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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。

本文件为 GB/T 16886《医疗器械生物学评价》的第 23部分。GB/T 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与定量框架；

——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：聚合物降解产物的定性与定量；

——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。

本文件使用翻译法等同采用ISO 10993-23:2021《医疗器械生物学评价 第23部分：刺激试验》。

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：。

本文件主要起草人：
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引 言

本文件用于评定医疗器械可能引起的刺激性接触危害。

医疗器械中所含有的某些材料已进行过试验，其潜在的皮肤、粘膜刺激性已被确认。其他一些未做

过试验的材料及其化学成分在与人体组织接触时可能会产生不良作用。因此，制造商有责任在投放市场

前评价器械的潜在不良作用。

医疗器械或其组件的潜在刺激性可通过体内动物刺激试验或通过经确认可用于医疗器械的体外刺

激试验进行预测。

ISO10993-2描述了为医疗器械生物学评价进行动物研究的动物福利方面的内容，因此文件中也强调

了动物研究的替代、减少和优化的3R原则。本文件描述了通过体外试验或体内试验来检测医疗器械、材

料或其浸提液的刺激性的试验。在经适当验证同样能提供体内试验获取的相关信息时，体外试验优先于

体内试验(见ISO 10993-1和ISO 10993-2)。

传统上，人体试验之前要先进行小动物试验以助于预测人体反应。最近，还增加了作为辅助或替代

的体外试验以及人体试验。

利用重建人表皮(RhE)模型[31]开发了用于纯化学物皮肤刺激试验的体外试验。该方法被应用于检

测医疗器械浸提液中的刺激性化学物质。测试了两种RhE模型的大型比对试验结果表明这些模型也可用

于检测常用于制造医疗器械的高分子材料[聚氯乙烯(PVC)和硅树脂]中浸提出的化学刺激物[6]。在检测

一些低浓度强刺激性化合物时，本方法与人斑贴试验和兔皮内反应试验相比同样敏感[14]。因此，刺激

物检测的逐步评价程序可以从RhE模型体外试验开始。

成熟的和经验证的RhE模型适用于预测皮肤组织的刺激反应。推荐探索使用其他体外替代模型来评

定应用于黏膜或眼上皮器械的潜在刺激性。

进行这些研究用于监管提交时应遵循GLP或个别国家适用的ISO/IEC 17025并遵守与动物福利有关

的规则。建议在适宜的情况下对数据进行统计分析。

本文件由经过培训有经验、有适当资格的专业人员使用，能够解释标准要求并能考虑与器械全部相

关因素，包括器械的预期用途、由科学文献的评审和先前临床经验给出的该医疗器械的当前知识，来判

定每一医疗器械的评价结果。

若由受过培训的人员进行试验并解释试验结果，本文件所包括的试验是安全产品开发的重要工具。

本文件以诸多标准和导则为基础，包括OECD试验导则（TG）、美国药典[40]和欧洲药典[39]。本文

件旨在作为基础文件，用于选择和实施能评价与医用材料和器械安全性相关的刺激反应的试验。

规范性附录A中给出了具体涉及以上试验材料准备的说明。规范性附录D中描述了几种特殊的体内刺

激试验，用于非皮肤区域应用的医疗器械。此外，规范性附录E提供了进行人体皮肤刺激试验的信息。

GB/T 16886拟由二十个部分构成：

——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。目的是为评定医疗器械体外细胞毒性提供试验方法。
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——第 6 部分: 植入后局部反应试验。目的是为评定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: 潜在降解产物定性与定量构架。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: 刺激与皮肤致敏试验。目的是为医疗器械及其组成材料潜在刺激和皮肤致敏提供

评价步骤。

——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与定量。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：材料化学表征。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 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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医疗器械生物学评价
第 23 部分：刺激试验

1 范围

本文件规定了医疗器械及其组成材料潜在刺激的评定步骤。这些试验是为了根据ISO10993-1和ISO

10993-2对医疗器械、材料或其浸提液的刺激潜能进行预测和分类而设计的。

本文件包括：

——刺激试验前的考虑，包括皮肤接触方面的计算机模拟实验和体外方法；

——详细的体外和体内刺激试验步骤；

——结果解释的关键因素。

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 医疗器械生物学评价 第1部分：风险管理过程中的评价与试验（Biological

evaluation of medical devices—Part 1: Evaluation and testing within a risk management process）

ISO 10993-2 医疗器械生物学评价 第2部分: 动物福利要求(Biological evaluation of medical

devices — Part 2: Animal welfare requirements)

ISO 10993-9医疗器械生物学评价 第9部分:潜在降解产物的定性和定量框架(Biological

evaluation of medical devices -- Part 9: Framework for identification and quantification of

potential degradation products)

ISO 10993-12 医疗器械生物学评价 第12部分：样品制备与参照样品（Biological evaluation of

medical devices-Part 12:Sample preparation and reference materials）

ISO 10993-13 医疗器械生物学评价 第13部分: 聚合物医疗器械的降解产物的定性与定量

(Biological evaluation of medical devices -- Part 13: Identification and quantification of

degradation products from polymeric medical devices)

ISO 10993-14 医疗器械生物学评价 第14部分: 陶瓷降解产物的定性与定量(Biological

evaluation of medical devices -- Part 14: Identification and quantification of degradation

products from ceramics)

ISO 10993-15 医疗器械生物学评价 第15部分: 金属与合金降解产物的定性与定量(Biological

evaluation of medical devices -- Part 15: Identification and quantification of degradation

products from metals and alloys)

ISO 10993-18 医疗器械生物学评价 第18部分: 材料化学表征(Biological evaluation of medical

devices－Part 18: Chemical characterization of materials)

ISO 14155 用于人体的医疗器械临床研究 良好临床规范（Clinical Investigation of Medical

Devices for Human Subjects - Good clinical practice）

OECD 404 急性皮肤刺激/腐蚀（Acute Dermal Irritation/Corrosion）
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OECD 439 体外皮肤刺激：重建人表皮试验法（In Vitro Skin Irritation: Reconstructed Human

Epidermis Test Method）

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

空白 blank

与样品测定溶液相同方式制备但不含待测受试物的溶液。

[来源：ISO 10136‑1:1993，3.8 修改—术语已由“空白试验液”修改为“空白”。]

剂量 dose/ dosage

每单位体重或表面积试验样品的给予量（如质量、体积）。

注： 这两个英文术语通常可交换使用（dosage较为常用）。

红斑 erythema

皮肤或黏膜发红。

焦痂 eschar

皮肤结痂或变色的蜕皮。

浸提液 extract

在受控条件下将某一试验或对照材料与浸提介质（3.16）接触后得到的液体或悬浮液。

刺激物 irritant

引起刺激（3.7）的物质。

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（3.3）（发红）和肿胀[水肿（3.10）]为特征。

坏死 necrosis
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由于损伤或疾病造成的不可逆改变直接导致的细胞死亡。

注： 组织修复会导致完全性功能恢复或瘢痕形成。

阴性对照 negative control

当按规定步骤评价时，在试验系统中证明试验步骤适宜性的、产生可再现的、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（NC）包括空白（3.1）、介质（3.16）/溶剂和参照材料。

水肿 oedema

液体向组织内异常渗透引起的肿胀。

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、产生可再现的、适当的阳性或活

性反应的经充分表征的材料或物质。

皮肤腐蚀 skin corrosion

应用某一试验样品（3.14）后皮肤的不可逆性损伤结果，表现为从表皮至真皮的明显坏死（3.8）。

示例：混合物/化学物/试验样品作用所导致的皮肤溃疡（见 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。

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（3.5）或浸提液的一

部分。

溃疡 ulceration

表现为表浅组织缺损的开放性溃烂。

介质 vehicle

用于湿化、稀释、悬浮、浸提（3.5）或溶解试验物质/材料的液体。
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介质对照 vehicle control

不加试验材料（3.13）的浸提介质（3.16），置于与盛试验材料的容器相同的容器中，并经受与试

验材料相同的浸提条件。

注：介质对照（VC）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。

4 基本原则—逐步评价法

现有的检测刺激的试验方法特别设定为测定潜在的皮肤刺激和黏膜刺激作用，这些试验一般不预示

其他类型的不良作用。历史上刺激试验是在兔身上进行的。对于植入医疗器械或外部接入医疗器械，皮

内注射试验更为接近实际应用，因此用于检测刺激作用，7.2的描述指示了皮内试验。

根据ISO 10993-2，应考虑优选体外试验而不是体内试验，当新的体外试验经过科学验证有资格用

于医疗器械，并变得合理和切实可行时，应替代体内试验。测试了两种RhE模型的大型比对试验结果表

明这些模型也可用于检测常用于制造医疗器械的高分子材料[聚氯乙烯(PVC)和硅树脂]中浸提出的化学

刺激物[6]。在检测一些低浓度强刺激性化合物时，本方法与人斑贴试验和兔皮内反应试验相比同样敏

感[14]。因此，应考虑在动物试验或人斑贴试验之前进行这种体外刺激试验。

注：提供RhE模型对在测试特定医疗器械适用性的详细信息可能是有意义的。

本文件描述了逐步评价法，应包括下列一项或多项内容：

a) 化学表征，需要时按照 ISO10993-9、ISO10993-13、ISO10993-14、ISO10993-15 和 ISO10993-18

规定的基本原则补充样品化学试验；

b) 文献检索，如 ISO 10993-1 所示，包括对任何产品组分以及相关结构的化学物和材料的化学

和物理性能的评价、潜在刺激信息；

注：计算机模拟方法（机构活性关系，QSAR，read across）可指示潜在刺激活性。

c) 采用 6.2 到 6.12 中经验证的 RhE 方法进行体外替代试验。

注：对于与预期用于特殊区域（附录D），即粘膜或眼上皮的医疗器械相关的特殊刺激试验，RhE模型不适用。若经

证实可用于医疗器械，推荐探索使用其他相关细胞或组织的体外模型。

d) 体内动物试验；

注：试验材料不能表征或采用在a)、b)和c)阶段获取的信息不能进行风险评定时，体内动物试验适用。

e) 按照 ISO 14155 和管理人临床研究的伦理准则进行临床试验，某器械潜在刺激性在通过 a)至

d)描述的一项或多项评价确立之前，不应进行。

5 试验前的考虑

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刺激试验的结论。例如，若试验样

品Ph值≤2.0或≥11.5，此材料应被认为是刺激物，根据OECD404无需进行进一步的刺激试验。

ISO 10993-1:2018第5章规定的医疗器械分类要求和下列要求是适用的。

非无菌样品只应通过局部试验进行体内研究，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，皮内应用可能要进行论证。

材料类型

5.2.1 基本考虑
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应考虑在医疗器械制造和装配期间可能用做加工助剂的其他化学成分，例如，润滑剂或脱模剂。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刺激活性。以下类型材料经常用于医疗器械并可引入刺激风险。

5.2.2 陶瓷、金属和合金

这些材料及其化学成分的数量一般比聚合物和生物衍生材料简单。

5.2.3 聚合物

这类材料化学成分及其构成一般要比陶瓷、金属和合金复杂一些，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。生物材料的不同样品

之间的成分可能是不一致的。

化学成分方面的信息

5.3.1 总则

应根据ISO10993-18建立医疗器械化学成分的描述。如ISO 10993-1所述，所需的物理和/或化学表

征程度取决于对材料配方的了解程度以及人体与医疗器械接触的性质和时间。至少，表征应涉及医疗器

械的组成化学物质以及制造过程中可能残留的过程助剂或添加剂。对化学成分进行定性所必需的严格程

度主要取决于接触的性质、程度、频率和持续时间以及识别的医疗器械或材料的危害。与生物安全有关

的，还应获得定量数据。如果无法获得定量数据，应论证并记录其合理性。

5.3.2 现有的数据来源

可能的情况下应从原材料供应商处索取化学成分方面的定性与定量信息。聚合物常要求专利信息的

使用权，宜签署转让和使用这种机密信息的条款。

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。

在没有任何化学成分数据的情况下建议研究文献, 以确定原材料和添加剂的大概特性，这样有助于

选择相关材料最适宜的分析方法。

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 体外刺激试验

体外刺激试验

用于测试刺激性的体外RhE模型是专为检测纯化学物皮肤刺激性而研发的[3][12]（见OECD439）。

此方法被调整后采用两种RhE模型验证了检测医疗器械浸提液中刺激性化学物有效性[5][6][12]

[13][17][18][19]。在检测一些高分子医用材料[PVC和硅树脂]浸提液中的低浓度强刺激性化合物时，
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本方法与人斑贴试验和兔皮内反应试验相比同样敏感[20]。因此，本文件描述的RhE试验可替代通过皮

