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本发明涉及一种细胞培养溶液，其包含骨形

态发生蛋白的抑制剂、糖原合成酶激酶‑3β的抑

制剂、与含富亮氨酸重复G蛋白偶联受体5结合的

试剂和组蛋白脱乙酰基酶抑制剂。
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1.CHIR99021和丙戊酸钠盐在制造用于增加有需要的受试对象的上皮组织内的LGR5阳

性上皮干细胞的药物中的应用，所述应用包括量足以增加上皮组织内的LGR阳性上皮干细

胞的CHIR99021和丙戊酸钠盐，其中所述上皮干细胞存在于所述受试对象的内耳中，其中所

述受试对象的内耳中的Corti器官的感觉毛细胞受到损害。

2.如权利要求1所述的应用，其中所述应用增加所述受试对象中的内耳干细胞的增殖。

3.如权利要求1所述的应用，其中所述受试对象是人。

4.如权利要求1所述的应用，其中所述CHIR99021和所述丙戊酸钠盐同时施用。

5.如权利要求1所述的应用，其中所述CHIR99021和所述丙戊酸钠盐依次施用。

6.如权利要求1所述的应用，其中所述CHIR99021以0.1mg/kg/日至100mg/kg/日的量施

用。
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一种细胞培养溶液

[0001] 本申请是分案申请，其原申请的国际申请号为PCT/US2014/023197，中国国家申请

号为201480027151.4，申请日为2014年3月11日，发明名称为“用于上皮干细胞扩增和培养

的组合物和方法”。

[0002] 相关申请的交叉引用

[0003] 本申请要求提交于2013年3月14日的美国临时申请61/783 ,245号的基于35 

U.S.C.§119(e)的权益，本文通过援引并入其整体内容。

[0004] 政府资助

[0005] 本研究由美国国家牙科和颅面研究学会基金DE013023号所资助。美国政府享有本

发明的某些权利。

背景技术

[0006] 主动自我更新并被组织化为隐窝(Crypt)和绒毛的上皮细胞单层覆盖着小肠。近

来据显示，小肠上皮的更新受驻留在这些隐窝底部的Lgr5+小肠干细胞(ISC)所驱动

(Barker等，2007)。可分离并体外培养Lgr5+干细胞以形成含有隐窝‑绒毛结构的类器官，所

述类器官重现天然小肠上皮(Sato等，2009)。虽然这些干细胞能扩增为类器官形式的多通

道，但现有培养条件对自我更新和分化几乎甚至完全没有提供任何控制。典型的培养物由

包括干细胞和分化细胞的异源细胞群组成(Sato等，2009)。特别地，Lgr5+干细胞在体外和

体内的自我更新和增殖均依赖于Lgr5+干细胞与另一种称为潘氏细胞(paneth  cell)的隐

窝细胞类型之间的直接细胞接触，这使得控制培养物中Lgr5+干细胞的命运的能力显著复

杂化并受到限制。无法有效扩增Lgr5+干细胞极大地限制了这种生物学转化为疗法，其中同

源干细胞培养和有效的规模放大过程在移植前至关重要。而且，仍然需要开发用于将扩增

的上皮组织离体移植至受损的接受者器官中的改善的临床定向的系统。

发明内容

[0007] 在一方面，本发明提供了细胞培养溶液。

[0008] 在一个实施方式中，本发明提供了包含骨形态发生蛋白的抑制剂、糖原合成酶激

酶‑3β的抑制剂、与含富亮氨酸重复G蛋白偶联受体5结合的试剂和组蛋白脱乙酰基酶抑制

剂的细胞培养溶液。在一个实施方式中，所述糖原合成酶激酶‑3β的抑制剂可以为

CHIR99021，所述与含富亮氨酸重复G蛋白偶联受体5结合的试剂可以是R‑spondin  1，且所

述HDAC抑制剂可以是丙戊酸。

[0009] 在另一个实施方式中，本发明提供了包含骨形态发生蛋白的抑制剂、至少约3μM的

CHIR99021和组蛋白脱乙酰基酶抑制剂的细胞培养溶液。

[0010] 在再一个实施方式中，本发明提供了包含骨形态发生蛋白的抑制剂、与含富亮氨

酸重复G蛋白偶联受体5结合的试剂、Wnt激动剂和HDAC6抑制剂的细胞培养溶液。

[0011] 在又一个实施方式中，本发明提供了包含骨形态发生蛋白的抑制剂、R‑spondin 

1、氯化锂和组蛋白脱乙酰基酶抑制剂的细胞培养溶液。
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[0012] 在另一个实施方式中，本发明提供的组蛋白脱乙酰基酶抑制剂是Pan‑HDAC抑制

剂。所述Pan‑HDAC抑制剂可以选自由丙戊酸、曲古霉素A、辛二酰苯胺异羟肟酸和辛二酰异

羟肟酸(SBHA)组成的组。

[0013] 在再一个实施方式中，本发明提供的组蛋白脱乙酰基酶抑制剂是HDAC6抑制剂。所

述HDAC6抑制剂可以选自由土巴星、土巴他汀A和化合物7组成的组。

[0014] 在另一个实施方式中，本发明提供了可以选自由以下物质组成的组的骨形态发生

蛋白的抑制剂：头发生素、脊索发生素、卵泡抑素、DAN、含DAN半胱氨酸结结构域的蛋白、骨

硬化蛋白(Sclerostin)、原肠形成蛋白(Twisted  Gastrulation)、子宫敏感性相关基因‑1、

结缔组织生长因子、抑制素、BMP‑3和Dorsomorphin。

[0015] 在又一个实施方式中，本发明提供了可以选自由以下物质组成的组的糖原合成酶

激酶‑3β的抑制剂：CHIR99021、LiCl、BIO‑丙酮肟、CHIR98014、SB  216763、SB  415286、3F8、

肯帕罗酮(Kenpaullone)、1‑氮杂肯帕罗酮(1‑Azakenpaullone)、TC‑G  24、TCS  2002、AR‑A 

014418、TCS  21311、TWS  119、BIO‑丙酮肟、10Z‑海门地塞、GSK‑3β抑制剂II、GSK‑3β抑制剂

I、GSK‑3β抑制剂XXVII、GSK‑3β抑制剂XXVI、FRATtide肽、Cdk1/5抑制剂和Bikinin。

[0016] 在另一个实施方式中，本发明提供了与含富亮氨酸重复G蛋白偶联受体5结合的试

剂，其可以选自由R‑spondin  1、R‑spondin  2、R‑spondin  3和R‑spondin  4组成的组。

[0017] 在再一个实施方式中，本发明提供了可以选自由以下物质组成的组的Wnt激动剂：

Wnt‑1/Int‑1、Wnt‑2/Irp(Int‑I‑相关蛋白)、Wnt‑2b/13、Wnt‑3/Int‑4、Wnt‑3a、Wnt‑4、Wnt‑

5a、Wnt‑5b、Wnt‑6、Wnt‑7a、Wnt‑7b、Wnt‑8a/8d、Wnt‑8b、Wnt‑9a/14、Wnt‑9b/14b/15、Wnt‑

10a、Wnt‑10b/12、Wnt‑11、Wnt‑16、R‑spondin  1、R‑spondin  2、R‑spondin  3、R‑spondin  4、

诺里病蛋白(Norrin)、CHIR99021、LiCl、BIO((2'Z,3'E)‑6‑溴靛红‑3’‑肟)、CHIR98014、SB 

216763、SB  415286、3F8、肯帕罗酮、1‑氮杂肯帕罗酮、TC‑G24、TCS  2002、AR‑A  014418、2‑氨

基4‑[3 ,4‑(亚甲基二氧)苄基‑氨基]‑6‑(3‑甲氧基苯基)嘧啶、IQ  1、DCA、QS  11、WAY‑

316606、(杂)芳基嘧啶、10Z‑海门地塞、TCS  21311、TWS  119、GSK‑3抑制剂IX、GSK‑3抑制剂

IV、GSK‑3β抑制剂II、GSK‑3β抑制剂I、GSK‑3β抑制剂XXVII、GSK‑3β抑制剂XXVI、FRATtide、

Cdk1/5抑制剂、Bikinin和1‑氮杂肯帕罗酮。

[0018] 在又一个实施方式中，本发明提供了包含头发生素(Noggin)、R‑spondin  1、

CHIR99021和Atoh1抑制剂的细胞培养溶液。所述Atoh1抑制剂可以是抑制性核酸。

[0019] 在另一个实施方式中，本发明提供了还包含表皮生长因子和/或Notch激动剂的细

胞培养溶液。所述Notch激动剂可以选自由Notch1抗体(N1Ab)、Delta  1、Delta样3、Delta样

4、Jagged  1、Jagged  2、DSL肽和Delta  D组成的组。

[0020] 在再一个实施方式中，本发明提供了约5ng/ml至约500ng/ml的EGF、约5ng/ml至约

500ng/ml的头发生素、约50ng/ml至约1000ng/ml的R‑spondin、约0.1μΜ至约10μΜ的

CHIR99021和约0.1mM至约5mM的丙戊酸。

[0021] 在另一方面，本发明提供了包括本发明的细胞培养溶液的细胞培养系统。

[0022] 在一个实施方式中，本发明提供了一种细胞培养系统，其包括：

[0023] i)上皮干细胞或上皮祖细胞，或者上皮干细胞或上皮祖细胞的群体；

[0024] ii)R‑spondin  1；

[0025] iii)CHIR99021；
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[0026] iv)组蛋白脱乙酰基酶抑制剂；和

[0027] v)可选的骨形态发生蛋白的抑制剂。

[0028] 在另一个实施方式中，本发明提供了一种细胞培养系统，其包括：

[0029] i)上皮干细胞或上皮祖细胞，或者上皮干细胞或上皮祖细胞的群体；

[0030] ii)R‑spondin  1；

[0031] iii)CHIR99021；

[0032] iv)Atoh1抑制剂；和

[0033] v)可选的骨形态发生蛋白的抑制剂。

[0034] 在另一个实施方式中，本发明提供了一种细胞培养系统，其包括：

[0035] i)上皮干细胞或上皮祖细胞，或者上皮干细胞或上皮祖细胞的群体；

[0036] ii)R‑spondin  1；

[0037] iii)氯化锂；

[0038] iv)组蛋白脱乙酰基酶抑制剂；和

[0039] v)可选的骨形态发生蛋白的抑制剂。

[0040] 在另一个实施方式中，本发明提供了一种细胞培养系统，其包括：

[0041] i)上皮干细胞或上皮祖细胞，或者上皮干细胞或上皮祖细胞的群体；

[0042] ii)R‑spondin  1；

[0043] iii)Wnt激动剂；

[0044] iv)HDAC6抑制剂；和

[0045] v)可选的骨形态发生蛋白的抑制剂。

[0046] 在另一个实施方式中，本发明的细胞培养系统包含可以包含LGR5阳性干细胞的上

皮干细胞和上皮干细胞的群体。

[0047] 在另一个实施方式中，本发明的细胞培养系统中的上皮干细胞或上皮祖细胞的群

体占所述系统中细胞的至少30％、85％、90、95％或99％。

[0048] 在另一个实施方式中，本发明提供了一种细胞培养系统，其包括：

[0049] i)肿瘤类器官；

[0050] ii)与含富亮氨酸重复G蛋白偶联受体5结合的试剂；

[0051] iii)Wnt激动剂；

[0052] iv)组蛋白脱乙酰基酶抑制剂或Atoh1抑制剂；和

[0053] v)可选的骨形态发生蛋白的抑制剂。

[0054] 在另一个实施方式中，本发明提供了包括粘膜下层基底、包含胶原蛋白的涂层以

及包含由上皮干细胞、包含上皮干细胞的分离组织和/或上皮类器官组成的组的任意成员

的细胞层的细胞培养系统。所述包含胶原蛋白的涂层可以处于上皮干细胞、包含上皮干细

胞的分离组织或上皮类器官的上方或将其包围。所述包含胶原蛋白的涂层也可以处在SIS

基底与上皮干细胞、包含上皮干细胞的分离组织或上皮类器官之间。所述粘膜下层基底可

以包含SIS，并可进一步包含表皮生长因子、骨形态发生蛋白、与含富亮氨酸重复G蛋白偶联

受体5结合的试剂、Wnt激动剂、Y‑27632和组蛋白脱乙酰基酶抑制剂。所述细胞培养系统可

以进一步包含本发明的细胞培养溶液，包括包含骨形态发生蛋白的抑制剂、与含富亮氨酸

重复G蛋白偶联受体5结合的试剂、Wnt激动剂、Y‑27632和组蛋白脱乙酰基酶抑制剂的溶液。
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[0055] 在另一个实施方式中，本发明提供了包括粘膜下层基底以及上皮干细胞、包含上

皮干细胞的分离组织或上皮类器官的细胞培养系统，其中所述粘膜下层基底包含表皮生长

因子、骨形态发生蛋白、R‑spondin  1、CHIR99021、Y‑27632和组蛋白脱乙酰基酶抑制剂。该

细胞培养系统可以进一步包括包含表皮生长因子、骨形态发生蛋白的抑制剂、R‑spondin 

1、CHIR99021、Y‑27632和组蛋白脱乙酰基酶抑制剂的溶液。

[0056] 在另一方面，本发明提供了从分离的上皮干细胞形成上皮类器官的方法。

[0057] 在一个实施方式中，本发明提供了从分离的上皮干细胞高效地形成上皮类器官的

方法，所述方法包括以下步骤：

[0058] i)在头发生素、R‑Spondin  1、CHIR99021和组蛋白脱乙酰基酶抑制剂的存在下温

育分离的上皮干细胞；和

[0059] ii)从所述分离的上皮干细胞形成上皮类器官，其中所述分离的上皮干细胞的至

少约25％、40％、50％、75％、90％形成上皮类器官。

[0060] 在另一方面，本发明提供了从单个分离的上皮干细胞高效地形成上皮类器官的方

法，所述方法包括以下步骤：

[0061] i)在头发生素、R‑Spondin  1、CHIR99021和组蛋白脱乙酰基酶抑制剂的存在下温

育所述单个分离的上皮干细胞；和

[0062] ii)从所述分离的上皮干细胞形成上皮类器官，其中所述单个分离的上皮干细胞

的至少约6％形成上皮类器官。

[0063] 在另一方面，本发明提供了一种确定化学治疗剂相对于肿瘤类器官的功效的方

法，所述方法包括以下步骤：

[0064] i)在骨形态发生蛋白的抑制剂、R‑spondin  1、Wnt激动剂、组蛋白脱乙酰基酶抑制

剂和化学治疗剂的存在下温育肿瘤类器官；和

[0065] ii)测定选自由细胞生活力的抑制、细胞增殖的抑制、肿瘤相关基因表达的抑制、

细胞凋亡的活化和细胞存活的抑制组成的组的参数，

[0066] 其中，检测到所述参数的增加表明所述化学治疗剂相对于肿瘤类器官的功效。

[0067] 在另一方面，本发明提供了一种在细胞培养系统中形成潘氏细胞的方法，该方法

包括在至少一种Wnt激动剂和至少一种Notch的抑制剂的存在下温育上皮干细胞，所述至少

一种Wnt激动剂和至少一种Notch的抑制剂各自的量是足以产生潘氏细胞的量。

[0068] 在一个实施方式中，可以进一步在至少一种骨形态发生蛋白的抑制剂的存在下温

育所述上皮干细胞。

[0069] 在另一个实施方式中，所述Notch抑制剂是DAPT。

[0070] 在另一个实施方式中，所述上皮干细胞是LGR5阳性干细胞。

[0071] 在另一方面，本发明提供了一种在细胞培养系统中形成肠上皮细胞的方法，该方

法包括在至少一种Wnt抑制剂和至少一种组蛋白脱乙酰基酶抑制剂的存在下温育上皮干细

胞，所述至少一种Wnt抑制剂和至少一种组蛋白脱乙酰基酶抑制剂各自的量是足以产生肠

上皮细胞的量。可以进一步在表皮生长因子和/或骨形态发生蛋白的抑制剂的存在下温育

所述上皮干细胞。

[0072] 在一个实施方式中，所述Wnt抑制剂可以选自由IWP‑2、XAV‑939、ICG‑001、LGK‑

974、IWR‑1‑endo、KY02111、Wnt‑C59、DKK‑1、FH‑535、Box5、肽Pen‑N3、抗SFRP抗体和抗LRP6
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抗体组成的组。

[0073] 在另一方面，本发明提供了一种在细胞培养系统中形成杯状细胞的方法，该方法

包括在至少一种Wnt抑制剂和至少一种Notch抑制剂的存在下温育上皮干细胞，所述至少一

种Wnt抑制剂和至少一种Notch抑制剂各自的量是足以产生杯状细胞的量。可以进一步在表

皮生长因子的存在下温育所述上皮干细胞。

[0074] 在一个实施方式中，所述Notch抑制剂可以选自由DAPT、RO4929097、LY450139、

LY900009、LY3039478、LY411575、YO‑01027、BMS‑708163、BMS‑906024、化合物E、BMS‑

299897、SAHM1、选择性Abeta42(Abeta42‑Selective)和SB  225002组成的组。

[0075] 在另一方面，本发明提供了一种在细胞培养系统中形成肠内分泌细胞的方法，该

方法包括在至少一种Notch抑制剂和抑制受体酪氨酸激酶、丝裂原活化蛋白(MAP)激酶或胞

外信号调节激酶(ERK)中的至少一种的试剂的存在下温育上皮干细胞，所述至少一种Notch

抑制剂和所述试剂各自的量是足以在细胞培养系统中产生肠内分泌细胞的量。可以进一步

在表皮生长因子、与含富亮氨酸重复G蛋白偶联受体5结合的试剂和/或骨形态发生蛋白的

抑制剂的存在下温育所述上皮干细胞。MAP激酶可以是丝裂原活化蛋白激酶激酶。

[0076] 在一个实施方式中，抑制MAP激酶的试剂可以选自由AS‑703026、PD0325901、

PD98059、司美替尼(Selumetinib)、SL‑327、U0126、TAK‑733和曲美替尼(Trametinib)组成

的组。

[0077] 在另一个实施方式中，抑制RTK的试剂可以选自由吉非替尼(Gefitinib)、AG  99、

厄洛替尼(Erlotinib)、阿法替尼(Afatinib)、拉帕替尼(Lapatinib)、WZ4002和AG‑18组成

的组。

[0078] 在另一个实施方式中，抑制ERK的试剂可以是AS‑703026或PD0325901。

[0079] 在另一方面，本发明提供了在有需要的受试对象中形成小肠上皮细胞的方法，该

方法包括对所述受试对象施用足以在该受试对象中形成小肠上皮细胞的量的Wnt激动剂和

组蛋白脱乙酰基酶抑制剂。所述Wnt激动剂可以是CHIR99021，而所述组蛋白脱乙酰基酶抑

制剂可以是丙戊酸。CHIR99021可以以约0.1mg/kg/日至约100mg/kg/日的量施用，而丙戊酸

可以以约1mg/kg/日至约1000mg/kg/日的量施用。

[0080] 在另一方面，本发明提供了在有需要的受试对象中形成小肠上皮细胞的方法，该

方法包括以足以在所述受试对象中形成小肠上皮细胞的量对所述受试对象施用Wnt激动剂

和Notch激动剂。

[0081] 在再一方面，本发明提供了治疗小肠病症的方法，所述方法包括对受试对象施用

Wnt激动剂和组蛋白脱乙酰基酶抑制剂或者Wnt激动剂和Notch激动剂。在某些实施方式中，

所述小肠病症选自由以下病症组成的组：小肠结肠炎；病毒感染，如非特异性肠炎或特异性

病毒性肠炎；憩室炎；细菌性小肠结肠炎，如沙门氏菌病、志贺氏菌病、弯曲杆菌小肠结肠炎

或耶尔森菌小肠结肠炎；原生动物感染，如阿米巴虫病；蠕虫感染；和假膜性结肠炎以及囊

性纤维化的肺部并发症和慢性阻塞性肺病；阑尾炎；萎缩性胃炎；巴雷特食管症；肺炎；子宫

颈炎；慢性间质性肾炎；大肠炎；结肠憩室炎；结膜炎；接触性皮炎；柯林氏溃疡；库兴氏溃

疡；膀胱炎；坏疽；牙龈炎；乳腺炎；食管炎；胰腺炎；脂膜炎；蜂窝织炎性胃炎；肾小球肾炎；

以及自体免疫疾病，包括但不限于炎性肠病、溃疡性结肠炎、克罗恩病、艾迪生病和肾小球

肾炎(例如，新月体肾小球肾炎、增殖性肾小球肾炎)。
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[0082] 本发明的其它特点和优点从以下详细说明和附图以及从权利要求中将变得显而

