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摘要 类器官是具有三维结构、高度保留来源组织器官特性的体外3D类组织培养物. 类器官的兴起和发展为临

床医学提供了一项重要的工具. 患者源性类器官可以作为模拟和研究疾病模型, 帮助临床医生更好地理解相关疾

病病理生理, 并制定相应的治疗策略; 肿瘤患者类器官可以为药物筛选提供更准确的平台, 帮助和指导临床医生

为癌症患者选择最合适的治疗方案, 提高患者临床预后. 本文将介绍类器官在临床医学中的应用和研究进展.
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类器官(organoids)作为使用成体干细胞或多能干

细胞进行体外三维(3D)培养而形成的具有一定空间结

构的组织类似物, 由于其能够大程度地保有来源器官

组织的特性, 具有冻存复苏、长期培养、来源广泛、

成功率高、建模时间较短、培养体系相对较为简单等

一系列优势, 近年来正在受到越来越多的关注. 基于上

述优势, 来源于病灶的类器官能够高度准确地反映病

灶的临床病理特征, 并可以进行高通量药物筛选. 因

此, 类器官在临床医学中的应用可能性被广泛探索.
回顾性及前瞻性研究表明, 类器官不仅能够高度忠实

地反映临床疗效, 更可以被应用于治疗方案的探索及

疗效预测. 类器官技术的发展经历了漫长的探索历史,
其在临床医学中的应用和研究如火如荼, 相信其在临

床医学中的应用前景也将十分广阔.

1 类器官的发展史

早在1907年, Wilson[1]就进行了体外生物体再生

的第一次尝试, 他证明了分离的海绵细胞可以自组织

的方式再生整个生物体. 类器官的历史可以追溯到

1975年, Rheinwatd和Green[2]发现人原代角质形成细

胞和3T3成纤维细胞的共培养物能形成类似于人表皮

的分层鳞状上皮集落. 1981年, 研究者首次从小鼠胚胎

中分离出多能干细胞(pluripotent stem cells, PSC),干细

胞研究自此开始蓬勃发展
[3]. 此后研究者们开展了大

量的工作, 掌握了如何在分子水平上控制干细胞和祖

细胞的行为, 如沿着特定的方向进行分化和自我更

新
[4]. 与此同时, 再生医学领域的研究也表明, 分离的

干细胞可以分化成一种或多种所需的成熟细胞类型从

而修复器官. 这些进展促进了干细胞在体外重建器官
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研究的萌芽
[5].

随着对细胞外基质(extracellular matrix, ECM)的
深入理解和悬浮培养细胞方法的发展, 三维培养系统

逐步建立和完善, 推动了类器官培养的发展. 1987年,
研究人员开始在Engelbreth-Holm Swarm(EHS)肿瘤的

重组基底膜上培养原代细胞来探索三维培养体系
[6,7].

Li等人
[6]
发现在EHS基质上培养的乳腺上皮细胞可以

形成导管和管腔, 并且具有合成和分泌乳蛋白的功能.
Shannon等人

[7]
将成年大鼠Ⅱ型肺泡细胞与滋养层细

胞在EHS基质上培养, 发现细胞-基质相互作用有助

于Ⅱ型肺泡细胞保持其原有形态和维持分化. Eiraku
等人

[8]
使用3D细胞聚集培养的方法从胚胎干细胞(em-

bryonic stem cell, ESC)生成大脑皮层组织,自此类器官

研究开始从2D转向3D.
2009年, Hans课题组

[9]
的一项里程碑式研究表明,

成体肠道干细胞可以在基质胶中形成3D肠道类器官,
并能自组织并分化为隐窝绒毛结构. 这是首次报道的

使用单个成体干细胞实现3D类器官培养, 为其他系统

中的许多后续类器官培养奠定了基础. 目前已成功地

建立了多种类器官模型: 胃肠道
[9,10]

、食管
[11,12]

、肝

脏
[13,14]

、胰腺
[15,16]

、脑
[17,18]

、肺
[19]

、前列腺
[20,21]

、乳

腺
[22,23]

、皮肤
[24]

、肾脏
[25]

、味蕾
[26,27]

、唾液腺
[28,29]

、

角膜
[30]

等. 除了正常组织, 研究者按照类似培养方法

也构建了结肠癌
[31]

、前列腺癌
[32]

、胰腺癌
[15]

、食管

癌
[33]

、脑胶质瘤
[34]

、宫颈癌
[35]

及鼻咽癌
[36]

等肿瘤类

器官模型(图1).
类器官发展至今已被赋予了丰富的内涵和时代意

义, 健康/患者个体来源类器官培养体系的不断完善及

不同组织来源类器官库的构建, 奠定了类器官在现代

临床医学的独特地位, 推动了临床精准治疗领域的不

断延伸发展.

2 类器官的模型优势

各类临床疾病研究模型一直是进行生命科学研究

的重要工具, 很长时间里二维细胞模型和动物模型是

模拟人类的发育和疾病的主要模型. 细胞系的成本较

低、操作简单、培养体系完善, 可以应用于多种实验

技术, 如基因修饰和对药物或化合物的高通量筛选
[37].

尽管在许多生物医学研究中被广泛采用, 但其由于来

源单一、细胞组成同质性和缺乏信号转导因子等缺

点, 使得利用细胞系进行的体外实验不能准确预测体

内反应, 极大地限制了细胞系模型在临床医学中的应

用和发展.
人源肿瘤异种移植模型(patient-derived tumor xe-

nograft, PDX)是将患者的原发性肿瘤组织移植到免疫

缺陷小鼠体内, 而肿瘤结构以及肿瘤细胞和基质细胞

的相对比例基本保持不变的肿瘤模型
[38]. PDX更好地

保留了原代肿瘤的复杂性和异质性, 但PDX的建立效

率低下, 并且早期肿瘤很难建立
[39]. 此外, PDX还具有

图 1 类器官发展过程中的里程碑事件
Figure 1 Milestones for the development of organoid cultures
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耗资耗力、培养周期长、效率低和高通量分析成本高

昂等缺点
[40]. 因此, PDX模型目前并不能充分满足临

床医学发展的需要. 现代精准医学的发展, 亟需一种

周期短、效率高、成本低, 并能准确反映疾病病理生

理状态的模型.
类器官模型很好地贴合了临床医学发展需要. 类

器官是将干细胞接种在基质胶或基底膜提取物中, 并

经过特定的细胞因子混合物作用, 培养获得的具有器

官特异性的三维细胞培养产物
[41]. 类器官可以从两种

干细胞中培养: (i) PSCs, 如ESCs和诱导多能干细胞

(induced pluripotent stem cells, iPSCs); (ii) 成体干细

胞(adult stem cells, ASCs)[41]. 与细胞系相比, 类器官具

有模拟原始组织的3D结构、异质性和细胞功能等方

面的优势, 能更好地模拟人类疾病和预测药物反应. 与
PDX相比, 类器官可以快速扩增、冷冻保存并可以进

行高通量分析
[40](图2). 综上, 具有多重优势的类器官

在临床医学中的应用, 如模拟和研究疾病、评估治疗

反应及指导临床治疗中具有更远大的前景.

