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基于生物技术的肠道干细胞研究进展
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［摘要］　肠道干细胞对维持肠上皮各类细胞的稳态十分重要。正常情况下，位于隐窝基底部的肠道干细胞会不

断向隐窝顶部迁移，在迁移过程中分化形成不同的肠上皮细胞。肠道干细胞大约每 3～5 d 更新 1 次，以维持肠道上

皮的更新和损伤后修复。在肠道上皮完整的情况下，主要由活跃型肠道干细胞维持肠上皮的动态平衡；在肠道上皮

损伤后，发挥修复作用的主要是静止型肠道干细胞。近年来，随着生物技术的发展，关于肠道干细胞的研究一直在不

断进展。本文以国内外相关文献为基础，对应用于肠道干细胞研究中的主要生物技术、新发现的肠道干细胞亚群和

标志物及调控因子进行综述。
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Intestinal stem cells based on biotechnology: research progress
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［ Abstract ］ Intestinal stem cells are very important for maintaining the homeostasis of various kinds of intestinal 
epithelial cells. Under normal circumstances, intestinal stem cells located at the base of the crypt will continue to migrate 
to the top of the crypt and differentiate into different intestinal mucosal cells. Intestinal stem cells are renewed every 3-5 d  
to maintain the renewal and repair of intestinal epithelium after injury. The dynamic balance of intestinal epithelium is 
mainly maintained by active intestinal stem cells when intestinal epithelium is intact, while the quiescent intestinal stem cells 
play a major role in repairing intestinal injury when intestinal epithelia is injuried. In recent years, with the development 
of biotechnology, the research on intestinal stem cells has been constantly updated and developed. Based on the relevant 
literatures at home and abroad, this paper reviews the main biotechnology, newly discovered intestinal stem cell subsets and 
markers and regulatory factors for intestinal stem cell research.
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20 世纪 70 年代左右，人们开始逐渐认识到肠

道上皮中存在着组织特异性肠道干细胞（intestinal 
stem cell，ISC）［1］。通过荧光标记示踪的方法，

将 ISC 分为活动型肠道干细胞（active intestinal 
stem cell，A-ISC）和静止型肠道干细胞（quiescent 
intestinal stem cell，Q-ISC）。 其 中，A-ISC 位 于

隐窝底部，又被称为隐窝基底柱状细胞（crypt 
base columnar cell，CBC）。CBC 特 异 性 表 达 富

含亮氨酸重复序列的 G 蛋白偶联受体 5（leucine-
rich repeat-containing G protein-coupled receptor 5，
Lgr5）基因。Barker 等［2］通过 Lgr5- 增强型绿色荧

光蛋白（enhanced green fluorescent protein，EGFP）
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工具鼠进行体内谱系追踪，发现包括帕内特细胞、

