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前 言

本文件按照 GB/T 1.1—2020《标准化工作导则第一部分：标准化文件的结构和起草规则》给出的规

则起草。

本文件由中国研究型医院学会肝胆胰外科专业委员会提出。

本文件由中国研究型医院学会归口。

本文件起草单位：清华大学附属北京清华长庚医院、中国食品药品检定研究院、中国计量科学研究

院、中国医学科学院药物研究所、中国科学院上海药物研究所、上海美迪西生物医药股份有限公司。

本文件主要起草人：王韫芳、李迪、刁金美、陈昱安、王璇、耿兴超、王晶、傅博强、强桂芬、潘

国宇、彭双清、李桦。
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引 言

类器官（organoids）是具有器官关键性特征的三维（3D）细胞培养物，它包括一个自

我更新干细胞群，可分化为多个器官特异性的细胞类型，与相对应的器官拥有类似的空间组

织并能够重现对应器官的部分功能，从而提供一个高度生理相关系统。类器官与传统模型相

比，具备细胞增殖分化、自我更新、自组装、可长期培养、遗传稳定性等特点，因此可以模

拟体内器官发育和生理过程，是一种可用来开发模拟人类疾病的更好模型，和高效、低成本、

精准的药筛平台。

作为近 10年来生物学界和临床医学最热门的前沿技术之一，类器官技术取得突飞猛进

的发展，人体各个器官均有其类器官建立的报道，同样肝脏类器官的建立及应用也是研究的

热点。肝脏类器官培养起始细胞来源较多，包括多能干细胞、原代分离的肝（祖）细胞等，

而人肝脏组织的来源可能涉及的风险和伦理敏感性，运送的冷链保持，类器官建立所涉及的

原代细胞分离、培养、扩增、冻存、复苏、质量控制、功能分析检测等具体试验操作的标准

规范，以及整个过程中的污染控制，都体现了肝脏类器官建立及检测方案的多样性、复杂性

和特殊性。

鉴于此，制定实验室人肝祖细胞类器官的构建、保藏及检测应遵循的技术通用要求，有

助于规范人肝脏类器官的研究、开发与评价，从而推动肝脏类器官在基础医学和临床研究(包

括肝脏发育学的研究、疾病模型的建立、药物的筛选、基因治疗和器官芯片的研发等)应用

中的发展。
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人肝祖细胞类器官构建、质量控制与保藏操作指南

1 范围

本文件提供了人肝祖细胞类器官构建、质量控制和保藏的基本原则、操作流程方法以及检测指标与

检测方法的指导与建议。

本文件适用于人肝祖细胞类器官的培养、传代、储存、复苏和质量控制。

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/T 37864—2019生物样本库质量和能力通用要求（ISO 20387:2018）

GB/T 38736—2020 人类生物样本保藏伦理要求

GB/T 42060—2022医学实验室样品采集、运送、接收和处理指南（ISO/TS 20658:2017）

WS 233—2017 病原微生物实验室生物安全通用准则

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

类器官是干细胞、前体细胞和/或分化细胞通过细胞-细胞间以及细胞-基质间的互作而自发组织形成

的体外三维结构，能在多个方面再现体内相应组织或器官的结构与功能。

3.2

肝祖细胞 liver progenitor cells

一种卵圆形、高核质比的细胞，位于肝实质细胞与汇管区交界的Hering’s管，从形态和体积上类似

于胆管上皮细胞，被认为具有肝细胞、胆管细胞双向分化潜能。

3.3

3D细胞培养 three-dimensional cell culture

将具有三维结构不同材料的载体与各种不同种类的细胞在体外共同培养, 使细胞能够在载体的三

维立体空间结构中迁移、生长, 构成三维的细胞-载体复合物。
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3.4