3 类器官的临床应用及进展

3.1 类器官在模拟和研究疾病方面的应用及进展

稳定的类器官培养体系为模拟和研究上皮组织来

源的人类疾病创造了独特的条件. 上皮自主性失调的

内在因素及诱导细胞行为的外在因素独立或交互作用

成为上皮组织疾病基础. 为此, 基于类器官的人类疾病

建模基本上侧重于根据疾病性质对以上两个疾病方面

进行表型复制. 上皮自主性失调(内在因素), 主要表现

为遗传和表观遗传修饰以及细胞学表型, 如药物反应

等. 诱导细胞行为的外在因素可通过非上皮细胞(免疫

细胞、微生物环境等)与上皮来源类器官共培养从而

重新模拟并恢复上皮细胞与环境系统的“对话”. 因此,
从临床疾病出发, 基于类器官的疾病建模将更有助于

理解疾病生物学, 在类器官上模拟并研究疾病, 为临

床实践提供更有价值的疾病信息.
(1) 类器官在遗传疾病建模及治疗中的临床应用

及进展. 近年来, 类器官已成为模拟和研究遗传疾病

的重要工具, 包括从患者来源的组织活检中构建类器

官模型以及使用CRISPR-Cas9技术在患者来源类器官

上干预相关目的基因
[42]. CRISPR-Cas9和类器官之间

的“合作关系”, 以囊性纤维化(cystic fibrosis, CF)中缺

陷CFTR序列的精确矫正为先导, 为解决与缺陷基因功

能相关的人类疾病, 包括单基因疾病和大部分癌症, 铺
平了新的道路.

CF是类器官模拟人类遗传疾病的经典范例. CF是
由CF跨膜电导调节器(cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator, CFTR)基因突变失活引起的常

染色体隐性遗传疾病
[43]. Dekkers等人

[44]
从患者直肠

中构建CF患者类器官模型并用于模拟和研究CF疾病.
CFTR基因由环磷酸腺苷(cyclic adenosine monopho-
sphate, cAMP)激活, 其水平受腺苷酸环化酶激活剂for-
skolin影响. CF患者直肠类器官对forskolin无响应, 但

在与CFTR恢复化合物预孵育后或通过CRISPR-Cas9
纠正CFTR突变后可恢复应答

[44,45]. 基于这一发现,
Dekkers等人开发了一种forskolin诱导肿胀(forskolin
induced swelling, FIS)试验,开始用于针对CFTR基因的

特定突变(包括罕见变异)筛选药物, 为CF患者创建个

性化的治疗模式.
肺是另一个可能受到CF严重损害的器官. 由于

CFTR突变, 肺中会形成黏稠的黏液, 从而损害呼吸,
为病原体繁殖提供肥沃的环境, 导致过早呼吸衰竭.
目前, 相关研究已通过不同方式成功构建了CF气道类

器官模型
[46~48]. CF患者的气道类器官黏液层增加, 重

现疾病表型. 与正常对照组的类器官相比, forskolin诱
导的气道类器官肿胀减轻, 并可通过CFTR修复化合物

图 2 类器官与其他临床疾病研究模型对比优势显著
Figure 2 Comparison of organoids with other model systems reveals
unique advantages
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修复. 然而, 与CF患者来源的直肠类器官相比, forsko-
lin诱导的肺CF类器官肿胀不仅依赖于CFTR, 还受氯

离子转运蛋白TMEM16A的影响, TMEM16A可作为

CF患者的替代治疗靶点. 因此, 气道类器官可作为评

估CF患者药物反应的个性化平台 , 尤其是作用于

TMEM16A的药物
[49]. Fabian是第一位使用肠道类器

官技术获得帮助的CF患者. Hans团队
[50]

使用Fabian肠
道干细胞培养了一个“迷你肠道”, 以观察Kalydeco药
物是否会打开“迷你肠道”的离子通道. 体外研究结果

奏效的同时, Fabian服用了相应治疗药物并在4 h内发

挥了作用, 这一令人振奋的结果证实了类器官技术在

CF患者临床治疗中发挥着重要的作用.
目前, 研究人员正在利用肠

[44]
、肺

[46]
、肝胆

[51]
、

肾
[25]

和胰腺
[52]

生成的类器官开发和构建CF患者生物

库. CF患者来源类器官作为模拟和研究该基因遗传性

疾病的重要工具, 在CF患者临床治疗上扮演着重要角

色. 然而, 类器官CFTR基因修复和随后移植到患者体

内目前临床应用仍存在需要解决的技术和伦理难题:
CFTR功能的丧失导致多器官系统疾病, 需要将类器官

移植到多个组织部位; 每个器官需要高比例的修复细

胞才能恢复功能; 类器官移植中的伦理问题存在争议,
需要在研究领域达成共识.

(2) 类器官在肿瘤建模及研究中的临床应用及进

展. 肿瘤是在细胞内在因素(基因突变/染色体变异等)
和外在因素(环境刺激等)多重作用下产生的具有异质

性细胞群, 并可不受控制地增殖、转移侵袭周围和远

处的组织. 癌细胞突变的不断累积导致肿瘤内具有相

当大的遗传异质性
[53]. 既往研究表明, 肿瘤异质性也

可能是基因表达谱、表观遗传改变、代谢差异、蛋

白/磷酸化蛋白表达差异的结果, 被认为是目前常规癌

症治疗失败的主要原因
[54~56]. 研究癌症的模型包括细

胞系、动物模型和PDX, 每种模型都有某些缺点, 使

其不适合用于疾病建模
[57]. 作为患者来源的肿瘤类器

官模型, 其较完美地保留了个体肿瘤的基因型及表型

特征, 成为目前肿瘤建模及研究领域的重要工具, 促

进了基于患者基因特征的个性化治疗进展
[58,59].

