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摘要 类器官指通过干细胞自组织在体外三维(3D)培养条件下分化形成的功能性细胞组织复合体, 能够反映

人体来源组织或器官的部分关键结构和功能特征, 是一种极具前景的体外模型体系. 目前, 多数类器官的形成和

培养都依赖复杂的动物来源细胞外基质(如Matrigel), 该类基质的肿瘤源性和批次差异性影响了类器官培养的重

现性, 难以满足生物医学研究的需求. 相比之下, 各种天然和合成基水凝胶成分明确, 具有高度可调的物理和化

学特性, 已广泛用于各种细胞的3D培养. 本文概述了类器官的形成与培养现状, 重点介绍了各种已用于类器官研

究的水凝胶材料及其设计与工程化策略, 讨论了功能化水凝胶材料在类器官基础研究和转化应用方面的潜力, 并
对其未来的发展趋势与面临挑战进行了展望.
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1 引言

类器官(organoids)是近年来发展起来的一种新兴

体外模型, 因其能部分再现体内对应器官的关键功能

和结构特征, 引起了研究者的广泛关注, 并已在组织

器官发育、疾病模拟、药物筛选和再生医学等领域显

示出重要的应用前景
[1]. 类器官一词最早出现在20世

纪70年代的报道中, 当时其主要描述了细胞解离并重

新自组织的过程. 2009年, Clevers等[2]
将Lgr5+小肠干

细胞进行3D培养, 成功实现了成体干细胞(ASCs)来源

肠类器官的体外构建, 开拓了类器官研究新领域. 此

后, 类器官主要指通过干细胞(如胚胎干细胞(ESCs)、

诱导多能干细胞(iPSCs)等)自组织方式, 在体外3D培
养条件下分化形成的功能性细胞组织复合体

[3]. 与传

统的2D细胞培养相比, 3D培养的类器官能提供更接近

于体内的生理反应和微环境. 与传统的动物模型相比,
人源干细胞衍生的类器官能够更好地模拟和反映人类

特有的生理功能
[4]. 近年来, 随着类器官技术的不断发

展, 其定义逐渐拓展到通过组织活检得到的3D肿瘤细

胞球等.
研究者可通过相继添加特定生长因子来诱导产生

不同种类的类器官. 大多数类器官研究中使用的细胞

外基质(extracellular matrix, ECM)是Matrigel, 这是一

种从小鼠肉瘤中提取的水凝胶材料, 其成分不确定
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性、批次差异性以及动物源性限制了所产生类器官在

生物医学领域的应用
[5]. 针对上述问题, 人们开始发展

各种可作为Matrigel替代品的成分明确、性能可调的

天然和合成水凝胶材料, 并将其用于引导细胞的生

存、生长、组装和分化. 首先研究的是复杂的重组脱

细胞ECM (dECM), 它能够有效地支持细胞生长和分

化. 随后, 研究者探索了I型胶原蛋白、明胶、纤维蛋

白等天然单一生物聚合物组分的ECM. 这些蛋白类物

质是天然ECM的衍生成分, 包含细胞黏附和重塑位

点, 能较好地与所培养的类器官产生细胞-基质间相互

作用. 在过去10年中, 研究者开始尝试将一系列理化性

能可调的合成水凝胶材料用于类器官的形成和培养,
实现了ECM力学性能的精准调控. 总之, 与现有的

Matrigel相比, 成分明确的水凝胶在类器官培养方面表

现出重现性好、安全性高和理化性能可调等显著

优势
[6].
随着类器官领域的快速发展, 近几年也有一些类

器官培养或水凝胶应用的相关综述发表, 如Ma等[7]

及Kaur等[8]
都对不同种类水凝胶的特性及应用进行

了综述 , 但其中并未提及水凝胶的工程化方法 .
Huang等[9]

详细介绍了多种类器官及其在疾病建模中

的应用, 但未对类器官的形成方式及详细原理进行解

释. 此外, 还有一些综述主要是具体介绍某一种类器

官的发展及应用
[10,11]. 因此, 我们有必要对水凝胶材

料在类器官研究中的应用进展进行详细的综述. 本综

述重点关注水凝胶材料作为细胞引导性支架在类器

官研究方面的进展. 本文首先概述了现有类器官的形

成方式和培养体系, 而后着重介绍了一些用于类器官

的天然和合成水凝胶材料及其工程化方法, 并综述了

基于这些水凝胶构建的类器官在疾病建模、药物研

究和再生医学等领域的应用. 最后, 对水凝胶材料在

类器官研究中未来的发展趋势和面临的挑战给予了

展望.

2 类器官形成及其培养面临的局限

2.1 类器官形成方式

类器官技术的出现得益于干细胞技术及发育生物

学研究的发展, 也建立在经典发育生物学和细胞分离

与重新聚集实验的基础上. 一般认为, 类器官的形成

及培养包含4个关键要素: 干细胞、干细胞生长和谱

系分化所需的调控因子、细胞外基质成分以及提供营

养环境的细胞培养基. 现有类器官体系,多源于多能干

细胞(PSCs)或对应器官的祖细胞, 这些细胞在经历自

我更新、空间特异的细胞谱系分化和自组织后可形成

种类丰富的类器官
[12]. 其中, PSCs具有很强的分化能

力, 适用于人体发育和疾病建模研究, 也有望用于细胞

替代疗法.
类器官形成中很关键的一步是组织形态发生, 体

内细胞运动的检测揭示了组织形态发生过程中细胞分

离到离散域的机制. 例如, 在果蝇翼盘中, 细胞通过相

互抑制作用建立了前后边界. 分离和重新聚集组织能

够观察到细胞在体外的相对形态发生运动, 相关研究

结果表明, 细胞在“细胞分选”过程中具有重组和分离

的能力, 从而可形成与体内组织基本相同的结构
[13].

