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人源类器官研究历程及发展趋势
何康信1,2，张景语1，钱菁菁2，李兰娟1,2*

摘要 类器官是干细胞在体外培养出的一种3D细胞培养物（类器官模型），拥有与来源器官

（组织）高度相似的组织学特征和生理功能。概述了类器官技术的发展历程、类器官的不同

种类、来源及表型。以肿瘤药物开发的临床前模型为例，对比了肿瘤细胞系、条件重编程、类

器官模型及荷瘤模型（PDX）这4种模型，得出类器官模型是较为优秀的一种体外模型，可用

于感染性疾病和慢性非感染性疾病的模型研究。总结了类器官技术未来发展的4方面影响

因素：需求和挑战的驱动、技术和知识的驱动、资源和要素的驱动、伦理和法规的约束。
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类器官模型是能够很好地模拟疾病和生理状

态的模型，类器官技术是转化医学优秀的研发工

具。类器官研究可以包含 3个范畴：（1）类器官本

身生长发育分化过程机制的研究；（2）以类器官模

型为工具进行疾病和生理机制的研究；（3）以类器

官技术为工具进行药物开发、药物敏感性预测、再

生医学等应用的研发。

“类器官”指的是在体外特定的三维（3D）环境

中生长的细胞发育形成微小的细胞簇或微组织，这

些细胞可以自组织并分化为功能性细胞类型，高度

重现体内器官（因此也被称为“微小器官”）的结构

和功能。类器官可以从胚胎干细胞（ESCs）、诱导

多能干细胞（iPSCs）或组织干细胞（SSCs）中获得，

其过程类似于胚胎发育、组织伤愈或组织更新[1]。

类器官内的自组织通过空间受限的细胞谱系命运

和细胞分类发生，这需要激活由细胞内部组分或外

部环境（如细胞外基质（ECM）和培养基）介导的各

种信号通路。SSC衍生的类器官直接从成人组织

中产生，或者从单个 SSC或含有 SSC的组织单元中

产生。这一点得到了培养基中生长因子混合物的

支持，这些生长因子在正常组织内稳态下重现了信

号控制。除了正常组织外，SSC衍生的类器官还可
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以从患者特定的组织中建立，用于疾病建模和精确

医学。ESC/iPSC衍生的类器官涉及使用各种生长

因子或抑制剂的逐步分化方案，这些生长因子（或

抑制剂）可以模拟原肠胚形成和器官发生期间的发

育信号。ESCs和 iPSCs的多能性使得其可以发育

为含有所有 3个胚层的类器官。这对于早期胚胎

发育的研究尤其有用，因为胚胎组织非常难以获

取。本研究讨论 3D类器官培养的历史和发展，并

提供涵盖整个系统的类器官研究的最新进展，评估

3D类器官技术与其他传统模型的优缺点，探索类

器官技术在生物医学中的各种应用、前景和挑战。

1 类器官的研究历程

1.1 类器官研究的发端

2008年，当Eiraku等[2]使用 3D培养法将ESC诱

导培养成为大脑皮层组织时，类器官研究开始从

2D转向 3D。2009年，Hans Clever团队[3]的一项研

究指出，利用特定的细胞因子组合（WENR）培养

基，Lgr5+的成年肠道干细胞可以在基质凝胶中（小

鼠骨肉瘤来源的细胞外基质）形成 3D肠道类器官，

在缺乏间充质细胞龛位的情况下进行自组织、增殖

扩增并分化为隐窝绒毛结构，这个过程高度重现了

体内的肠上皮更新的过程。这是第一份关于建立

源自单个 SSC的 3D类器官培养的报道，为其他系

统中的许多后续类器官工程奠定了基础。包括使

用 SSC或 iPSC的中胚层（例如胃、肝、胰腺、肺、肾）

和神经外胚层（脑和视网膜）（图1、表1）。

自此，通过模拟各种组织发育或修复的机制，

国内外陆续报道了基于上述方法开发的不同组织

来源的 SSC或者 iPSC来源的类器官的培养方法，

并对培养过程中的机理进行了表征，对类器官在疾

病模拟和临床应用做了很有价值的探索。2013
年，类器官技术被《Science》评为年度十大技术；

2015年，类器官技术被《MIT科技评论》评为十大科

技突破之一；2018年，类器官技术被《Nature Meth⁃

表1 类器官的种类、来源和表型

类器官种类

食道类器官

胃类器官

小肠类器官

结直肠类器官

子宫内膜类器官

汗腺类器官

唾液腺类器官

物种

人类

人类

人类

人类

人类

大鼠

小鼠

类型

iPSC

iPSC

SSC

SSC

SSC

SSC

ESC

来源细胞特征

背侧AFG细胞球

前肠

Lgr5+cell

Lgr5+cell

SOX9+细胞

双能SGO衍生细胞

SOX9+和FOXC1+细胞

类器官表型

有增殖的基底祖细胞和分化的复层鳞状

上皮

原始胃腺、胃窦黏液细胞以及多种胃内

分泌细胞

肠上皮、隐窝结构、杯状细胞、肠内分泌

细胞、潘氏细胞等

肠上皮、隐窝结构、杯状细胞、肠内分泌

细胞、潘氏细胞等

当暴露于妊娠信号时，可形成早期妊娠

的特征

表达汗腺特异性标记物：CK18、CK19、
AQP5、αATP

显示出成熟唾液腺的特征，具备唾液分

泌功能

文献
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图1 类器官发展历程
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表1 类器官的种类、来源和表型（续）

