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前  言

《医疗器械生物学评价》，由下列部分组成：

第1部分:　风险管理过程中的评价与试验；


第2部分:　动物福利要求；

第3部分:　遗传毒性、致癌性和生殖毒性试验；

第4部分:　与血液相互作用试验选择；

第5部分:　体外细胞毒性试验；

第6部分:　植入后局部反应试验；

第7部分:　环氧乙烷灭菌残留量；　

第9部分:　潜在降解产物定性与定量构架；

第10部分:　刺激与皮肤致敏试验；

第11部分:　全身毒性试验；

第12部分:　样品制备与参照材料；

第13部分：聚合物医疗器械降解产物的定性与定量；

第14部分：陶瓷降解产物定性与定量；

第15部分：金属与合金降解产物定性与定量；

第16部分：降解产物与可沥滤物毒代动力学研究设计；

第17部分：可沥滤物允许限量的建立；

第18部分：材料化学表征；

第19部分：材料物理化学、形态学和表面特性表征；

第20部分：医疗器械免疫毒理学试验原则和方法；

第22部分：医疗器械免疫毒理学试验原则和方法；

本部分为《医疗器械生物学评价》的第22部分。

本部分按照GB/T1.1-2009给出的规则起草。

本部分使用翻译法等同采用国际标准ISO/TR10993-22:2017《医疗器械生物学评价　第22部分：纳米材料指南》。与本部分中规范性引用的国际文件有一致性对应关系的我国文件如下：

YY/T　0316-2016　医疗器械风险管理对医疗器械的应用　（ISO　14971:2007，IDT）。
本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别这些专利的责任。

本部分由国家药品监督管理局提出。

本部分由全国医疗器械生物学评价标准化技术委员会（SAC/TC248）归口。

本部分起草单位:　山东省医疗器械产品质量检验中心。

本部分主要起草人：。
引  言

纳米材料是指三维空间中至少有一维处于纳米尺度范围(1-100nm)或由它们作为基本单元构成的材料。本部分为包含、产生或由纳米物质组成的医疗器械的生物学评价提供指南。

医疗器械表面产生的形态学结构可以在纳米尺度内，因此，需要考虑这种结构产生的生物学反应的影响。医疗器械整个生命周期中可产生1-100nm尺寸的纳米物质，因此，纳米物质导致的可能不良反应应从医疗器械的制备、使用、磨损或降解过程中评价。这适用于由纳米材料制造的医疗器械，以及不用纳米材料制造，但可能产生纳米尺度的磨损或降解颗粒的医疗器械。了解后者可能产生和/或释放纳米物质的医疗器械的生物学评价的知识是有必要的。

本部分为纳米医疗器械的生物学评价提供专业指导，提供纳米材料生物学评价方法的通用方法，强调在评价时如何应用GB/T16886系列的其他标准，因为GB/T16886系列标准的方法可能不适用于纳米材料的检测。纳米材料本身可能以粉剂或胶体形式存在，也可以加入基质作为纳米结构的材料或医疗器械表面结构的形式存在。当测试材料或器械时，需要对纳米材料本身而非通常使用的医疗器械浸提液进行评价。当应用通常使用的医疗器械评价体系和解释实验结果时，纳米材料提出了特殊的挑战。

尽管评价纳米材料适宜的方法和工具仍在发展中，考虑到风险/受益分析，应提供纳米材料在医疗器械领域内安全应用的表征和生物学作用的资料。

本部分在GB/T16886.1中提出的风险管理的基础上，给出了包含、产生或由纳米物质组成的医疗器械的生物学评价的指南。

医疗器械生物学评价　第22部分：纳米材料指南

范围

本部分描述了由纳米材料组成或包含纳米材料的医疗器械的生物学评价。本部分还适用于在生产过程中未使用纳米材料，但医疗器械（或部件）降解、磨损或在机械处理过程中（如医疗器械原位研磨、抛光等）产生的纳米物质产物的评价。

本部分主要包括：

−纳米材料的表征；

−纳米材料测试的样品制备；

−医疗器械中纳米物质的释放；

−纳米物质的毒代动力学；

−纳米材料的生物学评价；

−结果的描述；

−医疗器械评价中纳米材料的风险评估；

−生物学评价报告；

−在设计、制造、加工过程中预期产生的医疗器械表面纳米结构。

本部分不包括：

−天然或生物纳米材料，未在医疗器械中经过设计、制造、加工应用；

−块状材料内部的纳米结构；

−在设计、制造、加工过程中非预期产生的医疗器械表面纳米结构。

规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文件。凡是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。

ISO10993（所有部分）医疗器械生物学评价

ISO/TR13014　纳米技术-工程纳米尺度材料毒理学评价的理化表征

ISO14971医疗器械风险管理对医疗器械的应用　
　术语和定义

　　
聚集　aggregate

颗粒牢固结合或融合在一起，外表面积显著小于计算出的个体成分的表面积总和。

聚集在一起的力是强大的力，例如共价键，或由烧结或复杂的物理纠缠所产生的力。

聚集体也被称为“二级颗粒”，原始源粒子被称为“初级颗粒”。

团聚　　agglomerate

微弱结合的颗粒或聚集（见3.1）或两者的混合物的集合，其中所得到的外表面面积是近似于各个部件的表面面积的总和。

工程化的纳米材料　　engineered　nanomaterial

为了特定目的或功能而设计的纳米材料。
伴生纳米材料　incidental　nanomaterial

在某一过程中作为副产品非特意产生的纳米材料。

过程包括制造、生物技术或其他过程。

见ISO/TR27628:2007,2.21中“超细颗粒”的定义。
人造纳米材料　manufactured　nanomaterial

为了特定目的而制造的具有选定功能或组成的纳米材料。

　　
纳米纤维　　nanofibre

两个外部维度在纳米尺度范围内接近，而第三维度显著增大的纳米物体。

纳米材料　　nanomaterial

任一外部维度、内部或表面结构处于纳米尺度的材料。

本通用术语包括纳米物体（3.2）和纳米结构材料（3.17）。

见工程化的纳米材料（3.3）、伴生纳米材料（3.4）、人造纳米材料　（3.5）。

出于监管目的，建议检查特定的国家或地区监管定义是否适用。　在本定义中可包括不同的尺寸范围或其他性质。

纳米物体nano-object

一维、二维或三维外部唯度处于纳米尺度的离散的片状物体。

第二和第三外部维度与第一维度和彼此正交。

纳米颗粒　　nanoplate

纳米物体（3.8）具有纳米尺度（3.12）的所有外部尺寸，其中纳米物体的最长和最短轴的长度没有显着差异。

如果纳米物体的最长和最短轴的长度显著不同（通常超过3倍），术语纳米纤维或纳米片等可能优于术语纳米颗粒。

纳米片nanoplate

一个维度外部尺寸在纳米尺度范围内，而其他两个维度显著大于纳米尺度的纳米物体。

最小的纳米尺度指纳米片的厚度。

维度显著大于是指大于3倍。

较大的外部尺寸不一定是纳米级的。

纳米棒nanorod

固体纳米纤维。

纳米尺度　nanoscale

处于1nm至100nm之间的尺寸范围。

本尺度范围的特性不能由较大尺寸外推得到。

影响生物相容性的特性也能发生在较大尺寸，如100nm至1μm。

纳米尺度现象　nanoscale　phenomenon

由纳米物体或纳米尺度范围而产生的效应。

纳米尺度性质　nanoscale　property

纳米物体或纳米尺度范围所具有的特性。

　
纳米科学　nanoscience
研究与尺寸和结构相关的性质和现象主要表现在纳米级，显著不同于单个原子、分子或从相同材料的块状材料外推的研究、发现和理解。

纳米结构　nanostructure

一个或多个部分处于纳米尺度区域的相互关联的组成部分。

区域由性质不连续的边界来界定。

　　
纳米结构材料　nanostructure　material
具有内部纳米结构或表面纳米结构的材料。

本定义不排除纳米物体具有内部或表面纳米结构的可能性。如果外部维度（一个或多个）处于纳米尺度，推荐用术语“纳米物体”。

　　
纳米技术　nanotechnology

应用科学知识操纵和控制纳米尺度的物质以利用与单个原子、分子或相同材料制成的块体材料性质显著不同的、与尺寸和结构相关的性质和现象。

操纵和控制包括材料合成。

纳米管　nanotube

中空纳米纤维（3.6）。

测试参考材料　representative　test　material　(RTM)

一种或几种特定性质足够均匀和稳定以适用目标量值测量和测试方法开发的材料，其他特定性质的目标量值还未进行均匀性和稳定性评估。
一般原则

引言

纳米材料因其具有材料尺寸减小而可以伴随表面积增加的特定属性而被制造和使用。另外，>100纳米或<1微米的尺寸范围的材料可以引起与宏观尺度（>1微米）不同的特性。对这种类型的微粒材料，可能需要对尺寸范围类似在1nm和100nm之间的纳米材料进行评估。尤其纳米物体的潜在释放和游离纳米材料的使用被认为是使用纳米材料时潜在内部暴露情况下可能发生的的最高风险。

拟用于人体的任何材料或医疗器械的生物学评价，构成根据ISO14971和ISO10993-1的风险管理过程中结构化的生物学评价项目中的一部分。风险管理方法适用于含有或组成纳米材料的器械。风险管理过程还适用于降解、磨损或从机械处理工艺（例如医疗器械原位研磨、抛光）过程中产生纳米材料的器械。同样，这类产品中纳米物质的释放对其安全性评价带来了特殊挑战。纳米材料的安全性评价和风险评估，需要特别关注由相同的化学物质组成的不同的纳米材料，这些材料可能具有不同的毒理学风险，这取决于许多变量，包括纳米材料的大小，表面化学（涂层），物理化学性质，以及预期用途。对于由纳米材料组成或包含纳米材料的医疗器械，安全评价程序应专门解决与纳米材料安全性评价相关的问题。。

纳米材料的尺寸可以与包括DNA在内的亚细胞水平的结构相似，因此（理论上）可以达到这种结构并与之相互作用。医疗器械中具有纳米级内部结构或与涂层、功能化或其他纳米级的形貌特征相关的纳米级表面特征的材料，其纳米结构旨在作为器械发挥功能的部分，生物学评价时注意其特定且独特的特性。　例如，已经表明纳米级表面形貌可以影响细胞排列，细胞形态，细胞信号传导，基因表达和细胞外基质。鉴于可能发生的潜在内部暴露，纳米物质的释放和游离纳米物质的使用被认为具有最高的风险潜能。

纳米材料的生物学评价

ISO10993-1的附录A规定了应当根据器械的类型和与机体接触的时间来进行生物学风险评估程序的框架。该框架通常还适用于包含、产生或组成纳米材料的器械。这些测试宜基于器械的特点。由于纳米材料的存在，适用于ISO10993系列测试的特殊注意事项，在本文件的以下部分进行叙述。

ISO10993-1提供了风险管理过程的指南，包括危害识别，暴露评估和风险评估。该过程通常足够稳定且灵活，可为纳米材料的评估提供基础，即使它们具有可与传统材料不同的特性。这个过程中，包括ISO10993-1规定的生物学评价策略、项目内容和纳米材料相关风险接受标准，宜通过知识渊博，经验丰富的专业人员来计划、执行以及出具报告。首先纳米材料的生物学评价要根据ISO10993-1:2009描述的一般方法来收集关于该特定的纳米材料的现有信息。临床和非临床资料的文献综述应根据ISO10993-1附录C的规定就纳米材料及其预期用途的现有信息提供严格和客观的总结。参考文献中总结了发现纳米材料有关信息的几种方式。按照ISO14971和ISO10993-1的规定，如果生物学安全性评价从现有的数据得出风险可接受的结论，则不需要进一步的测试。否则，应获取的其他信息。为了利用现有的数据对生物学评价，对纳米材料等同性的证明是必要的（见4.4）。

纳米材料的分类

暴露评估和危害识别，宜根据医疗器械终产品和其用途的特点。危害识别宜考虑纳米材料的物理化学和毒理学性质，包括添加剂和加工助剂。暴露评估宜考虑在医疗器械中纳米材料的浓度、用途、暴露途径、释放的速率和模式，以及对患者接触情况的预估。纳米材料掺入到医疗器械终产品的方式可以显著改变其暴露特性。表1是对不同类别的纳米材料和医疗器械的一般考虑。某些器械可能涉及多个类别，宜考虑适合于每个类别的评价。不属于下述条目的任何器械的评价宜遵循本文件中所列的任何特别注意事项以及ISO10993-1的一般性原则。

对于包含、产生或由纳米材料组成的医疗器械生物学评价的考量

	类别a
	医疗器械中纳米材料的类型
	除了根据ISO　10993-1的生物评估之外的考虑因素

	1
	表面纳米结构
	与表面纳米结构直接接触导致的潜在细胞或组织（有利或不利）影响的考虑
由表面释放（断裂）纳米结构潜能的考虑
由降解、磨损或机械处理过程产生纳米物体潜能的考虑
纳米结构表征的考虑（见第5部分）

	2
	纳米物体固定或组成医疗器械内部且不被释放
	与表面结合的纳米物体/纳米材料直接接触导致的潜在细胞或组织（有利或不利）影响的考虑

器械释放纳米物体的潜能，并在必要时参照3类医疗器械的考虑

由降解、磨损或机械处理过程产生纳米物体潜能的考虑
纳米物体的物理化学性质表征的考虑（见第5部分）

	3
	医疗器械表面或内部的纳米物体/纳米结构，且预期可被器械释放
	对于纳米物体的释放动力学（速率和数量）和医疗器械接触周期的考虑
与纳米物体/纳米材料直接接触导致的潜在细胞或组织（有利或不利）影响的考虑
被释放纳米理化性质表征的考虑（见第5部分）
纳米物体的毒代动力学和组织分布的考虑（见第8部分）
纳米物体生物学评价的考虑（见第9部分）
由降解、磨损或机械处理过程产生纳米物体潜能的考虑

