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[bookmark: _Toc60732097][bookmark: _Toc428177671][bookmark: _Toc204623750][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。
本文件由中国生物材料学会提出。
本文件由中国生物材料学会标准工作委员会归口。
本文件起草单位：四川大学、中国人民解放军总医院、北京大学第三医院、中国食品药品检定研究院、重庆大学、清华大学深圳国际研究生院、西安交通大学、四川医疗器械生物材料和制品检验中心有限公司、北京万洁天元医疗器械股份有限公司、中南大学。
本文件主要起草人：樊渝江、陈亚芳、郭全义、王志刚、江东、魏利娜、崔海涛、弥胜利、郭保林、梁洁、张梅、帅词俊
[bookmark: _Toc14816819][bookmark: _Toc60732098][bookmark: _Toc204623751]引   言
目的：膝关节半月板具有耐受和协调关节垂直压缩、剪切、旋转、滑动的特殊功能。膝关节半月板损伤是最常见的骨科问题之一，通常通过对撕裂的半月板进行缝合或部分切除进行治疗，是常见的骨科手术之一，但是由于失去了半月板对软骨的保护作用，可能导致早期膝关节骨关节炎风险增加。组织工程半月板在增强手术修复和/或重建膝盖半月板的结果方面的潜力受到重视，国内外研究机构和企业针对组织工程半月板开展了广泛深入的研究和开发，以期突破半月板损伤的再生修复。本文件制定的目的，是为组织工程半月板的研发提供特性表征和评价技术的标准化通用评估框架，为产品研发提供明确的导向，助力产品研发的规范性和稳定性，为确保组织工程半月板临床使用的安全性、功能性和有效性奠定技术基础。
意义：通过统一的标准，规范产品特性表征和评价技术的一致性，降低因产品设计或评估不足导致的风险，为组织工程半月板的转化应用和产品监管提供技术依据。
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[bookmark: _Toc342589524][bookmark: _Toc374444821][bookmark: _Toc358964228][bookmark: _Toc342665738][bookmark: _Toc398301038][bookmark: _Toc354142463][bookmark: _Toc343596937][bookmark: _Toc338754585][bookmark: _Toc340491279][bookmark: _Toc338604799][bookmark: _Toc338060691][bookmark: _Toc60732099][bookmark: _Toc354142628][bookmark: _Toc338060634][bookmark: _Toc354142268][bookmark: _Toc428177672][bookmark: _Toc338685858][bookmark: _Toc204623752]1 范围
1.1本文件提供与组织工程半月板的特性表征和功能评价相关的信息汇编。组织工程半月板可能由生物制品（例如细胞、组织移植物、衍生物和加工生物制品）、生物材料（如由细胞外基质或胶原、重组蛋白、海藻酸盐和透明质酸等组成的基质和支架）和生物因子（如转化生长因子β-1 TGF-β1、成纤维细胞生长因子FGF等）组成。其它类型的用于膝关节半月板手术修复、替换、增强和/或重建的组织或器械可参照本标准中适用的内容。
1.2 本文件旨在为参与组织工程半月板产品的研发和检验评价的个人和组织提供统一的特性表征的定性、定量描述和评价方法的规范化要求。
1.3本文件未涵盖与组织工程半月板的研发、生产、及其使用相关的所有安全问题，本标准的使用者应明确本标准限制的适用性，并建立适当的产品安全性和有效性相关的验证体系。
[bookmark: _Toc374444822][bookmark: _Toc354142464][bookmark: _Toc428177673][bookmark: _Toc354142629][bookmark: _Toc60732100][bookmark: _Toc358964229][bookmark: _Toc354142269][bookmark: _Toc398301039][bookmark: _Toc204623753][bookmark: _Toc338754586][bookmark: _Toc338685859][bookmark: _Toc342665739][bookmark: _Toc338060692][bookmark: _Toc338060635][bookmark: _Toc343596938][bookmark: _Toc342589525][bookmark: _Toc340491280][bookmark: _Toc338604800]2 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。
2.1 国际标准
ISO 10993系列：《医疗器械生物学评价》
ASTM F3223-17 膝关节半月板手术修复和/或重建用组织工程医疗产品(TEMPs）的特性和评估标准指南
