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摘要 生物医药研究主要依赖动物模型及人源细胞系, 但是这些研究系统往往不能模拟人类个体发育过程、疾

病发生机制和药物反应, 因此在向临床转化方面遇到极大的困难. 类器官是能模拟体内器官结构和功能特征的体

外3D细胞簇. 本文按照肝脏类器官从简单到复杂的顺序, 讨论了成体干细胞来源和多能干细胞分化的多种肝脏

类器官模型, 同时概括了肝脏类器官在疾病建模、药物反应、毒性测试及再生医学等方面的应用.
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人源细胞系和动物模型在生物医药中发挥了重要

的作用, 但也有非常大的局限性. 传统的2D原代细胞

培养不能长期稳定地扩增, 且缺乏细胞与细胞、细胞

与基质之间的相互作用, 而这些细胞交流恰恰是建

立、维持和调节细胞表型和功能的关键
[1,2]. 另一方

面, 动物模型的构建费时费力, 且种属间生理和基因

组的差异可能会影响临床结果的评估
[3]. 类器官是来

源于具有自我更新和自我组织能力的胚胎干细胞、诱

导多能干细胞(induced pluripotent stem cell, iPSC)或成

体干细胞(adult stem cells, ASCs)的体外3D细胞簇, 能
模拟体内器官的结构和功能特征. 类器官可以在体外

培养中大量扩增, 并保持遗传稳定性, 很好地反映来

源组织的体内特征, 被称为“微型器官”[4,5]. 相比人源

细胞系和动物模型, 类器官再现了原代组织的三维结

构, 更接近于体内组织的结构和功能特性. 截至目前,
类器官培养已适用于各种组织 , 包括肠道

[6 ,7 ]
、肝

脏
[8,9]

、胰腺
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、肾脏
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、前列腺
[14,15]

、肺
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、

视网膜
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和大脑
[20,21], 并被广泛用于疾病建模

[22]
、

药物筛选
[23]

、基因治疗
[24]

和再生医学
[25]. 2017年, 类

器官技术被评选为Nature Methods的年度方法. Science
杂志将类器官技术被评选为2018年年度突破.

肝脏作为人体最大的代谢及分泌器官, 对维持机

体的稳态发挥着重要的作用. 肝脏主要包括肝细胞、

胆管细胞、内皮细胞、星状细胞及免疫细胞等. 肝脏

类器官的研究始于2001年, Michalopoulos等人
[26]

分离

出成年大鼠的肝细胞和其他细胞组分, 放在由胶原包

被的转瓶中, 加入各种肝细胞必需生长因子形成了类

似肝结构特征的组织, 但其存活期很短. 直至2013年,
Huch等人

[27]
建立了利用分离Lgr5+肝细胞构建的类器

官, 它在体外可以保持长期扩增和分化成功能性肝细

胞样细胞的能力. 本文讨论了模拟各种肝脏细胞类型

的肝类器官的构建方式及它们在疾病建模、药物筛选
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及再生医学中的应用场景.

1 成体干细胞来源的肝类器官

1.1 Lgr5+细胞来源的胆管样细胞类器官

成体干细胞是已分化组织或器官中未分化的细

胞, 可以进行自我更新并特化成来源组织或器官的细

胞. 通过成体干细胞形成的类器官, 能很好地模拟组

织器官自我更新或受损后再生的过程. 早期研究发现,
Lgr5可以作为肠道干细胞甚至是其他成体干细胞的一

个普遍标记物. 健康小鼠的肝脏中Lgr5表达量很低, 但
当肝脏受到化合物或物理损伤时, 在Sox9+胆管细胞附

近能检测到Lgr5+细胞. Huch等人
[27]

从受损小鼠肝脏

中分离出单个Lgr5+胆管细胞, 在含有Wnt激动剂R-
spondin的培养基中进行3D培养, 形成的胆管样细胞类

器官能维持数月, 且该类器官在体外能被诱导分化为

成熟和有功能的肝细胞, 再移植到肝功能衰竭的免疫

缺陷小鼠中可产生功能性肝细胞并挽救小鼠的肝衰

竭. 采取同样的策略, Huch等人
[4]
也成功建立了人源的

胆管样细胞类器官培养方案, 其可以长期稳定地扩增

人源肝干细胞, 并进一步分化为肝实质细胞, 为疾病

造模、药物筛选及细胞治疗提供了良好的平台. Lin等
人

[28]
的研究也证明, CCL4损伤能引起肝脏的纤维化和

Lgr5+肝干细胞的增殖. 分离Lgr5+细胞进行3D培养能

得到具有内腔结构的类器官, 与Huch等人建立的胆管

样细胞类器官形态非常相似, 研究发现肝细胞生长因

子(hepatocyte growth factor, HGF)和R-spondin对于类

器官的生长有促进作用 . 但该研究未对肝受损后

Lgr5+肝干细胞是否有促进肝脏再生或抑制肝脏纤维

化的程度, 以及形成的类器官是否能作为相关疾病的

研究模型做进一步讨论. Prior等人
[29]

