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结直肠癌类器官的应用进展与挑战
李精伟1,2，陈浩1，沙卫红1，熊霞2，周健2,3*

摘要 结直肠癌（CRC）是全球发病率最高的消化道肿瘤之一，严重威胁人类的健康。近年

来，类器官技术取得了令人欣喜的进展，已成为结直肠癌发生机制和临床转化研究的重要新

工具。回顾了结直肠癌生态位信号通路的变化，总结了类器官技术在结直肠癌建模、肿瘤微

环境研究、药物筛选、个体化治疗等方面的应用进展，讨论了当前类器官面临的挑战，并从类

器官培养技术标准化和工程技术应用等角度展望了类器官的未来发展方向。
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结直肠癌（colorectal cancer，CRC）病理学方面

取得长足的进展让临床有更多方法可供选择，包括

内镜和手术切除、放疗、免疫治疗、姑息化疗、靶向

治疗以及广泛的手术和转移灶的局部消融治疗

等[1]。这些治疗方法有效地抑制 CRC发展并延长

了患者总生存期。实施以人群为基础的 CRC筛

查，如粪便潜血试验和内镜检查，也大大提高了总

体生存率，并带来了治愈 CRC的良好前景[1-2]。然

而，由于实际的筛查普及水平并不高、治疗策略不

明确和 CRC发病率不断增加，CRC 仍然是近年来

第三大最常见的诊断癌症，也是全球癌症死亡的第

二大原因[2]。2020年，CRC占全球癌症发病率的

10%，占癌症死亡人数的 9.4%。根据对老龄化、人

口增长和人类发展的预测，预计 2040年全球新发

CRC病例数将达到 320万人[1]。CRC发病率的增加

主要归因于生活方式和饮食向西化转变导致环境

危险因素暴露增加[1,3]。因此，通过基础和临床转化

研究开发新的治疗策略迫在眉睫。

癌细胞系易建立，成本低，可快速获得实验结

果，因此长期被用于CRC的肿瘤发生、肿瘤生物学

和药物治疗等方面的研究。CRISPR-Cas9基因编

辑系统的出现进一步拓宽了癌细胞系的用途，使人

们可以更深入地探究肿瘤的基因突变和发病机制。

尽管癌细胞系被普遍使用并对癌症研究作出了巨
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大的贡献，但它仍存在一些弊端。癌细胞系中的细

