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【摘 要】 目 的 建 立 胃 癌 恶 性 腹 水 来 源 类 器 官 模 型，并 将 该 模 型 用 于 化 疗 药 物 筛 查。 方 法 收

集 4 例 胃 癌 患 者 的 腹 水，离 心 处 理 后 与 基 质 胶 混 合 种 板，然 后 添 加 含 有 生 长 因 子 的 培 养 基 进 行 类 器

官 培 养。 采 用 苏 木 精-伊 红 染 色 和 免 疫 组 织 化 学 染 色 法 对 胃 癌 腹 水 来 源 类 器 官 和 原 始 恶 性 腹 水 肿 瘤

细 胞 进 行 病 理 形 态 学 及 相 关 免 疫 标 志 物 分 析。 通 过 对 2 种 化 疗 药 物 顺 铂 和 氟 尿 嘧 啶 的 敏 感 性 筛 查，
评 估 胃 癌 恶 性 腹 水 来 源 类 器 官 用 于 药 物 筛 选 的 适 用 性。 结 果 成 功 培 养 3 例 胃 癌 恶 性 腹 水 来 源 类 器

官，类 器 官 的 形 态 和 生 长 特 征 存 在 个 体 差 异 性，所 有 类 器 官 均 可 稳 定 传 代、冻 存 与 复 苏 。 胃 癌 恶 性 腹

水 来 源 类 器 官 保 留 了 相 应 恶 性 腹 水 肿 瘤 细 胞 的 组 织 结 构 特 征，相 关 免 疫 标 志 物 表 达 基 本 保 持 一 致。3
例类器官对 2 种化疗药物表现出不同的药物敏感性，对氟尿嘧啶均耐药，对顺铂的耐药存在个体差异 。
结 论 本 研 究 成 功 建 立 胃 癌 恶 性 腹 水 来 源 类 器 官 模 型，该 模 型 很 好 地 保 持 了 胃 癌 恶 性 腹 水 原 始 肿 瘤

细 胞 的 病 理 学 特 征。 类 器 官 对 2 种 化 疗 药 物 的 反 应 初 步 证 实 其 作 为 体 外 药 物 筛 选 模 型 的 可 行 性。
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【Abstract】 Objective The purpose of this study was to establish a gastric cancer-derived organoid
model from malignant ascites and to use this model for chemotherapeutic drug screening. Method The
ascites of 4 patients with gastric cancer were collected, they were mixed with Matrigel and seeded after
centrifugation. The medium containing growth factors was added for organoid culture. Hematoxylin -eosin
staining and immunohistochemical staining were used to analyze the pathological morphology and related
immune markers of gastric cancer ascites -derived organoids and primitive malignant ascites tumor cells.
The applicability of gastric cancer-derived organoids from malignant ascites for drug screening was assessed
by sensitivity screening to two chemotherapeutic drugs include cisplatin and fluorouracil . Result Three
cases of gastric cancer -derived organoids from malignant ascites were successfully cultured . There were
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2018 年全球新诊断胃癌 100 余万例， 成为世

界 第 五 大 常 见 癌 症 。 据 统 计 ，2018 年 全 球 约 有

78.3 万人死于胃癌 ［1］。 胃癌患者中约 10%存在恶

性腹水，而其出现是肿瘤细胞扩散的终末表现，通

常 提 示 预 后 不 良，平 均 生 存 期 仅 约 5.2 个 月 ［2， 3］。
胃 癌 伴 恶 性 腹 水 的 患 者 接 受 化 疗 的 疗 效 有 限，迫

切需要新的治疗药物。 然而，多药耐药性是导致化

疗无效的关键因素之一， 这使得穿刺术和利尿剂

等姑息性治疗措施成为仅有的方法 ［4， 5］。 因此，对

于胃癌合并恶性腹水患者的治疗， 除了逆转胃癌

细胞的耐药性外， 更需获得敏感的化疗或靶向药

物。 而选择合适的研究模型在治疗前预测疗效显

得尤为重要。
传统的涂片和细胞块方法通常用于恶性腹水

的细胞学诊断，用于恶性腹水肿瘤细胞体外或体内

研究模型较少，经典的研究模型包括细胞培养模型，
患 者 来 源 的 异 种 移 植 （patient -derived xenograft，
PDX）模型及肿 瘤 细 胞 系 衍 生 异 种 移 植（tumor cell
line-derived xenograft， CDX）模 型。 细 胞 培 养 模 型

