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消化系统肿瘤类器官药物敏感性检测技术规范及操作指南
1 [bookmark: _Toc590]范围
本文件规定了消化系统肿瘤类器官药物敏感性检测的样品采集及处理、类器官建立及传代、药物敏感性检测及结果解读、类器官冻存及复苏。
本文件适用于消化系统肿瘤类器官的培养，靶向药、免疫治疗药物、化疗药物的药敏检测，及指导消化系统肿瘤患者的个体化治疗。
2 [bookmark: _Toc9555]规范性引用文件
[bookmark: _Hlk146830852][bookmark: OLE_LINK10]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 6682 分析实验室用水规格和实验方法	Comment by 腾 王: 请至少在标准正文部分引用1次
GB 19489-2008 实验室生物安全通用要求
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 42060-2022 医学实验室样品采集、运送、接收和处理指南	Comment by 腾 王: 请至少在标准正文部分引用1次
JG/T 292 洁净工作台
YY 0569 II级 生物安全柜
3 [bookmark: _Toc11337]术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。
3.1 
类器官 organoids
干细胞或前体细胞在体外三维培养条件下，通过增殖、分化和自组装所形成的微型组织 器官培养物。
注：类器官在基因表达、细胞类型组成、组织形态结构和生理/病理功能等方面，高度模拟体内对应组织器官(包括稳态和病理过程)的特征。
3.2 
消化系统肿瘤类器官 gastrointestinal tumor organoids
利用消化系统肿瘤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。
注：消化系统肿瘤指胃癌、结直肠癌、肝癌、胆管癌、胰腺癌。
3.3 
消化系统肿瘤类器官培养基 culture medium for gastrointestinal tumor organoids
本培养基体系可体外模拟消化系统肿瘤细胞生长及扩增所需的微环境，能够诱导消化系统肿瘤细胞长期体外扩增培养，同时维持肿瘤细胞的原始特性，实现消化系统肿瘤类器官的体外长期存活和稳定传代。
注：本培养基体系应至少含胃癌培养基、结直肠癌培养基、肝癌培养基、胆管癌培养基、胰腺癌培养基。
3.4 
类器官传代 organoid passage
将生长至适宜大小且状态良好的消化系统肿瘤类器官，通过物理机械分离结合化学酶消化的方法，解离为小细胞团或单细胞悬液。随后，将所得细胞重新接种至与原始培养条件相同的培养体系中继续培养，以实现类器官的扩增。
注：新传代类器官在形态结构、增殖能力及功能特征上应与原始类器官保持高度一致。传代过程中严格遵循无菌操作规范，并定期监测细胞的生长状态和形态变化，确保传代效率及生物学特性的稳定性。
3.5 
类器官药敏检测 drug sensitivity testing for organoids
对培养成功的原代类器官，或传代/复苏的类器官，进行不同浓度的药物接触（通常在48或96孔板中进行），通过进行荧光图像分析，可计算不同梯度药物浓度对肿瘤细胞的抑制率，以评估药物对类器官的杀伤作用，进而预测该药物对患者肿瘤可能的治疗效果。
3.6 
半抑制浓度 half maximal inhibitory concentration (IC50)	Comment by 腾 王: 请在标准正文部分至少引用1次
半抑制浓度常被称作IC50值，指当给定药物或化合物对目标生物体或细胞的生物活性(通常是抑制或抑制率)达到50%时，给定药物或化合物的对应浓度。是评价化合物影响生物活性的重要药效学参数。
