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摘要 自组织化是细胞的固有属性, 细胞通过集体、自主、动态的排列, 形成具有一定功能的复杂的组织和器

官结构. 充分了解细胞的自组织化行为对于重现多细胞生物的发育过程、构建组织和器官的结构和功能至关重

要. 本文综述了具有代表性和开创性的细胞自组织化研究. 首先是自组织化研究的历史回顾, 接着概述了水凝胶

模拟细胞微环境. 然后以器官发生和肿瘤发生为例, 分别展示用于正常和肿瘤类器官培养, 着重于水凝胶用于细

胞自组织化的研究. 最后讨论了水凝胶对于进一步理解和调控细胞自组织化的应用前景.
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1 引言

自组织化(self-organization)是多组分系统模式形

成的核心原则, 通过各组成部分的集体相互作用, 涌现

出在时间和空间上整体有序的系统. 这一概念在化

学、物理学、生态学、细胞生物学、社会生物学中得

到了广泛的应用. 它与自组装(self-assembly)的区别在

于: 自组装是由各组分的物理结合(physical associa-
tion), 达成静态的平衡结构(static, equilibrium struc-
ture); 自组织化通过各组分的物理相互作用(physical
interaction), 产生动态的稳态结构(dynamic, steady-
state structure), 通常发生在非平衡或耗散系统中

[1], 例
如胚胎发生(embryogenesis)、器官发生(organgen-
esis)、肿瘤发生 (tumorigenesis). 细胞遵循自组织化原

则, 通过生物大分子间、细胞-微环境、细胞-细胞等

相互作用
[2], 确定其结构和功能.

水凝胶由于其生物相容性、多样性、易修饰性、

容易操作、相对透明且易于显微镜观察, 被广泛用

于细胞培养、三维(3D)打印、柔性电子材料与电子

皮肤、干细胞扩增与分化、细胞治疗、组织工程与

再生医学
[3]. 水凝胶可以为细胞自组织化提供可控的

微环境, 包括几何形状、尺寸和形貌、生物化学组

成、机械性能, 以及生物分子信号. 随着干细胞、类

器官、微工程、生物打印等技术的巨大进步, 水凝

胶不仅可以为细胞提供体外无约束自组织化的微环

境, 而且能够通过微图案化、微成型、立体光刻、

生物打印等技术 , 提供一个定向自组织化的微环

境
[4]. 总之, 水凝胶用于细胞自组织化研究具有广阔

的前景.

2 细胞自组织化行为

2.1 细胞自组织化概述

自组织化的概念是在18世纪90年代由德国哲学家
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康德(Kant)首次提出的, 康德将生命定义为一个自组

织化、自我复制的过程(图1), 该定义暗示自组织化与

功能之间存在一个环路
[5]. 直到20世纪50年代, 随着物

理和化学系统自组织化的数学模拟研究进展, 图灵

(Turning)开创了将计算机模拟用于理论生物学的研

究, 运用反应-扩散方程, 提出了胚胎发生完全是一个

自组织化过程的变革性想法
[6].

现代科学家采用了更为简单的定义: 自组织化是

基于主体集体行为的动态过程, 其个体特性无法阐释

最终动态模式的性能. 该定义允许科学家将自组织化

过程与功能的涌现分开研究
[5].

自20世纪70年代, 科学家开始探索细胞形态发生,
包括细胞内的主要组织者——微管自组装和自组织

化
[7~9]. 微管蛋白分子迁移, 形成微小振荡, 从而通过对

称性破缺原理(symmetry breaking)实现微管自组织

化
[10~12]. 振荡器的形成是生命系统自组织化的一个重

要方面. 反应-扩散过程会出现化学振荡
[6], 真核生物

的细胞周期是基于时间和空间的反应-扩散过程
[5], 通

过自振荡涌现(emergence of spontaneous oscillations)
导致周期性时间模式的自组织化

[13], 最终导致功能的

涌现. 细胞水平的自组织化研究表明了自组织和功能

性的环路互调作用
[14]. 此外, 通过自发对称性破缺原

理, 细胞极化可以在没有任何信号提示的情况下发

生
[15]. 自组织具有一定的鲁棒性(robustness)[16]. 细胞

自组织化系统中复杂的相互作用, 可以用非线性动力

学来描述, 包括混沌研究, 揭示了导致各种疾病的事

件, 包括癌症
[17].

2.2 干细胞和类器官推进动自组织化研究进展

小鼠体内和体外胚胎发育研究表明, 基底膜蛋白

为多能外胚层细胞创造了一个驱动胚胎干细胞自组织

化形态发生的微环境
[18]. 随着多能干细胞的研究进展,

多能干细胞衍生的类器官, 可以用于体外再现器官发

育的重要特征
[19]. 自从Sato等人

[20]
显示小肠类器官可

以由单个干细胞自组织化构建, 类器官3D培养陆续被

用于视网膜
[21]

、大脑
[22,23]

、消化道
[24,25]

、皮肤
[26]

、心

脏
[27]

等组织、器官的自组织化研究. 同时肿瘤类器官

3D培养用于研究癌细胞的自组织化和肿瘤发生
[28,29].

类器官培养通常需要用到基质胶(Matrigel), 但是传统

的基质胶是由小鼠肿瘤中提取的, 成分不固定且不同

批次间存在差异. 所以能够替代基质胶的水凝胶
[30,31],

更有潜力用于3D培养、干细胞分化、类器官形成和

自组织化研究.
器官发生需要协调和平衡多种细胞相互作用, 以

创造集体细胞行为, 逐步塑造发育中的组织. 各个局

部相互协调, 形成整个的器官形状. 另外细胞收缩力

驱动的细胞聚集会触发其邻近细胞中β-连环蛋白(β-
catenin)的机械敏感性, 通过机械和分子信号的整合促

使器官形成
[32]. 心脏作为第一个发育的器官, 最先被

用于揭示发育中细胞群落的空间组织化. 利用单细胞

RNA测序(scRNA-seq)与高分辨率多重抗误差荧光原

位杂交(MERFISH)相结合, Farah等人
[33]

构建了发育中

的人类心脏的综合细胞图谱, 使用体内遗传小鼠模型

和体外人类多能干细胞系统来探究这些群落内的细

胞-细胞相互作用, 揭示了在心室壁形态发生过程中协

图 1 细胞自组织化的关键性研究
Figure 1 Key events of cellular self-organization.
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调心脏细胞亚群空间组织的多细胞信号传导途径.

3 水凝胶与细胞微环境

3.1 水凝胶结构与特性

水凝胶通过亲水性聚合物链的交联构成高度多

孔、互连的3D网络结构, 与水接触时会溶胀, 可以将

大量水分子保留在聚合物网络中. 水凝胶含有与细胞

相近的含水量(~70%), 甚至更高(90%以上). 水凝胶可

以通过化学(共价键交联)、物理(离子交联、静电相互

作用、氢键、疏水相互作用、聚合物链物理缠结等)
或生物学(多肽自组装、DNA 碱基配对)交联. 水凝胶

按材料来源可分为三大类: 天然水凝胶、合成水凝

胶、生物合成水凝胶. 常用的天然水凝胶包括多糖类

[如海藻酸盐(alginate)、壳聚糖(chitosan)、透明质酸

(hyaluronic acid, HA)、纤维素(cellulose)], 以及蛋白质

类[如胶原(collagen)、明胶(gelatin)、弹性蛋白(elas-
tin)、层粘连蛋白(laminin)、纤维蛋白(fibrin)、丝素蛋

白(silk fibroin),基底膜提取物(BME,如基质胶, Cultrex
或EHS基质)]. 常用的合成水凝胶包括聚乙二醇(分子

量小于20,000 g mol−1的PEG和大于20,000 g mol−1的
PEO)、聚乙烯醇(PVA)、聚丙烯酰胺(PAAm)、聚异

氰多肽(PIC)、聚(N-异丙基丙烯酰胺)(PNIPAAM)、聚

甲基丙烯酸-2-羟乙酯(pHEMA)、聚丙烯酸(PAA)、聚

甲基丙烯酸甲酯(PMMA)、聚磷腈(PPZ)等. 生物合成

水凝胶包括多肽水凝胶
[34]

和DNA水凝胶
[35,36].

