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摘　要：类器官 (organoid) 是由干细胞在体外培育而成的一种三维 (3D) 细胞培养物，其中包含多种细胞类

型的自组装。类器官是生物医学领域内近年来的热门前沿技术之一，可用于发育、内稳态、再生、疾病建

模和药物研发等领域的相关研究。不同类器官的培养方法存在差异，因此了解相关进展对成功构建合适的

类器官模型非常重要。家畜与人类生活息息相关，通过构建类器官的方式以其为研究对象，对人类的饮食

安全、医疗保健、精神健康都具有重要意义。本文评述了类器官的培养方式及家畜类器官研究方面的进展，

以便为后期相关研究提供参考。
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Advances in organoid methodology and livestock organoids
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Abstract: Organoid is a three-dimensional (3D) cell culture created from stem cells grown in vitro, which contains 
self-assembly of multiple cell types. It’s one of the recent hot frontier technology for studying the development, 
homeostasis, regeneration, disease modeling, and drug discovery, etc. Since the culture methods of different 
organoids are different, it is important to understand the relevant progress for construction of suitable organoid 
models. Domestic animals are closely related to human life, it is of great importance to study them by constructing 
organoids for human diet safety, health care, and mental health. Here we review the culture methods of multiple 
organoids and the progress of livestock organoids, aiming to provide references for the future research.
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长期以来，人类干细胞在临床上的开发一直难

以实现，因为无法在体外维持和扩增成体干细胞

(adult stem cells, ASCs) 的同时保留其多谱系分化潜

能。近年来，随着人们对干细胞微环境及一些关键

信号分子在干细胞维持和分化中作用的逐渐了解，

新的体外三维 (3D) 培养技术已被建立 [1]。多能干细

胞 (pluripotent stem cells, PSCs) 可依赖其分化潜能

产生各种类型的细胞，而通过 3D 培养，干细胞可

形成类似整个器官的结构，即类器官 (organoid)[2]。

类器官是一类由 PSCs 或 ASCs 衍生而来的 3D 组织

结构，这种结构不但有自我更新和自组织能力，还

有功能性和多细胞性。因此，类器官可在体外再现

活体器官或组织的结构和功能，表现出与其起源组

织相似的器官功能及原始遗传和表型特征 [1,3]，还

能长期在体外维持结构和基因组的稳定性。与现有
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的 2D 和 3D 细胞培养方式相比，类器官是不同类

型细胞在特定环境下自我重组形成的有机体，根据

其定义具有 3 个特征：包含其所模拟器官的至少一

种类型的细胞；表现出该器官特有的一些功能；与

体内器官本身的组织类似 [2]。

作为体外研究模型，类器官对未来疾病的研究

将起重要作用。除了从组织中培养类器官外，还可

以从肿瘤中培养出类器官，从而在体外完成相应药

物实验。例如通过培养肺癌类器官来预测患者的特

异性药物反应 [4]，建立乳腺癌类器官模型用于基础、

临床和药学研究等 [5]。本文总结评述了类器官培养

的方法及家畜类器官研究方面的进展。

1　类器官培养方法

类器官一般分为组织来源类器官和 PSCs 来源

类器官。前者是从组织中制备单细胞悬液，随后立

即嵌入细胞外基质 (extracellular matrix, ECM) 中，

在特定生长因子的存在下生长至类器官形成；后者

则是将 PSCs 的 2D 培养物用生长因子如激活素 A 
(Activin A) 等诱导为内胚层，再在 3D 培养基中使

用特定分化信号，最终得到所需的组织类型。

对于不易获得组织样本的器官如脑等，可用

PSCs 得到类器官。此外，一些类型的类器官只能

由 PSCs 构建，形成的类器官与组织来源类器官相

比包含间充质层，建立后不能通过传代延续，且在

体外很难达到成体组织阶段，类似胎儿期的组织，

具有多能性，能形成更复杂的结构。对于组织来源

的类器官，Wnt 信号通路的激活是其建立的关键，

其培养方案比 PSCs 衍生类器官简单，倾向于直接

复制原始组织，形成成熟类器官较快。

1.1　消化道类器官

肠是消化道的重要器官，也是消化道类器官研

究最深入最广泛的器官。肠类器官是通过 3D 培养

方式使肠干细胞增殖分化，产生包括杯状细胞和潘

氏细胞在内的几乎所有细胞类型，形成类似肠管结

构和功能的组织
[6]。

组织来源的肠类器官出现较早。Toshiro 等 [7]