	4
	纳米物体医疗器械
	纳米物体的理化性质表征的考虑（见第5部分）
纳米物体的毒代动力学和组织分布的考虑（见第8部分）
纳米物体生物学评价的考虑（见第9部分）

	5
	由医疗器械降解、磨损或机械处理c过程（如原位研磨或抛光）产物释放的纳米物体b

	纳米物体的理化性质表征的考虑（见第5部分）

第7部分描述了通过磨损释放或通过原位处理而生成的纳米物体的其他方面的考虑

纳米物体的毒代动力学和组织分布的考虑（见第8部分）

纳米物体生物学评价的考虑（见第9部分）

释放动力学（速率和数量）和接触周期的考虑

	a　一种器械可能会涉及多个类别的纳米材料。
b　纳米物体可以从不含纳米物体的医疗器械产生。
c　降解、磨损或含有纳米物体医疗器械的使用可能会产生新的或非预期的纳米物体。


纳米材料的等同性

纳米材料的正确识别和表征是必不可少的。对于纳米材料，其等同性取决于多种因素。仅化学成分是不足以证明其等同性的，因为纳米材料特定的属性也受到其他一些因素，如其尺寸、形状和表面特性和/或这些纳米材料的来源（制造商）以及加工工艺和储存条件的影响。只有在附加数据证明合理的情况下，才能声称为等同性。

通常，使用应用/含有相似纳米材料的其他产品的现有数据，或来自相同物质的相应母体化合物的结果的外推是不适用的，尽管这些产品可以指示可能的安全性问题。如果需试验，应该在实际产品和/或可能与患者接触的任何纳米材料上来进行。

纳米材料的表征

总则

纳米材料的理化特性是理解其生物系统行为所必需的。理化特性是特定纳米材料的鉴定所必要的。参与组成器械和/或来自于器械降解、磨损或加工处理过程中的纳米材料的理化表征是完成其生物学评价的重要一步。理化表征还可对医疗器械中新纳米材料进行有效筛选以给出建议性应用。此外，在确定的培养基和培养条件下，适当的表征对于建立或确认纳米材料的具体特征是必要的。

理化表征解决有关使用或从医疗器械释出的纳米材料的下述三个基本问题：

化学成分：这是什么做的？

物理描述：这是什么样子的？

外在特性：它是如何与周围环境的相互作用的？

与这些问题相关的理化特性包括大部分的纳米物体特征。为了与医疗器械中常规材料的评价指导原则保持一致，纳米级材料的理化表征旨在表征器械生物学评价和预期用途（临床应用和使用的持续时间）相关的特性。医疗器械所用材料的化学、理化、形态学和表观特性的一般原则均包括在ISO10993-18和ISO10993-19。医疗器械降解产物的鉴定和定量在ISO10993-9、ISO10993-13、ISO10993-14和ISO10993-15中有明确说明。针对纳米材料的理化表征的详细指导原则正在形成。最近发布的指南包括ISO/　TR13014和ISO/TR14187和欧洲食品、饲料、化妆品原料和医疗器械委员会发布的指南。

ISO/TR13014列出了以下毒理学试验中需要表征的工程纳米级材料的特性：

化学成分；

纯度；

尺寸和尺寸分布；

聚集和凝聚状态；

形状；

表面积；

表面化学；

表面电荷；

溶解度；

分散度。
这些性质应该被看作是器械所用纳米材料评价的出发点；附加属性的表征可以根据器械的设计、预期用途和磨损特性来表示。例如，其他理化特性可按照下述内容逐一考察：

结晶；

孔隙度；

氧化还原电位；

（照片）催化；

自由基的形成潜力；

辛醇/水系数（未必适用于固体材料）。

为获取以上需要的资料，毒理学、理化学家、工程师和其他学科领域的专家之间的多学科合作，在进行特定纳米材料器械相关且可靠表征过程中是必要的。

针对性的表征指导原则可适用于特定的纳米材料。例如，单或多孔碳纳米管（SWCNT，MWCNT），纳米级碳酸钙粉，纳米级二氧化钛粉，纳米金、银以及纳米粘土。

除了上述理化表征，纳米结构表面组成的器械可能需要从形态学上进行表征。在纳米水平的医疗器械表面结构的修饰将继续探讨细胞和微生物与器械间的相互作用。对于表面结构的有效表征所需的测量参数取决于特定的应用。例如Webb等提出至少使用三个统计学参数作为一个标准来描述有关细菌粘附方面的纵向和横向的纳米结构：　
平均表面粗糙度（Ra）：表面高度值与平均平面的平均偏差；
表面面积差（Rsa）：由粗糙度引起的表面积增加，例如，实际表面积和投影表面积之间的百分比差异。可能精确测量表面积是可用本参数；
峰值计数（Rpc）：测量的轮廓的峰的数目。

另外，峰高度以及峰-峰距离可以为有空的空间参数。

纳米多孔材料被用于包括药物输送和组织支架在内的器械使用。多孔材料的表征包含以下信息：

孔隙或空隙的尺寸和结构；

孔隙或空隙的密度；

孔隙或空隙的分布。

纳米材料宜以被递送给最终用户，即终产品的形式进行表征。来自终产品的代表性样品或以与终产品相同的方式处理的材料也可以被表征，以便直接评估纳米材料组分。此外，在进行毒理学研究和生物相容性测试时，可能需要对制造的纳米材料进行表征。对于生物安全性评价，还需要在测试系统的生物学介质中进行评估以上纳米材料的理化表征。在测试系统中，这些介质和纳米材料之间的相互作用可以对纳米材料的效应产生深远的影响。在测试过程和测试结果的评价过程中，这个因素宜予以考虑。

与体液接触可改变纳米材料的表面特性，进而产生由纳米材料引起的生物学行为的风险（见8.2.2）。

医疗器械磨损产生的纳米物体的分离和表征仍然是一个挑战。当用体外方法模拟和表征原位产生纳米材料/纳米物体时，应尽可能接近临床应用时原位所生成的纳米颗粒。
表征参数和方法

表2汇总了用于医疗器械中纳米材料表征起始点的有用基本参数。ISO　TR　13014:2012提供了与这些生物学评价参数的相关详细信息。

基于ISO　TR　13014，表2还提供了可以为每个参数的提供定量和/或定性的数据的方法。随着对纳米材料的不断研究和探索，其表征方法也将不断改进优化，故本表应需要动态编译。表中所列出的方法包括某些常规颗粒分析方法，以及专门为纳米级材料开发的其他方法。。

多种方法也可用于一个特定的理化参数的表征。单一的表征方法可能无法提供准确的评价参数（例如粒度分布，表面组合物）。在这种情况下，可能需要补充方法来进行该属性表征的有效评价；有时可能需要两个独立的方法来进行表征。要注意的是，可能对特定属性使用不同方法所获得的结果不能直接比较，并且目前几乎没有统一方法对纳米材料进行理化评价以辅助形成可靠的实验方案。在纳米材料的类型和形式以及器械预期用途的基础上选择进行表征的方法。例如，对于纳米物体尺寸确定，在几种指南性文件说明至少使用一种显微镜技术（例如透射电子显微镜（TEM），共聚焦激光扫描显微镜(CLSM)）。EU-JRC发表了对于纳米物体尺寸描述的可能性和缺陷的方法报告。

由于纳米材料的表征往往是科学和技术上的挑战，因此，宜考虑实验室质量保证程序和最优方案。纳米材料技术的选择、分析和纳米材料特性的解释分析和选择应该由经过培训且有经验的专业人员进行。在分析过程中，宜谨慎考虑样品制备以确保所获得的数据来自该器械中有代表性的材料。表征过程的各个环节应仔细记录，以确保结果的透明度和可重复性。所用方法应被证实能恰当用于纳米材料的研究。

　关键理化表征和测量方法的举例
	表征
	测量参数
	测量方法举例
	与ISO指导原则有关方法学

	化学成分和纯度
	单一元素或分子（可表示为化学式）的数目与鉴定

非预期成分（杂质）的水平或浓度
	X射线荧光

X射线光电子能谱

俄歇电子能谱

傅立叶X射线衍射（XRD变换红外光谱）(FTIR)，拉曼和其他分子光谱

热重分析

紫外/可见光谱法

扫描电子显微镜+　XRD或能量色散X射线光谱仪（EDS）
核磁共振

（单一颗粒）电感耦合等离子体质谱（spICP-MS）
	ISO　22309
ISO　22489
ISO　24173
ISO　13084
ISO　18144

	粒度和粒度分布
	粒度：

显示规则几何形状的颗粒的等效球形直径

粒子几何形状的一个或几个特定方面的长度

粒度分布：

图形表示，例如直方图、和/或进行统计参数值，例如平均值，中值，和/或模式
	动态光散射

小角度X射线散射

尺寸排阻色谱法

扫描电子显微镜（SEM），投射电子显微镜（TEM），或扫描探针显微镜（SPM）分析
微分迁移分析

离心液体沉淀

纳米粒子跟踪分析

拉曼光谱

激光诱导白炽激光

共聚焦显微镜（CLSM）

单个粒子ICP-MS

用于纳米材料分离的切向流过滤，然后进行适当的检测，如ICP-MS(ISO10993-14)
	ISO　9276系列标准
ISO　9277
ISO　13318系列标准
ISO　13320
ISO　13321
ISO　13322系列标准
ISO　14488
ISO　14887
ISO15900

ISO16700
ISO/TS19590

ISO20998-1
ISO21501系列标准
ISO22412

	汇聚/集聚状态
	粒度

相比于初始粒子的汇聚/集聚颗粒总数

汇聚/集聚时的初始颗粒数

每汇聚/集聚时初始颗粒数的分布
	（cryo-）SEM或（cryo-）TEM分析

图片

不同的波长下角度依赖性散射

静态光散射

小角X射线散射
X射线衍射（XRD）

X线吸收光谱（XAS）

小角中子散射

流变学方法

离心液体沉淀

激光衍射

纳米粒子跟踪分析
	参见粒度的指导原则
ISO/TR13097

ISO12025
ISO13322-1

	形状
	与尺寸无关的形状描述

与尺寸无关的形状描述的值分布
	SEM,　TEM，原子力显微镜（AFM）或　SPM图像

散射技术

spICP-MS
	ISO16700
ISO13322-1

	表面积
	体积-和/或质量的比表面积
	根据气体或液体等温吸附的方法（BET理论）

液体孔隙度

图像分析

激光诱导白炽
	ISO15901-1
ISO15901-2
ISO15901-3
ISO18757
ISO13322-1
ISO　9277

	表面纳米结构
	尺寸和几何形状
	干涉

反射

扫描探针显微镜（SPM）及原子力显微镜（AFM）

扫描隧道显微镜（STM）

接触式轮廓曲线

非接触式轮廓曲线
	ISO25178

	表面化学
	元素和分子丰

反应性（化学反应

率）
	俄歇电子能谱

X射线光电子能谱（XPS）

二次离子质谱（SIMS）

三维原子探针断层

能量色散X射线光谱仪

电子能量损失光谱法（EELS）

低能离子能谱

拉曼和其他分子

光谱
	ISO/TR　14187　
ISO　18115
ISO　24236
ISO　15471
ISO　18118

ISO/TR　19319
ISO　17973


	表面电荷
	每单位颗粒表面的正负电荷净数

Zeta电位
	等电点

电泳光散射

电泳

电渗

电声振幅

胶体振动电流
	ISO　20998
ISO　13099

	溶解性/分散度
	溶解性：

最大质量或可在指定的（或标准）的温度或压力下溶解在溶剂中的单位质量或体积的溶质浓度

分散度：

最大质量或在指定的（或标准）的温度和压力下的分散相的浓度存在于分散介质中的一个单位质量（溶剂）或分散体的单位体积（溶剂加上分散相）
	没有用于评估纳米物体溶解性的具体方法。

用于纳米材料分离的切向流过滤，然后进行适当的检测，如ICP-MS(ISO10993-14)
用于评估纳米物体分散度的方法需基于粒度/粒度分布和聚集/团聚状态（见上文粒度部分）
	ISO　20998
ISO　13099


表2中的信息是基于ISO/TR13014的原则。还有其他的文件列出的方法亦可用于纳米材料/的纳米物体的表征（例如ISO/TS17200:2013）。

上述大部分的参数和方法是关于纳米粒子的表征。应当注意的是，其它形式/形状的纳米材料，如纳米纤维和纳米片，亦可用于医疗器械的生产。可能列出的某些参数或方法并不适用于其它形式/形状的纳米材料表征。

上述方法可能有其局限性；因此宜证实所用的方法适于纳米材料的研究。

对特定的纳米材料（如纳米银，纳米尺度氧化锌），可发生溶解或离子脱落。在不同的生理环境下纳米材料溶解可通过切向流过滤法将纳米材料从溶解的对应物中分离从而进行评价，分离出的片段通过ICP-MS定量测定。

参考材料的使用

阳性和阴性对照样品对纳米材料安全性测试的可重复性和可靠性具有至关重要，但是缺少纳米材料的阳性和阴性对照样品。因此，提出了“代表性测试材料”的使用。对于含纳米材料的医疗器械生物学效应的测试和评价需要综合纳米材料的表征。测试结果的可靠性部分是基于适当参照材料的可用性之上的。参照材料是能够充分再现和良好建立的一个或多个属性值的材料，以便用于器械的校准、测量方法的评估或有关值的分配。　ISO10993-12:2012提供了医疗器械的生物学评价的使用和制备参照材料的一般性指导原则。

