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研究报告 

利用食管类器官研究 c-Myc 在食管癌发生中的作用 

陈友红 1，杨文豪 1,2，倪超 1 
1. 复旦大学生命科学学院，上海 200433 
2. 四川大学华西第二医院小儿呼吸免疫科，成都 610041 

摘要: c-Myc 基因在食管癌等多种恶性肿瘤中异常高表达，但其参与癌症发生发展机制尚不完全清楚。为探

究 c-Myc 在食管癌发生中的作用，本文成功构建了食管类器官作为研究模型，首先制备表达 c-Myc 的慢病毒并

通过高效侵染方法获得了稳定过表达 c-Myc 的食管类器官。以正常食管类器官作为对照，使用 ImageJ 软件分

析感染 7 代后食管类器官的形态，显示食管类器官的上皮形态并未出现异常。随后利用免疫荧光染色实验和

CCK8 试剂检测食管类器官的细胞增殖状态，结果显示细胞增殖速度也没有显著改变。最后通过实时荧光定量

PCR 实验(quantitative real-time PCR, qPCR)检测细胞周期、细胞代谢以及常见的在食管癌中高表达基因的表达

情况，结果显示相关基因表达均未显著升高。这些结果初步表明在食管中单独过表达 c-Myc 基因不足以诱导食

管上皮细胞癌化。本文建立了食管类器官研究模型，通过高效的慢病毒过表达体系研究了原癌基因 c-Myc 对食

管类器官发育和增殖的潜在影响。这对于食管类器官模拟食管发育和食管癌发生相关研究具有一定参考意义。 

关键词: 食管癌；食管类器官；c-Myc 过表达；慢病毒侵染 

Using esophagus organoid to explore the role of c-Myc in 
esophageal cancer initiation 
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Abstract: C-Myc gene is aberrantly highly expressed and participates in cancer initiation and development in various 

malignant tumors including esophageal cancer, while the underlying mechanism(s) still remains unclear. In order to explore 

the role of c-Myc in the occurrence of esophageal cancer, we successfully established the esophageal organoids (EOs) as the 

research model. By constructing a lentivirus overexpressing c-Myc and developing more effective infection method, EOs 

with stable overexpression of c-Myc were efficiently obtained. The morphologies of EOs with or without overexpressing 

c-Myc were first analyzed with ImageJ, which showed no difference between two groups during continuous subculture. 

Subsequently, we applied immunofluorescence and CCK8 assays to evaluate the cell proliferation, and the results showed 
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no change in the c-Myc-overexpressed group as compared to control EOs. Furthermore, qPCR was used to detect the 

expression of genes that are related to cell cycle, cell metabolism as well as esophageal cancer. The results indicated the 

expression of these genes was not significantly increased in the c-Myc overexpressing EOs. In conclude, we discovered that 

overexpression of c-Myc gene alone in the esophagus organoid is not sufficient to induce carcinogenesis in esophageal 

carcinoma. In this study, we successfully established an esophagus organoid culture system and together with efficient 

lentivirus-infection method for investigation on the effects of overexpressing c-Myc in esophageal cancer. Our work 

demonstrated a promising research model for the study of esophagus development and esophageal cancer. 

Keywords: esophagus cancer; esophageal organoid; c-Myc overexpression; lentivirus infection 