最早采用富含层黏连蛋白的基质胶进行肠道类器官

的培养。他们先用胰酶消化得到小肠隐窝，经磷酸

缓冲液处理后与基质胶混合，固化后加入含有表皮

生长因子 (epidermal growth factor, EGF)、骨形态发生蛋

白 (bone morphogenetic protein, BMP)抑制剂 (Noggin)
等的培养基进行培养，成功建立了肠类器官培养体

系。最近，该团队又通过阻断类器官中的 EGF 受

体 (EGF receptor, EGFR) 或丝裂原活化蛋白激酶

(mitogen-associated protein kinase, MAPK) 通路在体

外诱导 Lgr5+ (G 蛋白偶联受体，肠干细胞标记 ) 肠
上皮干细胞沉默，获得了偏向肠内分泌细胞的类器

官 [8]。该培养体系已被用于家畜肠类器官培养。

2019 年，Derricott 等 [9] 将牛肠隐窝重悬于 70% 基

质胶、30% 含 Wnt3a (Wnt 信号激活剂 ) 条件培养基混

合液，并加入 R-spondin (Wnt 信号激活剂 )、Noggin、
EGF、CHIR99021 (Wnt 信号激活剂、糖原合成激酶

GSK-3β 抑制剂 )、Y27632 (ROCK 抑制剂 )、SB202190 
( 转化生长因子 TGF-β 受体抑制剂 )、A83-01 (TGF-β
抑制剂 ) 等，培养出了牛肠隐窝类器官。同年，

Töpfer 等 [10] 在此基础上又添加牛血清白蛋白、半

胱氨酸、烟酰胺等获得了牛结肠类器官。2022 年，

研究者添加上述同种物质培养出了猪小肠类器

官 [11]。胃是消化道中结构最复杂的器官，其类器官

的培养方式也相应较为复杂。胃类器官主要由胃窦

处的 Lgr5+ 干细胞生长分化获得。Mccracken 等 [12]

通过在培养基中添加成纤维细胞生长因子 (fibroblast 
growth factor, FGF)、Y27632、激活素 A、BMP 等，

逐步将胃上皮干细胞诱导成内胚层样组织，随后用

视黄酸 (retinoic acid, RA) 诱导为类器官。该法建立

的胃类器官为其他研究人员提供了重要参考。2021
年，Smith 等 [13] 在含胃腺的 DMEM/F12 培养基中

加入生长因子及含有 Y27632、LY2157299 (TGF-β
受体抑制剂 )、SB202190、庆大霉素的培养基，在

基质胶中培养出了胃类器官，并在同等条件下获得

了肠类器官。随后，Faber 等 [14] 用以上同等条件培

养出了皱胃类器官。

PSCs 来源的消化道类器官在家畜中研究较少，

大多数都是以人为研究对象。Crespo 等 [15] 在 RPMI
培养基中添加 CHIR99021 及激活素 A 将人 PSCs 
(hPSCs) 分化为内胚层，随后移入补充 B27 ( 细胞

培养添加剂 ) 的 RPMI 中并加入 CHIR99021 和 FGF4
分化为后肠内胚层，最后在含 B27 的 DEME/F12
中培养，加入 CHIR99021、LDN193189 (BMP I 型
受体 ALK2 和 ALK3 的小分子抑制剂 ) 和 EGF，40 d
后分化为结肠类器官。Xia 等 [16] 将人 iPSCs (induced 
PSCs) 在覆有基质胶的 mTeSR1 培养基中培养，添

加激活素后分化为内胚层，再在含有 FGF4 和

CHIR99021 的分化培养液中培养 4 d，最后在含

R-spondin、Noggin 和 EGF 等的培养液中培养 30 d，
获得了肠类器官。Onozato 等 [17] 将人 iPSCs 在 Y27623
中培养，随后转入 DMEM/F12 并加入 CHIR99021、



生命科学 第35卷996

A83-01、Y-27623、FGF2、EGF、青霉素、环霉素等，

获得了萌芽状肠类器官。食管类器官的培养也有广

阔应用前景，在小肠类器官培养条件基础上补充人

FGF 即可实现其培养 [18]。

1.2　肺类器官

肺上皮细胞、肌成纤维细胞、上呼吸道样上皮

细胞、间充质细胞等多种细胞经诱导自组织培养可

形成肺类器官。肺类器官成功构建的标志是气管样

结构的出现 [19]。肺类器官的构建有多种方法，但在

家畜中涉及极少，主要是人和小鼠的。

有源自正常组织的肺类器官，如 Hild 等 [20] 利

用人支气管上皮细胞诱导支气管球类器官。Hai等 [21]

