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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。 

本文件是T/CSBM 0050—2024《创面修复材料有效性评价》的第3部分。包括以下部分： 

——第 1部分：水溶性材料体外评价方法； 

——第 2部分：水不溶性材料体外浸提液评价方法； 

——第 3部分：刺激因子屏蔽评价方法； 

——第 4部分：体外微血管形成试验评价方法； 

——第 5部分：体外细胞粘附和增殖直接接触评价法； 

——第 6部分：动物食管创面模型促修复愈合评价方法； 

——第 7部分：动物胃创面模型促修复愈合评价方法； 

——第 8部分：动物肠道创面模型促修复愈合评价方法； 

——第 9部分：动物皮肤创面模型促修复愈合质量评价方法。 

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：杭州英健生物科技有限公司、中国食品药品检定研究院、四川大学。 

本文件主要起草人：戴建英、韩倩倩、梁洁、于栋杰、高欣怡、王良静、王涵、徐磊、李娜、王春

仁、王莹。 
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引 言 

早期的创面愈合材料为普通无菌的敷料，主要起到物理隔离保护创面的作用。随着生物材料的不断

发展，具有组织再生能力的材料不断出现，这些材料不仅具有保护创面，而且具有促进创面细胞再生迁

移，加速创面愈合速度和提高创面愈合质量的作用。目前评价创面材料的有效性主要是评价对细菌的隔

离作用，尚无从细胞水平评价材料促进创面愈合的方法。创面修复材料主要包括水溶性材料和非水溶性

材料。本文件采用物理隔离模型和体外细胞培养的方法，评价材料对细胞增殖和迁移的影响，确定材料

物理隔离作用的有效性。 

通过体外物理防护模型试验评价材料对各种刺激因子如胃酸、胃蛋白酶、胰蛋白酶、氧化物、内毒

素等物质的隔离作用，在保护材料的作用下，细胞增殖试验应显示细胞处于存活增殖状态，细胞迁移试

验在有保护材料存在时显示细胞迁移作用。本文件采用Transwell细胞培养技术评价创面修复再生材料

的屏蔽效果。 
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创面修复材料有效性评价 

第 3 部分：刺激因子屏蔽评价方法 

1 范围 

本文件规定了创面修复材料体外评价的刺激物浓度确定试验、物理屏蔽细胞活力试验和物理屏蔽细

胞迁移试验。 

本文件适用于水凝胶或固态创面修复生物材料屏蔽保护创面细胞活力和迁移效果的评价。 

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 16886.5—2017  医疗器械生物学评价  第5部分：体外细胞毒性试验 

T/CSBM 0050.1  创面修复材料有效性评价  第1部分：水溶性材料体外评价方法 

3 术语和定义 

T/CSBM 0050.1界定的术语和定义适用于本文件。 

 

细胞活力  cell viability 

总细胞中活细胞所占的百分比。 

 

