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胡慧丽, 山东大学基础医学院教授, 山东省泰山学者青年专家, 基础医

学院遗传学系副主任, 山东大学干细胞及再生医学中心常务副主任。

于山东大学生命科学院获得学士学位, 山东大学基础医学院获得博士

学位。博士后工作师从荷兰皇家科学院CLEVER教授。长期从事成体

干细胞与组织再生机制研究, 运用类器官对细胞可塑性、疾病发病机

制进行深入探究, 并探讨其在疾病治疗中的应用。建立了人/小鼠肝细

胞来源的3D类器官培养模型, 为阐明肝细胞再生机制、揭示肝脏疾病

发生机制等基础研究问题提供了关键技术, 也为实现个体化医疗提供

了可能。目前的课题方向包括: (1) 运用类器官、小鼠模型、CRISPR筛
选和单细胞测序进行成体干/祖细胞命运调控机制研究; (2) 肝脏疾病及
衰老干预机制探究; (3) 肝脏微器官的构建。
http://www.genetics.sdu.edu.cn/info/1005/1039.htm

类器官在发育与再生中的研究进展
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摘要      类器官(organoid)作为体外模拟器官结构和功能的三维培养体系, 已经广泛应用于发

育研究、疾病建模和药物筛选。类器官在再生医学中具有重要的应用前景。胚胎干细胞、诱导多

能性干细胞和多组织成体干/祖细胞来源的类器官再现了发育分化、稳态自我更新和组织损伤再

生过程, 为揭示发育和再生调控机制、明确生理病理进程提供了可能。近年来, 多细胞类型的新型

培养模式和单细胞测序等技术的应用促进了类器官的发展。该文总结了类器官在发育与再生中的

最新研究成果, 并就前沿技术在类器官研究中的应用进行了综述与展望。
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Abstract       Organoid is the in vitro three-dimensional culture system remodeling the structure and function of 
its original organ. Organoids have been widely used in developmental research, disease modeling and drug screening 
and have potential key application in regenerative medicine. Organoids derived from embryonic stem cells, induced 
pluripotent stem cells, and adult stem/progenitor cells from tissue recapitulate differentiation during development, self-
renewal in homeostasis, and regeneration after tissue injury, respectively. Organoids opened up new avenues to reveal 
the molecular mechanism of development and regeneration. It provides possibilities to clarify the physiological and 
pathological progression. Recently, scientists focus on establishing and characterizing new organoid models with 
multiple cell types by novel co-culture methods and new technology such as single-cell RNA sequencing, which 
facilitates the development of organoids. This review summarizes the latest research in development and regenera-
tion using organoids. This review also gives an outlook for the application of cutting-edge technologies in organoid 
research.

Keywords        organoid; stem cell differentiation; injury and regeneration; cell plasticity