肿瘤类器官库的构建是探讨类器官在肿瘤建模及

研究中的基础. 本文回顾了近年来肿瘤类器官库的构

建情况 . 目前 , 研究者们已相继构建了包括食管

癌
[33]

、胃癌
[60,61]

、结直肠癌
[62,63]

、肝癌
[14,64]

、胰腺

癌
[15]

、肺癌
[65,66]

、乳腺癌
[67]

、前列腺癌
[32]

、膀胱

癌
[68]

、肾癌
[25]

、宫颈癌
[35]

、卵巢癌
[69]

及鼻咽癌
[36]

等

在内的患者来源肿瘤类器官库. 尽管肿瘤类器官构建

的成功率在很大程度上取决于活检 /手术组织样本

量、纯度和器官来源, 但新鲜肿瘤组织中类器官模型

的体外建立成功率通常介于30%~90%之间, 远远超过

了从相同组织中建立稳定癌细胞系的成功率
[ 65 , 70 ]

(表1).
同时, 患者来源类器官与原始肿瘤组织携带一致

的分子指纹, 肿瘤类器官作为患者肿瘤替代物的分子

和表型可信性促进了其在功能分析中的应用, 包括基

于每位患者的基因干扰试验和药物筛选. 从单个肿瘤

细胞克隆生长的肿瘤类器官在克隆水平上捕获了肿瘤

内基因突变的异质性和药物敏感性
[82]. 除了患者源性

肿瘤类器官的巨大可能性外, 染色体不稳定
[83]

或错配

修复缺陷
[84]

的类器官在培养过程中不断累积染色体

错误分离或复制错误, 从而导致长期培养对肿瘤类器

官基因组结构的影响. 因此, 冷冻保存早期传代类器

官并避免其过度长期培养对于保存患者源性类器官中

原始肿瘤的遗传特征并确保实验再现性至关重要.
患者源性类器官最重要的一项临床应用在于其评

估患者临床治疗反应及指导临床用药的重要作用, 下

文将做详细阐述.
(3) 模拟疾病生态系统的类器官共培养体系发展.

非上皮细胞的外在因素刺激导致上皮细胞功能失调亦

是疾病发生发展的重要一环. 对于仅由上皮细胞构成

的类器官, 探索不同细胞群之间的相互作用可能具有

挑战性, 同时更具临床应用前景. 因此, 为了理解疾病

生态系统中的细胞多样性, 相关研究已经将非上皮细

胞纳入类器官培养系统.
肿瘤相关微环境系统与类器官共培养体系的发展

为更好地研究肿瘤及免疫治疗奠定了重要基础. 癌症

相关成纤维细胞(cancer-associated fibroblasts, CAF)是
肿瘤微环境中的一种肿瘤特异性基质成分, 被认为在

癌症生物学中具有多效性作用. 相关研究表明, 在

CAF与胰腺癌类器官共培养体系中, 胰腺CAF有助于

肿瘤类器官生长
[85,86]. 同样地, 在CAF与肝癌类器官的

3D共培养模型中, 研究结果显示了CAFs在肝癌培育

和治疗耐药性方面的强大作用
[87]. 以类似的方式, 已

经有几项研究尝试将肿瘤类器官与免疫细胞共培养.
一项研究开发了外周血单个核细胞与非小细胞肺癌和

高度微卫星不稳定性大肠癌类器官共同培养系统. 在
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该系统中, 可诱导产生自体肿瘤反应性T细胞, 其也显

示出特异性杀死肿瘤类器官, 而匹配的正常类器官不

受影响
[88]. 有研究者使用气液界面(air-liquid interface,

ALI)系统直接从人或小鼠肿瘤活检中繁殖肿瘤类器

官, 保留免疫基质和原始肿瘤T细胞受体谱, 并用于模

拟免疫检查点阻断疗法
[89]. 在另一个例子中, 胶质母

细胞瘤活检被切成小块而不使用BME. 这种方法在培

养过程中保留了免疫细胞和内皮细胞, 可用于检测

CAR-T细胞治疗. 然而, 这些免疫细胞在长时间培养

后是否仍具有功能目前仍不确定
[34]. 以上研究结果凸

显了肿瘤相关微环境系统的重要性, 而缺乏肿瘤微环

境的肿瘤类器官, 在一定程度上可能会限制患者癌症

类器官作为治疗反应预测因子的效用
[90].

共培养系统的适应性进一步使人们能够研究上皮

组织和微生物之间的相互作用, 包括细菌
[91]

、肠道菌

群
[92]

、寄生虫
[93]

、病毒
[94]

等. SARS-CoV-2迄今已导

致世界范围内众多人员死亡. 与SARS一样, 冠状病毒

科的这一新成员主要因在呼吸道引起症状而闻名. 因

此, 已使用气道来源类器官对该病毒进行了研究, 包

括上气道类器官衍生的ALI培养以及远端气道ASC类
器官

[95,96]. 通过构建SARS-CoV-2与类器官共培养平

台, 研究SARS-CoV-2感染人体机制, 为在相关生理模

型中研究SARS-CoV-2感染的组织特异性动力学提供

了一个有价值的平台, 为临床治疗提供相关方案策略

提供潜在可能性.

