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视网膜母细胞瘤发生机制和肿瘤模型研究进展
车虹昱#  王祥#  杨春华  姜文国  米佳  田梗  齐东来*

(滨州医学院药学院, 山东分子靶向智能诊疗技术创新中心, 烟台 264003)

摘要      视网膜母细胞瘤(retinoblastoma, RB)是一种少见的多发于儿童时期的视网膜肿瘤, 占
儿童恶性肿瘤的2%~4%, 是眼部常见的原发肿瘤。全球新生儿RB发病率约为1/16 000, 且近年来发

病率有所上升, 每年预计新增约8 000例。如果治疗不及时RB可能具有致死性, 其在中低收入国家

有70%的致死率。作为最早发现的有遗传病因的肿瘤, RB已经为人类认识肿瘤形成提供了很多视

角, 如第一个肿瘤抑制基因(RB1)的鉴定。RB的发生起始于RB1基因的突变, 但初期形成的良性视

网膜瘤(retinoma)向恶性肿瘤的转化机理仍有待明确。近期研究还发现RB很有可能源自视锥前体

细胞。在肿瘤形成的诱发基因和起源细胞已知的情况下, 基于起源细胞构建肿瘤发生发展模型, 探
究RB肿瘤发生发展的分子机制将为肿瘤早期诊断、预防和治疗提供潜在策略。
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Retinoblastoma: from Mechanisms of Tumorigenesis to Cancer Modeling
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Abstract       RB (retinoblastoma) is a rare retinal tumor that is often diagnosed in the first a few years of life, ac-
counting for 2%-4% of childhood malignancies. It is the most common childhood intraocular cancer, and about 8 000 chil-
dren are newly diagnosed every year worldwide (1/16 000 live births). RB can be fatal if left untreated. The mortality rate 
is 70% in low- and middle-income countries. As the first identified cancer with genetic etiology, RB has provided many 
key insights on tumor formation, such as identification of the first tumor suppressor gene (RB1). RB initiates in response 
to biallelic loss of RB1, early proliferation may then trigger cellular senescence that leads to benign retinoma. However, 
the mechanisms underlying the eventual tumor formation remain unclear. It becomes increasingly clear that RB originates 
from cone precursors. Hence, a known initiating driver mutation and cell of origin make it possible to establish a RB model 
and dissect the molecular mechanism of tumorigenesis more precisely. These will finally contribute to early diagnosis, can-
cer prevention and development of potential therapeutic strategy.
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视网膜母细胞瘤 (retinoblastoma, RB)是一种

