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小分子化合物诱导干细胞向视网膜感光细胞分化的研究进展 *
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摘要：干细胞是一类具有多向分化潜能的细胞群，如胚胎干细胞(embryonic stem cell，ESC)、诱导多潜能干细胞(induced pluripotent

stem cell，iPSC)等，可在特定的条件下向包括视网膜感光细胞在内的多种细胞分化。小分子化合物是一类由组织细胞合成、分泌的

小分子多肽类因子，特定的小分子化合物可作用于干细胞诱导其向视网膜感光细胞分化。目前，对干细胞体外培养，通过使用不

同的诱导培养方案，探索干细胞向视网膜感光细胞分化的研究成为热点。早期，研究者们主要在共培养条件下采用小分子化合物

诱导 ESC向视网膜感光细胞分化，随着研究的进展，逐渐开始探索在无共培养条件下小分子化合物诱导 ESC向视网膜感光细胞

的分化以及小分子化合物诱导 iPSC向视网膜感光细胞的分化。本文主要就小分子化合物促进 ESC和 iPSC向视网膜感光细胞分

化的研究进展进行综述。
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Research Progress of the Differentiation of Stem Cells into Retinal
Photoreceptor Cells induced by Small Molecular Compounds*

Stem cells are pluripotent cells with capacity self-replication, such as embryonic stem cells and induced pluripotent

stem cells, which can differentiate into a variety of cell types including retinal photoreceptor cells under certain conditions. Small

molecule compounds are a kind of small molecule polypeptide, which is synthesized and secreted by the tissue cells and act on stem cells

to induce their differentiation into retinal photoreceptor. Stem cells are cultured in vitro, and the study of the differentiation of stem cells

into retinal photoreceptor cells has become a hot spot by using different induction culture programs. In order to provide the help for the

further study of the differentiation of stem cells into the photoreceptor cells of retina and the clinical treatment of retinal degeneration

diseases. In the early stage, researchers mainly used small molecule compounds to induce ESC to differentiate into photoreceptor cells

under co culture conditions. With the development of the research, it has been gradually explored that small molecule compounds induce

ESC to differentiate into photoreceptor cells in the absence of co culture and the differentiation of iPSC into photoreceptor cells induced

by small molecules. In this paper, the research status of small molecular compounds promoting embryonic stem cells and induced

pluripotent stem cells to differentiate into retinal photoreceptor cells were reviewed.
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前言

视网膜变性疾病是引起失明的一个主要原因，包括黄斑变

性疾病、视网膜色素变性疾病等。WHO近期的一项流行病学调

查显示美国 55岁以上的人群中已有近八百万年龄相关性黄斑

变性患者，且 50岁以上的人群发病率达 3.5/1000，世界范围内

75岁以上的人群中有近 1/3患有年龄相关性黄斑变性[1-3]。此类

疾病可引起视网膜感光细胞进行性和不可逆性损伤，分化成熟

的视网膜感光细胞死亡后不能再生，目前国内外尚无有效的治

疗方法。1998年，James Thomson团队首次提取到人类胚胎干

细胞(human embryonic stem cell，hESC)并建立了人胚胎干细胞

系[4]，近期 Damdimopoulou等人也建立了人胚胎干细胞系，与

前者相比，后者人胚胎干细胞系的获得来自单一的胚胎活检细

胞，不需要破坏胚胎[5]。2006年，Yamanaka团队首次采用导入

转录因子的方式成功将小鼠的成纤维细胞诱导分化为 iPSC[6]。

随后研究者们开始探索小分子化合物诱导干细胞向视网膜感

光细胞的分化，目前大多数诱导方案中常用的小分子化合物主

要包括 Dkk-1、LeftyA、IGF-1、bFGF、aFGF、Activin-A、RA、tau-

rine等[7,8]。干细胞和 iPSC来源的视网膜祖细胞(retinal progen-

itor cell，RPC)、Nrl+视杆前体细胞等，通过视网膜下腔注射，移
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植细胞能成功整合到宿主小鼠视网膜内，并表达感光细胞特异

