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　 　 【摘要】 　
 

类器官已成为肿瘤研究的重要技术平台,但在模拟肿瘤组织结构和功能方面依旧存在问题。
基因编辑技术的发展,尤其与肿瘤类器官相结合时,为精准、全面地模拟体内肿瘤模型特征提供了新的途径。
通过基因编辑技术在肿瘤类器官中引入特定基因变异或修正突变,可以深入解析肿瘤的发生发展机制,探索

潜在的治疗靶点,并加速药物筛选过程,为肿瘤个体化治疗提供了新的思路。 本文综述了肿瘤类器官的形成

及基因编辑策略应用于肿瘤类器官研究的技术要点,重点阐述了基因编辑技术在肿瘤类器官上的独特应用及

前景。 同时,提出准确模拟体内微环境,推动类器官基因编辑技术的标准化和稳定性,优化基因编辑效率,可
以加速肿瘤类器官在精准医学研究中的应用。
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【Abstract】　
 

Organoids
 

have
 

become
 

an
 

important
 

technological
 

platform
 

in
 

cancer
 

research,
 

but
 

simulating
 

the
 

primary
 

tumor
 

tissue
 

structure
 

and
 

function
 

still
 

presents
 

problems.
 

The
 

development
 

of
 

gene-editing
 

technology,
 

especially
 

when
 

combined
 

with
 

tumor
 

organoids,
 

provides
 

a
 

new
 

approach
 

for
 

accurately
 

and
 

comprehensively
 

simulating
 

the
 

in
 

vivo
 

characteristics
 

of
 

tumor
 

models.
 

Introducing
 

specific
 

gene
 

mutations
 

or
 

correcting
 

mutations
 

in
 

tumor
 

organoids
 

through
 

gene-editing
 

technology
 

can
 

allow
 

detailed
 

analysis
 

of
 

the
 

mechanisms
 

of
 

tumor
 

initiation
 

and
 

progression,
 

as
 

well
 

as
 

exploring
 

potential
 

therapeutic
 

targets,
 

accelerating
 

the
 

drug-screening
 

process,
 

and
 

providing
 

new
 

insights
 

for
 

personalized
 

cancer
 

treatment.
 

This
 

article
 

reviews
 

the
 

formation
 

of
 

tumor
 

organoids
 

and
 

the
 

technical
 

aspects
 

of
 

gene-editing
 

strategies,
 

emphasizing
 

their
 

unique
 

applications
 

and
 

prospects
 

in
 

tumor
 

organoids.
 

We
 

also
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propose
 

that
 

accurately
 

simulating
 

the
 

in
 

vivo
 

microenvironment,
 

promoting
 

the
 

standardization
 

and
 

stability
 

of
 

organoid
 

gene-editing
 

technology,
 

and
 

optimizing
 

the
 

efficiency
 

of
 

gene
 

editing
 

can
 

accelerate
 

the
 

application
 

of
 

organoids
 

in
 

precision
 

medicine
 

research.
【Keywords】　 gene-editing;

 

tumor
 

organoids;
 

CRISPR / Cas9;
 

stem
 

cell
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　 　 全球癌症每年致使近 1000 万人失去生命,且
这一数字预计仍将持续攀升[1] 。 令人遗憾的是,
有效的癌症治疗手段数量却未能跟上这一严峻