3.7 
药物剂量与肿瘤类器官细胞存活率曲线下面积 area under the dose-response curve (AUC)	Comment by 腾 王: 请在标准正文部分至少引用1次
药物剂量与肿瘤类器官细胞存活率曲线可以展示药物的效力、最大效果（即达到最大响应）以及单位剂量变化对响应的影响。AUC作为一个综合指标，它将药物的生物效能和杀伤效果整合在一起，定义为在所有测试浓度下药物引起的类器官活性变化的累积值。是评价化合物影响生物活性的重要药效学参数。
3.8 
类器官冻存 organoid cryopreservation
需将类器官解离成小细胞团或单细胞悬液，加入冻存保护剂，放入超低温冰箱冻存16h后，转移到液氮中低温保存，使其暂时脱离生长状态而保留其细胞特性。
注：冻存后的类器官在需要时能够通过复苏用于试验。
3.9 
类器官复苏 organoid thawing	Comment by 腾 王: 请在标准正文部分至少引用1次
将处于深低温冻存的类器官取出并恢复其继续生长状态的过程。
3.10 
伦理审查委员会 ethics review committee	Comment by 腾 王: 请在标准正文部分至少引用1次
负责对科学研究中涉及的伦理道德进行评估和审查的专门组织。
注：消化系统肿瘤组织采集与处理应获得所在单位伦理委员会审批。
3.11 
知情同意 informed consent	Comment by 腾 王: 请在标准正文部分至少引用1次
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，包括 但不限于合适条件下潜在研究应用、研究成果潜在的商业应用及其他问题所适用的内容。
注1：知情同意书包括但不限于有关组织处理方案和潜在应用场景的信息。知情同意符合GB/T 38736-2020 第5.3条的要求。
注2：消化系统肿瘤组织采集前应签署知情同意书，明确样品收集方和被收集方双方的利益和责任。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，详见GB/T 38736-2020 第3.8条。
注3：需要采取措施来保护组织提供者的个人信息的隐私，绝对禁止泄露可识别供体及其亲属身份的信息，如姓名、肖像、证件信息、社会关系等。伦理要求与隐私保护见GB/T 38736-2020 第6条。
4 [bookmark: _Toc27077]缩略语
下列缩略语适用于本文件。
ATP：腺嘌呤核苷三磷酸（Adenosine Triphosphate）	Comment by 腾 王: 请在标准正文部分至少引用1次
PBS：磷酸盐缓冲液（Phosphate-Buffered Saline）
EP：EP管（Eppendorf Tube）
AO/PI：吖啶橙/碘化丙啶（Acridine Orange/Propidium Iodide）
PI：碘化丙啶（Propidium Iodide）
Calcein-AM：钙黄绿素乙酰甲酯（Calcein Acetoxymethyl Ester）
GFP：绿色荧光蛋白（Green Fluorescent Protein）
RFP：红色荧光蛋白（Red Fluorescent Protein）
5 [bookmark: _Toc4839]技术要求
5.1 生物安全的要求
本方法进行实验的实验室及所涉及的设备应符合GB 19489-2008标准的要求，实验过程中应使用符合YY 0569要求的II级生物安全柜和符合JG/T 292要求的洁净工作台，确保实验环境的无菌性和安全性。实验操作人员应具备相应的生物安全知识和实验操作技能，确保实验过程的安全和准确性。
5.2 检测技术要求
5.2.1 样本要求
本方法涉及到的生物样品包括消化系统肿瘤患者的实质肿瘤组织或非实质转移灶组织，前者指可经手术切除或穿刺活检获取到的位于原发灶或转移灶的实质肿瘤组织，后者指对怀疑有腹腔转移或胸腔转移且伴有较大量腹水或胸水患者进行穿刺引流获取到的腹水或胸水。
