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摘要 类器官弥补了传统研究中细胞简单模型与动物复杂模型的不足，为生命体关键功能研究提供了重要实验基础，已成

为当前研究热点，并在疾病机理研究、药物筛选、再生医学、生物材料评价等方面具有重大理论意义和应用前景 . 本文对近

10年类器官研究进行了综述，阐述出类器官研究的发展历程和研究现状，重点综述了类器官的主要研究领域，并解析类器

官研究中存在的关键科学问题，为类器官在生物医药、再生医学和疾病精准治疗领域的研究和应用提供新思路 .
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类器官（organoid）是将组织干细胞在体外进

行培养，保持原始干细胞功能并不断分裂分化形成

在空间和结构与来源器官组织、基因、结构和功能

相似的微组织［1-2］ . 与现有二维 （two-dimensions，

2-D）和三维（three-dimensions，3-D）细胞培养相

比，类器官是不同类型和功能细胞的有机结合体，

更接近体内细胞生存空间、生长状态及功能，在药

物筛选与评价、个体遗传与发育、疾病发生与发

展、生物医学材料及组织工程等方面显示出重要应

用前景 . 2009年，Clevers课题组［3］首次在《自然》

（Nature）杂志上报道了肠道类器官的构建，他们

从小肠隐窝（crypts）提取肠道干细胞并以此在体

外培养获得肠道类器官 . 其后，类器官研究蓬勃发

展 . 近 10 年来，科学家先后构建了小肠［3-4］、

胃［5-6］ 、结肠［7-9］、肺［10-11］、膀胱［12］、大脑［13-14］、

肝脏［15-17］、胰腺［18］、肾脏［19-20］、卵巢［21-22］、食

道［23］、心脏［24］等多种正常或肿瘤组织的类器官模

型 . 2013年，《科学》（Science）杂志曾将类器官技

术列入“十大突破”技术之一 . 目前，类器官构建

技术已经逐渐走向成熟，并转向药学、病理学、临

床医学、再生医学、生物医学材料等领域的研

究［25-26］ . 本文对近 10 年来类器官相关研究进行综

述，简要概述类器官培养及发展研究历程，详细论

述类器官在生物医药、生理病理、肿瘤治疗、医学

再生、生物医学材料等研究中的应用，并分析类器

官研究面临的关键科学问题，大胆预测类器官在未

来的发展趋势 .

1 类器官培养过程及分类

1975年，Rheinwald和Green［27］首次描述了人

类细胞的培养方法 . 1977年，他们第一次利用人工

培养的人类干细胞成功进行了 3D 组织结构重

组［28］ . 直到 1965年至 1985年间，“organoid”一词

被提出［1］ . 截至2019年2月，10年来以“organoid”

为主题的研究成果已近4 100篇，包括消化道、肝

脏、胰腺、脑、肾脏、肺等十几种类型，其中肠道

类 器 官 占 比 约 29.2% （数 据 来 源 ： Web of

Science） . 目前，类器官主要源于多能干细胞

（pluripotent stem cells，PSCs）［29］和器官特异性来

源的成体干细胞［30］，经多种生长因子的诱导分化，
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成为具有不同结构和功能的类器官（图1） . 同时，

以PSCs为来源的类器官能够有效避免免疫排斥发

生并且其中不涉及伦理问题［31］ . 现已可从活体肿

瘤中直接抽样获得肿瘤组织进行培养形成肿瘤类

器官 .