趋势。 其中一个关键因素在于缺乏能够精准模

拟人类肿瘤形态、分子特征以及微环境多样性的

体外临床前模型。 鉴于此,研究人员提出了肿瘤

类器官这一概念。 肿瘤类器官是在体外培养的

3D 细胞模型,在适当的培养条件下,肿瘤细胞或

肿瘤干细胞可自行组装成与原始肿瘤组织相似

的细胞结构和功能特征[2] 。 相比于细胞系,类器

官更能代表人类肿瘤的多样性,因为细胞系通常

无法再现体内细胞的结构、功能和生理方面[3] 。
且由于肿瘤细胞系随着时间推移会发生多个额

外突变, 导致其细胞极性和酶活性等发生改

变[4-5] 。 虽患者源性异种移植 ( patient-derived
 

xenografts,PDX)模型有助于克服与细胞系使用相

关的局限性,保留原始患者肿瘤的基因组特征、
组织病理学和异质性,但其构建周期长、成功率

低,因此,在患者临床治疗中并不适用。 此外,
PDX 模型只适用于检测有限数量的药物组合,并
不适于高通量筛选。 而类器官模型可以降低实

验的复杂性,构建效率明显提升,且可快速扩增、
长期培养,并且适合应用实时成像技术[6-8] 。 总

之,与细胞系和 PDX 模型相比,类器官具有前沿

性、精准性、高效性,以及功能多样性等优势。 但

如何使类器官更好地发挥其优势,使其更加精

确、全面地模拟各种肿瘤,为研究人员提供一个

良好的体外模型,成为了当前研究重点。
在过去数年中,基因编辑技术的发展,尤其

是 CRISPR / Cas9 系统的发现,将与肿瘤相关的遗

传变异精准设计到干细胞中成为可能,进而培养

了各式各样的类器官[9] ,这些类器官保留着患者

特定的致病突变与表观遗传背景,为有效模拟体

内肿瘤特征开辟了全新的路径。 此外, 由于

CRISPR / Cas9 系统具备高精度、可重复性、易用

性、成本效益以及在众多研究领域广泛的实用性

等诸多优势[10] ,其与类器官培养技术的有机结合

为深入探究肿瘤相关信息以及推动精准医学的

发展构建了一个独一无二的模型。
构建基因编辑的肿瘤类器官模型不仅为肿

瘤研究提供了更为精准的工具,还有助于在肿瘤

发生发展机制、药物筛选、个性化治疗等多方面

取得更为显著的突破,从而为应对肿瘤这一全球

性健康挑战带来新的希望与可能。 在这篇综述

中,讨论了肿瘤类器官的形成以及用于肿瘤类器

官的基因编辑方法和递送靶基因的方式,重点关

注了基于 CRISPR / Cas9 的基因编辑技术在肿瘤

类器官中的关键作用和应用潜能,期望为肿瘤研

究提供一个新的实验工具。

1　 肿瘤类器官的来源

干细胞作为原始且未分化的细胞,具备自我

更新能力,同时还能够分化产生某种特定组织类

型的细胞。 鉴于其自我更新以及多向分化的潜

能,类器官得以从干细胞中构建生成,包括诱导

多 能 干 细 胞 ( induced
 

pluripotent
 

stem
 

cells,
iPSCs)、胚胎干细胞(embryonic

 

stem
 

cells,ESCs)、
成体干细胞( adult

 

stem
 

cells,ASCs) 以及肿瘤组

织[11] 。 在肿瘤类器官的培育过程中,正常干细胞

通常会被置于三维培养系统内的基质胶 ( 如

Matrigel)之中,并且会添加适宜的细胞因子,以此

来模拟组织发育过程中的各类信号[12] 。 干细胞

发展演变成类器官后,利用 CRISPR / Cas9 技术对

驱动突变进行序列敲除和敲入,生成肿瘤类器

官,作为进一步研究肿瘤发病机制的方法[13] 。
1. 1　 成体干细胞来源

ASCs 衍生的类器官技术有助于模拟不同肿

瘤的表型,利用这些模型,不仅可进行药物筛选,
还可开展基础研究。 例如,通过 CRISPR / Cas9 技

术构建小鼠结肠癌类器官,揭示 SOX17 在早期结

直肠癌免疫逃避中的关键作用[14] 。 且 ASCs 衍生

类器官培养方案简单、耗时短且成熟度高,与成
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人组织相似度高[15-16] 。 但其细胞成分单一,主要

