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++%摘要&+组织工程视网膜是在体外将视网膜细胞与生物材料结合以构建类似于体内视网膜结构和功能
的组织"其主要包括视网膜种子细胞*支架材料及生长因子 - 个组成部分"在视网膜疾病模型构建以及视网膜
疾病移植治疗领域具有广泛的应用前景) 近年来"围绕组织工程视网膜色素上皮*组织工程神经视网膜及多
种组织工程视网膜复合体的构建"-B生物打印*微加工及视网膜类器官培养等体外构建技术不断发展"在细
胞来源筛选*空间结构构建及组织层次整合等方面取得了一定进展"为构建更高仿生度的组织工程视网膜提
供了新的研究思路) 本文就组织工程视网膜的研究进展*临床应用前景及技术难点进行综述)

%关键词&+组织工程# 视网膜# 视网膜色素上皮细胞# 光感受器
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++视网膜是由视网膜色素上皮 'KA?6:57J6<4A:?AJ6?XA7694"

C&$(细胞*多种神经元和神经胶质细胞分层排列形成的精细

结构"负责将光信号转化为视觉电信号并进行传导"对于视觉

形成十分重要) 组织工程视网膜是体外结合视网膜细胞与生

物材料构建而成的与在体视网膜结构和功能相似的组织
+*, "其

对于疾病模型的构建及视网膜疾病的治疗均具有重要意义"受

到了广泛关注) 随着干细胞*类器官等技术的发展"目前可将

多能干细胞诱导分化为各种视网膜细胞"为构建组织工程视网

膜提供了丰富的种子细胞来源) 另一方面"随着静电纺丝*旋

涂*喷涂*-B生物打印等技术的兴起"已制备出多种可用于构

建组织工程视网膜的生物支架
+,, ) 组织工程视网膜研究已取

得一定进展"目前研究多集中于组织工程 C&$和视网膜类器

官"可初步在体外模拟视网膜组织结构"但尚未构建出可反映

真实视网膜结构层次的成熟组织模型) 本文就组织工程视网

膜的研究进展作一综述)

J=组织工程视网膜的组成

由于视网膜生理位置的特殊性"很难获取人体视网膜组织

用于研究及治疗"因此视网膜模型的构建意义重大) 动物模型

是经典实验模型"但与人体存在解剖及种属差异 +-, "难以实现

临床转化) 近年来"随着组织工程技术的蓬勃发展"组织工程

视网膜的体外构建方法层出不穷"为疾病建模及治疗提供了新

思路#其主要包括 - 个组成部分$视网膜种子细胞*支架材料及

生长因子)
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J@J+种子细胞

理想的种子细胞应具备低成瘤性*高安全性*强再生力*无

伦理争议及易实现标准化生产等特性) 干细胞因其可无限增

殖及多向分化的特征"已成为理想的细胞来源) 目前研究多使

用人胚胎干细胞' X945: A4YK]F:6>G?A4>A77G"X$%IG(和人诱导

多能干细胞 ' X945: 6:89>A8 J79K6JF?A:?G?A4>A77G"X6&%IG( +.h2,

作为视网膜细胞的种子库)

视网膜祖细胞'KA?6:57JKF<A:6?FK>A77G"C&IG(是视网膜发育

的起点"其可发育为视网膜神经前体细胞"进而分化成各类视

网膜神经元细胞
+/, ) 其中"来源于胎儿神经视网膜的 C&IG免

疫原性和致瘤率相对较低
+1, "而 X$%IG或 6&%IG源性 C&IG需

经长时间*多步骤体外诱导获得) 临床前研究及临床试验

'!IV0,./..-/(均发现"视网膜下腔移植的人 C&IG可部分分

化为功能性光感受器 ' JXF?FKA>AJ?FK"&C("并整合至视网膜组

织"且不会对视网膜结构或视觉功能产生不利影响 +3, )