易见。

附图说明

[0083] 以下通过实例的方式给出的“具体实施方式”并非意在将本发明限制在所描述的

特定的实施方式，可以结合本文通过援引并入的附图来理解。

[0084] 图1展示了Lgr5‑GFP在体内的分散表达。小肠收获自Lgr5‑GFP小鼠并在荧光显微

镜下直接成像。虽然该小肠的所有区域均被隐窝覆盖，但这些隐窝的大约一半含有GFP+细

胞。比例尺：100μm。

[0085] 图2A‑2H显示了促进Lgr5+干细胞的增殖和自我更新的CHIR和VPA的组合。图2A展

示了在ENR(EGF、头发生素和R‑spondin1)、ENR+VPA(ENR‑V)、ENR+CHIR(ENR‑C)和ENR+VPA+

CHIR(ENR‑CV)的存在下培养了6天的小肠隐窝的GFP和亮场图像。凋亡细胞在管腔中可见且

具有自体荧光(红色箭头)，而白色箭头指示隐窝底部的特定Lgr5‑GFP。比例尺：100μm。图2B

展示了在多种条件下培养的隐窝的细胞增殖和GFP表达的定量。隐窝在24孔板中培养6天并

利用Accutase解离为单个细胞。对每个孔中的活细胞计数以作为细胞增殖的指标。Lgr5‑

GFP表达通过流式细胞分析来测定。误差条表示三等分试样孔的标准偏差(S.D.)。实验进行

3次并显示出类似的结果。图2C和2D展示了在所指示的多种条件下培养7天后的单个Lgr5‑

GFP细胞的GFP表达的流式细胞分析。误差条表示三等分试样孔的标准偏差。图2E展示了培

养9天后的单个Lgr5‑GFP细胞的GFP和亮场图像。比例尺：100μm。图2F展示了在多种条件下

培养7天后的4,000FACS分离的单个Lgr5‑GFP细胞的代表性图像，而图2G展示了对集落数目

的定量。图2H展示了具有正常核型的在CV条件下培养80天的细胞的中期展开(2n＝40)。(除

非另外指出，在所有图中：***P<0.001；**P<0.01；*P<0.05；NS  P>0.05)

[0086] 图3A‑3G展示了作为培养条件的函数的细胞生长和GFP表达。图3A和3B分别展示了

在每个时间点列举的来自三等分试样孔的集落数和活的单个细胞数。误差条指示标准偏

差。在图3A中，从左至右的系列为第0天、第2天、第4天、第6天、第8天和第10天。图3C展示了

新鲜分离的单个Lgr5‑GFP+细胞的FACS分选。收集GFP高单个细胞群。显示了代表性FACS分析

和限定GFP+细胞群的门控策略。来自隐窝的新鲜分离的单个细胞显示出两个有差别的GFP高

群和GFP低群，而培养的细胞没有显示出有差别的GFP高群和GFP低群，由此将所有GFP+细胞门

控(gate)用于分析。注意ENR‑CV培养的细胞显示出GFP高度阳性的单个GFP+群。GFP‑群代表

Lgr5‑细胞以及Lgr5+/GFP‑细胞(即，GFP沉默型干细胞)，其存在于所有未经分选的隐窝组

织中，但不存在于分选的单个Lgr5‑GFP细胞培养物中(参见图2C)。对于每个样品分析了总

共10,000个活细胞。图3D展示了在CV培养条件下的Lgr5+干细胞自我更新的生长因子要求。

在CHIR和VPA存在下将隐窝与EGF、头发生素、R‑spondin  1和它们的组合一同培养6天，如所

指定那样。E:EGF(50ng/ml)；N:头发生素(100ng/ml)；R:R‑spondin  1(500ng/ml)；C:CHIR(3

μΜ)；V:VPA(1mM)。图3E展示了在所指定的多种条件下培养6天的隐窝。显示了GFP和亮场图

像。比例尺：200μm。图3F展示了在ENR、ENR‑C和ENR‑CV条件下培养的结肠隐窝的形态和

Lgr5‑GFP表达。图3G展示了在多种浓度的EGF、头发生素和R‑spondin  1或R‑spondin  2存在

下在第5天形成的类器官的分离数。所有比例尺：200μm。

[0087] 图4A‑4B展示了对用于EPHB2+人结肠干细胞的多种培养条件的测试。在所指定的
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多种条件下培养隐窝6天。图4A中显示了GFP和亮场图像。W:Wnt3a(100ng/ml)；Ni:烟酰胺

(10mM)；P:PGE2(0.02μΜ)；A:A‑83‑01(0.5μΜ)；S:SB202190(10μΜ)；V:丙戊酸VPA(1mM)。

EGF、头发生素、R‑spondin  1、Wnt3a和VPA或ENR‑W‑V，条件充当对照以显示GFP表达的增加。

比例尺：200μm。图4B展示了在多种条件下培养的隐窝的细胞增殖和GFP表达的定量。隐窝在

24孔板中培养6天并解离为单个细胞。对各孔中的活细胞数进行计数，并通过流式细胞术分

析GFP+细胞的百分比。误差条表示三等分试样孔的标准偏差。

[0088] 图5A‑5D展示了单个Lgr5‑GFP干细胞的培养物。图5A展示了在CV条件下培养9天的

单个分离Lgr5‑GFP+细胞。比例尺：200μm。图5B展示了在所指定的条件下在基质胶中培养的

1500个FACS分选的单个Lgr5+细胞。示出了来自第7天培养的代表性图像。图5C表明对集落

数的定量。误差条指示三等分试样孔的标准偏差。图5D显示了接种在48孔板中接种的分选

的单个Lgr5+干细胞。在平板接种后12小时对活细胞数进行定量。在第7天对集落数进行计

数并对集落形成效率进行定量。V:VPA；C:CHIR；W:Wnt3a，为100ng/ml。误差条表示三等分试

样孔的标准偏差。实验进行了3次且显示出类似的结果。

[0089] 图6A‑6D展示了通过CHIR和VPA的组合维持Lgr5+干细胞自我更新。示出了在ENR条

件下培养的类器官(上图)和在ENR‑CV条件下培养的集落(下图)的溶菌酶(图6A)、Ki67(图

6B)和EdU(图6C)染色的共聚焦图像。对于EdU染色，将细胞与胸苷类似物Edu(红色)一起培

养1小时。在图6B和6C中，在ENR条件下仅隐窝区域含有Ki67阳性细胞或并入EdU(上图)，而

在CV条件下Ki67或EdU在整个细胞聚集体中存在(下图)。图6D展示了用于在所指定的条件

下培养6天的成熟小肠上皮细胞的标志物的相对mRNA表达的定量实时PCR分析(对于肠上皮

细胞为小肠碱性磷酸酶[Alpi]，对于杯状细胞为粘蛋白2[Muc2]，对于肠内分泌细胞为嗜铬

粒蛋白A[ChgA]，对于潘氏细胞为溶酶体[Lyz]，且对于小肠干细胞为Lgr5)。ENR‑CV(D40)指

示在CV条件下培养40天的细胞。比例尺：50μm。在图6D中，系列从左到右为Alpi、Muc2、ChgA、

Lyz和Lgr5。

[0090] 图7A‑7D展示了在CV条件下培养的小肠干细胞的分化。图7A展示了从CV条件转移

至ENR条件并培养4天的细胞的分化标志物染色(对于肠上皮细胞为Alp，对于杯状细胞为

Muc2(白色箭头)以及杯状细胞分泌的粘蛋白，对于肠内分泌细胞为ChgA，且对于潘氏细胞

为Lyz)。使用DAPI对核染色，且GFP指示干细胞的存在。图7B显示了来自在多种条件下培养

的细胞的成熟小肠上皮标志物的相对mRNA表达的实时RT‑PCR分析。然后收获细胞集落、洗

涤并再铺平板至24孔板的数个孔内，在所指定的多种条件下在基质胶中培养4天。在所有条

件下均添加ENR，且使用仅与ENR一同培养的细胞作为对照。I:IWP‑2(2μΜ)，D:DAPT(10μ

Μ)，C:CHIR(3μΜ)，V:VPA(1mM)。误差条表示标准偏差。图7C展示了在多种条件下培养的细

胞的Alp染色。在ID和CD条件下的细胞存在明显的形态变化，这类似于杯状细胞和潘氏细

胞。比例尺：50μm。图7D展示了分化标志物的免疫细胞化学染色。使用在CD和ID条件下培养

的细胞用于粘蛋白2(Muc2)、嗜铬粒蛋白A(ChgA)和溶酶体(Lyz)染色。示出了三维重建的共

聚焦图像。比例尺：50μm。

[0091] 图8A‑8F展示了Lgr5+干细胞在体外的受控分化。图8A展示了在ENR条件下培养的

类器官的染色。左图展示了肠上皮细胞的Alp染色。在染色之前，在解剖显微镜下用锋利刀

片将类器官切开，并移除管腔内容物。中图展示了杯状细胞(箭头)以及杯状细胞所分泌的

粘蛋白的Muc2染色，而右图展示了肠内分泌细胞的ChgA染色。GFP+细胞指示Lgr5+干细胞。

说　明　书 7/47 页

9

CN 108865972 B

9



图8B提供了分化策略的示意图。单个Lgr5+干细胞在CV条件下培养4至6天以形成集落。然后

将细胞集落收获、洗涤并包埋至新鲜基质胶内，并且在多种条件下培养。图8C展示了从CV条

件转移至ENR条件并培养4天的细胞集落的形态(上图)。示出了在CV条件下连续培养的集落

作为对照(下图)。图8D以低倍放大至高倍放大图像展示了对于每种条件的分化细胞的形

态。注意大多数细胞在CD和ID条件下的形态的明显变化，这分别反映出潘氏细胞和杯状细

胞的形成。图8E展示了在IV条件下培养的集落的Alp染色。示出了Alp的顶端染色(左图)和

均匀染色(右图)。图8F展示了在ID和CD条件下培养的集落的Muc2染色。所有比例尺：50μm。

[0092] 图9A‑9F展示了CHIR和VPA的作用机理。图9A展示了在多种条件下培养6天的隐窝

的形态和Lgr5‑GFP表达。C:CHIR(3μΜ)；Li:LiCl(5mM)；W:Wnt3a(100nM)。图9B展示了6天隐

窝培养物的细胞数和GFP+细胞百分比。数据代表三次独立实验。图9C显示了在ENR‑C(对照)

条件下或与HDAC抑制剂一同的6天隐窝培养物。图9D展示了对图9C中的细胞的GFP百分比、

总的活细胞数和相对GFP强度的定量。图9E展示了在多种浓度时VPA和TSA对细胞增殖和GFP

表达的效果。图9F展示了烟酰胺(Ni)与Wnt3a(W,100ng/ml)或CHIR(C,3μΜ)的组合的效果。

示出了在多种条件下培养6天的隐窝的细胞数和GFP+细胞百分比(除非另外指出，在所有图

中：误差条表示标准偏差或三等分试样孔。***P<0.001；**P<0.01；*P<0.05；NS  P>0.05)。

[0093] 图10展示了在多种条件下培养的单个Lgr5‑GFP细胞的形态和GFP表达。比例尺：

100μm。

[0094] 图11A‑11D展示了VPA的机理。图11A展示了在Notch抑制后VPA拯救GFP表达。在存

在或不存在DAPT(D,5μΜ)以及不同浓度的VPA(V,0.25mM‑4mM)的ENR‑C条件下培养隐窝3

天。比例尺：200μm。图11B和11C展示了在ENR(图11B)或ENR+CHIR(图11C)条件下培养4天随

后添加不同浓度的VPA再培养24小时的隐窝。通过实时RT‑PCR分析Notch1、Hes1和Atoh1的

表达。图11D展示了在培养6天后的隐窝中通过实时RT‑PCR对Notch1、Hes1和Atoh1的表达的

分析。在图11B‑11C中，从左至右的系列为0、0.5、1、2和3。在图11D中，从左至右的系列为

ENR、ENR‑V、ENR‑C和ENR‑CV。

[0095] 图12A‑12B展示了在生理条件下(图12A)和体外培养物中(图12B)的小肠干细胞自

我更新和分化的模型。

[0096] 图13A‑13B展示了促进源自小鼠内耳的Lgr5+干细胞/祖细胞的增殖和GFP表达的

CHIR和VPA的组合。图13A展示了源自出生后2天的Lgr5‑GFP小鼠的分离的耳蜗感觉上皮的

亮场和GFP图像。图13B展示了解离为单个细胞并在多种条件下培养11天的分离的耳蜗感觉

上皮。E:EGF；N:头发生素；R:R‑spondin  1；C:CHIR99021，V:VPA。比例尺：100μm。

[0097] 图14A‑14F展示了促进源自小鼠内耳的Lgr5+干细胞/祖细胞的增殖和GFP表达的

CHIR和VPA的组合。图14A展示了内耳上皮细胞的GFP表达。图14B展示了GFP表达和细胞数的

定量。图14C展示了亮场和GFP图像。图14D展示了在所指定的多种条件下的内耳干细胞8天

培养物的细胞数。图14E展示了在所指定的多种条件下的内耳干细胞8天培养物的GFP百分

比。图14F展示了在多种条件下培养的Lgr5‑GFP内耳干细胞的形态和GFP表达。所有比例尺：

200μm。

[0098] 图15展示了鼠类小肠隐窝在健康小鼠结肠组织中的体外接种。左图显示了置于具

有部分裸露的上皮的结肠上的分离的小肠隐窝。白色箭头指示所接种的隐窝。右图显示了

附着至结肠并在其表面扩展24小时的所接种的隐窝。黑色箭头指示与左图中白色箭头所指

说　明　书 8/47 页

10

CN 108865972 B

10



相同的位置。

[0099] 图16展示了接种后48小时的隐窝植入。示出了接种有隐窝的小鼠结肠组织的荧光

(上图)和亮场(下图)图像。在接种前将隐窝用DiD染色。白色线条指示包括植入细胞的区

域。

[0100] 图17展示了体外培养6天后的隐窝植入。示出了接种有隐窝的小鼠结肠组织的GFP

(左图)、RFP(中图)和亮场(右图)通道图像。GFP信号指示Lgr5细胞的存在。

[0101] 图18展示了从具有植入的隐窝的TRUC小鼠切下的脱垂的溃疡性结肠炎组织的共

聚焦图像。在接种前将隐窝用DiD染色。脱垂的组织以绿色自体荧光显示。

[0102] 图19A‑19N展示了在所评价的培养系统中的接种(左)和温育后类器官生长(右)的

示意图。图19A和19B展示了典型的粘膜下接种方法(本文称作“裸贴片(bare  patch)”)，其

支持单层生长和类器官解离。图19C和19D展示了支持三维类器官生长的GF输注的SIS(GF包

括EGF、头发生素、R‑spondin  1、Y‑27632、丙戊酸、CHIR)。图19E和19F展示了由重叠有胶原

蛋白的GF输注的SIS组成的凝胶贴片。图19E插图展示了单独封装在软凝胶以及SIS基底层

中的各个类器官。图19G和19H展示了具有直接添加至培养基的GF(EGF、头发生素、R‑

spondin  1、Y‑27632、丙戊酸、CHIR)的典型胶原蛋白悬浮液。图19I和19J展示了具有包埋在

凝胶中的GF(EGF、头发生素、R‑spondin  1、Y‑27632、丙戊酸、CHIR)的典型胶原蛋白悬浮液。

图19K和19L展示了不具有添加至培养基的额外GF的典型胶原蛋白悬浮液。图19M和19N展示

了不具有添加至培养基的额外GF的典型基质胶悬浮液(实验对照)。

[0103] 图20A展示了采用Lgr5+类器官的接种程序的示意图；图案化的圆圈代表输注的生

长因子(EGF、头发生素、R‑spondin  1、Y‑27632、丙戊酸、CHIR)。图20B展示了初始粘附相，箭

头指示包埋的生长因子的扩散支持体。图20C展示了具有胶原蛋白重叠的完全培养系统，展

示了厚度测定。

[0104] 图21A提供了在7个培养系统中的类器官生长的对比。从左至右的系列为基质胶、

具有GF的凝胶贴片(Gel‑Patch)、具有GF的裸贴片、胶原蛋白I、具有培养基GF的胶原蛋白I、

具有包埋的GF的胶原蛋白I和不具有GF的裸贴片。图21B和21C显示了来自具有GF的凝胶贴

片系统的48小时时的代表性类器官，而GFP+荧光指示存在于隐窝底部的Lgr5+干细胞(可见

到部分中央自体荧光)。24小时(胶原蛋白I(CI)相对于所有)、48小时(具有GF的裸贴片

(BPGF)相对于所有；CI相对于基质胶(M)；具有GF的CI(CIGF)相对于M、CI、具有包埋的GF的

胶原蛋白I(CIEGF)、裸贴片(BP)、具有GF的凝胶贴片系统(PSGF))、72小时(CI相对于所有；

BP、CIEGF和CIGF相对于M、PS、BPGF、CI)、96小时(CI相对于所有，BP、CIEGF和CIGF相对于所

有)时*＝p<0.05。比例尺(图21B和21C)＝200μm。

[0105] 图22展示了在具有GF的凝胶贴片系统中的接种的类器官的成功生长和隐窝扩增。

示出了展示出接种的类器官在SIS贴片系统上的离体扩增的一系列代表图。失焦的隐窝是

在单平面显微镜下观察的三维生长的效果。

[0106] 图23A提供了显示出4mm胃缺损的建立的示意性。图23B中示出6mm贴片被置于缺损

上。如图23C所示，如在术后1周的代表性胃样品上所指示，在外部胃壁上没有可见的缺损。

根据所放置的贴片类型展示出从内部胃壁观察的严重缺损(箭头)：图23D显示了不具有GF

的SIS贴片，图23E显示了SIS贴片+GF，且图23F显示了不具有SIS的仅PGSU背衬。具有GF的

SIS贴片显示出胃壁缺损的完全关闭和上皮化，而在仅SIS中缺损保持部分开放且在没有
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SIS的PGSU中完全开放。

