《创面修复材料有效性评价 第4部分：体外微血管形成试验评价方法》

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4部分：体外微血管形成试验评价方法》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4部分：体外微血管形成试验评价方法》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，高欣怡，于栋杰，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

	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

	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4部分：体外微血管形成试验评价方法》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4部分：体外微血管形成试验评价方法》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4部分：体外微血管形成试验评价方法》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4部分：体外微血管形成试验评价方法》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4部分：体外微血管形成试验评价方法》，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4部分：体外微血管形成试验评价方法》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4部分：体外微血管形成试验评价方法》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4部分：体外微血管形成试验评价方法》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4部分：体外微血管形成试验评价方法》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4部分：体外微血管形成试验评价方法》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微血管形成的评价方法，用于生物材料的促进创面微血管形成效果的评价。

本文件适用于评价促进创面修复的生物材料。
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 可溶性材料(soluble materials)：是指强亲水性的生物材料，能溶解或溶胀于水中形成水溶液或均匀分散体系。如海藻酸钠、羧甲基壳聚糖、胶原蛋白等生物材料
3.2 浸提液(extracts)：由试验样品或对照样品浸提而得的液体。

3.3 血管形成(angiogenesis)：血管内皮增生、延伸而形成新血管的过程。
4 样品制备

4.1 可溶性材料：可溶性材料采用的浓度按照团体标准 XXXXX-202X《创面修复材料有效性评价，第1部分：体外细胞增殖和迁移试验 可溶性材料评价法》中第4章规定的方法确定。

4.2 不溶性材料：浸提液制备按照团体标准XXXXX-202X《创面修复材料有效性评价，第2部分：体外细胞增殖和迁移试验 浸提液法》中第4章规定的方法制备。

5 血管形成试验步骤

5.1 试验原理

人的血管系统负责将营养物质和氧气运送到几乎所有的器官和组织，并将产生的废物通过循环排除体外。血管生成在组织损伤修复中具有很大的作用，血管的缺损会延缓伤口的愈合甚至造成伤口长期不愈。血管新生有利于黏膜损伤后的修复，因此通过EA.HY926细胞探究水凝胶浸提液对于血管形成的影响。
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、T25细胞培养瓶，24孔板、基质胶。
5.2.2 试剂和耗材：MEM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：EA.HY926细胞

5.3测试样品制备

5.3.1 试验样品的制备：按照细胞毒性试验确认的三个浓度称取样品溶解在血清培养基中，完全溶解过滤除菌备用。

5.3.2空白对照：10%血清培养基，37℃、120 r/min摇床中震荡24小时。

5.4血管形成实验

5.4.1 EA.HY926细胞培养

EA.HY926细胞复苏：取出EA.HY926细胞冻存管，放进37℃恒温水浴锅内并不断晃动冻存管，使其受热均匀，快速融化。待细胞冻存液溶解完全，将冻存的细胞悬液转移至15mL离心管内，随后加入MEM完全培养基，用无菌巴氏吸管吹打均匀并在离心机内1000r/min离心3min。弃去上清液，用新鲜的MEM完全培养基重悬细胞，随后将细胞转移至T25的培养瓶中，在37℃、5%CO2细胞培养箱中培养，24h后观察细胞状态，并给细胞换液。

EA.HY926细胞传代：当细胞密度约为80%时，吸去培养瓶中原有的培养基，PBS轻洗两次，加入1~2mL 0.25%胰蛋白酶进行消化，消化时间3~5min，镜下观察细胞消化情况，当细胞边缘缩小，贴壁松动时，手指轻叩细胞瓶身，肉眼可见细胞脱落，向培养瓶内加入一定量的完全培养基终止消化，完全培养基与胰酶的比例为5：1。终止消化，用移液枪轻轻吹打细胞层，注意吹打时应尽量减少气泡的产生，把细胞层吹落，吹散，随后将细胞悬液转移到离心管内，1000r/min离心3min，弃去原有培养基，加入3~5mL完全培养基，将细胞重新混悬，取适量混匀的细胞悬液于细胞培养瓶内，在37℃、5%CO2细胞培养箱中继续培养。传代比例为1:4，2~3天传代。

EA.HY926细胞冻存：细胞消化后，离心，加入冻存液将细胞混匀，取10uL细胞悬液用细胞计数仪计数，随后将混匀的细胞悬液放入冻存管中，每管1mL，冻存密度在1×105/mL~1×106/mL左右。冻存管上需标明冻存细胞的名称、密度、代数以及冻存人和冻存时间。将冻存细胞在4℃放置10min，在-20℃放置30min，在-80℃过夜，梯度降温后将细胞转移至液氮中长时间保存。
5.4.2小管形成时间

