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综述

类器官的研究进展
杨桃#  孙宇#  陈佳佳  刘清桂  王敏君  胡以平*  陈费*

(海军军医大学细胞生物学教研室, 上海 200433)

摘要      类器官是体外培养的由干细胞分化而来的后裔细胞所形成的具有一定空间结构的三

维细胞复合体。类器官具有某些与来源器官相似的结构特征和功能特性, 而且能够在体外3D培养

体系中稳定扩增。目前, 类器官在生物学基础研究、构建疾病模型、肿瘤研究、组织再生修复、

基因治疗以及药物筛选等方面显示出了广阔的应用前景。该综述将简要介绍类器官培养体系的发

展, 以及其在生命科学研究中的应用。
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Advances in Organoid Technology

Yang Tao#, Sun Yu#, Chen Jiajia, Liu Qinggui, Wang Minjun, Hu Yiping*, Chen Fei*
(Department of Cell Biology, Naval Military Medical University, Shanghai 200433, China)

Abstract       The organoids are three-dimensional cell complexes with a certain spatial structure formed by in vitro 
cultured descendant cells differentiated from organ-specific stem cells or progenitors. Organoids have certain structural and 
functional properties similar to those of the source organs. They are capable of stable amplification in 3D (three-dimen-
sional) culture systems. At present, organoids have shown broad application in basic biological research, construction 
of disease models, tumor research, tissue regeneration and repair, gene therapy, and drug screening. This review will 
briefly introduce the development of organoid culture systems and their applications in life science research.  
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类器官(organoids)是在体外用3D培养技术对干

细胞或器官祖细胞进行诱导分化形成的在结构和功

能上都类似目标器官或组织的三维细胞复合体, 其
具有稳定的表型和遗传学特征, 能够在体外长期培

养。它在形成过程中再现了体内器官发生的两个事

件, 即同类细胞以黏附的方式分类聚集(cell sorting)
和空间特异性的细胞谱系定型(spatially restricted 

lineage commitment)[1]。与传统2D细胞培养模式相比, 
3D培养的类器官包含多种细胞类型, 突破了细胞间

单纯的物理接触联系, 形成了更加紧密的细胞间生

物通信, 细胞间相互影响、诱导、反馈[2], 协作发育

并形成具有功能的迷你器官或组织, 能更好地用于

模拟器官组织的发生过程及生理病理状态, 因而在

基础研究以及临床诊疗方面具有广阔的应用前景。中
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1   类器官研究简史
类器官一词最早于1946年出现在皮样囊肿(der-

moid cysts)的研究中[3], 20世纪60年代后主要用于描

述经典发育生物学实验研究中细胞分类聚集和重聚

(reaggregation)的器官培养[1,4]。类器官研究的第一

次热潮是在1965~1985年间, 主要用于探究器官发生

(organogenesis)的经典发育生物学实验[5]。早前学界

对于干细胞微环境在干细胞自我更新和分化的调控

和诱导方面的作用认识不深, 类器官培养需要大量

起始细胞, 而且经常呈现出较低的体外活力, 不能长

期培养[6], 因而其应用一直受限。随着对干细胞微环

境认识的加深以及培养体系的改进, 从2009年Sato
等[7]在无间质细胞存在的条件下得到了由肠干细胞

培养形成的肠类器官开始, 类器官的研究掀起了第

二次热潮并蓬勃发展。

2   类器官的培养体系
体外3D培养类器官的核心就是要了解体内干

细胞微环境的组成, 然后在体外培养体系中模拟出

这一体内微环境, 诱导干细胞增殖、分化形成特定

的器官或组织。这一微环境一般认为由两部分构

成。一是与维持干细胞自我更新和增殖分化有关的

细胞生长调节因子(细胞因子或某些小分子), 比如

EGF(epidermal growth factor)、Noggin和R-spondin
等。根据培养的组织不同, 常添加额外的调节因子, 
如人小肠类器官的培养需要额外添加胃泌素、烟酰

