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脊索瘤类器官模型构建与鉴定
毛永鑫1  李俊晓2  许炜2*

(1山东第二医科大学, 临床医学院, 潍坊 261000; 2海军军医大学第二附属医院, 骨肿瘤科, 上海 200003)

摘要      脊索瘤是一种罕见的骨肿瘤, 起源于胚胎脊索残留组织。这类肿瘤通常生长在靠近

重要血管和神经的解剖复杂区域, 使得手术完全切除极具挑战性。此外, 脊索瘤对放射治疗和化

学药物治疗反应不佳, 导致其高复发率和较差预后。目前治疗手段有限, 亟需新型研究模型以深

入理解其发病机制并开发更有效疗法。传统细胞系模型无法准确模拟脊索瘤的体内特征, 而类器

官技术为疾病建模和药物筛选提供了新途径。该文详述了从患者肿瘤组织建立脊索瘤类器官的

方案, 包括组织消化、类器官培养、传代及特定基因表达验证等流程。通过该方法成功构建了脊

索瘤类器官模型, 同时经检测证实了其表达Brachyury和KRT19等脊索瘤特异性标志物, 表明了该

模型能真实再现体内肿瘤特征。该模型为研究脊索瘤发生发展的分子机制及药物研发提供了重

要的体外研究平台。
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Abstract       Chordoma is a rare type of bone tumor that arises from remnants of the embryonic notochord. 
These tumors typically develop in anatomically challenging locations near the critical blood vessels and nerves, 
making complete surgical removal difficult. Additionally, chordomas are generally unresponsive to radiotherapy and 
chemotherapy, leading to high rates of recurrence and poor overall prognosis. Current treatment options for chor-
doma are limited, underscoring the urgent need for novel research models to better understand its pathogenesis and 
to develop more effective therapies. Traditional cell line models fail to accurately mimic the in vivo characteristics 
of chordoma, whereas organoid technology offers promising new avenues for disease modeling and drug screening. 
Here, describe a protocol for generating chordoma organoids from patient tumor tissues, detailing processes such as 
tissue dissociation, organoid culture and passage, and verification of specific gene expression. Using this method, 
Chordoma organoid models were successfully established and confirmed to express chordoma-specific markers 
such as Brachyury and KRT19, demonstrating their ability to faithfully recapitulate the features of in vivo tumors. 
This model provides an important in vitro research platform for studying the molecular mechanisms of chordoma 
development and progression, as well as for drug development.
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脊索瘤 (chordoma)是一种罕见的恶性肿瘤 , 通
常被认为其源于胚胎期残存于椎体内的脊索残留组

