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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XXX提出。
本文件由中国食品药品企业质量安全促进会归口。
本文件起草单位：深圳市北科生物科技有限公司、国科大杭州高等研究院、朴衡博迈（上海）生物医药有限公司、上海睿钰生物科技有限公司、杭州艾名医学科技有限公司、山东富优生命科学有限公司、诺赛联合（北京）生物医学科技有限公司、山东省第四人民医院、新安吉医疗科技（深圳）有限公司。
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乳腺癌类器官药物敏感性检测指导患者精准治疗技术规范
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[bookmark: _Hlk107843470][bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc26648466]本文件规定了乳腺癌类器官药物敏感性检测的样本采集与处理、类器官建立与培养、药物敏感性检测、结果解读与精准治疗建议。
本文件适用于乳腺癌类器官药物敏感性检测和指导治疗乳腺癌患者。
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本文件没有规范性引用文件。
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下列术语和定义适用于本文件。
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乳腺癌类器官  breast cancer like organ
利用乳腺癌患者的肿瘤组织或细胞，在体外三维培养条件下形成的具有类似原生组织结构的三维细胞团，能够模拟原生肿瘤组织的生理和病理特性。

药物敏感性检测  drug sensitivity testing
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样本采集
采集对象应为确诊为乳腺癌的患者，在符合医学伦理和患者知情同意的前提下进行样本采集。
通过手术或穿刺活检获取新鲜的乳腺癌组织样本。采集过程中应严格遵守无菌操作规范，避免样本污染。
根据实验需求采集足够量的样本，确保后续类器官培养和药物敏感性检测的顺利进行。
样本处理
将采集到的乳腺癌组织样本按照以下步骤进行处理：
初步处理：将组织样本立即放入含有适量培养基或保存液的无菌容器中，以保持细胞的活性；
清洗与消毒：用无菌生理盐水或PBS缓冲液轻轻冲洗样本，去除表面的血迹和污染物。避免使用刺激性强的化学消毒剂；
切割与消化：将组织样本切割成小块，便于后续的消化和分离。使用适宜的消化酶（如胰蛋白酶、胶原酶等）在37℃下进行消化，直至组织块分散成单个细胞或细胞团；
细胞悬液制备：消化完成后，通过离心去除消化液，加入适量的培养基重悬细胞，制备成单细胞悬液，用于后续的类器官培养。
质量控制与记录
在样本处理过程中和处理后，应进行细胞活性检测（如台盼蓝染色法），确保细胞的活力和数量满足实验要求。
对处理后的细胞悬液进行微生物污染检测，确保无细菌、真菌等污染。
详细记录样本的采集时间、地点、患者信息等，以及样本处理过程中的关键步骤和参数，确保实验的可追溯性和重复性。
[bookmark: _Toc170039695]类器官建立与培养
细胞接种与基质准备
基质胶准备
选择适宜的基质胶，如Matrigel或其他生物工程基质，用于模拟体内微环境，并为类器官的形成提供支持。
细胞接种
将处理好的乳腺癌细胞或细胞团接种在基质胶上，确保细胞分布均匀，密度适中。
培养条件设置
培养基
根据乳腺癌类器官的生长需求，选择含有必需营养成分、生长因子和激素的培养基。
环境条件
维持培养环境的温度在37°C，CO2浓度为5%，并保持适宜的湿度，以模拟体内生理条件。
换液与观察
定期更换培养基，以去除代谢产物和补充营养物质。同时，定期观察类器官的生长情况，记录形态变化、增殖速率等关键指标。
类器官形成与监测
在接种后，持续监测细胞在基质胶中的生长和分化情况，直至形成具有三维结构的类器官。
定期使用显微镜观察类器官的形态学特征，确保其结构与原生乳腺癌组织相似。
培养周期与传代
根据类器官的生长速度和实验需求，设定合理的培养周期。
当类器官生长到一定程度时，进行传代操作，即将类器官分散成单个细胞或小块，重新接种到新的基质胶上继续培养。
培养过程中的质量控制
定期对培养物进行污染检测，确保无细菌、真菌或其他微生物的污染。
详细记录类器官的生长情况，包括形态学变化、生长速度等，以便后续分析。
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检测原理
