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引 言 

癌症正严重威胁着人类的健康，传统化疗和靶向治疗存在药物敏感性差异大、耐药性

频发等问题，亟需精准的体外模型指导用药选择。传统体外模型存在局限性。3D 生物打印

技术在肿瘤个性化治疗领域实现了突破，细胞在三维空间中生长，并与基质相互作用，模

拟了自然生理属性和条件促进细胞表现出真实的细胞行为和相互作用，3D 生物打印已成

为许多基础研究和精准诊疗中的有力工具， 

在肿瘤个性化精准诊疗中，3D 生物打印模拟人体内肿瘤微环境，可长期保持肿瘤的异

质性，更加客观准确的反应药物疗效和安全性。 

对肿瘤药物敏感性 3D 生物打印统的相关过程进行标准化。将有助于肿瘤敏感性 3D 生

物打印相关体外诊断产品的研究、开发与评价，从而有助于为患者提供个性化的诊疗方案，

在提高患者临床获益中具有重要意义。 

GB/T XXXXX规定了肿瘤药物敏感性检测3D生物打印技术规范，拟由2个部分组成。 

――第1部分：组织取样及其前处理过程 

――第2部分：鉴定、质量控制规范 
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肿瘤药物敏感性检测 3D 生物打印技术规范 第 1 部分：组织取样及

其前处理过程 

1 范围 

本文件规定了肿瘤药物敏感性检测3D生物打印取样及样品前处理过程的指标参数和评价方法，规

定了实验室对于肿瘤药物敏感性检测3D生物打印取样和培养方法的操作步骤和技术要求。 

本文件适用于实验室进行实体肿瘤的药物敏感性检测3D生物打印模型培养系统取样和培养及其在

药物敏感性检测系统中的取样和培养方法。 

 

2 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，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。 

 

3 术语和定义 

下列术语和定义适用于本文件。 

 

细胞外基质水凝胶 Extracellular matrix hydrogen 

使用人或动物正常/肿瘤组织的细胞外基质制备而成的；能在体外为细胞和类器官三维培养提供细

胞外基质支持的水凝胶。 

 

基础培养基 Basal culture medium 

用于体外培养细胞或组织的一种基本营养液，为其提供生存和增殖所必需的营养物质及适宜的环

境。 

 

完全培养基 Complete culture medium 

在基础培养基的基础上，添加了血清、生长因子、激素等其他成分，能够满足特定细胞在体外生长、

增殖和维持正常生理功能所需的所有营养和条件的培养基。 

 

细胞活性 Cell viability 

测定细胞群总体活力的指标，指标的测定取决于试验终点和所用的设计方案，并与细胞总数和/或 

活性细胞数量相关。 

 

药物敏感性检测 Drug sensitivity tests 

测定药物在体外对细胞活性有无抑制作用的试验 
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3D生物打印 3D biopringting 

将生物材料和/或生物单元（细胞/细胞团簇/类器官/蛋白质/DNA 等）按仿生形态学，生物体结构

或细胞特定环境等要求用“三维打印”的技术手段制造出具有功能化的体外三维生物模型。 

 

生物墨水 Bio-ink 

一种适用于生物制造技术的细胞与载体材料组合配方。 

4 缩略语 

下列缩略语适用于本文件。 

PBS：磷酸缓冲盐溶液（Phosphate Buffer Saline） 

DNA：脱氧核糖核酸（Deoxyribonucleic Acid） 

EUS⁃FNB：细针穿刺活检术（endoscopic ultrasound⁃guided fine needle biopsy） 

EUS⁃FNA：细针穿刺抽吸术（endoscopic ultrasound⁃guided fine needle aspiration） 

 