织[1]。该肿瘤约23.0%~32.8%概率发生在活动脊柱段, 
约29.2~45.0%概率发生在骶骨 , 26%~35%概率位于枕

颈交界区 , 四肢骨骼或骨外部位发病极为罕见 [2]。流

行病学特征显示, 其发病高峰集中于50岁至60岁年龄

段, 男性发病率略高于女性, 患者中位生存期约6年[3]。

该肿瘤主要累及成年人 , 儿童病例相对罕见 [4]。根据

世界卫生组织 (World Health Organization, WHO)组织

学分类标准 , 脊索瘤可分为传统型、去分化型和低分

化型三类[5], 此三种类型均为恶性肿瘤, 其中低分化型

因恶性程度最高 , 故预后情况最差 [6]。综上 , 脊索瘤

具有侵袭性强、复发率高的生物学特性 , 加之高昂

的长期治疗费用与复杂治疗方案 , 给患者带来沉重

的经济负担 , 最终导致患者生活质量断崖式下降甚

至面临生存危机。

目前, 手术切除是脊索瘤的首选治疗方式, 然而

受限于肿瘤常毗邻神经血管关键结构的解剖特性 , 
根治性切除难度极高 , 患者术后5年局部无复发生存

率仅约50%[7]。该肿瘤普遍对传统化疗药物及靶向

药物呈现耐药性 , 在一项针对32例无法手术切除患

者的Ⅱ期临床试验中 , 接受达沙替尼治疗的患者6个
月无进展生存率 (progression-free survival, PFS)仅为

54%[8], 与既往研究中的伊马替尼 [9]和拉帕替尼 [10]数

据相似。值得注意的是 , 其惰性生物学特征虽在一

定程度上可以延缓病程进展 , 却导致治疗反应评估

困难, 形成”低增殖–高复发–弱响应”的恶性循环。目

前针对该瘤种的基础研究进展严重滞后 , 从分子机

制探索到新型靶向药物开发均存在显著空白 , 亟需

系统解析其侵袭与耐药的分子机制 , 并开展基于新

靶点的创新药物研发工作, 以期突破当前治疗瓶颈。

机制探寻与药物靶点筛选工作的顺利开展, 高度

依赖于合适研究模型的构建与运用 , 然而当前脊索瘤

的研究模型仅有几例细胞系模型。主流细胞系模型

虽可部分解析肿瘤特征 , 但存在无法维持肿瘤原位异

质性、药物反应谱偏移显著等固有缺陷 , 严重制约分

子机制的深入探索与精准药物的有效筛选 [11]。相比

之下, 肿瘤类器官模型凭借其三维结构优势, 不仅能

保留亲本肿瘤的遗传特征和微环境互作网络 , 还可

以重现不同个体间治疗反应差异 , 尽管该技术目前

尚处于起步阶段 , 但已经在疾病的个性化治疗和高

通量药物筛选领域得到了广泛应用 [12]。脊索瘤类器

官模型的构建将创建跨组学整合分析平台 , 通过三

维微环境模拟与分子分型动态验证, 为建立临床前–
临床转化级药物敏感性预测系统提供核心实验体

系。然而 , 目前国内外关于脊索瘤类器官的研究成

果相对较少 , 尤其是缺乏对构建脊索瘤类器官步骤

的系统性描述, 限制了该领域的进一步发展。

因此 , 本研究旨在系统阐述构建脊索瘤类器官

模型的相关步骤 , 涵盖脊索瘤患者肿瘤组织的解剖

与消化、脊索瘤类器官模型的初始建立、脊索瘤

类器官的传代以及类器官的冻存与复苏等关键环

节。同时 , 为验证构建的脊索瘤类器官模型能够有

效保留亲本肿瘤的遗传特征 , 我们还将对所构建的

类器官模型中脊索瘤特异性基因Brachyury及角蛋

白19(Keratin 19, KRT19)进行检测。

 
标本来源 

所构建类器官模型的肿瘤细胞来源于长征医

院脊柱肿瘤中心 , 样本经病理证实为脊索瘤 , 标本

收集均征得病人知情同意。收集到的新鲜组织标

本 用基础培养基于4 °C保存, 于24 h内进行类器官

培养。最终, 本研究成功收集到采集18例脊索瘤患

者手术标本 , 并最终培养出 10例肿瘤类器官模型 , 
培养成功率为 55.6%。构建的类器官培养情况如

下。

主要试剂及仪器 
本部分主要用到的试剂主要包括 :  增强型

DMEM/F12培养基、HEPES缓冲液、1× GlutaMAX-
I、1× B27补充剂、Primocin购自ThermoFisher公
司 ; 1× 青 /链霉素 (终浓度1 IU/mL)、ALK5抑制剂、

Y-27632购自上海碧云天生物技术有限公司 ; N-ace-
tylcysteine, Nicotinamide、人成纤维细胞生长因子

(FGF)10、Ⅱ型胶原酶购自美国Sigma公司; Forskolin
购自美国Selleck公司; 30% Wnt3A条件培养基、2% 
R-spondin条件培养基、4% Noggin条件培养基购自

乔默生物技术(上海)有限公司; RPMI 1640培养基及

Keratin 19(BA17) Mouse mAb及Brachy-ury抗体 (A-
4): sc-374321购自Thermo Fisher公司; 红细胞裂解液

自行配制(表2)。
本实验主要仪器包括: CO2培养箱(型号: Scien-

tific forma 311)购自德国ThermoFisher公司 ; 生物型

安全柜(型号: BSC-100II B2)购自上海博迅医疗生物
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仪器股份有限公司 ; 水平转子离心机购自长沙高新

技术产业开发区湘仪离心机仪器有限公司 ; 倒置相

差显微镜购自德国ZEISS公司等。

培养基及其他试剂
预先配制好完全培养基 , 所用试剂及用量如表

3所示。按表3可配制完全培养基 , 若配制基础培养

基 , 仅需配制增强型DMEM/F12、HEPES缓冲液、

Primocin、1× 青霉素 /链霉素溶液、1× GlutaMAX-I
补充剂, 用量同表3。

对于组织消化液胶原酶 Ⅱ(ColⅡ)的配制 ,  向
200 mL基础培养基加入1 g ColⅡ、20 μL Y-27632混
匀 , 用0.22 μm过滤器过滤到15 mL离心管中, 分装为

