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肝脏类器官及其在人嗜肝病毒感染性肝病

研究中的应用
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摘要      类器官是模拟人体器官结构和功能特征的三维细胞簇, 由于其组成、结构和功能与体

内器官接近, 常被视为一种新的“模式生物”, 用于疾病发生机制及药物评价等研究。由干细胞或肝

实质细胞在特定细胞外基质及多种信号分子协同作用下形成的肝类器官, 具有人体肝脏作为代谢

调控和解毒中心的类似功能。肝类器官常用于研究药物性肝损伤、急/慢性肝炎、脂肪肝以及肝癌等,
但也可用于研究病毒感染性肝病和其他嗜肝性病毒感染引起的肝损伤。鉴于二维细胞感染模型和

动物模型的局限性, 类器官被认为是模拟病毒–细胞互作以及宿主细胞免疫反应的理想模型。因此,  
该文综述了肝脏类器官及其在嗜肝病毒感染性肝病研究中应用的进展, 重点聚焦了乙型肝炎病毒、

丙型肝炎病毒、戊型肝炎病毒和新型冠状病毒; 分析了嗜肝病毒的共性特点、肝细胞极性与病毒

易感性的关系以及肝类器官病毒感染模型面临的挑战, 以期为嗜肝病毒感染防治提供参考。

关键词      肝脏类器官; 嗜肝病毒; 病毒易感性; 细胞极性; 病毒模型

Liver Organoid and Its Application in the Study of Liver Diseases Caused 
by Human Hepatotropic Virus Infection
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Abstract      Organoids are three-dimensional cell clusters that mimic the structure and function of the organs 
in vivo. Due to its composition, structure and function are very close to the organs in the body, it is often seen as a 
new “model organism” and is used to study the mechanism of disease pathogenesis, drug evaluation and other stud-
ies. Liver organoids that formed by stem cells or hepatocytes under the synergy of the specific extracellular matrix 
and a variety of signaling molecules have similar functions to the human liver as the center of metabolic regulation 
and detoxification. Liver organoids are commonly used to study drug-induced liver injury, acute/chronic hepatitis, 
fatty liver disease and liver cancer etc. However, it can also be used to study viral liver disease and the liver injury 
caused by other hepatotropic virus infections. Given the limitations of two-dimensional cell infection models and 
animal models, organoids are considered to be an ideal model for mimicking host cell-virus interactions and host 

https://cstr.cn/32200.14.cjcb.2025.06.0019


1422 · 综述 ·

cell immune responses. Therefore, this article reviews the progress of liver organoids employed in the study of liver 
diseases caused by hepatotropic virus infection, focusing on hepatitis B virus, hepatitis C virus, hepatitis E virus and 
severe acute respiratory syndrome coronavirus 2. In order to provide references for the prevention and treatment 
of hepatotropic virus infection, this review analyzed common characteristics of hepatotropic virus, the relationship 
between hepatocyte polarity and viral susceptibility, as well as the challenges in the establishment of liver organoid 
model induced by hepatotropic virus infection.

Keywords      liver organoid; hepatotropic virus; viral susceptibility; cell polarity; virus model

肝脏是人体重要的代谢调控和解毒中心 , 该系

统常受到病毒感染、药物 /毒物、饮酒、代谢及自

身免疫等多种因素的攻击造成肝功能损害。近年

来, 肝脏疾病的发病率及致死率居高不下, 尤其是由

病毒感染导致的慢性肝炎以及其进一步发展形成的

肝硬化和肝癌, 严重危害人类健康[1-2]。WHO发布的

《2024年全球肝炎报告》显示, 全球由病毒性肝炎(乙
型和丙型肝炎 )造成的死亡人数2022年增长到了130
万人 , 平均每天约3 500人。虽然在抗乙肝疫苗和抗

丙肝药物研发方面取得了成功 , 但肝脏疾病尤其是

病毒性肝炎仍是全球重大公共卫生挑战 , 病毒性肝

炎已成为全球第二大致死性传染病。

感染人肝脏的主要病毒包括 (1) 嗜肝DNA病

毒: 如乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV); (2)嗜肝

RNA病毒 : 如甲型肝炎病毒 (hepatitis A virus, HAV); 
(3) 其他嗜肝病毒: 如丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, 
HCV)、丁型肝炎病毒 (hepatitis D virus, HDV)、戊

型肝炎病毒 (hepatitis E virus, HEV)、庚型肝炎病毒

(hepatitis G virus, HGV)以及巨细胞病毒(cytomegalo-
virus, CMV)、EB病毒 (Epstein-Barr virus, EBV)和新

型冠状病毒(severe acute respiratory syndrome corona-
virus 2, SARS-CoV-2)等。临床上常见的嗜肝病毒为

HAV、HBV、HCV、HEV等四种病毒 , 其中HAV、

HEV主要通过粪–口传播 , 多为摄入被病毒污染的食

物而感染发病 , 一般呈急性过程 , 经治疗后可痊愈 , 
也可持续感染。HBV、HCV通过血液、母婴及性传播, 
临床上多呈慢性化过程 , 可发展成肝硬化以及肝癌。

