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摘要: 化学品毒理学评价主要采用 2D 细胞培养体系和动物实验模型,但 2 种模型均存在一定的局限性。 2D 细胞培养常用特

定细胞系,与体内多细胞组织及其生理功能差异较大。 动物实验耗时、昂贵,并受伦理学限制,且存在种属差异问题。 3D 类器

官模型可模拟组织器官的复杂结构和功能,产生细胞间和细胞-基质相互作用,与体内生理反应更为相似,因此能更准确地反

映毒性效应和机理。 类器官模型在化学品毒理学评价领域具有良好的应用前景,将显著提升毒理学基础研究能力以及对化

学品风险评价和管理的支撑作用,但相关研究尚处于起步阶段。 本文从类器官的生理学特性、构建方法及组织类型等方面,
重点讨论了类器官模型在化学品毒理学研究中的适用性,并提出了存在的挑战和对策。
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Abstract: Toxicity assessment of chemicals predominantly adopted either 2D cell culture or animal models where-
as both models have intrinsic flaws. 2D cell culture systems are usually derived from a specific set of cell lines, dif-
fering from the tissue function encountered in vivo containing multiple cell types. Animal models are limited by the
cost and time, associated ethical concerns and xenogeneity. 3D organoids achieve a greater level of structural and
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functional complexity more closely analogous to in vivo physiology, showing cell-cell and cell-extracellular matrix
interactions, and thus enabling a more accurate reflection of the toxic effects and mechanisms. With promising per-
spectives, the progresses in organoid toxicology would significantly promote the fundamental toxicology research,
and support the chemicals risk assessment and regulation as well. However, organoid-based toxicological research
of chemicals is still in its infancy. In this review, we discussed recent developments and trends in organoid model
concerning the physiological features, development systems and methods, and tissue-specific types, focusing on its
feasibility in toxicological researches of chemicals, and the challenges and strategies are also proposed.
Keywords: organoid; toxicology alternatives; in vitro model; high-throughput test

　 　 工业革命以来,人类合成了化肥、农药、药物和

各种工业化学品,至今美国化学文摘社 (Chemical
Abstracts Service, CAS)注册的化学物质有 1.5 亿种

以上(每天约增加 15 000 种),人类在市场上使用的

化学品在 35 万种以上[1]。 根据 2019 年 3 月联合国

环境署(United Nations Environment Programme, UN-
EP)发布的全球化学品展望Ⅱ(Global Chemicals Out-
look Ⅱ)[2],欧盟区域 2016 年使用的 3.45 亿 t 化学品

中,62%对人体健康有害。 因此,合成化学品是生态

与人体健康的重要风险源,是人类社会可持续发展

面临的重大挑战。
预防和控制化学品对人体健康的风险,需要化

学品的毒性数据,以填补关于化学品危害性的信息

空白。 然而,传统的毒性测试方法往往需要消耗大

量的测试动物,成本高,耗时长,存在动物实验伦理

问题。 而且,动物实验结果外推至人类具有极大的

不确定性。 新时代的环境毒理学,倡导从以往主要

是描述性的科学向更具预测性、主要基于人源细胞

和组织的体外高通量测试的科学转变;倡导通过对

毒性通路(toxicity pathway, TP)和有害结局路径(ad-
verse outcome pathway, AOP)的机理认识并构建计

算毒理学模型来进行化学品的风险评价和预测,进
而减少实验测试动物的数目、测试成本和时间。 因

此,发展基于人源细胞和组织的体外高通量毒性测

试方法体系,是新时代环境毒理学的前沿方向[3-5]。
人源细胞和组织用于毒理学测试,先后经历了

2D 单层细胞培养、细胞球模型和类器官模型(表 1)。
2D 细胞培养和细胞球模型常用单一的特定细胞系,
与体内多细胞组织及其生理功能差异较大。 所谓类

器官(organoid),指的是由诱导多能干细胞(induced
pluripotent stem cells, iPSCs)、胚胎干细胞(embryonic
stem cells, ESCs)或成体干细胞 ( adult stem cells,
ASCs)在体外自组织并经历一定程度的细胞分化形

