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基于水凝胶微球建立胰腺癌原代细胞的 3D 培养模型
马芳芳， 秦洁洁， 任灵杰， 唐笑梅， 刘 佳， 施敏敏， 蒋玲曦

上海交通大学医学院附属瑞金医院胰腺疾病研究所，上海  200025

［摘要］ 目的·利用水凝胶微球和新鲜胰腺癌组织原代细胞构建模拟肿瘤微环境的体外培养新模型。方法·记录水凝胶微

球的形态分布情况，倒置荧光显微镜下观察并拍照，通过 Image J软件计算微球的直径，统计得到粒径分布图。肾上皮细胞

（293T）、胰腺癌细胞（8988）、正常胰腺上皮细胞HPNE均在DMEM完全培养基中生长，当细胞长满到 80%~90%时传代。

DMEM培养基和微球浸提液培养 293T细胞，通过CCK-8法检测 2种培养基培养的 293T细胞的增殖曲线，探究水凝胶微球

的生物相容性。在超净工作台中剪碎新鲜胰腺肿瘤组织，用透明质酸酶和胶原蛋白酶Ⅰ裂解胰腺癌肿瘤组织，在37 ℃水浴

锅中间隔振荡消化为单细胞。水凝胶微球与胰腺细胞在DMEM完全培养基中共培养 3 d，半数细胞用 4%多聚甲醛固定，鬼

笔环肽和DAPI染色，普通荧光显微镜下观察微球的形态和细胞分布；剩余一半细胞用于悬浮细胞和黏附细胞计数。水凝

胶微球与原代细胞在培养基中共培养7 d，用免疫荧光法观察基于水凝胶微球建立的胰腺癌原代细胞体外培养模型中的细胞

组成。用石蜡包埋胰腺癌组织，随后进行石蜡组织切片，苏木精-伊红染色组织切片，用显微镜观察胰腺癌组织结构。结

果·水凝胶微球大小均一，微球粒径约200 μm，293T细胞的增殖曲线表明水凝胶微球具有良好的生物相容性。水凝胶微球

与胰腺细胞系共培养结果表明水凝胶微球表面具有较强的细胞亲和力，能够为胰腺细胞提供支撑点，使其黏附在微球表面

正常生长。水凝胶微球与消化后的胰腺癌新鲜组织单细胞共培养成功建立胰腺癌体外 3D培养模型。该模型具有与胰腺肿

瘤组织相似的细胞组成，包含胰腺导管上皮细胞、相似比例的肿瘤干细胞、内皮细胞、成纤维细胞等。结论·基于水凝胶

微球建立的胰腺癌原代细胞3D培养模型具有胰腺癌肿瘤微环境的重要特征。
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Establishment of a 3D culture model in vitro of pancreatic cancer primary cells 

using hydrogel microspheres

MA Fangfang, QIN Jiejie, REN Lingjie, TANG Xiaomei, LIU Jia, SHI Minmin, JIANG Lingxi
Institute of Pancreatic Diseases, Ruijin Hospital, Shanghai Jiao Tong University School of Medicine, Shanghai 200025, China

[Abstract] Objective·To establish an in vitro culture model mimicking tumor microenvironment using hydrogel microspheres and 

fresh primary pancreatic cancer cells. Methods·The morphological distribution of the hydrogel microspheres was recorded, 

observed and photographed under an inverted fluorescence microscope. The diameter of the microspheres was calculated by Image J, 

and the particle size distribution map was obtained by statistics. Renal epithelial cells (293T), pancreatic cancer cells (8988), and 

normal pancreatic epithelial cells (HPNE) were grown in DMEM complete medium, and passaged when the cells were 80%‒90% 

confluent. 293T cells were cultured in DMEM medium and microsphere extract, and the proliferation curve of 293T cells cultured in 

the two mediums was detected by CCK-8 method to explore the biocompatibility of hydrogel microspheres. Fresh pancreatic tumor 

tissue was cut in the ultra-clean workbench, and pancreatic cancer tumor tissue was lysed by hyaluronidase and collagenase Ⅰ, and 

digested into single cell with interval shaking in a 37 ℃ water bath. The hydrogel microspheres and pancreatic cells were co-

cultured in DMEM complete medium for 3 d, 1/2 of the cells were fixed with 4% paraformaldehyde, and stained with phalloidin and 

