
海军军医大学学报　　2022 年 6 月第 43 卷第 6 期　　http：//www.ajsmmu.cn
Academic Journal of Naval Medical University, Jun. 2022, Vol. 43, No. 6 · 597 ·

· 论 　著 ·

［收稿日期］ 2021-12-15    ［接受日期］ 2022-03-28
［基金项目］ 国家自然科学基金（82073411）. Supported by National Natural Science Foundation of China (82073411). 
［作者简介］ 刘二冬，硕士生. E-mail: liuerd@mail2.sysu.edu.cn

*通信作者（Corresponding authors）. Tel: 021-81875364, E-mail: hywangk@vip.sina.com; Tel: 021-81875364, E-mail: fujing-724@163.com 

携带 TP53 和 ERBB2 基因突变的肝细胞癌类器官的培养及药物敏感性鉴定
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［摘要］ 目的 培养肝细胞癌类器官用于药物筛选，为肝细胞癌患者的个体化治疗提供参考。方法 将 1 例

肝细胞癌患者的肿瘤组织消化为单细胞后接种于基质胶中培养。通过 H-E 染色观察类器官与原代肿瘤组织的细胞形

态。采用免疫组织化学染色观察类器官与原代肿瘤组织中细胞角蛋白 7（CK7）、细胞角蛋白 8（CK8）、p53、磷

脂酰肌醇蛋白聚糖 3（GPC-3）等分子的表达情况。通过靶向测序检测类器官中肿瘤相关基因的突变情况。根据靶

向测序结果进行药物筛选，采用 CellTiter-Glo 细胞活性检测试剂盒检测 varlitinib［表皮生长因子受体 / erb-b2 受体酪

氨酸激酶 2（ERBB2）特异性抑制剂］、索拉非尼（激酶多靶点抑制剂）、顺铂和 nutlin3（p53 激活剂）对类器官

活性的影响。结果 成功建立了携带肿瘤蛋白 p53（TP53）和 ERBB2 基因突变的肝细胞癌类器官。H-E 染色结果

显示，类器官与原代肿瘤组织具有极为相似的结构和细胞学特征。免疫组织化学染色结果显示，类器官与原代肿瘤

组织中 CK7 均为阴性，CK8、p53 和 GPC-3 均为阳性。靶向测序结果显示，类器官中的突变基因有 TP53（E271K，

100%）、ERBB2（A1232V，62.29%）、RUNX 转录因子 1（RUNX1）（E395A，20.21%）、雄激素受体（AR）（Q91dup，
70%）。细胞活性检测结果显示，varlitinib 和索拉非尼对类器官的 IC50 分别为 2.81 μmol/L 和 1.327 μmol/L，顺铂对类

器官的 IC50 为 40.98 μmol/L，nutlin3 对类器官生长无明显影响。结论 成功建立了 1 例携带 TP53 和 ERBB2 基因突

变的肝细胞癌类器官，该类器官保留了原代肿瘤组织的结构和分子特征，药物筛选结果可能为肝细胞癌患者的个体化

治疗提供参考。
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Culture and drug sensitivity identification of a hepatocellular carcinoma organoid with TP53 and ERBB2 mutations
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［ Abstract ］ Objective To explore the culture of a hepatocellular carcinoma organoid for drug screening, providing 
clinical reference for individualized treatment. Methods The tumor tissue from a hepatocellular carcinoma patient was 
digested into single cells and inoculated into Matrigel for culture. The cell morphology of the organoid and primary tumor 
tissue was observed by hematoxylin-eosin (H-E) staining. Immunohistochemistry staining (IHC) was used to verify the 
expression of cytokeratin 7 (CK7), cytokeratin 8 (CK8), p53, and glypican 3 (GPC-3) in the organoid and primary tumor 
tissue; the mutations of tumor-related genes in the organoid were detected by targeted sequencing. Drug screening was carried 
out according to the targeted sequencing results. The effects of varlitinib (a specific inhibitor of epidermal growth factor 
receptor/erb-b2 receptor tyrosine kinase 2 ［ERBB2］), sorafenib (a multi-targeted inhibitor of kinase), cisplatin and nutlin3 
(a p53 activator) on the organoid viability were detected by CellTiter-Glo luminescent cell viability assay. Results The 
hepatocellular carcinoma organoid with tumor protein p53 (TP53) and ERBB2 gene mutations was successfully established. 
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肝癌是高发病率、高病死率的恶性肿瘤，其最

