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边杉, 同济大学生命科学与技术学院长聘副教授、博士生导师, 教育部“细胞干

性与命运编辑”前沿科学中心研究员, 教育部干细胞资源库研究员, 同济大学附

属东方医院再生医学研究所和心脏病全国重点实验室特聘研究员。2009年博

士毕业于德国弗莱堡大学, 之后分别在美国康奈尔大学威尔医学院和奥地利科

学院分子生物技术研究所进行博士后研究, 2019年回国加入同济大学。长期以

来结合临床队列分析、医学遗传学、人脑类器官和转基因动物模型, 致力于环

境和遗传因素导致出生缺陷尤其是神经发育障碍研究, 以及人脑进化调控机制

研究。以通信作者(含共同通信作者)身份将研究成果发表在New Engl J Med、
Med、J Clin Invest、EMBO Mol Med、EMBO Rep、J Genet Genomics等, 主持包

括科技部干细胞重点研发计划子课题、国家自然科学基金面上项目、上海“科
技创新行动计划”自科基金项目、上海市浦江人才计划等多个科研项目。
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摘要      原发性脑肿瘤由于其高度异质性和复杂的肿瘤微环境(tumor microenvironment, TME), 
传统二维培养细胞和患者来源的异种移植(patient-derived xenograft, PDX)模型难以全面模拟其组

织学和分子特征。脑肿瘤类器官(brain tumor organoids, BTOs)技术通过多能干细胞或肿瘤干细胞

(cancer stem cells, CSCs)自组装形成三维结构, 能够保留原发肿瘤的基因型与表型异质性, 并保留

人源化TME, 已成为解析脑肿瘤发病机制和开展临床前研究的理想平台。该文系统回顾了患者体

细胞重编程、肿瘤组织直接培养及基因编辑驱动三种BTOs构建策略, 并详述了其在胶质母细胞

瘤、髓母细胞瘤、弥漫性脑桥胶质瘤等主要亚型建模中的应用, 重点总结了BTOs在发病机制解析、

CSCs与微环境互作、药物筛选与耐药性研究以及个性化精准治疗等方面的最新进展。同时, 该文

还分析了BTOs模型的标准化、微环境复杂性模拟以及伦理和生物安全等关键挑战, 并展望了基因

编辑优化、多组学整合、微流控平台与人工智能驱动的技术创新及临床转化路径, 以期为脑肿瘤

研究与治疗提供新思路和新工具。
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Abstract       Primary brain tumors exhibit profound heterogeneity and a complex TME (tumor microenviron-
ment) that traditional 2D cultures and PDX (patient-derived xenograft) models cannot fully recapitulate. BTOs (brain 
tumor organoids), generated via the self-organization of pluripotent stem cells or CSCs (cancer stem cells) into 
three-dimensional structures, preserve the genetic and phenotypic diversity of the original tumors while incorporat-
ing key elements of the human microenvironment. This review systematically summarizes three principal strategies 
for BTOs construction—patient somatic cell reprogramming, direct derivation from tumor specimens, and gene-
editing-driven approaches—and details their applications across major tumor subtypes, including glioblastoma, 
medulloblastoma, and diffuse intrinsic pontine glioma. In this review, recent advances in leveraging BTOs to dis-
sect pathogenic mechanisms, study TME interactions, screen therapeutics, investigate drug resistance, and develop 
personalized precision therapies are highlighted. Additionally, critical challenges in model standardization, micro-
environment complexity, and ethical-biosafety considerations are discussed. Emerging innovations—such as refined 
gene-editing protocols, multi-omics integration, microfluidic platforms, and AI-driven analyses—are also explored, 
with the goal of offering new insights and tools for brain tumor research and treatment.

Keywords       brain tumor organoids; tumor microenvironment; drug screening; precision medicine

脑肿瘤 , 尤其是原发恶性胶质瘤 , 以高致残率、

高死亡率著称 ; 全球每年中枢神经系统肿瘤新诊断

约三十万例 [1], 最常见的胶质母细胞瘤 (glioblastoma, 
GBM)五年生存率不足10%[2], 儿童髓母细胞瘤复发率

高达40%[3], 对公共卫生造成沉重负担。近年来涌现

的靶向治疗、免疫治疗等新型疗法也因疗效有限而

难以应用于临床[4-5], 究其根本原因在于缺乏能够全面

模拟脑肿瘤特征的合适模型用于解析其发病机制和

临床前研究。传统二维细胞培养虽操作简便但缺乏

三维功能性细胞间相互作用 , 且随传代次数增加细胞

会出现表观遗传和转录层面改变 [6-7]; 肿瘤球体模型

虽保留三维结构 , 但瘤内异质性有限且缺乏基质相互

作用、免疫反应等复杂的肿瘤微环境 (tumor microen-
vironment, TME)[8]; 患者来源异种移植 (patient-derived 
xenografts, PDX)模型虽能保留TME, 维持原发肿瘤表