刺激物  irritants 

可致眼、皮肤、呼吸道黏膜、消化道黏膜发生可逆炎性反应的物质。 

4 刺激物浓度确定试验 

原理 

将刺激物溶解在培养基中，配成不同梯度已知浓度的样品，按照GB/T 16886.5测定刺激物不同浓度

下的细胞毒性，确定刺激物存活率40％、50％和60％的浓度。 

器具、试剂和耗材、细胞系、刺激物 

4.2.1 器具 

试验器具如下： 

a) 二氧化碳细胞培养箱； 

b) 恒温水浴摇床； 

c) 高压蒸汽灭菌锅； 

https://vibaike.com/133829/


T/CSBM 0050.3—2024 

2 

d) 倒置荧光显微镜； 

e) 细胞计数仪； 

f) 恒温水浴摇床； 

g) 酶标仪； 

h) 电子天平； 

i) 液氮罐； 

j) 冷冻离心机； 

k) 96孔板； 

l) 细胞培养瓶或细胞培养皿。 

4.2.2 试剂和耗材 

试验试剂和耗材如下： 

a) 含 10％新生胎牛血清 DMEM低糖培养基（含 10％FBS DMEM 低糖培养基）； 

b) 二甲基亚砜（DMSO）； 

c) 异丙醇； 

d) 高密度聚乙烯。 

4.2.3 细胞系 

4.2.3.1 试验可使用的细胞系如下： 

a) 成纤维细胞； 

b) 皮肤上皮细胞； 

c) 食管上皮细胞； 

d) 胃黏膜上皮细胞； 

e) 肠黏膜上皮细胞。 

4.2.3.2 对于用于不同部位的修复材料选择合适的细胞系，如用于皮肤的修复材料可用皮肤细胞，用

于食管的材料可选择食管上皮细胞。 

4.2.4 刺激物 

试验可使用的刺激物如下： 

a) 盐酸； 

b) 胃蛋白酶； 

c) 胰蛋白酶； 

d) 过氧化氢； 

e) 细菌内毒素； 

f) 其他。 

样品制备 

4.3.1 刺激物梯度溶液 

准确称取刺激物溶解在含10％FBS DMEM低糖培养基中，配置成不同梯度浓度的刺激物，过滤除菌低

温保存备用。根据样品现有的细胞毒性数据，配置10个不同梯度浓度的刺激物。 

4.3.2 阴性对照 
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计算直径为1 cm的高密度聚乙烯双面的面积，按3 cm
2
/mL加入含10％FBS DMEM低糖培养基，37 ℃、

120 r/min摇床中浸提24 h，取上清液使用。 

4.3.3 阳性对照 

取适量DMSO加入含10％FBS DMEM低糖培养基内，制备10％DMSO溶液，37 ℃、120 r/min摇床中震荡

24 h。 

4.3.4 空白对照 

含10％FBS DMEM低糖培养基，37 ℃、120 r/min摇床中震荡24 h。 

试验方法 

按照GB/T 16886.5—2017中附录C规定的MTT细胞毒性试验方法进行，处理条件、检测模型、观察时

间按表1进行。试验设置空白对照组、阴性对照组、阳性对照组、刺激物组，每个试验组设置6个复孔。

将复苏好的成纤维细胞传至两代以上呈对数生长期时，按照1×10
5
个/mL密度制备细胞悬液，每孔加入

100 L细胞悬液，然后接种到96孔板内，放入二氧化碳细胞培养箱在37 ℃下培养24 h，移去旧培养基，

按照试验设置加入对应培养液，继续培养24 h后，在显微镜下观察每组细胞形态，弃去每组培养液后加

入1 mg/mL 50 L MTT溶液，放入细胞培养箱中孵育3 h后弃去孵育液，加入100 L异丙醇，用振荡器上振荡

使蓝紫色结晶充分溶解混匀，在酶标仪上检测570 nm和650 nm波长的吸光度值并按照式（1）计算细胞存

活率。 

表1 细胞毒性试验 

试验分组 处理条件 试验模型 观察时间 试验方法 

空白对照组 含10％FBS DMEM低糖培养基 

细胞系 
37 ℃、5％CO2 

共培养24 h 
MTT法 

阴性对照组 高密度聚乙烯含10％FBS DMEM低糖培养基 

阳性对照组 10％DMSO含10％FBS DMEM低糖培养基 

刺激物组 不同浓度刺激物溶液 

 

 𝑃1 =
𝐴570 𝑛𝑚−𝐴650 𝑛𝑚

𝐵570 𝑛𝑚−𝐵650 𝑛𝑚
× 100％ ··························································(1) 

式中： 

P1——细胞相对存活率，％； 

A570 nm——阴性对照组在570 nm处的平均吸光度； 

A650 nm——阴性对照组在650 nm处的平均吸光度； 

B570 nm——阳性对照组在570 nm处的平均吸光度； 

B650 nm——阳性对照组在650 nm处的平均吸光度。 

试验用刺激物浓度的确定 

根据细胞毒性试验结果，做刺激物浓度和细胞毒性关系曲线，选择细胞毒性存活率40％、50％、60％

的3个浓度用于物理屏蔽细胞活力和物理屏蔽细胞迁移试验。若试验结果的细胞毒性存活率未能达到以

上要求，宜进一步增加浓度或降低浓度重新进行细胞毒性试验。 

5 物理屏蔽细胞活力试验 
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原理 

采用Transwell细胞培养技术评价创面修复再生材料对胃酸、胃蛋白酶、胰蛋白酶、过氧化氢、细

菌内毒素等刺激因子屏障作用。物理屏蔽保护试验模式如图1所示。在有保护材料屏蔽的情况下可以避

免刺激因子对细胞的刺激和毒性作用，细胞可以生长良好，而在没有保护的情况下细胞生长被抑制或细

胞死亡。 

 