[0107] 图24展示了在多种条件下培养的分离的人小肠隐窝的标志物基因表达的实时RT‑

PCR分析。在所有条件下添加EGF、头发生素和R‑spondin  1。C:CHIR，Ni:烟酰胺，W:Wnt3a，A:

A83‑01，S:SB202190，P:PGE2，V:VPA，Tu:土巴他汀A，隐窝指示新鲜分离的人小肠隐窝。误差

条指示标准偏差，n＝3。

[0108] 图25A‑25B展示了用于人小肠干细胞的优化培养条件。图25A展示了在多种条件下

培养的人小肠上皮细胞的增殖。在所指定的多种条件下培养新鲜分离的人小肠隐窝。EGF、

头发生素和R‑spondin  1存在于所有条件下。在接种后第9天对细胞数定量。C:CHIR，V:以

0.5‑1.5mM使用的VPA，Ni:烟酰胺。图25B展示了在如图25A的多种条件下培养的细胞的LGR5

表达。使用1mM的VPA。

[0109] 图26展示了人小肠干细胞培养物。细胞在人小肠干细胞培养基(含EGF、头发生素、

R‑Spondin1、CHIR99021、VPA和烟酰胺)中培养。示出了传代后第5天的第2代细胞。比例尺：

400μm。

[0110] 图27展示了在动物模型系统中在7天过程中体内施用CHIR和VPA后的隐窝尺寸增

加。

具体实施方式

[0111] 定义

[0112] 如本文所用，“抗体”是具有免疫原结合能力的任何免疫球蛋白多肽或其片段。

[0113] 如本文所用，“激动剂”是分别导致靶基因或蛋白的表达或活性增加的试剂。激动

剂可以以某种形式与其同源受体结合并使之活化，这直接或间接地带来对靶基因或蛋白的

生理学效应。

[0114] 如本文所用，“抑制剂”是分别导致靶基因或蛋白的表达或活性减少的试剂。“拮抗

剂”可以是抑制剂，但其更具体地为与受体结合的试剂，而所述结合进而减少或消除了与其

它分子的结合。

[0115] 如本文所用，“抑制性核酸”是在施用至哺乳动物细胞时导致靶基因表达减少的双

链RNA、siRNA、shRNA或反义RNA或其一部分或其模拟物。典型地，核酸抑制剂包含靶核酸分

子的至少一部分或其直系同源物，或者包含靶核酸分子的互补链的至少一部分。典型地，靶

基因的表达减少了10％、25％、50％、75％或者90％‑100％。

[0116] “反义”是指与核酸序列的编码链或mRNA互补的核酸序列，与其长度无关。如本文

所提及，“互补核酸序列”是能与由互补核苷酸碱基对组成的另一个核酸序列杂交的核酸序

列。“杂交”是指在合适的严格条件下在互补的核苷酸碱基之间配对以形成双链分子(例如，

在DNA中，腺嘌呤(A)与胸腺嘧啶(T)形成碱基对，而鸟嘌呤(G)与胞嘧啶(C)形成碱基对)(参

见例如，Wahl,G.M.和S.L.Berger(1987)Methods  Enzymol.152:399；Kimmel,A.R.(1987)

Methods  Enzymol.152:507)。在一个实施方式中，反义RNA被导入个体细胞、组织或类器官。

反义核酸可以含有经修饰的主链，例如本领域中已知的硫代磷酸主链、二硫代磷酸主链或

其它经修饰的主链，或者可以含有非天然的核苷间连接。

[0117] “siRNA”是指双链RNA。最优地，siRNA的长度为18、19、20、21、22、23或24个核苷酸

并且在其3’末端具有2个碱基悬突。这些dsRNA可以被引入个体细胞或培养系统中。此类
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siRNA用于下调mRNA水平或启动子活性。

[0118] 如本文所用，“片段”是多肽或核酸分子的一部分。该部分优选含有参照核酸分子

或多肽的整个长度的至少10％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％或90％。片段可以

含有10、20、30、40、50、60、70、80、90或100、200、300、400、500、600、700、800、900或1000个核

苷酸或氨基酸。

[0119] 如本文所用，术语“干细胞”是指具有自我更新和分化为多种细胞谱系的能力的多

能细胞。

[0120] 如本文所用，术语“上皮干细胞”是指具有致力成为多种细胞谱系(包括产生上皮

细胞的细胞谱系)的潜力的多能细胞。

[0121] 如本文所用，术语“祖细胞”是指源自干细胞的限于谱系的细胞。

[0122] 如本文所用，术语“上皮祖细胞”是指具有成为限于产生上皮细胞的细胞谱系的潜

力的多能细胞。

[0123] 如本文所用，术语“自我更新(self‑renewal)”是指细胞分裂而产生一个(不对称

分裂)或两个(对称分裂)具有发育潜力的子细胞的过程，所述子细胞的发育潜力与母细胞

的发育潜力没有差别。自我更新涉及增殖和未分化状态的维持。

[0124] 如本文所用，术语“植入”是指通过与组织的现有细胞接触而使干细胞或祖细胞在

体内并入所关注的组织的过程。

[0125] 如本文所用，术语“分离的”是指在不同程度上不具有在其天然状态下所见通常与

其相伴的成分。“分离”指代与原始来源或环境的分离程度。

[0126] 如本文所用，术语细胞的“群体”是大于1个的任意数目的细胞，但优选为至少1×

103个细胞、至少1×104个细胞、至少1×105个细胞、至少1×106个细胞、至少1×107个细胞、

至少1×108个细胞、至少1×109个细胞或至少1×1010个细胞。

[0127] 如本文所用，术语“类器官(organoid)”或“上皮类器官”是指类似器官或者器官的

一部分并拥有与该特定器官相关的细胞类型的细胞簇或聚集体。

[0128] 如本文所用，“受试对象”是包括哺乳纲的任何成员的脊椎动物。

[0129] 如本文所用，“哺乳动物”是包括但不限于人、小鼠、大鼠、绵羊、猴、山羊、兔、仓鼠、

马、牛或猪的任何哺乳动物。

[0130] 如本文所用，“非人哺乳动物”是指不是人的任何哺乳动物。

[0131] 如本文所用，“增加”是指例如与参照水平相比增加至少5％，例如5％、6％、7％、

8％、9％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、

75％、80％、85％、90％、95％、99％、100％以上。

[0132] 如本文所用，“增加”也指例如与参照标准物水平相比增加至少1倍，例如1倍、2倍、

3倍、4倍、5倍、6倍、7倍、8倍、9倍、10倍、15倍、20倍、30倍、40倍、50倍、60倍、70倍、80倍、90

倍、100倍、200倍、500倍、1000倍以上。

[0133] 如本文所用，“减少”是指例如与参照水平相比减少至少5％，例如5％、6％、7％、

8％、9％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、

75％、80％、85％、90％、95％、99％或100％。

[0134] 如本文所用，“减少”也指例如与参照水平相比减少至少1倍，例如1倍、2倍、3倍、4

倍、5倍、6倍、7倍、8倍、9倍、10倍、15倍、20倍、30倍、40倍、50倍、60倍、70倍、80倍、90倍、100

说　明　书 11/47 页

13

CN 108865972 B

13



倍、200倍、500倍、1000倍以上。

[0135] 如本文所用，术语“参照”是指标准物或对照条件(例如，未用测试试剂或测试试剂

的组合处理)。

[0136] 如本文所用，术语“消除(eliminate)”是指减少至无法检测的水平。

[0137] 如本文所用，术语“协同”或“协同效应”是指大于单独采用时的每种效应的总和的

效应；其大于加和效应。

[0138] 如本文所用，术语“治疗”等等是指减少或减轻病症和/或与其相关的症状。应该理

解，对病症或病况的治疗并非要求该病症、病况或与其相关的症状被完全消除，但不排除这

种情况。

[0139] 在本公开中，“包含”、“含有”和“具有”等可以具有美国专利法中赋予其的含义，并

且可以指“包括”等；同样地，“基本由…组成”具有美国专利法中赋予其的含义，并且该术语

是开放式的，使得可以存在多于所叙述的内容，条件是所叙述的内容的基本或新颖特征不

为多于所叙述的内容的存在所改变，但不包括现有技术实施方式。

[0140] 其它定义呈现于本发明的上下文中。除非另外指出，本文所用的所有科技术语具

有与本发明所述的领域的普通技术人员通常所理解的相同的含义。在存在矛盾时，将以包

括定义的本说明书为准。

[0141] 本发明的方法和组合物

[0142] I.细胞培养溶液和系统

[0143] 现已发现促进均质上皮干细胞培养、有效上皮类器官形成以及其规模放大以用于

移植的细胞培养溶液和系统。

[0144] 可以利用包含骨形态发生蛋白的抑制剂、糖原合成酶激酶‑3β(GSK3β)的抑制剂、

与含富亮氨酸重复G蛋白偶联受体5(LGR5)结合的试剂和组蛋白脱乙酰基酶抑制剂的细胞

培养溶液来从分离的上皮干细胞形成上皮细胞集落。在具体实施方式中，在该细胞培养溶

液的存在下，分离的上皮干细胞的至少约25％、至少约40％、至少约50％、至少约75％、至少

约90％至约100％形成上皮细胞集落。另外，在该细胞培养溶液的存在下，单个分离的上皮

干细胞的至少约6％形成上皮细胞集落。作为糖原合成酶激酶‑3β的抑制剂的1,6‑[[2‑[[4‑

(2 ,4‑二氯苯基)‑5‑(5‑甲基‑1H‑咪唑‑2‑基)‑2‑嘧啶基]氨基]乙基]氨基]‑3‑吡啶甲腈

“CHIR99021”(Ring等，2003)与作为组蛋白脱乙酰基酶抑制剂的丙戊酸的组合对集落形成

效率具有协同效应。

[0145] 骨形态发生蛋白(BMP)是TGF‑β超家族的成员并且包括参与不同物种间的胚胎模

式形成以及胚后期的细胞信号传导的金属蛋白酶。BMP的抑制剂包括例如与BMP分子结合以

形成其中BMP活性降低或被消除(例如通过防止或抑制该BMP分子与BMP受体的结合)的复合

体的试剂。作为另一选择，所述抑制剂是充当拮抗剂或逆激动剂的试剂。这类抑制剂结合

BMP受体并且防止BMP与该受体的结合。后一种试剂的实例是结合BMP受体的抗体，且该抗体

防止BMP与抗体所结合的受体结合。BMP的抑制剂是本领域公知的(Rider等，2010)，并且可

以包括但不限于头发生素、脊索发生素(Chordin)、卵泡抑素(Follistatin)(Schneyer等，

1994)、DAN、包含DAN半胱氨酸结结构域的蛋白(包括Cerberus和Gremlin)、骨硬化蛋白、原

肠形成蛋白、子宫敏感性相关基因‑1、结缔组织生长因子(Abreu等，2002) ,抑制素(Wiater

和Vale,2003)、BMP‑3(Gamer等，2005)、Dorsomorphin(Yu等，2008)以及包括DMH1(Hao等，
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2010)and  LDN‑193189(Cuny等，2008)在内的衍生物。

[0146] 糖原合成酶激酶‑3(GSK3)是脯氨酸定向的丝氨酸‑苏氨酸激酶，其最初被鉴定为

具有两种已知亚型α(GSK3A)和β(GSK‑3β)的磷酸化和失活性的糖原合成酶。包含GSK‑3β抑

制剂的Wnt激动剂是本领域内公知的，且包括但不限于：1,6‑[[2‑[[4‑(2,4‑二氯苯基)‑5‑

(5‑甲基‑1H‑咪唑‑2‑基)‑2‑嘧啶基]氨基]乙基]氨基]‑3‑吡啶甲腈“CHIR99021”(Ring等，

2003)、LiCl(Klein等，1996)、BIO‑丙酮肟((2'Z,3'E)‑6‑溴靛红‑3’‑肟)(Meijer等，2003)、

N6‑[2‑[[4‑(2,4‑二氯苯基)‑5‑(1H‑咪唑‑2‑基)‑2‑嘧啶基]氨基]乙基]‑3‑硝基‑2,6‑吡啶

二胺“CHIR98014”(Ring等，2003)、3‑(2,4‑二氯苯基)‑4‑(1‑甲基‑1H‑吲哚‑3‑基)‑1H‑吡

咯‑2,5‑二酮“SB  216763”(也称GSK‑3抑制剂IV)(Coghlan等，2000)、3‑[(3‑氯‑4‑羟基苯

基)氨基]‑4‑(2‑硝基苯基)‑1H‑吡咯‑2,5‑二酮“SB  415286”(Coghlan等，2000)、5‑乙基‑7,

8‑二甲氧基‑1H‑吡咯并[3,4‑c]‑异喹啉‑1 ,3‑(2H)‑二酮“3F8”(Zhong等，2009)、9‑溴‑7,

12‑二氢吲哚并[3 ,2‑d][1]苯并氮杂卓‑6(5H)‑酮“肯帕罗酮”(Schultz等 ,1999；

Zaharevitz等，1999)、9‑溴‑7,12‑二氢‑吡啶并[3',2':2,3]氮杂卓[4,5‑b]吲哚‑6(5H)‑酮

“1‑氮杂肯帕罗酮”(Schultz等，1999；Zaharevitz等，1999)、N‑(3‑氯‑4‑甲基苯基)‑5‑(4‑

硝基苯基)‑1,3,4‑噁二唑‑2‑胺“TC‑G  24”(Khanfar等，2010)、2‑甲基‑5‑[3‑[4‑(甲基亚硫

酰基)苯基]‑5‑苯并呋喃基]‑1,3,4‑噁二唑“TCS  2002”(Saitoh等，2009)、N‑[(4‑甲氧基苯

基)甲基]‑N'‑(5‑硝基‑2‑噻唑基)脲“AR‑A  014418”(Bhat等，2003)、3‑[5‑[4‑(2‑羟基‑2‑

甲基‑1‑氧基丙基)‑1‑哌嗪基]‑2‑(三氟甲基)苯基]‑4‑(1H‑吲哚‑3‑基)‑1H‑吡咯‑2,5‑二

酮“TCS  21311”(Thoma等，2011)、3‑[[6‑(3‑氨基苯基)‑7H‑吡咯并[2,3‑d]嘧啶‑4‑基]氧

基]‑苯酚“TWS  119”(Ding等，2003)、((2'Z,3'E)‑6‑溴靛红‑3'‑丙酮肟)“BIO‑丙酮肟”(也

称作GSK‑3抑制剂IX) (Meijer等，2003)、4‑(2‑氨基‑4‑氧基‑2–亚咪唑啉‑5‑亚基

(ylidene)) ‑2‑溴‑4 ,5 ,6 ,7‑四氢吡咯并[2 ,3‑c]氮杂卓‑8‑酮“10Z‑海门地塞

(Hymenialdisine)”(Breton等，1997)、2‑[(3‑碘苯基)甲基硫烷基]‑5‑吡啶‑4‑基‑1,3,4‑

噁二唑(也称作GSK‑3抑制剂II)(Wada ,2009)、4‑苄基‑2‑甲基‑1,2,4‑噻二唑烷‑3,5‑二酮

(也称作GSK‑3抑制剂I)(Wada,2009)、3‑氨基‑6‑(4‑((4‑甲基哌嗪‑1‑基)磺酰基)苯基)‑N‑

(吡啶‑3‑基)吡嗪‑2‑甲酰胺(HCl盐)(也称GSK‑3β抑制剂XXVII)(美国专利公开第2006/

0173014号)、4,5‑二(1‑甲基‑1H‑吲哚‑3‑基)‑1 ,2‑二氢吡唑‑3‑酮(也称作GSK‑3β抑制剂

XXVI)(Chen等,2011)、FRATtide肽SQPETRTGDDDPHRLLQQLVLSGNLIKEAVRRLHSRRLQ(SEQ  ID 

NO:1)(Bax等，2001)、3‑氨基‑1H‑吡唑并[3,4‑b]喹喔啉“Cdk1/5抑制剂”(Andreani等，

1996 ,2000；Katoh等，2011)以及4‑((5‑溴‑2‑吡啶基)氨基)‑4‑氧基丁酸“Bikinin”(De 

Rybel等，2009)。优选地，GSK‑3抑制剂为CHIR99021。

[0147] 含富亮氨酸重复G蛋白偶联受体5(LGR5)以其受限的隐窝表达和在多种成人组织

和癌中对干细胞的标记闻名。与LGR5受体结合的试剂包括但不限于R‑spondin(Kim等，

2006；Nam等，2006)，例如R‑spondin  1、R‑spondin  2、R‑spondin  3和R‑spondin  4。优选地，

与LGR5受体结合的试剂是R‑spondin  1。

[0148] 在替代性实施方式中，可以用氯化锂(LiCl)取代CHIR99021，或可以用至少约3μm 

CHIR99021取代R‑spondin  1。

[0149] 组蛋白是结合DNA并形成核小体的核蛋白。其直接参与DNA包装为染色体和对转录

的调节。组蛋白乙酰化/去乙酰化是在转录过程中调节染色质结构动力学的主要因素。减少
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或消除组蛋白去乙酰化的组蛋白脱乙酰基酶抑制剂是本领域公知的，且可以包括但不限于

