
近两个世纪以来，生物医学研究都依赖于传统

的细胞系统和动物模型。然而，如何将基于体外模

型系统得出的研究成果推进到人体这样一个复杂

且精密的系统，这个问题仍十分具有挑战性。为

此，研究者们提出了类器官的概念。类器官是一种

具有自组织能力的特异性3D细胞簇，能够重现起源

器官的组织结构和功能［1］。迄今为止，现有的研究已

成功制备了肠道、脑、乳腺、肾、肝、肺、视杯、胰腺和前

列腺等多种组织的类器官模型，其中对于肠道类器官

的研究起步较早。早在1992年，研究者们就发表了

大鼠肠道类器官的短期培养方法［2-3］。2009年，Sato

等［4］利用基质胶培养出小鼠小肠类器官，并第一次

将肠道类器官描述为起源于Lgr5+肠道干细胞的3D
细胞结构，开启了肠道类器官长期培养、增殖的新

纪元。

作为一种新兴的实验模型，肠道类器官和肠道

组织相比，更适合长期培养以及进行后续的实验处

理。不同于传统的2D细胞系，肠道类器官能够模拟

肠道上皮的细胞发生，并且具有更全面的细胞类

型，与此同时，肠道类器官以其独特的结构，模拟了

这些细胞在生物体内的生长环境，准确反映了细胞

对外界刺激时发生的功能变化。并且，作为干细胞

起源的细胞结构，肠道类器官保留了干细胞的特

性，能够反映肠道上皮干细胞的活性与增殖、分化

能力［5］。目前，3D类器官已广泛用于发育和疾病建
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模，成为研究肠道上皮细胞功能及生命周期的主流载

