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[bookmark: _Toc3137][bookmark: _Toc62899060][bookmark: _Toc1988607064][bookmark: _Toc1404615302][bookmark: _Toc781981046][bookmark: _Toc1586754689][bookmark: _Toc27054]引 言 
类器官技术通过三维体外培养高度模拟人体组织器官的生理结构与功能特征，在疾病模型构建、药物研发及再生医学等领域展现出重大应用价值。然而现阶段该技术存在样本采集规范、培养体系统一性及质量控制标准等关键环节尚存在不足，制约了科研成果的转化及临床应用。为规范技术操作、提升研究可重复性并推动技术转化，制定人源组织类器官构建与培养技术的通用标准具有重要意义。  
本标准作为类器官技术系列标准体系的总则性文件，规定人源类器官在样本采集、构建、培养、存储及质量控制等关键环节的通用技术要求。后续将依据本总则要求，制定特定组织类器官的构建、临床应用等专项标准，从而形成完整的技术标准体系。













人源类器官构建与培养技术体系通用要求
1　 [bookmark: _Toc81649243][bookmark: _Toc155520482][bookmark: _Toc582547096][bookmark: _Toc9833][bookmark: _Toc1230926387]范围
本文件规定了人源类器官技术体系的通用技术要求，涵盖样本的采集、处理、储存，到类器官的构建、培养、传代、冻存、复苏及质量控制的全流程操作规范。本文件旨在指导类器官技术在各应用场景中的标准化实施，确保技术操作的科学性、规范性和可重复性。
本文件适用于手术切除组织样本、穿刺活检样本、体液样本等人源类器官构建与应用，涵盖基础研究、疾病建模、药物敏感性测试、临床前毒性评估等场景。
2　 [bookmark: _Toc345142575][bookmark: _Toc13926][bookmark: _Toc1469814758][bookmark: _Toc491095799][bookmark: _Toc6471][bookmark: _Toc36776668]规范性引用文件
下列文件中的内容通过本文件的规范性引用而成为本文件必不可少的条款。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文件。凡是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
GB/T 38736-2020 人类生物样本保藏伦理要求
GB/T 39766-2021 人类生物样本库管理规范
GB/T 39767-2021 人类生物样本管理规范
GB/T 39768-2021 人类生物样本分类与编码
GB/T 40352.1-2021 人类组织样本采集与处理 第1部分手术切除组织
GB/T 40364-2021 人类生物样本库基础术语
GB/T 43459-2023 洁净室及受控环境中细胞培养操作技术规范
WS 233-2017 病原微生物实验室生物安全通用准则
ISO/TS 20658:2017 医学实验室样品采集、运送、接收和处理指南
ISO 14644-1:2023 洁净室及相关受控环境 第1部分：空气洁净度等级分类
3　 [bookmark: _Toc457927478][bookmark: _Toc1777652387][bookmark: _Toc1067438372][bookmark: _Toc672246265][bookmark: _Toc4833][bookmark: _Toc10971]术语和定义
GB/T 37864—2019和GB/T 40364-2021界定的以及下列术语和定义适用于本文件。
3.1　 [bookmark: _Toc27907][bookmark: _Toc1953215545][bookmark: _Toc1211171245][bookmark: _Toc358331166][bookmark: _Toc531508988][bookmark: _Toc1723945556]
[bookmark: _Toc24976]类器官（Organoids）
[bookmark: _Toc503594368][bookmark: _Toc1258636773][bookmark: _Toc157624802][bookmark: _Toc927760774][bookmark: _Toc1687073443][bookmark: _Toc13263]通过三维培养技术，使人源组织、干细胞或原代细胞在体外形成的具有器官特异性形态结构、功能特征及遗传特性的微组织模型。
3.2　 [bookmark: _Toc19089][bookmark: _Toc1194320861][bookmark: _Toc677490149][bookmark: _Toc2144051398][bookmark: _Toc1416765160][bookmark: _Toc1352710463]
[bookmark: _Toc17982]人源组织（Human-derived Tissue）
通过手术切除、穿刺活检等方式获取的人类实体组织样本，不包括血液、体液分离的单个细胞及胚胎组织。