Pan‑HDAC抑制剂(例如，丙戊酸、曲古霉素A、辛二酰苯胺异羟肟酸(suberoylanilide 

hydroxamic  acid)和辛二酰异羟肟酸(suberohydroxamic  acid，SBHA))和HDAC6抑制剂(例

如，土巴星(Tubacin)、土巴他汀(Tubastatin)A和化合物7)。

[0150] 在替代性实施方式中，Atoh1抑制剂可以增强或代替组蛋白脱乙酰基酶抑制剂。

Atoh1抑制剂包括例如导致Atoh1表达的减少或消除的抑制性核酸。靶向Atoh1的抑制性核

酸是本领域已知的(Shi等，2010)。

[0151] 细胞培养溶液可以可选地包括表皮生长因子和/或Notch激动剂。表皮生长因子是

参与包括细胞增殖、分化、移动和存活在内的多种细胞功能以及组织发育的细胞信号传导

分子。Notch蛋白是在发育期间调节细胞命运决策的单程跨膜受体。Notch激动剂包括例如

增加细胞中的Notch活性的试剂。Notch激动剂是本领域公知的，且可包括但不限于Notch1

抗体(N1Ab)、Delta  1、Delta样3、Delta样4、Jagged  1、Jagged  2、DSL肽和Delta  D。

[0152] 在特定实施方式中，细胞培养溶液包括约5ng/ml至约500ng/ml  EGF、约5ng/ml至

约500ng/ml的头发生素、约50ng/ml至约1000ng/ml的R‑spondin、约0.1μΜ至约10μΜ的

CHIR99021和约0.1mM至约5mM的丙戊酸。

[0153] 在其它实施方式中，优选的是在细胞培养溶液中的Wnt激动剂和HDAC6抑制剂的组

合。因此，细胞培养溶液可以包括骨形态发生蛋白的抑制剂、R‑spondin  1、Wnt激动剂和

HDAC6抑制剂。

[0154] Wnt蛋白是参与控制胚胎发育的胞外信号传导分子。Wnt激动剂是本领域公知的，

并且包括但不限于：Wnt‑1/Int‑1(Nusse等，1982)、Wnt‑2/Irp(Int‑I‑相关蛋白)

(Wainwright等，1988)、Wnt‑2b/13(Katoh等，1996)、Wnt‑3/Int‑4(Katoh等，2001)、Wnt‑3a

(Saitoh等，2001)、Wnt‑4(Smolich等，1993)、Wnt‑5a(Burrus等，1995)、Wnt‑5b(Burrus等，

1995)、Wnt‑6(Burrus等，1995)、Wnt‑7a(Smolich等，1993)、Wnt‑7b(Burrus等，1995)、Wnt‑

8a/8d(Saitoh等，2001)、Wnt‑8b(Lako等，1998)、Wnt‑9a/14(Bergstein等，1997)、Wnt‑9b/

14b/15(Bergstein等，1997)、Wnt‑10a(Wang等，1996)、Wnt‑10b/12(Wang等，1996)、Wnt‑11

(Lako等，1998)、Wnt‑16(Bergstein等，1997；Fear等，2000)、R‑spondin  1、R‑spondin  2、R‑

spondin  3、R‑spondin  4、诺里病蛋白(Planutis等，2007)、CHIR99021、LiCl、BIO((2'Z,3'

E)‑6‑溴靛红‑3’‑肟)、CHIR98014、SB  216763、SB  415286、3F8、肯帕罗酮、1‑氮杂肯帕罗酮、

TC‑G24、TCS  2002、AR‑A  014418、2‑氨基4‑[3,4‑(亚甲基二氧)苄基‑氨基]‑6‑(3‑甲氧基苯

基)嘧啶(Liu等，2005)、2‑[2‑(4‑乙酰基苯基)二氮烯基]‑2‑(3 ,4‑二氢‑3 ,3‑二甲基‑1

(2H)‑亚异喹啉基)乙酰胺“IQ  1”(Miyabayashi等，2007)、(3α,5β,12α,20R)‑3,12‑二氢胆‑

24‑烷酸“DCA”(Pai等，2004)、(2S)‑2‑[2‑(茚满‑5‑基氧基)‑9‑(1 ,1 '‑联苯‑4‑基)甲基]‑

9H‑嘌呤‑6‑基氨基]‑3‑苯基‑1‑丙醇“QS  11”(Zhang等，2007)、哌啶基二苯基磺酰基磺酰胺

1“WAY‑316606”(Bodine等，2009)、(杂)芳基嘧啶(Gilbert等，2010)、10Z‑海门地塞、TCS 

21311、TWS  119、GSK‑3β抑制剂II、GSK‑3β抑制剂I、GSK‑3β抑制剂XXVII、GSK‑3β抑制剂

XXVI、FRATtide、Cdk1/5抑制剂和Bikinin。

[0155] 细胞培养系统包括本发明的细胞培养溶液和上皮类器官、上皮干细胞或上皮祖细

胞或者上皮干细胞或上皮祖细胞的群体。上皮类器官是本领域已知的(Yao等，2010；Lukacs

等，2010)。上皮干细胞包括但不限于小肠、胃、肺、胰和结肠的干细胞。上皮干细胞还包括
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LGR5阳性干细胞，其源自包括但不限于小肠、内耳、脑、肾、肝、视网膜、胃、胰、乳腺、毛囊、卵

巢、肾上腺髓质、皮肤、胸腺、味蕾、哺乳腺、恶性瘤和肿瘤的来源。上皮干细胞还包括表达

LGR5的LGR5阳性干细胞的休眠前体(Buczacki等，2013)。细胞培养系统中的上皮干细胞或

上皮祖细胞的群体可以包括例如所述系统中的至少10％、20％、30％、40％、50％、60％、

70％、80％、90％、95％、99％或100％细胞。优选的是，在重复传代过程中维持上皮干细胞或

上皮祖细胞的群体。

[0156] 在特定实施方式中，可以在包括烟酰胺或Sirt1特异性HDAC抑制剂(例如EX527)的

额外成分的存在下培养人上皮干细胞。

[0157] 在特定实施方式中，可以在Wnt激动剂、组蛋白脱乙酰基酶抑制剂、表皮生长因子、

碱性成纤维细胞生长因子和可选的骨形态发生蛋白的存在下培养源自内耳的上皮干细胞。

[0158] 细胞培养系统可以包括额外的成分，所述额外成分包括但不限于粘膜下层基底和

包含胶原蛋白的涂层，以便形成适于移植的三维组织构建体。胶原蛋白涂层可以覆盖在选

定的上皮组织或细胞类型之上和/或将其围绕，以及被置于选定的上皮组织或细胞类型与

粘膜下层基底之间。选定的上皮组织或细胞类型包括但不限于上皮干细胞、包括上皮干细

胞的分离组织或者上皮类器官。

[0159] 小肠粘膜下层(SIS)是常见的具有生物相容性且在临床中使用的支架(de  la 

Fuente等，2003；Ueno等，2007；Schultz等，2002；Kehoe等，2012)。粘膜下层类支架经历快速

的新生血管形成、颗粒形成、生物降解，并且就蛋白组成而言通常具有很好的跨物种的保守

性。通过用预选出的上皮细胞类型接种粘膜下层并用胶原蛋白类覆层(collagen‑based 

overlay)来促进生长，制备了用于三维组织构建体的改良的粘膜下层类支架。改变具有这

种覆层的SIS的组成促进SIS伤的细胞粘附和生长，从而导致粘膜下层粘附的细胞三维扩增

为大的上皮类器官。来自温血脊椎动物的动物源组织基质支架(例如，胃粘膜下层、膀胱粘

膜下层、消化器官粘膜下层、呼吸器官粘膜下层、生殖器官粘膜下层和肝基底膜)可与SIS互

换，因此落在本公开的范围内。

[0160] 可以在本领域已知的细胞培养溶液或本发明上文中所描述的细胞培养溶液的存

在下培养组织构建体。例如，可以在包括骨形态发生蛋白的抑制剂、R‑spondin  1、

CHIR99021和组蛋白脱乙酰基酶抑制剂的细胞培养溶液的存在下培养组织构建体。另外，粘

膜下层基底可以包含类似的小分子和/或生长因子的组合，所述小分子和/或生长因子包括

但不限于表皮生长因子、骨形态发生蛋白、R‑spondin  1、CHIR99021、Y‑27632和组蛋白脱乙

酰基酶抑制剂。

[0161] 在替代性实施方式中，提供了无胶原蛋白的上皮细胞培养系统，其中粘膜下层基

底含有如表皮生长因子、骨形态发生蛋白、R‑spondin  1、CHIR99021、Y‑27632和组蛋白脱乙

酰基酶抑制剂等小分子和/或生长因子的组合。可以在本领域已知的或上文所述的细胞培

养溶液的存在下培养无胶原蛋白的组织构建体。

[0162] II.利用细胞培养溶液和系统的方法

[0163] 可以使用本发明的细胞培养溶液和系统来从分离的上皮干细胞高效地形成上皮

类器官。在特定实施方式中，在头发生素、R‑spondin  1、CHIR99021和组蛋白脱乙酰基酶抑

制剂(例如，丙戊酸)的存在下温育分离的上皮干细胞以至少约25％、35％、40％、50％、

60％、70％、80％、90％或100％的效率形成了上皮细胞集落。在另一个特定实施方式中，在
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头发生素、R‑spondin  1、CHIR99021和组蛋白脱乙酰基酶抑制剂的存在下温育单个分离的

上皮干细胞以至少约6％至约100％的效率形成了上皮细胞集落。

[0164] 随后可将保持在本发明的细胞培养溶液和系统内的上皮干细胞引导至特定的分

化途径，包括会导致形成潘氏细胞、肠上皮细胞、杯状细胞和肠内分泌细胞的那些分化途

径。

[0165] 据显示，潘氏细胞是为肝细胞维持提供关键信号的小肠隐窝内的Lgr5+干细胞壁

龛(stem  cell  niche)的重要成分(Sato等，2011b；Yilmaz等，2012)。如下生成潘氏细胞：首

先在包含BMP的抑制剂、R‑spondin  1、CHIR99021和组蛋白脱乙酰基酶抑制剂(例如，丙戊

酸)的细胞培养溶液的存在下温育上皮干细胞，随后进一步在至少一种Wnt激动剂和至少一

种Notch抑制剂(例如，DAPT)的存在下温育上皮干细胞。类似地，随后进一步在至少一种Wnt

抑制剂和至少一种组蛋白脱乙酰基酶抑制剂的存在下温育上皮干细胞来生成肠上皮细胞；

以及随后进一步在至少一种Wnt抑制剂和和至少一种Notch抑制剂的存在下温育上皮干细

胞来生成杯状细胞。Wnt抑制剂可以为但不限于：N‑(6‑甲基‑2‑苯并噻唑基)‑2‑[(3,4,6,7‑

四氢‑4‑氧‑3‑苯基噻吩并[3,2‑d]嘧啶‑2‑基)硫基]乙酰胺("IWP‑2")(Chen ,Dodge等，

2009)。Notch可以为但不限于：N‑[N‑(3,5‑二氟苯乙酰基)‑L‑丙氨酰基]‑S‑苯基甘氨酸叔

丁酯("DAPT"或"LY‑374973")(Dovey,John等，2001)、N1‑[(7S)‑6,7‑二氢‑6‑氧‑5H‑二苯并

[b,d]氮杂卓‑7‑基]‑2,2‑二甲基‑N3‑(2,2,3,3,3‑五氟丙基)‑("RO4929097",丙二酰胺)

(He,Luistro等，2011)、(S)‑2‑羟基‑3‑甲基‑N‑((S)‑1‑((S)‑3‑甲基‑2‑氧‑2,3,4,5‑四氢‑

1H‑苯并[d]氮杂卓‑1‑基氨基)‑1‑氧丙‑2‑基)丁酰胺("LY450139")(Lanz ,Hosley等，

2004) ,N‑[(1S)‑2‑[[(7S)‑6,7‑二氢‑5‑甲基‑6‑氧‑5H‑二苯并[b,d]氮杂卓‑7‑基]氨基]‑

1‑甲基‑2‑氧乙基]‑2‑羟基‑3‑甲基‑ ,(2S)‑("LY900009" ,丁酰胺)Selleckchem:目录号

S7168、N‑[(1S)‑2‑[[(7S)‑6,7‑二氢‑5‑(2‑羟基乙基)‑6‑氧‑5H‑吡啶并[3,2‑a][3]苯并

[d]氮杂卓‑7‑基]氨基]‑1‑甲基‑2‑氧乙基]‑4 ,4 ,4‑三氟‑("LY3039478" ,丁酰胺)

Selleckchem:目录号S7169、N‑[(1S)‑2‑[[(7S)‑6,7‑二氢‑5‑甲基‑6‑氧‑5H‑二苯并[b,d]

氮杂卓‑7‑基]氨基]‑1‑甲基‑2‑氧乙基]‑3,5‑二氟‑α‑羟基‑,(αS)‑("LY411575",苯乙酰

胺)(Wehner,Cizelsky等，2014)、7‑(S)‑[N'(3,5‑二氟苯乙酰基)‑L‑丙氨酰基]氨基‑5‑甲

基‑5,7‑二氢‑6H‑二苯并[b,d]氮杂卓‑6‑酮("YO‑01027"(DBZ))(Milano,McKay等，2004)、

(2R)‑2‑(N‑(2‑氟‑4‑(1,2,4‑噁二唑‑3‑基)苄基)‑4‑氯苯磺酰氨基)‑5,5,5‑三氟戊酰胺("

BMS‑708163")(Saito,Fu等，2014)、(2R,3S)‑N‑[(3S)‑1‑甲基‑2‑氧‑5‑苯基‑2,3‑二氢‑1H‑

1 ,4‑苯并二氮杂卓‑3‑基]‑2 ,3‑双(3,3 ,3‑三氟丙基)琥珀酰胺("BMS‑906024")(Huang ,

Greer等，2009)、(S,S)‑2‑[2‑(3,5‑二氟苯基)‑乙酰氨基]‑N‑(1‑甲基‑2‑氧‑5‑苯基‑2,3‑

二氢‑1H‑苯并[e][1,4]二氮杂卓‑3‑基)‑丙酰胺("化合物E")(Milano,McKay等，2004)、2‑

[(1R)‑1‑[[(4‑氯苯基)磺酰基](2,5‑二氟苯基)氨基]乙基‑5‑氟苯丁酸("BMS‑299897")

(Anderson ,Holtz等，2005)、SAHM1Calbiochem目录号：491002、(选择性Abeta42)

Calbiochem目录号：565792和N‑(2‑溴苯基)‑N’‑(2‑羟基‑4‑硝基苯基)脲("SB  225002")

(Bakshi,Jin等，2009)。

[0166] 随后在至少一种Notch抑制剂和抑制受体酪氨酸激酶(RTK)、丝裂原活化蛋白

(MAP)激酶(也称作MAPK/ERK)或胞外信号调节激酶(ERK)(也称作MAPK/ERK)中的至少一种

的试剂的存在下进一步温育上皮干细胞产生了上皮内分泌细胞。MAP激酶可以是但不限于
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丝裂原活化蛋白(MAP)激酶激酶，而抑制MAP激酶的试剂可以是但不限于：N‑[(2S)‑2,3‑二

羟基丙基]‑3‑[(2‑氟‑4‑碘苯基)氨基]‑4‑吡啶甲酰胺("AS‑703026")(Kim,Kong等，2010)、

N‑[(2R)‑2,3‑二羟基丙基]‑3,4‑二氟‑2‑[(2‑氟‑4‑碘苯基)氨基]苯甲酰胺("PD0325901")

(Thompson和Lyons，2005)、5‑(2‑苯基‑吡唑并[1,5‑a]吡啶‑3‑基)‑1H‑吡唑并[3,4‑c]哒

嗪‑3‑基胺("FR  180204")(Ohori,Kinoshita等，2005)、2‑(2‑氨基‑3‑甲氧基苯基)‑4H‑色

烯‑4‑酮("PD98059")(Alessi,Cuenda等，1995)、6‑(4‑溴‑2‑氯苯基氨基)‑7‑氟‑N‑(2‑羟基

乙氧基)‑3‑甲基‑3H‑苯并[d]咪唑‑5‑甲酰胺("Selumetinib")(Huynh,Soo等，2007)、(Z)‑

3‑氨基‑3‑(4‑氨基苯基硫基)‑2‑(2‑(三氟甲基)苯基)丙烯腈("SL‑327")(Chen,Operana

等，2005)、(2Z ,3Z)‑2 ,3‑双(氨基(2‑氨基苯基硫基)亚甲基)丁二腈，乙醇("U0126")

