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[摘  要]  目的：构建胆管癌（CCA）患者来源癌组织类器官（PDO）模型，并评估其在检测顺铂与吉西他滨单药及联合用药敏感

性中的应用价值。方法：收集4例经病理确诊、术前未行系统治疗的胆管癌患者的肿瘤组织，采用基质胶三维培养法构建PDO

模型，并通过苏木精-伊红（H-E）染色法、免疫组化（IHC）法及全外显子组测序（WES）验证其与原发肿瘤的组织学形态及遗传特

征一致性。对稳定传代的PDO采用三磷酸腺苷（ATP）法进行药物敏感性检测，拟合剂量-反应曲线计算 IC50；并通过Chou-Talalay

方法计算联合指数（CI）评估协同作用。结果：成功构建3例可稳定传代超过7代的CCA的PDO模型，H-E和 IHC结果显示PDO

模型与原代肿瘤组织高度一致，WES显示配对 PDO保留了其来源组织约 78.4%的遗传变异。3例 PDO对顺铂的 IC50分别为 

（277.50 ± 4.056）、（9.129 0 ± 1.012）及（115.50 ± 3.034） μmol/L；对吉西他滨的 IC50分别为（0.581 8 ± 0.020）、（0.012 1 ± 0.008）及

（0.048 9 ± 0.004） μmol/L，显示显著个体差异。联合用药实验中，PDO#1表现为显著协同作用（CI = 0.116~0.573）；PDO#2在低剂

量出现拮抗，部分中等剂量呈协同；PDO#3在低剂量出现拮抗，在中剂量呈协同，而在高剂量再次出现拮抗（最高组CI ≈ 1.99），表

明该药物组合的协同作用仅限定于一个剂量范围内。结论：本研究构建的CCA的PDO模型能再现原代肿瘤组织的形态学及遗

传学特征，有效模拟患者肿瘤的药物反应异质性，为临床个性化治疗方案的选择和优化提供了高效、可靠的检测平台。
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[Abstract] Objective: To construct patient-derived organoid (PDO) models of cholangiocarcinoma (CCA) and evaluate their 

application values in assessing the drug sensitivity to cisplatin and gemcitabine, both as single agents and in combination. Methods: 

TTumor tissues were collected from four patients with pathologically confirmed cholangiocarcinoma who had not received any prior 

systematic treatment. PDO models were constructed using matrigel 3D cultures. The consistency of histological morphology and 

genetic characteristics between PDO and primary tumors was validated by hematoxylin-eosin (H-E) staining, immunohistochemistry 

(IHC) and whole-exome sequencing (WES). Drug sensitivity of stably passaged PDO was detected using the adenosine triphosphate 

(ATP) assay, and dose-response curves were used to calculate the half-maximal inhibitory concentration (IC50). Synergistic effects were 

evaluated by calculating the combination index (CI) through the Chou-Talalay method. Results: PDO models for three CCA strains 

capable of stable subculturing for over seven generations were successfully constructed. H-E staining and IHC results demonstrated 

high consistency between the PDO models and the primary tumors. WES analysis revealed that the paired PDO retained approximately 

78.4% of the genetic variations present in the source tissues. The IC50 values of the three PDO for cisplatin were (277.50 ± 4.056), 

(9.129 0 ± 1.012), and (115.50 ± 3.034) μmol/L, respectively, while the IC50 values for gemcitabine were (0.581 8 ± 0.020), (0.012 1 ± 

0.008), and (0.048 9 ± 0.004) μmol/L, indicating significant inter-individual differences. In the combination therapy experiment, PDO#1 

exhibited a significant synergistic effect (CI = 0.116-0.573); PDO#2 showed antagonism at low doses and synergy at moderate doses; 
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PDO#3 displayed antagonism at low doses, synergy at moderate doses, and a return to antagonism at high doses (CI ≈ 1.99 in the 

highest concentration group). These results indicated that the synergistic effect of the drug combination was strictly confined to a 

specific dose range. Conclusion: The CCA PDO model faithfully reproduces the morphological and genetic features of the original 

tumor, and effectively simulates the heterogeneous drug response patterns in patients' tumors, which provides an efficient and reliable 

platform for selecting and optimizing personalized clinical treatment strategies.

