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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。 

本文件由中国生物材料学会提出。 

本文件由中国生物材料学会团体标准化技术委员会归口。 

本文件起草单位：中国食品药品检定研究院、华南理工大学、西安石油大学、北京科健生物技术有

限公司、北京鑫康辰医学科技发展有限公司、北京清源伟业生物组织工程科技有限公司、北京桀亚莱福

生物技术有限责任公司、江西瑞济生物工程技术股份有限公司、江西省科星生物工程有限公司、北京运

康恒业生物技术有限公司、上海亚朋生物技术有限公司。 

本文件主要起草人：付步芳、郝丽静、林春玲、陈卓颖、刘子琪、李智峰、袁军林、李燕青、孙继

煌、胡冠君、雷良伟、王巍、陈云华、汪晶晶、刘伟、刘璟、王召旭。 
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引 言 

同种异体产品是指从人类不同个体内获取与制备的组织，经清洗、病毒灭活、脱脂肪、成型、冻干、

灭菌等工艺加工处理而成的产品。同种异体产品在生产加工过程中，会用到多种有机溶剂，如乙醇、异

丙醇、丙三醇、戊二醛、氯仿等，这些有机溶剂如果在工艺过程中未能有效去除，将会给使用者带来不

同程度的危害，因此对该类产品中有机溶剂残留的检测和控制非常必要。 

目前，我国同种异体医疗器械产品相关的行业标准YY/T 0513.1《同种异体修复材料 第1部分：组

织库基本要求》、YY/T 0513.2《同种异体修复材料 第2部分：深低温冷冻骨和冷冻干燥骨》、YY/T 0513.3

《同种异体修复材料 第3部分：脱矿骨》，均没有涉及该类产品中有机溶剂残留量的要求和试验方法，

不利于相关产品的质量控制和安全性保障。 

本文件给出了同种异体产品中有机溶剂残留量的测定指南，可以作为相关行业标准的有益补充。由

于不同品种的产品在临床的应用情况有很大的差异，本文件所给出的方法不一定适用于所有产品。因此，

任何表明其分析可靠的方法，都可以使用。“分析可靠”是指器械产品在特定浸提条件下获得的浸提液

进行有机溶剂残留量测定时，所选择的方法具有足够的准确性、重复性、灵敏度和选择性，以及良好的

线性和可接受的检测限。 
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同种异体产品中有机溶剂残留量测定指南 

1 范围 

本文件规定了同种异体产品中有机溶剂残留量的测定方法指南。 

本文件适用于同种异体产品中有机溶剂残留量的测定。 

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/T 16886.17  医疗器械生物学评价  第17部分：可沥滤物允许限量的建立 

中华人民共和国药典（2020年版四部）（国家药监局  国家卫生健康委  2020年第78号） 

3 术语和定义 

下列术语和定义适用于本文件。 

 

同种异体产品  allogeneic products 

从人类不同个体内获取与制备的组织，经清洗、病毒灭活、脱脂肪、成型、冻干、灭菌等工艺加工

处理而成的产品。 

[来源：YY/T 0513.2—2020，3.1，有修改] 

 

浸提液 extract 

由试验样品或对照样品浸提而得的液体。 

[来源：GB/T 16886.12—2017，3.7] 

 

残留溶剂  residual solvents 

在产品生产中使用的，但在工艺过程中未能完全去除的溶剂。 

[来源：《中华人民共和国药典》（2020年版），四部通则0861，有修改] 

 

加严浸提  exaggerated extraction 

与临床使用条件下产生的化学成分相比，旨在释放更多化学成分的浸提。 

注： 重要的是确保加严浸提不会导致材料或被提取物质发生化学变化。 

[来源：ISO 10993—18:2020，3.14] 

 

极限浸提  exhaustive extraction 

进行多次浸提，直到在随后的浸提中提取的物质的重量（或用其他方式度量）小于在初次浸提中确

定量的10％。 

[来源：ISO 10993—18:2020，3.15] 

https://baike.baidu.com/item/%E5%B7%A5%E8%89%BA%E8%BF%87%E7%A8%8B/5019361


T/CSBM 0032—2023 

2 

 

模拟使用浸提  simulated-use extraction 

使用模拟临床使用的方法进行的浸提。 

[来源：ISO 10993—18:2020，3.35] 

4 浸提液制备 

总则 

同种异体产品中有机溶剂残留量测定的浸提液制备方法通常有极限浸提、加严浸提和模拟使用浸提

等，由于极限浸提操作简单，浸提效率高、便于测试等优点，广泛应用于残留溶剂测定的浸提液制备。 

 浸提容器 

浸提容器宜使用硼硅酸盐玻璃容器，带磨口玻璃塞，或带情性材料密封垫（如聚四氟乙烯）的螺口

盖。 

浸提溶剂 

如果待测溶剂易溶于水，优先选用水作为浸提溶剂；如果待测溶剂难溶或不溶于水，应选择能将其

溶解的浸提溶剂，但不应溶解主体材料，所选的浸提溶剂不应干扰待测溶剂的测定。 

浸提比例 

除另有规定外，同种异体的骨科材料、肌腱、半月板、神经，一般按0.1 g～0.2 g样品加1 mL浸提

溶剂的比例来浸提；同种异体的敷料皮、真皮、补片、羊膜等薄膜类产品，一般按0.5 cm
2
～6.0 cm

2
样

品加1 mL浸提溶剂的比例来浸提，浸提前须将样品切成不大于5 mm长的小段，浸提溶剂须能浸没样品。 

其它浸提条件 

4.5.1 其他浸提条件包括浸提时间、温度、是否动态浸提（超声、振荡）。 

4.5.2 采用顶空气相色谱法测定时，通常选择在线浸提方式。以水为浸提溶剂时，顶空瓶平衡温度为

60 ℃～85 ℃，顶空瓶平衡时间为 30 min～60 min。以水之外的其它溶剂为浸提溶剂时，顶空瓶平衡

温度应至少比浸提溶剂的沸点低 10 ℃。 

4.5.3 采用溶液直接进样气相色谱法测定或高效液相法、紫外法等方法测定时，通常选择离线浸提方

式。由于大多数有机溶剂易挥发，除另有规定外，浸提温度一般不高于 37 ℃，浸提时间不超过 72 h。

超声、振荡等动态浸提方式有助于提高浸提效率，缩短浸提时间。 

5 测定方法 

同种异体产品按来源可分为同种异体骨、半月板，脱细胞异体真皮、敷料皮、补片，同种异体肌腱

修复材料，生物羊膜等，其可能存在的有机溶剂残留及相应的检测方法举例见表1。 
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表1 同种异体产品可能存在的有机溶剂残留和测定方法举例 

