骨科植入物的微粒评价 
第3部分：体外细胞生物应答
标准编制说明
1、 工作简况
上海贝奥路生物材料有限公司和上海骨科生物材料技术创新中心就骨科植入物的微粒评价 第3部分：体外细胞生物应答提出相关技术要求。
上海贝奥路生物材料有限公司和上海骨科生物材料技术创新中心负责对本标准进行验证。
2、 编制原则和确定标准主要内容的依据
1. 标准制定的意义、原则
随着骨科植入医疗器械的快速发展，各种不同类型的骨科植入物纷纷涌现，并取得了良好的临床疗效，而对这些医疗器械的微粒检测尚处于起步阶段，没有一个系统的标准要求。
微粒污染是植入医疗器械的常见问题,严重危害使用者的健康，也是临床引起多种不良反应的重要原因之一。当前医疗器械的检测标准中没有一部标准系统的对微粒做出相应的规定。因此急需一系列标准来规范骨科植入医疗器械的微粒的各项指标，以减少由于微粒造成的不良反应，降低微粒可能对使用者造成的危害。
体外细胞生物应答作为评价微粒影响的一个重要部分，本标准在以该系列标准的第一部分样品的采样及其制样的基础上，对于微粒的体外细胞生物学评价的方法作出了相关规定。
2. 本标准性能指标制定依据，对于有争议指标的处理及验证情况
[bookmark: _Hlk96231384]本标准性能指标依据如下：
[bookmark: _Hlk153713136]术语和定义：
(1) 微米颗粒采用GB/T 16418-2008的规定确定。
(2) 冲洗液和洗脱液采用YY/T 1556-2017的规定确定。
(3) 试验样品采用GB/T 16886.5-2017的规定确定。
(4) 检测液、细胞存活率和细胞抑制率，根据本标准实际应用要求编制。
试验环境：
按GB/T 25915.1-2021的规定，试验应在符合要求的层流净化环境内进行，试验人员应穿戴适宜净化服及手套，试验设备及器具应洁净无微粒，确保没有外来微粒污染影响试验结果。
根据《骨科植入物的微粒评价 第1部分：采集及其制样》的要求制备洗脱液或检测液，应储存在密闭玻璃器皿内。检测时应尽量避免或缩短暴露于自然环境中，以免外来微粒影响试验结果。
器具和设备依据GB/T 16886.5-2017的要求制定。试剂和材料依据GB/T 16886.5-2017的要求制定。
检测样品：
采用已知微粒浓度的洗脱液或检测液进行使用，也可采用冲洗液稀释洗脱液或检测液进行使用；对照样品应采用洗脱植入物微粒的冲洗液；检测和对照样品应保持无菌状态下制备，或制备后进行消毒灭菌。灭菌方法应避免对植入物微粒的理化性能产生影响，不得采用过滤方法进行灭菌。检测和对照样品的制备应符合《骨科植入物的微粒评价 第1部分：采集及其制样》的要求。
细胞系：依据GB/T 16886.5-2017要求制定，同时根据体外细胞生物应答试验的实际需要推荐使用L929小鼠成纤维细胞；也可使用ATCC小鼠巨噬细胞（如RAW 264.7、J774A、P388D1或IC-21）和MC3T3-E1小鼠胚胎成骨前体细胞，但不仅限于上述细胞。
培养基：所用培养基必须确保无菌状态和有效期内。根据细胞生长需要，培养基中添加胎牛、小牛和牛血清及人造血清，也可不含血清，依据GB/T 16886.5-2017要求制定。培养基添加的抗生素应该确保不影响细胞的敏感性和微粒的稳定性。根据骨科植入物的微粒的特性选择无影响的合适抗生素。
试验方法：
依据GB/T 16886.05-2017医疗器械生物学评价 第5部分：体外细胞毒性试验的要求进行，可对部分步骤改变和增减。
微粒混悬液：依据GB/T 16886.12-2017的要求，采用冲洗液将已知微粒浓度的洗脱液或检测液配制成所需微粒浓度的混悬液。依据GB/T 19077-2016粒度分布 激光衍射法中的操作要求，采用粒度仪激光衍射法对微粒混悬液标定。微粒混悬液浓度推荐为2.1109个微粒/mL，使用时必须保持混匀状态。
