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［摘要］  背 景 和 目 的背 景 和 目 的 ：： 结 直 肠 癌 腹 膜 转 移 （colorectal cancer peritoneal 

metastasis，CRC-PM）是结直肠癌患者预后极差的转移类型之一，常伴腹水形

成、弥漫性种植播散及对系统治疗反应不佳，目前临床缺乏可重复、可扩增且

能较真实地反映患者肿瘤生物学特征的体外模型，限制了其转移机制研究和个

体化治疗评估。患者来源类器官 （patient-derived organoid，PDO） 可在三维

（three dimension，3D）条件下长期培养并保留肿瘤相关表型和遗传特征，但针

对CRC-PM，尤其是腹膜转移灶和腹水双来源的PDO模型构建及鉴定仍相对不

足。本研究旨在构建能够稳定生长和传代的CRC-PM PDO （包括转移灶及腹水

来源）模型，并从组织形态、蛋白表达和基因组学等维度评估其与原发灶肿瘤

样本的生物学一致性。方法：收集CRC-PM患者来源的临床样本，逐步解离转

移灶及腹水并建立其3D类器官模型及二维（two dimension，2D）细胞系。PDO

形态学特征采用明场显微镜动态观察。将PDO制备为细胞块后进行H-E染色以

评估腺样结构和上皮样组织学特征。利用免疫组织化学（immunohistochemistry，

IHC）技术对比类器官模型与原发灶肿瘤的病理学特征；IHC结果采用积分光密

度 （integrated optical density， IOD） 进行描述性分析。运用全外显子测序

（whole-exome sequencing，WES）分析类器官模型、2D细胞系和原发肿瘤的突

变图谱及基因表达模式。结果：成功地构建出能够稳定传代的CRC-PM患者来

源的转移灶及腹水类器官模型，并通过反复传代构建出其对应的 2D肿瘤细胞

系。类器官模型均可形成典型囊状/致密球状3D结构。H-E染色显示，其具有上

皮样腺样结构特征。IHC分析结果显示，类器官在组织学形态及肿瘤核心标志
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物（包括CK20、E-cadherin、Pan-CK、β-catenin）的表达及Ki-67增殖指数上均与原发肿瘤特征高度一致，且整体表达强度

均无明显差异。WES数据证实，类器官、细胞系均与原发肿瘤组织在核心突变基因（如TTN、FAT2等）及突变类型上具有

很高的重合度。结论：本研究建立并验证了CRC-PM来源的转移灶与腹水的类器官模型及其配对的肿瘤细胞系，该类器官

模型和细胞系在基因和遗传学层面均能保留原发肿瘤特征，该体系能够为CRC-PM的机制研究和个体化药物筛选提供可靠

的方法学借鉴和实验室工具。

［关键词］  结直肠癌；腹膜转移；腹水；类器官；一致性检验
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Establishment and characterization of patient-derived organoid models from peritoneal metastatic lesions and 
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［Abstract］ Background and purpose: Colorectal cancer peritoneal metastasis (CRC-PM) represents one of the lethal metastatic 

patterns of colorectal cancer and is frequently characterized by malignant ascites, diffuse peritoneal seeding, and poor 

responsiveness to systemic therapy. A major barrier to mechanistic and translational research in CRC-PM is the lack of reproducible, 

expandable in vitro models that faithfully capture patient's tumour biology. Patient-derived organoid (PDO) can be maintained long-

term in three dimension (3D) culture while preserving tumour-associated phenotypes and genomic features; however, PDO 

establishment and rigorous characterization specifically for CRC-PM remain limited. Here, we aimed to establish stably expandable 

CRC-PM PDO derived from metastatic lesions and ascites, generate matched two dimension (2D) tumour cell lines, and evaluate 

their biological concordance with the corresponding tumour specimens across histomorphology, protein expression, and genomic 

profiles. Methods：： Clinical specimens were obtained from patients with CRC-PM. Peritoneal metastatic lesions and ascites were 

processed by stepwise dissociation to establish 3D PDO cultures and matched PDO-derived 2D tumour cell lines. Organoid 

morphology was monitored longitudinally by bright-field microscopy. PDO was recovered and processed into cell blocks for H-E 

staining to assess epithelial/glandular architecture. Immunohistochemistry (IHC) was performed to compare pathological features 

between PDO and matched primary tumours; IHC signals were assessed using integrated optical density (IOD) for descriptive semi-

quantification. Whole-exome sequencing (WES) was conducted on primary tumour tissues, PDO, and matched 2D cell lines to 

delineate somatic mutational landscapes and mutation-type compositions. Results：： We successfully established CRC-PM PDO 

derived from both peritoneal metastatic lesions and ascites, which could be stably expanded and serially passaged, and generated the 

corresponding PDO-derived 2D tumour cell lines through repeated subculture. Both organoid models formed typical cystic and/or 

compact spheroid 3D structures. H-E staining of PDO cell blocks demonstrated epithelial, gland-like histological features. IHC 

analysis showed that PDO closely recapitulated the histomorphology and the expression patterns of key tumour markers (including 

