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鼻咽癌类器官疾病模型的建立与药敏初步试验
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　　［摘要］　目的　探索构建鼻咽癌类器官的体外培养方法，利用类器官模型进行个性化药物敏感性
的初步检测。方法　鼻咽镜活检或者鼻内镜手术获取鼻咽癌患者肿瘤组织，剪切、消化、过滤后获取鼻
咽癌细胞，用基质胶重悬鼻咽癌细胞并接种于培养皿，３Ｄ立体培养类器官；提取鼻咽癌类器官制成石蜡
切片，进行形态学，Ｋｉ６７、ＣＤ１３３免疫组化，ＣＤ４４免疫荧光和ＥＢＥＲ原位杂交鉴定，并与亲本肿瘤组织对
比；鼻咽癌类器官培养５ｄ后，加入紫杉醇、顺铂、卡铂、吉西他滨和长春瑞滨处理，用中性红染色法测定
细胞活力，分析药敏结果。结果　鼻咽癌类器官核异型性明显，与亲本鼻咽癌组织一致。鼻咽癌类器官
ＣＤ１３３免疫组化和ＣＤ４４免疫荧光强阳性，提示鼻咽癌类器官是肿瘤干细胞的富集，Ｋｉ６７细胞比例约占
３０％，类器官具备一定增殖能力。化疗药物作用后，鼻咽癌类器官对卡铂、顺铂、长春瑞滨高度敏感，吉
西他滨中度敏感，替吉奥低度敏感。结论　成功建立了鼻咽癌类器官体外培养体系，可初步用于体外药
敏试验。

　　［关键词］　鼻咽癌；３Ｄ立体培养；类器官；肿瘤干细胞；药敏试验
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　　鼻咽癌（ｎａｓａｌｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｎｃｅｒ，ＮＰＣ）是一种具
有明显地域高发现象、发生在鼻咽的顶部和侧壁、病因

与ＥＢ病毒（ｅｐｓｔｅｉｎｂａｒｒｖｉｒｕｓ，ＥＢＶ）感染密切相关的
人类恶性肿瘤。中国及东南亚发病率高、拉丁美洲次

之。在我国，鼻咽癌的发病率也有明显差异性，呈南北

高低趋势，以华南地区多见，有着广东癌之称［１］。目

前研究表明：Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ期初发鼻咽癌患者，经放疗
和化疗综合性治疗后，５年生存率超过 ７０％［２］。尽管
如此，仍然有２５％的鼻咽癌患者因为局部复发或者远
处转移而治疗失败［３］。有研究表明肿瘤干细胞与癌

症发生、发展、复发和转移密切相关［４］，不仅能够自我

更新，并且还具有对传统放化疗的抵抗效应［５－７］。因

此，筛选出对鼻咽癌干细胞敏感的化疗药物具有重要

意义。

　　肿瘤类器官是将患者的肿瘤组织进行体外３Ｄ立
体培养，具有干性潜能的肿瘤细胞会聚集成球生长，从

而形成相应器官的类似组织，并具有自我更新和自我

组织能力、维持其来源组织的生理结构和功能的特点，

能够保留原来肿瘤组织的分子生物学特征［８］。荷兰

科学家ＳＡＴＯ教授利用患者结肠癌组织，成功培养出
世界首例肿瘤类器官———结肠癌类器官，为肿瘤研究

做出了里程碑式的贡献，推动了肿瘤精准治疗的进

展［９］。与传统 ２Ｄ细胞系和患者来源异种移植
（ｐａｔｉｅｎｔｄｅｒｉｖｅｄｘｅｎｏｇｒａｆｔｓ，ＰＤＸ）相比，类器官具有个
体化、组织需求量小、培养周期短、与来源组织差异小