理化性质的表征是公认的风险评估框架和方法的一个关键组成部分。除了纳米材料的颗粒大小，目前几乎没有任何关于其特性的参照材料。来自于国家和社会机构关于纳米材料颗粒大小评价的参照材料越来越多，包括美国国家标准与技术研究院（NIST，美国），参照材料和测量协会（IRRM，欧盟）和联邦研究所材料研究与测试（BAM;德国）。BAM与ISO/TC229纳米技术组织合作并维护了目前所有可用的纳米级参照材料的全球数据库，参见http://www.nano-refmat.bam.de/en/。目前可用的纳米级别的参照材料包括二氧化钛，胶体二氧化硅，黄金和单壁碳纳米管。据这些组织以及商业来源的报道一些新的参照资料正在被开发。纳米级参照材料的供应商宜提供其可用的最新信息。

最初发展的重点是纳米级参照材料的器械校准作用，而不是用于生物学基准反应的参照材料。一套普遍接受的参照材料，包括普遍适用于不同测试系统的适宜的阳性和阴性对照纳米颗粒，已被认为是用于纳米材料的风险评估一个关键性需求。虽然对这些参照材料的需要众所周知，但由于包括缺乏对材料和性能表征的共识、重大的技术挑战、以及经济因素等实际困难的存在，限制了参照材料的发展[25-27]。

推荐使用“代表性测试材料”，且ISO/TC229（纳米技术组织）正在就此开展讨论。代表性测试材料宜定义为“从单一批次获得，相对于其中一个指定的特性具有足够均匀和稳定性，且其中提示性地假定为适合其预期用途的靶向特性的测试方法而非已被证明均一性和稳定性方面的方法的材料“[26]。OECD工作组目前正采用该方法开展人造纳米材料合作项目，使用来自欧洲委员会联合研究中心资料库代表性的纳米材料，研究纳米材料的安全性测试。

鉴于医疗器械所用纳米材料的多样性和目前有限的可用标准参照材料，基于器械个案的新的参照材料或有代表性的测试材料的发展将成为可能。目前ISO/DTS16195正针对参照材料的通用要求的指导原则，研究纳米粒子和纳米纤维粉的表征测试、性能测试以及安全性检测的方法。

样品制备

总则

样品制备是对医疗器械及其制造过程中使用的材料进行表征和生物学试验时的一个关键的多步骤过程。应重点考虑对医疗器械终产品形式包括器械的有代表性取样的检测、产品浸提液的制备、制备的试验材料的贮存和稳定性。具体内容详见ISO10993-12有关部分。　
应特别考虑含有或由纳米材料组成的医疗器械的样品制备（如纳米物体分散剂的应用代替浸提液）。

ISO/NPTR16196正在制定纳米材料的具体指导原则：纳米技术-人造纳米材料的样品制备方法和计量学考虑的指导。　
纳米结构材料的特别考虑

ISO　10993-12适用于具有内部纳米结构和/或表面纳米级结构的医疗器械。纳米结构表面增加了器械的总表面积。如果按照ISO　10993-12推荐的按外部尺寸测量表面积则低估了纳米结构器械的实际表面积。然而该方法可能被认为是浸提过程的一种传统方法，但应意识到病人会接触这些表面。

ISO10993-12规定了可以根据标准表面积计算需要的浸提介质的体积，此表面积包括样品两面连接处的面积，而不包括不规则表面的面积。同样的方法适用于具有纳米结构表面的材料。

与ISO10993-12一致，如果模拟临床应用条件或导致一定程度上的潜在危害，则纳米多孔材料的其他表面积和浸提介质体积比则可以使用。

ISO10993-12中描述的浸提技术可能不会导致嵌入式纳米材料和/或固定在基质或表面的纳米材料的释放。只有在表面相对胶结疏松的纳米材料才能按预期浸提。

纳米物体的特别考虑

ISO10993-12中描述的样品制备的部分要求不适用于纳米物体，可能需要考虑其他方面（如颗粒聚集/凝聚）。例如，如果只评价残留物/污染物的影响则可以使用浸提。另外，纳米级大小允许纳米材料分散在液体中，应用于对纳米材料进行的生物学评价和风险评估的大部分实验。因此，纳米材料本身可以被评价。在使用浸提介质的情况下，应考虑到极性和非极性介质。在使用纳米物体分散系时，则不需要考虑极性和非极性介质。分散系可以实现纳米物质在特异性实验体系中的最优化传递。

与大体积（非纳米级）材料或化学物质的试验相比较，纳米物体的小尺寸和潜在的理化性质改变对样品制备提出了重大挑战。影响因素包括纳米物体的表面特性增加了它们的反应性，聚集或凝集物质的形成，纳米物体在分散剂中通过水合作用的转化，部分溶解或其他过程和低水平的污染物对纳米物体理化特性和毒理学特性潜在的强大影响。与试验样品的其他类型一样，纳米物体有吸附到容器表面的可能性。确认标称浓度是非常重要的。

意识到这些问题，有必要针对含纳米物体的器械制定可靠的样品制备草案。与使用常规材料的器械相比，解决这些问题可能需要付出更大的努力来解决样品制备和处理策略的问题。

纳米材料的样品制备时需要重点考虑的是在试验项目或试验项目组成部分中溶解性和分散性的区别。溶解性和分散性的区别是非常重要的，因为微粒材料的分散可能引起一种不同于从化学成分预测的分子或元素毒性的反应[ECHA2012]。在生物介质中可溶的纳米物体可能以分子形式存在于实验体系中。微溶或难溶的纳米材料可能以纳米物体的分散系存在于实验体系中。实际上需要仔细分析来确定一个特殊的纳米物体在规定的实验条件下是否完全分散，部分溶解（如一些金属）或完全溶解。这些可溶性的纳米物体可能出现与非纳米级可溶性材料相似的反应。如适用，除了自身溶解性，还应考虑到溶解速率。

纳米物体因为其独一无二的表面特性可能对样品制备技术是非常敏感的。纳米物体的分散受纳米物体之间的相互作用和纳米物体与其所处环境相互作用的影响。分散的纳米物体不一定仅以原形存在。以聚合物（强力结合的物质或融合的物质）和凝聚物（以较弱结合力结合的物质，聚合物或两者的混合物）形式存在的二级物质可以在溶解状态下形成，纳米物体的粉末和气溶胶形式通过表面电荷或空间效应则变得不稳定。因此，一个样品的纳米物体的分散情况和粒度分布可能随时间发生改变。这种情况对浸提液制备和/或原料和剂量分散有重大影响，PH的轻微改变、离子强度或分子成分的存在可能显著改变纳米物体的分散。因此，在生物学评价中获得有代表性和重复性结果的一个关键因素是对试验样品稳定性的测定。

纳米物体的样品制备可能包括成品或供应商提供的材料的表征及原料和用于动物或体外试验的给药溶液的制备。制备的具体方法可能因给药途径和传递方法的不同而有差异。在试验样品制备和给药中常见的内容包括：
试验材料的鉴定、贮存和稳定性，包括批与批之间的差异性；

试验介质的化学组成；

适当的剂量度量的选择；

原料分散剂制备的样品在给药之前的表征。

本页下方列出了与本主题相关的其他信息。作为一般原则，样品制备的细节和方法选择的基本原理应该详细记录，根据需要提供使用方法的清晰图片，使试验样品能够重复。

原料纳米材料的鉴定、贮存和稳定性

对购买的纳米材料进行的指定鉴定和物理表征应该以供应商或制造商供货时的形式进行验证。

应该对用于医疗器械的纳米材料的污染物和杂质进行分析。低水平的污染物或杂质的存在能显著影响纳米材料制备的理化和毒性学特性，可能干扰分析和试验测定。在纳米材料中发现的污染物如细菌内毒素、表面活化剂、残留的溶剂、金属和催化剂。污染可能发生在纳米材料制造、处理和分散过程中，因此纳米材料样品制备过程中可能需要分析不同制备阶段的污染物。

出于各种原因如增加分散体的稳定性，不同类型的涂层被置于纳米材料上。位于纳米物体上的小的化学基团如聚维酮、柠檬酸盐和鞣酸以防止凝聚/聚集或增加溶液中的分散。小的链聚合物如聚乙二醇可能共轭结合到纳米物体上阻止单核巨噬细胞系统（MPS）的识别从而增加在体内的循环时间。纳米物体中加入蛋白质或碳水化合物可以把体内特定的细胞或组织作为目标。必须认识到的一点是纳米材料上的有益的化学物/涂层是鉴定生物效应的关键，也可能是污染物的一个来源。

纳米材料应在制造商推荐的条件下贮存。通常应考虑避免极端的温度、光线和湿度。贮存和处理程序应考虑到纳米材料的反应性。

如可能，原料分散应根据制造商推荐的条件进行制备。原料分散通过均匀的物体大小和可预测的多分散性进行理想化的表征。纳米物体分散的方法包括超声处理、搅拌、溶剂使用和稳定剂如表面活性剂的使用。

应用于分散纳米物体的程序有可能改变纳米物体的理化性质和毒性。改变毒性的可能机制包括研磨导致的纳米物体断裂和因使用分散剂导致的表面特性改变和其他。因为这些影响，分散方法应具体情况具体分析。当有证据证明纳米材料和/或纳米物体制备过程中发生毒性改变时，应对分散方法评估中发现的影响进行控制或量化。

应进行稳定性评价以确定是否：1)纳米材料的溶解、降解或变形随时间而变化和2)　粒度分布或表面电荷随时间而变化。如果这些改变被检测到，则需要制定方案来还原原始特性。在原始特性不能被还原的情况下，必要时应该重新制造或重新表征贮存溶液。

原料和剂量分散的化学组成的描述

生物学评价试验中应用的纳米物体的分散应该与生理条件一致。例如，体外哺乳动物细胞试验使用的给药溶液必须是等渗的，PH为7.4，是二价离子和蛋白质的混合液。用于建立生理条件的化学成分可能影响纳米材料的理化性质包括纳米物体凝聚的程度，不是预料之中的。另外，纳米物体本身对使用的培养基可能有影响。表征和记录试验介质和给药溶液的组成是非常重要的，确保试验条件的重现性。下列参数组成用于体外和体内试验的介质和试验溶液表征的启动清单：

离子强度；

钙镁浓度和作为能源的负离子（如MgSO4　或　MgCl2）；

pH和pH缓冲体系的组成；

有机添加物（如血清、牛血清白蛋白，抗生素）

分散剂的均一性和浓度。

原料分散的表征

　　原料分散的方法应该被详细记录，以能够实现重复性。下列参数组成对原料分散表征的启动清单：

来自于制造商的信息；

在章节5中提到的理化性质的分析数据；

原料分散中的质量浓度的测定；（也可表示为表面积和计数浓度）

以金属为基础的纳米材料，测定可溶性金属离子的浓度；

鉴定和测定（如可行）杂质和污染物的浓度；

包括形状、体积和用于原料分散的容器的材料类型等制备细节；

原料分散的稳定性（保质期）。

视具体情况可能需要考虑的其他参数的表征。

应该记录用于预防污染的步骤（如超纯水和试剂的应用）。当用超声处理制备悬液时，应考虑探针尖端或容器表面磨损引起污染的可能性。应考虑其他来源的污染物。

用于吸入毒性试验的纳米材料的制备及表征的指导原则见ISO10801纳米技术-应用蒸发/冷凝方法进行吸入毒性试验的金属纳米颗粒的产生和ISO10808纳米技术-吸入毒性试验中吸入接触室中的纳米颗粒的表征。

贮存分散体制备的给药溶液的表征

剂量分散的方法应被详细记录，以能够实现重现性，并帮助解释试验结果。下列参数组成试验动物或体外体系给药之前的给药溶液表征的启动清单：

上述6.5和6.6章节中原料分散表征中推荐的参数；

用于制备剂量/样品溶液的介质和制备的体积的描述；

剂量/样品溶液的pH值和pH值缓冲体系的描述；

应用的分散程序的描述包括超声处理的时间和/或能量输入等细节；

剂量/样品给药的详细描述，包括给药体积、搅拌程序（用于体外试验）和采用超声处理或搅拌分散样品后的放置时间；

任何从原料或样品/剂量分散的次级样本的重新分析的细节以证实剂量得出的结论或剂量溶液改变后的性能；

应详细描述用于提高给药溶液的分散和/或可分散性的步骤并进行论证。

用于经口、吸入和皮肤毒理学试验的纳米材料的剂量分散制备在中有详细的介绍。

剂量度量

毒理学试验的剂量水平按照惯例用质量浓度为基本表示方式。然而，纳米材料的多重属性可能影响它们的毒理学特性。除了质量浓度，通常可以接受的其他参数包括表面积和颗粒计数浓度被用于对纳米材料的剂量进行表征。应提供足够的表征细节使最终用户能够互换不同的剂量度量，包括质量浓度、颗粒计数和表面积。

质量浓度可能在某些情况下才适用于描述纳米材料的剂量。例如，当毒性是由纳米材料的离子释放介导的时候，最合适的剂量度量可能是可溶的离子质量。也可以使用吸入暴露（气溶胶）等其他剂量度量。

纳米材料体外试验中毒理学相关剂量的测定应考虑碎片沉积的可能性。小的纳米物体（如水动力学直径<40nm）与培养的细胞单层接触主要通过扩散和对流力进行测定。较大的纳米物体和在细胞培养基中形成的纳米物体聚合物因沉降力的额外影响而能更快沉积。这些影响因素同培养基中的蛋白质和其他组分相互作用，可能影响直接接触培养的细胞的纳米物体的计数。