为上皮细胞[11] ,且对不同组织的培养基了解有

限,这些都限制了 ASCs 衍生类器官的应用。
1. 2　 诱导多能干细胞来源

除了 ASCs,类器官还能源自 ESCs 或 iPSCs。
人类 ESCs 因受到伦理法规的约束,其应用范围

受到限制,无法广泛普及。 相较而言,iPSCs 是通

过特定转录因子对体细胞进行重编程而获得,具
备与 ESCs 相似的多能性,能够分化成多种不同

类型的细胞[17] 。 通过在不同发育阶段引入癌基

因过表达或抑癌基因的功能丧失来从 iPSCs 建立

肿瘤类器官。 这种来源的类器官可用于研究基

因突变在肿瘤发生和肿瘤发展中的作用[18-19] 。
然而,在从 iPSCs 产生类器官的过程中存在一个

难点,传统的分化方法通常只能使 iPSCs 分化为

特定类型的细胞,难以形成构成肿瘤中的多种细

胞类型,这就导致了 iPSCs 衍生的类器官肿瘤细

胞之间缺乏关键的相互作用[20] 。
1. 3　 肿瘤组织来源

基于 ASCs 衍生类器官的培养方案,研究人

员可以从肿瘤组织(包括原发性肿瘤、循环肿瘤

细胞和继发性转移瘤)中分离的肿瘤细胞或肿瘤

干细胞在特定培养条件下形成肿瘤类器官,该种

类器官很好地保留了肿瘤的组织病理学特征、基
因特征和异质性,可用于肿瘤研究、药物筛选和

个性化医疗,如胰腺癌[21] 、前列腺癌[22] 、肺癌[23] 、
胃癌[24]等多种肿瘤的类器官模型已被成功建立。

类器官的来源多种多样,每种来源都有其独

特的优势和应用场景,为肿瘤的研究和治疗提供

了重要的工具和模型。

2　 肿瘤类器官基因编辑技术的类型

2. 1　 应用于肿瘤类器官的基因编辑技术

类器官培养体系为探索肿瘤相关机制提供

了良好的实验工具,但深入揭示基因在肿瘤中的

作用需要精确的基因编辑方法。 传统的同源重

组技术在小鼠 ESCs 中展现出较高的基因编辑效

率,但当应用于人类 ESCs 或 iPSCs 时,其靶向效

率存疑。 为了切实提高基因编辑效率,科研人员

成功 研 发 出 了 基 于 锌 指 核 酸 酶 ( zinc-finger
 

nucleases, ZFN ) 和 TALE 核 酸 酶 ( transcription
 

activator-like
 

effector
 

nucleases,TALENs)技术的基

因编辑方法[25] 。 然而,设计 ZFN 和 TALENs 以精

准地靶向不同序列在技术层面仍然充满困难,并
且需要投入较高的成本[26] 。 CRISPR 和 CRISPR
相关蛋白的发现与发展,因其编程相对简便、具
有高度特异性以及多功能性,为肿瘤类器官的研

究提供了良好的基因编辑方法。
其中, CRISPR / Cas9 是 一 种 RNA 介 导 的

DNA 内切酶,通过与目标序列互补的单引导 RNA
(single

 

guide
 

RNA,sgRNA)引导识别靶 DNA。 为

了使 Cas9 结合并切割 DNA,目标序列下游需要

存在一个原间隔邻接基序 ( protospacer
 

adjacent
 

motif,PAM),从而在 DNA 上产生钝端或交错末

端的双链断裂(double-strand
 

break,DSB)。 随后,
通过 同 源 定 向 修 复 ( homology-directed

 

repair,
HDR) 或非同源末端连接 ( non-homologous

 