成的 3D 结构,具备体内组织器官的部分典型功能,

具有较为稳定的表型和遗传学特性[6-7]。 3D 类器官

模型可模拟组织器官的复杂空间形态,突破了细胞

间单纯的物理接触和联系,表现出细胞间和细胞-基
质相互作用,与体内组织器官具有更相似的生理反

应。 类器官模型与 2D 单层细胞模型或细胞球模型

相比,能更好地用于模拟器官组织的发育过程及生

理病理状态,因而能更好地反映体内毒性效应 (表
1)。 关于类器官模型的基础研究以及在再生医学领

域的应用进展,已有相关综述[6-13]。 目前类器官模

型在化学品毒理学评价领域的应用仅处于起步阶

段[14],本文从类器官的生理学特性、构建方法及组织

类型等方面,重点综述了类器官模型对化学品暴露

的毒性响应特征,及其在化学品毒理学评价中的优

势和可行性,并提出了存在的问题和对策,以期为基

于类器官模型的化学品毒理学研究提供参考。

1　 类器官的特性(Organoid features)
类器官由多种细胞自组织形成,在细胞类型、结

构和功能等方面模拟体内相应组织器官。 作为实验

室培养的器官微缩模型,类器官应用于体外环境中

特定靶器官毒理学的研究,具有以下几方面优势。
(1)细胞形态呈 3D 模式。 与传统细胞培养中贴

壁生长的 2D 细胞形态不同,在类器官模型中,细胞

在 3D 空间中生长,形态学特征和生理特性与体内

更相似。 例如,3D 毛囊乳头细胞球相较于单层培养

的毛囊乳头细胞,其细胞分泌因子能够改善毛囊微

环境,促进毛囊中 β-catenin 和 CD133 的表达,这 2
种蛋白与毛囊干细胞功能和毛囊再生密切相关[15]。
呼吸道上皮细胞在 3D 培养条件下表达上皮细胞标

志物 PCK、CK5 和 ZO-1,而且形成纤毛样突起,但
在 2D 条件下培养并无以上特征[16]。

(2)能够反映细胞间相互作用和细胞-基质相互

作用。 类器官模型包含多种细胞类型,突破了传统

2D 模型中简单的细胞间物理接触,形成了更加紧密

的细胞间生物通信和信号网络,细胞间相互影响、反
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馈及协作发育。 细胞间相互作用和细胞-基质相互

