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前 言

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。

本文件由中国医疗器械行业协会增材制造医疗器械专业委员会提出并归口。

本文件起草单位：中国医学科学院北京协和医院、中国医学科学院生物医学工程研究所、清华大学、

宁波长都生物科技有限责任公司、上普博源(北京)生物科技有限公司。

本文件主要起草人：毛一雷、杨华瑜、黄鹏羽、庞媛、余剑伟、毛双双。

本文件指导专家：卢秉恒、戴尅戎、王迎军、杨华勇、冷劲松、孙伟（组长），陈晓峰，曹晓东，

尹俊，周长春，张开泰，游正伟，边黎明，刘媛媛，刘纯，马少华，张雪莉，袁㬿。

本文件首次发布于 2023 年
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引 言

临床前肿瘤模型作为一种可靠的工具，在肿瘤机制研究、临床前抗肿瘤药物的评价等方面发挥着不

可替代的作用。3D生物打印技术通过对载细胞的生物墨水进行三维成型，可提供三维空间架构和适宜

的细胞微环境，已逐渐成为组织工程领域的重要工具。

3D生物打印肿瘤模型被认为是体外肿瘤模型构建的有效方案之一。目前已广泛应用在如消化系统

肿瘤 (如肝细胞癌，肝内胆管癌，胆囊癌，结直肠癌，胃癌，胰腺癌) ，呼吸系统肿瘤 (如肺癌) ，口

腔肿瘤 (如口腔鳞状细胞癌) ，女性生殖系统肿瘤 (如卵巢癌，宫颈癌)等癌种。

3D生物打印技术的应用需要严格的质量控制和高水平的技术水准，目前国内尚无有关 3D生物打

印肿瘤模型的规范化文件。因此，本文件为 3D生物打印体外肿瘤模型的规范化建立和应用提供必要的

指导，对推动肿瘤基础研究、个体化精准治疗等领域具有重要意义。

本文件是由从事 3D生物打印肿瘤模型体外构建的专家组基于该技术目前的发展现状而制定。为了

不阻碍技术的发展和创新，本文件的条文在一些领域未做规定。企业可根据具体实际情况，对本文件的

适用条文加以应用。本文件在有些方面还不完善。随着知识更新和技术发展，将有可能需要进行进一步

的修订。
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3D 生物打印肿瘤模型的通用要求

1 范围

本文件规定了 3D生物打印肿瘤模型的通用要求。

本文件适用于基于 3D生物打印构建的肿瘤模型，以用于肿瘤基础研究、肿瘤分子亚型诊断、抗肿

瘤药物的敏感性检测等方面。药物敏感性检测可以包括并不限于化疗药物、靶向药物、免疫药物及新药

候选化合物；可以对单一药物进行检测，也可以对药物组合进行检测。

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。

GB 19489 实验室 生物安全通用要求

GB 39707 医疗废物处理处置污染控制标准

GB/T 38736 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、接收和处理的要求》

药物临床试验质量管理规范(GCP)

中华人民共和国药典

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

3.1

3D 生物打印 3D bioprinting

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，应用于再生

医学，癌症治疗，新药研发等。

3.2

3D 生物打印肿瘤模型 3D bioprinted tumor model

利用 3D生物打印技术生成的用于研究肿瘤生物学、发展机制以及评估抗肿瘤药物疗效的实验系统，

具有可以模拟肿瘤特性、实用性、可操作性和可重复性等特点。

3.3

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。

3.4

半数抑制浓度 IC50

半数抑制浓度 (或称半数抑制率) 是物质抑制特定生物或生化功能的效力的量度，表明需要多少特

定的抑制物质 (例如药物) 才能体外抑制 50%给定生物过程或生物成分。
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4 3D 生物打印肿瘤模型建立的一般流程

