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[bookmark: _Toc60732097][bookmark: _Toc428177671][bookmark: BKQY]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。
本文件团体标准编号为 XXXXX《创面修复材料有效性评价》，包括以下部分：
———第1部分：可溶性材料体外评价方法
———第2部分：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
本部分是团体标准编号为 XXXX的第2部分
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这些专利的责任。
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：浙江杭州英健生物科技有限公司、中国食品药品检定研究院，四川大学生物医学工程学院 
本文件主要起草人： 戴建英，韩倩倩，梁洁，于栋杰，高欣怡，高洁、王涵。徐磊、邹文、王春仁

[bookmark: _Toc14816819][bookmark: _Toc60732098]引   言
早期的创面保护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。本标准主要是针对水不溶性生物材料，采用体外细胞培养的方法，评价材料对细胞增殖和迁移的影响，确定材料是否促进细胞增殖和迁移的有效量。
水不溶性生物材料主要是水溶性生物材料采用交联的方式制备的海绵状多孔材料、水凝胶等型式的材料，这类材料不溶于水，但是这类材料在水溶液中可以游离出没有交联的分子或降解的小分子。这些游离的分子可能会具有促进细胞增殖和迁移的作用，另外在制备交联材料时可以添加具有促进细胞增殖和迁移的作用的材料，这些材料可以游离到浸提液中，发挥促进细胞增殖和迁移的作用。本标准就是采用浸提液的方法评价创面修复材料是否具有促进细胞增殖和迁移的作用。
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创面修复材料有效性评价 第2部分：不溶性材料体外浸提液评价方法
[bookmark: _Toc338754585][bookmark: _Toc340491279][bookmark: _Toc60732099][bookmark: _Toc354142463][bookmark: _Toc338604799][bookmark: _Toc358964228][bookmark: _Toc398301038][bookmark: _Toc338060691][bookmark: _Toc342665738][bookmark: _Toc343596937][bookmark: _Toc342589524][bookmark: _Toc354142628][bookmark: _Toc338685858][bookmark: _Toc338060634][bookmark: _Toc374444821][bookmark: _Toc354142268][bookmark: _Toc428177672]范围
[bookmark: _Toc354142269][bookmark: _Toc428177673][bookmark: _Toc398301039][bookmark: _Toc374444822][bookmark: _Toc358964229][bookmark: _Toc354142629][bookmark: _Toc354142464][bookmark: _Toc338060635][bookmark: _Toc338685859][bookmark: _Toc338060692][bookmark: _Toc343596938][bookmark: _Toc342665739][bookmark: _Toc338754586][bookmark: _Toc340491280][bookmark: _Toc338604800][bookmark: _Toc342589525]本文件规定了用于创面修复材料的体外细胞增殖和迁移试验方法，用于水不溶性生物材料的促进创面细胞增殖和迁移效果的评价。
本文件适用于用于创面愈合的水不溶性生物材料例如海绵多孔材料、水凝胶等型式材料，采用浸提液法评价促进创面细胞增殖和愈合的有效性。
本文件不适于用于创面愈合的水溶性生物材料。
[bookmark: _Toc60732100][bookmark: _GoBack]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 16886.12-2017 医疗器械生物学评价 第12部分：样品制备与参照材料
[bookmark: _Toc354142270][bookmark: _Toc398301040][bookmark: _Toc354142630][bookmark: _Toc358964230][bookmark: _Toc428177674][bookmark: _Toc374444823][bookmark: _Toc354142465][bookmark: _Toc60732101]术语和定义
[bookmark: OLE_LINK5][bookmark: OLE_LINK4]下列术语与定义适用于本文件
3.1 细胞增殖（cell proliferation)：是细胞生长和分裂产生两个子细胞的过程，细胞增殖导致细胞数量呈指数增长，因此细胞增殖是组织修复过程中的主要机制。
3.2 细胞迁移(cell migration)：也称为细胞爬行、细胞移动或细胞运动，是指细胞在接收到迁移信号或感受到某些物质的梯度后而产生的移动。细胞迁移为细胞头部伪足的延伸、新的黏附建立、细胞体尾部收缩在时空上的交替过程。细胞迁移是正常细胞的基本功能之一，是机体正常生长发育的生理过程，也是活细胞普遍存在的一种运动形式。在创面愈合过程中也涉及到细胞迁移。
3.3 浸提液(extracts)：由试验样品或对照样品浸提而得的液体。
4 浸提液制备
样品浸提液按照以下条件在无菌状态下制备：
4.1 浸提温度：37℃±1℃。
4.2 浸提时间：一般采用24±2小时、48±2小时、72±2小时。
4.3 浸提介质：无血清培养基。
4.4 浸提条件：120 r/min摇床中震荡。
4.5 浸提比例；样品和浸提介质的比例按照GB/T16886.12-2017 医疗器械生物学评价 第12部分：样品制备与参照材料中表1的规定。
5 细胞增殖试验
5.1 试验原理
本试验采用在无血清培养基条件下测定细胞增殖的情况，以无血清培养基为空白对照，含有血清培养基为阳性对照。如果材料具有促进细胞增殖的作用，则和空白对照相比具有明显促进细胞增殖的作用。
5.2 器具、试剂和耗材
5.2.1二氧化碳细胞培养箱、恒温水浴摇床、高压蒸汽灭菌锅、倒置荧光显微镜、细胞计数仪、恒温水浴摇床、酶标仪、电子天平、液氮罐、冷冻离心机、96孔板、细胞培养瓶或细胞培养皿。
5.2.2 试剂和耗材：DMEM低糖培养基、胎牛血清(FBS)、PBS、Penicillin-Streptomycin、0.25%胰蛋白酶、CCK-8试剂。
5.2.3 细胞系：成纤维细胞、皮肤上皮细胞、食管上皮细胞、胃黏膜上皮细胞、肠黏膜上皮细胞
5.3 样品制备
5.3.1 试验样品的制备：将制备好的浸提液采用无血清培养基稀释成100%、75%、50%、25%、12.5%的浓度。
5.3.2阳性对照：含10%血清培养基，37℃、120 r/min摇床中震荡24小时。
5.3.3空白对照：无血清培养基，37℃、120 r/min摇床中震荡24小时。
5.4细胞增殖试验步骤
将在对数生长期内的细胞按照1105个/mL的细胞密度加入到96孔板内，每孔100 μL。在细胞培养箱中培养24小时后弃去旧培养基，按照表2加入对照组和实验组溶液。于24小时，48小时和72小时分别观察细胞增殖情况，弃去孔内液体，加入配制好的CCK-8溶液，放入培养箱内孵育3小时。孵育结束使用酶标仪测量450 nm的吸光度值，按照公式1-1计算细胞增殖率，评估试验样品浸提液不同浓度对细胞的增殖作用，并筛选出最佳增殖浓度。
细胞增殖率(%)=             式1-1
A ──不同浓度样品试验组(阳性对照组)平均吸光度
B ──空白对照组平均吸光度