的优势，能够快速高通量筛药得出药敏结果，成为肿瘤

患者体外筛药的最佳替身［１０］。本研究拟探讨建立鼻

咽癌类器官培养体系，以期为鼻咽癌基础研究与临床

筛药提供新兴的实验模型。

１　材料与方法

１．１　鼻咽癌组织
　　于２０１８年３－８月取南方医院耳鼻喉科临床标本

库中南方医院耳鼻喉科收治的鼻咽癌患者新鲜肿瘤组

织标本共１０例，其中２例为复发鼻咽癌患者手术肿瘤
组织且半年内未接受放化疗，８例初发鼻咽癌门诊活
检入标本库的新鲜肿瘤组织，分成两部分，完成类器官

培养和病理石蜡切片形态学鉴定。本研究已获得南方

医科大学南方医院伦理委员会审批，审批号：［２００９］
伦审字（０５）号。
１．２　试剂
　　主要包括：Ⅳ型胶原酶、ＤＮＡ酶、透明质酸酶（美
国 ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司），Ａ８３０１、Ｙ２７６３２（美国
ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公 司），Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎ ＦＧＦ１０、
ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎＥＧＦ、ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎＨＧＦ、
Ｒｓｐｏｎｄｉｎｇ１ｄ等细胞因子（美国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司），
Ｍａｔｒｉｇｅｌ（美国ＢＤ公司），Ｋｉ６７、ＣＤ１３３免疫组化抗体，
浓缩型ＤＡＢ试剂盒，ＥＢＥＲ原位杂交试剂盒（北京中
杉金桥生物技术有限公司）。

１．３　设备
　　主要包括：３１１１型二氧化碳培养箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
公司），ＤＬＣＪ１ＮＤＩＩ超净台或生物安全柜（北京东联
哈尔公司），ＴＡＩＴＥＣＰＲ１２型振荡器（日本 ＴＡＩＴＥＣ公
司），高压灭菌锅（山东新华医疗），石蜡切片机（德国

ＬＥＩＣＡＲＭ１３５切片机）；ＣＫＸ４１型倒置显微镜（日本
Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），５７０２型低速离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
公司），ＢＣＤ４７０ＷＤＰＧ型冰箱（青岛海尔集团）。
１．４　方法
１．４．１　鼻咽癌类器官培养基的配制　　配制５０ｍＬ
的鼻咽癌类器官培养基，将１ｍＬＢ２７、１２５μＬＮａｃｅｔｙｌｌ
ｃｙｓｔｅｉｎｅ、５μＬＥＧＦ、２μＬＡ８３０１、５０μＬＮｏｇｇｉｎ、５０μＬ
Ｒｓｐｏｎｄｉｎ１、５０μＬｄｉｈｙｄｒｏｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ、５μＬＦＧＦ１０、
５μＬ人重组 ＨＧＦ及５μＬ１００ｍｍｏｌ／ＬＲＯＣＫ抑制剂
Ｙ２７６３２混合加入 ＡＭＤＭ／Ｆ１２培养基至 ５０ｍＬ，再加
入１ｍＬ双抗。
１．４．２　鼻咽癌组织的取样、消化和培养　　入组患者
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门诊喉镜或者手术冷器械切除的鼻咽癌肿瘤组织保存

