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肿瘤相关成纤维细胞促胃癌类器官增殖与耐药的初步研究
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［摘要］ 目的 体外构建胃癌类器官与肿瘤相关成纤维细胞的共培养模型，利用该模型探究肿瘤

相关成纤维细胞对胃癌类器官增殖与化疗耐药的影响。方法 收集于2023年2月至2024年3月在陆军

军医大学第二附属医院普外科接受手术切除的12例胃癌患者的肿瘤组织。采用体外三维构建胃癌类器

官；通过HE染色进行形态学分析，采用免疫组织化学染色检测细胞角蛋白CK7、癌胚抗原CEA和增殖相

关因子Ki-67的表达。培养同一患者来源的肿瘤相关成纤维细胞，通过光镜观察分析其形态；采用流式细

胞染色检测其表型。将胃癌类器官与肿瘤相关成纤维细胞按1∶1比例共培养，相差显微镜下观察胃癌类

器官的生长情况并分析其数量、平均直径与总面积。将单独培养的类器官设置为对照组，在对照组和共

培养组中加入化疗药物 5-氟尿嘧啶和奥沙利铂处理 48 h，利用 CellTiter-Glo® 3D 试剂盒和 CellEvent™ 
Caspase 3/7 分别检测类器官的细胞活力与凋亡情况。结果 成功构建出10例患者来源的胃癌类器官与

肿瘤相关成纤维细胞，胃癌类器官表现出与原发肿瘤一致的形态学特征并在CK7、CEA与Ki-67的表达上具

有相似性。肿瘤相关成纤维细胞呈现出典型的梭状及CD326-、CD45-、CD31-、α-SMA+、CD73+、CD90+、CD105+

表型特征。与单独培养的类器官对照组比较，与肿瘤相关成纤维细胞共培养组的类器官形成数量更多、平

均直径更长且总面积更大（P<0. 05）。在化疗药物5-氟尿嘧啶和奥沙利铂处理下，对照组的半数抑制浓度

分别为10. 66和3. 26 μmol/L，而共培养组则分别为46. 23和91. 11 μmol/L；与类器官单独培养的对照组比

较，共培养组中类器官的CellEvent™ Caspase 3/7 阳性凋亡细胞明显减少。结论 与单独培养的类器官比

较，肿瘤相关成纤维细胞共培养模型能更好地模拟体内肿瘤微环境的促瘤增殖与耐药效应。
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cancer-associated fibroblasts (CAFs), and investigate the role of cancer-associated fibroblasts in the 
proliferation and chemotherapy resistance of gastric cancer organoids.  Methods　Tumor tissues from 12 
gastric cancer patients undergoing surgical treatment in Department of General Surgery of Second Affiliated 
Hospital of Army Medical University from February 2023 to March 2024 were collected to construct gastric 
cancer organoids using 3D culture.  HE staining was used to observe the morphology, and 
immunohistochemical assay was employed to determine the expression of cytokeratin CK7, carcinoembryonic 
antigen (CEA), and proliferation marker Ki-67.  After CAFs derived from the same patient were cultured, 
observed for their morphology under a light microscope, and detected for the phenotype by flow cytometry, the 
cells were co-cultured with gastric cancer organoids in a 1:1 ratio.  Phase-contrast microscopy was applied to 
observe the growth of the organoids and analyze the number, average diameter, and total area.  Then, organoids 
cultured alone served as the control group.  After the control and co-culture groups were treated with 
chemotherapy drugs, 5-fluorouracil and oxaliplatin, for 48 h, the viability and apoptosis of organoids were 
assessed with CellTiter-Glo􀳏 3D assay and CellEvent™ Caspase 3/7 activity, respectively.  Results　Gastric 
cancer organoids and CAFs were successfully established from 10 gastric cancer patient-derived samples.  The 
gastric cancer organoids exhibited morphological characteristics consistent with the corresponding primary 
tumors, and showed positive expression of CK7, CEA, and Ki-67.  CAFs displayed typical spindle-shaped 
morphology and exhibited the phenotypic markers CD326- , CD45- , CD31- , α -SMA+ , CD73+ , CD90+ , and 
CD105+ .  Compared to the organoids cultured alone, the organoids co-cultured with CAFs showed more 
formation of organoids, in larger average diameter, and taking larger total area (P<0. 05).  After the treatment 
of 5-fluorouracil and oxaliplatin, the half-maximal inhibitory concentration (IC50) was 10. 66 and 3. 26 μmol/L, 
respectively in the control group, while was 46. 23 and 91. 11 μmol/L in the co-culture group.  Additionally, 
the number of CellEvent™ Caspase 3/7 positive apoptotic cells was significantly less in the co-culture group 
than the control group.  Conclusion　Compared with individually cultured gastric cancer organoids, the co-