因其可用性和适宜大规模处理而被广泛使用。 然

而， 细胞系模型的结果与临床试验的结果往往存

在差异，并非是预测新药疗效最合适的模型。 PDX
模型是将患者肿瘤中的组织或细胞植入免疫缺陷

小鼠中 ［6］，其优点是保留了肿瘤组织结构，弥 补 了

细胞培养模型的不足 ［7］。 尽管PDX 的可用性有限

且难以处理， 但其被认为是在肿瘤学中开发新疗

法时评估药物敏感性比细胞培养模型更合适的临

床前模型。
近年来，患者来源肿瘤类器官（patients derived

organoids，PDOs）模 型 诞 生 ，并 且 被 应 用 于 肿 瘤 基

础研究和测试候选药物的敏感性。 类器官技术发

明至今，全球研究者已经成功建立结直肠癌 ［8］、胃

癌 ［9］、乳 腺 癌 ［10］、肝 癌 ［11］、食 管 腺 癌 ［12］等 多 种 肿 瘤

来源类器官， 这些肿瘤类器官模型在表型和基因

组变异方面都与原发肿瘤相似。 有研究表明，胃癌

恶性腹水肿瘤类器官保留了恶性腹水中原始肿瘤

细胞的特征，可作为体外药物筛选模型，帮助优化

胃癌恶性腹水患者的治疗方案 ［13］。
本研究目的是建立胃癌恶性腹水来源类器官

（gastric cancer peritoneal effusion derived organoids，
PFOs）疾病模型，并将该模型用于化疗药物筛查。

1 材料和方法

1.1 主 要 试 剂 与 材 料 Dulbecco 改 良 的 Eagle
培 养 基 /Ham 的 F-12 （Dulbecco's modified Eagle
medium/Ham's F -12 ，Advanced DMEM/F -12 ），
（Thermo Fisher， 美 国 ）；L-丙 氨 酰 -L-谷 氨 酰 胺

（GlutaMAX ） （1× ） （Thermo Fisher ， 美 国 ） ；4-羟

乙 基 哌 嗪 乙 磺 酸（4-(2-hydroxyerhyl)piperazine-1-
erhanesulfonic acid，HEPES） （1× ） （Thermo Fisher ，
美 国 ） ； N - 乙 酰 半 胱 氨 酸 （N - Acetylcysteine ）
（ Sigma -Aldrich ， 美 国 ） ； B - 27 添 加 剂 （B - 27
supplement ） （Thermo Fisher ，美 国 ） ；碱性成纤维细

胞 生 长 因 子 （basic fibroblast growth factor，bFGF）
（Sigma-Aldrich， 美 国 ）； 重 组 人 表 皮 生 长 因 子

（epidermal growth factor，EGF） （Sigma -Aldrich， 美

国）；重组人 FGF10 蛋白（fibroblast growth factor10，
FGF10）（Peprotech，美 国）；青 霉 素-链 霉 素 混 合 液

（penicillin-streptomycin solution）（Solarbio， 中国）；
胎牛血清 （fetal bovine serum，FBS）（Thermo Fisher，
美 国）；转 化 生 长 因 子-βI 型 受 体 抑 制 剂 (A83-01)
（transforming growth factor -βI receptor inhibitors，
TGFβi） （Tocris， 美 国 ）； 烟 酰 胺 （nicotinamide）
（Sigma-Aldrich，美 国）；胃 泌 素 [（Leu15）-Gastrin]，

individual differences in the morphology and growth characteristics of the organoids. All organoids could be
stably passaged, cryopreserved, and resuscitated. The malignant ascites-derived organoids of gastric cancer
retained the histological characteristics of the corresponding malignant ascites tumor cells, and the expression of
related immune markers remained basically the same. The three organoids showed different drug sensitivities
to the two chemotherapeutic drugs , all were resistant to fluorouracil , and there were individual differences
in the resistance to cisplatin. Conclusion In this study, an organoid model derived from malignant ascites of
gastric cancer was successfully established, which maintained the pathological characteristics of the original
tumor cells of malignant ascites of gastric cancer well. The organoid response to two chemotherapeutic drugs
preliminarily confirmed its feasibility as an in vitro drug screening model.