主要的病理类型为肝细胞癌。因早期诊断困难，仅

有 5%～15% 的肝癌患者能进行有效的手术治疗，

而相关靶向药物和免疫药物的应用仍存在一系列

问题，因此肝癌患者的预后较差，5 年生存率不足

20%［1-2］。肝癌患者的个体差异、肿瘤内部的异质

性和肿瘤细胞的耐药性十分复杂，这给肝癌的临床

治疗带来了巨大的挑战。肝癌临床治疗的发展受

限于肝癌研究模型的缺乏。目前肝癌研究模型主

要为原代细胞或细胞系二维培养模型、人源肿瘤

异种移植模型等，然而肝癌细胞系不具备体内肝脏

生理环境、相关特异性蛋白表达量较低，而动物

模型体内实验周期较长、不便开展大规模的评估

和药物筛选，使得这些模型的应用具有较大的局限 

性［3］。因此，急需可模拟肿瘤组织结构和分子特征

的研究模型用于指导肝癌患者的精准治疗。

类器官是指一类具有自我更新能力、能够

在体外自发形成三维结构且能够较好地模拟体内

器官特征和功能的细胞团［4］。近年来，肿瘤来源

类器官的培养取得了不小的进展，前列腺癌［5］、 

胰腺癌［6］、结直肠癌［7］、乳腺癌［8］、膀胱癌［9］等

多种肿瘤来源类器官的构建均有报道。肿瘤类器

官能够在体外长时间培养，具有原代肿瘤的结构特

征和功能等，为患者的个体化治疗带来了希望。

2017 年 Broutier 等［10］成功建立了 8 例能长期培养

的肝癌类器官，以此为基础进行了基因鉴定和药

物筛选，提出类器官在肝癌药物筛选中具有广阔的

应用前景。2018 年 Nuciforo 等［11］利用肝癌穿刺活

检组织成功培养了类器官，扩展了类器官的组织来

源。然而，目前肝细胞癌类器官的建立和培养还

存在成功率低、数量少、无标准化的培养鉴定流

H-E staining showed that the structural and cytological characteristics were very similar between the organoid and primary 
tumor tissue. IHC staining showed that CK7 was negative in the organoid and primary tumor tissue, while CK8, p53, and 
GPC-3 were positive. Targeted sequencing results showed that the mutation genes in the organoid were TP53 (E271K, 100%), 
ERBB2 (A1232V, 62.29%), RUNX family transcription factor 1 (RUNX1) (E395A, 20.21%), and androgen receptor (AR) 
(Q91dup, 70%). The results of the cell viability assay showed that the half inhibitory concentration (IC50) values of varlitinib 
and sorafenib on the organoid were 2.81 μmol/L and 1.327 μmol/L, respectively; the IC50 of cisplatin was 40.98 μmol/L; while 
nutlin3 had no significant effect on the organoid. Conclusion We have successfully established a hepatocellular carcinoma 
organoid with TP53 and ERBB2 mutations. This organoid retains the structural and molecular characteristics of the primary 
tumor tissue. The results of drug screening may provide a reference for the individualized treatment.

［ Key words ］ tumor protein p53; erb-b2 receptor tyrosine kinase 2; hepatocellular carcinoma; organoid; drug screening
［Acad J Naval Med Univ, 2022, 43(6): 597-603］

