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【摘要】结直肠癌（colorectal cancer，CRC）是当前最常见的恶性肿瘤之一，具

有较高的发病率和死亡率。50% 以上的患者最终会出现肿瘤转移，且转移性结直肠癌

（metastatic colorectal cancer，mCRC）患者对大部分药物敏感性不高，导致患者预后较差。

虽然利用细胞系和患者源性异种移植模型进行 mCRC 的研究已较为成熟，但两者仍有较

大的局限性。而患者来源肿瘤类器官作为患者衍生的三维培养物，具有模拟肿瘤体内特

征、保留肿瘤细胞异质性、培养周期短及易于保存等优势，在 mCRC 的基础研究、药物

作用机制的阐释、新药开发和个体化治疗等方面均展示出了极大的应用价值。本文概述

了近年类器官技术在 mCRC 领域中的研究和挑战，旨在阐明类器官在 mCRC 中的研究价

值，为后续研究提供方向。
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【Abstract】Currently, colorectal cancer (CRC) is one of the most malignancies in the 
world, with high rates of morbidity and mortality. More than 50% of patients will eventually 
develop tumor metastasis, and patients with metastatic colorectal cancer (mCRC) are not 
sensitive to most drugs, leading to a poorer prognosis for patients. Although studies of mCRC 
using patient-derived cancer cells and patient-derived xenografts (PDX) are mature, both still 
have limitations. However, patient-derived organoids (PDO) has the benefits of duplicating 
the immune circumstance of real tumor in vivo, preserving tumor heterogeneity, short culture 
cycles and easy preservation. And it has shown great application value in the fundamental 
study of mCRC, explanation of the mechanism of drug action, development of new drugs and 
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individualized treatment. In order to explain the importance of organoids in mCRC research and 
offer directions for future research, this paper summarizes the recent studies and difficulties of 
organoid technology in recent years.

【Keywords】Metastatic colorectal cancer; Organoids; Colorectal cancer; Colorectal 
cancer organoids; Patient-derived xenografts; Patients-derived organoids