肝脏类器官培养基 culture medium of liver organoids

用于提供体外模拟肝祖细胞生长及分化所需微环境，能诱导肝脏祖细胞长期体外扩增培养，并向成

熟肝细胞分化，维持肝祖细胞及肝脏细胞特性，实现体外肝脏活组织类器官长期存活的培养介质。

3.5

3D培养基质胶 matrix

组成成分包括但不限于层粘连蛋白、Ⅳ型胶原、巢蛋白、硫酸肝素糖蛋白，添加物包括但不限于

生长因子、小分子化合物和/或微量元素激素。在室温条件下能够聚合形成具有生物学活性的三维基质，

模拟体内细胞基底膜结构和功能，能够为肝脏上皮细胞的生长提供支架。

3.6

类器官传代 passage

将培养至一定大小、状态良好的类器官采用物理机械吹打或联合酶消化方法使其解离为小细胞团或

单细胞悬液，再重新接种于与原培养条件相同的培养体系内，继续进行类器官培养。新一代类器官与原

来类器官具有相同的形态功能特征。

3.7

类器官冻存 cryopreservation

将类器官解离成小细胞团或单细胞悬液后，加入冻存保护剂，通过程序降温最终置于-196℃液氮中

低温保存，使其暂时脱离生长状态而将其细胞特性保存起来，在需要的时候能够通过复苏用于试验的过

程。

3.8

类器官复苏 thawing

将处于深低温冻存的类器官取出恢复其继续生长状态的过程。

3.9

肝脏祖细胞分化 differentiation

肝脏祖细胞逐渐产出形态结构、基因表达、功能特征成熟肝细胞的过程。

3.10

知情同意 informed consent
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有自主判断能力的供体或其法定监护人，在获得并充分了解样本和数据捐赠相关信息之后，供体所

受到的风险最小，且没有受到任何利诱或恐吓等不当行为影响的前提下，自愿自主的捐赠个人生物样本

及其关联数据，并与采集者/收集者共同签署的文件。

注：知情同意书由采集者/收集者和被收集者共同签署，一式两份。正本由采集者/收集者保存，被

收集者保存副本。

[来源：GB/T38736—2020]

3.11

类器官存活率 organoids viability

类器官保持活性的属性（例如，新陈代谢活跃，具有增殖能力，有完整的三维结构，或有能力恢复

这些功能）。

4 缩略语

下列缩略语适用于本文件。

ALB —— 白蛋白（albumin）

CYP3A4 —— 细胞色素蛋白 P450酶 3A4（Cytochrome P450 3A4）

DMSO —— 二甲基亚砜（Dimethyl Sulfoxide）

DNA —— 脱氧核糖核酸（Deoxyribonucleic acid）

EpCAM —— 上皮细胞黏附蛋白（Epithelial cell adhesion molecule）

H&E —— 苏木精-伊红（Hematoxylin and eosin）

HNF4α —— 肝细胞核因子同源框蛋白α（HNF4 homeobox α）

LGR5 —— 亮氨酸重复序列 G蛋白偶联受体 5（Leucine repeat G protein-coupled receptor 5）

Ki67 —— 细胞增殖蛋白

PBS —— 磷酸盐缓冲液（Phosphate Buffer Saline）

SOX9 —— SRY基因（性别决定区域 Y）9 （SRY (sex determining region Y)-box 9）

STR —— 短串联重复序列（short tandem repeat）

ZO-1 —— 紧密连接蛋白 1（zonula occluden 1）

5 基本原则

5.1 签署知情同意

应在样本采集前获得类器官细胞源供者的书面的知情同意，明确供者和样本收集方双方的利益和责

任，知情同意的要求应符合GB/T 38736—2020中5.3的要求。
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5.2 伦理要求

