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[bookmark: _Toc87951245][bookmark: _Toc124500342]前    言
[bookmark: _Hlk114751859]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。
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。
本文件由中国医药生物技术协会疾病模型专业会员会分会提出。
本文件由中国医药生物技术协会归口。

本文件起草单位：四川大学生物治疗国家重点实验室、四川大学华西医院、广州精科生物技术有限公司、成都诺医德医学检验实验室有限公司、中国医学科学院肿瘤医院、中科院分子细胞科学卓越创新中心、广东省人民医院、中山大学肿瘤防治中心、广东医科大学附属医院、北京大学深圳医院、深圳市第二人民医院、川北医学院、华南理工大学、佛山市第一人民医院。

本文件主要起草人：魏于全、陈崇、李胜、苟马玲、高栋、罗健、马飞、张柏林、王坤、王树森、谢小明、杜正贵、陆政昊、李宏、刘佳、吴晴、薛晓红、陈伟财、韦伟、何劲松、马代远、梁法清、张清、李杰、张英、黄胜超、吴艳霞、罗云峰、张爱玲、张永成、曾志强、罗微、胥正敏、王瑶。

[bookmark: _Toc124500343][bookmark: _Toc87962399][bookmark: _Toc87940788][bookmark: _Hlk114738537]引    言
[bookmark: _GoBack]乳腺癌是最常见的恶性肿瘤。利用类器官体外培养技术开展乳腺癌基础研究和临床治疗学研究具有重要的学术价值。类器官可在体外较好地模拟体内肿瘤的特征，为乳腺癌的基础研究、精准治疗和新药研发等提供新的技术手段。由于类器官的研究及应用涉及多个技术流程，影响因素多，开发难度大，特别是类器官的制备、冻存和复苏、鉴定等操作过程复杂。目前，国内对正常乳腺及乳腺肿瘤类器官制备、培养和鉴定等操作尚未建立规范标准。为此，特组织编写《人正常乳腺及乳腺癌类器官制备、冻存、复苏和鉴定操作指南》，以利于推动和指导类器官构建的相关研究,辅助研究人员开展乳腺癌致病机理、药物筛选和肿瘤治疗等相关研究，规范并引导行业发展。
人正常乳腺及乳腺癌类器官制备、冻存、复苏和鉴定操作指南
[bookmark: _Toc124500345][bookmark: _Toc87940790][bookmark: _Toc81489427][bookmark: _Toc81443845][bookmark: _Toc24884211][bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc81470547][bookmark: _Toc81486496][bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc24884218][bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc81481923]1 范围
[bookmark: _Hlk114756378]本文件给出了人正常乳腺及乳腺癌组织类器官制备、传代、冻存、复苏和鉴定等的规范性操作和推荐方法。
本文件适用于科研院所、医疗机构、制药企业等构建人源正常乳腺及乳腺癌组织类器官。
[bookmark: _Toc29474226][bookmark: _Toc21423837][bookmark: _Toc124500346][bookmark: _Toc87940791][bookmark: _Toc21423838][bookmark: _Toc29474227]2 规范性使用文件
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。
[bookmark: OLE_LINK2][bookmark: OLE_LINK1]GB 19489  实验室 生物安全通用要求
[bookmark: OLE_LINK5][bookmark: OLE_LINK6]GB 39707-2020  医疗废物处理处置污染控制标准