作用支持细胞微环境稳态的建立,有助于形成和维

持具有特定结构和功能的微型组织器官。 类器官模

型可显著促进针对细胞相互作用过程的毒理学研

究,例如对细胞粘附、迁移、分化和愈合等细胞功能

的损伤作用[17]。
(3)具有良好的生理功能。 例如,皮肤类器官比

单层培养的角化细胞、成纤维化细胞具有更好的抗

氧化应激能力[18-19],与人体表皮脂质成分高度相似,
具有较为完善的屏障功能。 Lancaster 等[20]构建的

脑类器官模型,不仅符合哺乳动物的基本神经发育

机理,还具备了一定的人类大脑发育特征,并且作者

利用该脑类器官模型成功构建了在小鼠体内很难模

拟的小头畸形障碍疾病模型,有效解决了该疾病实

验研究的难题。 相对于单层细胞培养,3D 培养条件

下的生殖细胞中自噬体数量明显降低,缓解了细胞

在体外培养中产生的应激反应[21]。

2　 类器官模型的构建方法(Organoid development
methods)
　 　 根据使用的支架材料和培养设备等,常用类器

官构建方法主要包括 4 类:悬浮培养、凝胶支架培

养、旋转生物反应器和气液界面培养(图 1)。 此外,
生物打印技术和器官芯片技术是类器官模型构建的

新兴方法。
2. 1　 悬浮培养

使用低附着力表面的培养瓶/微孔板、磁悬浮器

件或者采用悬滴法,细胞可在液体培养基中悬浮生

长并形成类器官。 悬浮法不使用支架材料,细胞自

发团聚,避免了其他因素的干扰。 悬滴法中细胞悬

滴所含细胞数相同,球体大小一致,无需借助额外装

置,自发实现细胞成球,局限性主要在于不适于大规

模培养[22]。 磁悬浮方法将具有生物相容性的磁性纳

米颗粒引入细胞,将磁性驱动组件盖在培养板顶部,
细胞在磁力作用下悬浮到空气-液体界面,并集中在

磁铁下,形成 3D 结构。 Tseng 等[23]利用磁悬浮法实

现了 4 种细胞共培养,包括成纤维细胞、内皮细胞、
上皮细胞和平滑肌细胞,形成了细支气管 3D 模型。
2. 2　 凝胶支架

水凝胶由交联的多聚链或复杂蛋白分子组成的

网络构成,其高含水量和高孔隙性使得氧、营养物质

和废物的运输更为便利,为细胞提供附着、分化和增

殖的场所,因而可以作为高效的 3D 细胞培养基

质[24]。 水凝胶包括天然来源和人工合成材料,其中

表 1　 不同体外细胞模型的优缺点

Table 1　 Advantages and disadvantages of various in vitro cell models

单层细胞模型

Monolayer cell model

细胞球模型

Cell sphere model

类器官模型

Organoid model

优点

Advantage

1.　 操作简单

Simple operation

2.　 获得结果快

Get results quickly

3.　 重复性强

Easy to replicate

1. 保持细胞的基础结构

Maintain basic cellular structure

2. 细胞-胞外基质相互作用

Cell-to-extracellular matrix
interactions

3. 细胞功能较充分且稳定

Complete and stable cell function

4. 与体内实验结果差异小

Reduced difference with

in vivo results

1. 与来源组织具有相似的结构和功能

Similar with in vivo structure and function

2. 由多种细胞组成

Consist of multiple types of cells

3. 细胞间生物通信和信号网络更加紧密

Closer intercellular biological communication

and signal networks

4. 具有稳定的表型和遗传特性

Stable phenotypic and genetic characteristics

缺点

Disadvantage

1. 缺乏细胞-胞外基质的相互作用

Lack of cell-to-extracellular matrix
interactions

2. 细胞功能不完全

Incomplete cell function

3. 细胞类型单一

Single cell type

4. 与体内实验结果差异大

Differ from in vivo results

1. 培养时间长,成功率低

Long culture time and low yield

2. 得出实验结果的过程较慢

Get results slowly

3. 不能体外自组织

Inability to self-organize in vitro

1. 培养困难

Cultural difficulties

2. 缺乏标准方法

Lack of standard protocol

3. 表型不成熟

Phenotypic immaturity

4. 模型血管化困难

Difficulty in vascularization
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图 1　 类器官的构建方法和组织类型

注:ASCs 表示成体干细胞,ESCs 表示胚胎干细胞,iPSCs 表示诱导多能干细胞。

Fig. 1　 Methods for organoid development and tissue-specific types
Note: ASCs stand for adlut stem cells; ESCs stand for embryonic stem cells; iPSCs stand for induced pluripotent stem cells.

