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小肠类器官的构建及传代培养

郭正昌ꎬ赵泽玉ꎬ张宗耀ꎬ周　 翔ꎬ周　 波∗

(安徽医科大学第一附属医院普外科ꎬ合肥　 ２３００３２)

　 　 【摘要】 　 目的　 探索小肠隐窝分离ꎬ小肠类器官培养、传代、冻存、复苏和蛋白提取的方法ꎬ研究 Ｒ￣Ｓｐｏｎｄｉｎ１
的浓度对小肠类器官成熟的影响ꎮ 方法　 分离小鼠小肠隐窝ꎬ在模拟体内肠道干细胞生长、增殖的体外 ３Ｄ 培养体

系中培养ꎬ倒置显微镜观察小肠类器官的形成过程ꎮ 用 １ ｍＬ 注射器切割小肠类器官进行传代ꎮ 设置 Ｒ￣Ｓｐｏｎｄｉｎ１
浓度梯度ꎬ在不同时间点比较小肠类器官形态ꎮ 结果　 成功的完成了小肠类器官的分离培养、传代、冻存、复苏及

蛋白提取工作ꎮ 确定了隐窝与单细胞可以进行培养的比例标准且发现在 Ｒ￣Ｓｐｏｎｄｉｎ１ 浓度低于 ０􀆰 ５ μｇ / ｍＬ 的培养

基中ꎬ小肠隐窝不能成长为成熟的小肠类器官ꎮ 结论　 小肠类器官体外培养体系的建立ꎬ尤其传代培养的成功将

为在体外长期研究小肠上皮提供新的、更符合生理的实验模型ꎮ 隐窝与单细胞比例标准的确定将大幅提高小肠类

器官培养的成功率ꎬ蛋白质的提取将有利于蛋白组学的研究ꎮ
【关键词】 　 肠上皮细胞ꎻ类器官ꎻ三维细胞培养ꎻ干细胞ꎻ小鼠
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ｓｕｂｃｕｌｔｕｒｅꎬ ｗｉｌｌ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｎｅｗ ａｎｄ ｍｏｒｅ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ ｉｎ
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　 　 小肠类器官是小肠干细胞在体外进行 ３Ｄ 培养