end
 

joining,NHEJ)等不同的 DNA 修复机制,实现基

因工程的应用[27-28] 。 基于 CRISPR / Cas9 的特点,
只需针对目标序列与其互补的 sgRNA 设计,便可

降低操作的复杂性和成本。 此外,通过表达不同

的 sgRNA,可以在同一细胞中进行多个基因位点

的编辑,为系统化、网络化研究肿瘤发生发展的

分子机制提供了有效途径[29-30] 。
肿瘤相关的基因突变通常受多因素调控,在

类器官模型中应用 CRISPR / Cas9 基因编辑技术

可以更好地模拟临床病例的遗传异质性,这对于

全面深入地了解肿瘤发生发展的原因,以及开发

适宜的治疗手段具有重要意义[31-32] 。 然而,
CRISPR / Cas9 仍面临脱靶效应、DNA 损伤引起的

细胞毒性以及免疫原性等限制因素[33-34] 。 在 2D
细胞培养中,NHEJ 的效率足以实现群体基因敲

除,验证结果时,可以直接对细胞进行分析,避免

了扩大单细胞克隆的要求。 然而,在类器官中进

行基因编辑时,CRISPR / Cas9 诱导的 NHEJ 效率

不如在 2D 细胞系中高,因此编辑后需要对单个

克隆进行验证,以确保靶向需求的准确性[35] 。
2. 2　 编辑基因的递送方式

在进行基因编辑时,也需要慎重考虑采用何

种方式将基因精准地运送至目标细胞,进而实现

最佳的转染效率。 目前用于类器官编辑基因递

送的方式主要有两种:病毒法(如逆转录病毒、慢
病毒和腺病毒)和非病毒方法(如电穿孔和脂质

体感染)。
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逆转录病毒和慢病毒转染利用病毒的感染

机制来稳定整合外源基因序列,使其表达可以持

续传递给后代。 然而,逆转录病毒需要宿主细胞

处于分裂状态才能将遗传信息整合到基因组中,
因此无法感染终末分化和非分裂的细胞。 此外,
逆转录病毒感染需要高病毒滴度,可能引起免疫

反应,从而降低基因组整合的效率。 相比之下,
慢病毒具有规避此限制的适应性,因此常用于难

以感染的细胞,如免疫细胞或非分裂细胞[36] 。 然

而,慢病毒方法的实验周期长以及构建过程复

杂,载体本身存在的致病性和生物安全性问题,
并且可能导致宿主基因突变。 另一种方法是腺

病毒转染,它通过转染后保持为表位体,从而避

免了永久整合,适用于分裂和非分裂细胞。 腺病

毒转染还可以轻松生成高病毒滴度,以实现更高

水平的转基因表达。 然而,由于缺乏基因组整

合,引入的基因可能在宿主细胞分裂过程中

丢失[34] 。
在选择病毒颗粒作为基因编辑的载体时,由

于 Matrigel 作为类器官营养支持和结构支撑,对
类器官的存活不可或缺[35] ,但病毒颗粒却无法穿

过 Matrigel。 因此,如何让病毒在成功感染类器官

的同时又不影响其存活成为了一大挑战。 目前

常用方法是使用 TrypLE
 

Express 消化液将类器官

解离成单细胞,然后与病毒颗粒混合[36] 。 混合后

在 37
 

℃ 的二氧化碳培养箱中培养 6
 

h,随后将类

器官包埋在 30
 

μL 的 Matrigel 中,再覆盖培养基。
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。 为了避免细

胞的二次损耗,有研究提出将类器官和慢病毒混

合液直接平铺在 Matrigel 上孵育过夜[37] 。 于第

2 天,吸除含死细胞的培养基,再次覆盖 Matrigel,
覆盖底部附着的细胞, Matrigel 凝固后添加培

养基。
在 非 病 毒 载 体 中, 脂 质 转 染 利 用

Lipofectamine 或相关脂质分子形成脂质体,封装

DNA 并将其引入细胞。 这种方法相对简单,通常

对多数细胞有效,但转基因表达通常是短暂的,
且其转染效率相对较低。 相比之下,电穿孔技术

会比脂质体的转染效率高 30%
  

~
  

70%[38] ,但电

穿孔需要相对昂贵的设备和广泛的实验,且可能

会对类器官造成不可逆的损伤。

此外,在对类器官进行电穿孔时,是否需要

将类器官解离成单个细胞需要考虑细胞的类型。
最近一项研究发现,对单个完整的肝导管类器官

不需要消化直接进行电穿孔就可以确保细胞的

存活[39] 。 但与之不同,肝细胞类器官由于具有致

密的结构,通常需要将类器官制备成单细胞悬浮

液才能进行有效转染。 但同时,需要注意的是,
过度解离可能会限制类器官从单细胞到重新聚

团的能力。

3　 基因编辑技术在肿瘤类器官的

应用

3. 1　 靶向肿瘤的发生发展

肿瘤发生是基因突变累积的动态过程[9] 。
利用基因组工程技术改造的肿瘤类器官模型,因
其三维结构与细胞异质性特征,能够精准模拟正

常-癌变转化过程中转录调控网络的时序性演变。
通过将 CRISPR / Cas9 等基因编辑技术整合到人

类 iPSCs、ESCs 及 ASCs 来源的类器官体系,研究

者可系统解析未转化细胞与转化细胞间的互作

机制,并动态追踪早期分子事件如何驱动恶性

转化。
针对结直肠癌的多阶段演进,DROST 等[40]