1.1 消化道类器官

消化道自口腔起经食道、胃、十二指肠、空

肠、回肠、大肠至肛门 . 肠是消化道的重要器官，

目前肠道类器官尤其是小肠类器官是研究最多最广

泛的模型之一 . 肠道类器官培养主要以荷兰Clever

团队提出的基于Matrigel的培养系统为代表［3］（表

1），在体外分离得到哺乳动物单个干细胞或经

EDTA （乙二胺四乙酸）消化得到小肠隐窝后，经

磷酸缓冲液（phosphate buffered solution，PBS）多

次洗涤和离心，将其重悬在基质胶中，待其固化后

加入含有表皮生长因子 （epidermal growth factor，

EGF）、N2、B27、R-spondin、Noggin等细胞因子

的培养基进行传代培养［3，9］ . 其中，人小肠类器官

培养时需添加前列腺素E2以及胃泌激素 . 小肠类器

官可在基质胶由最初球状隐窝形态向类似绒毛状转

变并逐渐形成空腔，经历“出芽”生长分化为复杂

的高级器官结构，可在体外实现 8 个月的传代培

养［3］ . 与小肠类器官培养方法类似，结直肠类器官

也可由结肠提取隐窝经诱导生长和分化获得 . 不同

的是，Sato 等［9］发现结肠类器官的 Wnt 相关基因

表达量远远低于小肠类器官，难以维持其长期生

长 . 因此在培养结肠类器官时，需要在培养基中补

充 Wnt3A 细胞因子 . 而对于人源结肠类器官，

Alk4/5/7、p38抑制剂A83-01和SB202190的添加可

使类器官体外培养延长至6个月［9］（表1） .

小肠类器官的获得为其他消化道类器官的培养

提出可能 . 在此基础上，在培养基中补充人成纤维

细 胞 生 长 因 子 （human fibroblast growth factor，

HGF）可实现食管类器官的培养［23］ . 胃是消化道

中结构最复杂的器官，其类器官培养方式也相对复

杂 . 胃类器官主要由胃窦处 Lgr5 （leucine-rich-

repeat-containing G-protein-coupled receptor，富含

亮氨酸重复单位的G蛋白偶联受体）阳性干细胞生

长分化获得 . 在培养基中添加成纤维细胞生长因子

（fibroblast growth factor-4，FGF-4）、Y-27632、激

活素 A、骨形成蛋白（bone morphogenetic protein-

4，BMP-4）等细胞因子，经逐步诱导先形成内胚

层随后补充视黄素进行二次诱导，最终形成结构较

为复杂的胃类器官 . Mccracken等［5］以此方法提取

干细胞后，诱导约30 d，组织出现明显的上皮折叠

与腺体结构，成功构建人胃类器官并可进行传代培

养 . 每一代生长时间约为 20 d，远高于肠道类器

官 . 目前消化道中除咽部和肛门，其他部位的类器

官均已在实验室中获得 .

Fig. 1 Topography of different kinds of organoid
图1 不同种类类器官形貌图

（a）小肠类器官形貌图［3］ . （b）结肠类器官形貌图［9］ . （c）食管类器官形貌图［9］ . （d）胃类器官形貌图［6］ . （e）肝脏类器官形貌

图［25］ .（f）胰腺类器官形貌图［32］ .（g）肺类器官形貌图［33］ .（h）乳腺类器官形貌图［34］ .（i）肾类器官形貌图［35］ .（j）脑类器官形

貌图［13］ .
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1.2 肝胰类器官

肝癌和胰腺癌是当前临床治疗效果较差的疾

病，因此构建肝胰类器官能够对其发病机理的研究

提供重要研究模型 . 肝脏和胰腺与人体消化作用密

切相关，二者均由内胚层祖细胞分化而来［40］ . 肝

脏类器官由多种肝细胞和导管细胞构成，而胰腺类

器官则完全由Pdx1祖细胞及导管细胞组成 . 肝脏类

器官的培养有两种：a. 多能干细胞培养 . 首先诱导

PSCs形成肝内胚层细胞，后添加多种生长因子使

其诱导分化成为“囊肿样”肝脏类器官 . 其中，

“肝芽”结构的出现是血管样结构形成的关键（图

1e） . b. 器官特异性组织培养 . 多采用直接消化分

离获得胆管样组织进行培养，在培养基中添加

HGF、EGF、地塞米松、R-spondin 等细胞因子，

将其诱导分化成为类器官组织（表1） .

胰腺类器官的培养与肝脏较为类似，主要经由

胰腺导管分化获得，一般在导管离体培养第二天便

能观察到明显的体积变化 . 但对不同类器官起关键

性分化作用的生长因子不同 . HGF在肝脏类器官中

与导管细胞的增殖和迁移密不可分，而在胰腺类器

官诱导时作用微小，反而Noggin起到决定性作用 .

因此，调整好培养基中生长因子的配比是胰腺和肝

脏类器官诱导培养的关键技术之一 .

肝脏和胰腺结构的复杂性使得肝胰类器官不同

于人消化道类器官 . 如在培养方式上，按照类器官

生长阶段的不同可以将肝脏类器官的培养分为分

离、扩增和分化3个阶段，胰腺类器官则分为分离

和扩增2个阶段，且每个阶段起主要作用的生长因

子不同（表1） .