型和异质性 , 却因物种差异导致实验结果不一致且存

在成功率低、周期长和成本高等问题 [9]; PDX虽保留

原位TME细胞组成却面临移植物存活时间短、扩增

能力差等操作难题 [10]。在此背景下应运而生的脑肿

瘤类器官 (brain tumor organoids, BTOs)技术通过人多

能干细胞或肿瘤干细胞 (cancer stem cells, CSCs)自组

装形成三维结构 , 不仅能精确模拟肿瘤组织特征 , 维
持多细胞谱系和复杂细胞间通讯 [11], 还能保留亲本肿

瘤基因型和表型异质性并提供人源化TME[12], 相比于

PDX具有构建周期短、成功率高且可长期培养建立

生物样本库等优势, 目前已广泛应用于CSCs研究、耐

药机制解析等领域 [13]。BTOs在脑肿瘤研究中应用广

泛 , 例如 , 通过与正常脑类器官共培养模拟肿瘤侵袭

过程 [14]、利用基因编辑构建突变类器官揭示驱动基

因功能 [15]、基于微流控平台开发血管化类器官研究

血脑屏障穿透性 [16]等, 随着与单细胞测序等技术的整

合 [17], BTOs技术正在推动脑肿瘤研究迈向精准医学

新时代。

1   BTOs的构建策略
1.1   患者体细胞衍生的BTOs

部分脑肿瘤的发病机制与胚系突变密切相关 , 
这些异常在神经系统发育早期就已启动并持续进

展。针对此类疾病研究面临的模型匮乏问题 , 利用

患者来源的体细胞(如外周血单核细胞和皮肤成纤维

细胞 )进行重编程 , 可获得具有患者特异性基因突变

的诱导多能干细胞 (induced pluripotent stem cells, iP-
SCs)。通过定向分化技术, 这些iPSCs可形成包含肿瘤

的脑类器官 (图1)。特别值得关注的是 , 肿瘤形成表

现出明显的时序特异性 , 仅在类器官发育至特定阶

段才开始显现并持续扩增。该模型系统高度重现了

原发肿瘤的组织学特征、增殖特性和分子信号网络 , 
为深入探究这类脑肿瘤的发病机制和药物筛选提供

了理想的实验平台。目前应用此方法构建脑肿瘤模

型的研究只在神经纤维瘤 [18]和结节性硬化症 [19]中得

到验证。

1.2   肿瘤组织直接衍生的BTOs
肿瘤组织衍生的BTOs是通过从手术切除或活

检获得的肿瘤组织中分离出肿瘤细胞或CSCs, 在特
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定条件下形成的三维类器官结构 (图 1)。这种模型

能够更真实地反映患者特异的肿瘤遗传背景、细

胞异质性以及TME的复杂性 , 因而被广泛应用于肿

瘤生物学机制研究、药物筛选和精准医学治疗策

略探索。研究显示 , BTOs在多种癌症研究中展现出

巨大潜力 , 其建模成功率因癌症类型、组织质量和

培养基成分等因素而有所差异 [20]。应用这种方法 , 
已经建立了多种BTOs模型 , 包括GBM[12,21-24]、髓母

细胞瘤 (medulloblastoma, MB)[25-28]、低级别胶质瘤

(low grade glioma, LGG)[26,29-31]、弥漫性脑桥胶质瘤

(diffuse intrinsic pontine glioma, DIPG)[32]、少突胶质

细胞瘤 [33]、室管膜瘤 (ependymoma, EPN)[26]、脑膜

瘤 (meningiomas)[34]、神经母细胞瘤 (neuroblastoma, 
NB)[32]等。

1.3   基因编辑驱动类器官肿瘤化

利用基因编辑技术 (如CRISPR/Cas9)在发育

中的脑类器官中引入特定的肿瘤相关突变, 能够有

效模拟人类脑肿瘤的发生和发展过程 (图 1)。这种

方法首先通过iPSCs或胚胎干细胞(embryonic stem 

cells, ESCs)建立三维脑类器官模型 , 然后利用病

毒载体或电转技术精准地引入肿瘤驱动基因的突

变 , 产生表现出明确肿瘤表型的类器官。此外 , 在
干细胞中引入致癌遗传突变 , 然后将其诱导为大

脑类器官 , 也能够建立BTOs模型。随后通过病理

学检测、单细胞转录组测序等手段对这些类器官

进行深入分析 , 以揭示肿瘤细胞的增殖、迁移和

恶性转化等特征 , 并明确相应分子机制。同时 , 通
过该方法建立的BTOs还支持药物筛选和个体化精

准医疗的探索。应用这一方法建立的脑肿瘤模型

包括GBM[15,35-38]、MB[39-41]、原始神经外胚层肿瘤

(primitive neuroectodermal tumor, PNET)[15]、非

典型畸胎样横纹肌样瘤 (atypical teratoid rhabdoid 
tumor, ATRT)[42]等。

2   BTOs模拟的脑肿瘤亚型
应用前面描述的BTOs的不同生成方法, 研究人

员已经建立了多种亚型的BTOs模型 , 下面将对不同

亚型BTOs展开论述。

图1   BTOs的构建策略[图片素材来自BioGDP(https://biogdp.com)]
Fig.1   Construction strategies of BTOs [image material from BioGDP (https://biogdp.com)]
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2.1   胶质瘤

胶质瘤是最常见的原发性脑肿瘤 [43], 类器官技

术为其分型与机制研究提供了新途径 [44]。GBM作

为恶性程度最高的胶质瘤 , 许多研究应用患者来源

的组织或细胞 , 或者在正常干细胞或发育中的类器

官中复现GBM的遗传改变模式进行了BTOs建模

(表1)。
2016年, HUBERT等 [12]将GBM患者样本解离为

单细胞, 并嵌入基质胶中建立了GBM BTOs, 该模型

能再现GBM的细胞多样性和TME, 并且包含不同状

态的GBM干细胞 , 为研究其生物学特性提供了实验

平台。2019年 , LINKOUS等 [45]将GBM来源的胶质

瘤干细胞 (glioma stem cell, GSC)和正常ESC诱导的

脑类器官共培养 , 建立了脑类器官胶质瘤 (cerebral 
organoid glioma, GLICO)模型, 发现了GSC会随着时

间推移而增殖并整合到类器官中 , 该模型中GSC保
留了异质性, 并表现出不同的生长特征, 这可能与其

来自于不同的GBM患者有关。2020年, JACOB等[24]

