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小鼠肠道类器官三种不同条件培养基的比较研究 *
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摘要 目的：比较三种不同条件培养基对小鼠类器官形态和增殖速度的影响。方法：取 C57BL/6小鼠的小肠和结肠，EDTA法分离

隐窝，以基质胶包埋，加入不同小鼠肠道类器官培养基培养 7天，使用光学显微镜记录和比较类器官形成率和出芽情况。随后进

行二代类器官培养，使用 TrypLE将类器官消化为单细胞，重新包埋和培养，使用光学显微镜记录和比较不同类器官培养基对二

代类器官的培养效率。采用荧光定量 PCR比较不同条件培养类器官中干细胞标志物 Lgr5和分化标志物MUC2的表达。使用免

疫荧光法检测类器官中 ki-67的表达。结果：对于小肠类器官的培养，使用条件培养基 1、IntestiCult条件培养基和 L-WRN培养基

培养结肠类器官的形成率分别为（18.2± 4.5）%、（63.8± 4.0）%和（82.1± 8.4）%。其中使用 IntestiCult条件培养基培养类器官的出

芽率更高。对于结肠类器官的培养，使用条件培养基 1、IntestiCult条件培养基和 L-WRN培养基培养结肠类器官的形成率分别为

（17.3± 7.3）%、（58.0± 6.1）%和（46.3± 7.4）%。对于二代类器官的培养，IntestiCult条件培养基和 L-WRN培养基都能够支持消化

为单细胞后的二代类器官培养。干细胞标志物 Lgr5和分化细胞（杯状细胞）标志物MUC2的表达无明显差异。使用 L-WRN培养

基的类器官 ki-67阳性比例更高，增殖速度更快。结论：本研究比较了三种不同条件培养基对小鼠类器官形态和增殖速度的影响。

经过对比，L-WRN培养基更有利于小鼠肠道类器官的形成和增殖速度。
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Comparison of Mouse Intestinal Organoids Cultured Under Different
Conditions*

To compare the effects of three different media on the morphology and proliferation of mouse organoids.

Organoid culture is a new ex vivo research system for studying the differentiation and proliferation of adult intestinal stem cells.

The crypts were separated from intestinal and colon of C57BL/6 mice using EDTA digestion buffer, and then embedded with Matrigel.

Three different organoid culture medium were added and culture for 7 days. The organoid forming rate and budding number were com-

pared under light microscope. After digesting with TrypLE, single cells were re-entrapped for the second generation culture using differ-

ent organoid culture medium. The forming rate and budding number of second-generation organoid were compared under light micro-

scope. Realtime-PCR was used to compare the expression of stem cell marker Lgr5 and Differentiation Marker Muc2 in organoids

cultured with different conditional medium. Immunofluorescence assay was used to detect the ki-67 positive cells in colon organoids.

For the cultivation of small intestinal organoid, the formation rate were (18.2± 4.5) %, (63.8± 4.0) % and (82.1± 8.4) %, respec-

tively, using the conditioned medium 1, IntestiCult medium and L-WRN medium. Moreover, the budding rate and morphology were the

best by IntestiCult medium. For colon organoid culture, the formation rate were (17.3± 7.3) %, (58.0± 6.1) % and (46.3± 7.4) % in the

conditioned medium 1, IntestiCult medium and L-WRN medium respectively. Under L-WRN medium, the colon organoids could form

shorter buds, and the morphology was better than other culture conditions. Both IntestiCult conditional medium and L-WRN conditional

medium can support the second-generation organoid culture after digestion into single cells. The expression of stem cell marker LGR5

and goblet cell marker Muc2 showed no significant difference under different conditions. The positive rate of ki-67 was higher and the

proliferation rate was faster in L-WRN medium. This study compared the effects of three different media on the morphology

and proliferation of mouse organoids. L-WRN medium was more favorable for the formation and proliferation of intestinal organoids in

mice.

Intestinal organoid; L-WRN conditioned medium; Intesticult conditioned medium; Crypt
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前言

类器官培养是一种新兴的用来研究组织成体干细胞生长、

分化、器官形成的体外研究系统[1]。2009年，Sato等成功的将

Lgr5+肠道干细胞培养成为肠道类器官，包含隐窝样区域和绒

毛样上皮区域的三维结构[2]。类器官中包含了肠道所有的细胞

类型，且位置及功能与体内情况基本一致。近年来，肠道类器官

被广泛应用于炎症性肠病[3]、放射性肠炎[4]以及肠癌[5]等多种肠

道疾病的研究。

目前，肠道类器官培养环境主要分为无血清和含血清两

种：在无血清培养基中直接加入各种明确的细胞因子和化学物

质[6]，或者收集滋养细胞（feeder cell）的条件培养基（含血清）用

于类器官培养。无血清培养基中添加的生长因子价格昂贵，培

养成本极高。而滋养细胞（如 L-WRN等）能够分泌 wnt3a，头蛋

白（noggin）和 R-脊椎蛋白（R-spondin）等细胞因子，使用其条

件培养基极大的降低了实验的成本[7]。本研究旨在比较上述不

同类器官培养基对类器官形成和增殖的影响，为基于肠道类器

官相关研究提供条件。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 6-8周龄 SPF级雄性 C57BL/6小鼠，体重