肤和皮内（皮肤内）接触的体内兔刺激试验。

注：提供RhE模型对在测试特定医疗器械适用性的详细信息可能是有意义的。

体外重建人表皮模型

6.2.1 试验系统--重建人类表皮模型

RhE模型含有正常人源表皮角蛋白细胞，这种细胞经培养可形成多层高度分化的人表皮模型。它应

包括具有组织构造的基底、棘突状及颗粒层和与体内类似的包含细胞间薄层脂质层的多层角质层。应在

薄膜或滤纸上的气液交界面培养从健康志愿者获取的正常人角蛋白细胞数日，以形成包括主基底、上层

基底、棘突状及颗粒层和有功能的角质层在内的三维皮肤模型。此模型系统应能允许极性（如生理盐水）

和非极性（如芝麻油）浸提液直接加到RhE模型的上表面。

不适合浸提的材料（如液体、凝胶、糊剂和颗粒）可能也适用于此试验系统。如果使用，应在测试

前提供验证数据，以证明该方法检测这些形式材料刺激活性的能力。

6.2.2 试验原则

终点：细胞活性测定基于MTT[3-(4，5-二甲基噻唑-2)-2，5-二苯基四氮唑溴盐]因细胞导致的减少

及从组织中提取出来定量测定的紫色甲臜盐的后续转化[9][16]。处理组织的细胞活性以阴性介质对照

的百分比表示。以活性百分比的减少预测刺激的可能性。

注1：组织存活的减少会伴随IL-1α的释放[13][17][19]。可收集暴露组织培养基≤−20℃冰冻保存用于可能的细胞

因子分析。

简要步骤：对专门制作的含有低浓度刺激化学物的聚合物生物材料进行的研究表明，与OECD TG439

纯化学物方案相比需延长暴露时间。在37℃暴露于生物材料浸提液中潜在的低浓度刺激物孵育不少于18

到24小时的时间，足以通过组织活性降低50%以上预测体外刺激性[4][6][13][17][19]。在采用医疗器

械浸提液进行的评估RhE模型的比对试验中，18和24小时暴露得到了相似的结果[13][17][19]。

加入试验和对照浸提液后组织在37℃，5%CO2的湿润培养箱孵育。

通过杜氏磷酸盐缓冲液（DPBS）或不含Ca
2+
、Mg

2+
的PBS冲洗以终止试验样品浸提液的暴露。冲洗后

将组织手动弄干。将组织与MTT溶液在24孔板中（1 mg/ml，300 µl/孔）孵育3小时后测定活性。室温

条件下采用适量（取决于采用的RhE模型）异丙醇提取甲臜结晶2小时。从每块组织提取的甲臜中取2或3

份（根据说明书）加入96孔板（200 µl/孔）后测定570nm吸光度。

对直接接触试验，体积分数1%的溶于0.9% NaCl生理盐水的十二烷基硫酸钠（SDS，见6.4.4）溶液

可用作阳性对照（PCs），DPBS或不含Ca
2+
、Mg

2+
的PBS处理的表皮分别用作阴性对照。对于浸提液试验，

注入经验证刺激物质的对照在芝麻油和0.9% NaCl生理盐水浸提后可用作阳性对照。

注2：可收集18 h或24 h暴露后的组织培养基冰冻保存（至少-20℃）以备可能作为细胞活性补充测定终点的细胞因

子（IL-1α ）测定。除细胞活性MTT试验直接确定的细胞损伤成分，IL-1α测定确定皮肤刺激评定中的炎症成

分。

介质对照应包括已进行了GB/T16886.12医疗器械浸提程序的生理盐水（NaCl，0.9%）和芝麻油。每

一处理组织的活性以阴性DPBS或PBS处理的对照组织的百分比表示（均值）。

本方法的已知缺陷：本法不适用于气体或气溶胶。本法也不适用于评估固体材料直接接触的刺激性，

因为不能保证整个试验表面充分接触。

已知需要特殊对照的试验化合物的情况：某些化学物能直接减少MTT试剂（如亲电子试剂、高pH试

验样品），还有化学物可直接将组织或细胞染色。只要在暴露过程的终点仍有足量的化学物在组织上，

这些试验样品特性就会产生干扰。在这些情况下，宜应用特殊程序以定量MTT “真正”的减少。参考文
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献[20]和[21]给出了测试可能与MTT相互作用的方案。使用特殊或适合的对照，在减去因直接化学性MTT

减少和/或组织中提取出的化学物残留颜色导致的非特异性OD值后，能计算出真正的组织活性。

6.2.3 预测模型

此预测模型基于OECD 439预测模型，在医疗器械方案最优化过程中进一步产生数据

[4][6][14][17][19]。

如果暴露后细胞活性≤50%: 试验样品为刺激物（I）.
如果暴露后细胞活性＞50%: 试验样品为刺激物（NI）.
应对极性（如生理盐水）及非极性（如芝麻油）试验液进行细胞活性试验。如果至少一种浸提

液显示出阳性结果（活性≤50 %），那么认为此医疗器械样品有潜在的刺激性，应认为试验器械或

器械组件会引起刺激反应。必要时，可考虑进行体内试验进一步评价刺激反应的分类。若两种浸提

液结果均为非刺激物（活性＞50 %），应认为器械或器械组件为非刺激物。

材料

6.3.1 重建人类表皮模型---产品说明

表皮细胞取自HIV1、2抗体、丙型肝炎抗体、乙肝抗原均阴性的健康志愿者。尽管如此，宜按

照生物材料的常规处理程序处理。

对基于医疗器械浸提液的试验样品，在大型国际比对试验中评价了OECD 439中描述和验证的两种

RhE模型[6]。在这个试验中使用了EpiDerm™组织EPI-2001)模型和SkinEthic™RHE模型2)。已制定这些模

型的具体方案作为补充材料[6][20][21]。

这两个模型均已被ECVAM验证用于测定化学物皮肤刺激并被OECD 439和EU导则B.46收录[41]。为分

类和标识,这些模型已用纯工业化学物验证。如果经过医疗器械浸提液皮肤和组织刺激试验验证，OECD

439中描述和验证的其他模型也可用于医疗器械体外皮肤刺激试验[3][37]。

一个新的用于体外皮肤刺激性试验的RhE模型若要列入OECD 439，必须证明其预测能力和实验室内

及实验室间变异性与最初的比对试验有等同的表现[6]。必须对一组与最初比对试验相同的刺激及非刺

激材料进行实验室间（至少3个实验室）的三轮（3个生产批号的RhE模型）[37]盲化试验。

6.3.2 医疗器械浸提液制备

应按照GB/T16886.12制备医疗器械和/或生物材料浸提液。

——极性浸提液应在 0.9%生理盐水中制备（900mg 加入 100ml 超纯水或去离子水）

——非极性浸提液应在来源于芝麻的芝麻油中制备（可接受的质量实例：超精炼和医药级）

注：在比对试验中[6]证明0.9%生理盐水和芝麻油是用于体外RhE刺激试验的PVC和/或硅树脂聚合物中的刺激物的

适宜萃取剂。因此，推荐以上浸提介质。

若使用其他浸提介质进行浸提，应提供验证数据，以确认浸提介质的变化不会影响试验系统区分阴

性、弱、中、强刺激物的能力。

宜基于GB/T16886.12论证浸提时间和温度。

注：在评价RhE用于医疗器械试验液刺激试验的比对试验中，使用了spiked聚合物（PVC和硅树脂），在（37 ± 1) °C

振荡/振摇 (72 ± 2) h进行的浸提。

1) EpiDerm™是 MatTek 体外生命科学实验室(布拉迪斯拉发,斯洛伐克)和 MatTek 公司(阿什兰，马里兰州，美国)提供产品的商标。给出此

信息是为了方便本文件的使用者，不构成 ISO 对此产品的认可。如果可以证明能产生相同的结果，则可以使用等效产品。

2) Skininetic™RHE 是 EpiSkin SA(里昂，法国)、EpiSkin Brazil(里约热内卢，巴西)和 Shanghai EpiSkin Biotechnology(上海，中国)

共同提供的产品的商标。给出此信息是为了方便本文件的使用者，不构成 ISO 对此产品的认可。如果可以证明能产生相同的结果，则

可以使用等效产品。
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不适合浸提的材料（如液体、凝胶、糊剂和颗粒）可能也适用于此试验系统。如果使用，应在测试

前提供验证数据，以证明该方法检测这些形式材料刺激活性的能力。

方法

6.4.1 总则

注意--本文档描述的操作步骤要求使用危险试剂。本文档不声称涵盖所有相关的安全问题。本文

件的使用者有责任采取适当的预防和职业健康与安全措施，并确保遵守法规和法规要求。

MTT造成以下危害:

——H302:吞食有害；

——H315:引起皮肤刺激；

——H319:引起严重的眼部刺激；

——H330:吸入会致命；

——H335:可能引起呼吸道刺激；

——H341:怀疑引起遗传缺陷<如果最终证明没有其他接触途径引起危害，声明接触途径>。

异丙醇造成以下危害:

——H225:高度易燃液体和蒸气；

——H319:引起严重的眼部刺激；

——H336:可能导致嗜睡或头晕。

6.4.2 试验步骤

附录B提供了使用重建人类表皮（RhE）模型进行体外刺激试验的清单。

应记录试验过程中所有操作。附录C提供了方法记录单举例。以下是进行体外皮肤刺激试验的不同

步骤的描述。应遵循以下步骤，对任何偏差进行验证并提供验证数据。

——组织到达前开始制备器械/生物材料试验样品极性（生理盐水）和非极性（芝麻油）浸提液。

浸提开始时间宜基于按照 GB/T16886.12 选择的浸提时间和组织准备好进行处理的时间（取决

于 RHE 组织到达及必需的预孵育时间）。器械/生物材料浸提液宜在用于使用浸提液进行生物

相容性试验的 GB/T16886.12 允许的时间范围内使用。浸提过程中持续振荡/振摇。

——收到样品即将 RhE 组织从运输板培养基转移至组织制造商要求使用的培养基中。如果组织制

造商的说明中有要求，将组织放入大小合适的培养板中用检测培养基预孵育(见 6.5.1)。

——如果不包括阳性对照材料的浸提，在试验当天将阳性对照(SDS)按规定的浓度注入极性(生理

盐水)溶剂中。在证明适宜性和阳性结果后，可以使用较低浓度的 SDS(如 0.25%至 0.5%)作为

阳性对照[17][19]。

——在组织表面分别加上 100μl 阴性对照、阳性对照、介质对照和试验样品。

——在（37± 1）℃，（5±1）% CO2 的湿润孵箱中孵育(18 ± 1) h 或 (24 ± 2) h。

注：比对试验中EpiDerm™ 组织 (EPI-200) 孵育时间是18 h，SkinEthic™ RHE 模型 是24 h。暴露18 h或24 h两种

模型显示了相似的试验结果[13][19][17]。

——通过 DPBS 或不含 Ca2+、Mg2+的 PBS 冲洗以终止暴露。冲洗后按照组织制造商说明将组织弄干。

——转移组织至 MTT 溶液（可选择：取样培养基以备白介素释放测定）。≤-20℃冰箱保存样品。

——在 MTT 中孵育组织 3h±5min[（37± 1）℃，（5±1）% CO2 ,湿润孵箱中]。

——转移并进浸入甲臜浸提介质异丙醇中。

——甲臜浸提：室温至少 2h 或过夜（密封，室温）。

——震摇并混匀。

——转移甲臜溶液至 96 孔板。
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——滴定板分光光度计读取 OD 值。

6.4.3 培养基和终点溶液

6.4.3.1 MTT 溶液

MTT溶液对光敏感。使用锡箔纸或适宜材料避光保护。

用PBS溶解MTT粉末至终浓度5 mg/ml。0.22 μm 滤膜过滤。分装于1.5ml无菌黑色管中备用（如

1ml每份）。-20℃冰箱保存试剂。保存时间：-20 ℃一年。

或者，也可使用rhe组织制造商制备的MTT溶液。

使用预热的培养基稀释MTT储备液至终浓度1 mg/ml。使用前避光保存（使用前储存时间不超过2h）。

6.4.3.2 异丙醇溶液

使用2-propanol 原液(CAS N°67-63-0)。

6.4.4 试验样品和对照制备

记录对照或试验浸提液的主要信息，包括代码或数字、物理稠度、体积或重量、失效日期和贮

存条件。记录制备及方法细节。附录C提供了制备记录举例。

阴性对照的特殊步骤（DPBS或PBS）：阴性对照为DPBS或不含Ca
2+
、Mg

2+
的PBS。使用无菌的即

时可用的DPBS或PBS。若DPBS或PBS从10倍浓度或粉末制备而来需将PH调至7.0并将溶液灭菌。应

将3 × 100μl体积加入3块单独组织。

阳性对照的特殊步骤（1% v/v SDS) ：应将500 μl 20 % SDS水溶液与9.5ml特定浸提介质（生

理盐水）彻底混匀。制备后，用适合的加样器将100μl转移并加到组织上。在证明适宜性和阳性结

果后，可以使用较低浓度的SDS(如0.25%至0.5%)作为阳性对照[17][19]。
应在试验当天每次使用前新鲜制备极性浸提介质阳性对照。

宜使用商品化20%SDS溶液（如Fluka/Sigma, Cat # 050303)）。

介质对照的特殊步骤：宜将介质对照（0.9%生理盐水或芝麻油）置于浸提容器中（如琥珀色

玻璃瓶）并进行如在(37 ± 1) °C (72 ± 2) h，与试验材料完全相同的浸提程序。如果直接将样品接触

组织，这一步可以省略。

阳性对照材料是很少的。日本食物及药物安全中心的Hatano研究所提供的Y-4聚合物[22]或其

它已证实的适合的供应商提供的对照（若经验证）可用于体外RhE模型试验。若经验证，硅树脂-SDS
可用作生理盐水浸提液的阳性对照。

试验执行的注意事项

6.5.1 重建人表皮组织的接收

应记录试剂盒详细信息及测试过程（如记录于MDS）。

6.5.2 准备及预孵育

——如果组织制造商的说明中有要求，将组织放入大小合适的培养板中用组织制造商要求的培养

基预孵育。

——根据组织制造商的说明将合适数量的培养孔加入适量的新鲜培养基备用。

3) 给出此信息是为了方便本文件的使用者，不构成ISO对此产品的认可。如果可以证明能产生相同的结果，则可以使用等效产品。
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——无菌条件下，打开盛有 RHE 组织的培养板的盖子。无菌气流下拿开盖子并小心（用无菌镊子）