culture model of gastric cancer organoids and CAFs better simulates the pro-tumor proliferation and drug 
resistance effects of in vivo tumor microenvironment.  

［Key words］ gastric cancer； organoids； fibroblasts； co-culture model； drug sensitivity testing
Supported by the Beijing Science and Technology Innovation Medical Development Foundation （KC2023-JX-0186-FM057） and the Scientific Research 
Development Program of the Affiliated Hospital of North Sichuan Medical College （2023PTZK014）.  Corresponding authors： PENG Liusheng， E-mail： 
pengliusheng06@163. com； MA Daiyuan， E-mail： mdylx@163. com

胃癌是人类最常见的消化道恶性肿瘤之一，其发

病率和病死率在全球范围内位居前列［1-2］。手术切除

术是早期胃癌的唯一根治手段，但由于大多数患者在

确诊时已处于中晚期，手术切除术的临床疗效有限［3］。
对于中晚期胃癌患者，化疗通常作为一线治疗方案［1］。
然而，化疗后胃癌患者的完全缓解率较低，许多患者

在经历手术和化疗后仍会复发［4］。化疗后肿瘤的残留

及疾病的进展表明肿瘤对化疗药物不敏感，而肿瘤细

胞的耐药性则是导致化疗效果欠佳的关键因素［5］。因

此，筛选能够有效靶向并杀伤肿瘤细胞的化疗药物，

是克服胃癌化疗耐药性、改善治疗效果的关键问题。

患者源性类器官（patient-derived organoids， PDOs）
是指通过体外三维培养形成的具有类似器官功能和

结构的小型组织模型［6］。类器官模型能在体外条件下

模拟其来源组织的特征，包括生长、分化和自我更新

能力［7］。PDOs的核心特点在于其能够在体外维持肿

瘤的组织结构，并高度模拟肿瘤的异质性、组织特异

性及基因组特征［8］，因此被广泛应用于疾病建模、药物

筛选和精准治疗等领域［9］。最新的研究表明，PDOs能
够高度保留原发肿瘤的遗传和形态特征，为个体化治

疗和新药开发提供了更加精确的模型［10］。但基于单

纯 PDOs 药物敏感性结果，与患者临床治疗效果并不

完全一致［11］，这可能是由于肿瘤微环境是由肿瘤细胞

和间质细胞组成的复杂体系［12］，而单纯的 PDOs 仅包

含了肿瘤细胞，忽略了间质细胞对肿瘤细胞生长以及

化疗耐药的影响。

肿瘤相关成纤维细胞（cancer-associated fibroblasts，
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CAFs）作为肿瘤微环境中间质细胞的重要组成部

