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支架材料在视网膜细胞移植应用中的研究进展

阮佳莉!综述!钱韶红!姚静!审校

!!&摘要'!年龄相关性黄斑变性和色素性视网膜炎等视网膜变性疾病可造成光感受器丢失$从而导致永

久性的视力损害( 近年来诸多研究致力于研究支架材料在视网膜细胞移植中的应用( 支架材料能靶向运输

移植细胞$促进细胞的存活)整合和分化$为细胞移植提供良好的平台( 移植细胞种类多样$不同的支架材料

具有各自的优缺点$理想的支架材料应具备以下特性!薄)生物相容性好)可降解)一定的机械强度)柔韧性高)

可结合性高( 材料的表面修饰可帮助其更好地发挥功能( 除了细胞$支架材料也可定向运输物质$如药物等(

支架材料在视网膜细胞移植中具有良好的应用前景( 本文总结了以输送细胞到视网膜下腔的不同支架材料

为基础的移植技术的研究成果(
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!!与光感受器丢失相关的视网膜变性是永久性视力损伤的

首要原因$影响全世界数百万人$而年龄相关性黄斑变性和色

素性视网膜炎是导致光感受器丢失的 3 个常见病因( 目前的

临床治疗仅能延缓视网膜变性的进展$无法恢复受损的视力(

如何将细胞移植到视网膜下腔以再生受损视网膜是目前研究

的热点( 既往采用的直接注射细胞法存在一定的弊端$主要表

现为细胞生存能力)细胞整合和细胞分化等 ( 个方面( 利用支

架材料为基础的输送系统将细胞移植至视网膜下腔$可克服以

上缺陷$在各种视网膜变性模型中$该方法提高了细胞存活率$

推动了细胞整合$也促进了细胞分化$由此视网膜组织工程在

视网膜变性疾病的治疗中显示出了巨大的前景和潜力(
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@6支架材料

支架作为细胞移植的载体$引导受损组织的再生和修复$

以恢复其功能属性( 支架不仅可以保持组织的三维架构$帮助

细胞的信息传递$指导细胞的行为$如增生)分化和迁移$也可

为移植细胞提供生物活性分子
+%, ( 支架可以来自天然或合成

材料(

@'@6天然支架

天然聚合物$如胶原蛋白和纤维蛋白$具有固有的生物活

性并广泛地应用于细胞传递研究( 由于其天然材料的属性$它

具有机械不稳定性)引起过敏反应和感染等风险(

@'A6合成多聚物支架

多聚物合成支架可对机械性能)三维结构)生物可降解性

和生物分子分布特性进行控制$同时它具有较好的生物相容

性( 当然它也具有一些局限性$包括细胞黏附率低以及缺乏生
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物信号分子或表位来帮助细胞附着( 不同多聚物合成的支架