[Key words]  cholangiocarcinoma (CCA); organoid; drug sensitivity; cisplatin; gemcitabine

[Chin J Cancer Biother, 2025, 32(11): 1121-1127. DOI：10.3872/j.issn.1007-385x.2025.11.003]

胆管癌（cholangiocarcinoma, CCA）是一种起源

于胆管上皮、恶性程度较高的消化道肿瘤，近年来其

发病率呈上升趋势，患者预后极差，5年总体生存率

不足 10%[1-2]。由于早期症状隐匿且缺乏特异性诊断

标志物，约70%的患者确诊时已进展至晚期，丧失根

治性手术机会[3]。目前，联合顺铂和吉西他滨的化疗

是晚期 CCA 的一线化疗方案，但患者响应率仅为

20%~40%，且个体差异显著[4]。这种异质性凸显了开

发个性化治疗策略的紧迫性。近年来，患者来源类

器官（patient-derived organoid, PDO）技术为肿瘤精准

医疗提供了新工具。PDO通过体外三维培养保留原

发肿瘤的组织结构、基因突变谱和药物敏感性，已被

广泛应用于结直肠癌、乳腺癌等实体瘤的研究[5]。在

CCA领域，初步研究[6]表明 PDO能准确预测患者对

化疗的临床反应，但其在联合用药筛选中的应用仍

需系统验证。本研究旨在建立CCA的PDO模型，通

过整合形态学、分子标志物分析和药物敏感性测试，

评估其在个性化药物筛选中的可行性。研究结果将

为CCA的精准治疗提供实验依据，并推动PDO技术

的临床转化。

1  材料与方法

1.1  主要材料与试剂

CCA组织样本取自2023年1月至2024年1月于福

建医科大学附属协和医院肝胆外科接受手术的4例患

者，所有病例均经病理确诊且术前未进行任何治疗。

患者的人口统计学特征、临床特点以及用于建立PDO

的组织样本信息均在表1中呈现。本研究的实验方案

已经福建医科大学附属协和医院伦理委员会的审查并

获得批准（批准编号：2022KJT032）。

表1    患者临床信息

类器官编号

PDO#1

PDO#2

PDO#3

性别

男

女

女

男

年龄/岁

67

57

70

70

肿瘤

CCA

CCA

CCA

CCA

pT

T2

T1

T3

T4

pN

N1

N0

N0

N0

pM

M0

M0

M0

M0

分期

ⅢB

Ⅱ

ⅢA

ⅢB

组织消化液、组织保存液和CCA类器官培养液购

自中国苏州bioGenous公司，基质胶购自美国Corning公

司，小鼠抗人细胞角蛋白7（cytokeratin 7, CK7）抗体购

自美国 Abcam 公司，辣根过氧化物酶（horseradish 

peroxidase, HRP）标记的山羊抗小鼠 IgG抗体购自美国

Cell Signaling Technology公司，顺铂和吉西他滨购自美

国MCE公司，三磷酸腺苷（adenosine triphosphate, ATP）

试剂盒购自美国Promega公司，DNA提取试剂盒购自

德国QIAGEN公司。

1.2  基质胶三维培养构建CCA的PDO模型

在无菌条件下获取新鲜CCA组织，置于预冷的

组织保存液中转至实验室。组织经含 1%青霉素/链

霉素双抗的PBS充分漂洗，去除坏死组织、纤维化组

织、脂肪和血污后，剪碎成 0.5~1 mm³的小块。加入

组织消化液于37 °C消化30 min，待组织消化为松散

结构时，加入等体积含 10%胎牛血清的培养基终止

消化，经 100 μm滤网过滤获得单细胞悬液。细胞以

1 × 106个/mL密度与基质胶（ > 70%）冰上混匀后，取

