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基于人源胶质母细胞瘤的肿瘤类器官的构建及鉴定
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［摘要］　目的　建立和鉴定成熟稳定的胶质母细胞瘤（GBM）类器官，为 GBM 的研究和诊治提供准确和个体

化的临床前模型。方法　通过外科手术获得患者来源新鲜 GBM 组织样本，经初步处理后，利用干细胞培养基分选出

胶质母细胞瘤干细胞（GSC）并对其进行鉴定。将 GSC 在类器官培养基中进行三维培养、传代，成功培养出 GBM
类器官。通过 H-E 染色观察 GBM 类器官组织学形态，通过免疫荧光染色进行干性和亲本肿瘤相似性鉴定，通过裸小

鼠原位成瘤实验对其进行体内原位成瘤能力鉴定。结果　从 9 例人源 GBM 样本中构建了 7 个 GBM 类器官，其形态

似“神经球”，平均类器官形成时间为 1 周。H-E 染色结果显示，GBM 类器官在高倍镜下的组织学形态与 GBM 肿瘤

组织极为相似；免疫荧光染色结果表明，GBM 类器官具有干性特征及组织细胞学相似性；裸小鼠原位成瘤实验结果

显示，GBM 类器官相比于普通 GBM 细胞成瘤能力更强。结论　本研究成功构建了人源 GBM 类器官，该类器官保

留了原始 GBM 组织细胞学特征，为未来 GBM 的研究与诊疗提供了新的模型。
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［ Abstract ］ Objective To establish and verify a mature and stable glioblastoma (GBM) organoid model, so as to provide 
an accurate and personalized preclinical model for the research and treatment of GBM. Methods Fresh GBM tissues obtained 
through surgical procedures were initially processed, and then GBM stem cells (GSCs) were isolated using stem cell culture medium 
and were identified. Subsequently, GSCs were cultured in organoid culture medium for 3D cultivation, and GBM organoids were 
successfully obtained. The histological morphology of GBM organoids was observed by hematoxylin-eosin (H-E) staining; the 
stemness and similarity to the parental tumor were identified by immunofluorescence staining; and the in vivo tumorigenic 
ability of GBM organoids was identified by orthotopic tumorigenesis experiments in nude mice. Results A total of 7 GBM 
organoids were constructed from 9 human GBM samples, with a morphology resembling “neurosphere”, and the average 
duration for organoid formation was 1 week. H-E staining results showed that the histological morphology of GBM organoids 
under high-power microscope was very similar to that of GBM tumor tissues; immunofluorescence staining results indicated 
that the GBM organoids possessed stemness characteristics and histological cellular similarity; and GBM organoids had a 
stronger tumorigenic ability compared to ordinary GBM cells in nude mice. Conclusion This study presents a stable and 
reliable method for constructing GBM organoids retaining the histological characteristics of the original GBM tissue, which 
providing new insights for future GBM research and clinical practice.
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胶质母细胞瘤（glioblastoma，GBM）是中枢