于无菌的组织保存液中（１６４０培养基加２％双抗混合
液），４℃保存２４ｈ。鼻咽癌组织在超净台内用含２％
双抗的ＨＢＳＳ洗涤３次，称量。将肿瘤组织（＞５０ｍｇ）
用眼科剪剪成约０．３ｍｍ３，加入１ｍＬ消化液Ⅰ（１３０ｍｇ
Ⅳ型胶原酶＋１５ｍｇ透明质酸酶溶解于 １００ｍＬ
ＡＭＤＭ／Ｆ１２中配成混合液）富集于 １５ｍＬ离心管中，
３７℃摇床消化１．５ｈ。首次消化结束后，１０００ｒ／ｍｉｎ
离心３ｍｉｎ，弃上清，加入消化液Ⅱ（５００ｍｇ分散酶＋
１０ｍｇＤＮａｓｅⅠ溶解于 １００ｍＬＡＭＤＭ／Ｆ１２中配成混
合液）１ｍＬ消化１０ｍｉｎ。第２次消化结束后，用２ｍＬ
ＨＢＳＳ终止消化，１０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，去上清后，用
２ｍＬＨＢＳＳ重悬组织沉淀，并用１００μｍ滤网过滤。过
滤液１０００ｒ／ｍｉｎ离心得到细胞沉淀，弃上清，采用红
细胞裂解液重悬细胞沉淀作用２ｍｉｎ，离心去上清，得
白色沉淀。取与细胞沉淀等体积的预冷 ＡＭＤＭ／Ｆ１２
培养基重悬细胞沉淀，再用移液枪吸取 ２倍 ＡＭＤＭ／
Ｆ１２体积的 Ｍａｔｒｉｘ胶混合细胞悬液。以３０μＬ每个胶
滴接种于６孔板中，每孔３胶滴。将６孔板倒置于３７℃
培养箱中 ３０ｍｉｎ后，每孔加入 ２ｍＬ类器官培养基，
３７℃培养箱中培养。显微镜下观察类器官的形成和
生长状态，２～３ｄ换液１次，５ｄ传代。
１．４．３　鼻咽癌类器官及对应肿瘤组织石蜡切片的制
备　　收集生长５～７ｄ鼻咽癌类器官，弃去培养基上
清，向每孔中加入１ｍＬ４℃ ｌｉｆｅｃｅｌｌｒｅｃｏｖｅｒｙ细胞回收
液，置于４℃摇床消化１ｈ。用１ｍＬ移液器将所有溶
液及类器官回收到 １５ｍＬ离心管中，轻柔吹打数次，
４℃ １０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，加入１ｍＬ预冷
ＨＢＳＳ清洗细胞沉淀，离心富集鼻咽癌类器官沉淀，类
器官来源鼻咽癌组织收集至１５ｍＬ离心管，加入１ｍＬ
１０％中性福尔马林过夜固定。次日，１０００ｒ／ｍｉｎ５ｍｉｎ
离心富集鼻咽癌类器官沉淀，加 ２００μＬ处于液态的
Ｈｉｓｔｏｇｅｌ，将沉淀从底部吹起，预包埋鼻咽癌类器官，切
忌将沉淀吹散。

１．４．４　ＨＥ染色　　待 Ｈｉｓｔｏｇｅｌ凝固后，与对应鼻咽
癌肿瘤组织常规包埋、脱水，制成石蜡切片，进行 ＨＥ
染色，镜下观察。

１．４．５　免疫组化染色　　按免疫组织化学法的试剂
盒说明书严格操作，一抗ＣＤ１３３、ｋｉ６７单克隆抗体工作
浓度为１∶１０００，每批染色均设立阴性对照（ＰＢＳ液代
替一抗）。所有切片采用盲法由２名高年资病理科医师
进行独立判定。镜下观察，阳性细胞出现棕褐色染色，

在显微镜下随机选择１０个高倍视野（×４００），每个视野

统计１００个细胞，计算染色阳性的细胞比例，染色阳性
率≤２５％为阴性，２６％～５０％为阳性，≥５１％为强阳性。
１．４．６　ＣＤ４４免疫荧光　　按免疫荧光的试剂盒说明
书严格操作，加入一抗小鼠抗ＣＤ４４单克隆抗体，工作
浓度为１∶１０００，４℃孵育过夜，ＰＢＳ冲洗，加入 ＦＴＴＣ
标记的二抗羊抗兔，３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＤＡＰＩ染核５ｍｉｎ，
荧光显微镜下观察。

１．４．７　ＥＢＥＲ原位杂交染色　　将切片滴加 ２０μＬ
杂交液并置于原位杂交仪７５ｍｉｎ，转至３７℃孵育４ｈ，
置于含０．２％ＳＤＳ浸泡，滴加适量一抗，孵育 ３０ｍｉｎ，
滴加二抗，孵育３０ｍｉｎ，滴加 ＨＲＰ聚合物，ＤＡＢ显色，
苏木精复染，酒精脱水，树胶封片，镜下观察。

