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基于II型肺泡上皮细胞RNAscope多通道

荧光检测技术在类器官研究中的应用
孙剑会1,2  刘迪1,2  张华才1,2  张安强1,2  米俊伟1,2  蒋建新1,2*  曾灵1,2*

(1陆军军医大学大坪医院战创伤医学中心, 重庆 400042; 2创伤、烧伤与复合伤国家重点实验室, 重庆 400042)

摘要      该文探讨了RNAscope多通道荧光检测技术在类器官中的应用并建立了相应的实验

体系, 旨在为类器官的研究提供更多的技术与方法。该研究采用磁珠分选方法从大鼠肺组织中分

选II型肺泡上皮细胞(alveolar epithelial type II cells, AEC2s), 并采用免疫荧光鉴定AEC2s细胞的纯

度, 对分离的AEC2s细胞进行肺类器官培养, 培养第15天时采用倒置显微镜观察肺类器官的生长规

律, HE染色观察肺类器官的形态结构特征, RNAscope多通道荧光检测技术检测肺类器官原位单细

胞中Sftpc、Aqp5、krt5、ki67等四个RNA的基因表达情况。结果表明, RNAscope多通道荧光检测

技术在类器官应用中具有可行性, 该技术能实现类器官单细胞水平同时分析多个RNA的表达水平, 
在获得单细胞中拷贝RNA表达数据的同时提供完整的组织形态学信息, 提高对疾病与标志物之间

复杂的生物学相关性认识, 因此, RNAscope多通道荧光检测技术为类器官在单细胞水平的研究开

辟了新的途径。
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Application of RNAscope Multi-Channel Fluorescence Detection in 
Organoid Studies Based on Alveolar Epithelial Type II Cells
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Abstract       This study aims to investigate the application of RNAscope multi-channel fluorescence detec-
tion in organoids research and establish relative experimental system. AEC2s (alveolar epithelial  type II cells) 
were sorted by magnetic beads from SD rat and identified their purity by immunofluorescence. The isolated 
AEC2s cells were cultured in lung organoids. At 15 days, inverted microscope was detected to study the growth 
law at 15 days, and HE staining was also performed to show the morphological structure of organoids. RNA-
scope multi-channel fluorescence detection was performed to determine the expression of Sftpc, Aqp5, krt5 and 
ki67 in single cells of lung organoids in situ. The results showed that RNAscope multichannel fluorescence de-
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tection could be used to analyse the expression of multiple RNA at the single-cell level in organoids simultane-
ously, and to provide complete histomorphological information while obtaining RNAdatabase in single cells, 
which improved the understanding of the complex biological correlation between diseases and markers. There-
fore, RNAscope multi-channel fluorescence detection propose a new method for the study of organoids at the 
single-cell level.

