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睾丸类器官的构建和应用研究进展
杨蕊1,2#  马诗诗1#  张博洋1  蒋道臻1  毛艺霏1  唐博1*  张学明1*

(1吉林大学动物医学学院, 长春 130062; 2甘肃农业大学动物医学院, 兰州 730070)

摘要      睾丸类器官(testicular organoids, TOs)作为一种新兴的三维(3D)体外培养模型, 为模拟

睾丸的细胞组成、空间结构和部分生理功能提供了创新平台。随着研究人员对精子发生机制及组

织工程技术理解的不断深入, 利用多种细胞来源(包括原代睾丸细胞、诱导多能干细胞等)在体外重

建睾丸结构的研究已取得显著进展。TOs能够支持生精细胞的存活、增殖与分化, 模拟体细胞与生

精细胞间的相互作用, 并具备一定的内分泌功能。该文主要评述了TOs的核心细胞构成、生物支架

材料、当前应用领域及发展挑战。TOs技术不仅为基础研究解析睾丸发育和生精微环境调控提供

了重要工具, 也为雄性不育治疗、生殖毒性评估、珍稀物种保护及药物筛选等应用开辟了广阔前景。
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Abstract       TOs (testicular organoids), as an emerging 3D (three-dimensional) in vitro culture model, pro-
vide an innovative platform for simulating the cellular composition, spatial structure, and partial physiological 
functions of the testis. With deepening understanding of spermatogenesis mechanisms and tissue engineering tech-
niques, significant progress has been made in reconstructing testicular structure and function in vitro using various 
cell sources, including primary testicular cells and iPSCs (induced pluripotent stem cells). TOs are capable of sup-
porting the survival, proliferation, and differentiation of spermatogenic cells, simulating the interactions between 
somatic cells and germ cells, and exhibiting certain endocrine functions. This review mainly discusses the core cell 
composition, biomaterial scaffolds, current applications, and developmental challenges of TOs. TOs technique not 
only serves as an essential tool for fundamental research of testicular development and the regulation of the sper-
matogenic microenvironment, but also opens up broad prospects for applications such as the treatment of male in-
fertility, reproductive toxicity assessment, conservation of endangered species, and drug screening.

Keywords       testis; organoids; spermatogenesis; biomaterial scaffolds

类器官 (organoids)是由特定组织器官中的干

细胞和其他细胞在体外培育而成的一种三维 (three-
dimensional, 3D)细胞培养物 , 其中包含多种类型细

胞的自组装。作为生命科学领域内的前沿技术之

一 , 类器官可用于发育、内稳态、再生、疾病建模

和药物研发等领域的相关研究。类器官技术可追溯
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至20世纪初的3D组织培养 , 而其作为明确技术范式