食管癌预后差、生存率低，原因在于早期无症

状而检测到的食管癌大多数都处于晚期高级别，极

大增加了治疗难度[1~3]。探究食管癌发生过程中的分

子学和细胞学机制能够改善早期诊断策略[4~6]。研究

表明，在人类癌症中大部分肿瘤的发生与很多基因

突变或异常表达密切相关(如 TP53、CDKN2A、c-Myc
等)[7~9]。 

c-Myc 是一个常见的原癌基因，正常情况下其

表达受到严格调控。c-Myc 主要通过作为转录因子

与伴侣蛋白 MAX 形成二聚体，调控大量下游基因

的表达。当其异常表达时往往导致细胞生长、细胞

代谢等过程的异常以及肿瘤形成。研究发现在胰腺

癌、肝癌、肺癌以及食管癌等肿瘤中均检测到 c-Myc
的突变或异常表达[10~14]，也有报道显示 c-Myc 参与

肝癌起始过程并且单独过表达 c-Myc 就能诱发肝癌

发生[15]，但 c-Myc 在食管癌发生过程的作用机制尚

不清楚。 
类器官是原始干细胞或成体干细胞在体外 3D

环境下培养形成的结构与功能均高度接近成体组织

的结构，是新兴的体外研究模型[16,17]。传统的研究

模型(主要有细胞系和小鼠品系)存在细胞系细胞类

型单一和某些小鼠品系胚胎致死导致无法进行后续

研究的问题，而类器官的出现则能弥补上述不足。

类器官既具有与成体组织相同的细胞类型和结构，

又能够特定地研究组织的发育和稳态[18]。由食管永

生化上皮细胞与成纤维细胞共培养形成的器官类似

物以及成体干细胞来源的食管类器官是近年来用于

研究食管上皮的主要体外 3D 模型，已被广泛应用于

研究食管的发育及疾病发生[19~22]。其中成体干细胞

来源的食管类器官培养方法简单，同时能够通过单

细胞形成，因而具有广阔的应用前景。 
本文将小鼠成体组织来源的食管在基质胶中培

养形成食管类器官，通过高效的慢病毒侵染方法在

食管类器官中过表达 c-Myc。在此基础上，初步探

究了 c-Myc 在食管癌发生发展中的作用，发现 c-Myc
的单独过表达对于食管类器官的形态、增殖和代谢

以 及 食 管 癌 相 关 的 基 因 表 达 等 无 显 著 影 响 ， 提

示 c-Myc 基因的过表达不足以有效诱导食管癌化。

这一发现有助于加深对食管癌发生过程的理解，为

后续食管类器官研究提供一定方法参照。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

本实验所用小鼠为 C57BL/6 品系 6~8 周雄性小

鼠，购买自上海杰思捷实验动物有限公司；组装慢

病毒所用 293 细胞由本实验室培养。 

1.2  小鼠食管类器官培养 

取得新鲜的小鼠食管组织，剪碎后移至 1.5 mL 

Eppendorf 管中加入已预热的消化液(消化液组成：

0.25 mg/mL Pronase E，400 U/mL Collagenase I，20 

U/mL DNase I)，于 37℃摇床 100 r/min 消化 1 h。充

分混匀，1000 r/min 离心 3 min，弃上清，用 PBS 洗

2 次。40 μm 滤网过滤获得单细胞悬液，1000 r/min

离心 3 min，细胞沉淀置于冰上备用。取适量已解冻

的基质胶液重悬细胞，混匀后铺于 24 孔板中(30 μL/

孔 ) ， 37 ℃ 静 置 1 5  mi n ， 待 基 质 胶 凝 固 充 分 加

入 500 μL 体积液体培养基覆盖于表面，接着于 37℃ 
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二氧化碳培养箱中培养，2~3 天换液，通常培养

10~12 天后传代。食管类器官培养基 [23]组成为：

Advanced DMEM/F12 (12634028，Thermofisher，美

国)中添加 1xGlutamax (35050061，Gibco，美国)；
1xHEPES (15630080，Gibco，美国)；1 mmol/L N- 
acetylcysteine (A9165-5g，Sigma，美国)；10 mmol/L 
Nicotinamide (N0636，Sigma，美国)；1xPenicillin- 
streptomycin (15140122 ， Gibco ， 美 国 ) ； 1xB27 
(17504044，Gibco，美国)；10 μmol/L Y27632 (13624，

Cell Signaling Technology ， 美 国 ) ； 10 mmol/L 
SB202190 (8158 ， Cell Signaling Technology ， 美

国 ) ， 500 nmol/L A8301 (75073 ， Cell Signaling 
Technology，美国)，100 μmol/L Gastrin (3006，R&D，

美国)，100 ng/mL R-sondin1 (4645-RS，R&D，美国)，
100 ng/mL Noggin (6057-NG，R&D，美国)，50 ng/mL 
EGF (236-NG，R&D，美国)。 

食管类器官传代方法：轻刮下类器官并转移至

Eppendorf 管中，1000 r/min 离心 3 min，去上清。用

已预热的 1xTryplE (2216499，Gibco，美国 )消化

液 500 μL 重悬，混匀后于 37℃静置 5~10 min。待

消化充分后用终止消化，用 PBS 洗 2 次，以约 5000
个细胞接种到 24 孔板按上述步骤进行 3D 培养。

基 质 胶 (matrigel) (#356231) 购 自 Corning 公 司 。

Pronase E (107433)，Collagenase I (C0130)，DNase I 
(10104159001)均购自美国 Sigma 公司。 

1.3  过表达 c-Myc 慢病毒包装与感染 

病毒过表达载体为 pLVX-P2A-Puro-GFP，由本

实验室改造而成。慢病毒包装质粒 psPAX2 (#12260)、
pMD2G (#12259)均购自美国 Addgene 公司。c-Myc
基因过表达的慢病毒包装时，在生长于 10 cm 皿中

密度为 80%左右的 293T 细胞中，加入含 10 μL 
vigofect、7 μg pLVX-c-Myc、2 μg psPAX2、5 μg 
pMD2G 的 DMEM 溶液，6 h 后更换为完全培养基培

