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前 言

    GB/T 16886的本部分等同采用国际标准ISO 10993-10:2002《医疗器械生物学评价— 第10部

分:刺激与迟发型超敏反应试验》。

    本部分经技术修订取代GB/T 16886.10-2000，主要修订内容如下:

    — 修改了“总则与评价程序”;

    — 增加了“试验前的考虑，’i

    — 增加了“人体皮肤刺激试验”;

    — 修改了“迟发型超敏反应试验，’;

    — 将“皮内反应试验”和“眼刺激试验”由原标准正文中改为放在附录B中，作为特定部位应用医

        疗器械的适用刺激试验;

    — 将原标准中附录A和附录B的内容进行了综合修改，标题为“刺激和致敏试验用材料的制

        备”;

    — 修改了“背景信息”;

    — 取消了原标准附录C.

    GB/T 16886的总题目是《医疗器械生物学评价》，由下列部分组成:

    — 第1部分:评价与试验;

    — 第2部分:动物保护要求;

    — 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:植人后局部反应试验;

    — 第7部分:环氧乙烷灭菌残留量;

    — 第8部分:生物学试验参照材料的选择与定量指南;

    — 第9部分:潜在降解产物的定性与定量框架;

    — 第10部分:刺激与迟发型超敏反应试验;

    — 第n部分:全身毒性试验;

    — 第12部分:样品制备与参照样品;

第13部分:聚合物医疗器械的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:降解产物和可溶出物的毒代动力学研究设计;

    — 第17部分:可溶出物允许限量的确立;

    — 第18部分:材料化学表征。

    有关其他方面的生物学试验将有其他部分的标准。

    本部分是诸多标准和准则的协调产物，其中包括BS 5736,OECD准则、美国药典和欧洲药典。本

部分为试验选择和实施的基本指南文献，以对医疗器械和材料安全性有关的刺激和皮肤致敏反应做出

评价 。

    附录A为规范性附录，附录B和附录C为资料性附录。

                                                                                                                                                    皿
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本部分由国家食品药品监督管理局提出。

本部分由全国医疗器械生物学评价标准化技术委员会归口。

本部分起草单位:国家食品药品监督管理局济南医疗器械质量监督检验中心。

本部分主要起草人:由少华、钱承玉、朱雪涛、黄经春、王听、王科镭。
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引 言

    本部分用于评价从医疗器械中释放出的化学物质可能引起的接触性危害，包括导致皮肤与戮膜刺

激、眼刺激和迟发型接触超敏反应。

    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、粘膜刺激或致敏作用已被确认。其他

一些未做过试验的材料及其化学成分在与生物组织接触时可能会产生不良作用。制造商有责任在投放

市场前评价器械的潜在不良作用。

    传统上，人体试验之前要先进行小动物试验，以有助于预测人体反应。最近，还增加了可供选择

的体外试验以及人体试验。尽管在这方面已做了很大努力并取得了一些进展，但结果显示目前所设计

的体外试验尚不能令人满意，因此还不能够取消体内试验。本部分鼓励在适当的时机将体外预试方法

作为动物试验前的筛选试验。为了减少所用动物数量，本部分提出循序渐进的方法，在每一阶段都对

试验结果进行分析和评价。人体试验之前一般要求先进行动物试验。

    进行这些研究时应遵循实验室质量管理规范并遵守与动物保护有关的规则。建议对数据进行统计

学分析，而且在适宜的情况下予以引用。

    GB/T 16886的本部分所包括的试验是安全产品开发的重要工具，由受过培训的人员进行试验并

解释试验结果。
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医疗器械生物学评价 第 10部分:

刺激与迟发型超敏反应试验

范围

    GB/T 16886的本部分描述了医疗器械及其组成材料潜在刺激和迟发型超敏反应的评价步骤。

    GB/T 16886的本部分包括:

    a) 试验前的考虑;

    b) 试验步骤，以及

    c) 结果解释的关键因素。

    附录A给出了与上述试验有关的特定材料制备说明。

    附录B给出的补充试验明确要求适用于皮内注射的器械，以及在眼、口腔、直肠、阴茎、阴道部位使

用的器械 。

2 规范性引用文件

    下列文件中的条款通过GB/T 16886本部分的引用而成为本部分的条款。凡是注日期的引用文

件，其随后所有的修改单(不包括勘误的内容)或修订版均不适用于本部分，然而，鼓励根据本部分达成

协议的各方研究是否可使用这些文件的最新版本。凡是不注日期的引用文件，其最新版本适用于本

部分。

    GB/T 16886. 1 医疗器械生物学评价 第1部分:评价与试验(GB/T 16886. 1-2001,idt ISO

10993-1:1997)

    GB/T 16886.2 医疗器械生物学评价 第2部分:动物保护要求(GB/T 16886.2-2000,idt ISO

10993-2:1992)

    GB/T 16886. 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

(GB/T 16886.9- 2001,idt ISO 10993-9:1999)

    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-

2004,idt ISO 10993-12:2002)

    GB/T 16886.13 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

(GB/T 16886. 13-2001,idt ISO 10993-13:1998)

    GB/T 16886. 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

(GB/T 16886. 14-2003,idt ISO 10993-14:2001)

    GB/T 16886.15 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

(GB/T 16886.15-2003,idt ISO 10993-15:2000)

    ISO 10993-18 医疗器械生物学评价— 第18部分:材料化学表征
    ISO 14155-1:2002 用于人体的医疗器械的临床试验— 第1部分:通用要求

    ISO 14155-2:2003 用于人体的医疗器械的临床试验— 第2部分:临床试验方案

术语和定义

GB/T 16886. 1确立的以及下列术语和定义适用于GB/T 16886的本部分。
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3. 1

    变应原 allergen
    致敏原 sensitizer

    能引起特异性超敏反应的物质/材料，当再次接触同一种物质(材料)时产生变态反应。

3.2

    空白液 blank liquid

    制备试验样品的同一种溶剂，不加试验材料以相同的方式处理，用于测定溶剂的背景反应。

3.3

    激发 challenge/elicitation
    诱导阶段后的过程，在这一阶段检验个体再次接触诱导材料的免疫学反应。

3.4

    腐蚀 corrosion

    组织结构的缓慢破坏。

    注:如某种强刺激物的作用.

3.5

    迟发型超敏反应 delayed-type hypersensitization
    个体接触一种变应原产生特异性T细胞介导的免疫学记忆感应，在再次接触该变应原后引起迟发

型超敏反应。

3.6

    荆f   dose

    对试验系统的一次给样量。

3.7

    红斑 erythema
    皮肤或勃膜发红。

3.8

    焦痴 eschar

    皮肤结痴或变色的腐痴。

3.9

    诱导 induction

    个体对特定材料免疫学反应的一种变异状态生成的过程。

3. 10

    刺激物 irritant

    引起刺激的物质。

3. 11

    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。

3. 12

    坏死 necrosis

    单细胞或多细胞死亡、组织或器官的一部分死亡所导致的不可逆损伤。

3. 13

    阴性对照 negative control
    当按规定步骤试验时，在试验系统中出现可再现的适当的阴性、无反应或背景反应，证明试验步骤

适宜性的材料或物质。
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3.14

    水肿 oedema

    液体向组织内异常渗透引起的肿胀。

3.15

    阳性对照 positive control

    当按规定步骤试验时，在试验系统中出现可再现的适当的阳性或反应性应答，证明试验步骤适宜性

的材料或物质。

3. 16

    溶荆 solvent

    用于湿化、稀释、悬浮、浸提或溶解试验物质的材料或物质。

    示例:化学制剂、介质、培养基等。

3. 17

    试验材料 test material

    供生物学或化学试验用的材料、器械、器械的一部分或组件。

3. 18

    试验样品 test sample
    用于生物学或化学试验的浸提液或试验材料的一部分。

3. 19

    溃疡 ulceration

    表浅组织缺损引起的开放性病变。

4 总则与评 价程序

    用于检验刺激与致敏的试验方法设定为测定潜在的皮肤刺激与致敏作用，这些试验一般不预示其

他类型的不良作用。

    本部分规定了评价程序，应包括下列一项或多项:

    a) 按照GB/T 16886. 9,GB/T 16886. 13,GB/T 16886. 14,GB/T 16886.15和ISO 10993-18的

        基本原则，对试验材料进行鉴别，即对试验样品进行化学表征和分析;

    b) 文献检索，包括对试验材料化学和物理性能的评价、任何产品组分的潜在刺激和致敏信息，以

        及化学物和材料的材料结构方面的信息;

    c) 体内试验之前先考虑体外试验，若新的体外法具有适用性并被认可时，可取代体内试验。目

        前体外试验尚未得到认可(单纯性筛选除外)用于检测刺激物或致敏物;

    d) 体内动物试验;

