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“微肠”类器官的构建与新视角下的肠道疾病研究
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【摘要】 肠道类器官是指利用隐窝干细胞的增殖和自组装的特性，在体外重建出的多种小肠上

皮细胞类型和类似生理结构，也被称为“微肠”。类器官研究起始于不同肠段中Lgr5阳性隐窝干细

胞的发现，而小肠/结肠干细胞微环境中EGF、Wnt、BMP/TGF⁃β、Notch等信号通路对干细胞特性的体

外维持同样起关键作用。“微肠”类器官不仅可以实现隐窝⁃绒毛极性结构的重建，也可以重现分化型

细胞组分和上皮功能。自2009年Sato等构建起小肠类器官培养体系以来，相较于主要由遗传变异

细胞所构成的常规细胞培养体系，肠道类器官展现出诸多优点，并成为胃肠道疾病研究领域的热点。

此外，类器官研究通过与基因组学、材料学、工程学相结合，在各医学研究领域大放异彩。“微肠”类器

官作为临床前模型已广泛应用于肠道发生、肠道转运生理、肠屏障、病原体⁃宿主相互作用等基础研究

领域，以及囊性纤维化、感染性腹泻、溃疡性结肠炎、克罗恩病和肠道肿瘤等疾病的临床研究中。本

综述主要讨论肠道类器官的构建方法及其在肠道疾病中的研究及应用进展。
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【Abstract】 Intestinal organoids, also named "mini ⁃ guts", reconstitute sophisticated three ⁃

dimensional architecture recapitulating diversified intestinal epithelial cell types and physiology, which is
driven by the proliferative and self ⁃ assembling characteristics of crypt stem cells. The initiation of
organoids study relies on the identification of Lgr5+ crypt stem cells from different intestinal segments and
the key role of EGF, Wnt, BMP/TGF⁃β, Notch signal pathways within the microenvironment during the
cultivation process. Besides constituting polarized crypt⁃villus structures, these "mini⁃guts" exhibit various
effective functions of intestinal epithelium. Since 2009 when the culture system of small intestinal
organoids was established by Sato et al, intestinal organoids excel conventional intestinal models depending
on genetical mutation in multiple aspects and thus have become the hotspot among the research on
intestinal diseases. Combined with genomics, material science and engineering, "mini ⁃ guts" have been
widely applied to the research on intestinal development, intestinal transport physiology, epithelial barrier,
pathogen ⁃host interaction and the study on cystic fibrosis, infectious diarrhea, ulcerative colitis, Crohn's
disease, intestinal cancer, etc. In this review, we summarize the new insights introduced by organoid into
the research on intestinal diseases, and related research advances and applications.
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在体外模拟的组织微环境中，通过添加特异性生长因子

培养干细胞或前体细胞，从而进行具有器官特异性的多分化

类型细胞培养，称为类器官培养。其中，肠道类器官由肠道

隐窝中的干细胞经体外培养后得到，也被称为“微肠”类器

官［1］。2007年，Clever团队通过谱系示踪技术发现了肠道干

细胞（intestinal stem cell，ISC）表面的标志性分子，即富含亮

氨酸重复序列G蛋白偶联受体（leucine⁃rich repeat⁃containing
G⁃protein coupled receptor 5，Lgr5），Lgr5作为Wnt信号通路的

受体起到维持 ISC增殖和未分化状态的作用［2］。随后，Sato
等［1］将 ISC分离培养技术与基质胶相结合，培养出具有封闭

内腔和出芽隐窝的立体多细胞极性结构，可维持干细胞表型

和稳定传代达1年以上。ISC在基质胶中分化出完整的黏膜

上皮层，被胶体包裹而形成囊球状结构与封闭内腔，其上皮

绒毛侧朝向腔内，而上皮的基底侧接触富含生长因子的基质

胶；基质胶提取自小鼠肉瘤，主要包含层粘连蛋白、Ⅳ型胶

原、巢蛋白、硫酸肝素蛋白多糖等细胞外基质和转化生长因

子（transforming growth factor⁃β，TGF⁃β）、成纤维细胞生长因

子 4（fibroblast growth factor 4，FGF4）等生长因子，与天然组

织基底膜有极大的相似性。基质胶既可以通过结合细胞上

的整联蛋白抑制细胞凋亡，也可以减少Rho⁃ROCK通路激活

诱导的失巢凋亡，是目前肠道类器官培养的首选基质。基于

肠道类器官与基质胶的培养模式，来源于胃、肝脏、胰腺、脑

皮质、前列腺、肺泡的类器官也被相继建立。

相比于二维环境中单一克隆类群细胞的常规培养，三维

培养模式下的类器官可以达到微器官水平，与单细胞测

序、活细胞成像、水凝胶、微工程技术、基因编辑、微流控器官

芯片等前沿领域有极高的结合潜力。衍生于 ISC的“微肠”

