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何桂卫, 深圳湾实验室特聘研究员。2018年获得德国埃尔朗根–纽伦堡大学博士

学位, 博士后师从荷兰皇家科学院Hubrecht研究所类器官技术创始人CLEVERS
教授, 2023年加入深圳湾实验室建立课题组, 致力于开发新一代类器官技术并将

其应用于疾病研究, 特别关注消化系统癌症、感染和罕见病。迄今为止在Cell 
Stem Cell、Gut、J Exp Med等杂志上发表研究论文十余篇。

肠道类器官的发展及其在疾病研究中的应用
阳芬芳  孟亚君  庞开心  刘博昕  黎丰源  何桂卫*

(深圳湾实验室, 传染病研究所, 深圳 518132)

摘要      肠道兼具消化吸收与黏膜免疫双重关键功能, 其功能障碍可导致结直肠癌(colorectal 
cancer, CRC)、感染性疾病及炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)等重大疾病。传统的二

维(two-dimensional, 2D)细胞培养难以模拟人肠道复杂结构与生理病理过程。肠道类器官技术通

过三维(three-dimensional, 3D)培养原代肠道细胞或多能干细胞(pluripotent stem cell, PSC), 构建出

了在结构、功能和细胞类型方面高度模拟肠道上皮的微型器官, 同时保持了传统细胞培养的操作

灵活性。自2009年首个小鼠模型问世以来, 该技术已实现人源类器官构建、培养体系优化, 并与微

流控芯片等技术整合, 发展为疾病建模与药物研发的重要平台。但是, 当前肠道类器官仍面临细胞

类型与功能完整性不足、体外微环境模拟局限性、多谱系共培养困难等问题。未来, 有望通过结

合材料科学和生物工程等跨学科技术来实现突破。随着技术进步, 肠道类器官将在疾病机制解析、

个性化医疗及再生医学领域发挥核心作用, 为肠道健康研究提供创新策略。
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 Advancement of Intestinal Organoids and Their Applications 
in Disease Research
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(Institute of Infectious Diseases, Shenzhen Bay Laboratory, Shenzhen 518132, China)

Abstract       The intestine serves dual critical functions in digestion/absorption and mucosal immunity, with 
its dysfunction implicated in major diseases including CRC (colorectal cancer), infectious diseases, and IBD (in-
flammatory bowel disease). Traditional 2D (two-dimensional) cell cultures often fail to accurately recapitulate 
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the complex architecture and dynamic physiological and pathological processes of the human intestine. Intestinal 
organoid technology employs 3D (three-dimensional) culture of primary intestinal cells or PSCs (pluripotent stem 
cells) to generate miniature organs that highly recapitulate the structure, function, and cell types of the intestinal 
epithelium, while maintaining the operational flexibility of traditional cell culture. Since the first mouse model was 
established in 2009, this technology has enabled the establishment of human-derived organoids, optimized cul-
ture systems, and integration with techniques such as microfluidic chips, evolving into a vital platform for disease 
modeling and drug development. However, current intestinal organoids still face challenges including insufficient 
cell type and functional completeness, limitations in simulating the in vivo microenvironment, and difficulties in 
establishing multi-lineage co-culture platforms. In the future, breakthroughs may be achieved by integrating inter-
disciplinary technologies such as materials science and bioengineering. With technological advancements, intestinal 
organoids are expected to play a central role in disease mechanism elucidation, personalized medicine, and regen-
erative medicine, providing innovative strategies for research into intestinal health.

Keywords       intestinal organoids; three-dimensional culture; disease modeling; microfluidic chips; colorec-
tal cancer

肠道是人体最重要的消化器官及关键的免疫

场所之一, 不仅主导营养物质的消化与吸收, 还具有

免疫防御、屏障功能以及维持微生物群稳态等核心

生理功能 [1]。肠道疾病的复杂性(涵盖感染、遗传及

免疫等多重因素 )仍是深入探究其发病机制及开发

有效疗法的重大挑战。传统的二维细胞培养模型因

缺乏肠道固有的三维结构及多细胞协同互作网络 , 
难以模拟肠道的生理与病理过程 ; 动物模型虽能提

供整体水平的生物学信息 , 但常受限于物种差异、

实验周期冗长及伦理争议等因素[2]。因此, 亟需发展

一种能够高度模拟肠道复杂结构功能、具备良好操

作性与高保真度的新型体外模型系统。

肠道类器官 (intestinal organoids)的兴起为解决

这一难题提供了突破性策略。作为类器官技术的

代表性模型 , 肠道类器官通过体外三维培养肠道组

织来源的细胞[包括肠道干细胞(intestinal stem cells, 
ISCs)[3]、分化的细胞 [4]或肿瘤细胞 [5]]或者多能干细

胞(pluripotent stem cells, PSCs)[6], 形成具有隐窝–绒
毛 (crypt-villus)结构、包含肠上皮所有细胞类型的

微型组织 [7]。该技术的核心优势在于其不仅保留了

肠道的组织特异性生理功能 , 同时也兼具基因编辑

和高通量筛选的灵活性 [2]。自2009年CLEVERS团
队 [3]首次利用小鼠肠道干细胞成功构建成体干细胞

(adult stem cell, ASC)来源的类器官模型以来 , 该领

域发展迅速: 从人源肠道类器官的建立[8], 到PSCs来
源的类器官的建立 [6], 再到基础培养体系的优化 [例
如 , 改进Wnt信号通路激活剂和表皮生长因子 (epi-

dermal growth factor, EGF)等关键因子的组合 ][9], 以
及类器官与微流控芯片 [10]、共培养系统 [11-12]等技术

的整合。如今 , 肠道类器官已成为疾病建模、药物

研发和精准医学领域不可或缺的平台。

近年来 , 肠道类器官在感染性疾病 (如诺如病

毒 [13]、艰难梭菌感染 [14])、遗传性疾病 (如囊性纤

维化 [15]、家族性腺瘤性息肉病 [16]、结直肠癌 )[5]以

及炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)[17]

