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摘要 视觉形成依赖于由光信号转化成电信号并沿视觉通路的级联传递. 光子接收和信号转换是视觉形成的第

一步, 由视网膜一类特殊的神经细胞——光感受器(photoreceptor)完成. 该类细胞的丢失将导致不可逆性视网膜

退行变性并最终致盲, 目前尚无有效的治疗手段. 基因治疗技术的发展有望助力部分遗传性视网膜变性疾病的治

疗, 以2017年美国FDA批准的首个用于治疗Leber氏先天黑蒙症(Leber congenital amaurosis, LCA)的基因药物

LUXTURNA®为里程碑. 然而该药物价格昂贵达85万美元/人, 且治疗窗口狭窄, 仅适用于早期RPE65基因突变导

致的视网膜变性. 近年来, 干细胞、诱导多能干细胞分化及内源细胞转分化技术的发展为光感受器再生治疗提供

了另一个有希望的途径. 本文综述了当前视网膜退行性疾病的治疗策略, 并重点讨论了光感受器基因和细胞治疗

的研究进展与挑战.
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1 引言

视觉信息是人和动物赖以生存的重要手段, 80%~
90%外界信息来自视觉, 视力的丧失给人类带来的恐

惧仅次于死亡. 视觉信息的获取是从光感受器接收光

子开始: 光经屈光系统(角膜、晶体、玻璃体)聚焦于

视网膜, 光子被光感受器捕获启动光信号转导通路,
光信号转化成了化学信号和电信号, 通过二级神经元

传导到神经节细胞, 进而产生神经冲动沿视神经传导

到大脑视觉皮层成像并产生视觉认知, 完成视觉通路

的信息传递. 视觉通路任何环节的结构或功能损伤都

会导致视觉障碍.
光感受器变性坏死是视网膜疾病引发致盲的直接

原因. 常见的糖尿病视网膜病变(diabetic retinopathy,
DR)、老年黄斑变性和遗传性视网膜色素变性(retini-
tis pigmentosa, RP)最终都导致光感受器坏死. 遗传性

视网膜色素变性的临床发病约为1:4000, 涉及近300个
不同基因引起的突变, 影响全球约350万人(我国近30
万人), 而老年黄斑变性和糖尿病视网膜病变则更为广

泛, 已成为各国亟需解决的医疗难题和科学研究热

点
[1]. 目前针对老年黄斑变性和糖尿病视网膜病变引

发光感受器丢失的常见治疗方法是服用神经营养因
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子、抗炎抗新生血管生成药物等, 然而这些治疗对遗

传性视网膜变性仅有限延缓视力丧失的进程. 近年来,
以腺相关病毒(adeno-associated virus, AAV)为载体的

基因修复疗法在遗传性视网膜色素变性的早期治疗中

取得了一定进展, 如通过补充野生型RPE65基因可部

分恢复幼儿LCA的视力
[2]. 然而, 对于视网膜变性晚期

严重退化的光感受器, 基因疗法便失去了用武之地. 另
外AAV包装基因的容量,治疗费用等诸多问题,也限制

了基因治疗的普适应用. 光遗传学和眼底植入生物电

极
[3]
是治疗视网膜变性的另一个发展方向, 但都面临

一些需要攻克的技术难题.
细胞治疗是近年发展起来的组织再生疗法, 原理

性应用首先在视网膜变性的动物模型中得到了验证.
这项技术通过使用体外ES或iPS分化的光感受器前体

细胞替换变性坏死的光感受器, 以达到恢复视力的目

的
[4,5]. 相较于其他疗法, 细胞治疗可不依赖于原有突

变的光感受器细胞, 因而理论上适用多种视网膜变性

疾病. 另外, 自身诱导干细胞分化、内源细胞的转分

化结合基因编辑技术使自体修复后再生成为可能, 从

而避免免疫排斥反应. 细胞治疗研究已成为光感受器

变性治疗领域的一个新热点. 本文将对上述视网膜退

行性疾病的主要治疗策略——修复和再生进行归纳总

结, 并将重点关注细胞治疗方向的最新研究进展, 讨论

其面临的主要困境及可能的解决方案.

2 光感受器与视网膜退行性疾病

2.1 光感受器细胞

眼是视觉系统的重要部分, 负责初步捕捉、处理

视觉信息并将其转导至大脑视觉中枢. 眼结构主要包

括前节(角膜、结膜、房水、虹膜、睫状体和晶体)以
及后节(玻璃体、视网膜、脉络膜和巩膜)(图1A).视网

膜是视觉系统的感光组织, 由神经视网膜皮层和覆于

其上的视网膜色素上皮(retinal pigment epithelium,
RPE)构成. 神经视网膜是由5种神经元通过突触连接

构成复杂精细的神经组织, 包括光感受器细胞(photo-
receptor cell, PRC)、双极细胞(bipolar cell)、水平细

胞(horizontal cell)、无长突细胞(amacrine cell)和神经

节细胞(ganglion cell, GC). Müller细胞是唯一来源于视

网膜神经上皮的胶质细胞, 此外还有来自免疫系统的

小胶质细胞及由视盘迁入视网膜的星型胶质细胞. 光

感受器是接收光子并将其转变为电信号的神经细胞,
根据功能可分为视杆细胞(rod)和视锥细胞(cone).视杆

细胞以视网膜周边居多, 感受弱光刺激, 主司暗视觉和

无色觉, 视锥细胞则集中分布在视网膜中央黄斑区, 感
受强光刺激并主司明视觉和色觉

[6](图1B).
光感受器区别于其他细胞的明显特征是其顶部接

收光子的膜盘叠压形成的杆状或锥状外段(outer seg-
ment). 每个外段约有1000个膜盘, 每个膜盘装载约有

105~106个视素蛋白(opsin)分子及其他光转导通路的蛋

白(如GNAT1, PDE6B等)(图2A). 以视杆细胞感受弱光

刺激为例, 当光线射入视网膜后, 视杆细胞外段的视紫

红质(rhodopsin)蛋白被激活, 然后激活G蛋白α-转导素

(transducin). 激活的α-转导素从G蛋白/转导素复合体

解离, 从而激活磷酸二酯酶(phosphodiesterase, PDE)
导致环磷酸鸟苷(cyclic guanosine monophosphate,
cGMP)的环磷酸脂键打开, 生成GMP. cGMP的浓度降

低使cGMP门控通道关闭, 光感受器膜电位超极化并

传到突触末端, 进一步导致神经递质谷氨酸释放减少,
为双极细胞感知, 并最终引发神经节细胞产生动作电

位传输到大脑皮层形成视觉
[7](图2B).

视杆细胞的外段每天约更新1/10, 被顶部的RPE
细胞吞噬, 并由基底部的新生膜盘补充. 外段本身不

具有蛋白和脂类的合成能力, 所需的光转导蛋白和脂

类分子需由内段(inner segment, IS)合成和运送. 外段

脂膜和蛋白的运输是通过连接内段和外段之间的微管

复合装置——纤毛完成. 与多数神经元的初级纤毛相

似, 光感受器纤毛为静纤毛, 由基体、连接纤毛和轴

丝组成的9束微管结构
[8](图2C). 已发现了许多与光感

受器外段发生或蛋白运输相关的纤毛转运蛋白
[9](图

2C). 这些蛋白突变也是导致光感受器发生退行变性和

死亡的最主要原因
[10].