Matrigel 是一种细胞体外培养最常用的天然基质

胶,是从富含胞外基质蛋白的 EHS 小鼠肿瘤中分离

得到的,其组分与体内大多数活细胞的胞外基质相

似[25]。 Matrigel 在 4 ℃ 时为液体,当浓度>4 g·L-1

时,在 24 ~ 37 ℃时凝胶化[26]。 Matrigel 主要成分为

层粘连蛋白、Ⅳ型胶原、巢蛋白和硫酸肝素糖蛋白

等,具有结构支持和信号转导的作用。 其中层粘连

蛋白含量最为丰富,是主要的凝胶因子。 Matrigel
还包含 FGF、EGF、TGF-β、 IGF 和 PDGF 等生长因

子,通过改变生长因子的组成和浓度,可调控特定类

型的细胞增殖和分化。 Matrigel 的局限性主要在于

组分不完全明确,存在一定的产品批次差异[11]。
2. 3　 旋转生物反应器

旋转生物反应器解决了类器官构建的主要难题

之一,即细胞的营养和氧气供给。 例如,与静态悬浮

培养相比,旋转生物反应器中的神经节细胞和 S 型

视锥细胞的分化能力增强,促进和改善了视网膜类

器官构建中的细胞增殖和分化[27]。 在旋转生物反应

器中建立的小头畸形障碍的大脑类器官模型,尽管

6 ~ 7 个月后尺寸有所皱缩,但可维持活性长达 15

个月[20]。 保持适宜的转速对使用旋转生物反应器培

养类器官至关重要,搅拌速度过慢会使细胞球沉降,
速度过快则会损坏细胞。 此外,该方法不适用于培

养粘附性低或对剪切力敏感的细胞[28]。
2. 4　 气液界面法

气液界面(air-liquid interface, ALI)培养是指细

胞的顶层暴露于空气中,底层与液体培养基接触,而
不是完全浸入培养基中。 ALI 培养主要用于构建呼

吸道和皮肤模型,还用于肾和脑类器官[12, 29-30],有利

于呼吸道纤毛细胞和皮肤表皮细胞等细胞的定向分

化和增殖。 ALI 法有利于氧传输,提高了培养体系

内的氧浓度,ALI 培养体系中的氧梯度相比于浸没

培养体系降低了 1.5 倍[13]。 因此,ALI 法改善了细

胞氧合作用,进而促进类器官的自组织,有助于其维

持更长时间。 例如,ALI 培养体系中的大脑类器官

可以维持更长时间,从而促使模型进一步成熟 [29]。
ALI 培养在操作上存在一定的难度,此外在半透膜

上培养的类器官模型难以进行分离和高通量毒性

测试 [31]。
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2. 5　 器官芯片技术

传统的类器官培养需在特定时间点向培养基中

加入外源因子,外源因子和细胞分泌的可溶性因子

在干细胞的局部微环境中自发扩散,不容易控制,无
法精确模拟体内器官发育关键因子的梯度分布。 器

官芯片技术在体外模拟机械力刺激、特定信号通路

和化学梯度等复杂条件的组织器官生理微环境,从
而精确地调控细胞行为,减少类器官构建的变异

性[32]。 微流控芯片技术能促进内分泌细胞分化和胰

岛类器官成熟,Tao 等[33]采用人诱导多能干细胞在

多层可灌注芯片上动态灌注培养出了胰岛类器官,
相比于静态培养形成的胰岛类器官,对于葡萄糖的

刺激更敏感,且胞浆中 Ca2+通量更高。 此外,可通

过器官芯片技术模拟灌注血管,Shirure 等[34]构建的

肿瘤类器官芯片器件由 3 个相互连接的隔室组成,
可支持内皮细胞自组装形成血管,是解决 3D 细胞

培养中血管形成难题的重要策略之一。 Wang 等[35]