1.3 脑类器官

脑类器官起源于神经上皮细胞，神经外胚层的

形成是分化的关键［13］ . 一般在脑类器官生长 8~

10 天神经特征便会出现，半月后进入痉挛阶段，

形成连续的神经上皮结构 . 由于大脑的区域性及异

质性，第20~30天可辨别出前脑、中脑、后脑和脊

髓 4个主要部分 . 两个月达到生长最大尺寸，最大

直径可达 4 mm. 其中，标志物SOX1和PAX6的上

调标志脑类器官构建成功 . 随后前脑与多能性标志

物OCT4和NANOG表达减少，前脑最终分化为脑

室结构［13-14］ .

1.4 肾类器官

肾脏同样由中胚层发育而来，因此肾脏也具有

明显的区段特异性 . 后肾间充质干细胞和输尿管芽

干细胞是培养肾脏类器官的关键细胞群，诱导后分

Table 1 Medium composition of organoids
表1 类器官培养基成分

类别

小肠

结肠

食管

胃

肝脏

胰腺

脑

肺

乳腺

肾

来源

鼠

人

鼠

人

人

人

鼠

人

鼠

人

鼠

人

人

人

关键生长因子

EGF0， Noggin0， R-spondin0

EGF0， Noggin0， R-spondin0， Gastrin0， A-83-010， Wnt3A1， Nicotinamide1， SB2021901

EGF0， Noggin0， R-spondin0， Wnt3A1

EGF0， Noggin0， R-spondin0， Gastrin0， A-83-010， Wnt3A1， Nicotinamide1， SB2021901

EGF0， Noggin0， R-spondin0， Gastrin0， A-83-010， FGF-100， Wnt3A1， Nicotinamide1， SB2021901， DBZ2

EGF0， Noggin0， R-spondin0， Gastrin0， Wnt3A0， FGF0， retinoic acid1， Y-276321， Activin A2， BMP-43

EGF0， Noggin0， R-spondin0， Wnt3A0， Nicotinamide0， Gastrin0， FGF-100， HGF0， Y-276322， DAPT3，

dexamethasone3

EGF0， Noggin0， R-spondin0， Wnt3A0， Nicotinamide0， Gastrin0， FGF-100， HGF0， A-83-011， Y-276322，

BMP-73， DAPT3， dexamethasone3

EGF0， Noggin0， R-spondin0， Wnt3A0， Nicotinamide0， Gastrin0， FGF-100

EGF0， Noggin0， R-spondin0， Wnt3A0， Nicotinamide0， Gastrin0， FGF-100， A-83-012， PGE-22

MEM-NEAA0， heparin0， neurobasal1， mercaptoethanol1， insulin1， CHIR990211， vitamin A2， BMP-22

EGF0， Noggin0， R-spondin0， Wnt3A0， Nicotinamide0， Activin A0， FGF0， SB4315422， SU54022， Sant-22，

CHIR990213

EGF0， Noggin0， R-spondin0， Wnt3A0， Nicotinamide0， Gastrin0， FGF-100， A-83-010， SB2021900

EGF0， Noggin0， R-spondin0， Wnt3A0， Nicotinamide0， Activin A0， CHIR990212， RA3， heparin3， FGF-93，

AGN1931093

参考文献

［3］

［29］

［36］

［37］

［9，23］

［5-6］

［32］

［17］

［32］

［18］

［13，38］

［10］

［34，39］

［20］

均含基础培养基补充成分：Glutamax、HEPES、B27、N2、N-acetylcysteine. 上标数字为加入该生长因子对应的类器官生长阶段：0为各阶

段均添加；1，2分别为生长及分化阶段；1，2，3分别为生长、扩增、分化阶段.
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别分化为肾单位与集合管［19］ . 其中，FGF-2 及

FGF-9在肾脏类器官形成中发挥重要作用，7 d左

右 利 用 逆 转 录 聚 合 酶 链 式 反 应 （reverse

transcription-polymerase chain reaction， RT-PCR）

便能检测出中间中胚层标志物EYA1和HOXD11高

表达 . Wnt激动剂CHIR99021在肾脏类器官的长期

培养中更倾向于诱导后中胚层形成［20］ .

1.5 肺类器官

此外，肺癌是目前发病率较高的肿瘤疾病，因

此肺类器官也是目前研究的重要器官类型之一 . 肺

类器官由肺上皮细胞、肌成纤维细胞、上呼吸道样

上皮细胞、间充质区室等多种细胞构成 . 气管结构

的出现是肺类器官构建成功的重要标志［41］ . Dye

等［10］采用 iPSCs 构建的肺类器官在培养两月后，

可检测到近端气道细胞特异性标志物 NKX2.1 和

PAX8的表达 .