类器官种类

泪腺类器官

肝胆胰类器官

胆管类器官

肝类器官

胰腺类器官

胰岛类器官

端脑/前脑

大脑类器官

中脑类器官

海马体类器官

小脑类器官

视网膜类器官

视网膜类器官

肾类器官

肾小管类器官

乳腺类器官

前列腺类器官

甲状腺类器官

心脏类器官

心血管类器官

气泡/气道混合类器官

肺泡类器官

气道类器官

卵巢/输卵管类器官

垂体类器官

内耳类器官

扁桃体类器官

胸腺类器官

舌类器官

味蕾类器官

睾丸类器官

胎盘类器官

物种

人类

小鼠

人类

人类

小鼠

小鼠

小鼠/人类

人类

人类

人类

人类

小鼠

人类

人类

人类

人类

人类/小鼠

人类/小鼠

人类

人类

人类

人类

人类

人类

人类

人类

人类

人类

人类

小鼠

人类

人类

类型

iPSC
SSC
SSC

iPSC/SSC
ESC
SSC

ESC/iPSC

iPSC

iPSC

ESC
ESC
ESC

iPSC

iPSC
SSC
SSC
SSC
SSC
iPSC
ESC
SSC
SSC
SSC
SSC
ESC
ESC
SSC
SSC
SSC
SSC

SSC
SSC

来源细胞特征

自组织2D眼样器官

Lgr5+细胞

胆管双能祖细胞

原代肝细胞

胚性胰腺祖细胞

Procr+胰岛祖细胞

ESC

悬浮类胚体（EBs）

悬浮类胚体（EBs）

背内侧端脑组织

ESC
胚胎干细胞聚集体

悬浮类胚体（EBs）

输尿管肾祖细胞

肾组织或尿道上皮

人乳腺上皮

前列腺上皮

甲状腺滤泡细胞

悬浮类胚体（EBs）
悬浮类胚体（EBs）
AT2，气道基底细胞

AT2
基底细胞

人输卵管，文献未提及

悬浮类胚体（EBs）
悬浮类胚体（EBs）
扁桃体原代细胞

MS5-hDLL1细胞

Bmi1+干细胞

Lgr5+细胞

睾丸细胞

滋养层细胞

类器官表型

三维泪腺样组织器官，可生成泪膜蛋白

含有胆管细胞和肝实质细胞

胆管祖细胞的单层囊状上皮或胆管状

保留关键的形态学、功能和基因表达特

征。植入小鼠后可增殖

外分泌和内分泌功能

β细胞为主，可分泌胰岛素。移植后逆转

糖尿病

可分化为DARPP32+中等大小的棘神经

元

多个脑区（视网膜、背侧皮质、腹侧前脑、

脉络丛和海马

包含多层的功能性多巴胺能神经元和产

生神经黑色素的神经元

功能性海马神经元，包含功能性海马颗

粒和锥体样神经元

极化神经管样结构，具有浦肯野细胞

视杯结构，多层细胞，包含视杆细胞和视

锥细胞

功能性视锥细胞，锥体光感受器表现出

内在光反应

三维输尿管芽结构，包含与内皮细胞和

肾间质包围的肾单位

近端和远端肾单位段

包含被肌上皮细胞包围的极化分泌上皮

包含管腔细胞和基底细胞

具有完整的甲状腺激素生成机制

形成复杂的内腔和血管系统，呈现稳健

的跳动

心肌细胞分化和内皮细胞分化

AT1，AT2；气道的假复层上皮（包含杯状

细胞、纤毛细胞等）

表达ACE2，可被SARS-CoV-2感染

基底细胞、多纤毛细胞、黏液细胞和 club
细胞

还从含有纤毛细胞和分泌细胞

可以分泌垂体激素

功能性内耳感觉上皮细胞、立体纤毛和

基诺细胞

抗原特异性抗体的产生、浆细胞分化

常规人类T细胞的高效和可重复的体外

分化和阳性选择

复层鳞状上皮细胞层和角质层

含有干/祖细胞的多层上皮和内层的味觉

细胞

生殖细胞、支持细胞、间质细胞和管周肌

样细胞组成

结构组织与绒毛胎盘非常相似
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ods》评为 2017年度方法[4]；2019年，类器官模型被