    注:对在a)或 b)阶段没有被确定为强刺激物或致敏物的材料进行急性体内动物研究。对单次接触未证实急性皮肤

        刺激的材料可再反复接触后做出进一步评价。

    实验室应至少每6个月进行一次皮肤致敏阳性对照物质试验[1，以确认试验系统并证实阳性反应。

    e) 无创性人体试验(临床试验)。

    如材料经证实对动物无刺激、无致敏或无毒性，可考虑进行人体皮肤刺激研究。

试验前的考虑

5.1 总则

    需要强调的是试验前的考虑是非常重要的，其结果可能是无需进行刺激和(或)致敏试验。

    GB/T 16886. 1-2001第5章中给出的和下列条款的要求是适用的。
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5.2 材料类型

5.2. 1 基本考虑

    应考虑在医疗器械制造和装配期间可能用做加工助剂(如润滑剂或脱模剂)的其他化学成分。原材

料的新增化学成分和制造加工助剂、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

产物可能存在于成品中，这些成分是否产生健康危害(风险)取决于成品的渗漏或降解性能。

5.2.2 陶瓷、金属和合金

    这些材料在化学成分数量方面一般比聚合物和生物衍生材料简单。

5.2.3 聚合物

    这类材料在化学成分方面比5. 2. 1所列物一般要复杂一些，可能有若干添加剂，而且整个聚合反应

可能会有变化。

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。生物材料样品之间的

成分可能是不一致的。

    本部分中的方法不是设计为检验生物衍生材料，因此不适用于该类材料，例如本部分中的试验未考

虑交叉致敏作用。

5.3 化学成分方面的信息

5.3. 1 总则

    应确立材料化学成分方面的完整的定性数据，也应获取与生物安全性相关的信息及定量数据。如

没有定量数据，应用文件形式说明并确认。

5.3.2 已有的数据资料

    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，应签署转让和使用这种机密信息的条款。

    还应从产品制造的系列制造厂(包括半成品和零件制造厂)索取其他一些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。

    注:陶瓷、金属和合金成分可依据国际标准或美国试验材料协会(ASTM)标准，和(或)依据用户的规定，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。

5.4 材料鉴别

    在产品制造过程中，如没有详细的成分信息、或仅有定性信息、或可能是正待开发的新材料或未知

物，在这种情况下可能需要进行材料分析。

    应在研究的基础上采用适合于材料的分析方法，全部分析技术应经过论证、确认并报告。如不知材

料(化学溶液)的pH值，可能的情况下在体内或体外试验前应进行测定。浸提液的化学分析(定性和定

量)可给出有用的信息，在这里仍要强调的是浸提液的化学分析得出的结论可能是无需再进行刺激和致

敏试验，因为浸提液中化学成分的潜在刺激与致敏作用信息也许是已知的。

6 刺激试验

6. 1 体外刺激试验

    有两个体外试验，即大鼠皮肤经皮电阻抗(TER)试验和EPISKIN试验，已被国际间认可用于评价

化学物皮肤腐蚀性的替代试验，但是尚无认可的评价皮肤刺激性的体外方法。

    各国际和国家组织一直在进行皮肤刺激体外试验的建立和确认工作并研究替代方法，也有些团体

正在研究试验方法中动物和人反应的量化指标，以能够应用无创技术更好地限定终点(见C.1).



GB/T 16886. 10-2005八SO 10993-10:2002

6.2 体内试验设计和选择中应考虑的因素

    医疗器械的刺激试验可用成品和(或)其浸提液进行。

    影响刺激试验结果的因素包括:

    a) 器械用于斑贴试验时的特性;

    b) 试验材料的剂量;

    c) 试验材料的应用方法;

    d) 封闭的程度;

    e) 接触部位;

    f) 接触时间和接触天数;

    g)评价试验所采用的技术。
    附录c提供了其他背景信息。

      尽管增加了灵活性使研究者能提高试验的敏感性，可以适应各种使用和人群接触条件，但试验

步骤的一致性是确保不同材料试验结果和不同实验室试验结果具有可比性的基本保证

    评价多次和(或)长期接触的器械和材料的要求已包括在试验步骤中，试验设计应高于预期的实际

临床接触条件〔时间和(或)浓度〕，在解释试验结果时应注意到该因素

    试验材料的pH值如小于等于2或大于等于11. 5，应认为是一种刺激物，不必进一步试验。但同

时试验结果也显示，试验材料的酸碱度并非是导致严重损伤的惟一因素，试验材料的浓度、接触时间

及其他理化性能等也都是至关重要的因素。

    注:预期广泛应用于正常和损伤皮肤的产品一般不允许对皮肤有实质性危害;然而对有些产品，由于其使用所带来

        的受益或其预期的生物学活性，则无论有无潜在的刺激作用，也是可以接受的。

6.3 动物皮肤刺激试验

6.3. 1 目的

    采用相关动物模型对材料在试验条件下产生皮肤刺激反应的潜在性做出评价。

    家兔为首选试验动物。

6.3.2 试验材料

    固体或液体试验材料应按附录A规定进行制备。

    为了证实试验的敏感性，每只动物最好设有阴性对照和阳性对照。每只动物体上分别有两个试验

材料区域和两个对照材料区域，试验材料和对照材料的试验剂量和所用的浸提介质应相同。

6.3.3 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2 kg,
    应使动物适应环境，并按GB/T 16886. 2的规定饲养。

    如预期有刺激反应，初试应考虑使用 1只动物。如没有出现明显的阳性反应〔红斑或水肿记分大于

2(见表1)〕时，应至少再使用2只动物进行试验。如预期无反应，初试可使用 3只动物。在使用了至少

3只动物后，如仍为疑似反应或不明确，应考虑进行复试。

6.3.4 试验步骤

6.3.4. 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。一般在试验前4h^24h
将动物背部脊柱两侧被毛除去(约10 cm X 15 cm区域)，作为试验和观察部位。为了便于观察和(或)再

次试验，可能需反复除毛。如果脱毛剂经确认使用简便，可由专业人员使用脱毛剂除毛。如需反复接

触，按照下列6.3.4.2,6.3.4.3或6.3.4.4步骤进行，时间最长为21 d,

6.3.4.2 粉剂或液体样品的应用

    将。. 5 g或。. 5 mL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)
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    用2.5cmX2.5cm透气性好的敷料(如吸收性纱布块)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拭干。

6.3.4.3 漫提液和没提介质的应用

    将相应的浸提液滴到2.5 cmX2.5 cm大小的吸收性纱布块上，浸提液的用量以能浸透纱布块为

宜，一般每块纱布滴。. 5 mL,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)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

拭干。

      1— 头部 ;

      2— 试验部位;

      3— 对照部位;

    4— 去毛的背部区域;

    5— 对照部位;

      6— 试验部位;

      7— 尾部

                                        图 1 皮肤应用部位

6.3.4.4 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)，试验材料可用水或选择一种溶剂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，应考虑溶剂本身对皮肤的刺激作用，这种影响应与试验材料所致的皮肤反应相

区别 。

    用2.5 cmX2.5 cm的透气性好的敷料(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拭干。

6.3.5 动物观察

6.3.5. 1 总则

    推荐在自然光线或全光谱灯光下观察皮肤反应。按表1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方法可能有助于对皮肤反应的评价。

6.3.5.2 单次接触试验

    单次接触试验时，在除去敷贴片后1 h,24 h,48 h和72 h记录各接触部位情况。如存在持久性损

伤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，但延长期不必超过 14 do
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6.3.5.3 多次接触试验

    多次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 h后)。

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

    末次接触后，除去敷贴片后1 h,24 h,48 h和72 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，但不必超过14 de

6.3.6 结果评价

    单次接触试验按下列规定确定原发性刺激指数(PII) o

    仅使用24 h,48 h和72 h的观察数据进行计算。试验之前或72 h后的恢复观察数据不用于计算。
    将每只动物在每一规定时间试验材料引起的红斑与水肿的原发性刺激记分相加后再除以观察总数

之和(每一试验部位的1个观察数据包括红斑和水肿两个记分)。当采用空白溶液或阴性对照时，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，即得出原发性刺激记分。该值即为原

发性刺激指数。

    多次接触试验按下列规定计算累积刺激指数。

    将每只动物在每一规定时间的红斑和水肿刺激记分相加后再除以观察总数，即为每只动物刺激

记分 。

    全部动物刺激记分相加后再除以动物总数即得出累积刺激指数。

    将累积刺激指数对照表2限定的刺激反应，报告相应的反应类型。

    注:累积刺激指数类型是根据化学药品在家兔试验中得出的原发性刺激指数(PII)，以及在人体试验中得出的原发

        性刺激反应两者结合而确定的。

    记录每只动物的任何反应，包括表 1范围内的最大原发性刺激记分、反应发生时间和最长反应

时间 。

    表2用数字(记分)和文字(反应类型)说明了原发性或累积性刺激指数。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 1 皮肤反应记分系统