DAPI, and the morphology and cell distribution of the microspheres were observed under a common fluorescence microscope. The 

remaining 1/2 cells were used for suspension and adherent cell counting. The hydrogel microspheres and primary cells were co-

cultured in the medium for 7 d, and the cell composition in the established culture model of in vitro pancreatic cancer primary cells 

based on the hydrogel microspheres was observed by immunofluorescence method. The pancreatic cancer tissue was embedded in 

paraffin, followed by paraffin tissue sectioning, hematoxylin and eosin staining of the tissue section, and observation of the 

论著 · 技术与方法
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pancreatic cancer tissue structure with a microscope. Results·The size of the hydrogel microspheres was uniform, and the diameter 

of the microspheres was about 200 μm. The proliferation curve of 293T cells showed that the hydrogel microspheres had good 

biocompatibility. The co-culture experiments of hydrogel microspheres and pancreatic cell lines showed that the surface of hydrogel 

microspheres had strong cell affinity, which could provide support points for pancreatic cells to adhere to the surface of the 

microspheres and to grow normally. Through co-culture of hydrogel microspheres with fresh pancreatic cancer cells, a 3D culture 

model of pancreatic cancer cells in vitro was successfully established. Composition of cell types in this model was similar to that in 

the corresponding primary tumor tissue, which included pancreatic ductal epithelial cells, tumor stem cells, endothelial cells, 

fibroblasts and other cells. Conclusion·The in vitro 3D culture model of primary pancreatic cancer cells based on hydrogel 

microspheres has important characteristics of pancreatic cancer tumor microenvironment.

[Key words] hydrogel microsphere; pancreatic cancer; tumor microenvironment; in vitro 3D culture model

