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摘   要：为建立稳定的鸡小肠三维(three-dimensional, 3D)类器官体外培养平台，本研究从 18胚龄

的 AA 肉鸡小肠中收集隐窝细胞，在 L-WRN 条件培养基的基础上，通过调节烟酰胺、N-乙酰半胱

氨酸、LY2157299、CHIR99021、Jagged-1、FGF 等细胞因子的配比，对鸡小肠类器官培养条件进

行优化，成功筛选出适合鸡小肠类器官长期稳定生长的培养基。优化结果显示，添加了 1.5 µmol/L 
CHIR99021后，类器官的形成效率和类器官直径显著提高；添加0.5 µmol/L Jagged-1时，类器官出现少

量芽样组织；添加 50 ng/mL FGF-2 后，类器官出芽率显著提高。鸡小肠器官培养基中添加 1.5 µmol/L 
CHIR99021、0.5 µmol/L Jagged-1 和 50 ng/mL FGF-2 能够起到协同作用，提高类器官的形成效率及

增殖分化速度，细胞干性的维持效果显著提高。采用 HE 染色、透射电镜、实时荧光定量逆转录聚

合酶链反应(reverse transcription quantitative real-time polymerase chain reaction，RT-qPCR)、间接免

疫荧光和免疫组化方法对鸡小肠类器官进行形态学、含有的细胞类型和体外培养特性进行研究。结

果表明，体外培养的鸡小肠 3D 类器官与鸡肠道组织在形态学上保持一致，并含有各种分化的上皮

细胞。综上所述，本研究成功建立了鸡小肠类器官培养平台，为后续鸡肠道生理、病理、宿主-病
原体相互作用机制和药物研究提供了新方法。 
关键词：小肠；隐窝；肠干细胞；鸡小肠类器官 
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Optimization of the in vitro culture system for chicken small 
intestinal organoids 

LI Jing, WANG Liya, MA Dingyun, LI Senyang, LI Juanfeng, MENG Qingda, LI Junqiang, 
JIAN Fuchun* 

College of Veterinary Medicine, Henan Agricultural University, Zhengzhou 450002, Henan, China 
 
Abstract: In order to establish a stable in vitro culture platform for chicken small intestine 
three-dimensional (3D) organoids, in this study, crypt cells were collected from the small 
intestine of 18-day-old embryos of AA broilers. On the basis of the L-WRN conditioned 
medium, we optimized the culture conditions of chicken small intestinal organoids by adjusting 
the proportions of nicotinamide, N-acetylcysteine, LY2157299, CHIR99021, Jagged-1, FGF, 
and other cytokines to select the medium suitable for the long-term stable growth of the 
organoids. The optimization results showed that the addition of 1.5 µmol/L CHIR99021 
significantly improved the organoid formation efficiency and organoid diameter. When 0.5 µmol/L 
Jagged-1 was added, a small amount of bud-like tissue appeared in organoids. After the addition 
of 50 ng/mL FGF-2, the rate of organoid germination was significantly increased. The 1.5 µmol/L 
CHIR99021, 0.5 µmol/L Jagged-1, and 50 ng/mL FGF-2 added in the medium can cooperate 
with each other to improve the formation and speed up the proliferation and differentiation of 
organoids, while improving the stemness maintenance of cells. The morphology, cell types, and 
culture characteristics of chicken small intestinal organoids were studied by HE staining, 
transmission electron microscopy, reverse transcription quantitative real-time polymerase chain 
reaction (RT-qPCR), indirect immunofluorescence, and immunohistochemistry. The results showed 
that the 3D organoids of the chicken small intestine cultured in vitro were morphologically 
consistent with the chicken intestinal tissue and contained differentiated epithelial cells. In 
summary, we successfully established an in vitro culture system for chicken small intestinal 
organoids, providing a new method for the subsequent research on chicken intestinal physiology, 
pathology, and host-pathogen interaction mechanism and the development of relevant drugs. 
Keywords: small intestine; crypt; intestinal stem cell; chicken small intestinal organoids 

 
肠道是机体接触各种食物、营养物质、药物、

代谢物和病原菌的主要部位[1]，因此肠道内稳态

对维持动物健康至关重要。肠上皮是由位于黏膜

表面的单层细胞极化形成的，不仅有助于食物消

化和营养吸收，其物理免疫屏障还可以有效抵御

有害物质的侵入[2]。肠上皮细胞的这种双重功能

是由专门负责营养吸收(肠上皮细胞)、激素分泌

(肠内分泌细胞)、抗菌肽分泌(潘氏细胞)、抗寄

生虫免疫(Tuft 细胞)和黏液分泌(杯状细胞)等分

化上皮细胞的协调作用来实现的[3]。 
以往用于肠道体外研究的模型主要包括以

离体肠道组织为基础的组织模型和以各种转化

细胞系为基础的细胞模型。以肠道组织为基础

的模型(尤斯灌流室、离体肠灌注等)重复性和稳

定性较差，需要大量动物，不仅增加实验成本，

也不符合动物福利的减少、替代和优化的“3R” 
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(Replacement, Reduction, Refinement)原则。以