50 μL 接种至 24 孔板，37 °C 固化 15 min，每孔加入

500 μLCCA的PDO模型培养液进行三维培养。传代

时收集类器官-基质胶复合物，经消化、离心后按相同

条件重新接种培养。

1.3  苏木精-伊红（H-E）染色法观察 CCA 组织和

PDO的组织学特征

将 CCA 组织和 PDO 置于 4% 多聚甲醛中，于

4 ℃下固定24 h，随后进行石蜡包埋。将包埋后的组

织切成约5 μm的切片，经烤片处理后，依次使用二甲

苯进行脱蜡、梯度乙醇进行水化，每个步骤处理

5 min。最后用PBS洗涤 3次，每次 5 min。参照标准

流程进行 H-E染色：苏木精核染3~8 min，伊红胞质染

1~3 min。染色后的切片经梯度乙醇脱水，二甲苯透

明化，最后封片、晾干，于显微镜下观察拍照。
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1.4  免疫组化（IHC）法检测 CCA 组织和 PDO 中

CK7蛋白的表达

IHC 检测包括抗原修复、非特异性封闭（使用

5% BSA）、一抗 CK7（稀释比例 1∶200） 4 ℃反应过

夜、HRP 标记二抗（稀释比例 1∶1 000）室温孵育及

DAB显色等步骤。最后经脱水透明后封片，于倒置

显微镜下观察并采集图像进行分析。

1.5  全外显子组测序鉴定基因

收集构建的CCA的 PDO模型及其对应的原代

组织，使用DNA提取试剂盒提取基因组DNA，后送

到北京诺禾致源（Novogene）生物科技公司进行全外

显子组测序（whole-exome sequencing, WES），并进行

相关分析。

1.6  ATP法检测PDO在顺铂和吉西他滨不同浓度下

的药物敏感性

取第3至5代的CCA的PDO模型，经消化制备成

单细胞悬液。调配含有1 × 103个单细胞的8 μL 80%基

质胶溶液，接种至 96孔板中，于37 ℃固化10 min后

培养48 h。随后，分别加入顺铂（0~100 μmol/L）和吉西

他滨（0~1 μmol/L）两种药物，每种药物设置8个连续稀

释浓度进行处理。药物持续作用120 h后，采用ATP法

检测细胞活力，通过拟合浓度-响应曲线评估单药敏感

性，并运用Chou-Talalay方法计算联合指数（combination 

index, CI）以评估药物联用效果：CI < 1提示协同作用，

CI = 1 为相加效应，CI > 1 则表明拮抗作用。采用

CompuSyn等专业软件绘制CI-效应曲线，定量分析药

物联用效果。

1.7  统计学处理

以上主要实验均独立重复 3次。采用GraphPad 

Prism 9.0软件对实验数据进行分析，符合正态分布的

计量数据以 x̄ ± s 表示。两组间差异分析用独立样本

t检验，多组间差异用单因素方差分析，以P < 0.05或

P < 0.01表示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  CCA的PDO模型成功构建

本研究从获取的 4例CCA肿瘤组织样本中，成

功构建了 3例可稳定扩增的CCA的PDO模型，均能

稳定传代超过7代。这些CCA的PDO模型在培养过

程中呈现出典型的囊状特征，同时展现出良好的生

长活性，能够持续生长和分裂，形成具有三维结构的

细胞团（图1）。

展示原代、第1代至第7代PDO在不同培养时间点（第0、3和7天）的显微镜下结构特征（比例尺 = 100 μm）。

图1    PDO培养体系的动态形态学观察（PDO#1）
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2.2  CCA的 PDO模型与原代肿瘤组织形态学表征

