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Abstract
誗As a member of the stem cells family,mesenchymal
stem cells (MSCs) have been proved to be effective on
the repair of tissue injury. Although the specific
mechanism is still unclear, MSCs do have a promising
future in retinal disease therapy. The results of the current
research are diverse. We still have an urgent and long
way to explore the details of MSCs. So it蒺s significant for
further understanding of MSCs to analyze the possible
mechanism and influencing factors.
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摘要

作为干细胞家族的一员,其对损伤组织的修复作用已得到

证实。 虽然具体作用机制尚不完全明确,在间充质干细胞

治疗视网膜疾病中有巨大潜能。 现阶段不同的实验所得

的结果相差较大,对间充质干细胞的研究任重而道远。 综

合分析其可能的作用机制和影响因素,对进一步探索间充

质干细胞有重要意义。
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0 引言

摇 摇 与视网膜病变相关的视力损害甚至盲,在世界范围内

影响着越来越多的人。 目前临床中,细胞因子和神经保护

剂等药物还是针对视网膜病变的主要治疗措施,但其治疗

效果十分有限。 近几十来,大量研究尝试通过骨髓间充质

干细胞移植来治疗视网膜疾病,所获得的成效已向我们展

示了这一策略的巨大潜能[1]。
1 间充质干细胞在移植治疗方面的优势

摇 摇 间充质干细胞(mesenchymal stem cell,MSCs)因来源

广泛,能够体外扩增、免疫赦免且不存在伦理问题等特点

在干细胞治疗策略中备受瞩目。 在增殖能力方面,MSCs
作为干细胞家族的成员之一,增殖及自我更新是其基本特

征;在分化能力方面,MSCs 具有跨胚层分化的潜能,在不

同的诱导微环境作用下,可以分化为包括神经细胞、神经

胶质细胞等多种细胞类型[2];在免疫方面:(1)MSCs 表面

表达人类主要组织相容性复合体 I(major histocompatibility
complex,MHCI)类分子,但不表达MHCII,Fas 配体和共刺激

分子(如 B7-1,B7-2,CIMOL 等),因此不被 T 细胞识别,能
够逃避免疫监视[3]。 (2)MSCs 可影响机体免疫状态,通
过分泌的因子抑制 T 细胞增殖,并使激活 T 细胞的凋

亡[4];抑制 B 细胞的增殖[5],以上二者共同作用而达到免

疫抑制。 此外,MSCs 易于进行基因操纵,内在突变率低,
能分泌多种活性蛋白,是多种转基因蛋白分子的理想细胞

载体[6]。 上述种种优势决定了 MSCs 是未来用于细胞移

植治疗很有前途的种子细胞。
2 保护机制学说

摇 摇 MSCs 有改变疾病病理生理过程的潜能,作用的形式

多样,包括分化为不同成体细胞、分泌细胞因子、免疫调节

与病变组织直接发生细胞间相互作用等。 在 BMSCs 移植

治疗视网膜疾病的研究中,目前更多的实验结果支持为其

强大的分泌功能通过神经营养、抗炎和促进损伤修复等功

能对病损视网膜起到治疗作用。
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2. 1 分化替代机制摇 视网膜中的神经细胞主要包括神经

节细胞(retinal ganglion cell,RGC)、无长突细胞( amacrine
cell)、双极细胞(bipolar cell)、水平细胞(horizontal cell)、
视杆细胞(rod)和视锥细胞(cone);神经胶质细胞包括米

