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小鼠小肠类器官体外培养体系的建立与应用
万光升２，张新艳１∗

（１． 复旦大学附属妇产科医院研究所，上海　 ２０００１１； ２． 上海中医药大学附属普陀医院，上海　 ２０００６２）

　 　 【摘要】 　 目的　 建立一种研究肠上皮细胞的体外模型—小肠类器官培养体系，探索其相关病理检测技术方

法，为肠道相关疾病的体外研究提供便利平台。 方法　 将小鼠肠上皮隐窝分离并培养成小肠类器官，体外模拟肠

上皮的生长发育过程。 通过制作石蜡切片，探索应用免疫组化技术以及基于基质胶中类器官三维水平免疫荧光技

术对相应的增殖与分化信号进行检测。 结果　 探索并建立了小肠类器官体外培养体系，应用石蜡切片免疫组化技

术与三维水平免疫荧光技术能够准确检测小肠上皮结构的生长发育状态。 结论　 小肠类器官体外培养体系的建

立与免疫检测技术的应用，将逐渐使其成为人们研究肠道相关疾病最为有利的技术手段。
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　 　 肠上皮形成了一种天然屏障，将肠的腔体与免疫

系统分隔开来［１］。 上皮层向固有层内陷形成无数隐

窝，隐窝中存在着干细胞群维持着上皮细胞的更

新［２，３］。 干细胞能够增殖分化为行使不同功能的小肠

终末分化细胞：肠吸收细胞、杯状细胞、内分泌细胞以

及潘氏细胞等［４］，这些细胞不仅是维持小肠稳态和小

肠上皮的损伤修复所必需的，而且对于肠炎的发病机

理也十分重要［５］。 鉴于体内研究肠道疾病的空间局

限性，２００９ 年 Ｈａｎｓ Ｃｌｅｖｅｒ 实验室建立了一种新型的

肠上皮细胞培养方法—小肠类器官培养［６］，体外模拟

肠上皮的增殖分化过程。 这一方法的建立既实现了

肠上皮长期体外培养又可以维持肠上皮细胞原始分
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化能力，该技术已经逐渐被应用于干细胞、疾病模型

以及再生药物等相关研究［７］。 然而，国内极少数实验

室能够熟练掌握小肠类器官体外培养技术，其应用及

推广更是止步不前。 本研究旨在建立稳定的小鼠小

肠类器官培养体系的基础上，探索小肠类器官切片的

制作及免疫染色检测方法，为肠道相关疾病的基础研

究提供便利的体外研究平台。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物

６ ～８ 周龄 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 的小鼠 ６ 只，体重约

２５ ｇ 左右，雌雄不限，由华东师范大学 ＳＰＦ 级实验动

物中心提供【ＳＣＸＫ（沪）２０１６ － ０００４】，并饲养于华东

师范大学 ＳＰＦ 级实验动物中心【ＳＹＸＫ（沪）２０１５ －
００１１】，动物实验符合华东师范大学动物伦理委员会

的规定并被授权（审批号：ＡＲ２０１３ ／ １２０１１）。
１􀆰 ２　 实验试剂

１􀆰 ２􀆰 １　 小肠类器官的分离与培养

加有青霉素和链霉素双抗 Ｐ ／ Ｓ 的磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ，Ｓｉｇｍａ 公司）、小肠隐窝消化液：５ ｍＭ 乙二胺四