《The New England Journal of Medicine》评述为优良

的临床前疾病模型[5]。

1.2 类器官模型的转化医学

1.2.1 类器官模型对人类疾病的模拟

类器官模型对这些疾病的模拟具有较大优势。

很多人类疾病（尤其是感染性疾病）具有明显的种

（属）特异性，而啮齿类动物模型乃至灵长类模型均

不能很好地模拟这些疾病；此外，疾病的发生发展

依赖于组织器官内多组分细胞的互相作用，而传统

的细胞模型无法模拟完整的不同细胞间的相互作

用；再者，一些组学工具（如转录组测序）对大块组

织的测序（如 bulk RNAseq）通常混杂了太多杂细

胞的噪声，研究者期盼更单纯地研究实质细胞。类

器官模型对疾病的模拟，按照来源可以分为 3类：

病灶组织来源的类器官、成体干细胞来源的类器

官、iPSC/ESC来源的类器官。与动物模型相比，类

器官平台由于缺乏血管系统、免疫细胞和器官间的

交流，仍有一定的局限性。在现阶段，疫苗和药物

开发仍需要动物模型。未来，这些类器官平台将用

于模拟更复杂的器官，模拟器官内相互作用，并探

索致病机制。

病灶组织来源的类器官用于模拟疾病，例如肿

瘤类器官、慢性非感染性疾病（如胆道闭锁、炎症性

肠病（IBD）、脂肪肝、肺纤维化、肠道囊性纤维化、

巴雷特食管等[44-49]。通常来说，可以更好地重现病

灶组织本身在取材当时的个体化的发病机理，细胞

分化更彻底，仿真度较好。来源于患者的肿瘤类器

官模型是近期受人瞩目的一个应用领域，将来源于

患者癌灶的类器官用抗肿瘤药物处理，以实现对患

者药物响应的预测并最终指导患者用药。此外，基

于肿瘤类器官的模型也可以用于开发抗肿瘤药物

的临床前研究模型（表 2、表 3），如免疫治疗开发、

过继细胞疗法[50]。中国工程院院士王红阳等[51]最

新研究建立了基于肝胆肿瘤类器官的肿瘤新抗原

活性的筛选体系，通过类器官杀伤实验证实了这些

多肽可刺激CD8细胞产生显著抗肿瘤效应。iPSC
来源的类器官可以用于模拟更多的疾病，但是疾病

造模仍需额外的刺激或引入基因突变。

在遗传性疾病的研究领域，尤其是利用慢病毒

表达系统和 CRISPR/Cas9等分子技术可以在类器

官内操纵基因，这使疾病建模和靶向基因治疗成为

可能。此类模型具有比 SSC/病灶来源类器官更复

杂的多胚层结构，允许更多种类细胞更多层次组织

之间的互相作用的研究。但它往往具有更幼稚的

分化程度，生理功能较低，且通过额外的刺激或引

表2 肿瘤药物研发的临床前模型（修改自文献[52]）

特征

建模成功率

维持培养的难易度

资源消耗

增殖潜力

3D 生长

重现表型

重现基因型

重现肿瘤的突变谱

易于基因编辑

对应的正常组织

肿瘤-基质互相作用

与免于细胞互相作用

癌症基因编辑

低通量药物筛选

高通量药物筛选

生物样本库

肿瘤细胞系

低

容易

低消耗

高

少数情况下可以

不可以

少数情况下可以

可以

易于编辑

不能培养

无

无

不能编辑

可以

可以

不可以

条件重编程

高

中等

低消耗

高

少数情况下可以

不可以

可以

可以

不适用（NA）
可以培养

无

无

不适用（NA）
可以

可以

可以

PDO
高

中等

中等消耗

中等

可以

可以

可以

可以

易于编辑

可以培养

无

少数情况下可以（ALI-PDO）
可以编辑

可以

可以，通量不很高

可以

PDX
中等

较难

高消耗

低

可以

可以

可以

可以

不能编辑

不能培养

少数情况下可以

无

不能编辑

少数情况下可以

不可以

不可以
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入基因突变并不能完整地重现疾病的整个机制。

在感染性疾病研究领域（如研究宿主-微生物

相互作用），iPSC和ESC来源的类器官较多地用于

模拟多层次靶细胞，而 SSC来源的类器官则可以用

于研究易感性等个体化相关的研究。微生物（细

菌、寄生虫和病毒）与宿主上皮之间复杂的相互作

用，已经用来自大脑、胃和肠的类器官进行了研究。

特别是在感染性疾病研究中，常规培养的类器官顶

侧无法暴露于微生物，因此，显微注射、类器官翻

转、2D培养的类器官这3种手段被开发出来用于微

生物-宿主上皮顶侧的直接互相作用的模拟[66-68]。

iPSC和 SSC来源的类器官均可来自不同遗传背景

的个体，这为探索遗传变异对疾病进展（包括病毒

感染）的影响提供了一个有用的模型。一方面，基

于 CRISPR的基因编辑方法可以高效敲除单个基

因/位点或敲除单个变体，为生成等基因 iPSCs/类器

官提供了高通量平台。鉴定出的基因/位点/变异

可以使用基因编辑工具开发的等基因类器官模型

进一步验证。

在过去的 2年多时间，将类器官应用于新型冠

状病毒肺炎（COVID-19）疾病建模取得了重要进

