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摘   要：嗅上皮接收和传导气味信号是嗅觉系统的重要组成部分。嗅上皮的损伤在通常情况

下可自发恢复，但特定疾病或衰老造成的嗅上皮损伤会引起嗅觉功能减退和嗅觉障碍。嗅上

皮主要由基底细胞、支持细胞以及嗅感觉神经元组成。为了在体外建立包含多种细胞类型的

嗅上皮类器官，本研究采用 3D 细胞培养技术，通过筛选小分子药物，构建了包含多种细胞

类型的嗅上皮类器官模型，包含水平基底样细胞、球形基底样细胞、支持样细胞和嗅感觉神

经元样细胞多种细胞类型。类器官培养体系中多种生长因子和小分子化合物在细胞增殖速

度、细胞组成以及不同细胞类型标志基因的表达水平等方面对类器官产生影响。Wnt 信号通

路激活剂 CHIR-99021 能够提高嗅上皮类器官的成克隆率和增殖速度且有利于提高嗅上皮类

器官中嗅感觉神经元样细胞标志基因的表达水平；培养体系的任一因子均能提高类器官中 c-

Kit 阳性的球形基底样细胞克隆比例；表皮生长因子(epidermal growth factor, EGF)和维生素

C 均有利于类器官中水平基底样细胞标志基因的表达。本研究建立的嗅上皮类器官系统模拟

了嗅上皮干细胞分化产生多种嗅上皮细胞类型的过程，为研究嗅上皮组织损伤再生、嗅觉障

碍病理机制和筛选治疗嗅觉障碍的药物提供了研究模型。  
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Development of an olfactory epithelial organoid culture 
system based on small molecule screening 

WANG Han1, DENG Liling1, QIN Xuanhe1,2* 

1 School of Life Science and Technology, Tongji University, Shanghai 200092, China  
2 Shanghai East Hospital, Tongji University, Shanghai 200120, China 

 

Abstract: Olfactory epithelium, which detects and transmits odor signals, is critical for the 
function of olfactory system. Olfactory epithelium is able to recover spontaneously after injury 
under normal circumstances, but this ability is dampened in certain diseases or senility, which 
causes olfactory dysfunction. The olfactory epithelium consists of basal cells, sustentacular cells 
and olfactory sensory neurons. In order to develop an olfactory epithelial organoid containing 
multiple olfactory cell types in vitro, we used three-dimensional culture model and small 
molecules screening. This organoid system consists of horizontal basal-like cells, globose basal-
like cells, sustentacular-like cells and olfactory sensory neurons-like cells. Through statistical 
analysis of clone diameter, immunofluorescence staining and qPCR detection of the expression 
level of related marker genes. We identified a series of growth factors and small molecule 
compounds that affected the proliferation, composition and gene expression of the organoids. 
CHIR-99021, an activator of Wnt signaling pathway, increased the colony formation and 
proliferation rate of olfactory epithelial organoids and the expression level of marker genes of 
olfactory sensory neurons-like cells. In addition, each factor in the culture system increased the 
proportion of c-Kit-positive globose basal-like cell colonies in organoids. Moreover, EGF and 
vitamin C were both beneficial to the expression of horizontal basal-like cell marker genes in 
organoids. The established olfactory epithelial organoid system mimicked the process of 
olfactory epithelial stem cells differentiating into various olfactory epithelial cell types, thus 
providing a research model for studying olfactory epithelial tissue regeneration, the pathological 
mechanism of olfactory dysfunction and drug screening for olfactory dysfunction treatment. 
Keywords: olfactory epithelium; organoid; stem cells; screening 
 

 

嗅觉是人类的重要感觉之一，嗅觉功能减

退和嗅觉障碍对人类的生活质量和生命健康都

有重要的影响。常见的嗅觉障碍包括嗅觉过

敏、嗅觉减退和部分、特定或全部嗅觉缺失[1]。

此外，嗅觉障碍与阿尔茨海默病、帕金森病等

神经退行性疾病密切相关[2]。 

嗅觉的产生起始于气味分子与嗅上皮的嗅

感觉神经元(olfactory sensory neuron, OSN)上的

气味受体的结合，感觉神经元将神经信号发送

至嗅球并传导至脑的嗅觉皮层。嗅上皮是嗅

觉接收和传导的重要结构 [3]，它是唯一能够终

生再生的神经上皮。嗅上皮中除了嗅感觉神

经元这类神经细胞外，还有几种非神经细胞

类型，包括基底细胞、支持细胞(sustentacular 

cell, SC)、微绒毛细胞和鲍曼氏腺。其中基底细

胞分为两种不同的干细胞，即水平基底细胞

(horizontal basal cell, HBC)和球形基底细胞

(globose basal cell, GBC)[4-5]。正常情况下 HBC
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处于静息状态，GBC 处于活跃状态，持续不断