4.1 签署知情同意书

在采样前应根据采样的方式常规签署样本采集的知情同意书，样本采集后检测单位（医疗机构或第

三方检测单位）应和患者签署 3D生物打印肿瘤模型进行药物敏感性检测的相关知情同意书。知情同意

应按照 GB/T 38736 人类生物样本保藏伦理要求 进行规范。

知情同意内容至少应包括：

(a) 3D生物打印肿瘤模型建立的过程及成功率；

(b) 药物敏感性检测所检测的药物种类；

(c) 肿瘤组织样本的利用以及剩余肿瘤样本的处理，充分保障患者的隐私信息及生物信息安全；

(d) 3D生物打印肿瘤模型的药物敏感性检测结果仅对临床治疗提供参考建议，具体实际用药及治疗

方案应根据临床实际情况决定；

(e) 药物敏感性检测的收费标准及耗时；

(f) 参与药物敏感性检测的人员等。

4.2 肿瘤组织采集与送检

组织样本的采集应当符合 GB/T 42060-2022《医学实验室--样品采集、运送、接收和处理的要求》

的相关要求，部分细节略有不同。

(a) 尽可能多采集肿瘤细胞含量高的肿瘤组织，剔除冗余以及活性不佳的组织，保留活性良好的组

织。

(b) 采集的肿瘤组织样本应尽快置于专用样本保存液中，减少暴露在空气中的时间，在低温 (推荐

4 ℃) 下 2小时以内运转至检测单位。

(c)做好采集信息的登记，并和组织细胞提供者的资料一起保存、归档管理，便于进行追溯。

(d) 样本运输过程应注意防震、防摔和防泄漏，保护样本不发生外源性污染的同时，避免样本运输

过程中对环境造成生物污染。

4.3 3D 生物打印肿瘤模型构建、培养、鉴定

以下所有操作均在无菌环境中进行。

4.3.1 样本组织的清洗

在预冷的含抗生素的磷酸盐缓冲液 (Phosphate buffer saline, PBS) 中使用灭菌的手术器械去除样本

中的脂肪组织、结缔组织、坏死和钙化组织。将样本分为以下几部分：组织病理染色和诊断（建议约 0.5
cm³），全外显子测序（WES，建议约 0.3 cm³），以及 RNA测序（RNA-seq，建议约 0.3 cm³），消化（剩

余部分，建议约 3 cm³）。随后将消化部分放入离心管，加入含抗生素的 PBS 进行洗涤。洗涤次数应不

少于 3 次，每次洗涤时间应不少于 1 min。

4.3.2 样本组织的消化以及细胞悬液的制备

将肿瘤组织分离为细胞悬液，可取悬液置于镜下观察，建议形成 3-10 个细胞的细胞团时停止。计

算细胞数，建议得到的细胞浓度为 5×106/ml以上。

4.3.3 3D 生物打印肿瘤模型的构建

根据不同癌种、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）与生物材料混合成生物墨水，将配制好的生物墨水移至螺口注射器中，装配口点胶针头，

放置于冰箱至生物墨水凝胶形成以备打印。上述生物墨水成凝胶状后装置于 3D生物打印机中，温度平

衡后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 5mm × 5mm × 1.0mm）
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进行打印。根据选择生物墨水的不同选择合适的交联方式（如紫外光照射或氯化钙浸泡等），洗涤后加