CK20, E-cadherin, pan-cytokeratin and β-catenin) and Ki-67 proliferation index observed in the matched primary tumours, with no 

apparent differences in overall staining intensity across these markers. WES further confirmed a high degree of concordance in 

recurrently mutated genes (such as TTN and FAT2) and in mutation-type composition among PDO, matched 2D cell lines, and 

corresponding primary tumour tissues. Conclusion：： We established and validated paired CRC-PM PDO derived from peritoneal 

metastatic lesions and ascites, together with matched PDO-derived tumour cell lines. These models largely preserve the key 

pathological and genomic features of the corresponding primary tumours and provide a reproducible experimental platform for 

mechanistic studies and personalised drug testing in CRC-PM. 

［Key words］ Colorectal cancer; Peritoneal metastasis; Ascites; Organoid; Concordance analysis

结 直 肠 癌 腹 膜 转 移 （colorectal cancer 

peritoneal metastasis，CRC-PM）是结直肠癌晚期

进展中预后极差的临床类型之一，常伴随腹水、

肠梗阻及恶病质等问题，患者生存期短且生存质

量显著下降［1-2］。与肝、肺等血行转移不同，腹

膜转移多呈弥漫播散、微小病灶多发及空间分布

复杂的特点［3］，影像学检查和有限取样通常难以

准确评估真实肿瘤负荷［4］；同时，腹腔微环境中

的间皮细胞、免疫细胞、成纤维细胞及细胞外基

质等共同参与肿瘤细胞的动态过程［5-9］。因此，

即便目前的减瘤手术联合腹腔热灌注化疗等综合

治疗在部分患者中可获益，但适用人群筛选、疗

效预测及复发监测仍存在不确定性［4，10］。更重

要的是，CRC-PM特异的分子驱动机制和可干预

靶点尚未被系统阐明，主要归因于缺乏可反复验

证且可转化的研究模型，限制了其精准治疗和新

药研发的推进［11］。*：陈欣仪为马来西亚籍，英文名为TAN Xinyi。
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患者来源类器官 （patient-derived organoid，