Keywords        organoid; RNAscope multi-channel fluorescence detection; AEC2s  

类器官(organoid)是应用体外三维(3-dimension-
al, 3D)培养技术建立的在结构和功能上类似于器官

的小型组织[1], 具有组织自我更新及可长期培养的

特点, 在一定程度上能模拟体内器官生理活动和病

理变化[2-3], 可成为精准医疗、器官移植、药物筛选、

药物作用机制研究的理想体外载体。类器官培养体

系的特殊性[4-5]导致检测多靶标抗体实验方法存在

一定局限性。该研究将RNAscope多通道荧光检测

技术[6]应用于类器官的研究中, 不但实现了在单细

胞中同时定量分析多个不同类型的RNA水平, 还可

以获得单细胞中不同RNA的拷贝数, 因此RNAscope
多通道荧光检测技术对类器官的研究有重要作用。

RNAscope多通道荧光检测技术是一项新颖的

用于检测位于完整细胞中目标RNA原位杂交(in situ 
hybridization, ISH)的检测技术[7-9]。该技术主要由透

化、杂交、信号放大、可视信号形成、量化分析五

个部分[10-11]组成, 为了增强探针的特异性结合力, 采
用独特的双“Z”探针设计, 每个Z型探针底部是一段

包含18~25个碱基的序列, 该序列能够互补结合到

目标RNA上[12], 中部是一段间隔序列, 连接了探针的

上下两端, 顶端是一段包含14个碱基的尾部序列段。

信号放大前体序列结合在一对Z形探针顶端的尾部, 
当带有荧光标记的分子结合到信号放大序列上时, 
就能达到可视化放大信号的效果[13-14], 在透视光学显

微镜或者多光谱成像系统下, 每一个目标RNA分子

以一个点状信号的形式呈现。RNAscope多通道荧

光检测技术不仅具有高度特异性、敏感性和极高的

信噪比等特点[15-16], 而且在新的尚无可用抗体的生物

学标志物以及非编码RNA的检测中也具有一定的应

用价值, 可提高对疾病与标志物之间复杂的生物学

相关性的认识, 是理想的能够用于下一代测序(next 
generation sequencing, NGS)和芯片技术后期转化研

究的技术平台。

肺泡是肺内气体交换的部位, 即为肺的功能单

位。肺泡壁由单层上皮细胞构成, 主要由扁平的I型

肺泡上皮细胞(alveolar epithelial type I cells, AEC1s)
和立方形的II型肺泡上皮细胞(AEC2s)组成, AEC2s
可能是肺泡上皮修复和再生的兼性祖细胞, 在稳

定状态下, 肺泡区内AEC2s细胞很少发生增殖, 但
在博来霉素、高氧等所致的急性肺损伤后谱系标

记的AEC2s细胞不仅增殖明显增多, 而且可大量

分化为AEC1s细胞[17-19], 因此基于肺表面活性蛋白

C(pulmonary surfactant-associated protein C, Sftpc)、
Aqp5、ki67、角蛋白 5(cytokeratin 5, krt5)探针在

AEC2s细胞中的研究, 可以系统揭示肺损伤后肺泡

上皮细胞的自我修复机制与调控环节。本研究采用

磁珠分选后的AEC2s细胞构建肺类器官, 制备冰冻

切片, 选Sftpc、Aqp5、ki67、krt5四个RNA探针, 进
行RNAscope多通道荧光检测, 其中Sftpc是AEC2s细
胞的标志物, Aqp5是AEC1s细胞的靶基因, ki67是细

胞增殖的靶基因, krt5与肺的损伤修复相关, 四个探

针共同定位于肺类器官, 以研究肺类器官干细胞的

增殖与分化。

1   材料和方法
1.1   实验动物

3~4周龄健康SD大鼠(120~150 g)购于陆军特

色医学中心动物中心, 实验已经过中国人民解放军

陆军军医大学学术伦理委员会许可[编号: SCXK-
(PLA)20120031]。
1.2   主要试剂和仪器

主要试剂包括 : RNA探针Sftpc、Aqp5、ki67、
krt5、阴性对照探针和阳性对照探针(美国Bio-Techne
公司 ), 抗体Anti-Prosurfactant(SPC)和EpCAM(英国

Abcam公司)、Podoplanin(德国Sigma公司), 磁珠分

选二抗 anti-Rabbit IgG Microbead和 anti-Mouse IgG 
Microbeads(德国Miltenyi Biotec公司), RNAscope多通

道二代荧光检测试剂盒、LysoTracker绿色荧光探针

和培养基Mouse Embryonic Fibroblast(美国Bio-Techne
公司)。仪器包括 : 杂交炉 (美国Bio-Techne公司 )、激
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光共聚焦 (德国Leica公司 )、电子秤 (广州福州富日

