《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》

团体标准编制说明

1 工作简况

1.1 任务来源

《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》团体标准，由杭州英健生物科技有限公司牵头起草，中国生物材料学会标准工作委员会归口。2023年2月6日，中国生物材料学会发布了《创面修复材料有效性评价 第1部分：体外可溶性材料评价法》等11项团体标准项目立项公示的通知，《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》被列入中国生物材料学会2023年团体标准批准立项清单。
1.2 起草工作组单位和团体标准主要起草人及其所做工作

本标准起草单位：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。
本标准主要起草人：戴建英，于栋杰，高欣怡，高洁、韩倩倩，王涵。梁洁，徐磊、邹文、王春仁。具体工作任务见表1。
表1  标准起草人及工作任务
	姓名
	单位
	职称/职务
	职责

	戴建英
	浙江杭州英健生物科技有限公司
	课题负责人
	项目负责人

	于栋杰
	浙江杭州英健生物科技有限公司
	项目负责人
	标准起草

	高欣怡
	浙江杭州英健生物科技有限公司
	项目负责人
	标准起草

	高洁
	浙江杭州英健生物科技有限公司
	项目骨干
	标准起草

	韩倩倩
	中国食品药品检定研究院
	正高
	标准起草

	王涵
	中国食品药品检定研究院
	中级
	标准起草

	梁洁
	四川大学生物医学工程学院
	正高
	标准起草

	徐磊
	浙江杭州英健生物科技有限公司
	正高
	标准起草

	邹文
	四川大学生物医学工程学院
	副高
	标准起草

	王春仁
	中国食品药品检定研究院
	正高
	标准起草


1.3 主要工作过程

在确定标准制定任务后，标准起草工作组依照国家有关规定及《中国生物材料学会团体标准管理办法》，根据团体标准进度计划安排组织实施。在标准草案编制工作过程中，标准起草工作组通过大量文献检索与查阅，分析《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》团体标准立项可能性，参考了相关国家标准、行业标准，以对《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》进行各项主要技术指标检测和试验方法验证为依据，并在与本团体标准有关的科研、生产、使用、管理单位进行充分沟通的基础上，起草制定了本团体标准。

（一）预研阶段

2022年12月，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召开标准研制研讨会，共同研究和探讨《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》标准化工作。项目组对相关技术及标准情况进行了查新和分析，结合前期研究及验证数据，就如何进一步规范《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》检测技术、如何保证标准检测结果准确、可靠，为开展团体标准检测技术方法研究分析等进行了研讨，拟定了团体标准的名称，确定团体标准的适用范围。标准编制组针对《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》，开始搜集、查阅相关国家政策、科研文献、资料及标准查新工作，并结合团体标准检测行业内现状，论证标准立项的可行性，形成标准框架。

（二）立项阶段

2022年12月，标准编制工作组向中国生物材料学会提交立项申请。根据《中国生物材料学会团体标准管理办法》的相关要求，2023年1月7日召开立项评审会，对《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》团体标准进行了立项审查，经技术专家认真研究与审核，标准符合立项条件，于2023年2月6日正式立项。

（三）起草阶段

2022年12月-2023年5月，标准编制工作组通过专家访谈方式，对标准内技术内容进行研讨，采纳专家提出的宝贵意见和建议，并在原有的基础上调整了标准框架，对标准中的检测指标进行了下一步讨论，商讨了《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》检测的科学性和适用性。对各种《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》检测技术方法进行了解，结合资料分析和调研情况，对标准框架进行内部讨论，就标准的编制背景、标准框架、主要技术内容进行研讨，并从不同角度提出了具备科学性、实用性和可操作性的修改意见，形成标准草案。

标准起草工作组根据前期的工作情况，共同研究确定了标准征求意见稿，并形成标准编制说明，计划于2024年初起通过网络平台、实验室检验机构、医疗器械企业等产业链相关方开展广泛征集意见。