反 应 原发性刺激记分

红斑和焦痴形成

无红斑 0

极轻微红斑(勉强可见) 1

清晰红斑 z

中度红斑 3

重度红斑(紫红色)至焦痴形成 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，不超出区域边缘) 2

中度水肿 (肿起约1 mm) 3

重度水肿(肿起超过 1 mm，并超出接触区) 4

刺激最高记分 8

注:记录并报告皮肤部位的其他异常情况



GB/T 16886. 10-2005/1S0 10993-10:2002

表 2 兔刺激反应 类型

平 均 记 分 反 应类 型

0~ 0.4 极 轻微

0. 5~ 1.9 轻度

z~ 4.9 中度

5~ 8 重度

6.3.7 试验报告

    试验报告应包括:

    a) 试验材料或器械的描述;

    b) 试验材料或器械的预期用途/应用 ;

    c) 制备试验样品或试验材料所用方法的详细描述;

    d) 试验动物的描述;

    e) 试验部位接触方法和绷带材料类型(半封闭或封闭式);

    f) 试验部位标记方式和读数;

    9) 观察记录;

    h) 接触量和接触周期，多次接触时每次均记录;

    1) 结果评价。

6.4 人体皮肤刺激试验

6.4.1 简介

    迄今为止主要依赖用试验动物(见附录C)来推测人体皮肤刺激，以鉴别造成的危害。然而，由动物

外推至人存在许多问题。对人体接触程度高的化学物(例如化妆品和洗涤剂)进行风险性评价时通常采

用人体皮肤斑贴试验。

    人体研究能达到以下几种目的:

    a) 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;

    b) 为人体接触程度高的化学物提供风险性评价;

    c) 便于用先前已获取的实验动物研究数据推测人体应用。

    GB/T 16886的本部分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 14155-1和ISO 14155-2规定进行。

    注:C. 1给出了更多的刺激试验信息

6.4.2 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明显健康风险。

    在下列情况下不应将材料试验于人体:

    a) 在体外或体内预测时，材料已显示出有刺激性;

    b) 在体外或体内预测时，材料已显示出有腐蚀性;

    c) 根据结构一活性关系和(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) 在试验条件下材料可产生急性毒性危害;和(或)

    f) 材料可产生遗传毒性、生殖毒性或致癌性危害。

    志愿者选择指南见6.4.5. 1和第C. 1章。
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6.4.3 原理

    将供试材料单次剂量贴敷于志愿者皮肤上封闭。试验材料短期接触皮肤以使刺激反应保持在最低

限度，但在某些情况下，较长的接触期可能也适用。

    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。

6.4.4 试验方法描述

6.4.4.1 志愿者选择

    本试验设计用于健康的志愿者。选择的志愿者应至少18岁，无孕并不在哺乳期。此外不应选择已

知对试验材料过敏或有皮炎症状的人员作为志愿者。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。

6.4.4.2 剂f制备

    液体试验材料通常使用时不稀释。检验固体材料时，可用少量水(通常0.2 mL)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(介质对照)贴敷。

6.4.4.3 步 骤

6.4.4.3.1 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。

6.4.4.3.2 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. 8 cm，最好是2.5 cm。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施加足够的试验材料剂量，一般认为约50 mg/cm'-100 mg/cm'为
宜。在应用液体试验材料时，通常向纱布片上滴加。. 2 mL--0. 4 mL，直至其湿润。试验固体材料时则

将0.29试验材料湿润后加到纱布块上，或者将纱布块湿润使试验材料覆盖整个试验部位。

6.4.4.3.3 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15 min和30 min开始，直至1 h,2 h,3 h和4 h,
如有足够的迹象表明接触Ih不会引起强烈反应，则可省略15 min和(或)30 min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48 h)的情况下，可在另外一个新的皮肤部位进行长期

贴敷，包括24 h在内的封闭性贴敷，以保证能充分评价迟发型刺激反应。

    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。

6.4.4.3.4 短期接触

    除了按6.4.4.3. 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，可在小规模志愿者组试验。根据得出的数据确定试验进程，随后再敷贴时应在48 h,72 h读数

后进行 。

6.4.4.3.5 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。除去敷贴片后立即对反应分级，并分别在1 ĥ -2 h,24 h,48 h

和72 h时对反应分级。必要时要测定反应的可逆性，观察期可超过72 h。此外，应准确描述试验前后
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皮肤的状况(如色素沉着和水合程度)。按照表3对皮肤刺激反应分级并记录。

    可使用无创性生物工程方法(见附录0。

                                  表 3 人体 皮肤刺激试验 分级

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) z

重度阳性反应(重度及扩散性红斑伴水肿和(或)焦痴形成) 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)，并还应培训评价者注意

即时反应(如尊麻疹)。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人到试验

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。

6.4.4.3.6 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，以测定试验组检测试验物质刺激反应的

适用性。最好使用20%的十二烷基硫酸钠((SDS)作为阳性对照，其刺激作用已有定论(见第C. 1章)。

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。

6.4.5 数据和报告

6.4.5.1 数据

    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 h,

48 h和72 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。

6.4.5.2 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。

6.4.5.3 试验报告

    试验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:

        — 物理性质和相关的理化特性;

        — 鉴别数据;

    C)介质:
  10



GB/T 16886.10-2005/ISO 10993-10:2002

— 鉴别并论证湿润固定试验材料时选用的介质;

志愿者 :

— 应用试验材料的志愿者的人数;

— 志愿者的年龄、性别分布情况;

结 果 :

— 在。h,1 h,2 h,24 h,48 h和72 h时的反应率和在其他时间的反应得分;
— 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 h,48 h和72 h

    时刺激反应率的总结);

— 对观察到的所有刺激反应的描述;

— 对观察到的其他非刺激反应的描述;

— 结果的统计学处理(与阳性对照的对比，如用Fisher's试验);

— 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、试验和对照材料检验结果;

结果 讨论 。

迟发型超敏反应试 验

7.1 试验选择

    用于测试迟发型超敏反应最常用的两种方法是豚鼠最大剂量试验(GPMT)和封闭式贴敷试验

(Buehler试验)。

    最大剂量试验为最敏感的方法，首选用于单一化学物。有报告说明本法也适用于浸提液的评价，但

其主要的价值还是在于已被充分证实适用于检验单一化学物。最近，国际间已接受鼠科动物局部淋巴

结测定(LLNA)作为豚鼠试验[83，的惟一替代试验用于检验单一化学物。

    注:附录C给出了说明和其他方法 目录

7.2 试验样品浓度选择

7.2. 1 总则

    目前的试验准则推荐，在检验单一化学物的致敏潜力时仅用一种浓度。但是，试验结果在很大程度

上是由试验剂量所决定的，因此试验如用于浸提液的评价，推荐对供试浸提液进行定性和定量分析。

7.2.2 诱导

    致敏率在很大程度上依赖于诱导剂量，诱导剂量应为中度刺激性。如达不到刺激限度，可选择所能

达到的最高浓度，但是不应影响动物的健康。按具体试验描述的步骤在预试验的基础上选择诱导剂量，

用通用肠外给药溶剂制备的未稀释的浸提液不需要进行预试验。

7.2.3 激发

    激发浓度也要在预试验的基础上选择，试验使用之前未接触过试验材料的动物。应采用刺激极限

下的浓度，同时建议激发步骤采用一种以上浓度，以便于结果评价(见第C. 2章)。

7.3 影响试验结果的其他重要因素

    试验样品的生化和物理特性可能会影响试验的选择。最大剂量试验需做皮内注射，如试验样品不

能皮内注射，则应采用其他替代方法。

    不同的介质对试验材料的生物利用度会产生影响，任何一种介质不可能适合于所有的材料，因此宜

选择溶解度和渗透性均最佳的溶剂。试验材料的浓度在不影响结果解释的前提下应尽可能选择最高浓

度。大部分研究者推荐试验样品为溶液，因为分散剂易于形成沉淀，使得精确给药比较困难。用于皮内

注射的介质有盐水、丙二醇和植物油。

    不同实验室得出结果之间的差异可能出于多种原因。下列因素在试验步骤中是很重要的:试验环

境条件、动物试验部位、除毛方法(剪、剃)或化学脱毛、敷贴片设计型式、试验材料剂量、封闭性、接触时

                                                                                                                                                            11
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间和动物读数。动物在遗传因素和管理方面不同，其敏感性也会有差异。

