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[bookmark: _Toc28721]引  言
脑胶质瘤是最常见的神经系统原发性肿瘤，多呈恶性，具有难治性、易局部播散和复发等特点。区别于其他恶性肿瘤，已开发的药物疗效有限，导致针对性药物的研发在过去十几年中并未取得显著进步，主因之一是脑胶质瘤缺乏可模拟其高度浸润性、独特免疫微环境互作及治疗抵抗微环境的体外模型。
[bookmark: OLE_LINK9]近年来，备受关注的肿瘤类器官模型是一种“由患者肿瘤组织衍生并能在体外自我更新”或“保留了肿瘤干细胞特性”的体外三维(3D)细胞培养物，能够模拟细胞与细胞以及细胞与基质之间的相互作用，利用类器官体外培养技术开展脑胶质瘤基础研究和临床治疗学研究具有重要的学术价值。由此，多个研究团队尝试利用患者来源组织构建脑胶质瘤类器官（Glioblastoma Organoid, GBO）,并将其用于研究脑胶质瘤的发生发展、转移及潜在治疗靶点。研究发现，GBOs不仅保持了肿瘤异质性，而且多种分子的表达模式与原肿瘤组织非常类似。同时，研究揭示长期培养所构建的大型GBO，可根据不同细胞组合划分为不同区域，包括快速分裂细胞的外部区域及由其包围的主要由非干性衰老细胞和扩散、静止的肿瘤干细胞组成的缺氧核心区域。利用GBO模型检测其对抗肿瘤药物反应的结果显示：GBOs可体现不同来源患者对药物反应的异质性，且其靶向治疗的反应性与肿瘤的突变状态和驱动肿瘤信号途径相符合，提示其作为个性化用药的体外预测模型的潜力。标准化是药敏结果用于个体化治疗的前提。然而，要将这一潜力转化为可靠的临床应用工具，亟需建立从样本处理到功能验证的全程标准化操作规范与质量控制体系。本指南主要聚焦于成人胶质母细胞瘤（GBM）等常见恶性类型，提供的核心框架和原则可供参考，但研究者需注意根据不同胶质瘤亚型（如IDH突变型、儿童弥漫内生型脑桥胶质瘤DIPG）的生物学特性，对具体操作步骤（如消化条件、培养基配方）进行优化和验证。
[bookmark: OLE_LINK3]鉴于此，特组织编写《人脑胶质瘤类器官制备、冻存、复苏和鉴定操作指南》，以利于推动和指导胶质瘤类器官构建的相关研究，促进高质量、标准化胶质瘤类器官生物样本库的建立与共享，辅助研究人员开展脑胶质瘤致病机理、药物筛选和肿瘤治疗等相关研究，规范并引导行业发展。
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人脑胶质瘤类器官制备、鉴定、冻存和复苏操作指南
1 [bookmark: _Toc8025][bookmark: _Toc21328]范围
本指南提供了人脑胶质瘤类器官的制备、鉴定、传代、冻存和复苏等的规范性操作和推荐方法。
本指南适用于医疗院校，科研机构、医药企业等人员构建人脑胶质瘤类器官。
注：在不引起混淆的情况下，本《人脑胶质瘤类器官制备、鉴定、冻存和复苏操作指南》，简称为“本指南”。
2 [bookmark: _Toc21099][bookmark: _Toc29269]规范性引用文件
下列文件中的内容通过文中的规范性引用，而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB 19489-2008 实验室生物安全通用要求	Comment by 腾 王: 至少引用一次
GB 39707-2020 医疗废物处理处置污染控制标准
GB/T 38736-2020 人类生物样本保藏伦理要求
GB/T37864-2019 生物样本库质量和能力通用要求	Comment by 腾 王: 至少引用一次
3 [bookmark: _Toc142][bookmark: _Toc7428]术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。GB/T 38736-2020 界定的以及下列术语和定义适用于本指南。
3.1
类器官 organoids
[bookmark: OLE_LINK6][bookmark: OLE_LINK4][bookmark: OLE_LINK5]由干细胞或前体细胞体外培养形成的微型三维细胞培养物，能高度模拟体内对应组织器官的细胞类型组成、形态结构和生理功能等特征。
3.2
人脑胶质瘤类器官 human glioma organoids
由人脑胶质瘤来源的肿瘤干细胞，在悬浮培养条件下形成的可模拟肿瘤组织细胞成分、组织结构及分子表型等关键特征具有相似性的三维多细胞培养物。
3.3
鉴定 identification
类器官培养成功之后，通过形态学、病理学、基因组学等验证其与源组织的一致性。
3.4
传代 passage
将培养成功的类器官制备为单细胞或细胞簇后再进行培养，使其形成与上一代类器官有着相同形态功能的新一代类器官的过程。
3.5
冻存 cryopreservation
将类器官置于低温条件下，使其暂停生长，但不影响其活性及状态的长期保存的过程。
3.6
复苏 recovery
将冻存的类器官取出解冻后再进行相应培养，恢复其继续生长能力的过程。
