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卵巢癌类器官模型的构建与应用
黄雨涵  刘陈  秦天予  孙朝阳*  陈刚*

(华中科技大学同济医学院附属同济医院妇产科, 武汉 430030)

摘要      该文详述了卵巢癌中病人来源的类器官(patient-derived organoids, PDOs)模型的构建

及培养方式, 以证实该实验方式具有可重复性与较高的性价比。分析药物筛选结果与临床药物反

应性, 旨在证明该模型对临床治疗的价值。同时, 为扩展类器官模型的应用范围, 采用了DNA损伤

相关的彗星实验、DNA fiber实验以及免疫荧光、蛋白电泳等实验技术, 探索以该模型为基础的各

项实验技术的可行性。结果表明, PDOs模型中的药物筛选结果可以模拟临床病人对药物的反应性, 
铂类化疗治疗效果与PDOs模型中的药物敏感性具有显著相关性。除常规使用的化疗药物以外, 也
可以通过该模型的药物筛选摸索病人治疗的最佳用药方式, 并推动未进入临床的新药的研发。

关键词      卵巢癌; 类器官模型; 药物筛选



黄雨涵等: 卵巢癌类器官模型的构建与应用 1175

Construction and Application of Patient-Derived Organoids Model of
 Ovarian Cancer

HUANG Yuhan, LIU Chen, QIN Tianyu, SUN Chaoyang*, CHEN Gang*
(Department of Obstetrics and Gynecology, Tongji Hospital, Tongji Medical College, 

Huazhong University of Science and Technology, Wuhan 430030, China)

Abstract       This study aims to introduce a cost-effectiveness way to establish and culture a PDOs (patient-
derived organoids) model of high grade serous ovarian cancer in detail. The results reveal the clinical value of 
PDOs model in choosing drugs for chemotherapy. To further extend the application of this model, techniques in-
cluding comet assay, DNA fiber, immunofluorescence and Western blot are also successfully applied in PDOs mod-
els. By comparing the results of drug screening and clinical outcome after platinum treatment, a significant correla-
tion of organoids and primary tumor tissue in drug sensitivity is found. In this article, PDOs model is verified to be 
necessary for exploring the best way to treat patients and promote the development of new drugs.
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自从类器官的概念被系统化地提出并应用于

