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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。

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。
本文件由全国医用体外循环设备标准化技术委员会（SAC/TC158）归口。
本文件起草单位：中国食品药品检定研究院、广东省医疗器械质量监督检验所、河南省医疗器械检验所。
本文件主要起草人：
引  言

透析器是肾衰病人的生命支持器械，与循环血液有大面积长时间的反复接触，临床应用广泛。其血液相容性的评价具有重要意义。
GB/T 16886.4给出了血液相容性试验的指导原则。本文件给出了透析器血液相容性的具体试验方法，可有效、全面地评价透析器的血液相容性。
GB/T 16886.4中要求对透析器的血液相容性进行全面检测，包括：凝血、血小板、补体、血液学及血栓形成。溶血试验是目前唯一有明确方法及评价标准的试验，本文件中进一步明确并优化了透析器的溶血试验方法。
本文件包括三部分：1 透析器的凝血、血小板、补体、血液学试验；2 透析器的体外血栓形成试验；3透析器的溶血试验。
透析器血液相容性试验

范围

本文件规定了透析器血液相容性的试验方法。适用于以中空纤维为主体的血液透析器、血液滤过器、血液浓缩器等医疗器械的血液相容性试验。
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 16886.1 医疗器械生物学评价 第1部分：风险管理过程中的评价与试验

GB/T 16886.4 医疗器械生物学评价 第4部分：与血液相互作用试验选择（GB/T 16886.4-2003,ISO 10993.4:2002,IDT）
GB/T 16886.12  医疗器械生物学评价 第12部分：样品制备与参照材料

ISO 10993.4  Biological evaluation of medical devices-Part 4:Selection of tests for interactions with blood
术语和定义