将小鼠肺中分离出的细胞重悬于含有谷氨酰胺、

HEPES 缓冲液、抗真菌抗生素、N2 补充剂 ( 细胞

培养添加剂 )、B27、N- 乙酰半胱氨酸、人 EGF 的

高级 DMEM/F12 中，以及含有 Wnt3a、Noggin 和

R-spondin 的 L-WRN ( 小鼠细胞系 ) 细胞的 3% 条

件培养基，培养出小鼠肺类器官。还有肺癌类器官，

如 Kim 等 [4] 将手术切除的肺癌组织分离成单细胞

或细胞团簇，随后嵌入基质胶中，用无 Wnt3a 和

Noggin 的培养基培养，4 周后得到 5 种肺癌亚型类

器官。

还可通过 hPSCs 体外诱导培养获得人肺类器

官。先用激活素 A 诱导 hPSCs 形成内胚层，然后

在含有 Noggin、SB431542、FGF4 和 CHIR99021 的

前肠培养基中生成肺类器官 [22]。McCauley 等 [23] 通

过对 Wnt 信号的调控，以 hPSCs 为来源得到了气

管类器官。

1.3　肾类器官

肾类器官的形成也有多种方法，主要都是以

PSCs 为来源，在家畜中也涉及较少。Taguchi 等 [24]

先由胚胎干细胞 (embryonic stem cells, ESCs) 产生拟胚

体 (embryoid body, EB)，然后用 BMP4 和 CHIR99021
诱导 EB 形成中胚层，再用激活素 A、BMP4、CHIR- 
99021 和 RA 刺激获得中胚层，以实现向后间介中

胚层的分化，最后添加 CHIR99021 和 FGF9 产生后

肾间充质 (metanephric mesenchyme, MM)。人 iPSCs
来源的 MM 与小鼠胚胎脊髓共培养可形成含肾单位

样结构的肾类器官。Morizane 等 [25] 将 hPSCs 分离

成单细胞，加入 Y27632 和 FGF2 培养，最后分化

为肾单位祖细胞 (nephron progenitor cells, NPCs)，
在分化开始的 9 天内效率达到 90%，再用 CHIR99021
和 FGF9 处理 NPCs 诱导肾小囊的形成，随后在 2D
和 3D 培养中自组织分化为类器官。Takasato 等 [26] 发

现 FGF-2 和 FGF-9 在肾类器官形成中起重要作用，

且 CHIR99021 更倾向于诱导后中胚层的形成，据

此他们修改了现有的分化过程，增加了 MM 形成的

比例和 3D 培养时间，并主动触发肾单位的形成。

此外，有研究将人 iPSCs 培养在两层基质胶之间，

也产生了肾类器官 [27]。为了解决类器官缺乏血管而

引起氧气和营养供应不足的问题，Menéndez 等 [28]

使用新型器官芯片系统培养出了血管化肾类器官。

1.4　脑类器官

脑类器官的体外培养是通过向 hPSCs 中添加

神经发育相关因子而进行的，相关研究近十年才逐

渐开始。2013 年，Lancaster 等 [29] 建立了 hPSCs 来
源的 3D 培养体系，称为脑类器官。他们从拟胚体

产生神经外胚层，然后将其进行 3D 培养并嵌入基

质胶液滴中，为更复杂的组织生长提供支架；然后

将这些液滴转移到旋转生物反应器中以增强养分吸

收。但在脑类器官培养中仍存在许多问题，严重影

响其发育。Quadrato等 [30]为了延长生长和发育时间，

修改了 Lancaster 等 [29] 的方案，在拟胚体中植入较

少 PSCs，优化神经诱导，并向最终分化培养基中

加入了脑源性神经营养因子 (brain-derived neurotrophic 
factor, BDNF)。使用该方案后类器官不仅不会缺氧，

而且程序性细胞死亡可在 9 个月内保持相对较低的

水平。Giandomenico 等 [31] 应用气液界面技术培养

脑类器官，改善了神经元存活和轴突生长。为了解

决脑类器官缺乏血管的问题，Sun 等 [32] 分别诱导血

管和脑类器官，然后将两种类器官融合，得到了血

管化的脑类器官。

1.5　肝类器官

肝类器官由肝细胞和导管细胞等构成，在组织

来源的肝类器官方面，早期人们用胶原酶分离出成

年大鼠的肝细胞和其他类型细胞，并将其接种入由

胶原包被的转瓶中，加入肝细胞生长因子 (hematopoietic 
growth factor, HGF) 进行培养。之后，Huch 等 [33]

从受损小鼠的肝脏中分离出了 Lgr5+ 细胞，在含

R-spondin 的培养基中进行 3D 培养，最终构建的类

器官可在体外长期扩增并具有分化为功能性肝细胞

的能力，将其移植到肝功能衰竭的免疫缺陷小鼠中，

可以挽救小鼠的肝衰竭。Lin 等 [34] 也用分离的

Lgr5+ 细胞得到了类器官，并发现 HGF 和 R-spondin
能促进肝类器官的生长。Nantasanti 等 [35] 将胆管组

织与基质胶混合培养，待其凝固后加入 DMEM/
F12、B27、N2、N- 乙酰半胱氨酸、胃泌素、EGF、R-spondin、
FGF10、烟酰胺、HGF、Noggin、 Wnt3a、Y27632、
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A83-01 等培养出犬肝类器官。Kruitwagen 等 [36] 用