【Key words】 Malignant ascites of gastric cancer; Organoids; Drug screening; Personalized
medicine
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（Sigma-Aldrich， 美 国）；ROCK 抑 制 剂 (Y-27632)
（Rho associated coiledcoil forming protein kinase
inhibitors ，ROCKi）（Sigma-Aldrich， 美国）； Wnt3A
条件培养基 （稳定的细胞系）；R-spondin1 条件培

养 基 （稳 定 的 细 胞 系 ）；Noggin 条 件 培 养 基 （稳 定

的 细 胞 系 ）； 基 质 胶 （Matrigel） （Corning， 美 国 ）；
TrypLETM Express（Thermo Fisher，美国）； 磷酸缓冲

盐溶液（1×）（phosphate buffer saline，PBS）（Biosharp，
中 国）； 复 苏 细 胞 冻 存 液（Thermo Fisher， 美国）；
384 孔培养板（Corning，美国）； 96 孔培养板（NEST，
中国）；24 孔板培养板（NEST，中国）；20 ml 移液管

（Thermo Fisher，美国）； 50 ml 离心管（NEST，中国）；
15ml 离 心 管（NEST，中 国 ）；2 ml 冻 存 管 （Corning，
美国）。
1.2 患 者 入 组 与 标 本 采 集 将 内 镜 或 既 往 手 术

病理证实为胃癌或者胃癌复发入院的患者纳入恶

性腹水样本收集范围， 收集的样本来源于正在接

受姑息性穿刺术的胃癌患者的腹水或是病理诊断

不需要的剩余腹水。 收集的腹水样本为当日新鲜引

流或放置不超过 24 h， 将收集的腹水标本尽快转

移至细胞超净台中处理。 该实验方案经中山大学附

属第七医院伦理委员会批准（KY-2020-042-01）。
1.3 胃 癌 恶 性 腹 水 类 器 官 的 培 养 收 集 胃 癌 恶

性腹水后，分装于 15 ml 离心管中，以 1500 转/min
的转速离心 5 min。 收集离心后的恶性腹水细胞沉

淀， 用含双抗的 PBS 反复洗涤 3~5 遍。 取 500 μl
细 胞 悬 液 加 入 10 μl 台 盼 蓝 染 料 进 行 细 胞 活 性 检

测，观察记录每个腹水样本的细胞活性状况。 洗涤

后 的 细 胞 重 新 悬 浮 于 50 μl 生 长 因 子 减 量 型 的

Matrigel 胶（Corning，美国）中，以每孔 10 μl 种板于

37℃预热的 96 孔细胞培养板中。 种好细胞的96 板

放 置 于 37℃、含 5% CO2 的 培 养 箱 中 15 min，待 胶

滴完全凝固后取出，每孔加入 100 μl 完全培养基。
将 加 完 培 养 基 的 细 胞 板 转 移 到 37℃、5%CO2 培 养

箱中，每天在显微镜下观察细胞生长情况，每 3 天

更换 1 次完全培养基，每 5~7 天传代 1 次。 类器官

传代时，用 1 ml 枪头吸取 PBS 轻轻地将基质胶吹

下，吸取含类器官的 PBS 转移至 1.5 ml EP 管中，离

心 去 除 PBS 后 加 入 适 量 的 TrypLETMExpress
（Thermo Fisher，美国）消化液。类器官消化 5~10 min
后，离心去除消化 液 后 用 含 10%血 清 的 DMEM 培

养 基（Thermo Fisher，美 国）重 悬 细 胞 终 止 消 化，终

止消化后离心获取的细胞用 1 ml PBS 重悬后进行

细胞计数，将计数好的细胞以每 10 μl 细胞胶滴含

1000 个 肿 瘤 细 胞 的 密 度 接 种 于 37℃预 热 的 24 孔

板中。 种好细胞的 96 板放置于 37℃、 含 5% CO2

的培养箱中 15 min，待胶滴完全凝固后取出，每孔

加入 500 μl 完全培养基。类器官长期培养，传代至

第三代 （F3） 类器官消化成单个细胞后于含 10%
DMSO 的 1 ml 血清中冻存细胞。
1.4 组 织 学 与 免 疫 组 织 化 学 收 集 的 恶 性 腹 水

标 本 离 心 后 的 细 胞 沉 淀， 室 温 固 定 24 h，PBS 洗

涤，后 用 70%乙 醇 处 理，石 蜡 包 埋、脱 水、切 片；收

集培养 3 代后的恶性腹水来源类器官在室温下用

4%多聚 甲 醛 固 定 2 h，1%琼 脂 糖 包 裹 固 定 后 石 蜡

包埋、脱水、切片。 恶性腹水细胞和类器官切片均

进 行 苏 木 精-伊 红（hematoxylin-eosin staining，HE）
染 色，苏 木 精 溶 液 染 细 胞 核，伊 红 溶 液 染 细 胞 质，
染色完成后脱水使用中性树胶封片， 倒置显微镜

