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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。

本文件是 GB/T（Z）16886《医疗器械生物学评价》的第 10部分。GB/T（Z）16886已经发布了以

下部分：

——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：潜在降解产物的定性和定量框架；

——第 10部分：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和定量；

——第 14部分：陶瓷降解产物的定性与定量；

——第 15部分：金属与合金降解产物的定性与定量；

——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：纳米材料指南；

——第 23部分：刺激试验。

本文件代替 GB/T 16886.10—2017《医疗器械生物学评价 第 10部分：刺激与皮肤致敏试验》，与

GB/T 16886.10—2017相比，除结构调整和编辑性改动以外，主要技术变化如下：

a) 删除了刺激试验相关内容（刺激试验内容见 GB/T 16886.23），仅包含皮肤致敏试验的相关内

容。

本文件等同采用 ISO 10993-10:2021《医疗器械生物学评价 第 10部分：皮肤致敏试验》。

请注意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。

本文件由国家药品监督管理局提出。

本文件由全国医疗器械生物学评价标准化技术委员会（SAC/TC 248）归口。

本文件起草单位：山东省医疗器械和药品包装检验研究院。

本文件主要起草人：。

本文件及其所代替文件的历次版本发布情况为：

——2000年首次发布为GB/T 16886.10—2000，2005年第一次修订，2017年第二次修订；

——本次为第三次修订。
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引 言

本文件评价了医疗器械释放的化学物可能导致的可能引起的接触性皮肤敏感危害。

医疗器械中包含的某些材料已经进行过试验，其潜在的皮肤致敏已被确认。特别是对于齿科材料，

已有报告其具有致敏特性。其他材料及其化学成分尚未进行试验，并且在与人体组织接触时可能会产生

不良反应。因此，制造商有义务在上市前评价每种器械的潜在不良影响。

传统上，小动物试验是在对人类进行试验之前进行的，以帮助预测人类的反应(背景信息见附录D).

自2015年以来，一些化学和体外试验已经得到了验证，并发布了经济合作与发展组织(OECD)试验指南，

以评价化学物的皮肤致敏潜力。
[75][79][104]

附录C中概述了纯化学物的可用的皮肤致敏的替代试验。这些测

试方法，每一种都是为解决特定的关键事件而开发的，单独可能不足以得出化学品是否存在皮肤致敏潜

力的结论，宜在综合方法的背景下考虑，例如综合方法测试和评估 (IATA)，将它们与其他补充信息相

结合。注意到目前为止，在附录C中的体外和化学试验中的皮肤致敏性试验，只被验证用于纯化学物，

而不适用于医疗器械。为了确认它们适用于对医疗器械的皮肤致敏潜力的评价，需要对其分析方法进行

评价和验证。

在适当的情况下，鼓励在动物试验之前初步使用体外方法进行筛选。为了减少使用的动物数量，本

文档提出了一种逐步评价的方法，并在每个阶段审查和分析试验结果。为了提交注册资料，应使用适用

于各自国家的良好实验室管理规范（GLP）或ISO/IEC17025进行皮肤致敏研究，并遵守与动物福利相关

的法规。建议对数据进行统计分析，并酌情使用这些统计分析。本文件包括开发安全产品的重要工具，

旨在供经过培训和有经验的专业人员使用，他们可以解释其要求并判断每个医疗器械的评估结果，同时

考虑与器械相关所有因素，通过审查科学文献和以前的临床经验提供的医疗器械的预期用途和当前知

识。

本文件基于许多标准和导则为基础，包括OECD导则、美国药典和欧洲药典。本文件旨在成为选择和

进行试验的基础文件，以便评价与医疗材料和器械的安全有关的皮肤致敏反应。

《医疗器械生物学评价》拟由二十一个部分构成。

——第1部分: 风险管理过程中的评价与试验。目的是保护人类由于使用医疗器械所产生的潜在生

物学风险，在风险管理过程中描述医疗器械生物学评价，并将其作为医疗器械总体评价和开发过程的一

个组成部分。

——第2部分: 动物福利要求。目的在于最大限度利用科学合理的非动物试验，确保用于评价医疗

器械所用材料的生物学性能动物试验符合认可的伦理和科学原则。

——第3部分: 遗传毒性、致癌性和生殖毒性试验。目的是为已确定具有潜在的遗传毒性、致癌性

或生殖毒性的医疗器械提供评价指南和方法。

——第4部分: 与血液相互作用试验选择。目的是为医疗器械与血液相互作用评价提供通用要求。

——第5部分: 体外细胞毒性试验。目的是为评估医疗器械体外细胞毒性提供试验方法。

——第6部分: 植入后局部反应试验。目的是为评估医疗器械所用生物材料植入后局部反应提供试

验方法。

——第7部分: 环氧乙烷灭菌残留量。目的是为经环氧乙烷(EO)灭菌的单件医疗器械上EO及2-氯乙

醇（ECH）残留物的允许限量、EO及ECH提供检测步骤以及确定器械是否可以出厂提供检测方法。

——第9部分: 潜在降解产物的定性和定量框架。目的是为系统评价医疗器械潜在的和已观察到的

生物降解以及生物降解研究的设计与实施提供基本原则。

——第10部分:皮肤致敏试验。目的是为医疗器械及其组成材料潜在皮肤致敏提供评价步骤。
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——第11部分: 全身毒性试验。目的是为评价医疗器械材料导致潜在不良全身反应时提供试验步骤

指南。

——第12部分: 样品制备与参照材料。目的是为医疗器械生物学评价中样品制备方法和参照材料提

供选择指南。

——第13部分：聚合物医疗器械降解产物的定性和定量。目的是为用于临床的成品聚合物医疗器械

模拟环境的降解产物定性与定量试验设计提供通用要求。

——第14部分：陶瓷降解产物的定性与定量。目的是为从陶瓷材料获取降解产物定量用的溶液提供

方法。

——第15部分：金属与合金降解产物的定性与定量。目的是为金属医疗器械或可供临床使用的相应

材料样品的降解产物提供定性与定量试验设计的通用要求。

——第16部分：降解产物与可沥滤物毒代动力学研究设计。目的是为提供与医疗器械相关的设计和

实施毒代动力学研究的原则。

——第17部分：可沥滤物允许限量的建立。目的是为医疗器械可沥滤物允许限量的建立提供方法。

——第18部分：风险管理过程中医疗器械材料的化学表征。目的是为医疗器械成分的定性和定量（必

要时）以识别生物危险以及估计和控制材料成分中的生物学风险提供框架。

——第19部分：材料物理化学、形态学和表面特性表征。目的是为识别与评价最终医疗器械材料的

物理特性，如物理化学、形态学和表面特性（PMT）的各种参数和试验方法。

——第20部分：医疗器械免疫毒理学试验原则和方法。目的是为医疗器械潜在免疫毒性方面提供免

疫毒理学综述以及为检验不同类型医疗器械的免疫毒性提供方法指南。

——第22部分：纳米材料指南。目的是为包含、产生或由纳米材料组成的医疗器械生物学评价提供

指南。

——第23部分：刺激试验。目的是为医疗器械及其组成材料潜在刺激提供评价步骤。
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医疗器械的生物评价 第 10 部分:皮肤致敏试验

1 范围

本文件规定了医疗器械及其组成材料的诱导潜在皮肤致敏反应的评价步骤。

本文件适用于：

——详细的体内皮肤致敏试验步骤；

——结果解释的关键因素。

注：与上述试验有关的材料准备说明见附录A。

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。

ISO 10993-1 医疗器械的生物评价 第1部分：风险管理过程中的评价和试验

ISO 10993-2 医疗器械的生物评价 第2部分：动物福利要求

ISO 10993-12 医疗器械的生物评价 第12部分：样品制备和参考材料

ISO 10993-18 医疗器械的生物评价 第18部分：风险管理过程中的医疗器械材料的化学表征

3 术语和定义

ISO 10993-1界定的以及下列术语和定义适用于本文件。

ISO和IEC负责维护用于标准化的术语数据库，网址如下：

——IEC 电子百科：可在 http:// www.electropedia.org/

——ISO 在线浏览平台：http:// www.iso.org/obp

3.1

致敏原 sensitizer

在反复接触后能引起某一类特异性超敏反应的物质或材料。

3.2

变应性接触性皮炎 allerdic contact dermatitis

基于对某种物质引起的免疫介导的观察到的皮肤反应的临床诊断。

3.3

空白 blank

不加试验材料的浸提介质，置于与试验材料相同的容器中，并经受与试验材料相同的浸提条件。

注：空白对照的目的是评价浸提容器、浸提介质和浸提过程可能的干扰作用。

3.4

激发 challenge

诱导阶段后的过程，在这一阶段检验个体后续接触诱导材料的免疫学反应。
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3.5

诱导 elicitation

先前致敏个体接触于致敏剂的免疫反应。

3.6

红斑 erthema

皮肤或黏膜发红。

3.7

浸提液 extract

某一试验材料或对照材料在控制条件下与溶剂接触后获取到的液体或悬浮液。

[来源：ISO 10993-12:2021,3.6]

3.8

诱导 induction

导致个体对某一特定材料重新形成免疫学活性增强状态的过程。

3.9

刺激物 irritant

引起刺激的物质(3.10)。

3.10

刺激 irritation

一次、多次或持续与一种物质/材料接触所引起的局部非特异性炎症反应。

注：皮肤刺激是一种可逆反应，主要以皮肤局部红斑（3.6）（发红）为特征。

3.11

阴性对照 negative control

当按规定步骤试验时，在试验系统中证明试验步骤适宜性的出现可再现的适当的阴性、无反应或最

小反应的经充分表征的材料或物质。

注：实际操作中，阴性对照包括空白(3.3)、介质(3.17)/溶剂和参照材料。

［来源：ISO 10993-12:2021,3.10，有修改]

3.12

水肿 oedema

液体向组织内异常渗透引起的肿胀。

3.13

阳性对照 positive control

当按规定试验方法评价时，在试验系统中证明试验步骤适宜性的出现可再现的适当的阳性或反应性

应答、的经充分表征的材料或物质。

3.14

皮肤致敏 skin sensitization

免疫介导的对某种物质的皮肤反应。

注：这种反应在人体上以瘙痒、红斑(3.6)、水肿(3.12)、丘疹、大（小）水泡、或此类综合症状为特征，其他种

属表现可能不同，仅出现红斑和水肿。

3.15

试验材料 test material

取样供生物学或化学试验用的材料、器械、器械的一部分或其组件。
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3.16

试验样品 test sample

供生物学或化学试验或评价用的材料、器械、器械的一部分、组件、浸提液或浸提液的一部分。

3.17

溶媒介 vehicle

用于湿化、稀释、悬浮、浸提或溶解试验物质/材料的液体。

4 一般原则-逐步方法

现有的检验刺激与致敏的试验方法特别设定为测定潜在的皮肤致敏作用，这些试验一般不预示其他

类型的不良作用。

本文件要求逐步评价法，因为任何阶段都可以得出结论，即不需要进一步的皮肤致敏试验：

a) 文献和供应商信息审查，包括化学和物理特性，以及任何医疗器械成分的皮肤致敏潜力以及

结构 相关化学物和材料的信息；详情见 ISO 10993-1；根据现有信息进行风险评估，以确定

皮肤致敏风险是否可接受或是否需要进一步试验

b) 如果需要，对器械材料进行额外的表征和风险评估，包括根据 ISO 10993-18 中所述的一般原

则对试验样品的化学表征和分析；

c) 根据 ISO 10993-2，应优先考虑体外试验而不是体内试验，并在新的体外试验经过科学验证

并变得合理和切实可行时替换后者；；

注：目前有一些经过国际认可和接受的体外试验，以试验化学物的皮肤致敏潜力；然而，这些体外试验尚未在医疗

器械上得到验证。目前正在进行其中一些试验，以使其能够用于医疗器械。

d) 只有在试验材料不能确定特征，且不能使用 a)、b)和 c)中规定的方法获得的信息进行风险评

估时，才适合进行体内动物试验。

5 试验前的考虑

5.1 总则

需要强调的是试验前的考虑是非常重要的，其可以得出无需进行致敏试验的结论。

GB/T 16886.1—2022的第5章中给出的和下列条款的要求是适用的。

非无菌样品只应通过局部试验进行研究，因为试验样品微生物污染的可能性会干扰最终试验解释。

对不能保证无菌但仍认为是无污染的试验样品，皮内试验可能要进行论证。

5.2 材料类型

5.2.1 基本考虑

应考虑在医疗器械制造和装配期间可能用做加工助剂（如润滑剂或脱模剂）的其他化学成分。除了

原材料和制造加工助剂的化学成分外，装配粘合剂/溶剂残留物以及灭菌残留物或灭菌过程所致的反应

性产物可能存在于终产品中，这些成分是否产生健康危害（风险）取决于终产品的渗漏或降解性能，应

考虑这些成分潜在的致敏活性。

5.2.2 陶瓷、金属和合金

这些材料在化学成分数量方面一般比聚合物和生物衍生材料简单。
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5.2.3 聚合物

