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Abstract Lots of blinding diseases 3re caused by retinal ganglion cells apoptosis，hut there is no the effective and ideal 

therapy in clinic currently．Recent study showed tbat stem cells can be an ahernati~ e renewable source of retinal ganglion cells， 

and they may be potential to repair the visual function．These results provide a new model of optic nerve regeneration for the 

treatment of these blinding diseases．But，some problems in clinical applications are waiting for further solving．Applications of 

stem cells in optic nerve regeneration is reviewed in this paper． 
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摘要 许多致盲性眼病是 由视网膜神经节细胞 (RGCs)损伤造成的，目前临『末上缺乏有效 的治疗方法 。最近 的研究 

显示干细胞 可以替代或再生 RGCs，从而有 望修复受损的视功能。这 结果提 供了新 颖的视神经再生 模式 ，但具体到 临 

床应用 ，仍存在一系列 问题需要解决。就应 片J F细胞再t视神经的研究进 展进行综述 。 
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视神经损伤是许多眼部疾病所导致视功能损害共 

同的作用环节，严重时会造成患者视神经的萎缩和视 

功能的丧失。临床上导致视神经损伤的疾病有 多种 ， 

如青光眼 、视神经顿挫伤 、视神经管骨折 等。尽 

管对视神经损伤的治疗 开展 了大量研究T作 ，但其临 

床实际疗 效 不尽人 意。视 网膜 神经 节 细胞 (retinal 

ganglion cells，RGCs)的丢失是视神经损伤导致视神经 

萎缩和盲的共 同途径。由于人类 RGCs属于中枢神经 

元 ，不能去分化替代已丢失的细胞。因此 ，如何对已发 

生损伤的 RGCs及萎缩的视神经进行有效的逆转治疗 
一 直是眼科界面临的难题之一。采用细胞替 代治疗 ， 

将有功能的细胞代替损伤 的 RGCs，从 而恢复视觉功 

能，这是一个极具潜力的治疗方法。由于干细胞具有 

持续增生的能力和多向分化的潜能，已被认 为是神经 

移植 的细胞来源。但其临床应用仍存在一些问题 ，如 

首先需要明确干细胞 的增生、移行 、分化及建立功能连 

接的能力等 。就干细胞 在视神经疾病 中的应用研 

究进行综述。 
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1 干细胞 来源 

由于不是所有类型的干细胞都可被诱导成为可以 

治疗青光眼所需的细胞类型，为此，干细胞的来源是决 

定其能否成为受损 RGCs替代细胞的一个主要因素。 

已有多种不同种类的干细胞或祖细胞被鉴定为可用于 

RGCs的替代治疗(表 1)。 

表 1 可 以用 于 RGCs替代治疗 的干细胞 

胚胎干细胞(embryonic stem cells，ESCs)由于其在 

体外具有接近无限增生的能力 ，并能定向分化成为具 

有典型结构和功能的神经元 ，从而被作为研究的重点。 

早在 1981年 ，小 鼠ESCs即被从小鼠胚胎中成功分离， 

它在体外可以长期不断 自我更新 ，并且能够 自发地分 

化形成 内、中、外 3个胚层 不 同类 型 的后 代细胞 。 
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Thomson等 率先成功分离和克隆了人 ESCs，并成功 

