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金颖博士, 现任上海交通大学医学院组织胚胎学与遗传发育学系主任、中

国科学院上海营养与健康研究所干细胞研究组组长。从事胚胎干细胞

(ESC)命运决定的分子调控机制研究近二十年。围绕ESC是如何决定保持

自我更新或进行分化这一重要科学问题, 金颖团队从转录因子、信号通路

和表观遗传等方面进行了系统的研究, 取得了系列创新性研究成果。近几

年, 在人ESC自我更新调控机制研究方面又有新的突破。为提升我国干细

胞研究的国际影响作出了重要贡献。

http://www.sinh.cas.cn/rcdw/qtyjzz/201803/t20180328_4987327.html

徐国彤, 医学博士、药学博士, 同济大学医学与生命科学学部副主任、特

聘教授, 同济大学附属第十人民医院眼科首席科学专家/同济眼科研究所

所长, 华东干细胞库主任。徐教授是两任重大科学研究计划干细胞项目首

席科学家、宝钢优秀教师奖获得者、卫生部有突出贡献中青年专家。长

期从事老年性眼病研究, 包括利用基于干细胞的技术对视网膜变性进行精

准治疗。主持国家级科研项目十余项, 在JCI、JEM、IOVS等杂志上发表

论文近百篇, 合作专著5本, 担任Cur Mol Med、AJTM等三份杂志副主编。

曾任中国细胞生物学学会干细胞生物学分会首任会长, 现任国家干细胞与

再生医学产业技术创新战略联盟理事、中华医学会(眼科)专家会员、中华

医学会眼科学分会眼科基础研究发展委员会委员、上海市医学会眼科学

分会视觉研究学组组长、上海市药学会理事及药理学分会副理事长等。

https://baike.so.com/doc/8652792-8974161.html
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摘要      由于眼睛具有特殊组织结构和临床诊疗的优势, 很多新型治疗方法如干细胞治疗及

基因治疗等都首先从治疗眼病获得突破, 所积累的经验和面临的挑战也可为干细胞治疗其他疾病

提供很好的借鉴。眼睛是人体重要的感觉器官, 并且其多种组织没有自我修复能力, 一旦出现损害

并严重影响视力时也缺乏有效的干预手段。基于干细胞的再生替代治疗为难治性眼病的治疗提供

了新的思路。该文总结了应用干细胞相关产品和技术治疗眼病的三种主要策略, 即刺激内源性细

胞再生修复、分离培养自体或同种异体细胞进行移植修复以及诱导多能性干细胞分化获得的细胞

进行移植修复。所涉及的眼病包括角膜损伤、白内障和视网膜变性。角膜上皮和内皮细胞病变和

损伤主要依赖分离自体或异体细胞获得的供体细胞进行移植修复。白内障术后的晶状体再生可以

利用晶体上皮细胞完成并在实验动物和儿童白内障初步实现。视网膜变性这一全球主要的致盲眼

病是干细胞治疗研究的热点之一, 方法很多。该文重点梳理了以细胞/干细胞治疗视网膜变性的主
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要进展, 包括视网膜色素上皮细胞和视网膜祖细胞移植、成体干细胞移植以及多种干细胞来源的

不同的视网膜细胞的移植。主要资料来自临床前研究, 但也涵盖了主要的临床研究; 既有干细胞治

疗带来的令人欣喜的治疗效果, 也分析了遇到的困难和面临的挑战。相信这些研究对眼科以及其

他疾病的干细胞研究和治疗也会提供有益的借鉴。限于篇幅, 该文未包括青光眼、糖尿病视网膜

病变等眼病的干细胞相关治疗的研究。

关键词       干细胞治疗; 细胞移植; 角膜; 晶状体再生; 视网膜变性

Research and Clinical Translation of Stem Cell-Based Therapies for Eye Diseases
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Center, Tongji University School of Medicine, Shanghai 200092, China; 2CAS Key Laboratory of Tissue Microenvironment and 
Tumor, Shanghai Institute of Nutrition and Health, Shanghai Institutes for Biological Sciences, Chinese Academy of Sciences, Shang-

hai 200031, China; 3Department of Histoembryology, Genetics and Developmental Biology, Shanghai Key Laboratory of Reproductive 
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Abstract       Eye is an important sensor organ with the delicate and fragile structure, as well as weak 
regenerative and repairing abilities. For many seriously vison-threatening eye diseases, there are still few effective 
cures. Now, stem cell-based therapies provide new approaches for treating such eye diseases and begin to show 
great potential. Here, we summarize the three main strategies using stem cell-related products and technologies in 
the efforts of treating some eye diseases: stimulating endogenous cell regeneration and self-repair, isolating and 
transplanting autologous or allogeneic cells to repair or replace, inducing pluripotent stem cells to differentiate into 
specific retinal cells for transplantation. Three major eye diseases are discussed in this review, corneal injuries, 
cataracts and retinal degeneration. Lesions and loss of corneal epithelial and endothelial cells are primarily treated 
with transplantations of autologous or allogeneic corneal cells. Lens regeneration after cataract surgery could 
be at least partially accomplished by inducing lens epithelial stem/progenitor cells which have been proved as a 
promising method in experimental animals and the infants with congenital cataract. Many stem cell-based therapies 
have been developed for treating retinal degeneration, and here we focus on the advances in the intraocular or 
subretinal transplantation of various cells or stem cells, including retinal pigment epithelial cells, retinal progenitor 
cells, adult stem cells, and some stem cell-derived retinal cells. Data come from preclinical researches and cover the 
major clinical studies, focusing on the therapeutic effects of these stem cell-based therapies, the difficulties as well 
as the challenges we are facing. The efforts in treating other eye diseases like glaucoma and diabetic retinopathy are 
not covered in the review due to the limitation of the length. Considenring the fact that the breackthrough of stem 
sell-based therapies in clinic was first made in treating eye diseases, the experience and difficulties in these studies 
could be of helpful for the efforts in treating other diseases.

Keywords       stem cell-based therapy; cell transplantation; conrnea; Lens regeneration; retinal degeneration

人类生活和劳动创造都离不开对外部世界的

感知, 而眼睛是人体最重要的感觉器官。眼睛的组

织结构非常精细、复杂, 以保证其能从外界获得清

晰的视觉信息。眼球各部位的组织可根据功能分为

屈光系统和感光系统。屈光系统从前到后由角膜、

房水、晶状体和玻璃体构成, 结构排列有序, 细胞

稀少, 不含血管和色素, 除角膜外也基本没有神经支

配, 从而保证组织透明。主要器官晶状体除上皮细

胞和赤道区的部分细胞外, 绝大部分晶体纤维甚至

没有细胞核。感光系统即视网膜是由一系列神经细
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胞构成的组织, 其功能是将光刺激信号转变为神经