围绕全球人口老龄化、恶性肿瘤高发和重大慢

性疾病治疗等亟待解决的科学问题, 国家“十四五”
规划和《中华人民共和国国民经济和社会发展第

十四个五年规划和2035年远景目标纲要》对发病机

制基础研究、健康干预和再生医学等前沿技术进行

了布局[1]。类器官是近年来迅速发展的三维(three di-
mensions, 3D)培养技术, 高度模拟了来源组织或器官

的结构和功能。一方面, 类器官可用于研究干细胞

分化、组织自我更新与再生修复, 是阐述细胞命运、

细胞互作与微环境, 特别是人类细胞生理与病理调

控分子机制的良好模型[2]。另一方面, 类器官可以为

组织器官再造提供“种子细胞”, 在衰老、疾病干预、

个体化和精准医疗中具有潜在的转化应用前景[3]。

近年来, 类器官的基础研究集中于在分子水平

上阐述干细胞或祖细胞的精确细胞行为, 包括其如

何高效分离扩增、细胞异质性分析和定向诱导分化, 
并逐渐向构建多细胞类型互作的复杂仿生微器官新

型培养模式过渡。

1   类器官模拟器官发育过程
胚胎干细胞(embryonic stem cells, ESCs)和诱导

多能性干细胞 (induced pluripotent stem cells, iPSCs)
来源的类器官在体外可模拟发育过程。将多能性干

细胞(pluripotent stem cells, PSCs)置于小分子抑制剂

或生长因子的培养条件下, 诱导细胞向特定的细胞

命运定向分化, 在形态和空间构成上模拟器官发生, 
从而揭示发育相关的分子机制[4-6]。目前, 已成功构

建多种ESCs或iPSCs来源的3D类器官模型, 包括外

胚层发育形成器官视杯/视网膜、脑, 内胚层发育形

成器官肠、胃、肝脏、胰腺、气管、肺, 以及中胚

层发育形成器官血管、心脏、肾脏、膀胱等。

1.1   外胚层来源器官(脑、视网膜)
探究大脑和神经的发育机制, 揭示精神疾病致

病机理是人类亟待解决的重大科学问题之一, 但脑

科学研究缺乏良好的模型。从2013年LANCASTER
等[7]建立了包含多个脑区的首个“脑类器官(cerebral 
organoids, COs)”开始, 目前已经有多种方案将PSCs
来源的神经外胚层细胞自组装成与胚胎组织类似且

包含不同脑区的脑类器官。采用单细胞转录组测序

(single-cell RNA sequencing, scRNA-seq)对培养不同

时间点的脑类器官进行基因表达和细胞聚类分析

发现, 其模拟了发育过程中的细胞类型变化, 再现了

胚胎新皮质发育过程[8-9]。通过对4个月培养期间单

细胞转录组和染色质状态的拟时分析, 以及对脑类

器官的形成过程进行动态监测, 他们描述了多能干

细胞逐步分化成神经干细胞并形成前脑(背侧、腹

侧脑和间脑)、中脑、后脑(菱脑)和视网膜等不同脑

区的过程[10]。在长期培养过程中, 类器官细胞逐渐

发育成熟, 并产生类似于人脑的脑电波信号, 为研究

神经网络活动在皮层中的作用提供了可能[11]。脑类

器官中存在兴奋性和抑制性的异质性神经元, 再现

了神经元迁移、皮层分层及神经环路建立等生理功

能[9-10,12]。除了神经元, “迷你皮层”也包含神经元与

中枢神经系统的星形胶质细胞和少突胶质细胞, 可
用于各细胞类型通讯研究、髓鞘罕见病如Pelizaeus-
Merzbacher病机制研究和治疗的药物开发[13]。通过

诱导hESCs分化成丘脑类器官, 可建立与皮层类器

官融合的轴突连接, 模拟丘脑皮层回路等复杂的脑
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活动[14]。与人脐静脉内皮细胞(human umbilical vein 
endothelial cells, HUVECs)共培养、圆盘片状化类器

官或在COs中异位表达ETV2转录因子, 均可以克服

脑类器官内部氧气和营养物质供应不足的局限, 加
速细胞分化成熟, 为模拟血脑屏障(blood-brain bar-
rier, BBB), 实现脑类器官在小头畸形、精神发育迟