１．４．８　鼻咽癌类器官药敏试验　　采用胶滴肿瘤药
敏检测技术（ｃｏｌｌａｇｅｎｇｅｌｄｒｏｐｌｅｔｅｍｂｅｄｄｅｄｃｕｌｔｕｒｅｄｒｕｇ
ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｅｓｔ，ＣＤＤＳＴ）进行药物敏感性预测试验。试
验药物及其工作浓度：卡铂２．０μｇ／ｍＬ、紫杉醇１μｇ／ｍＬ、
替吉奥２．０μｇ／ｍＬ、长春瑞滨０．０５μｇ／ｍＬ和吉西他滨
８μｇ／ｍＬ。根据５种化疗药物药代动力学，吉西他滨
与类器官接触作用１ｈ，替吉奥作用１４４ｈ，其余３种
药物与类器官作用２４ｈ，用 ＰＢＳ洗干净药物，加入新
的类器官培养基培养５ｄ，每孔加入 ３０μＬ中性红溶
液，于３７℃培养箱中 ６０ｒ／ｍｉｎ低速振荡 ２ｈ。染色
结束，移除培养基，加入 ２ｍＬＰＢＳ洗涤。培养板每
孔中加入４ｍＬ１０％中性福尔马林固定 ４５ｍｉｎ后弃
除福尔马林，用 ＰＢＳ洗涤，去除水分风干，拍照测光
密度值。计算癌细胞存活率（Ｔ／Ｃ），Ｃ为对照光密
度，Ｔ为受试药光密度，对药物敏感的类器官肿瘤细
胞外围会坏死崩解，中性红无法着色，因此 Ｔ／Ｃ越
低，受试药敏感越高。参考值：０＜Ｔ／Ｃ≤５０％，判为高
度敏感；５０％＜Ｔ／Ｃ≤６０％，判为中度敏感；Ｔ／Ｃ＞６０％，
判为低度敏感。

２　结果

２．１　鼻咽癌类器官模型的建立
　　入组１０例鼻咽癌患者中，２例复发鼻咽癌患者，
手术原位取材约 ５ｍｍ×５ｍｍ，质量分别为 ３００．０、
２８９．６ｍｇ，２例均成功培养成类器官。８例初发鼻咽
癌患者门诊喉镜取材，平均质量 ５５．７ｍｇ，成功 ５例，
失败 ３例（类器官来源鼻咽癌肿瘤组织质量均＜
５０ｍｇ），１０例样本培养成功 ７例，失败 ３例（表 １）。
在Ｍａｔｒｉｘ作为生长支架和类器官培养基细胞因子的作
用下，鼻咽癌细胞团甚至单个鼻咽癌干细胞能够持续

生长分裂。２４ｈ后便可形成实心球状结构，并逐渐长
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大，形成鼻咽癌特征的３Ｄ细胞团（图１）。此鼻咽癌类
器官可持续生长、传代，长期培养时间可超过４５ｄ。
２．２　鼻咽癌类器官光镜下的形态特征
　　共收集１０例鼻咽癌肿瘤组织，初治鼻咽癌８例，
复发鼻咽癌２例；其中２例低分化鳞癌，其余８例均为
未分化非角化性癌。培养成功的鼻咽癌类器官大体形

态多数为规则实心圆球，少部分为椭圆形，极少数为不

规则形。鼻咽癌类器官光镜下观察多数较致密，透光

度较差。初发鼻咽癌和复发鼻咽癌组织培养的类器官

大体形态无明显差异，复发鼻咽癌类器官相对初发鼻

咽癌类器官更密集，直径更大（图２）。
２．３　鼻咽癌类器官病理学特征与亲本组织的对比
　　鼻咽癌类器官脱水包埋制成石蜡切片，与类器官
来源亲本肿瘤组织的切片同批次做 ＨＥ染色，染色结
果经由２名南方医科大学南方医院病理科主任医师独
立阅片判读。鼻咽癌类器官细胞核异型性特征与亲本

