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患者来源口腔癌类器官的研究进展*
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  [摘要] 口腔癌因其高度异质性与耐药性问题,导致临床治疗进展受阻,亟须开发能够真实再现个体化肿

瘤特征的临床前模型。患者来源类器官模型是一种通过三维基质体外诱导生成的微器官,这一革新技术为口

腔癌精准治疗带来新的契机。该模型不仅具备生物结构的再现能力,在反映肿瘤异质性和免疫微环境功能交

互上同样具有明显优势,为口腔癌药物筛选、放疗反应评估和肿瘤发展机制等方面的基础研究提供了新的工

具。本综述系统总结近年来肿瘤类器官发展现状,旨在为口腔癌类器官的发展方向提供思路,探索类器官在口

腔癌的基础研究及临床应用上的前景。
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  [Abstract] Oral

 

cancer
 

has
 

stagnated
 

in
 

clinical
 

development
 

due
 

to
 

its
 

highly
 

heterogeneous
 

and
 

drug-
resistant

 

characteristics.Currently,there
 

is
 

an
 

urgent
 

need
 

for
 

preclinical
 

models
 

that
 

can
 

truly
 

simulate
 

indi-
vidualized

 

tumor
 

characteristics.Patient-derived
 

organoid
 

models
 

are
 

micro-organs
 

induced
 

in
 

vitro
 

through
 

three-dimensional
 

matrices.This
 

innovative
 

technology
 

brings
 

new
 

opportunities
 

for
 

precision
 

medicine
 

of
 

oral
 

cancer.This
 

model
 

not
 

only
 

has
 

the
 

ability
 

to
 

reproduce
 

biological
 

structures,but
 

also
 

has
 

obvious
 

advantages
 

in
 

the
 

expression
 

of
 

tumor
 

heterogeneity
 

and
 

the
 

functional
 

interaction
 

of
 

the
 

immune
 

microenvironment.This
 

provides
 

a
 

good
 

platform
 

for
 

basic
 

research
 

such
 

as
 

drug
 

screening,radiotherapy
 

response
 

and
 

tumor
 

develop-
ment

 

mechanism
 

of
 

oral
 

cancer.This
 

review
 

attempts
 

to
 

provide
 

ideas
 

for
 

the
 

development
 

direction
 

of
 

oral
 

cancer
 

organoids
 

by
 

integrating
 

the
 

current
 

development
 

status
 

of
 

tumor
 

organoids
 

in
 

recent
 

years.
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  口腔鳞状细胞癌(oral
 

squamous
 

cell
 

carcinoma,
OSCC)是一种源自口腔黏膜复层鳞状上皮的恶性肿

瘤,约占口腔癌总数的90%以上。根据国际癌症研究

机构(International
 

Agency
 

for
 

Research
 

on
 

Cancer,
IARC)统计数据显示[1],2020年全球新增唇及口腔癌

病例近40万。尽管其发病机制尚未明确,多项回顾

性研究表明吸烟、酗酒、咀嚼槟榔、慢性炎症刺激及人

乳头瘤病毒等多种因素可能参与病理过程[2-4]。目

前,联合治疗已成为临床主要治疗策略,虽在一定程

度上提高了患者存活率,但由于口腔癌存在明显的肿

瘤异质性和耐药性,其治疗效果仍受限制。因此,需
要建立一种新的精准策略来预测或优化临床治疗效

果,而这一策略的实现依赖于构建高质量的临床前体

外模型。
1 类器官模型的研究现状

  传统2D培养等细胞系模型培养时间短,支持高

通量处理,在临床诊断及初代测序上具有较高价值,
但传代过程中容易产生遗传漂变[5],无法体现肿瘤在

空间和结构上的异质性,动态演变能力差;患者来源

异种移植模型(patient-derived
 

xenograft,PDX)能够

保留肿瘤部分特征,在机制研究中有较高价值,但成

本高,建模周期长,无法实现高通量处理,同时经免疫

缺陷处理的动物无法模拟人体微环境,患者来源肿瘤

细胞与小鼠内环境之间存在免疫异质性,限制了该模

型在免疫研究中的实际应用[6-7]。上述传统模型难以

兼顾肿瘤细胞与人体微环境的三维结合,导致实际应

用效果受限。
类器官是一种由干细胞或其他特定细胞系在体

外三维基质中培养诱导形成的复杂3D细胞团或微组

织,其保留了体内器官的生理特征、组织病理学和遗

传特征,细胞发生自主增殖分化,与原代细胞结构和

功能具有相似性,同时具备遗传稳定性[8]。结合肿瘤
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学研究,类器官模型已展现出巨大的应用潜力。以膀

胱癌为例,通过消化分离患者来源的肿瘤组织,并采

用类器官培养体系进行定向分化,可在较短时间内成

功构建高度保留原发肿瘤组织结构、分子分型及遗传

多样性的体外模型[9]。该方法不仅培养周期短、成本

效益高,而且经稳定传代后可用于高通量药物筛选与

机制研究[7]。
  当前,类器官模型通用技术正趋向成熟,已在肠、
肝脏、胰腺等领域应用形成了稳定的商品化培养基,
然而,该技术在口腔癌中的应用仍面临诸多挑战,包括

培养成功率不稳定、缺乏肿瘤微环境(如免疫细胞或血

管网络)的构建策略,以及实验流程标准化不足等。目

前,相关综述多集中于类器官通用技术的进展,而对患

者来源口腔癌类器官仍缺乏系统性总结与评价。
2 患者来源口腔癌类器官的研究进展

2.1 培养体系的优化

在口腔癌类器官的培养过程中,通常采用手术切

除或活检获取组织标本。冲洗、解离与消化后,将所

得细胞与基质胶(目前以 Matrigel为主)混合并嵌入

培养体系,待其固化后,加入含特定生长因子的液体

培养基(常包括 Wnt信号通路激活剂等成分)[10]。近

年来,在基质材料的选择与功能性培养基的优化方面

均取得了重要进展。
传统 Matrigel基质胶源自恩格莱布雷思-霍尔姆-

斯威姆(Engelbreth-Holm-Swarm,EHS)小鼠肉瘤可

溶性基底膜提取物,虽然其功能性表现突出,但成本

较高,蛋白质组分复杂且存在批次差异。此外,这类

动物来源的基质材料具有明显的免疫原性问题,这在

一定程度上限制了其在生物实验中的应用。近年来,
脱细胞无基质培养[11]及水凝胶类材料[12]有望成为

Matrigel基质胶的替代品。器官发育过程中,细胞外

基质蛋白(extracellular
 

matrix,ECM)作为培养底物

可以传递信号并隔离生长因子,相关实验[13]已经开始

在人类或动物供体来源的脱细胞ECM 中进行培养,
但该方法依赖目标组织,推广受限。同时,其物理性

质难以精准调控,也限制了实验的进一步展开。另一

方面,水凝胶基质材料在理化性质的控制上具备优

势,其能够模拟口腔黏膜基底膜成分分布,明显提高

类器官存活率,并维持肿瘤标志物的高表达,同时展

现出结构稳定、机械强度与孔隙率均可控的特性。类

器官组织来源不同,培养所需的ECM 成分也不尽相

同[12,14],国外部分通用型水凝胶已在小肠、多能干细

胞等类器官培养中显示出优异表现[15-16],国内学者通

过构建OHA-CEC天然材料水凝胶,实现对简化肿瘤

微环境的模拟[17],上述研究为构建高度模拟口腔癌肿

瘤微环境的水凝胶基质提供了更多可能性。
培养基功能组分方面,DRIEHUIS等[18]在构建

口腔黏膜及患者来源头颈部鳞癌(head
 

and
 

neck
 

squamous
 

cell
 

carcinoma,HNSCC)类器官培养中,通
过增加糖原合酶激酶3抑制剂和成纤维细胞生长因

子,得以保留正常角质形成细胞,该模型使用单纯疱

疹病毒1型(herpes
 

simplex
 

virus
 

type
 

1,HSV1)和
人乳头瘤病毒16型(human

 

papillomavirus
 

type
 

16,
HPV16)进行感染,成功建立起口腔黏膜细胞的传染

病类器官模型,首次验证了口腔黏膜类器官作为病理

学研究体外模型的潜力。
2.2 肿瘤异质性的模拟与再现

在临床诊断中不同患者的肿瘤亚型反映了组织

学上的肿瘤间异质性,同一患者同一肿瘤的不同区域
(即空间异质性)或随时间变化(即时间异质性)产生

不同亚群反映为肿瘤内异质性。由于肿瘤细胞这种

特殊的异质性表达,尤其是肿瘤内异质性,给体外模

型的构建及生物标志物研究带来了巨大挑战。
TANAKA等[19]通过随机对照试验检测患者来

源头颈鳞状细胞类器官癌细胞标志物CD44和 AL-
DH1A1的阳性率,与原发肿瘤临床检测结果高度一

致,体现了类器官的体外模拟能力;MO等[20]在一项

研究中构建结直肠癌肝转移(colorectal
 

cancer
 

liver
 

metastases,CRLM)类器官库,从组织病理学、基因组

学、转录组学和单细胞测序等多组学水平分析,证实

类器官模型可以高度保留亲代肿瘤的肿瘤内异质性。
口腔癌方面,SASE等[21]针对患者来源舌癌构建类器

官体外模型,在体外和异种移植模型中均高度复制原

代肿瘤组织特性,尤其针对化疗后残留癌细胞同样表

现出耐药机制的可遗传性。此类研究充分展现出类

器官模型再现肿瘤遗传和表型多样性的优势,但受限

于标本来源和随访时间等,目前大部分研究聚焦于肿

瘤内空间异质性,针对肿瘤时间异质性的研究较少。
上述研究显示,类器官在模拟肿瘤耐药与复发机制、
预测放化疗结局等方面已显示出良好潜力,其在肿瘤

异质性表达上具有高度还原能力,为进一步探索口腔

癌靶向标志物及其作用机制开辟了新的研究方向。
2.3 基于类器官的肿瘤微环境建模与功能扩展

肿瘤微环境中的免疫成分(免疫细胞、免疫因子

等)通过调控肿瘤细胞与宿主间的免疫反应,从而实

现肿瘤细胞的增殖和转移。口腔癌类器官联合免疫

微环境共培养模型,可以用于研究肿瘤的生长机制及

对治疗(特别是免疫治疗)的反应。高度模拟患者来

源口腔癌类器官中肿瘤微环境,对类器官的质量及未

来应用方向具有关键影响。
2.3.1 免疫微环境共培养模型的构建与应用

NEAL等[22]将100多例人类活检/手术标本或小

鼠肿瘤来源类器官通过气液交互(air-liquid
 

interface,
ALI)培养技术重现了肿瘤免疫微环境,验证表明该模

型准确保留了原始肿瘤 T细胞受体。CATTANEO
等[23]使用干扰素γ因子刺激肿瘤反应性T细胞,随
后评估肿瘤反应性T细胞在识别结直肠癌肿瘤细胞

后的功能反应(干扰素γ分泌和脱粒)及杀灭肿瘤类

器官能力,由此开发出一种肿瘤类器官和自体外周血

淋巴细胞的共培养系统方法,可以实现肿瘤反应性T
细胞的产生和功能评估,为体外模拟基于T细胞的个

性化免疫疗法提供策略。基于此方法,SUN等[24]开
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发并建立出口 腔 黏 膜 黑 色 素 瘤(oralmucosalmela-
noma,OMM)类器官和免疫细胞共培养体系,为分析

抗程序性细胞死亡蛋白-1(programmed
 

death-1,PD-
1)治疗或联合治疗的精准医疗设计提供优质的体外

模型。此外,神经生长因子受体中的酪氨酸激酶传导

信号在抗PD-1治疗产生耐药性的OMM类器官中明

显上升,提示相关受体生长因子可能为影响耐药的关

键因素。研究发现,将多靶点酪氨酸激酶抑制剂安罗

替尼与抗PD-1结合可以有效增强共培养体系中的免

疫细胞活性。
在设计 免 疫 疗 法 的 共 培 养 体 系 方 面,SCHN-

ALZGER等[25]开发了一个体外模型,用来研究嵌合

抗原受体T细胞对患者来源结肠癌类器官的靶向毒

性作用。肿瘤类器官通过共培养体系构建了稳定的

肿瘤微环境,为免疫治疗的临床前实验提供了新的方

向,为OSCC类器官在临床前药物筛选或药物开发提

供了优化方案[26-28]。
2.3.2 类器官模型在生物标志物发现与验证中的

作用

类器官免疫微环境共培养体系不仅在肿瘤药物

筛查、靶向分析及耐药机制等方面展现出明显作用,
同时也在生物标志物的鉴定与相关因子动态变化的

研究 中 发 挥 着 关 键 作 用。DROST 等[29] 利 用

CRISPR/Cas9技术对正常肠道干细胞来源类器官的

结直肠癌基因进行靶向基因修饰,异源植入小鼠体内

后形成侵袭性癌特征的肿瘤。NARUSE等[30]使用4
种遗传毒性化学物质(甲基磺酸乙酯、丙烯酰胺、二乙

基亚硝胺、7,2-二甲基苯并蒽)体外处理小鼠类器官,
检测注射型裸鼠后的致瘤性,发现这些化学物质在小

鼠模型中诱发肺癌、肝癌或乳腺癌。这些通过基因编

辑或化学刺激诱导正常类器官成瘤的研究提示,基于

患者来源口腔癌类器官在免疫微环境下,可以系统性

探究口腔癌早期致癌标志物及相关分子变化。
由于肿瘤类器官可以实现稳定培养及传代,体外

捕获肿瘤基因组及信号分子,由此出现更多识别、验
证生物标志物与肿瘤相关性的体外实验。阿培利司

是一种针对PIK3CA基因突变的蛋白激酶抑制剂,经
临床试验后,目前适用于携带PIK3CA突变的晚期乳

腺癌患者联合用药[31]。HNSCC肿瘤基因图谱分析

中包括PIK3CA基因螺旋结构突变,伴随肿瘤坏死因

子受体相关因子3(TNF
 

receptor-associated
 

factor
 

3,
TRAF3)的丢失和E2F转录因子1(E2F

 

transcription
 

factor
 

1,F2F1)的扩增。MILLEN等[32]在患者来源

HNSCC类器官的队列中测试,并未发现PIK3CA突

变与反应之间的联系,然后使用CRISPR-Cas9基因

编辑技术引入E545K突变后,类器官模型对阿培利

司的敏感性增加。遗憾的是,标本来源于不同位置及

组织学亚型,无法构建令人满意的免疫微环境,这对

肿瘤免疫应答机制的相关实验可能产生不同程度的

影响。SHI等[33]对30例患者来源的非小细胞肺癌组

织和35例异种移植模型进行类器官培养,通过全外

显子测序和RNA测序分析等方法,验证其基本模拟

了亲代肿瘤的组织学特征,同时保留了致瘤性。使用

表皮生长因子/成纤维生长因子和 MEK靶向疗法对

类器官模型进行药物测试,保留了亲代肿瘤对靶向治

疗的敏感性。
以上研究均提示,口腔癌类器官在验证生物标志

物中具有一定有效性,这为药物筛选及药物开发的临

床前模型提供了新的思路,在口腔癌个性化治疗方面

具备广阔前景。
2.4 肿瘤类器官的应用场景

2.4.1 基因功能解析

肿瘤与许多疾病一样,局部基因表达发生变化,
而基因编辑技术可以通过纠正有害碱基突变或破坏

致病基因的方法从而达到治疗目的。与锌指核酸酶/
转录激活因子效应物不同,CRISPR-Cas9作为第三代

基因编辑技术,其通过改变一小段引导RNA的碱基

序列,将Cas蛋白质引导到基因组中的指定位置,以
实现基因的敲除和嵌入,从而具备精确高效的基因编

辑功能,扩大基因编辑技术的适用性[34-35]。DROST
等[29]使用正常肠道干细胞类器官培养后进行结直肠

癌靶向基因修饰后的致瘤性研究,证明CRISPR-Cas9
基因编辑技术在肿瘤类器官中的应用加速了驱动基

因验证。OSCC中常见FAT1、CASP8、CDKN2A和

NOTCH1突变,而人类相关肉瘤病毒癌基因和磷酸

肌醇3-激酶 A是唯一明显突变的致癌基因[36],建立

口腔黏膜组织类器官模型,通过基因编辑技术敲除或

嵌入口腔癌相关基因,可以分析口腔癌在基因组学上

的生长转移机制,开发新型免疫疗法。这种基因功能

解析应用也提出更加严峻的挑战,即口腔癌类器官模

型与对应基因编辑技术的标准化流程。
2.4.2 药敏预测及耐药机制解析

患者来源的肿瘤类器官为体外研究耐药机制提

供了可靠工具。DRIEHUIS等[18]利用该类器官模型

对颈部鳞癌进行了多种治疗(包括顺铂、卡铂、西妥昔

单抗及放疗)的药物敏感性测试。结果显示,在所有

测试组中,肿瘤类器官对顺铂的敏感性均高于卡铂。
实验结果中值得注意的是,对西妥昔单抗不敏感的颈

部鳞癌类器官通常在表皮生长因子下游携带基因突

变(包括PIK3CA、KRAS、HRAS或BRAF),这一结

果提示在使用西妥昔单抗治疗 HNSCC前进行基因

检测的重要性。在前文OMM类器官实验研究中,已
有结果表明酪氨酸激酶信号通路是抗PD-1治疗产生

耐药性的关键因素[21]。这些研究均提示,口腔癌类器

官具有体外药物敏感性预测及耐药机制研究方面的

应用价值。尽管肿瘤类器官模型在药物筛选及耐药

机制研究上已经取得重要成果[37],类器官免疫微环境

共培养取得阶段性进展[38],但想要达到更加精确的预

测解析能力,需要对类器官共培养体系进一步优化且

兼具高通量实验能力,以提高临床应用中的准确性和

时效性。
2.4.3 放射治疗
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对口腔癌尤其是晚期患者通常予以联合治疗,在
辅助放疗阶段,口腔癌类器官可用于临床前评估放疗

敏感性,以期在达到预期治疗效果的同时,最大限度

地降低放疗不良反应,为患者提供个性化精准治疗。
NEAL等[22]对患者来源 HNSCC类器官放射试验中

验证了顺铂和卡铂的放射增敏潜力,基于初次治疗及

辅助治疗的差异,其模型具备指导意义,同时得出西

妥昔单抗在所有放射组中均具备辐射保护作用的实

验结果;LI等[15]在患者来源 HNSCC类器官的7例

放射治疗体外模型进行了详细阐述,有3例体外暴露

放射疗法的类器官具有耐受性,这与临床结局高度相

符。遗憾的是,标本来源条件受限,上述实验存在样

本量不足的问题,且不同 HNSCC标本存在一定程度

上的异质性。当然,口腔鳞癌临床复发因素也是多方

面的,但口腔癌类器官具备预测放疗效果和指导放疗

实施的能力,开发放疗增敏剂等方面具备同样潜力。
2.5 挑战

2.5.1 肿瘤微环境标准化

临床口腔癌的发生主要集中于牙龈、舌部、硬软

腭等带菌环境,因此标本污染比例较高,影响培养成

功率及培养质量。有实验采用抗生素冲洗标本或混

入基础培养基的方法解决细菌、真菌或支原体污染问

题[39-41]。除了标本伴感染的问题,肿瘤微环境的组成

同样是复杂的。目前患者来源的鳞癌类器官在标本

解离消化后主要来源于上皮细胞,为实现高度模拟肿

瘤微环境,还需要更多免疫细胞、微血管系统、细胞外

基质等各种其他细胞、细胞因子和生长因子共培养。
HOLKOM等[42]通过建立口腔癌类器官模型探究肿

瘤微环境调节血管生成机制,发现肿瘤相关成纤维细

胞(cancer-associated
 

fibroblasts,CAFs)共培养可以

促进血管内皮细胞生成。值得注意的是烟酰胺N-甲
基转移酶的过表达增强了成纤维细胞中血管生成相

关基因的转录表达。与正常细胞组织一样,血管系统

对肿瘤细胞的生长代谢至关重要,因此在肿瘤类器官

培养体系中建立功能性血管系统也是亟待解决的问

题。HOMAN等[43]报道了一种在毫流控芯片上流动

培养肾脏类器官的方法并成功产生血管网络,通过对

比,该模型具有更成熟的足细胞和管状结构;PHAM
等[44]诱导多能干细胞分化内皮细胞同时生成全脑类器

官共培养,体外呈现出血管化。移植到免疫缺陷小鼠

后,人类CD31+血管化结构已经渗透至类器官中心处。
与临床实际口腔癌相比,体外类器官的微环境匮乏不

可避免地会限制模型大小甚至产生不同程度的异质

性,影响肿瘤潜在生长转移变化和药物作用机制。
2.5.2 基质优化

如前文所述,目前主流基质胶 Matrigel来源于小

鼠肉瘤,其无法完全模拟人体组织结构上的微环境,
同时存在免疫原性。除了天然合成水凝胶制备外[14],
GIOBBE等[45]使用猪小肠黏膜及黏膜下脱细胞组织

来源的细胞外基质水凝胶成功验证并培养人类胃、
肝、胰腺和小肠等类器官;MOLLICA等[46]构建了一

种由人体乳腺细胞外基质组成的3D水凝胶,并验证
其可以维持肿瘤类器官的形成。这些研究为口腔癌
基质开发提供了新思路,有利于口腔癌类器官微环境
的扩展,增强传代稳定性,降低培养成本。
2.5.3 技术融合

肿瘤类器官属于新型3D细胞培养模型,可实现
良好的肿瘤细胞结构再现及各组分间的功能交互作
用。但与体内环境相比,基质与生长因子相对静态的
封闭式培养无法高度模拟肿瘤细胞或生长因子的动
态变化。近年来,器官芯片[47]与此类3D细胞模型产
生技术融合,可以在芯片平台的基础上设计微流体控
制装置[48],实现更加真实的肿瘤微环境,再现更复杂
的肿瘤-微生物作用机制,这或许能将体外培养推向另
一个阶段。RONALDSON-BOUCHARD等[49]使用
组织器官芯片将成熟的人类心脏、肝脏、骨骼和皮肤
组织通过微循环血管流连接起来,通过选择性可渗透
内皮屏障与主血管流分隔,实现相互作用的功能交
互,成功再现抗肿瘤药物阿霉素在体内的药代动力学
和药效学特征。另一项研究比较了肿瘤标本手动切
碎与显微设备切割的处理效果,显示两种不同预处理
方式在类器官的生存力、免疫组分和免疫治疗反应上
具有相似性[50],但显微切割设备的效率和机械标准化
优势或许可以推动肿瘤类器官高通量实验的发展。
除了 培 养 技 术 的 融 合,在 监 测 方 面 SHEMBREY
等[51]采用光学条形码的荧光谱系技术对患者来源的
肠癌类器官进行纵向跟踪。根据已知被证明的基因
构建体离散组合进行标记,稳定整合到基因组并传递
至原始细胞,其独特的光学条形码可以实现对单个细
胞谱系进行纵向监测,这对验证肿瘤内异质性是一种
更加高效便捷的技术。上述研究均通过医学工程技
术与肿瘤类器官模型培养相融合,为实现肿瘤类器官
的高通量应用提供研究基础,为口腔癌类器官培养提
出新的发展方向。
3 总  结

  患者来源的口腔癌类器官的相关研究是衔接基
础研究与临床应用的重要纽带,本文系统综述了目前
研究中的革新技术及其应用价值,通过培养体系的优
化和动态功能扩展等过程精准模拟肿瘤异质性和微
环境交互作用。作为药物筛选及放疗的临床前模型,
可以为个性化医疗提供实验基础,保障精准医疗实
施。结合基因编辑技术动态分析肿瘤生长转移和耐
药机制,可进一步探究生物标志物的核心通路。另一
方面,口腔癌类器官目前仍存在微环境因子欠缺及流
程缺乏标准化等问题,这同样限制了肿瘤机制研究和
临床应用。未来将通过技术融合手段,实现高质量强
时效的模型建立,同时需要建立口腔癌类器官共享生
物库,在临床前进行高通量筛选,使患者获益。
利益冲突:所有作者声明不存在利益冲突
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