这类材料在化学成分方面一般要比5.2.2中复杂一些，可能有若干反应性产物/杂质/添加剂，而且聚

合反应的完全程度可能会有不同。

5.2.4 生物衍生材料

这类材料在其成分方面特别复杂，也常含有加工残留物，如交联剂和抗生素。生物材料样品之间的

成分可能是不一致的。

本文件中的方法不是为检验生物衍生材料而设计，因此不足以检验该类材料，例如本文件中的试验

未考虑跨物种致敏作用。

5.3 化学成分方面的信息

5.3.1 总则

应确立材料化学成分方面的完整的定性数据，也应获取与生物安全性相关的信息及定量数据。如没

有定量数据，说明应形成文件并进行论证。

5.3.2 现有的数据源

应尽可能获取原料供应商的定性和定量信息。

对于聚合物，这通常需要获取专有信息；应规定传输和使用这些机密信息。

还应从产品制造的制造链的适宜成员中（包括半成品和零件制造商）索取其他任何生产过程中的添

加剂（如脱模剂）的定性信息。

如果有关成分的信息不完整，建议进行文献研究，以确定起始材料和任何添加剂的可能性质，以协

助为有关材料选择最合适的分析方法。

应按照ISO10993-18测定最终产品的化学成分。

注：可依据ISO或美国试验材料协会（ASTM）标准和/或用户的要求规定陶瓷、金属和合金的成分，但为了获取完

整的成分定性与定量资料，可能还需要要求原材料供应商或制造厂以及零件制造厂提供这些信息，以保证还能鉴别加工

助剂。能够获取这些数据的另一来源是主管部门掌控的材料文件。

6 皮肤致敏试验

6.1 试验方法的选择

在体外和化学中，已经开发了纯化学物的替代方法，使用不同的分析方法来识别皮肤致敏剂。其中

一些方法已被纳入OECD（OECD）的试验指南(TG 442C
[75]

, TG 442D
[79]

和TG 442E
[104]

)或在OECD试验指南计

划
[121]

(见附录C)。

总之，这些试验指南中描述的分析涵盖了目前确定的皮肤致敏有害结局途径(AOP)的三个关键事件，

包括分子起始事件（蛋白结合）、炎症诱导和树突状细胞的激活。这些针对特定关键事件而开发的试验

方法，单独可能并不足以得出关于化学物质是否存在皮肤致敏潜力的结论，应在检测与评估的整合方案

（IATA）等综合方法的背景下加以考虑，并将其与其他补充信息相结合加以考虑。

根据ISO 10993-2的标准，在评价纯化学物的皮肤致敏潜力时，应考虑到这种综合方法。这些方法

是否也适用于医疗器械或医疗器械的浸提液，目前尚不清楚。附录C概述了纯化学物的替代皮肤致敏试

验。
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目前有三种测定化学物潜在皮肤致敏性的动物试验，其中包括两个豚鼠试验和一个小鼠试验。迄今

为止，用于检验皮肤致敏反应最常用的两个方法是 豚鼠最大剂量试验(GPMT)和封闭式贴敷试验

(Buehler试验)。最大剂量试验为最敏感的方法，见参考文献[9]。封闭式贴敷试验适用于局部应用产品。

小鼠局部淋巴结试验(LLNA)已被国际公认的OECD试验指南2010
[33]

为试验单一化学物作为豚鼠试验

的唯一替代试验，并且目前是化学物的首选体内试验，见参考文献[19]和[32]。有些试验样品可能需要

豚鼠试验来评价潜在的致敏性。这对于某些金属（见参考文献[44]）是适用，这些金属可能会在LLNA

或皮肤中产生假阴性结果或者可能产生假阳性结果的刺激物，以及不穿透皮肤的高分子量物质，或在推

荐的介质中不溶解的物质。

注：所有三种动物试验方法都是用于试验化学物质的皮肤致敏潜力，即接触性皮炎、迟发性型（IV型）过敏。

鉴于ISO 10993-2中关于动物福利要求的规定，在进行体内试验时，应考虑到LLNA。除了动物福利

的考虑，LLNA具有提供客观定量数据的优势。

6.2 小鼠局部淋巴结试验

6.2.1 原则

某一试验样品处置小鼠耳背局部后，测定鼠耳应用部位引流淋巴结内淋巴细胞的增殖程度。确定某

种试验材料为致敏物时，其临界值是与对照活性比较细胞增殖应答为 3 倍或更多。

在用物质进行 LLNA时，应采用剂量反应方法。对最终产品/医疗器械，只采用未稀释浸提液可以

满足试验要求。

注：参考文献[15]到[44]中包含有代表性的LLNA文献。鼓励实验室在进行LLNA时对这些文献和其他现有相关文献

进行评审。

6.2.2 试验样品的制备

试验样品应为液体、悬浮液、凝胶或膏状物，此类样品可应用于小鼠的耳部。可能的情况下，应检

验系列剂量（稀释液）。否则，宜采用所制备的最高浓度的化学溶液、悬浮液或浸提液。当用浸提液试

验到LLNA的强烈反应时，可能需要一项评价多剂量的后续研究，以评价浸提液可能的皮肤致敏效力。全

身毒性和重度局部皮肤刺激会使试验结果无效；因此，应避免这些反应。在某些情况下，可能需要进行

预试验。

物质/化学物最常用的介质是丙酮橄榄油(AOO)4：1的混合物。亲水性和/或不能充分附着在耳朵皮

肤上的液体样品宜加以改良，使其附着在试验部位。这可以通过添加增稠剂如羧基甲基纤维素或羟乙基

纤维素（密度为0.5%）或表面活性剂如聚基甲酰胺®（体积分数为1%）L921)来获得。对于水溶性化学物，

二甲亚砜(DMSO)或二甲基甲酰胺(DMF)优于表面活性剂聚基甲酰胺®L92。见参考文献[34]。或者，如前

所述，还可以使用其他浸提介质。参见参考[33]。添加到浸提介质和/或介质成分变化的影响应进行确

认并形成文件。这可以通过使用弱到中度皮肤致敏剂作为阳性对照。此外，可以对试验样品进行阳性对

照的峰值试验，以证明LLNA仍然能够试验到所制备的浸提液中是否存在潜在的皮肤致敏剂。供试品浸提

的其他基本信息详见ISO 10993-12。

每次试验给予应分别制备浸提液。

注：对于聚合物材料，一种可选的浸提方法见附录B.

6.2.3 动物和管理

1) ® L92是合适的市售产品的实例。给出这一信息是为了方便本文件使用者，并不表示对这一产品的认可。
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应使用CBA/Ca菌株、CBA/J或BALB/c品系的健康雌性非妊娠小鼠，除非有其他品系得到验证，见参

考文献[33]、[41]和[42]。已有报道几个小鼠品系是被认可的（DBA/2、B6C3F1），见参考文献[35]。

小鼠年龄为7周至12周；每项研究的小鼠年龄匹配（在一周年龄范围内）。

饲养和选择动物应符合ISO 10993-2的规定，使小鼠适应实验室环境，应单独识别。对于某些试验

样品，可能需要单独的饲养。对此应提供合理证明并形成文件。

应通过不包括打耳孔或耳标的方法对动物进行唯一识别。

当进行群养时，宜考虑到交叉污染和不必要的经口摄入。

6.2.4 试验步骤

对于化学物，LLNA通常以剂量-反应的方式进行。对于固体医疗器械，应待测样品进行浸提。医疗

器械供试样品可能为浸提液，这种情况下仅有单剂量用于试验，一般可检验未稀释的浸提液。不过，当

浸提液含有高毒性成分时，毒性在LLNA中可导致阴性反应。因此在LLNA中检验高毒性浸提液（见

ISO10993-5）时，推荐采用剂量反应方式和稀释浸提液。此外，当在 LLNA 中检测到强烈反应时，可以

进行剂量反应跟踪以评估浸提物可能的致敏效力。

为确保重现性和敏感性，每一试验应包括皮肤致敏阳性对照物质的试验，以验证试验系统并显示阳

性反应。众所周知的弱到中度的接触性过敏原(例如：巯基苯并噻唑、己基肉桂醛或苯佐卡因）应作为

阳性对照。上述例子可能不适合用于样品制备的每种介质(例如：水基质)；在这种情况下，可以选择另

一个阳性对照。ASTM F2148表明，在这种情况下，福尔马林和2,4-二硝基氯苯(DNCB)应作为阳性对照。

这应提供合理证明和文件。

虽然建议同时包含一个阳性对照组，但在某些情况下，阳性对照试验物质仅定期检测（即间隔≤ 6

个月）就足够了。定期进行 LLNA 的实验室就是这种情况（即以不少于每月一次的频率进行 LLNA）并

拥有已建立的历史阳性对照数据库，该数据库证明实验室能够通过阳性对照获得可重复和准确的结果。

在合理时间内进行的至少10次独立试验中，通过产生与阳性对照产生一致的阳性结果，可以成功地证明

对LLNA的适当熟练程度（例如：至少一年）。

在研究开始和结束时，应记录每只动物体重。为检试验验样本的潜在毒性，应在研究期间进行临床

观察并进行记录。

当每6个月仅采用一次的阳性对照出现阴性结果时，可能会影响之前6个月期间获取的试验结果。参

考文献[88]中指出，常规进行LLNA（即每个月进行LLNA不少于一次）和进行过LLNA并有形成文件的获取

阳性对照物试验一致性结果能力的实验室可考虑阳性对照物定期试验（即≤6个月间隔）。重要的是要

了解，在每次定期阳性对照试验之间的周期内，仅有定期阳性对照而非平行阳性对照的情况下，在判定

无平行阳性对照得出的阴性结果的适当性和可接受性方面可能会有分歧。例如，如在定期阳性对照试验

期间内获取到假阴性结果，则在最后一次可接受的与不可接受的阳性对照试验之间的周期内获取到的全

部阴性试验物的结果可能会被质疑。为了证实之前的阴性试验物的结果是可接受的，实验室可能要重复

进行全部阴性结果的试验，这样需要额外的费用并增加动物使用。

6.2.5 试验组

当进行LLNA时，每组至少有5只小鼠的数据用于评价。淋巴结反应可以通过单独测量或通过测量合

并的淋巴结样本来确定。对于统计学分析，优先采用动物个体测定方式。

当仅有单剂量用于评价时（如浸提液），每组至少采用 5 只小鼠，测定每只动物的反应。

试验组应设置为：

—— 所用每种介质空白组（见附录 A）；
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—— 所用每种介质阳性对照组，适宜时；

—— 所用每种介质浸提液试验组。

在检验单一化学物或物质时，应采用剂量反应方式进行 LLNA。对其他试验类型和浸提液类的样品，

剂量反应评价可能是不可行的。当仅有一个试验组时，应进行论证并形成文件。

注：在采集到充分的数据以证实阳性对照剂量反应的一致性时，可能包含有显示试验敏感性的单剂量。见参考文献

[32]。

应将适宜的样品应用于指定小鼠双耳的背侧，剂量为25µL/d，连续三天。每天观察双耳可能会干扰

结果解释的刺激迹象。见参考文献[23]、[27]和[29]。

6.2.6 细胞增殖测定和组织制备

引流淋巴结内的增殖细胞可通过放射性或荧光标记物进行标记。通常使用的放射性标记物是3H-胸

腺嘧啶脱氧核苷和125 I-碘脱氧尿苷，有时也可使用荧光氟脱氧尿苷。

最后一次处置 (72±2)h后，记录每只小鼠体重并静脉注射标记物以测定细胞增殖。全部试验和对

照小鼠经尾静脉注射0.25mL含3H-胸腺嘧啶脱氧核苷 740KBq（20μCi）放射单位的磷酸盐缓冲液（PBS），

对125 I-碘脱氧尿苷则注射0.25mL含74KBq（2μCi ）放射单位的PBS，或注射0.25mL含10-5mol/L荧光

氟脱氧尿苷的PBS。见参考文献[33]。

经论证也可使用其他不需要放射性标记的替代步骤[例如：三磷酸腺苷（ATP）（OECD TG 442A
[122]

