
大脑结构和功能上的复杂性，尤其是人类独特

的脑功能分区对脑科学研究提出了挑战。由于伦

理与人脑组织来源的限制，传统上研究者利用动物

模型研究人类的大脑发育。因此，对人类大脑发育

的研究往往停留在研究哺乳动物和其他脊椎动物

的共同特征，而人脑发育结构与功能的独特性使得

许多与基因变异高度相关的神经退行性疾病，如精

神分裂症（schizophrenia）、自闭症谱系障碍（autism
spectrum disorder，ASD）、阿尔茨海默症（Alzheimer’s
disease，AD）、帕金森综合征（Parkinson’s syndrome，
PD）等并不能在动物模型中呈现人脑发育的特征。

随着诱导多能干细胞（induced pluripotent stem cell，
iPSC）重编程技术的问世，研究者们可以获得直接来
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人源大脑类器官
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大脑类器官
寨卡病毒

小头畸型症模型

微型生物反应器A B C

A：微型生物反应器优化类器官培养模式；B：寨卡病毒致大脑类器官形成小头畸形症；C：将人类大脑类器官移植到鼠脑，改善供氧和营养

支持，观察神经元迁移等。

图1 3D大脑类器官相关技术进展

Figure 1 Advances in technologies related to brain organoids

自于患者且携带致病基因的 iPSC［1］，在一定条件下

可以分化成任何类型的携带该基因的体细胞。传统

的2D培养体系所分化得到的细胞始终难以模拟人类

大脑3D空间里客观真实的内环境，也无法反映出3D
层面细胞间的相互作用［2-4］，而这些3D特征是在脑发

育和神经科学研究领域里相当重要的一部分。因

此，研究人员迫切地需要一种能够更直观反映人脑

发育与结构功能特点的模型。

1 多能干细胞衍生3D大脑类器官方法的构建

1998年Thomson等［5］建立了从囊胚中分离人胚

胎干细胞（embryonic stem cell，ESC）的技术，使研究

者可以获得维持未分化多能状态的干细胞。而

2006年 Takahashi等［1］又通过逆转录转录因子 Sox2
（sex determining region Y⁃box 2）、Klf4（Kruppel⁃like
factor 4）、Oct3/4（octamer⁃binding transcription factor
3/4）和c⁃Myc（myelocytomatosis）将小鼠成纤维细胞诱