(Favata,Horiuchi等，1998)、(R)‑3‑(2,3‑二羟基丙基)‑6‑氟‑5‑(2‑氟‑4‑碘基苯基氨基)‑

8‑甲基吡啶并[2,3‑d]嘧啶‑4,7(3H,8H)‑二酮("TAK‑733")(Dong,Dougan等，2011)和N‑(3‑

(3‑环丙基‑5‑(2‑氟‑4‑碘苯基氨基)‑6,8‑二甲基‑2,4,7‑三氧‑3,4,6,7‑四氢吡啶并[4,3‑

d]嘧啶‑1‑(2H)‑基)苯基)乙酰胺("Trametinib")(Gilmartin,Bleam等，2011)。抑制RTK的

试剂可以是但不限于：N‑(3‑氯‑4‑氟苯基)‑7‑甲氧基‑6‑[3‑(4‑吗啉基)丙氧基]‑4‑喹唑啉

胺("吉非替尼(Gefitinib)")(Ciardiello  2000)、(E)‑2‑氰基‑3‑(3,4‑二羟基苯基)‑2‑丙

烯酰胺("AG  99")(Gazit,Yaish等，1989)、4‑[[(2S)‑2‑(3‑氯苯基)‑2‑羟基乙基]氨基]‑3‑

[7‑甲基‑5‑(4‑吗啉基)‑1H‑苯并咪唑‑2‑基]‑2(1H)‑吡啶酮("BMS  536924")(Huang,Greer

等，2009)、5‑(2‑苯基‑吡唑并[1 ,5‑a]吡啶‑3‑基)‑1H‑吡唑并[3 ,4‑c]哒嗪‑3‑醇("FR 

180209")(Anastassiadis,Duong‑Ly等，2013)、N‑(3‑乙炔基苯基)‑6,7‑双(2‑甲氧基乙氧

基)喹唑啉‑4‑胺盐酸盐("厄洛替尼(Erlotinib)")(Kuiper,Heideman等，2014)、(S,E)‑N‑

(4‑(3‑氯‑4‑氟苯基氨基)‑7‑(四氢呋喃‑3‑基氧基)喹唑啉‑6‑基)‑4‑(二甲基氨基)丁‑2‑

烯酰胺("阿法替尼(Afatinib)")(Minkovsky和Berezov，2008)、N‑(4‑(3‑氟苄氧基)‑3‑氯

苯基)‑6‑(5‑((2‑(甲基磺酰基)乙基氨基)甲基)呋喃‑2‑基)喹唑啉‑4‑胺，二(4‑甲基苯磺

酸盐)("拉帕替尼(Lapatinib)")(Xia,Mullin等，2002) ,N‑(3‑(5‑氯‑2‑(2‑甲氧基‑4‑(4‑

甲基哌嗪‑1‑基)苯基氨基)嘧啶‑4‑基氧基)苯基)丙烯酰胺("WZ4002")(Sakuma ,Yamazaki

等，2012)和2‑[(3,4‑二羟基苯基)亚甲基]‑("AG‑18",丙二腈)(Gazit,Yaish等，1989)。

[0167] 本发明的细胞培养溶液和系统可以另外用于形成包含可移植上皮的三维组织构

建体以用于再生目的。这种组织构建体可以根据本领域已知方法移植至宿主内(Lloyd等，

2006；Gupta等，2006；Yui等，2012)。对治疗易感的组织包括所有受损组织，包括那些可能经

疾病、损伤、外伤、自体免疫反应或者经由病毒或细菌感染而已受到损害的组织。可以采用

微创移植技术，包括图像引导技术。组织构建体可以被直接注入或植入受损组织内，其在所

述受损组织内可以复制并根据其在体内的位置最终分化为所需的细胞类型。组织构建体可

以经由结肠灌肠直接植入或注入。对于上部肠应用，可以在口服输送前采用微粉化

(micronization)。因此，特别适用于修复的受损组织包括结肠、小肠、胰腺、食管和胃部系

统。技术人员可理解对于特定的待治疗病况而言组织构建体的适当剂量是多少。

[0168] 本发明的细胞培养溶液和系统可以另外用于预测化学治疗剂或化学治疗剂的组

合在体内的效力。这类方法与临床设定下的应用特别相关，因为许多患者采用多种药物治

疗。

[0169] 通过在本发明的培养溶液中培养分离的肿瘤细胞聚集体或单个细胞，可以根据本
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领域已知的方法形成肿瘤类器官(Sato等，2011a)。这类培养物可以用作各种癌的临床模

型，所述癌包括但不限于前列腺癌、乳腺癌、胃癌、胰腺癌、肺癌、脑癌、结肠癌、小肠癌和膀

胱癌。

[0170] 可以在本发明的细胞培养溶液(例如，包括BMP抑制剂、R‑spondin  1、Wnt激动剂、

组蛋白脱乙酰基酶抑制剂)和化学治疗剂的存在下温育肿瘤类器官。随后，对相关参数进行

测定和评估。相关参数包括对细胞生活力的抑制、细胞增殖的抑制、肿瘤相关基因表达的抑

制、凋亡的活化以及细胞存活的抑制。检测到与参照(例如，对照)相比的参数的增加表明化

学治疗剂相对于肿瘤类器官的效力，这可预测所述化学治疗剂在体内的效力。

[0171] 一般而言，将化学治疗剂在据估计有治疗性的剂量范围与细胞培养系统温育，且

其持续时间足以产生生理学效果。温育时间可以为约1小时至约24小时，或者可根据需要延

长至数日甚至数周。温育条件通常涉及使用本发明的培养溶液并保持温度为约37℃。

[0172] 化学治疗剂是对其治愈、缓解、治疗或预防受试对象中的癌症的能力进行过评估

的任何物质，其可以包括但不限于化学化合物、生物试剂、蛋白、肽、核酸、脂质、多糖、补充

剂和抗体。

[0173] 对肿瘤相关基因表达的抑制可根据本领域已知方法来确定。例如，相对于对照的

对肿瘤相关基因表达的抑制可以通过微芯片分析、RT‑PCR、原位杂交、荧光原位杂交或

Northern分析来检测。相对于对照的对肿瘤相关蛋白表达的抑制可以通过定量Western印

迹、免疫组织化学、免疫荧光、酶联免疫吸附测试、氨基酸序列分析、荧光活化细胞分选或蛋

白浓度测试来检测。例如，可以利用胃癌基因筛选测试来鉴定血管紧张素、载脂蛋白E、载脂

蛋白A‑I、铜蓝蛋白、凝血酶原、纤维连接蛋白、维生素D结合蛋白、凝溶胶蛋白、间α胰蛋白酶

抑制剂重链H3、激肽原‑1、血清对氧磷酶/芳香酯酶1、α‑1‑抗糜蛋白酶和转甲状腺素蛋白的

基因表达的变化。

[0174] 凋亡的活化可以根据本领域已知的方法来确定。例如，相对于对照的细胞死亡的

增加可以通过乳酸脱氢酶释放、半胱天冬酶活性、膜联蛋白V染色、磷脂酰丝氨酸染色或

TUNEL测试来检测。某些测试检测细胞死亡过程中相对较晚期的事件，例如乳酸脱氢酶释

放。半胱天冬酶活化是慢性毒性和细胞死亡的共有特征。半胱天冬酶活性可以通过荧光光

谱在毒性损伤后相对快速地测定(30分钟至4小时)，由此使其自身适于高通量筛选技术。常

用于检测细胞的凋亡或坏死的其它标志物和测试可以包括但不限于受影响的细胞的质膜

外层上的磷脂酰丝氨酸的存在、膜联蛋白V染色以及末端脱氧核苷酰转移酶缺口末端

(nick‑end)标记测试(TUNEL)。

[0175] 细胞生活力的抑制可以根据本领域已知方法来确定，所述方法包括但不限于利用

如台盼蓝、4,6‑二氨基苯基吲哚(DAPI)和碘化吡啶等活体染料对活细胞和死细胞的差分计

数。

[0176] 细胞增殖的抑制可以根据本领域已知方法来确定，所述方法包括但不限于通过溴

脱氧尿苷引入的DNA定量、氚代胸苷(3H‑胸苷)的测定、碘化吡啶染色、通过四唑盐或阿尔玛

蓝(AlamarBlue)还原的胞内代谢分析以及胞内ATP浓度定量。其它方法包括：通过分光光度

分析测定裂解细胞的总核酸含量；采用抗cdc6肽抗体、抗人mRNA结合蛋白HuR抗体(抗HuR抗

体)、针对D细胞周期蛋白和细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂的抗体的荧光标记；Ki‑67抗原

检测；通过定量Western印迹、免疫组织化学、免疫荧光、酶联免疫吸附测试、氨基酸序列分
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析、荧光活化细胞分选或蛋白浓度测试对蛋白含量的测定。采用上述方法的可商购试剂盒

包括：ChromaTideTM核苷酸标记、羧基荧光素二乙酸酯的琥珀酰亚氨基酯、ABSOLUTE‑STM 

SBIP细胞增殖测试试剂盒、Vybrant  DiI细胞标记溶液、CyQUANT细胞增殖测试试剂盒、

VybrantTM  MTT细胞增殖测试试剂盒和FluoReporterTM  Blue荧光分析核酸测试试剂盒。

[0177] 对细胞存活的遏制可以根据包括克隆生成测试在内的本领域已知方法来确定。

[0178] III.促进体内的上皮细胞扩增或上皮组织生长的方法

[0179] 通过对受试对象施用Wnt激动剂和组蛋白脱乙酰基酶抑制剂或者Wnt激动剂和

Notch激动剂可以将上皮干细胞在体内扩增，所述上皮干细胞包括肠、胃、肺、胰腺和结肠的

干细胞，特别是存在于小肠、内耳、脑、肾、肝、视网膜、胃、胰腺、乳腺、毛囊、卵巢、肾上腺髓

质、皮肤、胸腺、味蕾和哺乳腺内的LGR5阳性干细胞。这些组合促进上皮细胞的扩增，从而导

致体内上皮组织的生长。

[0180] 在特定实施方式中，可以在对受试对象施用Wnt激动剂(例如，CHIR99021)和组蛋

白脱乙酰基酶抑制剂(例如，丙戊酸)或者Wnt激动剂(例如，CHIR99021)和Notch激动剂之后

在体内形成肠上皮细胞。

[0181] 在某些实施方式中，这些组合(例如，CHIR99021和丙戊酸)可以治疗受试对象中的

肠病症，所述肠病症包括但不限于：小肠结肠炎；病毒感染，例如非特异性肠炎或特异性病

毒性肠炎；憩室炎；细菌性小肠结肠炎，例如沙门氏菌病、志贺氏菌病、弯曲杆菌小肠结肠炎

或耶尔森菌小肠结肠炎；原生动物感染，例如阿米巴病；蠕虫感染(helmin thic 

infection)；和假膜性结肠炎、以及慢性阻塞性肺病和囊性纤维化的肺部并发症；阑尾炎；

萎缩性胃炎；Barrett食管病；肺炎；宫颈炎；慢性间质性肾炎；结肠炎；结肠憩室炎；结膜炎；

接触性皮炎；柯林氏溃疡；库兴氏溃疡；膀胱炎；坏疽；牙龈炎；乳腺炎；食道炎；胰腺炎；脂膜

炎；蜂窝织炎性胃炎；肾小球肾炎；和字体免疫疾病，其包括但不限于炎性肠病、溃疡性结肠

炎、克罗恩病、艾迪生病和肾小球肾炎(例如，新月体性肾小球肾炎、增殖性肾小球肾炎)。

[0182] 施用的剂量将取决于接受者的年龄、性别、健康和体重、同时进行的治疗的种类

(如果有的话)、治疗频率以及所需的效果的性质。本发明的组合物的施用的剂量范围是足

以产生所需效果的剂量。剂量不应过大而导致不良副作用，例如不希望的交叉反应和过敏

性反应等等。一般而言，剂量将随患者的状况和疾病程度而变化。禁忌症(counter 

indication)(如果有的话)、免疫耐受性以及其它变量也会影响适合的剂量。例如，要考虑

到诸如患者的年龄、体重、性别、物种、一般健康/状况、待治疗的病况、治疗时机、合适的动

物模型(例如，啮齿类、小鼠)中涉及的活性成分的LD50以及其它已知因素等因素；并且这类

剂量可以为毫克量级(例如，0.5mg/kg至500mg/kg的量级)或其它合适的量，或者可以由本

文中的实施例来计算，例如考虑到典型的受试动物(例如小鼠)的平均体重和向其施用的剂

量(例如，100毫克)，且因此本领域技术人员能够在不经过度实验的情况下确定剂量。特别

是，在人受试对象中，CHIR99021以约0.1mg/kg/日至约100mg/kg/日的量施用，而丙戊酸的

量是以约1mg/kg/日至约1000mg/kg/日的量施用。在特定实施方式中，丙戊酸的量是15mg/

kg/日至约40mg/kg/日。

[0183] CHIR99021和丙戊酸的药物组合物可以通过实现其预定目的的任何方式同时或依

次施用。例如，施用可以为局部、胃肠外、皮下、静脉内、肌内、腹膜内、透皮、经直肠或经颊途

径。作为另外的选择，或者同时地，可以通过口服途径进行施用。从上面的描述中，显而易见
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的是可以对本文所述的发明进行变化和修改以使其适用于各种应用和条件。本文中描述了

方法和材料以用于本发明；也可以使用本领域已知的其它的合适的方法和材料。所述材料、

方法和实例仅出于说明性目的，而并非意在进行限制。这些实施方式也落在后续权利要求

的范围内。在本文的变量的任何定义中对一系列要素的叙述包括了作为任何单个要素或所

列要素的组合(或子组合)的该变量的定义。本文中对实施方式的叙述包括了作为任何单个

实施方式或与任何其它实施方式或其部分的组合的实施方式。通过援引将本文提及的任何

公开、专利申请、专利、序列、数据库登录条目和其它参考文献以其整体并入。

[0184] 本文的示例性实施方式也可以通过以下编号段落的任一段来描述：

[0185] 1 .一种在细胞培养系统中形成肠上皮细胞的方法，所述方法包括在至少一种Wnt

抑制剂和至少一种组蛋白脱乙酰基酶抑制剂的存在下温育上皮干细胞，所述至少一种Wnt

抑制剂和至少一种组蛋白脱乙酰基酶抑制剂各自为足以在细胞培养系统中产生肠上皮细

胞的量。

[0186] 2.如第1段所述的方法，其中所述组蛋白脱乙酰基酶抑制剂是Pan‑HDAC抑制剂。

[0187] 3.如第2段所述的方法，其中所述Pan‑HDAC抑制剂选自由丙戊酸、曲古霉素A、辛二

酰苯胺异羟肟酸和SBHA组成的组。

[0188] 4.如第1段所述的方法，其中所述组蛋白脱乙酰基酶抑制剂是HDAC6抑制剂。

[0189] 5.如第4段所述的方法，其中所述HDAC6抑制剂选自由土巴星、土巴他汀A和化合物

7组成的组。

[0190] 6.如第1段所述的方法，其中所述Wnt激动剂选自由IWP‑2、XAV‑939、ICG‑001、LGK‑

974、IWR‑1‑endo、KY02111、Wnt‑C59、DKK‑1、FH‑535、Box5、肽Pen‑N3、抗‑SFRP抗体和抗LRP6

抗体组成的组。

[0191] 7.如第1段所述的方法，还包括在骨形态发生蛋白的抑制剂的存在下温育上皮干

细胞。

[0192] 8.如第7段所述的方法，其中所述骨形态发生蛋白的抑制剂选自由头发生素、脊索

发生素、卵泡抑素、DAN、含DAN半胱氨酸结结构域的蛋白、骨硬化蛋白、原肠形成蛋白、子宫

敏感性相关基因‑1、结缔组织生长因子、抑制素、BMP‑3和Dorsomorphin组成的组。

[0193] 9.如第1段所述的方法，还包括在表皮生长因子的存在下温育上皮干细胞。

[0194] 10.一种在细胞培养系统中形成杯状细胞的方法，所述方法包括在至少一种Wnt抑

制剂和至少一种Notch抑制剂的存在下温育上皮干细胞，所述至少一种Wnt抑制剂和至少一

种Notch抑制剂各自为足以在细胞培养系统中产生杯状细胞的量。

[0195] 11 .如第10段所述的方法，其中所述Notch抑制剂选自由DAPT、RO4929097、

LY450139、LY900009、LY3039478、LY411575、YO‑01027、BMS‑708163、BMS‑906024、化合物E、

BMS‑299897、SAHM1、选择性Abeta42(Abeta42‑Selective)和SB  225002组成的组。

[0196] 12.如第10段所述的方法，其中所述Wnt抑制剂选自由IWP‑2、XAV‑939、ICG‑001、

LGK‑974、IWR‑1‑endo、KY02111、Wnt‑C59、DKK‑1、FH‑535、Box5、肽Pen‑N3、抗‑SFRP抗体、抗

LRP6抗体和抗APC抗体组成的组。

[0197] 13.如第10段所述的方法，还包括在表皮生长因子的存在下温育上皮干细胞。

[0198] 14.一种在培养系统中形成肠内分泌细胞的方法，该方法包括在至少一种Notch抑

制剂和抑制受体酪氨酸激酶、丝裂原活化蛋白(MAP)激酶或胞外信号调节激酶(ERK)中的至
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少一种的试剂的存在下温育上皮干细胞，所述至少一种Notch抑制剂和所述试剂各自的量

是足以在细胞培养系统中产生肠内分泌细胞的量。

[0199] 15 .如第14段所述的方法，其中所述Notch抑制剂选自由DAPT ,RO4929097 ,

LY450139,LY900009,LY3039478,LY411575,YO‑01027,BMS‑708163,BMS‑906024,化合物E,

BMS‑299897,SAHM1,选择性Abeta42和SB  225002组成的组。

[0200] 16.如第14段所述的方法，其中所述MAP激酶是丝裂原活化蛋白激酶激酶(MEK)。

[0201] 17.如第14段所述的方法，其中抑制MAP激酶的试剂选自由AS‑703026、PD0325901、

PD98059、司美替尼(Selumetinib)、SL‑327、U0126、TAK‑733和曲美替尼(Trametinib)组成

的组。

[0202] 18.如第14段所述的方法，其中抑制RTK的试剂选自由吉非替尼(Gefitinib)、AG 

99、厄洛替尼(Erlotinib)、阿法替尼(Afatinib)、拉帕替尼(Lapatinib)、WZ4002和AG‑18组

成的组。

[0203] 19.如第14段所述的方法，其中抑制ERK的试剂是AS‑703026或PD0325901。

[0204] 20.如第14段所述的方法，还包括在骨形态发生蛋白的抑制剂的存在下温育上皮

干细胞。

[0205] 21 .如第20段所述的方法，其中所述骨形态发生蛋白选自由头发生素、脊索发生

素、卵泡抑素、DAN、含DAN半胱氨酸结结构域的蛋白、骨硬化蛋白、原肠形成蛋白、子宫敏感

性相关基因‑1、结缔组织生长因子、抑制素、BMP‑3和Dorsomorphin组成的组。

[0206] 22.如第14段所述的方法，还包括在与含富亮氨酸重复G蛋白偶联受体5结合的试

剂的存在下温育上皮干细胞。

[0207] 23.如第22段所述的方法，其中所述与含富亮氨酸重复G蛋白偶联受体5结合的试

剂选自由R‑spondin  1、R‑spondin  2、R‑spondin  3和R‑spondin  4组成的组。

[0208] 24.如第14段所述的方法，还包括在表皮生长因子的存在下温育上皮干细胞。

[0209] 25.一种在有需要的受试对象中形成小肠上皮细胞的方法，所述方法包括对所述

受试对象施用足以在该受试对象中形成小肠上皮细胞的量的至少一种Wnt激动剂和组蛋白

脱乙酰基酶抑制剂。

[0210] 26.如第25段所述的方法，其中所述受试对象是人。

[0211] 27 .如第25段所述的方法，其中所述Wnt激动剂由以下组成的组：Wnt‑1/Int‑1、

Wnt‑2/Irp(Int‑I‑相关蛋白)、Wnt‑2b/13、Wnt‑3/Int‑4、Wnt‑3a、Wnt‑4、Wnt‑5a、Wnt‑5b、

Wnt‑6、Wnt‑7a、Wnt‑7b、Wnt‑8a/8d、Wnt‑8b、Wnt‑9a/14、Wnt‑9b/14b/15、Wnt‑10a、Wnt‑10b/

12、Wnt‑11、Wnt‑16、R‑spondin  1、R‑spondin  2、R‑spondin  3、R‑spondin  4、诺里病蛋白、

CHIR99021、LiCl、BIO((2'Z,3'E)‑6‑溴靛红‑3’‑肟)、CHIR98014、SB  216763、SB  415286、

3F8、肯帕罗酮、1‑氮杂肯帕罗酮、TC‑G24、TCS  2002、AR‑A  014418、2‑氨基‑4‑[3,4‑(亚甲基

二氧)苄基‑氨基]‑6‑(3‑甲氧基苯基)嘧啶、IQ  1、DCA、QS  11、WAY‑316606、(杂)芳基嘧啶、

10Z‑海门地塞、TCS  21311、TWS  119、GSK‑3抑制剂IX、GSK‑3抑制剂IV、GSK‑3β抑制剂II、

GSK‑3β抑制剂I、GSK‑3β抑制剂XXVII、GSK‑3β抑制剂XXVI、FRATtide、Cdk1/5抑制剂、

Bikinin和1‑氮杂肯帕罗酮。

[0212] 28.如第25段所述的方法，其中所述组蛋白脱乙酰基酶抑制剂是Pan‑HDAC抑制剂。

[0213] 29.如第28段所述的方法，其中所述Pan‑HDAC抑制剂选自由丙戊酸、曲古霉素A、辛
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二酰苯胺异羟肟酸和SBHA组成的组。