最常见的儿童眼内肿瘤 , 其全球总体生存率小于

30%[1-2], 早期诊断至关重要 , 如果治疗及时这类肿

瘤可以被治愈从而保住患者的眼球和视力。RB一

直以来被认为是一种经典的常染色体显性遗传疾

病 , 直到上世纪七十年代才发现视网膜母细胞瘤的

发生是由双等位基因RB1的失活 (RB1–/–患者 )[3]诱发

而形成的。在少数情况下, MYCN(RB1+/+ MYCN A患

者 )扩增也能引起RB肿瘤 [4]。双等位基因RB1失活

是诱导大多数视网膜母细胞瘤发生的必要条件 , 但
只有这样可能是不够的, 因为良性视网膜病变(视网

膜瘤)同样涉及两个RB1等位基因的丢失[5-6], 其要发

展成视网膜母细胞瘤 , 还需要额外的改变 , 虽然全

基因组测序发现视网膜母细胞瘤中罕有除RB1外的

其他基因突变 [7]。哪些额外因素驱动了恶性RB的

形成仍有待深入探究。

不同类型的细胞往往需要不同的基因缺陷诱导

肿瘤形成 , 探究这种现象发生的分子基础 , 搞清肿瘤

的起源细胞以及基因缺陷如何利用特定的细胞环境

实现诱导癌化的过程 , 将有助于准确鉴定肿瘤发生

起始事件和从癌前病变到肿瘤形成过程中的后续基

因变化 , 从而促进针对特定肿瘤细胞的治疗方案开

发。Rb1突变小鼠曾被广泛用来研究RB的细胞起源 , 
但其肿瘤特征在很多方面和人视网膜母细胞瘤大相

径庭 , BOGENMANN等 [8]发现人RB大量表达视锥体

细胞(cone)标志物, 而小鼠RB则多呈现其他类型细胞

的特征。近年来 , 越来越多的证据支持RB来自视锥

前体细胞。我们的研究证实, RB1敲低能够诱导已分

化视锥前体细胞的体外增殖 , 而增殖细胞可以在原

位移植的小鼠眼内形成肿瘤[9-10]。临床观察早期发现

的小肿瘤很多都更集中在外核层 (outer nuclear layer, 
ONL)[11], 这也与RB起源于视锥前体细胞的结论相吻

合。研究发现有一例很小的肿瘤似乎以内核层 (inner 
nuclear layer, INL)为中心[12], 可能的解释是RB功能缺

失的视锥前体细胞移动到了内核层 , 内核层的血管

和星形细胞能够促进肿瘤细胞生长[13]。

肿瘤模型是肿瘤生物学研究的重要工具 , 构建

一个能够有效模拟肿瘤发生发展过程的模型是探

究肿瘤形成分子机制的关键 , 也为药物和疗法开发

测试提供平台。RB由单一基因突变诱发 , 对于模型

构建研究来说是一个很好的模式肿瘤。遗传工程

改造小鼠模型广泛应用于肿瘤研究 , 利用该模型能

够追踪肿瘤发生发展全过程 , 但Rb1突变并不会导

致小鼠形成视网膜肿瘤 , 而是形成垂体瘤和甲状腺

C细胞癌 [14], Rb1突变结合Rb相关基因突变后能够导

致视网膜肿瘤形成 , 但这些肿瘤在很多方面不同于

人视网膜母细胞瘤。异种移植 (xenograft)模型也有

广泛的应用 , 但通常植入的是完全转化的细胞或长

时间培养后的细胞系 , 这类细胞系难以模拟肿瘤形

成早期的状态 , 然而使用稳定细胞系也有同样的问

题。近年来 , 通过胚胎干细胞 (embryonic stem cells, 
ESCs)或人工诱导多潜能干细胞 (induced pluripotent 
stem cells, iPSCs)诱导视网膜类器官形成的研究有

很大进展 , 基于类器官的RB肿瘤模型 , 也为肿瘤发

生过程的研究提供了一个全新的角度 [15-17]。我们实

验室通过直接操作人胚胎视网膜细胞 , 构建RB肿瘤

模型, 这些模型与人RB的很多特征相似[10,18], 基于它

们的后续研究对阐明RB肿瘤发生机制和细胞起源

具有重要意义(尚未发表数据)。

1   视网膜母细胞瘤形成的分子基础
上世纪七十年代人们通过对RB遗传机制的研

究提出了肿瘤抑制基因失活的Two-Hit理论: 遗传性

RB的发生来自一个遗传自生殖细胞的基因突变和

一个后期获得的体细胞突变 , 而非遗传性RB需要细

胞中一个肿瘤抑制等位基因的两个体细胞突变 [19]。

后来的研究在肿瘤样本中发现了13号染色体13q14
的部分丢失 , 和一个病例中RB1外显子序列的缺失 , 
这些最终导致了RB1基因的克隆 [20]。RB1是最早被

发现的肿瘤抑制基因之一 , 是细胞增殖的关键调控

因子 , 其产物RB蛋白在大多数癌症中都有功能失活

情况 [21-23]。RB通过调节E2F转录因子的活性来调节

细胞周期进程中的G1/S转变 [24]。细胞周期蛋白依赖

性激酶 (cyclin dependent kinases, CDKs)使RB磷酸

化, 导致RB从E2F上解离, 并解除RB对E2F功能的抑

制作用 [25]。除了调节细胞从G1期进入S期的过程外 , 
RB还参与了其他细胞过程 , 包括调节细胞凋亡、细

胞终末分化和肿瘤形成[1,26-28]。

对于绝大多数视网膜母细胞瘤发生 , RB1等位

基因的失活是必需条件 , 但很可能是不足够的。在

一些临床样本中发现了和恶性肿瘤同时存在的良性

视网膜瘤 (retinoma), 良性视网膜瘤中也存在RB1等
位基因的缺失 [6,29-30], 并高表达细胞衰老相关的标志

物p16和p130等 [6]。因此 , 可能的情况是已经分化的
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胚胎视网膜细胞在RB功能丢失后重新回到细胞循