胞均可充分利用培养基的营养成分以及受到抗肿

瘤药物的作用，这与体内的肿瘤微环境不符[4]。其

次，癌细胞系不能完全重现肿瘤的生理特性。其中

一个主要原因是癌细胞系缺乏构成肿瘤微环境的

重要成分，包括肿瘤间质细胞、免疫细胞、成纤维细

胞、肿瘤血管和细胞外基质等。另外，癌细胞系在

多次传代后会逐渐丢失肿瘤的遗传异质性和瘤内

异质性，这意味着癌细胞系与患者原始肿瘤组织存

在差异，不能完全代表原始肿瘤组织。这是为什么

许多经细胞系筛选的抗肿瘤药物最终会在后续试

验中失效的关键原因[5]。研究肿瘤进展、肿瘤转移

和测试药物疗效的另一种实验方案是建立肿瘤动

物模型，但动物的生理环境与人体的生理环境有较

大的差异，患者来源的肿瘤异种移植也同样面临这

一问题。患者来源的肿瘤异种移植确实能够保留

肿瘤的部分形态特征和异质性，然而，费用高昂、成

功率低、构建模型耗时等缺点会阻碍研究进程。

类器官是可以在体外长期生长和自我更新的

三维细胞组织。肠道类器官，也被称为“迷你肠

（mini-gut）”[6]，是通过将分离的肠道隐窝或干细胞

嵌入细胞外基质并添加必需生长因子和培养基建

立的。肠道类器官可以分化出几乎所有类群的肠

细胞，包括干细胞、潘氏细胞、杯状细胞、内分泌细

胞、短暂扩增细胞和上皮细胞等[7]。衍生自肠隐窝

成体干细胞的肠道类器官与来源肠段组织的生物

表型高度一致，这些特征包括基因组成与表达，蛋

白质表达规律、生物力学效应和各种生物化学特

点[7-8]。因此，肠道类器官是简化合适的 3D体外细

胞模型，可以用于探索包括结 CRC在内各种肠道

疾病的病理与治疗方法[9]。近年来多个研究团队开

发了各种培养方法建立肠道类器官模型，并将肠道

类器官应用于多种胃肠道疾病的研究，包括肠道感

染、炎症性肠病、胃癌和 CRC等[10]。肠道类器官在

体外建模、药物测试和筛选[11]、再生医学[12]、个体化

医学[13]等领域具有广泛应用。

衍生自成体干细胞或重编程干细胞的CRC类

器官将是研究 CRC肿瘤发生、癌症相关机制和抗

肿瘤药物治疗的重要工具。与癌细胞系、动物模型

相比，CRC类器官保留了肿瘤基因特征、异质性和

瘤内细胞异质性，在体外几乎完美复现了 CRC组

织病理特征[14]。近年来，CRC类器官的临床研究取

得了令人兴奋的进展，本研究就类器官技术在CRC
建模、研究肿瘤微环境、指导临床治疗等方面的应

用以及当前临床类器官研究面临的挑战和未来发

展进行综述。

1 结直肠癌生态位信号通路变化

肠干细胞生态位是指维持肠干细胞自我更新

和增殖必需的微环境[15],由潘氏细胞、基质细胞、平

滑肌细胞、神经细胞、细胞外基质和复杂的信号通

路共同构成，调控着肠干细胞的丰度、寿命和活

性[16]。肠干细胞生态位主要的信号通路包括无翅

型MMTV整合位点家族蛋白（Wnt）、骨形态发生蛋

白（BMP）、Notch和表皮生长因子（EGF）信号通

路[17]。Wnt是维持肠干细胞自我更新最重要的信

号通路，R-Spondin为Wnt增强因子，由周围的上皮

细胞和间充质细胞分泌，包括潘氏细胞[18]。Wnt信
号的溶解性差，绝大多数Wnt信号传递通过细胞间

直接接触进行，这种接触会使Wnt信号形成梯度，

随着离隐窝距离增加，Wnt信号逐渐减少[19]。Notch
是维持肠干细胞稳定所需的另一关键生态位因子。

潘氏细胞通过表达 Notch配体为肠干细胞提供必

要的Notch信号[18]。Notch信号会阻止肠干细胞向

分泌谱系分化，维持隐窝底部肠干细胞稳定和调控

分泌祖细胞与吸收祖细胞之间的比例。活跃的

Notch信号决定吸收细胞的命运，而低 Notch信号

决定分泌细胞的命运。BMP属于转化生长因子 β
（TGF-β）超家族，BMP信号通路的作用是抑制干细

胞增殖，促进细胞分化。Noggin、Gremlin 1、Grem⁃
lin 2和Chordin-like 1等BMP抑制剂主要由隐窝底

部的肌成纤维细胞和平滑肌细胞分泌。BMP抑制

剂通过抑制BMP产生了从隐窝底部至绒毛间逐渐

增加的活性梯度，维持隐窝底部增殖和向上分化之

间的微妙平衡。因此，BMP信号在绒毛处浓度较

高，而隐窝底部较少。EGF通过不同的信号通路调

节肠干细胞活性，由于过度激活的 EGF信号与肿
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瘤增殖和致癌相关，所以该通路活性受到严格控