3.7
组织保存液 tissue preservation solution
在离体后（从生物体取出后）为尽可能长时间地维持生物组织样本的形态结构、生化成分、细胞活力或核酸/蛋白质完整性而配制的液体溶液。
3.8
知情同意 informed consent
见GB/T 38736-2020第3.7条。
4 [bookmark: _Toc24953][bookmark: _Toc18679]总则
4.1 人类组织样本采集与处理应符合GB/T 37864-2019的要求。
4.2 脑胶质瘤类器官生物样本库应制定成文和实施适宜的组织样本采集和处理的程序。该程序应可供负责组织样本采集者使用，不论其是否为生物样本库人员。
4.3 脑胶质瘤类器官生物样本库应建立适当的质量管理体系确保符合用户需求并持续改进。
4.4 脑胶质瘤类器官生物样本库应具备相关的资质和设施环境。
4.5 脑胶质瘤类器官研究项目应通过伦理审查并履行知情同意程序。
4.6 脑胶质瘤类器官生物样本库管理制度应为组织提供者提供足够的隐私保护，确保为用户/参与者个人信息的保密性。
5 [bookmark: _Toc14249][bookmark: _Toc30795]胶质瘤类器官制备
[bookmark: _Toc28735]5.1 制备原理
在脑胶质瘤培养基作用下，脑胶质瘤的成体干细胞自我增殖，自我分化成一个三维（3D）的，具有一定空间结构的组织类似物。
[bookmark: _Toc25387]5.2 组织样本采集
5.2.1 实验室及相关人员应建立起相应的生物安全管控体系，严格控制供体相关疾病传播的风险。
5.2.2 组织样本的获取及处理人员需接受相应的培训，具备相应操作能力及防护能力。
5.2.3 供体组织应当由具有相应医疗资质的机构提供，脑胶质瘤组织样本通过手术切除/穿刺的人脑胶质瘤组织中选取（在满足临床病理诊断需求后剩余组织才可做类器官），建议组织离体后10分钟内完成取样，取样后马上放入无菌组织保存液中，取样时应选择肿瘤组织丰富，活性好的部位，至少0.5g（建议1g以上）。
[bookmark: _Toc29770]5.3 组织样本的保存和运输
5.3.1 采集样本前备物
无菌组织保存液（保存液应适合保存、转运、不影响组织细胞的生理功能）、组织保存管或离心管、试管架、冰袋、转运箱。
5.3.2 采集的组织样本应完全浸没于含无菌组织保存液的无菌保存管中，严格控制转运温度，建议在低温（2℃～8℃）条件下进行保存和运输，转运过程中应持续监控温度并可溯源，应在48小时内到达实验室，尽快处理样本。
5.4 类器官培养、鉴定和传代
实验前准备：实验开始前建议生物安全柜提前紫外线消毒30min，所有类器官的制备、培养、冻存和复苏应在生物安全柜中保证无菌操作。所用试剂、洗液和器材等应无菌。详细实验耗材准备见附件A。
5.4.1 类器官培养
5.4.1.1 消化培养法培养
5.4.1.1.1 剪切
将新鲜的人脑胶质瘤肿瘤组织转移至50mL离心管，建议用含1%-2%双抗的预冷生理盐水进行数次洗涤，直至清洗液澄清。将样本转移至培养皿中（弃去多余液体），用眼科剪去除血块、明显坏死的组织成分等杂质，称重，并充分剪碎为乳糜状（约1mm3）。
5.4.1.1.2 消化
将剪碎后组织样本转移至离心管中，根据组织量加入适量消化液，置于37℃环境消化。建议每间隔短暂时间观察一次，当混合物中组织块被明显解离破碎，光学显微镜下观察到大量细胞簇时即终止消化，1200rpm-1500rpm，3min离心弃上清，保留沉淀（若使用自动解离系统，则将清洗后组织块置于解离器并加入适量消化液）。
5.4.1.1.3 过滤
用基础培养基重悬细胞沉淀，并用100μm细胞滤网过滤。离心弃上清，保留沉淀。
5.4.1.1.4 计数
用适量体积HBSS溶液重悬细胞沉淀，并进行细胞计数。
5.4.1.1.5 接种
根据计数结果取适量类器官培养基（含1% Matrigel浓度）重悬细胞，平均6孔板每孔的细胞量约为1×105-5×105细胞。用移液器将细胞悬液滴加到超低粘附6孔培养板中，再将培养板置于摇床上（建议转速为120rpm），置于恒温培养箱在37℃，5% CO2浓度下培养。
5.4.1.1.6 观察换液
根据类器官生长情况，建议每2-3天更换1次类器官培养基，直至类器官形成。
5.4.1.2 剪切培养法培养
5.4.1.2.1 组织洗涤和称重等步骤同上所述。
5.4.1.2.2 显微剪切
在安全柜中的立体显微镜下利用无菌刀片或剪刀将肿瘤组织切成直径约0.5mm~1mm的碎片，再用培养基洗涤以去除细胞碎片。
5.4.1.2.3 裂红
将肿瘤碎片在红细胞裂解缓冲液中温和孵育裂解红细胞。
5.4.1.2.4 计数接种
操作同上所述。
5.4.2 类器官鉴定
类器官培养成功后，可通过形态学、病理学、基因组学等方法验证其与源组织的一致性，确保其保持源组织的病理生理特征。
详细形态学，病理学，基因组学等鉴定方法参见附件B。
5.4.3 类器官传代
5.4.3.1 消化培养法传代
5.4.3.1.1 待类器官平均直径为500µm时，或原代培养7天-10天时可进行传代。
