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前    言

《骨科植入物的微粒评价 第4部分：体内组织生物应答》的标准按照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。
请注意本标准某些内容可能涉及专利，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： 上海贝奥路生物材料有限公司、上海市第六人民医院、上海市第九人民医院、中国食品药品检定研究院、西京医院、浙江理工大学、上海交通大学医学院附属第九人民医院/上海生物材料研究测试中心
本文件主要起草人：卢霄、卢建熙、范存义、郝永强、赵丹妹、王臻、孔祥东、刘昕。

引    言
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，对这些医疗器械的微粒检测需要一系列标准来规范骨科植入医疗器械的微粒各项指标，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。

体内细胞生物应答作为评价微粒生物学影响的一个重要部分，本标准在以该系列标准的第1部分样品的采样及其制样的基础上，对于微粒的体内细胞生物学评价的试验方法、试验周期及评价标准等作出了相关规定。
骨科植入物的微粒评价 第4部分：体内细胞生物应答
范围

本文件规定了骨科植入物的微粒在体内细胞生物应答的术语及定义、试验原理、试验通则、试验方法、结果判定和试验报告。适用于有机、无机、金属和复合材料制造的骨科植入物的微粒体内细胞生物应答评价。
本标准仅聚焦于微粒的物理效应对机体细胞和组织引起的副作用，并非对骨科植入物的体内生物安全性全面评估，如全身毒性、刺激与皮肤致敏、局部植入反应等。因此，使用前应该根据植入物的生物安全性和临床应用要求，确定本标准的适用性。

规范性引用文件

下列文件中的内容通过规范性引用而构成本标准必不可缺的条款。凡是注明日期的引用文件，仅所注日期的版本适用于本标准。未注日期的引用文件，其最新版本（包括所有修改单）适用于本标准。
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 16886.1-2022 医疗器械生物学评价 第1部分：风险管理过程中的评价与试验

GB/T 16886.2-2011 医疗器械生物学评价 第2部分：动物福利要求 

GB/T 16886.6-2022 医疗器械生物学评价 第6部分：植入后局部反应试验 
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
YY/T 0511-2009 多孔生物陶瓷体内降解和成骨性能评价试验方法
术语和定义

下列术语和定义适用于本标准。

微米颗粒 Microparticle
粒度在1 (m(100 (m范围的固体颗粒，简称微粒。
冲洗液 Fluids for washing 
尚未与供试样品接触、用于洗脱供试样品中所含微粒的液体。
洗脱液 Fluids after washing 

冲洗液与供试样品接触后、样品中所含微粒已被洗脱到冲洗液中的液体。
急性炎症反应 Acute inflammation reaction
炎症反应急骤，表现为渗出性病变特征，以粒细胞浸润为主。
慢性炎症反应 Chronic inflammation reaction
炎症反应发展缓慢，持续数月至数年，表现为增生性病变特征，以巨噬细胞和淋巴细胞浸润为主。

试验原理
采用试验样品植入所需组织部位，在不同种植周期获取标本进行组织学观测。通过对细胞类型及反应、组织类型及反应、颗粒形成及浓度三部分进行打分，展现体内组织生物应答结果，评估骨科植入物的微粒存在的潜在风险及程度。
试验通则
试验样品
采用洗脱液或检测液配制符合所需评价的植入物所含微粒浓度的混悬液，按照《骨科植入物的微粒评价 第1部分：采集及其制样》的要求进行。
采用标准样品直接种植时，其尺寸和形态应该根据动物种系、材料性质及类型、预期用途及目标来确定。推荐样品为圆柱体和球形，直径4-6 mm和高8-10 mm用于大动物，参照GB/T 16886.6-2015的要求。
对照样品应该与试验样品形态、结构和尺寸一致，应采用不易产生微粒的非降解及生物相容性材料制成。陶瓷试样的对照材料推荐使用纯度≥99%的羟基磷灰石粉体制成密度≥99%的生物陶瓷植入体。
试验和对照样品的消毒和储存应符合《骨科植入物的微粒评价 第1部分：采集及其制样》的要求。
实验动物
管理体系
所有动物试验应在获得国家论证和批准的动物实验室内进行，严格执行动物保护和伦理的相应法规,建立良好的管理规范和质量保证体系，符合GB/T 16886.2-2011的要求。