器官自组装的理论基础是具有相似黏附特性的细胞的

分离, 即Steinberg的差异黏附假说. 差异黏附是由细胞

表面黏附蛋白介导的, 例如, 在脊椎动物神经和表皮外

胚层的分离中, 其差异上皮、神经和钙黏蛋白表达介

导细胞的分类.
另一种可影响组织形态发生的机制是空间限制引

起的祖细胞命运决定. 例如, 脊椎动物的视网膜形成过

程:神经上皮细胞形成一个复杂谱系,在时间和空间上

都受到限制, 由此产生了视网膜的各个层. 这种分层取

决于适当的干细胞分裂方向、对称分裂和非对称分裂

的相互作用以及分化子细胞迁移到组织内指定的位置

等. 另外, 调节自组织的分类和命运规范的结合在畸胎

瘤中特别明显, 畸胎瘤由生殖系的PSCs发育而来, 其

中含有多种组织器官, 如表皮、神经组织、肠道、骨

骼、眼睛和四肢等. 这些组织从PSCs开始所经历的自

发育及自组织过程的发生可能源于细胞分离和命运规

范的再现
[14].

通常, 类器官的构建是PSCs在3D培养条件下聚集

形成拟胚体(embryoid body, EB), 并经诱导分化产生三

个不同胚层(外胚层、中胚层和内胚层), 最终形成对

应特定组织的过程. 并非所有的类器官发生都与最初

的EB阶段有关, 但它们都涉及外源性组织模式, 并最

终重新聚集形成3D自组装组织. 由此产生的组织结构

是高度异质的, 这使得产生单细胞类型的类器官变得

困难, 但这也确保了类器官具有更近生理的多细胞类

型和复杂结构, 从而使其可在全器官尺度上模拟体内

发育和疾病发生等
[15].

中国科学: 化学 2024 年 第 54 卷 第 2 期

183



2.2 类器官培养及其局限

目前, 类器官的培养方式主要包括包埋法、悬浮

培养法和气液界面培养法等. 如上文所述, 细胞外基

质成分是类器官培养过程中的关键要素之一. 例如,
2009年肠类器官系统, 就是将单个Lgr5+干细胞嵌入到

肿瘤来源的基底膜提取物(BME)中, 并补充模拟肠干

细胞生态位的生长因子后所建立的. 此后, 研究者根

据靶器官的不同, 优化出针对不同组织器官的实验方

案, 并已成功构建了大脑、肝脏、肺、视网膜等各种

类器官. 虽然类器官的培养和应用发展迅速, 但其培

养仍然依赖于3D支架BME, 这种水凝胶由ECM蛋

白、蛋白多糖和从恩格尔布雷思-赫尔姆群(EHS)小鼠

肉瘤中分泌的生长因子所组成的异质混合物, 其商品

化提取物为Matrigel[16]. 异种成分、肿瘤源性和严重

的批次间差异极大地限制了在这种基质中生长的类器

官在再生医学和高通量筛选等面向临床领域中的应

用
[17]. 此外, 这些多组分细胞基质成分复杂, 难以进行

物理和生化特性的精确调节. 例如, Matrigel中存在大

量与基质相关的促血管生成生长因子(VEGF、TGF-
β、PDGF 和 FGF2), 有助于筛选促血管生成和抗血管

生成化合物, 但其无法增强的机械强度, 使得在其中集

成血管形成所需的剪切力等物理因素十分困难; 另外,
受Matrigel批次差异影响, 研究者也难以得到稳定的药

物筛选结果
[18]. BME类基质的这些不足, 促使人们不

断寻找化学组分明确、机械性能可调的类器官培养支

架材料.
体内的ECM是复杂的、组织有序的三维网络支

架, 在调节细胞行为和组织再生中起着至关重要的作

用. 虽然ECM的组成和微观结构因器官而异, 但其主

要成分包括纤维蛋白、糖蛋白、蛋白多糖和糖胺聚糖

等, 为人体不同组织的细胞提供结构和功能支持. 深入

研究细胞与基质微环境的相互作用, 有助于设计合适

的生物材料, 并将其用于指导细胞迁移、增殖、分化

和免疫调节等过程. 细胞和生物活性ECM之间的动态

互作通过激活信号级联和进一步调节细胞行为来调控

组织的正常活动
[19]. ECM的动态变化包括其组分的不

断生产、降解和重塑, ECM成分的动态平衡对于维持

细胞外环境稳态至关重要, 现有的研究也已证实ECM
在细胞生长、分化和疾病进展中起决定性作用. 为更

好地模拟ECM的动态性质, 可在类器官构建过程中,

将干细胞、生物信号分子和ECM集成到同一体系中,
以再现体内的细胞增殖、迁移和自组织等行为. 此外,
在体外引入基质重建干细胞生态位时, 应考虑生化和

力学因素. 类器官的形成依赖于3D基质中细胞聚集的

自发形态发生, 包括细胞膨胀、分化及类器官形成和

生长在内的自主动态过程往往受到外部微环境的影

响
[20]. 然而, 由于传统ECM微环境无法精确调控, 体外

自发的类器官形态发生难以控制. 因此, 设计可替代的

水凝胶系统对模拟细胞生态位和调节许多细胞行为,
如增殖, 细胞形态发生、迁移和分化十分重要.