Caco-2 等肿瘤细胞系为基础的肠道上皮细胞

系，虽然能够克服部分离体动物组织的缺陷，

但是其组成单一，无法重现原始肠道各种细胞

之间和细胞基质之间的相互作用 [4]。目前亟须

建立一种高效、稳定的肠道体外培养模型。 
随着肠道干细胞(intestinal stem cells, ISCs)

研究的快速发展，出现了一种新的体外研究组

织模型，被称为肠道类器官。肠道类器官不仅

能重现原始肠道组织的复杂结构，还可以模拟

肠道的生理环境，是目前进行肠道体外研究较

精准的模型。如今，小鼠和人肠道类器官逐渐

成为一种研究肠道的优选方案。小鼠和人肠道

类器官需要在含有 3 种基础生长因子 EGF、
Noggin 和 R-spondin 1 的培养基(即 ENR 培养

基)中进行培养[5]。此外，转化生长因子-β 受体

I 型激酶抑制剂(LY2157299)、GSK-3α/β 抑制剂

(CHIR99021)、丝裂原活化蛋白激酶 p38 抑制剂

(SB202190)、ROCK 抑制剂 Y-27632、Notch 信

号激活剂 Jagged-1 和成纤维细胞因子家族 FGF
也被证明有利于肠道类器官的发育[6-7]。有研究

表明，鸡肠隐窝培养基中 EGF、 Noggin、

R-spondin 1 的浓度与小鼠隐窝中的浓度相同[8]，

且 SB202190、CHIR99021 和鸡血清可以促进鸡

肠类器官生长[9]，但是目前尚不清楚成纤维细

胞因子家族 FGF 和 Notch 信号激活剂 Jagged-1
是否能进一步促进鸡类器官生长。本研究以

L-WRN 条件培养基为基础，探究上述细胞因子

单独或联合使用对鸡肠隐窝发育的影响，以期

为鸡肠道类器官培养及相关科学研究提供理论

参考。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  实验动物 

18 日龄 AA 鸡胚的小肠组织被用于构建鸡

小肠三维(3D)类器官模型。本试验遵守相关动

物福利规定，并获得河南农业大学科学伦理委

员会批准(批准号为 HNND2024111901)。 
1.1.2  主要试剂 

BD Growth Factor Reduced Matrigel Matrix
购自 BD Biosciences 公司，DMEM/F12 培养基

购自 Hyclone 公司，advanced DMEM/F12 培养

基、B-27 添加剂和 N-2 添加剂购自 Gibco 公司，

human R-spondin 1、human Noggin 和 human 

EGF 购自 Peprotech 公司，Y-27632、SB202190、

galunisertib、 laduviglusib、Jagged-1、FGF2、

FGF4 和 FGF10 购自 MCE 公司，Gentle Cell 

Dissociation Reagent 购自 STEMCELL 公司，

Organoid Recovery Solution 购自 bioGenous 公

司，类器官冻存液购自上海捷方凯瑞生物技术

有限公司，抗肠组织一抗 (F-actin、 villin、

ZO-1、E-cadherin、Ki67、ChgA、MUC2、LYZ

和二抗(CY3 标记山羊抗兔 IgG、CY3 标记山

羊抗小鼠 IgG)抗体购自武汉赛维尔生物科技

有限公司。 
1.1.3  主要仪器 

CO2 细胞培养箱(赛默飞世尔科技有限公

司)、Qtower2.0 荧光定量 PCR 仪(耶拿公司)、

正置荧光显微镜(尼康公司)和透射电子显微镜

(Hitachi 公司)等。 
1.1.4  主要溶液配制 

(1) L-WNR 培养基的配制 
将 10%胎牛血清、DMEM 高糖培养基、1%

青霉素/链霉素双抗、0.5 mg/mL G418 和 0.5 mg/mL

潮霉素 B 按比例混匀，4 ℃保存备用。 

(2) 组织和隐窝清洗液的配制 

1%/5%组织清洗液的配制：在 PBS 中分别

添加 1%/5%的环丙沙星、两性霉素 B、青霉素/

链霉素双抗和庆大霉素溶液，经 0.22 μm 滤膜

过滤后，4 ℃保存备用。 
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(3) 鸡小肠隐窝分离液的制备 
将 150 μL 0.5 mol/L EDTA 溶液置于 30 mL 