滞等脑疾病机制中的探究提供可能[15-17]。

来源于神经外胚层的视网膜与视觉感知密切相

关, 其发育异常会导致视力受损或疾病发生。ESCs
在包含Y27632、CHIR99021等小分子化合物的分化

培养基中聚集形成视网膜类器官(retinal organoids, 
ROs)。scRNA-seq结果显示, 视网膜类器官细胞类型

复杂, 关键细胞如视杯细胞呈现有序性分化, 按时间

顺序分别形成神经节细胞、感光细胞前体、水平细

胞、无长突细胞、双极细胞和müller细胞[18-20]。早期

视网膜发育经历视野细胞–视泡、视杯细胞–视网膜

色素上皮细胞和感光细胞三个阶段。类器官与其在

体内的发育过程一致, 光感受器与视网膜层细胞类型

的形成决定了其具备视网膜的生理功能[21-24]。视网膜

类器官分泌的甲状腺激素对类器官分化形成感知红

色和绿色的视锥细胞至关重要[25]。近年来, 为了进

一步优化ROs培养体系, OSAKADA等[26]利用小分子

化合物成功诱导分化出感光细胞与视网膜细胞, 摆
脱了ROs对动物或大肠杆菌细胞中产生的重组蛋白

的依赖。ZHONG等[27]建立了iPSCs来源的高度自主

分化的类器官, 该类器官可形成更为成熟的感光细

胞和分层的视网膜类组织。通过高通量单细胞测序

对不同时间点的ROs进行分析, 他们精细地描绘了视

网膜发育轨迹和类器官分子网络变化, 并进一步结

合染色质开放程度深入分析了类器官与胚胎视网膜

在基因表达特征上的异同。这些结果表明, ROs在细

胞类型、细胞形态和分子水平方面高度模拟了视网

膜的发育过程, 为视网膜疾病机制研究和药物筛选

提供了新途径[28]。

1.2   内胚层来源器官(肠道、肺、肝)
PSCs来源的胚状体在外源性活化素A(Activin 

A)的诱导下产生终末内胚层[29-30]。Wnt和FGF信号

协同激活与BMP信号抑制有利于内胚层定向向后

肠谱系分化, 形成原始肠管。2011年, SPENCE等[30]

构建了人ESC来源的肠道类器官(human intestinal 
organoids, HIOs)。通过添加EGF、Noggin等组分, 
在3D培养条件下促进高度折叠结构的后肠球体阶

段性定向分化出隐窝样–绒毛的3D结构[30]。与成体

Lgr5+干细胞来源的类器官不同, HIOs不仅包含黏膜

上皮细胞, 也包含黏膜下层间质细胞如成纤维细胞、

平滑肌细胞等, 并在转录水平和细胞功能特征上持

续处于胚胎状态[31-32]。近几年, 包含外胚层来源的

肠道神经丝的无动物源性Mini-gut的建立, 弥补了

在HIOs和成体干细胞类器官肠道中的罕见细胞类

型缺乏的不足, 为类器官应用于临床移植再造器官

提供了可能, 但存在维持期较短以及无法机械传代

的缺陷[33]。

在PSCs中抑制TGFβ、BMP信号、Wnt信号 , 
可高效产生腹前前肠内胚层[34-35]。再次激活Wnt和
FGF信号可促进内胚层分化形成前肠球体[30,36-37], 进
一步激活SHH信号促进球体向肺谱系分化[38]。其中, 
成纤维细胞生长因子10(fibroblast growth factor 10, 
FGF10)在诱导前肠球体祖细胞标记物表达减少、肺

泡标记物表达增加过程中至关重要[39]。2015年, 科
学家诱导干细胞形成第一个肺类器官。肺类器官可

分化形成基底细胞、杯状细胞、Clara、纤毛、I型
肺泡(PDPN+APQ5+)和II型肺泡上皮细胞(SP-B+SP-
D+ABCA3+)等细胞类型, 同时包含未分化的肺泡祖

