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!!$摘要%!视网膜退行性疾病的最终结局是光感受器的大量丢失"造成视力不可逆的损害"目前基本上无

有效治疗措施& 光感受器移植为一种潜在的细胞治疗手段"旨在通过替换丢失的光感受器"重建视网膜回路"

在一定程度上帮助恢复视网膜功能& 然而"物质交换机制的发现揭示了既往研究结果中移植光感受器的整合

比例低+外段形成不足及突触形成不够等问题"显示了该疗法临床转化的难度& 本文通过多个维度综述了提

高移植光感受器功能性整合的策略"探究相关内容的可行性"具体包括选择最佳发育时间窗的移植细胞群"增

强与宿主视网膜间的相互作用*破坏宿主外界膜"减轻视网膜重塑"提高移植细胞的迁移及整合*利用免疫调

节"减少小胶质细胞活化"改善宿主的移植微环境*通过视网膜片或生物支架的移植形式"提高移植光感受器

的组织性*合理地开发及使用生物材料"优化移植细胞的生理微环境*充分评估手术参数"降低手术本身对移

植细胞及宿主视网膜的影响&
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!!视网膜退行性疾病"如年龄相关性黄斑变性 ('K3CF3)'13+

&'4-)'F+3K3.3F'1(E."6̀ 7)和以视网膜色素变性为代表的遗传

性视网膜疾病等"通常是由光感受器功能的障碍和丧失导致

的
,:- & 尽管不同疾病之间光感受器受损的机制不同"但最终结

局是相同的"即大量光感受器丢失"造成视力不可逆的损害 ,"- &

目前"除了湿性 6̀ 7可以利用抗血管内皮生长因子得到一定
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治疗外"大多数视网膜退行性疾病还无法得到有效的控制&

光感受器移植是一种颇有前景的再生策略"旨在替换已丢

失的光感受器"并重新与内层视网膜剩余神经元建立连接 ,<- "

在一定程度上恢复视网膜的光敏性& 这一策略要求视网膜下

间隙的移植细胞迁移入宿主外核层"与宿主双极细胞形成突

触"同时发育出对光敏感的外段与宿主视网膜色素上皮(F31(.')

G(K&3.13G(1D3)(-&"O8%)层紧密接触"通过不断的膜盘脱落和

更新"以及视色素再生来维持光感受器的结构和功能 ,VZA- &

在 "#:= 年的 < 项研究中"研究人员通过分别标记细胞质和

细胞核的实验方法发现"在光感受器移植后"主要发生物质交

换'''即移植细胞将细胞质所含蛋白质@O56等转移至宿主残

余的光感受器内"实现对宿主细胞的治疗作用"而发生细胞整

合的比例相对较低
,=Z$- & 这种物质交换的主要特点包括#宿主

和移植细胞间的物质交换双向进行*以一种短暂但频繁的方式

进行"不需要持续的相互作用*与细胞外蛋白+核酸的摄取以及

细胞的融合无关*似乎仅限于光感受器间 ,=Z$- & 虽然物质交换

的发生机制尚不明确"但其功能发挥的前提是视网膜内有足够

的剩余光感受器"因此这一机制更适合用于早期退行性疾病"