直接将切除的GBM患者样本诱导为BTOs, 该模型

保留了包括免疫细胞和内皮细胞在内的细胞间相互

表1   现有研究中建立的不同BTOs
Table 1   Different BTOs established in current studies

脑肿瘤模型

Brain tumor model
建立方法 
Establishment method

使用细胞 
Cell application

参考文献 
References

GBM Three-dimensional culture of tumor cells Patient derived GSCs [12,30,73-75]

Three-dimensional culture of tumor masses GBM tumor tissues [24,76-80]

Co-culture of GSCs and normal organoids Patient derived GSCs/H9-hESCs [14,45,81-84]

TP53−/−/HRasG12V OE H9-hESCs [35]

CDKN2A−/−/CDKN2B−/−/EGFROE/EGFRvIIIOE 
PTEN−/−/TP53−/−/NF1−/− 
CDKN2A−/−/EGFRvIIIOE/PTEN−/−

H9-hESCs [15]

EGFRvIIIOE H9-hESCs [36]

PTEN−/−/TP53−/− 
PTEN−/−/TP53−/−/CDKN2A−/−/CDKN2B−/− 
PTEN−/−/TP53−/−/NF1−/−

iPSCs [37]

PTEN–/TP53–/NF1– H9-hESCs [46]

NF1−/−/PTEN−/−/TP53−/− (p53−/−) H1-hESCs/H9-hESCs [47]

TERTpC228T/TP53R248Q

TERTpC228T/PTEN−/−/NF1−/−

H1-hESCs [38]

DIPG Co-culture of patient cells with normal organoids Patient derived tumor cells/H9-
hESCs

[32,49-50]

H3.3G34R/ATRX−/−/TP53−/− H9-hESCs [51]

LGG Three-dimensional culture of tumor tissues/cells Tumor tissues/cells of LGG pa-
tients

[26,29-31]

EPN Three-dimensional culture of tumor tissues/cells Tumor tissues/cells of EPN patients [26,54]

ZFTA-RELA
YAP1-MAMLD1/YAP1-FAM118B

H9-hESCs [53]

MB Three-dimensional culture of tumor cells Patient derived GSCs [27-28,57]

Three-dimensional culture of tumor masses Tumor tissues [26]

Co-culture of tumor cells with cerebellar organoids iPSCs/SHH-MB cell line [25,58-59]

Otx2OE/c-MYCOE iPSCs [39-40]

PTCH1−/− iPSCs [41]

Meningioma Three-dimensional culture of tumor tissues/cells Patient tumor tissues/cells [34,62-65]

NB Three-dimensional culture of tumor cells Patient tumor cells [32,66-71]

ATRT Co-culture of tumor cells with organoids Tumor cell lines/iPSCs [59]

Three-dimensional culture of tumor cells Patient tumor cells [72]

SMARCB1−/− iPSCs [42]

PNET MYCOE H9-hESCs [15]
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作用和细胞异质性 , 其基因表达模式和亲本高度相

似。后续许多研究人员利用以上不同方法建立了相

应的GBM BTOs, 并将其应用于肿瘤相关机制研究

和靶向疗法开发。

除了从患者组织或细胞建立模型外 , 通过基因

编辑方法在类器官不同阶段引入致癌改变也可建立

相应的GBM BTOs模型。2018年, OGAWA等[35]在分

化4个月后的类器官中过表达HRasG12V并破坏TP53, 
产生了类似GBM的肿瘤 , 其基因表达模式与间充质

亚型GBM类似。通过转座子和CRISPR/Cas9介导的

诱变技术 , 在类器官神经外胚层细胞中引入不同的

突变或突变组合, BIAN等 [15]建立了肿瘤性脑类器官

(neoplastic cerebral organoid, neoCOR), 该模型的转

录组特征与GBM非常类似 , 为探究肿瘤细胞与周围

正常组织之间的相互作用以及肿瘤的侵袭行为提供

了有效模型。采用相同的方法 , TAUBENSCHMID-
STOWERS等 [46]在类器官神经外胚层细胞中敲除肿

瘤抑制基因TP53、NF1和PTEN, 建立了GBM BTOs, 
用于长期监测肿瘤生长和药物测试。KIM等 [36]应

用CRISPR/Cas9技术将EGFRvIII基因变体引入H9-
hESCs中 , 并将其诱导为大脑类器官 , 这促进了星形

胶质细胞的早期分化, 并且增强了细胞增殖, 他们发

现该模型可以用于测试潜在的抗GBM药物。也有研

究结合慢病毒转导Tet-On系统 , 用多西环素处理2个
月的类器官, 利用Nestin启动子驱动的shRNA同时敲

除PTEN、TP53和NF1, 建立了前神经型GBM BTOs, 
其在研究GBM的起始和进展方面具有重要价值 [47]。

2024年 , WANG等 [37]在人 iPSCs中应用CRISPR/Cas9
技术引入特定突变组合 , 并将其诱导为大脑类器官 , 
建立了GBM样类器官, 称为实验室工程GBM样类器

官 (laboratory-engineered glioblastoma-like organoids, 
LEGOs), LEGOs生长迅速, 1个月后就表现出核异型