人肝祖细胞类器官的构建和研究方案应由伦理审查委员会审查通过。

5.3 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—2020中6的

要求。

6 操作流程与方法

6.1 肝祖细胞类器官构建

6.1.1 组织的获取

肝移植供体肝脏组织，体积约5 mm×5 mm×5 mm。新鲜组织应在离体30 min内切取。

6.1.2 组织的运送

手术获取的肝脏组织置于4℃保存的组织保存液（含2×双抗的1640培养基），在4℃恒温的低温条

件下运送至实验室。对运输过程的记录符合GB/T 37864—2019中A.3、B.3条，宜记录的内容包括但不限

于运送方式、运送过程中的温度，接收时温度或温度范围、运送起止时间和日期。

6.1.3 组织的处理

6.1.3.1 组织的清洗

在超净台中将肝脏组织取出，用预冷的含1×双抗的PBS缓冲液震荡漂洗3次（超净台内手动摇晃培

养皿10 s）。

6.1.3.2 组织的消化

用手术刀片将漂洗后的肝脏组织机械解离成1 mm3大小的组织块，加入消化酶（含1 mg/mL的IV型

胶原酶、30,000 units/mL的DNase I的混合液）37℃消化30 min，用预冷PBS缓冲液离心漂洗2次（1000 r/min,

3 min）终止消化。

6.1.3.3 细胞的过滤

离心后的细胞沉淀用1640培养基重悬后用70 μm的筛网去除胞外基质杂质。

6.1.4 类器官培养

采用机械加酶消化法将人肝脏组织分散为单个细胞悬液，再将细胞悬液与基质胶混合后形成3D培全
国
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养空间结构，加入适用于肝脏上皮细胞生长的类器官培养基进行扩增培养（EM）及分化培养（DM），

由此获得具有肝脏祖细胞特性及成熟肝脏细胞功能的肝脏类器官。相关耗材和操作见附录A。构建流程

图见图1。

图 1 肝祖细胞类器官构建流程图

6.1.5 类器官的传代与保藏

6.1.5.1 类器官传代

应选择合适的类器官进行科学试验或传代，一般为生长1周左右，饱满度达到80%左右，显微镜10

×下可看到超过20个类器官，或者大小100-200 μm的类器官。培养传代流程见图2。
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图 2 肝祖细胞类器官传代流程图

6.1.5.2 类器官冻存

暂不使用的类器官应按附录A处理，加入冻存液后移入低温环境冻存。

6.1.5.3 类器官的复苏

类器官复苏遵循速融原则。使用37℃水浴令其尽快融化，选择合适的培养基进行培养、传代，见附

录A。

6.2 废弃类器官处置

类器官构建和传代过程中产生的废弃物处置应符合国家或地方法规和标准规范要求，符合WS 233

—2017中7.8条规定，对于不合格的或者污染的类器官细胞应遵循法律和实验室规定丢弃到指定地点，

最终处置应交由经当地环保部门资质认定的医疗废物处理单位集中处置。同时应由专人进行书面记录，

并存档。

6.3 操作注意事项
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样本采集、运送、处理以及类器官的构建、传代、冻存、复苏等过程均应无菌操作，以免污染。宜

