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　　视网膜变性类疾病主要包括视网膜色素变性（ｒｅｔｉｎｉｔｉｓｐｉｇ
ｍｅｎｔｏｓａ，ＲＰ）、老年性黄斑变性（ａｇｅｒｅｌａｔｅｄｍａｃｕｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａ
ｔｉｏｎ，ＡＭＤ）。在东亚国家，还有一种发病率较高的特殊类型，
即高度近视引起的视网膜变性。这类疾病的共同特点在于视

网膜中的关键细胞（如感光细胞和视网膜色素上皮细胞）变性、

死亡，导致临近的细胞功能改变，患者的视功能逐渐丧失至失

明。由于变性和凋亡的感光细胞或视网膜色素上皮 （ｒｅｔｉｎａｌ
ｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ，ＲＰＥ）细胞不能再生，移植健康的视网膜组
织或者细胞，成为目前最具前景的治疗策略［１］。１９５９年 Ｒｏｙｏ
等［２］开展了第１例同种异体胚胎视网膜移植试验。近２０年人
们相继进行了视网膜色素上皮细胞、视网膜感光细胞、胚胎干

细胞、骨髓间充质干细胞、视网膜干细胞、胚胎视网膜神经上皮

层、胚胎全层视网膜（色素上皮＋神经上皮）以及视网膜芯片、视
网膜假体移植到动物的视网膜下间隙的研究［３－４］。在所有的移

植探索中，干细胞移植极有可能率先从基础实验向临床转化。

１　干细胞移植治疗视网膜变性疾病的原理和特征

　　干细胞移植治疗视网膜变性疾病的机制：①细胞替代，由
健康的干细胞替代丢失的病变细胞；②营养支持，移植的健康
干细胞促进周围细胞的存活；③移植区微环境的免疫调控作
用，如促进移植区Ｍüｌｌｅｒ细胞的逆分化［５］。理论上，建立有效

的新的突触联系和在此基础上的视功能改善，是干细胞移植成

功的标准［６］。２００６年ＭａｃＬａｒｅｎ等［７］及２００８年Ｂａｒｔｓｃｈ等［８］先

后研究表明，处于特定时期的小鼠感光前体细胞（ｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌ，ＰＰＣ）可与病变的视网膜建立突触联系，并有效
改善宿主视功能。相同的研究结果也在近期干细胞治疗帕金

森病的临床前试验［９］中得到，该研究表明，只有将干细胞诱导

至发育状态并接近成熟，才能发挥移植功效。理想的供体细胞

应当具有一定的可塑性，即处于感光前体细胞向成熟细胞发育

的关键期———它正逐渐与上一级神经元发生整合，意味着这一

时期的细胞具备与新生的、成年的，甚至病变的宿主视网膜发

生突触联系的可能，早于或者晚于这一时期供体细胞均难以与

宿主细胞发生融合。

　　为将各种来源干细胞精确诱导至感光前体细胞，必须了解
人胚胎感光前体细胞的发育。人胚胎视网膜发育受严格的程

１４５１
第３５卷第１５期
２０１３年８月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１５
Ａｕｇ．１５　２０１３



序控制，在胚胎７～８周，神经节细胞即开始出现，随后，视锥细
胞、水平细胞、无长突细胞逐渐定向分化；胚胎１２周左右，视网
膜的大体层次开始形成，而双极细胞、视杆细胞、Ｍüｌｌｅｒ细胞发
育稍晚。高度合作的核转录因子精确调控感光细胞的分化，这

些基因按照时间、空间顺序启动或关闭，对胚胎细胞的生长和

分化进行调节［１０］。Ｏｔｘ２是最早期调控视网膜前体细胞分化的
转录因子，Ｏｔｘ２调控Ｒｘ１启动视网膜转录因子级联反应，并在
视网膜前体细胞内表达，激活Ｐａｘ６的转录，Ｐａｘ６可启动其他的
基因Ｓｉｘ３、Ｌｈｘ２和Ｔｌｌ，这些基因反过来促进 Ｐａｘ６的表达，同时
Ｏｔｘ２激活视锥视杆同源盒基因（ｃｏｎｅｒｏｄｈｏｍｅｏｂｏｘｃｏｎｔａｉｎ
ｉｎｇｇｅｎｅ，ＣＲＸ）的转录，与以上转录因子共同调控并促进视网膜
前体细胞分化为感光前体细胞。感光前体细胞在 Ｏｔｘ２和 Ｃｒｘ
的调控下，发育为原始感光细胞，这类细胞选择性发育成为视

