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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 14233《医用输液、输血、注射器具检验方法》的第 2部分。GB/T 14233已经发布

了以下部分：

——第1部分：化学分析方法；

——第2部分：生物学试验方法。

本文件代替 GB/T 14233.2-2005《医用输液、输血、注射器具检验方法 第 2 部分：生物试验方法》，

与 GB/T 14233.2-2005相比，除结构调整和编辑性改动以外，主要技术变化如下：

——删除了无菌试验（见 2005 版的第 3 章）；

——删除了细菌内毒素试验（见 2005 版的第 4 章）；

——增加了浸提液制备方法（见第 4 章）；

——修改了热原试验、急性全身毒性试验、溶血试验、细胞毒性试验、致敏试验、皮内反应试验的

浸提液制备方法（见 5.5.1、6.5.1、7.2.4、8.5.4.1、9.5.3、10.5.2，2005 版的 5.5.1、6.5.1、

7.4、8.5.4.2、9.5.3、10.5.2）；

——修改了急性全身毒性试验注射后动物反应观察的时间点（见 6.5.3，2005 版的 6.5.3）；

——修改了有急性全身毒性反应的结果判定原则（见 6.5.4，2005 版的 6.5.4）；

——将“与血液（器械）相互作用试验”更改为“与血液相互作用试验”，整合了相关试验，并在

“试验步骤和判定原则”引用相关行业标准（见第 7章，2005 版的附录 B）；

——增加了溶血试验间接接触试验（见 7.2.1，2005 版的 7.1）；

——修改了溶血试验新鲜稀释抗凝兔血制备方法（见 7.2.5，2005 版的 7.5）；

——修改了细胞毒性试验用的试剂和浸提介质（见 8.2和 8.5.2，2005 版的 8.2 和 8.5.2），删除了

细胞培养常用溶液和培养液制备方法（见 2005 版的 8.4.2 和附录 C），增加了四唑盐(MTT)染

色液的制备方法（见 8.4.2）；

——删除了植入试验（见 2005 版的第 11 章）；

——删除了亚急性（亚慢性）全身毒性试验（见 2005 版的附录 A）。

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。

本文件由全国医用输液器具标准化技术委员会（SAC/TC 106）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：

——1993年首次发布为GB/T 14233.2-1993，2005年第一次修订；

——本次为第二次修订。
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引 言

本文件给出的生物学试验方法是根据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》的基本原则，在GB/T 16886系列标准和中国药典四部中相应试验方法学原理和试验步

骤的基础上，根据医用输液、输血、注射器具的特性和生物学评价需求制定而成，因此本文件是与GB/T
16886系列标准和中国药典方法具有方法学等同性、适用于医用输液、输血、注射器具生物学性能检验

的方法标准。

对于接触时间超过30 d的持久接触的产品或没有安全应用史的新材料、新工艺制备的产品，还可能

需要在风险评估的基础考虑更多的评价终点，如亚急性或（亚）慢性毒性、遗传毒性、致癌性、免疫毒

性、生殖/发育毒性或其他器官特异性毒性。

GB/T 14233《医用输液、输血、注射器具检验方法》拟由三个部分构成。

——第 1部分：化学分析方法。目的在于给出医用输液、输血、注射器具的化学分析方法。

——第 2部分：生物学试验方法。目的在于给出医用输液、输血、注射器具的生物学试验方法。

——第 3部分：微生物学试验方法。目的在于给出医用输液、输血、注射器具的微生物学试验方

法。
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医用输液、输血、注射器具检验方法 第 2 部分：生物学试验方法

