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摘  要 

类器官作为三维微型器官模型，能够高度模拟体内器官的结构与功能，在疾病建模、药物筛选等领域彰

显出巨大潜力。不过，其培养过程中存在的稳定性难题，极大地限制了实际应用。类器官的稳定性体现

在两个维度：一方面是培养环境的稳态保持，涉及基质构成、生长因子、机械刺激等外源性要素；另一

方面是细胞的内在稳态，包含遗传稳定性、代谢均衡以及细胞异质性等内源性要素。本文全面综述了维

持类器官培养环境及内源稳定性的前沿手段，包括工程化基质、血管化技术、标准化流程、菌群平衡等

方面，通过批判性评估各技术的优劣提出整合性策略，并对其临床转化前景进行了展望。 
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Abstract 
As three-dimensional miniaturized organ models, organoids faithfully replicate the structural and func-
tional characteristics of native tissues, demonstrating substantial potential in disease modeling, drug 
screening, and related fields. However, cultivation stability challenges significantly hinder their practi-
cal applications. Organoid stability encompasses two dimensions: Extrinsic homeostasis, maintenance 
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of the culture environment through exogenous factors (e.g. matrix composition, growth factors, me-
chanical stimuli); Intrinsic cellular homeostasis, preservation of endogenous properties including ge-
netic stability, metabolic equilibrium, and cellular heterogeneity. This review comprehensively exam-
ines cutting-edge strategies for sustaining both environmental and cellular stability in organoid cul-
tures, covering engineered matrices, vascularization techniques, standardized protocols, and micro-
bial community regulation. Future prospects for clinical translation are also discussed. 
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1. 引言 

类器官是源于成体或多能干细胞的体外三维自组装结构，可模拟靶器官的解剖与功能单元[1]。然而，

相比于动物模型等传统的研究模式，类器官培养的难度更大，成本更高，且稳定性更加难以维持[2]。这

种稳定性涵盖双重层面：一方面体现为培养过程的可重复性，即不同实验室、不同批次制备的类器官在

细胞组成、结构成熟度等指标上常存在显著差异[3]；另一方面表现为长期培养中的功能维持能力，部分

类器官在传代过程中会出现结构坍塌、特异性功能退化等问题[4]。这些不稳定性直接影响实验结果的可

靠性，成为制约其从基础研究向临床转化的主要障碍。因此，维稳的策略至关重要。 

2. 工程化基质与血管微环境重建 

2.1. 基质材料的创新 

传统 Matrigel 因存在批次差异显著、成分模糊不清及动物源成分引发的安全风险，已成为制约类器

官培养稳定性的主要瓶颈。荷兰 Hubrecht 研究所研发的细菌蛋白 Invasin 技术，为这一难题带来了突破性

解决方案。该团队从耶尔森氏菌中分离并精制出 Invasin 蛋白片段，其能够有效替代 Matrigel 用于培养皿

包被，成功支持人类肠道、呼吸道及蛇毒腺类器官的长期培养。这一技术的核心优势十分突出：成分完

全明确，成本显著降低，且可支持平面 3D 薄片培养结构，让细胞更便于观测和操作，同时还能完好保留

细胞的顶–底极性[5]。实验结果证实，基于 Invasin 的类器官培养不仅能维持干细胞的分化潜能，还规避

了传统凝胶中常见的边界模糊问题。 
在合成水凝胶领域，相关研究同样取得了显著进展。光固化 GelMA 水凝胶可通过调节交联度实现对

基质刚度的精确控制，从而模拟从正常到纤维化的组织微环境[6]。值得关注的是，VitroGel 3D 等植物源

基质进一步降低了免疫排斥风险[7]，为类器官的临床应用奠定了坚实基础。 

2.2. 血管化的突破 

血管网络缺失是制约大型类器官存活与功能成熟的关键瓶颈。目前主要通过细胞共培养、基因工程

调控和生物打印仿生构建三大策略实现血管化重建，其生物学机制与应用局限如下： 

2.2.1. 细胞共培养 
IMALI 培养系统(倒置多层气液界面技术)通过细胞定向分化与自组织调控实现功能性血管构建。其
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核心机制为：利用 BMP4、VEGF 等小分子诱导，将人多能干细胞定向分化为高表达 CD31 和 VE-钙粘蛋

