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小鼠胃类器官培养中真菌污染的鉴定与控制*

李菁1,张莹1**,佟小涵1,何靜1,吕心1,张锐清1,杜运秋1,刘岩红2,李波清1**

(1.滨州医学院病原生物学教研室,山东烟台
 

264003;2.滨州医学院附属医院)

【摘要】 目的 探讨小鼠胃类器官培养过程中污染真菌的种类及其控制措施。 方法 利用小鼠胃成体干细胞培养

胃类器官;分离小鼠胃类器官培养过程中产生的污染物,革兰染色观察镜下形态;将污染物分离培养,并进行真菌ITS基

因测序分析;梯度浓度试验探究可抑制污染物的药物及最适浓度。 结果 小鼠胃类器官培养过程中的污染物为出芽

短梗霉菌;500
 

μg/L的两性霉素B可有效抑制污染的出芽短梗霉菌;控制真菌污染后成功构建小鼠胃类器官,第9
 

d时

检测类器官仍具有活性。 结论 出芽短梗霉菌可引起小鼠胃类器官培养过程中的真菌污染,通过添加两性霉素B控

制真菌污染可成功构建小鼠胃类器官。
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【Abstract】 Objective To
 

explore
 

the
 

specific
 

causes
 

and
 

solutions
 

of
 

common
 

pollution
 

in
 

mouse
 

gastric
 

organoids
 

culture. Methods Gastric
 

organoids
 

were
 

cultured
 

from
 

mouse
 

gastric
 

stem
 

cells.
 

The
 

sediment
 

that
 

obtained
 

by
 

cen-
trifugation

 

was
 

stained
 

with
 

gram
 

to
 

observe
 

the
 

morphology
 

under
 

a
 

microscope.
 

The
 

pollutants
 

were
 

isolated
 

and
 

cul-
tured

 

and
 

the
 

FUNGI
 

were
 

sequenced
 

by
 

ITS.
 

The
 

selection
 

experiment
 

of
 

action
 

concentration
 

was
 

conducted
 

to
 

explore
 

the
 

drugs
 

and
 

the
 

optimal
 

concentration
 

that
 

could
 

inhibit
 

the
 

pollutants. Results In
 

the
 

process
 

of
 

mouse
 

gastric
 

or-

ganoids
 

culture,the
 

contaminant
 

was
 

Aureobasidium
 

pullulans,and
 

they
 

were
 

spore
 

brachium.
 

Amphotericin
 

B
 

at
 

500
 

μg/L
 

could
 

effectively
 

inhibit
 

the
 

contamination
 

of
 

A.
 

pullulans.
 

After
 

controlling
 

the
 

fungal
 

contamination,the
 

gastric
 

organoid
 

of
 

mice
 

were
 

successfully
 

constructed,and
 

the
 

gastric
 

organoids
 

were
 

still
 

active
 

on
 

the
 

ninth
 

day. Conclusion 
A.

 

pullulans
 

can
 

cause
 

fungal
 

contamination
 

in
 

the
 

process
 

of
 

gastric
 

organoid
 

culture
 

in
 

mice.
 

Then
 

mice
 

gastric
 

or-

ganoids
 

were
 

successfully
 

constructed
 

by
 

adding
 

amphotericin
 

B
 

to
 

control
 

fungal
 

contamination..
【Key

 

words】 gastric
 

organoid;fungal
 

contamination;Aureobasidium
 

pullulans

***类器官是一种将干细胞体外培养产生的三维产物,
含有多种细胞类型,具有与对应器官相似的结构与功

能,能在体外较好地模拟器官的生理病理活动[1-2]。

2009年荷兰Hans
 

Clevers成功分离Lgr5+干细胞,并
将其培养成小鼠小肠类器官[3]。此后,陆续进行了肠、
脑、肝等类器官培养[4-6]。类器官培养需要组织少,可
在体外长期传代培养,且冻存复苏后状态稳定。但类