胰腺癌主要起源于胰腺导管上皮细胞及腺泡细

胞，恶性程度极高，起病隐匿，早期诊断困难，进展

迅速，生存时间短，是预后最差的恶性肿瘤之一，被

称为“癌中之王”。胰腺癌患者 90%以上是胰腺导管

腺 癌 （pancreatic ductal adenocarcinoma， PDAC）。

PDAC的总生存率仅为 8.5%，并且可选择的治疗方案

很 有 限［1］。 吉 西 他 滨 联 合 白 蛋 白 紫 杉 醇 和

FOLFIRINOX （5-氟尿嘧啶、亚叶酸、伊立替康和奥

沙利铂） 是中晚期 PDAC 患者的 2 个一线治疗方案。

然而，这些治疗措施为患者带来的生存获益仍十分有

限，患者的总生存率仅为 6~11个月［2-3］。近年来，特

异靶向关键分子途径的药物有望改善肿瘤的治疗效

果［4-5］。目前，多聚 ADP 核糖聚合酶 （poly ADP 

ribose polymerase，PARP）抑制剂是美国食品药品监

督管理局 （Food and Drug Administration，FDA） 批

准的针对胰腺癌的唯一靶向药［6］。因此，为了进一

步提高胰腺癌患者的精准化治疗水平，迫切需要开发

新的胰腺肿瘤靶向药物并建立高效的体外模型进行后

续药物筛选。

为揭示胰腺癌的生物学特征和开发新的靶向药

物，科学家们建立了多种PDAC细胞系。这些细胞系

大多具有永生化能力，常用于体外鉴定靶基因功能和

高通量筛选胰腺癌药物［7］。然而，胰腺癌是一种具

有高度异质微环境的肿瘤。单一细胞组成的细胞系很

难反映肿瘤在微环境中的真实表型，因此，能较好维

持肿瘤微环境的患者组织来源移植瘤 （patient-

derived xenograft，PDX） 模型广泛应用于肿瘤新药

的临床前研究。与二维培养的癌细胞系相比，PDX

模型与原代肿瘤组织具有较高的病理学相似特征［8］。

但 PDX 模型的构建需要较大体积的肿瘤组织且成瘤

时间长，而类器官是介于肿瘤细胞系和 PDX 模型的

优化选择。只需要较少数量的原代细胞就可以在独特

的 3D培养系统中建立类器官，并且类器官的结构和

功能与原始组织相似［9-11］。与 PDX 模型相比，类器

官模型具有明显的时间优势，可为中晚期癌症患者的

新辅助化学治疗（化疗）提供指导方案，提高手术转

化率。但是，由于常规类器官培养条件苛刻，并不是

所有患者的肿瘤组织都可以成功建立类器官。近年

来，研究者发现新型的类器官装配体材料能帮助原代

肿瘤细胞在 3D体外条件下存活，能更好地模拟肿瘤

微环境，提高类器官的成功率［12］。

甲 基 丙 烯 酰 化 明 胶 （gelatin methacrylamide，

GelMA）是一种类似于细胞外基质的材料［13］，是通

过用甲基丙烯酸酯酐取代明胶中的游离胺基，同时保

留 促 进 细 胞 附 着 的 精 氨 酸 - 甘 氨 酸 - 天 冬 氨 酸

（arginine-glycine-aspartic acid， RGD） 序 列 而 产 生

的［14］。GelMA 具有可注射、成胶快、机械性能较

好、生物相容性好、适合定制生物打印以及容易与各

种细胞类型结合等优势［15-16］，交联过程中产生的自

由基对细胞的损伤效应也可以通过降低紫外线光源的

强度和光引发剂的用量、提高甲基丙烯酰基的接枝率

来调节。有相关文献［17］报道，利用微流控技术，以

肉豆蔻酸异丙酯为油相、GelMA 为水相在一定的速

度差下形成理想直径类似油包水的单分散液体，再在

强度为 6.9 mW/cm2紫外线照射的作用下交联，通过

冷冻干燥的手段形成多孔结构。GelMA 多孔微球具

有良好的生物相容性，不会对细胞的增殖和存活产生

影响，也不会对 T 细胞的活化产生影响［17］。前期研

究［18］显示，通过调节流速和GelMA浓度，可获得理

想粒径 （50~400 μm） 和孔径 （0~50 μm） 的均匀多

孔微球，且粒径为 300 μm、孔径为 50 μm 的冻干微

球已用于快速吸附小鼠骨髓源性间充质干细胞

（bone marrow mesenchymal stem cells，BMSCs），并

使之保持了细胞体外活性和成骨潜能。本研究以前期
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制备的多孔微球为基础，构建胰腺癌细胞 （8988）、