建立 了细胞系。众多研究结果表明：ESCs可以分化成 

为视 网膜 祖 细胞 ，能 够形 成形态 类似 RGCs和 表达 

RGCs特性 的细胞 ，且 可 以与宿主 视 网膜 整合 。 

然而 ，该类 细胞存在 着一些 不足 ：(1)伦理 问题 的争 

论。(2)如果不能对其移植后 的增生能力 进行调控 ， 

就会存在着形成畸胎瘤的威胁 12]。(3)免疫排斥 问题 

仍未解决 。 

另一种同样具有应用潜力的细胞是来源于成体的 

干细胞 。它们在正常个体微环境 中保持静默 ，在某些 

条件作用或因子刺激下可以进一步分化。最近研究显 

示 ，在成年哺乳动物视网膜中也有这种细胞存在 ，称为 

视网膜干细胞 (retinal stem cells，RSCs)，其 可以存在 

于色素睫状体边缘区域 ，也可以存在于视网膜 的 

胶质细胞 ，如 Mailer细胞 。这两类 RSCs在体 内 

不会 自我更新 ，但是都可 以在体外大量增生并分化成 

为多种视 网膜 神经元 ，包括 RGCs 13,1 5 。它们来 自患 

者本身，不存在类似 ESCs的不足之处。但是 ，RSC的 

分化能力能否可以提供足够数量的 目的细胞进行视功 

能的修复 ；以及从患者 自身得到的细胞是否在移植前 

就已发生病理损害 ，移植后能否具有健康细胞一样 的 

功能 ，这些 问题 目前仍未解决 。 

2 干细胞的分化及移植 

在过去的 20年里 ，ESCs定 向诱导分 化成视网膜 

神经细胞的技术 已经 日益成熟 ，通过添加适 当的生长 

因子或外源诱导剂 ，如视黄酸(retinoic acid，RA)、神经 

生长因子 (nerve growth factor，NGF)、成纤维细胞生长 

因子(fibroblast growth factor，FGF)、胰 岛素样生长 因子 

1(insulin—like growth factor一1，IGF一1)等⋯ ，ESCs可 

以定向分化为特定 的细胞系 ，包括神经元表型。而这 

种促进作用很大程度上取决于外源性 因子所使用的浓 

度和所选择 的时间。最近 ，有 关 ESCs体 内移植 研究 

进 展 迅 速。Meyer等 。。应 用 绿 色 荧 光 蛋 白 (green 

fluorescent protein，GFP)示踪小鼠 ESCs，体外诱导分化 

后移植入小鼠玻璃体腔内，观察见所移植细胞分布于 

整个视网膜 ，呈现神经元样结构 ，并表达 B—m tubulin、 

NeuN、Calretinin、cPKC—a等视网膜神经元蛋 白标志物 ， 

说明移植 的供体细胞可在宿主视网膜 中存活 、整合及 

分化 。Lamba等 对人类 ESCs诱导分化系统依 照视 

网膜发展 的条件进行了完善 ，结果使 80％以上的干细 

胞转化成为神经祖细胞 ，并进一步诱 导其表达 HuC／ 

D、Neurofilament—M、Tuj—l等神经 元细胞 标志物 ；同时 

通过研究细胞对接受谷氨酸盐和 NMDA刺激 的反应 ， 

可以观察到钙离子的交换 ，此结果提示分化 的细胞已 

经具有成熟视网膜神经元样功能。 

RSCs在正常视网膜 的微环境下处于相对静默状 

态。它们正常不会产生 RGCs，但在有益的环境下可以 

分化为 RGCs。由色素睫状上皮分离的干细胞可以分 

化成 由光 感 受 器 细胞 到 RGCs所 有 视 网膜 细 胞谱 

系 。通过对两栖类和鱼类动物的视神经再生研究 ， 

发现 RGCs分 化可 能与一 些信 号分 子 的调节 有关。 

Moshiri等 发现 RSCs分化能力的激活 ，可能与 Wnts 

和 Shh信号途径在睫状体边缘区域的高表达相关 。最 

近 ，Nickerson等 的研究进一步发现，小 鼠此区域 的 

RSCs在 RGCs损 伤后 可上调 Chxl0、recovering以及 

nestin的表达。另一 自体干细胞治疗来源为 Mtiller细 

胞。尽管初始不是神经元 ，但 Maller细胞 的干细胞特 

性为 视 网膜 神 经元 再 生 指 出 了新 的 方 向。Fischer 

等 对鸡视网膜的研究发现，在损伤或外源因子诱导 

下 ，Maller细胞 可以增生 、分化 ，产生新 的神经元 和胶 

质细胞 。Das等 指 出哺乳动物 的视 网膜 Mtfller细 

胞也有此特性 ，只是这种特性在正常视 网膜 中被抑制 