等研究中展现出独特价值。例如, 通过患者来源的

类器官(patient-derived organoids, PDOs)[18]可直接

观察疾病表型 , 结合CRISPR/Cas9技术可精准构建

基因突变模型[19], 而类器官与肠道微生物共培养体

系则揭示了宿主 –菌群互作的分子机制 [20]。然而 , 
类器官技术仍面临诸多挑战: 细胞类型与功能完整

性不足、体外微环境模拟局限性、多谱系共培养

困难、培养标准化不足等问题, 这限制了其临床转

化潜力[21]。

本文旨在梳理肠道类器官技术的发展脉络 , 重
点探讨其在疾病模拟和研究中的应用进展 , 并分析

当前技术瓶颈与未来方向。通过整合类器官培养、

基因编辑、疾病建模等领域的研究成果 , 本文希望

为肠道疾病研究提供新的视角 , 并推动类器官技术

在生物医学中的规范化应用与跨学科融合。

1   肠道概述
1.1   肠道结构与干细胞生态位

人体的肠道是一个复杂的器官 , 由大约 7米的
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小肠和2米的大肠组成 [22]。肠道上皮是覆盖在肠道

内壁的单层细胞结构 , 是肠道执行关键功能的核心

界面[23]。

小肠是最主要的消化和吸收器官 , 从近端到远

端段分为十二指肠、空肠和回肠 , 其上皮的基本功

能单元是独特的绒毛–隐窝结构 (图1)[24]。小肠和结

肠的干细胞主要有两种 : 一种是特异性表达亮氨酸

重复序列G蛋白偶联受体5(leucine-rich repeat-con-
taining G protein-coupled receptor 5, LGR5)的隐窝基

底柱状细胞 (crypt base columnar cells, CBCs)[25], 它
们位于隐窝底部1~4号细胞位置, 与潘氏细胞(Paneth 
cells)间隔排列 , 具有高度增殖活性 , 可在数天内更

新整个肠道上皮组织 [23]; 另一种是表达Bmi1(Bmi1 
polycomb ring finger oncogene)的+4标记保留细胞(+4 
label-retaining cells, +4 LRCs), 主要定位于隐窝底部

第4细胞位置 (即“+4”位置 ), 通常位于最末端的潘氏

细胞之上 , 在稳态条件下处于相对静止状态 , 作为

潘氏细胞的前体细胞 , 经数周时间分化为成熟的潘

氏细胞 ; 值得注意的是 , 在肠道损伤应激状态下 , +4 
LRCs可被激活并转化为LGR5+ CBCs细胞参与组织

修复[26]。

LGR5+ CBCs细胞通过分裂增殖产生过渡扩增细

胞(transit-amplifying cells, TA cells), 这些细胞自隐窝底

部向顶部迁移 , 在增殖的同时逐渐分化形成小肠上皮

的七种主要功能细胞类型 [23,27], 根据其主要功能可分

为两大类: 吸收型细胞(absorptive cells)[23,28], 主要负责

摄取肠腔内容物 , 包括负责抗原采样并将其转运至派

尔集合淋巴结免疫细胞的微折叠细胞 (microfold cells, 
M cells)、主要功能为离子(如HCO₃⁻和Cl⁻)转运的Be-
strophin-4细胞(BEST4+ cells)[27]以及作为主要吸收细胞

图1   小肠的结构和细胞类型(该图在BioRender.com上绘制)
Fig.1   The schematic of small intestinal structure and cell types (this figure was created in BioRender.com)
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负责营养物质和水分吸收的肠上皮细胞 (enterocytes, 
ECs); 分泌型细胞 (secretory cells)[23], 主要负责向肠腔

分泌物质 , 包括分泌抗菌产物 (如溶菌酶、防御素等 )
并为肠道干细胞提供重要生态位因子的潘氏细胞、

分泌黏液形成保护性屏障的杯状细胞 (goblet cells)、
分泌多种激素并在代谢信号转导中发挥关键作用的

肠内分泌细胞(enteroendocrine cells, EECs)以及能够感

知微生物代谢产物(如琥珀酸)或寄生虫感染并分泌警

报素白细胞介素-25(interleukin-25, IL-25)的簇细胞(tuft 
cells)[4]。

大肠依据其解剖位置可分为升结肠区、横结肠

区、降结肠区和乙状结肠区四个区域。作为机体吸

收水分和电解质的主要场所 , 每个结肠区域均包含

大量功能各异的细胞。在细胞类型组成上 , 结肠与

小肠存在一定差异 : 结肠黏膜缺乏小肠特有的绒毛

结构和潘氏细胞 , 但其他大多数上皮细胞类型 (如杯

状细胞、肠内分泌细胞、簇细胞等 )则与小肠相似。

其中, 结肠上皮细胞(colonocytes)在功能上类似于小

肠上皮细胞 , 主要负责水分的吸收。值得注意的是 , 
结肠隐窝底部存在一类独特的深部分泌细胞 (deep 
secretory cells, DSCs), 其表达标志物再生胰岛衍生 
4(regenerating islet derived protein 4, REG4), 并嵌入

于LGR5⁺ CBCs之间, 研究表明, DSCs在功能上与潘

氏细胞具有部分相似性 , 例如能够分泌EGF并表达

Notch信号通路配体 , 从而参与调控隐窝微环境。然

而 , 与能分泌关键Wnt配体 (如Wnt3a)以维持干细胞

生态位的小肠潘氏细胞不同 , DSCs本身并不产生

Wnt配体; 结肠上皮所需的Wnt信号主要来源于其下

方的间质细胞[23]。

1.2   肠隐窝的关键信号通路

科学家们利用基因编辑小鼠模型深入解析了调

控肠道隐窝稳态的关键微环境信号网络 , 主要包括

Wnt、Notch、EGF和骨形态发生蛋白 /转化生长因

子-β(bone morphogenetic proteins/transforming growth 
factor-β, BMP/TGF-β)信号通路。这些通路协同作用, 
精密调控肠道干细胞 (intestinal stem cells, ISCs)的自