程、不能完整模拟体内微环境等问题，这为肝细胞

癌类器官的临床应用带来了挑战［12］。此外，由于

人种遗传背景、生活环境和生活方式等不同，中国

人和西方人在肝癌致病因素、驱动基因变异谱和发

病机制等方面均存在较大差异。目前，我国仍缺乏

规模化的肝癌模型资源库，尤其是类器官样本库，

这极大地限制了针对中国肝癌患者的研究和精准医

学的发展。

肿瘤蛋白 p53（tumor protein p53，TP53）基

因编码抑癌蛋白 p53，约 13%～48% 的肝细胞癌患

者带有 TP53 突变，TP53 突变促进了肿瘤的发生

和发展，也与患者的临床分期和预后有着密切关

联［13］。erb-b2 受体酪氨酸激酶 2（erb-b2 receptor 

tyrosine kinase 2，ERBB2）是一种表皮生长因子受

体酪氨酸激酶，参与调控细胞的增殖和分化等，在

肝癌的发生和发展中起着重要作用［14］。本研究通

过优化类器官培养基，利用我国肝细胞癌患者（伴

HBV 感染）的肿瘤标本建立了一株同时携带 TP53

和 ERBB2 突变的肝细胞癌类器官，使其能够在体

外长期培养，为针对伴 TP53 和 ERBB2 突变肝细胞

癌患者的临床治疗提供良好的体外模型。

1 材料和方法

1.1 组织标本和实验试剂 新鲜肝细胞癌组织标

本来自海军军医大学（第二军医大学）第三附属医

院 1 例肝细胞癌患者。患者为男性，56 岁，经病理

确诊为肝细胞癌Ⅲ级、肝癌微血管侵犯程度分级为

M2，伴有 HBV 感染、小结节型肝硬化和慢性胆囊

炎。本研究获得海军军医大学（第二军医大学）第

三附属医院伦理委员会审批，患者已认真阅读并签

署知情同意书。
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终 止 培 养 基：DMEM 高 糖 培 养 基（货 号