乙酸（ＥＤＴＡ，Ｇｉｂｃｏ 公司）、基质胶（Ｍａｔｒｉｇｅｌ，ＢＤ 公

司）、类器官培养基：１ × Ｎ２ Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ（Ｌｉｆｅ⁃Ｉｎｖｉｔｒｏ⁃
ｇｅｎ⁃Ｇｉｂｃｏ）、 １％ ｇｌｕｔａｍａｘ （ Ｌｉｆｅ⁃Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ⁃Ｇｉｂｃｏ ）、 １
μｍｏｌ ／ Ｌ Ｎ ⁃ａｃｅｔｙｌｃｙｓｔｅｉｎｅ（Ｓｉｇｍａ）、１ × Ｂ２７ ｓｅｒｕｍ⁃ｆｒｅｅ
ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ （ Ｌｉｆｅ⁃Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ⁃Ｇｉｂｃｏ）、０􀆰 １％ ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ ／
ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ（Ｒｏｃｈｅ）、０􀆰 １ μｇ ／ μＬ ＥＧＦ（Ｌｉｆｅ⁃Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ⁃
ＧＩＢＣＯ）、１ μｇ ／ μＬ Ｈｕｍａｎ Ｒ⁃ｓｐｏｎｄｉｎ １（ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ）、
０􀆰 １ μｇ ／ μＬ Ｍｕｒｉｎｅ Ｎｏｇｇｉｎ（ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ）、基础培养基为

ＤＭＥＭ／ Ｆ１２（Ｌｉｆｅ⁃Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ⁃ＧＩＢＣＯ）。
１􀆰 ２􀆰 ２　 小肠类器官石蜡切片的制作及阿幸兰、免疫

组织化学染色

４％多聚甲醛（ＰＦＡ，上海润捷化学有限公司）、各
浓度梯度乙醇（上海凌峰化学试剂有限公司）、二甲苯

（上海润捷化学有限公司）、液体蜡（上海润捷化学有

限公司）、双氧水（Ｈ２Ｏ２，上海润捷化学有限公司）、苏
木精染液（Ｓｅｌｌｅｃｋ 中国）、阿幸兰 －核快红染液（鼎国

生物）、磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ，Ｓｉｇｍａ 公司）、ＰＢＳＴ（ＰＢＳ
加 ０􀆰 ２％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ －１００，上海生工生物有限公司）、柠
檬酸抗原修复液（上海生工生物有限公司）、抗体稀释

液（北京诺博莱德科技有限公司）、中性树脂胶（鼎国

生物）、免疫组化试剂盒（包含封闭液、二抗、显色液、
信号放大素 ＨＲＰ，Ｖｅｃｔｏｒ Ｌａｂｓ）、增殖标记蛋白 Ｂｒｄｕ
抗体（１∶ ５００，Ｓｉｇｍａ 公司）、增殖标记蛋白 Ｋｉ６７ 抗体（１

∶ ３０００，ＮｅｏＭａｒｋｅｒ 公司）、杯状细胞标记蛋白 Ｍｕｃ２ 抗

体（１∶ ５０，Ｉｍｍｕｎｏｓｔａｒ 公司）、潘氏细胞特异标记蛋白

Ｌｙｓｏｚｙｍｅ 抗体（１∶ １５００，Ｄａｋｏ 公司）。
１􀆰 ２􀆰 ３　 小肠类器官三维水平免疫荧光技术

磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ，Ｓｉｇｍａ 公司）、４％多聚甲醛

（ＰＦＡ，上海润捷化学有限公司）、ＰＢＳＴ（ＰＢＳ 加 ０􀆰 ２％
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００，上海生工生物有限公司）、封闭液（Ｖｅｃ⁃
ｔｏｒ Ｌａｂｓ）、一抗（Ｋｉ６７、Ｍｕｃ２、Ｌｙｓｏｚｙｍｅ 抗体同上）、荧
光二抗（Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司）、ＤＡＰＩ（Ｒｏｃｈｅ 公

司）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 小肠类器官的分离与培养

将 ６ ～８ 周龄的小鼠安乐死，在 ７５％乙醇中浸泡

３０ ｍｉｎ，转移至超净工作台中，取其十二指肠、空肠、
回肠各约 ５ ｃｍ，纵向剖开后用预冷的加有双抗 Ｐ ／ Ｓ
的 ＰＢＳ 清洗数次。 将洗净的小肠剪成 ５ ｍｍ 左右的

片段，转移至 ５０ ｍＬ 离心管，冰浴静置至肠片段沉底，
小心弃掉上清，加入 ３０ ｍＬ ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 预冷的 ＥＤＴＡ，
冰上静置消化 ３０ ｍｉｎ，消化期间每隔 ５ ｍｉｎ 上下颠倒

