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视网膜干细胞研究现状 

孙涛 柯碧莲 许迅 
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【摘要】 干细胞是当今细胞生物学乃至整个生命科学研究的主要热点之一，视网膜干细胞的研究近 

年来颇有进展，这对于治疗眼科临床的一些疾病，如遗传性视网膜变性、原发或继发性视网膜变性疾病、老 

年性黄斑病变等，提供了具有较大发展潜力的新途径。现就视网膜干细胞的发现与鉴定，体外培养、增殖、 

分化以及移植方面的研究进展作一综述。 
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视觉科学研究的 目的之一在于有效预防和消灭致盲性眼 

病 ，恢复患者的视功能。随着眼科临床和基础研究的进步，一些 

致盲性眼病 ，如角膜病 、白内障等感染性和屈光间质混浊性致 

盲性眼病 ，可以得到有效的控制和治疗。但与此同时，一些眼底 

疾病 ，如遗传性视网膜色素变性、原发或继发性视网膜变性疾 

病、老年性黄斑病变等的致盲率有上升趋势，这些疾病用 目前 

的技术和办法难以逆转 ，造成 了巨大的经济和社会负担。如何 

有效的治疗这些疾病成为了视觉科学工作者的攻关 目标。视网 

膜干细胞在体外培养、增殖、分化与移植方面的研究进展，为我 

们最终有效的治疗这些眼病，恢复患者的视功能提供了一个良 

好的契机。 

1 干细胞的概念 

干细胞是在生物个体的生长和发育中起“主干”作用的原 

始细胞，是具有自我更新 、增殖和多向分化潜能的细胞群体 ，即 

这些细胞可以通过细胞分裂维持 自身细胞群的大小，同时又可 

以进一步分化为各种不同的组织细胞，从而构成机体各种复杂 

的组织器官。干细胞可分为胚胎干细胞和成体干细胞等。胚胎 

干细胞是来 自早期胚胎(4～5 d)的内细胞群 ，可以分化为来 自 

三个胚层(中、内、外)的各种细胞 。因而 ，胚胎干细胞的分化和 

增殖构成机体发育的基础。成体干细胞是未分化的细胞，埋藏 

在已分化的特定组织中，能够自我更新，并产生由它起源的组 

织的特化细胞。其主要功能是在一定程度上维持细胞功能的稳 

定状态 ，即动态平衡 ，代替由于损伤、衰老或疾病死亡的细胞。 

所以，成体干细胞是机体组织和器官修复再生的基础。过去 1o 

年中，科学家发现多种组织中存在成体干细胞，而视网膜干细 

胞就是其中之一。 

2 视网膜干细胞的研究现状 

2．1 视网膜干细胞的发现与鉴定 

视网膜发育来源于神经外胚叶，是大脑的延伸，中枢神经 

系统的一部分。中枢神经系统中存在具有干细胞特性的细胞， 
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称为神经干细胞。那么，视网膜中是否也存在神经干细胞呢?早 