X$%IG来自人早期胚胎组织) 研究已证实"在视网膜变性

动物模型的视网膜下腔移植 $%IG或其衍生的视网膜细胞"可

一 定 程 度 上 改 善 视 觉 功 能
+)h*0, ) 'U+ 期 临 床 试 验

'!IV0*-.200/ 和 !IV0*-..))-(及 ,0,- 年欧洲视网膜专家学

会年会上所报道的中国首个 X$%IG(C&$细胞治疗干性年龄相

关性黄斑变性'5<A(KA75?A8 45>975K8A<A:AK5?6F:"#iB(的临床研

究结果"均证实了 X$%IG(C&$细胞移植作为该类疾病治疗策略

的安全性和有效性) 然而"X$%IG的使用仍存在伦理争议*免

疫排斥及成瘤风险高等问题"需要进一步研究来解决)

由人成体细胞重编程产生的 X6&%IG因其来源广泛*成瘤

性低*无伦理争议等优点"成为视网膜疾病治疗的理想种子细

胞之一) 动物实验证实"6&%IG可在体外诱导分化得到 &C"并

表现出与天然 &C相同的生理特性"在移植至动物模型眼内后

可部分表达 &C标志物"并改善视网膜电生理功能 +**h*,, ) 但由

于 X6&%IG制备过程的特殊性"存在基因突变的潜在风险"限制

了其临床应用) 另一种具有应用潜能的种子细胞是间充质干

细胞"其可分化为各类视网膜细胞"并能分泌生长因子作用于

受损 C&$细胞或 &C"但研究发现其存在分化率较低等问

题
+*-, )

J@K+支架材料

作为组织工程视网膜的另一要素"理想的支架材料应具

备$'*(良好的生物相容性#' ,(与视网膜组织相当的机械性

能"以耐受手术操作#' -(可模拟 oK9>X 膜的生物特性"以促进

视网膜细胞附着*生长和增殖#'.(合适的尺寸及孔径等) 关于

材料降解性能对移植细胞存活及组织整合的影响则存在一定

争议
+*., ) 现有支架材料主要分为天然生物材料*合成聚合物

和复合支架材料)

天然生物材料获取简单"含多种细胞外基质 'A_?K5>A77975K

45?K6_"$Ii(成分"有利于细胞黏附生长"在研究早期得到广泛

应用) 体外实验发现脱细胞组织材料"如晶状体囊膜*视网膜

内界膜*角膜后弹力层等可支持 C&$细胞生长及增殖"其中

C&$(羊膜复合体可增强 C&$细胞的形态及功能特征"体内移

植后可存活并保持 C&$细胞单层状态 +*2, ) 天然聚合物如透明

质酸*胶原蛋白*纤维蛋白等多被制备为水凝胶和薄膜"促进视

网膜细胞附着*提高细胞活力 +,, "且相较于脱细胞组织材料"其

机械性能和降解能力相对可调控) 但二者均存在供体限制*疾

病传播*变态反应等潜在问题 +*/, "同时手术操作难度大"限制

了其临床应用)

与天然材料相比"合成聚合物材料的物理性能可控性强*

化学性质稳定*更易于实现批量生产 +*1, "在近年来的研究中广

泛应用) 目前应用于组织工程视网膜支架制备的合成聚合物

材料包括聚对苯二甲酸乙二醇酯 ' JF7]A?X]7A:A?AKAJX?X575?A"

&$V(*聚己内酯 ' JF7]>5JKF75>?F:A"&IE(*聚乳酸h羟基乙酸

+JF7]'75>?6>(>F(<7]>F76>5>68("&Ep#,*聚癸二酸甘油酯 + JF7]

'<7]>AKF7GAY5>5?A("&p%,等 +*3, ) 已有研究将这些材料制成人

工 oK9>X 膜"并证实其对视网膜细胞生长和增殖及结构功能的

支持作用
+,, ) 其中 &IE多孔支架孔径大"可改善 C&$细胞的

形态功能及基因表达
+*), "但降解速率缓慢) &p% 降解性能良

好"可促进 C&IG向功能性视网膜神经元分化"更适用于 C&IG

的培养
+,0, )

复合支架材料则是通过整合天然与合成材料"并根据需求

调整成分及比例"应用前景更加广阔) i5;68:65等 +,*,
利用静电

纺丝技术制得人羊膜U&IE超薄多孔纤维膜支架"弥补了羊膜

力学性能稳定性差*手术难度大等不足"并可维持人视网膜色

素上皮细胞系 #C&$(*) 细胞较高的生长及增殖速率)