5.4.3.1.2 收集
将上清连同类器官全部收集至离心管中；1200rpm，3min离心后弃上清。
5.4.3.1.3 消化
[bookmark: OLE_LINK7]加入适量类器官消化液，重悬细胞沉淀，于37℃培养箱中消化。并在显微镜下观察，建议待类器官大部分消化至约50µm小细胞团时终止消化，离心后去除上清。
5.4.3.1.4 计数
用适量体积HBSS溶液重悬细胞沉淀并计数。
5.4.3.1.5 接种
[bookmark: _Toc885]根据计数结果取适量类器官培养基（含1% Matrigel）重悬细胞，平均6孔板每孔细胞量约为1×105-5×105细胞。用移液器将细胞悬液加到超低粘附6孔培养板中，再将培养板置于转速为120rpm的摇床上，置于恒温培养箱在37℃，5% CO2浓度下培养。
5.4.3.2 剪切培养法传代
5.4.3.2.1 待类器官平均直径为500 µm时，或原代培养7天-10天时可进行传代。
5.4.3.2.2 类器官剪切
同原代组织分离时操作（将立体显微镜放到安全柜中进行显微剪切）。
5.4.3.2.3 计数和接种等后续步骤同消化培养法。
6 [bookmark: _Toc21618]类器官冻存和复苏
[bookmark: _Toc19914]6.1 类器官冻存
6.1.1 预先准备冻存液（建议无血清细胞冻存液或含有10%二甲基亚砜+90%血清冻存液）；
6.1.2 连同上清一起收集类器官，再进行消化或剪切为较小细胞碎片，离心弃上清。
6.1.3 加入适量培养基重悬细胞沉淀，进行细胞计数。
6.1.4 加入1mL/冻存管体积的冻存液重悬沉淀，转移至冻存管中。建议每管冻存细胞量约为1×106个，程序降温后放入-80℃冰箱24h后转移到液氮罐中长期保存。
[bookmark: _Toc2302]6.2 类器官复苏
6.2.1 预先准备一个装有约10mL培养基（细胞冻存液体积和培养基体积比为1:10）的15mL离心管。
6.2.2 将冻存管从液氮罐中取出后，放入37℃水浴中轻轻摇动冻存管，尽量使其在短时间内全部融化。
6.2.3 将融化后的类器官冻存液悬液吸出，加到预先准备有培养基的15mL离心管中轻轻混匀，离心弃上清。
6.2.4 加入适量培养基重悬细胞沉淀，进行细胞计数和接种培养（操作同上所述）。
7 [bookmark: _Toc17339][bookmark: _Toc13978]废弃物处理
在组织样本采集、保存及转运，类器官培养、鉴定、传代、冻存和复苏等操作过程中产生的废弃物，及使用过的类器官或不合格的类器官，应根据国家相关法律法规的要求分类盛放，严格按照生物样本处置与管理规范进行妥善处置。
7.1 废弃的非感染性医疗废物称一般性医疗废物，应盛放在带有警示标识的黄色包装袋袋内。
7.2 被血液、体液、排泄物、组织污染等废物称感染性医疗废物，应盛放在带有感染性标识的黄色垃圾袋袋内。
7.3 每天由经过培训的单位清洁员负责收集并暂时存放医疗废物，定期交送无害化处理并记录。
8 [bookmark: _Toc25337][bookmark: _Toc23974]数据管理
8.1 根据项目要求进行个人信息和病史信息等采集。充分保护捐献者的隐私权，保护捐赠者的利益和合法权益。
8.2 宜制定标准化的字段名和字段值，且采用统一、专用的数据库进行管理。
8.3 在信息采集过程中，凡涉及捐献者隐私的内容应以编码形式加密，并设定访问权限，相关人员应签署保密协议。
8.4 为规范临床信息采集，便于数据共享，提高临床信息的收集质量和利用价值，宜建立最小数据集，任何项目在获得伦理批准后均可在此基础上增加所需收集的内容。样本库最小数据集宜包含但不限于以下几方面：
8.4.1 人口统计学信息
包括但不限于性别、国籍、种族和籍贯等。
8.4.2 住院一般信息
是否本院首次治疗、医疗机构名称、发病年龄和疾病名称等。
8.4.3 既往史
包括但不限于高血压、颅内感染、既往手术等。
8.4.4 现病史和体格检查
包括但不限于身高、体重和肥胖指数（BMI）等。
8.4.5 家族史
包括但不限于与患者关系和肿瘤名称等。
8.4.6 诊断信息
包括但不限于（一般是基于MR影像学）肿瘤位置、肿瘤大小、肿瘤数目、肿瘤是否强化、边界是否清晰（可以初步判断高低级别）。
8.4.7 病理诊断信息
包括但不限于肿瘤组织学形态、WHO分级、免疫组化标记（GFAP、Ki67、ATRX等）、分子病理特征（IDH1/2、11p/19q、MGMT、H3K27M等等）。
8.4.8 随访信息
包括但不限于随访日期、第几次随访、随访情况、复发转移、死亡、无复发生存时间和总生存时间等。
9 [bookmark: _Toc330][bookmark: _Toc17392]质量控制
9.1 每一批次样本处理过程均应执行QC程序，应保留QC活动和结果的记录，以证明样本及相关数据能满足预期要求。
9.2 应分析QC数据，如不能满足既定要求，应对不合格生物样本库及相关数据进行有效标识，并采取措施控制其报告和分发范围。
9.3 生物样本库还应定期分析QC结果的趋势，作为持续改进过程的输入。

