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前 言

    GB/T 16886的本部分等同采用国际标准ISO

与血液相互作用试验选择》。

    GB/T 16886的总题目是医疗器械生物学评价

10993-4:2002医疗器械生物学评价— 第4部分:

，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限定;

    — 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:样品制备与参照样品;

    — 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:降解产物与可溶出物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:材料化学定性。

    有关其他方面的生物试验将有其他部分的标准。

    本部分的附录A,附录B,附录C均为资料性附录。

    本部分由国家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:国家药品监督管理局济南医疗器械质量监督检验中心、天津市医用生物材料监测

研究中心。

    本部分主要起草人:由少华、史弘道、吴平、刘欣。
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引 言

医疗器械与血液相互作用试验方法的选择和设计应考虑器械设计、材料、临床有效性、使用环境和

风险受益情况，这些具体要求只能包括在产品标准中。

GB/T 16886本部分的原始出处是《美国国家心、肺、血液研究工作组报告[29j第9章和第10章;血
液/材料相互作用指南》。该报告目前已进行了修订〔52j
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医疗器械生物学评价

第4部分:与血液相互作用试验选择

范围

    GB/T 16886的本部分给出了医疗器械与血液相互作用评价的通用要求。GB/T 16886的本部分规

定了:

    a)按照GB/T 16886. 1/ISO 10993-1规定的预期用途和接触时间对接触血液的医疗和牙科器械

        进行分类;

    b) 器械与血液相互作用基本评价原则;
    c) 根据具体器械分类，结合试验基本原理和科学依据选择给定试验的原则。

    由于受器械与血液相互作用方面的认识以及试验的准确度所限，不能规定详细的试验要求，因而

GB/T 16886的本部分只是对生物学评价进行概括性的描述，不对具体器械提供试验方法指南。

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 16886.1-2001 医疗器械生物学评价 第1部分:评价与试脸(idtISO 10993-1:1997)

    GB/T 16886. 2-2000 医疗器械生物学评价 第2部分:动物保护要求〔idt ISO 10993-2:1992)

3 术语和定义

GB/T 16886. 1/ISO 10993-1中确立的以及下列术语与定义适用于GB/T 16886本部分.

血液/器械相互作用 blood/device Interaction

血液或血液成分与器械间的相互作用所导致的对血液、器官、组织或器械的影响。

注:这些影响或许有/或无临床意义或不希望产生的后果。附录A给出了血液或血液成分与器械间的相互作用方

    面的详细信息.

3-2

半体内 ex vivo

试验系统用术语。该系统是从人体或试验动物体直接将血液引人一个置于体外的试验容器中。
注:如果使用动物棋型，血液可直接返回动物休内(循环)，也可收集至试管内进行评价(单向通过)。

3.3

血栓形成 thrombosis

由血栓引起的血管、器械部分或完全闭塞的体内现象。

注1:血栓形成的定性包括在动物或临床装It上进行的半体内和体内方法.

注2:血栓由红细胞、聚集血小板、纤维蛋白和其他细胞成分组成。
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3.4

扭血 coagulation

凝血因子级联活化作用所致的现象.

注:体内或体外接触器械之后，可测定凝血级联因子和纤维爱白溶解系统

血小板 platelet

存在于循环中的无核细胞体，枯附子表面并聚集成止血栓子以减少出血。
注:血小板试验包括血小板定A侧定以及血小板结构与功能的分析。试验包括分析血小板释放的或枯附于器械表

    面的血小板因子或血小板表面成分.
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血液学

对血液方面的研究，包括对血细胞和血浆成分的定量测定。

3.7

补体系统 complement system

先天免疫系统的一部分，由数种血浆蛋白质组成.包括醉和细施受体。
注 补体成分产生的效应分子，与炎症、吞熨作用和细地洛娜有关.

4 给略语

下列缩略语适用于本部分。

Bb 替代途径补体激活产物

怪TG 户血栓球蛋白

Cod 经典途径补体激活产物

C3a,C5a 从C3和C5裂解出的(活化的)补体产物

CD62L L选择家

CH-50       50%溶血的丰卜体

CT 计算机断层摄影技术

D-Dimer 特异纤维蛋白降解产物(因子xff交联纤维蛋白)

ECMO 体外膜氧合器

ELISA 醉联免疫吸附试验

EM 电子显微镜

FDP 纤维蛋白/纤维蛋白原降解产物

FPA 纤维蛋白肤A

F,+x 凝血醉原激活片段I+2

iC3b 中央C补体激活产物

NC 下腔静脉

MRI 磁共振成像

PAC-1 能识别血小板表面褚蛋白IIb/Ma激活形态的单克隆抗体

PET 正电子断层X线摄像
PF-4 血小板因子4

PRP 富血小板血浆

PT 凝血醉原时间

PTT 部分凝血激活酶时间

P-selectin 血小板或内皮细胞释放反应期间显露的受体
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RIA

S-12

SC5Ir9

TAT

TCC

TT

VW F

放射免疫测定

血小板释放反应期间识别显解的。顺粒膜成分P-selectin的单克隆抗体

末端途径补体激活产物

凝血酶一抗凝血酶复合物

末端补体复合物

凝血酶时间

von Willebrand因子

5 与血液接触册桩的类型(按GB/T 16886. 1/ISO 10993-1分类)

51 非接触番械

    例如体外诊断器械。

5.2 外部接入器械

    这类器械与循环血液接触，作为通向血昔系统的管路。如GB/T 16886. 1/ISO 10993-1中所包括
的器械。

    a) 与血路间接接触的外部接人器械包括以下器械(不局限于此):

        — 插管;

        — 延长器;

        — 血液采集器械;

        — 血液及血制品贮存和输注器械(如管、针、袋);

        — 细胞贮存器;
    b) 与循环血液接触的外部接人器械包括以下器械(不局限于此):

        — 动脉粥样硬化切除术器械;

        — 血液监侧器;

          — 导管;

          — 导丝导

        — 血管内窥镜;

        — 血管内超声器械，

        — 血管内激光系统;

        — 冠状逆行范注导管;

        — 心肺旁路回路;

        — 体外膜式载合器。

        — 血液透析器/血掖过撼器，

        — 血液成分采愉器，

        — 血液特异性物质吸附器.