类器官，为肠道相关疾病的基础和临床科研都提供了新的

思路。本文综合近年来肠道类器官领域的最新进展，就肠道

类器官模型构建以及与肠道疾病相关的重大研究发现作一

综述。

一、肠道类器官的建立

识别人体器官组织中的干细胞一直是医学研究中的热

点和难点，长期稳定的体外扩增与培养更是仅在极少株细胞

系中得以实现［3］。2009年的一项研究显示，小鼠肠道来源

的单个Lgr5+干细胞在体外基质胶环境中形成具有3D隐窝⁃
绒毛样结构和自更新能力的“微肠”，这一重大研究突破标志

着类器官领域的开启［1］。

“微肠”类器官培养体系的建立还取决于培养基中添加

的表皮生长因子（epidermal growth factor，EGF）、Wnt、R ⁃
spondin、Noggin、TGF⁃β等关键性生长因子。其中，Wnt信号

通路的维持对 ISC的体外存活至关重要。Wnt配体主要由隐

窝中围绕在 ISC周围的潘氏细胞和黏膜下层的成纤维细胞

分泌，负责刺激膜蛋白卷曲受体使 ISC维持增殖并向潘氏细

胞分化［4］。但Wnt通路的持续激活会阻碍其他分化型细胞

的产生［5］。上述生长因子的特定组合构建起小肠、结肠、肝

脏、胃腺、胰腺等一系列消化道上皮类器官的培养体系，在培

养过程中序贯调控指定生长因子还可以实现对类器官的分

化状态和分化方向的干预，极大地拓展了消化道疾病研究的

思路［1，5］。

肠道类器官的培养体系和实验方法也在不断优化［6］。早

期在立体显微镜辅助下的类器官腔内注射方法，操作流程复

杂且耗时长，易破坏类器官结构的完整性。而基于Transwell
小室中聚碳酸酯半透膜和基质胶涂层的二维单层类器官

培养体系，既保留了干细胞更新生长效率和类器官结构极性，

也使得调控培养基中的生长因子和测定上皮功能更加容易，

减少了类器官封闭内腔为实验操作带来的限制［7⁃8］。2019年，

斯坦福大学团队通过改变基质胶类似物的浓度和添加 β1
整合素拮抗剂，实现成熟肠道类器官的极性翻转，为绒毛侧

离子转运、物质吸收等功能测定和病原体感染研究提供便

利［8］。

1.基于 ISC的肠道类器官培养：人源小肠类器官和结肠

类器官一般指来源于小儿或成人肠道特定肠段隐窝处的上

皮干细胞经体外原代培养后形成的，具有内腔和出芽隐窝的

多细胞叶状结构［9］。相较于人诱导多能干细胞（induced
pluripotent stem cell，iPSC），ISC的获取较为容易。目前，肠

道类器官可从所有特定小肠段、结肠段和直肠经过干细胞分

离培养得到，并且可根据实验需要进行隐窝培养或Lgr5+单
细胞培养。以单个干细胞来源的小肠类器官为例，在培养初

期，小肠干细胞经有丝分裂在第3天形成囊状球型结构。在

4 细胞至 16 细胞阶段之间，机械应力感受器 YAP1（yes ⁃
associated protein 1）被差异性激活，引起Dll1阳性（delta⁃like
ligand 1）的原始潘氏细胞形成［10］。最终促使增殖性隐窝和