产品名称 可能存在的 
测定方法名称举例 

（不仅限于） 

具体方法 

（不仅限于） 

同种异体骨、半月板 

乙醇 
顶空气相色谱法（HS-GC） 

康卫皿扩散法 
附录A 

曲拉通X-100 高效液相色谱法（HPLC） 附录B 

甲醇 顶空气相色谱法（HS-GC） 附录C 

氯仿 顶空气相色谱法（HS-GC） 附录D 

异丙醇 顶空气相色谱法（HS-GC） 附录E 

过氧乙酸 间接碘量法 附录F 

十二烷基硫酸钠 紫外可见分光光度法（UV） 附录G 

脱细胞异体真皮、敷料皮、 

补片 

乙醇 
顶空气相色谱法（HS-GC） 

康卫皿扩散法 
附录H 

异丙醇 顶空气相色谱法（HS-GC） 附录I 

甲醛 紫外可见分光光度法（UV） 附录J 

戊二醛 高效液相色谱法（HPLC） 附录K 

十二烷基硫酸钠 紫外可见分光光度法（UV） 附录L 

聚三梨酯80（吐温80） 紫外可见分光光度法（UV） 附录M 

同种异体肌腱修复材料 乙醇 
顶空气相色谱法（HS-GC） 

康卫皿扩散法 
附录N 

生物羊膜 硫酸庆大霉素 
管碟法 

ELISA检测试剂盒法 
附录O 

注1：使用该标准中方法检测时，如供试液中待测物质含量小于标准曲线最小浓度，建议给出检出限。检出限确定

方法可参考《中华人民共和国药典》（2020年版四部）9101分析方法验证指导原则进行。 

注2：在有机溶剂检测过程中，若检出其它未知成分，可采用气相色谱-质谱联用（GC-MS），液相色谱-质谱联用

（LC-MS）等方法进行定性和进一步的定量分析。 

6 允许限量的确定 

同种异体产品中有机溶剂残留允许限量可参照《中华人民共和国药典》（2020年版四部）通则0861

残留溶剂测定法附表1和GB/T 16886.17，并结合产品的预期用途来确定。 
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A  
A  

附 录 A  

（规范性） 

同种异体骨、半月板中乙醇残留量测定方法 

A.1 气相色谱法 

A.1.1 原理 

气相色谱法是利用气体（载气）作为流动相的色谱分析方法。气化的试样被载气带入色谱柱中，由

于色谱柱中的固定相与试样中各组分分子作用力不同，使得各组分从色谱柱中流出的时间不同，因而各

组分能够实现彼此分离。用数据处理系统记录色谱信号，信号强度（峰高或峰面积）与试样中各组分浓

度呈比例关系，通过对标准溶液浓度和对应峰高或峰面积作图绘制标准曲线，可对供试品溶液中目标物

质进行定量分析。 

A.1.2 仪器与试剂 

A.1.2.1 气相色谱仪：配备氢火焰离子化检测器（FID）。 

A.1.2.2 恒温摇床。 

A.1.2.3 电子天平：精度 0.1 mg。 

A.1.2.4 无水乙醇。 

A.1.3 参考色谱条件 

参考色谱条件如下： 

——色谱柱：DM-624（30 m×0.32 mm×1.8 µm）或等效色谱柱； 

注： 等效色谱柱是指制造商或牌号不同，但固定相、柱长、内径、膜厚都相同的色谱柱。下同。 

——平衡温度：80 ℃； 

——平衡时间：30 min； 

——柱温：初温 40 ℃，保持 5 min，以 10 ℃/min升至 100 ℃，再以 20 ℃/min 升至 240 ℃，

保持 2 min； 

——检测器：氢火焰离子化检测器（FID）； 

——载气：N2； 

——进样口温度：160 ℃； 

——检测器温度：250 ℃； 

——载气流速：1.5 mL/min； 

——分流比：20：1。 

A.1.4 溶液制备 

A.1.4.1 标准溶液 

精密称取0.5 g乙醇，纯化水定容至100 mL，作为储备液；再将该溶液用纯化水依次稀释，配制成

浓度在5 g/mL～500 g/mL范围内的至少5个不同浓度的系列标准溶液。 

A.1.4.2 供试品溶液 

随机取同种异体骨或半月板产品，如果产品是大固体状态，应切割成不大于5 mm的小块，精密称取

重量并记录。按材料质量与浸提液体积比1 g: 5 mL比例，加入纯化水浸提，37 ℃±1 ℃振荡浸提24 h±2 
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h，振荡速率100 rpm±10 rpm。冷却至室温后，分离出所有浸提液再重复浸提一次，分别吸取两次浸提

液各2 mL混合作为供试品溶液。不加样品，同法制备空白对照液。 

A.1.5 测定 

A.1.5.1 依次量取空白对照液、供试品溶液、系列标准溶液各 1 mL 于顶空瓶中，在 A.1.3色谱条件下

进行测试。 

A.1.5.2 记录色谱图，根据标准曲线方程，用外标法计算供试品溶液中乙醇的浓度，再按式（A.1）计

算供试品中乙醇的含量。 

 𝑋1 =
𝐶1×𝑉1

𝑊1
 ····································································· (A.1) 

式中： 

X1——供试品中乙醇的含量，g/g； 

C1——供试品溶液中乙醇浓度，g/mL； 

V1——两次浸提液总体积，mL； 

W1——供试品称样量，g。 

A.2 康卫皿扩散法 

A.2.1 原理 

本法依据乙醇在饱和碳酸钠溶液中加热逸出，被重铬酸钾-硫酸溶液吸收后呈现黄绿色至绿色的现

象，用比色法在650 nm处测定样品中乙醇残留量。 

A.2.2 仪器与试剂 

A.2.2.1 康卫皿。 

A.2.2.2 紫外可见分光光度计。 

A.2.2.3 烘箱。 

A.2.2.4 电子天平（精度 0.1 mg）。 

A.2.2.5 无水乙醇。 

A.2.2.6 硫酸。 

A.2.2.7 重铬酸钾。 

A.2.2.8 无水碳酸钠。 

注： 所用试剂均为分析纯以上。 

A.2.3 溶液配制 

A.2.3.1 重铬酸钾-硫酸溶液 

称取重铬酸钾3.7 g，加水150 mL，充分溶解后缓慢加入硫酸280 mL，放冷，加水至500 mL。 

A.2.3.2 饱和碳酸钠溶液 

称取碳酸钠适量，加入适量的水，充分摇匀使成饱和溶液，取上清液。 

A.2.3.3 供试品溶液 
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同A.1.4.2。 

A.2.4 测定 

在康卫皿外圈的突出部位均匀的涂抹凡士林，量取重铬酸钾-硫酸溶液2.0 mL加入内圈中，量取饱

和碳酸钠溶液1.5 mL和供试品溶液1.5 mL加入外圈中，立即加盖玻璃板（粗糙面向下）密封扩散皿，摇

匀。80 ℃反应30 min后，取内圈溶液，采用紫外可见分光光度计，在波长650 nm处测定吸光度（A1）。

精密量取无水乙醇适量，加水制成每1 mL中含有乙醇X mg的溶液，即为对照品溶液。精密量取对照品溶

液1.5 mL替代供试品，同法操作，测定吸光度（A2）。A1不应大于A2。 

注： 对照品溶液：根据产品中乙醇的限量要求和浸提液制备的比例确定X的值，例如：若乙醇的限量要求≤0.5％，

样品质量与浸提介质体积比为1 g：5 mL，则X的值为1。 
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B  
B  