一致

H-E染色结果（图 2A）显示，CCA的PDO模型的

细胞形态特征与原代肿瘤组织之间具有高度一致

性。IHC分析结果（图 2B）显示，PDO模型稳定表达

了CCA原代肿瘤的关键分子标志物（CK7），其表达

模式与来源肿瘤组织高度一致。

A： CCA组织和CCA的PDO模型的H-E染色；B： CCA组织和CCA的PDO模型的 IHC染色对比图。比例尺 = 50 µm。

图2    CCA的PDO模型的构建及与原代肿瘤组织一致性鉴定

2.3  CCA的PDO模型与原代肿瘤的遗传特征一致

WES测序结果（图3）显示，PDO与原代肿瘤的遗

传特征一致。突变谱特征分析结果（图 3A）显示，配

对类器官培养体系保留了原代组织 78.4%的遗传变

异。碱基替换分布的对比分析结果（图 3B）显示，

PDO与原代肿瘤组织的单碱基替换谱高度一致，其

中T > C转换占比最高，G > A转换次之；而G > C、

G > T、C > A及T > A转换的发生频率相对较低。此

外，对肿瘤相关突变基因的对比分析结果（图 3C）显

示，原代组织中绝大多数肿瘤相关基因突变在其对

应PDO模型中均得以保留。同时，外显子变异情况

对比结果（图 3D）显示，外显子区域的变异负荷在两

类样本间也保持高度一致。

2.4  CCA的PDO模型的药物敏感性存在个体差异

通过ATP法分析不同药物浓度的剂量反应，结

果（图4A、B）显示，不同患者来源的PDO对相同药物

的敏感性存在显著差异，且同一患者来源的PDO对

不同药物的敏感性也各不相同。IC50分析进一步量

化了这一现象：3个PDO模型对顺铂（图 4C）和吉西

他滨（图 4D）的 IC50值差异明显，且同一模型对两种

药物的敏感性也各不相同。

2.5  吉西他滨与顺铂联合用药在 PDO中呈现显著

的瘤间异质性与剂量依赖性协同效应

进一步评估 3种PDO模型中吉西他滨与顺铂的

联合用药效应，呈现出显著的瘤间异质性（图5）。基

于 Chou-Talalay CI 的定量分析结果（表 2）显示：

PDO#1 表现为显著协同作用（CI = 0.116~0.573）；

PDO#2评估结果显示典型的剂量依赖性效应：最低

剂量组（吉西他滨 0.004 μmol/L + 顺铂 0.39 μmol/L）

呈现强拮抗（CI = 6.37）；在吉西他滨0.008~0.5 μmol/L 

+ 顺铂0.78~50 μmol/L范围内均显示协同（CI = 0.25~

0.79），峰值协同出现在 0.016 μmol/L + 1.56 μmol/L
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A：在原代组织和相应PDO中鉴定的变异之间的相关图；B：关于PDO及其原代组织中碱基替换分布的对比分析图；C：PDO与原

代组织中共同突变特征的整合分析；D：在原代组织和相应PDO中外显子突变类型。

图3    PDO与原代肿瘤组织的遗传学特征对比分析

A、B：ATP检测不同PDO对顺铂（A）和吉西他滨的（B）敏感性；C、D：不同PDO对顺铂（C）和吉西他滨（D）的剂量反应拟合曲线及

IC50值比较。*P < 0.05; **P < 0.01。

图4  PDO模型的药物敏感性筛选

组合（CI = 0.25）；最高剂量组（1 μmol/L + 100 μmol/L）

CI回升至 1.09，协同效应消失。PDO#3的联合用药

效应呈现非线性剂量响应：在最低测试剂量（吉西他

滨0.003 91 μmol/L + 顺铂0.390 63 μmol/L）即显示显
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著拮抗（CI = 2.029），随剂量升高至吉西他滨0.0156~