提出了一种在微流控芯片细胞灌注式培养系统中构

建肝类器官的方法,通过对微阵列的尺寸进行优化,
调控类器官大小与均一性。 由于微流控芯片技术是

按照预先确定的方式设计和构建的,对细胞的大小、
形状和相对排列的控制存在一定的局限性[32]。
2. 6　 3D 生物打印

3D 生物打印将生物材料和活细胞在指定的逐

层堆叠的组织中同步定位,与传统的组织构造方法

相比,采用 3D 生物打印法构建类器官具有精确、可
重复及尺寸可控性强的优势[36],能够精确地定位活

细胞、蛋白质、DNA、药物、生长因子和其他生物活

性物质的时空分布,以控制生物组织的形成。 大部

分的 3D 组织模型缺乏组织界面,如血管内皮组织

与周围结缔组织和实质细胞之间的界面,而组织界

面对器官功能至关重要[37]。 King 等[38]利用 3D 生物

打印平台开发了近端人肾小管模型,由肾成纤维细

胞、内皮细胞和原代人肾小管近端内皮细胞形成了

组织界面,该模型暴露于顺铂后,组织活性呈剂量依

赖性降低,且通过组织病理学观察到上皮细胞数量

也呈剂量依赖性降低,通过抑制阳离子摄取转运蛋

白 OCT2 可保护其免受这种损伤。 Nguyen 等[39]报

道,通过生物打印的人类肝脏组织在培养 4 周时仍

能维持 ATP、白蛋白水平以及细胞色素 P450 酶活

性,且对肝毒性药物曲氟沙星和结构类似的左氧氟

沙星表现出不同的毒性反应,表明该肝组织模型能

够区分结构高度相似的药物毒性。 3D 生物打印的

局限性主要在于打印过程中细胞存活率降低,影响类

器官活性,此外生物打印的类器官数量较为有限[40]。

3 　 类器官的组织类型 (Tissue-specific organoid
types)
　 　 根据模拟组织器官的类型,类器官模型主要包

括皮肤、肝、肾、肺、脑、心脏和生殖类器官等。 此外,
也有研究报道成功构建了肠、乳腺、前列腺、胰腺和

视网膜等类器官模型[10, 41]。
3. 1　 皮肤类器官

欧盟提出从 2009 年 3 月开始禁止动物试验用

于化妆品安全性评价[42],极大地促进了 3D 皮肤组

织模型的发展。 其中较早投入使用的模型有

EpiskinTM 模型和 Epikutis® 3D 表皮模型。 EpiskinTM

模型将分离的人表皮细胞接种在特定的生物材料上

培养,形成具有 3D 结构的人表皮模型,已经被广泛

应用于皮肤腐蚀性体外试验[43]。 张光甫等[44]依据

Epi Derm 的构建原理采用人皮肤成纤维细胞与鼠

尾胶原混合培养模拟真皮层,在真皮层上接种人角

化细胞,经气液培养形成表皮层,构建人皮肤模型,
并利用该模型对 10 种杀菌类农药的皮肤腐蚀性和

刺激性进行检测,腐蚀性检测结果与动物评价测试

结果的一致率为 100%,刺激性结果的一致率达到

80% ,表明重组人皮肤模型在农药品皮肤毒性评价

中具有良好的应用前景。 Liu 等[45]构建的由上皮细

胞、成纤维细胞和内皮细胞组成的无支架双膜皮肤

模型,与成纤维细胞和内皮细胞的共培养以及单一

培养相比,3 种细胞之间的相互作用上调了血管化

相关的生长因子 VEGF、bFGF 和 PDGF 的表达,形
成了更丰富的血管。
3. 2　 肝脏类器官

肝脏是人体最重要的解毒器官,也是很多外源

化学物毒性作用的靶器官,构建肝细胞体外 3D 模

型可以对化学物的毒性进行更有效的检测。 2013
年,Takebe 等[46]将肝细胞、人脐静脉内皮细胞和人

间充质干细胞共培养,模拟肝脏发育早期的细胞谱

系,并通过内皮细胞和间充质干细胞的相互作用,产
生了类似人肝芽组织的 3D 聚合物,移植入小鼠体

内后具有良好的血管生成功能,该研究被 Science 评

为 2013 年的十大突破之一。 不足之处是这些体外

培养的肝芽组织缺乏胆管结构。 2017 年,Vyas 等[47]

利用肝细胞胞外基质支架,使人胎儿肝祖细胞自组

织形成了肝类器官,提升了对肝胆器官形成过程的

模拟效果,同步形成了分化的肝细胞和胆管结构。
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Shinozawa 等[48]利用多能干细胞构建了具有胆汁转

运功能的肝脏类器官,含有具有胆管样结构的极化

未成熟肝细胞,建立了胆汁酸的单向转运途径,通过

测试存活率、胆汁淤积和线粒体毒性,对 238 种市售

药物的肝毒性具有较高的预测能力(敏感性:88.7% ,
特异性:88.9% ),并将其转化为适用于 384 微孔板的

高速实时成像分析平台。
3. 3　 肾脏类器官

原代肾上皮细胞在分离后 20 min 内即丧失细

胞特征,在单层培养条件下几周内即完全去分化,因
此肾毒性评估通常使用永生化细胞系。 但永生化细

胞系往往不具备诱发毒性的基本分子结构,例如摄

取化学物的小分子转运体和部分毒性靶标受体,并
且存在药物外排能力低等局限[49-50]。 在肾小球类器

官模型中,可诱导表达裂隙隔膜、肾脏滤过功能和肾

小球发育相关基因,而且在阿霉素作用 48 h 后,
MAFB-BFP2 强度呈剂量依赖性下降[51]。 Astashkina
等[52]报道,庆大霉素等 4 种肾毒性药物作用于肾小