肿瘤的研究以来, 多种肿瘤类器官模型在实验室中

得以成功构建。基因测序等技术手段已经验证了类

器官能够保持原肿瘤的体细胞突变和拷贝数变异[1], 
该模型与所来源的标本之间具有高度的同质性[2-3]。

类器官作为优于传统肿瘤细胞系的一种体外癌症培

养模型也逐渐被认定为是有效且可行的。目前, 在
前列腺癌、胰腺癌、结直肠癌等癌种中这一模型已

得到较为广泛的应用[4-6]。类器官模型的建立, 使得

癌症用药的筛选能够个性化地进行, 为精准化医疗

在肿瘤中的实现提供了帮助[7]。

卵巢癌是在妇科肿瘤中死亡率居于首位的

恶性肿瘤 [8]。由于卵巢癌具有较高的复发率 , 伴
随着复发常出现化疗药物耐药 , 因此对该癌种的

治疗是有一定的困难的 [9 ]。随着化疗疗程的增

加 , 肿瘤也在不断进展和发生变异。小分子抑制

剂作为卵巢癌治疗的研究热点 , 它的优势在于精

准性和靶向性。然而这一特性也提示了此类药

物的使用需要针对肿瘤的突变进行选择和调整。

现在常通过病理诊断加上基因检测来初步选取

可用药物。由于卵巢癌基因的不稳定性 [10-11],  这
些方式往往只能用于推测哪一类药物可能在病

理诊断和基因检测中起效 , 不确定性较大。类器

官的使用 , 则可以更明确地对该病人的用药进行

筛选和预测 [12]。鉴于以上特点 ,  亟需此类能够

高度模拟病人原位肿瘤的新的卵巢癌模型 , 在初

治时或复发后通过大规模的药物筛选获得对肿

瘤用药情况的个体化、精准化的预测 [13]。研究

者在结直肠癌及食道癌中 , 将病人来源的类器官

(patient-derived organoids, PDOs)模型中测得

的常用化疗药药物反应性与患者临床反应性进

行了对比 , 发现类器官药物筛选具有 88%的阳性

预测值和 100%的阴性预测值 [14]。也有研究对 22
例高级别浆液性卵巢癌标本来源的 PDOs模型进

行了 PARP抑制剂、ATR抑制剂和 CHK1抑制剂

的药物筛选 ,  药物筛选结果表明 ,  药物敏感性与

细胞 DNA修复功能相关 [15]。而限制卵巢癌类器

官模型发展的 , 则是其培养较结直肠癌等更加困

难 ,  细胞球体生长较缓慢 ,  造模成功率较低。目

前 , 不断有研究者希望能通过尝试找到一个更高

性价比的方式来对卵巢癌类器官进行培养 [16-17]。

而以类器官为基础的实验则能够对患者肿瘤

快速地进行药物作用机制层面的研究。针对类器官

进行的基因敲除已在结直肠癌研究中得以实现[17-18], 
提示了针对细胞系的实验操作也可以在类器官模型

中进行。经过多次治疗和耐药后, 卵巢癌将在不同

患者中形成具有极大异质性的难治性癌灶[19]。这类

患者肿瘤的基因特点难以用某种已有的细胞系进行

模拟。其治疗方式的探索必将与其独特的肿瘤特性

相联系[20]。
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1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   组织标本      本研究中所用的原代卵巢癌病

人腹水及术中取得的肿瘤组织均来自于同济医院

妇产科 , 收集于2018年至2021年间 , 标本的术中快

检及术后病检均证实其为高级别浆液性卵巢癌。

本研究获得了患者签署的知情同意书及华中科技

大学同济医学院伦理委员会针对人体标本取材的

审批许可。伦理申请材料详述了对患者标本的处

理及实验过程。

1.1.2   主要试剂      IdU、CIdU、二甲亚砜(dimethyl 
sulfoxide, DMSO)购于美国Sigma公司 ; 磷酸盐缓冲

液 (phosphate buffer solution, PBS)购于美国Thermo 
Fisher公司 ; RIPA蛋白裂解液、蛋白酶抑制剂购于

上海碧云天生物技术有限公司 ; 蛋白凝胶试剂盒购

于达科为生物技术有限公司 ; BRD4抑制剂、PARP
抑制剂、紫杉醇 (paclitaxel, PTX)、顺铂 (cisplatin, 
DDP)、CHK抑制剂、CDK4/6抑制剂、DNMT1抑
制剂均购于美国Selleck公司 ; DMEM/F12培养基、

胎牛血清购于美国Gibco公司; 培养基所用细胞因子

购于美国BD公司; CELLTiter GLO 3D发光法细胞检

测试剂盒购于美国Promega公司。

1.1.3   主要仪器      生物安全柜购于美国Thermo 
Fisher公司; 二氧化碳恒温细胞培养箱购于德国Her-
aeus公司; 正置荧光显微镜与倒置荧光显微镜购于

日本OLYMPUS公司。

1.2   方法

1.2.1   原代卵巢癌组织的分离以及类器官(PDO)模
型的培养      在无菌手术中, 医生取下卵巢癌癌灶

(包括原位灶、网膜转移灶及盆腹腔转移灶等 )后 , 
立即将癌灶装入无菌管中 , 用培养基浸泡 , 置于冰

上。将癌灶转移至无菌细胞台上, 用PBS及加入双

抗的培养基冲洗后 , 选取活性较好、形态学上可

见恶性程度高的癌组织 , 切下待用。如癌灶较小 , 
则仅修剪明显仅有脂肪的部分及术中烧灼碳化的

部分 , 余下组织待用。用高压蒸汽灭菌后的眼科

剪将待用组织剪碎后 , 用无菌细胞刮继续将组织

刮碎 , 使组织碎片悬液呈匀浆状。将组织碎片悬

液用加入双抗 (青霉素、链霉素 )的培养基重悬后 , 
依次过70 mm及40 mm滤网 , 取直径为40~70 mm
的细胞球。于1 200 r/min离心5~10 min, 弃上清(需
小心网膜灶脂肪层沾于管壁上难以倒出 )。加入

