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Abstract
誗 Epithelial - mesenchymal transition ( EMT ) of retinal
pigment epithelial cells ( RPE ) plays a key role in
proliferative vitreoretinopathy (PVR), and also decreases
the therapeutic effect of anti-vascular endothelial growth
factor ( anti - VEGF ) to choroidal neovascularization
( CNV ) . In addition, cells transplantation has been
becoming a potential therapeutic method to treat age -
related macular degeneration ( AMD), and some cells
sources like human embryonic stem cells ( hESC ) or
induced pluripotent stem cell ( iPSC) induced RPE cells,
and fetal RPE cells have been attempted. However, EMT,
as a common problem, decreases cells proliferation and
differentiation efficiency, and it will reduce therapeutic
effect and the number of therapeutic populations. So, in
this article, we reviewed some possible methods to
inhibit EMT.
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摘要

视网膜色素上皮细胞( retinal pigment epithelium,RPE)的

上皮间充质转化 (epithelial-mesenchymal transition, EMT)
是 增 殖 性 玻 璃 体 视 网 膜 疾 病 ( proliferative
vitreoretinopathy,PVR) 的主要发病机制,也是治疗脉络膜

新生血管 (choroidal neovascularization, CNV)时,造成抗血

管内皮生长因子( anti - vascular endothelial growth factor,
anti-VEGF)疗效降低的重要因素。 除此之外,随着细胞

替代治疗作为年龄相关性黄斑变性 ( age-related macular
degeneration,ARMD) 的新型治疗方式而兴起,人类胚胎干

细胞 (hESC-RPE)、体细胞诱导多能干细胞 ( iPSC-RPE)
定向诱导分化的 RPE 细胞以及来自于流产胎儿的胎儿视

网膜色素上皮细胞 (fetal RPE,fRPE) 逐渐受到了研究者

们的关注。 为了发挥最好的治疗效果,保证治疗用细胞的

稳定增殖及高效分化是极其重要的。 但是在传代扩增的

过程中,由于上皮间充质转化的存在,导致这些细胞出现

增殖困难以及再分化能力下降,从而影响治疗效果并阻碍

了治疗人群的普及,使细胞替代治疗难以推广。 所以,鉴
于上皮间充质转化在视网膜疾病的发生和治疗中都造成

了重要影响,抑制视网膜色素上皮细胞发生上皮间充质转

化就显得尤为重要,为此,我们将阻止上皮间充质转化研

究的最新进展综述如下。
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0 引言

上皮间充质转化( epithelial -mesenchymal transition,
EMT)是指上皮细胞向间充质细胞转分化的现象,它主要

特点体现在上皮细胞的形态变化、紧密连接消失及细胞迁

移率增加,从而导致细胞侵袭性的提高,这种现象常出现

于胚胎发育和组织的损伤修复过程中。 但是 EMT 也可以

促进一些疾病的发生发展,比如组织的纤维化和肿瘤的转

移[1]。 在视网膜疾病中,视网膜色素上皮细胞 ( retinal
pigment epithelium,RPE)的上皮间充质转化与增殖性玻璃
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体视网膜疾病 (proliferative vitreoretinopathy,PVR) 的发病

最为密切相关[2-3]。 正常情况下,RPE 细胞呈六边形整齐

排列,即所谓的铺路石样( cobblestone appearance), 在相

差显微镜的亮视野下可观察到明显的色素形成,并且在细

胞表面表达 ZO-1、E-cadherin 等上皮的特征性蛋白;当细

胞发生 EMT 时,细胞逐渐丢失了上皮的特征,形状呈梭

形,排列松散,表达 Vimentin 和 N-cadherin 等蛋白,这种

细胞稳定性差,极易迁移至玻璃体腔并改变细胞周围基质

的环境,促进视网膜前膜(epiretinal membranes,ERM)的形

成,而前膜的收缩导致牵拉性视网膜脱离(tractional retinal
detachment),这是增殖性玻璃体视网膜疾病的发病机制,
也是影响内眼手术治疗效果的重要因素[3]。 除此之外,虽
然抗 VEGF 已经是治疗新生血管性年龄相关性黄斑变性