的研究则表明

Lgr5+细胞具有双能性 , 他们分离小鼠胚胎中单个

Lgr5+细胞后, 分别用肝细胞类器官和胆管细胞类器官

两种体系进行培养, 发现单个Lgr5+细胞能向胆管细胞

和肝细胞方向分化. 此外, 除了Lgr5+干细胞, 还发现人

体导管区域中的EpCAM+
单细胞可以培养形成肝上皮

类器官, 该类器官可在体外分化形成功能性的肝细胞,
并能在移植到小鼠体内后产生肝实质细胞

[4]. 虽然这

些模型表明胆管前体细胞具有在体外产生肝细胞的能

力, 但是大量的体内细胞谱系追踪研究仍暗示着肝脏

再生存在其他的细胞来源
[30,31].

1.2 成体肝实质细胞类器官

肝脏在损伤的状态下具有自我增殖的潜力. 之前

的研究发现, 在特定的培养条件下可以在2D水平长期

稳定地扩增人肝实质细胞
[32], 但是肝细胞的代谢功能

等成熟度指标尚不完美. 3D培养是提高体外培养细胞

成熟度的有效方式, Peng等人
[9]
在进行肝脏3D培养过

程中加入模拟肝脏损伤后再生的细胞信号, 发现TNFα
可以促进小鼠原代肝细胞的增殖, 且能连续传代并培

养6个月以上; 3D培养得到的肝类器官中表达肝细胞

特异标志物, 将3D培养的肝类器官移植到免疫缺陷小

鼠体内后, 能修复其受损的肝脏. Hu等人
[8]
则建立了另

外一套新颖的小鼠和人的原代肝细胞类器官培养体

系. 他们的研究表明, 正常的肝细胞和受损肝脏的肝细

胞都可以用来培养小鼠的肝类器官, 形成的类器官具

有肝脏的结构特征和功能, 其转录本表达谱与部分肝

切除后增殖的肝细胞转录本表达谱相似, 说明该体系

得到的类器官可以作为肝脏部分切除的模型, 进行肝

脏急性损伤后增殖反应的研究. 有意思的是, 他们还

发现这些肝类器官在合适的培养条件下可以转分化成

为胆管类器官. 通过这种体系建立的人源肝类器官也

可以有效地整合到移植的小鼠肝脏中, 为肝脏的自体

移植提供了潜在的细胞来源.
随着类器官技术的发展, 2018年, Sekiya和Suzuki

利用小鼠的皮肤成纤维细胞转分化形成了肝细胞(in-
duced hepatocytes, iHep), 随后进行3D培养, 与2D条件

下形成的细胞相比, 3D培养下形成的组织(iHep cell
aggregates)中整体基因表达水平更接近于成熟的肝细

胞, 可以在体外自组织且具有改善肝细胞的功能, 将其

移植到成年小鼠受损的肝脏后, 能起到肝脏重建的作

用, 延长肝功能受损小鼠的寿命. 他们进而观察到在

肝类器官自组织的过程中, Hippo信号的激活是促进

肝细胞成熟的关键
[33]. 2019年, 在获得hiHeps(human

induced hepatocytes)的基础上, 惠利健团队
[34]

对该细

胞进行3D培养 , 成功建立了人类肝脏类器官模型

(hiHep organoids), 得到的类器官具有典型的胆管结

构、有绒毛的上皮细胞、富含线粒体等肝脏结构特

征, 也具有肝脏的功能特征, 如HNF4A, E-cadherin,
MRP2等特异蛋白的表达. 与2D培养的肝细胞相比,
3D培养得到的类器官更接近于肝脏. 但是, 上述各种

通过肝实质细胞体外培养或者转分化方法得到的肝实
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质细胞类器官只含有一种细胞类型, 并且其代谢基因

表达、白蛋白分泌、移植效率等指标和原代的肝实质

细胞相比仍有差距, 尚待进一步优化3D培养条件以提

升肝实质细胞类器官成熟程度.