3.3　 [bookmark: _Toc6673][bookmark: _Toc997933555][bookmark: _Toc835761761][bookmark: _Toc646689613][bookmark: _Toc1477993016][bookmark: _Toc1198689736] 
[bookmark: _Toc30201]初代培养（Primary Culture）
[bookmark: _Toc6220]直接从人源组织分离细胞并建立类器官培养体系的首代培养过程。
3.4　 [bookmark: _Toc6815]
[bookmark: _Toc30065]类器官信息管理系统（Organoid Information Management System, OIMS）
[bookmark: _Toc2104865747][bookmark: _Toc685275063][bookmark: _Toc421975815][bookmark: _Toc497588224][bookmark: _Toc9861][bookmark: _Toc834300445]实现类器官样本全生命周期数据管理的数字化平台，应具备样本溯源、存储定位、质量控制数据关联及操作记录审计功能。
3.5　 [bookmark: _Toc23007][bookmark: _Toc1184733653][bookmark: _Toc2016968811][bookmark: _Toc1654285451][bookmark: _Toc1399271858][bookmark: _Toc678549782]
[bookmark: _Toc2690]培养基（Culture Medium）
维持类器官存活、增殖和功能的营养液，由基础培养基、生长因子、激素及基质成分按特定比例配制而成。
3.6　 [bookmark: _Toc32054][bookmark: _Toc468699109][bookmark: _Toc1165438582][bookmark: _Toc104797248][bookmark: _Toc350130987][bookmark: _Toc1248020504]
[bookmark: _Toc10551]三维培养支架（Three-dimensional Matrix Scaffold）
模拟体内细胞外基质（ECM）的仿生材料，为类器官提供三维生长空间和分化微环境，分为天然基质和合成材料两类。
3.7　 [bookmark: _Toc8973][bookmark: _Toc327903387][bookmark: _Toc390756596][bookmark: _Toc546305729][bookmark: _Toc1007830479][bookmark: _Toc455907767]
[bookmark: _Toc23917]类器官活性（Organoid Viability）
类器官保持存活状态的能力，包括细胞代谢活跃、增殖能力正常、维持三维结构及功能特性等指标。
3.8　 [bookmark: _Toc4692][bookmark: _Toc1267796378][bookmark: _Toc629187107][bookmark: _Toc220187473][bookmark: _Toc441116446][bookmark: _Toc1403336664]
[bookmark: _Toc29820]质量控制（Quality Control, QC）
[bookmark: _Toc1180]通过标准化检测程序对类器官构建过程实施监控的技术体系，包括但不限于形态学评估、功能验证及遗传稳定性。
4　 [bookmark: _Toc520979512][bookmark: _Toc66416847][bookmark: _Toc9934][bookmark: _Toc17629][bookmark: _Toc576534930][bookmark: _Toc538229521]通用要求
4.1　 [bookmark: _Toc13544]环境设施要求
实验室条件
a） 洁净度要求 
    样本处理与类器官培养区域应满足洁净实验室标准，洁净度等级按功能分区执行：细胞解离/接种区：ISO 5级（局部层流操作台）；培养区/存储区：ISO7（整体环境）。
b） 环境参数
    温度：22±1℃（培养区需维持37±0.5℃恒温）；湿度：60±10%；CO₂浓度：5±0.5%（类器官培养区）
c） 分区管理
实验室应划分为相互独立的样本接收区、处理区、培养区及存储区，空气流向遵循从清洁区至污染区的单向流动原则。
设备配置
关键设备配置应符合表1要求，并定期进行校准与性能验证（校准周期参照JJF 1030）
表1 实验室分区设备配置要求
	分区
	功能描述
	核心设备（应配）
	扩展设备（宜配）

	接收区
	接收、核对样本信息、初步处理样本
	生物安全柜
	条码扫描仪

	
	
	电子天平
	样本暂存冰箱（4℃）

	处理区
	样本解离、细胞分离及预处理操作
	离心机
	组织解离仪

	
	
	恒温震荡仪
	流式细胞分选仪

	
	
	倒置显微镜
	自动细胞计数仪

	培养区
	类器官接种、培养及传代
	CO₂培养箱
	程序化细胞复苏仪

	
	
	移液器
	程序降温仪

	存储区
	存储样本、试剂和耗材
	超低温冰箱
	样本信息管理系统

	
	