PDO）为突破上述瓶颈提供了新的技术路径。类

器官能够在三维（three dimension，3D）基质中

长期扩增，并在一定程度上保留原肿瘤的组织形

态、分化状态及关键基因特性，具有接近真实肿

瘤生物学状态的特征［12］。近年来，类器官已在

多种消化道肿瘤的异质性解析、疗效评估及伴随

诊断探索中展现出潜力［13-15］。然而，就CRC-PM

而言，其类器官建模仍面临多重挑战，主要包

括：转移灶常纤维化明显且肿瘤细胞比例不均，

导致建模成功率和稳定性波动；腹水样本虽获取

便捷，但肿瘤细胞数量及活性差异大，且存在污

染风险；传统类器官体系以肿瘤上皮细胞扩增为

主，微环境成分容易在培养过程中丢失，影响对

腹膜转移微环境特征的模拟［16-18］。基质和培养条

件带来的选择压力亦可能造成亚克隆漂移，从而

影响模型与原肿瘤的一致性和可重复性［19-20］。因

此，建立CRC-PM的标准化取材、培养和多维度

鉴定流程，并构建转移灶和腹水来源的类器官模

型，是推动其机制探索和临床治疗的关键基础性

工作［21］。基于此，本研究通过收集 CRC-PM 患

者转移灶组织及腹水样本，构建可稳定生长和连

续传代的 3D 类器官，并同步建立二维 （two 

dimension，2D）细胞系作为补充体系。在鉴定

层面，通过组织形态学观察和免疫组织化学

（immunohistochemistry， IHC） 检测关键标志物

（ 如 CK20、 E-cadherin、 Ki-67、 Pan-CK、

β-catenin），评估类器官与原肿瘤病理学特征的

一 致 性 。 结 合 全 外 显 子 测 序 （whole-exome 

sequencing，WES）和转录组分析，验证类器官

与原肿瘤在突变谱、核心分子及表达方面的一致

性。本研究旨在建立一套可推广的CRC-PM类器

官构建和鉴定范式，为腹膜转移机制研究、个体

化药物筛选及新型治疗策略的前临床验证提供可

靠平台，从而为CRC-PM的精准诊疗提供助力。

1　材料和方法

1.1　组织来源

CRC-PM组织和腹水均取自2024年于上海交

通大学医学院附属瑞金医院就诊的 1例CRC-PM

患者。患者为男性，54岁，原发灶考虑为右半结

肠癌，无吸烟史、职业暴露史等环境暴露因素。

入院后接受腹腔镜下探查+腹膜转移灶及腹水活

检手术。术后组织病理学检查确诊为中分化腺

癌，溃疡型，病理学分期为 T4aN1M1。患者的

美 国 东 部 肿 瘤 协 作 组 （Eastern Cooperative 

Oncology Group，ECOG）体力状态评分为 3级，

腹膜转移癌指数 （peritoneal cancer index，PCI）

为27分。分子病理学检测结果显示，人表皮生长

因 子 受 体 2 （human epidermal growth factor 

receptor 2，HER2）阴性，错配修复状态为微卫

星稳定型 （microsatellite stable，MSS）。患者术

前和术后均未接受任何全身性治疗，术后自愿主

动出院。本研究经上海交通大学医学院附属瑞金

医院伦理委员会批准 ［批号：2020 临伦审第

（411）号］，患者已签署知情同意书。

1.2　人肠癌转移灶及腹水类器官培养

1.2.1　腹膜转移灶组织来源类器官的建立

手术切除获得的腹膜转移灶组织样本（取自

大网膜结节，大小为 1.0 cm×1.0 cm×0.5 cm，切

面灰白，质中）在无菌条件下保存于提前预冷至

4~8 ℃的杜尔贝科磷酸盐缓冲溶液 （Dulbecco's 

phosphate-buffered saline，DPBS）（美国Gibco公

司，货号：14190144）中，置于含温度计的样本

运输箱内，运输箱内放置冰袋用于维持温度，2 h

内转运至实验室。鉴于腹腔样本污染风险较高，

组织首先在含青霉素/链霉素/两性霉素 B （北京

索莱宝科技有限公司，货号：P7630） 的 DPBS

中反复漂洗（至少3次，每次30 s以上），并去除

表面凝血块、坏死灶及明显纤维化/脂肪组织，

保留质地较软、颜色灰白或呈鱼肉样的肿瘤区

域。最终获得一块肿瘤整体占比大于80%、坏死

灶小于20%的组织，随后使用无菌剪刀或手术刀

将组织剪切至1~2 mm3小块，以提高消化效率并

减少过度机械损伤。组织块加入预温的组织消化

液（瑞士Roche公司，货号：11088815001），在

37 ℃ 下 以 50 r/min 的 速 率 温 和 振 荡 消 化 约

15 min。考虑到腹膜转移灶常伴间质比例高、黏

液和纤维成分多，消化过程中每 5 min轻柔吹打

3~5次以促进细胞簇释放，并根据组织碎解程度

动态调整消化时间，避免过度消化导致细胞活性

下降。消化终止后，将混悬液通过 100 μm细胞

滤网过滤以去除未消化组织残渣，收集滤液获得

单细胞/小细胞簇悬液。将细胞在4 ℃下以500×g

的速率离心 5 min，弃上清后用肠癌类器官培养

基 （苏 州 先 觉 生 物 科 技 有 限 公 司 ， 货 号 ：

CM01011A）轻柔重悬。为提高初代建系效率并

维持转移灶细胞的 3D生长优势，将细胞与基质

胶（美国 Corning 公司，货号：356231）按终体

积比约70%混匀，点滴接种于6孔板中央形成圆

顶 （dome）。37 ℃温育约 20 min 待基质胶凝固

后，加入预温的以 Advanced DMEM/F12 （美国
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Gibco 公司，货号：12634010）为基础的完整培