的兴起则始于21世纪初 , 得益于干细胞生物学与组

织工程学的深度融合。2009年小肠类器官的成功

构建标志着该领域进入新阶段 , 随后多种器官类器

官模型相继出现 , 革新了相关研究范式。作为类器

官技术演进的重要方向之一 , 睾丸类器官 (testicular 
organoids, TOs)是将睾丸曲细精管生精上皮中的精

原干细胞 (spermatogonial stem cells, SSCs)分离纯

化, 再与支持细胞(Sertoli cells, SCs)、管周肌样细胞

(peritubular myoid cells, PMCs)、间质细胞 (Leydig 
cells, LCs)等睾丸体细胞以一定比例共培养 , 体外自

组装后形成的3D管状结构。

TOs能有效模拟睾丸的细胞组成、空间结构和

生理功能 , 用于体外精子发生研究 [1](图1)。传统的

二维(two-dimensional, 2D)细胞培养在模拟睾丸生理

和病理过程方面存在局限性 , 而通过构建包含不同

发育阶段生精细胞的TOs模型 , 研究人员可实时观

察精子发生的动态过程 , 这种新型模型不仅为研究

睾丸发育和精子发生机制提供了重要工具 , 还在雄

性不育治疗、生殖毒性评估、珍稀濒危物种保存和

药物筛选等领域展现出了广阔应用前景。

TOs的研究发展旨在克服传统2D培养和体内实

验在研究生精微环境方面的局限。早期研究多集中

于睾丸组织体外培养或移植 , 但未能实现细胞的自

组织与长期功能维持。直至2015年 , 随着对睾丸细

胞相互作用和细胞外基质作用的深入理解 , 并结合
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PMCs: 管周肌样细胞; SCs: 支持细胞; uSPG: 未分化精原细胞; ES: 延长的精子细胞; RS: 圆形精子细胞;  SpC: 精母细胞。

PMCs: peritubular myoid cells; SCs: Sertoli cells; uSPG: undifferentiated spermatogonia; ES: elongated spermatids;  RS: round spermatids; SpC: spermatocytes.
图1   睾丸类器官(testicular organoids, TOs)形成示意图(根据参考文献[3]修改)

Fig.1   Schematic diagram of TOs (testicular organoids) formation (modified from the reference [3])
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水凝胶、基质胶、脱细胞基质等新型生物材料的应

用 , TOs的研究才得以系统开展。此后 , 本领域的研

究重点从基础模型构建 , 逐步拓展至功能验证、生

殖毒性评估、生育力保存等应用方向 , 人们也开始

探索利用诱导多能干细胞 (induced pluripotent stem 
cells, iPSCs)等新的细胞来源构建TOs。参考最新进

展 , 近年来我们构建了牛的TOs[2]。本文从TOs内的

核心细胞构成、常用生物支架材料以及TOs的应用

和挑战等方面, 综述近年来的相关进展。

1   TOs的核心细胞构成
1.1   SSCs

精子发生依赖于睾丸体细胞与生精细胞间的相

互作用, 而SSCs是生精细胞的前体细胞, 因此在构建

TOs时, 必须充分考虑SSCs微环境的模拟。研究表明, 
睾丸体细胞在TOs形成过程中起着主导作用 , 在一

定范围内调整SSCs的比例并不会影响TOs的形成 [4]。

因此在TOs构建初期可适当提高SSCs比例。TOs培
养体系能支持不同物种SSCs的存活、增殖和分化 [5], 
即使在缺乏睾丸特异性结构的TOs中, SSCs仍能维持

活性并具有增殖、分化和减数分裂的能力 [6]。另外 , 
相较于2D培养 , 在猪TOs中SSCs等生精细胞的自噬

水平显著降低 , 表明3D培养体系中的SSCs等生精细

胞可能更接近体内睾丸的生理状态 [4]。我们以1日龄

犊牛睾丸组织为来源, 分离纯化了SSCs、SCs及LCs, 
通过将三种细胞按81׃1׃的比例混合共培养 , 构建了

荧光标记的牛TOs[2]。

1.2   SCs
SCs是位于曲细精管生精上皮内高度特化的唯

一体细胞 , 对生精细胞的发育有支持、营养、保护

等功能。SCs的高度增殖阶段在性成熟前, 这一阶段

从胎儿期持续到出生后数周直至青春期 , 具体时间

长短因物种而异 [7]。相邻SCs成熟后通过跨膜蛋白

形成紧密连接 , 为生精细胞和精子发生提供物理保

护屏障。未成熟的SCs具有较强的发育潜力, 因此常

用于TOs模型的构建 [8-9]。但未成熟的SCs无法维持

完整的精子发生 , 还需补充特定细胞因子并延长培

养时间, 使之达到成熟状态。

在目前已开发的TOs模型中, SCs通常处于部分

分化状态 , 尽管在TOs的SCs中已检测到紧密连接相

关蛋白的表达 , 但其还不能形成与体内类似的功能

性紧密连接复合体及超微结构 [9-10]。在使用成熟的

SCs构建的TOs模型中 , 也未发现典型的睾丸细胞结

构 , 这可能与成熟SCs的分化能力低有关 [10]。此外 , 
成熟的SCs能够通过调节视黄酸和雄激素信号通路

来调控减数分裂进程 [11], 尽管TOs中的生精细胞能

对视黄酸产生反应 , 且TOs具备睾酮分泌能力 , 但其

内的SCs尚未达到成熟状态 [8-10]。对于TOs中SCs成
熟状态的研究还可应用于睾丸退化造成的疾病中 , 
这些睾丸在生理上已经成熟, 但其SCs仍表现出未成