异质性分化谱系的出现。在干细胞增殖末期，通过引入Wnt
通路抑制剂 IWP⁃2或者Notch通路抑制剂DAPT等具有促分

化作用的细胞因子，ISC向隐窝顶部迁移并特化为过渡增殖

细胞，并向各类型成熟细胞分化。基于 ISC的迁移特性，通

过构建具有三维隐窝⁃毛样结构的高分子聚合物或胶原蛋白

支架以搭载基质胶，可以使肠道类器官具有类似生理状态的

空间绒毛结构［11⁃13］。

2.基于人 iPSC的肠道类器官培养：在结肠类器官培养

成功的同时期，Spence和Well的团队成功实现 iPSC向小肠

的定向分化［14］。由 iPSC 或胚胎干细胞（human embryonic
stem cell，hESC）来源的肠道类器官被称为人诱导肠道类器
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官（induced human intestinal organoid，iHIO）。从定形内胚层

特化为后肠的过程中，小肠隐窝中信号通路的相继调控再次

发挥重要作用。前期，iPSC在激活素A（activin A）的作用下

分化为定形内胚层和极少部分中胚层。此时的内胚层细胞

包括Albumin+、PDX+的前肠细胞和CDX2+的后肠细胞。随

后，在Wnt3a和FGF4的协同作用下，后肠细胞的生长得到促

进并且向肠道形态发生。原本排列为单层的内胚层细胞出

芽，并转化为囊球状。在转入基质胶后，后肠球体持续扩增

并分化为 iHIO，其在形态发生、上皮结构、基因转录等层面

与胎儿肠道类似。尽管 iHIO缺乏肠段特异性，混杂着表达

GATA⁃4和GATA⁃6的近端肠段细胞和仅表达GATA⁃6的远

端肠段细胞，但成熟的 iHIO仍具有完整的上皮谱系分化，同

样具有极性结构和完备的上皮功能。iHIO区别于 ISC来源

肠道类器官的主要特征是具有围绕上皮层的间质。为进一

步丰富 iHIO培养体系，Workman等［15］通过组织工程技术在

iHIO中培育出肠神经系统，并能够持续产生收缩。

二、疾病研究

1. 遗传缺陷疾病与再生医学：早在 2006 年，Avansino
等［16］就将新生大鼠和小鼠的回肠干细胞分离后移植到同源

异体实验动物的空肠段，并在移植鼠中观察到超过6周的回

肠特异性功能蛋白回肠胆汁酸转运体（ileal bile acid
transporter，IBAT）的转录和表达。随后，“肠黏膜基因治疗”

理念应运而生，即通过生物学、微工程学等方法实施肠道组

织或黏膜上皮的体外培养，对干细胞进行缺陷基因校正，再

通过自体移植或人类白细胞抗原（human leukocyte antigen，
HLA）匹配的异体移植等方法植入患者肠道，以帮助患者恢

复黏膜功能或肠道生理状态，可能对先天性基因遗传病中存

在的特定功能蛋白的失调实现基因校正治疗，如葡萄糖半乳

糖吸收不良症、微绒毛包涵体病等，并为临床常见的胆汁酸

吸收障碍提供新的治疗策略。

囊性纤维化（cystic fibrosis，CF）作为白种人最常见的致

死性常染色体隐性遗传病，其致病基因CF跨膜转导调节因

子（cystic fibrosis transmembrane conductance regulator，CFTR）
具有近 2 000种突变可能，为靶向药物的筛选带来了极大的

