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［摘要］ 目的 构建人胆囊类器官的培养体系，实现人胆囊类器官体外稳定快速扩增，并鉴定其特性。方法 分离 
人来源胆囊组织上皮细胞，运用三维培养体系将细胞嵌入基质胶中进行 3D 培养。观察胆囊类器官生长过程中球囊

样结构的面积、周长与形态，计算形状因子。利用细胞免疫荧光染色技术检测胆囊类器官的干性标志物 CD133、富

含亮氨酸重复序列的 G 蛋白偶联受体 5（LGR5）以及胆管上皮细胞标志物肝细胞核因子 1β（HNF1β）、上皮细胞

黏附分子（EpCAM）、细胞角蛋白 7、细胞角蛋白 19、性别决定区 Y 框 9（SOX9）的表达情况。使用 5- 溴脱氧尿

嘧啶核苷（BrdU）摄入实验检测小分子 CHIR-99021 和 blebbistatin 对类器官增殖特性的影响。结果 胆囊类器官

在体外培养过程中，类器官形成的球囊面积逐渐增大，第 7 天的类器官面积与第 1 天比较差异有统计学意义（P＜ 

0.01），第 7 天时其形状因子从第 1 天的 0.80（0.75，0.84）增高至 0.83（0.81，0.85）（P＜0.01），表明类器官在体

外稳定生长且形状逐渐趋于一个完美的圆。免疫荧光染色可见类器官表达胆管上皮细胞标志物。在培养基中加入小分

子 CHIR-99021 和 blebbistatin 后，BrdU 检测显示类器官的增殖能力增强（P＜0.01）。结论 在体外成功培养获得了

具有增殖能力的人胆囊类器官，其具有胆管上皮细胞的特性，可用于胆管疾病的研究与建模。
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Establishment and identification of human gallbladder organoid culture system
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［ Abstract ］ Objective To construct a culture system of human gallbladder organoids, successfully culture them in vitro 
and identify their characteristics. Methods Human gallbladder epithelial cells were isolated and embedded in matrix glue using 
a 3-dimensional culture system for 3-dimensional culture. The area, perimeter and morphology were observed during the growth 
of gallbladder organoids and the form factor was calculated. The expression of the stemness markers (CD133 and leucine rich 
repeat containing G protein coupled receptor 5 ［LGR5］) and the bile duct epithelial cell markers (hepatocyte nuclear factor 1β 

［HNF1β］, epithelial cell adhesion molecule ［EpCAM］, cytokeratin 7, cytokeratin 19, sex determining region Y box 9 ［SOX9］) of 
gallbladder organoids was detected by immunofluorescence staining. After adding small molecules CHIR-99021 and blebbistatin 
into the growth medium, 5-bromodeoxyuridinc (BrdU) incorporation assay was used to detect the proliferation characteristics 
of organoids. Results During the in vitro culture process of gallbladder organoids, the cell area was gradually increased, and 
there was a significant difference between the area on day 7 and day 1 (P＜0.01). The form factor was increased from 0.80  
(0.75, 0.84) on day 1 to 0.83 (0.81, 0.85) on day 7 (P＜0.01), indicating that the organoids grew stably in vitro and tended to form a 
perfect circle. Immunofluorescence staining showed that the bile duct epithelial cell markers were expressed in organoids. After adding 
small molecules CHIR-99021 and blebbistatin into the medium, BrdU detection showed that the proliferation of the organoids was 
increased (P＜0.01). Conclusion Human gallbladder organoids with proliferative ability can be successfully cultured in vitro, and it 
has the characteristics of bile duct epithelial cells and can be used for the research and modeling of biliary diseases. 
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胆管组织是一个复杂的三维网络系统，包括肝