锥细胞或视杆细胞。在进一步的分化过程中，碱性亮氨酸拉链

（ｂＺＩＰ）转录因子（ｂａｓｉｃｍｏｔｉｆｌｅｕｃｉｎｅｚｉｐｐｅｒｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ，
ＮＲＬ）促进原始感光细胞定向分化为视杆细胞，抑制向视锥细
胞分化；Ｔｒβ２选择性促进原始感光细胞定向分化为视锥细胞，
并促进Ｍ／Ｌ视蛋白的表达，同时抑制 Ｓ视蛋白的表达；ＲＯＲβ
选择性促进原始感光细胞定向分化为视锥细胞，促进Ｓ视蛋白
表达，同时抑制Ｍ／Ｌ视蛋白的表达。综上，具有移植功效的感
光前体细胞的特征：①处于有丝分裂末期，已经定向分化，不再
继续增殖；②表达Ｏｔｘ２、ＰＡＸ６、ＣＲＸ、Ｎｒｌ等核转录因子；③尚未
发育为成熟的感光细胞，细胞内逐渐形成各种视蛋白，即具有

可塑性。

２　各种来源的移植细胞

２．１　视网膜干细胞（ｒｅｔｉｎａｌｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＲＳＣ）
　　ＲＳＣ来源于人或动物胚胎视网膜组织，又称视网膜前体细
胞（ｒｅｔｉｎａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌ，ＲＰＣ），是体外操作最为简单的移植材
料。从２００５年开始，多个研究小组进行了大鼠或小鼠的 ＲＳＣ
的体外分离和培养［１１］；体外诱导和体内移植证实，ＲＳＣ能有效
分化为视网膜神经组织中的各种细胞。为进一步验证分化的

细胞是否具有功能细胞的离子通道特征，我们对胚胎１７ｄ的大
鼠ＲＳＣ进行了膜片钳记录，体外诱导培养２５ｄ后，ＲＳＣ可以达
到新生鼠神经节细胞的动作电位水平［１２］。同时比较不同胚龄

来源的ＲＳＣ的移植效果，发现大鼠胚胎１２．５ｄ的 ＲＳＣ即可体
外扩增和诱导分化，该细胞能与宿主视网膜整合并表达成熟感

光细胞的标志物［１３］。而胚胎１７ｄ的大鼠 ＲＳＣ在脑源性神经
营养因子（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）的诱导下，也
能达到同样的移植效果［１４］。

　　人胚胎ＲＳＣ培养始于 Ｃｏｌｅｓ等［１５］的研究，进一步推进了

ＲＳＣ移植向临床的进程。但是，ＲＳＣ理论上仍是一个多种前体
细胞组成的细胞群，且增殖潜能有限，单纯的体外培养难以获

得较高纯度的感光前体细胞。尽管普遍的观念认为，视网膜下

腔具有“免疫豁免”特性，同种异体的视网膜移植物不会引发典

型的免疫排斥反应。但是，该免疫豁免环境也是相对的，如果

移植的细胞含有较多的容易引起排斥反应的胶质细胞，则免疫

排斥反应仍不可避免［１６］。因此，进一步纯化ＲＳＣ，是ＲＳＣ应用
的关键问题之一。

２．２　胚胎干细胞（ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＥＳＣ）
　　ＥＳＣ具有无限增殖和多向分化潜能，成为干细胞移植的理
想材料。在技术上，通过生长因子诱导、视网膜组织共培养和