在材料选择与设计方面, 用于类器官培养的水凝

胶应尽量满足以下特性: 较好的生物相容性、适宜的

降解速率、可修饰的表面性能、较好的细胞黏附性、

可加工性、一定的孔隙率和机械性能等. 一般来说, 天
然ECM的刚度取决于其来源, 其杨氏模量从大脑的

0.1 kPa到骨骼的10 MPa不等. 通过增加水凝胶的分子

量和交联密度, 增加超分子相互作用的量, 可以增强水

凝胶的刚度, 以满足不同类型类器官的需要. 此外, 通
过改变分子量和结构以及预聚物的交联密度, 可以显

著改变水凝胶的黏弹性、刚度和应力松弛等关键力学

特性, 从而为某些类器官培养构建定制的或动态的基

质. 单一的多糖类水凝胶或合成水凝胶缺乏足够的细

胞黏附因子, 难以单独支持类器官培养. 为解决这一

问题, 可以在水凝胶表面修饰氧基、羧基、羟基等基

团来改变水凝胶的亲疏水性质及表面黏附性质. 此外,
通过化学/酶交联等方法将信号蛋白(如整合素结合小

分子或生物活性肽)结合到水凝胶中, 也能够显著提高

材料的细胞黏附性. 更为通用的方法是将多种水凝胶

混合使用来提高水凝胶基质的生物及理化性质, 如在

细胞黏附性较差的材料中掺入明胶等具有大量细胞黏

附位点的材料.
在生物学方面, 用于类器官培养的水凝胶应是非

免疫原性的, 且需要具有预期的生物活性、营养有效

性、生长因子的可及性及较低的生物毒性. 由于其独

特的三维网络结构和易于调控的功能特性, 水凝胶是

最有希望在类器官培养中取代传统基质凝胶的候选材

料之一
[21]. 开发可修饰的水凝胶系统, 以优化培养条

件和模拟体内干细胞生态位的微环境, 有利于增加类

器官的功能性并促进其转化应用
[22]. 在过去的几年里,

一些天然和合成基质的替代品激增, 基于细胞和分子

生物学基本原理的合成聚合物化学、三维分子模式技

覃馨园等: 水凝胶材料在类器官研究中的应用进展

184



术和仿生合理设计方法的重大突破, 也促进了复杂水

凝胶体系设计与合成的进展
[23].

3 用于类器官培养的水凝胶种类

3.1 天然水凝胶

与EHS类基质相比, 基于天然蛋白质或多糖的单

一生物聚合物组分具有更加确定的组成和结构. 为降

低基质复杂性并提高实验的重现性, 研究者开始从这

些单组分生物聚合物, 如I型胶原蛋白、明胶、透明质

酸、海藻酸、纤维蛋白, 或其混合物中提取天然水凝

胶来培养各种类器官
[24,25]. 每种类型的水凝胶具有不

同的特性, 本文主要介绍海藻酸钠、壳聚糖及透明质

酸三种多糖类天然水凝胶材料以及I型胶原蛋白和明

胶两种蛋白质类天然水凝胶材料.

3.1.1 海藻酸钠

海藻酸盐是一种从褐藻和某些转基因细菌中提取

的多糖, 具有生物相容性高、免疫原性低的特点, 其与

二价阳离子(如Ca2+、Ba2+)的凝胶反应温和、快速, 可

用于多种类器官的形成与培养
[26]. 海藻酸钠的非共价

水凝胶结构也在一定程度上确保了其中培养类器官在

增殖和细胞自组织过程中的自由性
[27~29]. 由于海藻酸

钠具有相对的生物惰性, 包埋在海藻酸钠中的细胞不

能分化为有序结构或形成典型的类器官. 为了克服这

一缺点, 可以通过化学添加黏合剂和水解位点来实现

海藻酸钠的功能化. Fang等[30]
采用液滴微流控装置生

成了无黏附海藻酸钠微珠, 并进行乳腺肿瘤类器官的

培养(图1a). 他们发现, 海藻酸钠微珠内的肿瘤碎片形

成了两种类型的类器官:管腔型和固体型.流式细胞术

分析也表明, 生成的类器官具有与肿瘤相似的细胞区

室. 这种基于海藻酸钠的乳腺肿瘤类器官的高通量培

养为临床前药物靶点验证和个性化医疗提供了参考.

3.1.2 壳聚糖

壳聚糖是多糖甲壳素去乙酰化而得到的一种线性

多糖, 具有很好的生物相容性及生物降解性. 与天然

ECM组分糖胺聚糖类似, 壳聚糖也能作为人工ECM的

组成成分并在细胞分化中起关键作用
[31]. 近年来, 我

们开发了一种液滴微流体系统, 用于海藻酸钠-壳聚糖

混合水凝胶胶囊的可控制造, 通过封装来自hiPSCs的

胰腺内分泌细胞, 实现了胶囊生产、3D培养和人类胰

岛类器官的连续自组织形成(图1b). 所制备的这种微

囊具有良好的生物相容性、稳定性和渗透性, 生成的

胰岛类器官含有高表达胰腺激素特异性基因和蛋白的

胰岛特异性α和β样细胞.此外,它们表现出敏感的葡萄

糖刺激胰岛素分泌功能, 该系统具有可扩展性、易于

操作和稳定性, 为推进人类类器官研究和转化应用提

供可能
[32].

3.1.3 透明质酸

透明质酸(HA)具有良好的生物降解性以及调节

血管通透性的功能, 在细胞附着、增殖中发挥重要的

生理作用
[33,34]. 在人体中, 透明质酸由肿瘤和基质细

胞产生, 与疾病进展有关. Baker等[35]
设计了一种新的

交联HA水凝胶, 以3D方式培养乳腺癌细胞. 与Matri-
gel相比 , 在HA中培养的乳腺癌细胞对Rac抑制剂

(EHT-1864)和PI3K抑制剂(AZD6482)的响应更迅速.
这项研究证明了基于HA的水凝胶作为原代、患者来

源细胞和细胞系体外类器官培养平台的优越性. 此外,
Clark等[36]

基于HA的浸入式生物打印方法实现了更一

致的胶质瘤和肺腺癌脑转移类器官生成, 他们利用细

胞系优化了这种方法的打印参数, 并进行了p53激活

剂及替莫唑胺的药物筛选(图1c). 这种基于HA的生物

打印方法有望实现用于药物筛选的肿瘤类器官自动化

生成.

