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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。

本文件由深圳市分析测试协会提出并归口。

本文件起草单位：南方科技大学、中国人民解放军总医院第五医学中心、华中科技大学同济医学院

附属协和医院、北京大学深圳医院、深圳市前海蛇口自贸区人民医院、深圳市人民医院、深圳市第三人

民医院、佛山人民医院、中山大学附属第五医院、澳门理工大学、香港大学、工大技术创新深圳有限公

司、深圳深检集团医学检验实验室、黑玉星岩国际科学技术（北京）有限公司、山西白求恩医院、深圳

市龙岗区人民医院、中国医学科学院北京协和医院、香港中文大学、南方科技大学医院、惠州市食品药

品检验所。

本文件主要起草人：李亮、施明、石磊、杨涛、吴珺、陈俊辉、崔勇、张茹、廖启彬、李志伟、毛

晓帆、严彦、李克峰、那溶、周大庆、肖伟敏、杨洋、冯慧晶、张煊、彭青、王筠、纪昕、陈山泉、毛

一雷、杨华瑜、矫昕霖、林泽斌、朱文娟、黄秀丽、江冠民、杨国武。
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IV

引 言

近年来，组织工程与再生医学的迅猛发展，推动类器官构建技术成为模拟人体器官生理病理功能的

关键环节。目前，减少动物实验，采用类器官等新型体外模型开展生命科学替代研究已成为国际共识。

肝脏类器官可在体外精准重现肝脏的细胞构成、三维组织结构与生理功能特征，在肝脏发育研究、疾病

模型构建及药物筛选等领域展现出巨大应用潜力。

由于相关技术的快速迭代革新，使得肝脏类器官的构建仍普遍存在着操作流程不统一、制备质量参

差不齐、研究结果难以横向比对等共性问题。为此，本标准旨在建立统一规范的技术标准体系，提升肝

脏类器官构建的稳定性与功能完整性，保障实验数据高质量产出，推动研发成果在细胞与基因治疗的疗

效评价、药效及毒性筛选等临床前研究中的规范化应用，以长远助力肝脏疾病精准诊疗策略的创新与突

破。

本文件的预期使用者主要包括从事肝脏发育与疾病机制研究的基础科研人员、开展药物筛选与毒性

评价的医药研发工作者，以及致力于再生医学与细胞治疗的临床转化专家。
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人成体干细胞来源肝脏类器官构建及技术要求

1 范围

本文件给出了人成体干细胞来源肝脏类器官及肝癌类器官的构建方法，并规定了相应的技术要求。

本文件适用于科研机构、医疗机构等开展人成体干细胞来源的正常肝脏及肝癌类器官的构建、鉴定。

本文件不适用于诱导多能干细胞来源的肝脏类器官。

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。

GB 19489 实验室生物安全通用要求

GB 39707 医疗废物处理处置污染控制标准

GB/T 37864 生物样本库质量和能力通用要求

GB/T 38736 人类生物样本保藏伦理要求

WS 213 丙型肝炎诊断

WS 293 艾滋病和艾滋病病毒感染诊断

SZDB/Z 238 短串联重复序列基因分型法鉴定人源细胞系技术规范

T/CSCB 0008 原代人肝细胞

T/CHIA 21.1 组学样本处理与数据分析标准 第1部分：全基因组测序数据分析

T/CHIA 21.3 组学样本处理与数据分析标准 第3部分：转录组样本处理

T/CHIA 21.4 组学样本处理与数据分析标准 第4部分：转录组文库构建

T/CHIA 21.5 组学样本处理与数据分析标准 第5部分：转录组测序数据分析

《中华人民共和国生物安全法》

《病原微生物实验室生物安全管理条例》

《医疗废物管理条例》

《涉及人的生物医学研究伦理审查办法》

《药物临床试验质量管理规范》

《中华人民共和国药典》

《全国临床检验操作规程》

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

3.1

人正常肝脏类器官 human normal liver organoid
来自人类正常肝脏组织的成体干细胞在体外经过特定培养条件生成的三维微型器官模型，它具有与

人类正常肝脏类似的组成细胞类型、结构和功能。

3.2

人肝癌类器官 human liver cancer organoid
来自患者肝癌组织的成体干细胞在体外经过特定培养条件生成的三维微型器官模型，它具有与供体

肝癌组织类似的组成细胞类型、结构和功能。

3.3

支架材料 scaffold material

全
国
团
体
标
准
信
息
平
台



T/SATA 095—2026

2

是指为细胞提供三维生长微环境的关键基质，为细胞提供附着点、机械支撑、生物化学信号以及必

要的孔隙结构，以支持细胞的自组织、增殖、分化和极性形成。支架材料包括动物源性的基底膜基质提

取物（例如 Matrigel ®等）以及非动物源性的合成材料（例如螺旋聚异腈多肽水凝胶等）。
注：Matrigel ®是适合的市售产品的实例。给出这一信息是为了方便本文件的使用者，并不代表对这一产品的认可。