1 范围

本文件规定了医用输液、输血、注射器具生物学试验方法。

本文件适用于医用输液、输血、注射器具。

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。

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—2022,ISO

10993-4:2017,IDT）

GB/T 16886.10 医疗器械生物学评价 第 10 部分：刺激与致敏试验（GB/T 16886.10—2017,ISO

10993-10:2010,IDT）

GB/T 16886.12 医疗器械生物学评价 第12部分：样品制备与参照样品（GB/T 16886.12—2017,ISO

10993-12:2012,IDT）

YY/T 0878.3-2019 医疗器械补体激活试验 第3部分：补体激活产物(C3a和SC5b-9)的测定

YY/T 1649.1-2019 医疗器械与血小板相互作用试验 第1部分：体外血小板计数法

YY/T 1649.2-2019 医疗器械与血小板相互作用试验 第2部分：体外血小板激活产物（β-TG、PF4
和TxB2）的测定

YY/T 1770.1 医疗器械血栓形成试验 第1部分：犬体内血栓形成试验

YY/T XXXX 医疗器械凝血试验方法

中华人民共和国药典 四部

3 术语和定义

本文件没有需要界定的术语和定义。

4 浸提液制备

4.1 通则

应按照 GB/T 16886.12中的规定，尽量模拟产品使用过程中所经受的条件(如产品的应用面积、时间、

温度等)。模拟浸提时间应不少于产品正常使用时间。当产品的使用时间较长时(超过 24 h)，应考虑采用

加速试验条件制备浸提液，但需对其可行性和合理性进行验证。

试验应在最终产品、取自最终产品中有代表性的样品或与最终产品以相同的工艺过程制得的材料、

或者以上样品或材料制备的适合的浸提液中进行。

4.2 主要设备

超净工作台、光学显微镜、恒温培养箱、恒温水浴箱、压力蒸汽灭菌器、电热干燥箱。

4.3 浸提容器

除另有规定，浸提应在洁净、化学惰性、密闭的容器中进行。

为确保浸提容器不干扰试验材料浸提液，浸提容器应为：
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a) 硼硅酸盐玻璃试管，其密封盖内衬为惰性材料（如聚四氟乙烯）；

b) 特定材料和/或浸提程序所需的其他惰性浸提容器。

4.4 浸提介质

浸提时应使用极性和非极性两种浸提介质。在某些器械特定的情况下，仅在一种浸提介质（极性或

非极性）中进行浸提可能是适宜的。如果只在一种介质中浸提，则应提供理由。常见的浸提介质有：

a) 氯化钠注射液；

b) 新鲜精制植物油（如棉籽油或芝麻油）；

注：本文件各试验中所用新鲜精制植物油推荐采用符合药典规定的棉籽油或芝麻油，也可使用其他经验证证实无生

物学毒性反应的植物油。

c) 无血清或含血清的哺乳动物细胞培养基。

4.5样品的选择与制备

推荐在表 1中选择浸提液制备方法。

表 1 浸提液制备方法

序号 浸提液制备方法 适用产品说明

1

取样品的厚度均匀部分，切成 1cm长的段，按样品内外总表面积（cm2）与浸提介质(mL)

的比为 3∶1(或 6:1)的比例加浸提介质，加盖后在 37℃±1℃下放置 72h（使用时间不超过 24

h），或置于压力蒸汽灭菌器中，在 121℃±1℃加热 1 h（使用时间超过 24 h），冷至室温作

为浸提液。

取同体积浸提介质置于玻璃容器中,同法制备空白对照液。

体内导管或体外

输注管路产品。

2

样品中加浸提介质至公称容量，在 37℃±1℃下恒温 72 h（使用时间不超过 24 h），或

70℃±1℃条件下浸提 24 h（使用时间超过 24 h）。将样品与液体分离，冷至室温，作为浸提

液。

取同体积浸提介质置于玻璃容器中,同法制备空白对照液。

容器类产品。

3

取样品，按样品适当重量如 0.1g或 0.2ga加 1mL)的比例加浸提介质，在 37℃±1℃下恒温

72 h（使用时间不超过 24 h）, 或置于压力蒸汽灭菌器中，在 121℃±1℃加热 1 h（使用时间

超过 24 h）。将样品与液体分离，冷至室温，作为浸提液。

取同体积浸提介质置于玻璃容器中，同法制备空白对照液。

不规则产品。

4

取样品，按样品重量（g）或表面积（cm2）加除去吸液量以外适当比例的浸提介质，

37℃±1℃条件下，浸提 72 h, 将样品与液体分离，冷至室温，作为浸提液。

取同体积浸提介质置于玻璃容器中，同法制备空白对照液。

吸水性材料的产

品。

注 1：温度的选择宜考虑临床使用可能经受的最高温度，若为聚合物，温度应选择在玻璃化温度以下。

注 2：当选择细胞培养基为浸提介质时，浸提条件为 37℃±1℃下恒温 24 h。
a0.1 g/mL比例适用于不规则形状低密度孔状的固体产品；0.2 g/mL 比例适用于不规则形状的固体产品。

