
ICS07.080
CCSA40

团   体   标   准

T/CSCB0023—2024

人 胃 类 器 官

Humangastricorganoids

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 2……………………………………………………………………………………………………

5 一般要求 3…………………………………………………………………………………………………

6 技术要求 3…………………………………………………………………………………………………

7 检验方法 4…………………………………………………………………………………………………

8 使用说明 5…………………………………………………………………………………………………

9 标签 5………………………………………………………………………………………………………

10 运输和储存 5………………………………………………………………………………………………

附录A(资料性) 细胞类型标志基因检测 实时荧光定量PCR法 7……………………………………

附录B(资料性) 各类细胞组成比例检测 免疫荧光染色法 9…………………………………………

附录C(资料性) 泌酸功能检测 组胺刺激类器官吖啶橙染色 10………………………………………

附录D(资料性) 蛋白酶原分泌功能检测 蛋白酶原酶联免疫检测 11…………………………………

附录E(资料性) 类器官存活率检测 钙黄绿素AM染色法 12…………………………………………

附录F(资料性) 类器官STR鉴定 13……………………………………………………………………

参考文献 15……………………………………………………………………………………………………

Ⅰ

T/CSCB0023—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信号转导分会和干细胞生物学分会提出。
本文件由中国细胞生物学学会归口。
本文件起草单位:南昌大学、清华大学、中国科学院动物研究所、中山大学附属肿瘤医院、北京大学

肿瘤医院、广州国家实验室、北京干细胞与再生医学研究院、上海交通大学医学院附属仁济医院、中国科

学技术大学、上海市肿瘤研究所、中国科学院分子细胞卓越创新中心、中国医科大学、南昌大学第一附属

医院、南方医科大学附属广东省人民医院、广东省医学科学院、苏州大学、中国计量科学研究院、复旦大

学附属肿瘤医院、四川大学华西医院、中国标准化研究院、宁波市临床病理诊断中心、海军军医大学长海

医院、中国科学技术信息研究所、深圳华大生命科学研究院(国家基因库)、复旦大学附属中山医院、中国

食品药品检定研究院、华医再生科技有限公司、礼来中国肿瘤转化研究部、齐鲁制药创新药物研究院、上
海万何圆生物科技有限公司。

本文件主要起草人:陈晔光、赵同标、徐瑞华、沈琳、洪帆、王婷、王亚龙、谭榕辉、刘颖斌、姚雪彪、
向冬喜、惠利健、熊建萍、高栋、苗智峰、赵冰、郝捷、李勇、胡士军、傅博强、华国强、曾昭蕾、陈崇、吴健民、
王长林、汪春年、湛先保、朱礼军、李启沅、李卡、彭耀进、吴婷婷、赵红玲、王磊、牛帅帅、宋琛、于春萍、
杨莹莹、牛耿明。
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人 胃 类 器 官

1 范围

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

储存。
本文件适用于人胃上皮组织及人多能干细胞来源的胃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
人胃类器官 humangastricorganoids
由人体正常胃上皮组织来源的干细胞或人多能干细胞在体外培养的,能够自我组建,能生长更

新,且具有多种成熟胃上皮细胞类型的三维(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。

3.6
胃干细胞 gastricstemcell
能分化形成所有胃上皮细胞类型的干细胞。
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3.7
胃干细胞分化 gastricstemcelldifferentiation
在分裂过程中,其子细胞逐渐产出形态结构、基因表达、功能特征各不相同的包括胃表面黏液细胞、