ASTM F2739-19 生物材料支架内细胞活力和相关属性的量化的标准指南
ASTM F2212-25 组织工程医疗产品（TEMPs）用外科植入物和基质用I型胶原的特性的标准指南
2.2国家和行业标准
GB/T 16886 系列：《医疗器械生物学评价》
YY/T 1810-2022 组织工程医疗产品，用以评价软骨形成的硫酸糖胺聚糖（sGAG)的定量检测
YY/T 1473-2023 医疗器械标准化工作指南
[bookmark: _Toc358964230][bookmark: _Toc374444823][bookmark: _Toc354142630][bookmark: _Toc428177674][bookmark: _Toc354142465][bookmark: _Toc398301040][bookmark: _Toc60732101][bookmark: _Toc354142270][bookmark: _Toc204623754]3 术语和定义
ASTM F3223-17、YY/T 1810-2022界定的以及以下的术语与定义适用于本文件。
3.1 组织工程半月板：一种基于天然半月板空间异质性（形态、力学、生化分区）设计的载细胞的再生医学植入体。
3.2 sGAG：硫酸化糖胺聚糖（Sulfated Glycosaminoglycan）
3.3 ECM: 细胞外基质（Extracellular Matrix）
3.4 MRI：磁共振成像（Magnetic Resonance Imaging）
3.5 DNA：脱氧核糖核酸（Deoxyribonucleic Acid）
[bookmark: _Toc399190720][bookmark: _Toc399190699][bookmark: _Toc399190725][bookmark: _Toc399190719][bookmark: _Toc399190713][bookmark: _Toc399190722][bookmark: _Toc399190723][bookmark: _Toc399190715][bookmark: _Toc399190721][bookmark: _Toc204623755]4 基本要求
本文件使用者应按照ISO10993和GB/T 16886.1的要求，在开展组织工程半月板产品的特性表征和评价前，完成材料及器械的细胞毒性和生物相容性试验。
注1：动物模型实验结果可能无法完全预测人体应用效果，需审慎评估其临床适用性。
注2：所有评价活动需符合《中华人民共和国医疗器械监督管理条例》及《医疗器械注册与备案管理办法》对安全性和有效性的要求。
[bookmark: _Toc204623756]5 细胞
5.1 对于含细胞的组织工程半月板产品，细胞可能是同种异体的或自体的。可能用于组织工程半月板的细胞包括但不限于：（a）半月板纤维软骨细胞，（b）间充质干细胞（MSCs）/诱导多能干细胞（iPSCs）/胚胎干细胞（ESCs），或（c）滑膜干细胞。
5.2 在体外构建组织工程半月板的过程中，细胞将与生物材料结合，并且必须能够附着在生物材料和上。细胞应该能够在体外增殖并分泌功能性ECM。
5.3 应对细胞表型进行表征并与新鲜分离的或早期传代的同类细胞群进行比较，并验证其相似性，特别是对于组织工程半月板的形成和功能至关重要的属性，例如I型和Ⅱ型胶原蛋白和sGAGs的产生。
5.4 应对体外培养过程细胞的活性进行评价。可参照ASTM F2739-19的测试方法，具体包括水溶性四唑盐（WST-1）、噻唑蓝（MTT）、或CCK-8等。应选择合适的对照样品，以验证细胞存活和增殖的情况。此外，细胞活-死试验或DNA定量可以提供更准确的细胞存活和增殖能力信息。
5.5 经体外扩增和增殖的同种异体和自体细胞应该符合细胞治疗产品的相关要求。
[bookmark: _Toc204623757]6 生化成分与测试
[bookmark: _Toc204623758]6.1 胶原蛋白
胶原蛋白是半月板细胞外基质的主要成分，其中I型胶原（占90%以上）主要分布于外周区抵抗环向应力，II型胶原则集中于内侧区维持组织压缩性能。组织工程半月板的ECM在含量和分布上可能与天然组织不同，但其功能应该与天然半月板组织相似。可参照ASTM F2212-25的检测方法，主要包括羟脯氨酸定量法测定总胶原含量，天狼星红染色鉴定胶原类型。结果应包含胶原含量、类型比例及与天然组织的对比分析。
[bookmark: _Toc204623759]6.2 蛋白聚糖
蛋白聚糖是半月板的第二大主要成分，主要存在于半月板内侧的白色区域。蛋白聚糖由核心蛋白与糖胺聚糖（GAG）组成，其中sGAG是主要功能组分。在半月板中发现的最常见的sGAG包括硫酸软骨素、硫酸皮肤素和硫酸角质素。可参考YY/T 1810-2022的检测方法，采用1,9-二甲基亚甲基蓝（DMMB）法测定sGAG含量，并按组织的湿重或干重进行归一化。结果需包含天然组织和待测样本的总sGAG含量。
[bookmark: _Toc204623760]6.3 DNA
含细胞的组织工程半月板产品中的DNA含量应该在培养中或在体内随时间定量，以确定细胞含量或增殖情况。DNA检测采用荧光染色法（如PicoGreen或Hoechst 33258）定量分析总DNA含量，通过标准曲线计算样品中DNA浓度，并按组织湿重或干重归一化。
[bookmark: _Toc204623761]6.4 水分含量
