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[摘 要] 目的：探讨胶质母细胞瘤（GBM）患者肿瘤组织来源的GBM类器官（GBO）模型的制备方法。方法：选取2021年广

东三九脑科医院新诊断经病理确诊的8例GBM患者的新鲜肿瘤组织标本，将其剪成0.5~1 mm大小的组织碎片并用特制的培养

基进行培养，待其成球且直径达到1 mm时剪小传代，同时选取培养2周以上的GBO进行石蜡包埋、切片，后进行H-E染色和免疫

组化染色检测，并与亲本GBM组织进行组织学与细胞学的比较。结果：成功培养2例可传代冻存的GBO，并建立GBO生物库。

H-E染色结果显示，GBO保留了与亲本GBM组织相似的组织结构和细胞形态；免疫组化实验结果显示，GBO与GBM组织中

GFAP、OLIG2、Ki67和ATRX分子的表达情况一致。结论：将患者来源的GBM组织在体外剪小并用特制培养基培养，可构建与

GBM患者肿瘤组织在组织和细胞层面一致的GBO。
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A preparation method for the organoid model of patient-derived glioblastoma
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[Abstract] Objective: To explore a preparation method for glioblastoma organoid (GBO) derived from patients with glioblastoma

(GBM). Methods: The fresh tumor tissue samples of eight GBM patients newly diagnosed and pathologically confirmed in Guangdong

999 Brain Hospital in 2021 were selected, cut into tissue fragments of 0.5-1 mm in size and cultured in a special medium. When the

tissue fragments grew into a spherical shape and the diameter reached 1 mm, they were cut into small pieces and passaged. GBOs

cultured for more than 2 weeks were selected for paraffin-embedding, sectioned, and then stained with H-E and immunohistochemical

staining. Histological and cytological comparisons were performed with parental GBM tissues. Results: Two cases of GBO that could

be passaged and cryopreserved were successfully prepared and a GBO biobank was established. The results of H-E staining showed that

GBOs retained tissue structure and cell morphology similar to those of the parental GBM tissues. The results of immunohistochemical

analysis showed that the expressions of GFAP, OLIG2, Ki67 and ATRX in GBO and parental GBM tissues were basically consistent.

Conclusion: GBO can be generated in vitro by trimming patient-derived GBM tissue and culturing it in a suitable medium. The GBO

prepared by this method is consistent with the parental GBM tissue at the histological and cytological levels.
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胶质母细胞瘤（glioblastoma，GBM）为颅内最常

见的原发性恶性脑肿瘤，发病率为 3.2/10 000[1]，治疗

手段有限，临床上常用手术、放疗、化疗及肿瘤电场

治疗[2]，患者预后差，复发率极高，中位生存期仅为

14~15个月，5年生存率不足 10%[3]。近年来，新兴疗

法如靶向治疗和免疫治疗已成为GBM的研究热点，

但肿瘤异质性[4]和免疫微环境[5]等问题导致临床研究

结果不佳[6]。在临床前研究[7-8]中，常用的GBM肿瘤

模型采用人源肿瘤细胞异种移植和人源肿瘤组织来

源移植瘤模型，但两者均无法再现临床肿瘤的异质

性和微环境，用于药物开发和临床疗效预测具有一

定的局限性。近年来兴起的肿瘤组织类器官模型弥
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补了以上缺点。类器官作为3D细胞培养物高度模拟