在晚期显然需要细胞整合才可发挥作用&

"#:$ 年"h')+FE. 等 ,B-
将视锥前体细胞分别移植入视网膜

结构紊乱且外界膜结构受到破坏的 </5Z@Z
小鼠和引入保护基因

后结构紊乱较小的 </5Z]Z ?F@̂O?_NX]?_NX
小鼠"结果显示结构紊

乱的视网膜整合事件发生的比例达到 "<^"而结构完整的视网

膜中该比例仅为 =^& 这证明了宿主环境影响 " 种机制的相对

贡献"提示整合事件发生的比例可通过调控来提高 ,B- &

而除了整合事件比例不足外"移植光感受器还存在其他问

题"包括细胞在移植后表现出取向 (即光感受器外段朝向 O8%

层"突触端朝向外核层)能力不完全"外段发育不成熟以及突触

形成不足等& 为了提高光感受器的功能性整合"可选择合适的

移植细胞群+对宿主环境进行一定程度的干预+改变细胞移植

的形式以及优化视网膜下注射等方式& 下面分别从这些方面

进行介绍&

:7移植细胞群的选择

有关移植细胞群选择的相关小鼠研究已取得较为一致的

结果& 基本的实验思路是通过观察不同视网膜发育阶段的特

定细胞群移植至宿主小鼠的结果"来确定最佳的移植细胞群&

对于小鼠视杆细胞的移植"产后第 Vn; 天分离的视杆前体细胞

群最适合移植"而对于视锥细胞的移植"胚胎第 :AYA 天的细胞

群最佳
,:#Z:"- & 上述时间段分离的细胞代表了有丝分裂后的光

感受器前体细胞"与宿主视网膜的相互作用最强& 虽然实验结

果显示发生物质交换事件更多"但是证实了视网膜发育过程中

确实存在着最适合的移植时间窗
,:":"- & 在这期间"未成熟光感

受器可能会再现与视网膜内层细胞突触形成的发育程序
,"- &

在人类胎儿视网膜中"视锥细胞和视杆细胞的发生分别从

妊娠第 $ 周和第 :# 周开始 ,:<- & 然而"由于获取胎儿视网膜的

资源有限且不符合伦理要求"近几年的研究使用人诱导多能干

细胞(D-&'. (.+-43+ G)-F(GE13.1,13&43))"D(8RU)和人胚胎干细

胞(D-&'. 3&NFHE.(4,13&43))"D%RU)来源的视网膜类器官获得

移植光感受器& 通过转录组分析发现"视网膜类器官与胎儿视

网膜发育的时程及细胞组成大体相似
,:<Z:A- & 近年来"人源性细

胞移植的部分研究显示"供体细胞群主要来源于分化第 =#nB#

天的视网膜类器官"大多通过绿色荧光蛋白分离并富集 ,V":=Z:B- *

也有研究选取分化第 :"# 天的类器官并通过细胞标志 U7;<\
来

富集
,"#- *最新的一项研究显示"来源于视网膜类器官的光感受

器仅在早期存在短的发育时间窗"能发生典型的轴突延伸"而

到了类器官分化第 $# 天"只有极少数细胞能够自主生长轴

突
,":- & 这些细胞的共同特征是均为光感受器前体细胞& 移植

结果显示"虽然迁移至外核层的细胞数量少"但以整合的形式

为主"细胞表现出一定的取向"同时有突触蛋白的表达+原始膜

盘的形成等"主要以组织学的改善为主 ,V":;":$""#- *也有研究显示

视功能的恢复
,:=- & 使用比较成熟的细胞群移植"整合细胞的数

量会减少"移植比较不成熟的细胞群"物质交换似乎更频

繁
,""Z"V- & 这些研究所选择的宿主不同"但宿主环境同样会影响

移植结果"因此结果的解释需综合考虑& 总之"无论是动物源

性还是人源性移植细胞"与宿主的相互作用均受供体细胞发育

阶段调节"人类最佳的移植细胞群还需要进一步研究证实&

与通过干细胞得到光感受器不同"最新的研究显示使用

A 种化合物#丙戊酸+U9?OBB#":+O3GRE*+TEF,aE)(. 以及 RMO

(RE.(4D3+K3DEK"1'-F(.3'.+ F31(.E(4'4(+)"可绕过诱导生成多能

干细胞的步骤"直接使小鼠成纤维细胞转化为化学诱导的光感

受器样细胞
,"A- & 将上述细胞移植入视网膜退行性变小鼠(F+:)

