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引言
医用钛合金在钛的基础上添加了大量合金化元素（铌、锆、锡、锆、钼、镍、铝等），

使其具备了机械性能好、具备良好的抗生物腐蚀性，较好生物相容性，特别是与人体骨组织接近的弹性模量钛合金，在减轻应力遮挡作用和改善植入物与骨组织的整合方面优于传统合金材料。但由于多种元素的添加，合金化元素的存在是否会影响其本身及其可能引入杂质元素的离子溶出，是影响其植入器械临床应用效果的重要因素。目前尚未见标准化的医用合金器械产品的离子溶出试验的标准方法。
    此方法的研究基础源于本标准起草组起草的中华人民共和国医疗器械行业标准“增材制造医疗产品 3D打印钛合金植入物金属离子析出评价方法”（报批稿），在此标准的基础上，在浸提方式，浸提介质的选择和试验设计上又做了针对性调整和优化。
医用钛合金植入物金属离子析出评价方法
1. 范围
   本标准规定了医用合金植入物金属离子析出量的体外测试方法，适用于加工过程中引入合金化元素（铌、锆、锡、锆、钼、镍、铝等）制备的钛合金植入物的金属离子析出的评价，具有相似评价要求的新型医用合计材料及其植入物产品可部分参考此标准。
2. 引用
下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注册日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文件。凡是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 1.1-2009   标准化工作导则 第一部分：标准的结构和编写
GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法（GBT 6682-2008， ISO 3696：1987，MOD）
GB/T 16886.12-2017 医疗器械生物学评价 第12部分：样品制备与参照样品

GB/T 26193 玩具材料中可迁移元素锑、砷、钡、镉、铬、铅、汞、硒的测定

电感耦合等离子体质谱法
YY/T 0695-2008《小型植入器械腐蚀敏感性的循环动电位极化标准测试方法》
中华人民共和国药典 2015版 0411 电感耦合等离子体原子发射光谱法
中华人民共和国药典 2015版 0412 电感耦合等离子体质谱法

3. 术语和定义
GB/T 6682和GB/T 16886.12-2017界定的以及下列术语和定义适用于本文件。
3.1医用钛合金
用于制造植入人体内的医疗器件、假体或人工器官和辅助治疗设备的钛合金。主要有Ti-6Al-4V、Ti-5Al-2.5Sn等合金，还包括弹性模量与人体骨组织接近的低弹性模量钛合金，主要成分包含铌（Nb）、镐（Zr）、钽（Ta）、钼（Mo）、锡（Sn）等合金化元素，如：Ti2448（Ti-24Nb-4Zr-8Sn）、Ti-20Zr-10Nb-4Ta、Ti3Zr2Sn3Mo25Nb等。它们具有比强度高、力学性质接近人骨，强度优于普通纯钛，还具有耐疲劳、耐腐蚀及生物相容性优良等特点。
3.2离子析出 Ion precipitation
样品置于按照4.3配置的溶液中，在6.1规定的时间和条件下铌（Nb）、镐（Zr）、钽（Ta）、钼（Mo）、锡（Sn）等合金化元素离子及砷（As）、汞（Hg）、铬（Cr）、铅（Pb）、镉（Cd）、钡（Ba）等有害元素的析出。

注1：测试合金化元素种类应按照医用低模量钛合金的成分构成进行选择，不仅限于Nb、Zr、Ta、Mo、Sn。

注2：砷、汞、镉、铅、铬、钡等有害元素的析出需对材料离子析出有专门要求时，经供需双方协商后进行测试。
4. 方法原理

    试样处理后，待测液经雾化由载气送人电感耦合等离子体炬焰中， 在等离子体的高温作用下， 使样品去溶剂化、 原子化、 离子化后进入质谱仪， 质谱仪根据质荷比对物质进行定性。 对于一定的质荷比， 其信号强度CPS（counter second）与试样提取液中待测元素的浓度成正比， 通过测定CPS值来测定试样提取液中各待测元素的含量。
5. 样品和试剂
5.1样品

5.1.1 选择测试的样品是经过完整处理的，可以代表最终产品制备工艺的，其中相同的制备工艺包括相同的工艺类别、工艺参数、加工方向以及后处理等，相同的结构包括相同的表面质量和结构等。
5.1.2 测试样品与最终产品应具有相同的制造、后处理、清洗及灭菌过程。
5.1.3 空白对照:设置空白对照组，即不含试验材料的浸提介质。在浸提期间，置于与试验材料同样的容器中并采用同样的浸提条件。