通过 CRISPR / Cas9 在肠道类器官中依次引入

APC、P53、KRAS 和 SMAD4 突变,首次建立了体外

模拟“腺瘤-癌序列”的类器官模型。 该模型不仅

再现了 APC / P53 共缺失诱导的染色体不稳定性

和异倍体演化过程,更重要的是通过类器官的传

代培养系统,动态捕捉到突变累积与肿瘤恶性表

型间的定量关系。 类似地,MATANO 等[41] 在肠

上皮类器官中同步编辑 APC、P53、KRAS、SMAD4
及 PIK3CA 基因,发现染色体不稳定性是类器官

突破基底膜侵袭的关键节点,这一发现得益于类

器官微环境中细胞-基质互作的精确模拟。
在脑肿瘤研究中,BIAN 等[42] 基于脑类器官模

型构建了人类中枢神经系统原始神经外胚层肿瘤

( central
 

nervous
 

system
 

primitive
 

neuroectodermal
 

tumor,CNS-PNET)病理模型。 通过 CRISPR-Cas9
特异性过表达 MYC 致癌基因,成功诱导类器官产

生与 CNS-PNET 高度一致的组织病理特征、细胞

异质性和转录组特征。 值得注意的是,该研究利
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用脑类器官的发育可塑性,证实仅 MYC 单基因异

常即可在脑类器官中快速诱发 CNS-PNET 样病

变,而传统动物模型则需要联合 P53 缺失等额外

突变且耗时更长,这凸显了类器官在单因素致癌

机制中的独特价值。
肿瘤类器官的基因编辑平台还拓展至多种

癌种的关键驱动突变研究[43-45] 。 例如,GEURTS
等[46]采用 CRISPR 碱基编辑器在 ASCs 源性类器

官中引入组织特异性突变:在肝类器官中构建

CTNNB1 突变模拟肝癌起始,在子宫内膜类器官

中敲除 PTEN(Q245 / R130 位点)再现内膜癌早期

病变。 这种基于类器官的靶向编辑策略,能够保

留组织特异性微环境对突变表型的影响,从而更

真实地揭示 PTEN 缺失诱发癌变的微环境依赖性

机制。
上述研究表明,肿瘤类器官与基因编辑技术

的协同应用具有双重优势:一方面,类器官的三

维结构为基因突变的表型表达提供了近似体内

的微环境;另一方面,基因编辑使研究者能在类

器官中精确重构肿瘤发生的时间与空间维度。
这种结合不仅建立了从突变累积到临床表型转

化的可调控研究体系,更重要的是为肿瘤发生机

制研究和个体化治疗策略开发开辟了新途径。
3. 2　 靶向癌基因

类器官作为肿瘤研究的临床前模型,其三维

结构允许观察基因编辑后细胞极性改变、侵袭伪

足形成等表型,为解析基因突变在肿瘤演进中的

作用提供了独特平台。 TONELLI 等[47] 利用胰腺

导 管 腺 癌 ( pancreatic
 

ductal
 

adenocarcinoma,
PDAC)类器官模型,发现转录因子 SPDEF 通过

调控粘液分泌相关基因(AGR2、ERN2 / IRE1β) 驱

动肿瘤进展。 研究通过在小鼠 PDAC 类器官中敲

低 SPDEF,在三维环境中观察到肿瘤从粘液分泌

型向基底样的转化,并证实其生长抑制效应。 这

种亚型转化的动态过程在传统二维细胞系中难

以捕捉,凸显了类器官在模拟肿瘤可塑性方面的

优势。
ROE 等[48]基于 PDAC 类器官培养模型,该模

型保留了正常、胰腺上皮内瘤变、肿瘤和转移病

灶的独特生物学特征。 通过对比原发灶与转移

灶类器官的转录组特征,发现转移性肿瘤中增强

子活性的重塑依赖于先驱因子 FOXA1, 揭示

FOXA1 驱动的增强子重编程可激活胚胎前肠内

胚层转录程序,进而促进类器官在侵袭实验中表

现出更强的迁移能力。
转录共激活因子 YAP1 是 Hippo 通路的下游

效应器,它能调节组织稳态、器官大小、再生和肿

瘤发生[49] 。 多种肿瘤细胞的增殖和存活发生都

依赖于 YAP1 的持续表达,但相应的分子基础并

不十分清楚。 为了找出能在功能上替代 YAP1 的

基因,KIM 等[50]分别利用 APC 野生型(APC
 

wild-
type, APC

 