L100KJ，上海源培生物科技股份有限公司）中

加入 1% 青霉素 -链霉素（货号 15140-122，美国

Gibco 公司）、1×PrimocinTM（货号 ant-pm-1，法国

InvivoGen 公司）、10 μmol/L Y27632（货号 S1049， 

美国 Selleck 公司）和 10% FBS（货号 10099-141C， 

美国 Gibco 公司）。

肝细胞癌类器官培养基：高级 DMEM/F12 培

养基（货号 12634-010，美国 Gibco 公司）中加入

1% 青霉素 -链霉素、1% 谷氨酰胺Ⅰ（货号 35050-

061，美国 Gibco 公司）、10 mmol/L 羟乙基哌嗪

乙硫磺酸（货号 15630-080，美国 Gibco 公司）、

1×PrimocinTM、稀释比例为 1∶50 的 B27 添加剂 

（货号 17504-044，美国 Gibco 公司）、1.25 mmol/L  
N- 乙酰 -L- 半胱氨酸（货号A9165-5G，美国 Sigma-

Aldrich 公司）、50 ng/mL 重组鼠表皮生长因子

（货号 PMG8043，美国 Gibco 公司）、10 μmol/L 

Y27632、500 nmol/L A8301（货 号 2939， 英 国

Tocris 公司）、100 ng/mL 重组人成纤维细胞生长

因子 10（货号 100-26，美国 PeproTech 公司）、 

1 ng/mL 重组人碱性成纤维细胞生长因子（货

号 100-18B， 美 国 PeproTech 公 司）、10 nmol/L 

Forskolin（货 号 S2449，美 国 Selleck 公 司）、25 

ng/mL 重组人肝细胞生长因子（货号 100-39，美

国 PeproTech 公 司）、10 mmol/L 烟 酰 胺（货 号

N0636-100G，美国 Sigma-Aldrich 公司）、体积分

数为 5% 的 Noggin 条件培养基（中国科学院上海

分院高栋课题组提供）、3 nmol/L 地塞米松（货

号 D4902-25MG，美国 Sigma-Aldrich 公司）和 10 

nmol/L 重组人（Leu15）-Gastrin Ⅰ（货号 05-23-

2301，美国 Sigma-Aldrich 公司）。

细胞角蛋白 7（cytokeratin 7，CK7）抗体（货

号 180234）购自美国 ThermoFisher 公司，p53 抗体

（货号 bs-2090R）购自美国 Bioss antibodies 公司，

细胞角蛋白 8（cytokeratin 8，CK8）抗体（货号

ab53280）和磷脂酰肌醇蛋白聚糖 3（glypican 3，

GPC-3）抗体（货号 ab207080）购自英国 Abcam

公司。羊抗兔 IgG（货号 ab205718）和羊抗鼠 IgG

（货号 ab6789）购自英国 Abcam 公司。

1.2 组织处理 手术切除肿瘤标本后迅速将其置

于冰上，随后分成 3 份，其中 2 份分别用于类器

官建立、免疫组织化学（immunohistochemistry，

IHC）分析，另外 1 份于－80 ℃冻存备用。

1.3 类 器 官 培 养 用 PBS 冲洗肿瘤组织标本 

2 次，剪成大小约 1 mm3 的组织小块，加入胶原

酶消化液（4 mg/mL 的胶原酶 D 消化液；货号

11088866001，瑞士 Roche 公司）于 37 ℃消化 1～ 

2 h，待无明显小块时用预冷的终止培养基终止消

化。将含有细胞的消化液通过孔径为 70 μm 的滤

网，滤液经 300×g 离心 3 min，离心后去除上清，

用终止培养基重悬沉淀，重复 2 次。以预冷的肝细

胞癌类器官培养基重悬细胞，将 5 000～10 000 个

细胞与 50 μL 基质胶（Matrigel；货号 356231，美

国 Corning 公司）混合后接种于 24 孔培养板中。

置于 37 ℃细胞培养箱中 1 h 待基质胶凝固后，再

加入 1 mL 肝细胞癌类器官培养基，每隔 3～4 d 换

液 1 次。培养 1～2 周后待细胞密度达到 80% 左

右时，用移液枪头反复吹打类器官使细胞分散，然

后按照 1∶2 的比例重新接种进基质胶中进行传代 

培养。

1.4 H-E 和 IHC 染色分析 类器官和肿瘤组织标

本用 4% 多聚甲醛溶液浸泡过夜，随后进行梯度乙

醇脱水、石蜡包埋及切片，常规进行 H-E 染色，在

光镜下观察组织和类器官形态。将 3 µm 厚的切片

置于 60 ℃烘箱烘烤 30 min，脱蜡，用 3% 过氧化

氢甲醇溶液室温孵育 20 min，然后置于柠檬酸缓冲

液中煮沸进行抗原修复，待冷却后用 1% 牛血清白

蛋白封闭 30 min，滴加一抗（CK7、p53、CK8、

GPC-3 抗体）于 4 ℃孵育过夜。加入二抗室温孵

育 30 min 后进行 DAB 显色。根据 IHC 染色的强弱

和阳性细胞数量将结果分为阴性、弱阳性、中等阳

性、强阳性［15］。

1.5 靶向测序与数据分析 通过文献检索选取

与肝癌相关的 565 个基因组成基因 panel。提

取类器官基因组 DNA 建立文库，使用 Illumina 

NovaSeq 6000 System 进行测序。用 fastp 0.20.0 软

件对原始数据进行预处理以便于后续分析。利用

SAMtools 1.4 软件对数据进行排序和索引，然后用

ANNOVAR 软件进行注释。

1.6 药物筛选 用 TrypLE 消化液（货号 12604-

013，美国 Gibco 公司）将类器官消化成单细胞，

计数细胞并稀释成密度为 1×105/mL 的细胞悬液，

第 6 期．刘二冬，等．携带TP53和ERBB2基因突变的肝细胞癌类器官的培养及药物敏感性鉴定
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在 96 孔板中每孔加入 7 μL 细胞悬液，37 ℃孵育 

1 h 后加入 varlitinib（表皮生长因子受体 /ERBB2

特异性抑制剂；货号 S2755，美国 Selleck 公司）、

索拉非尼（激酶多靶点抑制剂；货号 S7397，美国

Selleck 公司）、顺铂（货号 S1166，美国 Selleck

公司）或 nutlin3（p53 激活剂；货号 10004372，美

国 Canman Chemical 公司）。5 d 后用 CellTiter-Glo

细胞活性检测试剂盒（货号 G9682，美国 Promega

公司）检测细胞活力。采用 GraphPad Prism 7 软件

计算药物 IC50。

1.7 统计学处理 采用 SPSS 20 软件进行统计学

分析。计量资料以 x±s 表示，两组间比较采用独立

样本 t 检验。检验水准（α）为 0.05。

2 结 果

2.1 肝细胞癌类器官的建立 原代肝细胞癌细胞

接种于基质胶中，用肝细胞癌类器官培养基培养，

1 周左右基质胶中形成了紧密不光滑的球状结构，

与肝癌类器官的形态结构相符（图 1）。当类器官

细胞密度长至 80% 时，按照 1∶2 的比例进行传代

或冻存，该类器官能稳定传代半年以上。类器官在

冻存复苏后，其形态没有发生明显改变。

图 1 肝细胞癌类器官的培养

Fig 1 Culture of the hepatocellular carcinoma organoid
A: The pictures of the organoid under the microscope; B: The pictures of the organoid growth process (from left to right are day 1, day 5, 

and day 9).

