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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4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、吕宾、王涵、熊英、李娜、王春仁、

毛鑫礼。 
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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。本文件采用体外细胞培养的方法，评价材料对

微血管形成的影响，评价材料促进创面愈合的有效性。 

开放伤口愈合过程中伤口收缩占主要地位，一般可达80％，其余为上皮细胞新生、胶原蛋白合成及

肉芽组织增殖。其中新生肉芽组织中血管的形成对创面的愈合质量影响较大，丰富的血管具有明显提高

创面愈合质量的作用，反之不利于创面愈合。生物材料促进创面愈合不仅具有促进愈合速度，在一定程

度上还具有促进创面微血管形成，也具有提高愈合质量的作用。本文件采用体外细胞培养技术评价创面

修复再生材料的微血管形成作用。 
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创面修复材料有效性评价 

第 4 部分：体外微血管形成试验评价方法 

1 范围 

本文件规定了创面修复材料体外评价的样品制备、血管形成试验和结果分析。 

本文件适用于适用于创面修复材料促进创面微血管形成效果的评价。 

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 16886.12—2023  医疗器械生物学评价  第12部分：样品制备与参照样品 

T/CSBM 0050.1—2024  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 

T/CSBM 0050.2—2024  创面修复材料有效性评价  第2部分：水不溶性材料体外浸提液评价方法 

3 术语和定义 

T/CSBM 0050.1—2024界定的术语和定义适用于本文件。 

 

血管形成  angiogenesis 

血管内皮增生、延伸而形成新血管的过程。 

4 样品制备 

水溶性材料 

水溶性材料采用的浓度按照T/CSBM 0050.1—2024中第4章规定的方法确定。 

水不溶性材料 

浸提液制备按照T/CSBM 0050.2—2024中第4章规定的方法制备。 

5 血管形成试验 

原理 

人的血管系统负责将营养物质和氧气运送到几乎所有的器官和组织，并将产生的废物通过循环排除

体外。血管生成在组织损伤修复中具有很大的作用，血管的缺损会延缓伤口的愈合甚至造成伤口长期不

愈。血管新生有利于黏膜损伤后的修复，因此通过EA.HY926细胞探究水凝胶浸提液对于血管形成的影响。 

器具、试剂和耗材、细胞系 
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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) T25细胞培养瓶； 

l) 24孔板； 

m) 基质胶； 

n) Image J 图像处理软件。 

5.2.2 试剂和耗材 

试验试剂和耗材如下 

a) MEM低糖培养基：含 10％胎牛血清； 

b) 磷酸缓冲液（PBS）； 

c) 0.25％胰蛋白酶。 

5.2.3 细胞系 

EA.HY926细胞。 

样品制备 

5.3.1 试验样品 

按照4.1、4.2制备。 

5.3.2 空白对照 

MEM低糖培养基，37 ℃、120 r/min摇床中震荡24 h。 

试验步骤 

5.4.1 EA.HY926 细胞培养 

5.4.1.1 细胞复苏 

将EA.HY926细胞冻存管于37 ℃恒温水浴锅内不断晃动，待细胞冻存液完全溶解，将冻存的细胞悬

液转移至15 mL离心管内，随后加入MEM低糖培养基，用无菌巴氏吸管吹打均匀后1 000 r/min离心3 min。

弃去上清液，用MEM低糖培养基重悬细胞，随后将细胞转移至T25的培养瓶中，在37 ℃、5％CO2细胞培养

箱中培养，24 h后观察细胞状态，并给细胞换液。 

5.4.1.2 细胞传代 
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当细胞密度约为80％时，吸去培养瓶中原有的培养基，使用PBS轻洗两次，加入1 mL～2 mL 0.25％