8 mL/支 , 并置于–20 °C冰箱长期保存 ; 对于清洗液

(wash buffer)的配制 , 取500 mL RPMI 1640培养基 , 
加入1 mL primocin、50 μL Y-27632, 混匀后 , 置于

4 °C环境中存放备用 ; 对于10× 柠檬酸钠抗原修复

液的配制 : 分别称取1.825 g无水柠檬酸 (C6H8O7)和
11.910 g二水合柠檬酸三钠 (Na3C6H5O7·2H2O), 将上

述试剂溶于800 mL双蒸水中, 然后用浓盐酸调pH值

至6.4, 最后加双蒸水定容至1 000 mL, 改为使用前 , 
将其稀释至1× 工作浓度。

脊索瘤类器官模型构建
在原代脊索瘤细胞提取流程中 , 手术收取的组

织需尽快放入4 °C预冷的基础培养基中 , 并置于冰

盒中, 24 h内进行类器官模型构建; 在处理组织之前, 
提前准备好灭菌的手术器械 , 将Ⅱ型胶原酶置于室

表1   实验中原代细胞的培养以及类器官模型的培养情况

Table 1   Establishment of primary cells and organoid models in the experiment
患者编号

Patient ID
病理类型

Pathological type
性别

Sex
年龄

Age
肿瘤位置

Tumor location
结果

Outcome

Ch-1 Conventional chordoma Male 49 Sacrum Failure

Ch-2 Conventional chordoma Female 53 Cervical spine Failure

Ch-3 Conventional chordoma Female 38 Sacrum Success

Ch-4 Conventional chordoma Female 67 Sacrum Success

Ch-5 Conventional chordoma Male 62 Sacrum Failure

Ch-6 Conventional chordoma Male 70 Sacrum Success

Ch-7 Conventional chordoma Male 52 Sacrum Success

Ch-8 Conventional chordoma Male 65 Sacrum Failure

Ch-9 Conventional chordoma Male 26 Cervical spine Success

Ch-10 Conventional chordoma Male 59 Sacrum Success

Ch-11 Conventional chordoma Male 56 Sacrum Failure

Ch-12 Conventional chordoma Female 64 Cervical spine Success

Ch-13 Conventional chordoma Female 54 Sacrum Failure

Ch-14 Conventional chordoma Female 55 Lumbar spine Success

Ch-15 Conventional chordoma Female 80 Sacrum Failure

Ch-16 Conventional chordoma Female 60 Cervical spine Failure

Ch-17 Conventional chordoma Female 74 Sacrum Success

Ch-18 Conventional chordoma Female 66 Lumbar spine Success

表2   红细胞裂解液配制

Table 2   Formulation of red blood cell (RBC) lysis buffer
名称

Name
用量

Dosage

双蒸水 500 mL

KHCO3 0.5 g

NH4Cl 4.15 g

EDTA·Na2·2H2O 0.020 5 g
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温下解冻 , Matrigel胶置于冰上解冻 (防止提前凝胶

化 , 并应避免反复冻融以维持其生物活性及基质完

整性); 在超净台中, 用配制的清洗液清洗2遍洗涤肿

瘤组织 , 用灭菌的显微镊和眼科剪剔除坏死组织和

明显的血管; 而后剪碎消化 , 用于分离原代细胞的组

织, 每50 mg组织中加入5 mg/mL Ⅱ型胶原酶1 mL, 用显

微镊和眼科剪剪碎, 将组织剪碎至约1 mm×1 mm×1 mm
大小的碎片(图1B)。将剪碎的组织置于离心管中, 在
37 °C温箱中的混悬仪上 , 消化时间可根据组织来源