3.2 类器官在个性化医疗领域的应用及进展

在癌症治疗中, 手术切除肿瘤前后都可能会使用

局部或全身治疗手段, 主要包括化疗、靶向治疗、放

疗以及免疫治疗. 不同患者受不同的遗传因素和环境

因素影响, 可能影响他们对临床治疗策略的反应. 因

此, 在个性化模型系统中测试这些临床治疗手段的疗

效和细胞毒性非常重要. 基因-药物关联在个体化癌症

治疗和靶向治疗中起着关键作用. van de Wetering等

表 1 常见肿瘤类器官库的构建情况

Table 1 List of organoid libraries derived from cancer patients

研究 癌种 类器官成功率(%) 体外研究类器官数目 临床治疗评估比较 药敏试验

van de Wetering等人
[62]

结直肠癌 90 19 无 有

Vlachogiannis等人
[71]

转移性消化道肿瘤 未报道 21 有 有

Schumacher等人
[72]

结直肠癌 未报道 38 无 有

Ganesh等人
[73]

直肠癌 77 21 有 有

Yao等人
[63]

进展期直肠癌 86 80 有 无

Narasimhan等人
[74]

肠癌腹膜转移 68 15 有 有

Derouet等人
[75]

食管腺癌 57 16 无 无

Tiriac等人
[76]

胰腺癌 75 66 有 有

Bian等人
[77]

胰腺癌 未报道 24 无 有

Driehuis等人
[78]

胰腺癌 62 24 有 有

Kopper等人
[69]

卵巢癌 65 21 有 有

de Witte等人
[79]

卵巢癌 未报道 36 有 有

Sachs等人
[67]

乳腺癌 >80 28 无 有

Driehuis等人
[80]

头颈部鳞状细胞癌 65 13 有 有

Yan等人
[61]

胃癌 >90 46 有 有

Broutier等人
[64]

肝癌 未报道 8 无 有

Shi等人
[66]

肺癌 88 57 无 有

Kim等人
[81]

肺癌 83 84 有 有

Lee等人
[68]

膀胱癌 70 16 无 有

Ding等人
[36]

鼻咽癌 93 42 无 有
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人
[62]

的研究描述了基因突变状态和治疗反应之间的

强烈相关性, 即基于突变的药物敏感性. 由于基因组学

分析不足以确定大多数晚期癌症患者的有效治疗方

案, 因此对肿瘤类器官进行药物筛选可以阐明药物反

应的未知因素
[97]. 为了确定肿瘤类器官在个体化癌症

治疗中的临床应用, 已经进行了大量肿瘤类器官的相

关临床试验, 如图3所示. 本文整理了近年来通过中国

临床试验注册中心(http://www.chictr.org.cn/)及美国临

床试验注册网站(https://clinicaltrials.gov/)注册的利用

患者类器官评估临床治疗反应的观察性研究, 如表2所
示. 肿瘤类器官作为一项重要的临床“量尺”, 目前已在

各个癌种领域发挥着重要作用.
(1) 评估放化疗和/或靶向治疗反应. 自从将类器

官技术引入肿瘤临床转化研究以来, 在开发患者源性

食管肿瘤类器官培养的成功率差异很大
[98]. Karaka-

sheva等人
[99]

将其产生食管腺癌类器官的成功归因于

在 培 养 基 中 添 加W n t信 号 增 强 剂 (胃 泌 素 和

CHIR99021)、Y-27632(Rho激酶抑制剂)和N-2补充剂,
该操作使其成功率达到80%. 相比之下, Li等人

[33]
报告

生成食管腺癌类器官的成功率为31%. 对于后者, 应该

考虑到他们的研究队列中包括新辅助治疗的患者, 这

类患者通常有较少(活的)肿瘤材料可用于类器官的培

养. 在同一研究中, Karakasheva等人
[99]

报告, 与食管腺

癌相比, 食管鳞癌类器官使用更基本的培养基的成功

率为60%, 与同一组早期研究的成功率相对应
[100]. 总

之, 食管癌类器官可以在一个可接受的成功率范围内

稳定提取, 促使它们在临床环境中得以使用. Li等
人

[33]
研究了表柔比星、顺铂和5-氟尿嘧啶(epirubicin,

cisplatin and 5-fluorouracil, ECF)化疗方案的体外敏感

性是否与体内反应相匹配. 总的来说, 大多数(6/8)的类

器官对化疗方案不敏感, 这与临床观察到的体内不良

反应相一致. 相反, 两个来自治疗前(耐药)患者的类器

官对这些药物表现出不可预见的治疗敏感性. 然而, Li
等人认为这种相互矛盾的结果可能是克隆选择过程的

结果, 克隆选择过程不可避免地发生在类器官培养过

程中, 并最终可能影响治疗反应. 上述结果说明类器

官作为化疗反应预测因子的潜力. 同时, 对于许多患

者, 新辅助放化疗(CROSS方案)被认为是局部晚期食

管癌治疗的支柱. 不幸的是, 目前只有少数以类器官

为基础的研究结合了化疗和放疗. 然而, 有研究组通

过用一剂紫杉醇/卡铂治疗食管腺癌类器官并随后用7

个1 Gy的组分照射它们, 成功地在体外模拟了多模式

方法
[101]. 这是第一个证据表明食管癌类器官能够在体

外模拟化疗(放疗)反应.
目前, 直肠类器官已成功地从原发性、转移性或

复发性疾病患者中获取. 值得注意的是, 与上消化道

类器官的整体低成功率相比, 直肠类器官形成效率明

显更高
[102]. Yao等人

[63]
已成功地建立了96个直肠类器

官的生物文库, 这些类器官来源于直肠癌治疗初期的

患者, 活检获取成功率为85.7%. 他们验证了直肠类器

官作为新辅助放化疗反应预测模型的应用. 临床结果

与至少一种治疗(放疗、5-FU和伊立替康)的体外敏感

性之间有很强的相关性, 准确率为84.43%, AUC为
0.88. 有趣的是, 他们还采用了一种创新的方法来确定

体外反应阈值. 基于Youden指数和bootstrap样本, 他们

计算了治疗后的平均大小恢复率(使用亮场成像), 以

经验性地确定反应的最佳截止值. 此外, 他们回顾性

地将体外敏感性值与患者治疗后的临床肿瘤回归分级

数据相关联, 以验证所建立的类器官平台的可靠性.
Ganesh等人

[73]
的一项类似研究采用了另一种方法来

比较类器官反应与临床结果. 他们获得了5-FU或FOL-

图 3 患者源性类器官评估临床治疗反应模式图
Figure 3 Evaluation of patient-derived organoids for clinical treat-
ment response.
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FOX体外化疗敏感性(标准化AUC)与患者无进展生存

率之间的显著相关性. 另一方面, 体外放射敏感性

(≥75%的AUC被认为是耐药, ≤25%的AUC是敏感的)
与放射前后进行的临床内镜评估相关. 尽管这两项研

究都强调了直肠类器官作为有前途的临床前预测工具

的潜力, 但他们的治疗计划与标准的临床实践并不一

致. 例如, 单次辐射剂量被用来治疗类器官而不是分

次治疗. 尽管如此, Janakiraman等人
[103]

设计了一种结

合5×2 Gy分割放疗方案(代表临床使用的1.8 Gy)和单

剂量5-FU的治疗策略. 他们还设法在短时间内评估了

这种CRT方案的体外敏感性, 最终为临床应用打开了

大门.