我更新、增殖、分化及谱系命运决定[29](图2)。
1.2.1   Wnt信号通路      作为调控细胞自我更新、增

殖和组织稳态的关键通路 , Wnt信号的激活驱动了

肠道干细胞及TA细胞的增殖。在经典Wnt通路中 , 
Wnt配体与细胞膜上的Frizzled受体及LRP5/LRP6
共受体结合 , 抑制由结肠腺瘤样息肉 (adenomatous 

polyposis coli, APC)、Axin等蛋白组成的复合物介

导的β-catenin泛素化降解 , β-catenin因此得以在细

胞质中积累并转位入核 , 在核内与TCF/LEF转录因

子家族结合形成激活复合物 , 进而上调 c-Myc、Cy-
clin D1和MMP-7等靶基因的表达, 实现其促增殖等

生物学效应 [30]。在小鼠肠道微环境中 , 潘氏细胞是

Wnt信号配体(尤其是Wnt3a)的主要来源 , 它们向邻

近的肠隐窝干细胞提供关键的Wnt3a信号。此外 , 
周间充质细胞 (pericryptal mesenchymal cells)及间

质细胞 (stromal cells)等亦能分泌Wnt配体。这些来

源共同作用, 在隐窝–绒毛轴上形成了Wnt信号的梯

度分布 : 隐窝基底区域信号最强 , 向绒毛顶端方向

逐渐减弱 , 从而精确调控肠道干细胞的自我更新。

与小鼠不同的是 , 人肠道潘氏细胞并不表达和分泌

Wnt3a[31]。R-脊椎蛋白(R-spondin 1~4)是一类主要

由肠上皮下成纤维细胞分泌的可溶性蛋白 , 其包含

Furin-like结构域和TSP1结构域 , 通过与LGR4/5/6
受体及跨膜 E3泛素连接酶RNF43/ZNRF3形成三

元复合物 , 促进RNF43/ZNRF3的内吞和降解 [32]。

RNF43/ZNRF3通常通过泛素化Frizzled受体促进其

降解来抑制Wnt信号通路。因此 , R-spondin通过解

除这种抑制作用 , 有效增强细胞对Wnt配体的敏感

性及其下游信号转导。

1.2.2   Notch信号通路      除Wnt信号通路外, Notch
信号通路的活性同样是维持肠道干细胞状态的关

键决定因素。研究表明 , Notch信号在肠道隐窝区

域呈现一个梯度分布 , 其活性从隐窝顶部向底部逐

渐增强 , 这一空间模式对于调控肠道干细胞生态位

内的细胞命运分配具有至关重要的意义 [33]。在哺

乳动物中 , 经典的Notch信号通路由四个Notch受体

(Notch1~4)和五个Notch配体 (Jagged 1、Jagged 2、
DLL1、DLL3、DLL4)构成 [34]。该通路的激活严格

依赖于两个相邻细胞间的直接膜接触 : 一个细胞表

达Notch配体 (如DLL1或DLL4), 而另一个细胞则表

达Notch受体(如Notch1或Notch2), Notch配体与受体

结合后会触发Notch信号的活化。被激活后, 受体复

合物经历两次连续的蛋白水解切割 : 首先在受体胞

外域发生蛋白酶切割, 随后在细胞膜内侧, 由γ-分泌

酶 (γ-secretase)复合物进行关键的第二次切割。这

一过程释放Notch胞内结构域(Notch intracellular do-
main, NICD)。NICD随后易位至细胞核内 , 与DNA
结合蛋白CSL形成复合物。该复合物进而招募共激
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活因子, 启动下游靶基因的转录。其中, 碱性环螺旋–
环–螺旋转录因子HES1(hairy and enhancer of split 1)
是Notch信号的关键下游效应分子, 其表达上调能够

抑制细胞分化 , 从而有助于维持肠道干细胞库的稳

定 , 并确保肠道上皮中吸收型细胞与分泌型细胞比

例的稳态平衡 [35]。在肠道微环境中 , 潘氏细胞特异

性地表达Notch配体DLL4和DLL1, 这些配体能够有

效地激活邻近的CBC细胞上表达的跨膜受体Notch1
和Notch2[36]。这一配体–受体相互作用对于维持肠

道干细胞的自我更新至关重要。实验证据表明 , 若

A: Wnt信号通路; B: Notch信号通路; C: EGF信号通路; D: BMP/TGF-β信号通路。

A: Wnt signaling pathway; B: Notch signaling pathway; C: EGF signaling pathway; D: BMP/TGF-β signaling pathway.
图2   肠隐窝的主要信号通路(该图在BioRender.com上绘制)

Fig.2   Main signalling pathways in the intestinal crypt (this figure was created in BioRender.com)
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在隐窝中使用 γ-分泌酶抑制剂阻断Notch信号级联