组织ＨＥ染色高度一致，可以从病理学层面判断二者
具有同源性（图３）。

表１　１０例鼻咽癌患者的一般情况

患者序号 年龄／岁 性别 分期 是否接受化疗 分化 肿瘤组织质量／ｍｇ 培养成功

Ｐ１ ４１ 男 Ｔ３Ｎ２Ｍ０ 否 未分化 ６７．１ 是

Ｐ２ ５１ 男 Ｔ３Ｎ２Ｍ０ 否 未分化 ３２．１ 否

Ｐ３ ４８ 女 Ｔ２Ｎ２Ｍ０ 否 低分化 ４１．０ 否

Ｐ４ ６２ 男 Ｔ３Ｎ３Ｍ０ 否 未分化 ５０．２ 是

Ｐ５ ４５ 女 Ｔ３Ｎ２Ｍ０ 否 未分化 ３８．１ 否

Ｐ６ ４１ 女 Ｔ２Ｎ２Ｍ０ 否 未分化 ７７．３ 是

Ｐ７ ３８ 女 Ｔ４Ｎ２Ｍ１ 否 未分化 ４９．６ 是

Ｐ８ ４４ 男 Ｔ３Ｎ２Ｍ０ 否 未分化 ９０．１ 是

Ｐ９ ６５ 男 ｒＴ３Ｎ２Ｍ０ 紫杉醇＋顺铂 未分化 ３００．０ 是

Ｐ１０ ５４ 女 ｒＴ４Ｎ２Ｍ０ 紫杉醇＋顺铂 未分化 ２８９．６ 是
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Ａ：第１天；Ｂ：第３天；Ｃ：第５天；Ｄ：第７天

图１　鼻咽癌类器官的生长过程　（×１０）

４７３１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



! " #

$ % &

' ( )

Ａ：圆球形鼻咽癌类器官；Ｂ：椭圆形鼻咽癌类器官；Ｃ：不规则形鼻咽癌类器官；Ｄ：初发鼻咽癌类器官第２天；Ｅ：初发鼻咽癌类器
官第５天；Ｆ：初发鼻咽癌类器官第９天；Ｇ：复发鼻咽癌类器官第２天；Ｈ：复发鼻咽癌类器官第５天；Ｉ：复发鼻咽癌类器官第９天

图２　鼻咽癌类器官大体形态观察　（×２０）
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Ａ：Ｐ１患者肿瘤组织；Ｂ：Ｐ１患者肿瘤组织来源鼻咽癌类器官；Ｃ：Ｐ２患者肿瘤组织；Ｄ：Ｐ２患者肿瘤组织来源鼻咽癌类器官

图３　鼻咽癌类器官和亲本肿瘤组织ＨＥ染色病理学特征对比　（×４０）

２．４　鼻咽癌类器官免疫组织化学染色观察
　　鼻咽癌组织 ＣＤ１３３呈阳性表达，鼻咽癌类器官
ＣＤ１３３免疫组化呈强阳性，提示鼻咽癌类器官可能富
集了亲本肿瘤组织中 ＣＤ１３３＋的鼻咽癌干细胞。鼻咽
癌类器官Ｋｉ６７阳性细胞比例大于５０％，表示类器官具

有较好的增殖活力（图４）。
２．５　鼻咽癌类器官免疫荧光染色观察
　　鼻咽癌类器官切片做干细胞标志 ＣＤ４４免疫荧光
染色，类器官细胞膜上强表达 ＣＤ４４，鼻咽癌类器官是
ＣＤ４４＋的干细胞（图５）。
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２．６　鼻咽癌类器官ＥＢＥＲ原位杂交实验
　　鼻咽癌类器官石蜡切片与来源鼻咽癌组织石蜡切片
同时做原位杂交染色，类器官胞核ＥＢＥＲ强表达，Ｋｉ６７染