针对转移性结直肠癌类器官的相关研究表明, 转

移性结直肠癌患者来源类器官能够预测80%以上的患

者对伊立替康治疗的反应, 而不会对治疗有反应的患

者进行错误分类. 5-FU和奥沙利铂联合治疗的预测价

值尚未确定. 对此的一个可能解释是, 肿瘤微环境(基
质细胞和免疫细胞)不存在于类器官中, 可能比其他治

疗更影响该种治疗的疗效
[104]. 对结直肠癌腹膜转移类

器官的治疗敏感性分析不能将FOLFOX治疗后临床部

分缓解的患者与进展性疾病的患者区分开来. 然而, 本
研究中的大多数患者接受了术前化疗, 这可能导致选

择化疗耐药亚克隆. 两名未接受以奥沙利铂为基础治

疗的患者类器官显示出对体外治疗的最高敏感性
[74].

表 2 在中国/美国临床试验数据库注册的利用患者类器官评估临床治疗反应的观察性临床试验

Table 2 Observational clinical trials using patient-derived organoids to evaluate clinical treatment response registered in the China/US clinical trial
database

疾病 方式 入组人数 治疗评估 参考来源

进展期胃癌 活检 59 化疗 ChiCTR2000028856

乳腺癌 活检/手术 100 CAR-巨噬细胞 NCT05007379

乳腺癌 活检/手术 300 化疗或靶向治疗 NCT03925233

结直肠癌 活检 80 放化疗 NCT03577808

结直肠癌 活检 80 化疗, 西妥昔单抗 NCT04906733

结直肠癌 活检/手术 52 化疗, 西妥昔单抗, 瑞戈非尼 NCT04996355

结直肠癌 手术 120 辅助化疗, 新辅助治疗 NCT04755907

子宫内膜癌 手术 20 化疗 ChiCTR1900023682

食管癌 超声胃镜定位活检 100 放化疗 NCT03283527

胃癌 手术 40 辅助化疗 ChiCTR2000028889

肾癌 手术 20 化疗 NCT04342286

肺癌 手术 30 放疗 NCT04859166

肺癌 手术 50 化疗或靶向治疗 NCT03979170

肺癌 活检/手术 100 化疗或靶向治疗 NCT03453307

肺癌 手术 150 化疗或靶向治疗 NCT03655015

转移性消化道肿瘤 活检 100 14种药物筛选 NCT04611035

前列腺癌 活检 20 抗肿瘤分子 NCT03952793

多发性骨髓瘤 骨髓穿刺 70 化疗 NCT03890614

卵巢癌 活检 48 化疗 NCT04555473

卵巢癌 手术 30 化疗或靶向治疗 NCT04768270

胰腺癌 超声内镜定位活检 50 美国食品和药物管理局(Food and Drug
Administration, FDA)批准的部分药物

NCT03544255

胰腺癌 手术 300 新辅助治疗 NCT04777604

胰腺癌 手术 300 辅助化疗 NCT04736043

头颈部鳞状细胞癌 手术 98 创新疗法 NCT04261192
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结直肠癌腹膜转移类器官也被用于丝裂霉素C和奥沙

利铂(通常用于腹腔热灌注治疗)体外药物治疗, 显示

出普遍的耐药性 , 和临床观察到的高复发率相对

应
[105].
针对其他癌种, 如胰腺癌、肺癌等, 研究者相继构

建了肿瘤类器官库并进行了药敏试验筛选. 他们将这

些肿瘤类器官用于标准的临床治疗方案中, 从而发现

类器官的敏感性与患者的临床反应平行. 此外, 基于

类器官的化疗敏感性基因表达特征被开发出来, 以帮

助预测晚期疾病对化疗的反应. 通过高通量药物筛选,
他们提出了化疗难治性类器官的替代治疗策略, 表明

个体化治疗癌症的重要性.
(2) 免疫治疗. 临床上, 过继细胞疗法是一项很有

前途的免疫疗法. 该疗法通过获取患者自体免疫细胞

并在体外扩增, 随后将扩增的免疫细胞移植回患者体

内, 从而增强患者自身对肿瘤的免疫反应. 在前期的

研究中, 利用这一策略, 研究者通过体外扩增自体肿

瘤浸润淋巴细胞(tumor-infiltrating lymphocytes, TIL)
实现黑色素瘤的持久消退

[106]. 然而, 这种方法需要切

除标本, 从中可以获得TIL. 避免切除的一个策略是分

离外周血淋巴细胞, 通过与肿瘤细胞共培养在体外激

活这些细胞. 对于这种策略, 患者来源的类器官是一

种非常有用的肿瘤细胞共培养来源: 肿瘤类器官培养

可以通过活检从一个小的组织样本有效地建立, 肿瘤

衍生的类器官是异质性的, 并再现了亲代肿瘤的遗传

和组织学特征. 因此, Dijkstra等人
[88]

在与非小细胞肺

癌和高度微卫星不稳定性大肠癌的肿瘤类器官共培养

2周后, 能够从外周血淋巴细胞中获得肿瘤反应性T淋
巴细胞. 在共培养前, 用IFN-γ刺激类器官以增强抗原

呈递. 加入PD-1阻断抗体、IL-2和抗CD28增强T细胞

活化. 共培养后, T淋巴细胞被激活, IFN-γ和CD107a
的表达也证实了这一点. 因此, 活化T淋巴细胞与肿瘤

类器官共培养3天后, 肿瘤类器官的存活率降低, 而匹

配的正常类器官则不受影响. 这一方法细则同样也于

2019年12月发布
[107]. 同时, 研究者指出, 肿瘤和健康

组织来源类器官可以通过针头活检和手术切除来构

建. 成功率取决于肿瘤类型、起始材料的数量(如切除

与活检)和治疗史. 由于成功率的可变性, 基于类器官

的方法在研究目的和过继性T细胞转移方面的可行性

和成本效益预计在肿瘤类型和患者群体之间有所不

同, 在临床应用治疗过程中应仔细评估.

