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摘要 视网膜退行性疾病是引起严重致盲的常见眼科疾病, 目前临床治疗仍是棘手难题. 视网膜组织难以获取且

无法培养, 使视网膜相关疾病的机制研究及治疗很困难. 由于动物与人的视网膜存在显著的种属差异, 既往诸多

动物实验结果往往难以转化落地而解决实际治疗问题. 视网膜类器官的出现, 成为解决这些问题的新希望. 它使

视网膜相关疾病能重现在细胞培养皿中, 用于疾病致病机制及药物筛选研究, 更重要的是可用于细胞移植替代变

性的视网膜细胞, 有望使失明患者重见光明. 但也必须认识到视网膜类器官模拟疾病还存在一些亟待解决的问

题, 诸如分化稳定性低、缺乏血管及神经免疫细胞等瓶颈问题. 虽然微流控生物反应器系统的应用改善了视网膜

类器官的分化和培养, 但当前的技术只能做到“类器官”, 尚未达到“视网膜器官”的标准. 因此, 本文的目的就是对

视网膜类器官的应用及存在的问题进行梳理, 思考如何进一步推动发展可用于再生医疗的视网膜器官, 以期更好

地推动视网膜疾病的治疗和研究.

关键词 视网膜, 视网膜类器官, 视网膜疾病, 视网膜器官

眼睛虽然是小器官, 却是人类获取信号的重要窗

户, 它具有精密的结构使人类能够分辨外界事物和颜

色. 视网膜是眼睛的重要结构, 是“成像显示屏”. 视网

膜主要由五种神经元类型组成, 即感光细胞(包括视杆

细胞(rod cell, RC)和视锥细胞(cone cell, CC)), 水平细

胞(horizontal cell, HC), 双极细胞(bipolar cell, BC), 无
长突细胞(amacrine cell, AC), 视网膜神经节细胞(ret-
inal ganglion cell, RGC).视网膜内还有胶质细胞Müller
胶质细胞(Müller cell, MC), 星形胶质细胞(astrocyte)和
小胶质细胞(microglia, MG)参与其功能整合视觉信息,
一旦损伤将会导致视力不可逆地下降甚至失明. 目前,
视网膜退行性病变, 如年龄相关性黄斑变性(age-re-

lated macular degeneration, AMD)、视网膜色素变性

(retinitis pigmentosa, RP)等, 会导致感光细胞不可逆死

亡, 从而影响视力, 甚至导致失明
[1]. 这类疾病在早期

阶段, 临床上尚可以针对症状用药物来保护残存的感

光细胞; 当疾病发展到晚期感光细胞大部分丢失, 视

力不可逆损伤时, 临床治疗仍是棘手难题. 视网膜组

织难以获取且无法培养, 使视网膜相关疾病的机制研

究及治疗方法很困难. 再加上动物与人基因组的种属

差异, 动物实验结果难以转化. 近年来, 视网膜3D培养

技术产生的视网膜类器官(retinal organoids, ROs)能够

在体外模拟视网膜发育过程, 疾病的发生发展过程用

于药物筛选及产生移植所需的感光细胞及组织, 为视
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网膜退行性疾病的治疗奠定了基础.

1 视网膜类器官发展历程

视网膜类器官的分化方法是建立在经典发育生物

学、细胞解离和重新聚集自组织实验的基础上产

生的
[2].
第一批视网膜类器官是由小鼠胚胎干细胞(mouse

embryonic stem cells, mESCs)制成的, 是Sasai Yoshiki
教授课题组

[3]
里程碑式的一代自组织3D视杯和小鼠

mESCs层叠的神经上皮细胞, 为新一代视网膜模型铺

平了道路, 该模型基于在活体发育中更紧密复制的类

器官. 研究对无血清类胚体漂浮培养类聚集物(serum-
free floating culture of embryoid-body-like aggregates
with quick reaggregation, SFEBq)方法改进, 培养的骨

髓间充质干细胞在低生长因子条件下与Matrigel一起

悬浮获得类胚体(embryoid like bodies, EBs), 以提供细

胞外基质(extracellular matrix, ECM). 这诱导了视泡中

Rax+视网膜祖细胞(retinal progenitor cells, RPC)的自发

形成, 这些Rax+ RPC内陷到具有近端-远端图案的视杯

状结构中, 从而分化出视网膜色素上皮(retinal pigment
epithelium, RPE)和神经视网膜(neural retina, NR),内陷

以顶端凸起的方式进行, 反映了生物力学重建的内在

能力
[3,4].
Sasai Yoshiki教授课题组发现, 视杯的发展是一个

自我导向的过程, 不依赖于外部结构的影响. 他们的模

型有视网膜的六种主要类型的神经元和一种胶质细胞

类型, 可以概括视网膜功能的许多方面,包括形态发生

运动、动间核迁移和顶端-基底极性. 尽管他们的模型

在概括成年小鼠视网膜的所有方面(包括低比例的视

锥感光器)并不完美, 但这是产生更可靠的视网膜模型

的里程碑, 这些模型概括了小鼠视网膜的活体特征
[3,4].