5 热原试验

5.1 目的

本试验系将产品浸提液注入家兔静脉, 在规定的时间内观察家兔体温升高的情况, 以判定供试品是

否具有潜在的材料致热作用。

5.2 试剂

氯化钠注射液。

5.3 主要设备
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超净工作台、电热干燥箱、电热恒温水浴箱、压力蒸汽灭菌器、热原测试仪。

5.4 试验前准备

5.4.1 器具除热原

与供试液接触的所有玻璃器皿置电热干燥箱内 180 ℃干烤至少 2 h，或 250 ℃干烤至少 30 min。

也可采用其他适宜的方法除热原。

5.4.2 测温器具

家兔体温测试应使用精密度为±0.1℃的热原测温仪或肛门体温计。

5.4.3 实验室环境

在试验前 1 d～2 d，供试用家兔应处于同一温度环境中，实验室和饲养室的温度相差不得大于 3 ℃,
实验室温度应为 17 ℃～25 ℃。

在试验全过程中，室温变化不大于 3 ℃，防止动物骚动并避免噪音干扰。

5.4.4试验用家兔

按中国药典四部附录《热原检查法》中规定挑选试验用兔。

5.5 试验方法

5.5.1 供试液制备

按第 4章规定选择适宜的浸提条件。

5.5.2 试验步骤

按中国药典四部附录《热原检查法》中规定进行，家兔注射剂量为 10 mL/kg。
5.5.3 结果判定

供试品经初试或复试后符合中国药典四部附录《热原检查法》中规定时，均判定无材料致热作用。

5.6 试验报告

试验报告中宜给出下列信息：

a) 供试品名称；

b) 生产批号；

c) 供试液制备方法；

d) 注射剂量；

e) 家兔体温记录；

f) 结果判定。

6 急性全身毒性试验

6.1 目的

本试验系将产品浸提液注入小鼠静脉和腹腔内，在规定时间内观察小鼠有无毒性反应和死亡情况，

以判定供试品是否具有潜在的急性全身毒性作用。

6.2 试剂

氯化钠注射液、新鲜精制植物油。

6.3 主要设备和器具

压力蒸汽灭菌器、电子天平、皮下注射器。

6.4 试验前准备

6.4.1 器具灭菌

与供试液接触的所有器具置压力蒸汽灭菌器内 121℃ 30min。
6.4.2 试验动物准备

6.4.2.1 试验采用健康、初成年小鼠，同一品系并同一来源，雌鼠无孕，体重 17g～23g。在试验前使

小鼠适应实验室环境。做过本试验的小鼠不得重复使用。

6.4.2.2 每种浸提液用小鼠 10只，随机分为供试品和浸提介质对照两组，每组５只。复试时每组取 18g～
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19g的小鼠 10只。