时ꎬ以连续分化的方式形成的一种多细胞类型的三

维结构ꎬ其与体内小肠上皮的生理结构和功能有很

大的相似性ꎮ 作为一个新的小肠上皮研究模型ꎬ由
Ｃｌｅｖｅｒ 教授及其团队[１] 于 ２００９ 年通过体外三维培

养富含亮氨酸重复序列的 Ｇ 蛋白偶联受体(Ｌｇｒ５)
基因表达的肠道干细胞率先完成体外的构建ꎮ

研究表明ꎬ许多肠道疾病的病变起始于肠道上

皮ꎬ在炎症性肠病中肠道上皮中的杯状细胞水平降

低导致粘蛋白的分泌减少ꎬ这也被认为是炎症性肠

病的一个特征性标志[２]ꎮ 另外ꎬ许多肠道感染性疾

病也被证实与病原体和肠道上皮细胞之间的相互

作用有关ꎮ 现已有研究者开始利用小肠类器官模

型来开展病原体与宿主之间的相互作用关系及其

致病机制的研究[３－５]ꎮ 此外ꎬ小肠作为人重要的器

官之一ꎬ执行着消化、吸收、分泌、免疫屏障等多方

面的功能ꎬ肠道疾病的发生也与肠道屏障的破坏有

关[６－９]ꎮ 小肠类器官作为模拟体内小肠上皮的模

型ꎬ自成功构建以来ꎬ已在肠道感染性疾病[１０]、再生

医学[１１]、肿瘤学[１２]、药理学[１３] 和营养学[１４] 的研究

中得以应用ꎬ然而ꎬ现在国内关于小肠类器官的研

究鲜有开展ꎮ
由于小肠类器官的构建步骤复杂ꎬ模型构建尚

未成熟ꎬ本研究着重探索及优化小肠隐窝的分离、
培养、小肠类器官传代、冻存及复苏的方法ꎬ在此基

础上研究 Ｒ￣Ｓｐｏｎｄｉｎ１(Ｒ 脊椎蛋白 １)浓度对小肠类

器官形成的影响及小肠类器官的蛋白提取方法ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠 ３ 只ꎬ体重 ２０~２５ ｇꎬ６~８
周龄ꎬ雌雄不限ꎬ由安徽医科大学实验动物中心

[ＳＣＸＫ(皖)２０１７－００１]提供ꎬ安徽医科大学实验伦

理委员会审批号(ＬＬＳＣ２０１８０４１６)ꎮ 无菌手术在安

徽医科大学实验动物中心屏障设施中进行[ ＳＹＸＫ
(皖) ２０１７－０１２４]ꎮ 并按实验动物使用的 ３Ｒ 原则

给予人道的关怀ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

类器官基础培养基:Ａｄｖａｎｃｅｄ ＤＭＥＭ / Ｆ１２(美
国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬ货号:１２６３４－０１０)ꎻ类器官完全

培养基:基础培养基添加 １％ Ｌ￣ｇｌｕｔａｍｉｎｅ (美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬ货号:２５０３０)ꎻ１％ ｐｅｎ / ｓｔｒｅｐ (美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬ货号: １５１４０ － １４８)ꎻ １％ Ｈｅｐｅｓ １０

ｍｍｏｌ / ｌ(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬ货号:１５６３００８０)ꎻ Ｎ２
ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ １ ∶１００(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬ货号:１７５０２
－０４８)ꎻＢ２７ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ １:５０(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬ
货号:１７５０４ － ０４４)ꎻ０􀆰 １ μｇ / ｍＬ Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｍｏｕｓｅ
Ｎｏｇｇｉｎ Ｐｒｏｔｅｉｎ(美国 Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ 公司ꎬ货号:１９６７￣
ＮＧ￣０２５ )ꎻ ０􀆰 ５ μｇ / ｍＬ Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｍｏｕｓｅ Ｒ￣
Ｓｐｏｎｄｉｎ１ Ｐｒｏｔｅｉｎ (美国 Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ 公司ꎬ货号:
３４７４￣ＲＳ￣０５０)ꎻ０􀆰 ０５ μｇ / ｍＬ Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｍｏｕｓｅ ＥＧＦ
Ｐｒｏｔｅｉｎ (美国 Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ 公司ꎬ货号: ２０２８￣ＥＧ￣
２００)ꎻＭａｔｒｉｇｅｌ Ｍａｔｒｉｘ 基质胶(美国 ＢＤ 公司ꎬ货号:
３５６２３１)ꎻＥＤＴＡ (美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ货号:４３１７８８ －
２５Ｇ )ꎻ ＤＰＢＳ ( 美 国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公 司ꎬ 货 号:
ＳＨ３００２８０２􀆰 ０２)ꎻ肠类器官冻存液:８０％ Ａｄｖａｎｃｅｄ
ＤＭＥＭ / Ｆ１２ (美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬ 货号: １２６３４ －
０１０)ꎻ１０％ＤＭＳＯ(美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ货号:Ｄ２６５０ －
１００ＭＬ)ꎻ１０％ＦＢＳ(美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎬ货号:１０２７０ －
１０６)ꎮ 倒置荧光显微镜(日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)ꎻ电泳

仪(北京六一)ꎻ电热恒温培养箱(上海三发科学)ꎻ
脱色摇床(金坛市泰纳仪器)ꎻ曝光仪(上海勤翔)ꎮ
ＲＩＰＡ 裂解液(碧云天公司ꎬ货号:Ｐ００１３Ｂ)ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 小肠类器官的分离