和质地适当调整 (通常为30~60 min), 直至肉眼观察

无明显大块组织团块 , 或可在显微镜下确认主要为单

细胞或小型细胞团为止。放入离心机 , 1 500 r/min在
室温下离心3 min, 之后用清洗液清洗沉淀物 , 再次

放入离心机1 500 r/min, 在室温下离心3 min, 弃上

清; 去除组织中的红细胞, 加入200 μL红细胞裂解液

进行裂解 , 4 min后注入3倍PBS终止 , 在室温下离心

3 min(1 500 r/min), 弃上清 , 用清洗液清洗沉淀物。

在室温下离心3 min(1 500 r/min), 轻轻吸走上清; 根
据先前观测到的细胞量决定种细胞的孔数 , 6孔板

可加入 200 μL/孔完全培养基及 150 μL/孔Matrigel
胶, 每个孔呈水滴状注入, 把相应体积的完全培养基

和Matrigel胶混匀后, 在6孔板中接种(图1C)。于5% 
CO2、37 °C的细胞培养箱中放置30 min, 使Matrigel
胶固化 , 凝固后可加入2 mL/孔完全培养基 , 之后每

四天换液, 光镜下检查细胞形态。

类器官传代
于培养孔内吹打细胞 , 直到大多数细胞悬浮。

再转移到15 mL离心管内 , 在室温下1 500 r/min离
心3 min, 去上清(可留1~2 mL); 离心管和培养皿各

加入2 mL冷PBS清洗 , 收集至离心管 , 1 500 r/min
离心 3 min, 弃上清。若上清液有浑浊Matrigel胶 , 
则不要吸走 , 防止吸走细胞 , 可加入PBS继续在室

温下1 500 r/min离心3 min, 去上清; 随后加入相应

体积的完全培养基及Matrigel胶 , 按 2传代׃1 , 种植

在6孔板上 ; 于5% CO2、37  °C的细胞培养箱放置

30 min, 使Matrigel胶固化 , 凝固后可加入2 mL/孔
完全培养基, 之后每四天换液。

类器官的冻存及复苏
于培养孔内轻轻吹打 , 去除Matrigel胶 , 直到大

多数细胞悬浮。转移到 15 mL离心管内 , 在室温下

离心3 min(1 500 r/min); 去上清, 留1 mL培养基并用

1 mL的移液枪使用最大量程抵住离心管底吹吸 50
次左右; 离心管和培养皿各加入2 mL冷PBS清洗, 收
集至离心管, 在室温下离心3 min(1 500 r/min); 弃上

清。若上清液有浑浊Matrigel胶 , 可加入PBS继续离

心3 min(1 500 r/min), 去上清; 根据细胞量加入含10% 
DMSO的完全培养基 , 分装入冻存管 ; 将冻存管放入

预冷至4 °C的冻存盒 , 然后将冻存盒转移至–80 °C冰
箱; 在–80 °C冰箱放置过夜后, 将冻存管移至气相液

表3   类器官所用培养基配制

Table 3   Formulation of organoid culture medium
名称

Name
用量

Dosage

Advanced DMEM/F12 500 mL

HEPES Buffer 10 mmol/L

Primocin 50 mg

1× Penicillin-streptomycin 5 mL

1× glutaMAX-I 5 mL

ALK5 inhibitor 500 nmol/L

Y-27632 10 μmol/L

N-acetylcysteine 1.56 mmol/L 

Nicotinamide 10 mmol/L

FGF10 5 μg

1× B27 supplement 10 mL

Forskolin 10 μmol/L

30% Wnt3A conditioned medium 150 mL

2% R-spondin conditioned medium 30 mL

4% Noggin conditioned 20 mL
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氮罐长期保存。根据编号确认在液氮罐中的位置 ; 
将冻存管放于 37 °C水浴锅 ; 再移入15 mL离心管 , 
加2 mL清洗液, 放入离心机, 室温下1 500 r/min离心

5 min; 去上清 , 加入相应体积的培养基和Matrigel; 
种植在6孔板上; 于5% CO2、37 °C的细胞培养箱放

置30 min, 使Matrigel胶固化, 凝固后可加入2 mL/孔
完全培养基, 每四天换液。

脊索瘤类器官的石蜡切片
提前准备冷的PBS, 4%多聚甲醛 (paraformal-

dehyde, PFA)固定液, 包埋盒, 洁净的石蜡切片机配

套刀片。于培养孔内轻轻吹打 , 去除Matrigel胶 , 直
到大多数细胞悬浮。全部转移到15 mL EP管内; 在
室温下离心3 min(1 500 r/min), 去上清 , 留1 mL左
右培养基; 离心管和培养皿各加入2 mL冷PBS清洗, 
收集至离心管, 室温下离心3 min(1 500 r/min), 弃上