）

测定（DA法）、溴脱氧尿啶BrdU（OECD TG442B
[123]

）测定（ELISA或FCM法）]。

注1：有关更多信息，见参考文献[33]、[36]、[42]、[43]和[49]。

根据ISO 10993-2标准注射标记液（5±0.75）h后，对小鼠实施安乐死。移除小鼠耳引流淋巴结，

应小心操作避免组织样品交叉污染。可以将每组动物的淋巴结合并，也可以将每只小鼠的两只淋巴结并

到一起。首选从每只动物个体采集的数据，因为这种数据可提供一组中每只动物之间的变异性轻柔按压

淋巴结通过一个200μm不锈钢丝网或尼龙网制备单细胞制备物。用冷冻的 PBS将过滤器冲洗入容器，从

网状过滤器中去除细胞。容器内进行细胞准备。细胞制剂离心洗涤两次，用PBS重悬。细胞用5%三氯乙

酸(TCA)在（4±2）℃下沉淀（18±1）h。最终离心后，微球在1ml三羧酸中重悬于1mL TCA中并移至含

有10mL闪烁液的闪烁管中进行
3
H计数，或直接移至伽马计数器进行

125
I计数。见参考文献[21]、[35]和

[36]。

注2：也可采用半体内方法标记并测定细胞增殖。见参考文献[37]和[38]。

6.2.7 结果与解释

测定每只小鼠每分钟淋巴结细胞计数（cpm）的放射活性水平。转换每分钟计数（cpm）为每分钟

衰变数（dpm），计算每只动物或每组小鼠至少三个计数的 dpm 的平均值和标准偏差。每一结果减去

本底值。

当使用个体样品方法时，继续计算每组5只小鼠的dpm的平均值和标准差。通过将平均试验组dpm除

以空白的dpm来确定刺激指数(SI)。供试试验样品SI为3或大于3（≥3.0）应考虑阳性，为致敏物。见参

考文献[16]。

阳性对照样品产生的SI应大于或等于3.0。

对于验证试验，应同时或试验前6个月内采用阳性对照。见参考文献[33]。

6.2.8 试验报告

试验报告应包括：
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a) 对试验材料或器械的描述；

b) 试验样品或材料的预期用途/应用；

c) 所使用的标准（包括其出版年份）；

d) 对制备试验样品或试验材料或器械所用方法的详细说明；

e) 实验动物的描述；

f) 耳部应用方法；

g) 细胞增殖测定方法的描述；

h) 与程序之间的任何偏差；

i) 观察记录，包括临床和体重观察；

j) 结果评价，包括阳性对照；

k) 试验日期。

6.3 豚鼠皮肤致敏试验方法

6.3.1 原则

目前有两种豚鼠检验法用于测定化学物和医疗器械的皮肤致敏活性，为Buehler试验和GPMT。两种

方法由诱导和激发两个阶段组成，涉及到超敏反应的全过程。

6.3.2 试验样品浓度的选择

目前检验单一化学物潜在致敏性的导则推荐试验中仅采用一种浓度。

注：对于聚合物材料，一种可选的浸提方法见附录B.

6.3.3 诱导

致敏率很大程度上取决于诱导剂量，可能的情况下豚鼠试验应采用轻度到中度刺激的诱导剂量。如

达不到刺激限值，则应采用最高可能浓度，但不应影响动物的健康。豚鼠试验的诱导剂量一般依据具体

豚鼠试验中描述的预试验进行选择（见 6.5.4.2）。用常用溶剂制备的未稀释浸提液的胃肠外剂量不必

进行预试验。

6.3.4 激发

豚鼠试验的激发剂量也基于在之前未接触试验材料的动物体上进行的预试验。应采用预试验评价中

确定的最高无刺激剂量。为了有助于结果评价，建议激发阶段采用一种以上浓度。

6.4 影响试验结果的重要因素

最大剂量试验需要皮内注射，因此试验样品的生物化学和物理性能可能影响试验的选择。试验样品

如不能皮内注射，应采用替代方法(例如：局部应用)。应在无菌条件下制备浸提溶液，非无菌溶液不宜

用于皮内应用。非无菌样品只能通过局部研究，因为试验样品的微生物污染的可能性可能会混淆最终的

分析解释。如果不能保证试验样品的无菌性，但该样品仍被认为是未受污染的，则皮内给药可能是合理

的。

介质的选择会影响试验材料的生物利用度。虽然没有一种介质是对所有的材料都是最理想的，但宜

选择通过溶解和渗透达到最佳接触的介质。在不影响结果解释的前提下，试验材料的浓度宜采用尽可能

高的浓度。大部分研究者更愿意试验样品为一种溶液，因为分散剂易于形成沉淀，使浸提液给药困难。

用于皮内注射的介质包括盐溶剂、丙二醇和植物油。
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不同实验室结果之间的变异性可有几种来源，下列因素在试验步骤中是很重要的：

—— 环境试验条件；

—— 动物试验部位；

—— 毛发去除方法（剪/剃或化学脱毛法）；

—— 敷贴设计类型；

—— 试验材料数量；

—— 封闭程度；

——接触时间和动物读数。

动物应答性也取决于遗传因素和饲养条件。

虽然反应的严重程度有助于结果解释，但是与适宜对照比较在激发阶段具有阳性反应的实验动物的

数量对预示某一阳性试验结果是必要的。激发阶段的临界反应最好通过再激发来证实。尚未发现组织病

理学有助于试验结果的评价。

为确保再现性和敏感性，试验实验室应包括皮肤致敏阳性对照物质的试验，以验证试验系统并显示

阳性反应。阳性对照最好是弱到中度的接触性变应原（例如：巯基苯并噻唑、己基肉桂醛和苯佐卡因)。

然而，当证明一致性超过6个月或更长时间时，不需要在每次试验中包括阳性对照；但可以定期进行，

不应超过6个月。在豚鼠试验中，通常用10只动物作为阳性对照。当每6个月进行阳性对照物质的试验的

频率超过一次时，可使用更少数量的豚鼠。宜使用至少5只含有阳性物质的实验动物和5只对照组动物。

见参考文献[1]。

注：为得到阳性反应，可对中度和强致敏剂（如甲醛和DNCB）进行稀释。但这不能保证同时能识别出医疗器械浸提

液中的弱致敏剂。

6.5 豚鼠最大化试验

6.5.1 原理

单一化学物采用豚鼠最大剂量试验，对材料在试验条件下使豚鼠产生皮肤致敏反应的潜能做出评

估。

6.5.2 试验样品制备

试验样品应按附录 A的规定进行制备。试验样品的浓度在不影响结果解释的情况下应尽可能的高

（见 7.5.4.2）。

注：附录 B中给出了聚合物浸提液特定制备浸提方法。

6.5.3 动物与管理

应使用健康、初成年的白化豚鼠, 雌雄不限，同一远交品系，试验开始时体重应为 300g～500g。
雌鼠应未产并无孕。

应使动物适应环境, 并按 ISO10993-2 的规定饲养。为了确定最佳的试验浓度（见 6.5.4.2），必要

时宜用一组动物进行预试验。

试验材料如为粉剂或液体，应至少使用 10只动物接触试验样品，至少使用 5只动物作为对照组。

如需要进行预试验应另取动物。

对于浸提液试验，应至少使用 10只动物接触试验样品，至少使用 5只动物作为溶剂对照组。如需

要进行预试验应另取动物。



GB/T 16886.10—XXXX/ISO 10093-10:2021

10

10只实验动物和5只对照动物如全部呈阴性反应，则再进行10只实验动物加5只对照动物试验也未必

会出现阳性结果。但是，如出现任何疑似反应时，应进行再激发（见6.5.6），如仍有疑似反应，则要重

新进行试验，最少采用20只实验动物和10只对照动物。

6.5.4 试验步骤

6.5.4.1 准备

在试验开始之前除去动物全部试验部位的被毛。

6.5.4.2 预试验

预试验是为了确定 6.5.4.3 主试验中所用试验样品的浓度。

用通用溶剂制备的未稀释的浸提液(例如：生理盐水或植物油)不需要进行预试验。

对于局部应用，将适宜的滤纸或吸水性纱布块（4cm2～8cm2）浸透试验样品，贴敷于除毛皮肤上，

再用封闭式包扎带缠绕动物躯干固定。

用封闭式包扎带固定动物时，宜注意使动物能正常呼吸。首选采用弹性包扎带，宜由经过培训的专

业人员进行操作。

将试验样品的系列稀释物局部应用于动物腹侧部位，至少采用2只动物。24h后除去封闭性包扎带和

敷贴片, 按表1给出的Magnusson 和Kligman分级标准评价贴敷部位的红斑与水肿反应程度。当使用非

常用溶剂时，也可以探索皮内注射稀释物。

根据 ISO 10993-2，为主试验的局部诱导阶段所选择的最高浓度可导致轻度至中度红斑，但不对动

物产生其他不良作用。医疗器械浸提液有可能达不到刺激限值，这种情况应采用尽可能高的浓度，例如

未稀释浸提液。对于最终产品/医疗器械来说，只用未稀释浸提液可能足以满足试验。

为主试验的激发阶段选择的最高浓度不产生红斑(见表1)。

表 1 Magnusson 和 Kligman 分级

敷贴试验反应 等级

无明显改变 0

散发性或斑点状红斑 1

中度融合性红斑 2

重度红斑和/或水肿 3

应考虑通过注射弗氏完全佐剂(FCA)对所有动物进行预处理。

6.5.4.3 主试验

6.5.4.3.1 皮内诱导阶段

按图 1所示(A、B和 C)，在每只动物去毛的肩胛骨内侧部位成对皮内注射 0.1mL。
——部位 A：注射弗氏完全佐剂与选定的溶剂以 50:50(体积比)比例混合的稳定性乳化剂。选用生

理盐水(符合 BP、USP 或中国药典要求)或浸提介质/溶剂。

——部位 B ：注射试验样品（未经稀释的浸提液）；对照组动物仅注射相应溶剂。

——部位 C：试验样品（部位 B 中采用的浓度）以 50：50 的体积比与弗氏完全佐剂和溶剂和溶剂/

浸提液（A 部位使用的溶液）配制成的乳化剂；对照组注射含有佐剂的空白液的乳化剂。

6.5.4.3.2 局部诱导阶段
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在皮内诱导阶段后（7±1）d，通过局部应用使用预试验中选择的浓度（若进行，见 6.5.4.2)，局

部使用约 8cm 的贴片，采用面积约 8cm2的敷贴片（滤纸或吸水性纱布块）局部贴敷于每只动物的肩胛

骨内侧部位，覆盖诱导注射点（见图 1）。如按 6.5.4.3.1的最大浓度未产生刺激反应，应在局部敷贴应

用前（24±2）h，试验区用 10％十二烷基硫酸钠进行预处理, 按摩导入皮肤。在局部诱导阶段之前，

应去除任何剩余的 SDS，因为剩余的 SDS 会影响浸提液的吸收。用封闭式包扎带固定敷贴片，并于（48
±2）h后除去包扎带和敷贴片。

最好新鲜制备浸提液，浸提液贮存如超过（24±2）h，浸提液在贮存条件下的稳定性宜进行验证。

对照组动物使用空白液同法操作。

标引序号说明：

1——头端；

2——0.1mL皮内注射点（见6.5.4.3.1）；

3——肩胛骨内侧部位；

4——尾端。

A、B、C的注射部位

图 1 皮内注射部位点部位

6.5.4.3.3 激发阶段

对于激发阶段的试验，应遵循以下程序：

a) 所有试验和对照动物应在局部诱导阶段结束后（14±1）d 进行激发；

b) 对于使用标准浸提介质的未稀释的试验浸提液(例如生理盐水或植物油）：

1) 实验动物和对照动物均应使用试验样品和对照样品的浸提液；或

2) 对照动物应使用未稀释的浸提介质。

在激发阶段，建议使用最高无刺激性浓度的试验样品。使用医疗器械浸提液进行试验时，

一般不进行确定最高无刺激性浓度的浸提液的预试验。6.5.4.2 中规定使用常用溶剂的未

稀释的浸提液不需要进行预试验。
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对于选项b)，1)允许人们确定在实验动物中观察到的任何皮肤反应是否是由于刺激而不是致敏。根