勒细胞(M俟ller cell)、星形胶质细胞(astrocyte)和小胶质细

胞(microglial cell)。 诸多体外实验研究证实,将 BMSCs 在

含有视网膜细胞或在多种细胞因子的培养基中诱导,具有

向视网膜细胞分化的潜能。 Chung 等[7] 用 YAG 损伤大鼠

视网膜,经静脉注射 MSCs,5wk 后视网膜裂孔部分被 GFP
阳性的细胞修复,7wk 后损伤处基本治愈并可观察到大量

GFP 阳性细胞。 通过荧光定位说明移植的 MSCs 能够迁

移入宿主视网膜细胞中。 Kicic 等[8 ]、Tomita 等[9] 经过体

内移植跟踪实验发现经诱导或者未经诱导的 BMSCs 不仅

可迁移至宿主视网膜层,分化为可表达神经胶质纤维酸性

蛋白(GFAP)、视紫红质(rhodopsin)等功能标志物的细胞,
分化后的细胞能吸引突触泡,并通过生理功能检测表明一

致的 BMSCs 有可能进一步参与信号传导,改善视网膜功

能。 视网膜色素变性、老年性黄斑变性、青光眼和视网膜

营养不良等多种视网膜遗传疾病和视网膜视神经退行性

疾病均以神经细胞病变甚至死亡为主要特征。 诱导

BMSCs 分化为有功能的神经细胞而取代病变或凋亡的细

胞是治疗上述疾病根本目标,但我们目前仍未明确 BMSCs
在体内外分化为功能完全的视网膜细胞的具体调控基因、
信号通路、刺激因素等,有待进一步深入研究。
2. 2 分泌营养机制摇 尽管多数的研究表明 MSCs 是可以向

视网膜细胞方向分化的,但是 Inoue 等[10] 将 BMSCs 植入

RCS 视网膜下,其组织学、RT-PCR 和电生理的证据都表

明其对光感受器细胞的变性有保护作用,延缓变性进程,
但移植的细胞位于视网膜下区域,该研究进行体外实验也

表明是 BMSCs 的分泌功能发挥了保护作用。 在中枢神经

系统疾病的研究中就已经发现 hMSCs 移植入动物模型大

脑皮层后,通过分泌神经生长因子(NGF)和 NT-3 等营养

因子表达的一些特异性受体如 NGFR 和 TrkC 的作用而实

现神经保护作用[11]。 这些研究提示 MSCs 对视网膜的保

护作用可能并非通过向视网膜细胞分化实现,MSCs 分泌

的神经营养因子可能是其发挥作用的主要原因。 已证实,
MSCs 可以分泌大量神经营养因子,如碱性成纤维细胞生

长因子(bFGF)、睫状神经营养因子(CNTF)、胶质细胞源

性神经营养因子(GDNF)和脑源性神经营养因子(BDNF)
等。 在 MSCs 分泌的大量神经营养因子作用下,MSCs 的

条件培养液在体外可以促进光感受器细胞的增殖,并延迟

其死亡。 此外,动物模型实验中对比发现,MSCs 静脉注

射可有效改善糖尿病视网膜组织结构,血-视网膜屏

障功能得到提高,血糖水平降低[12]。 在上述研究中,除了

通过分泌神经营养因子发挥直接神经营养作用外,MSCs
还可能有其他的作用机制,如免疫调节,抑制过度炎症,修
复损伤血管,或通过目前未知的信号,激活内在的修复机

制,从而促进突触再生[13]。 MSCs 分泌的因子有肯定的保

护作用,在实验中这些因子对自身分化的诱导作用也

已得到证实,但二者之间存在的相互关系需进一步

研究。

2. 3 免疫调节机制 摇 MSCs 的免疫调节机制尚未完全明

确,有趣的是 MSCs 既有免疫增强的作用又有免疫抑制的

作用。 移植的细胞直接作为效应细胞发挥作用、抑制 T,B
细胞反应、细胞与细胞间的直接相互作用、炎症因子刺激

等均可能是其发挥调节功能的形式。 Chan 等[14]通过实验

证实这些干细胞可以作为抗原提呈细胞(APCs)通过 IFN-酌
依赖途径来触发免疫反应,但当 IFN-酌 增高到一定程度,
它可以直接抑制抗原表达而发挥免疫抑制作用。 这说明