清。若上清液有浑浊Matrigel胶 , 则不要吸走 , 防止

吸走细胞, 可加入PBS继续放入离心机, 1 500 r/min
离心3 min, 去上清 ; 加入PFA固定10 min; 混匀 , 用
PBS清洗3遍, 离心3 min(1 500 r/min), 去上清; 依次

加入75%酒精Ⅰ; 75%酒精Ⅱ; 95%酒精; 无水乙醇Ⅰ和
无水乙醇Ⅱ室温孵育10 min进行脱水 ; 之后在二甲

苯 Ⅰ和二甲苯Ⅱ中各浸泡15 min, 使其透明化 ; 完成

透明化后 , 组织样本需要进行浸蜡处理 , 将样本浸

泡在65 °C提前熔融的石蜡中。每隔30 min更换1次
蜡 , 一共浸泡3次 , 整个浸蜡过程需要大约1.5至2 h; 
提前打开石蜡包埋机 , 预热融化石蜡至65 °C, 并将

包埋用的金属基底托放在石蜡液体中预热 , 然后把

类器官组织置于基底托中央, 再滴加液体石蜡浸没, 
组织包埋盒压实后 , 再向组织包埋盒中加入适量液

体石蜡 , 最后将金属基底托放置冷却台上使其快速

凝固。使用石蜡切片机进行切片并用载玻片收集 , 
切片厚度调制成5 μm; 先将蜡块进行修理 , 然后切

成5 μm的片子, 于37 °C水中展片、捞片, 并于室温

中过夜。

H&E染色
将收集好的切片转移到烤片机 , 烤片机温度调

至65 °C, 烤片2 h; 将切片从65 °C的烘箱中取出后迅

速将其放入二甲苯1号中, 上下晃动切片10下用于充

分脱蜡, 之后依次室温下在二甲苯1号、二甲苯2号、

二甲苯3号、无水乙醇1号、无水乙醇2号、95%乙

醇1号、95%乙醇2号、75%乙醇和水中放置5 min; 
将上述处理好的载玻片去除水分 , 滴上苏木素染液

进行染色 , 计时5 min, 然后用流水冲洗5 min; 返蓝

1 s, 返蓝前将水甩干, 继续流水冲洗5 min; 用伊红染

色8 s; 在75%乙醇、80%乙醇、95%乙醇、无水乙醇

1号、无水乙醇2号、二甲苯1号、二甲苯2号、二甲

苯3号中分别放置5 min, 中性树脂胶封片保存, 显微

镜观察。

验证类器官中脊索瘤特异性表达产物的

表达
选择在脊索瘤中特异性表达的 K RT- 1 9及

Brachyury进行染色 ; 将收集好的切片转移至65 °C
预热的烤片机 , 烤片 2 h; 将切片从 65 °C的烘箱中

取出后迅速将其放入二甲苯 1号中 , 上下晃动切片

10下用于充分脱蜡 , 之后依次在二甲苯 1号、二甲

苯2号、二甲苯3号、无水乙醇1号、无水乙醇2号、

95%乙醇1号、95%乙醇2号、75%乙醇和PBS中放

A: 收集到的脊索瘤标本; B: 将收集到的脊索瘤标本剪成3~4 mm的小块; C: 在6孔板上均匀接种。

A: collected chordoma specimens; B: the collected chordoma specimens were cut into 3-4 mm small fragments; C: uniform seeding on a 6-well plate.
图1   对收集的脊索瘤标本进行处理

Fig1   Processing of collected chordoma specimens

(A) (B) (C)
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置5 min。提前水浴加热1× 柠檬酸钠抗原修复液(配
制方法见1.3), 将其加热至浑浊 , 将切片于100 °C水
浴加热下抗原修复20 min; 倒掉修复液, 将切片放入

染片盒里PBS清洗5 min, 清洗时置于摇床上 , 转速

为20 r/min; 用封水笔画圈, 将切片放入染片盒里, 用
PBS-t(PBS+Tween)清洗5 min, 清洗时置于摇床上 ; 
将载玻片放入湿盒中 , 在室温下将 3%内源性过氧