正常胰腺上皮细胞HPNE、胰腺癌新鲜肿瘤组织原代

细胞的 3D体外培养模型。本研究一方面旨在提供一

种可作为胰腺癌类器官装配体的新型生物材料物质，

另一方面拟证明所构建的 3D体外细胞培养模型包含

了胰腺癌肿瘤微环境的主要细胞成分，未来可以应用

于胰腺癌的药物筛选过程。

1　材料与方法

1.1　实验材料

1.1.1　水凝胶微球、组织、细胞　水凝胶微球来自

上海交通大学医学院附属瑞金医院/上海市伤骨科研

究所崔文国教授实验室制作［18］。新鲜胰腺癌组织来

源于上海交通大学医学院附属瑞金医院胰腺中心行胰

腺切除术的胰腺癌患者。肾上皮细胞 293T、胰腺癌

细胞 8988、正常胰腺上皮细胞HPNE均购自中国科学

院细胞库，且经过短串联重复序列 （short tandem 

repeat，STR） 鉴定，支原体检测呈阴性，保存在添

加了10%胎牛血清和抗生素的DMEM培养基中。

1.1.2　主要试剂和仪器　DMEM培养基、胎牛血清、

胰蛋白酶、OmaStem® Pan-cancer Advanced Medium

（Human）、 Matrigel 基 质 胶 、 TrypLE ™ Express 

Enzyme、100×青霉素-链霉素、透明质酸酶、胶原酶

Ⅰ、组织保护液、冷 PBS （4 ℃）、一抗［细胞角蛋

白 19 （cytokeratin-19，CK19）、CD31、主动脉平滑

肌（smooth muscle aorta，SMA）、上皮细胞黏附分子

（epithelial cell adhesion molecule，EpCAM）、CD133］

和二抗均购自 Proteitech®，CCK-8原液（含 10%胎牛

血清、100 U/mL青霉素和 100 mg/L链霉素的 DMEM

培养基）、4%福尔马林、乙醇、二甲苯、固体石蜡、

苏木精、0.5%盐酸乙醇、氨水、乙醇伊红染色剂型、

封片剂、切片机、恒温箱、溶蜡箱、玻璃缸、载玻

片、盖玻片、手术刀片、镊子、包埋盒、剪刀、镊

子、EP 管、15 mL 离心管、50 mL 离心管、100 μm

滤网、水浴锅、离心机、振荡器、低黏附 24 孔板、

超净台、细胞培养箱、高压灭菌锅、细胞计数仪、酶

标仪、普通荧光显微镜、激光共聚焦显微镜。

1.2　实验方法

1.2.1　微球粒径分布　记录冻干微球的形态分布情

况，倒置荧光显微镜下观察并拍照，通过 Image J软

件计算出照片内微球的直径，统计得到粒径分布图。

1.2.2　细胞培养　取出液氮中冻存细胞，迅速置于

37 ℃水浴锅中轻晃解冻，在超净台内转移细胞悬液

至 15 mL离心管，再加 3 mL培养基吹打混匀，560×g

离心 5 min。倒掉上清液，加 10 mL培养基重悬接种。

前后左右轻轻摇动培养皿，使细胞均匀分布，置于

37 ℃、5% CO2 培养箱中培养，细胞贴壁后换培养

基。根据细胞增长速度2~3 d换一次培养基。

1.2.3　CCK-8法检测细胞增殖　293T细胞按2×107个/

mL的细胞浓度接种在 96 孔板内，分别用 DMEM 培

养基和微球浸提液培养，置于 37 ℃、5% CO2的培养

箱中，分别培养 1、3、5 d。到计划时间点后，吸取

上清液，PBS 清洗后加入 CCK-8 检测液 110 μL，培

养箱避光孵育 2 h，每孔吸取 90 μL至新的 96孔板中

用来检测，注意不要有气泡产生，使用酶标仪测定

450 nm处的吸光度值。

1.2.4　基于水凝胶微球建立胰腺癌原代细胞的 3D培

养模型　

（1）原代细胞的分离提取　标本离体后，采用无

菌操作，避开肿瘤坏死区域取肿瘤组织，大小约

5 mm×5 mm，在组织保存液中 4 ℃转运。在超净台

中取出样品管，涡旋振荡 15 s，静置 1 min，去除保

护液，加入含 2%青霉素-链霉素的冷PBS 10 mL，涡

旋振荡15 s，静置1 min，去除PBS，重复清洗3~5次；

组织消化。去除PBS，用眼科剪剪碎组织，加入1 mL

浓度为 2 mg/mL 的胶原酶Ⅰ和 20 μg/mL 的透明质酸

酶，置于 37 ℃水浴锅消化，每隔 10 min，振荡 1次，

直至组织块消化成絮状；稀释过滤细胞。将消化液移

至 15 mL离心管中，加入适量的DMEM培养基稀释，

100 μm滤网过滤，滤液经 560×g离心 5 min，弃去上

清液，保留沉淀，加入细胞培养基重悬计数。

（2）水凝胶微球与胰腺细胞共培养　冻干微球紫

外灭菌 24 h，将 200 μL含 3×106个细胞的培养基滴加

到 100 mg 微球中轻微摇动混合。微球充分吸收细胞

悬浮液后，加培养基重悬水凝胶微球，接种于 24 孔

低黏附细胞培养板中，37 ℃、5% CO2培养 3 d。其中

一半用 4% 多聚甲醛固定 30 min，鬼笔环肽和 DAPI

染色，PBS洗涤，载细胞微球置于普通荧光显微镜下

观察微球形态和细胞分布；另一半用 100 μm 滤网分

离微球和悬浮细胞，收集滤液于 15 mL离心管中，离

心收集细胞，重悬细胞并计数。收集滤网上的水凝胶

微 球 ， 加 入 3 mL TrypLE ™ Express Enzyme 消 化
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15 min，DMEM中止消化，离心收集细胞，重悬细胞