水分含量检测采用冻干称重法，通过测量样品湿重与冻干后干重的差值计算含水量百分比（%）。报告应包含样品初始状态描述、测定方法、环境条件、含水量均值及标准差。要求天然半月板含水量参照（约72%）作为质量评估基准，确保检测方法的规范性与结果的准确性。
[bookmark: _Toc204623762]6.5 生长因子
生长因子促进细胞增殖、迁移、基质产生和表型维持或分化，其中最常见的包括转化生长因子β-1和β-3（TGF-β1和TGF-β3）、成纤维细胞生长因子（FGF）、血小板衍生生长因子（PDGF）、胰岛素样生长因子（IGF-1）、表皮生长因子（EGF）和肝细胞生长因子（HGF）。使用的生长因子的浓度可能会对所需的细胞反应和细胞毒性产生显著影响，因此剂量/浓度应始终报告。从组织工程半月板分泌的生长因子可以通过蛋白质印迹（Western blot）检测，并可对特定的生长因子使用酶联免疫吸附测定（ELISA）进行定量。
[bookmark: _Toc204623763]7 力学性能及测试
7.1力学性能测试应在终末产品上进行，并可以通过在体内植入后或人工老化后对样品进行测试来评价力学性能随时间的变化。力学性能测试应包含拉伸性能、压缩性能和粘弹性等关键指标，采用标准化的测试设备和条件以确保结果可比性。
7.2 拉伸性能：在进行测试时，应确定以下内容：试样几何形状﹑横截面积、夹持方法、位移率﹑环境条件，以及在各向异性产品试样的情况下的取向（环向，径向或轴向）。测试结果应包括以下内容：应力-应变曲线﹑模量﹑屈服和破坏应力﹑屈服和破坏应变。
7.3压缩性能：在进行测试时，应确定以下内容：试样几何形状、边界条件（限制或不限制）、位移率以及环境条件。可使用压痕测试技术、受限压缩技术或无限制压缩技术等方法测试样品的压缩性能。测试结果应包括以下内容：应力-应变曲线、模量、最大应力和最大应变。
7.4粘弹性：对组织工程半月板可进行粘弹性测试，通常是通过对支架或植入物的动态响应的分析来报告。常用的测试方法是用动态力学分析仪（DMA）在压缩模式下进行一定频率范围（常用1~10 Hz）内的扫描。在进行测试时，应确定以下内容：试样的方向（环向、径向或轴向）、试样几何形状、选用生物振幅、扫描的频率范围，以及环境条件等。测试结果应包括储能模量（G'）和损耗模量（G"）-扫描频率图，损耗因子（tanδ）-扫描频率图。
7.5可以利用有限元分析（FE）来评估组织工程半月板的力学状态。这种有限元模型可以包括对产品应力状态（环向、径向或轴向应力/应变）的分析，可用于评估产品承受生理载荷的能力；还可以计算关节接触应力。需对有限元模型计算输出的数据与文献或物理实验的数据进行比较，以验证这种方法所得到的数据的有效性。
[bookmark: _Toc204623764]8 降解特性及测试
8.1 当组织工程半月板支架在体内或在体外培养条件下降解时，应对其降解性能进行全面的评价。
8.2 降解特性测试应采用体外模拟降解实验与体内植入实验相结合的综合评价体系。其中体外模拟降解实验可在37℃、pH 7.4的磷酸盐缓冲液（PBS）或含酶（如胶原酶、溶菌酶）的模拟液中开展，测试周期应覆盖产品预期降解时间的1.5倍。每组至少设置5个平行样本，定期（如每周）取样测试质量损失率和pH值变化等关键指标。
8.3 体内降解实验应采用适宜的动物模型，通过组织学分析（HE染色、Masson染色）评估材料降解与组织再生的动态过程。通常体内降解实验应进行至降解终点或支架在体内达到平衡。测试结果应详细记录样品初始参数（分子量、孔隙率等）、降解条件、检测时间点、测试方法及降解动力学曲线。
8.4 组织工程半月板支架的降解特性可能受到灭菌的影响。因此，对可能受影响的性能应在灭菌/无菌处理后进行评估。
[bookmark: _Toc204623765]9 生物安全性评价
组织工程半月板的生物安全性评价包括体外和体内评价实验。生物安全性评价应参照ISO 10993和GBT16886系列标准，按照风险管理的原则，根据产品与人体接触的性质和持续时间，选择适当的测试组合。对于含生物活性成分的产品，需增加免疫原性评价；对于含细胞产品，应进行细胞存活率和功能稳定性检测。实验结果应详细记录样品制备、实验条件、观察指标和结果分析，特别关注材料浸提液对重要器官（肝、肾、心、肺）的潜在毒性作用。
[bookmark: _Toc204623766]10动物模型测试
10.1 动物模型测试常用的模型动物包括兔、犬、山羊、绵羊和猪。手术操作需在无菌条件下进行，通过膝关节内侧或外侧入路建立半月板缺损模型，试验组植入待测样品，对照组的设置应能充分体现出未接受治疗的和接受治疗的半月板缺损之间的对比，从而准确评估其治疗效果。通常对照组的设置应包括空白缺损组和自体移植组。
10.2 术后评估应包括定期的影像学检查（如：X线、MRI等），功能与行为学评估（如关节活动度、步态分析等），软骨保护评估（如大体观﹑组织学和免疫组织化学评价、分级和评分），修复组织的特征（如：生化分析、细胞形态、胶原排列等），材料降解情况，以及生物力学测试（压缩模量和拉伸强度等）。应特别关注血管化，因为半月板血液供应的独特性和关键排布。
10.3 实验设计应符合动物伦理要求，获得伦理委员会批准。报告应详细记录动物基本信息（品种、年龄、体重）、手术方法、术后管理、检测方法和结果分析，为产品的临床前安全性和有效性评价提供科学依据。
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