
ICS07.080
CCSA40

团   体   标   准

T/CSCB0021—2024

人 胰 腺 癌 类 器 官

Humanpancreaticcancerorganoids

2024-10-28发布 2024-12-31实施

中国细胞生物学学会 发 布

中 国 标 准 出 版 社 出 版



目  次

前言 Ⅲ…………………………………………………………………………………………………………

1 范围 1………………………………………………………………………………………………………

2 规范性引用文件 1…………………………………………………………………………………………

3 术语和定义 1………………………………………………………………………………………………

4 缩略语 1……………………………………………………………………………………………………

5 一般要求 2…………………………………………………………………………………………………

6 技术要求 2…………………………………………………………………………………………………

7 检验方法 3…………………………………………………………………………………………………

8 使用说明 3…………………………………………………………………………………………………

9 标签 4………………………………………………………………………………………………………

10 运输和储存 4………………………………………………………………………………………………

附录A(资料性) 类器官组织病理检测 石蜡包埋法 6…………………………………………………

附录B(资料性) 类器官基因突变检测 测序法 7………………………………………………………

附录C(资料性) 类器官存活率检测 钙黄绿素AM染色法 8…………………………………………

附录D(资料性) 类器官STR鉴定 9………………………………………………………………………

参考文献 11……………………………………………………………………………………………………

Ⅰ

T/CSCB0021—2024



前  言

  本文件按照GB/T1.1—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。
本文件由中国细胞生物学学会标准工作委员会提出。
本文件由中国细胞生物学学会归口。
本文件起草单位:上海市肿瘤研究所、上海交通大学医学院附属仁济医院、上海市第六人民医院、

同济大学生命科学与技术学院、中国科学技术大学附属第一医院(安徽省立医院)、复旦大学附属华山医

院、中国科学院大学附属肿瘤医院(浙江省肿瘤医院)、天津医科大学总医院、天津市肿瘤医院、广州国家

实验室、北京干细胞与再生医学研究院、中国科学院动物研究所、北京工商大学、复旦大学附属中山医

院、复旦大学生物医学研究院、四川大学华西医学院、哈尔滨医科大学附属肿瘤医院、郑州大学、复旦大

学附属肿瘤医院、山东省肿瘤医院、嘉兴市第二医院、中国科学技术大学生命科学与医学部、上海长海医

院、上海长征医院、云南大学生命科学院、复旦大学公共卫生学院、上海交通大学医学院附属瑞金医院、
上海四一一医院、上海市浦东新区公利医院、广西医科大学国际教育学院、上海交通大学高等研究院、
上海健康医学院、同济大学附属东方医院、华中科技大学同济医学院附属协和医院、华中科技大学同济

医学院附属同济医院、上海交通大学附属同仁医院、浙江大学基础医学院、上海万何圆生物科技有限

公司。
本文件主要起草人:向冬喜、刘颖斌、何爱娜、高绍荣、刘连新、王永刚、肖秀英、钟来平、程向东、

宫婷、贾斌、周尊强、王亚龙、赵同标、郝捷、马爱进、华国强、赵红玲、楼文晖、曹晖、储以微、杨庆诚、
李志辉、王嘉倍、郑桐森、朱平平、张剑、邢力刚、周长春、朱栋元、刘增军、陈刚、王晓光、单革、蒋斐、王湛、
姜萌、张宁、刘泽兵、张子臻、朱寅杰、钱晓哲、林晓琳、韩婷、陈茂荣、邹华春、康文岩、朱晓斐、尹小兰、
许凤、高钢龙、康晓楠、龚帅、马秀梅、陈盛、曹杰、刘天舒、崔越宏、谢莹、王许安、张建明、孔宪明、董春燕、
张勇、邹燕梅、汤丽娜、赵铜超、张剑军、徐鹏飞、牛耿明、魏桂英、徐鹤鸣、赵莎莎、刘晓、曹东艳、于斌、
李思奇。 
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人 胰 腺 癌 类 器 官

1 范围

本文件规定了人胰腺癌类器官的一般要求、技术要求、检测方法、检验规则、使用说明、标签、运输和

储存。
本文件适用于胰腺癌患者来源的人胰腺癌类器官的体外制备和检测。

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。
中华人民共和国药典(2020年版 三部)

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

3.1
类器官 organoids
由干细胞或前体细胞体外培养形成的,包含组织器官特异性的多种细胞,能自我更新,具有特定器

官关键结构和功能特性的三维(3D)细胞培养物。
[来源:T/CSCB0014—2022,3.1,有修改]

