trim9可有效促进由视网膜Müller细胞去分化而来的视网膜干细胞定向分化为视网膜神经节细胞。
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Trim9 regulates the directional differentiation of retinal 
Müller cells to retinal ganglion cells
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ABSTRACT     Objective: Glaucoma is a leading cause of irreversible blindness, and effective therapies to 

reverse the visual system damage caused by glaucoma are still lacking. Recently, the stem 

cell therapy enable the repair and regeneration of the damaged retinal neurons, but 

challenges regarding the source of stem cells remain. This study aims to investigate a 
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protocol that allows the dedifferentiation of Müller cells into retinal stem cells, following 

by directed differentiation into retinal ganglion cells with high efficiency, and to provide a 

new method of cellular acquisition for retinal stem cells.

Methods: Epidermal cell growth factor and fibroblast growth factor 2 were used to induce 

the dedifferentiation of rat retinal Müller cells into retinal neural stem cells. Retinal stem 

cells derived from Müller cells were infected with a Trim9 overexpression lentiviral vector 

(PGC-FU-Trim9-GFP), and the efficiency of viral infection was assessed by fluorescence 

microscopy and flow cytometry. Retinoic acid and brain-derived neurotrophic factor 

treatments were used to induce the differentiation of the retinal stem cells into neurons and 

glial cells with or without the overexpression of Trim9. The expressions of each cellular 

marker (GLAST, GS, rhodopsin, PKC, HPC-1, Calbindin, Thy1.1, Brn-3b, Nestin, Pax6) 

were detected by immunofluorescence, PCR/real-time RT-PCR or Western blotting.

Results: Rat retinal Müller cells expressed neural stem cells markers (Nestin and Pax6) 

with the treatment of epidermal cell growth factor and fibroblast growth factor 2. The 

Thy1.1 positive cell rate of retinal stem cells overexpressing Trim9 was significantly 

increased, indicating their directional differentiation into retinal ganglion cells after 

treatment with retinoic acid and brain-derived neurotrophic factor.

Conclusion: In this study, rat retinal Müller cells are dedifferentiated into retinal stem cells 

successfully, and Trim9 promotes the directional differentiation from retinal stem cells to 

retinal ganglion cells effectively.

KEY WORDS     glaucoma; Müller cells; Trim9; retinal stem cells; retinal ganglion cells