6.5 试验方法

6.5.1 供试液制备

按第 4章规定选择适宜的浸提条件。同条件制备浸提介质对照液。

6.5.2 供试液注射

6.5.2.1 自尾静脉分别注入氯化钠注射液浸提液和介质对照液，以不超过 0.1 mL/s的恒定速度注射，注

射剂量为 50 mL/kg。
6.5.2.2 由腹腔分别注入植物油浸提液和介质对照液，注射剂量为 50 mL/kg。
6.5.3 注射后动物反应观察

注射完毕后, 观察小鼠即时反应，并于 4 h、24 h、48 h和 72 h观察和记录试验组和对照组动物的

一般状态、毒性表现和死亡动物数，在 24 h、48 h 和 72 h时称量动物体重。动物反应观察判定按表 1
规定。

表 1毒性反应观察

反应程度 症 状

正常，无症状 注射后无毒性症状。

轻微 注射后有轻微症状但无运动减少、呼吸困难或腹部刺激症。

中度
注射后出现明显的腹部刺激症状、呼吸困难、运动减少、眼睑下垂或腹泻

重度
注射后出现虚脱、发绀、震颤或严重腹部刺激症状、腹泻、眼睑下垂或呼吸困难

死亡 注射后死亡。

6.5.4 结果判定

6.5.4.1 在 72 h观察期内，试验组动物的反应不大于对照组动物，则判定供试品无急性全身毒性反应。

6.5.4.2 如试验组动物有 2只或 2只以上出现中度毒性症状或死亡，或 3只或 3只以上出现体重下降超

过 10％，则判定供试品有急性全身毒性反应。

6.5.4.3 如试验组动物出现轻微毒性症状，或不超过１只动物出现中度毒性症状或死亡，或虽无毒性症

状但组内动物体重普遍下降，则另取小鼠 10只为１组进行复试，复试结果符合 6.5.4.1要求，判定供

试品无急性全身毒性反应。

6.6 试验报告

试验报告中宜给出下列信息：

a) 供试品名称；

b) 生产批号；

c) 供试液制备方法；

d) 注射剂量；

e) 动物反应情况；

f) 结果判定。

7 与血液相互作用试验

7.1 通则

根据产品预期临床用途并按照 GB/T16886.4的相关要求选择适宜的试验，合格与否的判定也应遵循
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GB/T 16886.4中确定的基本原则。

试验所用阴性对照品应是经临床应用认可的或经确认过的器械或材料。

下列试验从溶血、血栓形成、凝血、血小板、血液学和补体系统 6个方面对与血液接触器械进行血

液相互作用评价。

7.2 溶血试验

7.2.1 目的

本试验系将产品与血液直接或间接接触，通过测定红细胞释放的血红蛋白量以判定供试品的体外溶

血程度。本试验不适用于评价带药剂的产品。

7.2.2 试剂

氯化钠注射液、新鲜抗凝兔血。

注：采集时间不超过 24 h 的新鲜枸橼酸钠抗凝人体全血如经验证确认适用时可替代兔血用于本试验。

7.2.3 主要设备

电热恒温水浴、分光光度计、离心机。

7.2.4 供试品制备

7.2.4.1间接接触法

按第 4章规定选择适宜的浸提条件。

7.2.4.2直接接触法

由产品各组成部件称取 15g。管类器具切成约 0.5cm长小段；其他类型器具切成约 0.5cm×2cm条

状或相应大小块状。

7.2.5 新鲜稀释抗凝兔血制备

根据试验用血量由健康家兔心脏采血。取新鲜枸橼酸钠（0.109 mol/L/3.2%）抗凝兔血 8 mL，加氯

化钠注射液 10 mL稀释。

7.2.6 试验方法

供试品组每管加入供试品 5 g，或是按第 4章规定制备氯化钠注射液的浸提液 10 mL； 阴性对照组

每管加入氯化钠注射液 10 mL；阳性对照组每管加入蒸馏水 10 mL。每组平行操作 3管。

全部试管放入恒温水浴中（37±1）℃保温 30 min后，每支试管加入 0.2 mL稀释兔血，轻轻混匀，

置（37±1）℃水浴中继续保温 60 min。
倒出管内液体以 800 g离心 5 min。
吸取上清液移入比色皿内，用分光光度计在 545 nm 波长处测定吸光度。