对消化系统肿瘤患者生物样本的采集应符合GB/T 37864-2019标准的要求，以确保生物样本的正确采集、运输及处理。
5.2.2 检测步骤要求
应严格遵循以下步骤：肿瘤样品采集及制备细胞悬液、肿瘤类器官的培养及药敏板制备、药物接触、药敏检测及结果分析、类器官的冻存。
具体步骤详见第6节。
6 [bookmark: _Toc10418]检测方法与步骤
6.1 肿瘤样品采集及处理
6.1.1 样品采集
6.1.1.1 实质肿瘤组织样品的采集
手术获取消化系统肿瘤原发灶或转移灶的实质肿瘤组织，体积不小于10mm×5mm×5mm；或穿刺活检获取肿瘤组织，直径1mm以上且总长度不小于15mm；或内镜下钳取肿瘤总体积不小于5mm×5mm×5mm。新鲜的实质肿瘤组织应在离体30min内放进预冷的组织保存液，在4°C恒温的低温条件下运送到实验室。对运输过程的记录应符合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。
6.1.1.2 非实质转移灶样品的采集
手术前获取消化系统肿瘤非实质转移灶，抽取患者腹水或胸水至少200ml。新鲜的腹水或胸水应该离体30min内放入无菌袋，在4°C恒温的低温条件下运送到实验室。对运输过程的记录应符合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。
注：如有条件，应送检尽量多的腹水或胸水样品。
6.1.2 实验准备
使用前应将样本对应癌种的试剂盒组分提前解冻混匀。基质胶提前使用冰水浴解冻。
6.1.3 样品处理
6.1.3.1 实质肿瘤组织样品的处理
6.1.3.1.1 组织样品预处理
用10%双抗PBS清洗3遍肿瘤组织，并浸泡5 min，剔除其脂肪、肌肉组织和坏死组织。
6.1.3.1.2 组织样品的剪切和消化
将组织块转移到1.5mL的EP管中，加入300μL组织消化液（胶原酶Ⅳ溶液，胶原酶Ⅳ浓度为2 mg/mL），剪成大约1-3mm的组织块，转移到15 mL的EP管中。向15mL EP管中加入5mL胶原酶Ⅳ溶液，于37℃ 180 r/min振荡消化。消化过程中每隔10min观察消化情况，如所处理的肿瘤组织硬度过软，则需每隔5min观察一下消化情况，取少量液体在显微镜下观察，10倍镜下观察到较多的细胞团（5-10个细胞团）后，静置2min，未消化完全的组织沉淀将聚集在EP管下方，小心吸取上层液体，并过70μm孔径的细胞筛，转移到15 mL EP管中，加入1倍体积的完全DMEM终止消化，剩余组织沉淀可继续加5mL组织消化液消化，重复此步骤，直到细胞数量达到所需要求。
6.1.3.1.3 样品的过滤
上层终止消化的液体400g，离心10min，去除上清液，保留沉淀。
6.1.3.1.4 去除红细胞
观察沉淀中有无红细胞，加入红细胞裂解液1-2mL，冰上裂解2-5min，加入三倍体积的PBS终止裂解，400g，离心5min，弃上清。
6.1.3.1.5 制备细胞悬液
沉淀用少量的DMEM培养基重悬，并吸取2uL体积的细胞悬液，在4倍镜或10倍镜下观察细胞状况，如细胞形态明确，细胞状态较好，则所制取的细胞悬液可用于类器官培养。应在样本接收24h内出具《样本质量反馈表》(见附录A)。
6.1.3.2 非实质转移灶样品的处理
6.1.3.2.1 样品的过滤
在超净台中取出患者腹水或胸水，利用70μm筛网过滤去除腹水或胸水中可能含有的絮状物、胞外基质杂质，分批次使用50ml EP管进行离心（4 ̊C，200×g，5min）。弃掉上清。
6.1.3.2.2 去除红细胞
利用预冷的PBS缓冲液重悬各管细胞沉淀并移至15ml EP管，按合适的比例（推荐比例为 1:3）加入红细胞裂解液，在冰上裂解8-12min后，离心（4 ̊C，200×g，5min）。重复该步骤2-3次，至细胞沉淀中无肉眼可见的血红色。移至1.5ml EP管。
6.1.3.2.3 制备细胞悬液