J@L+生长因子

研究者采用结合生长因子的生物材料制备支架"通过生长

因子的缓释以改善种子细胞的存活及功能
+,,, ) 近年来"随着

-B生物打印技术及水凝胶等新型生物材料在该领域的应用"

所构建的组织工程视网膜的结构及生长微环境更接近生理状

态"进一步促进了细胞生长因子的内源性产生和释放)

K=组织工程视网膜的体外构建

K@J+组织工程 C&$

C&$是位于神经视网膜层与 oK9>X 膜之间*呈铺路石样排

列的单层色素细胞层"对视网膜生理结构及功能维持至关重

要) C&$细胞悬液移植作为 C&$层损伤修复的方式之一"其

操作简单*组织创伤小"但由于缺乏组织特异 $Ii及正常

oK9>X 膜支持"存在移植细胞聚集成团*存活率及整合率低等问

题"易引发免疫排斥反应*增生性玻璃体视网膜病变等并发

症
+,-, ) 为保留 $Ii以提供适宜的生长微环境"研究人员将关

注点转向组织工程 C&$的构建)

K@J@J+无支架组织工程 C&$细胞片+无支架组织工程细胞

片技术在 ,00. 年首次被提出 +,., "是通过调整外界条件 '如温

度*光照*J"等("使在敏感性基底材料上培养的细胞单层自然

脱附"从而获取完整细胞片层的技术) 这一技术保留了完整的

$Ii"避免了支架植入所引起的免疫排斥或组织纤维化等问

题"可在一定程度上提高细胞移植的治疗效果)

k9YF?5等 +,2,
采用聚'!(异丙基丙烯基酰胺(制备的温度敏

感性培养皿以制备 C&$细胞片"发现在培养基中添加转化生

长因子((, 时"可获得完整且连续的无支架 C&$细胞薄片)
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k545F等 +,/,
利用'型胶原酶消化"研发了一种获取无支架

X6&%IG(C&$单层细胞片的方案"该细胞片结构及功能特性与天

然 C&$细胞相似"且在移植后未出现肿瘤及免疫排斥反应)

在前期研究基础上"该团队开展了世界首例无支架 6&%IG(C&$

细胞 片 视 网 膜 下 移 植 治 疗 黄 斑 变 性 的 临 床 试 验

'niT!0000**),)("术后随访未发现疾病进展及不良反应的发

生"同时研究人员还观察到移植物面积呈先增加后稳定的变化

趋势
+,1, )

尽管研究显示无支架组织工程 C&$细胞片具有一定优

势"但由于缺乏支架支持*机械强度欠佳等局限性"增大了眼内

移植的操作难度"植片存在折叠或断裂的可能"影响移植治疗

效果) 为解决该问题"#7(#:6等 +,3,
将细胞悬液的易递送性与

细胞片的优越性能相结合"在微孔中构建出一种尺寸可控*可

表达关键分子标志物的无支架 C&$微组织"以提高 C&$细胞

移植的存活率和整合率)

K@J@K+有支架组织工程 C&$细胞片+研究发现"生物材料支

架可模拟生理 oK9>X 膜特性"为 C&$细胞的附着*生长和增殖

提供机械支持和物理空间
+,), ) 同时"有支架 C&$细胞片可更

好地整合于宿主视网膜"对促进细胞存活有重要意义)

天然生物材料可作为人造 oK9>X 膜支架材料"为 C&$细胞

提供具有良好生物相容性的支架"有利于 C&$细胞的黏附生

长"并为其增殖*分化提供营养"但均匀性和机械强度难以控

制"限制了其广泛应用 +-0, ) 相较于天然材料"合成聚合物材料

的理化性质可调节"并可实现批量生产"在当前研究中应用更

加广泛) 基于 &$V膜的组织工程 X$%IG(C&$复合体移植治疗

#iB已完成'期临床试验 +-*, ", 例接受该复合体视网膜下腔

移植的湿性 #iB患者"在仅局部使用免疫抑制剂的情况下"视

力分别提高 ,) 和 ,* 个字母"且此疗效稳定维持了 *, 个月"证

明该方法具有可行性及安全性) k5GX5:6等 +-,,
开展了基于超薄

聚对二甲苯膜 X$%I(C&$复合体治疗 #iB的 *U,5期临床试验

'!IV0,2)0/),("结果显示"在 . 例 #iB受试者中"随访 * 年内

移植眼均未出现进行性视力下降"其中 * 例受试者移植眼视力

有所提升"为该复合体的有效性及安全性提供了临床数据支

持) ,0,0 年"美国国家眼科研究所开展了一项临床试验

'!IV0.--)1/.("旨在评估基于 &Ep#支架的 X6&%IG(C&$细胞

片体内移植的可行性及安全性"截至目前"该项临床试验仍处

于进行阶段)