细胞[40-42]。随后科学家建立了包含分支气道和肺泡

结构的类器官模型, 且可用于体外模拟妊娠中期胚

胎的不同发育程度的肺。研究发现, 在肺类器官中

引入HPS1基因突变, 可引起细胞早发肺纤维化改变, 
重现纤维化疾病发生[43]。同时, 将远端肺脏类器官

和肺类器官—SARS-CoV-2伪病毒共培养模型应

用于药物筛选中, 可为新冠病毒临床试验提供数据

支持[44-45]。

TAKEBE等[46]建立了首个PSCs来源的肝类器

官, 将iPSCs与基质细胞、人脐静脉内皮细胞和间

充质干细胞进行2D共培养, 细胞间的相互作用激活

FGF和BMP信号, 促使3D结构的自组装并形成与胚

肝表达谱一致的3D肝芽结构。PSCs分化形成终末

内胚层和前肠祖细胞后, 通过加入肝细胞生长因子

(hepatic growth factor, HGF)、抑瘤素M(oncostatin M, 
OSM)诱导类器官向肝细胞命运分化, 或通过加入

FGF10、维甲酸 (retinoic acid, RA)和Activin A等可

诱导其向胆管细胞命运分化。此外, 包含FGF2和维

生素C的MTeSR培养基可诱导iPSCs源性类器官实

现肝细胞和胆管细胞样细胞的共分化[47]。ESCs衍生

的人胎肝类器官(human embryonic hepatic organoids, 
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hEHOs)模型的建立, 为实现肝细胞大规模扩增生产