实验动物基本要求

动物种系应该相对纯正，避免种系差异影响试验结果；
采用成年小鼠、大鼠和豚鼠等小动物对样品进行评价；推荐使用大鼠，其生命力较强、体积相对大、饲养较方便；不建议使用不具备免疫力的裸鼠等动物；
采用成年兔、羊、猪等大动物对样品进行体内评价；推荐使用新西兰大白兔，其种系纯正、性格温顺、手术方便；不建议使用种系不纯正的狗和猫等动物。

为确保动物健康，供应商必须具备相应资质并提供动物健康证书，或试验前进行相应体检；
为避免性别因素影响试验结果，同一试验应该选用相同数量的，两种性别的动物；
为避免体重造成组织生物应答差异，同一试验应该选用同体重动物；不同种系的动物应该建立相应体重下限，如大白兔不应小于2.5 kg；小动物体重差异为±5%，大动物体重差异为±10%；
通常选择生理机能旺盛和生物反应灵敏的青壮年动物，兔龄在3-6月和羊龄在1.5-2岁为佳；除特殊要求外，尽量避免使用年幼和老龄动物进行试验。

饲养环境
动物房的温度和湿度应该适宜动物生长，如小鼠需要22±3℃的温度和30%-70%的湿度；动物房照明应保持12小时开启和12小时关闭；
动物在手术前必须接受不少于2周的环境适应性饲养；
应该使用统一标准化的饲料喂养，供应商必须具备相应资质；饲养期间除特殊要求外，应该保持全天无限制供应饮水；
动物可以同性别群养或单养，每组群养动物不超过5只。
试验方法
术前准备
术前1天或当日对手术部位进行剃毛、清洗和消毒等备皮，尽量避免损伤皮肤；也可采用脱毛剂清除毛发，应该确保对皮肤不产生损伤。
术前对动物实施全身麻醉，必要时实施呼吸道插管控制呼吸；预计手术时间超过30分钟和出血量较多的手术，应该建立输液通道确保术中失血能给补液。
手术部位的皮肤必须严格消毒，对未消毒区域实施无菌单覆盖；建议术侧肢体整体消毒，方便术中肢体移动，减少感染机会。
植入部位
根据植入物性质和用途选择相应植入部位
注射植入推荐选择皮下和肌肉内；

切开植入推荐选择肌肉内和骨组织内。

针对可降解材料，在植入部位做好明确标记及记录；推荐使用非侵入持久性皮肤标记和解剖标志，也可采用精确坐标方式详细记录植入位置，以便后续标本采集。
植入方法
按照创伤小、植入准、标识清、评价有效的原则选择植入方法。
由于微粒在机体内有可能游走至其它组织和器官，因此，建议每只动物仅植入一种样品；为满足统计学要求，每组试验动物6只；鉴于术后有可能发生感染和意外死亡，建议每组备用1-2只动物。
根据所需注射剂量选用相应的注射器，针头大小应能允许混悬液的微粒顺利通畅进入植入部位，推注速度均匀快速，避免液体和微粒残留；过大推力和过快速度有可能造成组织损伤，影响评价结果。
切开植入主要用于有形结构试验样品和植入物产品；手术必须在无菌状态下实施，切口位置和大小应该满足显露所需解剖结构和植入物安置；术中对软组织尽量实施钝性分离，减少出血和组织损伤，剥离范围能容纳植入物即可，避免过大创伤。
在骨组织植入所需钻孔时，尽量避免或减少使用电钻，由于高速旋转的钻头与骨组织摩擦产生巨热，造成孔周围组织和细胞死亡，严重影响评价结果，推荐使用手动钻。骨组织钻孔应该由小往大逐步扩大，避免松质骨的小梁骨折和密质骨劈裂，造成动物模型失败，如形成直径6 mm的孔，首先使用直径4 mm的钻头通过手动或电动打孔，随后用直径5 mm的钻头手动扩孔，最后用直径6 mm的钻头手动清孔，种植前采用生理盐水反复冲洗，清除残留骨屑。
针对注射型和粉末型试验样品，可采用动物背部带血管蒂筋膜袋方式种植，容积大小按所需剂量而定，随后在筋膜袋内植入样品，其优点在于操作简单、微粒局限性好、组织标本采集方便。
为避免动物舔食和撕咬缝合切口，采用敷料缝合和黏贴覆盖伤口，也可采用动物口和颈伤口保护罩。