神经系统中最常见的原发性恶性肿瘤，侵袭性强、

复发率高，预后差，中位生存期仅为 14～16 个月，

其治疗方法主要包括传统的手术切除、放疗、化

疗及新兴的靶向治疗和免疫治疗，但作用有限，目

前仍无理想的治疗手段［1-2］。近年研究表明，GBM
在遗传、表型和微环境方面表现出高度的异质性，

导致 GBM 对治疗反应不一致，这可能是大量 GBM
临床试验失败的重要原因［3-4］。如何针对肿瘤的异

质性进行表征并开发出与其相适应的模型，以便及

时对 GBM 患者进行个体化诊疗，仍然是一个巨大

的挑战。

类器官（organoid）是一种体外培养的三维细

胞结构，它们由干细胞或祖细胞衍生而来，能够在

一定程度上模拟原生器官的组织结构和功能［5］。

胶 质 母 细 胞 瘤 干 细 胞（glioblastoma stem cell，
GSC）是 GBM 中具有干细胞特性的肿瘤细胞群

体，这些细胞在肿瘤的发生、发展、侵袭、复发和

治疗抵抗性中扮演着关键角色［6］。已有研究以肿

瘤干细胞为种子细胞进行体外三维培养以获得肿瘤

类器官［7］。肿瘤类器官是从肿瘤细胞或癌症患者

的组织样本中培养而来的一种特殊类型类器官，近

年来相关研究取得了显著进展，极大地推动了人们

对肿瘤生物学的理解和认识，肿瘤类器官模型已经

成为研究肿瘤生物学、药物反应和肿瘤微环境相互

作用的重要工具［8-9］。然而 GBM 类器官由于组织

来源少、异质性高、培养困难等原因，目前研究较

少，且未进行 GSC 的提取培养及鉴定，不能很好地

还原亲本肿瘤特性［10-11］。本研究首先从人源 GBM
组织中分离培养出 GSC，再以 GSC 为种子细胞构

建 GBM 类器官模型，该模型制备方法简便易行，

适合高通量大规模实验，同时能够更好地模拟体内

GBM 的异质性及复杂性，为研究 GBM 的生物学特

性提供了一个更真实的模型。

1　材料和方法

1.1　组织标本与试剂　人源GBM标本来自 2022－
2024 年海军军医大学第一附属医院神经外科收治

的 21 例行手术治疗并经术后病理证实为 WHO Ⅳ

级 GBM 患者，其中男 13 例、女 8 例，年龄 51～76
岁，中位年龄 64 岁。纳入标准：（1）经病理确诊

的WHO Ⅳ级GBM；（2）术前未接受放疗或化疗；

（3）肿瘤组织样本完整性符合实验要求；（4）具

有完整临床随访资料。本研究已通过海军军医大学

伦理委员会审批（CHEC2022-032），所有患者及

其家属均签署知情同意书。

人恶性胶质瘤细胞系 U87 购自中国科学院细

胞库（上海），细胞以含青霉素 G（100 U/mL）、 
链 霉 素（100 mg/mL） 和 8% FBS 的 DMEM 培

养，并置于 37 ℃恒温、含 5% CO2 的湿空气的

细胞培养箱中培养。SPF 级雌性裸小鼠由上海

市肺科医院 SPF 级动物实验室［动物生产许可

证 号：SCXK（沪）2022-0011］ 提 供。 细 胞 培

养皿 / 板为美国 Thermo 公司产品；青霉素 / 链
霉 素 双 抗（货 号 15140-122）、DMEM/F12 培

养 基（货 号 11330032）、Hank 平 衡 盐 溶 液（货

号 14175095）、 干 细 胞 培 养 添 加 因 子 N2（货

号 A130701）、干细胞培养添加因子 B27（货号

17504044）、层粘连蛋白（货号 1925916）购自美

国 Gibco 公司；胰蛋白酶 -EDTA 溶液（TrypLE，
货号 T4049）、Y-27632 二盐酸盐（货号 129830-
38-2）、多聚赖氨酸（货号 P1399）、中性蛋白酶

dispase Ⅱ（货号 D4693）购自美国 Sigma-Aldrich
公司；成纤维细胞生长因子（fibroblast growth 
factor，FGF）（货号 C046）、表皮细胞生长因子

（epidermal growth factor，EGF）（货号 C029）购 
自苏州近岸蛋白质科技股份有限公司；肝素钠

（货号 1170GR005）购自德国 BioFroxx 公司；低

生长因子型基底膜基质胶（货号 356231）购自美

国 Corning 公司；CD133 抗体（货号 ab16518）、

胶质纤维酸性蛋白（glial fibrillary acidic protein，
GFAP）抗体（货号 ab33922）、巢蛋白（nestin）
抗体（货号 ab11306）购自英国 Abcam 公司，性别

决定区 Y 框蛋白 2（sex determining region Y box 
protein 2，SOX2）抗体（货号 66411-1-Ig）、β Ⅲ

微管蛋白（class Ⅲ β-tubulin，TUJ1）抗体（货号
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10094-1-AP）购自美国 Proteintech 公司；其他试剂