制。虽然 EGF信号调控肠干细胞分裂速率，但它

不是维持肠干细胞特性必需的生态位因子。研究

发现，阻断肠道类器官中的 EGF信号可使增殖的

富含亮氨酸重复序列 G 蛋白偶联受体 5 阳性

（Lgr5+）肠干细胞进入静止状态，并阻碍类器官生

长[20]。然而，一旦 EGF信号恢复，肠干细胞能重新

进入增殖状态，这是 EGF与Wnt、Notch信号的区

别，后两者是维持干细胞特性所必需的。

研究CRC的信号通路变化可进一步理解CRC
发生机制，并能指导构建 CRC类器官。当肠干细

胞生态位发生改变，尤其各个信号通路出现异常

时，人体可能会发生CRC。这些紊乱的信号通路参

与了 CRC发生、增殖、凋亡、侵袭和转移。多项研

究表明隐窝中的 Lgr5+干细胞是 CRC的起源细

胞[21-22]。CRC的进展与各个信号通路失调相关，包

括Wnt、Notch、BMP等通路。

CRC由Wnt信号通路的过度激活及其下游基

因的突变启动[23]。Wnt/β-连环蛋白（β-catenin）信

号通路被异常激活的机制包括 β-catenin异常积

累、基因突变和非编码 RNA异常等。Wnt通路最

常发生突变的基因为 APC基因，APC基因对 CRC
的早期发展有重要作用。APC参与Wnt信号通路

的关键分子 β-catenin的降解，发挥负性调控Wnt
信号的作用。特异性缺失APC的Lgr5+肠干细胞会

导致小鼠产生小肠腺瘤。相反，当APC基因在转运

放大细胞中被敲除时，腺瘤的生长很快会停止[22]。

因此，APC突变会显著上调Wnt通路活性，破坏隐

窝至绒毛的Wnt浓度梯度，通过上调Wnt通路下游

靶基因CyclinD1和C-Myc的表达促进CRC发生发

展。除了 APC和 β-catenin，Axin1、Axin2突变也见

于部分CRC，它们参与启动CRC的肿瘤发生过程。

另外，在 CRC癌细胞中常可检测到 RNF43突变，

Eto等[24]发现RNF43突变可通过激活Wnt信号促进

CRC患者的肿瘤生长并增加肿瘤复发率。异常的

Wnt信号可将肠干细胞转化为癌症干细胞，具有高

Wnt信号的癌细胞拥有自我更新和诱导肿瘤形成

的能力[25]。靶向抑制Wnt信号通路是 CRC治疗的

重要手段。

癌症干细胞通过不断地分裂增殖维持自我更

新，理论上正常BMP信号能影响癌症干细胞增殖。

最近一项研究发现 BMP4可促进 CRC癌症干细胞

分化，并抑制CRC生长[26]。BMP信号在大多数CRC
组织中被下调，这可能与 BMP通路多种分子的基

因表达异常相关。Notch信号在CRC中失调，异常

的Notch信号与 CRC的发生密切相关[27]。Notch信
号被异常激活的主要原因是其受体和配体发生改

变[28]。Notch1在CRC中表达升高，促进了肿瘤细胞

增殖，抑制了肿瘤细胞凋亡[29]。此外，Notch1通过

诱导齿状蛋白 1激活Notch3，增加了上皮间质转化/
干性相关蛋白 CD44、Slug和 SMAD3的表达，最终

导致CRC表型变化[30]。通过抑制Notch1，可逆转上

皮间质转化过程，减少肿瘤迁移[31]。这些结果表明

Notch信号参与介导 CRC的上皮间质转化进程。

Notch信号与Wnt信号之间的串扰对CRC的发生和

增殖也是至关重要的。在敲除小鼠转录因子 4基
因后，激活Notch信号不会增加细胞增殖[32]。相反，

在 APC缺失的小鼠中抑制 Notch信号促使腺瘤中

的增殖细胞分化成杯状细胞[33]。总之，肿瘤细胞需

要高活性的 Notch信号和Wnt信号来维持自我更

新。针对Notch1分子开发抑制剂可能是未来CRC
治疗的潜在选择。

2 结直肠癌类器官培养

2.1 正常肠道类器官培养

培养肠道类器官的基本原则是模拟肠干细胞

所处的微环境。隐窝底部的干细胞生态位是肠道

干细胞生长的环境，Wnt、Notch信号激活及BMP信
号抑制是维持肠干细胞增殖的必要条件。将分离

的隐窝、干细胞或癌细胞种植至细胞外基质，再添

加特定的生态位因子组合，模拟隐窝底部的干细胞

生态位，即可形成相应的类器官[6,34-35]。肠道类器官

主要起源于成体干细胞或多能干细胞（图 1）。肠

道类器官培养基以高级DMEM/F12培养基为基础，

再添加Hepes、谷氨酰胺、N2、B27、N-乙酰半胱氨

酸、抗生素、Wnt3a、R-spondin、Noggin、EGF等即可

培养小鼠正常肠道类器官。目前广泛使用的细胞
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外基质是 Engelbreth-Holm-Sarm小鼠肉瘤中提纯

的基质胶（Matrigel）或基底膜提取物（BME），它的

主要成分是层黏连蛋白、IV型胶原和黏连蛋白。

另外，Matrigel还含有少量的 TGF-β、EGF、胰岛素

样生长因子-1（IGF-1）。人正常结肠类器官培养

所需培养基的成分与小鼠肠道类器官培养基不同，

人结肠类器官培养基需额外添加胃泌素、烟酰胺、

A83-01、SB202190等[34,36]。A83-01是 TGF-β抑制

剂，可抑制 TGF-β的抗增殖作用。SB202190是

p38抑制剂，可阻断 p38丝裂原活化蛋白激酶对

EGF受体的负反馈作用。此外，在肠道类器官培养

的初始阶段，为了防止失巢凋亡，提高存活率，可在

培养基添加 ROCK抑制剂 Y-27632。上述这些生

态位因子使类器官能够长期扩张，但不能进行分

化。撤除Wnt3a、烟酰胺和 SB202190能使人结肠

类器官沿分泌谱系和吸收谱系完成分化，产生各种

类型的成熟肠上皮细胞[34-35]。表 1总结了用于培养

人肠道类器官的不同培养基成分。

图1 正常肠道类器官和结直肠癌类器官培养

表1 人肠道类器官扩增培养基的生长因子组成

组织

小肠

结肠

结直肠癌

培养基成分

Wnt3a
√
√
√
—

√
—

R-spondin
√
√
√
—

√
—

Noggin
√
√
√
—

√
—

EGF
√
√
√
○
√
√

胃泌素

√
√
√
√
√
—

烟酰胺

√
√
√
—

—

—

TGF-β抑制剂

√
√
√
○
√
—

p38抑制剂

√
√
—

○
√
—

其他

—

—

IGF-1，FGF-2
—

—

bFGF

文献

[34]
[34]
[36]
[34]
[41]
[42]

注：√，需要此成分；○，非必需成分；—，不需此成分。

各研究团队对培养条件和培养方法进行了优

化，提高了肠道类器官培养的效率以及成功率。

Fujii等[36]发现，使用 IGF-1和成纤维细胞生长因子

2（FGF-2）替代 p38抑制剂能显著提高人肠道类器

官的形成能力，并且可稳定培养超过 6个月。

Matrigel是类器官培养中最常使用的细胞外基质，

尽管Matrigel已实现商业化生产、价格可接受，但

它有一些缺点：Matrigel成分复杂，含有 1000多种

蛋白质，不同批次的Matrigel之间存在差异[37]。这

将导致实验结果的可重复性变差。因此，脱细胞细

胞外基质、合成水凝胶、工程化细胞外基质蛋白等

应运而生，可替代Matrigel用于肠道类器官培养，

进而出现了无基质胶的类器官培养技术[8]。2019

年，Giobbe等[38]对猪小肠组织进行脱细胞处理，设

计了一种脱细胞细胞外基质，人小肠干细胞可以在

这种脱细胞细胞外基质中生长并且最终成功形成

人小肠类器官。基于透明质酸和明胶等材料合成

的生物水凝胶也可代替Matrigel用于培养 CRC类

器官，并应用于共培养体系[39]。对基质刚度、基质

应力松弛率和基质整合素-配体浓度 3个重要变量

进行定量调控，Hunt等[40]利用工程技术重组合成了

一种工程化细胞外基质-透明质酸弹性蛋白样蛋

白，肠道上皮类器官能在透明质酸弹性蛋白样蛋白

中生长、分化及传代。这种工程化细胞外基质具有

较好的可重复性，支持生物降解，为当前类器官研

究提供了一个有前途的细胞外基质替代物。
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图2 类器官技术在结直肠癌中的应用