类似条件得到猫的肝类器官。

在 PSCs 来源的肝类器官方面，Mun 等 [37] 将

人 iPSCs 培养在 PSCs 培养基中，2~3 d 后换成含

B27、胰岛素和激活素 A 的 RPMI 1640 培养基；6 d
后细胞分化为内胚层，将培养基替换为添加 B27、
bFGF、BMP4 的 RPMI 1640，在 4% 缺氧条件下培

养 4 d，此时内胚层向肝分化；再将培养液替换为

无 EGF 的肝细胞培养基 - 内皮细胞生长培养基 1:1
混合液，其中添加胎牛血清、地塞米松、HGF 等缺

氧培养 4 d ；再常氧条件下培养 8 d 即可获得肝类器

官。Mun 等 [38] 用激活素 A 诱导内胚层的形成，补

充 bFGF、BMP4、HGF 等形成肝类器官。

1.6　生殖系统类器官

雌性生殖系统中研究较多的是子宫内膜类器

官，且大多以组织为来源。子宫内膜上皮体外 3D
结构的构建最初是在无血清条件下以单细胞层形式

生长在基质胶上的。2017 年，Boretto 等 [39] 通过酶

解子宫内膜组织释放出腺体片段，将分离的组织作

为 ECM 支架嵌入基质胶，加入 Wnt3a、R-spondin、
EGF、FGF10、Noggin、ITS-G 等因子培养，子宫

内膜碎片自组装成类器官结构。同年，Turco 等 [40]

以子宫内膜蜕膜样本优化培养条件，成功建立了一

套类器官培养系统，并从增殖期、分泌期、绝经期、

妊娠期子宫内膜培养出类器官。2019 年，Haider
等 [41] 从蜕膜组织中分离细胞，用含 1% N2、2% 
B27、1% 谷氨酸的高级 DMEM 清洗两次，再悬浮

在含 40% EGF、R-spondin、Noggin、A83-01、CHIR99021
的培养液中或 60% 的低生长因子基质胶 (growth 
factor‒reduced Matrigel) 中，最后培养于 24 孔板形

成类器官。此外，将人卵巢表面上皮细胞用基质胶

和胎牛血清培养可以建立卵巢类器官 [42] ；从输卵管

上皮分离细胞，在特定条件下培养在基质胶中，并

加入生长因子可建立输卵管类器官 [43] ；加入各种生

长因子后也可建立宫颈内源性和外源性类器官 [44]。

在雄性生殖系统中，睾丸类器官的研究更为深

入，均以组织为来源。睾丸类器官是将睾丸组织分

离消化为各种单细胞 ( 精原细胞、精母细胞、精子

细胞、支持细胞、管周肌样细胞、间质细胞等 )，
然后将其体外培养自我重组后形成的器官模型。科

研人员在早期简单睾丸组织碎片培养基础上对培养

基进一步优化，使精子发生能够进一步进行，这证

明了体外培养的睾丸组织碎片能够模拟体内睾丸的

功能。此外，使用磁激活细胞分选仪分离小鼠睾丸

细胞，共培养于 3D 软琼脂培养系统中也能获得睾

丸类器官。将大鼠睾丸管周肌样细胞培养在下层，

再将生殖细胞和支持细胞混合培养在上层，可建立

大鼠血 - 睾屏障模型。此后，研究者们用 3D 琼脂

培养系统
[45]、改良气 - 液界面法 [46] 都培养出了睾

丸类器官。Alves-Lopes 等 [47] 开发了一种 3 层梯度

系统 (3-LGS)，将含有细胞的基质胶培养在两层不

含细胞的基质胶之间，培养一段时间后会形成类器

官，并通过该系统培养的睾丸类器官证明了 RA、

IL-α ( 白细胞介素 -α)、TNFα ( 肿瘤坏死因子 α) 和
RA 抑制剂对生殖细胞维持及血 - 睾屏障的作用。

随后该团队利用 3-LGS 在 7 d 内生成了完整性腺类

器官 [48]。2019 年，Topraggaleh 等 [49] 用 ECM 衍生

支架为睾丸类器官结构的生成提供了一个有效的平

台。2020 年，Edmonds 等 [50] 在 4 种培养环境 ( 有 /
无 ECM 的 2D 系统和有 / 无 ECM 的 3D 系统 ) 下
培养睾丸组织，发现这些组织仅在有 ECM 的 2D
系统和无 ECM 的 3D 系统中形成睾丸类器官；在

无 ECM 的 3D 系统中发现，睾丸类器官的形成是

未成熟体细胞的一种特性，其自组装表现出长期的

激素反应性内分泌功能。2021 年，Cham 等 [51] 分

离了仔猪睾丸细胞，随后在气 - 液界面系统中培养

出了具有血管结构、管状结构和间质结构的类器官，

其间质结构可释放睾酮。最近，Abu Madighem 等 [52]