细胞混悬液：依据GB/T 16886.5-2017的要求，采用培养基将所需细胞配制成1105个细胞/mL的细胞混悬液。整个配制过程必须保持无菌无尘状态，避免微生物和外来微粒污染。细胞混悬液配制后立即使用，不宜久放和储存。
细胞平板：依据GB/T 16886.5-2017的要求，在96孔板的每个所需孔加载100L细胞混悬液，确保1104个细胞/孔。在5%CO2、37±1℃温度、90%湿度的环境下培养24小时。在倒置光学显微镜下观察细胞形态和生长情况，以及孔底细胞覆盖情况。采用手工细胞计数或自动细胞计数仪对细胞数标定，当OD570平均值≥0.2则符合试验要求。
试样加载：依据GB/T 16886.5-2017的要求，在细胞平板孔加入100L/孔的所需微粒混悬液，加样过程必须保证微粒混悬液为混匀状态，避免微粒沉淀影响结果。微粒浓度分别为10、102、103和104个微粒/细胞，可选择不少于二种微粒浓度进行试验，必须保留对照样品的0个微粒/细胞。载样细胞平板在5%CO2、37±1℃温度、90%湿度的环境下分别培养1天、3天。如果采用代表样品直接评价时，在样品条件许可的情况下，可以将细胞混悬液直接接种于灭菌的代表样品表面，观测细胞的生物应答。
检测方法
定性检测：依据GB/T 16886.5-2017的要求，载样细胞平板在倒置光学显微镜下，观察不同微粒浓度和不同培养周期的细胞形态和生长情况，进行拍照和记录。必要时采用细胞化学染色，评价细胞形态、空泡形成、细胞脱落、溶解和胞膜完整性等。
定量检测：
(1) MTT比色法：依据GB/T 16886.5-2017的附录C中C2.3.4的操作要求进行
a. 载样细胞平板完成培养周期后去除培养基，加入50l/孔的MTT溶液；
b. 培养4小时后去除剩余MTT溶液，加入100l/孔的异丙醇溶液，震荡溶解细胞；
c. 采用酶联免疫检测仪检测试验样品的570nm光密度（OD570e）和空白对照的570nm光密度（OD570b）,计算出细胞抑制率（%）。
细胞抑制率（%）=[1-(OD570b-OD570e)/OD570b]100
(2) 染色活细胞计数法：依据YY/T 1562-2017的6.3部分的要求进行活性染色；依据GB/T 42076.1-2022的要求来进行细胞计数；
a) 载样细胞平板完成培养周期后去除培养基,加入50l/孔的台盼蓝染料溶液；
b) 染色2-3分钟后，死细胞成蓝色，活细胞未被染色呈现无色透明状；
c) 在显微镜下通过细胞计数板统计细胞总数(Ct)和死细胞数(Cv)，计算出细胞抑制率（%）。
细胞抑制率（%）=Cv/Ct100
(3) XTT比色法：按照GB/T16886.5-2017的附录D中D2.3.4中的要求进行
a) 载样细胞平板完成培养周期后去除培养基，加入20l/孔的二甲氧唑黄（XTT）和吩嗪二甲酯硫酸盐（PMS）混合溶液；
b) 混匀后培养2小时，活细胞线粒体中存在与辅酶Ⅱ相关脱氢酶，可将黄色的XTT还原成水溶性橘黄色甲臜，甲臜能够溶解在培养基中不形成颗粒，可直接通过酶联免疫检测仪检测定吸光值；
c) 测定检测样品的450nm吸光度（OD450e）和空白对照的450nm吸光度（OD450b），计数出细胞抑制率（%）。
细胞抑制率（%）=[1-(OD450b-OD450e)/OD450b]100
(4) DNA或RNA的光密度测定法
a) 取5l的DNA样品或4l的RNA样品放入lml水中；
b) 采用分光光度计测定检测样品的260nm吸光度（OD260e）和空白对照的260nm吸光度（OD260b），计数出细胞抑制率（%）。
细胞抑制率（%）=[1-(OD260b-OD260e)/OD260b]100
注意：细胞活性可通过上述方法中的任何一种，但不仅限于上述方法。
结果判定
定性结果：根据光学显微镜对细胞抑制情况的观测，并依据GB/T16886.5-2017的8.5.1定性评价细胞毒性反应要求，将其分为5个等级（见表1）：