困难。Dekkers等［17］在 2013年首次发现正常人体上皮来源

的，以及其他CFTR非突变型的小肠类器官，都可在毛喉素

的诱导下发生膨胀，而CF患者来源的具有CFTR基因突变的

小肠类器官则不发生膨胀。通过CRISPR⁃Cas9基因编辑技

术对患者小肠干细胞进行同源重组修复CFTRF508缺陷位

点后，可完全恢复CFTR的正常功能，为针对CF的DNA修复

治疗奠定了基础［18］。同时，根据不同的膨胀比率建立CF患

者来源的结肠类器官库，既可用作CF新药研发试验的临床

前模型，也可帮助患者实现个性化治疗［19］。

对葡聚糖硫酸钠（dextran sulfate sodium salt，DSS）诱导

肠炎的小鼠肠道进行结肠类器官的移植，以及对免疫缺陷伴

黏膜损伤的小鼠肠道进行人源肠道类器官的移植，均观察到

完整的上皮功能和来源标记，证实结肠上皮具有良好的移植

性和高度可塑性［20⁃23］。这表明基于类器官的干细胞治疗，可

用于临床常见的放疗、化疗等因素所致的严重消化道上皮损

伤，以实现“黏膜治疗”［21⁃22］。将结肠类器官培养在具有隐窝

绒毛样结构且生物相容性良好的聚乳酸⁃羟基乙酸支架上，

可制备成2.25 mm2的二维“肠黏膜单元”，在移植后被证实可

促进结肠黏膜剥除术后的上皮修复［24］。

动物来源的脱细胞基质，是一种更适于搭载类器官和体

内移植的培养基质，经过改性后，其类器官培养效率可接近

基质胶［25］。同时，类器官相关脉管结构的生物工程学研究也

使得大块组织的移植变为可能［26］。构建在可降解高分子聚

合物支架上的二维和三维肠道类器官培养相互补充，可个性

化地满足不同的临床治疗需求［6］。逐步搭建起从体外小细

胞培养到组织器官移植之间的桥梁。

2.肠道感染性疾病：随着口服补液盐溶液的推广和卫生

条件的改善，消化道传染性疾病的爆发大幅度减少，感染性

腹泻的死亡率明显下降。但目前对肠道病原体的定植、移位

和损伤机制的认识薄弱，迫切需要针对特异性肠道病原体的

实验平台和治疗方法。肠道类器官培养体系使我们能进一

步探究各类型上皮细胞、致病病原体乃至肠道菌群所构成的

复杂微生态系统，以阐述致病病原体的感染机制或肠道菌群

的生理作用。

类器官模型揭示了肠道病原体的感染机制。例如，人轮

状病毒RV1疫苗株可通过肠毒素NSP4片段导致小肠类器

官的膨胀，引起类似生理状况下的腹泻反应［27］。轮状病毒

通过其非结构蛋白NSP1和NSP3干扰上皮细胞中的NF⁃κB
通路抑制Ⅲ型干扰素的分泌，从而逃脱病原体相关模式分

子（pathogen⁃associated molecular pattern，PAMP）激活后产生

的宿主固有免疫反应［28］。同时，相较于传统变异细胞系，轮

状病毒在小肠类器官中具有更高的复制能力。通过添加外

源性胆汁，研究人员在类器官中证实诺如病毒可通过消化道

中类组织血型抗原（histo⁃blood group antigen，HBGA）受体实

现侵入［29］。而在肠道病毒属中，研究人员观察到埃可病毒

11型的特异性细胞毒性作用可破坏隐窝结构并且使紧密连

接蛋白表达错位，并诱导炎性介质释放，而同属的柯萨奇病

毒B和肠道病毒71感染的肠道类器官却无法检测出抗病毒

应答［30］。

肠道类器官还揭示了病原体感染的肠段特异性和细胞

特异性。如导致儿童腹泻的常见病原体凝聚性大肠杆菌对

十二指肠、回肠和结肠类器官有更强的亲和力，且对不同肠

段有5种菌毛粘附模式［31］。同时，各种上皮细胞类型在病原

入侵过程中也扮演着不同的角色，如轮状病毒主要结合上皮

吸收细胞和肠内分泌细胞［27］；埃可病毒 11型无法在杯状细

胞中复制；而肠道腺病毒 5p型则优先感染杯状细胞［32］。凭

借 3D共聚焦重建技术，研究人员可以清晰地观察到鼠伤寒

沙门氏菌引起上皮绒毛褶皱［33］、胞内细菌复制、坏死细胞受

挤压脱落的全过程，以及产单核细胞性李斯特菌如何通过募

集肌动蛋白进行细胞间移动［8］。

3.炎性肠病（inflammatory bowel disease，IBD）的发病机

制研究与治疗进展：肠道类器官具有的多分化性、基因特异
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性和结构极性，逐渐成为 IBD研究中的细胞实验平台。在肠