裂红液, 颠倒摇匀, 室温静置5 min后, 1 200 r/min
离心 5~10 min, 弃上清。去除细胞悬液中的红细

胞。加入 PBS清洗一遍。据细胞量加入适量原代

培养基及基质胶 , 比例为1:2, 重悬细胞 , 置于冰上

待用。混合液根据实验所需细胞量接种于细胞培

养板或细胞培养皿内 , 保持适当的悬滴大小 , 以免

浮力导致的脱胶。

将接种了细胞球的培养板置于 37 °C细胞培

养箱中静置30 min, 等待基质胶凝固。取出细胞培

养板置于无菌细胞台上 , 在孔板中加入对应的原

代培养基及各处理组所需的药物 , 然后置于 37 °C
细胞培养箱中培养。类器官培养基 : 卵巢癌PDOs
模型用混有青霉素、链霉素 (100 U/mL)及各类细

胞因子的 DMEM/F12(1 :1)培养基培养。类器官

培养基的细胞因子配方如下 : 1× Glutanmax、1× 
HEPES、100 ng/mL R-spondin、100 ng/mL Nog-
gin、50 ng/mL EGF、10 ng/mL FGF10、10 ng/mL 
FGF2、50× B27、10 mmol/mL Nicotinamide、
25 mmol/mL N-Acegglytene、1 μmol/mL Prosta-
glandin E2、10 μmol/mL SB02190、500 nmol/mL 
A8301、10 μmol/mL Y27632、万古霉素适量。

1.2.2   PDOs模型的细胞收取      从细胞培养箱中取

出细胞培养板 , 吸净培养基 , 轻柔贴壁加入PBS, 清
洗一遍。每孔加入适量PBS, 用1 mL移液枪将基质

胶吹散, 然后将悬液转移入EP管中, 1 500 r/min离心

5~10 min, 用移液枪吸去上清。每管加入5 mL类器

官采集液 (organoids harvesting solution), 混匀后于

冰上静置15~30 min, 1 500 r/min离心10 min, 可见

细胞渣离至管底 , 胶已被溶解。弃上清后取得细胞

沉淀。

1.2.3   彗星实验      收取以PDOs模型培养的细胞球

体 , PBS清洗一遍后 , 使用PBS重悬至1×105个 /mL。
用PBS配制1%浓度的低熔点琼脂糖凝胶(low melting 
agarose, LMA)(开水浸泡至融化完全)。取50 μL细胞

悬液与200 μL LMA胶混合均匀 , 滴于彗星实验专用

载玻片上。用长方形盖玻片压胶后 , 避光放于冰上

冷却30 min(防止光线导致的DNA损伤影响实验结

果 )。揭去压胶用盖玻片 , 加入预冷的裂解液。没过

胶面, 置于冰上浸泡60 min。使用新鲜配置并预冷的

解旋液浸泡没过胶面30 s。之后, 使用新鲜配制并预

冷的电泳液 , 于21 V或300 mA电泳30 min。用双蒸

水洗一至两遍后 , 于室温避光放置10~15 min晾干。
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SYBR染液没过胶面 , 染色5 min, 用双蒸水清洗后滴