和耗材均购自生工生物工程（上海）有限公司。

1.2　 试 剂 配 制　（1）dispase Ⅱ： 用 生 理 盐 水

溶解 dispase Ⅱ粉末，终浓度为 75 U/mL，分装至 
0.5 mL 离心管中，－80 ℃保存备用，使用前在 4 ℃

下融化，按照 1 ∶ 50 比例添加于无血清培养基中。

（2）干细胞 DMEM/F12 培养基：将干细胞添加剂

N2 和 B27 自－20 ℃取出，在 37 ℃水浴锅解冻后，

添加于 DMEM/F12 培养基中，N2 和 B27 终浓度分

别为 1% 和 2%，同时以 1% 的比例添加青霉素 / 链
霉素双抗，分装至 50 mL 离心管中，4 ℃保存备用。

干细胞因子 FGF、EGF 和肝素钠在使用前按照 1 ∶ 
2 500 现用现加。（3）类器官培养基：在干细胞

DMEM/F12 培养基的基础上按照 10 nmol/L 的浓度

添加 Y-27632 二盐酸盐，现用现加。

1.3　样本处理与类器官培养、传代、冻存与复苏

1.3.1　原代 GSC 提取、培养　将手术获取的新鲜

GBM 组织浸泡在 4 ℃预冷的 DMEM/F12 无血清

培养基中，置于冰盒中，2 h 内送至实验室。用含

青霉素 / 链霉素双抗的 Hank 平衡盐溶液洗涤肿瘤

组织 2 次，用灭菌的显微镊和眼科剪剔除坏死组

织和明显的血管；用剪刀剪碎组织，用注射器注

射柄研磨组织碎块至匀浆后，加入 37 ℃预热的含

dispase Ⅱ的 DMEM/F12 无血清培养基，37 ℃消化

20～30 min，适当摇晃使组织消化充分并呈匀浆状

均匀散开；预先用 PBS 润洗 200 目滤网，在消化

的组织匀浆中加入等体积 DMEM/DF12 培养基，将

悬液滤过 200 目滤网，将滤液离心（若红细胞数量

较多，可酌情加入 1 mL 红细胞裂解液，室温裂解 
1 min），离心后用适量干细胞 DMEM/F12 培养基

重悬，铺至胶原蛋白包被过的 6 孔板中培养。培

养过程中，前 48 h 不进行换液，第 3～4 天可补加 
1 mL 干细胞 DMEM/F12 培养基，或收集细胞后用

新鲜干细胞 DMEM/F12 培养基重悬，重新添加回

孔内继续培养。

1.3.2　类器官培养　在 24 孔板中央呈水滴状注

入 40 μL 低生长因子型基底膜基质胶；将细胞重

悬后计数，制备成 2 000 个 /μL 的细胞悬液，在基

质胶未凝固前将细胞悬液按照每孔 20 000 个细胞 
（10 μL）注入基质胶内；将 24 孔板小心翻转后在 
5% CO2、37 ℃的细胞培养箱内倒置 15～30 min，
使基质胶固化。用枪头小心挑起固化的基质胶（防

止基质胶黏附在培养板底面），在孔内小心加入

500 μL 类器官培养基，之后每 2～3 d 更换 1 次类器

官培养基直至第 7天；随后的培养使用不含Y-27632
二盐酸盐的干细胞 DMEM/F12 培养基。

1.3.3　类器官传代　收集培养基中的类器官至 
15 mL 离 心 管，加 0.5 mL TrypLE 在 37 ℃ 下 消

化 5 min（放置摇床上），用 5 mL 含 5% FBS 的

DMEM/F12 培养基终止消化，4 ℃、200×g 离心 
5 min。加入 80 μL 基质胶重悬沉淀，按 40 μL/ 孔加

入 24 孔板中（即 1 ∶ 2 传代）。将 24 孔板倒置放

入培养箱中15 min使基质胶固化。每孔加入500 μL 
预热的类器官培养基，放入培养箱中继续培养，每

2～3 d 更换类器官培养基直至第 7 天；随后的培养

使用不含 Y-27632 二盐酸盐的干细胞 DMEM/F12
培养基。

1.3.4　类器官冻存与复苏　吸去孔内培养基，用 
1 mL 枪头吸取 1 mL TrypLE（含 10 nmol/L Y-27632
二盐酸盐）重悬基质胶。将悬液转移至 15 mL 离心