除上述类器官类型，乳腺［42］、前列腺［43-44］、

心脏［45］等类器官模型最近已被成功构建 . 基于类

器官研究在肿瘤［46-47］、心血管疾病［48］、糖尿病［49］

等重大疾病治疗领域的潜在用途，荷兰、美国、英

国、日本、德国等国在该领域开展了竞争，中国在

该领域正迎头赶上 .

2 类器官的应用

类器官以其在体外长期增殖、可传代性、高度

保持源器官结构和功能等特性在生物医学领域备受

关注［4，26］ . 目前类器官在机体生长发育、疾病病

理、药物筛选及毒理学评价、再生医学、生物材料

等研究中显示出巨大潜力 .

2.1 生理学及病理学基础研究

生理学及病理学主要研究机体内部代谢及调节

机制，是基础医学、免疫学、药理学、临床护理学

等学科的重要基石，对疾病诊断、临床治疗、安全

用药起着至关重要的作用 . 然而，受机体和技术上

的限制，往往无法直接检测体内基因、蛋白质、细

胞因子、离子等对个体生长发育及代谢过程的影

响 . 因此，建立理想的研究模型是生理学及病理学

研究的关键问题之一 . 而类器官模型为机体内部研

究提供了一个“可视化”并可大规模培养的实验平

台 . 这一平台弥补了动物模型的不足，更利于人类

对体内因子作用进行定位及追踪 . 潘氏细胞

（Paneth cells） 对小肠发育至关重要，可为邻近

Lgr5 干细胞提供生长分化所需 Wnt3、 EGF、

TGF-α、Notch信号等重要物质，而结肠没有潘氏

细胞，那么是什么物质在支持调配结肠生长？

Sasaki等［50］发现结肠底部的Lgr5细胞周围存在深

隐窝分泌细胞 （deep crypts secrete cells，DCS） .

当敲除其标志物再生胰岛衍生物 （regenerating

isletderived family member 4，Reg4）中的白喉毒素

受体基因后，结肠类器官内部自稳态遭到破坏并停

止生长 . 免疫荧光结果显示结肠隐窝中Reg4+ DCS

细胞的分布呈明显区域差异 . 如每个盲肠隐窝有

12~14个Reg4+细胞，而在远端结肠中仅存在 2个 .

由此发现Reg4+ DCS细胞在结肠隐窝生态位中充当

类似小肠“潘氏细胞”作用 .

除细胞因子，体内离子作用机制的探究也至关

重要 . Müeller等［51］认为神经元中的K+可能与癫痫

发作相关，但是普通使用的实验模型无法直观观察

K+的变化 . 2018 年，其所在课题组将对 K+敏感的

硼-二吡咯甲烷（boron-dipyrromethene，BODIPY）

包封在丙烯酸树脂共聚物纳米粒子中，利用荧光显

微镜在脑类器官中进行实时荧光动态监测 . 细胞染

色动力学结果显示，基于类器官模型的染色结果比

动物模型和HCT116、MEF、PC12SHSY5Y细胞株

更为清晰 . 同时，脑电图信号变化幅度及频率与癫

痫发作及荧光变化密切相关，为解开癫痫发病机制

做出巨大贡献 .

2.2 肿瘤模型及其治疗研究

类器官为肿瘤模型的建立及治疗提供了良好的

研究平台 . 肿瘤细胞的不均一性和迁移性成为肿瘤

临床诊断治疗的一大瓶颈 . 2019年美国新增癌症病

例预计将达到 1 762 450例［52］ . 现阶段癌症体外研

究主要集中于细胞的2-D和3-D培养，然而细胞结

构或生理特点的差异往往会造成实验结果的巨大反

差 . 且Zhao等［53］提出在建立癌症转移模型时往往

需要多类型细胞共同作用 . 而 2-D和传统 3-D细胞

培养都以单细胞为研究对象，无法准确预测疾病发

病过程中细胞与细胞之间的相互作用，尤其是癌症

发病状态下信号通路和药物反应的明显组织联

系［54-55］ . 尽管 3-D细胞培养可以将不同类型的细胞

在生物支架内共培养，但由此获得的模型中细胞之

间在时间和空间随机整合，远不能实现体内细胞之

间的有机整合 . 类器官是由同一组织细胞如隐窝分

化而来的多类型细胞群形成的微组织，特有的组织

微环境可以有效弥补传统细胞培养的缺陷并且有望

成为癌症研究中又一重要模型 .