表2 细胞增殖试验
	实验分组
	培养条件
	检测模型
	观察时间
	检测方式

	阳性对照组
	含10%血清培养基
	细胞系
	24h、48h、72h
	CCK-8法

	空白对照组
	无血清培养基
	
	
	

	试验组
	样品无血清培养基溶液
	
	
	


[bookmark: _Toc100174035]5.5 结果分析
采用适宜的统计学方法评价试验结果，并对空白对照组、试验组和/或阳性对照品组各组结果进行综合分析评估。
6细胞迁移试验
6.1 试验原理
细胞划痕实验是研究细胞迁移能力的体外试验。其原理是：当细胞长到融合成单层状态时，在融合的单层细胞上人为制造一个细胞空白区域，即为“划痕”，划痕边缘的细胞会逐渐进入空白区域使“划痕”愈合。通过对不同时期划痕区域细胞状态的观察，对细胞的迁移能力进行判断。细胞划痕作为创伤愈合实验是一种简单、廉价的方法。该方法模拟了细胞在体内愈合过程中的迁移过程。基本步骤包括在细胞单层中创建一个“伤口”，在细胞迁移过程中在开始和定期捕获图像以关闭伤口，以及比较图像以确定细胞迁移速率。
6.2  器具、试剂和耗材
6.2.1二氧化碳细胞培养箱、恒温水浴摇床、高压蒸汽灭菌锅、倒置荧光显微镜、细胞计数仪、恒温水浴摇床、酶标仪、电子天平、液氮罐、24孔板、细胞T75培养瓶、Image J图像处理软件。
6.2.2 试剂和耗材：DMEM低糖培养基、胎牛血清(FBS)、PBS、Penicillin-Streptomycin、0.25%胰蛋白酶。
6.2.3 细胞系：成纤维细胞、皮肤上皮细胞、食管上皮细胞、胃黏膜上皮细胞、肠黏膜上皮细胞。
6.3 样品制备
6.3.1 试验样品的制备：按照第4章制备的浸提液采用无血清培养基稀释成100%、75%、50%、25%、12.5%的浓度。
6.3.2阳性对照：含10%血清培养基，37℃、120 r/min摇床中震荡24小时。
6.3.3 空白对照：无血清培养基，37℃、120 r/min摇床中震荡24小时。
6.4 试验步骤和方法
[bookmark: _Hlk93520538]按照表3将处于对数生长期的细胞按照1105个/mL的细胞密度铺于24孔板内，每孔加入1 mL，2个复孔，24小时后取一把灭菌后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，在显微镜下(10)观察，拍摄0h、以及培养12h、24h时细胞图片，应用Image J根据公式1-2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 细胞迁移试验
	实验分组
	培养条件
	检测模型
	观察时间
	检测方式

	阳性对照组
	含10%血清培养基
	细胞系
	0h、12h、24h
	显微镜观察并拍摄图片

	空白对照组
	无血清培养基
	
	
	

	试验组
	样品无血清培养基溶液
	
	
	



迁移率(%) =                            式1-2
6.5 结果分析
采用适宜的统计学方法评价试验结果，并对空白对照组、试验组和/或阳性对照品组各组结果进行综合分析评估。
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