器官培养过程中易发生污染,污染后类器官的生长和

增殖都受到严重影响,因此控制类器官培养过程中的

污染非常重要。
真菌是一种广泛存在于自然界的真核生物,包括

霉菌、念珠菌、酵母菌等,真菌可通过接触、吸入、食入

等途径传播,引起相关疾病[7]。在小鼠饲养过程中,真
菌易污染小鼠饲料,进而在小鼠胃内存在,取胃部腺体

细胞做类器官时会造成真菌污染。类器官培养过程中

出现的污染多为细菌,而在真菌污染方面研究鲜有报

道,研究小鼠胃类器官培养过程中污染的真菌及其控

制措施具有重要的现实意义。

材料与方法

1 材料

1.1 实验动物 C57BL/6(6-8周龄)雄性,购自济南

朋悦实验动物有限公司;L-Wnt
 

3A细胞购自普诺赛。
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1.2 主 要 试 剂 基 质 胶(Bd);Advanced
 

DMEM
 

F12、无谷氨酰胺高糖 DMEM、谷氨酰胺、HEPES、

B27、青链霉素购自美国Gibco公司;L-Wnt
 

3A细胞

购自普诺赛公司;重组鼠头蛋白购自美国R&D公司;
重组鼠表皮生长因子、重组鼠成纤维细胞生长因子-
10、重组鼠R-Spondin

 

1购自美国Peprotech公司;N-
乙酰半胱氨酸购自美国Sigma公司;人胃泌素、烟酰

胺购自英国Tocris公司;DPBS购自北京索莱宝科技

有限公司;两性霉素B购自大连美仑生物技术公司;

PrestoBlue
 

HS细胞活力检测试剂购自美国Invitro-
gen公司;E-cadherin与PCNA兔一抗购自美国 Ab-
cam公司;Hoechst

 

33342染液购自北京索莱宝科技

有限公司。

1.3 主要仪器 倒置显微镜及倒置荧光显微镜均为

日本 OLYMPUS公司产品;超净工作台为苏州安泰

空气技术有限公司产品;细胞培养箱为美国 Thermo
 

Scientific公司产品;超速离心机为Eppendorf公司产

品;激光共聚焦显微镜为德国ZEISS公司产品。

2 方法

2.1 培养基的制备

2.1.1 Wnt条件培养基的收集 取出L-Wnt
 

3A细

胞于25
 

cm2 细胞培养瓶中复苏后置含10%
 

FBS、1%
 

GlutaMAX、1%
 

P/S、G418(400
 

μg/ml)、DMEM的培

养基,待细胞长满后传代至75
 

cm2 细胞培养瓶中,加
入含有10%

 

FBS的DMEM培养基继续培养。2
 

d后

将细胞以1∶3传代至175
 

cm2 细胞培养瓶中,加入最

终培养基(1%
 

HEPES、10%
 

FBS、1%
 

GlutaMAX、

1%
 

P/S、DMEM-F12)培养3
 

d,收集培养基,加入25
 

ml最终培养基,连续培养2
 

d,收集培养基。将两批培

养基混合、过滤、分装,-80
 

℃保存备用。

2.1.2 类器官培养基的制备 配置类器官培养基:

50%Wnt条件培养基,2%
 

B27,1%青/链霉素,100
 

ng/ml重组鼠头蛋白,50
 

ng/ml重组鼠表皮生长因

子,100
 

ng/ml重组鼠 FGF-10,1
 

μg/ml重组鼠 R-
Spondin

 

1,10
 

nmol/L胃泌素I,10
 

nmol/L谷氨酰胺,

10
 

mmol/L烟酰胺,1
 

mmol/L
 

N-乙酰半胱氨酸,10
 

μmol/L
 

Y27632,500
 

μg/L 两 性 霉 素 B,25%Ad-
vanced

 

DMEM
 

F12。

2.1.3 消化液的配置 消化液含血清
 

20%,青链霉

素
 

1%,Ⅳ型胶原酶
 

1
 

mg/ml,透明质酸酶
 

0.5
 

mg/

ml,1640培养基补至10
 

ml。即每10
 

ml消化液中含

Ⅳ型胶原酶
 

100mg,透明质酸酶
 

50
 

mg,FBS
 

2
 

ml,
青/链霉素

 