7.2.7 结果计算

供试品组和对照组吸光度均取３管的平均值。阴性对照管的吸光度应不大于 0.03， 阳性对照管的

吸光度应为 0.8±0.3，否则应重新试验。

供试品溶血率按式（1）计算:
A - B

HR ＝──── ×100 ………………………………(1)
C - B

式中:
HR ── 供试品溶血率，％；

A ── 供试品组吸光度；

B ── 阴性对照组吸光度；

C ── 阳性对照组吸光度。

7.2.8 结果判定

根据产品预期临床用途和产品材料特性确定适宜的合格判定指标。

注：按本试验检验产品时，合格判定指标一般规定为溶血率小于 5%。

7.2.9 试验报告
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试验报告中宜给出下列信息：

a) 供试品名称；

b) 生产批号；

c) 试验方法；

d) 各组吸光度；

e) 供试品溶血率；

f) 结果分析和判定。

7.3 体内静脉血栓形成试验

7.3.1 目的

本试验系将产品植入动物静脉内，以评价供试品在试验条件下血栓形成的潜在性。

7.3.2 试剂

硫喷妥钠或其他麻醉剂、氯化钠注射液、75％乙醇溶液、肝素。

7.3.3 主要设备和器具

压力蒸汽灭菌器、静脉切开手术包。

7.3.4 试验前准备

7.3.4.1 供试品和手术器械采用适宜方法灭菌。

7.3.4.2 试验动物采用成年健康犬或羊至少 2 只。

7.3.5 供试品和对照品制备

供试品和阴性对照样切成约 15cm长的段。导管类供试品在试验前至少 24 h，将其两端用硫化硅橡

胶封堵。

7.3.6 试验步骤和结果判定

按照 YY/T 1770.1-2021进行。

7.3.7 试验报告

试验报告中宜给出下列信息：

a) 供试品名称；

b) 生产批号；

c) 供试品制备方法；

d) 试验方法；

e) 结果观察；

f) 结果分析与评价。

7.4 凝血试验

7.4.1 目的

本试验系将产品与人或动物静脉血液或血浆接触，通过观察供试品对凝血时间的影响，以评价供

试品是否为内源凝血系统激活物。

7.4.2 主要设备和器具

水浴摇床、恒温培养箱、离心机、凝血分析仪和/或酶标仪（根据试验项目选择）、枸橼酸钠抗凝的血液

采集管、带盖试管（聚乙烯或聚丙烯材质）等。

7.4.3 试剂

氯化钙、兔脑磷脂、新鲜枸橼酸钠抗凝人体全血或新鲜抗凝兔血、质量浓度 9g/L氯化钠注射液。

注： 0.1mol/L草酸钠溶液或 0.13mol/L枸橼酸钠溶液与人体全血或兔血比例为 1：9。

7.4.4 供试品和对照品制备

阳性对照品可采用天然橡胶或其他适宜材料。阴性对照选择高密度聚乙烯或其它适宜材料，对照样
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品（可选择）与试验产品同类型的上市产品。试验中所用血浆或全血作为空白对照。

7.4.5 试验步骤和结果判定

按照 YY/T XXXX进行。

7.4.6 试验报告

试验报告中宜给出下列信息：

a) 供试品名称；

b) 生产批号；

c) 试验方法；

d) 各组试管凝血时间记录；

e) 各组平均凝血时间和占空白对照的百分数；

f) 结果分析与评价。

7.5 医疗器械与血小板相互作用试验

7.5.1 目的

本试验通过测定与产品与血小板相互作用，以评价供试品对血小板功能的潜在影响。

7.5.2 试剂

新鲜枸橼酸钠抗凝人体全血或新鲜抗凝兔血。

7.5.3 主要设备和器具

血液分析仪、离心机、聚丙烯试管。

7.5.4 试验步骤和结果判定

按照 YY/T 1649.1-2019和 1649.2-2019进行。

7.5.6 试验报告

试验报告中宜给出下列信息：

a) 供试品名称；

b) 生产批号；

c) 试验方法；

d) 各组血小板数或血小板激活产物；

e) 结果分析与判定。

7.6 血液学试验

7.6.1 目的

本试验系将产品与人或动物血清接触，测定接触产品后血液中的白细胞和红细胞计数值，以判定供

试品对血液学的影响程度。

7.6.2 试剂

新鲜枸橼酸钠抗凝人体全血或新鲜抗凝兔血。

7.6.3 主要设备

血液分析仪、带摇床的水浴箱

7.6.4 供试品制备

由器械各组成部件切取试样，不同材料的组件分别测定。与血清接触比例按 GB/T 16886.12规定并

应根据器械材料特性确定适宜比例（例如 3 cm2：0.5mL 或 0.1g：0.5mL），应使供试品与血清充分接

触。

注：每一试管血清体积一般设置为 0.5mL，亦可根据试验需要加大血清体积。

7.6.5 对照组设置

阳性对照品可采用黑橡胶、玻璃珠或其他适宜材料。阴性对照选择高密度聚乙烯或其它适宜材料，对照
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样品（可选择）与试验产品同类型的上市产品。试验中所用全血作为空白对照。

7.6.6 试验步骤

7.6.6.1制备试验样品、阳性对照、阴性材料、已上市对照样品（如选择）和空白对照，各平行 3份。所

有材料置于试管中，剪成小块保证最大程度的全血接触，每管中加入适量全血。

7.6.6.2样品与全血在（37±2）°C水浴中 ，60r/min振荡（1±0.1）h。
7.6.6.3孵育 1h后，试管立即置于冰浴中，并立即转移全血至预先冰浴的新的聚丙烯试管中。

7.6.6.4 血细胞分析仪读取白细胞和红细胞值。

7.6.6.5 每管全血测定 2次。

7.6.7 结果计算和评价

7.6.7.1计算每管全血重复测定的平均值，报告为 1个白细胞和红细胞值，且 2次测定结果的变异系数必

须≤15 %。

7.6.7.1.2使用人血时，空白对照的白细胞应在（4.0~ 10.0）× 109/L，红细胞应在（3.5~ 5.5 ）× 1012/L
范围内。

7.6.7.3计算每组全血（试验样品、阴性对照、阳性对照、空白对照、已上市对照样品（如选择））的 3
个白细胞和红细胞值的平均值和标准差。每组 3管全血的白细胞和红细胞值必须在这个平均值的±20%
范围内，如果超出 20%，则重新进行试验。