2.2 视网膜退行性疾病

视网膜退行性疾病是导致失明的一类主要眼病,
包括年龄相关性黄斑病变(age-related macular degen-
eration, AMD)、青光眼(glaucoma)、糖尿病视网膜病

变、视网膜色素变性、Leber氏先天性黑蒙(LCA)
等

[11,12]. 视网膜退行性疾病病因复杂, 包括环境、遗传

因素及二者的相互作用.
随着人类寿命的延长和老龄化, AMD发病率一直

呈增长的趋势(目前约为1.6%). AMD可以分为干性
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AMD和湿性AMD. 干性AMD主要表现为RPE基底层

玻璃疣的沉积, RPE受损引发光感受器变性. 湿性

AMD则是RPE和Bruch’s膜受损后, 脉络膜新生血管侵

入视网膜, 异常血管发生渗漏引发炎症反应和细胞坏

死
[13]. AMD主要与年龄相关, 同时存在许多遗传高风

险因素, 如染色体1q32上的补体因子H(CFH)和10q26

图 1 眼球与视网膜组织解剖结构模式图. A: 眼球的解剖结构; B: 视网膜细胞核层和丛层结构
Figure 1 Schematic illustration of the eyeball structures and retinal tissue. A: Anatomy of the eyeball. B: Retinal nuclear and plexiform structures

图 2 光感受器——视杆细胞模式图. A: 视杆细胞由纤毛外段、连接纤毛、内段、胞体与突触五部分构成; B: 纤毛外段膜盘
及光传导信号通路元件模式图; C: 纤毛微管结构(左)与纤毛蛋白的分子标记(右): 免疫荧光染色分别代表基体(红色,
Cep164)、连接纤毛(绿色, Ac-tub)及轴丝(紫色, Rp1)
Figure 2 Schematic illustration of a rod photoreceptor cell. A: The rod photoreceptor consists of five components, including the ciliary outer
segment, the connecting cilia, the inner segment, the cell body, and the synaptic terminal. B: The outer segment disc and phototransduction components
of a rod photoreceptor. C: Microtubule structure (left) and associated proteins (right) of the connecting cilium compartment: basal body (red, Cep164),
connecting cilium (green, Ac-tub), and axoneme (purple, Rp1)
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上的ARMS2/HTRA为高风险AMD遗传位点. 除此之外,
吸烟、饮食、氧化应激, 免疫系统调节异常等均与

AMD发病相关.
青光眼主要损伤视神经与视网膜神经节细胞, 导

致视觉信号从视网膜向大脑的传递受阻. 青光眼是继

白内障之后的第二大致盲眼病, 2020年全球大约有

7600万患者, 预计2040年该数目将突破1亿[14]. 青光眼

分为原发性青光眼(primary glaucoma)、继发性青光眼

(secondary glaucoma)与先天性青光眼(congenital glau-
coma). 原发性青光眼又包括原发性开角型青光眼(pri-
mary open-angle glaucoma, POAG)、原发性闭角型青

光眼(primary angle-closure glaucoma, PACG)和常眼压

青光眼(normal-tension glaucoma, NTG). 继发性青光眼

包括新生血管性青光眼、色素性青光眼、剥脱综合征

性青光眼、葡萄膜炎性青光眼等. 上述类型中, 继发性

青光眼与先天性青光眼病因较为明确, 由某些眼部疾

病干扰了正常房水循环所致. 而先天性青光眼具有明

显遗传性因素, 如CYP1B1, MYOC, LTBP2, PITX2,
FOXC1, PAX6基因突变均与青光眼的发生密切相关.
除此之外, 原发性青光眼中的POAG是由于小梁网对

房水排除的阻力增加导致高眼压, 而PACG则是由房

角关闭, 周边虹膜阻塞小梁网导致眼压升高. 常眼压

青光眼具体发病机制尚不明确
[15], 可能主要由遗传因

素主导.
眼血管系统病变是导致视网膜神经退行性变性的

另一类主要视网膜疾病. DR新生血管异常增生, 血管

完整性的破坏致使通透性增加, 渗漏引起黄斑水肿. 全
基因组关联分析(genome-wide association study,
GWAS)和外显子测序也发现了一些与DR发病相关的

致病基因, 如血管内皮生长因子(vascular endothelial
growth factor, VEGF)、醛糖还原酶(aldose reduc-
tase)、促红细胞生成素(erythropoietin, EPO)和AGEs
受体(receptor for advanced glycation endproducts,
RAGE)等.

环境、年龄、生活习惯等非遗传因素对AMD、
青光眼和DR发病的影响较大. 这些因素通过与个体多

个基因的单核苷酸多态性(single nucleotide poly-
morphism, SNP)(高风险遗传因素)相互作用共同启动

和加速疾病的进程. 因此, 对这类疾病的治疗缺少针

对性的手段, 临床上多采取治疗症状本身和预防策略,
如使用抗VEGF药物抑制DR的新生血管, 控制饮食习

惯和戒烟等.
与上述视网膜疾病相较, 大部分RP是由明确的单

基因突变引发遗传性疾病. RP是不可逆视网膜退行疾

病, 由周边视野丢失逐步演变成中心视力的下降致失

明
[16]. 其临床表现特征是眼底有骨细胞样色素沉积,

是光感受器细胞退化引发炎症的结果. 根据RP影响的

组织范围, 病变局限于视网膜组织称为单纯型, 如视紫

质蛋白的突变导致的RP.然而大约20%~30%的RP患者

有全身问题, 这种基因突变导致的全身或多种组织细

胞的表型, 称为综合征型RP, 如Usher综合征、Bardet-
Biedl综合征等

[16,17].
RP的遗传基础十分复杂, 据统计, 目前有280个基

因共计316个突变位点与RP发病相关(https://sph.uth.
edu/retnet/), 且这一数值还在继续增加. 同一基因或位

点的突变产生的临床症状也会由于个体遗传背景的差

异表现出异质性
[18]. RP的遗传方式也十分多样, 从突

变基因的效应上分, 可以有功能获得性和缺失性突变

两类. 而遗传方式上, RP主要有常染色体显性(15%
~25%)、常染色体隐形(5%~20%)和X染色体连锁遗传

(5%~15%). 线粒体遗传也有报道, 此外尚有40%~50%
的遗传方式未知

[16]. 已发现引发视网膜色素变性的相

关基因见表1.

3 光感受器修复研究进展

3.1 基因治疗

2017年美国FDA批准的首个用于治疗遗传性光感

受器变性的LUXTURNA®药物为基因治疗发展的一

个重要里程碑. 该产品为AAV2/2携带广泛性启动子介

导RPE65基因的表达(AAV2/2-CAG-RPE65), 治疗由该

基因突变引起的LCA. 在三期临床试验中病人接受视

网膜下腔注射该产品后均呈现出不同程度的视力改

善. 除此之外, 还有很多遗传性视网膜营养不良或RP
的基因药物(如针对CNGA3, CNGB3, RPGR, ABCA4/5
等突变基因)也正在进行临床试验中

[16]. 基因治疗包括

基因增强(gene enhancement)、基因修饰(gene modify-
ing)及光遗传(optogenetic)治疗方法.

