
肠道上皮具有不断自我更新的能力，这个过程是通

过肠道干细胞（intestinal stem cells, ISCs）和它的衍生

细胞——祖细胞增殖后，再逐步分化成。肠道类器官培

养系统是目前体外研究肠道上皮最好的工具［1］，其中细

胞类型包括了Lgr5+肠道干细胞以及由其分化的所有

类型细胞：肠上皮细胞，潘氏细胞，杯状细胞和内分

泌细胞，并且这些细胞的位置和功能也与活体组织

一致［2］。肠道类器官研究在遗传性疾病、肿瘤、感染性

疾病、多因性疾病和组织再生性研究中有着广阔的

前景［3］，然而国内鲜有相关报道。
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摘要：目的 建立小鼠小肠类器官培养系统，探讨脱氧胆酸（DCA）对小肠类器官生长的影响。方法 取8周龄C57BL/6小鼠

末段回肠，EDTA法分离，收集隐窝后Matrigel基质胶包埋，于完整培养基中培养。以无水酒精和正常小肠类器官为对照，予

100 μmol/L 高浓度DCA短期干预2 d，10 μmol/L DCA长期干预10 d，并去除DCA后再长期培养10 d，观察类器官的生长和出

芽情况。结果 高浓度DCA短期干预类器官，肠道类器官球形结构形成率、肠道类器官结构［形成率、类器官演化率和出芽数量

均明显减少（P<0.05），短期去除DCA四项指标仍减少（P<0.05），长期去除DCA后仅肠道类器官结构形成率和出芽数量减少

（P<0.05）。低浓度DCA短期干预肠道类器官结构形成率和出芽数量减小（P<0.05），长期干预肠道类器官球形结构形成率、肠

道类器官结构形成率和出芽数量明显减少（P<0.05），去除DCA后仅肠道类器官结构形成率和出芽数量低于正常（P<0.05）。结

论 本研究成功建立小鼠小肠类器官培养技术，DCA损伤小肠类器官并影响其生长，长期去除DCA后可部分恢复其功能。
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Abstract: Objective To establish a culture system for mouse intestinal organoids and investigate the effect of deoxycholic acid
(DCA) on organoids growth. Methods The terminal ileum was collected from 8-month-old C57BL/6 mice. The tissue blocks
were treated with EDTA and the crypts were collected and embedded in Matrigel Matrix. Orgnoids growth and buddings
were observed in the control group, anhydrous alcohol group, short-term (2 days) 100 μmol/L DCA treatment group, and
long-term (10 days) 10 μmol/L DCA treatment group; the orgnoids were further cultured for 10 days after removal of DCA
from the medium and observed for orgnoids growth and buddings. Results Short-term treatment with high-concentration
DCA resulted in significantly reduced enterosphere formation, enteroids formation, progression from enterospheres to
enteroids and number of crypt buds per enteroid (P<0.05), which remained unchanged even after removal of DCA for a short
time (P<0.05); long after DCA removal, the enteroids formation rate and number of the crypt buds still remained lower than
those in normal organoids (P<0.05). Short-term treatment with low-concentration DCA only resulted in reduced enteroids
formation rate and number of crypt buds (P<0.05), and prolonged treatment caused reduced enterospheres formation rate,
enteroids formation rate and number of crypt buds (P<0.05). After DCA removal, enteroids formation rate and the number of
crypt buds still remained lower than those in the normal group (P<0.05). Conclusion We successfully established an organoids
culture system. The presence of DCA in the culture system affects the growth of the organoids, which can partly recover
following a prolonged period after the removal of DCA.
Keywords: organoids; crypts; deoxycholic acid; intestinal stem cells
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症，肠道通透性的破坏［4-5］，高脂饮食可使进入肠道的胆