1.3 成体肿瘤细胞来源的肝脏肿瘤类器官

肝癌是非常常见的癌症类型, 它的发生是一个从

慢性肝炎/肝硬化或结节发育异常发展到肝细胞癌(he-
patocellular carcinoma, HCC)的多步骤过程, 受慢性乙

型肝炎和丙型肝炎病毒感染、过量酒精摄入、非酒精

性脂肪肝、糖尿病、肥胖、遗传性血色素沉着病等各

方面复杂因素的影响
[35]. 肝癌的组织学特征多样, 高

异质性是肝癌的主要特征. 不同类型的肝癌通常在临

床特征和致癌机制上有所不同, 导致其对药物的反应

不同
[36]. 因此, 迫切需要建立合适的肝癌体外模型来

研究疾病机理与药物反应. 癌细胞系和患者衍生的异

种移植物(patient-derived xenografts, PDX)模型是目前

广泛用于药物筛选和评估药物反应的临床前肿瘤模

型. 与原生肿瘤相比, 癌细胞系的组织学和遗传特征已

发生很大的变化,且不能反应肿瘤的异质性;而PDX模
型虽然比癌细胞系能更好地模拟原发性肿瘤的生物学

特征, 但因价格昂贵、培养耗费时间长,在药物上的应

用很有限.
类器官可以复现原发肿瘤的基本特征, 包括组织

学复杂性和遗传异质性. 与2D培养模型相比, 3D培养

模型在基因表达、基因突变维持、转移潜能和药物反

应方面更具有优势
[37]. 前期的研究已经成功建立了多

种人类肝癌类器官, 代表三种主要肝癌类型: 肝细胞

癌、胆管癌(cholangiocarcinoma, CC)和联合肝细胞-胆
管癌(hepatocellular-cholangiocarcinoma, CHC). Brou-
tier等人

[23]
率先建立了8个肝癌病人的类器官模型, 覆

盖三种肝癌类型, 这些类器官可以长期扩增, 并保持

癌组织的组织学结构、基因表达谱和遗传突变信息.
与正常肝脏组织衍生的类器官相比, 肝癌类器官中癌

症相关基因表达水平更高, 且在移植到免疫缺陷小鼠

中具有很强的迁移能力. Nuciforo等人
[38]

利用针管检

测取得的肝组织培养出肿瘤类器官, 其表现出原发组

织的组织形态、遗传突变特征及基因表达谱, 也可以

在移植到小鼠体内后产生肿瘤.
由于每个癌症病人的遗传突变信息不一, 药物反

应呈现个体差异, 病人衍生的癌类器官模型的建立为

精准医疗提供了的良好平台. Broutier等人
[23]

建立了原

发肝癌类器官模型, 并小规模测试了不同个体对药物

的敏感性. Li等人
[39]

则是建立了27个HCC和CC的肿瘤

类器官系统, 这些类器官表现出癌症组织的分子与形

态特征, 与原发肝癌组织的基因表达谱和遗传突变特

征类似. 通过高通量筛选, 他们揭示了药物呈现个体

特异性的反应, 并且发现了可以有效抑制肿瘤增殖的

药物. 此外, 类器官也被用于发现新颖生物标志物的

研究, 还可以用来揭示导致原发肝癌预后较差的相关

基因等
[23].

虽然利用原发性癌症肝脏组织分离的细胞建立的

类器官可以重现肿瘤的突变和表达谱及迁移能力等,
但无法模拟癌症的发生机制. 惠利健团队

[34]
利用不同

的致癌基因对成纤维细胞转分化得到的类器官进一步

诱导, 获得了原发性肝癌(HCC)类器官和肝内胆管癌

(intrahepatic cholangiocarcinoma, ICC)类器官, 对HCC
和ICC的起源进行了探索, 证明了该方法得到的类器

官可以应用于肝癌发生机制的相关研究中. 但该研究

中得到的肝类器官主要由肝细胞和胆管细胞组成, 缺

少其他类型的组成细胞, 使其研究范围受限. 总体来

说, 成纤维细胞转分化来源的肝癌类器官, 取材相对

容易, 能保持相对稳定的基因型及表型, 在模拟癌症

的发生中具有其独到的优势.