3.1.4 I型胶原蛋白

I型胶原蛋白是体内细胞外基质常见的组成成分,
具有支持细胞分裂、迁移和分化等多种作用. I型胶原

蛋白具有良好的生物相容性和生物降解性, 通过用I型
胶原蛋白替代Matrigel进行类器官培养, 可以在适合临

床应用的水平上培养类器官
[37]. 例如, Jee等[38]

用I型胶

原蛋白、哈姆氏F12营养混合物和碳酸氢盐制成了胶

原基基质, 实现了鼠小肠源性类器官、小鼠结肠类器

官、胃源性类器官和人结肠源性类器官的培养. 而后

他们发现在胶原基质中生长的小鼠结肠类器官与在

Matrigel中生长的类器官具有非常相似的形态学和增

殖率. 此外, 他们将胶原基质培养的小鼠结肠类器官移

植到EDTA-结肠炎小鼠模型中, 发现没有引起小鼠的

过度免疫激活, 表明I型胶原蛋白培养的类器官具有较

好的生物安全性和可靠性.
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3.1.5 明胶

明胶是一种由胶原部分水解得到的产物, 具有较

低的免疫原性及较好的生物相容性. 明胶富含基质金

属蛋白酶(MMP)靶序列和RGD序列, 有利于类器官培

养中的细胞黏附
[39]. 近年来, 以GelMA为代表的明胶

衍生物成为了更为适用的细胞3D培养基质, 我们基于

GelMA材料开发了一种生成核-壳凝胶的液滴微流控

系统, 并证实包埋在核中的肝细胞能够存活15天. 这种

微凝胶能够用于肝细胞和血管内皮细胞的共培养, 表

明核-壳凝胶适合异质细胞培养, 在微组织的构建、类

器官的产生和刺激反应材料的制造等各个领域都有潜

力
[40]. 此外, 3D打印的GelMA水凝胶具有很高的结构

保真度. Breideband等[41]
开发了一种基于光立体光刻

设备的设备, 基于不同浓度的GelMA和聚乙二醇二丙

烯酸酯(PEGDA)的混合物来模拟患者源性胆管癌类器

官的细胞外微环境, 实现了胆管癌类器官的高效3D打

印生成. 对不同GelMA/PEGDA的全面表征表明, 生物

打印肿瘤类器官的机械特性可以精确地微调以模拟特

定的肿瘤微环境.

3.2 合成水凝胶

天然蛋白和多糖类材料很难根据不同组织器官需

求来定制其理化特性, 如力学性能和降解性等. 因而,
许多研究者也将目光转向合成聚合物水凝胶材料的研

究
[42,43]. 使用合成水凝胶可以更好地控制材料的物理

性质、化学成分和整体结构, 使其具有接近天然ECM
中结构蛋白的纤维和多孔状结构以及力学特性, 并能

够防止非特异性蛋白黏附以减少免疫和炎症反

应
[44,45]. 在过去的几十年里, 以聚乙二醇和聚丙烯酰胺

衍生物为代表的合成水凝胶发展迅速. 本节主要介绍

聚乙二醇、聚丙烯酰胺、聚异氰多肽等多种合成水凝

胶材料.

图 1 天然/合成水凝胶材料用于类器官的研究. (a) 海藻酸钠用于乳腺肿瘤类器官培养示意图. 将肿瘤组织切块过滤后用液滴
包封, 培养1~2周后乳腺肿瘤类器官形成管腔结构

[30]; (b) 海藻酸钠/壳聚糖水凝胶微囊用于胰岛类器官培养示意图和胰岛类器
官的分化及功能鉴定

[32]; (c) HA-肟水凝胶中乳腺癌细胞体外培养示意图, 统计图为细胞在不同基质中培养21天后的肿瘤球直
径

[36]; (d) 基于PEG/HA复合水凝胶的骨髓类器官培养示意图
[47] (网络版彩图)

Figure 1 Natural/synthetic hydrogel materials for organoid research. (a) Schematic diagram of sodium alginate for organoid culture of breast tumors.
Lumen structures were formed after the tumor tissue was cut and filtered and encapsulated with droplets for 1–2 weeks after culture [30]. (b) Sodium
alginate/chitosan hydrogel microcapsules for islet organoids culture and functional identification of differentiation [32]. (c) In vitro culture diagram of
breast cancer cells in ha-oxime hydrogel. The statistical graph shows the tumor ball diameter after 21 days of cell culture in different substrates [36]. (d)
Bone marrow organoid culture based on PEG/HA composite hydrogel [47] (color online).

覃馨园等: 水凝胶材料在类器官研究中的应用进展

186



3.2.1 聚乙二醇

聚乙二醇(PEG)是由环氧乙烷与水或乙二醇逐步

加成聚合而成的高聚物. 相较于其他合成聚合物材料,
PEG价格低廉、无刺激性、亲水性好并具有生物惰

性, 是天然ECM良好的替代材料
[46]. 例如, Vallmajo-

Martin等[47]
基于PEG性能可调和HA高生物活性的优

势合成了一种复合水凝胶(图1d), 并以这种水凝胶作

为ECM实现了全功能骨髓类器官的培养. 这种水凝胶

在异种移植模型中形成人源性骨髓类器官方面优于目

前使用的天然生物材料, 在材料处理、结构完整性和

减少体内巨噬细胞浸润方面都具有很好的特性. 此外,
PEG易功能化以结合信号分子及生物配体、易于被酯

键和不饱和键等活性基团修饰, 修饰的PEG配体可以

满足不同基质设计的需要, 适用于定制化类器官的培

养
[48~51]. Rezakhani等[5]

通过对PEG-多肽水凝胶的传统

交联策略进行改进, 提高了凝胶在低固含量下的物理

化学性能. 这种PEG-多肽水凝胶能够作为小鼠和人类

肠道类器官的支架, 其中小鼠肠道类器官的集落形成

和隐窝形成的效率接近于Matrigel, 促进了不依赖Ma-
trigel的类器官的转化应用.

3.2.2 聚丙烯酰胺

聚丙烯酰胺(PAAm)是一种生物相容性较好的合

成聚合物, 具有亲水性、多孔性和低毒性等特点, 在组

织工程中广泛应用. PAAm水凝胶的另一个显著优势

是其理化及生化特性易于调节, 适用于研究基质刚度

和化学因素对细胞行为的影响
[52]. Garreta等[53]

通过制

备柔软PAAm水凝胶的方法, 在体外对卵绒毛膜尿囊

膜微环境的刚度进行了模拟. 这些生物材料促进了肾

小泡和肾元结构的高效生成, 与在较硬条件下生成的

肾脏类器官相比, 由软水凝胶生成的肾脏类器官表现

出更好的分化特征, 为未来对肾脏发育和疾病的研究

提供了可能.