K@K+组织工程神经视网膜

神经视网膜是光信号的加工及运输站"光信号在 &C内转

换为电信号"并通过双极细胞*视网膜神经节细胞等多种细胞

将动作电位传输至大脑视觉中枢形成视觉"是视网膜生理功能

发挥的重要基础"其病变可导致多种致盲性眼病) 因此"组织

工程神经视网膜的体外构建已成为目前的研究热点之一)

神经元细胞存活和再生能力十分有限"细胞疗法可作为补

充或替代受损细胞的直接方法) 间充质干细胞*6&%IG可在体

外诱导分化为各类视网膜神经元细胞"并表现出与在体细胞相

同的生理特性及功能"提供了种子细胞库) 已有研究开发出促

进 &C生长*分化及成熟的生物材料薄膜支架"如丝素蛋白联合

聚 E(丙交酯h己内酯 +--, *&IE+-.,
等均可作为组织工程 &C的支

架材料"但此类支架存在细胞极性差*无法定向垂直生长等问

题) 为解决上述问题"构建更接近体内生理结构的组织工程

&C"马振强教授团队分别于 ,0*3*,0,* 和 ,0,- 年利用聚二甲

基硅氧烷开发了-酒杯状.*-冰格样.*-蜂窝状.可生物降解聚

合物支架
+-2h-1, "促进 &C的有效捕获及精准递送"同时定向引

导轴突延伸"进而在体外实现 &C的垂直生长及极性形成) 该

团队通过不断优化支架形状"提高其有效细胞载荷量"支持多

种细胞空间结合"为视网膜多层结构的体外构建提供可能)

EFKYAK等 +-3,
创新性采用喷墨打印技术"成功打印了大鼠视

网膜神经节细胞和神经胶质细胞"且细胞增殖及活力未受到明

显影响"并保留了神经胶质细胞促进神经节细胞神经突生长的

作用) 有研究发现"神经营养因子可促进神经节细胞轴突的生

长及再生
+-), #基于此"k58FK等 +.0,

采用热喷墨打印技术"在可

降解支架上打印大鼠视网膜神经节细胞"并在培养基中添加相

关神经营养因子"结果显示神经节细胞活性及电生理功能良

好"并在支架引导下呈现轴突的径向延伸) 该研究将 -B打印

精准定位与生物支架定向诱导功能相结合"为组织工程神经视

网膜结构的体外重建提供了新思路)

K@L+组织工程 C&$(感光细胞复合体

视网膜再生过程中功能的恢复离不开各类型视网膜细胞

的定向排列与相互作用"其中 C&$(感光细胞复合体结构对视

功能的维持至关重要) 在视网膜退行性疾病早期"存在 C&$

细胞体内移植以改善视力的可能#而在 &C广泛受损的疾病晚

期"通过联合 &C移植填补视网膜损伤区域"以期重建视网膜功

能) 研究也表明"在视网膜退行性疾病晚期"移植处于早期有

丝分裂阶段的 C&$(感光细胞的治疗效果最好 +.*, ) 因此"构建

组织工程 C&$(感光细胞复合体或对损伤视网膜功能的恢复有

重要意义)

研究者在前期通过细胞接种共培养的方式构建 C&$(感光

细胞复合体模型
+.,, "并验证了其在建立视网膜空间结构中起

重要作用) i6?KF9G6G等 +.-,
通过水凝胶实现了 X$%I(C&$细胞

和小鼠光感受器祖细胞的联合移植"验证了 , 种细胞共同移植

对视功能的改善效果优于其中任一细胞的单独移植) 随后有

研究发现"视网膜类器官可作为感光前体细胞的种子库"但其

中并未观察到成熟的 C&$单层 +.., ) 鉴于此"VXF45G等 +.2,
利

用海藻酸钠作为生物黏合剂"将视网膜类器官感光祖细胞片与

基于超薄聚对二甲苯膜的 C&$细胞片相黏合"构成视网膜贴

片"并在移植后观察到移植物的长期存活和视功能改善) 但也

有研究指出"视网膜类器官移植后玫瑰花结的形成会影响其长

期存活及层状结构的维持*视觉功能的稳定 +./, )

