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研究宿主–胃肠道微生物的相互作用已经成为管理人类健康和疾病的关键组成部分。微生理系统
的发展正在为研究人员提供前所未有的对于这种复杂关系的获取和理解。这些系统结合了微型
工程、微流体和细胞培养的优点，来创建人类肠道中普遍存在的环境条件。在这里我们提出的 
HuMiX(人类微生物交联对话) 平台，是一个利用这种多学科方法提供具有代表性的人体胃肠道的
体外模型系统，用于研究宿主–微生物分子的相互作用。我们总结了使用该平台获得的概念验证结
果，强调其对于大大增强我们对宿主–微生物相互作用了解的潜力，且其可能对药物、食品和营养
以及医疗保健行业产生的巨大影响。同时讨论了这些技术面临的一些关键问题和挑战。

© 2017 THE AUTHORS. Published by Elsevier LTD on behalf of the Chinese Academy of Engineering and  
Higher Education Press Limited Company. This is an open access article under the CC BY-NC-ND  

license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

关键词
微生物
微流体
肠道芯片
HuMiX

1. 引言

微生物群，包括细菌、古细菌和真菌，它们代表了

地球上最小的生物。尽管它们形态微小，但它们在包括

人体在内的许多系统的管理中起着至关重要的作用。在

数量方面，人体内和人体表面细菌细胞的丰度被认为

与实际组成人类身体的细胞数量具有相同的数量级[1]。
微生物群落定植在人类不同组织的表面，其中，大部分

定植在胃肠道(GIT)中，在这里它们是这个极端多样化

和动态生态系统的主要成分。该系统的状态取决于多种

因素，包括宿主遗传学、免疫状态和饮食[2]。
许多研究已经强调胃肠道微生物在消化、营养、

代谢以及大多数重要的疾病发病机制中起了关键作用

[3–7]。更具体地说，现代高分辨率分子分析已经提示生

态失调(在胃肠道微生物生态学中的不平衡)与一系列特

发性疾病(包括肥胖症[8]、糖尿病[9]、结肠直肠癌[10]、
神经性疾病[11]和过敏性疾病[12])之间有一定的联系。

一个关键的研究方法是宏基因组学，即从肠道微生物提

取基因组DNA并进行测序。这种方法提供了一种快速、

精确的方式来分类和识别肠道内的单个微生物。除了宏

基因组学之外，还有一些功能性方法，如元转录组学、

元蛋白质组学和代谢组学，它们在空间和时间的特定点

提供了存在于微生物群落中的转录物、蛋白质和代谢物

的定性和定量信息[13–15]。这些元分析提供了一种有

用的方式，能够识别、量化和功能性描述存在于肠道内

的微生物的特点。然而，为了将人类微生物群的差异与
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不同的人类疾病进行因果关联，允许测试和验证来源于