Hanks’溶液中，混合均匀，经 0.22 μm 滤膜过

滤，即可得到含 2.5 mmol/L EDTA 的肠隐窝分

离液，置于 4 ℃保存备用。 
(4) L-WNR 条件培养基的制备 
将 2×107个 L-WRN 细胞置于 T75 培养瓶中

培养，待细胞完全长满 T75 培养瓶贴壁融合为

止，弃去旧培养基，加入 20 mL L-WRN 培养基，

24 h 后收集上清至 1 L 培养瓶中，连续收集    
3 次，混匀。置于 50 mL 离心管，800×g 室温离

心 5 min，收集上清液，经 0.22 μm 滤膜过滤后，

–20 ℃冰箱保存。 
(5) 制备鸡小肠类器官完全培养基(chicken 

small intestinal organoids medium, CIOM) 
CIOM 0 号培养基成分组成如下：50% 

L-WRN 条件培养基和 50% DMEM/F12 基础培

养基(含 10% FBS) 1:1 混匀后，添加 1×B-27、
1×N-2 添加剂、1 mmol/L L-谷氨酰胺、10 mmol/L 
HEPES、1%青霉素/链霉素、50 ng/mL human 
EGF、100 ng/mL human Noggin、0.5 μmol/L 
galunisertib (LY2157299)、10 μmol/L SB202190、
0.25%鸡血清和 5 μmol/L Y-27632 (只在培养的

前 2 天使用)。 
CIOM 1 号培养基：在 CIOM 0 号培养基的

基础上添加 10 mmol/L 的烟酰胺和 500 ng/mL 
human R-spondin 1。 

CIOM 2 号培养基：在 CIOM 1 号培养基的

基础上添加 1 mmol/L 的 N-乙酰半胱氨酸。 
CIOM 3 号培养基：在 CIOM 2 号培养基的

基础上添加 3 µmol/L 的 CHIR99021。 
CIOM 7 号培养基：在 CIOM 0 号培养基的

基础上添加 250 ng/mL 的 PGE2，去除 100 ng/mL 
human Noggin 和 500 ng/mL human R-spondin 1。 

CIOM 9 号培养基：在 CIOM 3 号培养基的

基础上添加 1 µmol/L 的 Jagged-1，除去 1 mmol/L
的 N-乙酰半胱氨酸。 

CIOM 10 号培养基：在 CIOM 9 号培养基

的基础上添加 250 ng/mL 的 PGE2。 
CIOM 11 号培养基：改变 50% DMEM/F12 

( 含 10% FBS) 基 础 培 养 基 的 添 加 为 50% 
advanced DMEM/F12 (含 10%FBS)。 

CIOM 12 号培养基：相较于 CIOM 0 号培

养基，不添加 Y-27632。 
CIOM 9.1 号培养基：在 CIOM 9 号培养基

的基础上添加 50 ng/mL FGF2。 
CIOM 9.2 号培养基：在 CIOM 9 号培养基

的基础上添加 50 ng/mL FGF4。 
CIOM 9.3 号培养基：在 CIOM 9 号培养基

的基础上添加 50 ng/mL FGF10。 
CIOM 9.4 号培养基：在 CIOM 9 号培养基的

基础上添加 50 ng/mL FGF4 和 50 ng/mL FGF10。 
CIOM 9.5 号培养基：在 CIOM 9 号培养基

的基础上添加 50 ng/mL FGF2、50 ng/mL FGF4
和 50 ng/mL FGF10。 

1.2  方法 
1.2.1  鸡小肠隐窝细胞的分离 

参考 Nash 等[10]的隐窝细胞分离方法，从

18 胚龄的 AA 肉鸡小肠组织分离隐窝干细胞并

进行肠类器官培养，进行相应的优化调整。   
优化 1：将清洗液换成含有 5 种抗生素的组   
织清洗液；优化 2：0.2 mg/mL 的胶原酶换成   
2.5 mmol/L EDTA 的隐窝分离液；优化 3：将大

力摇晃分离隐窝改为涡旋振荡 30 s。具体操作

步骤如下： 
(1) 获取 18 胚龄鸡胚的小肠 (小肠前端

10–15 cm)样本，置于含 1%组织清洗液的 10 cm
培养皿中，剪开肠道组织，先用 1%组织清洗液

清洗 2 次，再用 5%组织清洗液清洗 1 次，随后

用 1%组织清洗液清洗 2 次，取出肠道组织置于
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1.5 mL 无菌离心管内。 
(2) 将 1.5 mL 无菌离心管内的肠道组织剪