此外 , HDV是与HBV共存而不单独存在的一种特殊

类型。CMV和EBV感染临床表现和转归与个体免疫

状态密切相关 , 多表现为隐性感染 , 大部分感染者无

明显症状。SARS-CoV-2为暴发流行的新病毒 , 其感

染导致的肝损伤及肝功能障碍备受关注。

病毒通过感染宿主细胞并借助宿主细胞提供

的原料、能量和酶等物质 , 以自我复制方式进行增

殖 , 同时病毒为了在宿主细胞中扩增而不断感染新

的细胞 , 常表现出逃避免疫反应和控制细胞自噬等

能力 [3]。长期以来有关病毒感染的研究往往通过永

生化细胞系、原代细胞等二维 (2D)培养体系以及动

物模型来实现 , 但这些模型常存在易感性低、稳定

性差、复制率低、结果相关性不强等局限性。类

器官是由多能干细胞(pluripotent stem cells, PSCs)或
原代细胞体外分化衍生形成的三维 (3D)结构 , 由器

官特异性细胞组成 , 可再现肝脏等器官的结构和功

能 [4-5]。类器官解决了2D单层培养和缺乏体内微环

境的问题 , 提供了更接近生理环境的体外系统 , 可
用于研究细胞与病毒间的相互作用以及宿主细胞

的免疫反应等问题 [5]。基于3D培养技术的胚胎干细

胞 (embryonic stem cells, ESCs)和成体干细胞 (adult 
stem cells, ASCs)展示了非凡的自组装能力 , 由此形

成的类器官具有与原始器官类似的结构和功能 , 因
此可通过类器官模拟疾病发生的病理过程和预测药

物反应, 尤其是患者来源的类器官更具优越性[6]。为

了深入阐明病毒感染的致病过程 , 以提高对病毒性

疾病的防治能力 , 迫切需要从多维度、多层次解析

病毒感染的发生机制以及研制安全有效的疫苗和药

物, 而类器官模型为此提供了新的选择。

鉴于目前有关肝脏类器官用于HAV、HDV、

HGV、CMV和EBV感染的研究鲜有报道 , 因此 , 本
文重点聚焦肝脏类器官在 HBV、HCV、HEV和

SARS-CoV-2等嗜肝病毒感染性肝病研究中应用的

进展, 分析肝类器官感染模型面临的挑战, 旨在为嗜

肝病毒感染防治提供参考。

1   肝脏类器官的来源及构建
在胚胎发育过程中 , 首先由受精卵经卵裂依次

形成桑葚胚和囊胚 , 然后囊胚进一步发育形成原肠

胚, 原肠胚具有三个胚层(内胚层、中胚层、外胚层), 
其中肝脏来自内胚层。肝脏主要由肝实质细胞和非
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实质细胞组成, 肝实质细胞包括肝细胞和胆管细胞, 
是肝脏结构和功能的主体。肝脏功能的维持不仅需

要肝实质细胞 , 还需要肝实质细胞与其他各类细胞

之间的相互作用 , 除以上两种实质细胞外 , 还包括 : 
肝窦内皮细胞 (hepatic sinusoidal endothelial cells, 
LSECs)、肝星状细胞 (hepatic stellate cells, HSCs)、
Kupffer细胞 (Kupffer cells, KCs)和间充质细胞等多

种非实质细胞 [2]。人体细胞处于一个复杂的微环境

中 , 肝脏内细胞在各种细胞因子、信号通路的调控

下才能发挥肝脏各种特定功能。在2D培养环境下 , 
肝细胞通常缺乏某些肝脏特异性基因和特定生物

学功能 , 如细胞色素P450的维持、细胞间特定的连

接等 , 尤其是缺乏不同类型细胞间、细胞与细胞外

基质间的相互作用 , 无法重现肝脏细胞的异质性以

及复杂的结构特征 [7-8]。由于肝脏结构的复杂性 , 在
体外难以构建出与之接近的器官结构。近年来随

着干细胞技术的发展, 在3D环境下构建肝脏类器官

成为可能。类器官的实质是在体外产生的3D多细

胞组织, 一般由PSCs或ASCs分化而来[9]。类器官在

体外可长期稳定维持其结构与功能 , 即使多次传代

后也无明显遗传变化 [10]。若采用PSCs分化构建肝

脏类器官, 则需要先形成内胚层 , 然后与必需生长

因子和细胞因子共培养诱导细胞定向分化和成熟 ; 
而源于ASCs或原代细胞衍生的类器官 , 则需先分

离来自组织的种子细胞, 再将其加入细胞外基质中, 
在特定生长因子刺激下实现扩增 [11]。因此 , 肝脏类

器官的构建主要有两种方式 : (1) 由ESCs或诱导多

能干细胞(induced pluripotent stem cells, iPSCs)先分

化为内胚层 , 然后在细胞因子作用下分化为肝细胞

或胆管细胞 , 再自组装为类器官 ; (2) 从肝组织中分

离ASCs或功能性细胞 /肝癌细胞 , 在细胞因子联合

作用下自组装为类器官(图1)。
1.1   源于PSCs的肝类器官

PSCs是指可无限增殖且可分化为三个胚层的

细胞, 目前广泛应用的两种PSCs为ESCs和iPSCs[12]。

1987年EVANS和KAUFMAN[13]建立了第一个小鼠

干细胞系 , 发现小鼠囊胚细胞具有自我复制和多向

分化的潜能。1998年THOMSON等 [14]从捐赠的人类

胚胎中建立了第一个人类胚胎干细胞系。2006年 , 
TAKAHASHI等 [15]将四种转录因子 (Oct3/4、Sox2、

hESCs: 人胚胎干细胞; hiPSCs: 人诱导型多能干细胞; hMSCs: 人间充质干细胞。

hESCs: human embryonic stem cells; hiPSCs: human induced pluripotent stem cells; hMSCs: human mesenchymal stem cells.
图1    肝脏类器官的来源及构建

Fig.1    Establishment and sources of liver organoids
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c-Myc和Klf4)转入小鼠成纤维细胞中 , 使这种完全

分化的成熟细胞重编程为 iPSCs。iPSCs在形态、基

因表达、分化能力等方面都与ESCs相似 , 因此理

论上 iPSCs可分化为任何成体细胞或组织器官类

型。2013年TAKEBE等 [16]首次在体外重现了3D血

管化和 iPSCs来源的功能性肝芽 (iPSC-derived liver 
buds, iPSC-LBs)的形成过程 , 他们首先将 iPSCs定向

诱导分化形成内胚层 , 然后将内胚层细胞与人脐静

脉内皮细胞 (human umbilical vein endothelial cells, 
HUVECs)和间充质干细胞 (mesenchymal stem cells, 
MSCs)共培养 , 待其形成肝芽后移植到免疫缺陷小