他们对方案进一步优化使人类胚胎干细胞(human Em-
bryonic stem cell, hESC)衍生的ROs首次得以产生

[5].与
小鼠干细胞来源的视网膜类器官相比, 通过这种方法

获得的视网膜培养时间更长, 这是由于不同物种之间

妊娠期的固有差异. 使用的方法完全基于3D方法, 依

赖于细胞信号通路的外在调控. 从人胚胎干细胞的单

细胞悬液开始, 将细胞等量接种到96孔板的V型孔道

中, 然后进行快速聚集, 形成EBs, EBs经过神经诱导,
形成视泡, 随后在悬浮培养中保存, 以成熟为层状

ROs[5]. Canto-Soler M. Valeria课题组
[6]
推广了这一方

法的替代方法, 需要较少的细胞信号通路外在调节, 并
且主要是在一个自我导向的过程中进行. 在他们的体

系中, 人诱导多能干细胞(human induced pluripotent
stem cells, hiPSCs)生长到接近融合, 并在悬浮液中化

学或机械地制成小的漂浮聚集体, 形成EBs, 经过神经

诱导, 随后的EBs允许视网膜神经上皮的形成, 它可以

从孔的底部单独解剖, 也可以在以网格模式对孔进行

机械划线后, 将孔的全部内容物抬起, 接下来是对长

期悬浮培养的具有分层结构的成熟ROs进行分选应用.
这种方法的另一种方式是通过让hiPSCs生长到融合,
而不是产生小的漂浮聚集体, 保持贴壁培养, 从培养基

中去除成纤维细胞生长因子(fibroblast growth factor,
FGF)2启动自发分化, 随后促进神经诱导和视网膜神

经上皮的形成
[7,8]. Canto-Soler M. Valeria课题组

[6]
的

方法首次显示出完全层叠的3D iPSC衍生的视网膜组

织, 这种视网膜类器官组织也产生了对光刺激有反应

的更发达的外节结构. Lowe等人
[9]
提出第三种方法,

使用嵌入Matrigel中的hESCs的小聚集体形成单腔上

皮囊肿, 这些囊肿随后黏附到培养表面, 形成视网膜祖

细胞的集落. Dispase处理促进这些克隆悬浮, 这些克

隆在漂浮悬浮培养中形成层状成熟的视网膜类器官.
已有研究用hESCs和hiPSCs经所有三种方法成功分化

得到视网膜类器官, 目前正在进行持续的修改和优

化
[10]. 图1[2,3,5,11~26]总结了干细胞及视网膜类器官的历

史发展.
表1[3,5,6,27~35]汇总了目前视网膜类器官的分化方

法. 视网膜类器官对于理解视网膜的发育生理学及其

相关疾病的致病机制及治疗研究大有裨益.

2 视网膜类器官的应用

2.1 视网膜类器官用于解析人眼的发育过程

人类眼睛发育的研究仅限于对稀缺的人类胎儿组

织进行解剖学和形态学分析.随着多能干细胞(pluripo-
tent stem cells, PSCs)和类器官技术的出现, 视网膜发

育的过程已经被模拟成类器官的3D结构, 在一个细胞

培养皿里产生微生理活性系统. 视网膜类器官可以在

时间和空间背景下模拟人眼发育的相关性, 其产生大

规模转录数据集的能力为人类视网膜发生提供了新的

见解. 最近的研究都发现了以前未知的发育网络和轨
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迹, 并通过与它们在活体部分的比较, 验证和评估了目

前能够在体外重现人类视网膜发生的真实性
[36].

视网膜类器官能够描绘出人类眼睛发育早期的分

子表达谱, 在大多数PSC来源的视网膜类器官中第一

个月就有眼相关转录因子的表达, 并且形成视泡样结

构
[6,37,38]. Sasai Yoshiki教授课题组

[5]
描述了从hPSC衍

生的视网膜类器官中, 第24天起观察到(对应于人类胚

胎的卡内基第14阶段)内陷和形成视杯结构, 尽管效率

比较低, 晚于小鼠多能干细胞衍生的类器官, 这项研究

复制了典型的人视网膜特定的形态发生时间表.
已有研究用病人来源hPSC分化的视泡表型来揭

示先前未知的早期视网膜发育机制. hPSC分化ROs的
视杯阶段中视泡共表达早期NR标记蛋白-视觉系统同

源蛋白2(VSX2)和RPE相关转录因子-小眼相关转录因

子(microphthalmia-associated transcription factor,
MITF)[39,40]. VSX2突变与人类和小鼠的小眼球(异常小