的常规手段,但是由于玻璃体腔注射后的损伤易出现视网

膜下纤维化 (subretinal fibrosis)而造成的瘢痕形成,导致

RPE、光感受器细胞等继续被损伤,从而造成一部分患者

出现抗新生血管治疗的抵抗并进一步发生视力损伤[4],其
中瘢痕形成的重要原因就是视网膜色素上 皮 细 胞

的 EMT[5]。
上皮间充质转化作为一种重要的病理过程不仅影响

着疾病的发展进程,并且随着人类治疗理念及方式的不断

更新,也阻碍着一些新型治疗方式的展开。 近年来细胞替

代治疗作为治疗晚期干性年龄相关性黄斑变性的突破点

逐渐被人们所认同[6-7],但是与其他体外培养的 RPE 细胞

相似[8],作为治疗细胞来源的胎儿 RPE 细胞[8]、人胚胎干

细胞来源的 RPE[9] 以及体细胞诱导多能干细胞来源的

RPE[10-11]同样易在传代扩增的过程中发生 EMT 并导致无

法继续传代,例如已经诱导分化成 RPE 的 hESC 与 iPSC
细胞在体外通常只能传到 2 ~ 3 代[12],而胎儿视网膜色素

上皮(fetal RPE, fRPE)细胞只能传至 4 代[13-14],至此这些

细胞已不具有正常 RPE 的形态及功能,这就造成了治疗

成本的提高以及治疗效果的不稳定,从而难以推广并扩大

受治疗人群。 因此抑制 EMT 的发生、提高细胞的传代次

数并维持细胞的正常形态及功能是保证细胞替代治疗效

果的重要前提。
1 上皮间充质转化的一般发生机制

上皮间充质转化的发生机制十分复杂,目前并未十分

明了,通常被认为是多因素作用的结果,这些因素包含异

常分泌的细胞因子、细胞间基质成份的改变以及细胞连接

和骨架的重塑,这些因素共同促进了三类核心转录因子的

表达,即 SNAIL、锌指盒结合蛋白 ( zinc - finger E - box -
binding,ZEB)以及碱性螺旋转录因子(basic helix - loop-
helix,bHLH),他们通常会在 EMT 发生的早期表达,并彼

此协调,不仅促进 EMT 的发生,也抑制了正常上皮细胞表

型的表达[15]。 目前为止只有 TGF-茁 信号通路与 EMT 发

生的关系较为明确。
2 TGF-茁信号通路与 RPE上皮间充质转化

2. 1 TGF-茁信号通路的主要组成摇 TGF-茁 信号通路又称

转化生长因子( transforming growth factor beta,TGF-茁)信

号通路,上游的细胞因子包括 3 种 TGF -茁 ( TGF -茁1、

2、3),两种 Activin (Activin,Inhibin),特异性受体为 TGF-
茁 受体,这种受体是由两种亚基组成的复合物,包括域型

受体(ActR-域A、ActR-域B、TGF-茁R-域) 和玉型受体

(Activin receptor-Like-Kinases:ALKs 1-7)。 配体首先和

域型受体结合,然后使玉型受体磷酸化 (TGF-茁1、2、3 通

常激活 ALK4、5、7),磷酸化后的玉型受体激发下游通路,
下游通路通常有两条途径,一种是 SMAD 途径,另一种是

非 SMAD 途径。 其中 SMAD 途径在生物体内较为保守,当
TGF-茁 激活玉型受体后,受体型 SMAD2、3(R-SMAD2、3)
被磷酸化,继而使共同通路型 SMAD4 ( co-SMAD)磷酸

化,激活后的 SMAD4 在细胞核中发挥相应的生物效应,这
是 SMAD 途径的共同路径。 这条路径在胚胎发育、细胞的

生长分化及部分细胞功能中起到重要的作用 [16-17]。 而非

SMAD 途径与细胞中众多信号通路都有所交集,包括 MAP
激酶信号通路 (MAP kinase pathways)、Rho- like GTPase
信号通路 (Rho-like GTPase signaling pathways)、磷脂酰三