养 体 系 ： 补 充 Primocin （50 μg/mL， 法 国

InvivoGen 公司）、GlutaMax （2 mmol/L，美国

Thermo 公司）、HEPES（10 mmol/L，美国Thermo

公司）、N-Acetyl-L-cysteine （1.25 mmol/L，美国

Sigma 公司）、Nicotinamide （10 mmol/L，美国

Sigma公司）、Noggin（100 ng/mL，美国ACRO公

司）、Gastrin（5 nmol/L，美国MCE公司）及相应

的肠癌类器官培养基组分。类器官在37 ℃、CO2

体积分数为5%的条件下培养，培养基每周更换3

次。初代培养早期重点观察污染和细胞死亡情

况，如出现明显碎屑可在不扰动基质胶的前提下

轻柔换液并尽量减少换液冲击。

1.2.2　腹水来源类器官的建立

腹水样本采集后立即置于聚丙烯离心管（全

部离心不分装）中，在 4 ℃下以 100×g的速率离

心 5 min 以富集细胞成分。弃上清后用 DPBS 重

悬并重复清洗1次以减少游离蛋白和黏液的干扰。

考虑腹水常含大量红细胞和炎性细胞，加入

5 mL 红细胞裂解液（美国 Thermo 公司，货号：

A1049201）去除红细胞，室温静置约 5 min，随

后加入等体积DPBS终止裂解并离心收集细胞沉

淀。若样本黏稠或细胞团块较多，可在重悬过程

中轻柔吹打并视情况用 100 μm滤网过滤，以获

得更均一的细胞悬液。将腹水细胞沉淀，用少量

肠癌类器官培养基重悬后，与基质胶按“含30%

肠癌类器官培养基的基质胶”配制混匀并接种于

聚苯乙烯培养板中，37 ℃温育 20 min 待基质胶

凝固后加入完整培养体系。由于腹水肿瘤细胞比

例可能较低，初代培养阶段建议密切观察上皮样

球体/腺样结构形成情况，并通过连续传代逐步

富集可持续生长的肿瘤类器官群体。

1.2.3　转移灶类器官传代和扩增

当转移灶/腹水类器官直径增大且腔体结构

明显、密度达到可传代标准时，弃上清后加入

TrypLE （美国 Gibco 公司，货号：12605010），

37 ℃消化约10 min，使类器官解离为单细胞或小

细胞簇（建议保留部分小簇以提高复苏和再生效

率）。加入含 5% 牛血清白蛋白 （bovine serum 

albumin，BSA）的 DMEM 终止消化，在 4 ℃下

以 500×g 的速率离心 5 min。沉淀用含约 30% 肠

癌类器官培养基的基质胶重悬后重新铺板，

37 ℃温育 20 min，待凝固后加入培养基继续

培养。

1.2.4　腹膜转移灶组织及腹水来源类器官的冻存

腹膜转移灶组织及腹水来源类器官稳定扩增

后，即可进行冻存保种。最后 1次传代后，每天

观察类器官状态，待类器官生长至直径 20~

40 μm （通常在传代后 1~4 d内），即可冻存。先

打破胶滴并收集类器官，在 4 ℃下以 100×g的速

率离心5 min，弃上清；加入TrypLE（美国Gibco

公司，货号：12605010），37 ℃消化约 10 min，

使类器官解离为单细胞或小细胞簇；再加入

DMEM终止消化，在4 ℃下以500×g的速率离心

5 min。弃上清后，使用冻存液（加拿大StemCell

公司，货号：07955）重悬沉淀，每支冻存管加

入 1 mL含类器官的冻存悬液；将冻存管放入程

序降温盒，于-80 ℃冰箱过夜，第 2天转入液氮

中长期保存。两种类器官传代冻存次数为 4 次，

复苏后的存活率约为90%，应尽量避免反复冻融

（限制在10次内）。

1.3　转移灶及腹水类器官来源的肿瘤细胞系

构建

以稳定传代的转移灶来源类器官及腹水来源

类器官为起始材料，采用“去基质胶-单细胞化-

贴壁适应-稳定扩增”的流程进行构建。首先以

预冷DPBS反复吹打分散基质胶圆顶并离心收集

类器官沉淀，用DPBS清洗以尽量去除基质残留；

随后加入TrypLE于 37 ℃消化约 10 min，并间歇

轻柔吹打使类器官解离为单细胞或以2~5个细胞

为主的小细胞簇（首次转 2D阶段保留部分小簇

以提高腹膜转移细胞存活和贴壁效率），加入含

5%BSA 的 DMEM 终止消化后，在 4 ℃ 下以

500×g的速率离心 5 min。沉淀用DMEM+10%胎

牛血清 （fetal bovine serum，FBS）（美国 Gibco

公司，货号：C11995500BT）重悬后接种至经组

织培养处理的培养瓶/孔板；为提升腹膜转移来

源细胞的贴壁率并降低早期漂浮死亡率，接种前

向培养板内加入 iPSC 铺底工作液（以胶原相关

成分为主的细胞外基质涂层），37 ℃包被温育约

4 h 后，弃去涂层液立即铺板。细胞在 37 ℃、

CO2体积分数为 5% 的条件下培养，接种后 24 h

内尽量减少扰动，24~48 h后根据贴壁和碎屑情

况进行半量换液，随后每 2~3 d 换液 1 次；对于

腹水来源细胞，早期常伴有较多碎屑和非贴壁成

分，可采用轻柔PBS漂洗结合半量换液逐步富集

持续增殖的上皮样肿瘤细胞群。待其形成稳定贴

壁克隆并连续传代后，进入常规2D培养。

1.4　肿瘤组织和类器官模型的IHC检测及定量

分析

1.4.1　IHC检测

组织标本用 4% 甲醛溶液于 4~8 ℃固定 18~
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24 h，常规石蜡包埋并切片（包埋方向为横向，