    要判定阳性试验结果，有必要将激发阶段试验动物出现阳性反应的数量与相应的对照动物进行比

较，反应的严重程度有助于结果的判定。激发时如出现临界反应，最好进行再激发予以判定。组织病理

学未显示出有助于试验结果的评价。

    为保证试验步骤的重现性和敏感性，应定期用已知的接触性变应原进行试验，这类变应原有琉基苯

并唆哇(mercaptobenzothiazole)、已基肉桂醛(hexyl cinnamic aldehyde)和对氨基苯甲酸乙醋(benzo-
caine),

7.4 迟发型超敏反应最大荆f试验

7.4. 1 目的

    采用将单一化学物作用于豚鼠的最大剂量技术，对材料在试验条件下使豚鼠产生皮肤致敏反应的

潜在性做出评价。

7.4.2 试验样品制备

    固体或液体试验材料样品应按附录A的规定进行制备。试验样品的浓度在不影响结果解释的情

况下应尽可能的高(见7.4.4.2)0

7.4.3 动物与管理

    应使用健康、初成年的白化豚鼠，雌雄不限，同一远交品系，试验开始时体重为300g-500g。雌鼠

应未产并无孕。

    应使动物适应环境，并按GB/T 16886.2的规定饲养。为了确定适宜的试验浓度(见7.4.4. 2)，最

好用几只动物进行预试验。

    粉剂或液体试验材料应至少使用10只动物，对照组至少使用5只动物。必要时另取动物用于预

试 验。

    测试浸提液时，每种试验样品应至少使用10只动物，对照组至少使用5只动物。必要时另取动物

用 于预试验 。

    10只试验动物和5只对照动物如全部呈阴性反应，则再进行试验也未必会出现阳性反应。但是，

如出现任何疑似反应时，应进行再激发(见7.4.6)，如仍有疑似反应，则要重新进行试验，最少采用20

只试验动物和10只对照动物。

7.4.4 试验步骤

7.4.4.1 准备

    在试验开始之前除去动物试验部位的被毛。

    每注射点皮内注射。. 1 mL,

    对于局部应用，将适宜的滤纸或吸收性纱布块((4 cm'-8 cm')在试验样品中浸透，贴敷于除毛皮

肤上，再用封闭式包扎带缠绕动物躯干固定。

7.4.4.2 预试验

    预试验是为了确定7.4.4. 3主试验中所用试验样品的浓度。

    用通用溶剂制备的未稀释的浸提液不需要进行预试验。

    为了对主试验期间可能发生的皮肤激发状况进行评价并对读数进行解释，应考虑对全部动物进行

弗氏完全佐剂(FCA)注射的预处置。将试验样品的系列稀释物局部应用于动物腹侧部位，至少采用3

只动物。24 h后除去封闭性包扎带和敷贴片，按表4给出的Magnusson和Kligman分级标准评价贴

敷部位的红斑与水肿反应程度。

    为主试验的局部诱导阶段所选择的最高浓度可导致轻度红斑，但不对动物产生其他有害作用。

    为主试验 的激发 阶段选 择的最高浓度不产生红斑 。
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表4  Magnusson和Kligman分级

敷贴试验反应 等级

无 明显 改变 0

散发性或斑点状红斑 1

中度融合性红斑 2

重度红斑和水肿 3

7.4.4.3 主试 验

7.4.4.3. 1 皮内诱导阶段

    按图2所示(A,B和C)，在每只动物去毛的肩脚骨内侧部位成对皮内注射0. 1 mL,

    部位A:注射弗氏完全佐剂与选定的溶剂以50 : 50(体积比)比例混合的稳定性乳化剂。对于水溶

性材料，溶剂选用生理盐水(符合中国药典要求)。

    部位B:注射试验样品(未经稀释的浸提液);对照组动物仅注射相应溶剂。

    部位C:试验样品(部位B中采用的浓度)以50，50的体积比例与弗氏完全佐剂和溶剂(50%)配

制成的稳定性乳化剂混合后进行皮内注射;对照组注射空白液体与佐剂配制成的乳化剂。

7.4.4.3.2 局部诱导阶段

    皮内诱导阶段后7 d(士1 d)，按7.4.4.3.1部位B中选定的浓度，采用面积约8 cm,的敷贴片(滤

纸或吸收性纱布块)局部贴敷于每只动物的肩脾骨内侧部位，覆盖诱导注射点。如按7.4.4.3.1的最大

浓度未产生刺激反应，应在局部敷贴应用前24 h士2h，试验区用10%十二烷基硫酸钠进行预处理，按

摩导人皮肤。用封闭式包扎带固定敷贴片，并于48 h士2h后除去包扎带和敷贴片。

    最好新鲜制备浸提液，浸提液贮存如超过24 h,浸提液在贮存条件下的稳定性宜进行验证。

    对照组动物使用空白液同法操作。

7.4.4.3.3 激发阶段

    局部诱导阶段后14d(士ld)，用试验样品激发全部试验动物和对照动物。按7. 4. 4.3.1部位C中

选定的浓度，将适宜的敷贴片或载样器皿置于试验样品或介质对照中浸透，局部贴敷于诱导阶段未试验

部位，如每只动物的上腹部。该浓度的稀释液可同法贴敷于其他未试验部位。用封闭式包扎带固定，并

于24 h士2h后除去包扎带和敷贴片。

      1— 头部;

    2- 0.1 mL皮内注射点;

    3— 去毛的肩肿骨内侧部位;

    4— 尾部。

                                    图2 皮内注射点部位

7.4.5 动物观察

    除去敷贴片后24 h和48 h观察试验组和对照组动物激发部位皮肤情况，特别推荐在自然或全光

谱光线下观察皮肤反应。按表4给出的Magnusson和Kligman分级标准对每一激发部位和每一观察
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时间皮肤红斑和水肿反应进行描述并分级。为了将结果评价偏差降至最低，特别推荐在不知试验处置

信息的情况下进行读数。

7.4.6 结果评价

    按Magnusson和Kligman分级标准，对照组动物等级小于1，而试验组中等级大于或等于1时一
般提示致敏。如对照组动物等级大于或等于1时，试验组动物反应超过对照组中最严重的反应则认为

致敏。如为疑似反应，推荐进行再激发以确认首次激发结果。试验结果显示为试验和对照动物中的阳

性激发结果的发生率。

    偶尔，试验组动物出现反应的动物数量多于对照组动物，但反应强度并不超过对照组，在此情况下，

应在首次激发后1周一2周进行再次激发，方法与首次激发相同，只是应用动物的另一腹侧部位。

    推荐采用FCA处置过的一新的对照组。

7.4.7 试验报告

    试验报告应包括:

    a) 试验材料或器械描述;

    b) 试验样品或材料的预期用途/应用;

    C) 制备试验样品、试验材料或器械所用方法的详细描述;

    d) 试验动物描述;

    e) 试验部位接触方法;

    f) 试验部位标记和读数;

    9) 观察记录;

    h) 结果评价。

7.5 迟发型超敏反应封闭贴敷试验

7.5.1 目的

    对材料在试验条件下产生豚鼠皮肤致敏反应的潜在性做出评价。

7.5.2 试验样品制备

    材料如不能直接贴敷，应按附录A的规定制备极性和非极性浸提液。在试验样品形状和尺寸适宜

的情况下，局部应用器械(如电极)可原样贴敷。

7.5.3 动物与管理

    应使用健康、初成年的白化豚鼠，雌雄不限，同一远交品系，试验开始时体重为300 8-500 g。雌
鼠应未产并未孕。

    应使动物适应环境，并按GB/T 16886.2的规定饲养。为了确定理想的试验浓度(见7.5.4.2)，最

好用几只动物进行预试验。

    粉剂或液体试验材料应至少使用 10只动物，对照组至少使用5只动物。必要时另取动物用于预

试验。

    测试浸提液时，每种试验样品应至少使用10只动物，对照组至少使用5只动物。必要时另取动物

用于预试验 。

    10只试验动物和5只对照动物如全部呈阴性反应，则再进行试验也未必会出现阳性反应。但是，

如出现任何疑似反应时，应进行再激发(见7. 5. 6 )，如仍有疑似反应，则要重新进行试验，最少采用20

只试验动物和10只对照动物。

7.5.4 试验步骤

7.5.4. 1 准备

    在试验开始之前彻底剪除或脱除动物试验部位被毛。

    将适当尺寸的敷贴片(滤纸或吸收性纱布)浸透试验材料或浸提液，局部贴敷于动物的除毛部位，
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再用封闭性包扎带固定6h。特别推荐对每只动物实施相应的限制性方法以保证试验部位的封闭性，