MSCs 可以抗异物又可以防止过度炎症反应引起的损伤。
MSCs 分泌可溶性因子使 B 细胞进入 G0 / G1 细胞周期,抑
制 B 细胞分化和趋化作用。 它们还可通过分泌的 IL1-茁,
使 TGF茁1 上调表达,成功抑制 T 细胞活化。 MSCs 调节 T
细胞机制学说不一,有些学者认为氧化氮(NO)起着重要

作用。 研究观察到 MSCs 在 CD4+和 CD8+细胞存在时产生

NO,抑制 Stat5 磷酸化和 T 细胞增殖而当前列腺素或者

NO 合酶即 NOS 被抑制的时候,T 细胞出现增殖[15]。 IFN-酌
使干细胞表面的抑制性共刺激分子 B7-H1 上调表达而调

节免疫反应,说明细胞与细胞间的接触作用对 MSCs 发挥

免疫功能有重要意义[16]。 MSCs 还能调节树枝状细胞

(DC)、NK 细胞等,但此方面报道较少。 Ren 等[17] 发现了

IFN-酌 和其他如 TNF-琢,IL1-琢 或者 IL1-茁 伴随存在时,
MSCs 就会表现出免疫抑制作用,此间 MSCs 分泌的趋化

因子、诱导型一氧化氮合酶( iNOS)等起着中介的作用,这
暗示着促炎因子是 MSCs 细胞这一免疫调节作用的重要

因素。
3 眼内治疗的影响因素

摇 摇 BMSCs 用于治疗视网膜疾病有着广阔的前景,但是

不同的研究显示通过不同的方法移植入眼内的治疗和保

护作用的相差较大,现就可能的影响因素分析如下。
3. 1 眼内屏障摇 与中枢神经系统相似,视网膜不易受外界

影响,且对细胞迁移有抑制作用。 视网膜的内外界膜、硫
酸软骨素蛋白聚糖等成分组成的细胞外基质和损伤与病

理状态下胶质细胞反应性增生造成的胶质瘢痕是视网膜

屏障的重要组成部分[13]。 West 等[18] 向玻璃体腔注射胶

质毒素 a-氨基己二酸(AAA)从而破坏 C5781 / 6 小鼠的视

网膜外界膜(OLM),注射后 72h 是外界膜破坏的高峰期,
此时将光感受器细胞移植入视网膜下腔,移植后 3wk 发现

迁移入视网膜外核层的细胞数量明显多于对照组。 但由

于 AAA 对于 OLM 的破坏是可逆性的,注药后 1wk 即视网

膜 OLM 已开始修复,2wk 基本修复完全,此期间再行视网

膜下腔注射,迁移至视网膜的细胞数量又减少。 这说明

OLM 也能在一定程度上阻碍移植细胞的迁移,视网膜下

腔和外核层之间的天然屏障。 靶向破坏外界膜交联蛋白,
可逆的外界膜破坏可能可作为改善移植细胞与视网膜整

合的新方法。 有实验发现 M俟ller 细胞反应性胶质化参与

AOH 所致视网膜损伤,玻璃体内注射 AAA,抑制其反应性

胶质化可能改善高眼压性青光眼视网膜病变[19]。 另有研

究发现,利用胶原酶和 M俟ller 细胞毒性物质分别消化内界

膜基底膜和抑制 M俟ller 细胞功能后发现,仅破坏内界膜基

底膜的完整性后植入的 MSCs 的移行效率并没有明显提

高,而抑制 M俟ller 细胞功能后促进了 MSCs 与视网膜的整
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合。 因此,M俟ller 细胞是阻止植入玻璃体腔内的 MSCs 向

