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大脑类器官在胶质母细胞瘤中的应用进展

邵云香，黄煜伦

苏州大学附属第一医院神经外科，江苏 苏州　２１５０００

摘　要：胶质母细胞瘤（ＧＢＭ）是成人最常见的中枢神经系统恶性肿瘤，具有高度的异质性，瘤内不同细胞和肿瘤微环境
之间存在复杂的相互作用。目前体外模型还不能准确再现脑肿瘤微环境，体内原位模型耗时长，成本高昂，且成功率不

高。类器官作为一种新型的肿瘤研究模型能够高度模拟原位组织的生理结构和功能，可以稳定地维持肿瘤细胞在体内

的特征，已被广泛应用于各种恶性肿瘤的研究。目前已经通过基因编辑技术诱导大脑类器官形成脑肿瘤，用以研究肿瘤

发生的早期阶段，ＧＢＭ干细胞与大脑类器官共培养可建立高通量药物筛选，直接培养建立 ＧＢＭ类器官可用来研究肿瘤

的生物学特性及预测治疗反应。该文对大脑类器官进行简要介绍，回顾 ＧＢＭ类器官建立的不同实验技术方法，并对

ＧＢＭ类器官的应用进行了归纳。
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　　胶质母细胞瘤（ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａｍｕｌｔｉｆｏｒｍｅ，ＧＢＭ）是
最常见、最具侵袭性的原发性恶性脑肿瘤［１］。尽管

经过了数十年的深入研究，患者的平均存活时间仍

维持在 １２～１５个月［２］。标准的治疗包括最大限度

的手术切除肿瘤结合放疗和化疗；然而这些治疗手

段没有明显效果［３５］。两大挑战阻碍了 ＧＢＭ新疗
法的发展。首先，越来越多的证据表明，不同患者

的肿瘤之间以及同一肿瘤内部存在大量的基因［６７］

和表观遗传［８９］以及转录组的异质性［１０］。最新单细

胞 ＲＮＡ测序（ｓｃＲＮＡｓｅｑ）技术可在单个细胞水平
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上对许多肿瘤实体进行转录组分析。然而，目前对

浸润性肿瘤和正常脑细胞之间相互作用的了解有

限。ＧＢＭ细胞的异质性及其与正常脑细胞如何相
互作用，是否与增殖或侵袭能力的差异相关，而这

些差异最终决定了患者的预后，因此仍不清楚。

推进 ＧＢＭ治疗的第二个挑战是目前缺乏理想
的模型来研究人类 ＧＢＭ的特性，特别是对周围脑
组织的侵袭。传统的体外培养模型，无论是单层培

养还是肿瘤球培养，都可能需要大量的时间来建株

并使用外源性表皮生长因子（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃ
ｔｏｒ，ＥＧＦ），碱性成纤维细胞生长因子（ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏ
ｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）和／或血清，以克隆扩增的
方式连续传代肿瘤细胞，这不利于维持亲本肿瘤的

各种细胞亚型和关键驱动基因表达［１１１２］，并且缺乏

器官样组织学特征以及肿瘤与正常组织之间的相

互作用。将分离的原代肿瘤细胞直接注入小鼠体

内的患者源性异种移植（ｐａｔｉｅｎｔｄｅｒｉｖｅｄｔｕｍｏｒｘｅｎｏ
ｇｒａｆｔ，ＰＤＸ）模型被认为可以更好地保留 ＧＢＭ的这
些重要特征［１３］。然而，这些 ＰＤＸ模型的特点表现
为低通量、移植成功率不高并且构建成功的肿瘤模

型需要 ２～１１个月的长时间潜伏期［１４］。基因工程

小 鼠 模 型 （ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ，
ＧＥＭＭｓ）相对准确地模拟了人类脑肿瘤的病理生理
特征［１５］，但其应用受到人类和啮齿动物大脑的遗