环开始初期增殖, 绝大多数增殖细胞随即启动p53介
导的监察机制而退出细胞循环进入衰老 (即良性瘤 )
状态 , 以此防止肿瘤的发生。某些细胞则可能由于

RB丢失导致的基因组不稳定或表观遗传失调而逃

脱衰老状态, 进而无限增殖形成肿瘤。

因而,  了解促进初期增殖细胞进入或跨过视

网膜瘤阶段的关键因素至关重要。这些因素包括

了基因组和表观遗传的改变。基因组的改变主要

集中在染色体1q、2p、6p、7q和13q的获得以及

16q的丢失 [31-32]上 , 染色体获得所涵盖的备选致癌

基因包括位于 chr.1q32上的KIF14[33]、 MDM4[34], 位
于 chr.2p24上的MYCN[35], 位于 chr.6p22上的E2F3、
DEK、ID4、SOX4 [36], 以及分别位于 chr.7q22和
chr.13q31上的致癌microRNA clusters miR-106b~25
和miR-17~92[2]。染色体 16q的丢失涉及肿瘤抑制

基因RBL2(chr.16q12)[37]和CDH11(chr.16q22)[38](表
1)。全基因组和外显子测序发现视网膜母细胞瘤中

除了RB1外 , 其他的基因突变非常少见 , BCOR[7]和

CREBBP[39]分别在10%~13%和4%的视网膜母细胞

瘤中发生突变 [7,39]。近期一项对32例儿童肿瘤的测

序分析中发现 , 在 41%的样本中存在除BCOR外的

突变 , 包括ARID1A、MGA、FAT1和ATRX突变 [40]。

ZHANG等 [7]还发现在一些肿瘤样本中检测不到基

因突变 , 这暗示很多突变可能并不是肿瘤形成的驱

动因素 , 而是在肿瘤后续发展过程中获得的 [41]。表

观遗传的改变可能通过诱导H3K4的三甲基化以及

H3K9和H3K14的乙酰化促进致癌基因 SYK的高表

达 [7]。以上是一些当前技术条件下发现的相对高频

率的基因变化 , 所有这些基因变化当中除RB1缺失

外哪些真正驱动了肿瘤发生 (driver mutations), 哪

些是肿瘤发展进化过程中由于基因组的不稳定和

快速增殖而获得的改变 (passenger mutations)是今

后研究的主要方向之一。RB家族基因除了RB1(又
称 p105)外 , 还包括RBL1(又称 p107)和RBL2(又称

p130)。它们序列相似 , 都参与调节细胞循环 , 抑制

肿瘤发生 , 但在人体细胞中这些家族基因之间似乎

并不构成冗余基因 , 功能不完全相同 [42-43]。它们最

初被发现都和DNA肿瘤病毒致癌蛋白SV40大T抗
原、腺病毒E1A和人乳头瘤病毒E7结合在一起 [44], 
这种结合抑制了它们的肿瘤抑制基因的功能而促

进了肿瘤形成。人RB中 p130丢失很常见 , 而 p107
丢失很罕见[45]。XU等[10]发现, RB的起源细胞(视锥

前体细胞 )有丰富的 p130和很少的 p107表达 , 而在

由RB1敲低诱导的视锥前体细胞增殖中 , p130有抑

制作用, 相反, p107则促进这种细胞增殖, 这些可能

说明人RB中p130作为肿瘤抑制基因存在而p107则
发挥癌基因功能。如前所述 , 良性视网膜瘤高表达

细胞衰老标志物 p130, 在RB1丢失后 , p130可能与

