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视网膜类器官衍生物的研究应用
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[摘　要]	 视网膜退行性疾病的种类繁多、患病人口基数大，该病特征为终末期严重的视网膜细胞丢失。视

网膜类器官(retinal organoid，RO)可通过3D干细胞体外分化培养技术大量获取，并拥有完整的各

亚型视网膜细胞和经典的视网膜分层结构。因此，RO可作为最佳的视网膜退行性疾病建模方法

之一，以便于发现潜在致病机制。目前，RO衍生物已被广泛用于视网膜细胞替代治疗的动物实

验和临床研究，具体的成效参差不齐，可能的影响因素包括移植细胞数量、移植时间窗、移植工

具等。随着RO相关研究的快速发展，视网膜退行性疾病在分子和个体上的诊断和治疗将进一步

完善。
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An overview on applications of retinal organoid derivatives
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Abstract Retinal degenerative diseases, characterized by severe retinal cell loss at the end stage, are of various kinds and 

haunt vast amounts of patients. Retinal organoid (RO) with complete retinal cell subtypes and classic retinal 

stratification structures can be obtained in large quantities through stem cells in vitro 3D differentiation and 

culture method. Therefore, RO can serve as one of the best ways for retinal degenerative disease modeling to 

facilitate the decipherment of underlying pathogenic mechanisms. At present, RO derivatives have been widely 

used in animal experiments and clinical studies of retinal cell replacement therapy with varying results possibly 

affected by cell quantity, time window, or tools in terms of transplantation. With the booming progress of RO-

related research, the diagnosis and treatment on molecular and individual level for retinal degenerative diseases 

will be further improved.
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眼睛作为人体最重要的感觉器官之一，接收