汁酸增多，不同的胆汁酸所起的生理作用不尽相同，疏

水性胆酸被认为有细胞毒性作用，高脂饮食引起的肠道

胆汁酸增多以疏水的次级胆酸——脱氧胆酸

（DCA）在肠道内的浓度和比例增高为主［6］。DCA对于

肠道上皮细胞的影响已经有研究报道，DCA可以增加

肠道的通透性［7］，可诱导线粒体氧化应激，通过活化

NF-κB途径，诱导DNA结构破坏［8-9］，100 µmol/L以上浓

度的DCA可以非线性剂量反应性造成细胞DNA的损

伤。然而对于DCA对于肠道类器官的生长的影响国内

外尚无相关报道。

本研究旨在建立小鼠小肠类器官培养技术，并探讨

DCA在不同浓度和干预时间下对小肠类器官生长的影

响，以期为高脂饮食对肠道危害的基础研究提供平台。

1 材料和方法

1.1 实验动物及试剂

C57BL/6小鼠，8周龄，雌雄不限，购自上海斯莱克

实验动物有限责任公司。 Advanced DMEM/F12

（ADF）培养基、100×青/链霉素、100×Glutamax、100×

HEPES 缓冲液、PBS 缓冲液、100 × N-2 Supplement、

100×无维生素 A B27 Supplement、EDTA 和 Synth-a-

Freeze培养基购自Gibco；Matrigel Matrix基质胶购自

Corning；70 μm 细胞过滤器和程序降温冻存盒购自

BD，表皮生长因子（EGF）、R-Spondin-1 和 Noggin 购

自 PeproTech；Jagged-1 购自 AnaSpec；Y-27632 购自

Cayman Chemical；脱氧胆酸（DCA）购自Sigma。

1.2 研究方法

1.2.1 小肠隐窝分离和培养［1］ 腹腔麻醉后颈椎脱臼法

处死小鼠，开腹取末段回肠10 cm左右，用冰的PBS清

洗，分离去除肠道上的脂肪组织，沿长轴剪开小肠，冰

PBS中洗去粪便。用刀片切成1~2 mm小块，将组织块

转入20 mL含冰PBS的50 mL离心管中，用力震荡摇匀

后静置，待组织块沉降后吸除上层液体，转入超净台重

复上述过程清洗组织块直至上清液清亮。组织块重悬

在25 mL 2.5 mmol/L EDTA-PBS中，4 ℃摇床30 min，

弃上清液。组织块移入10 mL ADF培养基，使用移液

管用力上下反复吹打后得到云雾状液体，用70 µm的

细胞过滤器过滤掉组织和碎片，重复上述过程3~5次，

收集液体，4°C 300×g离心5 min，除去上清液。加入

ADF培养基重新吹打重悬沉淀。4 ℃ 150×g离心5 min，

去除上清，并重复2到3次。加入适当体积ADF培养

基重悬隐窝沉淀，以 1∶2 比例与 Matrigel 基质胶混

匀，按每孔 50 µL的体积种植到 37 ℃预热的 12孔板

中，放入培养箱中 1 h，待基质胶固化后，加入完整培

养基：包括 1×Glutamax、1×HEPES buffer、1×青/链霉

素、1×N2 supplement、1×无维生素A B-27 Supplement、

50 ng/mL EGF、100 ng/mL Noggin、500 ng/mL R-

spondin-1、1 µmol/L Jagged-1和10 µmol/L Y-27632的

ADF培养基1 mL。放入培养箱5% CO2 37 ℃培养，隔

天加入生长因子（EGF、Noggin、R-spondin-1、Jagged-1

和Y-27632），每5~7 d更换完整培养基。

1.2.2 小肠类器官传代和冻存复苏 类器官每隔 1到

2周传代 1次，吸除全部培养基，使用冰ADF培养基

吹打固化的含有类器官的Matrigel胶，将类器官悬浮

液经过25到30 G的注射器针头抽吸一次将长大的类

器官物理性分离成小的隐窝结构，离心，冰ADF培养

基洗涤和与Matrigel胶混匀并铺板，具体过程同分离

过程。

类器官生长到一定密度后可以冻存，过程同传代过

程但无需注射器针头物理分离，以1×105/mL的细胞加

入冰Synth-a-Freeze培养基1.5 mL，混匀后转移至2 mL

冻存管中，放入程序降温冻存盒中-80 ℃冻存，1 d后移

入液氮中保存。复苏时37 ℃水浴使冻存培养基溶解

后，立即移入ADF培养基中，离心、洗涤、铺板、培养和

传代同前。

1.2.3 短期和长期脱氧胆酸干预小鼠小肠类器官 以无

水酒精为溶剂溶解DCA，在传代后即刻和传代后正常

培养3 d后（此时类器官已经形成肠道类器官结构）2个

时间点，分别以无水酒精（溶剂）和正常类器官作为对

照，加入高浓度DCA（100 µmol/L）短期干预48 h，每日

观察类器官的生长情况和形态特点；干预48 h后Split

传代，再恢复正常完整培养基培养10 d，期间在第6天时

进行1次传代，观察类器官的生长情况和形态特点，每

组均重复3孔。

在类器官传代后立即分为低浓度 DCA 组（10

µmol/L）、无水酒精组（溶剂）和正常类器官组长期干预

10 d，期间隔天换液，第6天时进行1次传代，每日观察