地分化为嗅感觉神经元，当嗅上皮中的 GBC 受

到损伤后，HBC 会被激活分化产生 GBC[6-7]。 

嗅上皮中各类细胞的命运也受多种信号通

路的调控，如 Wnt 和 Notch 信号通路。嗅上皮

的神经发生在出生后和成年后十分突出，激活

Wnt 信号通路可以促进嗅上皮球形基底细胞的

自我更新和向神经元分化[8]；lgr5 是 Wnt 信号

通路重要的靶基因，有研究表明 Wnt 信号通

路的激活能够促使 Lgr5+球形基底细胞增殖和

分化产生嗅感觉神经元 [8-9]，但同时发现持续

的 Wnt 活性阻止了扩增的神经元祖细胞进一

步分化为成熟的嗅感觉神经元 [8]；Notch 信号

通路在维持组织自我更新和整个生物体发育

过程中发挥着重要作用[10]，有研究表明 Notch

通路参与水平基底细胞的活化，ΔNp63 是水

平基底细胞转录因子，Notch 通路能够维持

ΔNp63 的水平，Notch1、Notch2 均在水平基

底细胞中表达从而保持水平基底细胞的休眠状

态[11]；同时 Notch 通路也参与水平基底细胞向

支持细胞的分化 [12]；另外 Notch 信号在嗅上

皮再生过程中调控神经元分化，Notch1 的激活

增强了嗅上皮中 Lgr5 阳性前体细胞的增殖，

并调节嗅上皮中成熟嗅感觉神经元的生成[13]。

嗅上皮中各种细胞命运的维持、相互转换的

信号通路网络还未完全明确，进一步解析信

号通路调控嗅上皮干细胞自我更新和分化的

作用和机制，对于研究嗅上皮的修复再生机

制、寻找促进嗅上皮损伤修复的治疗方法具

有重要的意义。 

通常情况下，由物理、化学和生物学等

因素引起的嗅上皮损伤造成的嗅觉功能减退

可以自发恢复，但特定的疾病、衰老等因素引

起的嗅觉损伤则会造成难以自发恢复的嗅觉障

碍 [11]。例如，在近两年的新冠疫情中，新冠患

者大多伴随着嗅觉的损失，部分患者出现嗅觉

长期丧失难以恢复的现象[14-16]。针对嗅觉障碍，

目前并没有特定的治疗药物，包括糖皮质激素

在内的大多数药物仅针对组织炎症，而无法促

进嗅上皮的再生，这些药物长时间的使用反而

会抑制嗅上皮干细胞的增殖[17]；此外，嗅觉障

碍的手术疗法切除部分嗅上皮组织[18]，可能影

响干细胞微环境，导致干细胞永久性损伤；嗅

觉刺激训练恢复周期太长并且见效慢 [17]。总

之，现有嗅觉障碍的治疗手段效果并不显著。 

近年来，嗅上皮干细胞分离和培养体系的

建立为嗅觉障碍治疗提供了新策略。例如，通

过移植体外扩增的嗅上皮干细胞，在体内促进

嗅上皮的损伤修复[19]；通过小分子药物促进体

内嗅上皮干细胞的增殖和分化，促进嗅上皮损

伤的原位修复[20]。然而，目前嗅上皮干细胞自

我更新和嗅上皮损伤的再生机制仍不明确。因

此，解析嗅上皮干细胞命运的调控机制对于

开发新的嗅觉障碍治疗方法具有重要意义。

同时，类器官系统的出现，为解析干细胞自

我更新和分化调控机制提供了新的研究模

型，为研究人类疾病提供了契机 [21]。本研究

通过筛选化学小分子药物，检测克隆增殖、

蛋白表达和基因表达等指标，在体外构建了

嗅上皮类器官，这一类器官模型为解析嗅上

皮干细胞命运调控机制和筛选治疗嗅觉障碍

药物提供了实验模型，也为嗅上皮干细胞移

植疗法提供了潜在的细胞来源。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  试验动物 

无特定病原体(specific pathogen-free, SPF)

级，4–6 周龄的 C57BL/6 小鼠购自上海灵畅生

物科技有限公司， Lgr5-EGFP-IRES-creERT2
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小 鼠 购 自 Jackson Laboratory 公 司 ， Krt5-

creERT2 小鼠购自赛业生物科技有限公司，以

上小鼠饲养于同济大学实验动物中心的 SPF 级

实验室。本研究中动物实验严格按照同济大学

实验动物管理委员会制定的动物伦理条例进行

相关操作，经同济大学实验动物福利伦理审查

工作组委员会批准(批准号：TJAB04720101)。 

1.1.2  试剂 

细胞基础培养基 Advanced DMEM/F12 

(Gibco)，完全培养基中加入 GlutaMAX™添加

剂、4-羟乙基哌嗪乙磺酸、B27 无血清添加剂

(Gibco)、N-乙酰半胱氨酸、青霉素链霉素溶液

(双抗, Gibco)、Rho 相关卷曲螺旋形成蛋白激

酶 (Rho-associated coiled-coil forming kinase, 

ROCK)抑制剂 Y-27632 (陶素)，以及 7 种蛋白

因子和小分子化合物(O7)，包括 BMP 抑制剂

DMH1 (ApexBio)、R-脊椎蛋白 1 (R-spondin-1)

重组蛋白(本实验室自制)、表皮生长因子、成

纤 维 细 胞 生 长 因 子 (basic fibroblast growth 

factor, bFGF (PeproTech)、2-磷酸-L-抗坏血酸

(2-phospho-L-ascorbic acid trisodium salt, PVC, 
Sigma)、GSK-3Α/Β 抑制剂 CHIR-99021 (陶