        — 心血昔介人器械，

        — 经皮循环辅助系统。

5.3 植入号械

    植人器械大部分或全部植人血管系统，包括以下器械(不局限于此):

    — 瓣膜成形环，

    — 机械或组织心脏瓣膜;

    — 人工或组织血管移植物，

    — 循环辅助器械(心室辅助器械、人工心脏、动脉内球泵)，

    — 下腔静脉过建器;
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— 栓塞器械;

— 血管内植人物;

— 植人式除颇器和复律器;

— 支架;

— 动静脉分流器;

— 血液监测仪;

— 血管内药物释放导管;

— 起搏器导线;

— 血管内膜式氧合器(人工肺);

— 去白细胞滤器。

6 血液相互作用特性

6-1 总则

.1 图1列出了一个判定流程图，可用于确定是否需要进行血液相互作用试验。

    根据检测的主要过程或系统可将血液相互作用分为五类。

    表1和表2列出了与循环血液接触器械举例和器械适用试验类别。

    注:本标准是一协调性标准，在器械具体特性的基础上可研究制定出合理的原理来证明不伺类型的选择。血栓形

        成试脸为判定器械性能的常用优选方法，在很多情况下，血栓形成试验综合了凝血、血小板、血液学和补体系统

        试验原理。 _

    医疗器械如已有产品标准，标准中的生物学评价要求和试验方法优先于本部分的总则.

6.1.2如有可能，试验系统应模拟器械临床使用时的几何形状和与血液接触的条件，包括接触时间、温

度、灭菌条件和血流条件。对有一定几何形状的器械，应评价试脸参数(浓度每单位体积)与接触表面积

(cm,)之比。
    只对血液接触部件进行试验，应根据当前技术水平选择方法和参数。

6.1.3 试验应设立相应的对照，除非能证明这些对照可以省略。如有可能，试验应包括临床已应用过

的相关器械或经鉴定过的参照材料〔门。

    所用参照材料应包括阴性对照和阳性对照。所有供试材料和器械应符合制造商和实验室的全面质

量控制和质量保证规范，并应能识别出材料和器械的来源、制造商、等级和型号。

6.1.4对器械部件待选材料可能会进行筛选试验。但该类试验不能替代完整供试器械或器械部件在

模拟或加严的临床应用条件下进行的试验。

6.1.5 如不是模拟器械使用条件进行的试验，或许不能准确反映出临床应用中发生的血液/器械相互

作用的性质，如一些短期体外或半体内试验难以预示长期的体内血液/器械相互作用[85](86]

6.1.6 根据以上所述，预期用于半体内(外部接人器械)的器械应在半体内条件下进行试验，而用于体

内(植人物)的器械则应在尽可能模拟临床使用的条件下，在动物模型上进行体内试验。

6. 1.7 体外试验也适用筛选外部接入器械或植人物，但不能准确预示长期、霍复或永久接触的血液/器

械相互作用(见6.3.1)。不接触血液的器械不需要评价血液/器械相互作用。与循环血液接触时间很

短的器械(如手术刀、皮下注射针、毛细吸管)一般不需要进行血液/器械相互作用试验。

6.1.8  6.1.6和6. 1.7与第5章、图1和表2中所述为6.2.1中所列试验的选择指南。

6.1.9 各种用于采集血液和进行血液体外试验的一次性使用实验室器具均应进行评价，以证实对所进

行的试验无明显干扰作用。

6.1. 10 如果是按标准所述的方法选择试验并在模拟临床应用条件下进行试验，这种试验结果能预示

器械的临床性能，但物种差异和其他因素也可能会限制试验的预侧性。

6. 1.” 由于物种间血液反应的差异性，试验应尽可能使用人血。在必须使用动物攀型时，如用于评价
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器械的长期、多次或永久接触相互作用时应考虑血液反应中的物种差异性。

    人与其他灵长类动物的血液等级和反应性是非常相近的[261，使用家兔、猪、牛、绵羊或狗等动物进

行试验也能获取令人满意的结果。但由于物种间可能存在明显的差异性(如犬科类动物比人更容易发

生血小板粘附、血栓形成〔侧和溶血)，因此对所有动物研究结果均应予以谨慎的解释。试验所用动物和

动物数目应予以证明是合理的(见GB/T 16886/ISO 10993-2),
    注:欧盟法规(86/906/EEC)和有些国家的法规中禁止使用灵长类动物进行血液相容性试验和医疗器械试脸。

6.1.12 除非器械设计成在含抗凝剂条件下应用，一般在体内和半体内试验中应避免使用抗凝剂。由

于抗凝剂的种类和浓度会影响血液/器械相互作用，因此应对所用抗凝荆的种类和浓度予以判定。在评

价与抗凝剂一起应用的器械时应采用临床使用的抗凝剂浓度范围。

              衰 1 与循环血液接触器械或册械部件和适用试验分类— 外部接入器械

器械举例 试验分类

血栓形成 凝血 血小板 血液学 补体系统

动脉粥样硬化切除术器械 X.