类器官的生长情况和形态特点；10 d后传代并恢复正常

完整培养基培养10 d，在第6天时进行1次传代，观察类

器官的生长情况和形态特点，每组均重复3孔。

培养过程中，在显微镜下观察类器官形态改变，

观察根据肠道干细胞学会定义的肠道类器官球形结

构和典型的肠道类器官结构［10］。传代后立即计算每

孔中铺板时的隐窝数量，在高浓度和低浓度DCA干

预，去除DCA影响组，无水酒精对照和正常类器官组

1 和 7 d（第 6天传代后的次日）计算每孔中肠道类器

官球形结构数量，2 和 10 d（第 6天传代）时，记录每

孔中肠道类器官结构数量，计算肠道类器官球形结

构形成率，肠道类器官结构形成率和类器官演化率，

即肠道类器官球形结构继续生长成为肠道类器官结

构的比率。肠道类器官球形结构形成率（%）=肠道类

器官球形结构数量/铺板时隐窝数量×100%；肠道类

器官结构形成率（%）=肠道类器官结构数量/铺板时
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隐窝数量×100%；类器官演化率（%）=肠道类器官结

构数量/肠道类器官球形结构数量×100%。2 d和10 d

时在显微镜×400视野下每组各取两孔，每孔随机选取

10个类器官记录每个类器官的出芽数量，如肠道类器官

球形结构没有进一步生长成为肠道类器官结构则认为

出芽数量为0［11］。

1.3 统计学方法

采用SPSS 19.0统计软件分析，计量资料采用均

数±标准差表示，先进行K-S正态性检验，多组比较使用

单因素方差分析方法，P<0.05表示具有统计学意义。

2 结果

2.1 小鼠小肠类器官培养体系建立

新分离出的小鼠隐窝呈现发夹结构（图1A），数小

时至1 d内自动闭合构成球形结构，镜下观察似囊样的

隐窝（图1B，C），其中心具有单个的内腔（白色箭头），随

着小肠干细胞自我更新复制，2~3 d左右肠道类器官球

形结构形成出芽结构（白色箭头）向外突出生长（图1E），

类器官最后可形成多个出芽结构，演化成为典型的隐窝

状类器官（图1F）。传代时通过针头物理分离，单个隐窝

被分离后再进行上述生长过程（图1G，H）。

图1 小鼠小肠类器官生长和传代后生长
的变化
Fig.1 Growth of the organoids in culture.
A: Crypts on initial plating; B: Crypts
after plating 3 hours; C-F: Organoids
after plating 1, 2, 3 d and 6 d; G and H
Organoids after split 0 d and 4 d.
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2.2 短期高浓度DCA干预对小鼠小肠类器官生长的

影响

小鼠小肠类器官传代后立即给予 100 µmol/L

DCA干预，1 d时肠道类器官球形结构形成率[（54.38±

2.33）% vs（93.84±1.47）%和（94.67±2.57%）]，2 d时肠

道类器官结构形成率[（6.39±2.95）% vs（77.16±1.30）%

和（80.69±3.78）%]和类器官演化率[（11.69±5.07）% vs
（82.23±1.26）%和（85.21±1.94）%]明显较无水酒精和正

常类器官对照组减少（图3A~C，P<0.05），说明高浓度短

期干预类器官明显影响了类器官肠道类器官球形结构

的形成和肠道类器官结构的形成。2 d时的类器官出芽

数量也明显少于无水酒精和正常类器官对照组（0.20±

0.41 vs 3.30 ± 1.30 和 3.40 ± 1.47，P<0.05）（图 2A，图

3D）。在类器官生长到一定程度，已经形成典型隐窝状

类器官结构肠道类器官结构后再给予100 µmol/L DCA

干预2 d，发现有较多的坏死细胞，类器官部分结构受

损（图2D），而无水酒精和正常类器官对照组继续生长

（图2E，F）。

高浓度DCA干预2 d后去除DCA，1 d时肠道类器

官球形结构形成率[（23.98±0.51）% vs（90.42±4.85）%和

（92.96±2.75）%]，2 d时肠道类器官结构形成率[（4.06±

1.68）% vs（77.16±1.30）%和（80.69±3.78）%]和类器官

→
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演化率[（16.84±6.75）% vs（85.53±5.53）%和（86.92±

6.38）%]也明显低于无水酒精和正常类器官对照组（P<

0.05），2 d时出芽数量也少于无水酒精和正常类器官对

照组（0.30±0.66 vs 4.10±0.85和4.30±1.03，P<0.05）；去

除DCA培养6 d时传代，7 d时肠道类器官球形结构形成

率[（87.52±2.29）% vs（93.05±0.86）%和（93.52±1.42）%]