3.2.3 聚异氰多肽

聚异氰多肽(PIC)是一种具有热可逆凝胶作用的

生物惰性合成水凝胶材料, 在进行生物打印时无需酶

或光诱导交联. 此外, 还可以用各种所需分子和生物

活性表位来修饰PIC主链, 以实现特定的目标. 然而,
PIC的生物惰性较强, 无法单独实现类器官的培养. 基

于PIC的这些特性, Ye等[54]
通过将PIC与层黏连蛋白

111混合实现了人肝脏类器官的培养, 并进一步实现了

悬浮培养中人肝类器官的大规模扩增. 不同于Ye等的

水凝胶混合操作, Schaafsma等[55]
基于RGD修饰的PIC

水凝胶实现了唾液腺干细胞来源的唾液腺类器官形

成,但其自我更新潜力仅保留了4代.这表明在使用PIC
水凝胶作为类器官3D培养基质时, 不同的PIC基质特

性对每种细胞类型的行为有不同的影响, 因此需要进

一步优化水凝胶组成及培养条件.

3.2.4 其他合成水凝胶

合成水凝胶材料的优点之一是它们能够表现出刺

激响应行为(即压力敏感性、磁敏感性、温度敏感性

和光敏感性等). 聚乙烯醇(PVA)就是一种典型的温

度敏感水凝胶, Ma等[56]
通过海藻酸钠和钙离子之间

的离子交联制备了用于3D神经祖细胞培养的PVA-
海藻酸钠复合水凝胶. 结果表明, 随着PVA比例的增

加, 复合水凝胶的孔径和溶胀率增加, 弹性模量降低.
此外, 在水凝胶中掺入鹿茸多肽后, 神经祖细胞可分

化为含有神经元、星形胶质细胞和少突胶质细胞的

神经细胞球. 另一种聚合物聚乙二醇酸(PGA), 因其

具有良好的亲水性及生物相容性, 也被用于培养类

器官. Tysoe等[57]
能够将胆管细胞类器官接种在PGA

支架上4周, 生成具有胆道特征的生物工程组织. 胆

管类器官中的细胞对应于成熟的功能性胆管细胞 ,
这与目前可用的繁殖成体干细胞的替代类器官系统

完全不同.
由于不同水凝胶的特性不同, 在培养不同类型的

细胞或类器官时需要根据样品的需求来定制不同的水

凝胶基质. 除了先前所提到的细胞黏附性外, 不同类器

官对培养基的硬度需求也不同. 例如, 在肠类器官培养

中, ECM硬度是驱动肠隐窝形成的关键因素, 隐窝的

形成、大小在很大程度上取决于基质软化程度
[58]. 在

MSC细胞培养中, 骨分化则依赖于基质的硬度, 较软

的水凝胶无法诱导形成骨类器官, 因此在骨类器官的

培养中常常加入PEGDA等较硬的材料. 此外, 有研究

表明, 癌细胞(A549细胞)的耐药性也取决于水凝胶的

硬度
[59]. 因此, 根据所需培养的类器官种类及不同的

培养目的, 研究者应该选择性地使用不同理化性质的

水凝胶基质.
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4 水凝胶材料工程化策略

水凝胶通常具有良好的生物相容性, 可作为天然

ECM的替代物, 并用于细胞培养(表1). 然而, 要在体

外形成具有体内组织器官相似结构的类器官, 需要先

控制各种类型细胞的组装过程与最终形态
[6,60]. 最近,

一些先进的微加工技术已被应用于控制水凝胶的3D
微观结构, 并相应地调整细胞-材料的相互作用和细胞

行为, 从而引导形成具有一定空间结构的类器官模

型
[61,62]. 本节主要介绍用于类器官研究的水凝胶材料

设计方法, 包括微流控、图案化和3D生物打印.

4.1 微流控

微流体学是广泛的、多学科交叉的研究领域, 其

重点是小体积流体流动的设计系统. 在组织工程中,
微流控设备已被应用于制备各种形状的微凝胶(如微

纤维或微球)、器官芯片和梯度水凝胶. 微流控合成的

微凝胶是较好的类器官高通量形成与培养体系. 在此,
我们总结了一些将微流控设备与水凝胶材料结合, 用

于类器官工程中研究的实例.
微凝胶因其具有柔韧性、优越的胶体稳定性以及

可共价修饰的大比表面积, 而被认为是显微组织工程

中有前景的支架材料. 然而, 实心微凝胶材料由于空

间结构不明确和保护能力不足而在类器官形成与培养

方面受到一定的限制. 我们通过液滴微流控系统一步

生成了核壳型GelMA微凝胶, 其中微凝胶的大小和壳

厚可通过简单地调节各相流体流速来控制. 以此得到

的微凝胶具有良好的生物相容性, 在其中培养的肝细

胞可在15天内保持较高活力(图2a). 这种核-壳结构微

凝胶非常适合异质细胞培养, 已成功地用于肝细胞和

血管内皮细胞的空间分区共培养, 其在类器官的形成

和长期培养中有很大的应用潜力
[63].

器官芯片一般指一种在体外构建的、可模拟人体

器官关键结构与功能特征的体外模型, 可进行部分的

动物替代实验, 从而使实验条件更接近体内并缩短实

验周期
[64]. 最近, Cherne等[65]

开发了一种肠道类器官

流动芯片, 构建了一个复杂的微生理免疫细胞-上皮细

胞共培养模型, 以研究人胃中树突状细胞(DC)-上皮细

胞的相互作用(图2b). 而后, 他们通过人工ECM材料评

估了DC的趋化性, 发现基于多糖的合成水凝胶能够显

著增加通过基质实现的DC趋化性, 并支持类器官的存

活和生长. 这一研究将免疫细胞成功整合到胃类器官

芯片中, 增加了类器官芯片的生理相关性和适用性,
拓宽了对单核吞噬细胞的免疫监视及其在胃炎症和疾

病中作用的研究.
梯度水凝胶一般指具有一种或多种物质浓度梯度

的水凝胶. Hancock等[66]
报道了一种简单的技术, 可在

光交联水凝胶中生成超过厘米长度范围的浓度梯度,

表 1 用于类器官培养的水凝胶

Table 1 Hydrogel for organoid culture

水凝胶种类 特性 应用 参考文献

海藻酸钠
快速非共价交联、理化性质可调、可化学修饰改

性、允许类器官的延展和形态发生
乳腺癌、胰岛、肾类器官培养 [26~30]