WT ) 和 APC 基 因 敲 除 型 ( APC
 

knockout,APC
 

KO) 小鼠建立了结肠癌类器官模

型。 发现 Hippo 通路效应因子 YAP1 的缺失可激

活 PRDM14-CALM2 / SLC2A1 代谢代偿轴。 研究利

用类器官的长期传代能力,动态追踪了 YAP1 抑

制后葡萄糖转运通路的重编程过程, 并证实

PRDM14 是 YAP1 驱动诱发肿瘤的治疗靶点。
上述研究展示了类器官结合基因编辑技术

在类器官中精准模拟致癌基因的动态调控,并直

接观察其对肿瘤生物学行为的影响,为生物医学

机制研究提供了一种创新的工具。
3. 3　 靶向耐药基因

基因突变常与耐药性有关,而类器官的敏感

性与其突变谱之间存在一定的关联。 通过对类

器官进行靶向测序,可以揭示与特定基因区域相

关的突变,进而结合基因编辑技术可筛选出与耐

药相关的关键基因[51] 。
BOOS 等[52] 通过从原发性和肝转移性结直

肠癌患者构建类器官,并用典型的一线联合治

疗[53] ,FOLFIRI(亚叶酸、5-氟尿嘧啶、伊立替康)
联合西妥昔单抗( cetuximab,Cmab)处理,构建化

疗耐受的类器官模型。 使用 CRISPR / Cas9 技术,
将 KRASG12D 突变通过电穿孔导入化疗耐受的结

肠癌类器官中,结果显示 KRASG12D 突变使类器

官对 FOLFIRI / Cmab 的耐药性增强。 而 G2 / M 检

查点 激 酶 AURKA 可 以 降 低 KRAS 突 变 体

FOLFIRI / Cmab 耐药类器官的细胞活力并引发细

胞凋亡。 数据表明,AURKA 是 KRAS 突变型结直

肠癌的一个很有前景的治疗靶点。
另一项研究通过比较不同模型间的染色质

可及性差异,筛选出影响药物敏感性的靶基因。
XIANG 等[54]建立了匹配的结直肠癌类器官、PDX
以及类器官衍生的异种移植瘤 ( patient-derived
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organoids
 

xenografts, PDOX)。 通过 ATAC-seq 和

RNA-seq 技术, 发现相对于类器官, KLF14 和

EGR2 的 表 达 在 PDOX 中 更 为 富 集。 此 外,
EPHA4 作为 KLF14 和 EGR2 的共同下游靶基因,
可能通过染色体重塑影响靶向药物的敏感性和