p16INK4等相互作用 , 介导G1期细胞循环捕获导致

细胞衰老从而抑制肿瘤发生。我们通过构建RB肿

瘤发生模型证实了相关推测 , RB1敲低诱导正常胚

胎视网膜细胞增殖并最终使肿瘤形成 , 形成的早期

肿瘤中p130表达显著下调 , 说明在某些细胞中RB1
的敲低可导致p130表达量降低 , 使得这些细胞获得

了逃脱生长捕获的能力 , 最终形成能够持续稳定增

殖的肿瘤细胞。RB1和p130共同敲低也能够诱导肿

瘤形成 , 而且RB1敲低和RB1/p130共敲低这两种肿

瘤的细胞形态和基因表达谱非常相似 , 暗示RB1敲
低和RB1/p130共敲低能够诱导同一类型肿瘤的形

成。因此, 在人RB的形成过程中p130可能是除RB1
外的第二个驱动突变基因之一。

表1   导致RB形成的备选癌基因和肿瘤抑制基因

Table 1   Candidate oncogenes and tumor suppressor genes in RB
备选基因

Candidate genes
基因组变异

Genomic changes
参考文献

References

KIF14, MDM4 chr.1q gain [33-34]

MYCN chr.2p gain [35]

E2F3, DEK, ID4, SOX4 chr.6p gain [36]

microRNA clusters miR-106b-25 chr.7q gain [2]

microRNA clusters miR-17-92 chr.13q gain [2]

RBL2, CDH11 chr.16q loss [37-38]

BCOR chr.Xp gain [7]

CREBBP chr.16p gain [39]



1789车虹昱等: 视网膜母细胞瘤发生机制和肿瘤模型研究进展

2   视网膜母细胞瘤的细胞起源
肿瘤的起源细胞一直是癌症研究的难点。研究

通常从中晚期肿瘤中表达的标记物出发寻找起源细

胞 , 常用材料包括实验室条件下经过长期传代培养形

成的稳定细胞系或来自于病人的肿瘤样本。它们很多

都是已经发展到一定阶段的肿瘤 , 很多又经过了疗法

处理, 难以准确反映肿瘤形成之初的状态, 而且癌细胞

本身从最初的正常细胞状态到疾病状态也经历了细胞

转化过程。因此这类研究的结论经常是有争议的。

视网膜是由视网膜多能干 /祖细胞分化发育成

的视锥感光细胞、视杆感光细胞、水平细胞、双极

细胞、无长突细胞、神经节细胞和Müller胶质细胞

这7种细胞组成的 [46]。祖细胞具有多能性 , 如果RB
来自祖细胞 , 这似乎合理解释了不同病人或同一个

肿瘤表达多种视网膜细胞标志物的特点。在早期的

小鼠研究中的确发现 , Rb1失活的分裂期祖细胞形成

了多位点侵入式的视网膜母细胞瘤 , 这些肿瘤表达

大量祖细胞标志物和分化标志物 [47]。然而 , CHEN
等 [48]报道小鼠视网膜中Rb1和p107的特异性缺失可

导致水平细胞和无长突细胞的增殖 , 并最终在60%
的受试小鼠眼睛中形成有无长突细胞特征的肿瘤。

MACPHERSON等 [49]也得到了类似结论: Rb1/p130突
变的小鼠视网膜可形成与Rb1/p107敲除相似的肿瘤 , 
且这两类肿瘤都具有水平细胞和无长突细胞的分化