附 录 B  

（规范性） 

同种异体骨、半月板中曲拉通 X-100残留量测定方法 高效液相色谱法 

B.1 原理 

高效液相色谱法是采用高压输液泵将规定的流动相泵入装有填充剂的色谱柱，对供试品进行分离测

定的色谱方法。注入的供试品由流动相带入色谱柱内，各组分从色谱柱中流出的时间不同，因而各组分

能够实现彼此分离。用数据处理系统记录色谱信号，信号强度（峰高或峰面积）与试样中各组分浓度呈

比例关系，通过对标准溶液浓度和对应峰高或峰面积作图绘制标准曲线，可对供试品溶液中目标物质进

行定量分析。 

B.2 仪器与试剂 

B.2.1 高效液相色谱仪：配备二极管阵列检测器（DAD）。 

B.2.2 超声波清洗仪。 

B.2.3 电子天平：精度0.1 mg。 

B.2.4 曲拉通X-100。 

B.2.5 甲醇（色谱纯）。 

B.3 参考色谱条件 

参考色谱条件如下： 

——色谱柱：90 Å 4.6×250 mm×5 m或等效色谱柱； 

——流动相：水：甲醇（v/v）=15：85； 

——柱温：35 ℃； 

——流速：0.8 mL/min； 

——进样量：20 L； 

——检测波长：225 nm； 

——监测时间：10 min。 

B.4 溶液制备 

B.4.1 标准溶液 

精密称取0.01 g曲拉通 X-100，甲醇定容至100 mL，作为储备液；再将该溶液用甲醇依次稀释，配

成浓度在0.5 g/mL～10 g/mL范围内的至少5个不同浓度的标准溶液。 

B.4.2 供试品溶液 

随机选取同种异体骨或半月板产品，如果产品是大固体状态，应切割成不大于5 mm的小块，精密称

取样品于玻璃瓶中，按样品质量与浸提液体积比1 g：5 mL加入对应体积甲醇浸没。室温下超声浸提30 min

后，取浸提液1 mL经0.45 m滤膜过滤后作为供试品溶液。取甲醇，不加样品同法制备空白溶液。 

B.5 测定 

B.5.1 依次取空白溶液、供试品溶液、不同浓度标准溶液1 mL于液相小瓶中，在B.1.3色谱条件下进行

测试。 
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B.5.2 记录色谱图，根据标准曲线方程，用外标法计算供试品溶液中曲拉通X-100的浓度，再按式（B.

1）计算供试品中曲拉通X-100的含量X。 

 𝑋2 =
𝐶2×𝑉2

𝑊2
 ····································································· (B.1) 

式中： 

X2——供试品中曲拉通X-100的含量，g/g； 

C2——供试品溶液中曲拉通X-100浓度，g/mL； 

V2——两次浸提液总体积，mL； 

W2——供试品称样量，g。 
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C  
C  

附 录 C  

（规范性） 

同种异体骨、半月板中甲醇残留量测定方法 气相色谱法 

C.1 原理 

同A.1.1。 

C.2 仪器与试剂 

C.2.1 气相色谱仪：配备氢火焰离子化检测器（FID）。 

C.2.2 恒温摇床。 

C.2.3 电子天平：精度0.1 mg。 

C.2.4 甲醇（色谱纯）。 

C.3 参考色谱条件 

同A.1.3。 

C.4 溶液制备 

C.4.1 标准溶液 

精密称取0.3 g甲醇，加入纯化水定容至100 mL，作为标准贮备液。用纯化水依次稀释，配成浓度

在3 g/mL～300 g/mL范围内的至少5个不同浓度的标准溶液。 

C.4.2 样品溶液 

同A.1.4.2。 

C.5 测定 

C.5.1 依次取空白溶液、样品溶液、不同浓度标准溶液1 mL于顶空瓶中，在上述检测条件下进行测试。 

C.5.2 记录色谱图，根据标准曲线方程，用外标法计算供试品溶液中甲醇的浓度，再按式（C.1）计算

供试品中甲醇的含量。 

 𝑋3 =
𝐶3×𝑉3

𝑊3
 ····································································· (C.1) 

式中： 

X3——供试品中甲醇的含量，μg/g； 

C3——供试品溶液中甲醇浓度，g/mL； 

V3——两次浸提液总体积，mL； 

W3——供试品称样量，g。 
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D  
D  

附 录 D  

（规范性） 

同种异体骨、半月板中氯仿残留量测定方法 气相色谱法 

D.1 原理 

同A.1.1。 

D.2 仪器与试剂 

D.2.1 气相色谱仪：配备氢火焰离子化检测器（FID）。 

D.2.2 电子天平：精度0.1 mg。 

D.2.3 氯仿（色谱纯）。 

D.3 参考色谱条件 

参考色谱条件如下： 

——色谱柱：DM-624（30 m×0.32 mm×1.8 µm）或等效色谱柱； 

——平衡温度：80 ℃； 

——平衡时间：40 min； 

——柱温：初温 40 ℃，保持 5 min，以 10 ℃/min升至 100 ℃，保持 0 min，再以 20 ℃/min升

至 240 ℃，保持 2 min； 

——检测器：氢火焰离子化检测器（FID）； 

——载气：N2； 

——进样口温度：160 ℃； 

——检测器温度：250 ℃； 

——载气流速：1.5 mL/min； 

——分流比：20：1。 

D.4 溶液制备 

D.4.1 标准溶液 

精密称取0.01 g氯仿，纯化水定容至100 mL，作为标准贮备液；用纯化水依次稀释标准贮备液，配

成浓度在2-24 μg/mL范围内的至少5个不同浓度的氯仿系列标准溶液。 

D.5 测定 

D.5.1 随机选取同种异体骨或半月板产品，如果产品是大固体状态，应切割成不大于5 mm的小块，精

密称取0.4 g样品于顶空瓶中，加入2 mL纯化水浸没，压盖密封，作为供试品组。再依次取纯化水、系

列标准溶液2 mL于顶空瓶中，压盖密封。在D.1.3色谱条件下进行检测。 

D.5.2 记录色谱图，根据标准曲线方程，用外标法计算供试品溶液中氯仿的浓度，再按式（D.1）计算

供试品中氯仿的含量。 

 𝑋4 =
𝐶4×𝑉4

𝑊4
 ····································································· (D.1) 

式中： 

X4——供试品中氯仿的含量，μg/g； 
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C4——供试品溶液中氯仿浓度，g/mL； 

V4——两次浸提液总体积，mL； 

W4——供试品称样量，g。 
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E  
E  

附 录 E  

（规范性） 

同种异体骨、半月板中异丙醇残留量测定方法 气相色谱法 

E.1 原理 

同A.1.1。 

E.2 仪器与试剂 

E.2.1 气相色谱仪：配备氢火焰离子化检测器（FID）。 

E.2.2 恒温摇床。 

E.2.3 电子天平：精度0.1 mg。 

E.2.4 异丙醇（分析纯以上）。 

E.3 参考色谱条件 

参考色谱条件如下： 

——色谱柱：DM-624（30 m×0.32 mm×1.8 µm）或等效色谱柱； 

——平衡温度：80 ℃； 

——平衡时间：30 min； 

——柱温：初温 50 ℃，保持 1 min，以 10 ℃/min升至 160 ℃，保持 1 min； 

——检测器：氢火焰离子化检测器（FID）； 

——载气：N2； 

——进样口温度：160 ℃； 

——检测器温度：250 ℃； 

——载气流速：2 mL/min； 

——分流比：20：1。 

E.4 溶液制备 

E.4.1 标准溶液 

精密称取0.5 g异丙醇，加入纯化水定容至100 mL，作为储备液；再将该溶液用纯化水依次稀释，

配成浓度在5 g/mL～-500 g/mL范围内的至少5个不同浓度的标准溶液。 

E.4.2 供试品溶液 

同A.1.4.2。 

E.5 测定 

依次取空白溶液、样品溶液、不同浓度标准溶液1 mL于顶空瓶中，在上述检测条件下进行测试。记

录色谱图，根据标准曲线方程，用外标法计算供试品溶液中异丙醇的浓度，再按式（E.1）计算供试品

中异丙醇的含量。 

 𝑋5 =
𝐶5×𝑉5

𝑊5
 ····································································· (E.1) 