加抗荧光淬灭剂 , 长方形盖玻片封片。于湿盒中避

光保存 , 3天内用荧光显微镜观察。解旋液配方 : 6 g 
NaOH、2.5 mL EDTA(200 mmol/L)、500 mL双蒸水。

电泳液配方: 12 g NaOH、2 mL EDTA(500 mmol/L)、
1 L双蒸水。

1.2.4   DNA fiber实验      使用DMSO配制5 mmol/L
的IdU和25 mmol/L的CIdU溶液。在PDO培养基中加

入配置好的 IdU溶液 , 使其终浓度为5 μmol/L, 然后

给细胞换液。于37 °C细胞培养箱中孵育30 min。弃

去培养基 , 用PBS洗两遍。在细胞培养基中加入配

置好的CIdU溶液 , 使其终浓度为25 μmol/L, 给细胞

换液。于37 °C细胞培养箱中孵育1 h。PBS清洗一

遍后, 收取细胞球体, 1 500 r/min离心5 min待用。使

用预冷的PBS将细胞球体重悬至适宜浓度 , 置于冰

上待用。将2 μL细胞悬液滴在玻片上, 晾8 min, 至半

干未干状态。加7 μL裂解液于细胞悬滴上 , 用枪头

轻柔水平铺展5 mm左右。水平裂解2 min后, 将玻片

倾斜 , 让液体向下划出轨迹。晾干至可见一条水渍

线。用组化笔圈住该线条。在玻璃槽中 , 用固定液

(甲醇 :冰醋酸=3:1)固定玻片10 min。用双蒸水洗净

固定液。将玻片置于干燥玻片盒中于4 °C过夜。次日, 
将玻片浸泡于浓盐酸(36.38%盐酸)与水比例约为1:4
的盐酸(2.5 mol/L)中80 min, 变性DNA。之后用双蒸