将小鼠腹腔麻醉后脱颈椎处死ꎬ放于 ７５％乙醇

中浸泡 １０ ｍｉｎꎮ 在生物安全柜中ꎬ于小鼠会阴处开

一小口ꎬ沿着腹正中线切开皮肤至剑突下ꎬ用 Ａｌｉｃｅ
钳将皮肤向两边拉开ꎬ逐层进腹ꎮ 找到胃的幽门ꎬ
在幽门下 ５ ｃｍ 处及距回盲部 ５ ｃｍ 处分别离断小

肠ꎮ 将小肠放入冰 ＤＰＢＳ 中ꎬ小心的去除残留的肠

系膜及血管ꎬ然后用 １０ ｍＬ 注射器吸取冰 ＤＰＢＳ 从

靠近幽门端轻柔的冲洗肠腔ꎬ使肠内容物排出ꎮ 用

眼科剪小心的纵向切开小肠ꎬ用细胞计数板轻轻地

刮去小肠绒毛ꎬ将刮去绒毛的小肠切成 ２ ~ ３ ｍｍ 的

小段收集到 ５０ ｍＬ 的离心管中ꎮ 用移液枪吸取 １５
ｍＬ 的冰 ＤＰＢＳꎬ轻柔地反复吹打几次ꎬ重复上述步

骤ꎬ至上清液变澄清ꎮ 弃上清ꎬ并取 ２０ ｍＬ ２􀆰 ５
ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＥＤＴＡ(乙二胺四乙酸)溶液于离心管中ꎬ
将离心管放于冰上置于 ２０ ｒ / ｍｉｎ 的摇床上摇晃 ３０
ｍｉｎꎮ 然后用润湿的移液器轻柔的吹打 ３ 次ꎬ将吹打

后的溶液过 ７０ μｍ 的滤网到 ５０ ｍＬ 锥形管中ꎬ标记

为第 １ 管ꎬ重复上述步骤依次标记 ２、３、４、５ 管ꎮ 分

别取 １０ μＬ 滤液于载玻片上观察ꎬ保留小肠隐窝较

多且杂细胞较少的管ꎮ 将目标管放于离心机中ꎬ
４℃、１２００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ沉淀在１０ ｍＬ

２ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



５％ ＢＳＡ / ＤＰＢＳ 溶液中重悬ꎬ再以相同的离心参数

离心ꎬ重复 ３ 次ꎬ最后 １ 次重悬后取 １０ μＬ 悬液计

数ꎬ并计算离心管中的隐窝总数ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 小肠类器官的培养

尽可能多的弃去上清液ꎬ以 １ μＬ 基质胶 １２􀆰 ５
个隐窝计算应加入的基质胶体积ꎬ在离心管中用移

液器重悬肠隐窝ꎬ注意不要吹出气泡ꎬ基质胶易凝ꎬ
此步骤冰上操作ꎮ 用移液器吸取 ５０ μＬ 悬液ꎬ一次

性打入到在培养箱中孵育过的 ２４ 孔板中ꎬ种板后将

２４ 孔板放于培养箱中孵育 ３０ ｍｉｎ 至基质胶完全聚

合ꎮ 待基质胶完全聚合后沿孔壁添加 ５００ μＬ 类器

官生长培养基ꎮ ２４ 孔板放于 ３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱

中培养ꎬ每 ２~３ ｄ(培养基变黄)更换培养液ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 小肠类器官的传代

培养 ７ ~ １０ ｄ 或类器官中央变黑时可以传代ꎬ
提前将 ２４ 孔板放于培养箱中预孵育至少 ３０ ｍｉｎꎮ
吸走待传代孔的培养液ꎬ每孔中加 １ ｍＬ 冰 ＤＰＢＳꎬ１
ｍｉｎ 后挑起基质胶ꎬ用 １ ｍＬ 枪头将基质胶轻轻吹