3.4

组织保存液 tissue storage medium
用于在离体状态下，于低温运输或短期储存肝脏组织的液体溶液。其主要功能是维持组织细胞的基

本活性与结构完整性，减少缺血、缺氧及氧化应激对细胞造成的损伤，确保组织在后续处理中的活力与

质量。

3.5

基础培养基 basal medium
含有组织或类器官存活与代谢所必需的营养物质，不含促细胞生长的生长因子或血清的等渗溶液，

是配制各类完全培养基的基础。

3.6

正常肝脏类器官原代培养基 culture medium of primary normal liver organoid
用于从正常肝脏组织中解离的原代细胞进行第一代类器官培养的液体培养基。

3.7

肝癌类器官培养基 liver cancer organoid medium
适用于肝癌组织来源的类器官的建立、维持和扩增的完全培养基。

3.8

扩增培养基 expansion medium
用于正常肝脏类器官在体外第二代之后的增殖或传代培养的完全培养基。

3.9

分化培养基 differentiation medium
诱导处于增殖状态的肝脏类器官向成熟肝类器官定向分化，并获得成熟肝脏细胞功能的专用培养基。

3.10

传代 passage
将类器官消化为单细胞或细胞簇后，再进行培养形成新的类器官的过程。

3.11

冻存 cryopreservation
将类器官经低温冷冻处理后在低温环境下降低细胞代谢活性以实现长期保存的技术。

3.12

复苏 recovery
将冻存的类器官解冻后进行培养，恢复类器官细胞组织活性的过程。

4 缩略语

下列缩略语适用于本文件。

ALB：白蛋白（Albumin）
A83-01：3-(6-甲基-2-吡啶基)-N-苯基-4-(4-喹啉基)-1H-吡唑-1-硫代甲酰胺

（3-(6-methylpyridin-2-yl)-N-phenyl-4-quinolin-4-ylpyrazole-1-carbothioamide）
BMP7：骨形态发生蛋白7（Bone Morphogenetic Protein 7）
CYP450：细胞色素P450酶（Cytochrome P450）
DPBS：杜氏磷酸盐缓冲液（Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline）
EpCAM：上皮细胞黏附分子（Epithelial Cell Adhesion Molecule）
FGF10：成纤维细胞生长因子10（Fibroblast Growth Factor 10）
HGF：肝细胞生长因子（Hepatocyte Growth Factor）
hEGF：人表皮生长因子（human Epidermal Growth Factor）
NAC：N-乙酰-L-半胱氨酸（N-Acetylcysteine）
PBS：磷酸盐缓冲液（Phosphate-Buffered Saline）
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STR：短串联重复序列（Short Tandem Repeat）

5 技术路线

人成体干细胞来源正常肝脏和肝癌类器官的构建流程见图1。

图 1 人成体干细胞来源正常肝脏和肝癌类器官的构建示意图

6 通用要求

6.1 伦理要求

6.1.1 人体正常肝脏和肝癌类器官构建相关研究方案应通过伦理审查，伦理审查应遵循《涉及人的生

物医学研究伦理审查办法》。

6.1.2 应在样本采集前获得类器官组织/细胞源供者的书面知情同意，知情同意书应包含以下核心条款：

a) 使用范围声明：明确类器官仅用于特定研究（应列明项目编号），禁止用于人类生殖系基因

编辑等受限领域；

b) 二次使用条款：若需用于衍生研究（如构建基因编辑模型），应重新获取伦理审批；

c) 知识产权归属：告知供体可能产生的知识产权归属；

d) 退出权保障：类器官细胞源供者有权在类器官使用前撤回同意，已生成类器官应在 30 d 内销

毁并留存影像证据。

e) 隐私保护：类器官细胞源供者享有个人隐私权，其个人隐私信息的保密和保护应符合 GB/T

38736 的要求。

6.2 生物安全要求

6.2.1 从事类器官构建及培养的机构和研究人员应遵守《中华人民共和国生物安全法》、《病原微生
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物实验室生物安全管理条例》及《实验室生物安全通用要求》（GB 19489）等相关法律法规及标准。

6.2.2 应当建立相应的生物安全管控体系及使用规范，明确生物安全责任人、管理人及各类人员的职

责，严格控制因直接或间接接触人类组织样本引起重大疾病传播的风险。

6.2.3 依据 GB 19489 确定生物安全等级，配置匹配的生物安全柜及二级防护设施。开展实验活动的实

验室必须符合 GB 19489 的规定。实验室的生物安全防护水平应基于所操作生物因子的危害等级、实验

活动类型及风险评估结果来确定。

6.2.4 在组织样本获取、类器官培养、鉴定和冻存等操作过程中产生的废弃物，应按照 GB 19489 相关

要求，遵循《医疗废物管理条例》和 GB 39707 丢弃到指定地点妥善处置。对于使用过的类器官或不合

格的类器官须严格按照生物样本处置与管理规范操作。

6.3 数据要求

6.3.1 应结合类器官的使用目的，制订数据管理规范，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。