展。新型冠状病毒 SARS-CoV-2可能感染多种器

官的细胞，如呼吸道上皮、肺泡上皮、肠上皮中枢神

经系统、肾脏、肝胆胰系统、睾丸、血管内皮、视网膜

等[69]。这些来自不同供体的 iPSC/类器官也可用于

研究个体对抗病毒药物的反应，这将有助于开发

COVID-19患者的个性化治疗。来自健康或 COV⁃
ID-19患者的多种组织和类器官可以为不同年龄、

性别或种族人群的病毒易感性提供可靠的分子评

估，并为当前和未来的大流行提供个性化治疗策

略。

表3 肿瘤类器官种类及表型

肿瘤类器官种类

直肠癌类器官

卵巢癌类器官

肝细胞癌、胆管癌

结直肠癌

转移性胆管癌

口咽和食道的鳞癌

胃癌类器官

肝细胞癌

前列腺癌类器官

乳腺癌

膀胱癌类器官

腺泡细胞癌/胆管癌/导
管内乳头状粘液性肿瘤

胰腺癌类器官

例数

65
56
8
96
110

25

46

38

7

95

16

30

66

类器官表型

阿尔新蓝阳性和MUC-2阳性杯状细胞、CK20和CDX2阳性肠细胞、E-钙粘蛋白

（上皮标志物）的强烈表达和β-连环蛋白染色的细胞质/核模式

圆形、囊性表型；含PAX8+分泌细胞和乙酰化-α-tubulin+的纤毛细胞的标记物

从实心/致密结构（HCC和CHC）到形状更不规则的囊样结构（CC）
保留了关键的组织病理学特征；在关键驱动突变方面表现出高度的一致性

与来源组织存在显着的形态相似性；在预测患者对药物反应方面具有100%的敏

感性、93%特异性、88%阳性预测值和100%阴性预测值

通过重现原始肿瘤的组织病理学进行传代；与低分化SCC相容，具有高核质比的

非典型细胞；部分患者表现出肿瘤抑制基因p53蛋白的上调

形态多样：球形巢状，中央管腔内衬多层细胞；筛状腺体形态，细胞形成不同大小

的多个管腔；或单个上皮层组成的大球体

在形态上表现为致密的球状体，没有内腔，但偶尔会形成假腺体；在体外概括了

原发肿瘤的组织学特征；长期保持其起源肿瘤的基因组特征

包含SPOP突变、PTEN缺失、TMPRSS2-ERG间质缺失；概括了CRPC的表型多样

性，包括AR依赖性腺癌、AR阴性腺癌、神经内分泌癌和鳞状细胞分化

正常的类器官始终显示出囊性表型，但通过明场显微镜观察到，单个类器官间的

形态差异大

其组织病理学特征显示出很强的一致性；在连续传代过程中从未观察到良性组

织的存在；SCBO-11亲代肿瘤和类器官系表现出鳞状细胞癌的特征

肿瘤类器官的形态从囊性（具有透明或充满的管腔）到致密结构；具有细胞异型

性的肿瘤组织之间的形态相似，包括细胞核的异常位置

胰腺癌PDO表现出混合形态，由中空上皮衬里的囊性结构组成，管腔不同程度的

填充
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1.2.2 再生医学：类器官vs异种移植

类器官作为再生医学（自体移植）珍贵的种子

细胞也受到关注，它的自组织形态和更成熟的分化

程度提供了更好的可移植性，也是患者自体的 iP⁃
SC更好的保存形式。运用肠道类器官喷洒在肠壁

修复小肠肠上皮，成功恢复了短肠综合征大鼠的部

分消化吸收功能，挽救了其肠道衰竭[70]。肠道类器

官也用于 IBD患者的肠黏膜修复，Watanabe等[71]描

述了如何将上皮类器官原位移植到受体小鼠的结

肠中，作者通过肛门将结肠类器官注入损伤的肠

腔，注入的类器官随后附着在受伤区域并重建供体

来源的上皮。Sampaziotis等[72]通过类器官肝细胞

移植治疗胆道闭锁或缺血性狭窄，报道了一种从肝

外胆管树中分离和繁殖人胆管细胞的新方法，其形

式为肝外类胆管细胞（胆管类器官），用于再生医学

应用。由此产生的胆管类器官在转录组学特征和

功能特性方面与原代胆管细胞非常相似，当种植在

可生物降解的支架上时，胆管类器官形成保留胆道

特征的组织样结构，在移植到小鼠损伤模型后，由

此产生的生物工程组织可以重建胆囊壁并修复胆

管上皮，且没有胆汁淤积或管腔堵塞的迹象。同样

是解决再生医学中供体不足的另一种技术路线

——异种移植虽然这两年也作为同样引人注目的

学术前沿，但目前仍受复杂的排异反应及异种感染

性疾病的困扰，2022年初移植猪心脏的美国受试

虽然挺过了最初的急性排异期，但是仍死于潜伏的

猪巨细胞病毒感染导致的器官衰竭[73]。

1.3 类器官模型的工程化

当前，类器官培养法仅依赖于其自身的发育和

自组织，不能实现多组织、多器官之间的互作，如无

法完全模拟免疫微环境、血管生成不足、自组织形

成的类器官很小、缺乏精确的空间顺序、结构和大

小随机化、无法迅速形成细胞间的互相支持（如旁

分泌），以及共存系统[74]，而单纯的共培养则只能实

现细胞组分的远程通信（内分泌）[75]。

1.3.1 类器官3D生物打印

过去几年，通过 3D生物打印实现了比单纯培

养法更高仿真度的类器官模型，它允许打印的细胞

之间迅速通过旁分泌等方式形成互相支持，实现自