将离心后的细胞沉淀用PBS缓冲液重悬，吹打混匀后吸取10μL细胞悬液置于0.5mL的EP管中加入10μL的AO/PI染液充分混匀，取20μL 细胞悬液加入细胞计数板，利用自动细胞分析仪检测细胞数量及活率。细胞总数达1×106个以上，细胞活率达90%以上可用于类器官培养。应在样本接收24h内出具《样本质量反馈表》(见附录A)。
6.2 肿瘤类器官的建立及传代
6.2.1 肿瘤类器官的初代培养
6.2.1.1 细胞悬液与基质胶混合
将制备好的细胞悬液，转移到1.5mL EP管中，置于冰上预冷3-5min后，加入适量的基质胶，使细胞和基质胶混匀后的细胞密度在5×105 cell/mL。混匀融合过程应全程在冰上操作，移液器吹打尽量轻柔，避免产生气泡。
6.2.1.2 细胞种板
将混匀物加入细胞孔板的中心，细胞浓度为500 cell/uL。若为48孔板（孔径约11mm），每孔加混匀物体积为10μL；若为96孔板（孔径约6.8mm），每孔加混匀物体积为5μL。
注1：移液器加样时应尽量靠近孔板底部，但不能碰到板底，不要完全压缩移液器的柱塞，防止圆顶中出现气泡。
注2：随免疫治疗在恶性肿瘤系统治疗中的应用愈加广泛，而免疫治疗疗效可能较大依赖免疫细胞微环境，建议使用初代类器官进行含免疫治疗方案的药敏检测，故进行此步骤时即应规划好药敏检测的细胞种板。本团体标准建议针对每种拟检测的药物方案，需种板2个11mm孔和至少10个6.8mm孔。前者用于人群药物敏感性分析，即使用固定浓度进行药物接触，通过前期积累的人群类器官药敏数据库分析其在人群的敏感性；后者用于个体药敏分析，即使用梯度浓度进行药物接触，通过IC50或曲线下面积，进行不同药物方案的敏感性对比分析。
注3：考虑到消化系统肿瘤的肿瘤异质性较大，建议至少使用5ul上述混匀物种板，以避免每孔类器官数目过少导致的结果波动。
6.2.1.3 添加相应肿瘤类型的培养基
以48孔板为例。小心转移培养板至37℃孵箱孵育30 min，移动板时，基质胶不应移动或振动。待基质胶凝固后，每孔加入200μL，37℃预热的相应肿瘤类型的培养基（见附录B《消化系统肿瘤类器官培养基》）
注：为防止脱落，不要将培养基直接打到基质胶上，应将培养基缓慢的打到孔壁上。
6.2.1.4 培养过程跟进
观察类器官生长状态，每三天更换培养基，每6小时或12小时光学显微成像扫描一轮。
6.2.1.5 肿瘤类器官鉴定
结合形态学分析、组织病理学（HE染色和免疫组化）、分子鉴定（基因组测序）等进行肿瘤类器官鉴定。
6.2.1.6 肿瘤类器官成熟度检测
培养过程中，应对类器官进行类器官大小、密度及占比进行监测，评估类器官成熟度，以选择药敏试验的药物接触时机。对于不同类型的消化系统肿瘤类器官，建议选用不同成熟度评估标准（见附录C《药物敏感性试验类器官成熟度评估》）。
注：请注意肿瘤类器官进行药物接触时，类器官不应达到完全的成熟度，建议在类器官细胞形态开始明确，每孔（以96孔板为例）类器官数量达到＞50个时，进行评估并加药。
6.2.1.7 培养阶段性报告
培养3至10天后，出具《类器官培养情况反馈表》(见附录D)至医生，同时根据类器官培养情况，评估可用于药敏检测的类器官数量及质量，协助医生确定筛药数量及方案。
6.2.2 肿瘤类器官的传代
对于含有免疫治疗药物方案的类器官药敏检测，建议使用初代培养的肿瘤类器官，不建议使用经传代或复苏的肿瘤类器官。对于仅含靶向药物或化疗药物方案的类器官药敏检测，在难以获取到足量初代类器官时，可考虑选用传代或复苏的肿瘤类器官。
6.2.2.1 前代类器官的收集及消化
应选择通过成熟度检测的类器官进行传代。吸去原培养基，每孔加入200μL的PBS，利用1ml的枪头破坏基质胶，收集至已用润洗液润洗过的15mL离心管中，吹打7-8下，使细胞能从基质胶中分离出来，离心(4°C，300×g，10min)，下层沉淀会有基质胶残留，残留的基质胶中可能有细胞存在，因此要小心弃掉上清。加入1-2mL类器官消化液，置于37°C水浴锅消化5-8min，观察消化状态，如出现丝状物，则用1mL枪头吹打7-8下，继续消化5-8min，加入1倍体积的DMEM培养基终止消化，混匀后离心（4°C，300×g，5min），弃掉上清。