水洗去玻片上的酸性液体。配制PBST, 并使用PBST
配制5% BSA+0.05% Triton X-100的溶液 , 在湿盒中

室温封闭30 min。在湿盒中封一抗, CIdU和IdU选取

不同来源的一抗, 1:150~1:300配制, 一抗液体量要覆

盖住组化笔圈住的全部区域。室温孵育45 min。使

用PBST在摇床上洗三遍, 每遍5 min。选取对应来源

的二抗(1:3 000稀释), 覆盖组化笔圈住的区域。使用

PBST在摇床上洗两遍, 每遍5 min。再使用双蒸水洗

两遍。用抗荧光淬灭剂封片后 , 再用共聚焦显微镜

观察并拍照 , 玻片于4 °C保存 , 不超过2天。共聚焦

显微镜所得实验结果通过蔡司显微镜系统专用软件

进行长度的测量和图片的截取。

1.2.5   免疫印迹技术      在收取的PDO细胞球体中

加入含有磷酸酶抑制剂和 cocktail的RIPA裂解液 , 
混匀 , 置于冰上裂解 30 min。用超声仪裂解细胞

悬液至清亮 , 4 °C、12 000 r/min离心 20 min。吸

取EP管中上清液 , 即为提取出的蛋白液。测蛋白

浓度 , 定量取蛋白液至EP管中。加入蛋白液体积

四分之一的5× 上样缓冲液, 混匀并用小甩机轻甩。

沸水煮10 min后将蛋白样置于–80 °C冰箱中待用。

使用快速制胶试剂盒制备蛋白电泳凝胶 , 将蛋白

样品按顺序和计算的上样量加入蛋白凝胶中 , 恒
压进行电泳。先用 90 V电压电泳 30 min, 至蛋白

Marker完全分开, 将电压调至120 V, 继续电泳至目

标蛋白完全分开后停止。转膜前配制转膜缓冲液 , 
并将PVDF膜浸泡于甲醇中预激活10 s至1 min, 再
将其放于双蒸水中润洗后进行转膜操作。将转膜

槽置于冰水混合物中, 恒流350 mA, 转膜2.5 h。捞

摸并置于TBST配制的 5% BSA中 , 于摇床上室温

封闭非特异性抗原1 h。切膜, 对应一抗(1:1 000稀
释)于4 °C孵育过夜。复温, 用TBST缓冲液于摇床

上洗条带三遍 , 每遍 10 min。使用对应的HRP标
记二抗 (1:5 000稀释 )于摇床上室温孵育1 h。使用

TBST缓冲液洗膜三遍 , 每遍 15 min。使用ECL曝
光液浸泡条带, 用曝光仪曝光。

1.2.6   细胞抑制率测定      使用CellTiter Glo 3D发光

法细胞检测试剂。吸干96孔板中的培养基, 将试剂

复温至室温后, 加入孔板内, 每孔100 μL(需没过基

质胶)。将孔板避光, 置于摇床中孵育30 min。使用

多功能酶标仪测定各孔发光值。

1.2.7   统计分析      在本研究中, 各实验所得结果均

独立重复至少3次 , 结果以均数±标准差 (x
_
±s)表示。

数据分析利用Graphpad Prism 8.0及IBM SPSS Statis-
tics 26软件完成。通过One-Way ANOVA进行多组间

数据比较 , 通过Spearman统计方法进行相关性分析。

当P值小于0.05时, 认为该数据具有显著性的差异。

2   结果
2.1   类器官培养卵巢癌细胞球体形态学观察

通过模型构建过程中的观察 , 可见在经过培养

后 , PDOs由小颗粒状逐渐增大为单一球状或呈多个

大小不一球体聚集连接的孢子样。这一培养过程依

肿瘤自身特性, 需要7至14天不等。图1中白光结果可

清晰显示此类器官模型中细胞增殖时的特殊形态。

通过图1, 我们可以观察到各个不同来源的卵巢癌类

器官模型的形态结构 , 并将其与卵巢癌原代肿瘤进行

对比。卵巢癌原代PDOs模型通过HE染色可见细胞类

腺体样, 球体中细胞紧密相连, 内部存在腔状结构, 小
腔中内容物无细胞成分 , 为浆液性卵巢癌的分泌物由

于无导管结构排出而聚积在球体内。在小腔周边 , 细
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胞未见顶部或基质部的分化 , 类器官模型中全部细胞

均存在异型性极度增高、细胞显著大小不一、核分

裂数多的肿瘤细胞特点 , 与卵巢癌原代肿瘤组织通过

HE染色所见的组织形态学特征具有相似性。

2.2   类器官的多种药物筛选实验

在本研究中, 选取了顺铂作为传统化疗药物的

代表, 同时选取了已进入临床的PARP抑制剂和一些

未进入临床的小分子抑制剂进行药物筛选。通过

化学发光法检测药物对病人来源类器官培养模型

的抑制率, 可见本研究所检测的多种药物对卵巢癌

的作用效果。以前期验证能够使PDOs模型产生一

定反应性的浓度作为筛选所用药物浓度, 进行了统

一浓度的抑制率监测。顺铂所用浓度为20 μmol/L, 

CDK4/6抑制剂、PARP抑制剂、紫杉醇所用浓度均

为10 μmol/L, BRD4抑制剂为2 μmol/L, DNMT1抑制

剂为1 μmol/L, CHK1抑制剂为200 nmol/L, 顺铂在加

药及药物处理全程中均进行了避光处理。图2中可

见不同来源的PDOs对不同卵巢癌治疗药物存在不

同的反应性。其中, 针对复发卵巢癌患者标本的铂

类药物反应性筛选结果显示, 复发患者全部表现为

铂类药物无反应或仅有15%左右的抑制率, 提示已

产生伴随复发而产生的铂耐药。

2.3   类器官卵巢癌模型对病人化疗效果的预测作用

在前期的药物筛选中 , 铂类作为卵巢癌化疗

药物, 在本院病人中有广泛应用。我们将本研究中

所筛选出的药物反应情况与临床中病人的紫杉醇 /

A: HE染色的肿瘤组织; B: HE染色、显微镜白光所见的PDO球体。左上角标记为该模型编号与传代次数。可见类器官模型在组织形态上与原

肿瘤组织具有相似性, 在细胞层面上也呈现出高度异型性的癌细胞特性。

A: the primary tumor tissue stained with HE; B: the PDO sphere stained with HE and observed by microscope under white light. The upper left corner 
is marked with the model number and the times of generations. It can be seen that the organoid model is similar to the original tumor tissue in morphol-
ogy. It also presents a highly heteromorphic characteristics of cancer cells at the cellular level.