应根据具体情况来评估碎片沉积的可能性。当有相关性时，应对体外对细胞剂量的分析或计算评估进行确认。应该被用于度量剂量的无论是存在于介质中的剂量（分散/溶液浓度）还是实际的细胞颗粒吸收/接触的剂量都是有争议的。

附加考虑

内毒素

细菌内毒素或脂多糖（LPS），革兰氏阴性菌的细胞壁组分，是目前致热原的主要类型。内毒素在环境中无处不在，已经被证实是纳米材料的常见污染物。

纳米材料中存在的内毒素污染物可能会干扰生物学评价试验，导致生物相容性得出错误的结论。因此通常对原料溶液和/或材料来源阶段进行的内毒素污染评价是很重要的。

传统的内毒素定量试验可能不适用于纳米材料，因为它们的特性会干扰在此试验中用到的试剂和检测方法。如在通常使用的鲎试剂（LAL）试验中，纳米材料可能干扰内毒素的反应性，LAL反应性或反应产物的测定。这些干扰可能导致高估或低估样品中的内毒素。另外，试验溶液中磷脂的存在和组分可能要被检测以排除内毒素的存在。

应用于医疗器械的纳米材料的潜在多样性，要求最好能视具体情况考虑不同的方法学。纳米材料适用的LAL草案是可以获得的。已经有人提出了用决策树来帮助选择适用于特定纳米材料的LAL形式，它有助于了解纳米材料不同类型试验有关联的可能问题。Dobrovolskaia　and　McNeil已经对替代方法及与LAL试验相比的优缺点进行了详细描述。

ISO29701介绍了使用LAL试剂进行生物学评价时，以细胞为基础的体外生物学试验体系。这个试验适用于分散在水溶液介质如水、血浆或反应介质的纳米材料样品，这些介质同纳米材料在37　°C孵育合适的时间。ISO29701仅限于用于体外系统的试验样品，但是这些方法也适用于非胃肠道途径接触动物的纳米材料。

虽然有去除纳米材料内毒素的方法，但这些程序可能会导致凝聚或其他不希望出现的改变。在纳米材料制造过程中防止污染方法被推荐用于防止内毒素污染。

大多数的灭菌方法不能灭活内毒素，注意到这一点是非常重要的。然而，干热方法通常使用的最短时间和温度是30min和250℃(欧洲药典8.0章节2.6.14)，内毒素可以被灭活。在EP8.0章节5.1.2中也指出高于220℃的干热条件经常被用于灭菌和去除玻璃器皿的热原。在这种情况下，已经证实耐热性细菌内毒素3log10减少可被用作生物指示剂的替代品。

灭菌

医疗器械的临床前生物学评价和终产品使用时，灭菌是一个重要的考虑。

在试验时，非灭菌纳米材料分散在介质中的添加剂包括蛋白质和营养素可能导致污染的微生物如细菌、真菌和病毒的生长。微生物污染可以干扰试验体系和混淆试验结果，因此纳米材料制备需要灭菌以防止微生物污染。

终产品经常需要灭菌以消除潜在的微生物污染。

纳米材料可用的灭菌方法被Vauthier　and　Bouchemal(2009)　and　Subbaro　进行了总结，包括：

高压蒸汽灭菌法

过滤除菌；

γ辐照；

环氧乙烷
高静水压已经被建议作为一个额外灭菌方法，但是这个方法还需要进一步改善以提高其消除细菌芽孢的能力。

上面列出的常用的灭菌方法有改变或降解纳米材料的能力。灭菌导致的潜在改变是材料的特性，可能包括：

分解；

大小和形状改变；

聚集状态；

杂质的类型和浓度；

降解简述；

稳定性；

材料的生物相容性简述；

和/或功能行为。

例如，通过高压蒸汽灭菌法的热灭菌可能改变玻璃转化温度和/或熔点低于120°C的聚合物的机械性能。可用于热敏感材料的γ辐照或环氧乙烷灭菌方法，可能产生自由基，从而产生有毒的降解产物。灭菌后应对纳米材料或含纳米材料的产品进行表征说明因灭菌过程而引起的任何改变。

热敏感和化学敏感的纳米材料可选择过滤除菌方法，用孔径0.22µm　(220nm)的膜过滤器进行过滤。这个方法不适用于含有颗粒直径接近或大于220nm碎片的纳米材料。通常过滤除菌不能用于高粘性悬液的灭菌。另外，纳米材料可能被过滤器的纤维膜吸收或粘附，从而降低了纳米材料的浓度。

因为灭菌的影响有可能是材料特有的，因此灭菌对纳米材料特性的影响需要具体情况具体分析。可能需要对特定纳米材料进行几种方法的测试以选择最理想的灭菌方式。　
灭菌引起的纳米材料改变可能有长远影响。例如，用γ辐照或环氧乙烷灭菌时，自由基的形成可能是瞬时的，但可能启动级联反应而导致降级产物的形成和/或产品功能的改变。然而，已经证实自由基清除剂（如组氨酸或苯基丙氨酸）的添加可能保护以藻酸盐为基质的生物材料发生降解。应建立适用于保质期内的灭菌纳米材料和/或终产品改变的检测的稳定性程序，检测是否发生了这些改变。

在某些情况下，可能很难确定纳米材料适用的灭菌方法。在这些情况下宜考虑灭菌条件下的加工。
医疗器械中纳米物体的释放
总则
模拟纳米物体的释放可能需要对产生的额外纳米物体进一步的生物学评价。

应在类似于预定用途的生理条件下对可能释放的纳米物体进行全面的鉴定和表征。且应在生物环境下，对纳米物体的释放动力学，数量，迁移和生物蓄积性进行评估。

降解产物

ISO10993-9提供了一个框架和出发点，以解决医疗器械潜在降解产物的定性和定量问题。根据附件A关于包含的对降解研究考虑的需要，如果需要，降解研究应考虑：

器械被设计为可吸收的；或

器械的预期植入时间超过三十天，或

该材料（多个）系统的相关信息提示其与机体接触的过程中可释放有毒物质。

ISO10993-13，-14和-15分别包含了聚合物、陶瓷、金属以及合金降解的一般性原则。

伴有离子释放的腐蚀也可能导致纳米级颗粒的释放。对于某些纳米材料，已知释放的离子可以形成新的纳米物体。

磨损释放的纳米物体

许多医疗器械都可能随着长时间使用导致磨损和纳米结构成分（如颗粒、纤维、薄片、碎片）释放至周围环境。由于某些纳米材料的尺寸、比表面积大和高反应性的特点，这使它们能够高效率的结合生物分子，所以，应特别关注这些已知的具有生物持久性作用的纳米材料。因此，如果下述条件适用时，应合理论述由磨损释放的纳米物体：

该器械是纳米材料，或

该器械有纳米材料涂层，或

该器械中，其正常使用的情况下，与生物组织产生摩擦或其组件或与水泥或复合物之间产生摩擦，或者可能

生产残留物可能偶见纳米材料。

ISO　17853:2011描述了人体关节置换植入物和关节模拟器由磨损产生颗粒的方式。对于关节置换修复术或术后植入物周围切除的组织样本，以及关节模拟器的试验液样本，它通过给定的设备、试剂和检测方法来分离并表征其聚合物和金属磨损颗粒。其中的一些方法，当然可以适用于分离和从表征人的生理液颗粒的（例如关节滑液）。

在该技术报告中应当指出，尽管在制造某些医疗器械不会使用纳米材料，但由于磨损和撕裂可致该医疗器械（例如植入物和牙科填料材料）产生纳米级颗粒。

原位处理

某些医疗器械的原位机械处理，例如在牙科处理时（例如抛光，研磨）也可能产生纳米级材料，而不论该医疗器械是否含有纳米材料。

毒代动力学

前言

与纳米材料相关的主要风险被认为与组成纳米材料个体的游离纳米物体、离子、或部件的存在或释放有关。医疗器械中的纳米材料可以游离、固定或嵌入的方式存在，且在体内每种方式均有其各自释放纳米物体的的潜能。

吸收、分布、代谢和排泄/清除（ADME）这些潜在的连续过程可以作为纳米材料的动力学特点。其毒代动力学研究需要被视为含有纳米材料的医疗器械的毒理风险评估的一部分。如果从医疗器械中释放的纳米材料可以被吸收、分布、代谢和/或排泄即需要进行毒代动力学的研究。　ISO10993系列标准的第16部分给出了关于如何开展毒代动力学研究的框架。总的来说，标准适用于纳米材料，但可能要进行一些调整，如标记技术、动物模型、研究周期、剂量策略和分析技术/手段。

据报道给药途径、纳米物体的大小或其聚集体/附聚物、表面特性（化学和电荷）、动物种属、剂量和配药方法等因素都会影响动物模型的毒代动力学。当测试系统中使用了纳米材料，要清楚有些特性需要被确定，这些特性可能会受到周围环境的影响，并且在很大程度上依赖于周围的环境（例如存在组织培养基、血液/血清、蛋白质）。与环境的这种相互作用可能导致纳米材料本身的瞬时性演化，如通过获得/脱落的蛋白涂层、纳米物体附聚物/聚集体的形成，以及纳米材料的其他变化。这样的变化可能会影响纳米材料的特性，从而影响其毒理学特征。

因此，如果风险评估的结论是需要进行毒代动力学研究，则需说明影响该研究的设计、表现和结果解释的因素。

毒代动力学的影响因素
理化性质

几项研究显示，尺寸和尺寸分布、形状、电荷、附聚和聚集、亲水性以及表面结构等纳米材料的特性可以影响ADME行为。例如，据报道较小的纳米颗粒（10-15nm）分布广泛，更大的纳米粒子易于聚集在单核巨噬细胞系统（MPS）富集的肝和脾，这些器官在过滤血液中老化或破损红细胞(RBCs)等微粒的过程中起重要作用。研究表明，由于肝脏内皮细胞裂隙的尺寸（宽度为大约200nm），因此大于200nm的纳米颗粒更易于在脾脏而非肝脏中蓄积。对尺寸范围为1.4nm-200nm的金纳米颗粒的研究发现了类似的结果，肝脏中纳米颗粒的积累随着其粒径的增大而增多。在细胞水平的研究显示，大于100nm的纳米颗粒可以通过细胞通过不同内吞途径，如网格蛋白或小窝介导的内吞作用，被细胞摄入。较大的纳米颗粒不太可能具有皮肤穿透性，而较小的可进入较深的表皮、真皮和浅表细胞层。

报道指出直径小于12nm的物体可通过血-脑屏障。然而到目前为止，哪一参数作为最关键的参数影响ADME仍是一个悬而未决的问题。
纳米材料表面的理化性质在确定与生物分子和生物系统的相互作用中发挥至关重要的作用。已知其表面特性如亲水性、疏水性和电荷能影响蛋白质的吸附性、稳定性和它们的吸附的强度，以及吸附的生物分子的性质（见第8.2.2节）。封端剂被用来通过共价或非共价的化学相互作用结合到纳米物体表面，以稳定的纳米物体。这些封端剂是为了防止纳米物体聚集用作封端剂的例子包括有机小分子、水溶性聚合物、多糖、脂质、蛋白质和表面活性剂。这些封端剂可影响结合稳定性和/或毒性。

研究发现一些理化性质可影响纳米材料的毒代动力学。10nm或更小的纳米颗粒有更快的尿路排泄速率和更广泛分布。亲水性涂层（例如聚乙二醇，PEG）使血液循环时间延长。而且对于20nm的硅纳米颗粒，其在肝脏和脾脏的蓄积量要高于80nm的硅纳米颗粒。20nm和80nm的硅纳米颗粒均由肾脏排泄，且80nm的硅纳米颗粒排泄速率要大于20nm的。报道指出直径小于12nm的物体可透过血-脑屏障。表面电荷控制电晕的形成（见第8.2.2节）以及与细胞膜的相互作用。然而到目前为止，哪一参数作为最关键的参数影响ADME仍是一个悬而未决的问题。

生物分子吸附

生物环境中的纳米材料在其表面上经受快速的蛋白质吸附，形成所谓的蛋白质“电晕”。据报道，该“电晕”是由强结合蛋白内核和快速的外层交换分子组成的双层系统。值得注意的是，蛋白质电晕不是静态的，而是可以根据纳米物体所处的直接环境而改变。此外，其他生物分子，例如脂质，也可以粘附到纳米材料表面。血清蛋白“电晕”的形成增强巨噬细胞吞噬细胞系统的细胞的识别和摄取。这通常导致纳米物体从血液中加速地清除，并常规进入作为单核吞噬细胞系统代谢主要器官的肝脏和脾脏。

蛋白质电晕的结构和组成取决于纳米材料的合成成分（即材料固有特性，例如大小、形状、组成、电荷和疏水性），生理环境的性质（例如血液、间质液、细胞质），和暴露的持续时间。
蛋白质电晕改变了纳米材料的尺寸和界面组成，赋予纳米材料不同于其是合成成分的生物特性。从而通过所获得的生物特性影响包括生物信号、动力学、运输、积累和毒性的生理效应。要注意的是，在组织和细胞间室的基础上，其生化组成、离子强度和生物流体的酸度存在显著差异。在纳米物体上吸附蛋白质的性质和量以及生物间室所处的环境，决定了包括纳米物体细胞识别、内化（例如通过巨噬细胞）及相应结果在内的细胞反应的性质和程度。

而血浆和血清介质可用于鉴定吸附于特定纳米材料的蛋白质。采用与生物学相关的模拟液将有助于评价生理条件下纳米物体。模拟液可用于确定吸附于纳米材料表明的生物分子并对使用期内纳米材料的生物转化进行评价。应在研究项目的OECD文档中记录所用模拟液的信息。例如，Osmond-McLeod等采用生物模拟液（Gamble’s溶液）来评价不同类型碳纳米管的持久性。
作为与环境相互作用的纳米材料，介质（如悬浮液）可影响纳米材料的毒代动力学。一些介质通过改变纳米物体的尺寸分布影响其凝聚，而其他介质可影响物质与其表面的结合。应采用与其他毒性试验相同的介质。总之，对纳米材料纯品以及测试系统中使用的纳米材料进行适宜的表征是至关重要的。