碎为 1–2 mm3 的碎片，置于含有 2.5 mmol/L 

EDTA 隐窝分离液中，4 ℃消化 30 min。 

(3) 将孵育后的肠道组织置于涡旋振荡

仪上，使用最大转速振荡 30 s，过 70 μm 细胞

滤膜后，收集第一鸡小肠隐窝细胞悬液，再加

入 30 mL D-Hanks 溶液最大转速振荡 30 s，过

70 μm 细胞滤膜收集第二鸡小肠隐窝细胞悬液。 

(4) 采用差速离心法去除单细胞，即将鸡小

肠隐窝细胞悬液先 200×g 离心 5 min，收集的细

胞沉淀加入适量 PBS 后，转移至 15 mL 离心管

中，50×g 离心 5 min，最后加入适量的 PBS，

20×g 离心 5 min，即可收集到干净且密度较高

的隐窝细胞。 

(5) 用 DMEM/F12 重悬上述隐窝沉淀，进

行隐窝细胞计数。 

(6) 采用 CIOM 培养基对鸡小肠隐窝细胞

沉淀进行重悬，再加入未稀释基质胶混合均匀，

两者体积比为 3:1，得到鸡小肠隐窝细胞悬液，

置于冰上备用。 

(7) 对上述鸡小肠细胞悬液进行接种，先用

未稀释基质胶在 24 孔板进行铺胶，置于 37 ℃、

5% CO2 的细胞培养箱静置 20–25 min 充分凝

固；再向已铺胶的孔中接种鸡小肠隐窝细胞悬

液 50 μL，每孔 50–80 个隐窝细胞，细胞培养箱

静置 20–25 min；随后加入 750 μL 预热的 CIOM

培养基进行培养。 

(8) 前 4 天每隔 2 d 更换 1 次培养基，从第

5 天时每隔 1 天更换培养基。 

(9) 置于倒置显微镜下观察培养结果，一般

培养 5–7 d 得到分化的鸡小肠类器官，即完成

原代培养。 

1.2.2  鸡小肠 3D 类器官培养、传代、冻存与 
复苏 

按照上述添加了不同种类细胞因子的

CIOM 培养基进行鸡小肠类器官的优化培养，

培养方法和步骤完全一致。前 4 天每隔 2 d 更

换一次培养基，从第 5 天开始每隔 1 d 更换培

养基。鸡小肠类器官每隔 5 d 传代 1 次。采用

冻存液冻存鸡肠类器官。 
复苏：取出冻存的类器官，加入预冷的

DMEM/F12 培养基，缓慢吹打溶解，转移至含

10 mL 预冷 DMEM/F12 培养基的 15 mL 离心管

中，300×g 离心 3 min，此步骤确保最大程度去

除冻存液；弃去上清，按照 1.2.1 步骤中的(6)
和(7)进行类器官的接种和培养。 
1.2.3  3D 类器官 RNA 提取与反转录 

采用 Trizol 法提取小肠 3D 类器官 RNA，

按照 RNA-easy Isolation Reagent 使用说明书

(Vazyme, R701)的 RNA 提取步骤提取总 RNA，

使用 NanoDrop 分光光度计测定 RNA 浓度。小

肠 3D 类器官 RNA 反转录：按照 HiScript Ш 
All-in-one RT SuperMix Perfect for qPCR 
(Vazyme, R333)说明书反转录 1 μg 总 RNA。配

置好反应体系后置于 PCR 仪器中，反应程序为：

50 ℃ 15 min，85 ℃ 5 s。反转录得到的 cDNA
置于–20 ℃保存备用。 
1.2.4  3D 类器官 Real-time qPCR 检测 

参考前人研究[9,11-12]设计 RT-qPCR 引物，

引物由上海生工科技有限公司合成，本研究中

鸡肠道类器官使用的引物序列见表 1。 
按照 TOYOBO 荧光定量试剂盒(QPX-201)

说明书进行 Real-time qPCR试验，反应程序为：

95 ℃预变性 30 s，95 ℃变性 10 s，60 ℃退火

15 s，40 个循环。以鸡的内参基因的 Ct 值为内

参值，根据公式 2–ΔΔCt 计算目的基因的相对表

达量。 
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表 1  鸡小肠类器官上皮细胞和紧密连接蛋白相关标记基因 RT-qPCR 引物序列 
Table 1  RT-qPCR primer sequence of chicken small intestinal organoid epithelial cells and tight junction 
protein associated marker gene 
Gene Forward primer (5ʹ→3ʹ) Reverse primer (5ʹ→3ʹ) Primer bank ID 
LGR5 TCAATACCTGAGCGTGCGTT TGTGAGTGTCAAACTCTCCAGAC XM_425441 
MUC2 CCCTGGAAGTAGAGGTGACTG TGACAAGCCATTGAAGGACA XM_001234581.3 
CHGA GCTATCTCCCTTCCTGTGACAAATG TGAGTTCTCTCATTGGCACCTTG XM_421330 
LYZ TGAGTTCTCTCATTGGCACCTTG CTCCCATCGGTGTTACGGTT NM_205281 
SI GTACGCTACGCTTGGAGGTT TGAAGAGTCACATCCATCGCAT XM_015291762 
MAT2A GGGTGTTGGTGCAGGTTTCCTA TTCGCTCTTCTGCGACGTTC XM_025142868.1 
β-actin CAACACAGTGCTGTCTGGTGGTAC CTCCTGCTTGCTGATCCACATCTG XM_027015741.1 
gapdh TGTGACTTCAATGGTGACAGC GCTATATCCAAACTCATTGTCATACC NM_204305 
Tff2 GCTGTAGCCCTCATCAGCTC TGTGACTTCAATGGTGACAGC XM_416743 
GAPDH CACGCCATCACTATCTTC GACTCCACAACATACTCAG NM_204305.1 
CLDN1 GTGTGTTTGTTGCTGTGA ACTCTGTTGCCATACCAT NM_001013611.2 
CLDN3 GTCATCTTCCTGCTCTCC AGCGGGTTGTAGAAATCC NM_204202.1 
OCLN CCAGCGGTTACTACTACA CAGGATGACGATGAGGAA NM_205128.1 
ZO-1 ATGAATGAAGGATGGTATGG GATGTATGTCTGCTGTCTG XM_015278981.2 