类器官为实现“个性化治疗”奠定基础 . 临床

中个体差异的存在要求医生必须做到“因人治疗”、
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“精准治疗”，如何实现“个性化治疗”是目前临床

研究的热点问题 . 为此，Sachs等［34］建立了乳腺癌

患者类器官样本库 . 样品库中80%以上乳腺癌类器

官完好保持了原始肿瘤组织，如雌/孕激素受体

（estrogen/progesterone receptor，E/PR）和人类表皮

生 长 因 子 受 体 （human epidermal growth factor

receptor-2，HER-2）的分子分型 . 基因测序结果表

明乳腺癌类器官同时保持了患者肿瘤的基因组拷贝

数及突变 . 此模型对HER-2靶向药物吉非替尼和阿

法替尼的测试结果与患者情况一致，说明类器官模

型具有与体内癌症相似的性质［34］（图 2） . Walsh

等［39］发现HER-2+/ER及三阴乳腺癌类器官在曲妥

珠单抗治疗后表现与临床一致，而在肿瘤细胞株结

果中并未检测到如类器官中NADHtm的变化，且

细胞株OMI响应的消除速率比类器官慢7倍，说明

类器官可弥补单层细胞培养作为药物评价中的缺

陷［56］ . Van等［47］抽取了 20例结直肠癌患者的肿瘤

组织获得类器官生物样本库，基因检测结果再一次

显示类器官模型能够高度还原患者肿瘤基因组遗传

特性的优势，表明类器官有望为“精准医疗”和

“个性化治疗”提供重要平台保障 .

2.3 药物筛选、测试及毒理学评价平台

类器官有望成为药物筛选、测试以及毒理学评

价的高效平台 . 药物安全评价是药物进入临床阶段

的重要参考，药物本身性质是安全性的决定因素 .

因此，进行药物筛选不仅是早期预测药物在体内环

境中生理反应的手段更是安全性的前提保证［53］ .

而毒性测试是药物筛选中极为重要的环节，2-D细

胞模型是使用最多的药物毒性检测平台 . 但 2-D细

胞层不能支持细胞的组织特异性及分化功能，其数

据的可靠性已面临重要挑战 . 机体是动态的，单层

培养细胞无法模拟很多内源性的结构和生理变化 .

同时这种差异性往往会导致药物在进入临床阶段实

验的失败［40］ . 尽管3-D细胞培养展示出了高度的可

变性及动态性［57］，不同类型的细胞之间随机聚集

远不能模拟体内细胞与细胞之间相互作用、组织微

环境等因素 .

现阶段尤其是对于肿瘤药物的筛选急需具有

“代表性”的筛选模型出现［47］，而类器官以其与来

源组织高度的分子、细胞和结构相似性成为药物筛

选的重要模型 . Astashkina 等［58］对秋水仙碱、顺

铂、阿霉素和羟丙基炔丙基醚（propargyl alcohol

propoxylate，PAP）等药物肾毒性进行评价 . 研究

发现肾毒性指示蛋白酶N-乙酰-β-D-氨基葡萄糖苷

酶 （N-acetyl-β-D-glucosaminidase，NAG） 和 γ-谷

氨酰转移酶（γ-glutamyl transferase，GGT）的变化

在 2-D细胞株和肾类器官中明显不同 . PAP和顺铂

在 2-D 细胞株 LLC-Pk1、HEK293 中未显著影响

GGT，且所有测试药物均未引起细胞内NAG表达

Fig. 2 Partial test results of patient-derived breast cancer organoid［34］

图2 患者来源乳腺癌类器官部分检测结果图［34］

（a）组织与患者来源的乳腺癌类器官突变特征.（b）原位移植鼠模型与类器官模型对阿法替尼的药物敏感测试.（c）患者来源的乳腺癌类

器官对他莫昔芬的药物反应.
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变化 . 而在肾类器官模型中所有药物均能明显上调

NAG和GGT［59］（图3） . 在结肠肿瘤类器官研究中

Fiore等［36］发现，相比于原发性结肠肿瘤细胞，利

莫那班在类器官模型中能显著缓解奥沙利铂和5-氟

尿嘧啶的毒副作用、降低DNA片段化、并保持类

器官与原发灶基因的一致性 . 由此说明类器官作为

药物筛选和评价模型时具有高灵敏性，更重要的是

类器官能保持自身遗传的稳定性，使其在药物筛选

及药物测试研究中具有重要意义 .