试验中如使用缠绕法固定时宜评价其适宜性。

7.5.4.2 预试验

    预试验是为了确定7.5.4.3主试验中所用试验样品的浓度。

    预期局部使用的医疗器械和采用通用溶剂制备未经稀释的浸提液不需要进行预试验。

    每种试验样品局部贴敷采用4种浓度，使用合适的敷贴片贴敷于至少3只动物的两腹侧部。6h

后除去包扎带和敷贴片。除去敷贴片后24 h和48 h，按表4给出的Magnusson和Kligman分级标准

评价试验部位皮肤红斑和水肿反应程度。

    选择 :

    a) 最高浓度在主试验的诱导阶段仅出现轻微红斑，但不对动物产生其他有害作用;

    b) 最高浓度在主试验的激发阶段不出现红斑。

7.5.4.3 主试验

7.5.4.3.1 诱导阶段

    按7.5.4.2 a)选定的试验样品浓度，将合适的敷贴片浸透试验样品，局部贴敷于每只动物的左上

背部位。6h后除去固定器、封闭包扎带和敷贴片。1周中连续3d重复该步骤，同法操作3周。对照动

物仅使用空白液同法操作。

7.5.4.3.2 激发阶段

    最后一次诱导贴敷后 14 d(-1 d)，用试验样品对全部试验动物和对照动物进行激发。按

7.5.4.2 b)选定的试验样品浓度，将合适的敷贴片浸透试验样品单独局部贴敷于每只动物去毛的未试

部位。6h后除去固定器、封闭包扎带和敷贴片。

7.5.5 动物观察

    首次激发后或再次激发接触后24 h士2h:

    a) 用市售脱毛剂给动物脱毛，按生产企业说明书将脱毛剂涂到试验和周围部位;或

    b) 剃去激发部位及其周围部位的动物被毛。

    用温水彻底清洗脱毛区，并用毛巾擦干动物后放回笼中。脱毛后至少2h，按表4给出的分级标准

对试验部位评分，并在除去激发敷贴片后48 h士2h再进行评分。为了将结果评价偏差降至最低限度，

特别推荐在不知试验处置信息的情况下进行读数。

7.5.6 结果评价

    表4给出的Magnusson和Kligman分级标准适用。

    对照组动物等级小于1，而试验组中等级大于或等于1时一般提示致敏。如对照组动物等级大于

或等于1时，试验动物反应超过对照动物中最严重的反应则认为致敏。推荐进行再激发以确认首次激

发结果。试验结果表现为试验和对照动物中的阳性激发结果的发生率。

    偶尔，试验组中出现反应的动物数量多于对照组，但反应的强度不超过对照组。在此情况下，可

能有必要进行再次激发以明确判定其反应。再次激发应在首次激发后1周一2周进行，方法与首次激

发相同，只是应贴敷于动物腹侧未试验部位

    推荐采用初次试验对照组。

7.5.7 试验报告

    试验报告应包括:

    a) 试验材料或器械的描述;

    b) 试验材料或器械的预期用途/应用;

    c) 制备试验样品和材料所用方法的详细描述;

    d) 试验动物描述;

    e) 试验部位接触方法;

                                                                                                                                                            15
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试验部位如何标记和读数;

观察记 录;

结果评 价 ，包括统计 学方法 。

f)

动

h)

8 解释试验结果的关键因紊

    本部分中的试验是开发安全性产品的重要手段，这些试验应由受过培训的人员进行操作并解释。

    由于试验步骤中使用的试验材料总量可能比实际应用量要大，因此用任何方法检验出迟发型接触

超敏反应时不一定表明试验材料或器械不能使用。用确认过的步骤检验出不良反应表明需进行进一步

分析，即允许预期人体接触的风险性评价。

    按本部分试验步骤得出的预测性试验结果不能单独成立。阴性试验结果往往不能排除产品可能导

致皮肤过敏反应的可能性，为了避免出现假阳性或假阴性结果，对任何检验法的阳性和阴性试验结果均

宜进行严谨的核查。可通过与其他信息来源进行比较以对试验结果进行确认，例如:

    a) 行业和消费者抱怨资料;

    b) 包含相同组件器械方面的经验;

    c) 皮肤病诊所的诊断试验结果;

    d) 回顾性流行病学资料。
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          附 录 A

        (规范性 附录)

刺激和致敏试验 用材料的制备

A. 1 总则

    在进行试验以及解释刺激和致敏试验结果时，应考虑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。

AZ 直接接触材料

A. 2. 1 固体试验材料

    有一定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2.5 cm X2.5 cm

的样品，厚度近似实际使用要求但不超过。. 5 cm。同法制备相应的阴性对照样品。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，吸收性纱布可作为

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

湿润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，具有潜在的生物学活性作用。

    对于粉剂(如高吸收剂)，应采用直接附着或用适当的溶剂调成糊状物后试验。对照采用相同的溶

剂与经湿化、稀释或悬浮过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，如噬菌作用，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试验，如不切实际可用适当溶剂稀释后试验。对照采用相同的溶剂与稀释试

验液平行进行评价 。

A. 3 试验材料漫提液

    固体试验材料也可制备成浸提液用于试验。如用浸提液进行试验，应按GB/T 16886.12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 溶荆

    试验材料如必须进行浸提、稀释、悬浮或湿化处置，应使用适当的无刺激性溶剂。GB/T 16886.12

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部分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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  附 录 B

(资料性附录)

其他刺激试验

B. 1 总则

    下列特殊评价试验可认为是基本试验的补充试验，但不能作为替代试验。如进行这类试验，应给出

试验方法选择说明。这些试验仅适用于预期应用于这些特殊部位的医疗器械。

B. 2 皮内反应试验

B. 2. 1 目的

    通过皮内注射材料浸提液，对材料产生刺激反应的潜在性做出评价。

B. 2.2 应排除的试验材料

    任何显示为皮肤、眼、枯膜组织刺激物的材料，或是pH簇2或pH> 11. 5的材料，不应进行皮内
试验。

B. 2.3 试验样品

    试验样品应按附录A制备成浸提液。每一动物试验部位成对设置，几种试验样品可与适宜的阴性

对照或空白液一起应用。

B2.4 动物与管理

    应使用健康、初成年的白化兔，雌雄不限，体重不低于 2 kg。应使动物适应环境，并按

GB/T 16886.2的规定饲养。试验材料初试应至少采用两只动物。初试如为疑似反应或不明确，应考

虑进行复试。

B. 2.5 试验步骤

    试验前4 h-18 h，彻底除去动物背部脊柱两侧被毛，以备注射浸提液。

    在每只兔脊柱一侧的5个点皮内注射0. 2 mL用极性溶剂制备的浸提液(见图B. 1)。应根据试验

材料的猫性选用最小规格的注射针进行皮内注射。

    同样在每只兔脊柱同一侧的后五个点皮内注射。. 2 mL极性溶剂对照液(见图B.1),

    在每只兔的脊柱另一侧注射用非极性溶剂制备的浸提液和非极性溶剂对照液，操作步骤同上(见

图 B.1)。

    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。

B. 2.6 动物观察

    注射后即刻并在24 h,48 h和72 h观察记录各注射部位状况。

    按表B. 1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 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。

    如可行也可使用无创技术以有助于评价。
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1— 头端 ;

2- 0. 2 -L极性浸提液注射点;

3- 0. 2 mL极性溶剂对照液注射点;

4- 0. 2 mL非极性浸提液注射点，

5- 0. 2 -L非极性溶剂对照液注射点;

6— 尾端 。

图B. 1 注射点排列

B. 2.7 结果评 价

    在72 h评分后，分别将每一试验样品和溶剂对照的全部红斑与水肿记分相加，再除以12C2(动物

数)X3(观察期)X2(记分类型)〕计算出每一试验样品和每一对应溶剂对照的综合平均记分。如试验样

品和溶剂对照平均记分之差不大于1.0，则符合试验要求。在任何观察期，如试验样品一般反应疑似大

于溶剂对照反应，应另取家兔重新进行试验，试验样品与溶剂对照平均记分之差不大于1.。符合试验

要求 。

                                  表B. 1 皮内反应记分系统

反 应 记 分

红斑和焦痴形成

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)至焦痴形成 4
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表 B. 1 <续 )

反 应 记 分

水肿形成

无水肿 0

极轻微水肿(勉强可见) 1

清晰水肿 (肿起，不超出区域边缘) 2

中度水肿(肿起约 1 mm) 3

重度水肿(肿起超过 1 mm，并超出接触区) 4

刺激最高记分 8

注:记录并报告注射部位的其他异常情况

B. 2.8 试验报告

    试验报告应包括:

    a) 试验材料或器械的描述;

    b) 试验材料或器械的预期用途/应用;

    c) 制备试验样品所用方法的详细描述;

    d) 试验动物描述;

    e) 注射方法;

    f) 注射点记分;

    g) 观察记录;

    h) 结果评价。

B. 3 眼刺激试验

B. 3. 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，并且仅适用于预期与眼

或眼睑接触的材料。

    注:体外试验系统正在开发中，一经确认可用于替代该体内法眼刺激试验.