内胆管和肝外胆管。胆汁由肝脏分泌，而后经胆管

系统的运输储存在胆囊中，最终进入十二指肠消化

食物。胆管细胞不仅在运输胆汁方面起着重要作

用，也参与调控胆管结构和免疫应答。胆管细胞异

常会引发胆道系统疾病，此类疾病兼具高发病率和

高死亡率，也是肝移植的主要因素之一。据统计，

成年患者中胆管系统疾病导致的肝移植占比约为 
1/3［1］。此外，胆管并发症也是肝移植失败的主要原

因［2］。供体资源的严重匮乏一直是此类疾病治疗面

临的一大困境［3-4］。实现胆管细胞的体外扩增，并利

用胆管细胞重建和替换病变胆管有望解决这个难题。

肝外胆管组织包括胆囊、囊管、肝管和胆总

管等。不同位置的细胞呈现出的特征基因和功能特

性有所区别，表现为胆汁酸在不同区域的化学修饰

以及肝内胆管、肝外胆管和胆囊之间疾病易感性的

变化。有研究表明，胆囊颈部和底部都存在具有前

体 / 干细胞特性的胆管上皮细胞群［5］。胆囊组织可

由胆囊切除术获得，在体外实现源于胆囊的胆管细

胞培养，可为胆管修复提供候选细胞。胆囊源的上

皮细胞在体外较难生长，而日渐成熟的类器官培养

模式提供了新的策略［6］。

类器官是在体外生长的干细胞或器官祖细胞，

具有自我更新和形成三维结构的能力，有着与细胞

起始器官相似的形态和功能［7］。在类器官培养过

程中，通过调整多种信号通路能够控制细胞命运。

本研究提供了人胆囊类器官的培养方法，证实了

胆囊类器官具有胆管上皮细胞特性，且发现在人

胆囊类器官培养过程中加入小分子 CHIR-99021 和

blebbistatin 能够增强人胆囊类器官的增殖能力。人

胆囊类器官培养体系的建立为胆管疾病的治疗与建

模提供了新思路。

1 材料和方法

1.1 材料来源 人正常胆囊组织来自肝脏移植手

术中切除的胆囊，由海军军医大学（第二军医大

学）第二附属医院提供。本研究的供体为 35 岁的

女性和 52 岁的男性各 1 例，供体组织的使用均通

过海军军医大学（第二军医大学）第二附属医院伦

理委员会批准。所有供体均通过实验室检查，无肝

脏疾病、遗传性疾病以及包括人类免疫缺陷病毒在

内的传染性疾病。

基质胶（美国 Corning 公司，货号 354234）；

牛 血 清 白 蛋 白（bovine serum albumin，BSA； 美

国 Invitrogen 公 司， 货 号 15260-037）；Advanced 
DMEM/F12 培养基（美国 Life Technologies 公司，货

号 12634-010）；B27 添加剂（无维生素 A，50×；

美 国 Life Technologies 公 司， 货 号 12587-010）；

N2 添加剂（100×，美国 Life Technologies 公司，货

号 17502-048）；尼克酰胺（美国 Sigma-Aldrich 公

司，货号 N0636）；N- 乙酰半胱氨酸（美国 Sigma-
Aldrich公司，货号 A0737-5MG）；重组人R-Spondin-1
（美国 PeproTech 公司，货号 120-38）；重组人胃泌

素（美国 Sigma-Aldrich 公司，货号 G9145）；重组

人表皮生长因子（epithelial growth factor，EGF；美

国 PeproTech 公司，货号 AF-100-15）；重组人肝细

胞生长因子（hepatocyte growth factor，HGF；美国

PeproTech 公司，货号 100-39）；毛喉素（forskolin，
FSK；美国 Sigma-Aldrich 公司，货号 66575-29-9）； 
TrypLE 酶（TrypLETM Express，美国 Gibco 公司，货