素 )、转化生长因子 β (transforming growth 

factor beta, Tgfβ) 抑 制 剂 A8301 ( 陶 素 ) 。

Matrigel Matrix 基质胶(R&D)、杜氏磷酸缓冲

盐溶液 DPBS (Corning)、牛血清白蛋白(bovine 

serum albumin, BSA, Sigma)、非动物源性重组

酶 TrypLE (Gibco)、RNA 提取试剂 Trizol、

RNA 逆转录试剂盒(诺唯赞)、qPCR 试剂盒(近

岸蛋白)、iTaq™ Universal SYBR® Green 超混

合液(Bio-Rad)、Ck8 兔单抗(Abcam)、Ck14 兔

多抗(Proteintech)、P63 鼠抗(Santa Cruz)、Ck5

兔抗 (Abcam)、Tuj1 兔多抗 (Biolgend)、c-Kit

兔 单 抗 (Cell signaling technology) 、 Donkey 

anti-rabbit R488 、 Donkey anti-rabbit R555 、

Donkey anti-mouse R555 荧光二抗(Invitrogen)、

DAPI 染色液(ApexBio)。 

1.1.3  嗅上皮类器官培养液的配制 

在细胞基础培养基 Advanced DMEM/F12

中添加 5% GlutaMAX™添加剂、5% 4-羟乙基

哌嗪乙磺酸、10% B27 无血清添加剂、5% N-

乙酰半胱氨酸、0.5%双抗、10% R-spondin-1、

50 ng/mL EGF、100 ng/mL bFGF、100 μg/mL 

PVC、2 μmol/L DMH1、4 μmol/L CHIR-99021、

0.5 μmol/L A8301、10 μmol/L Y27632，混匀。 

1.2  方法 
1.2.1  嗅上皮的分离和培养 

将 6 周 C57BL/6 小鼠断颈、取头去皮，

接着用剪刀去掉鼻头软组织，并剪开鼻头两侧

骨头，掀开鼻甲骨。在显微镜下去除嗅球、呼

吸道上皮和周围杂细胞得到较干净的嗅上皮组

织，用镊子取出嗅上皮并放入用牛血清白蛋白

润洗过盛有磷酸缓冲盐溶液(phosphate buffered 

saline, PBS)的培养皿中，于显微镜下去除周边

杂细胞，并将嗅上皮组织分离成约 4 mm 小块。

在超净台中，将培养皿中的组织转移到用牛血

清白蛋白润洗过的离心管中，室温 300 r/min

离心 3 min 去上清，用磷酸缓冲盐溶液重悬组

织，重复两遍，加入 300 μL 的非动物源性重组

酶，置于 37 ℃培养箱中消化 1 h，每隔 20 min

对组织进行吹打。消化后对组织进行过滤，分

装到牛血清白蛋白润洗过的离心管中，室温

7 000 r/min 离心 20 s 弃去上清，加入基础培养

基进行重悬，收集到 EP 管中进行计数并调整

细胞浓度为 18×105 个/mL，与提前解冻的基质

胶按 1:4 混合均匀后，置于预热的 48 孔板中，

37 ℃孵育 20 min 使其凝固，每孔加入 250 μL

细胞完全培养基，于 37 ℃培养箱中进行培养。 

1.2.2  嗅上皮类器官的传代 

通过将培养的初代嗅上皮类器官进行传

代，由于球形基底样细胞和水平基底样细胞来

源的类器官克隆在 O7 的培养条件优先生长，
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因此能达到进一步纯化的效果。将培养 9−12 d

