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Abstract
誗Nowadays, treatments for retinal degenerative diseases
mainly stay in supportive treatments such as improve
circulation, nourishing nerve in the clinical. It still lacks
effective treatment. As bone marrow mesenchymal stem
cells ( BMSCs ) have high expansion potential and
autologous immunological characteristics, people have
tried various ways of isolation, induction, transplantation
and so on,with a purpose to transform BMSCs to retinal
nerve cells, and ultimately make cell - replaced therapy
available. We reviewed the current literature for trials and
case reports on retina transplantation of BMSCs, to
provide help for the further research.
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摘要
临床上对于视网膜退行性疾病的治疗仍然只停留在改善
循环、营养神经等支持治疗阶段,缺少特效的治疗方法,骨
髓间充质干细胞(bone mesenchymal stem cells,BMSCs)是
具有较强自我复制功能和多向分化潜能的一类细胞,人们
开始通过尝试不同的分离、诱导、移植等手段,以实现其向

视网膜细胞的转化,并最终实现体内的替代治疗。 我们就
BMSCs 在视网膜移植领域的研究进展进行综述,以期为
进一步的研究提供参考。
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0 引言
摇 摇 骨髓间充质干细胞 ( bone mesenchymal stem cells,
BMSCs)作为干细胞家族的成员之一已广泛应用于眼科学
视网膜移植领域。 近年来许多研究表明,BMSCs 在体内
外适宜的条件下可分化为骨细胞、软骨细胞、脂肪细胞、肌
腱、肌肉细胞、神经细胞等多种细胞或具有相应细胞特异
性标志的细胞,移植入体内相应组织不仅可以存活,而且
可以改善、修复甚至替代自身原有细胞而行使功能[1]。 近
几年,眼科学者们开始尝试将 BMSCs 转化为视网膜细胞
以达到修复和治疗的目的。 目前对于 BMSCs 视网膜移植
领域研究的焦点主要存在于分离、培养、鉴定以及其诱导
分化潜能等方面。
1 BMSCs 视网膜移植领域研究概况
1. 1 研究意义摇 干细胞是一类具有自我更新能力和多向
分化潜能的细胞,随着细胞生物学和基因工程的发展,人
们对于干细胞的研究现已日趋白热化并取得了突破性的
进展。 干细胞可分为胚胎干细胞和成体干细胞两大类。
胚胎干细胞可以向内、中、外三个胚层的各种细胞和组织
分化,但移植后的排斥反应和伦理问题使胚胎干细胞的应
用受到限制。 相反,成体干细胞则不存在伦理问题,同时
又具备了多向分化潜能,现已成为细胞和基因治疗等方面
研究的新方向。 存在于骨髓中的间充质干细胞是成体干
细胞的一种,在不同诱导环境下它可分化成骨细胞、软骨
细胞、肌细胞等源于中胚层的间质细胞,因而称这种细胞
为间充质干细胞。 BMSCs 有无限或较长期的自我扩增能
力,Deans 等[2]发现,BMSCs 可以传至 40 代而分化能力并