式中： 
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X5——供试品中异丙醇的含量，μg/g； 

C5——供试品溶液中异丙醇浓度，g/mL； 

V5——两次浸提液总体积，mL； 

W5——供试品称样量，g。 
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F  
F  

附 录 F  

（规范性） 

同种异体骨、半月板中过氧乙酸残留量测定方法 

间接碘量法 

F.1 原理 

采用间接碘量法测定样品中全部过氧化物的量；在酸性条件下，采用高锰酸钾标准滴定溶液滴定得

到过氧化氢的含量。用过氧化物的量减去过氧化氢的量，计算得到过氧乙酸含量，反应方程式如下： 

2KI+2H2SO4+CH3COOOH=2KHSO4+CH3COOH+H2O+I2 

2KI+2H2SO4+H2O2=2KHSO4+2H2O+I2 

I2+2NaS2O3=2NaI+Na2S4O6 

2KMnO4+3H2SO4+5H2O2=2MnSO4+K2SO4+5O2+8H2O 

F.2 仪器与试剂 

F.2.1 电子天平：精度0.1 mg。 

F.2.2 碘量瓶。 

F.2.3 滴定管。 

F.2.4 硫酸：分析纯以上。 

F.2.5 可溶性淀粉。 

F.2.6 碘化钾溶液：100 mg/mL。 

F.2.7 钼酸铵溶液：30 mg/mL。 

F.2.8 硫酸锰溶液：100 mg/mL。 

F.2.9 淀粉指示液：10 mg/mL。 

F.2.10 硫酸：1+9。 

F.2.11 硫代硫酸钠标准滴定溶液：c（NaS2O3）=0.1 mol/L。 

F.2.12 高锰酸钾标准滴定溶液：c（KMnO4）=0.02 mol/L。 

F.3 溶液制备 

F.3.1 高锰酸钾标准溶液 

取高锰酸钾标准滴定溶液稀释10倍待用。 

F.3.2 硫代硫酸钠标准滴定溶液 

取硫代硫酸钠标准滴定溶液稀释10倍待用。 

F.3.3 供试品溶液 

精密称量约1 g同种异体骨或半月板产品，如果产品是大固体状态，应切割成不大于5 mm的小块，

加入10 mL纯化水，37 ℃±1 ℃振荡浸提24 h±2 h，振荡速率为100 rpm±10 rpm。冷却至室温后，吸

取浸提液，置于4 ℃下备用。 

F.4 测定 
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在碘量瓶中加入6 mL 10 ℃以下的水、1 mL硫酸溶液和3滴钼酸铵溶液，再加入4 mL供试品溶液，2 

mL碘化钾溶液，水封瓶塞摇匀，在暗处放置5 min～10 min，用硫代硫酸钠标准滴定溶液滴定，接近终

点时（溶液呈淡黄色）加入0.2 mL淀粉指示液，继续滴定至蓝色消失，并保持30 s不变为终点。记录消

耗硫代硫酸钠标准滴定溶液的体积数值。在锥形瓶中加入6 mL 10 ℃以下的水、2 mL硫酸溶液和3滴硫

酸锰溶液，再加入4 mL供试品溶液，摇匀，用高锰酸钾标准滴定溶液滴定至溶液呈浅粉色。记录消耗高

锰酸钾标准滴定溶液的体积数值。 

F.5 结果计算 

按式（F.1）计算过氧乙酸的质量分数。 

 𝑤 =
(

1

2
×𝑉6×𝐶1−

5

2
×𝑉7×𝑐2)×

𝑚

1 000

𝑚
×

10

4
× 100％ ············································· (F.1) 

式中： 

w——过氧乙酸的质量分数，％； 

V6——硫代硫酸钠标准滴定溶液滴定体积数值，mL； 

c1——硫代硫酸钠标准滴定溶液浓度，mol/L； 

V7——高锰酸钾标准滴定溶液滴定体积数值，mL； 

c2——高锰酸钾标准滴定溶液实际浓度，mol/L； 

m——供试品称样量，g； 

4——滴定中所取供试品溶液体积，mL； 

10——浸提液体积，mL； 

M——过氧乙酸的摩尔质量数值，76.05 g/mol。 
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G  
G  

附 录 G  

（规范性） 

同种异体骨、半月板中十二烷基硫酸钠残留量测定方法 

亚甲基蓝-紫外可见分光光度计检测法 

G.1 原理 

十二烷基硫酸钠（SDS）可与亚甲基蓝结合形成蓝色复合物，通过氯仿萃取，采用紫外可见分光光

度计在651 nm波长处对氯仿中蓝色复合物进行检测，其吸光度值与SDS浓度呈正比关系。通过对标准溶

液浓度和对应吸光度值作图绘制标准曲线，可对供试品溶液中SDS进行定量分析。 

G.2 仪器与试剂 

G.2.1 紫外可见分光光度计。 

G.2.2 超声清洗仪。 

G.2.3 离心机。 

G.2.4 涡旋混合器。 

G.2.5 电子天平：精度0.1 mg。 

G.2.6 氯仿。 

G.2.7 亚甲基蓝。 

G.2.8 无水硫酸钠。 

G.2.9 硫酸。 

G.2.10 碳酸钠溶液：10 mmol/L。 

G.2.11 甲醇。 

G.2.12 十二烷基硫酸钠：分析纯以上。 

G.3 溶液制备 

G.3.1 亚甲基蓝溶液 

称取亚甲基蓝0.025 g，无水硫酸钠5 g，用100 mL水溶解，加浓硫酸1 mL，混匀。 

G.3.2 甲醇-碳酸钠溶液 

取甲醇、碳酸钠溶液等体积混合。 

G.3.3 SDS标准溶液制备 

精密称取SDS适量，加甲醇-碳酸钠溶液溶解定容，配制浓度为20 g/mLSDS标准溶液。再依次稀释

得到浓度在0.4 g/mL～20 g/mL范围内至少5个不同浓度标准溶液。 

G.3.4 供试品溶液制备 

精密称取同种异体骨或半月板产品约0.8 g于玻璃瓶中，如果产品是大固体状态，应切割成不大于5 

mm的小块，加入4 mL甲醇-碳酸钠溶液，室温下超声浸提30 min。吸取出所有浸提液，再加入4 mL甲醇-

碳酸钠溶液，超声浸提30 min。若浸提液出现浑浊，对浸提液采用3000 r/min离心10 min或0.45 m滤

膜过滤方式使浸提液呈澄清透明状。依次取各浸提液1 mL混合均匀作为供试品溶液。 
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G.3.5 测定 

G.3.5.1 取 1 mL SDS系列标准溶液、供试品溶液、空白溶液于离心管中，分别加入亚甲基蓝溶液 1 mL，

采用涡旋混合器充分混匀，加入氯仿 6 mL，上下剧烈振荡 30 s使充分萃取，以 2 000 r/min 离心 5 min，

吸弃溶液上层。在保留有溶液下层的每一试管中加入无水硫酸钠（约 1 g，不定量），即刻混匀后，以

2000 r/min离心 5 min。取试管内澄清溶液在 651 nm 波长处测定吸光度。 

G.3.5.2 根据标准溶液浓度和对应吸光度绘制线性回归方程，并代入供试品吸光度值计算得到供试品

溶液中 SDS浓度，再按式（G.1）计算供试品中 SDS的含量。 

 𝑋6 =
𝐶6×8

𝑊6
 ······································································ (G.1) 