体，如何使肠道类器官这种优越的体外模型更好地发

挥其优势，更加精确、全面地模拟包括各种疾病在内

的各类体内条件，成为了当前的研究重点。

为了实现这个目标，研究团队进行了广泛尝

试。考虑到类器官的特殊结构属性以及实验操作

的难易度、实验周期长度和资金成本等因素，他们

发现基因编辑是其中比较优越的一种方法。基因

编辑是利用DNA修复机制对基因组DNA进行特定

位点修饰的技术［6］，在过去的近 20年中，基因编辑

技术得到了迅速发展，为模拟各类疾病条件提供了

新的可能，而基因编辑技术与肠道类器官培养技术

的结合无疑为肠道上皮的研究开辟了一条新的思

路。研究人员通过这样的组合，对肠道类器官进行

功能上的调控，从而研究肠道在疾病条件下的功能

改变，尤其是肠道上皮在病理状态下发生的细胞结

构与功能的变化，并且为如何调控或逆转这些改变

提供了基因层面的研究基础。

本综述详细阐述了现有的几种肠道类器官基

因编辑技术及其在模型构建中的应用，同时对肠道

类器官基因编辑技术的未来发展潜能及当前面临

的一些局限进行了讨论。

1 慢病毒感染

慢病毒载体是以人类免疫缺陷病毒（human im⁃
munodeficiency virus，HIV）为基础发展起来的基因

治疗载体。2011年，Koo等［7］介绍了一种利用逆转

录病毒感染小鼠小肠类器官从而控制类器官基因

表达的方法，文中提到慢病毒也可适用该方法对类

器官系统进行基因调控。慢病毒载体对多种细胞

具有感染能力，并且能够稳定而持久地感染细胞，

在推广至类器官应用之前已被广泛、深入地应用于

细胞层面的基因编辑，但要将慢病毒感染在类器官

层面上得到应用，还需考虑到类器官与传统的2D细

胞两者间的区别。

众所周知，类器官是一种在基质胶内培养的3D
结构，基质胶为类器官的培养提供了营养支持和结

构支撑，对类器官的存活是不可或缺的。但由于慢

病毒颗粒无法穿过基质胶，因此，如何让慢病毒在

成功感染类器官的同时又不影响其存活成为了技

术攻克的难关。研究团队们目前较常使用的方法

是将基质胶溶解，在感染时使用的培养基中加入有

助于肠道干细胞生长的因子以替代基质胶对类器

官生长的作用。

肠道类器官是起源于Lgr5+干细胞的隐窝样单

位，每个肠类器官都可以包含所有分化肠细胞类

型，包括Paneth 细胞、吸收性肠细胞或结肠细胞、杯

状细胞和肠内分泌细胞等［8］，慢病毒无法有效地感

染这样的3D结构。为了解决这个问题，研究者们倾

向于在进行后续的感染操作之前，先使用胰酶将类

器官解离为单个细胞，同时，胰酶不仅可以将类器

官消化成单个细胞，还可以让类器官的膜结构变得

更疏松，使病毒颗粒更容易穿透，提高感染的成功

率［9］。但这样的感染过程涉及到对类器官的多次离

心，可能导致类器官细胞活性的降低。为了避免这

个问题，Maru等［10］在 2016年发表的论文中提到，将

类器官解离并与慢病毒颗粒混合，并将这一步骤得

到的类器官⁃慢病毒悬液接种在基质胶上孵育过夜

以完成基因转导，这个方法既可以避免基质屏障对

于慢病毒感染的抑制作用，也可以充分利用基质胶

对类器官的营养功能。作者还提到，接种后的类器

官会自行转移至基质胶中，后续只需要进行换液，

无需再次铺板、包埋，避免了细胞的二次损耗。

慢病毒虽然因其良好的转导效果得到了广泛

的应用，但其不足之处也十分明显，例如较长的实验

时间以及复杂的构建过程，慢病毒载体本身的致病性

和基因安全性也成为实验中需要注意的重点，病毒

导致宿主基因突变的风险也不容忽视［11］，这些问题成

为了慢病毒感染控制类器官基因表达研究的难点。

研究者们提出，为了规避这些可能出现的问题并且更

大限度地利用慢病毒载体的优势，可以将慢病毒载体

与其他基因编辑技术如CRISPR/Cas9相结合［12］。

CRISPR是一种DNA的短回文重复序列，通常

与编码 CRISPR 相关（Cas）蛋白的基因一起存在于

微生物基因组中［13］。CRISPR/Cas9是一种细菌适应

性免疫反应系统，凭借其高效、精确的特性，自发布

以来就广泛用于基因组编辑［14］。目前，慢病毒转导

CRISPR/Cas9主要应用于肿瘤类器官的基因编辑，

诱导肿瘤类器官的产生，2019年，Takeda等［15］使用

携带Apc和Kras突变的良性肿瘤类器官，验证了驱

动结直肠恶性肿瘤发生的基因突变，并且分别评估

了这些突变的致癌能力。2022年，Gu等［16］利用慢病

毒递送 CRISPR/Cas9，在 1~2周内建立了基因突变

的结肠类器官。该团队表示，经过改良，慢病毒转

导基因编辑的有效率可达到90%以上，与传统慢病

毒转导30%~50%的有效率相比，这无疑是一次巨大

的进步。类器官模型的使用使炎症性肠病（inflam⁃
matory bowel disease，IBD）的研究也得到了发展，以
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CRISPR/Cas9为代表的基因编辑技术为 IBD的诊疗