养，48 h 后收集上清，用 0.45 μm 滤膜过滤。收集

上述慢病毒上清，45,000 r/min 离心 2 h，适量体积

PBS 溶解病毒沉淀，从而获得高浓度的慢病毒，于

−80℃保存。此后，取 1 μL 慢病毒感染 293T 细胞，

观察荧光强度并用 qPCR 实验检测 c-Myc 下游基因

表达情况，检验 c-Myc 慢病毒的有效性。 
感染食管类器官时，先将类器官消化成单细胞

悬液。感染培养基为在食管类器官培养基中加入适

量 慢 病 毒 ( 约 2 0  μ L 浓 缩 病 毒 ， 聚 凝 胺 浓 度 为

10 μg/mL，总体积 250 μL 的混合液)。将感染培养基

与食管单细胞悬液混合均匀，随后加入到 48 孔板

中 ， 封 口 膜密 封 后 于 孔 板 离 心 机 中 32℃条 件 下

2000 r/min 离心 1 h。接着转移至 37℃培养箱中继续 
培养 6 h。室温 1000 r/min 离心 3 min，去上清，用

30 μL 基质胶重悬细胞沉淀，按 1.2 所述方法进行 3D
培养。约 72 h 于荧光显微镜下观察绿色荧光所占比

例，加入 2 μg/mL 的嘌呤霉素(puromycin)进行筛选，

培养 2 代之后即可获得稳定高比例表达目的基因的

食管类器官。 
c-Myc 基因 cDNA 的来源于人肝实质细胞。

NCBI 中的转录本编号为 Myc-206，全长 1365 bp。

上游克隆引物为：5′-GAATTCTGGATTTTTTTCGG-
GTAGTGGAAAACCAGCA-3′，下游克隆引物为：5′- 
ACTAGTTACGCACAAGAGTTCCGTAGCTGTTCAA- 
3′，由苏州金唯智公司合成。Vigofect 转染试剂购买

自 北 京 威 格 拉 斯 生 物 技 术 有 限 公 司 。 嘌 呤 霉 素

(A610593)购自上海生工生物工程股份有限公司。 

1.4  类器官免疫荧光染色 

选取培养 8~10 天的成熟的食管类器官，收集于

Eppendorf 管里。以 600~800 r/min 离心 3 min，用

4%PFA 重悬混匀食管类器官，于 4℃固定 5 h。PBS
洗一次，600 r/min 离心后用 0.25% tryton 100×500 μL
重悬并透膜 30 min。离心 600 r/min，去上清。

用 5%BSA 作为封闭液，用量 500 μL 重悬食管类器

官，常温静置 1 h。离心去上清，加入配置好的抗体

液(c-Myc，Ki67 均以 1:100 浓度配制) 50 μL 与类器

官混匀，随后 4℃条件静置过夜。接着用 PBST 缓冲

液洗 3 次，10 min/次。加入配置好的二抗(CY3 抗体

浓度 1∶200，647 二抗浓度为 1∶400，Hoechst33342
浓度为 1∶1000)，静置冰浴 1 h。随后用 PBST 缓冲

液洗 3 次，10 min/次，将类器官转移至粘附载玻片上，

滴加抗荧光淬灭封片剂，盖上盖玻片完成封片。待凝

固充分后用共聚焦显微镜观察并拍照，−20℃保存。 
c-Myc 抗体(#18351)和 Ki67 抗体(#9449)购自美

国 Cell Signaling Technology 公司，P63 抗体(ab124762)
与 二 抗 CY3(A10520) 、 647(A32728) 均 购 自 美 国

Abcam 公 司 ， KRT13 抗 体 (66684-1-Ig) 购 自 美 国
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Proteintech 公司。Hoechst33342 (A3472)购自美国

APExBIO 公司。 

1.5  定量 PCR 

选取培养 8~10 天的食管类器官，收集于 Eppen-
dorf 管。1000 r/min 离心 3 min，去上清，用微量样

品 RNA 提取试剂盒(天根生物科技)提取 RNA。取

1 μgRNA，用反转录试剂盒(Promega，美国)逆转录

合成 cDNA，稀释 10 倍至 200 μL，并于–20℃长期

保存，后续的定量 PCR (qPCR)则在此浓度的情况下

使用 1 μL 作为模板。在 qPCR 仪中以 10 μL 体系进

行反应，每个样品设置 3 个复孔，所用 2×SYBR Green 
qPCR Master Mix(B21702)为美国 Bimake 公司提供。

反应的温度体系设置为：95℃ 15 min；95℃ 15 s， 
60℃ 30 s，40 个循环；95℃ 10 s，65℃~95℃(每隔 5 s
增加 0.5℃)。反应引物序列如表 1 所示，所有引物