2 确定学会团体标准主要技术内容（如技术指标、参数等）

2.1 本标准编制原则
2.1.1适用性原则

标准中规定的要素立足当前创面修复材料有效性评价体外可溶性材料尚无评价方法检测技术的现状，通过研究规范技术，建立了《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》技术标准，所规定的技术内容既符合国家政策及规范性文件要求，又满足实际，发挥标准能效。

2.1.2先进性原则

目前通过标准查询，未有《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》标准，标准编制组在总结评价创面修复材料检测技术所取得的经验和存在问题的基础上，进行充分的研究、调研和论证，确定标准的主要内容，使得此项工作在行业中领先，并值得借鉴和推广。

2.1.3统一性原则

一方面符合国家及行业出台的法律法规、政策文件要求，另一方面充分借鉴工作经验，总结不同检测步骤的异同，在此基础上对原有工作不断改进提升，使标准更加规范。

2.1.4规范性原则

召开标准编写研讨会，专家及相关人员就标准的框架、结构、内容广泛讨论，发表意见。标准的格式和语言表述符合GB/T 1.1—2020 的要求，确保标准内容的规范。

坚持适用性和有效性为准则，标准的编制不低于目前国内相关行业标准规定的限量指标，严格遵循GB/T 1.1—2020的要求进行编制，并且结合当前行业发展现状与特点，提高标准贯彻实施的实用性和可操作性。
2.2 本标准主要内容
范围

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。
规范性引用文件

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

术语和定义

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1×105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(%)= [image: image1.png](R A/ ZHEXHE B) x 100%



            式1-1
A ──不同浓度样品组(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
	
	
	


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

按照表3将处于对数生长期的细胞铺于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(10X)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
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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。
2.3 本标准制定参考的主要依据
标准制定中参考引用了以下文件

[1] 国家质量监督检验检疫总局，中国国家标准化管理委员会：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，北京：中国标准出版社，2017

[2] 杨敏一 王涵 曾行 孟珠 王春仁：离子温度双敏感型黏膜创面保护胶性能及黏膜修复有效性体外评价研究，北京生物医学工程，41(4)：405-412，2022

[3]  Hang Zeng, Muye He, Minyi Yang,Zhu Meng,Han Wang, Chunren Wang：In Vitro and In Vivo Investigation on the Effectiveness of Alginate-Based Gastric Mucosal Protective Gel, BioMed Research International, Volume 2022, Article ID 8287163, 11pages，2022
。
3 主要实验（验证）的分析、综述报告，技术经济论证，预期经济效果
3.1 主要结果分析

一、肠道上皮细胞
1）食管肠道黏膜创面保护胶对CCD841Con细胞增殖试验
（1）样品浸提不同时间对CCD841Con细胞增殖的影响

试验步骤：CCK-8法研究凝胶浸提不同时间对CCD841Con细胞增殖的影响。细胞以1×105/mL密度铺于96孔板中，每孔100µL，在37℃、5%CO2浓度下培养24h。弃去原有培养基，分别加入不同组溶液，每孔100µL，对照组为不含FBS的DMEM基础培养基，实验组为浸提不同时间的稀释为50%浓度的浸提液。37℃、5%CO2的恒温细胞培养箱中培养24h、48h、72h。弃去培养基，加入10%浓度的CCK-8溶液，2.5h后在450nm波长处测细胞吸光度值，并根据OD值计算细胞相对增殖率。

试验结果显示，与细胞共培养24h时，与对照组相比，样品浸提24h，细胞相对增殖率有统计学差异（P<0.01），浸提48h和72h无统计学差异（P>0.05）；细胞培养48h，与对照组相比，浸提72h出现统计学差异（P<0.01），24h促进细胞增殖效果相较于浸提72h效果更加明显；细胞培养72h，与对照组相比，浸提24h、48h、72h均有极显著性差异（P<0.001），其中浸提24h促进增殖效果最好，与浸提48h、72h相比均有统计学差异（P<0.001，P<0.005）。由此可以得出，样品浸提24h浸提液，促进CCD841Con细胞增殖效果最好，可选用浸提24h浸提液用于后续实验。
（2）样品浸提24h后不同浓度对CCD841Con细胞增殖的影响