6.2.2.2 制备细胞悬液并接种至基质胶
将离心后的细胞沉淀用PBS缓冲液重悬，并混合以适量的基质胶，操作中避免产生气泡。培养传代一般以1:2或者1:3的比例进行传代，种植于相应数量的细胞孔板中央。
6.2.2.3 添加相应肿瘤类型的培养基
小心转移培养板至37℃孵箱孵育30min，移动板时，基质胶不应移动或振动。待基质胶凝固后，加入37℃预热的相应肿瘤类型的培养基。
6.2.2.4 培养过程跟进、类器官鉴定、成熟度检测、阶段报告
同前“6.2.1.4”、“6.2.1.5” 、“6.2.1.6” 、“6.2.1.7”节。
6.3 人群药物敏感性检测及结果解读
6.3.1 药敏检测板制备
建议每种药物方案至少种1个11mm孔（48孔板），详见“6.2.1.2”节。类器官培养符合成熟度评估（“6.2.1.5”节）后，进入下一步骤。
6.3.2 药物方案制定
建议与临床医生讨论制定需要检测的药物方案。每种药物方案使用单一药物浓度，不设置对照。
6.3.3 药物接触培养
加入药物培养48h后，进行荧光染色。
6.3.4 荧光显微成像
用0.1-10μM的PI和Calcein-AM荧光染料进行细胞死活染色，将两种荧光染料以相同的浓度加入染色工作液中，每孔200μL，37℃孵箱孵育30min。弃去染料用PBS清洗两遍后，加入200μL PBS进行荧光显微成像扫描。
注：采集的默认波长是明场、GFP和RFP。进行长时间成像时，使用显微镜环境控制应保持5% CO2和37℃。
6.3.5 结果解读
绿色荧光为Calcein AM活细胞染色。Calcein AM本身并无荧光，进入细胞后被活细胞中的内源性酯酶水解后生成钙黄绿素（Calcein，可发出绿色荧光），并滞留在细胞内，因此活细胞呈现绿色。死细胞缺乏有活性的酯酶，因此不发光。红色荧光为Propidium lodide（PI）死细胞染色。PI是一种可对DNA进行染色的细胞核染色试剂，常用于细胞凋亡检测。它是一种溴化乙啶的类似物，在嵌入双链DNA后释放红色荧光。PI不能通过活细胞膜，因此活细胞不发光，但死细胞的细胞膜发生破损，PI可穿过破损的细胞膜对核染色，因此死细胞呈现红色荧光。
药物有效分数：红/绿荧光比值定量显示了每孔药物对肿瘤类器官的杀伤效果，该值越高，说明死亡细胞比例越高，杀伤效果越好。实验组的红色荧光/（红色+绿色荧光）比值减去阴性对照组红色荧光/（红色+绿色荧光）比值，得到的数值说明该药物对肿瘤类器官的杀伤作用，数值越大，说明该药物对样本越有效。
人群药物敏感性：将数据库中此类肿瘤类器官在该检测浓度下进行检测的样本数定义为数据库已有样本数，根据药物有效分数将已有样本从高到低排列，分别对应敏感至不敏感个体。将检测样本的药物有效分数与总体队列比较，对应为本报告药物有效分数的数据在数据库中的排位即可反映个体在人群中的敏感性排位。对该排位进行百分化，并用100%减去该百分数即得到人群药物敏感性。人群药物敏感性越大，说明本样本对该药物越敏感；反之，人群敏感分数越小，说明本样本对该药物越抵抗。数据库的人群排位基于前期累积的病例，同时新检测样本的数据也进一步扩充数据库，提高后续分析的准确性。
6.4 个体药物敏感性检测及结果解读
6.4.1 药敏检测板制备
建议每种药物方案至少种10个6.8mm孔（96孔板），详见“6.2.1.2”节。类器官培养符合类器官药敏试验成熟度评估（“6.2.1.5”节）后，进入下一步骤。
6.4.2 药物方案制定
建议与临床医生讨论制定需要检测的药物方案。应至少设置阴性对照组及空白组，建议设置阳性质控组及阴性质控组。按照如下要求进行处理：
a）空白组：接种不含类器官的基质胶，设置3复孔，不添加药物，补充60μL培养基；
b）阴性对照组：接种有类器官，但不添加药物，补充60μL培养基；
c）药物测试组：接种有类器官，设置药物浓度梯度，添加相应药液60μL；