宏组织学研究结果的实验是必须的[16]。换句话说，除

了从在体内收集的样品分析衍生的关联之外，现在至关

重要的是对宿主–微生物相互作用的基本分子机制以及

它们在免疫调节、感染和代谢中的作用进行详细的机理

的理解。

虽然可以在体内使用动物模型[17]以及在体外研究

宿主–微生物的相互作用，如使用Transwell系统[18]，
但已经确定这些模型在生理学方面并不能代表人胃肠道

内的条件[19]。此外，从经济和时间的角度来看，动物

模型是非常昂贵的[20]。因此，非常需要开发能够创建

人类胃肠道内存在的生理条件的体外溶液，用于快速

的、可重复的和高通量的实验。

微型工程、生物材料和电子工业方面的最新进展提

供了一种替代方法，可用来研究人–胃肠道微生物分子

的相互作用。更具体地说，通过由半导体和电子工业开

发的微细加工技术应用于流体自动化，构建体外系统，

使其更加接近肠道内和其他器官内存在的条件，这样的

平台被称为“器官芯片”。当与相关的宿主细胞接种时，

可以利用微流体来模拟在体外所见的特定的生理条件。

这些基于微流体的系统提供了优于传统细胞培养技术的

诸多优点，包括3D培养环境、长期实验供应、实验灵

活性更大、以受控方式向细胞运送营养物和其他化学物

质的能力、大大降低试剂需求、精确调整时间和空间的

氧和pH梯度的能力、轻柔培养环境及具有高通量实验

的能力。

已经开发了许多基于微流体的体外肠道模型，并且

这些模型涉及在水凝胶[21]、基于PDMS的芯片[22,23]
或聚酰胺膜[24]中的人肠上皮细胞的培养。然而，这些

系统不能替代体内环境，因为它们不能重现肠道内的动

态微环境，尤其是普遍存在于人-微生物界面的不同的

流动变化规律。此外，这些方法不能创建用于培养肠道

内典型细菌菌种的厌氧条件(它们仅允许培养有氧生长

的益生菌菌株)，它们无法向上皮细胞的基础界面提供

恒定的营养供应，就如在体内是通过动脉血液供应而不

是模块化的，从而不允许将快速提取共培养后的细胞用

于详细的分子分析[25]。以下部分介绍了HuMiX——一

种基于模块化微流体的人–微生物共培养系统。该平台

克服了先前描述的体外模型的诸多局限，同时提供了一

种更具代表性的人类胃肠道模型。

2. HuMiX

HuMiX(人类微生物交联对话)平台，如图1所示

[25]，由三个平行的微流体通道组成。这些层叠和定向

的通道作为微室，分别称为微生物室、上皮细胞室和

灌注室[图1(c)]。每个微室具有专用的入口和出口，其

允许相关细胞系的接种和通过专用细胞生长培养基的

灌注来精确控制每个微室内的理化条件。此外，通过专

用的出口从各个微室收集洗脱液，用于后续分析。通道

(200 mm×4 mm×0.5 mm)由聚合物垫圈激光切割，并

遵循独特的螺旋结构，这种结构优化系统的占用面积。

这些通道通过半透性聚碳酸酯膜将彼此分开。聚碳酸酯

膜的孔径大小有50 nm和1 μm，是根据它们的特定功能

来区分的。50 nm孔径的聚碳酸酯膜将微生物室和上皮

室隔开，阻止微生物渗透至上皮室，而1 μm孔径的聚碳

酸酯膜将灌注室与上皮室分开，并允许细胞生长培养基

扩散到上皮室，如图1(c)所示。另外，在共培养期间，

聚碳酸酯膜被黏蛋白、50 nm孔径膜和胶原蛋白、1 μm
孔径膜包被，这有助于细胞黏附到膜上。在培育期间，

图1. HuMiX平台。(a) HuMiX平台的组装图像(比例尺等于1 cm)；(b) HuMiX平台的分解图；(c) HuMiX平台关键特征的注释示意图[25]。
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利用一个蠕动泵通过微生物室和灌注室灌注DMEM培