式中： 

X6——供试品中SDS的含量，g/g； 

C6——供试品溶液中SDS浓度，g/g； 

8——两次浸提液总体积，mL； 

W6——供试品称样量，g。 
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H  
H  

附 录 H  

（规范性） 

脱细胞异体真皮、敷料皮、补片中乙醇残留量测定方法 

H.1 气相色谱法 

H.1.1 检测方法与标准溶液制备 

同附录A.1。 

H.1.2 供试品溶液制备 

H.1.2.1 脱细胞异体真皮、补片供试品溶液 

H.1.2.1.1 取湿态样品，用滤纸吸去表面水分，将其裁剪成 1 cm×1 cm碎片置于玻璃瓶中，按照样品

面积（双面）与纯化水体积比 1.25 cm
2
：1 mL 加入对应体积纯化水浸没样品，加盖后于 37 ℃±1 ℃振

荡浸提 24 h±2 h，振荡速率为 100 rpm±10 rpm。结束后将样品与液体分离，冷却至室温作为检验液。 

H.1.2.1.2 取干态样品，将其裁剪成 1 cm×1 cm碎片置于玻璃瓶中，与 H.1.2.1.1同法操作。 

H.1.2.2 敷料皮供试品溶液 

取湿态样品，用滤纸吸去表面水分，将其裁剪成1 cm×1 cm碎片置于玻璃瓶中，按照样品单面面积

与纯化水体积比1.25 cm
2
：1 mL加入对应体积纯化水浸没样品，加盖后于37 ℃±1 ℃振荡浸提24 h±2 

h，振荡速率为100 rpm±10 rpm。结束后将样品与液体分离，冷却至室温作为检验液。 

H.1.3 测定 

H.1.3.1 依次量取空白溶液、供试品溶液、系列标准溶液 1 mL于顶空瓶中，在 A.1.3 检测条件下进行

测试。 

H.1.3.2 记录色谱图，根据标准曲线方程，用外标法计算供试品溶液中乙醇的浓度，按式（H.1）计算

脱细胞异体真皮或补片样品中乙醇的含量，按式（H.2）计算敷料皮样品中乙醇的含量。 

 𝑋7 =
𝐶7×𝑉8

𝐴1
 ····································································· (H.1) 

式中： 

X7——脱细胞异体真皮或补片样品中乙醇的含量，g/cm
2
； 

C7——脱细胞异体真皮或补片供试品溶液中乙醇浓度，g/mL； 

V8——浸提液体积，mL； 

A1——脱细胞异体真皮或补片样品的双面面积，cm
2
。 

 𝑋8 =
𝐶8×𝑉9

𝐴2
 ····································································· (H.2) 

式中： 

X8——敷料皮样品中乙醇的含量，g/cm
2
； 

C8——敷料皮供试品溶液中乙醇浓度，g/mL； 

V9——浸提液体积，mL； 

A2——敷料皮样品的单面面积，cm
2
。 

H.2 康卫皿扩散法 
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H.2.1 标准溶液制备及检测方法 

同附录A.2。 

H.2.2 供试品溶液配制及计算方法 

同附录H.1。 
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I  
I  

附 录 I  

（规范性） 

脱细胞异体真皮、敷料皮、补片中异丙醇残留量测定方法 气相色谱法 

I.1 标准溶液制备及检测方法 

同附录E。 

I.2 供试品溶液制备及计算方法 

同H.1.2。 
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J  
J  

附 录 J  

（规范性） 

脱细胞异体真皮、敷料皮、补片中甲醛残留测定方法 乙酰丙酮法 

J.1 原理 

本法系用汉栖反应（Hantzsch Reaction）原理测定微量游离甲醛的含量。甲醛在接近中性的乙酰

丙酮、铵盐混合溶液中，生成黄色的产物[3,5-二乙酰基-1,4-二氢二甲基吡啶(DDL)]，该产物在波长412 

nm处的吸光度与甲醛含量成正比。通过对标准溶液浓度和对应吸光度值作图绘制标准曲线，可对供试品

溶液中的甲醛进行定量分析。 

J.2 仪器与试剂 

J.2.1 紫外可见分光光度计。 

J.2.2 恒温摇床。 

J.2.3 电加热恒温水浴锅。 

J.2.4 电子天平：精度0.1 mg。 

J.2.5 乙酸铵。 

J.2.6 乙酸。 

J.2.7 乙酰丙酮。 

J.2.8 已标定的甲醛溶液：分析纯以上。 

J.3 溶液制备 

J.3.1 0.25％乙酰丙酮溶液 

称取150 g乙酸铵，加入少量水溶解，加入3 mL冰乙酸及2 mL乙酰丙酮，混匀后加水定容至1 000 mL，

室温避光贮存。 

J.3.2 甲醛标准溶液 

精密量取已标定的甲醛溶液适量，置500 mL量瓶中，用水稀释至刻度，摇匀，制成0.05％（w/v）

甲醛标准溶液贮备液。再将该溶液用纯化水依次稀释制成0.25 g/mL～40 g/mL范围内至少5个不同浓

度溶液。 

J.3.3 脱细胞异体真皮、补片供试品溶液 

J.3.3.1 取湿态样品，用滤纸吸去表面水分，将其裁剪成 1 cm×1 cm 碎片置于玻璃瓶中，按照样品面

积（双面）与纯化水体积比 1.25 cm
2
：1 mL 加入对应体积纯化水浸没样品，加盖后于 37 ℃±1 ℃振荡

浸提 72 h±2 h，振荡速率为 100 rpm±10 rpm。结束后将样品与液体分离，冷却至室温作为供试品溶

液。 

J.3.3.2 取干态样品，将其裁剪成 1 cm×1 cm碎片置于玻璃瓶中，与 J.3.3.1 同法操作。 

J.3.4 敷料皮供试品溶液 

J.3.4.1 取湿态样品，用滤纸吸去表面水分，将其裁剪成 1 cm×1 cm 碎片置于玻璃瓶中，按照样品单

面面积与纯化水体积比 1.25 cm
2
：1 mL加入对应体积纯化水浸没样品，加盖后于 37 ℃±1 ℃振荡浸提
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72 h±2 h，振荡速率为 100 rpm±10 rpm。结束后将样品与液体分离，冷却至室温作为检验液。 

J.3.4.2 同法制备空白溶液。 

J.4 测定 

J.4.1 将供试品溶液置于离心管中，在3 000 rpm下离心15 min，取上清液进行后续实验操作。 

J.4.2 精密量取一定体积供试品置试管中，加水至5 mL，加乙酰丙酮显色液5 mL，摇匀，40 ℃水浴放

置40 min后取出，降至室温，采用紫外可见分光光度计在波长412 nm处测定吸光度。 

J.4.3 精密量取上述系列甲醛标准溶液1 mL，加水至5 mL，加乙酰丙酮显色液5 mL，摇匀，40 ℃水浴

放置40 min后取出，降至室温，采用紫外可见分光光度计在波长412 nm处测定吸光度。 

J.4.4 精密量取纯化水5 mL，加水至5 mL，加乙酰丙酮显色液5 mL，摇匀，40 ℃水浴放置40 min后取

出，降至室温，采用紫外可见分光光度计在波长412 nm处测定吸光度作为空白对照。 

J.4.5 以甲醛标准溶液的浓度对其相应的吸光度做线性回归方程，计算出供试品溶液中甲醛浓度，按

式（J.1）计算脱细胞异体真皮或补片样品中甲醛的含量，按式（J.2）计算敷料皮样品中甲醛的含量。 

 𝑋9 =
𝐶9×𝑉10

𝐴3
 ····································································· (J.1) 

式中： 

X9——脱细胞异体真皮或补片样品中甲醛的含量，g/cm
2
； 

C9——脱细胞异体真皮或补片供试品溶液中乙醇浓度，g/mL； 

V10——浸提液体积，mL； 

A3——脱细胞异体真皮或补片样品的双面面积，cm
2
。 

 𝑋10 =
𝐶10×𝑉11

𝐴4
 ··································································· (J.2) 