提供了新的思路［17］。虽然目前人们还不能通过肠

道类器官的基因编辑技术对 IBD患者的肠道进行治

疗和修复，但这项技术的迅速发展提供了令人乐观

的前景和可能。

2 脂质体转染

慢病毒载体转导目的基因的方法虽然高效、稳

定，但所需的实验周期较长，过程也较为复杂，为了

克服这个缺点，研究者们尝试了使用脂质体作为载

体对目的基因进行转染的方法。

2013年，Schwank等［18］利用脂质体转染BAC系

统成功在小鼠小肠类器官和人类结肠类器官上实

施了瞬时转染荧光标记特定种类的细胞。细菌人

工染色体（bacterial artificial chromosome，BAC）是
1992年Shizuya等［19］在大肠杆菌（E.coli）的单拷贝质

粒 F因子（F⁃plasmid）基础上构建的承载了大片段

DNA的克隆载体，因其稳定、高效的优势得到了广

泛的应用。这项技术相对比较简单，且适用范围相

对较广。但可惜的是，由于质粒转染的瞬时性，类

器官在接受转染后只能短暂地表达［20］，随着时间的

推移，接受转染的类器官会逐渐丧失外源基因表达

的能力，并且脂质体对类器官的存活可能造成一定

的影响，因此，脂质体介导的BAC转染类器官并没

有得到广泛的应用［21-22］。

3 PiggyBac转座系统

PiggyBac转座系统来源于鳞翅目昆虫，是一种

常用的真核DNA转座子。它具有特殊的双质粒系

统，其中一个质粒表达携带目的基因的转座子，另

一个表达具有切割DNA序列功能的转座酶，在转染

过程中，这两个结构相互配合，以“剪切⁃粘贴”的方

式将目的基因转入靶细胞内。这样的功能特性保

证了PiggyBac转座系统的高效性与准确性，并且可

以携带较大的基因片段［23］。与此同时，PiggyBac也可

以与CRISPR技术结合完成类器官的基因编辑［24］，

推动了PiggyBac转染技术的发展和应用。近年来，

PiggyBac因其可逆、高效率、高精准度、高可塑性的

特性被广泛运用于基因组功能研究、基因编辑等领

域［25-29］，不仅在肿瘤发生机制的研究和靶向药物的

开发上作出了贡献，在干细胞和再生医学领域也发

挥了重要的作用［30］。

上述的几种载体虽然在操作的便捷性和转染

的稳定性上各有优点，但他们都不可避免地会对类

器官的稳定性与存活能力造成一定程度的损伤。

是否存在一种技术，既能够稳定地转导目的基因，

又可以最大限度地降低对类器官的损害？研究者

们为了解决这个问题，仍然在不断地进行尝试，

Nanoblades技术是其中一个比较成功的案例。

4 Nanoblades（NBs）
NBs是一种起源于小鼠白血病病毒（MLV）的病

毒样颗粒（VLP），是通过CRISPR技术将VLP转导至

细胞内生成的一种基因编辑工具［31- 33］。2023 年

Tiroille等［34］建立了表达 eGFP的小鼠结肠类器官，

并通过NBs敲除eGFP以测试NBs的基因编辑能力，

结果提示，NBs可以达到最高70%的转导有效率，且

没有明显的毒副作用，不会增加结肠类器官细胞死

亡风险。该团队在人结肠、前列腺、乳腺类器官上利

用慢病毒感染和电穿孔的方式分别进行了验证，得出

的结论仍然提示，NBs在人类类器官中也可以以最小

的毒性做到高效的基因编辑。NBs的基因编辑水平

优于目前使用的其他技术，具有更低的毒性和更高的

稳定性与准确性，并且需要的时间更短，使类器官的

基因编辑技术变得更加成熟，为疾病发展、药物筛选

以及类器官治疗等临床应用提供了全新的可能。

5 电穿孔

前文描述了基因编辑的几种较为常见的载体，

但由于类器官的结构特性，传统的基因载体无法直

接将目的基因转导至类器官内。经过多种尝试后，

研究者们发现电穿孔是解决这个问题的有效方法。

电穿孔是利用电脉冲增加细胞膜的通透性，从

而将DNA、RNA、蛋白质或其他大分子转移至细胞

的一种相对简单但有效的方法［35］。这种方法简单

易行，将类器官解离后悬浮于缓冲液内，并利用电

转仪（如Nucleofector或NEPA21等）进行电穿孔将

目的基因载体转至细胞内［36-37］。上述研究方法建议

将类器官解离为单个细胞后再进行电穿孔操作，但

这种方式很可能会降低类器官的存活能力，2017年
Merenda等［38］研究显示，在实施电穿孔操作前，应将

类器官解离为细胞团块，而非单细胞，以取得更好

的转导效果。

目前，研究者们已在人类结直肠癌、胰腺癌、肝

癌和胃癌类器官上成功地利用电穿孔法进行了质

粒的转染［39］。电穿孔的优势在于对细胞数量的要

求较低，无需大量制备需要接受电穿孔的细胞，并

且所需实验时间较短，完成电穿孔后短时间内即可
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进行铺板，在使用荧光标记载体的情况下铺板后