5.1.4 样品可为植入物产品（如：骨钉、骨板、种植体、牙弓丝等），亦可采用相同工艺条件下制备的标准件（在植入体大小与容器难以匹配的情况下），其原则为样品在恒温摇床的震动下能够牢固卡稳在所用的容器中，不会产生晃动。取样质量与添加浸提介质的比例按照GB/T 16886.12-2017 医疗器械生物学评价 第12部分：样品制备与参照样品的原则的相关规定进行。
   注3：容器可选用离心管等普通容器，亦可根据特别需要进行定制，甚至增加专门的固定器械的结构为更佳。应符合7.4的要求。
   注4：目前已出现用于医疗器械植入物产品溶出释放性能评价的专用设备，伴随此类设备的进步和普及也也可采用此类设备进行离子溶出性能的评价，只需明确规定必要的工作条件。
5.2试剂

5.2.1 Hank’s人工模拟体液
pH为7.4的模拟生理溶液的组成如下表所示。

表1 Hank’s人工模拟体液组成（单位：g/L）
	NaCl
	CaCl2
	KCl
	MgCl2 6H2O
	MgSO4 7H2O
	NaHCO3
	Na2HPO4 12H2O
	KH2PO4
	酚红

	8.0
	0.14
	0.4
	0.10
	0.10
	0.35
	0.12
	0.06
	0.02


    注5：上述试剂均应为优级纯及以上级别，并应不含有医用低模量钛合金的合金化元素离子，配置后即时使用。

注6：浸提介质的选择可根据器械使用部位，进行调整，例如：牙弓丝可采用人工唾液，本标准提供的Hank’s人工模拟体液仅为其中的一种，可酌情选用其他适宜的浸提介质，基本要求也应符合注3。
5.2.2稀硝酸
转移30毫升硝酸 (质量分数65%，优级纯及以上级别) 至含有350毫升纯化水的500毫升烧杯中，搅拌并冷却至室温。转移溶液至500毫升容量瓶并用纯化水定容至体积，浓度为5%左右。
6. 仪器和设备
6.1恒温摇床
恒温摇床，能够在一定范围内校准温度，用于测试的溶液温度保持在37℃±2℃，转速保持在60转±2转/分钟。
6.2 pH计
准确至±0.05pH。
6.3推荐仪器

电感耦合等离子体质谱仪（ICP-MS）或电感耦合等离子光谱仪（ICP-OES）。
注7：解决高盐样品的测试问题，涉及不同的技术路线，请参考各自设备供应商提供的应对方法，标准中不便赘述列出。且不排除各方在该领域出现更佳的技术方案，可择优而选。

6.4容器
容器材料应当避免吸附离子或者向溶液释放离子的可能性,应选择内壁光滑的适宜材料作为容器,非金属容器（聚丙烯 PP，聚四氟乙烯 PFA 等）可用于本测试方法。为移除容器所带痕量元素，容器需要在稀硝酸 (6.2.2) 中浸泡预处理至少24小时。酸清洗后，用纯化水冲洗容器并干燥。试验时，应将适当体积的浸提介质转入具盖容器中，放入蒸汽压力灭菌锅中灭菌。在释放介质中最长接触时间内作为该种医用低模量钛合金的合金化元素的释放量应各自小于0.01mg/L。

注8：此验证需测试机构在试验前完成验证，容器材料本身还可能吸附离子，相关考察方法可参见附录 A （资料性附录）对所选用容器自行考察，但无须作为测试报告的正式内容出现，经验证后符合要求的容器，即可作为试验容器使用。
6.5器械植入物专用溶出释放设备

    因此类设备较为昂贵，还未形成普及，其基本工作条件与本标准规定的实验方法较为接近，但可以模拟更为接近人体生理环境的溶出条件。各研究检测机构、生产商可根据自身实际条件选择使用或采用本标准基础的摇床法进行医用钛合金植入物金属离子析出的评价工作。
7. 试验方法

进行金属离子析出试验时除测试该种医用低模量钛合金的合金化元素离子外，砷、汞、镉、铅、铬、钡等有害元素，不作为必检元素。

7.1 Hank’s人工模拟体液为浸提介质的离子析出试验方法

将符合6.1要求的样品放置在符合7.4要求的容器中，容器中装有Hank’s人工模拟体液的溶液，随后在生理温度（37℃±2℃）范围内进行试验。在规定的时间间隔内（取样时间为T=0d，2d，5d，10d，15d，20d，25d，30d，40d，50d，60d，70d，80d，90d。最长浸泡时间为90d，前30d可以±1d，后60d可以±2d），从容器中取出器械，并重复该过程。同等条件下，制备空白对照液。对所制备的离子析出溶液及空白对照液取样（取出时可适当调整液体酸度，并定容，以利于测试）按照中华人民共和国药典 2015版 0411 电感耦合等离子体原子发射光谱法或0412 电感耦合等离子体质谱法进行离子含量分析。 