 

1.2.5  鸡小肠组织和 3D类器官的石蜡包埋与固

定、HE 染色、过碘酸雪夫染色 
取 18 胚龄的 AA 肉鸡小肠组织前 2–3 cm

和原代培养 5 d 的鸡小肠类器官置于 4%多聚甲

醛，室温固定。将收集的样品送至武汉赛维尔

生物科技有限公司进行石蜡包埋、固定和切片

(厚度 4 μm)制备。 
1.2.6  鸡小肠 3D类器官间接免疫荧光、透射电

镜检测 
采用上述 1.2.5 制备的鸡小肠 3D 类器官石

蜡切片进行间接免疫荧光试验。透射电镜样品

固定：收集原代培养 5 d 的鸡小肠类器官，加

入电镜固定液，4 ℃避光保存。将收集的样品

送至武汉赛维尔生物科技有限公司进行透射电

镜样品(80 nm 超薄切片)的制备。 
1.2.7  统计学分析 

采用 GraphPad Prism 8.0.2 和 SPSS 26 对试验

结果进行统计学差异分析。ns：Not significant；#：

P<0.05；##：P<0.01；###：P<0.001；####：P<0.000 1。 

2  结果与分析 
2.1  鸡小肠隐窝细胞分离结果 

通过本试验隐窝分离方法可得到大量干

净的隐窝细胞(图 1)，用于后续鸡小肠类器官

的培养。 

2.2  鸡小肠 3D 类器官培养基的筛选结果 
由图 2 可知，使用不含 R-spondin 1 的 

CIOM 0 培养基时，鸡小肠类器官的成长比较缓

慢，形成率较低，5–7 d 才出芽，第 11 天可进

行传代。说明类器官的生长缓慢，R-spondin 1

具有维持干细胞快速更新的能力。 

 

 
 

图 1  分离纯化后的隐窝细胞   标尺=200 μm 
Figure 1 Isolated and purified crypt cells. Scale 
bar=200 μm. 
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基于以上结果，进行鸡小肠类器官培养基

的优化，优化结果见图 3 和图 4。计算优化培

养基原代培养 7 d 时类器官的形成数量、类器

官直径和出芽情况并进行比对，发现 CIOM 9
培养基培养的类器官形成数量、直径和出芽情

况效果最好，但出芽率低于 50%，出芽数量较

少。参考人肠道类器官培养基组成成分进行鸡

小肠类器官培养基的优化[13-19]，在培养时分别

加入不同配比的 FGF2、FGF4 和 FGF10，发现

添加 FGF2 的 CIOM 9.1 培养基，类器官出芽

得到显著改善(图 3，P<0.000 1)，与 CIOM 0
培养基相比，类器官的出芽率和类器官形成数

量存在显著性差异(P<0.01)。因此使用 CIOM 
9.1 培养基进行后续实验。 

 

 
 
图 2  CIOM 0 培养基原代(P0 代)和 P1 代小肠类器官不同时间段培养的生长状态图   标尺=200 μm 
Figure 2  Growth state of intestinal organoids cultured in primary CIOM 0 culture medium (P0 generation) 
and P1 generation at different time periods. Scale bar=200 μm.  

 

 
 

图 3  不同 CIOM 培养基培养至第 7 天的类器官   标尺=500 μm. 
Figure 3  Organoids cultured on different CIOM media to the 7th day. Scale bar=500 μm. 
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采用 CIOM 9.1 培养基培养鸡隐窝细胞，可

连续培养 35 d，传 6 代的鸡小肠 3D 类器官(5 d
传代 1 次)，仍保持良好的细胞干性和分化能力

(图 5)。原代培养 5 d 的鸡小肠类器官形态各异

(图 6)，有球形、片状、菜花状、扇形以及梭形等，

并且形成的鸡小肠类器官较大，直径 100–2 000 μm
不等。综上所述，使用本研究中的鸡小肠类器

官培养基可以成功进行鸡小肠类器官的长期稳

定培养。 

2.3  鸡小肠 3D 类器官与鸡肠道组织在形态

学上保持一致 
对鸡小肠 3D 类器官和原始小肠组织进行

形态学观察，HE 染色结果表明，鸡小肠 3D 类

器官可以明显观察到类似隐窝-绒毛结构等，与

原始小肠组织的形态相似(图 7)。 
鸡小肠 3D 类器官透射电镜结果显示，鸡

小肠 3D 类器官是由紧密连接的上皮细胞组成

(图 8A、8B)，并且可以观察到细胞间的紧密连 
 

 
 