眼睛)有关, 小鼠的视网膜细胞显著减少, 没有双极细

胞
[41,42]. 因此, VSX2突变患者来源的诱导多能干细胞

(induced pluripotent stem cells, iPSCs)的视网膜类器官

显示生长受阻, 并且表达细胞增殖标记蛋白Ki-67的细

胞较少
[40], 这些细胞也比NR更有利于向RPE的表型分

化, 存活的NR区缺乏双极细胞, VSX2突变的类器官中

RPE重要的转录因子MITF及其下游转录靶标多巴色

素互变异构酶(dopachrome tautomerase, DCT)和酪氨

酸酶(tyrosinase, TYR)表达上调
[40]. MITF在VSX2之前

表达, 并在第30天通过染色质免疫沉淀(chromatin im-
munoprecipitation, ChIP)确定VSX2与MITF启动子异构

体直接结合, 从而解释了在VSX2突变类器官中观察到

的RPE命运偏差
[39]. 作者进一步研究了MITF在hESC

来源的视泡模型分化过程中的表达模式, MITF是色素

细胞存活和分化的重要调节因子, 他们发现, 除了

MITF在视网膜色素上皮发育中的作用外, 它对早期视

泡细胞的增殖也是至关重要的
[39]. 这些研究确定了

VSX2-MITF在视网膜发育中的相关性及重要性.
FGF在眼/非眼组织中大量表达, 并已被鉴定为NR

候选的表面外胚层分泌诱导剂, FGF3, FGF8, FGF9和
FGF19在正常人hESC分化的视网膜类器官中高表

达
[40]. 有假说猜测, FGF作用于VSX2的上游介导Mitf

的抑制和NR的特异性, 然而在早期VSX2突变的ROs
中, 尽管VSX2、光传导调节因子recoverin和双极细胞

标记钙结合蛋白5(CABP5)水平增加, 外源的FGF9只
能部分挽救疾病表型

[43]. FGF9在人体器官中的表达高

峰分别在第10天和第20天, 分别代表眼区和视泡形成

时期
[40,43]. 在视网膜发生早期抑制FGF信号会导致与

VSX2突变类似的表型, 但单独阻断FGF或VSX2不足

以阻止NR的形成, 具体地说, 在FGF9抑制之后, 正常

人hPSC衍生的类器官继续形成NR[43]. 因此, 也有假说

认为FGF和VSX2可能在人类早期视网膜发生中协同

图 1 干细胞及视网膜类器官的历史发展
Figure 1 The development of stem cells and retinal organoids
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作用, 而非串联作用. 这也突显了视网膜类器官在研究

NR发育的信号通路中存在比最初从经典研究中破译

的更大的复杂性和可塑性. 视网膜类器官的转录分析

已经在祖细胞和分化神经元之间的早期有丝分裂后细

胞命运规范中确定了这种可塑性
[37,44,45]. 人iPSC衍生

的视网膜类器官有助于揭示VSX2在人类视网膜发育

中的作用
[40].

Quinn等人
[46]

使用hiPSC分化来源的ROs和人胎儿

视网膜来研究CRB1(Crumbs homolog-1)和CRB2在视

网膜发育和早期成熟过程中起始表达. CRB1基因突变

与一系列视网膜营养不良相关, 包括RP12型和LCA8
型

[10]. 他们发现, 在分化的前三个月, CRB2是CRB家
族表达的主要成员; 相反, 典型的CRB1蛋白在之后的

三个月表达在尖下区域, 这与视网膜在发育中期的成

熟相吻合, 视网膜类器官中重现了CRB1和CRB2的这

种表达模式
[46].

甲状腺激素信号对视锥细胞活性和视蛋白表达的

重要作用已被证实. 然而, 视锥细胞分化的确切机制尚

不清楚
[10]. 视网膜类器官被用来进一步阐明这一机制.

Eldred等人
[47]

研究发现, 视网膜通过甲状腺激素降解

和激活蛋白的时间表达, 在特异性S或L/M锥体亚型分

化中起重要作用. 在视网膜发育的早期, 甲状腺激素水

平保持在较低水平, 从而启动向S锥体的分化, 在发育

后期, 甲状腺激素水平上升促进特定的L和M锥体细胞

分化. 这些类器官模型可用来研究不同基因在眼睛形

成和神经视网膜分化中的作用. Takata等人
[48]

研究了

R-spondin 2(Rspo2)和Sine Oculis-Related Homeobox 3
(Six3)基因的功能, 他们对小鼠Six3 mPSC来源的和

Six3条件敲除的 mESC分化的类器官进行分析, 发现

Six3介导的Rspo2抑制对于神经视网膜分化和视泡形

态形成是必要的.
Müller胶质细胞在hPSC衍生的培养物中存活良

好, 表现出跨越整个NR的典型形态
[49~52]. Müller胶质

细胞特异性标记物, 包括细胞视黄醛结合蛋白和波形

表 1 视网膜类器官分化方法汇总

Table 1 Summary of methods for retinal organoid differentiation

年份 课题组 分化类型

2011 Sasai Yoshiki 用小鼠胚胎干细胞分化自组织3D视网膜类器官
[3].

2012 Sasai Yoshiki 用人类胚胎干细胞分化出自组织的3D视网膜类器官
[5].

2014 Canto-Soler M. Valeria 用hiPSCs分化出自组织的视网膜类器官(结合2D和3D), 无胚状体形成步骤
[6].

2015 Sasai Yoshiki 对人类视网膜组织睫状缘内的干细胞通过BMP4处理进行NR分化, 形成自组织视网膜类器官(结合
2D和3D), 有胚状体形成

[27].

2018 Swaroop Anand 使用旋转混匀生物反应器(RWV)培养源自小鼠多能干细胞的视网膜类器官, RWV可以加速和改善
类器官的生长和分化, 用于模拟视网膜疾病和评估治疗

[28].

2019 刘伟
将hESC与Matrigel混合形成囊泡, 然后铺板, 贴壁后再用消化酶轻轻消化, 最终分化成富含视锥细

胞的视网膜类器官
[29].

2020 李天森 通过刮取(之前是用挑克隆的方法)整个贴壁培养物这种简单且高效的方法形成视网膜类器官
[30].

2020 金子兵
使用CRX-tdTomato标记的hESC进行视网膜类器官分化追踪, 表明在hESC分化视网膜类器官的过
程中,加入COCO(Wnt, TGF-β和BMP通路的多功能拮抗剂)增加了光感受器前体和视锥细胞的分化

效率
[31].

2020 Roska Botond
培养优化: 将hiPSC形成的胚状体用琼脂包裹放到不同的孔中, 这样形成的视网膜类器官有更好的

核层和突触结构.
技术优化: 用棋盘刮擦方法获得贴壁培养物, 更加省时高效

[32].