电信号并传至大脑视中枢形成视觉。临床上, 致盲

性眼病的发病都与屈光系统和感光系统的组织发生

病变密切相关。根据世界卫生组织最新数据, 全球

约2.53亿人视力受到损害, 其中约3 600万人全盲[1]。

导致视力下降的疾病包括未矫正的屈光不正(53%)
和白内障(25%)等[2]。难治性眼病由于组织细胞缺失

或凋亡造成视力损害, 传统上多是通过手术或药物

治疗来延缓疾病的进程, 难以彻底治愈。干细胞是

一类具有自我更新和分化潜能的细胞。基于干细胞

的再生医学治疗为有效干预那些难治的眼科疾病提

供了新的思路和工具。由于眼球天然结构的诸多特

点如其免疫豁免特性, 以干细胞为中心的眼科细胞

治疗已展现出独特的优势, 并在基于干细胞的再生

医学领域发挥了先锋作用。

目前利用干细胞治疗眼病主要有三个策略: (1)
刺激内源性细胞进行修复; (2)用从胚胎或成体眼获

得的细胞进行移植或获得的干细胞经体外富集/扩
增后移植; (3)诱导胚胎干细胞(embryonic stem cell, 
ESC)或诱导多能干细胞 (induced pluripotent stem 
cell, iPSC)分化为眼组织细胞如视网膜细胞后进行

移植。本文重点总结干细胞相关的治疗方法在干预

角膜、晶体和视网膜相关疾病中的研究进展。

1   角膜
角膜是眼前部近圆形的透明区, 由透明的无血

管基质构成, 由外向内分别为上皮细胞层、前弹力

层、基质层、后弹力层和内皮细胞层。角膜疾病是

全球第四大致盲性眼病, 从其临床和病理看, 任何不

可逆的角膜和/或角巩膜缘损伤或衰竭, 以及由于外

伤、感染、营养不良等引起的神经损伤, 都能使角

膜失去透明性并导致视力下降或失明。全球的角膜

盲影响至少1 000万人, 其中感染性角膜病约占85%, 
其他致病因素包括热或化学药品损伤、紫外线和电

离辐射、隐形眼镜佩戴不当、毒性物质侵入等。这

些病变进一步发展时可引起新生血管形成、持久

性上皮缺损、角膜溃疡和穿孔, 严重者则失明。对

于角膜盲, 角膜移植是多年来唯一有效的治疗手段。

由于角膜没有血管, 移植片所受到的免疫排斥反应

小, 是组织器官移植中成功率最高、疗效最好的范

例。但由于角膜盲患者甚多, 而可供移植的角膜非

常少, 靠异体角膜移植治疗角膜盲事实上是杯水车

薪。近年来, 角膜干细胞治疗的进展, 有望为有效治

疗角膜盲提供新的方法。

1.1   角膜上皮和角膜缘干细胞

角膜上皮细胞层厚约50 μm, 由5~6层非角质化

的上皮细胞紧密排列组成。从发育角度看, 角膜上

皮层来源于表皮外胚层, 与结膜组织属同一来源并

且组织结构上彼此延续。角膜上皮是角膜中唯一

能够进行维持性再生和损伤诱导再生的组织细胞。

在许多哺乳动物的维持性再生过程中, 上皮从基

底层向表面的垂直更新(vertical turnover)率为7~14
天。角膜上皮细胞再生能力强, 哺乳动物的角膜上

皮层细胞都表现出很强的增殖能力[3], 上皮层损伤

后24~48小时即可通过再生修复而愈合且不留瘢痕。

在没有角膜缘的情况下, 角膜上皮损伤后不能完全

再生。角膜上皮细胞层的再生修复能力来源于角膜

上皮干细胞和角膜缘干细胞, 角膜上皮干细胞是一

类寡能干细胞, 仅参与角膜上皮的更新, 特别是生理

性更新, 而角膜缘干细胞则具有再生和修复角膜的

能力(图1)。
目前, 公认的角膜缘干细胞标志物是p63, 能与

DNA结合促进基因转录表达并参与调节所有复层

上皮细胞的形态发生和维持[4]。正常情况下, p63的
表达位于角膜缘处, 而受到损伤后, p63表达位于整

个角膜上皮, 说明在损伤条件下, 整个眼球表面都

存在角膜缘干细胞参与的再生[5-6]。然而, 当角膜上

皮严重损伤时, 如化学灼伤、角膜缘损伤等情况下, 
角膜上皮的再生能力会减弱或丧失。当前, 用于角

膜上皮细胞移植的细胞主要来源于角膜缘干细胞

(limbal stem cell)、多能干细胞(包括胚胎干细胞和

诱导性多能干细胞)来源的角膜上皮细胞以及其他

上皮细胞和间充质干细胞。

角膜缘干细胞的发现可追溯到1971年。先是

Davanger等[7]发现, 角膜缘色素细胞有向角膜中心运

动迁移的趋势, 后来Schermer等[8]发现, 角膜缘存在

一类不表达细胞分化标志性蛋白keratin-3的细胞。

使用3H-胸腺嘧啶进行长期标记的研究, 进一步在角

膜缘中鉴定出慢周期细胞(保留标记), 它们在创伤

刺激后具有极强的增殖能力, 可能就是负责上皮再

生的干细胞[9]。损伤角膜缘时, 抑制了角膜上皮的损

伤愈合能力[10-12], 表明在该部位存在有角膜缘干细

胞。组织学上, 角膜缘干细胞位于角膜上皮层向球

结膜过度的角巩膜缘区(图1)。将β-gal-ROSA26小
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鼠的角膜缘片段或中央角膜上皮分别移植到SCID
小鼠以替代角膜缘, 可发现标记的角膜缘细胞对于