模型"显示出功能学及组织学的改善 ,"A- & 该过程极大地缩短了

获得移植光感受器所需时间"具有很大潜力"但是未来需要克

服增生能力及转换效率低的缺点&

;7宿主环境的干预

影响供体光感受器在宿主环境中迁移的主要屏障包括外

界膜"反应性胶质增生和细胞外基质蛋白& 此外"对宿主环境

进行免疫调节"也可提高整合的发生&

外界膜构成外核层与视网膜下间隙的天然屏障
,:"""- & 有

多项实验研究显示"动物模型中外界膜的破坏与移植光感受器

整合提高相关
,B":"""=- & 利用胶质毒素 "C氨基己二酸 ,";Z"$-

或靶

向外界膜成分的小干扰 O56,"B- "可破坏外界膜& 然而其在人

体内使用需考虑毒性影响及脱靶效应
,:- & O(GE))3,C['F4('等 ,<#-

研究者将人光感受器前体细胞移植入遗传性视网膜疾病犬模

型视网膜下"发现接受免疫抑制剂治疗突变犬的外界膜发生局

部破坏"移植细胞轴突延长并形成类似于突触终端结构& 因此

外界膜可作为未来研究的一个靶点"以期提高移植效果&

视网膜发生退行性变后"进入视网膜重塑阶段& q̀))3F细

胞首先发生反应性胶质增生"表现为胶质纤维酸性蛋白及波形

蛋白的表达上调"细胞肥大及突起数量增加"形成可能会阻碍

细胞迁移和整合的屏障
,""""A"<:- & 移植 =̀A%0\祖细胞群至退行性

变视网膜中可观察到胶质增生受抑制"提示可选择或培养同时

具有再生光感受器及改善移植微环境能力的供体细胞群
,"V- &

此外"活化的星形胶质细胞和 q̀))3F细胞会上调细胞外基
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质蛋白的分泌& 硫酸软骨素蛋白多糖作为主要的分泌蛋白"其

沉积可能会抑制宿主双极细胞树突再生以及供体细胞轴突延

长
,<"- "与外核层中整合细胞数量呈负相关 ,"=- & 利用软骨素酶

6dU可切割硫酸软骨素蛋白多糖的糖胺聚糖侧链来提高整合

结果
,<<- *此外"利用基质金属蛋白酶 " 也可通过消化细胞外基

质提高细胞迁移
,<V- &

eD- 等 ,:=-
指出退行性疾病环境中巨噬@小胶质细胞的浸

润"可能影响组织修复& 巨噬@小胶质细胞有 " 种激活形态#与

导致组织损伤+炎症发生有关的 :̀ 型*与炎症消退及组织修复

有关的 "̀ 型 ,<A- & 因此"通过免疫调节"使 :̀ 型转化为 "̀

型"则可能改善免疫微环境"促进细胞整合& 中脑星形胶质细

胞源性神经营养因子可促进巨噬@小胶质细胞转化为 "̀ 型"作

用于退行性变视网膜后"改善了移植细胞的整合及视觉功能的

恢复效果
,<=- & 此外"部分研究发现米诺环素+干扰素 !+转位蛋

白及合成孕酮
,<A"<;Z<B-

等药物具有抑制视网膜内小胶质细胞迁

移或激活的作用"然而目前尚无利用这些物质调节细胞移植的

相关研究& 最近有一项研究指出小胶质细胞在视网膜下间隙

的浸润反而有利于延缓退行性疾病进展
,V#- & 因此"未来还需要

进一步阐明调节小胶质细胞与改善宿主移植环境之间的关系&

<7视网膜片的移植

移植含光感受器的视网膜片"相较于细胞悬液的形式"具

有以下优势#(:)改善了细胞的生理微环境 ,"- *(")提高了移植

细胞的组织性+存活率及整合效率 ,:- *(<)提高了视网膜片外段

的成熟能力
,V- & 然而"视网膜片移植后普遍形成 0玫瑰花结1"

影响光感受器的外段与 O8%层接触 ,V:- & 此外"移植片中其他

视网膜细胞的存在可能会限制突触连接的形成&

随着视网膜类器官技术的不断成熟"利用人源性类器官进

行视网膜片移植的研究开始逐渐增多& 与细胞悬液移植不同"

视网膜片大多数细胞为视网膜祖细胞时表现最佳
,"<- & 近年来"