药物敏感性检测基于类器官对药物的反应来评估其疗效。通过检测药物对乳腺癌类器官生长、增殖或凋亡的影响，预测该药物对患者的可能疗效。
实验准备
药物选择
根据临床需求和患者情况，选择待测药物。
药物浓度设置
针对每种药物，设定多个浓度梯度，以全面评估药物在不同浓度下对类器官的影响。
对照组设置
设立未经药物处理的对照组，以便准确评估药物效应。
铺板
培养板的选择
应选择透明、无菌、对细胞无毒性的培养板，以确保类器官的正常生长和观察。宜使用低吸附性的培养板，以减少类器官与培养板表面的粘附，保持类器官的3D结构。
类器官密度
在铺板时，应控制类器官的密度，避免过度拥挤或过于稀疏，以保证类器官的正常生长和药物敏感性检测的准确性。
推荐的类器官密度应根据具体实验条件和类器官的大小而定，一般建议在培养板的每个孔中放置适当数量的类器官。
基质胶浓度和体积
基质胶应用于支持类器官的生长和维持其3D结构。基质胶的浓度和体积应根据类器官的类型和大小进行优化，以确保类器官在培养过程中的稳定性和生长状况。
加药
药敏培养基配方
药敏培养基应包含必需的营养成分和生长因子，以支持类器官的正常生长和代谢。培养基的配方应根据类器官的具体需求和实验设计进行优化。
药物浓度梯度稀释
药物应按照预定的浓度梯度进行稀释，以评估不同药物浓度对类器官的影响。稀释过程中应确保药物的均匀分布和准确浓度，避免浓度误差对实验结果的影响。
药物处理时间
药物处理时间应根据药物的性质和实验目的进行确定。推荐在处理前进行预实验，以确定最佳的药物处理时间。
检测
3D类器官细胞活力ATP检测法
通过测量类器官中的ATP水平来评估细胞活力。应按照试剂盒说明书进行操作，确保测量结果的准确性。
3D无损成像检测法
使用高分辨率显微镜对类器官进行无损成像，观察类器官的形态变化和生长情况。成像过程中应避免对类器官造成损伤或干扰。
AOPI荧光染色检测法
使用AOPI荧光染料对类器官进行染色，通过荧光显微镜观察活细胞和死细胞的分布情况。染色过程中应确保染料的均匀渗透和适当浓度，以获得清晰的荧光信号。
数据分析
IC50计算
根据药物浓度和对应的细胞活力数据，使用合适的统计方法计算IC50值（半抑制浓度）。IC50值可用于评估药物对类器官的抑制效果，并比较不同药物或不同类器官之间的敏感性差异。
类器官图片分析
对类器官的图片进行定量分析，包括大小、数量、边缘粗糙度、中空度等反应器官活力的指标，可用于评估类器官的生长状况和药物对类器官形态的影响。
荧光强度分析
对AOPI荧光染色后的类器官图片进行荧光强度分析，分别计算绿色荧光（代表活细胞）和红色荧光（代表死细胞）的强度。通过比较不同药物处理组之间的荧光强度差异，评估药物对类器官细胞活力的影响。
结果判定与报告
敏感性判定
依据统计分析结果，制定敏感性判定标准，如将药物敏感性分为高度敏感、中度敏感和低敏感等级。
报告撰写
应撰写详细的药物敏感性检测报告，包括但不限于以下内容：
1. 实验基本信息：包括实验时间、地点、操作人员、使用的类器官来源等；
实验方法与材料：详细描述实验方法、使用的药物及其浓度设置；
结果部分：展示药物敏感性检测的各项指标结果；
分析讨论：对实验结果进行深入分析，探讨药物敏感性的可能机制，以及实验结果对患者的治疗指导意义；
结论与建议：根据实验结果，给出明确的药物敏感性结论，并提出针对患者的个性化精准治疗建议。
报告应由专业人员进行审核，确保数据的准确性和报告的完整性。对于关键数据和结论，应进行多次复核，避免出现错误或遗漏。
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结果解读
药物敏感性判定
根据第6章药物敏感性检测的结果，将药物对乳腺癌类器官的抑制作用进行量化评估。通常，抑制率超过50%可认为药物对该类器官有明显的抑制作用。
结合药物的IC50值（半数抑制浓度）来综合判断药物对肿瘤细胞的杀伤能力。IC50值越低，表示药物对肿瘤细胞的杀伤能力越强。
结果可靠性分析
对比不同药物或同一药物不同浓度下的抑制作用，以评估结果的稳定性和可靠性。分析实验过程中的可能干扰因素，如类器官的质量、药物的稳定性等，以确保结果的准确性。
精准治疗建议
个性化治疗方案制定
根据药物敏感性检测结果，为患者筛选出敏感药物，避免使用不敏感或耐药的药物。结合患者的临床情况、病理类型、分期等因素，制定个性化的精准治疗方案。
治疗方案调整建议
对于初次治疗效果不佳的患者，根据药物敏感性检测结果调整治疗方案，更换或增加敏感药物。定期监测患者的治疗效果，根据反馈及时调整治疗方案，以确保治疗效果的最大化。
注意事项与风险提示
提醒患者注意药物的副作用和不良反应，及时与医生沟通并调整用药方案。对于某些特殊类型的乳腺癌（如HER2阳性、三阴性乳腺癌等），应特别关注相关药物的敏感性情况，并给予针对性的治疗建议。
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