100
 

μl,余量用1640培养基补齐。

2.2 胃类器官培养

2.2.1 分离腺体 取小鼠C57BL/6,腹腔麻醉后处

死,无菌操作解剖取胃,沿胃大弯剪开,转移至新的10
 

mm2 无菌培养皿中,清净胃内容物,将胃组织剪成1
~2

 

mm2 的碎片,使用预冷 DPBS清洗至上清液澄

清。将37
 

℃预热的消化液加至组织碎片中,放置37
 

℃培养箱中消化1h后将组织转移至培养皿中,使用无

菌载玻片按压,使腺体释出。

2.2.2 制备单细胞悬液 加入DMEM 培养基并转

移至离心管中,吹打细胞,使用200目细胞滤网过滤,
制成单细胞悬液。

2.2.3 接种与培养 将获得的单细胞悬液与基质胶

混匀后接种于预热的24孔板中,置于细胞培养箱中固

化30
 

min后取出,加入配置好的类器官培养基,在37
 

℃、5%
 

CO2 环境下培养,每隔2
 

d换液一次。

2.3 污染物的显微形态观察及培养 将含有污染物

的培养基取出,离心后,取部分沉淀革兰染色后进行光

学显微镜观察。

2.4 真菌ITS基因测序分析

2.4.1 真菌基因组DNA提取 取培养物使用直扩

试剂盒提取基因组DNA。

2.4.2 PCR扩增 扩增采用50
 

μL体系:1×T3
 

Mix
 

46
 

μL,18
 

s、28
 

s、5.8
 

s上、下游引物(10
 

μmol/L)各1
 

μL,DNA模板2
 

μL。PCR反应扩增程序为:98
 

℃预

变性3
 

min;98
 

℃变性10
 

s,55
 

℃退火15
 

s,72
 

℃延伸

20
 

s,共35个循环;72
 

℃延伸2
 

min,4
 

℃保存。

2.4.3 切胶回收 PCR产物切胶回收后,由北京擎

科生物科技有限公司测序。

2.5 进化树构建 将测序所得序列进行Blast比对

分析,得到同源性较高的序列,使用 MEGA7软件、以

NJ法构建系统进化树,分析该菌与其他菌株间的关

系。

2.6 两性霉素B作用浓度的选择 将不同量的两性

霉素B加入小鼠胃类器官培养基中,使其终浓度为

200
 

μg/L、400
 

μg/L、500
 

μg/L、1
 

mg/L。每组设置5
个重复,观察记录每组的污染控制情况。

2.7 细胞活力试验 将培养类器官的24孔板从温箱

取出,加入PrestoBlue
 

HS细胞活力试剂,37
 

℃孵育

30
 

min后弃去,PBS
 

洗涤3次,再加入 Hoechst染液,
室温避光孵育30

 

min后弃去,同上洗涤,浸润PBS,倒
置荧光显微镜观察。

2.8 激光共聚焦检测细胞标志物 将小鼠胃类器官

培养至第7
 

d,弃去培养基,加入4%多聚甲醛固定过

夜。吹打混匀,PBS洗涤3次,将沉淀与适量基质胶混

匀接种于激光共聚焦皿中,37
 

℃固化1
 

h,待基质胶凝

固后,加入血清封闭1
 

h,同上洗涤,加入一抗(E-cad-
herin或PCNA,比例均为1∶500)孵育过夜,PBS洗3
次,加入荧光二抗(Dylight488或594)避光孵育2

 

h,
同上洗涤,加入 Hoechst染液(1∶100)染30

 

min,同
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上洗涤,用PBS浸润,激光共聚焦显微镜观察。