[0214] 30.如第25段所述的方法，其中所述组蛋白脱乙酰基酶抑制剂是HDAC6抑制剂。

[0215] 31.如第30段所述的方法，其中所述HDAC6抑制剂选自由土巴星、土巴他汀A和化合

物7组成的组。

[0216] 32.如第25段所述的方法，其中所述Wnt激动剂是CHIR99021且所述组蛋白脱乙酰

基酶抑制剂是丙戊酸。

[0217] 33.如第32段所述的方法，其中所述CHIR99021以约0.1mg/kg/日至约100mg/kg/日

的量施用，而丙戊酸以约1mg/kg/日至约1000mg/kg/日的量施用。

[0218] 34.一种在有需要的受试对象中生成上皮组织的方法，所述方法包括对所述受试

对象施用足以增加所述上皮组织内的上皮干细胞的量的至少一种Wnt激动剂和组蛋白脱乙

酰基酶抑制剂或者Wnt激动剂和Notch激动剂，由此在所述受试对象中生成上皮组织。

[0219] 35.如第34段所述的方法，其中所示上皮干细胞是存在于小肠、内耳、脑、肾、肝、视

网膜、胃、胰腺、乳腺、毛囊、卵巢、肾上腺髓质、皮肤、胸腺、味蕾或哺乳腺内的LGR5阳性干细

胞。

[0220] 36.一种在有需要的受试对象中形成小肠上皮细胞的方法，所述方法包括对所述

受试对象施用足以在该受试对象中形成小肠上皮细胞的量的至少一种Wnt激动剂和Notch

激动剂。

[0221] 35.如第34或36段所述的方法，其中所述受试对象是人。

[0222] 36.如第34或36段所述的方法，其中所述Wnt激动剂选自由以下组成的组：Wnt‑1/

Int‑1、Wnt‑2/Irp(Int‑I‑相关蛋白)、Wnt‑2b/13、Wnt‑3/Int‑4、Wnt‑3a、Wnt‑4、Wnt‑5a、

Wnt‑5b、Wnt‑6、Wnt‑7a、Wnt‑7b、Wnt‑8a/8d、Wnt‑8b、Wnt‑9a/14、Wnt‑9b/14b/15、Wnt‑10a、

Wnt‑10b/12、Wnt‑11、Wnt‑16、R‑spondin  1、R‑spondin  2、R‑spondin  3、R‑spondin  4、诺里

病蛋白、CHIR99021、LiCl、BIO((2'Z,3 'E)‑6‑溴靛红‑3’‑肟)、CHIR98014、SB  216763、SB 

415286、3F8、肯帕罗酮、1‑氮杂肯帕罗酮、TC‑G24、TCS  2002、AR‑A  014418、2‑氨基‑4‑[3,4‑

(亚甲基二氧)苄基‑氨基]‑6‑(3‑甲氧基苯基)嘧啶、IQ  1、DCA、QS  11、WAY‑316606、(杂)芳

基嘧啶、10Z‑海门地塞、TCS  21311、TWS  119、GSK‑3抑制剂IX、GSK‑3抑制剂IV、GSK‑3β抑制

剂II、GSK‑3β抑制剂I、GSK‑3β抑制剂XXVII、GSK‑3β抑制剂XXVI、FRATtide、Cdk1/5抑制剂、

Bikinin和1‑氮杂肯帕罗酮。

[0223] 37 .如第34或36段所述的方法，其中所述Notch激动剂是Notch1抗体(N1  Ab)、

Delta  1、Delta样3、Delta样4、Jagged  1、Jagged  2、DSL肽和Delta  D。

[0224] 38.一种治疗小肠病症的方法，所述方法包括对受试对象施用Wnt激动剂和组蛋白

脱乙酰基酶抑制剂或者Wnt激动剂和Notch。

[0225] 39.如第38段所述的方法，其中所述受试对象是人。

[0226] 40.如第38段所述的方法，其中所述Wnt激动剂选自由以下组成的组：Wnt‑1/Int‑

1、Wnt‑2/Irp(Int‑I‑相关蛋白)、Wnt‑2b/13、Wnt‑3/Int‑4、Wnt‑3a、Wnt‑4、Wnt‑5a、Wnt‑5b、

Wnt‑6、Wnt‑7a、Wnt‑7b、Wnt‑8a/8d、Wnt‑8b、Wnt‑9a/14、Wnt‑9b/14b/15、Wnt‑10a、Wnt‑10b/

12、Wnt‑11、Wnt‑16、R‑spondin  1、R‑spondin  2、R‑spondin  3、R‑spondin  4、诺里病蛋白、

CHIR99021、LiCl、BIO((2'Z,3'E)‑6‑溴靛红‑3’‑肟)、CHIR98014、SB  216763、SB  415286、

3F8、肯帕罗酮、1‑氮杂肯帕罗酮、TC‑G24、TCS  2002、AR‑A  014418、2‑氨基‑4‑[3,4‑(亚甲基
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二氧)苄基‑氨基]‑6‑(3‑甲氧基苯基)嘧啶、IQ  1、DCA、QS  11、WAY‑316606、(杂)芳基嘧啶、

10Z‑海门地塞、TCS  21311、TWS  119、GSK‑3抑制剂IX、GSK‑3抑制剂IV、GSK‑3β抑制剂II、

GSK‑3β抑制剂I、GSK‑3β抑制剂XXVII、GSK‑3β抑制剂XXVI、FRATtide、Cdk1/5抑制剂、

Bikinin和1‑氮杂肯帕罗酮。

[0227] 41.如第38段所述的方法，其中所述组蛋白脱乙酰基酶抑制剂是Pan‑HDAC抑制剂。

[0228] 42.如第41段所述的方法，其中所述Pan‑HDAC抑制剂选自由丙戊酸、曲古霉素A、辛

二酰苯胺异羟肟酸和SBHA组成的组。

[0229] 43.如第38段所述的方法，其中所述组蛋白脱乙酰基酶抑制剂是HDAC6抑制剂。

[0230] 44.如第43段所述的方法，其中所述HDAC6抑制剂选自由土巴星、土巴他汀A和化合

物7组成的组。

[0231] 45.如第38段所述的方法，其中所述Wnt激动剂是CHIR99021且所述组蛋白脱乙酰

基酶抑制剂是丙戊酸。

[0232] 46.如45所述的方法，其中所述CHIR99021以约0.1mg/kg/日至约100mg/kg/日的量

施用，而丙戊酸以约1mg/kg/日至约1000mg/kg/日的量施用。

[0233] 47.如第38段所述的方法，其中所述Notch激动剂是Notch1抗体(N1Ab)、Delta  1、

Delta样3、Delta样4、Jagged  1、Jagged  2、DSL肽和Delta  D。

[0234] 48.如第38至47段中任一段所述的方法，其中所述小肠病症选自由以下病症组成

的组：小肠结肠炎；病毒感染，如非特异性肠炎或特异性病毒性肠炎；憩室炎；细菌性小肠结

肠炎，如沙门氏菌病、志贺氏菌病、弯曲杆菌小肠结肠炎或耶尔森菌小肠结肠炎；原生动物

感染，如阿米巴虫病；蠕虫感染；和假膜性结肠炎以及囊性纤维化的肺部并发症和慢性阻塞

性肺病；阑尾炎；萎缩性胃炎；巴雷特食管症；肺炎；子宫颈炎；慢性间质性肾炎；大肠炎；结

肠憩室炎；结膜炎；接触性皮炎；柯林氏溃疡；库兴氏溃疡；膀胱炎；坏疽；牙龈炎；乳腺炎；食

管炎；胰腺炎；脂膜炎；蜂窝织炎性胃炎；肾小球肾炎；以及自体免疫疾病，包括但不限于炎

性肠病、溃疡性结肠炎、克罗恩病、艾迪生病和肾小球肾炎(例如，新月体肾小球肾炎、增殖

性肾小球肾炎)。

[0235] 在以下实施例中对本发明进行进一步描述，但这些实施例并不会限制权利要求书

中所记载的本发明的范围。

[0236] 实施例

[0237] 实施例1.利用小分子的组合维持了Lgr5+小肠干细胞的自我更新

[0238] ISC的自我更新和分化经数个信号传导途径的协同调节而受到控制(Crosnier ,

Stamataki,&Lewis,2006；Scoville,Sato,He,&Li,2008；van  der  Flier&Clevers,2009)。

在本研究中，鉴定了这样的小分子：所述小分子靶向相关的信号传导途径以维持Lgr5+干细

胞的自我更新状态并且不依赖于其它细胞类型所提供的提示而控制所述Lgr5+干细胞的分

化。

[0239] 如前所述(Sato等，2009)分离出隐窝和单个Lgr5‑GFP细胞。简言之，收获小肠的近

侧一半、纵向打开并用冷PBS清洗以去除腔内容物。然后用剪刀将组织剪为2至4mm的碎片，

再通过用10‑ml移液管移取出来用冷PBS洗涤5至10次。将组织片段与2mM  EDTA在PBS中于冰

上温育30分钟。去除EDTA后，将组织片段用PBS洗涤以释放隐窝。收集富集有隐窝的上清液

部分，使其通过70μm细胞过滤器(cell  strainer)并在300g离心5分钟。将细胞颗粒在没有
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生长因子的细胞培养基中重悬，并在150g离心以除去单个细胞。然后将隐窝培养或用于单

个细胞分离。为获取单个细胞，将隐窝于37℃在培养基中温育45分钟，然后用玻璃移液管捣

碎。使解离的细胞通过20μm细胞过滤器，将其用碘化丙啶负染色，并如前所述(Sato等，

2009)通过流式细胞仪(FACS  Aria ,BD)分选出单个活的高GFP细胞。将分离自Lgr5‑EGFP‑

ires‑CreERT2小鼠的小肠隐窝包埋在基质胶中并在EGF、头发生素和R‑spondin  1(统称为

ENR)的存在下于常规培养条件下培养，从而产生了具有隐窝的类器官和在隐窝尖端的绒毛

样结构域和GFP+细胞，这与此前报道相一致(Sato等，2009)。在最小改动的情况下如前所述

(Sato等，2009)培养分离的隐窝或单细胞。简言之，将隐窝或单细胞包埋在基质胶中并平板

接种至24孔板的孔的中心。在基质胶(生长因子经减少；BD  Bioscience)聚合后，添加含有

生长因子和小分子的500μl培养基(Advanced  DMEM/F12(Life  Technologies))，所述生长

因子包括EGF(50ng/ml ,Life  Technologies)、头发生素(100ng/ml ,Peprotech)和R‑

spondin  1(500ng/ml,R&D)，小分子包括CHIR99021(3μΜ,Stemgent)和丙戊酸(1mM,Sigma‑

Aldrich)。为比较不同培养条件，在基质胶中铺平板后立即将小分子或生长因子添加至新

鲜分离的隐窝，以便测试使隐窝内的ISC的潜在分化最小化且由此维持隐窝培养物的能力。

每隔1天更换细胞培养基。对于单细胞的培养物，将细胞包埋在含有Jagged‑1肽(1μΜ；

AnaSpec)的基质胶中并在开始的2天添加Y‑27632(10μΜ；Tocris)。使细胞如前所述作为细

胞集落传代(Sato等，2009)或者作为单细胞传代。对于单细胞传代，除去细胞培养基并添加

Accutase(Life  Technologies)。在37℃温育10至20分钟后，通过移液吸取(pipetting)将

细胞集落解离为单个细胞。然后将细胞洗涤、在新鲜基质胶中包埋并铺平板至24孔板内。每

6天以1:20的分裂比将在CV条件下培养的细胞传代。培养的隐窝的大约一半含有GFP+细胞，

这与Lgr5‑GFP小鼠的体内GFP表达相一致(图1)。

[0240] ENR条件中所用的生长因子提供了关键但不足够的维持Lgr5+干细胞自我更新的

提示(cue)。为了鉴定出维持小肠干细胞的自我更新状态的关键因子，利用Lgr5‑GFP报告子

在ENR条件下测试了选定的调节ISC信号传导途径的小分子，例如Wnt、Notch和BMP。

CHIR99021(本文中称为CHIR或C)是活化Wnt信号传导途径的GSK3抑制剂，其促进了隐窝细

胞的增殖，这通过对培养物中的类器官的平均尺寸和细胞数目的定量所指示(图2A、2B和

3A、3B)。CHIR增加了培养物中的GFP+细胞的百分比和相对GFP强度，这指示了干细胞自我更

新的增加(图2A和2B)。特别是，大量GFP阴性细胞仍存在于类器官内(图2A)，这可能是干细

胞自我更新的维护不充分的结果或是促进了隐窝中更成熟的GFP阴性细胞的增殖的结果。

丙戊酸(VPA或V)是一种组蛋白脱乙酰基酶抑制剂，其也在存在最小量的GFP阴性细胞的情

况下显著增加了GFP+类器官的GFP表达(图2A)。令人感兴趣的是，当将CHIR和VPA组合时

(CV)，培养物中的细胞增殖以及表达GFP的细胞的百分比和相对GFP强度都显著增加(图2A

和2B)，且GFP+类器官中几乎为纯的GFP+细胞(图2A)，这表明该培养条件下的分化或分化细

胞增殖最小化并且干细胞自我更新增加。

[0241] CV条件下的GFP+细胞显示出与新鲜分离的单细胞相对应的单个高GFP群体(图

3C)，表现出如前所报道(Sato等，2009)的Lgr5+干细胞群体。特别是，在CV条件下，R‑

spondin  1和头发生素仍是维持Lgr5+干细胞的自我更新所需要的，而EGF促进隐窝的增殖，

其可以从培养物中移除而不影响对Lgr5+细胞的维持(图3D)。增加CHIR浓度进一步消除了

对R‑Spondin  1促进GFP表达的需求(图3E)，这与R‑Spondin1增加Wnt/β‑连环素信号传导的
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作用相一致。此外，VPA或CHIR+VPA还促进来自结肠的Lgr5+干细胞的GFP表达(图3F)。另外，

与R‑Spondin  1相比，R‑Spondin  2在促进ENR条件下的类器官形成方面在更低的浓度显示

出更好的效力(图3G)。发明人还测试了此前据显示会使人EPHB2+结肠干细胞或结肠隐窝维

持在极大未分化状态的培养条件(Jung等，2011；Sato等，2011a)，但对于小肠Lgr5‑GFP干细

胞未能实现类似的效果(图4A和4B)，这表明这些因素可能对EPHB2+结肠干细胞相对于Lgr5+

干细胞通过不同的机理起作用。

[0242] 为了进一步证实在不存在成熟细胞类型和GFP阴性干细胞时CHIR和VPA的增殖和

Lgr5+自我更新效果(条件是隐窝显示出马赛克式的GFP表达图案)，通过FACS分选分离出单

个高GFP细胞(图3C)并在ENR以及CHIR或VPA的存在下或者两种化合物都存在时(CV条件)在

基质胶中培养。在前两天如前所述(Sato等，2009)添加抑制单个干细胞的失巢凋亡的Rho激

酶抑制剂Y‑27632(Watanabe等，2007)。在培养7天后，含GFP+干细胞的集落自发地形成。与

隐窝培养物类似，CHIR显著增加了细胞增殖但其仅中等程度地增加了GFP表达，而VPA促进

了GFP表达且具有最小的促增殖效果。对于CV条件，细胞增殖显著地增加，并且培养基中大

于97％的细胞是GFP+细胞(图2C‑2E和5A)。值得注意的是，与隐窝培养物相比，当在CHIR中

培养纯的单个Lgr5+干细胞时，所形成的类器官含有大量的GFP阴性细胞，从而表明干细胞

在该条件下分化并因此需要其它因素来维持Lgr5+干细胞的自我更新状态。

[0243] 当在标准ENR条件下培养单个Lgr5‑GFP+细胞时，极少细胞生长为类器官，这与此

前报道相一致(Sato等，2009)，且很可能是出于次优的培养条件的原因。当CHIR被添加到培

养物后(ENR‑C)，集落形成效率显著增加了20倍至50倍(图2F、2G和5B、5C)，从而提供了与

Wnt3A以100ng/ml添加时相似的响应(图2F和Sato等，2011b)。与此形成极大反差的是，VPA

在不存在CHIR时仅微弱地增加了集落形成效率(ENR‑V，图2F、2G和5B、5C)。令人惊奇的是，

当在CHIR和VPA都存在的情况下培养分离的单个Lgr5‑GFP+干细胞时，存在协同效应并且总

细胞群体的约25％至40％生长为集落(图2F)。据认为这代表着对于Lgr5+干细胞已有报道

的最有效的集落形成。

[0244] 表1.图2G中的集落形成的集落数

[0245]   ENR ENR‑‑C ENR‑V ENR‑CV ENR‑W ENR‑WV

平均 7.333333 158.6667 32.33333 956 135.3333 475.3333

[0246] 表2.图5C中的集落形成效率的集落数

[0247]   ENR ENR‑C ENR‑W ENR‑V ENR‑CV

平均 3 164.75 56.25 24.5 495.25

[0248] 考虑到经FACS分选的细胞的一部分处于促凋亡状态下并且通常在12小时内死亡

(Sato等，2011b)，在接种后12小时对活细胞手动计数。在CHIR和VPA均存在于培养基中时，

大于90％的活细胞生长为类器官(图5D)。

[0249] 表3.图5D中的集落形成效率

[0250]   ENR ENR‑V ENR‑C ENR‑CV ENR‑W ENR‑WV

平均 0 0 0.142291 0.921154 0.132576 0.190111

[0251] 注：接种了<100个细胞，因此对于R或RV计算的效率为0

[0252] 此外，在CV条件下培养的细胞可以作为单个细胞以与新鲜分离的Lgr5‑GFP+细胞
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相似的集落形成效率传代超过10代，且没有损失增殖能力，并且其显示出正常的核型(2n＝