胺、TGF-β抑制剂和p38抑制剂[8]。其次是模拟干细

胞生长微环境的细胞外基质, 比如将细胞培养在基

质胶(matrigel)形成的立体空间中, 基质胶可以取代

传统培养体系中的饲养层细胞(feeder cells), 为干细

胞增殖分化提供三维环境, 促进3D培养的细胞聚集

以及产生细胞排列的极性[9-10]。类器官培养所需要

的干细胞可以经流式分选纯化或者直接培养含干细

胞的组织片段。类器官培养的主要流程是将获取的

干细胞或包含干细胞的组织片段包被于基质胶中, 
待其固化后添加合适的培养基, 经数天培养后形成

与目的器官结构和功能相类似的细胞群体。到目前

为止, 多种器官或组织正常及癌变的类器官培养体

系, 比如肠[7-8]、前列腺[11-12]、和乳腺等[13-14]已经建立。

3   类器官的分类
根据干细胞的不同来源, 类器官可简要分为组

织干细胞衍生的类器官、多能干细胞(包括胚胎干

细胞和诱导多能干细胞)衍生的类器官和肿瘤干细

胞衍生的类器官三种类型。

3.1   组织干细胞衍生的类器官

以Sato等[7]经典的成年小鼠肠干细胞来源的类

器官培养体系为例。小肠上皮分为基底部下凹的隐

窝和顶部上凸的绒毛两部分, 隐窝–绒毛结构构成肠

上皮的基本单元。隐窝由潘氏细胞、干细胞及其增

殖形成的短暂扩增细胞(transit amplifying cells, TA
细胞)组成。潘氏细胞与干细胞间隔排列。TA细胞

将继续分化, 形成的子代细胞跨越隐窝–绒毛界限时

决定细胞分化命运, 分为分泌型的杯状细胞、肠内

分泌细胞、潘氏细胞以及吸收型的肠上皮细胞。分

化细胞沿隐窝–绒毛轴向迁移, 形成绒毛结构, 最终

绒毛顶部的细胞死亡后脱落入肠腔。需要指出的是, 
潘氏细胞与其他分化细胞迁移方向不同, 其沿绒毛–
隐窝轴向移动, 到达隐窝底部后, 调节干细胞的增殖

与分化。

小肠隐窝干细胞的增殖分化受到干细胞微环

境的影响。潘氏细胞及周边的间充质细胞分泌多

种生长因子, 主要包括EGF(epidermal growth fac-
tor)、R-spondin和Noggin蛋白, 调控干细胞的增生与

分化。EGF作为有丝分裂原, 在小肠隐窝高表达, 对
干细胞和TA细胞的增殖有重要作用[15]; Wnt信号通

路是维持小肠LGR5(leucine-rich repeat containing 
G-protein-coupled receptor 5)阳性干细胞的干性, 促
进干细胞和TA细胞的增殖的主要信号通路, 仅在隐

窝区域内高表达, 潘氏细胞分泌的Wnt3a是Wnt配
体的主要来源[[16-17]。R-spondin作为LGR5的配体, 
与LGR5结合后增强Wnt信号通路, 激活Wnt靶基因, 
促进干细胞增殖和分化; BMP(bone morphogenetic 
protein)信号通路作为Wnt信号通路负调节信号, 能
抑制干细胞的更新与增殖[18]。Noggin是BMP的抑

制剂, 能拮抗BMP, 促进隐窝增生[19]。

如图1所示, 小肠类器官培养首先是获得肠干

细胞。Barker等[9]证明了LGR5可以作为肠干细胞的

标志物, 他们发现LGR5阳性的干细胞在体内能长期

存活和增殖, 谱系示踪亦发现, LGR5阳性细胞能分

化成所有种类的小肠上皮细胞。因此, 利用LGR5做
标志物可分离得到小肠干细胞。另外, 由于肠干细

胞定位于上皮隐窝, 也可以用分离肠组织得到的隐

窝直接培养, 还可以用碎裂的小肠组织(包含间质)
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作为干细胞的来源[10]。其次是模拟小肠干细胞所处