离心管数次，便于消化彻底。 将上清换成预冷的

ＰＢＳ，用移液枪轻柔吹打沉淀混合液，并及时镜检，弃
去含有大量绒毛片段的上清，直至视野中出现大量小

肠隐窝开始收集上清。 将带有小肠隐窝的上清用

１００ μｍｏｌ ／ Ｌ 细胞过滤器过滤到 １５ ｍＬ 离心管，用 ７０
μｍｏｌ ／ Ｌ 细胞过滤器再次过滤，４℃ １２００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 ５
ｍｉｎ 后收集沉淀。 用预冷的 ＤＭＥＭ／ Ｆ１２ 基础培养基

重悬沉淀，再用 ６００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心收集，反复 ３ ～ ４ 次直

至洗净多余的绒毛碎片；如果单细胞过多，可 ２００ ｒ ／
ｍｉｎ 离心 ２ ｍｉｎ 收集上清以去除单细胞。 计数，以每

微升基质胶（Ｍａｔｒｉｇｅｌ）约 １０ 个隐窝的密度计算重悬

隐窝的体积，用基质胶重悬隐窝，混合均匀后接种到

预热的培养孔中央。 将接种好的培养皿放置 ３７℃培

养箱中静置 １０ ｍｉｎ，待基质胶凝固后添加预先配制好

的类器官培养基。
１􀆰 ３􀆰 ２　 小肠类器官石蜡切片的制作

将小肠类器官培养数天后，连同基质胶和培养基

一起转移到 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管内，在 ４℃ 离心机中 １６００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３ ｍｉｎ 收集沉淀。 用 ４％多聚甲醛（ＰＦＡ）
在 ４℃冰箱中固定样品 ６ ｈ，将样品按乙醇浓度逐渐

升高的顺序（５０％、７５％、８５％、９５％、１００％、１∶ １ 乙醇 ／
二甲苯、二甲苯Ⅰ、二甲苯Ⅱ）在室温下逐级脱水，每一

浓度乙醇或二甲苯浸润组织２０ ｍｉｎ，最后６５℃浸蜡过

夜。 石蜡包埋后，将样品切成约 ０􀆰 ５ μｍ 厚度的切片，

４１５



中国实验动物学报 ２０１７ 年 １０ 月第 ２５ 卷第 ５ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０１７，Ｖｏｌ． ２５ Ｎｏ． ５

烘片机上 ６０℃烘烤 ２ ｈ，收片常温保存。
１􀆰 ３􀆰 ３　 阿幸兰（Ａｌｃｉａｎ ｂｌｕｅ）染色

将小肠类器官石蜡切片置于二甲苯 － 乙醇 － 水

梯度浓度中进行脱蜡：二甲苯Ⅰ（１０ ｍｉｎ）、二甲苯Ⅱ（１０
ｍｉｎ）、乙醇与二甲苯 １ ∶ １ （１０ ｍｉｎ）、１００％ 乙醇 （５
ｍｉｎ）、９５％乙醇（３ ｍｉｎ）、８５％乙醇（３ ｍｉｎ）、７５％乙醇