的类器官收集到 EP 管中，室温 7 000 r/min

离心 10 s 后弃上清，加入 300 μL 的非动物源

性重组酶，用大枪头将类器官吹散，反复吹

打 20−30 次，吹打过程中尽量不要产生气

泡，放置 37 ℃培养箱中消化 20 min。待消化

后加入 700 μL 杜氏磷酸缓冲盐溶液稀释消化

液，用 Countstar 细胞计数仪进行计数统计。

随后以 105 个 /mL 的密度取对应的悬液，室

温 7 000 r/min 离心 20 s，与 Matrigel 按 1:2 混

合均匀后，置于预热的 48 孔板中，37 ℃孵育

20 min 使其凝固。其后加入完全培养基进行培

养。在细胞培养的第 1−2 天添加 Y27632。 

1.2.3  计数检测细胞增殖水平 

将类器官培养 9−12 d，进行消化传代，

用 Countstar 细胞计数仪进行计数统计，重复

3 次，每次 3 个视野。 

1.2.4  免疫荧光实验 

从 48 孔板中取 4 孔三维球体，7 000 r/min

离心 10 s 后弃掉上清液，加入 30 μL 1×PBS 重

悬，涂抹于载玻片上，待细胞完全贴壁后，加

入 4%多聚甲醛常温固定 30 min，1×PBS 洗涤

3 次，每次 5 min；加入封闭液(0.1% Triton X-

100、 5%脱脂奶粉和 4% BSA)于常温封闭       

1 h；用抗体稀释液 (0.1% Triton X-100/0.1% 

BSA)稀释一抗，4 ℃湿盒过夜孵育；1×PBS

洗涤 3 次，每次 5 min；用抗体稀释液(0.1% 

Triton X-100/0.1% BSA)稀释荧光二抗(稀释比

例 1:1 000)， 20 μL/组，常温孵育 1 h；

1×PBS 洗涤 3 次，每次 5 min；1×PBS 稀释

DAPI (1:1 000)，常温孵育 5 min，1×PBS 洗涤

3 次，每次 5 min；按 20 μL 每组滴加封片剂

封片，及时进行荧光图片采集或干燥暂存。 

1.2.5  RNA 提取及 qRT-PCR 检测 mRNA 水平 

将细胞培养 9−12 d 后用 Trizol 法提取总

RNA，并按照逆转录试剂盒说明书，进行逆转

录获得 cDNA，目的基因的 mRNA 表达水平利

用 iTaq™ Universal SYBR® Green 超混合液进行

qRT-PCR 检测，表 1 为基因涉及的引物序列。 

1.2.6  统计学方法 

结果代表至少 3 次独立实验，数据统计分

析和图表制作均采用 GraphPad Prism 7.0，实

验数据以均数±标准差( x ±s)表示，数据统计使

用非配对 t 检验分析进行，P<0.05 时差异被认

为具有统计学意义(ns：P≥0.05 代表无统计学差 

 
表 1  本研究所用的引物 
Table 1  Primers used in this study 
Primer 

names 

Primer sequences (5′→3′)  Size 

(bp) 

Gapdh F: CGTGCCGCCTGGAGAAACCTG 21 

 R: GAGTGGGAGTTGCTGTTGAAGTCGC 25 

krt5 F: TCTGCCATCACCCCATCTGT 20 

 R: CCTCCGCCAGAACTGTAGGA 18 

krt14 F: AGCGGCAAGAGTGAGATTTCT 21 

 R: CCTCCAGGTTATTCTCCAGGG 21 

lgr5 F: ACCCGCCAGTCTCCTACATC 20 

 R: GCATCTAGGCGCAGGGATTG 20 

ascl1 F: GCAACCGGGTCAAGTTGGT 19 

 R: GTCGTTGGAGTAGTTGGGGG 20 

Omp F: TCCGAGTAGAGAGCCTGAAGCA 22 

 R: CAGAACCACGTTCCAGTGATCG 22 

β-tubulin F: CTCAGGGGCCTTTGGACATC 20 

 R: CAGGCAGTCGCAGTTTTCAC 20 

trp63 F: TACTGCCCCGACCCTTACAT 20 

 R: GCTGAGGAACTCGCTTGTCTG 21 

icam1 F: GTGATGCTCAGGTATCCATCCA 22 

 R: CACAGTTCTCAAAGCACAGCG 21 

c-kit F: CTCCCCCAACAGTGTATTCAC 21 

 R: TAGCCCGAAATCGCAAATCTT 21 

krt8 F: TGTCTACTCGGTCGGACTTCT 21 

 R: GCTGCTACCTAGCTGACATGC 21 

krt18 F: CAGCCAGCGTCTATGCAGG 19 

 R: CTTTCTCGGTCTGGATTCCAC 21 

jag1 F: CCTCGGGTCAGTTTGAGCTG 20 

 R: CCTTGAGGCACACTTTGAAGTA 22 
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异，*：P<0.05，**：P<0.01，***：P<0.001，

****：P<0.000 1)。 

2  结果与分析 

2.1  嗅上皮组织分离及类器官培养 
为了获得嗅上皮类器官的培养条件，我

们首先分离了成体小鼠的嗅上皮，并将其置

于三维基质胶中进行培养 (图 1)。基于小肠

类器官的培养条件(EGF、BMP 抑制剂和 R-

Spondin-1)，我们进行了小分子筛选，以鉴定

能够促进嗅上皮类器官克隆形成、增殖及分化

产生各种嗅上皮细胞类型的培养条件。我们发

现，生长因子包括 EGF 和 bFGF 有利于类器官

克隆的形成。在此基础上，我们鉴定出多个对

于类器官克隆有促进作用的小分子，包括

BMP 信号通路的抑制剂 DMH1、Wnt 信号通

路的激活剂 CHIR-99021、TGF-β 信号通路的

抑制剂 A8301 及维生素 C。在这些小分子和生

长因子的共同作用下，分离的单个嗅上皮细胞

在完全培养基中存活下来，在原代培养的第

9−12 d 形成透亮的球形细胞团，并且传代后克

隆数目增加，克隆形态更加均一，且第 2 代嗅

上皮类器官仍然可以存活(图 2)。 

2.2  嗅上皮类器官含有基底样细胞、支持

样细胞和嗅感觉神经元样细胞 
将原代克隆消化为单细胞并以 1×105 个/mL

的密度进行重悬传代，待 1 代克隆生长至第 9 天

后进行拍照记录和免疫荧光染色。 

如图 3 所示，用 O7 体系培养的嗅上皮类

器官表达嗅上皮主要细胞类型的特异性标志

物。细胞角蛋白 5 (cytokeratin 5, Ck5)、细胞角

蛋白 14 (cytokeratin 14, Ck14)和肿瘤蛋白

(tumor protein 63, P63)是水平基底细胞的特异

性标志物，均有 Ck5、Ck14、P63 阳性克隆存

在嗅上皮类器官中，说明培养的类器官包含水

平基底样细胞；βⅢ微管蛋白(β-tubulin, Tuj1)

