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治疗致盲性眼病的干细胞来源及应用
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(1中国人民解放军总医院眼科, 北京 100853; 2第三军医大学西南眼科医院, 重庆 400038)

摘要      除了人胚胎、胎儿脐带血中已经发现的多种干细胞, 在成体哺乳动物组织器官特异性

的干细胞龛位(生态位)中, 包括骨髓、脑、皮肤、心脏、眼、肾、肺、胃肠道、胰腺、肝、乳房、

卵巢以及睾丸中也发现了相当种类的成体干细胞群。以上干细胞均处于相对未分化状态, 并保留了

自我更新及向特定组织分化的潜能, 这让干细胞具备了维持组织稳态和修复创伤后组织的能力。近

年来, 再生医学领域不乏运用干细胞直接进行或诱导成为视觉相关细胞后再进行眼病治疗的研究, 
体现了干细胞治疗极其广阔的应用前景。该文将综述用于致盲性眼病治疗的干细胞潜在来源以及

相关研究进展。
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Abstract      Besides stem cells established from embryos, fetal tissues as well as umbilical cord blood, 
various stem cell linages have been identified in specific tissue niches throughout the adult mammalians body 
such as bone marrow, brain, skin, heart, eyes, kidney, lung, gastrointestinal tract, pancreas, liver, breast, ovary, and 
prostate. All stem cells are undifferentiated biological cells that can generate any germ-layer types of progenitor 
populations or terminal somatic cells and exhibit self-renewal through symmetric or asymmetric cell division. Thus, 
stem cells could potentially contribute to tissue homeostasis or to tissue regeneration by signaling factors paracrine 
or cells replenishing after lesions occur. In recent years, the remarkable progress made in regenerative medicine 
by using stem cell or stem cell induced cellula visualis indicates promise for the treatment of ocular diseases. This 
paper reviewed the research progress and potential source of stem cell for the treatment of blinding ocular diseases.
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干细胞治疗是指运用干细胞预防和治疗疾病, 
此概念存在已久。在广岛长崎核爆之后, 研究者将

健康同种动物的骨髓移植进入受辐射的动物体内, 

发现此法可以恢复受试动物的造血功能[1]。1961年, 
Till等[2]通过著名的脾集落形成实验证实了造血干

细胞的存在。至此, 开始了对干细胞移植治疗领域
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的探索。按来源, 干细胞可分为异种来源、同种异