化物加入含有脊索瘤类器官的疏水圈内 , 每个疏水

圈可以滴加50 μL, 封闭组织的内源性过氧化物酶 , 
共封闭15 min; 将切片放入染片盒里 , 用PBS-t清洗

3次 , 每次5 min, 清洗时置于摇床上 , 转速20 r/min; 
将载玻片放入湿盒中 , 在室温下将封闭液 2% BSA
加入含有脊索瘤类器官的疏水圈内 , 每个疏水圈滴

加50 μL, 共封闭1 h; 将载玻片放在湿盒内 , 用封闭

液将所需一抗稀释至所需要的最终浓度 , 去除封闭

液, 不用清洗。本实验采用Keratin 19(BA17) Mouse 
mAb及Brachyury抗体 (A-4): sc-374321作为一抗 , 分
别按1800׃及1500׃比例稀释, 让一抗完全覆盖脊索瘤

类器官 , 置于4 °C冰箱 , 孵育过夜 ; 将切片放入染片

盒里, 用PBS-t清洗3次, 每次5 min, 清洗时置于摇床

上, 转速为20 r/min; 滴加入生物素标记山羊抗兔/鼠
IgG聚合物 , 室温孵育30 min, 孵育结束后于摇床上

用PBST洗3次, 每次5 min, 转速为20 r/min。滴加入

辣根酶标记链霉卵白素工作液, 室温孵育30 min, 孵
育结束后于摇床上用PBST洗3次 , 每次5 min, 转速

为20 r/min, 全程避光 ; 将配制好的DAB工作液加入

疏水圈内 , 孵育约1.5 min显褐色后立刻插入PBSt终
止反应 , 流水洗5 min; 将上述处理好的载玻片去除

水分, 滴上苏木素染液进行染色, 计时3 min, 用流水

冲洗5 min; 返蓝1 s, 返蓝前将水甩干, 继续流水冲洗

5 min; 用乙醇和二甲苯清洗后 , 滴加中性树脂胶封

片保存, 显微镜观察。

脊索瘤类器官模型的建立情况
本研究依托上海长征医院 , 采集 18例脊索瘤

患者手术标本 , 如表 3所示 , 其中病理显示全部为

经典性脊索瘤。肿瘤位置方面 , 骶骨肿瘤12个 , 颈
椎肿瘤 4个 , 腰椎肿瘤 2个。最终成功构建了 10个
脊索瘤类器官模型 , 成功率为55.6%。其中来自骶

骨的肿瘤 6个 , 来自腰椎的肿瘤 2个 , 来自颈椎的 2
个。仅从本实验的类器官模型构建来看 , 颈椎脊

索瘤收集的比重远低于骶骨脊索瘤 , 其原因是因

为颈椎肿瘤往往体积较小 , 由于患者手术后病理

检查的需求 ,  难以收集足够的脊索瘤肿瘤细胞。

而腰骶椎肿瘤往往体积较大 , 直径在 5 cm以上的

腰骶椎肿瘤很常见 , 较容易采集到比较典型的脊

索瘤肿瘤细胞。

脊索瘤类器官的原代培养及形态学观察
如图 2所示 ,  记录了脊索瘤类器官原代培养

后第 1、7、13天 , 及首次传代后第 1天细胞的形

态特征。种植在 6孔板上的脊索瘤细胞在光镜下

可见细胞大小较为均一 , 10~50 μm, 形状较为不

规则 , 略有抱团趋势 , 折光率高。随着时间进展 , 
细胞数目不断增多 , 于初代培养后第 13天表现出

明显的簇状或巢状的细胞结构 , 细胞排列成条或

岛状 ,  埋于疏松的黏液组织之间 ,  与正常脊索瘤

特征表现一致。

图2   镜下观察所建立的10例脊索瘤类器官的生长情况

Fig.2   Microscopic observation of the growth status of the established 10 cases of chordoma organoids

CH3 CH4 CH6 CH7 CH9

CH10 CH12 CH14 CH17 CH18

100 μm 100 μm 100 μm 100 μm 100 μm

100 μm 100 μm 100 μm 100 μm 100 μm
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脊索瘤类器官与脊索瘤母体细胞的特异

基因表达
如图 4所示 , 为检测所构建的脊索瘤类器官模

型是否具备脊索瘤原位组织的特征 , 经H&E染色技

术及免疫组化染色技术 (IHC实验 ), 检测了脊索瘤原

位组织及脊索瘤类器官模型中细胞形态及KRT19及
Brachyury两种脊索瘤特异性表达分子的表达情况, 上
述分子在所构建的脊索瘤类器官模型中均表达阳性 , 
证明该类器官模型能够准确反映脊索瘤的体内特征。