熟特征, 如增殖能力增强、蛋白表达谱改变等[12], 后
续可通过优化培养条件在TOs培养体系中诱导这些

SCs成熟。

1.3   LCs
LCs可通过旁分泌睾酮信号直接调控精子发

生 , 对推进减数分裂进程和生精细胞存活具有重要

作用 [13]。目前 , 大多数研究通过检测类固醇生成相

关标记物 [3β-羟基类固醇脱氢酶 (3β-hydroxysteroid 
dehydrogenase, 3β-HSD)、细胞色素P450家族11亚
家族A成员1(cytochrome P450 family 11 subfamily A 
member 1, Cyp11a1)等 ]的表达证明TOs中LCs的存

在。LCs在TOs中的分布存在差异 , 可能位于TOs的
外围、中心或随机分布 [14]。YANG等 [14]和CORTEZ
等 [15]研究发现 , TOs中的LCs能够产生睾酮 , 感染病

毒后其睾酮生成水平下降 , 表明睾酮生成能力可作

为评估TOs中LCs功能的重要参数。SHIMA等 [16]研

究表明, 胎鼠LCs因缺乏17β-羟基类固醇脱氢酶而无

法直接生成睾酮 , 需将其产物雄烯二酮转运至SCs, 
由SCs完成睾酮的最终合成。因此 , 若在TOs中不能

维持细胞间的协作关系 , 则可能会导致睾酮合成不

足, 从而影响精子发生的正常进展。

LCs在不同发育阶段生成类固醇的能力不同 , 
其产生的多种雄激素可能会干扰 TOs中激素的功

能 [17]。因此在构建TOs时可能需要包含不同发育

阶段的 LCs, 才能更好地模拟体内微环境。另外 , 
在初始细胞群中加入内皮细胞来实现类器官的血

管化也将成为新的研究方向, 这一策略已在脑和肾

类器官中得到应用 [18-19], 但在TOs中还需进一步探

究。

2   TOs常用的生物支架材料
在TOs构建中 , 生物支架材料的选择至关重要 , 

它不仅为细胞提供3D生长空间 , 还通过其物理化学

特性调控细胞行为, 影响TOs的结构和功能。近年来, 
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多种生物材料包括天然材料 (如胶原蛋白、脱细胞

