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[摘要] 类器官是细胞在体外悬浮培养条件下自发形成的具有自我更新能力及相关功能的细胞团，是强大的三维模

型，可一定程度再现原始组织的细胞异质性、结构与功能。肺类器官(LOs)由人类多能干细胞或成体干(祖)细胞培养、构

建而成，其与免疫细胞共培养可更好地体现肺组织免疫反应及体内感染的全貌。本文对比分析LOs与其他肺部感染性疾

病常用研究模型(包括动物模型、二维细胞培养、肺芯片和精确切割肺切片等)的特点，概述LOs的构建方法及其在病毒、

细菌、分枝杆菌、隐孢子虫等引起的呼吸系统感染性疾病研究中的应用进展。
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[Abstract] Organoids are cell mini-clusters and three-dimensional (3D) micro-organs cultured and spontaneously developed 

under suspension culture condition in vitro, possessing the abilities of self-organize and differentiate into functional cells. They are 

powerful, and can partially mimic the cellular heterogeneity, structure and function of the original tissues or organs. Lung organoids 

(LOs) can be cultured and constructed from human pluripotent stem cells or adult stem/progenitor cells . Co-culture of LOs with 

immune cells can better reflect the overall picture of the immune response of lung tissue and the full spectrum of infection in vivo . This 

review compares characteristics of LOs with those common models for respiratory infectious diseases, including animal models, two-

dimensional cell culture, lung-on-chip and precision-cut lung slices. We provide an overview of the construction method of LOs and 

their application progress on respiratory system infectious diseases caused by viruses, bacteria, mycobacteria, cryptosporidium, and 

other pathogens.
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体外细胞培养是模拟人类发育和疾病的重要研

究工具。传统的单层细胞培养技术已得到广泛应用，

但这种模型缺乏组织结构特征和复杂性，难以真实

反映体内生物学过程。类器官是细胞在体外悬浮培

养条件下，自发形成的具有自我更新能力及相关功

能的细胞团[1-3]。它是强大的三维模型，可一定程度

再现原始组织的细胞异质性、结构和功能，这一技

术的出现推动了体外培养工具的发展[4]。目前研究

者们已建立了包括视网膜、脑、肺、食管、胃、肠

道、肝、胰腺、甲状腺、前列腺、输卵管、肾等多

种系统的类器官[4]。这些类器官主要应用于药物开

发、疾病及其治疗研究、组织器官发育研究、组织

器官移植修复与治疗等 4 个方面[5-6]。肺类器官(lung 
organoids，LOs)由人类多能干细胞或成体干(祖)细胞

培养、构建而成，越来越多的研究显示，LOs 为呼

吸系统感染性疾病的研究提供了可复制的模型。本

文介绍用于肺部感染性疾病研究的常见模型，LOs
的构建方法及其在呼吸系统感染研究领域应用的进
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展，旨在为肺部感染性疾病的相关研究提供参考。