结 果

1 污染物镜下形态观察

在小鼠胃类器官培养过程中,18h后镜下可见污

染,随着培养时间延长,污染物增殖速度加快,聚集产

生的球状物直径亦迅速增大(图1A)。污染物最初出

现在基质胶中,因基质胶可在室温聚合成为三维基质

且具有生物学活性,故污染物可聚集成球状(图1B),
而培养基呈透明状态。但培养1

 

d后,培养基混浊并

出现污染物,形态与基质胶中相似(图1C),呈分散状。

  注:A为连续4
 

d污染物的镜下形态记录,B为单个污染物分别在

100×、400×时的镜下形态,C为24孔板培养基中400×镜下观察结
果。

图
 

1 污染物不同时间的形态

Note:A
 

is
 

the
 

microscopic
 

morphology
 

record
 

of
 

pollutants
 

for
 

4
 

consecutive
 

days;B
 

is
 

the
 

microscopic
 

morphology
 

of
 

single
 

pollutant
 

at
 

100×
 

and
 

400×
 

respectively;C
 

is
 

the
 

observation
 

result
 

of
 

400×
 

mi-
croscope

 

in
 

24-well
 

plate
 

medium
Fig.1 Different

 

forms
 

of
 

pollutants

2 DMEM 中污染物形态观察

将含污染物的培养基转移至离心管,离心弃上清,
将沉淀转移至含高糖DMEM 的细胞培养瓶,置于细

胞培养箱中培养。污染物形态呈酵母状,排列方式呈

单个、成串或短链状结果见图2。

图
 

2 污染物在DMEM 中的形态(400×)
Fig.2 The

 

form
 

of
 

pollutant
 

in
 

DMEM(400×)

3 污染物革兰染色镜下形态观察

将DMEM中的污染物离心沉淀,革兰染色结果

见图3,病原菌形态呈紫色,卵圆形,大小为2~4
 

μm。

4 ITS基因测序分析结果

ITS基因测序结果得到长度579
 

bp的序列,具体

为:CGGAATGCTCCTGATCCGAGGTCACCTAG-

AAAAATAAAGGTTTCAGTCGGCAGAGTTCCT-
CTCCTTTGACAGACGTTCGAATAAATTCTAC-
TACGCCTAAAGCCGGAGTGGCCTCGCCGAGG-
TCTTTAAGGCGCGCCCAACTAAGGACGACGC-
CCAATACCAAGCATAGCTTGAGTGGTGTAA-
TGACGCTCGAACAGGCATGCCCCTCGGAATA-
CCAAGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCG-
ATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTAC-
TTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATG-
CGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTT-
TTGATTTATTCAAAATTTTTACTCAGACGAC-
CGGTTAAATAACAAGAGTTTGGTTTAACTCT-
GGCGGGCGCTCGCCTGGGACGAATCCCCAGC-
GGCTCGAGACCGAGCGGTCCCGCCAAAGCAA-
CAAGGTAGTTTTAACAACAAAGGGTTGGAG-
GTCGGGCGCTGAGCACCCTTACTCTTTAATG-
ATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTT-
GTACATTTTTTTTACTTCCAAACCGG,将 所 得

序列经Blast比对,得出同源性较高的序列,将测序结

果建立进化树见图4。待测菌株与 HG532066.1聚为

一支,结合菌的形态特征鉴定为出芽短梗霉菌。

图
 

3 污染物革兰染镜下观察

Fig.3 Contaminant
 

gram
 

stain

图
 

4 测序结果构建进化树

Fig.4 The
 

results
 

ofsequencing
 

were
 

used
 

to
 

construct
an

 

evolutionary
 

tree

5 两性霉素B抑菌浓度选择

结果显示在浓度≤400
 

μg/L时,出芽短梗霉菌仍

可生长;浓度≥500
 

μg/L时,出芽短梗霉菌生长受到

抑制,连续培养3
 

d,仍呈无菌状态(图5)。提示两性

霉素B浓度达到500μg/L时可有效抑制出芽短梗霉
菌的生长。
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图
 

5 两性霉素B不同浓度的抑菌效果

Fig.5 A
 

mphotericin
 

B
 

concentration
 

fumble
 

test

6 小鼠胃类器官模型的建立

在基质胶中腺体细胞在各种细胞因子的作用下形

成3D结构,24
 

h便可形成中空结构。并且随着时间

推移逐渐长大(图6A),培养至第9
 

d时,类器官仍具

有活力(图6B),图7C为同一胃类器官连续生长至10
 

d的图像。

图
 

6 小鼠胃类器官形态及生长记录

Fig.6 Morphology
 

and
 

growth
 

records
 

of
 

gastric
 

organoids
 

in
 

mice

图
 

7 小鼠胃类器官表达E-cadherin上皮细胞与PCNA增殖细胞

Fig.7 Mice
 

gastric
 

organoids
 

expressed
 

E-cadherin
 

epithelial
 

cells
and

 