以及10 d时类器官演化率[（77.31±9.25）% vs（83.71±

2.13）%和（85.68±5.05）%）]基本和无水酒精、正常类器

官无差异（P>0.05），10 d时肠道类器官结构形成率仍低

于无水酒精和正常类器官对照组[（67.56±6.75）% vs
（77.89±1.65）%和（80.08±3.66）%，P<0.05]，10 d时类器

官结构有所恢复，但仍有较多坏死细胞（图2G），出芽数

量仍少于无水酒精和正常类器官对照组（3.80±0.89 vs
8.50±0.1.53和8.40±1.85，P<0.05）（图3）。
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图2 短期较高浓度DCA对小肠类器官生长的影响
Fig.2 Short-term treatment with high-concentration DCA adversely affects intestinal organoids growth (Original magnification:
×200).

100 µm 100 µm 100 µm

100 µm100 µm100 µm

100 µm100 µm100 µm

2.3 长期低浓度DCA干预对小鼠小肠类器官生长的

影响

小鼠小肠类器官传代后给予 10 µmol/L DCA干

预，1 d时肠道类器官球形结构形成率[（84.56±6.55）% vs
（90.42±4.85）%和（92.96±2.75）%]和2 d时类器官演化

率[（75.57±5.37）% vs（82.23±1.26）%和（85.21±1.94）%]

与无水酒精组和正常类器官无明显差异（P>0.05），但是

2 d 时肠道类器官结构形成率 [（66.41 ± 2.95）% vs
（77.16±1.30）%和（80.69±3.78）%]低于无水酒精和正常

类器官对照组（P<0.05）。2 d时的类器官出芽数量也

明显少于无水酒精和正常类器官对照组（1.5±0.69 vs
3.30±1.30和3.40±1.47，P<0.05）（图4A）。DCA干预6 d

后传代，7 d 时肠道类器官球形结构形成率[（85.19±

6.13）% vs（92.01±4.47）%和（94.47±1.68）%]，10 d时肠

道类器官结构形成率[（67.23±3.99）% vs（78.56±4.51）%

和（81.64±4.27）%]低于无水酒精和正常类器官对照组（

P<0.05），但类器官演化率[（79.30±9.05）% vs（85.43±

4.25）%和（86.45±4.90）%]与无水酒精组和正常类器官

无明显差异（P>0.05）。10 d时出芽数量明显少于无水

酒精和正常类器官对照组（0.50±0.65 vs 7.50±1.79和

8.00±1.30，P<0.05），虽然形态仍维持典型的类器官结

构，但出现少量坏死细胞（图4D）。

去除DCA干预 1 d时肠道类器官球形结构形成率

[（88.14±5.71）% vs（93.84±1.47）%和（94.67±2.57）%]和
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2 d时类器官演化率[（78.87±6.55）% vs（85.53±5.53）%

和（86.92±6.38）%]与无水酒精组和正常类器官无明显

差异（P>0.05），但是 2 d 时肠道类器官结构形成率

[（66.42±0.86）% vs（77.16±1.30）%和（80.69±3.78）%]低

于无水酒精和正常类器官对照组（P<0.05）。2 d时的类

器官出芽数量也明显少于无水酒精和正常类器官对照

组（3.20±0.77 vs 4.10±0.85和4.30±1.03，P<0.05）。此

时类器官周围坏死细胞有所减少但仍存在（图4G）。去

除DCA培养6 d时传代，7 d时肠道类器官球形结构形成

率[（86.16±7.47）% vs（93.05±0.86）%和（93.52±1.42）%]