号 12604013）；糖原合酶激酶 3（glycogen synthase 
kinase 3，GSK 3）抑制剂 CHIR-99021［拉度格塞

（laduviglusib）， 美 国 MedChemExpress 公 司，

货号 252917-06-9］；非肌球蛋白Ⅱ重链 ATP 酶抑

制剂 blebbistatin（美国 MedChemExpress 公司，货

号 674289-55-5）；Rho 激酶抑制剂 Y27632（美国

Sigma-Aldrich 公司，货号 Y0503）；荧光免疫试

剂盒（美国 ThermoFisher 公司，货号 A10170）；

CD133 抗体（货号 SAB5701045）、富含亮氨酸

重复序列的 G 蛋白偶联受体 5（leucine rich repeat 
containing G protein coupled receptor 5，LGR5）
抗 体（货 号 SAB1302821）、 肝 细 胞 核 因 子 1β

（hepatocyte nuclear factor 1β，HNF1β）抗体（货

号 HPA002083）、细胞角蛋白（cytokeratin，CK）

7 抗体（货号 AMAB91530）均购自美国 Sigma-
Aldrich 公司；上皮细胞黏附分子（epithelial cell 
adhesion molecule，EpCAM） 抗 体（英 国 Abcam 
公司，货号Ab32392）；CK19 抗体（美国AbboMax 
公司，货号A3190）；性别决定区Y框9（sex determining 
region Y box 9，SOX9）抗体（美国 Millipore 公司，

货号 Ab5355）。

1.2 胆囊类器官的培养

1.2.1 原代培养 提前备好高压灭菌过的镊子和

剪刀、预冷的 PBS 和所需培养基，24 孔培养板
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放入细胞培养箱预温 30 min 以上。用镊子夹取胆