视网膜移行的重要因素之一[20]。
摇 摇 除上述屏障成分以外,抑制胶质活性也能显著提高玻

璃体腔移植 MSC 的视网膜整合,证明激活的胶质细胞起

到重要的屏障作用[21]。 然而,在机械性视网膜损伤后,从
宿主视网膜的神经节细胞层到内核层可发现有突触样结

构的细胞,证实是移植入玻璃体腔的细胞分化而来的不成

熟细胞,但它们仅在损伤部位附近、结构完整的视网膜区

域。 进一步研究发现当局部胶质细胞功能破坏后,在临近

正常的部位才会出现移植细胞与其的突触整合[21]。 这提

示胶质细胞的活化可能既有抑制也有促进移植细胞视网

膜整合的功能,但其发挥两种作用的条件尚不清楚。
3. 2 宿主视网膜微环境摇 移植后的 MSCs 迁移整合与视网

膜存在损伤因素或病变有一定关系,变性视网膜的微环境

有利于移植细胞的存活,迁移和分化。 在宿主视网膜中,
目前有较充分的证据说明损伤部位相对高浓度的细胞基

质衍生因子 - 1 ( SDF - 1) 等有趋化活性的因子能诱导

MSCs 的迁移,到达后局部的炎症因子等能进一步刺激其

发挥作用。 有学者[22]将标记的 BMSCs 移植到正常小鼠眼

的玻璃体腔内,发现 BMSCs 大部分聚集在玻璃体腔,没有

发挥任何作用。 而将 BMSCs 注射入视网膜损伤模型的小

鼠玻璃体腔内,则 BMSCs 分布内界膜层和神经节细胞层,
并能表达多种神经营养因子。 Harris 等[23] 将标记的

BMSCs 移植到损伤的鼠视网膜下,发现部分细胞能迁移

整合到宿主受损视网膜视椎、视杆细胞层、双极细胞层及

节细胞层等各层,细胞形态与周围视网膜各类细胞相似并

表达相应的特异性功能标记物。 林志祥等[24] 研究 MSCs
生物学特性发现损伤部位的趋化因子浓度是 MSCs 向其

移行的关键因素。 组织损伤后释放趋化因子,MSCs 表达

多种趋化因子受体。 趋化因子激活是 MSCs 向损伤部位

移行的重要步骤。 Chapel 等[25]在一个多器官衰竭模型中

观察到 GFP 标记的 MSCs 向大量组织部位归巢,并根据损

伤的严重程度不同而定位,归巢是细胞移行、植入组织并

发挥功能和保护作用的必要过程。 而 SDF-1 / CXCL 1 是

趋化因子家族成员,MSCs 表达其特异受体 CXCR4[26],另
外还表达与 SDF-1 及 CX3CL1 等其他趋化因子相应的黏

附分子[27]。 Li 等[28]研究也证实 RPE 损伤可促进 BMSCs
迁移,损伤的小鼠 RPE 可检测到细胞 SDF-1 的 mRNA 表

达量上升,其培养液中也发现 SDF-1 的浓度明显增加,而
将 BMSCs 与 SDF-1 的拮抗剂孵育后却发现其趋化作用减

弱,用数据客观说明损伤组织释放的 SDF-1 对移植细胞

归巢的促进作用。 其作用机制可能是由于组织损伤使局

部 SDF - 1 和其它趋化因子表达增加,并进入体循环。
MSCs 表面的 CXCR4 识别 SDF-1,进而游走进入损伤的视

网膜病变部位参与修复。
3. 3 移植途径摇 移植的途径有局部移植和经静脉移植,局
部移植又可分为视网膜下腔移植、玻璃体腔移植。
3. 3. 1 局部移植摇 局部移植多指直接将 MSCs 在显微镜下