各有其优缺点(

最初 构 造 的 可 降 解 支 架 材 料 主 要 包 括 聚 乳 酸

"N>:;:.,M0,.,0B$[d̂ #)聚乳酸 L乙醇酸共聚物 " N>:;:.,M0,6,>6

R:;,>:0,.,0B$[dî # 和 聚 已 内 酯 二 元 醇 " N>:;,.NO>:.,M>2I$

[@d# +3, ( 这些材料在体内和体外的降解与多聚物的相对分子

质量和结晶度有关$在 [dî 中降解率还与乳酸和乙醇酸亚基

的比率有关$其中$[dî 降解速率最快$[@d最慢( 聚甘油癸

二酸酯"N>:;R:;,IO>:1IQ.,.MI$[iG#是最近开发的支架材料$它

在机械性能方面更接近天然组织( 不同的支架材料在视网膜

修复中有各自的优势( 用于视网膜前体细胞"OIM02.:NO>RI20M>O

,I::1$j[@1#移植的支架材料可根据表面拓扑结构 "纹理和形

态#大致分为模拟视网膜细胞垂直三维形态的微柱体支架)模

拟细胞外基质的纤维支架和模拟视网膜机械性能的水凝胶支

架 ( 种类型(

@'A'@6模拟视网膜细胞垂直三维形态的微柱体支架6垂直柱

体设计可通过在垂直方向上的整合力促进视网膜细胞之间的

通信$在宿主视网膜可监测到许多视觉信号的表达( 一些支架

的垂直孔结构可引导支架内的细胞的生长以及减小细胞因植

入时剪切力造成的伤害(

基于这种设计创建的第一个支架以 [d̂ 和 [dî 为材料$

使用固L液相分离或溶剂相转化技术$厚 %&& A3&& "-$表面有

直径 5& "-的孔 +(, ( 这些孔是垂直于表面的$它们并不连续$

由此导致 j[@1主要被限制在上部的 (& "-中( 移植后细胞存

活率显著增加$但细胞不能从聚合物支架迁移到视网膜中( 实

验表明$类似的支架结构具有相同的缺点$其传输 j[@1从聚合

物支架向正常对照组小鼠的视网膜中迁移能力有限$而在视紫

红质基因敲除"jH>L+L#的小鼠视网膜中$甚至没有发生细胞

迁移( 此外$厚支架导致大量视网膜脱离并在植入过程中对视

网膜造成损害
+7L), ( 总之$[d̂ 和 [dî 厚$其细胞迁移率低$

视网膜损害大(

由此$较薄的含有圆柱形孔的支架应运而生( 通过光刻和

反应 离 子 蚀 刻 技 术$ 以 聚 甲 基 丙 烯 酸 甲 酯 " N>:;-IMH;:

-IMH.,O;:.MI$[??̂ #创建的支架厚 * "-$含直径 %% "-的孔$

每孔间隔 *( "-$表面涂覆有 ["d和层黏连蛋白"增加细胞与

支架的结合率#( 含孔支架所允许的移植到视网膜下腔的细胞

数量比无孔支架增加 3& 倍 +8, *同时 * "-的厚度不会导致明显

的视网膜变形( 这种支架可增加细胞移植的总数$延长细胞与

视网膜相互作用的时间$使细胞迁移到视网膜的数量增多$但

[??̂ 不可降解$限制其广泛应用( 总之$[??̂ 材料较薄$含

微径孔$其细胞迁移率高$视网膜损害小$但不可降解(

[@d支架材料厚 5 A* "-$含直径 35 "-的孔$可降解 +4, (

与 [??̂ 支架相同$[@d含孔支架所允许的移植到视网膜下腔

的细胞数量比无孔支架增加 3& 倍$但由于该支架还未被植入

到视网膜下腔$因此无法评估其对视网膜的影响( 制备 3 个不

同孔隙直径的 [@d支架$然后将其热黏结在一起$最终产生双

层支架$总厚度F(& "-$上层孔径为 *& "-或 3&& "-$下层孔

径为 %& "-( 在该支架中$干细胞来源的光感受器将被接种到

较大孔径的上层支架$而在下层支架的孔促进光感受器外节与

视网膜色素上皮 "OIM02.:N0R-I2MIN0MHI:0S-$j[9#层的相互作

用( 光感受器和神经胶质细胞能沿着孔的延伸方向定向生长(

当双层支架被移植到 j[9外植体时$光感受器外段形成并由

j[9吞噬$但目前双层支架未被植入体内$其厚度造成的影响

仍然未知( 以上数据表明$厚度小于 5& "-的支架可允许接种

细胞与 j[9的相互作用 +%&, $但目前尚不清楚当其植入到视网

膜下腔时这种相互作用是否会持续以及移植细胞从生物可降

解的支架到视网膜可发生何种程度的迁移( 总之$[@d材料

薄$具有双层构架$可降解$上下层含孔直径不同$细胞迁移率

高但未进行相关的体内实验(

[iG 材料厚 75 "-$含直径 5& "-的小孔$孔间距为 %)5 "-$

可弯曲$机械性能更接近于视网膜 +%%, ( 将细胞接种到这种支

架前$必须在表面涂覆一层层黏连蛋白$以支持 j[@1的生长和

增生
+%3, ( 与 [d̂ )[dî 相比$[iG 具有较高的弹性$利用 [iG

支架的可弯曲性将其插入 % 个 % --内径的针内$再注入到视

网膜下腔$可提高移植效率$减少移植手术带来的影响( 将支

架分别注入到对照组和 jH>L+L组小鼠的视网膜下腔$结果显

示移植细胞具有显著的整合能力$与 jH>L+L组相比$对照组有

近 3 倍的细胞能够迁移至视网膜*细胞能迁移到外核层)内核

层)神经节细胞层和神经纤维层$与 jH>L+L组相比$对照组有

近 3 倍的细胞迁移到外核层和内核层 +%3, ( 因此$使用有弹性

的 [iG 材料制成的微柱支架能减少侵入性操作造成的损伤$更

能提高移植细胞迁移至视网膜的数量( 总之$[@d材料中等厚

度$含中等大小孔径$细胞迁移率可$延展性好$机械性能优良(

综上所述$材料支架的理想厚度为 5 A5& "-以减轻对视

网膜物理性的损害$使用多聚物合成材料以提供良好的生物相

容性$具有可降解性以减少长期的生物不良反应$具有一定的

机械性能和柔韧性以减轻手术操作带来的损伤$含有微柱体孔

以增加移植细胞迁移率(

@'A'A6模拟细胞外基质的纤维支架6纤维支架在组织工程领

域中的应用十分广泛( 这些纤维支架表面积大$利于细胞附

着*同时具有互连的孔道$利于养分的运输 +%(L%7, ( 目前有多种

方法来创建微米或纳米尺度的纤维$最常见的有静电纺丝法(

研究者将 [@d和生物材料脱乙酰壳多糖共价结合制备成纤维

支架$并将其与这 3 种材料各自制备成纤维支架进行比较$分

析其性质和细胞效应的异同
+%5, ( 不同材料制备的支架结构类

似!纤维不规则排列$平均直径为 *5* A435 "-$含孔率为 ))C A

84C$直径较小的纤维支架含孔率低 +%*, ( 由于制备材料不同$

支架的水接触角有显著差别!疏水 [@d支架的接触角为 %(7u$

亲水性高分子脱乙酰壳多糖支架的接触角为 &u( 降低疏水性

可提高 j[@1在支架上的迁移能力$也可增加 j[@1增生率( 研

究者设计了一种 [@d纤维支架$不规则排列$平均纤维直径为

( "-$孔隙率为 53C$平均孔径为 37E7 "-$涂覆有层黏连蛋

白$观察到 j[@1在这种支架表面以及孔内均有生长( 将支架

移植到视网膜外植体$移植细胞迁移到对照组和 jH>L+L组视

网膜的速度差异无统计学意义$仍需进一步研究其对视网膜的

作用(
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@'A'B6模拟视网膜机械性能的水凝胶支架6水凝胶支架已被