肌醇 / AKT 信号通路 ( phosphatidylinositol -3 -kinase / AKT
pathways)等[18],但是这些通路之间的关系极为复杂,目前

尚不十分清楚。
2. 2 抑制 TGF-茁 通路激活能减少体外培养的 RPE 细胞

发生 EMT 并保持正常分化摇 Hunt 等在研究中发现,在体

外培养的人类 RPE 细胞中加入外源 TGF-茁 可以诱导其

发生上皮间充质转化,但加用 20滋mol / L 的 TGF-茁 抑制剂

SB431542 后,TGF-茁 所诱导的 EMT 被阻止,但是他只阐

述了 TGF-茁 与 EMT 之间的关系,并没有说明其对 RPE 的

分化作用[19]。 Radeke 等的研究发现,在体外培养得 fRPE
细胞中加入 A83-01 (500nmol / L),这是一种选择性抑制

ALK4、5、7 的 TGF-茁 抑制剂[20],连续运用 32d 后,细胞不

仅没有发生 EMT 而且能够向正常 RPE 分化,细胞的传

代次数也可以提升至 P7 代,但是随着的传代次数的增

加,有效分化的细胞越来越少,增殖能力越来越弱,超过

P7 代时,细胞已无色素产生,这意味着 TGF-茁 抑制剂的

作用虽然有效但也有限[13-21] 。 除此之外,Ishikawa 等[22]

利用 Resveratrol 活化的 SIRT1 使 SMAD4 去乙酰化,从而

阻止 fRPE 发生 EMT,说明抑制 TGF-茁 下游通路的也可

以达到目的,但是也没有说明 fRPE 的增殖及最终的分

化情况。
TGF-茁 抑制剂之所以能够抑制 EMT 的发生,可能是

由于其阻止了磷酸化的 SMAD3 与 SMAD4 结合,减少了

SNAIL1 等关键转录因子的激活,抑制 EMT 的发生[23],并
在一定程度上阻止了 TGF-茁 诱导的细胞凋亡[24],保持了

细胞的增殖能力。 除此之外,运用 TGF - 茁 抑制剂后,
MITF 以及 OTX2 这两种与 RPE 分化相关的转录因子的表

达提高,促进了体外培养的 fRPE 向正常 RPE 分化[13-21];
在 iPSC 诱导分化为 RPE 的研究中,Choudhary 等[25] 在第

2 ~ 6d加用 TGF-茁 抑制剂 SB431542 并在第 9 ~ 28d 时加

用 Activin A,这样的方式提高了 iPSC 向 RPE 的分化效率,
但是令人奇怪的是 Activin A 也可以激活 TGF-茁 下游的

SMAD2 / 3,可是加用这种细胞因子并不能引起视网膜色素

上皮细胞发生 EMT,而且在 Fuhrmann 等[26] 的研究中发
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现,在鸡眼的胚胎发育中,眼外间充质组织分泌的 Activin
A 可以促进 RPE 的发育,因此,我们认为,TGF-茁 抑制剂

对于 fRPE 来讲可能并不是简单粗暴地抑制,而是对

TGF-茁信号通路起到了某种调节的作用,具体原因我们尚

不清楚。
3 BMP通路与 RPE的上皮间充质转化

BMP(bone morphogenetic proteins)通常被称为骨形成

蛋白,它是 TGF -茁 超家族中的一类,其亚型种类众多

(BMP1、2、3 等)。 BMP 通路与 TGF-茁 不同,其特异性受

体的 I 类亚基为 ALK2 和 ALK3,下游的 R - SMAD 是

SMAD1,5。 多项研究表明 BMP 与 EMT 呈现负相关性,
Samavarchi-Tehrani 等[27] 发现 BMP 能诱导 miR -205 及

miR-200 的产生,这两种微小 RNA 能抑制 SNAIL1 和

ZEB1 的功能,使细胞发生间充质上皮转化(Mesenchymal-
epithelial transition, MET),即 EMT 的相反过程;Higgins
等[28]和 Zeisberg 等[29] 在研究中发现 BMP7 也可以诱导已

