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[bookmark: BookMark3]引言
细胞外基质蛋白生物学研究领域的有关研究发现，胶原蛋白不仅具有支撑的作用，也涉及细胞的生长、分化和形态发生等功能的调控。这是由于胶原蛋白可与细胞表面多种蛋白受体相互作用，包括整合素、盘状结构域受体、糖蛋白VI、白细胞相关IG样受体-1等。LAIR-1属于抑制性免疫球蛋白超家族，广泛表达于淋巴细胞、巨噬细胞等免疫系统各种细胞表面，对各种免疫细胞的抑制作用已有研究。
重组胶原蛋白可能具有与天然胶原蛋白相同的氨基酸序列甚至蛋白结构，因此可能与上述受体结合，产生相应的免疫效应。并且，由于重组胶原蛋白是通过序列设计来决定其氨基酸序列，通过表达体系进一步获得蛋白结构，因此存在增加或降低与相应免疫细胞受体结合的潜在可能。在致癌性风险评估中，对于蛋白类物质，主要考虑非遗传毒性因素方面的风险，其中包括免疫抑制，这提示对重组胶原蛋白的免疫毒性，特别是免疫抑制效应需要进行充分评价。这可以应用体外法进行机制研究，以及在体内完整免疫系统的情况下进一步评价的方式来进行。
另一方面，免疫原性指能够刺激免疫系统的细胞引起某种抗原特异性免疫应答。可能具有免疫原性的物质是蛋白质、多糖、核酸和脂类。重组胶原蛋白的免疫原性可能受不同的序列设计、表达体系、蛋白结构、聚集体、糖基化、杂质、配方成分等因素的影响；同时重组胶原蛋白临床使用的途径、剂量和频率也影响其免疫原性。这类免疫反应的影响广泛，包括无临床意义的抗体的一过性出现，也可能导致过敏反应和细胞因子释放综合征等不良反应，可见免疫原性也是重组胶原蛋白潜在产生免疫毒性的机制和途径。并且，重组胶原蛋白抗体形成后，如与重组胶原蛋白结合，可能会改变重组胶原潜在的免疫毒性，甚至影响重组胶原蛋白有效性。因此，宜将重组胶原蛋白免疫原性纳入免疫毒性评价的整体框架。
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重组胶原蛋白免疫毒性评价试验
[bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc24884211][bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc97195091][bookmark: _Toc24884218]范围
[bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc26648466][bookmark: _Toc17233334]本文件规定了重组胶原蛋白体外免疫细胞筛选试验，非功能性和功能性的免疫毒性试验，以及免疫原性试验的原则和方法。
本文件适用于重组胶原蛋白免疫毒性评价。
[bookmark: _Toc26718931][bookmark: _Toc26986531][bookmark: _Toc26986772][bookmark: _Toc97195092]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。
GB/T 16886.20 医疗器械生物学评价 第20部分：医疗器械免疫毒理学试验原则和方法
YY/T 1465.3 医疗器械免疫原性评价方法第3部分：空斑形成细胞测定琼脂固相法
YY/T 1465.4 医疗器械免疫原性评价方法第4部分：小鼠腹腔巨噬细胞吞噬鸡红细胞实验
[bookmark: _Toc97195093]术语和定义
GB/T 16886.20界定的术语和定义适用于本文件。
体外细胞筛选试验
4.1 体外淋巴细胞筛选试验
4.1.1 细胞
宜选择U937等人源淋巴细胞进行试验。由于LAIR-1受体等保守性和交叉反应性，且小鼠常用于体内免疫毒性评价，也可使用小鼠来源淋巴细胞HT-2 clone A5E。
4.1.2 重组胶原蛋白供试品制备