高桥政代团队将视网膜祖细胞时期的 D%RU源性视网膜片"移

植至免疫缺陷 /+N 小鼠模型(5>[C/+N G̀8)后"发现视网膜片表

现出成熟的内+外段形成和突触接触的迹象"且记录到视网膜

神经节细胞反应
,V"- & 此外"该团队将分化第 A# n=# 天 D(8RU

源性视网膜片移植到视网膜退行性变的免疫缺陷大鼠模型

,R7CTE*.: MK(R<<V13F)<Q'LOFF4-和激光诱导退行性变+低剂量

环孢素免疫抑制的猴模型内"结果显示移植物在大鼠中存活 :#

个月"在猴眼内存活超过 " 年& 移植区的组织学显示"光感受

器发育成熟"极性正确"突触形成*在功能方面观察到大鼠的视

网膜神经节细胞反应改善"猴眼中与移植区相关的视野试验轻

度恢复
,V<- & 类似地" 4̀Q3))'.+ 等 ,VV-

将分化第 <# n=A 天 D%RU

源性视网膜片移植至同种大鼠模型"观察到光感受器明显发

育"宿主视网膜与移植片之间建立了活跃的突触"视动测试及

上丘电生理记录显示出功能改善&

与利用类器官作为供体不同"QEF'4D 等 ,VA-
将健康成年大鼠

包括 O8%层在内的全层视网膜作为供体"分别移植入 OUR 及

R<<V13FC< 大鼠视网膜下"结果显示移植区域光感受器的内外段

保存完好"移植物与宿主间形成突触"同时 O8%层互相融合&

因而该研究提出将患者周边视网膜移植入中央视网膜下"可治

疗 6̀ 7等疾病& 然而"视网膜不同区域细胞组成及结构存在

较大的差异"且患者自身细胞可能存在缺陷"因此该研究治疗

方案的有效性尚待证实& 另一项视网膜外植体研究也显示活

性 O8%层可增强光感受器的有效整合"而受损的 O8%层在一

定程度上会限制整合
,V=- & 上述研究结果提示可发展光感受器

与 O8%层的共同移植"以及视网膜下手术时尽量避免损伤
O8%层&

=7生物材料的支持

利用生物支架可将纯化的光感受器前体细胞有序地进行

排列"保持细胞的正确取向及组织"同时支架更利于移植手术

时精确定位于靶点"兼具细胞悬液及视网膜片的优势&

基于此"W-.K等 ,V;-
通过微模塑技术"利用聚二甲基硅氧烷

及聚(丙三醇Z癸二酸)材料"得到大量0高脚杯1状支架紧密排

列形成的高分子膜& 0高脚杯1的0杯身1用于容纳 :n< 个光感

受器的细胞体"0杯柄1用于延伸轴突"透射电镜显示内段富含

线粒体& 该研究团队进一步利用可生物降解的聚癸二酸甘油

酯(GE)HK)H43FE),3N'4'13"8[R)制作了0冰格状光感受器托盘1"

将移植细胞种植的密度提升了 < 倍"同时在底部设计了圆柱状

的孔隙"以便与受体的视网膜组织相连并逐渐成熟"该生物支

架能提供光感受器发育初期必要的机械强度"且能够实现移植

后材料的代谢
,V$- & 在后续研究中"此团队开发了一款蜂窝状"

可生物降解的 8[R 视网膜微支架"能有效地支持高密度的 O8%

和光感受器细胞层在支架上的生长"从而形成排列紧密且规则

的双层视网膜细胞
,V$- & 然而"这些研究未将所开发的支架植入

动物模型中"因此其有效性待进一步验证&

此外"利用双光子光刻技术可实现生物支架精细结构的 <7

打印"分辨率可达 A# .&,VBZA#- "完全满足光感受器植入的需要&

该技术制作的支架可成功支持 D(8RU源性视网膜祖细胞生长"