Neal等人
[89]

描述了使用气液界面培养肿瘤浸润

淋巴细胞的肿瘤上皮类器官. 这一全新的类器官培养

体系与传统(Clevers团队培养体系)培养体系有着本质

的区别, 极大促进了类器官培养体系发展. 这种方法

保留了原始的肿瘤T细胞受体谱, 并准确地模拟了免

疫检查点阻断, 激发了肿瘤细胞毒性. 肿瘤类器官还

可用于检查患者对PD-1/PD-L1检查点抑制剂的反应.
Scognamiglio等人

[108]
在PD-L1阳性患者的患者源性脊

索瘤类器官上测试了nivolumab. 他们发现, 这种检测

比单独使用免疫组织化学的回顾分析方法提供了更

多有价值的预后信息. 具有低突变负荷和稳定的肿瘤

抗原呈递的肿瘤可能是嵌合抗原受体(chimeric anti-
gen receptor, CAR)工程T细胞的合适靶点. 对于实体

肿瘤, 需要临床前模型来进行CAR介导的细胞毒性试

验. 最近, 一种基于荧光素酶的定量分析已被开发出

来, 用于测试针对类器官的CAR-T细胞介导的细胞毒

性
[ 1 0 9 ] . 研究人员设计了靶向EGFRvⅢ的CARs,

EGFRvⅢ是一种在实体癌中广泛表达的新抗原. 在竞

争性共培养实验中, EGFRvⅢ特异性CAR-NK细胞能

有效地杀死肿瘤组织中表达EGFRvⅢ的类器官, 但不

能杀死正常组织中的类器官. 最后, 研究组获得了靶

向于CRC亚群抗原的CAR, 这些抗原在其拮抗剂

RNF43/ZNRF3表达缺失时过度表达WNT配体受体

FZD. 为了测试FZD特异性CARs可能的副作用, 他们

评估了对正常结肠类器官以及RNF43和ZNRF3或
APC缺陷的不同基因编辑类器官系的细胞毒性. 这些

共培养实验表明, FZD特异性CAR-NK细胞的细胞溶

解活性对突变的类器官细胞系没有特异性, 表明这种

方法在治疗上可能有明显的副作用. 虽然还没有找到

有效的靶点, 但该平台可以广泛应用于临床评价CAR
的疗效和肿瘤特异性.

随着癌症免疫治疗在临床上发挥越来越重要的作

用, 目前研究显示肿瘤类器官可用于模拟此类新疗法

的效果. 然而, 尽管肿瘤类器官显示出未来研究的前

景, 但仍应考虑一些重要的局限性, 包括肿瘤的复杂

性、共培养条件的限制等. 为此, 未来研究人员的一

个重点是进一步优化共培养条件, 包括培养基组成和

使用的ECM类型等因素.
综上所述, 肿瘤类器官目前为几乎任何器官的人

类上皮细胞培养提供了最精确的体外系统, 肿瘤类器

官与免疫细胞的共培养已成为肿瘤患者个体化免疫治
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疗的一种很有前景的策略, 并将在未来的临床与转化

研究中显示出巨大的前景.

3.3 指导临床治疗

相较于传统细胞系或PDX模型, 类器官在指导临

床治疗上具有其独特优势. 如图4所示, 通过获取患者

源性肿瘤类器官, 进行治疗方案的筛选, 获得有效的治

疗策略, 从而指导临床治疗, 提高患者临床预后. 目前

尚无前瞻干预性临床试验结果发表. 通过检索已在中

国和美国临床试验注册网站注册的临床试验项目发

现, 共有4项在研干预试验, 如表3所示.
来自中国上海长海医院的2项Ⅲ期临床试验研究

旨在探索在类器官药敏试验结果指导下的辅助化疗方

案是否能改善胰腺癌的预后(NCT04931394), 以及在

类器官药敏试验结果指导下的化疗方案是否能改善晚

期胰腺癌的预后(NCT04931381). 在NCT04931394试
验中, 研究者将平行随机入组2组患者共200名, 即实

验组和对照组. 采集两组患者手术标本构建胰腺癌类

器官并于体外测试胰腺癌一线化疗药物(吉西他滨、

5-氟尿嘧啶、紫杉醇、奥沙利铂、伊立替康)的敏感

性. 实验组将根据胰腺癌类器官药敏检测结果, 患者将

接受相对敏感的化疗方案. 辅助化疗应在术后2个月内

开始, 至少持续6个月. 对照组根据国家综合癌症网络

(National Comprehensive Cancer Network, NCCN)胰腺

导管腺癌指南, 医生将决定辅助化疗方案. 他们也不知

道药物敏感性测试结果. 辅助化疗应在术后2个月内开

始, 至少持续6个月. 研究的主要终点是从随机化日期

到复发的时间或死亡时间. 在NCT04931381试验中, 晚
期胰腺癌患者将被平行随机分为实验组和对照组, 通

过活检采集患者组织标本构建胰腺癌类器官, 并于体

外测试胰腺癌一线化疗药物(吉西他滨、5-氟尿嘧

啶、紫杉醇、奥沙利铂、伊立替康)的敏感性. 实验组

根据检测结果, 患者将接受相对敏感的化疗方案. 化疗

应在活检后1个月内开始, 并至少给予1个周期. 对照组

则根据NCCN胰腺导管腺癌指南, 医生将决定化疗方

案. 他们也不知道药物敏感性测试结果. 化疗应在活

检后1个月内开始, 并至少给予1个周期. 研究的主要

终点是比较获得完全缓解(complete response, CR)、
部分缓解(partial response, PR)或稳定疾病(stable dis-
ease, SD)患者的百分比.

另外两项研究分别针对难治性实体瘤以及乳腺癌

患者. 来自新加坡的NCT04279509研究将入组35名难

治性实体瘤患者(头颈部肿瘤、卵巢癌或肠癌)通过活

检获取组织标本进行类器官培养及药敏试验, 对患者

来源的肿瘤类器官进行高通量药敏筛查并帮助癌症患

者选择治疗方案. 研究的主要终点是总体药物响应率.