B.3.2 目的

    对材料在试验条件下产生眼刺激反应的潜在性做出评价。

B. 3. 3 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或pH>11. 5的材料也不应再进行试验，这些材料被认定为眼刺

激物 。

B. 3. 4 试验材料

    试验材料如是液体，将0. 1 mL未稀释液直接滴人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。1 mL体积容量(重量不超过100 mg)
滴人动物1只眼的下结膜囊内。

    注:有的产品可能不能直接在眼中试验，机械损伤会导致试验无效。

    如将试验材料装人泵中喷射，可像液体样喷射滴人0. 1 mL.
    如将试验材料装人喷雾器中，可选择下列方法中的一种:

    a) 在距离张开的眼睛10 cm处喷射1s;或

  20
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    b) 喷人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B规定制备浸提液，将。. 1 mL的浸提液滴人动

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。

B.3.5 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，体重为2 kg-3 kg.
    应使动物适应环境，并按GB/T 16886. 2的规定饲养。

    初试应使用1只动物评价试验材料。如预期无反应，初试可采用3只动物。

    如1只动物出现清晰的阳性反应(见表B. 2 )时则不必再进行试验。

    固体或液体材料如没有出现清晰反应时，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。

    使用了至少3只动物后，如试验反应仍然疑似或不明确，应考虑进行复试。

B.3.6 试验步骤

    试验前24 h内检查每只家兔的双眼是否有异常现象，如发现异常应淘汰该兔。

    检眼时可使用2%荧光素钠检查角膜损伤，也可使用检眼镜、裂隙灯或其他适宜的器械。

    按B. 3. 4的规定滴人试验样品于1只眼内。

    滴注后闭眼约1 Se

    检验浸提液时，每只动物的对侧眼作为对照滴人空白液。

    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，可进行多次接触试验。多

次接触试验只能在急性接触试验完成后进行(至少在72 h后)。接触期应与试验材料/器械临床使用期

相似 。

B. 3.7 动物观察

    对一次滴人试验材料的动物在滴注后约1 h,24 h,48 h和72 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，但延期最多为21d。对有

    严重损伤的动物延期观察则没有任何意义。

    注:美国食品药品管理局(US FDA)导则中的接触镜检验要求21d接触期，每天接触 8h。这在导则中是一个例外

        情况 。

    按表B. 2规定的眼损伤记分系统，对观察到的反应记分并记录。

    对多次滴人试验材料的动物在每次滴注前和滴注后约1h检查每只动物的双眼。

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

长观察时间，以确定损伤的进展性和可逆性。

    按表B. 2规定的眼损伤分级系统，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试验中淘汰并无痛处死:

    a) 极重度眼损伤(结膜腐痴或溃疡、角膜穿孔、前房内有血和脓液等);

    b) 有血污或脓液排出;

    c) 明显的角膜溃疡。

    动物如显示表B. 2中分级系统的最大反应时也应从试验中淘汰，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 h内无可逆迹象;

    — 或是结膜炎(球结膜水肿记分4，并伴发充血记分3)并在48 h内无可逆迹象。

    淘汰动物应无痛处死。

B. 3.8 结果评价

    试验眼与对照眼之间的差异性应按表B. 2中的记分系统进行判定与解释。
                                                                                                                                                            21
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    a) 急性接触

    如果有1只以上动物试验眼在任何观察阶段呈阳性反应(表B. 2中打.者)，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只呈中度反应或是反应疑似，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阳性反应(表B. 2中打，者)，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证实该材料为眼刺激物。

    6) 多次接触

    如试验组中半数以上动物在任何观察阶段呈现阳性反应(表B. 2中打‘号者)，即认为该试验材料为

眼刺激物。

B.3.9 试验报告

    试验报告应包括:

    a) 试验样品描述;

    b) 试验样品预期用途/应用;

    c) 制备试验样品所用方法的详细描述;

    d) 试验动物描述;

    e) 滴入方法;

    f) 眼记分;

    9) 观察记录;

    h) 结果评价。

                                  表B. 2 眼摄伤记分系统
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表 B. 2(续)

反 应 记 分

3.结膜

  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

4，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

5.分泌物

  无 分泌物

  超过正常分泌量(不包括正常动物眼内毗少量分泌物)

  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

1

2.

3里

0

1

20

30

40

0

1

2

3

    阳性结果。

B. 4 口腔刺激试验

B. 4. 1 总则

    口腔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，并且仅适用于预期与

口腔组织接触的材料。

B. 4.2 目的

    对材料在试验条件下产生口腔组织刺激反应的潜在性做出评价。

B. 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值提2或pH)ll. 5的材料不应再进行试验，可认定为潜

在的口腔组织刺激物。

B. 4. 4 试验材料

    按附录A规定制备试验材料。

B. 4.5 动物与管理

    应使用健康、初成年的金黄色地鼠，同一品系，雌雄不限。应使动物适应环境，并按GB/T 16886. 2的

规定饲养。

    除此以外，必要时给动物套上1个3 mm-4 mm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，必要时可调整项圈。如动物体重持续下降，应将其从试验中淘汰。

    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进行试验可能适用

    初试反应如疑似或不明确，应考虑进行复试。
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B. 4. 6 试验步 骤

    除掉动物项圈，翻转颊囊用生理盐水冲洗后，检查有无异常。

    对于固体试验材料，可将样品(直径不大于5 mm)放人颊囊内。

    液体试验材料或浸提液样品则可用棉球浸透试验材料或浸提液，记录所用的体积，放人动物的一

侧颊囊内。也可将适宜体积的样品直接灌注人颊囊。

    另一侧颊囊不放样品作为对照。对照动物平行试验。

    必要时重新给动物带上项圈放回笼中。

    接触时间应尽可能与材料实际使用时间一致，但最少不能少于5 min。接触后除去项圈和棉球，用

生理盐水冲洗颊囊，应注意不要污染另一侧颊囊。

    对于急性接触，重复上述步骤每小时1次，共4 h.

    多次接触试验时，应根据预期临床应用情况确定试验用量、接触次数、时间和间隔期。

B. 4. 7 动物观察

    取出试验球后肉眼观察颊囊，并且在每次接触前(如需多次接触时)检查颊囊。

    描述动物颊囊的一般状况，并按表B. 3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 h肉眼观察颊囊，无痛处死地鼠，取颊囊有代表性部位的组织样品放人适宜的固定

液中固定后进行组织学评价。

                                表B. 3 口腔和阴茎反应记分系统

反 应 记 分

红斑和焦痴形成

  无红斑

  极轻微红斑 (勉强 可见 )

  红斑清晰

  中度红斑

  重度红斑(萦红色)至焦痴形成

0

I

2

3

4

注:记录并报告组织的其他异常情况。

B.4.8 结果评价

B. 4. 8. 1 肉眼观察评价

    比较空白对照侧颊囊与对侧颊囊，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B. 3 )相加后再除以观察总数得出每只动物平均记分。

    注工: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。

B. 4. 8. 2 组织学评价

    应由病理学家用显微镜对口腔组织的刺激反应进行评价，可按表B. 4规定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,
    空白对照颊囊的显微镜评价总分大于9时，表明有病理改变，对照动物如出现这种情况，则可能

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B. 5),
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    对于多次接触试验，可将表B. 4修改为适合于对有关慢性刺激组织反应的评价。

B. 4.9 试验报告

    试验报告应包括:

    a) 试验样品描述;

    b) 试验样品预期用途/应用;

    c) 制备试验样品所用方法的详细描述;

    d) 试验动物描述;

    e) 接触方法;

    f) 试验部位记分;

    9) 观察记录;

    h) 组织学评价;

    i) 结果评价。

                    表B. 4 口腔、阴茎、直肠和阴道组织反应显微镜记分系统
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表B.5 刺激指数

刺 激 指 数

平 均 记 分 反 应 程 度

    0

  1- 4

5- 8

9--11

12̂ -16

  无

极轻

轻度

中度

重度

注 工:组织的其他异常情况也应予以记录并包括在反应的评价中.