青光眼是全球不可逆失明的主要原因[1]，全球

40~80 岁人群的青光眼患病率约为 3.5%，预计 2040

年将有 1.118亿人患青光眼[2]。青光眼在中国致单眼

盲者约520万，致双眼盲者约170万[3-4]，对中国社会

医疗体系的危害不容小觑。

青光眼是以视网膜神经节细胞(retinal ganglion 

cell，RGC)进行性丧失以及视盘进行性凹陷为共同特

征的进行性视神经疾病[1, 5-6]。眼压升高是青光眼的主

要危险因素[7-10]。目前唯一可预防青光眼视觉损害进

展的方法就是降低眼内压[5, 11-12]。由于成人无正常再

生视网膜神经元的内源性干细胞，RGC的丧失会导

致永久性视力丧失[5, 13-14]。因此，寻找干细胞疗法修

复和再生RGC有望成为逆转青光眼视觉损伤的治疗

方案[15]。目前用于视网膜移植的干细胞主要包括视网

膜自身干细胞和来源于其他部位的干细胞及体细胞

诱导形成的诱导性多能干细胞 (induced pluripotent 

stem cell，iPSC)[14, 16-19]。然而，视网膜自身干细胞来

源有限[20]，而其他干细胞和体细胞来源的 iPSC的临

床应用存在伦理限制和排斥反应[21-22]。若能将一种自

身来源且数量丰富的视网膜干细胞定向诱导分化为

RGC，将为青光眼的治疗提供更为行之有效的方案。

Müller细胞是视网膜的放射状胶质细胞，占视网

膜神经胶质细胞的90%[23]，对于维持视网膜的结构和

功能至关重要[24]。Müller细胞也被认为是潜在的视网

膜干细胞[25-28]。研究[27, 29-33]表明：斑马鱼、鸡和大鼠

的视网膜 Müller 细胞可被多种因素诱导去分化，呈

现出干细胞特征。若能将视网膜中丰富的 Müller 细

胞去分化为视网膜干细胞，再将其定向诱导分化为

RGC，或许可达到治疗青光眼的目的。但视网膜干

细胞受细胞外微环境和内在细胞因子的共同调控，

定向分化机制复杂[34-37]。因此，探寻增强Müller细胞

定向分化为RGC的手段以获得更高比例的RGC，对

青光眼的治疗至关重要。

Trim9是三结构域蛋白(tripartite motif，TRIM) 家

族成员[38-40]，被鉴定为皮层神经元中神经元形态发生

的调节因子[39]，可调控成年新生的神经元的形态发

生[41]。Trim9 不足可导致神经轴突导向功能缺陷[42]，

并影响小鼠的空间认知与记忆能力[41]。研究[43]发现在

转录了 RGC 分化必需的调控因子 Atoh7 后，小鼠视

网膜高度表达Trim9，表明RGC的分化过程可能受到

Trim9蛋白的调控。由此推测，具有视网膜干细胞潜

质的Müller细胞向RGC的定向分化很可能也受Trim9

的调控。然而Trim9与视网膜Müller细胞定向分化为

RGC的关系尚不明确，需要进一步的研究来揭示。

本研究拟通过表皮细胞生长因子 (epidermal 

growth factor， EGF) 和 成 纤 维 细 胞 生 长 因 子 2
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(fibroblast growth factor 2，FGF2)处理将高度表达谷

氨酸/天冬氨酸转运体(glutamate/aspartate transporter，

GLAST)和谷氨酰胺合成酶(glutamine synthetase，GS)

的大鼠视网膜Müller细胞去分化为表达Nestin和Pax6

(视网膜干细胞标志物[44])的视网膜干细胞，再在由

Müller 细胞去分化而来的视网膜干细胞中过表达

Trim9，并采用视黄酸(retinoic acid，RA)和脑源性神

经营养因子(brain-derived neurotrophic factor，BDNF)