标志嗅上皮中所有神经元[20]，免疫荧光结果显

示有 Tuj1 阳性克隆存在于嗅上皮类器官中；嗅 

 

 
 

图 1  嗅上皮组织分离方法 
Figure 1  Method of olfactory epithelial tissue isolation. The tissue was rinsed 3 times with DPBS and 
digested with TrypLE for 1.5 h. The organoids were cultured in a 37 ℃ incubator and the culture medium 
was changed every 3−4 days. 
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图 2  嗅上皮类器官原代、1 代和 2 代的形态和增殖状态 
Figure 2  Morphology and proliferative states of primary, 1st and 2nd generation of cultured olfactory 
epithelial organoids. A: The images of primary organoids (P0) were taken under 4 and 10 magnification by 
microscope on day 9. B: The images of first-generation (P1) and second-generation (P2) organoids were 
taken on day 10 and 12, respectively. The images were taken by OLYMPUS IX73 fluorescent microscopy 
(4, 10) with a scale bar of 200 μm and 100 μm, respectively. 

 
觉标记蛋白(olfactory marker protein, Omp)是成

熟神经元的标志物[22]，类器官中没有 Omp 阳

性克隆的存在(结果未展示)，表明培养的嗅上

皮类器官中没有成熟神经元样细胞；细胞角蛋

白 8 (cytokeratin 8, Ck8)是 SC 的特异性标记

物，结果显示培养的类器官存在 Ck8 阳性克

隆，说明培养的类器官包含支持样细胞；已

有研究人员用单细胞转录谱定义表面受体 c-

Kit 是球形基底细胞表达的关键特异性标记

物，c-Kit 阳性的球形基底细胞处于干细胞向

嗅感觉神经元分化的阶段[12]，结果显示 O7 体

系培养的类器官包含 c-Kit 阳性克隆，说明培

养的嗅上皮类器官包含球形基底细胞样细

胞。总之，我们通过免疫荧光检测发现培养

的嗅上皮类器官包含基底样细胞、支持样细

胞和不成熟嗅感觉神经元样细胞等多种细胞

类型。 

小鼠体内的嗅上皮组织中存在两个细胞谱

系，其中水平基底细胞谱系包含水平基底细胞

和支持细胞，即支持细胞分化自水平基底细

胞，另一个球形基底细胞谱系包含球形基底细

胞和嗅感觉神经元，即嗅感觉神经元分化自球

形基底细胞[12]。 

Lgr5 阳性细胞在嗅上皮中起着祖细胞和干
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细胞的作用[23]，为了确定培养的类器官中嗅感

觉神经元样细胞是否来源于球形基底细胞，我

们使用 Lgr5-EGFP-IRES-creERT2 小鼠 [24]与

ROSA26-CAG-LSL-tdTomato 小鼠[25]杂交的后 

 

 
 

图 3  免疫荧光结果表明 P1 嗅上皮类器官包含基底样细胞、支持样细胞和不成熟神经元样细胞 
Figure 3  Immunofluorescence staining of 1st generation of cultured olfactory organoids. Horizontal basal-like 
cells were labeled with Ck5 (green), Ck14 (red), and P63 (red). Globose basal-like cells were labeled with c-Kit 
(red). Sustentacular-like cells were labeled with Ck8 (green). Neuron-like cells were labeled with Tuj1 (green), 
and the whole cells were labeled with DAPI (blue) in olfactory epithelial organoids. The images were taken by 
Thermo Fisher Scientific EVOS M7000 fluorescent microscopy (40) with a scale bar of 75 μm.  
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代鼠进行谱系追踪。结果显示，我们培养的