散ꎬ用配备 ２７⅟􀄟Ｇ 针头的 １ ｍＬ 注射器一次性吸走

悬液ꎬ重复操作 １ 次ꎬ将悬液加入 ５ ｍＬ 离心管中ꎬ
１２００ ｒ / ｍｉｎꎬ４℃、离心 ５ ｍｉｎꎬ离心ꎬ弃上清ꎬ按每孔 １
∶３传代ꎮ 铺板及培养同类器官的培养步骤ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 小肠类器官的冻存

选择生长状态良好的类器官(一般传代后 ３ ~ ４
ｄ)ꎬ进行冻存ꎬ每两孔冻存一管ꎮ 吸去培养液ꎬ加入

１ ｍＬ 细胞冻存培养液ꎬ用 １０００ μＬ 的枪头将基质胶

吹散ꎬ后将悬液加到细胞冻存管中ꎬ放于程序性降

温冻存盒中ꎬ于－８０℃冰箱放置 １ ｄꎬ后转入液氮长

期保存ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 小肠类器官的复苏

预先将 ２４ 孔板放于培养箱预孵 ３０ ｍｉｎꎮ 取出

液氮中的冻存管ꎬ放于 ３７℃水浴锅中ꎬ当冻存液刚

好溶解时取出ꎬ用配备 ２７⅟􀄟Ｇ 针头的 １ ｍＬ 注射器

抽吸一次ꎬ然后将细胞悬液转移到 １５ ｍＬ 离心管中ꎬ
于 １２００ ｒ / ｍｉｎ、４℃的离心机中离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ
加入 ５ ｍＬ 冰 ＤＰＢＳ 重悬ꎬ重复上述离心步骤ꎬ弃上

清ꎮ 按照之前类器官培养的步骤铺板和培养ꎬ每冻

存管小肠类器官传 ４ 孔ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６　 小肠类器官的蛋白提取

小肠类器官在基质胶中 ３Ｄ 培养与传统的贴壁

和悬浮培养不同ꎬ蛋白提取时操作也有所区别ꎬ本
研究探索了小肠类器官蛋白提取的方法ꎮ 首先吸

除 ２４ 孔板中的培养基ꎬ加入 １ ｍＬ 冰 ＤＰＢＳꎬ将 ２４ 孔

板放于冰上 ３０ ｍｉｎ 溶解基质胶ꎬ用 １０００ μＬ 枪头的

移液枪重悬ꎬ然后将悬液转移至 １５ ｍＬ 离心管中ꎬ另
外加入 ５ ｍＬ 冰 ＤＰＢＳꎬ８００ ｒ / ｍｉｎ、４℃离心 ５ ｍｉｎꎬ小
心的去除上清ꎬ再次用 ５ ｍＬ ＤＰＢＳ 重悬肠类器官ꎬ
在同样条件下再次离心ꎬ去除上清液ꎬ保留沉淀ꎮ
然后按照每 ２ 孔类器官加入 ２００ μＬ ＲＩＰＡ 裂解液ꎬ
冰上充分裂解后离心收集上清ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ７　 Ｒ￣Ｓｐｏｎｄｉｎ１ 浓度对小肠类器官生长的影响