均是在 NCBI 官网设计并进行 Blast (https://www. 
ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)，由金唯智公司

合成。根据 Ct 值，以 GAPDH 为内参，根据 2–ΔΔCt

法分析各基因的相对表达量。 

 
表 1  qPCR 引物序列 
Table 1  Primers used in qPCR 

基因名称 上游引物(5′→3′) 下游引物(5′→3′) 

c-Myc-总 CCCTCCACTCGGAAGGACTA CGTTGTGTGTTCGCCTCTTG 

h-CCNA1 GAGGTCCCGATGCTTGTCAG GTTAGCAGCCCTAGCACTGTC 

h-CCNA2 CGCTGGCGGTACTGAAGTC GAGGAACGGTGACATGCTCAT 

h-CCNB1 AATAAGGCGAAGATCAACATGGC TTTGTTACCAATGTCCCCAAGAG 

h-CCNB2 TGCTCTGCAAAATCGAGGACA GCCAATCCACTAGGATGGCA 

h-CCNE1 GCCAGCCTTGGGACAATAATG CTTGCACGTTGAGTTTGGGT 

h-GAPDH TGACTTCAACAGCGACACCCA CACCCTGTTGCTGTAGCCAAA 

m-CCNA1 GCCCGACGTGGATGAGTTT AGGAGGAATTGGTTGGTGGTT 

m-CCNA2 CAGCATGAGGGCGATCCTT GCAGGGTCTCATTCTGTAGTTTATATTCT 

m-CCNB1 AATAAGGCGAAGATCAACATGGC TTTGTTACCAATGTCCCCAAGAG 

m-CCNB2 GCCAAGAGCCATGTGACTATC CAGAGCTGGTACTTTGGTGTTC 

m-CCNE1 CACCACTGAGTGCTCCAGAA CTGTTGGCTGACAGTGGAGA 

m-CDK4 GTGGCTGAAATTGGTGTCGG TAACAAGGCCACCTCACGAA 

m-ODC  AGATCACCGGCGTAATCAAC TCCATAGACGCCATCATTCA 

m-NAMPT TCGGTTCTGGTGGCGCTTTGCTAC AAGTTCCCCGCTGGTGTCCTATGT 

m-MTA1 CGCTCAAGTCCTACCTGGAG TGGTACCGGTTTCCTACTCG 

m-LDHA TGTGGCAGACTTGGCTGAGA CTGAGGAAGACATCCTCATTGATTC 

m-NRF1 CCACGTTGGATGAGTACACG CTGAGCCTGGGTCATTTTGT 

m-HMGCR CTGAGGAAGACATCCTCATTGATTC CCTGGACTGGAAACGGATATAG  

m-Sox2 GGT TACCTCTTCCTCCCACTC CAG TCACATGTGCGACAGGGGCAG 

m-KRT17 ACCATCCGCCAGTTTACCTC CTACCCAGGCCACTAGCTGA 

m-Trp63 TGCCATGCCTGTCTACAAG GCTGTTCCCTTCTACTCGAATC 

m-GATA4 CCCTACCCAGCCTACATGG ACATATCGAGATTGGGGTGTCT 

m-GATA6 AAAGCTTGCTCCGGTAACAG TCTCCCACTGCAGACATCAC 

m-VEGFA GGAGAGACTTCGAGGAGCACTT GGCGATTTAGCAGCAGATATAAGAA 

m-GAPDH AGGTCGGTGTGAACGGATTTG TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA 

“h-”表示 human，“m-”表示 mouse。“c-Myc-总”为能同时检测内源和外源 c-Myc 的引物；CCN：cyclin；CDK4：cyclin dependent 
kinase；ODC，ornithine decarboxylase；NAMPT：nicotinamide phosphoribosyltransferase；MTA1：metastasis-associated protein 1；LDHA：

lactate dehydrogenase A；NRF1：nuclear respiratory factor 1；HMGCR：3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme a reductase。 
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1.6  CCK8 试剂检测细胞增殖 