人体组织，具有与亲本组织相似的结构和功能，使得

体外研究结果更加接近体内真实情况[9-10]。肿瘤组织

类器官已广泛覆盖各种类型的实体瘤[11-18]，并应用于

体外肿瘤免疫微环境的建立[19]、药物敏感性检测、肿

瘤发展与耐药机制研究[13, 20]等各个方面。本研究探

索胶质母细胞瘤类器官（glioblastoma organoid，GBO）

的制备方法，通过将肿瘤组织剪成小的碎片，在三维

条件下培养形成类器官球组织，为后续GBM患者的

个体化治疗研究提供实验模型。

1 材料与方法

1.1 GBM标本来源

肿瘤组织标本取自2021年3月至11月在广东三

九脑科医院新诊断GBM患者，纳入研究患者共8例，

所有患者均行MRI影像检查，按照 2016年WHO中

枢神经系统肿瘤诊断标准确诊为GBM，研究方案经

广东三九脑科医院伦理委员会批准（伦理审批编号：

2020-040-073）。

1.2 主要试剂

两性霉素B（货号：S1636）购自美国Selleckchem

公司，Hibernate-A培养基（货号：A12475-01）、神经

基质培养基（货号：21103-049）、DMEM/F12 培养

基（货号：11320-033）、100×N2 添加剂（货号：17502-

048）、50×B27 添加剂（ 货 号 ：17504-044）、100×

GlutaMAX（货 号 ：35050-061）、100×MEM NEAA

（货号：11140-050）、青链霉素双抗（货号：15140-122）

均购自美国Gibco公司，人胰岛素（货号：I9278-5ML）

购自 Sigma 公司，β -巯基乙醇（货号：21985023）购

自赛默飞世尔科技有限公司，6 孔低吸附培养板

（货号：3471）购自美国康宁公司，Y-27632（货号：

72306）购自加拿大 Stemcell公司。免疫组化抗体：

一抗GFAP抗体（货号：CGM-0150）购自赛诺特生物，

OLIGO2抗体（货号：GT221302）、ATRX抗体（货号：

GT224102）、Ki67抗体（货号：GT209407）均购自基因

科技股份有限公司。

1.3 培养基配制

组织清洗液：含青链霉素双抗的DPBS溶液；组

织剪切液：Hibernate-A 培养基中加入 1×GlutaMax、

100 U/mL青链霉素双抗、2 μg/mL两性霉素B；类器

官完全培养基：参考文献[21]并做了如下改进：向

50% DMEM/F12 培养基中加入 50% 神经基质培养

基、1×N2 添 加 剂 、1×B27 添 加 剂 、1×GlutaMAX、

1×MEM NEAA、100 IU/mL青链霉素双抗、2.5 μg/mL

人胰岛素、50 μmol/L β-巯基乙醇，并混合均匀；类器

官冻存液：向类器官完全培养基中加入 10% DMSO

和10 μmol/L的Y-27632。

1.4 GBO的培养

取术中切除的新鲜GBM组织，严格按照无菌操

作原则将肿瘤组织放入提前预冷的Hibernate-A培养

基中保存，取回的肿瘤组织标本放入 90 mm培养皿

内，用组织清洗液清洗3次，尽可能地去除血块、坏死

及非肿瘤组织；将清理干净的组织放入组织切割液

中，将肿瘤组织剪成0.5~1 mm直径的肿瘤组织碎片，

收集于 15 mL无菌离心管，用 10 mL DPBS缓冲液清

洗 2次后，用红细胞裂解液去除红细胞，再用 10 mL

DMEM/F12培养基清洗 2次，最后用GBO培养液重

悬肿瘤组织碎片；取干净的低吸附 6孔培养板，每孔

加入 4 mL类器官培养液，每孔加入的肿瘤组织碎片

约为 20个，然后放入培养箱进行培养。在 37 ℃、

5% CO2、90%湿度培养箱中培养，每隔 48 h换液 1次，

1~2周后GBM组织碎片可培养形成球形的GBO。

1.5 GBO的传代、冻存和复苏

GBO传代：肿瘤组织生长到一定程度，组织球中

间会因缺氧和营养出现坏死。因此，GBO培养时间

超过4周或组织球的直径大于1 mm时可进行传代培

养；将直径大于 1 mm的GBO放置在玻璃皿中，用精

细剪刀将 GBO 剪成 0.5 mm 左右的肿瘤组织碎片。

剪完后收集组织球碎片至 15 mL离心管，弃上清液，

用DMEM/F12培养基清洗 3次，再用GBO培养基重

悬肿瘤组织碎片，放置于低吸附6孔板中继续培养。

GBO冻存：用精细剪刀将GBO剪成0.3 mm左右

的肿瘤组织碎片，用GBO培养基清洗 1次去除细胞

碎片，用含有 10 μmol/L的Y-27632的GBO培养基重

悬，孵育1 h后收集肿瘤组织碎片于15 mL离心管，弃

上清液，再用GBO冻存液重悬组织碎片，室温中静置

15 min，后按照每管20个GBO进行分装，放入程序降

温盒中进行冻存，24 h后转移至液氮罐中长期保存。

GBO复苏：从液氮罐中取出冻存管，采用 37 ℃

水浴快速复温，将液体转移至 15 mL离心管，然后逐

滴加入含有 10 μmol/L的Y-27632的GBO培养基，同

时轻摇离心管缓慢稀释 DMSO，弃上清液 ，用

DMEM/F12培养基清洗 1次，然后用含有 10 μmol/L

的Y-27632的GBO培养基重悬，温箱过夜培养，第 2天

将培养基换成无Y-27632的GBO培养基继续培养，

培养1~2周后组织可呈球形并用于后续实验。

1.6 H-E染色法观察GBO的形态

将培养的球形类器官转移至吸水纸上，包裹好

后经 4%多聚甲醛溶液中固定 24 h，常规梯度乙醇脱

水、二甲苯透明、石蜡包埋和切片。切片厚度为

4 µm，常规二甲苯脱蜡、透明、梯度乙醇下行复水，苏

木精染色、1%盐酸乙醇分色，流水冲洗、返蓝后，伊红
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复染，梯度乙醇上行脱水、二甲苯透明、中性树胶封