杯状细胞和肠内分泌细胞等在内的各种成熟细胞均

来源于 Lgr5＋细胞［3］。Q-ISC 位于隐窝＋4 位置，

是一类具有潜在增殖活力的休眠细胞，能抵抗损

伤等应激，促进肠道上皮的损伤后再生，其高表

达多梳无名指癌基因（Bmi1 polycomb ring finger 
oncogene，Bmi1），同样可分化为不同类型的特化

细胞［4］。此外，小鼠端粒酶逆转录酶启动子（mouse 
telomerase reverse transcriptase，mTert）、Hop 同

源框（Hop homeobox，Hopx）和富含亮氨酸重复

序列和免疫球蛋白样结构域 1（leucine rich repeats 
and immunoglobulin like domains 1，Lrig1）等也被

认为是 Q-ISC 的标志物［5］。Q-ISC 多在 A-ISC 受

到损伤时才会被激活，因此又被称为储备肠干细胞

（reserve intestinal stem cell，RISC）。近些年，生

物力学、肠类器官培养、基因编辑、单细胞测序等

生物学技术的发展为 ISC 研究提供了新的视角，创

造了新的机遇。本文以国内外相关文献为基础，对

应用于 ISC 研究中的主要生物技术、新发现的 ISC
亚群、标志物和调控因子进行综述。

1 ISC研究中的主要生物技术

生物技术的发展进步推动了 ISC 的研究。其

中，水凝胶作为肠道类器官培养的三维支撑结构，

支持着肠道类器官的研究，基因编辑技术从基因调

控层面增加了 ISC 研究的可控性，而单细胞测序技

术则从细胞层面使人们了解了更多未知类型的 ISC
亚型。

1.1 生物力学技术（水凝胶） 水凝胶是一种高度

交联、溶胀的亲水聚合物，由于其结构与天然细胞

外基质相似，常被用作小肠类器官的培养基质［6］。

目前常用的小肠类器官培养基质是小鼠肉瘤重组基

底膜提取物基质胶（matrigel）。由于基质胶价格

昂贵并且成分不明确，限制了其在高通量筛选、再

生医学和诊断等方面的应用［7］，寻找基质胶的替

代物显得十分重要。近年来，植物源的基质水凝胶

逐渐被开发利用。2020 年，Curvello 等［8］报道了一

种低成本且成分明确的植物源新型纳米纤维素水凝

胶，其力学性能与动物来源的基质胶基本一致，也

可作为小肠类器官的培养基质。该水凝胶可通过加

入层粘连蛋白 1 和胰岛素样生长因子 1（insulin-like 
growth factor 1，IGF-1）来优化培养条件，并且可

通过甘氨酸来调节渗透压。该凝胶中还含有纤连蛋

白衍生肽，能够增强小肠类器官与纳米纤维素的黏

附作用，提供小肠类器官增殖分化所需的微环境。

通过比较转录组分析发现，新型纳米纤维素水凝胶

培养的类器官与基质胶中培养的类器官在基因转录

水平层面具有良好的相关性。纳米纤维素水凝胶作

为一种很有前途的类有机物生长基质，无疑为类器

官的培养及 ISC 的研究提供了良好的条件［9］。

1.2 类器官培养技术 在适当的三维培养条件下，

Lgr5＋ ISC 会经历自我更新、分化和形态改变，最

终生成包含隐窝样区域和绒毛样上皮的类器官。

2009 年，Sato 等［10］首次成功地在体外将单个 ISC
培养成可生长分化为所有肠道上皮终末细胞的、

包含隐窝样区域和绒毛样上皮区域的三维结构，且

可无限增殖，准确模拟肠道上皮的生理状态，这为

ISC 的体外研究提供了新的方法。另外 Serra 等［11］

借助类器官培养技术，发现从单个干细胞向类器官

发育的组织再生过程需要转录因子 Yes 关联蛋白 1
（Yes-associated protein 1，YAP1）的调控。研究

发现只要提供基质、必需生长因子及干细胞刺激分

子 Wnt 和 R-反应蛋白（R-spondin），小肠上皮细

胞就可以在体外以类器官的形式无限扩张［12］。但

在固态的细胞外基质中，ISC 的培养则较为复杂，

缺乏标准化和质量控制，难以实现高通量化。2020
年，Brandenberg 等［13］报道了一种自动化的悬浮培

养体系，可通过促进干细胞快速聚集，将类器官分

为有规则的阵列，该阵列可作为人工壁龛将干细胞

聚合为类器官，进一步通过类器官阵列分析技术实

时分析聚合物 -水凝胶基质内的微腔阵列中数以千

计的单个胃肠类器官。以人和小鼠来源的类器官为

检验对象的实验结果显示，采用该自动化悬浮培养

体系可显著减少类器官的异质性。该技术可用于筛

选结直肠癌类器官的抗癌候选药物，并可基于高含

量图像的表型分析来探索药物的作用机制。此外，

该课题组的另一项研究［14］发现，通过优化三维微

芯片灌注系统，可诱导 ISC 形成类似肠道的管形类

器官。这种具有与体内真实情况相似的管形肠道类

器官可以长期保持与真实肠道相似的结构和功能，

同时支持微生物的生长。与常规肠道类器官相比，

这种类器官寿命更长，同时保留了肠道的主要生理

特征和损伤后的再生能力。

1.3 基因编辑技术 基因编辑技术能够精确地
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对生物体基因组特定的目标基因进行修饰，成簇

规则间隔短回文重复序列相关蛋白 9（clustered 
regularly interspersed short palindromic repeats-
associated protein 9，CRISPR-Cas9） 基 因 编 辑 可