并计数。

1.2.5　石蜡切片苏木精-伊红染色　制作石蜡切片。

取新鲜胰腺癌组织块用 10% 福尔马林固定，用由低

浓度到高浓度乙醇作脱水剂，逐渐脱去组织块中的水

分，再将组织块置于二甲苯中透明，然后将已透明的

组织块置于已溶化的石蜡中包埋切片，薄片一般为

5~8 μm厚，最后贴片烘干。接下来进行苏木精-伊红

染色（hematoxylin and eosin staining，H-E染色）。染

色前，须用二甲苯脱蜡，再经由高浓度到低浓度乙

醇，最后入蒸馏水，方可染色。染色时将已入蒸馏水

的切片放入苏木精水溶液中染色数分钟，然后 0.5%

盐酸乙醇及氨水中分色，各数秒钟，流水冲洗 20 min

后入蒸馏水片刻，入 70% 和 90% 乙醇中脱水各

10 min，入乙醇伊红染色液染色2~3 min，染色后的切

片经无水乙醇脱水，再经二甲苯使切片透明。已透明

的切片滴上封片剂，盖上盖玻片封固，显微镜下观察。

1.2.6　石蜡切片免疫荧光　脱蜡至水：组织切片室

温放置 10 min，放入二甲苯 30 min，由高浓度到低浓

度乙醇脱蜡 5 min，后入 ddH2O 5 min。抗原修复：组

织切片置于柠檬酸抗原修复液中进行抗原修复，PBS

清洗 3次，每次 5 min。组化笔画圈，滴加 5% BSA封

闭 30 min。 滴 加 一 抗 （CK19、 CD31、 SMA、

CD133、EpCAM） 4 ℃孵育过夜。PBS洗涤 3次，每

次 5 min。滴加荧光二抗（CK19为鼠源二抗，其余均

为兔源），室温避光孵育 60 min。PBS 洗涤 3 次，每

次 5 min。滴加 DAPI 染液，室温避光孵育 5 min。

PBS 洗涤 3 次，每次 5 min。最后加防荧光淬灭剂，

封片镜检。利用 Image J软件进行荧光图片的自动细

胞计数分析。

1.2.7　胰腺癌 3D 培养模型免疫荧光　吸去培养基，

PBS清洗 1遍，加 4%多聚甲醛溶液冰上固定 20 min，

PBS 清洗 3 次，每次 5 min。0.25% Triton X-100 冰上

通透 5 min，PBS 洗 3 次，每次 5 min。3% BSA 室温

封闭 30 min。每孔加入 100 μL一抗，4 ℃过夜。次日

PBST清洗 3次，每次 5 min。加 100 μL二抗避光孵育

45 min，PBST 清洗 3 次，每次 5 min。加 DAPI 染色

室温避光孵育 15 min，PBST 清洗 3 次，每次 5 min，

4 ℃避光保存或荧光观察。利用 Image J 软件进行荧

光图片的自动细胞计数分析。

1.3　统计学分析　

采用 GraphPad Prism 8.0 软件对数据进行统计分

析。数据采用 x±s表示，采用两独立样本 t检验进行 2

组间比较。P<0.05表示差异具有统计学意义。

2　结果

2.1　GelMA水凝胶微球的表征

经微流控技术制备的 GelMA 水凝胶微球经 75%

乙醇和去离子水清洗后，在倒置荧光显微镜明场下观

察拍照，结果如图 1A所示，可以观察到微球均保持

高度分散且大小均一。通过 Image J软件计算照片中

GelMA 水凝胶微球的直径并绘制柱状图（图 1B）可

见，约 97% 水凝胶微球粒径为 200 μm，3% 的也在

200 μm左右。为了探究GelMA多孔水凝胶微球的生

物相容性，通过 CCK-8 法比较 2 种培养基培养的

293T 细胞的增殖状况，结果如图 1C 所示，2 种培养

基培养的 293T细胞增殖趋势无差别，说明GelMA多

孔水凝胶微球的生物相容性良好。

Note：A. Bright field imaging of hydrogel microspheres under a fluorescence inverted microscope (×100). The microspheres were highly dispersed and 

uniform in size. B. Particle size distribution of GelMA hydrogel microspheres, with an average particle size of 200 μm. C. There was no significant difference 

in cell proliferation between the two groups by CCK-8 assay. The ctl was 293T cells cultured in high glucose medium, and the mic group was 293T cells 

cultured with GelMA porous hydrogel microsphere extract.