取成熟的食管类器官，消化制备单细胞悬液。

用 luna-fl 双荧光细胞计数仪(Luf-14-00980，韩国)
计数确定细胞浓度。按 1500 细胞/孔接种到 96 孔板

进行 3D 培养。对照组和实验组分别各铺 9 个孔。分

别于 Day1，Day4，Day5 用 CCK8 试剂(APExBIO- 
K1018，美国)检测对应组 3 个孔的细胞活性。每个

96 孔添加 10 μL 的 CCK8 试剂(与 90 μL 培养基混合)，
随后于 37℃培养箱中培养 3 h，接着直接将 96 孔板

于酶标仪检测 480 nm 处的吸光值，统计吸光值并用

Graphpad8 软件分析结果。 

1.7  检测类器官形成能力 

取成熟的食管类器官，消化制备单细胞悬液。

用 luna 双荧光细胞计数仪计数确定细胞浓度。按 500
细胞/孔接种到 96 孔板进行 3D 培养。对照组和实验

组各设置 5 个孔。于 Day4 时统计每个 96 孔中食管

类器官的数量，此时的食管类器官通常直径大于

30 μm。计算其由单细胞形成类器官数与细胞数的比

值，定义为类器官形成率(%)。对照组与实验组各取

3 个孔的值(去掉最高值与最低值)，比较类器官形成

能力。 

1.8  类器官形态与平均面积统计 

选取成熟的食管类器官，消化制备单细胞悬液，

使用细胞计数仪计数确定细胞悬液的浓度。以 3000
细胞/孔接种到 24 孔板中进行 3D 培养，每组设置 3
个复孔，利用显微镜观察并拍照。根据收集的 JPEG
格式的照片，使用图片分析软件 ImageJ 分析图中类

器官的大小(平均面积)，每个组累积统计 100 个类器

官，选取同样的计算标准进行统计分析。根据面积

统计结果用 Graphpad8 软件做出箱型图，并分析对

照组与实验组的形态与大小的差异。 

1.9  数据处理 

对照组与实验组数据用 Graphpa8 处理并绘图，

两组间的差异性评估采用 t 检验评估。数据显著性

用*标注。*：P<0.05；**：P<0.01；***：P<0.001；

ns: P>0.05，无显著差异。 

2  结果与分析 

2.1  小鼠食管类器官培养 

成熟的食管复层鳞状上皮主要由单层具有干性

的基底细胞(basal cell)和多层不同程度分化的上基

层细胞(suprabasal cell)组成，基底细胞和上基层细胞

的主要标志物分别为 P63 和 cytokeratin 13 (KRT13)。
基底细胞被认为是食管上皮干细胞，能够不断增殖

并向内移动形成不同程度分化的上基层细胞，最终

高度角质化并从食管腔内脱落。通过这样的动态过

程维持食管上皮的自我更新与稳态。 
本研究分离了小鼠食管组织，将其消化制备成

单细胞悬液，随后在基质胶中进行 3D 培养。通过调

节培养基中 Wnt 信号通路激活剂的用量，我们获得

了可以稳定传代(7 代以上)的 3D 培养物。培养约 10
天形成的 3D 培养物如图 1 所示，从近乎单细胞状态

开始，约 3 天时间逐渐增大形成透亮的小球状结构；

到 8~10 天时，小球体逐渐长成清晰可见的实心囊状

物，颜色逐渐加深。整个过程中生长状态良好，且

形态与食管上皮形态高度相近。 
为进一步证实食管培养物为食管类器官，我们

通过免疫荧光实验鉴定 3D 培养物的细胞组成。结果

如图 2 所示，3D 培养物最外层细胞细胞核表达 P63，

而内层细胞细胞质则表达 KRT13，这与成熟食管上

皮细胞标志物一致。综上所述，形态分析和细胞类

型鉴定结果表明本研究成功建立了食管类器官。 

2.2  过表达 c-Myc 食管类器官的建立 

为探究 c-Myc 的功能，我们尝试借助于高效的

慢病毒侵染方法在食管类器官中过表达 c-Myc。首

先构建表达 c-Myc 基因的慢病毒载体，随后利用高

效侵染方法获得过表达 c-Myc 的食管类器官，并通

过 qPCR 和免疫荧光染色实验得到证实。 

2.2.1  慢病毒构建与验证 

过表达慢病毒载体的核心元件如图 3A 所示，如

果慢病毒成功侵染类器官，则感染后的食管类器官

会显示绿色荧光(coGFP)并具有嘌呤霉素(puromycin)
抗性，能够非常方便我们进行观察和筛选。为检验

构建的慢病毒的有效性，我们用慢病毒感染 293T 细 
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图 1  小鼠食管消化后的单细胞在 3D 培养条件下形成囊状实心结构 
Fig. 1  Single cells from mouse esophagus grown into saccular solid structure 
A~E：小鼠食管组织被消化成单细胞后培养 9 天形成实心囊状物的过程；F：图 E 的局部放大图。 

 

 
 

图 2  食管类器官表达食管上皮细胞标志物 P63 和 KRT13 
Fig. 2  Esophagus organoid expressed marker P63 and KRT13 
培养至 P1D9 的食管类器官，使用抗体 P63 和 KRT13 进行免疫荧光染色结果。Hoechst33342 试剂染细胞核，显示为蓝色；P63 染基