(1) 基因增强治疗. 基因增强治疗是将表达正常蛋

白的cDNA包装进病毒载体, 并通过视网膜下腔注射

将病毒载体导入视网膜感光细胞和RPE之间(视网膜

下腔), 病毒感染光感受器并表达正常基因从而恢复其

郭佃磊等: 光感受器修复与再生研究的进展与挑战

1026

https://sph.uth.edu/retnet/
https://sph.uth.edu/retnet/


感光功能(图3A). 常用的基因表达载体为AAV. 相比于

腺病毒和慢病毒, AAV由于免疫原性低,能够转导非分

裂细胞, 不整合到宿主基因组且能保持较长时间的表

达等优点而被广泛使用
[19]. 研究表明, 不同血清型

AAV转导光感受器的效率不同
[16]. AAV2/5, 2/7, 2/8和

2/9均能有效转导光感受器, 其中AAV2/8是最有效的

血清型. 尽管以AAV为代表的基因增强疗法为RP病人

提供了一种有效可行的治疗方法, 但其转载遗传物质

的能力有限. AAV基因组是容量约为4.7 kb的单链线

状DNA分子, 其实际可包装cDNA的能力一般小于

2.5 kb. 而大部分RP致病基因大于2.5 kb, 超出了最大

包装容量. 如特异表达在光感细胞的连接纤毛轴丝的

RP1蛋白 , 在常染色体显性RP中突变高达3 .5%
~10%[16], 其cDNA全长为6.5 kb, 远超AAV的包装容

量. 对于长片段cDNA虽有分段包装尝试的报道, 但效

率较低
[20]. 因此, 目前基因增强疗法只适合治疗部分

遗传性RP.

除了运载能力外, AAV载体的持续表达时间有限.
以LUXTURNA®为例, 在三期临床试验中, 病人视力

改善持续时间从6个月到3年不等. 虽然高剂量的AAV
药物及反复的视网膜下腔注射能够使携带的基因持续

表达更长的时间, 但同时也增加了眼内免疫炎症、视

网膜脱离、视网膜破裂和黄斑裂孔的发生风险, 从而

诱发光感受器进一步的损伤
[2,16]. 为了避免这一窘境,

研究人员曾试图通过改造的AAV载体进行玻璃体腔

注射, 以减小对视网膜的物理损伤. 通过定向进化策略

建立随机变异AAV衣壳蛋白文库筛选转导光感受器

细胞的衣壳变种, 发现了一些能够在玻璃体腔注射并

穿透内界膜的新的AAV血清型: AAV-PHP.B与AAV2-
7m8[21,22]. 同时结合非特异性链酶蛋白酶E消化内界

膜, 提高了AAV的穿透感染效率, 但也加重了眼内炎

症反应
[23]. 除了AAV载体, 研究人员也在探索新的基

因表达载体, 如通过使用非病毒载体——DNA纳米颗

粒(nanoparticles, NPs)将DNA运送到细胞核进行表达.

表 1 RP致病基因

Table 1 Genetic etiologies of retinitis pigmentosa

RP分类 RP遗传方式 致病基因

单纯型RP
(非综合征型RP)

视网膜色素变性(常染色体隐性遗传)

ABCA4, AGBL5, AHR, ARHGEF18, ARL6, ARL2BP, BBS1, BBS2, BEST1,
C2orf71, C8orf37, CERKL, CLCC1, CLRN1, CNGA1, CNGB1, CRB1, CYP4V2,
DHDDS, DHX38, EMC1, EYS, FAM161A, GPR125, HGSNAT, IDH3B, IFT140,

IFT172, IMPG2, KIAA1549, KIZ, LRAT, MAK, MERTK, MVK, NEK2,
NEUROD1, NR2E3, NRL, PDE6A, PDE6B, PDE6G, POMGNT1, PRCD,
PROM1, RBP3, REEP6, RGR, RHO, RLBP1, RP1, RP1L1, RPE65, SAG,

SAMD11, SLC7A14, SPATA7, TRNT1, TTC8, TULP1, USH2A, ZNF408, ZNF513

视网膜色素变性(常染色体显性遗传)

ADIPOR1, ARL3, BEST1, CA4, CRX, FSCN2, GUCA1B, HK1, IMPDH1, IMPG1,
KLHL7, NR2E3, NRL, PRPF3, PRPF4, PRPF6, PRPF8, PRPF31, PRPH2,
RDH12, RHO, ROM1, RP1, RP9, RPE65, SAG, SEMA4A, SNRNP200, SPP2,

TOPORS

视网膜色素变性(X染色体连锁遗传) OFD1, RP2, RPGR

综合征型RP

视网膜病变综合征(常染色体隐性遗传)

ABCC6, ABHD12, ACBD5, ACO2, ADAMTS18, ADIPOR1, AFG3L2, AHI1,
ALMS1, CC2D2A, CEP164, CEP290, CLN3, COL9A1, CSPP1, ELOVL4,

EXOSC2, FLVCR1, GNPTG, HARS, HGSNAT, HMX1, IFT140, IFT81, INPP5E,
INVS, IQCB1, LAMA1, LRP5, MKS1, MTTP, NPHP1, NPHP3, NPHP4, OPA3,
PANK2, PCYT1A, PEX1, PEX2, PEX7, PHYH, PLK4, PNPLA6, POC5, POC1B,
PRPS1, RDH11, RPGRIP1L, SDCCAG8, SLC25A46, TMEM216, TMEM237,
TRNT1, TTPA, TUB, TUBGCP4, TUBGCP6, WDPCP, WDR19, WFS1, ZNF423

视网膜病变综合征(常染色体显性遗传) ABCC6, AFG3L2, ATXN7, COL11A1, COL2A1, JAG1, KCNJ13, KIF11, MFN2,
OPA3, PAX2, TREX1, VCAN

视网膜病变综合征(X染色体连锁遗传) OFD1, TIMM8A

Bardet-Biedl综合征(常染色体隐性遗传)
ADIPOR1, ARL6, BBIP1, BBS1, BBS2, BBS4, BBS5, BBS7, BBS9, BBS10, BBS12,
C8orf37, CEP19, CEP290, IFT172, IFT27, INPP5E, KCNJ13, LZTFL1, MKKS,

MKS1, NPHP1, SDCCAG8, TRIM32, TTC8

Usher综合征(常染色体隐性遗传) ABHD12, ADGRV1, ARSG, CDH23, CEP250, CEP78, CIB2, CLRN1, DFNB31,
ESPN, HARS, MYO7A, PCDH15, USH1C, USH1G, USH2A
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DNA NPs可以由金属、脂类或聚合物组成, 不同的装

配方式在NPs的尺寸、电荷和形状上有所不同
[24]. 这

些NPs的一个显著优势是其转基因能力高达14 kb, 远

超AAV载体包装能力.最近的一项研究表明,在非人灵

长类动物中, DNA纳米颗粒能够在玻璃体腔注射后透

过内界膜, 驱动目的基因在RPE与光感受器表达
[25].