7.6.7.4按下式计算试验样品、阳性对照、阴性对照、已上市对照样品（如选择）与空白对照的百分比：

C（%）=
B
A ×100%

式中：

A=试验样品、阳性对照、阴性对照或已上市对照样品（如选择）白细胞和红细胞平均值，

B=空白对照白细胞和红细胞平均值，

C=试验样品、阳性对照、阴性对照或已上市对照样品（如选择）白细胞和红细胞平均值与空白对

照相比的百分比（%）。

7.6.7.5阳性对照组的白细胞和红细胞计数值应低于阴性对照或阴性参照材料，且差异具有统计学意义（p
＜0.05）。

7.6.7.6试验样品与阴性对照相比的百分比应>80%，如试验样品与阴性对照相比的百分比＜80%，则与

上市对照器械之间的比较有助于判定试验器械/材料是否可能被临床接受或不接受。

7.6.7.7在用百分比进行结果判断的基础上，可同时考虑采用统计学分析进行评价，试验样品与阴性对照

或阴性参照材料采用方差分析方法进行统计学分析，如果 p值＜0.05则认为差异具有统计学意义。如果

试验样品与阴性对照或阴性参照材料之间无统计学差异，则认为试验样品通过测试。如果试验样品的结

果与阴性对照或阴性参照材料相比降低，且具有统计学差异，则试验样品与上市对照器械之间的比较有

助于判定试验器械/材料是否可能被临床接受或不接受。

7.6.8 试验报告

试验报告中宜给出下列信息：

a) 供试品名称；

b) 生产批号；

c) 试验方法；

d) 各管白细胞和红细胞计数值；

e) 各组白细胞和红细胞计数值；

f) 各组平均值与空白对照相比的百分比（%）；

g) 结果分析和评价。

7.7 补体激活试验
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7.7.1 目的

本试验系将产品与标准人血清接触，使用酶免疫测定技术检验补体系统活化期间形成的 C3a片段，

以判定供试品对人血清补体激活作用的程度。

7.7.2 试剂

标准人血清（NHS）、眼镜蛇毒因子（CVF）、酶免疫测定试剂盒。

7.7.3 主要设备

电热恒温水浴箱、酶标仪。

7.7.4 供试品制备

由器械各组成部件切取试样，不同材料的组件分别测定。与血清接触比例按 GB/T 16886.12规定并

应根据器械材料特性确定适宜比例（例如 3 cm2：0.5mL 或 0.1g：0.5mL），应使供试品与血清充分接

触。

注：每一试管血清体积一般设置为 0.5mL，亦可根据试验需要加大血清体积。

7.7.5 对照品设置

7.7.5.1 阴性对照（例如：高密度聚乙烯（HDPE））

7.7.5.2阳性对照（例如：眼睛蛇毒因子）

7.7.5.3空白对照（未接触材料的血清）

7.6.5.4已上市对照样品（已合法上市的同类医疗器械），供选择

7.7.6 试验步骤和结果判定

按照 YY/T 0878.3-2019进行。

7.7.7 试验报告

试验报告中宜给出下列信息：

h) 供试品名称；

i) 生产批号；

j) 试验方法；

k) 各组吸光度；

l) 各组 C3a浓度；

m) 供试品 C3a浓度值和（或）百分数；

n) 结果分析和评价。

8 细胞毒性试验

8.1 目的

本试验系将产品浸提液接触培养细胞，通过对细胞形态、增殖和抑制影响的观察，评价供试品对体

外细胞的毒性作用。

8.2 试剂

胰蛋白酶溶液、MEM培养基、胎（小）牛血清、四唑盐 (MTT)、二甲基亚砜（DMSO）。

8.3 主要设备和用具

超净工作台、CO2培养箱、恒温水浴箱、电冰箱、倒置显微镜、光学显微镜、压力蒸汽灭菌器、培

养板（皿）。

8.4 试验前准备

8.4.1 器具灭菌

与供试液接触的所有器具应采用可靠方法灭菌，置压力蒸汽灭菌器内 121 ℃，30 min，或置电热

干燥箱内 160 ℃，2 h。
8.4.2 MTT溶液制备
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MTT新鲜溶于不含酚红的MEM中，浓度为1 mg/mL。溶液采用注射过滤器（孔径≤0.22µm）经无菌过