和细胞治疗提供了可能[48]。

1.3   中胚层来源器官(肾脏、心血管)
通过调节BMP4、Activin A以及FGF信号诱导

iPSCs形成“原始条纹”, 即中胚层和内胚层的祖细

胞群体。持续激活Wnt信号促进其向前中胚层输尿

管上皮细胞分化, 短时间的Wnt信号激活更有利于

祖细胞向后中胚层的后肾方向分化。Wnt、FGF信
号的适当激活, 同时BMP4信号的抑制诱导PSCs形
成可分化为收集管和功能肾单位潜能的两种祖细胞

群, 在3D培养条件下可形成输尿管上皮和后肾间质, 
以及包含集合管、早期远端小管、早期近端小管和

肾小球四部分的肾脏类器官[49-50]。肾类器官中各细

胞群空间排列接近肾脏组织, 且具备成熟的生理功

能[51]。对PSCs来源的3D肾脏类器官分化过程进行

scRNA-seq显示, 肾单位祖细胞是肾脏血管的一个非

常规来源, 可以生成血管化的肾脏类器官, 为生物人

工肾的开发奠定基础[52-53]。

近两年, 类器官在心脏与血管研究领域也取得

了突破性进展[54-58]。中胚层经过VEGF-A、FGF2
等生长因子诱导后在3D条件下形成首个血管类器

官。移植血管类器官到小鼠体内后, 类器官发育形

成完善的血管系统, 包括动脉和毛细血管[54]。小鼠和

人多能性干细胞来源的心脏类器官发育过程再现了体

内胚胎心脏发育过程中的形态变化和功能结构[56-58]。

CHIR17和IWP2诱导分化的3D心脏形成类器官(heart-
forming organoid, HFO)直径约为2 mm。研究人员通

过NKX2.5-eGFP绿色荧光报告基因验证了HFO可精

确模拟早期心脏发育过程[55]。

2   类器官模拟自我更新与损伤再生过程
成体干细胞(adult stem cells, ASCs)或组织块来

源的类器官培养模拟了来源组织的自我更新或损伤

再生过程。小肠、结肠、胃等自我更新速度较快的

组织器官, 含有明确的成体干细胞群。例如, Lgr5+

肠道干细胞在体外3D培养条件下形成隐窝–绒毛样

的类器官, 可分化形成快速增殖(transit-amplifying, TA)
细胞、潘氏细胞、肠道吸收细胞和分泌细胞等[59-62]。

肠道类器官还表现出一定的损伤再生能力。构建

基于图像的表型筛选平台, 绘制调节类器官分子的

功能性遗传互作图谱, 为深入理解肠道再生机制提

供了理论依据[63]。在多种小分子化合物(8因子)培

养条件下建立的新型小肠类器官模拟了“增生态”
的隐窝形态, 主要表达损伤相关基因。其中, VPA
和EPZ6438通过激活YAP通路下游基因, 对类器官

获得再生特征发挥关键作用。与ENR(egf-noggin-
rspodin)传统培养条件形成的类器官传代扩增能力

相比, 新型类器官的传代扩增能力大大增强, 为运用

类器官研究损伤再生和疾病损伤药物筛选提供了新

途径[64]。

在胰岛、肝脏等自我更新速度较慢的器官中, 
成体干细胞的存在和位置一直存在争议。哺乳动物

成体胰岛可在3D培养体系中扩增[65]。最新研究表明, 
成年小鼠的胰岛中存在Procr+细胞类群, 在正常生理

状态下能够分化形成胰岛全部细胞类型, 并在血管

共培养的3D培养体系中形成功能胰岛类器官[66]。

尽管多项研究表明, 肝脏不同分区包括肝门静脉周

围的Axin2+、TERTHigh、Sox9+和损伤激活的Lgr5+

等细胞被报道负责肝脏自我更新和损伤再生[67-70], 
但活体监测细胞增殖新技术-ProTracer(proliferation 
tracer)和多Cre谱系示踪技术证实, 肝小叶中间区域

的增殖细胞是肝脏稳态维持的细胞来源[71-72]。原代

肝细胞重塑后形成的祖细胞可在3D培养条件下形

成肝类器官[73]。肝细胞来源的类器官与肝细胞结构、

功能和基因表达谱高度一致, 模拟了肝切除后的再生

过程[74-75]。具有双向分化潜能的Lgr5+祖细胞, 在成体

未损伤肝脏中几乎不存在, 而当损伤发生后出现在胆

管细胞附近。体外培养Lgr5+形成胆管类器官可诱导

分化成肝细胞[76]。TET1介导的DNA羟甲基化在胆

管类器官形成的细胞命运重塑中发挥重要作用, 模
拟了小鼠体内肝脏损伤中胆管细胞的响应[76-77]。胰

岛类器官、肝脏类器官和回肠类器官[78]移植可改善

糖尿病小鼠胰岛功能、重建小鼠损伤肝脏和重塑大

鼠小肠结构和功能, 是类器官在再生医学和健康干

预中的应用的重要方向。

3   前沿技术在类器官研究中的应用
3.1   单细胞测序技术

scRNA-seq的迅猛发展, 与ATAC、蛋白组学、

代谢组学等多组学结合, 为阐明类器官复杂细胞组

分、基因表达特征, 探讨细胞相互作用提供了重要

技术保障。在类器官研究领域中的应用主要包括以

下几个方面。(1) 探究类器官是否高度模拟来源组织, 
包括生理和病理特征[79-81]。(2) 运用类器官探究时序
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性发育关键事件, 优化培养条件、鉴定分化顺序及

确定细胞功能[53,82]。(3) 发现新的细胞亚群, 如对克

罗恩病患者来源的小肠类器官进行单细胞测序, 结
果显示类器官的形成主要基于OLFM4+与SLC12A2+

干细胞群体[83]。同时, scRNA-seq联合空间转录组

学、单分子荧光原位杂交(single-molecule RNA fluo-
rescence in situ hybridization, smRNAFISH)、顺序杂