确保切片包含最大肿瘤/类器官模型面积）；类器

官样本在基质胶中回收后充分洗去基质成分，轻

柔离心富集类器官团块并以相同流程制备“类器

官细胞块”后石蜡包埋，以减少基质胶背景并保

证切片结构完整。切片脱蜡复水后进行热诱导抗

原修复，采用内源性过氧化物酶封闭并用封闭液

降低非特异性结合，随后分别温育 CK20 （1∶

150，英国 Abcam 公司，货号：ab76126）、Pan-

CK （0.5~1.0 µg/mL，英国 Abcam 公司，货号：

ab216014）、E-cadherin （1∶500，英国Abcam公

司，货号： ab40772）、 Ki-67 （1∶ 200，英国

Abcam 公司，货号：ab16667） 及 β-catenin （1∶

500，英国Abcam公司，货号：ab32572）一抗并

采用辣根过氧化物酶/二氨基联苯胺显色体系显

色，苏木精复染后封固。

1.4.2　IHC定量分析

上述每张 IHC切片选择染色均匀、无脱片且

无明显背景干扰的 3 个视野（×200）进行观察。

采用显微镜自带成像系统采集图像，并以 TIFF

格式保存。利用 ImageJ图像分析软件对各视野进

行积分光密度 （integrated optical density，IOD）

测定。IOD值作为定量指标，可同时反映阳性染

色区域的面积和染色强度，从而对目的蛋白表达

水平进行综合评价。IOD值越高，表示相应蛋白

（CK20、E-cadherin、Pan-CK、β -catenin） 的表

达水平及Ki-67增殖指数越高。

1.5　肿瘤组织、类器官模型和细胞系的WES

1.5.1　WES实验方法：DNA抽提和文库构建

对配对的原发/腹膜转移灶组织、腹水细胞

沉淀、转移灶类器官、腹水类器官及其PDO衍生

2D细胞系进行WES。组织样本优先选取肿瘤细

胞含量较高区域；腹水样本经离心富集细胞并进

行红细胞裂解/去碎屑处理后取细胞沉淀；类器

官样本在回收时充分洗去基质胶以降低外源基质

残留带来的抑制效应和背景干扰。2D 细胞系在

对数生长期收集。基因组 DNA 采用 Agilent 

SureSelect Human All Exon V6试剂盒体系进行提

取和外显子捕获建库。 DNA 浓度和纯度由

Nanodrop分光光度计测定，完整性通过 1%琼脂

糖电泳评估。建库流程为：试剂盒酶切/打断基

因组DNA获得目标片段长度范围，片段纯化后

进行末端修复与接头连接，聚合酶链反应

（polymerase chain reaction，PCR）扩增获得预文

库；随后将扩增文库与外显子捕获探针杂交富集

目标序列，经洗涤与洗脱获得捕获文库。最终文

库在 Illumina NovaSeq 6000平台进行 150 bp双端

测序。测序和基础数据产出由上海欧易生物医学

科技有限公司完成。

1.5.2　WES分析方法

原始测序数据以 FASTQ 格式输出。首先使

用 fastp（v0.20.0）软件进行质控和预处理：去除

接头序列，过滤平均碱基质量<20的低质量碱基，

剔除含不明确碱基（N）或长度<75 bp 的读段，

获得纯净读段。随后使用 BWA （v0.7.17）将纯

净读段比对至人参考基因组 GRCh37，采用

SAMtools （v1.9） 软件完成比对结果的格式转

换、排序和索引等处理。GATK （v4.1.9.0）软件

用于碱基质量重校准并生成下游变异检测所需文

件；体细胞单核苷酸变异 （single nucleotide 

variant，SNV） 和插入/缺失 （insertion/deletion，

INDEL） 采用 MuTect2 软件进行识别，并使用

ANNOVAR 软件将变异注释至 RefSeq、 1000 

Genomes、COSMIC、OMIM 等数据库。体细胞

拷贝数变异采用Control-FREEC （v11.3）软件进

行分析 （默认参数），结构变异采用 Lumpy

（v0.2.13）软件进行检测。考虑到腹水样本可能

存在肿瘤细胞比例波动和克隆异质性更强的特

点，在模型一致性评估中重点关注关键驱动事件

的重合度、突变谱型分布及PDO/2D细胞系相对

原始样本的克隆保留情况，以综合评价不同来源

模型的遗传稳定性和可转化应用潜力。

2　结 果

2.1　CRC-PM类器官构建及形态学特征

本研究首先对CRC-PM患者的临床样本进行

系统评估并建立与之匹配的体外模型。增强计算

机体层成像 （computed tomography，CT） 提示

结直肠局部肠壁明显增厚并呈不均匀强化，符合

侵袭性占位病变影像学特征（图1A）；术中切除

标本为灰白色实性肿块，质地较硬、切面结构紊

乱（图1B），与晚期肿瘤常见的致密间质和浸润

性生长一致。在严格的无菌处理和质量控制基础

上，对转移相关样本进行分区取材并经机械剪切

联合酶学消化获得肿瘤细胞/细胞簇，在 3D 

Matrigel体系中成功构建PDO。明场显微镜动态

观察显示，接种后早期细胞簇逐步聚集并形成紧

密的上皮样团块，随后在基质中出现典型的球状

或囊状 3D结构，边界清晰、细胞排列紧密，并

可见腔样结构逐渐形成 （图 1C）。值得注意的

是，该模型在连续传代过程中保持稳定增殖能

力：类器官可在多代培养后维持相对一致的形态
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学特征（主要表现为致密球状与囊状结构并存），