2.2 结直肠癌类器官培养

对人正常结肠类器官培养基成分进行改进即

可将其用于培养人CRC类器官[34, 41]。Wnt3a不是维

持人 CRC类器官长期扩张所必需的，因为大多数

CRC的Wnt/β-catenin信号通路的关键基因存在突

变，使 CRC患者来源肿瘤类器官的Wnt通路被异

常激活。由于腺瘤-肿瘤进展过程中突变的积累，

肿瘤细胞对生态位因子的依赖性降低，患者来源肿

瘤类器官的培养并不依赖培养基中某些特定的生

长因子[43-44]。目前已开发了多种 CRC类器官的培

养方法，其中大多数研究是从原始肿瘤组织培养肿

瘤类器官。CRC类器官不仅可以从手术切除的肿

瘤标本中产生，也能从常规的活检标本中产生[14]。

从人CRC组织建立类器官的方法与正常人肠道类

器官的建立方法类似（图 1）。简而言之，首先从

CRC肿瘤组织中分离癌症干细胞，再将癌症干细胞

接种到基质胶中并添加 CRC类器官培养基，进行

数次传代以及完成后续的实验分析[42]。有趣的是，

de Angelis等[45]从循环肿瘤细胞中成功培养出类器

官，由此衍生的循环肿瘤细胞类器官可作为研究转

移性CRC特征和发现新生物标志物的模型。除了

上述经典的培养方法，Li等[46]创新性地使用气液界

面方法进行CRC类器官建模。气液界面培养方法

的优势是可以改善体外氧合，能在受控制的情况下

进行器官生理研究。此外，最新的工程化类器官技

术，如微流控技术、类器官芯片等，可以应对和解决

传统类器官培养方法带来的一些局限性。

3 类器官技术在结直肠癌的应用

随着类器官技术的发展，目前类器官已成为

CRC疾病模型构建、发病机制研究、肿瘤微环境研

究、药物筛选和个体化治疗的良好模型系统。图 2
总结了类器官模型在CRC研究中的应用。

3.1 结直肠癌建模

类器官具有良好的遗传和表观遗传稳定

性[47-48]。由 CRC原发肿瘤或转移瘤衍生的类器官

均保留了其母体肿瘤的遗传多样性和形态稳定

性[14, 49]。CRC的发生是由Wnt/β-catenin、TGF-β、

TP53、RAS-MAPK和 PI3K等信号通路的相关基因

突变所致[50-51]。CRISPR-Cas9基因编辑系统是一项

突破性的技术，利用 CRIPSR-Cas9技术可以实现

对正常肠道类器官特定基因或基因组的精确编辑，

模拟体内肿瘤发生过程。CRC的发生途径有腺

瘤-腺癌途径和锯齿状途径。腺瘤-腺癌途径是

CRC发生的经典途径，该模型认为，APC基因的突

变激活了Wnt信号，导致肠道发生结肠息肉，后续

SMAD4、TP53等基因的突变诱使结肠息肉转变为

侵袭性和转移性表型[52]。利用 CRISPR-Cas9技术

构建携带各种基因突变的结肠类器官模型可用于

观察基因突变的效应。Drost等[43]利用 CRISPR-
Cas9技术靶向修饰癌基因 Kras和抑癌基因 APC、

P53和 SMAD4，随后通过移除培养基中特定的生态

位因子筛选突变的肠道类器官，携带 4种基因突变

的类器官才能在缺乏Wnt3a、Noggin、R-spondin1和
EGF等所有生态位因子的培养基中生长。将这些

突变的类器官原位移植到免疫缺陷小鼠体内，具有

APC、Kras、TP53这 3种突变而无 SMAD4突变的类

器官仅形成了腺瘤，而携带 4种基因突变的类器官

移植后能成功形成腺癌。该研究初步建立了腺

瘤-腺癌途径的CRC类器官模型。Matano等[53]利用

CRISPR-Cas9技术进行了一项类似的研究，除了修

饰上述 4个突变基因外，额外引入了PIK3CA突变，

将基因编辑的肠道类器官植入小鼠体内后成功形

成了肿瘤。这些研究表明，携带 APC和 TP53基因

连续突变的结肠类器官会表现出非整倍体特性，这

32



科技导报2022，40（12） www.kjdb.org

意味着染色体不稳定途径中CRC发生进展。而持

续的染色体不稳定性与CRC类器官肿瘤演变密切

相关[54]。

锯齿状途径CRC模型的构建方法与经典途径

相似。锯齿状通路是由 BRAF癌基因的突变启动

的[55]。Fessler等[56]通过将BRAFV600E突变引入肠道类

器官，构建了锯齿状腺瘤模型。Kawasaki等[57]进一