角膜的维持性再生无明显作用, 但标记的角膜上皮

有促进作用; 但这两种标记的细胞移植到有较大角

膜损伤的受体鼠后, 供体角膜缘和角膜上皮细胞对

角膜上皮的再生都具有促进作用[3]。而中央角膜

移植物能够表现出结膜或角膜的表型, 可能与细胞

所处的微环境有关[3]。这些结果表明, 损伤和未损

伤的角膜上皮都是由角膜上皮层里的寡能干细胞

(oligopotent stem cell)保障其维持性再生, 而角膜缘

干细胞主要在损伤诱导的角膜再生中发挥作用。多

项研究表明, 分离自体的角膜缘干细胞并体外扩增

培养制成细胞植片可以移植治疗角膜缘损伤的角

膜盲, 移植的角膜缘干细胞能够重新覆盖于损伤的

角膜表面[13-15]。其中, 以Rama等[13]的长期临床研究

最具说服力。该研究用分离培养的自体对侧健眼的

角膜缘干细胞治疗了112例角膜烧伤引起的单侧角

膜缘干细胞完全缺失或严重的部分缺失的患者。1
年后随访, 68.2%的患者治疗获完全成功; 16.8%的

患者治疗眼尚存部分新生血管, 但角膜透明、症状

稳定, 为部分成功; 仅15%的患者治疗失败。随后对

11例治疗部分成功和失败的眼睛做了第二次细胞移

植, 9例获得成功[13]。10年随访表明, 治疗总有效率

达76.6%。进一步分析显示, 分离培养的供体角膜缘

干细胞中, 如果p63阳性细胞占比高于3%, 治疗有效

率达78%, 而p63阳性细胞占比低于3%时, 有效率仅

为11%。可见, p63阳性的角膜缘干细胞在角膜修复

中的重要作用[13]。

除自体的角膜缘干细胞外, 自体其他组织细胞

如骨髓间充质干细胞[16]、口腔黏膜上皮[17]和牙髓干

细胞[18]等制备的细胞植片都有成功治疗角膜上皮损

伤导致的角膜盲的报道。Blazejewska等[19]利用小鼠

毛囊干细胞治疗小鼠角膜缘干细胞缺失时, 移植的

毛囊干细胞转分化为角膜上皮细胞并表达角膜上皮

细胞特异性标记蛋白Krt12, 为自体细胞移植治疗角

膜上皮损伤提供了另一个思路。

近年来, 更具发展潜力的ESC和iPSC技术的发

展为再生医学提供了新的供体细胞来源和治疗策

略。Sajjad等[20]用角膜缘成纤维细胞的条件培养液

培养人ESC, 可获得表达p63和CK12的类角膜上皮

细胞。Ryuhei等[21]将人iPSC诱导分化形成外胚层多

区域结构(self-formed ectodermal autonomous multi-
zone, SEAM), 通过流式细胞仪分离角膜上皮细胞和

角膜干细胞, 培养获得角膜细胞植片。这些细胞表

达角膜缘干细胞标志蛋白K15和K19, 角膜分化相关

的蛋白CX43、K3和K12, 以及细胞间紧密连接蛋白

ZO1和黏蛋白MUC1、MUC4和MUC16。获得的细

胞植片较好地治愈了兔的角膜损伤。体外诱导分化

人iPSC或ESC获得的角膜上皮细胞是获得供体细胞

的一条新途径, 并有望成为治疗角膜上皮损伤的新

方法[20-22]。

1.2   角膜内皮与角膜内皮细胞

角膜内皮细胞层由单层扁平、六角形上皮细

胞构成, 厚约5 μm。细胞间的紧密连接与细胞膜上

图1   角膜结构及角膜上皮层和内皮层细胞模式图

Fig.1   Corneal structure, corneal epithelial and endothelial cells

Tear film
Corneal epithelium
Bowman’s layer

Stroma

Descemet’s membrane
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的钠/钾-ATP酶、水通道蛋白-1及离子通道相互配

合, 构成后弹力层和房水之间的屏障(图1)。角膜内

皮细胞将角膜基质层内多余的水分泵入前房以保

持角膜的相对脱水状态和透明性, 同时选择性地将

房水中的营养成分运送到血液供应无法达到的角

膜组织。人出生时大约有50万个角膜内皮细胞, 此
后不再增加并且其密度随年龄增加而减低, 每年减少

0.3%~0.6%[23]。由于角膜内皮细胞损伤后不能再生, 
其缺损区依靠临近的内皮细胞扩展和移行来覆盖, 所
以当角膜内皮细胞密度降低到临界值400~700个/mm2

以下时, 角膜内皮功能可失代偿, 从而导致角膜基质

层水肿、混浊甚至大泡性角膜病变和失明[24]。

治疗角膜内皮细胞失调的关键是促进角膜内

皮细胞增殖, 实现角膜内皮细胞再生。在体内, 由
于角膜内皮细胞间的紧密连接、房水缺乏生长因子

和TGFβ2的抑制等因素的作用, 细胞周期阻滞在G1

期[24-26], 失去再生能力。但在体外培养系统中, 角膜

内皮细胞是具有增殖能力的。通过破坏角膜细胞内

皮间的紧密连接和添加生长因子[27], 角膜内皮细胞

可以形成新的角膜内皮细胞层[28]。在培养液中添加

ROCK(rho-associated protein kinase)抑制剂可诱导

角膜内皮细胞的黏附斑复合体形成[29], 促进了角膜

内皮细胞的黏附和存活, 48小时就能显著提高培养

体系中表达增殖性蛋白Ki67的食蟹猴角膜内皮细胞

的比率(大约从20%提高到40%)[30]。在动物模型中, 
使用ROCK抑制剂可促进角膜内皮细胞的黏附并抑

制细胞凋亡, 促进角膜通透性的恢复[29,31-32]。移植分

离培养的异体角膜内皮细胞和给予ROCK抑制剂可

以降低大泡性角膜病变的角膜厚度和角膜水肿[33]。

Kinoshita等[33]将1×106个/mL异体角膜内皮细胞联

合ROCK抑制剂移植到11例大疱性角膜炎患者的前

房。治疗前, 这些治疗眼内均已检测不到角膜内皮

细胞。移植治疗24周后, 11例治疗眼的角膜内皮细

胞数均超过500个/mm2, 其中10例超过1 000个/mm2。

有10例治疗眼的角膜厚度小于630 μm, 接近正常水

平, 表明角膜水肿基本消除。其中9例治疗后最佳矫

正视力提升了2行或以上, 显示出一定的治疗效果。

随访2年, 角膜内皮细胞数略减少, 但仍在正常水平; 
因部分患者后来接受了角膜移植, 总体视力较24周
时更好。治疗眼没有出现其他问题, 安全性较好。

在这一研究中, 移植后24周的角膜内皮密度很高, 几
乎与角膜移植后4周的状态一致。患者同时接受了

ROCK抑制剂治疗, 这一结果表明, 移植异体角膜内

皮细胞具有很好的治疗效果[33]。最近, 国内Jia等[32]

分离培养了兔原代角膜内皮细胞, 并分别制备成分

散的单细胞悬液和小片状的角膜内皮细胞植片, 移
植到内皮细胞缺损的兔眼前房。结果发现, 细胞植

片比悬浮细胞能更有效地治疗角膜内皮缺损, 加速

内皮细胞缺损的角膜的恢复。

除了角膜内皮细胞培养, 通过干细胞定向诱导

分化为角膜内皮细胞也是非常有希望的供体细胞来

源。将多能干细胞诱导分化为角膜细胞大多要通过

神经脊细胞分化阶段[34]。将这类诱导分化获得的神

经脊细胞与兔角膜内皮细胞和晶状体上皮细胞培养

基共培养, 能获得具有形态和表达特异性蛋白的小

鼠角膜上皮细胞[35]。直接将人ESC定向分化为神经脊

细胞后, 添加生长因子或者与角膜内皮细胞培养基共

培养, 可获得角膜内皮细胞, 表达ZO1/Na＋-K＋-ATPase
并分泌后弹力层组分COL8A1和COL8A2, 与胎儿

和成人原代角膜内皮基因表达模式具有较高的相

似性[36-38]。也有报道直接将人ESC培养到无内皮的

人角膜后弹力层组织上, 供体细胞分化后显示出角

膜内皮细胞样形态, 并能表达角膜内皮相关的标记

分子CK3和Na+-K+-ATPase[39]。

在目前无法用药物在体内诱导角膜内皮细胞

再生的情况下, 原代角膜内皮细胞分离培养扩增后

移植与多能干细胞分化获得的角膜内皮细胞都可能

会在一定阶段内成为治疗角膜内皮损伤和病变的方

法。

2   晶状体与晶状体再生
白内障是全球首要的致盲性眼病, 其本质是各

种原因引起晶状体发生混浊。晶状体是眼睛主要的

屈光结构, 也是唯一可以调节屈光的间质。晶状体

由三部分组成(图2): 呈洋葱样分层分布的透明无核

的晶状体纤维, 其特征是合成α、β和γ晶状体蛋白; 
晶状体前面和赤道部的上皮细胞层; 晶状体囊, 由晶

状体上皮细胞(Lens epithelial cells, LECs)分泌形成。

在发育过程中, 上皮层后半部的LEC首先分化成晶

状体纤维。上皮前半部的LECs持续到成年阶段。

晶状体的生长依赖于上皮前半部LEC的增殖。生长

中的晶状体, 其前部上皮LECs可以增殖, 并在赤道

部分化形成新的晶状体纤维。目前白内障的治疗主

要是手术摘除混浊的晶状体并植入人工晶体进行功
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能替代。虽然大多数手术效果满意, 但手术后仍多