[bookmark: _Toc10301][bookmark: _Toc32162]附 录 A
[bookmark: _Toc202559142][bookmark: _Toc10524][bookmark: _Toc12489]（资料性）
[bookmark: _Toc202559143][bookmark: _Toc17612][bookmark: _Toc4872][bookmark: _Toc21966]人脑胶质瘤类器官培养、冻存和复苏所需耗材
1 仪器设备
光学显微镜、生物安全柜、二氧化碳细胞培养孵箱、低温离心机、摇床、液氮罐、三种常用低温冰箱（4℃、-20℃、-80℃）、37℃水浴锅等。
[bookmark: _Toc31573]2 耗材
15mL和50mL无菌离心管、70μm细胞筛网、100μm细胞筛网、30mm培养皿、低吸附孔板或芯片、冰盒、细胞冻存盒、无菌镊子、无菌眼科剪、各种移液器和吸头、细胞冻存管等、油性记号笔。
[bookmark: _Toc524]3 试剂
细胞消化液、细胞缓冲液、组织保存液、细胞悬液、细胞级别二甲基亚砜、脑胶质瘤类器官培养基等。
4 脑胶质瘤类器官培养基
推荐的脑胶质瘤类器官培养基的组成成分见表A。
表 A 脑胶质瘤类器官培养基组成成分表
	中文名称
	英文名称