术后护理
如果动物手术能够严格按照无菌操作，术后无需使用抗生素。应该严密观察伤口是否有红肿、渗液、流脓等发生，以及体温升高。
术后动物出现躁动、绝食等现象可给予一定剂量镇静镇痛药物。
术后次日可以定时定量给食和饮水，避免过饮过食发生意外。
术后7-10天切口完全愈合后，拆除缝合线、伤口覆盖和保护罩。

标本获取

试验周期
根据植入物材料特征和预期用途选择相应试验周期，同时应该考虑微粒被组织包裹固定所需时间，以及材料降解过程再次形成微粒的可能性；
试验周期应包括机体组织的短期反应和长期反应两部分，前者为1-4周的短期观察，后者为超过12周的长期观察；
每组观察应该不少于2个时间点，以便统计学比较；推荐观测点：短期反应为1、2、4周，长期反应为4、8、12周，二者联合选择至少为1、4、12周；
由于可降解材料在降解过程中有可能产生微粒，观察周期应该延长，建议超过12周便于更全面了解组织的生物应答。

组织标本
试验周期结束时，采用过量麻醉剂无痛处死动物，应符合GB/T 16886.2的要求；
肉眼观察、拍照和记录组织反应的性质和程度，如血肿、水肿、囊腔、组织变性和坏死等大体发现；记录植入物的存在、形态和位置，包括可降解材料的残留物；一旦发现动物不健康或植入物有严重反应迹象，应该进行动物整体尸检；
组织标本应包含植入物及其周围1 cm以内的组织；针对无形试验样品的标本采集，以注射点或标志点为中心采集半径1.5 cm以内组织；必要时可采集心、肝、肾、脾和脑组织等，对微粒远程移动进行观测；
所有获取的组织标本浸入4%中性甲醛溶液或75%乙醇溶液中固定和保存。

病理切片
按照组织学评价要求将组织标本进行固定、修整、包埋、切片和染色；必要时记录植入物方位、切片数量和组织块形状等。
对有形植入物的组织标本，推荐使用不脱钙树脂包埋组织标本进行硬组织切片和染色，优势在于能完全真实反应植入物和微粒与组织和细胞间的关系和反应程度。
对无形植入物组织标本，推荐使用快捷便利的冷冻切片和染色，也可采用硬组织切片。
不建议使用脱钙石蜡包埋制片，有可能造成解剖结构变形和植入物及微粒丢失；本标准对染色方法未作出限定。

组织学观测
植入物周围组织反应指标按照GB/T 16886.6-2022的要求：

确定纤维化层或纤维囊壁厚度和炎症程度；

确定组织形态学改变和组织变性；
确定坏死的存在、程度和类型；

其他组织改变,如血管形成、脂肪浸润、肉芽肿和骨形成。

植入物周围细胞反应指标按照GB/T 16886.6-2022的要求：

急性反应细胞包括嗜中性粒细胞、多核细胞的数量和分布；

慢性反应细胞包括淋巴细胞、浆细胞、嗜酸性粒细胞、嗜碱性粒细胞、巨噬细胞的数量和分布。

植入物周围微粒形成指标：
细胞内微粒出现及浓度（个/mm2）；
组织内微粒出现及浓度（个/mm2）。
结果判定
按照组织学评价系统的细胞类型及反应（表1）、组织类型及反应（表2）、颗粒形成及浓度（表3）三部分进行计分，分析和判定潜在风险的可能性，为产品制造、质量控制和临床应用提供依据。
上述三类指标的前二项表达组织对微粒的生物应答，影响因素较多，如感染和损伤等。最后一项表达微粒进入组织结构层次、数量和范围，对评估生物应答程度有着重要意义。
结果判定参照GB/T 16886.6-2022的要求；

0~3分为未有反应，完全接受;

(3~9分为轻微反应，可以接受;

(9~15分为中度反应，不可接受;

(15分为重度反应，不可接受。

也可与对照样品比较组织反应，必须达到完全或基本相同的结果。

	表1.组织学评价系统——细胞类型及反应

	细胞
类型和反应
	计分

	
	0
	1
	2
	3
	4

	中性粒细胞
	0
	极少,1~5/phf
	5~10/phf
	重度浸润
	满视野

	淋巴细胞
	0
	极少,1~5/phf
	5~10/phf
	重度浸润
	满视野

	浆细胞
	0
	极少,1~5/phf
	5~10/phf
	重度浸润
	满视野

	巨噬细胞
	0
	极少,1~5/phf
	5~10/phf
	重度浸润
	满视野

	巨细胞
	0
	极少,1~2/phf
	3~5/phf
	重度浸润
	成片分布

	坏死
	0
	极少
	轻微
	中度
	重度

	phf——每高倍(400×)视野。


	表2 组织学评价系统——组织类型和反应

	组织反应
	计分

	
	0
	1
	2
	3
	4

	新血管形成
	0
	轻微毛细血管增生，局灶性，
1~3个芽
	4~7组毛细血管增生，辅以成纤维细胞结构
	较大范围毛细血管增生，辅以成纤维细胞结构
	广泛毛细血管增生，辅以成纤维细胞结构