符合GB/T 42060—2022中附录A要求，注意保持手卫生的时间点包括但不限于接触患者前、无菌操作前、

体液暴露后、接触患者后、接触试验环境后、试验结束后。

7 检测指标与检测方法

编号 检测指标 指标描述 强制/推荐检测 检测方法

7.1 形态 光学显微镜下观察人肝脏类器官，

应具备边缘清晰、折光性强的空心

单层细胞构成的球形结构，高倍镜

下可见核质比较大、紧密连接的单

层上皮细胞。

强制 按照附录 D 检测。

7.2 体外可培养 从捐献者获得的人肝脏组织，通过

机械和消化酶联用的方法获得单

细胞悬液，3D 培养方式生成肝脏类

器官后，可以在体外维持长期培

养，且核型正常，传代 10 代以上。

强制 显微镜观察，消化后台

盼蓝染色检测细胞活

死，H&E 染色和 FFPE

组织病理切片对比

7.3 体外可重建 当类器官解离成 5-20 个细胞组成

的细胞片段后，仍能进行体外重建

成为新的类器官，新培养出的类器

官与原来类器官具有相同的形态、

细胞组成、细胞核型等特征。

强制 显微镜观察。

7.4 存活率 新复苏的类器官存活率不低于

80% 。且存活的类器官在体外可以

进行连续传代培养。

强制 按照附录 D 检测。

7.5 染色体核型 正常核型应为 46，XY 或 46，XX。 推荐 按照附录 C 检测。

7.6 标志基因表

达

肝祖细胞表达 SOX9、EpCAM、LGR5

等早期肝系标志物以及肝细胞标

志物 HNF4α、ALB 和 CYP3A4。

强制 基因表达按照附录 E检

测。

蛋白质表达按照附录

D.1.2 检测。

7.7 功能指标 扩增培养的肝脏类器官主要由肝

祖细胞构成，尚不发挥成熟肝脏的

功能，而分化培养后的肝脏类器官

具有糖原储存、脂质储存、低密度

脂蛋白摄取、白蛋白分泌、尿素合

成及药物代谢等肝脏特异性合成

代谢功能。

推荐 按照附录 D.3 检测。

7.8 微生物 真菌、细菌、支原体、病毒等应为 强制
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阴性。

7.8.1 细菌及真菌 真菌、细菌应为阴性。 强制 按照《中华人民共和国

药典（四部）》中“1101

无菌检查法”项检测。

7.8.2 支原体 支原体应为阴性。 强制 按照《中华人民共和国

药典（四部）》“3301

支原体检测法”项检

测。

7.8.3 外源病毒因

子

外源病毒因子应为阴性。 强制 按照《中华人民共和国

药典》中“3302 外源病

毒因子检查法”项检

测。

7.9 STR 体外培养的类器官，应进行 STR 检

测及分型鉴定，无样品间的交叉污

染。

受检类器官STR位点的基因分型数

据与其对应的标准细胞系（其原始

组织或衍生细胞系）STR 基因分型

数据进行比对，两者的匹配度应

≥80%。

推荐 按照附录 B 检测。
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附 录 A

（资料性）

肝脏类器官培养用主要试剂材料与操作要点

A.1主要试剂材料

A.1.1 培养基主要构成

表 A.1 肝脏类器官培养基的主要成份表

中文名称 英文名称

培养基 Advanced DMEM/F12

谷氨酰胺 GlutaMAX

4-羟乙基哌嗪乙磺酸缓冲液 HEPES

青霉素/链霉素 penicillin/streptomycin

N-乙酰半胱氨酸 N-acetylcysteine

尼可酰胺 Niacinamide

无血清添加剂 B27

表皮生长因子 EGF

成纤维细胞生长因子10 FGF10

肝细胞生长因子 HGF

Wnt-3a Wnt-3a

胃泌素I Gastrin I

R-Spondin-1重组蛋白 R-Spondin-1

头蛋白 Noggin

TGFβ抑制剂 A83-01

ROCK抑制剂* Y-27632

*分离培养前三天加。

A.1.2 类器官培养3D支架材料

3D基质胶提取自基底膜的基质，主要组成成分包括但不限于层粘连蛋白、Ⅳ型胶原、巢蛋白、硫

酸肝素糖蛋白，还包含生长因子和基质金属蛋白酶等。基质胶在室温条件下聚合形成具有生物学活性的

三维支架，模拟体内细胞外基质的结构、组成、物理特性和功能。该结构不仅有利于体外细胞的培养和

分化，而且能够为肝脏上皮细胞的生长提供支架。基质胶在零度以下低温环境呈液态，故凡是涉及基质

胶的试验操作皆应置冰盒操作。

A.1.3 组织消化酶

肝脏组织消化中涉及的消化酶主要有IV型胶原酶（collagenase IV）与 DNase I。其作用是水解肝脏

ECM中的胶原蛋白和细胞释放的核酸成分，从而使肝脏细胞从组织中充分分离出来，以利于制备为单
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细胞悬液。