d）阳性质控组：接种有参考品类器官的孔，添加阳性药物接触，补充60μL培养基；
e）阴性质控组：接种有参考品类器官的孔，添加阴性药物接触，补充60μL培养基。
6.4.3 药物接触培养
每种药物方案建议设置8-10个药物浓度梯度。加入药物培养5-6天，在此期间每6小时或12小时光学显微成像扫描一轮。
6.4.4 酶标仪检测
CCK8和培养基以1：10的比例稀释，每孔50μL，37℃孵箱孵育3-5h后，酶标仪检测OD450，3h后可以进行第一次检测，防止OD450值过高，导致数据检测不出来，检测完后可以继续放入培养箱培养，直到下一次检测。检测间隔建议3h一次，不应超过6h。
6.4.5 结果解读
个体药物敏感性是通过分析“药物剂量与肿瘤类器官细胞存活率曲线”下的面积（AUC）或IC50来计算和评估的。个体药物敏感性曲线可以展示药物的效力、最大效果（即达到最大响应）以及单位剂量变化对响应的影响。AUC作为一个综合指标，它将药物的生物效能和杀伤效果整合在一起，定义为在所有测试浓度下药物引起的类器官活性变化的累积值；AUC值越低，表示药物抑制类器官增殖或杀伤类器官的能力越强。
6.5 肿瘤类器官的冻存及复苏
6.5.1 冻存
根据制定的药敏检测方案进行药物接触后，未进行检测的类器官孔板应进行冻存。类器官冻存液为无血清冻存液，一般宜用含有10%的二甲基亚砜（DMSO）。
冻存前每孔加入500μL类器官收集液，将类器官吸至试管内，按照50μL胶加500μL类器官收集液，置于冰上60min，去除培养基质，离心清洗后，加入细胞消化酶消化3-5min，使其消化成单细胞悬液，离心获取细胞沉淀后加入适量类器官冻存液混匀（1mL左右），分装于500μL低温冻存管中，放入程序性冻存盒内于-80°C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。
6.5.2 复苏
从液氮罐中取出的类器官冻存管要快速放入37°C水浴锅中使其尽快融化。吸出类器官冻存物移至15mL无菌离心管中，再加入10倍体积的类器官培养基混匀。之后操作同前述的类器官传代培养过程。
7 [bookmark: _Toc20971]类器官鉴定与质量控制
要求如下：
a）根据类器官形态、直径、透亮度等参数进行分析，进行类器官活性、细胞量质控，其中活性不低于50%，细胞量满足药敏检测量需求；
b）类器官与源组织在细胞类型、基因表达方面应高度一致。类器官HE染色后，由具备病理鉴定资质的专业人员判定类器官与源组织的组织学特征，如应符合肿瘤细胞特征：核深染、异常核分裂像、核质比失调等；通过免疫组化及全外显子测序，判断类器官与源组织在特征标志物的表达及基因突变的一致性；
c）当类器官传代后，应能进行体外重建成新的类器官，并且传代前后类器官的形态和 特征应保持一致；
d）真菌、细菌、支原体等均为阴性。真菌、细菌污染判断常规通过显微镜于镜下肉眼观察，支原体污染通过商品化支原体检测试剂盒去类器官培养上清检测确认。
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宜根据类器官的具体用途，制定数据管理规范，其中应包括数据内容和保存期限，数据管理的权限和责任等方面的要求。对于详细的临床样本数据管理，见国家药品监督管理部门发布的《药物临床试验质量管理规范》(GCP)中有关数据管理的相关部分内容。
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在类器官的构建、传代、组织样本获取、培养、鉴定、冻存等操作过程中所产生的废弃物，应遵守生物样本处置与管理规范以及相关医疗废物处理规范，按照GB 19489-2008和GB/T 38736-2020的要求，将不合格或者污染的类器官、细胞等废弃物妥善处置于指定地点。
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表A.1 入室样本质控表
	样本号
	