表面纳米结构会影响纳米材料-蛋白质相互作用/吸附，以及其毒代动力学方面的循环/分配、转归。由于纳米材料的表面化学成分和结构特点的重要性在于它们决定了其与生物系统主要的交互程度、性质和后续的级联结果。表面分子可以是固有的天然纳米材料或者旨在改变纳米材料的表面特性预期添加的部分，从而赋予纳米材料特定功能。例如，表面涂层可用于改变纳米颗粒的表面特性，以防止聚集或凝聚，促进优选蛋白质吸附或提高靶向特定组织或细胞的作用。
接触途径

接触途径的重要性在于它能够使纳米材料/纳米颗粒的表面特效和纳米物体在机体的生物分布发生改变。基于使用部位，纳米材料表面的分子粘附作用可以影响被释放纳米材料的进一步动力学。这表明就血清蛋白“电晕”的形成而言，它促进了由巨噬细胞吞噬细胞系统（MPS）介导的识别和摄取。这通常导致纳米物体从血液中加速地清除，并常规进入作为MPS代谢主要器官的肝脏和脾脏。表面处理，例如已经发现对纳米材料的PEG化能延迟血液清除IV型administered纳米材料。对于除了静脉以外的大多数接触途径，大部分的纳米物体停留在接触部位的附近组织或局部引流淋巴结。局部释放的纳米物体可以经由淋巴引流直接或间接地进入体循环。

如果纳米物体到达循环系统，它们通常被单核吞噬细胞系统富集的肝脏和脾脏摄取。在几乎所有类型的器官和组织均可发现纳米物体，这使得很难预测其靶器官。

气管内使用后出现易位的Au纳米颗粒（1.4nm）表明肾脏而非肝脏更高摄取的器官分布方式，后者是静脉内使用的主要靶器官。因此，从医疗器械中释放的纳米物体可以被不同的生物分子覆盖，这由取决于接触途径（例如静脉内的血液导管与气管内插管）。当前文献数据显示纳米物体较少经皮肤途径被全身吸收。经真皮吸收的程度不仅取决于纳米颗粒性能，而且还取决于解剖部位（皮肤厚度）和皮肤屏障的完整性。另外机械运动和化学物质可以增强吸收。如果与肺接触，纳米材料在肺中的分布将取决于其特性，其中纳米物体的尺寸是一个重要因素。当纳米物体与啮齿类动物鼻腔接触，发现纳米物体通过感觉神经运输至大脑。

在几乎所有类型的器官和组织均可发现纳米物体，这使得很难预测其靶器官。在不同器官中的纳米材料的水平往往很低，这使得很难对纳米材料进行鉴别和定量。

剂量效应

如果纳米物体的接触大于其清除，则会在体内蓄积。沉积于肺泡的纳米物体主要由肺泡巨噬细胞吞噬最终由气道输送到粘膜纤毛被机械性清除。如果接触超过其清除，则导致过载/清除率达到饱和和毒代动力学改变。在血液中，纳米物体主要是通过含MPS的器官中吞噬细胞摄取而被清除。然而，高剂量或重复性的纳米材料进入血液，例如超出了肝和脾吞噬细胞的吞噬能力，在这种情况下，纳米颗粒可再分配到其他器官。研究还发现血液中纳米物体的给药间隔时间能改变其毒代动力学。

物种和性别

由于物种和性别之间存在生理学和解剖学的差异，因此，可能会导致纳米物体毒代动力学的修饰。从性别差异的毒代动力学研究结果表明，雌性比雄性大鼠更容易发生纳米银及其衍生物的肾脏蓄积。研究也发现了在物种差异之间存在毒代动力学的差异。当小鼠，大鼠和仓鼠以吸入方式与二氧化钛的纳米物体接触时，观察其在在小鼠和大鼠肺脏清除过程中的分布发现，在肺脏小鼠和大鼠的纳米物体负载要高于仓鼠。Brown等人通过对比大鼠和人类之间的肺脏颗粒物质的清除发现，大鼠具有比人更快的清楚速率。即使具有相同的靶器官，纳米物体在器官内的定位可以不同。对种属和性别的毒代动力学研究支持适用于全身毒性的研究，因此毒代动力学和全身毒性研究时应考虑种属的选择。

测量技术
为了测量组织和器官中的纳米材料，纳米材料或其元素组成必须具有生物背景的可检测性。据此，纳米材料既可以用放射性或荧光标记标记的，或可替代地通过其元素组成来确定，使用例如感应耦合等离子体-质谱（ICP-MS）等分析方法进行检测。依赖于元素组成的分析，其缺点是不能得到纳米材料的天然属性（即，它是否作为一个纳米材料或降解的单质形式）。单个粒子的ICP-MS（spICP-MS）可克服该限制。spICP-MS是近几年出现的一个相对较新的技术，对于表征和识别纳米颗粒是非常有用的，spICP-MS能够提供关于元素的化学成分、尺寸、尺寸分布和数量浓度的相关信息和分析。此外，spICP-MS通过区分呈现不同毒性的元素离子和纳米颗粒，为评估含有或浸出纳米材料的器械风险水平提供关键信息。

标记技术也有缺点，如标记物可从纳米材料中释放和/或标记可改变纳米材料与环境间的相互作用从而影响其毒代动力学行为。当选择用于纳米材料标记的技术时，需考虑伴随其检测缺陷的标记物和纳米材料之间稳定结合的问题。除非重新处理，具有低检测范围的方法　可能不适用于检测组织和器官中极低水平的纳米材料。例如一些分析技术（如ICP-MS），有必要对测试样品进行额外的处理过程以便于增加该技术的敏感性。如果通过增加剂量或重复给药来保证在组织/器官中纳米材料的可检测性，则会使MPS系统的纳米材料达到饱和从而改变纳米材料的毒代动力学（见第8.2.4节讨论部分）。

毒理学评价

一般考虑

因为已知纳米材料不同的体积形式显示不同的物理化学性质（例如机械，化学，磁，光或电），所以纳米材料将会影响代表不同效应的生物学行为也是顺理成章的。这些效应发生在细胞、亚细胞、生物分子水平（例如，基因和蛋白质），包括细胞摄取。因此，暴露于纳米材料之后，可能表现出与常规材料诱导产生的不同的毒理学特征。

纳米物体有从整个身体转移和被接触部位下游组织吸收的可能性（参阅第8部分毒代动力学）。它们有不仅跨越细胞膜而且跨越核的胞内结构膜和线粒体干扰或阻断DNA合成和其他细胞功能的可能性。

当与生物环境接触时，纳米材料在定量与定性水平与蛋白质相互作用是由生理环境（例如血液、血浆、细胞质等）的性质和纳米材料的特性所决定。同样地，当暴露于试验介质，纳米材料预期干扰和/或影响环境取决于它们的固有性质和暴露的条件；那时他们可能会表现出相应体积材料的不同行为。因此有必要对为器械生物学评价设计的试验方法进行专门的验证。与医疗器械类似，终点的选择应取决于接触的时间和部位。然而，实际试验方法的选择还可能取决于纳米材料的特性，因为这些特性可能干扰很多试验方法。

应该避免纳米材料毒性试验中已知的几种缺陷（见9.2到9.8的具体试验）。此外，未来随着毒性知识和纳米材料的发展更多的试验缺陷会为人所知。因此，紧跟最新纳米材料试验的技术发展水平是非常重要的。

潜在生物相互作用不直接依赖于分子的浓度或数量，而依赖于纳米材料/纳米物体本身。纳米毒理学的剂量-反应关系可能不是传统的质量或浓度单位而是纳米物体数量或纳米材料/纳米物体总的表面积单位。

除表征外，应记录实验条件的详细描述，包括下列内容：

对于试验中使用的纳米物质的剂量描述中，应至少记录三个参数：质量、粒子数量和表面积，允许切换或计算各种剂量单位[ISO/TR　13121]。

-混悬/重构（拿不准）介质;

试验介质（例如％血清）;

培养基特性（pH值、盐、表面活性剂等）;

应列出任何介质添加物和其对纳米物体的影响如分散、聚合等;

应表征在特定介质中的离子释放;

应记录试验介质及混悬/重构（拿不准）介质的混悬状态；应当认识到，在一些领域正在开发替代的试验方法来代替、减少和优化体内动物试验。只要可能，在评价医疗器械使用或释放的纳米材料的时候，若已验证，这样试验也应该考虑。

　　　　ISO/TR16197描述了人造纳米材料（ISO/TR16197）毒理学筛查方法。

体外细胞毒性试验

一般考虑

通常，细胞毒性被认为是细胞功能的损伤包括但不局限于质膜完整性破坏、细胞器功能的干扰和细胞骨架破坏。损伤取决于这些因子的浓度。在医疗器械中使用的纳米材料相关细胞毒性评价包括器械和/或器械浸提液直接（直接接触）或通过扩散（间接接触）与培养的细胞孵育。设计体外试验以检测医疗器械及材料在其成分方面的哺乳动物细胞生物学反应和可能的细胞毒性效应。纳米物体的细胞毒性可选择性依赖于毒物的细胞敏感性、特定受体的存在或吸收机制。因此，在评估纳米材料细胞毒性时，应特别注意体外试验的选择。除相关细胞培养物模型的选择外，应考虑纳米物体的特性。

ISO10993-5描述了评估医疗器械体外细胞毒性可接受的标准试验方法。这些方法包括如中性红摄取、集落形成、MTT[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid]和XTT{2,3-bis[2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl]-5-[(phenylamino)carbonyl]-2H-tetrazolium　hydroxide}试验，它们评估以下内容作为细胞毒性指征：

细胞摄取；

细胞裂解;

细胞生长抑制;

细胞集落形成;

代谢活性；和　
对细胞的其它影响（如形态学、膜损伤等）。

虽然这些方法仅被接受用于常规材料器械，但在考虑到其物理化学性质的条件下这些方法可以并已经应用于纳米材料。建议试验策略包括体外试验和已有数据与预期暴露情况相关性的评估。
在体外研究中纳米物体一般会被细胞摄取。一旦进入细胞内，纳米物体可与生物成分相互作用并扰乱细胞功能。在细胞内的纳米物体的细胞内定位将取决于其物理化学性质、大小和剂量。由于在体内，纳米物体主要趋向于终结在MPS细胞中，可考虑在吞噬性(e.g.RAW264,7鼠巨噬细胞，THP-1人类已分化巨噬细胞)和非吞噬性细胞系(e.g.3T3鼠成纤维细胞，L929鼠成纤维细胞，HaCaT人角质细胞)进行体外细胞毒性试验(ISO10993-5、ISO19007附录A)。
报道的一种细胞毒性机制是触发对氧化还原电位敏感的信号通路活化的氧化应激，这将最终在促炎反应细胞因子和趋化因子的产生中达到高潮。尤其是当纳米材料通过活性氧（ROS）诱导细胞毒性时，纳米材料不必进入细胞。通过离子释放如氧化锌和银纳米物体产生细胞毒性的纳米材料可能存在类似情况。

在进行体外细胞毒性试验时一些参数是关键的。下面会给出示例。

纳米材料对试验干扰的考虑

在评估纳米材料毒性时必须考虑几个已知的缺陷。　当评价纳米材料体外细胞毒性时可能存在很多干扰。由于电荷和光学性质，纳米材料可能干扰依赖于比色测定和/或荧光剂的试验方案。与营养物质的相互作用，例如吸收，可能是细胞毒性测定假阳性结果的另一个原因。

具体地，已知纳米物体与如MTT、XTT、lactate　dehydrogenase（LDH）和dichlorofluorescin（DCF）测定中使用的染料反应。而且，一些纳米物体本身可以分散/吸收光因此干扰在比色测定中的测量。当采用比色法时需要考虑这些方面。除直接干扰以外，应注意纳米物体可直接结合/吸收生物介质导致测量值的变化。结合适宜的对照和在测定读数前通过离心除去纳米物质可降低同一纳米物质产生的数据变化。

相关剂量和剂量单位的考虑　　　　
当采用体外方法时，检测纳米物体剂量包括细胞毒性评估（ISO19007）的大范围是重要的。除此之外，意识到不同剂量单位的存在和使用相关剂量单位表示任何剂量反应关系是重要的。确定纳米物体适宜的剂量单位对细胞培养模型细胞毒性评估来说是一个挑战性的问题。质量、表面积和纳米颗粒的数量均已被建议为重要的剂量单位并在OECD水平考虑到。
纳米物体

纳米物体动力学的考虑

　在体外细胞培养模型，可溶性化合物通过扩散到达细胞，而纳米物体可以通过沉积（凝集NPS）和扩散（单粒子）与细胞接触。有报告说这些过程主要是尺寸依赖性的。聚集也受培养基和条件的影响，就像纳米物体的物理化学特性决定它们与其环境的相互作用一样。
　　　颗粒在细胞培养系统中的有效尺寸和密度是它们凝集/聚集状态、填充密度和形状的作用。这些性质可能对在培养中通过扩散和重力沉降的细胞的输送速度产生深刻的影响。另一方面，曾报道凝集状态影响体外氧化应激介导的剂量-效应曲线。

　以质量小为特征的纳米物体由于其相对低的沉降力可以保持悬浮状态。这限制了它们与细胞相接触和细胞粘附于培养皿底面的培养模型中传递的纳米物体的剂量。因此，应考虑纳米物体在溶液中受介质密度和粘度、颗粒大小、形状、电荷和密度等影响的独特动力学。