拿出每个盛有上皮组织的小室。在无菌纱布或滤纸上轻轻吸去所有粘附在小室外侧缘残留琼

脂然后将组织置于无菌的盛有新鲜培养基的孔中。

——肉眼检查确认无琼脂残留，转移组织至新鲜培养基，倾斜小室避免底部气泡形成。

注：在一周的末期，可保存/储存运送的24孔板室温密封以观察有无可能的污染迹象。

——检查 rhe 组织质量并记录组织变化。

——根据制造商的使用说明将盛有上皮组织的小室转移至预先加有培养基的培养板中。根据生产

商使用要求预孵育[（37± 1）℃，（5±1）% CO2 ,湿润孵箱中]组织备用。

加样和冲洗

6.6.1 总论

虽然使用所有模型进行的体外皮肤刺激试验都遵循相同的原则，但宜注意在进行试验时，具体模型

间可能存在小的差异。

如果某一SOP对某一特定RhE模型是可用的，考虑到此文件中的医疗器械浸提液试验中特殊方面（如

暴露时间）宜遵从制造商SOP。在使用某一OECD 439引用的RhE模型进行医疗器械浸提液和/或医疗器

械进行试验之前，应证明此特定模型的适用性。当用于医疗器械系统时，这些商业的或优化的使用说明

宜能得到与此文件中包括的已验证的方法等效的结果。

6.6.2 准备

——室温预热保持培养基。

——加样前约 5min 从培养箱中拿出预孵育的培养板。

——加样前：

---准备合适大小的培养板用于RhE模型与样品和对照的孵育。

---用试验材料代码标记培养板盖子。每个样品和对照3块组织/孔。

---更换小室下的培养基（加入适量的培养基）或将小室移入含新鲜培养基的新板中。

6.6.3 试验浸提液及对照的暴露

——吸取（100± 2）μl ( 即~200 μl/cm²) 未稀释的样品试验液（即医疗器械浸提液）、VCs、

阴性对照或 PC 置于各自三个单独组织的表面。用枪头轻轻的将样品试验液铺在皮肤上表面。

因冲洗顺序要与加样顺序相同所以加样顺序非常重要。

注：模型表面是疏水的，所以确保100μl均匀涂布在表皮的整个表面。由于表面张力机制，有时极性溶剂微滴只能

分布到表皮的外缘。这种情况下，可使用枪头铺开样品或使用镊子敲击小室使样品覆盖整个表皮。另外，对于

油性浸提液，可使用头端球状的玻璃Pasteur移液器铺开试验样品以保证其与整个表皮的正确接触。

——加样后的组织放在层流净化罩内，直至最后一块组织加样完成。

——所有组织加样完成后，转移所有培养板至湿润培养箱[(37 ± 1)°C, (5 ± 1) % CO2]孵育至所

需时间。

注：比对试验中EpiDerm™ 组织 (EPI-200) 孵育时间是(18±1) h，SkinEthic™ RHE 模型 是（24±2）h。
——暴露完成后，使用灭菌 DPBS 或 PBS 彻底冲洗组织，加满再清空小室数次以去除残留试验材料。

推荐冲洗 15 到 25 次。若 RhE 模型制造商提供具体说明则遵照执行。冲洗不宜太轻柔，否则

试验样品不能完全清除。

——冲洗后，反扣小室轻轻振动去掉残留 DPBS 或 PBS，在无菌吸水纸上反扣小室排干水分。

——弄干表皮表面（如使用双头棉签）
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——转移小室至适宜容器或预先加有新鲜测试培养基的（0.3ml/孔）组织培养板中。准备进行 MTT

孵育。

若发现试验样品仍有残存在皮肤表面的迹象，试着使用无菌湿棉棒去除。记录过程 。可在解剖镜

下肉眼评估组织表面。

注：评估组织活性前可收集小室下培养基进行额外的细胞因子测定。存活组织的减少会伴随IL-1α的释放

[13][17][19]。

MTT 试验检测暴露阶段后 RhE 组织活性

6.7.1 MTT 孵育和异丙醇浸提

通过MTT减少的测定评估RhE组织活性。暴露结束后立即进行MTT测试。冲洗组织去除残留试验样品。

应在开始冲洗步骤前准备MTT溶液并提前加入24孔培养板中（300μl/孔）.

——准备 MTT 溶液和加有测试培养基的 24 孔板或其它合适的培养板。将 300µl MTT 培养基(浓度

为 1 mg/ml)加入所需数量的 24 孔板的各孔中。

——从临时存储板中移出小室，按在无菌吸水纸或使用无菌棉签弄干小室底部，然后转移至预先

加入 300μl MTT 的 24 孔板中。将培养板放入孵箱[（37± 1）℃，（5±1）% CO2 ,湿润孵

箱中], 在记录单（如在 MDS 中）上记录 MTT 孵育开始时间，孵育 3 h ± 5 min.

——MTT 孵育完成后，吸干小室中所有残留 MTT 溶液，根据组织制造商说明转移组织至合适的盛有

适量异丙醇的组织培养板中。

——密封容器或平板（如使用 Parafilm®4)）或置于密封塑料袋中防止蒸发。记录萃取开始时间

（如在 MDS 中），用平板振荡器以约 120rpm 的速率室温轻轻振荡萃取甲臜至少 2 h。也可选

择过夜萃取（18h 至 24h）。上述密封平板不振荡条件下室温或冰箱内避光萃取。分析萃取液

前，在平板振荡器振荡至少 15min。

——孵育后使用枪头或 20G 注射针刺破组织和膜以得到相应孔中的所有萃取液。得到溶有甲臜的

溶液测吸光度。转移萃取液至 96 孔板前用加样器至少上下吹打 3 次至溶液均匀。

6.7.2 吸光度测量

——根据组织供应商说明从每个试验孔中转移 2或 3份 200μl 液体至平底 96 孔微量滴定板中(适

当标记)。每次测定单用一块 96 孔板。

注：小心避免96孔板中异丙醇蒸发。附录C平板示意图中VC1和VC2一般是0.9%生理盐水和芝麻油对照。在体外RhE试

验OD值测定中使用异丙醇背景对照。

——根据制造商说明，使用波长滤光片在 96孔板分光光度计中读取 OD值，以异丙醇溶液为

背景对照。通常使用 570 nm 或 630 nm滤光片。

注：因MTT试验中传统参考滤光片（630nm）仍在甲臜的吸收峰内，所以在570 nm无参考滤光片读数。因滤光片存

在公差，使用它们会导致OD信号的动态范围减小。

试验接受准则

阴性对照和介质对照接受准则：如果3块组织在570nm的平均OD值≥ 0.7 ，＜3.0 ，NC和VC数据通

常符合接受准则。这些值是不同RhE模型的最大和最小OD值，它们的不同取决于组织供应商的说明（见

OECD 439）。OD值应符合OECD 439中指定的各个模型的接受准则。如果NC或VC孵育后的3块组织

的平均活性SD≤20%OD值就是有效的。Vc的组织平均活性应为NC的80 % 到120 %。

4) Parafilm®是 Pechiney Plastic Packaging, 8770 W Bryn Mawr 大街，芝加哥，伊利诺伊州，60631 号，提供的产品的注册商标。给

出此信息是为了方便本文件的使用者，不构成 ISO 对此产品的认可。如果可以证明能产生相同的结果，则可以使用等效产品。
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阳性对照接受准则：如果平均活性(以NC的%表示)< 40%，平行组织活性的标准差≤20%，则

PC数据符合可接受准则。

注：如果用Y-4作为阳性对照材料，根据医疗器械浸提液比对试验研究论文[6]可以用< 50%的细胞活性代替< 40%。

试验接受准则：如果阴性对照、介质对照和阳性对照数据均符合以上准则要求则认为试验中所有试

验样品数据有效。

试验样品数据接受准则：如果试验样品孵育后组织的平均活性SD≤20%则认为数据有效。若不符

合此要求则应重复试验。

数据计算步骤

6.9.1 总则

以下计算步骤适用于大多数下述特点的试验样品：

与MTT试剂无相互作用（见6.2.2）、无色、对组织染色能力低、测定的非特异性色值≤ 阴性

对照的5 %。

6.9.2 RhE 试验中 OD 测定的异丙醇背景对照

计算每板 6个异丙醇复孔的平均 OD值。

计算各组织 OD值间的 SD。

6.9.3 DPBS 或 PBS 处理的阴性对照

将DPBS 或 PBS处理的阴性对照的OD值减去异丙醇背景的平均OD，计算异丙醇背景校正值。

计算每块组织平均OD值（3个重复）。

所有组织的平均OD值相当于100%活性。

计算各组织间OD值及活性的标准差。

6.9.4 阳性对照

——将阳性对照的 OD 值减去异丙醇背景的平均 OD，计算异丙醇背景校正值。

——计算每块组织平均 OD 值（3个重复）。

——用 PC 各组织的平均 OD 值除以 NC 各组织的平均 OD，再乘以 100，计算每块组织活性。

——计算各组织间 OD 值及活性的标准差。

6.9.5 试验浸提液和 VC 样品（TTs）

——将试验浸提液的 OD 值减去异丙醇背景的平均 OD，计算异丙醇背景校正值。

——计算每块组织平均 OD 值（3个重复）

——用 TT 各组织的平均 OD 值除以 NC 各组织的平均 OD，再乘以 100，计算每块组织活性。

——计算所有组织平均活性。

——计算各组织间 OD 值及活性的标准差。

计算每块处理表皮相对于阴性对照平均值的活性百分比。变异系数（CVs）也应计算出来。根据预

测模型用三块组织的平均相对活性进行分级。

数据解释-预测模型

根据暴露于样品组织的平均组织活性预测试验样品潜在刺激性。计算三块组织的平均活性。若平

均相对活性≤阴性对照的50%，则预测出现刺激反应。
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对采用极性(如生理盐水)和非极性(如芝麻油)溶剂浸提的医疗器械或医疗器械组件，若至少一种浸