图1   卵巢原代肿瘤及类器官培养模型的组织形态学

Fig.1   Histomorphology of primary ovarian cancer tissue and PDOs model
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A: 铂类相对耐药(platinum resistant)的类器官模型; B: 铂类相对敏感(platinum sensitive)的类器官模型。肿瘤样本的来源分为原发病灶(initial tu-
mor)与复发病灶(recurrent tumor), 标于左上角。肿瘤样本取样的具体部位包括卵巢(ovarian)、盆腔(pelvis)、腹水(ascites), 分别标于图上方。柱

状图显示为对应药物作用下细胞的存活率。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, 与对照组相比。n.s.: 无显著差异。

A: platinum resistant PDO models; B: platinum sensitive PDO models. The tumor tissue is collected from initial tumor or recurrent tumor, which are 
marked in the upper left corner. The specific sites of each tumor including ovarian, pelvis, ascites are showed above each graph. The bar chart shows the 
survival rate of cells treated with the corresponding drug. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 compared with control group. n.s.: without significant differ-
ence.

图2   类器官模型药物筛选结果

Fig.2   Drug screening results of PDOs model
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顺铂 (docetaxel/cisplatin, TP)方案化疗反应性进行

了对照。CA125是卵巢癌相关的典型肿瘤标志物 , 
也是入院后必需监测的指标。CA125在铂类药物

治疗前后降低的百分率, 可以部分反映患者对铂类

化疗的反应性 [21]。通过SPSS 26.0软件进行相关性

分析 , 可得DDP用药后抑制率与患者收取标本最

近的含铂方案化疗前后CA125降低的百分率呈正

相关, 相关系数为0.759, P值小于0.01, 具有显著性

(表 1)。这一点可以说明 , 在类器官模型中的药物

筛选与临床用药的反应性是存在一致性的。而除

CHK1抑制剂外 , 其他药物反应性与含铂方案化疗

后CA125的变化并无显著相关性 (表 1)。这一结果

与推论是一致的。在此结果中, 一方面PDO对铂类

反应性与化疗效果的显著相关提示 PDO可以预测

铂类药物反应性 , 另一方面 , 其他药物的无显著相

关性提示小分子抑制剂与铂类药物不存在交叉耐

药。卵巢癌小分子抑制剂与化疗联合用药, 共同杀

伤肿瘤一直是研究的热点。铂类药物不与其他小

分子抑制剂有交叉耐药, 正说明了联合用药的可行

性。而CHK1抑制剂反应性与铂类药物反应性的关

联有待进一步探索。

2.4   类器官药物作用效果的多类型观察方法

为更好地观察类器官在经受药物处理后的变

化, 我们通过吖啶橙/碘化丙锭(acridine orange/prop-
idium iodide, AOPI)染色、显微镜白光、免疫荧光

等多种方式对其进行了形态学上的观测。为了更

好地观测到该模型在药物损伤后的改变 , 我们选用

了BRD4抑制剂进行研究。在药物损伤PDO球体后 , 
球体周边细胞开始逐渐死亡并解离 , 以死细胞的状

态散落于周边基质中。AOPI染色后 , 可清晰地看见

红色荧光标记的死亡细胞 (图 3A)。以石蜡切片和

PDOs模型培养后以细胞形式所进行的免疫荧光染

色均表明 , 球体中损伤指标 γH2AX的水平增高 (图
3C和图 3D), 这与蛋白电泳所得的结果 (图 3E)相一