基质等)和合成材料(如聚乳酸–羟基乙酸共聚物、聚

乙二醇等)被广泛应用于TOs的构建。

水凝胶的主要成分是水 , 由天然或合成的聚合

物构成。水凝胶支架不仅为细胞黏附、生长、分化

及营养交换提供了3D微环境 , 还为细胞提供了机械

支撑并增强了细胞张力, 这对细胞功能至关重要[20]。

水凝胶分为天然和合成两类 , 天然水凝胶含有生物

成分, 如胶原蛋白、琼脂糖和细胞外基质(extracellu-
lar matrix, ECM)等 , 这些成分具有生物相容性及可

降解性[21]。 而合成水凝胶(例如聚乙烯)是人工构建

的聚合物, 具有更好的机械性能。

2.1   基质胶

基质胶 (matrigel)最先是从小鼠 Englebreth-
Holm-Swarm肿瘤中提取的基质材料 , 主要成分包括

层粘连蛋白 (laminin, LN)、IV型胶原、巢蛋白和硫

酸乙酰肝素蛋白多糖等 [22]。基质胶在低温下保持液

态, 在37 °C时发生交联形成3D支架结构[23]。在基质

胶包被的培养体系内, SCs呈现出规则的柱状排列形

态, 精原细胞则特异性定位于基底区域, 该空间分布

模式与体内睾丸生精上皮的天然结构高度相似。此

外 , 基质胶能进一步诱导睾丸细胞自组装形成索状

结构 , 并可支持生精细胞在体外分化至减数分裂关

键阶段—粗线期精母细胞。

ALVES-LOPES等 [24]开发了一种基于三层基质

胶的新型培养体系 , 并利用20日龄大鼠睾丸细胞成

功构建了TOs。在该体系中 , SCs和生精细胞形成了

管状结构, 并被PMCs包围, 但这些PMCs似乎没有积

极参与自组装的过程。这些管状结构还产生了功能

性的血睾屏障(blood-testis barrier, BTB), 可维持未分

化生精细胞存活长达3周。另外, 用视黄酸处理该体

系 , 可介导肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α, 
TNF-α)和白细胞介素 -1α(interleukin-1α, IL-1α)参与

的炎性反应 , 从而导致TOs形成受损、生精细胞数

量减少和BTB通透性降低 , 这些表征与睾丸体内实

验结果相似 [25]。EDMONDS等 [8]报道了另一种小鼠

睾丸细胞在基质胶中实现类器官自我组装的方法 , 
发现了TOs体系的内分泌功能具有年龄相关性。

此外 , DE MICHELE等 [26]强调了基质胶中的

LN是驱动SCs重组成曲细精索的关键 , 其中LN-111
是发挥这一作用的核心亚型。LN通过整合素依赖

性信号转导 , 参与调节SCs和生精细胞的存活与分

化 [27]。与仅使用胶原蛋白凝胶相比 , 在基质胶和胶

原蛋白凝胶混合培养的大鼠TOs中 , 能观察到更多

减数分裂后的生精细胞[28]。虽然现在基于基质胶的

TOs模型仅能支持精原细胞向精母细胞或精母细胞

向精子细胞的部分分化过程 , 但其在体外重建睾丸

组织结构方面的优势已得到广泛证实。然而 , 鉴于

基质胶来源于肿瘤组织的特性 , 对在该培养体系中

所产生的生精细胞进行遗传分析就显得尤为重要。

2.2   软琼脂培养体系 (soft agar culture system, 
SACS)

琼脂糖是一种从海藻中提取的天然多糖 , 其独

特的热可逆特性可使其在较高温度下呈现液态 , 便
于与细胞充分混合 , 在低温条件下其则形成稳定的

凝胶态 , 为细胞提供3D支撑结构 , 这一特性使琼脂

糖成为构建TOs的优选材料 [29]。目前广泛应用的

SACS多采用双层琼脂糖结构 , 即将睾丸组织或睾

丸细胞与液态琼脂糖混合后 , 铺设在预先凝固的不

同密度的底层琼脂糖上。整块琼脂糖半浸没于培养

液中 , 形成独特的气 –液交换界面。这种设计不仅

确保了组织或细胞的气体交换需求 , 还能通过下层

琼脂糖从培养液中持续获取营养[30]。科学家们首次

在气–液界面的琼脂糖上培养的小鼠睾丸组织中实

现了精子发生 [31], 并陆续在恒河猴 [32]等动物中开展

了类似的实验。GHOLAMI等 [33]不仅在小鼠SACS
中通过组织切片观察到了形态成熟的精子 , 还开发

了改良版单层软琼脂培养体系 ; 其研究结果表明包

埋的小鼠睾丸细胞可形成细胞簇状结构 , 并最终可

以发育为形态正常的精子。

2.3   ECM和脱细胞外基质(decellularized extra-
cellular matrix, dECM)

ECM主要由胶原蛋白、LN、纤连蛋白和蛋白

多糖等组成, 其3D结构和生物活性成分对细胞黏附、

增殖和分化具有重要调控作用 [34]。dECM通过脱细

胞技术保留了ECM的主要成分和结构 , 同时降低了

ECM的免疫原性 , 这使其成为了3D培养和生物打印

的理想材料 [35]。dECM可被进一步研磨成粉末或消 
化处理 , 从而制成可溶解的dECM水凝胶 , 用于细胞

包封或被添加到培养基中[36]。

BAERT等 [37]用成年及青春期前人睾丸细胞

构建TOs, 并将其置于从成年人睾丸细胞中获取的

ECM上培养, 发现使用ECM和未使用ECM培养出的

TOs在形态上并无差异 ; TOs中的SCs可产生紧密连
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接蛋白 , 并能维持生精细胞存活长达4周 ; 这些TOs
还能分泌抑制素B、睾酮和细胞因子。由于ECM具