了。在激活 Notch和 wnt信号 通路后 ，Mailer细胞 的 

干细胞特性被激活，可增生分化产生神经元 。最新文 

献报道显示 ，已将 Maller细胞的这种干细胞特性应用 

于青光眼研究。Bull等 将人 Mailer细胞移植 到大 

鼠青光 眼模型 眼内，观察 细胞存 活 2～3周 ，可表达 

PSA—NCAM、GFAP、B．1lI tubulin等标志物 ，但发现移植 

的细胞很难移行入视网膜；通过进一步研究 ，应用软骨 

素 ABC或促红细胞生成素 (erythropoietin，EPO)改变 

视网膜微 环 境 ，可 以使 细胞 移 行 人视 网膜，但数 量 

不 多 

3 临床应用的挑战 

3．1 干细胞移植在临床上应用的条件 

3．1．1 免疫排斥问题 使用大量免疫抑制药物固然 

可以保证移植成功，但会引起许多不 良反应 ，如机会性 

感染 、药物毒性反应 、移植后 淋巴组织增生 、恶性肿瘤 

等。随着治疗性克隆研究 的进步 ，为这些 问题的解决 

提供了新的方向。Tabar等 报道应用治疗性克隆技 

术治疗实验鼠帕金森氏症获得成功。研究中给患帕金 

森氏症实验鼠移植了由其 自身皮肤细胞克隆产生的 

ESCs来源的神经细胞 ，实验 鼠的病情出现明显改善 ， 

并且无免疫排斥反应 ，该实验证实了克隆来源干细胞 

具有临床应用的潜能 ，为治疗性克隆的研究展现了美 

好的前景；Takahashi等 将 octs一4、sox2、c—myc和 Klf4 

等 4个基 因导入小 鼠成纤维 细胞 ，使其逆转 为具有 



ESCs特性的多潜能干细胞 ，由此揭开了体细胞再程序 

化新的一幕，也为人类提供了全新的 ESCs来源。 

3．1．2 细胞移行及与宿主视网膜的整合 细胞移行 

尽管已经有十年的研究，仍然没有更好 的眼内移植方 

法。大量的细胞通过针头注射入玻璃体或视网膜下区 

域后 ，由于内外界膜的障碍却不能进人视网膜或者是 

离开注射位点。最新研究显示 ，应用一种胶质细胞毒 

性药物来改变视网膜外界膜形态 ，使外界膜暂时性被 

打开 ，该实验为细胞移行指 出了方 向 。此外 ，近年 

来组织工程学的进步提示可在体外进行细胞的三维组 

织培养 ，将细胞种在组织材料上，以组织的形式进行移 

植 ，使其更具有功能性 。 

3．1．3 神经元轴突的再生 许多研究指出由于移植 

细胞缺乏神经轴突导向性生长的能力，结果导致无功 

能性连接网络的建立。 目前在该领域也取得了一些进 

展，Stupp等 通过离体实验证实，大鼠晶状体上皮细 

胞和视网膜共同培养后 ，可以显著诱导 RGCs轴突定 

向性生长，并促进轴 突再生。在小 鼠的实 验 中，Park 

等 发现在去除 PTEN／mTOR生长通路 中的 2个蛋 

白抑制物后 ，发生损伤的视神经中的神经元轴突会在 

数周 内重新长出来。 

3．1．4 增生调控 研究表 明细胞增生可以按照指数 

性数量变化来增加移植物的大小 ，这就会带来畸胎瘤 

形成的危险。因此 ，应当在细胞移植前将有增生能力 

的未分化干细胞去除 ，仅移植所需要的 目的细胞，有望 

对此问题的解决提供一定 的借鉴作用。 目前可以应用 

Percoll非梯度密度离心法 “、免疫磁珠 、流式细胞仪 

等设备对细胞进行筛选。 

移植神经元如何与脑部建立功能性连接是干细胞 

替代治疗中最为复杂的难题。但是，令人欣慰的是临 

床上患者在出现视功能损害之前 已经有部分 RGCs丢 

失，为此 ，只需修复部分数量的神经元与脑部的功能连 

接 ，就能够在很大程度上改善受损的视功能 。 

4 干细胞应用研究的展望 

应用细胞移植使视神经再生是一个新的领域，仍 

存在许多难点 ，许多预测在 目前都是不可确定 的。主 

要问题为：(1)需要更多地了解干细胞分化增生的条 

件。掌握参与分化过程中的细胞因子 ，应用基 因分析 

测定诱导细胞由多能增生 阶段转变为分化阶段的基 

因，并确定其准确的作用时问，这样才可以得到所需要 

的目的细胞。(2)需要 了解视网膜微环境对细胞的作 

用，以保证移植后细胞不会遭到级联作用 的损害而迅 

速死亡。一些研究显示细胞移植前进行基因修饰或给 

予神 经 营养 因 子，均 可 以起 到保 护 移 植 细胞 的作 

用 。(3)对两栖类和鸡类动物的自发视神经再生系 

统的研 究 ，有助 于 找 到抑 制 人类 视 网膜 再 生 的机 