6.3.2 详细的临床样本数据管理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》中的

数据管理部分内容。

6.3.3 详细记录供体信息以及后续的培养过程和最终的鉴定结果。

6.3.4 采用 GB/T 37864 生物样本库标识系统，确保从供体组织到类器官成品的全链条可追溯。

6.3.5 类器官构建过程中产生的组学数据应符合国家基因组科学数据中心的数据要求。

6.4 质量要求

6.4.1 所构建的类器官特征应与来源组织相符。

6.4.2 在类器官冻存及使用之前，均须对每一批次进行质量检测。

6.4.3 类器官的质量控制包括细胞活性、类器官光镜下形态学特征、组织学特征、类器官功能和类器

官分子分型指标等。类器官鉴定见附录 B。
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附 录 A

（规范性）

人成体干细胞来源正常肝脏和肝癌类器官的构建

A.1 概述

本附录规定了从人成体组织中构建正常肝脏及肝癌类器官的一种方法，步骤包括类器官制备、冻存

及复苏。除本附录所述构建方法外，采用其他替代方法获得的正常肝脏与肝癌类器官，只要在组织学、

分子分型及功能学等关键技术指标上满足标准附录 B 的要求，均可认定为构建成功。所用培养基既可

按本文件规定自行配制，也可选用具有同等功能的商业化培养基。

A.2 仪器设备及试剂耗材

A.2.1 仪器设备

II级生物安全柜、低温离心机（4℃）、二氧化碳细胞培养箱、光学显微镜（配置4×、10×和20×
物镜）、37℃水浴锅、37℃恒温摇床（需可达到120 rpm）、冰箱（4℃、-20℃、-80℃）、液氮罐等。

A.2.2 耗材

细胞培养孔板、细胞培养皿、15 mL和50 mL 无菌离心管、移液器（2 μL、10 μL、100 μL、200 μL、
1 mL）和无菌吸头（10 μL、200 μL、1 mL）、细胞筛网（40 μm、70 μm、100 μm）、细胞冻存程序降

温盒、无菌镊子、无菌眼科剪、无菌手术刀、细胞冻存盒、细胞冻存管等。

A.2.3 试剂及培养基

A.2.3.1 组织保存液

在改良型DMEM/F12培养基（Advanced DMEM/F12）中添加以下成分至终浓度：10 mmol/L 4-羟乙

基哌嗪乙磺酸(4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid, HEPES)、100 U/mL 青霉素(Penicillin)、
100 μg/mL 链霉素(Streptomycin)、2.5 μg/mL 两性霉素B (Amphotericin B) 和 10 μmol/L Y-27632二盐酸

盐(Y-27632 dihydrochloride)。

A.2.3.2 基础培养基

在改良型DMEM/F12培养基中添加以下成分至终浓度：1×谷氨酰胺(Gluta-MAX)、10 mmol/L 4-羟
乙基哌嗪乙磺酸以及100 U/mL 青霉素和100 μg/mL 链霉素。

A.2.3.3 染色缓冲液

在DPBS中添加牛血清白蛋白（Bovine serum albumin, BSA）10 mg/mL。

A.2.3.4 正常肝脏类器官原代培养基

在基础培养基中添加以下成分至终浓度: 1×B27添加剂（不含维生素A）(B27 Supplement minus
Vitamin A)、1×N2添加剂(N2 Supplement)、1.25 mmol/L NAC、10% R-脊椎蛋白1条件培养基((R-spondin
1 conditioned medium)、10 mmol/L 烟酰胺(Nicotinamide)、10 nmol/L 胃泌素(Gastrin)、50 ng/mL hEGF、
100 ng/mL FGF10、25 ng/mL HGF、10 μmol/L 毛喉素(Forskolin)、5 μmol/L A83-01、30% Wnt3a条件培

养基(Wnt3a conditioned medium)、25 ng/mL 人头蛋白(human Noggin)以及 10 μmol/L Y-27632二盐酸盐。

A.2.3.5 肝癌类器官培养基

在基础培养基中添加以下成分至终浓度：1×B27添加剂（不含维生素A）、1× N2添加剂、1 mmol/L
NAC、10% R-脊椎蛋白1条件培养基、10 mmol/L 烟酰胺、10 nmol/L 胃泌素、50 ng/mL hEGF、100 ng/mL
FGF10、25 ng/mL HGF、10 μmol/L 毛喉素和5 μmol/L A83-01。