有组织特异性, 因此常用dECM替代ECM。REZAEI 
TOPRAGGALEH等 [38]将3~5日龄小鼠睾丸细胞接种

到公羊源dECM支架上 , 培养15 d后 , 在dECM支架

中形成了由LCs、SCs和SSCs组成的多细胞TOs样
结构。该团队还证实, 基于dECM构建的TOs具有分

泌激素的功能 , 并能诱导SSCs分化形成精子细胞。

VERMEULEN等 [15]从猪睾丸组织中提取dECM水凝

胶 , 用于包封从4~7日龄仔猪中分离的睾丸细胞 , 以
此构建猪TOs体系。结果显示 , 该TOs包含由SCs和
生精细胞构成的曲细精管样结构 , 小管周围包围着

PMCs和LCs。与基于胶原蛋白构建的TOs相比 , 基
于dECM构建的TOs中LCs存活数更多。另外 , 这些

类器官还能分泌睾酮和干细胞因子 , 并含有联会复

合体蛋白3(synaptonemal complex protein 3, SYCP3)
阳性细胞, 但随着培养时间的延长, SYCP3阳性细胞

数逐渐减少。

2.4   胶原蛋白

胶原蛋白是ECM的核心结构蛋白 , 因此常被用

于细胞的3D培养。在37 °C条件下将pH值从酸性调

节至中性 , 可触发 Ⅰ型胶原蛋白的交联反应 [39]。LEE
等 [28]将18日龄大鼠睾丸细胞包埋在添加 /不添加基

质胶的胶原蛋白凝胶中 , 发现无论是否添加基质胶 , 
在培养22 d后均可观察到呈多突起的SCs, 并伴有生

精细胞和LCs。与2D培养体系相比 , 胶原蛋白凝胶

支架中生精细胞的减数分裂后标记分子表达水平升

高 , 单倍体细胞数量显著增加 , 表明SSCs在体外分

化形成了减数分裂后的精子细胞。LEE等 [40]在此研

究基础上 , 通过已建立的胶原蛋白凝胶体系进一步

包埋了非梗阻性无精子症患者的精母细胞 , 结果发

现鱼精蛋白2(protamine 2)阳性单倍体细胞数量显著

增加 , 表明此培养体系可在体外成功诱导停滞期精

母细胞向单倍体精子细胞分化。KULIBIN等[41]对上

述胶原蛋白培养体系进行了改良, 分别包埋了4~6日
龄幼鼠和 8~12周龄成年小鼠的SCs, 结果显示幼鼠

SCs及成年小鼠SCs在胶原蛋白支架中仍具备重建

睾丸管状结构的能力。

虽然胶原蛋白凝胶机械性能较弱且交联速率

较慢, 可能导致支架结构变形, 但研究者已开发了温

控条件下的化学交联和辐射交联技术 [42]来解决这一

问题 , 而基于胶原蛋白凝胶支架能否支持完整精子

形成过程, 仍需进一步深入研究。

2.5   其他生物支架材料

TOs中循环系统的缺乏可能是阻碍生精细胞在

小管结构中完全分化的原因之一 , 而器官芯片 (organ-
on-a-chip, OOC)可通过微流控制系统解决这个问题。

在含有微流控制系统的小鼠TOs中发现 , 精子发生的

效率有所提高且持续时间有所延长 [43]。使用悬滴共

培养系统构建成年男性TOs体系 , 将悬滴形成的细胞

球接种在超低吸附培养板中继续培养 , 尽管使用了含

