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人源化肠癌类器官病理质量评价规范
1 [bookmark: _Toc225449510]范围
本文件规定了人源化肠癌类器官的病理质量评价要求，包括伦理要求、技术要求、病理诊断与鉴定方法、病理诊断与鉴定标准及稳定性评价的要求。
本文件适用于对体外构建的人源化肠癌类器官进行病理学层面的质量评价。
2 [bookmark: _Toc225449511][bookmark: OLE_LINK10][bookmark: _Hlk146830852]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，标注日期的引用文件，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 39768 人类生物样本分类与编码
WS 213 丙型肝炎诊断
WS 293 艾滋病和艾滋病病毒感染诊断标准
WS 299 乙型病毒性肝炎诊断标准
T/CSCB 0001 干细胞通用要求
T/CSCB 0006/2022 人肠癌类器官
中华人民共和国药典（2020年版）
3 [bookmark: _Toc225449512]术语和定义
T/CSCB 0006界定的以及下列术语和定义适用于本文件。
3.1 
人源化肠癌类器官 patient-derived colorectal cancer organoid
从结直肠癌患者肿瘤组织中分离的肿瘤上皮细胞，在体外三维（3D）培养体系中形成的、能够部分模拟原始肿瘤组织的结构、细胞组成及分子遗传特征的微型类器官结构。
3.2 
病理质量评价 pathological quality evaluation
通过组织病理学、免疫组织化学及分子检测等技术手段，对人源化肠癌类器官的形态结构、标志物表达、遗传特征等方面进行定性或定量评估，以确定其与来源肿瘤组织一致性的过程。
4 [bookmark: _Toc225449513]缩略语
下列缩略语适用于本文件。
CK：细胞角蛋白（Cytokeratin）
DAB：二氨基联苯胺（Diaminobenzidine）
DMSO：二甲基亚砜（Dimethyl Sulfoxide）
H&E：苏木精-伊红染色（Hematoxylin and Eosin Staining）
HBV：乙型肝炎病毒（Hepatitis B Virus）
HCV：丙型肝炎病毒（Hepatitis C Virus）
HIV：人免疫缺陷病毒（Human Immunodeficiency Virus）
IHC：免疫组织化学（Immunohistochemistry）
PBS：磷酸盐缓冲液（Phosphate Buffer Saline）
STR：短串联重复序列（Short Tandem Repeat）
5 [bookmark: _Toc225449514]伦理要求
5.1 人源化肠癌类器官的建立与使用，应符合国家有关涉及人的生物医学研究伦理审查办法和相关法律法规的要求。
5.2 来源组织的采集应获得患者或其法定监护人签署的知情同意书，内容应涵盖研究目的、潜在风险、隐私保护及成果的商业化应用可能。
5.3 类器官的生产和研究方案应由所在单位的伦理审查委员会审查通过并获得批准。
5.4 应对患者个人信息进行脱敏处理，保护患者隐私。
6 [bookmark: _Toc225449515]技术要求
6.1 基本要求
6.1.1 形态：
在倒置相差显微镜下，人源化肠癌类器官应呈现典型的三维结构，边缘清晰、透亮，可呈现致密型、囊泡型或混合型等形态特征。
6.1.2 病理形态：
a) 类器官经石蜡包埋、H&E染色后，其组成细胞应具有肿瘤细胞的异型性特征，如细胞核大、深染、核质比失调、可见异常核分裂象。
b) 类器官的组织结构（如腺管样结构、筛状结构）应与来源肿瘤组织的病理分型和分级基本一致。
6.1.3 标志物表达：
a) 肠癌相关标志物如CDX2、CK20、CK7、CEA等的表达模式应与来源肿瘤组织基本一致。
b) 增殖指数（Ki-67阳性率）应与来源肿瘤组织的增殖水平大致相当。
c) 关键信号通路蛋白（如p53、β-catenin）的表达定位（如核阳性、浆阳性、膜表达缺失）应与来源肿瘤组织一致。
6.1.4 遗传特征：
a) 类器官应保留来源肿瘤组织中的关键驱动基因突变，检测的基因应包括但不局限于APC、KRAS、NRAS、BRAF、TP53、PIK3CA、SMAD4。
b) 检测结果应与来源肿瘤组织的基因变异结果具有一致性。
6.1.5 细胞身份：
应通过STR检测及分型鉴定，证实类器官与来源肿瘤组织（或患者血液/正常组织）的STR分型一致，排除交叉污染或错位。
6.2 微生物检测
真菌、细菌、支原体、HBV、HCV、HIV、外源病毒因子等检测结果应为阴性。
6.3 生长与稳定性
6.3.1 传代稳定性
类器官在连续传代（至少至第3代）过程中，应能保持其关键形态、标志物表达和遗传特征的稳定性。
6.3.2 冻存复苏稳定性
类器官经冻存复苏后，存活率应不低于50%，且存活类器官在体外培养后能重建其原有形态和关键特征。
7 [bookmark: _Toc225449516]检测方法
7.1 形态观察
使用倒置相差显微镜直接观察体外培养的类器官，评估其三维结构、边缘清晰度、透亮度和生长形态。
7.2 病理形态检测
按照附录A的规定执行。对类器官石蜡切片进行H&E染色和IHC染色，由具备病理诊断资质的专业人员进行分析和判定，并与来源肿瘤组织的病理切片进行比对。
7.3 STR鉴定
按照附录B的规定执行。提取类器官及其来源组织（或患者血液/正常组织）的基因组DNA，进行STR位点扩增和毛细管电泳检测，比对两者STR分型的一致性。
7.4 基因突变检测
按照附录C的规定执行。提取类器官及其来源肿瘤组织的基因组DNA，采用Sanger测序、二代测序或经认证的商品化检测试剂盒（如ARMS法、ddPCR法）对目标基因突变位点进行检测，并比对两者结果的一致性。
7.5 微生物检测
7.5.1 细菌及真菌：按照《中华人民共和国药典（2020年版）》中“1101无菌检查法”检测。
7.5.2 支原体：按照《中华人民共和国药典（2020年版）》中“3301支原体检查法”检测。
7.5.3 HIV：按照WS 293中规定的核酸法检测。
7.5.4 HBV：按照WS 299中规定的核酸法检测。
7.5.5 HCV：按照WS 213中规定的核酸法检测。
7.5.6 外源病毒因子：按照《中华人民共和国药典（2020年版）》中“3302外源病毒因子检查法”检测。
7.6 存活率检测
可参照T/CSCB 0006-2022附录A中规定的钙黄绿素染色法进行。