PCNA
 

proliferating
 

cells

7 小鼠胃类器官模型中细胞标志物的检测

激光共聚焦结果表明小鼠胃类器官表达上皮细胞

标志物E-cadherin以及增殖细胞PCNA。E-cadherin
分布于上皮细胞表面。PCNA是一种存在于增殖细

胞中的蛋白质,可作为评价细胞增殖状态的指标,PC-
NA有表达(图8),说明类器官处于增殖期。

讨 论

传统的胃部疾病研究主要以细胞系或动物实验为

主,类器官的出现为生物学研究提供了新的方法。类

器官技术相较于传统的疾病模型,类器官具有诸多优

点,如需要的原组织材料较少,即使只有较少组织,也
可培养生成相对应的类器官,并可进行进一步生理病

理实验,还可为肿瘤的机制或治疗研究提供新的方

向[8];类器官培养成功后可进行长期传代培养,且性质

功能稳定,这在一定程度上减轻了实验动物模型的浪

费;类器官可进行药物筛选试验,具有特异性,有助于

推动个体化医疗的发展[9]。鉴于此,类器官培养成为

目前热门的研究内容,研究者们尝试建立各种正常部

位或肿瘤部位的类器官,用于研究疾病以及肿瘤的生

理病理机制[10-11]。
类器官培养过程复杂,不同部位或种类所需的培

养条件及步骤也各不相同。从清洗组织到制成单细胞

悬液均需在冰上进行,且全程需无菌操作,这对环境及

操作者要求较高,类器官培养过程中,各个阶段的不当

操作均易造成污染。培养基中添加青霉素和链霉素可

去除常见的细菌污染,但无法去除小鼠胃内可能存在

的真菌,而真菌污染对小鼠胃类器官的培养有严重影

响。Nam等[12]在培养病人来源的胃类器官时出现真

菌感染。本研究发现在培养小鼠胃类器官过程中可发

生出芽短梗霉菌污染,导致胃类器官培养失败。出芽

短梗霉菌是一种真菌,Najafzadeh等[13]通过检测104
株临床分离的出芽短梗霉菌的抗生素作用情况得出,
两性霉素B、伊曲康唑、泊沙康唑是总抑菌活性较好的

药物,本研究选用两性霉素B控制出芽短梗霉菌污

染。为探索小鼠胃类器官培养体系中两性霉素B的

最适作用浓度,进行了浓度梯度抑菌实验,发现500
 

μg/L的两性霉素B可有效控制出芽短梗霉菌污染。
综上,出芽短梗霉菌可引起小鼠胃类器官培养过程中

的真菌污染,通过添加两性霉素B控制真菌污染可成

功构建小鼠胃类器官。
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本研究从海南株类鼻疽伯克霍尔德菌BPHN001
中新克隆得到一个 AraC转录因子基因,并选用含有

强启动子的PET-28a(+)质粒对该AraC转录因子蛋

白进行原核表达。该质粒可在表达的蛋白N端加入6
个组氨酸重复标签,以用于蛋白的纯化。实验中观察

了IPTG浓度对蛋白的诱导情况,结果显示0.5~2.0
 

mmol/L的IPTG对蛋白的诱导表达并无显著差异,
故选择IPTG的终浓度为0.5

 

mmol/L。同时对诱导

温度进行了优化,结果显示16
 

℃和37
 

℃诱导效果并

无差别,16
 

℃低温诱导有利于蛋白活性的保持,因此

确定16
 

℃为最佳诱导温度。为了得到高纯度的目的

蛋白,对镍柱纯化的蛋白采用凝胶层析法进行了进一

步的纯化,最终得到了高纯度的目的蛋白。
本实验克隆表达得到的AraC转录因子蛋白来源

于海南株类鼻疽伯克霍尔德菌,可为开展 AraC转录

因子在调节鼻疽伯克霍尔德菌毒力等致病性方面的研

究奠定基础。
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