性 , 重现了GBM细胞异质性的关键特征 , 其DNA甲

基化模式和代谢组学在不同培养阶段动态变化 , 且
与不同基因突变组合存在关系。最近 , ISHAHAK
等 [38]利用Cas9重组蛋白和合成的单链引导RNAs转
染hESCs, 引起TERT和TP53突变, 或者敲低PTEN和
NF1, 建立了工程化的GBM类器官(engineered GBM 
brain organoids, eGBOs), 引入的GBM特异性突变破

坏了正常的神经发育基因调控网络 , 导致类器官中

细胞组成和空间组织结构发生了变化 , 并且在小鼠

体内, eGBOs能够形成肿瘤, 其转录组和空间分布特

征与人类GBM样本高度相似。

DIPG是一种恶性程度较高的脑肿瘤, 好发于儿

童和青少年 , 其病理与组蛋白突变密切相关 [48]。许

多研究将该肿瘤细胞与正常类器官融合培养建立

了BTOs模型 [32,49-50], 为此类肿瘤的药物筛选提供了

便利的工具。为了模拟另一种携带组蛋白H3.3G34R

突变的高级别胶质瘤 , 有研究在hESCs中联合缺失

ATRX和TP53, 按照腹侧前脑诱导的方式产生类器

官, 建立了此类肿瘤的基因工程BTOs模型[51]。

目前 , LGG BTOs模型的建立几乎都基于患者

来源的组织或细胞。在临床中诊断为 1~3级的胶质

瘤 , 如星形细胞瘤和少突胶质瘤BTOs分别被不同的

研究人员建立 [26,29-31], 这些类器官保留了患者中异柠

檬酸脱氢酶或受体酪氨酸激酶的相关遗传改变 , 可
以很好地支持相应肿瘤的临床前研究 , 特别是与肿

瘤免疫学、肿瘤 –基质相互作用、新药物靶点的识

别和治疗反应概况的个性化评估相关的研究。

EPN是一类发生于儿童或成年人的中枢神经系

统(central nervous system, CNS)胶质瘤, 通常位于幕上、

后颅窝或脊髓 [52]。有研究在hESCs中导入EPN特征

性致癌融合基因ZFTA-RELA或YAP1-MAMLD1/YAP1-
FAM118B, 并将其诱导为类器官 , 建立了相应的EPN 
BTOs, 其在组织学和分子学上与EPN肿瘤组织非常相

似 [53]。同样 , 将EPN患者的肿瘤组织或细胞进行三维

培养, 也可以建立ENP患者来源的的BTOs模型, 该模

型对于此类疾病的临床前研究具有重要意义[26,54]。

2.2   MB
MB是儿童常见的恶性脑肿瘤 , 在经典的分类

中, 将其分为4种亚型: Wnt、SHH、Group 3和Group 
4, 不同亚型之间病理差异较大 , 具有不同的遗传

改变特征 , 患者生存率也不同 [55-56]。利用患者来源

肿瘤组织或细胞 , 建立了多种亚型MB(包括SHH、

Group 3和Group 4)的BTOs模型 [26-28,57]。将MB细胞

系DOAY[25,58]、USP13-Med[59]、ICb-1299、CHLA-
01-MED或CHLA-01R-MED[25]与正常大脑类器官共

培养, 发现这些恶性细胞表型与患者肿瘤相似, 表明

该模型优于传统的体外模型 , 在靶向药物筛选方面

具备潜力。

MYC过表达是Group 3亚型MB的特异性遗传

特征 [56], 有研究将 iPSCs诱导为小脑类器官 , 在培养

到第35天时 , 通过电转的方式在类器官细胞中过表

达c-MYC和OTX2, 产生了MB样类器官, 其DNA甲基
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化水平与Group 3亚型MB相似 [39], 后续有研究采用

此模型进行了药物筛选[40]。PTCH1基因与SHH亚型

MB的病理密切相关 , 有研究将敲除PTCH1基因的

iPSC诱导为小脑类器官 , PTCH1纯合缺失的类器官

生长更快 , 类器官细胞中与SHH通路相关的基因表

达显著上调, 模拟了SHH亚型MB的特征[41]。

2.3   其他脑肿瘤

与胶质瘤和MB相比 , 应用大脑类器官模拟其

他脑肿瘤的研究相对较少 , 这可能与此类肿瘤发病

率低, 以及相关分子机制还不明确有关[60]。

脑膜瘤是最常见的原发性CNS肿瘤 , 起源于脑

膜中的蛛网膜帽细胞 [61]。通过分离患者肿瘤组织 [34]

或肿瘤细胞 [62-65]进行三维培养 , 多个研究团队建立

了病人来源的脑膜瘤BTOs模型。采用类似的方法 , 
NB BTOs模型也被建立[32,66-71], 此类模型多应用于体

外药物筛选, 在临床应用中颇具潜力。

ATRT是一种恶性脑肿瘤 , 好发于儿童 , 其机制

主要涉及到编码染色质重塑BAF复合物的SMARCB1
基因的失活 , 该基因在发育过程中扮演重要角色 [61]。

有研究将缺失SMARCB1的 iPSCs诱导为大脑类器官 , 
建立了此类肿瘤的BTOs模型, 揭示了SMARCB1缺失

与神经分化状态之间的潜在关联 , 提供了对ATRT肿
瘤发生机制的新见解[42]。将ATRT细胞系(如USP7)与
正常大脑类器官共培养 , 可以用于探究溶瘤病毒在