1）将基质胶放入冰箱4℃过夜缓慢融化。枪头、24孔板等放入冰箱-20℃预冷；

2）将基质胶以每孔200μL缓慢加入预冷的24孔板中，避免气泡产生，注意操作过程中手持EP管上方，手心不应接触EP管，以免温度过高，基质胶凝固；

3）将铺有基质胶的24孔板放入冰箱4℃静置15min，随后转移至37℃培养箱中静置30min，使其凝固；

4）待细胞融合至80%左右时，将细胞消化、离心并用样品浸提液重悬细胞，随后细胞以1×105/mL加入24孔板中，每孔1mL。放入恒温细胞培养箱中继续培养培养，分别在3h、6h、9h观察成血管情况；
5）将细胞按照上述实验步骤铺板，在6h时将细胞固定免疫荧光染色，显微镜下观察小管形成情况，并拍照，Image J计算成管数量，观察浸提液对成管影响。

6 结果分析 

6.1小管形成实验时间结果：在观察时间内血管形成情况的描述，并给出显微镜下图片结果。

6.2 免疫荧光染色结果：评价血管网形成的数量和血管形成的总长度，采用合适的统计学评价方法，评价材料促进血管形成的效果。并给出免疫荧光染色的结果图片。
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/T16886.5-2017 医疗器械生物学评价 第5部分：体外细胞毒性试验，北京：中国标准出版社，2017

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

肠道ESD术后易发生出血、溃疡以及穿孔等并发症，ESD术后形成人工溃疡目前并未有产品能够在防护的同时促进创面的愈合。而本课题所研究的水凝胶可能具有双重作用。本章主要从促进愈合方面作体外有效性研究。肠道黏膜内有丰富的小血管，血管的缺损会延缓伤口的愈合甚至造成伤口长期不愈，体外血管形成实验探究样品对血管形成的影响。
1血管形成实验

人的血管系统负责将营养物质和氧气运送到几乎所有的器官和组织，并将产生的废物通过循环排除体外。血管生成在组织损伤修复中具有很大的作用，血管的缺损会延缓伤口的愈合甚至造成伤口长期不愈。血管新生有利于黏膜损伤后的修复，因此通过EA.HY926细胞探究水凝胶浸提液对于血管形成的影响。
1） EA.HY926细胞培养

EA.HY926细胞培养方法和L929细胞相似，传代比例为1：4，2~3天传代。

2）小管形成实验
（1）将基质胶放入冰箱4℃过夜缓慢融化。枪头、24孔板等放入冰箱-20℃预冷；

（2）将基质胶以每孔200uL缓慢加入预冷的24孔板中，避免气泡产生，注意操作过程中手持EP管上方，手心不应接触EP管，以免温度过高，基质胶凝固；

（3）将铺有基质胶的24孔板放入冰箱4℃静置15min，随后转移至37℃培养箱中静置30min，使其凝固；

（4）待细胞融合至80%左右时，将细胞消化、离心并用样品浸提液重悬细胞，随后细胞以1×105/mL加入24孔板中，每孔1mL。放入恒温细胞培养箱中继续培养培养，分别在3h、6h、9h观察成血管情况；
（5）将细胞按照上述实验步骤铺板，在6h时将细胞固定免疫荧光染色，显微镜下观察小管形成情况，并拍照，Image J计算成管数量，观察浸提液对成管影响。

3.4 血管形成试验结果 

各组细胞分别加入处理后的样品重悬，随后接种到铺板基质胶的24孔板中培养9h，观察各组血管结构在不同时间的的生成情况。细胞刚接种时大多呈圆形，随着培养时间的延长，细胞开始长出伪足，与相邻细胞相连；3h时，部分细胞由圆形伸展为长梭形，部分细胞间逐渐建立连接；6h时，细胞多数于周围细胞建立连接，线样结构增多且细胞逐渐形成管状网格结构；随着时间的延长，形成的线样结构逐渐断裂，细胞逐渐聚集，小管样结构数量减少。

研究发现，管状形成反映了人脐静脉内皮细胞的体外小管形成能力。培养24小时后，样品浸提液与对照组相比，血管形成数目和小管总长度均有统计学差异（P<0.001），免疫荧光结果可以发现，对照组细胞为长梭形，但是细胞之间未建立紧密连接，样品组细胞之间紧密相连，形成小管状。综上，水凝胶能够促进血管形成，且形成的血管网状结构也更加成熟。早期的血管形成对于创面的愈合具有重要的作用。新生血管形成是指在已经成熟的组织中，从已经存在的血管出发形成新的血管。创面修复过程中需要在新生肉芽组织内生成大量的新生血管来维持创面的营养及细胞外基质的沉积。因此创面组织中新生血管的生长对于肉芽组织的形成，改善创面微循环，减少感染的发生，促进慢性难愈创面或深度创面的愈合等起着非常重要的作用。
3.2. 综述报告
本标准首次起草了《创面修复材料有效性评价 第4部分：体外微血管形成试验评价方法》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4部分：体外微血管形成试验评价方法》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4部分：体外微血管形成试验评价方法》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。

标准起草工作组
2023年10月7日