日常生活中约 9 0 % 的信息，受疾病侵扰发生视觉

障碍后，可表现为行为受限，影响心理健康，甚

至增加痴呆和相关认知障碍的患病率 [1-2]。眼球的

解剖学结构复杂且精巧，视觉通路中外部光刺激

依次经过角膜、房水、虹膜、玻璃体，然后在视

网膜内由光信号转化为电信号，通过视束上传至

大脑视觉中枢，最终形成视觉，该通路中的每一

环都非常重要，其中视网膜更是视觉电信号形成

的关键结构 [ 3 ]。视网膜由外向内依次为色素上皮

层、视杆视锥细胞层、外核层、外丛状层、内核

层、内从状层、神经节细胞层及神经纤维层，其

中累及视网膜神经节细胞层、感光细胞层、色素

上皮层的疾病种类多，患者群体大。WHO 2020年

对视觉受损相关疾病人口统计报道，根据患病人

数从大到小排列为矫正不足的屈光不正、年龄相

关性的黄斑病变(age-related macular degeneration，

A M D) 、糖尿病视网膜病变、青光眼等，视网膜

退 行 性 变 的 患 病 人 数 总 和 可 达 4 亿 [ 4 ]， 其 中 糖 尿

病视网膜病变和AMD引起视网膜色素上皮细胞层

(ret inal  p igment  ep ithel ium，R PE)、感光细胞层

退行性变，青光眼导致神经节细胞层逐渐萎缩，

最终均造成视觉进行性减退甚至失明。眼部疾病

不但显著降低人们生活质量，同样严重危害经济

效益，2020年全球约1.6亿人在工龄内罹患中重度

视觉受损甚至失明，视觉受损相关经济损失高达 
4 107亿美元[5]。

目前针对视网膜相关疾病的治疗方法仍仅限

于 解 剖 学 复 位 和 并 发 症 处 理 ， 如 湿 性 A M D 、 糖

尿病视网膜病变患者可接受定期玻璃体腔注射抗

血 管 内 皮 生 长 因 子 (a n t i -V E G F ) 药 物 或 激 光 光 凝

治疗，治疗费用高，且效果仅限于延缓视网膜退

行性变的进展，不能彻底阻遏疾病进程或逆转疾

病 结 局 [ 3 ]。 随着CR ISPR/Cas9等基因编辑技术发

展，以腺病毒(adeno-associated virus，AAV)或慢病

毒作为载体，对先天性黑蒙症患者采用RPE65基因

补充治疗，视力改善效果明显，尽管理论上可治

愈，但出现术后1~3年视力减退、疾病继续进展等

问题，潜在原因包括外源基因未能整合至宿主细

胞染色体内、治疗基因的持续性丢失导致蛋白表

达量不足以维持生理需要 [6-8]。基因治疗对致病明

确的单基因突变型视网膜病变饶有成效，但难以

应用于基因和环境复杂作用下产生的AMD、青光

眼等疾病，因此退行性视网膜病变治疗方法需要

继续创新。细胞替代治疗可以直接补充因病凋亡

的视网膜各类型细胞，达到视力改善效果，自从

体细胞成功重编程为多能干细胞后，类器官也随

之产生，增加了供体来源的渠道，细胞替代治疗

研究也迎来新高度。类器官指由干细胞或相关祖

细胞发育而来，类似体内器官形成过程，按照细

胞分拣并遵循空间上的种系承诺，自发重聚形成

包含多种体内器官细胞类型的人工诱导型器官[9]。

RO的产生为研究眼球生物发育机制、眼部疾病建

模、药物筛选提供了更好的平台，眼球作为人体

免疫豁免器官，移植治疗拥有良好前景，RO衍生

的细胞替代治疗也可打破当前移植供体紧缺的僵

局，因此本文主要围绕RO应用于在体移植的研究

进行综述。

1  视网膜类器官及其衍生物的来源

类器官(organoid)这一学术名词在早期并非指

代体外培养出的生物有机体，而是指畸胎瘤类似

体内器官的生长模式或胎儿发育早期未成熟的器

官，即形态学上的一种描述[10-11]。与类器官相似的

体外培养可追溯至120年前，Wilson等在当时将分

散的海绵细胞在体外培养形成类似海绵的完整重

聚有机体，后续有研究[12-13]也通过细胞悬液体外培

养出简单动物——水蛭。随着体外细胞组织培养

技术的成熟，类器官也被赋予了新的含义，这种

通过体外培养模拟体内组织器官形成过程的创新

方式促进了发育生物学的发展，对体外培养的类

器官进行动态观察可揭示潜在的发育过程中细胞

定向迁移分化的机制，也为体外研究肿瘤及其靶

向药提供了新方法。

RO体外模型由Sasai等首先建立，研究人员对

鼠胚胎干细胞(mouse embr yonic stem cell，mESC)
使用3D胚胎干细胞培养方法，得到自发形成的眼

球前体结构——视杯，且培养过程中细胞迁移及

分化与体内基本一致：E S C 来源的神经上皮细胞

层 自 发 地 沿 近 端 - 远 端 轴 线 形 成 半 球 形 的 囊 泡 结

构，近端部严格分化为R P E，远端部内陷形成胚

胎早期的视杯结构 [ 1 4 ]， Na k a n o 等 [ 1 5 ]使用人胚胎

干细胞( human embr yonic stem cel ls，hESC)体外

培 养 出 典 型 的 视 杯 结 构 ， 由 于 物 种 差 异 ， h E S C
来 源 视 杯 结 构 更 大 ， 后 期 视 网 膜 发 育 成 熟 后 也
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有更多视锥细胞。Meyer等 [16]首次通过hESC体外

培 养 得 到 类 似 于 胚 胎 发 育 早 期 视 区 的 细 胞 ( 共 表

达 Pa x 6 和 R x ) ，进而获得视杯样结构，并后续验

证了感光细胞、R P E和视网膜神经节细胞(ret i na l 
gang l i o n  ce l l，RG C)的存在，但是缺乏发育早期

双侧对称的视泡和分化后期完整的视网膜分层结

构，推测与其视泡初步形成后被分离移至平面培

养基有关，导致正常视网膜的空间立体结构未能

形成。在前期研究基础上，脉络膜脑回样萎缩患

者的成纤维细胞体外再分化过程中观察到很少的

正常RPE细胞，该患者有影响RPE功能的鸟氨酸转

氨酶(OAT)A226V型突变，OAT酶活性依赖于维生

素B6，反应比色法可以观察到其较正常人RPE的低

OAT酶活性，通过添加适量维生素B 6和基因修复

突变可恢复酶活性 [ 1 7 ]，该研究首次通过药物和基

因编辑手段对体外单基因突变的视网膜疾病模型

进行干预，并取得较好的效果。

S a s a i 等 [ 1 4 , 1 8 ]早 期 在 体 外 使 用 快 速 重 聚 无 血

清胚状体培养基 (q u i c k l y  a g g r e g a t e d  s e r u m  f r e e 
embr yonic  body，SFEBq )诱导分化出视网膜样结

构，但无视网膜分层现象，后续添加Matr igel(由

E n g e l b r e t h  Ho l m - Sw a r m 肿瘤细胞系分泌富含层

粘 连 蛋 白 的 细 胞 外 基 质 ) 的 培 养 基 成 功 诱 导 出 经

典的分层视网膜，使用添加 l a m i n i n、 e n t a c t i n 和

act i v i n的培养基也有相似效果。Sasai等认为视杯

可以在无晶状体或表面外胚层组织的外部条件下

自发形成，这种自发的内源性驱动力也被广泛 关

注 ， 更 多 结 论 指 向 E S C 发 育 为 视 网 膜 过 程 中 时

间 及 空 间 特 异 性 的 分 子 表 达 及 通 路 调 节 ， 如 添

加 n i c o t i n a m i d e 、 a c t i v i n  A ，或使用化学小分子

C K I - 7 和 S B 4 3 1 5 4 2 ( 或 D k k 1 、 L e f t y A ) 抑 制 W n t
和 N o d a l 信 号 通 路 ， 均 可 使 h E S C 成 功 向 视 网 膜

分 化 [ 1 9 - 2 0 ] 。 早 期 胚 胎 的 视 区 细 胞 均 表 达 转 录 因

子 M i t f ， M i t f 阳 性 的 细 胞 在 转 录 因 子 C h x 1 0 ( 又

名 Vs x 2 ) 表 达 后 下 调 M i t f 表 达 水 平 ， 从 而 产 生 神

经 视 网 膜 ( P a x 6 和 R x 双 阳 性 ) [ 1 8 , 2 1 ]。 视 网 膜 各 亚

型 细 胞 的 形 成 同 样 由 多 种 因 子 调 控 ， N o t c h 信

号 通 路 的 抑 制 可 能 是 影 响 视 网 膜 分 化 最 早 的 分

子 机 制 ， 促 进 视 网 膜 祖 细 胞 (r e t i n a l  p r o g e n i t o r  
c e l l ， R P C ) 有 丝 分 裂 阶 段 后 期 分 化 为 不 同 亚 型