在上世纪五十年代，人们就发现鱼和两栖类动物的视网膜能够 

终身生长。随后的研究采用细胞世代分析方法证实了新生的视 

网膜神经元均源于视网膜的周边 区域—— 睫状边缘带(ciliary 

marginal zone)ll_3l。接着 ，在鸟类视网膜周边部的睫状边缘带 

也发现了不断增殖分化的视网膜干细胞 ，这与鱼和两栖类动物 

极为相似，区别在于急性损伤并不会加快鸟类视网膜干细胞的 

增殖速度 ]。近年来的研究证实，胚胎鼠视网膜包含着在体外 

具有干细胞特性的祖细胞，这些细胞除可增殖并表达神经外胚 

层标记外，还具有多向分化潜能L6 ]。以前，人们一直认为成年 

哺乳动物视网膜没有再生功能，但 Vincent等l7]发现在成年小 

鼠眼内存在干细胞 ，充 当这一角色的是单纯色素睫状缘细胞 

(single pigmented ciliary margin cells)，它在体外可分裂、增殖 

并分化为视网膜 特殊 的细胞类型，如视杆细胞 、双极细胞和 

Muller胶质细胞 ，这同时也说明了与非哺乳类脊椎动物的眼生 

发区具有同源性 ]。而在最近的研究中，研究人员通过免疫组 

织化学的方法进一步发现 ，在人类胚胎和成人的视网膜及睫状 

体的某些部位均表达神经干细胞特异性抗原—— 神经巢蛋白 

(nestin)，同时这些部位的细胞在体外培养中显示出自我更新 、 

增殖和多向分化 的潜能 ，从而推断人类视 网膜干细胞同样存 

在 。 

2．2 视网膜干细胞的体外培养与鉴定 

以机械分离联合酶学消化的方法获取的胚胎视网膜干细 

胞在特定的培养基 中表现出自我更新、增殖和多向分化的潜 

能。在无血清 、含有外源性生长因子(EGF或 bFGF)的培养基 

中，视网膜干细胞能分裂、增殖而形成神经球样的细胞团，这些 

细胞对增 生细胞标 记物——BrdU 和神经干细胞 特异性抗 

原——nestin均表现为免疫阳性反应 ，表明培养的细胞为未达 

终末分化、神经外胚层来源的幼稚细胞。将这些细胞球分离成 

单细胞进行传代培养，细胞又可由单细胞迅速长成 nestin阳性 

的多细胞克隆球，显示细胞具有 自我更新的干细胞特点。将培 

养液中的生长因子换成 1 牛胎血清(FBS)后 ，无论是原代细 

胞还是传代细胞均长出神经细胞样突起，并能表达神经丝蛋白 

(neurofilament protein)、微 管 相 关 蛋 白一2(microtubule— 

associated protein 2)或胶质纤维酸性蛋白(glial fibrillary acidic 
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protein，)等神经细胞或神经胶质细胞特异性抗原，说明细胞具 

有向神经元和神经胶质细胞双系分化的多向潜能的特性。研究 

中同时也发现 ，培养细胞能分化为某些视网膜细胞类型，例如 

对感光细胞标记物 视紫红质(rhodopsin)和recoverin的阳 

性表 达。而无长 突细胞 的标 记物 syntaxin则 几乎 不表 

达 ”]。值得指出的是 ，尽管在特定培养基中分化的不同小鼠种 

群的视网膜干细胞对成熟视网膜细胞标记物具有免疫反应性， 

但在总体分化上与该种群正常个体的视网膜细胞的表型和 比 

率存在显著差异 一，而且在长时间的体外培养后，例如细胞传 

代达到 8～12代后，会渐渐失去其视网膜的组织特异性 “ ，因 

而并不能代表原位细胞发展形成的视网膜细胞形态学。 

2、3 视网膜干细胞定向分化的研究 

视网膜干细胞获得细胞决定(cell determination)，发生细 

胞分化 ，最终形成多种神经元和神经胶质细胞的过程，严格按 

照特定的时间与空间顺序，形成复杂而有序的基因与蛋白调控 

网络。在特定的环境因素和时空条件 下．表达特定的基因网络， 

如：配对盒基因一6(Pax6)、脊柱动物同源基因(Vax)、Eph家族 

受体相互作用蛋白基因(Ephrin—B)、T形盒基因(Tbx)、骨形态 

生成蛋白基 因(Bmp)等，通过特定的信号转导系统，如转化生 

长 因 子一~／Sma 和 Mad 同 族 蛋 白 信 号 转 导 系 统 

(TGF一~／SMAD)、Janus激酶信号转 导递质 与转 录活化 因子 

(JAK／STAT)信号转导系统、Notch信号转导系统、ca! 信号 

转导系统等，使多能视网膜干细胞向视网膜前体细胞与终末细 

胞分化。Fischer等向鸡眼玻 璃体 腔内 注射胰 岛素 和(或) 