血液监侧器 x X.

血液贮存和输注设备、血液采集器械、延长器 x x X ’

体外膜式氧合器系统、血液透析器/血液过渔器、经皮循环

辅助系统
x x x x x

导管、导丝、血管内魔镜、血管内超声器械、激光系统、冠状

逆行谁往导管
x x x 胜

细胞贮存器 x x X‘

血液特异性物质吸附器械 x x x x

血液成分采翰器 x x x x

    只作溶血试验。

表2 与循环血液接触器械或器械部件和适用试验分类— 植入器械

器械举例 试验分类

血栓形成 凝血 血小板 血液学 补体系统

排膜成形环、机械心脏瓣膜 x x 0

主动脉内球囊泵 X x x x x

人工心脏、心室辅助器械 x X

栓塞器械 丫.

血管内植人物 x x 0

植人式除硕器和复律器 x X .

起搏器导线 x 又 .

去白细旅逮答 x x x0

人工(合成)血管移植物(片)、动静脉分流器 x x0

支架 x X'

组织心脏辫腆 X X'

组织血管移植人物(片)、动静脉分涟器 X XJ

睁脉腔滤器 X X0

  只作溶血试验。
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6.1.13 对已经临床认可器械的更改应考虑其对血液/器械相互作用和临床性能的影响。这类变动包

括在设计、几何形状方面的改变、表面的变化或材料主要化学成分的改变，以及在材质、多孔性或其他性

能方面的改变。
6.1.14 试验应反复进行足够的次数，包括适宜的对照试验，以能够进行数据的统计学评价。某些试验

方法因具有波动性，所以要反复试验多次才有意义。对血液/器械接触的延期重复研究还可提供关于血

液/器械相互作用的时间因素方面的信息。

6.2 试验与血液相互作用类别

6.2.1 推荐的器械与血液相互作用试脸

    根据器械的类型，推荐试验分类按表3和表4,

    根据检测的主要过程或系统可将血液相互作用分为五类:

    a) 血栓形成(见3.3);

    b) 凝血(见3.4);

    c) 血小板和血小板功能(见3.5);

    d) 血液学(见 3.6);

    e) 补体系统(见3.7).

    这些试验的原理和科学依据参见附录B.

6.2.2 非接触器械
    这类器械不要求进行血液/器械相互作用试验。一次性使用试验器具应经过确认，以排除材料对试

验精确性的影响。

62.3 外部接入器械
    对照表1和表2确定出具体器械的血液相互作用类别后，表3可作为指南用于选择外部接人器械

的适用试验，以合理地评价血液相互作用(见6. 1.6)。试验选择标准根据所评价的具体器械而定。

6.2.4 植入器械

    对照表1和表2确定出具体器械的血液相互作用类别后，表4可作为指南用于选择植人器械的适

用试验，以合理地评价血液相互作用〔见6.1. 6)。试验选择标准根据所评价的具体器械而定。

6.2.5 说明与限定
      目前已有适用于人血试验的免疫测定法，但通常不适用于其他物种。人体试验器具一般不与其他

物种血液交叉反应，但有些非人灵长类动物除外。在设计试验系统时，应注意确保实际侧得的激活作用

是试验材料所引起，而不是试验系统产生的假象。使用人血的体外和半体内模拟试验常需要测试用的

血浆，应根据试验条件进行低、中、高度稀释，以确定免疫测定法的有效范围。仅在有效检侧范围内测得

的结果在出具报告时应谨慎解释，还应注意要确保供试样品的稀释范围是可测得的。

      由于材料特性不合格或血液试验前的不正确操作，在评价血液/器械相互作用中可能会出现与实际

不相符之处。例如，在研究只依赖于一种试验模式时，或试验中可能带人与试验材料或器械无关的异

物。此外处于低流速(静脉)环境中的材料与处于高流速(动脉)环境中的材料与血液的相互作用有较大

差异，改变试验方案或改变血流条件会使材料体内血液相容性表观发生改变。

6.3 试验类型

6.3.1 体外试验
      体外试验方法应考虑的因素包括血细胞比容、抗凝剂、样本采集、样本年龄、样本贮存、供氧，以及

pH值、温度、试验与对照试验的顺序、表面积与体积之比和血流动力条件(特别是壁剪切率)。试验应

尽快进行，一般在4h内，因为采血后血液的某些性能会迅速发生改变。

  6.3.2 半体内试验
      半体内试验适用于半体内器械，例如外部接人器械。半体内试验也适用于像血管移植物这样的体

  内器械，但这种试验不能替代植人试验。



GH/T 16886.4-2003/LSO 14993-4;2002

    半体内试验系统适用于监侧血小板粘附、栓子形成、纤维蛋白原沉积、血栓重量、白细胞粘附、血小

板消耗和血小板激活[[2o][3u][4e]。用多普勒或电磁流量探测头可测量血流速度。血流变化可指示血栓沉

积和栓塞形成的程度和过程。

    许多半体内试验系统应用放射性同位素标记血液成分以监侧血液/器械相互作用，血小板和纤维蛋

白原是最常用的放射性同位素标记血液成分。通过严格控制试验步骤，可将标记过程引起的血小板反

应性变化控制在最低程度[23][24][25]