开发出了一种新型睾丸类器官培养方法，他们将未

成熟小鼠的睾丸细胞接种在甲基纤维素凝胶中，在

微流控芯片中培养。除睾丸类器官外，有研究从大

鼠附睾中分离出基底细胞，建立了基底细胞和非基

底细胞 3D 细胞培养附睾类器官 [53] ；此外，在含有

R-spondin、Noggin、EGF、RA 和睾酮的培养基中，

用基质胶培养 20~30 d 可以促进成熟前列腺类器官

的发育 [54]。

1.7　类器官培养的挑战及解决方案

虽然类器官能很大程度上模拟体内器官的结构

和功能，各种类器官的培养方法详见下表 1，但仍

存在一些问题。其缺陷之一是产生的表型有高度可

变性，这在药物筛选过程中更为明显，因此可能会

掩盖药物治疗的效果。为此，可对细胞外环境进行

严格控制，使用特定生物材料或仪器使类器官向实

验需要的方向生长。其二，来源于 PSCs 的类器官

的成熟度较低，故将其用作生物学模型较为困难。

其原因可能是类器官寿命有限，或缺乏刺激类器官

生长的因素。为解决该问题可使用生物反应器增加

其对营养物质的利用，使类器官充分吸收养分生长，
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并使其培养周期大大延长。其三，类器官中一般无

血管，致使氧气和养分供应不足。因此，在类器官

中建立血管组织可加强其对养分和氧气的充分利

用，使之更接近体内环境 [28,32]。最重要的是，类器

表1  各种类器官的培养方法

培养载体	 类器官种类	 来源	 培养基	 参考文献

基质胶 肠道类器官	 组织 EGF、R-spondin、Noggin、DMEM/F12	 [7]
   70%基质胶、30%牛培养基及Wnt3a条件培养基混合液、R-spondin、	 [9]
	 	 	   Noggin、EGF、CHIR99021、Y27632、SB202190、A83-01	
   DMEM/F12、BSA、青霉素和链霉素、L-谷氨酰胺、N2、B27、HEPES、	 [10]
	 	 	   Wnt3a、R-spondin 1、Noggin、EGF、A83-01、SB202190、15-胃泌素-1、
	 	 	   烟酰胺、N-乙酰半胱氨酸、CHIR99021、Y27623、PGE2、醋酸钠

 胃类器官	 组织 DMEM/F12、N2、B27、L-谷氨酰胺、HEPES、青霉素/链霉素、EGF、RA	 [12]	
   DMEM/F12、生长因子、Y27632、LY2157299、SB202190、庆大霉素	 [13-14]
  PSC	 RPMI培养基、CHIR99021、激活素A、B27、FGF4、LDN193189、EGF	 [15]
  	 mTeSR1培养基、激活素A、FGF4、CHIR99021、R-spondin、Noggin、EGF	 [16]
  	 含10%KSR的DMEM/F12、CHIR99021、A83-01、Y27632、FGF2、	 [17]
	 	 	   EGF、GlutaMAX、青霉素、链霉素	

 肺类器官   	 组织	 谷氨酰胺、HEPES缓冲液、抗真菌抗生素、N2、B27、N-乙酰半胱氨酸、	 [21]
	 	 	   人EGF、DMEM/F12培养基、Wnt3a、Noggin、R-spondin、L-WRN 	
 	  MBM、bFGF、EGF、N2、B27、ROCK 抑制剂、青霉素/链霉素	 [4]
 	 PSC	 激活素A、RPMI 1640 培养基、DMEM/F12、N2、B27、HEPES、	 [22]
	 	 	   L-谷氨酰胺、青霉素、链霉素、Noggin、SB431542、FGF4、
	 	 	   CHIR99021	
 肾类器官	 PSC	 激活素A、BMP4、CHIR99021、RA、FGF9	 [24]
  	 含Y27632、FGF2、CHIR99021、FGF9的基本培养基	 [25]
  	 MEF-CM、CHIR99021、FGF9、肝素、APEL基础培养基、RA	 [26]
 脑类器官	 PSC	 Neurobasal培养基、N2、不含维生素A的B27、β-巯基乙醇、胰岛素、	 [30]
	 	 	   谷氨酰胺DMEM/F12、KSR、FBS、bFGF、N2、GlutaMAX、