传、形态和生理差异的限制，而且建立 ＧＥＭＭｓ也相
对昂贵和耗时［１６１８］。因此我们需要更精准的模型，

既能再现肿瘤表型以及复杂的肿瘤微环境，又具有

支持我们对肿瘤发生发展机制进行详尽研究的能

力，特别是考虑到需要对新疗法的治疗潜力提供更

准确的预测。

近年来兴起的类器官模型弥补了以上缺点。

类器官是指由具有干细胞潜能的细胞进行体外三

维培养后形成的细胞团，其具有自我更新和自我组

装的能力，并表现出与来源组织相似的结构和功

能［１９２０］。与传统的细胞系模型不同，类器官不仅能

够长期传代培养，且具有稳定的表型和遗传学特

性。目前多种类型类器官在体外成功的培养形成，

包括大脑类器官［２１２２］。并且类器官已被应用于各

种癌症的模型，包括胰腺癌、前列腺癌、肝癌、乳腺

癌、膀胱癌、卵巢癌和胃肠道癌，并且已被应用于

药物敏感性检测［２３２４］、肿瘤发展与耐药机制［２５２６］等

各个方向。所以类器官的成功建立对于 ＧＢＭ的研
究有着重要的意义。本文旨在探讨类器官及其在

ＧＢＭ研究中的应用。
１　大脑类器官的建立

多能干细胞具有自我更新、多向分化的潜能。

通过模拟多能干细胞的培养微环境，可以控制其增

殖分化成为类器官。２００９年 Ｓａｔｏ等［２７］将单个小鼠

肠腔干细胞［２８］，在无间质条件下，通过在培养基中

加入必要的生长因子模拟微环境，以基质胶为支

架，在体外成功培养出包含肠腔上皮中所有的细胞

类型、具有隐窝 －绒毛样结构的肠道类器官。同时
研究人员也摸索、建立起了类器官培养的通用培养

基，根据不同的物种、器官加入其他生长因子可以

培养出特定的类器官。从此开启了类器官研究的

新篇章，迅速成为新的研究热点。

在此基础上，２０１３年 Ｌａｎｃａｓｔｅｒ等［２１］通过用基

质胶包被胚状体无血清培养物（ｓｅｒｕｍｆｒｅｅｃｕｌｔｕｒｅｏｆ
ｅｍｂｒｙｏｉｄｂｏｄｙｌｉｋｅｑｕｉｃｋａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ，ＳＦＥＢｑ）［２９３１］，即
先通过形成类胚体（ｅｍｂｒｙｏｉｄｂｏｄｙ，ＥＢ），再将这些
悬浮培养的 ＥＢ样聚集体逐渐分化为几个极化的
神经前体细胞花环结构，随后重新吹悬成神经球，

再用含有神经元细胞外基质蛋白的基质胶包埋并

转移到旋转生物反应器中以增强营养吸收，从而生

成具有特异性皮质特征的大脑类器官。单一类器

官内包含不同但相互依赖的大脑区域，包括背侧皮

层、腹侧前脑、视网膜、海马体、脉络丛和中脑后脑

边界，其模式与发育中的人类胎脑相似。此外，它

们还表现出复杂的发育现象，即中间神经元在腹侧

前脑产生并迁移到背侧皮质。自此，这种来自于人

类多功能干细胞研究人类神经发育过程的体外培

养体系建立起来，并在模拟人类神经发育和神经系

统疾病的各个方面得到了广泛应用。

２　基因编辑大脑类器官诱导脑肿瘤形成
脑肿瘤的特征是多种 ＤＮＡ突变，这些突变会

导致癌基因过表达或肿瘤抑制基因功能丧失［１６１８］。

２０１６年世界卫生组织在对脑肿瘤的分类中将 ＤＮＡ
突变作为决定性特征之一［３２］，强调了在基因层面

建立脑肿瘤模型的重要性。Ｂｉａｎ等［３３］利用基因编

辑技术在脑类器官中再现在人类肿瘤患者中发现

的基因突变，生成了人类脑肿瘤的新体外模型系统

并将其命名为肿瘤大脑类器官（ｎｅｏｐｌａｓｔｉｃｃｅｒｅｂｒａｌ
ｏｒｇａｎｏｉｄ，ｎｅｏＣＯＲｓ）。研究人员通过转座子介导插
入已知的致癌基因并利用 ＣＲＩＰＳＲ／Ｃａｓ９技术使肿
瘤抑癌基因功能缺失，将这些突变诱导入大脑类器

官中从而再现了肿瘤的发生。Ｏｇａｗａ等［３４］亦通过
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引入 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９和 ｓｇＲＮＡｓ，结合激活的癌基因
ＨＲａｓＧ１２Ｖ，同时破坏肿瘤抑制因子 ＴＰ５３在人类大
脑类器官中诱导肿瘤。这种方法的主要优点是能

够选择基因产生特定的初始致癌基因型。由此生

成的类器官更适合于观察 ＧＢＭ的起始和肿瘤发生
的早期阶段。

３　ＧＢＭ 干细胞与大脑类器官共培养
多年来的研究表明，患者来源的胶质瘤干细胞

（ｇｌｉｏｍａｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＧＳＣｓ）是亲代肿瘤中最具生物学
和表型相关性的细胞［３５３６］。根据细胞的自我更新