管中，37 ℃孵育 5～10 min（可在孵育后用 1 mL
枪头吹打类器官将其吹散），添加 10 mL 4 ℃低温

类器官培养基，4 ℃、200×g 离心 5 min。每个来

自于 24 孔板培养的类器官用 500 μL 冻存液重悬，

转移至冻存管，存放于－80 ℃ （最长 1 个月），

存放超过 1 个月者转移至液氮罐。复苏时，用 
37 ℃水浴解冻，将冻存管中的悬液转移至 15 mL
离心管中，并添加类器官培养基，4 ℃、200×g 离

心 5 min，弃上清，用适量基质胶重悬。

1.4　GBM 类器官形态观察及常规 H-E 染色　于培

养的不同时间点在倒置显微镜下观察类器官的形态

并拍照。对已经培养成功的类器官，吸去培养基，

加入 PBS 浸洗 1～2 次，每次 5 min；加入 4% 多聚

甲醛室温下固定 30 min，弃多聚甲醛，用 PBS 浸洗

3 次，每次 5 min；分别经 70% 乙醇 3 min、85% 乙

醇 3 min、95% 乙醇 3 min、无水乙醇 3 min 进行脱

水处理，二甲苯 10 min 进行透明处理，移入石蜡液

中浸蜡处理与包埋；以 4 mm 厚度进行切片，将蜡

片贴附于载玻片上，在 45 ℃烘箱中烤片 30 min；
干燥后的切片分别经二甲苯（Ⅰ）10 min、二甲苯

（Ⅱ）10 min、二甲苯（Ⅲ）10 min 进行脱蜡处

理，无水乙醇 3 min、95% 乙醇 3 min、85% 乙醇 
3 min、70% 乙醇 3 min、蒸馏水 3 min 进行水化处

理，苏木精染色 5 min，流水冲洗 5 min，1% 盐酸
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乙醇洗 30 s，水洗 30 s，蒸馏水过洗 5 s，0.5% 伊红

液染色 1～3 min；切片依次经蒸馏水 3 min、70%
乙 醇 3 min、85% 乙 醇 3 min、95% 乙 醇 3 min、 
无水乙醇 3 min 进行脱水处理，二甲苯 10 min 进行

透明处理，中性树胶封固。

1.5　免疫荧光染色鉴定 GSC、GBM 类器官的干性

及诱导分化能力　对成功提取并培养成功的GSC，

吸去细胞培养基，加入 PBS 浸洗 1～2 次，每次 
5 min；加入 4% 多聚甲醛室温固定 30 min，弃多

聚甲醛，用 PBS 浸洗 3 次，每次 5 min；加入 0.5% 
Triton-100 室温孵育 20 min 打孔，弃 Triton-100，
PBS 浸洗 3 次；用 5% 牛血清白蛋白室温封闭 
2 h，吸去封闭液，加入合适浓度的一抗（SOX2、
CD133、nestin、TUJ1、GFAP 抗体），4 ℃ 湿盒

孵育过夜，吸去一抗后用 PBS 室温浸洗 3 次，每

次 5 min；滴加荧光二抗，室温避光孵育 1 h，用

PBS 浸洗 3 次；滴加 DAPI 复染细胞核，避光孵育 
20 min，用 PBS 室温轻柔浸洗细胞 3 次，每次 
5 min；洗去多余的 DAPI，用 PBS 浸润后在荧光