会发生各种并发症[40-41]。如果残留在晶状体囊内的

晶状体上皮细胞能被诱导增殖并分化为晶状体纤

维, 就有可能再生一个晶状体并发挥功能。由于白

内障摘除联合人工晶体植入手术总体效果不错, 人
们研发新的白内障治疗方法的动力不大, 研究晶状

体再生的工作也非常少并且进展缓慢。

哺乳动物晶状体具有一定再生的能力, 从兔、

猫、小鼠和大鼠的晶状体囊中切除晶状体而保留晶

状体囊, 可以再生出不完善的晶状体[42]。晶状体切

除后, 囊袋内残留的晶状体上皮细胞能增殖并分化

形成一个新的晶状体。在分子水平上, 晶状体再生

过程中的基因活性仿佛复制了晶状体的发育过程, 
只是晶状体再生不需要胚胎期晶状体发育所需的诱

导作用。在白内障手术时, 使用高分子材料人工晶

体替代自身原有的晶状体, 并保留除前囊中央区以

外的大部分晶状体囊以支撑人工晶状体。残留的晶

状体上皮细胞有时会发生上皮−间质转化, 在人工晶

体后表面与晶状体之间增生, 形成后囊混浊(posteri-
orcapsule opacification, PCO), 会严重影响患者视力。

我们可以采用激光切除增殖的细胞和晶状体后囊。

其他哺乳动物也发生PCO, 说明晶状体囊上存在一

类能够再生晶体纤维的细胞, 即晶状体上皮干细胞。

在诱导内源性晶体上皮干细胞再生晶状体的

研究领域里, 近年取得了一项重要突破, 就是在实验

动物中建立了诱导晶体上皮干细胞分化为晶体纤

维并初步形成晶状体的系统, 并在儿童白内障治疗

中得到部分支持[43]。该研究同时表明, 表达BMI-1/
PAX6/SOX2的晶体上皮干细胞对晶状体再生非常

重要。手术时, 除在前囊边缘部位做一个小切口外, 
保留晶状体囊膜。这样, 留在囊膜内的表达BMI-1/
PAX6/SOX2的晶体上皮干细胞在晶状体囊膜内增

殖并表达晶状体蛋白, 形成晶状体。兔晶体摘除手

术后1天, 晶体前、后囊膜相互黏附形成囊袋; 4~5
周后, 新生的晶体纤维由边缘向视轴中央对称生长; 
术后7周, 再生的晶状体组织沿前后轴形成透明的双

凸透镜。透过再生的晶状体, 可以清晰地观察到视

网膜。在幼年猕猴中, 经最小撕囊术摘除晶体后2~3
月, 晶体从囊袋边缘向中央生长, 5个月形成视轴

透明的双凸透晶体。临床应用中, 幼儿白内障手术

时, 经最小开口摘除混浊的晶体后1个月, 囊袋切口

愈合; 术后3个月, 形成了再生的透明双凸透镜结构, 
可让检查者清晰地看到眼底; 术后8个月, 再生晶体

的中央厚度与原来的晶体厚度接近[43]。该研究为具

有屈光和调节能力的晶体的再生开创了新的思路和

策略。

3   视网膜变性和基于干细胞的细胞治疗
视网膜是位于眼球最内层的神经组织, 由单层

的色素视网膜层和多层的神经视网膜层构成(图3)。
神经视网膜层主要由感受和传递视觉信号的三级神

经构成, 即神经节细胞(ganglion cell)、双极细胞(bi-
polar cell)以及感光细胞[photoreceptor, 包括视锥细

胞(cone cell)和视杆细胞(rod cell)][44]。感光细胞能

Lens epithelial cell Lens epithelial progenitor cell

图2   晶状体纵切面模式图

Fig.2   Lens longitudinal section
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感受光所承载的外部世界的信息(大小、形状、颜色、

远近等)并将其转换成生物电信号, 经过双极细胞传

递给神经节细胞, 并进一步通过视神经传递给大脑

视中枢, 产生视觉。视网膜中的水平细胞(horizontal 
cells)、无长突细胞(amacrine cell)及Muller细胞则分

别参与视觉信号的初级处理、整合以及维持视网膜

神经元的完整和代谢、内环境稳定和信号转导等。

而构成视网膜色素上皮层的视网膜色素上皮细胞

(retinal pigment epithelial cell, RPE), 除参与视蛋白

循环外, 主要在支持和营养感光细胞、清除感光细

胞代谢物、调控视网膜血液供应等多个方面发挥重

要作用[45]。由于视网膜的胚胎发育模式和感光细胞

外节代谢方式所决定的视网膜组织结构特点, 感光

细胞与RPE细胞之间不是实质性紧密连接而是一层

潜在的间隙(图3), 称为视网膜下腔, 为细胞治疗提

供了一个理想的细胞移植部位。

3.1   视网膜变性

视网膜变性(retinal degeneration, RD)疾病是一

类以视网膜细胞渐进性退化、最终导致感光细胞死

亡为特征的眼病, 表现为进行性视功能下降, 严重者

视力会丧失。视网膜变性是临床上较多见且难治的

眼病, 是发达国家和地区最重要的致盲眼病之一。

视网膜变性可以是遗传性的, 以各种类型的视网膜

色素变性(retinitis pigmentosa, RP)为代表, 也包括大

部分Stargardt病[46]; 也可以是后天获得性的, 以年龄

相关性黄斑变性(age-related macular degeneration, 
AMD)为代表。RP是一种以视杆细胞和视锥细胞营

养不良/病变为特征的遗传性眼病, 发病率较高, 主
要表现有夜盲、视野缩小、眼底可见骨细胞样色素

沉着, 严重者可失明, 预后差[47]。病因主要包括基因

突变、RPE细胞吞噬功能异常及免疫功能异常等。

相比之下, AMD多发于50岁以上人群, 发病率随年

A: 眼底彩色照片, 展示以黄斑区为中心的30度范围的视网膜; B: 视网膜结构模式图, 显示视网膜各类细胞及相互关系, 包括视网膜下腔的位

置; C: 正常视网膜黄斑区的OCT扫描检查图; D: 中心性浆液性脉络膜视网膜病变患者黄斑区的OCT层扫图, 显示神经视网膜脱离状态, 其下

为视网膜下腔。

A: color photograph of a normal eye fundus, showing a 30-degree retina around the macula; B: diagram of retinal structure, showing major retinal 
cells and their relationships including the subretinal space; C: OCT image of the normal macular area of retina; D: the OCT image of the macular area 
of a patient with central serous chorioretinopathy, showing the subretinal space under the detached neuroretina. 