广泛地用于神经细胞的培养
+%)L3&, $这些刚性支架可通过定制

以匹配中枢神经系统中的组织( 由于植入时产生的机械力$移

植相对较软的水凝胶支架极其困难( 为了克服这种限制$研究

者已开始研究原位水凝胶$目前$已有 3 种新的原位水凝胶支

架可能在视网膜下腔移植中发挥作用(

将透明质酸钠和甲基纤维素以 % g%比例混合制备水凝胶$

该水凝胶具有温度反应性$通过改变 3 种聚合物在溶液中的总

浓度$控制其弹性系数和胶凝时间( 该聚合物以胶囊的形式或

以单细胞悬浮液形式支持 j[@1生长$且可得到与在无聚合物

的培养基中相同的存活细胞( 注射至视网膜下腔后$接种在透

明质酸钠和甲基纤维素制备的水凝胶上的 j[@1形成一层连续

膜状物$覆盖大于 4&C的 \OS,H 膜和 j[9基底膜$而接种在含

盐成分水凝胶上的 j[@1仅覆盖约 5&C( 采用这种材料支架$

j[@1主要迁移至 j[9层$少数细胞迁移到外核层( 这种整合

模式可能是由于移植的 j[@1形成单层结构$与 j[9层之间相

互作用$导致细胞之间紧密连接的形成$进一步影响细胞最终

的分化和整合
+3%L33, ( 因为支架的物理屏障作用$这种相互作

用未在其他类型的支架中发现(

当胶原修饰的聚 Y6异丙基丙烯酰胺溶液达到生理温度$该

水凝胶支架发生变性( 改变聚 Y6异丙基丙烯酰胺链的数量和其

聚合到胶原上的方式可以控制胶凝时间( 在这种水凝胶支架上

培养 %7 B 后$超过 4&Cj[9存活$但尚未进行体内实验 +3(, (

总之$水凝胶可形成膜状物覆盖 \OS,H 膜$其促进移植细

胞迁移进入视网膜的能力有限$此外水凝胶能否促进 j[@1最

终分化为光感受器仍然未知
+%3$37, (

A6支架对移植前体细胞分化和活性的影响

A'@6前体细胞种类

研究者通过对不同类型的前体细胞进行研究$以期获得一

种理想的移植细胞$用于治疗视网膜变性$目前主要包括视网

膜祖细胞 "OIM02.:NO>RI20M>O,I::1$j[@1#)光感受器前体细胞

"NH>M>OI,INM>ONOI,SO1>O,I::1$[[@1#和 j[9细胞 +35L3*, ( j[@1

和 [[@1从发育中的视网膜分离或从多能干细胞诱导而来$已

被广泛研究
+3)L38, ( j[@1可从小鼠)猪)猴和人视网膜中提取$

具有体外分化成不同类型视网膜细胞$包括光感受器的能力(

在视网膜变性的实验模型中$它们作为移植细胞显示出良好的

特性
+34, ( 从视网膜中分离的晚期 [[@1也可用于视网膜再生

并实现最佳的功能$但其局限性在于无法在体外扩增 +3), *多能

干细胞来源的 [[@1在细胞移植中具有良好的应用前景$但其

缺点在于分化不良( j[9在正常视网膜的维护中起着关键作

用$特别是对光感受器而言( 正常状态下$j[9为 %& A%5 "-

的六边形结构$其复杂的结构可以帮助细胞执行各种特殊的功

能$其结构和功能的改变可导致遗传性和退行性视网膜疾

病
+(&, ( j[@1和 j[9具有多潜能性)体外增生率高和分化能力

强的特点$在视网膜再生过程中起重要作用(

A'A6细胞传递和存活

最早应用于视网膜组织修复的是胚胎视网膜全层移

植
+(%, $该方法利用了其成熟的细胞形态与细胞之间的接触$但

由于其难以与宿主组织整合$无法在体外培养和扩增$没有充

足的供体材料且与宿主受损视网膜形成的双层视网膜结构之

间缺乏接触$具有很大的局限性 +(3, ( 细针注射新细胞$如 j[@1

可以取代受损的光感受器$研究表明注入到视网膜下腔的

j[@1可以整合入宿主视网膜并表达成熟视网膜细胞标志

物
+(%, ( 然而$大多数细胞注入后很快死亡$只有小于 %C的细

胞在移植后 3 A7 周存活$推测可能是由于在注射和回流过程

中产生的剪切力使悬浮液中的细胞存活率和植入率大大降

低
+((, ( 目前研究的支架材料可以精确)有效地传输细胞到视网

膜下腔$同时还能提供薄层结构和孔道结构以支持移植物生长(

A'B6细胞整合与分化

前体细胞的分化与生物和机械因素有关$包括移植时细胞

的年龄)培养物质)移植环境等( 此外$支架材料及其机械性能

也可影响前体细胞的分化
+(7L(), ( 采用免疫组织化学法分析相

关物质的表达可以监测细胞在支架上的整合和分化(

支架可以促进细胞的分化( 以 [d̂ 支架来说$j[@1不成

熟标志物巢蛋白) 9̀G% 和 9̀G5 表达下调 +(8, *胶质细胞源性纤

维酸性蛋白 "R:0.J0QO0::.O;.,0B0,NO>MI02$i_̂ [# "星形胶质细

胞#)微管相关蛋白63 "-0,O>MSQS:I6.11>,0.MIB NO>MI02 3$ ?̂ [3#

"神经元 #)(6蛋白激酶 " NO>MI02 <02.1I@6($[e@6(# "双极细

胞#)恢复蛋白"光感受器#和视紫红质"光感受器#等成熟分化

标志物表达上调
+%, ( 在一些情况下$分化的细胞可在支架表面

形成膜状结构$此时将 [.W* 用于标记视网膜内层细胞$#Ub3

用于标记光感受器( 移植后 [.W* 阳性的细胞保持在支架最上

层的 3& "-范围内$#Ub3 阳性的细胞保持在底部 %& "-内$中

间为 3& "-宽的过渡区域$而 i_̂ [阳性的细胞覆盖整层支

架$类似 ?z::IO胶质细胞在体内视网膜的分布 +5, (

支架也可抑制细胞的分化$保持前体细胞的活性( 当

j[@1接种于 [iG 支架表面时$等细胞不成熟标志物 e0*) 和巢

蛋白表达上调*当前体细胞接种于支架内部时$细胞仅表达

i_̂ [和 Y_3&& 等视网膜神经节细胞成熟标记物 +(4, $一旦将这

些细胞移植到外植体或体内时$它们开始分化成若干种细胞$

包括 Y_3&& 阳性的视网膜神经节细胞)[e@阳性的双极细胞)