　取决于这些因素，纳米物体可以扩散、沉淀或凝集，影响他们在细胞中的接触和转运水平[72]。所以，根据所使用的系统/模型，纳米物体名义和有效剂量（即影响细胞的颗粒的质量或数量或表面积剂量）可能有很大的差异，这导致了评估作用与实际作用之间的差异。这些问题可通过应用计算机模拟如体外沉降、分散和剂量测定（ISDD）和多路径颗粒剂量测定（MPPD）模型形成堆积纳米物体剂量特征来解决。

遗传毒性，致癌性和生殖毒性

一般考虑

ISO10993-3说明了以下生物方面医疗器械危害识别和试验策略：遗传毒性、致癌性和生殖发育毒性。ISO10993-3一般适用于已识别或未知的可能有遗传毒性、致癌性和生殖毒性的医疗器械或其组件的评价。与相应体积的材料相比纳米材料可能具有不同的遗传毒性、致癌性或生殖毒性特征。纳米材料特殊的考虑在下面的段落中讨论。有两种主要类型的遗传毒性损害：致突变性和致染色体断裂性损害，诱变和细胞遗传学，这两种损害都应评估。
纳米材料的遗传毒性试验的具体策略已有描述。关于纳米材料遗传毒性的复杂结果已有报道。因此，在具体问题具体分析的基础上应评估可能的纳米颗粒遗传毒性作用。尽管如此，当有些研究显示了遗传毒性阳性结果而其它研究没有时，对于风险评估来说，此纳米颗粒应被认为有潜在的遗传毒性。未证明某些阴性研究与DNA暴露无关。
某些纳米物体可以穿过细胞膜、进入细胞核并与核DNA和蛋白相互作用。另外，纳米物体和DNA之间的直接接触也发生在细胞分裂期间核膜消失时。由于其反应行为金属纳米物质的遗传毒性和致癌性似乎受到高度关注。一些金属纳米颗粒的遗传毒性已被证明，如Ag-NP、Au-NP和镍纳米颗粒。然而，也有遗传毒性阴性结果的报道。Hansen等人使用大鼠的实验研究显示具有纳米大小和正常大小（微米级）金属镍颗粒肌肉植入后横纹肌肉瘤的发生。

纳米物体可能在与同等大小的细胞成分相互作用后产生自由基，还可导致DNA损伤或影响有丝分裂过程染色体分离，从而导致对细胞分裂的干扰和细胞转运混乱。相反，也有报道说SWCNT可减轻超声波诱导的DNA损伤。

纳米材料的遗传毒性作用也可能是间接机制的结果，涉及促氧化作用或DNA修复抑制。
炎症反应和细胞异常凋亡后的氧化应激被认为是由纳米的物质引起的一些非遗传毒性事件。这些事件易导致细胞癌变。这些在体外和体内模型中细胞应答的评估可作为引发间接DNA损伤可能性的指标。已观察到两种TiO2（脱钛矿和金红石）不同应答与活性氧种类的产生有关(ROS)。最相当的结果是人上皮和肺成纤维细胞中ROS的产生。参考文献的结果表明相对于非晶体TiO2晶体结构的组成（脱钛矿和金红石）及尺寸大于10微米的不同TiO2颗粒的反应是不同的。
在Park等的研究报告中，研究者表示由锌、银、及铝构成的纳米颗粒在人肺泡细胞中表现出相似的毒性。另外，人类流行病学的研究表明通过吸入暴露于金属纳米颗粒和霍奇金淋巴瘤发病之间存在关系。除慢性炎症引发的肿瘤和肺超负荷的情况（见9.3.4）外，纳米颗粒致癌作用的数据很少。

总之，应谨慎考虑遗传毒性试验的阴性结果。为排除一个直接基因毒性作用，一个重要的问题是在体外研究和/或体内研究中组织的细胞靶室（核）的可能暴露。然而，应注意间接作用（如，因活性氧的诱导）也可能是遗传毒性的原因。
体外遗传毒性试验

由于纳米物体摄取和DNA暴露的不确定性，用于遗传毒性试验的细菌回复突变试验（ISO10993-3）可能不适用于纳米材料的致突变性检测。然而，研究显示几个纳米物质进入在Ames细菌回复突变试验中使用的鼠伤寒沙门氏菌。通过可见光辐照的聚乙烯吡咯烷酮中的C60造成了沙门氏菌菌株TA102、TA104和YG3003的弱基因突变。当得到阴性结果时，细菌突变试验中的问题是这个解释（和结论）。
对于纳米材料的遗传毒性试验，推荐哺乳动物细胞系统因为它们有摄取纳米物体的可能。下列试验通常用于评估纳米材料的体外遗传毒性：

哺乳动物细胞体外基因突变试验（小鼠淋巴瘤tk试验MLA）；或次黄嘌呤-鸟嘌呤磷酸（HPRT）基因突变试验。MLA试验可以同时检测基因突变和染色体损伤（大和小集落形成）。

检测细胞遗传损伤的体外微核试验与基因突变试验（如HPRT）或检测小规模序列改变的小鼠淋巴瘤试验（点突变）。

根据试验条件检测不同类型的DNA损伤（如DNA单和双链断裂、氧化基质和DNA交联）的彗星（单细胞凝胶电泳法）试验，如双链断裂是中性彗星；单链断裂是碱性彗星；氧化损伤取决于添加的酶。对于体外遗传毒性试验，可能存在与9.2中描述的相似的缺陷。此外，还有一些需要考虑的具体问题。

加入肝S9代谢成分的价值取决于纳米材料的基体材料、涂料和其它添加剂。无机粒子可能不会被代谢活化，其他材料可能被活化。对于一些无机纳米物体（例如金属氧化物纳米物体）的检测，因为纳米材料的化学组分可能不被代谢，加入肝S9代谢成分可能是无价值的。然而，对于含有有机成分或化学实体（例如基于聚合物的碳纳米材料）的纳米材料，可能会发生代谢转换。另外，S9或其他蛋白，例如血清，可覆盖纳米物体的表面从而影响它们的摄取和反应性。因此，应考虑是否加入肝S9代谢成分。　　　　
微核试验可用于纳米材料的试验。当方案需要使用细胞松弛素B（CYT-B）确定已分裂细胞时，应确定纳米材料的胞饮作用和/或胞吐作用是否不受CYT-B影响，或使用该测定暴露期和可能摄取后加入CYT-B的系列版本。已知细胞色素B能够影响纳米物体的细胞摄取。
体内遗传毒性试验

当考虑进行体内试验时，应采用适当的方法确认纳米物质到达靶器官。如果不能证实，可能需要可证明被其摄取的不同靶器官的第二个体内试验证明不存在体内遗传毒性。体内亚急性和/或亚慢性毒性研究可以用来确定该纳米物质的分布。组织分布信息可以指导体内遗传毒性试验的选择以保证试验器官与纳米材料的分布和积累相关。靶器官未暴露于研究纳米物体可能是体内遗传毒性试验的一个缺陷。

已描述联合遗传毒性试验和其它体内试验的建议。

对于每一个研究方案，应考虑预期人群的接触途径和证明靶器官的暴露。毒代动力学研究的结果可用于证明器官暴露。

下列试验通常用于评估体内遗传毒性：

啮齿动物红细胞或骨髓微核试验;　
啮齿动物骨髓染色体分析；

DNA链断裂分析（体内彗星试验）。

应论证和记录试验系统的选择。

当采用其它体内试验系统获取遗传毒性额外信息时，应采用基于证据的原理论证和记录这个决定。

对于如单细胞凝胶测定（彗星试验）等任何体内遗传毒性试验，建议基于（毒代）动力学研究和/或亚慢性体内研究以确定靶器官。

几个转基因动物模型可用于测定体内暴露后的DNA损伤（OECD　TG488，2013）。这些模型之一是Lac-Z模型转基因小鼠模型，其已被用来评估二氧化钛纳米物体的体内遗传毒性。该模型由pUR288质粒（含有LacZ报告基因）同型结合地插入染色体3和4头-尾序列的C57B1/6小鼠制成。该小鼠模型可用于评估多个器官的致突变性，使其成为研究暴露于化学试剂后遗传毒性作用和修复机制的宝贵体内模型。

在OECD　TG488提到的已有充足的数据支持其用于这个TG的的其它转基因模型有：lacZ噬菌体鼠(Muta™Mouse2))；lacZ质粒小鼠；gpt　delta　(gpt　and　Spi−)大小鼠；lacI大小鼠(Big　Blue®3))。可采用cII阳性选择试验在Big　Blue®　and　Muta™小鼠模型中评价突变。转基因啮齿动物模型模型的突变发生通常被评估为突变频率的变化；尽管如此，如果需要突变的分子分析可以提供额外信息（OECD488）。
致癌性

人类基因组不断暴露于DNA损伤剂如活性氧、紫外线和有遗传毒性的化学物。很多体外和体内研究已发现纳米材料诱导DNA损伤和突变。遗传毒性和癌症之间的联系是公认的，所以这些研究结果对于预测纳米材料的致癌性是有用的。然而，棒状纳米物体显示慢性炎症可能发挥关键作用，因为它可能导致氧化物质水平升高。虽然有大量遗传毒性的信息是可用的（见9.3.1），包括很多纳米材料相互矛盾的结果，但是纳米材料致癌性的理解水平是有限的。
众所周知遗传毒性和慢性炎症可导致致癌性。还有报道说生物残留和慢性炎症诱导可诱发肺肿瘤。这些作用可能是由于指定的“超负荷”给药导致的。生物残留主要由纳米物体的尺寸和形状（例如纤维）的化学组成决定。研究表明一些纳米材料诸如纳米二氧化钛和碳纳米管参与了动物模型的肿瘤发生。可能的机制包括DNA损伤和炎症过程中ROS的产生。

如果人类高剂量或慢性暴露应考虑评估致癌风险。最常见的评估化学物致癌可能性的体内试验是EC　B.32及OECD451中描述的致癌性试验和ECB.33及OECD453描述的慢性致癌性联合试验。对于医疗器械，ISO10993-3描述了致癌试验。另外，与两年致癌性研究相比，转基因动物像鼠rasH2模型可用作短期替代试验。

然而，应注意应在case-by-case的基础上评价这些试验的应用，因为它们对纳米物体的稳定性未经证实。

生殖毒性

虽然纳米材料的生殖毒性数据很少，但探索其对生殖器官、胚胎发育和子代潜在影响的兴趣一直在增加。因为纳米颗粒能够穿透生物屏障，所以它们有穿越生殖系统屏障（例如血-睾屏障和胎盘屏障）影响精子的活力和功能以及胚胎发育的可能性。已显示一些纳米物体依靠其类型及实验条件/模型穿过生殖组织屏障如血-睾丸屏障和胎盘屏障。在最近的回顾中总结出NP可从呼吸道转移到胎盘和胎儿继而导致母体炎性应答的不良作用似乎是可信的]。通过与DNA分子相互作用导致的遗传物质破坏也可能导致突变和影响下一代的生殖和发育。　　　
可根据风险评估中医疗器械的暴露和使用决定是否需要进行生殖毒性试验。如果根据医疗器械风险评估需要进行，应根据ISO10993-3的要求考虑所用纳米材料生殖毒性的评估。

当足够及充分的证据表明纳米材料或其代谢物不到达生殖系统器官，则无需进行生殖毒性试验。这方面的证据可基于吸收、分布、代谢和排泄（ADME）的研究数据。

当没有证据可以排除其接触生殖系统器官时，应考虑试验，尤其是在下列情况时：

可能接触到生殖组织、胚胎或胎儿的长期或永久接触医疗器械；

储能医疗器械；
可吸收或含有可沥滤纳米材料/纳米粒子的器械。尚未证实可完全清除的。
应注意有些曝露方法是不推荐使用的，因为它们可能干扰胎儿发育。例如，腹膜内接触可以导致试验纳米物质直接注射到子宫或穿过子宫壁直接影响到发育中的胚胎/胎儿。而且，“只通过鼻子”吸入暴露可能不适用于怀孕雌性，因这些动物在应激条件不会摄食和进水。

除了ISO10993-3，OECD421可用于收集纳米材料可能生殖毒性作用的初始信息。该试验的结果也可以用于初始危害评估并且可以在额外试验是否需要的决策过程有帮助。如果认为有必要进行额外试验，根据筛选试验的结果，应视情况按照OECD414、OECD415、OECD416、或OECD422进行。
免疫毒性，刺激性和致敏

一般考虑

ISO10993-20提出了免疫毒理学概述尤其是医疗器械潜在免疫毒性。　
ISO10993-10描述了医疗器械及其组成材料产生刺激和皮肤致敏可能性的评估过程。此文件包括：

-刺激预试验的考虑，包括皮肤暴露计算机模拟和体外方法，

体内（刺激和致敏）试验过程的详细信息，和

结果解释的关键因素。

免疫系统暴露于纳米物体可能导致炎症和过敏性/自身免疫反应。其程度和反应类型取决于过敏性纳米物质的特性、其佐剂的效能、炎性作用以及其激活补体系统的能力。免疫应答然后可被激发或抑制。

免疫毒性

目前研究的纳米材料是一纳米物体进入全身循环系统就终结于在免疫系统中起核心作用的MPS细胞（例如巨噬细胞、树突细胞或朗格汉斯细胞）。因此，纳米材料免疫毒性的可能需要特殊考虑。通常，通过重复接触毒性试验（例如28天或90天）评估免疫毒性，通过此试验可检测到的免疫抑制和/或免疫刺激的第一指征。ISO/TS10993-20描述了免疫毒性试验总的考虑。对于医疗器械，免疫毒性研究通常包括长期植入研究（ISO10993-6和ISO10993-11）。对于纳米物质，需考虑可替代的暴露途径如全身暴露的静脉内给药，例如，文献已报道其用于纳米银。