高效地改造生物体基因构成。自 2012 年以来，

CRISPR-Cas9 基因编辑技术发展迅速，目前在肠

道类器官与 ISC 的研究中也得到了广泛的应用。 
研究表明，CRISPR 碱基编辑器可应用于小鼠和人

类的肠道器官，既可以敲除基因，也可以纠正致病

突变［15］。Roper 等［16］运用 CRISPR-Cas9 基因编辑

技术特异性敲除结肠上皮细胞的 Apc 和 Trp53 基因

以诱导小鼠形成原位肿瘤，另外发现将 Apc 编辑的

结肠类器官原位移植同样可以诱导小鼠形成原位肿

瘤。此外，他们还发现在小鼠远端结肠接种ApcΔ/Δ、 
KrasG12D/＋、Trp53Δ/Δ（AKP）小鼠结肠类器官和人

结直肠癌类器官后会转移至肝脏。利用 CRISPR-
Cas9 基因编辑技术和类器官原位移植技术，可明确

结肠癌发生过程中 Lgr5＋ ISC 的克隆动态，探索结

直肠癌发生过程中癌基因的连续激活情况。Drost
等［17］将 CRISPR-Cas9 基因编辑技术用于体外培养

的人类 ISC，先后导入了 4 个常见的结直肠癌基因

突变（Apc、P53、Kras 和 Smda4），以建立结直

肠癌类器官。研究结果显示携带这 4 种突变的 ISC
在 Wnt、R- 反应蛋白和表皮生长因子（epidermal 
growth factor，EGF）不存在的情形下仍然能够生

长，表明结直肠癌很有可能是通过多个癌基因连续

突变而产生的。这些研究表明，CRISPR-Cas9 编辑

类器官技术的发展大大提高了 ISC 研究的可控性。

1.4 单细胞测序技术 在单细胞水平上对整个转

录组进行测序是由 Eberwine 等开创的，通过使用体

外转录线性扩增和 PCR 指数扩增来扩增单个细胞

的 cDNA，以获得高密度 DNA 微阵列芯片［18］，随

后该技术被用于单细胞 RNA 测序（single-cell RNA 
sequencing，scRNA-seq）。目前，单细胞测序技

术已广泛应用于 ISC 研究中，并已鉴别出多种未

知的 ISC 亚群［19］。Elmentaite 等［20］对 4～12 岁健

康儿童的小肠进行黏膜活检，使用 10× Genomics
技术进行单细胞测序分析，结果显示 3 个发育阶

段（胚胎、胎儿和儿童）均包含 7 种主要细胞类

型，但在细胞组成上有显著差异。进一步探究与人

类绒毛形成有关的机制和信号通路发现，不同细

胞之间特异性的相互作用是通过骨形态发生蛋白 

（bone morphogenetic protein，BMP）、血小板衍生 
生长因子（platelet-derived growth factor，PDGF）、 
Notch、Wnt 和成纤维细胞生长因子（fibroblast 
growth factor，FGF）等信号通路实现的。该研究