分［13］，其不仅参与支持肿瘤细胞的生长，而且介导肿

瘤细胞的化疗耐药与免疫逃逸［14］。结直肠癌微环境

研究的最新进展表明，利用 CAFs 与 PDOs 共培养，发

现 CAFs 对 PDOs 的生长和药物敏感性均有显著的提

升作用，更能模拟体内肿瘤微环境［15］。然而，目前关

于胃癌 PDOs与CAFs的共培养报道较少。因此，本研

究开发了基于同一患者来源的 PDOs-CAFs 共培养研

究体系，重点探究：①CAFs与PDOs的直接接触效应对

类器官增殖动力学的影响规律；②CAFs介导的 PDOs
在 5- 氟 尿 嘧 啶（5-fluorouridine，5-FU）和 奥 沙 利 铂

（oxaliplatin，L-OHP）化疗敏感性中的作用。相较于传

统的类器官单独培养模型，该体系整合了肿瘤微环境

的基质组分，为解析胃癌化疗耐药的基质效应提供了

更接近体内生理状态的研究平台，有望提升体外药物

敏感性试验对临床治疗反应的预测效能。

1　材料与方法

1. 1　样本收集

该研究收集于 2023年 2月至 2024年 3月，在陆军

军医大学第二附属医院普外科，接受手术切除的胃癌

患者样本 12例，在患者知情同意下，将获取的新鲜肿

瘤组织进行 PDOs 和 CAFs 培养。本研究遵循的程序

符合伦理学标准并经陆军军医大学第二附属医院伦

理委员会批准（2022-研第096-01）。

1. 2　试剂和仪器

本研究采用的试剂主要包括：PDOs培养基、类器

官分离液、肿瘤组织消化液、类器官冻存液（中国伯桢

生物科技公司）；类器官回收液、基质胶（美国 Corning
公司）；TrypLE™ Express 酶、DMEM培养基、胎牛血清、

青-链霉素、胶原酶Ⅳ（美国Gibco公司）；DNA酶Ⅰ（美

国罗氏公司）；流式染色缓冲液（美国BioLegend公司）；

聚和HRP标记的抗兔二抗、Ki-67、CEA、CK7免疫组化

抗体（中国武汉赛维尔生物科技有限公司）；PE-Cy7标记

抗人CD45抗体、APC标记抗人CD326抗体、APC标记抗

人CD73抗体、FITC标记抗人CD31抗体、APC标记抗人

CD90抗体、FITC标记抗人CD105抗体（美国Biolegend
公司）；Alexa Fluor ™ 488 标 记 抗 人 α -SMA 抗 体 、

CellTrace™ Far Red增殖试剂盒、CellEvent™ Caspase 3/
7 检测试剂、Hoechst（美国 Invitrogen公司）；4％多聚甲