将空支架置入 8FE"<9(,视紫红质突变猪模型后一个月"未引起

炎症+感染或局部及全身毒性 ,A#- & 除了利用生物支架提高移植

光感受器的组织性外"也有研究通过模拟视网膜细胞外基质的

支架促进视网膜祖细胞分化
,A:- "或是利用生物材料提高供体细

胞的迁移能力
,A"- "或优化细胞移植的载体提高细胞的存活率及

整合效率
,";"A<- & 最近一项关于视网膜下间隙注射的研究发现"

将不同大小的微胶珠注射至视网膜下间隙"= 小时后 : '&微胶

珠在此间隙内数量减少"而在巩膜外腔内增多*而 :n" 周后视

网膜下间隙仍有较多 V '&微胶珠存在 ,AV- & 该研究提示使用

生物材料作为输送细胞的载体"除了某些成分本身可提高细胞

存活率外"使用这些载体可能通过增加移植物体积来减少细胞

被排出视网膜&

D7视网膜下注射的优化

既往研究中经视网膜下注射细胞或视网膜片多数采用经

玻璃体入路"少数研究经脉络膜上腔入路& 经玻璃体入路注射

针头必须穿透视网膜"可能会导致视网膜局部胶质增生 ,""- "而

且注射细胞容易反流至玻璃体"造成移植细胞的损失及潜在的

!$$! 中华实验眼科杂志 "#"V 年 : 月第 V" 卷第 : 期!UD(. W%*G >GD1D')&E)"W'.-'FH"#"V"XE)YV""5EY:
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风险
,AA- & 而经脉络膜上腔入路注射后玻璃体内基本不会出现

移植的细胞"但是技术相对复杂"容易损伤脉络膜及血管"可能

导致免疫细胞进入视网膜
,""- & 因此需要对手术入路选择进行

权衡& 此外可通过改良输送工具来保护移植细胞或视网膜片"

借助术中眼底成像技术及手术机器人实现精确定位"减少注射

相关损伤&

另外"R4F-KK,等 ,A=-
发现"注射前将细胞置于 <; s孵育"注

射时使用尺寸较大的针头"可提高移植细胞的存活率& h(),E.

等
,AA-
也发现使用尺寸较小的针头会导致细胞死亡增多"移植入

无效的细胞碎片& R4F-KK,等还发现注射时针头尺寸增大会导

致 O8%细胞异常的增加"主要表现为脱色素及 O8%=A 标记表

达丢失"而宿主 O8%层损伤会减少光感受器的有效整合 ,VA"A=- &

增加移植物粘滞度+控制注射速度在较低水平"可减少 O8%异

常的发生"这可能与湍流效应的减轻有关 ,A=- & 评估及优化注射

相关流体动力学的参数"将有助于减轻注射对宿主环境的影

响*利用生物材料作为载体也可能通过增加移植物粘滞度"来

改善细胞整合&

E7总结与展望

光感受器移植作为治疗视网膜退行性疾病的有效方法"还

面临着许多未解决的难题& 本文就移植后功能性整合效率低

下的问题总结了部分有助于改善该现象的策略& 此外"['F(1'C

93F.'.+3P等 ,V-
将干细胞移植与光遗传学的方法相结合"在供

体光感受器内导入视蛋白"人为地赋予其光敏性"再移植入退

行性变小鼠视网膜内& 在不形成外段及不依赖 O8%的情况下"

移植小鼠视功能得到明显的提高& 这种绕开对功能性外段生

成以及视色素循环需求的研究方案也有巨大的潜力&

在未来"可继续寻求改善移植的不同策略#利用转录组学

等技术确立最佳的人源性细胞群*研究改善退行性变视网膜环

境的干预方法及临床转化*评估及优化视网膜下手术相关的不

同参数*探究含移植细胞的生物支架在不同动物模型内的治疗

作用*发展更有竞争力的生物材料*将光遗传学改造的光感受

器植入生物支架进行移植研究& 总之"提高移植光感受器与宿

主视网膜间功能性整合具有广阔的前景"却也是再生医学领域

的技术难点"多种学科之间的合作将有助于推动其发展&
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!病例报告!