儿童CNS肿瘤中的作用[59]。同样, 患者肿瘤细胞来源

的ATRT BTOs也被构建 [72], 为该肿瘤不同亚组的特

异性疗法开发提供了平台。

PNET是一类罕见的、具有高度恶性的神经系

统肿瘤 , 主要影响儿童和青少年。这些肿瘤源自中

枢神经系统的原始神经外胚层细胞 , 通常在脑部或

脊髓中发生。在最新的CNS肿瘤分类中, PNET被归

为神经外胚层肿瘤 [61]。有研究在大脑类器官神经外

胚层细胞中过表达MYC, 成功构建了该亚型的BTOs
模型[15]。

3   BTOs的应用
3.1   脑肿瘤发病机制解析

脑肿瘤的发生是一个多因素、多步骤的过程, 涉
及遗传、表观遗传等多方面的因素 [61]。类器官技术

为解析脑肿瘤的发病机制提供了一个理想的平台 (图
2)[85]。在这一领域 , 类器官模型被用来模拟肿瘤细胞

的生长模式、基因突变以及微环境对肿瘤细胞的影

响, 揭示了脑肿瘤发生的关键分子和通路。

类器官能够重现脑肿瘤中的特异性基因变异 , 
并帮助研究人员深入研究这些突变如何导致肿瘤的

发生。例如 , BIAN等 [15]通过构建包含EGFR扩增和

TP53突变的GBM类器官 , 发现EGFR信号异常激活

导致PI3K/AKT/mTOR通路持续活化, 驱动肿瘤细胞

增殖和侵袭 ; 同时TP53失活显著上调MMP-9表达 , 
促进细胞外基质降解及转移。通过构建 IDH1R132H突

变的BTOs模型 , 揭示该突变通过抑制组蛋白去甲基

化酶KDM4B表达, 导致全基因组DNA超甲基化及细

胞分化阻滞[45]。

对于胚胎源性肿瘤, 小脑类器官模型揭示SHH亚

型MB起源于颗粒神经元前体细胞发育异常 , PTCH1
失活导致Smo-Gli信号失控[39,41]; 在EPN类器官中发现

ZFTA-RELA融合基因通过组成性激活NF-κB通路 , 扰
乱神经发育程序驱动肿瘤发生 [53]。在肿瘤侵袭机制

解析中 , 单细胞分析结合类器官共培养显示胶质瘤细

胞沿血管侵袭依赖Netrin-1/DCC轴信号 [14], DIPG细胞

浸润则由层粘连蛋白–整合素β1相互作用介导[49]。

除了基因突变外 , 表观遗传学也在脑肿瘤的发

病机制中发挥重要作用。类器官模型不仅可以模拟

基因突变 , 还能够重现肿瘤细胞在表观遗传层面的

变化。研究表明 , 来源于患者的GBM类器官还原了

MGMT启动子甲基化状态 , 在表观遗传学上高度保

真 , 证明了类器官模型在模拟肿瘤DNA甲基化方面

的可靠性 [80]。对LEGOs DNA甲基组进行系统比对 , 
发现类器官在甲基化水平上显著区别于上游 iPSC, 
同时保留了肿瘤特异的甲基化标志 [37]。对患者来源

的GBM类器官进行空间分辨的表观遗传功能基因

组筛选, 鉴定出WDR5在SOX2富集的耐药性CSCs微
环境中作为关键表观遗传调控因子的作用 , 进一步

证明了组蛋白修饰在类器官中的精准模拟和靶向可

行性[86]。

CSCs被认为是脑肿瘤复发的根源 , 特别是在

GBM等高度侵袭性的肿瘤中。类器官技术能够有

效地模拟CSCs的生物学特性, 帮助研究者了解CSCs
如何通过自我更新和分化促进肿瘤的恶性进展。例

如 , HUBERT等 [12]建立的GBM类器官模型 , 成功再

现了低氧梯度和CSCs的异质性, 这为理解CSCs在原

位微环境中的行为提供了新平台。类似地 , JACOB
等 [22]通过患者来源的GBM类器官生物库 , 进一步揭

示了CSCs如何与免疫细胞及基质细胞进行动态交
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互 , 从而促进肿瘤的复发和免疫逃逸。最近有研究