处理以诱导分化为神经元和神经胶质细胞。本研究

提出的这种将视网膜Müller细胞定向分化为RGC的

方案，可为青光眼的视网膜损伤治疗提供一条崭新

的基因治疗和视神经再生途径。

1 材料与方法 

1.1　主要试剂　

EGF(美国 MCE 公司产品，货号 HY-P71171)、

FGF2(美国MCE公司产品，货号HY-P7331A)、谷氨

酰胺(美国 MCE 公司产品，货号 HY-100587)、青霉

素-链霉素溶液(上海生工生物工程股份有限公司产

品，货号E607011)、BDNF(美国MCE公司产品，货

号 HY-P7116A)和 DMEM/F12(美国 Gibco 公司产品，

货号 C11330500BT)均购自赛默飞世尔科技(中国)有

限公司。抗体 GLAST(英国 Abcam 公司产品，货号

ab181036)、 GS( 英 国 Abcam 公 司 产 品 ， 货 号

ab176562)、 Nestin( 英 国 Abcam 公 司 产 品 ， 货 号

ab221660)、 Pax6( 英 国 Abcam 公 司 产 品 ， 货 号

ab195045)、 Thy1.1( 英国 Abcam 公司产品，货号

ab181469)、 Brn-3b( 英国 Abcam 公司产品，货号

ab128849)、 rhodopsin(德国 CST 公司产品，货号#

14825)、蛋白激酶 C(protein kinase C，PKC，德国

CST 公 司 产 品 ， 货 号 #59090)、 造 血 祖 细 胞

(hematopoietic progenitor cell， HPC-1，英国 Abcam

公司产品，货号 ab154160)、Calbindin(英国Abcam公

司产品，货号 ab229915)、β-actin(美国 Proteintech 公

司产品，货号 66009-1-Ig)、TRIzol(美国 Invitrogen公

司产品，货号 GT1402)、RevertAid RT(美国 Thermo 

Fisher Scientific 公司产品，货号 K1691) 和 SYBR® 

Green Realtime PCR Master Mix(美国GENVIEW公司

产品，货号 GR1201)均购自长沙维世尔生物科技公

司。OE-Trim9-NC 慢病毒购自湖南丰晖生物科技有

限公司。大鼠Müller细胞(CP-R117)购自武汉普诺赛

生命科技公司。

1.2　视网膜Müller细胞的培养和去分化　

将购买的Müller细胞在含10% FBS、青霉素、链

霉素的 DMEM 中培养 5~7 d 以获得状态良好的细胞

群。采用免疫荧光和 PCR 法鉴定所购细胞是否为

Müller细胞。将鉴定后的Müller细胞在含有20 ng/mL 

EGF、10 ng/mL FGF2、1×N2补充液、2 mmol/L谷氨

酰胺、 100 U/mL 青霉素和 100 μg/mL 链霉素的

DMEM/F12培养基中培养 3~5 d，以诱导Müller细胞

去分化为视网膜干细胞。

1.3　慢病毒感染预实验　

取对数生长期的Müller细胞，用0.25%的胰蛋白

酶消化，接种于 24 孔板[每孔(1~5)×103个细胞]，于

37 ℃、5% CO2培养箱中培养过夜。根据病毒感染复

数(multiplicity of infection，MOI)以及细胞接种量计

算所需病毒液体积。病毒液体积=(MOI×细胞数目)/

病毒滴度。根据感染增强剂说明书的比例计算感染

增强剂用量，将OE-NC空载慢病毒与增强剂进行混

合。弃去 24 孔板中原有培养基，加入 100 μL 含 4%

感染增强剂的无双抗培养基到细胞培养板中，24 h后

镜下观察荧光，并换完全培养基继续培养48 h。72 h

时，荧光显微镜下观察荧光强度确定感染效率。感

染效率高且细胞生长良好所对应的增强剂和MOI即

可作为后续实验的感染条件。

1.4　流式细胞术分析病毒感染效率　

将慢病毒感染的细胞经2%的多聚甲醛固定后直

接上机检测。流式细胞仪建立前向角散射(forward 

scatter， FSC)/异 硫 氰 酸 荧 光 素 (fluorescein 

isothiocyanate，FITC)双参数散点图，根据其信号调

节光电倍增管(photornultiplier tube，PMT)电压，得

到合适的流式图。流式细胞仪选用70 µm的喷嘴，设

置 FSC 电压值为 10 V，侧向角散射 (side scatter，

SSC)为 250 V，荧光通道 PMT 电压调整至合适值，

确保经 0.1 μm滤头过滤后的 PBS上样后，在最低流

速下的颗粒数<10 events/s。在双参数 FSC/SSC 散点

图中找到病毒感染的细胞最集中区域，圈出所需要

分析的细胞，并采用 FlowJo v10.0.8 软件进行数据

分析。

1.5　去分化的视网膜干细胞定向分化为RGC　

参照文献[45]的方法，将由Müller细胞去分化而

来的视网膜干细胞以 104/孔的初始密度接种在含        

1 μmol/L RA 和 1% FBS 的 DMEM/F12 培养基的 6 孔

板中，于 37 ℃、 5% CO2 培养箱中培养 5 d。用

DMEM 洗涤细胞 3 次，并加入含 1 ng/mL BDNF 的

DMEM/F12(无血清)培养基，于 37 ℃、5% CO2培养

箱中孵育5、7或14 d，以诱导分化为RGC。

1.6　免疫荧光检测　

用 4%的多聚甲醛固定待测细胞 15 min，然后用
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生理盐水浸洗玻片3次。用0.5% Triton X-100在室温