移植至视网膜临近处,这种方法可以使移植物直接作用于

局部组织,具有更好的针对性,但此方法具有一定破坏性,
有对视网膜造成额外损伤的可能,影响对实验结果的准确

评估。 视网膜下腔移植因其存在的免疫赦免,移植后不易

发生免疫排斥反应,以及与外层视网膜的距离近有利于植

入后 MSCs 的移行而在研究中被广泛采用。 目前常用的

方法是经巩膜、脉络膜将移植物植入视网膜下腔的方法,
由于不经玻璃体,对眼内环境干扰较小可避免引起增殖性

玻璃体视网膜病变,但对操作技巧要求较高,容易刺穿视

网膜进入玻璃体;注入液体量太多容易造成视网膜脱离;
也有引起增殖性玻璃体视网膜病变的可能性。 普遍认为

视网膜下注射对于以视网膜外层病变为主的疾病较为合

适,但对于距离注射部位较远的视网膜则缺乏治疗效果。
据最新研究,有学者已用改良方法使注射入的细胞能够形

成一个均匀薄层分布于视网膜下腔,解决此前的方法使注

射入的细胞在视网膜下或玻璃体腔形成一个局部细胞团,
保护作用也仅局限于注射局部的弊端[29]。 但是,即使用

绿色荧光蛋白等其他标记分子解决了细胞存活和后续示

踪,植入后定位等困难,视网膜下腔移植也存在着问题,如
视网膜下腔容积小,可植入的细胞数量少等。 相对视网膜

下注射而言,玻璃体内注射操作难度比较小,可植入的细

胞数较多,由于解剖位置关系,更适于治疗视网膜内层病

变,但对眼内环境干扰较大,且由于视网膜固有的阻止细

胞迁移屏障的存在,细胞难以迁移和整合到视网膜。 玻璃

体腔内 MSCs 可以贴近视网膜表面,但很少有细胞可以穿

透内界膜。 即便是种植在体外培养视网膜片玻璃体面上

的 MSCs 也很少可以穿透内界膜。
3. 3. 2 经静脉移植摇 经静脉移植的优点是 MSCs 通过血液

循环到达范围较广,在不对视网膜造成额外创伤的前提下

可以惠及整个视网膜,而且便于进行重复注射。 但是全身

注射需要大量细胞,并且会增加过敏反应的可能性;进入

血管后若聚集形成细胞团,也有可能成为栓子堵塞肺部等

其他重要器官的危险。 在上文已提及的 Chung 等[7] 的研

究中经通过免疫荧光定位明确观察到经大鼠尾静脉注射

的 GFP 标记的 MSCs 细胞可整合入视网膜组织中,但
Johnson 等[30]的研究,发现静脉注射的 BMSCs 不迁移至损

伤眼且对神经无任何保护作用,而玻璃体腔内注射 BMSCs
能提高 RGCs 的存活率,显著降低 RGCs 的死亡率,具有保

护视神经的作用。 虽然 MSCs 经静脉移植后的移行和保

护效果争议较大,可能是因为相较其他器官而言,MSCs 发

挥作用需要一定条件的刺激,如完整的血视网膜屏障可能

阻碍 MSCs 的移行或可能需要视网膜色素上皮(RPE)分

泌的细胞因子参与等。
3. 4 移植 MSCs 的状态 摇 通常情况下我们分离得到的

MSCs 数量少,远远少于治疗所需要的数量,这就需要体外

扩增培养来获得。 MSCs 在个体内有不断自我更新和分化

能力,然而在离体条件下却表现为有限的增殖和分化能

力[31]。 Vacanti 等[32]通过传代研究发现不同代的 MSCs 有

其特点,如随着代数增加,肌动蛋白发生累积、贴壁及分化

能力均有下降等。 MSCs 虽有损伤部位迁移的本能,但体

外培养的细胞缺乏 SDF-1 受体 CXCR4 的表达,故而影响

移植的 MSCs 的归巢作用。 Xu 等[33]通过绿色荧光蛋白示

踪定位及检测移植后 CNTF 和 GFAP 的表达,证实了 SDF-1a
处理过的 MSCs 较原态 MSCs 有更强的迁移整合和功能保
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护作用。 实际上,MSCs 会因退化性疾病、生理失常或者衰