    半体内试验与体外试验相比，其优点在于使用流动的本体血(提供了生理血流条件)，由于能改变试

验容器，故能评价多种材料，还可对一些状况进行实时监测。缺点则是各试验之间的血流条件不一致，

动物间血液的反应不同，可供评价的时间间隔相对较短。建议在试验中采用同一动物进行阳性与阴性

对照试验。

                                    表 3 外部接入器械试验方法

试验分类 评价方法 注释

血栓形成

闭塞百分率

流速降低

重量分析(血栓重量)
l

  光学显微镜〔粘附的血小板、白细胞、聚集物、红细胞、纤维蛋白等)

器械产生的压降

血栓成分的标记抗体

扫描电镜(血小板粘附和聚集;血小板和白细胞形态.纤维蛋白等)

凝血
PTT(非活化)

凝血酶生成:特异性凝血因子评价,FPA,D一二聚体、E十:,TAT

血小板

血小板计数/粘附

血小板聚集

模板出血时间

血小板功能分折

PF一叭p-TG;血栓烷氏

血小板活化标记

血小板徽粒

放射性同位素-In标记的残存血小板伽玛成像

‘川玩标记推荐用干长期或重复

应用(>24 b-30 d)和永久接触

(>30 d)

血液学

白细胞计数(有或无分类计数)

白细胞活化

溶血

网织红细胞计数;外周血细胞活化特异性释放产物(例如粒细胞)

补体系统
C3a,C5a,TCC,Bb,iC3b,C4d2,5C5b-9

CH50,C3转化酶,C5转化酶



GB/̀P 16586,4-2003/ISO 10993.4:2002

表4 植入翻械试验方法

试验分类 评价方法 注释

血栓形成

扫描电镜(血小板枯附和聚集.血小板和白细胞形态;纤维蛋白等)

闭塞百分率

流速降低

血栓成分的标记抗体

器械剖检(肉眼和显微镜下)，组织病理学

末端器官剖检〔肉眼和显徽镜下);组织病理学

凝血
特异性凝血因子侧定;FPA,D一二聚体、F,十:,PAC一1,5一12,TAT

PTT〔非活化),PT,TT，血浆纤维蛋白原;FDP

血小板

PF一4,日一TC.血栓烷残

血小板活化标记

一血小板徽粒
放射性同位素u, h标记的残存血小板伽玛成像

血小板功能分析

血小板计数/粘附

血小板聚集

血液学

白细胞计数(有或无分类计数)

白细胞活化

溶血

!网织红细胞计数;外周血细胞活化特异性释放产物(例如较细A8)

补体系统
C3a,C5a,TCC,Bb,iC3b,C4d,SC51r9

CH50,C3转化醉,C5转化醉

6.3.3 体内试验

    体内试验系将材料或器械植人动物体内。用于体内试验的器械有血管补片、血管移植物、瓣膜环、

心脏瓣膜和辅助循环器械。

    对于大多数体内试验，测定血液管道是否开放是衡量试验成败的最常用方法。器械取出后测定闭

塞百分率和血栓重量，应通过肉眼及显微镜仔细检查器械下游器官，评价器械上形成的血栓梗塞末端器

官的程度。此外，周围组织和器官的组织病理学评价也是有价值的。肾脏特别易于滞留肾动脉上游的

植人器械(如心室辅助器械、人工心脏、主动脉人工移植物)形成的血栓[19]。目前已有无需试验结束即

可评价体内相互作用的方法，如用心动图侧定移植物开放性或器械上的血栓沉积，放射成像技术则可用

于监侧体内各个时期血小板的沉积情况。血小板存活与消耗可提示血液/器械相互作用和由新内膜形

成或蛋白质吸附引起的钝化反应。

    有些体内试验系统中材料特性可能不是血液/器械相互作用的主要决定因素，确切地说就是血流参

数、柔顺性、多孔性及植人物设计可能比材料本身的血液相容性更为重要。比如，对同一种材料，流速的

高与低会导致截然不同的结果。在这种情况下，体内试验系统性能要比体外试验结果更具重要性。
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          附 录 A

        〔资料性附录)

心血管器械和假体的临床前评价

A. 1 总体考虑

A.1.1 背.
    本附录提供了选择评价心血管器械与血液相互作用试验的背景。GB/T 16886本部分的第6章针

对何时应进行试验，以及具体器械与血液相互作用分类提供了指南。该章还包括评价非接触器械、外部

接人器械和植人器械的试验。

A. 1.2 分类

    下列血液 器械相互作用分类供作参考。

    a) 主要影啊器械，但不一定对应用对象有不良作用的情况如下:

        1)血液中血浆蛋白、类脂质、钙或其他物质吸附到器械的表面或吸附到器械内;

        2)血小板、白细胞或红细胞粘附到器械表面或其成分吸附到器械内;

        3)器械表面形成假膜或组织囊;

        4)器械的机械和其他性能的变化。

    b) 对动物或人有潜在不良作用的情况如下:

        1)血小板、白细胞或其他细胞的激活，或凝血、纤维蛋白溶解、补体通路的激活;

        2)器械表面形成血栓;

        3)血栓形成产生的栓塞或其他材料在循环中从器械腔的表面向其他部位移动形成栓塞;

        4)对循环血细胞的破坏引起贫血、溶血、白细胞减少、血小板减少或血细胞功能的改变;

        5)对器械邻近细胞和组织的损伤;

        6)内膜增生或其他组织在器械或其附近聚集，导致血液流速降低或影响器械的其他功能;