养基(Dulbecco’s modified eagle medium)，来模拟肠道内

的蠕动运动和管腔内的流体流动，从而创造一个能够代

表健康完整的上皮屏障的环境。装置内的环境通过一系

列非侵入性氧传感器常规监测，而装置内细胞的生长和

分化利用可插入装置中的标准跨上皮电阻(TEER)测量

电极来测量。关于该平台及其操作参数更详细的描述可

在文献[25]中找到。以下详细描述了在HuMiX平台人和

细菌细胞的共培养，并阐明了HuMiX成功创建人胃肠道

微环境的能力。

2.1. 概念验证

为了验证HuMiX平台能够成功共培养人和微生物

细胞以及建立更接近人胃肠道环境条件的能力，用人上

皮结直肠腺癌细胞系Caco-2接种在上皮室，而用益生菌

鼠李糖乳杆菌GG(LGG)接种在微生物室。人细胞在包

被胶原蛋白的微孔膜上生长，并由其通过灌注室与富氧

DMEM培养基接触的基底侧供应细胞，因此流体可模

拟动脉血液供给，同时在上皮细胞微室中为细胞生长提

供无剪切环境。上皮细胞分化通过测量Caco-2细胞层的

TEER[图2(a)][25]和显微镜观察[图2(b)、(c)]来评价。一

旦建立融合细胞层(这通常发生在接种后6天)，微生物

室将会接种厌氧条件下生长的LGG细菌细胞。微生物室

由细菌培养基灌注，细菌培养基由充入N 2以将O2浓度

降低至低于1%的继续生长的DMEM培养基组成。重要

的是，HuMiX的模块结构便于在特定共培养之后进入

个体细胞团。这样允许从培养的细胞中提取细胞内生物

分子，并获得DNA、RNA和蛋白质组分，以便随后进

行高分辨率的omic分析[26]。共培养细胞的活性是通过

荧光显微镜来判断的，如图2(c)、(d)所示，并且这样的

分析证明在共培养24 h后，在任一细胞团中没有诱导细

胞毒性效应。三个微室的洗脱液的明显差异支持每个微

室内不同微环境的假设，如图2(e)所示。需氧(21%的溶

解O2)和厌氧(0.1% O2)DMEM培养基的同步和连续灌注，

考虑到在体内的氧梯度的建立和维持，分别通过灌注室

和微生物室进行。测量水平5.43 ± 0.14%和<0.8%，与那

些分别在人肠道组织(即约4.6%) [27]和在细胞腔(即约

0.2%) [28]的水平相当。图2及文献[25]中的数据阐明了

HuMiX在与胃肠道环境类似的环境中，成功共培养人和

微生物细胞的能力。为了进一步证明该平台的有效性，

对附加的细菌和人细胞接种物，尤其是拟杆菌(B.caccae)
和CCD-18Co，分别进行了研究。此外，使用存在于灌

注微室中的原代CD4+T细胞进行共培养。这些研究更明

确的细节以及结果可以在文献[25]中找到。虽然结果证

明HuMiX能够成功共培养不同类型人类细胞和微生物

细胞，但值得注意的是单个细胞类型仅能部分代表整个

图2. HuMiX平台维持人和微生物细胞共培养能力的数据。(a) 在HuMiX中形成的上皮细胞层的跨上皮电阻(TEER)测量基准，对照来自标准
Transwell系统的测量。误差线表示s.e.m (n=3)。(b) 在厌氧条件下与LGG共培养24 h后，Caco-2细胞中的紧密连接蛋白封闭(绿色)的免疫荧光显
微镜图像。细胞核用4,6-二脒基-2-苯基吲哚染色并显示为蓝色。(c) 培养24 h后的Caco-2细胞系的活–死染色的荧光显微镜图像。(d) 培养24 h后
LGG的活–死染色的荧光显微镜图像。活细胞呈绿色，而死细胞呈红色(比例尺，10 μm)。(e) 在24 h共培养后，在HuMiX中来自三个独立微室的
样品洗脱液。(f ) 在接种LGG后灌注室和微生物室内的溶解氧浓度水平(%)。◆表示微生物室的接种前水平[25]。
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胃肠道组织的复杂性。 
作为概念验证实验的一部分，我们建立不同的培养

