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[bookmark: _Toc19445][bookmark: _Toc32096]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 16886.4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。
本标准参考ISO TR 37137-2014 Cardiovascular implants and extracorporeal systems -- Cardiovascular absorbable implants、GB/T 16175-2008 医用有机硅材料生物学评价试验方法编制。
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、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、许建霞、白晶、奚廷斐、张娜。
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[bookmark: _Toc8121]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
[bookmark: _Toc18917]1 范围
本标准规定了全降解镁合金药物洗脱支架的溶血试验方法。
[bookmark: _Toc26692][bookmark: _Toc5495]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。
[bookmark: _Toc8329]GB/T 16886.4 医疗器械生物学评价 第4部分：与血液相互作用试验选择
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
ISO TR 37137-2014 Cardiovascular implants and extracorporeal systems -- Cardiovascular absorbable implants
GB/T 16175-2008 医用有机硅材料生物学评价试验方法

[bookmark: _Toc24781][bookmark: _Toc354142630][bookmark: _Toc60732101][bookmark: _Toc428177674][bookmark: _Toc354142465][bookmark: _Toc374444823][bookmark: _Toc398301040][bookmark: _Toc354142270][bookmark: _Toc358964230]3 术语和定义
本文件没有需要界定的术语和定义。
[bookmark: _Toc28762]4 方法提要
在适宜的浸提液中将稀释的新鲜兔血与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直接接触，如红细胞发生破裂，其中的血红蛋白释出。将上清液在545nm处比色，吸光度可反映红细胞破裂的程度。
[bookmark: _Toc27064][bookmark: _Toc14839]5 试剂
柠檬酸钠、0.9%氯化钠溶液、pH7.4磷酸盐缓冲液（PBS）、模拟体液（SBF）、Hank’s液（无酚红）、蒸馏水
[bookmark: _Toc292][bookmark: _Toc19843]6 仪器和试验器具
恒温水浴箱、分光光度计、带盖试管、加样枪及枪头
[bookmark: _Toc18216][bookmark: _Toc30247]7 浸提液选择
依据供试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的性质来选择浸提液。如供试品表面有惰性涂层，短时间内不会在生理盐水中发生侵蚀降解，浸提液选择生理盐水；如供试品未经惰性化处理或者惰性化处理不够，在生理盐水中短时间内会发生侵蚀降解，浸提液选择PBS、SBF或Hank’s液。
[bookmark: _Toc29970]8 试验步骤
8.1新鲜稀释兔血准备
耳中央动脉采取兔血，3.8%柠檬酸钠溶液1:9抗凝。将抗凝兔血与所选浸提液以4:5的体积比混合。
8.2供试品与对照制备
供试品：按6cm2/ml的浸提比例（如供试品形状不规则面积计算困难，则按照0.5g/ml的浸提比例），在试管中加入供试品及所选择浸提液。制备3份。
阴性对照：所选浸提液10ml，放入加盖试管中。制备3份
阳性对照：蒸馏水10ml，放入加盖试管中。制备3份。
8.3 浸提
    将制备好的供试品组、阴性对照组、阳性对照组各管放入37℃水浴中，水浴30min。
8.4血液与供试品及其浸提液接触
向浸提结束后的各管中分别加入8.1中制备好的稀释兔血200µL。37℃水浴中，接触60min。
8.5上清液比色
将各管中的液体轻轻混匀后转移入离心管，800g离心5min。取上清液，545nm处比色。
[bookmark: _Toc24752][bookmark: _Toc26049]9 结果计算
溶血率（%）=（供试品组吸光度-阴性对照组吸光度）/(阳性对照组吸光度-阴性对照组吸光度)×100%
[bookmark: _Toc915]10 试验有效性
阳性组吸光度平均值在0.8±0.3之间，阴性对照组吸光度小于0.03。即可认为本试验有效。
[bookmark: _Toc29166]11 结果评价
供试品溶血率大于5%，认为对红细胞有较为明显的破坏作用。如供试品溶血率大于5%，可用梯度浸提的方式对供试品再次进行试验，试验结果由企业根据产品的特性及其临床应用方法来解释。
[bookmark: _Toc18710]12 试验报告
试验报告至少应包括试验样品的描述、对照的描述、试剂信息、试验步骤、结果记录、数据统计分析、试验结果。
[bookmark: _Toc12263]附录A 溶液配制
[bookmark: _Toc24589]A.1 pH 7.4PBS溶液配制
称取氯化钠8.0g、氯化钾0.20g、磷酸氢二钠1.44g、磷酸二氢钾0.24g，加水溶解，用盐酸调节溶液pH值至7.4，并稀释至1000ml。
配制pH 7.4的1000mlPBS所需试剂的种类、式量、量、纯度。
	序号
	试剂
	质量（g）
	纯度（%）
	相对式量

	1
	NaCl
	8.00
	99.5
	58.44

	2
	KCl
	0.20
	99.5
	74.55

	3
	Na2HPO4
	1.44
	
	141.96

	4
	KH2PO4
	0.24
	
	136.09

	5
	1.0M-HCl
	适量
	-
	-

	6
	1.0M-NaOH
	适量
	-
	-


*配制用水为蒸馏水，根据需要加入适量1.0MNaOH或1.0MHCl调整pH至7.4
A.2 模拟体液(SBF)配制
配制pH7.40的1000mlSBF所需要试剂的种类、式量、量、纯度及溶解顺序。
	顺序
	试剂
	质量(g)
	纯度（%）
	相对式量

	1
	NaCl
	8.035
	99.5
	58.44

	2
	NaHCO3
	0.355
	99.5
	84.01

	3
	KCl
	0.225
	99.5
	74.55

	4
	K2HPO4·3H2O
	0.231
	99.0
	228.22

	5
	MgCl2·6H2O
	0.311
	98.0
	203.30

	6
	1.0M-HCl
	39ml
	-
	-

	7
	CaCl2
	0.292
	95.0
	110.98

	8
	Na2SO4
	0.071
	99.0
	142.04

	9
	Tris
	6.118
	99.0
	121.14

	10
	1.0M-HCl
	0-5ml
	-
	-


[bookmark: _GoBack]*配制用水为蒸馏水，勿使用玻璃器皿，配制温度为（36.5±1.5）℃。
**Tris: hydroxymethylaminomethane, 三羟甲基氨基甲烷
A.3 Hank’s液（无酚红）配制
配制1000ml pH7.10的Hank’s液（无酚红）所需试剂种类、式量、量、纯度

	序号
	试剂
	质量（g）
	纯度（%）
	相对式量

	1
	NaCl
	8.00
	
	58.44

	2
	葡萄糖
	1.00
	
	180.16

	3
	KCl
	0.40
	
	74.55

	4
	NaHCO3
	0.35
	
	84.01

	5
	CaCl2
	0.14
	
	110.98

	6
	KH2PO4
	0.06
	
	136.09

	7
	MgSO4·7H2O
	0.10
	
	246.47

	8
	Na2HPO4
	0.48
	
	141.96

	9
	MgCl2·6H2O
	0.10
	
	203.30


*配制用水为蒸馏水。
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