公司 )、体视学分析系统 (美国MBF公司 )、倒置显

微镜(日本尼康公司)、台式离心机(美国Beckman公
司)、细胞培养箱和冰冻切片机(德国Thermo公司)。
1.3   磁珠分选AEC2s细胞

采用2%戊巴比妥纳60 mg/kg剂量经腹腔注射, 
进行动物麻醉, 75%酒精、碘酒依次消毒, 沿腹中线

剪开, 生理盐水灌注心脏, 沿气管注射3 mL 10 U/mL 
Dispase酶, 游离肺脏, 37 °C水浴消化45 min, 眼科

剪剪碎肺组织, 200目过滤筛过滤, 收集细胞悬液。

1 000 r/min离心5 min, 1 mL PBS重悬细胞沉淀, 加入

2 μL Podoplanin一抗, 4 °C孵育30 min, PBS洗涤2次, 加
入20 μL anti-Rabbit IgG Microbeads磁珠二抗, 4 °C孵育

15 min, PBS洗涤2次, 磁珠分选过柱, 去掉Podoplanin+

细胞, 收集Podoplanin–细胞。1 000 r/min离心5 min, 
1 mL PBS重悬细胞沉淀, 加入2 μL EpCAM一抗, 4 °C
孵育30 min, PBS洗涤2次, 加入20 μL anti-Mouse IgG 
Microbeads磁珠二抗, 4 °C孵育15 min, 洗涤2次, 磁
珠过柱分选。选取Podoplanin–EpCAM+的细胞, 按照

1.5×105个/cm2细胞密度与Matrigel混合培养, 隔天更

换培养基, 采用倒置显微镜观察细胞生长状态。

1.4   AEC2s细胞免疫荧光鉴定

将贴壁培养48 h的AEC2s细胞去除培养基, 并
用PBS洗涤2次, 4%多聚甲醛室温固定15 min, PBS
洗涤2次, 转移至0.1% Triton中穿孔10 min, 滴加山

羊血清于室温封闭45 min, 加入一抗SPC(1400׃稀
释)于4 °C过夜孵育, PBS洗涤3次, 加入二抗(1400׃稀
释)于室温避光孵育1 h, PBS洗涤3次, 滴加DAPI室
温染核10 min, PBS洗涤3次, 抗荧光淬灭剂封片, 激
光共聚焦采集图像。

1.5   类器官冰冻切片制备

当AEC2s细胞在基质胶中培养第15天时, 去除

培养基, PBS洗涤1次, 冰甲醇固定20 min, PBS洗3次, 
小心地取出已经固定的基质胶, 放入包埋磨具。加入

OCT, 液氮速冻10 min, 使用冰冻切片机按照15 μm厚

度对类器官样品连续切片。再将制作好的切片贴于

多聚赖氨酸包被的载玻片上, –80 °C保存, 3个月内

均可进行RNAscope多通道荧光检测。

1.6   肺类器官RNAscope多通道荧光检测

类器官冰冻切片, –20 °C干燥30 min, 蒸馏水清

洗1次; 双氧水室温处理10 min, 蒸馏水清洗1次, 靶
标修复液95~100 °C修复5 min, 立刻转移到蒸馏水

中清洗2 min, 100%乙醇处理3 min, 免疫组化笔圈

出样本区域, 室温过夜干燥切片。滴加蛋白酶III于
杂交炉中40 °C孵育30 min, 蒸馏水清洗2 min, 分组

加入阴性对照探针、阳性对照探针和预混合的目

的探针(Sftpc、Aqp5、krt5、ki67)于杂交炉中40 °C
孵育2 h, 清洗液清洗2次, 每次2 min; 依次滴加150 μL 
AMP1、AMP2、AMP3, 转移至杂交炉中40 °C孵育