下对切片进行观察。 对恶性腹水细胞和类器官进行

免疫组织化学 （immunohistochemistry，IHC） 染色，
使用的抗体有：反 映 肿 瘤 细 胞 增 殖 指 数 的 Ki-67，
反 映 肿 瘤 突 变 的 P53， 以 及 常 联 用 来 判 断 肿 瘤 细

胞为胃肠道肿瘤来源的 CDX2、CK20， 采用 DAB系

统进行 IHC 染色。 上述图片均由全自动数字病理

切片扫描仪 KF-PRO020（宁波江丰，中国）采集。
1.5 化疗药物敏感性试验 收集传代数在第 3~5
代 的 类 器 官 ，TrepLExpress （Thermo Fisher， 美 国 ）
消 化 液 消 化 类 器 官 15 min， 离 心 收 集 后 以 每 孔

1000 个 细 胞 的 密 度 将 类 器 官 种 植 于 384 孔 板

（Corning，美国）中，在 37℃、5% CO2 的细胞培养箱

中孵育 24 h 后，利用高 通 量 加 药 仪 器 加 入 临 床 上

常用的化疗药物氟尿嘧啶、 顺铂，2 种药物均采用

3 个 副 孔 6 个 浓 度 梯 度， 氟 尿 嘧 啶 浓 度 梯 度 为 ：
100 μmol /L 、40 μmol /L 、12 μmol /L 、4 μmol /L 、
2 μmol/L、1 μmol/L， 顺 铂 浓 度 梯 度 为：33 μmol/L、
13 μmol/L、4 μmol/L、1.3 μmol/L、0.6 μmol/L、
0.3 μmol/L。 加药 96 h 后采用 ATP 检测试剂盒检

测细胞增殖情况。 ATP 试剂盒检测前使用活细胞

成像仪采集相应类器官加药后的图像。 绘制 2 种

化疗药物的剂量-效应曲线，根据剂量效应曲线判

断胃癌腹水来源类器官对 2 种药物的敏感程度。

2 结果

2.1 实 验 设 计 和 样 本 基 本 信 息 本 实 验 设 计 如

下：取胃癌患者腹水标本，分离细胞后进行类器官
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培 养、传 代、建 库；对 培 养 成 功 的 类 器 官 及 其 原 始

肿 瘤 细 胞 进 行 病 理 学 分 析 鉴 定 ， 包 括 HE 染 色 、
IHC 染色； 最后利用类器官检 测 常 用 化 疗 药 物敏

感性，探索其作为肿瘤个体化治疗模型的价值。
本 研 究 共 收 集 4 份 胃 癌 患 者 的 恶 性 腹 水，患

者 信 息 如 表 1 所 示：男 1 例、女 3 例，年 龄 30~75
岁，肿瘤病理分型主要为胃腺癌，部分含有印戒细

胞癌。 4 份腹水标本中，除 PF1 腹水因肿瘤细胞状

态差导致培养失败以外， 其他 3 份肿瘤细胞状态

好的样本均成功培养类器官。

2.2 恶 性 胃 癌 腹 水 来 源 类 器 官 培 养 胃 癌 腹 水

癌细胞离心后采用基质胶包埋种板， 胶滴凝固后

添加完全培养基。 选取其中 1 例胃癌腹水来源类

器官（PF4）在传代种板后连续 7 d 拍摄明场图片。
如图 2 所示， 基质胶中包裹的肿瘤细胞最初为单

个散在分布，第 1、2 天时肿瘤细胞变化不明显，仍

为单个透亮的大细胞， 在 培 养 3 d 后 形 成 连 接 松

散的多细胞球形团状结构， 在第 6~7 天增殖形成

“葡萄串样”结构。 采用同样的培养条件，3 例胃癌

恶性腹水标本成功培养出PFOs，PFOs 在生长速 度

类 器 官 编 号

PF1
PF2
PF3
PF4

性 别

女

女

男

女

年 龄

48 岁

35 岁

73 岁

40 岁

样 本 类 型

胃 癌 腹 水

胃 癌 腹 水

胃 癌 腹 水

胃 癌 腹 水

肿 瘤 病 理 分 型

胃 腺 癌

胃 腺 癌

胃 腺 癌

胃 腺 癌、部 分 印 戒 细 胞 癌

细 胞 活 性

差

好

好

好

传 代 数

/
P25
P23
P20

表 1 胃 癌 腹 水 样 本 基 本 信 息

注：PF，腹 水；P，传 代 次 数。

图 1 胃 癌 腹 水 来 源 类 器 官 培 养 与 药 物 敏 感 性 研 究 流 程 图

图 2 胃 癌 腹 水 来 源 类 器 官（PF4）7 d 培 养 动 态 观 察

注：选 取 1 例 胃 癌 腹 水 来 源 类 器 官（PF4）传 代 后 连 续 7 d 拍 摄 明 场 图 片。 胃 癌 腹 水 癌 细 胞 类 器 官 采 用 基 质 胶 包 埋 种 板，然