AAV载体毒性是另一个关注的问题. 已开展的治

疗Ⅰ型脊髓性肌萎缩症(spinal muscular atrophy type
1, SMA1)、X连锁肌管肌病(X-linked myotubular myo-
pathy, XLMTM)、杜氏肌营养不良症(Duchenne mus-
cular dystrophy, DMD)、黏多糖贮积症IIIA型

(mucopolysaccharidosis type IIIA, MPS IIIA)等遗传性

疾病临床试验及治疗中, 全身高剂量静脉注射AAV时
常会引发患者严重不良反应甚至死亡的个别案

例
[26,27], 很大程度上是由于静脉注射的AAV输送到肝

脏进行代谢时引发的肝功能严重受损以及血液系统中

免疫细胞对AAV载体衣壳的细胞和体液免疫反应所

致
[27,28]. 针对这类问题, Sabeti实验室

[29]
筛选出了一种

更有效靶向于肌肉组织 , 在肝脏中积累更少的

MyoAAV衣壳变体. 这种变体可在DMD小鼠模型上以

AAV9传统注射剂量的1/250~1/100下产生显著治疗效

果 . 在免疫豁免的神经系统中 , AAV也具有毒性 .
Shtrahman实验室

[30]
发现携带钙离子指示剂的AAV显

微注射小鼠海马齿状回(dentate gyrus, DG)后可引起该

区域神经元数量减少, 神经毒性与病毒纯化方式、衣

壳血清型(AAV1和AAV8)、启动子(CAG, Syn和CaM-
KIIa)和表达荧光蛋白无关, 而呈现注射剂量依赖性.

在视网膜疾病治疗上, Cepko团队
[31]

发现高剂量

(3×109病毒颗粒/每眼)注射携带荧光蛋白的AAV可引

起视网膜光感受器外段变短以及RPE细胞的死亡, 且

毒性也呈剂量依赖性. 不同的是, 他们发现AAV载体

毒性与驱动目的基因表达的启动子相关. 当以视杆细

胞特异性启动子(RHO)替换广泛性启动子(CMV或

CAG)后, 高剂量感染下的光感受器外段发育正常. 此

图 3 视网膜变性疾病的基因治疗策略及潜在陷阱. A: 基因治疗流程, 携带正常基因的AAV病毒载体经玻璃体腔或视网膜下
腔注射感染病变的光感受器(PRC), 与非感染的细胞相比(AAV−), 感染的视杆细胞(AAV+)恢复正常; B, C: Müller细胞转分化
为视网膜神经元流程; B: 携带特定转录因子的AVV病毒载体感染Müller细胞使其转分化为视杆细胞、视锥细胞、神经节细胞
(GC)等细胞类型; C: GFAP启动子发生泄露感染原有视网膜细胞产生转分化假象
Figure 3 Schematic illustration of gene therapy and the existing pitfalls for treating retinal degenerative diseases. A: Gene therapy. Photoreceptors
infected with AAV carrying a normal target gene (AAV+) achieve a normal morphology compared with those of non-AAV infected (AAV−), which
degenerate. B, C: Müller cell transdifferentiation. B: Müller cells can be transformed into rods, cones, or ganglion cells after infection with AAV-
packed specific transcription factors. C: The observed Müller cell transdifferentiation resulted from leakage of the GFAP promoter
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外,尽管AAV基因药物对治疗LCA有效,无论大小动物

模型还是患者的临床试验都出现过严重的眼毒性病

例. 综上, AAV载体的研发还有待进一步提高.
(2) 基因修饰治疗. 基因修饰治疗是通过基因编辑

方法纠正基因突变的位点. 随着CRISPR-Cas9和其他

基因编辑技术的发展, AAV介导的体内基因的定点编

辑已实现. CRISPR-Cas9可以通过sgRNA引导的核酶

定点剪切基因组DNA双链, DNA双链断裂后有两种修

复方式:同源重组修复和非同源末端连接修复.理论上

AAV介导的CRISPR-Cas9结合插入的DNA模板的同源

重组修复可以较为精准地修复突变基因, 但是这种修

复机制依赖于有丝分裂, 对于不具有有丝分裂能力的

光感受器神经元非常低效
[32 ] . 同时 , AAV介导的

CRISPR-Cas9非同源重组修复可能引入随机插入或删

除突变, 破坏目标区域的基因, 导致无功能蛋白的产

生, 也在一定程度上限制了其应用. 该技术目前对于

功能获得性显性突变的治疗, 如对RHO常染色体显性

RP, 更适合
[33].

FDA目前批准了一项非同源重组基因修饰治疗的

临床试验(EDIT-101). 该试验通过CRISPR-Cas9在
CEP290内含子剪接体引入突变, 终止异常CEP290表
达以达到治疗LCA10的目的

[34]. 另外CRISPR系统中

Cas9蛋白长期表达的毒性以及潜在的脱靶性都有可能

诱发免疫反应或肿瘤的发生.
越来越多的基于AAV载体的基因增强和基因修饰

的临床试验正在被FDA批准, 但制约二者的技术要素

仍然很多: RP突变基因和位点众多, 许多未知, 基因修

复药物都需要针对个体进行研发, 治疗面窄, 费用昂

贵, 时间周期较长, 都给基因药物的产业化带来困

难
[35]. 此外, 基因增强和修饰治疗的时间窗口有限, 这

很大程度上取决于这些RP疾病的临床表现和病理进

程. 对于某些病程较快的RP患者, 尤其是在光感受器

完全丢失后, 基因增强和基因编辑疗法则不再适用.
(3) 光遗传学治疗. 对于晚期RP患者, 通过AAV介

导的光遗传疗法恢复患者部分视力是另一个基因治疗

的策略. 通过AAV载体在光感受器下游神经元(如双极

细胞、神经节细胞)引入光敏蛋白, 从而使残存的非感

光细胞获得光敏感性
[36]. 微生物和脊椎动物都有光敏

视素蛋白, 脊椎动物视素蛋白是G蛋白偶联受体, 激活

后关闭cGMP门控阳离子通道, 引发光感受器膜电位

的改变启动光信号转导通路. 脊椎动物由于光转导通

路蛋白元件繁多且存在细胞类型的特异性, 不适合于

光遗传学疗法. 相较之下, 微生物视蛋白是光激活的

离子通道, 不依赖于G蛋白偶联受体联级反应或其他

蛋白元件, 可直接引发细胞去极化或超极化. 正是因

为这个原因, 微生物视蛋白在光遗传策略中普遍应

用
[36].
光遗传治疗RP研究的重要里程碑是在rd1小鼠模

型上用AAV2/2载体将衣藻光敏感通道ChR2(Channelr-
hodopsin-2)表达于rd1神经节细胞, 从而使其获得光敏

感性, 产生去极化,并在大脑视觉皮层产生视觉诱发电

位(visual evoked potential, VEP)[37]. 此后, 研究者通过

视网膜下腔或玻璃体腔注射多种微生物光敏蛋白

(CatCh, ChrimsonR, ReaChR和eNpHR等)的AAV表达

载体, 实现了视锥细胞、双极细胞或神经节细胞的表

达, 并恢复了失明小鼠模型的部分视力
[38~40]. 目前基

于光敏蛋白ChR2和ChronosFP的光遗传治疗临床试验

也正在进行中(NCT02556736, NCT04278131)[41].
光遗传治疗的一个重要考量是光敏蛋白的特性:

如光敏蛋白电导性, 即光激活时通道打开和关闭的时

间及其离子涌入率, 它将影响神经细胞的反应时间和

幅度
[42]; 光敏蛋白光反应性, 即光敏蛋白对不同波长

光的反应峰值及其响应的最佳刺激光强度——过高的

刺激反应或特定的波长均有可能导致视网膜的损

伤
[43]; 光敏蛋白稳定性, 即光敏蛋白在反复刺激后对

光的反应是否衰减, 这将直接影响光敏蛋白的使用寿

命及载体注射次数
[44]; 光敏蛋白安全性, 相比于脊椎

动物光敏蛋白, 微生物光敏蛋白具有一定的毒性, 并

呈现剂量依赖性. 目前更多的原生态的基因工程光敏

通道也正在研发
[45].

