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培养PSC衍生的人肠类器官
STEMdiff™肠类器官试剂盒

肠类器官培养技术提供了体外研究肠道的独特平台。人多能干细胞

（PSC）衍生的小肠类器官是三维细胞培养体系，包括一层极性的单层肠

上皮。顶端细胞表面围绕着中空的管腔，基底外侧细胞表面与胞外基质和

产生相关肠龛因子的间充质部分相接触。这些类器官具有主要的细胞类

型和肠上皮关键的功能特征，提供与体内组织直接相关的生理特性。这些

类器官保持稳定扩增的干/祖细胞群，可以通过传代进行长期维持培养和

扩增，或被冻存用于后续的实验。

与单层培养的细胞系相比，类器官结构更为复杂，而与动物模型相比，动

物模型中具有多种混淆变量可能会影响对实验结果的解读，这使得类器

官成为一个方便、灵活、且具生理相关性的肠组织模型。由于类器官具有

供体特定的基因型和其相关表型 ，它们作为遗传多样性的健康和疾病建

模非常有用。PSC衍生的小肠类器官为胎儿表型，尤其适用于与研究肠道

发育。

肠类器官可来源于成体肠道干细胞1或从PSC向肠道分化发育而来2，分化

阶段包括定型内胚层（DE）、中/后肠分化和肠上皮形成。这个分化过程早

期是以单层细胞培养进行的；而在中/后肠分化期间，细胞形成中/后肠的

球体，从细胞单层释放至培养基中；将这些球体收集，用胞外基质包裹，

并在支持肠类器官生长的培养基中进一步分化而形成肠类器官。

STEMdiff™肠类器官试剂盒用于在30天内有效的从胚胎干细胞（ESCs）

或诱导多能干细胞（iPSCs）构建小肠类器官。本试剂盒不含血清，配方基

于Spence等2发表的配方，并对其进行了优化，提高了类器官形成和扩增的

效率和实验的重现性。STEMdiff™肠类器官生长培养基可用于对肠类器

官进行长期的维持培养和传代。

STEMdiff™肠类器官试剂盒的优势？

生理相关性。生成的小肠类器官模拟发育中的肠道上皮和相关

的间充质系统。

高效。支持从人ESC和iPSC细胞系高效分化为肠类器官。

方便。肠类器官可以通过传代以维持长期培养或将其进行冷冻

保存，提高了实验的灵活性。

无血清。优化的配方提高了实验的一致性。

图1. STEMdiff™肠类器官试剂盒支持从PSCs来源的肠类器官的生长

STEMdiff™肠类器官试剂盒可将PSCs定向分化为人小肠类器官。这些类器官具有单层的

极性上皮和中空的管腔，并具有一群相关的间充质细胞。图中所示为使用该试剂盒生成的

第3代的人肠类器官。
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图2. 使用STEMdiff™肠类器官试剂盒生成人肠类器官

（A）从hPSC分化为人肠类器官需要经过三个阶段。在上述流程的第3天，培养物表现出典型的定型内胚层特性和开始进行中/后肠分化。在中/后场分化期间（第5-7天），细胞形

成中/后肠的球体，从细胞单层释放至培养基中。将这些球体收集，用胞外基质包裹。（B）经包裹的中/后肠的球体在STEMdiff™肠类器官生长培养基中进一步培养成熟为肠类器

官（括号中的天数代表包裹后在该代数培养的天数）。类器官建立好后，每7-10天进行一次传代，进行长期维持培养。经数次传代后，类器官通常表现较少于基质凝固液滴内下沉

的现象，而间充质细胞群也逐渐变少。

图3. STEMdiff™肠类器官试剂盒支持从多个ESC和iPSC细胞系高效分化和扩增肠类器官

STEMdiff™肠类器官试剂盒支持从ESCs（H9、H7）和iPSCs（WLS-1C、 STiPS-MOO1）高效构建肠类器官。（A）从不同细胞系来源的类器官都显示有效的定型内胚层的诱导，包

括在分化第3天时FOXA2和SOX17的共表达。（B）源于ESC和iPSC的培养物都表现出中/后肠诱导的有效球体形成。图中所示为每孔得到的球体总数。（C）从ESCs或PSCs来源的类

器官都可以被长期传代扩增。图中所示为每代的细胞得率。类器官每7-10天传代，传代比例在1：2到1：4。每个数据点都是3次实验的平均值。误差线代表平均值的标准差。
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图4. 使用STEMdiff™肠类器官试剂盒生成的中/后肠球体的特征

（A）在STEMdiff™肠类器官试剂盒中分化的培养物在定型内胚层和中/后肠分化阶段表达对应的标志物。在此过程中，基因表达从多能干细胞标志物（第0天）转为定型内胚层

标志物（第3天）、中/后肠上皮标志物（第9天）。中/后肠培养物（第9天）也表达相关的间充质标志物。标志物水平通过RT-qPCR进行评估，，并使用未分化的H9细胞的表达水平

作标准。（B）中/后肠球体（第9天）表达肠上皮标志物（CDX2, E-cadherin, EPCAM）。（C）中/后肠球体（第9天）包含相关的间充质的部分（vimentin）。

图5. 使用STEMdiff™肠类器官生长培养基培养的肠类器官表现肠上皮的特征

（A）分化后的PSC衍生的肠类器官表达肠上皮和相关间充质的标志物。标志物水平通过RT-qPCR进行评估，并使用未分化的H9细胞的表达水平作标准。（B、C）肠类器官表达肠

祖细胞的标志物CDX2和肠隐窝标志物SOX9。这些类器官由极化性的上皮组成，EPCAM位于类器官的外侧（基底外侧）表面（B），且表达成熟细胞类型的典型标志物，包括MUC2
（B：杯状细胞）和CHGA（C：内分泌细胞）。（D、E）Desmin（D）和vimentin（E）的阳性表达显示类器官中也包含间充质细胞，而KRT20（D）和Ki67（E）分别是已分化的肠道细胞

和推定的肠干细胞的标志物。图片为对的整个免疫荧光染色的肠类器官（培养至P28第7天）的横截面。
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