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YY/T 0606((组织工程医疗产品》已经或计划发布以下部分:

— 第2部分:术语;

— 第3部分:通用分类;

— 第4部分:皮肤替代品(物)的术语和分类;

— 第5部分:基质及支架的性能和测试;

— 第6部分:工型胶原蛋白;

— 第7部分:壳聚糖;

— 第8部分:海藻酸钠;

— 第9部分:透明质酸钠;

— 第10部分:修复或再生关节软骨的植人物的体内评价;

— 第12部分:细胞、组织、器官的加工处理指南;

— 第13部分:细胞自动计数法;

— 第14部分:评价基质及支架免疫反应的试验方法:ELISA法;

— 第15部分:评价基质及支架免疫反应的试验方法:淋巴细胞增殖试验;

— 第16部分:保存指南;

— 第17部分:外源性因子评价指南;

— 第18部分:海藻酸盐凝胶固定或微囊化指南;

— 第19部分:修复和替代骨组织植人物骨形成活性的体内评价指南;

— 第20部分:评价基质及支架免疫反应的试验方法:细胞迁移试验;

— 第24部分:可吸收生物材料植人试验评价规范;

— 第25部分:动物源性生物材料DNA残留量测定法:荧光染色法;

— 第26部分:聚合物支架微结构评价指南。

本部分为YY/T 0606的第15部分。

本部分按照GB/T 1.1-2009给出的规则起草。

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。

本部分由国家食品药品监督管理总局提出。

本部分由中国食品药品检定研究院归口。

本部分起草单位:中国食品药品检定研究院。

本部分主要起草人:方玉、杜晓丹、郭婷婷、杨晓芳、王春仁、奚廷斐。





YY/T 0606.15-2014

          组织工程医疗产品

第 15部分:评价基质及支架免疫反应的

    试验方法:淋巴细胞增殖试验

范围
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术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

基质 substrate

组织工程医疗产品中作为细胞或生物分子生长、支持或输送载体的原材料。

支架 scaffold

促进替代、修复或再生组织的细胞或生物活性因子迁移、结合或输送的支持物、释放载体或基体。
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4 缩略语

下列缩略语适用于本文件。

ConA:刀豆球蛋白A

PHA:植物凝集素

RPMI 1640:一种专用生长培养基

5 淋巴细胞增殖试验

5.1 原理

    抗原刺激淋巴细胞产生各种细胞因子或白介素，这些细胞因子/白介素将激活并刺激淋巴细胞等分

化，从而使增殖反应放大。

5.2 材料和检测标本

    基质/支架(以下统称为材料)或其中的已知成分，以及依据GB/T 16886.12制备的材料浸提液均

可作为免疫学实验材料。

    注:当采用材料浸提液作为免疫学实验材料时应对浸提条件的有效性进行论证.

    检测标本可以来自于依据GB/T 16886.6和GB/T 16886.10进行的刺激及致敏试验或植人试验的

动物血液、器官和组织或活检标本，也可采用相应的临床追踪的患者血液和活检标本;还可以用各种抗

原免疫动物(兔或小鼠)获得标本。实验需使用活细胞，可取自外周血、腹腔渗出液、肺泡灌洗液、撕碎或

研碎的淋巴器官。

5.3 实验设计分组

5.3.1 体外抗原刺激方式

    当采用体外抗原刺激方式时可考虑分为以下四组，建议每组至少3支平行管:

    a) 细胞对照组;

    b) 细胞加有丝分裂原( PHA/ConA) ;

    c) 细胞加浓度1抗原(材料或浸提液);

    d) 细胞加浓度2抗原(材料或浸提液)。

    注:推荐多克隆T细胞刺激原(有丝分裂原)(例如PHA或ConA)作为体外抗原刺激的阳性对照。

5.3.2 体内抗原刺激方式

    当采用体内抗原刺激方式时，可将实验动物分为:

    a) 阴性对照组(溶剂空白或手术空白);

    b) 阳性对照组(已知特异性阳性抗原);

    c) 试验材料组(推荐设三个剂量组)。

    注:推荐采用已知特异性阳性抗原作为体内抗原(刺激)的阳性对照.

5.4 推荐操作步骤

5.4.1 采用适当的方法分离淋巴细胞(如使用淋巴细胞分离液、红细胞裂解液)，并将其悬浮在生长培

养基中(RPMI1640，含10%胎牛血清和1%浓度为30 mg/mL的谷氨酞胺溶液)，调整细胞浓度至

    2



YY/T 0606.15-2014

106个细胞/mL,

    注:试验应在无菌环境下操作.除青霉素/链霉素或庆大霉素外，不建议在培养液中使用其他的抗生素，因为它们

        的作用模式可能会影响到细胞的反应。

5.4.2 将淋巴细胞悬液分配到试管中，每个标本至少2支平行管，每管1 mL,

5.4.3 将上述试管置于37℃培养7d，有丝分裂原的反应峰值出现在第4天，抗原的反应峰值出现在

第 7天。

5.4.4 培养7d后，向培养基中加人2H一胸腺啥吮核昔或’251_胸腺啥吮核昔继续培养4 h--6 h,

5.4.5 收集细胞(通常采用过滤清洗的方法)，检测同位素的掺人量。MTT作为一种简便的细胞增殖

染色标记，其应用越来越多，也可以用Alamar Blue等。

    上述试验也可采用微孔培养板进行。每个标本至少2个平行孔。建议进行预试验确定培养时间。

    抗原与有丝分裂原联合使用可用于检测免疫抑制。

数据分析

体外抗原刺激

    将抗原存在下的同位素掺人量(采用MTT法时为光密度值，采用Alamar Blue时为还原率)与细

胞对照组比较。有丝分裂原用于确认检测系统运行是否正常。允许将抗原与有丝分裂原引起的反应进

行比较。

体内抗原刺激

    将实验组的同位素掺人量(采用MTT法时为光密度值，采用Alamar Blue时为还原率)与阴性对

照组比较。已知特异性阳性抗原用于确认检测系统运行是否正常。
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