制 。我们可以大胆假设 ，人类也存在视网膜再生能 

力 ，只是由于某种抑制机制的存在而被关闭。也许将 

来只需要将某些基因转入或利用细胞因子诱导，就可 

以激活机体视网膜内在的视神经再生机制。 

相信不久的将来 ，通过基础和临床众多学科 的共 

同努力，干细胞移植有可能会 为视神经损伤的修复提 

供一种全新的治疗手段，从而改善全世界数百万人的 

健康状况。 
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P h o t o s h o p 在 处 理 荧 光 素 眼 底 血 管 造 影 图 中 的 应 用

石 珂 汪 昌 运

随 着 科 学 技 术 的 不 断 进 步 ， 将 现 代 科 技 与 医 学 相 结 合 的 医

学 影 像 学 技 术 得 以 迅 猛 发 展 ， 其 中 荧 光 素 眼 底 血 管 造 影 ( f u n d u s

fl u o r e s c e i n a n g i o g r a p h y ， F F A ) 将 眼 底 病 的 诊 断 水 平 又 提 高 到 了

新 的 台 阶 。 但 目前 市 场 上 造 影 仪 的 单 幅 图 像 只 能 提 供 大 约 反

映 眼 底 8 11 1 i l l × 8 n l l Y i 的 范 围 ， 单 个 罔 像 在 整 体 性 上 的 不 足 在 进

行 基 础 教 学 和 学 术 交 流 中 尤 为 明 显 ， 需 要 将 多 张 图 像 拼 接 成 一

幅 罔 以 便 全 面 完 整 地 观 察 病 变 。 2 0 世 纪 眼 科 学 者 多 采 用 将

F F A 的 照 片 冲 洗 出 来 后 手 工 剪 切 、 拼 合 层 叠 再 拍 摄 ， 此 方 法 成

本 高 ， 同 时 费 时 费 力 。 进 入 新 世 纪 后 数 码 照 相 技 术 飞 速 发 展 ，

使 省 时 、 省 力 、 高 效 地 处 理 F F A 图 像 成 为 现 实 。 目 前 已 有 国 外

生 物 工 程 公 司 开 发 了 专 用 软 件 ， 但 在 国 内 尚 未 广 泛 应 用 ， 因 此 冉

己 动 手 拼 接 F F A 图 像 便 成 为 现 代 眼 科 医 师 应 具 备 的 一 项 技 能 。

由 A d o b e 公 司 开 发 设 计 的 P h o t o s h o p 软 件 是 世 界 一 流 的 专

业 图 像 处 理 软 件 ， 其 操 作 界 面 如 图 1 。 本 研 究 应 用 P h o t o s h o p

C S 2 9 ． 0 版 本
⋯

来 叙 述 如 何 进 行 图 像 的 拼 接 ， 以 期 与 同 行 们 共

同 探 讨 交 流 。

1 基 本 步 骤

I ． 1 目前 市 面 上 F F A 仪 可 提 供 的 图 像 有 2 种 ( 罔 2 ) 。 对 于

T O P C O N 造 影 图 ， 每 张 图 都 需 要 先 制 作 选 区 将 巾 心 的 造 影 图 提

取 出 来 。

1 ． 1 ． 1 在 菜 单 栏 中 单 击
“

图 像
”

一

“

图 像 大 小
”

( 或 按 A h + C t r l

作 者 单 位 ：3 3 0 0 0 6 南 昌 大 学 第 二 附 属 医 院 眼 科 ( 石 珂 ， 在 读 硕 士 研

究 生 )

通 讯 作 者 ：汪 昌 运 ( E m a i l ：d o e t o r w a n g e y @ g m a i l ． c o l n )
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工 真 属
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� 技 术 方 法 �

图 I P h o t o s h o p C S 2 9 ． 0 操 作 界 面

图 2 A ： 日 本 T O P C O N 株 式 会 社 F F A 图 像 B ：德 国 H E I D E L B E R G

公 司 F F A 图 像

+ I 组 合 键 ) ， 记 下 该 图 像 的 文 档 信 息 ( 本 例 图 为 宽 度 1 8 ． 0 3 c m 、

长 度 1 3 ． 5 3 c m
、 分 辨 率 1 5 0 像 素 ／英 寸 ) 。