通过与免疫细胞共培养GBM类器官, 发现CSCs通过

分泌 IL-6、TGF-β等细胞因子 , 并高表达PD-L1, 重
塑TME, 进而诱导免疫耐受 , 逃避免疫监视 , 促进肿

瘤复发 [23]。类器官模型还在评估CSCs对化疗和放

疗的耐药机制方面显示出重要价值。例如 , 类器官

模型中的CSCs在化疗后展现出更强的DNA修复能

力, 与临床耐药高风险样本一致[87]。此外, 通过靶向

Notch信号通路 , 可抑制CSC自我更新并增强其对γ-
射线的敏感性 , 提示靶向微环境信号或可减轻CSC
驱动的耐药性[88]。

3.2   TME互作研究

TME在脑肿瘤的发生、发展和治疗反应中起

着关键作用。肿瘤细胞与基质细胞、免疫细胞之

间存在复杂的信号交流 , 这些相互作用影响着肿

瘤的生长、侵袭和免疫逃逸。通过与正常大脑类

器官共培养 , 肿瘤细胞能够在接近生理条件的环

境中生长 , 该环境提供了比传统二维细胞培养更

为真实的微环境模型 , 帮助研究肿瘤如何与宿主

组织互动 , 尤其是与BBB之间的相互作用 [16]。在

肿瘤细胞侵袭类器官的研究中 , 类器官可以有效

地复现肿瘤细胞与正常组织的互动 , 并揭示肿瘤

如何在微环境中表现出不同的侵袭行为(图2)。这

对于研究 TME的组成及其对侵袭性肿瘤细胞行

为的影响非常重要 [83]。此外 , 将肿瘤细胞与类器

官共培养时 , 肿瘤细胞在类器官模型中的免疫环

境与体内肿瘤的免疫逃逸机制表现出高度的一

致性 [89-90]。在治疗后 , 免疫细胞在肿瘤中心和周

边的分布发生了显著变化 , 表明肿瘤通过特定的

方式与免疫系统互动 [78]。在 DIPG肿瘤细胞与类

器官融合培养的模型中 , 敲低层粘连蛋白相关的

ITGα6/ITGβ1可显著抑制DIPG细胞向类器官内部

浸润 , 使携带 GFP信号的肿瘤细胞荧光强度降低

超过50%; 同时 , 敲低组对放疗和HDAC抑制剂的

敏感性增强, 肿瘤球体体积减小, 凋亡标志物表达

上调 [49]。将MB细胞系与小脑类器官共培养, 发现

共培养肿瘤细胞表现出更高的转录异质性 , 部分

亚群激活了CSCs相关基因 (如SOX2、OLIG2), 这
与患者样本中识别的恶性细胞状态高度吻合 , 表
明非恶性小脑类器官的TME可以通过非细胞自主

机制驱动 SHH-MB细胞向体内恶性状态转化 , 提
示TME在肿瘤塑型中的关键作用[58]。

3.3   药物筛选与耐药性研究

类器官在药物筛选与耐药性研究中具有独特

优势。通过构建BTOs模型 , 可在体外模拟肿瘤对药

物的反应 , 高效筛选出具有潜在疗效的药物。利用

类器官进行药物筛选 , 能够更准确地预测药物在体

内的疗效, 提高药物研发的成功率(图2)。通过BTOs 
CAR-T共培养实验评估CAR-T疗法的疗效时 , 发现

BTOs能维持特定的胶质瘤相关抗原 (如EGFRvIII)表
达 , 这种表型在传统的二维培养中往往会丧失 [22,91]。

JACOB等 [22]构建的BTOs可作为免疫治疗的体外测

试平台 , 证明了CAR-T细胞能够侵入BTOs并特异性

杀伤EGFRvIII阳性肿瘤细胞。另外 , MARTINS等 [92]

则利用BTOs CAR-T共培养实验, 成功地证明了针对

肿瘤相关受体酪氨酸激酶EphA3的CAR-T细胞能有

效地穿透BTOs、诱导肿瘤细胞凋亡并分解EphA3阳
性GBM细胞。此外 , DARRIGUES等 [93]应用BTOs模
型评估了小分子药物的抗肿瘤效果 , 验证了其在更

大患者群体中的应用潜力。在耐药性研究中 , BTOs
也展现了独特优势。例如 , ZUO等 [94]通过将胶质瘤

相关成纤维细胞 (glioma-associated fibroblasts, GAFs)
与BTOs共培养 , 揭示了GAFs通过CCL2信号通路激

活ERK1/2, 增强胶质瘤细胞对替莫唑胺的耐药性, 进
一步证明了靶向CCL2或MEK1/2的抑制剂在一定程

度上能够减轻治疗中的耐药性。这些研究为未来小

分子药物和免疫治疗的评估提供了新的方向 , 并为

克服GBM的治疗难题带来了新的希望。

3.4   个性化医疗与精准治疗

个性化医疗与精准治疗是类器官在转化医学

中的重要应用方向。基于患者来源的BTOs, 可根据

其遗传和生物学特性制定个性化的治疗方案 (图2)。
基于手术新鲜样本构建的患者来源BTOs模型 , 通过

完整保留TME的空间异质性及免疫细胞组分 , 克服

了传统基因组学静态分析忽视微环境动态演变的

局限 [95-97]。这种功能性平台可有效模拟临床治疗场

景 : 当对BTOs施加术后标准护理 (包括替莫唑胺化

疗及放射治疗 )时 , 其药物响应精准映射患者生存结

局—治疗耐受性BTOs对应于中位生存期的患者 , 
而敏感型模型则对应长期生存群体 [24]。值得注意的

是 , 针对GBM等侵袭性强、治疗窗口期短的恶性肿

瘤 , BTOs模型能在7~14天内完成药敏检测 , 远早于

肿瘤复发时间窗, 为早期制定个体化方案提供可能。

在难治性脑肿瘤临床实践中 , BTOs技术突破了 “通
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用型治疗”范式 [98]。通过对复发患者来源的BTOs进
行高通量体外药物筛选 (如酪氨酸激酶抑制剂与免

疫检查点抑制剂联合方案 ), 能够发现传统基因检测

方法无法识别的有效治疗策略 [99-102]。研究证实 , 对
于标准治疗失效的转移性脑瘤及低级别胶质瘤患

者, 48小时BTOs药敏测试可重新指导临床用药选择, 
显著提升生存获益 [76]。此外 , 结合CRISPR/Cas9基
因编辑技术对BTOs进行致病突变修正(如IDH1突变

修复 ), 不仅能构建精准药物筛选平台 , 还可衍生出

经基因校正的自体神经干细胞 , 为个性化细胞替代

治疗提供安全可控的细胞来源。现有证据虽已证实

BTOs的预测价值[24,76], 但其临床应用仍面临挑战: 大
规模验证研究尚未开展 , GBM等肿瘤的时空异质性

可能影响模型可靠性。未来需结合单细胞测序与活

体成像技术, 在BTOs中动态追踪药物作用下TME的
演变规律 , 最终建立覆盖肿瘤全生命周期的精准治

疗决策系统。

4   BTOs模型存在的技术挑战与解决方案
4.1   模型标准化问题

模型标准化是类器官技术广泛应用面临的重

要挑战之一。在过去十年中 , 从最早由LANCAST-
ER等 [11]提出的“未引导”全脑类器官 (cerebral organ-
oids), 到后续的区域定向[103]、单神经管[104]、胎儿组