性蛋白，恢复宿主小鼠的部分视力[9-15]。大量研究表明以 ESC、

iPSC等为主要来源的感光细胞的替代性移植治疗将成为治疗

视网膜变性疾病的一种具有广阔前景的治疗策略。

1 参与视网膜感光细胞分化过程的小分子化合物

1.1小分子化合物概述

小分子化合物或细胞因子多为组织细胞合成、分泌的小分

子多肽类因子，可诱导细胞分化，参与细胞生理功能的调节，减

少细胞凋亡，参与细胞间信号的转导，提高神经细胞存活率，某

些小分子化合物在诱导干细胞向视网膜感光细胞分化方面发

挥着重要作用。已有研究证明小分子化合物可作为细胞外刺激

信号通过相应通路或受体调控分化过程中的基因转录水平，影

响细胞分化的命运。感光细胞的分化调控过程非常复杂，参与

诱导的小分子化合物在空间、时序、剂量等各个方面需要达到

有效的最佳组合[16,17,2]。参与促进干细胞向视网膜感光细胞分化

的小分子化合物主要包括 DAPT、shh、RA、taurine、Y-27632、

Dkk-1、LeftyA、Noggin、IGF-1、bFGF、aFGF、Activin-A等。

1.2 主要的小分子化合物的作用机制

小分子化合物通过作用于细胞信号通路等发挥着重要作

用。Dkk-1 (Dickkopf-1 ,Dkk-1) 是Wnt信号通路的抑制剂，为

Wnt通路抑制剂 Dkk家族中的一员，是一种糖蛋白，与神经的

分化、细胞的凋亡密切相关，在神经系统的发育中发挥着重要

作用 [18,19]，能促进神经祖细胞向终末细胞分化，在无血清、无

feeder的培养体系中加入 Dkk-1，可促进 hESC产生 Rx+视网

膜前体细胞[20,21]。Activin-A是转化生长因子茁超家族中的一员
[22]，作为一种多功能调控蛋白在多种组织和器官中发挥着重要

作用。在神经系统中，Activin-A具有营养神经和保护神经等多

种功能，破坏 Activin信号通路将引起焦虑、抑郁、神经退行性

病变等疾病[23]。近年来，研究者将 Activin-A和其它外源性因子

一起应用于体外培养，在促进干细胞向视网膜感光细胞分化的

过程中发挥着重要作用。

视黄酸(retinoic acid，RA)是维生素 A的代谢产物，可促进

细胞的再生和分化。RA信号通路与胚胎期、出生后早期神经细

胞的分化密切相关，参与多种神经系统的发育过程。抑制 RA

信号通路将导致神经细胞变性。在体外培养条件下，RA与其它

因子相互作用，可诱导干细胞分化为外胚层，在诱导感光细胞

形成及促进感光细胞成熟过程中发挥着重要作用[24]。Noggin是

BMP通路的抑制剂，在促进干细胞向 RPC分化的过程中起着

一定的调控作用。 SMAD 信号的两种抑制剂 Noggin 和

SB431542的协同作用可促使 ESC向神经细胞快速、完整的分

化化 [25]。在缺乏 IGF-1 的情况下，Noggin 和 Dkk1 不能诱导

hESC向视网膜感光细胞的分化[26]。在下述的“三步法”培养方

案里，缺乏其他外源性生长因子的条件下，加入 IGF-1能够提

高视杯样结构形成的效率，促进形成特定的感光体超微结构形

态和辅助形成视网膜的分层和活力[27]。

2 小分子化合物诱导胚胎干细胞向视网膜感光细胞

的分化
2.1 共培养条件下小分子化合物促进胚胎干细胞向视网膜感

光细胞的分化

早期，研究者们采用虹膜、ESC等组织获得视网膜感光细

胞。由于 ESC具有无限增殖的潜能，可提供足够移植数量的视

网膜感光细胞，使得 ESC逐渐成为研究的热点 [21]。2005年，

Ikeda[28]等采用无血清悬浮培养法(SFEB培养法)培养小鼠胚胎