	液氮罐
	



4.2　 试剂耗材要求
[bookmark: _Toc822438283][bookmark: _Toc1332329847][bookmark: _Toc376353246][bookmark: _Toc811829365][bookmark: _Toc1723934736]4.2.1 试剂管理
[bookmark: _Toc2641]基础培养基应选用无酚红、低内毒素产品（内毒素≤0.1 EU/mL），配制时应进行无菌检测；生长因子应标注活性单位（IU/mg），宜分装后-80℃保存，避免反复冻融；酶解试剂（胶原酶IV、胰酶）应验证批次间活性差异。
[bookmark: _Toc1029665107][bookmark: _Toc1515470289][bookmark: _Toc655751260][bookmark: _Toc1452528164][bookmark: _Toc321742628]4.2.2 耗材规范
[bookmark: _Toc12716]培养耗材应使用超低吸附培养板，符合YY/T 0681.1生物相容性要求；冻存耗材应使用预冷冻存管（耐温-196℃），应通过密封性测试（液氮浸泡24h无渗漏）；移液枪头和离心管应无菌、无DNase/RNase，宜使用独立包装和低吸附材质耗材。
[bookmark: _Toc46753252][bookmark: _Toc164525650][bookmark: _Toc1158225823][bookmark: _Toc1353093803][bookmark: _Toc325350416]4.2.3 质控要求
[bookmark: _Toc15430]建立试剂验收标准（见表2），关键试剂（如三维培养支架）每批次需进行功能验证。
表2 关键试剂验收指标
	[bookmark: _Toc29736]试剂类型
	[bookmark: _Toc30817]检测项目
	[bookmark: _Toc3911]合格标准

	[bookmark: _Toc10837]三维培养支架
	[bookmark: _Toc6810]凝胶时间（37℃）
	[bookmark: _Toc9069]20-30分钟

	[bookmark: _Toc25145]完全培养基
	[bookmark: _Toc10104]PH值（37℃）
	[bookmark: _Toc27269]7.2-7.4

	[bookmark: _Toc25073]消化酶
	[bookmark: _Toc3874]细胞存活率（解离后）
	[bookmark: _Toc3488]≥90%


4.3　 合规性要求 
4.3.1 伦理与法规
[bookmark: _Toc765749855][bookmark: _Toc197781106][bookmark: _Toc201469870][bookmark: _Toc1992260013][bookmark: _Toc2140708592]类器官技术活动应满足以下合规性要求：
a） 遗传资源管理：遵守《中华人民共和国生物安全法》《人类遗传资源管理条例》关于人类遗传资源采集、保藏及国际合作的管控要求；
b） 伦理审查：依据GB/T 38736-2020建立知情同意制度，研究方案需经伦理委员会审查批准；
c） 个人信息处理符合《个人信息保护法》，样本数据实施匿名化处理。
d） 试剂耗材管理：涉及医疗器械的耗材应符合《医疗器械监督管理条例》备案要求。
4.3.2 生物安全
实验室管理应符合：
a) 操作规范执行WS 233-2017规定的生物安全二级（BSL-2）实验室要求；
b) 医疗废弃物处置满足WS/T 402-2012灭菌标准。
5　 [bookmark: _Toc494047180][bookmark: _Toc1901541829][bookmark: _Toc32422][bookmark: _Toc1495962689][bookmark: _Toc1009042307][bookmark: _Toc21728]样本采集与处理
5.1　 [bookmark: _Toc295693390][bookmark: _Toc10757]样本采集
基本要求
类器官样本采集应满足合GB/T 37864-2019和GB/T 40352.1-2021的规定。
[bookmark: _Toc624361954][bookmark: _Toc441646572]操作规范
a） 手术切除组织
应选择无坏死区域切取样本，体积宜≥5 mm³；离体后应立即转移至含4℃组织保存液的无菌管中。
b） 穿刺活检/内镜样本
应使用无菌穿刺器械，取样量宜≥3条（长度≥1 cm）；离体时间超过24小时的样本应评估细胞活性后方可使用。
c） 体液样本
应在采集后2小时内完成细胞分离（特殊情况下可延长至4小时）。
[bookmark: _Toc1050451572][bookmark: _Toc1046261636]运输管理
运输过程应符合表3要求，采集记录宜参考附录A（肿瘤组织样本采集病例报告表）。
表3 样本运输技术参数
	样本类型
	保存温度
	最大离体时间