脊索瘤类器官技术的现状
类器官 (organoids)技术是近年新兴起的一种具

有3维结构的一种研究工具。一般可以从胚胎干细

胞 (embryonic stem cells, ESCs)、诱导多能干细胞

(induced pluripotent stem cells, iPSCs)、体细胞干细

胞(somatic stem cells, somatic SCs)以及患者或动物来

源的癌细胞在特定的三维培养系统中培养而成 [13]。

近年来, 随着其理论的不断完善与发展, 越来越多肿

瘤相关的研究选择了类器官模型作为研究工具。自

2014至2024年间 , 类器官技术相关研究呈现持续增

长趋势 , 其在肿瘤学研究中的关键作用 (如精准模拟

肿瘤微环境、药物筛选及个体化治疗等 )已获得学

术界广泛认可, 成为转化医学领域的重要研究方向。

因此 , 类器官目前被普遍认为是研究肿瘤发生和癌

症进展的卓越体外工具 , 在基础研究和临床相关中

展现出巨大潜力[14]。

然而 , 目前国内关于脊索瘤类器官的研究仍处

于起步阶段 , 相关文献报道较为有限。与其他常见

肿瘤 (如结直肠癌、乳腺癌 )类器官模型相比 , 脊索

瘤类器官的培养体系尚未形成统一的技术标准。在

P0: 原代培养; P1:初次传代。

P0: primary culture; P1: first passage.
图3   脊索瘤类器官的形态 

Fig.3   Morphology of chordoma organoids  

100 μm 100 μm 100 μm 100 μm

P0 D7P0 D1 P0 D13 P1 D1

来自类器官的固定石蜡包埋切片用H&E、KRT19和Brachyury染色。所有类器官都再现了母体肿瘤的特征。

Formalin-fixed paraffin-embedded sections derived from organoids were stained with H&E, KRT19, and Brachyury. All organoids recapitulated the his-
tological and molecular features of the parental tumors.

图4   脊索瘤肿瘤样本和对应类器官的组织学和免疫组织病理学表征

Fig.4   Histological and immunohistopathological characterization of chordoma tumor samples and corresponding organoids
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关键实验环节 , 包括组织处理方法、消化酶的选择