据选项b)，1)，实验动物和对照动物都使用试验样品和对照样品浸提液。如果在对照组动物中观察到对

试验浸提物的任何皮肤反应，该反应可能是由于刺激而不是致敏，因为对照组动物之前没有接触过试验

浸提液。

根据选项b），2），对照动物不使用试验浸提液，且实验动物不使用对照浸提液。如果在实验动物

中观察到皮肤反应，而没有进行预试验来确定浸提液的最高非刺激浓度，则需要额外的试验来排除假阳

性。

c) 当使用非标准溶剂时，所有试验和对照动物应同时使用试验样品和对照样品浸提液。

d) 浸提液应局部应用于诱导阶段未处理的剃毛部位，如每只动物的上腹侧，使用适当的贴片或

浸泡在 6.5.4.3.1 中选择的部位 B 试验样品的浓度。如果浓度是在 6.5.4.3.1 中选择的部位 B

并不是最高的无刺激性浓度，则应使用预试验中确定的应使用的最高的无刺激性浓度(见

6.5.4.2 )。应规定并论述用于浸透敷贴/腔室的浸提液的体积。

e) 应使用封闭敷贴/腔室固定。

f) 包扎带和敷贴片应在（24±2) h 后去除。

6.5.5 动物观察

除去敷贴片后(24±2)h 和(48±2)h观察试验组和对照组动物激发部位皮肤情况，特别推荐在自然

光或全光谱光线下观察皮肤反应。�按表 4给出的Magnusson 和 Kligman分级标准对每一激发部位和每

一观察时间皮肤红斑和水肿反应进行描述并分级。为了将结果评价偏差降至最低，特别推荐在不知试验

处置信息的情况下进行读数。

宜在试验程序的每个步骤之前进行脱毛(见6.5.4.1)。然而，当动物已在前一天脱毛，在激发或再

激发后可能没有必要再次脱毛。

6.5.6 结果评价

按Magnusson 和 Kligman 分级标准，对照组动物分级小于 1，而试验组中分级大于或等于 1 时一

般提示致敏。如对照组动物分级大于或等于 1时，试验组动物反应超过对照组中最严重的反应则认为致

敏。如为疑似反应，推荐进行再激发以确认首次激发结果。试验结果显示为试验和对照动物中的阳性激

发结果的发生率。

偶而，试验组动物出现反应的动物数量多于对照组动物，但反应强度并不超过对照组，在此情况下，

可能需要在首次激发后 1周～2周进行再次激发，以明确反应。所用方法与首次激发相同，采用动物未

试验的一侧部位。

6.5.7 试验报告

试验报告应包括：

a) 对试验材料或器械的描述；

b) 试验样品或材料的预期用途/应用；

c) 所使用的标准（包括其出版年份）；

d) 对制备试验样品或试验材料或器械所用方法的详细说明；

e) 实验动物的描述；

f) 试验部位的接触方法；

g) 与程序之间的任何偏差；
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h) 试验部位标记和读数；

i) 观察记录；

j) 结果评估；

k) 试验的日期。

6.6 封闭贴敷试验(Buehler试验)

6.6.1 原则

对材料在试验条件下产生豚鼠皮肤致敏反应的潜在性做出评估。

6.6.2 试验样品制备

试验样品应按附录A的规定进行制备。在不影响结果解释的情况下试验样品浓度应尽可能的高（见

7.6.4.2）。如试验样品的形状和尺寸适宜，局部应用器械（如电极）可原样贴敷。

6.6.3 动物与管理

应使用健康、初成年的白化豚鼠，雌雄不限，同一远交品系，试验开始时体重为 300g～500g。如

使用雌鼠，应未产并无孕。

应使动物适应环境, 并按 ISO10993-2 的规定饲养。为了确定试验样品的浓度（见 6.5.4.2），宜用

一组动物进行预试验。

粉剂或液体试验时，应至少使用 10只动物接触试验样品，至少使用 5只动物作为对照组。如需要

进行预试验应另取动物。

浸提液试验时，应至少使用 10只动物接触每一浸提液，至少使用 5只动物作为每一溶剂对照组。

如需要进行预试验应另取动物。

10只实验动物和 5只对照动物如全部呈阴性反应，则再进行 10只实验动物加 5只对照动物试验也

未必会出现阳性结果。但是，如出现任何疑似反应时，应进行再激发（见 6.5.6），如仍有疑似反应，

则要重新进行试验，最少采用 20只实验动物和 10只对照动物。

6.6.4 试验步骤

6.6.4.1 准备

在试验开始之前彻底剪除或剃除动物全部试验部位被毛。

6.6.4.2 预试验

预试验是为了确定6.6.4.3主试验中所用试验样品的浓度。

预期局部使用的医疗器械和采用通用溶剂制备未经稀释的浸提液不需要进行预试验。

对于局部应用，将适当尺寸的敷贴片(滤纸或吸水性纱布)浸透试验材料或浸提液，贴敷于动物的除

毛部位，再用封闭性包扎带固定(6±0.5)h。可能要对每只动物采用固定方法以保证试验部位的封闭性，

试验中如使用缠绕法固定时宜评价其适宜性。除去敷贴片后(24±2)h 和(48±2)h，按表 1 给出的

Magnusson 和 Kligman分级标准评估试验部位皮肤红斑和水肿反应程度。

每种试验样品局部贴敷采用 4种浓度，使用合适的敷贴片贴敷于至少 2 只动物的两腹侧部。(6±
0.5)h后除去包扎带和敷贴片。除去敷贴片后(24±2)h和(48±2)h，按表 4给出的Magnusson 和 Kligman
分级标准评估试验部位皮肤红斑和水肿反应程度。。
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选择：

a) 最高浓度在主试验的诱导阶段仅出现轻微红斑，但不对动物产生其他不良作用；

b) 最高浓度在主试验的激发阶段不出现红斑。

6.6.4.3 主试验

6.6.4.3.1 诱导阶段

按7.6.4.2 a)选定的试验样品浓度，将合适的敷贴片浸透试验样品，局部贴敷于每只动物的左上背部

位。(6±0.5)h后除去任何封闭式包扎带类的固定物和敷贴片。1周中连续3d重复该步骤，同法操作3周。

对照动物仅使用空白液同法操作。

6.6.4.3.2 激发阶段

最后一次诱导贴敷后（14±1）d，用试验样品对全部实验动物和对照动物进行激发。 按 7.6.4.2 b)
选定的试验样品浓度，将合适的敷贴片浸透试验样品单独局部贴敷于每只动物去毛的未试部位。(6±
0.5)h后除去固定物、封闭包扎带和敷贴片。

6.6.5 动物观察

如有必要，首次激发后或再次激发接触后(24±2)h，
a) 用市售脱毛剂给动物脱毛，按制造商的说明书将脱毛剂涂到试验和周围部位；或

b) 剃去激发部位及其周围部位的动物被毛。

用温水彻底清洗脱毛区, 并用毛巾擦干动物后放回笼中。在去除试验敷贴后（24±2）h 和脱毛后

至少 2h，按表 1给出的分级标准对试验部位评分，并在除去激发敷贴片后(48±2)h再进行评分。特别

推荐使用自然或全光谱照明，以充分显示皮肤反应。为了将结果评价偏差降至最低限度，特别推荐在不

知试验处置信息的情况下进行读数。

6.6.6 结果评价

表1给出的Magnusson 和Kligman分级标准适用。

对照组动物分级小于 1，而试验组中分级大于或等于 1时一般提示致敏。如对照组动物分级大于或

等于 1时，实验动物反应超过对照动物中最严重的反应则认为致敏。推荐进行再激发以确认首次激发结

果。试验结果表现为试验和对照动物中的阳性激发结果的发生率。

偶而，试验组中出现反应的动物数量多于对照组，但反应的强度不超过对照组。在此情况下，可能

有必要进行再次激发以明确判定其反应。再次激发应在首次激发后 1周～2周进行，方法与首次激发相

同，只是应贴敷于动物腹侧未试验部位。

这种情况下推荐采用新的阴性对照组。

6.6.7 试验报告

试验报告应包括：

a) 对试验材料或器械的描述；

b) 所使用的标准（包括其出版年份）；

c) 试验材料或器械的预期用途或应用情况；

d) 制备试验样品和材料所用方法的详细描述；

e) 实验动物的描述；
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f) 试验部位接触方法；

g) 程序之间的任何偏差；

h) 试验部位标记和读数；

i) 观察记录；

j) 结果评估，包括统计学方法；

k) 试验日期。

7 解释试验结果的关键因素

本文件中的试验是开发安全性产品的重要手段，并应按照适当的质量保证措施(例如：ISO/IEC

17025或 GLP)，并由受过培训的人员进行解释。应提供证据表明，计划、进行和解释试验的人员通过对

所承担任务的培训和经验具有适当的资格。

由于试验步骤中使用的试验材料总量可能比实际应用量要大，因此用任何方法检验出的刺激和皮

肤致敏迹象时不一定表明试验材料或器械不能使用。用任何描述过的步骤检验出不良反应表明需进行进

一步分析，即允许预期人体接触的风险评估。

本文件中所述程序所产生的预测性试验结果不能独立存在，需要与其他信息一起进行解释，以评估

致敏反应或其他形式的免疫毒性的风险。一个阴性的试验结果并不排除一种产品会引起皮肤过敏反应的

可能性。这些结果宜与其他信息来源进行比较，例如：

——行业和消费者抱怨数据；

——包含相似组件器械方面的经验；

——皮肤病诊所的诊断试验结果；

——回顾性流行病学数据。
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A
A

附 录 A

（规范性）

皮肤致敏试验材料的制备

A.1 总则

在进行试验以及解释刺激/致敏试验数据时，应考虑医疗器械在人体应用时的接触性质、程度、频

率、时间和条件等因素，对这些试验最关键的因素之一就是试验材料的制备。

A.2 直接接触材料

A.2.1 固体试验材料

有一定适宜物理形态的固体材料(如片材和薄膜)应不加改变直接用于试验。可制成 2.5cm×2.5cm
的样品，厚度近似实际使用要求但不超过 0.5cm。 同法制备适用的阴性对照样品。阴性对照样品在物

理性状上应与试验材料近似而且无刺激性，在没有发现更适宜的对照品的情况下，吸水性纱布可作为一

种代用品。

固体也可研磨成粉状，但应谨慎操作以防止发生污染，或者用水或一种适宜的无刺激性溶剂充分湿

化以保证与组织的良好接触性。陶瓷制品需要研磨成粉时应注意的是，陶瓷研磨成粉剂后，其物理化学

特性可能发生了改变，对其生物学活性方面具有潜在的显著影响。

粉剂(如高吸水剂)应采用直接附着或用适当的溶剂调成糊状物后进行试验。对照应采用相同的溶剂

与经湿化、稀释或悬浮的试验材料平行进行评价。

注：表面积和/或微粒尺寸是生物学反应中的重要因素，如吞噬作用，这种作用在炎症和免疫应答中扮演一种重要

的角色。

A.2.2 液体试验材料

液体应不加稀释直接进行试验，如不可行采用适当溶剂稀释后试验。对照应采用相同的溶剂与稀释

的试验液平行进行评价。

A.3 试验材料的浸提液

固体试验材料也可制备成浸提液进行试验。如用浸提液进行试验,�应按 ISO10993-12的规定使用极

性、非极性和/或其他适宜的溶剂制备浸提液，还应给出浸提液方法适宜性的说明。

空白样品采用浸提溶剂，应与试验材料浸提液平行进行评价。

注：对于高分子材料，一种可选的浸提方法见附录B.