	 	 	   MEM-NEAA、肝素、神经诱导培养基、脑分化培养基、BDNF	
 肝类器官	 组织 DMEM/F12、N2、B27、N-乙酰半胱氨酸、胃泌素、EGF、RSPO1条件	 [33]
	 	 	   培养基、FGF10、烟酰胺、HGF	
   DMEM/F12、N2、B27、N-乙酰半胱氨酸、胃泌素、EGF、R-spondin、	 [34]
	 	 	   FGF10、烟酰胺、HGF	
   DMEM/F12、B27、N2、N-乙酰半胱氨酸、胃泌素、EGF、R-spondin、	 [35]
	 	 	   FGF10、烟酰胺、HGF、Noggin、Wnt3a、Y27632、A83-01	
  PSC 	 PSC培养基、RPMI 1640、B27、激活素A、bFGF、BMP4、	 [38]
	 	 	   肝细胞培养基、FBS、地塞米松、HGF	
 子宫内膜类器官	 组织 DMEM、N2、B27、HEPES、谷氨酸、EGF、R-spondin、Noggin、	 [41]
	 	 	   A83-01、CHIR99021	
 睾丸类器官	 组织 MEM培养基、青霉素、链霉素、KSR	 [48]
琼脂	 睾丸类器官	 组织 RPMI 1640基础培养基、青霉素、链霉素、FBS	 [46]
气液界面技术	 脑类器官 PSC	 DMEM/F12、Neurobasal培养基、N2、B27、β-巯基乙醇、胰岛素、	 [31]
	 	 	   谷氨酰胺、MEM-NEAA、青-链霉素、CHIR99021	
芯片	 肾类器官 PSC	 RPMI 1640基础培养基、CHIR99021、FGF9、肝素、激活素A	 [28]
 肝类器官	 PSC	 B27、胰岛素、激活素A、RPMI 1640培养基、bFGF、BMP4、FBS、	 [37]
	 	 	   地塞米松、HGF	
 睾丸类器官	 组织 KSR、DMEM、EGF、GDNF、LIF、bFGF	 [52]
注：PGE2：前列腺素2；MBM：无血清培养基；MEF-CM ：小鼠胚胎成纤维细胞条件培养基；LDN193189：BMPI型受体

激酶抑制剂；MEM-NEAA：含非必需氨基酸的最低必需培养基； GlutaMAX：细胞培养添加剂； KSR：敲除血清替代物；

GDNF：胶质细胞源性神经营养因子；LIF：白血病抑制因子
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官虽与体内器官相似，但与真实器官仍有不同，特