式中： 

X10——敷料皮样品甲醛的含量，g/cm
2
； 

C10——敷料皮供试品溶液中乙醇浓度，g/mL； 

V11——浸提液体积，mL； 

A4——敷料皮样品的单面面积，cm
2
。 
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K  
K  

附 录 K  

（规范性） 

脱细胞异体真皮、敷料皮、补片中戊二醛残留量测定方法 高效液相色谱法 

K.1 原理 

戊二醛与2,4-二硝基苯肼反应生成正戊醛二硝基苯肼，采用高效液相色谱法对正戊醛二硝基苯肼进

行检测，其峰面积响应与戊二醛浓度呈正比。通过对戊二醛标准溶液浓度和对应峰面积值作图绘制标准

曲线，可对供试品溶液中戊二醛进行定性定量分析。 

K.2 仪器与试剂 

K.2.1 高效液相色谱仪：配备二极管阵列检测器（DAD）。 

K.2.2 恒温摇床。 

K.2.3 涡旋混合器。 

K.2.4 电子天平：精度0.1 mg。 

K.2.5 50％戊二醛水溶液。 

K.2.6 2,4-二硝基苯肼。 

K.2.7 乙腈：色谱纯。 

K.2.8 高氯酸：分析纯以上。 

K.3 参考色谱条件 

参考色谱条件如下： 

——色谱柱：SG120 4.6×250 mm×5 m或等效色谱柱； 

——流动相：水：乙腈（v/v）=30：70； 

——流速：1.2 mL/min； 

——进样量：10 L； 

——检测波长：360 nm； 

——监测时间：20 min。 

K.4 溶液制备 

K.4.1 2,4-二硝基苯肼溶液 

精密称取2.4 g 2,4-二硝基苯肼，加入30％高氯酸溶液溶解定容至100 mL。 

K.4.2 戊二醛标准溶液 

取戊二醛对照品适量，精密称定，加水溶解并定量稀释成每1 mL中约含10 g的戊二醛溶液。 

K.4.3 供试品溶液 

同J.3.3、J.3.4。 

K.5 测定 

K.5.1 系列戊二醛标准溶液配制 

系列戊二醛标准溶液配制见表J.1。 
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表K.1 系列戊二醛标准溶液配制 

试管编号 1 2 3 4 5 

戊二醛标准溶液/mL 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 

水/mL 0.8 0.6 0.4 0.2 0 

戊二醛标准溶液浓度/（g/mL） 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 

K.5.2 标准曲线测定 

取上述系列标准溶液，精密加入流动相1 mL和2,4-二硝基苯肼0.1 mL，涡旋混合均匀后，用0.45 m

膜过滤，装入液相小瓶中。采用高效液相色谱按K.3条件检测，需现配现测。以标准溶液浓度和对应峰

面积作图得标准曲线。 

K.5.3 供试品溶液测定 

取供试品溶液，以3 000 rmp/min离心15 min，精密量取上清液1 mL，与K.5.2同法操作。 

供试品单位面积中戊二醛含量计算方法同J.4。 
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L  
L  

附 录 L  

（规范性） 

脱细胞异体真皮、补片中十二烷基硫酸钠残留量测定方法 

L.1 吖啶橙-紫外可见分光光度计检测法 

L.1.1 原理 

十二烷基硫酸钠（SDS）可与吖啶橙结合形成橙色复合物，通过甲苯萃取后，可采用紫外可见分光

光度计在499 nm波长处对甲苯中橙色复合物进行检测，其吸光度值与SDS浓度呈正比， 通过对标准溶液

浓度和对应吸光度值作图绘制标准曲线，可对供试品溶液中SDS进行定量分析。 

L.1.2 仪器与试剂 

L.1.2.1 紫外可见分光光度计。 

L.1.2.2 恒温摇床。 

L.1.2.3 离心机。 

L.1.2.4 涡旋混合器。 

L.1.2.5 电子天平：精度 0.1 mg。 

L.1.2.6 一水合硫酸氢钠。 

L.1.2.7 吖啶橙。 

L.1.2.8 十二烷基硫酸钠。 

L.1.2.9 甲苯：分析纯以上。 

L.1.3 溶液制备 

L.1.3.1 0.5 mol/L 硫酸氢钠溶液 

精密称取一水合硫酸氢钠13.8 g，加水溶解并稀释至200 mL。 

L.1.3.2 0.4％吖啶橙溶液 

精密称取0.4 g吖啶橙粉末，加入100 mL 0.5 mol/L的硫酸氢钠溶液，振荡溶解。 

L.1.3.3 SDS标准溶液 

精密称取SDS适量，加水溶解定容，配置浓度为100 g/mL SDS标准溶液。再依次稀释配置得到浓

度在2.5 g/mL～100 g/mL范围内至少5个不同浓度系列标准溶液。 

L.1.3.4 脱细胞异体真皮、补片供试品溶液 

L.1.3.4.1 取 5 cm
2
湿态样品，用滤纸吸去表面水分，将其裁剪成 1 cm×1 cm 碎片置于玻璃瓶中，按

照样品面积（双面）与纯化水体积比 1.25 cm
2
：1 mL加入对应体积纯化水浸没样品，加盖后于 37 ℃±1 ℃

振荡浸提 2 h，振荡速率为 100 rpm±10 rpm。冷却至室温，取浸提液作为供试品溶液。 

L.1.3.4.2 取干态样品，将其裁剪成 1 cm×1 cm碎片置于玻璃瓶中。与 L.1.3.4.1同法操作。 

L.1.4 测定 

L.1.4.1 取 100 L 纯化水、SDS 系列标准溶液、供试品溶液于离心管中，各加入 1 mL 0.4％吖啶橙
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溶液、5 mL甲苯，采用涡旋混合器剧烈振荡 3 min 使混合均匀，采用离心机 2 000 rpm 离心 5 min，吸

取上层有机相，在 499 nm 波长处进行检测。 

L.1.4.2 根据标准溶液浓度和对应吸光度绘制线性回归方程，并代入供试品吸光度值计算得到供试品

溶液中 SDS浓度，再按式（L.1）计算供试品单位面积中 SDS的含量。 

 𝑋11 =
𝐶11×8

𝐴5
····································································· (L.1) 