的细胞外基质。由于小肠隐窝底部富含层黏连蛋白

α1和α2, 用含层黏连蛋白和胶原蛋白的基质胶可以

模拟小肠基底膜结构和生理性质, 为肠细胞提供三

维生长的环境。最后, 将LGR5阳性的干细胞或隐窝

包被进基质胶, 然后加入含EGF、R-spondin和Nog-
gin的培养基进行培养。

在培养期间, 干细胞首先增殖形成囊状的球体

结构, 接着转变形成隐窝样的芽状结构并在两周内

逐渐形成含肠腔的迷你肠管(mini-gut), 肠腔内可见

大量死亡脱落的细胞。培养的肠类器官由与正常小

肠上皮相同的明显分区化的隐窝–绒毛结构组成, 如
图1所示, 包含所有种类的肠上皮功能细胞, 如潘氏

细胞、肠上皮细胞、肠内分泌细胞和杯状细胞。在

隐窝底部, LGR5阳性的干细胞散在分布于潘氏细胞

之间, 数量与小鼠活体内的隐窝相似; 在隐窝上部, 
干细胞则增殖形成TA细胞; 绒毛区域则是由完全分

化的带有刷状缘的肠上皮细胞组成; 杯状细胞和肠

内分泌细胞则散在分布于整个类器官。形成的类器

官各种细胞的组成比例与正常肠上皮相同, 表型和

遗传性质上也很稳定, 经长期连续多次传代培养, 未
发现表达谱的改变[7]。

鼠小肠类器官是由单纯的干细胞生长分化而

来, 是干细胞体外3D培养的里程碑。经这一研究方

法的启示, 研究人员在小肠类器官培养体系的基础

上进行探索和改进, 通过添加不同器官生长发育需

要的生长因子, 先后建立了消化道上皮来源的其他

类器官, 如肝脏[20]、胰腺[21]、结直肠、胃[22]和胆囊[23]

等, 以及非消化道来源的其他上皮组织类器官, 如
肺[24]、前列腺[11]和乳腺[13]等。

3.2   多能干细胞衍生的类器官

多能干细胞类器官的培养相较成体干细胞类

器官而言, 需要先将多能干细胞向相应靶器官所在

胚层诱导。以多能干细胞培育肠类器官为例。在肠

道的发育过程中, TGF-β超家族成员中的Nodal信号

通路能促进原肠胚向内胚层发育[25], 形成的内胚层

进一步发育成包含前肠(foregut)、中肠(midgut)、后

肠(hindgut)的原始肠管[26]。前肠形成口腔、肝脏、

胰腺等器官, 中肠形成小肠和升结肠, 后肠形成直肠

和余下的部分结肠。Wnt信号通路和成纤维细胞生

长因子(FGF)可以抑制内胚层向前肠分化, 从而向

中肠和后肠发育[27-28]。利用这些发育特性, 研究人

员首先利用Nodal的等效物activin A激活干细胞内

TGF-β信号通路, 促使干细胞向内胚层分化。接着

再添加FGF4和Wnt3a, 使其特异性地向后肠分化, 形
成后肠球状细胞体。将形成的球状细胞体加入到前

文所述的小鼠成体肠干细胞培养体系, 即包埋入基

质胶, 添加EGF、Noggin和R-spondin, 结果成功形成

包含各种肠上皮细胞的成熟肠类器官[29-30]。利用这

个思路和方法, 多能干细胞来源的不同组织特异性

类器官相继被建立起来, 如胃[31]、肺[1]、肝[1]和肾[1]等。

3.3   肿瘤干细胞衍生的类器官

在肿瘤研究中, 一个重要的难题是许多已经建

立的肿瘤模型反应患者真实肿瘤状态的程度较低, 
许多对肿瘤模型有效的药物最终在临床实践中失

败[35-36], 导致很多肿瘤的基础研究成果难以转化为

临床实践。目前广泛使用的肿瘤研究模型包括肿瘤

细胞系和人源肿瘤组织异种移植模型PDX(patient-
derived xenograft)。这两种模型都有其局限性: 肿瘤

细胞系在体外培养过程中, 肿瘤生长的微环境缺少

图1   小肠类器官的培养流程

Fig.1   The small intestine organoid culture process
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了细胞基质、非肿瘤细胞等间质成分, 会经历对二