由于免疫系统的复杂性，体外模型提供了可靠的更好的研究免疫细胞功能的方法。可通过在特殊的免疫细胞系中评价信号通路，如核因子kappa　B通路研究纳米材料对免疫细胞功能的影响。National　Cancer　Institute’s　Nanotechnology　Characterization　Laboratory已发表大量体外测试以特别适应于纳米颗粒及其对免疫细胞影响的研究（http://ncl.cancer.gov/working　assay　-cascade.asp）。除其它很多终点外，这些测试预期评估如吞噬作用、趋化性和巨噬细胞一氧化氮产生等指标。

已有一些纳米材料对免疫系统作用的综述。纳米物体被用于半抗原或半抗原载体，这显示它们施加辅助作用影响免疫系统的能力。对纳米银颗粒，发现静脉内接触28天后其对免疫系统的影响是全身毒性最敏感指标。

2007年发布的一个方法特别专注于化学物免疫毒性评估的动物模型。WHO已在化学安全国际计划(ICPS)发布3个环境健康准则文件应对免疫毒性(EHC180)、致敏性(EHC212)和自身免疫性(EHC236)。纳米材料免疫毒性EHC文件正在准备中。

致敏

纳米物质和纳米材料可能会导致致敏；然而，他们致敏的可能性是相对未知的。此外，纳米材料与蛋白质纳米物体相互作用导致纳米物体/蛋白质复合物形成，其作为一种继发效应可能会导致致敏。另外，需考虑针对作为纳米物体/蛋白质复合物一部分的蛋白的可能免疫反应纳米物体。关于蛋白质冠的形成也见8.2.2。

到目前为止，这已被记录为纳米材料唯一类型的（超）过敏性反应是基于补体激活的假性过敏（CARPA；见9.5.2）。
现有文献描述的主要是纳米颗粒缺乏致敏能力(211-217)。在ISO　10993-10中描述了各种测定包括Buehler试验（BT）、豚鼠最大化试验（GPMT）、局部淋巴结测定（LLNA）、人体斑贴试验（HPT）和改良GPMT（表应用GPMT）。包括在这些测定中的是：金纳米壳（150纳米）、银纳米颗粒（10纳米）、氧化锌纳米颗粒（20纳米）、二氧化钛纳米颗粒（20-100纳米）、聚苯乙烯胶乳珠（50纳米）、C　60富勒烯（1纳米）、二氧化硅纳米颗粒（7-10纳米）、和碳纳米管（1.8-60纳米）。

由于皮肤的屏障功能BT、LLNA、HPT和改良GPMT致敏试验可能对许多纳米材料无效。纳米物体可能无法到达致敏的靶细胞和器官、皮肤树突细胞和引流淋巴结纳米物体。因此，阴性结果不能被解释为纳米材料无致敏特性；这种阴性结果可能是由于纳米材料不能穿透皮肤表面导致的。在改良GPMT试验，试验物质未与完全弗氏佐剂同时注入，但局部应用于该FCA注射的（炎性）点。需要更多的研究来探讨这个问题。如果得到证实，那么可能需要开发新的纳米材料特定致敏试验。
为了应对欧洲的对化妆品材料进行动物试验的禁令和非动物试验方法特别说明的REACH法规，很多体外致敏试验被开发出来。其中已被最广泛应用的是直接肽反应性测定法（DPRA）、人细胞系激活试验（H-CLAT）、KeratinoSens4和SenCeeTox5。现在，还不清楚这些体外测定法是否能够评估工程纳米材料的致敏潜力。
刺激

根据ISO10993-1标准，应考虑刺激性试验（包括皮内反应）评估医疗器械、材料和/或它们的浸提物的潜在刺激性，在适宜的模型使用适当的应用部位如皮肤、眼睛和粘膜。此要求也适用于纳米材料。进行的试验应适合于ISO10993-10中的途径（皮肤、眼睛、粘膜）和暴露或接触的持续时间。

纳米材料的各种性质可影响皮肤、眼睛或黏膜暴露后的摄取；这些性质包括（但不限于）尺寸、形状、表面积、表面电荷、表面能/活性、溶解性、聚集状态、多分散性和离子溶解动力学。较大的纳米物体不太可能有皮肤渗透性，而其较小的部分可能到达更深表皮、真皮和较低的细胞层　。此外，也应考虑功能化纳米材料的有效尺寸（即流体力学半径），因为这将决定其与与曝露后影响穿透性的角质细胞的相互作用。形状也可影响皮肤渗透性，球形纳米材料显示出比细长纳米材料更高的渗透性。

主要纳米材料的化学组成也可影响纳米材料导致的潜在刺激性。一些研究表明，金纳米物渗透到皮肤深层，而银和二氧化钛纳米粒子留在角质层。有证据表明，特定纳米物质（例如基于碳的树枝状聚合物）有以某种程度穿透皮肤的能力。然而，当分别经体内OECD404和OECD405体内检测时，发现单壁碳纳米管具有最小皮肤和眼睛刺激。纳米物体的表面组成对皮肤穿透性的潜能也是重要的。例如，已报道表面电荷影响量子点渗透和细胞因子释放。设计的试验方法和解释试验结果的时候，因此，应小心）实际上，纳米物质涂层的表面功能化或衍生化可能是毒性的一个原因，而不是纳米物质本身[173]　[227]；因此，当设计试验方法和解释试验结果时应注意。
大部分发表的数据表明完整甚至晒伤的皮肤是针对纳米材料渗透的良好屏障，皮肤渗透穿过表皮层不会发生。然而，毛囊、汗腺和由于机械损伤而缺乏抵抗力的表面（例如，割伤、擦伤）、皮肤病（例如，皮炎、银屑病、湿疹）、病理学病症（例如，感染、炎症）和光损伤（例如，晒伤）可更容易通过皮肤吸收纳米材料。另外，使用特定化妆品材料可增加皮肤渗透性。

对于接触病人而不是完整皮肤的材料和器械，应考虑皮内反应试验评估纳米材料局部组织反应。这个试验可以用于通过皮肤或粘膜试验测定刺激不合适的情况（例如，植入或血液接触医疗器械）。纳米材料的皮内诱导绕过角质层，因此纳米材料可能具有比皮肤暴露更高的纤维细胞刺激潜能。该试验对疏水性纳米材料也可能是有用的（见ISO10993-10）。对于其他临床暴露途径，可通过纳米材料局部应用评估刺激。

在ISO10993-10的现行计划中，黏膜刺激试验作为特殊刺激性试验列在附录B。需根据材料和器械的具体使用条件和暴露途径合理化这些试验方法的选择。几个纳米物体的研究显示在检测这些材料导致的可能有害作用时眼刺激试验比皮肤刺激试验可参考和更敏感。使用其它粘膜刺激方法检测纳米物体的发表文献信息很少。

已经进行了各种尝试评估和验证体外皮肤刺激模型作为测试纳米材料的替代方法。然而，在方法选择的研究设计时应作充分考虑。一些研究显示与体外和皮肤刺激模型等同的结果，而其它研究报道了由于纳米物体与检测试剂或白细胞介素相互反应的干扰导致的可能缺陷。评估纳米材料的不同类型皮肤模型效果的研究也是欠缺的。

牛眼角膜浑浊和渗透性试验(BCOP)和EpiOcular™6)　眼刺激试验　(EIT)用于评价一些纳米材料的眼刺激能力。一些刺激行为只在纳米银EpiOcular™6)　眼刺激试验　(EIT)中被观察到，而在BCOP看到了不同结果。一些干粉纳米材料[金属氧化物(ZnO,　TiO2,　CeO2)、无定形物SiO2和MWCNTs]、三个有机染料、石英和滑石粉在两个试验中均阴性。
血液相容性

一般考虑

应对直接或间接接触血液的含纳米材料医疗器械进行血液相容性评价。此外，即使对非血液接触的器械，如果毒代动力学研究显示来自医疗器械的游离纳米颗粒可能进入全身血液循环，也应进行血液相容性评估。　　
在ISO10993-4提供了评价医疗器械与血液相互作用的一般要求。它描述了：

根据在ISO10993-1中定义的预期用途和持续接触时间，预期用于与血液接触的医疗器械的分类；

统领评估器械与血液相互作用的基本原则；

根据特定类别及这些试验科学依据的试验有组织的试验选择原理。

根据被检测的初始过程或系统将血液相互作用分为几类：：血液学、血栓形成、凝血、血小板活化和补体系统激活。

这些参数连同下面讨论的具体考虑也应用于纳米材料的血液相容性评估。由于它们的尺寸，纳米材料可迁移并到达血液循环系统，在那里它们可以引发血栓效应和血小板活化。因此应考虑评估纳米结构材料、含纳米材料器械和从与循环血液直接或间接接触的器械释放的纳米物体的纳米物体血液相容性。

可发生在血液中的对医疗器械的许多反应与和血液接触的器械表面积有关。因此，器械表面积与全血暴露体积的比率（cm2/mL　全血，WB）是血液相容性评估的重要因素。其它影响与血液相互作用的因素包括几何结构和表面化学。应考虑采用适宜体外和体内模型对纳米材料进行剂量反应试验以估计上面提到的适宜血液接触分类的安全性。见ISO10993-4。
补体系统激活

补体系统包含于通过材料调理作用允许被巨噬细胞识别和摄取的针对非自体物质的固有免疫防御。据报道，纳米材料和补体系统之间的相互作用由几个因素包括大小、形态和表面特性控制[128]。血液中纳米材料导致的补体系统激活异常增强可能诱发显著炎症反应。因此，补体激活应作为纳米材料的生物风险评估的一部分，特别是如果它们预期与循环血液直接接触，或游离纳米大小颗粒有可能迁移至全身血液循环。

补体活化可能导致急性过敏反应[243]。这种特定类型的过敏综合征被称为C活化相关假性过敏（CARPA）。已有大量这种类型的被聚乙二醇（PEG）化复合脂质体和其他纳米物体诱导的补体级联激活的报告。纳米物体这样的CARPA诱导物包括以下种类：脂质体药物、胶束溶剂、放射造影剂、碳纳米管、基于脂质体和聚合物的纳米药物、PEG涂层囊泡，以及其它基于脂质和磷脂甲氧-　PEG共轭稳定化制剂。
血液相容性试验的具体考虑

血液相容性是对血液接触纳米材料的关键考虑。这是因为血液中的蛋白被立即吸附在纳米材料表面，导致级联反应，最终导致医疗器械的成功或失败。根据不同的尺寸/表面积等先天或后天的表面特性，纳米材料可能会导致不同的血液相容性结果。实际上，已有报道称尺寸和表面粗糙度在血液血清蛋白吸附程度、血小板粘附和活化和全血凝固动力学中起重要作用。见8.2.2。

可以合理地直接使用ISO10993-4中描述的常规方法直接评价表面具有纳米结构材料，游离纳米物体的血液相容性评价可能更有挑战性。由于其比大块材更高的表面积/体积比，大量更多的血清蛋白可轻易地吸附于游离纳米物体改变了血液中外来物体一进入全身循环就随后发生的级联反应。纳米物体另外，由于纳米物体一旦与血液接触后的潜在的聚集/附聚会改变血小板、凝血因子和血管内皮细胞的相互作用。由于这些体外试验的可能干扰，在得出关于游离纳米物体血液相容性任何结论前应特别注意所使用纳米物体方法的重现性、可靠性和灵敏度。值得注意的是，美国试验和材料协会（ASTM　E2524）发布了纳米粒子溶血性分析标准试验方法，改编自通常用以评价大块材料溶血性质的ASTM标准规范F756。

应注意纳米颗粒可引起内皮细胞释放促炎和促凝因子（如，TNF-a、IL-6、IL-8、MCP-1和组织因子）释放[247]。可在内皮细胞和单核细胞共培养模型中检测纳米颗粒的促炎和促凝潜能[248][249]。所以，建议除血液相容性基本筛选外，也应检测内皮细胞和/或单核细胞激活及纳米颗粒与内皮细胞和单核细胞相互作用（例如，通过评价细胞粘附分子标志物如CD54/CD106/

CD62E、促炎因子如　TNF-α、IL-6、IL-8、MCP-1和促凝因子）。
全身毒性

通过相应大块材料的全身毒性不能预测纳米材料的全身毒性。这主要是因为它们具有转移至体内和到达常规材料完全不能到达的器官的能力。纳米物体被描述为可能穿越所有的保护屏障包括核膜血-脑和胎儿-胎盘屏障。因此应当考虑纳米物体的全身性毒性。

当要了解纳米材料全身性毒性的可能性时其溶解度是需要考虑的一个关键参数。与医疗器械中可溶性大块材料一样，水溶性纳米材料在接触组织或液体时会溶解。然而，对于不易溶解纳米材料，机体的清除能力和防御机制可能很快被耗尽，从而导致产生全身不良影响的长期体内蓄积。不溶性纳米材料的生物残留可能会导致（其中包括其它的情况）溶酶体通透性和酶活性的变化以及巨噬细胞凋亡。根据其临床使用和纳米材料的固有性质应考虑几个暴露时间评价其潜在全身毒性（ISO　10993-11）所述的。
因为纳米物体可能分布于全身，应在具体问题具体分析的基础上考虑预期用于组织病理学分析（ISO　10993-11）的组织/器官选择，特别注意MPS（例如特别是肝、脾）、肾、脑、骨髓等，也取决于接触途径和预期临床用途。

应特别注意给药剂量；通常适用于大块材料的质量/浓度剂量单位可能不适合于纳米材料，其全身毒性反应主要取决于自身颗粒与生物系统的相互作用。接触的颗粒数量和/或暴露于患者的表面积可能是描述剂量反应关系的更好指标。