A.2.3.6 扩增培养基
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在基础培养基中添加以下成分至终浓度：1×B27添加剂（不含维生素A）、1×N2添加剂、1.25 mmol/L
NAC、10% R-脊椎蛋白1条件培养基、10 mmol/L 烟酰胺、10 nmol/L 胃泌素、50 ng/mL hEGF、100 ng/mL
FGF10、25 ng/mL HGF、10 μmol/L 毛喉素、5 μmol/L A83-01。

A.2.3.7 分化培养基

在基础培养基中添加以下成分至终浓度：1×B27添加剂（不含维生素A）、1×N2添加剂、1.25 mmol/L
NAC、10 nmol/L 胃泌素、25 ng/mL HGF、0.5 μmol/L A83-01、25 ng/mL BMP7、3 μmol/L 地塞米松

（Dexamethasone）、10 μmol/L γ-分泌酶抑制剂 N-[N-(3,5-二氟苯乙酰基)-L-丙氨酰基]-S-苯基甘氨酸叔

丁酯(N-[N-(3,5-Difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester, DAPT)和100 ng/ml  成纤维细

胞生长因子19( Fibroblast Growth Factor 19, FGF19)。

A.3 人正常肝脏和肝癌类器官制备

A.3.1 组织样本的保存与运输

采集的组织样本在运输过程中应完全浸没于无菌的组织保存液中，应于低温（0℃~ 4℃）条件下进

行保存和运输，应避免保存液和其中的组织样本冻结。

A.3.2 组织样本的预处理

组织离体后48 h 内进行处理。利用眼科剪和镊子去除非上皮成分，包括肌肉和脂肪组织。对于肝脏

组织样本，去除明显坏死的组织成分。

A.3.3 组织块的清洗

将上述预处理后的组织样本转移至50 mL 离心管中，用含有100 U/mL 青霉素、100 μg/mL 链霉素和

2.5 μg/mL 两性霉素的 4℃ 预冷的DPBS溶液或基础培养基漂洗组织样本数次，直至漂洗液呈清液状态。

A.3.4 组织块的消化及组织细胞混悬液过滤

将组织样本转移至适当大小的细胞培养皿中（根据组织块大小选择，以操作便利为宜），使用手术

剪或手术刀将组织样本剪碎呈现肉糜状态。根据组织量加入大于10倍于组织块体积的MCE组织消化液

(Tissue Dissociation Solution)（总体积需≥10 mL），置于 37℃ 恒温摇床中消化。每10 min ～15 min 混
合1次并观察消化情况，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或单细胞

出现时即可终止消化。在4℃，以200×g 离心5 min，弃上清，保留沉淀置于冰上。将沉淀重悬于基础

培养基中，并用 70 μm 或者100 μm 细胞滤网过滤。在4℃, 以200×g 离心 5 min ,弃上清，保留沉淀置于

冰上。使用适量预冷的DPBS重悬沉淀（具体体积根据沉淀量调整，使细胞浓度便于计数），使用台盼

蓝染色，计数并记录消化后的细胞存活率。

A.3.5 细胞分选（可选）

将制备好的单细胞悬液在 4℃, 以200×g 离心 5 min ，弃上清，加入预冷的染色缓冲液重悬，调整

细胞浓度至1 × 107 cells/mL。每100 μL细胞悬液，加入5 μL BeyoRCTM FcR封闭剂，涡旋混匀后于冰上

孵育 10 min ～15 min。随后加入1 μL BD 565388 Horizon™ Fixable Viability Stain 780染料，涡旋混匀后

避光在冰上孵育15 min。在4℃，350×g 离心 5 min，弃上清后加入1 mL 预冷的染色液清洗一次，涡旋

混匀后在4℃，350×g 离心 5 min，弃上清，用100 μL 清洗液重悬细胞。按照1:400稀释比用染色缓冲液

配制Proteintech 抗EpCAM抗体(21050-1-AP)工作液。取100 μL 工作液加入细胞悬液中，吹打混匀后避

光在冰上孵育30 min。孵育后加入1 mL 染色缓冲液，混匀后 在4℃，350×g 离心 5 min，弃上清并重复

清洗一次。按照1:1000稀释比用染色缓冲液配制Thermo Fisher A-11005 Alexa Fluor 594荧光二抗工作液，

取100 μL 工作液加入细胞沉淀中，吹打重悬后避光在冰上孵育30 min。孵育后加入1 mL 染色缓冲液，

混匀后在4℃，350×g 离心 5 min，弃上清，加入500 μL 染色缓冲液重悬细胞，并通过40 μm 细胞筛过

滤至流式上样管中，立即进行分选。根据流式分选仪使用说明和所选抗体的荧光特性进行分选，分选活

细胞且EpCAM阳性细胞。分选结束后，在4℃，300×g 离心5 min，弃上清，加入500 μL 基础培养基重

悬，并进行细胞计数和存活率复测。
注：MCE组织消化液、BeyoRC

TM
FcR封闭剂、BD 565388 Horizon™ Fixable Viability Stain 780染料、Proteintech

抗EpCAM抗体(21050-1-AP)和Thermo Fisher A-11005 Alexa Fluor 594荧光二抗是适合的市售产品的实例。给
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出这一信息是为了方便本文件的使用者，并不代表对这一产品的认可。