基因修饰等手段，可以将鼠、猴和人的 ＥＳＣ诱导为 ＲＳＣ［１７］。
Ｌａｍｂａ等［１８］将人ＥＳＣ诱导的视网膜前体细胞移植到 ＲＰ模式
动物的视网膜下，发现该细胞不仅能分化为成熟感光细胞，还

可以改善宿主的视功能。２０１１年，Ｅｉｒａｋｕ等［１９］采用程序性信

号分子诱导，将人ＥＳＣ在三维培养环境下，扩增成视杯样结构
的视网膜雏形，这一开创性研究标志着视网膜组织再生成为可

能。但是，安全性仍然是 ＥＳＣ治疗 ＲＰ的关键问题，包括 ＥＳＣ
的潜在成瘤性和免疫排斥反应。

２．３　诱导多能干细胞（ｉｎｄｕｃｅｄｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌ，
ｉＰＳＣ）和间充质干细胞（ｍａｒｒｏｗｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌ，
ＭＳＣ）

　　ｉＰＳＣ是由多能遗传基因导入成纤维细胞，使其重编程而得
到类似ＥＳＣ的一种细胞类型。ＭＳＣ主要来源于骨髓，作为多能
干细胞，具有可塑性。ｉＰＳＣ与ＭＳＣ的共同点：都可以由患者的
体细胞诱导或者骨髓中获得，避免了免疫排斥反应。２０１１年，
Ｔｕｃｋｅｒ和Ｚｈｏｕ等［２０－２１］先后将小鼠或猪的 ｉＰＳＣ诱导为感光前
体细胞，用于移植实验，取得了同于 ＥＳＣ的移植效果。同年，
Ｍｅｙｅｒ等［２２］将人ｉＰＳ细胞系通过信号分子程序性诱导，分化为
视网膜各类型细胞。而 Ｋｉｍ等［２３］则将成人成纤维细胞，通过

基因转染和小分子化合物诱导，直接分化为神经前体细胞，大

大缩短了常规的成纤维细胞ｉＰＳＣ前体细胞的诱导历程。这些
激动人心的基础研究成果虽然为 ｉＰＳＣ向临床转化奠定了基
础，但仍面临着许多障碍。由于 ｉＰＳＣ来源于患者本身，即使成
功诱导为感光细胞，仍携带着致病基因，移植后依然会发生程序

性凋亡，因此，需要对缺陷基因进行修补。理论上，添加“重新编

程”基因或取代疾病细胞中有缺陷基因的方法都可能有导致癌

症的副作用，由于遗传表型改变产生的排斥反应亦有报道［２４］。

　　ＭＳＣ可以多向分化为成骨细胞、心肌细胞和神经细胞，具
有容易获得，体外扩增而不丢失多向分化潜能，外源基因易于

植入等优点，在组织修复和基因治疗方面的临床应用潜能受到

越来越多的关注。本研究小组将 ＭＳＣ通过 ｂＦＧＦ诱导和视网
膜组织共培养，发现 ＭＳＣ可以分化为视网膜神经前体样细
胞［２５］。尽管ＭＳＣ的移植效果弱于视网膜前体细胞［２６］，但作为

自体移植来源的细胞，仍然具有一定的优越性。

３　干细胞移植治疗视网膜色素上皮细胞功能缺陷

　　由人胚胎干细胞诱导至 ＲＰＥ细胞（ｈＥＳＣＲＰＥ），修复 ＲＰＥ
细胞功能缺陷，是目前干细胞治疗视网膜变性进展最为迅速的

一个分支，主要针对的疾病谱包括：干性 ＡＭＤ、Ｓｔａｒｇａｒｄｔ’ｓ病和
黄斑营养不良。ＥＳＣ诱导至ＲＰＥ细胞的方法已趋于成熟，且细
胞纯度能达到９９％以上，体外培养形态学显示，诱导的细胞六
角形紧密排列，细胞内富含色素，且能发挥屏障和吞噬功能。

在干细胞选择上，Ｃａｒｒ等［２７］尝试将人 ｉＰＳＲＰＥ用于动物实验，
也取得了良好的效果。目前，已有多家医疗机构进行 ｈＥＳＣ
ＲＰＥ移植的临床多中心试验。尽管已有临床安全性试验的个
案报道［２８］，但是，如何让移植细胞在视网膜下间隙呈单层排