提供了人类胚胎、胎儿和儿童健康肠道及炎症性肠

道疾病的单细胞图谱，剖析了肠道发育过程中上皮

细胞动态的转录变化。通过对比体外组织和体外胎

儿类器官的转录组，揭示了类器官培养物在培养皿

中的成熟过程。同时，Bahar Halpern 等［21］通过激

光显微切割联合单细胞测序技术揭示了小鼠肠道隐

窝 -绒毛轴间充质细胞的空间分布特征，发现了一

类位于绒毛顶端、表达干细胞标记 Lgr5＋的特络细

胞（villus tip telocyte，VTT），该种细胞不同于隐

窝 Lgr5＋ ISC，可分泌 BMP2、BMP4 和 Wnt5a，并

通过这些通路调控肠道细胞稳态，而清除 VTT 将

会导致绒毛顶端肠细胞基因表达的显著改变，进而

影响肠道功能。另外，Biton 等［22］通过单细胞 RNA
测序发现，Lgr5＋ISC 中存在 2 个高表达主要组织

相容性复合体Ⅱ（major histocompatibility complex 
class Ⅱ，MHC Ⅱ）类分子的细胞亚群，MHC Ⅱ类

分子与 Lgr5 双阳性的 ISC 在与 CD4＋辅助性 T 细胞

（helper T cell，Th）共培养时，可表现为非常规的

抗原提呈细胞，提示 Th 细胞和 Lgr5＋ ISC 间的相互

作用可以协调组织对外界信号的广泛应答。

2 ISC新亚群和标志物的发现

因为各类生物技术的发展，不断地有新的 ISC
亚群和标志物被发现，再生干细胞（revival stem 
cell，revSC）、分子伴侣非经典前折叠素 RPB5
相 互 作 用 因 子（unconventional prefoldin RPB5 
interactor，URI）等的发现使人们对 ISC 结构表达

的认识更加深入。

2.1 revSC 肠道上皮的更新一般由位于隐窝基

底部的多能 Lgr5＋ CBC 维持［23］。但在辐射损伤后

Lgr5＋ CBC 数目显著下降，肠道上皮却仍然可以更

新，这表明存在 Lgr5＋ CBC 以外的 ISC 促进肠道

上皮再生，这类可以修复肠道损伤的干细胞被称为

储备干细胞（reserve stem cells，RSC）［24］。之前

一些观点认为 CBC 和 RSC 是相互排斥的［25］，但

Muñoz 等［26］联合运用转录组学和蛋白质组学的方

法研究 Lgr5＋ CBC，发现并非如此。他们利用 2 个

微阵列平台对荧光激活细胞分选仪（fluorescence 
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activated cell sorter，FACS）分选的 Lgr5＋干细胞