类器官中少部分 Tuj1 阳性嗅感觉神经元样细

胞来自 Lgr5 阳性的球形基底细胞，通过明场

观察发现该类克隆周围具有大量类似神经元

突触结构(图 4)。同时，在培养的类器官克隆

中观察到 tdTomato 荧光与 Lgr5-EGFP 不完全

重合，说明该克隆是来源于 Lgr5 干细胞，但

无法维持在干性状态。 

为了确定培养的类器官中支持样细胞是否

来源于水平基底细胞，我们使用 Krt5-creERT2

小鼠[26]与 ROSA26-CAG-LSL-tdTomato 小鼠杂

交的后代鼠进行谱系追踪，结果显示我们培养

的类器官中支持样细胞来自于 Ck5 阳性的水平

基底细胞，这与体内一致(图 4)。 

2.3  类器官培养条件中各因子对克隆形成

能力和增殖的影响 
为了探究培养体系中各个因子对嗅上皮类

器官克隆形成能力和增殖的影响，我们分别去

掉培养体系中各个因子，并对原代克隆直径大

小分布情况、原代克隆数目以及单细胞总数进

行统计。 

对于成克隆能力，去掉 EGF 、 PVC 、

bFGF、CHIR-99021、R-spondin-1 后原代克隆

的数目显著减少，表明原代类器官形成速度

减慢，成克隆能力减弱，因此 EGF、PVC、

bFGF、CHIR-99021 总体上有利于嗅上皮类器官

克隆形成；去掉 A8301、DMH1 后，原代细胞

总数明显少于对照，原代克隆数与对照无明显

的差异，说明 A8301、DMH1 一定程度上有利

于嗅上皮类器官增殖；而对于 1 代类器官，去

掉 bFGF、A8301 和 DMH1 克隆数明显减少，表

明它们对于类器官成克隆能力以及维持传代是

必需的；去掉 CHIR-99021 克隆大小明显减小，

表明其有利于类器官的形成(图 5)。 

对于增殖能力，去掉任一因子均会导致原

代类器官单细胞总数明显减少，表明 O7 培养

体系中的每个因子对于嗅上皮类器官中细胞的

增殖都是必需的(图 5)。 

在粒径分布中，如图 6 所示，去掉 EGF、

PVC 后原代类器官中直径为 60−120 μm 的克隆

比例和直径大于 180 μm 的克隆比例明显增加；

去掉 bFGF 后，原代类器官中直径大于 100 μm

克隆比例明显减少；去掉 R-spondin-1 后，原代

类器官中直径小于 20 μm 的克隆比例明显增加；

去掉 CHIR 后，原代类器官中直径小于 20 μm

的克隆比例增加，直径大于 40 μm 的克隆比例

明显减少，克隆直径明显减小；去掉 A8301、

DMH1 后类器官直径分布情况与对照无明显差

别。总之，O7 培养体系中的每个因子对于嗅上

皮类器官的克隆形成和增殖都是需要的。 

2.4  类器官培养条件各因子对细胞类型及

基因表达的影响 
为了探究培养体系中各个因子对嗅上皮类

器官细胞类型的影响，分别去掉培养体系中各

个因子并进行免疫荧光检测各类细胞相关标志

物在蛋白水平的表达情况，结果如图 7 所示。 

首先我们检测了 HBC 相关标志物在蛋白

水平的表达情况，去掉 EGF、PVC、CHIR-

99021 导致 Ck5 阳性克隆的比例明显低于对

照；去掉 EGF、PVC 导致 Ck14 阳性克隆的比

例显著降低；去掉 EGF、CHIR-99021 导致

P63 阳性克隆比例明显降低，说明 EGF、

PVC、CHIR-99021 在不同程度上有利于水平

基底样细胞的存活与增殖。 

接下来检测 SC 相关标志物在蛋白水平的

表达情况，去掉 CHIR-99021、A8301 后与对

照相比 Ck8 阳性克隆的比例显著减少，说明

CHIR-99021 有利于水平基底样细胞的存活和

增殖，以及有利于水平基底样细胞向支持样细

胞分化；A8301 有利于支持样细胞的分化。 
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图 4  谱系追踪表明各类细胞的来源 
Figure 4  Lineage tracing indicates the origin of neuron-like cells, sustentacular-like cells, horizontal basal-
like cells, globose basal-like cells. Horizontal basal-like cells were labeled with Ck5 (green). Globose basal-
like cells were labeled with Lgr5 (green). Sustentacular-like cells were labeled with Ck8 (green). Neuron-like 
cells were labeled with Tuj1 (green), and the whole cells were labeled with DAPI (blue) in olfactory 
epithelial organoids. The images of immunofluorescence staining were taken by Thermo Fisher Scientific 
EVOS M7000 fluorescent microscopy (40, 20) with a scale bar of 75 μm and 150 μm, respectively (the 
three rows above). The images of lineage tracing were taken by OLYMPUS IX73 fluorescent microscopy 
(10) with a scale bar of 100 μm. 
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图 5  各因子对克隆形成能力和增殖的影响 
Figure 5  Effect of small molecules on colony formation ability and cell proliferation. A: The primary and 
first generation of olfactory epithelial organoids were photographed on day 10 and day 12 under different 
conditions. The images were taken by OLYMPUS IX73 fluorescent microscopy (4) with a scale bar of 
200 μm. B: The organoids were digested by TrypLE for 20 minutes and the number of single cells were 
counted by Countstar. Number of colonies were calculated in 3 random images and the results were showed 
with x ±s (n=3); ****: P<0.000 1; ***: P<0.001; **: P<0.01; *: P<0.05; ns: P≥0.05. C: The number of 
primary clones under different conditions was counted by Image J software. 
 