滤法除菌。溶液宜当天使用。

8.5 试验方法

8.5.1 细胞株

试验用细胞株可采用 ATCC CCL1[NCTC clone 929(小鼠成纤维细胞)]或其他适宜细胞。试验采用传

代 48h～72h生长旺盛的细胞。

8.5.2 浸提介质

含血清或无血清细胞培养液。

8.5.3 对照样品

8.5.3.1 阴性对照样品可采用经确认过的不产生细胞毒性反应的材料，例如高密度聚乙烯。

8.5.3.2 阳性对照样品可采用经确认过的可重现细胞毒性反应的材料，例如用有机锡作稳定剂的聚氯乙

烯或体积分数为 5%的二甲基亚砜（DMSO）溶液。

8.5.4 供试液制备

8.5.4.1 无菌供试品直接取样制备供试液。未灭菌供试品宜采用与成品相同的灭菌过程或其他适宜方法

灭菌。

8.5.4.2 供试液制备方法按第 4章的规定。

8.5.5 细胞悬液制备

将已培养 48h～72h生长旺盛的细胞用消化液消化后加入细胞培养液，吸管吹打混匀后用血球计数

板在显微镜下计数，按式（2）计算细胞密度：

n
C= ── × 10 4 …………………………（2）

4
式中:
C ── 细胞密度，个/mL；

n ── 计数板四角四大格内细胞总数，个。

根据实测细胞密度，加入适量细胞培养液配制成试验要求密度的细胞悬液备用。

注：也可采用浊度仪测定细胞密度。

8.5.6 试验步骤

可选择下列之一方法进行试验：

a) MTT比色法：

将配制好的 1×104/mL细胞悬液接种于 96孔培养板，设空白对照、阴性对照、阳性对照和供试品

组，每组各设至少 6孔，每孔接种 100µl细胞悬液。置 CO2培养箱（含体积分数 5 %二氧化碳气体）37 ℃

培养 24 h后，弃去原培养液。空白对照组加入新鲜细胞培养液，阴性对照组加入阴性对照品浸提液，

阳性对照组加入阳性对照溶液或阳性对照品浸提液，供试品组加入试验样品浸提液，每孔 100 µl，置

CO2培养箱继续培养 72 h。
于更换培养液后的 72 h，置显微镜下观察细胞形态。每孔加入 20 µl质量浓度为 5 g/L的MTT溶液，

继续培养 4 h后弃去孔内液体，加入 150 µl DMSO，置振荡器上振荡 10 min，在酶标仪 570 nm和 630 nm
波长下测定吸光度，各组分别按式（3）计算相对增殖率：

A
RGR = ×100 ……………………………（3）

A0

式中:
RGR ──相对增殖率，%；

A ──供试品组（阴性、阳性组）吸光度；
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A0 ──空白对照组吸光度。

根据 RGR按表 2分级标准判定。阴性对照组的反应应不大于 1级，阳性对照组至少为 3级反应。

如阴性对照组和阳性对照组反应不成立时应重新试验。

表 2 细胞毒性反应分级

级别 相对增殖率（%）

0 ≥100

1 80～99

2 50～79

3 30～49

4 0～29

b) 显微镜观察法

将配制好的 1×105/mL细胞悬液接种于直径 35mm 培养皿内，每皿 2mL。置 CO2培养箱（含体积

分数 5%二氧化碳气体）37℃培养至近汇合单层细胞形成。

弃去原培养液。阴性对照组加入阴性对照品浸提液，阳性对照组加入阳性对照液或阳性对照品浸

提液，供试品组加入试验样品浸提液，每皿各加 2mL。每组平行操作 3皿，置 CO2培养箱继续培养 72h。
置显微镜下观察，按表 3分级标准判定。阴性对照组应为 0级反应，阳性对照组至少为 3级反应。