整体结构完整，未出现明显的碎裂、塌陷或长期

生长停滞（图1D），提示其具备良好的体外扩增

潜力和可重复性。

2.2　CRC-PM类器官与原肿瘤组织的分子表型

一致性分析

在确认 CRC-PM 类器官可稳定形成 3D 结构

并可连续传代后，进一步采用 IHC法对配对的原

始肿瘤组织与类器官样本进行分子表型一致性评

估。结果显示，类器官与对应组织均表达CK20

和Pan-CK，且主要分布于腺样/上皮样细胞成分，

染色强度及分布模式相近，提示类器官在体外扩

增过程中仍保持结直肠肿瘤上皮谱系特征。E-

cadherin在两者中均为阳性，主要定位于细胞膜，

提示类器官在体外培养条件下仍维持上皮细胞间

黏附相关表型。β-catenin在组织和类器官中均可

检出，主要位于细胞膜及细胞质，无明显表达强

度差异（组织、转移灶类器官和腹水类器官的

IOD值分别为8 270、8 433和8 367）。Ki-67免疫

染色在组织和类器官中均呈阳性，且无明显差异

（组织、转移灶类器官和腹水类器官的 IOD值分

别为10 679、10 282和10 467），提示细胞具有持

续增殖能力并支持长期扩增（图 2）。总体而言，

上述关键标志物在表达水平与亚细胞定位上的一

致性表明，CRC-PM类器官能够较好地再现配对

肿瘤组织的主要免疫表型特征，为后续基因组学

一致性验证及基于模型的药物敏感性研究提供了

依据。
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图1　CRC-PM转移类器官构建及形态学特征

Fig. 1　Establishment and morphological characterization of CRC-PM organoids

A: Contrast-enhanced CT image demonstrating the primary colorectal tumor lesion. B: Gross appearance of the surgically resected colorectal tumor 
specimen. C: H-E staining of the primary tumor tissue, showing typical histopathological features of colorectal adenocarcinoma (×200). D: Bright-
field images of patient-derived colorectal cancer organoids cultured in Matrigel across multiple passages, demonstrating stable 3D growth 
morphology (×10).
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图2　CRC-PM类器官与原肿瘤组织的分子表型一致性分析

Fig. 2　Immunohistochemical characterization of CRC-PM organoids

Immunohistochemical staining was performed to compare phenotypic features between primary colorectal tumor tissues and corresponding 
organoids. Representative images show the expression of colorectal cancer-related markers, including CK20, E-cadherin, Pan-CK and β-catenin and 
Ki-67 proliferation index in primary tumor tissues and organoid samples (×200).
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2.3　CRC-PM类器官衍生2D细胞系的建立及