A.4 溶剂

试验材料如要进行浸提、稀释、悬浮或湿化处置，应使用适当的无刺激性溶剂。ISO10993-12中列

出了适用的溶剂。

A.5 无菌试验材料

最终产品如出厂时为无菌状态，试验前则应采用相同程序对试验材料进行灭菌处理。用环氧乙烷灭

菌的产品存在一技术问题，即环氧乙烷及其反应产物在 GB/T16886的本部分所描述的试验中会产生生

物学反应。
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当试验中观察到刺激反应时，为了能区别试验材料和环氧乙烷残留物所致的反应，应考虑对器械进

行环氧乙烷灭菌前和灭菌后反应的评价。
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B
B

附 录 B

（资料性）

高分子试验材料浸提物的制备方法

B.1 总则

本附录为在GPMT中使用的聚合物试验材料的浸提液的制备提供了指导。浸提液的制备最初在参考文

献[3]中描述，附加信息在ISO 10993-12：2021中D.2“在彻底浸提用于生物试验的聚合物医疗器械时应

考虑的要点”中提供。

B.2 制备方法

B.2.1 预浸提

对试验样品进行预浸提步骤以确定用于GPMT的最适宜的浸提液制备。

推荐浸提溶剂采用甲醇和丙酮。试验样品切成小块（可能时），置于两个烧瓶中。每个烧瓶内加入

10倍至20倍体积的溶剂（即每克试验样品加10mL至20mL溶剂），在室温下振摇烧瓶进行浸提。在24h
至72h浸提期间振摇三次[即（4±1）h、（8±1）h、（24±2）h]，每次采用同体积新鲜溶剂。采集每一

浸提期的浸提液并汇集到一起，通过蒸发溶剂获取残留物。

基于获取到的残留物质量确定最适合试验的溶剂。宜测定残留物百分率，选择获取最高残留量的溶

剂为致敏试验浸提溶剂。

加入橄榄油、丙酮、甲醇或二甲基亚砜（DMSO）测定残留物的溶解度，溶解大部分残留物的溶剂

用做GPMT的试验介质。

注：如无法获取丙酮或甲醇中的试验样品溶解物或降解物，或无法获取足够的残留量，可采用n-正己烷或环己醇和

丙醇1:1的混合物作为浸提溶剂。

B.2.2 最终浸提

B.2.2.1 概述

从有机溶剂浸提物中制备试验液有两个方法。

方法1适用于当试验样品溶剂浸提获取到的残留量与试验样品重量相对较高，由于已经获取到足够

的残留量，方法1适用。此外，特别推荐方法1用于评价反复使用的医疗器械的风险，见参考文献[14]。
当试验样品溶剂浸提获取到的残留量或试验样品重量相对较低，方法2适用。试验样品重量低的产

品如隐形眼镜和人工晶体。

对方法1和方法2两种方法，溶剂与试验样品浸提平行制备，溶剂总量与试验样品浸提期间所用总体

积相等，采用与试验浸提液相同的浓缩步骤，这种溶剂空白用作试验各阶段的阴性对照

B.2.2.2 按方法 1 试验样品制备

对方法1，浸提时将适宜的10倍至20倍体积的溶剂（依据预浸提试验中确定的）覆盖试验样品，并

在室温下进行搅拌（振摇）。将溶剂采集到另外的烧瓶中。溶剂置换三次[如（4±1）h、（8±1）h、（24±2）
h浸提后]，并根据试验材料浸出物的沥滤和稳定性方面的情况，在24h至72h浸提期间在室温下反复搅拌。

通过蒸发采集的溶剂获取残留物，在可能的最低温下使用旋转蒸发器，在低压强下进行可控式蒸发。

如同预浸提试验中稳定性试验所确定的，将残留物溶入适宜的介质（橄榄油/丙酮/乙醇/DMSO）内，

制备GPMT皮内诱导阶段和局部诱导阶段所用的10%（w/w）和20%（w/w）的试验液。
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在GPMT激发阶段用介质制备10%（w/w）的试验液，再用介质稀释为1%、0.1%、0.01%和0.001%
的试验液。

B.2.2.3 按方法 2 试验样品制备

对方法2，浸提时将适宜的10倍至20倍体积的溶剂（依据预浸提试验中确定的）覆盖试验样品，并

在室温下振摇（24±2）h。将溶剂采集到一个烧瓶中。在24h至72h期间重复浸提步骤三次，每次采用同

体积新鲜溶剂。将浸提液汇集到一个烧瓶内并对溶剂进行蒸发。

对皮内诱导阶段，蒸发获取的浸提液，直至浸提液的残留毫升数等同于或稍低于所用样品的原始克

数的一半（即如果浸提10g试验样品，则混合溶剂浸提液蒸发至约5mL），或完全蒸发获取残留物。在

获取到残留物时，将其溶于适宜的介质（依据预浸提试验中确定的）中至5mL，该溶液视为200%试验

液。

此外，用介质稀释200%试验液以制备100%试验液。

局部诱导阶段采用100%试验液。对皮内和局部诱导两个阶段，200%和100%试验液的介质替换为橄

榄油，用同体积的橄榄油混合试验液，并在一股氮气下蒸发介质。

GPMT激发阶段采用100%、50%、25%、12.5%和6.25%试验液。用介质稀释100%试验液，得到50%、

25%、12.5%和6.25%试验液。激发阶段不用橄榄油替换试验液的介质。

B.3 豚鼠最大化试验

B.3.1 概述

除了下列描述的激发阶段，应按6.5的描述进行GPMT。采用溶剂浸提方法进行激发时不宜用封闭贴

敷。

B.3.2 试验阶段

封闭贴敷应用两周后，全部试验和对照动物用试验样品进行激发。

对方法1，将10%（w/w）、1%和0.1%试验液的等份0.1mL局部应用于每一试验和阴性对照动物的

右腹侧。另外，将0.01%和0.001%试验液的等份0.1mL和阴性对照介质局部应用于每一试验和阴性对照

动物的左腹侧。

对方法2，将100%、50%和25%试验液的等份0.1mL局部应用于每一试验和阴性对照动物的右腹侧。

另外，将12.5%和6.25%试验液的等份0.1mL和阴性对照介质局部应用于每一试验和阴性对照动物的左腹

侧。

对方法1和方法2两种方法，采用溶于乙醇的0.1%DNCB的等份0.1mL应用于阳性对照动物右腹侧，

左腹侧应用乙醇。

注：可同样进行封闭激发。
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C
C

附 录 C

（资料性）

皮肤致敏的非动物方法

C.1 简介

C.1.1 关于皮肤致敏试验的替代方法的背景

为了在毒性试验中减少或替代动物的使用，现在已经发展出了很多非动物试验方法。尽管这些方法

在用于检测化学物时被认可，但近年来人们逐渐有兴趣将这些方法应用于药物和医疗器械的安全性评

价。对于皮肤致敏，体内试验通常选择动物或人进行试验，因为可以在活体对象中直接观察到不良反应

结果（即接触性皮炎）。然而，随着深入了解皮肤致敏过程中的分子和细胞机制，已经发展出的非动物

试验用于评价化学物或材料[57]的皮肤致敏潜力。这些分析方法可分为三类：

——化学分析方法：主要涉及物理化学测量方面的研究或程序，而非生物学试验；

——生物信息学分析方法：使用计算机模拟进行的研究或程序[例如：分子或细胞的计算机模型，

精确模拟其行为，或定量结构活性关系(QSAR)评价]；
——体外分析方法：在可控条件下的非活体的研究或程序 (例如：培养于培养皿中的细胞培养物)。
迄今为止，这些类别中经过验证的方法都不能完全复制在生物体中，复杂而又精确的分子、细胞和

器官运行机制的网络。因此，当单独考虑时，每种分析方法都不能完全复制最终的不良结果。所以，对

一种化学物质皮肤致敏能力的预测需要运用结合多种独立试验的试验策略[66][70]。

C.1.2 OECD关于皮肤致敏的有害结局通路

OECD已经描述出了导致皮肤致敏的连锁事件，包括诱导皮肤致敏过程中在分子、细胞、组织和器

官水平上的影响 [5]。 这一系列事件形成结构式的框架，从中可以详细的读出诱导机体产生有害结局时

（人或动物）处于路径中的细节。这一系列的事件被称为AOP。AOP以一种线性的方式将两点之间的一

个或多个基于现有知识的关键事件(KE)联系起来——一个分子启动事件(MIE)和有害结局(AO)[56]。
AOPs是毒理学知识库的核心元素，旨在建立化学风险评估中的机制推理。

皮肤致敏AOP由接触或吸收致敏剂开始。当致敏剂穿透皮肤角质层后，在分子、细胞和器官水平上

发生一系列事件，最终导致机体的不良终点是过敏性接触性皮炎或接触性过敏。皮肤致敏AOP中的四个

关键事件是：

——关键事件 1：与皮肤蛋白的共价结合：以分子穿透角质层后不可逆的形成半抗原蛋白复合物作

为起始事件。在动物中，这一事件与特定记忆 T细胞的细胞反应有关。

——关键事件 2：角质形成细胞反应：这一关键事件涉及生化通路的激活,包括角质形成细胞中的

炎症介质反应以及与细胞信号通路相关的基因表达变化，如抗氧化/亲电反应元件(ARE)。
——关键事件 3：树突状细胞的激活：半抗原蛋白复合物形成后的详细生化事件尚未完全阐明。然

而，已知所涉及的通路与炎症相关，如丝裂原活化蛋白激酶信号通路和氧化应激反应通路，

特别发生在角质形成细胞和树突状细胞中。对细胞和组织水平上的影响尚不完全清楚，但涉

及到的表皮反应包括：

1) 角质形成细胞、特化表皮树突状细胞(即朗格汉斯细胞)和真皮树突状细胞对化学致敏剂的

免疫识别；

2) 特定细胞表面标志的反应性表达，如粘附分子、趋化因子和 IL-1β或 IL-12p70，通常被视为

树突状细胞成熟的证据。

——关键事件 4：T细胞增殖：在器官水平（淋巴结和皮肤），反应如下：
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1) 树突状细胞迁移到淋巴结，随后由主要组织相容性复合体(MHC)分子将抗原呈递给幼稚 T
淋巴细胞(T细胞)；

2) T细胞分化和增殖成过敏原特异性的效应 t细胞和记忆 t细胞。

最终的生理反应是皮肤致敏。机体的关键反应是在接受物质后的激发阶段产生的的皮肤炎症。这种

反应与在诱导阶段产生的特定记忆T细胞的活化有关。对哺乳动物的影响，在人类中的表现是过敏性接

触性皮炎，在啮齿动物中表现的是接触性过敏[65]。

C.1.3 整合测试与评估方法

整合测试与评估方法是一种实用的、基于科学的化学危害表征方法，它依赖于对现有信息和使用试

验策略生成的新信息进行综合分析。为了预测化学物质的皮肤上致敏潜力，动物替代试验方法将与现有

的相关信息相结合，以充分表征生物终点。整合方法可以利用现有的化学和材料的可靠信息并结合数据

来确定致敏终点，这些数据包括通过生化（化学）、计算机（生物信息学）和/或基于细胞(体外）的方

法充分预测材料或化学物质的毒性所得到的。有时，整合方法可能需要替代动物方法产生的额外数据，

以被接受作为特定毒性终点的预测指标。

体外皮肤致敏试验的示例包括KeratinoSens™, LuSens, U-SENS™, the human Cell Line Activation
Test (h-CLAT), and the IL-8 Luc Assay。直接肽反应性试验(DPRA)是化学物质致敏皮肤的一个例子。而

QSAR Toolbox和TImes MEtabolism Simulator platform是生物信息学用于预测皮肤致敏的示例
[56][67]。其中的几种方法已经被结合到整合测试与评估方法中，以评价化学物或材料的皮肤致敏潜力。

为了将整合测试与评估方法的指导原则与法规标准化，OECD为报告已定义的方法(DA)和独立信息

来源[57][67]提供了原则和模板。DA由一个固定的数据解释程序(DIP)组成，该程序应用于由一组已定义的

信息源生成的数据，它所产生的结果既可以单独使用，也可以与IATA内的其他信息源一起使用，以满

足特定的监管需求。

为了获得IATAs对皮肤致敏潜力的监管认可，整合方法包括已定义的方法(DA)，即对于每个DA，
相关信息和特定的非动物方法被明确描述，并有一个解释数据的程序提供了这些确定的方法。因此，

DAs是基于策略的规则，特定的方法一旦被描述、验证、标准化、接受[61]，就不需要专家进行判断。

OECD指导文件256：2017，附录I[124]（见表C.1)概述了12个关于皮肤致敏的说明性案例研究。目前

OECD正在考虑将这些研究纳入将来的试验指南“明确的皮肤致敏方法”。

表 C.1 OECD指导文件 256：2017，附录 I的案例研究

案例研究 目的

1
基于有害结局通路中，综合2/3试验策略来识别皮肤致敏危害的方法

(BASF)
危险识别

2 皮肤致敏危害识别(RIVM)的顺序试验策略(STS) 危险识别

3 皮肤致敏的非试验方法(G.Patlewicz) 危险识别

4 用于识别皮肤致敏危害的叠加元模型（欧莱雅） 危险识别

5 用于识别皮肤致敏危害的综合决策策略(ICCVAM) 危险识别

6 形成皮肤致敏危害预测分类树的共识(ECJRC) 危险识别

表C.1 OECD指导文件256：2017，附录I的案例研究（续）

案例研究 目的
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案例研究 目的

7
基于关键事件1+2的皮肤致敏剂的效力预测：结合多肽动力学反应性

数据和KeratinoSens®的数据(Givaudan)
效力预测

8 预测LLNAEC3的人工神经网络模型（资生堂） 效力预测

9
用于识别皮肤致敏剂危害和效力（P&G）的Bayesian network DIP

(BN-ITS-3)
效力预测

10
基于化学和体外数据的致敏效力分类的顺序试验策略（STS）(Kao

Corporation)
效力预测

11
基于生物信息学、化学和体外数据的致敏效力分类的综合试验策略

(ITS) (Kao Corporation)
效力预测

12 皮肤过敏风险评估DIP(Sara)（Unilever） 效力预测

C.2 皮肤致敏的体外试验方法

C.2.1 概述

附录C.2提供了体外皮肤致敏试验的总结，已被纳入最近的综述和国际评价研究[58][59][65][68]。

C.2.2 试验方法

C.2.2.1 DPRA

DPRA是一种化学方法，通过计算包含有半胱氨酸或赖氨酸的合成肽的消耗量，定量分析化学物的

反应性。计算消耗百分比值，通过预测模型将该化学物质归类为皮肤致敏剂或非致敏剂。见表C.2.