FGF一2，研究眼内注射生长因子是否刺激 Mailer胶质细胞增生 

产生新的神经元 。发现二者联合作用引起 Mtiller胶质细胞共 

表达视网膜前体细胞转录因子 Pax6和Chxl0，从而得出结论： 

胰岛素和 FGF一2联合应用能刺激 MOiler胶质细胞停止分化， 

增生产生新的神经元，提示外源性生长因子可用来刺激中枢神 

经系统的胶质细胞生成神经元一” 。 

利 用 持 续 性 微 速 摄 影 视 频 显 微 镜 (time—lapse video 

microscopy)对鼠单个细胞集落在无性培养基中的增殖和分化 

进行观察，发现视网膜干细胞在增殖和分化过程中均表现出可 

变性 。相同条件下，细胞分裂周期和次数存在差异，来自同一个 

视网膜前体细胞的两个子细胞可以分化为神经元和神经胶质 

细胞两种类型，而神经元往往要早于胶质细胞的形成，这些说 

明细胞自身因素在细胞发育过程中的重要作用 ”一。而将新生鼠 

视网膜细胞与胚胎鼠视网膜干细胞共同培养发现。视 网膜干细 

胞表达感光细胞标记物的阳性率明显增高．这提示外界微环境 

的改变对干细胞向感光细胞转化产生了促进作用。所以，局部 

细胞与细胞间相互作用的外部因素在细胞发育过程中的作用 

同样是不可忽视的~tz,t 。至于细胞内外因素何者为主，何者为 

次，抑或两者相辅相成．不分主次，则有待于科研的进一步发掘 

和探讨 。 

2．4 视网膜干细胞的移植研究 

受体免疫监视系统是胚胎组织移植能否成功的关键。无论 

是同种还是异种视网膜移植，眼防御免疫监视的屏蔽特性促进 

了植片的成活，所以最大限度地保持受体眼解剖结构的完整， 

对于移植成活具有非常重要的意义。现有两种手术通路到达视 

网膜下腔 ：经玻璃体和经巩膜 。经巩膜通路会破坏脉络膜血管 

和 Bruch膜 ，导致视网膜屏障破坏和受体 早期致敏；而经玻璃 

体通路 ．视网膜屏障的解剖结构没有破坏．口．手术野清晰．更为 

可取 j。 

治疗性视网膜干细胞移植是基于这 细胞对受体视网膜 

细胞起到营养作用，并能恢复视网膜细胞的数量。其优越性表 

现在：(1)有迁移能力 ，能远距离迁移至病变部位 ；(2)能整合于 

宿主组织。外源基 因表达稳定，维持时问长；(3)有修复功能，能 

分化未成熟细胞修复病损组织；(4)自身f细胞移植．避免产生 

免疫排斥反应。现已证实，移植入受体视网膜下腔的供体胚胎 

视网膜干细胞能继续分裂、分化并形成特征性的玫瑰花球状细 

胞团，感光细胞位于其内，其外是双极细胞、放射状胶质细胞和 

无长突细胞～ 。。移植细胞能够移行进入机械性损伤或变性的 

受体视网膜内，并表现出多样化的过程。进入视网膜内层(神经 

节细胞层、内丛状层和内核层)的细胞数 f1明显多于进入}见网 

膜外层(外丛状层和外核层)的细胞数 目，形态学和免疫组织化 

学研究均证实这些细胞能分化为神经元和神经胶质细胞．而且 

进入视网膜外层的移植细胞能表达感光细胞的特异性标记物， 

进入视网膜内层的移植细胞却表达双极细胞和无长突细胞的 

特异性标记物。体外培养的视网膜于细胞几乎不分化形成无长 

突细胞，但移植后的视网膜干细胞却分化形成了无长突细胞。 

这些现象均说明局部细胞与细胞间相 作用在干细胞分化中 

起着重要的作用 。但是，这些分化而成的感光细胞是否能 

够与第二级神经元形成功能性突触?它们对供体视网膜的功能 

是否具有代偿作用?这些疑问都还没有明确的答案。 

综上所述，视网膜干细胞在体外培养、增殖、分化和移植方 

面的研究进展，为视网膜结构和功能重建带来 _r曙光。虽然现 

在体外控制干细胞分化的技术尚未成熟 ．触发和调控十细胞分 

化的机制仍不明了，而免疫排斥也仍然是 r细胞移植治疗中的 

一 大障碍。另外，胚胎干细胞研究还不可避免地受到伦理问题 

的困扰。但是 ，相信随着时间的推移和科学技术的进步，上述问 

题将会得到圆满的解决。 
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【摘要】 脉络膜新生血管(CNV)是引起视力障碍的重要原因之一。在 CNV形成过程中，多种细胞外 