特征。另外一项值得一提的研究发现, 在Rb1和p130
都缺失而保留一个拷贝p107的小鼠中 , 水平前体细

胞似乎在经历末端分化的同时仍保留增殖能力 , 并
且该小鼠与Rb1/p107缺失以及Rb1/p130缺失小鼠相

比可更早地形成肿瘤 [50]。Müller胶质细胞也是可能

的视网膜母细胞瘤起源细胞 , GARLLIE等 [51]的研究

通过在小鼠视网膜中特异性表达SV40大T抗原抑制

RB蛋白的表达 , 从而形成具有分化的Müller胶质细

胞特征的视网膜肿瘤。小鼠事实上并不是阐释人RB
细胞起源的良好模型 , 因为Rb1+/–小鼠并不自发形成

RB, 而是形成垂体瘤和甲状腺C细胞癌 [14], Rb1+/–小

鼠需要额外的Rb家族基因失活等其他因素才能诱发

RB, 且形成的RB中视网膜细胞表达谱也不同, 人RB
大量表达视锥体细胞标志物 , 小鼠RB则多表达内核

层神经元标志物。此外 , 人RB的组织学染色往往呈

现Flexner-Wintersteiner花结, 它是RB肿瘤的特征, 其
他类型人类肿瘤不形成这类结构。小鼠RB则缺乏

Flexner-Wintersteiner花结, 而形成Homer-Wright花结, 

且Homer-Wright花结在小鼠中并不是RB特有的 , 在
大多数神经肿瘤中都存在 [18]。这些都暗示人体中对

RB1功能缺失异常敏感的细胞和小鼠中的细胞不同 , 
或者RB1基因在人和小鼠中有不同的功能。

与成人肿瘤不同 , 儿童肿瘤的形成往往需要较

少的基因突变 , 这可能暗示肿瘤起源细胞已经存在某

些类似肿瘤的特征。有趣的是 , 视锥前体细胞虽已从

细胞循环退出并分化 , 但却高表达致癌蛋白MDM2和
MYCN[9]。MYCN的表达通常在发育期的视网膜中

上调以促进正确的细胞生长和增殖 , 一旦细胞成熟

MYCN表达量就会下降以维持细胞稳态平衡。在这

一点上视锥前体细胞显然是特殊的 , 这可能使其在

RB1功能丧失时更易被转化而诱发肿瘤形成。早期

研究发现, 人RB细胞培养物表达视锥体细胞标志物的

RNA[8], 并且具有视锥体细胞而不是视杆细胞的光传

导能力 [52]。RB肿瘤在视网膜上的分布有类似于L/M
视锥体细胞分布的水平视觉条纹特征 [53], 这暗示了视

锥前体细胞作为RB起源细胞的可能性。很多视锥前

体细胞还有很高的MDM2表达水平 , 这有可能是视网

膜母细胞瘤通常保有野生型p53的潜在原因之一。正

常情况下RB抑制转录因子E2F的表达 , RB丢失则激

活E2F, 从而诱导其靶标ARF的表达, 高表达的ARF抑
制MDM2并上调p53, 从而促进了p53介导的程序性细

胞死亡 , 防止了肿瘤的形成 [54]。与此一致的是 , 研究

发现良性视网膜瘤中确实存在ARF的高表达 [6]。而视

锥前体细胞中异常高表达的MDM2可能破坏了ARF
诱导的程序性细胞死亡从而导致了肿瘤的形成。XU
等 [9]发现 , RB中视锥细胞特异性转录因子RXRg调节

MDM2的表达 , 这可能是MDM2在视锥前体细胞中高

表达的原因之一。更有趣的是, 研究表明RB中MDM2
可促进MYCN蛋白的翻译过程 [55], 这些研究解释了

作为已分化的视锥前体细胞为什么高表达致癌蛋白

MDM2和MYCN。RB在发育期视网膜中广泛表达以

确保视锥前体细胞及时退出细胞循环完成末端分化 , 
人视觉小窝分化中的视锥前体细胞与其他类型视网

膜细胞相比存在更高的RB表达水平[56], 这也暗示这种

细胞更需要RB以保证具有潜在“癌化”特征的细胞能

够正常分化 , 防止它们异常增殖。RB源自于视椎前

体细胞的更直接证据来自于诱导胚胎视网膜细胞形

成肿瘤的实验 [10], 该实验中RB1的敲低能够诱导分化

的视锥前体细胞增殖 , 而Müller胶质细胞和祖细胞在

RB1敲低后会很快进入程序性细胞死亡 , 其他类型细
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胞则维持原有分化状态。一些增殖的视锥前体细胞