2 iPSC分化来源的肝脏类器官

iPSCs具有无限扩增及向各个细胞类型分化的多

能性. 从iPSCs中生成组织特异细胞类型的方案有助于

开发研究人类发育和疾病的新型体外模型, 为药物发

现和细胞治疗开辟了新的途径. 肝脏主要包括肝细

胞、胆管细胞、内皮细胞、星状细胞及免疫细胞等,
是遗传和感染性疾病及药物毒副作用的主要靶点

[40].
在过去十年内, 研究者利用优化各种3D培养条件, 建

立了iPSCs来源的各种肝脏细胞类型的类器官模型

(图1).

2.1 iPSC来源的肝芽

Takebe等人
[41]

首次报道了用iPSC构建肝细胞类器

官的方法. iPSC在2D细胞培养环境中逐步分化获得肝

祖细胞, 然后与人间充质干细胞和人脐静脉内皮细胞

在基质胶涂层板上共培养, 可以形成类似人肝芽组织
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的3D细胞簇. 这些肝芽结构在移植至受体小鼠后形成

具有肝脏组织的部分组织形态和功能. 这表明通过体

外重建体内肝脏发育的微环境, 可以在体外模拟肝脏

发育过程从而建立体外的肝芽培养体系(或类器官),
但这一类器官需要移植到动物体内才能进一步发育成

熟, 产生肝组织结构. 同时这种共培养方式在技术操作

上相对繁琐, 限制了类器官的应用, 后续的研究工作通

过体外逐步诱导iPSC的分化, 在体外产生了含有部分

肝组织结构的类器官.

2.2 iPSC来源的胆管样类器官

胆管细胞是胆道系统的重要组成部分. 胆管疾病

包括遗传疾病如囊性纤维化(cystic fibrosis, CF)相关

胆管病, 发育性疾病如Alagille综合征, 自身免疫性疾

病如原发性胆汁性肝硬化, 以及药物和毒素诱发的疾

病
[42]. 然而, 由于原代胆道组织获取及原代胆管细胞

体外培养困难及动物疾病模型不完善等技术缺陷, 胆

管疾病的病理生理学机制方面研究受到很大的限

制
[43]. 2014年, Dianat等人

[44]
首次在3D培养中诱导

iPSC生成胆管细胞样细胞, 这些细胞表现出与初级胆

管细胞相似的结构和功能, 如纤毛的形成、对激素刺

激的反应和荧光胆盐的转运. Ogawa等人
[45]

将iPSC依
次诱导分化为内胚层、肝祖细胞、成肝细胞, 再将成

肝细胞与OP9基质细胞进行3D共培养, 获得了胆管细

胞类器官. 这项技术利用OP9细胞分泌的NOTCH蛋白

来模拟JAG1/NOTCH信号, 促进胆管细胞的发育和分

化. 该类器官表达成熟的胆道标志物, 丢失肝母细胞

和肝细胞标志物, 如甲胎蛋白和白蛋白的表达. 转运

活性实验和Forskolin诱导的囊肿肿胀实验证实了这些

胆管细胞的功能. Sampaziotis等人
[46]

也利用类似的方

法将iPSC逐步分化为胆管类器官. 综上, 这些方法得

到的胆管类器官非常好地复制了胆管的基因表达谱、

结构及功能, 有助于了解胆道发育的生物学机制, 以及

疾病建模和药物筛选.

2.3 iPSC来源的肝实质细胞类器官

肝实质细胞作为肝脏的主要细胞类型, 近来不少

研究也成功地建立了iPSCs来源的肝实质细胞类器官

模型.最近Akbari等人
[5]
开发了高效和快速产生肝类器

官的方法,他们将iPSC诱导形成内胚层,再运用流式细

胞荧光分选技术获得EpCAM+
内胚层祖细胞, 最后3D

培养获得肝细胞类器官. 这些肝类器官具有肝细胞类

似的基因表达谱, 能在移植到小鼠体内后表达人类白

蛋白, 提示可以通过逐步诱导并纯化EpCAM+
细胞, 提

高肝脏类器官建立的效率. 上述两种方式分别建立了

iPSCs来源的胆管类器官和肝实质细胞类器官, 但是在

这些类器官模型中细胞类型单一, 不能完美地模拟肝

脏的结构和功能, 因此众多研究集中在优化建立包含

多种细胞类型的肝脏类器官方面.