胃壁细胞、胃主细胞、胃颈黏液细胞和胃内分泌细胞等细胞类群的过程。

3.8
胃增殖性细胞 gastricproliferativecell
由胃干细胞初步扩增而来,具有高度增殖能力,并能进一步分化为各类成熟胃上皮细胞的胃上皮

细胞。

3.9
胃表面黏液细胞 gastricsurfacemucouscell
位于胃腺体的顶部,通过分泌黏液保护细胞免受胃酸的损伤,能构成胃黏膜第一道屏障的胃上皮

细胞。

3.10
胃壁细胞 gastricparietalcell
分布于胃体和胃窦的泌酸型腺体中,位于胃腺体的颈部,主要负责分泌胃酸和内因子,细胞内富含

胞内小管、微管泡和线粒体,在食物消化和包括磷酸盐、钙和铁等矿物质吸收中起重要作用的胃上皮

细胞。

3.11
胃主细胞 gastricchiefcell
分布于胃体和胃窦的泌酸型腺体中,位于腺体的底部,细胞内含丰富的粗面内质网、酶原颗粒和线

粒体,主要负责合成和释放胃蛋白酶原的胃上皮细胞。

3.12
胃颈黏液细胞 gastricmucousneckcell
一般位于胃腺体的颈部或底部,主要负责分泌黏液,胞质内充满黏原颗粒,并与其他细胞分泌的黏

液一起构成胃黏膜屏障的胃上皮细胞。

3.13
胃内分泌细胞 gastricendocrinecell
细胞通常呈单个分散于其他胃上皮细胞之间,受管腔食物刺激或酸碱度(pH)变化等影响而分泌胃

激素的胃上皮细胞;细胞呈不规则圆锥形,细胞底部胞质中含有大量分泌颗粒,能细分为多种具有不同

分泌功能的胃内分泌细胞亚型。

4 缩略语

下列缩略语适用于本文件。

3D:三维(ThreeDimension)

Ct:循环数的荧光阈值(Cycle-threshold)

DAPI:4,6-二氨基-2-苯基吲哚(4,6-diamino-2-phenylindole)

DMSO:二甲基亚砜(DimethylSulfoxide)

DNA:脱氧核糖核酸(DeoxyribonucleicAcid)

PBS:磷酸盐缓冲液(PhosphateBufferSaline)

PCR:聚合酶链式反应(PolymeraseChainReaction)

RNA:核糖核酸(RibonucleicAcid)

STR:短串联重复序列(ShortTandemRepeat)
2
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5 一般要求

5.1 原材料

5.1.1 原材料的获取及其在研究中的使用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,人胃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 应对人胃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

人胃上皮组织来源的胃类器官在光学显微镜下应为单囊泡或多囊球状,外侧为紧密接触的柱状上

皮细胞、边缘清晰、细胞透亮。
人多能干细胞来源的胃类器官在光学显微镜下应为囊泡或囊球状,具有腺体结构。

6.2 染色体核型

应与供体核型一致。

6.3 标志基因

人胃体组织来源及人多能干细胞来源的胃类器官应检测到胃增殖性细胞中的标志基因MKI67、胃
表面黏液细胞中的标志基因MUC5AC、胃壁细胞中的标志基因ATP4B、胃主细胞中的标志基因PGC、
胃颈黏液细胞中的标志基因MUC6和胃内分泌细胞中的标志基因CHGA 的表达。人胃窦组织来源的

胃类器官还应检测到胃干细胞中的标志基因LGR5。

6.4 细胞组成

人胃体组织来源的胃类器官及人多能干细胞来源的胃类器官应含有MKI67阳性的胃增殖性细胞、

MUC5AC阳性的胃表面黏液细胞、ATP4B阳性的胃壁细胞、PGC阳性的胃主细胞、MUC6阳性的胃颈

黏液细胞和CHGA阳性的胃内分泌细胞。
人胃窦组织来源的胃类器官还应含有LGR5阳性的胃干细胞,且胃增殖性细胞的数量占比应不低

于10%,胃表面黏液细胞的数量占比应不低于5%,胃主细胞的数量占比应不低于5%,胃颈黏液细胞

的数量占比应不低于10%,胃内分泌细胞的数量占比应不低于1%。

6.5 功能指标

人胃类器官应具有壁细胞的泌酸功能,且应具有主细胞的蛋白酶原分泌功能。

6.6 体外培养及生长

6.6.1 从供者来源的胃上皮细胞组织在体外初次培养为类器官后,应能在体外传代至少2代。

6.6.2 新传代的类器官与上一代类器官应具有相同形态、存活率、标志基因表达、细胞组成和功能等
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特征。