下通透15 min，再用生理盐水浸洗玻片3次。玻片滴

加适量一抗(GLAST，1꞉50；GS，1꞉500；Nestin，1꞉

100；Thy1.1，1꞉250)，4 ℃下孵育过夜。用生理盐水

浸洗玻片 3 次，每次 3 min，后滴加适量荧光二抗，

于湿盒中37 ℃下孵育1 h。用生理盐水浸洗3次，滴

加DAPI避光孵育 5 min。用生理盐水浸洗玻片 4次，

洗去多余的DAPI，在荧光显微镜下采集图像。

1.7　聚合酶链式反应/实时荧光定量　

在对 Müller 细胞进行胰蛋白酶消化后，使用

TRIzol 试 剂 从 细 胞 中 分 离 出 总 RNA， 并 使 用

RevertAid RT 试剂盒进行反转录。聚合酶链式反应

(polymerase chain reaction，PCR)检测：将反转录的

cDNA 和引物配置成反应体系，置于 PCR 仪中，

95 ℃变性3 min、60 ℃退火15 s，72 ℃延伸10 s，循

环 40 次。将 PCR 扩增产物在 1.5%的琼脂糖凝胶上

120 V的电压下电泳20 min，用凝胶成像系统观察并拍

照记录。实时荧光定量PCR(real-time RT-PCR)检测：

按照SYBR® Green Realtime PCR Master Mix试剂盒说

明书，将反转录的 cDNA、引物和SYBR Green I mix 

(2×)配置成反应体系，将反应体系置于 PCR 仪中，

95 ℃变性3 min、60 ℃退火15 s，72 ℃延伸10 s，循环

40次。GAPDH被用作内部对照进行归一化。目标基

因的相对表达量用2−ΔΔCt方法测定。引物信息见表1。

1.8　蛋白质印迹法　

根据目的蛋白质分子量大小，配置分离胶和 5%

的浓缩胶。上样时保证每孔体积相同，各含20 μg蛋

白质。然后在80 V电压下电泳40 min，在120 V电压

下电泳 30~50 min。待溴酚蓝跑至胶底时终止电泳，

在 100 V 电压下将蛋白质转移到 0.45 μm 的 PVDF 膜

上。转膜完成后将 PVDF 膜完全浸没在 5% 的 BSA-

PBST 中，在室温下轻摇 1 h。然后在 4 ℃下与 5% 

BSA-PBST 稀释的一抗(Pax6，1 ꞉1 000；Brn-3b，1 ꞉

100；Nestin，1꞉1 000；rhodopsin，1꞉1 000；HPC-1，1꞉

500；Thy1.1，1 ꞉ 500；GLAST，1 ꞉ 1 000；PKC，1 ꞉

1 000；Calbindin，1 ꞉1 000；GS，1 ꞉1 000；β-actin，1 ꞉

1 000)孵育过夜。次日取出PVDF膜，用PBST洗膜5

次，每次 6 min。然后与 PBST 稀释的二抗在室温下

表1   用于PCR/real-time PCR检测的引物信息

Table 1   Primer information for PCR/real-time PCR detection

引物名称

Rhodopsin

PKC

HPC-1

Calbindin

Thy1.1

Brn-3b

Nestin

Pax6

GLAST

GS

GAPDH

引物序列(5'−3')