列，维持长期存活，仍然是探索的重点。
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４　干细胞移植治疗视网膜变性疾病面临的问题

　　尽管近５年干细胞移植治疗视网膜变性疾病的基础研究
取得了突飞猛进的进展，但仍然面临着许多障碍。突出的问题

是移植细胞在视网膜下间隙的存活率仅约０．０１％［２９］。在此基

础上，约０．１％的细胞可以移行到 ＯＮＬ层，并与宿主细胞进行
整合［８］。因此，提高移植细胞的存活和迁移能力是提高移植效

果的关键。目前，将细胞悬液直接注入视网膜下腔的移植方法

虽然简便易行，但干细胞同时失去了维系其生存的微环境，即

ｎｉｃｈ。近年的生物工程医学发展，为解决干细胞在移植区的存
活和分化提供了可能。研究者尝试将各种可降解的生物材料

（如各种ｐｏｌｙｍｅｒ）联合干细胞移植到视网膜下间隙，为干细胞
创造良好的三维微环境，可以有效提高干细胞的存活和分

化［１９］。但各种生物材料因其硬度较大，不可避免地带来移植

创伤。新近发展的可注射式的生物胶样移植载体，可能为移植

手术带来更大的便利，同时促进干细胞的存活和分化［３０］。

　　影响干细胞移行的天然屏障是细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ），包括ｎｅｕｒｏｃｏｎ、ＣＤ４４、硫酸软骨素多糖（ＣＳＰＧ）等
抑制细胞迁移的大分子，主要由 ｍüｌｌｅｒ细胞产生［３１］。提高细

胞移行的主要策略包括：抑制 ｍüｌｌｅｒ细胞的活性，降低
ＥＣＭ［３２］；在移植的生物材料中加入降解 ＥＣＭ的各种生物酶，
如ＭＭＰ２［２０］；甚至采用眼底激光，破坏 ＥＣＭ结构，也能明显促
进移植细胞的迁移［３３］。

５　临床转化现状

　　目前，骨髓干细胞移植治疗各种血液性疾病已经成为常规
治疗手段。国际临床试验网站（ＷＨＯ和美国 ＮＩＨ临床试验注
册服务中心）的数据显示，基于干细胞技术治疗视网膜变性疾

病的临床安全性试验正在开展，包括中国阴正勤教授组织的视

网膜感光前体细胞移植治疗视网膜色素变性的安全性试验，美

国先进细胞技术（ａｄｖａｎｃｅｄｃｅｌｌｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＡＣＴ）公司开展的人
ＥＳＣ诱导的视网膜色素上皮细胞治疗移植治疗 Ｓｔａｒｇａｒｄｔ’ｓ病
的安全性试验［２８］。此外，多个实验小组正处于临床转化前的

动物实验阶段，具体进展状态见表１。随着干细胞移植的各个
难点在实验室逐渐被攻破，我们可以欣喜地预见，近十年将是

干细胞移植向临床转化的关键时期。

６　展望

　　临床转化是基础研究的最终“出口”。２０１０年和２０１１年，
美国ＡＣＴ公司先后两次获得 ＦＤＡ批准，进行 ｈＥＳＣ治疗 Ｓｔａｒ
ｇａｒｄｔ’ｓ病和干性ＡＭＤ的Ⅰ／Ⅱ期临床实验［２８］。该公司 Ｓｃｈｗ
ａｒｔｚ等报道了临床研究的初步结果，发现 ｈＥＳＣ体外可分化为
纯度达９９％以上的ＲＰＥ，进行的１例Ｓｔａｒｇａｒｄｔ’ｓ病和１例干性
ＡＭＤ患者为期４个月的临床观察中，发现植入 ｈＥＳＣ来源的
ＲＰＥ细胞能贴附于受体视网膜色素上皮层，未发现植入细胞的
异常增殖。在移植前后使用了免疫抑制剂情况下未见排斥反