方案来确定基于HuMiX的细胞示值读数是否与先前的

体内数据一致。研究结果表明，HuMiX实验与之前从人

类和动物[25]获得的体内数据之间有高度一致性，从而

进一步说明作为人–胃肠道微生物的代表模型的HuMiX
平台的有效性。此外，在不同的实验条件下观察到细胞

反应方面的有趣差异。更具体地说，在与厌氧条件下生

长的LGG共培养后的人细胞的几种分子标志物被认为

发生了显著变化。这些变化包括促炎性细胞因子的表达

减少，如CCL20和IL-8，在胃肠癌中已知相关基因的差

异表达，如SOX4和TPD52，具有迄今未知功能但之前

发现在癌症研究背景下有趣的miRNA，如miR 483-3p
和miR 1229-3p，还有三羧酸循环(TCA)中间物丰度的增

加，如富马酸盐和柠檬酸盐，这提示了微生物群在调节

初级能量代谢中的作用，见图3。
这里总结的和文献[25]中提出的结果说明，HuMiX

能够建立与人类胃肠道中相似的生理条件，并且提供了

一种方式来进一步理解在宿主–微生物的相互作用中起

作用的基本机制。平台的灵活性和稳健性允许其模拟肠

道内宿主–微生物之间的相互作用。因此，该平台有可

能用于各种应用领域，特别是那些与制药、食品和营养

工业相关的领域。

关于此平台在未来如何用于研究宿主对存在于肠道

内的共生/病原体的免疫应答以及确定饮食在宿主–微生

物的动力学方面的影响(通过前体益生菌和益生菌的不

同组合)，用以下实例进行说明。

2.2. Immuno-HuMiX
肠道菌群与肠道免疫系统之间处于恒定的内稳态关

系，且这种平衡的破坏与疾病的发病机制相关[29]。因

此，在肠道菌群、肠道上皮细胞和免疫系统之间的复杂

相互作用中的因果关系的建立，是基于微生物组的成

功策略的发展来维持人类健康的一个关键步骤。基于

最初使用CD4+T细胞[25]的共培养实验，我们现在扩大

HuMiX平台来分析人肠道中免疫系统与肠道菌群之间的

相互作用。在Immuno-HuMiX模型中，我们能够共培养

胃肠道微生物、人上皮细胞和从健康志愿者分离的人原

代免疫细胞，在被半渗透膜隔离的三个不同的微室中培

养，如图4所示。第一步，将从健康志愿者的新鲜血液

中分离的人外周血单核细胞(PBMC)整合到灌注微室中，

以便监测细菌和上皮细胞对免疫细胞的影响，反之亦

然。之前描述的肠道中CD4+T细胞的多个子集，其代表

一个重要部位，用于胃肠道内外参与免疫应答细胞的产

生和调节。肠道Th1和Th17细胞群对于细胞内细菌和病

毒的适应性反应是必需的。我们现在正在研究在肠道免

疫中重要的T细胞群体(如Th1和Th17细胞)与典型的肠

道细菌菌株之间的相互作用。因此，Immuno-HuMiX是

研究微生物群–免疫系统相互作用的新方法，并且会大

大增强我们对于单个细菌菌株如何影响人类健康和疾病

的理解。

2.3. Nutri-HuMiX
为了理解膳食成分和肠道细菌在人类生理学上的作

用，对于饮食、微生物和人类细胞之间的相互作用的机

理的深入理解是必需的。作为人类胃肠道的表观模型，

HuMiX模型特别适合回答这些问题，因为它允许细菌菌

株与人类肠道细胞在特定实验条件下长时间地共培养。

为了研究膳食成分对肠道微生物的影响，除了其对人类

生理学的潜在协同或叠加效应外，我们已经成功地利用

图3. 与厌氧条件下生长的鼠李糖乳杆菌GG共培养24 h后，在Caco-2细胞中发现差异丰富的基因、miRNA和代谢物的实例。
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HuMiX模型来模拟不同的膳食干预。对于Nutri-HuMiX
的概念验证，如图4所示，两种益生菌菌株LGG和B.
caccae由标准的外源流出培养基(SIEM)灌注，由大豆益