鼠中 , 移植后48 h内 iPSC-LBs中的血管可与宿主血

管相连并发挥功能 , 而且体外诱导形成的肝芽与体

内肝芽相似 , 其内部的功能性血管可刺激 iPSC-LBs
向成熟肝组织发育。2017年该团队又建立了一个规

模化的类器官培养平台 , 该平台能够高效生产同质

化的小型肝芽[16]。2019年, WANG等[17]采用无血清、

无饲养层培养方法构建了ESCs衍生的肝脏类器官

(ESC-derived expandable hepatic organoids, EHOs), 
该类器官表现出双潜能特征 , 能分化为功能性肝细

胞或胆管细胞, 同时还可在体外扩增20代, 以满足工

业或临床大规模使用细胞的需求; 而且来自EHOs的
细胞移植入FRG小鼠的损伤肝脏后 , 具有再繁殖能

力, 并能在体内分化为成熟的肝细胞[17]。

2021年 , GUO等 [18]将源自两名患者皮肤成纤维

细胞的 iPSCs经CRISPR/Cas9基因编辑后 , 进而将分

化衍生的肝细胞类器官和肝细胞样细胞 (hepatocyte-
like cells, HLCs)作为研究肝脏病理学的细胞模型 , 
首次用于遗传性肝病研究。OUCHI等 [19]利用健康

和患者来源的PSCs(ESCs和iPSCs), 开发了一种可复

制且能衍生多种细胞类型 (肝细胞、HSCs和KCs)的
肝脏类器官构建方法 , 该类器官的组成细胞与体内

衍生组织相似, 而且经游离脂肪酸处理诱导后, 该类

器官连续出现了脂肪性肝炎的关键特征包括脂肪变

性、炎症和纤维化表型 , 该方法为研究肝脏炎症及

纤维化提供了新手段。

1.2   源于成体(干)细胞的肝类器官

成体 (干 )细胞在这里包括肝实质细胞 (肝细胞

和胆管细胞)和ASCs。ASCs是组织中未分化的特定

细胞 , 能够自我更新并特定分化形成该类组织的细

胞, 包括具有多向分化潜能的MSCs。肝脏类器官构

建还可分为单一细胞类型和多细胞类型。单一细胞

类型肝类器官目前主要集中在肝细胞和胆管细胞类

器官方面。(1) 肝细胞类器官: 表现为有组织结构的

肝实质细胞的聚集 , 并伴随着肝细胞极性的增强和

肝功能的改善 , 表现出白蛋白分泌、糖原储存、药

物代谢和脂质运输等成熟肝实质细胞功能 [20]。从人

胎儿或成人肝中分离的肝实质细胞具有形成类器官

的能力 , 并且形成的类器官在体外可长期保持部分

肝脏结构和功能 [21]。通过激活肝转录因子可使干细

胞分化为肝实质样细胞 , 而肝实质样细胞可自组装

形成具有肝细胞功能的类器官 [22]。(2) 胆管细胞类

器官 : 从人体肝脏分离的胆管细胞或体外通过添加

特定因子将干细胞诱导分化产生的胆管样细胞 , 可
自组装形成胆管细胞类器官 , 其常呈管状或中空囊

状结构 [23]。由于肝细胞来自内胚层 , 而胆管上皮细

胞来自中胚层 , 故需通过引入成纤维细胞生长因子

(fibroblast growth factor, FGF)、激活素A等 , 将诱导

至内胚层的细胞进一步诱导至中胚层 , 进而使其分

化成为胆管类器官 [24]。胆管样细胞具有极性可表

达细胞角质蛋白19(cytokeratin 19, CK19)、囊性纤

维化转运调节因子 (cystic fibrosis transport regulator, 
CFTR)和水通道蛋白 -1(aquaporin-1, AQP1)等标志

物, 并存在初级纤毛[25]。

相对于 PSCs, ASCs可直接从组织获取 , 不需

要重编程过程即可分化衍生为类器官。2007年 , 
BARKER等 [26]发现肠Wnt靶基因之一Lgr5(leucine-
rich repeat-containing G-protein coupled receptor 5, 
也被称为Gpr49)可用来鉴定小肠和结肠干细胞 , 并
且认为Lgr5是ASCs的共性标记物。2013年, HUCH
等 [27]发现Lgr5-LacZ在健康成人肝脏中不表达 , 但
Lgr5-LacZ阳性细胞在肝损伤时出现在胆管附近, 将
损伤小鼠肝脏中单个Lgr5+细胞进行培养可形成类

器官 , 并将其移植到富马酰乙酰乙酸水解酶 (fuma-
roacetoacetate hydrolase, FAH)突变的小鼠中可产生

功能性肝细胞 , 这表明Lgr5表达不仅可用于标记肝

脏中干细胞生成 , 还可用来确定在肝损伤时变得活

跃的干细胞。2021年SAMPAZIOTIS等 [28]分离来自

不同区域的胆管细胞包括肝内胆管(intrahepatic bile 
duct, IHD)、胆总管(common bile duct, CBD)和胆囊

(gall bladder, GB)来源的胆管细胞, 将其诱导分化为

类器官 , 再将胆总管衍生的胆管类器官移植到免疫

功能低下小鼠胆囊中 , 发现来自保留区域 (如胆囊 )
的胆管细胞可用于细胞治疗和肝内胆管修复 , 证明
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胆管类器官可修复胆道上皮。