实验步骤：样品浸提液、对照溶液的配制同前，浸提时间为24h。
细胞以1×105/mL密度铺于96孔板中，每孔100µL，培养24h，待细胞贴壁。弃去上清液，按照实验分组加样，继续培养24h、48h、72h。实验分组为（对照组、100%浓度组、50%浓度组、25%浓度组、12.5%浓度组、6.25%浓度组）。随后弃去孔板中原有培养基，加入含有10%CCK-8的高糖DMEM基础培养基，另选一列不含有细胞的孔加入含有10%CCK-8的基础培养基作背景。2.5h后使用酶标仪在450nm波长处测吸光度值，计算细胞相对增殖率。计算公式如下：
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试验结果显示，在共培养24h时，与空白对照组相比，各实验组促进细胞增殖效果不明显（P>0.05）；细胞培养48h、72h时，不同浓度组细胞相对增殖率开始出现显著性差异，其中与对照组相比，实验组随着浓度的降低，细胞相对增殖率呈现先增加后下降趋势，50%浓度组促进增殖效果最为明显（P<0.001），之后随着浓度的降低，细胞相对增殖率逐渐下降，其中培养48h时，100%组和50%组促进增殖效果无统计学差异，培养72h后，100%组和50%组，出现显著性差异（P<0.01），50%促进细胞增殖效果更好。根据上述实验结果分析可知，样品在50%浓度时，促进细胞增殖效果最佳。 

2）食管肠道黏膜创面保护胶浸提24h后不同浓度对CCD841Con细胞迁移试验
采用细胞划痕的方法观察食管肠道黏膜保护胶浸提液对CCD841Con细胞迁移的影响。样品制备同前，浸提介质为DMEM基础培养基，浸提24h”。细胞铺板前在24孔板底部划3条线，取对数生长期细胞接种于24孔板中，细胞密度1×105/mL，每孔1mL，待细胞融合80%~90%时，用200μL枪头垂直于底部线划痕，弃去培养基，PBS轻洗一次，弃去划痕损伤细胞。随后每孔加入不同分组溶液继续培养。阳性对照组高糖DMEM完全培养基，阴性对照组为高糖DMEM基础培养基，样品组为不同浓度的水凝胶浸提液。分别在0h、12h、24h、36h时使用倒置荧光显微镜下观察细胞迁移情况并拍照，用Image J计算划痕面积，确定细胞迁移情况。

细胞迁移率（%）=(St-S0)/S0 ×100%

St：th视野中划痕面积；S0：0h视野中划痕面积。

试验结果：研究发现，培养12h，与空白阴性对照相比，实验各组均能促进细胞迁移，其中12.5%组促进细胞迁移效果最好，其次是25%浓度组，100%和50%组二者之间无统计学差异（P>0.05）；培养24h，12.5%组细胞迁移率达55.13%±4.33%，能明显促进细胞迁移，随着浓度的降低，细胞的迁移率逐渐增加，但100%和50%组二者之间差异不明显（P>0.05）；培养48h，阳性对照组的划痕面积逐渐接近0，迁移率98.89%±1.92%，接近100%，实验组12.5%组促进细胞迁移效果最佳，其次是25%组。综上发现，样品能够促进CCD841Con细胞迁移，但是具有浓度依赖性，随着浓度的增加，迁移能力逐渐降低。
二、食管上皮细胞
食管ESD术后易发生出血、溃疡、以及食管狭窄等并发症，本文所设计水凝胶主要在食管ESD术后形成的溃疡也有一定的促进愈合作用。黏膜损伤修复分为正常细胞向受损部位迁移及细胞的增殖两个方面。水凝胶的浸提液中能浸提部分介质，首先探究水凝胶对Het-1a细胞的毒性作用，其次，探究水凝胶对细胞生长的作用，用CCK-8法测浸提液与细胞共培养一段时间后的细胞活性。细胞迁移对损伤修复也有一定的促进作用，随后通过划痕法，探究水凝胶促进细胞迁移的能力。
1）食管肠道粘膜创面保护胶对Het-1a细胞增殖的试验
（1）食管肠道粘膜创面保护胶浸提时间对Het-1a细胞增殖的影响