显微镜下观察、拍照。GBM 类器官免疫荧光染色

方法同上，其中一抗为 SOX2、CD133、nestin、
GFAP、Ki-67、caspase 3 抗体。

1.6　GBM 类器官裸小鼠原位成瘤实验　为了鉴定

GBM 类器官的体内成瘤能力，选择 7 周龄 SPF 级

雌性裸小鼠进行颅内原位成瘤实验。将 2 株培养至

稳定状态的 GBM 类器官（12#、17#）消化后计数

细胞，用 PBS 和高浓度基质胶等比例混合后制备成

1×105 个 /μL 的细胞悬液置于冰上备用，使用同样

的方法配制浓度为 1×105 个 /μL 的 U87 细胞系悬

液作为对照。动物实验分 6 组，分别使用 U87 细胞

系、12# 类器官和 17# 类器官进行颅内原位成瘤实

验，每种肿瘤细胞设置 2 个细胞接种剂量，分别为

2.5×105个 /只和5×105个 /只。称量裸小鼠，用3%
戊巴比妥钠按 30 mg/kg 腹腔注射麻醉裸小鼠。待

麻醉成功后，用手术刀片纵行切开裸小鼠正中头部

皮肤，暴露出颅骨，用棉签蘸取少量双氧水摩擦颅

骨表面，清晰暴露前囟，以前囟骨性标志交叉点为

中心，靠前 1 mm、靠外侧 2 mm 作为注射点，利用

5 mL 针头在该点打孔。

将裸小鼠固定在脑立体定位仪上，利用微量注

射器按照分组要求吸取相应注射量的混合了高浓度

基质胶的细胞悬液，固定好进针位置后，利用脑立

体定位仪从钻孔处垂直进针 3.5 mm（该定位点即

为成瘤位点，位于裸小鼠的杏仁核处），细胞悬液

利用 1 min 时间缓慢推入。注射完毕后停留 30 s，
回抽微量注射器，缝合头皮。定期观察裸小鼠精

神、饮食、活动情况。30 d 后处死裸小鼠，取大脑

浸泡于 4% 多聚甲醛中固定，进行切片及常规 H-E
染色，观察成瘤情况。

2　结　果

2.1　原代 GSC 鉴定　从 21 例新鲜获取的人源

GBM 标本经过初步处理、在干细胞培养基中进行

培养及传代后，得到了 9 株可以稳定培养及传代

的 GSC，其形态不完全相同，从细胞层面体现了

GBM 的异质性（图 1）。选取其中 3 株 GSC 进行

SOX2（神经干细胞标志物）、GFAP（活化星形胶

质细胞标志物）和 CD133（肿瘤干细胞特异性标

志物）免疫荧光染色，结果显示这些标志物均呈阳

性表达（图 2）。以上结果表明所得到的细胞具有

肿瘤干细胞特性，可以判定为 GSC。

2.2　GSC 经三维培养形成 GBM 类器官　将筛选

培养出的 GSC 使用特殊的无血清培养基在基质胶

中进行三维培养，分别于培养第 4、14、21 天在

倒置显微镜下观察 GBM 类器官形态，结果显示，

GBM 类器官在培养 1 周内即开始呈球形生长，形

态似“神经球”（图 3A）。本研究从人源肿瘤标

本中提取到的 9 株稳定培养及传代的 GSC 利用三

维培养技术成功制备了 7 个 GBM 类器官，培养成

功率为 77.8%，类器官形成时间平均为 1 周，形成

的类器官可以传代（图 3B）、冷冻保存和复苏。

对培养至第 8 周的 GBM 类器官行固定、石蜡包埋

切片及常规 H-E 染色，结果显示，GBM 类器官在

高倍镜下的组织学形态与 GBM 肿瘤组织极为相似 
（图 4）。

2.3　GBM 类器官与亲本肿瘤的组织细胞学相 
似性　GBM 类器官由肿瘤干细胞培养而来，应当

能够模拟原始肿瘤的组织结构和功能，包括维持

肿瘤细胞在体内的特征，如肿瘤干细胞的特性。

对固定后的 GBM 类器官进行 SOX2、CD133 及

nestin 免疫荧光染色，结果显示，在 GBM 类器官中

心及边缘都可检测到 SOX2、CD133 及 nestin 的表

达（图 5），说明培养出的 GBM 类器官具有干性 
特征。
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图 1　从不同人源 GBM 标本培养筛选出的 9 株稳定状态下的 GSC

Fig 1　Nine stable GSC lines derived from different patient-derived GBM specimens
GBM: Glioblastoma; GSC: Glioblastoma stem cell.

图 2　人源 GBM 标本培养出的 GSC 免疫荧光染色

Fig 2　Immunofluorescence staining of GSC lines cultured from human GBM specimens
GFAP is a glioma cell marker, and SOX2 and CD133 are tumor stem cell-specific markers. GBM: Glioblastoma; GSC: Glioblastoma 

stem cell; DAPI: 4’,6-diamidino-2-phenylindole; SOX2: Sex determining region Y box protein 2; GFAP: Glial fibrillary acidic protein.
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图 5　GBM 类器官边缘及中心 SOX2、CD133、nestin 免疫荧光染色图

Fig 5　Immunofluorescence staining of SOX2, CD133 and nestin at the edge and central area of GBM organoids
SOX2, CD133, and nestin are neural and glioma stem cell markers. GBM: Glioblastoma; SOX2: Sex determining region Y box 

protein 2; DAPI: 4’,6-diamidino-2-phenylindole.

图 4　亲本肿瘤与第 8 周的 GBM 类器官组织学形态对比

Fig 4　Histological morphology of parental tumor tissue and GBM organoids at week 8
Hematoxylin-eosin staining. GBM: Glioblastoma.