致。通过显微镜明场可在白光下观测到经相同时间

培养后药物处理组PDO球体大小也显著小于对照组

(图3B)。
2.5   通过基础实验方法对类器官药物作用机制的

探索

为了更好地发挥类器官模型的作用 , 我们尝试

以该模型为基础 , 进行基础实验的研究。除前文所

提到的细胞球体免疫荧光染色、石蜡切片免疫荧光

染色、基质胶中原位AOPI染色等偏向组织形态方

向的实验之外 , 还尝试了将PDOs模型培养与DNA
研究中更深层次的实验相结合。化疗药物的作用效

果往往与DNA损伤相关。由此 , 我们选用了彗星实

验与DNA fiber实验 [22]这两类能够检测DNA功能的

实验来检测药物作用后相应的蛋白表达变化。从图

中可见 , 应用BRD4抑制剂AZD5153处理后 , 彗星尾

部较对照组显著增长 (图3F), 而DNA fiber实验可见

DNA的正常复制在用药后受阻(图3E)。在相同标记

时间内 , BRD4抑制剂处理组中新复制的DNA较对

照组明显缩短。这提示了在PDOs模型中进行此两

类基础实验的可行性。通过PDOs模型与基础实验

的结合 , 可以在短时间内得到病人使用特定药物后

其肿瘤发生的机制变化 , 对以个性化用药为独特优

势的小分子抑制剂的发展将有促进作用。

3   讨论
迄今为止, 类器官模型已经在多种癌症的研究

中起到了重要作用, 而类器官模型的应用, 也已经从

单纯的药物筛选发展到了针对癌组织的异质性、免

疫微环境等的研究[23]。卵巢癌具有难以造模和培

养的特性, 在此癌种中, 类器官的使用仍停留在通

过短期传代进行药物筛选这一初级阶段[15]。我们

在短期传代的情况下, 一方面寻找具有相似的药物

筛选结果的病例之间的共性, 另一方面使用卵巢癌

替代细胞系进行一系列基础实验的尝试, 希望能在

一个比细胞系更贴近临床的模型中, 找到药物作用

的特性[24]。

表1   药物作用下类器官抑制率与临床铂类反应性的相关性

Table 1   Correlation between PDO-based drug inhibition rate and clinical platinum sensitivity
相关性

Correlation
DDP CDK4/6i CHK1i DNMT1i BRD4i PARPi

Relevance 0.759 0.359 0.536 0.358 0.155 0.011

Significance <0.010 0.131 <0.010 0.133 0.581 0.968
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类器官构建所需的标本量根据最终培养后需

要获得的细胞量而定。类器官球体在培养时将逐渐

增大, 但增大至一定程度后, 将表现为球体聚集更加

紧密, 而非产生新的球体。此时其生长会受到限制, 
也代表着需要进行采集、溶胶及传代。而药物筛选

由于后续不需要采集细胞, 所需的标本量较少。 术
中只需要收取直径为2~3 cm的肿瘤组织就可在96孔
板中完成多肿瘤药物的筛选。由于网膜转移灶的标

本充斥着大量脂肪组织, 在标本收取时需要更大的

肿瘤组织, 并在标本前期处理阶段手工挑取肿瘤成
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ing of organoid spheroid; E: protein level change of PDOs model after BRD4 inhibitor treatment; F: comet assay of PDOs model and quantify of comet 
tail length after BRD4 inhibitor treatment; G: DNA fiber assay of PDOs model and quantify of DNA replicating fork speed after BRD4 inhibitor treat-
ment. ***P<0.001.

图3   PDOs模型对BRD4抑制剂的药物反应性

Fig.3   Drug reaction of PDOs model after BRD4 inhibitor treatment
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分, 剔除大块的脂肪, 才能获得足够的癌细胞来进行