后 添 加 完 全 培 养 基。 肿 瘤 细 胞 最 初 为 单 个 散 在 分 布，培 养 3 d 后 形 成 连 接 松 散 的 多 细 胞 球 形 团 状 结 构，在 第 6~7 天 增 殖 形

成 “葡 萄 串 样”结 构。 比 例 尺 为 200 μm。

35



《消 化 肿 瘤 杂 志（电 子 版）》2022 年 3 月 第 14 卷 第 1 期 J Dig Oncol（Electronic Version）， March 2022，Vol 14， No．1

图 3 胃 癌 腹 水 来 源 类 器 官 长 期 稳 定 传 代 培 养

注：图 为 3 例 成 功 培 养 的 胃 癌 腹 水 来 源 类 器 官 的 原 代（F0）、第 3 代（F3）、第 10 代（F10）的 明 场 图 片。 在 传 代 过 程 中 ，胃 癌

腹 水 来 源 类 器 官 的 形 态 保 持 不 变，所 有 成 功 培 养 的 胃 癌 腹 水 来 源 类 器 官 均 可 长 期 稳 定 传 代、扩 增。 比 例 尺 为 200 μm。

和形态学上表现出个体差异性。 按照如前所述的

培 养 方 法 ， 细 胞 活 性 好 的 3 份 样 本 （PF2、PF3、
PF4）成 功 培 养 类 器 官 并 稳 定 传 代，类 器 官 冻 存 后

复苏状态好。
2.3 恶 性 胃 癌 腹 水 来 源 类 器 官 长 期 稳 定 传 代 培

养 为 了 证 实 类 器 官 培 养 的 传 代 能 力 和 稳 定 性 ，
对 PFOs 进行连续传代培养。 3 例胃癌腹水来源类

器 官 的 原 代 培 养（F0）中 除 了 肿 瘤 细 胞，还 包 含 其

他的腹水成分细胞，如淋巴细胞、间皮细胞等。 经

过传代培养的筛选，腹水中原始的淋巴细胞、间皮

细胞等均在传代过程中慢慢被清除。 胃癌腹水类

器 官 传 至 第 3 代（F3）时，镜 下 观 察 基 质 胶 中 包 裹

的细胞中仅剩下胃癌腹水中能稳定增殖的肿瘤细

胞。 在连续不断的长期扩增过程中，3 例胃癌腹水

类器官在连续传代 10 次后（F10）仍能保持稳定的

扩增。 3 例胃癌 腹 水 类 器 官 在 形 态 学 方 面 有 明 显

的异质性， 其中 PF2、PF4 为连接松散的多细胞球

团，PF3 是连接稍紧密的多细胞球团，且 3 例 胃 癌

腹 水 类 器 官 在 传 代 10 次 后 的 形 态 与 原 始 的 类 器

官（F0）形态仍然保持一致。
2.4 恶性胃癌腹水来源类器官的病理学特征 腹

水中的恶性肿瘤细胞呈悬浮状态， 没有细胞外基

质的支持，但在细胞外基质包裹培养时，能够生长

成 3D 细 胞 球 团 结 构 。 如 图 4 光 镜 下 ：PF2、PF3、
PF4 在细胞外基质包埋培养条件下，生长成 3D 细

胞球团状类器官结构。 对恶性腹水肿瘤细胞及恶

性腹水肿瘤细胞来源类器官的石蜡包埋切片进行

组织病理学分析，探究 PFOs 是否保留了恶性腹水

肿瘤细胞的组织学特征。 HE 染色显示：PFOs 均由

明显的恶性细胞组成， 与原始恶性腹水肿瘤细胞

具有相似的典型癌变特征：细胞核增大、核分裂增

加、部分核偏位、核仁大、染色质粗、部分胞浆可见

黏液分泌的异型细胞，少数为印戒细胞。 原始腹水

中除肿瘤细胞外还包含腹水中其他常见的细胞类

型，如间皮细胞和免疫细胞。 对比 PFOs 的光镜图、
PFOs 的 HE 染 色 图 和 原 始 胃 癌 恶 性 腹 水 切 片 的

HE 染色图（图 4），3 例 胃 癌 腹 水 来 源 类 器 官 细 胞

与原始肿瘤细胞在病理学形态上保持一致。
2.5 胃 癌 腹 水 来 源 类 器 官 的 免 疫 组 织 化 学 染 色

CDX2 通 常 用 于 胃 肠 道 和 胰 腺 恶 性 肿 瘤 的 腹 水 细

胞学，常与 CK20 联用来判断肿瘤细胞是否胃肠道

肿瘤来源。 对胃癌腹水类器官及其原始腹水细胞

石 蜡 包 埋，切 片 进 行 IHC 染 色，结 果 如 图 5 所 示。