无论天然还是合成水凝胶, 大多可以根据需要, 被
铸造成任何形状、尺寸和形式

[37]. 如图2所示, 水凝胶

拥有多样化的宏观和微观结构. 例如块状或平板(静电

纺丝或多肽自组装纳米纤维、多孔支架)、球形水凝

胶(微球、微胶珠、微胶囊)、半球形. 此外, 海藻酸盐

可以用于制备长管形水凝胶(如空心微管、微纤维、

微丝、微丝带)[38]. 其中, 微胶珠和微纤维具有固体凝

胶核心;微胶囊和微管具有半透膜封装的液态核心.海
藻酸盐微胶囊可以通过用带正电的聚电解质涂覆微胶

珠、然后使用螯合剂(例如柠檬酸钠)将其内部液化来

形成, 也被称为球形液化微囊膜. 海藻酸盐微管可以通

过类似的方法(聚电解质涂覆微纤维、螯合剂将其内

部液化)或者多同轴微流控技术制备长管形液化微囊

膜. 近年来, 随着具有高韧性、机械强度和自愈能力超

图 2 (网络版彩图)具有不同形状和结构的代表性水凝胶
Figure 2 (Color online) Representative hydrogels with different shapes and structures.
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分子材料, 以及3D和4D打印的研发, 形状变形和形状

记忆等智能水凝胶得以构建
[39~41].

水凝胶的物理和生物化学特性包括微观结

构
[42]

、孔隙大小、孔隙率、膨胀率
[43]

、机械性能(弹
性和粘弹性)[44]、光学特性

[45]
、生物粘附性、生物活

性、生物相容性和生物降解性
[46]. 这些特性可以通过

水凝胶材料的来源、化学结构、分子量、浓度、交联

剂或交联方法、制备参数、物理添加或化学改性得以

调控. 天然水凝胶由于可以模拟细胞外基质(ECM)的
糖胺聚糖(GAG)或细胞外基质蛋白质等组分, 并且具

有跟细胞和组织细胞外基质相近的机械弹性, 被广泛

用于细胞培养, 包括干细胞和类器官3D培养. 但是常

规的天然水凝胶, 一般而言机械强度较弱, 这些动物、

植物和微生物来源的水凝胶常常存在批次间的差异.
合成水凝胶成分相对固定, 通过优化和改性可以增强

水凝胶的强度, 并且易于控制水凝胶的物理化学性质.
合成水凝胶以及某些天然水凝胶(如海藻酸盐)通常缺

乏生物活性识别位点, 通过化学改性、细胞外基质蛋

白质涂层、生物大分子偶联形成多肽、酶
[47]

、DNA
或适配体(aptamer)共轭物

[48], 可以获得适合细胞粘

附、干细胞扩繁或分化、类器官培养、或者刺激响应

型水凝胶. 此外, 天然和合成高分子材料结合各自的优

点, 被用于杂化水凝胶的制备.
水凝胶的研究日新月异, 出现了具有优异机械性

能的水凝胶. 例如: (1)由亲水性和热响应性聚合物合

成的可注射“无溶胀”水凝胶, 其中两种独立发生的效

应(膨胀和收缩)彼此相抵
[49]; (2)利用多种交联机制,

通常涉及两种聚合物链的物理缠结和化学键合, 形成

互穿双网络(DN)水凝胶, 具有良好的机械性能、自粘

合或自愈性; (3)通过纳米材料杂化、微晶交联或多种

组分混合, 可以制备坚韧且高拉伸性水凝胶; (4)基于

纳米材料杂化、静电相互作用、或滑环交联的自愈水

凝胶 , 在结构损坏后表现出出色的自发修复能力 ;
(5)结构色水凝胶

[50]; (6)3D或4D可打印水凝胶
[3].

如图2所示, 水凝胶可以制成平板(如纳米纤维、

多孔支架)、球形(如微胶珠、球形液化微囊膜)或长管

形(如微纤维、微管或长管形液化微囊膜). 黑点代表

活细胞. 细胞通常在具有固态凝胶核心的微胶珠或微

纤维中形成许多均匀分布的微小细胞团; 在具有半透

膜的微胶囊中会自组织形成一个大细胞团(尺寸比微

胶囊直径小得多); 在具有半透膜的微管中可以自组织

形成大小均匀的细胞团(尺寸由微管直径和细胞接种

密度决定).
通过将生长因子和/或小分子固定到主链聚合物

上, 或者通过设计聚合物以促进与细胞和细胞外生物

分子的相互作用, 可以得到具有生物活性的水凝胶.
水凝胶通过水解、蛋白水解、解缠结或环境触发, 可

以实现生物降解. 通过将光降解
[51]

、水解或蛋白水解

位点引入聚合物网络的主链中, 或者通过细胞介导的

水凝胶降解策略, 可以设计得到具有可控生物降解性

水凝胶
[37].

3.2 水凝胶模拟细胞微环境

细胞微环境包括细胞外基质、分泌因子、邻近细

胞, 其中细胞外基质为细胞提供了几何地形、机械和

生化线索, 并且可以调控细胞的生死
[52]

和干细胞的生

长、分化与功能
[53]. 水凝胶是一类非常重要的细胞培

养系统, 其机械弹性与人体软组织细胞外基质相近并

且可调. 细胞外基质水凝胶不仅模拟体内微环境的机

械特性、而且模拟细胞基质的生化特性. 如胶原、明

胶、弹性蛋白、层粘连蛋白、纤维蛋白、基质胶、

Cultrex等水凝胶可以用于模拟体内细胞微环境的细胞

外基质蛋白质成分; 透明质酸水凝胶可以用于模拟体

内细胞微环境的细胞外基质糖胺聚糖成分. 这些水凝

胶为细胞附着提供粘附位点, 通过细胞-生物材料相互

作用调节细胞增殖、分化和功能. 如果细胞外基质水

凝胶通过静电纺丝或多肽自组装制备成纳米纤维平

板, 或者通过相分离和冷冻干燥制备成多孔支架, 这些

纤维化和多孔的微观结构更进一步为细胞提供了模拟

细胞外基质几何地貌的微环境.
虽然PEG水凝胶和海藻酸盐水凝胶缺少粘附位

点, 但是可以为细胞提供模拟细胞外基质机械性能的

微环境, 尤其是该水凝胶可以分离机械弹性和粘弹性

对于细胞的影响, 适用于研究微环境的机械性能如何

独立调控细胞自组织化. 其中海藻酸盐水凝胶可以形

成微胶珠或细长微纤维, 模拟细胞外基质凝胶状固态

微环境, 细胞可以与凝胶基质相互作用, 分泌自身的

细胞外基质和生长因子到凝胶基质中, 从而达到生长

因子在水凝胶中的局部富集, 并形成一定的浓度梯度,
细胞通常在微胶珠或微纤维中均匀分布, 形成许多的

微小细胞团(图2, microbead and microfiber). 此外, 海
藻酸盐微胶珠经过聚电解质涂覆、螯合液化, 形成具
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有半透膜包封液态微环境的微胶囊, 球形液化微囊膜

为细胞自组织化提供了一个局部受控(球形半透膜)、
自由迁移的微环境, 细胞微囊化的最初, 一个个细胞均

匀地分布在微胶囊的液态环境中, 通过细胞-细胞相互

作用, 细胞在具有半透膜的微胶囊中会自组织形成一

个大细胞团, 其尺寸比微胶囊直径小得多(图2, micro-
capsule). 细胞在长管形液化微囊膜中, 可以自组织形

成多个大小均匀的细胞团, 其尺寸由微管直径和细胞

接种密度决定(图2, microtube). 由此可见, 水凝胶的形

状和固态、液态微环境对细胞自组织化具有重要

影响.
点击化学具有快速、正交、高产、生物相容性的

优势, 可以在细胞存在的情况下, 直接进行生物共轭/
偶联, 形成水凝胶或化学修饰

[54], 可以独立定制细胞

培养微环境的生物力学和生化特性
[55], 进行正交动态

调控
[56].
甲基丙烯酰化透明质酸水凝胶被加工成不同几何

形状(例如圆柱体、棱柱、立方体和长方体), 用于研

究3D细胞微环境的几何线索如何影响间充质干细胞

(MSC)的分化和功能. 研究发现肌动蛋白丝、粘着

斑、细胞核形状、Yes相关蛋白(YAP)/具有PDZ结合

基序的转录共激活因子(TAZ)定位、细胞收缩性、组

蛋白脱乙酰酶3的核积累以及间充质干细胞细胞分化

的谱系选择都对细胞体积和形状敏感
[57]. 降冰片烯修

饰透明质酸(NorHA)多纤维水凝胶, 具有纤维密度相

关的应变响应和自修复等特性, 间充质干细胞在低纤

维密度水凝胶内局部收缩, 产生宏观体积变化, 导致

细胞密度和模量增加, 从而模拟天然细胞外基质由于

细胞收缩而具有程序化的结构变化
[58].