干细胞(mouse embryonic stem cell，mESC)，在培养过程中加入

wnt和 nodal信号通路抑制剂 Dkk-1和 LeftyA，培养的第 3天

和第 4天分别加入血清和 Activin-A(SFEB /DLFA法)，最终可

促使 mESC产生 16%RX+的 RPC，在培养的第 5天加入胚胎

天数为 17.5天的小鼠胚胎视网膜组织，并在 5%CO2的环境中

培养 12天，研究结果显示 mESC经诱导分化有 36%细胞表达

感光细胞标记物 rhodopsin、ecoverin。hESC来源的自体神经上

皮细胞与细胞外基质共同培养，在 5天内可快速分化成 RPC，

RPC在培养的第 10天分化为 CRX+感光前体细胞，继续培养

4周，即可获得视网膜视杆细胞[16]。共培养条件下获得视网膜感

光细胞是一种具有挑战性的培养方式，但共培养过程中会引起

细胞污染等问题，这提示我们需要探求更优化的诱导方式促使

ESC向视网膜感光细胞分化。

2.2 无共培养条件下小分子化合物促进胚胎干细胞向视网膜

感光细胞的分化

近两年有研究报道小鼠和人 ESC可通过特殊培养分化成

一个三维视杯，类似于脊椎动物胚胎期的胚眼[29]。由于共培养

条件下存在细胞污染的问题，研究者正在无共培养条件下探索

ESC向视网膜感光细胞分化，并且诱导方案不断被改进[30-32]。

2008年，Osakada等[16,21]在无胚胎视网膜组织共培养条件下,将

hESC诱导分化为视网膜感光细胞，培养中同样使用了 Wnt、

Nodal信号通路抑制剂 Dkk-1、LEFTY，在培养的第 170天可见

20%的感光前体细胞，其中添加 RA、taurine 等物质可促使

rhodopsin+、opsin+的视网膜感光细胞成熟。研究结果表明经过

150-200天的诱导分化，约 12-20%的 hESC分化为视锥细胞和

视杆细胞。Mellough等[20,27]在无血清悬浮培养(SFEB)系统中联

合 Dkk1、LeftyA(DL)，采用 SFEB/DL +RA/T(视黄酸 +牛磺酸

+N2补充物) 培养法诱导猴的 ESC向视网膜感光细胞分化，成

功获得视锥细胞。Lamba等 [26] 的研究指出 DKK-1、Noggin、

IGF-1的联合应用可加速 hESC来源的拟胚体向感光前体细胞

分化，培养三周后可产生 38.6%rhodopsin+的感光细胞，诱导分

化中选用的拟胚体的大小和形状可影响 hESC的分化[26,33]
。上述

诱导方案中 ESC无需与胚胎视网膜组织共培养，虽所需诱导

时间长，但避免了共培养过程中存在的细胞污染问题。

2012年，Mellough等[34]采用“三步法”诱导 hESC向视网膜

感光细胞分化。第一步，在含MEF细胞的人胚胎干细胞培养基

上培养 hESC，加入胶原酶后获得人胚胎干细胞团形成拟胚体。

第二步，将拟胚体在神经诱导培养基上培养 37天，培养基中含

有 Noggin、DKK-1、IGF-1、FGF、Lefty A、T3、RA、taurine、shh、

Activin -A。第三步，在基因敲除的无血清培养基中继续培养，

添加 IGF-1。该方案可促使 hESC在特定阶段向神经组织和感

光细胞系分化。“三步法”诱导方案表明 hESC可在 45天内分

化产生 16%的 CRX+细胞和 52%的视锥细胞，且诱导效率较

高，但所得细胞生存期较短。
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上述 Osakada 等的诱导方案过程复杂、花费高，诱导效率