2.4 iPSC来源的包含胆管细胞和肝实质细胞等细
胞类型的肝脏类器官

Guan等人
[47]

建立了包含胆管结构的肝类器官, 他

们通过将iPSC诱导分化成内胚层, 之后在低浓度(2%)
的Matrigel下培养促进前肠内胚层分化为成肝祖细胞,
进而在3D培养条件下形成初级肝细胞类器官. 但是当

其直径达到3 mm时, 难以获得足够的营养和氧气, 限

制了其增殖和再生潜力. 为了克服这一问题, 他们将初

级类器官细胞分离成单细胞, 嵌入Matrigel进行重新培

养, 可以形成结构相对复杂的肝细胞类器官. Wu等

图 1 iPSCs分化为肝类器官的发展历程图
Figure 1 The development of iPSC-derived liver organoids
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人
[48]

则是将iPSC诱导分化为中内胚层细胞, 进而分化

得到肝细胞和胆管细胞, 最后在3D培养条件下得到肝

胆类器官. 这种肝胆类器模拟了早期肝脏再生的现象,
其中的肝细胞和胆管细胞可以发挥相应的功能, 并且

可以在移植到小鼠体内后长期生存. Chan课题组
[49]

也

利用类似的研究方案将多能干细胞分化为包含肝细胞

与胆管细胞的类器官系统, 并且这些类器官在游离脂

肪酸处理后表现出和非酒精性脂肪性肝炎(non-alco-
holic steatohepatitis, NASH)病人肝脏组织类似的基因

表达谱, 并且呈现出结构上的改变, 如胆管网络衰变和

胆管反应等. 综上, 这些类器官模型已经包含肝实质细

胞和胆管细胞, 可以大体模拟肝脏的再生及代谢功能

等, 但仍需改进3D培养方案提高肝脏类器官的复杂度

与成熟度.
Ouchi等人

[50]
在诱导iPSC分化的前肠细胞形成类

器官的过程中, 加入了维A酸(retinoic acid, RA), 最终

获得了包含肝细胞样、星状细胞样和Kupffer细胞的

肝类器官. 通过单细胞转录组学分析, 揭示这种肝类器

官具有各细胞类群特异的表达特征, 是模拟肝脏疾病

和药物反应良好的平台. 进一步地, 在最新的研究中,
他们在加入RA的基础上, 再加入成纤维细胞生长因子

2(fibroblast growth factor 2, FGF2)、表皮生长因子

(epidermal growth factor, EGF)、血管内皮生长因子

(vascular endothelial growth factor, VEGF)、糖原合成

酶激酶GSK抑制剂CHIR99021和转化生长因子-β
(transforming growth factor-β, TGF-β)抑制剂A83-01,
可以更高效地形成功能相对成熟的肝脏类器官

[51]. 这

种肝脏类器官包含多种肝脏细胞类型, 并且在培养过

程中可以在前肠体阶段进行冻存, 提高了类器官培养

的操作性.

2.5 iPSC来源的包含多器官结构的肝脏类器官
模型

类器官模型也为研究机体发育过程中的细胞间与

器官间的交流提供了良好的平台. 最近一项研究更是

建立了具有多器官的复杂类器官系统, Koike等人
[52]

分别诱导iPSC形成前端肠(anterior gut)的球体结构和

后端肠(posterior gut)的球体结构, 然后在3D培养条件

下促使这两种不同的球体融合, 形成具有肝-胆-胰脏

三种器官的类器官结构. 这套体系模拟了早期器官发

育的各种事件, 包括不同器官的内陷、分支和交流等,

类似于早期观察到的小鼠胚胎体外发育情况, 为研究

人类中胚层器官早期发育机制提供了非常好的系统.
但是这些器官发育相对于成体器官来说还是处于非常

早期的阶段, 未来需要进一步优化类器官培养方案, 并
结合组织工程技术, 提供肝脏类器官的管道化、血管

化及器官复杂性等.

3 肝脏类器官的应用

通过多能干细胞、成体干细胞甚至成纤维细胞转

分化得到的肝类器官, 很大程度模拟了肝脏的组织形

态、基因表达谱及遗传特征, 在疾病建模、药物筛

选、再生医疗及药物安全性评价层面有广泛的应用前

景(图2).

4 疾病建模

肝功能出现异常或损伤引起的疾病有多种类型,
包括由单基因突变引起的相关肝病、酒精性肝病(al-
coholic liver disease, ALD)、非酒精性脂肪性肝病(non
alcoholic fatty liver disease, NAFLD)及肝癌等. 由于2D
培养模型的有限性, 具有原发性细胞组织形态、基因

型、代谢功能甚至免疫功能的类器官模型被开发出

来, 用来研究各种肝脏疾病发生的病因及分子机制.