细胞细胞核，显示为红色；KRT13 染上基层细胞细胞质，显示为绿色。 
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图 3  成功构建表达外源基因的慢病毒 
Fig. 3  Lentivirus expressinging c-Myc was established successfully 
A：慢病毒质粒载体核心元件示意图。CMV 为启动子，MCS 表示多克隆位点(multiple cloning site)。B：慢病毒感染 293T 细胞 72 h
之后观察绿色荧光的结果。C：qPCR 实验检测 c-Myc 下游基因表达情况。*：P<0.05；**：P<0.01。 

 
胞，观察绿色荧光情况并用 qPCR 实验检测 c-Myc
下游基因的表达。结果显示 293T 细胞均高表达绿

色荧光，同时 c-Myc 下游基因均显著高表达，说明

慢病毒高效感染 293T 细胞并表达外源 c-Myc (图 3，

B 和 C)，表明我们成功构建了表达 c-Myc 的慢病毒。 

2.2.2  食管类器官的高效感染与筛选 

类器官感染通常采用直接将慢病毒与单细胞混

合培养的感染方法，但这种方法在食管类器官中感

染效率不高且细胞存活率低[24~27]。为高效获得过表

达 c-Myc 的食管类器官，我们采用离心感染法。研

究表明该方法能增加细胞与慢病毒接触几率并能提

高细胞存活率。未进行慢病毒感染的正常食管类器

官在含 2 μg/mL 嘌呤霉素的培养基中培养 2 天之内

就会死亡。而慢病毒感染后类器官能够在含 2 μg/mL

嘌呤霉素的培养基中正常培养、传代，第 1 代第 9

天(记为 P1D9)观察荧光情况如图 4 所示，初步显示

慢病毒高效感染食管类器官。 

进一步我们通过 qPCR 和免疫荧光染色实验检

测总 c-Myc 的表达情况，结果如图 5A 和 B 所示，

均显示 c-Myc 基因的显著高表达。综上所述，我们

成功建立了过表达 c-Myc 基因的食管类器官。 

2.3  c-Myc 过表达对食管类器官的影响 

2.3.1  c-Myc过表达对食管的类器官形态的影响 

组织形态紊乱是肿瘤的特征之一。为探究 c-Myc
是否具有诱导食管癌发生的能力，我们首先分析了

过表达 c-Myc 食管类器官的形态体积的变化情况。

感染后的类器官连续传代培养，对每一代的食管类

器官生长状态进行详细观察和拍照记录，结合软件

ImageJ 分析类器官的大小(平均面积)，利用软件 
Graphpad 做出箱型图并分析差异。从图 6A 中可以

看出，食管类器官长期稳定传代后，对照组与实验

组相比同时期的形态没有显著差异；而从图 6B 和

6C 中对应的统计结果可以看出，对照组和实验组的

食管类器官平均面积没有显著差异(P>0.05)。综上所

述，过表达 c-Myc 后食管类器官的形态和平均面积

均没有出现显著性变化。 

2.3.2  c-Myc 过表达对食管类器官增殖的影响 

肿 瘤 组 织 通 常 表 现 出 增 殖 异 常 现 象 。 为 探

究 c-Myc 过表达对食管增殖的影响，我们首先用

Ki67 抗体进行免疫荧光染色实验检测食管类器官细

胞增殖水平。结果如图 7 所示，c-Myc 过表达组与 
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图 4  食管类器官的慢病毒感染与筛选 
Fig. 4  Esophagus organoid was efficiently infected and screened 
慢病毒感染后的食管类器官在含 2 μg/mL 嘌呤霉素的培养基中培养至 P1D7(即第 1 代第 7 天)的绿色荧光观察结果。 

 

 
 

图 5  qPCR 和免疫荧光染色实验显示高效获得过表达 c-Myc 的食管类器官 
Fig. 5  Infected organoid highly expressed c-Myc confirmed by qPCR and IF 
A：感染后培养 9 天(P1D9)用 qPCR 检测总 c-Myc 的表达量；B：培养 9 天(P1D9)的食管类器官进行免疫荧光染色实验，用 c-Myc 抗

体检测 c-Myc 的表达量。IF，Immunofluorescent staining method。***：P<0.001。 
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图 6  c-Myc 过表达对食管类器官的形态和大小均无显著影响 
Fig. 6  c-Myc overexpression had no effect on morphonogy of esophagus organoid 
A：慢病毒感染后的类器官进行连续传代培养的过程，每代培养 8~10 天，所示为第一代、第四代、第 7 代培养 9 天后的生长情况；B：

对照组和实验组类器官平均面积比较(P4D9)；C：对照组和实验组类器官平均面积比较结果(P7D9)。ns：P>0.05，无显著差异。 
 

 
 

图 7  免疫荧光染色显示 Ki67 的表达无显著变化 
Fig. 7  IF showed no significant increase of Ki67 expression 
慢病毒感染后的食管类器官，用抗体 Ki67 进行免疫荧光染色的结果。 
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对照组的 Ki67 表达量相同，且表达位置都在基底细