壳聚糖
多样的交联方式、可化学修饰改性、较好的生物

降解性、细胞黏附性
肝、胰岛类器官培养 [31,32]

透明质酸
较好的生物降解性、可化学修饰改性、调节血管

通透性
乳腺癌、脑胶质瘤、肺癌脑转移类

器官培养
[35,36]

I型胶原蛋白 生物降解性、包含MMP和RGD等靶序列
小肠、结肠、胃、上皮样肉瘤类
器官培养; 肉瘤发病机制研究

[37,38]

明胶
高生物活性、低免疫原性、可化学修饰改性、

包含MMP和RGD等靶序列
细胞共培养、胆管癌类器官培养 [40,41]

聚乙二醇
一定的生物降解性、分子大小精确可控、机械

性能好、易化学修饰改性
骨髓、肝、肠、子宫内膜、
肺类器官培养; 气道疾病模型

[5,46~51]

聚丙烯酰胺 机械性能好、多孔性微观结构、易化学修饰改性 肾类器官培养 [52,53]

聚异氰多肽 热可逆、生物惰性 肝脏、唾液腺类器官培养 [54,55]

聚乙烯醇 富羟基、生物相容性好、亲水性好、具有温敏性 神经祖细胞分化细胞球 [56]

聚乙二醇酸 高生物相容性、生物降解性 胆管细胞类器官培养 [57]
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通过控制水凝胶沿光交联水凝胶条带的浓度梯度来实

现细胞扩散梯度. 随后, Piraino等[67]
进一步发展了该技

术, 通过顺序重复这一过程, 一层一层地生成具有多个

梯度层的GelMA水凝胶. 最近, Shin等[68]
研究了形态发

生素(Wnt3a)梯度对常规类器官培养物的影响, 该培养

物在生长、形态、细胞分化和上皮细胞功能方面产生

了类器官的内部异质性(图2c). 通过操纵不同培养环

境中 Wnt3a 的定量分布, 研究者发现了Wnt3a的时空

梯度如何诱导人类肠道类器官的异质生长、分化和

功能.
此外, 微流体设备提供了在特定微环境下研究细

胞-生物材料相互作用的可能性, 设备内的连续流动可

以为细胞提供与原生组织中相似的动态条件, 而水凝

胶可作为ECM用于封装细胞. 总之, 水凝胶与微流控

技术结合有利于构建具有多种细胞类型和体内理化特

性的类器官体外模型, 并推动类器官的生长和功能机

制研究进程.

4.2 图案化

类器官内部的图案化是生物技术中最艰巨的挑战

之一, 而本文中的图案化技术主要指构建类器官培养

的2D水凝胶图案化基底, 如软光刻技术等
[69,70]. 软光

刻通常用于生产PDMS复制品, 并以该复制品作为模

板, 产生对应的水凝胶微结构. 由于其具有灵活性

高、可重复性好及兼容性强的特点, 基于软光刻方法

的图案化水凝胶制备成为一种较为流行的选择. 部分

水凝胶属于光交联材料, 利用光刻技术可将该类水凝

胶简便地制备成各类阵列式细胞培养基质. 这一过程

中, 需引入局部透光的掩膜, 光照射穿过掩模的透明

区域, 并诱导下面的光聚合水凝胶溶液发生化学交联,

图 2 梯度/图案化水凝胶材料用于类器官的研究. (a) 核壳微凝胶的生成示意图及HepG2细胞与HUVEC细胞在微凝胶中共培
养后的共聚焦图像

[63]; (b) 肠道类器官流动芯片示意图及细胞回收率、细胞活力、细胞关键标志物的表征
[65]; (c) 肠道类器官

在ECM内呈现异质生长和功能, 其中Wnt3a的不稳定性及其扩散限制导致Wnt3a的时空梯度
[68]; (d) 适用于微尺度类器官培养

的图案化水凝胶构建, 下图表征了细胞在GelMA表面的黏附性能
[71] (网络版彩图)

Figure 2 Gradient/pattern-based hydrogels for organoids. (a) Schematic diagram of core-shell microgel generation and confocal images of HepG2
cells and HUVEC cells after co-culture in microgels [63]. (b) Schematic diagram of intestinal organoid flow chip and characterization of cell recovery,
cell viability and key cell markers [65]. (c) Intestinal organoids show heterogeneous growth and function in ECM, in which Wnt3a instability and its
diffusion limitation lead to a temporal and spatial gradient of Wnt3a [68]. (d) Patterning hydrogel construction suitable for microscale organoid culture.
The following figure characterized the adhesion properties of cells on the surface of GelMA [71] (color online).
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产生带有掩模图案的水凝胶. 例如, Nichol等[71]
利用该

方法制备了方形的GelMA微凝胶, 并将3T3成纤维细

胞包被在这些微凝胶中进行培养, 结果发现这些细胞

表现出较高的活力(75%~92%); 且相比于大块的Gel-
MA水凝胶, 微凝胶中的成纤维细胞形态更长, 也更接

近该细胞在体内的形态(图2d). 此外, 若事先将PEG涂
覆在GelMA微凝胶黏附的基底上, 可实现人脐静脉内

皮细胞(HUVECs)选择性地与含有成纤维细胞的Gel-
MA微凝胶结合. 在此基础上, 研究者还证明了在3T3
细胞负载的GelMA水凝胶中可形成微通道, 通过该微

通道HUVECs可以被灌注进去, 形成共培养的微血管

网络结构. 因此, 特定图案化的水凝胶能够更好地模

拟体内环境, 促进细胞的生长和微血管网络的生成,
这有助于形成更稳定、功能更完备的类器官.