结直肠癌（colorectal cancer，CRC）在所有恶

性肿瘤中发病率排名第三，癌症相关死亡率排名

第二 [1]。远处转移是引起 CRC 患者死亡的主要原

因，常见累及部位为肝脏（50%）和腹膜（25%）[2]。

虽然手术切除、放化疗、靶向治疗和免疫治疗

能显著延长患者生存期，但对转移性结直肠癌

（metastatic colorectal cancer，mCRC）的疗效依

然较为有限，5 年生存率低于 20%[3]。作为新型

的肿瘤研究技术，类器官平台可探究肿瘤转移机

制、开发新药、制定个体化治疗方案，从而找到

预防 CRC 转移以及治疗 mCRC 的方法，以延长

患者生存期。作者团队已对原位 CRC 类器官模

型的构建与应用现状进行过综述 [4]，现为了更好

地运用类器官技术研究 mCRC 的发生与治疗，

本文主要从类器官在 mCRC 微环境以及药物研

发等方面的应用作一综述。

1  类器官的建立与发展

类器官是将组织衍生的干细胞嵌入细胞外基

质凝胶后，干细胞通过自组织的方式高效地生长

形成由多种细胞类型组成的三维器官型结构。在

结 直 肠 领 域，2009 年 Hans Clevers 团 队 [5] 首 次

利用小鼠 Lgr5+ 干细胞在体外培育出了具有小肠

绒毛和隐窝结构的肠道类器官；2011 年，Jung

等 [6] 和 Sato 等 [7] 分别成功培养出了人结直肠类

器 官 和 人 结 直 肠 肿 瘤 类 器 官（colorectal cancer 

organoids，CCO），结直肠类器官技术在此基础

上开始迅速发展。2015 年 Hans Clevers 团队 [8] 又

首次建立了 CRC 及其相对应的正常组织的类器

官生物样本库。随着各个实验室类器官库逐步建

立，类器官研究 CRC 的优势也逐渐显现出来。与

类器官技术相比，虽然细胞系的培养和维持成本

较低，但从肿瘤产生细胞系的效率较低，在传代

培养中往往会失去原始供体的异质性，且在特定

CRC 亚型、早期阶段或在精准医学应用中研究机

制的能力有限 [9-10]。患者源性异种移植（patient-

derived xenografts，PDX）模型可以较好地解决上

述问题，最大化地保留供体异质性，但 PDX 存在

建立周期长、所需费用高昂、高通量药物难以筛

选等缺陷 [11-12]。而类器官具有保留原始肿瘤细胞

组成、模拟肿瘤体内特征并保留肿瘤细胞异质性、

培养周期短、能进行高通量药物筛选等优势 [13-15]，

并可从腹水、手术切除带瘤肠管和肝脏等途径获

取 CRC 并培养成类器官，以准确模拟药物在患者

体内对 CRC 发生、发展和转移中的干预作用，为

mCRC 患者提供更为有效的治疗方法。

2  类器官在mCRC微环境中的研究

目前运用类器官研究 mCRC 机制的相关研究

较少，且主要集中在微环境对 mCRC 发生的影

响。肿瘤微环境由癌症相关成纤维细胞、免疫细

胞、间质细胞和细胞外基质等构成，并能够影响

CRC 的发生、进展、转移和耐药。患者肿瘤类器

官（patients-derived organoids，PDO） 能 保 留 肿

瘤异质性，在培养过程中加入不同培养液，通过

与其它组织共培养可以模拟不同的肿瘤微环境，

用于 CRC 转移机制的基础研究。Takeda 等 [16] 使

用 CRISPR-Cas9 技 术 干 预 PDO， 构 建 了 对 CRC

相关基因的验证平台，为研究单个基因突变导致

mCRC 的发生奠定了基础。O'Rourke 等 [17] 采用小

鼠和类器官构建了免疫活性 CCO 模型，能够灵活、

快速和低成本地模拟 CRC 的所有阶段，可用于探

究 CRC 发生和转移的基因改变以及测试 CRC 与

微环境的相互作用。Lgr5 阳性表达的 CRC 干细胞

被认为是肿瘤生长和转移的关键，Fumagalli 等 [18]

通过小鼠 CRC 细胞模型和 PDX 模型研究 CRC 转

移的原始细胞，发现大多数转移的是 Lgr5-CRC，

且转移后的 Lgr5-CRC 能够恢复干细胞特性。为

了验证含有干细胞诱导因子的肿瘤微环境是否

对 Lgr5- 的 CRC 可塑性起决定性作用，Fumagalli

等将鼠 Lgr5- 的 CRC 在无任何干细胞诱导因子

的培养基中培养成 CCO 后，发现 Lgr5-CCO 可以

不依赖于微环境的方式成为癌症干细胞。同样，

Drost 等 [19]在培养 KRASG12D、APCKO、P53KO 和
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SMAD4KO 共同突变的肠道类器官时发现，其可在

缺乏所有干细胞诱导因子的情况下生长并能够表

现出较强的侵袭性。Devarasetty 等 [20] 开发了一种

包含人原代肝细胞、间充质干细胞和结直肠癌肝

转移（colorectal liver metastasis, CRLM）的类器官

模型，作为 CRLM 的肿瘤基质模型，能较好地阐

明 CRLM 与微环境之间的相互作用。Subtil 等 [21]