[bookmark: _Toc124500347][bookmark: _Toc83892584][bookmark: _Toc83893612][bookmark: _Toc80947811][bookmark: _Toc87940792][bookmark: _Toc78968646][bookmark: _Toc73816539]3 术语和定义
GB 39707-2020界定的以及下列术语和定义适用于本文件。
[bookmark: _Hlk117367673]3.1 
人正常乳腺类器官 human normal breast organoids
[bookmark: _Toc83893613][bookmark: _Toc80947812][bookmark: _Toc83892585][bookmark: _Toc87940793][bookmark: _Toc78968647][bookmark: OLE_LINK8][bookmark: OLE_LINK7]人体正常乳腺上皮组织中的上皮干细胞或者多能干细胞经体外诱导分化，在有支架材料的培养条件下形成的与人正常乳腺上皮组织的细胞成分、组织结构及功能等关键特征具有相似性的三维多细胞培养物。
3.2
[bookmark: OLE_LINK14][bookmark: OLE_LINK13]人乳腺癌类器官 human breast cancer-derived organoids
[bookmark: _Toc80947813][bookmark: _Toc83893614][bookmark: _Toc87940794][bookmark: _Toc83892586][bookmark: _Toc78968648][bookmark: _Toc73816540]由人乳腺上皮癌变组织来源的肿瘤干细胞，在有支架材料的培养条件下形成的与其来源组织的细胞成分、组织结构及分子表型等关键特征具有相似性的三维多细胞培养物。
3.3
支架材料 scaffold material
[bookmark: _Toc78968649]用于辅助或支撑类器官体外培养的生物材料，包括天然材料如基质凝胶和合成材料。
3.4
传代 passage 
[bookmark: _Toc87940796][bookmark: _Toc83892588][bookmark: _Toc80947815][bookmark: _Toc83893616][bookmark: _Toc78968650][bookmark: _Toc73816541][bookmark: OLE_LINK11][bookmark: OLE_LINK12]将类器官制备为单细胞或细胞簇后再进行培养形成新的类器官的过程。
3.5
冻存 cryopreservation
[bookmark: _Toc80947816][bookmark: _Toc87940797][bookmark: _Toc83892589][bookmark: _Toc83893617][bookmark: _Toc78968651][bookmark: _Toc73816542]将类器官经低温冷冻处理后在低温环境下长期保存并保持类器官细胞活力的技术。
3.6
[bookmark: OLE_LINK22][bookmark: OLE_LINK25]复苏 recovery
[bookmark: _Toc83892590][bookmark: _Toc83893618][bookmark: _Toc80947817][bookmark: _Toc87940798][bookmark: OLE_LINK65][bookmark: _Toc78968652][bookmark: _Toc73816543][bookmark: OLE_LINK26][bookmark: OLE_LINK27]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。
[bookmark: _Toc80947819][bookmark: _Toc80947818][bookmark: _Toc83893623][bookmark: _Toc83892597][bookmark: _Toc83892594][bookmark: _Toc83893622][bookmark: _Toc83893619][bookmark: _Toc87940799][bookmark: _Toc83892593][bookmark: _Toc83893620][bookmark: _Toc87940802][bookmark: _Toc83892595][bookmark: _Toc87940803][bookmark: _Toc87940800][bookmark: _Toc83892591][bookmark: _Toc83892592][bookmark: _Toc87940805][bookmark: _Toc87940801][bookmark: _Toc87940804][bookmark: _Toc83893624][bookmark: _Toc83892596][bookmark: _Toc83893625][bookmark: _Toc83893621][bookmark: _Toc80947820][bookmark: _Toc124500348]4 通则