反应, 将导致干细胞增殖能力受损及功能丧失, 同时

伴随着分泌谱系细胞 (如杯状细胞和潘氏细胞 )群体

显著扩增, 这进一步证实了Notch信号在精细调控肠

道细胞谱系命运中的核心作用[37]。

1.2.3   EGF信号通路      EGF信号通路是维持肠道上

皮稳态的关键调节因子 , 尤其在促进隐窝区肠道干细

胞和TA细胞的增殖、存活及损伤修复中发挥核心作

用。该通路通过激活下游磷脂酰肌醇 -3激酶 /蛋白激

酶B(PI3K/Akt)和丝裂原活化蛋白激酶 /细胞外信号调

节激酶 (MAPK/ERK)等关键信号级联 , 加快细胞周期

进程并抑制凋亡 [38]。在肠道隐窝微环境中 , EGF家族

配体 [如双调蛋白 (amphiregulin, AREG)、EREG]主要

由潘氏细胞和隐窝周围间充质细胞分泌 , 为LGR5+肠

道干细胞提供持续的促增殖信号 , 是其活性维持及体

外类器官生长不可或缺的因子 ; 同时 , EGF信号在TA
细胞区高度活跃, 通过激活MAPK/ERK通路强烈驱动

TA细胞的快速增殖 , 为上皮持续更新提供细胞来源。

此外, 肠道黏膜在受到损伤(如辐射、化疗或炎症)后, 
隐窝及间质细胞中AREG等配体表达显著上调 , 通过

结合EGFR激活PI3K/Akt通路促进细胞存活并加速隐

窝再生 , 成为上皮屏障修复的关键介质。值得注意的

是 , EGF通路还可通过激活MAPK增强TCF/LEF转录

因子的活性 , 从而与Wnt信号协同放大下游促增殖基

因(如c-Myc)的表达, 共同维持肠道干细胞的自我更新

能力。

1.2.4   BMP/TGF-β信号通路      BMP/TGF-β信号通

路在肠道干细胞生态位中扮演关键的负调控角色 : 
它拮抗促增殖信号 , 抑制干细胞自我更新 , 并驱动

其向分化状态转变。与在隐窝底部活跃的Wnt通路

形成鲜明对比 , BMP信号在肠道绒毛区域的浓度显

著更高 , 由此形成了从隐窝基底部向绒毛顶端递增

的活性梯度。这一梯度是促使离开隐窝的祖细胞进

行终末分化、实现肠上皮细胞成熟与功能特化的

关键机制。BMP属于TGF-β超家族 (包含BMP2/4、
TGF-β、Activins、Inhibins、GDFs等成员 ), 其中

BMP2和BMP4作为主要功能配体 , 主要由隐窝–绒
毛间的间充质细胞 (mesenchymal cells)分泌 [39]。在

信号转导层面 , BMPs首先与骨形态发生蛋白 II型受

体(type II BMP receptor, BMPRII)结合 , 引发受体复

合物的构象变化 , 进而催化并磷酸化骨形态发生蛋

白 I型受体 (type I BMP receptor, BMPRI)。活化的

BMPRI随后识别并磷酸化下游的R-Smads蛋白(主要

包括Smad1、Smad5和Smad8)。磷酸化的R-Smads
与Co-Smad/Smad4形成异源寡聚体复合物 , 该复合

物随后转位至细胞核内 , 通过与特定基因启动子区

域的DNA结合蛋白相互作用 , 直接调控靶基因的

表达模式 [40]。值得注意的是 , 该通路受到Noggin和
Gremlin 1等内源性拮抗剂的调控 , 这些拮抗剂主要

在隐窝基底部间充质细胞中表达 , 通过竞争性结合

BMP配体阻断信号转导—体外类器官实验证实添

加它们可模拟隐窝底部低BMP环境; 此外, Noggin还
能通过减弱PTEN对β-catenin的抑制 , 协同Wnt通路

以维持干细胞活性[39,41]。

2   肠道类器官的发展历程
2.1   成体干细胞来源的肠道类器官

肠道类器官的建立依赖于对肠道干细胞的深

入研究。如图3所示 , CLEVERS团队 [3]于2009年从

原代成体组织中首次成功建立了小鼠肠道干细胞的

长期培养体系 , 这个里程碑式的研究标志着3D类器

官培养系统的诞生。这个开创性研究证明小鼠肠道

中的LGR5+干细胞具有自我更新和多谱系分化潜能, 
证明了组织特异性干细胞具有发育成对应组织类器

官的潜能。将单个LGR5+干细胞包埋在基质胶里面, 
在体外三维培养体系中, 通过添加Wnt3a、EGF、R-
spondin1等生长因子来模拟体内隐窝干细胞生态位

(niche), 成功维持了LGR5+干细胞的增殖与分化并

形成了包含隐窝 –绒毛结构的类器官 [3]。在含有肠

道隐窝生态位必需的生长因子的扩增培养基(expan-
sion culture medium)中, 可以培养出富含LGR5+干细

胞和TA细胞的类器官 , 将培养基换成特定的分化培

养基 (differentiation culture medium)一周后 , 可以培

养出包含多种细胞类型的类器官 , 准确地模拟了肠

道细胞类型的多样性[31,42]。

2011年 , CLEVERS团队 [8]进一步将鼠源的类器

官培养体系应用于人 , 成功建立首个人源肠道干细

胞来源的肠道类器官 , 证实其与小鼠模型的相似性

(如干细胞标志物表达、细胞谱系分化能力 )。此后 , 
CLEVERS团队对培养方案进行了优化 , 成功培养出

更加成熟的肠道类器官 , 这些类器官包含多种细胞

类型, 包括潘氏细胞[31]、杯状细胞、肠内分泌细胞、

簇细胞以及BEST4/CA7+细胞[42]等, 准确地模拟了肠

道细胞类型的多样性。
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为了更全面地模拟肠道微环境 , 科研人员开始

尝试将免疫细胞、成纤维细胞和神经细胞等多种

细胞类型于肠道上皮细胞共培养。比如 , 2018年 , 
VOEST团队[43]将肠道上皮类器官与免疫细胞共培

养 , 以构建免疫微环境或进行免疫疗法测试 ; 2021
年 , IMAI团队[44]将CRC类器官和成纤维细胞共培养

来评估肿瘤细胞与肿瘤组织中肿瘤相关成纤维细胞

(cancer associated fibroblasts, CAFs)之间的相互作用; 
2022年 , DENG团队[45]将肠道类器官与神经细胞共

培养以研究旁分泌信号转导效应。

2.2   多能干细胞来源的肠道类器官

多能干细胞包括胚胎干细胞 (embryonic stem 
cells, ESCs)和诱导多能干细胞 (induced pluripotent 
stem cells, iPSCs), 具有分化为三个胚层 (即外胚层、

中胚层和内胚层 )的能力。通过模拟胚胎肠道发育 , 
可以逐步将PSCs分化为肠道组织[7]。

2011年, WELLS团队 [6]通过模拟胚胎肠道发育, 
将PSCs定向诱导分化为人肠道类器官(human intes-
tinal organoids, HIOs), 首次实现了全流程体外肠道

类器官生成 , 奠定了PSCs来源的肠道类器官技术基

础。通过略微修改 , 2017年WELLS团队 [46]和CHEN
团队[47]分别报道了 PSCs衍生的人结肠类器官 (hu-
man colonic organoids, HCOs)。这两种PSCs衍生的

肠道类器官具有来自多个组织谱系的细胞 , 包括内

胚层来源的上皮细胞和中胚层来源的间充质细胞 , 
但缺乏复杂的组织和一些对肠道功能至关重要的重

要细胞类型 , 例如神经元、内皮细胞和有组织的平

滑肌细胞, 也没有血管组成。

成人消化道内驻留着种类繁多的髓系和淋巴

系免疫细胞 , 这些细胞在维持肠道稳态和应对疾病

中扮演着核心角色。众多消化道疾病, 尤其是IBD的

发生发展 , 均与免疫系统的异常激活和失调密切相

关。然而, 传统由人类多能干细胞(human pluripotent 
stem cell, hPSC)分化而来的肠道类器官模型存在一

个关键局限 : 缺乏组织驻留的免疫细胞成分。针对

这一局限 , HELMRATH和WELLS团队 [48]在2022年
将来源于多能干细胞的HIOs移植到具有人源化免

疫系统的小鼠的肾囊中 , 成功建立了具有功能性人

体免疫组织的下一代HIOs体内模型 , 为建立免疫化

类器官模型提供了一种新方法。2023年 , WELLS团
队 [49]取得了突破性进展 , 他们通过优化高密度培养

条件并精确调控关键信号通路, 首次在HCOs中成功

重建了包含功能性免疫细胞的微环境 , 在体外重现

了从造血内皮(hemogenic endothelium, HE)到功能性

组织驻留巨噬细胞 (macrophages)的完整分化过程 , 
实现了类器官 –免疫共培养。这项技术不仅实现了

肠类器官与组织驻留免疫细胞的协同发育 , 更重要

的是 , 它被确立为研究炎症性疾病以及探索组织驻

留免疫细胞发育机制的有效模型 , 为基础研究提供

了强大的新工具。

2025年 , 美国密歇根大学SPENCE团队[50]在构

建结构完整的肠道微结构类器官模型方面取得突破
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图3   肠道类器官发展的关键时间线(该图在BioRender.com上绘制)
Fig.3   The key timeline of the development of intestinal organoids (this figure was created in BioRender.com)
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性进展。该团队首次成功实现了PSC来源的HIOs中
多种细胞成分的协同分化 , 包括上皮细胞、间质细