眼眶侵袭性纤维瘤病诊疗一例
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图 :7患者术前眼眶 AI影像!实性肿物位于左眶外侧壁(蓝箭头) "呈椭圆形"相应眶外侧骨壁有骨质破坏现象(红箭头)!6#水平位!d#冠状
位!图 ;7肿物组织病理学染色(9%)!6#瘤细胞呈梭形"交错排列(w:##"标尺x:## '&)!d#瘤细胞未见病理性核分裂像"视野中可见大量胶
原纤维(w"##"标尺xA# '&)!图 <7肿物免疫组织化学染色(76dw"##)!6#X(&3.1(. 染色阳性!d#S(C=; 染色阳性(白箭头) "约 :#^

!!患者男性"V; 岁& 因 0左眼外眶缘肿物 < 个月余1就诊于

首都医科大学附属北京同仁医院& 患者左眼外眶缘肿物生长

缓慢"无皮肤红肿+疼痛+复视+无视力下降等症状& 患者于外

院行眼眶 UM检查"示左颧骨眶突区占位"伴骨质破坏现象

(图 :)& 患者身体一般情况良好"既往高血压病史 $ 年"自服

降压药物(具体不详)控制良好*否认眼病史+手术史+外伤史及

变态反应史& 全身查体各系统检查均未见明显异常& 眼科检

查#双眼视力"右 眼 #Y="左 眼 :Y#*双 眼 眼 压 均 := &&9K

(: &&9Kx#Y:<< a8')*双眼上睑无下垂"左眼眶外缘可触及一

肿物"大小约 :# &&w:A &&"质硬+边界不清+活动度差*双眼结

膜无充血"角膜清亮"双侧瞳孔等大等圆"对光反射灵敏"眼底

未见异常"双眼眼位正"眼球运动正常& 全麻下对患者行左眼

眶肿物切除术"术中可见肿物大小约 :# &&w:# &&w:A &&"呈

灰白色椭圆形"质韧"边界欠清"向周围骨质浸润& 术中将肿物

完全切除"并对破坏的骨质进行清创"对创腔进行烧灼处理&

术后组织病理学检查示左眼眶梭形细胞软组织肿瘤"无包膜

(图 ")*免疫组织化学检查示 T5(\)+S(C=;(.+3*(约 :#^)+

X(&3.1(.( \)+ d4)C" ( Z)+ U7<V ( Z)+ U7A= ( Z)+ U7BB ( Z)+

73,&(.(Z)+RC:##(Z)+RM6M=(Z)(图 <)& 病理学诊断#侵袭性

纤维瘤病('KKF3,,(L3I(NFE&'1E,(,"6T)& 术后患者恢复好"未进

行其他治疗"定期随访 : 年余"未见肿瘤复发&

讨论#6T也称为硬纤维瘤+韧带样瘤"由间充质干细胞单

克隆增生形成"无远处转移"其病理学检查未见病理性核分裂

象
,:- & 6T为纤维母细胞@肌纤维母细胞肿瘤来源的交界性肿

瘤"发病率较低"约 " nV@百万人 ,"- & 检索国际 "#:# 年 n"#"#

年的 6T病 例 共 计 :#: 例* 其 中 发 生 于 头 颈 部 者 "V 例

("<Y;;^)"而发生于眼眶者仅 : 例(#YBB^)"较为罕见 ,<- &

6T病因尚不明确"可能与基因突变+激素水平+家族性腺

瘤性息肉病+发病部位的手术与外伤史+6T家族史等有关 ,V- &

6T的复发率可高达 "A^n;;^,AZ=- & 眼眶 6T累及眼睑及前眶

可以表现为局部质硬的肿物"累及眶内者可伴有斜视+眼球活

动受限+眼球突出+视力下降+上睑下垂等 ,;- & 本例患者为中年

男性"无家族性腺瘤性息肉病家族史"无眼局部手术及外伤史

等 6T发生的危险因素"无其他临床表现"初诊时难以考虑到

!:B!中华实验眼科杂志 "#"V 年 : 月第 V" 卷第 : 期!UD(. W%*G >GD1D')&E)"W'.-'FH"#"V"XE)YV""5EY:




