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摘 要:肺纤维化是很多肺部疾病发生发展过程中出现的病理现象。近年出现的 2019冠状病毒病(coronavirus
disease 2019, COVID-19)引发的呼吸系统综合征也会出现弥漫性肺泡损伤,并诱发肺纤维化。因此,开展肺纤维
化和 COVID-19体外模型构建与调控研究在肺部疾病治疗和药物筛选方面意义重大。目前,现有研究已建立
了多种体外肺组织二维、三维细胞培养模型,本文将全面概述这些模型的构建方法,并结合这些模型在肺纤维
化及 COVID-19中的应用研究,对体外肺组织模型在药物传递、高通量药物筛选及发病机制研究等生物医学领
域中的应用前景进行综述,为其进一步研究提供参考。
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Abstract: Pulmonary fibrosis is a pathological phenomenon that occurs during the development of many
lung diseases. Diffuse alveolar damage can appear in the respiratory syndrome caused by coronavirus disease
2019 (COVID-19) in recent years, inducing pulmonary fibrosis. In order to cure these lung diseases and screen
out drugs, it is of great significance to study the construction and regulation of in vitro lung tissue models.
At present, a variety of two-dimensional and three-dimensional lung cell culture models have been estab-
lished. This article gives an overview of the construction methods of these models and their application in
pulmonary fibrosis and COVID-19, and also describes the application prospects of the models in biomedical
fields, such as drug delivery, high-throughput drug screening, and pathogenesis research, so as to provide
new insights for related studies in the future.
Key words: in vitro model construction; regulation; pulmonary fibrosis; coronavirus disease 2019 (COVID-
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肺纤维化是一类许多肺部疾病都会出现的病

理改变且严重影响人体呼吸功能。其特征为肺成

纤维细胞增殖、大量细胞外基质(extracellular ma-
trix, ECM)聚集并伴炎症损伤及组织结构破坏。在
肺纤维化的机制及治疗方式研究方面, 构建相比
体内更易操作的肺组织的体外模型非常重要。

近年出现的 2019冠状病毒病(coronavirus disease
2019, COVID-19)也是诱发肺纤维化的重要因素
之一。本文将阐述适用于体外疾病研究的肺组织

模型, 以期促进肺纤维化及 COVID-19的进一步
研究。

早期体外肺组织研究常采用二维细胞培养模

型和动物模型, 但这两种方法均存在一定的局限
性。其中, 二维细胞培养不能复制病理生理组织
的纤维化状态, 且无法真实模拟在体纤维化的微
环境。虽然动物肺损伤模型可以重现复杂人类疾

病的某些方面,有助于人们了解肺部发育和疾病[1],
但是其周期长、价格高, 并且动物和人类的肺生理
学之间存在许多差异, 例如: 小鼠肺发育迅速, 直
到出生后才开始形成肺泡, 而人类肺在开始肺泡
化之前会经历许多额外的分支, 这导致许多在临
床前研究中疗效良好的药物在临床试验中并不能

发挥稳定的功能。与上述两种方法相比, 三维培
养环境不仅可实现细胞-细胞和细胞-基质相互
作用, 还可开展细胞迁移、趋化性、牵引和整合素
黏附等研究, 提高人们对人类肺生理学的理解。
所以, 体外三维肺组织模型构建可以部分弥补二
维细胞培养和动物模型的不足, 更加真实再现体
内细胞生长微环境[2]。此外, 体外三维肺组织模型
还可以模拟肺组织细胞微环境中的机械力、基质

刚度、牵张力等力学因素, 更好地模拟间质组织纤
维化的关键特征, 提高人们对其生物力学及力学
生物学的理解[3]。因此, 在体外构建具有可靠肺组
织特性的三维细胞培养系统, 有助于提高人们对
肺部疾病的理解和治疗手段, 并为大规模药物筛
选、细胞-细胞相互作用的分子水平分析, 以及通
过个性化药物研究或治疗肺部疾病提供强大的技

术平台。

1 体外细胞模型构建方法

1.1 体外二维细胞培养模型构建方法

目前, 体外二维细胞培养模型是将细胞分离
后培养在含有特定成分的特质容器中, 可用于评
估细胞对可溶性生长因子和 ECM的反应, 是开

展体外肺组织研究的一个标准平台, 也是研究疾
病机理、高通量筛选药物的一个简单可靠平台。二

维细胞培养模型针对不同损伤类型有多种模拟方

式,以实现药物筛选、机制研究等目的。例如: Bob-
ba等[4]通过离体灌洗从肺组织中分离出肺泡巨噬
细胞后, 将其在空气-液体界面处振荡施压培养
16 h, 从而获得模拟体外肺组织气压伤的体外
模型。

1.2 体外三维肺组织模型构建方法

1.2.1 三维球体自组装法

三维球体自组装法多被用于研究三维细胞-
细胞和细胞-基质相互作用, 具有通量高、较易实
现等特点[5]。肺细胞三维球体是指将人肺细胞或
肺干细胞群利用低黏附板、悬滴等方法以聚集体

形式培养, 在体外形成用于癌症研究的多细胞球
体。通常, 人们根据培养方法以及球体生物学的
差异对三维球体进行分类[6]。在球体培养过程中,
小的细胞聚集生长, 可与原始微环境中的细胞相
互作用[7]。研究表明, 将球体培养的优点与新的微
环境制造方法相结合,适用于细胞的高通量筛选[8]。
1.2.2 类器官法

肺类器官是一种三维细胞与水凝胶的复合

物。在体外培养中, 肺类器官可用于模拟人体器
官发育和各种病理的环境, 为个性化预测药物反
应研究提供了新思路[9]。此外, 在类器官培养过程
中, 人们可以通过基因编辑等手法构建一种多功
能模型,以便遗传性、恶性和感染性肺部疾病的体
外研究。研究表明, 依托支气管肺泡灌洗可以建
立长期扩张的人气道类器官[10]。
与三维球体相比, 类器官通常能更好地复制

组织和组织的形状。根据细胞来源, 类器官可以
分为两种不同的类型: 一种是诱导性多能干细胞
衍生的类器官; 另一种是由成体干细胞衍生的类
器官。Strikoudis等[11]发现, 人多能干细胞(human
pluripotent stem cell, hPSC)衍生的三维肺类器官是
一种非常有价值的肺纤维化模型。基于发育范

式, hPSC在体内和体外可分化为基底、杯状、Clara、
纤毛、玉型和域型肺泡上皮细胞。在类器官模型体
外调控方面, 2022年 Valdoz等[12]发现, 通过增加
ECM来改变模型的机械力有助于在体外培养肺
类器官, 且能更好地模拟肺组织中的细胞-细胞
相互作用。

1.2.3 三维生物打印法

三维生物打印法, 即在细胞打印过程中, 精
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准控制细胞-凝胶液滴的打印位置, 并通过多层
打印构建多细胞/凝胶体系的三维模型的一种技
术。与传统的组织工程技术相比, 三维生物打印
的优势主要有: 1) 可同时对“多细胞/材料”的二维
或三维体系进行构建, 并且可保证体系内的生物
活性; 2) 经计算机控制在时间和空间两维度实施
精准打印; 3) 具有三维的细胞培养环境。三维生
物打印凭借其高通量、精确调控多种类型细胞的

结构和位置而具有显著的技术优势。有研究利用

三维生物打印技术获得了肺组织模型, 并将其移
植到肺切除术后犬的胸腔内, 结果表明, 移植犬
具有较低的并发症发病率和死亡率, 且三维打印
的肺组织在移植犬体内无额外副作用, 具有良好
的相容性和耐受性[13]。在模型调控方面, Lewis等[14]

发现, 利用光可降解的微球作为模板形成的模型
肺泡可以创建生理相关的囊肿结构。由此可见,
三维生物打印法在精准构建器官模型、高通量筛

选药物等方面具有更广泛的应用价值。

1.2.4 微流控生物反应器和器官芯片法

虽然三维生物打印法具有巨大的应用前景,
但是其在流体流动和机械刺激方面仍有很大的局

限性。现阶段, 将细胞、类器官或三维生物打印组
织与器官芯片技术相结合, 进而把间质流体流
动、机械应变和静水压力整合到模型中成为研究

的热点。Stucki等[15]开发了一种呼吸肺芯片模型,
此模型由原代人肺泡细胞和原代肺内皮细胞组

成, 具有被动的介质流动交换机制和循环机制,
能够复制出独特的肺泡微环境特征, 如呼吸运
动、空气-血液屏障和空气-液体等。这种可呼吸
的肺芯片与患者原代玉型肺泡细胞、域型肺泡细
胞和肺内皮细胞相结合, 有可能成为肺研究、药
物发现和精准医疗的宝贵工具。

在肺组织模型的力学调控方面, 目前人们已
经开发出多种不同的力学加载设备及力学刺激方

式用于生物力学研究。相关研究表明, 牵张力可
以有效促进细胞活性和功能, 不同牵张力对细胞
增殖有不同的影响[16]。Huh等[17]报道了一种重构
人肺组织的肺泡-毛细血管界面的微流控系统,
对此系统施加循环的机械应变可刺激氧化硅纳米

粒子转运到上皮和内皮的微血管通道中。目前,微
流控体外模型是研究肺组织机械变化的重要手段。

1.2.5 脱细胞组织基质法(支架法)
脱细胞组织基质是目前应用较多的三维培养

体系,旨在通过物理、化学和生物等方法从动物或

人的组织器官中去除引起免疫排斥的细胞, 保留
原组织结构和成分。由于其具有与原组织器官相

似的结构和成分, 在组织工程和生物医学的应用
领域受到广泛关注。在模型的体外调控方面, 有
研究以脱细胞组织基质为研究平台发现, 肺组织
所处 ECM成分及其三维空间结构等微环境的改
变影响了肺纤维化疾病的进程[18]。
1.2.6 精密切割人 /动物组织切片法
未经脱细胞的正常或病变组织切片被称为精

密切割组织切片或离体组织。精密切割人/动物肺
组织切片保留了类似于体内天然条件的肺组织结

构、ECM蛋白质组成和硬度, 并且具有活的细胞。
用低熔点琼脂糖填充外科手术切除的人或动物肺

组织, 经精密切割成 300~1 000 滋m 厚的切片后
进行体外培养, 存活率测定结果显示, 在第 7天
研究人员仍可记录到支气管上皮细胞的纤毛搏

动, 说明肺组织的精密切割切片在 1周内仍具有
细胞活性[19]。目前, 精密切割组织切片的使用正在
从基质-细胞相互作用的机理研究扩展到药物发
现; 而且, 由于其可保存 ECM作为结构支持和储
存可溶性因子的优势, 被认为是用于转化研究的
较先进技术。

2 体外模型在肺纤维化研究中的应用

肺纤维化是一种慢性不可逆的肺间质组织异

质性病变, 会阻碍正常的肺生理功能(如呼吸), 导
致器官功能障碍、气体交换中断, 并最终使患者因
呼吸衰竭而死亡。肺纤维化诱因广泛, 其中, ECM
弹性增加与成纤维细胞向肌成纤维细胞转分化,
可引起纤维化组织内的生物力学微环境发生显著

变化。目前, 临床对于特发性肺纤维化(idiopathic
pulmonary fibrosis, IPF)的治疗仅限于两种美国食
品药品监督管理局(Food and Drug Administration,
FDA)批准的药物: 吡非尼酮和尼达尼布。针对肺
纤维化的药物研究, 如果在动物实验与人体临床
试验前进行肺体外模型检测, 可进一步节约药物
研发成本。

2.1 二维细胞培养模型在肺纤维化研究中的应用

在肺纤维化研究中, 二维细胞培养模型应用
广泛。例如, Cahill等[20]在研究新蛋白质对肺细胞
的影响过程中采用了二维细胞培养的方式。此

外, 有研究表明, 基于体外二维细胞培养模型可
以开展抗生素对肺细胞的表型、增殖、细胞因子分

泌等方面影响的研究[21]。Xu等[22]基于体外二维细
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胞培养模型开发了一种筛选抗纤维化药物的高通

量体外分析方法。该方法形成的结节类似于 IPF
的成纤维细胞病灶, 在体外高通量药物筛选试验
中研究人员可以通过结节计数证明抗纤维化剂的

可行性。但是, 二维细胞培养模型无法模拟肺组
织的三维特性, 也不具备细胞基底极性及正常人
肺内细胞的细胞-基质相互作用。此外, 由于培养
容器的基质硬度, 二维细胞培养模型在评估细胞
力学的研究方面也存在局限。

2.2 三维模型在肺纤维化研究中的应用

三维肺组织模型能够模拟人类肺的结构、功

能以及细胞和基质的相互作用, 因此不仅可用于
体外药物测试, 在新药靶点的识别和新药机制的
探索中也有应用潜力。玉型胶原是 IPF病灶内的
主要 ECM成分, 因此, 由玉型胶原制备的水凝胶
多用于构建体外肺纤维化三维培养系统。动物玉
型胶原可以在中性 pH下产生新生纤维, 在聚合
过程中成纤维细胞通过整合素黏连封装、附着和

收缩胶原水凝胶网络[23]。Arora等[24]研究发现, 原
纤维化细胞因子转化生长因子 茁1 (transforming
growth factor-茁1, TGF-茁1)介导的成纤维细胞胶原
收缩、胶原凝胶顺应性的程度与人 琢平滑肌肌动
蛋白的表达水平成正比。此外, 经调整玉型胶原
水凝胶与人肺组织的力学特性可以相匹配, 而且
玉型胶原水凝胶可提供长期稳定的ECM, 克服了
其他天然水凝胶的局限性[25]。
目前, 肺类器官在大量肺发育的促纤维化信

号研究中应用广泛[26]。另外, 在 IPF疾病研究中,
由于类器官和球体培养物都含有上皮细胞, 所以
可以用来模拟上皮损伤。研究表明, 这两种系统
都可以进行长期培养(>3个月)及慢性药物测试[27]。
肺细胞三维球体和类器官是自组装成类似于人类

肺的结构, 与二者不同, 脱细胞肺组织模型模拟
了天然肺 ECM的组成、结构和硬度, 是体外肺纤
维化研究的重要模型。人类 IPF供体的脱细胞肺
组织模型可以用于对病理 ECM和基质硬度诱导
的前纤维化表型进行研究。Booth等[28]使用脱细胞
IPF人类肺作为体外研究模型,通过Western-blot、
放射免疫沉淀和免疫组织化学证实, 该模型保留
了一定数量的弹性蛋白、糖胺聚糖和胶原;而且,与
正常人类肺基质(~2 kPa)相比, IPF人类肺基质在
脱细胞后保留了更高的病理基质刚度(~16 kPa)。
精密切割肺组织切片比其他三维体外肺组织

模型更好地复制了肺结构的细胞-细胞和细胞-

基质相互作用。但是, 由于培养时间极短(<1周),
其无法作为慢性、长期药物测试平台。相关报道指

出, 从正常肺组织中创建的离体肺组织切片(pre-
cision-cut lung slice, PCLS)可用于研究成纤维细胞
激活过程、生长因子和炎性细胞因子导致的促纤

维化途径及 IPF中基质沉积增加等; 从 IPF肺组
织中创建的 PCLS可用于研究成纤维细胞病灶的
形成和 ECM积累[29]。

3 体外模型在 COVID-19研究中的应用
大多数 COVID-19患者在病毒感染后 25周

出现纤维蛋白沉积和炎症细胞及成纤维细胞的浸

润, 12个月后, 肺纤维化随着胶原沉积和间质中
成纤维细胞的增殖进一步加剧; 相关尸检结果显
示, 纤维化在一定水平上与 COVID-19的严重程
度和持续时间正相关[30]。这些发现均表明, COVID-
19会诱发包括肺纤维化在内的肺部异常。然而,
由于临床相关模型的有限可用性, 其分子机制知
之甚少。目前, 可用于 COVID-19分子机制研究
的体外模型包括: 永生化细胞系或原代细胞的二
维细胞培养模型; 源自肺、肺泡、支气管和其他器
官的三维培养模型。

3.1 二维细胞培养模型在 COVID-19研究中的
应用

永生化细胞的单层培养已被广泛用于分离新

型冠状病毒。例如, VeroE6/TMPRSS2细胞被用于
分离呼吸道标本中的严重急性呼吸综合征冠状病

毒 2 (severe acute respiratory syndrome coronavirus
2, SARS-CoV-2)[31]。Vero细胞系源自非洲绿猴肾,
是疫苗生产领域应用最广泛的细胞系, 并且一直
是全球常见的 SARS-CoV-2的分离细胞系之一。
已知 Vero细胞表达高水平的血管紧张素转换酶
2 (angiotensin-converting enzyme 2, ACE2), 在使用
SARS-CoV-2感染细胞 3 d后, 研究人员观察到
细胞变圆并产生病变效应[32]。此外, A549细胞是
一种表达 ACE2的人肺泡基底上皮癌细胞系, 也
被证明可以作为 COVID-19 体外研究的细胞模
型 [33]。Caco-2细胞是一种结直肠癌细胞, 被用于
分离中国武汉及德国法兰克福 COVID-19患者的
SARS-CoV-2。实验表明, Caco-2细胞对 SARS-
CoV-1、SARS-CoV-2、中东呼吸综合征冠状病毒
(Middle East respiratory syndrome coronavirus, M-
ERS-CoV)感染敏感,有细胞因子和趋化因子产生,
并且 SARS-CoV-2感染只会导致低促炎反应或
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没有促炎反应[34]。基于此, Bojkova等[35]使用 Caco-
2细胞建立了检测可能的 COVID-19治疗靶点的
细胞模型。蛋白质组学分析表明, Caco-2细胞可
以在病毒复制过程中改变它们的新陈代谢。

尽管原代细胞有更真实模拟病毒-宿主相互
作用的优势, 但永生化细胞单层培养模型使用更
方便、耗时更少, 并且绕过了与使用动物和人体组
织相关的伦理问题。单层培养的永生化细胞对于

检测潜在的抗 SARS-CoV-2药物至关重要。
3.2 三维模型在 COVID-19研究中的应用
尽管动物模型在模拟 SARS-CoV-2感染方

面取得了突破性的进展, 但由于小鼠模型不能充
分模拟人类感染的病理生理学特征, 不能预测人
类免疫反应的因子, 而灵长类动物相关设备数量
稀少、成本高昂。因此, 大多数与 COVID-19相关
的研究仅限于体外二维细胞培养系。不过, 二维
细胞培养系因缺乏组织结构, 在模拟疾病发病机
制方面受到诸多限制[36]。与之不同, 三维人体组织
样模型不仅可以更加真实模拟感染过程以了解疾

病发病机制, 还可以测试潜在药物在阻断感染方
面的功效、作用机制和毒性。

3.2.1 类器官

hPSC衍生的肺和结肠类器官均支持 SARS-
CoV-2复制,且可用于评估伊马替尼、霉酚酸和奎
纳克林二盐酸盐的抗 SARS-CoV-2效果。研究表
明,在受感染的 hPSC衍生肺类器官中,与COVID-
19患者结果相似的一些细胞因子和趋化因子上
调[37]。除肺类器官、结肠类器官外, 人脑类器官[38]、
肝脏类器官 [39]、眼类器官 [40]等多种类器官都在
COVID-19的研究中发挥着重要作用。
3.2.2 器官芯片

目前, COVID-19研究面临的最大挑战是需
要推测患者感染病毒的病程。现阶段, 肺、咽喉、
气道、肾脏等三维体外模型在临床上主要发挥 3个
关键作用: 1) 用于研究感染的机械变化、宿主-病
原体相互作用和感染过程; 2) 充当新药研发的高
性能筛选平台; 3) 开展体外疾病组织模型的生物
标志物分析。在 COVID-19的研究中, 器官芯片
作为一种常用的体外模型有助于更进一步了解

COVID-19的行为方式。有研究开发出一种肺组
织芯片模型[17], 其可以模拟天然组织的环境、结构
和功能。而且, 该研究表明, 可以通过使用软光刻
技术创建天然人肺组织中的肺泡-毛细血管单元
来制作体外芯片模型。该模型的单元由 3层隔室

组成: 上层为人肺泡上皮细胞, 暴露在空气中的
肺泡上皮细胞会进行分化, 形成微工程肺泡-毛
细血管单元; 下层为肺微血管内皮细胞; 上下层
之间由 10 滋m厚度的二甲基硅氧烷弹性微孔膜
隔开, 以模拟肺泡-毛细血管界面。此芯片模型通
过微通道连续灌注促进细胞生长。Thacker等[41]通
过共培养原代人肺泡上皮细胞建立了具备顶端-
基底极性血管化的肺芯片感染模型。该模型具备

一些临床感染特征, 例如: 低病毒复制率导致的
持续感染、白细胞介素-6分泌导致的核因子-资B
炎症反应以及内皮层屏障受损。此外, Si等[42]设计
了一种由高度分化的人类支气管气道上皮和肺内

皮细胞构成的微流体支气管气道芯片, 其可以模
拟病毒感染、细胞因子产生和免疫细胞募集等过

程, 该系统不仅可以用作 COVID-19的机理研究
模型, 还可以用作流感等病毒的研究模型, 且考
虑到病毒的潜伏期问题,相比于人体来说, 器官芯
片有助于在病毒进入器官后监测病毒感染的早期

反应。虽然这种肺芯片为器官水平生理功能的研

究提供了新的平台, 但是其无法模拟肺组织呼吸
道的微结构和不同组织之间复杂的相互作用。因

此,对于体外器官芯片人们还需要进一步的研究。
3.2.3 三维生物打印模型

缺乏复杂的器官结构是类器官模型在病毒感

染研究中的障碍之一。三维生物打印利用先进的

分层打印技术, 使用载有生物墨水的组织特异性
细胞重建人体器官结构, 可以解决上述问题。由
三维生物打印技术生成的有机模拟系统还原了最

真实的生理环境, 可以更好地保持顶端与基底外
侧的细胞极性, 在用作人类病毒感染研究的体外
平台方面具有巨大优势。三维生物打印的肺组织

结构是由多种细胞类型和多层复杂结构组成的,
具有传统方法无法创造的空气-组织界面, 更适
用于呼吸道感染的研究。前期研究发现, 使用载
有特定细胞类型的丝素蛋白-明胶生物墨水可以
制造各种正常或患病的体外组织模型[43]; 而且, 这
种体外模型具备天然组织和 ECM超微结构, 有
助于深入了解病毒感染的机制。研究显示, 三维
生物打印的人体上气道可以诱导嵌入细胞分化,
并且可结合不同的细胞类型来模拟气道组织层,
如基底细胞、纤毛细胞和杯状细胞[44]。另有研究报
道,将人肺泡细胞 A549与 Matrigel、藻酸盐和明胶
组成的生物墨水混合后, 通过三维生物打印获得
了模拟甲型流感病毒感染的肺组织结构, 这类模
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型可以观察到更接近自然的肺部感染和各类免疫

反应的发生[45]。然而, 三维生物打印仍然存在机械
应力的控制、营养和生长因子的供应及持续释放、

细胞相容性材料的选择等问题。尽管如此, 在体
外通过三维生物打印的方式构建针对肺及肺泡的

COVID-19感染模型可为 COVID-19的进一步治
疗研究提供实验基础。

4 展望

目前, 肺部疾病发生发展的机制探索、肺部疾
病治疗方法和新药的开发研究, 均离不开有效的
体外功能性细胞培养模型。参与调控肺部疾病过

程的因素多种多样, 传统的二维细胞培养系统并
不满足现阶段需求, 因此, 多种三维肺组织模型
构建方法应运而生。这些三维组织模型更好地模

拟了空间细胞组织、细胞-细胞和细胞-基质相互
作用以及组织特异性生理功能, 但是它们在复制
生理疾病的进展和模拟药物作用等方面也仍存在

一些问题, 如免疫成分限制和机械力限制等。四
维(four-dimensional, 4D)生物打印是一种将时间
与三维生物打印相结合的新技术[46]。与三维生物
打印产生的静态物体相比, 4D生物打印模型在响
应外部各种刺激(如温度、光、水等)的同时, 会随
着时间改变三维生物打印模型的结构或功能 [47]。
今后,在组织工程、药物传递、适于移植和器官再生
的功能器官构建等生物医学领域, 4D生物打印技
术与肺纤维化模型结合,将会有巨大的应用前景。
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