织来源 [105]、组装体 (assembloid)[106]及微流体芯片平

台[107], 脑类器官模型已呈现多样化发展; 然而, 不同

实验室在细胞系来源、培养基成分、膜外基质使用、

尺寸控制及分区诱导等方面差异显著 , 导致类器官

在形态、分子谱及功能评估上缺乏可比性。为解决

这一问题 , 需要建立统一的类器官构建和培养标准 , 
包括规范细胞来源、优化培养条件、制定质量控制

标准等。
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图2   BTOs的主要应用场景[图片素材来自BioGDP(https://biogdp.com)]
Fig.2   The main application scenarios of BTOs [image material from BioGDP (https://biogdp.com)]
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基于现有的研究 , 人们普遍采用了一整套标准

化与质量控制 (quality control, QC)策略 , 以确保不同

实验室之间结果的可比性与重复性。首先 , 在细胞

系与拟胚体制备阶段 , 每批人源多能干细胞都需通

过核型分析、微生物学检测及OCT4/NANOG等多能

性标记的验证 , 确认细胞纯净且具备广泛的分化潜

能 ; 其次 , 严格统一每个拟胚体中3 000~10 000个种

子细胞 , 并根据需要选择旋转式或静态培养 , 以保证

初期聚集体的大小和密度一致 [108]。接着 , 在培养基

与外基质的选择上 , 前期3~7天采用双SMAD抑制剂

(Noggin+SB431542)调控Wnt信号通路 , 后续根据目

标区域再添加SHH激动剂或FGF8等诱导因子以实现

背 /腹、前 /后脑的精确分区 [103]; 同时 , 基质胶或合成

水凝胶的包埋体积严格控制在20~30 μL范围内, 并记

录基质批次与成分配比。为了对类器官进行全方位

QC, 需要从形态学、分子标记、功能和转录组多个

层面进行评估 : 显微镜下筛选直径300~600 μm、仅

含单一神经玫瑰花环结构的类器官 ; 免疫荧光检测

PAX6、SOX2、TBR2、CTIP2及FOXP2/EMX1等区

域特异性标志 [104]; 采用多电极阵列或钙成像评估神

经元活动和突触功能 ; 最后将大脑类器官转录组与

人脑转录组数据 (Allen brain atlas, https://portal.brain-
map.org/)进行比对 , 确保细胞发育阶段与体内一致。

所有实验数据和QC指标需按照“MIAOU最低信息”
框架报告 , 包括细胞来源、培养条件、QC结果及表

型分析。此外 , 推荐在多中心开展环间测评 , 使用统

一的GMP(good manufacturing practice)级试剂与详细

SOP(standard operating procedure)[109]; 借助自动化图

像分析 (如SegmentAnything算法 )实时监控类器官的

形态变化 ; 并通过建立公开的质控数据库与生物样

本库 , 推动大规模多模态数据的整合与再利用 , 从而

为脑类器官在基础研究和转化医学中的应用提供坚

实可靠的技术支持[108]。

4.2   微环境复杂性模拟

TME具有高度复杂性 , 包含不同类型的肿瘤细

胞、免疫细胞、基质细胞以及各种细胞外基质和信

号分子。目前 , 类器官模型在模拟TME方面仍面临

一些技术挑战 , 尤其是在再现细胞间相互作用和信

号转导的复杂性方面存在不足 [12,110]。现有模型往往

难以完整重现TME中的多种细胞和分子互动 , 限制

了我们对脑肿瘤生物学行为的深度理解。

可采用多种技术手段更好地模拟TME的复杂

性。例如 , 通过改良患者来源类器官的消化流程与

培养配方 , 可保留CSCs、基质异质性及原位免疫浸

润 [88]; 结合3D生物打印技术精准构建肿瘤–免疫–基
质空间层次 , 实现CAR-T细胞 /免疫检查点抑制剂等

疗法的体外评估[111]; 利用微流控芯片(organoid-on-a-
chip)模拟流体剪切力与营养梯度 , 动态引入内皮 /免
疫细胞以建立血管化微环境 [112-114]; 此外 , 将肿瘤相