15~30 min, 进行信号扩大, 然后进行C1通道探针可视

信号标记, 加入HRP-C1于杂交炉中40 °C孵育15 min, 
清洗液清洗2次, 每次2 min; 滴加ASOP520染料于杂交

炉中40 °C孵育30 min, 清洗液清洗2次, 每次2 min; 加
入HRP阻断剂于杂交炉中40 °C孵育15 min, 清洗液清

洗2次, 每次2 min, 完成C1通道的可视化标记。用同

样的步骤依次进行C2、C3、C4三个通道探针荧光

分子标记, 然后加入DAPI染细胞核, 防淬灭封片剂

封片, 采用激光共聚焦进行图像采集。

1.7   HE染色

肺类器官石蜡切片在60 °C烤箱中烤片10 min, 
二甲苯脱蜡30 min, 乙醇梯度水化, 蒸馏水洗5 min, 备
用。加入苏木素染核10 min, 转移至自来水冲洗

5 min, 盐酸乙醇分化, 采用蒸馏水清洗5 min。滴

加伊红染色5 min, 蒸馏水2 min, 吹干切片。最后

转移至二甲苯中透明10 min, 最后中性树脂封片, 体
视学显微镜镜检采集图像。

1.8   统计学分析

采用SPSS 17.0软件进行数据分析, 数据用平均

值±标准差(x
_
±s)表示, 单因素方差分析比较组间差

异。P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   AEC2s细胞鉴定与肺类器官培养

磁珠分选后AEC2s细胞接种于96孔板中, 培养

48 h后, 免疫荧光染色结果显示, 90%以上的细胞均

为SPC阳性(图1A), 肺类器官培养按照1.5×105个/cm2

细胞密度接种于Matrigel上, 培养观察细胞生长规律

(图1B), 培养第5天时能观察到多个直径为30~80 μm
的细胞球, 第10天球体明显增大, 第15天时直径可长

到200~500 μm大小。将培养第15天的类器官进行

LysoTracker染色, 结果显示为阳性(图1C); 进一步验

证AEC2s细胞三维培养的球体为肺的类器官, HE染
色, 可以观察到完整细胞球的结构形态, 有实心球体

和空心球体两类(图1D)。
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2.2   RNAscope多通道荧光检测类器官阴性探针

对照组和阳性探针对照组

将培养第15天的肺类器官进行RNAscope多
通道荧光检测, 并将其分为阴性探针对照组、阳

性探针对照组、目的探针三个组, 其中阴性探针

对照组(图2A)的四个通道采用细菌dapB探针标记; 
阳性探针对照组(图2B)的四个通道均采用不同的

参照探针标记, C1通道为Polr2a探针标记(绿色), 
C2通道为PPIB探针标记(白色), C3通道为UBC探

针标记(红色), C4通道为Hprt探针标记(粉色)。阴

性对照组染色结果显示, C1~C4通道均未有dapB阳
性信号(图2A), 阳性对照组C1~C4通道均检测到多

个散点状的阳性信号, 且每个细胞的阳性信号点数

量≥4。
2.3   类器官目的探针RNAscope多通道荧光检测

将肺类器官目标基因Sftpc、Aqp5、krt5、ki67进
行RNAscope多通道荧光检测(图3), 其中C1通道Sftpc
探针标记(绿色), C2通道Aqp5探针标记(白色), C3通道

A: 磁珠分选AEC2s细胞的鉴定; B: 肺类器官培养第5、10、15天的形态; C: LysoTracker染色; D: 肺类器官HE染色。箭头指向完整的细胞球。

A: identification of AEC2s sorted by MACS; B: morphology of lung organoids on the 5th, 10th, 15th days; C: LysoTracker staining; D: HE staining of 
lung organoids. Arrows indicated the complete cell pellets.