A.1.4 类器官冻存液

类器官冻存液为无血清冻存液，一般宜含有10%的二甲基亚砜 (DMSO)。

A.2肝脏类器官培养操作要点

A.2.1 类器官污染的处置

肝脏类器官培养过程中应定期观察、拍照，每3-5天更换一次类器官培养基。一般在第4-10天于倒

置显微镜下可以观察到少量40-60 μm的类器官小球，到第10-14天可观察到250-500 μm的肝脏类器官。

定期观察有利于及时发现污染。如果在培养3天内出现基质胶浑浊，提示可能有霉菌和细菌污染，需及

时采取丢弃处理。在类器官培养过程中也有可能出现支原体污染，被污染的类器官生长会变得缓慢，此

时需进行支原体检测确认，若无法恢复类器官生长状态及时采取丢弃处理。

A.2.2 类器官培养物接种注意事项

将获取的细胞悬液与3D基质胶按照1:1混匀吹打，吹打过程中切忌产生大量气泡，以免影响后续培

养物接种。24孔板可提前于37 ℃培养箱预热30 min，以加速3D基质胶的凝固。

A.2.3 类器官传代注意事项

肝脏类器官可以连续传代超过10代或持续培养6个月以上。与类器官有关的试验研究宜在连续传代

10代以内或者持续培养6个月内进行。

A.3 类器官冻存注意事项

冻存前每孔加入500 μL的类器官收集液，将类器官吸至试管内，按照50 μL胶加500 μL的类器官收

集液，置于冰上60 min，去除基质胶，离心清洗后，加入细胞消化酶消化3-5 min，使其消化成单细胞悬

液，1000 r/min离心5 min。弃上清后加入适量类器官冻存液混匀，分装于1 mL低温冻存管中，放入程序

性冻存盒内于-80 ℃深低温冰箱过夜保存，次日将冻存管转移至液氮罐中长期保存。

A.4 类器官复苏注意事项

从液氮罐中取出的类器官冻存管要快速放入37 ℃水浴锅中令其尽快融化。吸出类器官冻存物移至

15 mL无菌离心管中，再加入10倍体积的Advanced DMEM/F12培养基混匀。之后操作同前述的类器官传

代培养过程。
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附 录 B

（资料性）

短串联重复序列（STR）检测

STR检测流程详见图B.1，先提取细胞DNA, 然后进行PCR扩增及测序，最后进行结果分析。

图B.1 STR检测流程

人源类器官STR鉴定结果判定标准：

受检类器官STR位点的基因分型数据与其对应的标准细胞系（其原始组织或衍生细胞系）STR基因

分型数据进行比对：

B.1 若两者的匹配度≥80%，则判定受检细胞系为标准细胞系或为标准细胞系的衍生细胞系。

B.2 若两者的匹配度在56%-80%之间，建议结合细胞系形态、细胞系特异性标记物等辅助分析进行综合

判断。

B.3 若两者的匹配度≤56%，则判定受检细胞样本与其对应的标准细胞系不相关。
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附 录 C