3.2
人胰腺癌类器官 humanpancreaticcancerorganoids
由病理诊断为胰腺癌患者的胰腺肿瘤细胞培养而成的具有胰腺癌特征的三维(3D)细胞培养物。

3.3
类器官传代 organoidpassage
体外培养的类器官经过物理、化学和/或生物处理方法,将原有类器官分成更小细胞簇甚至是单细

胞,重新接种到与原培养条件相同的新培养体系中进行体外培养的过程。

3.4
类器官冻存 organoidcryopreservation
类器官暂时脱离生长状态,并保持其细胞组成、基因表达特征及功能特性的低温冷冻过程。

3.5
类器官复苏 organoidthawing
冻存的类器官重新获得生长和代谢活力的过程。

4 缩略语

下列缩略语适用于本文件。
1
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3D:三维(ThreeDimension)

DAB:二氨基联苯胺(Diaminobenzidine)

DMSO:二甲基亚砜(DimethylSulfoxide)

DNA:脱氧核糖核酸(DeoxyribonucleicAcid)

H&E:苏木精-伊红(HematoxylinandEosin)

PBS:磷酸盐缓冲溶液(Phosphate-BufferedSaline)

PCR:聚合酶链式反应(PolymeraseChainReaction)

STR:短串联重复序列(ShortTandemRepeat)

5 一般要求

5.1 原材料

5.1.1 原材料的获取应符合国内认可的伦理和当地的法律法规。

5.1.2 根据使用目的,人胰腺癌类器官研究和生产组织应建立相应的供者评估标准。

5.2 过程和信息管理

5.2.1 应对人胰腺癌类器官的原材料获取、制备、检测、运输和储存等过程中影响产品质量的关键因素

进行记录,并建立唯一标识,确保能够对过程进行溯源。

5.2.2 应明确记录的最短保留时间,确保记录完整性和记录存储的安全性。

6 技术要求

6.1 形态

人胰腺癌类器官在光学显微镜下呈现出致密球体囊状、类球形或圆管状形态特征,边缘清晰、透亮。

6.2 组织病理学特征

6.2.1 类器官中的细胞应与原肿瘤组织中的肿瘤细胞的异型性特征保持一致,如核深染、核分裂象异

常、核质比例失调等。

6.2.2 应对类器官进行相关标志物的免疫组化检测,检测结果应与原肿瘤组织结果基本一致。检测的

标志物包括但不限于CK19和CK7。

6.3 遗传特征

应对类器官进行基因变异检测,检测结果应与原肿瘤组织的基因变异结果基本一致。检测的基因

包括但不限于NRG1 和KRAS。

6.4 体外培养及生长

6.4.1 从胰腺癌患者来源的人胰腺癌组织或细胞,初次在体外构建成类器官后,应能传代至少3代。

6.4.2 当类器官传代后,应能在体外重新生长成为新的类器官,且与传代前类器官的形态、组织病理学

特征和遗传特征应保持一致。

6.5 类器官存活率

复苏的人胰腺癌类器官存活数量应不低于冻存前数量的50%,且存活的类器官在体外应能进行传

2
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代培养。

6.6 微生物

应对真菌、细菌、支原体、病毒进行检测并记录。

6.7 STR

应与供体STR一致。

7 检验方法

7.1 形态

体外三维培养类器官,使用光学显微镜观察。

7.2 组织病理学特征

参照附录A进行检测。

7.3 遗传特征

参照附录B进行检测。

7.4 体外培养及生长

体外三维培养类器官可通过光学显微镜进行拍照,显微镜附带比例尺进行类器官的直径测量,并进

行数量统计。

7.5 存活率

参照附录C检测。

7.6 微生物

7.6.1 真菌及细菌

按照《中华人民共和国药典(2020年版 三部)》中“1101无菌检查法”检测。

7.6.2 支原体

按照《中华人民共和国药典(2020年版 三部)》中“3301支原体检查法”检测。

7.6.3 外源病毒因子

按照《中华人民共和国药典(2020年版 三部)》中“3302外源病毒因子检查法”检测。

7.7 STR

参照附录D检测。

8 使用说明

应至少包括以下内容:
3
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a) 名称;

b) 代次;

c) 数量;

d) 生产日期;

e) 生产批号;

f) 生产组织;

g) 储存条件;

h) 运输条件;