CK20 IHC 显示：PF2 中无阳性细胞，对应的腹水沉
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图 4 胃 癌 腹 水 来 源 类 器 官 与 腹 水 原 始 肿 瘤 细 胞 组 织 学 特 征

注：左 边 第 1 列 为 3 例 胃 癌 腹 水 类 器 官 的 明 场 图 片、中 间 列 为 3 例 胃 癌 腹 水 来 源 类 器 官 石 蜡 包 埋 制 片 后 的 苏 木 精-伊 红 染

色 图 片，最 右 边 1 列 为 3 例 胃 癌 腹 水 细 胞 沉 渣 包 埋 制 片 后 的 苏 木 精-伊 红 染 色 图 片。 比 例 尺 为 200 μm。

渣肿瘤细胞部分阳性；PF3 中部分细 胞 阳 性，对 应

的 腹 水 沉 渣 肿 瘤 细 胞 无 阳 性 细 胞 ；PF4 中 部 分 细

胞阳性， 对应的腹水沉渣肿瘤细胞中阳性细胞比

例高。 CDX2 染色显示：PF2 中阳性细胞比例高，对

应 的 腹 水 沉 渣 肿 瘤 细 胞 无 阳 性 细 胞 ；PF3 中 部 分

细胞阳性， 对应的腹水沉渣肿瘤细胞中阳性细胞

比例高；PF4 中部分细胞阳性，对应 的 腹 水 沉 渣 肿

瘤细胞中部分细胞阳性，两者一致。
Ki-67 为 细 胞 增 殖 的 一 种 标 记， 其 和 许 多 肿

瘤分化程度、浸润、转移、预后 密 切 相 关，Ki-67 阳

性率越高，肿瘤增殖越快，恶 性 程 度 越 高。 P53 是

一种抑癌基因，在很多肿瘤中都会出现 P53 突变，
P53 表 达 蛋 白 可 见 于 乳 腺 肿 瘤 、 胃 肠 道 肿 瘤 、肺

癌、肝细胞肿瘤等多种肿瘤细胞中。 P53 阳性辅助

判断疾病的良恶性及 判 断 疾 病 预 后，P53 阳 性，通

常提示预后 不 佳。 3 例 胃 癌 腹 水 类 器 官 P53 染 色

细 胞 核 阳 性，提 示 TP53 基 因 突 变，对 应 的 腹 水 沉

渣 肿 瘤 细 胞 p53 染 色 结 果 一 致。 Ki-67 染 色 显 示

PF2 中阳性细胞比例较低， 而 PF3、PF4 中阳性细

胞比例较高， 对应的腹水沉渣肿瘤细胞 Ki-67 染

色结果一致，提示不同的细胞增殖速度。

综 上 ，PF2 与 腹 水 沉 渣 肿 瘤 细 胞 均 表 达

CK20、P53、Ki-67； 而 CDX2 的 表 达 上 存 在 差 异 ，
PF2 表达， 而腹水沉渣肿瘤细胞不表达；PF3 与腹

水 沉 渣 肿 瘤 细 胞 均 表 达 CDX2、P53、Ki -67， 在

CK20 的 表 达 上 存 在 差 异，PF3 不 表 达， 而 腹 水 沉

渣 肿 瘤 细 胞 表 达 ；PF4 与 腹 水 沉 渣 肿 瘤 细 胞 均 表

达 CK20、CDX2、P53、Ki-67。 3 例胃癌腹水类器官

与原始恶性腹水肿瘤细胞的免疫表达情况基本保

持一致。
2.6 恶性胃癌腹水来源类器官的化疗药物筛查 为

了研究腹水来源类器官模型是否能用于药物敏感

性研究， 选择胃癌常用的全身化疗及腹腔灌注化

疗药物顺铂和氟尿嘧啶，每个药物设置 6 个浓度，
拟合剂量效应反应曲线， 确定半数最大抑制浓度

（IC50）， 根据剂量效应曲线判断胃癌腹水来源类

器 官 对 2 种 药 物 的 敏 感 程 度 。 药 物 治 疗 后 测 量

PFOs 的细胞增殖活性， 与未治疗的 对 照 组 相 比，
细胞增殖活性的变化被用作类器官存活率的衡量

标准（图 6a）。 3 例类器官对 2 种常规化疗药物的

敏 感 程 度 不 同，3 例 PFOs 对 氟 尿 嘧 啶 均 耐 药 ，未

能 计 算 出 IC50 值；3 例 PFOs 对 顺 铂 的 反 应 不 同，
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图 5 胃 癌 腹 水 来 源 类 器 官 的 免 疫 组 化 染 色