组织尚难以形成的特定的复杂结构（如血管网络、

肾小管、肠腔等），甚至可以允许可移植的宏观组织

块受体动物体内定植和存活。Rawal等[76]综述了类

器官 3D打印的一些研究历程。他们撰文指出，生

物打印可以应用与 PSC或 SSC的实际器官相似的

特定空间结构设计，以便能够以高精度和高通量快

速打印类器官的特定结构。因此，它们可以更好更

快地自组织形成类器官。此外，干细胞悬浮液可以

自组织成毫米级结构，其仅包含中等复杂度，并且

可以通过使用产生的几何形状来指导类器官的形

成，进一步印刷成更复杂的组织和器官[74]。此外，

3D打印和数值模拟的快速发展，促进了 3D细胞培

养模型的设计、制造和结果转换，也可以作为促进

类器官和器官芯片系统的发展和传播的新工具。

除了典型的 3D打印外，其他的组织制造方式还有

气流辅助、声波操纵等等。广义的以原代细胞或者

单细胞为种子细胞的3D打印，不在此文赘述。

1）3D打印的肠道：类器官生物3D打印可以实

现厘米级的肠道组织的模拟，Brassard等[77]通过使

用肠类器官作为构建块并控制几何结构和细胞密

度，类器官可以直接沉积到细胞外基质中，这些组

织包含自组织特征，如腔道、分支脉管系统和管状

肠上皮，以及体内类似的隐窝和绒毛结构域。支持

细胞被沉积以在空间和时间上调节形态发生，不同

的上皮细胞被依次打印以模拟胃肠道中存在的器

官边界。Caberry等[78]通过 3D生物打印实现了肠道

类器官的大小和形状的精确控制，打印的结构以高

保真度转移至Matrigel，形成与肠上皮和肠类器官

中常见的隐窝绒毛结构相关的形状。

2）膀胱组装体（assembloids）的 3D打印：通过

用基质成分重组组织干细胞来构建多层膀胱“组装

体”。这些组装体在单细胞转录组水平上的细胞组

成和基因表达表现出成人膀胱的特征，并再现了损

伤再生反应的体内组织动力学[79]。这些组装体包

括组织基质的 4个主要成分：基质成纤维细胞（肿

瘤组装体中的癌症相关成纤维细胞）、内皮细胞、免

疫细胞和肌肉层，并提供了通过与相关基质相互作

用表观遗传控制肿瘤可塑性的机制见解。

3）肾单元的 3D打印：Melissa团队报道了利用
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挤压生物打印技术进行大批量快速制备肾脏类器

官的应用——通过生物打印提供了对细胞数量、组

织直径和细胞活力的高质量控制，获得了形态、细

胞类型及基因表达水平与先前报道的人工培养类

肾脏器官相当的3D打印肾脏类器官[80]。

4）肿瘤类器官的 3D打印：肿瘤类器官的 3D
打印通常有 2个需求驱动：高通量并减少人力，以

及对间质细胞和细胞外间质的模拟。清华大学马

少华课题组[81]报告了一个自动化的类器官平台，它

可以操纵基质凝胶球体并满足高通量肿瘤药物敏

感性检测的需求——通过对单分散基质凝胶液滴

进行模板化，然后使用同步微流控液滴打印机将其

依次输送到井中来实现的。每个液滴封装一定数

量的细胞（例如 1500个细胞），从统计学上代表肿

瘤切片中的异质细胞群。类器官通过显示类似的

基因表达谱和组织学特征作为细胞衍生的健康和

癌变器官，以及药物反应的患者依赖性差异来验

证。为了在可复制和可伸缩的系统中模拟脑肿瘤

微环境，汤忞等[82]开发了一种快速 3D生物打印方

法来构建临床相关的仿生组织模型。

5）复杂血管网络的 3D打印：类器官培养本缺

乏血管化，这对它们的持续生长以及理解血管系统

在命运规范和形态发生中的作用构成了重大挑战。

通过血管网络的 3D打印重建，实现了宏观尺度的

二尖瓣、肝组织和肺泡血管网的 3D打印，并实现了

初步的功能[83]。其中 3D打印的预血管化肝水凝胶

尺寸达到了 16 mm×10 mm×4 mm，并在移植回动

物体内后，成功诱导了宿主血管对 3D打印类器官

的生长和血供，肝脏类器官进一步表现出成熟肝脏

的表型。

6）肝脏类器官的 3D打印：Kaur等[84]使用肝细

胞悬浮液和 4%海藻酸钠溶液的混合物作为生物

墨水（细胞密度：1×106 mL-1），然后在培养皿中印刷

和包衣，收集印刷结构，并逐层制备肝组织以构建

肝类器官。3D打印的肝脏类器官形成簇状，并显

示出积聚肝糖原和转运吲哚绿和乙酰化低密度脂

蛋白的能力；此后，该移植物在受体动物体内自发

形成了一个血管网络系统。

8）脑类器官的 3D打印：研究人员印制了 PCL

支架以培养脑样器官，并将其设计成具有良好扩散

条件的结构，用于工程化扁平脑类器官（EFBO）。

EFBO以高度简化的方式制造。此外，这是第 1例
报道的体外培养的具有回旋的神经元组织（neuro⁃
nal tissue）[85]。

1.3.2 类器官芯片——聚合物微流控芯片以及

液滴微流控

常见的类器官聚合物芯片相关的综述在本专

刊的“类器官芯片在体外疾病模型中的应用研究”