	手术切除组织
	4℃
	36小时

	穿刺活检组织
	4℃
	24小时

	体液样本
	15-25℃
	6小时



5.2　 [bookmark: _Toc8393][bookmark: _Toc476508617]样本前处理
处理流程
[bookmark: _Toc1098092450][bookmark: _Toc1224243008]	样本接收 → 初步清洗 → 机械分离 → 酶解消化 → 细胞悬液制备 → 质控检测
技术要点
a） 机械解离：组织块应切割为0.5-1mm3均匀碎片；宜使用眼科剪进行精细剪切以减少机械损伤。
b） 酶解处理：消化液配方应基于组织类型选择（见表4）；酶解时间宜控制在15-30分钟，每隔5分钟宜轻柔吹打混匀。

表4 组织消化参数对照表
	组织类型
	胶原酶浓度
	胰酶浓度
	辅助试剂
	消化温度

	上皮组织
	1.5 mg/mL
	0.05%
	DNaseI 50 U/mL
	37℃

	间质组织
	2.0 mg/mL
	0.25%
	透明质酸酶
	37℃

	肿瘤组织
	1.0 mg/mL
	0.1%
	Y-27632 10 μM	Y-27632 10 μM
	37℃


[bookmark: _Toc906359593][bookmark: _Toc106752206][bookmark: _Toc1084171380][bookmark: _Toc1035480997]c）细胞悬液质控：活细胞比例应≥80%；
6　 [bookmark: _Toc13638][bookmark: _Toc1205425012]类器官构建与培养
6.1　 [bookmark: _Toc8995]类器官构建
接种操作
[bookmark: _Toc1827357455][bookmark: _Toc1976618328][bookmark: _Toc1599703253][bookmark: _Toc1233110438]a）三维培养支架处理：应使用预冷三维培养支架（4℃解冻），三维培养支架与细胞悬液体积比宜≥70%；混合液分配至培养孔后，应静置固化（37℃, 30-45分钟）。
c） 接种密度：上皮类器官：1×104-5×104 cells/孔；肿瘤类器官：5×104-1×105 cells/孔（以24孔板为基准，其他规格按表面积比例调整））。
初代培养
a）培养参数：温度应在37±0.5℃；CO2浓度应在5±0.2%；培养基覆盖厚度宜为0.5-1.0 mm。
[bookmark: _Toc22145]b）观察周期：首次培养基更换应于接种后72小时内完成；后续每48-72小时更换培养基，更换量宜为总体积的50%。
6.2　 [bookmark: _Toc337488010][bookmark: _Toc2227]培养体系维护
[bookmark: _Toc656672343][bookmark: _Toc1276571657]动态监控
应建立表5所示的监测指标体系，关键参数异常时应及时处理。
表5 培养过程监控指标
	监测项目
	检测频率
	合格标准

	类器官直径
	每48小时
	50-200 μm（增殖期）

	培养基pH值
	每次换液
	7.2-7.4

	微生物污染
	每周
	无菌生长



传代管理
a）传代条件：传代宜在类器官密度达70%-80%汇合度或直径≥200 μm进行；
消化时间应≤15分钟，消化终止后活细胞率应≥85%。
b）技术参数：离心速度宜为200×g（离心半径10cm，5分钟）；传代比例宜为1:3-1:5（根据增殖速率调整）
异常处置
应建立表6所列常见问题的分级处理机制，重大偏差需记录。
表6 异常情况处置指引
	异常类型
	处置措施（应执行）
	预防措施（宜执行）

	微生物污染
	立即销毁样本，培养箱紫外消毒
	每周环境监测，每月HEPA滤膜更换

	类器官坏死
	检查培养基渗透压
	建立培养基组分稳定性验证程序

	异常分化
	暂停传代，进行标志物检测
	每批次生长因子活性标定


7　 [bookmark: _Toc533372339][bookmark: _Toc1170399175][bookmark: _Toc634728989][bookmark: _Toc940][bookmark: _Toc549247480]类器官冻存与复苏
7.1　 [bookmark: _Toc15045][bookmark: _Toc617413357]技术参数
类器官冻存时降温速率应为1℃/min，复苏时间应≤2分钟。长期储存温度应≤-150℃，离心速度宜为200×g（离心半径10cm，5分钟）。复苏后存活率应≥70%。
7.2　 [bookmark: _Toc18276][bookmark: _Toc170699745]操作规范
a) 冻存流程
样本重悬收集 → 离心去三维培养支架 → 冻存液重悬 → 程序降温 → 液氮储存
b) 复苏验证
应检测复苏后类器官活性及增殖能力。
8　 [bookmark: _Toc1317681554][bookmark: _Toc19957][bookmark: _Toc1210212590][bookmark: _Toc792158995][bookmark: _Toc1338843474]类器官质量控制
8.1　 [bookmark: _Toc11877][bookmark: _Toc1225379393]过程监控
[bookmark: _Toc583283421][bookmark: _Toc1237040970]应建立三级质量验证体系（见表7），关键检测节点覆盖构建全周期。
表7 质量控制指标体系
	层级
	检测项目
	检测方法
	合格标准