注2:表B. 4显微镜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

B.5 阴茎刺 激试验

B.5.1 总则

    阴茎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，并且仅适用于预期与

阴茎组织接触的材料。

B. 5. 2 目的

    对材料在试验条件下产生阴茎皮肤刺激反应的潜在性做出评价。

B. 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毛2或pH)ll.5的材料不应再进行试验，可认定为潜在

的阴茎刺激物。

B.5.4 试验样品

    固体或液体试验样品应按附录A规定进行制备。

B.5.5 动物与管理

    应使用健康、初成年的雄性白化兔或豚鼠。家兔体重不低于2 kg,豚鼠体重为300 g-500 g,
    应使动物适应环境，并按GB/T 16886. 2的规定饲养。

    能供试验接触的阴茎长度应至少为1 cm,

    由于动物个体色素差异，首次试验前应先观察动物，按表B. 3给出的记分系统对红斑进行评分。

对出现严重变色或红斑记分大于等于2的动物不能用于试验。

    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。

    初试反应如疑似或不明确时，应考虑进行复试。

B.5.6 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。. 2 mL)以确保覆盖阴茎。

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

干扰原发性刺激反应。

    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1h后再放回笼中。

    对于急性接触，重复上述步骤每小时1次，共4卜。

    长期多次接触试验时，应根据预期临床应用情况确定试验用量、接触次数、时间和间隔期。

B. 5. 7 动物观察

    急性接触时，每次接触后1h(即下次接触前)注意观察阴茎一般状况。末次接触后 1 h,24 h和
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48 h观察并记录动物状况。

    长期多次接触时，在首次接触后1h和下次接触之前观察记录阴茎状况。

    按表B. 3规定的记分系统对动物每一间隔期皮肤表面红斑反应记分，并记录试验结果。

    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

验样品引起的红斑反应。每一观察记分最高为4分。

B.5.8 结果评价

B. 5. 8. 1 肉眼观察评价

    将未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(表B. 3 )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.

    48 h观察后立即将动物无痛处死。切下阴茎和包皮末端放人适宜的固定剂中固定后进行组织学

评价 。

B. 5. 8. 2 组织学评价

    应由病理学家对阴茎皮肤的刺激反应进行评价，可按表B. 4规定的记分系统对每一组织进行

评分 。

    试验组动物的显微镜评价记分相加后除以观察总数即得出试验组平均记分。最大记分为160

    对照组同法计算。

    对照动物中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B. 5).

    对于长期多次接触试验，可将表B. 4修改为适合于对有关慢性刺激组织反应的评价。

B. 5. 9 结果表述

    试验报告应包括:

    a) 试验样品描述;

    b) 试验样品预期用途/应用;

    c) 制备样品所用方法的详细描述;

    d) 试验动物描述;

    e) 接触方法;

    f) 试验部位记分;

    9) 观察记录;

    h) 组织学评价;

    i) 结果评价。

B. 6 直肠刺激试验

B. 6. 1 总则

    直肠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，并且仅适用于预期与

直肠组织接触的材料。

B. 6. 2 目的

    对材料在试验条件下产生直肠组织刺激反应的潜在性做出评价。

B. 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或pH>11. 5的材料不应再进行试验，可认定为潜在

的直肠刺激物。

B. 6. 4 试验材料

    固体或液体试验材料应按附录A规定进行制备。
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B.65 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2 kg。如使用其他种属应经过

认可 。

    应使动物适应环境，并按GB/T 16886. 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。

    初试反应如疑似或不明确时，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)损伤情况。

B. 6. 6 试验步骤

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

物能接受1 mL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。

    导管插人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，然后将湿润过的导管轻柔的插人直肠，用注射器注人1 MI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，试验液注人时或注人后可能会有溢出，可用软棉纸轻拭去溢出

的液体 。

    每次间隔24 h连续重复上述步骤，连续5 de

    对于长期多次接触试验，应根据预期临床接触时间确定接触次数、时间和间隔期。

B. 6. 7 动物观察

    初次接触后24 h和每次试验操作前注意记录会阴溢液、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，应无痛处死后做组织学检查(见B.6.8.1).

B.6.8 结果评价

B. 6. 8. 1 肉眼观察评价

    末次接触后24 h，无痛处死动物，完整切下直肠后纵向切开，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人适当的固定剂中固定后进行组织学评价。

    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。

B. 6. 8. 2 组织学评价

    应由病理学家对直肠组织的刺激反应进行评价，可按表B. 4规定的记分系统对每一组织进行

评分口

    试验组动物显微镜评价记分相加后再除以观察总数即得出试验组平均记分。最大记分为16。对照

组同法计算。

    对照组动物中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B. 5),

    对于长期多次接触试验，可将表B. 4修改为适合于对有关慢性刺激组织反应的评价。

B. 6. 9 试验报告

    试验报告应包括:

    a) 试验样品描述;

    b) 试验样品预期用途/应用;
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    c) 制备样品所用方法的详细描述;

    d) 试验动物描述;

    e) 接触方法;

    f) 试验部位记分;

    9) 观察记录;

    h) 组织学评价;

    i) 结果评价。

B. 7 阴道刺激试验

B.7.1 总则

    阴道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，并且仅适用于预期与

阴道组织接触的材料。

B. 7.2 目的

    对材料在试验条件下产生阴道组织刺激反应的潜在性做出评价。

B. 7.3 应排除的试验材料

    任何已显示为皮肤或眼的刺激物，或pH镇2或pH>11. 5的材料不应再进行试验，可认定为潜在

的阴道组织刺激物。

B. 7.4 试验样品

    固体或液体试验材料应按附录A规定进行制备。

B. 7.5 动物与管理

    应使用健康、初成年的雌性白化兔，同一品系，体重不低于2 kg。如使用其他种属应经过认可。

    应使动物适应环境，并按GB/T 16886.2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。

    初试反应如疑似或不明确时，应考虑进行复试。

    每次试验操作前应检查动物阴道排液、水肿和(或)其他感染、刺激和(或)损伤情况。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做出假阳性反应判定。

B.7.6 试验步骤

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

物能接受1 mL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，然后将湿润过的导管轻柔地插人阴道，用注射器注人 1 mL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，试验液注人时或注人后可能会有溢出，可用软棉纸轻拭去溢出

的液体。

    每次间隔24 h连续重复上述步骤，至少连续5d,

    对于长期多次接触试验，应根据预期临床应用情况确定试验用量、接触次数、时间和间隔期。

B. 7.7 动物观察

    初次接触后24 h和每次试验操作前注意记录阴道口和会阴溢液、红斑和水肿状况

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

B.7.8 结果评价

B. 7. 8. 1 肉眼观察评价

    末次接触后24 h，无痛处死动物，完整切下阴道后纵向切开，检查上皮组织层的刺激、损伤以及坏
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死情况。

    将取下的阴道组织放人适当的固定剂中固定后进行组织学评价。每块阴道组织应取其两端和中央

三部分。

    将试验动物与对照动物的阴道部位进行比较。

    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。

B. 7. 8. 2 组织学评价

    应由病理学家对阴道组织的刺激反应进行评价，_可按表B. 4规定的记分系统对每一组织进行

评 分 。

    试验组动物显微镜评价记分相加后再除以观察总数即得出试验组平均记分。最大记分为16,

    对照组同法计算。

    对照组动物中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B. 5),

    对于长期多次接触试验，可将表B. 4修改为适合于对有关慢性刺激组织反应的评价。

B. 7.9 试验报告

    试验报告应包括:

    a) 试验样品描述;

    b)试验样品预期用途/应用;

    c) 制备样品所用方法的详细描述;

    d) 试验动物描述;

    e) 接触方法;

    f) 试验部位记分;

    9)观察记录;
    h) 组织学评价;

    i) 结果评价。
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  附 录 C

(资料性附录)

背 景 信 息

C.1 刺激试验背景信息

    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)勃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。试验部位无需擦伤，因为有

迹象表明擦伤部位与未擦伤部位之间的反应性是相同的。

    皮肤刺激试验结果会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%的十二烷基硫酸钠(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[27 [4] [317，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[[187 [197

    SDS接触可用于测定志愿者并作为一个参照点。按照欧盟(EU)准则(88/379/EEC委员会指令)，

SDS被分类为皮肤刺激物，但是并未明确SDS是否达到或接近化学物临界水平即被看作皮肤刺激物。

这样比起使用纯净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[[317

    由于体外方法的发展和更多地应用于志愿者，实验动物用于皮肤刺激试验正在减少[[107 [147。生物

工程或无创性客观测定方法被用来定量检验刺激反应，因此对过于主观的目视读数记分的依赖性有所

减少C12l Usl Cvl。不过Draize白化兔皮肤刺激试验已具有10多年的经验，该方法见参考文献[8]o Draize
皮肤刺激试验是在白化兔体上进行的斑贴试验。试验材料置于纱布敷贴于3只已除毛家兔的背部，用

胶带固定敷贴物并用半透气性包扎带缠绕动物整个躯体4h, 4h后除去敷贴物并清洁试验部位，对出

现的红斑和水肿反应进行评分。同样对24 h,48 h和72 h的反应进行评分。

    兔眼刺激试验也己发展用于预测人眼的刺激性[[277。已发表的Draize记分系统[[2s]有助于眼刺激反

应评价，而图示指南在眼损伤的评价中可起到辅助作用。

    用于检验眼刺激作用的体外替代方法尚在发展中，但仍未得到确认和国际间的认可[[217
    外推性人体皮肤刺激数据主要来源于研究机构，如见于已出版的《食品与化妆品毒理学》中的有关