18-20 g，购于北京华阜康生物科技有限公司，实验方案通过中

国医学科学院肿瘤医院动物伦理委员会审核，实验遵从实验动

物 3R原则，并给予实验动物人道主义关怀。

1.1.2 实验细胞系 L-WRN细胞系购于 ATCC。

1.1.3 实验试剂 DMEM/F12培养基、4-（2-羟乙基）-1-哌嗪

乙磺酸（HEPES）、L-丙氢酰 -L-谷氨酰胺（GlutaMax）、N-乙酰

半胱氨酸（N-acetylcysteine）、双抗（青霉素 / 链霉素）、B27、N2

购自于美国 Thermo Fisher公司；细胞因子 R-spondin1、Nog-

gin、表皮生长因子（Epidermal growth factor, EGF）和 Wnt3a 购

自于美国 R&D systems公司，基质胶（MatrigelTM）购自于美国

Corning公司；IntestiCultTM类器官培养基购于 Stem Cell Tech-

nology公司。倒置荧光显微镜（德国 ZEISS公司）。

L-cell培养基：DMEM高糖培养基加入 10 % FBS，双抗。

基础培养基：DMEM 高糖培养基加入 10 % FBS，双抗，500

滋g/mL G418，500 滋g/mL潮霉素。
初始培养基：DMEM/F12培养基加入 20 % FBS，双抗，2

mM GlutaMAXTM。

1.2 实验方法

1.2.1 L-WRN条件培养基的收集 常规复苏 L-WRN细胞，置

于 L-cell培养基中培养 24 h，更换为基础培养基，继续培养至

细胞融合度 95 %以上。常规消化传代至 2个 75 cm2培养瓶，使

用 L-cell培养基继续培养至细胞长满。此时更换为初始培养

基，培养 24 h后收集培养基至 50 mL离心管中，同时在培养瓶

中添加新的初始培养基，重复上述收集步骤 4次。收集培养基

混匀后，2000× g离心 5 min，分装，保存于 -20℃。

1.2.2 小鼠小肠隐窝提取 小鼠经 CO2麻醉后断颈处死，剪取

约 10 cm空肠段，冲洗至肠腔干净后，剪为 5 mm片段，使用冰

冷的含双抗 PBS缓冲液剧烈冲洗 15次，以去除小肠绒毛，直

至冲洗液澄清。使用含 5 mM EDTA的 PBS冰浴消化 30 min，

消化结束去除 EDTA消化液，加入 10 mLPBS吹打 15次，自然

沉降后，取悬液过 70滋m滤网后离心收集（250× g，5min，4℃）。

显微镜下观察隐窝的完整程度，并计数。

1.2.3 小鼠小肠隐窝提取 剪取小鼠全结肠，剖开并冲洗至肠

腔干净，剪为 5 mm片段。使用含 5 mM EDTA的 PBS常温消

化 30 min，消化结束去除 EDTA消化液，加入 10 mL PBS剧烈

吹打，自然沉降后，取悬液过 70 滋m滤网后离心收集（250× g，

5 min，4℃）。显微镜下观察隐窝的完整程度，并计数。

1.2.4 小鼠肠道类器官培养 取 200个隐窝，离心后使用 25

滋L类器官培养基重悬，加入 25 滋L冰冷的Matrigel混匀，接种

于预热的 24孔板板底中心，立即翻转倒置，于细胞培养箱中静

止 30 min，使Matrigel凝固。随后分别加入 3种不同类器官培

养基。条件培养基 1（conditioned medium 1，CM-1）：DMEM/

F12 加入 1× B27，1× N2，2 mM GlutaMax，1 mM N-acetylcys-

teine，100 ng/mL Wnt3a，100 ng/mL noggin，500 ng/mL

R-spondin1，50 ng/ mL EGF，500 nM A8301，10 滋M SB202190，

双抗。L-WRN条件培养基：L-WRN条件培养基与初始培养基

1：1混合，加入双抗。IntestiCult条件培养基：IntestiCult类器官

培养基。每隔 3-4天更换培养基。

1.2.5 小鼠类器官的消化与传代 培养 7天后，收集类器官

球，加入 TrypLE消化 5 min，完全消化为单细胞，离心重悬后重

新包埋、传代培养。

1.2.6 总 RNA的提取、mRNA的逆转录和 PCR 使用 Trizol

法提取小鼠结肠组织的总 RNA。使用 NanoDrop K5600检测提

取的总 RNA的浓度和纯度。使用 Maxima First Strand cDNA

Synthesis Kit试剂盒（Thermo Scientific）将总 RNA逆转录成为

cDNA，采用 SYBR premix Ex Taq II（TaKaRa Bio Inc.,大连,中

国）进行荧光定量 PCR法检测 Lgr5和MUC2在小鼠类器官中

的表达，详细步骤按试剂盒说明书操作。

1.2.7 细胞免疫荧光 培养 7天后，4 %多聚甲醛固定 30 min，