体来源和自体来源三类。目前, 用于视网膜修复和

再生治疗的干细胞主要包括同种异体来源的胚胎干

细胞(embryonic stem cell, ESC)、自体来源的成体

干细胞(如骨髓间充质干细胞)以及诱导多能干细胞

(induced pluripotent stem cell, iPSC)[3]。每种细胞都

各有优势, 如胚体干细胞拥有无限自我更新和向任

意胚层分化的能力, 可大规模标准化量产针对全身

各器官疾病的治疗细胞。诱导多能干细胞是由患者

自体终末细胞在体外诱导获得, 同样具备自我更新

和向任意胚层分化的能力。成体干细胞可直接从患

者身体获取并用于针对疾病的治疗而不会违背医学

伦理。值得注意的是, 最早应用于临床转化研究的

也是成体干细胞(如造血干细胞), 其在临床治疗上

的安全性和有效性都已得到证实。尽管已经获得上

述研究突破, 大部分干细胞在做到临床转化之前, 其
各自的主要优势和缺陷仍需进一步明确。

1   致盲性眼病及其干细胞治疗方式简介
致盲性眼病严重影响患者的生存质量。我国

现有约700万盲人, 且以每年约45万人失明的速度递

增, 目前和未来都应该是全世界盲人最多的国家。

目前最为常见的致盲性眼病包括角膜病、白内障、

视网膜疾病(表1), 而视网膜疾病中又包括了青光眼

以及视网膜变性疾病。白内障患者比例占以上致盲

疾病患者首位(60%), 该病患者已经可以通过日趋完

善的白内障摘除后人工晶体植入手术获得复明; 青
光眼患者的病情也可通过早期预防以及晚期予以手

术、药物得到控制, 以此保障患者的生存质量。虽

然理论上, 角膜病患者可以通过角膜移植获得复明, 
但解决角膜供体来源缺乏问题才是广大角膜病患者

复明的关键。视网膜变性疾病包括老年性黄斑变

性、视网膜色素变性和糖尿病视网膜病变等, 是发

达国家致盲的首要病因, 我国因此类疾病失明的人

数每年约有20万。目前国际上对此类严重的致盲性

疾病尚无有效治疗手段。因此, 探讨角膜病和视网

膜变性疾病的有效治疗方法是减少致盲发生的关键

所在。

角膜病和视网膜变性疾病的共同病理过程是

不可逆的视觉相关细胞(角膜上皮细胞、感光细胞、

视网膜色素上皮细胞等)的变性、坏死, 而角膜和视

网膜的再生修复能力有限, 无法完成视觉相关细胞

的自我补充和功能修复。因此, 外源性角膜上皮细

胞、感光细胞和视网膜色素上皮细胞替代治疗是重

建患者视觉功能的关键[4]。

干细胞保留自我更新以及特定组织多向分化

的潜能使其具备了维持组织稳态和修复创伤后组织

的能力。近年来, 再生医学领域不乏运用干细胞直

接进行或诱导成为视觉相关细胞后再进行眼病治疗

的研究成果。干细胞替代治疗策略已经成为了治疗

严重致盲性眼病最有希望的新方向[5]。干细胞治疗

的方式主要包括以组织片的形式移植至角膜表面或

视网膜下腔, 或以细胞悬液移植至角膜表面或注射

进入玻璃体腔、视网膜下腔进行治疗。

细胞移植治疗的作用机制主要包括两个主要

方面: (1)早期效应来自于植入细胞的神经营养效

应及保护作用, 即所谓的By-stander效应; (2)长期效

应可能来自于植入细胞对变性或丢失细胞的替代

(cell replacement)效应。在2010年和2011年 , 美国

ACT(Advanced Cell Technology)公司先后两次获得

食品及药物管理局(Food and Drug Administration, 
FDA)批准, 进行人胚胎干细胞治疗Stargardt病和干

性老年性黄斑变性(age-related macular degeneration, 
AMD)的I/II期临床实验。

此外, 免疫排斥反应是移植治疗必须解决的重

要课题。虽然, 眼球是免疫豁免器官, 但病变过程

表1   视网膜疾病以及相关受累细胞

Table 1   Retinal diseases and infected cell types
视网膜疾病

Retinal diseases
受累细胞类型

Infected cell types
Glaucoma Retinal ganglion cells
Age-related macular degeneration Photoreceptors and RPE cells
Retinitis pigmentosa Photoreceptors
Diabetic retinopathy NR cells 
RPE: 视网膜色素上皮; NR: 视网膜神经上皮。

RPE: retinal pigment epithelium; NR: neural retina.
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中角膜新生血管、血–视网膜屏障破坏、单核细胞