4.1 单基因肝病

肝功能障碍疾病除了部分由于染色体异常或多个

基因座突变引起外, 相当大一部分是由单个基因的突

变引起的, 如威尔逊氏症(Wilson disease, WD)、α-1-
抗胰蛋白酶(alpha 1-antitrypsin, A1AT)缺乏症、酸性

脂酶缺乏症(Wolman disease)、瓜氨酸血症1型(citrulli-
nemia typeⅠ, CTLN1)、囊性纤维化等疾病

[53].
(1) 威尔逊氏症是一种由ATP7B基因突变引起的

遗传性代谢障碍疾病
[54]. 致病基因ATP7B编码一种共

转运p型ATP酶, 铜转运体ATP酶功能的丧失会导致铜

向胆汁的排泄受损. 过量游离铜的积累会导致细胞毒

性, 持续的肝细胞损伤和由此导致的慢性肝炎会使患

者容易出现肝硬化和肝癌
[55]. 目前对于临床表型多样

的WD, 肝移植是主要的治疗方法, 但及时诊断仍然是

主要挑战. 为了更好地研究WD, 研究人员建立了具有

类似于人类WD表型的铜储存疾病的COMMD1基因缺
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陷型犬肝类器官模型, 这种犬肝类器官具有管腔状的

胆管类器官形态, 并且由于COMMD1基因缺陷, 类器

官内积累大量的铜离子不能分泌出去 ; 而过表达

COMMD1基因可以恢复其功能, 为治疗铜储存疾病提

供了思路
[ 56 ] . 另一方面也尝试通过新的碱基编辑

(prime editing)技术, 对单源性疾病进行建模, 以有效

纠正ATP7B突变导致的威尔逊病 . 在体外生成了

ATP7B KO类器官后, 发现相比ATP7B正常基因型类

器官, ATP7B KO类器官更容易受到铜诱导的细胞死

亡. 基因编辑改正ATP7B突变后恢复了铜的排泄, 证明

碱基编辑在功能上可以恢复威尔逊病(ATP7B)患者的

肝类器官突变
[57].

(2) A1AT缺乏症是一种由SERPINA1突变引起的

A1AT缺乏的病症
[58~60]. 血清中的A1AT主要来自肝脏,

在蛋白质错误折叠疾病中, A1AT的缺乏会使蛋白酶功

能丧失, 导致靶器官的损伤. 由于难以获得人肝组织和

维持人肝细胞的原代培养, 研究A1AT不足导致的肝病

的研究受到限制. Gómez-Mariano等人
[61]

对SERPINA1
突变纯合子(ZZ), 杂合子(MZ)和正常(MM)基因型

A1AT患者的肝活检组织建立了肝类器官模型, 发现在

该模型中, 肝类器官高表达肝实质细胞标记基因. 携带

SERPINA1突变的肝类器官在基因表达和蛋白质分泌

方面接近患者肝组织. 此外, Huch等人
[4]
也利用A1AT

纯合子突变患者的针检活组织获得肝类器官培养物,

可以成功地在体外复现A1AT缺陷的病理特征, 且在类

器官分化后的肝细胞中能清楚地观察到类似于在原始

活检中发现的A1AT蛋白聚集物, 揭示A1AT蛋白酶活

性功能的降低. 这些研究表明, 携带A1AT不同遗传变

异的类器官可以模拟疾病的特异性特征.
(3) CTLN1是一种由于ASS1基因突变导致精氨基

琥珀酸合成酶(argininosuccinate synthetase, ASS)缺乏

引起的常染色体隐性尿素循环障碍疾病, 以高氨血症

导致神经损伤为特征
[62]. 对于CTLN1的治疗, 除了应

用常规的治疗方法外, 类器官技术也被用于模拟肝病

发生、药物筛查和个性化治疗. Akbari等人
[5]
将iPSC

分化的EpCAM阳性的内皮细胞作为中间体, 可生成长

期扩展、不会丧失对成熟肝细胞分化能力的肝类器官

培养系统. 进而他们构建CTLN1患者特异的iPSCs并
分化为肝类器官, 发现CTLN1类器官表现出正常的形

态、分化潜能和代谢功能, 但是出现过度的氨积累,
而过表达ASS1基因可以逆转这一病征.