通过溶解制备不同浓度的重组胶原蛋白供试液。本试验使用培养液作为空白对照，可行时，推荐使用对淋巴细胞不具有刺激和抑制作用的可溶性重组胶原蛋白对照品作为阴性对照，其浓度与最高浓度的重组胶原蛋白供试液浓度相当。
4.1.3 体外淋巴细胞刺激筛选试验
U937细胞系采用含10%胎牛血清的RPMI 1640培养基，在37°C和5%CO2下进行培养。细胞以5.0×105/孔的密度接种在12孔板中，并在2mL RPMI 1640培养基中培养24小时。然后将培养液更换为空白对照溶液，阴性对照溶液（如有）和不同浓度重组胶原蛋白供试液。再培养24小时后，收集上清液并储存在-80°C下。在培养液中加入CCK-8等测定细胞活性的试剂，对培养后的细胞活性进行检测。上清液中的细胞因子可采用ELISA、流式细胞术或电化学发光等方法进行检测。IL-2、IFN-r、TNF-a为Th1型细胞因子，IL-4、IL-5、IL-6、IL-10为Th2型细胞因子。宜检测T细胞亚群Th1和Th2的特征细胞因子。 

4.1.4 体外淋巴细胞抑制筛选试验
U937细胞系采用含10%胎牛血清的RPMI 1640培养基，在37°C和5%CO2下进行培养。细胞以5.0×105/孔的密度接种在12孔板中，并在2mL RPMI 1640培养基中培养24小时。以培养液作为空白对照组，含2μg/mL LPS的培养液作为刺激阳性组，含地塞米松和LPS的培养液作为抑制阳性组，含2μg/mL LPS的不同浓度重组胶原蛋白供试液作为试验组。将上述各组溶液加入细胞，再培养24小时后，收集上清液并储存在-80°C下。上清液中的细胞因子检测如上。在培养液中加入CCK-8等测定细胞活性的试剂，对培养后的细胞活性进行检测。
4.2体外巨噬细胞筛选试验
4.2.1 细胞
宜选择THP-1等人源单核细胞进行试验。由于LAIR-1受体等保守性和交叉反应性，且由于小鼠常用于体内免疫毒性评价，也可使用小鼠来源巨噬细胞RAW 264.7。
4.2.2 重组胶原蛋白供试品制备
通过溶解制备不同浓度的重组胶原蛋白供试液。本试验使用培养液作为空白对照，可行时，推荐使用对淋巴细胞不具有刺激和抑制作用的可溶性重组胶原蛋白对照品作为阴性对照，其浓度与最高浓度的重组胶原蛋白供试液浓度相当。
4.2.3体外巨噬细胞刺激筛选试验
THP-1细胞系采用含10%胎牛血清的RPMI 1640培养基，在37°C和5%CO2下进行培养。通过佛波酯将THP-1诱导为巨噬细胞。细胞以1×106/孔的密度接种在12孔板中，使用新鲜不含佛波酯的完全培养基继续培养24小时，使细胞处于接近静息状态的巨噬细胞。然后将培养液更换为空白对照溶液，阴性对照溶液（如有）和不同浓度重组胶原蛋白供试液。再培养24小时后，收集上清液并储存在-80°C下。在培养液中加入CCK-8等测定细胞活性的试剂，对培养后的细胞活性进行检测。上清液中的细胞因子可采用ELISA、流式细胞术或电化学发光等方法进行检测。推荐检测LI-1β、IL-6、IL-10、IFN-r、TNF-a、TGFβ等巨噬细胞因子。
4.2.4 体外巨噬细胞抑制筛选试验
THP-1细胞系采用含10%胎牛血清的RPMI 1640培养基，在37°C和5%CO2下进行培养。通过佛波酯将THP-1诱导为巨噬细胞。细胞以1×106/孔的密度接种在12孔板中，使用新鲜不含佛波酯的完全培养基继续培养24小时，使细胞处于接近静息状态的巨噬细胞。然后将培养液更换为空白对照溶液，加入含100 ng/ml LPS和20 ng/ml IFN-r的培养液作为M1诱导阳性组，加入含地塞米松、LPS、IFN-r的培养液作为诱导抑制阳性组，加入含 LPS和IFN-r的不同浓度的重组胶原蛋白供试液作为试验组。将上述各组溶液加入细胞，再培养24小时后，收集上清液并储存在-80°C下。在培养液中加入CCK-8等测定细胞活性的试剂，对培养后的细胞活性进行检测。上清液中的细胞因子可采用ELISA、流式细胞术或电化学发光等方法进行检测。推荐检测TNF-a、IL-1β、IL-6、IL-12、IL-23等M1型巨噬细胞因子。
免疫毒性试验
