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 前 言 

本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则  第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定

起草。 

请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。 

本文件由国家药品监督管理局提出。 

本文件由全国医用临床检验实验室和体外诊断系统标准化技术委员会（SAC/TC 136）归口。 

本文件起草单位： 
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医学实验室和体外诊断系统 实体肿瘤类器官药物敏感性检测通用

技术要求 

1 范围 

本文件规定了实体肿瘤类器本文件规定了实体肿瘤类器官的药物敏感性检测的基本要求、数据处

理和数据管理等。 

本文件适用于医学实验室进行实体肿瘤活组织类器官的构建及其在化疗、靶向药物敏感性的检测。

药品开发实验室亦可参考本文件。 

2 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。 

3 术语和定义 

下列术语和定义适用于本文件。 

 

肿瘤类器官 tumor organoid 

由肿瘤患者自体肿瘤组织或细胞样本中提取的肿瘤细胞，通过三维（3D）培养形成的，可以在体外

扩增并重现原始肿瘤的关键组织病理学、遗传和表型特征。 

 

支架材料 scaffold 

用于辅助或支撑类器官体外培养的生物材料，包括天然材料如基质胶和合成材料。 

 

类器官传代 passage 

将培养至一定大小、状态良好的类器官制备为单细胞悬液或小细胞团，再进行培养形成新的类器官

的过程。 

 

类器官冻存 cryopreservation 

将类器官经低温冷冻处理后在低温环境下长期保存并保持类器官组成、形态和功能特征的低温冷

冻过程。 

 

类器官复苏 recovery 

将冻存的类器官解冻后进行培养，恢复类器官生长状态的过程。 

 

药物敏感性检测 drug sensitivity tests 

测定药物在体外对细胞活性有无抑制作用的试验。 
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半数抑制浓度 IC50 

指在体外试验中（in vitro），在特定暴露时间后，药物抑制50%（细胞/靶点/特定蛋白等）所需

的药物浓度。 

 

细胞活性 cell viability 

测定细胞群总体活力的指标，指标的测定取决于试验终点和所用的设计方案，并与细胞总数和/或 

活性细胞数量相关。 

4 操作方法和基本要求 

4.1 肿瘤样本的采集 

4.1.1 采集样本的法律法规要求 

肿瘤样本的采集、处理、使用应满足我国相关法律法规。 

4.1.2 采集样本的要求 

依据采集肿瘤样本类型不同和实际药敏检测数量需求，进行样本的采集。如： 

实体组织样本量建议≥0.005g，约为1条穿刺物（1cm长）的重量； 

恶性积液样本量建议≥10mL； 

应结合术中病理结果判断，采集肿瘤细胞含量高的肿瘤组织。样本中的坏死组织、纤维化组织、脂

肪、血液附带占比尽量少。 

4.1.3 采集样本的保存和运输 

样本采集后建议10分钟内保存于组织保存液中，保存容器应密封完全，不可外渗漏液；运输温度建

议为2~8℃，不可低于0℃或高于25℃；组织样本应快速转运至实验室，转移时间最多不超过48h；采样

后2~4h内构建类器官最佳。 

4.1.4 采集样本信息的保存和记录 

应建立构建类器官前采集样本的完整信息记录。如：患者信息、肿瘤样本信息、医院信息、运输信

息、拍照留存记录等。 

4.2 肿瘤类器官的构建 

4.2.1 样本处理 

对采集后的肿瘤样本应经过处理和消化。样本处理后获得的细胞，细胞活性一般应≥50%，肿瘤细

胞含量应≥10%。对于坏死严重，活力不好的组织样本，可根据实际样本情况进行判断；是否进行肿瘤

细胞含量的确定，可根据取材肿瘤组织的数量进行判断。如果取材样本过少，肿瘤细胞含量可在4.2.3 

中进行确认。 

4.2.2 样本接种 

对消化后样本接种后进行3D类器官培养。接种密度应≥50cells/μL，接种体积应≥5μL/孔，培养

基体积应≥50μL/孔。 
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4.2.3 肿瘤类器官的培养 