[bookmark: _Toc124500349]4.1方案制定
[bookmark: _Toc87940808]人正常乳腺类器官和人乳腺肿瘤类器官研究项目启动前应当制定工作方案。工作方案的内容包括但不限于：目标与任务、操作流程、工作条件、生物安全等级、操作人员资质、供体选择要求、类器官质量控制标准、参考文献等。供体选择要求中，建议将乳腺的生理特征及乳腺癌的治疗方法与用药史等情况纳入重要考虑因素。
[bookmark: _Toc124500350]4.2 知情同意
[bookmark: OLE_LINK30][bookmark: OLE_LINK28][bookmark: OLE_LINK29][bookmark: _Toc87940809]人体正常乳腺组织及乳腺癌组织的获取方法、处理手段、保存条件、使用目的等内容需获得伦理委员会审核批准，宜在充分尊重、告知人体组织提供者权益的前提下签署知情同意书，告知内容包括但不限于：组织的处置方案及可能涉及的应用场景。宜对组织提供者的个人信息进行隐私保护，严禁泄露可识别供体及亲属身份的信息，如：姓名、肖像、证件、社会关系等。
1. 伦理要求与隐私保护见 GB/T 38736-2020中 3.7条。
[bookmark: _Toc124500351]5 类器官制备
[bookmark: _Toc124500352][bookmark: _Toc73816555][bookmark: _Toc87940813]5.1组织样本处理 
5.1.1 应当建立相应的生物安全管控体系及使用规范，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。
5.1.2 供体组织应当由医疗机构提供，乳腺癌组织样本可从通过穿刺或手术等手段获得的人体乳腺癌组织中选取，取样时应避免坏死区域；正常乳腺组织样本可通过乳腺相关手术治疗过程中切除的人体乳腺组织中获取；组织离体后宜尽快完成样本处理。
[bookmark: _Toc87940814][bookmark: _Hlk111714735][bookmark: _Toc73816556]5.1.3 组织样本处理的人员需有相关专业的学习背景或培训经历。
注：除所用的培养基外，正常乳腺类器官和乳腺癌类器官的培养流程相同。
[bookmark: _Toc124500353]5.2组织样本的保存和运输
[bookmark: _Toc124500354][bookmark: OLE_LINK31][bookmark: OLE_LINK32]采集的组织样本应完全浸没于无菌的组织保存液中，应于低温保存运输箱，在低温（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。
所使用的保存液宜为组织保存、运输专用，所含成分对组织无毒害作用，不影响组织的生理功能。
[bookmark: OLE_LINK37][bookmark: OLE_LINK38]5.3类器官制备、培养和传代
5.3.1 类器官制备、培养
类器官制备、培养步骤如下：
a) 制备前应对采集的组织样本进行清洗，组织清洗液建议使用置于4℃冰箱中预冷处理的DPBS缓冲液，清洗时上下左右迅速摇晃，摇晃力度适中，直至清洗液澄清；
b) 选择组织消化液和/或机械破碎方法获得细胞簇或单细胞，组织消化液应保证无菌，建议采用胶原酶进行组织消化，结合适当的温和的机械吹打；
c) 根据组织来源选择合适的培养基，正常乳腺类器官与乳腺肿瘤类器官可依据生长特性选择不同的培养基；
d) [bookmark: OLE_LINK35][bookmark: OLE_LINK36]根据实验目的选择合适的支架材料（如基质胶）以支撑细胞进行三维（3D）立体生长，以及合适的培养器皿（如细胞培养板或芯片）、培养装置和培养条件。
[bookmark: OLE_LINK43][bookmark: OLE_LINK44]详细操作规程和推荐的方法参见附录A
5.3.2 类器官传代
根据需要对类器官进行传代处理，并记录新培养类器官的代次。传代时机的选择依据类器官的大小、活性、使用要求等指标综合判定。
[bookmark: OLE_LINK48][bookmark: OLE_LINK47]详细操作规程和推荐的方法参见附录A。
[bookmark: _Toc124500355]6 类器官冻存和复苏
[bookmark: OLE_LINK50][bookmark: OLE_LINK49]对正常乳腺类器官及乳腺癌类器官一般通过梯度降温的方法进行冷冻，然后采用适宜的低温条件进行保存，宜尽量避免冻融现象发生，记录冻存的条件与时间。
[bookmark: OLE_LINK56][bookmark: OLE_LINK55]人正常乳腺或乳腺癌类器官复苏时，需要先对冻存的类器官在适宜的升温条件下进行解冻处理，去除冻存液后进行类器官的再次培养或其它处理。详细操作规程和推荐的方法参见附录A。
[bookmark: _Toc124500356]7 类器官鉴定 
根据需要对建立的类器官进行鉴定，合理设定鉴定内容，可参考的鉴定指标如：类器官显微镜下的形态学、类器官组织学特征、类器官分子分型、类器官细胞活性等。
详细操作规程和推荐的方法参见附录B。