2.4 类器官用于再生医学的研究

器官短缺一直是全球器官移植医学面临的棘手

问题 . 目前，器官移植仍是如肝癌晚期唯一的治疗

手段，但是日益严重的供体短缺严重制约再生医学

研究的发展 . 如何解决器官短缺的关键在于如何扩

大器官来源，类器官模型为解决这一问题提供了良

好的平台 . 2012 年， Tamai 等［60］ 将重 0.4 g 长

17 mm的肝脏类器官异位移植至切除右肺叶的雌性

BALB/cA-nu/nu 小鼠腹膜腔 2 w 后，利用 AZAN 染

色成功在类器官中观察到微血管网络，同时免疫组

化结果也显示在蛋白质阳性区域管状结构的形成 .

2013年，Takebe等［61］将单个肝脏类器官移植至小

鼠大脑，2 d后通过颅窗观察到血管网络在类器官

和大脑之间形成 . 60 d后形成人源肝脏特征性肝索

样结构 . Dye 等［62］认为肺干细胞在体外发育不成

熟，为探究体内环境是否能够增强气道样组织形成

和分化，2016年成功将人源肺类器官移植于鼠肾

囊和腹部网膜 . 移植后的类器官表现出良好的生长

状态，4 w 后不但全部表达特异性线粒体标记物

huMITO，并且直径由0.5 cm增大到1.5 cm.

类器官在低免疫排斥方面有着天然优势 . 目前

临床使用的可移植器官多来源于捐赠者，然而即便

接受器官移植，免疫排斥仍然伴随患者终生 . 与异

种移植物不同，患者自身来源的类器官不但不存在

排斥反应同时能够很好地保持人体基因组序列［34］，

并且类器官模型建立时间相对较短 . 除正常器官移

Fig. 3 Effects of different drugs on kidney organoids［58］

图3 不同药物对肾类器官的影响［58］

（a）不同药物组别肾类器官中酶的表达.（b）药物EC50值下IL-6、RANTES、MIP-1α、MCP-1、TNF-α及IL-1β细胞因子在培养基中的释放.
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植外，肿瘤类器官的移植在构建原位肿瘤模型中也

显示出重要应用前景 . 2019 年，Steele 等［63］通过

RNA测序结果证明人源胃癌类器官与原始肿瘤组

织基因具有一致性，免疫组化显示原位移植至小鼠

胃黏膜后类器官依然保持良好的生长态势（图4），

由此显示类器官具有良好的器官移植应用潜力 .

2.5 类器官与生物材料相互作用研究

除生物医学领域外，类器官与材料科学的结合

也是当今研究热点之一 . 目前，基于生物材料在纳

米药物载体［64］、肿瘤治疗［65］、组织修复［66-67］等方

面的广泛研究，科学家试图通过共培养的方式探究

类器官与生物材料之间的相互作用 . 与类器官共培

养的生物材料包括透明质酸钠［68］、聚乙二醇［69］、

聚乳酸［70］、明胶［71］、磷灰石［72］，结构多样如凝胶

状［73］、泡沫状［74］、海绵状［75］、纤维状［76］等，其

中又以水凝胶为主（图 5） . 水凝胶呈高分子网状

结构，与类器官培养基质胶形式上最为相似但成分

不同［77］，需要额外补充多种胶原及蛋白质 .

Bertassoni等［78］利用3-D打印制备含有细胞的甲基

丙烯酸化明胶水凝胶，以此成功构建类器官 . 此

外，生物医学材料已经开始用于类器官相关药物检

测、毒性评价、再生医学研究等方面（图 5） . 在

药物载体检测中，类器官模型反应相比细胞更加敏

感，类器官细胞内的损伤因子、坏死因子及炎性蛋

白出现显著性上调，而在2-D细胞培养中没有明显

差异［58］ . Hirt等［48］在实验中采用了水凝胶多孔固

体基质，培养出心脏类器官的同时还对包括海藻酸

钠在内的多种材料进行了测试 . 该研究成果显示出

类器官作为生物材料研究模型的灵敏性及便捷性 .