4.3 3D生物打印

3D打印技术促进了载有细胞的水凝胶的复杂制

造和安全的多尺度细胞图案化. 生物打印旨在精确分

配细胞、水凝胶或细胞负载的材料, 以制备空间可控

的3D结构, 并模拟原生组织的生理形貌. 通过精心设

计生物相容性材料和交联方法, 优化生物打印参数, 组
装的细胞负载结构物能够为细胞增殖和分化提供近生

理的环境, 以适应类器官的生成和培养需求. 此外, 3D
打印技术的进步能够增加细胞形成类器官的复杂

性
[72]. Takano等[73]

将3D打印与立方体装置结合开发了

一个3D培养平台, 可以设计并制备不同的生物水凝胶.
他们通过3D打印的水溶性模具的成型工艺, 展示了立

方体装置中胶原蛋白水凝胶中通道的形成, 并在胶原

凝胶中螺旋形通道的内壁上接种HUVEC以模拟血管

结构. 这种方法同时允许精确控制水凝胶中的细胞定

位以进行类器官形态发生, 以及大型类器官的多向成

像. 此外, 生物打印能够对材料和细胞进行高精度的

加工, 以生成3D空间可控分布. 如果能达到保存细胞

活力和功能的目标, 生物打印就能够成功打印类器官

并模拟对应组织的结构与部分功能, 以在体外直接制

造适合移植的成熟人工组织.

5 水凝胶培养类器官的应用现状

基于干细胞的类器官可以从单细胞开始, 经长期

培养形成3D的类器官模型, 并在很大程度上再现原生

器官的多细胞成分、复杂结构和组织特异性功能
[74].

这些优点使类器官成为生物医学研究中极具吸引力的

器官样模型, 有望最终弥合传统动物模型和单层培养

细胞之间的差距
[7,75]. 此外, 水凝胶在一定程度上也对

类器官的长期存活、功能维持、血管化和形态发生起

到促进作用. 基于此, 本节主要介绍基于水凝胶ECM
培养的类器官在疾病建模、药物研究和再生医学领域

的应用
[76].

5.1 疾病建模

近年来, 类器官培养技术的迅速发展使得类器官

在成分和功能上与其来源组织更加接近
[77,78]. 作为体

外细胞培养的人工ECM, 水凝胶材料可以提供与疾病

状态类似的细胞微环境
[79,80]. 目前, 研究人员已经开发

了新型水凝胶系统, 以模拟肿瘤缺氧微环境来研究肿

瘤生长过程, 并使抗癌药物筛选和机制研究成为可能.
例如, Shen等[81]

开发了基于丙烯酸透明质酸水凝胶材

料的3D培养体系, 研究了基质机械强度和氧浓度对肿

瘤细胞HT-1080生长及肿瘤中血管新生的影响(图3a).
另外, 在纤维化或癌症等病变部位, 其组织的机械硬度

会大大增加, 而复合生物材料可以通过调节细胞外基

质的力学特性来模拟这些体内微环境, 从而进一步调

节类器官的生理状态. 组织硬度改变也是胰腺癌的一

个标志, Below等[82]
基于完全合成的水凝胶ECM实现

了来自基因工程小鼠模型和人类患者的正常和胰腺癌

类器官生长, 揭示了层黏连蛋白-整合素α3/α6信号在

胰腺类器官的建立和存活中的功能和作用. 他们通过

调整水凝胶的性质在培养中再现了组织硬度的改变并

建立了病理重塑的肿瘤微环境, 因此这种模型适用于

体外胰腺癌的研究.

5.2 药物研究

在水凝胶ECM中, 细胞的3D生长方式接近体内模

式, 在这种环境中培养的类器官能更好地再现体内真

实的药物反应. Gunasekara等[83]
创建了一个平面阵列

的结肠体, 展示了在水凝胶支持物表面开发阵列式菌

落培养系统(图3b), 这个系统能够在4 h内测定2248个
类菌落并进行化合物筛选. 这种排列的菌落培养物有

望用于涉及药物筛选、细菌产品和初级肠道组织膳食

代谢物的应用. 此外, 由于类器官模型能够再现体内肿

瘤的异质性, 基于类器官的体外癌症模型正迅速发展.
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在癌症药物筛选方面, 类器官能够提供深度基因测

序、提高药物靶点确定的可能性, 因而适于作为新药

开发、筛选以及药理机制研究的体外模型
[84].

此外, 可通过建立肿瘤类器官模型以确定药物作

用靶点, 进行药敏性筛查等
[85]. 水凝胶材料具有进行

生化、机械和降解相关特征的定制化研究的独特优

势, 从而以可重复的方式实现类器官的生成、扩增和

分化, 以实现高通量的药物筛选. Dong等[86]
利用藻酸

盐-明胶水凝胶胶囊包裹患者来源的肝脏肿瘤多细胞

簇(图3c), 实现了肝脏肿瘤微环境的模拟及患者来源

肿瘤类器官的培养. 而后他们基于这种肿瘤类器官对

卡巴他赛、奥沙利铂、索拉非尼等药物进行了测试,
结果证明药物的敏感性因人而异, 并通过磁共振成像

和生化试验验证了肿瘤类器官对奥沙利铂的敏感性.
因此, 这种方法有望实现经济、准确和高通量的药物

筛选及个性化治疗.

5.3 再生医学

目前, 商业化的ECM大都是动物来源的基质, 但

研究者对于ECM来源及成分的合理性尚未达成共

识
[87]. 水凝胶因其具有可注射性, 能够模拟天然ECM

并实现有效的细胞和药物传递, 在组织修复和再生方

面具有应用潜力. Bektas等[88]
基于GelMA衍生的水凝

胶微粒实现了牙类器官的生成和培养. 他们通过将人

牙髓干细胞和猪牙上皮细胞植入到水凝胶微粒获得了

牙类器官, 其中细胞在整个孵育期间能够保持其活力

和形态(图3d). 这些牙类器官中存在极化分化的牙细

胞, 表明其具有形成牙类器官结构的潜力, 可用于牙

齿再生.
为了提高合成水凝胶的生物相容性和生物活性,

也可在其中引入一定比例的ECM相关蛋白, 如纤维蛋

白、胶原蛋白等, 这有利于细胞的增殖、迁移和分化.