图1   AEC2s细胞鉴定与肺类器官培养

Fig.1   Identification of AEC2s and culture of lung organoids
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krt5探针标记(红色), C4通道ki67探针标记(粉色)。目标

探针组染色结果显示, C1-Sftpc(图3, C1)、C2-Aqp5(图3, 
C2)、C3-krt5(图3, C3)、C4-ki67(图3, C4)四个通道均能

检测出多个散点以及成簇的阳性信号, 选取一个四种

探针共表达的细胞, 进行单通道局部截图放大观察, 可
见每个通道的信号均处于细胞核和细胞质。

3   讨论
类器官是CLEVER等[20]在小肠干细胞分离培养

中, 发现单个单细胞可以形成肠道的隐窝–绒毛结构

而提出的, 近年来, 类器官技术发展迅猛, 先后建立

了脑、肺、肝脏、肾脏、肠 道、胃等多种类器官, 
可应用于精准医疗、 器官移植、 药物筛选、 药物作

用机制研究等多个领域[21]。类器官的优势在于, 能
够模拟多种细胞之间的信号交流以及体内细胞的运

动, 可以在培养过程中维持基因稳定性, 还能模拟人

体发育和疾病的发展过程, 填补动物实验的缺陷[22], 
并且可实现实时成像。

类器官是由不同的细胞组成的复杂三维结构, 
因此鉴定细胞的类别尤为重要[23-24], 目前的研究主

要是从表型和基因型鉴定: 表型鉴定主要通过HE
染色、免疫组化和免疫荧光染色等鉴定单细胞种

类; 基因型则采用全基因组测序(WGS)、单细胞测

序, 以确定类器官细胞身份。无论是表型还是基因

型鉴定均可以确定细胞身份。但表型鉴定受限于抗

体的类别、种属、特异性等, 很难实现类器官的原

A: C1~C4均为单通道dapB染色; a: DAPI细胞核染色; b: 五通道叠加; B: C1单通道Polr2a染色; C2单通道PPIB染色; C3单通道UBC染色; C4单通

道Hprt染色; a: DAPI细胞核染色; b: 五通道叠加。

A: dapB staining of C1-C4 channel; a: DAPI staining of cell nucleus; b: merged picture of five channels; B: Polr2a staining of C1 channel; PPIB 
staining of C2 channel; UBC staining of C3 channel; Hprt staining of C4 channel; a: DAPI staining of cell nucleus; b: merged picture of five channels.

图2   RNAscope多通道荧光检测类器官探针对照组

Fig.2   RNAscope multi-channel fluorescence detection of organoids in the control group 
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位多重染色; 而基因型鉴定虽然可以同时鉴定类器

官的多种细胞, 但是无法在原位单细胞中同时定量

分析多个RNA的表达水平; RNAscope多通道荧光检

测技术既能避免表型鉴定中抗体局限性, 又能弥补

基因型鉴定无法原位定量多种RNA的表达的缺陷。

但是RNAscope多通道荧光检测技术通常应用于组

织器官切片[25-26], 而类器官培养环境与结构特殊, 其
相关研究不能直接使用组织器官的实验体系, 因此

我们基于AEC2s肺类器官[27]建立了适用于类器官的

RNAscope多通道荧光检测技术实验方案, 该方案能

同时测定四个不同靶向探针在原位细胞中的RNA表

达情况。该实验主要步骤包括类器官培养、类器官

冰冻切片制备、RNAscope多通道荧光染色、激光

共聚焦采集图像等四个部分。其中在冰冻切片制备

过程中为了防止RNA降解, 我们采用冰甲醇对类器

官进行固定, 既不会引起基质胶溶胶, 还能防止RNA
降解, 保持RNA的完整性。而在RNAscope多通道荧

光染色过程中, 每次实验必须同时设定阳性探针对

照组和阴性探针对照组, 主要作用是验证染色过程

的操作步骤的准确性, 同时阴性探针对照组还应用

于激光共聚焦图像采集时背景荧光扣除。严格把控

切片制备和RNAscope多通道荧光染色步骤, 才能确

保RNAscope多通道荧光检测在类器官中客观地呈

现细胞RNA的表达情况, 实现类器官单细胞水平同

时定量分析多个RNA的表达水平, 且在获得单细胞

中的RNA拷贝数据的同时获取完整的组织形态学信

息, 因此RNAscope多通道荧光检测技术在类器官中

的应用具有重要意义。
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