肝脏功能的执行需要多种类型细胞 (除了肝实

质细胞和胆管细胞外 , 还有LSECs、HSCs和KCs等 )
的协同作用 , 故多细胞类型肝类器官更接近肝脏器

官的真实情况。HUCH等 [29]发现从人肝脏中分离的

原代EpCAM(epithelial cell adhesion molecule)+细胞可

形成具有双潜能的肝脏类器官 , 具有向功能性肝实

质细胞和胆管细胞分化的能力 , 而且该类器官表现

出典型的管状结构。此外 , 将由干细胞分化而来的

肝实质细胞和胆管细胞共培养也可形成肝脏类器官 , 
该类器官重现了体内肝脏发生的关键过程 , 其肝实

质细胞紧密聚集 , 胆管细胞呈囊状结构 [24]。除了胆

道系统外 , 由内皮细胞组成的血管是将营养和氧气

输送到细胞的基础 , 所以由多种类型细胞组成的肝

脏类器官的血管化也是非常必要的。将“HUVECs来
源的内皮细胞 ”、MSCs和 “PSCs来源的肝内胚层细

胞”共培养 , 可形成血管化的肝脏类器官 , 并且经体

内移植后 , 肝脏类器官呈现出与成人肝脏血管相似

的结构 , 但仍不具备完整肝脏的结构和功能 [16]。这

说明还需提高细胞间尤其是肝细胞与非实质细胞的

互作并完善肝脏结构(表1)。

2   肝类器官在嗜肝病毒研究中的应用
2.1   乙肝病毒感染肝类器官模型

HBV感染目前仍是全球面临的严重公共卫生

问题, 据统计全球约有20亿HBV感染的病毒携带者, 
其中约3亿人为HBV感染的慢性患者, 且每年因感染

HBV死亡的人数达100万人 [30]。而我国仍有HBV携

带者约8 600万例 , 其中慢性乙肝患者约2 000万例 , 
一般人群HBsAg(hepatitis B surface antigen)流行率

约为6.1%[31]。从20世纪60年代发现HBV感染以来 , 

在乙肝治疗史上第一个里程牌是 IFN-α(interferon-
alpha)的应用 , 后来以拉米夫定为代表的系列核苷

类似物也作出了重要贡献 , 但慢性乙肝的治疗远未

达到清除病毒的目标 , 其致病机制尤其是向肝癌进

展的机制至今亦未被完全阐明 [32]。HBV具有狭窄

的宿主范围和组织嗜性 , 主要感染肝细胞 , 归属于

嗜肝DNA病毒科 [33]。HBV通过与细胞膜上的受体

钠离子–牛磺胆酸共转运蛋白 (Na+-taurocholate co-
transporting polypeptide, NTCP)结合后进入肝细胞 , 
在细胞核内HBV rcDNA(relaxes circular DNA)转变

成HBV cccDNA(covalently closed circular DNA), 以
cccDNA为模板进行病毒复制 [34]。HBV主要侵袭肝

脏器官 , 引发急性肝病、慢性肝炎、肝硬化以及肝

细胞癌等疾病 [35]。由于HBV体外难以感染肝细胞 , 
导致多年来一直缺乏稳定的HBV感染模型。类器官

在长期保存、体外增殖、模拟病毒与宿主细胞间互

作等方面具有优势 , 可以构建病毒感染模型以开展

病毒入侵机制及抗病毒评价等研究 [36]。因此 , 探讨

肝脏类器官在HBV感染研究中的应用非常必要。

LIM等 [37]采用从肝活检和肝切除样本中分离的

细胞衍生的肝内胆管细胞类器官 (intrahepatic cholan-
giocyte organoids, ICOs), 探索了HBV复制动力学和

免疫应答的供体间差异 , 结果显示来自不同供体肝

组织的 ICOs均可成功感染来自HepAD38细胞的重

组HBV(基因型D)或来自患者血清的HBV(基因型B
和C), 而且能够产生HBV pgRNA(pregenomic RNA)、
HBV cccDNA以及HBsAg、HBeAg(hepatitis B e anti-
gen)和HBcAg(hepatitis B core antigen); ICOs在分化期

间经历了代谢和结构重塑 , 尽管对 IFN-α和病毒模拟

物(polyI׃C)有强烈的干扰素诱导基因(interferon-stimu-
lated gene, ISG)反应, 但ICOs中HBV感染并未上调ISG

表1    肝脏类器官不同构建方法的优点/缺点

Table 1   Advantages/disadvantages of the different construction methods of liver organoids
优点/缺点

Advantages/disadvantages
多能干细胞来源肝类器官

PSC-derived liver organoids
成体干细胞来源肝类器官

ASC-derived liver organoids
原代肝细胞来源肝类器官

PHC-derived liver organoids

Advantages A variety of hepatocyte types can be 
generated 

The differentiation path is simple 
and the time-consuming is short

The function is close to those of 
natural hepatocytes

It has a wide range of sources and 
can multiply indefinitely

The cost is low and the technology 
is relatively mature

The differentiation process is simple 
and time-consuming

Disadvantages The differentiation process is com-
plex and time-consuming

The source is limited and the prolif-
erative capacity is weak

The source is limited and the prolif-
erative capacity is poor

The cost is high and the technical 
difficulty is high

Fewer types of hepatic cells are 
generated

The cost is high and the technical 
difficulty is high
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表达 , 结果证明ICOs支持HBV感染和复制 , 且病毒动

力学和细胞反应具有供体依赖性变化, 可用于HBV复

制机制研究和个性化抗病毒药物研发。研究表明: 来
自健康供体的肝脏类器官用HepG2.2.15细胞分泌的

HBV感染 , 同时以热灭活HBV感染类器官作为对照 , 
从感染后第4天开始在类器官培养上清液中检测到了

HBV DNA, 但不能从热灭活病毒感染的细胞中检测

到HBV DNA, 这表明HBV在类器官中复制成功 [27,29]。

NTCP作为肝细胞表面表达的HBV感染受体 , 与HBV
入侵肝细胞和病毒感染效率密切相关 , 而与维持在扩

增培养基中的类器官相比 , 在分化培养基中维持的类

器官能更有效地感染HBV并产生更高的病毒滴度, 这
可能与NTCP受体表达水平较高有关 [38]。通过比较肝

类器官和过表达NTCP的类器官培养液中HBV DNA
和HBsAg水平 , 发现单独表达NTCP不足以提高维持

在扩增培养基中肝类器官的HBV感染率。原代肝细

胞来源的肝类器官经重组HBV或患者血清HBV攻击

后 , 产生了HBV cccDNA、HBeAg、HBV RNA以及

传染性病毒粒子 [39]。KULSUPTRAKUL等 [40]采用肝

切除样本来源的肝脏类器官模型 , 证明两种病毒感染

必需的RNA聚合酶(PAPD5和PAPD7)的小分子抑制剂

RG7834能降低HBV和HAV感染率。DE CRIGNIS等[39]