视网膜细胞 [ 2 2 - 2 3 ]。增殖期R PC中Vs x2的抑制效应

随视网膜发育逐渐减退，原本受Vs x 2抑制的转录

因子Atoh7/Math5、Mash1/3、NeuroD/Math3、

和 Fo x N 4 / P t f 1 a 表达上调，分别促进 R G C 、双极

细 胞 、 无 长 突 细 胞 和 水 平 细 胞 的 分 化 [ 2 4 - 2 5 ] ， 随

后六种主要上调的转录因子 (C r x 、 O t x 2 、 Nr l 、
Nr 2 e 3、R o r β、T h r β 2 )相互协调诱导分化出最终

的视锥、视杆细胞，成熟的视锥、视杆细胞表达

标记蛋白R hodopsin、R ecover in和S - Opsin [26-27]。

M ü l l e r 细 胞 是 最 后 分 化 的 视 网 膜 细 胞 ， 延 续 表

达 R P C 时 期 的 H e s 1 和 H e s 5 ， 协 同 表 达 H e s r 2 ，

终 末 形 态 上 极 其 类 似 R P C ， 并 拥 有 潜 在 的 神 经

元 再 生 能 力 [ 2 3 ] ； R P E 细 胞 则 是 视 网 膜 首 先 分

化 的 细 胞 ， 源 于 早 期 视 杯 外 层 在 C h x 1 0 下 调 后

M i t f 和 P a x 双 阳 性 的 细 胞 群 ， 由 h E S C 体 外 培 养

可 在 第 3 0 天 发 现 拥 有 显 著 六 边 形 和 色 素 沉 积 的

R P E ，并且表达紧密连接蛋白 Z O - 1 [ 1 6 ]( 图 1 ) 。

在体移植的视网膜细胞目前多为感光细胞、

R P E ， 主 要 由 于 这 两 种 细 胞 凋 亡 是 大 部 分 视 网

膜 退 行 性 疾 病 终 末 期 的 共 同 表 现 。 移 植 感 光 细

胞早期由 E S C 体外培养获得， L a m b a 等 [ 2 8 - 2 9 ]采用

No g g i n和D K K 1分别抑制影响前脑形成的B M P 、

Wnt信号通路，添加胰岛素样因子(IGF-1)，得到

h E S C 来 源 的 感 光 前 体 细 胞 及 其 它 亚 型 的 视 网 膜

细 胞 ， 分 化 第 3 周 可 检 测 到 8 2 % 的 细 胞 表 达 R P C
相 关 的 P a x 6 和 C h x 1 0 ， 免 疫 染 色 发 现 1 2 % 的 细

胞 表 达 R G C 和 无 长 突 细 胞 的 标 记 蛋 白 H u C / D 、

Ne u r o f i l a m e n t - M 、 Tu j 1 突触相关蛋白，但表达

成熟感光细胞标记蛋白 S - o p s i n 、 r h o d o p s i n 的细

胞总数不足 0 . 0 1 % ，尽管感光前体细胞的标记蛋

白 C r x 和 N r l 表 达 量 很 高 ， 具 有 神 经 元 形 态 的 细

胞 也 可 有 明 显 的 钙 电 流 呈 像 ， 但 是 大 部 分 诱 导

出 的 感 光 细 胞 不 具 备 内 外 节 ， 光 传 导 通 路 的 恢

复 也 难 以 实 现 ， 可 能 由 于 传 统 2 D 培 养 m E S C 和

h E S C 获 取 感 光 细 胞 难 以 提 供 细 胞 替 代 治 疗 所 需

的 足 量 、 成 熟 的 感 光 细 胞 。 为 了 更 好 地 体 外 复

现 视 网 膜 体 内 发 育 模 式 ， 获 取 更 多 、 更 成 熟 的

感 光 细 胞 以 备 移 植 ， 自 S a s a i 等 体 外 3 D 培 养 建 立

R O以来，由R O获取感光细胞的研究逐渐增多，

G o n z a l e z - C o r d e r o 等 [ 3 0 - 3 1 ]采用 h E S C 体外 3 D 培养

RO，第3 ~ 4周出现R P E岛样分布现象，第1 5周可

发现63%的细胞表达视杆细胞相关转录因子Nrl和
蛋白rhodopsin(Nrl与Cr x早期协同调节rhodopsin
蛋白的表达)，第2 0周同时检测到S型和L/M型视

锥细胞，成熟感光细胞分化数目较之前的2D培养

结果明显增多；随后不仅在外核层和外丛状层检
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测到h E S C来源感光细胞相应突触蛋白R I B E Y E、

Sy nta x in3，而且在免疫染色和电镜下均观察到：

1 )形态良好的内外节，内节胞质处富含线粒体，

外节拥有膜盘结构但不够成熟；2 )内外节之间进

行蛋白运输的连接纤毛，拥有 9 + 0 型微管结构；

3)边界明显的外界膜。Z hong等 [32]也通过3D途径

诱导分化出感光细胞，并首次利用膜片钳验证RO
来源感光细胞的电生理活性。早期多项RO来源细

胞移植研究均检测到各亚型视网膜细胞及突触形

成的特异性蛋白，但仅少部分研究通过钙离子呈

像及膜片钳记录的方式检测到RO来源感光细胞的

电信号，且结果差异大 [ 3 0 - 3 2 ]。体外诱导分化形态

结构发育良好的感光细胞是细胞替代治疗重建视

环路的关键，日益完善的3D体外培养可稳定获取

数量更多的视锥或视杆细胞 [33]，方便提供后续在

体移植所需感光细胞，但供体-受体细胞之间及关

联神经元之间电化学信号通路是否得到重建需更

全面的验证。

图1 影响视网膜各类型细胞分化过程的潜在分子 

Figure 1 Potential molecules affecting the differentiation of multiple retinal cells

2  视网膜类器官上基因修复

在 R O 上 首 先 成 功 进 行 基 因 编 辑 修 复 突 变 的

是 R P G R 基 因 突 变 患 者 来 源 的 R O [ 3 4 ]。 目 前 应 用

最 广 泛 的 基 因 编 辑 工 具 为 成 簇 规 律 间 隔 重 复 短

回 文 序 列 / 相 关 蛋 白 核 酸 酶 (c l u s t e r e d  r e g u l a r l y 
i n t e r s p a c e d  s h o r t  p a l i n d r o m i c  r e p e a t s / c r i s p r -
assoc iated  prote in-9  nuclease，CR ISPR/Cas9)，

iPSC ESC

早期视区细胞

Chx10下调，Mitf上调

上调Hes1、Hes5、Hesr2

Müller细胞 无长突细胞、双极细胞、视网膜神经节细胞、水平细胞 感光细胞 

上调Atoh7、Math5、Mash1/3、NeuroD、
FoxN4、Ptfla

上 调 C r x 、 O t x 2 、 N r l 、
Nr2e3、Rorβ、Thrβ2

Chx10上调，Mitf下调

视网膜祖细胞

RPE

SFEBq培养基添加
	Matrigel
	nicotinamide、activin A
	小分子抑制Wnt、Nodal通路
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由 一 段 2 0 个 核 苷 酸 组 成 的 R N A 介 导 识 别 特 定 的