PBS洗 3次；加入封闭液室温 30 min后，加入 ki-67抗体，4℃

孵育过夜；PBS洗 3 次后，加入 FITC 标记的二抗，室温孵育

2 h，PBS洗 3次，加入含 DAPI的水性封片剂封片。使用正置荧

光显微镜记录结果。

1.2.8 统计学分析 实验数据采用 Graph Pad Prism 7.0整理

分析，数据符合正态分布，组间比较采用独立样本 t检验。P<0.05
为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 不同条件培养基对小肠类器官形成的影响

分别使用不同条件培养基培养 7天，结果显示，三种条件

培养基均可培养出小肠类器官（图 1）。使用条件培养基 1

（CM-1）的类器官形成率最低，约为（18.2± 4.5）%，且球体小，

出芽少。使用 L-WRN条件培养基和 IntestiCult条件培养基的

类器官形成率分别为（63.8± 4.0）%和（82.1± 8.4）%。L-WRN

组、IntestiCult 组与 CM-1 组比较差异具有统计学意义（P<0.
001）（图 2）。

2.2 不同条件培养基对结肠类器官形成的影响

分离小鼠结肠，每孔接种 200个形态完整的结肠隐窝，分
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图 3 使用不同条件培养基培养结肠类器官

Fig.3 Culture of colon organoid using different conditional medium

Note: Scale bars, 100 滋m.

别使用不同条件培养基培养 6天。结果显示，三种条件培养基

均可培养出结肠类器官（图 3）。使用 CM-1的类器官形成率最

低（17.3± 7.3）%，且球体增殖慢，基本无出芽。使用 L-WRN条

件培养基和 IntestiCult 条件培养基的类器官形成率均达到

（58.0± 6.1）%和（46.3± 7.4）%，且有较短出芽。L-WRN组、

IntestiCult 组与 CM-1 组比较差异具有统计学意义（P<0.001）
（图 4）。

图 2 使用不同条件培养基培养小肠类器官的形成率

Fig.2 The formation rate of small intestinal organoid

Note: Data were expressed as x± SD, n=3. *** P<0.001, compared with
group CM-1.

图 1 使用不同条件培养基培养小肠类器官

Fig.1 Culture of small intestinal organoid using different conditional medium

Note: Scale bars, 50 滋m.

2.3 不同条件培养基对二代类器官形成的影响

为探索最佳培养条件，我们进一步对小肠和结肠类器官进

行消化和传代培养，并分别用三种不同条件培养基进行培养。

结果显示，CM-1不能支持二代类器官的形成，而 L-WRN条件

培养基和 IntestiCult条件培养基都能够成功培养二代类器官

（图 5）。其中，L-WRN条件培养基的小肠和结肠二代类器官形

成率更高。

2.4 不同条件培养基对类器官干细胞标志物的影响

为明确不同条件培养基对类器官中肠道干细胞及其分化

的影响，采用荧光定量 PCR检测干细胞标志物 Lgr5和分化细

胞（杯状细胞）标志物 MUC2的表达。结果显示 L-WRN组和

IntestiCult组对类器官干细胞和分化细胞比例无显著影响（图6）。

2.5 不同条件培养基对类器官增殖速度的影响

采用免疫荧光染色法检测结肠类器官中的 ki-67表达，比

较不同条件培养基下的增殖速度。使用 L-WRN组的 ki-67阳

性细胞比例显著高于 IntestiCult组。

3 讨论
肠道负责营养的吸收和消化，具有复杂的细胞类型。小肠

上皮层由隐窝和绒毛构成。小肠干细胞排列在隐窝底部，能够
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图 7 免疫荧光染色检测 ki-67表达

Fig.7 Immunofluorescence staining of ki-67 in colon organoids cultured

with L-WRN and Intesticult conditional medium

图 4 不同条件培养基培养结肠类器官的形成率

Fig.4 The formation rate of colon organoid

Note: Data were expressed as x± SD, n=3. *** P<0.001, compared with
group CM-1.