创建了第一个人树突状细胞与 CRLM 类器官共

培养的 3D 模型，发现相较于成熟的人树突状细

胞，未成熟的人树突状细胞更靠近肿瘤边界，且

与 CRLM 共培养的树突状细胞刺激同种异体 T 细

胞增殖能力较弱。该研究提出 CRLM 类器官较强

的免疫抑制作用可能与人树突状细胞被肿瘤微环

境排斥有关。Laoukili 等 [22] 从 12 名患者中生成

了一个由 35 个原发性 CRC 和 59 个相配对的结

直肠癌腹膜转移（colorectal peritoneal metastases, 

CRPM）组成的类器官生物库并进行肿瘤免疫微

环境对比研究，确定了 CRC 和 CRPM 之间肿瘤

微环境的主要差异。

微环境能影响肿瘤的生物学行为，肿瘤细胞

也能够改变周围微环境，相较于细胞系模型中每

一个细胞都能够接受相同的外界刺激，结合微流

控芯片等技术，选择不同的培养基并与其他组织

共培养模拟肿瘤体内微环境是类器官研究 mCRC

的一大优势，通过该技术可更好地研究肿瘤微环

境对 CRC 发生、进展、转移和耐药等生物学行为

的作用以及 mCRC 对周围微环境的影响 [23-24]。

3  抗肿瘤药物作用于mCRC类器官的
研究进展

3.1  mCRC类器官在药物作用机制及毒性
中的应用

将 mCRC 类器官与正常组织共同培养，加

入抗癌药物后观察对细胞表达的影响，可进一步

探究药物对肿瘤的作用机制以及评估药物毒副反

应，为临床选择药物提供更好的思路。Betge 等 [25]

使用图像分析法系统地分析了 11 例未经治疗

CCO 的异质性及其对药物的反应，实验观察到类

器官的大小与 IGF1R 信号活性升高呈正相关，且

对 IGF1R 和 MEK 的阻断敏感，确定了癌症类器

官形态变化的两个关键轴，并发现了它们潜在生

物学行为和按照关键轴变化的类器官药理反应，

进一步明确了药物在体内的作用机理及用于治疗

复杂 mCRC 患者的可行性。在临床实践中，对于

采用联合治疗方案的患者，无法评估单一药物的

治疗价值，现在通过使用 PDO 系统可测试单一

药物的疗效。Yao 等 [26] 在 23 个 PDO 上进行了联

合方案与单一药物疗效的对比测试，发现两者效

果基本一致，可用于支持采用单一药物治疗部分

mCRC 的临床方案，从而显著减少患者因全身治

疗引起的毒副反应，改善生活质量，延长生存期。

Devarasetty 等 [20] 培养了包含肝细胞的 CRLM 类器

官，能够模仿 CRLM 天然的体内环境，用于在患

者用药前或药物研发中测定药物的肝毒性，以及

肝细胞代谢对药物作用机制的影响。

化疗作为肿瘤治疗体系的重要方法，也是

CRC 晚期及术后的主要治疗措施。但化疗所致的

相关不良反应如恶心呕吐、腹泻、骨髓抑制等可

给患者带来身心的双重打击，且严重不良反应需

减少化疗药量，甚至中断治疗，大大增加了潜在

的进展风险。因此，明确化疗药物的作用机制，

减少化疗的不良反应，对于完善 mCRC 治疗体系

具有重要意义。mCRC 类器官能更好用于观察药

物对肿瘤基因表达的影响，进一步明确药物的作

用机理，同时可以把药物用于与正常组织共培养

的 mCRC 类器官中，通过对药物的肿瘤抑制作用

和细胞毒性进行对比分析以优化治疗方案。

3.2  类器官在新药和新治疗方案开发中的
应用

类器官作为新药和新治疗方案开发的优秀

临床前模型，不仅能够模拟药物在人体内的反

应，还能增加成功率，节约成本。Bruun 等 [27] 用

CRLM 类器官建立了一个分析 mCRC 药物基因组

学的平台，结果显示患者对几种尚未批准用于

mCRC 的抗癌药物和无明确靶点向的药物具有敏

感性，并且大多数药物在人体内和类器官中的反

应模式一致，此发现对于 mCRC 新型药物和疗法

的开发具有重要意义。Okamoto 等 [28] 从 21 例患

者中培养了 72 个 PDO，通过 RNA 测序，发现了

原发性和 mCRC 之间 OLFM4 等基因的表达差异，

进一步证明导致 mCRC 耐药性的原因与原发性和

mCRC 之间的异质性相关。Sogawa 等 [29] 使用具有

干细胞特性的 mCRC 类器官进行顺铂、伊马替尼

和 5- 氟尿嘧啶的耐药性测试，发现这些药物不

仅可以杀死部分肿瘤细胞，同时还能够激发剩余

耐药肿瘤细胞的侵袭性，可用于指导 FOLFOX 化
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疗方案的临床应用，以及为预防肿瘤转移新药的