步利用 CRISPR-CAS9技术将含 R-spondin基因的

染色体重排导入人正常结肠类器官，并同时转入

BRAFV600E突变，由此构建的类器官形成了扁平锯齿

状病变。除了BRAFV600E和R-spondin基因的融合蛋

白外，过表达Grem1基因的类器官在植入小鼠体内

后形成了具有锯齿状腺瘤特征的肿瘤。2019年，

Lannagan等[58]借助 CRISPR-Cas9技术开发了一个

具有多种基因突变的类器官模型来模拟锯齿状途

径。作者通过分析 TCGA基因数据库中锯齿状

CRC的基因改变特征，选择Tgfbr2、ZnRF2、RNF43、
CdKN2a和BRAFV600E作为CRISPR-Cas9编辑的靶基

因，将这些修饰后的基因导入小鼠结肠类器官，然

后再将这些类器官移植到免疫缺陷小鼠结肠内。

近一半移植了具有 BRAFV600E和 Tgfbr2突变类器官

的小鼠产生了腺癌，这些小鼠存活时间大于 3个
月。而移植了携带 5个靶基因突变类器官的小鼠

几乎全部产生了腺癌，且它们的存活时间缩短至

4~6周。为了探究CRC相关突变特征的起源，Drost
等[59]利用 CRISPR-Cas9技术敲除了人结肠类器官

中的一种关键DNA修复基因MLH1，全基因测序结

果显示MLH1缺陷的结肠类器官中的突变特征与

错配修复缺陷的 CRC的突变特征相似，成功建立

了微卫星不稳定的CRC模型。

为了探索特定基因突变对 CRC转移中的贡

献，需进一步将基因编辑后的工程类器官异种移植

至免疫缺陷小鼠体内。2018年的一项研究发现，

相比于其他突变基因组合，将具备 APC、Kras和

Tgfbr2突变的小鼠肠道类器官移植到免疫缺陷小

鼠的脾脏内，其肝转移发生率是最高的[60]。这表

明，激活肠上皮细胞的Wnt和 Kras以及抑制 TGFβ
信号足以导致CRC发生肝转移。多个研究团队利

用工程类器官移植构建了从结肠腺瘤到结肠腺癌

再到远处转移的复杂模型，完整概括了 CRC的进

展过程[61-62]。这些团队的工作为基因研究和临床

前研究贡献了宝贵的经验。此外，Roper等[63]的研

究证实基因工程结肠类器官和患者来源CRC类器

官原位移植至远端结肠后均能形成肝转移。总之，

基因编辑结肠类器官是CRC发病机制研究以及探

索基因突变在各个信号通路作用的优秀工具。这

些体外 CRC类器官模型在深入探究疾病进展、进

行抗肿瘤药物筛选和制定个体化治疗策略方面具

有很大的应用前景。

3.2 共培养研究肿瘤微环境

CRC类器官模型的建立使肿瘤微环境相关的

研究得以开展。肿瘤微环境由免疫细胞、癌症相关

成纤维细胞、间质细胞和细胞外基质等构成[64]。重

要的是，肿瘤微环境中的组成成分可以维持癌症干

细胞的干性，影响 CRC的发生、进展、转移和耐药

等生物学行为[65]。肿瘤具有改变其所处周围环境

的能力，这是其发生远处转移的重要基础和独有特

征。目前多数 CRC类器官模型只有肿瘤细胞，缺

乏肿瘤微环境成分。因此，国内外团队构建了共培

养体系探索肿瘤微环境与CRC类器官之间的相互

作用。

免疫细胞作为肿瘤微环境最重要的成员之一，

与CRC的发生、发展和治疗密切相关[66]。肿瘤类器

官构建肿瘤微环境的方法有两种，一种是通过气液

界面方法建立肿瘤类器官模拟肿瘤微环境。例如，

Neal等[67]使用气液界面方法整合原发性肿瘤和肿

瘤浸润淋巴细胞模拟抗程序性死亡受体 1和抗程

序性死亡因子配体 1抗体对类器官的毒性。另一

种方法是借助可实现高通量分析的微流控芯片模

拟肿瘤微环境。Zheng等[68]设计了一种微流控芯

片，可以对芯片上每个腔室的氧气浓度进行精确调

控，成功在体外模拟了肺癌类器官的缺氧环境和肝

脏类器官的有氧环境，并实现了缺氧诱导的肿瘤转

移现象，为缺氧环境下的抗肿瘤药物筛选提供了一

个很好的模型。癌症免疫治疗是近年来兴起的一

种很有潜力的肿瘤治疗手段。Dijkstra等[69]建立了

一种分离肿瘤反应性T细胞的方法，通过共培养干

扰素 γ预刺激的CRC类器官与外周血中的淋巴细
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胞，获得了肿瘤反应性 T淋巴细胞。这些 T细胞被