        7)器械上或其邻近处枯附并生长细菌或其他感染原。

A. 1.3 动物和体外试验的优点与限制性

    动物模型可对器械进行持续监测并对重要变量进行系统控制研究。但是动物模型的选择可能受动

物大小要求、物种可得性和成本的限制。其关键在于，研究者要注意所选物种与人的生理差异和相近之

处，特别是凝血、血小板功能和纤维蛋白溶解以及对诸如麻醉剂、抗凝剂、溶血栓剂和抗血小板剂这类药

物和抗生素的反应。由于在班液反应方面存在物种差异性和应用对象差异性，而且不同器械的反应也

各异，因此由一种物种试验中得到的数据应予以谨慎说明。像拂拂这样的灵长类动物与人有着相近的

血液等级、血液凝固机理和心血管系统[3D]。非人灵长类动物的另一个优点还在于，许多开发为人用的

侧定血栓形成的免疫探针也适用于灵长类动物，这些探针包括PF-4 , }-TG, FPA, TAT和F,十:。狗是

一种常用物种并已提供了有用的信息，然而器械在狗身上比在人体上更易于形成血栓，一般评价认为这

种差异性是有益的。猪也是一种适宜的动物模型，其血液学和心血管与人相似。材料植人过程对结果

的影响也应予以考虑，并应包括相应的对照试验。

    由于在止血和血液因子及活性方面存在物种差异性，所以在体外试验中应尽可能首选人血。

    血栓形成是一个动态过程，因此在体外试验中应尽可能模拟血栓产生的动态条件(例如血液一材料

接界面的剪切力)。在某些情况下，评价血液与材料相互作用也可使用静态试验。

A. 1. 4 动物试验方案
    血栓形成、血栓栓塞、出血和感染是限制当前心血管假体使用和进一步发展的主要问题。对与血液

短期接触的器械(<24 h)，主要是测定血液学、血液动力学以及性能变量变化的严重程度、肉眼可见的
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血栓形成和潜在的栓塞。而对长期、重复或永久接触(>24 h)的器械，重点则放在一系列可以获得血栓

和血栓栓塞的时间过程、循环血液成分的消耗、内膜增生的扩展和感染等信息的测定技术上。对于上述

这两类器械.溶血和血小板功能评价是很重要的。血栓形成可能在很大程度上受外科技术、血栓溶解和

栓塞现象的各种时间因素、器械的感染及接触表面可能发生的变化(如内膜增生和内皮化)的影晌。

    移植物表面与血液相互作用的后果，重者形成肉眼可见的血栓和栓塞，轻者则会出现像加速消耗止

血成分这样的影响。后者可以被补偿(器械消耗血小板数量很少时不会影响血小板总量)，或导致血小

板或血浆凝血因子的降低(因器械表面积较大而消耗的血小板数影响其总量)。

A.1.5 体外试验方案
    体外试验在不使用动物和成本相对较低的情况下应进行足够次数的试验，以进行统计学评价。体

外试验主要是测定血液学、血液动力学以及性能变量变化的严重程度、肉眼可见的血栓形成和补体激

活·体外法能通过改变材料或器械与血液的接触期来对各种因子和活化作用的动力学谁行研究·

AZ 播管

    插管主要用于插人一支和数支大血管中作为血液通路，还可用于心肺旁路和其他过程。插管可进

行短期或长期的试验，一般视为动静脉分流器研究。使用插管不会使循环血细胞水平、凝血因子或补体

系统因子发生改变。与其他间接血路器械((5.2.1)一样，插管与直接接触循环血液的器械((6.2.1. 2)相

比而言需做的试验较少。

A. 3 导管与导线

    插管需做的试验多数都适用于导管和导线的研究。导管在动脉或静脉系统中的部位或放置对血

液/器械相互作用有较大的影响，因此建议使用对侧动脉或静脉进行同期对照研究。抽出导管时注意不

要使血栓脱离导管，原位评价可对内膜或插人口损伤引起的血栓形成的程度进行评估。一般来说，多普

勒血流测定比血管造影能提供更多的信息，而血液成分的放射性同位素标记动力学研究建议仅用于长

期使用导管。

A. 4 体外权合器、血液透析器、血液成分采输器和吸附血液中特异性物质的器械

    心肺旁路对止血剂有明显的急性反应。还有很多因素会影响试验评价，如使用血液吸管、驱液式血

泵的成分、低温麻醉、血液与空气接触以及接触时间等。对体外管路中的栓子可以用定期放置的半体内

血液过滤器、超声辐照或其他无损伤性技术进行检测。通过监测像氧合器压降、氧气交换率等特性参

数，可以直接评价血栓聚集。在装有心肺旁路:[31〕的患者中观察到，获得性血小板短暂功能障碍与选择

性Q颗粒的释放有关，模板出血时间及其他血小板功能和释放试验是相当实用的。

    血液透析器和心肺旁路器械会引起补体激活，可导致临床上值得注意的肺部白细胞浸润和肺损伤

伴有功能障碍。因此，这些器械的补体激活定量测定是比较实用的

    血液成分采输器和用于从血液中吸附特异性物质的器械，因其表面积与体积之比较高，很可能会激

活补体、凝血、血小板和白细胞通路，应按照检验体外氧合器和血液透析器的同一原理测定血液/器械的

相互作用。

A.5 心室辅助器械和人工心脏

    这类器械能引起各血液成分的显著变化。影响因素有:与血液接触的外表面积较大;快速血流状态

和紊流(如湍流或分流)区域。这类器械的试验可包括侧定溶血、纤维蛋白原浓度、凝血酶的生成、血小

板存活和激活、补体激活和对肝、肾、肺及中枢神经系统功能的封闭监测。对外科取出物进行详细的病

理检查也是评价的重要组成部分[[40_41]
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A.6 人工心脏拼助