2.2 肝细胞癌类器官的结构和 IHC 特征 H-E 染

色结果（图 2）显示，相较于癌旁正常组织，类器

官和原代肿瘤组织中细胞排列结构紊乱，细胞形状

不规则，细胞核大、核质比较高，呈现恶性细胞的

表型。IHC 染色结果（图 2）显示，类器官与肿瘤

组织中 CK8 分别为强阳性和中等阳性，p53 均为中

等阳性，CK7 均为阴性，表明类器官和肿瘤组织具

有高度相似的分子标志物表达；肝癌标志物 GPC-3
在原代肿瘤组织中广泛表达（强阳性），而在类器

官中少部分细胞为阳性、大部分细胞为阴性（弱

阳性），说明在类器官培养过程中也会丢失少部分

特征，这可能与类器官培养还不能完全模拟体内环

境、培养过程具有筛选效果等有关。上述结果表

明，本研究建立的肝细胞癌类器官保留了原代肿瘤

组织的结构特征，与原代肿瘤组织具有高度相似的

分子标志物表达。

2.3 肝细胞癌类器官的突变基因分析 对 565
种常见的肿瘤相关基因进行深度靶向测序，结

果（表 1）表明肝细胞癌类器官中的突变基因有

TP53（E271K，100.00%）、ERBB2（A1232V，

62.29%）、RUNX 转 录 因 子 1（RUNX family 
t ranscr ipt ion factor  1，RUNX1）（E395A，

20.21%）和雄激素受体（androgen receptor，AR）
（Q91dup，70.00%）。上述结果显示用该肝细胞

癌患者的肿瘤标本培养的类器官存在ERBB2突变，

这为该患者的个体化治疗用药提供了参考。



· 601 ·

2.4 肝 细 胞 癌 类 器 官 对 不 同 药 物 的 敏 感 性 

分析 本研究检测了肝细胞癌类器官对 varlitinib

（表皮生长因子受体 /ERBB2 特异性抑制剂）、索

拉非尼（多靶点激酶抑制剂）、顺铂和 nutlin3（p53

激活剂）这 4 种化合物的敏感性，结果（图 3）显

示，varlitinib和索拉非尼对类器官的 IC50分别为2.81 

μmol/L 和 1.327 μmol/L，顺铂对类器官的 IC50 为

40.98 μmol/L，而 nutlin3 干预对细胞的生长无明显

抑制作用，这与基因突变的结果是相符的。这些药

物筛选结果为该患者的临床治疗提供了重要参考。

图 2 肝细胞癌类器官与原代肿瘤组织的 H-E 和 IHC 染色结果

Fig 2 H-E and IHC staining results of the hepatocellular carcinoma organoid and primary tumor tissues
H-E: Hematoxylin-eosin; IHC: Immunohistochemistry; CK7: Cytokeratin 7; CK8: Cytokeratin 8; GPC-3: Glypican 3. 

表 1 肝细胞癌类器官靶向测序结果

Tab 1 Targeted sequencing results of the hepatocellular carcinoma organoid 

Gene Exon Nucleotide change Amino acid change Mutation abundance/%

TP53 Exon 8 c.811G>A p.E271K 100.00

ERBB2 Exon 27 c.3695C>T p.A1232V   62.29

RUNX1 Exon 6 c.1184A>C p.E395A   20.21

AR Exon 1 c.271_273dupCAG p.Q91dup   70.00

TP53: Tumor protein p53; ERBB2: Erb-b2 receptor tyrosine kinase 2; RUNX1: RUNX family transcription factor 1; AR: 
Androgen receptor.
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类器官技术的发展为肿瘤研究提供了简便、