引入体内后能帮助消除患者体内的肿瘤。这一方

法可以用来评价肿瘤免疫治疗的体外疗效。

Schnalzger等[70]开发了一个测试嵌合抗原受体细胞

对患者来源结肠类器官的细胞毒性的平台。在

NK92细胞中引入嵌合抗原受体靶向上皮细胞普遍

表达的上皮细胞黏附分子，然后共培养表达表皮生

长因子受体变异体 III（一种肿瘤新抗原）的CRC类

器官与针对表皮生长因子受体变异体 III的嵌合抗

原受体-NK92细胞，结果显示嵌合抗原受体-NK92
细胞能够特异性杀伤CRC类器官而不损伤正常类

器官。因此，上述研究表明，CRC类器官与免疫细

胞共培养不仅可研究免疫细胞与肿瘤的相互作用

而且可测试肿瘤免疫治疗的疗效以开发新的免疫

治疗策略。

当脂肪细胞与小鼠 CRC类器官共培养时，脂

肪细胞可通过刺激癌症干细胞相关基因表达促进

癌细胞的增殖以及去分化[71]。癌症相关成纤维细

胞主要来源于细胞外基质中的成纤维细胞，成纤维

细胞最初可以阻止早期 CRC的发展，但在肿瘤微

环境中 TGF-β的作用下被转化为癌症相关成纤维

细胞[72]。有研究报道，在缺氧条件下，成纤维细胞

衍生的细胞外囊泡可能通过递送Wnt和EGF信号

诱导 CRC类器官细胞的集落生成，进而促进 CRC
的发生[73-74]。2017年，Hlund等[75]将人胰腺导管腺

癌类器官和小鼠癌症相关成纤维细胞共培养，结果

发现癌症相关成纤维细胞形成了另一种不同的亚

群，它们位于肿瘤远端，可以分泌白介素 6等炎症

因子，有促肿瘤特性，进而揭示了癌症相关成纤维

细胞的异质性。在治疗CRC时应选择性靶向促肿

瘤的癌症相关成纤维细胞亚群。综上所述，CRC类

器官与免疫细胞、成纤维细胞等共培养在肿瘤微环

境研究和开发肿瘤免疫治疗策略方面具有一定的

价值和应用前景。

3.3 指导临床治疗

为临床药物治疗决策提供依据和指导是类器

官研究的主要目标。CRC类器官模型更好地保留

了原始 CRC的瘤内异质性和遗传异质性，带来了

更可信的实验结果。最近，许多团队的研究证实了

CRC类器官在指导临床药物治疗方面的巨大潜力。

3.3.1 药物筛选

类器官为体外药物筛选和测试提供了一个新

平台。van de Wetering等[76]通过建立类器官生物库

进行 CRC类器官药物筛选，这一生物库包含了 20
位CRC患者肿瘤组织衍生的类器官。该研究使用

包括化疗药、靶向药以及临床试验药物等 83种药

物处理 CRC类器官，结果表明该类器官生物库平

台可完成高通量药物筛选，并可明确药物与不同基

因之间的相关性。例如，环指蛋白 RNF43突变的

CRC类器官对 Porcupine抑制剂敏感，而 Kras突变

的CRC类器官对酪氨酸激酶受体抑制剂表现为耐

药。该研究展示了CRC类器官在药物筛选应用方

面的潜力。Kondo等[77]使用 CRC患者来源的类器

官对 2427种药物完成了筛选测试，CRC类器官对

不同药物表现出不同的敏感性。Du等[78]开发了一

个更高通量的类器官药物筛选平台，高效完成了数

千种药物的筛选测试。这些研究再次证实了类器

官进行高通量药物筛选分析制定新治疗方案的潜

力。

针对奥沙利铂耐药的 CRC患者，后续分子靶

向药物选择及其疗效预测是临床上面临的一大难

题。为了解决这个问题，Shen等[79]使用患者来源的

CRC类器官模型进行体外药物筛选实验，成功筛选

出一种 Kruppel样因子 5抑制剂ML264，ML264通
过恢复 CRC类器官中的细胞凋亡，从而重新恢复

了耐药的CRC类器官对奥沙利铂的敏感性。这是

CRC类器官在筛选潜在治疗药物应用上又一有力

的证明。此外，人类诱导多能干细胞来源的类器官

亦可作为 CRC模型用于药物测试[80]。类器官作为

临床前模型，加快了新药研发的进程，降低了新药

研发成本。CRC类器官模型可测试正在进行临床

试验的药物的有效性，作为临床试验的补充，推进

新药研发的进程[81]。

3.3.2 个体化治疗

肿瘤个体化治疗是迈向精准医学的重要一步。

构建 CRC类器官模型所需的时间较短，数周内即

可获得药物测试结果。在对CRC耐药原因进行分

析后，可制定真正有效的治疗策略。CRC类器官存
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在潜在药物靶点和信号通路异常是实现个体化治