碱 基 序 列 ， 其 设 计 简 单 、 易 于 操 作 ， 被 应 用 于

疾 病 建 模 、 基 因 筛 选 、 表 观 基 因 修 饰 、 细 胞 标

记 和 基 因 治 疗 [ 3 5 - 3 6 ] 。 基 因 治 疗 与 遗 传 性 视 网 膜

退 行 性 疾 病 息 息 相 关 ， A AV 介 导 的 基 因 补 充 治

疗 在 先 天 性 黑 蒙 患 者 已 有 成 效 ， 尽 管 理 论 上 可

以 纠 正 遗 传 性 视 网 膜 病 变 的 源 头 问 题 ， 但 是 由

于 C R I P R / C a s 9 潜在的脱靶效应可导致基因组不

稳 定 以 及 影 响 正 常 基 因 表 达 ， 目 前 仍 在 动 物 试

验 阶 段 [ 3 7 ]。 由 于 物 种 差 异 ， 动 物 模 型 并 不 能 一

致 表 现 人 类 视 网 膜 病 变 的 特 点 ， 如 R P 2 基 因 突

变 在 人 类 造 成 X 染 色 体 连 锁 的 视 网 膜 色 素 变 性

(r e t i n i tis pigmentosa，RP)，在小鼠并无表型，而

RO对视网膜疾病建模更加逼真，视网膜退行性病

变的基因治疗也逐渐以RO为模型 [38]。RB1基因调

节 早 期 视 网 膜 细 胞 进 入 分 裂 S 期 导 致 明 显 的 细 胞

增殖，缺失R B 1则引起各亚型细胞分化障碍，该

基因也被认为与视网膜母细胞瘤(retinoblastoma，

Rb)直接相关，早期Zheng等[39]体外 C R I S P R / C a s 9
敲 除 R B 1 后 的 h E S C 获 取 R O 并 未 观 察 到 肿 瘤 ，

只 有 大 量 凋 亡 的 感 光 细 胞 、 双 极 细 胞 、 R G C ，

将 R O 移 植 至 免 疫 缺 陷 鼠 中 同 样 无 瘤 体 产 生 ，

D e n g 等 [ 4 0 ]采 用 C R I P R / C a s 9 处 理 得 到 R B 1 纯 合

突 变 h i P S C ， 体 外 培 养 成 R O 也 未 观 察 到 R b ， 这

与 R B 1 突 变 致 病 性 高 不 太 相 符 [ 4 1 ] ， 推 测 可 能 为

C R I S P R / C a s 9 未 彻 底 敲 除 R B 1 等 技 术 问 题 。 同

年 L i u 等 基 因 敲 除 R B 1 ， 体 外 首 次 成 功 培 养 出 R b
模 型 ， 得 到 与 X u 等 相 同 的 结 论 ： R b 起 源 于 视 锥

前体细胞，并发现异常活跃的P I 3 K-A k t通路和显

著上调的激动因子脾酪氨酸激酶(s p l een  t y ro s i n e 
k inase，S YK)，这为后续R b药物筛选提供了更好

的高真度肿瘤模型 [42-44]。

L a n e 等 [ 3 8 ]对 比 基 因 敲 除 R P 2 的 h i P S C 和 R P 2
基 因 突 变 患 者 细 胞 来 源 的 两 种 R O ， 观 察 到 相 似

的R P视网膜病变：第1 5 0天视杆细胞凋亡达到顶

峰和第 1 8 0 天 R O 外核层显著变薄，后续 R P 2 基因

补 充 治 疗 可 逆 转 上 述 变 化 并 恢 复 r h o d o p s i n 的 表

达 。 C R I P R / C a s 9 基 因 编 辑 同 样 在 R P G P 突 变 引

起的 R P 、 O P T N ( E 5 0 K ) 突变的青光眼等 R O疾病

模型中获得明显的治疗效果 [ 3 4 , 4 5 - 4 6 ]。近年来R N A
水 平 剪 切 修 饰 异 常 导 致 视 网 膜 病 变 逐 渐 受 到 关

注，前体m R N A加工因子( p r e - m R N A  p r o c e s s i n g 
factors，PRPFs)被认为可造成常染色体显性RP，

R P 1 1 型 患 者 ( P R P F 3 1 突 变 ) 来 源 的 R O 表 现 为 显

著的剪切相关蛋白表达异常，呈现R P E细胞极性

混 乱 、 胞 吞 障 碍 、 跨 上 皮 转 运 功 能 失 常 ， 同 时

感 光 细 胞 也 有 进 行 性 损 伤 和 细 胞 应 激 反 应 ， 经

C R I S P R / C a s 9 基因编辑后纠正了原 R O 所表现的

R P E及感光细胞异常 [ 4 7 ]，影响R P相关的m R N A剪

切因子还包括PA P 1，伴随的下调基因有Fs c n 2和

Bbs2 [48]。探讨多种非编码RNA和相关剪切水平改

变，有助于更全面地解释潜在致病机制，方便后

续眼科遗传病治疗研究 [49-50]。

基 因 编 辑 与 R O 应 用 相 辅 相 成 。 基 因 编 辑 成

功 在 R O 疾 病 模 型 上 挽 救 多 种 遗 传 性 视 网 膜 病

变 ， 为 其 下 一 步 临 床 应 用 打 下 坚 实 的 基 础 ， 而

R O 经 基 因 编 辑 能 纠 正 患 者 来 源 细 胞 的 基 因 缺

陷 ， 用 于 后 续 自 体 移 植 ， 避 免 常 见 的 免 疫 排 斥

反应。

3   视网膜类器官衍生细胞的在体移植

细胞替代治疗研究发展同步于获取移植细胞

方式的变化，从早期E SC到 i P SC，从平面培养到

3D培养，诱导分化出的视网膜细胞逐渐接近完整

的形态结构，但在体移植仍需考虑多方面因素，

比如移植细胞的时期、数量等。K aplan等 [51]首次

将 人 源 感 光 细 胞 膜 片 移 植 到 晚 期 R P 患 者 视 网 膜

黄斑下，未系统使用免疫抑制剂条件下，1 2个月

后未观察到任何视力改善，同时也无免疫排斥反

应和并发症的发生，提示了同种异源移植的安全

性，为实现治疗效果，仍需考虑成熟的外源感光

细胞是否有能力与受体视网膜内双极细胞、水平

细胞建立突触并且较长时间存活。Mac laren等 [ 5 2 ]