5.1 应按GB/T 16886.20的要求开展免疫毒性试验。重组胶原蛋白动物免疫毒性试验方案设计宜考虑预期临床接触部位、频次、剂量等因素。重组胶原蛋白一般为可降解吸收材料，当免疫毒性风险与降解吸收的全身暴露有关时，宜考虑动物与人体全身暴露种属间的差异。在体外免疫细胞筛选试验提示重组胶原蛋白对免疫细胞有影响时，动物试验宜采用多剂量组设计。采用限量单剂量组设计时，宜提供合理的理由。
5.2在评价免疫抑制和免疫刺激方面的免疫毒性风险时，宜先进行非功能性试验，进行血清抗体、补体、细胞因子、淋巴细胞分型等检测。为充分利用同一批实验动物，可增加进行淋巴细胞增殖试验的功能性检验。在免疫抑制和免疫刺激的非功能性试验提示有免疫毒性风险时，可开展功能性检验。
5.3体液应答的功能性检验可在动物接触重组胶原蛋白后，再用合适的抗原免疫动物，采用抗体形成细胞试验（溶血空班试验）、酶联免疫吸附（ELISA）检测该抗原抗体滴度的两者之一的方法评价重组胶原蛋白对体液免疫的影响。
5.3.1溶血空班试验
参考YY/T 1465.3的要求进行。动物试验方案设计宜参考非功能性检验的动物试验，使两者具有相关性。
5.3.2免疫抗原的抗体滴度检测
宜参考非功能性检验设计动物试验，应采用胸腺依赖性抗原免疫动物，2周后再次用抗原免疫动物，然后测定每只动物血清中IgG和IgM的滴度。测定抗体滴度的时间点应足够多，以便对重组胶原蛋白组和对照组动物的初级抗体反应和次级抗体反应进行比较。
5.4 T细胞应答的功能性检验可采用混合淋巴细胞反应、细胞毒性T淋巴细胞检测两者之一的方法评价重组胶原蛋白对T细胞应答的影响。
5.4.1混合淋巴细胞反应
应答细胞来自对照组和重组胶原蛋白组动物的脾细胞，在无菌条件下制备为脾细胞悬液。刺激细胞来自未经处理的同种异品系动物的脾细胞。可采用CFSE标记应答细胞，通过流式细胞术检测脾细胞CFSE的荧光强度变化来表示脾细胞的增殖程度。
5.4.2细胞毒性T淋巴细胞检测
宜取动物脾淋巴细胞进行，使用同种异品系肿瘤抗原进行诱导（体内或体外诱导），然后，来自重组胶原蛋白组和对照组动物的脾细胞与CFSE标记的同种异品系肿瘤细胞共孵育，4h后通过流式细胞术测定存活靶细胞数量来检测T淋巴细胞溶解肿瘤细胞的能力。
5.5 巨噬细胞免疫应答的功能性检验可参考YY/T 1465.4的要求进行。物试验方案设计宜参考非功能性检验的动物试验，使两者具有相关性。
免疫原性试验
试验策略
考虑到与安全性和有效性的相关性，对免疫原性的检测通常集中在对特异性抗体的检测和表征研究上。重组胶原蛋白特异性抗体检测通常应采用多层级分析方法，首先对所有样品进行筛选试验，其次对疑似抗体阳性样品的特异性进行确证试验，对已确定抗体阳性的样品进行滴度试验。
对照样本的选择
对照样本是用来考察方法有效性的参照样本。对照样本分为阳性对照样本和阴性对照样本。
阳性对照样本的选择：由于一般无法准确获得重组胶原蛋白在机体内的真实抗体，因此要通过阳性对照抗体来作为体内免疫原性情况的阳性对照，阳性对照抗体一般要求为多克隆抗体，以此更好反映机体内的真实情况；
阴性对照样本的选择：由于个体样本间或多或少会存在个体差异，因此阴性对照应以混合自然个体制得，以消除个体间差异，使本底值更加稳定并具有代表性。
筛选试验
筛选试验是特异性抗体检测的第一步。所采用的检测方法应该具有较高灵敏度，能够同时检测出样本中各种类型的低亲和力和高亲和力的抗药抗体。该方法应具有一定的假阳性率（通常为5%），以增大真实阳性样本的检出率；但不期望出现假阴性。
确证试验
确证试验是为了排除筛选试验中的假阳性样本。筛选试验中检测为阳性的样本，需进一步进行确证试验以证明抗药抗体的特异性。
确证试验应与筛选试验具有可比的灵敏度，但需要注意的是，两个试验的假阳性率不同，且确证试验有更高的特异性（假阳性率通常为1%），并至少具有与筛选试验相当的选择性以识别假阳性样本。通常情况下，确证试验会选择与筛选试验相同的方法与平台。
滴度试验
滴度定义为样品检测值高于临界值时的最大稀释倍数。滴度检测常与筛选试验使用相同的平台，一般允许0.1%假阳性率。
滴度试验一般采用连续稀释方法或通过量效曲线的线性部分外推来确定滴度。通常情况下，沿用筛选临界值作为滴度临界值。