为优化上述设计"研究者将研究方向转向精度高度可控的

-B打印技术) %X6等 +.1h.3,
利用基于微阀的 -B生物打印技术"

先后在玻璃基板和 &IE薄膜上打印并构建出 #C&$(*) 细胞单

层#随后在其上方再次打印负载 R1) 细胞的海藻酸盐UJ79KF:6>

水凝胶"发现 -B生物打印可支持高质量*均匀 #C&$(*) 细胞

单层的构建"且该水凝胶层中的 R1) 细胞可维持良好形态并实

现有效增殖) i5G5A76等 +.),
采用喷墨生物打印技术"在模拟
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oK9>X 膜的甲基丙烯酰明胶薄膜表面"先后分层打印 C&$细胞

和原代 &C"以构建视网膜双细胞片模型"结果表明"这 , 种细

胞在层状结构中定位良好"且细胞形态*活性及相关蛋白表达

未受明显影响"并能稳定发挥生理功能)

K@M+组织工程 C&$(脉络膜复合体

随着对 #iB病理机制研究的深入"研究者关注到为外层

视网膜提供血供的脉络膜) 由 C&$紧密连接*oK9>X 膜和脉络

膜毛细血管网所组成的外血h视网膜屏障 'F9?AKY7FF8(KA?6:57

Y5KK6AK"FoCo(可维持视网膜稳态"该屏障功能破坏会促使 C&$

细胞异常分泌血管内皮生长因子"进而导致脉络膜新生血管形

成"这是此类退行性疾病的共同病理基础"因此构建包含脉络

膜层的组织工程视网膜模型具有良好的研究价值)

B;6<F等 +20,
在脉络膜基质成纤维细胞片叠加形成的无支架

组织工程脉络膜基质表面接种 C&$细胞*血管内皮细胞和脉

络膜黑色素细胞"以建立与生理结构相似的模型#同时该模型

的成功构建验证了功能性 C&$单层及与体内脉管系统相似的

管腔样组织的形成"为脉络膜h视网膜疾病病理生理机制的研

究提供了可靠模型) 也有研究采用高分子合成材料或生物薄

膜来构建 C&$(脉络膜复合体 -B模型"B9;5K86: 等 +2*,
通过冷冻

干燥技术制备了双面微结构多糖膜"以同时支持 C&$单层及

脉络膜血管网络的形成"为 FoCo组织建模提供了一种具有良

好生理相关性的生物材料#%F:<等 +2,,
利用 -B生物打印技术在

&Ep#静电纺丝可降解支架底部打印内皮细胞*周细胞和成纤

维细胞以形成毛细血管床"在支架顶部接种 6&%IG(C&$细胞"

验证了极化 C&$单层*oK9>X 膜样结构及功能管腔化脉络膜毛

细血管的形成"成功在体外构建了功能性 -B(FoCo复合体模

型"为更全面了解 #iB病理*构建相关疾病及药物筛选模型提

供研究基础)

为进一步模拟生理微环境"研究者将目光转向器官芯片技

术"该技术将微流控技术与组织工程相结合"在电子芯片载体

上构建组织工程器官模型"并通过建立连续灌流系统模拟生理

微环境
+2-, ) IX9:<等 +2.,

将人脐静脉内皮细胞与纤维蛋白水凝

胶混合后注入中心通道"并在侧通道接种成纤维细胞"以模拟

具有灌注功能的三维脉络膜血管网络结构"同时将 C&$细胞

接种于水凝胶侧壁形成细胞单层"在体外成功构建了 C&$(脉

络膜复合体模型) #>XYAK<AK等 +22,
在此基础上"进一步将视网

膜神经元细胞或其他主要视网膜细胞类型与 FoCo芯片相整

合"进一步优化了体外组织工程视网膜的结构)