采用原代肝细胞来源的HBV感染肝脏类器官模型, 验
证了泰诺福韦 (tenofovir)和非阿尿苷 (fialuridine)的抗

病毒作用, 这两种药物抑制了HBV DNA产生, 但不改

变细胞内HBV RNA水平。上述研究表明 : 原代肝类

器官感染模型适于抗HBV药物活性筛选和早期毒性

评价。

除了从肝组织或原代肝细胞分化衍生的类器

官外 , 还可利用PSCs来源的肝脏类器官构建HBV感

染模型。研究表明将 iPSCs分化形成的内胚层细胞、

MSCs和HUVECs在3D系统中共培养, 基于细胞间相

互作用可逐渐分化形成功能性肝脏类器官 [16]。肝脏

类器官不仅比2D培养的原代肝细胞而且比 iPSCs来
源的HLCs更易感染HBV, 且可长时间产生具有传染

性的病毒粒子。研究还发现HBV感染可引起 iPSC
来源的肝脏类器官的功能障碍 , 如下调肝脏特异基

因表达、诱导早期急性肝衰竭标志物表达以及引

起肝脏超微结构改变等 [41]。此外 , 采用肝内胆管癌

(intrahepatic cholangiocarcinoma, ICC)类器官–自体

免疫细胞共培养系统和基于患者来源的类器官异种

移植平台,  研究发现HBV感染诱导的免疫反应使感

染HBV的 ICC患者和未感染HBV的 ICC患者预后表

现明显不同 [42]。显然 , 肝脏类器官为HBV感染机制

研究和抗HBV药物临床前评价提供了新的手段[43]。

2.2   丙肝病毒感染肝类器官模型

HCV是黄病毒科 (Flaviviridae)的一种嗜肝性

正链单链RNA病毒[44]。20世纪70年代, 从输血相关

性肝炎病例中发现一种未知病毒 , 当时其被称为非

甲型 /非乙型肝炎病毒 , 1989年该传染性病原体被

命名为HCV[45]。HCV感染可引起急性和慢性肝炎 , 
慢性肝炎可进展为肝硬化和肝癌 [46]。据统计 2020
年全球约有5 700万慢性HCV感染者, 每年约有150
万HCV新感染者 , 每年约有 30万人因HCV感染相

关疾病而死亡 , 感染率较高的国家包括中国、俄罗

斯和美国等 [47]。HCV大多通过伤口接触或未经筛

查的血液和血液制品输注以及注射毒品传染 , 少
数通过垂直传播和性传播方式感染 [44,48]。HCV结

构相对简单 , 整个HCV RNA基因组只包含一个开

放阅读框 , 编码约含3 000个氨基酸的多聚蛋白 [49]。

虽然丙型肝炎是第一个可治愈的病毒性疾病 , 但目

前尚无有效疫苗可用。HCV感染仍是全球面临的

公共卫生问题 , WHO提出了2030年消除HCV感染

威胁的目标[50]。HCV在易感性方面与HBV相似, 只
有人和黑猩猩可成为HCV的自然宿主 [51]。后来发

现树鼩 (Tupaia belangeri)以及转基因小鼠也能感

染HCV[52]。人肝癌细胞系HuH7对HCV敏感 , 被广

泛用于HCV感染研究 [53]。人原代肝细胞也能感染

HCV, 但因来源稀少不能大量用于HCV研究[54]。而

iPSCs衍生的HLCs和脂肪组织MSCs来源的HLCs
解决了肝细胞来源的伦理和数量问题[55-56]。

相对于肝细胞或HLCs, 肝脏类器官更适用于构

建HCV感染模型。利用来自 3名HCV感染者 (不同

HCV基因型 )的手术切除肝脏样本作为供体分化衍

生的肝脏类器官 , 同时以来自3名未感染HCV的供

体肝脏 (存在肝细胞癌变 )分化产生的肝脏类器官作

为对照 , 发现带有病毒的类器官可在数月内维持低

度感染, 而不带病毒的类器官可以被HCV感染 [57-58]。

另有研究将HuH7细胞分化形成肝癌类器官, 然后用

HCV感染肝癌类器官48 h, 再与2D培养的感染HCV
的肝癌细胞进行对比分析 , 发现两者感染HCV后病

毒复制无显著性差异 , 表明肝癌类器官可用于感染

HCV相关研究 [59-60]。利用肝癌类器官揭示了HCV
进入细胞的肌动蛋白依赖性机制 : HCV感染肝细胞
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早期的进入因子清道夫受体B1(scavenger receptor-
B1, SR-B1)、CD81和表皮生长因子受体 (epidermal 
growth factor receptor, EGFR)位于基底外侧膜, 以肌

动蛋白依赖性方式在紧密连接处积累 ; HCV与封闭

蛋白1(claudin-1)、闭合蛋白(occludin)在紧密连接处

结合, 并通过依赖EGFR的经网格蛋白介导的内吞作

用内化 , 这证明HCV使用多个因子协同作用侵入宿

主细胞 [59]。此外 , ISG作为 IFN诱导的抗病毒效应因

子 , 能在肝脏类器官中表达 , 而 ISG表达水平降低伴

随着HCV和HEV复制的增加, 相反, 诱导ISG表达则

抑制病毒复制[61]。

肝脏类器官与传统 2D培养的细胞在极性上有

显著区别 , 研究表明采用极化的细胞系统来研究

HCV感染和动力学变化比非极化系统更合适 , 尤其

是研究HCV与细胞的相互作用 [62]。由于肝实质细

胞是高度极化的 , HCV感染需要被运输到极化肝细

胞的不同亚细胞结构域 , 尤其是病毒入侵细胞的过

程, 取决于肝细胞的复杂极性, 极化细胞和类器官在

形态和生理学上类似于体内肝细胞 , 更适于HCV感

染研究 [63]。虽然HCV对肝癌细胞是敏感的 , 但体外

癌细胞模型通常显示免疫和增殖反应失调。NATA-
RAJAN等 [64]采用微流控芯片开发了一个CD8+ T细
胞和ASCs衍生的肝脏类器官系统 , 将嵌入细胞外基