Forward: GCTGTGGCTGACCTCTTCAT

Reverse: AGGCCGATTTCACCTCCAAG

Forward: GGCCTGCAATGTCAAGTCTG

Reverse: GTAGCTGTGCAGACGGAACT

Forward: GTGAGATCGAGACCAGGCAC

Reverse: TCAATCATCTCCCCCTGGCT

Forward: TGTGTGAGAAAAACAAACAGGAAT

Reverse: GTCCCCAGCAGAGAGAATAAGG

Forward: GGACTGCCGCCATGAGAATA

Reverse: GTATCCCAAGGGTGCCTGAG

Forward: AGAAATCCCACCGCGAGAAG

Reverse: TTGGCTGGATGGCGAAGTAG

Forward: GGTAGGGCTAGAGGACCCAA

Reverse: TGGGCAATTCAAGGATCCCC

Forward: CCGAATTCTGCAGGTGTCCA

Reverse: GTCGCCACTCTTGGCTTACT

Forward: CTGTCATTGTGGGAATGGCG

Reverse: TATGCCGATCACCACAGCAA

Forward: GAGATCGCGACGTACCTGAA

Reverse: CACTTGCAGCTTGCGTGATT

Forward: GCAAGTTCAACGGCACAG

Reverse: GCCAGTAGACTCCACGACAT

引物大小/bp

137

138

115

128

101

126

161

111

110

122

140
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孵育1 h。用PBST洗膜5次，每次6 min。将ECL A、

B液按体积 1꞉1混合后均匀滴加在膜上，设置曝光时

间及曝光类型并曝光。保存并导出图片，用图像分

析软件 Image J对图像进行灰度分析。

1.9　统计学处理　

采用GraphPad Prism 8.0及SPSS 23.0统计学软件

进行数据分析和图像绘制。2组比较采用独立样本 t

检验，3组或 3组以上比较采用单因素方差分析，若

组间差异有统计学意义，采用Bonferroni检验进行多

重比较。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结   果 

2.1　大鼠视网膜Müller细胞的鉴定及诱导去分化　

免疫荧光检测结果显示待鉴定细胞中 Müller 细

胞的特征标志物 GLAST 和 GS 具有较强的表达(图

1A)。PCR琼脂糖凝胶电泳结果显示：待鉴定细胞中

GLAST 和 GS 的 条 带 清 晰 ， 表 达 呈 阳 性 ， 而

rhodopsin(视杆细胞标志物)、PKC(双极细胞标志物)、

Calbindin(水平细胞标志物)、Nestin(视网膜干细胞标

志物)、Thy1.1(RGC标志物)、Pax6(视网膜干细胞标

志物)、HPC-1(无长突细胞标志物)和 Brn-3b(RGC 标

志物)无明显条带，表达呈阴性(图 1B)。以上结果表

明，所鉴定细胞为高纯度的 Müller 细胞，未被其他

视网膜细胞污染。

PCR 和蛋白质印迹法结果显示：未经 EGF 和

FGF2 处理的 Müller 细胞 Nestin 和 Pax6 的表达呈阴

性，而经EGF和FGF2诱导后的Müller细胞Nestin和

Pax6的表达呈阳性(图 1C、1D)。免疫荧光法检测经

EGF和FGF2诱导去分化后的Müller细胞内Nestin具

有较强的阳性表达 (图 1E)。以上结果表明 EGF 和

FGF2处理成功将Müller细胞定向诱导去分化为视网

膜干细胞。

图1   大鼠视网膜Müller细胞的鉴定及诱导去分化

Figure 1   Identification and dedifferentiation induction of rat retinal Müller cells

A: Immunofluorescence was used to detect the expression of glutamate/aspartate transporter (GLAST) and glutamate synthase (GS) 

in the cells. Scale bar: 50 μm. B: PCR assay was performed to detect the expression of GLAST, rhodopsin, protein kinase C (PKC), 

GS, Calbindin, Nestin, Thy1.1, Pax6, hematopoietic progenitor cell (HPC)-1 and Brn-3b in the cells. C: PCR assay was performed to 

detect the expression of Nestin and Pax6 in Müller cells treated with or without epidermal growth factor (EGF) and fibroblast 

growth factor 2 (FGF2). D: Western blotting was performed to detect the expression of Nestin and Pax6 in Müller cells treated with 

or without EGF and FGF2. E: Immunofluorescence was used to detect the expression of Nestin in Müller cells treated with or 

without EGF and FGF2. Scale bar: 50 μm.
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2.2　Trim9促进大鼠视网膜 Müller 细胞定向分化为