较低、所需时间长。Boucherie等[16]进一步优化培养方案，首先使

hESC在铺有 1% Matrigel的六孔板上生长 1小时，吸去培养液

后用 2% Matrigel 覆盖细胞，2% Matrigel 由神经分化培养液

(DMEM/F12+1%N2+1%B27)稀释而成，孵箱中过夜后，使用神

经分化培液(DMEM/F12+1%N2+1%B27)换液，两天后可观察到

hESC聚集形成柱状神经上皮。在第 10天添加小分子化合物

RA，taurine，bFGF，aFGF，shh,诱导时间为 30天。第 10天可检

测到 60%CRX+感光前体细胞，CRX是视网膜感光细胞早期

标志物，诱导四周后可发现 36%NRL+的视杆细胞。该方案所

需诱导时间短、诱导过程简单，诱导分化效率较 Osakada等的

诱导方法提高约 16%。

2015年，Zhou等[20]将重组的 COCO作用于 hESC，成功获

得了 S视锥细胞。COCO是一种多功能 BMP、TGF茁、Wnt信号

通路拮抗剂，在培养中添加 COCO、FGF2 后可发现 CRX 和

S-opsin基因的表达，并且这种效应具有剂量依赖性，当 COCO

的浓度在 30 ng/mL至 50 ng/mL时，诱导活性最高。同时发现

加入 10 ng/mL的 IGF1后，CRX和 S-opsin基因表达量提高。

该研究还指出在诱导过程中添加甲状腺激素将影响 S视锥细

胞与M视锥细胞产生的比例，并且整个诱导过程不经过拟胚

体步骤即可实现。此研究结果表明使用该方案可促使 60-80%

hESC在 4-5周内分化成 S视锥细胞，hESC分化而来的视网膜

前体细胞，需要暴露在 COCO、FGF2和 IGF1下才能继续分化

成为 S视锥细胞，研究结果也支持了感光细胞的分化是通过默

认的 S-cone通路这一猜想。

3 小分子化合物促进诱导多潜能干细胞向视网膜感

光细胞的分化
利用分别携带 Sox2，Oct4，Myc，Klf4转录因子的逆转录病

毒载体感染小鼠的成纤维细胞，2006年山中伸弥等首次成功

获得了多分化潜能的 iPSC[6]。iPSC与 ESC生物学特性相似，可

通过特定转录因子的表达使成人体细胞回到多潜能状态[35,36]。

iPSC与 ESC在分化为体细胞方面没有显著差别，iPSC可来自

于患者自身细胞，极大降低了免疫排斥反应[37,44]，因此具有广阔

的应用前景。

早期，Zhou等[38]在体外诱导分化猪来源 iPSC，最终成功获

得了视网膜感光细胞，目的细胞在移植入病变的猪视网膜后可

与宿主细胞融合，此项研究为 iPSC来源的目的细胞治疗视网

膜变性疾病提供了基础研究依据。Croze等[39,40]的研究表明 iP-

SC在 Dkk-1、Lefty-A等诱导下可向包括感光细胞在内的不同

视网膜细胞分化。上述 Boucherie等 [16] 在探索高效、经济的

hESC向视网膜感光细胞分化的同时，使用相同的诱导方法作

用于 iPSC，同样在两天后观察到 iPSC聚集形成柱状神经上

皮，第 5天可见 Rax +、Sox9+的 RPC，在诱导分化的第 10天，

CRX+ 感光前体细胞逐渐成熟，四周后可出现 Nrl+ 、

Rhodopsin+视杆细胞。

2014 年，Zhong 等 [41]在含有 DMEM/F12、N2、非必需氨基

酸、肝素等的神经分化培养基中培养 hiPSC，8天后可观察到表

达 PAX6和 SOX1的早期神经上皮组织，随后在培养基中添加

胎牛血清(FBS)、taurine、RA、B27。在培养的第 25周可检测到

视杆细胞光传导信号。为促进感光细胞成熟，在不同时间窗，即

第 7至 17周，第 7周或第 10至 14周，每天添加 1 滋MRA，随

后 RA浓度降低至 0.5 滋M，若长时间使用高浓度 RA(1 滋M)将

抑制感光细胞成熟[42]。此项研究结果显示在培养的第 7周可发

现 OTX2+的感光细胞，感光细胞表达视杆视蛋白，在培养的第

21周可见 90%hiPSC来源的感光细胞表达视杆视蛋白，培养过

程中未发现 L/M或 S视锥视蛋白的表达。2016年 Reichman等
[43] 在无血清神经培养基中培养成人皮肤成纤维细胞来源的

hiPSC，首先将 hiPSC在去除 FGF2的诱导多潜能干细胞培养

基中培养两天，随后转移至神经分化培养基中培养，神经分化

培养基包含 DMEM/F12、MEM、N2等，在培养的第 14天加入

FGF2，第 21天再次去除 FGF2，2周后可见神经视网膜样结构，

神经视网膜样结构中 CRX+细胞的出现表明 RPC开始向视网

膜感光细胞方向分化。在培养的第 21至 35天，可见大部分

RPC向感光细胞方向分化，表现为对应的 CRX、NRL两种感光

细胞的特异性转录因子的表达。

随着研究的不断深入，iPSC向视网膜感光细胞分化的策

略不断改进。iPSC因来源于患者自身细胞，避免了移植排斥的

风险，但它同时也存在着安全隐患，主要表现为诱导过程中使

用的转录因子和逆转录病毒可能导致成瘤风险。同时 iPSC替

代性治疗应用于临床移植后还应考虑到目的细胞能否长期发

挥作用。

4小结

促进干细胞向视网膜感光细胞分化的小分子化合物首选

重组蛋白，因其成本低，许多研究团队都采用重组蛋白建立和

改进研究方案。除非与胚胎视网膜组织等共培养，否则感光前

体细胞很少分化成感光细胞，但共培养条件下，诸如细胞污染

问题将影响实验结果，因此小分子化合物在无胚胎视网膜组织

共培养条件下，诱导 ESC向视网膜感光细胞分化的研究具有

广阔的前景和巨大的价值。ESC可在体内分化成任何一种细胞

或组织，给再生医学领域赋予新的生命，视网膜变性后，感光细

胞移植有能力重建视功能。为判定感光细胞移植作为一种通用

疗法治疗视网膜变性疾病的可行性，移植必须在不同的模型上

和视网膜变性的不同阶段进行。目前，关于 hESC向视网膜感

光细胞分化的三维培养研究逐渐成为热点，干细胞向视网膜感

光细胞诱导分化的策略仍需我们进一步探索优化。
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