胞，说明 c-Myc 过表达后 Ki67 的表达并没有升高，

即细胞的增殖水平没有增加。 
食管复层鳞状上皮由食管上皮干细胞增殖分化

形成并维持稳态，因此食管类器官的形成能力也反

映了食管上皮细胞的增殖能力。我们通过将食管类

器官消化成单细胞后，取相同数量的单细胞，计算

其形成类器官的能力，评估过表达 c-Myc 对食管上

皮细胞增殖的影响。结果显示过表达 c-Myc 不能促

进食管类器官形成能力的增加，提示过表达 c-Myc
不能导致食管上皮细胞增殖升高(图 8A)。 

为进一步探究 c-Myc 过表达对食管细胞增殖影

响，我们利用 CCK8 试剂检测细胞增殖情况。图 8B
所示为不同时间点检测食管类器官的吸光值的统计

结果。可以看出，过表达 c-Myc 组与对照组食管类

器官在 480 nm 处的吸光值强度没有显著性差异

(P>0.05)，即 CCK8 试剂检测结果表明，c-Myc 过表

达后食管类器官的增殖活性未出现异常增高情况。  
综上所述，我们的研究结果表明过表达 c-Myc

不能导致食管上皮细胞出现类似肿瘤的细胞增殖异

常升高现象。 

2.4  c-Myc 过表达对细胞周期与细胞代谢相关

基因表达的影响 

c-Myc 的异常表达往往导致细胞生长、代谢相 
关基因的异常高表达，进而驱动肿瘤的发生。为探

究过表达 c-Myc 基因是否具有促进食管癌发生的能

力，我们利用 qPCR 实验检测了 c-Myc 下游与细胞

周期、代谢相关基因的表达情况。其中细胞周期相

关基因包括 CCNA1、CCNA2、CCNB1、CCNB2、

CCNE1 与 CDK4[15]；细胞代谢相关基因包括 ODC、

NAMPT、MTA1、LDHA、NRF1 与 HMGCR[28~30]。

结果表明在食管类器官中过表达 c-Myc 后，细胞周

期、细胞代谢相关的基因表达情况均未出现异常升

高情况(图 9)。 

2.5  c-Myc 过表达食对管癌相关基因表达的影响 

肿瘤的发生往往伴随着常见肿瘤相关基因的异

常表达。为探究 c-Myc 是否具有诱导肿瘤发生的能

力，我们利用 qPCR 实验检测了常见的食管癌中异

常高表达基因的表达情况。其中食管鳞癌中报道高

频过表达的基因包括 SOX2 和 CK17 等；在食管腺癌

中报道高频过表达的基因包括 GAtA4、GAtA6 和

VEGFA 等[4,7]。qPCR 检测结果表明，过表达 c-Myc
后，食管癌相关基因的表达均未出现显著升高的情

况(图 10)。 

3  讨论 

食管癌是全球最高发的癌症之一。通过寻找相

关肿瘤标志物和探究食管癌发生过程中相关的分子

机制对于改善食管癌的早期诊断策略具有重要意义。

由于通常情况下病人来源的样本不易获得，建立小

鼠成体组织来源的食管类器官具有重要意义。本研 
 

 
 

图 8  食管类器官形成能力与用 CCK8 检测细胞增殖情况 
Fig. 8  cell proliferation tested by CCK8 and orgnoid formation rate 
A：相同细胞数培养形成的食管类器官数与对应细胞数的比例(食管类器官形成率)；B：添加 CCK8 后测定吸光值(OD480 nm)。*：P<0.05；

ns：P>0.05，无显著差异。 
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图 9  q-PCR 检测 c-Myc 下游与细胞周期、代谢相关的基因表达情况 
Fig. 9  Expression of genes associated with cell cycle and metablism downstream of c-Myc tested by qPCR 
A：c-Myc 下游与细胞周期相关基因的表达量；B：c-Myc 下游与细胞代谢相关基因的表达量。*：P<0.05；**：P<0.01；ns: P>0.05，

无显著差异。 

 

 
 