交测序 (sequential fluorescence in situ hybridization, 
seqFISH)以及空间条形码测序等技术可识别空间上

定义的细胞类型, 揭示同一组织的不同区域发生不

同调控的分子机制[84-87]。

3.2   谱系示踪技术

遗传谱系示踪技术(genetic lineage tracing)是研

究体内特定细胞类型起源及命运最常用且有效的

方式。类器官结合谱系示踪技术, 主要应用于鉴定

类器官干细胞群及示踪异质性细胞群体细胞命运。

利用Aldh1b1CreERT2;Rosa26LSLtdTomato双杂合子小鼠与

Aldh1b1fl/fl;Rosa26CreERT2/CreERT2小鼠示踪发现, Aldh1b1+

细胞是形成胰腺类器官的主要细胞来源[88]。Prorc+细

胞具有上皮细胞向间充质细胞转化的特征, 稳态条件

下可分化为β、α、δ和PP四种分泌细胞类型[66]。利用

Bmi1CreERT2;Rosa26-YFP小鼠, 发现位于胃峡部的Bmi1+

细胞是具有管腔和基底双向分化潜能的对5-FU敏感

的新的干细胞群。Bmi1+细胞受损后可快速增殖, 是
体外胃类器官形成的重要来源[89]。位于胃峡部腺体

底部的Troy+细胞也可以在体外培养形成类器官[90]。

3.3   基因编辑技术

类器官培养实现了多来源组织的功能再现, 
结合基因编辑技术优势, 可以实现“从头”研究基因

具体作用。 (1) 模拟肿瘤发生进程。在人类肠道

类器官中运用CRISPR/Cas9技术引入结直肠癌常

见基因(APC、P53、KRAS和SMAD4)突变, 并在不

同培养条件下进行筛选, 可对驱动基因突变在肿瘤

不同进程中对细胞行为的影响进行深入探讨[91]。在

人hiHep肝类器官中引入肝细胞癌致癌因子的基因

如c-MYC和RAS, 探究致癌基因功能并证实胆管细

胞癌肿瘤起源[92]。(2) 提供基因筛选平台。在人肠

道类器官中通过全基因组CRISPR文库筛查TGFβ
抗性的潜在肿瘤抑制因子, 并在正常和APC突变

的类器官中进行验证[93]。结合独特的分子识别物

(unique molecular identifier, UMI), 可以实现在类器

官标记和移植后体内克隆的特征研究[94]。(3) 开发

新型类器官可视化技术。新型基因工具“CRISPR-
HOT”的开发, 实现了对人源类器官中的特定基因

的荧光可视化标记, 突破了类器官中实时动态观测

的瓶颈[95]。

3.4   器官芯片

随着类器官技术的迅猛发展, 类器官培养中的

缺陷和不足也逐渐显现出来。(1) 多数类器官只包

含上皮细胞组分, 不含血管和免疫细胞, 无法进行供

氧, 因此生长受限。(2) 类器官供体差别大, 难以实

现标准化, 与真实器官在大小、空间构成上存在巨

大差异。(3) 无法模拟器官的生物物理环境与器官

协同作用。

因此, 以微流控等为代表的器官芯片技术, 在
推动类器官完善上或起到不可或缺的重要作用。通

过小分子或重组蛋白浓度差异, 模拟生理信号梯度

区域变化建立血管化的类器官, 解决营养与氧气供

应的不足[96-97]。引入生物力学模拟器官真实硬度[98]。

将多器官共培养模拟肠–肝轴等, 实现不同器官细胞

之间的信号串扰, 再现复杂的器官间生理活动和细胞

动态相互作用[99]。此外, 基于多孔滤膜支持物或基质

胶分区的气液界面(air liquid interface, ALI)培养方式, 
将上皮细胞暴露在周围空气中, 使其通过顶端分泌物

产生并分化出顶端微环境, 能更好地模拟与空气直接

接触的皮肤表皮细胞、呼吸细胞和肠道上皮细胞[100-102]。

这些技术的应用对建立标准化和仿生微器官意义重

大。

4   结语与展望
来源于ESCs/iPSCs/ASCs和通过病理组织建立的

多种类器官, 再现了发育分化、稳态自我更新和组织

损伤再生过程, 为揭示发育和再生调控机制、明确生

理病理进程提供了可能, 在遗传性疾病[103]、感染性疾

病宿主–病原体互作[104]、肿瘤[6]等疾病的机制研究中

应用广泛。新技术与新生物工程手段的应用有利于

克服类器官供体差异、成熟度与组织结构性模拟不

足、细胞类型缺乏等弊端。单细胞测序技术的发展

和普及, 建立了类器官与原器官转录谱的密切联系, 
有助于深入认识类器官中不同的细胞类型, 构建了更

加完善的培养体系[105]; 空间转录组学的兴起将提高我

们对原位组织区域的结构认知[86], 结合器官芯片和3D
打印技术构建结构上更加仿生的类器官模型[106]; 小分

子标记探针影像的发展对动态掌握并获取类器官内
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部不同细胞类型的位置信息有重要促进作用[107]; 生物

反应器的改进为类器官规模化产业化培养提供了可

能[108]。
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