2021 Arthur A.B. Bergen 使用含有高浓度生长因子的三维基质培养促进拟胚体形成.与浮动培养的拟胚体相比,形态更加结
构化和组织化, 生成视网膜神经节细胞的时间更短

[33].

2021 Andrew W. Browne 培养优化: 用无剪切力的微流体生物反应器用于视网膜类器官的长期维护培养; 优化芯片设计, 用
于计算机模拟和体外评价; 优化物质转运效率, 使每个培养小室中浓度均匀

[34].

2021 Jason S Meyer

技术优化: 针对ROs中缺乏RGC轴突延伸到大脑突触后神经元的问题. 将视网膜类器官组织成具有
皮质和丘脑类器官的视觉系统. RGC对环境信号做出反应, 并将轴突深入到组合体中, 对视觉系统
的投影进行建模. 此外, 视觉系统中RGC存活率提高, 克服先前视网膜类器官的局限性, 促进对人

类视觉系统发育以及这一关键途径的疾病或损伤的研究
[35].
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蛋白(Vimentin), 在90~200天表达增加
[37,53]. 有趣的是,

scRNA-seq研究显示, 第90天视网膜类器官衍生的

Müller胶质细胞和光感受器聚集在一起, 具有共同的

转录图谱
[37]. 另一项单独的scRNA-seq研究显示, 在晚

期(>26周)的类器官中发现了大量被鉴定为Müller胶质

细胞的细胞
[45]. 这些研究表明, 尽管在不同的细胞类

型中观察到基因表达的差异, 但器官和同期胎儿视网

膜之间的细胞类型比例有明显的相似之处.
视网膜发育过程中表达多种bHLH转录因子,为了

进一步探究它们在视网膜发育中的作用, 有研究利用

人胚胎干细胞系H9分化的视网膜类器官, 检测bHLH
因子ATOH7和Neurog2在RGC发育中的作用. 通过单

细胞转录分析, 作者发现人类视网膜前体细胞的不同

状态, 包括一个准备退出细胞周期的种群, 研究结果

表明, ATOH7和Neurog2参与并调控了一个互动的基

因网络, 促进视网膜祖细胞通过两个过渡阶段获得有

丝分裂后的神经元身份
[54].

未折叠蛋白(unfolded protein response, UPR)调节

因子激活转录因子6(ATF6)的功能缺失变异可导致严

重的先天性视力丧失, 如色盲, 其发病机制尚不清楚.
为了研究这一点, Jonathan H. Lin课题组

[55]
用色盲患者

诱导的携带ATF6疾病变体的iPSC和从基因编辑的

ATF6缺失的hESCs分化视网膜类器官, 发现色盲患者

和ATF6缺失的视网膜类器官不能形成视锥结构, 并伴

随视锥转导基因表达的丧失, 而视杆感光细胞发育正

常. 携带ATF6变异体的色盲患者的自适应光学视网膜

成像也显示其没有视锥内/外节结构, 但保留了视杆结

构, 与在视网膜类器官中观察到的视锥形成缺陷一致.
这些结果表明ATF6是人类视锥感光细胞发育所必

需的.
人类视网膜类器官的形态和分子特征, 以及它们

在理解人类视网膜及其疾病的发展中的作用研究已经

取得了重大进展. 具体地说, 已经确定了各种视网膜细

胞类型的中间前体细胞 , 特别是视锥光感受细

胞
[37,45,47,56]. hPSC衍生的视网膜类器官中关键的细胞

外基质成分和细胞表面标记的表达比动物模型中的表

达更真实
[57]. 研究发现, 染色质可及性动力学和mRNA

剪接程序在很大程度上模仿人类胎儿和成人样

本
[29,58]. 其他组学研究, 如蛋白质组分析和代谢组学,

对于证实基因表达数据和推断功能至关重要.
然而, 尽管取得了诸多进展, 该领域仍处于初级阶

段, 有几个限制需要克服. 目前的视网膜类器官模型缺

乏眼与非眼组织的复杂组织. 一些研究声称形成了表

面外胚层衍生物、发育不全的晶状体和角膜组织或全

角膜类器官, 但截至目前, 这些结构还没有在一个单一

的结构中产生
[50,59,60]. 在体外, 表面外胚层的形成和内

陷很好地概括了视网膜发生早期的诱导信号, 并且可

以通过操纵FGF或眼周间充质的迁移来探索
[61,62]. 对

这些模型的功能可能至关重要的是RPE与光感受器的

精确匹配、视网膜神经节细胞/中间神经元的存活以

及斑疹样区的形成. 另外, 视网膜类器官中还缺少对视

网膜发育和功能维持有重要作用的小胶质细胞以及血

管化系统. 虽然已有研究报道, 通过在人视网膜类器官

中用“organ-on-a-chip”装置模拟人体血管系统, 器官之

间的联系, 使人视网膜类器官更加接近生理状态, 但是

这跟视网膜正常的发育过程还有一定差距, 有待进一

步改进
[63].