应，移植患者也未出现视功能的恶化，初步证实了干细胞治疗

黄斑区变性疾病的短期安全性。由此可见胚胎干细胞目前是

临床转化理想的种子细胞。ＥＳＣ能满足细胞移植所需细胞的
大多数标准，即移植细胞能较好的存活，移植细胞有正常的功

能，无肿瘤形成、无免疫排斥等。胚胎干细胞诱导的神经细胞

具有各类神经细胞（包括神经元、星形胶质细胞、少突胶质细胞

等）的典型形态，表达各类神经细胞相关的基因和蛋白，具有神

经细胞的电生理特点，并能形成兴奋性和抑制性突触联系，可

见ＥＳＣ移植用于神经系统疾病的治疗正变得越来越现实可行。
　　如何将实验室技术转化为满足再生医学临床应用的重大
需求，实现标准化、规范化、规模化 ｈＥＣＳ分离、扩增、检测、存
储、运输方案，还有一些关键性问题亟待解决：①ｈＥＳＣ大规模
扩增问题。②如何确保ｈＥＳＣ分化的治疗细胞达到以下临床应
用标准：即细胞可以基本无限制提供；细胞在ＧＭＰ条件下生产
保证无病原体污染；细胞质量可做到批次间无差异；细胞各项

指标可详细检测，以达到其最佳状态；分子生物学特征监测可

保证所有人胚胎干细胞都分化为眼治疗细胞。③为下游多中
心研究提供规模化的眼治疗细胞来源。工程化的干细胞应用

于临床前，应对其施行具有国际标准的检测，确保其无菌、无支

原体感染，检测细胞密度、细胞活性，细胞形态学、细胞核型、

ＤＮＡ图谱，人胚胎干细胞 ＯＣＴ４、ＮＡＮＯＧ、ＳＯＸ２ｍＲＮＡ表达，
器官特异性相关标志物ｍＲＮＡ表达、细胞纯度、成熟度检测，以
保证干细胞在临床转化研究中的安全性、有效性。

　　在临床转化过程中，必须制定 ｈＥＳＣ分化的治疗细胞的临
床应用标准，通过与临床病理模型结合进行在体的细胞生物学

观察和长期安全性、有效性评价；进而开展眼科多中心规范化

的临床实验，研究ｈＥＳＣ来源的眼治疗细胞的安全性和有效性、

表１　干细胞移植治疗视网膜变性疾病的临床转化进展

研究者 研究单位　　 供体细胞来源　　　 拟治疗疾病种类 进展状态　　

阴正勤 中国第三军医大学 视网膜前体细胞 视网膜色素变性 临床安全性试验

ＡｄｖａｎｃｅｄＣｅｌｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 美国 胚胎干细胞来源的视网膜色素上皮细胞
干性老年性黄斑变性和 Ｓｔａｒ
ｇａｒｄｔ’ｓ病

临床安全性试验

ＣｏｆｆｅｙＰ 英国伦敦大学 胚胎干细胞来源的视网膜色素上皮细胞 干性老年性黄斑变性 临床前试验

ＭａｃＬａｒｅｎＲ 英国剑桥大学 视杆前体细胞 视网膜色素变性 临床前试验

ＣｅｌｌＣｕｒｅＮｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅｓＬｔｄ． 以色列 胚胎干细胞来源的感光细胞 视网膜色素变性 临床前试验

ＳｃｈｗａｒｔｚＳＤ
美国加州大学洛杉矶分

校（ＵＣＬＡ）
胚胎干细胞来源的视网膜色素上皮细胞

干性老年性黄斑变性和 Ｓｔａｒ
ｇａｒｄｔ’ｓ病

临床安全性试验

ＹｏｕｎｇＭＪ 美国哈佛医学院 视网膜前体细胞 视网膜色素变性 动物实验

ＲｅｈＴＡ 美国华盛顿大学 胚胎干细胞来源的感光细胞 视网膜色素变性 动物实验
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完善干细胞治疗的临床标准，最终建立致盲性眼病的干细胞治

疗方案。
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