白的 CD32b+肝窦内皮祖细胞(iLSEP)，该类细胞具备内皮增殖与管腔形成能力；随后在三维共培养体系

中，通过动态气液界面微环境促进 iLSEP 与肝细胞、星状细胞等间质细胞间的旁分泌信号传导，引导内

皮细胞自主组装成分支状血管网络。该策略构建的血管可通过内皮细胞紧密连接形成屏障，阻止大分子

渗漏；同时实现管腔与基质的贯通，支持物质交换。例如，在血友病 A 模型小鼠中，肝类器官分泌的凝

血因子 VIII 经血管网络高效运输，显著缓解出血症状。 
然而，该策略仍存在局限：形成的血管网络以内皮细胞为主，缺乏周围细胞覆盖等成熟结构，长期

培养易发生管腔塌陷；同时未整合巨噬细胞等免疫成分，难以模拟炎症相关的血管渗漏和免疫细胞浸润

等病理过程[8]。 

2.2.2. 基因工程调控 
耶鲁大学团队通过诱导内皮关键转录因子 ETV2，在类脑器官中构建血管样网络(vhCOs)。其机制在

于 ETV2 激活内皮分化通路，促使神经外胚层细胞转分化为血管内皮细胞；同时 ETV2 上调 VEGF 等血

管生成因子，通过自分泌–旁分泌循环促进血管分支与生长。 
该策略的不足在于细胞调控精度有限：ETV2 过表达可能导致神经细胞异常向内皮分化，破坏神经组

织结构；同时血管缺乏平滑肌细胞支持，无法模拟如高血压等病理条件下的血管收缩功能[9]。 

2.2.3. 生物打印技术：仿生血管结构的工程化构建 
生物打印技术通过结构仿生与功能模块化设计构建血管网络。以“骨化中心类器官”(OCOs)为例，

其采用“双模块化”设计，包括一个成骨诱导核心单元(含成骨细胞与 BMP2 等因子)和促血管化外壳层

(负载内皮细胞与 VEGF 缓释微球)。血管募集机制为：外壳层释放 VEGF 梯度引导宿主内皮细胞迁移，

多孔生物打印支架为血管长入提供物理通道，促进血管快速贯通并与内部网络连接，最终在骨缺损模型

中实现血管化与骨再生的协同修复。 
该技术目前仍存在局限：血管结构稳定性受支架材料降解速率影响，降解过快将阻碍血管成熟；此

外，当前打印精度(约 50~100 μm)尚难以模拟真正的毛细血管(5~10 μm)，限制了其在糖尿病足等微循环

障碍模型中的精准应用[10]。 

2.3. 力学微环境动态模拟 

组织发育过程中的机械应力是调控细胞行为的关键因素[11]。在周期性拉伸装置中培养的肠类器官，

其杯状细胞的分化率得到显著提升。这一实验现象清晰表明，适宜的力学刺激能够定向促进特定细胞类

型的分化进程，为深入理解机械力在器官发育及细胞命运决定中的调控作用提供了重要依据[12]。肝脏类

器官的相关研究说明，当基质刚度从正常水平增至纤维化状态时，能够激活肝星状细胞，进而重现肝硬

化的发展进程。这一发现为揭示肝脏纤维化的病理机制提供了重要的实验依据，也为针对肝硬化的靶向

治疗研究搭建了更贴近体内环境的模型[13]。 

3. 细胞内在稳态与抗应激调控 

3.1. 遗传稳定性控制 

长期传代引发的遗传漂变，是类器官稳定性面临的另一严峻挑战[14] [15]。在乳腺类器官的培养过程

中，部分类器官形成后，会出现与亲代组织不匹配的受体表达缺失或异常获得现象。这一现象可能源于

培养基中生长因子持续激活 MAPK 通路，进而筛选出携带 PIK3CA 或 PTEN 突变的亚克隆，最终导致激

素受体表达沉默。针对这一问题，可通过标准化培养(如采用化学成分明确的培养基)、限制传代次数及实
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施单细胞监测等手段，有效降低误差[16]。 