2.2 视网膜类器官用于模拟疾病发展过程研究致
病机制

近年来, 已经建立了各种眼病的视网膜类器官. 这
些模型既可以用于研究潜在的病理机制, 也可以用于

治疗目的. 表2[64~78]总结了到目前为止已经开发的一

些视网膜疾病的视网膜类器官模型, 然而, 对于类器

官模型在疾病建模中的进一步适用性也出现了一些问

题. 需要考虑的问题包括ROs的发育“年龄”是否对应

于患者通常发病的时间, 或者培养微环境是否会加剧

类器官培养中的疾病特征, 这些都是将来的研究中需

要解决的问题. ROs的不成熟, 对晚期疾病的建模将是

一个特别的挑战, 即使在长期的细胞培养之后, 也应该

探索添加应激源来诱导衰老表型. 此外, ROs仍然是相

对幼稚的结构, 缺乏视神经、视网膜血管和小胶质细

胞
[10].

2.3 视网膜类器官用于疾病药物筛选

对于药物研究, 人类视网膜类器官体系有望成为

比动物和二维细胞培养模型更真实的人类发育和疾病

模型
[10,79]. ROs模型可用于评估临床前药物开发阶段

的靶向治疗和药物毒性
[80].

下文将讨论两个基于ROs的药物研究的例子. 视

网膜母细胞瘤是眼内最常见的恶性肿瘤, 好发于2~3
岁儿童, 且生存率低, 给无数家庭带来沉重负担. 该肿
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表 2 视网膜疾病的类器官模型

Table 2 Retinal organoid models of retinal diseases

视网膜疾病 基因 视网膜类器官特点 时间 课题组

Leber先天性黑矇
(Leber’s congenital
amaurosis, LCA)

CEP290[64,65]
异常剪接, 纤毛受损, 纤毛发病率降低

[64]. 2016[64] Cheetham E.
Michael[64]

纤毛生长异常, 对接母本中心粒只在CEP290 LCA病人的视杯细胞中
观察到

[65]. 2017[65] Swaroop Anand[65]

RPE65[66] 所有患者的ROs中都有完整的视杆细胞和视锥细胞, 但是没有感光细
胞表型, 在患者ROs产生的RPE中, RPE65表达量显著降低

[66]. 2019 钟秀峰

AIPL1[67] 病人ROs中AIPL1和PDE6B表达减少, 但是没有检测到视网膜变性. 2020 Lukovic Dunja

视网膜色素变性

RHO[68]

利用仙台病毒在病人成纤维细胞中诱导无整合的iPSC, 生成患者特异
性视杆细胞模型研究由RHO突变引起的RP. 患者iPSC分化来源的视网
膜细胞中视杆细胞显示出典型的内质网应激特征, 在体外重现了疾病

表型.

2012 金子兵

RPGR[69]
与对照组相比, 病人ROs中感光细胞数量, 纤毛长度, 感光细胞相关基
因表达明显降低; 且病人ROs中视杆细胞超极化活动的钾电流降低, 表
现出明显的电生理活性缺陷, 进一步研究发现, 这种异常表型可以通

过CRISPR/Cas9修正部分得以恢复
[69].

2018 金子兵

CRB1[46] 病人ROs中外层限制膜上方的异位感光细胞聚核证明外层限制膜
受损

[46]. 2019 Wijnholds Jan

CRB1[70]
用病人真皮成纤维细胞构建两株携带CRB1复合杂合突变的iPSC; 两
株细胞均表达多能性标记, 显示正常核型, 有分化为三胚层和视网膜

类器官的能力
[70].

2021 Samuel McLenachan

USH2A[71]
与对照组相比, 病人ROs在早期阶段表现出显著的缺陷, 包括延迟的视
网膜自组织, 视网膜神经上皮异常及视网膜神经祖细胞发育缺陷, 并
且感光细胞, Müller细胞和无长突细胞减少, 还有异常的基底膜和紧密

连接
[71].

2019 陈建苏

常染色体显性RP PRPF31[72]
与对照组相比, 在透射电镜观察下病人ROs中发现渐进的退行性特征,
包括感光细胞凋亡核增加和存在应激泡; 病人ROs中感光细胞的纤毛

有缺陷
[72].

2018 Lako Majlinda

迟发型RP PDE6B[73]

与对照组相比, 在ROs分化第180天之前病人ROs表现相对正常; 然而,
分化230天之后病人ROs有明显缺陷的视杆细胞迁移能力. 此外, 通过
GO分析发现在病人ROs中G蛋白偶联受体(GPCR)活性相关基因,

GPCR信号传导通路和钙离子结合相关基因富集. 另外, 在患者ROs中
发现cGMP水平增加, 可能导致突触连接的形成受损, 并且在患者ROs

中发现感光细胞纤毛减少
[73].

2020 金子兵

X连锁的RP(XLRP) RP2[74]
患者ROs在分化第150天的外核层(outer nuclear layer, ONL)中细胞死亡
明显增多, 在分化第180天外核层明显变薄, 细胞死亡的发生与视杆细
胞成熟和视紫红质表达的时序一致. 研究人员将携带功能性RP2基因

的AAV注射入这些类器官中, 能阻止类器官的变性
[74].

2020 Cheetham E. Michael

青光眼 OPTN[75]

患者ROs分化早期阶段不受OPTN(EK50)突变的影响. 然而, 在分化较
晚的成熟阶段, 患者ROs中的视网膜神经节细胞表现出神经突收缩,
兴奋性增加, 自噬失调, 如明显的LC3积聚, 以及ROs内部细胞凋亡

增加
[75].