	一级
	形态一致性
	HE染色
	类器官细胞核形态、胞浆结构需与原始组织高度相似

	二级
	标志物表达
	免疫组化
	肿瘤类器官需表达与原始肿瘤组织一致的免疫组化标志物

	
	
	
	正常组织类器官需通过分化标志物验证其细胞组成与功能分化状态

	三级
	遗传稳定性
	全外显子测序/转录组测序
	STR分型匹配度≥80%（依据《细胞株鉴定指南》T/CRHA 002-2022），确保类器官来源的准确性

	
	
	
	WES检测应显示与原始组织高度一致的基因突变谱，关键驱动基因突变需完全匹配

	
	
	
	转录组测序应与原始组织具有相似的基因表达谱




8.2　 [bookmark: _Toc1121][bookmark: _Toc2076876356][bookmark: _Toc723554498]功能验证
a) 药物敏感性测试
应使用梯度浓度法（5个对数级浓度）；数据采集时间点：0h、24h、48h、72h
b) 细胞活性检测
宜采用CellTiter-Glo® 3D细胞活力检测法。
9　 [bookmark: _Toc24951]类器官存储与管理
9.1　 [bookmark: _Toc7750]总则
类器官样本储存应满足应GB/T 39766-2021的要求，建立"唯一标识-分级存储-动态监测"管理体系，确保样本可追溯性与生物活性。
9.2　 [bookmark: _Toc22551]信息管理
元数据框架
类器官信息管理系统（OIMS）应包含表8规定的核心元数据字段
表8 核心元数据字段
	类别
	必填字段（应）
	扩展字段（宜）

	供体信息
	去标识化编号
	HLA分型

	
	组织来源类型
	治疗史

	样本信息
	采集时间
	病理诊断结果

	
	初始活性
	基因突变谱

	储存信息
	储存位置编码
	降温曲线数据

	
	冻存液批号
	复苏存活率记录



 标识规范
标签材料应耐受-196℃至37℃温变（符合GB/T 18284耐低温标签标准）；二维码尺寸宜≥5×5 mm。
9.3　 [bookmark: _Toc21655]存储规范
分级存储
应执行表9规定的储存条件，温度波动范围≤±2℃。
表 9 储存条件分级表
	储存等级
	温度范围
	最大储存期
	适用场景

	Ⅰ级
	-196℃（液氮）
	5 年
	核心样本库

	Ⅱ级
	-80℃
	1 年
	备用样本库

	Ⅲ级
	4℃
	24 小时
	临时周转



环境监控
     应配置双冗余温度监测系统（记录间隔≤15分钟）；液氮储存设备宜配备自动补液装置（液位报警阈值≤50%）。
9.4　 [bookmark: _Toc12589]质量控制
监测周期
应执行表10规定的质量验证程序，关键样本年抽检率宜≥10%。
表10 质量监测体系
	检测项目
	检测周期
	合格阈值

	复苏存活率
	每季度
	应≥70%

	遗传稳定性
	每年
	SNP一致性宜≥95%

	微生物污染
	每月
	应为阴性



异常处置  
失活样本（存活率<50%）应标记"失效"并物理隔离；污染样本应立即销毁并追溯污染源。




[bookmark: _Toc30040]附 录 A
[bookmark: _Toc200837869][bookmark: _Toc27264]（规范性）
[bookmark: _Toc6079]肿瘤组织样本采集病例报告表
	字段
	说明

	样本编号
	唯一标识符

	住院号
	匹配病人信息

	采集时间
	年-月-日 时：分

	标本类型
	手术/穿刺/体液

	转运条件
	温度

	转运时间
	时





	         
[bookmark: _Toc13518][bookmark: _GoBack]附 录 B
(规范性)
[bookmark: _Toc20073]类器官构建流程图
[bookmark: _Toc20919][image: 未标题-1]
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