以及10 d时类器官演化率[（76.70±6.41）% vs（83.71±

2.13）%和（85.68±5.05）%]基本和无水酒精、正常类器官

无差异（P>0.05），10 d时肠道类器官结构形成率仍低于

无水酒精和正常类器官对照组 [（65.78 ± 1.62）% vs
（77.89±1.65）%]和[（80.08±3.66）%，P<0.05]，10 d后类

器官基本恢复到正常状态（图4J），但出芽数量仍少于无

水酒精和正常类器官对照组（6.70±1.53 vs 8.50±1.53和

8.40±1.85，P<0.05）（图3）。

3 讨论

Fuller等［11］在2012年提出利用肠道类器官球形结构

形成率、肠道类器官结构形成率、类器官演化率和每个

类器官出芽个数来评判类器官的生长情况。肠道类器

官球形结构形成率和肠道类器官结构形成率可代表类

器官的存活情况，从肠道类器官球形结构到肠道类器官

结构的演化率可以明确ISCs的分化能力。由于每个出

芽都有能力单独生长形成新的肠道类器官结构，出芽个

数可以代表类器官的生长能力和分化能力。故而，本研

究拟以此建立高脂饮食对肠道类器官损伤的模型，应用

肠道类器官球形结构形成率、肠道类器官结构形成率、类

器官演化率和出芽数来评估DCA对于小鼠回肠末端类

器官的生长的影响。

近数十年来随着我国经济的发展，人群饮食结构西

方化，肥胖、炎症性肠病、糖尿病等在我国发病率越来越

高。高脂饮食可诱导肠腔内具有细胞毒性的次级胆汁

酸——脱氧胆酸（DCA）和石胆酸的增加［12］。以往研究

仅针对100 µmol/L以上高浓度的DCA对于肠道上皮

细胞和潘氏细胞的损伤作用进行研究，本研究首先采用

高浓度100 µmol/L DCA 2 d短期和低浓度10 µmol/L

DCA 10 d长期干预小肠类器官，并去除DCA影响长期

培养10 d后观察DCA对小肠类器官的影响。

本研究首先成功构建了小鼠回肠末端类器官培养

系统，类器官的形态和生长特点与 Sato的文献描述

相吻合［1, 13-14］，类器官的培养在国内尚在起步阶段，目前

仅有极少的成功案例。本研究发现，高浓度100 µmol/L

DCA 2 d的短期干预就能影响类器官的出芽，不利于肠

道上皮的生长，同时对于肠道上皮有明显的细胞毒性。

近期研究显示高脂饮食引起肠道中疏水胆汁酸DCA升

高［5］，DCA可以增加肠道的通透性引起细菌的侵入［7, 15］，

可诱导线粒体氧化应激，通过活化NF-κB途径，诱导

DNA结构破坏［8-9］。100 µmol/L以上浓度的DCA可以

非线性剂量反应性造成细胞DNA的损伤，高浓度DCA

图3 短期和长期DCA对小肠类器官生长的影响
Fig.3 Effect of short- and long-term DCA treatment on intestinal organoids growth. *P<0.05, DCA vs dehydrated alcohol (control) and
normal groups.
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是潘氏细胞的内质网应激反应的重要诱因。而类器官

中具有 ISCs和所有种类的肠道上皮细胞，我们发现高

浓度DCA影响类器官的生长，可能也是由于DCA对于

肠上皮细胞DNA的破坏导致，同时氧化应激引起潘氏

细胞内质网应激反应。维持干细胞所需的微环境是潘

氏细胞的功能之一［16］，潘氏细胞的内质网应激反应导致

其功能异常，从而影响 ISCs的自我复制和细胞的分

化。本研究结果显示，去除DCA后肠道类器官结构有

所恢复，但仍有较多的坏死细胞，无法恢复如初，肠道上

皮生长仍受到损伤。10 µmol/L低浓度DCA 2 d短期干

预对类器官生长影响尚不明显，但10 d的长期干预仍有

一定的细胞毒性，明显影响类器官生长，去除DCA 2 d

后肠道上皮生长可有所恢复，但仍有较严重损伤，去除

DCA 10 d后肠道上皮生长进一步恢复但无法恢复正常

状态。文献对于DCA和肠道上皮细胞的研究多集中在

100 µmol/L及以上浓度，对于低浓度长期干预尚缺乏研

究。近期研究显示高脂饮食可以导致潘氏细胞功能障

碍［17］，潘氏细胞在肠道炎症反应中起到了举足轻重的作

用［18］，潘氏细胞分泌大量的抗菌肽和炎症因子［19］，维持

肠道菌群的平衡，同时为肠道干细胞提供稳定的内环

境［20］。而短期暴饮暴食对应我们研究中的高浓度

DCA短期干预类器官模型，长期高脂饮食对应我们研

究中低浓度长期DCA干预模型，我们推测短期大量的

高脂饮食对于肠道损伤严重，即使恢复低脂饮食一

段时间其损伤也无法恢复，而长期少量的高脂饮食也

会导致肠道损伤，需要较长时间的低脂饮食才能部分
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图4 长期较低浓度DCA对小肠类器官生长的影响
Fig.4 Effect of long-term treatment with low-concentration DCA on intestinal organoids growth (×200).
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恢复，其具体机制可能与DCA影响肠道潘氏细胞功

能有关。

小肠类器官在高脂饮食方面的研究刚刚起步，

本研究成功构建了DCA对于小肠类器官影响的模型，

是相关领域研究工作的开端，后续将对于其机制进行深

入探索。
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