Fig. 4 Organoids for research in regenerative medicine
图4 类器官用于再生医学的研究

（a）胃癌患者组织（GC）、器官样体（TGOs）和细胞系（AGS、NCI或TGOC）的RNA测序分析［63］ .（b）原位移植患者来源的胃癌类器官

腺癌的移植及免疫染色［63］ .（c）移植后皮下人源类器官宏观图［61］ .
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3 类器官研究中存在的关键科学难题

类器官现在面临的关键技术瓶颈是无法实现体

积和功能的同步生长，而解决此问题首先需要解决

其中的关键科学难题，包括培养方式、血管化及定

量化研究 .

3.1 培养难题

近 10年，国内外科学家虽然在类器官研究方

面取得了众多成果，类器官已实现从单一细胞生长

成为毫米级组织，但相较于实体器官仍面临重要挑

战［79］ . 因此，如何使类器官组织生长成熟是现今

类器官研究中亟待解决的热点问题 . 目前，类器官

培养多局限于基质胶（Matrigel）中，该培养方式

是限制其生长的重要原因 . 培养过程中，类器官中

心会出现较大且颜色较深的腔体，当代谢废物充满

类器官腔体时便会致其破碎 . 2009 年，Rambani

等［80］发现大小超过200~400 μm的细胞往往无法通

过扩散作用获得足够的气体和养分 . 如Sato培养的

小肠类器官，5 d 左右类器官便能达到 200 μm［3］ .

由此说明目前基于Matrigel的培养限制了类器官与

外界的气体交换和物质代谢，当类器官形成较大的

组织后，循环系统的缺乏和氧气养分交换的局限性

严重影响了类器官所需营养物质的吸收以及代谢废

物的清除 .

科学家试图通过改变培养基质成分创造更大的

物质交换空间，如摒弃使用的Matrigel换用能够提

供更大空腔的海绵状［75］、纤维网状［60］、泡沫状［74］

等支架 （图 6） . Baptista 等［81］ 和 Robertson 等［82］

分别在 2010年和 2018年使用洗涤剂直接对肝脏组

织进行灌注去细胞化，直接利用肝脏内部血管网络

承载类器官的运输（图6） . Robertson等［82］由此获

得的肝类器官能在体外存活 4 w以上 . 基因检测结

果显示在培养第 2 天和第 15 天，Igfbp3、Col3a1、

Timp2、Mxra8等细胞外基质蛋白和重塑蛋白表达

至少能够增加2倍 .

3.2 血管化难题

目前，所得类器官结构大多停留在细胞水平且

无法长期在培养基中生长，如小肠类器官1 w左右

不经传代细胞便会破碎，造成类器官死亡 . 而解决

这一问题，普遍的共识是实现类器官内“血

管化”.

近年，类器官血管化成为目前研究面临的首要

问题 . Rocha等［83］发现肠道类器官中血管内皮生长

因子 （vascular endothelial growth factor， VEGF）

的内源水平不足，并将VEGF包裹在聚乳酸-羟基

乙酸共聚物 （polylactic-co-glycolic acid， PLGA）

微球中与类器官共培养后移植至大鼠网膜中，4 w

Fig. 5 The interaction between organoids and biomaterials
图5 类器官与生物材料的相互作用

（a）MA-HPC海绵材料表征图［75］ . （i）：干燥MA-HPC海绵明场图像. （ii）：水合MA-HPC海绵明场图像（碘化丙锭染色） . （iii）：肝类器

官在MA-HPC海绵中的明场图像. （iv）：肝类器官在MA-HPC海绵中的鬼笔环肽染色图像.（b）将水凝胶微球中掺入人胚胎干细胞以构建肝

类器官［70］ . （v）：装载生长因子的微球成功掺入干细胞球体内. （vi）：荧光显微镜图像. （vii）：微球进入入干细胞球状体横截面石蜡切片

染色图.（CTR标记微球以红色显示，DAPI复染细胞核） .
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后观察到类器官内部毛细血管密度显著增加 . 同

样，Saito等［72］在培养肝脏类器官时，补充VEGF

后在类器官中成功诱导出血管样结构 . 此外，2018

年 Pham 等［38］提到中枢神经系统在发育过程中不

会产生血管祖细胞，血管祖细胞的缺乏阻碍了类器

官血管化 . 为探明原因他们将同一患者来源的 iPSC

衍生内皮细胞与全脑类器官共培养，CD31抗体检

测结果显示出明显的内生化血管网络结构 . 切片染

色结果显示毛细血管呈现出典型的连续形态，并且

未血管化的类器官在移植后无法存活，再次有力地

说明血管化对类器官生长研究的重要性 .