光遗传治疗的另一缺陷是很难重新获得光感受器

激发而产生的真实视觉特征. 视网膜光感受器在给光

或去光的情况下通过双极细胞和神经节细胞形成两条

相互拮抗的平行视觉通路(ON和OFF视觉通路). 水平

细胞与光感受器相互作用导致横向抑制, 兴奋性双极

细胞和神经节细胞与抑制性无长突细胞相互作用, 共

同了实现神经节细胞对物体运动空间方位、颜色等多

种特征的选择性反应
[46,47]. 晚期RP患者在缺失光感受

器后神经元突触连接发生重构或丢失, 通过导入光敏

蛋白即使能够使神经元产生光反应, 视网膜成像的空

间、明暗的真实情况也会发生改变. 然而, 对于失明

的病人来说, 能够产生一定的光反应并有效避过障碍
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物已是生活质量的巨大提高.
除上述列举的基因疗法, 通过基因改造使视杆获

得视锥细胞的部分特性, 也是一项治疗RP的策略. 普

遍观察到的现象是视锥细胞比视杆细胞具有较强的抗

凋亡能力. 通过Cas9系统在小鼠基因敲减Nrl使视杆细

胞获得部分S视锥细胞的特征,从而可降低视杆细胞变

性速度
[48], 这对黄斑变性的治疗尤为重要. 黄斑疾病

以视锥细胞的原发性死亡为特征, 如能将视杆细胞异

位转化成视锥细胞, 产生新的黄斑区, 则可对治疗产

生重要影响. 另外, Xue实验室
[49]

报道了一种凝集素结

合的纳米颗粒, 可以结合在小鼠视网膜光感受器外段

并将近红外线转换为可见的绿光. 这种方法拓展了哺

乳动物的视力范围, 亦可对一些由视素蛋白产生的功

能缺失突变进行修复.

3.2 干细胞治疗

干细胞治疗旨在通过外源干细胞移植或内源干细

胞激活分化为受损的细胞类型, 重建组织结构和功能.
与组织细胞的基因修复治疗相比, 干细胞旨在再生, 因
此理论上治疗更加彻底, 不受治疗窗口的限制, 适用于

不同原因导致的视网膜变性疾病
[5,50].

(1) 内源再生. 内源成体干细胞发现于多种组织,
如熟知的中枢神经系统的海马和嗅球区. 最近研究对

此提出质疑, 因此其有无还存有争议. 在眼组织中, 晶
体内源干细胞已被成功用于治疗先天性小儿白内

障
[51]. 低等脊椎动物硬骨鱼可以再生受损的视网膜并

恢复视觉功能, 再生视网膜由内源性的Müller细胞转

分化完成. Fausett等人
[52]

研究发现, 在斑马鱼视网膜

损伤后Müller细胞被激活, 高表达Ascl1a. 敲除Ascl1a
后可阻断Pax6的表达以及Müller细胞的增殖, 从而阻

止视网膜祖细胞(retinal progenitor cell, RPC)的产生.
这些数据暗示Ascl1a能够将静止的Müller细胞转化为

积极分裂的RPC. 过去几十年的寻找并没有发现哺乳

动物视网膜干细胞的存在, 然而, 哺乳动物Müller细胞

在视网膜损伤后也会被激活, 但Ascl1a基因表达并不

升高, 正常情况下也无法再生神经元取代丢失的细胞.
Jorstad等人

[53]
通过在NMDA诱导的小鼠视网膜损伤,

并在Müller细胞中过表达Ascl1a, 同时结合组蛋白去乙

酰化酶抑制剂(Trichostatin-A, TSA)处理, 发现Müller
细胞可以分化成新的神经元, 如双极细胞、无长突细

胞等, 但分化效率极低, 没有观察到光感受器细胞的

产生.
多年来, 眼科学领域一直探索如何提高Müller细

胞的分化效率, 进而将其应用于RP和其他视网膜退行

性疾病的再生治疗. 研究的策略主要是从正常发育过

程的视网膜神经祖细胞的分化和细胞命运决定入手,
对一些关键的细胞信号通路和转录因子进行分子操

作. Takahashi实验室
[54]

发现Wnt3a处理的光感受器损

伤的视网膜, Müller细胞的增殖和分化可提高20倍以

上. Yao等人
[55]

发现在没有视网膜损伤的情况下, 通过

激活Wnt信号通路β-catenin或其下游Lin28可以激活小

鼠Müller细胞增殖. 重新激活的Müller细胞再通过AAV
过表达视杆细胞特异性转录因子(Otx2, Crx和Nrl)便可

诱导出新的视杆细胞, 并应用该策略使先天性失明小

鼠模型(Gnat1rd17, Gnatcpfl3)恢复了部分视觉反应(图
3B). 这项研究给Müller细胞再生视锥或者其他特定类

型视网膜神经细胞带来希望. 然而, 该研究的视觉行为

及电生理指标的评估手段都有待进一步确证, Müller
细胞分化成光感受器的效率也有待验证.

2020年Yang课题组
[56]

通过使用RNA靶向CRISPR
系统CasRx在视网膜Müller细胞中敲低Ptbp1使Müller
细胞转分化为RGCs并投射到相应脑区. 通过VEP和小

鼠避光行为学检测, NMDA诱导的RGC损伤小鼠部分

恢复视觉反应(图3B). 同样, Zhang实验室
[57]

通过使用

shRNA在视网膜Müller细胞中敲低Ptbp1将Müller细胞

转分化为视锥细胞, 并通过ERG检测到了rd10失明小

鼠的明视野反应(图3B). 除此之外, Xiang课题组
[58]

通

过在Müller细胞过表达转录因子Math5与Brn3b能够以

极高的效率将成熟小鼠Müller重编程成RGCs, 通过膜

片钳技术与VEP检测发现其可恢复并改善Brn3b缺失

突变小鼠的视神经损伤和部分视觉功能(图3B).
然而, 其后的多位学者对内源Müller细胞转分化

提出质疑, 认为再生的PRCs或GCs并非由Müller细胞

转分化而来, 而是介导Müller细胞表达的GFAP启动子

发生泄露所致
[59,60](图3C). AAV病毒载体的血清型并

非Müller细胞特异, 可感染多种细胞类型, 其携带基因

表达的特异性完全取决于GFAP启动子, 一旦发生渗漏

则无法区分哪些是转分化的细胞, 哪些是原来存在的

细胞. 另外, Chen课题组
[61]