	癌种
	

	取样部位
	
	取样方式
	

	样本离体时间
	
	样本入室时间
	

	入室照片及状态
	
	样本到达时冷藏箱内温度：
寄送包装是否完好？              
保存管是否漏液？                
保存液是否澄清？                
保存液是否结冰？                
样本是否浸没于保存液？          

	样本处理时间
	

	样本大体形态
	

	样本重量：
描述：

	样本预处理情况
	

	消化时间：
镜下细胞数量、活性：
细胞数量：

	样本培养前总结
	




表A.2 样本质量评分表
	变量
	分类
	评分标准*
	评分

	病灶特征
	转移灶
	10
	5

	
	原发灶
	5
	

	
	恶性积液
	5
	

	取样方式
	组织样本
	外科手术
	10
	10

	
	
	内镜活检
	5
	

	
	
	穿刺活检
	5
	

	
	恶性积液
	引流
	10
	

	
	
	穿刺
	5
	

	样本质量/体积
	>0.5g或200ml
	15
	15

	
	0.2~0.5g或50~200ml
	10
	

	
	<0.2g或50ml
	5
	

	样本中组织细胞占比
	>40%
	20
	15

	
	10%~40%
	15
	

	
	<10%
	5
	

	
	几乎无
	0
	

	样本离体到放入保存液中的时间
	<10 分钟
	15
	10

	
	10~20 分钟
	10
	

	
	>20 分钟
	0
	

	样本离体时间
	<12小时
	10
	10

	
	12-24小时
	5
	

	
	24-48小时
	0
	

	处理后细胞活力
	>50%
	20
	10

	
	15%~50%
	10
	

	
	<15%
	5
	

	
	几乎无
	0
	

	样本综合评分
	
	
	75

	说明：以上评分基于统计学多因素分析，分值设定以各变量权重为依据。一般情况下，当样本综合得分<40分时，或“样本中组织细胞占比”和“处理后细胞活力”两项中有一项得分为0时，将不对样本做进一步处理。当40分<样本综合得分<60分时，则药敏分析服务将不承诺能在收到样本后一个月内完成。
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B.1 胃癌类器官培养基
……。
B.2 结直肠癌类器官培养基
……。
B.3 肝癌类器官培养基
……。
B.4 胆管癌类器官培养基
……。
B.5 胰腺癌类器官培养基
……。
……。
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表D.1 类器官培养质控表
	癌种
	肝细胞癌
	培养天数
	15天

	第一代

	种植
（第1天）
	（照片）
	

	类器官成型
（第5天）
	（照片）
	

	类器官稳定
（第15天）
	（照片）
	

	是否传代
	
	是否冻存
	

	第二代

	种植（第1天）
	
	

	类器官成型（第4天）
	
	

	类器官稳定（第14天）
	
	

	总培养天数
	

	生长状态
	

	形态特征
	

	其他
	

	药筛前计数
	





表D.2 类器官质量评分
	变量
	分类
	评分标准*
	样本评分

	培养前样本评分
	≤40
	0
	

	
	41~59
	6
	

	
	60~79
	8
	

	
	≥80
	10
	

	增殖速率
	较慢
	6
	

	
	适中
	8
	

	
	较快
	10
	

	培养天数
	>14天
	5
	

	
	≤14天
	10
	

	消化后细胞数量
	103~104
	15
	

	
	104~105
	20
	

	
	105~106
	30
	

	
	>106
	40
	

	消化后细胞活率
	<50%
	10
	

	
	50%~79%
	20
	

	
	≥80%
	30
	

	总分
	/
	/
	

	说明：以上评分基于统计学多因素分析，分值设定以各变量权重为依据。评分低于60分时，类器官培养的时间需要延长，药敏分析进度相应延长。
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