耐药性。 为了进一步探究 KLF14 和 EGR2 介导的

EPHA4 染色质重塑如何影响药物敏感性,作者在

类器官中敲除了 EPHA4,发现其导致 pERK1 / 2 水

平降低;相反,过表达 EPHA4 则导致 pERK1 / 2 水

平升高。 作者进一步使用类器官对 147 种 FDA
批准的抗癌化合物进行筛选,结果显示 EPHA4 会

显著影响类器官对这些药物的反应。 综上所述,
KLF14 和 EGR2 的不同结合模式及其调控下游

EPHA4 的表达水平,可能在药物治疗中扮演关键

角色,影响肿瘤细胞的药物敏感性。
总体而言,通过对类器官在耐药和敏感状态

下的基因组、转录组和蛋白组的数据分析,人们

能够识别出与药物耐药性相关的生物标志物,这
有助于深入了解耐药的发生机制。 此外,通过这

种分析,可以探讨有效的应对策略,并针对耐药

机制制定改进的治疗方案。 最终,这些研究成果

将有助于早期预测患者对特定治疗的反应,提高

个体化医疗的精准性,从而优化治疗效果并减少

不必要的副作用。
3. 4　 靶向药物研发与筛选

在类器官技术出现之前,细胞系和动物模型

是药物筛选和研发的主要平台,但这两者都有显

著的局限性。 细胞系因其高效的时间和成本效

益而受到关注,然而许多细胞系源自肿瘤或经过

永生化处理,因此其基因表达谱与人类细胞存在

差异。 尽管动物模型在评估药物的疗效和安全

性方面发挥了重要作用,但其长久的时间和高昂

的经济成本以及伦理问题限制了其广泛应用。
类器官技术的引入显著解决了细胞系和动物模

型在预测人体临床试验结果时所面临的挑战,从
而加快了药物开发进程,节约了资源。 结合基因

编辑技术,类器官作为药物测试的预测模型,能
够更全面地模拟人类肿瘤的复杂性,并预测正常

器官中的药物毒性反应,适用于大规模高通量药

物筛选和开发。
ZHAO 等[55]从胃癌患者的肿瘤组织中建立

了 57 例患者来源的类器官,将其暴露于不同的化

疗药物中,包括 5-氟尿嘧啶和奥沙利铂等,分为

5-氟尿嘧啶敏感和耐药,奥沙利铂敏感和耐药的

类器官。 通过基因表达分析,发现了一些在 5-氟
尿嘧啶敏感和耐药类器官中差异表达的基因,如
MSMB 和 S1PR4 等。 敲除这些敏感基因会导致

PDOs 对 5-氟尿嘧啶的敏感性降低。 同样,也鉴

定出了一些在奥沙利铂敏感和耐药类器官中差

异表达的基因,如 MYO1A 和 NDUFA4L2 等。 该

研究结果为胃癌的个性化治疗提供了重要的依

据。 通过分析患者肿瘤组织中的基因表达特征,
可以确定患者对不同化疗药物的敏感性,从而选

择最适合患者的治疗方案。 并针对一些关键的

信号通路和基因靶点,开发新的抗癌药物。
TAKEDA 等[56]在小鼠结肠癌类器官中应用

CRISPR / Cas9 技术进行筛选和验证,研究发现了

结直肠癌中新型的肿瘤抑制因子,包括 Activins
(Acvr1b、Acvr2a)和染色质重塑因子 Arid2,并确定

了 TP53 是导致结直肠癌转移的候选基因。
利用类器官对肿瘤组织结构和功能的高度

模拟,将高通量筛选与类器官技术相结合能够加

速药物研发过程,缩短新药推向市场的时间,推
动药物筛选和个性化治疗的快速发展。

4　 总结和展望

肿瘤类器官与基因编辑技术的结合为肿瘤

研究提供了前所未有的精准工具[57] ,极大推动了

肿瘤发生机制、药物筛选及个体化治疗的发展。
通过 CRISPR / Cas9 等基因编辑技术,研究者能够

在类器官中精确模拟肿瘤的遗传异质性,动态追

踪突变累积与表型演化的关联,并揭示耐药机制

与潜在治疗靶点。 然而,当前研究仍面临以下关

键挑战:
首先,现有类器官多局限于上皮细胞,缺乏

免疫细胞、血管系统及基质成分的整合,难以全

面模拟肿瘤微环境的复杂性。 尽管类器官芯片

(organoid-on-a-chip)通过微流控系统实现了营养

梯度和机械应力的调控,但血管化仍是技术难

点[58-59] 。 此外,通过共培养各种细胞(包括癌细

胞和其他辅助细胞,如基质细胞、血管细胞和免

疫细胞) 来创造更完整类器官的方法仍在完善

中[60-61] 。 其次,类器官培养和基因编辑流程的标

准化程度低,导致实验结果可重复性低。 长期传

627



中国实验动物学报 2025 年 5 月第 33 卷第 5 期　 Acta
 

Lab
 

Anim
 

Sci
 

Sin,May
 

2025,Vol.
 

33,
 

No.
 

5

代中基因组的不稳定性可能引入额外突变,影响

模型的临床预测价值,这一问题在高通量药物筛

选中尤为突出[62] 。 故必须建立国际统一的类器

官培养与基因编辑操作指南,引入自动化培养系

统以提高效率与一致性。 再者,CRISPR / Cas9 的

脱靶效应、递送系统对类器官结构的破坏,以及

病毒载体的潜在生物安全性问题,限制了技术的

临床应用。 目前多数研究停留于基础阶段,如何

将基因编辑类器官转化为临床诊断工具或治疗

决策支持系统仍待突破。 最后,需要促进多学科

交叉融合,例如合成像技术[63] 、人工智能[64] 、纳
米医学[65-66] 等前沿技术与类器官平台的协同

应用。
基因编辑肿瘤类器官,正逐步打破传统模型

的局限。 未来,通过技术革新与跨学科协作,这
一平台有望在精准医学、药物开发及肿瘤生物学

研究中发挥更核心的作用。
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