式中： 

X11——供试品单位面积中SDS的含量，g/cm
2
； 

C11——供试品溶液中SDS浓度，g/mL； 

8——浸提液体积，mL； 

A5——脱细胞异体真皮双面面积，cm
2
。 

L.2 亚甲基蓝-紫外可见分光光度计检测法 

L.2.1 原理 

十二烷基硫酸钠（SDS）可与亚甲基蓝结合形成蓝色复合物，通过氯仿萃取后，可采用紫外可见分

光光度计在651 nm波长处对氯仿中蓝色复合物进行检测，其吸光度值与SDS浓度呈正比，通过对标准溶

液浓度和对应吸光度值作图绘制标准曲线，可对供试品溶液中SDS进行定量分析。 

L.2.2 仪器与试剂 

L.2.2.1 紫外可见分光光度计。 

L.2.2.2 离心机。 

L.2.2.3 涡旋混合器。 

L.2.2.4 电子天平：精度 0.1 mg。 

L.2.2.5 氯仿。 

L.2.2.6 亚甲基蓝。 

L.2.2.7 无水硫酸钠。 

L.2.2.8 硫酸。 

L.2.2.9 碳酸钠溶液：10 mmol/L。 

L.2.2.10 甲醇。 

L.2.2.11 十二烷基硫酸钠：分析纯以上。 

L.2.3 溶液制备 

L.2.3.1 亚甲基蓝溶液 

称取亚甲基蓝0.025 g，无水硫酸钠5 g，用100 mL水溶解，加浓硫酸1 mL，混匀。 

L.2.3.2 甲醇-碳酸钠溶液 

取甲醇、碳酸钠溶液等体积混合制备。 

L.2.3.3 SDS标准溶液制备 



T/CSBM 0032—2023 

27 

精密称取SDS适量，加甲醇-碳酸钠溶液溶解定容，配置浓度为20 g/mL SDS标准溶液。再依次稀

释配置得到浓度在0.4 g/mL～20 g/mL范围（检出限 0.1 g/mL）内至少5个不同浓度系列标准溶液。 

L.2.3.4 脱细胞异体真皮、补片供试品溶液制备 

取样品10 cm
2
（正反两面之和），在50 mL水中浸泡30 min，以洗去表面氯离子。吸干表面水分，

剪成约1 cm
2
碎片于玻璃瓶中，加入甲醇-碳酸钠溶液4 mL，加盖密封，室温下超声浸提30 min，吸取出

所有浸提液后再加入甲醇-碳酸钠溶液4 mL。若浸提液出现浑浊，采用离心或0.45 m过滤膜过滤方式

使浸提液呈澄清透明。分别吸取1 mL浸提液至管中，混合均匀作为供试品溶液。 

L.2.3.5 测定 

L.2.3.5.1 取 1 mL SDS系列标准溶液、供试品溶液和空白溶液于离心管中，分别加亚甲基蓝溶液 1 mL，

采用涡旋混合器充分混匀，加入氯仿 6 mL，上下剧烈振荡 30 s振荡使充分萃取，以 2000 r/min 离心 5 

min，吸弃溶液上层。在保留有溶液下层的每一试管中加入无水硫酸钠（约 1 g，不定量），即刻混匀后，

以 2 000 r/min 离心 5min。取试管内澄清溶液在 651 nm 波长处测定吸光度。 

L.2.3.5.2 根据标准溶液浓度和对应吸光度绘制线性回归方程，并代入供试品吸光度值计算得到供试

品溶液中 SDS 浓度，再按式（L.2）计算供试品单位面积中 SDS的含量 X（g/cm
2
）。 

 𝑋12 =
𝐶12×8

𝐴6
····································································· (L.2) 

式中： 

X12——供试品单位面积中SDS的含量，g/cm
2
； 

C12——供试品溶液中SDS浓度，g/mL； 

8——两次浸提液总体积，mL； 

A5——脱细胞异体真皮双面面积，cm
2
。 
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M  
M  

附 录 M  

（规范性） 

脱细胞异体真皮、敷料皮、补片中聚山梨酯 80残留量测定方法 紫外可见分光光度计检测法 

M.1 原理 

聚山梨酯80中的聚乙氧基和铵钴硫氰酸盐反应形成蓝色复合物，可溶于二氯甲烷。采用紫外可见分

光光度计在620 nm波长处对二氯甲烷中蓝色复合物进行检测，其吸光度值与聚山梨酯80浓度呈正比，通

过对标准溶液浓度和对应吸光度值作图绘制标准曲线，可对供试品溶液中聚山梨酯80进行定量分析。 

M.2 仪器与试剂 

M.2.1 紫外可见分光光度计。 

M.2.2 超声清洗仪。 

M.2.3 离心机。 

M.2.4 涡旋混合器。 

M.2.5 平行蒸发仪。 

M.2.6 电子天平：精度0.1 mg。 

M.2.7 乙醇。 

M.2.8 氯化钠。 

M.2.9 硝酸钴。 

M.2.10 硫氰酸铵。 

M.2.11 二氯甲烷。 

M.2.12 聚山梨酯80：分析纯以上。 

M.3 溶液制备 

M.3.1 硫氰钴铵溶液 

精密称取硝酸钴3 g、硫氰酸铵20 g，加水溶解并稀释至100 mL。 

M.3.2 聚山梨酯80标准溶液 

精密称取聚山梨酯80适量，加水溶解定容，配置浓度为1 mg/mL聚山梨酯80标准溶液。 

M.3.3 脱细胞异体真皮、补片供试品溶液 

M.3.3.1 取湿态样品，用滤纸吸去表面水分，将其裁剪成 1 cm×1 cm 碎片，取 4 cm
2
（双面面积），加

入 5 mL 乙醇-氯化钠饱和溶液浸没样品，室温下超声浸提 30 min。冷却至室温后将样品与液体分离，

再用乙醇-氯化钠饱和溶液 1 mL 冲洗管壁，合并溶液作为供试液。若存在杂质，将供试液以 3 000 r/min

离心 10 min，取上层清液检测。 

M.3.3.2 取干态样品，将其裁剪成 1 cm×1 cm碎片，与 M.3.3.2 同法操作。 

M.3.4 敷料皮供试品溶液 

取湿态样品，用滤纸吸去表面水分，将其裁剪成1 cm×1 cm碎片置于玻璃瓶中，取4 cm
2
（单面面

积），加入5 mL乙醇-氯化钠饱和溶液浸没样品，室温下超声浸提30 min。冷却至室温后将样品与液体
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分离，再用乙醇-氯化钠饱和溶液1 mL冲洗管壁，合并溶液作为供试液。若存在杂质，将供试液以3 000 

r/min离心10 min，取上层清液检测。 

M.4 测定 

M.4.1 供试品溶液测定 

取供试液置55 ℃水浴中，用空气吹扫法将其浓缩至0.1 mL～0.5 mL，加1 mL水溶解。准确加入二

氯甲烷2 mL、硫氰钴铵溶液3 mL，加塞，涡旋混匀，室温放置1.5 h，每15 min振荡1次，振荡摇晃1 min。

测定前静置30 min，弃上层液，使用紫外可见分光光度计在波长620 nm处测定下层二氯甲烷液的吸光度。 

M.4.2 系列标准溶液测定 

M.4.2.1 依次取 0 L、10 L、25 L、50 L、75  L、100 L、200 L聚山梨酯 80标准溶液，加

水至 1 mL，混合均匀。精确量取二氯甲烷 2 mL、硫氰钴铵溶液 3 mL，加塞，混匀，室温放置 1.5 h，

每 15 min 振荡 1 次，振荡摇晃 1 min。测定前静 30 min，弃上层液，使用紫外可见分光光度计在波长

620 nm 处测定下层二氯甲烷液的吸光度。 

M.4.2.2 根据标准溶液浓度和对应吸光度绘制线性回归方程，并代入供试品吸光度值得知供试品溶液

中聚山梨醇 80 浓度，按式（M.1）计算脱细胞异体真皮或补片样品中甲醛的含量，按式（M.2）计算敷

料皮样品中甲醛的含量。 

 𝑋13 =
𝐶13×1

𝐴7
····································································· (M.1) 

式中： 

X13——脱细胞异体真皮或补片样品中聚山梨酯80的含量，g/cm
2
； 

C13——脱细胞异体真皮或补片供试品溶液中聚山梨酯80浓度，g/mL； 

1——供试液体积，mL； 

A7——脱细胞异体真皮或补片样品的双面面积，cm
2
。 

 𝑋14 =
𝐶14×1

𝐴8
····································································· (M.2) 

式中： 

X13——敷料皮样品中聚山梨酯80的含量，g/cm
2
； 

C13——敷料皮供试品溶液中聚山梨酯80浓度，g/mL； 

1——供试液体积，mL； 

A7——敷料皮样品的单面面积，cm
2
。 
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N  
N  