分泌因子为细胞提供了生物学线索, 分泌因子(比
如生长因子、细胞因子、趋化因子)对于干细胞培养

类器官形成至关重要. 通过将生长因子或小分子固定

到主链聚合物上, 可以形成模拟细胞微环境的生物活

性水凝胶.
邻近细胞为细胞的生长与分化、组织和类器官的

形成与功能提供了重要的支持. 例如, 间充质干细胞可

以为细胞生长提供基质支持、以及一个抗炎、抗纤维

化、促再生的微环境. 内皮细胞可以为细胞提供一个

成血管(vascularization)微环境, 神经细胞可以为细胞

提供一个利于神经发生、神经支配(innervation)的微

环境. 免疫细胞可以为细胞提供一个免疫微环境. 水凝

胶由于其良好的生物相容性和易操作性, 可以将目标

细胞跟间充质干细胞、内皮细胞、神经细胞或免疫细

胞, 在水凝胶中共培养, 用于研究细胞的自组织化, 干
细胞生长与分化, 以及类器官的构建、分化、成熟与

功能.

4 器官发生与水凝胶内的细胞自组织化

4.1 细胞浓缩形成器官芽

早期器官发生的关键一步是通过细胞浓缩过程出

现“器官芽”(organ bud). 例如, 3D肝芽通过内皮细胞与

间充质细胞之间的相互作用在体内形成
[59]

、体外共

培养重现
[60]. 此外, 与基质细胞相关的旁分泌激活成

纤维细胞生长因子(FGF)和骨形态发生蛋白(BMP)信
号途径, 对于形成3D肝芽同样是必要的

[61]. 研究表

明细胞浓缩不是基于活跃的细胞迁移, 而是基于细

胞收缩 , 肝细胞与内皮细胞(如人脐静脉内皮细胞

(HUVEC))和间充质干细胞在基质胶上体外共培养, 形
成一个有凝聚力的多细胞单元, 随后器官芽的半径呈

指数收敛至∼2 mm[62].
器官芽的圆度从细胞培养开始单调下降(∼10小时

达到最小值∼0.5), 这是由于应力纤维和细胞-细胞连

接区域的形成逐渐增加促进细胞凝聚的驱动力. 随后

由于细胞与细胞外环境的粘附强度增高, 使得圆度增

加, 最终在培养∼20小时达到恒定值(∼0.85)[62].

4.2 内皮细胞与间充质细胞相互作用促进自组织
化

内皮细胞与间充质细胞对于自组织形成血管化、

功能化、成熟的3D结构至关重要. 间充质干细胞的存

在触动并引发细胞浓缩. 具体说来, 间充质干细胞通过

肌动球蛋白细胞骨架轴产生牵引力, 在细胞集体的定

向剧烈移动发挥重要作用
[62].

粘附细胞主动探测其环境的机械特性, 利用所得

信息来定位和定向. 线性弹性理论模拟细胞微环境,
发现细胞在最大有效刚度的方向上加强细胞-基质接

触和细胞骨架
[63].通过代理人基模型(agent-based mod-

el)模拟弹性基质上的内皮细胞收缩, 表明基质变形介

导的细胞之间的机械相互作用可以将细胞聚集并排列

成分支网络, 内皮细胞网络的形成取决于基底刚度, 长
程机械相互作用为多细胞自组织提供了最佳和通用的

解玉冰: 水凝胶半透膜中的细胞自组织化行为
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策略, 与仅通过局部细胞相互作用相比,可以更强、更

有效地形成空间跨越网络
[64].

进一步调控细胞微环境的软硬度, 可以最大化自

凝聚
[62]. 例如, 间充质干细胞和人脐静脉内皮细胞在

具有不同机械弹性模量(E ≈ 0.1~100 kPa)的基质胶涂

层PAAm水凝胶上共培养, 细胞仅在具有中等硬度

(E ≈ 10~20 kPa)的水凝胶上呈现集体定向移动, 并且

细胞自组织成毫米大小的凝聚体. 而在较软或较硬的

水凝胶上只形成较小的细胞簇(≤100 μm). 该结果表

明, 细胞-水凝胶和细胞-细胞相互作用之间的竞争, 在
细胞浓缩的初始引发阶段, 可能影响器官芽的形成. 细
胞快速汇聚, 随后通过自组织进行空间重排, 形成内皮

样网络, 引发组装血管化的器官芽
[62].

血流动力学刺激对于肝芽的成熟至关重要
[61]. 内

皮细胞不仅形成血管用来输送营养和氧气, 而且还建

立了指导性血管生态位, 通过旁分泌营养原的产生,
来刺激肝脏器官发生和再生

[65]. 3D血管化组织的形成

对于异位移植后肝芽的成功植入和成熟至关重要
[62].

自凝聚方法从小鼠肝细胞与人脐静脉内皮细胞和间充

质干细胞共培养, 扩展到了肠、肺、心脏、肾、脑细

胞/组织, 甚至肝癌细胞, 通过动态的集体细胞浓缩形

成器官芽.器官芽移植小鼠体内后迅速血管化, 血管化

器官芽通过体内自组织产生了功能化胰腺和肾组

织
[62].

4.3 水凝胶微囊膜内的细胞-细胞相互作用以及器
官发生

由于细胞浓缩和作为一个集体的细胞间相互作

用, 在器官发生中发挥重要作用, 水凝胶微囊膜为细胞

自组织化提供了独特的液态微环境, 有利于诱导器官

发生. 微囊化过程简单直接, 细胞密度可控(低至单个

细胞/微胶囊、高至108细胞/1 mL微胶囊), 细胞可以是

同一种、或者多种类型, 这些细胞悬浮在微胶囊中, 分
泌自己的细胞外基质以及细胞因子, 从而相互吸引、

汇聚、浓缩成细胞聚集体. 同时细胞分泌的生长因子

和外泌体富集在微囊膜, 并形成一定的浓度梯度, 结

合细胞本身的自组织潜力, 从而展现进一步的形态发

生、器官发生.
球形液化微囊膜(海藻酸盐/聚赖氨酸/海藻酸盐/

壳聚糖电解质复合膜), 被用于模拟自我调节的成骨微

环境, 将脂肪干细胞和内皮细胞以及I型胶原蛋白功能

化的聚乳酸(PLLA)微粒封装在球形液化微囊膜中共

培养, 即使在没有地塞米松和抗坏血酸等分化因子的

情况下, 也会增强成骨作用
[66].

带有细胞外基质内涂层的长管形液化微囊膜, 被

用于引导内皮细胞和平滑肌细胞自组织, 快速自发形

成功能性类血管. 细胞在1天内自组织成两层结构: 内

皮细胞大多排列在管腔内表面, 平滑肌细胞组成面向

藻酸膜的外层. 并表现出功能性血管的特性: 静止状

态, 可灌注性, 以及应对血管收缩剂的收缩性反应
[67].

内皮细胞在海藻酸盐-壳聚糖(alginate-chitosan)电解质

水凝胶纤维内生长, 24小时内就形成内皮血管网络, 为
其它细胞的组织构建, 提供了一种有效的预血管化微

环境
[68].

4.4 水凝胶内干细胞自组织化和类器官构建

类器官是源自干细胞或祖细胞的细胞聚集体, 经

过细胞生长、分化和成熟, 形成具有功能的微型器官.
类器官被用作器官替代品, 为研究发育生物学、遗传

性疾病、细胞治疗、组织工程和再生医学提供了一个

强有力的平台. 类器官培养不仅可以构建功能性微器

官, 而且能够用于观察微肠、视杯、大脑、皮肤、心

脏细胞的自组织化(表1).
大部分类器官都是在基质胶中进行培养

[20~24,69,71],
基质胶可以提供细胞外基质微环境, 诱导空腔发生和

组织形态发生
[72]. 可是基质胶是由小鼠肉瘤细胞的分

泌物制备而成, 成分极其复杂, 其不确定性, 以及批次

之间的差异, 不利于阐释微环境因子对类器官发育的

影响; 其机械性能参差不齐, 难以实现对类器官发生

的精准调控; 其动物、肿瘤来源, 不利于类器官用于

治疗研究和人体临床移植
[31]. 为了应对这些挑战, 非

基质水凝胶(Matrigel-free hydrogels)吸引越来越多的

关注
[30 ,31] . 例如天然水凝胶海藻酸盐

[73 ,74]
、壳聚

糖
[75,76]

、透明质酸
[76,77]

、胶原
[78]

、明胶
[79]

、纤维蛋

白
[80]

、丝素蛋白
[81], 以及合成水凝胶PEG[82~86]

、

PIC[87,88]
、PAAm[89], 用于类器官培养的研发. 更多的

例子详见综述文章
[90,91].