A.3.6 细胞重悬及接种

细胞存活率检测合格后在 4℃，300×g 离心 5 min，弃上清，使用支架材料重悬正常肝脏或肝癌细

胞沉淀并接种到培养板。以基质胶为例，以20 μL的基质胶为一个胶滴，每胶滴中细胞数为1×105～5×
105个接种于细胞培养板中。于 37℃、5% 的CO2培养箱中孵育30 min, 使基质胶凝固。

A.3.7 类器官培养

A.3.7.1 原代正常肝脏组织类器官培养

正常肝脏组织解离后的原代细胞接种到孔板后，根据培养板尺寸，加入合适体积的正常肝脏类器官

原代培养基（A.2.3.4）进行培养。例如，6孔板添加2.5 mL～3 mL 培养基。每2 d 更换一次培养基。通

常7 d～10 d 内可观察到类器官形成, 该时间段可能因个体差异而有所不同。

A.3.7.2 肝癌原代类器官培养

肝癌组织解离后的原代细胞接种到孔板后，加入肝癌类器官培养基（A.2.3.5）进行培养，每3 d 更
换一次培养基。通常7 d～14 d 内可观察到类器官形成, 该时间段可能因个体差异而有所不同。

A.3.8 类器官传代

A.3.8.1 正常肝脏类器官传代

待原代类器官或扩增期类器官平均直径为150 μm ～ 350 μm 时进行传代。吸弃原培养基，加入等体

积 4℃ 预冷的基础培养基，用移液枪反复吹打基质胶包埋的类器官，随后转移至15 mL 离心管中（每管

最多收集6个胶滴），吹打10次～15次使类器官和基质胶分离，补充基础培养基至10 mL 体积，在4℃，

以300×g～400×g 离心5 min 收集沉淀。加入3 mL 基础培养基，吹打10次～15次后取10 μL 混合液镜检，

观察类器官是否机械解离为10个～15个细胞大小的片段，若否，则重复吹打，直至类器官充分分散，补

充基础培养基至10 mL 体积，在4℃，以300×g～400×g 离心5 min 收集沉淀。

向细胞沉淀中加入基质胶重悬混匀重新接种于培养板，固化基质胶等操作同原代类器官培养步骤

（A.3.6）。待基质胶凝固后，加入扩增培养进行培养，每2 d 更换一次培养基。通常4 d～6 d 内可观察

到类器官形成，该时间段可能因个体差异而有所不同。正常肝脏扩增期类器官体外连续传代次数建议控

制在10代以内。建议使用第3至第10代的类器官进行后续应用实验。

A.3.8.2 肝癌类器官传代

待原代类器官或扩增培养的类器官平均直径为50 μm ～100 μm 时进行传代。吸弃原培养基，加入

大于10倍基质胶体积的1× TrypLETM Express 酶，吹打后转移至15 mL 离心管中（每管最多收集6个胶

滴）置于 37℃ 水浴锅中消化。每2 min～3 min 取出，吹打混匀后取10 μL 混合液镜检，观察类器官是否

解离为5个～10个细胞大小的细胞团或单个细胞，若否，则继续消化。消化完成后补充基础培养基至10
mL 体积，轻柔吹打混匀终止消化，在4℃，以250×g 离心3 min 收集沉淀。继续用基础培养基清洗3次
（每次至少使用2 mL 基础培养基）以去除残留消化液。

清洗完成后向细胞沉淀中加入基质胶重悬混匀重新接种于培养板，固化基质胶等操作同原代类器官

培养步骤（A.3.6）。待基质胶凝固后，加入肝癌类器官培养基进行培养，每3 d 更换一次培养基。通常

6 d～8 d 内可观察到类器官形成，该时间段可能因个体差异而有所不同。肝癌类器官体外连续传代次数

建议控制在10代以内。建议使用第3至第10代的类器官进行后续应用实验。
注：TrypLE

TM
Express 酶是适合的市售产品的实例。给出这一信息是为了方便本文件的使用者，并不代表对这一产

品的认可。

A.3.9 正常肝脏类器官分化

正常肝脏扩增期类器官平均直径为150 μm ～ 350 μm 时可进行分化。在分化前一代细胞的扩增培养

基中补充终浓度为 25 ng/mL BMP7，以助于肝类器官功能蛋白的表达。吸弃原培养基，加入与原培养基

体积相同的分化培养基（A.2.3.7）继续培养。每2 d 更换一次培养基，通常5 d～8 d 内可观察到类器官

分化成熟，该时间段可能因个体差异而有所不同。
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A.4 人正常肝脏和肝癌类器官冻存和复苏