色显示类器官中大部分细胞处于分裂阶段，因此胞浆弱

表达。类器官ＥＢＥＲ原位杂交染色阳性表达，鼻咽癌类
器官可以很好地保留鼻咽癌组织中的ＥＢ病毒（图６）。
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Ａ：亲本肿瘤组织Ｋｉ６７染色；Ｂ：鼻咽癌类器官Ｋｉ６７免疫组化染色；Ｃ：鼻咽癌类器官ＣＤ１３３免疫组化染色；Ｄ：鼻咽癌类器官ＣＤ１３３染色

图４　亲本肿瘤组织与对应类器官Ｋｉ６７和ＣＤ１３３免疫组化染色　（ＰＶ二步法 ×２０）
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Ａ：ＤＡＰＩ；Ｂ：ＣＤ４４；Ｃ：Ｍｅｒｇｅ

图５　免疫荧光染色检测干细胞标志ＣＤ４４表达　（×２０）
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Ａ：亲本肿瘤组织；Ｂ：鼻咽癌类器官　箭头示细胞核
图６　鼻咽癌组织与鼻咽癌类器官原位杂交染色　（×２０）
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２．７　鼻咽癌类器官ＣＤＤＳＴ药敏检测
　　鼻咽癌类器官在吉西他滨、替吉奥、卡铂、紫杉醇
和长春瑞滨作用后的体外增殖率变化（存活细胞数／
总细胞数），即癌细胞存活率（Ｔ／Ｃ）变化。该类器官对
紫杉醇、长春瑞滨、卡铂高度敏感，对吉西他滨中度敏

感，对５氟尿嘧啶低度敏感（表２、图７）。

表２　鼻咽癌类器官ＣＤＤＳＴ药敏结果

试验药物 Ｔ／Ｃ（％） 判读结果

吉西他滨 ５０．１８±１０．３６ 中度敏感

５氟尿嘧啶 ６４．１８±１２．０６ 低度敏感

卡铂 ３２．１７±６．２１ 高度敏感

紫杉醇 ２２．９３±７．１２ 高度敏感

长春瑞滨 ４４．７３±５．２３ 高度敏感

３　讨论

　　鼻咽癌发生、发展和转移的研究模型主要是鼻咽
癌细胞株和患者来源异种移植（ＰＤＸ），但两种模型都
有较大的局限性。从１９５５年开始就有学者广泛地研究
错误标记细胞的文献，保守估计可能涉及大约３．３万篇
用ＨｅＬａ细胞污染的细胞株得到错误的研究结果［１１］。

同时，缺乏持续带有ＥＢＶ的鼻咽癌细胞系是长期困扰
ＥＢＶ和鼻咽癌基础研究领域的问题，并且许多广泛使
用的鼻咽癌细胞系最终被鉴定为 ＨｅＬａ细胞的污
染［１２－１３］。更重要的是，这些细胞系经过大量实验室在