PEG被用于成分完全确定的、适于类器官培养的

水凝胶研发. 利用涂有I型胶原蛋白的PEG多孔支架,
重现发育过程中肝祖细胞所感知的细胞外生态位的机

械特性, 模拟肝芽形成, 所获得肝脏类器官在形态、基

因表达、蛋白质分泌、药物代谢和病毒感染方面更接

中国科学: 化学 2024 年 第 54 卷 第 11 期

2237



表 1 类器官用于细胞自组织化的研究

Table 1 Self-organization of cells in organoids

类器官 主要研究方法 自组织化过程

微肠类器官
基质胶培养、微阵列基因

分析、显微成像

肠隐窝绒毛可以在缺少非上皮细胞生态位的情况下, 由单个干细胞自组织化
构建: 在小肠隐窝的底部, 存在大约六个细胞周期的Lgr5(+)干细胞, 在长期培
养条件下(基质胶+生长因子EGF、R-spondin 1、Noggin), 单个隐窝经历多个
隐窝裂变事件. 与此同时进一步的细胞扩繁产生了类器官, 包括40多个由所
有分化细胞类型构建的隐窝结构域, 围绕中央管腔, 内衬绒毛样上皮. 此外单
一分选的Lgr5(+)干细胞也可以启动构建这些隐窝绒毛类器官, 并且Lgr5(+)干

细胞层次结构在类器官中得以保持
[20]

微肠类器官
基质胶/胶原蛋白微型器件、

显微成像
空间限制的水凝胶支架, 促进肠干细胞自组织形成管腔结构的功能性肠上皮,

出现类似于体内的隐窝和绒毛样结构域的空间排列
[69]

肠类器官
基质胶96孔板培养、单细胞
定量基因组、成像方法

单细胞在均匀的促生长环境中, 通过如下突发的自组织过程, 形成复杂的多
细胞不对称结构: 转录调节因子YAP1的瞬时激活驱动再生过程, 对称球体突
现YAP1的细胞间变异, 启动激活Notch和DLL1, 并驱动对称性破缺事件, 导致
第一个潘氏细胞的形成. 这个过程中, 第一个对称性破坏事件至关重要, 对称
球体中只有一小部分相同的细胞分化为潘氏细胞, 形成干细胞微环境并导致

腺窝和绒毛等不对称结构生成
[24]

视杯类器官
超低粘附96孔板培养/干细胞
聚集体3D培养、多光子成像

和消融

小鼠胚胎干细胞聚集体在3D培养中自主形成视网膜原基视杯结构的动态过
程: 胚胎干细胞来源的视网膜上皮自发形成半球形上皮囊泡, 这些囊泡沿着
其近端-远端轴图案化, 近端部分分化为机械刚性的色素上皮, 而柔性远端部
分逐渐向内折叠形成类似于胚胎视杯的形状, 表现出互动的细胞核迁移并产
生分层的神经视网膜组织. 体外3D培养表明视杯形态发生取决于内在的自组

织化程序, 涉及针对局部上皮特性的逐步和特定域的调节
[21]

大脑类器官模拟人类
大脑发育和小头畸形

基质胶液滴
3D培养、实时共聚焦激光

显微成像

基质胶3D培养在8~10天呈现具有神经特征的大脑类器官, 在15~20天形成大
的、连续的、表达神经特异性N-钙粘蛋白的神经上皮, 围在充满液体的空腔
周围. 在2个月时形成大型(直径达4毫米)、复杂的异质组织, 包括类似大脑皮
层、脉络丛、视网膜和脑膜等区域. 大脑类器官进一步用于模拟小头畸形的
某些方面: 患者组织来源的祖细胞区以早期祖细胞为代价, 表现不成熟神经
分化, 放射状胶质祖细胞的创始群体未能在患者组织中适当扩张, 从而导致

整体大脑变小
[22]

大脑类器官
基质胶填充微流控芯片、
CRISPR基因组编辑、
转录组、原位成像

模拟大脑折叠的物理过程: 经过数周的原位成像, 观察到表面皱纹的出现. 在
临界细胞密度和最大细胞核应变条件下现涌现卷积, 这表明机械不稳定性.
当弹性材料受到挤压时, 由于机械不稳定性, 表面皱纹会自发出现. 确认了导
致差异生长的两种相反的力量: 类器官核心的细胞骨架收缩力和类器官周边
的依赖于细胞周期的细胞核扩张力. 起皱波长与脑组织的厚度呈线性比例关
系, 与平衡的弯曲和拉伸能量一致. 光滑脑类器官显示出卷积减少、比例改

变和弹性模量降低
[23]

大脑类器官
聚(乳酸-乙醇酸)(PLGA)纤维
微丝、电穿孔、实时成像、

RNA测序

PLGA纤维微丝作为浮动支架产生细长的胚状体, 显示出增强的神经外胚层
形成和改善的皮质发育. 基底膜的重建导致特征性皮质组织结构, 包括极化
皮质板和径向单元的形成. 相比于球形类器官, 微丝工程脑类器官增加了表
面积, 导致可重复的神经诱导, 产生细长的神经上皮, 模拟大脑皮层独特的径
向组织, 实现可靠的前脑织结构. 而球形类器官显示出杂乱的放射状神经胶
质过程, 在组织内的不同位置处具有终止端足, 基因表达与尾部区域(特别是

丘脑和小脑)的相关性更高
[70]

皮肤类器官
Transwell气液界面培养、
单细胞RNA测序和延时实

时成像

具有形态发生能力的多个球状单元(CMU), 在由分子传感器、调制器和执行
器组成的形态发生模块的调控下, 通过如下自组织合并过程变形为在同一平
面的皮肤: 增加真皮的硬度作为初始驱动力激活表皮囊肿中的Yap1(传感器),
Yap1的激活阈值由表皮囊肿中的Notch信号(调制器)调节. 激活的Yap1诱导基
底细胞中的Wnt10a/MMPs(表皮执行器)降解基底膜, 从而促进细胞的流动性,
表皮细胞得以从球状单元中凸起, 真皮细胞表达的Rock(真皮执行器)在两个
球状单元之间产生刚性力桥,并通过激活层层粘连蛋白和β1-integrin加速组织

混合
[26]

原始心脏(primitive heart)类器
官

超低粘附96孔板培养、单
细胞RNA测序、拉曼、共

聚焦显微成像

通过模仿子宫内妊的各个方面(例如添加代谢和激素因子), 利用自组织驱动
的发育诱导策略, 创建具有更高生理和解剖学相关性的类器官: 再现心脏发
育的几个方面, 包括心房、心室、心外膜器官形成, 以及视黄酸介导的心管
前后模式, 模仿原始心脏在心管后阶段的发育过程. 心脏类器官发育过程中

经过药物处理, 可以创建与临床相关的先天性心脏病模型
[27]
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近成人组织, 并且在植入免疫缺陷小鼠的肝脏后可以

整合、血管化、并发挥功能
[82]. 除了细胞外基质蛋白,

多肽也用于修饰PEG水凝胶. PEG-GFOGER(α2β1 in-
tegrin整合素结合肽)合成水凝胶支持人肠类器官和子

宫内膜类器官生长和分化, 表达细胞特异性和顶端基

底极性标记物
[83]. PEG-RGD (精氨酸-甘氨酸-天冬氨

酸肽)合成水凝胶支持高度可重复的人肠类器官生长

和扩增, 并能作为可注射载体, 推动人肠类器官的体内

分化和成熟, 促进植入受伤的肠粘膜从而改善结肠伤

口修复
[84]. 除了RGD修饰, 水凝胶的机械性能对于维

持类器官活性至关重要. 机械动态PEG-alginate水凝

胶, 在RGD和laminin 111存在的情况下, 初始阶段适

合人肠类器官生长和扩增, 随机械性能的动态调节, 允
许分化和肠道类器官形成

[85]. 类似地, PEG-HA杂化

水凝胶, 结合了PEG和透明质酸各自的理想属性, 通

过调控可以获得最优物理和生物特性, 促进骨髓类器

官的形成、维持、扩增、分化
[86]. 研发成分完全确定

的天然、合成和杂化水凝胶可以替代基质胶, 用于干

细胞衍生类器官的培养, 与先进的显微镜成像和各种

组学相结合, 例如基因组学, 蛋白质组学, 转录组学,
表观基因组学, 代谢组学等, 用于研究细胞自组织化

(图3).