2020 Meyer S. Jason

X连锁的先天性视
网膜劈裂(XLRS) RS1[76] 患者ROs表现为视网膜分裂, 外节缺陷, 视黄素产生缺陷, 内质网-高尔

基体运输障碍, 感光细胞连接纤毛缺陷
[76]. 2019 Chiou Shih-Hwa

视网膜母细胞瘤
(retinoblastoma,

RB)

RB1[77]

在人类胚胎干细胞进行RB1基因的靶向高频突变及敲除后, 分别分
化为视网膜类器官, 在ROs定向分化第60天前后出现了肿瘤形成现
象. ROs中瘤体细胞在超微结构、体内成瘤性、基因表达谱、甲
基化谱、分子信号通路及标记蛋白等方面与视网膜母细胞瘤的

特征高度一致
[77].

2020 金子兵

RB1[78] 用携带RB1基因突变患者的iPSC分化成视网膜类器官, 移植到小鼠的
眼球中, 形成视网膜母细胞瘤, 构建了一种RB疾病模型

[78]. 2021 Michael A Dyer
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瘤细胞起源尚有争议, 导致临床治疗时间窗口抉择困

难, 治疗效果不佳. 解决该肿瘤细胞起源问题首先要

建立高度保真、可实时追踪、适合长期培养的人类体

外肿瘤模型. 第一项研究中, 科研人员创建了一个晚期

视网膜母细胞瘤肿瘤类器官模型(类似于视网膜肿瘤

和种子), 用来评估药物引起的细胞周期阻滞及其遗传

毒性效应. 该模型被用来比较单一药物和不同药物组

合应用的结果. 在第一步中, 他们评估了这个模型的

结果是否可以与临床结果相比较. 使用的药物是玻璃

体内化疗中常用的药物, 包括马法兰、拓扑替康和甲

氨蝶呤, 使用不同浓度和不同(24~72小时)暴露时间.
低剂量马法兰(8和16 μmol/L)作用时间延长与大剂量

马法兰(32 μmol/L)作用相似, 但作用时间较短, 导致S
期阻滞, G2/M期减少; 拓扑替康(11 μmol/L)能有效减

少处于G0/G1期和G2/M期的肿瘤细胞数, 甲氨蝶呤的

抗癌效果最差. 甲氨蝶呤减少G0/G1期细胞, 增加亚

G1期细胞死亡, 但S期和G2/M期被激活. 此结果与临

床结果相当, 表明ROs模型数据具有可信性. 由于拓扑

替康和马法兰显示出相似的效果, 人们可能会问, 它们

的组合是否将是理想的治疗策略. 因此, 研究人员第二

步分析了拓扑替康(11 μmol/L)和马法兰(16 μmol/L)的
联合靶向治疗效果和遗传毒性, 这在临床上是具有挑

战性的. 这种结合不仅对视网膜下种子或复发的视网

膜肿瘤有深远的影响, 而且还能有效地靶向增殖性肿

瘤锥体
[81]. 然而, 马法兰和拓扑替康的联合使用比单

独使用马法兰有更强的遗传毒性
[81]. 因此, 这项研究

说明了ROs模型在解决治疗挑战方面的有效作用. 此

外, 2020年底, 金子兵教授课题组通过视网膜类器官

模型研究揭示“眼癌”视网膜母细胞瘤的细胞起源与治

疗靶点. 在该研究中, 研究人员将人类胚胎干细胞进行

RB1基因的靶向高频突变及敲除后, 分别分化为视网

膜类器官, 在ROs定向分化第60天前后出现了肿瘤形

成现象. ROs中瘤体细胞在超微结构、体内成瘤性、

基因表达谱、甲基化谱、分子信号通路及标记蛋白等

方面与视网膜母细胞瘤的特征高度一致. 接下来作者

通过大量的免疫组化和单细胞测序实验揭示了该肿瘤

起源于正在成熟的视锥前驱细胞(maturing cone pre-
cursor). 最后, 研究者基于其激活的PI3K-Akt信号通路

特征, 通过靶向该通路的激动剂SYK, 成功筛选出两个

候选新药. 该研究阐明了视网膜母细胞瘤的细胞起源

与治疗靶点, 为亿万儿童带来光明, 也为人类其他癌

症起源和新药筛选开辟了全新的研究思路, 提供了重

要借鉴.
在另一项研究中, 研究人员采用miPSC来源的视

网膜类器官复制4-羟基他莫昔芬(4-OHT)和己烯雌酚

(DES)分别诱导急性细胞死亡的感光细胞变性模型.此
外, 他们还建立了荧光活细胞成像系统, 以评估诱导损

伤模型. 这些副作用已经在小鼠视网膜移植实验中得

到证实. 因此, ROs可以用来研究药物的副作用. 他们

还分析了维生素E(400 nmol/L)和叶黄素(200 nmol/L)
作为眼科补充剂治疗感光细胞退行性变的保护作用.
结果显示, 与叶黄素相比, 维生素E在抑制氧化和内质

网(endoplasmic reticulum, ER)应激相关基因表达方面

效果更好
[82].

由于视网膜类器官能够模拟视网膜中的生理过程

和障碍, 它们对药物效果的临床前评估具有很高的应

用价值. 总体而言, ROs已被用于几项概念验证药物研

究, 结果振奋人心.