（资料性）

染色体核型检测

C.1 试验当天保证细胞处于对数生长期，一般一个6 cm的培养皿细胞长到80%的密度能做一次试验。

C.2 将待测细胞从37 ℃，5%CO2培养箱中拿出，添加秋水仙素（终浓度为0.2 μg/mL），摇匀后37 ℃孵

育1-2 h。

C.3 等待的同时，配制低渗溶液0.075 M KCl (配制:8 mL无菌水+44.7 mg KCl)，放入37 ℃水浴预热。

C.4 孵育后的细胞用胰酶消化，1200 r/min，离心5 min，收集于离心管中，去除上清液，用8 mL低渗液

重悬，打匀后放37 ℃水浴箱40 min。

C.5 加入新鲜配制的固定液（甲醇/冰乙酸=2/1~3/1）2 mL混匀，室温下放10 min后，1000 r/min离心10 min，

去上清液（留500 μL, 先将底部细胞吹匀），新加入8 mL固定液，1200 r/min，离心10 min，重复三次后，

滴片，放入80 ℃烘箱老化3 h。

C.6 再将烤干的玻片放入新鲜配制的胰酶（0.25%）中消化1 min（严格控制时间）后，再放入吉姆萨染

液中染色5-10 min（先用1片染5 min, 根据颜色调整后面的染色时间），取出用流水冲去染液后，在显

微镜下观察结果。
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附 录 D

（资料性）

肝脏类器官鉴定

D.1 类器官形态学鉴定

D.1.1 显微镜下培养形态评估

将类器官培养皿置于倒置显微镜下，在20倍视野下计数类器官数目。类器官数目不少于60个/视野

表明类器官生长状态良好。生长活力好的类器官平均直径约为160 μm-200 μm。若个别类器官体积过大

（可达1000 μm）则提示类器官趋向衰老，应尽早传代，以防止衰老的类器官影响类器官传代。

D.1.2 类器官的病理形态学及免疫染色鉴定

肝脏组织或者肝脏类器官成功构建后，通过制备冰冻切片或者石蜡包埋切片，进行苏木素/伊红染

色（H&E）进行形态学鉴定，通过免疫荧光或者免疫组化染色进行生物标志物检测。肝细胞标志物

HNF4α，早期肝系细胞标志物SOX9、LGR5、EpCAM，成熟肝脏标志物ALB和CYP3A4，紧密连接蛋

白ZO-1。

同时进行类器官整体染色：培养大小约100-200 μm的类器官，加入类器官收集液，置于冰上放置1 h

以溶解基质胶，预冷PBS漂洗类器官，低速离心（600 r/min）2次。加入0.125% Triton X-100破膜液，室

温作用10 min，室温PBS漂洗3次后封闭用血清（10%二抗血清）封闭1 h。将类器官分别放置相应染色

组别的共聚焦小室中，10%二抗血清作为配制一抗的稀释液，根据不同稀释比配制一抗抗体组合，滴加

一抗，4 ℃孵育过夜后PBS漂洗3次。不同组别分别滴加各种荧光标记的二抗，室温避光作用1 h。PBS

漂洗3次后加入DAPI染核液，室温作用10 min后PBS漂洗3次。加入水性封片剂，避光湿盒保存，共聚焦

显微镜下观察采集图像并三维重建类器官结构。

D.2 类器官存活率评估

D.2.1 原代组织消化

肝脏组织酶解后获得单细胞悬液，采用台盼蓝(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100 μL），经吹打均匀后吸取18 μL置于1.5 mL的EP管，向

EP（eppendorf）管中加入2 μL的0.4%的台盼蓝染液充分混匀，染色3 min，取10 μL细胞悬液加入血细胞

计数板，在倒置显微镜10倍物镜下计数，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100 μL 体积中细胞总数和细胞存活率：