发生纤维化的肾脏出现 MET,因此 BMP 信号通路与 EMT
在一定程度上确实存有负相关性。 反之,当 BMP 的作用

在体内受到抑制时,EMT 则容易发生,Scheel 等[30] 在研究

中发 现, 两 种 内 源 性 的 BMP 抑 制 因 子 Gremlin1 及

Chordin-like 2在发生 EMT 的乳腺癌细胞中表达较高,反
之较低;Yin 等[31] 则进一步证明了 Gremlin1 是调节 EMT
的重要因子,其过高的表达反而可以促进 TGF-茁 通路的

激活。 在针对视网膜色素上皮细胞的研究当中,Yao 等[32]

发现在 1 颐 1 数量培养的 ARPE-19 和原代人 RPE 的细胞

中加用 BMP4 可以抑制 TGF-茁 诱导的 EMT,这在 RPE 水

平上也证明了 BMP4 的负相关作用,但遗憾的是,也并没

有指出细胞的增殖能力及最终的分化状况。 除此之外,在
眼部胚胎发育的研究中,Astrid Vogel-H觟pker 发现鸡胚视

泡表面覆盖的表面外胚层可以分泌 BMP4 和 BMP7 并特

异性地促进 RPE 细胞的分化,证实了 BMP 也具有促进

RPE 分化的作用[33-34]。
4 ROCK与 RPE的上皮间充质化

ROCK 是一种 Rho 相关蛋白激酶 ( rho - associated
protein kinase),它是 Ras 超家族中 RhA 蛋白偶联信号通

路下游重要的效应分子,其重要的作用就是调节细胞骨架

和细胞之间的连接[35-36]。 Ni 等[37] 在研究中发现,通过

ROCK 抑制剂 Y27632 可以提高 ARPE19 的生存能力而减

少细胞凋亡;Croze 等[38] 同样运用 Y27632 延长了 hESC-
RPE 和 iPSC-RPE 的传代次数,并使细胞在高传代次数时

能够分化为具有正常 RPE 特征和功能的细胞,其中将

hESC-RPE 延长到了 14 代,但是在 15 代时开始出现上皮

间充质转化,18 代时已无法汇合;而 iPSC-RPE 可以被传

至 13 代,超过 13 代后已经无法继续生长。 ROCK 抑制剂

之所以能够抑制 RPE 细胞发生 EMT 并保证细胞分化,
Croze 等[39]通过转录组测序分析发现 ROCK 抑制剂的作

用非常广泛,包括多种信号通路的改变 ( TGF-茁 通路、
Wnt 通路等),这些变化共同抑制 EMT 的发生,促进细胞

向 RPE 分化并提高传代次数,但是这些细胞通路之间的

联系并不十分清楚,不过 Croze 等在另一项研究中证实了

ROCK 抑制剂能够促进细胞的增殖以及细胞间的紧密

连接。
5 Wnt 通路与 RPE的上皮间充质转化

Wnt 通路是指通过 Wnt 蛋白刺激细胞表面的 Frizzled
家族的受体而激活下游信号转导的通路,其主要分为经典

途径,Wnt / Ca2+途径以及极化途径,在细胞间通常以旁分

泌和自分泌实现效应。 Wnt 通路在生物中高度保守,并在

胚胎发育中(细胞分化方向、细胞增殖等)起到了重要的

作用,同时,在 EMT 的发生中存在部分作用[40]。 Chen
等[41] 利用 Wnt 抑制剂 XAV939 阻止了 EGTA 处理的

ARPE19 细胞发生 EMT(EGTA 是一种破坏细胞紧密连接

的分 子 ), 原 因 是 抑 制 Wnt 通 路 后 可 以 干 扰 EGF
(epidermal growth factor, EGF) 和 FGF ( fibroblast growth
factor,FGF)对细胞的促增殖作用,从而降低了细胞的增殖