GB/T 16886.1、GB/T 16886.4和GB/T16886.12界定的术语和定义适用于本文件。
透析器的凝血、血小板、补体、血液学试验
4.1 总则 
本部分的试验方法相对简便，适用于日常检测。更接近透析器临床应用方式的试验方法，如用透析器搭建体外循环的方式也是适宜的。
本部分主要内容是中空纤维的凝血、血小板、补体、血液学试验方法。透析器的其它部件，如端盖、密封胶等的试验方法，可按比例取各部件，参照本文件中的方法进行。
下述方法中的中空纤维冲洗方式适用于无保存液的透析器，产品对照选择无保存液的透析器。内有保存液的透析器，可按照临床使用方式预冲后进行试验，无需再次冲洗，产品对照宜选用内含保存液的透析器。
4.2试验原理
抗凝的离体新鲜血液，在体外与中空纤维（透析器中与血液接触的最主要部件）轻柔动态接触一定时间后，检测其中凝血系统、补体系统、血小板以及血液学发生的变化。
4.3 试剂和试验对照材料
4.3.1 试剂
柠檬酸钠、血细胞分析仪用试剂、PT试剂、APTT试剂、Fbg试剂、兔脑磷脂、C3a酶联免疫试剂盒、CH50试剂盒、SC5b-9酶联免疫试剂盒。 
4.3.2 试验对照材料
a) 空白对照：新鲜采取，未经任何处理的抗凝血液。
b) 阴性对照：没有放置中空纤维的采血管。
c) 阳性对照：加入凝血酶（Fbg试剂）的采血管，具体加入量各实验室自行确定（西门子Fbg试剂，货号为B4233-25，2mL血液中可加入100uL Fbg试剂）
d) 产品对照：已上市透析器中的中空纤维。 
4.4 仪器和试验器具
4.4.1 仪器
数字投影仪、旋转培养器、恒温隔水培养箱、血细胞分析仪、凝血分析仪、生化分析仪、酶标仪。
4.3.2 试验器具
没有添加剂的一次性使用塑料采血管（PET，聚对苯二甲酸乙二醇酯）、大玻璃平皿、钢锯。
4.4 样品制备
分别锯开测试透析器及对照透析器的外壳，取出其中的中空纤维。在数字投影仪上检测测试中空纤维与对照中空纤维的外径（外径数据也可直接从生产企业获得）。
分别取约1g的测试中空纤维和对照中空纤维，各自用约200mL生理盐水冲洗。
数取测试中空纤维150根（将中空纤维放在大的玻璃平皿中，生理盐水冲洗纤维后，可留取适量液体在平皿中，便于数取纤维），截为3cm长，放入采血管中，作为一个测试样品。对照中空纤维数取与测试中空纤维相同面积的根数（通过测试中空纤维与对照中空纤维的外径来换算，只考虑外表面积），同样处理。测试组、对照组均制备5个重复样。
采血管中加入凝血酶（Fbg试剂），作为阳性对照。空的采血管作为阴性对照。采取后不做任何处理，即刻进行检测的血液作为空白对照。
4.5 试验步骤 
4.5.1 血液采集
从健康志愿者肘静脉采取新鲜血液，3.8%柠檬酸钠溶液与血液1:9抗凝。采血过程务必顺利，如有出血不顺利的情况发生，则需另外采血。
注：若能证明动物血液的合理性，也可采用动物血。
4.5.2 血液与中空纤维接触
将抗凝的新鲜血液加入测试样品管及产品对照管中。每管加入血液2mL，测试管与产品对照管交叉注入血液（贴壁缓慢加入）。阴性对照管、阳性对照管中也分别加入2mL血液。留取2mL血液用作空白对照。空白对照血样直接进行检测或分离血浆冻存。
将所有的试验管放在置于37℃隔水培养箱的旋转培养器上（旋转培养器调整角度为背部下倾约30°，所有试验管在旋转培养器上的半径位置需相同），20rpm，旋转接触60min。
4.5.3 血液各参数检测
接触结束后，从旋转培养器上取下各试验管。取出其中的血液至离心管。取部分血液用于血细胞分析(检测PLT、WBC、RBC)，其余血液2000g离心10min后取血浆，用于凝血及补体系统方面的检测。如PT、APTT、PTT（将0.1%的兔脑磷脂放在凝血仪的APTT试剂位置进行检测）、Fbg；CH50（尽量当天完成，若冻存后检测时需在37℃溶解并尽快完成检测）、C3a、SC5b-9。检测指标可根据需要自行选择，凝血指标中Fbg、APTT为必选指标。
4.6 结果计算
将测试组和对照组的各个参数用统计学软件进行独立样本的t检验，比较是否有统计学差异。如有统计学差异，判断测试组是否优于对照组。如测试组劣于对照组，计算该参数两组差值相对于对照组的百分比。
4.7 试验有效性
与测试组和对照组相比，空白对照和阳性对照在某些指标方面有较大差异（通常空白对照血小板含量最多、阳性对照血小板含量最少），即可认为该试验有效。
4.8 结果评价
综合比较测试组与产品对照组各参数。根据试验目的选择测试透析器血液相容性的接受标准。若测试组有劣于对照组的参数，该参数的两组差值相对于对照组的百分比越大，说明在这方面测试组的性能越劣于对照组。
4.9 试验报告
试验报告至少应包括试验样品的描述、产品对照的描述、试剂及试剂盒信息、试验步骤、结果记录、数据统计分析、试验结果。
透析器的体外血栓形成试验
5.1总则 
本部分的试验方法相对简便，适用于日常检测。更接近透析器临床应用方式的试验方法，如用透析器搭建体外循环的方式也是适宜的。
本部分的主要内容是中空纤维的体外血栓形成试验方法。透析器的其它部件，如端盖、密封胶等的试验方法，可按比例取各部件，参照本文件中的方法进行。
下述方法中的中空纤维冲洗方式适用于无保存液的透析器，产品对照选择无保存液的透析器。内有保存液的透析器，可按照临床使用方式预冲后进行试验，无需再次冲洗，产品对照宜选用内含保存液的透析器。
5.2 试验原理
将半抗凝新鲜采取的兔血与中空纤维接触一定时间后，用肝素终止凝血过程，检测血浆中剩余纤维蛋白原的含量。纤维蛋白原的含量与血栓形成程度成反比。
5.3 试剂和试验对照材料
5.3.1试剂
柠檬酸钠、Fbg试剂、肝素钠。
5.3.2 试验对照材料
a)  空白对照
半抗凝兔血直接加入肝素钠完全抗凝。
b)  阳性对照
加入乳胶手套的采血管。
c)  产品对照