能力和多谱系分化能力来定义，这种细胞亚群对于

肿瘤在体内的形成、维持和侵袭是必不可少的。此

外，ＧＳＣｓ对电离辐射和细胞毒性药物的耐受性较
一般 ＧＢＭ增强［３７］，说明 ＧＳＣｓ在 ＧＢＭ的耐药中起
重要作用。然而，重要的是要认识到，在体内的

ＧＳＣｓ并不是细胞自主的，而是与肿瘤宿主细胞、肿
瘤细胞外基质和微环境的多种成分相互作用［３８３９］。

尽管从理论上讲，可以将各种脑细胞与 ＧＳＣ进行
二维（２Ｄ）共培养以解决宿主 －肿瘤细胞之间的相
互作用，但是由此产生的正常细胞的无序混合缺乏

人类细胞外基质，并且也不具有人类大脑组织中精

细的三维结构。Ｌｉｎｋｏｕｓ等［４０］用 ＧＦＰ标记的患者来
源的 ＧＳＣｓ与大脑类器官共同培养，发现 ＧＳＣ在大
脑类器官内深入侵袭和增殖，形成了脑内胶质母细

胞瘤类器官（ｃｅｒｅｂｒａｌｏｒｇａｎｏｉｄｇｌｉｏｍａ，ＧＬＩＣＯ）。在这
个系统中，癌细胞不仅与原发的肿瘤细胞行为极为

相似，也能维持原发肿瘤的关键遗传变异。研究人

员发现在 ＧＬＩＣＯ模型维持患者特异性表皮生长因
子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）扩增
和磷酸化ＲＴＫ信号转导，并自发形成与原位肿瘤
相似的微管网络，这些微管深入正常大脑类器官为

各种肿瘤亚群提供多细胞连接。这表明该模型可

能为保存亲本肿瘤的遗传特性提供更合适的微环

境。这种模型的优点是具有患者来源的特定的

ＧＳＣ遗传特征，且该模型具有可扩展性，可以生成
数百个针对患者特异性的 ＧＬＩＣＯ用于高通量药物
筛选，这是目前任何体内模型都不可能实现的。然

而由于肿瘤的形成是由成熟的 ＧＳＣ引发的，因此
它无法控制导致早期癌症发展的致癌突变，所以该

模型不适宜用于研究肿瘤发生的早期阶段。

４　ＧＢＭ 类器官
２０１６年，Ｈｕｂｅｒｔ等［４１］开发了直接从 ＧＢＭ标本

中衍生的肿瘤类器官培养系统。该方法将肿瘤细

胞混悬在基质胶中，经过 ２个月培养可达到最大约
３～４ｍｍ，在随后的培养中类器官的生长速度明显
减慢，但在一年多的连续培养过程中没有传代，

ＧＢＭ类器官仍可以保持稳定和存活。这些类器官
再现了体内肿瘤的低氧梯度和肿瘤干细胞的异质

性。作者发现在类器官周围有大量 Ｓｏｘ２＋的肿瘤
干细胞，而核心处 Ｓｏｘ２＋细胞的密度较低并且缺氧
水平增加。当 Ｓｏｘ２＋干细胞位于类器官的核心或
边缘时，也表现出不同的分子特性。因此，多个

Ｓｏｘ２＋种群可能在类器官中共存，这表明类器官微
环境可能能够维持不同的 ＣＳＣｓ同时生长，并允许
肿瘤细胞层次结构的研究。尽管该类器官模型前

景广阔，但仍需要在多个 ＧＢＭ之间进行进一步的
特性描述和验证。并且构建成功率尚未确定，可能

具有患者特异性。该模型构建的数量为相对较低

至中等通量、建立培养所需的时间较长。

最近，Ｊａｃｏｂ等［４２］报告了一种新的、更快 ＧＢＭ
类器官建立方法。这种方法没有将肿瘤标本分离

消化，而是将标本切成 １ｍｍ左右的碎片，并且在
无基质凝胶和血清、不添加 ＥＧＦ和 ＦＧＦ的情况下
建立类器官。并将其命名为胶质母细胞瘤类器官

（ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａｏｒｇａｎｏｉｄｓ，ＧＢＯｓ）。研究人员采用组织
病理学、免疫组织化学、单细胞转录组学、突变分