基质(ECM)分子通过与整合素(integrin)结合，调节细胞内信号通路 ，影响血管内皮细胞在 ECM 中移行和 

侵入 。这一过程可被尿激酶样纤维蛋白水解酶激活物(uPA)和基质金属蛋白酶(MMPs)的蛋白水解作用加 

强，也受金属蛋白酶组织抑制剂(TIMPs)的调控。研究 CNV发生过程中 ECM 的作用。将为预防CNV 的 

生成提供新的思路。 

【关键词】 脉络膜新生血管化； 细胞外基质； 整合素； 尿激酶型纤溶酶原激活物； 

基质金属蛋白酶； 综述文献 
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脉络膜新生血管(CNV)与许多眼底疾病有关，常累及黄斑 

区，引起反复出血、渗出和瘢痕形成 ，是引起视力障碍的重要原 

因之一。细胞外基质(ECM)在组织中占有相当比例，可以影响 

细胞的形态、分化、移行和增生，维持组织的生理结构和生物学 

功能，在新生血管形成过程中起着一定的作用。近来关于 CNV 

的研究已成为热点 ，但其形成机制尚未阐明。目前已证实，损伤 

Bruch膜、扰乱视网膜色素上皮 (RPE)细胞的 ECM、或扰乱内 

源性抑制剂，是CNV生成的条件_1]。Bruch膜及其周围基质的 

变化、以及基质金属蛋白酶(MMPs)的活化是 CNV发生的早 

期重要步骤l_2]，表明ECM 在 CNV形成过程中也有重要作用。 

1 ECM 成分与 CNV 

ECM 主要包括胶原蛋白(collagen)、纤连蛋白(FN)、层连 

蛋白(LN)、玻连蛋白(VN)、Ⅶ因子、凝血酶反应蛋白(TSP)、细 

胞粘合素(TN)以及弹性蛋白(elastin)等多种成分，与血管生成 

因子和抗血管生成因子一样，可以通过不同通路对新生血管生 

长进行调控。研究发现。在老年性黄斑变性(AMD)患眼的CNV 

膜标本的ECM 中广泛存在大量的细胞粘合素一C(TN—C)F3]，并 
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且表达丰富的包含外部结构域 B的纤连蛋白重组异构体一 。表 

明 ECM 成分在 CNV生成过程中有一定的作用。 

凝血酶反应蛋白一1(TSP一1)是一种由内皮细胞、平滑肌细 

胞、血小板和单核细胞等分泌的多功能蛋 白，是新生血管的天 

然抑制剂 ，可以抑制由多种新生血管刺激剂诱导的血管生成和 

内皮细胞的增生和移行。体外培养的 RPE细胞可产生并释放 

TSP一1，在体外和体 内都可以观察到 TSP—l在 RPE细胞胞浆 

内的聚集 。RPE细胞产生 TSP一1受到细胞增生状态和(或)细 

胞密度的影响。TSP一1由RPE细胞在其增生期产生，可以加强 

可溶性血浆糖蛋白、FN和纤维蛋白原刺激 RPE细胞释放血管 

内皮细胞生长因子(VEGF)的作用 j。 

2 ECM 受体与 CNV 

ECM 受体是细胞与 ECM 间相互作用的桥梁，介导细胞与 

基质间的相互作用。目前发现的 ECM 受体主要包括整合素 

(integrin)、选择素(selectin)和细胞间黏附分子(ICAM)等多个 

家族。其中整合素在 CNV生成过程中起着主要作用。 

在激光诱发的 CNV模型中，激光光凝后 1 d即可观察到 

损伤部位的 RPE细胞、脉络 膜血管 内皮细胞 和炎性 细胞 中 

ICAM一1和 E一选择素 (E—selectin)被 大量的诱导产生，表明在 

CNV 产 生 之 前 即有 与新 生 血 管 生成 有 关 的 ICAM一1和 

E—selectin的表达l_6 J。在激光诱发的小鼠CNV模型中。ICAM一1 

缺乏的小鼠病理性荧光素渗漏显著减少。CNV的发生面积也 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