胞、功能性肠神经元、内皮细胞以及有序排列的平

滑肌层。由此构建的HIOs模型在三维结构和细胞组

成上均高度模拟了天然人类肠道组织的特征 , 显著

提升了类器官模拟体内微环境的仿生能力。该研究

团队通过关键生长因子EREG的定向调控, 在体外实

现了上述多细胞谱系的同步发育 , 突破了传统HIOs
缺乏神经和血管系统的技术瓶颈。在移植实验中 , 
该类器官被植入免疫缺陷型NSG小鼠肾包膜下后 , 
展现出显著的体内成熟能力 : (1) 移植HIOs沿隐窝–
绒毛轴完成组织重构, 细胞多样性指数提升, 形成更

加成熟、复杂的人体模型; (2) 移植HIOs形成具备自

主收缩功能的神经–肌肉网络 , 可以检测到自发性、

节律性收缩 , 类似于真实肠道的蠕动运动 ; (3) 移植

HIOs可以在微流控系统中建立灌流血管通路 , 具备

真实的 “输血 ”能力。值得注意的是 , 该模型首次实

现了类器官与宿主循环系统的动态交互 , 移植HIOs
的血管内皮细胞与小鼠宿主血管系统实现功能性吻

合。这个功能增强的HIOs模型系统意味着类器官技

术向功能性 “微型器官 ”跨越了一大步 , 为多种疾病

比如肠道动力障碍、神经源性和肌源性功能障碍(例
如 , 先天性巨结肠、肠闭锁和狭窄 )、药物诱导的运

动障碍 , 以及其他涉及多个组织谱系的复杂肠道病

理生理学提供了更加接近真实情况的实验模型。

2.3   肠道类器官芯片

类器官芯片(organoids-on-a-chip)是类器官技

术与工程学方法交叉融合形成的重要前沿研究方

向。相较于传统的基质胶包埋培养 , 微流控芯片技

术能够实现对生长因子的精准浓度控制 , 促进类器

官发育并形成开放的管腔结构 , 从而更准确地模拟

体内组织微环境的动态特征[51]。

2018年 , INGBER团队[52]通过整合活检组织衍

生小肠类器官与微流控芯片技术 , 构建了全球首个

双通道原代小肠芯片(intestine chip)。该芯片采用回

肠活检细胞构建三维类器官 , 通过双通道系统模拟

肠道生理环境 : 上皮通道模拟肠上皮屏障及蠕动样

机械应变 ; 血管通道维持氧气梯度 , 支持宿主–微生

物互作及药物响应研究。

2020年 9月瑞士洛桑理工学院的 LUTOLF团
队 [53]将小肠干细胞与模拟肠道形态的水凝胶支架

结合 , 诱导这些细胞形成具有小肠绒毛结构和隐

窝结构的功能性肠上皮类器官 , 简称为迷你小肠

(mini-guts)。mini-guts能更好地模拟小肠的形状、

大小和功能 , 存在传统类器官中罕见或不存在的

细胞类型 , 在经历辐照损伤后 , mini-guts也展现出

显著的再生能力 , 能够维持其增殖和自我更新潜

能。当mini-guts与外部抽水系统连接时, 可进行灌

洗 , 以去除内部死细胞 , 从而将组织的寿命延长至

数周。由于管腔内部就是模拟肠腔接触食物的一

面, 模拟的肠腔可以被微生物定植。mini-guts可以

作为一个模型研究肠道 –病原微生物互作机制 , 团
队利用该模型明确了mini-guts的再生能力及作为

小隐孢子虫等寄生虫感染模型的潜力 , 为疾病建

模开辟了新的前景。2024年, LUTOLF团队 [54]进一

步拓展了这种肠道类器官芯片在肿瘤研究中的应

用 , 其通过整合微加工、光遗传学和组织工程方

法, 在体外开发了一种能够模拟肿瘤发生的迷你结

肠(mini-colons)。这个mini-colons显示出丰富的瘤

内和瘤间多样性 , 并有效再现了CRC在体内表现

出的关键病理生理学特征。利用该项系统, 研究者

们可在单细胞分辨率水平 , 直接通过光控制 , 实现

对肿瘤生成的长达数周的追踪, 为生物体外的癌症

起始研究铺平了道路。2025年, LUTOLF团队 [55]将

健康的人类结肠细胞和来自患者活检组织的CRC
细胞接种于该装置 , 制备了一种具有拓扑生物学

复杂性、患者特异性的结直肠癌迷你类器官 (CRC 
mini-colons)。这个器官芯片的模型变化整体不大 , 
但是里面包括了肿瘤细胞、CAF、肿瘤浸润淋巴

细胞 (tumor-infiltrating lymphocyte, TIL)以及健康

的组织 , 可以更好地对CRC及其肿瘤微环境(tumor 
microenvironment, TME)进行建模。这种特异性的

mini-colons克服了传统类器官的许多局限性 , 能够

长期模拟肿瘤微环境的复杂性, 为药物筛选、个体

化治疗和肿瘤微环境研究提供了一个强大的新工

具。

3   肠道类器官在疾病研究中的应用
如图 4所示 , 肠道类器官模型在多种疾病研究

中展现出独特价值 , 其应用已广泛涵盖感染性疾

病、结直肠癌及炎症性肠病等多个领域。

3.1   感染性疾病

特定病毒在宿主体内通常表现出细胞嗜性 , 即
倾向于感染特定的细胞类型。例如, 诺如病毒(noro-
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virus)[13]主要靶向肠道上皮细胞和肠内分泌细胞 ; 轮
状病毒 (rotavirus)[56]主要靶向肠道上皮细胞。肠道