	基础培养基
	Advanced DMEM/F12

	WNT 信号通路激活剂
	R-Spondin 3

	青霉素/链霉素
	Penicillin/streptomycin

	L-谷氨酰胺
	L-Glutamax

	ROCK 抑制剂
	ROCK inhibitor Y-27632

	4-(2-羟乙基)-1-哌嗪乙磺酸
	HEPES

	sirtuins抑制剂
	Nicotinamide

	TGFβ 抑制剂A83-01
	TGFβ inhibitor A83-01

	人表皮细胞因子
	EGF

	P38 MAPK 抑制剂
	SB202190

	B27添加剂
	B27 supplement

	乙酰半胱氨酸
	N-acetylcysteine

	Primocin抗生素
	Primocin


[bookmark: _Toc17710]

[bookmark: _Toc26267]附 件 B
[bookmark: _Toc29459][bookmark: _Toc202559145][bookmark: _Toc32354]（资料性）
[bookmark: _Toc29098][bookmark: _Toc30271][bookmark: _Toc202559146]人脑胶质瘤类器官的常用鉴定方法
[bookmark: _Toc1820]1 类器官形态学鉴定
1.1 类器官显微镜下状态评估
在类器官培养的第1天，即可在光学显微镜下进行形态学观察。胶质瘤类器官在培养数天后通常会形成直径50μm及以上的边缘不规则小细胞团；培养7天左右，可观察到细胞团直径逐渐增大，边缘开始变得更加规则光滑，立体感增强，并由细胞团往类器官3D球体方向发展；继续培养，相邻的两个细胞球体可互相聚集接触融合，最终成为直径可达1mm-2mm的3D培养物；脑胶质瘤类器官最大直径可达2mm-3mm，此时球体透光性亦逐渐降低，质感变得更加厚重，这时可选择将培养物进行传代操作，或将培养物用于后续鉴定实验。胶质瘤类器官的大小与形态可能有个体差异。在进行大规模类器官培养及应用时，宜关注各组类器官的大小、形态及数量的均一性。
1.2 单细胞悬液细胞定量评估
在类器官传代前应用重组胰酶消化成单细胞悬液。可使用自动化细胞计数仪进行计数。将离心后的细胞沉淀用Advanced DMEM/F12培养基重悬（约100μL），经吹打混匀后吸取10μL细胞悬液进行细胞计数，以活细胞比例>90%表示制备的细胞活力良好。类器官单细胞悬液细胞数不宜低于1.5×105/mL。
1.3 细胞活力评估
在缺乏全自动细胞计数仪时，可采取台盼蓝(Trypan blue)染色进行活细胞计数。将离心后的细胞沉淀用Advanced DMEM/F12培养基重悬（约100μL），经吹打均匀后吸取18μl置于1.5ml的EP管，向EP管中加入2μl中的0.4%的台盼蓝染液充分混匀，染色3min，取10μl细胞悬液加入血细胞计数板，在倒置显微镜10×物镜下计数，分别计数四大格中未染成蓝色和染成蓝色的细胞总数。利用如下公式计算每100μl体积中细胞总数和细胞存活率：
总数/100μl=[(未染成蓝色细胞数+蓝色细胞数)/4]×10^3×1.11
细胞存活比例=未染成蓝色细胞数/(蓝色细胞数+未染成蓝色细胞数)×100%
活细胞比率应>90%可用于类器官细胞培养。
[bookmark: _Toc21786]2 类器官病理学鉴定
脑胶质瘤类器官成功构建后，制备冰冻切片或者石蜡包埋切片，通过苏木素/伊红染色（H&E）进行形态学鉴定，再通过免疫组化染色（建议这些指标：SOX2，GFAP，NESTIN，Ki67，OLIG2，ARTX）进行生物标志物检测，从而确定类器官是否来自脑胶质瘤细胞。
2.1 类器官固定
2.1.1 把培养基吸走后，加入适量10%中性固定液（或4%PFA固定液），室温固定1h（类器官固定时间不要超过2h）；
2.1.2 吸走固定液，加入适量PBS摇晃混匀清洗一遍后，吸走PBS，将类器官浸泡在PBS中短暂置于4℃冰箱。
2.2 类器官石蜡包埋及切片
[bookmark: OLE_LINK2]2.2.1 琼脂包埋：固定、消胶后类器官悬液转移至1.5mL EP管内，1000rpm 离心5min，去除上清，加入50 L 2%琼脂重悬类器官，迅速置于冰上冷凝5min；用剪刀将EP管剪破，取出琼脂块，放入包埋盒。
2.2.2 脱水：（按下表顺序进行相应处理）
	脱水顺序
	处理液
	时间