图 1　GelMA 水凝胶微球的表征
Fig 1　Characterization of GelMA hydrogel microspheres
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2.2　正常胰腺上皮细胞和胰腺癌细胞系能够黏附

在水凝胶微球表面生长

为了探究水凝胶微球能否支持胰腺细胞的生长，

将胰腺癌细胞 8988 和正常胰腺上皮细胞 HPNE 分别

与水凝胶微球混合培养，在第 3 日固定染色，发现

8988 和 HPNE 细胞均能够黏附在微球表面生长 （图

2A、C、E、F）。细胞计数结果显示 HPNE 细胞微球

表面黏附的细胞数为 1.86×107，占总细胞的 81%，而

悬浮细胞数为 4.21×106，占总细胞的 19% （图 2B）；

8988细胞微球表面黏附的细胞数为 1.96×107，占总细

胞的 71%，而悬浮细胞数为 8.32×106，占总细胞的

29% （图 2D）。因此，证明水凝胶微球表面具有较强

的细胞亲和力，能够为胰腺细胞提供支撑点，使其黏

附在微球表面正常生长。

2.3　新鲜胰腺肿瘤组织的原代细胞能黏附水凝胶

微球表面生长

接下来，我们研究胰腺肿瘤来源原代细胞能否在

水凝胶微球表面正常生长。本实验按照图 3A所示将

胰腺癌患者手术分离的肿瘤组织裂解消化成单细胞，

随后将单细胞悬液与水凝胶微球混合培养。培养 1周

后固定染色，显微镜下观察发现新鲜肿瘤组织来源的

原代细胞也能黏附在微球表面生长，且细胞状态良

好。成纤维细胞扩增生长将相邻微球连接起来，形成

细胞网，爬满微球表面（图 3B、D）。细胞计数结果

显示：微球表面黏附的细胞数为 1.73×107，占总细胞

的 76%，而悬浮细胞数为 5.61×106，占总细胞的 24%

（图 3C）。这说明原代细胞也具有在水凝胶微球表面

正常生长的能力。

Note： A. Bright field images of HPNE cells growing on the surface of hydrogel microspheres (×40). B. The number of HPNE cells adhered to the surface of 

the microspheres and the number of cells suspended in the culture flask were counted. C. Bright field images of 8988 cells growing on the surface of hydrogel 

microspheres (×40). D. The number of 8988 cells adhered to the surface of the microspheres and the number of cells suspended in the culture flask were 

counted. E. Fluorescence images of HPNE cells growing on the surface of hydrogel microspheres [DAPI (blue) staining (×100), phalloidin (green) staining 

(×100), merge (×100, ×200)]. F. Fluorescence images of HPNE cells growing on the surface of hydrogel microspheres [DAPI (blue) staining (×100), phalloidin 

(green) staining (×100), merge (×100, ×200)]. ①P=0.000, ②P=0.001.

图 2　正常胰腺细胞和胰腺癌细胞系均能黏附在水凝胶微球表面生长
Fig 2　Both normal pancreatic cells and pancreatic cancer cell lines can grow on the surface of hydrogel microspheres
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2.4　基于水凝胶微球建立的胰腺癌细胞 3D 培养模