疗的先决条件。另一个重要条件是需要确定基于

CRC类器官的体外药物敏感性或耐药性测试结果

是否与CRC患者体内的真实情况相匹配[82]。因此，

需比较CRC类器官模型中的药物反应与患者的实

际反应。2015年，Weeber等[14]对转移性 CRC患者

衍生的类器官进行全基因测序发现CRC类器官与

活检标本之间有 90%体细胞突变是相同的，DNA
拷贝数的相关系数为 0.89。这一发现证明CRC类

器官基本保留了原始肿瘤的基因和表型特征，类器

官在肿瘤个体化治疗的应用是可行的。2018年，

Vlachogiannis等[11]使用转移性 CRC患者衍生的类

器官建立活体生物库，对类器官表型和基因型分析

的结果提示患者来源类器官与原始肿瘤高度相似，

CRC类器官对药物的反应与患者对药物的反应基

本一致，证明了类器官在个体化医疗中的预测价

值。2019年，Ooft等[83]测试了CRC类器官对化疗药

物疗效的预测能力，CRC类器官能预测 80%使用

伊立替康化疗患者的疗效，但未能准确预测使用

5-氟尿嘧啶和奥沙利铂治疗患者的疗效，表明类

器官对不同化疗药物疗效的预测能力存在差异。

2020年，Yao等[84]研究表明类器官可以预测局部晚

期直肠癌患者的放化疗反应，CRC类器官预测患者

放化疗疗效的准确度为 84.43%，敏感性为 78.01%，

特异性为 91.97%，其中值得注意的是，研究中有 19
位患者放疗和化疗的疗效良好，然而由这些患者的

肿瘤组织培养的CRC类器官却耐受放疗。这可能

归因于肿瘤的瘤内异质性。Schumacher等[85]评估

了肿瘤异质性对CRC类器官Kras/MAPK信号通路

活性的影响以及对EGFR靶向药治疗反应的影响。

靶向蛋白质组学分析发现CRC类器官的MAPK信

号激活表现出异质性，这种异质性与对EGFR抑制

的不同反应相关，在对抗EGFR靶向药敏感和耐药

的CRC类器官之间观察到不同的MAPK通路激活

模式。这表明，对各肿瘤亚群进行单独的药物疗效

测试可能有助于提高对患者的真实治疗反应预测。

临床上根据类器官对放化疗和靶向治疗的反

应，可确定哪些患者将从放化疗和靶向治疗中获

益，从而个体化定制治疗方案。部分 CRC患者化

疗后会出现复发，Cho等[86]构建人CRC类器官探究

5-氟尿嘧啶耐药的相关机制，他们发现 5-氟尿嘧

啶可以通过Wnt/β-catenin通路活化残留病灶中的

癌症干细胞。基于这一发现，Wnt抑制剂和 5-氟尿

嘧啶的联合治疗策略能有效避免 CRC肿瘤复发。

一般来说，靶向药物应用前需完成全基因测序，当

患者具有特定基因突变靶点时才具备使用特定靶

向药物的适应征。然而，某些不具备基因突变的患

者也可能从靶向药物中获益，因此需更好的方式确

定患者的最佳治疗方案。Pauli等[87]同时使用CRC
类器官模型和异种移植模型测试了靶向药物与其

他药物联合治疗晚期CRC患者的疗效。联用阿法

替尼和伏立诺他显著抑制了小鼠体内异种移植肿

瘤的生长，并且肿瘤体积缩小到仅为标准化疗对照

组肿瘤体积的 10%。这一方法可以为晚期CRC患

者提供个性化治疗方式，给晚期 CRC患者带来了

新选择。2020年，Narasimhan等[88]应用类器官技术

成功指导临床制定了伴腹膜转移的CRC患者的精

准治疗策略，取得了良好的疗效。综上所述，这些

研究表明CRC类器官可以准确地预测患者治疗疗

效，具有良好的预测价值，根据预测结果定制个体

化治疗方案可降低耐药发生率、避免过度治疗、减

少不良反应，具有巨大的临床应用潜力，有望在前

瞻性临床试验中应用。

4 挑战

随着类器官技术的发展，各研究团队开发了不

同的类器官培养方法。使用特定细胞系自制的条

件培养基可以降低实验成本，这必然会带来不可控

的实验室差异以及结果可重复性的问题。另外，目

前多数类器官培养体系依赖于基质胶。然而，基质

胶的具体组成成分尚不明确，各个批次间的基质胶

亦有差异。类器官冻存、DNA和RNA提取、蛋白质

提取、基因编辑等操作均需去除基质胶。基质胶的

溶解方法还会影响类器官的蛋白质组学分析结

果[89]。研究表明，正常人结肠组织和CRC组织的细

胞外基质在蛋白质组成、血管网络形成和肿瘤增殖

方面存在明显差异，肿瘤细胞外基质会促进肿瘤血
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管化以及肿瘤血管代谢转变[90]。这意味着每种类