图 3 基于水凝胶材料的类器官应用研究. (a) HT-1080肿瘤类器官微环境构建及血管化, 图中对不同刚度和氧含量条件下细
胞发芽长度进行了量化

[81]; (b)用于药物筛选的平面阵列结肠体的构建示意图,结肠体的明场及冷冻切片图片
[83]; (c)肝脏肿瘤

类器官的培养方法, 包括在Matrigel中培养的多细胞团(橙色), 在分散水凝胶中培养的肿瘤单细胞和多细胞团(蓝色), 以及在水
凝胶胶囊中培养的多细胞团(紫色)[86]; (d) 自组装细胞-水凝胶微球生物相容性测试: 培养2周后形成了易于处理的组织样聚集
体

[88] (网络版彩图)
Figure 3 Organoid applications based on hydrogels. (a) HT-1080 tumor organoid microenvironment construction and vascularization. Herein, cell
germination length was quantified under different stiffness and oxygen tension conditions [81]. (b) Schematic diagram of the construction of the planar
array colonic body for drug screening, bright field and frozen section pictures of the colonic body [83]. (c) Methods of culture of liver tumor organoids,
including multicellular clusters grown in Matrigel (orange), tumor single cell and multicellular clusters grown in dispersed hydrogels (blue), and
multicellular clusters grown in hydrogel capsules (purple) [86]. (d) Biocompatibility testing of self-assembled cells-hydrogel microspheres: easy-to-
handle tissue-like aggregates were formed after 2 weeks of culture [88] (color online).
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最近, Shulimzon等[89]
开发了一种基于明胶-海藻酸盐

可注射水凝胶平台的肺治疗方法, 水凝胶支架表现出

肺结构重塑和呼吸组织再生双重治疗目标所需的物理

和力学性能. 而后他们对其在人成纤维细胞和小鼠间

充质细胞上的生物相容性进行了分析, 发现注入支架

的细胞在7天内表现出至少70%的活力. 通过导管向肺

区域注射水凝胶可以同时将细胞与水凝胶混合, 此外,
微创注射手术有望减少患者的不适、感染风险、疤痕

形成、治疗费用和住院时间. 这种合成基质可以通过

支气管镜进行肺结构重建, 并作为细胞或类器官植入

的3D支架进行肺再生.

6 总结与展望

本文总结了水凝胶的特点、类型及其作为人工

ECM来培养类器官研究的实例, 现有的水凝胶材料已

在化学组分的确定性、机械性能的稳定性和微观形貌

的可调性等方面取得了进步, 并由此推动了类器官研

究的发展. 而后, 我们介绍了水凝胶材料在培养类器

官方面的研究进展, 类器官技术的快速发展促进了

肠、脑、胰岛、肝和血管等多种组织器官模型的体外

构建, 这些模型有助于更好地研究基础生物学和发育

生物学、遗传疾病和治疗等方面的问题. 天然或人工

合成的水凝胶材料是高度多样化、多功能的, 合理选

择和组合这些材料, 可针对不同类器官的培养设计不

同的基质, 更好地模拟类器官的微环境、重现类器官

的功能. 在确定水凝胶材料种类后, 利用一些设计方

法, 如微流控、图案化和3D生物打印, 可以解决类器

官生产中缺乏精确结构调控、组织尺寸小和自动化程

度低等问题.
目前, 水凝胶材料能够高度模拟体内干细胞生态

位的微环境, 但仍存在一些不足. 例如, 纯天然来源的

水凝胶具有较好的生物相容性和生物活性, 但其机械

性能和可加工性有限; 全人工合成的水凝胶具有较好

的机械性能和可塑性, 但其复杂性较低、生物功能性

有限. 将两者的优势进行整合, 对水凝胶材料进行化

学修饰和改性, 有望创建更为完善的类器官培养体系,
更好地模拟类器官培养的复杂体系. 理想的水凝胶基

质材料应同时具有较大范围的机械性能可调性、稳定

的细胞互作能力和适宜的可重塑性. 同时, 在侵蚀速

率、黏弹性和降解敏感性方面水凝胶材料需模拟天然

ECM的动态特性. 近年来, 研究者开始将刺激响应组

件, 如温度、pH值和光响应组件引入3D聚合物链网

络, 以更好地模拟组织器官的动态微环境. 随着类器

官复杂性和功能性的增加, 其内部多级3D结构的再现

及其转化应用也是研究者未来关注的重点. 可以预见,
随着生物材料及其相关技术的发展以及材料、生命科

学、医学等多学科领域的进一步交叉, 类器官研究将

在疾病建模、药物研究和再生医学等生物医学领域展

现更广阔的应用前景.
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Abstract: Organoids are functional tissue complexes derived from stem cell by self-organization under in vitro three-
dimensional (3D) culture conditions, which can reflect some of the key structural and functional features of the tissue/
organ in vivo. However, the formation and culture of most organoids rely heavily on complex extracellular matrices,
such as Matrigel,and the tumor-origin and batch variability of these matrices seriously reduce the reproducibility of
organoids culture and the safety in subsequent regenerative medicine applications. In addition, due to the lack of
adjustability of physical and chemical properties, the above-mentioned matrices are difficult to meet the needs of
personalized and customized biomedical research. On the contrary, the hydrogel with single and clear composition has
the characteristics of accurate and adjustable biochemical and biophysical properties, which is promising to address the
disadvantages of existing organoid matrix, and further realize the construction of more near-physiological organoid
models and facilitate their translational application. In this review, we first introduce the existing systems of organoid
formation and culture, as well as common hydrogel materials used in organoids research. Then, we introduce the
engineering method of hydrogel materials and its representative application in organoids research. Finally, we discuss
the potential and future challenges of functional hydrogels in organoid research and translational applications, to provide
reference for the utilization of such hydrogels in organoid construction, culture and in-depth research.
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