5 操作步骤 

肿瘤样本的获取和运输 

5.1.1 总体原则 

用于肿瘤药物敏感性检测 3D 细胞培养系统的肿瘤样本,应首选从肿瘤患者病变部位进行手术切除

获取。如无法取得手术样本或临床诊疗需要，可以利用穿刺或镜检的方式获得肿瘤组织样本，或利用恶

性浆膜腔积液以及脑脊液获得肿瘤样本。 

获取肿瘤组织样本时,应尽量避开有明显坏死区域和非肿瘤区域。针对食管、胃、结直肠等肿瘤，

尽量选择肿瘤实体部位进行取样，对于存在异质性的病变，应在全面观察的基础上多点取样。 

样本采集过程中应严格遵守无菌操作规范，同时尽量缩短组织样本离体时间。样本离体后，应立即

完全浸泡于样本保存液中。 

5.1.2 肿瘤样本的获取 

5.1.2.1 手术切除样本 

新鲜手术样本取出后，首先用无菌生理盐水清洗1遍 ~ 3遍（消化道样本极易造成污染，需清洗3-

5遍），待样本没有明显血渍及污渍后，选择无坏死的肿瘤组织区域。 

肿瘤组织样本，体积宜不小于5 mmⅩ5 mmⅩ5 mm。肿瘤细胞含量宜不低于50%。颜色苍白，质地坚

实，血痂、结石、污物、黏液质等杂质较少的为佳。样本采集过程中应严格遵守无菌操作规范，同时尽

量缩短组织样本离体时间。样本离体后，应立即完全浸泡于样本保存液中。 

5.1.2.2 穿刺及镜检样本 

5.1.2.2.1 整体原则 
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鉴于活检钳取样和穿刺取样均为有创操作，具有严重出血倾向的患者应视为禁忌。对于正在服用抗