图3   正常人眼底彩色照片、OCT影像及视网膜结构示意图

Fig.3   Normal human fundus photograph, OCT image and diagram of retinal cells

(A) (B)

(C) (D)
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龄增加而升高, 占致盲性眼病的8.7%[48]。AMD发病

原因尚不清楚, 是各种原因引起了RPE凋亡/减少和

光感细胞衰亡。临床上分为干性(萎缩型)和湿性(渗
出型)两个类型。干性AMD的常见症状是轻度视力

模糊, 而湿性AMD多引起严重的视力障碍。

视网膜变性(RD)对患者的生活和生存质量影

响极大, 但目前缺乏有效的治疗方法和预防措施[49]。

RD, 主要包括AMD、大部分Stargardt病和部分RP, 
多是由于RPE细胞的病变引起感光细胞变性所致。

RPE细胞位于Bruch膜与神经视网膜之间, 构成一层

极性排列的单层色素上皮细胞层。RPE细胞在视觉

形成过程中发挥十分重要的作用, 发生病变后, 不
仅其构成的屏障破坏使脉络膜血管迁移到视网膜, 
而且感光细胞也会因营养供应和代谢产物清除障

碍而发生变性和凋亡, 导致患者视力严重下降[50]。

由于RPE细胞的凋亡是不可逆的过程, 而且人的

RPE细胞没有自身修复和更新的机制, 一旦发生病

变, 无法逆转。因此, 将健康的供体RPE细胞移植到

患眼以替代变性的RPE细胞, 是临床证明可行的RD
治疗方法。

3.2   视网膜变性是新疗法走上临床的突破点

就像基因治疗首先在治疗视网膜疾病获得成

功一样, 利用供体RPE细胞移植治疗RD也是世界上

最先走上临床试验并获得初步认可的真正意义上的

基于多能干细胞分化所获得的细胞的治疗方法。不

论是用从ESC诱导分化获得的ESC-RPE细胞, 还是

用从iPSC诱导分化获得的iPSC-RPE细胞, 在进入临

床试验并获得初步成功方面, 都引领了ESC和iPSC
的临床转化。视网膜变性能成为干细胞治疗突破口

的原因, 应与以下几种因素有关。(1)治疗需要的供

体细胞数量少, 不需要多次传代扩增, 制备容易, 基
因组发生改变的概率小, 细胞治疗的风险也小。视

网膜上, 决定我们视力的黄斑中心凹只有约15 000
个视锥细胞。(2)眼睛的屈光系统的各组织都是透明

的, 医生可以在手术显微镜下直视进行细胞移植, 准
确定位到神经视网膜与色素上皮层之间的潜在间隙

(视网膜下腔)中。(3)视网膜发育过程的特点所形成

的视网膜下腔这一独特组织结构, 有利于移植细胞

并保证细胞最初只能在这个间隙里分布, 直接接触

感光细胞和RPE细胞。(4)眼睛是免疫豁免器官(im-
mune privileged organ), 视网膜组织的免疫排斥反应

比其他组织小得多, 有利于异体供体细胞存活。(5)

眼的功能检查简便、指标明确, 如视力提高和改善

能明确表示患者视功能的改善。同时, 通过视网膜

电生理(electroretinogram, ERG)检查也可以客观判

定治疗后视网膜功能的恢复情况。(6)干细胞治疗

后出现肿瘤等问题容易被早期发现和干预。干细胞

治疗的最大风险之一是其成瘤性, 而对肿瘤最有效

的治疗是早期发现并及时切除。视网膜的微小病变

都会在视觉上有所反应, 加上视网膜前是透明的屈

光组织, 使患者能及时就医并且病变容易被检查到。

(7)由于眼球与周围组织是相对分离的, 眼内干细胞

移植对全身的影响较小。不论是进行干细胞治疗或

者发生肿瘤时进行干预, 都很少影响到患者的全身

情况。最坏的情况下, 可以摘除眼球以保患者的生

命。(8)已有了多个视网膜变性的动物模型, 包括遗

传性、化学损伤性等因素引起的大鼠和小鼠、兔、

猴的视网膜变性。

除上述组织学和免疫学等眼睛特点的优势外, 
领域内学者的提前思考也发挥了重要作用。如Himes
等[51]在可供移植的供体细胞尚未研发出来之前, 就总

结和提出: 用于视网膜变性治疗的供体细胞应具有以

下七个特性。(1)具有多能性(multipotent); (2)能促进

细胞存活; (3)可持续保持视觉功能而不引起病理改

变; (4)能分泌细胞因子/生长因子; (5)有受体并能吸收

微环境中过多而不利的蛋白; (6)能大量获得且安全

性好; (7)临床使用方便, 不需要过多的准备步骤。我

们的经验认为, 还应该增加一条, 就是: (8)移植后能够

存活、迁移并整合到受体组织中。在受体组织细胞

已严重损伤时, 最好还能分化为需要被替代的细胞。

利用各种来源的多种供体细胞治疗视网膜变

性是当前研究的一个热点领域, 研究报告较多。但

主要都没离开以下几个思路和策略, 包括以人成体

RPE细胞、人胎儿RPE细胞、骨髓间充质干细胞

(bone marrow stromal cell, BMSC)、脂肪干细胞(adi-
pose derived stem cells, ADSC)、脐带间充质干细胞

(umbilical cord-derived cells, UCSC)、人ESC来源的

RPE(human embryonic stem cell RPE, hESC-RPE)、
人iPSC来 源 的RPE(human induced pluripotent stem 
cell, hiPSC-RPE)等作为供体细胞。细胞移植的部分

比较一致, 基本都认同视网膜下腔是最为理想的移

植部位。

3.3   RPE细胞移植

RPE细胞移植最关键的问题是供体细胞的来
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源。上个世纪80年代就有关于分离、培养和保存人

原代RPE细胞方法的报道[52-53]。1991年, Peyman等[54]

首次报道了移植自体和异体来源的人RPE细胞治疗

AMD的研究。治疗的2例晚期AMD患者中, 1例移植

自体RPE细胞和Bruch膜, 14个月后视力由眼前指数

提高到20/400(0.05); 另1例患者移植了同种异体RPE
细胞和Bruch膜, 10个月后视力没有改善, 但移植细

胞也没引起新生血管形成。2例患者均没有出现术

中或术后并发症。此后, 胎儿来源的RPE[55-56]、自体

周边视网膜RPE组织片[57]、成人RPE细胞悬液等[58-59]

供体细胞移植也有报道。虽然这类细胞移植治疗

取得了一定的效果[54-55,57-58], 但由于伦理限制及成体

RPE细胞来源非常有限, 成体RPE细胞的临床研究

和应用没能发展起来, 整个研究领域也寂静了多年。

其中, 胎儿来源的RPE细胞的移植还在临床试验中, 
但能否顺利得到推广, 尚有待实践检验。

3.4   ESC来源的RPE细胞移植

1998年, 随着人ESC建系成功[60]和技术不断进

步, 利用ESC分化获得RPE细胞(hESC-RPE)治疗视

网膜变性成了热点领域, 并在2012年首次报道了初

步安全的临床研究[61]。2006年, 人iPSC(hiPSC)技
术出现后, 很快也完成了hiPSC诱导分化获得RPE
细胞(hiPSC-RPE)的技术并开展了临床研究[62]。目