提液显示对组织的阳性作用（活性≤50%且SD＜20%）则应认为此试验器械或器械组件有刺激性（见表1）。

如果两种溶剂的结果均是非刺激物(活性＞50%)，则应认为此器械或器械组件为非刺激物。

表 1 ---试验样品分级

体外解释准则 分级

至少一种浸提介质中平均组织活性≤50% 刺激性（I）

两种浸提介质中平均组织活性均＞50% 非刺激性（NI）

注：对于纯化学物，检测刺激活性的体外RhE模型检测根据OECD439和OECD431[31]中指示的UN GHS 2类（刺激物）

和1类（皮肤腐蚀）分级的刺激物。另外，当组织活性高于50%时可识别UN GHS 未分类的“低危害”无刺激化

学物。RhE模型识别表3（体内刺激反应）中的“极轻微”和“严重”反应分类。

方法记录单

附录C提供了一个符合质量控制的数据管理MDS示例（即正确的安装、校准、设备功能和制备质量）。

对每批次表皮和试验，对必要的MDS进行硬拷贝,随试验填好日期，填写表格中要求的信息并在MDS签名。

试验报告

试验报告应至少包括以下信息：

——试验材料或器械的描述；

——试验样品制备方法的详细描述；

——使用的 RHE模型的描述；

——使用批次组织的质控证书复制件（RHE模型制造商提供）；

——试验方案描述包括加样方法和暴露时间；

——组织观察记录；

——关于组织活性测定的所有原始数据（如每孔的 OD值）；

——结果评定及试验样品或器械分级；

——使用的国际标准（包括出版年份）；

——与试验方案的任何偏离；

——观察到的任何异常表现；

——试验日期。

7 体内刺激试验

总则

可使用器械、器械组件、生物材料本身或其浸提液或以上全部对医疗器械、医疗器械组件或生物材

料或以上全部进行刺激试验。

影响体内刺激研究结果的因素包括：

——贴敷试验中使用的器械的性质；

——试验材料的剂量；

——试验材料的应用方法；

——封闭程度；

——应用位点；

——接触时间和次数；
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——评价试验使用的技术。

其他背景资料见附件F。

虽然遵循精确方案前提下的灵活性可使研究者提高试验的敏感性以适应使用条件和人群暴露水平，

但程序的一致性有助于不同实验室不同材料试验结果的可比性。

试验程序中已经包含了对重复和/或延长暴露的器械和材料进行评价的规定。研究设计应严于临床

预期接触(无论是时间或浓度，或两者)情况。在解释结果时应记住这一点。

如果试验样品的pH值≤2.0或≥11.5，此材料应被认为是刺激物，无需进行进一步试验(见OECD 404)。

然而，实验证据表明，试验材料的酸碱度并不是与材料产生严重损伤能力有关的唯一考虑因素。试验材

料的浓度、接触周期以及很多其他的物理和化学性质也很重要。

在特殊情况下，如果需要进一步的风险表征/评定，可能需要对刺激物或pH值超出上述范围的材料

进行试验。这些情况应被论证并记录。

皮肤接触的动物刺激试验

7.2.1 目的

采用适宜动物模型评定试验材料产生皮肤刺激反应的可能性。

家兔（Oryctolagus cuniculus）为首选试验动物。

7.2.2 试验材料

固体或液体试验材料应按附录 A规定进行制备。

应证明试验的敏感性，可通过在试验中设置一组阳性对照来加以证实。然而，采用阳性对照来证实

敏感性仅限于实验室在之前的 6个月内应用该试验方法未产生阳性结果的情况。

注：SDS，也叫月桂基硫酸钠（SLS），作是适宜的阳性对照。

7.2.3 动物与管理

应使用 3 只健康、初成年的白化兔，雌雄不限，同一品系，体重不低于 2kg。若预期雄性和雌性动

物的皮肤刺激不会不同，可以使用单一性别。使用雌性动物时，应当未育、未孕。如预期有刺激反应，

初试应考虑使用 1只动物。�除非出现明确的阳性反应[红斑或水肿记分大于 2（见表 2）]，否则应至少

再使用 2只动物进行试验。在使用了至少 3只动物后，如为疑似反应，应考虑进行复试。

应使动物适应环境，并按 GB/T 16886.2的规定饲养。

7.2.4 试验步骤

7.2.4.1 动物准备

动物的皮肤状况是试验的关键因素，只能使用皮肤健康无损伤的动物。一般在试验 4h～24h前在动

物背部脊柱两侧除去足够面积被毛 (约 10cm×15cm 区域)，用作试验和观察部位。为了便于观察和/

或再次试验，可能需反复除毛。如果试验机构确认了脱毛剂的使用过程，则可由专业人员使用脱毛剂除

毛。如需反复接触，则按照下列 7.2.4.2.1、7.2.4.2.2或 7.2.4.2.3步骤进行，时间最长为 21d。

7.2.4.2 试验样品的应用

7.2.4.2.1 粉剂或液体样品的应用

将 500mg或 500µl的试验材料直接置于图 1 所示皮肤部位。�固体和疏水性材料无需湿化处理，粉

剂使用前宜用水或其他适宜的溶剂稍加湿化（见附录 A）。两个观察点分别用试验和对照样品处理(见

图 1)。
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用 2.5cm×2.5cm非封闭式的敷料(如吸水性纱布块)覆盖接触部位，然后用绷带（半封闭性或封闭

性）固定敷贴片至少 4h。接触期结束后取下敷贴片，用持久性墨水对接触部位进行标记，并用适当的

方法除去残留试验材料，如用温水或其他适宜的无刺激性溶剂清洗并小心拭干。

1

4

2 3

3 2

5

标引序号说明：

1—头部；

2—试验部位；

3—对照部位；

4—去毛的背部区域；

5—尾部。

图 1 皮肤应用部位

7.2.4.2.2 浸提液和浸提介质的应用

将相应的浸提液滴到 2.5cm×2.5cm大小的吸水性纱布块上，浸提液的用量以能浸透纱布块为宜，

一般每块纱布滴 500µl，按图 1所示部位敷贴于动物背部两侧。按图 1所示将滴有浸提介质的纱布块敷

贴在对照接触部位。

用绷带（半封闭性或封闭性）覆盖敷贴部位至少 4h。接触期结束后取下敷贴片，用非皮肤刺激性

持久性墨水对接触部位进行标记，并用适当的方法除去残留试验材料，如用温水或其他适宜的无刺激性

溶剂清洗并小心拭干。

7.2.4.2.3 固体样品的应用

按图 1所示，将试验材料样品直接接触兔脊柱两侧的皮肤。对照样品同法应用。检测固体物时(必

要时可研成粉末)，应使用水或必要时选择一种替代溶剂将试验材料充分湿化，以保证与皮肤良好的接

触性（见附录 A）。如使用溶剂，应考虑溶剂对试验材料所致皮肤刺激反应的影响。

用 2.5cm×2.5cm的非封闭性敷料(如纱布块)覆盖材料接触部位，然后用绷带（半封闭性或封闭性）

固定敷贴片至少 4h。接触期结束后取下敷贴片，用非皮肤刺激性持久性墨水对接触部位进行标记，并

用适当的方法除去残留试验材料，如用温水或其他适宜的无刺激性溶剂清洗并小心拭干。

7.2.5 动物观察

7.2.5.1 总则

特别推荐在自然光线或全光谱灯光下观察皮肤反应。按表 2给出的记分系统描述每一接触部位在每

一规定时间内皮肤红斑和水肿反应情况并评分，记录结果以出具试验报告。

注：在某些情况下,采用组织学或无创性技术可能有助于对皮肤反应的评价。
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7.2.5.2 单次接触试验

单次接触试验时，分别在除去敷贴片后（1±0.1）h、(24±2)h、(48±2)h和(72±2)h记录各接触部位情

况。如存在持久性损伤则有必要延长观察时间，以评价这种损伤的可逆性或不可逆性，延长期不超过

14d。在延长的观察期内，每天至少观察动物一次。

7.2.5.3 重复接触试验

重复接触试验应仅在急性单次接触试验完成后进行（至少在观察(72±2)h后）。重复接触应受器械临

床使用的限制。

在单次暴露试验轻微反应后进行重复暴露应进行论证。

重复接触试验时，每次在除去敷贴片后(1±0.1)h以及再次接触前记录接触部位情况。接触次数可不

同。

末次接触后，分别在除去敷贴片后（1±0.1）h、(24±2)h、(48±2)h和(72±2)h记录各接触部位情况。

如有持久性损伤可能需要延长观察时间，以评价这种损伤的可逆性或不可逆性，不超过 14d。在延长的

观察期内，每天至少观察动物一次。

7.2.6 结果评价

接触后各时间点反应情况评分如表 2 所示。

表 2 皮肤反应记分系统

反 应 刺激记分

红斑和焦痂形成

无红斑 0

极轻微红斑(勉强可见) 1

清晰红斑 2

中度红斑 3

重度红斑(紫红色) 至无法进行红斑分级的焦痂形成 4

应记录并报告皮肤部位的其他异常情况。

水肿形成

无水肿 0

极轻微水肿(勉强可见) 1

清晰水肿 (肿起边缘清晰) 2

中度水肿 (肿起约 1mm) 3

重度水肿(肿起超过 1mm, 并超出接触区) 4

刺激最高记分 8

应记录并报告皮肤部位的其他异常情况。

单次接触试验按下列规定确定原发性刺激指数(PII)。
仅使用(24±2)h、(48±2)h 和(72±2)h 的观察数据进行计算。试验之前或 72h后的恢复观察数据不用

于计算。

在 72h评分后，分别将每只动物试验样品和空白在(24±2)h、(48±2)h和(72±2)h引起的全部红斑和

水肿记分相加，再将所有记分之和除以 6（两个试验/观察部位，三个时间点）计算出某一动物的原发刺

激记分。

将每只动物全部原发性刺激记分相加后再除以动物总数（一般为 3）得出试验样品原发性刺激指数。

当采用空白或阴性对照时，计算出对照原发性刺激记分，将试验材料原发性刺激记分减去该记分，
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即得出原发性刺激指数。

对重复接触试验，应按照上述方法计算每只动物原发性刺激记分，考虑全部评价终点。按下列规定

计算累积刺激指数。

将全部动物刺激记分相加后再除以动物总数，该值即为累积刺激指数。

将累积刺激指数对照表 3给出的刺激反应，报告相应的反应类型。

注：累积刺激指数分级是基于化学物在家兔试验中得出的原发性刺激指数和大量化学物在人体试验中得出的原发

性刺激反应的关系而确定的。

记录每只动物的任何反应，包括表 2中给出的最大原发性刺激记分、反应发生时间和最长反应时间。

表 3用数字（记分）和文字（反应类型）给出了原发性或累积刺激指数。在用不同剂量的浸提液试

验时，以其给出的最高 PII来确定反应类型。

表 3 兔原发性或累积刺激指数类型

平 均 记 分 反 应 类 型

0 ～ 0.4 极轻微

0.5 ～ 1.9 轻度

2 ～ 4.9 中度

5 ～ 8 重度

7.2.7 试验报告

试验报告应包括：

——试验材料或器械的描述；

——试验材料或器械的预期用途/应用；

——制备试验样品或试验材料所用方法的详细描述；

——试验动物的描述；

——试验部位接触方法和绷带材料类型（半封闭或封闭式）；

——试验部位标记方式和读数；

——观察记录；

——重复接触时的接触次数和接触周期；

——结果评价；

——使用的国际标准(包括其出版年份)；

——任何对试验方案的偏离；

——观察到的任何异常表现；

——试验日期。

皮内途径的动物刺激试验

7.3.1 简介

对于接触破损或受损表面、外部接入或作为植入物使用的医疗器械，应使用皮内反应性试验。在皮

内注射该材料的浸提液后，评定被测物质产生刺激的可能性。

7.3.2 应排除的试验材料

任何已知的或在初步试验中显示为皮肤、眼、黏膜组织刺激物的材料，或是 pH≤2.0或≥11.5�的
材料，不应进行皮内试验(见 OECD 404)。在特殊情况下，如果需要进一步的风险表征/评定，可能需要

对刺激物或 pH 值超出上述范围的材料进行测试。这种情况应论证并记录。
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7.3.3 试验样品