[bookmark: _Toc225449517]附 录 A
[bookmark: _Toc225449518]（规范性）
[bookmark: _Toc225449519][bookmark: _Toc225449520]类器官组织病理检测方法-石蜡包埋法

A.1 仪器和设备
A.1.1 石蜡包埋仪。
A.1.2 石蜡切片机。
A.1.3 烘片机。
A.1.4 染色缸或自动染色机。
A.1.5 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 固定液：
4%多聚甲醛溶液或10%中性缓冲福尔马林溶液。
A.2.2 脱水液：
梯度乙醇溶液（70%、80%、90%、95%、100%）。
A.2.3 透明液：
二甲苯。
A.2.4 包埋剂：
石蜡（熔点为56℃-58℃）。
A.2.5 H&E染色试剂：
苏木精染液、伊红染液、盐酸酒精分化液、中性树胶。
A.2.6 免疫组化染色试剂：
3%过氧化氢溶液、柠檬酸盐缓冲液（pH 6.0）或EDTA抗原修复液（pH 9.0）、正常非免疫动物血清、一抗（如CDX2，CK20，Ki-67，p53等）、酶标或荧光标记二抗、DAB显色试剂盒、PBS缓冲液。
A.3 检测步骤
A.3.1 样品准备与固定：
a) 收集培养的类器官（可包含基质胶）至离心管，PBS洗涤1次，离心弃上清。
b) 加入4%多聚甲醛或10%中性缓冲福尔马林，室温固定30min-60min。对于较大的类器官团块，可适当延长固定时间。
A.3.2 石蜡切片制作：
a) 将固定后的类器官样本进行梯度乙醇脱水、二甲苯透明。
b) 浸蜡、石蜡包埋。
c) 使用石蜡切片机切片，厚度为3μm-5μm。
d) 将切片在40℃温水展片，贴附于防脱载玻片上，60℃烤片2h或37℃过夜。
A.3.3 H&E染色：
a) 切片脱蜡至水。
b) 苏木精染色5min-10min，流水冲洗。
c) 盐酸酒精分化数秒，流水冲洗返蓝。
d) 伊红染色1min-3min。
e) 梯度酒精脱水，二甲苯透明。
f) 中性树胶封片，镜检。
A.3.4 免疫组化染色：
a) 切片脱蜡至水。
b) 抗原修复（高压或微波热修复）。
c) 3%过氧化氢孵育10min，阻断内源性过氧化物酶。
d) 滴加封闭血清，室温孵育20 min。
e) 倾去血清，滴加适当比例稀释的一抗，4℃孵育过夜或37℃孵育1h-2h。
f) PBS冲洗，滴加二抗，室温孵育20min-30min。
g) PBS冲洗，DAB显色，显微镜下控制反应时间。
h) 自来水冲洗终止显色，苏木精复染，脱水、透明、封片。
A.4 结果分析
由具有病理诊断资质的人员对染色切片进行分析。H&E染色用于评估类器官的形态结构与细胞异型性；IHC染色用于评估特定标志物的表达强度、阳性率和定位。综合评判类器官与来源肿瘤组织的病理学一致性。