入培养基，于细胞培养箱培养。

4.3.4 3D 生物打印肿瘤模型的培养

3D 生物打印肿瘤模型构建后在培养板上标记样本编号、打印体编号、代数、操作日期、操作人等

信息，置于培养箱内于 37℃ 、5%的 CO2 浓度条件下培养。培养过程中应密切观察模型的生长状态，

根据癌种不同，选择对应肿瘤的培养基，每隔 2-3 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。

4.3.5 3D 生物打印肿瘤模型的鉴定

3D生物打印肿瘤模型的鉴定至少应包括以下方面：

(a)染色体核型

按照《中华人民共和国药典》检验，应为 46，XX或 46，XY。
(b)肿瘤标志物的鉴定

将 3D生物打印肿瘤模型分离成单细胞悬液，并采用荧光抗体标记细胞。建议采用流式细胞仪分析

被荧光抗体标记的细胞比例。宜采用人成纤维细胞或间充质干细胞作为阴性参考品。

(c)基因表达变化及基因突变分析

建议使用全外显子测序分析、RNA测序分析等技术手段对 3D生物打印肿瘤模型的基因突变及基因

表达变化分析。

(d)组织细胞的形态结构观察

在三维培养条件下，用显微镜进行观察。或将 3D生物打印肿瘤模型铺于载玻片上，用显微镜进行

观察。

(e)细胞存活率

采用 Calcein AM和 PI染色法或使用 CCK8 法检测细胞的存活率。建议细胞存活率在 90%以上模型

构建成功率较高。

(f)肿瘤组织模型的 H&E和免疫组化染色

将 3D生物打印肿瘤组织模型与原始肿瘤组织的 H&E和免疫组化染色对比，观察其在形态结构及

肿瘤特异性生物标记物表达的拟合度。

5 3D 生物打印肿瘤模型的药物敏感性检测

(a) 在肿瘤模型的快速生长期内进行药物敏感性实验。

(b) 加药前用显微镜观察每孔样本状态，剔除异常孔，并在显微镜下拍照。

(c) 实验设置阴性对照组，空白组，药物测试组。根据不同的 3D生物打印肿瘤模型合理设计药物

浓度梯度、测试的复孔数等。建议在培养第 6-10 天时进行药敏试验，在新鲜的培养基中按设置的梯度

加入测试的药物，在加药后第 1天和第 2天分别更换新鲜的包含测试药物的培养基，在加药后第 3天进

行细胞活力测试。

(d) 加药后第 3天取出培养板，在显微镜下拍照。

(e) 建议通过使用 CellTiter-Glo® 3D细胞活力分析试剂盒检测细胞存活率。使用具有检测化学发光

功能的多功能酶标仪进行化学发光检测。

(f) 待检测完成后，导出数据，做好标记。剔除孔需做好标记并标注原因。

(g) 样本孔 ATP浓度计算：将药物测试孔与对照孔发光均值代入标准曲线，得到 ATP浓度值。

(h) 相对肿瘤抑制率计算：

相对抑制率 = 浓度对照孔

浓度药物测试孔

ATP
ATP

×100%

(i) 药物半数抑制浓度 (IC50 ) 计算：根据药物不同浓度下的相对抑制率，拟合量效曲线计算该药

物的 IC50值。
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(j) 药敏结果的判定：根据 IC50值判定药物的敏感性结果。

6 3D 生物打印肿瘤模型的药物敏感性检测报告

药物敏感性检测结束后，检测机构以纸质版或电子版报告形式将检测报告发送给患者或其医师。检

测报告中应当明确展示出 3D生物打印模型建立及使用的全过程，至少应包括肿瘤模型显微镜图片、肿

瘤模型特征分析、药物敏感性曲线、用药前后对比图等。

7 数据管理

宜结合 3D生物打印肿瘤模型的使用目的制订数据管理规范，至少应包括取样登记信息，组织细胞

提供者的资料、肿瘤模型建立及鉴定、药敏检测结果等数据内容及保存时间、数据管理与使用的权限及

责任。详细的临床样本数据管理可参照《药物临床试验质量管理规范》 (GCP)中的数据管理部分内容。

8 废弃物管理

在组织样本获取、3D生物打印肿瘤模型培养、药物敏感性测试等操作过程中产生的生物医学废弃

物， 应按照 GB 19489中 7.19 和 GB/T 38736中 3.1 的要求，遵循《医疗废物管理条例》丢弃到指定

地点 妥善处置。对于使用过的 3D生物打印肿瘤模型或不合格的 3D生物打印肿瘤模型须严格按照生物

样本处置 与管理规范操作。
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