    在人工瓣膜的评价中，侵人式、非侵人式和体外流体动力学研究是很重要的。

    检查人工瓣膜功能障碍最有效的方法之一是听诊法[1-21. 2D型和M型超声心动描记器利用超声

辐射形成心脏图像，接收来自具有不同声阻抗物质的反射并处理成图像，可以检验人工瓣膜的结构。机

械排膜反射较强的回声信号，闭合器的运动一般都能清晰成像，成像质量取决于具体被检瓣膜。超声心

动描记法对于评价组织衍生瓣膜功能也是很实用的，可用于对赘生物、血凝块和瓣膜叶增厚迹象的检

验。使用常规的和彩色多普勒血流超声描记法可以对血液返流进行鉴别和半定量测定(a2]

    建议进行血小板存活和聚集测量、血栓形成和溶血试验、压力与流速测量以及瓣膜及其周围组织的

剖检试验[‘，]〔‘，」。
A.7 血管移植物

    多孔和非多孔材料能植人动脉和静脉系统的各个部位，植人部位的选择主要取决于移植物的预定

用途。给定移植物直径增大并且长度缩小可提高其开放性，一般情况下的有效模式是，内径小于4 mm

的移植物，长度至少为内径的10倍(即4 mm内径的移植物长度为40 mm)。移植物的开放性可通过对

某些部位末梢脉搏触诊和周期性血管造影来进行判定，也可应用超声辐射、MRI和PET。在拂拂体上

进行的连续的放射性同位素标记血小板成像研究结果与非内皮化的移植物表面积有关[[30]，放射性同位

素标记血小板有助于对血管壁上的血栓形成聚集物进行非侵人式成像。同时还建议对血小板数、血小

板释放成分、纤维蛋白原/纤维蛋白降解产物和激活的凝血种类进行连续侧定。对移植物和邻近的血管

进行剖检，可以在内皮完好性和增生反应的形态学研究方面提供有价值的信息。应对血管移植物近端

与远端吻合的纵切面和横截面以及有代表性的移植物中间部位进行系统评价，这对于器械的全面评价

是十分必要的。

人8 下腔.脉过泣.、支架和支架移植物

这类器械可采用血管造影术和超声辐射来进行研究，也可采用血管移植物评价技术(见第A. 7

章)[‘，]。
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            附 最 B

          (资料性附最)

实驻室试验:原理、科学依据和说明

B.1 总则

B.1.1 背簇

    本附录阐述了6.2.1中所列试验的原理和科学依据。具体方法见于实验室医学和临床病理学标

准文本。参考文献〔171̂-[441;[46〕一泣59」中描述了可用于评价血液/器械相互作用的试验。由于生物

学变异性和技术上的局限性，使许多试验的准确性受到限制。

B.1.2 体外试验原理

    使用静态和动态系统，例如循环回路和离心系统〔501 [541
B. 1. 3 试验条件

    为了进行血液/器械相互作用体外评价试验，取自正常人体或试验动物的抗凝血液或血浆应在标准

条件下先与材料或器械接触，标准条件包括时间、温度和流速。接触后短期内对接触过的等份血液或血

浆进行试验。接触条件应与器械的预定使用条件一致。

    在制备试验样品时，应注意在试验之前避免血液任何成分的激活或释放。应根据供试器械或材料

特性和其预定最终用途确定适宜的试验条件。

B.1.4 分类

    在其使用部位评价外部接人器械和植人器械时，血液采集到抗凝剂中，在无先前接触阶段情况下按

规定方法进行试验。如6.2.1中规定，试验按其过程或被测系统分为五类:血栓形成、凝血、血小板和

血小板功能、血液学和补体系统。

胶2 血栓形成

B. 2.1 闭密百分率

    闭塞百分率是器械经过使用并取出后以目力来定量侧定，即是铡定管道中血栓形成过程的严重程

度。无闭塞不能完全排除血栓形成过程的存在，因为血栓可能在浏量闭塞百分率之前已经变成栓子或

被清除。闭塞亦可能不仅仅是因血栓形成造成的，还可能由内膜增生引起，尤其是在血管移植物的外周

吻合处，需用显徽镜检查来鉴别闭塞过程的性质。在能比较的基础上，可进行血栓被盖表面积和血栓游

离表面积半定量试验测定。

B.2.2 流速降低

    器械使用一个时期后侧量流速，可在使用期间或使用前后进行，原理及说明同B.2.1.

B. 2. 3 ，.分析(血栓=f)

    将器械从使用部位取出后进行，原理及说明同B.2.1.

B. 2. 4 光学显徽镇

    采用该技术可以获得有关细胞密度、细胞聚集和纤维蛋白粘附到材料上等方面的信息，以及材料或

器械上这些沉积物的几何分布。光学显微镜法为半定量方法。

B. 2.5 器械产生的压降

    可在器械使用前后一个时期进行测量，原理及说明同B. 2. 1.