及其分化细胞进行转录图谱分析，揭示了 384 个特

殊基因的 mRNA 干细胞特征，随后运用定量质谱

法在同一群细胞中鉴定出了 ISC 中富含的 278 种蛋

白质，发现 Lgr5＋同样是 RSC 的标志物，Lgr5＋和

RSC 均有利于促进肠道损伤修复［27］。此外，吸收

细胞［28］、分泌细胞［4］、慢循环 Lgr5＋细胞［29］等的

祖细胞均有助于促进肠道上皮细胞再生。受 Hippo
信号调控的转录调节因子 YAP1 在肠上皮的再生过

程中也同样具有重要意义。为了研究 Lgr5＋ CBC
丢失后肠道上皮再生的机制，Ayyaz 等［30］通过单细

胞 RNA 测序，在电离辐射后小鼠再生肠道组织中

发现了一种特殊的静默 revSC，其组成为凝聚素 -

单个异形干细胞簇 2c（clusterin-singly profiled stem 
cell cluster 2c，CLU-SSC2c）细胞，这类细胞在肠

稳态条件下很难被检测到，一般在肠道损伤状态下

被激活，被激活后可先后分化为肠道中包括 Lgr5＋ 
CBC 等几乎所有的主要细胞类型。采用电离辐射

损伤、靶向去除 Lgr5＋ CBC 或用右旋葡聚糖硫酸

钠（dextran sulphate sodium，DSS）处理小鼠肠道

组织后，revSC 可在转录因子 YAP1 的调控下通过

重建 Lgr5＋ CBC 细胞池来促进肠损伤状态下肠道

上皮的再生，最终促进肠道功能的恢复。同时，位

于受损肠壁下的细胞也可在干细胞功能受损时分泌

R-反应蛋白 3，让剩余健康细胞承担起干细胞的任

务，最终修复受损区域的组织［31］。

2.2 URI Gstaiger 等［32］在对动物细胞进行免疫

沉淀实验时发现了 URI。URI 蛋白是异六聚体分

子伴侣 URI 前折叠蛋白样复合物的 α 类亚基，可

以调节包括转录因子（雌激素受体 α 和芳香族化

合物受体）、酶（蛋白磷酸酶 1γ 和 N- 乙酰氨基

葡萄糖转移酶）和肿瘤抑制因子（副纤维蛋白）

等的功能，可在有害的环境刺激下维持细胞和蛋

白质的动态平衡［33］。Chaves-Pérez 等［34］在体外细

胞培养过程中发现高 URI 水平可保护肠道细胞免

受 DNA 损伤。为了考察 URI 是否在肠道上皮辐射

损伤修复的过程中也发挥着同样重要的作用，该研

究通过构建小鼠模型发现 URI 主要在肠隐窝中的

特定休眠干细胞群（Lieberkühn 隐窝）中表达；受

到大剂量电离辐射后，高表达 URI 的小鼠存活率

为 100%，野生型小鼠存活率仅为 30%，而 URI 敲
除小鼠存活率为 0%，这表明表达 URI 的干细胞样

“休眠”细胞可抵抗辐射损伤。此外，在隐窝和过

渡扩增（transiatmplifying，TA）细胞之间的“＋4”
位置，还存在着一种静止或慢分裂的标记保留细胞

（label-retaining cell，LR）。LR 是一种具有与帕内

特细胞类似分泌表型的 Lgr5＋细胞，在 ISC 耗尽时

可作为 RSC［35］。URI 在 LR 中同样高表达，构成兼

性干细胞池，可以抵抗电离辐射，对电离辐射后肠

上皮的再生至关重要［35］。减少 URI 的表达会使 LR
增殖活跃，加重个体 DNA 的损伤，从而使个体对电

离辐射变得敏感［36］。若敲除 URI 会导致 LR 死亡和

肠道结构的破坏，并进一步导致胃肠道综合征的发

生。若肠上皮过表达 URI，可以保护小鼠 LR，促进

辐射后的肠道再生。这些结果均表明 URI 对肠道上

皮辐射损伤修复有着重要的意义。

3 ISC的调节因子

ISC 的稳态平衡离不开各类调节因子，正是因

为各类生物技术的发展，各类调节因子也被发现和

提出，其中肝激酶 B1（liver kinase B1，LKB1）、

胆汁酸和环状 RNA（circ-RNA）最具代表性。

3.1 LKB1 LKB1 是一种生物能量感受器，可以

调节细胞的新陈代谢，既往研究发现其对维持造血

干细胞和肌肉的稳态具有十分重要的意义［37］。其

对 ISC 的意义也逐渐引起人们的关注，Gao 等［38］研

究发现敲除 LKB1 会使小鼠部分肠隐窝丧失 ISC，

通过细胞实验发现，人结直肠腺癌细胞 Ls174t 敲
除 LKB1 会导致 Atoh1 基因表达、黏液分泌增加，

而敲除 Atoh1 则会抑制黏液分泌，表明缺失 LKB1
的 ISC 会上调 Atoh1 的表达从而使 ISC 表现出分泌

细胞相关基因表达特征，破坏 ISC 的稳态。通常

情况下，ISC 的稳态是由一些旁分泌信号（如 Wnt
和 Notch）来调控的［39］，然而 LKB1 缺失所导致

的 Atoh1 表达增高却并不依赖于 Notch 和 Wnt 信号

通路。受细胞代谢可能在小鼠的 ISC 功能中发挥

关键作用［40］的启示，该课题组通过筛选调节糖酵

解、氧化磷酸化、蛋白酶体降解相关的化合物，

发现丙酮酸脱氢酶激酶（pyruvate dehydrogenase 
kinase，PDK）抑制剂二氯乙酸酯（dichloroacetate，
DCA）能抑制 LKB1 缺失后 Atoh1 的上调。PDK
主要通过抑制丙酮酸脱氢酶来抑制氧化磷酸化和细

胞呼吸，进而导致代谢谱改变，耗氧量降低。该课

题组通过实验发现 LKB1 敲除细胞的耗氧量会降低
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（36.4±6.1）%，而采用 DCA 处理 LKB1 敲除细

胞后可以部分恢复耗氧量，这表明 LKB1 敲除细胞

的耗氧量的改变是 PDK 介导的［41］。另一方面通过

免疫组织化学染色发现 Lkb1Lgr5-KO 小鼠隐窝基底中

PDK4 的表达显著增加，提示在 ISC 中 LKB1 可通

过 PDK4 抑制 Atoh1 转录，从而抑制 ISC 向分泌细

胞分化，以维持 ISC 的稳态［38］。

3.2 胆汁酸 胆汁酸是肠道中含量最丰富的代谢物

之一。近年来有观点认为胆汁酸是一种可能具有系统

内分泌功能的多功能信号因子和代谢整合因子［42］。 
胆 汁 酸 受 体 G 蛋 白 偶 联 受 体 5（the G protein-
coupled bile acid receptor 5，TGR5）激动剂（TGR5 
agonist，TGA5）在整个胃肠道都有表达［43］。