0.062 5 μmol/L + 顺铂 1.562 5~6.25 μmol/L区间时转

为协同（CI = 0.710~0.573）；但当剂量继续增加（吉西

他滨 ≥ 0.125 μmol/L + 顺铂 ≥ 12.5 μmol/L）后，CI值

回升至 > 1.4（最高剂量组CI = 1.987），表明该模型存

在明确的协同剂量窗口。

3  讨  论

本研究成功构建了CCA的PDO模型，其形态结

构和遗传特征与原代肿瘤组织高度一致，证实了

PDO在模拟肿瘤生物学特性方面的可靠性，与既往

研究[7]结果相符，进一步支持 PDO 作为临床前研

究模型的适用性。药敏实验所揭示的显著个体

差异，凸显了 PDO 在捕捉CCA异质性方面的独特

价值。例如，PDO#2对顺铂的敏感性提示其可能存

在DNA修复通路（如同源重组修复）的缺陷[8-9]，未来

可通过WES验证 PDO#2是否携带同源重组修复通

路相关突变。而不同模型对吉西他滨的代谢效率差

异则可能与脱氧胞苷激酶（deoxycytidine kinase, 

DCK）、磷酸酶张力蛋白同源物（phosphatase and 

tensin homolog，PTEN）等代谢关键蛋白的表达水平

不同有关[10]。这些发现初步验证了模型的有效性，为

在个体化水平深入探究药物反应机制提供了可能。

ATP法检测PDO#1、PDO#2和PDO#3对吉西他滨联合顺铂的

敏感性

图5    吉西他滨与顺铂在PDO中的联合用药效果

表2    PDO#1、、PDO#2、、PDO#2中吉西他滨与顺铂联合给药的剂量组合与联合指数（CI）

吉西他滨/（μmol·L-1)

0.003 91

0.007 81

0.015 63

0.031 25 

0.062 50

0.125 00

0.250 00

 0.500 00

1.000 00

顺铂/（μmol·L-1)

0.390 63

0.781 25

1.562 50

3.125 00

6.250 00

12.500 00

25.000 00

50.000 00

100.000 00

联合抑制率/%

PDO#1

15.0

17.5

35.0

42.0

44.5

44.0

52.5

61.0

64.0

PDO#2

23.5
48.5
68.0
64.5
76.0
83.0
83.5
92.0
91.0

PDO#3

15.0

23.5

37.0

45.5

56.5

54.0

61.0

67.0

73.5

CI

PDO#1

0.226 00

0.318 00

0.116 00

0.138 00

0.230 00

0.477 00

0.525 00

0.573 00

0.917 00

PDO#2

6.365 66
0.793 17
0.247 04
0.693 85
0.439 22
0.402 72
0.758 71
0.460 42
1.089 28

PDO#3

2.028 68

1.317 67

0.710 89

0.699 01

0.573 21

1.405 83

1.576 28

1.863 12

1.986 84

本研究的另一重要发现在于揭示了药物协同作

用的复杂性。尽管PDO#1中观察到的显著协同效应

（CI = 0.116~0.573）与ABC-02临床试验结果[11]一致，

支持吉西他滨联合顺铂作为一线方案的科学性，但

PDO#3所呈现的“低剂量拮抗→中剂量协同→高剂

量再拮抗”三阶段模式更具启示意义。这种非线性

剂量效应表明，临床联合用药不能一概而论，低剂量

拮抗的出现提示对于部分患者而言，传统剂量递减

策略可能反而激活促生存信号（如 MUC4-AKT 通

路[12]）或导致疗效下降，而高剂量下的效应逆转则可

能与药物代谢饱和有关[13]。因此，PDO模型的价值不

仅在于预测有效方案，更在于规避潜在有害剂量，为

实现精准剂量锁定提供了参考。例如，产生协同效

应的吉西他滨剂量范围（0.015 6~0.0625 μmol/L）可

为剂量爬坡试验提供参考，尤其适用于肝功能不全

患者的剂量调整。而PDO#3类患者则或需替换顺铂

为与吉西他滨协同性更稳定的奥沙利铂[14]。

尽管PDO模型在CCA研究中展现出显著优势，

但其临床应用仍面临培养时效性与肿瘤微环境模拟

两大关键挑战[15-17]。目前4~6周的培养周期与晚期患

者 12个月的中位生存期存在明显时间差[18]，亟需通

过开发自动化培养系统、优化培养基配方及建立类

器官冻存库等技术手段缩短周期。同时，现有模型

缺乏免疫成分的参与限制了其对免疫治疗方案的评

估能力，未来可通过建立PDO-免疫细胞共培养体系

或采用生物打印技术来更真实地模拟肿瘤微

环境[19-20]。

综上所述，本研究初步证实了PDO在临床决策
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支持和转化研究方面的双重核心价值，强化了其作

为连接基础研究与临床实践的桥梁作用。它不仅是

研究肿瘤生物学和药物反应机制的临床前工具，更

是实现精准医疗的关键平台。未来，通过推进标准

化流程和大规模前瞻性临床研究，有望最终实现“类

器官指导的个体化治疗”这一愿景。
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