图 5 不同条件培养基培养二代类器官

Fig.5 Representative images of second generation organoid from colon

and intestinal

Note: Scale bars, 50 滋m.

图 6 荧光定量 PCR检测小鼠肠道类器官中干细胞和分化标志物的表达

Fig.6 The mRNA levels of stem cell marker and goblet cell marker were detected by real-time PCR.

Note: Data were expressed as x± SD, n=5.

分化成为各种不同功能的肠上皮细胞（intestinal epithelial cell,

IEC），并沿绒毛向其顶部移动，最终凋亡脱落。终末分化的肠上

皮细胞可分为分泌型和吸收型。其中分泌型包含内分泌细胞，

杯状细胞和隐窝中的潘氏细胞[8]。与之相比，结肠上皮无绒毛结

构，无潘氏细胞存在，其他细胞类型与小肠基本相同[9]。

细胞培养是体外研究肠道功能和疾病的重要工具。在过去

几十年中，单层培养的癌细胞系或永生化细胞系已广泛应用于

胃肠道研究。然而，正常组织通常不能在标准组织培养基中长

期生长，而永生化细胞系的遗传特征在培养过程中发生变化。

2009年 Sato等首先报道建立了小鼠肠道类器官培养系统，使

用动物来源的基质胶（Matrigel）作为支架，同时添加头蛋白

（noggin，骨形态发生蛋白信号通路抑制因子）、Wnt3a和 R-脊

椎蛋白（R-spondin，Wnt信号通路激动剂）的无血清培养环境

支撑小鼠肠道上皮的三维生长。小肠上皮由隐窝和绒毛构成。

肠道干细胞位于隐窝底部，与潘氏细胞间隔排列 [10]。其中，

Lgr5+隐窝基底柱状细胞（crypt base columnar cell，CBC）为快

速增殖干细胞，每 24小时分裂一次 [11]，产生短暂扩充细胞

（Transient amplify cell，TA）。TA细胞继续分化增殖生成潘氏

细胞、杯状细胞、神经内分泌细胞、Tuft细胞和吸收细胞等各种

不同成熟肠道上皮细胞[12]。结直肠上皮没有绒毛和潘氏细胞，

CBC与行使潘氏细胞功能的 Reg4+分泌细胞间隔排列[13]。肠

道类器官具有与隐窝类似的结构，可以在体外连续传代培养 8

个月以上，解决了肠道上皮细胞无法在体外稳定培养传代的问

题[2]。肠道类器官技术的出现，被广泛应用于肠道干细胞[14,15]、肠

道损伤修复[16,17]与再生[18]和肠道肿瘤[19]等多种疾病的研究。

目前，肠道类器官培养环境主要分为无血清和含血清两

种。本研究显示直接在无血清培养基种直接加入生长因子和化

学物质的培养基培养效率最低，不同公司制备的细胞因子存

在质量和活性差异，不能保证类器官培养效率的一致性。而
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IntestiCultTM类器官培养基是 Stem Cell Technology公司与美国

Hans Clever实验室共同开发的小鼠小肠类器官无血清培养基。

与实验室自行配置培养基相比，其质量控制更加严格，培养效

果稳定。本研究显示 IntestiCultTM培养基能够非常有效的支撑

小鼠小肠类器官的培养，但这一商售培养基的价格依然非常昂

贵，限制了大规模使用的可能。2013年，Hiroyuki Miyoshi等构

建了以 L-WRN细胞条件培养基为基础的小鼠肠道类器官有

血清培养系统[7]。L-WRN细胞以小鼠皮下结缔组织细胞 L-细

胞为亲本，通过改造强制其分泌Wnt、R-spindin3和 noggin三

种细胞因子。该体系使用含 10%胎牛血清的条件培养基，能够

在体外支持类器官连续传代培养 150天以上（超过 50代）[7]，极

大的降低类器官培养成本。本研究结果显示，L-WRN条件培养

基同时适合于小肠和结肠类器官的培养。此外，L-WRN条件培

养基还可以应用于肠道肿瘤类器官的培养，在药物敏感性筛查

层面发挥重要作用 [5,20]。类器官培养还可以进行 CRISPR-Cas9

基因编辑，而该技术的使用必须经由二代类器官的培养[21-23]。本

研究显示，L-WRN条件培养基能够更有效的支撑肠道二代类

器官的形成。进一步研究显示，该培养方法不影响类器官中干

细胞和分化细胞的比例，但可显著提高类器官增殖速度。因此，

该方法成本低，更适用于大规模的培养和应用。

肠道类器官培养是当下研究的焦点课题，相关研究领域正

在蓬勃发展。其不仅是研究肠道发育[24,25]和生理病理过程的有

效工具[26,27]，还可用于药物筛选[19,28-30]，为肠道相关的基础和转化

医学研究搭建起全新的研究平台。
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