认为外源细胞和受体视网膜细胞在发育阶段上差

距过大可导致外源细胞不能整合至受体视网膜，

并产生畸胎瘤，随之在移植细胞时间窗的选择上

做出重要贡献，其研究表明移植分裂期后的感光

细胞的前体细胞可成功整合至受体视网膜外核层

内 ， 并 且 通 过 光 诱 导 电 位 和 瞳 孔 收 缩 观 察 到 明

显 的 视 功 能 改 善 ， 而 移 植 增 殖 期 干 细 胞 或 视 网

膜祖细胞并不能达成这种效果。多项研究 [ 3 0 , 5 3 - 5 4 ]

后 续 的 结 果 也 表 明 移 植 分 化 时 期 异 质 性 大 的 细

胞 确 实 可 导 致 畸 胎 瘤 的 产 生 及 最 终 整 合 的 细 胞

数目显著减少，此后研究也因此多采用分裂后期

视网膜前体细胞用于细胞替代治疗(表1)。
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3.1  感光细胞在体移植

3.1.1  感光细胞悬液注射

早 期 针 对 转 基 因 视 网 膜 缺 陷 小 鼠 的 移 植 研

究多采用玻璃体腔内或视网膜下腔的细胞悬液注

射，方便批量操作，并且少有眼内炎发生，如葡

萄膜炎、黄斑水肿等 [53]，Maclaren等 [52]多次在小

鼠玻璃体腔注射结果显示无整合的感光细胞，视

网膜下腔注射更适合感光细胞移植。注射外源感

光细胞可导致视网膜下腔出现少量气泡或水泡，

Schwar tz等 [61]发现移植术后4 h水泡或气泡可完全

消失，并未诱发视网膜脱落等并发症。Gonzalez -
Cordeo等[30]采用mESC-RO来源的感光细胞，在RO
发育阶段转染载有G F P荧光蛋白的腺病毒A AV，