囊，用剪刀沿胆囊颈至胆囊底的方向剪开胆囊，

用 PBS 多次清洗胆囊组织。将清洗好的胆囊组织

置于新的培养皿中，加入适量基本培养基使组织完

全浸没于培养基中，将胆囊平铺开。用镊子夹持手

术刀片反复刮取胆囊上皮，使上皮完全脱落，转移

至 15 mL 离心管中，放入离心机内 4 ℃下 300×g
离心 5 min。弃去上清，加入适量体积的基质胶，

重悬底部沉淀，轻柔吹打混匀，以 50 μL/ 孔的量接

种于 24 孔培养板。将培养板置于细胞培养箱 10～ 

15 min，使基质胶固化。加入人原代胆囊类器官培

养基，每孔 500 μL，每隔 2 d 换液 1 次。培养基配

方：Advanced DMEM/F12＋B27＋N2＋尼克酰胺＋ 

N- 乙酰半胱氨酸＋R-Spondin-1＋重组人胃泌素＋

EGF＋HGF＋FSK＋Y27632。
1.2.2 传代培养 将培养有细胞的培养板置于 4 ℃
冰箱降温 30 min，利用基质胶的温敏特性使基质胶

在低温条件下发生解体，以方便收集细胞。取一新

的培养板置于细胞培养箱预热 30 min。原培养板降

温后弃去上清，每 3～4 孔加入 1 mL 预冷的 PBS，
将细胞连同基质胶转移至 15 mL 离心管中。补足

预冷的 PBS 至 15 mL，用吸管轻柔吹打细胞。置于

离心机 4 ℃下 300×g 离心 5 min。去除上清，再次

补足培养基并以相同条件离心。完全弃去上清，加

入 500 μL TrypLE 酶，用吸管吹打混匀后置于 37 ℃ 

恒温水浴锅中消化 3 min 取出，吹打后接着消化 
3 min。消化完成后用吸管吹打细胞至单细胞状

态，完全弃去上清后接种至新的培养板。根据细胞

生长状态和密度进行传代。

1.2.3 小分子诱导 类器官生长 7 d 后，换成小分

子诱导培养基（配方：人原代胆囊类器官培养基＋ 

CHIR-99021＋blebbistatin），每孔 500 μL，每天换液。

1.2.4 冻存 将上述步骤消化后得到的细胞沉淀按

照每孔 500 μL 的体积重悬于细胞冻存液中，并以

每管 1 mL 的量转移至细胞冻存管中，做好标记。

将标记好的冻存管放入降温冻存盒中，置于－80 ℃

冰箱 24 h，然后转移至液氮中长期保存。

1.2.5 复苏 取出冻存在液氮中的细胞冻存管，置

于 37 ℃ 水浴锅中不断晃动使其融化。将完全解冻的

细胞取出置于离心机内，4 ℃下 300×g 离心 5 min。 
弃去上清，加入适量含有基质胶的培养基重悬细胞沉

淀，以 50 μL/ 孔的量接种在预热的 24 孔培养板中。

1.3 细胞免疫荧光染色 胆囊类器官石蜡切片

经抗原修复后冷却至室温，用含 0.05% Tween-20
的 PBS（PBST） 洗 3 次。 用 1% BSA 室 温 孵 育 
20 min，弃去封闭液，加入一抗 4 ℃ 孵育过夜。第

2 天复温至室温，弃去一抗，PBST 洗 3 次。加入二

抗，37 ℃ 孵育 30 min。DAPI 染核后封片，置于荧

光显微镜下观察。

1.4 细胞增殖实验 将 5- 溴脱氧尿嘧啶核苷

（5-bromodeoxyuridinc，BrdU） 以 1 mg/mL 加 入

类器官培养基，对类器官标记 48 h。收取细胞，固

定后制作石蜡切片，使用 Click-iT 细胞缓冲液试剂

盒（美国 Invitrogen 公司）对石蜡切片进行染色，

避光室温孵育30 min。用含3% BSA的PBS洗3次。

DAPI 染核后封片，置于荧光显微镜下观察。

1.5 胆囊类器官成像与形态分析 每 2 d 用倒置显

微镜拍摄在 6 孔板中生长的胆囊类器官 1 次，每个

时间点至少拍摄 100 张类器官图像。使用 ImageJ
软件进行图像分析，测量类器官的面积和周长。形

状因子的计算公式：形状因子＝4πS/L2，式中 S 为

类器官的面积，L 为周长。

1.6 统 计 学 处 理 应用 SPSS 17.0 和 GraphPad 
Prism 5 软件进行统计学分析。计量资料以中位数

（下四分位数，上四分位数）表示，两样本间比较

采用 Wilcoxon 秩和检验。检验水准（α）为 0.05。

2 结 果

2.1 胆囊类器官的形成 如图 1 所示，利用三维悬浮

培养体系对分离的人胆囊细胞进行培养。24 h 后能观

察到明显的球形结构，并随着时间推移不断扩大，在

7 d 左右能形成较大的球形克隆，如图 2、3 所示。

图 1 胆囊类器官的获取示意图

Fig 1 Schematic diagram of acquisition of gallbladder organoids
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在胆囊类器官的制备过程中，平均每 7～10 d
可以进行传代，传代比例为 1 ∶ 3～1 ∶ 5。在传代

时，球状的类器官结构经过消化吹打成单细胞后，

可以重新生长扩增出新的球状结构，且冻存后复苏

的胆囊类器官依然具有良好的增殖能力。胆囊类器

官可以连续传代 10 代以上，并始终保持稳定的球

形结构。以上结果说明胆囊类器官可以在体外实现

稳定扩增。

图 2 胆囊类器官球形结构（标尺＝50 μm）

Fig 2 Spherical structure of gallbladder organoids 

(bar ＝ 50 μm)

图 3 胆囊类器官生长过程（标尺＝100 μm）

Fig 3 Growth process of gallbladder organoids (bar＝100 μm)

图 4 胆囊类器官面积

Fig 4 Area of gallbladder organoids
**P＜0.01. n＝106, median (lower quartile, upper quartile).