接种物经过3D类器官培养1~14天后，镜下观察，应形成囊性、致密性、空泡性等不同多细胞团簇等

形态的类器官，类器官边缘光滑透亮；培养期间，可观察到类器官的生长；培养期间无肉眼或显微镜可

见的细菌/真菌污染。如：培养基混浊、混浊物漂起、黑色细沙状、背景黑点、细胞形态改变或漂浮等。

当3D培养后的肿瘤类器官，满足药敏检测需求后，可进入药敏检测用肿瘤类器官的接种或铺板以及传代

实验。 

药敏检测肿瘤类器官铺板要求：肿瘤细胞含量应≥50%、细胞活性应≥50%（对于铺板前细胞活性比

率达不到50%的类器官，应调整接种密度，使接种活细胞数量满足药敏检测要求）、直径大于30μm以上

的类器官比率大于20%。 

4.2.4 肿瘤类器官培养基培养性能的要求 

根据不同癌种，采用相应的肿瘤类器官质控株或标准株，使用类器官培养基进行3D培养。培养1~7

天内，应形成既往的类器官形态。类器官数量倍增应≥2倍、可持续倍增时间应≥4周、类器官比率应≥

40%。 

应在器官培养基的出厂检验中对检类器官培养基的理化性能进行检验：如，培养基渗透压、培养基

细菌内毒素、培养基无菌检查等应满足培养基的质控要求。 

应在器官培养基的出厂检验中（或研发阶段），对类器官培养基对培养后培养物与原组织的一致性

进行鉴定：检测经培养基培养后的肿瘤类器官与来源样本在全基因组序列上的一致性；或通过肿瘤类器

官质控株或标准株，检定经类器官培养基培养后，培养物之间在全基因组序列上的一致性。全基因组序

列的一致性应≥90%。 

4.3 肿瘤类器官的药敏检测 

选择满足药敏检测需求的肿瘤类器官进行铺板及后续药物敏感性检测实验。铺板、加药、换液等操

作可手动或利用自动化设备进行。药敏实验可采用细胞活性测试、类器官图像分析等方法，利用酶标仪

或化学发光分析系统、光学显微镜或高内涵成像分析等设备完成药物敏感性判读。 

4.3.1 药敏检测用肿瘤类器官的接种和铺板 

根据药敏检测的方法不同，接种或铺板的类器官应满足4.2.3 中的要求；接种密度应≥100 cells/

μL；接种方式可以根据实验技术方法进行选择。如： 

单细胞接种：接种以单细胞或3~5细胞形成的细胞簇为最佳，不宜有50μm以上的大细胞团存在；类

器官接种：宜选择直径为20~200μm的类器官进行接种，接种数量应≥3个类器官/孔。 

接种复孔设置：建议根据检测实验技术方法，以满足数据质量和稳定性要求为依据，进行复孔的设

置。 

4.3.2 药敏检测用类器官的质控 

类器官药敏检测过程中，应设置类器官质控株。如： 

体系类器官质控株：应观察到质控株生长，应设置相应的技术指标：直径/数量/增值率 

药敏类器官质控株：应设置包含试剂盒检测范围内的药物的敏感株/耐药株，每次药敏实验的药敏

结果应一致。 

4.3.3 药敏检测用类器官的加药与检测 
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根据不同药敏检测方法的要求，药敏实验所用药物应使用适宜的溶剂（DMSO、无菌水、PBS等）配