胰蛋白酶消化3 min～5 min，显微镜观察细胞消化情况，当细胞边缘缩小，贴壁松动时，手指轻叩细胞

瓶身，肉眼可见细胞脱落，向培养瓶内加入一定量的MEM低糖培养基终止消化，MEM低糖培养基与0.25％

胰蛋白酶的比例为5：1。终止消化后，用移液枪轻轻吹打细胞层，吹打时宜尽量减少气泡的产生，将细

胞层吹落、吹散，然后将细胞悬液转移至离心管内，1 000 r/min离心3 min，弃去原有培养基，加入3 mL～

5  mLMEM低糖培养基，将细胞重新混悬，取适量混匀的细胞悬液于细胞培养瓶内，在37 ℃、5％CO2细胞

培养箱中继续培养。传代比例为1：4，2天～3天传代。 

5.4.1.3 细胞冻存 

细胞消化后，1 000 r/min离心3 min，加入冻存液将细胞混匀，取10 L细胞悬液用细胞计数仪计数，

然后将混匀的细胞悬液放入冻存管中，每管1 mL，冻存密度为1×10
5
/mL～1×10

6
/mL。冻存管上应标明

冻存细胞的名称、密度、代数以及冻存人和冻存时间。冻存细胞先4 ℃放置10 min，再-20 ℃放置30 min，

然后-80 ℃过夜，梯度降温后将细胞转移至液氮中保存。 

5.4.2 小管形成试验 

小管形成试验步骤如下： 

a) 将基质胶放入冰箱 4 ℃过夜缓慢融化。枪头、24孔板等放入冰箱-20 ℃预冷； 

b) 将基质胶以每孔 200 L 缓慢加入预冷的 24 孔板中，避免气泡产生，注意操作过程中手持 EP

管上方，手心不应接触 EP管； 

c) 将铺有基质胶的 24 孔板放入冰箱 4 ℃静置 15 min，然后转移至 37 ℃培养箱中静置 30 min，

使其凝固； 

d) 待细胞融合至 80％左右时，将细胞消化、离心并分别用试验液和空白对照液重悬细胞，随后

细胞以 1×10
5
/mL 加入 24 孔板中，每孔 1 mL，3 个复孔。放入恒温细胞培养箱中继续培养，

分别在 3 h、6 h、9 h观察小管形成情况； 

e) 将细胞按照 d）步骤铺板，在 6 h 时将细胞固定免疫荧光染色，显微镜下观察小管形成情况，

并拍照，Image J 计算成管数量，观察浸提液对血管形成的影响。 

6 结果分析 

附录 A给出了体外微血管形成试验方法的实例。 

小管形成试验结果：在观察时间内血管形成情况的描述，并给出显微镜下图片结果。 

免疫荧光染色结果：评价血管网形成的数量和血管形成的总长度，采用统计学评价方法，评价材

料促进血管形成的效果，并给出免疫荧光染色的结果图片。经统计学分析试验组和空白对照组比较 p＜

0.05 则认为该材料具有促进血管生成的作用，否则材料没有促进血管生成的作用。 
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附 录 A  

（资料性） 

体外微血管形成试验评价实例 

A.1 器具、试剂和耗材、细胞系 

6.3.1 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) T25细胞培养瓶； 

l) 24孔板； 

m) 基质胶； 

n) Image J 图像处理软件。 

6.3.2 试剂和耗材 

试验试剂和耗材如下： 

a) MEM低糖培养基：含 10％胎牛血清； 

b) 无血清培养基； 

c) 磷酸缓冲液（PBS）； 

d) 0.25％胰蛋白酶。 

6.3.3 细胞系 

EA.HY926细胞，外购，自带细胞STR鉴定报告。 

A.2 品制备 

A.2.1 浸提液制备 

以消化道创面保护胶为试样，在无菌状态下，按以下条件制备浸提液： 

a) 浸提温度：37 ℃±1 ℃； 

b) 浸提时间：24 h±2 h； 

c) 浸提介质：无血清培养基； 

d) 浸提条件：120 r/min摇床中震荡； 

e) 样品和浸提介质的比例：按照 GB/T 16886.12—2023中表 1 的规定进行。 

A.2.2 空白对照 
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MEM低糖培养基，37 ℃、120 r/min摇床中震荡24 h±2 h。 

A.3 试验步骤 

A.3.1 EA.HY926细胞培养 

按5.4.1进行。 

A.3.2 小管形成试验 

按5.4.2进行。 

A.4 血管形成试验结果 

A.4.1 小管形成试验结果 

各组细胞分别加入处理后的样品重悬，随后接种到铺板基质胶的24孔板中培养9 h，观察各组血管

结构在不同时间的的生成情况。细胞刚接种时大多呈圆形，随着培养时间的延长，细胞开始长出伪足，

与相邻细胞相连；3 h时，部分细胞由圆形伸展为长梭形，部分细胞间逐渐建立连接；6 h时，细胞多数

于周围细胞建立连接，线样结构增多且细胞逐渐形成管状网格结构；随着时间的延长，形成的线样结构

逐渐断裂，细胞逐渐聚集，小管样结构数量减少。×100显微镜下不同时间小管形成情况见图A.1。 

 

 

说明： 

A——空白对照组培养3 h； 

B——空白对照组培养6 h； 

C——空白对照组培养9 h。 

a——试验组培养3 h； 

b——试验组培养6 h； 

c——试验组培养9 h。 

图A.1 ×100显微镜下不同时间小管形成情况 

A.4.2 免疫荧光染色结果 

管状形成反映了人脐静脉内皮细胞的体外小管形成能力，样品浸提液与对照组相比，血管形成数目

和小管总长度均有统计学差异（P＜0.001），免疫荧光结果可以发现，对照组细胞为长梭形，但细胞之
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间未建立紧密连接，样品组细胞之间紧密相连，形成小管状。综上，水凝胶能够促进血管形成，且形成

的血管网状结构也更加成熟。免疫荧光染色结果见图A.2。 

 

   
a）小管形成数目（n=3）             b）小管形成总长度(n=3) 

 
c）小管形成试验免疫荧光染色 

图A.2 免疫荧光染色结果 

A.5 结论 

样品能有效促进微血管形成，且在6 h时小管形成效果最佳，血管数量增加。 

 