附 录 N  

（规范性） 

同种异体肌腱修复材料中乙醇残留量测定方法 

N.1 气相色谱法 

N.1.1 供试品溶液制备 

随机选取同种异体肌腱产品，如果产品是大固体状态，应切割成不大于5 mm的小块，精密称取重量

并记录，按样品质量与纯化水体积比1 g：10 mL比例加入对应体积纯化水浸没样品，加盖密封。37 ℃ ±1 ℃

振荡浸提48 h±2 h，振荡速率为100 rpm±10 rpm。浸提液作为测试液。以纯化水作对照。 

N.1.2 标准溶液制备及检测方法 

同附录A.1。 

N.2 康卫皿扩散法 

N.2.1 供试品溶液制备 

同附录N.1.1。 

N.2.2 标准溶液制备及检测方法 

同附录A.2。 
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O  
O  

附 录 O  

（规范性） 

生物羊膜中硫酸庆大霉素残留量测定方法 

O.1 管碟法 

O.1.1 原理 

利用抗生素在琼脂培养基内的扩散作用，比较标准品与供试品两者对接种的试验菌产生抑菌圈的大

小，以测定供试品中抗生素浓度。 

O.1.2 仪器与试剂 

O.1.2.1 生物安全柜。 

O.1.2.2 恒温培养箱。 

O.1.2.3 水浴锅。 

O.1.2.4 显微镜。 

O.1.2.5 游标卡尺。 

O.1.2.6 无菌牛津杯。 

O.1.2.7 平底双碟：直径约 90 mm，高 16 mm～17 mm。 

O.1.2.8 培养基。 

O.1.2.9 试验菌：短小芽孢杆菌。 

O.1.2.10 磷酸盐缓冲溶液。 

O.1.2.11 革兰氏染液。 

O.1.3 溶液制备 

O.1.3.1 短小芽孢杆菌菌悬液的制备 

精取短小芽孢杆菌试验用菌种斜面1支，接种于盛有营养琼脂培养基的培养瓶中，在35 ℃～37 ℃

培养7 d，用革兰染色法涂片镜检，应有芽孢85％以上。用灭菌水将芽孢洗下，在65 ℃加热30 min，备

用。 

O.1.3.2 庆大霉素标准溶液制备 

取庆大霉素标准品适量，用灭菌水稀释得高、低剂量溶液每毫升中含10 U和5 U的庆大霉素。 

O.1.3.3 供试品溶液制备 

O.1.3.3.1 取适量样品按 12 cm
2
/mL（双面面积）加入灭菌水（体积 V12）37 ℃浸提 90 min，再用适量

灭菌水冲洗样品，使浸提液和冲洗液总量为 2V13，作为高浓度供试品溶液，将高浓度供试品溶液稀释为

梯度浓度供试品溶液，按 O.1.4.2.1 操作，确定抑菌圈直径与标准品高浓度抑菌圈直径相同的供试品溶

液作为高浓度供试品溶液，即此浓度供试品的标示量或估计单位为每毫升 10 U。 

O.1.3.3.2 随后按一定比例，加入样品和灭菌水（V14），37 ℃浸提 90 min，再用适量灭菌水冲洗羊膜，

使浸提液和冲洗液总量为 2V14作为高浓度供试液，之后取出 2 mL加灭菌水稀释至 4 mL 作为低浓度供试

液。 
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O.1.4 测定方法 

O.1.4.1 双碟的制备 

O.1.4.1.1 取直径约 90 mm，高 16 mm～17 mm 的平底双碟，分别注入加热融化的抗生素检定 1号培养

基 20 mL，使在碟底内均匀摊布，放置水平台面上使凝固，作为底层。 

O.1.4.1.2 另取培养基适量加热融化后，放冷至 48 ℃～50 ℃（芽孢可至 60 ℃），加入规定的试验菌

悬液适量(至能得到清晰的抑菌圈），摇匀，在每 1 双碟中分别加入 5 mL，使在底层上均匀摊布，作为

菌层。 

O.1.4.1.3 放置在水平台上冷却后，在每一双碟中以等距离均匀安置牛津杯 4 个，用陶瓦圆盖覆盖备

用。 

O.1.4.2 检定及培养 

O.1.4.2.1 在制备的 4个双碟中加高低浓度的标准品和供试品溶液，在双碟的 4 个牛津杯中以对角线

滴加标准品与供试品的高、低浓度的溶液，滴加溶液至牛津杯口平满，注意滴加溶液间隔不可过长，防

止溶液的扩散时间不同影响测定结果。 

O.1.4.2.2 滴加完毕，用陶瓦圆盖覆盖双碟，平稳置于托盘内，平底双碟叠放不可超过 3 个，避免受

热不均，影响抑菌圈大小，以水平位置平稳移入 35 ℃～37 ℃恒温培养箱，培养时远离培养箱出风口，

培养 14 h～16 h 后用游标卡尺测定抑菌圈大小并记录。 

O.1.5 结果计算 

按照式（O.1）计算供试品溶液和标准品溶液的浓度比。 

 𝑋15 = 𝐷 × 𝑎𝑛𝑡𝑖𝑙𝑔 (𝐼 ×
(𝑈𝐻+𝑈𝐿)−(𝑆𝐻+𝑆𝐿)

(𝑆𝐻+𝑈𝐻)−(𝑆𝐿+𝑈𝐿)
) ············································· (O.1) 

式中： 

X15——供试品溶液和标准品溶液的浓度比； 

D——标准品高剂量与供试品高剂量之比，一般为1； 

I——高低剂量之比的对数，即log2； 

SH——标准品高剂量之抑菌圈直径； 

UH——供试品高剂量之抑菌圈直径； 

SL——标准品低剂量之抑菌圈直径； 

UL——供试品低剂量之抑菌圈直径。 

O.2 ELISA 试剂盒检测法 

O.2.1 原理 

庆大霉素检测试剂盒基于竞争性酶联反应原理，酶标板微孔条上预包被庆大霉素偶联抗原，加入庆

大霉素标准品或样品，游离庆大霉素与微孔条上预包被的庆大霉素偶联抗原竞争抗庆大霉素抗体酶标记

物。加入底物后显色，产物颜色强弱与其中庆大霉素含量成负相关，用酶标仪在450 nm波长下检测，通

过标准曲线计算样品中庆大霉素的含量。 

O.2.2 仪器与试剂 
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O.2.2.1 摇床。 

O.2.2.2 冰箱：4 ℃。 

O.2.2.3 酶标仪。 

O.2.2.4 庆大霉素 ELISA 检测试剂盒。 

O.2.3 溶液制备 

O.2.3.1 庆大霉素标准溶液制备 

取庆大霉素ELISA检测试剂盒中系列标准溶液直接进行测试。 

O.2.3.2 供试品溶液制备 

取12 cm
2
（双面面积）生物羊膜，裁剪成1 cm×1 cm，加入1 mL纯化水，室温下超声浸提30 min，

随后用试剂盒中稀释液依次稀释一定倍数，使待测物浓度在试剂盒线性范围内。 

O.2.4 测定 

检测方法和数据处理过程按照试剂盒中说明书进行，并根据标准曲线计算稀释后样品中庆大霉素含

量。按照式（O.2）计算生物羊膜中庆大霉素含量。 

 𝑋16 =
𝐶15×𝑁×1

4
× 10−3 ···························································· (O.2) 

式中： 

X16——生物羊膜中庆大霉素含量，g/cm
2
； 

C15——稀释后供试品中庆大霉素含量，ng/mL； 

N——供试品溶液稀释倍数； 

1——供试液体积，mL； 

4——生物羊膜供试品面积，cm
2
。 
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