1　呼吸系统感染性疾病研究的常用模型

除了类器官外，动物模型、二维细胞培养、肺

芯 片 (lung-on-chip， LOC) 和 精 确 切 割 肺 切 片

(precision-cut lung slices，PCLS)等也常用于肺部感染

性疾病的研究。医学研究中使用经典细胞系培养和

动物模型在许多领域取得了成功，加深了对细胞信

号通路和病原体作用机制的认识，推进了潜在药物

靶点的确定和候选药物的筛选等。LOC包含两个上

下平行的微通道，由聚二甲基硅氧烷(polydimethyl-
siloxane，PDMS)隔开，可模拟肺泡—毛细血管屏障，

膜的顶层覆盖人肺泡上皮细胞，底层覆盖人肺内皮

细胞；该界面可被拉伸，以复制呼吸生理过程[7]。

LOC可用于呼吸道疾病模拟、毒理学分析、药物筛

查研究，以及评估相关治疗措施和诊断的生物标志

物[8]。PCLS是将溶解了低熔琼脂糖的缓冲液或组织

培养基注入刚获取的肺组织中，在 4 ℃下快速凝固

后进行切片，切片厚度为 150~500 μm[9]。PCLS目前

已被用于多种病毒及细菌感染的发病机制研究。以

上不同研究模型的优缺点及目前在呼吸系统感染性

疾病领域的应用情况见表1[4,7,9-16]。

2　LOs与相关呼吸系统感染模型的构建

2.1　 LOs　 LOs 可 由 人 类 多 能 干 细 胞 (human 
pluripotent stem cell，hPSC)或成体干(祖)细胞[从成熟

肺组织分离的上皮干 ( 祖) 细胞] 经过三维 (three-
dimensional，3D)培养而来。目前常用的 3D 培养基

是基质胶(matrigel)，主要由层黏连蛋白、Ⅳ型胶原

蛋白组成[17]。不同种类的肺成体干细胞培养出的

LOs 的细胞组成有所差别，甚至可以多种干细胞混

合培养，生成不同种类的 LOs。类器官还可与免疫

细胞共培养[18-20]，以便同时研究免疫系统的反应，

更好地反映体内感染的全貌。

2.2　基于 LOs 的呼吸系统感染模型　LOs 的特征是

极化的上皮细胞围绕着中央腔，基底膜暴露在外，

这限制了病原体与上皮顶端的接触。由于病毒体积

小且能够穿透基底膜基质，故其感染可用共培养法。

细菌等其他病原体体积较大，不易穿透基底膜基质

进入中央腔接触 LOs 上皮细胞的顶端[21]，限制了

LOs 在这些病原体感染研究的应用。研究者们开发

了多种方法来解决这一问题，如类器官的机械碎裂

法、显微注射法、极性翻转法等[22-23](图1)。

3　LOs在呼吸系统感染性疾病领域的应用

3.1　病毒感染　人类呼吸道病毒感染的临床表现多

种多样，从无症状感染到严重疾病，全球范围内发

病率和病死率均较高。人类 LOs 为病毒复制和发病

机制的研究提供了可复制的模型，可用于病毒—宿

主相互作用的观察，病毒诱导的组织损伤、先天免

疫途径和随后的组织再生反应的探索，以及针对病

毒基因或宿主途径的预防措施和治疗药物的测

图1　基于肺类器官构建的呼吸系统感染模型

Fig.1　The research model of respiratory infectious diseases based on lung organoids
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试等[24]。