(4) 酸性脂酶缺乏症是一种溶酶体酸酯酶缺乏症,
其特征是由于溶酶体酸酯酶(lysosomal acid lipase,
LIPA)的功能降低或缺失导致脂质的积累, 进而导致

肝肿大和肝功能衰竭. Ouchi等人
[50]

使用iPSC建立了

含有肝细胞、星状细胞、Kupffer样细胞的肝类器官

模型, 发现来自LIPA缺陷的酸性脂酶缺乏症病人iPSC
的肝类器官更容易积累脂质, 且纤维化程度更高. 而当

图 2 肝脏类器官的应用
Figure 2 Applications of liver organoids
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用类法尼醇X受体(farnesoid X receptor, FXR)激动剂处

理这些肝类器官后则可以挽救脂肪积累和纤维化的表

型. 这项研究表明, 肝类器官是测试药物效果及提供个

性化的药物发现的优良系统.
(5) 囊性纤维化是一种由CFTR基因突变引起的常

染色体隐性遗传疾病. CFTR作为囊性纤维化跨膜转导

调节因子, 其主要功能是调节cAMP依赖的氯离子通

道, 介导氯离子流出胆管腔
[63]. CFTR基因的突变影响

了其胆管细胞运输ATP和氯离子的能力, 导致胆汁流

动性降低, 胆汁流量减少, 进一步导致了肝细胞的损

伤、炎症以及纤维化
[64]. Ogawa等人

[45]
建立了携带

CFTR突变的胆管类器官模型, 可以研究胆管细胞介导

物质运输的功能. 他们发现, 携带CFTR突变的胆管类

器官表现出氯离子通道功能受损、囊肿形成障碍等囊

性纤维化病人的特征. 当用CFTR的激动剂VX-770和
cAMP激动剂Forskolin处理后, 可以挽救CFTR突变引

起的胆管类器官的表型, 这表明胆管类器官在评价药

物作用中的重要价值. 基于此, 一项利用类器官模型

的大型研究HIT-CF Europe[65]正在有序开展, 目标是评

价携带各种病人特异囊性纤维化基因突变的类器官对

药物的有效性及毒副作用, 为药物的精准治疗提供

参考.

4.2 酒精性肝病及非酒精性脂肪性肝病

ALD和NAFLD具有共同的组织学特征, 经历了从

脂肪变性、脂肪性肝炎、纤维化, 再到肝硬化几步曲.
ALD的疾病成因与饮酒相关, 过度饮酒会导致慢

性肝病, 但在大量饮酒的人中, 只有一小部分人会发

展为酒精性肝炎
[66]. 为研究这种疾病的病理特征,

Wang等人
[67]

利用胚胎多能干细胞分化的肝类器官与

胎儿肝间充质细胞共培养, 并用乙醇处理模拟酒精性

肝病的发病过程. 研究发现, 与未经处理的对照组相

比, 乙醇处理的肝类器官表现出酒精诱导的肝损伤的

一些特征, 如CYP家族活性的增加、氧化应激、脂肪

变性和纤维化等表征, 这为研究酒精性肝病的发病机

理及药物靶点提供了很好的模型.
NAFLD是一种非酒精性原因导致肝脏脂肪积累

过多的疾病, 病理特征为肝脏脂肪积累与变性, 但该

疾病也包括NASH[68,69]. NASH是NAFLD的更进一步

发展 , 以脂肪变性、肝小叶炎症和纤维化为特

征
[70,71], 最后发展为肝硬化导致肝癌或肝衰竭. 为了

阐明NAFLD发生与进展的分子机制, Pingitore等人
[72]

建立了肝细胞(HepG2)和肝星状细胞(LX-2)组成的多

系3D球体, 该体系携带非酒精性脂肪性肝病密切相

关PNPLA3 I148M纯合子突变. 当把球状体暴露于游

离脂肪酸条件下, 脂肪会在肝球状体内积累, 表现出

非酒精性脂肪性肝病的病理特征. 进而他们发现, 应

用临床治疗NASH的实验药物liraglutide或elafibranor
可以挽救这种脂肪积累. Ouchi等人

[50]
使用iPSC建立

了含有多种肝脏细胞类型的肝类器官模型, 当处理游

离脂肪酸后, 可以重现脂肪性肝炎样病变(包括脂肪

变性、炎症和纤维化), 进而通过类器官研究肝代谢

疾病的发生机制及药物治疗. 最近, Ramli等人
[49]

利

用多能干细胞产生包含肝细胞与胆管细胞的类器官

系统 , 这些类器官在游离脂肪酸处理后表现出和

NASH病人肝脏组织类似的基因表达谱, 并且呈现出

结构上的改变, 如胆管网络衰变和胆管增生. 总之,
这些肝脏类器官模型有助于了解NAFLD/NASH的发

病机制、药物有效性及毒副作用测试. 未来的目标应

该是开发可以更紧密地反映NAFLD组织病理学和病

理生理学的类器官模型, 深度系统地研究NAFLD的
进程及分子机制, 开发NAFLD/NASH有效的治疗

靶点.