置成一定浓度的溶液进行保存，可根据需要稀释至使用浓度进行药敏检测实验； 

检测药物的浓度点设置：应≥1个(曲线建议5个)，并设置阴性对照1组、阳性对照1组、空白对照1

组； 

根据不同药敏检测技术体系进行铺板后培养及药物接触，类器官铺板后培养时间应≥1天，类器官

加药接触时间应≥1天，后检测细胞活性。 

4.4 肿瘤类器官的冻存与复苏 

复苏要求：需要先对冻存的肿瘤类器官在适宜的升温条件（一般为37℃水浴）下进行快速解冻处理，

去除冻存液后进行类器官的再次培养或其他处理。 

冻存要求：类器官生长至100-500μm时，可进行冻存。 

5 数据处理 

5.1 检验结果解释 

肿瘤细胞抑制率用于体现采用药物或理化方式对肿瘤细胞活性的杀伤效果。肿瘤细胞抑制率越高，

表示药物对肿瘤细胞生长抑制的效果越强。该结果基于患者类器官模型的药物生理浓度计算得到，未考

虑药物不良反应、药物相互作用等风险，应仅供临床参考使用。 

5.2 药敏数据分析 

数据分析和结果判定应基于药敏检测实验的具体实验技术方法，以下以细胞活力分析法和图像分

析法进行举例，不限于以下两种方法。 

5.2.1 细胞活力分析法 

细胞活性可通过多种方法检测，例如离子膜渗透率、细胞代谢活性和ATP水平。常见的细胞活性检

测方法有MTT法、WST-1法、CCK-8法、CTG法、BrdU法和Live/Dead法等。分析过程应设置阴性对照组（为

未加药对照组的吸收值）及空白组（为培养基的背景吸收值），计算细胞活力值和抑制率。 

1) 分别计算阴性对照组和空白组的发光值（或均值）； 

2) 细胞活力值＝（加药组 OD-空白组 OD）/（阴性对照组 OD-空白组 OD）×100%； 

3) 抑制率＝[1-（加药组 OD-空白组 OD）/（阴性对照组 OD-空白组 OD）]×100%。 

4) IC50 的计算：根据药物浓度及对应的细胞活力值，对下面公式进行非线性最小二乘法的

拟合，拟合出的参数为 IC50 值以及 slope 值。 

 细胞活力值 =
100

(1+(
IC50

drug concentration
)

𝑆𝑙𝑜𝑝𝑒
)
 ···················································· (1) 

式中：IC50 代表药物半抑制浓度值，Slope 代表坡度值，drug concentration 代表每个孔的不同的药

物浓度。 

5) 数据质控：计算 Z factor（应≥0.5），Z=1-[3×(σ 对照+σ 空白)/丨 对照- 空白丨] 

式中： 

Z — 实验 Z factor； 

对照 —阴性对照发光值的平均值； 

空白 —空白对照发光值的平均值； 

σ对照 —阴性对照发光值的标准方差； 

σ空白 —空白对照发光值的标准方差。 
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5.2.2 图像分析法 

可使用类器官类器官培养过程中及铺板当天的显微镜下的类器官图片、利用分析软件统计类器官

的数量、直径、面积等判断类器官的生长情况。 

可使用类器官用药前显微镜下图片、用药后显微镜下图片，利用分析软件统计类器官的数量、直径、

面积、灰度等判断类器官对药物的反应。 

注： 图像收集可使用光学显微镜或高内涵成像分析等仪器设备。 

5.3 药敏检测结果的呈现 

药物敏感性检测结果可以不同方式呈现，如，以半数抑制浓度（IC50）、药物最大血药浓度下（Cmax）

肿瘤生长抑制（tumor growth inhibition，TGI）、几分类法（如，二分类法分出的敏感和耐药；三分

类法分出的敏感、一般、耐药）等形式呈现，但不限于以上方式。 

6 数据管理 

结合肿瘤类器官的使用目的，制订数据管理规范，利用人工记录或数字化软件实施数据管理，包括

但不限于数据内容及保存时间、数据管理与使用的权限及责任。详细的临床样本数据管理可参照国家药

品监督管理局颁布的《药物临床试验质量管理规范》（GCP）中的数据管理部分内容。 

7 废弃物处理 

在组织样本采集、保存和运输，肿瘤类器官制备、传代、冻存、复苏，肿瘤类器官鉴定，肿瘤类器

官药物敏感性测试等操作过程中产生的废弃物，应按照 GB 19489—2008 中7.19 和 GB/T 38736—2020 

中 3.1 的要求，遵循《医疗废物管理条例》丢弃到指定地点妥善处置。对于使用过的肿瘤类器官或不

合格的肿瘤类器官须严格按照生物样本处置与管理规范操作。 
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