2.4 视网膜类器官用于再生医学

目前, 该领域的热点围绕视网膜类器官来源的光

感受器细胞疗法的临床试验展开. 多个小组已经证明

了体内hPSC来源的光感受器细胞的分离和功能整

合
[1,83]. 为了证实和改进这种再生医学方法, 至关重要

的是描述人类视网膜发育的未知错综复杂的情况, 以

及如何真实地在视网膜类器官系统中重现这一过程.
多能干细胞可用于提供潜在的无限量的视网膜特

定细胞类型. Takahashi Masayo教授课题组
[84]

用mESC
和miPSC分化来的视网膜类器官作成视网膜移植片移

植到视网膜退行性变的小鼠中, 改善了视功能. 来源于

hESCs和hiPSCs的视网膜类器官可以作为移植的细胞

来源, 既可以是视网膜细胞悬浮液, 也可以作成有组织

的视网膜移植片
[85~88]. 大多数研究通常集中在利用

ROs作为视杆和视锥感光细胞的来源, 但它们也被用

作视网膜神经节细胞和Mü l l e r胶质细胞的来

源
[8,53,86,87,89]. 2016年,由于供体和宿主细胞之间的细胞

质物质转移, 一系列研究强调了重新评估以前的光感

受器供体移植研究的必要性
[90~92]. 这些研究强调, 移

植的供体光感受器整合和提供功能的倾向比最初认为

的更有限, 许多观察到的功能益处可能来自光转导蛋

白的供体-宿主转移
[93,94]. 物质转移代表了挽救病变视

网膜细胞的一种新的治疗策略
[95,96]. 然而, 对于目前的
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光感受器移植实验的评估, 使用大多数光感受器细胞

丢失的晚期疾病模型可能更适合于细胞整合和功能挽

救的评估. 另外, 所采用的细胞移植方法, 无论是细胞

悬液还是细胞移植片, 都可能反映出需要治疗的疾病

阶段. 在较温和的退化期, 供体细胞悬液可能是有利

的. 这是由于供体细胞可以整合到并支持剩余的宿主

感光器的预先存在的架构. 然而, 在退化的后期, 几乎

没有光感受器残留, 视网膜薄片在存活和与剩余的内

视网膜形成突触连接方面可能更理想.
光感受器细胞悬浮液和来源于ROs的视网膜薄片

已经被探索用于治疗视网膜疾病的晚期模型, 在这些

模型中, 几乎所有的宿主光感受器都已经退化
[10,97].

有研究人员使用hESC来源的ROs作为健康视网膜组

织的来源, 以挽救免疫缺陷的晚期视网膜变性大鼠模

型的视功能. 他们发现, 移植ROs来源的视网膜薄片经

历了分化和整合, 尽管微环境退化, 视觉功能还是有所

改善. 对移植的视网膜薄片的分析显示,视杆细胞和视

锥感受器存在可能来自移植的外节、双极细胞、

Müller胶质细胞、无长突细胞和水平细胞. 与远离移

植细胞的区域相比, 移植细胞附近突触素免疫反应性

的增强暗示了宿主和移植细胞之间潜在的突触连

接
[86]. 虽然通过移植具有潜在突触连接的成熟光感受

器恢复视功能是非常有希望的, 但在退行性模型中感

光功能挽救的评估仍然是有限的. 例如, McLelland等
人使用的免疫缺陷大鼠模型以及Takahashi Masayo课
题组用的猴模型仍然有残存的感光功能, 因此最终很

难将移植物来源的反应与残存的宿主活动区分开

来
[86,97]. 这突出了在选择用于此类实验的退化模型时

需要仔细考虑的必要性, 也强调了使用多种方法确认

功能的必要性.
CRISPR/Cas9是一种用于纠正患者iPSC系中基因

突变的技术, 与来自未纠正的患者系的ROs相比, 分化

的ROs表型得到改善. 这已经在RP和XLRS的ROs模型

上得到了成功的验证
[69,72,76]. 患者矫正的干细胞可作

为自体细胞移植治疗视网膜营养不良的来源. 最后,
在ROs分化过程中, 伴随着RPE的产生. 从ROs中分离

的RPE球体或从ROs分选后的剩余细胞培养中产生的

RPE球体可以用于生成RPE单层, 或者可以被解剖以

形成RPE片[98]. RPE移植是治疗晚期眼病如RP, AMD
和Stargardt病(STGD1)的一种很有前途的策略, 在这些

疾病中发现RPE显著丢失
[10,99].

腺相关病毒(adeno-associated virus, AAV)是小的,
对分裂细胞和非分裂细胞均具有感染能力的单链

DNA病毒, 目前多用于眼部疾病的基因治疗中. 研究

人员发现, 在给予AAV2/2-GRK1-ABCA4内含子载体

后, 能在STGD1患者来源的ROs中发现ABCA4的表

达
[10].
综上, ROs在研究视网膜发育, 模拟视网膜疾病研

究其机制, 药物筛选及再生医学上有很大的应用价值

(图2).