5 再生医学

目前原位肝移植是治疗肝脏损伤、肝炎、纤维化

及肝癌的有效方法之一, 但由于缺乏适合移植的健康

组织, 并且需要长期服用免疫抑制剂, 这项技术存在

一定的局限性. 通过自体iPSC细胞或者肝组织产生的

肝脏类器官模型为肝脏相关疾病的再生医疗提供了可

能性. Huch等人
[27]

建立的胆管衍生的类器官可以有效

移植到FAH1−/−
小鼠中并生存, 可以挽救小鼠肝衰竭死

亡的风险.
最近, Hu和Peng等人更是改进了肝类器官的培养

体系, 可以大大地促进肝类器官移植后的存活率, 并可

以分泌更多的白蛋白
[8,9]. 这些工作证明了肝类器官在

小鼠体内可以发挥一定的生理功能, 为肝脏移植等再

生医学提供了理论依据. Sampaziotis等人
[73]

建立的胆

管类器官则可以在移植到小鼠体内后修复胆管内皮和

重构胆囊. 最令人激动的是, Sampaziotis等人
[74]

最近建

立不同胆囊区域(IHD, CBD和GB)的类器官模型, 在体
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外培养的人类肝脏中移植这些类器官后, 可以明显修

复人类肝脏的胆管系统, 为最终的临床应用提供坚实

的实验基础.

6 总结与展望

肝类器官可以有效地从多能干细胞、成体干细胞

甚至成纤维细胞转分化获得, 很大程度模拟了肝脏的

组织形态、基因表达谱及遗传特征, 在疾病建模、药

物筛选、安全性评价及细胞治疗层面有广泛的应用前

景. 但是当前的肝类器官技术还有非常多的缺陷: (ⅰ)
肝脏类器官的发育阶段仍处于非常早期, 相比于成体

的肝脏组织, 它们的基因表达谱更接近于胎儿时期的

肝脏组织; (ⅱ) 其代谢功能尚不能与原代肝细胞相比,
因此在评价药物有效性、毒性甚至高通量药物筛选时

会有局限性; (ⅲ) 在类器官培养过程中, 类器官的尺

寸、形态等方面存在较大的不确定性, 因此对实验的

设计及后续结果分析造成较大的挑战; (ⅳ) 现存的肝

脏类器官培养体系中所包含细胞类型还是比较少, 缺

乏免疫细胞等; (ⅴ) 由于缺乏血管化, 肝脏类器官不

能生长太大, 同时其内部胆管化程度也较低. 基于上述

肝脏类器官培养中碰到的问题, 迫切需要进一步开发

出具有完整肝脏细胞谱系、功能相对成熟的类器官模

型来研究复杂性肝脏疾病. 结合生物工程技术, 改进

3D培养体系, 促进肝类器官的血管化, 可以促使肝类

器官的功能进一步成熟. 同时将来建立更大规模的病

人肝脏类器官生物样本库也可以为药物筛选、精准医

疗提供良好的资源. 最后, 基因编辑如CRISPR/Cas9和
Prime editing等工具的发展也为肝脏疾病的自体类器

官治疗提供了可能.
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Advances and applications in liver organoid technology

LIN Li, LEI Miao, LIN JiaMan & HU WenXiang
The Max-Planck Center for Tissue Stem Cell Research and Regenerative Medicine, Bioland Lboratory, Guangzhou 510530, China

Biomedical research highly relies on animal models and human cell lines, but these models poorly recapitulate the human organ
development, disease progression and drug response. Thus it is very challenging to translate the basic biomedical research into clinics.
Organoids are three-dimensional (3D) mini-organ structures that grow in a 3D matrix and recapitulate the structural and functional
aspects of real organs. In this review, we discussed the methods of generating liver organoids from adult stem cells and pluripotent
stem cells in the order of complexity of liver organoids, and their applications in disease modeling, drug response, drug toxicity and
regenerative medicine.
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