图 4  不同 CIOM 培养基培养第 7 天的鸡小肠类器官数量 (A)、类器官直径 (B)和出芽情况 (C)         
#：P<0.05；##：P<0.01；###：P<0.001；####：P<0.000 1 
Figure 4  The number (A), diameter (B) and germination (C) of small intestinal organoids of chickens 
cultured with different CIOM media on day 7. #: P<0.05; ##: P<0.01; ###: P<0.001; ####: P<0.000 1. 

 

 
 

图 5  CIOM 9.1 类器官培养基的传代培养   标尺=500 μm 
Figure 5  Passage culture of CIOM 9.1 organoid medium. Scale bar=500 μm. 
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图 6  CIOM 9.1 培养基原代培养第 5 天的类器官形态   黄色线条代表类器官的直径，单位：μm. 
Figure 6  Organoid morphology on the 5th day of primary culture in CIOM 9.1 medium. The yellow lines 
represent the diameter of the organoids, unit: μm. 

 
 

 
 

图 7  鸡胚小肠组织和 3D 类器官组织 HE 染色   A–B：鸡小肠 HE 切片. C–F：鸡小肠 3D 类器官切片 
Figure 7  HE staining of primary tissues and 3D organoids of chicken embryos’ small intestine. A–B: 
Chicken small intestine HE section. C–F: Chicken small intestine 3D organoid section. 
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接和桥粒结构(图 8C)，以及完整的上皮细胞内

富含高尔基体、线粒体、细胞核、内质网等各

种细胞器，在上皮细胞顶端可见大量排列整齐

的微绒毛(图 8A)。 

2.4  鸡小肠 3D 类器官的表征 
为了表征鸡小肠 3D 类器官上皮细胞的多样

性，进行各种细胞类型标记基因的表达检测，将

原代培养 7 d 的鸡小肠 3D 类器官进行间接免疫荧

光染色和爱尔新蓝 -过碘酸 -雪夫染色 (Alcian 
Blue-Periodic Acid-Schiff , AB-PAS) (图 9和图 10)。 

结果显示，骨架蛋白 F-actin 阳性，表明细胞

富含 F-肌动蛋白；顶端刷缘蛋白(villin)的阳性，

表明吸收肠上皮细胞的存在；F-actin 和 villin 表

达位点被普遍确认是识别基底向外和顶端向外

类器官的结构差异。本研究表明，鸡小肠类器官

是顶端向内的结构。肠上皮细胞间起黏附作用的

E-cadherin 和紧密连接的 ZO-1 蛋白均呈阳性结

果，两者可以一起形成细胞间连接的结构，共同

维持细胞间连接的稳定性和完整性，从而保持细

胞的形态和功能。小肠组织和 3D 类器官的过碘

雪夫酸染色均呈阳性(图 10)，说明构建的 3D 类器

官可以产生黏液蛋白，表明有杯状细胞的存在。 
 

 
 

图 8  原代培养 5 d 的鸡小肠 3D 类器官透射电镜图片   A：上皮细胞微绒毛和细胞器. B：上皮细胞

紧密连接. C：排列整齐的鸡小肠类器官上皮细胞 
Figure 8  Transmission electron microscopy images of 3D organoids in chicken small intestine after 5 days 
of primary culture. A: Epithelial microvilli and organelles. B: Epithelial cell tight junction. C: Chicken small 
intestinal organoid epithelial cells arranged neatly. 

 

 
 

图 9  鸡小肠类器官的表征   标尺=50 μm 
Figure 9  Characterization of small intestinal organoids of chicken. Scale bar=50 μm. 
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图 10  肠道组织和肠 3D 类器官 AB-PAS 染色   黑色箭头所指为杯状细胞 
Figure 10  AB-PAS staining of intestinal tissue and intestinal 3D organoids. The black arrow indicates 
goblet cells. 

 

2.5  鸡小肠 3D 类器官体外培养的遗传特性 
采用 RT-qPCR 方法对体外 P0 代和 P4 代鸡

小肠 3D 类器官的遗传特性进行研究。P4 代与

P0 代相比，小肠 3D 类器官肠干细胞标记基因

LGR5 和祖细胞标记基因 Tff2 mRNA 表达水平

显著升高，吸收性肠上皮细胞 SI 和肠内分泌细

胞标记基因 CHGA mRNA 表达水平显著降低，

潘氏细胞标记基因 LYZ、紧密连接相关蛋白

(ZO-1、OCLN、CLDN1 和 CLDN3)基因表达量

差异无统计学意义(图 11)。这可能与小肠类器

官的分化程度有关。 
 

 
 

图 11  P0 代和 P4 代鸡小肠 3D 类器官不同上皮

细胞和紧密连接相关基因的相对表达量 
Figure 11  Relative expression levels of different 
epithelial cells and closely connected related genes 
in 3D organoids of small intestine in P0 and P4 
generations. ns: Not significant; #: P<0.05; ##: 
P<0.01. 