管类器官,药物扩散较好,而且能够诱发和体内毒性

相似的效应,包括尿 N-乙酰-β 氨基葡萄糖苷酶和 γ-
谷氨酰转移酶升高、炎症因子升高、肾毒性蛋白和基

因标志物升高等,而永生化细胞 HEK293 和 LLC-
PK1 则无相关毒性反应。 此外,在单层培养的肾小

管细胞中,细胞色素 P450 活性迅速丧失,而在 3D
培养中可持续表达。
3. 4　 肺类器官

肺癌的发病率和死亡率占恶性肿瘤的首位,
2018 年全球癌症统计报告显示,185 个国家地区的

肺癌发病率在 36 种癌症中占 11.6% ,有 176.64 万人

因肺癌死亡,约占癌症死亡总人数的 18.4% [53],室内

外环境空气污染是呼吸道疾病的主要诱因之一。 人

体气道上皮是吸入空气污染物的主要毒性靶区,且
人呼吸道上皮基底细胞中表达 CYP450 代谢酶,基
于该细胞的肺类器官成为体外吸入毒理学研究的理

想模型[17]。 气管结构的出现是肺类器官构建成功的

重要标志[10]。 Desai 等[54]构建的肺 3D 模型,可在培

养基中维持 100 d 以上,并形成组织良好的近端气

道上皮结构,包括基底细胞和纤毛细胞以及少量

club 细胞。 Treutlein 等[55]建立的 3D 肺类器官可以

表达远端肺上皮细胞的标记物 Sftpc/Sox9 和 Hopx/
Sox9。 Yamamoto 等[56]诱导人多能干细胞培育出肺

泡类器官,经 GNE7915 和胺碘酮处理后Ⅱ型肺泡上

皮细胞的板层小体明显增大,与体内毒性反应一致。

最近,Takayama[57]利用支气管类器官,发现 SARS-
CoV-2 病毒的主要靶标是呼吸道上皮基底细胞,并
导致 I 型干扰素信号升高。 EpiAirwayTM 是一个商

品化的肺 3D 组织模型[58],具有良好的均一性和重

复性,由正常人气管/支气管上皮细胞培养形成高度

分化的假复层上皮组织模型,包含基底细胞、杯状细

胞和纤毛细胞,其黏液纤毛表型与人类呼吸道上皮

组织非常相似[59]。 EpiAirwayTM 测试预测强吸入毒

性化学物质与动物测试效果相当,预测中/低毒性呼

吸道刺激物的毒性效应优于动物测试[60]。 Chang
等[17]比较了不同多环芳烃类化合物对 EpiAirwayTM

模型转录组学特征的影响,指出可利用该方法识别

多环芳烃类化合物的致癌机理。 Hild 和 Jaffe[61]利
用 Matrigel 支架建立了一种不依赖 ALI 培养的高通

量类支气管模型培养方法,使用 384 孔细胞培养板

即可,在该培养体系中人呼吸道上皮基底细胞可分

化为杯状细胞和纤毛细胞。 Liu 等[62]进一步考察了

该方法的性能,发现在一定的初始细胞接种数量和

细胞代际范围内,细胞群落形成效率和支气管模型

尺寸变异性较小,具有良好的稳定性。
3. 5　 脑类器官

人脑的复杂性极高,很难采用动物模型研究人

类大脑功能,因此迫切需要建立人脑发育体外模

型[20]。 脑类器官模型的转录组和表观遗传组学特征

和胎儿大脑相似,有利于研究致畸物对中枢神经系

统发育的毒性作用和机理。 利用单细胞测序比较胎

儿大脑和脑类器官皮层细胞组成和谱系关系,发现

超过 80%的皮层疾病或进化相关的差异表达基因

在脑类器官中表达模式相似[63]。 2013 年,Lancaster
等[20]培养出与 9 ~ 10 周胚胎大脑类似的“类大脑”,
该模型可以形成分离的但相互依存的不同脑区,如
大脑皮层和脑膜等,极少一部分会分化成海马体,该
脑类器官表现出人大脑皮层发育的重要特征,即特

征性前体区域组织,其中含有大量的放射状胶质干

细胞。 2015 年,Kirwan 等[64]构建了人大脑皮层神经

网络,能够模拟体内皮质网络的发育和功能,可用于

人类前脑神经网络生理学机制的研究。 乙醇作用于

脑类器官造成祖细胞过早分化、神经突生长抑制及

细胞死亡,且转录组学分析发现一系列新的毒性靶

基因和信号转导通路,包括 GSX2、RSPO2 和 Hippo
信号通路[65]。 尼古丁损害脑类器官的皮层发育,造
成神经元分化和迁移异常[66]。 类前脑经双酚 A 暴

露,对神经祖细胞增殖和脑区厚度产生剂量依赖性
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的抑制作用[67]。
3. 6　 心脏类器官