i) 联系方式;

j) 使用方法;

k) 执行标准号;

l) 生产地址;

m) 邮政编码;

n) 注意事项。
注:根据用户需求,提供内毒素结果。

9 标签

应至少包括以下内容:

a) 名称;

b) 代次;

c) 数量;

d) 生产批号;

e) 生产组织;

f) 生产日期。

10 运输和储存

10.1 运输

10.1.1 根据人胰腺癌类器官的使用要求,选择合适的运输方式和运输条,保证人胰腺癌类器官生物学

特性、安全性、稳定性和有效性。

10.1.2 人胰腺癌类器官的运输宜考虑但不限于人胰腺癌类器官特性、承载人胰腺癌类器官的容器、运
输路线、运输条件、运输设备、运输方式、运输风险和保障措施等因素。

10.1.3 运输条件的控制应包括但不限于温度范围、振荡、无污染、设备性能和适当的包装等。

10.1.4 应根据用户要求提供相应的随行检验文件和技术指导文件。

10.1.5 应在必要时检查运输中的包裹,并在可能的情况下添加新的冷冻源(如干冰和液氮)以保持适

宜的运输温度。

10.2 储存

10.2.1 应采取优化后的冻存程序和方法以最大限度地减少冻融过程中对人胰腺癌类器官的损伤,以
确保其正常功能不过多受冻融影响。

10.2.2 应记录人胰腺癌类器官的冻存信息,包括但不限于:

a) 名称;
4
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b) 批号;

c) 数量;

d) 传代次数;

e) 冷冻日期;

f) 冻存液成分;

g) 操作者姓名。

10.2.3 应对人胰腺癌类器官储存条件进行记录,包括但不限于:

a) 储存条件;

b) 储存日期;

c) 储存期限;

d) 储存人员。

5
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附 录 A
(资料性)

类器官组织病理检测 石蜡包埋法

A.1 仪器和设备

A.1.1 石蜡包埋仪器。

A.1.2 石蜡切片机。

A.1.3 光学显微镜。

A.2 试剂

除特别说明外,所用试剂均为分析纯,检测用水均为去离子水。

A.2.1 石蜡切片制备试剂:按照相应要求配制石蜡包埋需要试剂,包括固定液、脱水液、石蜡、脱蜡液、
复水液、乙醇、二甲苯、中性树脂。

A.2.2 H&E染色试剂:苏木精、伊红。

A.3 检测步骤

A.3.1 样品准备和固定

取体外培养的类器官,用移液器吸出类器官和基质胶混合物,转移至15mL离心管内,离心弃上

清,用4%多聚甲醛固定类器官15min~30min。

A.3.2 类器官石蜡切片制作

按照石蜡切片制作方法对类器官样品进行固定,脱水,透明后浸入石蜡中,用石蜡包埋仪器进行包

埋。用石蜡切片机切成标准厚度,制成石蜡切片。

A.3.3 H&E染色

将类器官石蜡切片进行脱蜡,复水,用苏木精染色,分化后冲水。接着用伊红染色,乙醇脱水,二甲

苯透明,中性树脂封片。

A.3.4 免疫组化染色

将类器官石蜡切片进行脱蜡,复水,抗原修复,加封闭液进行封闭。加一抗孵育,PBS清洗。加对

应二抗,PBS清洗。用DAB进行显色,加水终止显色反应。苏木精衬染,盐酸透明后冲水。乙醇脱水,
二甲苯透明,中性树脂封片。

A.4 结果分析

得到的检测结果由具有病理诊断资质的人员分析和判定,并与原肿瘤组织病理检测结果具有一

致性。

6
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附 录 B
(资料性)

类器官基因突变检测 测序法

B.1 仪器和设备

离心机。

B.2 试剂

按相应要求准备的细胞DNA抽提试剂盒。

B.3 样本保存

样品制备好后,于-80℃以下保存。

B.4 检测步骤

B.4.1 样品制备

将类器官在基质胶中培养至稳定生长状态,用移液器吹打基质胶,至基质胶破碎后,混合液收集于

离心管中,离心收集类器官,弃上清。

B.4.2 DNA提取

按细胞DNA抽提试剂盒说明书对类器官基因组DNA进行提取。

B.4.3 测序

将类器官DNA样本和原肿瘤组织送至具有临床基因检测资质的机构进行一代测序或二代测序检

测,或采用ARMS法、ddPCR法等对基因位点进行检测。

B.5 结果分析

分析基因突变位点,比较类器官测序和原肿瘤组织测序结果的一致性。

7

T/CSCB0021—2024



附 录 C
(资料性)