维培养环境广泛的适应和选择, 而且经连续多次传

代培养后, 其遗传性质可能发生改变, 不再能准确反

映出原代肿瘤异质性、组织病理表现以及遗传特

征; PDX是将患者来源的肿瘤组织移植到免疫缺陷

的小鼠体内, 依靠小鼠提供的微环境进行生长, 相较

于肿瘤细胞系, 能够保留原代肿瘤的微环境和细胞

的基本特性, 但是这种模型技术难度大, 成本高, 培
养周期长, 限制了它的应用。类器官的培养方法也

可以运用于肿瘤组织的培养, 形成肿瘤组织来源的

类器官。将取得的肿瘤组织直接培养形成类器官, 
其可以很好地保持肿瘤的特性。另外, 也有报道另

一种肿瘤类器官培养方法, 即是将患者的肿瘤细胞

经重编程为多能干细胞, 然后再诱导分化形成与原

始肿瘤相同的肿瘤细胞, 再经体外3D培养形成类器

官[37]。这种方式培养肿瘤类器官的效率取决于癌组

织类型或者某种特定的致瘤突变, 而且, 形成的类器

官可能只是肿瘤的亚克隆, 失去原代肿瘤的遗传异

质性[38]。肿瘤类器官的培养与成体干细胞来源的类

器官培养稍有不同。以人结直肠癌类器官(colorectal 
cancer organoids)培养为例, 因肿瘤组织存在Wnt信
号通路持续性激活的突变[39], 培养过程中无需外源