发现的通过在星形胶质细

胞和小胶质细胞过表达NeuroD1可将其转分化为神经

元. 2021年Zhang实验室
[59]

通过谱系追踪发现在大脑

皮层或者纹状体的星形胶质细胞特异性表达NeuroD1
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或者敲低Ptbp1均无法转化为神经元; Hoang等人
[60]

利

用谱系追踪和单细胞测序谱系分析发现Ptbp1敲除小

鼠大脑皮层纹状体星形胶质细胞、视网膜Müller细胞

无法转分化为神经元. Peng课题组
[62]

利用活细胞成

像、严谨谱系追踪和药理学等多个手段对NeuroD1介
导的小胶质细胞-神经元重编程现象进行了系统性探

索, 发现无法重编程. 因此, 为了确定胶质细胞(Müller)
是否可以转分化为神经元(PRCs或GCs), Peng课题

组
[62]

提出了重编程所需的三个基本原则: (ⅰ) 通过严

谨的谱系追踪及合理对照实验排除存在病毒组织渗漏

的可能; (ⅱ) 通过明确的活体/活细胞成像观察胶质细

胞-神经元的转变过程; (ⅲ)若杀掉该类型的胶质细胞,
那么过表达的因子所介导的胶质细胞-神经元转分化

将不会发生. 他们认为这些是检验胶质细胞能否重编

程的金标椎.
(2) 体外视网膜组织、类器官分化与移植. 近年

来, 随着胚胎干细胞(embryonic stem cells, ESCs)和诱

导多能干细胞(induced pluripotent stem cells, iPSCs)技
术的发展, 体外特定类型组织、器官的诱导分化已成

为再生医学的一个研究热点. 尤其是脑和视网膜类器

官的体外分化给神经组织的再生提供了另一种可能
[5].

通过ES和iPS诱导分化视网膜神经细胞和组织的

研究一直在广泛开展. 首先是早期的二维(2D)培养体

系, 通过使用促神经和视网膜诱导因子(Nodal拮抗剂

Lefty-A与Wnt拮抗剂DKK-1), Ikeda等人
[63]

于2005年
用无血清悬浮培养系统(serum-free culture of embryoid
body-like aggregates, SFEB系统)第一次将小鼠ESCs诱
导成神经视网膜细胞. SFEB系统可产生大量(25%
~30%)共表达Pax6和Rax的视网膜祖细胞, 但这些细

胞不能有效地分化为光感受器前体细胞. 2006年Reh
课题组的Lamba等人

[64]
在SFEB系统基础上将细胞铺

在Matrigel上, 通过添加FGF-2和神经分化培养基(B27
和N2)将hESCs分化为光感受器前体细胞(约12%细胞

表达CRX; 约5.75%细胞表达NRL), 但最终表达Rho或
S-opsin的光感受器细胞小于0.01%. 之后的几年里, 为
了获得更大比例的光感受器细胞, 多个课题组转向视

网膜类器官的3D分化培养
[65,66]. 2012年Sasai课题组

Nakano等人
[67]

使用悬浮培养的方式成功将hESC分化

为含有视锥细胞、视杆细胞、神经节细胞、水平细

胞、无长突细胞等多层结构的视网膜类器官, 并发现

Notch通路抑制剂DAPT能够促进光感受器前体细胞

的分化(图4A). 2014年Canto-Soler课题组Zhong等
人

[ 6 8 ]
使用悬浮-贴壁-再悬浮的培养方式 , 同样将

hiPSCs成功分化为具有视网膜分层结构的类器官, 并

观测到光感受器外段的膜盘结构(分化27周)和微弱光

电反应(图4B). 至此, 体外视网膜类器官分化方法基本

得到印证.
不同于啮齿类夜间活动的动物, 人视网膜负责明

视野与色觉的视锥细胞更重要. AMD就是主要影响视

锥细胞密集的黄斑区. 许多RP疾病也最终导致视锥细

胞的死亡而完全失明. 然而正常分化的视网膜类器官

或2D分化体系的视锥细胞分化效率极低
[64,67]. 针对视

锥细胞, 2020年, Sowden课题组
[69]

应用CRISPR/Cas9
基因编辑技术, 设计了一个NRL缺陷胚胎干细胞, 并将

其分化为富含S视锥细胞的视网膜类器官. 另外, John-
ston Jr.课题组Eldred等人

[70]
在hESCs分化的视网膜类

器官发现短波敏感的视锥细胞(S视锥细胞)的出现先

于长波和中波视锥细胞(L/M视锥细胞), 且甲状腺激素

T3能够促使S视锥细胞向L/M视锥细胞的转化. 这为富

含大量视锥细胞的视网膜类器官获取提供了可能. 显

然, 上述对于视锥细胞分化的尝试都是建立在对正常

发育过程视锥和视杆细胞命运决定机制研究的基础

上
[71]. 将来更多的尝试也必将取决于对光感受器细胞

分化的深入理解.
最近眼区多组织器官的分化为再现眼部发育过程

的调控机制提供了有力的工具, 同时也为使用单一分

化系统产生多种眼组织的细胞治疗提供了可能. 眼区

多组织分化是从2D培养开始的: 自组织(self-orga-
nized)的眼区祖细胞以分层方式分化为神经外胚层、

表皮外胚层、神经嵴细胞层和RPE, 模拟了眼睛发育

的早期阶段
[72~74]. 2021年, Isla-Magrané等人

[75]
在此基

础上将眼区祖细胞分化为3D多眼区器官, 包括RPE、
视网膜和角膜, 并观察了不同细胞类型的区域相互作

用. 与分化单独的眼类器官相比, 这些多眼类器官视

网膜区域表现出所有主要视网膜细胞类型, 且角膜出

现更成熟的上皮细胞. 分化的RPE单层细胞顶端有微

绒毛, 基底外侧有胶原沉积(类似Bruch膜), 这是3D单
独分化的RPE球所不具备的.

除了ES/iPS可诱导分化眼类器官外, 直接编程成

纤维细胞并诱导分化为特定类型细胞和组织也取得了

较大的进展. 这种直接编程的方法具有简捷、快速等

优点
[76]. 目前通过AAV介导表达转录因子或应用小分
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子药物、小RNA等方式可将成纤维细胞重编程为心

肌细胞
[77]

、肝细胞
[78]

、神经细胞
[79]

、骨细胞等
[76,80].