K@N+视网膜类器官

视网膜类器官是指在 -B培养条件下"干细胞或祖细胞经

程序诱导后所获得的具有功能视网膜样结构的层状囊泡"并以

类似于体内发育的时空过程进行自我组织
+2/, ) $6K5a9 等 +21,

发

现小鼠 $%IG可在体外 -B培养条件下自主形成视杯结构"并从

X$%IG衍生得到包含视网膜神经元细胞*神经胶质细胞和 &C

等的多层视网膜组织
+23, #QXF:<等 +2),

发现从 X6&%IG源性视网

膜类器官中分离的 &C能够形成类似于体内成熟 &C的外节结

构"并对不同波长及强度的光产生反应) 多项研究也通过构建

患者来源及基因编辑的视网膜类器官"以建立相关疾病模型用

于药物筛选及基因疗法等应用研究
+/0, )

视网膜类器官中神经元间突触连接网络的形成是其用于

疾病治疗的关键) E98Z6<等 +/*,
观察到加入的狂犬病毒可在

6&%IG源性视网膜类器官分离培养的各层细胞间迁徙"表明从

视网膜类器官分离的细胞可形成功能性突触并表现出正常功

能) 与此同时""6K546等 +/,,
也在 ,0,- 年报告了世界首例视网

膜类器官人体移植的试验结果"研究者将异基因 6&%IG源性视

网膜类器官片移植到 , 例晚期视网膜色素变性患者的视网膜

下腔"结果显示移植片在 , 年随访期稳定存活"未发生严重不

良事件"且治疗眼较未治疗眼的视觉功能恶化进展更慢"该研

究为视网膜类器官的临床治疗应用提供了实践基础)

综上所述"视网膜类器官因其细胞来源广泛*伦理争议较

少等优点"在组织工程视网膜领域中有较大发展潜力) 但其仍

存在以下问题$首先"视网膜类器官的诱导程序繁琐*耗时较

长"难以实现大规模生产#其次"视网膜类器官缺少脉管系统"

在长期培养过程中内层细胞会逐渐退化"难以维持其发挥正常

功能#最重要的是"诱导方案*细胞来源等均会影响视网膜类器

官大小*各类细胞占比及 -B结构 +/-, "导致其在分化过程中存

在变异性*低重复性) 为提高视网膜类器官的适用性"可将视

网膜类器官与血管内皮细胞*C&$细胞等共培养"或采用生物

材料支架*器官芯片*生物打印等技术手段"缩小类器官与正常

视网膜之间的差距"以期能够替代视网膜用于体内外研究 +/., )

L=存在的问题及未来研究方向

近年来"组织工程视网膜领域备受关注"纵观其发展"是一

个从二维培养体系到三维培养体系"从单类细胞种植到多层细

胞叠加"逐步构建视网膜多层生理结构的过程) X$%IG和
X6&%IG已成为当前研究常用的视网膜种子细胞库#支架材料方

面"将具有良好生物相容性及降解性的天然生物材料"与机械

性能可调控的合成聚合物相结合"可进一步推动高性能支架的

创新研发#-B生物打印*视网膜类器官*器官芯片等技术均可

为构建组织工程视网膜提供重要的研究平台和工具"成为当前

的研究热点)

同时"组织工程视网膜研究领域也仍存在许多挑战"例如

构建与在体视网膜多层结构及生理功能高度相似的人工视网

膜*实现体内移植后不发生免疫排斥反应*促进与宿主组织有

效融合且发挥正常功能等) 随着生物医学工程技术的不断创

新及与多学科合作的推进"载体支架材料的研究日益深入"不

仅能进一步提高种子细胞在体内的活性及功能"诱导视网膜细

胞间微观生理结构的形成"还能促进组织工程视网膜的临床转

化进程) 未来"组织工程视网膜的发展方向将集中于制备技术

的改进*体内移植效果和长期稳定性的提高等方面"同时探索

神经连接机制和信号传导机制"推动该技术广泛应用于基础研

究及临床治疗"进而为视网膜疾病机制研究*靶向治疗研发等

方面提供支撑)
利益冲突+所有作者均声明不存在利益冲突
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A4YK]F:6>G?A4 >A778AK6WA8 KA?6:5 FK<5:F68G5:8 KA?6:57J6<4A:?
AJ6?XA7694 F̂KKA?6:57KA>F:G?K9>?6F: 6: 6449:F8Â6>6A:?KA?6:578A<A:AK5?A
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