类器官存活率检测 钙黄绿素AM 染色法

C.1 仪器和设备

C.1.1 倒置显微镜。

C.1.2 荧光显微镜。

C.2 试剂

除特别说明外,所用试剂均为分析纯,检测用水均为去离子水。

C.2.1 细胞级别DMSO。

C.2.2 pH为7.4的PBS。

C.2.3 储存液的配制(钙黄绿素AM溶液):用细胞级别DMSO制备2mmol/L的钙黄绿素AM溶液。

C.3 检测步骤

C.3.1 类器官总数量计数

将体外培养的类器官置于光学显微镜下,观察其形态和状态,通过肉眼观察来确定类器官是否符合

6.1类器官形态要求,对直径≥20μm的类器官计数。

C.3.2 活类器官数量计数

试验时,取出已经配制好的钙黄绿素AM储存液,加入钙黄绿素AM 溶液到培养基中至终浓度为

0.2μmol/L。随后在37℃条件下孵育60min。到达时间后,用PBS缓慢清洗掉带有钙黄绿素AM的

培养基,加入新鲜培养基。用490nm激发波长,515nm发射波长的滤光片的荧光显微镜观察类器官并

拍照。活类器官在荧光显微镜下显示为绿色且边缘清晰。对直径≥20μm的活类器官计数。

C.4 类器官存活率计算

类器官存活率按照公式(C.1)进行计算:

X =(N活/N总)×100% …………………………(C.1)

  式中:

X ———类器官存活率;

N活———活类器官数量;

N总———总类器官数量。

C.5 结果分析

按照C.3步骤再重复两次,计算三次活类器官比率结果的平均值,记为类器官平均存活率。

C.6 精密度

在重复性条件下获得的三次独立测定结果的绝对差值不应超过算术平均值的10%。

8
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附 录 D
(资料性)

类器官STR鉴定

D.1 仪器和设备

D.1.1 离心机。

D.1.2 PCR仪。

D.1.3 毛细管电泳仪。

D.1.4 微量紫外分光光度计。

D.2 试剂

D.2.1 细胞DNA抽提试剂盒。

D.2.2 STR细胞鉴定试剂盒。

D.3 样本保存

样品制备好后,于-80℃以下保存。

D.4 检测步骤

D.4.1 样品制备

将类器官在基质胶中培养至稳定生长状态,用移液器吹打基质胶,至基质胶破碎后,混合液收集于

离心管中,离心收集类器官,弃上清。

D.4.2 DNA提取

D.4.2.1 按细胞DNA抽提试剂盒说明书对类器官和原肿瘤组织基因组DNA进行提取。

D.4.2.2 微量紫外分光光度计检测提取后的DNA的吸光度A260/A280的比值在1.8~2.0之间。

D.4.2.3 DNA样本要求:DNA体积≥20μL,浓度≥50ng/μL。

D.4.3 PCR扩增

D.4.3.1 按照标准PCR扩增方法对STR位点进行扩增,也可按照经过质检合格的商业化试剂盒说明

书进行。

D.4.3.2 设置阴性对照组、样本检测组和阳性对照组。阴性对照组采用无菌水为模板进行PCR扩增,
样本检测组以类器官和原肿瘤组织样本提取的DNA为模板进行PCR扩增,阳性对照组采用DNA模

板进行扩增。

D.4.3.3 采用琼脂糖凝胶电泳确认PCR扩增产物、阴性对照组和阳性对照组。阴性对照组无目的条

带,阳性对照组有清晰的目的条带。

D.4.4 STR基因分型检测

使用毛细管电泳基因分析仪对PCR扩增产物进行检测,并得到STR遗传图谱数据。阳性对照组

有清晰的目的条带。类器官与原肿瘤组织的扩增条带应一致。
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D.5 结果分析

D.5.1 当STR位点的等位基因含有相同重复次数时,图谱仅出现1个等位基因峰;当含有不同重复次

数时,图谱会出现2个等位基因峰。当阴性对照组无等位基因峰出现,阳性对照组检测结果与其标准基

因分型数据一致时视为有效检测。

D.5.2 在检测有效的前提下,若受检样本STR位点出现2个以上的等位基因峰,经过重复实验排除引

物结合区突变等干扰因素后,判定受检样本存在交叉污染。
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