3.1.1　流感病毒　甲型禽流感病毒 (Sh2/H7N9、

H5N1/483、 H5N6/39715) 与人 H1N1pdm/415742 在

气道类器官(airway organoids，AOs)和体外支气管移

植培养物中的病毒复制能力、组织趋向性、细胞因

子和趋化因子的诱导能力相当[25]。乙型流感病毒亦

可在人类呼吸道类器官的各种细胞中感染和复制，

且对传导气道的偏好程度高于下肺，具有与甲型流

感病毒相似的趋向性和复制能力[26]，因此人类 AOs

可用于研究病毒的趋向性和复制能力。使用肺上皮

干(祖)细胞分化而来的类器官研究流感病毒感染诱

导的肺上皮细胞损伤的修复机制时发现，上皮干

(祖)细胞在培养过程中以成纤维细胞生长因子 10

(FGF10)依赖的方式自我更新并分化成远端肺上皮细

胞亚群[27]。LOs也可用于流感病毒治疗药物的筛选。

Nitazoxanide(NTZ)是一种抗原虫噻唑胺药物，修改

其生物活性形式的结构，并用候选药物4a/4d治疗流

感病毒感染的LOs，结果显示，4a/4d的抗病毒效果

与法匹拉韦相当，在抑制季节性流感 H3N2 病毒方

面甚至优于法匹拉韦[28]。

3.1.2　 副 流 感 病 毒 (human parainfluenza virus，

HPIV)　HPIV-3 感染是儿童下呼吸道感染的常见病

因之一。受HPIV-3感染的LOs中细胞不会脱落，感

染 32 d 时未检测到 LOs 组织完整性的改变，也没有

感染的细胞流入腔内，这解释了临床中HPIV-3疾病

的小气道阻塞较为少见的原因[29]。

3.1.3　呼吸道合胞病毒 (respiratory syncytial virus，

RSV)　RSV是婴、幼儿下呼吸道感染的常见病原体，

其可从孕妇受感染的呼吸道血源性地传播到子宫内

发育的胎儿肺部。对 RSV 感染的人类 LOs 中的病毒

复制、细胞病理学效应和蛋白质表达的研究显示，

RSV 感染可导致细胞骨架和气道平滑肌的结构与功

表1　呼吸系统感染性疾病研究中常用模型的优缺点及其应用情况

Tab.1　Advantages and disadvantages of common research models of respiratory infectious diseases and their applications

模型

动物模型

二维细胞培养

肺类器官

精确切割肺切片

肺芯片

优点

保留肺的复杂细胞成分和全部结

构；包含病原体感染过程和机体

免疫反应过程

价格便宜；操作简单；变异性低，

同质性高；可用于高通量筛选

保留了人类的遗传特征；保持遗

传稳定性及可扩增性；部分再现

了原始组织的细胞异质性、结构

和功能；操作简单，可快速建立

体系；可用于高通量筛选

保留了肺组织的结构、机械性能

和复杂的细胞成分；可用于高通

量筛选

含多层次细胞结构(存在血管化结

构)，且能够控制细胞和特定组织

的结构；能反映呼吸作用时肺泡-

毛细血管界面的机械运动；有实

时组织功能传感器，可监测细胞

状态和活动

缺点

病原体在动物和人体中的致病性、

所致免疫反应不完全相同；部分

病原体宿主不明，无法构建动物

模型；药物在动物及人体中的效

果不完全相同；非人灵长类动物

的饲养设施、成本及饲养要求较

高，动物数量少

细胞系的代谢及基因表达不同于

原生细胞；原生细胞可获取量少，

分化能力有限；二维培养中的细

胞在形态和生化特征上与体内细

胞不同；缺乏细胞异质性、细胞

间相互作用和复杂的组织结构

缺乏血管化的结构和机械应力；

细胞团大小不均，且基质胶可能

影响药物浓度；细菌等体积较大

的病原体无法直接进入类器官腔

内，需使用极性向外的类器官

取材来源有限；缺乏细胞浸润和

适应性免疫过程；切片寿命短，

不适合慢性感染的研究

细胞支架等材料选择有难度，部

分材料需要预处理；不同组织需

要的营养物质及生长因子不同，

目前缺乏通用的培养基；吞吐量

低；技术较为复杂；尚无标准化

构建流程，难以做到规模化

目前应用

疾病传播途径及模式、感染剂量、

发病机制、免疫过程及遗传因素

的影响等的研究；感染与各种慢

性肺病关系的研究；抗病药物与

疫苗的开放

病原体的作用靶点、发病机制、

宿主细胞的免疫反应研究；药物

作用靶点筛选及药物毒理学研究

病原体的作用靶点、发病机制、

宿主细胞的免疫反应研究；感染

与肺间质纤维化的关系研究；药

物作用靶点筛选及药物毒理学研

究；肺损伤后的再生与修复研究

适合高分辨率活体成像，超微结

构变化、细胞活动和迁移、感染

进展研究；感染与特发性肺纤维

化、慢性阻塞性肺疾病、哮喘的

关系评估；药物毒理学研究

固体机械力 (肺泡上皮细胞周期性

的拉伸、肺黏液栓塞的机械应力

等) 和流体机械应力 (液体表面张

力)在感染状态下对肺的影响研

究；病原体吸入后的损伤机制及

免疫反应研究；吸入性物质的毒

理学分析
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能改变，这可能影响胎儿肺部的收缩[30]。LOs 在
RSV 感染后出现大量上皮细胞异常，包括细胞骨架