6.7 类器官存活率

复苏的人胃上皮组织来源的胃类器官的存活数量应不低于冻存前数量的50%,且存活的类器官在

体外应可以进行传代培养。

6.8 微生物

应对真菌、细菌、支原体、病毒进行检测并记录。

6.9 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 染色体核型

按照《中华人民共和国药典(2020年版 三部)》中“生物制品生产检定用动物细胞基质制备及质量

控制”检测。

7.3 标志基因

参照附录A的方法检测。

7.4 细胞组成

参照附录B的方法检测。

7.5 功能指标

壁细胞的泌酸功能参照附录C的方法检测。主细胞的蛋白酶原分泌功能,参照附录D的方法

检测。

7.6 体外培养及生长

体外三维培养类器官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。

7.7 存活率

参照附录E的方法检测。

7.8 微生物

7.8.1 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。
4
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7.8.2 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。

7.8.3 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。

7.9 STR

参照附录F的方法检测。

8 使用说明

应至少包括以下内容:

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 根据人胃类器官的使用要求,选择合适的运输方式和运输条件,保证人胃类器官生物学特性、
5
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安全性、稳定性和有效性。

10.1.2 人胃类器官的运输宜考虑但不限于人胃类器官特性、承载人胃类器官的容器、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胃类器官的损伤,以确保

其正常功能不过多受冻融影响。

10.2.2 应记录人胃类器官的冻存信息,包括但不限于:

a) 名称;

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 应对人胃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。

6
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附 录 A
(资料性)

细胞类型标志基因检测 实时荧光定量PCR法

A.1 仪器和设备

A.1.1 聚合酶链式反应PCR仪。

A.1.2 实时荧光定量PCR仪。

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 磷酸盐缓冲液:pH为7.4。

A.2.2 商品化RNA提取试剂盒。

A.2.3 商品化RNA反转试剂盒。

A.2.4 商品化荧光定量PCR扩增试剂盒。

A.2.5 GAPDH及目标基因qPCR引物。

A.3 检测步骤

A.3.1 类器官样品制备

体外培养的类器官,吸去培养基。加入与培养基等体积的磷酸盐缓冲液(A.2.1),吸去缓冲液。重

复一次。

A.3.2 类器官RNA提取

按照商品化RNA提取试剂盒(A.2.2)进行类器官RNA提取,操作按照试剂盒说明书进行。

A.3.3 类器官cDNA制备

取1μg类器官RNA,利用聚合酶链式反应PCR仪(A.1.1),按照商品化RNA反转试剂盒(A.2.3)

进行类器官RNA反转。操作按照试剂盒及仪器说明书进行。

A.3.4 基因表达情况确定

取A.3.3类器官RNA反转产物,利用实时荧光定量PCR仪(A.1.2),结合商品化荧光定量PCR扩

增试剂盒(A.2.4)和GAPDH及目标基因qPCR引物(A.2.5),按照试剂盒说明书进行实时荧光定量检

测。参照检测曲线确定Ct值,得到GAPDH的表达值CtG及目标基因表达值CtM。

A.3.5 目标基因表达情况分析

以GAPDH表达作为参照,得到目标基因的表达水平为:X=CtM/CtG。

A.4 计算与分析

按照步骤A.3.1~A.3.5再重复两次。计算三次类器官目标基因的表达水平,记为类器官目标基因

的平均表达水平。
7
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A.5 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 B
(资料性)

各类细胞组成比例检测 免疫荧光染色法

B.1 仪器和设备

激光共聚焦显微镜。

B.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。

B.2.1 磷酸盐缓冲液:pH为7.4。

B.2.2 商品化免疫荧光染色试剂盒。

B.2.3 目标蛋白质抗体。

B.3 检测步骤

B.3.1 类器官样品制备

体外培养的类器官,吸去培养基。加入与培养基等体积的磷酸盐缓冲液(B.2.1),吸去缓冲液。重

复一次。

B.3.2 类器官免疫荧光染色

通过商品化免疫荧光染色试剂盒(B.2.2)及目标蛋白质抗体(B.2.3),进行类器官免疫荧光染色,操
作按照试剂盒说明书进行。

B.3.3 免疫荧光染色阳性细胞观察

按照激光共聚焦显微镜进行观察及拍照。

B.3.4 目标基因表达情况分析

统计DAPI数量为类器官中细胞总数M,统计目标蛋白质阳性信号的细胞数量 N,得到目标蛋白

质阳性的细胞比例为X=N/M。

B.4 计算与分析

统计至少30个类器官中目标蛋白质阳性的细胞比例,取平均值后记为类器官中目标细胞类型的

比例。
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附 录 C
(资料性)