24~48 h后即可在镜下观察验证转染是否成功。但

电脉冲对细胞膜的冲击会不可避免地造成膜的损

伤，并需要一定的时间来恢复［40］，并且电刺激也可

导致细胞应激反应，从而促进细胞的凋亡过程，降

低细胞存活率。

进一步的研究已经证明，电穿孔技术与 Piggy⁃
Bac、CRISPR/Cas9等系统结合可以带来更加安全、

便宜且有效的基因调控方法。CRISPR/Cas9与电穿

孔技术的结合在肠道类器官的研究中应用更为广

泛，2014年Matano等［41］运用电穿孔技术与CRISPR/
Cas9技术对人结肠类器官进行基因编辑，将结直肠

肿瘤中常见的突变基因导入正常人结肠类器官中

构建结肠癌疾病模型，并借助该种模型研究结直肠

肿瘤发生的机制。2015年，该团队再次发表了一篇

有关利用电穿孔法对人结肠类器官进行基因编辑

的方法学论文，文中描述将电穿孔技术与基于转座

子的PiggyBac系统相结合，证明了电穿孔处理既可

以用于递送质粒等常见的克隆载体，也可将 Piggy⁃
Bac转座子转导至人结肠类器官，实现相关基因及

标记蛋白的稳定表达［42］。2020—2021年，研究人员

发表了多篇关于利用CRISPR/Cas9技术介导的非同

源末端连接（CRISPR⁃HOT）和电穿孔技术进行人源

类器官基因敲入的文章，对人源类器官中的特定基

因进行可视化荧光标记［43- 45］，2023年 Skoufou⁃Pa⁃
poutsaki等［46］通过电穿孔技术转导CRISPR/Cas9构
建了肿瘤抑制基因 PTEN敲除的人肠道类器官，用

以研究正常人肠上皮细胞中该基因缺失的影响。

电穿孔法既可以递送质粒等传统的基因载体，也可

以与CRISPR/Cas9、PiggyBac等技术结合，对类器官

实现更加高效、稳定的基因编辑。

基因编辑技术与类器官培养技术的结合为疾

病发生机制的研究和诊疗手段的发展提供了条

件。研究者们能够通过对类器官的基因编辑，深入

研究与鉴定癌症相关的靶向基因，这为开发新型的

靶向抗癌药物提供了理论依据与基础，也为个体化

精准治疗肿瘤相关疾病提供了实施的条件。目前，

类器官的基因编辑也被用于研究 IBD、肠道衰老以

及其他各类肠道疾病的发生机制。我们相信，依托

类器官基因编辑技术的发展与精进，针对这些疾病

的个体化治疗将在不远的将来成为现实。

6 小结与展望

随着医学发展，精准医疗已经成为发展的必然

趋势，基因测序、分子诊断以及靶向药物等诊疗手

段也迎来发展的高峰。类器官作为反映人体肠道

结构与功能最准确的模型，可以精准模拟生理和病

理状态下人体器官功能的改变［47］，因此被公认为生

物医学研究的重要工具，在精准医疗与个体化医疗的

研究与发展中有着不可撼动的地位。肠道作为人体

最大的免疫器官，同时也是营养感受与吸收的首要部

位，对于人体的健康状态有着深远的意义［48-49］。肠道

类器官是类器官研究中不可或缺的一部分，可以预

见的是，肠道类器官的基因编辑技术是未来肠道类

器官研究的重要方向，准确、稳定的基因调控将为

疾病建模、药物研发和个体化诊疗开辟新的道路。
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