B. 2.6 扫描电镜(SEM)

    原理及说明同B.2.4。该方法与B.2.4相比其优点在于能呈示被检成分更为清晰的细微结构。要

作出定量结论需进行反复多次测定以确定其重现性程度。
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B.2，7 抗体结合

    对材料上的纤维蛋白和血小板沉积进行显微定性判定之后，可通过测量纤维蛋白原或血小板膜受

体的特异性标记抗体量进行定量评价。进行这种侧量时，材料在接触血液之后应进行清洗.以在标记抗

体结合之前除去非附着性血液成分。

B.2.8 器械取出和检查
    该方法对于评价植人器械的生物学反应非常重要。通过认真细致的检查，可对细胞和蛋白质沉积

物的分布、大小和显微镜下的属性进行最完善的测定。目前已有发表的推荐方法加]{’，〕

B.2.9 远侧器官剖检

    其原理是检查植人的器械对远侧的影响，这些影响包括血栓栓塞和器械成分引起的栓塞阅。

B.2.10 成像技术— 血，造影术、血管内超声、多普勒超声、〔T和MRI

    可从中选择方法来侧定移植物或其分管道的开放性或闭合程度，还可测定体内器械上的血栓沉积。

B.3 凝血

    凝血法主要使用全血(新鲜的、非抗凝的)、抗凝全血(通常是拘椽酸盐)、富血小板血浆或贫血小板

血浆。因为大多数标准凝血评价是用于检侧导致血液凝固延迟或过量出血的临床凝血失调，所以应修

改血液/器械相互作用评价方案，使其适于评价生物材料引起的加速凝血作用。活化部分凝血激活酶时

间侧定试验所用的试剂包括一种激活剂，比如白陶土、硅藻土或揉花酸。应避免使用这种有激活荆的试

剂，因为激活剂会掩盖材料和器械引起的加速凝血。

    血液与试验材料接触可在一静态容器中.如并联的板池，也可应用一个封闭的回路系统，回路导管

的内表面为试验材料。在与试验表面预定接触时间之后，即可进行表面和血液的试验[54〕。

B.3.1 部分扭血滋活蔺时间(Pn)

    部分凝血激活酶时间[ss〕是指再钙化的构椽酸盐血浆加上部分凝血激活酶后的凝固时间。部分凝

血激活酶为磷脂类悬浮液，一般从组织(哺乳动物脑或肺的组织匀浆)中浸提而成。在标准条件下与材

料接触后PTT缩短表明血液凝固接触活化阶段;PTT延长则提示缺乏血浆凝血因子工(纤维蛋白原)、

n(凝血酶原)、V、妞、W、X、刀或皿，因子孤或Xlll除外。肝素和其他抗凝剂也能导致PTT延长。

    使用市售含有各种激活剂(如白陶土或硅藻土)的部分凝血激活酶试剂的试验称之为活化部分凝血

激活酶时间侧定(APTT)。APTT对体外血液/器械相互作用评价没有意义，这是因为激活剂会掩盖器

械或其组成材料所致的激活作用。

B.32 凝血醉原时何(Pl)

    该试验用于测定凝血酶原和附加因子。在有组织凝血激活酶存在时，血液凝固时间取决于凝血酶

原、因子V、因子砚和因子X的浓度(在纤维蛋白原、纤维蛋白溶解和抗凝血活性正常情况下)。凝血酶

原时间延长一般表明缺乏凝血酶原因子V、现、X或纤维蛋白原。

B.3.3 凝血苗时间(1.1，)

    凝血酶时间[38〕是加人凝血酶溶液后血浆凝固所需的时间。纤维蛋白原缺乏(低于loomg/dL)、纤

维蛋白原变质、纤维蛋白降解产物或肝素水平提高都会延长凝血酶时间。该试验仅适用于评价植人

器械。

B.3.4 毅血阵生成

    材料在有磷脂(见B.3.1)存在的情况下与未触动的凝血系统接触将会生成凝血酶，可通过发色基

质的换算进行测量。该方法的变异性低于常规凝血试验。

B.3.5 纤维蛋白原
    异常纤维蛋白原血症、无纤维蛋白原血症和血纤维蛋白原过少会导致PT、PTT和TT延长[zl〕。

B.3.6 纤维蛋白原和纤维蛋白降解产物(FOP)

    正常的生理性纤维蛋白溶解生成F】)P片段X、Y、C、D和E，血浆浓度低于Zmg/mL。在降解反应
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速度慢，而FDP从循环中清除速度快的情况下会保持FDP低水平。纤维蛋白溶酶原活性增加所致的