无明显改变。 由于 BMSCs 不存在伦理问题,免疫排斥反
应亦较弱,因此更易被临床实验研究所接受。
1. 2 分离纯化摇 BMSCs 在成人骨髓中密度较低,平均每 10
万个有核细胞中存在一个 BMSCs,随着年龄增大,细胞数
量还会逐渐减少,而且在生理状态约 20% 为静止期细
胞[3],直到 1968 年 Fridenstein 等[4] 才首先发现骨髓中存
在一种细胞能够贴附培养皿,形态呈纺锤形、成纤维细胞
样,培养时能形成克隆集落单位,并发现其有分化潜能,这
种细胞即 BMSCs。 对于如何分离出纯度较高的 BMSCs 至
今仍找不到较有效方法,目前从骨髓中分离 BMSCs 的方
法主要有:(1)贴壁筛选法:该筛选法借鉴于 Fridenstein 的
实验方法,根据 BMSCs 在培养皿中贴壁生长而造血细胞
易悬浮生长的特点进行分离。 但所得 BMSCs 纯度差,反
复换液传代,其纯度方可达 95% 左右[5,6],值得注意的是,

97

Int Eye Sci, Vol. 13, No. 1, Jan. 2013摇 www. ies. net. cn
Tel:029鄄82245172摇 82210956摇 Email:IJO. 2000@163. com



反复换液传代后的 BMSCs 仍能保持多向分化的潜能,未
发现自然分化,且增加换液的频率可以提高 BMSCs 增殖
的速度。 该方法操作容易,无需特殊的仪器,对细胞干扰
较小,不易污染而且经济实用,过往许多研究证明效果良
好。 (2)密度梯度离心法:此方法是在贴壁筛选法的基础
上根据 BMSCs 与其他细胞密度、沉降率不同的原理,将其
置于某一梯度的分离液试管中离心,吸取上层的单个核的
细胞层,用 PBS 液洗涤 2 遍,细胞计数板计数,用 10% 胎
牛血清的 DMEM / F12 培养液调整浓度,以一定密度接种
于塑料平皿中培养传代即得[7]。 此方法不仅利用了贴壁
培养,而且反复换液,有效地将绝大部分红细胞、粒细胞、
脂肪细胞和血小板除去,获得 BMSCs 纯度相对较高。 (3)
免疫磁珠分选法(MACS):用免疫磁珠做细胞分选法的原
理是用已包被二抗的免疫磁珠从骨髓基质中分离出
BMSCs。 Encina 等[8] 用 STRO-1 抗体包被的免疫磁珠从
人骨髓中分离出 BMSCs 培养,其中 98%的 BMSCs 分化为
骨细胞。 免疫磁珠分选法是一种简便高效的方法,但需要
特殊的设备,如磁分离器等,价格不菲,而且对细胞活力也
有一定影响。 (4)流式细胞仪分选法:根据细胞大小不同
或者 根 据 细 胞 表 面 的 一 些 特 殊 标 志 来 分 离。 Van
Vlasselaer 等[9] 用流式细胞仪分选法分离出了 BMSCs。
Kicic 等[10] 将荧光标记的 CD90 单克隆体作用后,经流式
细胞仪分离,可得到高纯度的 CD90 单阳性的 BMSCs,分
离后的 BMSCs 具有多向分化潜能。 流式细胞分选法需要
流式细胞仪,需要用于筛选的多种相关抗体,且要能够分
离到一定数量的、无污染的、具有扩增能力的 BMSCs 细
胞,难度很大。
1. 3 鉴定摇 目前,对 BMSCs 的鉴定尚未找到理想的特异
性表面标记和方法,许多研究仍处于摸索阶段。 BMSCs
表 达 SH2, SH3, CD29, CD44, CD71, CD90, CD106,
CD120a,CD124 等表面蛋白及高端粒酶活性,不表达如
域,芋型胶原、骨桥蛋白等分化相关标志;白细胞共同抗原
CD45,MHC域类分子;也不表达 B7-1,B7-2 分子;同时 e-
kit 和 Sea -1 标记阳性;CD1a,CD31,CD34,CD14,CD45,
CD56,EsA 标记阴性[11,12]。 由于在骨髓贴壁细胞中造血
细胞及成纤维细胞最为常见,因此常常选择代表这两类细
胞的抗原进行检测。 现在 BMSCs 鉴定的方法大多是通过
排除法进而推断,如应用流式细胞仪鉴定常用的 BMSCs