血小板药物或抗凝药物的患者，应根据操作风险和患者血栓栓塞风险等级，在咨询相关专科后选择是否

停用部分或全部抗血小板或抗凝药物。 

5.1.2.2.2 穿刺取样 

穿刺样本宜用标号为16G或18G全轴穿刺针获取总长度不少于3cm的组织。肿瘤细胞含量宜不低于50%。 

5.1.2.2.3 镜检取样 

对食管、胃、结直肠等肿瘤，可根据肿瘤生长方式选择深挖或多点采样的活检方式： 

（1）隆起型病变，于病变顶部或侧缘表现为充血、糜烂、凹凸不平等部位取样； 

（2）溃疡型病变，于溃疡边缘隆起部位取样； 

（3）弥漫浸润型病变，于黏膜充血、肿胀、糜烂、溃疡、凹陷等病变显著的部位取样。 

针对食管、胃、结直肠等肿瘤取样，推荐使用适配各单位常用内镜工作通道参数的最大规格一次性

活检钳。 

针对胰腺癌取样，应于肿瘤内部实体部分取样，根据具体情况可对胰腺癌转移灶进行补充取样。推

荐根据病灶部位、大小、操作难易程度和安全性选择19G或22G穿刺针进行EUS⁃FNB取样；若EUS⁃FNB无法

进行，可考虑EUS⁃FNA取样 

5.1.2.3 其他样本 

使用无菌的一次性引流瓶或引流袋直接引流收集含有肿瘤细胞的恶性积液50 mL ~ 200 mL，或使用

无菌注射器抽取恶性积液，立即置于无菌的一次性加有双抗的引流瓶或引流袋。液体颜色黄色至深黄色

或橘红色至红色，浑浊但仍具有一定的透光性，血块、黏液质较少者为佳。 

建议恶性心包积液样本宜不少于100mL，恶性胸腹腔积液样本宜不少于500mL。 

通过腰穿获取脑脊液，样本量宜不少于10mL。 

5.1.3 肿瘤样本的运输 

肿瘤样本放入专用组织保存液时，管内最终液面不要接近管口，放入过程时不要接触管口，务必确

认样本完全浸泡于组织保存液中；以上均需封口膜缠绕盖口3圈。应将装有样本的无菌管储存于低温（2 ℃ 

~ 8 ℃）环境中。低温（2 ℃ ~ 8 ℃）保存下快速运转至实验室，尽量保证采样后2 h -8 h内送到。 

用引流瓶或引流袋装恶性浆膜腔积液或脑脊液样本时，不能装满，需封口膜缠绕瓶或袋口3圈。应

将装有样本的引流瓶或引流袋储存于低温（2 ℃ ~ 8 ℃）环境中。低温（2 ℃ ~ 8 ℃）保存下快速运转

至实验室，尽量保证采样后2 h ~ 8 h内送到。 

肿瘤样本的前处理 

5.2.1 整体要求 

该过程需要在细胞培养室无菌操作完成，肿瘤样本进入细胞培养室前用75%医用酒精擦拭样本收集

器物外表面。 

5.2.2 肿瘤组织样本的前处理 

5.2.2.1 消化前处理 
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使用无菌 PBS 或生理盐水对肿瘤样本进行清洗（建议3次~ 5次）,去除表面的坏死、钙化组织、脂

肪组织和血凝块等。随后转移至装有新的无菌 PBS 或生理盐水的细胞培养皿中,使用无菌器械充分去

除非肿瘤组织及坏死的肿瘤组织。 

5.2.2.2 消化 

使用无菌器械将肿瘤组织样本剪碎至大小为0.5 mm
3
 ~ 1 mm

3
的组织碎片，并转移至新的无菌细胞

离心管内，加入适量消化液（根据不同癌种或样本视实际情况选择合适的消化液），并置于 37 ℃ （对

于某些对温度敏感的肿瘤组织，可适当降低温度，如35°C，并延长消化时间从而达到较好的效果）恒温

培养箱中或水浴锅中进行消化。 

根据肿瘤类型适当选择消化时间，每10 min ~ 15 min 通过剧烈摇晃和使用无菌移液管对其进行

吹打，以充分消化，每5 min ~ 10 min镜检观察组织消化情况。 

终止消化可参考以下标准：  

a) 组织块体积缩小，质地变疏松； 

b) 组织消化液因单细胞数量增多、组织碎片的释放澄清度下降，粘稠度增加； 

c) 可取少量消化液在显微镜下观察是否出现明显的细胞团块（由 2个 ~ 10 个细胞组成）。 

注： 仔细监测消化过程，因为过度消化可能会显著降低生长效率。 

5.2.2.3 终止消化 

当组织消化可以终止时，使用无菌移液管上下移动 10 次 ~ 20 次吹打消化组织，进一步帮助细

胞从组织中解离出来。加入基础培养基清洗，然后在 4 °C 下以 200g 离心 5 min。 

5.2.2.4 重悬过滤 

将沉淀重悬于基础培养基中，用70 µm 或100 µm 的细胞网筛进行过滤(细胞网筛预先用无菌 PBS 

浸润)。将过滤后的组织消化悬液收集至无菌细胞离心管中, 在 4 °C 下 200g ~ 300g离心 3 min -5 min，

弃去上清液，保留沉淀物。 

如细胞沉淀存在红细胞，加入1mL-3 mL红细胞裂解液，室温孵育3 min。在 4 °C 下 200g ~ 300g离

心 3 min -5 min，弃去上清液，保留沉淀物。 

5.2.2.5 清洗重悬 

使用含抗生素的无菌  PBS 或无菌基础培养基清洗沉淀物，随后以100g ~ 300g离心力离心

3min~5min，弃去上清液。 

5.2.3 肿瘤非组织样本的前处理 

5.2.3.1 分装离心 

将获取的其他样本（恶性浆膜腔积液、脑脊液样本）分装至合适的离心管，于200g ~ 300g离心 3-5 

min后弃去上清液。 

如细胞沉淀存在红细胞，加入1mL ~ 3 mL红细胞裂解液，室温孵育3 min。在 4 °C 下 200 g ~ 300 

g离心 3 min ~ 5 min，弃去上清液，保留沉淀物。 

5.2.3.2 重悬清洗 

使用含抗生素的无菌 PBS 或无菌基础培养基清洗沉淀物并按附录A进行计数，随后以100g ~ 300g

离心力离心3min~5min,弃去上清液。 

注： 建议当细胞数量大于10
4
，且细胞存活率大于 90% 时，认为肿瘤样品前处理合格。 
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肿瘤 3D生物打印 