RGC　

构建 Trim9 过表达慢病毒 PGC-FU-Trim9-GFP，

感染Müller细胞诱导去分化而来的视网膜干细胞中，

荧光显微镜下观察和流式细胞术评估病毒感染效率。

病毒感染预实验结果显示 MOI=50 时感染效率最高

(图2)。因此，后续研究采用MOI=50来感染由Müller

细胞诱导去分化而来的视网膜干细胞，构建Trim9过

表达的视网膜干细胞稳定细胞株。

PCR 检测结果显示：与 Control 和 OE-NC 组相

比，OE-Trim9组细胞内Brn-3b、rhodopsin、HPC-1、

PKC、Calbindin和Thy1.1 mRNA的表达均显著上调；

而Nestin的mRNA表达下调，且随时间延长下调趋势

更显著 (图 3A)。此外，在 Control、OE-NC 和 OE-

Trim9组细胞中均未检出GLAST和GS的蛋白质表达

(图3B)。

免疫荧光检测结果显示：与Control和OE-NC组

相比，感染OE-Trim9病毒的视网膜干细胞中Thy1.1

的阳性表达更强，且随诱导时间增长而增强，而

Nestin的阳性表达更弱，且随时间延长而减弱。经5、

7 和 14 d 诱导处理后的 OE-Trim9 组细胞中 Thy1.1 阳

性细胞明显增多(图4)。

3 讨   论 

视网膜 Müller 细胞是具有视网膜干细胞潜力的

神经胶质细胞，可为视网膜损伤的细胞替代疗法提

供丰富的细胞来源[24]。在脊椎动物的视网膜发生过程

中，视网膜的6种主要细胞类型均来源于一个共同的

多能祖细胞群[46-48]。转录因子Pax6的表达在眼发育和

视网膜形态发生过程中必不可少[48-49]，也是公认的视

网膜祖细胞标志物[32, 44, 48]。Nestin蛋白是神经元分化

的早期标志物[50]，已被广泛用作不同环境中神经系统

祖细胞的标志物[51-54]。本研究通过EGF和FGF2处理，

成功地将体外培养的 Müller 细胞去分化为视网膜干

图2   荧光显微镜观察和流式细胞术评估病毒感染效率

Figure 2   Efficiency of viral infection was observed using fluoresence microscopy and assessed by flow cytometry asssay

A: Fluorescence microscopy was used to observe the efficiency of viral infection. B: Flow cytometry assay was performed to test the 

efficiency of viral infection.
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图4   免疫荧光法检测Trim9对大鼠视网膜Müller细胞定向分化为神经节细胞的调控作用

Figure 4   Regulation of Trim9 on the directional differentiation of rat retinal Müller cells into ganglion cells was detected by 

immunofluorescence

Immunofluorescence was performed to detect the expression of Thy1.1 and Nestin in Trim9 overexpressing retinal stem cells after 

brain-derived neurotrophic factor (BDNF), retinoic acid (RA), and DMEM/F12 treatment for 5, 7 or 14 days. Scale bar: 100 μm.

图3   PCR和蛋白质印迹法检测Trim9对大鼠视网膜Müller细胞定向分化为神经节细胞的调控作用

Figure 3   Regulation of Trim9 on the directional differentiation of rat retinal Müller cells into ganglion cells was detected by 

PCR and Western blotting

A: PCR assay was used to detect the mRNA expression of Brn-3b, rhodopsin, HPC-1, protein kinase C (PKC), Calbindin, Thy1.1, 

and Nestin in Trim9 overexpressing retinal stem cells after brain-derived neurotrophic factor (BDNF), retinoic acid (RA) and 

DMEM/F12 treatment for 5, 7 or 14 days. B: Western blotting was used to test the protein expression of Brn-3b, GLAST, rhodopsin, 

HPC-1, PKC, Calbindin, Thy1.1, glutamine synthetase (GS), and Nestin in Trim9 overexpressing retinal stem cells after BDNF, RA 

and DMEM/F12 treatment for 5, 7 or 14 days. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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细胞，主要表现为标志物Nestin和Pax6的高度表达，