[bookmark: _Toc225449521]附 录 B
[bookmark: _Toc225449522]（规范性）
[bookmark: _Toc225449523]类器官STR鉴定方法

B.1 仪器和设备
B.1.1 离心机。
B.1.2 PCR仪。
B.1.3 毛细管电泳基因分析仪。
B.1.4 微量紫外分光光度计。
B.1.5 生物安全柜。
B.2 试剂
B.2.1 细胞/组织基因组DNA提取试剂盒。
B.2.2 STR多重荧光扩增试剂盒（商品化试剂盒，应涵盖至少8个以上核心STR位点，如D5S818、D13S317、D7S820、D16S539、CSF1PO、AMEL、TH01、TPOX、vWA等）。
B.2.3 分子级无菌水。
B.2.4 去离子甲酰胺。
B.2.5 内标（GeneScan™ 500 LIZ® 或同类型产品）。
B.3 检测步骤
B.3.1 样品制备：
a) 收集处于对数生长期的类器官（约10^5～10^6个细胞），PBS洗涤2次。
b) 同时准备来源肿瘤组织或患者血液/正常组织作为对照样本。
B.3.2 DNA提取：
a) 按照DNA提取试剂盒说明书操作，分别提取类器官和对照样本的基因组DNA。
b) 使用微量紫外分光光度计检测DNA纯度和浓度。要求A260/A280比值在1.8～2.0之间，DNA浓度≥20ng/μL。
B.3.3 PCR扩增：
a) 按照STR扩增试剂盒说明书配制PCR反应体系，加入适量的模板DNA。
b) 设置阳性对照（已知STR分型的DNA）和阴性对照（无菌水）。
c) 在PCR仪上进行扩增。
B.3.4 毛细管电泳检测：
a) 取1 μL PCR产物，加入8.5 μL去离子甲酰胺和0.5 μL内标，混匀后95℃变性5 min，立即冰浴冷却。
b) 使用毛细管电泳基因分析仪进行片段分离和数据收集。
B.4 结果分析
使用相应的基因分析软件分析电泳数据，获得样本的STR分型图谱。将类器官的STR分型与对照样本的STR分型进行比对。所有检测位点均一致时，方可确认为来源于同一患者。


[bookmark: _Toc225449524]附 录 C
[bookmark: _Toc225449525]（资料性）
[bookmark: _Toc225449526]类器官基因突变检测方法

C.1 仪器和设备
C.1.1 离心机。
C.1.2 PCR仪。
C.1.3 测序仪（一代或二代）。
C.1.4 微量紫外分光光度计。
C.2 试剂
C.2.1 细胞/组织基因组DNA提取试剂盒。
C.2.2 针对目标基因（如APC、KRAS、NRAS、BRAF、TP53、PIK3CA、SMAD4）的特异性引物。
C.2.3 PCR扩增相关试剂（Taq酶、dNTPs、Mg2+等）。
C.2.4 PCR产物纯化试剂盒。
C.3 检测步骤
C.3.1 样品制备：
按照附录B.3.1和B.3.2的方法，分别提取类器官和来源肿瘤组织的基因组DNA。
C.3.2 PCR扩增：
a) 设计或合成针对目标基因外显子区域的引物。
b) 以提取的DNA为模板，进行PCR扩增。
c) 通过琼脂糖凝胶电泳确认PCR产物的大小和特异性。
C.3.3 测序与分析：
a) 纯化PCR产物。
b) Sanger测序：将纯化后的PCR产物送至测序公司，使用上下游引物进行双向测序。将获得的序列与参考序列比对，确定突变位点。
c) 二代测序：将类器官和对照样本的DNA进行文库构建，采用靶向测序或全外显子测序，通过生物信息学分析筛选基因突变。
d) 也可采用经认证的商品化试剂盒，如ARMS-PCR法或ddPCR法，对特定热点突变进行检测。
C.4 结果分析
将类器官的基因突变检测结果与来源肿瘤组织的检测结果进行比对。主要驱动基因突变的位点与类型应保持一致。
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