醛（中国武汉博士德公司）；5-氟尿嘧啶（5-FU）、奥沙利

铂（L-OHP，美国 MCE公司）；CellTiter-Glo®p3D发光细

胞活力检测试剂盒（美国Promega公司）。实验使用仪

器包括：显微镜（日本Nikon公司）；FACS Canto流式细

胞仪（美国BioLegend公司）；生物安全柜（中国力康生

物公司）；水平离心机（美国Beckman公司）。

1. 3　方法

1. 3. 1　PDOs的构建、传代与复苏　　将胃癌组织放

入含有预冷的组织保存液的取样瓶中，4 ℃运回国家

免疫生物制品工程技术研究中心。无菌 PBS 清洗组

织3次后，剔除脂肪组织和坏死组织，剪成大约1~3 mm3

的组织块，转移至 15 mL离心管。加入肿瘤组织消化

液，在 37 ℃进行消化 15~30 min并在消化过程中随时

观察消化情况，镜下观察到较多的 5~50个细胞团后终

止消化。将过夜融化的基质胶按照细胞数为 500个/μL
的密度进行重悬，重悬后以 25 μL/孔的体积加入到

12 孔板中，然后将 12 孔板置于细胞培养箱中倒置放

30 min，使胶凝固。取出 12 孔板，加入 PDOs 培养基，

放入细胞培养箱中进行培养，每 2~3 d 换液 1 次，待显

微镜下大部分类器官直径>100 μm时，可按 1∶2的比

例进行传代。对于PDOs复苏，将冻存的PDOs从液氮

罐中取出，并迅速放入 37 ℃水浴中解冻，随后将解冻

的PDOs悬液加入预温的完全培养基中，迅速稀释，稀

释后的细胞悬液在 300×g、４ ℃下离心 5 min。去除上

清液后，细胞与基质胶按照 500个/μL的密度重悬，以

25 μL/孔的体积加入到 12孔板中培养，并定期观察其

生长状态，直到类器官恢复正常的生长模式。

1. 3. 2　PDOs及其亲本肿瘤组织切片的制备　　PDOs
培养 5~7 d后收集，使用 10%中性甲醛溶液固定过夜。

将样品以 300×g、4 ℃离心 5 min，以富集细胞，加入

200 μL 液态琼脂糖，并从底部轻轻吹起沉淀，以预先

包埋PDOs，为后续的切片制备做准备。

肿瘤组织的切片制备：将新鲜的肿瘤组织立即放

入 4％多聚甲醛中固定，固定完成后，样本通过逐级乙

醇溶液进行脱水，并在二甲苯中透明，随后进行石蜡包

埋。包埋后的组织被切成厚度约为4 μm的连续切片，

用于后续HE染色和免疫组织化学染色。

1. 3. 3　HE 染色　　组织切片 65 ℃烘箱干燥 2 h，二
甲苯Ⅰ、二甲苯Ⅱ依次浸泡 15 min脱蜡。接着进行乙

醇梯度水化（无水乙醇、95％乙醇、85％乙醇、75％乙

醇、50％乙醇，每次 5 min），用苏木精染色剂染色 90 s，
自来水清洗后用盐酸乙醇分化，并用氨水返蓝以增强

对比度。用伊红染色剂染色 1~2 min 后，样本经梯度

乙醇脱水（50％乙醇、75％乙醇、85％乙醇、95％乙醇、
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无水乙醇，每次 5 min），二甲苯透明后用中性树胶封

片，显微镜观察 PDOs 和肿瘤组织的细胞核及细胞质

的病理特征。

1. 3. 4　免疫组织化学染色　　将切片进行脱蜡、水

化后（方法同 1. 3. 3），采用柠檬酸钠缓冲液进行抗原

修复，随后用 3%H₂O₂阻断内源性过氧化物酶，室温孵

育 10 min。5%BSA 在 37 ℃封闭 30 min，使用 CEA、

CK7 或 Ki-67 抗体进行染色，抗体稀释比例为 1∶300，
于 4 ℃孵育过夜。PBS 洗涤 3 次后，加入聚合 HRP 标

记的抗兔二抗，37 ℃孵育 30 min，再用 PBS 洗涤 3 次，

使用DAB显色，苏木精复染细胞核。显微镜下观察染

色结果并采集图像，通过每高倍视野（×400）中阳性细

胞的数目来评估CEA、CK7和Ki-67的表达情况。

1. 3. 5　CAFs的分离培养及鉴定　　用组织块生长法

从肿瘤标本中分离出原代CAFs。将PDOs分离过程中

产生的碎块组织分离出来，加入 CAFs 培养基进行培

养，CAFs 培养成功率为 80%，并在分离后 4~7 个传代

内用于实验。通过相差显微镜成像和流式细胞术检

测其特异性标志物鉴定CAFs。
1. 3. 6　流式细胞术　　收集 CAFs制成单细胞悬液。

在 4 ℃下将悬液中的细胞分别加入不同荧光标记的单

克隆抗体进行表面染色，标记抗体包括：PE-Cy7 标记

抗人CD45抗体、APC标记抗人CD326抗体、APC标记

抗人 CD73 抗体、FITC 标记抗人 CD31 抗体、APC 标记

抗人 CD90 抗体、FITC 标记抗人 CD105 抗体和 Alexa 
FluorTM 488标记抗人α-SMA抗体。在4 ℃下孵育20 min，
流式染色缓冲液洗涤 1 次，室温下 300×g 离心 5 min。
在 4 ℃条件下，用 4％多聚甲醛固定 15 min。流式染色