质中的3D肝类器官与在悬浮液中和HLA(human leu-
kocyte antigen)匹配的原代T细胞共培养 , 结果表明

该共培养系统可用于研究HCV的适应性免疫反应。

LEE等 [65]提出了一种新的多细胞肝类器官模型 , 即
源自相同供者的PSCs分化而来的巨噬细胞和肝类

器官的共培养系统 , 共培养中巨噬细胞向KCs发展 , 
采用这个多细胞类型肝类器官系统研究发现 : HCV
感染通过促进宿主脂肪生成导致肝类器官中的脂质

积累 ; 用脂肪酸长期处理肝类器官促进了HCV复制

并促进了炎症和纤维化 ; 采用这个含KCs的肝类器

官模型评价处于临床Ⅲ期的抗NASH(non-alcoholic 
steatohepatitis)药物与临床试验结果保持一致。总之, 
这个系统模拟了宿主细胞 –病毒之间的互作和细胞

间的通信 , 为研究HCV患者的NAFLD(non-alcoholic 
fatty liver disease)进展提供了新的选择。

2.3   戊肝病毒感染肝类器官模型

除了HBV和HCV之外 , HEV引起的肝炎也受

到关注。HEV是一种单链RNA嗜肝病毒 , 是急性肝

炎最常见的病原体。对于免疫力低下人群 (包括孕

妇、患有基础疾病的患者等), 感染HEV会导致严重

疾病 [66]。据统计全球每年约有2 000万新发HEV感

染病例 , 其中超过300万发展成急性肝炎病例和7万
与HEV感染相关的死亡病例。在发展中国家HEV
感染率明显高于发达国家 , 其患病率高的主要原因

包括种族、社会经济条件、饮食习惯、环境卫生等

因素[67]。HEV感染结果相差较大, 从无症状携带者、

自限性急性感染到暴发性肝炎和持续性感染 , 往往

与个体免疫功能状态有关。HEV感染常对孕妇造

成严重急性肝炎 , 而对免疫功能低下者造成慢性感

染。研究还发现高达 30%的HEV感染者出现神经

系统症状 (神经痛性肌萎缩和肌痛 ), HEV感染的神

经系统表现是一种罕见且仍被低估的病症 , 无论男

女及年龄的人感染HEV均可引发神经系统症状 [68]。

急性HEV感染导致的肝炎通常不需要抗病毒治疗 , 
若出现严重病情或预先存在肝损伤的情况下 , 则可

考虑采用广谱抗病毒药利巴韦林治疗 , 而目前尚无

抗HEV的特异性药物 [69]。有关HEV感染导致的神

经痛性肌萎缩目前发病机制尚不清楚 , 也没有特异

性疗法 , 而据临床报道服用可的松和静注免疫球蛋

白有改善作用[70]。

HEV的体外培养主要依赖于特定的细胞系 , 如
肝癌细胞系 (HuH7、PLC/PRF/5)和原代肝细胞 , 这
些细胞系能够支持HEV复制 , 但复制效率低、病毒

产量有限 , 限制了HEV相关研究。研究证明来自胎

儿和成人肝脏的具有胆管细胞或肝细胞表型的肝脏

类器官支持HEV复制, 而感染性HEV颗粒接种表明: 
人肝源性类器官支持HEV感染的整个生命周期 ; 若
将类器官引入到Transwell系统中形成极化单层 , 则
可观察到HEV颗粒主要在肝细胞顶端分泌; 同时, 研
究还显示了病毒复制触发的强烈宿主细胞反应 [71]。

在培养的细胞系和原代来源的肝脏类器官中 , 发现

HEV RNA基因组有效诱导了IFN的产生及抗病毒反

应 , 而HEV感染在体外和患者中引发了 IFN相关抗

病毒反应 , 这些发现为理解HEV-宿主细胞的相互作

用和HEV的致病机制提供了新的认识[72]。虽然已有

HEV感染细胞模型的报道 , 但目前这些模型对HEV
感染效率仍然很低 , 妨碍了有关HEV感染和复制分

子机制以及病毒–宿主互作的深入研究, 针对不同来

源的肝脏类器官构建程序的优化 , 将加速HEV感染

的致病机制和抗HEV药物研发的进程[73]。

HEV感染也可引起严重的并发症和高死亡率 , 
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尤其是在孕妇、器官移植受者、肝病患者或免疫

抑制患者中。然而 , 目前仍缺乏治疗慢性HEV感

染的特异性疗法。为了探索类器官模型在抗HEV
药物评价中的应用 , 采用肝脏类器官模型进行抗

HEV药物筛选 , 结果发现布喹那 (brequinar)和高三

尖杉酯碱 (homoharringtonine)能有效抑制HEV复

制 , 它们对携带G1634R突变的利巴韦林耐药变异

病毒株也有效[71]。同时, 利用肝源性类器官进行药

物筛选 , 还发现氯硝柳胺 (niclosamide)具有抗HEV
作用且其是通过抑制NF-κB(nuclear factor kappa-
B)信号通路来抑制HEV复制的 [74]。通过采用不同

供体来源的肝脏类器官模型进行筛选, 发现两种新

型小分子维多氟拉迪莫 (vidofludimus calcium)和
吡唑霉素(pyrazofurin)具有显著的抗HEV作用 , 而
且这两种小分子均能高效抑制野生型HEV毒株和

经利巴韦林治疗失败的相关HEV毒株 (Y1320H、

G1634R)[75]。总之 , 肝源性类器官成功重现了HEV
感染和复制, 有助于研究HEV感染的致病机制尤其

是阐明病毒–宿主的互作机制并促进了抗HEV新药

研发。

2.4   新冠病毒感染肝类器官模型

SARS-CoV-2感染疫情自 2019年底暴发以来 , 
已造成全球性大流行和极其严重的危害。SARS-
CoV-2感染者多以呼吸道症状为主要临床表现 , 重
症患者可发生呼吸困难和 (或 )低氧血症 , 亦可快