40)(图2H)。这些结果表明，CHIR和VPA提供了在标准ENR条件中不存在的信号从而维持Lgr5
+干细胞的自我更新。

[0253] 如前所报道，ENR条件下的细胞生长为具有含有所有小肠上皮细胞类型的隐窝‑绒

毛结构的类器官，这由碱性磷酸酶(Alp)阳性肠上皮细胞、粘蛋白2(Muc2)阳性杯状细胞、嗜

铬粒蛋白A(ChgA)阳性肠内分泌细胞、溶菌酶(Lyz)阳性潘氏细胞和Lgr5‑GFP+干细胞的染

色所证实。Lgr5+干细胞仅驻留在隐窝的尖端处(图6A和7A)。Ki67和EdU染色揭示，增殖细胞

仅存在于隐窝结构域内(图6B和6C)。然而，在CV条件下，GFP+干细胞存在于整个集落中，且

存在极少的潘氏细胞(图6A)而不存在其它细胞类型。与ENR培养物相比，CV条件下的Ki67或

EdU阳性增殖细胞存在于整个细胞集落(图6B和6C)。这由定量实时PCR所证实，与ENR条件下

的细胞相比，CV条件下的细胞表达了最低水平的Alpi(肠上皮细胞)、Muc2(杯状细胞)、ChgA

(肠内分泌细胞)、中等水平的溶菌酶(潘氏细胞)和高水平的Lgr5(ISC)(图6D)。该表达模式

在多次传代中得到维持，且Lgr5表达水平也得到维持(图6D)。

[0254] 仅CHIR会减少肠上皮细胞分化，但同时增加潘氏细胞分化(图6D)，这与此前的报

道相一致(Farin等，2012)。虽然仅VPA会减少分泌性分化(图6D)并且有助于维持更高比例

的GFP+干细胞，其不足以抑制干细胞的分化。事实上，在存在VPA但不存在CHIR或其它促进

Wnt信号传导的试剂的情况下培养分离的单个干细胞时，其存活率远低于存在Wnt时。当Wnt

途径被IWP‑2阻断时，仅VPA不能维持干细胞的自我更新(图7B、7C中的IV条件)。CHIR和VPA

的组合抑制了肠上皮细胞和分泌性分化并且维持了Lgr5+干细胞的自我更新程序(图6D)。

这些结果表明仅CHIR或仅VPA并不足以维持Lgr5+干细胞的自我更新，但在与CHIR或其它

Wnt活化物组合时显示出协同效应。

[0255] 综上，CHIR和VPA这两种小分子能在不与潘氏细胞直接接触或不存在潘氏细胞的

情况下支持Lgr5+干细胞自我更新。特别地，这些小分子能极大地改善从单个干细胞的集落

形成，从而表明其提供了通常由潘氏细胞所提供的关键的壁龛信号。

[0256] 实施例2.Lgr5+干细胞在CHIR和VPA中培养后维持了多能性

[0257] 小肠干细胞具有自我更新以及分化为小肠上皮中的所有细胞类型(包括四种主要

细胞类型：肠上皮细胞、杯状细胞、肠内分泌细胞和潘氏细胞)的能力。为了测试在CV条件下

培养的Lgr5+干细胞的分化能力，将细胞集落转移至ENR条件下，该ENR条件允许Lgr5+干细胞

自发地分化为小肠中的成熟细胞类型。如所预期的，在移除CHIR和VPA之后，类器官的形态

改变为在ENR条件下培养的类器官的典型形态，具有隐窝‑绒毛结构和处于隐窝尖端的Lgr5
+干细胞(图7A和8A)。分化标志物Alpi、Muc2和ChgA的mRNA表达提高并且细胞表达了相似水

平的溶菌酶(比较图7B中的ENR和CV)。

[0258] 对这些标志物的免疫细胞化学染色证实了培养物中分化的细胞类型的存在(图

7A)。

[0259] 实施例3.小肠干细胞的分化受到控制

[0260] 接下来，在具有在体外扩增高纯度Lgr5+干细胞的能力的情况下，尝试了引导Lgr5

+干细胞分化为成熟细胞类型。由于Wnt和Notch是控制ISC分化的两个主要信号传导途径，

使用了Wnt途径抑制剂IWP‑2(也称I)和Notch途径抑制剂DAPT(也称D)来诱导培养的Lgr5+

干细胞的分化。由于细胞在ENR条件下自发分化为含有所有上皮细胞类型的类器官，将ENR
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包括在分化培养物中。在将单个干细胞在CV条件下培养6天后，收获细胞集落并将其转移至

数个孔内并且在单一或多种抑制剂的存在下进行培养(图8B)。如图7B所示，用IWP‑2或DAPT

代替CV减少了ISC标志物Lgr5表达并且诱导了分化标志物Alpi、Muc2、ChgA和溶菌酶的表

达。特别是，VPA的存在(例如，比较R和V、I和IV、C和CV，或者D和DV)导致了更低水平的Muc2、

ChgA和溶菌酶的表达，但对Alpi并非如此，这表明VPA特异性地抑制了分泌性细胞系的分

化。作为另一选择，采用IWP‑2的Wnt抑制有限诱导Alpi表达，且中等的程度提高了Muc2和

ChgA表达但完全消除了溶菌酶和Lgr5表达。这表明Wnt信号传导是维持严格性(sternness)

和抑制分化所必需，但也为潘氏细胞分化所需。Notch抑制剂DAPT极大提高了包括Muc2、

ChgA和溶菌酶在内的分泌性细胞类型的标志物，这与此前对于Notch抑制诱导了分泌性细

胞分化的报道相一致(Milano等，2004；VanDussen等，2012；Wong等，2004)。此外，IWP‑2和

VPA的组合据推测通过结合两种抑制剂的效果而特异性诱导了肠上皮细胞分化，其中IWP‑2

诱导Lgr5+干细胞分化而VPA抑制Lgr5+干细胞向分泌性细胞类型的分化。类似地，DAPT和

CHIR的组合主要诱导了潘氏细胞分化，而IWP‑2和DAPT的组合主要诱导了杯状细胞分化。这

些条件也诱导了类似于每种分化细胞类型的形态的明显形态变化(图7C和8D)。对肠上皮细

胞、杯状细胞和潘氏细胞标志物的染色证实了上述观察(图7C、7D和8E、8F)。IWP‑2或CHIR的

存在没有显著影响ChgA表达，这表明与杯状细胞和潘氏细胞相比，肠内分泌细胞的分化并

不严格地需要Wnt抑制或活化。

[0261] 实施例4.对介导CHIR和VPA的响应的机理的检查

[0262] CHIR是激活Wnt/β‑连环素信号传导途径的高度特异性GSK3抑制剂(Bain等，

2007)，且已被用于维持胚胎干细胞的自我更新状态(Ying等，2008)。为证实CHIR的效果是

通过激活Wnt途径实现，测试了包括锂和Wnt3a在内的其它Wnt途径活化物的效果。用LiCl或

Wnt3a代替CHIR增加了隐窝增殖，这由与ENR条件相比集落尺寸和细胞数目的增加所指示

(图9A和9B)。这些条件下的集落如前所述(Sato等，2011b)显示出孢囊样结构(图9A)。类似

地，测试了包括pan‑HDAC抑制剂和类型特异性抑制剂在内的其它HDAC抑制剂的效果。pan‑

HDAC抑制剂TSA以及HDAC6特异性抑制剂土巴他汀A和化合物7显示出与VPA类似的促进GFP

表达的效果(图9C和9D)。然而，包括SBHA和丁酸盐以及I类(CI‑994、MS275，图9C和9D)、IIA

类(MC1568，图9C和9D)和III类(烟酰胺，图9F)HDAC抑制剂在内的其它pan‑HDAC抑制剂不显

示或仅显示中等程度的促进GFP表达的效果。TSA和VPA在更高浓度显示出显著的增殖抑制

效果，但在两种浓度下均维持GFP表达(图9E)。值得注意的是，用在人结肠隐窝的培养中

(Jung等，2011；Sato等，2011a)的作为Sirtuin家族HDAC抑制剂(III类)的烟酰胺在与CHIR

或Wnt3a组合时没有促进GFP表达或细胞增殖，这表明其通过不同于VPA的机理起作用。此

外，当使用CHIR与TSA或土巴他汀A、或者VPA与Wnt3a、BIO或LiCl来培养单个Lgr5+干细胞

时，细胞展示出与CV条件类似的集落形成效率、集落形态和GFP表达(图10)。

[0263] 此前报道已显示，Notch途径活化是抑制分泌性细胞分化和维持干细胞的自我更

新所需，这与VPA处理的效果相一致。对VPA是否靶向Notch途径的要素以发挥其效果进行了

评估。首先，测试了通过添加VPA对Notch抑制的恢复，用γ‑分泌酶抑制剂DAPT的处理导致

细胞增殖和GFP表达受损，这通过VPA以剂量依赖性方式得到恢复(图11A)。这表明VPA作用

于NICD形成的下游并且能够规避配体‑受体介导的Notch活化。

[0264] 此前据显示，VPA会活化癌细胞系中的Notch途径(Greenblatt等，2007；
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Stockhausen等，2005)。为了研究VPA对Notch途径活化的效果，用VPA处理了在ENR或ENRC条

件下培养的细胞，并对其Notch途径基因的表达进行了分析。然而，确定了对ENR或ENR‑C添

加VPA  24小时中等程度地减少了Notch1或Hes1(Notch的下游靶基因)的表达(图11B和

11C)。另外，观察到用VPA和CHIR处理24小时或6天的细胞中阴性Notch靶标Atoh1(Math1)的

显著减少(图11B‑11D)。Atoh1据显示对于ISC朝分泌性细胞系的分化至关重要(van  Es等，

2010；Yang等，2001)。在通过Atoh1缺乏诱导的潘氏细胞消融(ablation)后小肠干细胞在体

内和体外均维持了功能性(Durand等，2012；Kim等，2012)。CHIR或CHIR+VPA处理后的Atoh1

抑制会有助于维持小肠干细胞的自我更新程序。

[0265] 因此，通过使用生长因子和小分子抑制剂的组合，现已实现了在体外对Lgr5+小肠

干细胞的自我更新及其向小肠上皮中的分化的细胞类型分化的控制，这近似地模拟了小肠

上皮生物学(图12A和12B)。在生理学条件下(图12A)，通过Wnt和Notch途径的协作，ISC的自

我更新和分化得到了控制。两种途径的活化(由Wnt  On和Notch  On所指示)将ISC维持在未

分化的处于自我更新中的状态。Notch途径的失活(Notch  Off)导致分泌性细胞类型的特

化，且Wnt途径的进一步失活(Wnt  Off)导致杯状细胞分化。在不存在Notch时的Wnt途径连

续活化导致潘氏细胞分化。肠内分泌细胞分化不存在对Wnt途径的强依赖性。作为另一选

择，连续的Notch活化和Wnt失活导致肠上皮细胞分化。当在体外培养Lgr5+干细胞时(图

12B)，CHIR99021使Wnt途径活化并抑制肠上皮细胞分化，但仅VPA或其与CHIR一同抑制了分

泌性细胞特化。CHIR和VPA的组合将ISC维持在未分化的处于自我更新中的状态。Notch途径

被DAPT抑制导致分泌性细胞类型的特化，且进一步添加CHIR导致潘氏细胞分化，而添加Wnt

途径抑制剂IWP‑2导致杯状细胞分化。作为另一选择，诱导分化和抑制分泌性细胞特化的

IWP‑2和VPA的组合会导致肠上皮细胞分化。

[0266] 实施例5.源自内耳的Lgr5阳性干细胞的增殖在存在CHIR和VPA时得到增加

[0267] 内耳中的Corti哺乳动物器官的感觉毛细胞在受损害时不会再生。Li等，2003发现

成熟小囊感觉上皮含有展示出干细胞的特征性特点的细胞。在EGF、bFGF和IGF‑1的存在下，

这些内耳干细胞可以在体外作为悬浮球培养(Li等，2003)。后来据发现，有丝分裂后支持细

胞在培养物中维持了分裂和转分化(trans‑differentiate)为新的毛细胞的能力

(Patricia等，2006,Nature)，这表明这些支持细胞可能是内耳干细胞。可以在EGF、bFGF的

存在下在胚胎耳周间充质饲养细胞上于体外培养纯化的耳蜗支持细胞(Patricia等，

2006)。Shi等发现，新生和成年鼠科耳蜗中的支持细胞亚组表达了作为成熟干细胞标志物

的Lgr5(Shi等，2012)。重要的是，在EGF、bFGF和IGF‑1的存在下，可以在单细胞悬浮液中分

离并培养Lgr5阳性细胞，且其展示出与Lgr5阴性细胞相比自我更新能力的增强。在此前内

耳干细胞培养物所利用的悬浮培养方法中，仅约0.068％的总细胞(Li等，2003)或2％的经

分选的Lgr5阳性细胞能形成球体(Shi等，2012)，这可能是因为细胞生长环境不适宜。如本

文所述，现已开发出用于内耳干细胞的高度有效的体外培养系统。

[0268] 来自P1至P2Lgr5‑GFP小鼠的分离小鼠耳蜗含有Lgr5阳性细胞，如图13A所示。首先

建立了与Lgr5+小肠干细胞培养物中所用相同的培养条件(EGF、头发生素、R‑spondin1或"

ENR")。如图13B所示，与仅EGF相比，EGF、头发生素和R‑spondin1的组合增加了来自单个耳

蜗上皮干细胞的集落形成效率。如所预期的，与仅CHIR不同，CHIR和VPA的组合极大地增加

了细胞的集落形成效率、细胞增殖和GFP表达。令人惊讶的是，从ENR‑CV组合("ER‑CV"条件)
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中去除头发生素导致了略微更高的集落形成效率和更高的GFP表达水平，如图13B中的亮场

和GFP图像所示。这些结果表明，通过R‑spondin1或CHIR的Wnt途径活化促进了内耳干细胞

的增殖，并且CHIR和VPA极大地促进了内耳干细胞的增殖和自我更新。

[0269] 包括EGF、bFGF和IGF‑1在内的促有丝分裂生长因子此前被用于悬浮培养系统，且

据显示会促进分离的内耳干细胞的球体形成(Li等，2003；Shi等，2011)。下面对在存在如表

1所述的这些生长因子时的CHIR和VPA的效果进行了测试。

[0270] 表4.细胞培养溶液

[0271]

[0272] 利用Accutase将来自Lgr5‑GFP小鼠的分离的Corti器官解离为单细胞并在基质胶

中的可溶性因子和小分子的多种组合中培养8天。将所得培养物进一步解离为单个细胞并

利用FACS进行分析。与此前结果一致的是，添加CHIR和VPA，而不是仅添加CHIR或VPA，极大

地增加了细胞增殖(9至20倍)和GFP表达，如GFP+细胞的百分比(60倍)和GFP+细胞的相对

GFP强度(2倍)所显示(图14A和14B)。另外，与ENR条件相比，EGF、bFGF和IGF‑1的组合(称为

EFI)改善了细胞增殖和GFP表达(图14A‑14C)。

[0273] 为了进一步研究在组合CHIR和VPA时的各生长因子的效果，对包括促有丝分裂生

长因子(EGF、bFGF和IGF‑1)在内的生长因子以及与CHIR和VPA组合的Wnt激动剂R‑spondin 

1进行了测试。对CV条件添加EGF极大地增加了细胞增殖，如培养物中细胞数目增加所指示。

对EGF+CV添加bFGF而不是添加IGF‑1或R‑spondin  1进一步增加了细胞增殖和GFP表达(图

14D)。虽然向EGF+bFGF组合添加IGF‑1或R‑Spondin  1略微增加了GFP表达(图14E)，发明人

发现其对于维持所培养的细胞的增殖和GFP表达并不关键(图14F)。

[0274] 实施例6.Lgr5阳性小肠干细胞形成可移植隐窝

[0275] 为了检查移植小肠干细胞的潜力，在体外对健康结肠组织的小肠隐窝植入进行了

测试。从野生型小鼠收集结肠组织并纵向剖开。取下1cm片段并用PBS冲洗。通过用手术刀刮
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削除去上皮层，并将组织置于24孔板内。用DiD膜染料对分离自Lgr5‑GFP小鼠的小肠隐窝进