抗体检测
6.6.1 检测样本
用于重组胶原蛋白特异性抗体检测的标本可以取依据GB/T 16886.20进行的免疫毒理学试验的动物血液，也可从安全性评价试验的其他动物获得。通常情况下，血清和血浆在本标准的试验中是等同的，但必须在报告中注明。
6.6.2 试剂及耗材
建议尽量采用商品化试剂。固相支持物推荐使用聚苯乙烯微孔板。
6.6.3 试验设计
实验设计中应包含对照样本与对照孔。推荐：
1. 试剂对照孔：无抗原孔；
1. 阴性对照组：动物未接受重组胶原蛋白刺激，无抗原；
1. 阳性对照组：动物接受重组胶原蛋白与佐剂混合物刺激（例如弗氏完全佐剂或不完全佐剂）；
1. 试验组：动物接受重组胶原蛋白刺激，接触途径与方式应与临床使用方式尽量一致。
6.6.4 检测方法的开发和验证
应对建立的检测方法的灵敏度、精密度、特异性、选择性进行验证，并在适宜时，对检测方法的重现性、稳健性、稳定性进行验证。
6.6.5 检测步骤
6.6.5.1 抗原包被
将重组胶原蛋白溶解于水基质溶液中，调节pH在8.5～9.5之间，推荐使用碳酸盐/磷酸盐缓冲液。除试剂对照孔外，每孔加上述成分100 μL，室温或37℃条件下温育2 h，或4℃～8℃放置过夜。用PBST洗板至少3次。每孔加封闭缓冲液（含1%～10%白蛋白、血清或脱脂奶粉）100 μL，37℃条件下温育2 h，或4℃～8℃放置过夜。用PBST洗板至少3次，立即使用或冷藏备用。
6.6.5.2 样本检测
（a）加入100 μL适当稀释待测血清/血浆样本或缓冲液对照（加入重组胶原蛋白或不加的），待测血清至少应有两个稀释浓度（或通过预试验确定1个适宜的样本稀释度）。建议至少2个孔仅加入缓冲液作为二抗对照。室温或37℃条件下温育1～2 h，用PBST洗板至少3次。
（b）在所有孔中加入适当浓度的经酶标记的抗血清（推荐采用HRP标记）。这些抗血清可以通过商业途径获得，并按制造商的建议进行稀释，并经预试验验证优化。
（c）各孔加入100 μL适当浓度的酶底物，室温或37℃条件下反应10～30 min，在适当的波长下读取光密度值。
临界值的计算
要计算筛选试验、确证试验与滴度试验的临界值，首先需要明确各项试验的检测指标。
筛选试验检测指标
筛选试验检测指标为待测样本与阴性对照的信噪比（SNR），计算公式如下：
	SNR= Mean OD（Sample）/ Mean OD（NC） 	()
式中：
Mean OD（Sample）为待测样本复孔吸光度平均值；
Mean OD（NC）为阴性对照吸光度平均值；
确证试验的检测指标
确证试验检测指标为抑制率（%），计算公式如下：
		()
式中：
Mean ODwod为待测样本不加抗原复孔吸光度平均值；
Mean ODwd为待测样本中加入抗原复孔吸光度平均值。
滴度试验检测指标
滴度试验与筛选试验检测指标均为SNR。
筛选试验临界值（SCP）的计算
基于95%单侧置信区间上限确定：
正态分布：SCP=Mean (SNR) + 1.645 × SD (SNR)，1.645为95%的单侧正态分布临界值；
非正态分布：SCP=95th pecentile of SNR。
确证试验临界值（CCP）的计算
基于99%单侧置信区间上限确定：
正态分布：CCP=Mean (IR %) + 2.326 × SD (IR %)，2.326为99%的单侧正态分布临界值；
非正态分布：CCP=99th pecentile of IR。
滴度试验临界值（TCP）的计算
基于99.9%单侧置信区间上限确定：
正态分布：TCP=Mean (SNR) + 3.090 × SD (SNR)，3.090为99.9%的正态分布临界值；
非正态分布：TCP=99.9th pecentile of SNR。
6.8 结果分析
筛选试验SNR大于SCP的样本初步认为阳性样本。经确证的阳性样本IR应大于CCP。阳性样本梯度稀释后，各稀释度样品检测值高于TCP对应的最高稀释倍数为其滴度值。最终应报告重组胶原蛋白特异性抗体的发生率与滴度结果。