将GFP表达基因插入Rhodopsin基因启动子下游，

荧光分选G F P阳性细胞，分别将第2 6、2 9、3 4天

的2×10 5个视杆前驱细胞悬液注射至Gnat−/−小鼠视

网膜下腔(Gnat负责编码重要的视杆细胞光传导蛋

白，敲除后的小鼠用作夜盲症模型)，3周后的结

果表明第26、29天移植的外源感光细胞整合数目显

著多于第34天移植，Cr x在第26天表达减少并伴随

Rhodopsin和Recoverin表达上升，而第36天大部分细

胞已经表达成熟视杆细胞的标记蛋白α-Transducin
和Peripherin-2，可推测第26~29天的培养细胞应处

于感光前体细胞阶段 [ 3 0 , 5 2 ]。整合的外源细胞拥有

内外节，尽管结构相对完整，却未诱导出正常视

网膜电图(electroretinography，ERG)，推测主要原

因为实际整合至外核层的外源感光细胞数目太少

(移植后单眼存活约600个外源感光细胞)[30]，并且

细胞多聚集于注射点周围，未向周围迁移以达到

平均分布。当前外源视杆前驱细胞的移植研究较

多，视锥细胞虽然只占鼠感光细胞数目的3%及人感

光细胞数目的5%，但功能十分重要，负责日间视

觉及色觉，替换少量细胞即可显著改善视觉[62-63]。

Kruczek等[56,64]通过mESC诱导RO，培养第14~16天加

入视黄酸，视锥细胞逐渐增多，但在视杆细胞开

始出现时显著减少，使用视黄酸可有效促进感光

前驱细胞向视锥细胞发展，第16~18天加入Notch
通路抑制剂DAPT，可最多收获约15%的视锥前体

细胞，并能在移植后逐渐形态成熟，但欠缺视功

能恢复情况的检查。

为 研 究 晚 期 视 网 膜 退 行 性 变 的 细 胞 替 代 治

疗效果，需要建立晚期视网膜膜退行性变动物模

型 ， P r o m − / −型 小 鼠 模 型 是 现 在 一 种 常 用 于 感 光

细 胞 移 植 的 轻 型 视 网 膜 退 行 性 变 动 物 模 型 ， 将

Prom −/−型小鼠与rhodopsin基因敲除的 tg(Cpf l1；

R ho −/−)转基因鼠杂交得到严重的视网膜退行性变

动物模型，mESC -RO培养得视网膜前体细胞，后

经磁性激活细胞分选技术(magnetically activated cell 
sorting，MACS)富集CD73抗体阳性的视杆前驱细

胞，将2×105单位视杆前驱细胞注射至鼠鼻侧视网

膜下腔，结果显示外源视杆细胞胞可体定位于内

核层，逐渐形成具备内外节的成熟感光细胞形态，

且表达光传导通路的蛋白rhodopsin、arrest in-1、

transducin及突触相关蛋白synaptophsin、PSD95、

pikachurin等，体内存活可达4周，但ERG无反应，

可能由于邻近外源视杆细胞的内源水平细胞、双极

细胞未重新伸出树突以建立视环路 [55]。正常诱导

ERG所需外源感光细胞数目的研究结果各不相同，

大部分注射的外源感光细胞数约为2×105单位，却

存在整合的外源细胞数目在15 000和3 000都能够诱

导ERG的现象，后续研究应明确诱导ERG反应必需

的外源感光细胞数目[29-30,54]。视网膜下腔注射式移

植研究结果异质性较大，但对于功能恢复的试验条

件仍有参考意义。

3.1.2  感光细胞膜片移植

玻璃体腔或者视网膜下腔注射外源感光细胞

常表现为整合的细胞聚集于注射点周围，并不能

平均分布于受体视网膜，采用感光细胞膜片移植

的方法地可使外源细胞平铺到受体视网膜特定部

位。Assawachananont等[65]在晚期IRD模型鼠中采取

细胞悬液移植结果显示外源感光细胞存活时间不

超过6个月，并且外源感光细胞形态发育不成熟，

后 M a n d a i 等 [ 6 6 ]采用 R O 来源的感光细胞膜片移植

至 r d 1 小 鼠 模 型 ， 观 察 到 外 源 感 光 细 胞 形 成 内 外

节，与内源水平细胞建立突触连接，且在分化第

1 7天时移植整合效率最佳，外植体存活时间最少

6个月。当内源视网膜处于已经严重丢失外核层的

致病微环境中，视网膜片移植最大程度上维持了

外源感光细胞生存环境的稳定，利于外源感光细

胞形态分化成熟。

S h i r a i 等 [ 6 7 ]首次在视网膜退行性变猴模型上

进 行 视 网 膜 下 腔 移 植 h i E S C - R O 来 源 的 视 网 膜 细

胞 膜 片 ， 外 源 感 光 细 胞 可 在 体 内 继 续 分 化 出 成

熟内外节，染色标记水平细胞特定蛋白P KC - α、

R I B E Y E ， 可 观 察 到 外 源 感 光 细 胞 与 受 体 视 网 膜

内 水 平 细 胞 建 立 突 触 连 接 ， 并 且 比 较 在 分 化 第

50~60、60~70、100天移植的视网膜片，可发现第

50~60天的视网膜片移植后可产生更厚的内核层。
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感光细胞膜片移植方法拥有移植后细胞存活数目