研发提供了新的研究方向。

Cioce 等 [30] 将 原 发 的 CRC、CRLM 与 CRLM

临近的正常肝组织培养为类器官并进行 RNA 测

序、通路富集分析、主要成分分析，结果显示虽

然 RNA 测序结果表示原发 CRC 与 CRLM 的差异

表达基因较少，但主要成分分析显示 CRLM 与

CRLM 临近正常肝组织的相似性高于原发肿瘤，

提示 mCRC 会获得周围组织一些特性，并失去原

CRC 的一些特征。Cioce 基于此推测，宿主组织

基因的过度表达可能是完成转移的一个条件，干

扰宿主组织的基因表达可能会成为预防 CRC 转移

的新策略。Ubink 等 [31] 从恶性腹水和切除的腹膜

中培养了 5 种肿瘤类器官，用于体外腹腔热灌注

化疗技术模型中，以评估类器官对丝裂霉素 C 与

奥沙利铂的敏感性，测试丝裂霉素 C 与 ATR 抑

制剂联合治疗的效果，并对腹腔热灌注化疗技术

中 ATR 抑制剂的最佳给药时机、剂量和给药途径

做了进一步研究，可完善腹腔热灌注化疗方案以

更好控制 CRPM，延长患者生存期。Boos 等 [32] 在

经化疗后因转录组学改变而非基因突变产生耐药

性的 KRAS 突变 CRLM 类器官中加入 Aurora 激酶

A 后，发现了 PDO 中 MYC、E2F1 以及干扰素相

关基因表达下调，并恢复 CRLM 对药物的敏感性。

Laoukili 等 [22] 通过对 CRPM 类器官进行分子分析，

发现 CRPM 耐奥沙利铂的主要机制——谷氨酸 -

半胱氨酸连接酶高表达，并提出了与降低肿瘤还

原能力药物联合使用的治疗策略来抑制耐药性。

同时，Laoukili 通过类器官药物的筛选验证，表

明即使在短期暴露下，奥沙利铂与氧化还原靶向

药物的联合治疗也能够产生持久的抗肿瘤作用。

Küçükköse 等 [33] 建立了一个 DNA 错配修复系统

正常和缺陷 PDO 库，并测试了它们对 mCRC 常

用药物的反应，发现 DNA 错配修复系统状态与

PDO 的药物敏感性无关，相反突变的原癌基因是

影响 mCRC 药物敏感性的关键。

类器官平台能够用于检测诊疗规范以外药物

的敏感性，以及从不同的角度研究 mCRC 的耐药

机制，为开发新药、指导临床联合用药提供了新

思路。总之，PDO 能通过模拟药物在人体内的作

用，并进行高通量的药物测试，以准确评估药物

的疗效，从而显著缩短临床前试验周期，降低开

发成本和风险，提高成功率，扭转目前新药研发

缺乏优秀临床前模型的局面，为新药研发和新诊

疗方案的提出提供最优质的平台。

3.3  类器官在个性化治疗和精准治疗中的
应用

超过一半的 CRC 会发生远处转移 [34]。尽管

治疗 mCRC 的药物较多，但部分患者对指南上的

药物不敏感，或者随着用药时间的延长，逐渐对

可用的药物产生耐药性，从而影响患者的生存率。

PDO 能模拟肿瘤体内特征并保留肿瘤细胞的异质

性，2018 年 Science 报 道 了 首 个 PDO 药 敏 临 床

疗效观察试验，取得了 88% 阳性预测值和 100%

阴性预测值的研究结果，且现有研究能基于多药

耐药性 mCRC 类器官进行基因组测定、药物敏

感性分析和临床预后预测，使患者在 2 个月左右

能得到个性化治疗方案，以延长生存期 [27,35-38]。

Ganesh 等 [39] 对患者的 CRC 和正常组织切片进行

了 L1CAM 免疫组织化学分析，结果显示 L1CAM