图 10  食管癌相关基因的表达情况 
Fig. 10  Expression of genes associated with esophagus 

cancer 
qPCR 检测食管癌相关基因表达情况。结果显示均无显著性差异

(ns：P>0.05)。 

 
究成功建立了小鼠成体组织来源的食管类器官，并

且采用了高效的慢病毒侵染方法获得了过表达外源

基因(c-Myc)的食管类器官，为研究食管发育和疾病

发生提供了一个良好的模型。 
组织形态紊乱、细胞增殖与细胞代谢异常以及

癌症相关基因的异常高表达是肿瘤的常见特征。

c-Myc 在食管癌中异常高表达且有报道其参与肿瘤

发生过程，但其在食管癌发生中的作用机制有待深

入研究。为探究 c-Myc 在食管癌发生中的作用机制，

我们尝试在食管类器官中过表达 c-Myc，预期可能

会诱导食管上皮癌化。然而我们多方面的检测实验

结果均显示：过表达 c-Myc 的食管类器官并未出现

上述可能的癌化特征。 

c-Myc 基因作为转录因子和原癌基因，它的异

常高表达引起很多下游基因的异常表达如核糖体代

谢、线粒体代谢、细胞周期等相关基因[28]，从而导

致疾病甚至癌症的发生[28,29,32,33]。据中国科学院分子

细胞科学卓越创新中心惠利健课题组报道 c-Myc 基

因的过表达能够诱导肝癌的发生，在类器官水平就

已显示细胞结构紊乱，异常增生以及线粒体代谢的

异常活跃[15]。而 c-Myc 基因作为一个在食管腺癌和

食管鳞癌中都高频异常高表达的基因[13,14]，有报道

显示在食管鳞癌细胞系中过表达 c-Myc 基因能够促

进 PD-L1 (programmed cell death ligand 1)[34,35]分子

的表达，从而使得肿瘤细胞逃逸免疫系统的识别和

攻击。然而这些研究都是以食管癌细胞系或食管癌

来源的类器官作为研究模型，真正关于 c-Myc 在食

管癌起始过程中是否具有重要作用目前未见报道。

通常在病变中检测到的 c-Myc 异常高表达大多数只

是 3~4 倍左右，少数达到 10 倍[36]，即在这种情况下

往往就会导致下游相关基因的异常表达并导致增殖、

代谢异常。然而我们导入的外源基因 c-Myc 检测显

示显著高表达，却没有检测到相关基因的异常高表

达。此外我们还检测了部分常见的在食管癌中异常

高表达的基因的表达情况，过表达 c-Myc 基因的食

管类器官也未检测到这些基因异常高表达(尽管这

些食管癌相关基因只具有有限的代表意义)。这些结

果综合表明单独过表达 c-Myc 基因不足以诱导食管

癌化的发生，同时也提示食管癌的发生更有可能是

多个基因突变或异常表达积累的结果。因此，为建
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立 食 管 癌 诱 导 模 型 ， 我 们 正 在 开 展 在 现 有 过 表

达 c-Myc 基因的食管类器官基础上引入更多的基因

突变的工作。例如在食管腺癌和鳞癌中均有出现高

频突变的 P53 基因和 CDKN2A 基因等。 
此外，需要指出的是图 5B 显示似乎 c-Myc 在基

底细胞中的表达较低。为验证 c-Myc 是否在两类细

胞中的表达模式有差异，我们又对成熟食管类器官

(Day7)与早期食管类器官(Day3)进行了 P63 和 c-Myc
的共定位染色(附图 1，附图 2)。结果显示在早期食

管类器官中 c-Myc 在所有干细胞中均高表达，而在

后期成熟的食管类器官中基底细胞中 c-Myc 表达比

例较低；而在上基层细胞中 c-Myc 的表达量则一直

较高。这提示可能 c-Myc 在食管基底细胞和上基层

细胞中的蛋白稳定性有差异，进一步提示可能在基

底 细 胞 中 存 在 抑 制 c-Myc 表 达 的 信 号 。 这 可 能

是 c-Myc 不能导致食管类器官癌化的原因之一。 
综上所述，本文建立的食管类器官与所采用的

高效慢病毒感染方法为研究食管癌及相关疾病发生

的分子机制提供了一个良好模型。并且本文利用该

模型探究了 c-Myc 基因在食管癌发生中的作用，表

明单独过表达基因 c-Myc 不足以诱导食管癌化的发

生。后续的研究将在现有过表达 c-Myc 基因的基础

上进一步探究多基因共同作用诱导食管癌形成的可

能性。 

附录： 
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附图 1  成熟食管类器官中 c-Myc 与 P63 共定位结果 
Supplemental Fig. 1  Co-localization of c-Myc and P63 in mature esophageal organoid 
用抗体 c-Myc 与 P63 对培养 7 天(Day7)的成熟食管类器官进行免疫荧光染色。图中白色箭头显示了同时表达 c-Myc 与 P63 的基底细胞。 

 
 

 
 

附图 2  早期食管类器官中 c-Myc 与 P63 共定位结果 
Supplemental Fig. 2  Co-localization of c-Myc and P63 in early esophageal organoid 
用抗体 c-Myc 与 P63 对培养 7 天(Day7)的早期食管类器官进行免疫荧光染色。大部分基底细胞均表达 c-Myc 与 P63。 
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