多及分化效果好等优点，但移植体较大，创伤可

能更多，术后并发症发生概率可比细胞悬液移植

更大，需要在手术操作细节上进一步优化，以达

到更好的移植效果。

3.2  视网膜神经节细胞移植

R G C 是 眼 球 内 视 觉 信 号 的 终 点 站 ， 随 后 将

神 经 纤 维 投 射 至 中 枢 神 经 系 统 ( 外 侧 膝 状 体 及 上

丘)，青光眼等疾病导致的RGC进行性凋亡，只能

通过细胞替代治疗才能解决视力损伤问题，外源

RG C能否形成类似体内的轴突及树突并与相关细

胞建立功能连接是移植研究成败的关键。胚胎来

源或体外干细胞来源的视网膜祖细胞移植对于视

网膜受损的啮齿动物模型具有明显的RG C保护作

用，甚至能促进神经节细胞和视神经的再生，改

善视功能[68-70]。Venugopalan等[71]采集1~5 d幼鼠视

网膜，体外培养后通过RGC表面特异抗原CD90富

集纯度高达 9 9 . 5 % 的 R G C 细胞悬液，后经玻璃体

腔注射，4周以后发现外源RGC与内源RGC有着相

似细胞形态，轴突向受体视盘延伸，树突向内从

状层生长，1个月后观察到GFP阳性的外源RGC纤

维终止于大脑外侧膝状体背腹侧核以及上丘，Lim 
等 [72]也得出相似结果，外源RGC成功建立与中枢

神经系统的联系促进了后续干细胞诱导分化RG C
用于移植研究。多数实施视网膜下腔注射细胞悬

液的研究未能观察到RG C明显的电生理反应，而

RG C通过细胞膜片进行视网膜表面或玻璃体腔移

植更有效率，这符合RG C位于视网膜最内层的解

剖结构特点，膜片移植的方法也逐渐应用于RG C
在体移植 [73]。

I r a h a 等 [ 5 7 ]在 分 化 第 6 0 天 ， 移 植 h E S C - R O 来

源视网膜片至N O D - rd 1 - 2 j和N O G - rd 1 0的杂交鼠

模型中，该模型兼具视网膜退行性变和免疫缺陷

的特点，结果显示外源膜片中的感光细胞可形态

成熟，但仅有较少聚集的神经节细胞对光刺激有

反应，并且表现为常规或较弱光刺激下的高敏感

对光反应，这种异常的光反应现象可能是外源细

胞 与 原 视 网 膜 中 高 兴 奋 性 R G C 建 立 了 不 成 熟 的

连 接 ， 早期研究使用 m i P S C -R O 来源的视网膜片

移植后位点全部具有对光反应，本实验对光反应

的RG C数目较少可能因为人类RG C突触形成所需

时间较长，也可能与异种移植的低突触形成率有

关 [ 7 4 - 7 5 ]，这些问题均会导致最终光传导通路未完

全建立。Xian等 [58]对hESC进行约30 d分化，当其

大量表达 R G C 的标记蛋白 B r n 3 、 I s l e t 1 、 Hu D 时

收获RO，将其贴附于Matrigel包被的聚乳酸-羟基

乙酸共聚物(P L G A )支架上，继续培养5  d，随后

移植RO -PLG A复合体至眼内压增高的恒河猴模型

(rhesus monkeys with chronic ocular hypertension，

O H T 恒河猴 ) ，每周进行免疫荧光显微镜检查，

可发现外源RG C形态逐渐成熟，大量细胞伸出树

突，由于第8周时玻璃体已经开始出现浑浊，遂安

乐死实验恒河猴，免疫组织化学染色检测到RG C
的轴突特异性蛋白，说明hESC -RO来源的神经节

细胞可在受体视网膜内逐步分化为成熟形态，但

外源RG C细胞多缺乏髓鞘结构，可能是相关电生

理检查结果不明显的原因 [76]。尽管有些动物试验

在外源RG C移植后能观察到伸长的轴突投射至外

侧膝状体和上丘，但是对于视觉功能恢复的检验

手段仅限于细胞组织层面的局部电生理检查，并

未在小鼠个体模型上进行视功能相关的行为学验 
证 [71]，因此外源RGC移植效果仍需要更全面的功

能检查，保证临床前试验的真实可靠性，以便推

动后续临床研究。

3.3  色素上皮移植

R P E 细胞不仅吸收光线、传递营养物质、吞

噬感光细胞外节、再生 1 1 - 顺 - 视黄醛、分泌生长

因子和细胞因子，而且促进外源感光细胞形成突

触并减少其凋亡 [ 7 7 - 8 0 ]。R P E 释放多种细胞因子，

如TGF-β、PEDF、somatostatin等，有抑制非特异

性及获得性免疫的效果 [81]，减少移植免疫排斥反

应发生，促进RPE移植的应用。目前暂无需RO获

取 R P E 作为移植物，这与 R P E 在胚胎发育中的特

点有关，发育早期前脑泡头褶的两侧内陷形成双

层结构，外层发育为视网膜中的色素上皮层，内

层发育为神经视网膜层，在人胚胎第 3 2 ~ 5 0 天，

外层细胞进入分裂期后即分化为有极性、有色素

的单层上皮层结构，且正常情况下一直保持非增

殖状态 [ 8 2 - 8 3 ]。因此，在体外分化过程中并不需要

RO收获RPE前体细胞以备后用，在hESC分化形成

胚状体后，即可肉眼逐渐观察到R P E细胞形成的

外层色素沉着区，分离后继续培养即可得到成熟

RPE细胞 [60,84]。人源RPE细胞体外培养并筛选SSEA
表面抗原阳性的细胞亚群，可实现RPE细胞自我增
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殖，并且在分化第4周移植对RCS小鼠视力挽救效

果最好[85-86]。

E S C 和 i P S C 分化来源的 R P E 细胞用作细胞替

代 治 疗 仍 是 主 流 ， 且 早 已 有 相 关 临 床 研 究 ， 在

AMD、Stargardt患者中移植后治疗效果为最佳矫正

视力轻度改善、不变或加重，效果虽不一致，但

均未观察到过度增殖、免疫排斥反应 [59,61,87-88]，接

受移植患者数目很少可能造成不良反应的遗漏和

治疗效果的偏差。对于RPE细胞移植，细胞膜片同

样较细胞悬液效果更好，细胞悬液移植使外源RPE
细胞难以黏附于病变 B r u c h 膜，造成大量细胞凋 
亡[89]；膜片式移植则使外源RPE存活数目更多，形

态分化更成熟，形成有极性的单层结构 [60]，同时

RPE细胞的分化程度和色素化程度也可能对移植后

细胞的增殖和迁移产生影响[61]。

4  视网膜细胞替代治疗的问题与改进

4.1  移植动物模型的构建

视 网 膜 退 行 性 病 变 逐 步 进 展 ， 仅 累 及 少 部

分视网膜细胞的早期病变，或大片层状结构消失

的 晚 期 视 网 膜 病 变 ， 均 需 针 对 性 的 治 疗 措 施 ，

为了模拟人类不同视网膜病变时期的视网膜细胞

分布特点，临床前试验的动物模型也从常用啮齿

类动物过渡到非人灵长类动物。构建视网膜退行

性变模型的早期方法不成熟，通过碘乙酸、眼内

光纤、强光刺激处理得到缺失感光细胞的动物模

型，这些处理方式的视网膜病变尺寸难以控制，

不能稳定复现 [ 9 0 - 9 2 ]。 S h i r a i 等 [ 6 7 ]采用猴视网膜下

腔注射氯化钴，营造一种类似缺氧的环境，可选

择性地损伤感光细胞层，但药物安全浓度范围很

窄，实际效果欠佳。在满足易操作、时间短的要

求下，Gao等 [93-95]应用硝普钠视网膜下腔注射，成

功在浓度0.1 mmol/L时经7 d即可快速建立只丢失

外核层、外从层和色素上皮层的OHT恒河猴，可

大大缩短后续动物建模时间，具体机制可能与该

药品释放的NO和O2生成过氧三硝基的毒性有关。

4.2  移植用具的选择

视 网 膜 细 胞 替 代 治 疗 术 中 器 械 主 要 包 括 细

胞悬液常用的注射器和膜片移植常用的手术钳和

导管，细胞悬液的移植使用注射器能满足定点移

植，而膜片移植体积更大，为保证其平铺于预设

移植区域需采用手术钳夹持或拥有较大管腔的导

管传送，研究 [96]表明导管组较手术钳组存活的细

胞数更多，可能因为手术钳对膜片夹持造成细胞

损伤丢失，而导管可以很好地保护移植膜片。外

源RGC整合至受体视网膜需要至少3周，这与内界

膜的功能密切相关，并且黄斑区以外范围哺乳动

物比啮齿动物内界膜的穿透性更差 [97-100]，所以如

何延长外源细胞与受体视网膜的接触时间也是关

键问题，Luo等[96]比较气液交换、水凝胶填塞、视

网膜钉3种固定方式，在术后30 d发现气液交换和

水凝胶填塞处理的外植体完全移位，只有视网膜

钉处理组固定在预设区域，术后早期有出血现象

但快速凝血，视网膜切片染色可发现靠近视网膜

钉位点的内从状层增厚。胶质纤维酸性蛋白(gl ial 
f ibri l lar y acidic protein，GFAP)增多在早期报道中

被认为与视网膜钉术后视力受损有关，它是Muller
细 胞 的 骨 架 蛋 白 ， 视 网 膜 机 械 性 损 伤 时 表 达 上

升，与视网膜胶质瘢痕有关，而胶质瘢痕可抑制

外源感光细胞迁移和整合，因此GFAP可作为视网

膜钉术后风险预估指标 [101-103]。Luo等 [96]免疫荧光

显示轻度的GFAP增生，无小胶质细胞激活现象，

且应用免疫抑制剂雷帕霉素可显著抑制上述炎症

现象。一份早年对视网膜钉临床应用的1 0年随访

病 例 报 告 也 支 持 视 网 膜 钉 持 久 的 固 定 作 用 [ 1 0 4 ]。

当然视网膜钉肯定会造成固定位点的组织损伤，

现在临床中对视网膜剥脱或撕裂的手术方式主要

是硅油填充或激光光凝，但动物实验中视网膜钉

固定外源细胞膜片效果最好，联合免疫抑制剂也

可避免炎症及增生反应的发生，因此权衡之下应

用视网膜钉可能是现有固定外源细胞膜片的最佳

手段。

4.3  移植位置的选择

外源细胞移植至视网膜的位置可影响最终的

研究结果，视网膜退行性变是渐进式发展，位于

疾病早中期的视网膜可包含视网膜萎缩区、过渡

区及正常区，过渡区视网膜即将发展至疾病下一

阶段，可作为视网膜变性疾病早中期的模型，更

能代表后续针对众多早中期视网膜退行性变患者

的疾病状态和移植效果。Sc hwar t z等 [ 8 4 , 1 0 5 ]在临床

试验中采取此方法移植hESC来源RPE应用于AMD
和Stargadt患者，可在平均随访22个月后观察到较

对照组平稳甚至得到改善的最佳矫正视力，先前
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研究采取RPE至于病变区中央(萎缩区)的方式不能