析等方法进行分析，证实了该类器官可以准确再现

亲代肿瘤的组织学特征、细胞多样性、基因表达和

突变特征，并生成一个活的 ＧＢＯｓ生物库。
ＧＢＯｓ再现了肿瘤组织结构而不是大脑，更接

近地再现了原发肿瘤的复杂性和异质性，对研究

ＧＢＭ生物学和预测治疗反应具有很大的潜力。它
们的主要限制是需要再移植回体内来研究它们与

健康脑组织的相互作用。

５　应用
５．１　研究肿瘤的发生发展

ＧＢＭ细胞向周围正常大脑的扩散侵袭是 ＧＢＭ
在生物学方面一个主要治疗挑战。研究表明 ＧＢＭ
细胞的迁移侵袭伴随着干细胞标志物的表达，根据

这些标志物可以预测患者的预后。因此，特别针对

侵袭性 ＧＢＭ表型的干预措施是非常可取的。然
而，ＧＢＭ细胞浸润特性的分子机制尚不清楚。此
外，开发能使 ＧＢＭ细胞浸润到正常组织的体外模
型也是一个挑战。Ｊａｃｏｂ等［４２］将 ８例 ＧＢＯｓ样本成
功地移植到成年小鼠的大脑中，显示出癌细胞的快

速侵袭性浸润，并且在 ３个月后维持关键的突变基
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因表达。Ｌｉｎｋｕｓ等［４０］将大脑类器官在与 ＧＳＣｓ共培
养产生的模型中，胶质瘤细胞浸润脑组织的模式与

ＧＢＭ患者的手术和尸体解剖标本相似。不同的患
者来源的 ＧＳＣ系产生独特的迁移模式和肿瘤细胞
侵袭和增殖的程度。ｄａＳｉｌｖｉａ等［４３］将患者来源的

ＧＢＭ球体与早期小鼠胚胎干细胞中来源的大脑器
官类器官共培养。ＧＢＭ球状体自发地与类器官附
着，随后融合并侵入脑组织。与对照神经祖细胞相

比，ＧＢＭ细胞具有更大的迁移能力、更有效地向大
脑类器官内层浸润。Ｏｇａｗａ等［３４］在免疫缺陷小鼠

海马单侧定位注射了来源于类器官的肿瘤细胞，这

些小鼠在几个月内开始死亡。来源于类器官的肿

瘤细胞沿血管扩散，ＨＥ染色显示广泛的侵袭性和
核多形性，与人 ＧＢＭ的生物学特征类似。肿瘤细
胞病灶区域显示广泛的 Ｋｉ６７表达，ＣＤ３１强染色
证明肿瘤具有高度的血管生成，并显示了 ＧＢＭ肿
瘤干细胞（ＳＯＸ２和 ＧＦＡＰ）标记。证明了类器官来
源的 ＧＢＭｓ具有人类肿瘤的全部致癌潜能和特征。
综上所述，类器官模拟胶质母细胞侵袭具有时间优

势，移植效率高，浸润性强，并保留了关键的驱动

突变表达。这为进一步研究脑胶质瘤的潜在机制

和后续治疗提供了良好的平台。

５．２　药物筛选与个性化治疗
目前，常规的体外培养筛选临床活性药物和其

他干预措施的能力极为有限，特别是对 ＧＢＭ而言。
并且 ＧＢＭ诊断后生存时间短，也需要一个及时、实
用的疾病模型和药物检测平台。２Ｄ筛选对临床活
性药物识别的预测能力较差重要的原因是未能模

拟肿瘤和正常组织微环境以及细胞间相互作用。

而类器官可以作为一个及时有效并基于个体患者

肿瘤特征的个性化治疗研究平台。Ｊａｃｂｏ等［４２］将辐

射和化学制剂包括替莫唑胺（ＴＭＺ）、ＥＧＦＲ抑制剂
吉非替尼（ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ）、丝裂原活化蛋白激酶激酶
（ＭＥＫ）抑制剂曲米替尼（ｔｒａｍｅｔｉｎｉｂ）和哺乳动物雷
帕霉素靶点（ｍＴＯＲ）抑制剂埃弗雷莫斯（ｅｖｅｒｏｌｉ
ｍｕｓ）对 ＧＢＯｓ进行处理，结果显示，不同肿瘤标本
来源的 ＧＢＯｓ对不同药物治疗的反应具有异质性，
靶向治疗的疗效在很大程度上与肿瘤的突变状态

和通路富集相一致。这些结果证明了 ＧＢＯｓ对个性
化药物治疗反应的快速、功能测试的价值。Ｌｉｎｋｏｕｓ
等［４０］亦用化疗药物及辐射对 ＧＬＩＣＯ做了处理，结
果均表现为细胞活力下降，并与在 ２Ｄ环境下相
比，同基因 ＧＳＣ系在 ＧＬＩＣＯ的微环境中生长时比