如阴性对照组和阳性对照组反应不成立时应重新试验。

表 3 细胞毒性反应分级

级别 反应程度 反应观察

0 无 细胞形态正常，贴壁生长良好，胞浆内有离散颗粒；无细胞溶解

1 极轻 至多 20%的细胞呈圆形，疏松贴壁，无胞浆内颗粒；偶见细胞溶解

2 轻微 至多 50%的细胞呈圆形，无胞浆内颗粒；明显可见细胞溶解和细胞间空区

3 中度 至多 70%的细胞呈圆形或溶解

4 重度 细胞层几乎完全破坏

注：其他适宜的方法见 GB/T 16886.5。

8.6 结果判定

在阴性对照和阳性对照产生预期反应的情况下，分析判定供试品细胞毒性反应程度。

注 1：本试验推荐的供试液检验浓度为 100%，适用于医用输液、输血和注射器具。其他类型产品亦可根据临床应用

情况调整供试液检验浓度，如 100%、75%、50%、25%等。

注 2：按本试验检验产品时，一般认为可接受的细胞毒性反应为不大于 2级。

8.7 试验报告

试验报告中宜给出下列信息：

a) 供试品名称；

b) 生产批号；

c) 供试液制备方法；
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d) 试验用培养基、细胞株和阴性、阳性及其他对照品；

e) 试验方法；

f) 细胞反应和其他情况；

g) 观察结果；

h) 结果判定。

9 致敏试验（最大剂量法）

9.1 目的

本试验系采用产品浸提液与豚鼠皮肤接触，以评价供试品在试验条件下引发致敏反应的潜在性。

9.2 试剂

氯化钠注射液、新鲜精制植物油、二硝基氯苯（dinitrochlorobenzene,DNCB）、十二烷基硫酸钠、

弗氏完全佐剂。

9.3 主要设备和器具

压力蒸汽灭菌器、电剃刀、皮下注射器、玻璃研钵。

9.4 试验前准备

9.4.1 器具灭菌

与供试液接触的所有器具置压力蒸汽灭菌器内 121℃ 30 min。
9.4.2 试验动物准备

按 GB/T 16886.10的规定。

9.4.3 弗氏完全佐剂制备

9.4.3.1 无水羊毛脂与液体石蜡的体积比为 4：6（冬季使用比例为 3：5）。将无水羊毛脂加热溶解后

取 40 mL置研钵中，稍冷却后边研磨边加液体石蜡， 直至 60 mL液体石蜡加完。置压力蒸汽灭菌器内

121℃ 30 min，即制备成弗氏不完全佐剂，4℃保存备用。

9.4.3.2 在弗氏不完全佐剂中按 4 mg/mL～5 mg/mL 加入死的或减毒的分枝杆菌（如卡介苗或结核杆

菌），即得弗氏完全佐剂。

9.5 试验方法

9.5.1 浸提介质

氯化钠注射液、新鲜精制植物油。

9.5.2 阳性对照液

质量浓度为 1g/L的二硝基氯苯溶液或其他能产生相应阳性反应的液体。

9.5.3 供试液制备

按第 4章规定选择适宜的浸提条件。同条件制备浸提介质对照液。

9.5.4 试验步骤和结果判定

按 GB/T 16886.10规定的“最大剂量致敏试验”进行。

9.6 试验报告

试验报告中宜给出下列信息：

a) 供试品名称；

b) 生产批号；

c) 供试液制备方法；

d) 试验剂量；

b) 试验部位观察记录；

c) 结果判定。

10 皮内反应试验
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10.1 目的

本试验系将产品浸提液注入家兔皮内，以评价供试品在试验条件下对接触组织的潜在刺激性。

10.2 试剂

氯化钠注射液、新鲜精制植物油。

10.3 主要设备和器具

压力蒸汽灭菌器、皮下注射器。

10.4 试验前准备

10.4.1 器具灭菌

与供试液接触的所有器具置压力蒸汽灭菌器内 121℃ 30min。
10.4.2 试验动物准备

按 GB/T 16886.10的规定。

10.5 试验方法

10.5.1 浸提介质

氯化钠注射液、新鲜精制植物油。

10.5.2 供试液制备

按第 4章规定选择适宜的浸提条件。同条件制备浸提介质对照液。

10.5.3 试验步骤和结果判定

按 GB/T 16886.10规定的“皮内反应试验”进行。

10.6 试验报告

试验报告中宜给出下列信息：

a) 供试品名称；

b) 生产批号；

c) 供试液制备方法；

d) 试验部位观察记分；

e) 结果判定。
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