图 4 患者源性类器官指导临床治疗模式图
Figure 4 Strategy of patient-derived-organoid-guided clinical treat-
ment

表 3 在中国/美国临床试验数据库注册的利用患者类器官指导临床治疗的干预性临床试验

Table 3 Interventional clinical trials using patient-derived organoids to guide clinical treatments registered in the China/US clinical trial database

疾病 方式 干预模式 入组人数 治疗评估 临床试验阶段 参考来源

胰腺癌 手术 平行入组 200 辅助化疗 3期 NCT04931394

胰腺癌 活检 平行入组 100 化疗 3期 NCT04931381

难治性实体瘤 活检 单臂治疗组 35 化疗 未报道 NCT04279509

乳腺癌 活检 单臂治疗组 50 化疗或靶向治疗 未报道 NCT03544047
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来自北京的NCT03544047研究将入组50名乳腺癌患

者, 通过活检获取组织标本进行类器官培养及药敏试

验. 患者首先接受紫杉醇(paclitaxel, PTX)化疗3个周

期(2周方案), HER2患者接受赫赛汀治疗. 3个周期后.
如果肿瘤在前3个周期继续缩小, 则继续紫杉醇化疗3
个周期(6周), HER2扩增患者接受赫赛汀治疗. 如果疗

效评价为SD或疾病进展(progressive disease, PD), 根据

该类器官的药物敏感性结果, 结合临床实践, 医生选择

最敏感的治疗方案, 并继续2个周期的治疗(6周). 研究

的主要终点是总应答率(overall response rate, ORR),即
CR+PR, 根据实体瘤疗效评估标准(RECIST 1.1)进行

评估.
我们期待以上前瞻性干预试验的结果发布, 同时,

更寄希望于更多前瞻性干预临床试验在各个癌种开

展, 从而验证患者类器官在指导临床治疗中的作用.

4 类器官在临床医学的潜在发展前景

作为一项重要的临床应用“量尺”, 类器官的时效

性和再现性一直在突破和发展. 首先, 时效性强调了

快速获得可靠数据结果, 即尽可能缩短从活检/手术时

间到知道最适合患者的治疗类型的快速周转时间. 类

器官的培养包括对每个患者组织标本进行单独消化、

提取培养和传代, 因此, 更加自动化的类器官构建体系

将更具成效. 此外, 现有的传统类器官培养体系精确复

刻诱导器官发生的微环境能力有限, 这可能导致一些

发育变异
[5]. 未来, 成分尚不明确的Matrigel可能被更

复杂更精确的3D装置所替代从而更好地模拟体内环

境. 目前, 相关技术革新正在为其中一些限制提供解决

方案.

4.1 高通量药敏筛选

高通量药敏筛选方法允许快速药物筛选, 尽可能

在最短时间内获得药物反应结果. 譬如, 相关一体化

机器已成功应用于类器官药物筛选, 可自动进行干细

胞分离培养类器官并进行药敏试验
[61,110]. 最近, Phan

等人
[111]

介绍了一种小型化的方法, 它使用一种简化的

几何结构, 即在阱(迷你环)边缘周围种植细胞. 这允许

以与自动化兼容的格式进行高通量筛查. 他们使用从

两个卵巢和一个腹膜高级别浆液性癌和一个卵巢癌肉

瘤中建立的4个患者源性肿瘤类器官, 使用自动筛选平

台, 通过测量暴露于240种激酶抑制剂后类器官的活

性、数量和大小来确定个性化反应. 该高通量药敏筛

选能够在手术后一周内获得药物反应结果, 这是一个

与临床治疗决策相一致的时间表. 同样地, Hu等人
[112]

开发了全新的肺癌类器官高通量药敏筛选方法, 通过

使用集成超疏水微孔阵列芯片(InSMAR芯片), 足以在

一周内产生具有临床意义的药物反应. 结果证明, 为期

一周的药物试验与患者来源的异种移植物、肿瘤基因

突变和临床结果非常一致. 肺癌类器官模型与微孔装

置相结合, 为临床治疗中预测患者特异性药物反应提

供了一种技术上可行的方法.

4.2 类器官芯片

随着类器官生长, 每个类器官的核心离营养培养

基越来越远, 导致营养缺乏. 此外, 未清除的废物堆积

也会导致类器官核心的细胞死亡
[113]. 这些限制可以通

过称为类器官芯片技术, 将营养输送到每个类器官的

中心, 并清除核心产生的废物, 从而解决上述问题. 同
时, 类器官芯片通过将基本元件和功能单元组合在一

起对器官进行再创造, 包括不同的细胞类型、结构组

织和微环境
[114]. 类器官芯片即微流体技术, 可在小范

围内精确控制和操纵流体, 可以精确地创建形态发生

梯度, 并促进精确的类器官发育
[115]. 因此, 类器官芯

片模型提供了一种方法, 通过这种方法可以解决传统

类器官培养的一些缺点. 传统类器官培养中缺乏脉管

系统会导致两个问题, 即氧气供应和类器官内核的营

养供应和废物清除. 具有双微通道的微流控装置的类

器官芯片模型, 可作为体内器官脉管系统的理想替

代品.
随着上述技术的进步, 未来可能会出现可用于高

通量分析的高度重复性芯片实验室模型, 从而使类器

官实验数据能够快速再现. 随着个性化用药发展, 类

器官芯片模型可用于临床治疗中的个性化药物测试.
它们还可以通过废除由于动物模型和单一培养环境的

变化而可能通过筛选系统的“假阳性”药物, 从而帮助

提高临床决策的准确性.