缓冲液洗涤 1 次，室温下 300×g离心 5 min，弃上清，加

入 100 μ L PBS 重悬细胞后行流式仪检测。对于

α -SMA的检测，细胞需在染色前使用细胞内固定和透

化缓冲液处理。

1. 3. 7　PDOs-CAFs共培养模型的构建　　向培养的

PDOs加入TrypLE™ Express酶消化为单细胞或小的细

胞聚集体，调整 PDOs和CAFs的细胞浓度，在 PDOs与
CAFs共培养组中，将PDOs与CAFs按 1∶1细胞比例混

合（各5×10³个细胞），以终浓度1×10³个/μL重悬于10 μL
基质胶中，随后接种至 96 孔板（10 μL/孔）。对照组

PDOs单独以5×10²个/μL密度接种（10 μL基质胶/孔）。

1. 3. 8　PDOs-CAFs模型的药物敏感性分析　　CAFs在
播种前用CellTrace™ Far Red增殖试剂盒标记，与PDOs进
行混合后种胶，单独培养的类器官和共培养体系在 96
孔板培养 3 d，而后在培养体系中加入化疗药5-FU和

L-OHP孵育48 h，每次成像前4 h，用1 μg/mL Hoechst和
CellEvent™ Caspase 3/7（1∶2 000）对细胞进行染色。激

光共聚焦显微镜下进行图像采集。在每个拍摄位置，

获取 10~20层的图像，每层之间的距离为 100 μm。利

用 Image J进行图片分析，分析中使用每个独立重复实

验的平均值。

1. 3. 9　细胞活力测定　　在 96 孔透明底白板中，每

孔接种共 5 000个细胞（类器官嵌入于基质胶中）。给

与 5-FU 或 L-OHP 处理 48 h 后，使用 CellTiter-Glo®3D
发光细胞活力检测试剂测量类器官的细胞活力。

1. 4　统计学分析

数据采用 GraphPad Prism 10. 2. 3 软件进行统计

学分析。其中，类器官数量（个/视野）、平均直径（μm）
及总面积（μm²）以 x̄±s表示，实验设计包含每组 3个生

物学重复及每个生物学重复下设 3个技术重复。不同

化疗药物的半数最大抑制浓度（half maximal inhibitory 
concentration， IC50）通过 GraphPad Prism 10. 2. 3 软件