达到改善视力的效果，主要由于病变最重区域的

感光细胞层，Bruch膜和脉络膜层均严重受损或缺

失，外源RPE难以存活。

4.4  免疫抑制剂的使用

细胞替代治疗研究现在并非全部使用自体移

植细胞，而且经巩膜的有创操作可能打破血眼屏

障，最终造成免疫排斥反应，同种异体 iPSC来源

RPE移植后出现的免疫反应包括玻璃体腔内IL -12
升高、视网膜下腔巨噬细胞聚集 [ 1 0 6 - 1 0 7 ]。针对免

疫抑制药物的选择及应用方式同样值得关注，免

疫抑制剂雷帕霉素和地塞米松体外均可抑制小胶

质细胞的聚集，X ian等 [58]对比二者应用于移植术

后的效果，发现只有地塞米松组可明显延长外源

RGC存活时间，约8周，但地塞米松的半衰期短，

可考虑缓释剂型延长作用时间。对比不同的免疫

抑制剂给药方式，结果发现玻璃体腔内注射相比

传统的系统给药方式更加有效，延长外源RPE细胞

的生存时间，推测原因为血眼屏障、药物分布效

应、安全剂量条件下，传统给药方式难以在视网

膜最终达到有效药物浓度，玻璃体腔内注射则可

定点地快速给予足量的药剂，具有更好的免疫抑

制效果，玻璃体腔内注射地塞米松有引起青光眼

和白内障的风险，因此需要确定玻璃体腔内注射

的安全剂量[108-109]。

4.5  免疫荧光染色的应用

免疫荧光染色常用于镜下观察细胞替代治疗

后外源细胞的形态功能变化，然而已有研究指出

供体-受体细胞可双向交换蛋白或线粒体，可能通

过微囊泡、外泌体或纳米管道实现，早期通过免

疫荧光法得出的有效结论也因此受到质疑，如荧

光阳性细胞的真实来源问题 [110-111]。为增加荧光染

色的可靠性，有研究使用雄性小鼠来源G F P标记

的E S C获取感光细胞，后移植到雌性大鼠视网膜

内，将Y染色体结合荧光蛋白，观察外源GFP阳性

但Y染色体阴性的细胞定位，或使用h E SC来源移

植物时添加人细胞核特定抗体(hNUCLEI+)，后续

观察双阳性细胞，而且最终人源感光细胞拥有显

著大于鼠感光细胞的细胞核体积，多种荧光验证

和不同细胞特征的测量对比大概率确定了荧光细

胞的来源 [31]，但仍存在荧光细胞数目过少时，过

度解读研究结果的风险，荧光跨细胞交换效率也

会影响结果的真实性。观察移植后的外源细胞不

应该局限于免疫染色，新兴的共聚焦激光扫描检

眼镜，可对移植后的感光细胞进行长期监测，并

获得多种生物标记参数，包括移植物大小、GFP密

度、移植细胞的迁移、移植后并发症(出血、视网

膜萎缩、周边视网膜增殖等)，能够提高术后结果

的检出率 [112]。微视野检查和自适应扫描激光显微

镜则可在细胞层面上验证视功能恢复的具体位置

与移植部位的一致性，排除由于原视网膜残存细

胞引起的假阳性视功能改善现象。

5  结语

视网膜类器官研究发展迅速，面对之前素手

无策的视网膜变性疾病，RO及其衍生物提供了细

胞替代治疗的新可能，在动物模型及临床试验已

取 得 经 多 方 验 证 的 成 效 。 移 植 前 的 体 外 诱 导 R O
技术逐渐成熟，包括分化过程中使用的培养基，

也逐渐由血清，滋养层细胞共培养等方式简化至

联 合 明 确 的 小 分 子 即 可 诱 导 分 化 出 R O 及 衍 生 细

胞，这符合获取移植物的生产质量管理规范(good 
manufacturing practice，GMP)原则 [113]，但获取高

质量移植物不只限于简化培养所需成分，机体内

大到器官，小到细胞，都需要多因素的调控作用

才得以发挥正常功能，后续研究应明确更多影响

视 网 膜 细 胞 分 化 成 熟 所 必 需 的 因 子 [ 1 1 4 ]。 移 植 过

程中术式及器具应继续改良，减少或避免损伤血

眼屏障；靶向应用免疫抑制剂，规避手术创伤副

作用的同时延长移植后细胞或组织的存活时间。

RO相关动物移植研究结果差异很大，多在视觉通

路的不同细胞层面都获得较好的电生理反应，却

极少在实验动物行为学层面验证视觉功能恢复情

况，如水迷宫、光栅实验等，最终局限于细胞组

织的功能验证导致对个体视功能改善情况评价有

失偏颇。为得到实验动物视力改善的相对客观评

价，后续研究需做到同批实验动物除干预处理之

外的其他条件高度一致，并且实验动物的行为学

检测足够全面反应视觉改善情况，包括动物的光

感、运动、时间分辨、形状分辨、及空间分辨的

改善情况。移植后的免疫排斥反应可通过自体来

源细胞移植避免，但自体移植所需移植物的体外

分化培养时间更长，可能错失视网膜病变的最佳
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移植时间窗 [115]，因此体外细胞分化培养效率需进

一步提高，结合基因编辑获取自体移植细胞或者

降低同种异体移植物的免疫原性，如建立人 iPSC
库[116-117]，实现高效的细胞替代治疗。
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