趋化蛋白等炎性因子释放以及小胶质细胞迁入等

微环境的改变, 导致细胞移植治疗后仍可能出现免

疫排斥反应[6-7]。因为有风险存在, 目前移植治疗研

究所选择细胞类型都或多或少地保有一定的免疫

豁免能力。视网膜色素上皮细胞通过释放转化生

长因子-β(transforming growth factor-β, TGF-β)、血

小板反应蛋白-1(thrombospondin-1, TSP-1)和生长激

素抑制剂SOM(somatostatin)抑制T细胞增殖, 通过

释放γ-干扰素(interferon-γ, IFN-γ)保持视网膜下腔

的免疫豁免特性[8]。间充质干细胞主要通过释放白

细胞介素-10(interleukin-10, IL-10)诱导产生多种免

疫调节细胞, 从而介导宿主免疫耐受[9]。Lui等[10]、

Robertson等[11]、Wu等[12]和Li等[13]发现, 胚胎干细胞

则能够通过调节CD4+FoxP3+T细胞活性介导宿主免

疫耐受。Hori等[14]证明, 神经干细胞移植至肾被膜

下可长期存活并且不引起宿主免疫排斥反应, 实验

中检测不到细胞主要组织相容性复合物I/II(major 
histocompatibility complex I/II, MHC I/II)的表达。以

上结果表明, 尽管疾病可能会破坏眼内免疫豁免环

境, 但选择适当的细胞进行单独或多种细胞联合移

植可诱导机体产生免疫耐受, 进而创造适合移植细

胞存活的免疫豁免条件[15-16]。

2   干细胞治疗致盲性眼病细胞来源
2.1   成体干细胞

成体干细胞是分布于成熟动物躯体中并处于

相对未分化状态、保留了自我更新以及多向分化的

潜能的干细胞群。成体干细胞在正常组织的干细胞

生态位中保持静息状态, 发生应激或创伤后可动员

迁移, 并定植于受损组织, 通过增殖分化参与维持组

织稳态和修复创伤后组织。

脊椎动物成体神经干细胞 (neural stem cell, 
NSC)主要存在于中枢神经系统室管膜下区以及海

马齿状回[17]。此类细胞可向神经元和胶质细胞分化, 
但是还没被证明有能力向视网膜神经上皮细胞及色

素上皮细胞分化。神经干细胞可分化成替代视网膜

组织主要功能的细胞成分, 包括神经元、星型胶质

细胞和少突胶质细胞等, 并可以产生特定的营养因

子发挥治疗效果[18]。

视网膜色素上皮(retinal pigment epithelium, 
RPE)干细胞来源于成人视网膜色素上皮[19], 可在体

外组织培养环境中大量扩增RPE细胞, 并且可以在

特定条件下再分化为神经或者间充质细胞。

角膜缘干细胞(limbal stem cell, LSC)是最早应

用于眼临床试验的干细胞之一, 其分化得到的角膜

上皮细胞是维持角膜稳态的重要细胞类型[20]。

嗅鞘细胞(olfactory ensheathing cell, OEC)是存

在于嗅黏膜和嗅球中的胶质细胞, 主要作用是引导

和包裹嗅神经轴突。目前已开展将OEC应用于神经

退行性疾病治疗的研究[21]。

间充质干细胞(mesenchymal stem cell, MSC)主
要来源于脐带组织和骨髓组织[22], 其中骨髓来源的

干细胞可通过药物(普乐沙福)作用将其动员进入外

周血液直接收集。间充质干细胞目前主要应用于

治疗糖尿病性视网膜病变。移植间充质干细胞可

加速视网膜血运, 维持外层视网膜存活, 延缓视网

膜变性。虽然间充质干细胞诱导为视细胞的分化

率较低[23], 但其分泌的营养因子可延缓变性疾病进

展。此外, 冻存的脐血干细胞还为患者治疗提供了

额外的配型机会。

2.2   诱导多能干细胞

iPSC是指通过转录因子重编程由成体细胞诱

导而来的多能干细胞。2006年, Takahashi等[24]通过

转录因子重编程外周纤维原细胞和淋巴母细胞使

其转变为iPSC。iPSC拥有与ESC相似的自我更新

和多向分化能力, 可以诱导其分化得到视网膜组织

细胞[25-27], iPSC为干细胞临床转化治疗提供了新的

研究方向。

应用遗传性视网膜疾病 (inherited retinal de-
generation, IRD)患者的iPSC分化得到视网膜组织

可进行体外试验, 在临床前对药物或基因治疗进行

药理毒理测试。伴随基因治疗技术的发展, 应用

CRISPR/Cas9编辑系统除去iPSC内的突变致病基

因[28], 然后进行诱导向视细胞分化, 让iPSC成为了

视网膜细胞替代治疗新的自体移植细胞来源。目前, 
已经有一部分文章综述了iPSC在AMD和IRD领域

与治疗模型建立和细胞治疗策略筛选相关的研究成

果[29-30]。

值得注意的是, iPSC可以从病人自身的体细胞

诱导而成, 避免了伦理学风险。近年来, 采用的小分

子组合、miRNA调控等方式极大地提高了iPSC的
诱导效率, 同时, 避免病毒载体和原癌基因的导入。

但仍有报道显示, iPSC植入供体自身后会产生免疫
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排斥反应[31], 可见iPSC离临床转化应用仍有距离。

2.3   胚胎干细胞

人类胚胎干细胞(human embryonic stem cell, 
hESC)来自于受精卵发育得到的囊胚内细胞团, 具
有向任意胚层分化的潜能, 有稳定的细胞系, 可在体

外大量增殖, 易于基因操作, 且基因操作后仍具有向

各种细胞分化的潜能。直接将ESC移植进入体内存

在形成畸胎瘤的风险。因此, 目前ESC移植治疗致

盲性眼病的策略一般都是经体外诱导为高纯度、眼

特异性的治疗细胞, 然后再进行眼内移植。治疗致

盲性眼病常用的ESC来源的治疗细胞有视网膜或感

光前体细胞[32-33]以及包括角膜上皮细胞、视网膜色

素上皮细胞和感光细胞等在内的终末分化细胞[34-35]。

近来 ,  日本发育生物学家笹井芳树(Yoshiki 
Sasai)等[36]利用一种三维细胞培养系统诱导hESC自
发形成了复杂的视网膜结构, 再次证明ESC的分化