	表1.细胞抑制的定性分级

	级别
	反应程度
	全部培养细胞观察

	0
	未有抑制
	无细胞溶解，无细胞增殖下降。

	1
	轻微抑制
	不超过20%的细胞呈现圆缩、疏松贴壁和细胞形态改变；偶见细胞溶解；仅观察到轻微的细胞生长抑制。

	2
	轻度抑制
	不超过50%的细胞呈现圆缩，无大范围细胞溶解；不超过50%的细胞生长受到抑制。

	3
	中度抑制
	不超过70%的细胞层包含圆缩细胞或溶解细胞；
细胞层未完全破坏，但超过50%的细胞生长受到抑制。

	4
	重度抑制
	细胞层几乎完全破坏。



定量结果：根据细胞抑制率结果，将其分为5个等级（见表2）：
	表2.细胞抑制的定量分级

	级别
	反应程度
	细胞抑制率
	可接受度

	0
	未有抑制
	≤1%
	完全接受

	1
	轻微抑制
	1%-24%
	可以接受

	2
	轻度抑制
	25%-49%
	不可接受

	3
	中度抑制
	50%-74%
	不可接受

	4
	重度抑制
	≥75%
	不可接受


微粒可接受度
a) 细胞抑制率在0-1级为可以接受，必要时进一步评估体内微粒生物应答反应；
b) 细胞抑制率在2级应结合细胞形态综合评价，必须评估体内微粒生物应答反应；
c) 细胞抑制率在3-4级是不可接受，必须对原材料、制造和后续处理工艺进行改进或替换，确保骨科植入物的生物安全性；
d) 当细胞抑制率在可接受范围时，应确定微粒浓度可接受的最高上限。推荐微粒浓度控制在≤10个微粒/细胞。当微粒浓度10-100个微粒/细胞时，应评估体内微粒生物应答。当微粒浓度100-1000个微粒/细胞时，必须评估体内微粒生物应答。
实验报告：
根据GB/T 27025的要求表述，试验报告应该包含下列信息：
a) 试验参照的相关标准；
b) 试验单位及测试日期；
c) 试验设备和使用人员；
d) 试验样品的名称、种类及数量；
e) 对照样品种类和制备；
f) 细胞系选择和来源说明；
g) 培养基、血清和抗生素的批号和制造商；
h) 微粒混悬液制备和浓度标定；
i) 细胞混悬液制备和浓度标定；
j) 检测方法和参照标准；
k) 数据分析、结果判定和试验结论；
l) 其它需要说明的情况。
本标准引用的规范性文件如下：
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
GB/T 16418-2008颗粒系统术语
GB/T 16886.01-2011医疗器械生物学评价第1部分：评价与试验
GB/T 16886.05-2017医疗器械生物学评价第5部分：体外细胞毒性试验
GB/T 16886.12-2017医疗器械生物学评价第12部分：样品制备与参照样品
GB/T 27025-2019检测和校准实验室能力的通用要求
[bookmark: _Hlk153712755]GB/T 19077-2016粒度分布 激光衍射法
GB/T 42076.1-2022 生物计数 细胞计数 第1部分：细胞计数通则
YY/T 1562-2017组织工程医疗器械产品 生物材料支架 细胞活性试验指南
3、 主要实验（或验证）的分析、综述报告、技术经济论证、预期的经济效果
由上海贝奥路生物材料有限公司和上海骨科生物材料技术创新中心共同负责对本标准微粒的体外细胞生物应答的检测方法进行验证，包括微粒混悬液及细胞混悬液的制备、试样加载的方法、定性和定量的检测方法以及结果的判定方法。验证结果显示各混悬液的制备方法制定合理，试验的加载方法以及检测方法可行有效，结果的判定方法合理恰当。
4、 采用国际标准和国外先进标准的程度，以及与国际、国外同类标准水平的对比情况，或与测试的国外样品、样机的有关数据对比的情况。
未采用国际标准。
5、 与有关的现行法令、法规和强制性国家标准、行业标准的关系。
国内无相关的现行法令、法规和强制性国家标准或行业标准
6、 重大分歧意见的处理经过和依据
本标准与现行法令、法规和强制性国家标准、行业标准无重大分歧。
7、 行业标准作为强制性行业标准或推荐性行业标准的建议。
本标准作为骨科植入物微粒评价系列标准的一部分，对于微粒的体外细胞生物应答的检测方法作出了详细规定，填补了目前行业内针对骨植入物微粒的相关检测空白。
8、 贯彻行业标准的要求和措施建议（包括组织措施、技术措施、过渡办法等内容）
可向生产厂家和用户推荐采用本标准。
9、 废止现行有关标准的建议
无
10、 其他应予说明的事项
无