速进展为急性呼吸窘迫综合征 (acute respiratory 
distress syndrome, ARDS), 并伴有多器官衰竭甚至

死亡 [76]。SARS-CoV-2除引起肺脏发生病理改变

外 , 亦可导致肝脏、心脏、肾脏、大脑等多脏器

发生病理改变 , 其中肝损伤尤为常见 , 可有不同程

度的肝功能异常 , 病情严重者可出现肝衰竭 [77]。在

一项涉及 1 935例COVID-19(corona virus disease 
2019)住院患者的回顾性研究中发现 , 53.2%的患者

出现转氨酶异常 , 20.5%的患者出现肝损伤 , 而且

COVID-19危重患者肝损伤更为常见 [78]。此外 , 感
染 SARS-CoV-2会加重慢性肝病 (病毒性肝炎、肝

硬化和肝癌)患者的肝脏损害 , 使患者重病率和死

亡率明显增加 [79]。通过对SARS-CoV-2感染死亡患

者的肝样本进行病理研究显示 , 肝脏中出现中度微

泡性脂肪变性及轻度小叶和门静脉活动性炎症 , 提
示SARS-CoV-2感染可引起肝脏损伤 , 进而引起肝

功能异常 [80]。老年COVID-19患者发生肝损伤的

风险更高 , 男性肝损伤发生率(63.4%)远高于女性

(36.6%), 重型与危重型患者肝损伤比轻症患者更常

见 [81]。COVID-19患者肝血管内皮细胞中存在大量

SARS-CoV-2, 提示SARS-CoV-2对人肝脏有趋向性

和直接细胞毒性 [82]。目前认为SARS-CoV-2的主要

受体是血管紧张素转换酶 2(angiotensin-converting 
enzyme 2, ACE2), 故人体被SARS-CoV-2攻击的主

要部位即为ACE2含量丰富的组织 [83]。ACE2在胆

管细胞中表达水平最高 , 与Ⅱ型肺泡上皮细胞相当 , 
其次为LSECs和肝细胞 [84]。这提示SARS-CoV-2可
直接感染胆管细胞等使其产生损伤进而引发肝损

伤 [85]。简言之 , SARS-CoV-2可侵入肝脏细胞并在

其中大量复制 , 对肝脏具有趋向性和直接细胞毒性

作用。

建立病毒感染的肝脏类器官模型 ,  探讨

SARS-CoV-2感染及致病机制以及评价抗病毒治

疗药物具有重要价值。2020年YANG等 [86]采用人

PSCs衍生的细胞和类器官研究 SARS-CoV-2, 发
现PSCs衍生的胰腺内分泌细胞、肝细胞和胆管细

胞类器官对SARS-CoV-2易感。同年 , ZHAO等 [87]

证明长期培养的肝导管类器官在培养中保留了人

类特异性ACE2+/TMPRSS2(transmembrane prote-
ase serine 2)+胆管细胞群, 而对两个供体来源的肝

导管类器官接种 SARS-CoV-2并感染 1 h, 最后重

新包埋在基质胶中并维持培养 , 结果显示 SARS-
CoV-2可以感染肝导管类器官 ,  并且病毒能在其

中大量复制。该研究也表明 : COVID-19患者的肝

损伤可能是由 SARS-CoV-2感染引起的胆管细胞

受损和随后的胆汁酸积累造成的。虽然多种动物

被用于建立COVID-19模型 , 包括非人灵长类动物

(恒河猴、食蟹猴、非洲绿猴、狒狒和普通绒猴 )、
转基因小鼠、表达 ACE2基因的 Ad5或 AAV载体

致敏的野生型小鼠以及叙利亚仓鼠、雪貂等模型 , 
并在疫情期间为研究 SARS-CoV-2感染、传播和

免疫等发挥了作用 , 但在病毒易感性和疾病特征

相关性方面都非常有限。鉴于动物模型的局限性 , 
类器官被认为是模拟细胞 –病毒互作和宿主细胞

免疫反应的理想模型。

3   总结与展望
类器官是来源于组织的干细胞 /祖细胞 /功能

细胞以及 iPSCs经自我更新和组装 , 形成的可重现
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人体器官结构与功能的 3D细胞体系 [88]。由于类器