Ｗｎｔ 激动剂 Ｒ￣Ｓｐｏｎｄｉｎ１ 与 Ｌｇｒ５ 结合ꎬ是单个

ｌｇｒ５＋ 小肠干细胞构建小肠类器官的重要因素之

一[１]ꎬ然而ꎬ在肠类器官体外培养过程中 Ｒ￣Ｓｐｏｎｄｉｎ１
的浓度使用仍有争议[１５－１６]ꎮ 在此我们通过在培养

基中设置 ０􀆰 ２５ μｇ / ｍＬ、０􀆰 ５０ μｇ / ｍＬ、０􀆰 ７５ μｇ / ｍＬ 这

３ 个浓度梯度ꎬ通过在不同时间点对肠类器官的形

态观察ꎬ来探索 Ｒ￣Ｓｐｏｎｄｉｎ１ 的浓度对肠类器官形成

的影响ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 合理的肠隐窝比例更有利于肠类器官的形成

小肠隐窝分离后ꎬ将悬液置于倒置显微镜下观

察ꎬ刚分离出的小肠隐窝在形态学呈短棒状结构

(图 １Ａ)ꎮ 短棒状结构较多ꎬ游离的细胞单较少ꎬ以
图 １Ａ 的标准分离出来的小肠隐窝与单细胞的比例

关系培养后更易形成类器官ꎮ
２􀆰 ２　 小肠类器官的建立及传代培养

刚分离出的小肠隐窝呈短棒状(图 １Ａ)ꎬ分离

培养后 ６ ｈ 开始出现圆圈状结构(图 １Ｂ)ꎻ培养第 ２
天ꎬ圆圈状结构开始出现出芽趋势ꎬ中间可见管腔

(图 １Ｃ)ꎻ培养第 ３ 天小肠类器官变大ꎬ出芽更加明

显(图 １Ｄ)ꎻ培养后第 ４ 天ꎬ小肠类器官体积变大且

管腔壁明显增厚ꎬ出芽数增多(图 １Ｅ)ꎻ培养后第 ５
天ꎬ出芽数继续增多(图 １Ｆ)ꎻ培养后第 ６􀆰 ５ 天形成

围绕中央管腔的花环状结构ꎬ管腔中央脱落的细胞

开始凋亡ꎬ颜色变深(图 １Ｇ)ꎬ此时可进行传代ꎻ切
割传代后观察小肠类器官被切割成小肠类器官碎

片(图 １Ｈ)ꎻ在与原代培养细胞相同的条件下ꎬ小肠

类器官碎片在第 ４ 天重新长成成熟的类器官结构

(图 １Ｉ)ꎬ此时的小肠类器官可用于后续实验ꎮ
２􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证蛋白提取方法有效

对提取的蛋白进行蛋白电泳ꎬ管家基因 ＧＡＰＤＨ
表达如图 ２ 所示ꎬ这证实了上述蛋白提取方法是有

效的ꎬ此模型作为疾病的模型ꎬ某种干预因素施加

后ꎬ用上述方法提取蛋白可以在蛋白水平验证干预

３中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



注:Ａ:小肠隐窝刚分离ꎻＢ:小肠隐窝培养 ６ ｈꎬ已形成圆圈结构ꎻＣ:培养第 ２ 天的小肠类器官开始萌芽ꎻＤ:培养第 ３ 天的小肠类器官ꎻＥ:
培养第 ４ 天的小肠类器官出芽数增多ꎻＦ:培养第 ５ 天的小肠类器官ꎻＧ:培养第 ６􀆰 ５ 天的小肠类器官呈现特征性的花环状结构ꎻＨ:传代

后被切割的小肠类器官ꎻＩ:传代后第四天重新形成成熟的小肠类器官结构ꎮ

图 １　 小肠类器官的形成及传代过程中的形态改变

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｃｒｙｐｔｓ ｊｕｓｔ ｓｅｐａｒａｔｅｄ. Ｂꎬ Ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｃｒｙｐｔｓ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ６ ｈｏｕｒｓ ａｎｄ ｈａｖｅ ｆｏｒｍｅｄ ａ ｃｉｒｃｌｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ. Ｃꎬ
Ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ｓｔａｒｔｅｄ ｔｏ ｂｕｄ ａｆｔｅｒ ２ ｄａｙｓ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ. Ｄꎬ Ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ｏｎ ｄａｙ ３ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ. Ｅꎬ Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｍａｌｌ
ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ｂｕｄｄｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ４ｔｈ ｄａｙ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ. Ｆꎬ Ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ｏｎ ｄａｙ ５ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ. Ｇꎬ Ｔｈｅ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ｏｎ ｔｈｅ
６􀆰 ５ｔｈ ｄａｙ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ａ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｆｌｏｒａｌ ｒｉｎｇ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ. Ｈꎬ Ｔｈｅ ｓｍａｌｌ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ｐｉｅｃｅｓ ａｆｔｅｒ ｐａｓｓａｇｅ. Ｉꎬ Ｔｈｅ ｍａｔｕｒｅ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
ｏｒｇａｎｏｉｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｓ ｒｅｆｏｒｍｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｆｏｕｒｔｈ ｄａｙ ａｆｔｅｒ ｐａｓｓａｇｅ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｏｒｇａｎｏｉｄ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｐａｓｓａｇｅ

注:收集蛋白进行免疫印迹实验分析ꎬ可见管家基因

ＧＡＰＤＨ 表达ꎬ证实蛋白提取有效ꎮ

图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证蛋白提取有效

Ｎｏｔｅ. Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔꎬ ｗｈｉｃｈ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇ ｇｅｎｅ ＧＡＰＤＨ ｗａｓ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄꎬ ｗｈｉｃｈ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｗａｓ
ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ

因素对肠道上皮的影响ꎮ
２􀆰 ４　 低 Ｒ￣Ｓｐｏｎｄｉｎ１ 浓度小肠类器官的成熟受限

如图 ３ 所示ꎬ小肠隐窝分离后在含有低浓度的

Ｒ￣Ｓｐｏｎｄｉｎ１ 培养基中小肠隐窝的成圈时间无明显差

别ꎬ在后续的培养过程中低浓度的肠类器官大部分

成为类球体ꎬ出芽数明显减少ꎬ大部分不出芽ꎮ 在

较高浓度的 Ｒ￣Ｓｐｏｎｄｉｎ１ 培养基中培养小肠类器官

能顺利出芽ꎬ且最终可以形成成熟的肠类器官ꎬ低
于 ０􀆰 ５０ μｇ / ｍＬ 的 Ｒ￣ｓｐｏｎｄｉｎ１ 会影响肠类器官的成

熟ꎮ 本研究还发现在低浓度 Ｒ￣Ｓｐｏｎｄｉｎ１ 培养基中

培养的类球体在移入较高浓度的 Ｒ￣Ｓｐｏｎｄｉｎ１ 小肠

类器官培养基中能重新成长为成熟的肠类器官ꎮ

３　 讨论

小肠上皮是单个细胞层ꎬ由增殖的隐窝和分化

的绒毛组成ꎬ包括分泌细胞(如杯状细胞和肠内分

泌细胞)、吸收细胞(如肠细胞)、潘氏细胞和干细胞

等小肠细胞类型[１７－１８]ꎮ 小肠上皮的更新依赖于位

于肠隐窝底部附近的肠道干细胞ꎬ它们快速分裂、
运输扩增的子细胞至隐窝的其余部分ꎬ并逐渐转移

至肠绒毛的侧翼ꎬ在那里子细胞分化ꎬ吸收营养ꎬ最
终在绒毛顶端凋亡ꎮ 肠道内稳态的维持主要依靠

四条典型的信号通路控制:ＷＮＴ[１９]、Ｎｏｔｃｈ[２０]、ＥＧＦ、

４ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



注:小肠类器官在 ０􀆰 ２５ μｇ / ｍＬ、０􀆰 ５０ μｇ / ｍＬ、０􀆰 ７５ μｇ / ｍＬ Ｒ￣Ｓｐｏｎｄｉｎ１ 浓度梯度下培养ꎬ在第 １ 天、第 ３ 天、第 ６ 天观察肠类器官的形态改变ꎮ