心脏是外源化学物毒性的重要靶器官之一[14]。
Takeda 等[68]将 3D 人工心脏组织用于药物心脏毒性

体外测试,阿霉素诱导细胞释放乳酸脱氢酶、抑制细

胞活力,毒性响应较灵敏,且 hERG 型钾通道阻滞剂

E-4031 和异丙肾上腺素呈剂量依赖的方式诱导钙

瞬变和细胞收缩力发生显著变化。 Lemme 等[69]用

诱导多能干细胞形成的心肌细胞建立右心房工程心

脏组织,与人的肌肉比较,该模型心房的表征指标的

mRNA 表达水平和蛋白质浓度更高、收缩更快、收
缩力更小、动作电位持续时间更短,能够较为准确地

模拟体内心脏生理特征。 Lu 等[70]报道 3D 培养能

够促进心肌细胞的成熟和收缩,1 μmol∙L-1 的钾

通道阻断剂 E4031 显著降低了 3D 心脏类器官的收

缩速度,当浓度增加到 10 μmol∙L-1 时收缩完全停

止,而 2D 培养的单层心肌细胞在 1 μmol∙L-1 时收

缩停止,2D 心脏类器官表现出更强的耐药性。
3. 7　 生殖类器官

目前只有少数研究报道了由睾丸细胞构建睾丸

类器官。 Sakib 等[21]建立了猪、小鼠、猕猴和人的 3D
睾丸类器官,该模型由生殖细胞、支持细胞、睾丸间

质细胞和管周肌样细胞组成,形成了明显的生精上

皮和由基底膜分隔的间质室。 当这些睾丸类器官暴

露于邻苯二甲酸二(2-乙基己)酯后,生殖细胞自噬的

水平呈剂量依赖性升高。 Pendergraft 等[71]用成熟的

生殖细胞和永生化的 Sertoli-Leydig 细胞在悬滴培

养系统中培育出人睾丸器类官,并可产生睾酮,4 种

潜在的促性腺激素化疗药物使该类器官细胞活性明

显下降,凋亡细胞数量显著增加,且半数效应浓度值

明显高于相应的 2D 模型。

4　 类器官毒理学研究的挑战与对策(Challenges
and strategies of organoid-based toxicology re-
search)
　 　 目前类器官模型在化学品皮肤毒性测试方面取