2.2 胆囊类器官的形态学分析 如图 4 所示，在体

外培养过程中，胆囊类器官面积逐渐增大，第 7 天 

的类器官面积与第1天比较差异有统计学意义（P＜ 

0.01）。如图 5 所示，在培养过程中，第 7 天的类

器官形状因子［0.83（0.81，0.85）］与第 1 天［0.80

（0.75，0.84）］比较差异有统计学意义（P＜0.01），

表明在胆囊类器官前 7 d 的生长过程中其形态趋于

一个完美的圆。

第 4 期．陈智闻，等．人胆囊类器官培养体系的建立与鉴定

图 5 胆囊类器官形状因子

Fig 5 Form factor of gallbladder organoids
**P＜0.01. n＝106, median (lower quartile, upper quartile).

2.3 胆囊类器官具有干性特征 胆囊类器官石蜡

切片的免疫荧光染色结果如图 6 所示，胆囊类器官

表达干细胞相关的表面标志物 CD133 和 LGR5，说

明胆囊类器具有干性特征。

2.4 胆囊类器官具有胆管上皮细胞特性 免疫荧

光染色（图 7）结果显示，胆囊类器官表达胆管祖细

胞标志物HNF1β。同时，胆囊类器官标本中可以观察

到胆管上皮细胞标志物的表达，如EpCAM、CK7、

CK19 和SOX9。以上结果提示胆囊类器官具备胆管

上皮细胞特性，具有分化为成熟胆管细胞的潜能。

2.5 CHIR-99021 和 blebbistatin 诱 导 胆 囊 类 器 官 

增殖 在胆囊类器官培养基中同时添加小分子

CHIR-99021 和 blebbistatin 后，BrdU 摄 入 实 验 结

果（图 8）显示，未添加小分子的类器官增殖比例

为（21.48±2.06）%，添加小分子后增殖比例提高

到（65.19±3.12）%，差异具有统计学意义（P＜ 

0.01），表明 CHIR-99021 和 blebbistatin 能够增强

胆囊类器官增殖能力。
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图 7 胆囊类器官表达胆管祖细胞标志物和胆管上皮细胞标志物

Fig 7 Gallbladder organoids express bile duct progenitor markers and bile duct epithelial cell markers
Immunofluorescence staining (bar＝50 μm). EpCAM: Epithelial cell adhesion molecule; CK: Cytokeratin; SOX9: Sex determining 

region Y box 9; HNF1β: Hepatocyte nuclear factor 1β; DAPI: 4’,6-diamidino-2-phenylindole; GFP: Green fluorescence protein.

图 6 胆囊类器官表达干细胞相关的表面标志物

Fig 6 Gallbladder organoids express stem cell surface markers
Immunofluorescence staining (bar＝50 μm). LGR5: Leucine rich repeat containing G protein coupled receptor 5; DAPI:  

4’,6-diamidino-2-phenylindole; GFP: Green fluorescence protein.

mCherry

GFP
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图 8 CHIR-99021（CHIR）和 blebbistatin（Ble）诱导胆囊类器官增殖

Fig 8 CHIR-99021 (CHIR) and blebbistatin (Ble) induce proliferation of gallbladder organoids
Fluorescence staining (bar＝50 μm). BrdU: 5-bromodeoxyuridinc; DAPI: 4’,6-diamidino-2-phenylindole.

3 讨 论

类器官具有组织修复的潜力，因为它们保留了

来源组织的关键功能和特征。本研究选取人胆囊作

为细胞来源培养类器官。胆囊作为浓缩和贮存胆

汁的场所，它的摘除不会对机体造成重大的生理影

响，且在肝移植手术中胆囊也会被常规摘除丢弃，

相较于其他胆管组织，胆囊的获取更为容易且获得

的细胞量更大，是类器官的良好研究材料。

本研究的胆囊来源为无肝脏疾病、遗传性疾

病和传染性疾病的男性、女性供体各 1 例，两者都

成功培养出了能够稳定传代的胆囊类器官，表明本

培养体系可靠。人胆管中的多能细胞主要存在于胆

管周围腺体内，但是胆囊中腺体较少，这可能是体

外细胞较难扩增的原因。在胆囊颈部和底部的上皮

细胞能检测到干性细胞标志物的表达［8］，本研究

培养所得的胆囊类器官也证明了这群细胞的存在。

在培养胆囊类器官时，本研究参考了肝癌类

器官的基本培养基，另外又添加了多种小分子。

例如 FSK 是细胞腺苷酸环化酶的激活剂，可以

促进细胞的生长，它也是囊性纤维化跨膜电导调 
节 因 子（cystic fibrosis transmembrane conductance 
regulator，CFTR）的激活剂，可以促进细胞分泌。