导产生具有干细胞特性的多能干细胞 iPSC。两个团

队又于次年各自独立建立了第一批人 iPSC［6-7］。iPSC
的诞生既可规避ESC的道德和法律争议，又可利用

易获得的患者来源细胞分化成几乎任何类型的同

基因细胞，包括中枢和外周神经系统的神经元，开

辟了一条脑与神经科学领域研究的新道路，具有里

程碑式的意义。

然而，传统上模拟神经系统疾病利用的是从人

多能干细胞（human pluripotent stem cell，hPSC）中分

化发育得到的神经元，这种方法还是一种基于2D培

养的体系［2，8］。尽管分化方案可以相对成熟地产生

稳定同质、纯度较高的各类神经元［9-10］，如运动神经

元、端脑兴奋性神经元和中脑多巴胺能神经元等［11］，

但2D培养的细胞模型具有一定的不足之处，既不能

模拟大脑在三维空间上由各种调节因子和内源性信

号组成的微环境［2］，也不能模拟三维空间层面上细胞

之间的相互作用［3］，使得神经系统疾病中不同脑区之

间不同种类细胞间的功能紊乱始终无法得到很好的

模拟［12］。因此，3D培养体系的建立应运而生。

在干细胞领域中，从肠类器官［13-14］开始，视网

膜［15］、大脑［16］、肝［17］、肾［18- 20］等各种类器官相继诞

生。其基本原理是按照既定的时间、剂量特定组合

补充多种诱导因子，以使具有干性潜能的细胞自发

分化形成所需要的相应器官的部分组织，再利用人

工基质胶代替细胞外基质，从而实现3D培养体系的

构建［16，21］。对比 2D培养体系，3D培养体系拥有类

似自然状态下的细胞外基质，可以模拟各类自分泌

信号组成的内源微环境，更精确地模拟细胞的形态、

增殖、迁移、分化等［22］。对于大脑与神经科学来说，尽

管已经有研究者开发了可以在两个不同大脑区域（即

新皮层和中脑神经元）间建立联系的2D神经培养系

统［23］，但只有3D培养体系问世后，才得以在不同脑区

不同类型的细胞组织间模拟突触连接的形成。

Kadoshima的团队［24］很早研发了由人ESC衍生

的具有特异性祖细胞动力学的极化皮层自组织结

构，已经接近后来出现的大脑类器官的概念。Lan⁃
caster等［16］首先通过加入各类生长因子将人ESC与

人 iPSC在 3D培养体系下用基质胶包埋，以培养出

类似于9~10周胚胎脑的“全脑类器官”，已经出现背

侧皮层、腹侧前脑等特征性结构。该团队还将小头

畸形症患者的成纤维细胞诱导形成多能干细胞

系，并利用其构建了小头畸形症的大脑类器官疾

病模型［16］。Chromiak等［25］很早利用生物反应器来

维持骨骼肌类器官。Qian等［26］应用微型生物反应

器（图 1A）维持寨卡病毒（Zika virus，ZIKV）处理过

的脑区特异性类器官。Kirwan等［27］又利用人 iPSC
系成功构建了脑皮层神经网络的类器官模型，可以模

拟皮层网络的发育与功能。Pham等［28］将人的 iPSC培

养成大脑类器官，并将同一来源的 iPSC分化为内皮

细胞（endothelial cells，EC），3D培养一段时间后将

类器官重新包埋在具有250 000个内皮细胞的基质

胶中，从而产生血管化的大脑类器官。

从hPSC产生3D大脑类器官的最广泛使用的方

案是用基质胶包被快速再聚集的胚状体样无血清

漂浮培养物（serum⁃free culture of embryoid body⁃like
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将ESC或患者来源的 iPSC先产生EB进行3D培养，并在2D体系下将其分化出神经祖细胞花结，再重新吹悬成3D培养的神经球。之后即

可将3D体系下的EB或神经球用基质胶包被形成大脑类器官。

图2 产生大脑类器官的流程

Figure 2 The process of producing brain organoids
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quick⁃aggregation，SFEBq）［24，29-30］，即先通过形成拟胚