在原位异种移植实验中形成有分化特征的RB。随后 , 
SINGH等 [18]通过在体外整体培养的人胚胎视网膜组

织中敲低RB1诱导了肿瘤的发生, 发现RB缺失可导致

成熟中的视锥前体细胞形成肿瘤 , 并揭示了组织发育

阶段在肿瘤发生中的重要性。近期 , LIU等 [16]通过基

因编辑在人胚胎干细胞中功能突变或敲除RB1基因 , 
诱导胚胎干细胞分化形成视网膜类器官 , RB1缺失的

类器官最终形成肿瘤, 且单细胞RNA测序分析也提示

这些肿瘤可能来自于成熟中的视锥前体细胞。我们

基于人胚胎视网膜细胞构建的RB1敲低和RB1/p130共
敲低离体肿瘤在形成早期和近1年的长期培养中均持

续表达视锥前体细胞标志物, 这为阐明人RB的视锥细

胞起源提供了更加有力的证据(尚未发表数据)。

3   视网膜母细胞瘤的肿瘤研究模型
癌症被认为是基因组异常引发的疾病。基因的

突变、异常的表观遗传调节导致正常细胞转化, 形
成恶性肿瘤。生命过程中的各种因素诱导本来正常

的野生型细胞积累基因突变, 当然也有遗传而来的

某些倾向于诱发肿瘤的突变, 例如RB1。随着大规

模测序技术广泛用于肿瘤研究, 我们认识到肿瘤基

因组的复杂性甚至是杂乱性, 从大量基因突变中准

确鉴定肿瘤发生的驱动因素, 是探究肿瘤发生机制、

寻找早期诊断靶标和疗法干预靶标的关键所在。构

建一个能够准确模拟肿瘤发生过程、可追踪且易于

操作的体外模型可以帮助鉴定这些基因突变事件在

肿瘤形成过程中的发生顺序。

迄今为止的很多RB研究使用了商业渠道购买

或者实验室培养病人肿瘤样本建立的细胞系 , 比较

常见的包括Y79、Weri-1等。然而这些稳定细胞系

都经历了实验室培养条件下的长期筛选而产生了

和初代RB肿瘤相比显著的变化 [57]。URI等 [58]对来

自两个顶级实验室的 106个人类细胞系进行了综合

基因组分析 , 发现同一细胞系的不同培养物之间发

展出了广泛的基因组差异 , 而且基因组的变化与基

因表达程序的差异性激活相关并影响了细胞的形

态和生长。这可能是很多已发表实验结果无法重复

的潜在原因之一。来自RB患者的肿瘤样本是另一

常见的实验材料来源 , 对它们的分析直接提供了大

量癌症基因组相关数据 , 然而从摘除的眼球中分离

得到的肿瘤往往都代表了肿瘤发展的高级阶段 , 很

多经历过激光、化学等疗法的处理 , 难以从中得出

关于初期肿瘤发生机制的可信结论。这种模型的

另一个问题是样本往往只能在眼球摘除后获得 , 这
限制了它的广泛应用。尽管如此 , 基于这些病人肿

瘤样本构建的异种移植模型对于研究肿瘤的后期

发展、转移以及药物等疗法处理仍具有很高价值。

成人肿瘤相对复杂 , 通常由多个驱动基因突变

相互作用而诱发。儿童肿瘤的基因组往往很干净 , 呈
现较少的突变。至今为止的大量证据表明 , 单一基因

RB1的突变会导致视网膜母细胞瘤形成 , 因而通过定

向操作基因突变 , 构建肿瘤发生模型 , 诱导人工肿瘤

的工作就显得非常有吸引力。遗传工程小鼠对于肿

瘤生物学研究是很好的模型 , 能够追踪肿瘤发生发

展演化的全过程 , 也可整体测试模型对于药物疗法

的反应, 加上RB由单个基因突变诱发, 与多基因突变

肿瘤构建相比受发育阶段因素影响较小 , 因此上世

纪八九十年代很多实验室进行了RB小鼠模型构建工

作, 其中的3个实验室随后发现, 与人不同, Rb1杂合体

小鼠由于家族基因p107或p130的功能互补作用并不

能形成视网膜母细胞瘤 [59-63]。Rb1/p107 DKO、Rb1/
p130 DKO、Rb1/p107/p130 TKO等缺陷型小鼠则可以

不同频率形成肿瘤[64], 肿瘤抑制基因p53或Pten的失活

和MDM4的过表达均可以加快肿瘤形成过程[64-65]。然

而, 如前所述, 这些小鼠RB模型在组织学形态、细胞

起源、基因表达谱等诸多层面与人RB有很大差异 , 
目前看来它们并不能成为人RB肿瘤生物学研究的良