标记物: CD90(+),CD31 和 CD45(-),许多研究表明此方
法分离得到的 BMSCs 细胞纯度普遍达 93%以上[4,13]。
1. 4 标记摇 BMSCs 本身没有特异的检测指标,为了方便移
植后追踪记录,常常需要对 BMSCs 进行标记。 目前常用
的标记方法主要有三种:(1)BrdU 法:BrdU 是胸腺嘧啶类
似物,用 BrdU 与 BMSCs 一起孵育,BrdU 就可以取代胸腺
嘧啶而整合入 BMSCs 的 DNA 之中, 被 BrdU 标记的
BMSCs 细胞核被染色或发荧光,用免疫荧光或免疫组化
法即可检测[14]。 (2)DAPI 探针法:DAPI 即 4蒺,6-二脒基-
2-苯基吲哚(4蒺,6 -diamidino-2 -phenylindole),是一种能
够与 DNA 强力结合的荧光染料,DAPI 探针法是将 BMSCs
与荧光染料一起孵育后,这样 BMSCs 就具有了荧光标记,
移植后在荧光显微镜下即可直接进行观察[15]。 (3) GFP
转基因法:GFP 是一种现成的发绿色荧光的蛋白质,因此
使用特别容易,它的发现使定量研究活细胞的动态过程成
为可能。 GFP 转基因法是近年新兴的细胞示踪技术,因其
较好的操作性和实用性而被广泛应用,此方法是用 GFP
转染 BMSCs 细胞,使 BMSCs 具有了绿色荧光的特性,移植
后能在荧光显微镜下进行观察[16]。

摇 摇 前两种标记方法通过 DAPI 和 BrdU 的掺入而使
BMSCs 具有了新的遗传标志, 有一定的实用性,但也存在
如下弊端:如高浓度的 BrdU 有细胞毒性,一般应将浓度控
制在 40pg / mL 以下[17]。 另外细胞内的标记物含量随着
DNA 的半保留复制,一次次被平分到子代细胞中,导致标
记物的荧光强度也逐渐减弱,最终就很难被检测出,无法
满足长期实验的需要。 用免疫组织化学法分析 BrdU 标记
的细胞也较复杂;相比之下,GFP 作为一种具有自发荧光
的小分子蛋白,具有易于检测、特异性强、可以实现活细胞
观察等优势。 而且整合到被标记细胞的染色体中的 GFP
基因可稳定表达,不会减弱子代细胞标记效果,实现细胞
的长时效标记,同时避免所使用的 BrdU、荧光染料等标记
物标记过程的各种处理步骤影响细胞的活性。
1. 5 诱导摇 现在眼科学领域研究较多的是诱导 BMSCs 分
化为视网膜神经细胞,许多学者[6,7,10] 将未诱导 BMSCs 直
接移植至视网膜受损大鼠的视网膜下腔,可以观察到
BMSCs 在视网膜下腔存活、迁移并整合到宿主视网膜,移
植后宿主视网膜功能得到一定改善,因此人们设想视网膜
微环境内可能存在促进 BMSCs 分化的细胞因子和细胞外
基质成分。 由于直接注入到体内能够分化的 BMSCs 比例
较低,迁移能力不强,许多研究开始尝试模拟视网膜的微
环境先进行诱导以获得较高比例的、功能性更好的目标细
胞,然后再进行体内植入。 现在的方法主要有两种:(1)
共培养方法:有学者[15] 将人 BMSCs 与视网膜色素上皮细
胞共培养,21d 后 BMSCs opsin 表达阳性,表明 BMSCs 发
生了分化。 此外,有学者[18] 还将 BMSCs 与新生乳鼠视网
膜细胞在体外共培养,结果显示 BMSCs 可向视网膜神经
元特异样的细胞分化。 总之,BMSCs 在一定的微环境下,
可以分化为具有视网膜神经细胞特异性标记物的细胞。
(2)细胞因子化学性诱导的方法:目前发现的参与干细胞
趋化、迁移及分化相关的细胞因子有 GM-CSF,G-CSF,M-
CSF,aFGF,bFGF,IGF,CNTF, BDNF 和 茁 型转化生长因子
等[19]。 Sanchez-Ramos 等[20] 用神经营养因子 5 及 RTRA
为诱导剂诱导实现了 BMSCs 的诱导分化。 Woodbury
等[21]以 bFGF,DOSO,BHA 为诱导剂,将成年大鼠和成人
的骨髓基质细胞在体外培养传代后可实现其定向诱导。