图 ３　 不同浓度 Ｒ￣Ｓｐｏｎｄｉｎ１ 小肠类器官形态比较

Ｎｏｔｅ. Ｔｈｅ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｕｎｄｅｒ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｏｆ Ｒ－ｓｐｏｎｄｉｎ１ ａｔ ０.２５ μｇ / ｍＬꎬ ０.５０ μｇ / ｍＬꎬ ａｎｄ ０.７５ μｇ / ｍＬꎬ ａｎｄ
ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｏｎ ｄａｙ １ꎬ ｄａｙ ３ꎬ ａｎｄ ｄａｙ ６.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｒ￣Ｓｐｏｎｄｉｎ１

ＢＭＰ [２１] ꎮ Ｃｌｅｖｅｒ 教授[１] 通过在添加有 ＥＧＦ(表皮

生长因子)、Ｎｏｇｇｉｎ(头蛋白)、Ｒ￣ｓｐｏｎｄｉｎ１ 这些细胞

因子的培养基中ꎬ３Ｄ 培养 Ｌｇｒ５ 基因表达的肠道干

细胞成功的完成了小肠类器官的构建ꎮ 作为一种

新兴的模型ꎬ小肠类器官已经获得了广泛的关注ꎬ
因为小肠类器官的结构包括大部分小肠上皮细胞

类型[２２] ꎬ此外ꎬ单细胞测序显示小肠类器官含有先

前未鉴定的细胞亚型[２３－２４] ꎮ 因此ꎬ小肠类器官概

括了自然组织的主要特征ꎬ这对于研究细胞类型

的动态平衡和疾病状态之间相互作用的复杂性具

有很高的价值[２５] ꎮ 小肠类器官相关病理检测技术

的发展也将推动小肠类器官体外培养体系的

应用[２６] ꎮ
然而国内外关于小肠类器官的构建现仍无统

一标准ꎬ类器官构建的难点在于细节的把控ꎬ小肠

绒毛的处理不当、培养密度的大小以及污染等问题

都会很大程度上的影响小肠类器官构建的成功率ꎮ
肠道上皮分离物中隐窝和游离单细胞的比例是后

期培养成败的关键ꎬ本文通过用细胞计数板刮去小

肠绒毛ꎬ多次吹打ꎬ过滤选定小肠隐窝数量较多而

游离的单细胞较少的目标管进行培养ꎮ 通过取样

观察在培养前建立了可以进行后续培养的肠隐窝

与单细胞比例的标准(图 １Ａ)ꎬ这很大程度上提高

了小肠类器官培养的成功率ꎬ避免了盲目培养带来

的实验成本的增加ꎮ 在传代过程中综合使用了机

械法和消化法两种方法处理成熟的类器官ꎬ我们发

现机械法在传代过程中能更好的保持隐窝的数量

及活性ꎮ 蛋白组学是基础性研究的重要组成部分ꎬ
小肠类器官由于其在三维条件下培养ꎬ其蛋白提取

过程与传统的贴壁及悬浮培养大有不同ꎬ本研究中

我们通过在低温条件下溶解基质胶成功的收集了

小肠类器官ꎬ蛋白质的成功提取将有助于研究干扰

因素在蛋白层面对小肠道上皮的影响ꎮ Ｒ￣Ｓｐｏｎｄｉｎ１
作为小肠培养过程中重要的细胞因子ꎬ在此研究中

我们发现当其浓度低于 ０􀆰 ５０ μｇ / ｍＬ 不利于肠类器

官的成熟ꎬ因此使用合理的 Ｒ￣Ｓｐｏｎｄｉｎ１ 浓度也决定

着小肠类器官培养的成功ꎮ
目前以类器官作为疾病的模型及前临床模型

已开始用于科学研究ꎮ 由于类器官作为疾病的前

临床模型在药物开发、基因及细胞疗法等方面有良

好的应用前景ꎬ而国内关于类器官的研究正处于起

步阶段ꎮ 本文继续完善了小肠类器官的分离、培
养、传代、冻存和复苏及蛋白提取工作ꎬ可以为小肠

类器官的构建及应用提供新的参考ꎮ
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