 

a）加入材料                          b）未加材料 

图1 材料屏蔽保护试验模型示意图 

器具、试剂和耗材、细胞系 

5.2.1 器具 

试验器具如下： 

a) 二氧化碳细胞培养箱； 

b) 恒温水浴摇床； 

c) 高压蒸汽灭菌锅； 

d) 倒置荧光显微镜； 

e) 细胞计数仪； 

f) 恒温水浴摇床； 

g) 酶标仪； 

h) 电子天平； 

i) 液氮罐； 

j) 冷冻离心机； 

k) 24孔板； 

l) Transwell 孔板； 

m) 96孔板。 

5.2.2 试剂和耗材 

试验试剂和耗材如下： 

a) 含 10％新生胎牛血清 DMEM低糖培养基（含 10％FBS DMEM 低糖培养基）； 

b) CCK-8试剂。 

5.2.3 细胞系 

同4.2.3。 
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刺激物溶液制备 

按4.5确定的浓度，按4.3.1配制3个浓度的刺激物溶液。 

试验方法 

按照表2规定将处于对数生长期的细胞按照1×10
5
个/mL的细胞密度铺于24孔板内，每孔加入1 mL，3

个复孔，试验组的Transwell孔板中加入0.2 mL保护胶使其厚度为1.0 mm～1.5 mm，空白对照组不做处理，

分别向每组中加入3个不同浓度的刺激物观察24 h、48 h、72 h细胞增殖情况，酶标仪下检测450 nm的吸光

度，按照式（2）计算细胞存活率，评估创面修复材料屏蔽保护细胞活力作用。 

表2 物理屏蔽细胞活力试验 

试验分组 处理条件 试验模型 观察时间 试验方法 

空白对照组 无材料 
细胞系 24 h、48 h、72 h CKK—8法 

试验组 有材料 

 

 𝑃1 =
𝐴450 𝑛𝑚

𝐵450 𝑛𝑚
× 100％ ·································································(2) 

式中： 

P1——细胞存活率，％； 

A450 nm——试验组在450 nm处的平均吸光度； 

B450 nm——空白对照组在450 nm处的平均吸光度。 

结果分析 

采用统计学方法评价试验结果，并对空白对照组、试验组结果进行综合分析评估。经统计学分析试

验组和空白对照组比较p＜0.05则认为该材料具有屏蔽保护细胞活力的作用，否则材料没有屏蔽保护细

胞活力的作用。 

6 物理屏蔽细胞迁移试验 

原理 

采用Transwell细胞培养技术评价创面修复再生材料对胃酸、胃蛋白酶、胰蛋白酶、过氧化氢、细

菌内毒素等刺激因子屏障作用。物理屏蔽保护试验模式如图1所示。在有保护材料屏蔽的情况下可以避

免刺激因子对细胞的刺激和毒性作用，细胞可以迁移，而在没有保护的情况下细胞迁移被抑制。 

器具、试剂和耗材、细胞系 

6.2.1 器具 

试验器具如下： 

a) 二氧化碳细胞培养箱； 

b) 恒温水浴摇床； 

c) 高压蒸汽灭菌锅； 

d) 倒置荧光显微镜； 

e) 细胞计数仪； 
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f) 恒温水浴锅； 

g) 恒温水浴摇床； 

h) 酶标仪； 

i) 电子天平； 

j) 液氮罐； 

k) 24孔板； 

l) Transwell 孔板； 

m) 细胞培养瓶； 

n) Image J 图像处理软件。 

6.2.2 试剂和耗材 

含10％新生胎牛血清DMEM低糖培养基（含10％FBS DMEM低糖培养基）。 

6.2.3 细胞系 

同4.2.3。 

刺激物溶液制备 

同5.3。 

试验方法 

按照表3规定将处于对数生长期的细胞按照1×10
5
个/mL的细胞密度铺于24孔板内，每孔加入1 mL，3

个复孔，24 h后将一灭菌直尺放置于孔板孔上方，用1 mL枪垂直于孔板和直尺间划一道横线，在10×显

微镜下观察。样品组的Transwell孔板中加入0.2 mL的保护胶使其厚度为1.0 mm～1.5 mm，空白对照组不

做处理，分别在每组中加入3个不同浓度的刺激物。拍摄0 h、以及培养12 h、24 h时的细胞图片，应用

Image J按式（3）计算不同时间的细胞迁移率，评估生物材料作用后的对细胞迁移的影响。 

表3 物理屏蔽细胞迁移试验 

试验分组 处理条件 试验模型 观察时间 试验方法 

空白对照组 无材料 
细胞系 0 h、12 h、24 h 

显微镜观察 

并拍摄图片 试验组 有材料 

 

 𝑃2 =
𝑆0−𝑆12/𝑆24

𝑆0
× 100％·······························································(3) 

式中： 

P2——细胞迁移率，％； 

S0——细胞划痕后0 h细胞未覆盖的区域面积； 

S12——细胞划痕后12 h细胞未覆盖的区域面积； 

S24——细胞划痕后24 h细胞未覆盖的区域面积。 

结果分析 

采用统计学方法评价试验结果，并对空白对照组、试验组结果进行综合分析评估。经统计学分析试

验组和空白对照组比较p＜0.05则认为该材料具有屏蔽保护促进细胞迁移的作用，否则材料没有屏蔽保

护促进细胞迁移的作用。 
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