3.2. 代谢与氧化平衡 

类器官的中心坏死常与代谢废物积累及氧化应激相关。郭峰团队开发的血管网络启发式可扩散支架

(VID)，通过 3D 打印网状管道模拟血管结构，使代谢废物清除效率大幅提升，中心坏死率较传统模型显

著下降[17] [18]。耶鲁大学团队则通过诱导内皮转录因子 ETV2，构建出带有血管样网络的类器官(vhCOs)，
首次在类脑器官中实现“形态–功能”双模拟的血管网络，成功解决了长期培养中代谢废物累积与氧化

应激损伤的问题，为脑发育研究、神经疾病建模及移植医学提供了长效稳定的生物学平台[9]。未来的研

究需进一步整合血管免疫共培养系统，以更全面地模拟体内清除机制。 

3.3. 菌群互作与免疫微环境 

微生物群在器官功能中扮演着关键角色。肠类器官与菌群的共培养技术主要包括：直接接种法、

Transwell 共培养法及工程菌定植法[19]-[21]。为维持菌群平衡，需对短链脂肪酸浓度及菌群比例波动进

行监测。添加黏液素能够促进菌群定植，而调节 TGF-β则可调控调节性 T 细胞的分化，从而防止过度炎

症反应[22]-[24]。借助 Transwell 室的气液界面，能够保留结直肠癌、肺癌等类器官中的内源性免疫细胞，

延长免疫细胞的存活时间，进而更精准地模拟体内免疫微环境[25]。但仍然存在菌群比例易波动，需持续

监测增加成本等问题。 

4. 标准化流程与全链条质控体系 

4.1. 标准化操作流程(SOP) 

类器官培养的标准化流程已逐步构建起统一框架。尽管不同组织来源的类器官(如乳腺类器官、胃肠

道类器官)在消化时间、培养基配方等细节上存在差异，但核心操作流程——从样本处理、三维培养，到

传代、冻存及质量控制——已通过团体标准达成行业共识。无基质胶培养系统、自动化操作平台(如人工

智能驱动的形态分析技术)以及合成基质的持续开发，进一步提高了培养过程的标准化程度与实验可重复

性。同时，严格遵循相关团体标准(如 T/CMBA 017-2022)，为全流程的规范化实施提供了有力保障[26]。 

4.2. 质量评估与污染防控 

形态学分析是类器官质量评估的首要环节，健康的类器官需具备清晰的腔体结构与明确的细胞极性

[27]。采用传统 ECM 包埋法培养的类器官，其尺寸变异往往较大；而新型悬浮培养系统能有效缩小这种

尺寸差异。在悬浮培养体系中，机械搅拌生物反应器通过提供均匀的流体剪切力，可有效促进细胞的均

匀分布与营养物质的充分摄取，从而显著降低因 ECM 局部浓度不均引发的类器官尺寸异质性问题。进一

步的转录组学分析揭示，悬浮培养能特异性激活 PI3K 信号通路，从而增强细胞间黏附作用并优化细胞极

性排布，为类器官的结构稳定性与均一发育提供了关键分子机制支撑[28]。借助自动化成像系统结合人工

智能算法，可对类器官的直径分布、腔体形成率及细胞活力进行精准量化[29]。组织学染色则进一步用于

验证超微结构：H&E 染色可识别胃类器官中的壁细胞、主细胞等四类细胞谱系[30]；免疫荧光技术则适

用于检测谱系特异性标志物的空间分布情况[31]。 
操作规范的标准化是防控类器官培养污染的基础。关键控制点涵盖：生物安全柜的规范管理、培养

基的标准化处理、冷冻保存的严格操作，以及覆盖全流程的环境监测。试剂的质量控制同样至关重要，

以基质胶为例，其批次差异会显著影响类器官的形成率，因此在正式实验前必须通过预实验进行有效性

验证[26] [32]。 
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5. 前沿交叉技术与临床转化突破 