体（embryoid body，EB），再将这些悬浮培养的EB样

聚集体逐渐分化为几个极化的神经前体细胞花环

结构，随后重新吹悬成神经球（neurosphere），再用含

有高水平神经元细胞外基质蛋白的基质胶包埋，从

而生成具有特异性皮质特征的大脑类器官［16］（图

2）。随着生物工程技术的进步，多能干细胞衍生3D
大脑类器官技术的开发愈发成熟，应用前景愈发广

阔。综合来看，多能干细胞衍生的3D大脑类器官技

术可用来突破当前研究脑发育与神经系统疾病的

瓶颈，作为脑发育与神经系统疾病研究的模型具有

巨大的应用潜力。

2 多能干细胞衍生3D大脑类器官用于构建脑发育

与神经系统疾病模型

动物模型对于研究神经发育障碍仍然很重要，

但物种差异、遗传背景的不同、脑结构与功能复杂

性的不同也限制了动物模型对人类脑发育和神经

系统疾病的研究。而重编程技术使得研究者更容易

获得直接来源于患者的干细胞［1］，iPSC分化技术又使

这些干细胞可以定向分化为包括神经元在内的几乎

任何细胞，而类器官 3D培养技术的出现［16］，使得研

究者可以利用大脑类器官来构建脑发育与神经系

统疾病的模型。

2.1 小头畸形症

常染色体隐性遗传性原发性小头畸形症（auto⁃
somal recessive primary microcephaly，MCPH）是一种

由于常染色体畸变引起的神经发育障碍疾病，其主

要特征是脑较小，尤其是大脑皮质变小［31-32］。在已

知与小头畸形症相关的基因中，CDK5调节亚基相

关蛋白 2（CDK5 regulatory subunit⁃associated protein
2，CDK5RAP2）调节中心体蛋白有丝分裂的复制过程，

CDK5RAP2的损失或突变可引起小头畸形症［33-34］。

在小鼠动物模型中，CDK5RAP2突变小鼠的大脑皮

质并没有像人类患者那样明显变小［35-36］，而Lancaster
等［16］使用了基因中携带CDK5RAP2突变的小头畸

形症患者来源的 iPSC经3D培养为大脑类器官。与

对照组相比，患者来源的类器官显示出了较小的神

经上皮区域，整体尺寸也更小，很好地模拟了小头

畸形症患者最典型的症状。该团队还利用大脑类

器官模型研究发现患者来源细胞生长的大脑类器

官的增殖祖细胞减少并显示出过早的神经分化，而

小鼠的神经祖细胞在神经发生前并不能增殖扩增

到与人类相当的程度，这也解释了CDK5RAP2突变

小鼠模型不能呈现大脑显著变小的原因［37-38］。在此

研究的基础上，又有许多利用大脑类器官探索寨卡

病毒（ZIKV）引起小头畸形症机制的研究相继报道

（图 2B）。ZIKV感染引起类器官的大小总体降低，

ZIKV在神经前体细胞中还可诱导细胞凋亡，减弱前

体细胞增殖，并增加了脑室结构内腔的大小［26，39-41］。

这些结果与描述在ZIKV感染的人类胎儿脑中观察

到的扩大脑室结构内腔的临床病例报告一致［42］。

可见大脑类器官模型可帮助研究者探索神经与脑

发育的机制。

2.2 ASD
ASD是一种复杂的大脑发育障碍，其症状主要包

括语言能力障碍、社交能力障碍与重复刻板行为［43］。

ASD脑发育的改变导致皮质层状结构的破坏和皮

质网络的变化，这可能导致自闭行为。Mariani等［44］

利用4例患有严重特发性ASD的患者和来自未受影
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响的一级相关患者的 iPSC衍生的大脑类器官直接

模拟早期ASD的大脑发育，发现在分化的早期阶

段，ASD衍生的类器官在神经祖细胞中表现出细胞

周期缩短，突触成熟度增强，以及γ⁃氨基丁酸（γ
aminobutyric acid，GABA）能抑制性神经元的过度产

生。他们使用RNA干扰技术进一步证明了FOXG1
（forkhead box G1）的过表达是GABA能神经元过度

产生的原因［44］。这表明大脑类器官模型可用来探

索自闭症复杂的病理机制，以及为寻找自闭症治疗

方法提供新的平台。

2.3 AD
AD是一种起病隐匿的进行性发展的神经系统

退行性疾病［45］。2D细胞培养可能无法提供模拟细

胞外蛋白质聚集所必需的复杂细胞外环境，使得3D
大脑类器官成为更有前景的疾病模型［46-47］。大多数

AD首先出现在成年人中，因此在应用大脑类器官

构建AD模型时必须考虑多能干细胞衍生出的大脑

类器官往往体现脑早期发育的特征。Raja等［48］利

用早发型家族性阿尔茨海默症（familial Alzheimer’s
disease，fAD）患者来源的 iPSC衍生的 3D大脑类器

官模型研究了 fAD中β⁃淀粉样蛋白（amyloid β⁃pro⁃
tein，Aβ）聚集、过度磷酸化Tau蛋白（hyperphosphor⁃
ylation microtubule ⁃ associated protein tau，pTau）和