5 类器官在临床医学应用中所面临的挑战

类器官在临床医学应用中发展日新月异, 同时亦

面临来自各方面的挑战. 首先, 类器官培养技术及方
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法在每个实验室各不相同, 由于其所需生长因子价格

昂贵, 部分实验室为降低研究成本而开发使用了成本

效益高的小分子化合物来替代
[40,116,117]. 这一举措虽然

在一定程度上降低了研究开发成本, 但同时也将导致

各大实验室的类器官研究出现不同程度的实验结果数

据差异.
其次, 获取纯肿瘤类器官是目前各大实验室人员

面临的另一大重要挑战. 研究表明, 肿瘤患者来源的

类器官, 无论是表型上还是遗传上, 都与它们衍生的

肿瘤上皮相似. 肿瘤来源的类器官本身的生长速度并

不快于与其配对的正常组织来源的类器官生长速度.
而且, 恰恰相反, 在许多情况下肿瘤来源类器官生长速

度甚至较慢, 有学者表示可能是由于有丝分裂失败和

随后的细胞死亡率较高
[118]. 这提示人们在进行肿瘤组

织来源的类器官培养时, 应避免正常组织来源的类器

官“污染”. 因此, 研究者在提取肿瘤类器官时必须使

用纯肿瘤组织材料, 或在选择性培养基条件下培养类

器官以获取纯肿瘤来源类器官. 例如, 在绝大多数结

直肠癌中, WNT信号通路中存在激活突变
[119]. 在这些

情况下, 可通过使用缺乏WNT和R-spondins(R-spon-
dins是正常组织来源的结肠类器官的必需生长因

子
[120])的培养基进行条件培养, 选择性筛选获得纯肠

癌组织来源的类器官. 类似地, EGF受体(EGFR)信号

通路突变的肿瘤可通过减少EGF进行条件性培

养
[118,121,122]. 小分子nutlin-3通过破坏p53与其负性调节

因子E3泛素连接酶MDM2的结合来稳定p53, 已被用

作从TP53突变癌类器官培养物中去除TP53野生型健

康细胞的策略
[67,118]. 然而, 当这种条件性选择培养的

方法不可用时, 使用纯肿瘤组织细胞作为起始材料提

取类器官是一个先决条件.
最后, 患者来源的类器官在生物库中的储存和扩

展 , 涉及一系列关于知情同意和所有权的伦理问

题
[123]. 对于类器官生物库, 需要患者同意. 最常见的

一种患者同意仅限于特定研究目的使用患者材料. 然

而, 生物库对于多个领域的研究人员来说是有用的,
并且在多个领域的组合中使用生物库可以提供潜在的

协同数据. 为了解决这个问题, Bredenoord等人
[123,124]

建议将广泛的同意用于管理类器官库. 这种广泛的同

意将使捐赠者在获得有关建立和管理生物库的相关信

息后, 能够就如何使用其样本作出知情的决定. 另一个

随着生物库的发展而出现的问题是所有权. 类器官越

来越多地被商业团体用作药物开发或验证研究的工

具. 这种用途将不可避免地产生可申请专利的化合物.
在生物库的管理中, 将知识产权的任何财务收益在利

益相关者之间的分配纳入法规可能会有所帮助.

6 总结与展望

类器官技术的不断发展为临床医学提供了新的手

段和可靠工具. 患者源性类器官可以作为模拟和研究

疾病模型, 帮助临床医生更好地理解相关疾病病理生

理, 从而提供潜在的治疗策略. 同时, 许多研究表明,
肿瘤类器官反应和患者对癌症治疗的反应之间存在着

良好的相关性. 因此, 肿瘤患者类器官可以为药物筛选

提供更准确的平台, 帮助和指导临床医生为癌症患者

选择最合适的治疗方案, 提高患者临床预后. 高通量

药物筛选和类器官芯片新技术兴起和发展为促进类器

官广泛应用于临床提供了更多可能.
然而, 作为一种新兴技术, 类器官技术仍有一些问

题亟待解决. (ⅰ) 尽管相对于PDX技术, 类器官模型的

培养成本已经相对较低, 但相对于细胞系模型, 类器官

培养体系中所使用的基质胶以及培养基所添加的各种

因子仍较为昂贵. (ⅱ) 目前的类器官培养体系在肿瘤

微环境, 包括肿瘤间质细胞以及免疫细胞的细胞保留

以及细胞功能保留方面仍不能令人满意, 严重限制了

类器官技术在肿瘤微环境研究方面的应用. (ⅲ) 类器

官的培养成功率受限于干细胞龛细胞团的提取成功

率, 以及目前相对通用的培养基无法满足同一组织不

同分型(亚型)的类器官的培养. 这导致在基于类器官

的精准医学研究中不能保证每位患者的类器官都能培

养成功, 从而限制了其发展.
未来类器官技术的发展可能有: (ⅰ) 基质胶在类

器官培养中起关键作用的成分的明确以及工业合成,
或者随着材料技术的发展, 工业合成的基质胶替代材

料的发展, 可以解决基质胶的昂贵成本; 随着基础研

究的发展, 相关昂贵细胞因子可以通过采用相关信号

通路小分子激活剂(或者抑制剂)的方式被低成本小分

子替代. (ⅱ) 随着全息扫描技术、3D打印以及材料技

术的发展, 更为复杂的3D支撑材料的应用可能可以满

足肿瘤微环境的保留的需求. 例如, 肿瘤组织类器官培

养过程中, 通过全息扫描获得类器官中不同组织的分

布, 应用新材料通过3D打印制作组织支架, 在组织支
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架上分别偶联肿瘤细胞、间质细胞以及免疫细胞存活

及功能发挥所必需的缓释因子, 将组织分解之后实现

组织细胞“归巢”, 复刻肿瘤组织模型, 从而实现类器

官培养体系在肿瘤微环境方面的广泛应用. (ⅲ) 干细

胞龛细胞团提取技术的发展, 可能突破目前广泛采用

的细胞连接消化的方法, 使用更高效的技术实现对干

细胞龛细胞团的提取, 从而提高类器官培养成功率;

通过对组织中不同分型(亚型)组织的基础研究及生长

微环境因子的提取、鉴定和模拟, 实现不同分型(亚
型)组织类器官的“个性化”培养, 从而提高类器官培养

成功率.
类器官技术作为一种有漫长的探索史和目前尚短

暂的发展史的转化实用型技术, 在技术本身以及配套

技术的发展推动下, 其发展前景必将波澜壮阔.
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The application and research advances of organoids in
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Three-dimensional cultured organoids recapitulate histopathologic and molecular characteristics of the primary tissues. The rise and
development of organoids provide an important platform for clinical medicine research. Patient-derived organoids could be used as
models to help clinicians to better understand the pathophysiology of related diseases and formulate corresponding treatment
strategies; Organoids derived from tumors could be utilized as a drug screening system for precision medicine, helping clinicians to
select the most appropriate regimen for cancer patients and to improve the clinical outcome. This review would summarize the
application and research advances of organoids in clinical medicine.
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