	1
	75%乙醇
	40min（可暂停过夜）

	2
	85%乙醇
	40min

	3
	95%乙醇Ⅰ
	20min

	4
	95%乙醇Ⅱ
	20min

	5
	无水乙醇Ⅰ
	20min

	6
	无水乙醇Ⅱ
	20min

	7
	二甲苯Ⅰ
	15min

	8
	二甲苯Ⅱ
	15min

	9
	58-60℃石蜡Ⅰ
	30min

	10
	58-60℃石蜡Ⅱ
	30min

	11
	58-60℃石蜡Ⅲ
	60min


2.2.3 完成石蜡包埋后，使用轮转式切片机制作类器官切片，建议每张切片厚度在3μm左右。
2.3 苏木素&伊红（H&E）染色鉴定
方法可参考常规组织HE染色；
2.4 免疫组化鉴定
方法可参考常规组织免疫组化。
[bookmark: _Toc27539]3 类器官基因组学鉴定
3.1类器官样本处理
3.1.1 取200μL脑胶质瘤类器官样本至1.5mL EP管中，取之前将样本上下颠倒混匀。
[bookmark: OLE_LINK8]3.1.2 在样本中加入500μL的Buffer FLA，上下颠倒混匀10秒，10000rpm室温离心1min，去除上清，留下细胞核沉淀。（如果裂解不彻底，出现分层，可再加入500μL的Buffer FLA重新裂解一次）
3.2 类器官DNA提取
参考商品化试剂盒提取DNA，建议洗脱体积20ul左右，浓度在50ng/ul-200ng/ul。
3.3 类器官DNA文库构建
3.3.1 片段化
将提取的基因组DNA用超声打断仪打断或者用酶切，将DNA片段化处理。
3.3.2 末端修复
DNA片段进行末端修复，向3’端加上腺嘌呤（A）尾巴，5’端磷酸化。
3.3.3 接头连接
在DNA的两端连接上可以与测序芯片结合的接头。
3.3.4 文库PCR富集及PCR产物纯化。
3.3.5 文库质检
使用Qubit测定文库浓度进行质检，产物总量高于300ng以上合格；DNA片段集中在200bp-400bp，且无明显杂峰，无大量小片段及大片段，则文库合格。
3.4 杂交
3.4.1 对文库进行杂交封闭，真空浓缩。
3.4.2 在浓缩后的文库加入杂交缓冲液以及杂交探针，进行文库杂交捕获。
3.4.3 然后用配制好的洗脱液，准备链霉亲和素磁珠。
3.4.4 文库与链霉亲和素磁珠结合。
3.4.5 使用提前配制好的洗脱液洗脱未结合DNA。
3.4.6 接着将捕获文库的PCR富集，富集后将PCR产物纯化。
3.4.7 质检：使用Qubit测定文库浓度，浓度不低于1ng/μL，则为合格。
3.5 类器官分子分型鉴定
对于脑胶质瘤而言，建议分为多种亚型，包括星形细胞脑胶质瘤、弥漫性胶质母细胞瘤、少突胶质细胞瘤等。这些亚型可以通过检测肿瘤细胞中的分子标记物来进行鉴定：星形细胞脑胶质瘤（IDH1、ATRX、p53），弥漫性胶质母细胞瘤（1p/19q染色体缺失、IDH1、MGMT甲基化），少突胶质细胞瘤（BRAF V600E、FGFR1基因重排），短暂性胶质细胞增生症（BRAF V600E、CDKN2A）。
此外，针对脑胶质瘤类器官的鉴定，可以将正常脑组织分为神经元和神经胶质细胞两个主要谱系。神经胶质细胞又可分为多个亚型，包括少突胶质细胞、星形胶质细胞和寡突胶质细胞等。在脑胶质瘤类器官中，通常会检测神经干细胞标记物CD133、CD15和CD44等，以及神经胶质细胞标记物GFAP和S100B等。以上识别脑胶质瘤或者正常脑胶质细胞的生物标志物均可用于分子层面的鉴定，包括但不限于RNA-seq或者荧光定量PCR实验用于检测目标基因的转录水平变化，免疫印迹实验用于检测目标蛋白表达水平变化等。
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