表 C.2 DPRA

关键事件1：分子共价结合蛋白

OECD指南 OECD TG 442C[75]

表现

（是/否）
准确率80%，敏感性80%，特异性77%

试验系统

与化学物在22.5℃至30℃孵育24h后，测定合成肽中剩余的半胱氨酸或赖氨酸的浓度。为了便于检测，

合成的多肽中含有苯丙氨酸。多肽浓度的测定采用高效液相色谱(HPLC)，通过梯度洗脱和220nm的

紫外波长检测。

试验原理
测定半胱氨酸和赖氨酸的百分比消耗值，并用于一个预测模型。该模型将化学物质的反应性分为四

个等级，并根据分级将它们归类为皮肤致敏剂或非致敏剂。

结果读数 使用高效液相色谱（HPLC），波长220nm检测多肽浓度

接触时间 24 h

适用性
不适用于检测金属化合物，因为它们可以通过共价结合以外的机制与蛋白质反应。检测的化学物质

需要完全溶解在适当溶剂中，浓度为100mM。如果已知混合物的成分，则混合物也适用。

医疗器械应用

没有数据。DPRA适用于乙腈、水、异丙醇和丙酮。然而，它可能不适用于医疗器械中的非极性溶

剂，如芝麻油、棉籽油或橄榄油。由于在该试验中，化学物相较于合成多肽是过量的。因此该试验

可能不适用于检测医疗器械浸提液中的皮肤致敏剂。

请参见参考[74]到[76]。
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KeratinoSens™ 2)

KeratinoSens™方法通过应用一种永生的人类角质形成贴壁细胞系，该细胞系含有一个荧光素酶报

告基因，由人类AKR1C2基因的抗氧化反应元件(ARE)控制，目前已知皮肤致敏剂可以上调该基因的表

达。见表C.3。

表 C.3 KeratinoSens™

关键事件2：表皮角质形成细胞的激活

OECD指南 OECD TG 442D[79]

表现

（是/否）
准确性77%，敏感性78%，特异性79%

试验系统
KeratinoSens™转基因细胞系：永生化的贴壁细胞系，来源于人类角质形成细胞，可以在人类

AKR1C2基因的ARE控制下，具有稳定的荧光素酶报告基因

试验原理

KeratinoSens™细胞系包含荧光素酶基因，受到与ARE元件融合的组成型启动子的转录控制。荧光

素酶信号表明亲电皮肤致敏剂可以激活内源性Nrf2依赖基因。荧光素酶基因的诱导表达是通过测

定荧光素酶底物产生的荧光来定量确定的。如果待测化学物质能够诱导荧光素酶的表达在统计学

上显著升高，则该待测化学物质被认为是皮肤致敏剂（增加50%），同时该化学物的浓度不会导致

细胞活力的显著降低。

结果读数 荧光素酶基因诱导的定量测定（通过发光试验）

接触时间 48 h

适用性

KeratinoSens™方法适用检测包含有多种有机官能团、反应机制、皮肤致敏能力和物理化学性质的

化学物质。此外，该方法适用于可溶性化学物质或在培养基中能够形成稳定分散系的化学物质(例

如悬浮液或胶体)。

医疗器械应用
没有数据。KeratinoSens™适用于DMSO和水溶剂，但可能不适用于医疗器械中的非极性溶剂， 如

芝麻油、棉籽油或橄榄油，因为它们的logP值超过15.0。

请参见参考[77]到[80]。

C.2.2.2 LuSens

LuSens方法通过应用一种永生的人类角质形成细胞系，该细胞系含有荧光素酶报告基因，由大鼠

NQO1基因的抗氧化反应元件(ARE)控制，目前已知皮肤致敏剂可以上调该基因的表达。见表C.4。

表 C.4 LuSens

关键事件2：表皮角质形成细胞的激活

OECD指南 OECD TG 442D

表现

（是/否）
准确率为74%，敏感性为74%，特异性为74%

表C.4 LuSens（续）

关键事件2：表皮角质形成细胞的激活

试验系统 LuSens转基因细胞系：永生化的贴壁细胞系，来源于人类角质形成细胞，可以在大鼠NQO1基因的
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关键事件2：表皮角质形成细胞的激活

ARE控制下，具有稳定的荧光素酶报告基因。

试验原理

LuSens转基因细胞系包含一个荧光素酶报告基因，受到与ARE元件融合的组成型启动子的转录控

制。荧光素酶信号表明亲电皮肤致敏剂可以激活内源性Nrf2依赖基因。荧光素酶基因的诱导表达

是通过测定荧光素酶底物产生的荧光来定量确定的，来作为细胞与亲电皮肤致敏剂接触后细胞中

Nrf2转录因子活化的指标。

结果读数 荧光素酶基因诱导的定量测定（通过发光试验）

接触时间 48 h

适用性

LuSens方法适用检测包含有多种有机官能团、反应机制、皮肤致敏能力和物理化学性质的化学物

质。此外，该方法适用于可溶性化学物质或在培养基中能够形成稳定分散系的化学物质(例如悬浮

液或胶体)。

医疗器械应用
没有数据。KeratinoSens™适用于DMSO和水溶剂，但可能不适用于医疗器械中的非极性溶剂， 如

芝麻油、棉籽油或橄榄油，因为它们的logP值超过15.0。

请参见参考[81]到[84]。

C.2.2.3 SENS-IS

SENS-IS方法通过应用人的皮肤模型（Episkin® RhE或者SkinEthic™ RHE2)），根据关键事件2（KE2）
评估相关基因的表达情况，检测化学物或混合物的致敏性的研究模型。SENS-IS方法按效力类别将皮肤

致敏剂分类 [84]。SENS-IS试验已在行业主导的环境中得到验证[86][87]目前正在由EURL-ECVAM进行评

价。见表C.5.

表 C.5 SENS-IS

关键事件2：表皮角质形成细胞的激活

OECD指南 项目4.107：新指南：用于测定皮肤致敏效力的3D重建表皮的基因毒理学方法-SENS-IS试验

表现

（是/否）
准确性为96.6%，敏感性为97.7%，特异性为95.2%

试验系统 重建的人表皮(RhE)模型Episkin®RhE或SkinEthic™ RHE3（EPISKIN）

试验原理

测定两组基因的基因表达量：其中一组（氧化还原组）有17个基因，包含抗氧化反应元件的启动子，

监测氧化还原保护信号的诱导是通过皮肤致敏剂与半胱氨酸氨基酸Keap1-NRF2复合物相结合。第二组

(SENS-IS组)包括21个参与炎症、危险信号和细胞迁移的基因，负责解决由化学致敏物诱发树突状细胞

活化过程中的复杂级联事件。

结果读数 定量逆转录聚合酶链反应（qRT-PCR）测定64个相关基因表达

接触时间 接触15min，然后冲洗RhE组织，孵育6h。

适用性
SENS-IS方法通过应用3DRhE组织，可以更好地考虑具有不同溶解度或物理状态的产品的皮肤渗透步

骤。SENS-IS不仅可以定量纯化学物，还可以定量天然产物、混合物和成品。

2) Episkin® RhE 和 SkinEthic™ RHE 是适合的市售产品的多个实例。给出这一信息是为了方便本文件使用者，并不表示对这些产品的认

可。

3) Episkin® RhE 和 SkinEthic™ RHE 是适合的市售产品的多个实例。给出这一信息是为了方便本文件使用者，并不表示对这些产品的认

可。
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表C.5 SENS-IS（续）

关键事件2：表皮角质形成细胞的激活

医疗器械应用

SENS-IS方法适用于极性（生理盐水）和非极性（芝麻油）溶剂，因此可以适用于医疗器械中的浸提

介质进行试验。在一项评价医疗器械浸提液的皮肤致敏性的概念验证研究中，将五种已知的皮肤致敏

剂添加至医疗级硅胶和阴性对照中，随后进行分析。所有极性（生理盐水）和非极性（芝麻油）溶剂

的浸提液，均能正确识别出其中的皮肤致敏剂或非致敏剂。

请参见参考[85]到[91]。

C.2.2.4 IL-18 RhE

在RhE的气液界面上应用一种化学物质后，通过测量基础IL-18的释放量来评价该化学物质的皮肤

致敏性，见表C.6。

表 C.6 IL-18 RhE分析

关键事件2：表皮角质形成细胞的激活

OECD指南 无

表现

（是/否）

在一个有限集合（<10）的化合物不同模型试验。安德烈斯以及其他人计算了19种化学物。本文讨

论了五种预测模型所给出的不同的结果。

试验系统
重建人表皮模型，SkinEthic™RHE（EPISKIN），VUmc-EE，Ep-iCS®a (CellSystem)和EpiDerm™

（MatTekCorp）b

试验原理 在与化学物接触结束时，对表皮进行细胞活力试验，并用维持培养基收集IL-18进行ELISA试验。

结果读数 在RhE培养的培养基中，用ELISA定量IL-18；通过MTT试验测定细胞活力

接触时间 24 h

适用性 该试验方法适用于检测可溶性接触性过敏原和阳离子金属的皮肤致敏潜力[94]。

a VUmc-EE，EpiCS®（细胞系统）是合适的市售产品的实例。给出这一信息是为了方便本文件的使用者，并不表

示对这一产品的认可

b EpiderTM EPI—200（MatTek公司）是合适的市售产品的实例。给出这一信息是为了方便本文件的使用者，并不

表示对这一产品的认可。

C.2.2.5 EpiSensA4)

表皮致敏试验“EpiSensA”应用RhE组织模型。该方法基于皮肤致敏可以诱导相关标记基因的表达，

该基因在皮肤致敏后可以诱导角质细胞表现出炎症反应和细胞保护机制相关反应。见表C.7。

表 C.7 EpiSensA

关键事件2：表皮角质形成细胞的激活

OECD指南 无

表现

（是/否）
准确率为90%，敏感性为94%，特异性为78%

表C.7 EpiSensA（续）

4) EpiSensA是适合的市售产品的实例。给出这一信息是为了方便本文件使用者，并不表示对这一产品的认可。
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关键事件2：表皮角质形成细胞的激活

试验系统
重建人表皮模型，LabCyte EPI-MODEL 24（Janpanese Tissue Engineering Co.,Ltd）a和Epiderm™ EPI-

200(MatTek Corp)

试验原理

该方法基于皮肤致敏后诱导多种标记基因的表达(ATF3、IL-8、DNAJB4和GCLM)，该类基因与角

质细胞两类反应有关（炎症反应和细胞保护）。该标记基因的机制相关性已通过体外调节角质形

成细胞反应的关键分子而得到证实(P2X7为炎症和Nrf2的细胞保护反应)。在人角质形成细胞中

ATF3和IL-8，或DNAJB4和GCLM基因被2,4-二硝基氯苯诱导上调表达，被P2X7、特异性拮抗剂

KN-62，或通过Nrf2siRNA所抑制，分别支持标记基因的机制相关性。

结果读数 通过定量逆转录-聚合酶链反应（RT-PCR）定量分析4个标记基因的表达

接触时间 接触6h

适用性
EpiSensA可以是一种基于机制的皮肤致敏试验，适用于广泛的化学物质，包括亲脂性化学物质和

前/促半抗原。

医疗器材应用 没有数据。由于这种试验方法使用了RhE组织，它可能适用于医疗器械中的极性和非极性浸提介质。

a LabCyteepi-24型(日本组织工程有限公司)是适合的还是受产品的实例。给出这一信息是为了方便本文件使用者

额，并不表示对这一产品的认可。

C.2.2.6 SenCeeTox®5)

SenCeeTox®方法通过应用3DRhE组织，评价角质形成细胞中与致敏相关的11个基因的表达。基因

表达的增加，以及反应性和细胞毒性决定了皮肤致敏效力。见表C.8.