3  讨论与结论 
目前，关于禽肠道类器官的报道较少。与

哺乳类动物的肠类器官不同，禽肠类器官培养

过程中较少出现出芽样的隐窝。目前，鸡小肠

类器官培养条件尚未统一，在培养过程中原代

不易培养成功且生长缓慢，出芽率较低。而常

规添加的各种生长因子价格昂贵，并且各种生

长因子在不同批次之间的效果也不一致，导致鸡

小肠类器官的培养效果差异巨大、稳定性差。 
肠类器官培养系统主要是由 WNT 和 Notch

两大主信号通路调控的。本研究测量了各种细

胞因子和化合物不同配比联合使用对鸡小肠类

器官的平均形成数量、类器官直径和出芽情况

的影响。结果表明，当使用不含 R-spondin 1 的

培养基时，鸡小肠类器官的生长速度缓慢、形

成率较低、出芽时间长。说明鸡小肠类器官的

存活和快速生长离不开 WNT 激动剂 R-spondin 1，
但不含 R-spondin 1 时鸡小肠类器官也能生长，

这种情况只在鸡肠道类器官出现，具体原因仍

待进一步研究。基于此，在培养基中添加

R-spondin 1、烟酰胺和 N-乙酰半胱氨酸时，发

现鸡小肠类器官形成效率和出芽率基本无变

化。在 L-WRN 条件培养基的制备和稀释时，

有些添加的基础培养基为 advanced DMEM/F12
或 D M E M / F 1 2，本研究结果表明，使用

DMEM/F12 培养基进行鸡小肠类器官的培养 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

4656 

效果较好。Pierzchalska 等 [20]研究发现，添加   
5 µg/mL 前列腺素 E2 (PGE2)可替代 WRN 培养

体系中的 R-spondin l 和 Noggin 而不影响类器

官球的生长。但本研究添加 250 ng/mL PGE2 时，

类器官全部死亡，可能是由于本研究添加的

PGE2 浓度较低。进一步优化培养基成分，在此

培养基中添加 1.5 μmol/L 的 GSK-3α/β 抑制剂

CHIR99021 后，类器官的形成效率和大小明显

增加了 1 倍左右，这与 Zhao 等[21]研究的添加   
3 μmol/L CHIR99021 可以显著增加鸡肠类器官的

平均大小一致。但研究中发现添加 1.5 μmol/L 
CHIR99021 就可以满足需要，进一步降低了类

器官的培养成本。 
此外有研究表明，CHIR99021 在小鼠类器官

中可促进干细胞中的自我更新[22-23]；在海兰鸡中，

CHIR 可上调 3 周龄海兰鸡空肠隐窝类器官中

Olfm4 和 Lgr5 (干细胞生物标志物) mRNA 的表

达水平[8]；相反，也有研究发现 CHIR99021 处

理增加了鸡肠上皮细胞的分化，减少了潘氏细

胞和杯状细胞的分化 [9]。目前尚不清楚为何

CHIR99021 对鸡和小鼠的肠道类器官发育产生

的影响相反。一般来说，类器官直径与干细胞增

殖有关。采用目前的培养基培养鸡小肠隐窝时，

类器官几乎不出芽，当在培养基中添加 0.5 μmol/L 
Jagged-1，不添加 N-乙酰半胱氨酸时，鸡小肠

类器官的出芽情况出现好转，与原始不添加

R-spondin 1 的培养基相比，类器官的形成效率

和出芽率增加了 3 倍，但出芽率仍不足 50%。

Jagged-1 作为 Notch 信号的配体，通过旁分泌

信号在肠干细胞再生中发挥重要作用 [24]。有  
研究显示，Jagged-1 在培养早期对小鼠 ISCs  
的体外扩增至关重要[25]。在隐窝培养基中添加

1 μmol/L Jagged-1 可以促进猪隐窝细胞的良好

生长[26]。在本研究中，添加成纤维细胞生长因

子后，发现鸡肠类器官的出芽率有所提高，且

出现大量芽样组织。当分别添加 FGF2、FGF4、
FGF10 或联合添加时，鸡小肠类器官形成效率

和出芽率无明显变化，基于经济考虑，将添加

50 ng/mL FGF2 作为本研究的最优培养基。 
已知 Wnt 和 FGF 信号明确内胚层走向中/后

肠命运(后分化)。前人对小鼠和鸡的研究表明，

Wnt和FGF信号通路是抑制前发育和促进后内胚

层形成至中肠和后肠的必要条件[13-14]。在后肠发

育机制研究中，发现 FGF4 促进中胚层扩张和

形态发生[15]。Ameri 等[16]探讨 FGF2 在小鼠和