前, 不论是hESC还是hiPSC, 诱导分化为RPE的方法

主要有两种。一种是通过hESC/hiPSC形成类胚体

(embryonic body, EB)的自发分化, 4到8周可以得到

含有色素细胞的EB; 该方法周期长、分化条件不确

定且效率很低, 只有不到1%的EB具有色素的RPE细
胞[63]。另一种更为普遍的方法是通过加入调控分

化的小分子或生长因子使hESC/hiPSC生长至融合、

扩增到多层细胞时撤去bFGF的诱导分化方法; 该方

法的RPE分化效率高, 多在去除bFGF后1到8周出现

褐色素点, 并在到14周前褐色素面积逐渐增大。两

种方法后来都是机械分离色素区并扩增培养获得的

RPE细胞[64-65]。所以, 添加小分子和生长因子等提高

了RPE的分化效率, 缩短了分化周期[66-67]。从临床研

究数据看, hESC-RPE细胞悬液移植后, 细胞活力低, 
治疗效果欠佳[68], 可能与RPE细胞来源无关, 而与这

些极性细胞的无序排列有关。在日本的hiPSC-RPE
细胞的临床研究中, 先将获得的RPE细胞培养在生

物相容性的材料上, 形成RPE细胞紧密连接并极性

化后再移植治疗RD[69-70]。但由于仅有1例患者, 因此, 

未见视力明显改善的结果未必与这样的RPE细胞植

片有关。这些研究表明, 诱导hESC、hiPSC或其他

供体细胞分化为RPE细胞, 可以为治疗视网膜变性

提供更多的选择。

在2012年Lancet的报告中, Schwartz等[61]报道了

视网膜下腔移植hESC-RPE细胞后短期的安全性评

估。这是人ESC建系成功13年后, 首次走上临床, 具
有里程碑性意义。但由于该研究只有2个病例, 注射

的细胞只有50 000个, 随访时间很短, 只有4个月, 所
以其可靠性和科学性受到质疑。但同一团队2015年
的报告展示了可信的后续临床数据[68]。在这项中长

期临床试验中, 安全性及初步的干预效果得到比较

普遍的认可。所使用的供体细胞是纯度大于99%的

hESC-RPE细胞, 分别给予了5×104、1×105和1.5×105

三种不同的细胞量。受试者包括9例干性AMD和9
例Stargardt病患者, 供体细胞移植到一侧眼的视网

膜下腔, 并经过平均22个月的系统性眼科和影像学

的随访检查。尽管患者出现了部分玻璃体视网膜手

术的术后反应以及使用免疫抑制药物的副作用, 但
治疗眼中没有观测到任何恶性增殖、免疫排斥或

者严重的眼内炎症等反应。18只治疗眼中, 有13只
(72%)眼的细胞移植区及周围可见视网膜下色素形

成或增加, 这应该是存活的供体细胞。用最佳矫正

视力(best-corrected visual acuity, BCVA)评估治疗效

果时, 有10只眼治疗后视力显著提高, 7只眼的视力

没有明显变化, 仅有1只眼的视力明显下降。值得

关注的是, 患者未接受治疗的对侧眼的视力未见改

善, 说明是移植的hESC-RPE细胞发挥了改善患者视

觉功能的作用。另一个支持细胞移植疗效的佐证是

视觉相关的生活质量调查(vision-related quality-of-
life, VRQL): AMD患者接受细胞移植后3~12个月中, 
VRQL提高16~25点, Stargardt患者提高8~20点, 说明

hESC-RPE细胞移植能提高患者的生活质量[68]。当

然, 尚不能排除的可能还有“安慰剂效果”或者检测

者与患者的主观倾向性, 但这一研究的结果和结论

得到了其他多项研究的支持, 如韩国开展的类似的

hESC-RPE细胞移植的临床试验。该研究同样用纯

度大于99%的hESC-RPE细胞, 以4×104的细胞量移

植到2例干性AMD和2例Stargardt病患者的视网膜

下腔。经过1年的系统眼科和影像学随访, 其结果

与Schwartz等[71]的报道一致, 其中3例患者的BCVA
提高了9~19个字母, 1例患者没改变(+1字母)。鉴于
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BCVA检查中提高15个字母才能被临床认可为显著

性改善, 该研究结果只能证明hESC-RPE细胞移植的

安全性。值得关注的另一点是, 韩国研究中是以黄

种人患者为治疗对象, 而Schwartz等[71]的研究中除1
例非洲裔黑种人外均为白种人患者。两种人群中的

AMD致病基因不同, 如Y402H和R80G突变导致的

AMD仅见于白种人, 而黄种人患者中没有。因此可

以相信, hESC-RPE细胞移植治疗对不同突变引起的

视网膜变性都是安全并可能有效的。

利用hESC-RPE细胞移植治疗湿性AMD的临

床试验也取得了进展。2015年, 我国阴正勤团队与

周琪团队合作开展了视网膜下腔移植hESC-RPE细
胞治疗湿性AMD的临床试验。同时, 英国Moorfield
眼科研究所也启动了同样的临床试验。该研究中, 
Lyndon等[72]将hESC-RPE细胞培养在玻璃体结合蛋

白(vitronectin)包被的膜上制成hESC-RPE植片。2
例湿性AMD患者移植hESC-RPE植片后, BCVA均得

到显著改善, 患者的阅读速度明显提高, 表明hESC-
RPE细胞移植至少对某些湿性AMD会有一定的治

疗效果, 值得进一步优化。

3.5   iPSC来源的RPE细胞移植

另一个值得期待的供体RPE细胞的来源是

iPSC。目前, 日本学者在这个领域暂时领先。2014
年9月, 日本RIKEN的Takahashi[62]牵头开展了首例

利用hiPSC诱导分化来源的RPE(hiPSC-RPE)细胞移

植治疗AMD的临床试验。受试者为1例患有新生血

管性AMD的老年女性。细胞来源于患者自身的皮

肤成纤维细胞, 经重编程后建立hiPSC系, 再进一步

诱导分化为RPE细胞。一个改良是, 该团队进一步

将hiPSC-RPE细胞培养成植片以保证RPE细胞的极

性排列[62]。移植手术后1年中的随访表明, 患者没

有出现严重并发症。从治疗效果看, 虽然患者的最

佳矫正视力没有提高, 但能仍然维持在原有的0.1的
水平, 并且视力功能问卷(visual functioning question-
naire, VFQ)得分从术前的48.8提高到58.3, 表明其病

程得到了缓解[62]。不过, 在制备第2例男性患者的

hiPSC-RPE细胞时, 供体细胞中检测到3个DNA拷贝

缺失异常, 并且其中1个突变位于该男性患者的X染

色体上[62]。考虑到潜在风险, 研究团队主动停止了

该患者的临床试验。据悉, 该团队正在考虑用健康

供体细胞制备hiPSC-RPE细胞, 通过组织配型和适

当应用免疫抑制剂来进行下一轮临床试验。理论上, 

利用自体细胞通过iPSC技术获得供体细胞可以避免

免疫排斥的问题。但日本的实践表明, 这种方法制

备供体细胞的过程太长, 基因发生不可预测的突变

的机会较高, 安全性难以保证。所以, 才调整使用组

织配型合适的健康供体的细胞制备RPE细胞。实践

中, 可以通过建立特定人群中高频HLA健康个体的

iPSC库以高效提供优质iPSC。如此一来, 可以避免

患者本身携带的可能与AMD相关的遗传因素以及

长时间制备的安全隐患。同时, 免疫排斥问题又重

新回来, 成为一个制约因素了。

3.6   成体干细胞移植及相关治疗策略

成体干细胞诱导分化为视网膜细胞以及移植

治疗视网膜变性疾病的研究大多还是处在临床前研

究阶段。体外研究表明, 通过与RPE细胞共培养, 骨
髓间充质干细胞(bone marrow stromal cell, BMSC)和
脂肪干细胞(adipose derived stem cells, ADSC)均可