（３ ｍｉｎ）、５０％乙醇（３ ｍｉｎ）。 将蒸馏水浸润过的组织

切片放入阿幸兰染液中染色 ２０ ｍｉｎ，自来水冲洗玻片

数次，洗去多余的阿幸兰染液。 将切片置于核快红染

液中染色 ５ ｍｉｎ，自来水冲去多余的染液，在蒸馏水中

浸润 ５ ｍｉｎ。 组织切片经乙醇 －二甲苯梯度脱水（与
脱蜡步骤相反），最后中性树脂封片。
１􀆰 ３􀆰 ４　 免疫组织化学染色

将小肠类器官石蜡切片置于二甲苯 －乙醇 －水

梯度浓度中进行脱蜡（步骤同上），将 ２００ ｍＬ 抗原

修复液倒入修复盒中，将玻片置于盒中，盖紧盖子放

入 １００℃水浴箱中进行抗原修复 ２０ ｍｉｎ 后，组织切

片置于修复液中自然冷却。 将切片置于 １％～ ３％的

Ｈ２Ｏ２ 中避光反应 １０ ｍｉｎ，用蒸馏水润洗 ２ ～ ３ 次，用
ＰＢＳ 润洗 ３ ｍｉｎ，用 ＰＢＳＴ 润洗 ２ 次（５ 分 ／次）。 滴加

封闭液覆盖组织，在湿盒内静置反应 １０ ｍｉｎ， 后用

５０ μＬ 一抗覆盖组织在湿盒内平放至 ４℃冰箱中进

行一抗孵育 １０ ｈ。 ＰＢＳＴ 清洗玻片 ３ 次（５ 分 ／次）；
滴加二抗，室温反应 １０ ｍｉｎ，去掉二抗，用 ＰＢＳＴ 清

洗 ３ 次（５ 分 ／次）；滴加信号放大素（ＨＲＰ）覆盖组

织，在避光条件下反应 １０ ｍｉｎ，用 ＰＢＳＴ 清洗 ３ 次（５
分 ／ 次），加入显色液（每个玻片约 ５０ μＬ）覆盖组织，
显色时间视抗体灵敏度而定，用自来水清洗玻片 ３
次。 苏木精染色 ５ ｍｉｎ，自来水清洗玻片 ３ 次，置于