人类前肠内胚层形成中的作用，发现 FGF2 在

人类前肠内胚层模式中的功能是保守的。然而，

高浓度 FGF2 对前肠-中肠的后分化活性表明，

FGF4 在低等脊椎动物中的作用可能在进化过程

中被 FGF2 所取代，这种差异可能是由于之前的

小鼠和鸡研究只检测了低 FGF2 浓度(1–10 ng/mL)
的原因[13,17]。前人研究报道称 FGF10 对于小鼠

十二指肠[18]和盲肠[19]的正常发育至关重要。采

用免疫染色法对 FGF10 低形态的分化分析表

明，FGF10 对上皮和间质的分化并不关键，但在

隐窝形成中起重要作用 [27]。而本研究使用的

FGF2 浓度较高，鸡属于低等动物，所以添加

FGF2 和 FGF4 后无明显变化，具体机制仍待进

一步探索。 
本研究采用 L-WRN 条件培养基，未添加

Wnt-3A 细胞因子，添加了更低量的 Wnt/β-catenin
信号通路激活剂 CHIR99021 (1.5 µmol/L)、Y-27632 
(5 μmol/L) 和 Notch 信 号 激 活 剂 Jagged-1     
(0.5 µmol/L)，此外还添加了成纤维细胞因子家

族的 FGF-2 (50 ng/mL)，不仅大大减少类器官

的培养成本，并且添加的这几种成分能够相互

配合起到协同作用，提高类器官的形成效率、快

速增殖和分化，显著提高细胞干性的维持效果。 
本研究对鸡小肠类器官的隐窝分离方法进

行改进，首先采用 5 种抗生素清洗肠道组织，
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EDTA 消化肠道组织后，涡旋振荡仪振荡后收

集隐窝细胞，最后采用差速离心法收集到干净

且密度较高的隐窝细胞，能够减少类器官培养

时的污染，大大提高了鸡小肠类器官样本的成

功率。 
本研究成功地培养出了鸡小肠隐窝衍生可

以出芽的小肠类器官，并能稳定传代。连续传

代 35 d，3D 类器官肠腔周围独特的隐窝和绒毛

结构可以长期保持(传代达到 6 代以上)。通过对

鸡小肠 3D 类器官和原始鸡肠组织进行形态学

比较可知，HE 切片染色的鸡小肠 3D 类器官可

以明显地看到类似的隐窝绒毛样结构，透射电

镜可以看到鸡小肠 3D 类器官是由紧密连接的

上皮细胞组成，可以看到细胞间的紧密连接和

桥粒结构、大量排列整齐的微绒毛等，重现了

部分肠道的原始拓卜结构。AB-PAS 染色发现，

鸡小肠 3D 类器官与原始小肠组织一样均呈阳

性，表明构建的小肠类器官可以像肠道一样分

泌黏蛋白，具有抵御病原微生物的作用。本研

究首次对顶端向内的鸡小肠 3D 类器官进行 HE
切片染色、透射电镜和 AB-PAS 染色观察。与

Nash 等 [10]建立的顶端向外的鸡漂浮类器官一

样，均能观察到细胞间的紧密连接和排列整齐

的微绒毛；此外，通过间接免疫荧光实验在鸡

小肠类器官中还发现肠细胞(villin、F-actin)和肠

黏附连接的 E-cadherin 和细胞间连接的 ZO-1 蛋

白标记物，表明类器官在 ISCs 分化过程中包含

多种细胞类型；未检测到肠内分泌细胞(ChgA)、
Paneth 细胞(LYZ)、干细胞(SOX9)和杯状细胞

(MUC2)的标记物，同样也未检测到增殖标志物

Ki67，与 Kang 等[28]检测结果一致，这可能都是

因为在类器官鉴定中使用了不合适的抗体。本

研究采用 RT-qPCR 方法对鸡小肠类器官体外培

养特性研究，进一步证明了鸡小肠类器官与原

始肠道组织具有相似的细胞组成，而且这些性

状可以稳定传代；结果表明，随着传代次数的

增加，小肠 3D 类器官干细胞相关标记基因

LGR5 和 Tff2 mRNA 表达水平显著升高，分化

的肠上皮细胞相关标记基因 SI 和 CHGA mRNA
表达水平显著降低。这种基因水平表达的变化

可能与传代过程中类器官的细胞干性和分化程

度相关。 
综上所述，本研究以 L-WRN 条件培养基

为基础，通过筛选不同细胞因子单独或联合使

用对鸡肠隐窝发育的影响，成功优化出了适合

鸡小肠类器官生长的培养基。构建的鸡小肠 3D
类器官从结构上与体内肠道组织相仿，具有较接

近肠道的生理功能，为鸡肠道系统的研究提供了

有价值的体外模型，具有一定的应用潜力。 
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