行染色，并将其置于5μl‑10μl隐窝培养基内的结肠组织之上，所述隐窝培养基包含下述材

料：高级DMEM/F12(Invitrogen)、2mM  GlutaMax(Invitrogen)、10mM  Hepes(Invitrogen)、

100U/ml青霉素/100ug/ml链霉素(Invitrogen)、1xN2补充剂(Invitrogen)、1xB27补充剂

(Invitrogen)、50ng/ml  EGF(Peprotech)、500ng/ml  R‑spondin  1(R&D  Systems)、10μΜY‑

27632(Rho激酶抑制剂，Sigma‑Aldrich)和100ng/ml头发生素(Peprotech)。将上述组织进

一步在湿润环境中在37℃温育30至60分钟以使隐窝能够附着。其后向孔内添加隐窝培养基

并将隐窝再培养7天。接种的隐窝在24小时中附着于结肠并扩增(图15)。荧光图像显示，隐

窝在48小时中植于结肠上(图16)并维持了至少1周的Lgr5‑GFP表达(图17)。

[0276] 为了进一步测试小肠隐窝的植入能力，使用了展示出自发性溃疡性结肠炎并模拟

人类条件的TRUC小鼠模型。从TRUC小鼠切下脱垂的组织并用PbS冲洗并置于24孔板内。小肠

隐窝用DiD染色并置于脱垂组织之上。然后将上述组织在湿润环境中于37℃温育30分钟至

60分钟以使隐窝能够附着。将脱垂组织和隐窝在体外进一步培养2天。如所预期的，隐窝植

于脱垂组织上(图17)。

[0277] 实施例7.小肠类器官的贴片培养系统模拟三维生理环境

[0278] 现已开发了能够支持大规模的有组织的三维细胞结构体(例如，类器官)在粘膜下

层支架上的生长的体外培养系统。

[0279] 如下文所述，通过用预先选择的细胞类型来接种粘膜下层并用独特的胶原蛋白类

覆层促进生长，制备了用于三维组织构建体的改进的基于小肠粘膜下层("SIS")的培养系

统。该覆层起初为粘性液体预聚合物，其被用于覆盖接种的早期细胞或类器官(从细胞继代

培养)，以及覆盖SIS基底来将细胞包覆在胶原蛋白残留物中(图19E和19F)。在聚合后，液体

固化以维持其与细胞膜以及SIS接触的位置和促进类器官扩展。现已发现，改变SIS与该覆

层的组成促进细胞附着和生长。与体内相反，这在体外会促进组织成熟。这与其它基于粘膜

下层的类似合成体系相比是独特的改进，因为在移植之前实现了粘附的细胞三维扩增为大

的内生型类器官。

[0280] 另外，也发现了不使用凝胶层的以与基质胶相当的速度支持三维类器官在粘膜下

层上的生长的方法。该系统由脊椎动物SIS和接种在SIS贴片上的预先选择的细胞组成。在

细胞接种之前，将预先选择的生物活性剂灌注在所述贴片中以支持该无凝胶培养系统(图

19C和19D)。

[0281] 为了开发所述贴片培养系统，研究了SIS基底和具有灌注的生长因子的胶原蛋白

覆层的各种组合(图19E和19F)。这使得能够创建更生理性的组织界面，该组织界面具有从

坚实(SiS)至柔软(胶原蛋白)基质的过度。经确定，对接种的细胞和涂覆有胶原蛋白残基的

类器官提供了与基质胶所提供的类似的三维环境。因此，该系统是用在三维类器官构建体

的培养中的基质胶的合适替代物。接种的细胞或类器官的大部分既在细胞膜的下半部分附

着于SIS而且被在膜的未附着区上的聚合的胶原蛋白所包绕(图19E，内插图)。因此，每个细

胞膜都被功能性地封装在某种形式的基质(SIS或胶原蛋白)中。在某些样品中，除了仅SIS

外采用了各种生物活性剂来支持细胞和类器官接种、生长和分化(图19F)。虽然申请人描述

了关注对小肠干细胞培养物特异性的生物分子，据宣称可以将生物分子定制来辅助来自包

括胰腺、乳腺、肝和胃组织的不同组织的其它接种的细胞的生长。因此，组织特异性生物分
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子可以选自以下：抗病毒剂、抗微生物剂、抗生物剂、氨基酸、肽、蛋白、糖蛋白、脂蛋白、抗

体、甾体化合物、抗生素、抗真菌剂、细胞因子、维生素、糖、脂质、胞外基质、胞外基质成分、

化学治疗剂、细胞毒性剂、生长因子、抗排斥剂、镇痛剂、抗炎性剂、病毒载体、蛋白合成辅因

子、激素、内分泌组织、合成物、酶、具有实质细胞的聚合物‑细胞支架剂、血管生成药物、小

分子、纳米颗粒、胶原晶格、抗原性剂、细胞支架剂、核酸、细胞诱引剂。

[0282] 开始时，根据前述方法(Sato等，2009,Yui等，2012)将隐窝分离。分离鼠科小肠，纵

向剖开并用冰冷PBS冲洗以清除腔内容物。将片段切为2mm的碎片，转移至50ml离心管

(falcon  tube)并用10ml移液管在50ml冰冷PBS中轻缓冲洗。除去上清液，继续进行所述过

程直至上清液已清除。将片段在4℃在含2mM  EDTA的PBS中温育45分钟以释放隐窝。除去上

清液并用50ml  PBS将片段移取移出。一经证实上清液含有隐窝成分，将悬浮液过滤通过70μ

m细胞过滤器并在300g在离心机中旋转5分钟。将隐窝重悬在10ml冰冷基底培养基(含有高

级DMEM/F12(Invitrogen)、2mM  GlutaMax(Invitrogen)、10mM  Hepes(Invitrogen)以及

100U/ml青霉素/100μg/ml链霉素(Invitrogen))中并转移至15ml离心管。重复进行PBS洗涤

并将隐窝在200g旋转2分钟以除去单细胞。对隐窝计数并以1000隐窝/孔的浓度铺平板至具

有基质胶或胶原蛋白I(由100μl  10x  PBS、4.9μl  NaOH、684μlH2O和211μl  I型胶原蛋白(大

鼠尾部高浓度9.49mg/ml；BD  Biosciences)组成)的48孔板中，每个孔内含有200μl基质。在

所选凝胶产品聚合后，添加500μl  1x标准隐窝培养基(无血清)，该培养基含有高级DMEM/

F12(Invitrogen)、2mM  GlutaMax(Invitrogen)、10mM  Hepes(Invitrogen)、100U/ml青霉

素/100μg/ml链霉素(Invitrogen)、1x  N2补充剂(Invitrogen)、1x  B27补充剂

(Invitrogen)、50ng/ml  EGF(Peprotech)、500ng/ml  R‑spondin  1(R&D  Systems)、10μΜ 

Y‑27632(Rho激酶抑制剂，Sigma‑Aldrich)和100ng/ml头发生素(Peprotech)。使细胞在接

种至贴片上之前生长4至5天，每隔1天更换培养基。仅在开始的48小时在培养基中包含Y‑

27632。

[0283] 在培养4至5天后，利用经改良的此前所述的策略(Sato等，2009)将Lgr5+类器官传

代。从基质胶除去培养基，然后用p1000移液管手动破碎并转移至BSA涂覆的15ml离心管。在

37℃将胶原蛋白凝胶在含XI型胶原蛋白酶的DMEM中温育5分钟，然后转移至BSA涂覆的15ml

离心管。添加基底培养基并通过倒置显微镜频繁检视来温和地将类器官搅动，直至大部分

类器官为单个隐窝。将类器官在10ml基底培养基中冲洗并在200g离心2分钟。将沉淀颗粒在

隐窝培养基中以500个单隐窝类器官/500μl的浓度重悬。

[0284] 生成并制备了贴片以用于接种至标准48孔板的孔内部(1贴片/孔，腔侧朝上)。将

SIS切为所需长度以覆盖每个孔的底部(对于48孔板而言为约1cm)。SIS的分离如前所述

(Badylak等，1989)。使用钝端镊将每个SIS片段转移至孔底部并小心展开至其全直径，腔侧

朝上。通过在倒置显微镜下分析以使浅表面上的隐窝非细胞残留物可见来证实定位。

[0285] 根据所需的顺应性和强度，可以将多层SIS分层并结合起来。在此情形中，可以将

每个片段铺展于另一个之上以实现所需的片段数目，并用镊子轻压贴片并允许其在5％

CO2、37℃空气干燥5分钟。在接种前，通过被动蒸发24小时将每个贴片节段脱水并关注浓缩

的隐窝培养基以及可选的下文所述的小分子。具体而言，将贴片的每个节段放置并铺展在

48孔板的孔中(腔侧朝上)，并沉积100μl浓缩因子(EGF、头发生素、R‑spondin  1、Y‑27632、

丙戊酸和CHIR)以在5％CO2、37℃进行24小时温育。
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[0286] 将各个500μl单隐窝类器官样品沉积在含有贴片基底的孔内并在5％CO2和37℃温

育24小时(图20A)。接种的贴片在培养基中维持24小时以使其能够牢固附着并且从贴片中

内嵌的生长因子获得养料支持(图20B)。

[0287] 在某些实例中，在贴片/类器官复合体的顶部涂覆薄的胶原蛋白凝胶残留物(称之

为凝胶‑贴片)，以便为每个类器官提供最小但具功能的三维环境。从细胞表面获得的物理

和化学线索增强了三维细胞结构体增殖，以便复制生理学形态(Seidi,A.等，2011)。

[0288] 胶原蛋白I基质(20μl‑40μl)层铺在接种的贴片上，负责借助表面张力来避免凝胶

展开超过贴片(图20C)并将孔板在5％CO2、37℃进行30分钟温育。将隐窝培养基(500μl)沉

积于各孔内并每隔1天更换。

[0289] 在某些实例中，在接种前将贴片在生长因子中温育，以检查其是否有助于类器官

在开始的24小时的附着。因此，接种了GF灌注(包括EGF、头发生素、R‑spondin1、Y‑27632、丙

戊酸和CHIR)和未经灌注的贴片(PBS中的SIS)。在本测试中，未经灌注的贴片使用基底培养

基代替上述培养基以使类器官也不能享有培养基的生长因子。

[0290] 通过在7个分离的系统中对每个类器官的隐窝数目进行定量来评估小肠类器官的

生长：具有灌注的生长因子(本文称之为GF，且包括EGF、头发生素、R‑spondin  1、Y‑27632、

丙戊酸和CHIR)的基质胶(对照)、具有灌注的GF但没有胶原蛋白覆层的裸贴片、仅胶原蛋白

I凝胶、具有直接添加至培养基的GF(包括EGF、头发生素、R‑spondin  1、Y‑27632、丙戊酸和

CHIR)的胶原蛋白I凝胶、具有嵌入凝胶自身的GF(包括EGF、头发生素、R‑spondin  1、Y‑

27632、丙戊酸和CHIR)的胶原蛋白I凝胶以及没有胶原蛋白覆层或灌注的GF的裸贴片。除具

有GF和直接添加于培养基的小分子的胶原蛋白I组之外，各系统间的所有培养基都是标准

培养基，每隔1天更换，并且包括EGF、头发生素、R‑spondin  1、Y‑27632(仅前48小时)。标准

隐窝培养基如上文所述。

[0291] 实验于96小时内进行并通过目视检查每个类器官的隐窝数目来对类器官生长的

每日定量进行文字记录。具有GF的凝胶‑贴片系统能以与基质胶对照相当的水平支持类器

官生长(图19)。不具有GF的裸贴片不能支持可测定的类器官生长。在更进一步的检视中，裸

SIS贴片似乎以片状生长Lgr5+细胞，而不是三维的类器官。

[0292] 然而，具有灌注的GF(EGF、头发生素、R‑spondin  1、Y‑27632、丙戊酸和CHIR)的裸

贴片以与凝胶‑贴片系统和基质胶在同等水平支持类器官生长。这表明，在充分的GF支持

下，无凝胶培养系统能够维持短期的与基质胶同等水平的三维类器官生长。虽然胶原蛋白I

自身有助于中等程度的类器官生长，灌注有GF的SIS是对于胶原蛋白的三维生长促进效果

的有益替代。此外，当向胶原蛋白I凝胶培养物的培养基直接添加相同的GF(EGF、头发生素、

R‑spondin  1、Y‑27632、丙戊酸和CHIR)时，类器官生长维持在较低的速率。另外，当在接种

之前用前述直接嵌入凝胶的GF来制备胶原蛋白I凝胶时，类器官生长维持在较低的速率。

GFP信号维持在整个凝胶‑贴片系统中(图21B和21C中的代表性实例)。对于裸贴片(没有胶

原蛋白覆层或GF的SIS)没有支持结构化的类器官生长的观察确证了充分的物理和化学线

索对于促进三维结构体的重要性。

[0293] 在文献中已经使用了仅SIS或胶原蛋白作为细胞接种的基底支架，从而致使形成

细胞单层(Baumert等，2007；Campodonico等，2004；Feil,G.等，2006；Zhang,Y.等，2000)。相

比之下，在这两种基质的界面处使细胞生长与单层生长相比更有利于三维类器官生长。这
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更为近似地模拟了生理学环境，使得能够加速生长并使其结构化。重要的是，这些结果描述

了作为基质胶的优秀替代品的小肠类器官用贴片培养系统。动物模型中的基质胶类移植在

向人类模型的进展中遭遇了显著的障碍，最关键的问题包括生物相容性问题。使三维的基

于细胞的结构体生长常常需要嵌入厚的基质凝胶。上述贴片培养系统克服了这种需要，同

时提供了与之相当的结果。用内源性胞外基质材料和特定的生物活性生长因子的组合代替

基质胶避开了生物相容性问题，同时维持了三维类器官离体生长。图22中展示了来自初始

种的三维离体类器官扩增的时间推移图像。

[0294] 对接种前贴片在生长因子中的温育是否有助于类器官在前24小时的附着进行了

评估。比较了灌注生长因子的贴片(包括EGF、头发生素、R‑spondin  1、Y‑27632、丙戊酸和

CHIR)与未经处理的贴片(储存于PBS中)的接种效率。通过对细胞在缺乏生长因子的培养基

(仅基底培养基)中单独培养时的4小时和12小时进行的培养基冲洗后保留的类器官的百分

比的测定来进行测试。当省略SIS并将类器官直接接种至塑性胶原蛋白涂覆的孔和未经胶

原蛋白涂覆的孔上时，所有类器官在24小时内发生解离。然而，SIS贴片在24小时时维持了

大部分的类器官，在结构和GFP表达方面均是如此。当细胞接种到灌注有生长因子的贴片

(包括EGF、头发生素、R‑spondin  1、Y‑27632、丙戊酸和CHIR)上时观察到附着的改善。因此，

生长因子灌注也可用于在培养和后续移植期间提供适当的养分和因子，通过桥接与细胞植

入间的空缺。

[0295] 实施例8.植入的贴片在体内展示出生长促进性质

[0296] 对贴片系统的非细胞的无凝胶变形形式进行了测试以评估在体内的粘膜愈合性

质。设计了粘膜缺陷的大鼠手术模型以便测试在体内的植入贴片的生长促进性质。所述植

入贴片通过小心地在6mm的圆形聚(癸二酸乙二酯)氨基甲酸酯(PGSU)背衬上铺展一部分

SIS(腔侧向上)来组装。将贴片在5％CO2、37℃温育30分钟以使PGSU和SIS粘结。通过刺穿活

检来在胃壁中造出4mm缺陷，如图23所示。将无细胞贴片(直径6mm)置于外部胃壁上，小心地

用所选材料将缺陷覆盖。通过改良的Graham贴片方法( 等，1996)使用缝合线和附近的结

缔组织使贴片固定。应用了包括以下的三种无细胞贴片变体：a)PGSU背衬的SIS贴片(无

GF)；b)具有灌注的GF(EGF、头发生素、R‑spondin  1、Y‑27632、丙戊酸和CHIR)的PGSU背衬的

SIS贴片；和c)仅PGSU背衬(无SIS)。未在任何时间点在任何大鼠中观察到腹膜炎。在以机械

方式诱导的胃壁缺陷上进行植入1周后，收获含有缺陷和贴片植入物的胃组织以进行组织

的组织学检查。

[0297] 据假设，植入的贴片变体会显示出不同程度的粘膜愈合。粗检显示出具有GF的SIS

贴片的显著益处，因为缺陷进行上皮化(epithelialized)并封闭。在没有GF的SIS贴片中观

察到没有上皮化的部分封闭，而在仅PGSU(对照)贴片中观察到没有封闭或上皮化。组织学

检查揭示，在具有GF和不具有GF的SIS贴片中均有轻度炎症，但没有胃内容物泄露。对仅

PGSU贴片的组织学检查展示出中度炎症以及巨细胞的存在，这可能是响应于胃内容物的泄

露。因此，本文所述的贴片培养系统可从培养皿直接移植至患者，具有增加的平移潜力，这

是因为该贴片是刚性的但出于其较低的高度轮廓而更不容易在小的空间(例如，小肠腔、血

管空间)内阻塞。

[0298] 实施例9.人小肠隐窝/干细胞的培养

[0299] 从切除的正常小肠试样分离出人小肠隐窝并如实施例1所述进行培养。将与小鼠
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小肠干细胞/隐窝培养物中所用相同的细胞培养溶液(其包含添加至ENR(EGF、头发生素、R‑

Spondin  1)条件的CHIR99021和VPA或土巴他汀A的组合)与公开的人小肠干细胞/隐窝用细

胞培养溶液(Jung等，2011；Sato等，2011)进行比较。使用RT‑PCR来评估培养物中上皮干细

胞的维持，具体地通过确定自我更新或分化状态来进行评估。使用LGR5作为干细胞标志物，

并使用ALP1、MUC2、CHGA和LYZ作为分化标志物。通过对培养物中的细胞数目进行计数和通

过观察集落的形态和尺寸来评估细胞生长。

[0300] 与小鼠小肠干细胞培养物类似，CHIR+VPA或CHIR+土巴他汀A的组合极大地促进了

干细胞标志物LGR5的表达，这表明培养的细胞富集有干细胞(图24)。特别是，包含CHIR和

VPA或者CHIR和土巴他汀A培养条件比已公开的条件在促进LGR5表达方面表现更好(图24)。

另外，对包括A83‑01(ALK4、5、7、Tgf‑β抑制剂)、SB202190(p38抑制剂)和烟酰胺(维生素B衍

生物)在内的显示出对培养基的改良的个体成分进行了测试。经确定，10mM烟酰胺在添加至

CHIR+VPA条件时增加了人小肠隐窝的增殖，如培养物中的细胞数增加所指示(图25A)，而且

对LGR5表达没有较大影响(图25B)。而A83‑01和SB202190(AS)的组合增加了细胞增殖

(Fig.25A)，他们极大地减少了LGR5的表达(Fig.25B)。另外，较低浓度的VPA(0.5mM，与小鼠

培养物中所用相比(1mM‑2mM))增加了人小肠隐窝的细胞增殖(图25A)。综上，经确定，含有

EGF、头发生素、R‑spondin  1、CHIR、VPA(0.5mM)和烟酰胺或EX527的培养条件对于人小肠干

细胞是最佳培养条件。在该条件下，分离的小肠隐窝生长为与小鼠小肠干细胞相当的集落

(图26)。

[0301] 实施例10.

[0302] 为了测试CHIR和VPA对小肠上皮细胞的体内效果，将CHIR99021(30mg/Kg，在100μl 

DMSO中)和VPA(200mg/Kg，在100μl水中)经管饲施用至4至6周龄雌性Lgr5‑GFP小鼠。对对照

小鼠给予100μl  DMSO和100μl水的混合物。药物每48小时施用，持续7天(第0天、第2天、第4

天和第6天)。第7天时，处死小鼠并收集小肠组织。将小肠进而用PBS冲洗，用4％PFA固定12

小时，包埋在石蜡中并使用标准苏木精和曙红(H&E)染色策略进行染色。使用倒置显微镜

(EVOS,Advanced  Microscopy  Group)采集图像。CHIR和VPA的体内施用在7天时长的3次施

用后增加了隐窝尺寸(图27)。
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