器官都有其培养所需的最佳细胞外基质。最重要

的是，目前尚无标准化的、统一的类器官培养操作

指南。

为了应对这些挑战，一些团队开发了以支架为

基础的类器官培养技术，借助工程技术合成水凝胶

和工程化细胞外基质蛋白代替基质胶，运用微流控

和器官芯片等工程技术改进类器官培养方法。比

如，人工合成的细胞外基质可以培养人小肠类器

官，提高实验结果的可重复性，阐明类器官扩张的

机械现象[91]。胃肠道组织衍生的脱细胞细胞外基

质水凝胶是基质胶的良好替代品，由此培养的胃肠

道类器官的生长和发育甚至要优于基质胶中培养

的类器官[92]。这种胃肠道组织衍生的脱细胞细胞

外基质水凝胶可以模拟胃肠道组织微环境，使类器

官能够长期传代培养和移植。类器官芯片是采用

微流控芯片技术建立的体外模拟人体器官功能单

元的超微加工的细胞培养装置。类器官芯片可从

微环境层面对类器官进行控制，建立组织之间以及

多器官之间的互作，减少类器官发育的可变性和随

机性，进而解决类器官研究中的统一标准化问题。

Gjorevski等[93]使用模块化的合成水凝胶网络确定

了控制肠道干细胞扩张和类器官形成的关键细胞

外基质参数，创造了一个完全定义的类器官培养系

统。在这一系统中，合成水凝胶由混合Ⅰ型胶原和

基质凝胶组成，这些合成水凝胶被整合在可灌注的

平台上形成了一个混合微芯片系统，高硬度基质使

肠道干细胞通过YAP依赖机制维持扩张，而软基

质和层粘连蛋白的黏附力促进肠道干细胞分化和

类器官形成。这种完全定义、环境最小的培养系统

可以满足组织在发育、动态平衡和修复等过程中的

动态需求。2020年，Nikolaev等[94]设计了一种与众

不同的类器官培养方法，通过支架微芯片引导肠道

干细胞形成具有管腔、隐窝、绒毛样空间结构的管

型上皮类器官。这一管型类器官能稳定维持长达

1个月，含有M细胞和肠内分泌细胞等普通肠道类

器官中罕见的细胞类型，具有与人肠道相似的细胞

多样性、关键生理特征和强大的再生能力，并且其

管腔内可定植微生物。2022年，Gjorevski等[95]设计

了另一种可在时间和空间上控制类器官形成的标

准化方法。肠道干细胞被嵌入到含光敏性聚乙二

醇的合成水凝胶中，405 nm波长的光照处理可将

局部基质软化，实现对局部基质时空特异性的控

制，进而能够精确控制肠道类器官的大小和性状。

研究还揭示了类器官中隐窝-绒毛轴形成的关键

分子机制，为控制肠道类器官的尺寸和形状提供了

深刻的见解，也为肠道对称性破坏和图示形成提供

了统一的参考。综上，工程技术可以帮助解决当前

类器官系统面临的标准化问题。统一类器官的培

养标准可进一步推动类器官发展。

再者，类器官模型无法完全重现人体内动态且

复杂的微环境，缺乏血管系统、神经系统、免疫系统

是当前类器官模型的主要缺点。尽管有上述共培

养方法，但目前的共培养体系较为简单，细胞类型

和不同细胞的组成比例差异也影响对研究结果的

阐释。类器官还无法全面概括器官的整体结构和

功能，仅能模拟疾病的部分过程[96]。CRC类器官亦

无法完全模拟肿瘤的侵袭和转移行为。类器官内

部产生的代谢废物随着增殖不断增多且无法顺利

排出，影响了类器官的活性和生长。另外，体内肿

瘤组织具有独特的血管网络，组织对氧气的利用能

力不同，肿瘤内部存在缺血坏死区域，这也是影响

抗肿瘤药物体内疗效的重要原因之一。气液界面

培养方法在一定程度上克服了气体交换的问题，然

而当前的类器官模型无法模拟体内的血管分布，无

法建立正常营养代谢。类器官的血管化是当前研

究的一个重要挑战。当前类器官模型的血管化需

要使用血管内皮细胞，但由此培养的内皮细胞无法

形成完整的血管系统。Holloway等[97]在多能干细

胞衍生的肠道类器官培养的早期阶段发现了内皮

细胞群体，而随着培养时间增加，内皮细胞数量会

逐渐减少。当在培养基中加入 EGF、VEGF、bFGF
和 BMP4等细胞因子时可以诱导内皮细胞分化形

成血管化小肠类器官。最近，多个研究团队借助微

流控芯片构建了血管化或血管灌注的肠道类器官

模型[98-99]。Nashimoto等[100]将癌细胞、脐静脉内皮细

胞和成纤维细胞整合到微流体装置中创造了血管

化的肿瘤类器官。然而，大多数血管只在类器官周
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围生长，并未真正渗入癌细胞内形成血管网。微流

控技术创建的血管化类器官仍存在一定局限性，类

器官的血管化还有待进一步研究。2022年，Enrico
等[101]的研究为实现具备复杂微血管系统的类器官

模型提供一种全新的思路，利用飞秒激光照射水凝

胶创建了直径 20~60 μm的稳定的 3D微通道，再通

过内皮细胞培养或细胞培养基灌注 3D微通道即可

形成人工微血管。更为关键的是，这种 3D微通道

可以在含有类器官和细胞的水凝胶中创建，而不会

影响管腔外物质的活性。

此外，人体内的器官与器官、组织与器官之间

有密切的信息传递和相互作用。目前类器官培养

体系缺乏来自其他器官的交互信息。例如，在使用

类器官进行药物测试时，各种药物对肝脏、肾脏和

心脏等重要脏器的毒性无法得知。各种不同组织

的类器官共培养是未来的研究方向之一。整合多

个组织的类器官在药物筛选和个体化治疗方面具

有重要意义。类器官芯片和微流控等工程技术可

能是应对这些挑战的有效措施，未来的研究需要更

全面地模拟肿瘤微环境和器官间的互作，进一步优

化类器官模型[102-103]。

5 结论

尽管类器官模型存在一定的局限性，临床应用

还有很长的路需要前行，但与传统体外模型相比，

类器官仍然具有极大的模型优势与应用价值。随

着类器官工程化改进如微流控芯片和气液交互培

养系统等标准化的技术发展，类器官模型复杂度和

精确性也会不断提高。另外，随着技术发展，从类

器官模型获得的读数也会不断增加，以 CRC为代

表的肿瘤类器官研究也会步入新的阶段。相应地，

CRC类器官模型的应用也能够促进CRC临床治疗

模式优化，使得CRC真正进入个体化治疗时代。
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Modeling colorectal cancer with organoids: Clinical applications and

challenges

AbstractAbstract The colorectal cancer is one of the most common digestive tract tumors globally, which seriously threatens the human
health. In recent years, a gratifying progress has been made in the organoid culture technology, making the organoid technology
an essential new tool for studying the colorectal cancer mechanisms and the clinical translation. This paper reviews the niche
signaling pathways in the colorectal cancer, the application progress of the organoid technology in the colorectal cancer modeling,
the tumor microenvironment research, the drug screening and the individualized therapy, as well as the current challenges of the
organoid technology and the future development directions of the organoids from the perspectives of the organoid culture
technology standardization and the engineering technology applications.
KeywordsKeywords organoids; colorectal cancer; stem cell niche; tumor microenvironment; Wnt signaling ●

（责任编辑 刘志远）

LI Jingwei1,2, CHEN Hao1, SHA Weihong1, XIONG Xia2, ZHOU Jian2,3*
1. Department of Gastroenterology, Guangdong Provincial People's Hospital, Guangdong Academy of Medical Sciences,
Guangzhou 510080, China

2. National Engineering Laboratory for Pollution Control and Waste Utilization in Livestock and Poultry Production; Key
Laboratory of Agro-Ecological Processes in Subtropical Region, Institute of Subtropical Agriculture, Chinese Academy
of Sciences, Changsha 410125, China

3. University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China

41