5 癌细胞自组织化以及在水凝胶中肿瘤球
和类器官的形成

5.1 癌细胞固有的自组织化行为

癌症调节因子根据来源可以分为三大类: 肿瘤细

胞固有因子、微环境因子、生物体水平调节因子
[92].

癌细胞具有自组织和重建3D肿瘤组织的固有能

力, 这种生物学特性被称为肿瘤组织平衡态, 特指肿瘤

细胞通过其自主的自组织化, 促进本征组织形态生

成
[93]. 肿瘤细胞经上皮-间充质转化(EMT)获得迁移特

性, 离开原发灶、到达转移灶, 经间充质-上皮转化

(MET), 在转移灶重建类似于原发肿瘤的转移瘤. 尽管

转移灶的微环境与原发灶不同, 转移瘤的生长保留了

原发器官的形态特征. 这意味着肿瘤组织平衡态在发

挥作用: 癌细胞在上皮和间充质自由转换的同时, 还

保留着如何恢复原发器官组织形态的记忆
[94].

综合组学分析33种癌症近一万个肿瘤样本, 显示

主要按特定组织病理学的肿瘤分组
[95]. 组织形态可能

是通过癌细胞中多种分子变化的整合, 调控微环境因

子, 而表现出来的涌现特性
[94].

5.2 组织-微环境因子调控肿瘤发生、扩散和转移

5.2.1 细胞外液粘度升高促进癌症转移
细胞外液粘度(extracellular fluid viscosity)是新兴

的微环境调节因子之一, 对细胞迁移和癌症扩散有重

要影响. 全血的生理粘度为4~6 cP (1 cP = 10−3 Pa s),
在病理异常时可超过8 cP. 利用高分子材料, 例如海藻

酸盐、粘蛋白(mucin)、PEG或者PEO、葡聚糖(dex-
tran)、甲基纤维素(MC)、聚乙烯吡咯烷酮(PVP), 可

以产生远远超过生理粘度的细胞外液(≥40 cP), 细胞

可以利用膜皱褶(membrane ruffling)来感知细胞外液

粘度的变化并触发适应性反应
[96]. 在高粘度的环境中,

整合素(integrin)依赖性细胞扩散速率增强, 并引起肌

动蛋白细胞骨架重新排列, 从而导致细胞面积变大、

细胞核变平以及参与机械转导的蛋白质(YAP和β-cate-
nin)进入细胞核

[97], 造成癌细胞和正常细胞在2D表面

上的迁移加快. 这是由于粘度的升高造成机械负荷的

图 3 基于水凝胶的类器官用于细胞自组织化研究示意图
Figure 3 Schematics of using hydrogel-based organoids for future
cellular organization studies.
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增加, 细胞感知细胞外液粘度升高, 细胞骨架与离子通

道和转运蛋白合作, 介导高粘度下的加速迁移. 预先暴

露于高粘度的乳腺癌细胞通过Hippo通路的转录控制

获得TRPV4依赖性机械记忆, 体外观察到的细胞加速

迁移在体内实验得到了证实, 可见细胞暴露于高粘度

的记忆会促进癌症转移
[98].

5.2.2 成纤维细胞调控肿瘤发生、扩散和转移

成纤维细胞在肿瘤发生、扩散和转移中发挥着重

要作用. 癌症相关的成纤维细胞可以通过多种方式影

响癌细胞迁移: 具有包封功能的成纤维细胞可以分泌

胶原, 用于包封注入小鼠体内的致癌物, 从而防止肿

瘤恶化; 更多时候成纤维细胞通过重组细胞外基质、

分泌可溶性因子、与癌细胞建立直接的物理接触, 来

调节癌细胞的迁移. 迁移成纤维细胞可以在基质上沉

积一层管状结构网络膜, 以β5-integrin依赖的方式稳定

地锚定在基质上, 代表了成纤维细胞迁移路径的空间

记忆. 癌细胞通过使用网格蛋白包被的结构挤压、内

吞、特异性地粘附在管状网络膜上, 读取并覆盖成纤

维细胞移路径, 并沿着该路径迁移. 这是一种基于地

形的细胞-细胞间通讯系统, 成纤维细胞用它来引导癌

细胞迁移
[99]. 管状结构网络膜中的一些小管合并, 会

形成一个大的囊泡, 被称作迁移体. 迁移体不稳定, 在
形成后不久就会破裂并释放其信号分子, 或者被周围

细胞内吞. 虽然成纤维细胞可以形成迁移体, 但是尚

不清楚迁移体是否为癌细胞的迁移指引方向. 有研究

表明迁移体可以提供特定的生化信息来协调器官形态

发生
[100,101].

5.2.3 上皮细胞与肿瘤发生

上皮细胞是大约90%癌症的来源. 上皮细胞形成

细胞间粘附, 表现出顶端/基底极性, 并将其有丝分裂

纺锤体定向在上皮层的平面上. 这些本征属性的缺陷

会导致组织化的瓦解, 引起癌变. 上皮组织通过干细

胞进行自我更新, 在某些情况下干细胞有可能引起癌

症. 极性蛋白是上皮组织的主要调节因子, 与Hippo等
信号通路密切相关, 协同调节细胞增殖和凋亡, 从而控

制器官的大小
[102]. 3D离体培养系统可以重现上皮器

官形态发生, 为研究正常发育和肿瘤发生的起始事件

提供了一种强有力的方法.

5.3 水凝胶中肿瘤球和类器官的形成

5.3.1 癌细胞自组织化与多细胞肿瘤球
癌细胞通过不受控制的增殖生长形成肿瘤. 肿瘤

从结构上看是多层、异质的细胞聚集体. 这些细胞层

限制物质扩散进出肿瘤而产生生理梯度. 肿瘤的外层

细胞更容易获得营养、生长因子和氧气, 肿瘤核心的

细胞对这些营养的获取受到限制, 同时细胞代谢废物

在肿瘤中心积聚、形成有毒的环境, 因而肿瘤增殖细

胞位于表面、静止状态的细胞位于中间、凋亡/坏死

细胞位于肿瘤核心.
多细胞肿瘤球可以重现体内肿瘤的结构、生长动

力学、以及肿瘤细胞和微环境的相互作用
[103]. 原代肿

瘤细胞或者癌细胞系单独、或者与成纤维细胞、血管

内皮细胞、或者免疫细胞一起, 利用悬滴法、非粘附

表面培养、旋转细胞培养、离心、磁悬浮法, 或者基

于支架的3D培养技术可以形成多细胞肿瘤球.
癌细胞自组织化形成多细胞肿瘤球包括三个关键

步骤: (1)分散的细胞最初被拉近, 通过integrin-ECM形

成松散的细胞团块, 细胞间接触上调钙粘蛋白表达;
(2)钙粘蛋白在细胞膜表达和积累; (3)由于同质钙粘蛋

白-钙粘蛋白结合, 细胞被压紧实形成紧凑的多细胞肿

瘤球
[104]. 多细胞肿瘤球比2D培养能更好地模拟肿瘤

结构和微环境, 提供了模拟体内肿瘤结构、生理病理

学、基因表达、药物反应的体外模型
[105].

5.3.2 水凝胶中的多细胞肿瘤球形成

如图4所示, 水凝胶是一类非常重要的支架材料,
已经用于癌细胞自组织化、多细胞肿瘤球培养

[106], 包
括基质胶

[107]
、胶原

[108,109]
、纤维蛋白

[109,110]
、透明质

酸
[111,112]

、壳聚糖
[113]

、海藻酸盐
[114~116]

等天然水凝胶,
以及PEG[117]

、PNIPAAM[118]
等合成水凝胶(表2). 基质

胶最早的应用是添加到培养基中, 诱导难以生成肿瘤

球的癌细胞自组织, 形成致密的肿瘤球
[107]. 由于基质

胶来源于肿瘤基质提取物, 除了用于多细胞肿瘤球培

养, 基质胶和I型胶原蛋白广泛用于体外肿瘤转移模型

进行3D细胞侵入性检测, 或者用于从肿瘤球中分离癌

症干细胞
[119]. 将I型胶原蛋白添加到基质胶会使得肿

瘤球中的乳腺癌细胞更具侵入性. 另外胶原蛋白作为

肿瘤细胞外基质的主要成分之一, 被单独或者与其他

水凝胶材料一起用于多细胞肿瘤球培养.
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由于基质胶存在批次间差异、成分不确定、不容