盐酸乙醇中去色 ５ ｓ，蒸馏水清洗 ２ 次，在自来水中

浸泡返蓝 ２０ ｍｉｎ，脱水封片。
１􀆰 ３􀆰 ５　 三维水平免疫荧光技术

小肠类器官培养数天后弃去培养基，用常温的

ＰＢＳ 在培养皿中润洗 ３ ～ ４ 次。 用 ４％ 多聚甲醛

（ＰＦＡ）将样品在室温下固定 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 润洗 ３ 次

（５ 分 ／次），ＰＢＳＴ 常温处理 ２ ｈ，弃去 ＰＢＳＴ，加入封

闭液封闭样品 ３０ ｍｉｎ。 吸掉封闭液，加入一抗室温

反应 ２ ｈ。 ＰＢＳＴ 洗 ３ 次（１０ 分 ／次），室温条件下加

入荧光二抗反应 ２ ｈ。 用 ＰＢＳＴ 洗净二抗，ＤＡＰＩ 染

细胞核 ５ ｍｉｎ，洗净 ＤＡＰＩ 后，在 ＰＢＳ 浸润条件下，用
倒置显微镜采集图片。

２　 结果

２􀆰 １　 小肠类器官体外培养体系的建立

这种分离出的小肠隐窝在 ＥＧＦ、Ｒ⁃ｓｐｏｎｄｉｎ １、
Ｎｏｇｇｉｎ 等基本生长因子存在的条件下可以持续生

长。 在接种后的 ２４ ｈ 内，成活的隐窝首先变为囊状

的圆球体（图 １Ａ）。 圆球体逐渐增大，内部渐呈现

类似肠腔的中空结构，充斥着各种细胞（图 １Ｂ 黑色

箭头所示）。 培养 １􀆰 ５ ｄ 左右，在圆球体外侧会有芽

状的上皮结构突起，在突起的顶端可以观察到小肠

终末分化细胞如潘氏细胞（图 １Ｃ，黑色箭头指向潘

氏细胞）。 随着培养时间的增加，出芽数逐渐增多

（图 １Ｄ）。 最后，一个成熟的芽可以逐渐从母体上

脱落下来（图 １Ｅ 黑色箭头所示），形成一个新的类

器官单位（图 １Ｆ 黑色箭头所示）。
２􀆰 ２　 免疫染色技术在小肠类器官研究中的应用

将生长数天的小肠类器官制作成石蜡切片

后，通过免疫组化技术可以清晰地检测到小肠类

器官的增殖标记物 Ｂｒｄｕ 和 Ｋｉ６７ （图 ２Ａ⁃Ｂ），说明

代表着肠上皮结构的小肠类器官具有强烈的增殖

能力，这种增殖能力在出芽的顶端尤其明显（图

２Ｂ 黑色箭头所示）。 通过阿辛兰 － 核快红染色技

术（Ａｌｃｉａｎ ｂｌｕｅ）可以检测到肠上皮杯状细胞所在

位置（图 ２Ｃ 黑色箭头所示）。 而通过免疫组化技

术，溶菌酶（ ｌｙｓｏｚｙｍｅ）抗体标记了肠上皮另一种终

末分化细胞，也是具有重要功能的潘氏细胞的存

在（图 ２Ｄ 黑色箭头所示）。 增殖与分化细胞的检

测说明体外培养的小肠类器官确实可以模拟肠上

皮细胞的生长状态。
２􀆰 ３　 免疫荧光技术在小肠类器官研究中的应用

基于小肠类器官在基质胶中的三维水平的生

长，探索了应用于三维水平的免疫荧光技术。 研究

发现在类器官出芽的同时，各种终末分化细胞如杯

状细胞（Ｍｕｃ２）、潘氏细胞（Ｐａｎｅｔｈ ｃｅｌｌ）也开始形成

（图 ３Ａ ～ Ｂ 中红色荧光信号所示），并且在芽的顶端

可以检测到强烈的增殖信号（Ｋｉ６７） （图 ３Ｃ 中红色

荧光信号所示）。 这种 ３Ｄ 水平的信号检测能够在

保持样品立体结构的基础上，比较便捷且全面地呈

现出类器官的增殖分化等情况，利于掌握小肠类器

官连续生长的动态过程。
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注：Ａ． 培养 ２４ ｈ 的小肠类器官；Ｂ． 黑色箭头指向小肠类器官内容物；Ｃ． 黑色箭头指向潘氏细胞；Ｄ． 小肠类器官出芽数增
多；Ｅ． 黑色箭头指向即将从母体上脱落的芽；Ｆ． 黑色箭头指向脱落的芽形成一个新的类器官。

图 １　 小肠类器官形成过程
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ａ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｏｒｇａｎｏｉｄ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ２４ ｈｏｕｒｓ； Ｂ． Ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗ ｐｏｉｎｔｓ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｏｒｇａｎｏｉｄ；
Ｃ． Ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗ ｐｏｉｎｔｓ ｔｏ ａ Ｐａｎｅｔｈ ｃｅｌｌ； Ｄ． Ａ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｏｒｇａｎｏｉｄ ｈａｓ ｍｏｒｅ ｂｕｄｓ； Ｅ． Ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗ ｐｏｉｎｔｓ ｔｏ ｔｈｅ ｂｕｄ ｆａｌｌｉｎｇ
ｏｆｆ ｆｏｒｍ ｔｈｅ ｍａｔｒｉｘ； Ｆ． Ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗ ｐｏｉｎｔｓ ｔｏ ａ ｎｅｗ ｏｒｇａｎｏｉｄ ｆａｌｌｅｎ ｏｆｆ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｍａｔｒｉｘ．

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｏｒｇａｎｏｉｄ

注：Ａ． 黑色箭头指向 ＢｒｄＵ 标记的增殖细胞；Ｂ． 黑色箭头指向 Ｋｉ６７ 标记的增殖细胞；Ｃ． 黑色箭头指向阿辛兰染液标记的杯状细胞；
Ｄ． 黑色箭头指向 Ｌｙｓｏｚｙｍｅ 标记的潘氏细胞。

图 ２　 免疫染色技术检测小肠类器官的增殖与分化
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗ ｐｏｉｎｔｓ ｔｏ ａ ＢｒｄＵ⁃ｌａｂｅｌｅｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ； Ｂ． Ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗ ｐｏｉｎｔｓ ｔｏ ａ Ｋｉ６７ － ｌａｂｅｌｅｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ； Ｃ． Ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗ
ｐｏｉｎｔｓ ｔｏ ａｎ Ａｌｃｉａｎ ｂｌｕｅ⁃ｌａｂｅｌｅｄ ｇｏｂｌｅｔ ｃｅｌｌ； Ｄ． Ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗ ｐｏｉｎｔｓ ｔｏ ｌｙｓｏｚｙｍｅ⁃ｌａｂｅｌｅｄ Ｐａｎｅｔｈ ｃｅｌｌｓ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ

６１５



中国实验动物学报 ２０１７ 年 １０ 月第 ２５ 卷第 ５ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０１７，Ｖｏｌ． ２５ Ｎｏ． ５

注：Ａ． 红色荧光信号表示 Ｍｕｃ２ 标记的杯状细胞；Ｂ． 红色荧光信号表示 Ｌｙｓｏｚｙｍｅ 标记的潘氏细胞；Ｃ． 红色荧光信号表

示 Ｋｉ６７ 标记的增殖细胞。

图 ３　 免疫荧光技术检测三维水平的小肠类器官的增殖与分化

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｓｉｇｎａｌ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ Ｍｕｃ２ － ｌａｂｅｌｅｄ ｇｏｂｌｅｔ ｃｅｌｌｓ； Ｂ． Ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｓｉｇｎａｌ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｌｙｓｏｚｙｍｅ⁃ｌａｂｅｌｅｄ
Ｐａｎｅｔｈ ｃｅｌｌｓ； Ｃ． Ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｓｉｇｎａｌ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ Ｋｉ６７ － ｌａｂｅｌｅｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌｓ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ⁃ｓｔａｉｎｉｎｇ

３　 讨论

肠上皮在维持肠稳态中发挥着十分重要的

作用—包括形成小肠微环境、识别有益或者有害

细菌、分泌影响微生物的复合物以及调节免疫反

应等 ［８］ 。 肠上皮通过快速的自我更新来维持自

身的稳态，而这种快速增殖的自我更新能力来源

于位于 隐 窝 基 底 部 的 肠 干 细 胞 ［９］ 。 ２００７ 年，
Ｂａｒｋｅｒ 等 ［１０］ 运用 Ｌｇｒ５ － ＥＧＦＰ⁃ｉｒｅｓ － ＣｒｅＥＲＴ２ ／ Ｒｏ⁃
ｓａ２６ＲｌａｃＺ 工具鼠，通过世系追踪 （ ｌｉｎｅａｇｅ ｔｒａｃ⁃
ｉｎｇ）的方法证明了 Ｌｇｒ５ 是肠干细胞标志物。 小

肠类器官体外培养体系为研究小肠干细胞提供

了更为直接的证据。 ２００９ 年，Ｈａｎｓ Ｃｌｅｖｅｒ 团队

用小肠类器官体外培养方法证明了小肠单个

Ｌｇｒ５ 干细胞能够在体外增殖并分化出肠上皮各

种功能细胞 ［６］ 。 这种体外培养的小肠类器官不

仅能够进行移植，修复 ＤＳＳ 诱导造成的肠上皮的

损伤 ［１１］ ，甚至实现了用 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９ 技术对人

类肠类器官进行基因编辑，模拟结肠癌模型 ［１２］ 。
科学家们已经着手于将该技术应用于临床疾病

治疗，这种类器官培养体系能够对治疗肠道相关

疾病的药物进行筛选，或应用于一些细胞因子对

肠道损伤修复的作用研究 ［１３］ ，应用前景广泛。
然而，如此便利的体外研究肠道的技术平台

在国内并没有得到很好的掌握与推广。 虽然

Ｈａｎｓ Ｃｌｅｖｅｒ 实验室公开发表了小鼠小肠类器官

体外培养的方法步骤 ［１４］ ，但是我们在实际模拟

操作中还是会因为细节处理不当导致培养体系

的失败。 在不断地探索与改进中，我们优化了实

验步骤，建立了稳定的小鼠小肠类器官体外培养

体系，较好地模拟了肠上皮的增殖分化过程，该
结构不但具有“肠腔” ，还具有小肠的各种功能细
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胞。 其较为单一的微环境为体外研究肠上皮的

功能提供了一个便利的平台。 小肠类器官相关

病理检测技术方法目前在国内外并没有详细的

报道，本研究中这一检测方法的建立能够清晰呈

现出类器官结构增殖分化动态，进一步推动了小

肠类器官体外培养体系的应用，将促进该技术成

为人们探索肠的生长发育及肠炎肠癌最为有力

的研究模型。
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