关巨噬细胞、成纤维细胞等嵌入类器官 , 可重现免

疫浸润与基质重塑过程 [115]。这些技术突破显著增

强了类器官对TME复杂性的模拟能力 , 为解析肿瘤

免疫逃逸机制、高通量药物筛选 (尤其是免疫疗法 )
及个体化治疗预测提供了高生理相关性平台[116]。

4.3   伦理与生物安全问题

BTOs的构建和应用, 除了面临技术层面的挑战

外 , 还涉及伦理和生物安全等重大问题。在伦理方

面 , 类器官的构建通常依赖于 hESCs或患者组织样

本 , 这引发了许多伦理争议。胚胎干细胞的使用涉

及胚胎的伦理问题 , 患者组织样本的使用则需要严

密保障患者隐私及其知情同意过程 [117]。此外 , 由于

类器官技术的快速发展和广泛应用 , 如何界定其在

医疗与研究中的边界 , 以及如何保护相关参与者的

权益, 已成为全球范围内的争论焦点[118-119]。

在生物安全中 , 类器官的培养与应用同样面临

潜在的风险。例如 , 病原体的传播、基因编辑技术

的潜在风险以及外源性物质对生物系统的干扰 , 都
可能对研究人员和公众健康造成潜在威胁[120]。因此, 
针对这些问题 , 研究者和相关监管机构需要制定更

加严格的伦理与生物安全准则。首先 , 必须明确类

器官研究的伦理界限 , 确保所有实验符合伦理规范 , 
尊重参与者的个人权利与隐私。其次 , 要加强生物

安全管理, 建立和完善相应的监控与监管体系, 尤其

是在基因编辑和病原体传播风险的防控方面。最后, 
为提升公众对这些问题的认知和理解 , 应开展广泛

的科普教育, 建立科学、理性、透明的社会对话机制, 
确保科技进步不会超越伦理和安全的界限[119]。

5   大脑类器官模拟脑肿瘤的未来展望
5.1   技术创新方向

未来大脑类器官模拟脑肿瘤的技术创新方向

具有广阔前景。一方面 , 基因编辑技术将不断优化 , 
提高基因编辑的精准性和效率以更高保真度和更低

脱靶率来精准操控脑肿瘤相关基因。开发高保真度
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Cas9变体 (如SpCas9-HF1、eSpCas9)可显著降低脱

靶概率, 实现对肿瘤驱动基因的精确敲入或敲除, 为
构建功能更完善的BTOs模型提供可能 [121]。与此同

时 , 将CRISPR/Cas9与单细胞组学联动的筛选平台

使得对候选基因的功能评价更具通量和深度 , 可在

类器官体系中高效验证新型脑肿瘤驱动因子[122]。

进一步 , 通过整合基因组学、转录组学、表观

组学、蛋白质组学及代谢组学等多层次数据 , 能够

全面解析BTOs的分子异质性和生物学行为。最新

的GBM-like类器官研究在单细胞转录组、表观组、

脂质组及蛋白组等多组学维度揭示了肿瘤异质性对

生物功能的多层次驱动机制 , 为发现新的治疗靶点

提供了前所未有的视角 [37]。此外 , 将空间组学技术

应用于类器官体系 , 可解析肿瘤细胞与微环境的交

互网络 , 揭示代谢通路和免疫细胞浸润模式的空间

分布特征, 为靶向干预提供依据[123]。

大规模类器官数据伴随高通量成像与多组学 , 
亟需人工智能 /机器学习方法进行高效处理。基于

深度学习的图像分割与定量分析管道已在类器官生

长动态监测中表现出卓越性能 , 为自动化、高通量

的表型评估提供了可靠工具 [124]。同时 , AI驱动的多

组学数据整合算法可用于构建肿瘤进展预测模型和

药物敏感性评分模型 , 从而显著加快脑肿瘤研究进

展并提高药物筛选效率[125]。

5.2   临床转化路径

大脑类器官模拟脑肿瘤的临床转化路径是未

来的重要发展方向。首先 , 建立由临床需求主导的

研究框架 , 将BTOs模型直接应用于疗效评估与个体

化治疗策略制定中。利用患者来源的GBM类器官

作为 “实时化身 ”, 进行CAR-T细胞、靶向药物等多

种治疗策略的同步体外测试 , 可快速反馈患者特异

性疗效与耐药性信息 , 实现 “试管内 ”筛选到临床决

策的闭环 [23]。其次 , 通过患者衍生类器官预测化疗

与放疗敏感性 , 可为临床个体化治疗提供有力证据

支持[126]。

此外 , 还应推动大脑类器官模型的生产与应用

标准化, 包括细胞来源鉴定、培养基配方、评价指标、

质量控制等环节 , 确保不同实验室间模型的一致性

与可重复性 [127]。在此基础上 , 开展覆盖多家机构的

临床前和早期临床试验 , 系统验证类器官在脑肿瘤

诊断、疗效评估和新药研发中的安全性与可行性 , 
为其纳入临床指南和监管审批奠定坚实基础 [128]。技

术创新与转化路径的协同推进 , 未来大脑类器官在

脑肿瘤研究领域将成为无可替代的“活体模拟平台”, 
加快精准医疗和新药开发步伐 , 为攻克这一高致死

率疾病提供全新思路与手段。

5.3   脑肿瘤研究中类器官的跨学科合作

脑肿瘤研究中类器官的跨学科合作前景十分

广阔。类器官技术涉及生物学、医学、工程学等多

个学科领域 , 跨学科合作能够整合各学科的优势资

源, 推动脑肿瘤研究的深入发展。

工程学领域的微流控芯片技术可以在纳升级

尺度上精确控制培养基流速与化学梯度 , 实现类器

官内微环境 (如氧分压、养分供应 )的精细调控 ; 同
时, 光学微流控芯片结合实时成像, 可监测肿瘤细胞

在三维结构内的动态行为 , 为研究肿瘤侵袭和转移

机制提供直观数据 [129]。此外 , 先进的体积生物打印

技术利用医学断层扫描 (CT/MRI)数据作为 “打印蓝

图”, 可快速、精准地构建带有复杂血管和基质结构

的类器官模型 ; 结合光学相干断层扫描和多光子显

微镜等成像手段 , 可在打印后实时评估模型的空间

结构与细胞分布 [130-131]。同时 , 类器官培养生成的大

规模图像、转录组和蛋白组数据 , 需要基于深度学

习的图像分割、自动特征提取和多组学融合算法来

高效分析。人工智能驱动的预测模型不仅能评估药

物敏感性, 还可模拟肿瘤进展路径, 为个体化治疗方

案提供数据支持 [129]。通过这些跨学科协同 , 不仅能

够在脑肿瘤发病机制、药物研发和个性化治疗等方

面取得突破 , 还将加快类器官模型的标准化和工业

化进程, 推动其早日走向临床应用。
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