在正常结肠上皮细胞中未检测到，但在原发性

CRC 侵袭前沿的某些细胞中表达。同时，Ganesh

还用原发性 CRC 和 CRLM 类器官进行验证，发

现 L1CAM 基因表达在腺瘤的产生中并非必需，

而对于肿瘤的远处转移是必需的。Ganesh 的实

验也证明进入 L1CAM 高表达状态是具有不同基

因型的肿瘤细胞在转移和治疗过程中存活的基本

条件。Cave 等 [40] 则在缺氧的微环境中培养出了

L1CAM 或 CXCR4 高表达的 CCO，发现这种基因

高表达的 CCO 增殖能力下降，但侵袭能力明显增

强。因此，L1CAM 和 CXCR4 的表达产物可作为

mCRC 潜在治疗靶点，用于常规治疗后的 CRC 患

者，从而预防肿瘤转移与侵袭。

总之，运用类器官技术不仅可对 mCRC 的特

异性表达基因谱进行分析，以发现特定治疗靶点

和预后标志物，还能单独为患者进行药物敏感性

检测，进而为 mCRC 患者提供精准的个性化治疗，

减少药物副作用，降低肿瘤耐药性和复发率，以

延长患者的生存期。

4  挑战与局限

尽管 mCRC 类器官在癌症研究和临床应用中

显示出了强大的潜力，但类器官平台仍然存在许

多缺点。类器官的培养条件需要优化，其中缺乏

基质细胞和许多生长因子，难以准确模拟肿瘤微

环境 [41]。而且相同亚型的肿瘤在同种培养基中还
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不能培养出具有相似表型的类器官，不同亚型的

肿瘤也难以准确地配置相应的培养基，且在不同

亚型肿瘤共同培养过程中也会存在优势亚型，这

些均可能影响肿瘤机制的研究和药物敏感性的测

试并干扰实验结果 [42]。此外，类器官的生产非常

昂贵，由于复杂的类器官培养系统，现阶段还无

法进行大规模培养以降低成本。为了在类器官技

术方面取得进一步进展，必须改善培养条件，建

立标准化方案，才能更好地研究 CRC 转移的机制

和研发药物 [13]。

5  结语

为了弥补类器官平台的缺陷，研究人员将类

器官技术与其他技术相结合，以尝试完全地模拟、

调控 mCRC 微环境和 mCRC 发展过程。将类器官

技术与微流控芯片技术相结合是目前类器官发展

的主流方向，成熟的类器官芯片技术可以构建并

实时调控肿瘤微环境，能对类器官进行大批培养、

实时监测、动态分析以及高通量药敏测试，研究

不同组织、器官对肿瘤类器官生长和转移的影响，

还可以模拟灌注血管，帮助类器官克服营养供应

的障碍，研究抗血管药物对肿瘤类器官的抑制作

用 [43-47]。此外，4D 成像技术、3D 生物打印技术、

异种移植技术、CRISPR-Cas9、scRNA-seq 和气 -

液界面等技术的发展也促进了 mCRC 类器官的

应用与发展。尽管仍存在挑战，但类器官在治疗

mCRC 方面具有相当大的潜力，已逐渐成为研究

肿瘤的首选。

总之，类器官技术可以模拟 mCRC 体内特征

并保留 mCRC 细胞的异质性，具有与原始肿瘤相

同的细胞组成，与患者 mCRC 保持高度的同源性，

能灵活、快速地模拟 CRC 发生、发展和转移的所

有阶段，并能够通过结合其他技术，在探究肿瘤

转移的机制、开发新药、减少药物毒副反应、制

定个体化治疗方案等方面都产生极大价值。
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