图 3　GBM 类器官培养及传代形态特征

Fig 3　Morphological characteristics of GBM organoid culture and passage
A: Primary organoids; B: Passaging organoids. GBM: Glioblastoma.
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为了进一步了解 GBM 类器官内部增殖与凋亡

分布特征，本研究分别从 GBM 类器官边缘及中心

取材进行 Ki-67、GFAP、caspase 3 免疫荧光染色，

结果显示 Ki-67 和 GFAP 在 GBM 类器官边缘表达

较多、中心区域表达较少，caspase 3 在类器官边缘

表达较少、中心区域表达较多（图 6），这与体内
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GBM 组织中观察到的现象一致，即 Ki-67 和 GFAP
在肿瘤边缘高表达、肿瘤中心表达相对较低，

而 caspase 3 在肿瘤边缘表达较少、肿瘤中心表达 
较多［12-14］。

图 6　GBM 类器官边缘及中心区域 Ki-67、GFAP、caspase 3 免疫荧光染色

Fig 6　Immunofluorescence staining of Ki-67, GFAP and caspase 3 at the edge and central area of GBM organoids
Ki-67 is a cell proliferation marker, GFAP is an activated astrocyte marker, and caspase 3 is a cell apoptosis marker. GBM: Glioblastoma; 

GFAP: Glial fibrillary acidic protein; caspase 3: Cysteine aspartic acid specific protease 3; DAPI: 4’,6-diamidino-2-phenylindole.

2.4　GBM 类器官体内成瘤能力鉴定　采用裸小鼠

原位成瘤实验观察 GBM 类器官体内成瘤能力，结

果显示注射 GBM 类器官细胞悬液 30 d 后，裸小鼠

均出现消瘦、行走不稳等症状。处死裸小鼠后将大

脑完整取出、固定，石蜡包埋后切片并行常规 H-E
染色，结果提示 2.5×105 和 5×105 个 / 只剂量的

GBM类器官细胞悬液均可以原位形成肿瘤（图 7）；
与 U87 细胞系相比，数量相同的 GBM 类器官细胞

悬液在裸小鼠体内形成的肿瘤体积更大，说明相比

于肿瘤细胞系，GBM 类器官在异种移植动物体内

能更好地浸润与生长，体内成瘤能力更强。

图 7　GBM 类器官裸小鼠原位成瘤实验结果

Fig 7　Orthotopic tumorigenesis of GBM organoids in nude mice
Compared with tumor cell line U87, tumor organoids show stronger tumor-forming ability in vivo. Hematoxylin-eosin staining. GBM: 

Glioblastoma.
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型简便易行、技术成熟，在脑胶质瘤研究中的地位

和作用在未来一段时间内仍不可取代，但传统的研

究模型如二维细胞培养、人源肿瘤细胞异种移植

（patient-derived xenografts，PDX）等培养条件与

人体差异较大，无法模拟脑胶质瘤的真实生物学特
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性，也丧失了异质性，其局限性越来越成为脑胶质