表 C.8 SenCeeTox®

关键事件2：表皮角质形成细胞的激活

OECD指南 无

表现

（是/否）
准确性84%，敏感性81%，特异性92%

试验系统 重建人表皮Epiderm™ EPI- 200(MatTek Corp)和SkinEthic™RHE（EPISKIN）

试验原理
采用定量逆转录-聚合酶链反应(qRTPCR)测定8个Nrf2/ARE、1个AhR/XRE和2个Nrf1/MRE控制基因

的表达。每种浓度下的折叠诱导与反应性和细胞毒性数据相结合，以确定致敏效力。

结果读数

采用qRT-PCR方法对11个基因的表达进行定量分析。同时，还测定了化学反应性和细胞毒性潜能。

这些单独分析的结果使用一种算法进行分析，该算法包含了来自每种分析的所有数据，以预测皮

肤致敏效力。

接触时间 24 h

适用性 SenCeeTox®试验可用于评价不同效力的化学和金属皮肤致敏剂。

医疗器械应用

SenCeeTox®试验方法适用于极性（生理盐水）和非极性（芝麻油）溶剂，并因此可能适用于医疗

器械中的浸提介质进行试验。在文献[98]和[100]中，据报道，SenCeeTox®试验能够准确识别某些与

医疗器械相关的化学和金属皮肤致敏剂。或从医学级硅胶中使用极性和非极性溶剂如生理盐水和

芝麻油浸提后的致敏剂。

C.2.2.7 h-CLAT

5) SenCeeTox®是适合的市售产品的实例。给出这一信息是为了方便本文件使用者，并不表示对这一产品的认可。
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h-CLAT方法可以量化单核细胞或树突状细胞接触致敏剂后，相应细胞表面标志的表达变化。通过

细胞表面标志的表达水平可以识别出皮肤致敏剂和非致敏剂。见表C.9.

表 C.9 h-CLAT

关键事件3：表皮树突状细胞的激活

OECD指南 OECD TG 442E

表现

（是/否）
准确率85%，敏感性93%，特异性66%

试验系统 hCLAT细胞系：THP-1人单核细胞白血病细胞系

试验原理

h-CLAT方法通过THP-1细胞与化学物接触24h后，测定THP-1细胞表面标志物CD86和CD54的表达

变化。这些表面分子是单核细胞THP-1激活的典型标记物，可以模拟体内树突状细胞活化，在t细

胞活化过程中起着重要作用。通过流式细胞术检测细胞表面标记物表达的变化。通过计算待测化

学物与介质对照的相对荧光强度，来区分皮肤致敏剂和非致敏剂。

结果读数 用荧光标记抗体进行细胞染色后，用流式细胞术检测细胞表面标记物CD86和CD54的表达水平。

接触时间 24 h

适用性
h-CLAT方法适用于可溶性化学物质或在合适的介质中能够形成稳定分散系的化学物质。化学物的

logP值高于3.5可能会产生假阴性结果。

医疗器械应用
没有数据。h-CLAT适用于生理盐水和DMSO溶剂中，但可能不适用于医疗器械中的非极性溶剂，

如芝麻油、棉籽油或橄榄油，因为它们的logP值超过15.0。

C.2.2.8 U-SENS™6)

U937细胞激活试验(U-SENS™)是一种体外实验，通过流式细胞术定量人组织淋巴瘤细胞系，U937
细胞表面标记物CD86的表达变化。见表C.10。

表 C.10 U-SENSTM

U-SENS™关键事件3：表皮树突状细胞的激活

OECD指南 OECD TG 442E

表现

（是/否）
准确率为86%，敏感性为91%，特异性为65%

试验系统 U-SENS™细胞系：U937，人组织淋巴瘤细胞系

试验原理

CD86被认为是一种共刺激分子，可以模拟单核细胞的激活，在t细胞活化过程中起着关键作用。用

异硫氰酸荧光素(FITC)标记的抗体对细胞染色后，通过流式细胞术测定细胞表面标记CD86的表达

变化。同时用PI染色检测细胞毒性作用，用来评价是否在亚细胞毒性的浓度下，会导致细胞表面

标志CD86的上调表达。共刺激指数（SI）是通过计算相较于溶剂或介质对照，细胞表面标志CD86

的变化，并应用于预测模型，以区分皮肤致敏剂和非致敏剂。

结果读数
用异硫氰酸荧光素(FITC)标记的抗体对细胞进行染色后，通过流式细胞术检测细胞表面标记CD86

的表达变化。

表C.10 U-SENSTM（续）

6) U-SENS™是适合的市售产品的实例。给出这一信息是为了方便本文件使用者，并不表示对这一产品的认可。
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U-SENS™关键事件3：表皮树突状细胞的激活

接触时间 接触（45±3)h

适用性
适用于可溶性化学物或在合适的溶剂中能形成稳定分散系的化学物（化学物质与溶剂或介质分离

形成不同的相，形成一种胶体或悬浮液）。

医疗器械应用
没有数据。U-SENS适用于生理盐水和DMSO溶剂中，但可能不适用于医疗器械中的非极性溶剂，

如芝麻油、棉籽油或橄榄油，因为它们的logP值超过15.0。

C.2.2.9 IL-8 Luc

IL-8 Luc方法通过THP-1细胞衍生出带有IL-8报告基因的细胞（THP-G8）。通过定量测定在荧光素

酶基因表达相应荧光素酶与底物作用后的化学发光。该类基因的表达，是细胞在与化学致敏物接触后，

诱导IL-8和GAPDH激活后控制的。见表C.11.

表 C.11 IL-8 Luc测定法

关键事件3：表皮树突状细胞的激活

OECD指南 OECD TG 442E

表现

（是/否）
准确率为86%，敏感性为96%，特异性为41%

试验系统 IL8Luc细胞系：THP-1细胞衍生出带有IL-8报告基因的细胞（THP-G8）

试验原理

IL-8Luc方法使用THP-1细胞衍生出带有IL-8报告基因的细胞（THP-G8），该细胞系在IL-8和甘油

醛3-磷酸脱氢酶(GAPDH)启动子控制下，橙色荧光素酶基因(SLO)和红色荧光素酶基因(SLR)分别

可以稳定表达。这使得通过定量检测荧光素酶与底物作用后的化学发光，作为细胞接触化学致敏

物后，IL-8和GAPDH活化的指标。

结果读数 IL-8表达的变化，与树突状细胞激活相关的细胞因子。

接触时间 16 h

适用性

虽然IL-8Luc方法使用X-VIVO™15作为溶剂，但它能够准确的评价正辛醇-水分配系数logKow> 3.5，

水溶性约为100µg/ml的化学物质。然而，在20mg/ml未溶解的化学物质的阴性结果可能是假阴性结

果，因为它们不能溶解于XVIVO™15。因此，这类化学物质的阴性结果不应采纳。在验证性研究

中发现，对酸酐的假阴性率很高。此外，由于该细胞系的代谢局限性和试验条件，促半抗原（需

要代谢激活的物质）和前半抗原（被空气氧化激活的物质）可能在试验中产生阴性结果。IL-8Luc

试验方法可以将化学物质分类为皮肤致敏剂或非致敏剂，然而，目前它还不能提供致敏效力评价。

医疗器械应用
没有数据。适用于可以溶于X-VIVO™15培养基、DMSO或水中的化学物质。目前尚不清楚该方法

是否适用医疗器械中的非极性溶剂，如芝麻油、棉籽油或橄榄油。

C.2.2.10 基因组过敏原快速试验™7

基因组过敏原快速试验™(GARD™)是一种基于细胞的试验方法，利用树突状细胞先天识别外来物

质的能力，测定多元的基因组生物标记物。在细胞接受刺激后，根据诱导产生的基因转录谱，化学物质

被分为皮肤致敏剂或非致敏剂。见表C.12。GARD试验方法已在一家工业研究中得到验证目前正在由

EURL-ECVAM进行评价，并在GARD™皮肤上获得了积极的ESAC意见。

7) GARD是适合的市售产品的实例。给出这一信息是为了方便本文件使用者，并不表示对这一产品的认可。
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表 C.12 GARD™

关键事件3：表皮树突状细胞的激活

OECD指南
项目4.106：GARD™皮肤试验：一种基于化学物质作用于人树突状细胞后诱导基因转录，识别皮

肤致敏剂的体外方法(AOP关键事件3)

表现

（是/否）

准确率为94%，敏感性为93%，特异性为96%

注：GARD™皮肤方法也可以作为GARD™的补充，根据欧洲分类、标签和包装(CLP)、法规

进行分类。（弱的或强的皮肤致敏剂）。

试验系统 GARD™皮肤细胞系：SenzaCells™(SenzaGen)起源于人类髓系，具有与树突状细胞相似的特征。

试验原理

GARD™皮肤方法检测了SenzaCells™与化学物接触后，诱导的200个基因的表达。这200个基因被

称为GARD预测特征(GPS)，包括了树突状细胞激活和成熟的生物标记物(KE3)、几种危险信号通路

和模式识别受体(KE2)、抗原提呈分子和细胞增殖通路(KE4)。

结果读数

GPS包括参与皮肤致敏过程的相关机制的基因，如共刺激分子的上调和细胞氧化应激的诱导。使用

Nanostring®a分析系统测量GPS中200个基因的表达。使用机器通过参考固定样本学习算法，通过模

式识别来分析得到的基因表达。每个样品被分类为皮肤致敏剂或非致敏剂，不需要主观判断。

接触时间 24 h

适用性
GARD™皮肤方法在化学物中有广泛的应用空间，包括各种有机官能团和最终用途，包括前/促半

抗原和低水溶性的物质.