目前，类器官仍未实现功能性血管网络，解决

这一问题最直接的方式就是在体外创造一个与体内

近似的细胞生长微环境 . 而解决这一问题首要的任

务是要确定究竟是什么因素对诱导血管形成起决定

性作用，尤其是确定是否在细胞内部存在限制短

板，例如不同器官环境中细胞承受的压力、血液成

分、细胞内部 pH 的改变等因素均可能影响其

生长［85］ .

3.3 系统评价难题

目前多数类器官研究采用基因和蛋白质组学进

行定性研究，而缺少对于类器官活性的定量评价 .

因此建立简单高效且稳定的类器官定量检测标记物

是加快其用于药物筛选等方面的重要基础 . 如肝脏

类器官可以利用流式细胞检测、定量即时聚合酶链

锁 反 应 （quantitative real time polymerase chain

reaction，qRT-PCR）、蛋白质印迹试验 （Western

blot，WB） 技术检测胆汁、白蛋白、Cyp450 酶、

α-1-抗胰蛋白酶（A1AT）等物质的分泌，以定量

判断类器官的构建同时对祖细胞标志物 Cyp3A、

Fig. 6 Research on vascularization of organoids
图6 类器官血管化研究

（a）脑类器官培养示意图［13］ .（b）肝细胞在聚氨酯泡沫中的生长形态［74］ .（c）脑类器官染色图，白色箭头为新生成血管［38］ .（d）肝去

细胞化120 min实物图［84］ .
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HNF4α、Sox9、ZO-1等的表达情况进行分析［86-87］ .

其他类器官定量研究中，尽管有基因和蛋白质

组学研究结果，但是实验方法繁琐、成本昂贵 . 如

何实现类器官高效简便的定量是快速发展类器官模

型的基础 .

4 结论与展望

相比于传统的细胞培养与动物模型，类器官有

着无法比拟的优势 . 具有来源器官相应生理功能与

结构的类器官，在很大程度上克服了二者不能充分

反映人体系统特异性及复杂性的不足，成为一种新

型实验模型 .

在再生医学方面研究中，类器官在组织工程修

复或器官替代方面有着重要应用前景，但往往需要

借助生物材料构建基于活细胞的功能性修复材料 .

然而目前在生物材料研究中，能与细胞形成复合且

不破坏细胞活性的材料主要集中在对单一细胞培养

的生物材料研究中 . 对于类器官与生物材料的复合

及构建功能性活性生物材料仍需要不断完善生物材

料结构，使其匹配类器官后续生长，同时为类器官

生长提供空间功能支撑，但也面临 3-D、4-D组织

或器官构建过程中的培养技术难题、组织血管化和

神经化难题 . 针对类器官血管化、神经化难题，或

许能够借助如化学、物理、机械等学科技术手段解

决 . 如现阶段 3-D打印技术已经可以从宏观和微观

角度打造心脏血管组织模型，Kankala 等［88］甚至

将该技术称为最方便有效的微加工技术 . 同时，形

式灵活多样的微流体系统及生物反应器能够精确控

制细胞所需气体和养分的输入并及时清除代谢废

物［52，86-87］ . 这一优势为改善目前类器官培养中代谢

技术难点提供了新思路甚至有望解决血管化、神经

化问题 .

未来，构建稳定、安全、可塑性强的活性生物

材料将会对类器官生长研究提供更大的时间和空间

弹性 . 此外，类器官培养与智能材料、仿生材料、

3-D打印技术、微流体系统等先进技术的结合有望

打破现有生长瓶颈，并且为构建灵敏、准确、持续

的类器官评价平台提供可能 .
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Abstract Organoid can make up for the deficiency of cell models and animal models commonly used in

traditional research. And it also provides an important experimental basis for the study of key functional studies of

living organisms. At the present stage, organoid model has become a hot research field and is of great significance

in disease mechanism research, drug screening, regenerative medicine, and biomedical material evaluation. In this

paper, the research of organoids in the past 10 years is reviewed. It summarizes the development history and

research status of organoid research, and also focuses on the main research fields of organoids. In addition, this

paper mainly analyzes the key scientific issues in the study of organoids and propose ideas for organoid in

biomedicine, regenerative medicine and precise treatment of diseases.
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