类器官作为一种体外三维培养模型 , 其细胞组成包

含了这些病毒的潜在靶细胞。此外 , 该类器官能够

维持肠道上皮的关键特征 , 包括细胞极性、完整的

屏障功能以及相关病毒受体的表达模式。这些特性

为在体外研究病毒识别、结合及入侵宿主细胞的分

子机制提供了可能性。作为高度模拟肠道上皮生理

结构与功能的体外系统 , 肠道类器官已被证明是研

究病毒感染、细菌感染及其宿主相互作用机制的有

力工具。

人诺如病毒 (human noroviruses, HuNoVs)是全

球病毒性胃肠炎的主要原因之一 , 然而自1968年发

现诺如病毒以来 , 长期以来缺乏理想的体外培养系

统 [57]。2016年 , ESTES团队 [13]首次利用人肠道类器

官(human intestinal enteroid, HIE)实现了HuNoVs的
稳定体外培养。这项研究的重要发现包括 : 通过将

多种HuNoVs毒株接种至HIE单层细胞后24小时内 , 
病毒基因组拷贝数显著增加 , 表明病毒在HIE中成

功复制; 胆汁酸作为肠道微环境的关键组分, 对特定

HuNoVs毒株的感染与复制至关重要 ; 同时 , 宿主细

胞表达的组织血型抗原 (histo-blood group antigens, 
HBGAs)是病毒感染的先决条件, 其表达模式也影响

病毒的宿主范围和复制效率 ; 此外 , HuNoVs的感染

性可通过辐照、热处理及特异性抗体介导的血清中

和作用等多种方法有效消除。该培养系统重现了人

肠道上皮, 使得以前无法培养的病原体的人体宿主–
病原体研究成为可能, 并为评估预防、治疗HuNoVs
感染的方法提供了平台 , 推动了对其生物学、免疫

学和发病机制的研究。

肠道类器官不仅被广泛用于病毒感染机制研

究 , 也已成为探索微生物与肠上皮细胞间相互作用

的重要工具。一个典型的应用实例是研究合成大肠

杆菌素(colibactin)的pks+大肠杆菌菌株与宿主细胞互

作及其引发的遗传损伤。pks+大肠杆菌菌株能够合

成一种名为Colibactin的基因毒物质 , 这种物质可在

宿主细胞内诱导DNA损伤 , 从而促进基因突变。研

究显示, 在长达五个月的肠道类器官与pks+大肠杆菌

的共培养实验中 , 宿主细胞的突变积累速率增加 , 且
其出现了与CRC相关的特定突变特征, 这表明pks+大

Applications of intestinal organoids in disease research

Inflammatory bowel diseaseColorectal cancerInfectious diseases

Normal tissue
organoid

Normal
organoid

IBD
organoid

TNFα

Cancer tissue organoid

Gene editing

NorovirusSARS-CoV-2

pks+ 
Escherichia coli

Salmonella
(typhoidal)

①从患者肠道肿瘤组织中分离并培养而成的的肿瘤类器官; ②通过基因编辑技术引入特定的肿瘤相关突变形成的肿瘤类器官。

① Tumor organoids derived from the isolation and culture of patient-derived intestinal tumor tissues; ② Tumor organoids generated by introducing 
specific tumor-associated mutations using gene editing techniques.

图4   肠道类器官在疾病研究中的应用示意图(该图在BioRender.com上绘制)
Fig.4   Schematic diagram illustrating the application of intestinal organoids in disease research 

(this figure was created in BioRender.com)
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肠杆菌菌株与结直肠癌的发生存在直接关联 [58-59]。

此外 , 肠道类器官体外模型也被用于研究其他微生

物 (如隐孢子虫 [60]、沙门氏菌 [61]、艰难梭菌 [62]等 )与
肠上皮的相互作用 , 以深入理解其与肠道上皮的互

作机制。

3.2   结直肠癌

结直肠癌是全球范围内常见的恶性肿瘤之一 , 
其治疗面临肿瘤异质性、耐药性和复发率高等挑

战。传统的体外研究模型 , 如二维细胞培养和动物

模型 , 虽然在一定程度上为CRC的研究提供了帮

助 , 但它们存在一定的局限性 , 例如缺乏肿瘤的三

维结构、细胞间的相互作用以及肿瘤微环境的模

拟。CRC是调节成体干细胞生长的基因连续突变

积累的结果 , 其发展过程体现了从正常细胞到浸润

性、转移性癌细胞的逐步转变 , 这一过程被称为

腺瘤–癌序列 (adenoma-carcinoma sequence)。在这

个过程中 , 一系列的基因突变累积导致细胞恶性

转化 , 其中最著名的是Vogelgram模型 , 它描述了从

良性腺瘤到侵袭性腺癌的逐步遗传变化 [63]。CRC
病例主要分为两大遗传不稳定类别 ; 85%的散发性

CRC显示染色体不稳定性 (chromosomal instability, 
CIN), 而15%的CRC超突变并显示微卫星不稳定性

(microsatellite instability, MSI)。CIN的CRC携带

APC、TP53、KRAS和 Smad4和PIK3CA等常见驱

动基因突变的组合 [64-65]。MSI是指由于DNA错配

修复 (mismatch repair, MMR)系统功能缺陷导致微

卫星区域的DNA序列长度发生改变的现象。MSI-
H(MSI-high)的肿瘤具有高度突变的特性 , MSI-
H CRC的常见驱动基因突变与CIN肿瘤有所不同 , 
常见的MSI-H相关突变包括ACVR2A、TGFBR2、
AXIN1、AXIN2、BMPR2和BRAF等在CIN肿瘤中很