细胞总数按照公式D.1进行计算：

N总= ((N活+ N死)/4)×103×1.11×100 ……………………………………………………（D.1）

式中：
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N总：细胞总数；

N活：未染成蓝色细胞数；

N死：染成蓝色细胞数。

细胞存活率按照公式D.2进行计算：

X= N活/( N总) ×100%………………………………………………………………………（D.2）

式中：

X：细胞存活率；

N活：未染成蓝色细胞数；

N总：细胞总数。

注：活细胞比率应>90%可用于类器官细胞培养。

D.2.2 类器官传代及冻存复苏

类器官传代前、酶解为5-20个细胞的小细胞团后以及类器官复苏后，应使用D.2.1中方法进行类器

官存活率计算。如果要利用类器官进行药物筛选或者化合物安全性评价，则使用商品化的CellTiter-Glo®

发光法细胞活力检测试剂盒对类器官的活力进行检测。

D.3 分化成熟的肝脏类器官功能性评价

D.3.1糖原代谢

按照过碘酸-雪夫（PAS）染色方法对糖原颗粒进行染色。

D.3.1.1分化的肝脏类器官用 4 % PFA室温固定 15-20 min，固定结束后，用 PBS洗两遍。

D.3.1.2加入高碘酸溶液（Periodic Acid Solution），室温孵育 5 min。

D.3.1.3室温 1000 r/mmin，离心 4 min，弃去废液，加入 PBS洗两遍。

D.3.1.4加入希夫试剂（Schiff’s Reagent），室温孵育 15 min。Schiff’s试剂使用完立即放回 4 ℃冰箱。

D.3.1.5离心收集细胞，加入 PBS洗三遍，每次洗 5 min。

D.3.1.6加入苏木素溶液衬核 90 s。

D.3.1.7用 PBS洗三遍，每次洗 5 min，倒置相差显微镜下观察并摄取图像。

D.3.2 摄取与排泌

采用靛青绿（Indocyanine Green, ICG）试剂检测摄取与排泌。

D.3.2.1收集分化的肝脏类器官，用 PBS洗一遍。

D.3.2.2加入 1 mg/mL的 ICG试剂，37 ℃培养箱孵育 30 min。

D.3.2.3结束后，用 PBS洗三遍，加入 PBS。

D.3.2.4倒置相差显微镜下观察细胞摄取 ICG的图像，并拍照。

D.3.2.5摄像结束后，去除 PBS，加入新鲜的肝细胞诱导培养基，放于 37 ℃培养箱继续培养观察。
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D.3.2.6每隔 1 h镜下观察细胞排泌 ICG的现象，直到细胞完全排出 ICG并照相。

D.3.2.7更换为新鲜的培养基放入 37 ℃培养箱继续培养。

D.3.3 CYP3A4酶活检测

D.3.3.1收集分化的肝脏类器官，加入含有 3 μM Luciferin-IPA的培养基，并设置 3 μM Luciferin-IPA 空

白对照孔。

D.3.3.237℃培养箱孵育 1 h。

D.3.3.3室温离心 1000 r/min，5 min 收集上清，细胞用 PBS 洗三遍，更换为新鲜培养基放入 37 ℃培养

箱培养。

D.3.3.4在不透明的 96孔中每孔加入 50 μL的待测样品和空白对照，每个样品设置三个重复孔。

D.3.3.5加入 50 μL的 Luciferin Dectecion Reagent，轻拍板子混匀。

D.3.3.6室温孵育 20 min。

D.3.3.7 20 min以内用酶标仪检测各孔的荧光值。

D.3.3.8计算结果。

D.3.4白蛋白分泌

采用 ELISA方法检测白蛋白含量。

D.3.4.1提前 24 h把分化的肝脏类器官培养基更换为以无酚红的 HM培养基，同时做两个空白对照孔，

放入 37 ℃培养箱培养 24 h。

D.3.4.2 24 h后离心收集细胞上清。

D.3.4.3提前配制工作液，按照试剂盒的说明书把 20×Buffer C稀释成 1× Buffer C，20×Wash Buffer

稀释成 1×Wash Buffer。

D.3.4.4在已经包被 ALB抗体的 96孔板内分别加入 100 μL的标准品、待测样品和空白对照，每个样品

设置三个重复孔。

D.3.4.5室温孵育 1 h。

D.3.4.6倒尽孔中液体，每孔加入 200 μL的 1×Wash Buffer洗四遍。

D.3.4.7每孔加入 100 μL的 Anti-albumin Detection Antibody。

D.3.4.8室温孵育 1 h。

D.3.4.9倒尽孔中液体，每孔加入 200 μL的 1×Wash Buffer洗四遍。

D.3.4.10每孔加入 100 μL的 HRP Solution A。

D.3.4.11倒尽孔中液体，每孔加入 200 μL的 1×Wash Buffer洗四遍。

D.3.4.12每孔加入 100 μL的 TMB Substrate。

D.3.4.13室温避光孵育 30 min。

D.3.4.14每孔加入 100 μL的终止液
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D.3.4.15 30 min以内用酶标仪检测波长为 450 nm的吸光度值。