3 与视网膜类器官技术相关的挑战

尽管如此,视网膜类器官系统是一项新兴的技术,
仍然需要做大量的工作来开发强大的方案, 更好地模

拟视网膜器官(图3). 虽然多能干细胞来源的自组织视

网膜类器官在10年多前就首次被报道, 但该领域仍在

为ROs细胞组成的广泛异质性问题而苦苦挣扎, 由于

多代PSCs的长期培养和繁殖, 可能会引入致瘤性和遗

传畸变
[100]. 事实上, 已经观察到与肿瘤相关的p53位

点的突变数量增加, 这导致更快扩张的肿瘤细胞和

PSC培养过度生长; 然而, 在被检查的细胞系中, 大约

95%的细胞在经过几年的长期扩增后, 仍然没有肿瘤

相关的突变. 此外, 特别是在iPSCs方面, 关于重新编

程是否会导致遗传不稳定的问题仍在辩论中
[83]. 此

图 2 视网膜类器官的应用
Figure 2 The application of retinal organoids
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外, 如果要从患者自己的细胞进行自体移植, 就有必

要从基因上纠正导致视网膜疾病的突变. 另外, 由于

iPSCs在大多数情况下是从成年体细胞产生的, 它们

可能含有累积的体细胞突变, 干扰了来源细胞以外的

其他细胞类型的分化和功能
[83]. 因此, 应引入全基因

组测序技术, 在临床级生产流水线的三个时间点对人

类PSC及其衍生物进行质量控制: 选择初始PSC系、

生成和维护主细胞库, 以及用于移植到患者体内的最

终细胞产品. 很明显, 这些措施所涉及的时间和成本

是广泛的. 虽然有人建议应该使用患者来源的iPSCs
来避免免疫排斥反应, 但重新编程单个患者来源的体

细胞, 从基因上纠正潜在的突变, 将这些细胞分化成

视网膜器官以衍生出可移植的光感受器, 以及验证最

终的产品所涉及的时间和成本都是非常高的. 如果没

有标准化的报告, 现在和将来都很难比较不同实验室

的视网膜类器官. 如果类器官技术要进入临床, 这些

质量控制措施是至关重要的. Canto-Soler M. Valeria
课题组

[101]
的一篇论文报道了一项以自动方式定量筛

选视网膜器官中荧光报告表达的技术. 在从其他组织

(如肾脏)产生的类器官中, 最近已经实现了类器官的

全自动高通量鉴别和分析
[102]. 这些报告表明, 类器官

领域正在慢慢解决重复性和可扩展性方面的挑战, 这
些挑战必须克服, 以改善研究结果, 并促进转化为

临床.
多能干细胞分化的视网膜类器官的引入, 原则上

代表了产生可移植的人类光感受器的无限来源. 然而,
与使用这类细胞有关的安全性、免疫学和重复性问题

仍然需要解决(表3)[103,104]. ROs已被用于几项概念验证

药物研究, 结果令人振奋. 然而, 在视网膜类器官系统

中长期维持免疫细胞的方案尚未建立; 因为缺乏免疫

细胞, 不能用于炎症相关药物的筛选. 另外, 在视网膜

类器官系统中血液循环系统尚未有效建立, 微流体设

备是一种很有前途的工具, 可以整合类器官体内废物

清除和营养供应的通道, 并能对实验条件进行独立控

制, 但是跟自体的血管循环系统还有差距. 另外截至

目前, 对类器官的研究主要依赖于表型读数(即类器官

图 3 视网膜器官和视网膜类器官对比图. ONL: 外核层; OPL: 外丛状层; INL: 内核层; IPL: 内丛状层; GCL: 神经节细胞层
Figure 3 Comparisons between retinal organ and retinal organoids. ONL: outer nuclear layer; OPL: outer plexiform layer; INL: inner nuclear layer;
IPL: inner plexiform layer; GCL: ganglion cell layer
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的外观、形状和数量), 然而要完全解析类器官内部的

结构成分, 需要集成连续、准确和多功能的功能读数,
这些读数可以高通量的方式自动进行, 以实现基础研

究以外的应用. 另外, ROs培养大多使用Matrigel水凝

胶作为培养基质, Matrigel是小鼠肉瘤细胞分泌的胶状

蛋白混合物, 因其含有外源成分, 难以应用在人的很多

治疗中
[105].

总体而言, 视网膜类器官具有巨大的潜力来模拟

视网膜发育和视网膜相关疾病的发生发展, 可作为视

网膜相关疾病药物筛选的工具, 为细胞移植等再生医

学治疗方法提供原材料. 未来可以通过整合血液循环

系统和免疫细胞等方式, 不断优化视网膜类器官的分

化方法、提高分化的稳定性, 使其更好地应用于视网

膜疾病的研究和治疗.
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From retinal organoids to “retinal organ”

XU Jia & JIN ZiBing
Beijing Institute of Ophthalmology, Beijing Tongren Hospital, Capital Medical University, Beijing 100005, China

Retinal degenerative disease is a common ophthalmological disease that causes severe blindness, and difficult to treat in clinics at
present. Because retinal tissue is not easy to obtain and cannot be cultured, it is difficult to study the mechanism and treatment of
retinal-related diseases. Due to the significant species differences between the retina of animals and humans, the results of many
animal experiments in the past were often difficult to be utilized to solve clinical problems. The emergence of retinal organoids has
become a new hope for solving these problems. It enables retinal-related diseases to be reproduced in cell culture dishes for research
on disease mechanisms and drug screening. More importantly, it can be used for cell transplantation to replace degenerated retinal
cells, which is expected to restore sight to the blind. However, we must also recognize that there are still some bottlenecks that need to
be solved urgently in retinal organoid simulation diseases, such as the low stability of differentiation, lack of blood vessels and
neuroimmune cells. Although the application of micro-millifluidic bioreactor has improved the differentiation of retinal organs,
current technology can only achieve a level of “organoids” and has not yet reached the standard of “retinal organ”. Therefore, the
purpose of this review is to sort out the applications and existing problems of retinal organoids, and think about how to further
promote the development of retinal organoids that can be used for regenerative medicine, in order to better facilitate the treatment and
research of retinal diseases.

retina, retinal organoids, retinal disease, retinal organ
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