生长特征

为进一步评估结直肠癌类器官在不同培养体

系下的生长潜能，本研究在 2D培养条件下建立

类器官衍生的细胞系。经消化处理后，类器官来

源细胞逐渐贴壁生长，并形成单层细胞群体。明

场显微镜观察显示，实体瘤来源类器官衍生细胞

在培养早期即可出现明显贴壁现象，随后细胞数

量逐渐增加，并在连续传代过程中维持稳定生

长。腹水来源类器官衍生细胞同样能够在 2D培

养条件下贴壁并持续增殖。随着传代次数增加，

细胞形态整体保持相对一致，未见明显生长停滞

或大规模凋亡现象。不同来源的 2D细胞系在形

态上存在一定差异，但均表现出较强的体外生长

能力（图3）。上述结果表明，结直肠癌类器官不

仅能够在 3D培养体系中稳定生长，还可成功建

立衍生的 2D细胞系，为后续功能实验和机制研

究提供了多层次的体外研究模型。

2.4　WES的CRC-PM原发肿瘤、类器官及细

胞系的突变谱一致性分析

为系统评估 CRC-PM 类器官及其衍生 2D 细

胞系在遗传层面与原发肿瘤的一致性，本研究对

原发肿瘤组织、类器官及对应细胞系进行了WES

分析。突变瀑布图显示，3类样本在多种体细胞

突变基因上存在较高重叠，核心突变事件在组织

与类器官之间具有良好一致性，提示体外模型在

整体突变谱方面与原发肿瘤具有较高一致性（图

4A）。进一步对样本间突变谱的相似性进行定量

分析，发现原发肿瘤、类器官与对应 2D细胞系

在突变水平上具有较高相关性，且在无监督聚类

中，同一患者来源的不同样本倾向于聚为一类，

提示体外培养并未改变其主要遗传背景 （图

4B）。同时，我们也观察到个别突变位点在不同

培养体系间存在差异，符合体外培养选择压力及

肿瘤内异质性导致的亚克隆比例变化的常见现

象。总体而言，这些结果支持CRC-PM类器官及

其衍生 2D细胞系能够在遗传层面较好地保留患

者肿瘤的关键突变特征，为后续以该模型开展机

制研究和药物评估奠定了基础。

2.5　WES检测的变异类型及突变负荷特征分析

在确认CRC-PM类器官与配对肿瘤组织在整

体突变谱上具有较高一致性后，本研究进一步对

WES获得的体细胞变异类型、碱基替换模式及突

变负荷特征进行了分析。功能注释结果显示，各

类器官样本中体细胞变异以错义突变为主，移码

插入和缺失次之，无义突变、剪接位点突变及起

始密码子相关变异所占比例相对较低（图 5A），

提示类器官样本以导致氨基酸改变的非同义突变

为主要突变形式。按变异类别分层，SNV在所有

样本中占主导，比例明显高于 INDEL （图 5B），
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图3　结直肠癌类器官衍生2D细胞系的建立及生长特征

Fig. 3　Establishment of 2D cell lines derived from colorectal cancer organoids

Colorectal cancer organoids were dissociated and cultured under 2D conditions to establish organoid-derived cell lines. Bright-field images show 
morphological changes and growth characteristics of cell lines derived from solid tumor organoids and ascites organoids at different passages (×10).
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提示点突变是该队列类器官体细胞变异的主要来

源。进一步对SNV的碱基替换谱进行分析，C>T

和C>G是最常见的两种替换类型（图5C），与结

直肠癌常见的替换特征一致。突变负荷方面，不

同类器官样本的体细胞变异数量存在一定个体差

异，但整体分布相对集中，中位突变数为 4 877

个（图 5D）。将变异按功能类别进一步拆分后，

各样本在错义、移码及其他类型变异的构成比例

方面整体一致（图 5E），未见明显的“变异类型

偏移”，提示在当前培养和传代条件下类器官未

出现显著的突变类型结构改变。高频突变基因统

计显示，TTN、DNHD1、FAT2、FLNC 及 FLNA

等在多个类器官样本中具有较高出现频率（图

5F）。需要说明的是，部分基因（如 TTN）本身
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图4　CRC-PM原发肿瘤、类器官及2D细胞系的突变谱一致性分析

Fig. 4　Comparative analysis of mutation profile consistency among primary tumors， organoids， and 2D cell lines of CRC-PM

A: Mutation waterfall plot of primary tumor, organoids and derived 2D cell lines; B: Correlation heatmap showing genetic similarity among samples.
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编码序列较长，易在外显子测序中呈现较高突变

检出率，因此其高频性更适合作为总体突变负荷

与样本间一致性比较的参考指标，而非直接推断

特异驱动事件。总体而言，上述结果表明，

CRC-PM类器官在体外扩增过程中能够较稳定地

维持其体细胞变异的类型构成和突变负荷分布，

为后续开展遗传背景控制下的功能研究和药物反

应评估提供了依据。

3　讨 论

CRC-PM 具有播散范围广、病灶异质性高、

疗效评估及取材困难等特点，临床上迫切需要能

够反映患者真实生物学特征且便于重复验证的体

外模型［22］。高保真模型的不足一直限制了CRC-

PM机制研究和精准治疗策略的推进。既往CRC

类器官模型的研究多以原发灶或单一部位转移灶

为主要对象，而针对CRC-PM这一临床预后差、

治疗选择有限且取材困难的患者亚群，尤其是同

时覆盖腹膜转移灶和腹水来源的类器官模型构建

和鉴定的研究相对有限。本研究建立了转移灶来

源和腹水来源的CRC-PM类器官体系，并结合临

床病理学特征及外显子测序技术，对模型的表型

与基因型一致性进行了系统验证，提供了一套可

用于后续研究和转化的标准化模型构建和鉴定体

系。本研究主要基于 1例同时拥有腹膜转移灶和

腹水双病灶样本的CRC-PM患者，构建了其相应

的类器官模型，因此本研究重点在于模型构建流

程及其验证，所得结论以方法学和探索性结果为

主。结合目前累计处理的 5例CRC-PM患者样本

的经验，腹膜转移灶和腹水双来源类器官建模的

总体成功率约为20%，提示该类样本在体外建模

中存在一定技术难度。分析建模失败或扩增困难

的原因可以发现，腹膜转移组织及腹水样本中非

肿瘤细胞比例较高，尤其是成纤维细胞在培养早

期可能快速增殖并抑制肿瘤上皮类器官的生长，

同时腹水样本中肿瘤细胞比例波动较大且起始细

胞量有限，会大大降低类器官建立效率。针对上

述问题，本研究在成功案例中总结了有助于提高
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图5　CRC-PM类器官的突变类型及突变负荷特征分析