型包含胰腺癌肿瘤微环境的主要细胞成分

胰腺癌肿瘤微环境主要由肿瘤细胞、内皮细胞、

成纤维细胞、免疫细胞等组成［19-20］，通过分泌细胞因

子和代谢产物等形式使肿瘤细胞与周围的细胞相互驯

化，形成高度异质的肿瘤微环境，加速了胰腺癌的进

展。本研究将胰腺癌肿瘤新鲜组织和来源于该组织的

原代细胞构建的水凝胶3D培养球体固定染色。H-E染

色结果显示肿瘤组织中富含基质成分（图 4A），明场

图片显示3D培养球体生长状况良好（图4C）。用胰腺

癌肿瘤微环境主要细胞成分的代表标志物对肿瘤组织

和水凝胶 3D 培养球体进行免疫荧光染色。CK19 为

PDAC的重要标志物，肿瘤组织切片染色结果显示胰

腺导管周围有明显的阳性信号（图4E~H）。3D培养球

体荧光成像显示CK19阳性细胞聚集生长，与肿瘤组

织的免疫荧光结果相一致（图4I~L）。CD31是内皮细

胞的重要标志物，组织切片染色显示CD31阳性细胞

与胰腺导管细胞镶嵌或内皮细胞在导管细胞周围附近

生长（图4E）。3D培养球体染色发现内皮细胞更易黏

附在水凝胶微球表面生长，内皮细胞之间黏附生长将

临近的微球连接起来，形成一个整体，胰腺导管细胞

与内皮细胞或依附或镶嵌生长（图4I），这种生理结构

与组织极为类似。SMA是成纤维细胞的重要标志物，

本研究实验结果显示PDAC周围存在大量的成纤维细

胞（图4F），像一道屏障包围着肿瘤组织。3D培养球

体染色发现水凝胶微球表面生长大量的成纤维细胞，

梭长的胞体相互连接，将临近微球连接起来，编织成

细胞网，胰腺导管细胞在细胞网中生长（图 4J）。肿

瘤干细胞是具有自我更新和决定肿瘤复发的重要细

胞［15］。CD133和 EpCAM 都是肿瘤干性相关标志物。

本研究用这2种抗体对组织切片和3D培养球体分别染

色，结果显示CD133+/CK19+、EpCAM+/CK19+的细胞

数量较少（图 4G、H），说明 PDAC 细胞中只有少数

细胞是肿瘤干细胞。在基于水凝胶微球建立的 3D 培

Note： A. Schematic diagram of the 3D model of pancreatic cancer primary cells based on hydrogel microspheres. B. Bright field image of a 3D model of 

pancreatic cancer primary cells (×40). C. The numbers of cells adhered to the surface of the microspheres and suspended in the culture flask were counted. 

D. Fluorescence images of cells growing on the surface of hydrogel microspheres [DAPI (blue) staining (×100), phalloidin (green) staining (×100), merge 

(×100, ×200)]. ①P=0.000.

图 3　胰腺癌组织来源细胞能在水凝胶微球表面生长
Fig 3　Pancreatic cancer tissue-derived cells can grow on the surface of hydrogel microspheres
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养系统中也有类似发现（图 4K、L）。肿瘤组织切片

荧光统计结果显示 CK19+细胞占比 48%，CD31+细胞

占比 35%，SMA+细胞占比 47%，CD133+细胞占比

15%，EpCAM+细胞占比 13% （图 4B）；水凝胶 3D培

养的荧光统计结果显示 CK19+细胞占比 44%，CD31+

细胞占比 47%，SMA+细胞占比 51%，CD133+细胞占

比 12%，EpCAM+细胞占比 14% （图 4D）。这说明，

水凝胶 3D培养模型中不同细胞类型的占比与其原代

肿瘤组织的细胞组成类似。单个 3D培养模型的结构

图像 （图 4M~4P） 显示：几乎所有细胞都会黏附在

水凝胶微球表面生长，然而可能由于细胞和微球分布

不均，导致各个微球表面黏附生长的细胞数量存在差

异。如图 4N所示，微球表面细胞比较少，而图 4O所

示微球表面长满了密密麻麻、层层叠叠的细胞。不同

肿瘤组织来源的原代细胞所构建的水凝胶 3D培养系

统中各种细胞组分的比例具有显著差异。总之，以上

所有结果都说明基于水凝胶微球建立的胰腺癌 3D培

养模型具有胰腺癌肿瘤微环境的主要细胞组成。

Note： A. H-E staining pictures of pancreatic cancer tissue sections (×50). B. The percentage of each cell in the tissue. C. Bright field images of pancreatic 

cancer primary cell 3D culture model (×100). D. The percentage of each cell in the 3D culture model. E‒H. Immunofluorescence staining pictures (×100) of 

pancreatic cancer tissue sections, stained with CD31, SMA, CD133, EpCAM (red), CK19 (green), and DAPI (blue), respectively. I‒L. Immunofluorescence 

staining pictures (×100) of pancreatic cancer primary cell 3D culture model [confocal microscope x, y axis scan synthetic 2D image stained with CD31, SMA, 

CD133, EpCAM (red), CK19 (green), and DAPI (blue), respectively]. M‒P. Immunofluorescence-stained 3D images (×200) of pancreatic cancer primary cell 

3D culture model [confocal microscopy x, y, z axis scans of the synthesized 3D structures, stained with CD31, SMA, CD133, EpCAM (red), CK19 (green), and 

DAPI (blue), respectively]. 