老而耗尽,研究发现 MSCs 移植治疗效果会随着年龄的增

加而呈下降趋势[34]。 MSCs 已开始用于某些免疫疾病的

临床治疗,其中有一个临床试验的失败通过分析后已被归

因于 冻 存 过 程 的 细 胞 发 生 免 疫 抑 制 特 性 损 坏[35]。
Machalinska 等[36]、Harper 等[37]经基因改造使移植的细胞

高表达 NT-4,BDNF 等,通过对比发现高表达神经营养因

子的细胞较原态 MSCs 有更明显的神经保护功能。 因此,
在移植前保证 BMSCs 有着与在体内尽可能相同的状态,
甚至通过及基因改造等手段增强其归巢、分泌等功能与其

治疗效果的好坏息息相关。
3. 5 持续时间及多次移植摇 移植后的 BMSCs 能够稳定存

活已被许多实验证实,但其存活持续时间尚未明确。
Minamino 等[38]将 BMSCs 注入激光光凝视网膜鼠的玻璃

体腔内,2wk 后检测到植入的 BMSCs 不仅表达神经细胞

的相关因子,而且能表达视网膜神经细胞特异蛋白,甚至

在 1a 后仍能检测到 BMSCs 来源的神经细胞表达。 但就

其治疗效果而言,实验追踪发现,将 hBM-MSC 植入 4 周

龄的 RCS 鼠视网膜下腔,其保护及治疗效果仅维持 20wk,
若将 hBM -MSC 移植入玻璃体腔,其治疗效果仅持续

12wk,在 RCS 鼠 10wk 时二次注射并没有延长其保护时

间[29]。 目前关于 BMSCs 存活质量发挥作用的时间及多次

移植的效果的相关报道较少,有待更多的数据来分析。
4 展望

摇 摇 MSCs 治疗及保护视网膜功能是明确的,然而到目前

为止,我们仍未完全揭开其治疗机制的面纱。 MSCs 对光

感受器细胞的保护作用可能是因为移植后向视网膜细胞

方向分化的细胞使各层功能改善的结果,也可能是其分泌

因子的营养支持作用,其免疫调节当然也有举足轻重的功

劳。 但对于分化后的细胞能否在形态和功能上真正取代

受损的细胞、其分泌的各细胞因子所起的具体保护功能及

表达量的时间变化、如何把握其免疫调节的最佳条件、在
其发挥治疗的同时会不会出现远期并发症等未知领域还

需要进一步研究。 在 Swaroop 等[39] 研究中初步阐明了哺

乳动物视网膜发育过程中,在转录水平决定细胞发育成视

锥细 胞 及 视 杆 细 胞 的 6 个 重 要 转 录 调 控 因 子, 即

RORbeta,OTX2,NRL,CRX,NR2E3 和 TRbeta2 之间的复杂

关系、重要的信号通路等。 我们需要在各个水平层面继续

进行的大胆探索 。
摇 摇 MSCs 在免疫性疾病、血管性疾病、器官移植、退行性

病变、神经损伤、骨关节重建和重度感染等多种疾病的治

疗中取得肯定成效。 但仍有不少问题有待我们继续深入

挖掘:目前尚未全面了解间充质干细胞的表型特征,还未

能筛选到间充质干细胞特异性的标记分子,建立鉴定的统

一标准;MSCs 数量少,在体外如何实现安全培养而不发生

恶性转变;其在体外分化的效率低,能否通过调整氧浓度、
培养基成分甚至基因改造等手段诱导分化;分化的细胞功

能是否完全,尤其是在体外的分化是否会引起尚未发现的

遗传特性的改变;有没有更有效而安全的方法实现细胞的

准确移植;理论上,越原始的细胞其分化及自我更新及致

瘤性也越强,尤其前 3 代 MSCs 的较强,怎样避免致瘤性

的表达;刺激分化、分泌的信号通路、调控因子尚不明确,
如何利用其保护作用而避免其刺激机体发生免疫损伤;目
前尚未有足够的数据来评估骨髓间充质干细胞在临床应

用的安全性等。
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