在传统 ２Ｄ条件下生长时对药物和辐射诱导的基
因毒性应激具有更高的抵抗性，这与在体内的结果

相似。这说明了 ＧＬＩＣＯ在提高体外治疗筛选的预
测效率方面的潜力。

５．３　免疫治疗
随着癌症免疫治疗在临床中发挥着越来越重

要的作用，一些研究报告表明，患者来源的肿瘤类

器官可以用来模拟这种新疗法的效果。Ｊａｃｏｂ等［４２］

将与 ＥＧＦＲｖＩＩＩ＋的肿瘤细胞有特异反应的 ＣＡＲＴ
细胞与 ＧＢＯｓ共培养，发现它们对携带 ＥＧＦＲｖＩＩＩ突
变的 ＧＢＯｓ表现出特效：ＣＡＲＴ细胞发生增殖，表
达 ＥＧＦＲｖＩＩＩ的细胞在减少，而对 ＥＧＦＲ＋ ＥＧＦＲｖＩＩＩ－

的肿瘤细胞无杀伤作用。证明了 ＧＢＯｓ在利用内源
性靶点快速检测抗原特异性 ＣＡＲＴ细胞治疗反应
方面的实用性。Ｎｅａｌ等［４４］通过气液界面（ＡＬＩ）方
法建立了患者来源的肿瘤类器官，并与含有内源

性、同基因的肿瘤浸润淋巴细胞（ｔｕｍｏｒｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇ
ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ，ＴＩＬ）共同进行增殖，ＴＩＬ完全保留了原
有的肿瘤 Ｔ细胞受体谱。结果表明 ＡＬＩ类器官再
现了 ＰＤ１依赖的免疫检查点，并阻断 ＰＤ１激活
的肿瘤抗原特异性 ＴＩＬ引发的肿瘤细胞毒性。这
种基于 ＡＬＩ类器官的方法使得针对个体的抗 ＰＤ１
治疗的可行性得以测试，并且对于个体化 ＰＤ１抑
制的胶质瘤的治疗是至关重要的。另一项研究表

明患者来源的肿瘤类器官与外周血淋巴细胞共培

养可获得肿瘤反应性 Ｔ细胞。这种 Ｔ细胞不识别
自体健康的器官或组织，但对肿瘤细胞具有很强的

细胞毒功能［４５］。该平台还可以评估肿瘤细胞对 Ｔ
细胞介导的杀伤敏感性，它可以扩展到分析免疫治

疗过程中不同时间点的疗效。对于最初对免疫治

疗方案有反应但最终面临肿瘤复发的胶质瘤患者，

基于复发前后配对的肿瘤和血液样本建立共培养，

提供了一个有价值的工具，可以剖析潜在的复发原

因，有助于开发针对驱动耐药的通路的药物，以提

高肿瘤对 Ｔ细胞攻击的敏感性。
６　不足与展望

ＧＢＭ不是一组孤立的肿瘤细胞，而是由一组具
有高度异质性和广泛浸润的功能细胞组成，伴有血

管生成，受神经元活动支配，与肿瘤微环境密切相

互作用。上述所说 ＧＢＯｓ模型旨在精确模拟 ＧＢＭ
的生物学特性，但由于缺乏免疫相互作用、血管化

和神经支配，目前还没有完善的临床前模型。一些

新的研究进展为改善目前类器官培养中的技术难
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点提供了新思路甚至有望解决血管化、神经化问

题。Ｋａｎｋａｌａ等［４６］使用 ３Ｄ打印技术打造了心脏血
管组织模型。Ｍｏｌｄｏｖａｎ等［４７］利用将内皮细胞和平

滑肌祖细胞自组装成类似血管的结构。Ｋｒｅｎｃｉｋ
等［４８］共同培养人类神经元和星形胶质细胞，再现

了体内看到的神经元连接。与这些先进技术的结

合有望打破现有生长瓶颈，并且为构建灵敏、准

确、持续的类器官评价平台提供可能。

７　结语
总的来说，类器官在基因水平和形态特点上能

够很好地模拟患者体内相应的组织，也适用于高

通量的药物筛选，同时为疾病的个性化治疗提供

了研究模型。尽管在模拟体内肿瘤生长上仍有许

多方面有待改进，类器官仍不失为帮助我们研究

ＧＢＭ发生、发展的有效工具。相信随着类器官研
究的不断深入和技术的不断革新，类器官作为一

种理想的模型在人类研究癌症的征途上将会扮演

越来越重要的角色。
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