好模型。另外 , 人视网膜母细胞瘤中存在很少的一类

肿瘤保有野生型RB1基因 , 而MYCN的扩增诱导了该

肿瘤的形成 [66]。TRAN等 [67]发现 , 在人胚胎视网膜的

完整培养物中过表达MYCN的确可以诱导视锥前体

细胞扩增形成肿瘤 , 而在小鼠视网膜细胞中过表达

Mycn却不能形成肿瘤 , 需要在Rb丢失的情况下Mycn
才会诱导肿瘤发生 [68]。这进一步说明在RB形成方面

小鼠与人存在很大不同 , 难以通过小鼠模型模拟人

RB的肿瘤发生。

人多能干细胞 (human pluripotent stem cells, hP-
SCs)具有无限的自我增殖能力和分化成任何类型细

胞的潜力 , 为研究发育和疾病形成过程提供了很好

的平台。hPSCs包括人胚胎干细胞 (human embryonic 
stem cells, hESCs)和诱导多能干细胞(iPSCs)。近年来

很多研究尝试使hPSC分化形成视网膜类器官 , 模拟

RB发生过程。AVIOR等 [69]利用CRISPR/Cas9介导的
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基因编辑构建RB1缺失的hESCs克隆 , 诱导了畸胎瘤

(Teratoma)的发生, 该肿瘤带有延展的神经结构, 这种

结构与三侧(trilateral) RB肿瘤中的颅内神经肿瘤很相

似 , 然而该研究没有进行视网膜的分化实验 , 该模型

能否模拟RB肿瘤形成仍是个疑问。另一个相似的研

究中 , ZHENG等 [15]将RB1敲除的hESC分化成视网膜

类器官 , 发现RB1的缺失促进了类器官细胞进入S期
并增殖 , 但增殖的细胞随后产生了广泛的细胞凋亡 , 
在体外或免疫缺陷小鼠的玻璃体中不会导致视网膜

母细胞瘤的形成 , 暗示仅RB1缺失不足以导致肿瘤的

形成。然而 , 随后的一项研究在相同的hESC细胞系

H9中突变或敲除RB1并使该细胞分化形成视网膜类

器官 , 而这些类器官在体外培养后期发育出和人RB
在组织结构、 基因表达谱等方面相似的肿瘤 [16]。值

得一提的是 , 这两项研究虽然都使用了日本科学家

SASAI实验室[70]建立的3D视网膜类器官诱导方法, 但
ZHENG等 [15]的研究在SASAI方法基础上作了改进以

提高类器官形成的效率。胚胎干细胞分化过程中的

很多信号通路与肿瘤发生相关 , 而该研究中RB1缺失

未能形成肿瘤是否与分化方法改进有关仍是一个潜

在需要探讨的问题。2007年YAMANAKA等 [71]向世

界展示了实验室条件下通过体外操作表达4个转录因

子将已分化体细胞重编程诱导形成 iPSCs的研究 , 整
个科学界对这个重大突破感到兴奋 , 因为 iPSCs可以

不受限地产生病人个体特异的各种细胞类型用于再

生医疗。在基础研究方面 , 通过诱导 iPSCs分化可以

解析早期胚胎发育机制, 模拟针对特定病人和特定基

因突变的疾病表型, 探索疾病成因。这同时也避免了

使用胚胎干细胞的相关研究所带来的伦理方面的问

题。最近 , NORRIE等 [17]利用15位携带生殖系RB1突
变的遗传性RB受试者皮肤或外周血细胞诱导 iPSCs, 
使其分化形成视网膜类器官, 并将体外培养45天后的

类器官细胞移植入小鼠玻璃体中 , 发现与人RB样本

有相似分子、细胞、基因组和表观遗传特征的肿瘤1
年后在个别株系中形成。值得一提的是, 该研究还修

复了两个iPSCs株系中的生殖系RB1突变, 发现它们最

终没能导致肿瘤形成 , 这似乎暗示RB1丢失足以诱导

肿瘤形成 , 然而潜在问题之一是 : 这两个携带生殖系

RB1突变的 iPSCs株系中的一个本身并没有自发地形

成肿瘤。因而, 基于该研究推断RB1丢失足以诱导RB
肿瘤形成仍缺乏足够证据。前面两项同样通过RB1
缺失的H9细胞诱导肿瘤的研究产生了相反的结果 , 
更增加了业内对这一问题长期以来的疑问 : RB1丢失

