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[bookmark: _Toc100929807]前  言
本标准是全降解镁合金药物洗脱支架生物学评价系列标准之一，其目前包括以下标准：
——XXXXXX《全降解镁合金药物洗脱支架生物学评价第1部分：体外细胞毒性试验》；
——XXXXXX《全降解镁合金药物洗脱支架生物学评价第2部分：溶血试验》。
本标准依据GB/T 16886.5的原则起草。
请注意，本标准的某些内容有可能涉及专利。本标准的发布机构不应承担识别这些专利的责任。
本标准由上海美港沣沅医疗器械有限公司提出。
本标准由中国生物材料学会归口。
本标准起草单位：上海美港沣沅医疗器械有限公司、中国食品药品检定研究院、四川省医疗器械检测中心、东南大学苏州医疗器械研究院、北京大学、天津市医疗器械质量监督检验中心。
本标准起草人：万子义、付海洋、黄婷、白晶、奚廷斐、袁博。
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全降解镁合金药物洗脱支架生物学评价
第1部分：体外细胞毒性试验
[bookmark: _Toc100929808]1 范围
本标准规定了用MTT试验评定全降解镁合金药物洗脱支架体外细胞毒性的试验方法。
[bookmark: _Toc100929809]2 规范性引用文件
下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文件。凡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（Biological evaluation of medical devices-Part 5:Tests for in vitro cytotoxicity）
GB/T 16886.12 医疗器械生物学评价第12部分：样品制备与参照材料（Biological evaluation of medical devices-Part 12:Sample preparation and reference materials）

[bookmark: _Toc100929810]3 术语与定义
GB/T 16886.5-2017界定的术语与定义适用于本文件。
[bookmark: _Toc100929811]4 缩略语
下列缩略语适用于本文件。
    MTT：3-(4,5-二 甲基噻唑-2)-2,5-二苯基四氮唑溴盐
（3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide）
 
[bookmark: _Toc100929812]5材料和对照品浸提液的制备
[bookmark: _Toc100929813]5.1 总则
本试验是通过将供试品的浸提液与体外培养的细胞系接触一定时间，通过浸提液对细胞生长的影响来评价供试品的细胞毒性。
实验应选用：
a） 试验样品浸提液； 
样品可为全降解镁合金药物洗脱支架或与最终产品以相同的工艺过程制得的材料。
每一试验应包括空白对照、阴性对照与阳性对照。
[bookmark: _Toc100929814]5.2浸提原则
为了测定潜在的毒理学危害，除非在临床应用过程中需要，浸提条件应模拟或严于临床使用条件，但不导致试验材料发生诸如熔化、溶解或化学结构改变等明显变化。
注：浸提液中任何内源性或外源性物质的浓度及其接触试验细胞的量取决于表面面积、浸提体积、pH、化学溶解度、扩散率、渗透压、搅拌、温度、时间和其他因素。
5.3浸提容器
浸提应在洁净、化学惰性、封闭、死腔容积为最小的容器中进行，应符合GB/T 16886.12。
5.4浸提条件
5.4.1推荐浸提在（37±1）℃，（24±2）h的条件下进行。
5.4.2浸提应优先使用含有血清的细胞培养基作为浸提介质，因为含血清培养基可以支持细胞生长而且具有极性和非极性的介质特性。
5.4.3 浸提应在搅动或循环的条件下进行。
5.4.4推荐液体浸提液应在制备后立即使用，以防止吸附在浸提容器上或成分发生其他变化。浸提液如存放超过24 h，则应验证贮存条件下浸提液的稳定性和均一性。
5.4.5 不应调整浸提液的pH，除非给出理由。
5.4.6 浸提液通常不应使用过滤、离心或其他方法来去除悬浮的粒子，如有必要进行时，应给出说明并形成文件。
5.5对照品制备
宜选择对照品，可采用与试验样品相同的步骤制备。
5.6 供试品建议
除了全降解镁合金药物洗脱支架或与最终产品以相同的工艺过程制得的材料成品外皮，还推荐对不含药物涂层支架半成品进行细胞毒性检测，以评价可降解金属基质对细胞的影响。
[bookmark: _Toc100929815]6 细胞制备
推荐采用L929细胞（小鼠成纤维细胞），细胞培养物应无支原体。使用存储的培养细胞时，如加有低温防护剂要除去，使用前至少传代2次至3次。
[bookmark: _Toc100929816]7 试验步骤
[bookmark: _Toc100929817]GB/T16886.5-2017表C.1给出了试验操作流程。
[bookmark: _Toc100929818]7.1细胞传代生长后第1天
[bookmark: _Toc100929819]7.1.1采用酶促消化(胰蛋白酶/EDTA)将培养细胞从培养瓶中移出，细胞悬液在200g离心3min。用培养基重悬细胞悬液，调整密度为1×105个细胞/mL。采用多通道移液器将100 μL培养基加到96孔组织培养微量滴定板的外围孔中(=空白)，在其余孔中加入100μL密度为1×105个细胞/mL的细胞悬液(=1×104个细胞/孔)。
7.1.2细胞孵育24h(5%CO2，37℃，>90%湿度)以形成半汇合单层。在此孵育期间确保细胞恢复、贴附至指数增长。
7.1.3在相差显微镜下检查每个板，确保微量滴定板各孔细胞增长相对相等。进行该项检查是为了判定实验误差。
[bookmark: _Toc100929820]7.2细胞传代生长后第2天
7.2.1孵育24h后吸出培养基。
7.2.2每孔加入100μL含适当浓度样品浸提液、或阴性对照、或阳性对照或空白对照的处理培养基。试验或样品浸提液宜至少有4个浓度，最高浓度宜采用100%浸提液，其余浓度可为单一对数间隔范围内的适当浓度。阴性对照只宜检验100%浸提液，宜使用培养基作为空白。
[bookmark: _Toc100929821]7.2.3细胞孵育24h(5%CO2，37℃，>90%湿度)。
[bookmark: _Toc100929822]7.3细胞传代生长后第3天
7.3.1 24h处置后在相差显微镜下检查每个板，判定细胞接种系统误差和对照与试验组细胞的生长特性。记录试验样品浸提液细胞毒性作用导致的细胞形态学方面的改变，但这些记录不用于任何细胞毒性定量测定。对照细胞的不良生长特性可表明实验误差，并且可能会因此放弃该试验。
7.3.2平板检查后小心移除培养基。将50μLMTT溶液（终浓度为1mg/mL）加到每一试验孔中，平板在37℃培养箱中再孵育2h。然后弃去MTT溶液，每孔加人100μL异丙醇溶液。震荡平板，置于配置570nm滤光片的微孔滴定板光度计上测定吸光度(参照波长650nm)。
[bookmark: _Toc100929823]8数据记录
原始数据文件中要记录产生的数据。以表格形式出具结果,包括试验组、阴性对照、空白对照和阳性对照组。

9数据分析
[bookmark: _GoBack]细胞数减少导致了样品中代谢活性降低，这直接与生成的蓝紫色甲臜量有关，在570nm测量光密度。按式(8.1)与空白等式比较计算存活率下降:
………………………………………… （8.1）
[bookmark: _Toc100929824]式中:
OD570e---试验样品100%浸提液光密度平均值；
[bookmark: _Toc100929825]OD570b---空白光密度平均值。
[bookmark: _Toc100929826]存活率较低时,试验样品潜在的细胞毒性较高。
[bookmark: _Toc100929827]如存活率下降到<空白的70%，则具有潜在的细胞毒性。试验样品50%浸提液存活率宜至少与100%浸提液的存活率相同或较高，否则宜重复试验。
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