已上市透析器中的中空纤维。
5.4 仪器和试验器具
5.4.1 仪器
数字投影仪、凝血分析仪。
5.4.2 试验器具
没有添加剂的一次性使用塑料采血管（PET，聚对苯二甲酸乙二醇酯）、大玻璃平皿、钢锯。
5.5 样品制备
分别锯开测试透析器及对照透析器的外壳，取出其中的中空纤维。在数字投影仪上检测测试中空纤维与对照中空纤维的外径（外径数据也可直接从生产企业获得）。
分别取约1g的测试中空纤维和对照中空纤维，各自用约200mL生理盐水冲洗。
数取测试中空纤维200根（将中空纤维放在大的玻璃平皿中，生理盐水冲洗纤维后，可留取适量液体在平皿中，便于数取纤维），剪取1cm长，置于采血管底部，作为一个测试样品。对照中空纤维数取与测试中空纤维相同面积的根数（通过测试中空纤维与对照中空纤维的外径来换算，只考虑外表面积），同样处理。测试组、对照组均制备5个重复样。
空的采血管中加入乳胶手套（≥15cm2）作为阳性对照；空的采血管中加入20μL~30μL 1250U/mL的肝素钠溶液作为空白对照。
5.6 试验步骤 
5.6.1 血液采集
从试验用兔耳中央动脉（或心脏）采取新鲜血液，3.8%柠檬酸钠溶液与血液1:24抗凝。注射器中预先加好抗凝剂进行血液采集，不宜用真空采血管。采血过程务必顺利，如有出血不顺利的情况发生，则需另外采血。
5.6.2 血液与中空纤维接触
将半抗凝的新鲜兔血加入测试样品管及产品对照管中。每管加入血液0.8mL，测试管与产品对照管交叉注入血液。空白对照管、阳性对照管中分别加入等量血液。所有试管在加入血液后立即静置，无需震荡。
约55min~60min（血液发生部分凝固）后，向各采血管（空白对照管除外）中加入20μL~30μL 1250U/mL的肝素钠溶液，充分震荡混匀。室温下静置至少30min。
5.6.3 纤维蛋白原检测
将各采血管中的血液转移到离心管，2000g离心10min后取血浆。凝血仪上检测血浆中纤维蛋白原的含量。
5.7 结果计算
将测试组和对照组的纤维蛋白原含量用统计学软件进行独立样本的t检验，比较是否有统计学差异。如有统计学差异，判断测试组是否优于对照组。如测试组劣于对照组，计算两组差值相对于对照组的百分比。
5.8 试验有效性
空白对照纤维蛋白原含量最多，阳性对照纤维蛋白原含量最少（若出现测试样品形成血栓较为严重，其纤维蛋白原含量低于15cm2乳胶手套时，可适当增加阳性对照中乳胶手套的用量），即可认为该试验有效。
5.9 结果评价
根据试验目的选择测试透析器体外血栓形成试验的接受标准。
5.10试验报告
试验报告至少应包括试验样品的描述、产品对照的描述、试剂信息、试验步骤、结果记录、数据统计分析、试验结果。
透析器的溶血试验
本部分主要内容是中空纤维的溶血试验方法。透析器的其它部件，如端盖、密封胶、外壳等的试验方法，可按比例取各部件，参照现有标准中的方法进行。
下述方法中0.5g中空纤维加8.5mL生理盐水的比例适用于较多数无保存液的透析器，其中3.5mL生理盐水用于浸湿中空纤维，5mL生理盐水用于浸提。轻轻晃动容器，中空纤维不会流动，并能看到少许液面。若中空纤维随着容器的晃动在生理盐水中流动（液体量偏多）或看不到明显的液面（液体量偏少），可将中空纤维在37℃温浴30min后再次确认，吸取掉多余的液体或增加适量液体，以确定适宜的液体加入量。
内有保存液的透析器，可按照临床使用方式预冲后，取预冲后的中空纤维，称重后进行干燥，再次称重，计算干湿比。取干重相当于0.5g的预冲后中空纤维，加5mL生理盐水进行试验。
6.1 试验原理
将稀释的新鲜兔血与中空纤维直接接触，如红细胞发生破裂，其中的血红蛋白释出。将上清液在545nm处比色，吸光度可反映红细胞破裂的程度。
6.2 试剂和试验对照材料
6.2.1 试剂
柠檬酸钠、生理盐水
6.2.2 试验对照材料
阴性对照：生理盐水
阳性对照：蒸馏水
6.3 仪器和试验器具
6.3.1 仪器
水浴箱或隔水培养箱、分光光度计或酶标仪
6.3.2 试验器具
底部较宽的容器（如一次性使用尿杯、一次性使用病理杯等）
6.4 样品制备
样品组：锯开透析器，取出其中的中空纤维，称取0.5g，截为约1cm长，放入底部较宽的容器中，加入8.5mL生理盐水。制备3份。
阴性对照：生理盐水5mL，放入与样品组同样的容器中。制备3份。
阳性对照：蒸馏水5mL，放入与样品组同样的容器中。制备3份。
6.5 试验步骤 
6.5.1 新鲜稀释兔血准备
耳动脉采取兔血（试验用兔体重≥2.5kg），3.8%柠檬酸钠溶液与血液1:9抗凝。将抗凝兔血与生理盐水以4:5的体积比混合。
6.5.2 浸提
将上述6.4制备好的样品组、阴性对照组、阳性对照组放入37℃温浴30min。
6.5.3  血液与中空纤维及其浸提液接触

30min温浴结束后，加入6.5.1中制备好的稀释兔血100μL，轻轻转动混匀，再次37℃温浴100min。温浴结束后，用加样枪头或其它器具将中空纤维在容器中轻柔滑动（约3cm/s）20次。
6.5.4 上清液比色
用吸管将各容器中的液体转移入离心管。吸取液体时不可再搅动纤维，尽可能吸出所有液体。将吸取出的液体1000g，离心10min。取上清液，545nm处比色。
6.6 结果计算
溶血率（%）=（样品组吸光度-阴性对照组吸光度）/(阳性对照组吸光度-阴性对照组吸光度)×100
6.7 试验有效性
阳性组吸光度平均值在0.8±0.3之间，阴性对照组吸光度小于0.03，即可认为本试验有效。
6.8 结果评价
根据试验目的选择测试透析器中空纤维溶血试验的接受标准。
6.9 试验报告
试验报告至少应包括试验样品的描述、对照的描述、试剂信息、试验步骤、结果记录、数据统计分析、试验结果。
_________________________________




