试验样品应按附录 A 制备成浸提液。由于每一动物有多个试验部位，可将几种试验样品与适宜的阴

性对照或空白液一起应用。本试验没有阳性对照物质，但一些化学物质(SDS、庚烷酸、乳酸、壬酸)会

出现阳性反应。应使用低浓度诱导阳性刺激评分(>1，见 7.3.7)避免诱导皮肤坏死。只有当检测实验室

在过去 6 个月内使用该检测方法没有产生阳性结果时，才有必要使用阳性对照物来确认敏感性。

7.3.4 动物与管理

应使用健康、初成年的白化兔，雌雄不限，同一品系，体重不低于 2kg。若预期雄性和雌性动物的

皮肤刺激不会不同，可以使用单一性别。使用雌性动物时，应当未育、未孕。应使动物适应环境，并按

GB/T 16886.2 的规定饲养。评价试验材料初试应至少采用 3 只动物。如预期有刺激反应，初试应考虑

使用 1 只动物。除非出现明显的阳性反应[红斑或水肿记分大于 2（见表 4），否则应至少再使用 2只动

物进行试验。在使用了至少 3 只动物后，如为疑似反应，应考虑进行复试。

7.3.5 试验步骤

试验前 4h～18h，彻底除去动物背部脊柱两侧足够面积的被毛，以备注射浸提液。

在每只兔脊柱一侧的 5 个点皮内注射 0.2mL 用极性或非极性溶剂制备的浸提液。应根据试验材料

的粘度选用最小规格的注射针进行皮内注射。

图 2给出了注射点排列示例。

在每只兔的脊柱另一侧注射极性和非极性溶剂对照液，操作步骤同上(举例见图 2)。
如采用其他溶剂，使用该溶剂制备的浸提液和溶剂对照液重复上述步骤。

1

1

2 4

3 5

6

标引序号说明：

1— 头端；

2— 0.2mL 极性浸提液注射点；

3— 0.2mL 非极性浸提液注射点；

4— 0.2mL 极性溶剂对照液注射点；

5— 0.2mL 非极性溶剂对照液注射点；

6— 尾端。

图 2 注射点排列

7.3.6 动物观察

1 ¤ ¤ 1

2 ¤ ¤ 2

3 ¤ ¤ 3

4 ¤ ¤ 4

5 ¤ ¤ 5

6 ¤ ¤ 6

7 ¤ ¤ 7

8 ¤ ¤ 8

9 ¤ ¤ 9

10 ¤ ¤ 10



GB/T 16886.23—20XX/ISO 10993-23:2021

22

注射后即刻并在(24±2)h、(48±2)h和(72±2)h观察记录各注射部位状况。

按表4给出的记分系统对每一观察期各注射部位的红斑和水肿的组织反应评分，并记录试验结果。

注：油类液体皮内注射常会引发炎症反应。

在(72±2)h观察时，可静脉注射适宜的活体染料，如台盼蓝或伊文思蓝，以显示出刺激区域有助于

反应评价。

注：如可行也可使用组织学或无创技术以有助于评价。

表 4 皮内反应记分系统

反 应 记 分

红斑和焦痂形成

无红斑 0

极轻微红斑(勉强可见) 1

清晰红斑 2

中度红斑 3

重度红斑(紫红色) 至无法进行红斑分级的焦痂形成 4

水肿形成

无水肿 0

极轻微水肿(勉强可见) 1

清晰水肿(肿起边缘清晰) 2

中度水肿(肿起约 1mm) 3

重度水肿(肿起超过 1mm, 并超出接触区) 4

刺激最高记分 8

应记录并报告注射部位的其他异常情况。

7.3.7 结果评价

在(72±2)h评分后，分别将每只动物试验样品或空白对照的(24±2)h、(48±2)h和(72±2)h的全部红斑

与水肿记分相加，再除以 15[3(记分时间点)×5（试验样品或空白对照注射点）]，计算出每只动物试验

样品或空白对照的记分。三只动物记分相加后除以 3得出每一试验样品和相应空白对照的总平均记分。

试验样品记分减去空白对照记分可得出试验样品最终记分。如试验样品最终记分不大于 1.0，则符合该

试验要求。如果动物之间的结果不一致或对照组出现非预期表现，使总体结果的解释存疑，可以使用另

外三只兔子重复该研究。

1.0 或更低的最终测试得分与体外 RhE 模型无刺激性的分类相似。

空白对照样品为图 2 中提到的极性或非极性溶剂对照。

7.3.8 试验报告

试验报告应包括：

——试验材料或器械的描述；

——试验材料或器械的预期用途/应用；

——制备试验样品或试验材料所用方法的详细描述；

——试验动物的描述；

——注射方法；

——试验部位读数方式；

——观察记录；
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——结果评定；

——使用的国际标准(包括其出版年份)；

——任何对试验方案的偏离；

——观察到的任何异常表现；

——试验日期。

8 人体皮肤刺激试验

简介

也可以利用人体皮肤贴剂试验的数据来评定潜在的刺激风险。

人体研究能达到以下几种目的：

——通过在人体而非实验动物检验化学物可直接鉴别出对人体的危害；

——为某些人体接触程度高的化学物提供风险评定；

——便于用先前已获取的实验动物研究数据推测人体应用。

本文件允许直接从人体获取皮肤刺激数据，以鉴别产生的危害。本部分的目的是，确定在急性接触

某种材料后是否存在明显的皮肤刺激危害。

临床试验应按 ISO 14155 的规定进行。附录 E中给出了临床试验其他特殊要求。

注：附录F给出了更多的刺激试验信息。

初步考虑

应获取关于材料毒性方面和材料化学组分（与毒性相关的）的充分信息，包括经由皮肤吸收数据，

以能预示人体研究不存在任何明显健康风险。

在下列情况下不应将材料用于人体试验：

a） 在体外或体内预测试验时，材料已显示为刺激物；

注：在某些情况下，可能需要进行产品的刺激性样品/浸提液附加人体试验，以进一步表征人体潜在风险。

b） 在体外或体内预测试验时，材料已显示出有腐蚀性；

c）根据结构-活性关系和/或物理化学特性如强酸或强碱余量，可预测出材料对人体皮肤的潜在腐

蚀性；

d） 材料具有引起皮肤或呼吸道致敏反应的风险；

e） 在试验条件下材料产生任何急性毒性危害；

f） 材料产生任何遗传毒性、生殖毒性或致癌性危害。

志愿者选择要求和指南见附录 E。

A

附 录 A

（规范性）

刺激试验材料制备

A.1 总则
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在进行刺激试验和解释其数据时，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。本附件提供了体外和体内刺激试验样

品制备的一般信息。各种类型的试验样品的适用性和使用情况在本文件的相关条款中进行了说明。

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放置进行试验，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。

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本文件所描述的试验中会产生生物学反应。

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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A
B

附 录 B

（资料性）

用重建人表皮模型进行体外刺激试验的试验方法核对清单

——在组织到达前(通常在 RhE 组织到达前 48 - 72 小时，取决于 RhE 组织预孵育的需要)在极性(生

理盐水)和非极性(芝麻油)溶剂中制备医疗器械试验和对照样品浸提液。提取时间和温度应根

据 ISO 10993-12 进行论证。

注：在评估RhE模型用于医疗器械浸提液刺激试验的比对研究中，使用了加标聚合物(PVC和硅胶)，在(37±1)℃持

续搅拌/摇晃浸提(72±2)h，。

——接收:将表皮从运输平板培养基转移到维持培养基。

——根据制造商的说明，在湿润培养箱中，在(37±1) ℃，(5±1)% CO2下孵育 2h 至 24h。

——如果不包括阳性对照材料的浸提液，在试验当天将阳性对照(SDS)按规定的浓度注入极性(生

理盐水)溶剂。在证明适宜性和阳性结果[17][19]后，可以使用较低浓度的 SDS(例如 0.25%至

0.5%)作为阳性对照。

——将 100µl 体积的阴性对照、阳性对照、介质对照和试验样品(试验材料浸提液)加到组织表面。

——在(37±1) ℃，(5±1)% CO2的湿润培养箱中孵育过夜(如 18 至 24 小时，取决于制造商)。

——使用 DPBS 或 PBS 冲洗中止接触。

注：在评估RhE的活性之前，可以收集小室下的培养基用于额外的细胞因子测定。

——准备 MTT 溶液和 MTT 孵育板。

——将组织转移到 MTT 溶液中。

——将 MTT 中组织在(37±1) ℃，(5±1)% CO2的湿润培养箱中孵育 3h±5min。

——转移并浸入甲臜萃取介质(异丙醇)中。

——甲臜萃取:室温下至少 2h 或室温密封过夜。

——震荡并均质化。

——将萃取液转移到 96 孔板中。

——用平板分光光度计读取 OD 值。

上述检查表也见于表B.1。

表 B.1 用重建人表皮模型进行体外刺激试验的程序

时间 程序

前 48 h 至 72 h 制备极性和非极性浸提液(37±1)℃。

接收组织。

根据制造商的说明预孵育组织(例如 2h 至 24h)。

试验开始

T=0h
将 100µl 体积的 NC、PCs、VCs 和试验样品加到组织表面。

孵育

T = 18 h 或,

T = 24 h

在(37±1) ℃，(5±1)% CO2的湿润培养箱中孵育过夜(如 18至 24 小时，取决于制造

商)。

第二天孵育结束 使用 DPBS 或 PBS 冲洗中止接触。

活性测定 准备 MTT 溶液。

将组织转移到 MTT 溶液中。

MTT 孵育

T=3h
在(37±1) ℃，(5±1)% CO2的湿润培养箱中孵育组织 3h±5min。
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甲臜检测 用异丙醇制备 MTT 萃取液。

甲臜提取

T = 2h
室温下异丙醇中孵育组织至少 2h 或密封过夜。

甲臜提取后震荡并均质化。

将甲臜萃取液转移到 96 孔板中。

读数 用分光光度计读取 OD 值。
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附 录 C

（资料性）

重建人表皮模型的方法记录表示例

检测编号: .....................................................................

日期: .........................................................................

相应的XLS数据文件名: ..........................................................

试验操作人: .....................................签名: ........................

时间方案(见表C.1)

RhE组织接收(日期、天、时 ): ......................ID: .........................

制造商/供应商 : ...............................................................

表 C.1 时间方案

步骤 时间

(dd-mm-yy)

第一块 第二块

开始 结束 开始 结束

预孵育

（2h-24h）

暴露

(18 ± 1) h

(24 ± 2) h

冲洗

MTT 试验

3 h ± 5 min

萃取

至少2h

测定

设备检定

设备检定应包括在进行检测的实验室的质量体系中。应记录测试参数如培养箱、冰箱和水浴条件。

应记录设备和实验室用具(如移液器)质量方面的信息。

ASSAY PERFORMANCE

试剂性能信息见表C.2。

表 C.2 试剂性能信息

重建表皮(RhE)供应批号： 生产日期：

试验培养基批号： 失效日期：

MTT浓缩液批号: 失效日期：

MTT稀释剂批号： 生产日期：

异丙醇(MTT萃取剂)批号: 失效日期：

(D) PBS批号： 失效日期：

其他备注：

ID/日期：
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表C.3给出了皮肤的视觉质量控制。

表 C.3 皮肤的视觉质量控制

外观 1 2

大体

排除以下组织：

——边缘缺陷

——气泡

——表面有大量水分

使用分数：1-非常好，2-好，3-可接受，4-不可接受。

具体观察：

溶液和介质：

加标化学物阳性对照。

用20% SDS溶液配制的1% (v/v) SDS生理盐水溶液:试验当天，将100µl的20% SDS与1.9 ml的介质

混合，配制1%SDS生理盐水和芝麻油新鲜溶液。在制备后加到组织表面之前的短时间内彻底涡旋混匀。

保质期是当天。

——20% SDS 参照储存液，批号：......................................................

——生理盐水(0.9%NaCl溶液)批号：...................................................

生理盐水(0.9%NaCl）溶液制备：

——参照氯化钠，批号：..............................................................

——灭菌方式:.......................................................................

——制备日期 : .....................................................................

——失效日期 : .....................................................................

(D) PBS 溶液制备:

——参照浓缩(D)PBS，批号: ..........................................................

——pH 值调整(至 7.0 ): .............................................................

——灭菌方式:.......................................................................

——制备日期 : .....................................................................

——失效日期 : .....................................................................

芝麻油:

——参照品，批号: ..................................................................

——失效日期 : .....................................................................

单个组织的记录

如果检测过程中发现异常，如果需要替换组织，或者有技术问题需要处理，记录在表C.4中。

记录组织编号、样品编号和观察结果或备注。

表 C.4 单个组织的记录

样品编号 组织编号 记录
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ID/日期：

分光光度计测定读数平板配置

记录样品在96孔板上的位置。严格按照生产商说明书上所示的固定的平板设计。用于医疗器械刺激

试验比对研究[6]中所用的平板布局示例见表C.5和C.6。

读数前10分钟打开分光光度计或按设备说明书的要求打开设备。

表 C.5 EpiDerm RhE 模型

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A bckg bckg bckg bckg bckg bckg
B NC PC VC1 VC1 VC1 VC1 VC1 VC1 VC1 VC1 VC1 VC1 组织1

C NC PC VC2 VC2 VC2 VC2 VC2 VC2 VC2 VC2 VC2 VC2
D NC PC TA1 TA1 TA1 TA1 TA1 TA1 TA1 TA1 TA1 TA1 组织2

E NC PC TA2 TA2 TA2 TA2 TA2 TA2 TA2 TA2 TA2 TA2
F NC PC TA3 TA3 TA3 TA3 TA3 TA3 TA3 TA3 TA3 TA3 组织3

G NC PC TA4 TA4 TA4 TA4 TA4 TA4 TA4 TA4 TA4 TA4
H

bckg，异丙醇溶液用于本底测量；NC，阴性对照[(D)PBS]；PC，阳性对照[(SDS生理盐水(PC)]；VC，介质

对照背景[如生理盐水(VC1)和芝麻油(VC2)]；TA1……TA7，试验样品 1-7。根据制造商要求，以 2个重复

(2×200µl)测定 EpiDerm RhE模型的 OD值。

表 C.6 SkinEthic RHE 模型

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A bckg bckg bckg bckg bckg bckg empty empty empty empty empty empty
B NC NC NC NC NC NC NC NC NC empty empty empty
C NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl empty empty empty
D SO SO SO SO SO SO SO SO SO empty empty empty
E PC PC PC PC PC PC PC PC PC empty empty empty
F NaCl1 NaCl1 NaCl1 NaCl1 NaCl1 NaCl1 NaCl1 NaCl1 NaCl1 empty empty empty
G SO1 SO1 SO1 SO1 SO1 SO1 SO1 SO1 SO1 empty empty empty
H NaCl2 NaCl2 NaCl2 NaCl2 NaCl2 NaCl2 NaCl2 NaCl2 NaCl2 empty empty empty

组织1 组织2 组织3

bckg，异丙醇溶液用于本底测量；NC，阴性对照；[(D)PBS]介质对照；SO，芝麻油介质对照；
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PCNACL，NaCl浸提介质阳性样品对照；PCSO，芝麻油浸提介质阳性样品对照。NaCL1和 SO1，试验样品

1每块孵育组织 3份 200µl异丙醇萃取液。额外的测试样品可以在额外的 96孔板中测量。根据制造商要求，

以 3个重复(3×200µl)测定 SkinEthic RhE模型的 OD值。

检查波长

勾选表C.7中正确()的滤光片设置。

表 C.7 光度计设置

波长：570 (550 nm至570 nm)

ID/日期：

存档

原始数据保存在/为：

电子表格保存在/为：

MDS保存在/为：

试验样品的特性(见表C.8)

实验室：................... 研究编号：................... 检测编号：.................