	纤维化
	0
	局限性区域
	中度厚区域
	厚区域
	广泛区域

	脂肪浸润
	0
	极少量脂肪细胞，伴纤维化
	数层脂肪细胞
和纤维化
	植入部脂肪细胞聚集区延伸扩大
	植入物周围完全
被脂肪细胞包绕


	表3. 组织学评价系统——微粒形成和浓度

	微粒形成
	计分

	
	0
	1
	2
	3
	4

	组织内微粒
	0
	偶见
	可见
	常见
	积聚

	细胞内微粒
	0
	无
	偶见
	可见
	常见

	微粒浓度
	0
	(10个/mm2
	10-100个/mm2
	100-1000个/mm2
	(1000个/mm2


试验报告

试验结果应该符合GB/T 27025的要求表述，试验报告应尽量详细，使得能对结果作出独立评定。包括下列所有内容：
试验参照的相关标准；

试验单位及检测日期；
检测设备和实施人员；
试验样品和对照样品选择理由、种类、形态、尺寸和数量；
试验动物的种系、性别、年龄、体重、数量和来源；
样品植入方式、部位和周期；
组织标本的采集、大体观察和固定方法；
组织切片制备和染色方法；
组织学观测方法和评价指标；

数据分析、结果判定和试验结论；

其它需要说明的情况。
参考文献
Lu JX, Flautre B, Anselme A, Descamps M, Hardouin P: Role of interconnections in porous bioceramics on bone recolonization in vitro and in vivo. J Mater Sci: Mater Med. 10:111-20; 1999.

Lu JX, Descamps M, Dejou J, Koubi G, Hardouin P, Lemaitre J Proust J: The biodegradation mechanism of calcium phosphate biomaterials in bone. J Biomed Mater Res. 62:408-12; 2002.

Lu JX, Huang ZW, Tropiano P, Clouet d'Orval B, Remusat M, Dejou J, Proust J-P, Poitout D: Human biological reactions at the interface between bone tissue and polymethylmethacrylate cement. J Mater Sci: Mater Med. 13:803-9; 2002.

Jianxi Lu, Marie-Claude Blary, Sébastien Vavasseur, Michel Descamps, Karine Anselme, Pierre Hardouin: Relationship between bioceramics sintering and micro-particles-induced cellular damages. J Mater Sci: Mater Med. 15:359-63; 2004.

Bai F, Wang Z, Lu J, Liu J, Lv R, Chen G, Wang J, Lin K, Zhang J, Huang X.:The Correlation between the internal structure and vascularization of controllable porous bioceramic materials in vivo: a quantitative study. Tissue Eng Part A. 16:3791-803; 2010.
Kaili Lin, Wei Yuan, Lu Wang, Jianxi Lu, Lei Chen, Zhen Wang, Jiang Chang：Evaluation of host inflammatory responses of β-tricalcium phosphate bioceramics caused by calcium pyrophosphate impurity using a subcutaneous model．J Biomed Mater Res. 99:350-8; 2011.

Wang S, Lu M, Cao Y, Tao Z, Sun Z, Liu X, Liu J, Liu S*. Degradative polylactide nanofibers promote M2 macrophage polarization via STAT6 pathway in peritendinous adhesion. Compos Part B-Eng. 2023; 253: 110520; doi: 10.1016/j.compositesb.2023.110520. 
Wang S, Lu M, Wang W, Yu S, Yu R, Cai C, Li Y, Shi Z, Zou J, He M, Xie W, Yu D, Jin H, Li H, Xiao W, Fan C, Wu F*, Li Y*, Liu S*. Macrophage Polarization Modulated by NF-κB in Polylactide Membranes-Treated Peritendinous Adhesion. Small. 2022; 18(13): e2104112; doi: 10.1002/smll.202104112. 
卢建熙、王臻《生物陶瓷微结构生物效应与临床应用》上海科学技术出版社 2020，pp.160-7，80-90。