[bookmark: _Toc124500357]8 数据管理
[bookmark: OLE_LINK52][bookmark: OLE_LINK51]宜结合类器官的使用目的，制定数据管理规范，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。
[bookmark: OLE_LINK3][bookmark: OLE_LINK4]详细的临床样本数据管理可参照国家药品监督管理局（NMPA）颁布的《药物临床试验质量管理规范》(GCP)中的数据管理部分内容。
[bookmark: _Toc124500358]9 废弃物处理
在组织样本处理、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和GB 39707-2020的要求，遵循医疗废弃物处理规范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。
[bookmark: _Toc124500359]10质量控制
[bookmark: OLE_LINK53][bookmark: OLE_LINK54]类器官的质量控制包括但不限于类器官光镜下形态学观察，类器官细胞活力鉴定和类器官常见标志物表达，如Ki67增殖指标的表达等。类器官培养状态鉴定参见附录 B。

[bookmark: _Toc87940830][bookmark: _Toc123658325][bookmark: _Toc123658055][bookmark: _Toc124500360][bookmark: _Toc123658959]附  录   A
（资料性）
[bookmark: _Toc120534293][bookmark: _Toc120291981][bookmark: _Toc120290922][bookmark: _Toc124500361]人正常乳腺及乳腺癌类器官制备、冻存和复苏操作要点

[bookmark: _Toc124500362]A.1 仪器设备及试剂耗材
[bookmark: OLE_LINK16][bookmark: OLE_LINK15]A.1.1 仪器设备
生物安全柜、低温离心机、二氧化碳细胞培养孵箱、光学显微镜、37℃水浴锅、低温冰箱（4℃、-20℃、-80℃）、液氮罐等。
A.1.2 耗材
细胞培养孔板或芯片、15 mL和50 mL无菌离心管、各种移液器和吸头、无菌镊子、无菌眼科剪、细胞冻存盒、细胞冻存管等。
A.1.3 试剂
组织保存液、DPBS、胶原酶、支架材料、类器官培养基、细胞级别二甲基亚砜等。
[bookmark: OLE_LINK57][bookmark: OLE_LINK58]A.1.4 正常乳腺类器官培养基
[bookmark: OLE_LINK59][bookmark: OLE_LINK60][bookmark: OLE_LINK64][bookmark: OLE_LINK63]推荐的正常乳腺类器官培养基的组成成分见表A.1。
表A.1正常乳腺类器官培养基组成成分表
	中文名称
	英文名称

	基础培养基
	Advance DMEM/F12

	WNT 信号通路激活剂
	R-Spondin 1

	WNT3a
	Wnt3a

	神经调节蛋白1
	Neuregulin 1

	L-谷氨酰胺
	L-Glutamax

	ROCK 抑制剂
	ROCK inhibitor Y-27632

	人头蛋白
	Noggin

	sirtuins抑制剂
	Nicotinamide

	TGFβ 抑制剂A83-01
	TGFβ inhibitor A83-01

	纤维母细胞生长因子10
	FGF10

	人表皮细胞因子
	EGF

	B27添加剂
	B27 supplement

	乙酰半胱氨酸
	N-acetylcysteine

	Primocin抗生素
	Primocin

	氢化可的松
	Hydrocortisone

	β-雌二醇
	β-estradiol

	腺苷酸环化酶激活剂
	Forskolin


[bookmark: OLE_LINK10][bookmark: OLE_LINK9][bookmark: OLE_LINK61][bookmark: OLE_LINK62]A.1.5 乳腺癌类器官培养基
推荐的乳腺癌类器官培养基的组成成分见表A.2。
表A.2 乳腺癌类器官培养基组成成分表
	中文名称
	英文名称