潜能, 同时也为在体外培育出治疗致盲性眼病的各

类细胞带来希望[37-38]。

目前, 国际上批准进行致盲性眼病治疗的干细

胞项目均采用hESC。2009年, 美国瑞辉公司(Pfizer)
与英国伦敦大学Pete Coffey实验室用hESC诱导分化

为RPE细胞薄片, 并已得到将该细胞片移植进入动

物病变模型后的实验结果, 目前正在申请进行临床

实验[39]。2012年, 美国ACT公司联合美国加州大学

洛杉矶分校在《Lancet》杂志上发表了用hESC治疗

Stargardt病和干性AMD的I/II期临床实验的结果[40]。

该实验发现, hESC可在体外分化为纯度达99%以上

的RPE细胞后, 将此细胞移植到一例Stargardt病和一

例干性AMD病人的视网膜, 并进行时长四个月的安

全性和有效性随访。研究结果并未发生移植细胞异

常增殖或免疫排斥反应, 并且在实验期间两位患者

都获得了不同程度的视力提升[40]。

尽管ESC来源的终末分化细胞移植到眼内可以

延缓病程进展, 但这些细胞已失去自我更新潜能, 加
之受体的整合能力有限, 这可能也是细胞移植后疗

效不能持久的原因之一。下文将提到应用视网膜祖

细胞进行治疗是解决该问题的可能方案。

2.4   视网膜祖细胞

相对于干细胞多向分化, 祖细胞倾向于定向分

化为某一特定的细胞类型。干细胞与祖细胞之间最

主要的区别在于干细胞可以无限的自我更新, 而祖

细胞仅具有有限的分裂次数。关于干细胞与祖细胞

的概念目前仍存在争论。

视网膜祖细胞(retinal progenitor cell, RPC)移植

也可称为胎儿视网膜活性细胞成分移植。将转基因

胎鼠视网膜中纯化得到的视网膜祖细胞移植进入成

体小鼠视网膜变性模型, 移植的部分祖细胞在受体

视网膜内发育成为视网膜神经元, 其中包括表达多

种视色素蛋白的类感光细胞。移植细胞不但与受体

视网膜各层产生了广泛整合, 还参与挽救了受体视

网膜外核层感光细胞。与对照组比较, 实验组小鼠

对光行为学功能得到改善[41]。

在成体动物(如两栖动物)身上, 视网膜创伤后

可激活神经上皮和色素上皮中的祖细胞, 共同发挥

创伤后修复功能。虽然自我更新能力并未得到肯定, 
但研究者已经从成年哺乳动物视网膜周边睫状缘区

域分离出了带有未分化标记的视网膜祖细胞[42-43]。

在众多报道过的视网膜祖细胞类型中, 视网膜

Müller胶质细胞是研究得最为深入的晚期祖细胞。

研究发现, Müller仍然保留了向感光细胞等神经元

转分化的能力[43-44]。在低等动物发生视网膜损伤后, 
Müller细胞可以被激活并参与视网膜修复, 同样在

小鼠视网膜内可通过生长因子的帮助模拟相似的激

活过程[45-46]。

研究证明, 视网膜的神经细胞均来源于视网膜

祖细胞, 此类细胞通过精确的调控表达, 控制着感

光细胞发育和表型分化。感光细胞的发育由一系

列以Crx(cone-rod homeobox gene)为中心的调控因

子来调控 , Crx是类似Otx2(orthodenticle homeobox 
2 gene)同源结构域的转录因子[47], Otx2是视网膜祖

细胞有丝分裂后的感光前体细胞转录因子[48], Otx2
同时对RPE的发育也起重要作用。除表达以上转

录因子的视网膜祖细胞外, 从器官(如心脏)来源的

c-kit(tyrosine-protein kinase kit or CD117, 细胞膜表

面抗原)阳性细胞具有自我更新、形成克隆和一定

的分化潜能。研究发现, 视网膜神经上皮层存在有

大量c-kit阳性细胞[49-50]。目前已有研究者证明, c-kit
阳性视网膜祖细胞可延缓视网膜变性小鼠模型病情

进展[51]。

此外, 视网膜变性疾病往往同时影响到RPE和
感光细胞, 单一种类细胞移植不能解决多种细胞丢

失的关键问题。因此, 移植具有多潜能的、限定分

化为各类眼细胞且成瘤风险低的视网膜祖细胞, 将
是更具潜力的临床治疗策略。在眼内微环境的诱导
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下, 视杯特异的祖细胞可以分化为病变组织所需要

的修复细胞, 使移植细胞在体内的长期生存成为可

能。

视网膜祖细胞从成体视网膜组织中以及iPSC
和ESC诱导分化的视网膜组织中均可获得, 其成瘤

风险较低, 又具有多分化潜能和可塑性。视网膜祖

细胞同样适合进行临床转化研究。

3   结论
干细胞移植推广至临床治疗之前, 必须全面分

析干细胞移植实验结果, 包括鉴别不同干细胞类别、

不同干细胞数量以及不同注射方式等因素对受试者

视功能产生的影响, 从而不断优化完善干细胞治疗

致盲性眼病的方案。移植治疗干细胞来源的规范化、

标准化和规模化问题仍需要进行更加深入的研究。

干细胞移植治疗致盲性眼病的长期安全性、有效性

等问题仍有待临床研究来解决。
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