fAD患者衍生的3D大脑类器官的内体异常。他们还

发现β和γ分泌酶抑制剂可治疗 fAD大脑类器官的淀

粉样蛋白和 pTau病理过程［48］。可见多能干细胞衍

生 3D大脑类器官可以为神经退行性疾病的药物筛

选提供新的平台。而针对前述的大多数迟发型AD
类器官造模所需克服的困难，长期分化并寻找简单

易行的血管化方法是一个理性可靠的策略。而长

期的分化培养所带来的类器官内部缺乏氧气和营

养物质导致中心坏死的问题也限制了迟发型AD大

脑类器官造模的可靠性。Pham等［28］发现的产生血

管化大脑类器官的方法以及生物工程技术如生物

反应器［26］等工具的应用也许给大脑类器官模拟迟

发型AD提供了参考。此外，在AD小鼠模型中筛选

出的几种很具潜力的药物，在晚期临床试验中并未

能改善认知能力，因此大脑类器官有希望成为发现

神经退行性疾病药物的新平台。

2.4 无脑回畸形

无脑回畸形（lissencephaly）是表现为大脑表面

光滑，大脑皮质无脑沟及脑回的先天畸形，又称平

滑脑。Miller⁃Dieker综合征（MDS）是先天性无脑回

畸形中最严重的形式［49-50］，由染色体17p13.3的杂合

缺失引起，其涉及基因 LIS1 和 YWHAE（编码

14.3.3ε）并且在皮质发育期间导致畸形［51］。Iefremova
等［51］用患者特异性前脑类器官来研究与MDS相关

的病理变化，发现患者衍生的类器官体积显著减

小，并伴随着脑室区放射状胶质细胞（ventricular
zone radial glia cells，vRGC）从对称细胞分裂到不对

称细胞分裂的转变，及 vRGC中微管网络组织的改

变。Bershteyn等［52］使用延时成像、免疫染色和单细

胞RNA测序来分析来自对照组和MDS诱导的多能

干细胞的大脑类器官。该团队使用大脑类器官模

型不仅重复出了无脑回畸形小鼠模型中发现的几

种表型，如神经上皮干细胞有丝分裂期纺锤体的失

调和神经元迁移的缺陷，还新发现了脑室区神经上

皮干细胞的严重凋亡和外侧桡神经胶质细胞的有

丝分裂缺陷，这些表型在大脑遗传性啮齿动物中基

本不存在，但对人类新皮层扩张至关重要［52］。由此

可见，大脑类器官在模拟人类特异性表型方面具有

独特优势。

2.5 精神分裂症

精神分裂症是由一组症状群所组成的临床综

合征，目前对其病因的认识尚不很明确，临床症状

可涉及感知觉、思维、情感、意志行为及认知功能等

方面［53］。其中人的精神分裂症中断基因1（disrupted
⁃in⁃schizophrenia 1，DISC1）的突变与主要精神疾病

相关，主要包括精神分裂症、双相情感障碍和抑郁

症等［54-55］。Ye等［56］证明DISC1可以调节核分布组

分类似基因 1（nuclear ⁃ distribution element ⁃ like 1，
Ndel1）的动粒附着，延长有丝分裂，影响人体细胞

的细胞周期进程，并导致小鼠胚胎皮质和人类前

脑类器官中桡神经胶质细胞的细胞周期缺陷。而

这些缺陷可以在源自DISC1突变的精神分裂症患

者的类器官中得到证实，该突变破坏了其与Nde11
的相互作用。这表明类器官模型在对精神分裂症

某些突变基因与蛋白质相互作用以及大脑影响的

模拟上大有可为。

2.6 Sandhoff病
Sandhoff病是一种溶酶体聚集病，它是由于己

糖胺酶 A（hexosaminidase A，HexA）和己糖胺酶 B
（hexosaminidase B，HexB）的活力缺乏，使得GM2神

经节苷脂在脑中沉积，同时β⁃氨基己糖最终产物

糖脂、糖蛋白及低聚糖也在脑与内脏中沉积［57-58］。

Allende等［59］利用来自患有桑德霍夫病的婴儿成纤

维细胞诱导的 iPSC 构建了大脑类器官，并使用

CRISPR/Cas9（clustered regularly interspaced palin⁃
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dromic repeats/CRISPR⁃associated proteins 9）技术通