图 4　胰腺癌原代细胞 3D 培养模型包含胰腺癌肿瘤微环境的主要细胞成分
Fig 4　Pancreatic cancer primary cell 3D culture model contains major cellular components of the pancreatic cancer tumor microenvironment
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3　讨论

胰腺癌是一种恶性程度很高的肿瘤，其预后差，

生存期短，缺乏靶向药物。建立新鲜组织来源的胰腺

癌 3D体外培养模型对药物开发和筛选十分重要。类

器官属于 3D细胞培养物，与对应的器官拥有类似的

空间组织并能够重现器官的部分功能，从而提供一个

高度生理相关系统［21］。但是，Matrigel基质胶类器官

成本高，培养条件苛刻，并不是所有的患者肿瘤组织

都可以成功建立类器官。近年来，有很多生物材料应

用于类器官装配体研究。有研究［12］表明水凝胶类器

官装配体材料能帮助原代肿瘤细胞在 3D体外条件下

存活，能更好地模拟肿瘤微环境，缩短培养时间和提

高类器官的成功率。

本研究基于水凝胶微球的 3D 结构和强吸附细胞

能力，将患者来源的新鲜组织裂解成原代细胞，并与

水凝胶微球在类器官专用培养基共培养，10 d后固定

染色，显微观察发现原代细胞 3D培养球体具有胰腺

癌组织的重要特征。免疫荧光显示内皮细胞、成纤维

细胞、胰腺导管上皮细胞等黏附在水凝胶表面生长，

形成典型的肿瘤微环境，模拟肿瘤组织微环境的异质

性。荧光统计结果显示内皮细胞、胰腺导管上皮细

胞、成纤维细胞和肿瘤干细胞的细胞百分比在同一患

者来源的组织和原代细胞 3D 培养模型中比较接近。

不同肿瘤组织来源的原代细胞所构建的水凝胶 3D培

养模型中各种细胞组分的比例具有显著差异。肿瘤干

细胞是肿瘤中具有自我更新和驱动肿瘤发生的细

胞［19］。CD133 和 EpCAM 染色结果显示肿瘤组织和

3D 培养模型包含少量的肿瘤干细胞，这与之前研

究［20］结果一致，表明水凝胶 3D 培养系统中含有与

原代肿瘤类似的肿瘤干细胞比例。肿瘤微环境包括周

围的免疫细胞、血管、细胞外基质、成纤维细胞、淋

巴细胞、骨髓源性炎症细胞和信号分子［20，22］。恶性

和非恶性细胞之间的相互作用形成肿瘤微环境，影响

癌症的发生和进展［23-24］。内皮细胞是肿瘤微环境的

重要组成部分，它在肿瘤的发展和肿瘤细胞免疫逃逸

中发挥关键作用。肿瘤血管通常从已存在的血管向外

分支生成，或来自内皮祖细胞［25］。通过这种方式，

这些细胞为肿瘤的生长和发展提供营养支持。肿瘤微

环境主要成分还包括大量的免疫抑制细胞，如粒细

胞、淋巴细胞和巨噬细胞。但由于组织中免疫细胞的

提取难度大，我们在消化裂解组织中免疫细胞基本死

亡，因此在本研究的水凝胶 3D培养系统中并未检测

到免疫细胞的存在。后续我们将改进裂解方案以提高

免疫细胞的成活率。胰腺癌肿瘤微环境中包含大量的

成纤维细胞［26-27］。成纤维细胞为肿瘤中的内皮细胞

完成血管生成过程提供支持，促进癌细胞从原发肿瘤

部位迁移到血液中，从而发生全身转移。此外，成纤

维细胞在胰腺癌中具有化疗抵抗作用［28-29］。本研究

建立的水凝胶 3D 培养模型包含大量的成纤维细胞，

具有用于药物筛选的优势。

总之，本研究基于水凝胶微球建立胰腺癌原代细

胞 3D培养模型。本研究一方面展示了一种可作为胰

腺癌类器官装配体的新型生物材料物质，另一方面证

明所构建 3D体外细胞培养模型包含胰腺癌肿瘤微环

境的主要细胞成分，可以更好地应用于胰腺癌的药物

筛选过程，为临床应用提供技术支持。
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