泌酸功能检测 组胺刺激类器官吖啶橙染色

C.1 仪器和设备

激光共聚焦显微镜。

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 磷酸盐缓冲液:pH为7.4。

C.2.2 商品化组胺。

C.2.3 商品化吖啶橙。

C.3 检测步骤

C.3.1 类器官组胺预处理

体外培养的类器官,在染色前30min先更换为含有100μmol/L的商品化组胺(C.2.2)的培养

基,在正常培养条件下孵育30min。

C.3.2 类器官吖啶橙染色

体外培养的类器官,吸去培养基。加入与培养基等体积的磷酸盐缓冲液(C.2.1),吸去缓冲液。重

复一次。用商品化的10μmol/L的商品化吖啶橙(C.2.3)对类器官进行染色。

C.3.3 阳性细胞观察

使用激光共聚焦显微镜分别在500nm~550nm和600nm~650nm发射波长下进行观察及拍照。

C.4 图像分析

分析图像,统计至少30个类器官中600nm~650nm发射波长下阳性细胞占500nm~550nm发

射波长下阳性细胞的比值。
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附 录 D
(资料性)

蛋白酶原分泌功能检测 蛋白酶原酶联免疫检测

D.1 仪器和设备

酶标仪。

D.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。

D.2.1 磷酸盐缓冲液:pH为7.4。

D.2.2 商品化人胃蛋白酶原I酶联免疫检测试剂盒。

D.3 检测步骤

D.3.1 类器官获取

体外培养的类器官,吸去培养基。加入与培养基等体积的磷酸盐缓冲液(D.2.1),吸去缓冲液。

D.3.2 人胃蛋白酶原I检测

按照商品化人胃蛋白酶原I酶联免疫检测试剂盒(D.2.2)进行检测,操作按照试剂盒说明书进行。

D.3.3 酶标仪检测

利用酶标仪检测吸光度。

D.4 含量分析

根据商品化试剂盒说明书计算人胃蛋白酶原I含量。
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附 录 E
(资料性)

类器官存活率检测 钙黄绿素AM 染色法

E.1 仪器和设备

E.1.1 显微镜。

E.1.2 荧光显微镜。

E.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。

E.2.1 细胞级别DMSO。

E.2.2 pH为7.4的PBS。

E.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。

E.3 检测步骤

E.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。

E.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。活的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。

E.4 类器官存活率计算

类器官存活率按照公式(E.1)进行计算:

X =(N活/N总)×100% ……………………(E.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。

E.5 计算与分析

按照E.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。

E.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%。
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附 录 F
(资料性)

类器官STR鉴定

F.1 仪器和设备

F.1.1 离心机。

F.1.2 PCR仪。

F.1.3 毛细管电泳仪。

F.1.4 微量紫外分光光度计。

F.2 试剂

F.2.1 细胞DNA抽提试剂盒。

F.2.2 STR细胞鉴定试剂盒。

F.3 样品保存

样品制备好后,于-80℃以下保存。

F.4 检测步骤

F.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。

F.4.2 DNA提取

F.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。

F.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。

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

F.4.3 PCR扩增

F.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。

F.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类器官所来源的正常胃上皮组织或类器官所来源的人多能干细胞提取的

DNA为模板进行PCR扩增,阳性对照组采用已确认STR位点的DNA模板进行扩增。

F.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。

F.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。类器官和类器官所来源的正常胃上皮组织或类器官所来源的人多能干细胞的扩增
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条带应一致。

F.5 结果分析

F.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。

F.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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