Fig. 5　Analysis of mutation types and mutational burden characteristics in CRC-PM organoids

A: Distribution of functional categories of somatic mutations. B: Classification of mutation types, including single nucleotide polymorphism (SNP), 
insertions (INS) and deletions (DEL). C: Base substitution patterns of single nucleotide variants. D: Distribution of tumor mutational burden across 
samples, with the dashed line indicating the median value. E: Summary of mutation counts across different functional categories. F: Top 10 most 
frequently mutated genes identified in colorectal cancer organoid samples.
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邵岩飞，等　结直肠癌腹膜转移患者来源的转移灶和腹水类器官模型的构建及鉴定

首代存活率和后续稳定传代的操作经验，主要包

括：在首代培养阶段短期加入Y-27632试剂以减

少细胞凋亡；在出现少量成纤维细胞时通过降低

接种密度减缓其扩增；在传代过程中将消化后的

类器官团块大小控制在30 μm左右，以兼顾复苏

效率与生长速度。

模型可靠性首先取决于是否能稳定维持肿瘤

上皮结构及关键分子表型。本研究显示，所建类

器官在相应的培养条件下可形成稳定的 3D球状

结构并可连续传代；IHC进一步证实，类器官在

上皮谱系标志物（CK20、Pan-CK）［23］、细胞黏

附分子 （E-cadherin）［24］、 Wnt 通路相关蛋白

（β-catenin）［25］及增殖活性（Ki-67增殖指数）［26］

方面与配对肿瘤组织具有较高一致性。上述结果

提示该体系能够在体外维持肿瘤上皮细胞的主要

分化状态和空间表达特征，为后续开展靶点干

预、耐药机制及药效评价提供了必要的表型基

础。在同一CRC-PM患者来源的腹膜转移灶和腹

水样本中同时建立类器官及其衍生的 2D肿瘤细

胞系，也为比较不同来源肿瘤细胞的共有和差异

特征提供了配对模型。两种类器官在蛋白表达层

面均表现出结直肠肿瘤上皮特征的一致性，而在

培养过程及生长行为方面仍存在一定差异：腹膜

转移灶来源类器官整体生长较为平稳，形态相对

均一，其衍生2D细胞系多表现为稳定贴壁生长；

腹水来源的类器官则更易出现生长速度偏快及形

态波动较大的表现，其衍生 2D细胞系常呈现半

悬浮或贴壁不牢的培养特征。上述现象提示，尽

管两类模型共享相似的肿瘤上皮谱系特征，但腹

膜种植灶与腹腔游离肿瘤细胞在体外生长行为上

可能仍存在适应性差异。

在遗传层面，WES结果显示，类器官及其衍

生 2D细胞系总体保留了原始肿瘤的主要体细胞

突变事件，不同样本间突变谱具有可量化的一致

性；在变异类型方面以SNV为主，C>T替换较为

常见，整体符合结直肠癌的典型突变特征。相较

传统细胞系易出现克隆选择和遗传漂移的局限，

本研究在类器官层面观察到较稳定的突变构成和

突变负荷分布，提示该体系在一定程度上可作为

“遗传背景相对恒定”的功能研究平台。需要强

调的是，本研究也观察到部分位点/基因在组织、

类器官与 2D细胞系之间存在差异，这更可能反

映肿瘤内异质性及体外培养选择压力下亚克隆比

例的变化［27］，提示在开展机制推断或药敏关联

分析时应优先关注重复出现的核心事件，并结合

配对样本进行交叉验证。

本研究仍存在一定局限性。当前体系主要富

集肿瘤上皮成分，缺乏成纤维细胞、免疫细胞及

间皮细胞等关键微环境组分，因此对免疫治疗反

应、基质屏障与细胞间相互作用的模拟仍不充

分。此外，本研究获得的组织和腹水样本主要来

自同一患者，大部分研究结果是基于描述性分

析，且主要围绕形态学、免疫表型及基因组层面

的模型一致性评价，在功能学和转化应用方面仍

有待进一步完善，例如，尚未系统开展基于类器

官的化疗药物敏感性评估以及迁移、侵袭或克隆

形成等肿瘤生物学功能实验，目前尚未建立体外

药物反应与患者临床疗效之间的对应关系。下一

步工作可聚焦于：① 构建肿瘤类器官与自体免疫

细胞/腹水免疫细胞的共培养体系，以提高对腹

腔微环境的还原度；② 在多时间点和多部位取材

基础上，结合单细胞或空间组学追踪亚克隆动

态，评估培养过程中可能的选择性富集；③ 将类

器官药敏结果与实际治疗反应进行前瞻性对照验

证，明确其在治疗决策支持中的可行性和边界。

总体而言，本研究提供了一个经过多维度验

证的CRC-PM患者来源模型体系，能够为腹膜转

移机制解析、药物筛选及转化研究提供可重复的

实验平台。
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