	基础培养基
	Advance DMEM/F12

	WNT 信号通路激活剂
	R-Spondin 3

	青霉素/链霉素
	Penicillin/streptomycin

	神经调节蛋白1
	Neuregulin 1

	L-谷氨酰胺
	L-Glutamax

	ROCK 抑制剂
	ROCK inhibitor Y-27632

	人头蛋白
	Noggin

	4-(2-羟乙基)-1-哌嗪乙磺酸
	HEPES

	sirtuins抑制剂
	Nicotinamide

	TGFβ 抑制剂A83-01
	TGFβ inhibitor A83-01

	纤维母细胞生长因子10
	FGF10

	人表皮细胞因子
	EGF

	P38 MAPK 抑制剂
	SB202190

	B27添加剂
	B27 supplement

	乙酰半胱氨酸
	N-acetylcysteine

	Primocin抗生素
	Primocin

	重组人角质细胞生长因子
	FGF 7


在准备乳腺癌类器官培养时，阻止正常细胞生长的方法包括去除正常细胞必需的某些生长因子（如，去除Wnt3a），或者添加一种能杀死正常细胞的化合物（如，针对TP53突变添加Nutlin3a），乳腺癌类器官培养基可根据具体情况在正常乳腺类器官培养基的基础上适量增减成分。
[bookmark: _Toc124500363]A.2 人正常乳腺及乳腺癌类器官制备操作步骤
[bookmark: OLE_LINK23][bookmark: OLE_LINK24]A.2.1 通则
[bookmark: OLE_LINK66][bookmark: OLE_LINK67]所有类器官的制备、培养、冻存和复苏宜在生物安全柜中保证无菌操作。所用试剂、洗液和器材等应无菌。
A.2.2 组织样本的预处理
评估获取的组织样本中上皮细胞的含量，利用眼科剪和镊子尽可能去除非上皮成分，包括肌肉和脂肪组织。对于乳腺癌组织样本，宜去除明显坏死的组织成分。
A.2.3 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，用含有抗生素的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.2.4 组织块的消化
将样本转移至10 cm的细胞培养皿中，使用手术剪或手术刀将组织样本尽可能剪碎呈现肉糜状态；根据组织量加入组织块组织消化液（≥ 10 mL），置于37℃水浴锅中消化。仔细观察消化情况，每10 min ～ 15 min混合1次；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，4℃下，200 g离心5 min，弃上清，保留沉淀置于冰上。
A.2.5 组织细胞混悬液的过滤
[bookmark: OLE_LINK75][bookmark: OLE_LINK74]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。4℃下，200 g离心5 min，弃上清，保留沉淀置于冰上。
A.2.6 细胞沉淀重悬及三维培养接种
[bookmark: OLE_LINK68][bookmark: OLE_LINK69]取适量支架材料（如基质胶，低温条件下呈液体状态）重悬细胞沉淀，混合均匀后接种于培养孔板，或用培养基重悬后接种于芯片上，，待支架材料凝固，添加相应的人正常乳腺类器官或乳腺癌类器官培养基，使培养基没过细胞，置于37℃二氧化碳细胞培养箱中培养。
A.2.7 类器官培养
[bookmark: OLE_LINK70][bookmark: OLE_LINK71]根据类器官生长情况，每2天～3天更换1次类器官培养基。
A.2.8 类器官传代
a）待类器官平均直径为150 µm～30 µm时，即可进行传代；一般而言，在此平均直径范围内的类器官生长活力较好；
b）传代时需要将类器官尽量消化为单个细胞；
c）正常乳腺类器官体外连续传代次数尽量控制在10代以内；乳腺癌类器官传代次数可根据实验要求适当延长，但宜对传代类器官定期做分子分型鉴定。

[bookmark: _Toc124500364]A.3人正常乳腺及乳腺癌类器官冻存和复苏核心步骤
A.3.1 类器官冻存
类器官冻存步骤如下：
a) 预先准备含有10%的二甲基亚砜的无血清细胞冻存液，现配现用； 
b) 使用配置好的冻存液重悬细胞簇或单细胞沉淀，并按500 μL～1 mL体积分装至细胞冻存管中；
c) 将细胞冻存管放入细胞冻存盒中，置于-80℃保存24h后，将细胞冻存管转移至液氮罐中长期保存。
A.3.2 类器官复苏
类器官复苏步骤如下：
a）预先准备一个装有10 mL基础培养基的15 mL离心管；
b）将冻存管从液氮罐中取出后，宜立即放入37℃水浴中，轻轻摇动冻存管，尽量使其在短时间内全部融化；
c）将融化后的类器官冻存液悬液吸出，逐滴加入到15 mL离心管中，使液体中二甲基亚砜总量低于1%。4℃下，200 g离心5 min，弃上清，保留类器官沉淀置于冰上；
d）将细胞沉淀再次与支架材料混匀，接种于培养孔板或生物芯片上，待支架材料稳定后，添加相应的类器官培养基，置于37℃二氧化碳细胞培养箱中进行培养。