5.1. 多器官芯片与人工智能融合 

器官芯片是一种集成化的细胞培养设备，借助微流控平台连接多种类器官，能够模拟人体系统性反

应[33]。欧盟“芯片人体”项目整合 10 个器官芯片的数据，构建出全身药代动力学数字孪生模型，显著

降低了药物开发成本[34]。此外，人工智能在质量控制与预测方面的作用也日益凸显，例如通过机器学习

驱动的跨物种比较，能够对类器官发育成熟度进行评估[35]。 

5.2. 患者来源类器官与精准医疗 

患者来源的类器官在肿瘤精准治疗中具有极高价值。中国学者开发的 GlioME 类器官，通过机械剪

碎肿瘤组织进行三维原位培养，完整保留了肿瘤微环境。经多组学验证，该类器官与原发肿瘤高度吻合，

在靶向药 Vebreltinib 的筛选中成功指导临床实践，助力患者实现完全缓解。GlioME 类器官模型能够在体

外环境中完整复刻亲本肿瘤的微环境特征，并可稳定用于各类治疗药物的有效性测试。研究证实，该模

型在培养体系中可维持至少两周的结构与功能稳定性，这为后续开展深入实验奠定了扎实的技术基础。

这一创新培养方法不仅为胶质瘤的基础机制研究提供了极具价值的实验工具，更能为临床制定个体化治

疗策略提供关键参考，推动胶质瘤精准治疗的发展[36]。 

6. 结论与展望 

为确保类器官培养稳定性，需构建“三维协同优化框架”，形成从微环境调控到功能验证的全流程

闭环。该框架包含以下三个层次： 

6.1. 微环境工程化优化层 

以“标准化替代 + 功能仿生”为核心策略：采用 Invasin 蛋白或合成水凝胶替代 Matrigel，以降低基

质批次差异；通过模块化血管技术选择——如实质器官类器官采用 IMALI 共培养，复杂器官采用 ETV2
基因调控，缺血组织类器官选用生物打印双模块设计——实现血管功能精准模拟；结合力学刺激(如肠道

类器官的周期性拉伸)与基质刚度调控(如肝纤维化模型)，还原体内机械微环境。 

6.2. 细胞稳态精准调控层 

针对遗传突变，建立“传代限制 + 单细胞监测 + 通路抑制”联合体系，例如在乳腺类器官中抑制

MAPK 通路过度激活；代谢平衡方面，应用 VID 支架与 vhCOs 血管网络，通过结构优化与功能强化协同

清除代谢废物；菌群与免疫微环境需借助标准化 Transwell 共培养，并基于短链脂肪酸监测与 TGF-β 调

节，维持免疫平衡。 

6.3. 全流程质控与转化层 

以“数字化 + 标准化”为核心：依据 T/CMBA 017-2022 团体标准建立 SOP，利用 AI 自动化成像(量化

直径、腔体形成等)与多组学数据(转录组、蛋白组)进行系统评估；整合环境监测与试剂预验证以防控污染。 
结合以上新技术的优缺点，未来的研究重点包括：开发可模拟血管渗漏和免疫浸润的共培养系统；

优化生物打印支架降解与血管成熟的匹配性；通过自动化生物反应器与 AI 决策降低个体化培养成本，推

动类器官从模型向临床治疗方案的转化，服务于肿瘤精准医疗与再生医学等领域。 
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