性地加入Noggin和R-spondin蛋白, 而EGF也并非为

所有类型肿瘤组织必需[8]。运用类器官的培养方法, 
已经有多种癌组织, 包括结肠癌[8,40]、胰腺癌[21,37]、

肝癌[41]、 前列腺癌[12,42]、乳腺癌[14]的类器官被建立。

这些培养形成的肿瘤类器官在表型和遗传性质上与

原始肿瘤组织十分相像, 在探究肿瘤形成的机理及

治疗上将发挥巨大的作用。

4   类器官的应用
类器官培养作为一个技术体系和研究方式, 联

合多种新兴实验技术, 如单细胞测序和基因编辑等, 
可以从分子水平、细胞水平和器官水平等不同角度

对生命活动带来新的认识。就目前的情况来看, 类器

官至少在以下几个方面显示出了很好的应用前景。

4.1   细胞分化行为研究的模型

类器官技术可以探究一些传统方法很难解决

的发育难题。如脑组织类器官的建立, 可以帮助观

察神经干细胞独特的分化过程[43]。同时, 类器官技

术为细胞功能和行为研究提供了新的思路, 诸如转

分化, 重编程等生物现象均可以在类器官模型上进

行研究。Ariyachet等[44]将经重编程操作后能分泌胰

岛素的胃窦上皮培养形成类器官, 然后移植到经链

脲菌素处理的NSG糖尿病小鼠模型, 发现类器官能

发挥血糖调节功能。另外, 也可以利用类器官来研

究干细胞的生物学行为, 如寻找新的干性标志[45]以

及探究不同状态干细胞在细胞命运决定和后续分化

中发挥的作用[46]。最后, 利用类器官可以研究组织

稳态, 探究细胞间的相互作用以及细胞外基质对细

胞存活和增殖的影响。

4.2   组织结构异常相关疾病研究的模型

类器官与体内器官功能和结构类似, 可以用于

模拟致病过程, 包括感染性疾病、遗传性疾病和退

行性疾病等模型。如用幽门螺旋杆菌感染胃类器官, 
可以探究幽门螺旋杆菌的感染机制[47]; 用寨卡病毒

感染前脑类器官发现, 类器官细胞大量死亡, SOX2+ 

神经前体细胞增殖活性降低, 类器官体积缩小, 脑室

扩大, 由此成功地模拟出了寨卡病毒感染导致的胎儿

小头畸形的过程[48], 为寨卡病毒的防治提供了帮助; 
另外, 研究人员对一患有严重流感的7岁儿童进行全

外显子测序, 结果发现, 其体内干扰素调节因子7的无

效突变, 导致患者体内I型和III型干扰素减少。而且, 
由该患者来源的肺类器官产生低水平的干扰素, 病毒

复制量增加, 有力地佐证了这一突变[49]。这些结果表

明, 严重的流感也有可能是由免疫系统的单基因突变

引起, 从而加深了公众对流感防治的认识。

4.3   药物筛选的模型

许多药物在人体内的代谢过程中会对某些敏

感器官如肝、肾等造成严重损伤, 因此需要临床前

药物筛选来评价药物疗效和安全性。传统2D培养

的细胞系缺少细胞间的相互作用, 具有明显的结构

和功能限制性; 动物实验有种属差异性, 其结果并不

能直接用于人类; 单一细胞株无法显示个体的异质

性。将类器官培养技术引入药物筛选研究, 建立不

同组织、多个体来源的类器官库, 可以高通量、快

速地筛选出疗效好、安全性高的药物, 减少药物开

发成本, 还可以兼顾患者个体对药物的敏感性, 进而

精准用药, 促进精准医学的发展。已经有学者用肾

类器官评价细胞周期的非特异性阻断药物顺铂的肾

毒性[50], 以及用结直肠癌肿瘤类器官研究DNA拓扑

异构酶I抑制剂伊利替康的耐药情况[51]。

4.4   肿瘤发生机制研究的模型

联合基因测序、基因编辑等技术, 运用肿瘤类

中
国
细
胞
生
物
学
学
报



498 ·  综述 ·

器官可以在分子水平研究基因突变的相应机制以及

特定基因在细胞内的表达差异; 同时, 在细胞与器官

水平可以研究肿瘤生长、转移和免疫逃避等生物学

行为。Nadauld等[52]通过shRNA敲低Cdh1–/–、Tp53–/–

小鼠胃类器官TGFBR2基因的表达, 发现形成的类

器官细胞具有明显的侵袭和转移特性, 揭示了TGF-
BR2在癌转移中可能扮演的作用。另外, Matano
等[53]运用CRISPR/CAS9基因编辑技术在正常肠类

器官干细胞引入突变基因序列, 再将这些干细胞移

植到小鼠体内, 发现有肠腺瘤的生成。

4.5   组织器官损伤修复的材料来源

临床治疗中, 器官移植面临供体短缺以及免疫

排斥的难题, 如果将患者自身干细胞体外培养形成

类器官后再移植回体内, 将是解决这一难题的重要

举措。Fordham等[54-55]将鼠小肠类器官移植回小鼠

体内, 发现类器官可以修复原来损伤的组织并发挥

功能。另外, 类器官联合基因工程技术也可以进行

遗传疾病的治疗, Schwank等[56]运用CRISPR/CAS9
基因编辑技术校正囊性纤维化病人来源的类器官

内跨膜转导调节因子序列(cystic fibrosis transmem-
brane conductance regulator, CFTR)突变的干细胞, 结
果发现类器官功能明显恢复。

5   面临的挑战
尽管目前类器官研究取得了长足的进步, 但是

仍然有一些局限。首先是一些类器官相当于体内器

官发育的早期, 功能不成熟, 如建立的视网膜类器官

光感受器细胞对光不敏感。其次, 类器官体外培养

无法形成血管网络从而造成营养供给受限以及物质

转运障碍, 因此存在类器官体积增长有限、类器官

功能不足等问题。针对这些局限, Lancaster等[43]用

螺旋型生物反应器培养体系加强类器官与培养基的

营养交换, 发现类器官可以达到数毫米直径, Takebe
等[33]用内皮细胞共培养的方式促进血管形成也是

一种解决思路, 还有学者将类器官移植到宿主体内, 
发现宿主血管长入类器官[34]。另外, 目前培养类器

官常用的基质胶是从EHS(engelbreth-Holm-Swarm)
小鼠肉瘤组织中分离获得的一种富含层黏连蛋白

和胶原蛋白的胶状蛋白混合物, 主要成分是层黏蛋

白、IV型胶原和蛋白糖苷肝素硫酸盐, 还包含了某

些生长因子、基质金属蛋白酶等[57], 广泛运用于多

种科研领域。然而, 基质胶直接来源于动物肿瘤组

织, 成分不明确, 产品批次不稳定, 对实验对象本身

有刺激, 极大地限制了其在临床中的应用。因此, 开
发成分明确、来源安全、生物相容性好的替代材料

对类器官走向临床十分重要。目前见诸报道的替代

材料包括胶原和水凝胶, 它们可以很好地支持类器

官的生长而不产生明显的有害作用, 是今后发展的

方向[58-59]。最后, 目前的技术体系培养下的类器官

组织细胞类型较少, 缺乏间叶成分, 如神经组织和免

疫系统, 只能反应局部器官或组织的某些生理或病

理状态, 无法完全模拟全身性的炎症、免疫等反应。

如何引入血管、神经等间叶组织, 将是未来类器官

研究的一个方向。
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