中详细探讨，在此不赘述。值得一提的是液滴微流

控而非多聚物的微流控可以用于高通量大批量的

类器官生产。Liu等[86]开发了一种液滴微流控系

统，用于可控制备混合水凝胶胶囊，该系统允许大

规模 3D培养和形成功能性和均匀的胰岛类器官，

该系统具有良好的可扩展性、易操作性和稳定性，

为推进类器官研究和翻译应用提供了一个强大的

平台。

1.3.3 调控的培养方法以诱导更高仿真的类器官

在微流控芯片或 3D打印之外，利用更精妙的

培养基配方或培养方法，也可以部分地实现间质细

胞-类器官互作或自组织血管网络。如 ALI-PDO
的培养方法可以较大程度地保留肿瘤病灶组织中

的微环境（免疫细胞+成纤维细胞+细胞外基质+血
管内皮）[87]或肠黏膜的免疫细胞[88]，并实现长期培

养和共存。北京大学席建忠团队[89]报告了一种含

免疫微环境的患者源性肿瘤样细胞簇（PTC）的模

型，PTCs技术允许在获得肿瘤样本后 2周内完成个

性化药物测试。尽管ALI-PDO和 PTC均能实现间

质细胞与肿瘤类器官的共培养以及互相作用，不过

这两种技术均无法实现类器官的增殖。

成年血管内皮细胞与非血管细胞之间的相互

作用造模一直无法用器官芯片或 3D生物打印实现

——因为器官芯片系统和低容量微流控设备中使

用的人工半透性生物材料所施加的物理限制，以及

缺乏适应性的血管内皮。

血管网络可以通过单纯的培养方法，对内皮细

胞的刺激或遗传学操纵实现血管网络与类器官的

结合。Wörsdörfer等[90]报道了中胚层前体细胞融合

建立包括血管网络在内的复杂类器官模型，其中血
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管网络显示出含壁细胞的层次结构，并包括内皮细

胞-细胞连接、基底膜以及管腔小窝和微泡。血管

网络具有高度的可塑性，可伴随着类器官生长而扩

张，并对抗血管生成化合物和促血管生成条件（如

缺氧）作出反应，并且移植后的肿瘤类器官内的血

管与宿主血管相连。

Wimmer等[91]报道了从多能干细胞中开发出的

自组织三维人体血管类器官（96微孔板的 3D血管

类器官）。这些人体血管类器官包含内皮细胞和周

细胞，它们自组装成被基膜包裹的毛细血管网络。

移植到小鼠体内的人类血管类器官形成一个稳定

的灌注血管树，包括动脉、小动脉和小静脉。血管

类器官在体外暴露于高血糖和炎性细胞因子可诱

导血管基底膜增厚。人体血管在小鼠体内暴露于

糖尿病环境中，也可以模拟糖尿病患者的微血管变

化。此文证实了从人类干细胞中提取的类器官忠

实地再现了人类血管的结构和功能。这些 1~2 mm
的血管类器官形成了 3D毛细血管网络，由与周细

胞紧密相关的管腔形成内皮细胞组成，电子显微镜

证实内皮细胞之间形成管腔、基底膜和典型的紧密

连接。

Palikuqi等[92]的工作表明，在无血清三维基质

中培养的成熟人内皮细胞中，胚胎限制性ETS变体

转录因子 2（embryonic-restricted ETS variant tran⁃
scription factor 2，ETV2）的短暂再激活将这些内皮

细胞“重置”为适应性强的血管生成细胞，可以自组

织形成可灌注和可塑性血管丛——R-VECs。作者

测试了R-VECs使胰岛血管化，使去细胞大鼠肠道

血管化，并使健康或癌变的人结肠类器官树状化，

发现均可以使 3种类器官实现生理/病理功能。这

种器官-血管网模型将允许进行代谢、免疫学和理

化研究和筛选，以破译器官型内皮细胞和实质细胞

之间的互相作用，以确定内皮细胞异质性的决定因

素。R-VECs具有持久的小管生成能力、可扩展

性、血流动力学血液灌流性、几何延展性、介质相容

性和细胞适应性，能够为正常类器官和肿瘤类器官

形成有功能的血管网络，将为生理、代谢和免疫学

研究以及药物筛选奠定基础。

2 类器官研究的发展趋势

类器官研究未来的发展受到 3个要素的驱动：

需求和挑战的驱动、技术和知识的驱动、资源和要

素的驱动，并受到伦理和法规的约束。

2.1 需求和挑战的驱动

类器官研究主要受临床应用和转化医学领域

的应用对类器官的需求及其相关挑战来驱动。具

体的细分领域大概有：疾病机理的研究、新药研发、

再生医学、肿瘤类器官药敏测试等。尤其是在疾病

机理的研究/新药研发的过程中，由于实验动物的

长期结构性短缺以及动物福利运动影响，动物模型

的使用将越来越受到限制，而使用类器官模型来替

代动物模型将是趋势。各项需求和挑战均引领了

相关新的技术、仪器、装置和试剂的开发。

1）高通量、高内涵、原位检测、高仿真度等需

求驱使相关仪器和装置的开发和推广。

常规培养的类器官尚存一些不足和挑战：（1）
与人体组织相比缺乏成熟度、功能也较不完善；

（2）可操作性不佳：如营养和代谢产物的运输依赖

于扩散，类器官极性难以操纵；（3）不可控的随机

性（异质性）——形成效率、形态和功能方面也存在

较大随机差异；（4）读出困难——代谢产物、分泌

肽或电势的原位监测受到与类器官形成相关的变

量的检测很难，水凝胶穹顶（dome）阻碍了原位检

测的传感器的部署；检测中，类器官的位置和起始

大小的随机性也很难进行归一化（normalization）[93]。

此外，越来越多的类器官相关研发活动，尤其

是类器官再生医学、疾病机理研究、新药研发等活

动，也会驱动类器官生物样本（活）库相关技术和仪

器的研发，如全自动的类器官培养和冻存仪器。由

于类器官中多种细胞类型的不均匀分布和脉管系

统的改变，体内肿瘤微环境（tumour microenviron⁃
ment，TME）中的可溶性因子浓度、氧浓度分布和

pH值在空间上也是不均匀的。传统的即浸入式培

养法无法准确地再现异质性及其对癌症表型的影

响，因此，时空控制肿瘤类器官培养基的技术和平

台应成为未来研究的重点[94]。
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类器官的自动成像和分析是非常重要的，高内