瘤研究的阻碍。

肿瘤类器官模型能够克服传统细胞模型的局

限性，在基因药物相关性研究、抗癌药物筛选、预

测新药物疗效及癌症个体化治疗等方面具有巨大

潜力［15］。GBM 治疗难度大、预后差，然而目前肿

瘤类器官模型在 GBM 方面的研究与实际应用还很

少，其关键在于如何培养更成熟的 GBM 类器官模

型。本研究利用来源于 GBM 患者的肿瘤手术标本

提取到 GSC，并以 GSC 为种子细胞在体外三维培

养条件下成功构建出 GBM 类器官，通过 H-E 染色

对比 GBM 类器官与原 GBM 肿瘤的组织学形态，

发现两者组织学形态相似；通过免疫荧光染色检

测 GBM 类器官 SOX2、CD133、nestin 表达情况，

发现 GBM 类器官具有干性和诱导分化能力；通过

免疫荧光染色检测 GBM 类器官 Ki-67、GFAP、
caspase 3 表达情况，发现 GBM 类器官具有与体内

GBM 组织类似的增殖与凋亡分布特征；通过裸小

鼠原位成瘤实验证实了 GBM 类器官具备比传统肿

瘤细胞系更强的体内原位成瘤能力。

本研究提出的 GBM 类器官构建方法与目前存

在的肿瘤类器官构建方式在多个方面存在显著的不

同，具有以下优势：（1）患者源性 GSC 的直接应

用与三维培养环境的模拟。现有的肿瘤类器官构建

方法多采用患者来源普通肿瘤细胞、肿瘤细胞系或

多能干细胞诱导生成的肿瘤细胞等细胞来源［16-18］， 
本研究直接从患者手术标本中分离出 GSC，GSC
的自我更新能力和多向分化潜能使构建的 GBM 类

器官能够更真实地模拟原始肿瘤的异质性和微环

境，这种高度的相似性为研究 GBM 的复杂生物

学行为提供了一个更为精确的模型。另外，GSC
在 GBM 的治疗抵抗性中起着核心作用［6,19］，使用

GSC 构建的类器官可以更深入地研究治疗抵抗性

的机制，并开发新的治疗策略。（2）高通量和大

规模制备的可行性。本研究的构建方法简便易行，

适合高通量大规模实验，同时保持了较高的成功率

和可重复性。这一点对于药物筛选和个体化治疗策

略的开发尤为重要。（3）长期稳定性和可复苏性。

本研究的构建方法允许 GBM 类器官进行长期冷冻

保存和复苏，这意味着可以构建一个可复苏利用的

GBM 类器官样本库。这种长期稳定性和可复苏性

为未来的研究和临床应用提供了宝贵的资源。

本研究还存在一定的局限性，今后需要进一

步完善和探索。（1）培养条件的优化。类器官的

培养需要特定的生长因子和激素，以及特殊的生

长环境，这使得目前培养成本仍较高。此外，类器

官的培养条件可能影响其表型和功能，需进一步

优化培养条件以提高模型的稳定性和可重复性。 
（2）肿瘤微环境的模拟。尽管本研究构建的 GBM
类器官能够保留原始肿瘤的异质性和部分组织生物

学特征，重现了 GBM 组织增殖与凋亡分布特征，

但未能对缺氧环境、酸性 / 碱性环境等微环境特征

进行检测。更重要的是，仍缺乏重要的肿瘤微环

境，如肿瘤代谢、血脑屏障、血肿瘤屏障、脑 -肿

瘤屏障、免疫微环境、细胞外基质等［15］，有待后

续进一步拓展研究，以更好、更全面地模拟 GBM
的微环境。（3）基因组稳定性。虽然类器官在短

期内能够保持基因组的稳定性，但在长期培养中可

能会出现新的突变或选择性扩增，这可能影响模型

的准确性。（4）GBM 生物学特性。本研究只进行

了 U87 细胞系与 GBM 类器官体内成瘤能力的对比

实验，并未进行原代 GBM 细胞与 GBM 类器官成

瘤能力的对比，原代 GBM 细胞与 GBM 类器官成

瘤能力的对比将有助于直接评估类器官模型的临床

相关性，并更全面地理解其在模拟 GBM 生物学行

为方面的能力，我们将在后续研究计划中增加该部

分研究内容。（5）个体化诊疗探索。本研究没有

使用抗肿瘤药物进行药物敏感性试验，基于肿瘤类

器官的个体化诊疗策略的探索还比较少，在下一步

的工作中可以进行转录组测序、全外显子组测序、

单细胞测序，以及对不同抗肿瘤药物敏感性甚至嵌

合抗原受体T 细胞（chimeric antigen receptor T-cell，
CAR-T）免疫疗法、肿瘤免疫治疗及放化疗的效果

评估，从而真正实现临床获益。

肿瘤类器官研究目前仍处于初期发展阶段，

未来的研究需要整合肿瘤微环境中的细胞成分和

物理化学因素，如血管系统、免疫系统、细胞外基

质、电刺激、力学刺激等，提升其结构复杂性和功

能完整性。基于微流体技术的器官芯片（organs-
on-a-chip）模型为解决这个问题提供了一种可能的

思路，器官芯片通过微流控模拟人体器官的结构和

功能，使用微芯片和生物学元件的组合来复制生物

体内器官的微环境，提供一个更接近人体生理和病

理状态的模型［20］。肿瘤类器官芯片可以集成多种

细胞类型和组织界面，如脉管系统、细胞外基质、

免疫系统、血脑屏障等，模拟肿瘤的微环境以及肿

瘤的侵袭和转移行为，使肿瘤类器官模型更加完

善，为深入理解肿瘤的生理病理特征提供独特的见 
解［21］。随着技术的不断进步，肿瘤类器官芯片有

望与生物三维打印、生物材料、人工智能及基因编
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辑等其他先进技术有效集成［9,22-23］，进一步提高类

器官模型的准确性和复杂性，拓展其在肿瘤领域的

应用。相信在不久的将来，GBM 类器官模型的发

展和应用将为进一步延长 GBM 患者的生存期甚至

攻克 GBM 作出重要贡献。
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