[bookmark: _Toc123658327][bookmark: _Toc123658057][bookmark: _Toc123658964][bookmark: _Toc124500365][bookmark: _Toc87940831]附 录 B
（资料性）
[bookmark: _Toc120534295][bookmark: _Toc124500366][bookmark: _Toc120290924][bookmark: _Toc120291983][bookmark: _Hlk111717120]人正常乳腺类器官和乳腺癌类器官的鉴定

[bookmark: _Toc124500367]B.1 概述
[bookmark: OLE_LINK77][bookmark: OLE_LINK76]根据需要对培养的类器官进行鉴定，宜科学规划鉴定内容，可参考的鉴定指标如：形态、活性、组织学特征、分子分型等，作为参照来评估培养形成的类器官与来源组织的相似性。
[bookmark: _Toc124500368]B.2类器官显微镜下的形态学观察
在类器官培养的第2天，即可在光学显微镜下进行形态学观察。正常乳腺类器官在培养数天后通常会形成直径50 μm及以上的球状结构，折光性良好，而乳腺肿瘤类器官的大小与形态可能有较大的个体差异。在进行大规模类器官培养及应用时，宜关注各组类器官的大小、形态及数量的均一性。
[bookmark: _Toc124500369]B.3 类器官细胞活性分析
B.3.1台盼蓝染色法
台盼蓝染料用于死细胞的着色，在光学显微镜下可以通过颜色区分死活细胞。使用细胞消化液将类器官解离成单细胞，使用台盼蓝染液进行染色，染色后的细胞转移至血球计数板，置于光学显微镜下统计未染色细胞总数和着色细胞总数，根据公式：未染色细胞总数/（未染色细胞总数+着色细胞总数）%。计算分析活细胞比例。一般情况下，计算或统计出的类器官活细胞比率> 90% 时则表示培养的类器官活力优秀，质量良好。
[bookmark: OLE_LINK78]B.3.2 羟基荧光素二醋酸盐琥珀酰亚胺脂（CFSE）染色法
[bookmark: OLE_LINK83][bookmark: OLE_LINK84]CFSE能够轻易穿透细胞膜，在活细胞内与胞内蛋白共价结合，水解后释放出绿色荧光，而死细胞无法着色。具体检测步骤包括：类器官消化成单个细胞后，离心弃上清，沉淀用Advanced DMEM/F12 培养基重悬（约1 mL），吹打混匀后加入CFSE溶液（终浓度为2.5μM ～ 5 μM），在37℃水浴锅中孵育10 min。用40%体积的预冷小牛血清立即终止染色标记10 min。离心洗涤两次后，用适量的完全培养液重悬细胞。取100 μL左右细胞悬液置于干净的细胞培养皿中，放置于倒置显微镜下，使用488 nm激发光观察细胞着色情况。活细胞将会着色，死细胞将不会着色。同时，剩余的单细胞悬液可以使用流式细胞仪进行细胞活性定量分析。
一般情况下，计算及统计出的类器官活细胞比率> 90% 时则表示培养的类器官活力优秀，质量良好。
[bookmark: _Toc120291984][bookmark: _Toc120534296][bookmark: _Toc124500370][bookmark: _Toc120290925]B.4 类器官组织学特征分析
B.4.1 样品准备
从来源组织中切取1块～2块具有代表性的组织块，用组织固定液进行固定保存。建议选取直径大于100 μm的类器官用于组织学分析。
B.4.2石蜡包埋及切片
石蜡包埋及切片处理步骤如下：
a）使用吸头将包含类器官的基质材料从培养器皿上剥离，尽可能保持基质材料的完整性，放入组织盒中，用组织固定液（建议4%多聚甲醛）对类器官进行固定；
b）梯度乙醇脱水（建议使用浓度为70%，80%，95%以及100%的乙醇依次处理，每个梯度5 min ～ 10 min），二甲苯透明处理大约5 min，直至观察到类器官呈半透明状态；
c)	完成石蜡包埋,制作类器官切片，建议每张切片厚度在5 μm左右。
B.4.3 苏木素&伊红（H&E）染色
苏木素&伊红（H&E）染色步骤如下：
a) 将类器官切片置于烘片机上烘烤，增加类器官的粘附，防止在后续染色过程中类器官脱落；
b) 脱蜡：依次将类器官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；