生元补充，并与上皮微室中的人Caco-2细胞共培养。初

步结果显示，人上皮细胞系Caco-2中的基因表达模式在

共培养24 h后发生改变。更具体地说，当与其细胞仅由

DMEM单独补充相比时，我们发现潜在的肿瘤抑制基因

在这些条件下被上调。目前我们正在扩大这项研究，包

括不同的原始结直肠癌细胞系，T20代表II期、T18代表

IV期，在Nutri-HuMiX平台，具体目的是检查不同益生

元组合对癌细胞的影响，如纤维素。从这些研究获得的

知识和信息将很可能在食品、生物制药和医疗领域中产

生显著影响，并进一步突出在诸如HuMiX的平台中体外

实验的必要性和潜力。

3. 结束语和未来挑战

在肠道微生物群及其对人宿主的影响方面存在大量

未开发的信息。这些信息涉及形成人类生理学的许多过

程和相互作用。在过去的十年里，科学和工程领域的重

大进步，使研究人员对于胃肠道微生物生态学及其在人

类健康和疾病发展中的作用获得了前所未有的见解。生

物材料、微工程和细胞培养方面的突破使得体外平台能

够创建，如基于微流体的设备，这可以提供更接近于人

胃肠道的内部条件。 
诸如HuMiX平台和其他器官芯片设备[30–32]，有

许多潜在的应用领域。例如，制药工业在道德和经济方

面面临相当大的压力，需寻找替代方法来加速药物开发

图4. Nutri-HuMiX和Immuno-HuMiX平台的示意图。在Nutri-HuMiX模
型中富含纤维的培养基通过细菌室灌注，在Immuno-HuMiX模型中将
初级免疫细胞接种到灌注室。

过程，以更安全、更具成本效益和符合道德标准的方式

开展研究。与新药物开发相关的高失败率，在某种程度

上可能是由于使用非典型动物模型和对于与药物代谢相

关的微生物群缺乏考虑。其他面临类似挑战的行业是食

品和营养工业，其中某些膳食成分的功效尚未通过机械

论证明。使用微生物作为疾病的生物标志物，或得到可

以特异性修复个体内生态失调以致可能治愈疾病的调节

剂，具有相当大的潜力[20]。然而，为了获得在健康人

或患者胃肠道中发挥作用的特定的微生物动力学，有必

要了解以某种方式驱动肠道生态系统的相互作用。因

此，诸如HuMiX平台，在这里人们可以研究单个细菌

和局部细菌对宿主生理学的影响，这个平台对我们了解

基本知识和进一步理解至关重要。尽管发达国家主要研

究人类肠道中宿主–微生物的相互作用，但是HuMiX的

独特架构，即其共同培养这种接近但彼此完全分开的个

体细胞系或细胞团的能力，也使它成为一个先进的工具，

用来研究人类肠道微生物的基本过程。例如，在HuMiX
中建立稳定群落的生态学可能被实验干扰，导致类似于

生态失调的状态。因此，可以详细研究过渡态，如研究

与生态失调相关疾病的早期生物标志物。

微细加工技术和微流体的应用代表了重建人–胃肠

道微生物界面复杂特征的很有希望的手段之一。这些方

法允许在细胞水平发生的结构、力学和化学传递的精确

创建。然而，还有很多技术和工业上的挑战需要解决，

以便更好地创建胃肠道内的理化环境。其中，最重要的

是需要更好的生物材料。由于其生物相容性和快速成型

的潜力，大多数现有装置由聚合物如聚二甲基硅氧烷

(PDMS)制造。然而，PDMS对有机溶剂的耐受性较差，

且其吸收小的疏水性分子，如药物和荧光染料，以至于

限制了它们在严格实验中的应用，因此需要对其进行化

学修饰或开发其他底物材料。另外，从工业制造的角度

来看，难以可靠地再现临床验证研究(需要可扩展、高

通量的系统)所需的由大规模PDMS制造的装置。其他工

程方面的挑战包括：能够测量和检测来自细胞的光学、

电、机械和化学信号的传感器的开发和集成，以及微流

体阀和泵的集成，以更准确地创建胃肠道蠕动运动和相

关的生理条件。在微生物测定中还需要进一步发展，包

括其他的细胞类型，如衍生自人诱导的多能干细胞，其

可以进一步促进我们对健康人和患者肠道中宿主–微生

物相互作用的理解。

通过微流体学、微生物学和细胞生物学等学科的结

合，已经回答了胃肠道内关于宿主–微生物相互作用的
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许多问题。然而，这只是一个令人兴奋的开始，需要进

一步的发展以在体外条件下更好地模拟体内环境。这些

进展需要充分利用HuMiX平台和其他这样的平台的潜

力，以便对宿主–微生物分子的相互作用提供急需的全

面了解。
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