医疗器械应用

GARD™方法适用于极性（盐水）和非极性（芝麻油和橄榄油）的浸提介质，因此可以适用于医疗

器械中的浸提介质进行试验。在一项评价医疗器械浸提液的皮肤致敏性的概念验证研究中，将四

种已知的皮肤致敏剂添加至医疗级硅胶和阴性对照中，随后进行分析。所有极性（生理盐水）和

非极性（芝麻油）溶剂的浸提液，均能正确识别出其中的皮肤致敏剂或非致敏剂。

a Nanostring®是适合的市售产品的实例。给出这一信息是为了方便文本使用者，并不表示对这一产品的认可。

C.3 讨论

C.3.1 OECD已验证的方法

在OECD 442试验指南中被验证过的6个体外方法，主要是依据关键事件1、2、3来识别皮肤致敏剂，

在检测医疗器械浸提液中的化学致敏剂似乎也有潜在的用途。这6个方法是DPRA、KeratinoSens™ 、

LuSens、h-CLAT、U-SENS™和IL-8Luc。然而，由于DPRA需要用过量的化学物与多肽反应，它可能无

法识别出稀释在医疗器械浸提液中较低水平的致敏剂。这些方法已使用纯化学物进行验证过，但未使用

化学混合物验证。由于体外试验中使用的细胞系的代谢能力有限，促半抗原(例如：需要P450酶激活的

物质)可能会产生假阴性的结果。最后，这些根据特定关键事件而开发的试验方法，每个单独的方法可

能不足以得出化学物质是否存在皮肤致敏潜力的结论，应在IATA等综合方法的背景下加以考虑，并将

它们与其他补充信息相结合加以考虑。

考虑到医疗器械生物相容性评价中，需要通过极性介质和非极性介质对医疗器械成品或材料进行浸

提，因此这些被OECD验证过的方法需要确认其适用性。其中的很多方法在适用医疗器械的非极性浸提

介质如芝麻油、棉籽油或橄榄油方面有很大的局限性。除混合物以及与溶剂不相容的问题外，这些被

OECD验证过的方法可能无法检测医疗器械浸提液中潜在的皮肤致敏剂，因为它们通常以极低的浓度存

在。

C.3.2 基因组学方法
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C.2.2中列出的根据关键事件2和3的基因组学方法是SenCeeTox®，sens-IS，EpiSensA和GARD™。

前三种是使用RhE组织，而第四种是基于专有的细胞系。它们都有所不同，但它们的共同特征是利用标

记基因来识别皮肤致敏剂。此外，除EpiSensA外，所有方法都成功完成了试点项目，检测通过极性介质

和非极性介质浸提添加至医疗器械聚合物中的致敏剂。该试点项目有限样本报告的结果准确性要好于

OECD验证结果的准确性。其中的两种方法，SENS-IS和GARD™， 目前正在OECD的试验指南第四项

目组进行审核（指导影响健康的试验相关项目）。

基于这些方法的准确性、在极性和非极性溶剂中的适用性，以及独立成为医疗器械皮肤致敏试验方

法的潜力，这些试验方法可能是评价医疗器械皮肤致敏潜力的方法。尽管如此，它们检测阳离子金属致

敏剂的能力仍有待证实。

C.3.3 其他方法

IL-18RhE方法是依据关键事件2开发的体外方法。该方法用于测定IL-18的释放量和细胞活力。IL-
18RhE方法的试验数据是有限的。由于这种方法使用RhE组织，它可能适用于医疗器械中的极性和非极

性溶剂。然而，由于该方法尚未被OECD验证，也未纳入任何主要的体外皮肤致敏试验的比较研究，其

在医疗器械中的适用性还需要被证实。

C.3.4 医疗器械体外试验方法验证的一般注意事项

目前，在OECD试验指南中，有6种被验证的体外方法(DPRA、KeratinoSens™ 、LuSens、h-CLAT、
U-SENS™、IL-8Luc)以及两种在OECD试验指南项目中的方法(GARD™、SENS-IS)用于确定化学物的皮

肤致敏潜力。这些体外致敏方法用于检测医疗器械需要有相应的验证数据的支持，而这些数据应该优于

目前医疗器械的体内试验的数据。

这些方法的验证过程应设计为允许备选方法之间进行能力比较，并能够独立进行或结合测试策略共

同评价的可能性。

在设计进行验证研究时，应考虑以下一般要点：

——决定是否使用有皮肤致敏性的参照材料，或在无致敏性材料的浸提液中加入已知浓度的致敏

剂；

——识别可能存在医疗器械中的代表性类别的化学致敏剂；

——选择一系列参照化学物用于建立验证试验数据库，包括进行体内试验的物理化学性质、历史

数据、以及在 OECD验证过程的数据；

——识别用于验证过程的的阴性和阳性对照材料；

——定义经验证的体外试验方法相较于人体或动物试验的最低可靠性（重现性）和准确性（敏感

性、特异性）的数值；

——识别医疗器械材料的可能导致试验干扰、假阴性或假阳性结果的化学或物理性质；

——定义所考虑的体外试验的适用性领域，例如适用于浸提或不适用于浸提的材料(例如，液体、

凝胶、浆体、气体、蒸气、气溶胶、冷凝物、纳米材料)

C.4 结论

世界贸易中大约有20%的化学物是致敏剂。然而，历史上只有大约1%的医疗器械的浸提液在动物

皮肤致敏试验中产生阳性结果。基于这样的现实，加上复杂的体外皮肤致敏试验的可实用性，令专家相

信，逐步接受医疗器械体外试验的范式转移是不可避免的。然而，为了实现这一点，精心设计对最高的

体外致敏试验或联合试验的验证研究是必要的。



GB/T 16886.10—XXXX/ISO 10093-10:2021

31

附 录 D

（资料性）

关于皮肤致敏试验的背景资料

一次或多次接触表皮后，在免疫系统的组分的引发和诱导下，人体会出现致敏反应。关键是半抗原

(化学物)必须存在于皮肤并能向里渗透，然后与皮肤蛋白质结合后才形成免疫原性复合物。存在于表皮

/真皮接缘处的朗罕氏细胞将抗原递呈给特异性淋巴细胞，而后活化的淋巴细胞引发免疫反应。这些淋

巴细胞中有一小部分为长寿命的记忆细胞，它们在激发阶段作为初始激活因子，这样以后再次接触同一

抗原时，活化的淋巴细胞释放淋巴因子，吸引其他炎症细胞至反应局部，从而导致一系列有害反应。

1895年，Jadassohn采用斑贴试验在一例临床病例中揭示了汞接触变态反应。这一创新的方法为以

后的诊断和预测人及动物接触变态反应试验提供了科学基础。Landsteiner和Chase等人证实使用豚鼠研

究皮肤致敏反应，评价化学物致敏潜能的前瞻性/预测性试验的开发即是沿续了他们的开创性研究。

1969年，Magnusson和Kligman等人探索研究了很多不同的豚鼠试验方法，提出的一种试验方法是

豚鼠最大剂量法（GPMT），首先进行皮内注射[用或不用弗氏完全佐剂（FCA）]，然后在同一部位局

部应用试验材料。最初的方法要求如试验材料是非刺激性的，应对试验部位预处理。根据该方法的定义，

可检测出微弱致敏物，因为“微弱”一词包括了阳性反应物的零反应在内。这是一灵敏的试验并已被广

泛使用。弗氏完全佐剂的应用提高了试验方法的敏感性，但也有争论称在某些情况下，这种应用可能会

导致过高估计化合物的致敏潜力。

1965年，Buehle在1965年提出封闭斑贴法为首选接触方法，该法产生封闭性，用优化接触来模拟人

体使用过程(人体重复损害斑贴试验:HRIPT)。�有人提出封闭性斑贴试验具有敏感性，能准确地预测出

中度至重度致敏物，这样使HRIPT试验中的受试者得以避免发生有害反应。现有的数据证实封闭方法优

于皮内注射和开放式局部应用方法。这种方法没有使用佐剂刺激免疫系统，目前已作为一项被认可的技

术，具有足够的敏感性，能检测出大部分微弱致敏物，而且在风险评定过程中显示出充分的灵活性。但

是，封闭式贴敷试验（Buehler试验）的敏感性比GPMT低。见参考文献[9]。

这两种试验在安全性评价中使用率最高，美国常用封闭性贴敷试验，欧洲则使用 GPMT。在当前的

OECD和 EU试验指南中这两种试验也是优选的方法。豚鼠致敏试验结果取决于许多动物相关因素和有

关实验室间试验结果差异性解释的技术因素，如动物品系、性别、年龄、试验环境条件、动物试验部位

除毛（剪毛或剃毛）或化学脱毛方法、敷贴片设计型式、试验材料剂量、封闭程度、接触时间和组织反

应的读数。正在使用和研究的还有其他许多试验，而所有这些试验都有其支持者。目前已有几种方法被

法规认可接受，只要该方法由研究者以适当的文件形式提出并加以验证。在所有的试验中，均应按照原

始参考资料完成试验步骤。下面给出了其他试验。

参考文献[8]给出了一种最新的皮肤致敏试验。

a) 弗氏完全佐剂试验 (Freund’s complete adjuvant test)。

b) Split 佐剂试验 (Split adjuvant test )。

c) 开放式表皮试验 (Open epicutaneous test)。

d) Mauer 最优化试验 (Mauer optimization test)。

e) 豚鼠脚垫试验 (Footpad test in guinea-pig)。

f) 累积接触增强试验 (Cumulative contact enhancement test)。

g) 皮肤划痕(佐剂和斑贴)试验[Scratched skin (adjuvant and patch)test]。

h) 鼠耳肿胀试验 (Mouse ear swelling test)。
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除了GPMT和Buehler封闭贴敷试验，局部淋巴结试验（LLNA）已于2010年被OECD接受作为当前

豚鼠试验的唯一替代方法，该法对动物保护方面有所改善。见参考文献[88]。LLNA已被认可用于化学

物致敏活性的检测。见参考文献[39]和[40]。

LLNA的科学原理是，通过测定局部接触试验样品后小鼠引流淋巴结内掺入3H甲基胸腺嘧啶核苷的

量来检测致敏反应。该试验不包括激发阶段，试验所关注的终点是刺激指数，给出试验动物和对照动物

淋巴结内掺入胸腺嘧啶核苷的比率。刺激指数大于3时为阳性结果（Is> 3）。通过实验室内部和实验室

间评价，已经证实了LLNA在剂量水平关系方面具有再现性。见参考文献[16]、[17]、[21]、[25]、[26]、

[28]和[32]。然而，也有报告称LLNA很难区分刺激性与变应原性物质。见参考文献[18]、[25]和[28]，

因此对刺激物可能给出假阳性结果，而对同时具有刺激性和变应原性的材料则可能会过高估计了其变态

反应原性。见参考文献[16]。然而，LLNA与豚鼠试验相比仍具有优势，如试验周期较短、终点更为客

观、所用试验材料较少，并且免除了弗氏完全佐剂注射。细胞活性标记物分析和流式细胞仪的应用有可

能改进试验步骤。见参考文献[23] [24] 。但这些能否适合于补充进LLNA标准方法作为常规毒理学应用

还尚未确定。从另外一方面来说，LLNA要求对试验介质进行更加局限性的选择，大部分研究者使用一

种丙酮和橄榄油的混合剂。最近的研究显示在使用不同的介质时，其结果也有所不同。见参考文献[27]。
此外，LLNA不可能研究挑战阶段或交叉反应模式，因为在诱导治疗后，动物在淋巴结收获前被牺牲。

腘淋巴结测定(PLNA)是另外一种淋巴结检验法，该法采用脚垫皮下应用（见参考文献[19]、[22]

和[31]）。在后一种试验中，除了直接测定淋巴结活性作用外，指示抗原可用于进一步辩明化学物在试

验条件下产生的免疫调节作用。见参考文献[15]。
风险评估过程不应仅依赖于单一模式或方法，而应进行多方面考虑, 为使用者提供最大的安全性保

证。一般来说, 评价必须包括动物和人体试验模式，在选择模式和方法中宜具有一定的灵活性，但其理

由需形成文件和/或经过确认。

在进行适当的豚鼠阴性试验时，如试验浓度比实际应用情况更具安全因素，试验结果一般是可以确

定的。但是，宜避免在没有对最终产品使用应有的考虑的情况下, 仅基于反应发生率和/或严重性对试

验材料分级。

主要从以下四种因素来确定产品的致敏率和严重性风险：化学变应原的致敏潜能、化学变应原在产

品中的总量、生物利用率和接触程度。 以引发致敏反应所需的最低诱导浓度来限定化学物的致敏潜能，

其诱导浓度越低说明致敏剂的致敏潜能越大。见参考文献[6]和[30]。结果表明，当产品中变应原的残

留水平超过其最低诱导浓度（由 GPMT 中得出）时，在使用者中发现有明显的过敏接触性皮炎发病。

见参考文献[14]。
另外，混合剂和产品的预测性试验很少被确认，并且可在产品成分试验后再进行，试验设计和结果

解释相应地是不确定的。但有几个例子证实了预测的可能性。在采用引发人体接触性皮炎的毛线衫制备

的丙酮浸提液进行的动物试验中，变应原（phosgene chlorophenylhydrazones）已被证实。见参考文献[11]。
另一个例子是，橡胶长筒靴制备的丙酮/氯仿浸提液进行的动物试验引发了人体接触性皮炎，逐渐发现，

巯基苯并噻唑（mercaptobenzothiazole）和二硫化二苯并噻唑(dibenzothiazyldisulfide)是诱发变应原。见

参考文献[10]。试验中使用有机溶剂的重要性已得到明确的证实。在用盐水浸提液无反应的情况下，有

机溶剂浸提液诱发了豚鼠皮肤致敏反应。

参考文献[4]采用有机溶剂制备样品步骤，通过溶剂蒸发方法得到残留物，在风险评估步骤中对材

料残留物百分率与仍能诱发动物皮肤致敏反应的残留物（混合剂）的最小稀释百分率进行比较。

皮肤致敏试验的体外方法还没有用于常规使用，但鉴于欧洲新法规禁止化妆品使用动物试验，可能

将会有新策略用于致敏物的识别。见附录C。
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