易控制其物理性能, 人们研发了弹性刚度可控的水凝

胶, 利用细胞外基质蛋白或多肽修饰水凝胶, 用于多

细胞肿瘤球培养. 比如, 利用点击化学和生物正交

化学策略, 由肟交联独立控制透明质酸水凝胶的机械

性能、同时由Diels–Alder反应在同一聚合物主链共轭

多肽独立控制其生化性能. 人乳腺癌上皮细胞在该透

明质酸水凝胶中培养, 不仅生成类似于基质胶培养

的肿瘤球, 而且产生比基质胶培养更强的耐药性、更

好的药物反应
[111,112]. 人非小细胞肺癌细胞在透明

质酸接枝的壳聚糖-透明质酸膜上形成3D肿瘤球, 与

2D培养的细胞相比, 表达更高水平的干细胞样特性、

上皮-间充质转化标记物、侵润性和多药耐药性基

因
[113].
Fang等人

[108]
利用基于胶原蛋白的圆顶水凝胶, 观

察到多个多细胞肿瘤球的形成、及乏氧的肿瘤微环

境. 最初接种时, 细胞均匀分布在整个圆顶凝胶中. 培
养48小时后, 形成2~3个细胞组成的聚集体. 通过细胞

增殖和组装形成初始细胞簇, 4天后, 细胞簇扩增为

10~20个细胞的聚集体. 6天后, 大量表面光滑、形状

从圆形到椭圆形、10~100个增殖细胞组成的肿瘤球

围绕在凝胶圆顶的外周. 越靠近圆顶中心, 肿瘤球越

小, 肿瘤细胞进入静止状态或形成坏死中心. 培养第

一天水凝胶和培养基之间的氧气水平没有差异, 随着

培养时间的增加, 水凝胶中的氧水平低于周围培养基,
并且随着培养时间的延长而显着下降. 在活跃增殖的

癌细胞周围观察到乏氧环境, 这一特征可以用于模拟

体内观察到的无血管和乏氧肿瘤微环境.
Alessandri等人

[114]
利用海藻酸盐微胶囊半透膜研

究了弹性约束下, 单个多细胞肿瘤球发生发展机制. 未
包封自由生长的肿瘤球初始呈指数增长(平均倍增时

间17小时), 随后是幂律体积增加(V ∝ t3). 这两个阶段

之间的过渡, 受营养物质扩散渗透到肿瘤球的调控, 因
此也受肿瘤球尺寸的调控. 当肿瘤球半径超过200 μm
的扩散极限, 肿瘤球呈现异质性(黑色的坏死核心被薄

薄的活细胞外围层所包围); 当半径在200~350 μm之

间 , 肿瘤球显示出纯表面生长状态(半径膨胀速度

32 μm d−1). 微胶囊半透膜包封的癌细胞长满之前, 其

体积增加率与自由生长的肿瘤球没有差别. 当细胞长

满之后, 肿瘤球的尺寸看起来趋于平稳, 实际上受微

图 4 水凝胶用于多细胞肿瘤球代表性研究示意图
Figure 4 Schematics of representative hydrogels for multicellular spheroids (MCS).
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表 2 物理改性或化学修饰水凝胶用于多细胞肿瘤球的代表性研究

Table 2 Representative multicellular tumor spheroids in hydrogels with physical or chemical modification

水凝胶 物理或化学修饰 癌细胞 多细胞肿瘤球研究结果

胶原蛋白(collagen)

转谷氨酰胺酶交联明胶凝
胶(Col-Tgel), 通过改变明
胶浓度调控水凝胶的弹性

刚度

人乳腺癌MDA-MB-231、骨肉
瘤Saos-2、结直肠癌HCT116、
前列腺癌C4-2B、口腔鳞癌

SCC-71细胞系

圆顶凝胶(Col-Tgel dome)形成异质肿瘤球, 重现
体内乏氧微环境、肿瘤耐药性, 可用于肿瘤异

种移植的载体
[108]

纤维蛋白(fibrin)

通过改变纤维蛋白浓度调
控水凝胶的弹性刚度(1, 4,
8 mg mL−1

纤维蛋白依次对
应于90, 420, 1050 Pa的弹

性模量)

细胞系: 小鼠黑色素瘤B16-F1、
淋巴瘤EL4、肝癌H22、肥大细
胞瘤P815; 人卵巢癌A2780、肝
癌HepG2; 来自乳腺癌患者和白
血病患者血癌病人的原代肿瘤

细胞

较软的凝胶内有更多的增殖细胞, 导致较多、
较大的细胞集落(colonies). 癌细胞在最佳刚度
90 Pa的3D纤维蛋白水凝胶中培养, 生长成肿瘤
球. 肿瘤球中的细胞表达干细胞标记物、具有
自我更新能力、并且获得肿瘤生成能力. 只有
10个这样的细胞, 就能在小鼠的肺部存活并形
成肿瘤. 该纤维蛋白水凝胶刚度调节癌细胞牵
引力(traction), 但不调节致瘤细胞的刚度(stiff-

ness)[110]

纤维蛋白/胶原蛋白
(fibrin-collagen)

添加转谷氨酰胺酶、抗纤
维蛋白溶解剂氨甲环酸和
抑肽酶以提高机械稳定性

3D打印内皮细胞(GFP-HUVEC)
和/或基质细胞(成纤维细胞和间
充质干细胞)、肿瘤球体(人皮肤

鳞状细胞癌DiD-A431)

3D水凝胶基质促进多细胞肿瘤球体与内皮细胞
相互作用, 促进血管网络的生长、增强共培养
肿瘤球体的生长. 自组装的毛细血管网络浸润
到肿瘤块中, 与生物打印的内皮形成功能连接,
允许红细胞灌注, 以及癌细胞从最初的肿瘤细
胞团自发迁移到循环中. 在该生物反应器中培
养源自癌症患者的样品, 能够捕获人类恶性肿
瘤的表型异质性, 并保留与亲本肿瘤相同的特
征(结缔组织形成、血管生成和转移倾向)[109]

透明质酸(hyaluronan, HA)

利用肟交联控制水凝胶的
机械性能(0.60~9.69 kPa)、
利用Diels−Alder点击化学
在同一透明质酸聚合物主
链共轭多肽以控制水凝胶

生化特性;
将快反应的透明质酸-醛、
慢反应的透明质酸-酮与聚
乙二醇-羟胺结合, 通过肟点
击化学合成肟交联透明质

酸水凝胶(oxime-HA)

人乳腺癌上皮细胞系T47D和
MCF-7, 或者T47D、BT474、
MDA-MB-468和MDAMB-231-

H2N

双功能透明质酸水凝胶(弹性模量约0.6 kPa +层
粘连蛋白α1模拟IKVAV多肽)支持类似于基质胶
培养的肿瘤球形成, 表现出下降的药物渗透, 重

现肿瘤多药耐药蛋白MDR1的表达
[111];

Oxime-HA水凝胶支持乳腺癌细胞形成肿瘤
球、保持与异种移植肿瘤相近的基因表达谱、

做出比基质胶培养更好的药物反应
[112]

壳聚糖/透明质酸平板膜
(chitosan-HA membrane)

利用碳二亚胺/N-羟基琥珀
酰亚胺(EDC/NHS)交联壳聚
糖膜上进行三种剂量的透

明质酸接枝

人非小细胞肺癌A549、
H1299细胞系

chitosan-HA membrane上形成的肿瘤球, 与2D培
养相比, 膜上培养的肿瘤球体中的细胞, 表达更
高水平的干细胞样特性和上皮-间质转化标记
物, 表现出增强的侵袭活性和多药耐药性. 透明

质酸接枝密度影响肿瘤球体大小和基因表
达

[113]

海藻酸钙半透膜微胶微胶
囊(alginate microcapsules)

通过操作参数控制微胶囊
直径(200~300 μm)和膜厚度

(5~35 μm)
小鼠结肠癌WT CT26细胞系

癌细胞在有弹性的、空心的微胶囊半透膜内生
长成多细胞肿瘤球, 随着肿瘤球体的增长微囊
膜内的压力增加并累积到稳态值, 这些限制条
件增加了细胞密度并影响肿瘤球的细胞自组织
化. 肿瘤球长满细胞后, 出现坏死核心, 外围细
胞层由有增殖能力的并持续移动的细胞组

成
[114]

聚乙二醇二丙烯酸酯
(PEGDA)

光聚合PEGDA和PEGDA-
纤维蛋白原共轭物(PEG-
DA-fibrinogen); 通过改变
PEGDA浓度调控水凝胶的

弹性刚度(0.1~6 kPa)