Y27632 是一种小分子 Rho 激酶抑制剂，可以抑制

细胞凋亡，使细胞生长状态更好。

对于胆囊类器官形态来说，本研究参考了

Huang 等［9］分析腺泡类器官和导管类器官的方法。

运用图形分析软件批量统计类器官的面积与周长，

在生长初期的 7 d 内类器官面积增长了约 20 倍。

形状因子可用来描述目标边界的复杂程度，其取值

范围是（0，1］，当取值为 1 时表示目标是一个完

美的圆。通过计算发现类器官在传代后的第 1 天就

接近圆形［形状因子为 0.80（0.75，0.84）］，并在

7 d 内逐渐趋于一个完美的圆。此方法还可以用于

类器官后续分化中形态变化的分析。

在探究胆囊类器官特性的过程中，已知胆囊和

胆管在空间、功能和发育上都具有连续性。胆管上

皮由具有不同转录谱的胆管细胞组成，这些转录谱

由其局部环境决定［10］。已有研究从肝外胆管上皮

分离和培养人原代胆管细胞，由此产生的肝外胆管

类器官在转录组学特征和功能特性方面与原代胆管

细胞非常相似［11］。无论是在体外还是移植后，胆

管区域的类器官都能适应局部环境并表达区域特异

性标志物。因此，理论上单一区域的胆囊类器官可

能有修复整个胆管的潜能［12］。本实验结果证明胆

囊类器官不仅具有干性，而且具有胆管上皮细胞的

特性，为胆管修复提供了新的来源。

胆管细胞增殖与维持需要以下信号通路的

参与：胆管细胞的分化与维持需要 Notch 信号通 
路［13-14］；TGF-β 信号通路介导胆管细胞特异性和

胆管形态发生［15］；Hippo 信号通路有助于肝再生

的导管反应［16-17］；蛋白激酶 A（protein kinase A，

PKA）信号通路通过激活 ERK 和 β- 联蛋白促进胆

管细胞增殖［18-19］。经过筛选，我们选择了 2 种小分

子 CHIR-99021 和 blebbistatin 对类器官进行诱导。

CHIR-99021 是 GSK3 抑制剂，能激活经典 Wnt 信
号通路，而 blebbistatin 是一种非肌球蛋白Ⅱ重链

ATP 酶抑制剂，用于肝类器官培养［20］。BrdU 摄取

第 4 期．陈智闻，等．人胆囊类器官培养体系的建立与鉴定
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实验结果证明，在基本培养基中加入 CHIR-99021
和 blebbistatin 后胆囊类器官的增殖能力增强。

类器官技术在再生医学中有着巨大的前景，

但尚未应用于人类相关疾病的治疗。下一步，我们

将探索胆囊类器官在体内的再生与胆管修复潜力，

将人胆囊类器官移植到胆管损伤小鼠模型体内，鉴

定其是否有修复胆管上皮的能力，为肝脏疾病的细

胞治疗提供候选细胞。此外，在胆囊类器官修复损

伤、分化为其他成体细胞的过程中可能存在致瘤

性、免疫排斥等关键问题，这些还需进一步探索。

综上所述，本研究结果提供了胆囊类器官培养

方法并对其特性和增殖能力进行了探究，实现了胆

囊类器官的获取与稳定培养，为胆管疾病建模和再

生医学的应用提供了新思路。
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