与作用时间、培养基成分的优化 (如生长因子的种

类与浓度 )、三维培养基质的选用以及传代培养的

标准化流程等方面, 仍缺乏系统性的研究数据支持。

此外, 由于脊索瘤本身的发病率较低, 样本获取难度

大 , 这也进一步限制了相关研究的深入开展。因此 , 
建立稳定、可重复的脊索瘤类器官培养方案 , 并制

定规范化的操作流程 , 对于推动该领域的科研进展

和临床转化应用具有重要意义。

脊索瘤类器官模型的构建
本研究描述了一种从人类脊索瘤组织中建立类

器官培养物的有效方法。为确保脊索瘤类器官模型具

有较高的存活率与稳定的增殖能力, 必须使用在4 °C下
储存不超过1周新鲜培养基 , 并确保其中有有效且适

当储存的生长因子和化合物。本研究通过查阅并学

习此前国内外学者针对其他肿瘤类器官模型如肺癌

类器官、前列腺癌类器官 , 食管癌类器官等模型的建

立方法[15-17], 总结肿瘤类器官培养物质的共性, 通过反

复优化培养基中细胞因子的配比 , 最终确定了适合脊

索瘤类器官培养的完全培养基配方。如针对肿瘤组织

中混杂的非癌细胞(如正常上皮或基质细胞)可能影响

类器官纯度和生长稳定性的问题 , 我们采用了选择性

培养基调控策略。培养基中添加的Wnt3A和R-spondin1
旨在协同激活Wnt/β-catenin通路 , 这对于维持脊索瘤

细胞的干性至关重要 ; 而FGF10则可能通过促进上皮

细胞增殖, 模拟肿瘤微环境中的关键生长信号。

本研究成功收集到采集 18例脊索瘤患者手术

标本, 并最终培养出10例肿瘤类器官模型, 培养成功

率为55.6%。通过总结, 先前脊索瘤类器官构建失败

的原因可能包括: 取材组织中骨胳占比较多, 质地较

硬 , 难以消化完全导致消化后单个肿瘤细胞数量不

足 , 以及如骨渣 , 脂肪组织 , 血块等杂志较多导致细

胞活性较差等。同时 , 菌类感染也是脊索瘤类器官

模型构建失败的一大因素。为了提高脊索瘤类器官

的存活率, 在后续研究中, 我们计划从以下几个方面

进行改进: 取材时选择质地稍韧的组织, 避免取到坏

死部分 , 并严格注意无菌环境 , 避免感染 ; 优化肿瘤

生长因子的浓度和组合 , 并改进培养方式以更好地

支持类器官的生长。通过以上改进措施 , 我们有望

进一步提高脊索瘤类器官模型的构建成功率 , 为后

续研究提供更可靠的工具。

脊索瘤类器官模型构建后 , 通常可以在光镜下

观测到大小较为均一且不断生长的细胞形态。本实

验培育的脊索瘤类器官一般于原代培养 2周后表现

出明显的簇状或巢状的细胞结构 (图2), 并可在此时

进行第一次传代。

对建立脊索瘤类器官能否反应原位肿瘤

特征的验证
在本实验针对脊索瘤类器官模型的验证中 , 肿

瘤类器官和原发肿瘤组织在组织病理学上的一致性

主要是通过苏木精伊红染色和免疫组织化学染色鉴

定的 , 本研究选择了KRT-19及Brachyury两种表达产

物作为验证脊索瘤类器官能否表达原发肿瘤组织特

征的标志物 , KRT-19是一种上皮细胞特异性标志物 , 
在多种肿瘤(包括脊索瘤)中表达[18]; 而Brachyury是一

种转录因子 , 被认为是脊索瘤的特异性标志物 [19], 与
其发生和发展密切相关。Brachyury同时也是脊索

发育的重要调控因子[20], 因此, 相关领域内认为脊索

瘤源于残余的脊索细胞。最终通过我们的验证 , 证
实该培养体系下建立的肿瘤类器官模型能很好地与

原肿瘤组织保持一定的同源性。通过上述实验结论, 
我们认为该培养体系下构建的类器官模型具备成为

脊索瘤临床诊疗和基础研究新型科研平台的潜力。

结论
针对脊索瘤的治疗研究 , 脊索瘤类器官模型技

术能够提供一个更为先进的体外工具来模拟体内脊

索瘤的生存状态 , 并且可以为药物筛选、药效评价

提供更真实的病理环境 , 从而助力于未来肿瘤药物

的开发。同时 , 其还具有高效率、易于操作和维护

等独特优势 , 可以更好地替代动物实验 , 更符合人

道、伦理等现代科学研究的要求 [21]。本文详细介绍

了脊索瘤类器官模型的构建、传代、冻存及复苏。

并验证了脊索瘤类器官模型中脊索瘤特异性表达因

子的表达。最终成功构建了脊索瘤类器官模型 , 并
验证了其能够表达脊索瘤特异性标志物 (如Brachy-
ury和KRT19), 表明该模型能够较好地模拟脊索瘤在

体内的特征。

展望未来 , 类器官模型技术无疑是一个新兴领

域。目前, 在结肠癌[22]、胃癌[23]、胰腺癌[24]、肝癌[25]、

肺癌 [26]和食管癌 [27]等多种实体瘤中 , 研究人员已能

利用患者来源的肿瘤类器官在体外模拟肿瘤的生物
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学行为 , 并进行高通量药物敏感性检测。这种方法

可以快速筛选出对患者最有效的治疗方案 , 从而显

著提高治疗的精准性 , 同时还能帮助预测患者对特

定药物的反应 , 最大限度地减少不必要的药物副作

用, 并降低肿瘤复发的风险。在这一背景下, 类器官

技术也为脊索瘤研究提供了强有力的体外平台。为

进一步推动该领域发展 , 我们有必要加强对脊索瘤

类器官模型的构建与系统优化 , 持续改进其培养体

系与技术流程。未来 , 通过引入微流控芯片 [28]等先

进工程技术 , 有望进一步提升类器官模型模拟脊索

瘤肿瘤特征的准确性 , 增强其在致病机制解析、药

物筛选及个体化治疗策略开发中的应用能力。这将

为脊索瘤的基础研究与临床转化提供更加可靠的工

具与支持。
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