进行非线性回归分析。具体方法为：采用四参数

Logistic 模型（4PL）拟合剂量-反应曲线，要求拟合优

度 R²>0. 90；效应量报告包含 Cohen’s d 值（独立样本

t 检验）及均值差异的 95%置信区间（95%CI）。类器官

增殖参数（数量/直径/面积）及药效学指标（IC50）均通

过 Shapiro-Wilk正态性检验，对满足正态分布的数据，

采用独立样本 t 检验比较组间差异；所有检验为双尾

检验，P< 0. 05视为差异具有统计学意义。

2　结果

2. 1　PDOs的构建

本研究收集了 12例胃腺癌患者的手术切除肿瘤

组织标本。成功建立了 10个源自这些肿瘤组织的类

器官，总成功率为 83. 3% （10/12），见表 1。结果显示：

在使用含有多种细胞因子的类器官培养基培养且基

质胶作为支架的条件下，可见胃癌细胞在基质胶中持

续分裂、扩增，培养 3~5 d 后，这些细胞便开始形成紧

密的球状结构，随后结构体积逐渐扩大，最终发展成

具有典型胃癌特征的三维细胞团，直径可达到 100~
150 μm（图 1A、B）。成功培养的 PDOs 能稳定传代

4 代以上，且形态未发生变化（图 1C）；冻存后的 PDOs
亦可成功复苏，且复苏后形态未发生变化（图1D）。

2. 2　PDOs与CAFs的鉴定

对同一患者来源的肿瘤组织和 PDOs 通过 HE 染

色，观察细胞核形态，并将二者进行对比。结果显示：

肿瘤组织和 PDOs 中，胃癌细胞核极性紊乱，核质比

456



陆军军医大学学报，2025，47（5）http：//aammt. tmmu. edu. cn

表1　胃癌患者临床基线

样本标号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12

性别

女性

男性

男性

男性

男性

男性

男性

男性

男性

男性

女性

男性

年龄/岁
54
57
51
48
56
75
66
48
59
63
53
75

肿瘤部位

胃窦

胃窦

贲门

胃窦

胃体

贲门

胃窦

胃窦

胃窦

胃窦

胃体

胃窦

病理类型

腺癌

腺癌

腺癌

腺癌

腺癌

腺癌

腺癌

腺癌

腺癌

腺癌

腺癌

腺癌

病理分型

肠型

肠型

肠型

肠型

肠型

肠型

肠型

肠型

混合型

混合型

肠型

混合型

分化程度

低

低

中

中

低

高

低

中

中

低

低

中

临床分期（TNM）

T4aN2M0
T4aN2M0
T4N1M0
T4aN1M0
T4aN1cM0
T4aN1M0
T1bN0M0
T1N1M0
T4N1M0
T2N1M0
T1aN0M0
T2N0M0

是否印戒细胞癌

否

否

否

是

是

否

否

否

否

否

是

否

类器官是否构建成功

是

是

是

是

是

是

是

是

否

是

否

是
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第 .代 第 $代 第 .代 第 ,代

样本 ! 样本 !*

第 !天 第 "天 第 $天

0

1

2

3

A：相差显微镜成像观察 PDOs连续培养 9 d的形态变化；B：定量统计分析 PDOs形成数量、平均直径及总面积随时间的变

化；C： PDOs 不同代数的形态对比：样本 1（第 4 代、第 7 代）培养 6 d 与样本 10（第 4 代、第 8 代）培养 5 d 的相差显微图像；

D：冻存复苏验证：样本8的PDOs复苏后第1、3、7天的相差显微图像

图1　胃癌患者的PDOs构建与生长特性分析
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大，二者呈现出一致的核分裂像（图 2A）；免疫组化染

色检测细胞角蛋白CK7、癌胚抗原CEA和增殖相关因

子Ki-67的表达情况。结果显示：PDOs和原发肿瘤组

织的胃癌细胞均高表达细胞角蛋白 CK7、癌胚抗原

CEA及增殖相关因子Ki-67（图 2B），提示PDOs保留了

其原发肿瘤的组织病理学特征。在构建 PDOs 的同

时，本研究建立同一患者肿瘤组织来源的CAFs。经培

养传代的CAFs呈现出细长的梭状形态（图 3A）。通过

流式细胞术进一步对成功培养的CAFs进行鉴定。结

果显示：CAFs 中不表达肿瘤细胞的标记 CD326、免疫

细胞的标记 CD45和血管内皮细胞的标记 CD31，但高

表达间质细胞的标记CD73、CD90和CD105，同时亦高

表达 CAFs 的标记 α-SMA（图 3B），证实其是肿瘤组织

来源的成纤维细胞。

2. 3　CAFs促进PDOs的生长

为探索CAFs对 PDOs生长的影响，本研究构建了

PDOs-CAFs共培养模型。通过对成功培养的PDOs进行

消化后，与CAFs按1∶1的比例种胶培养，对PDOs的形态

进行观察。结果显示：培养7 d后，与单独培养的PDOs
对照组比较，在PDOs-CAFs共培养组中，PDOs的形成数

量更多（P<0. 05）、直径更长（P<0. 01）且总面积更大（P<
0. 01，图4），表明CAFs能够促进PDOs的生长。

2. 4　CAFs增加PDOs的耐药性

接下来，对 PDOs 单独培养对照组和 PDOs-CAFs
共培养组，均予以化疗药物 5-FU 或 L-OHP 处理 48 h。
结果显示：在化疗药物 5-FU和 L-OHP处理下，对照组