少见到[65-67]。MSI是由体细胞突变导致MMR基因(例
如MLH1、MSH2、MSH3、MSH6和PMS2)失活引

起的, 具有遗传性种系突变(即Lynch综合征)的人患

癌症的风险增加[68]。在构建结直肠癌类器官模型中, 
研究人员主要采用两种策略 : 一是利用源自患者肿

瘤组织的类器官再现并研究病人已形成肿瘤的病

理生理特征 ; 二是通过对健康供体来源的肠道类器

官进行CRISPR/Cas9等基因组编辑技术改造 , 模拟

驱动CRC发生的关键基因突变 , 从而在体外逐步重

现肿瘤发生过程, 剖析癌变的早期机制。

2015年 , CLEVERS团队 [5]开创性地建立了首个

源自CRC患者的活体类器官生物库。该研究成功从

连续的20例CRC患者中培养出肿瘤类器官, 并为其中

大多数患者建立了相应的正常组织类器官。研究证

实 , 患者来源的肿瘤类器官能够保留原发肿瘤的多种

关键特征 , 包括基因组变异、突变谱系及分子亚型分

类。基于此平台 , 研究者还进行了高通量药物敏感性

测试。此外, 科学家们将CRC类器官作为癌症的转录

模型。研究人员通过深入探究癌症关键标志性特征

(如细胞可塑性、休眠、化疗耐药及侵袭性)的分子机

制, 揭示了异常RNA剪接以及细胞外基质(extracellular 
matrix, ECM)的组成改变与动态重塑在驱动疾病进展

和复发中的重要作用; 这些发现为开发新型治疗策略

提供了潜在的靶点[69-71]。利用患者来源的CRC类器官, 
研究者得以探究EGFR、MAPK及Wnt等核心信号通

路失调的功能影响 , 并据此筛选出针对这些通路的新

型小分子或双特异性抗体等候选药物[72-75]。

科研人员进一步利用 CRISPR/Cas9技术对

正常肠道类器官进行体外基因编辑 , 构建了模拟

CIN型CRC发展的多阶段癌变模型 , 旨在解析CIN
型CRC发生与演变的驱动基因作用机制。同样在

2015年 , CLEVERS团队[16]在人源肠道类器官中证

实 , 引入AKPS四重突变 (即APC、KRAS、TP53和
Smad4基因突变 )可诱导类器官呈现高度侵袭性表

型, 此发现提示仅通过四个致癌性突变便足以使正

常肠道细胞演变为侵袭性肿瘤细胞。然而 , SATO
等 [19]的研究表明 , 尽管通过CRISPR/Cas9技术构建

的生物工程肿瘤类器官具有特定表型, 但其转移潜

能显著低于 PDOs, 这表明形成更具侵袭性的肿瘤

可能需要除 AKPS四重突变之外的额外遗传或表

观遗传驱动因素。关键差异可能源于(1) 肿瘤异质

性缺失 : 基因编辑类器官通常来源于单一克隆 , 具
有遗传同质性 , 缺乏PDOs中存在的、在体内肿瘤

进化过程中经自然选择产生的、具有促转移潜能

的亚克隆多样性[5]; (2) TME缺失: 基因编辑类器官

模型多为纯上皮细胞培养 , 缺少PDOs中常存在的

基质/免疫细胞及其赋予的促侵袭信号或细胞 “印
记 ”[76]; (3) 基因编辑类器官起始于正常细胞 , 其表

观遗传景观难以完全模拟PDOs中肿瘤特异性、长

期进化形成的调控网络[77]。因此, 该发现强调了侵

袭转移是遗传突变、表观遗传重塑及TME互作共

同驱动的复杂过程。仅靠核心驱动突变足以构建

恶性类器官 , 但要精准模拟高转移行为 , 需整合更
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全面的驱动因素和生理性微环境 [78]。这提示未来

需采用更复杂的策略, 如多基因编辑、共培养、类

器官芯片等来开发转移模型。2024年 , CLEVERS
团队 [79]从单个MLH1基因敲除的MMR缺陷人结肠

类器官出发, 通过在培养体系中移除关键生态位因

子(如Wnt、R-spondin 1、EGF和Noggin)或添加小

分子p53抑制剂Nutlin-3施加选择性压力 , 从MLH1
缺陷的类器官中成功筛选获得了自发致癌突变的

类器官。该方法模拟了MSI-H型CRC的自然突变

累积过程, 不仅有助于阐明其独特的突变谱系及肿

瘤发生发展路径, 亦可能为未来肿瘤治疗策略的制

定提供新的分子靶点与干预思路。尤为重要的是 , 
该研究通过这种选择性压力诱导, 在单细胞分辨率

下追踪了从单一MMR基因MLH1缺陷的干细胞起

始 , 逐步累积获得APC/KRAS/Smad4/TP53等关键

驱动突变, 最终演化为具有完全恶性表型的类器官

的全过程。这种对MSI-H CRC恶性转化 “全链条 ”
的体外动态观察, 为理解该亚型肿瘤的发生机制提

供了独特且强大的平台。

CRC中, MSI-H型肿瘤因高肿瘤突变负荷(tumor 
mutational burden, TMB)及免疫浸润性微环境(富
含CD8⁺ T细胞), 对PD-1/PD-L1抑制剂显著响应 ; 而
CIN型因免疫抑制微环境 [调节性T细胞 (regulatory 
T cells, Treg)和髓系来源的抑制性细胞 (myeloid-
derived suppressor cells, MDSCs)增多、低TMB及抗