相同或者不同条件下培养传代了几十年，在遗传和生

物学特性上已经发生了很多改变［１４］。ＰＤＸ具有很好
的保留亲本肿瘤异质性的优势，但面临移植成功率低、

测序通量低、价格高和时间长等短板［１５］。

　　类器官是成体干细胞或肿瘤干细胞能在体外长出
有序的３Ｄ结构，有望成为提高新药研发效率和提高
肿瘤治疗效果的独特的新工具［４，１６－１７］。肿瘤干细胞在

基质胶的支撑作用下３Ｄ立体培养、自我更新、分化组
装成类器官，重现来源组织的病理生理学和遗传学特

征。因此，类器官最大的优势是可以作为患者肿瘤的

化身，能够较好地保留亲本肿瘤的异质性，同时可以高

通量筛药，有效预测药物治疗疗效，寻求个体化抗癌疗

法［１８－２０］。２０１１年，ＳＡＴＯ教授团队［９］成功建立培养肿

瘤类器官培养体系，培养成功世界第１例结肠癌类器
官后引发雪崩效应，肝癌、膀胱癌、前列腺癌、肺癌及宫

颈癌等肿瘤类器官相继问世［２１－２５］。纪念斯隆凯特琳

癌症中心培养的前列腺癌类器官与亲本肿瘤组织测序

结果高度相似，每个类器官与他们起源的患者癌症基

因几乎完全一致［２３］。肿瘤类器官可以很好地保留亲

本肿瘤组织的基因组学和遗传学特性，从而保留亲本

肿瘤的异质性，可以精准预测抗癌药物的疗效，成为患

者最佳的体外试药替身［２６］。本研究选择门诊和手术

鼻咽癌组织，建立鼻咽癌类器官培养体系和类器官筛

药平台，为实现鼻咽癌患者的个性化精准治疗提供试

验数据。
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Ａ：对照组，不加任何药物；Ｂ：与吉西他滨作用的类器官中度敏感；Ｃ：与５氟尿嘧啶作用的类器官低度敏感；Ｄ：与卡铂作用的类
器官高度敏感；Ｅ：与紫杉醇作用的类器官高度敏感；Ｆ：与长春瑞滨作用的类器官高度敏感

图７　鼻咽癌类器官与药物作用反应
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　　鼻咽癌干细胞是存在于鼻咽癌组织中的一小部分
具有自我更新及多向分化潜能的细胞，对鼻咽癌的发

生、发展、转移和复发起着至关重要的作用，可能是放

疗、化疗抵抗和免疫治疗失败的根本原因［２７－２８］。

ＣＤ１３３、ＣＤ４４是公认的肿瘤干细胞标志物，ＣＤ４４＋／
ＣＤ１３３＋细胞相较于 ＣＤ４４－／ＣＤ１３３－细胞具有强致瘤
性［２９］。随后研究者在鼻咽癌细胞中分离出了 ＣＤ１３３＋

细胞［３０－３１］，证明了ＣＤ１３３／ＣＤ４４可作为鼻咽癌干细胞
的特异性细胞表面标志物。本研究中鼻咽癌组织石蜡

切片ＣＤ１３３免疫组化实验结果显示有小部分 ＣＤ１３３
阳性的鼻咽癌干细胞。与之对应的鼻咽癌类器官

ＣＤ１３３免疫组化表达强阳性，同时，类器官石蜡切片
ＣＤ４４免疫荧光染色显示强阳性。类器官Ｋｉ６７阳性细
胞比例大于细胞总数５０％，表明类器官富集了肿瘤组
织中的鼻咽癌干细胞并促进了增殖，维持其干性。同

时，ＥＢ病毒可以通过其基因 ＬＭＰ１上调非编码 ＲＮＡ
ｍｉｒＲ２１激活ＡＫＴ信号通路促进鼻咽癌细胞向干细胞
转化［３２］。ＥＢ病毒可能是促进鼻咽癌干细胞生成并维
持其干性的重要因素之一，因此，建立一个能够持续携

带ＥＢ病毒的鼻咽癌体外模型是亟待解决的问题。本
研究中鼻咽癌类器官 ＥＢＥＲ原位杂交试验胞核强阳
性，可以较完好地保留亲本肿瘤携带 ＥＢ病毒的特征，
成为鼻咽癌基础科研和临床治疗研究完美的模型。精

准医疗的首要目标是肿瘤个体化治疗，将肿瘤转化为

慢性病，让患者长期携瘤生存，类器官的出现使这个目

标的实现成为可能。本研究中入组患者按照指南和病

情制定合适临床化疗方案，对应类器官使用同样的药

物进行筛药，筛药结果与国际鼻咽癌一线治疗指南以

及患者治疗情况基本一致。由此推论，鼻咽癌类器官

相比其他体外模型，可能有助于准确和高效地筛选出

有疗效的化疗及靶向药物。另一方面，本研究中鼻咽

癌类器官不具备血管系统和免疫环境，采用鼻咽癌类

器官筛选免疫治疗药物仍存在一定的局限性。

　　综上所述，鼻咽癌类器官保留了 ２Ｄ细胞株和
ＰＤＸ的优势，弥补了二者的不足。该模型的建立，为
鼻咽癌基础研究和临床个体化治疗提供了支撑，促进

了鼻咽癌基础研究和临床治疗模式的发展。
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