的 IC50 分 别 为 10. 66 和 3. 26 μmol/L，而 共 培 养 组

46. 23 和 91. 11 μmol/L，共培养组中类器官的存活率

显著高于对照组，显示出较强的耐药性（图 5A、C）。

此外，与对照组中的 PDOs 比较，共培养组中 PDOs 的
Caspase-3/7阳性凋亡细胞明显减少（图 5B、D）。提示

CAFs能够增强PDOs对化疗药物的耐药性。

!"# !$% "&!'#

肿
瘤
组
织

类
器
官

肿
瘤
组
织

类
器
官

% (

A：患者的亲本肿瘤组织和PDOs的HE染色；B：患者的亲本肿瘤组织和PDOs中CK7、CEA、Ki-67的免疫组化染色对比

图2　PDOs与亲本肿瘤组织的组织病理学表征
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A：相差显微镜下 CAFs的细胞形态；B：流式细胞术分析 CAFs中 CD326、CD45、CD31、α-SMA、CD73、CD90、CD105的

表达情况

图3　胃癌患者的CAFs形态学与表型分析

458



陆军军医大学学报，2025，47（5）http：//aammt. tmmu. edu. cn

对照组 共培养组

!"

#!

$%

&%

'"

"

类
器
官
数
量

(个

对照组共培养组

!"

)!

$"

&"

*%

%

对照组共培养组

类
器
官
平
均
直
径

(!
+

,%%

)%%

&%%

%

类
器
官
总
面
积

(!
+

&

对照组共培养组

- .
.