5.3.1 细胞悬液 

根据将5.3.4中获得的细胞计数情况，将沉淀用适量的完全培养基（建议根据癌种、同一癌种不同

类型或不同转移部位等选择合适的细胞因子加入培养基）重悬，建议得到的细胞浓度不低于5×10
6
个活

细胞/mL。 

5.3.2 模型打印 

建议根据癌种、同一癌种不同类型或不同转移部位等选择合适的3D 生物打印方式。以目前应用较

多的基于挤出的3D 生物打印为例。 

将肿瘤细胞（目前较为稳定的模型体仅包含单一的肿瘤细胞，不含间质细胞等）与液态生物材料均

匀混合成生物墨水，将配制好的生物墨水移至螺口注射器中，排出气泡，装配口点胶针头，通过温度或

者其他方式在不损伤/少损伤肿瘤细胞的情况下使生物墨水满足可打印性（改变流变学特性），放置于

冰箱至生物墨水凝胶形成以备打印。 

上述装有可打印的液态、半凝胶态或者凝胶态生物墨水的螺口注射器，生物墨水成凝胶状后装置安

装于 3D 生物打印机中，温度平衡后（如果生物墨水是温度敏感的）检查确定挤出的生物墨水为均匀丝

滑的凝胶，根据癌种、生物墨水的体积和种类等选择合适的打印条件（如温度、是否开启紫外光等）及

模型种类（如逐层网格状）和大小（如5 mm × 5 mm × 1.0 mm）进行打印。模型可被直接打印于孔

板、培养皿或者支撑凝胶中。 

5.3.3 培养观察 

根据选择生物墨水的不同选择合适的交联方式（如蓝光照射或氯化钙浸泡等），洗涤后加入完全培

养基，于37°C，5% CO2培养箱中培养。 

培养过程中应密切观察模型的生长状态，根据癌种不同，选择对应肿瘤的完全培养基，每隔2天 -3 

天更换培养基。通过计数活细胞和死细胞数量来计算细胞活力。对肿瘤模型状态进行密切观察，把控扩

增时机。 
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附 录 A  

（资料性） 

细胞计数以及活性检测（台盼蓝染色法） 

 

A.1 原理 

台盼蓝是一种重要的染色剂，广泛用于选择性地将死细胞或组织染成蓝色。当细胞受损或死亡时，

台盼蓝可以进入细胞。加人台盼蓝后在显微镜下观察,可见死细胞呈现明显的蓝色并膨大，无光泽；而

具有完整细胞膜的活细胞不着色并保持正常形态，有光泽。通过二者的形态及颜色差异可分别对活细胞

和死细胞进行计数。 

A.2 试剂： 

4%台盼蓝染液 

配制方法：  

a) 称取台盼蓝粉末 4g，加双蒸水 100ml，混匀。 

b). 用滤纸过滤，4 度保存。 

c). 使用时，用 PBS 稀释至 0.4%  

A.3 仪器和设备： 

显微镜、血细胞计数板 

A.4 检测方法： 

a). 收集目标细胞并制成细胞悬液后，并作适当稀释（106个细胞/mL）。 

b). 吸取 90μL 重悬液至无菌细胞离心管中，加入 10μL 台盼蓝染色液，轻轻混匀。 

c). 吸取 10µL 经过染色的细胞，在 3min 内用血细胞计数板在显微镜下分别计数活细胞和死细胞。

细胞存活率计算见公式 (A.1)。 

X = L / ( L + D ) x 100 %                     A.1 

式中: 

X-细胞存活率; 

L--活细胞数量,单位为个每毫升(个/mL); 

D--死细胞数量,单位为个每毫升(个/m1) 
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