人肝癌Huh7.5细胞系

在三周内形成了50~200 μm肿瘤球. 刚度较低的
水凝胶支持更大肿瘤球的形成, 更高的细胞增
殖、白蛋白分泌和CYP450表达. 与PEGDA相
比, 纤维蛋白原改性PEGDA水凝胶支持更大的

肿瘤球形成和更强的功能
[117]

聚(N-异丙基丙烯酰胺)/
聚乙二醇(PNIPAAM-PEG)

利用碳二亚胺交联(EDC)进
行半乳糖配体修饰

人肝癌HepG2细胞系

半乳糖基化PNIPAAM-PEG水凝胶, 促进更加致
密的多细胞肿瘤球形成, 表现出更高水平的白
蛋白分泌和尿素合成肝功能. 利用其温度响应
的性能, 可以通过冷却到室温得以液化水凝胶,

从而收获多细胞肿瘤球
[118]
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囊膜弹性约束的肿瘤球未达到一个固定尺寸, 癌细继

续以非常缓慢的速度增长[生长速度(几个微米/天)相
比于未包封自由生长的肿瘤球, 降低了一个数量级].
当肿瘤球在较薄的微囊膜中培养时, 胶囊变形增加,
半径最大扩张约40%, 薄胶囊在8~12天内破裂, 释放

后的肿瘤球恢复与自由球体相当的生长速度. 当肿瘤

球在较厚的微囊膜中培养时, 在半径350 μm大胶囊中,
在细胞长满之前, 由于营养物扩散的限制而产生的深

色核心就变得可见; 在半径100 μm小胶囊中, 随着细

胞长满, 强吸光核心在肿瘤球汇合、最终覆盖了胶囊

的主要部分, 留下了周围一圈儿细胞薄层, 这是由于

微囊膜弹性约束引起了细胞分裂和死亡率的变化造成

的. 微囊膜内的压力在细胞长满后的24小时内迅速增

加, 在阈值压力(2.2 kPa)下, 压力增量急剧下降并达到

稳态值. 一旦肿瘤球被有效压缩, 就会增加坏死事件的

发生. 微囊膜内长满后的肿瘤球, 其坏死核心由细胞外

物质混合物粘合而成, 外围细胞层由有增殖能力的和

高度迁移能力的细胞组成. 而未包封自由生长的肿瘤

球保持癌细胞间的粘着性, 有增殖能力的癌细胞均匀

分布在整个肿瘤球中. 微胶囊半透膜的压缩应力对减

缓肿瘤进化有有益影响, 但可能引发癌细胞侵润和转

移潜力.

5.3.3 水凝胶中的肿瘤类器官形成

随着干细胞和类器官培养的研究进展, 各种肿瘤

类器官被用于重现体内肿瘤的组织形态学
[28,29]. 如表3

所示, 大部分肿瘤类器官是利用在基质胶中培养来自

癌症患者的肿瘤(和邻近的正常组织标本)建立的, 包

括前列腺
[120]

、胰腺
[121]

、结直肠
[122]

、胃肠
[123]

、

肺
[124]

、乳腺
[125]

肿瘤类器官等等. Cultrex用于建立来

自癌症患者的乳腺肿瘤
[126]

或卵巢肿瘤
[127]

类器官.
Fang等人

[128]
利用海藻酸盐微胶珠, 建立了高通量

小鼠乳腺肿瘤类器官, 自组织形成管腔状和实心的类

器官结构, 类器官的管腔压力随着管腔的增长而增加,
培养两周后可达到2 kPa,药物反应与类器官的管腔大

小和压力有关. Chaudhuri等人
[129]

利用基质胶-海藻酸

盐(Matrigel-alginate)互穿水凝胶, 表明细胞外基质硬

度和成分共同调控乳腺上皮恶变表型的诱发. 除了微

胶珠和微胶囊半透膜
[130], 海藻酸盐还可以形成微纤维

和微管水凝胶
[38,131], 将之用于肿瘤类器官培养, 具有

易于操纵
[132,133],非常高的长径比和表面积适用于高密

度细胞培养
[134], 可以重现直接或间接的细胞间相互作

用
[74,135,136], 有望为研究癌细胞自组织化、肿瘤发生、

转移提供更好的替代平台.
此外, 纤维素-明胶(cellulose-gelatin)纳米纤维水

凝胶、胶原凝胶分别用于乳腺肿瘤类器官培养, 重现

肿瘤异质性
[137], 乳腺肿瘤前导细胞对肿瘤集体迁移和

扩散发挥指导作用
[138,139]. 虽然前导细胞是异质的, 角

蛋白-14/钙粘蛋白-3阳性(K14+/Cdh3+)的前导细胞足

以导致集体迁移
[138,139].

通过对神经胶质瘤的综合空间分析和超低粘附平

板脑肿瘤类器官培养, Greenwald等人
[140]

发现了三种

空间组织模式: (1)神经胶质瘤由小的局部环境组成,
每个环境通常富含一种主要的细胞状态, 表明空间位

置在调节细胞状态中起着核心作用; (2)特定的状态对

在多个尺度上呈现状态-状态关联; (3)这些成对的相互

作用共同定义了一个五层的全局架构: 最内层乏氧生

态位、乏氧相邻层、血管生成免疫中枢、恶性神经发

育状态、最外层正常脑实质. 为肿瘤中细胞状态的组

织化提供了一个概念框架, 该框架强调乏氧作为一种

长程肿瘤组织的组织者, 乏氧会驱动细胞层, 似乎成

为肿瘤自组织化的核心驱动力.
综上所述, 细胞外基质水凝胶可以为肿瘤类器官

的形成提供模拟肿瘤细胞外基质的微环境, 尤其是小

鼠肿瘤基底膜提取物(基质胶或Cultrex), 富含各种细

胞外基质蛋白质和生长因子, 对于肿瘤类器官培养具

有优势. 其它天然水凝胶(如海藻酸盐、透明质酸、纤

维素)或合成水凝胶(如PEG、PNIPAAM)可以提供机

械弹性和粘弹性可调可控的3D微环境, 添加基质胶、

Cultrex、以及其它细胞外基质蛋白质, 可以促进肿瘤

类器官的形成(图5). 利用水凝胶进一步揭示和调控癌

细胞自组织化, 将为了解肿瘤发生、大规模高通量构

建肿瘤类器官提供见解. 肿瘤类器官的高通量培养将

为临床前药物靶点验证和个性化医疗提供非常有前途

的工具. 不仅可以作为更广泛的癌症研究的临床前模

型, 而且还可以为晚期疾病患者提供预测性药物筛选

个性化、治疗建议.

6 总结与展望

自组织化原则对于细胞组织形态发生与功能、器

官发生和肿瘤发生等生物学过程具有重要的指导意
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表 3 水凝胶用于肿瘤类器官的代表性研究

Table 3 Representative tumor organoids in hydrogels

水凝胶 癌细胞 类器官研究结果

基质胶(Matrigel)
前列腺癌转移样本; 来自去势
抵抗性前列腺癌循环肿瘤细胞

(circulating tumor cells)

建立了7个前列腺癌类器官系, 这些类器官重现了前列腺癌亚型的
分子多样性、具有侵袭性前列腺癌的拷贝数改变、癌症晚期的DNA
修复和染色质修饰途径突变、肿瘤抑制通路的缺失. 人前列腺癌类
器官系在体外和体内再现原位组织学, 可遗传操作, 作为药物反应

模型
[120]

基质胶凝胶包埋(embedded)
小鼠正常胰管、胰腺肿瘤和转
移瘤; 患者来源的胰腺癌组织

和邻近的正常胰腺组织

胰腺类器官可以重现小鼠和人胰腺上皮内瘤变、胰腺导管腺癌发生
发展. 对小鼠胰腺类器官的RNA测序和蛋白质组学分析揭示了疾病

进展过程中基因和途径的改变
[121]

基质胶凝胶包埋(embedded) 结直肠癌患者来源的正常隐
窝(crypts)和肿瘤上皮组织

通过培养来自20名结直肠癌患者的上皮组织, 建立了正常结直肠和
肿瘤类器官库. 类器官与原始肿瘤非常相似、代表了主要的结直肠
癌分子亚型. 该肿瘤类器官适合高通量药物筛选、检测基因-药物

关联
[122]

基质胶凝胶
来自参加前瞻性I/II期临床
试验的转移性胃肠癌患者的

组织活检(biopsies)