/

0

A：PDOs 单独培养（对照组）与共培养体系（共培养组）显微图像对比；B：PDOs 单独培养（对照组）与共培养体系（共培养

组）类器官生长参数定量分析　a： P<0. 05， b： P<0. 01
图4　CAFs对PDOs生长调控的影响

对照组

共培养组

!"#

!##

"#

#

$% $! # ! % &

细
胞
存
活
率
'(

)*+!"（"#,-，!.*/')）

对照组

共培养组

!"#

!##

"#

#

0% $! # ! % &

细
胞
存
活
率
1(

)*+!"（)#234，!.*/1)）

对
照
组

共
培
养
组

对
照
组

共
培
养
组

不
加
入

"
#,
-

加
入

"
#,
-

对
照
组

共
培
养
组

对
照
组

共
培
养
组

不
加
入

)
#2
3
4

加
入

)
#2
3
4

56// 789:6

,98 ;6< 3*6:=>? 59>@9>6#&1A B68+6

56// 789:6

,98 ;6< 3*6:=>? 59>@9>6#&1A B68+6

C

D

5

E

A：5-FU （100 μmol/L）处理对照组和 PDOs-CAFs 共培养模型的细胞活力分析；B：5-FU （100 μmol/L）处理对照组和 PDOs-

CAFs共培养模型观察类器官调亡情况　红色：CAFs，蓝色：细胞核，绿色：凋亡细胞；C：L-OHP （10 μmol/L）处理对照组和

PDOs-CAFs共培养模型的细胞活力分析；D：L-OHP （10 μmol/L）处理对照组和PDOs-CAFs共培养模型观察类器官凋亡情

况　红色：CAFs，蓝色：细胞核，绿色：凋亡细胞

图5　CAFs对PDOs化疗耐药的影响
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3　讨论

3. 1　胃癌流行病学现状

胃癌是全球范围内最常见的恶性肿瘤之一，在东

亚地区尤为普遍［16］。据世界卫生组织报告，胃癌的病

死率位居全球恶性肿瘤的第 3位［17］。在中国，胃癌每

年新发病例约 39. 7万，死亡病例约 28. 9万［18］，高发病

率和高死亡率特征使其成为重大的公共卫生问题［17］。
手术切除术虽然是早期胃癌的首选治疗方案，但约

60% 的患者初诊时已处于中晚期，以致手术疗效不

佳［19］。特别是在耐药性的迅速出现的情况下，许多患

者在接受以 5-FU为基础的化疗后仍然复发，这已成为

临床中的严峻挑战［20］。
3. 2　现有药物筛选模型的局限性

当前研究多采用肿瘤细胞系进行药物敏感性检

测及治疗方案筛选，然而肿瘤细胞系在传代过程中发

生遗传突变，难以反映患者肿瘤的异质性特征［3］。基

于患者来源的异种移植模型虽能较好地模拟患者肿

瘤进展及其治疗的反应，但因其构建成功率低（30%~
40%）且周期长（4~6个月），极大地限制了其在临床转

化研究中的应用［21］。近年来，以肿瘤患者原代组织构

建类器官模型的技术突破传统局限，可在体外三维培

养中保留原始肿瘤的遗传图谱、分子特征及组织病理

结构，且肿瘤类器官可用于体外药物反应筛查，为患

者的个体化治疗提供重要依据［22］。然而，传统的单一

类器官模型中缺乏肿瘤微环境的关键成分，特别是基

质细胞，导致其在模拟肿瘤与基质相互作用以及评估

基质对化疗药物的影响时存在局限性。

3. 3　PDOs与CAFs共培养模型的构建与应用

本研究成功建立胃癌的 PDOs 培养体系，通过组

织学对比证实PDOs与亲本肿瘤在形态学及生物标志

物表达方面具有高度一致性。在此基础上，本研究进

一步采用 PDOs与CAFs建立共培养模型，初步验证了

该模型在模拟肿瘤复杂微环境以及药物筛选中的适

用性。本研究结果显示，在与CAFs共培养的条件下，

PDOs表现出更高的增殖能力；在药物筛选方面，本研

究测试了类器官对化疗药物 5-FU 和 L-OHP 的敏感

性，发现与单独培养的类器官相比，共培养体系中的

类器官对 5-FU 和 L-OHP 的反应性显著降低，这表明

基质细胞在肿瘤耐药性中起到重要作用。该结果与

胰腺癌［15］及肝癌［23］研究中CAFs介导化疗耐药的现象

具有一致性。

本研究通过构建 PDOs-CAFs共培养模型，初步展

示了其在模拟胃癌微环境及药物敏感性研究中的应

用潜力。然而，CAFs促进 PDOs生长与耐药的具体分

子机制尚未深入探讨，这主要受到以下几个因素的限

制：首先，从胃癌患者的肿瘤组织中同时构建并培养

出PDOs和CAFs的概率偏低；其次，PDOs与CAFs共培

养体系的建立和扩增需要较长的时间；再次，共培养

体系中的 PDOs和CAFs具有异质性，不同胃癌患者来

源的 CAFs 影响 PDOs 生长和耐药的潜在机理可能有

所不同，这对探索CAFs促 PDOs生长和耐药的机制带

来了极大的挑战。目前，国际上有关CAFs促PDOs生长

和耐药机制鲜有报道，后续将在本研究成功建立PDOs
与CAFs共培养体系并发现CAFs促进 PDOs生长和耐

药的基础上，系统解析CAFs影响 PDOs生物学行为的

分子机制，从而为探索潜在的治疗靶点提供理论支撑。

综上所述，本研究证明了 PDOs与CAFs共培养模

型能够更好地模拟体内肿瘤微环境，并通过将基质细

胞纳入类器官模型，揭示了CAFs在促 PDOs耐药中的

重要作用。未来研究将着重揭示肿瘤与基质互作的

具体分子机制，深入理解胃癌微环境对耐药性的影响，

为胃癌患者的个体化治疗策略制定提供理论依据。
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