A.4.1 类器官冻存

细胞冻存程序降温盒温度平衡至室温。将待冻存的类器官通过机械吹打或酶消化解离为细胞团，操

作同类器官传代（A.3.8）。清洗完成后向细胞沉淀中添加适当体积预冷的MCE干细胞冻存液使细胞密

度为1×105～1×106个细胞/mL，吹打混匀后按0.5 mL～1 mL 体积分装至细胞冻存管中。细胞冻存管应

提前做好标记，记录信息包括但不限于类器官编号、类器官种类、代次、细胞数、日期、操作人等。

将细胞冻存管放入程序降温盒中，置于-80℃ 保存24 h 至温度稳定后，将细胞冻存管转移至液氮罐

中长期保存。
注：MCE干细胞冻存液是适合的市售产品的实例。给出这一信息是为了方便本文件的使用者，并不代表对这一产品

的认可。

A.4.2 类器官复苏

提前准备 37℃ 预热的扩增培养基和冰上解冻的基质胶。将冻存管从液氮罐中取出后，立即放入 
37℃ 水浴中，轻轻摇动冻存管，快速解冻；将融化后的类器官-冻存液悬液转移至15 mL 离心管，逐滴

加入等体积预热的扩增培养基，继续补充培养基使冻存液总量低于10%，在室温下，以250×g 离心3 min
收集沉淀置于冰上，用基质胶重悬后接种于孔板中，固化基质胶、加入培养基等操作同类器官传代步骤

（A.3.8）。类器官复苏后前3 d 使用正常肝脏类器官原代培养基，3 d 后更换为扩增培养基。
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附 录 B

（规范性）

人成体干细胞来源正常肝脏和肝癌类器官构建的技术要求

B.1 概述

本附录规定了人成体干细胞来源正常肝脏和肝癌类器官构建的技术要求，包括了细胞活性、形态学

特征、组织学特征、功能学、分子分型、无菌性、病毒携带以及遗传稳定性的要求和检测方法。

B.2 细胞活性

B.2.1 要求

组织清洗解离后用于类器官培养的活细胞比率应大于 90%。若低于此数值，则需要进行细胞筛选。

细胞存活率进行计数时，重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值，不得超过算术平均值的

20%。

B.2.2 检测方法

台盼蓝染料对死细胞的着色，在光学显微镜下可以通过颜色区分死活细胞。在组织解离并清洗后，

取细胞悬液按1:1的体积比，将台盼蓝染液（用磷酸盐缓冲液稀释至 0.4% 质量浓度）进行染色，染色后

的细胞转移至血球计数板使用光学显微镜计数手动计数，或者使用细胞计数仪计数。

根据公式：活细胞比率（%）=未染色细胞总数/（未染色细胞总数+着色细胞总数）×100% 计算

分析活细胞比率。

B.3 类器官光学形态学特征

B.3.1 要求

在基质胶中培养，其形态应满足如下要求：人成体干细胞来源正常肝脏扩增期上皮类器官在基质胶

呈囊状结构，分化后正常肝脏类器官壁增厚且出现清晰的多角形肝上皮样细胞结构。肝癌类器官呈实心

状，直径大小不一。形态特点可参考图 B.1。

图 B.1 基质胶内正常肝脏类器官及肝癌类器官形态学特点

a
（A）扩增期正常肝脏类器官形态举例；（B）分化成熟正常肝脏类器官形态举例；（C）肝癌类器官形态举例。比

例尺：50 μm。

B.3.2 检测方法

使用倒置显微镜进行形态学观察及记录，从培养第二天起对培养物记录包括结构特征及直径范围等

信息。

B.4 类器官组织学特征

B.4.1 要求
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根据类器官所处的不同培养阶段，采用免疫组化或免疫荧光法检测时，类器官应呈现以下染色特征：

处于增殖期的正常肝脏类器官中，角蛋白7（Keratin 7, KRT7）、角蛋白19（Keratin 19, KRT19）、Y染
色体性别决定区-盒转录因子9（Sex-determing region of Y chromosome（SRY）-Box Transcription Factor 9,
SOX9）、富含亮氨酸重复序列的G蛋白偶联受体5(Leucine-Rich Repeat-Containing G-Protein Coupled
Receptor 5, LGR5)、细胞增殖标志物Ki-67 (Proliferation Marker Protein Ki-67, Ki67)及EpCAM中至少两项