随后检测了 GBC 相关标志物在蛋白水平

的表达情况，结果显示去掉任一因子均会导致

c-Kit 阳性的克隆比例明显低于对照，说明 O7

中任一因子对球形基底样细胞的存活与增殖都

是需要的。 

最后检测 OSN 相关标志物在蛋白水平的

表达情况，去掉 PVC、R-spondin-1、A8301、

CHIR-99021、DMH1 后，Tuj1 阳性克隆的比例

明显降低，先前发现培养体系中任意因子对于

球形基底样细胞的存活和增殖都是需要的，说 
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图 6  各因子对克隆直径的影响 
Figure 6  Effect of small molecules on colony diameters. The diameters of the primary organoids in O7 (A), 
O7-E (B), O7-F (C), O7-P (D), O7-R (E), O7-A (F), O7-C (G), O7-D (H) respectively were measured on day 
9. The proportions of different diameters in each condition were quantified by Image J software. Data was 
displayed with x ±s (n=3). 
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图 7  各因子对类器官中细胞组成的影响 
Figure 7  Effect of individual factors on cell composition in organoids. A: Immunofluorescence staining of 
1st generation of cultured olfactory organoids in different conditions. Horizontal basal-like cells were labeled 
with Ck5 (green), Ck14 (red), and P63 (green). Globose basal-like cells were labeled with c-Kit (red). 
Sustentacular-like cells were labeled with Ck8 (green). Neuron-like cells were labeled with Tuj1 (red) in 
olfactory epithelial organoids. B: Proportion of clones under different conditions. The images were taken by 
Thermo Fisher Scientific EVOS M7000 fluorescent microscopy (10×, 20×) with a scale bar of 275 μm and 
150 μm, respectively. The percentage of positive clones in different conditions was quantified by Image J 
software. Calculate the positive clones under different conditions in 3 random images and the results were 
showed with x ±s (n=3); ****: P<0.000 1; ***: P<0.001; **: P<0.01; *: P<0.05; ns: P≥0.05. 
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明缺少 PVC、 R-spondin-1 、 A8301、 CHIR-

99021、DMH1 会抑制球形基底样细胞的增

殖，从而可能导致球形基底样细胞向神经样

细胞分化效率显著降低。总的来说，O7 培养

条件中每个因子对于嗅上皮类器官拥有多种

细胞类型都是需要的。 

为了探究各个因子对嗅上皮类器官基因表

达的影响，我们分别去掉培养体系中各个因子

后进行 qPCR 检测各类细胞相关标志物在基因

水平的表达情况，结果如图 8 所示。 

首先我们检测 HBC 相关标志物在基因水

平的表达情况，与对照相比去掉 EGF、PVC

后 krt5、krt14 基因的表达量明显降低；减去

EGF 后 trp63 基因的表达量显著减少；由于先

前观察到去掉 CHIR-99021 会导致 Ck5 阳性克

隆的比例和 P63 阳性克隆的比例显著减少，我

们认为 CHIR-99021 有利于 HBC 相关标志物

的蛋白表达但不影响其基因表达；细胞间黏附

分子-1 (intercellular cell adhesion molecule-1, 

Icam1)也是 HBC 的特异性标记物，去掉任一

因子不影响 icam1 基因的下调，总的来说

EGF、PVC 有利于水平基底样细胞的增殖，这

与免疫荧光的结果一致。 

接下来检测 OSN 相关标志物在基因水平

的 表 达 情 况 ， 去 掉 PVC 、 R-spondin-1 、

A8301、CHIR-99021、DMH1 后，β-tubulin 基

因 的 表 达 量 均 明 显 下 降 ； 去 掉 PVC 、 R-

spondin-1、A8301、CHIR-99021 后，omp 基因

的表达量均明显低于对照；由于先前观察到去

掉 PVC、R-spondin-1、A8301、CHIR-99021、

DMH1 后 c-Kit 阳性克隆和 Tuj1 阳性克隆的比

例均明显下降，说明去掉这些因子可能抑制球

形基底样细胞的增殖以及其向不成熟神经样细

胞的分化，从而影响不成熟神经元的相关标志

物在基因水平上的表达。总的来说 PVC、R-

spondin-1、A8301、CHIR- 99021 和 DMH1 有

利于球形基底样细胞的存活和增殖，从而促进

球形基底细胞向神经元样细胞分化，这与免疫

荧光的结果一致。 

随后检测 GBC 相关标志物在基因水平的表

达情况，富含亮氨酸重复序列 G 蛋白偶联受

体 5 (Lgr5)是 GBC 的标记物 [9]，Ascl1 也是

GBC 的标记物，去掉 bFGF、R-spondin-1、

A8301、CHIR-99021、DMH1 后 c-kit 和 ascl1

基因的表达量显著降低；去掉 R-spondin-1、

A8301、CHIR-99021 后 lgr5 基因的表达量显

著降低；由于先前观察到去掉 EGF、PVC 导

致 c-Kit 阳性的克隆比例明显低于对照，我们

认为 EGF、PVC 有利于 GBC 相关标记物在蛋白

水平的表达且不影响其在基因水平的表达。总

的来说，bFGF、R-spondin-1、A8301、CHIR- 

99021 和 DMH1 在不同水平上有利于球形基底

样细胞的增殖，这与免疫荧光的结果一致。 

最后检测 SC 相关标志物在基因水平的表

达，角蛋白 18 (cytokeratin 18, Ck18)和 Notch

信号通路配体 Protein jagged-1 (Jag1)为 SC 的

标记物，去掉 R-spondin-1 后 krt8 和 krt18 的

基因表达量明显高于对照，结合前面观察到的

去掉 R-spondin-1 后 Ck8 阳性克隆的比例明显

升高而水平基底样细胞比例无变化，说明 R-

spondin-1 抑制支持样细胞分化；去掉 CHIR-

99021 后 krt18 和 jag1 的基因表达量显著高于

对照，结合前面观察到的去掉 CHIR-99021 后

Ck8 阳性克隆的比例明显下降，说明 CHIR-

99021 有利于 SC 相关标志物蛋白水平的表达

但不利于其基因水平的表达；去掉 bFGF、

A8301、DMH1 后 jag1 的基因表达量明显高于

对照，结合前面观察到的去掉 A8301 后 Ck8

阳性克隆的比例明显下降，说明 A8301 有利

于 SC 相关标志物的蛋白水平的表达但不利于
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其基因水平的表达；先前发现去掉 bFGF、