@jb阳性及视紫红质阳性的光感受器和 i_̂ [阳性的神经胶

质细胞$因此支架与其被放置的环境共同影响前体细胞的分

化( 迄今为止$尚无法证明支架能直接决定细胞分化成单一的

视网膜细胞类型(

B6支架材料的表面修饰

B'@6支架材料的表面化学

优良的支架材料不仅能传输足量的移植细胞$也能促进细

胞的分化与整合( 通过湿化学技术)等离子技术)细胞识别分

子技术等表面修饰策略$可以调节细胞对支架材料的响应 +7&, (

细胞外基质蛋白可以增加细胞对多聚物支架的黏附力!层

黏连蛋白影响前体细胞向成熟视网膜细胞的分化
+7%, $与无层

黏连蛋白被覆的纤维相比$在有层黏连蛋白被覆的纤维上$神

经突触生长更长*其他蛋白$如纤维蛋白)胶原蛋白)多聚6d6赖
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氨酸也被用于表面修饰
+73, $胶原修饰的纳米纤维促进细胞的

附着和整合$以 [dî )[??̂ 和 [iG 为材料的支架需要来自层

黏连蛋白或聚6d6赖氨酸的表面修饰以增强 j[@1的黏附( 经

过对比不同混合培养基上感光细胞生长能力$发现吸收了成纤

维生长因子和光感受器内基质的聚6d6赖氨酸+硫酸软骨素最适

宜感光细胞的生长
+7(L77, (

B'A6支架材料的物质传递

大部分合成支架材料也可以用于物质的传递
+75, $从而促

进移植细胞向视网膜整合的作用( 在支架的创建过程中$可通

过一定的方式将所需传递的物质结合到支架结构中( 影响物

质释放的因素包括物质的亲水性)结合浓度和分布)材料降解

速率和表面积等( 许多生长因子和神经因子 +7*L7), $如维甲酸)

牛磺酸)睫状神经营养因子$可通过该方式发挥促进移植细胞

向光感受器转化的作用(

将基质金属蛋白酶63"-.MO0W-IM.::>NO>MI02.1I63$??[63#结

合到位于纤维蛋白核心的亲水性结构域$可进一步提高已融合

的 j[@1迁移在视网膜上 +78L74, ( 随着视网膜的退化$抑制性的

细胞外基质蛋白 @"77 和神经因子不断积累$导致瘢痕修复$锌

依赖的 ??[63 可以通过降解该类物质$促进移植细胞整合到

退化的视网膜上
+5&L5%, ( 在 ??[63 修饰的纤维支架作用下$迁

移到视网膜的移植细胞数量是空白对照组的 ( A7 倍$移植的

j[@1分化成光感受器的数目也较对照组增加 %& A%5 倍 +53L5(, (

通过对支架材料进行表面修饰$如细胞外基质蛋白被覆$

可增加细胞黏附力)整合迁移力和生长活性( 同时$支架材料

可传递生长因子)神经因子等物质$利用其释放后的生物活性$

可促进移植细胞向视网膜成体细胞整合分化的性能(

E6小结

目前的视网膜组织工程策略通过结合视网膜细胞和支架

材料来探究不同材料上视网膜细胞的生长发育能力$支架材料

的理化特性可以影响移植细胞的存活)整合和分化( 视网膜组

织工程在治疗由年龄相关性黄斑变性和视网膜色素上皮炎导

致的视网膜变性疾病中显示出了良好的应用前景(
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\0>-.MIO0.:1$3&%3$(("5# g%(4*L%7&5'B>0!%&'%&%* +/'Q0>-.MIO0.:1'
3&%%'%&'&8('

+*, j>2Rb$ a.2RG$ ?0.> $̀ IM.:'9JJI,M1>JIO;MHO>N>0IM026BIWMO.2
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jŶ Q; S:MO.1>S2B .2B+>O-0,O>QSQQ:I1 M> O.MOIM02.:N0R-I2M
IN0MHI:0S-,I::1+V,'ViI2I?IB$3&%%$%( " * # g(%3 L(3('B>0!%&'
%&&3 +/R-'%5)7'

+8, U.>G$a>S2R@$jIBI2M0G$IM.:'GSOP0P.:$-0RO.M0>2 .2B B0JJIOI2M0.M0>2
>JOIM02.:NO>RI20M>O,I::1MO.21N:.2MIB >2 -0,O>6-.,H02IB N>:;"-IMH;:
-IMH.,O;:.MI# 1,.JJ>:B1M>MHI1SQOIM02.:1N.,I+V,'d.Q @H0N$3&&)$
)"*# g*45L)&%'B>0!%&'%&(4 +\*%858(9'
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