别是在各类细胞之间的空间关系和整体功能方面。

为了尽可能减少甚至消除这种不同，可使用脱细胞

ECM 支架进一步模拟细胞在器官中的空间位置。

总之，类器官培养方面仍有诸多挑战，新的整合性

解决方案还有待提出。

2　家畜类器官研究进展

自类器官技术建立以来，科学家们不仅从小鼠、

猴、人等物种的各组织器官中培养出了类器官，还

将该技术运用于家畜的相关研究，从牛、猪、羊、马、

犬等动物的各个组织中培养出了类器官。

2.1　牛类器官

20 世纪 80 年代，科学家们培养出了牛甲状旁

腺类器官，并将其用于研究各种因素对甲状旁腺激

素分泌的影响。之后又有研究者利用这一模型研究

了胰岛素对其的影响。Ritter 等 [55] 报道了一种新的

培养牛甲状旁腺细胞的系统，此法可保留其对钙的

反应性，而单层培养的甲状旁腺细胞则会失去对钙

的反应性，说明高级组织结构的培养可以保留部分

甲状旁腺的细胞功能。此外，有研究采用青春期前

小牛外周和内侧乳腺实质上皮细胞培养出了乳腺类

器官 [56]。

近年来，从牛的其他组织细胞衍生的类器官也

有报道。Töpfer 等 [10] 报道了应用于农业生物技术

的牛结肠类器官的建立，通过生物打印技术和培养

板内冻存技术扩展了结肠类器官培养方法，证实结

肠类器官可冻存，且复苏后其生长速度与未冻存的

类器官无明显差异，两者的细胞毒敏感性也无明显

差异。Crispim 等 [57] 采用了新的悬浮扩增方案，从

牛软骨细胞中快速批量生产了软骨类器官。此法可

使大量细胞增殖并保持高活性，能够触发类器官的

自组装。形成的类器官由 II 型胶原、VI 型胶原、

黏多糖及转录因子 Sox9 ( 软骨细胞标记 ) 阳性细胞

组成，类似于透明软骨。为了大规模生产软骨组织，

他们将这些类器官包裹到具有不同黏弹性的海藻酸

水凝胶中，基质的黏弹性对类器官软骨的形成有重

要影响，类器官会生长并融合在一起，形成新的软

骨组织。Faber 等 [14] 从皱胃组织创建了牛胃上皮类

器官，并将其作为体外模型，研究胃肠道线虫感染

中的宿主 - 寄生虫相互作用。他们对来自多种动物

的皱胃和回肠组织以及多个传代的类器官进行了

RNA-seq，结果表明，在相同条件下培养的皱胃和

回肠类器官的转录谱反映了它们的组织来源，且类

器官的转录谱可至少 5 次连续传代后保持稳定。此

外，他们还证实类器官可以成功冻存复苏。最近，

Cortez 等 [58] 从牛睾丸细胞群生成了牛睾丸类器官，

该技术可作为评价外源因素对牛精子发生和睾丸发

育生理影响的工具。基于前期牛睾丸组织冻存、精

原干细胞分离培养等工作，我们正在尝试构建可用

于体外精子发生示踪的牛睾丸类器官。

2.2　猪类器官

猪类器官主要涉及甲状腺、肠道、膀胱、胰腺、

气道、胆管和肝等。Yang 等 [59] 建立了微囊化的猪

甲状腺细胞类器官用来克服免疫排斥障碍，这是向

功能性甲状腺组织工程迈出的重要一步，该系统可

作为替代疗法用于甲状腺功能减退研究，以及潜在

药物的筛选。此后，猪类器官研究大都集中于肠道，

可用来研究营养、营养吸收以及肠 - 病原微生物的

互作。2021年，Hoffmann等 [60]构建了猪空肠类器官，

生成了 2D 上皮单层，获得有种属特异性的肠上皮

体外模型，可用于模拟猪肠道的生理和病理特性，

其功能活性表现为 18 d 内跨上皮电阻增加、葡萄糖

转运和氯化物分泌活跃。同年，Yin 等 [61] 用仔猪肠

类器官研究了铜对肠干细胞活性的影响，发现铜可

以促进细胞增殖，提高肠干细胞的活性，改善育肥

猪的肠道功能。2022 年，Joo 等 [11] 从猪空肠组织

建立了肠类器官，采用不同方法培养出了肠腺基部

向外和顶端向外的类器官，并证明猪顶端向外类器

官是研究肠道环境的理想模型。Zhang 等 [62] 培养了

猪肠道类器官并在体外长期扩增，其保持了分化为

不同类型细胞的潜力，能成功感染猪流行性腹泻病

毒和传染性胃肠炎病毒，并支持病毒复制和释放，

将其作为猪肠道冠状病毒感染的模型，为研究各种

病原体引起的猪肠道感染提供了长期可再生资源。

另外，Melzer 等 [63] 于 2022 年建立了猪膀胱类

器官，该模型中培养的胰腺前体细胞可向导管和内

分泌谱系发育，胰腺导管样类器官能进一步成熟为

导管样组织，证明用猪膀胱类器官可以为早期胰腺

发育不良和胰腺癌研究提供体外平台，促进胰腺分

化和细胞成熟，为早期和晚期癌症发生及药物反应

提供环境。Jiang 等 [64] 建立了来自猪基底上皮细胞

的 3D 和 2D 气道类器官，猪呼吸道冠状病毒可以

感染该类器官并产生明显的干扰素和炎症反应，证

明猪气道类器官可以作为该病毒感染的体外模型。

Krüger 等 [65] 从猪 ASCs 建立了猪胆管细胞类器官，

在多次传代中表现出稳定的肝干细胞特征，将其植

入脱细胞的猪肝支架后可以分化为肝细胞和胆管细
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胞样细胞，这是在大动物模型中实现全肝组织生物

工程的重要一步。因为猪与人在器官大小、生理结

构和功能等方面较为相似，因此该研究有助于人类

肝脏疾病的治疗，使全器官移植成为可能，为未来

缓解器官供体短缺带来了希望。

2.3　羊类器官

相比于牛、猪等家畜，有关羊类器官研究较少。

近几年只有个别研究者构建了羊类器官作为模型进

行体外实验。如 Liu 等 [66] 培养绵羊胰管类器官，

发现适量铜能促进绵羊胰管类器官的形成和生长，

而铜过量或不足则不利于类器官的自组织和发育；

此外，他们通过一系列实验证明，微量元素铜通过

激活抗氧化蛋白 1 依赖的 MEK-ERK 通路，从而促

进绵羊胰管类器官的生长。Smith 等 [13] 建立了绵羊

胃肠道类器官，这种类器官可在低温保存后复苏，

有利于减少所需组织来源的动物数量，且绵羊的胃

肠道类器官的组织特异性可以通过传代保留，具有

稳定性。上述报道中培养出的胃肠类器官都可以被

细菌和寄生虫病原体入侵，因此可以作为模拟宿主 -
病原体互作的工具。

2.4　马类器官

马为重要大家畜，可产肉、产奶、骑乘、竞赛、

观赏等。为了提高其生产、运动性能，治疗相关疾病，

保护野生马种资源，开展马类器官研究有重要意义。

有研究将马肠隐窝 3D 培养，建立了马的肠类器官，

使马肠的离体研究成为可能，这为未来马胃肠疾病

研究提供了模型 [67]。2020 年，Thompson 等 [68] 采

用与小鼠和人子宫内膜类器官相似的培养条件，从

家马和野马新鲜 / 冻存复苏的子宫内膜培养出了马

的子宫内膜类器官，表明小鼠、人和马体外形成子

宫内膜类器官的机制是类似的。他们发现来自家养

母马的类器官对外源性激素有反应，但来自普氏野

马的类器官对外源性激素无反应。这种体外培养马

子宫内膜的新方法对探究国内外濒危马种的正常生

殖生理、病理条件和子宫疾病的潜在治疗方法等都

具有重要价值。对于骑乘、竞赛类马匹，关节类疾

病的预防和治疗极为重要。2021 年，Bourdon 等 [69]