稳定的模型。相较于细胞系，肿瘤组织的结构特

性、药物敏感性及基因突变图谱在类器官上均有良

好的体现［16］。类器官技术的发展有望为肿瘤精准

治疗提供巨大的帮助。我们在类器官培养过程中发

现肝细胞癌类器官培养成功率较低，这可能与组织

的处理方式、患者的病情阶段、取材部位等有关。

建立类器官时通常用胶原酶消化肿瘤组织，本研究

也采用此方法，但胶原酶消化时间对细胞活性有着

明显影响，消化时间过长不利于类器官的生长，过

短则不能让组织充分解离，无法得到足够的细胞。

我们发现肝细胞癌肿瘤组织含有较多纤维，消化时

间通常需 1.5～2 h，这可能是肝细胞癌类器官培养

成功率较低的原因之一。近年有研究显示将组织剪

碎直接培养能取得良好效果，如 Hu 等［17］将肺癌组

织研磨为 40～100 μm 的细胞团进行培养，快速建

立了肺癌类器官。此方法能否提高肝细胞癌类器官

的培养成功率有待进一步研究。

正常细胞的污染是肿瘤类器官培养过程中的

一个难题。目前常见的做法是将肿瘤类器官挑出或

用 nutlin3 等抑制正常细胞生长的方式进行筛选，

但这可能会对组织细胞的多样性造成破坏。本研究

发现 nutlin3 对携带 TP53 突变的类器官的细胞活性

无明显影响，提示其可用于 TP53 突变肿瘤类器官

的常规培养，但如何提高无 TP53 突变肿瘤类器官

的纯度仍需进一步探索。

本研究成功建立了 1 例同时携带 TP53 和

ERBB2 突变的肝细胞癌类器官，该类器官保留了

原代组织的结构和分子特征。TP53 是一种抑癌基

因，具有激活 DNA 修复、抑制细胞增殖、诱导细

胞凋亡等多种重要功能，超过 50% 的恶性肿瘤存

在 TP53 基因突变［18］。本例类器官测序结果显示

p53 蛋白存在错义突变 E271K，该突变位点位于核

心 DNA 结合结构域，有可能影响 p53 蛋白与 DNA
的结合及其功能，进而促进肝癌的发生、发展。目

前有关该突变位点的报道较少，与之相邻的位点

R273 是 TP53 最常见的突变位点之一，有报道显示

R273C 的突变影响了 p53 蛋白与 DNA 的结合，具

有致瘤性［19］。ERBB2 是一种酪氨酸激酶受体，其

同源或异源受体二聚化后能够激活下游一系列信号

通路，从而促进细胞的生长。在临床上，ERBB2 是

一个重要的抗肿瘤靶点，其抑制剂显示出了良好的

应用前景。在乳腺癌的治疗中，已开发出多种针对

ERBB2 靶点的药物［20］。本研究中表皮生长因子受

图 3 肝细胞癌类器官对 4 种药物的敏感性

Fig 3 Sensitivity of the hepatocellular carcinoma organoid to 4 drugs
A: Pictures of the hepatocellular carcinoma organoid treated with different concentrations of sorafenib, varlitinib or cisplatin;  

B: The dose-response curves and half inhibitory concentration (IC50) of sorafenib, varlitinib and cisplatin for the organoid; C: Nutlin3  

(10 μmol/L) has no significant effect on the organoid. n＝3, x±s. 
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体 /ERBB2 特异性抑制剂 varlitinib 对类器官有明显

的抑制作用，这将为该患者的临床治疗提供重要的

参考。然而本研究结果来自 1 例肝细胞癌类器官，

尚缺乏不同患者个体、不同基因背景对相关药物响

应的比较。此外，本研究测试的药物种类较少，后

续仍需在更多的肝细胞癌类器官中进行大规模的药

物敏感性检测，以期探究不同患者类器官对相关药

物的敏感性及其机制。

综上所述，本研究成功建立了 1 例同时携带

TP53 和 ERBB2 突变的肝细胞癌类器官，该类器

官对多靶点抑制剂索拉非尼和表皮生长因子受体 /
ERBB2 特异性抑制剂 varlitinib 较敏感，为该患者

的临床治疗提供了重要参考，也为 TP53 和 ERBB2

突变肿瘤的靶向治疗提供了良好的研究模型。
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