重排、受感染细胞的顶端挤压和合胞体的形成，这

解释了RSV 感染造成支气管炎、气道黏膜水肿和气

道上皮细胞坏死、脱落的原因[31]。除了 RSV 对呼吸

系统的直接损害，接触大气中颗粒物 (particulate 
matter，PM)可导致呼吸道疾病的发病率和病死率增

高；受 RSV 感染的 LOs 在反复接触 PM 后，细胞

DNA损伤和细胞死亡增多，这为确定现有空气污染

与病毒感染之间的相关性提供了依据[32]。

3.1.4　 新 冠 病 毒 (severe acute respiratory syndrome 
coronavirus 2， SARS-CoV-2)　与其他现有的 SARS-
CoV-2 感染肺模型相比，含有近端气道和远端肺泡

特征的 LOs 可更好地概括新冠病毒感染不同群体呼

吸道样本的转录组特征，更适用于 SARS-CoV-2感染

的研究[33]。目前使用 LOs 筛选的多种抗病毒药物已

应用于临床，而免疫治疗候选药物，包括针对尖峰

蛋白的四价中和抗体(15033-7)以及宿主细胞上二肽

基肽酶-4(dipeptidyl peptidase-4，DPP4)受体同源的合

成肽，在 LOs 中可显著抑制 SARS-CoV-2 S 蛋白的表

达[34]。此外，有研究提示类器官可用于感染损伤后

的气道再生研究。采用 SARS-CoV-2感染LOs的研究

显示，纤毛细胞在感染7 d后死亡，但基底细胞未被

感染而存活并分化为纤毛细胞[35]。Brevini等[36]发现，

熊去氧胆酸在人类肺、胆管膜细胞和肠道类器官，

以及小鼠和仓鼠的相应组织中可下调血管紧张素转

化酶 2(angiotensin-converting enzyme 2，ACE2)；这种

下调降低了体外、体内和人类肺部与肝脏原位对

SARS-CoV-2感染的易感性。这是除疫苗接种之外预

防SARS-CoV-2感染的新方法。

3.2　细菌感染　肺炎链球菌感染是严重细菌性肺炎

的主要原因。Ⅱ型肺泡上皮细胞是肺泡中肺炎链球

菌黏附和损伤的首选靶点，其产生和分泌的表面活

性剂是由磷脂、蛋白质和碳水化合物组成的混合物。

表面活性蛋白D(surfactant protein D， SFTPD)可结合

细菌表面的多糖，促进聚集、吞噬、补体激活以及

抑制细菌定植与入侵。通过显微注射的方式采用肺

炎链球菌感染人类肺芽类器官(lung bud organoids，
LBOs)后，可观察到肺炎链球菌在LBOs腔中不同位

置与 SFTPD 相互作用，在细胞内存在肺炎链球菌-
SFTPD 聚集物；感染后肺泡免疫反应标志物的表达

增加。该模型可用于研究肺炎链球菌的毒力因子和

不同血清型的发病机制，后期有望用于研究抗黏附

策略以阻止肺炎链球菌的传播和定植[37]。

铜绿假单胞菌是医院获得性肺炎、呼吸机相关

肺炎的常见病原体。30% 的铜绿假单胞菌株表达磷

脂酶 A2 样毒素 ExoU，这种毒素可导致细胞快速死

亡，引起致命的呼吸道感染。Bagayoko 等[38]将动物

模型(小鼠)与人LOs相结合，研究了ExoU导致宿主

细胞死亡的机制。发现宿主细胞脂质过氧化会增强

ExoU磷酸酶活性，在体外和小鼠体内引发病理性细

胞坏死，而磷脂过氧化抑制剂铁抑素-1可延缓ExoU
诱导的细胞坏死。

3.3　分枝杆菌感染　结核分枝杆菌(Mycobacterium 