然而，质量是在给药时的方便指标。当所有单位指标已知时，可容易地将质量剂量换算为每单位颗粒数量剂量和/或每表面积剂量。

另外，剂量大小和接触频率可影响全身毒性试验结果。暴露于纳米物体可以饱和和刺激器官的摄取，尤其是MPS器官。碳和聚（丙交酯-共-乙交酯）纳米物体静脉注射于啮齿动物的研究表明，肝和脾中的吞噬细胞是可被饱和的，导致纳米物体再分配到其他器官。Biozzi等将碳纳米物体注入到大鼠的血液，他们观察到肝脏的摄取被重复给药所刺激。他们指出行为方面的变化与MPS对新条件特别是血液中纳米物体水平的适应相关。在将纳米物体例如碳胶体以导致肝摄取堵塞的剂量注射到血液中的其它研究中，纳米物体，肝脏吞噬时间三到六天后恢复正常。

热原

像任何材料表面一样，纳米材料表面可覆有细菌内毒素或脂多糖（LPS），尤其是当纳米材料在非无菌或在存在水的条件下生产时。纳米材料表面的内毒素可以干扰纳米材料与生物系统之间的相互作用影响评估结果（如产生非特异性炎症）。应当注意最终灭菌（干热、湿热、环氧乙烷、γ和电子束辐射）不会灭活细菌内毒素。美国药典推荐采用适当的温度和时间处理材料以达到内毒素活性降低≥3log（通常为在至少250℃至少30分钟）（美国药典1995）（见6.9.1）。

ISO29701：2010中描述了在基于细胞生物系统中使用的用于纳米材料样品内毒素检测的鲎试剂（LAL）法。另外一个方法是单核细胞激活试验（MAT），它是一个利用人自然发热机制的已验证的定量试验，可用于纳米材料相关内毒素和其它生物热原检测。6.9.1部分和ISO10993-11也有检测纳米材料内毒素的相关信息。其它可能有帮助的信息包括：USP85、USP151和ANSI/AAMI　ST72除内毒素介导的致热性，根据ISO10993-11，应考虑将纳米材料介导的致热性作为纳米材料生物学评价的一部分。
植入

ISO10993-6中描述了医疗器械植入试验。根据医疗器械类型可以考虑各种植入部位（例如皮下、肌内、颅内等）。对于游离纳米物物质，可考虑直接注射至相应组织。

关于医疗器械纳米物体的可能释放，应当特别注意纳米物质向局部引流淋巴结的迁移。

当采用植入试验评估潜在的全身毒性时，应考虑ISO10993-6和ISO10993-11的要求。

应当认识到植入试验中通常使用对照材料。一些已证明的尺寸测量标准化的参考纳米材料是可获取的。另外，现在被称作“代表性”的广泛应用的商品化纳米材料是可获取的；见5.3。

表征和试验结果的描述

试验报告应包括纳米材料的表征和生物学作用相关的数据，如适用，应包括但不限于以下信息：

a）器械和纳米材料的描述和此处指出的使用合适的理化表征的详细描述：

1）纳米材料的鉴定，包括化学组成和结构；

2）大小；

3）形态学；

4）凝聚和聚集率/状态；

5）溶解度；

6）表面电荷、表面积和化学过程；

7）预期用途的描述，生物学接触/相互作用的性质和持续时间；

8）如适用，最终器械中纳米材料的纯度的证明和任何可滤沥物和/或化学残留物的鉴定和定量；

9）支持纳米材料稳定性的分析数据(如，对纳米体可能包括使用原料样品的聚集率/状态和不同试验中使用的不同剂量的试验液)。

b）
样品制备（如，浸提液，直接接触）和试验条件（纳米材料浓度和介质）包括应用的标准程序的鉴定；

c）标准的分析方法，如适用；

d）分析检验方法的描述，包括定量限；

e）
对医疗器械材料降解和潜在纳米体释放的评估包括能充分支持器械的预期用途环境的试验条件的论据；

f）
医疗器械材料降解和潜在纳米体释放的试验方法、试验条件、试验材料和步骤，包括对照的描述；

g）
降解产物的鉴定和定量（如降解产物的形式和状态，它们的稳定性和使用的对照）

h）试验验证的证据，包括适当对照的应用和支持理由，如适用；

i）结果概述；

j）说明、结果讨论和结论；

k）
遵守良好实验室规范和/或实验室质量管理体系的声明（如ISO/IEC　17025）。

当有发展中的和确认的新方法时，试验时应包括符合ISO/TR　13014:2012的信息。

风险评估

引言

尽管化学品风险评估的基本原则被认为适用于纳米材料，但出现了一些特殊的挑战，包括独一无二的理化特性、较大的组成不确定性、生物系统千变万化的特性、暴露测量的困难性和适当的剂量度量的决策在内可能需要特定的指导。因此风险评估过程中的透明度是很重要的，数据的纳入和排除、假设、变异性和不确定性都应该被考虑。在缺少基础数据时，风险评估人将不能完成风险评估。因此，当最终的风险评估被确定时，应该清楚评估中的多少信息已经被考虑到。必须注意到对纳米材料的生物学风险评估应包括纳米材料可溶性和不溶性两部分的评估。应该意识到对纳米材料进行风险评估所需要的关键信息可能经常是缺失的，会导致显著的不确定性。当纳米材料测试和研究能得到相关的新数据时，这些不确定性有希望被减少。当有新的信息可用时，应考虑与纳米材料应用有关的周期性的重新风险评估。

相对于化学品风险评估，生物材料的潜在生物持久性/生物累积对风险评估提出了一个特定挑战。多种情况下，身体可能不会代谢或积极分解这些纳米材料而引起其潜在的不确定的持续沉积于组织或细胞。在组织或细胞不确定的持续沉积已经被不同类型的纳米材料证实，包括银、氧化锌、二氧化钛和金纳米粒子和碳纳米管。关于TiO2纳米物体长时间的持续沉积也有报道。与这种不确定的持续沉积相关的特定生物学影响还不明确，但有些证据表明这种现象可能导致炎症持续状态最终导致癌变。另外，应考虑到非纳米材料制造的医疗器械因为磨损/老化/使用而引起的纳米物体释放。

医疗器械生物学评价的风险管理过程在ISO10993-1附录B中有描述，但是ISO10993-1没有定义诸如风险评估、风险分析和风险评价等术语，而是遵照标准ISO14971和指导性文件ISO/TR15499。然而，在ISO10993-1附录B中风险分析被扩展，也包括了风险评价和风险控制。与ISO10993-1相比，ISO/TR15449在执行风险管理过程中的生物学风险评价方面提供了更详细的建议。图1流程图给出了风险管理过程的概述，但ISO/TS10993-22的适用范围限于风险评估，只包括风险分析和风险评价。ISO14971描述的风险，是两个独立因素：损害的可能性和损害的严重程度的结果。

纳米材料的风险管理过程是不断发展的，发展中的许多工具如在硅技术方面的纳米信息学、定量纳米颗粒活动度关联（QNAR）、particokinetics　(Teeguarden　et　al，2007)，接触模型，生理药代动力学模型（PBPK），全身毒性试验和高通量筛选ISO/TR16197）。目前，这些工具很少用于支持纳米材料的常规意见，但是它们的重要性可能在将来提升。证据的重要性是纳米材料风险评估文件中又一个被经常提及的术语，可能是纳米材料评估中有用的术语。OECD规定了纳米材料风险评估中要考虑的重要问题的概述，也适用于医疗器械。




















图1　风险管理过程概览

图1给出了基于ISO　10993-1的完全风险管理过程的概览，但本部分的适用范围限于风险评估，即流程图中阴影部分以上的内容。图1的阴影部分表示　风险控制属于风险评估的一部分。

接触评定

损害的可能性经常通过接触评定或临床经验或与相似应用相比较而表征。对医疗器械使用的纳米材料来说，损害与器械中纳米材料的潜在释放和形成有关。接触评定的目的是确认病人接触多少纳米材料，这些接触是否使纳米材料参与局部组织反应和/或全身接触。因此，通过选择精确的试验方法来描述接触情况和确认纳米材料从医疗器械的释放、迁移和形成变得很重要。接触评定应该包括以下考虑：

接触强度、频率和持续时间；

接触途径（如组织/血液，皮肤、经口或吸入）；

摄入量或摄入率；

生物利用度。

首先，应重点通过模拟暴露、测定实际接触或制定接触假设对机体吸收/分布纳米材料的可能性和程度进行评定。然而，接触条件、接触途径、病人的健康状况和生物利用度的不同可能导致全身摄入量可能不同。通过吸入、静脉注射或植入组织的接触比经口或皮肤接触通常受到更多关注。

接触评定过程中的一个挑战是纳米材料的表征。因分析方法的有限利用度和纳米材料的低浓度，在体内尤其是在组织和体液的评定可能是困难的。另一个限制是化学分析不一定总能提供纳米材料颗粒性质的相关信息。因此，表征可能必须确认纳米材料是否是固体、可溶性的、可降解的。已经显示一些纳米材料（如纳米银）可以溶解或脱落金属离子，可能形成新的具有不同化学组分的纳米材料[90]　[272]。分析方法应该进行描述并论证。选择的接触评定应该考虑以下方面：

适用性，

敏感性，

稳健性，

准确性，

检测限，

材料形式（固体、可溶的或可降解的）

变异性和不确定性的来源。

生物学危害识别

危害是损害的潜在来源。在正常和合理错误条件下，与纳米材料有关的所有具可合理预测的危害应该被识别。然而，为了引起危害，一定会发生经常涉及到一系列事件的危险情况。当进行风险的估计时，对这些事件的识别和表征是很重要的。

当风险评估人进行危害识别/表征步骤时，应该考虑以下情况：

文献评审的结果，

材料表征的结果，

样品制备，

剂量选择和剂量描述，

试验方法，

毒代动力学，

危害描述，包括剂量反应和作用方式。

对生物学反应的一些类型，可能不会获得一个典型的毒理学的剂量-效应关系。在这些情况下，应该使用其他方法表征危害和分类损害严重程度。此时，应该特别关注危险情况是如何引起的和引起的后果的性质。这些生物学反应的实例包括对植入的纳米材料的异物反应和纳米材料表面结构及设计引起的血液凝固。有关这些其他类型生物学反应的适当证明文件是必须保证是透明的和可追溯性的。

风险估计

风险估计的原则被认为适用于纳米材料，但可能更加复杂，归因于目前对纳米材料与试验体系和人体相互作用的有限认识。ISO　10993-17描述的获得可容许摄入值的方法和原则的证据份量，在此过程中可能是有用的。ISO　10993-17为如何利用不确定因素和设置可滤沥物的容许摄入值提供了指导，也可能对通过释放、降解、磨损或其组成导致全身接触的纳米材料非常有用的。

从文献评审、生物学评价、临床应用和接触评定获得的一切可用的和适当的信息应该被用于纳米材料提出的健康风险评估。此外，信息的质量、可靠性和相关性也应该被考虑。应用于风险估计的数据应该以下列内容的可靠性为基础进行评价：

材料有关的试验中，当材料被评估时，同一性和理化性质的确认；

是否根据已经公认的试验或测定方法而得到数据；

在检测纳米材料时应用的方法是否是可接受的。

被识别的和被表征的风险被比作接触或引起损害的可能危害。如存在损害的可能性，则会出现风险。当不能确定接触（损伤的可能性）时，风险估计可能必须依赖于假设最糟糕接触情况单独引起的危害的严重程度。然而，风险是接触的一个功能，使用频率和持续时间是两个接触因素，当其中一个因素增强时将可能出现损害。

风险评价

风险评价对估计的风险进行评价的过程，针对预先定义的验收准则来确定风险控制是否是必需的。这个过程应用于所有医疗器械不论其是否含纳米材料。就所有器械来说，当可获得的数据不足以进行定量风险评价时，定性的风险评价可能是必需的。风险水平不仅依赖于潜在危害的严重程度和有害接触的可能性，也依赖于器械的预期用途。

生物学评价报告

生物学评价报告应包含ISO　10993-1中描述的项目，包括有关纳米材料使用的更具体信息。　应由具备必要知识和经验的专家评估员确认并记录：

用于生物学评价的包含生成或由纳米材料/纳米物体组成的医疗器械的策略和程序内容;

根据风险管理计划确定与纳米材料相关的风险可接受性的标准;

医疗器械和纳米材料的材料特性的充分性;

选择和/或放弃测试的理由以及对这些测试的解释的不确定程度;

相关现有数据的解释和与医疗器械相关的测试结果;

为完成生物学评价而收集的任何其他数据;

医疗器械的总体生物安全性结论以及得出这些结论的任何程度的不确定性。
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纳米材料是否作为器械的原材料和/或通过降解、磨损或原位加工有纳米物体释放的潜能，和/或是否有纳米结构表面的器械（章节5和7）？





指导原则不适用





No





风险评估





Yes





No





病人有任何接触纳米材料或纳米结构表面的可能性（章节11.2）？





用文件阐述为什么不需要进一步试验的理由








Yes





对纳米材料或纳米结构器械表面进行物理和化学表征（章节5）





表征接触纳米材料引起的暴露（章节11.2）








识别接触纳米材料引起的潜在危害（章节11.3）








表征接触纳米材料引起的潜在危害（章节11.3）








通过评价基于预期用途、可预知的误用和接触情况产生的危害的可能性进行风险评估（章节114）





通过评价识别的风险比照预先定义的接受准则来确定是否需要风险控制（章节115）





需要风险控制？








准备生物学试验报告（章节12）








如果需要进行后期调整控制





应用风险控制