注：图 中 第 一 行 为 胃 上 皮 癌 组 织 阳 性 对 照，下 面 6 行 分 为 三 组，分 别 为 胃 癌 腹 水 来 源 类 器 官 与 其 腹 水 原 始 细 胞 沉 渣 的 免 疫

组 织 化 学 对 比 图。 比 例 尺 为 100 μm。

对 应 的 IC50 值 分 别 为 12.6 μmol/L （PF2）、20
μmol/L （PF3，PF4）；PF2 为 中 度 敏 感 ，PF3、PF4 为

耐药。 综上，顺铂对 3 例 PFOs 的杀伤性强于氟尿

嘧啶。 光镜图（图 6b）展示了 PF2 对 2 种药物的不

同浓度的反应，随着 2 种药物浓 度 的 增 加，PF2 的

增殖受到明显抑制， 胃癌腹水来源类器官数量减

少，类器官体积变小。 在最高浓度氟尿嘧啶的作用

下， PF2 的细胞活性尚可，但在最高浓度顺铂的作

用下，PF2 的细胞活性差， 未见明 显 增 殖 的 细 胞，
与剂量效应曲线的绝对定量结果一致。

3 讨论

恶 性 腹 水 是 腹 膜 种 植 和 腹 膜 癌 的 常 见 并 发

症，然而目前对恶性腹水肿瘤细胞的研究较少。 在
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类器官技术发明以前， 研究者尝试利用传统细胞

培 养 方 法 进 行 肿 瘤 原 代 培 养。 Golan 等 ［14 ］用 胰 腺

癌患者腹水建立了腹水来源胰腺导管腺癌原代细

胞培养模型，用于进行药物筛选。 但是该研究未对

腹水来源培养细胞与原始肿瘤细胞的表型一致性

进行探索。 该研究发现大多数腹水培养细胞在 5~
6 次传代后无法继续增殖传代， 表明该研究 的 细

胞 培 养 体 系 存 在 明 显 的 不 足 。 Wu 等［15］对恶性胸

腹水来源肿瘤细胞进行2D、3D 培 养， 然 后 对 所 得

细胞进行体外药物筛选研究。 他们成功培养 4 例

恶性腹水来源肿瘤细胞， 分别为胃肠道癌、 乳腺

癌、卵巢癌、黑色素瘤。作者发现 2D 培养条件下肿

瘤细胞的肿瘤标志物出现丢失， 且容易出现间皮

细 胞 过 度 生 长，导 致 肿 瘤 细 胞 培 养 失 败；相 反，3D

图 6 胃 癌 腹 水 类 器 官（PF2）对 2 种 常 规 化 疗 药 物 的 反 应

注：a. 3 例 胃 癌 腹 水 类 器 官 分 别 用 6 个 药 物 浓 度 梯 度 的 氟 尿 嘧 啶、顺 铂 处 理 96 h，绘 制 剂 量 效 应 反 应 曲 线。 横 坐 标 为 药 物

浓 度 的 对 数 值（lg），纵 坐 标 为 类 器 官 相 对 细 胞 数 量；b. 胃 癌 腹 水 来 源 类 器 官 经 药 物 处 理 后 代 表 性 的 明 场 图 像，第 1、2 行 为

6 个 浓 度 梯 度 氟 尿 嘧 啶 作 用 后 的 图 像，第 3、4 行 为 6 个 浓 度 梯 度 的 顺 铂 作 用 后 的 图 像。 比 例 尺 为 100 μm。

A

B
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培养具有更高的原代肿瘤细胞培养成功率。
类器官技术的诞生让原代细胞培养进入了时