c) [bookmark: OLE_LINK79][bookmark: OLE_LINK80]细胞核染色：在类器官上滴加苏木精染料，用量以覆盖整个组织为宜（约40 μL），时间约10 s；
d) 在流水下冲洗数分钟洗去浮色，再依次利用盐酸酒精溶液及碳酸氢钠溶液进行返蓝处理；
e) 细胞质染色：放入伊红溶液中浸泡，时间约10 s；
f) 接着依次浸泡于95%乙醇溶液中3次，100%乙醇溶液中3次，二甲苯溶液中3次中, 每次3 min；
g) 用中性树脂封片保存；
h) 光学显微镜下观察拍照，分析染色结果。
B.4.4 免疫组化检测
免疫组化检测步骤如下：
a) 将类器官切片（B.4.2）置于烘片机上烘烤，增加类器官的黏附，防止在后续染色过程中类器官脱落；
b) 脱蜡：依次将类器官切片浸泡于二甲苯，100%乙醇，95%乙醇，每次3 min，以上步骤重复3次，再置于超纯水中3 min，使组织细胞间的石蜡完全置换为水；
c) 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；
d) 转移至装有0.3% Triton X-100 PBS溶液的染缸中，浸泡20 min；
e) 建议用PBS浸洗3次，每次5 min；
f) [bookmark: OLE_LINK86][bookmark: OLE_LINK85]滴加山羊血清，覆盖类器官为宜（约40 μL），封闭30 min～60 min；
g) 吸去山羊血清，滴加一定比例的用封闭液稀释的一抗（浓度根据不同抗体而定），以覆盖类器官为宜（约40 μL），置于4℃孵育过夜；
h) 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；
i) 加反应增强液，覆盖类器官为宜（约40 μL），室温孵育20 min；
j) 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；
k) 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；
l) 弃除二抗，滴加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；
m) 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；
n) 切片放入盐酸酒精溶液和碳酸氢钠溶液，各1 min，进行返蓝处理；
o) 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，以上步骤重复3次；
p) 中性树脂封片保存；
q) 光学显微镜下观察拍照，分析染色结果。
[bookmark: _Toc124500371]B.5类器官分子分型鉴定
对于乳腺癌而言，建议分为几种临床常见分子分型如管腔A型、管腔B型、HER2过表达型、三阴型等，通常以ER，PR,HER2,Ki67等标志物所占肿瘤细胞比例划分。乳腺癌类器官可根据上述免疫组化步骤进行ER,PR,HER2,Ki67等指标的检测，并与原代肿瘤组织进行比较。
正常乳腺上皮细胞进一步分为管腔谱系(表达KRT8/18， CD24)和基底/肌上皮谱系(表达ATAC2， CNN1， MME)，分别构成乳腺导管系统的内层和外层。在管腔谱系中，基于GABRP、KIT和ALDH1A3的表达被标记为管腔祖细胞，基于AGR2、ANKRD30A、ESR1、FOXA1和PGR的表达被标记为成熟管腔细胞。在基础/肌上皮细胞谱系中，基于ITGA6、KRT5/6B、KRT14和TP63的表达，分别被标记为基础祖细胞和肌上皮细胞。以上识别乳腺癌或者正常乳腺上皮细胞的生物标志物均可用于分子层面的鉴定，包括但不限于RNA-seq或者荧光定量PCR实验用于检测目标基因的转录水平变化，免疫印迹实验用于检测目标蛋白表达水平变化等。
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Guideline for preparation, cryopreservation, recovery and identification of organoids 

of human normal breast and breast cancer tissue  
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