是否足以诱导肿瘤形成？对于这类探究肿瘤形成机

制的研究, 受试样本是否更接近肿瘤形成的真实环境

至关重要 , 基于hESCs和 iPSCs的诱导分化等涉及大

量体外操作的模型显然存在各种不确定因素, 而且目

前诱导得到的视网膜类器官通常难以形成不同神经

的丛状层结构(OPL、IPL), 且光受体不能有效产生外

节段以进行光检测, 因此类器官难以准确模拟生物视

网膜。人的胚胎视网膜虽然材料较难获得, 但为肿瘤

形成的研究提供了更趋近于真实情况的环境, 基于此

的相关研究也揭示了目前被广泛认可的RB的视锥前

体细胞起源理论和人特异的视网膜发育阶段在肿瘤

发生中的重要性 [10,18]。我们实验室的研究以人胚胎

视网膜为基础 (图1), 通过慢病毒感染敲低或过表达

RB样本中反复出现的驱动突变事件 , 诱导已分化细

胞重新进入细胞循环 , 进而使其开始初期增殖 , 并持

续培养增殖细胞得到具有无限增殖能力的早期肿瘤

培养物 , 以获取不同时期的肿瘤样本 , 构建完整的肿

瘤发生模型。这使得我们有能力对这些早期样本进

行基因组、转录组和蛋白组等的相关分析, 通过对比

病人肿瘤样本, 鉴定肿瘤形成中的驱动事件以及事件

的发生顺序, 更准确地探究肿瘤发生发展以及后期演

化的分子机制。目前我们成功构建了几种针对不同

基因的肿瘤模型 , 通过对前面提到的两种模型 (RB1
敲低和RB1/p130共敲低)的研究我们得到了充分的证

据支持 : RB1自身的敲低能够在体外诱导视网膜肿瘤

形成。虽然RB1缺失足以诱导肿瘤 , 但RB1敲低介导

的p130表达下调可能是肿瘤形成的驱动事件之一, 这

图1   基于人胚胎视网膜的RB肿瘤模型构建

Fig.1   Establishment of an in vitro RB model using fetal retina

Fetal retina tissue
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与p130在很多RB样本中呈现低表达相吻合 (尚未发

表数据 )。这些结果体现了基于胚胎视网膜的模型在

肿瘤发生机理研究中的重要价值。尽管如此, 需要说

明的是这些模型也存在可能的问题 , 比如 , 研究过程

中需要将视网膜从眼底结构中剥离, 并将细胞通过胰

酶等处理打散后, 在普通细胞培养条件下用于慢病毒

感染操作, 这使得不同神经元细胞失去了相互间以及

与胶质细胞间的作用, 而胶质细胞可能为肿瘤细胞的

生长提供微环境 , 这可能会导致肿瘤模型与人RB之
间的差异。建立和完善基于3D技术的整体视网膜培

养方法可能会在这方面有所帮助。此外, 目前的肿瘤

诱导效率较低 , 可能的原因是RB1敲低水平不足 , 人
视网膜形成肿瘤需要缺失两个RB1等位基因。通过

CRISPR介导的基因编辑敲除RB1或引入功能丧失突

变将促进这一问题的解决。

4   总结与展望
综上, 基于发育中的人胚胎视网膜细胞, 构建一

个实验室条件下易于操作的RB肿瘤形成平台将是未

来RB机理研究的方向之一。通过这类平台 , 可以在

不同的时间和空间背景下 , 测试各种已知的基因突

变和表观遗传改变事件 , 并追踪事件发生过程及发

生后视网膜细胞的后续反应。这类平台的建立将使

我们能够更加准确地解析RB发生发展和进化的分子

机制 , 并最终构建一个有效的、针对肿瘤发展不同

阶段的药物筛选和疗法开发平台。
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