Jin课题组
[81]

利用小分子化合物组合, 将成纤维细胞转

分化为神经嵴和功能性角膜内皮细胞; 2020年Xiang课
题组

[82]
则利用Ascl1, Brn3b/3a和Isl1(ABI)三因子组合

在体外将成纤维细胞重编程为视网膜神经节细胞 ;
Chavala课题组

[83]
更是利用5种小分子药物直接将小鼠

皮肤细胞重编程为视杆细胞并移植到rd1小鼠恢复了

部分视力. 尽管越来越多特定细胞类型可被直接重编

程, 转分化效率低下, 体外重编程的细胞成熟度不够,
不能精确地向期望的细胞亚型分化等都是临床前尚待

解决的技术问题.
2006~2010年Lamba等人

[64,84]
将来自NRL-GFP小

鼠的RPC悬液移植到健康小鼠视网膜, RPC较好地整

合入光感受器细胞层(图5A). 此后科学家们使用小鼠

或人的ESCs/iPSCs来源的RPC移植到视网膜退行性疾

病的小鼠模型, 发现了不同程度的视力恢复以及供体

细胞与受体神经组织的整合
[85~87]. 然而最近很多学者

对此也提出了质疑, 认为这些视功能的改善可能是物

质转移的结果, 即蛋白质(Rho/GFP)或mRNA等通过外

泌体从供体细胞转移到宿主尚存的光感受器中, 挽救

部分视觉功能并呈现出整合的假象(图5B)[88~90]. 不过

这也提示了移植细胞修复光感受器的了另一个机制.
另一项有趣的尝试是将体外分化好的类器官直接

移植到受损视网膜. Takahashi实验室
[91]

将小鼠iPSC分
化的视网膜移植到光感受器完全退化的rd1小鼠模型,
生成了具有外段成熟的光感受器, 并与双极细胞形成

突触连接, 产生一些视觉恢复(图5C). 此外, 该团队还

将hESCs分化的视网膜组织移植到视网膜变性的非人

灵长类模型中. 尽管ERG显示没有明显的视力改善, 但
他们观察到了移植体存活时间长达5个月之久以及其

成熟的迹象
[92]. 然而, 突触连接的形成及光感受器信

号传导还有待进一步验证和评估. 值得一提的是, 基

于多个实验室类器官移植实验取得的成果
[93], 2020年

日本批准了首个使用hiPSCs视网膜类器官治疗RP患
者的临床试验(jRCTa050200027)[92].

移植悬浮细胞或类器官都面临很大的挑战. 首先

悬浮细胞因为经过组织消化, 流式分选后再移植, 其

成活率更差, 移植细胞更容易死亡. 如果移植来源于

预先冻存的悬浮RPC, 其移植的死亡率更高. 其次在

图 4 视网膜类器官分化流程图. A: 视网膜类器官体外分化悬浮培养法; B: 视网膜类器官悬浮-贴壁-再悬浮分化示意图
Figure 4 Flowcharts for retinal organoid differentiation from ESCs or iPSCs. A: 3D-suspension culture. B: Suspension-adherent-resuspension
culture
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整合上, 悬浮细胞整合率较低——许多观测到的细胞

整合和突触连接都是移植细胞的分泌囊泡与宿主细胞

发生融合或细胞质交换的假象. 直接移植类器官虽然

细胞存活时间较长, 但供体组织和宿主视网膜相对独

立, 移植后形成“双视网膜”或“玫瑰环”结构(图5D)[94].
多数“玫瑰环”结构的内层为光感受器, 从而阻断了其

与宿主视网膜建立连接.
目前光感受器细胞的移植多集中于视杆细胞, 而

视锥细胞治疗更具有挑战性. 首先正常人视网膜类器

官视锥细胞分化效率极低, 目前小鼠视网膜视锥细胞

流式分选依赖表面抗原分子CD73标记, 但不能有效识

别胎儿视网膜和类器官的视锥细胞, 而有效分离类器

官中RPC(c-Kit+; SSEA−)对于视锥细胞较多的人类数

量远远不足
[95,96]; 其次, 小鼠移植表达荧光蛋白标记的

视锥细胞发现其整合率极低, 可能是由于啮齿类动物

富含的视杆细胞不利于视锥细胞整合, 最近的一项研

究支持这一推断: 移植小鼠ESC来源的视锥细胞到

Nrl−/−和Prph2rd2/rd2转基因小鼠(富含视锥细胞), 整合率

分别为5.3%和2.6%[97]. 因此, 迫切需要与人类眼生理

和解剖结构相似, 富含视锥细胞的非人灵长类动物模

型来评估移植光感受器的生存和整合.

4 小结与展望

视网膜是中枢神经系统的重要组成部分, 一直是

发育生物学、遗传学、细胞生物学和神经生物学研究

的一个经典的模型组织. 近年来, 视网膜在临床疾病的

发病机制和治疗研究上更凸显优势. 基因治疗和细胞

治疗都率先在视网膜组织上取得进展, 并成为最具应

用前景的治疗手段. 然而, 二者涉及的许多技术都有

待完善和提高.

4.1 基因修复疗法

(1) 安全、高效的基因药物载体. 广泛应用于基因

图 5 视网膜变性疾病的细胞治疗策略及潜在陷阱. A, B: 来自于体外分化视网膜类器官祖细胞(RPC)的移植过程. A: 流式分
选GFP标记的RPC注射于视网膜下腔分化为成熟视杆细胞并整合; B: GFP标记的整合的视杆细胞为其分泌的外泌体与残存宿
主视杆细胞的物质交换的假象; C, D: 移植分化的视网膜类器官. C: 体外分化的视网膜类器官经视网膜下腔注射后出现移植
体的光感受器细胞(视杆细胞)与宿主双极细胞建立突触连接; D: 类器官移植经常出现移植的视杆细胞被其他类型视网膜细胞
包裹形成玫瑰环结构, 阻碍了视杆细胞与宿主双极细胞的连接
Figure 5 Schematic illustration of stem-cell therapy and the existing pitfalls for treating retinal degenerative diseases. A, B: Transplantation of retinal
organoid-derived progenitor cells (RPCs). A: Subretinal-transplanted flow-sorted RPCs from the retinal organoids differentiate into rods and integrate
into the host retinal tissue. B: RPC differentiation and integration result from the cytoplasmic material exchange between the transplanted and the host
cells through exosomes. C, D: Retinal organoid transplantation. C: Photoreceptors of the transplanted retinal organoids establish synaptic connections
with the host bipolar cells after subretinal transplantation. D: Rosette of the transplanted organoids impedes the inner-circle rods with host bipolar cells
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增强、基因修饰或光遗传学治疗的AAV病毒载体本

身具有组织毒性. 发展可降解的、低毒性的、高效率

的生物纳米材料载体投放DNA对临床治疗意义重大.
因此, 寻找合适的基因药物投放载体仍是未来一个重

要的研究方向, 需要多个跨学科机构的合作完成.
许多基因增强治疗过表达cDNA会产生组织毒性

或其他意想不到的效果, 基因修饰或编辑虽然有望解

决这一难题, 但如何提高编辑效率, 减少脱靶效应, 仍
是一个难题. 寻找新型编辑器及对现有编辑系统的改

造还是当前的一个重点研究方向.
(2) 宿主细胞的存活问题. 基因修复依赖于宿主尚

存的细胞提供药物的投放窗口(即使这些细胞的功能

不正常). 早期的研究试图通过分子操作细胞凋亡来阻

止光感受器死亡或延长其存活, 但未有突破性的进展.
也有报道RP的基因治疗仅能给病人以短暂的光明但

不能阻止光感受器的进行性死亡
[2]. 尽管如此, 延长疾

病的光感受器存活时间无疑会给许多临床干预手段包

括基因治疗提供时间, 因此这一方向的研究应该坚持

不懈.
(3) 合适的临床前动物模型. 目前用于RP致病机

制及临床修复研究的动物模型多为小鼠. 然而, 小鼠

许多RP遗传学模型不能有效模拟人类的RP特征. 另

外, 小鼠视网膜也不存在视锥细胞富集的黄斑区域.
由于繁殖周期长, 产仔少, 遗传操作较复杂等原因, 非
人灵长类RP的模型目前缺乏. CRISPR联合AAV载体

技术的发展使得高效率非人灵长类成体基因敲除和

RNA敲减(CasRx系统)成为可能. 国内外已有相关非人

灵长类模型的报道
[98,99]. 这方面的持续投入也是基因

药物研发必不可少的环节.
(4) 大面积人群精准治疗的研发费用. 个体基因突

变导致的视网膜变性的特异性致使基因药物也必须是

个体或家族特异. 因此, 基因药物很难做到广谱, 最多

是携带有同一基因缺失性突变的病人. 高昂的药物的

研发费用会因较小的适用病群, 给家庭经济造成巨大

负担, 因此从社会层面需要有力的医保系统支持和国

家财政投入.