后续实验。而对于腹水标本, 以无菌管和注射器在

术前抽取50 mL即可获得足量细胞进行药物筛选。

总而言之, 药物筛选所需要的标本量是较少的。卵

巢癌的转移灶和复发灶往往较小, 复发后治疗过程

中的腹水量也往往不多。以类器官模型为基础的药

物筛选能够以少量标本完成, 使得观察复发后小病

灶对药物的反应性具有可行性。收取标本后12 h内
进行类器官模型的构建, 使用F1代进行药物筛选有

90%以上的成功率。失败多由于标本的污染, 但从

手术室至实验操作, 其中的变数较大,  这一成功率

说明类器官模型构建技术已经足够具有普适性, 值
得作为一个平台来加以使用。而类器官的实验操作

则需要大量标本。收取标本时, 需尽量取得能够获

取的最大量, 其标本量决定了能否进行实验、能做

哪一类实验。一般仅能得到初次手术和复发伴大量

腹水的患者的足量标本。

若将类器官培养与原代肿瘤细胞培养相对比, 
我们认为在这两种模型中, 类器官的应用具有一

定的优势。原代细胞培养主要是通过将肿瘤组织

研碎或消化后, 制备成适宜细胞浓度的悬液, 直接

于培养基中进行培养。由于卵巢癌是成分复杂、

肿瘤组织与非肿瘤组织混杂生长的实体瘤, 因此, 
在培养时, 剔除非癌的成分(如间质和脂肪)是提高

其成功率的关键。但通过机械法与酶消化法的处

理, 大量细胞的丢失是难以避免的。在培养中, 细
胞中混杂的构成肿瘤微环境的其他成分也逐渐与

肿瘤细胞相分离, 原代细胞逐渐丢失原肿瘤微环

境。而类器官的培养则可以部分地避免这些缺憾。

在类器官构建成功率较高, 且标本大小有限制的

卵巢癌中, 我们倾向于使用类器官来进行药物作

用的观测。

在本研究中, 我们对所获得的病人肿瘤组织类

器官进行了多种药物的疗效筛查。其中包括传统的

肿瘤化疗药物以及卵巢癌研究热点的小分子抑制

剂。已用于临床的化疗药物有助于观察类器官药物

筛选是否与临床治疗的反应性具有相似性, 而针对

未上市的小分子抑制剂的药物筛选则可以为药物的

进一步开发和使用指明新的方向[25]。这一模型的构

建和药物筛选技术的尝试具有临床转化意义。

本研究也存在一些不足之处。在类器官模型的

构建中, 我们发现构建失败的原因往往是间质细胞

过度生长, 超过肿瘤细胞球体的生长速度。据文献

报道, 肿瘤类器官可能由于其有丝分裂的障碍和异

常分裂后的死亡而导致生长速度慢于周边的间质成

分[26]。在本研究中观察到这一情况往往发生在恶性

程度不够高的病理类型中。因此, 建模时成功率较

高的往往是恶性程度高、已发生侵袭转移或已产生

腹水的高级别浆液性卵巢癌。为了避免建模成功率

带来的选择偏倚, 本研究中选取的均为高级别浆液

性卵巢癌。依据患者的不同情况, 分别选取了来源

于原位、转移灶和腹水的癌组织作为用于建模的病

灶。在同一患者的肿瘤组织中, 也会出现腹水和转

移灶易成功建模, 而原位难以成功的情况。这一偏

倚还需要通过后续提升技术手段来加以避免。

此外, 在研究中, 我们发现卵巢癌患者的不同

转移灶之间具有不同的药物敏感性。在实验中, 可
大致发现腹水最为耐药, 其次为盆、腹腔转移灶, 
最敏感的为原位病灶。但由于同时收取的如上三

类病灶的患者总量较少, 难以通过分析得到一个确

定性的结论, 只能把它作为一个推测, 留待后续分

析与实验。

在实验中, 我们对一些复发耐药的患者来源的

PDOs模型也进行了紫杉醇的药物敏感性测定, 以模

拟TP方案在该类型患者中的反应性。在联合应用紫

杉醇与顺铂时, 复发耐药肿瘤来源的PDOs模型对紫

杉醇的反应性具有较大差别, 提示肿瘤在铂类耐药

的同时, 并未对紫杉醇产生耐药性。联合用药时肿

瘤的反应性与紫杉醇单独用药的反应性区别不大, 
提示紫杉醇在铂类耐药后, 可能不能产生较为显著

的增敏效果。此结果印证了临床指南中针对铂耐药

患者的治疗方式, 即使用多项铂类以外的化疗药物

进行治疗。由于收取的复发患者样本量极少, 不能

够得出肯定的结论, 此现象也需留待进一步观察与

分析。 
总而言之, 本研究的侧重点在于通过尝试在卵

巢癌中得到了一个具有较高性价比的类器官模型构

建方式, 通过此模型的构建, 可以得到足量的细胞进

行后续基础实验。在据本文实验方法所示的培养基

中, 肿瘤细胞球体在基质胶包裹的状态下可以稳定

生长, 这一浓度的外源添加的细胞因子不会影响肿

瘤细胞球体对大部分化疗药物及小分子抑制剂的反

应性, 也不会影响药物对肿瘤细胞DNA层面的损伤

效果。此模型的深入研究和不断发展, 可以为卵巢
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癌患者用药前的个体化选择以及药物的研发、测试

提供帮助。
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