片，室温阴干。对患者原发灶的亲本肿瘤组织和类

器官的H-E染色结果进行鉴定。鉴定的标准为GBO

组织保留与 GBM（亲本）组织一致的细胞类型和

形态。

1.7 免疫组织化学染色法观察GBO中GFAP、OLIG2、

Ki67和ATRX的表达

包埋、切片、烤片、脱蜡、复水方法同上。置于高压

锅内沸水中进行抗原修复3 min，3% H2O2阻断非特异

性，室温封闭30 min，在GFAP抗体、OLIGO2抗体、ATRX

抗体、Ki67抗体（抗体均为工作液，直接使用）37 ℃处理

1 h，二抗酶标羊抗兔/小鼠 IgG聚合物（工作液，直接使

用）37 ℃处理1 h，DAB显色1 min，苏木精复染30 s后

脱水透明、中性树胶封片，室温阴干。对患者原发灶的

亲本肿瘤组织和类器官的免疫组化分子检测结果进行

鉴定。鉴定的标准为类器官保留与GBM组织表达相

同的分子，包括GFAP、OLIG2、Ki67和ATRX，以验证

培养出的 GBO与GBM组织的一致性。

2 结 果

2.1 剪小的GBM组织可培养形成球形的GBO

与国内报道的用单细胞与基质胶共培养的方法

建立类器官不同，本实验采用的是将GBM组织剪成

细小的组织碎片，在特殊的无血清培养基中培养形

成球形组织，该方法制备的类器官更加接近亲本肿

瘤组织。8 例 GBM 组织中，003 号与 007 号剪碎的

GBM组织碎片在 1周内即可形成紧密的球形GBO，

并能够持续生长（表1、图1A）；当初代GBO球体培养

到 2周或球体直径大于 1 mm时进行传代，剪小的肿

瘤组织碎片可在1周内再次成球，形成GBO（图1B）。

实验结果表明，GBM类器官在体外可进行传代。此

外，还发现GBO冻存复苏后仍能继续生长形成紧密

的球体，由此建立GBO生物库。

表1 8例GBM患者临床资料和GBO制备的情况

编号

001

002

003

004

005

006

007

008

性别

男

男

男

男

女

男

女

女

年龄/岁

59

67

72

65

56

57

81

49

肿瘤位置

左侧额叶

右侧颞叶、侧脑室室管膜，左侧额

岛叶-基底节区

左侧颞岛叶-基底节区

右侧颞叶

右侧颞岛叶

左侧额顶叶-胼胝体膝部

右侧颞叶

右侧额顶叶-侧脑室后角

肿瘤切除程度

全切

全切

次全切

全切

全切

大部分切

近全切

大部分切

IDH-1

突变

否

否

否

否

否

否

否

否

Ki67/%

20

15

50

30

3

30

15

40

术后治疗

放疗+化疗

无

放疗+化疗

放疗+化疗

单纯化疗

放疗+化疗

无

无

GBO

制备

失败

失败

成功

失败

失败

失败

成功

失败

2.2 GBO保留了亲本肿瘤的组织细胞学特征

H-E染色结果（图 2）显示，003、007号患者GBM

组织和GBO组织均表现出细胞的多形性和核分裂

象，两者在结构上高度相似。此外，003号与007号患

者的GBM组织与培养至第 2代的GBO组织免疫组

化染色结果（图 3）显示，两组织中 GFAP、OLIG2、

Ki67和ATRX的表达程度也高度相似。实验结果表

明，2例GBO均保留了与GBM一致的组织学与细胞

学特征。

3 讨 论

早期研究[22-23]报道，将GBM组织解离成单细胞

悬液，再和基质胶混合在含有碱性成纤维细胞生长

因子和表皮生长因子的培养基中，经2个月后培养成

最大直径约3~4 mm的类器官，相比肿瘤细胞构建的

类器官，更好地保留了细胞的异质性，再现了体内肿

瘤的低氧梯度和肿瘤干细胞的异质性，但是此方法

也具有一些不足之处：（1）可能不利于敏感细胞类型

的存活并破坏天然细胞与细胞之间的相互作用；（2）