TGA5 的缺失与肥胖、动脉粥样硬化、肝硬化、

炎症等代谢性疾病密切相关，多项研究表明胆汁

酸 -TGA5 在肠道稳态中发挥着重要作用［44］。关于

胆汁酸 -TGA5 在肠道内分泌细胞和免疫调节细胞

方面的调节功能已经有较为深入的研究［45］。研究

发现，溃疡性结肠炎患者的胆汁酸水平会下降，而

通过直肠给药的方式将石胆酸注入溃疡性结肠炎患

者体内可以逆转胆汁酸水平的下降，通过构建小鼠

模型研究发现 ISC 中 TGR5 功能的丧失会导致 DSS
诱导的结肠炎进展［46］。与此同时，Sorrentino 等［47］

也通过 scRNA-seq 和类器官技术发现胆汁酸 -TGR5
主要通过激活 SRC/YAP 和下游靶基因来调控 ISC
功能。

3.3 circ-RNA circ-RNA 是 一 类 特 殊 的 非 编

码 RNA 分子，呈封闭环状结构，不受 RNA 外切

酶影响，表达较其他 RNA 分子更加稳定。circ-
RNA 在多种生物学过程中均发挥着重要作用，

其中对 ISC 的调节也有十分重要的作用［48］。

Zhu 等［49］ 研 究 发 现，Lgr5＋ ISC 中 的 circ-RNA 
circPan3 可通过隐窝 2 型天然淋巴细胞（group 2 
innate lymphoid cell，ILC2） 促 进 ISC 的 自 我 更

新。该课题组采用流式细胞术从 Lgr5- 绿色荧光

蛋白 -内部核糖体进入位点 -Cre 重组酶雌激素

受体配体结合区突变体 2（Lgr5-green fluorescent 
protein-internal ribosome entry site-cyclization 
recombination enzyme estrogen receptor tamoxifen 2， 
Lgr5GFP-IRES-creERT2）报告基因小鼠小肠隐窝中分离出

Lgr5-GFP＋ ISC 和 Lgr5-GFP− ISC，选择了 10 个在

Lgr5-GFP＋ ISC 中高表达的 circ-RNA，通过 qPCR

验证了它们在 Lgr5-GFP＋ ISC 中高表达；随后用从

C57BL/6 小鼠小肠分离的 CD45＋免疫细胞和 Lgr5-
GFP＋ ISC 进行类器官形成实验，发现 CD45＋免疫

细胞增强了 Lgr5-GFP＋ ISC 的类器官形成能力。同

时，与敲除其他 9 个 circ-RNAs 相比，敲除 circPan3
会显著减少类器官的形成数量，这表明 circPan3 通

过免疫细胞促进 Lgr5-GFP＋ ISC 的自我更新。进

一步研究发现 circPan3 在小鼠 Lgr5-GFP＋ ISC 和

人 Lgr5＋ ISC 中都呈高表达。这说明 C57BL/6 小

鼠 ISC 中 circPan3 的缺失会损害免疫细胞介导的

Lgr5-GFP＋ ISC 的自我更新和上皮再生。

4 小 结

肠道隐窝干细胞的自我更新能力和肠道上皮

细胞的屏障功能在维持肠道稳态、阻挡肠道微生物

入侵和损伤修复中发挥着重要作用，通过适当调控

ISC 可以保护肠道免受各种损害。生物力学、肠类

器官培养、单细胞测序技术、基因编辑等各类生物

实验技术在 ISC 研究中都发挥了重要作用。随着生

物技术的发展， revSC、URI 等新的 ISC 亚群和标志

物不断被发现，LKB1、胆汁酸、circ-RNA 等调控因

子的提出丰富了人们对 ISC 的认知。但是对 ISC 的

研究仍然任重道远，需要进一步地发展与丰富。
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