官的组成、结构和功能与体内器官接近, 常被视为

一种新的“模式生物”, 用于疾病发生机制及药物评

价等研究 [89]。鉴于传统病毒感染细胞模型的局限

性 , 类器官被认为是模拟细胞 –病毒互作以及宿主

细胞免疫反应的理想模型而备受关注 [90]。肝脏类

器官可以模拟肝脏的结构和功能, 不仅可用于研究

药物性肝损伤、急 /慢性肝炎、脂肪肝、肝纤维化

以及肝癌等肝脏疾病 , 也可用于研究嗜肝性病毒

(如HBV、HCV、HEV及SARS-CoV-2等)感染性肝

病。近年来还报道了采用类器官模拟其他病毒感

染 , 尤其是针对寨卡病毒、流感病毒、诺如病毒、

艾滋病毒、疱疹病毒、乳头瘤病毒等感染的相关

研究 [91-93]。嗜肝性病毒天然具有狭窄的宿主和组

织嗜性, 对稳健实验模型的开发提出了挑战。虽然

某些肿瘤细胞系或经基因修饰的肿瘤细胞系对相

关病毒感染具有敏感性 , 如HCV对人肝癌细胞系

HuH7敏感 ; HBV对过表达NTCP受体的肝癌细胞

系HepG2易感 , 但研究表明相对于正常细胞系 , 肝
癌细胞系中包括先天性免疫在内的多条信号通路

缺失, 这对病毒感染研究造成了不利影响[94]。肝脏

是嗜肝病毒的共性靶器官, 肝脏类器官模型为推动

嗜肝性病毒感染研究向前发展提供了独特的机会

(表2)。
肝细胞具有复杂的极性 , 即在其形态、结构和

功能上存在不对称性或具有明显的方向性 , 这种不

对称性使得细胞能够在特定方向上执行特定的功能 , 
肝细胞极性的建立和维持对肝细胞的生理功能至关

重要 [95]。肝细胞的复杂极性主要体现在形态、膜结

构、功能和分子分布等多个层面。在形态极性上 , 

肝细胞呈多边形 , 通常有多个面 , 分别与不同结构接

触; 在细胞膜极性上 , 肝细胞膜分为面对肝窦的基底

外侧膜和面对胆管的顶侧膜 , 基底面面向肝窦负责

与血液进行物质交换 , 侧面与相邻肝细胞形成紧密

连接防止物质泄漏 , 顶面面向胆小管参与胆汁分泌。

肝细胞的极性特点使其能够高效地进行物质转运和

代谢 , 维持肝脏的正常功能。肝脏类器官作为3D培

养体系与传统的 2D培养体系在细胞极性方面存在

显著差异 , 主要体现在细胞形态、细胞间相互作用、

微环境以及功能表达等方面 , 其中一个关键区别是

明显分化的顶端和基底外侧表面的发育 [62]。肝细胞

极性的丧失会影响营养物质和代谢废物的转运 , 同
时肝细胞极性破坏还会影响胆小管的形成和胆汁的

分泌 , 导致胆汁淤积和肝功能异常。肝脏类器官能

更好地模拟体内肝细胞的极性特点 , 而肝细胞的复

杂极性又是影响病毒入侵的重要因素 , 研究表明采

用极化的细胞系统研究病毒感染比非极化系统更合

适 , 尤其是研究病毒入侵机制以及病毒与宿主细胞

的相互作用[63]。

肝细胞的极性维持与病毒的易感性之间存在

密切关系 , 尤其是对于嗜肝病毒 (如HBV、HCV、

HEV等 )的感染和复制过程。肝细胞的极性决定了

病毒受体在细胞膜上的分布 , 如HBV感染主要通过

肝细胞的基底外侧膜进行 , 而基底外侧膜是肝细胞

极性的重要组成部分。在体外实验中原代肝细胞(具
有完整极性 )的HBV感染效率显著高于未完全极化

的HepaRG细胞, 这表明肝细胞的极性是病毒高效感

染和复制的关键因素。SCHULZE等 [96]采用多药耐

药蛋白MRP2(multidrug resistance protein 2)对HBV
感染与肝细胞极性的关系进行研究, 而MRP2主要在

表2    肝脏类器官和其他肝细胞模型的比较

Table 2   Comparison of liver organoids and other hepatocyte models
特性

Characteristic
肝脏类器官模型

Liver organoid model
原代肝细胞模型

Primary hepatocyte model
肝癌细胞模型

Liver cancer cell model

Culture environment Three-dimensional Two-dimensional Two-dimensional

Cell type Multiple cell types Single cell type Single cell type

Incubation cycle Long-term culture Short-term culture Long-term culture

Functional integrity Relatively complete Short-term functionality Limited function

Individualized modeling Suitable for personalization Reflects individual characteristics Not applicable

Technical difficulty High Simpler; limited sources Simple

Cell polarity Full polarity function Limited polarity function Limited polarity function

Consistency Possible variations Considerable variation Good consistency
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肝细胞顶侧膜表达 , 结果发现HBV感染肝细胞主要

通过肝细胞的基底外侧膜入侵 , 说明HBV感染依赖

于肝细胞的极性 , HBV只有在分化良好的肝细胞中

才能有效复制 , 即肝细胞极化是HBV入侵复制的必

需条件 , 这有助于我们了解HBV自然感染细胞的过

程。然而 , 病毒感染尤其是嗜肝性病毒感染又会破

坏肝细胞极性, 导致肝功能异常和病理变化, 从而形

成恶性循环。肝细胞极性的破坏是病毒性肝炎发病

机制的重要组成部分 , 病毒感染不仅直接损伤肝细

胞 , 还通过破坏细胞极性加重肝脏损伤。理解肝细

胞极性与病毒感染的关系 , 不仅有助于揭示病毒性

肝炎及其慢性化进展的发生机制 , 还为嗜肝性病毒

感染的治疗提供了新的策略。

肝脏类器官发展至今 , 已广泛应用于各种肝脏

疾病的研究 , 可在接近生理状态条件下进行疾病建

模、疾病发生机制及药物评价等研究 , 但仍面临一

些挑战 , 主要表现在 : (1) 肝组织中除了肝细胞和胆

管细胞外, 还存在大量非实质细胞, 而目前肝脏类器

官大多缺乏非实质细胞 , 尤其是免疫细胞和基质细

胞 , 而非实质细胞是模拟疾病进展的关键 ; (2) 肝脏

类器官形成和成熟所需的时间长、类器官的形状以

及大小重复性较差; (3) 缺乏肝脏类器官构建和评价

的标准 , 导致基于肝脏类器官的相关研究结果常存

在较大差异。显然 , 肝脏类器官在结构和功能的模

拟上仍面临诸多挑战, 与人体肝脏还有很大差距, 仍
需要不断改进和完善。另外 , 相对于肝脏组织来源

的类器官 , iPSCs来源的类器官因其近乎无限的自我

更新能力而具有更大优势。

综上所述 , 长期、原发性支持HBV感染和复制

的体外模型的缺乏 , 严重阻碍了HBV临床前研究和

抗HBV新药的研发。虽然HCV感染可通过抗病毒

治疗成功控制, 但进展为慢性肝病状态仍很常见, 目
前没有可靠的体外模型来研究HCV与宿主细胞之间

的相互作用及慢性化分子机制。尽管HEV能感染某

些特定细胞系 , 但这些细胞模型中HEV感染效率很

低 , 阻碍了对HEV感染和复制机制以及HEV与宿主

之间互作的深入研究。由于SARS-CoV-2对人极强

的传染性, 体外操作困难, 至今也没有可靠的肝细胞

感染病毒模型可用 , 严重阻碍了对其感染引起肝损

伤机制的研究。因此 , 肝脏类器官构建的优化和标

准化 , 将极大推动嗜肝性病毒感染机制研究及抗病

毒药物的研发。
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