涵成像分析系统对于捕获 3D生物检测分析的复杂

性特征尤其有用——高内涵分析工具能够查找和

表征多个对象/类器官，无论它们是 2D格式（单个

平面或最大投影图像）还是 3D格式。可以描述类

器官的直径、体积、形状、特异性标记物或与其他对

象之间的距离。此外，可以确定和测定每个类器官

中的单个细胞、细胞核或细胞器。可以对活细胞和

死细胞或有特异性标记物的细胞进行计数，同时还

能确定各个对象的体积及它们之间的距离。可以

计算每个类器官的参数，或计算每个孔的平均参

数。

基于上述这些需求和挑战，急需开发适配类器

官培养、工程化、检测的仪器和装置，如 3D打印仪

器、高内涵检测仪器、微流控芯片的研发可能会有

较大需求和突破。

2）个体化肿瘤类器官药物敏感性检测衍生的

试剂盒的开发。

个体化肿瘤类器官药物敏感性检测是眼下最

受关注，最可能进行临床转化的细分领域。而大部

分癌种类器官的造模和传代的成功率不够高，或者

生长增殖不够旺盛不足以进行传统的细胞活力测

试，又或复孔间差异较大等。技术层面的关键环节

在于：（1）标本采集流程需要尽可能确保组织标本

新鲜活力足；（2）标准化的培养基、试剂耗材和自

动化流程；（3）确保测试尤其是数据读出的可靠性

和可重复性。

目前培养基为核心的试剂耗材是类器官成功

造模并进行药物测试的基石，虽然最近的研究成功

地确定了肿瘤类器官培养所需培养基的基本成分，

但它们主要集中于少数相互关联的途径（例如，

Wnt/R-spondin、表皮生长因子、转化生长因子β、骨
形态发生蛋白）。将患者类器官样本分为具有特定

培养基配方要求的子类别（病理分型或者突变类

型）进行培养可能是有益的策略[50]，由此应考虑在

取材部位的细胞外基质内表征患者特异性可溶性

因子信号作为培养基优化的策略。此外，癌症类器

官研究中患者匹配的自体血清的收集和表征已开

始深入了解可能直接影响类器官表型的可溶性细

胞因子，同时也可作为动物源性血清的潜在替代

品。来自晚期癌症的类器官通常比来自正常上皮

的类器官生长缓慢，可能导致来自污染的正常上皮

类器官生长速度超过肿瘤类器官——这一发现很

可能是由于肿瘤类器官中有丝分裂失败和随后细

胞死亡的比率更高，未来的研究将为这一违反直觉

的观察提供更多的见解[50]。

由于类器官的生长发育对组织特异性的细胞

外基质具有偏好，对类器官培养的成功率和表型的

追求可能会催生脱细胞支架技术的发展以及器官

特异性ECM水凝胶产品的开发。肿瘤类器官对药

物的反应往往还取决于的细胞外基质、间质细胞、

血管内皮细胞，然而共同培养这些细胞缺乏相应的

共培养方法[94]。

上述的这些需求或挑战均可能催生相应的仪

器和配套试剂耗材的研发，例如个体化的标准化的

培养基，更可靠的药敏测试方法（如基于多时点图

像识别的类器官活性的自动判读）等。目前许多展

示类器官培养工程基质的研究依赖于动物源性材

料中的初始类器官衍生，这将导致细胞选择和表型

的偏差。为了全面了解基质性质如何影响癌症类

器官行为，必须将患者样本直接封装到合成基质中

进行类器官衍生。这些类器官样品还必须有效传

代、扩增和表征，这需要可扩展和按需的合成基质

分离和细胞纯化方法。最后，随着 3D癌症类器官

培养用合成基质的应用日益广泛，其在高通量分析

中的应用，如化疗筛选，将推动对具有可伸缩基质

交联策略的成本效益和生物活性材料的需求。对

标准化和可重复性的类器官的培养催生完全人工

合成的ECM水凝胶。

3）试剂耗材的国产化。

类器官相关的研发活动对试剂耗材的需求进

一步催生了试剂耗材的国产化：进口试剂耗材普遍

较昂贵且货期过久，极大地限制了国内类器官相关

研发活动的开展，尤其是基质胶（国产化、组织器官

特异化）、关键的细胞因子、培养基、冻存剂等。这

些领域均有可能产生技术突破，破解国外的技术，
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绕过专利壁垒。