被诱导分化成RPE样细胞, 表达RPE细胞相关分子

标记物[73-74]。而体内研究显示, 将这种共培养分化

得到的BMSC来源的类RPE细胞移植到RCS(Royal 
College of Surgeons)大鼠视网膜下腔后, 供体细胞能

存活并整合到大鼠的RPE层, 能发挥吞噬感光细胞

外界膜盘的功能[75]。但这类研究不多, 离临床研究

尚有距离。目前更多的是直接利用纯化/富集或经

诱导分化的成体干细胞进行移植, 而且细胞移植的

部位也基本是选择视网膜下腔。其中, 以间充质干

细胞(mesenchymal stem cell, MSC)的研究最为常见。

研究表明, 视网膜下腔移植大鼠或人BMSC能够有

效干预多种病理模型的大鼠视网膜退行性疾病, 如
碘酸钠诱导的视网膜退行性病变、大鼠遗传性视网

膜变性(RCS大鼠)[76-79]。治疗作用的机制主要包括: 
(1)MSC的较强大的旁分泌功能提供了多种细胞特

别是神经细胞的营养因子, 有利于疾病部位组织细

胞的恢复和健康; (2)MSC具有较强的免疫调控作用, 
有助于减轻病变组织中炎症反应对组织细胞的进一

步损伤; (3)MSC分化为视网膜细胞替代病变细胞行

使功能, 但对于这一机制目前尚有争议。有研究表

明, 标记后的MSC在移植后可以分化为RPE细胞或

视网膜神经元(如感光细胞)[80-81], 如在受体视网膜中

可见带有标记的RPE细胞或感光细胞。但不同意见

认为, 这样的标记可能是供体细胞与受体组织细胞

融合的结果, 特别是在视网膜变性时, 不少正常时双

核的大鼠RPE细胞转变为单核或多核, 而观察到的
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双核RPE细胞可能是一个病变的单核RPE细胞与一

个健康供体细胞融合而成的带有标记的双核RPE细
胞。

与多能干细胞来源的RPE细胞的研究不同, 
MSC干预视网膜变性的研究结果很不一致。考虑到

MSC的异质性, 我们曾分离出大鼠BMSC和人脐带

间充质干细胞的细胞亚群。这些不同亚型的细胞都

符合MSC的标准, 但它们的形态、生物学特性以及

移植到RCS大鼠视网膜下腔后的行为和治疗作用都

不相同。细胞小而细胞核亮的亚群明显活跃、增殖

能力更强, 并在移植后显示出更好的存活、迁移和

整合能力, 治疗效果也更为明显, 包括能更好地保护

视网膜外核层(感光细胞核所在的位置)厚度、减少

视网膜细胞凋亡及保护大鼠视觉功能[82-83]。

另一类研究较多的MSC是人脂肪干细胞(hAD-
SC)。在治疗RCS大鼠视网膜变性研究中, 移植到视

网膜下腔的hADSC不仅能很好存活并整合到受体

视网膜中, 还能有效地保护大鼠视网膜功能少受损

伤。但其作用机制与其他MSCs不同。研究显示, 
hADSCs能抑制凋亡相关蛋白Bax、Bak和Caspase 3
的表达, 同时还能分泌细胞营养因子VEGF、HGF、
PEDF等以促进视网膜细胞的存活。因此, 视网膜细

胞得到保护而较少发生凋亡, 大鼠的视觉功能也从

而得到保护[84], 并且包括ADSCs在内的成体干细胞

普遍具有很好的安全性。除利用视网膜下腔外, 也
有把hADSC注射到玻璃体腔的实验。结果表明, 玻
璃体腔里的hADSC也能在一定程度上干预RCS大鼠

的视网膜退行性病变[76]。而临床上, 注射hADSC到
玻璃体腔会导致发生视网膜前膜和移植处视网膜新

生血管[85], 如果增殖并发生牵引, 可能会造成视网膜

脱离, 应该慎重。 
除直接利用各种策略制备的供体细胞进行治

疗外, 也可以将干细胞与其他方法结合使用, 以增加

干细胞和联合的方法的作用, 实现一加一大于二的

效果。有研究显示, 在碘酸钠诱导的大鼠AMD模型

中, 眼内注射促红细胞生成素(erythropoietin, EPO)基
因修饰的大鼠BMSC, 在发挥BMSC的作用的同时, 
还通过分泌EPO以提高玻璃体腔和视网膜的EPO浓

度, 增强对神经的营养作用, 保护视网膜细胞、血−
视网膜屏障(blood-retina barrier, BRB)和视功能, 因而

取得比两者单独使用时更好的治疗效果[79]。利用基

因表达调控元件Tet-on还可以调控移植的BMSC表

达EPO的开关, 使EPO的表达具有可调控性[79]。这

一思路和策略可以用来进一步改进基于干细胞的视

网膜变性及其他疾病的治疗。

3.7   其他基于干细胞的神经视网膜的细胞修复治

疗研究

我们身体中能感受环境中光承载的信息的细

胞是视网膜感光细胞, 而感光细胞变性/凋亡才是视

网膜变性时视觉损伤的核心环节, 毕竟, 身体里其

他细胞不具有感受光信息的功能。上述的RPE细胞

变性引起视觉损害, 本质上也是通过引起感光细胞

继发性变性/凋亡而导致的。因此, 当原发疾病起源

于RPE细胞并且尚未导致感光细胞凋变性/亡时, 视
网膜下腔移植RPE细胞才会有治疗效果。而当疾病

发展到较晚期、感光细胞已经发生凋亡时, 或者原

发疾病本身就起源于感光细胞时, RPE细胞移植的

治疗效果将会远低于医生和患者的预期。此时, 移
植受损伤的视网膜神经细胞类型或者视网膜祖细胞

(retinal progenitor cell, RPC)应该是更合理的治疗策

略, 因为RPC可以在视网膜微环境或一些外源因子

作用下分化成发生变性/凋亡的视网膜神经元类型

以替代病损细胞。

动物实验表明, 将视杆细胞前体细胞(rod-
photoreceptor precursor)移植到实验动物视网膜后, 
供体细胞能分化为感光细胞并与宿主视网膜神经元