70%的活检可以长出胃肠肿瘤类器官, 这些类器官的表型和基因型与
最初来源的患者活检组织高度相似, 可以有效预测患者对靶向药物
或化疗的反应(100%敏感性、93%特异性、88%阳性预测值和100%

阴性预测值)[123]

圆顶形基质胶(Matrigel domes)

早期非小细胞肺癌患者手术
切除的原发肿瘤(30个); 先前
建立的患者来源的异种移植

肿瘤(35个)

建立了非小细胞肺癌类器官, 这些类器官重现了患者和异种移植肿
瘤的组织学特征, 并且保留了致瘤性, 包括恶性肿瘤的细胞学特征、
异种移植肿瘤的形成、突变和畸变拷贝数的保留、以及与亲本肿瘤
组织相近的基因表达谱. 这些类器官还保留了亲本肿瘤对靶向治疗

药物的敏感性
[124]

基质胶凝胶
来自参加III期临床试验乳腺
癌患者的肿瘤和邻近的正常

组织标本

建立了99个乳腺癌类器官系(75%成功率), 包括广泛的乳腺癌治疗状
态、疾病阶段和分子亚型. 这些类器官重现了亲本肿瘤的组织病理
学和遗传特征, 很好地保留了原发肿瘤对于治疗的反应, 可以作为实

时平台来指导晚期乳腺癌的临床药物治疗
[125]

基底膜提取物Cultrex凝胶滴 患者来源的乳腺癌组织
建立了100多个原发、转移乳腺癌类器官系. 这些类器官重现了原发
肿瘤的组织学和基因组特征、体现了肿瘤异质性, 可以进行基因编

辑, 用于药物筛选、体内药物反应检测
[126]

基底膜提取物Cultrex凝胶滴 患者来源的卵巢癌组织

通过培养来自32名患者的组织, 建立了56个卵巢癌类器官系, 涵盖卵
巢癌的所有主要亚型. 这些类器官重现了相关病变的组织学和基因
组特征、体现了肿瘤异质性; 可以进行基因改造; 可用于药物筛选,
并捕获不同肿瘤亚型对铂类化疗药物的反应(包括耐药性); 可以用于

异种移植, 从而实现体内药物敏感性检测
[127]

海藻酸盐微胶珠
(alginate microbeads) 小鼠乳腺肿瘤组织

利用非粘附性海藻酸盐微胶珠, 建立了高通量小鼠乳腺肿瘤类器官,
自组织形成管腔状和实心的类器官结构, 类器官的管腔压力随着管
腔的增长而增加, 培养两周后可达到2 kPa, 药物反应与类器官的管腔

大小和压力有关
[128]

纤维素纳米晶-明胶纳米纤维水
凝胶(EKGel)

患者来源的各种类型的
原代乳腺癌细胞

在EKGel中生长的患者来源的肿瘤类器官, 具有组织病理学特征、生
物标记物基因表达和药物反应异质性, 与亲本肿瘤和在Cultrex上生

长的肿瘤类器官相似
[137]

胶原凝胶(collagen)
小鼠PyMT原发性乳腺肿瘤类
器官, 异种移植转移性肿瘤,

4T1肿瘤球

在集体迁移过程中, 前导细胞是异质的, 角蛋白-14/钙粘蛋白-3阳性
(K14+/Cdh3+)的前导细胞足以导致集体迁移. K14+前导细胞利用微
环境中的化学和机械线索实现极化并到达集体迁移肿瘤的前沿. 在
细胞迁移的前沿, Cdh3通过局部控制前导细胞突起动力学产生层粘
连蛋白、维持整合素活性和功能. Cdh3依赖性前导细胞保持突起的
稳定性, 通过产生高的突起力克服前沿的细胞外基质阻力

[138,139]

超低粘附6孔板培养
切除的患者胶质母细胞

肿瘤组织

综合空间组学分析揭示了胶质母细胞瘤的多层组织模式: (1)细胞往
往被处于相同状态的其他细胞包围(特定状态细胞簇), 形成个体状态
高度富集的局部环境; (2)许多状态对在结构化区域的多个尺度上(点
内、相邻点内和小组织区域内)一致关联(状态-状态关联); (3)结构化
区域中状态之间的关联并集形成五层的高阶组织, 使得每层中的状
态仅与同一层或相邻层相关联(状态层). 其中四层与组织学特征基本
一致, 并允许添加乏氧相关状态层, 乏氧似乎是该肿瘤自组织化的核
心驱动力, 每一层都可以通过其与乏氧的关系来解释. 胶质母细胞肿

瘤类器官的乏氧研究证实了这一点
[140]
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义. 随着多学科的交叉, 分子生物学和细胞生物学先进

技术手段的出现(如单细胞RNA测序、空间转录组

学、蛋白质组学、实时显微成像、人类多能干细胞技

术、类器官培养), 近年来, 人们对于细胞自组织化的

认识逐渐地深入, 从最初发现细胞骨架微管自组织化

机制, 发展到揭示人类心脏的综合细胞图谱, 以及脑

肿瘤的多层组织模式. 然而还有很多空白需要填补,
对于细胞自组织化机理缺乏充分的理解.

水凝胶被广泛用于3D培养、干细胞扩增分化、

组织工程和细胞治疗, 目前开始用于类器官培养, 成为

研究细胞自组织化的理想体外模型系统. 现有的水凝

胶用于细胞自组织化研究, 有各自的优势和不足(表4).
缺少粘附位点的海藻酸盐和PEG水凝胶适合于研究细

胞如何利用其自组织潜力, 在物理、机械性能可调可

控的3D微环境中进行自组织化; 细胞外基质水凝胶可

以为细胞自组织化提供模拟细胞外基质的微环境. 海

藻酸盐或PEG结合细胞外基质蛋白质形成杂化水凝胶

可以克服各自的不足. 虽然基质胶广泛用于类器官培

养, 但是这些类器官仅适用于体外模型或肿瘤模型,
不适合用于细胞疗法、组织再生的体内植入. 需要研

发更多具有确定成分的合成、天然和杂化水凝胶, 例

如具有良好仿生性能的PIC水凝胶, 有望取代基质胶

用于类器官培养细胞自组织化研究.

随着先进水凝胶、以及3D和4D生物打印的技术

创新, 可以设计研制适于细胞自组织化研究的高性能

水凝胶, 例如可实现刚度、韧性和细胞相容性仿生组

合的可控可逆自修复水凝胶
[146], 模拟细胞外基质粘弹

性的动态应力松弛合成水凝胶
[147], 可编程CRISPR响

应智能水凝胶
[148], 可用于蛋白质输送、细胞捕获、分

子生物传感的适配体功能化水凝胶
[149], 具有自愈性、

热响应性、以及可控降解性的DNA交联水凝胶
[150],

微成型加工含有多个微图案化细胞分区的水凝胶
[151],

模拟干细胞培养中信号中心、建立动态的空间定向的

浓度梯度的微流控技术
[152,153],重现宏观组织自组织化

的类器官生物打印
[154]. 这些水凝胶培养系统可以用于

重现体内细胞微环境, 调节和控制多细胞相互作用, 提
供从单细胞到工程化组织再到类器官的多尺度、具有

动态的时间和空间调节功能功能自组织化体外研究平

台. 同时用于验证体内研究结果, 可以推动发育生物学

以及癌症生物学的发展. 随着对细胞和细胞自组织化

从分子、遗传、细胞、组织框架层面的深入理

解
[154~164], 以及人工智能与机器学习广泛应用

[165~167],
可以利用智能水凝胶进一步动态引导细胞自组织化行

为, 为类器官细胞治疗、组织工程、再生医学以及人

工生命
[168]

提供指导和促进作用. 智能水凝胶用于细胞

自组织化研究具有广阔的应用前景.

图 5 水凝胶用于细胞自组织化形成肿瘤类器官示意图
Figure 5 Representative hydrogels used for cellular organization to form tumor organoids.
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Cellular self-organization in hydrogels
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Abstract: Self-organization is an intrinsic property of cells, by which cells collectively, autonomously, and dynamically
arrange themselves to form the complex structures of tissues and organs that possess certain function. Understanding
cellular self-organization is crucial for recapitulating the development of multicellular organisms and engineering form
and function. In this article, representative and pioneering studies on cellular self-organization have been reviewed.
First, a historical review of self-organization has been provided, followed by hydrogels to mimic cellular
microenvironments. Next, organogenesis and tumorigenesis have been used as examples to show how hydrogels
could improve normal and tumor organoid culture and advance the understanding of cellular self-organization. At last,
perspectives on hydrogels for further understanding and directing cellular self-organization has been discussed.
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