D.3.4.16绘制标准曲线并根据曲线计算结果。

D.3.5尿素合成功能检测

D.3.5.1提前 24 h把分化的肝脏类器官培养基更换为加入含 10 mM氯化铵的无酚红 HM培养基，37 ℃

培养箱孵育 24 h。

D.3.5.2 24 h后离心收集细胞上清。

D.3.5.3提前配制尿素检测的工作液，即等体积的 A液加上等体积的 B液。

D.3.5.4每孔加入 50 μL的标准品、待测样品和超纯水。

D.3.5.5每孔加入 200 μL的尿素检测工作液，轻拍板子混匀。

D.3.5.6室温孵育 20 min，若待测样品尿素含量较低，室温孵育 50 min。

D.3.5.7 20 min以内用酶标仪检测波长为 520 nm的吸光度值。

D.3.5.8根据公式计算结果。

D.3.6CDFDA染色

D.3.6.1收集分化的肝脏类器官用 PBS洗一遍。

D.3.6.2加入 2 μM CDFDA试剂在 37 ℃培养箱内孵育 30 min。

D.3.6.3离心弃去废液，加入预冷的 PBS洗三遍。

D.3.6.4激光共聚焦显微镜下观察细胞内微胆管的染色并摄取图像。

A

B
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附 录 E

（资料性）

标志基因检测 实时荧光定量 PCR 法

E.1 类器官样本制备

体外培养的类器官，吸掉培养基。加入等体积的 PBS 缓冲液（pH为 7.4），吸掉缓冲液。重复一

次。

E.2 类器官RNA提取

E.2.1收集细胞：待类器官长到一定的数量后，将 24孔板中的培养基去除，加入 1 mL的 PBS进行清洗

1遍。去除 PBS 后，加入 1 mL的无动物源性重组胰酶，并用 1 mL 量程的移液枪将基质胶打散，以利

于消化酶与类器官进行充分的接触与消化。30 min 后，将细胞溶液转移至 RNase-Free的离心管中离心

（300×g，5 min），收集细胞沉淀，仔细吸除所有上清；

E.2.2裂解处理：轻弹离心管底部，使细胞沉淀松散，加入适量裂解液 RL（350 μL），旋涡震荡；

E.2.3将所有溶液转移至过滤柱 CS上(过滤柱 CS放在收集管中)，13,400×g离心 2 min，收集滤液；

E.2.4向滤液中加入 1倍体积 70%乙醇（通常为 350 μL或 600 μL），混匀（此时可能会出现沉淀），得

到的溶液和沉淀一起转入吸附柱 CR3 中（吸附柱 CR3 放入收集管中），13,400×g 离心 30-60 s，倒掉

收集管中的废液，将吸附柱 CR3 放回收集管中；

E.2.5向吸附柱 CR3中加入 350 μL去蛋白液 RW1，13,400×g离心 30-60 s，倒掉收集管中的废液，将吸

附柱 CR3 放回收集管中；

E.2.6 DNase I 工作液的配制：取 10 μL DNase I 储存液放入新的 RNase-Free离心管中，加入 70 μL去除

DNA缓冲液 RDD，轻柔混匀；

E.2.7向吸附柱 CR3中央加入 80 μL的 DNase I 工作液，室温放置 15 min；

E.2.8向吸附柱 CR3中加入 350 μL去蛋白液 RW1，13,400×g离心 30-60 s，倒掉收集管中的废液，将吸

附柱 CR3 放回收集管中；

E.2.9向吸附柱 CR3中加入 500 μL漂洗液 RW（按照说明加入乙醇），室温静置 2 min，13,400×g离心

30-60 s，倒掉收集管中的废液，将吸附柱 CR3放回收集管中；

E.2.10重复步骤 2.9；

E.2.11离心（13,400×g，2 min），倒掉废液。将吸附柱 CR3 置于室温放置至少 2 min，以彻底晾干吸附

材料中残余的漂洗液；

E.2.12将吸附柱 CR3转入一个新的 RNase-Free离心管中，加入 30-100 μL RNase-Free ddH2O室温放置

2 min，离心（13,400×g，2 min），得到 RNA溶液。

E.3 类器官cDNA制备
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取 1 μg E.2.12提取的 RNA，利用水浴锅，按照商品化 RNA反转试剂盒进行类器官 RNA反转，操

作按照试剂盒说明书进行。

E.4 基因表达情况确定

取 E.3类器官 cDNA，利用实时荧光定量 PCR仪，按照商品化应该定量 PCR扩增试剂盒说明书及

相关基因引物，进行实时荧光定量检测，得到内参基因及目标基因表达值。
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