tuberculosis，Mtb)感染目前仍是重要的全球健康问

题[39]；脓肿分枝杆菌(Mycobacterium abscess，Mab)被
认为是抗生素耐药严重的分枝杆菌之一[40]。巨噬细

胞在分枝杆菌感染中具有重要作用，故研究者将其

分别与 Mtb 和 Mab 感染的 AOs 共培养，结果显示，

Mtb和Mabs主要作为细胞外细菌存在，感染上皮细

胞的效率很低；AOs 微环境可控制但不能完全消除

Mtb和Mab的增殖；AOs可通过调节细胞因子、抗菌

肽和抑制黏蛋白基因表达对感染做出反应；共培养

体系中的巨噬细胞可迁移到 AOs 的基底缘并与之相

互作用，捕获和摄入病原体，发挥免疫作用[19]。综

合研究数据显示，AOs 在评估分枝杆菌与人类气道

的早期相互作用方面提供了一个有价值的3D模型。

3.4　隐孢子虫感染　隐孢子虫除了可导致严重腹

泻，还可在免疫功能低下的人群中引起呼吸道隐孢

子虫病[41]。目前大多数体外培养系统只支持隐孢子

虫的短期感染(<5 d)和不完全繁殖，而通过改变培养

条件，隐孢子虫可在 LOs 内存活 28 d。将隐孢子虫

的卵囊显微注射至LOs中，168 h后可检测到新形成

的卵囊；对感染期间隐孢子虫转录组的时间分析显

示了与其生命周期相关的转录物的动态调节。由此

可见，隐孢子虫可感染人类 LOs，在 LOs 内繁殖并

完成其复杂的生命周期[42]。

4　LOs应用的局限性及展望

与其他模型相比，LOs 在研究感染性疾病方面

有一定的优势，目前在病原体的组织损伤、宿主的

免疫反应及组织再生研究、治疗药物筛选等方面得

到了越来越广泛的应用。但是，LOs 也存在一定的

局限性：(1)人体肺血管丰富，部分病原体感染可能

同时破坏肺泡及毛细血管，而目前采用的 LOs 缺乏

肺高度血管化的结构，未来可能通过与血管内皮细

胞的共培养或与LOC的结合来解决这一问题，从而

更好地研究感染性疾病的发病机制。(2)病原体感染

后引起气道分泌物增多，部分患者可产生肺部黏液

栓塞，由此带来的机械应力可引起细胞蛋白骨架受

损和炎症反应，进一步加剧病原体所致的上皮细胞

损伤[43]，但 LOs 缺乏机械应力。LOC 技术能够反映

呼吸作用时肺泡收缩与扩张的机械运动，可模拟液

态栓塞形成和破裂时产生的压力波对上皮细胞的损
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伤，能够弥补 LOs 在此方面的缺陷[44]，二者结合可

产生“类器官芯片”技术，更好地模拟肺部微结构

与微环境。(3)单纯的LOs缺乏器官间通信，只能模

仿人体的呼吸系统[14]，未来多系统类器官的混合培

养有可能促进了解病原体对不同器官的影响及器官

之间的相互作用，更好地模拟人体内环境。(4)LOs
用于药物筛选时，基质胶影响药物浓度，且 LOs 是
源自组织的细胞团，体积通常大小不均，故难以实

现均匀给药。随着相关技术的进步，可能通过调整

基质胶的种类及成分培养出体积及细胞数目相对均

匀的 LOs。(5)目前已在动物模型中实现 LOs 移植治

疗急性肺损伤模型[45]，未来如何在人体实现肺部组

织感染后的损伤修复还有待进一步探索。LOs 的移

植有望为肺部终末期疾病治疗提供新的手段。
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