标志物呈阳性；分化成熟的正常肝脏类器官标志物ALB、肝细胞核因子4α（Hepatocyte Nuclear Factor 4
Alpha, HNF4α）染色应均呈阳性。肝癌类器官标志物染色情况应与来源组织相符。

B.4.2 检测方法

B.4.2.1 样品准备

从来源组织中选取 1块～2 块具代表性组织块，置入包埋盒，用组织固定液固定后，经组织脱水仪

进行脱水处理。收集培养的正常肝脏类器官及肝癌类器官，用 4% 多聚甲醛室温固定30 min，随后加入

50℃～60℃ 预热的 2%～3% 液态琼脂糖进行预包埋，待琼脂糖室温凝固后，将包埋块转移至包埋盒中，

使用组织脱水仪进行脱水处理。脱水程序：依次经梯度乙醇（70%、80%、90%、100%）处理，每个梯

度30 min；再用 100% 乙醇处理30 min；随后使用二甲苯透明30 min；透明后的组织浸入液态石蜡三次，

每次处理1 h。完成浸蜡后，从脱水仪取出组织，进行石蜡包埋，制作组织及类器官切片，切片厚度为3
 μm～5 μm。

B.4.2.2 免疫组化检测

a) 将切片置于烘片机上烘烤，增加黏附性，防止在后续染色过程中脱片。随后依次切片浸泡于

二甲苯溶液中 3 次，100%乙醇溶液中 3 次，95% 乙醇溶液中 3 次，每次 3 min，再置于超纯水

中 3 min，使组织细胞间的石蜡完全置换为水。取出切片放入装有抗原修复液的容器中，加热

容器使溶液沸腾后，置于通风处自然冷却至室温。冷却后，将切片转移至装有 0.3% 聚乙二醇

叔辛基苯基醚（Triton X-100）PBS 溶液的染缸中,浸泡 20 min，随后用 PBS 浸洗 3 次，每次

5 min。
b) 在清洗后的切片中滴加含有 5% 山羊血清的 PBS，滴加体积能覆盖样本面积为宜（约 40 μL)，

封闭 30 min ～ 60 min；随后吸去山羊血清，滴加用封闭液稀释的一抗（浓度根据不同抗体而

定，依据抗体说明书配置），以覆盖类器官为宜（约 40 μL），置于 4℃ 孵育过夜；完成一抗

孵育后吸去一抗，将切片再次放入染缸中，用 PBS 浸洗切片 3次，每次 5 min。
c) 加反应增强液，覆盖类器官为宜（约 40 μL)，室温孵育 20 min 后吸去反应增强液，将切片再

次放入染缸中，用 PBS 浸洗切片浸洗 3 次，每次 5 min。
d) 选择对应一抗的辣根过氧化物酶联二抗试剂，滴加于类器官上，覆盖类器官为宜（约 40 μL），

室温孵育 1 h；随后弃除二抗，滴加 3,3'-二氨基联苯胺（3,3'-Diaminobenzidine，DAB）反

应液，覆盖类器官为宜（约 40 μL）。当类器官呈棕色后迅速放入流水下冲洗 3 min 左右；加

苏木精染料进行细胞核染色，约 10 s，在流水下冲洗 5 min ～ 10 min；最后将切片放入 1% 盐
酸酒精溶液分化约 1 min，流水冲洗后，再用 0.1% 碳酸氢钠水溶液 ​ 返蓝 1 min，继续用流水

冲洗 1 min。
e) 流水下冲洗后，依次浸泡于 95% 乙醇、100% 乙醇、二甲苯中，每次 3 min，每个梯度重复 3 次；

随后用中性树脂封片，并在显微镜下观察拍照，分析染色结果。

B.4.2.3 免疫荧光检测

a) 常规脱蜡复水，抗原修复以及一抗孵育并清洗（B.4.2.2 中 a-b）。

b) 选择对应一抗的荧光二抗试剂，按说明稀释并滴加于类器官上，覆盖类器官为宜（约 40 μL），

室温孵育 1 h；随后吸去二抗，将切片再次放入染缸中，用 PBS 浸洗切片 3 次，每次 5 min；
清洗完成后，滴加带有细胞核染料的封片剂，加盖盖玻片封片；最后使用荧光成像设备（例