有ECM成分的培养基, 但体细胞(LCs和SCs)和生精细

胞仍无法正确重排 [6]。静电纺丝是一种3D打印技术 , 
其原理为在电压差的作用下 , 合成的聚合物溶液从喷

头 (纺丝头 )挤出形成细小的纳米级纤维 , 这些纤维被

收集到接地的旋转收集器上 , 从而形成纳米纤维静电

纺丝支架。在小鼠中, 已经建立了SSCs在纳米纤维静

电纺丝支架上的3D培养模型。研究结果表明, 在聚左

旋乳酸或聚酰胺静电纺丝支架上, SSCs的增殖和集落

形成能力显著增强。与2D培养相比, 在聚左旋乳酸支

架上培养的SSCs中一些干性相关基因的表达显著下

调 , 表明聚左旋乳酸纳米纤维支架可以诱导冻存复苏

后的小鼠SSCs发生分化[44]。

3   TOs的应用
目前, TOs的应用主要体现在以下三方面(表1)。

3.1   精子发生体外模型 
TOs能够整合多种细胞类型 , 并重现细胞间的相

互作用, 因此常被用作精子发生的研究模型。SADRI-
ARDEKANI团队 [6]的研究结果表明 , TOs能够支持

SSCs向减数分裂后的生精细胞分化, 从而模拟体内精

子发生过程。尽管目前该团队构建的TOs中生精细胞

的分化效率较低 (约为0.2%), 但这一发现仍具有重要

意义。PRYZHKOVA等 [10]通过CRISPR-Cas9技术将荧

光标记基因导入人多能干细胞和睾丸细胞中 , 在微型

旋转生物反应器中实现了人多能干细胞来源的细胞

球与人类睾丸细胞的共培养。另外 , DOBRINSKI团
队[45]通过基因编辑和基因沉默技术 , 系统研究了SCs
和Hedgehog信号通路在睾丸形态发生中的作用。其

结果表明, 通过基因编辑技术构建的TOs, 是研究睾丸

发育和精子发生机制的良好模型。

3.2   生殖毒性评估及药物筛选模型

在生殖毒性评估方面, TOs表现出显著优势。传

统的生殖毒性测试主要依赖动物实验 , 存在种属差
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异大、周期长、成本高等问题 , 而TOs能够避免上

述问题 , 成为生殖毒性评估及药物筛选的理想工具。

SADRI-ARDEKANI等 [6]评估了人类TOs作为潜在生

殖毒性评估模型的可行性。他们将TOs暴露于四种

临床相关抗有丝分裂化疗药物 (白消安、顺铂、多

柔比星和依托泊苷 )中 , 结果无论在未分化还是已分

化的TOs中 , 细胞活性均呈剂量依赖性下降 , 且 IC50

值均显著高于2D培养体系。ALVES-LOPES等 [24]和

OVERGAARD等 [46]开发的TOs模型则具有BTB的生

理效应 , 能在生殖毒性评估和药物筛选实验中发挥

作用。另外 , NAKAMURA等 [47]在构建的TOs中用剂

量递增的炔雌醇(具有睾丸毒性)处理睾丸组织, 结果

显示炔雌醇处理可显著降低TOs中生精细胞的数量 , 
显现出TOs作为生殖毒性评估模型的潜力。LARA
等[4]的研究表明, 在TOs模型中, 环境毒物邻苯二甲酸