试验过程：样品浸提液、对照溶液的配制同前，浸提介质为MEM基础培养基，浸提24h、48h、72h，样品浸提液用MEM基础培养基倍比稀释。

细胞以1×105/mL密度铺于96孔板中，每孔100µL，在37℃、5%CO2浓度下培养24h。随后加入各组样品，实验分为对照组、实验组（浸提24h、48h、72h原液），每孔100µL。37℃、5%CO2的恒温培养箱中分别培养24h、48h、72h。加入10%浓度的CCK-8溶液，2.5h后酶标仪在450nm处测吸光度值，并计算细胞相对增殖率。计算公式如下:
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试验结果显示，与对照组相比，培养24、48、72h均能明显细胞相对增殖率均有明显差异（P<0.001），其中，培养24h时，浸提24h和浸提48h之间对细胞得影响相似（P>0.05），浸提72h促进细胞增殖能力较低；培养48h和72h时，浸提时间在24h时促进细胞增殖效果最好，其次是48h、72h。综上可知，样品浸提不同时间对Het-1a细胞生长有一定的影响，促进细胞增殖的能力分别是：浸提24h>48h>72h，因此后续实验浸提时间选择24h。
（2）食管肠道粘膜创面保护胶浸提液不同浓度对Het-1a细胞增殖的影响

细胞以1×105/mL密度铺板，每孔100µL。24h待细胞贴壁后，加入不同分组溶液，样品倍比稀释为不同的浓度，实验组最终浓度为100%、50%、25%、12.5%和6.25%，MEM基础培养基为对照组。培养24h、48h、72h后，加入含有10%CCK-8溶液。培养2.5h后在450nm处测吸光度值，计算细胞相对增殖率。
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结果可知，与对照组相比，样品不同浓度均能明显促进细胞增殖（P<0.001）。根据上述数据可以看出，浸提液浓度在100%时，促进细胞增殖效果最好。随着浸提液浓度的降低，细胞的相对增殖率逐渐降低，表明样品促进细胞增殖能力具有浓度依赖性，上述不同浓度促进细胞增殖的能力分别是100%>50%>25%>12.5%>6.25%。
2）食管肠道粘膜创面保护胶不同浓度对Het-1a细胞迁移试验
采用细胞划痕的方法观察食管肠道黏膜保护胶浸提液对Het-1a细胞迁移的影响。将水凝胶按照上述方法浸提24h，MEM基础培养基倍比稀释样品浸提液，最终浓度为100%、50%、25%、12.5%等三个浓度。细胞铺板同“CCD841Con细胞划痕实验”，铺板密度为1×106/mL，待孔板内细生长至90%左右时，加入不同分组溶液，阳性对照组为含10%FBS的MEM培养基，阴性对照组为MEM基础培养基，样品组为不同浓度浸提液。倒置荧光显微镜下观察细胞在0h、12h、24h、36h时的迁移情况并拍照，用Image J计算划痕面积，确定细胞迁移情况。

细胞迁移率（%）=(St-S0)/S0 ×100%

St：th视野中划痕面积；S0：0h视野中划痕面积。

实验结果显示，不同组培养液和Het-1a细胞共培养不同时间，实验各组迁移率相较于对照组有明显的差异（P<0.001），其中浓度12.5%时促进细胞迁移效果最好，其次是25%组，50%组和100%组之间无统计学差异（P>0.5）。样品的促进细胞迁移能力具有浓度依赖性，随着浓度的增高，迁移能力逐渐降低。
三、胃黏膜上皮细胞
本章评估胃黏膜保护胶的有效性，设计体外评价模型通过细胞增殖实验评估胃黏膜保护胶的浸提液对细胞增殖和迁移的影响。