形成突触连接, 产生视觉信号传至视觉中枢, 恢复由

感光细胞损伤而引起的失明[86-87]。还有研究对ESC/
iPSC进行诱导分化, 也获得了神经祖细胞或感光细

胞前体细胞。这些细胞移植到小鼠后, 也能整合到

视网膜中并形成有功能的感光细胞[88]。我们也曾

将hESC诱导分化获得的视网膜祖细胞(RPC)移植到

CRX–/–小鼠视网膜下腔, 并观察到移植的细胞迁移

到视网膜外核层并与之整合, 与宿主视网膜神经细

胞形成轴突连接[89]。这些经治疗小鼠对光信号刺激

的反应能较好恢复, 说明移植ESC/iPSC来源的感光

细胞前体细胞能在体内再生感光细胞并替代缺失的

感光细胞, 对这类患者具有很大的治疗潜力。然而, 
目前诱导ESC/iPSC向视网膜细胞分化是一个复杂

的过程, 得到的细胞种类复杂, 而且很难像RPE细胞

那样可以通过色素而被快速分离纯化。在体外实验

中常利用荧光蛋白标记感光细胞前体细胞特异性基

因表达的方式来分离, 不适合于临床治疗。相比较

而言, 利用感光细胞前体细胞表面标记物来分离纯
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化还是不错的方法。如Lakowski等[90]分离获得的表

达CD73、CD24、CD133和CD47的小鼠感光细胞前

体细胞能迁移和整合到视网膜外核层, 并表达感光

细胞的标记蛋白Recoverin, 表明这类供体细胞制备

方法是临床可行的。

4   挑战与展望
尽管在基于干细胞的视网膜变性治疗中已取

得了令人兴奋的进展, 但在细胞替代治疗能真正实

现临床上重建眼相关器官功能的过程中, 仍然有多

个基本问题和重要挑战需要解决。在干细胞相关疗

法中, 最重要的考虑就是供体细胞带来的安全性问

题, 比如眼内移植多能性ESC或iPSC来源的供体细

胞可能发生肿瘤的可能性。有研究发现, 小鼠ESC
来源的神经祖细胞(embryonic stem cell sourced neu-
ronal progenitor cell, ESC-NPC)在视网膜变性小鼠

视网膜下腔移植后致瘤性很强, 约70%实验动物眼

内发生了畸胎瘤; 将ESC-NPC进一步分化为视网膜

祖细胞(embryonic stem cell sourced retinal progenitor 
cell, ESC-RPC)移植时, 仍有约60%的致瘤率, 不同

的是, 此时的肿瘤是神经性瘤而不是畸胎瘤。对比

ESC-RPC与原代RPC的基因表达谱, 发现ESC-RPC
的Wnt信号通路显著升高。进一步用DKK1处理

ESC-RPC以抑制Wnt信号通路后, 则其神经瘤的发

生率非常显著的降低, 仅为3%, 而移植的供体细胞

存活并整合到视网膜中发挥治疗作用的比例则提高

到约90%[91]。此外, 其他各种原因导致的可能的供

体细胞基因组突变等, 也是临床上的巨大潜在风险。

如日本一些研究团队在自体iPSC诱导分化获得RPE
细胞的制备中所发生的与肿瘤相关的基因突变。

此外, 供体细胞制备和眼内注射过程中也存在可

造成患者损害的风险。2017年, 美国学者Kuriyan等[92]

的报告中指出, 自体脂肪干细胞(adipose derived stem 
cells, ADSC)移植到3例AMD患者玻璃体腔后, 不仅

没能发挥治疗作用, 1年随访显示, 患者视力严重下

降, 有1例患者视力从治疗前0.6~0.7的视力下降到

失明程度, 眼检查显示, 治疗眼发生增殖性视网膜病

变。这类不幸的事情的发生表明, 基于干细胞的治

疗在多个环节都存在风险, 包括供体细胞的规范化

/标准化制备\医生对患者的选择、医护人员在眼内

注射或视网膜下腔移植时的无菌操作和细胞注射部

位等。相信经过一段时间的供体细胞研发改进和临

床实践, 相关产品和技术会不断成熟, 最终会开发出

安全有效的产品和治疗方法。

除上述这些可能会带给患者的严重损害外, 如
何改进和提高供体细胞和治疗技术以实现用最少细

胞最小手术损伤获得更安全有效的治疗也是一种挑

战。前文提到了视网膜变性能成为干细胞治疗突破

点的有利条件, 但同时, 视网膜变性的细胞治疗也存

在不利因素。比如, 正常生理情况下视网膜RPE细
胞的排列是有极性的, 而这种细胞极性是其发挥功

能的基础。现在的治疗方法包括三种策略。第一

种是将供体细胞混悬液直接注射到视网膜下腔, 让
RPE细胞在具体微环境中自行排列并建立极性, 毕
竟, 细胞不是固体的, 相邻细胞形成紧密连接而两个

游离面差异化蛋白表达重新建立极性。第二种是在

体外把诱导分化来的RPE细胞在介质上生长并保持

一致的极性排列, 然后进行移植。介质通常采用可

降解可吸收的材料, 或者在移植前去掉介质, 仅植入

细胞植片。第三种是移植前体细胞, 使供体细胞在

微环境中多种因子的作用下, 在分化成RPE细胞的

过程中细胞按应有的极性排列整齐。最终哪一种细

胞制备和手术方式最有利于患者, 还有待于进一步

研究。

再比如, 未来面对移植感光细胞时, 可能会遇

到另一个问题, 就是感光细胞存活后与上一级神经

元形成突触连接并生成视觉时, 治疗眼形成的影像

与对侧健眼影像是否会一致。我们视物用两只眼睛, 
给了我们很好的空间立体感。实现这一功能的一个

重要基础, 是两眼视网膜上注视同一点的视细胞间

有精密的定位和准确的对应。移植的供体细胞即使

存活下来, 与后面一级神经元(双极细胞)的突触连

接未必与被替代的原来的细胞一样, 可能会导致治

疗眼单独视物时尚好, 但与对侧眼的影像不一致, 引
起大脑视中枢混乱。当然, 在干细胞分化为RPE细
胞进行治疗时不会发生这种情形。

综合以上研究, 包括已有的临床试验结果, 可
以看到: 利用自体健康眼角膜缘干细胞移植治疗表

层损伤的安全性和有效性已得到长期临床试验的证

实, 而利用异体多能性干细胞等供体干细胞诱导分

化获得角膜干细胞/角膜缘干细胞以及角膜内皮细

胞的治疗方法还需要临床验证; 利用内源性晶体上

皮干细胞再生晶状体的方法已在治疗儿童白内障中

展现出良好的前景, 但长期效果还有待观察, 而再生
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晶状体治疗老年性白内障困难更大, 还需要新的治

疗策略。对于干性AMD或类似病理改变的视网膜

变性, 在患者感光细胞尚未凋亡阶段, hESC来源的

RPE细胞已显示出较好的临床安全性, 移植后可长

期存活, 还能改善患者的视功能, 很可能会发展成一

种安全有效的供体细胞和治疗方法。而iPSC来源的

RPE细胞以及成体干细胞的安全性和治疗效果还有

待进一步研究, 包括细胞亚群研究及与其他方法联

合的治疗策略。对湿性AMD患者或类似病理情况

的视网膜变性, 还需要不断研发新的细胞制备和治

疗方法。相信在不久的将来, 基于干细胞的供体细

胞移植替代治疗能攻克多个难治性眼病, 并为带动

再生医学的进步作出更大贡献。
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