单酯可剂量依赖性地增加猪生精细胞中自噬体的数

量。ALVES-LOPES等 [24]的研究发现 , TNF-α和 IL-1α

可导致啮齿动物TOs中生精细胞存活率降低, 并破坏

其结构完整性 , 这与动物体内的观察结果高度一致。

基于微流体的多器官芯片系统也为生殖细胞毒性研

究提供了新的方向 , 该系统通过微流电路连接微型

人类睾丸和肝类器官 , 证实了环磷酰胺的加入可激

活肝类器官对毒物的代谢活性, 进而导致TOs中生精

细胞丢失, 而这种现象在单独培养的TOs中并未观察

到 [48], 这表明多类器官平台能更好地模拟体内代谢

特征 , 在药物筛选和生殖毒性评估中可能具有更高

的生理相关性。

3.3   生育力体外保存模型

TOs作为恢复生育能力的工具 , 理想的治疗方

案是以从青春期前癌症患者的睾丸组织中分离出的

睾丸细胞构建TOs, 以期创建一个无癌症细胞的“人
工睾丸 ”, 并在患者治愈后将其移植回体内。目前 , 
在治疗性腺疾病前冷冻保存未成熟的睾丸组织 , 已
在多个医学中心获得伦理认可 [49]。治疗完成后将组

表1   TOs的应用

Table 1   Application summary of TOs
应用领域

Area of application
具体应用方向

Specific application
参考文献

References

In vitro models of 
spermatogenesis

Supporting spermatogenesis: TOs supported SSC differentiation towards post-meiotic spermato-
genic cells

[6]

Combined with stem cell techniques: CRISPR-Cas9 gene editing were utilizes to label cells, 
enabling co-culture of human pluripotent stem cells and testicular cells in bioreactors for develop-
mental studies

[10]

Signaling pathways and testicular morphogenesis: the roles of pathways like SCs and Hedgehog 
in testicular morphogenesis were investigated

[45]

Reproductive toxicity 
and drug screening 
models

Evaluating chemotherapeutic toxicity: treatments with busulfan, cisplatin, etc., led to dose-de-
pendent decreases of TOs cell viability, with higher IC50 values than those in 2D culture systems, 
indicating greater physiological relevance

[6]

Simulating BTB: specific TOs exhibited physiological BTB functions, which is applicable for 
toxicology and drug screening

[24,46]

Testing environmental toxins and endocrine disruptors: phthalates increased spermatogenic 
autophagy in a dose-dependent manner; ethinylestradiol treatment significantly reduced spermato-
genic cell numbers in TOs

[4,47]

Application of multi-organ chip systems: liver organoids were connected with TOs via microflu-
idic circuits to study the testicular toxicity of cyclophosphamide after hepatic metabolic activa-
tion	

[48]

In vitro models of 
fertility preservation 

Testicular tissue cryopreservation: immature testicular tissue was cryopreserved before cancer 
chemotherapy to preserve male fertility

[49]

Autologous transplantation: in primate models, sperms derived from autologous transplantation of 
cryopreserved testicular tissues resulted in healthy offspring via intracytoplasmic sperm injection

[50]

Construction of “cancer-free TOs”: healthy cells were isolated from cancer patients to construct 
“cancer-free TOs” for transplantation, mitigating the risks of cancer recurrence

[51]

TOs: 睾丸类器官; SSCs: 精原干细胞; SCs: 支持细胞; BTB: 血睾屏障。

TOs: testicular organoids; SSCs: spermatogonial stem cells; SCs: Sertoli cells; BTB: blood-testis barrier.
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织自体移植回患者体内是恢复其生育能力的有效方