1）胃黏膜保护胶浸提液细胞增殖试验
将胃黏膜保护胶加入35mm直径的培养皿中制成膜，并加入无血清的DMEM培养基浸提24h、48h、72h后，取出每个时间段的浸提液，用无血清DMEM培养基稀释成12.5%、25%、50%、100%四个浓度，将处于对数生长期GES-1细胞按2×104铺于96孔板中，每孔100μl，8个副孔，在37℃，5%CO2培养箱中培养24小时后弃去培养基，分别加入各浓度浸提液的培养基，每孔100μl，观察其24小时、48小时、72小时的增殖情况，其中无血清DMEM培养基为对照。（表1）
表1：细胞增殖实验

	实验分组
	培养条件
	检测模型
	处理方式
	检测方式

	溶剂对照组
	含血清培养基
	人胃黏膜上皮细胞
	增殖（24h/48h/72h）
	CCK8/MTT

	阴性对照组
	无血清培养基
	
	
	

	实验组
	样品无血清培养基浸提液/不同pH值的培养基
	
	
	


实验结果显示，胃黏膜保护胶浸提液在浸提24h、48h后对细胞增殖的影响并不明显，但浸提72h的胃黏膜保护胶其50%-100%均有促进增殖的效果。
2）胃黏膜保护胶浸提液细胞迁移试验
浸提72h的50%、100%胃黏膜保护胶浸提液增殖效果较好，宜进行细胞迁移实验。在加入细胞前，先在孔板底部每个孔画两条横线，便于后期观察标记。将处于对数生长期的GES-1细胞按6×104的密度铺于24孔板，每孔1ml，2 个副孔，24h后取一把灭菌后直尺放置于孔板孔上方，用1000μl枪垂直于孔板和直尺划一道横线，并在显微镜下（10×）观察并拍摄0h、12h、24h照片并用imagej计算划痕面积，按照公式迁移率=（12h或24h面积-0h面积）/0h面积。（表2）
表2：细胞划痕实验

	实验分组
	培养条件
	检测模型
	处理方式
	检测方式

	溶剂对照组
	含血清培养基
	人胃黏膜上皮细胞
	划痕
	显微镜
拍照

	阴性对照组
	无血清培养基
	
	
	

	实验组
	样品无血清培养基72h浸提液
	
	
	


试验结果显示：24h、48h、72h浸提液细胞迁移结果与无血清组无明显差异。
3.2. 综述报告

建立了体外胃黏膜保护胶体外评价模型，浸提液体外细胞增殖迁移试验显示胃黏膜保护胶72小时浸提液有一定促进增殖作用，但对细胞划痕创面的细胞迁移无影响。体外物理保护模型试验表明胃黏膜保护胶对较高浓度的盐酸有阻挡作用，并且能保护细胞存活和增殖，细胞迁移实验表明在有保护胶存在时观察到明显的细胞迁移，而空白对照无细胞迁移，说明了在有胃粘膜保护胶保护的情况下具有促进细胞划痕创面的愈合作用。
本标准首次起草了《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》团体标准，对于创面修复材料有效性评价提供了可靠有效的评价方法，对于该类产品的研究提供的解决方案。
4 经济效果

本标准的制定，将填补国内《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》标准的空白，有助于产业在创面修复有效性检测方面作出科学、严格、规范的依据，相关检验机构开展创面材料有效性检测工作提供技术参考。为创面修复材料研究提供了评价手段。
5 采用国际标准的程度及水平的简要说明

经查新，暂未见有关于《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》检测技术相关的推荐性国家标准、推荐性行业标准。。

国际标准和国外先进标准：经查新未见有同类国际及国外先进标准。

6 与有关的现行法律、法规和强制性标准的关系

本标准没有采用国际标准和国外先进标准。

本标准与现行相关法律、法规、规章及相关标准协调一致。
7 重大分歧意见的处理经过及依据

无。
8 其他给予说明的事项

无。
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