4.2 细胞治疗

(1) 分化和整合效率的提高. 无论是细胞治疗和类

器官的移植都制肘于分化效率的问题. 一个最重要的

原因是对于细胞分化和去分化的机制掌握不够, 体外

分化体系只能部分模拟体内细胞的发育过程. “四因

子”诱导iPSCs体系的建立给细胞治疗和重编程提供了

框架性的理论指导
[100], 然而并不能完全准确地将体细

胞恢复到最原始的ESCs的状态 , 这很可能是影响

iPSCs分化效率的一个重要原因. 此外, 用于分化的

ESCs/iPSCs种子细胞不同的株系存在很大的异质性,
对分化效率也会产生很大的影响. 因此, 深入了解发育

过程的分化和去分化机制、遗传、表观遗传的相互作

用, 多种手段联合分化高质量的可移植细胞, 是细胞治

疗的基石.
另外, 大部分移植的细胞无序的堆积于宿主视网

膜, 最终死亡而被清除, 只有很少部分细胞整合并与二

级神经元形成真正的突触连接. 整合效率低下可能的

两个重要原因: 一是体外分化的神经细胞缺少细胞极

性(polarity), 不能定向迁移; 二是宿主病变组织局部的

微环境对供体细胞或组织的排斥作用. 因此, 在体外分

化研究方面, 还需要加入对细胞极性, 如细胞的基顶极

性(apicobasal polarity)和平面极性(planar cell polarity)的
考虑. 非经典的Wnt通路在细胞极性建立、细胞迁移、

神经元轴突定向生长等生物过程都起重要作用
[101~105],

应该成为ESCs/iPSCs体外分化和改善宿主微环境分子

模块的一个重要选项. 这方面研究还处于空白.
(2) 非自体分化细胞产生的免疫排斥反应及成瘤.

最近的几项研究通过组织相容性抗原(MHC/HLA)配
型可拓展ESCs细胞的来源和适用病群, 避免产生异体

细胞移植的免疫排斥反应
[106], 然而同样存在争议

[107],
未来还需要对这些研究进行细致的检验. 另外通过改

造ESCs分泌的免疫因子抑制宿主T细胞的激活是避免

免疫排斥反应的另一途径.
成瘤性和免疫排斥反应是移植过程的一对矛盾.

免疫排斥反应减小成瘤性, 但大大影响移植的效率. 体
外分化神经元移植的成瘤有诸多报道, 其中包括ESCs
来源的视网膜前体细胞的移植

[108,109].成瘤的一个重要

因素与细胞的分化状态相关. 分化程度越低, 成瘤的概

率越高. 目前减少成瘤的手段是通过一些细胞表面的

分子标记进行细胞分选, 去除分化程度较低或筛选分

化程度较高的细胞
[108]. 然而, 对于任何ESC细胞株, 其

成瘤的安全性检查必须在非人灵长类完成临床前

试验.
(3) iPSCs的基因编辑产生的脱靶效应 . 通过

CRISPR-Cas系统的基因编辑在自体iPSCs修正突变基
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因并进行分化移植有望解决免疫排斥的问题. 然而,
Cas核酶活性和引导RNA的短序列会导致脱靶效应.
通过改变Cas酶的剪切活性(如dCas9)[110], 设计一对引

导RNA可相对降低脱靶效率
[111], 寻找高效特异的Cas

酶变体可降低脱靶效应
[112], 这些同样适用于基因修复

治疗. 最后, 所有的脱靶位点事件都应由全基因组测序

进行检查, 以保证编辑细胞株的安全可靠.
(4) ESCs和iPSCs的质控. 体外培养和分化体系的

质量控制程序包括培养基成分、病原体检测、体内成

瘤性评估等. 生物安全准则也必须随细胞治疗的深入

研究和开展逐步建立和完善. 目前, 我国已经制定了

有关干细胞临床研究的质量标准控制程序, 同时建立

了规范的干细胞库(北京干细胞库)[113,114]. 这些领先于

国际的高瞻远瞩先例先行, 都为后续干细胞的临床转

化奠定了坚实的基础.
综上, 基因修复和细胞治疗是两个具有广阔应用

前景的生物技术手段. 基因药物修复偏重于个体治疗,
研发费用较高, 但技术环节相对简单, 而细胞治疗具有

更好的普适性, 但技术环节复杂. 二者的临床治疗应用

各有优势, 相互补充, 但不能完全替代. 在细胞治疗研

究领域, 许多最近发表的重要文章均存在争议, 如移植

光感受器前体细胞的整合问题, 内源Müller细胞的再

生问题和利用NeuroD1或者敲低Ptbp1将胶质转化为

神经元的研究等. 争议有利于科学技术发展, 但需要研

究者以更严谨的科学态度对待再生医学, 审慎避免科

研“陷阱”.
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Advances and challenges in photoreceptor repair and regeneration

GUO DianLei, RU JiaLi, XU ShuJuan & LIU ChunQiao
State Key Laboratory of Ophthalmology, Zhongshan Ophthalmic Center, Sun Yat-sen University, Guangzhou 510060, China

Vision relies on converting light into electrical signals and sequentially transmitting the electrical signals along a visual pathway.
Photon reception and electrical signal conversion is the first step in vision, which is carried out by a specialized type of retinal neuron
called the photoreceptor. Loss of photoreceptors leads to irreversible retinal degeneration and blindness, and currently, there is no
cure. Gene therapy is expected to relieve some hereditary retinal degenerative diseases. The first and the only by far gene-drug
LUXTURNA® was approved by the US FDA in 2017 for the treatment of Leber congenital amaurosis (LCA). However, the high cost
($850,000/person) and narrow treatment window make it unavailable for most patients with RPE65 mutations. Recent advances in the
differentiation of embryonic stem cells and induced pluripotent stem cells and in transdifferentiation of endogenous Müller cells
provide hope for regenerating photoreceptors and will provide new routes for treating degenerative retinal diseases. This review
focuses on the ongoing development of gene and stem cell therapies, highlighting the current advances and challenges in
photoreceptor repair and regeneration.

photoreceptor, gene repair, stem cell, induced pluripotent stem cells (iPSCs), regeneration, transplantation
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