表 C.8 样品制备及孵育

试验材料名称或

编号
取样量

加入浸提介质体

积
孵箱 放入时间 取出时间

浸提前和浸提后

的外观

ID/日期：
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C
D

附 录 D

（规范性）

特殊刺激试验

D.1 总则

下列特异性刺激试验与预期应用于特定部位的医疗器械具有相关性。如进行这类试验，应给出试验

方法的选择说明。

D.2 眼刺激试验

D.2.1 总则

眼刺激试验只有在用其他方法不能得到安全性数据的情况下才考虑进行，并且仅用于预期与眼或

眼睑接触的材料。

关于急性眼刺激/腐蚀[29]的 OECD 405 描述了一种逐步的体内测试策略，以确定化学品的眼睛刺

激/腐蚀性能。使用这种策略以及证据权重分析(在进行体内试验之前考虑所有关于眼睛刺激可能性的可

用信息)对于避免不必要的动物使用是很重要的。减少导致严重动物反应的物质试验促进动物福利和健

全的科学。虽然 TG 405 是一种体内试验方法，但它在动物试验的减少和优化方面也支持 3R 原则。该试

验尚未进行医疗器械浸提液验证。

D.2.2 眼刺激的体外替代试验

几种眼刺激体外替代试验已被评价。然而，它们尚未被验证可用于检测医疗器械。单独的体外试验

可能不能取代覆盖所有体内终点的体内眼刺激试验。尽管如此，在一个(分层)测试策略中，几种替代试

验方法的策略性组合能够替代 Draize眼试验。在 EURL ECVAM工作组内，这种化学品(分层)测试策略

的一个可能的概念框架被开发出来[23]。该框架基于检测严重刺激物质（EU R41；GHS“第 1 类”）或非

刺激性物质（EU“非分类”；GHS“未分类”） 能力各不相同的眼刺激替代方法。根据这一框架，可以

通过可从任一端操作的分层策略中安排试验来解决整个刺激范围：先检测严重刺激物解决没有刺激性

（ “自上而下方法”）或者相反地，先从非刺激物的识别开始（ “自下而上方法”）。中度刺激性在两

种方法的最后一层解决。

已经有很多基于与 “眼刺激”终点有关的体外方法的 OECD 试验指南：OECD 437:2020、OECD
438:2017、OECD 460:2017、OECD 491:2020和 OECD 492:2017。这些测定化学品刺激性的指南

基于经验证（通过 ICCVAM、EURL ECVAM、JaCVAM或其他）的体外试验。这些指南描述了牛角膜

混浊和渗透性测试方法(见 OECD 437)，离体鸡眼试验法(见 OECD 438)，使用在半透性插入物上生

长的细胞进行荧光素泄漏试验的方法(见 OECD 460) 和由基于细胞毒性在融合的单分子层兔角膜

上皮(SIRC)细胞上进行的体外试验组成的体外短时间暴露试验方法(见 OECD 491)，以及使用人重

建角膜样上皮的试验，即所谓重建人类角膜样上皮(RhCE)试验(见 OECD 492)。这些 OECD试验均

未经医疗器械浸提液验证。

D.2.3 目的

评定试验材料产生眼刺激反应的可能性。

D.2.4 应排除的试验材料

在皮肤试验中已证实有明显腐蚀性或有重度刺激性的材料和/或最终产品不应再进行眼刺激试验。

任何显示为皮肤刺激物或 pH≤2.0 或≥11.5 的材料也不宜再进行试验，宜标示为潜在的眼刺激物。

特殊情况下需要进一步的风险表征/评定，可能需要检验材料的最低刺激性，这种情况应论证并记
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录。

D.2.5 试验材料

试验材料如是液体，将 100µl未稀释液直接滴入动物一只眼的下结膜囊内。

试验材料如是固体或颗粒状制品，应碾成细粉，混合后取 100µl体积容量(重量不超过 100mg)滴入

动物 1只眼的下结膜囊内。

注：有的产品可能不宜直接在眼中试验, 机械损伤会导致试验无效。

如将试验材料装入泵中喷射, 可像液体样喷射滴入 100µl。 �

如将试验材料装入喷雾器中，可选择下列方法中的一种

——在距离张开的眼睛 10cm处喷射 1s； 或

——喷入一冷容器内凝结为液体后应用。

如试验材料只能用其浸提液进行试验，应按附录 A规定制备浸提液，将 100µl的浸提液滴入动物 1
只眼的下结膜囊内。

在上述同等条件下不加试验材料，用极性和非极性溶剂制备空白液。

D.2.6 动物与管理

应使用健康、初成年的白化兔，雌雄不限，同一品系，体重不低于 2kg。若预期雄性和雌性动物的

眼刺激不会不同，可以使用单一性别。使用雌性动物时，应当未育、未孕。

应使动物适应环境，并按 ISO10993-2 的规定饲养。

初试应使用 1只动物评价试验材料。如 1只动物出现清晰的阳性反应（见表 D.1）时，则不必再进

行试验。使用预期不会引起显著眼部刺激的材料，例如隐形眼镜溶液、表征良好的、无细胞毒性的材料

或其他材料，通过科学判断，可以一开始就测试三只兔子，不需要单兔筛选。

固体或液体材料如没有出现反应时（见表 D.1），应至少再使用两只动物进行试验。对于浸提液，

每种浸提液也应至少再使用两只动物。

如试验使用了至少 3只动物后反应仍然疑似或不明确，应考虑进行复试。

D.2.7 试验步骤

在试验开始前 24 小时内，目视检查每只兔子的双眼，寻找眼部异常的证据。如果任何一只眼睛有

任何异常，就应更换兔子。

检查眼时可使用 2％荧光素钠(英国药典)[38]检查角膜损伤，也推荐使用检眼镜、手持式裂隙灯或

其他适宜的器械。

按 D.2.5的规定将试验样品滴入动物的 1只眼内。

滴注后闭眼约 1s。
测试浸提液时，每只动物的对侧眼睛作为对照，应用空白液体或空白对照处理。如果试验样品是平

滑的，可以用水或生理盐水溶液作为空白。

如材料预期要反复接触人体，并且在急性试验中未发现有显著反应时，可进行重复接触试验。重复

接触试验只能在急性接触试验完成后进行[至少在(72±2)h后]，接触期宜与试验材料/器械临床使用期

相似。

D.2.8 动物观察

对一次性滴入试验材料的动物，在滴注后约(1±0.1)h、(24±2)h、(48±2)h和(72±2)h 检查每只

动物的双眼。

如有持续性损伤存在,应延长观察时间，以确定损伤的进展性和可逆性，但延期不超过 21d。对有

严重损伤的动物延期观察是不合理的。
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注：ISO 9394给出了接触镜试验指南，要求 21d接触期，每天接触 8h。这在该指南中是一个例外情况[1]。

按表 D.1规定的眼损伤记分系统，对观察到的反应记分并记录。

表 D.1 眼损伤记分系统

反 应 记 分

a) 角膜

1）浑浊程度(最致密区域):

透明

云翳或弥散混浊区, 虹膜细节清晰可见

易识别的半透明区, 虹膜细节略显模糊

乳白色区, 看不见虹膜细节, 几乎不能辨别瞳孔大小

浑浊, 看不见虹膜细节

2）角膜受累范围

大于 0, 小于或等于 1/4,

大于 1/4, 小于 1/2

大于 1/2, 小于 3/4

大于 3/4 直至整个角膜区域

b) 虹膜

1）正常

超出正常皱襞,充血水肿, 角膜缘充血(其中一种或全部),仍有对光反应(反应迟钝

为阳性)

无对光反射, 出血性严重结构破坏(其中一种或全部)

c) 结膜

1）充血(累及睑结膜和球结膜, 不包括角膜和虹膜)

血管正常

血管明显充血

弥散性充血, 呈深红色, 血管纹理不清

弥散性充血, 呈紫红色

2）水肿

无水肿

轻微水肿(包括瞬膜)

明显水肿伴部分睑外翻

眼睑水肿使眼呈半闭合状

眼睑水肿使眼呈半闭合乃至全闭合状

3）分泌物

无分泌物

超过正常分泌量(不包括正常动物眼内眦少量分泌物)

分泌物浸湿眼睑及眼睑邻近睫毛

分泌物浸湿眼睑、睫毛和眼周围区域

0

1a

2a

3a

4a

0

1

2

3

0

1a

2a

0

1

2a

3a

0

1

2a

3a

4a

0

1

2

3

a
阳性结果

对多次滴入试验材料的动物在每次滴注前和滴注后约(1±0.1)h检查每只动物的双眼。

如末次滴注后有刺激现象，可能要延长观察时间。�如有持续性角膜受累症状或其他眼刺激反应也

可能需要延长观察时间，以确定损伤的进展性和可逆性。
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按表 D.1规定的眼损伤记分系统，对观察到的反应记分并记录。

动物如出现下列症状之一时应立即从研究中撤出并人道地使其安乐死：

— 极重度眼损伤(如结膜腐痂和溃疡、角膜穿孔、前房内有血或脓液等)；

— 有血污或脓液排出；

— 明显的角膜溃疡。

动物如显示表 D.1记分系统的最大反应时也应从研究中撤出，这种反应有

— 对光反射消失(虹膜反应记分 2)或角膜浑浊(记分 4)，并在(24±2)h内无可逆迹象；或

— 重度结膜炎(结膜水肿记分 4，并伴发充血记分 3)，并在(48±2)h内无可逆迹象。

人道处死动物。

D.2.9 结果评价

D.2.9.1 总则

试验眼与对照眼之间的差异性应按表D.1给出的记分系统进行判定并解释。

D.2.9.2 急性接触

如果有 1只以上动物试验眼在任何观察阶段呈现阳性结果(表 D.1中有脚注的记分)，即认为该材料

为眼刺激物，不必进一步试验。

如 3只动物试验眼中仅有 1只呈轻度或中度反应或是疑似反应，应另取动物进行复试。

复试中如动物试验眼在任何观察阶段半数以上呈现阳性结果(表 D.1中有脚注的记分)，则认为该试

验材料为眼刺激物。

仅有 1只动物出现严重反应已足以标示该材料为眼刺激物。

D.2.9.3 重复接触

如试验组中半数以上动物在任何观察阶段呈现阳性结果(表 D.1中有脚注的记分)，即认为该试验材

料为眼刺激物。

D.2.10 试验报告

试验报告应包括:

——使用的国际标准(包括其出版年份)；

——试验样品的描述；

——试验样品的预期用途/应用；

——制备试验样品所用方法的详细描述；

——试验动物的描述；

——滴入的方法；

——眼读数是如何进行的；

——观察记录；

——结果评定；

——任何对试验方案的偏离；

——观察到的任何异常表现；

——试验日期。
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D.3 口腔黏膜刺激试验

D.3.1 总则

口腔刺激试验应仅考虑用于预期与口腔组织接触的材料，并且只有在用其他方法不能得到安全性数

据的情况下才考虑进行。与体外重建人表皮模型类似，现在也有黏膜体外模型[10]。但是它们还不能用

于医疗器械检测。

D.3.2 目的

评定试验材料对口腔组织产生刺激的可能性。

D.3.3 应排除的试验材料

任何已显示为皮肤或眼的刺激物，或 pH≤2.0或≥11.5的材料不应再进行试验，应标示为潜在的口

腔组织刺激物。

需要进一步的风险表征/评定的例外情况下，即使已知被试材料是刺激物或材料的 pH在上述范围

之外可能还是需要进行测试，这种情况应论证并记录。

D.3.4 试验材料

按附录 A 规定制备试验材料。

D.3.5 动物与管理

应使用同一品系任一性别的健康、初成年金黄色地鼠。应使动物适应环境, 并按 ISO10993-2 的规

定饲养。

除此以外，适当时给动物套上 1个 3mm～4mm 宽的适用项圈，使动物能维持正常进食和呼吸，且

又能防止动物口腔内棉球移出。试验期间动物每天称重，连续 7d。在此期间，检查每只动物的体重下

降情况，必要时调整项圈。如动物体重持续下降，将其从试验中剔除。

初试应至少使用 3只动物评价试验材料。

注：另取动物用相应的阴性对照材料或空白液处理可能是合适的。

初试反应如为疑似或不明确, 应考虑进行复试。

D.3.6 试验步骤

翻转每只动物颊囊。用生理盐水冲洗后，检查有无异常。

对于固体试验材料，可直接将样品(直径不大于 5mm)放入颊囊内。

对液体试验材料或浸提液样品，则可用棉球浸透样品，记录吸收的体积，放入动物的一侧颊囊内。

也可将适宜体积的样品直接灌注入颊囊。

另一侧颊囊不放样品作为对照。如有必要，可使用阴性对照动物按照对照程序进行平行试验。

必要时重新给动物带上项圈放回笼中。

接触时间应与材料预期实际使用时间一致，但不能少于 5min。
接触后除去项圈和棉球，用生理盐水冲洗颊囊，注意不要污染另一侧颊囊。

对于急性接触，每小时(±0.1 h)重复上述步骤，共 4h。其他处理方案(如基于临床使用)应进行论

证并记录。

重复接触试验时，应根据预期临床应用情况确定接触次数、持续时间和间隔时间。

D.3.7 动物观察

取出棉球后肉眼观察颊囊，并且在每次接触前(如需重复接触时)检查颊囊。
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描述动物颊囊的一般状况，并按表 D.2给出的记分系统判定动物每一观察期颊囊表面红斑反应记分。

记录结果以出具试验报告。

末次接触后(24±2)h 肉眼观察颊囊，人道处死地鼠。取颊囊有代表性部位的组织样品，放入适宜

的固定液中固定后进行组织学检查。

表 D.2 黏膜反应肉眼记分系统

反 应 记分

红斑和焦痂形成

无红斑 0

极轻微红斑(勉强可见) 1

清晰红斑 2

中度红斑 3

重度红斑(紫红色)至无法红斑分级的焦痂形成 4

宜记录并报告组织的其他不良改变。

D.3.8 结果评定

D.3.8.1 肉眼评价

比较试验侧颊囊与对侧颊囊, 如有对照组，则还应与对照组动物的颊囊进行比较。

每一观察记分（见表 D.2）相加后再除以观察总数得出每只动物平均记分。

注1：这些观察可能有助于组织学评价。

注2：试验材料首次接触前的初始观察结果不包括在平均记分中。

D.3.8.2 组织学评价

应由病理学家对口腔组织显微镜下的刺激作用进行评价，可按表 D.3给出的记分系统对每一组织进

行评分。

试验组中所有动物的显微镜评价记分相加，再除以观察总数，得出试验组平均记分。对照组同法计

算。最大记分为 16。
对照颊囊或对照动物的显微镜评价总分大于 9时可能表明有病理改变，可能是试验操作时造成的损

伤。如其他试验或对照动物出现同样的高分，无论是哪种情况，可能都有必要进行复试。

试验组平均记分减去对照组平均记分得出刺激指数（见表 D.4）。
对于重复接触试验，可将表 D.3修改为适合于对有关慢性刺激组织反应的评价。

D.3.9 试验报告

试验报告应包括:

——试验样品的描述；

——试验样品的预期用途/应用；

——制备试验样品所用方法的详细描述；

——试验动物的描述；

——接触方法；

——试验位点记分是如何进行的；
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——观察记录；

——组织学评价；

——结果评定；

——使用的国际标准(包括其出版年份)；

——任何对试验方案的偏离；

——观察到的任何异常表现；

——试验日期。

表 D.3 黏膜组织反应显微镜检查记分系统

反 应 记 分

上皮

正常, 完好无损 0
细胞变性或变扁平 1
组织变形 2
局部糜烂 3
广泛糜烂 4

白细胞浸润(每个高倍视野)

无 0
极少 （少于 25） 1
轻度 （26～50） 2
中度 （51～100） 3
重度 （大于 100） 4

血管充血

无 0
极轻 1
轻度 2
中度 3
重度伴血管破裂 4

水肿

无 0
极轻 1
轻度 2
中度 3
重度 4

表 D.4 刺激指数

平 均 记 分 反 应 程 度

0

1～4

5～8

9～11

无

极轻

轻度

中度
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12～16 重度

宜记录组织的其他不良改变，并包括在反应的评定中。

表 D.3给出的显微镜检查记分系统适用于本附录所列全部试验，“刺激指数”已发展用

于阴道刺激模型，也可用于其他一些试验。

D.4 阴茎刺激试验

D.4.1 总则

阴茎刺激试验应仅考虑用于预期与阴茎组织接触的材料，并且只有在用其他方法不能得到安全性数

据的情况下才考虑进行。

D.4.2 目的

评定试验材料产生阴茎皮肤刺激反应的可能性。

D.4.3 应排除的试验材料

任何已显示为皮肤或眼的刺激物，或 pH≤2.0或≥11.5的材料不应再进行试验，应标示为潜在的阴

茎刺激物。

D.4.4 试验样品

固体或液体试验样品应按附录 A规定进行制备。

D.4.5 动物与管理

应使用雄性白化兔或豚鼠。使用健康初成年体重不低于 2kg 的家兔和体重为 300g～500g的豚鼠。

应使动物适应环境，并按 ISO10993-2 的规定饲养。

供试验接触的阴茎长度应至少为 1cm。

由于动物个体色素差异，首次试验前应先观察动物，按表 D.2给出的记分系统对红斑进行评分，不

应使用出现严重变色或红斑记分大于等于 2的动物。

初试应至少使用 3只动物评价试验材料，另取 3只动物作为对照组。

初试反应如为可疑或不明确时，应考虑进行复试。

D.4.6 试验步骤

用辅助器具固定动物四肢，使动物保持仰卧姿势。

用食指和中指轻压外阴部使阴茎伸出。

阴茎伸出后，施用足够的试验样品(约 0.2mL)以确保覆盖阴茎。

使阴茎缩回包皮中，并应采取措施（如 Elizabethan 颈圈）防止动物舔试验部位，以避免继发性因

素干扰原发性刺激反应。

或者，试验材料末次接触后，动物也可固定在一个设计合理的固定器中(1±0.1 ) h。
对于急性接触，每小时(±0.1 h)重复上述步骤，共 4h。
长期重复接触试验时，根据预期临床应用情况确定试验接触次数、持续时间和间隔时间。

D.4.7 动物观察

急性接触时，每次接触后(1±0.1 ) h (如下次接触前立即)注意观察阴茎外观。�末次接触后（1±
0.1）h、（24±2）h和（48±2）h观察并记录阴茎外观。

长期重复接触时，在首次接触后(1±0.1 ) h和下次接触之前观察记录阴茎外观。
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按表 D.2给出的记分系统对动物每一间隔期皮肤表面红斑反应记分，并记录结果以出具试验报告。

动物在试验前如有皮肤发红现象，应从试验样品红斑记分中减去试验前的红斑记分，以确定由试验

样品引起的红斑记分。每一观察记分最高为 4分。

D.4.8 结果评定

D.4.8.1 肉眼观察评价

将试验阴茎和包皮与对照动物阴茎进行比较。

将每次观察记分(见表 D.2)相加后再除以观察次数得出每只动物的平均记分。

注1：这些观察可能有助于组织学评价。

注2：试验材料首次应用前的初始观察结果不包括在平均记分中。

48h观察后立即将动物人道处死。切下阴茎和包皮末端放入适宜的固定剂中固定后进行组织学检查。

D.4.8.2 组织学评价

应由病理学家对阴茎皮肤的刺激作用进行评价，病理学家可根据表 D.3 给出的系统对每个组织进行

记分。

将试验组所有动物的显微评价记分相加，加和除以观察动物个数，得到试验组平均值。最大记分为

16。
对照组同法计算。

对照动物出现显微镜评价总记分大于 9时，表明可能有操作损伤。如其他试验或对照动物显示同样

的高分时，可能有必要进行复试。

试验组平均记分减去对照组平均记分即得出刺激指数（见表 D.4）。
对于长期重复接触试验，可将表 D.3修改为适合于对有关慢性刺激组织反应的评价。

D.4.9 试验报告

试验报告应包括:

——使用的国际标准(包括其出版年份)；

——试验样品的描述；

——试验样品的预期用途/应用；

——制备试验样品所用方法的详细描述；

——试验动物的描述；

——接触方法；

——试验位点记分是如何进行的；

——观察记录；

——组织学评价；

——结果评定；

——任何对试验方案的偏离；

——观察到的任何异常表现；

——试验日期。

D.5 直肠刺激试验

D.5.1 总则

直肠刺激试验应仅考虑用于预期与直肠组织接触的材料，并且只有在用其他方法不能得到安全性数

据的情况下才考虑进行。
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D.5.2 目的

评定试验材料产生直肠组织刺激反应的可能性。

D.5.3 应排除的试验材料

任何已显示为皮肤或眼的刺激物，或 pH≤2.0或≥11.5�的材料不应再进行试验，可标示为潜在的

直肠刺激物。

D.5.4 试验材料

固体或液体试验材料应按附录A的规定进行制备。

D.5.5 动物与管理

应使用健康、初成年的白化兔，雌雄不限，同一品系，体重不低于2kg。 如使用其他种属应经过论

证。

应使动物适应环境，并按ISO10993-2的规定饲养。

初试应至少使用3只动物评价试验材料，另取3只动物作为对照组。

初试反应如为可疑或不明确时，应考虑进行复试。

每次试验操作前应检查动物直肠排液、水肿和/或其他感染、刺激和/或损伤迹象。

D.5.6 试验步骤

将一短软管(6cm)或一钝头插管与一容量大于 1mL 的注射器连接，注射器和导管注满后可使动物

能接受 1mL试验样品。 应为每只动物分别准备一套注射器和连接导管。

将动物置于固定器中固定，以便于接触会阴部位。或用固定器具将动物束缚住后再固定其后肢，以

暴露出会阴部位。

导管插入前可用对照样品或适当的润滑剂湿润处理。

提起动物尾巴暴露出会阴，然后将湿润处理过的导管轻柔地插入直肠，用注射器注入 1mL试验液。

抽出导管并以适当的方法处置掉。

由于动物个体直肠容积的差异性，试验样品注入时或注入后可能会有溢出，可用软纸巾轻柔拭去溢

出的液体。

每次间隔（24±2）h重复上述步骤，连续 5天。其他处理方案(如基于临床使用)应进行论证并记录。

对于长期重复接触试验，应根据预期临床接触时间确定接触次数、持续时间和间隔时间。

D.5.7 动物观察

初次接触后（24±2）h和每次试验操作前注意并记录会阴部位溢液、红斑和刺激状况。

对于出现过度溢液、肿胀或难以给药的动物，应人道处死后做组织学检查(见 D.5.8.1和 D.5.8.2)。

D.5.8 结果评价

D.5.8.1 肉眼观察评价

末次接触后（24±2）h无痛处死动物，完整切下直肠后纵向剖开，检查上皮组织层的刺激、损伤以

及坏死情况。

将直肠和大肠的末端放入适当的固定剂中固定后进行组织学检查。

将试验兔的直肠组织与对照兔直肠组织进行比较。

记录并描述肉眼观察下每只动物直肠组织的状况，注意试验与对照部位之间的差别。

注：这些观察可能有助于组织学评价。
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D.5.8.2 组织学评价

应由病理学家对直肠组织的刺激作用进行评价，病理学家可根据表 D.3 给出的系统对每个组织进行

记分。

将试验组所有动物的显微评价记分相加，加和除以观察动物个数，得到试验组平均值。最大记分为

16。

对照组同法计算。

对照组动物出现显微镜评价总分大于 9时，表明试验操作中可能造成损伤。如其他试验或对照动物

出现同样的高分时，可能有必要进行复试。

试验组平均记分减去对照组平均记分即得出刺激指数（见表 D.4）。

对于长期重复接触试验，可将表 D.3 修改为适合于对有关慢性刺激组织反应的评价。

D.5.9 试验报告

试验报告应包括:

——使用的国际标准(包括其出版年份)；

——试验样品的描述；

——试验样品的预期用途/应用；

——制备试验样品所用方法的详细描述；

——试验动物的描述；

——接触方法；

——试验位点记分是如何进行的；

——观察记录；

——组织学评价；

——结果评定；

——任何对试验方案的偏离；

——观察到的任何异常表现；

——试验日期。

D.6 阴道刺激试验

D.6.1 总则

阴道刺激试验应仅考虑用于预期与阴道组织接触的材料，并且只有在用其他方法不能得到安全性数

据的情况下才考虑进行。

D.6.2 目的

评定试验材料产生阴道组织刺激反应的可能性。

D.6.3 应排除的试验材料

任何已显示为皮肤或眼的刺激物，或 pH≤2.0或≥11.5的材料不应再进行试验，可标示为潜在的阴

道组织刺激物。

D.6.4 试验材料

固体或液体试验材料应按附录 A 的规定进行制备。

D.6.5 动物与管理
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应使用健康、初成年的雌性白化兔，同一品系, 体重不低于 2kg。 如使用其他种属应经过论证。

动物应达到其生殖道已充分发育足以应用试验样品的年龄。动物应无育并未孕。

应使动物适应环境，并按 ISO10993-2 的规定饲养。

初试应至少使用 3只动物评价试验材料，另取 3 只动物作为对照组。

初试反应如为可疑或不明确时，应考虑进行复试。

每次试验操作前应检查动物阴道溢液、水肿和/或其他感染、刺激和/或损伤迹象。在动物发情期阶

段也应检查阴道，以避免由于阴道的生理变化而作出假阳性反应判定。

D.6.6 试验步骤

将一短软管(6cm)或一钝头插管与一容量大于 1mL 的注射器连接，注射器和导管注满后可使动物能

接受 1mL 试验样品。 应为每只动物分别准备一套注射器和连接导管。

将动物置于固定器中固定，以便于接触阴道。或用固定器具将动物束缚住后再固定其后肢，以暴露

出阴道。

导管可用对照液或适当的润滑剂湿润处理。

提起动物尾巴暴露出阴道口，然后将湿润处理过的导管轻柔地插入阴道，用注射器注入 1mL试验

样品。 抽出导管并以适当的方法处置掉。

由于动物个体阴道容积的差异性，试验样品注入时或注入后可能会有溢出，可用软纸巾轻轻拭去溢

出的液体。

每次间隔（24±2）h重复上述步骤，至少连续 5天。其他处理方案(如基于临床使用)应进行论证并

记录。

对于长期重复接触试验，应根据预期临床应用情况确定接触次数、持续时间和间隔时间。

D.6.7 动物观察

初次接触后（24±2）h和每次试验操作前注意并记录阴道口和会阴部位溢液、红斑和水肿迹象。

对于出现过度溢液、红斑或难以给药的动物，应无痛处死后做组织学检查(见 D.6.8.1 和 D.6.8.2)。

D.6.8 结果评价

D.6.8.1 肉眼观察评价

末次接触后（24±2）h人道处死动物，完整切下阴道后纵向剖开，检查上皮组织层的刺激、损伤以

及坏死迹象。

将取下的阴道组织放入适当的固定剂中固定后进行组织学检查。每块阴道组织应取其两端和中央三

部分。

将接触过试验材料的动物阴道与对照动物的阴道进行比较。

记录并描述肉眼观察下每只动物阴道组织的状况，注意试验组与对照组之间的差别。

注：这些观察可能有助于组织学评价。

D.6.8.2 组织学评价

应由病理学家对阴道组织的刺激作用进行评价，病理学家可根据表 D.3 给出的系统对每个组织进行

记分。

将试验组所有动物的显微评价记分相加，加和除以观察动物个数，得到试验组平均值。最大记分为

16。

对照组同法计算。

对照组动物出现显微镜评价总分大于 9时，表明试验操作中可能造成损伤。 如其他试验或对照动
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物出现同样的高分时，可能有必要进行复试。

试验组平均记分减去对照组平均记分即得出刺激指数（见表 D.4）。
对于长期重复接触试验，可将表 D.3修改为适合于对有关慢性刺激组织反应的评价。

D.6.9 试验报告

试验报告应包括:

——使用的国际标准(包括其出版年份)；

——试验样品的描述；

——试验样品的预期用途/应用；

——制备试验样品所用方法的详细描述；

——试验动物的描述；

——接触方法；

——试验位点记分是如何进行的；

——观察记录；

——组织学评价；

——结果评定；

——任何对试验方案的偏离；

——观察到的任何异常表现；

——试验日期。
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D
E

附 录 E

（规范性）

人体皮肤刺激试验

E.1 总则

下列要求适用于除ISO 14155之外的范围，这些要求更具有特异性。

E.2 原理

将试验材料单剂量封闭贴敷于志愿者皮肤上。通过短时间接触试验材料将刺激保持在最低限度。但

在某些情况下，较长的接触期可能也适用[11][26]。
本试验通过测定志愿者中出现皮肤刺激反应的比例来进行评价，这些反应与阳性对照材料引起的反

应具有相关性。

E.3 方法描述

E.3.1 志愿者选择

本文件设计用于健康志愿者。选择的志愿者应至少18岁，无孕并不在哺乳期。此外已知对试验材料

过敏或显示任何皮炎症状的人员应排除于试验之外。选择志愿者的过程应由皮肤病专家或其他有资格的

人员进行监督。

E.3.2 剂量制备

液体试验材料一般使用时不稀释。固体材料试验时，可用少量水（通常200µl）或在必要时用其他

适宜的介质湿润试验材料，以保证试验材料与皮肤良好的接触性。应考虑固体材料的结构并应证实所用

试验材料制备方法的合理性。使用湿润过的样品时，应注意保证每一受试者接受试验材料的剂量相同。

试验中每一受试者湿润用水量应相同并记录用水量。

使用介质时，应考虑到介质对试验材料引起的皮肤刺激反应的影响。当使用除水之外的介质作为固

体材料的湿润剂时，应考虑给每一受试者设置空白液体（空白）贴敷。

E.3.3 步骤

E.3.3.1 志愿者人数

本试验应至少由30名志愿者组成，其中，男性或女性所占比例不能少于三分之一。

E.3.3.2 试验材料应用

将试验材料贴敷于人体皮肤的适宜位置，如上臂外侧，然后用带有纱布块的封闭性包扎带固定。志

愿者的应用部位应相同并应记录。敷贴片直径一般应至少为1.8cm，最好是2.5cm。采用适宜的无刺激性

敷料及胶带固定敷贴片，使其在试验期间能与皮肤接触。

敷贴片应能向皮肤单位面积内释放足够的试验材料剂量，一般认为约50mg/cm
2
～100mg/cm

2
为宜。在

应用液体试验材料时，通常向纱布片上滴加200µl～400µl，直至其湿润。试验固体材料时则将200mg试

验材料湿润后加到纱布块上，也可将纱布块湿润并使试验材料覆盖整个试验部位。

E.3.3.3 接触时间

为了避免不可接受的强烈反应，应采用谨慎的方法进行试验。连续贴敷过程会产生阳性反应，但并

非严重的刺激反应。可逐渐增加敷贴片接触时间，从15min和30min 开始，直至1h、2h、3h和4h。如有



GB/T 16886.23—20XX/ISO 10993-23:2021

45

足够的迹象表明接触1h不会引起强烈反应，则可省略15min和/或30min 的接触时间段。在短期接触未产

生皮肤刺激反应（至少评价至试验后48h）的情况下，可在另外一个新的皮肤部位进行长期贴敷，包括

24h在内的封闭性贴敷，以保证能充分评定迟发型刺激反应。

长期接触试验时要将试验材料贴敷在未试验过的皮肤部位。

接触期结束后应除去残余的试验材料，可采用水或其他不改变表皮当前反应或整体状况的适宜溶剂。

E.3.3.4 短期接触

除了按E.3.3.3的描述逐渐增加应用时间外，如怀疑材料可能会导致严重的刺激反应，应减少接触

时间，可在志愿者试点组进行试验。根据得出的数据确定试验进程，随后再敷贴时应在（48±2）h、（72

±2）h读数后进行。

E.3.3.5 临床观察和皮肤反应等级

检查敷贴部位是否有刺激反应迹象，在除去敷贴片后立即对反应分级，并分别在（1±0.1）h～(2

±1)h、(24±2)h、（48±2）h和（72±2）h时进行分级。必要时要测定反应的可逆性，观察期可超过

72h。此外，应准确描述试验前后皮肤的状况（如色素沉着和水合程度）。按照表E.1对皮肤刺激反应分

级并记录。

表 E.1 人体皮肤刺激试验分级表

反 应 描 述 等级

无反应 0

微弱阳性反应（轻微红斑和/或接触区域大面积干燥） 1

中度阳性反应（明显的红斑或干燥，可能超出接触区） 2

重度阳性反应（重度及扩散性红斑伴水肿和/或焦痂形成） 3

有些志愿者在接触时间少于4h时即产生1级或1级以上的反应，则可推知如接触试验材料4h时将会出

现更强烈的反应。志愿者一旦出现了1级或更严重的反应，就没有必要再进行试验，但可能还需继续进

行观察，以对志愿者进行适当的护理。除了观察刺激反应外，还应对其他反应进行记录并充分描述。例

如，在除去敷贴片后，应培训志愿者就敷贴接触发表意见（如感觉方面），并还应培训评定人员注意即

时反应（如荨麻疹）。这些观察并不一定表明有刺激反应，但如果注意到了这些现象就应写入到试验报

告中。如果这些现象很明显，在试验中就应对此加以考虑，以保证志愿者得到适当的护理。

获得的判定数据是志愿者接触试验材料4h时发生或预期发生皮肤刺激反应的数量。个体发生反应

（如果有）所需的时间不作为评价结果的一部分，仅用于使志愿者能得到适当的护理。

E.3.3.6 阳性对照物质选择说明

由于人体对刺激物的反应各异，所以试验应包括阳性对照，以确定试验组检测试验混合物刺激反应

的适用性。最好使用20%的SDS作为阳性对照，因其刺激作用已经过充分表征（见附录F）。其他对照物

经确认后也可使用。

可用常规阳性对照作为试验参照。皮肤刺激反应并非一种绝对现象，所有的材料都能引起皮肤刺激，

只是取决于剂量多少和接触性质及程度大小的问题。因此，人体皮肤刺激试验一般要进行比较，并应与

已知的化学刺激性联系起来进行评价。

E.4 数据和报告

E.4.1 数据
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应采用表格形式对包括阳性和阴性对照材料结果在内的数据进行总结，显示出除去敷贴片后(24±

2)h、（48±2）h和（72±2）h时每个志愿者的刺激反应得分和观察到的任何其他反应。

E.4.2 数据评价/解释

本试验的目的是测定材料在急性接触时是否具有明显的皮肤刺激潜在危害。因此，如果材料在受试

者中引起皮肤刺激反应的频率等于或高于阳性对照，则认为该材料为明显的皮肤刺激物。另一方面，如

材料在受试者中引起皮肤刺激的频率确实明显小于阳性对照，则不应认为是明显的皮肤刺激物。值得注

意的是，不应将志愿者护理过程中产生的临时数据与终点数据相混淆，终点数据即指受试者显示刺激反

应的比率。同时还要结合试验材料的一般性皮肤刺激潜力，注意不要混淆个别志愿者在皮肤刺激敏感性

方面的差异。

E.4.3 试验报告

试验报告应按照ISO 14155的要求，人体皮肤刺激试验具体报告应包括下列信息：

a） 伦理方面的考虑和志愿者自愿的确认；

b） 试验材料：

1)物理性质和相关的理化特性；

2)识别数据；

c）介质：

1) 选择用于湿化某一固体试验材料的介质的识别和论证；

d） 志愿者：

1)应用试验材料的志愿者的人数；

2)志愿者的年龄、性别分布情况；

e） 结果：

1)在 0h、（1±0.1）h～(2±0.2)h、(24±2)h、（48±2）h 和（72±2）h 时的反应率和在其他时

间的反应得分；

2)每一观察时间段内每一志愿者的刺激反应数据列表（在除去敷贴片后(24±2)h、（48±2）h

和（72±2）h 时刺激反应率的总结）；

3)对观察到的所有刺激反应的描述；

4)对观察到的其他非刺激反应的描述；

5)结果的统计学处理（与阳性对照的对比，如用 Fisher's 试验）；

6)如果在人体试验之前进行过体外或体内动物试验，应对其进行描述并加以参考，包括详细步

骤、试验和参照材料试验结果；

f) 结果讨论。

g) 使用的国际标准(包括其出版年份)；
h) 任何对试验方案的偏离；

i) 观察到的任何异常表现；

j) 试验日期。
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附 录 F

（资料性）

刺激试验背景信息

由于体外模型的研发和更频繁使用人类志愿者，采用实验动物进行皮肤刺激试验一直在减少。生物

工程或非侵入性、客观的测量方法被用来量化刺激反应，从而减少了对更主观的肉眼读数评判的依赖。

最近，RhE模型在检测医疗器械浸提液[6]中刺激性化学物的应用得到了评价。与OECD 439相比，对RhE

模型进行了一些调整以使其适用于检测医疗器械浸提液中刺激物的(低)水平。同时，已经获取了数十年

的用白兔进行Draize皮肤刺激试验的经验。该方法见OECD 404。在纱布敷贴片下将试验材料置于去毛后

背部完好的部位。用三只兔子进行接触。敷贴片用胶带固定，动物的整个躯干用半封闭或封闭敷料包裹

(4±0.5)h。4 h后，移除敷贴片，清理试验部位，1 h后对红斑和水肿的反应结果进行记分。(24 ± 2)

h、(48 ± 2) h和(72 ± 2) h也要记分。

在小动物体上进行的皮肤刺激试验有助于鉴别出人体皮肤和/或粘膜组织的潜在刺激物。原发性刺

激物是一种能导致皮肤炎症病变的材料，即一种以炎症为特征的直接损害反应，或是重度刺激、皮肤水

泡和/或坏死症状。

在“化学物质毒效注册”(RTECS)中，大量使用家兔的皮肤刺激试验资料证实，家兔为首选试验动

物。在超过2000例的RTECS试验结果报告中，有85％是使用家兔, 7.5％应用于人，4％使用小鼠，3％使

用豚鼠。因此在公开文献中，大多数有效数据都是由家兔试验所得。除非器械的预期用途指示，试验部

位无需擦伤，因为本试验多年的经验表明擦伤部位与未擦伤部位之间的反应性是相同的。

皮肤刺激试验结果可能由于许多与试验相关因素的变化而发生改变，诸如宿主（试验对象？）、试

验剂量、敷贴片尺寸、封闭程度、接触时间、介质、读数时间和读数质量等因素。因此，在人体皮肤刺

激试验中包括已知的阳性和阴性对照材料是很重要的，这样可将试验材料与对照材料进行比较得出相应

的结果。纯度≥99％的SDS是首选阳性对照材料，SDS是临床研究中应用最广泛的对照刺激物。见参考文

献[2] [14] [27]。SDS容易获取到并且无其他不良作用。壬酸与SDS作用方式不同，也可用作阳性对照。

见参考文献[24] [25]。

SDS接触可用于测定志愿者并作为一个参照点。按照欧盟准则（88/379/EEC，1988年6月7日的委员

会指令），SDS被分类为皮肤刺激物。但是SDS达到或接近被视为皮肤刺激物的化学物临界水平并未明确。

这样比起使用纯材料更适宜的方式是采用SDS的最低水平作为一参照点，目前至少有一个区域性组织（欧

盟）将20％（质量浓度）的SDS水溶液看作明显的急性皮肤刺激物。见参考文献[27]。

兔眼刺激试验也已开发用于预测人眼的刺激性[28]。Draize发表了有助于眼刺激反应评价的记分系

统[8]。作为眼损伤评价辅助的图示指南也已发表。

几种眼刺激体外替代试验已被评价。然而，单独的体外试验可能不能取代覆盖所有体内终点的体内

眼刺激试验。尽管如此，在一个(分层)测试策略中，几种替代试验方法的策略性组合能够替代 Draize 眼
试验。在 EURL ECVAM工作组内，这种化学品分层测试策略的一个可能的概念框架被开发出来[23]。
该框架基于检测严重刺激物质（EU R41；GHS“第 1 类”）或非刺激性物质（EU“非分类”；GHS“未分

类”） 能力各不相同的眼刺激替代方法。根据这一框架，可以通过可从任一端操作的分层策略中安排试

验来解决整个刺激范围：先检测严重刺激物解决没有刺激性（ “自上而下方法”）或者相反地，先从非

刺激物的识别开始（ “自下而上方法”）。中度刺激性在两种方法的最后一层解决。

已经有很多基于与 “眼刺激”终点有关的体外方法的 OECD 试验指南：OECD 437、OECD 438、
OECD 460、OECD 491和 OECD 492。这些测定化学品刺激性的指南基于经验证（通过 ICCVAM、

EURL ECVAM、JaCVAM或其他）的体外试验。这些指南描述了牛角膜混浊和渗透性测试方法(见
OECD 437)，离体鸡眼试验法(见 OECD 438)，使用在半透性插入物上生长的细胞进行荧光素泄漏

试验的方法(见OECD 460) 和由基于细胞毒性在融合的单分子层兔角膜上皮(SIRC)细胞上进行的体

外试验组成的体外短时间暴露试验方法(见 OECD 491)，以及使用人重建角膜样上皮的试验，即所



GB/T 16886.23—20XX/ISO 10993-23:2021

48

谓重建人类角膜样上皮(RhCE)试验(见 OECD 492)。这些 OECD试验均未经医疗器械浸提液验证。
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