法。FAYOMI等 [50]使用自体移植来源的精子进行单

精子显微注射, 成功培育出了健康小猴, 该结果验证

了这一概念的可行性。但在患有白血病的青春期前

男性中 , 高达21%的病例可能出现睾丸细胞恶性浸

润[51]。因此, 在类器官构建之前, 可通过细胞分选技

术或特定培养方案消除癌细胞 , 从而降低癌细胞重

新引入的风险。一旦这些方案的安全性和有效性得

到验证 , 利用无癌细胞构建的类器官进行移植治疗 , 
将成为新的临床应用方向。

4   TOs研究的局限性
4.1   细胞来源受限

大多数TOs建立都采用从新鲜或冷冻保存组织

中提取原代细胞的方法。但人和濒危野生动物新

鲜睾丸组织的获取面临诸多限制 , 如伦理问题、样

本获取困难、供体年龄和健康状况等。此外 , 这些

原代细胞的体外扩增能力有限 , 难以满足大规模实

验需求 , 这些限制严重阻碍了相关物种TOs的开发

与应用。针对这些问题 , iPSCs表现出了巨大潜力。

iPSCs具有多向分化潜能 , 可在体外分化为生殖细

胞、SCs和LCs等多种睾丸细胞类型 , 这一特性已在

小鼠和人类模型中得以验证。然而 , iPSCs的全面应

用面临安全性问题 , 如基因改造过程中存在致癌风

险和多能性重编程的不稳定。为降低这些风险 , 目
前已研究出非整合病毒载体和质粒载体等方法减少

病毒或质粒带来的潜在危险。尽管目前尚未报道

直接利用 iPSCs构建TOs的研究 , 但其自我更新和分

化潜能为其作为细胞来源的TOs构建提供了理论依

据。另外 , PENDERGRAFT等 [6]将人类原代生精细

胞和永生化处理的SCs、LCs混合构建TOs培养体系, 
但由于这些细胞来源于成年患者且经过永生化处

理 , 因此难以确定模型中睾丸细胞结构缺失的具体

原因 , 所以选择永生化细胞还是原代细胞进行TOs
构建也是需要考虑的问题之一。

4.2   缺乏血管结构

血管系统在胚胎睾丸发育形成曲细精索的过程

中也扮演着重要角色 , SSCs微环境功能的发挥也依

赖于邻近血管的支持 [52]。有理论提出 , 迁移的血管

内皮细胞是通过信号转导引导曲细精索的形成 [53], 
即曲细精索的分布可能是遵循着血管的分布模式。

然而 , 目前报道的类器官培养体系均缺乏血管结构 , 

使得这一理论难以得到验证。在肝脏类器官中 , 科
学家们已在胶原支架和基质胶支架 [54]中成功构建了

血管网络。科学家们还可进一步优化支架的多孔结

构以促进类器官血管化 , 160~270 μm的孔径能够有

效促进内皮细胞在支架中分布和迁移 [55]。因此 , 若
能将体外血管形成技术应用到TOs的培养体系中, 则
有望实现血管化TOs的开发 , 为TOs的功能完善提供

新的解决方案。

5   结语
TOs是一种新兴的3D培养模型, 目前, 在人和啮

齿动物中已能构建出具有睾丸特征和功能的TOs模
型 , 其在揭示精子发生机制、研究雄性不育、保存

濒危物种和评估生殖毒性等方面展现出巨大潜力。

然而 , 在人、濒危动物及大动物 (如牛等 ) TOs的构

建和应用中, 国内外尚处于起步阶段, 仍面临很多挑

战 , 主要体现在细胞来源受限、缺乏血管结构、模

型的生理功能不完整等方面。特别是在大动物中 , 
TOs模型构建技术、培养条件优化及相关机制阐明

等仍存在大量空白。我们认为, 为解决以上问题, 可
在细胞来源上, 通过建立各物种的iPSCs并将其定向

分化为睾丸细胞 , 或采用原代细胞条件性永生化策

略 , 从而打破细胞获取限制 ; 在结构功能上 , 引入内

皮细胞共培养与微流控器官芯片技术 , 构建血管化

结构以提升物质交换与功能维持水平 ; 在模型优化

上 , 通过完善细胞组成、精细调控激素与生长因子

时序 , 并利用睾丸脱细胞外基质技术构建仿生支架

以支持完整的生精过程 ; 同时应建立TOs的标准化

构建与表征体系 , 开展生精调控机制解析、繁殖障

碍疾病建模及生殖安全评价等应用研究 , 从而系统

推进TOs领域的发展。TOs模型技术的运用有望突

破啮齿动物模型的生理限制 , 建立适用于大型哺乳

动物的生殖生物学新理论框架 , 推动跨物种生殖机

制的共性研究 , 推动动物育种与濒危物种保护技术

的创新, 并为人类男性不育诊疗提供新的研究路径。
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