进一步验证了Müller细胞的视网膜干细胞潜能。

EGF 是一种影响多种细胞类型的生长和分化功

能的表皮生长因子[55]，可诱导成人胰岛细胞、胎儿心

室心肌细胞以及脊髓组织中星形胶质细胞的去分

化[56-58]。FGF2也可诱导多种细胞的去分化，包括成

熟的少突胶质细胞、人胚肾细胞(human embryonic 

kidney cell，HEK细胞)、人表皮角质形成细胞和血管

平滑肌细胞[59-62]。EGF和FGF2还是干细胞培养基的

关键成分，对维持干细胞未分化状态至关重要[63]。此

外，对EGF和FGF2的反应性是神经祖细胞的基本特

性[64]，且EGF和FGF2被证明可刺激视网膜神经细胞

的增殖[65]。因此，EGF 和 FGF2 具有诱导视网膜

Müller细胞去分化为视网膜干细胞的能力。曾琦等[33]

曾在含有 N2、FGF2 和 EGF 的 DMEM/F12 培养基中

将大鼠视网膜Müller细胞成功去分化为Nestin呈阳性

的视网膜干细胞，本研究也进一步验证了 EGF 和

FGF2对视网膜Müller细胞的去分化诱导作用，为视

网膜干细胞的来源提供了可靠依据。

Trim9在正常的大脑皮层和海马中高度表达，而

在记忆丧失的患者大脑中低表达[38]，表明Trim9在调

节神经发育方面具有重要作用。另外，Trim9在发育

的RGC中表达，而在无长突细胞中完全不表达，说

明其具有特异性调节RGC发育的潜能[43]。本研究采

用含RA和BDNF的DMEM/F12培养基的序贯培养方

式，诱导过表达 Trim9 的 Müller 细胞去分化为干细

胞，并进一步向神经元和神经胶质细胞分化。结果

发现Trim9基因有效促进视网膜干细胞向RGC、双极

细胞、无长突细胞、视杆细胞和水平细胞分化，其

中分化为 RGC 的比例更高，表现为过表达 Trim9 的

细胞中Thy1.1的阳性表达更强，Nestin的阳性表达更

弱，说明Trim9的过表达促进了由视网膜Müller细胞

去分化而来的干细胞向RGC定向分化。

为了恢复视觉功能，RGC需与视网膜中的突触

前无长突细胞和双极细胞整合，使其轴突沿着受损

的视神经生长，并正确连接外侧膝状体核和大脑的

其他区域[66]。迄今为止，RGC移植后的视网膜神经

整合仍然受到限制[67]。Netrin-1由视神经盘中与RGC

轴突紧密接触的神经上皮细胞表达[68]，而Trim9可通

过调控Netrin-1在神经元分支和轴突引导方面发挥重

要作用[39, 42]。Netrin-1信号促进神经元系统中的神经

元树枝状结构和突触形成[39, 69]，且在视神经盘局部介

导轴突引导，其功能丧失可导致视神经发育不全[68]。

因此，Netrin-1在Trim9调控的RGC分化和轴突延伸

中的作用亦值得进一步探讨。

Math5是早期视网膜神经元分化和细胞周期进程

中的必需因子[36, 70-71]。尽管 Trim9 与 Math5 显著相

关[43]，但Trim9是否通过Math5来调控这种定向分化

过程尚未明确。后续的研究或许可以Trim9对Math5

或Netrin-1的调控作用为切入点，深入探讨Trim9促

进视网膜干细胞定向分化为RGC以及促进RGC轴突

延伸的分子机制，以寻找将视网膜 Müller 细胞高效

诱导分化为 RGC 并顺利与视网膜神经整合的更优

方案。

综上，本研究成功将视网膜 Müller 细胞去分化

为视网膜干细胞，且进一步将其定向分化为 RGC。

本研究验证了视网膜 Müller 细胞的视网膜干细胞潜

力，首次报道了Trim9促进大鼠视网膜Müller细胞去

分化为视网膜干细胞，并定向分化为RGC，为过渡

到体内实验并进一步研究其调控机制提供了理论

依据。
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