注9：实际测试时可采用逆向时间制备样品的方式，即从90天时间点开始制样，直至1天，最后一次取出进行测试，以确保测试各个时间点的样品时，各个元素的检出限保持一致。
注10：整个试验过程中，若发现三个以上取样时间溶出液元素变化趋于平缓，含量差异在5%～10%之间，可酌情停止析出试验。
7.1.1样品编号 

将每个符合4.1要求的样品分别置于实验容器中，每个时间点设置3个平行样，对样品进行编号。

7.1.2加入浸提介质
在超净工作台中精密称量样品质量，并置于容器（5.4）中按照下述公式加入对应体积的Hank’s人工模拟体液，密封。加入液体体积的计算公式如下：
V = M × N， 

式中：
V（mL）——浸提介质体积；
M（g）——测试样品质量；
N——体积倍数。

注11：（1）正式试验前，可做样品与浸提介质适配预实验，以确定适宜的浸提介质加入体积，以至少可完全浸没样品为准，如同时如符合GB/T 16886.12-2017 医疗器械生物学评价 第12部分：样品制备与参照样品的原则的相关规定的浸提比例，则可完全按照其浸提比例执行；（2）考虑到各厂家工艺差别，体积倍数的还可确定按各自工艺制备的样品而定，建议值N不小于5；样品质量建议值不小于5g；（3）在ICP-MS和ICP-OES的适宜的检出范围内，可酌情调整浸提比例，以满足不同器械的测试需要。（4）试验时并不对每个样品加入液体体积进行一一适配，可先行加入适配预实验确定体积的浸提介质后，进行灭菌操作，而后在超净台中打开样品包装，将其直接浸入已灭菌的浸提介质中，立即密封。

7.1.3恒温摇床振荡
将容器置于预热的恒温摇床中，摇床转速设置为60转/分钟，温度（37℃±2℃）。
注12：采用7.5中规定的设备时除达到上述基本实验条件外，还可对其他工作条件进行规定和精洗控制。
7.1.4取液及检测
分别在预先设定好的时间点，提取适量试验液，采用5.3推荐的仪器进行医用钛合金的合金化元素的离子析出量测定，结果单位换算为微克每升（µg/L）。
7.1.5 精密度

    同一浸泡液在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的10%。
7.1.6结果分析
结合第10章“报告”的要求，进行结果分析。
8. 容器验证
容器验证原则要保留，要有接受准则的提示。

9. 报告
报告应包含如下内容：

1）对试样和对照组的详细描述，包括试样的形状、尺寸、是否进行改性、增加涂层等信息以及样品的制备工艺及灭菌消毒状态。

2）对测量仪器进行描述，包含仪器名称、型号以及仪器的工作条件。

3）对测试环境进行描述，包括使用的浸提介质，pH值，温度，摇床频率和样品浸泡的时间。
4）实验过程。
5）报告中应体现设备检测限。

6）报告应列举各详细结果，包括单次测定值和平均值，离子的释放趋势。

附录A（资料性附录）
容器离子吸附性能考察方法

为验证容器选用的合理性，采用加标回收试验验证：测试持续时间至少应该等于浸泡测试的时间间隔，以证明金属离子不会由于吸附在容器上导致含量下降。

试验必须使用实际用于离子释放测试的容器。如果需要评价几种不同离子，那么可能会涉及多个相关标准。
A.1.1 测试中使用的标准溶液应采用可用于ICP-MS计量的国家（国际）标准物质。离子峰值的浓度应高于检测极限，溶液中的离子应和离子释放测试过程中的离子保持一致。
A.1.2 准备充足的标准溶液（可供测试需要）。
A.1.3 提前将水浴加热到37℃±2℃。
A.1.4 准备12个洁净的容器，装入适量标准溶液。
A.1.5 将这12个容器在水浴中浸泡30天。
A.1.6 为了防止离子沉积或吸附在容器内壁，向溶液中加入酸，并且其他对照溶液pH值应保持在2～3之间。
A.1.7 如有必要，可封装好容器委托第三方做化学检测。
A.1.8 依据等式计算回收率
未加入待测器械的溶液的离子溶度为C1，加有待测容器的溶液的离子浓度为C2，标准溶液的离子浓度为CS。
加标回收率R=（C2 – C1）/CS，如加标回收率在合理范围内，则容器对离子的吸附程度在可接受范围内。回收率范围如下表所示：
表2 回收率范围
	被测组分含量（mg/L）
	回收率范围（%）

	＞100
	95～105

	1～100
	90～110

	0.1～1
	80～110

	＜0.1
	60～120
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