过基因组编辑创建了同基因（HEXB校正的）对照。

Sandhoff病的类器官显示积累的GM2神经节苷脂，

而对照组则没有。与其同基因对照相比，患病的类

器官也表现出体积增加和细胞增殖。转录组学分

析显示Sandhoff病类器官的发育受损［59］。由此可见

作为早期发育疾病的模型，大脑类器官可以很好地

表现出 Sandhoff病的病理特征，为此类罕见病提供

了重要的研究方法。

3 多能干细胞衍生 3D大脑类器官的现状、局限与

展望

当前多能干细胞衍生 3D大脑类器官技术的研

究已经取得了许多进展，除了构建脑发育与神经系

统疾病模型外，还被用于研究人类放射状胶质细胞

中的细胞分裂［16］和人类皮层祖细胞扩增［60］，也可以

用于药物筛选，例如利用大脑类器官进行产前药物

处理的研究。已知产前可卡因暴露于大鼠会诱导胚

胎新皮层中的细胞结构和相关信号转导变化［61-62］，而

种属差异使得仅用模拟动物模型还是不够可靠，Lee
等［63］利用人大脑类器官模型研究产前药物暴露对

人胎脑的影响，证明可卡因暴露可以抑制新皮质祖

细胞的增殖，引起过早的神经元分化并中断神经组

织的发育，并发现细胞色素 P450 3A5（cytochrome
P450 3A5，CYP3A5）可能是治疗与产前可卡因暴露

相关的神经发育障碍的治疗靶点。这表明大脑类

器官可以帮助寻找良好的药物治疗靶点，并为围产

期药物的研究提供了新的平台。Mansour等［64］建立

了将人大脑类器官移植到成年小鼠脑中的方法，提

供了大脑类器官血管化的功能性体内模型，并结合

光遗传学技术揭示了所移植大脑类器官和宿主间

的功能性突触连接，为生理条件下脑发育与神经疾

病模型的建立提供了重要参考。

尽管多能干细胞衍生 3D大脑类器官取得了上

述进展，但仍有一些困难需要克服，一些问题亟待

解决。大脑类器官毕竟不是真的人类大脑，并不能

将自身自组织化成与人类大脑完全相同的形状和

脑功能分区。同时，大脑的发育成熟特别是晚期阶

段高度依赖于脑室下区（subventricular zone，SVZ）的
血管化，没有血管的形成限制了类器官的氧气和营

养物质的供应，往往造成中心区域的坏死，干扰神

经元的迁移［65］。尽管大脑类器官与神经元培养物

可以产生功能性突触连接，但仍缺乏完整神经回路

与成熟突触的建立［65］。

值得期待的是，研究者们对改进类器官培养模

式的研究也取得了许多重大进展。如前文所提到

的，Ming团队开发的自旋Ω微型生物反应器推动了

脑区特异性类器官的大量扩增与生产自动化［26，66］。

Kirwan等［27］又利用人 iPSC系成功构建了脑皮层神

经网络的类器官模型，可以模拟皮层网络的发育与功

能，为复杂精神疾病的模拟奠定了基石。Pham等［28］

将患者的 iPSC培养出了血管化的大脑类器官，更精

确地模拟体内大脑解剖学和生理学，为大脑类器官

改善缺氧和营养支持提供了参考，可以促进脑疾病

建模，并且还提供用于药物测试的理想平台。Man⁃
sour等［64］建立了将人大脑类器官移植到鼠脑的方法

（图1C），也提供了另一种大脑类器官血管化的功能

性体内模型的思路，还可以借此观察神经元的迁移

等。Schwartz等［67］更是将人类 iPSC衍生的神经祖细

胞、间充质干细胞、内皮细胞和小胶质细胞前体在

化学工程水凝胶上组合以形成具有小胶质细胞和

血管网络的3D神经培养物。在神经科学、干细胞生

物学、神经学、生物工程和生物材料等不同领域科

学家们的努力下，大脑类器官的性状功能将和真实

的人类大脑越来越接近，能够更加充分地发挥大脑

类器官模拟人类大脑发育和神经系统疾病的潜力。

4 小 结

本文回顾了多能干细胞衍生 3D大脑类器官技

术诞生与发展的重要成果与历史进程，包括多能干细

胞技术的突破［1］和类器官技术［16］的出现等。接着对

比了3D类器官模型与传统2D培养模式和动物模型

的特点，3D大脑类器官可以在空间结构上更精确地

模拟人类大脑，也可以模拟出动物模型难以显示的一

些脑发育与神经系统疾病的相关表型［2-3，12，22］。然后，

我们详细地列举了多能干细胞衍生3D大脑类器官模

拟脑发育和神经系统疾病的经典研究［16，44，49，52，56，59］，并

分别对这些工作作出评价。此外，我们还对3D大脑

类器官在其他方面的研究应用以及近年来与该技术

在包括神经科学、干细胞生物学、神经学、生物工程和

生物材料等不同领域的突破进行了介绍［16，60，63-64］。最

后还提出了3D大脑类器官当前存在的问题，以及对

未来该技术可能改进的发展方向进行了展望。总

之，尽管大脑类器官不能将自身自组织化成与人类

大脑完全相同的形状或脑功能分区，并因为未形成

血管限制了氧气和营养的支持［65］，但随着各领域技

术的突破，多能干细胞衍生人类3D大脑类器官的性

状功能将越来越接近真实的人类大脑，更充分地发
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挥其模拟人类大脑发育和神经系统疾病的功能，并

逐步将基础研究转化到临床应用，在基础研究、药

物筛选、临床治疗等多个方面具有不可忽视的潜力

与价值。
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