如荧光显微镜、共聚焦显微镜、高内涵显微镜、荧光全景扫片仪等）观察拍照，分析染色结

果。

B.5 类器官功能学
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B.5.1 要求

分化后的正常肝脏类器官中ALB阳性的细胞应不少于总细胞数量 50%。分化后的正常肝脏类器官

的CYP450酶活性应可检测到对非那西汀、睾酮和安非他酮其中一种或多种底物的代谢产物。分化后的

正常肝脏类器官过碘酸雪夫染色（Periodic Acid-Schiff staining, PAS）染色应为阳性。

B.5.2 检测方法

B.5.2.1 ALB 阳性细胞检测方法

选用以下任意一种方法：

a) 按照 B.4.2.2 或 B.4.2.3 中描述的方法对切片进行免疫组化或免疫荧光染色，选取每个样本

的五个非连续切片进行全片扫描，定量统计 ALB 阳性细胞的比例。

b) 采用流式细胞术参照 T/CSCB 0008 中方法分析 ALB 阳性细胞比例。

B.5.2.2 药物代谢酶功能检测

使用预冷的PBS将肝类器官从基质胶中分离，随后用含有1 μmol/L 的底物（非那西汀、睾酮和安非

他酮其中一种或多种）的肝脏类器官培养基混匀后，立即取100 μL 细胞悬液与300 μL 冰乙腈混合，即

为0 h 时间点。其余样本放在置于细胞培养箱中孵育，期间每隔0.5 h 轻轻摇晃培养物使试剂充分混匀。

随后，分别在0.5 h，2 h 和4 h 进行取样, 取100 μL 细胞悬液与300 μL 冰乙腈混合，终止反应。同时间点

设置无类器官组为阴性对照。终止反应后的样本涡旋混匀，离心后取上清150 μL 参照T/CSCB 0008中方

法进行液相串联质谱分析。

B.5.2.3 糖原储存功能检测

常规脱蜡复水 (B.4.2.2 A)后，根据试剂盒说明书完成染色。一般步骤为：滴加阿利新蓝染色液孵

育20 min～30 min并流水冲洗5 min；随后放入氧化剂中氧化5 min，用流水冲洗1min后使用纯水浸洗2次，

每次5 min。随后使用Schiff染色液浸染15 min，流水冲洗10 min；再用苏木素染色液染色5 min，流水冲

洗5 min；使用分化液分化水洗后，用Scott蓝化液返蓝3 min，流水冲洗3 min。最后常规乙醇脱水，二甲

苯透明，中性树胶封固（B.4.2.2 E）后记录分析结果。

B.6 类器官分子分型

B.6.1 要求

患者来源的类器官最重要的优势是保留供体的分子和功能特征。而由于类器官的分子谱在体外扩增

培养过程中可能会发生变化，因此应在类器官的不同培养阶段表征其分子谱，例如类器官构建之初、冻

存之前、复苏之后以及应用之前。并对检测信息进行详细记录，包括但不限于样本处理流程、参数选择

等。

B.6.2 检测方法

对原代组织和所构建类器官进行分子谱的检测包括但不限于基因组、转录组、表观组、蛋白组等数

据信息。检测方法参考《T/CHIA 21.1 组学样本处理与数据分析标准 第1部分：全基因组测序数据分析》、

《T/CHIA 21.3 组学样本处理与数据分析标准 第3部分：转录组样本处理》、《T/CHIA 21.4 组学样本

处理与数据分析标准 第4部分：转录组文库构建》、《T/CHIA 21.5 组学样本处理与数据分析标准 第5
部分：转录组测序数据分析》以及《中华人民共和国药典》中“9024蛋白质组学分析方法及应用指导原

则”进行检测。

B.7 类器官的无菌性

B.7.1 要求

真菌、细菌、支原体检测结果均应为阴性。

B.7.2 检测方法
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按照《中华人民共和国药典》中“1101无菌检查法”项，对真菌和细菌进行检测。按照《中华人民

共和国药典》中“3301支原体检测法”项，对支原体进行检测。

B.8 类器官的病毒携带

B.8.1 要求

由于原代组织病毒含量各异，应对原代组织及其构建的类器官均按照检验方法进行病毒检测，并详

细记录结果。类器官的病毒检测结果应为阴性，或与原代组织一致。

B.8.2 检测方法

按照WS293核酸法对人类免疫缺陷病毒（Human Immunodeficiency Virus，HIV）进行检测。按照《全

国临床检验操作规程》核酸法对甲型肝炎病毒(Hepatitis A Virus, HAV)和乙型肝炎病毒(Hepatitis B Virus,
HBV)进行检测。按照WS213核酸法对丙型肝炎病毒(Hepatitis C Virus, HCV)进行检测。

B.9 遗传稳定性

B.9.1 要求

所构建类器官染色体核型应与来源组织相同，正常核型为46，XY或46，XX。所构建类器官STR基
因分型应与其对应原始组织STR基因分型数据匹配率≥80%，且无样本间交叉污染。

B.9.2 检测方法

按照《中华人民共和国药典》中“生物制品生产检定用动物细胞基质制备及质量控制”检测进行染

色体核型检测。按照SZDB/Z 238《短串联重复序列基因分型法鉴定人源细胞系技术规范》进行STR检测。
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