2.2 技术和知识的驱动

1）各种表征技术和检测手段丰富了人们对类

器官的理解。

对类器官生长发育过程中的各项生理活动中

的微环境、细胞和亚细胞层面的表征手段的技术

（如单细胞测序、时空组学、空间转录组、高内涵显

微镜、人工智能图像识别、牵引力显微镜等）的进步

将极大地帮助人们了解类器官生长发育过程中的

相关机理、见解和知识[95]。在细胞水平上监测和量

化类器官生长的原位检测技术蓬勃涌现，如细胞条

形码[96]和基于机器学习的图像分析[97]，将直接补充

肿瘤类器官建模方面的这些进展。健康和癌症干

细胞生态位之间的差异的理解，有助于解析培养基

配方可能偏向的克隆选择和肿瘤类器官各亚型的

扩增。深度机器学习算法DeepNEU被用于结合脑

类器官来研究异染性脑白质营养不良（metachro⁃
matic leukodystrophy，MLD）病机制和潜在治疗方案

有关的因素[98]和用于新冠病毒治病机理的研究[99]。

除了可溶性因子的存在和浓度外，肿瘤类器官

培养基配方的其他一些重要理化性质在肿瘤类器

官培养中尚未得到充分的研究。例如，已知生长因

子信号具有高度的信号通路上下游的依赖性，因此

将受到多个因素的影响，包括配体/抑制剂/激动剂

的存在、周围 pH值和ECM的组成/结构。此外，体

外肿瘤类器官培养基中不同氧合水平的影响尚未

得到广泛探讨，尽管低氧条件对调节体内癌细胞表

型至关重要。必要的培养基成分，以维持培养中的

非肿瘤细胞并支持异型细胞相互作用。对正常健

康类器官进行基因编辑诱导癌变的实施可能会提

供更容易的癌症进展建模方法[94]。

2）微加工技术促进原位检测或更高仿真度的

建模。

微加工技术的进步（如 3D生物打印、微流控芯

片等）将极大地拓展人们对类器官生长进行操纵的

手段，也帮助完善类器官培养的标准化。例如，这

些技术将能够精确研究初始细胞簇大小如何改变

类器官形成效率和癌症亚群的选择。微物理系统

提供了一种有希望的方法来创建组织复杂性增加

的类器官/肿瘤芯片模型，包括成熟脉管系统的整

合。迄今为止，已经设计了几种微流控设备来模拟

癌症与血管网络的相互作用，为肿瘤细胞内渗、外

渗、药物输送和肿瘤生长提供了独特的评估[100-101]。

这些专门为肿瘤类器官设计的微流控设备的进一

步开发对于准确再现患者特定肿瘤的细胞和解剖

变异性至关重要[94]。除了基于微流控的方法外，新

兴的微制造技术（如双光子图案）已经证明了活性

生长因子的四维时空表达[102]。

2.3 资源和要素的驱动

随着患者来源的类器官应用得越来越多，以大

型三甲医院为核心建立的类器官生物样本库将成

为高价值的研究模型，尤其是肿瘤类器官生物样本

库的建设为广泛的癌症表型提供了独特的见解。

基于类器官生物样本库的科研活动将会是转化医

学的重要的组成部分。

2.4 伦理和法规的约束

类器官领域相关的法规有《生物安全法》《人类

遗传资源管理条例》，CDE和药械审评中心的技术

指导原则等[103]。

3 结论

作为一个新兴的研究领域，类器官技术和类器

官研究目前正处于百花齐放的阶段——世界各地

的研究团队在各自感兴趣的细分领域对类器官技

术进行了很有价值的探索。类器官模型目前作为

动物模型的一个很好的补充，受到了学术界的肯

定，然而类器官技术想要真正替代动物模型或者替

代临床研究，仍需要假以时日。类器官需要在以下

方面实现突破的点有：试剂耗材的国产替代、培养

过程的标准化、相关专用仪器的开发、更高仿真度

的类器官工程化、类器官样本库的共享机制的建设

等。在这个阶段，作为体外诊断产品的肿瘤类器官

药物敏感性试剂盒的开发、依据类器官进行的临床

试验分层等有价值的尝试将会引领整个类器官研

究领域更好的发展。
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History and prospect of organoids research

AbstractAbstract The traditional monolayer cell cultures (cell lines) have been widely used, however, such models fail to recapitulate
the cellular heterogeneity, the structure, and the functions of the primary tissues. The organoids, which are tiny, self-organized
three-dimensional tissue cultures derived from the stem cells, possess the histological features and the physiological functions
highly similar to those of the deriving organs. The patient-derived organoid models have excellent characteristics, such as the
humanization, the personalization, the good simulation ability, and the self-organization. Recent research advances show that the
organoid models have served as a promising tool in three scenarios, namely, the personalized drug response prediction, the new
drug development, and the organoid biobank. The organoid technologies refer to a series of organoid model-related technologies
that have a wide range of application prospects in various aspects, for instance, the developmental biology, the regenerative
medicine, the disease research, the drug development, and the precision medicine, with high social and economic benefits at the
same time. Therapeutic products developed based on the organoid techniques can help achieve precision medicine. Currently, the
trends of the organoid technology are influenced by a combination of four factors, specifically, the demand and challenge drivers,
the technology and knowledge drivers, the resource and factor drivers, and the ethical and regulatory constraints. This paper
discusses the research history and the development trends, focusing on the advantages, the limitations, and the potential
applications of organoid models and technologies.
KeywordsKeywords organoid model; organoids techniques; organoids biobank ●
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