代，能够显著提高原代培养成功率。 对患者来源类

器官的研究发展迅速， 目前科学界已将成功培养

了不同类型的肿瘤细胞来源类器官作为疾病临床

前模型，包括胃肠道癌 ［16， 17］、肺癌 ［18］、膀胱癌 ［19］、胰

腺癌 ［20］、前列腺癌 ［21］等，大多数肿瘤类器官来源于

手术标本或活检， 取材不够便利且标本不可重复

使用。 相比之下， 恶性腹水来源类器官培养更经

济 、更 方 便 ，目 前 文 献 报 道 成 功 培 养 包 括 结 直 肠

癌 ［22］、卵巢癌 ［23］、胃癌 ［13］来 源 的 恶 性 腹 水 类 器 官。
上述腹水来源类器官的样本量均不多， 结直肠癌

腹水类器官样本仅 1 例， 卵巢癌腹水类器官样本

为 14 例， 胃 癌 腹 水 类 器 官 样 本 为11 例。 结 直 肠

癌、卵巢癌腹水来源类器官均为短期培养，用于经

验药物敏感性测试的平台， 有助于在个体化治疗

方案之前筛选新的或现有的治疗药物。
相关研究证实从胃癌患者的恶性腹水肿瘤细

胞中建立的类器官体外模型， 很好地反映了原始

恶性腹水肿瘤细胞的组织病理学特征和分子突变

模式， 在药物敏感性筛选试验中对临床标准化疗

药物表现出异质性反应， 表明其可以用作功能性

体外疾病模型 ［13］。 上述研究中，研究者加入不同比

例 的 腹 水 离 心 上 清 液 来 维 持 类 器 官 的 稳 定 培 养 。
本研究中我们优化了类器官培养基， 无需加入腹

水上清就可以很好地维持类器官培养， 且适用于

不同患者来源的类器官培养， 去除原始细胞状态

不好的 PF1，类器官培养成功率为 100%。 与 CDX、
PDX 模型相比，PDO 的优势大，克服了体外细胞系

研 究 发 现 向 临 床 转 化 及 PDX、CDX 模 型 作 为 高 通

量药物敏感性筛查平台耗时长、成本高的问题 ［24］。
本研究成功培养了来自 3 例不同胃癌患者的

PFOs，胃癌腹水总培养成功率为 75%。不同患者来

源类器官之间的形态和生长速度存在差异， 所培

养成功的 3 例 PFO 均可长期稳定传代 10 代以上，
且类器官细胞可以冻存复苏以备后续实验研究使

用， 优于只能短期培养用作药物敏感性测试平台

的结直肠癌、卵巢癌腹水类器官。 对 3 例胃癌腹水

类器官进行病理学特征分析， 表明胃癌腹水来源

类器官细胞与原始肿瘤细胞在病理学形态上保持

一致。胃癌腹水来源类器官的 IHC 染色结果显示：
PF2 与 腹 水 沉 渣 肿 瘤 细 胞 一 致 表 达 CK20、P53、
Ki-67，PF2 表达 CDX2，而腹水沉渣肿瘤细胞不表

达 ；PF3 与 腹 水 沉 渣 肿 瘤 细 胞 一 致 表 达 CDX2、
P53、Ki-67， PF3 不表达 CK20，而腹水沉渣肿瘤细

胞 表 达 ；PF4 与 腹 水 沉 渣 肿 瘤 细 胞 一 致 表 达

CK20、CDX2、P53、Ki-67。 PF2、PF3 与腹水沉渣肿

瘤 细 胞 在 CK20 和 CDX2 的 表 达 差 异 可 能 是 由 于

培养条件的筛选作用， 表达 CDX2 的 PF2 在 此 条

件下成功扩增，不表达 CK20 的腹水肿瘤细胞在此

条件下扩增成 为 PF3。 在 对 化 疗 药 物 的 筛 查 结 果

显示， 同一患者对常用的 2 种化疗药物的敏感性

不同， 同一药物在患者之间体现出个体耐药差异

性。 为了测试 PFOs 能否指导个体化用药，需要对

PFOs 和 相 应 患 者 临 床 药 物 敏 感 性 反 应 进 行 平 行

分析。
本研究存在的不足之处：样本量少，未能对胃

癌腹水类器官及其原始肿瘤细胞进行全外显子测

序分析其突变情况， 无法进一步在分子水平分析

患者耐药机制； 作为药物敏感性平台测试的临床

药物种类可以增加，如奥沙利铂、伊立替康等。
综上所述， 本研究建立了胃癌恶性腹水肿瘤

细胞的体外类器官模型， 并在组织病理学上显示

PFOs 和恶性腹水肿瘤细胞的良好一致性。 本研究

观 察 了 PFOs 对 2 种 化 疗 药 物 的 不 同 反 应。 PFOs
未来有望用于恶性腹水症状患者的药物筛选和优

化患者的临床治疗方案。
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