得了相对突出的进展,部分模型已在国内外毒理学

替代法研究机构通过验证形成了标准方法,但在其

他靶器官毒理学研究中的应用极为有限。 对于化学

品的毒理学评价,类器官模型有利于模拟化学品在

体内的动态分布过程,能够更准确地预测和评估化

学品的毒性效应和机理,将显著促进化学品健康风

险防控。 此外,由于干细胞在增殖和分化条件下对

外源化学物质的敏感性不同,基于类器官形成过程

的毒理学研究,有利于评价化学品的发育毒性、识别

化学品的敏感时间窗口和分子靶标。 利用类器官模

型进行化学品的毒理学评价,需要满足可获得高产

量类器官模型、可测量毒性终点和高通量测试体系

等方面的需求[6],以下几方面策略有利于推动类器

官毒理学的发展。
4. 1　 改进类器官构建方法体系及其标准化

类器官模型构建方法的改进及其标准化是类器

官毒理学研究的根本任务。 尽管类器官在模拟体内

器官形态和功能上相比 2D 细胞模型有了极大的提

升,但和体内组织器官的成熟度和复杂性仍有较大

差距。 在类器官的培养过程中,随着细胞的大小和

体积的增加,简单扩散过程使得为核心部分细胞提

供的氧气和营养不足,核心部分细胞代谢废物排出

也受到限制。 类器官通常缺乏基底、组织驻留免疫

细胞和血管,限制了类器官的发育和成熟[7]。 此外,
类器官变化迅速,在不同培养阶段所需培养条件不

同。 优化细胞组合类型、培养基组成以及结合微流

控技术等有望改善类器官模型的功能。 类器官的尺

寸和细胞组成变异性较大,构建方法标准化有助于

改善毒理学评价结果的重现性和准确性。
为满足化学品毒理学评价的巨大需求,高产量

构建方法是类器官毒理学的基本要求。 基于微孔板

的类器官模型构建方法,与现有的自动化操作和测

试仪器相适应,是实现高产量的便捷、有效的方

法[62]。 此外,Liu 等[72]建立了一种基于液滴微流控

系统的杂合水凝胶微囊制备体系,该系统支持大规

模的类器官培养。 实现类器官冻存且复苏后仍能够

保持形态功能的方法体系,也将有效促进其推广和

应用。 延长类器官的生命周期,可促进通过体外试

验预测长期暴露的毒性效应。
4. 2　 受试物的暴露途径、剂量和毒代动力学特征

体外毒理学模型有利于研究毒性机理和确定相

对毒性潜能,在此基础上,进一步提升体外暴露途径

的体内相关性,确定体外暴露浓度的体内相关性,将
极大地推动类器官毒理学模型的发展和应用。 由于

类器官模型中的细胞呈 3D 生长和组织模式,且构

建体系采用的特殊材料和器件,给类器官毒理学模

型的化学品暴露带来难题。 建立与环境暴露相似的

暴露途径,有助于提升类器官毒理学研究结果的相

关性。 通过类器官及其细胞组分中受试化学物的定

量分析,有助于确定靶细胞内暴露剂量,建立更精准

的剂量-效应关系。 结合生理毒代动力学模型,借助
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系统生物学和计算毒理学技术,可经体外浓度估测

经口浓度,有助于推动基于体外毒理学模型的化学

品健康风险评价[42]。
4. 3　 多层次毒性终点、表征方法和高通量测试体系

建立环境健康效应相关的、灵敏的毒性效应终

点以及高通量的定量定性检测方法,是类器官毒理

学研究的核心任务。 建立基于形态学、组织/细胞功

能、生物化学和基因调控等由宏观到微观的多层次

毒性效应终点和测定方法[73-74],有利于深入评估化

学品的毒性效应和机理。 由于在类器官培养中使用

了骨架材料、Transwell 培养板或其他器件和材料,
用于单层细胞培养的毒理学表征方法,需经改进后

应用于 3D 类器官模型, 避免基质等材料的干

扰[10, 75]。 利用毒理组学技术(包括转录组学、蛋白质

组学和代谢组学等)有助于全面筛查敏感分子靶标、
预测有害效应及阐明毒性作用模式。 近年来发展迅

速的单细胞测序方法[76],尤其适合于对类器官中不

同类型的细胞进行转录组学分析,对于揭示细胞特

异性的毒性机制、细胞间相互作用和细胞-基质间相

互作用等毒理学问题具有重要意义。 基于细胞培养

微孔板的类器官构建体系有利于实现毒性高通量评

估,可同时进行多种化学品毒性测试,该法仅需少量

受试化学品,适合于价格昂贵或处于研发阶段的新

化学品。
类器官模型不仅适用于毒性效应和机制的基础

研究,还将显著促进化学品的健康风险评价和管理。
基于类器官模型的毒理学研究结果在化学品健康风

险评价中具有以下几方面重要作用。(1)危害鉴定:
利用类器官毒性测试筛选潜在的靶器官毒物,为更

深入的毒性评价建立优先测试化学品清单,提高化

学品毒性测试效率、减少动物实验。 可结合类器官

毒理学评价结果和其他方面的研究结果,利用证据

权重法(weight-of-evidence)进行化学品危害鉴定。(2)
识别毒性作用模式(mode of action, MOA)和 AOP:
类器官毒理学研究有利于识别化学品在分子、细胞

和组织水平的毒性效应,进而有助于阐明化学品的

毒性作用机理、MOA 和 AOP,为化学品风险评价和

管理提供重要依据。(3)剂量-效应关系评定:利用体

外体 内 外 推 法 ( in vitro to in vivo entrapolation,
� IVIVE)[77],结合计算毒理学模型,可根据类器官毒理

学研究结果估测在动物/人体内产生毒性效应所需

的化学品剂量。(4)风险表征:风险表征是化学品风

险评价的最后步骤,需综合分析危害鉴定、暴露评价

和剂量-效应关系的结果,判断发生某种危害的可能

性,类器官毒理学研究结果为风险表征提供实验依

据。 此外,类器官毒理学研究结果有助于建立基于

靶器官毒性和 MOA 的更精准的不确定性系数,提
高风险评价的科学性和准确性。

类器官毒理学的发展,将显著提升毒理学基础

研究能力以及对化学品风险评价和管理的支撑作

用。 目前国内外类器官毒理学的研究均处于起步阶

段,尚有较多关键的科学和技术问题有待攻克。 我

国少量研究机构在类器官模型的组织工程构建方面

已取得了较为突出的进展,但在化学品毒理学评价

领域的研究极为有限。 化学品毒理学评价急需建立

高产量、高通量、灵敏的类器官毒理学模型,研究其

对化学品暴露的毒性响应特征和机理,需要细胞和组

织工程、毒理学体外/体内实验研究和计算毒理学等

多学科交叉合作,同时急需相关领域专业人才培养。
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