能力,抑制已发生 EMT 细胞的增殖并减缓 EMT 在部分正

常 ARPE19 细胞中的发生。 同时,此研究还发现抑制 Wnt
通路也可以阻止 TGF-茁 激活其下游的转录因子,干扰

TGF-茁 诱导 EMT,不过作用有限。 除此之外,Kim 等[42]和

Zhou 等[43]发现当 Wnt5a 和 DDK1 (Dickkopf1)等内源性

Wnt 抑制因子过量表达时,同样可以抑制 ARPE19 细胞发

生 EMT,但是这两种抑制因子不仅仅抑制 EMT 的发生,同
时也降低了 RPE 细胞的增殖,这可能是因为 Wnt 本身具

有促进 RPE 增殖以及分化的作用,因为在 Leach 等[44] 的

研究中发现,利用外源 Wnt 信号通路促进剂 CHIR99021
可以提高 hESC 细胞向 RPE 的分化效率;同样的,在鸡胚

眼中,Steinfeld 等[34] 和 Carpenter 等[45] 发现表面外胚层分

泌的 Wnt 可以促进背侧视泡细胞向 RPE 细胞分化。 因

此,Wnt 信号通路可能具有双向性,如果简单地抑制 Wnt
信号通路有可能会阻止 RPE 细胞的正常分化。
6 展望

视网膜色素上皮在维持视网膜正常结构和功能中起

到了多种作用,比如参与视循环、吞噬视细胞脱落的外节、
参与血-视网膜屏障的形成以及营养作用等,因此其损伤

及变性是很多视网膜疾病发生发展的重要因素,上皮间充

质转化是 RPE 反复损伤后出现的最主要的变化之一,它
不仅造成 PVR 的发生,影响抗 VEGF 对 CNV 的治疗效果,
也限制了细胞替代治疗年龄相关性黄斑变性的应用,因此

阻止 RPE 发生 EMT 并使已经发生 EMT 的 RPE 逆转成为

具有正常功能及结构的细胞对于疾病治疗以及改善内眼

手术的预后有着极其重要的意义。 从各项研究结果以及

我们的研究总结来看,抑制 EMT 发生最理想的方式应当

具有以下特点,即在抑制 EMT 发生的同时维持细胞的增

殖能力和分化能力,这样才能够使发生 EMT 的 RPE 重新

获得正常的结构与功能而不影响其他暂时健康的 RPE 细

胞,如果仅仅抑制 EMT 的发生而不考虑增殖和分化能力

是不合适的,也是没有办法用于临床治疗的,因此,就目前

细胞水平的实验来看,利用 TGF-茁 抑制剂和 ROCK 抑制

剂来阻止 RPE 发生上皮间充质转化是比较有效的,因为

两者不仅可以抑制 EMT 的发生也可以保证体外新接种的

RPE 细胞正常分化,但是随着细胞传代次数的增加,这两
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种抑制剂又失去了阻止 RPE 细胞发生上皮间充质转化的

能力。 因此 EMT 的发生是复杂的,仅仅依靠某一种药物

或小分子来对抗 EMT 是局限的,这是因为在不同细胞中

发生 EMT 的机制都有可能不同,而这也正是造成对抗

EMT 研究的不确定性以及实验的难以重复性的主要原

因。 近年来,学术界越来越多地提倡精准医学,所以在解

决视网膜色素上皮发生 EMT 时也应该针对细胞因子、信
号通路以及细胞骨架、细胞连接等因素进行综合考虑,这
样才能对因下药。 与此同时,关于 EMT 的研究几乎都仅

限于细胞水平,体内研究非常少,但是体内实验又是必

不可少的,假使这些药物在体内也可以抑制 EMT 的发

生,抗 EMT 的药物才有可能进一步进入临床试验,从而

减少术后 PVR 的发生,改善手术预后;提高抗 VEGF 等

抗新生血管治疗的效率;提高细胞替代治疗 ARMD 时移

植细胞在视网膜下腔的存活能力和分化效率。 但是体

内实验对于动物实验模型有着较高要求,并且体内环境

更加复杂,因此这些药物能否在体内也有同样的作用依

然有待我们去探索。
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