Sekiya 等[22]在培养基中添加 BMP-6( bone morphogenetic
protein-6) 增强了人 BMSCs 分化成软骨的分化能力。
1. 6 移植途径摇 目前较多用的移植方法有两种:一种是经
巩膜、脉络膜将移植物植入视网膜下腔[23],由于此方法不
经玻璃体,因此可避免玻璃体损伤而引起增殖性玻璃体视
网膜病变,但术中须切断直肌附着点,损伤较大,出血较
多。 第二种是指经角膜或睫状体平坦部切口入路,刺穿神
经视网膜,植入移植物[24],此法精确可靠,但也有引起增
殖性玻璃体视网膜病变的可能性。 有些学者因此而同时
实行玻璃体切除术。
1. 7 移植后的分布和存活及分化情况摇 2002 年 Otani 等[25]首
次发表了 BMSCs 在眼科学领域的文章,他们用小鼠骨髓
的内皮祖细胞注入小鼠玻璃体腔内,内皮祖细胞是 BMSCs
的一个亚群,注入后不仅能参与小鼠眼内视网膜血管的形
成,而且能保护视网膜色素变性模型小鼠的视网膜血管,
促进血管的发育。 张杰等[26,27]将 BMSCs 移植至成年正常
Wistar 大鼠的视网膜下腔,发现主要分布在视网膜色素上
皮层、视细胞层、双极细胞层及节细胞层。 随后他们将
BMSCs 移植入激光致视网膜损伤的大鼠眼内,移植细胞
可在视网膜存活并逐渐从损伤部位向周围扩展,分布的部
位与正常大鼠相同。 Tomita 等[28]发现 BMSCs 移植到视网
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膜局部受损的大鼠玻璃体腔后,能够迁延至损伤处视网膜
的外核层,并同时表达星形胶质细胞的表面抗原神经胶质
纤维酸性蛋白(GFAP)以及视网膜光感受器细胞的标志
性表面抗原视紫红质( rhodopsin)。 Morrison 等[29] 也发现,
将 BMSCs 移 植 到 RCS 鼠 的 视 网 膜 下 腔 后, 可 表 达
rhodopsin。 Schraermeyer 等[30] 将 ESCs 移植至 RCS(Royal
College of Surgeons)大鼠的视网膜下腔,结果发现未进行
ESCs 移植的对照组视网膜外核层细胞发生变性而 ESCs
移植组外核层仍保留 8 排左右细胞,说明移植的 BESCs 能
延缓视网膜细胞的变性。 Kicic 等[10] 发现大鼠 BMSCs 与
含有表皮生长因子(EGF)、牛磺酸(Taurine)或活化素 A
(activinA)的培养基一起孵育,20% ~ 32% 的 BMSCs 可表
达 rhodopsin,随后将孵育后的 BMSCs 移植到 RCS 鼠视网
膜下腔,2wk 后观察 BMSCs 主要位于视网膜的外核层并
可表达 rhodopsin,进一步研究表明分化后的细胞能吸引突
触泡,说明其可能改善信号传导,而且对移植后的视网膜
损伤大鼠进行 ERG 检查,示 ERG b 波有显著改善。 诸多
实验研究表明,BMSCs 在体内体外具有向视网膜细胞分
化的可能性,并有可能进一步参与信号传导,改善视网膜
功能。
2 展望
摇 摇 基因工程细胞替代治疗和基因治疗已成为眼科学领
域新的研究方向, BMSCs 因取材容易、易于体外培养扩
增、扩增后仍保持多向分化潜能、移植后排斥反应较弱等
特点而逐渐被重视。 但对 BMSCs 的争论也一直没停止
过,至今对于分化后的细胞大多数只停留在标志物的检
测,而对其在移植组织内的生理功能及与周围细胞的信号
联系等鲜有报道。 另外,有学者在分离 BMSCs 时同时分
离出了一种更原始的多能成体祖细胞(multipotent adult
progenitor cell, MAPC) [31],MAPC 功能与 BMSCs 相似,甚
至可分化为 BMSCs、上皮、血细胞等多种细胞。 而 BMSCs
的多向分化性是来自其本身还是来自于 MAPC,以及二者
是否有联系尚需进一步研究。
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