原呈递缺陷]对免疫检查点抑制剂耐药[80-81]。此后的

研究中 , 科学家们用PDOs通过重建肿瘤特异性免疫

微环境, 为解析该差异提供了关键模型: MSI-H型类

器官共培养实验证实 , PD-1阻断能够显著激活T细
胞介导的杀伤作用 (响应率>80%), 精准预测临床疗

效 ; CIN型类器官揭示免疫抑制细胞介导的耐药机

制 , 并用于开发联合策略以逆转耐药 [43,76]。类器官

模型已成为推动CRC精准免疫治疗的核心平台 , 为
克服CIN型耐药提供了转化路径。

3.3   炎症性肠病

IBD包括克罗恩病(Crohn’s disease, CD)和溃疡性

结肠炎(ulcerative colitis, UC), 是一类慢性、复发性炎

症性疾病 [82]。UC主要累及大肠 , 表现为弥漫性黏膜

炎症; 而CD可累及胃肠道的任何部位, 但以末端回肠

多见 , 其特征为不连续的炎症性病变 [83]。IBD的发病

机制涉及遗传易感性、肠道微生物群失调、免疫失

衡和肠道屏障功能障碍的复杂相互作用 , 其确切病因

尚未完全阐明。值得注意的是 , 相当一部分的 IBD患

者对现有药物治疗无应答 [84]。传统的二维细胞培养

模型和动物模型在模拟 IBD病理特征方面存在局限

性 , 难以充分阐释环境因素、宿主遗传背景、肠道细

胞功能及邻近微生物群之间复杂的相互作用如何共

同驱动IBD表型的发生和发展[85]。类器官技术的兴起

为 IBD研究提供了更贴近人类生理状态的体外模型。

患者来源的类器官能够在早期初次传代中高度保留

原始组织的遗传变异 , 并重现CD和UC的基因组、转

录组和分泌组特征 [86-87]。因此 , 该类器官已被广泛应

用于探究IBD的遗传相关发病机制[17]。

肿瘤坏死因子 α(tumor necrosis factor alpha, 
TNFα)被认为是CD发病过程中介导组织损伤的主要

效应因子。研究通过比较CD患者与健康对照者来

源的肠道类器官在TNFα刺激下的反应 (涵盖细胞活

力、基因表达谱及再生能力等指标 ), 揭示了TNFα
的多重生物学作用—诱导细胞死亡、改变干细胞

亚群组成、调控基因表达及破坏肠道屏障功能等。

这些效应共同导致肠道损伤及修复障碍 , 在CD的发

病机制中发挥关键角色[88]。

肠纤维化是 IBD的常见并发症 , 其确切发生机

制尚未完全明确。2024年 , 有研究利用PDOs成功构

建了稳定的IBD纤维化模型[89]。通过联合应用TNFα
和TGF-β1刺激 , 该研究在PDOs中成功诱导出了纤

维化反应 , 并利用多种分子生物学和形态学方法验

证了模型的有效性。该研究不仅证明了PDOs在模

拟肠道纤维化方面的潜力 , 还揭示了CD来源PDOs
在纤维化过程中的独特基因表达特征 , 为深入探究

IBD纤维化机制提供了新方向。

IBD类器官不仅用于疾病机制研究 , 也是药物

测试的有力工具。在结肠类器官模型中验证有效的

IBD治疗药物 , 有助于提高其后续临床转化的成功

率 , 为后续的临床转化提供更有力的支持 [90-92]。在

精准医学领域 , 源自 IBD患者 ISCs或 iPSCs的结肠类

器官主要用于药物敏感性测试 [91]。此外 , 患者来源

结肠类器官在 IBD治疗中展现出应用前景 , 例如通

过移植健康类器官修复受损肠上皮 , 或利用基因治

疗手段调控异常的信号通路[93-94]。

4    挑战与展望
近些年来 , 肠道类器官作为一种快速发展的体

外三维培养系统 , 因其能够高度模拟肠道组织的结
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构和功能, 为研究提供了接近生理状态的模型, 已在

疾病建模、药物筛选等多个领域展现出显著潜力。

然而 , 目前该类器官模型尚未广泛应用于临床诊断

或治疗决策 , 主要在于技术本身仍面临一系列关键

挑战。

具体而言 , 肠道类器官技术当前的主要瓶颈体

现在以下几个方面。第一 , 模型简化与功能性限制 : 
ASC来源类器官主要由上皮细胞组成 , 缺乏功能性免

疫细胞、神经细胞及脉管系统(如血管内皮细胞)等关

键组分 , 并且其干细胞 /分化细胞比例、分泌型 /吸收

型细胞平衡常偏离生理状态 [95]; 而PSC衍生类器官虽

可整合包括神经元、平滑肌在内的多谱系细胞 , 但这

些细胞的空间排布及功能协同性仍低于体内水平 , 并
且其上皮细胞等谱系的成熟度通常也低于ASC来源

的类器官 ; 此外 , PSC类器官在体外同样难以完全模

拟肠道的免疫微环境 , 目前开发的有组织驻留免疫细

胞的肠道类器官拥有的免疫细胞类型过于单一 [49-50]。

第二, 肠道功能依赖于上皮–间质–免疫–神经–微生物

群的动态互作 , 现有培养技术仍存在一些问题 : 动物

来源的基质胶不仅生化成分固定、批次差异大 , 无法

动态模拟体内ECM的时空重塑(如纤维化中的胶原沉

积 ), 其异种成分也限制了类器官在临床应用中的潜

力 ; 流体力学缺失 , 传统静态培养缺乏肠腔流体剪切

力、蠕动机械应力 , 影响黏液层形成、细胞极性和药

物吸收评估 ; 微生物群互作瓶颈 , 长期共培养中微生

物过度生长导致类器官溶解 , 且厌氧菌(如脆弱拟杆

菌)的体外维持难度大 , 限制了类器官–微生物的互作

研究的深入开展。第三 , 共培养技术瓶颈 : 不同细胞

类型 (如肠道上皮细胞、免疫细胞、血管内皮细胞、

神经元、成纤维细胞 )或者微生物在增殖速率、生长

因子需求、基质依赖性和氧张力偏好等方面存在显

著差异 , 导致在类器官体系中实现稳定、可控的多细

胞共培养面临巨大困难 , 这严重限制了其对体内复杂

细胞组成的模拟 [2,96]。面对这些挑战 , 将类器官技术

与材料科学、微流控技术和生物工程等前沿领域相

融合 , 被视为突破当前局限的关键途径。这种多学科

交叉融合有望克服上述障碍 , 显著提升类器官模型的

仿真度和应用价值 , 从而推动其向更成熟的方向发

展。

此外, 肠道类器官的临床转化也面临诸多挑战, 
尤其在技术成熟度、伦理规范等维度存在瓶颈。在

技术层面 , CRC类器官在药敏测试中的临床吻合率

较高(>80%), 显示出其在癌症治疗中的潜在价值; 然
而 , 对于IBD等复杂疾病的类器官 , 其预测效力尚显

不足 , 且在移植应用中受到血管化不足和免疫排斥

等技术难题的限制 [93,97]。伦理层面 , 移植CRISPR基
因编辑类器官的脱靶效应很可能会增加致癌风险 , 
并且肠道类器官包含患者全基因组、微生物组数据, 
商业机构二次利用的知情同意边界模糊。国家应该

设立监管, 建立类器官生成质量标准, 强制基因编辑

脱靶监测 , 并且探索“患者–企业–监管机构”三方数

据共享协议框架 , 使用区块链平台构建动态知情同

意管理系统, 规范类器官的使用伦理, 加快类器官的

临床转化。

总之 , 肠道类器官的发展前景广阔 , 未来有望

成为推动肠道疾病研究和临床转化的重要平台。随

着技术的不断进步 , 肠道类器官将在多个领域发挥

更大的作用 , 为深入理解肠道疾病机制、开发新型

疗法提供强大工具。
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