DMH1 后 Ck8 阳性克隆的比例明显上升但水

平基底样细胞比例无明显变化，说明 bFGF、

DMH1 抑制支持样细胞的分化。 
 

 
 

图 8  各因子对细胞基因表达的影响 
Figure 8  Effect of individual factors on gene expression. Quantitative RT-PCR gene expression analysis of 
HBC markers (krt5/krt14/trp63/icam1), GBC markers (lgr5/c-kit/ascl1), SC markers (krt8/krt18/jag1) and OSN 
markers (tuj1/omp) in olfactory epithelium organoids. Relative expression of genes were normalized to gapdh. 
Data were shown with x ±s (n=3); ****: P<0.000 1; ***: P<0.001; **: P<0.01; *: P<0.05; ns: P≥0.05.  
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3  讨论与结论 

综上所述，本研究通过筛选因子初步构建

了嗅上皮类器官模型，利用免疫荧光明确了培

养的嗅上皮类器官包含多种嗅上皮细胞类型并

通过 qPCR 验证各类细胞标志物的基因表达情

况，同时通过单独减去各个因子验证了培养体

系各成分的必要性，并绘制了嗅上皮类器官各

细胞命运调控模式图(图 9)。 

近年来，因新冠肺炎患者通常伴随着嗅觉

的丧失[14-15,27]，另外许多神经退行性疾病也通

常与嗅觉缺失相关 [2,28-29]，嗅觉再生逐渐受到

了科研人员的关注，嗅上皮中嗅感觉神经元的

修复和再生频频成为研究热点[30-31]。类器官是

近年来出现的一种新型研究模型，为解析各类

组织干细胞自我更新和分化机制提供了新的工

具。类器官可由组织成体干细胞或多能干细胞 

分化产生。 

如前所述，激活 Wnt 信号通路会促进嗅

上皮中球形基底细胞的形成 [8 ]，CHIR-99021

作为 Wnt 信号通路激活剂对于嗅上皮类器官

中球形基底细胞的形成是需要的。此外我们发

现 CHIR-99021 有利于嗅上皮类器官中 Lgr5 阳

性球形基底样细胞分化为嗅感觉神经元样细

胞，这也与 Wnt 信号通路激活能够促进嗅感

觉神经元的产生这一结论相符[9]。目前暂未发

现成熟嗅感觉神经元存在于培养的类器官中，

下一步可以从 CHIR-99021 作用时间、浓度和

分阶段处理来调整 Wnt 活性，进而促进球形

基底样细胞向成熟神经元样细胞分化。已有研

究表明 Notch 信号通路能够抑制水平基底细胞

活化，保持其休眠状态[11]，但同时又能够促进

水平基底细胞向支持细胞分化、Lgr5 阳性球形 
 
 

 

 
 

图 9  嗅上皮类器官各类细胞命运调控模式图 
Figure 9  The pattern of cell fate regulation in olfactory epithelial organoids. GBC: Globose basal cells; 
HBC: Horizontal basal cells; SC: Sustentacular cells; imOSN: Immature olfactory sensory neuron. 
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基底细胞向嗅感觉神经元分化[13,32]。我们探索

培养体系里加入 Notch 通路激活剂 VPA 发现

嗅感觉神经元样细胞比例增多，但同时基底细

胞大量减少，为了构建更好的嗅上皮类器官还

需要在之后的研究中进一步调整 Notch 信号通

路激活的时间和程度。 

有研究人员通过体外培养 Lgr5-EGFP 阳

性的干细胞建立了体外扩增 GBC 的方法，并

且通过小分子筛选确定了球形基底细胞分化为

嗅感觉神经元和支持细胞的培养方法，但每个

克隆中 Tuj1 阳性的细胞仅仅占(8.6±1.4)%，支

持细胞仅仅占(8.4±2.1)%，比例不高 [5]。另一

方面，虽然诱导多能干细胞可通过诱导分化产

生多种组织的类器官[33]，但存在分化周期长，

细胞类型复杂等问题。在体内，因为嗅上皮干

细胞的存在，嗅上皮具有较强的自我更新能

力；在体外，嗅上皮干细胞也为嗅上皮类器官

的构建提供了理想的起始细胞。 

本研究实现了体外将嗅上皮干细胞扩增培

养并分化为嗅上皮其他类型细胞的过程。这一

类器官模型为进一步研究嗅觉障碍的疾病机理

以及鉴定嗅上皮损伤再生和治疗嗅觉障碍的药

物提供了研究模型。但我们初步建立的嗅上皮

类器官目前缺少成熟的嗅感觉神经元，克隆中

的细胞组成和结构与体内嗅上皮还存在较大差

距。进一步筛选优化嗅上皮类器官的诱导和培

养条件，获得在细胞组成、结构和功能与体内

嗅上皮组织更为接近的嗅上皮类器官是未来的

重要研究方向。 
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