道类器官中筛选出驱动 IBD患者上皮功能失调和DNA甲基

化特征改变的关键通路和转录机制，是新一阶段 IBD发病机

制研究的关键［13，34］。

研究证实，来源于溃疡性结肠炎（ulcerative colitis，UC）
患者病变黏膜的类器官中的隐窝干细胞存在长期的差异性

转录特征。抗菌蛋白溶菌素C（lysozyme，LYZ）、紧密连接蛋

白 18（claudin 18）、膜联蛋白A10（annexin A10）等转录子的

上调，以及水孔蛋白 8（aquaporin 8）、跨膜黏蛋白 12（mucin
12）等mRNA的下调所导致的结肠黏膜上皮细胞功能缺陷，

可能是导致 UC 迁延的原因［35］。而对克罗恩病（Crohn
disease，CD）来源的小肠类器官进行的单细胞测序结果中，

检测到LYZ的mRNA显著失调、以及多种干细胞标记物的差

异性表达［36］。Rees等［37］最新研究发现，UC和CD来源的结肠

类器官中都存在内质网应激途径的失调，可能导致Toll样受

体5功能增强，继而引起高水平 IL⁃8分泌和周围树突状细胞

的持续激活，最终造成黏膜自体炎性反应。而在小肠的分段

研究中发现，NF⁃κB2旁路途径不同程度地参与近端和远端

小肠的凋亡和炎性反应。

除NF⁃κB2旁路途径和内质网应激反应可能成为 IBD新

的治疗靶点外，根据患者存在的多种上皮功能缺陷，对 IBD
患者的难治性溃疡等疾病活动部位，实施自体肠道类器官体

外扩增后的内镜下移植，已有多项临床试验在全球范围内开

展。与肿瘤坏死因子⁃α（tumor necrosis factor alpha，TNF⁃α）
单抗生物制剂不同，类器官黏膜治疗可能有助于调整病变部

位的干细胞微环境并促进溃疡愈合［34，38］。

4.肠道肿瘤基因库与个性化药物筛选：癌症的个性化治

疗受限于靶向药物的筛选和研发，传统的基于细胞系培养和

人源肿瘤异种移植物的药物临床前试验，不具有异质性遗传

学和生物学特征，均不能准确地反映癌细胞对药物的敏感

性。癌组织来源的类器官模型保留了恶性组织的分子和生

物特征，作为临床前模型，为肿瘤的发生机制研究、药物敏感

性筛选和基于突变基因的个性化肿瘤治疗提供了独特的平

台［38⁃39］。Li 等［40］通过引入短发夹 RNA（short hairpin RNA，

shRNA）在野生型小鼠结肠类器官中成功诱导 Apc、p53、

KRAS、Smad4基因突变，并观察到类器官向侵袭性腺癌的生

物学转变。Roper等［41］结合CRISPR⁃Cas9基因编辑技术可实

现特定突变基因在正常结肠类器官中的引入，揭示了EGF、
Wnt、TGF⁃β信号通路在结肠上皮的恶性转变中发挥的作用。

基于类器官技术制造出的器官芯片，与高通量测序技术

的完美结合，使得结肠癌基因库的建立和药物筛选更加快

捷、高效。通过对 22个结肠癌来源类器官和 19个正常组织

来源类器官建立生物基因库并进行外显子测序、RNA表达

分析和高通量药物筛选，证实西妥昔单抗对KRAS突变亚型

结肠癌的疗效［42］。成功填补患者肿瘤异质性基因型与基于

类器官的药物研究之间的空白，对肿瘤患者实现个性化治疗

具有重大意义［43］。

5.肠道屏障功能障碍：肠道表面黏膜是机体非特异性免

疫的第一道防线，与机体的免疫状态息息相关。肠屏障功能

的失调作为一类独特的病理生理变化，在感染性腹泻、炎性

肠病和脓毒症等疾病中起到关键作用。如何将肠道疾病特

异性病理改变与肠上皮黏膜的具体组织成分相联系，一直是

肠道疾病机制研究的难题。肠道类器官中的黏膜上皮细胞、

细胞间的连接复合体、上皮外黏液、固有层基质和一系列抗

菌肽，重现了肠道黏膜的部分机械、化学和免疫屏障。例如，

在单层肠道类器官培养体系中，跨上皮电阻值随类器官的成

熟而升高并可以维持在生理水平（60 Ω·cm2）［7］。随着肠屏

障研究的深入，肠道类器官有望建立肠道特异性病理改变

与肠上皮黏膜组分之间的联系，为肠道疾病机制的进一步

研究铺平道路。
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