培养出了马的关节软骨类器官，以此为模型，发现

Promerim®30 和 40 两种胶原蛋白有望作为膳食补

充剂缓解患马的骨性关节炎并延缓炎症进展。近来

有研究者用该模型证明内皮素 -1 和缓激肽对骨关

节炎的治疗有重要作用，可以降低骨关节炎的炎症

反应 [70]。还有研究者开发出了马输卵管类器官 [71]

和乳腺类器官的培养方法 [72]，加深了人们对输卵管

和乳腺结构与功能的理解，这对于马的生殖繁育研

究有重要意义。

2.5　犬类器官

犬既是家畜，也是人类最忠诚的伴侣动物。为

了更好地保护犬、治疗犬的相关疾病，研究者们在

犬类器官方面展开了大量的研究，其中最广泛深入

的是关于肠道类器官的研究。肠干细胞类器官移植

后可以在犬体内形成新的黏膜，这对于促进犬肠类

器官移植在临床中应用有实践意义。2019 年，

Chandra 等 [73] 建立了犬肠道类器官系统，作为研究

犬和人的肠道疾病模型，可用于毒理学研究、宿主 -
病原体互作分析及其他转化应用等，以实现上皮 -
腔管互作体外研究。2020 年，Ambrosini 等 [74] 首次

报道了一种优化的方法，用于从犬结肠类器官中生

成完整的犬结肠腺衍生单分子层，观察显示其结构

紧密，能稳定存在两周，实现了对上皮 - 腔管互作

的研究。同年，Kramer 等 [75] 从犬十二指肠、空肠

和结肠组织生成了类器官，随后在不同培养条件下

培养。他们制备的精制培养基能使犬的类器官更接

近体内情况，既能维持干细胞的生长，又能促进干

细胞分化为肠上皮细胞、肠内分泌细胞和杯状细胞。

这种精制培养基中培养的犬肠道类器官易处理、可

复制、较稳定，为疾病建模、药物开发、毒性研究

和个性化医疗提供了良好体外模型系统。与传统培

养基相比，精制培养基可以更准确地评估遗传和表

观遗传对犬肠细胞分化的影响，使其更接近体内情

况。他们指出，确保犬十二指肠、空肠和结肠的细

胞多样性是准确体外建模的基本前提。2022 年，

Sahoo 等 [76] 研究了脂多糖对炎症性肠病和肠道肥大

细胞瘤等胃肠道疾病类器官基因表达和功能的影

响，证明脂多糖在驱动慢性肠道炎症和肠癌变中起

重要作用。

在犬的其他类器官研究方面， Nantasanti 等 [35]

建立了长期的犬肝类器官，发现 Wnt 激动剂的使用

对犬类器官增殖和分化的抑制具有重要意义，证明

了在常染色体隐性遗传 COMMD1 缺陷型犬肝类器

官中，通过慢病毒载体转入 COMMD1 基因，即可

恢复其功能，这可能是未来治疗犬肝脏铜储留等疾

病的有效手段。Usui 等从犬尿样中先后生成了前列

腺癌类器官 [77] 和膀胱癌类器官 [78]，可分别作为研

究犬前列腺癌和膀胱癌发病机制和治疗的工具。

Wiener 等 [79] 构建了犬表皮类器官，以促进表皮疾

病和由表皮屏障受损引起疾病的研究，是研究犬的

表皮结构、功能及其障碍的良好体外模型。在该模
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型中，使用分化培养基有助于类器官向正常表皮分

化。Jankovic 等 [80] 从犬滤泡状甲状腺癌制备了类器

官，可作为研究碘摄取的体外模型。促甲状腺素受

体、碘化钠转运体、碘转运蛋白和甲状腺过氧化物

酶是甲状腺滤泡细胞摄取碘所必需的，他们采用免

疫组化染色，确证了犬滤泡细胞甲状腺癌衍生类器

官和原发肿瘤组织中上述 4 种分子的表达和分布，

为犬甲状腺癌的治疗提供了新的手段。

3　结语和展望

类器官的形成是一个相当复杂的过程，不同动

物类器官的培养方法不同，同一动物不同部位类器

官的培养也有差异。随着对类器官技术的深入研究，

不断有新的培养方法出现，使类器官培养变得更加

简便、迅速，同时更接近体内生理状态。为了人与

自然和谐发展，动物特别是家畜类器官研究具有广

阔应用前景。家畜类器官体外模型的构建，将使人

们能够在治疗家畜疾病、节省动物资源、开发新型

药物、探究生理机制等方面大展身手，从而节约成

本，提高效益。
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