香料油和其他芳香族化合物芳香材料的专题文献。OECD指南中的志愿者急性皮肤刺激研究给出了其

他背景信息。制定OECD指南的化学物组已达成一致意见，有必要针对志愿者局部皮肤反应制定一个

OECD指南 。

C. 2 致敏试验在迟发型超敏反应方面的背景信息

    一次或多次接触表皮后，在免疫系统的引发和诱导下，人体会出现致敏反应。关键是半抗原(化学

物)必须存在于皮肤并能向里渗透，然后与皮肤蛋白质结合后才形成免疫源性复合物。存在于表皮/真

皮接缘处的朗罕氏细胞将抗原传递给特异性淋巴细胞，而后致敏的淋巴细胞引发免疫反应。这些淋巴

细胞中有一小部分为长寿命的记忆细胞，它们在激发阶段作为原始活性因子，这样以后再次接触同一

抗原时，致敏的淋巴细胞释放淋巴因子，吸引其他炎症细胞至反应局部，从而导致一系列有害反应
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    1895年，Jadassohn采用斑贴试验揭示了一汞接触过敏症临床病例。这一创新的方法为以后的诊

断和预测人及动物接触过敏反应试验提供了科学基础。Landsteiner和Chase等人推荐使用豚鼠测试

迟发型超敏反应，评价化学物潜在致敏性的预期性/预言性试验的发展即是沿续了他们开创性的

实践[‘，〕。

    Magnusson和Kligman等人探索研究了很多不同的豚鼠试验方法，提出的一种试验方法是豚鼠最
大剂量法(GPMT)，首先进行皮内注射[用或不用弗氏佐剂(FCA) I，然后在同一部位局部应用试验材

料。最初的方法要求如试验材料是非刺激性的，应对试验部位预处理。根据该方法的定义，可检验出

微弱致敏物，因为“微弱”一词包括了阳性反应物的零反应在内。这是一灵敏的试验并已被广泛使用。

弗氏完全佐剂的应用提高了试验方法的敏感性，但也有争论称在某些情况下，这种应用可能会导致过高

估计化合物的致敏潜力。

    Buehler["[在1965年提出封闭斑贴法为首选接触方法，该法产生封闭性，使接触加严来模拟人体

使用过程(人体重复损害斑贴试验:HRIPT)。有人提出封闭性斑贴试验具有敏感性，能准确地预测出

中度至重度致敏物，这样使HRIPT试验中检验有害反应的受试人得以避免接触该类物质。现有的数

据证实封闭方法优于皮内注射和开放式局部应用方法。这种方法没有使用佐剂刺激免疫系统，目前已

作为一项被认可的技术，具有足够的敏感性，能检测出大部分微弱致敏物，而且在风险性评价过程中

显示出充分的灵活性。但是，封闭式贴敷试验(Buehler试验)的敏感性比GPMT低[[46]

    这两种试验在安全性评价中使用率最高，美国常用封闭性贴敷试验，欧洲则使用GPMT。在当前

的OECD和EU试验指南中这两种试验也是优选的方法。豚鼠致敏试验结果取决于许多动物相关因

素和有关实验室间试验结果差异性解释的技术因素，如动物品系、性别、年龄、试验环境条件、动物试验

部位除毛(剪毛或剃毛)或化学脱毛方法、敷贴片设计型式、试验材料剂量、封闭程度、接触时间和组织反

应读数。正在使用和研究的还有其他许多试验，而所有这些试验都有其支持者。目前已有几种方法被

认可开始制定规则，研究者应以适当的文件形式提出试验方法并加以验证。在所有的试验中，均应按

照原始参考资料完成试验步骤。表C. 1中列出了所提出的其他一些试验。

    最近出版的ECETOC专著中给出了一种最新的皮肤致敏试验[441

                              裹C. 1 其他迟发型接触致敏试验

弗氏完全佐剂试验(Freund's complete adjuvant test)
Split佐剂试验 (Split adjuvant test)

开放式表皮试验(Open epicutaneous test)
Mauer最优化试验 (Mauer optimization test)

豚鼠脚垫试验(Footpad test in guinea-pig)

累积接触增强试验(Cumulative contact enhancement test)

皮肤划痕(佐剂和斑贴)试验[Scratched skin (adjuvant and patch)test〕

鼠耳肿胀试验(Mouse ear swelling test)

局部淋巴结测定(Local lymph node assay)

    值得注意的是表C. 1中的最后一项试验，即鼠科动物局部淋巴结测定(LLNA )。局部淋巴结测定

(LLNA)已被经济与合作发展组织(OECD)接受作为当前豚鼠试验的惟一替代方法，该法对动物保护

方面有所改善[ea]

    LLNA的科学原理是，通过局部接触试验样品后排出鼠耳淋巴结液体，测定3H甲基胸腺呛陡核昔

在淋巴细胞内的结合性来检验致敏反应。该试验不包括激发阶段，试验所关注的终点是刺激指数((SDI

给出试验动物淋巴结内胸腺啼吮核昔结合性与对照动物淋巴结内结合性的比率。刺激指数大于

3(SI>3)时为阳性结果。通过实验室内部和实验室相互评价，已经证实了LLNA在剂量水平关系方面

具有重现性[[601 [761 [781 [721 [591 [651 [821。但是也有报告称LLNA很难区分刺激性与变应原性物质[721 [621 [791
  32
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因此对刺激物可能给出假阳性结果，而对同时具有刺激性和变应原性的材料则可能会过高估计了其变

态反应原性[Css]。然而，LLNA与豚鼠试验相比仍具有优势，如试验周期较短、终点更为客观、所用试验

材料较少，并且免除了弗氏完全佐剂注射。细胞活性标记物分析和流式细胞仪的应用有可能改进试验

步骤[68] [68]，但这些能否适合于补充进LLNA标准方法作为常规毒理学应用还尚未确定。从另外一方

面来说，LLNA要求对试验介质进行更加局限性的选择，大部分研究者使用一种丙酮和橄榄油的混合

剂。最近的研究显示在使用不同的介质时，其结果也有所不同[[7+]。此外，LLNA不能研究激发阶段或

交叉反应模型，因为动物在诱导处置之后、淋巴结切下之前已被处死。

    胭淋巴结测定(PLNA)是另外一种淋巴结检验法，该法采用脚垫皮下应用[[631 [661 [81]。除了直接测

定淋巴结活性作用外，指示抗原可用于进一步辨明化学物在试验条件下产生的免疫调节作用。

    风险性评价过程不应仅依赖于单一模式或方法，而应进行多方面考虑，为使用者提供最大的安全

性保证。一般来说，评价必须包括动物和人体试验模式，在选择模式和方法中宜具有一定的灵活性，但

其理由需形成文件和(或)经过确认。

    在进行适当的豚鼠阴性试验时，如试验浓度比实际应用情况更具安全因素，试验结果一般是可以

确定的。但是，应避免在没有对最终产品使用应有的考虑的情况下，仅基于反应发生率和(或)严重性

对试验材料分级。

    主要从以下四种因素来确定产品的致敏率和严重性风险:化学变应原的致敏潜力、化学变应原在产

品中的总量、生物利用率和接触程度。以引发致敏反应所需的最低诱导浓度来限定化学物的致敏潜力，

其诱导浓度越低说明致敏剂的致敏潜力越大[[80] [40]。当产品中变应原的残留水平超过其最低诱导浓度

(由GPMT中得出)时，会发现使用者中有明显的过敏接触性皮炎发病率。

    另外，混合剂和产品的预测性检验很少被确认，并且可在产品成分检验后再进行，试验设计和结果

解释相应地是不确定的。但有几个例子证实了预测的可能性。在采用引发人体接触性皮炎的毛线衫制

备的丙酮浸提液进行的动物试验中，变应原(phosgene chlorophenylhydrazones)已被证实[48]。另一个
例子是，用引发人体接触性皮炎的橡胶长筒靴制备的丙酮/氯仿浸提液进行的动物试验最终发现，琉基

苯并窿哇(mercaptobenzothiazole)和二硫化二苯并窿哇(dibenzothiazyldisulfide)是诱发变应原〔4,]。试

验中使用有机溶剂的重要性已得到明确的证实。在用盐水浸提液无反应的情况下，有机溶剂浸提液引

发了豚鼠的超敏反应。

    日本医用材料和器械基本生物学试验导则(1995)采用有机溶剂制备样品步骤，通过溶剂燕发方法

得到残留物，在风险性评价步骤中对材料残留物百分率与仍能引发动物迟发型超敏反应的残留物(混合

剂)的最小稀释百分率进行比较。

    皮肤致敏试验的体外方法目前仍未得到确认作为常规试验[13]
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