在外源性生长因子、小分子或血清存在的情况下培

养，会有克隆选择和无法保留的原始肿瘤细胞的类

型，这些成分的添加可能与正在测试的药物相互作

用，使药物治疗后结果的解释也变得复杂了；（3）培

养周期长且通量小，不能完整概括母体肿瘤的特征，

培养成功率尚不明确。还有其他类器官模型，如使

用胶质瘤细胞的生物打印和芯片上的细胞外基质来

实现高通量药物测试等，但这些类器官概括肿瘤的

细胞异质性和组织的能力尚不确定[24]。本研究采用

的是无血清培养基，这种方法没有将肿瘤标本解离

消化，而是将标本剪成0.5~1 mm左右的碎片，较好地
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保留了细胞之间的相互作用及肿瘤异质性，培养出

的类器官更接近亲本组织。类器官的鉴定主要依靠

与原组织进行H-E染色和免疫组化染色相关分子表

达进行对比，有条件的还会进行基因组测序，在基因

水平上进行对比[25]。本研究成功构建了GBO并使用

H-E染色和免疫组化染色法进行了鉴定。培养出的

GBO表现出与亲本肿瘤组织类似的组织细胞特征，

GFAP、Ki67、OLIG2和ATRX的表达情况也相似。因

此，初步认为本次构建的GBO在组织和细胞层面可

以代表原GBM组织。

P1: 第一代类器官；P2: 第二代类器官

图1 GBM组织碎片制备的GBO的成球实验（A）及可传代性（B）（标尺=1 mm）

图2 003、007号患者GBM组织与GBO组织H-E染色结果比较

在国内鲜有成功培养脑肿瘤类器官的情况下，

本研究参考国外已发表的研究成果[21]，共收集 8 例

GBM，其中 2例成功培养出与亲本肿瘤在组织和细

胞形态上相似的GBO，在实验过程中总结的经验和

注意事项如下：（1）严格限制从组织切除到处理的时

间，制备培养类器官的肿瘤样本应确保新鲜，肿瘤组

织离体时间太长会影响其组织活性，001号组织就是

因为离体时间太久、活性降低而制备失败；（2）肿瘤

组织取材方法很关键，需要与外科医生密切协调，在

不进行烧灼的情况下整体切除肿瘤组织，并与病理

学家快速确认诊断，尽可能去除非肿瘤组织或坏死

组织，004号与 006号的类器官均因切取的肿瘤组织
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中有坏死组织无法存活而致培养失败；（3）肿瘤组织

质量极大地影响类器官的形成和保真度，低肿瘤细

胞密度可以影响类器官衍生效率，镜下观察002号培

养出的类器官发现球体不够密实，为低质量的GBO，

后续无法继续长大存活；（4）肿瘤本身的特性及取材

过少也会导致类器官培养不成功，如 005 号与 008

号。总之，新鲜、细胞密集的GBM组织比重度烧灼、

经抽吸或高度坏死和细胞稀疏的GBM组织更易培

养成功。

图3 003、007号患者GBM和GBO组织中GFAP、OLIG2、Ki67和ATRX的表达

GBO培养成功到其应用于实验模型还有许多问

题需要解决，如GBO中可能存在一些非肿瘤细胞，如

何精确地评估类器官中的肿瘤细胞数是后续研究中需要

解决的问题。另外，当 GBO 生长到直径大于 1 mm

时，球体中心由于缺氧及无法获取足够的营养物质

可能会出现坏死，所以鉴定时GBO直径基本在1 mm

左右，经过脱水包埋后会萎缩，导致包埋制片难度加

大，这为鉴定带来了一定难度。因此，本课题组今后

将从取材、剪裁大小、培养液成分、包埋、切片等方面

进一步完善GBO的培养和标本制备方法，使其适于

大规模培养和广泛鉴定，为类器官应用于GBM研究

打下更坚实的基础。
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