纤维蛋白和纤维蛋白原病理性降解，会生成2 mg/mL̂  40 mg/mL的FDP或更高的浓度。该试验只适

用于评价植入器械。推荐使用文献所述方法[[51][52]。

B. 3. 7 特异性凝血因子评价

    血液与材料或器械在标准条件下接触后凝血因子明显减少(如少于正常值或对照水平的50%)，提

示因吸附、凝血或其他机制使这些因子加速消耗口

B.3.8  FPA,D一二康体、F,2 ,TAT

    FPA,D一二聚体或F1十:水平升高表明凝血机制激活。FPA和F，十x表明凝血酶原激活为凝血酶。

TAT复合物升高，说明凝血系统激活和正在生成的凝血酶与循环的抗凝血酶之间复合物的形成。

D一二聚体是因子xiff交联纤维蛋白(凝血和纤维蛋白溶解)的纤维蛋白溶酶消化降解产物。推荐使用

ELISA法和RIA法。

B. 4 血小板和血小板功能

    在制备血小板悬液时应注意切勿激活血小板。

B. 4. 1 血小板致

    由于血小板对防止出血起关键作用，所以血小板数的测定非常重要[[x17[I87[59l。接触器械后血液中

血小板数明显下降是由于血小板吸附、聚集、吸收(如在脾中)或材料和器械上的血液凝固引起的。植人

器械使用过程中血小板数减少可能是由于血小板在循环中的加速破坏或清除所致。血小板计数可采用

EDTA混悬液介质。

    血液收集技术应具有重现性。在各种条件下，包括不正确的血液收集，会使血小板功能亢进。试验

中通常使用聚集仪来检验血小板的正常反应。采用该方法检侧反应性降低的血小板比较容易，但一般

检侧不出功能亢进的血小板。将血小板聚集试验加以改良(适当降低血小板或聚集剂的浓度)后可用于

测定血小板接触材料或器械后是否有功能亢进情况。

B. 4.2 血小板聚集
    血小板聚集[3B〕是因向连续搅拌的PRP中加人聚集诱导剂(例如ADP、肾上腺素、胶原、凝血酶等)

引起的。随着血小板的聚集，血浆逐渐变清。可使用一种光学系统(血小板聚集仪)检测光传播中的变

化，记录仪以图像显示光传播相对其设定基线的变化。血小板激活与颗粒成分的释放以及FDP增加或

某些药物(如阿斯匹林、非ig类抗炎药)会导致血小板聚集延迟或减少。要切记有些试剂能改变血小板

聚集，而某些动物种属中可能没有血小板聚集现象。自发性血小板聚集(未加人诱导剂所发生的)是一

种提示血小板激活的异常现象。使用WU/HOAK法[5x]能自动检查血小板聚集。

B. 4.3 血细胞钻附

    血细胞粘附[39〕是材料血液相容性侧定方法，该方法还可一并检验是否有末端栓塞和一个或多个血

液因子的激活迹象。

    目前已有多种测量细胞向表面粘附的方法，例如Kuniki Kscore法[53_。多数方法的原理都是将正

常全血以一定的流速或压力通过一根玻璃球柱，观察从中排除血小板的比例。该原理已应用于其他血

细胞向玻璃球聚合物涂层上粘附的定量测定。已有报道，〕通过用这样一种方法，甲基丙烯酸翔乙酷

(PHEMA)涂层球上的犬科动物外周琳巴细胞和多形核白细胞的粘附要低于聚苯乙烯和其他聚合物涂

层球。在本项研究中采用了分离的淋巴细胞和多形核白细胞。

    另一种可供选择的方法是对粘附于试验表面的血小板直接计数。在标准条件下与血液或富血小板

血浆接触后，冲洗试验表面以除去非粘附细胞，随后固定试验表面，准备进行光学或扫描电子显微镜检

查。对每一单位面积粘附血小板直接计数并记录其形态(如散布数量和聚集形成程度)。还可采用51 Cr

或，11 In标记血，/j\板技术[33]C53][56]。
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B. 4.4 血小板橄活

    某些材料或器械的应用会引起血小板激活，可导致以下现象:

    a) 血小板颗粒物质的释放，比如BTG明血栓球蛋白)、血小板因子4(PF4)和血清素;

    b) 血小板形态学改变;

    C) 血小板微粒生成。

    激活的血小板为血栓形成的前期，可以通过各种方式来评价血小板激活。这些评价方法有:对枯附

在材料或器械上的血小板形态进行显微镜检查(光学和电子显微镜法)，测量BTG, PF4和血清素，通过

流式血细胞计数(微粒生成、P-选择素(GMP-140)显示来评价血小板激活;或使用单克隆抗体表达活化

的血小板膜糖蛋白Ib和IIB/Ula。使用流式血细胞计数识别活化血小板不同杭原决定簇的两个抗体

是:一个特异性用于血小板(即GP工b或 GP IIb/H[a)另一个则特异性用于血小板激活(P-选择

素)-

皿 4.

so7[sa

5 模板出血时间

市售的一种无菌、一次性使用器械能在标准条件下切出标准深度和长度的皮肤切口，大大提高了试

验的重现性和有效性。出血时间延长说明血小板功能下降或血小板数减少，后者可以单独测定(见

B.4.1)。现已观察到一些短期接触的外部接人器械(如心肺旁路户1〕出血时间延长，而血小板数正常。

该试验适宜于使用某些试验动物，也适用于体外出血时间测定。

B. 4.6 血小板功能分析

    经典的模板出血时间已应用自动方法的原理。全血吸出时通过一孔径为150 t.m的胶原滤器，血

小板粘附并聚集，最后将毖器孔堵塞。血压和温度是符合标准的，抗凝反应不会影响该试验。该试验适

用于动物血液。

B. 4. 7 放射性同位素标记血小板伽玛成像

    -In能发射较强的伽玛射线，使其适用于这一用途[E3][30]，该方法能够确定血小板沉积在器械上的

位置与数量，适用于外部接人器械和植人器械。

B.4.8 血小板寿命(生存)

    将从患者血液中采集的血小板用" CI或11 In[zsl[ZS1[a21Csv」进行标记。这两种试剂示踪样本中各个时

期的血小板，应避免血小板的过度洗提，并且在血栓形成期间不要被其他细胞捕获或再次使用。- In

具有较强的伽玛射线发射能力，进行寿命研究时通过标记较少的血小板，即能对表面体计数来评价血小

板的定位沉积。血小板寿命缩短，说明由于免疫过程、血栓形成过程或其他过程使血小板加速从循环中

排出。

B.5 血液学

B. 5. 1 白细胞

    可通过对器械表面或活化白细胞进行显微检查来侧定白细胞激活，并且可应用流式血细胞计数评

价白细胞指示物的增加(如L-选择素和CD11b)和淋巴细胞亚群数量的失调。

B.5.2 溶血

    该方法是一项非常有意义的筛选试验。在试验操作规范的情况下，血浆血红蛋白量升高指示溶血

并反映出在与材料和器械接触中红细胞膜的易破裂性(参见附录0。

B.5.3 网织红细胞计数
    网织红细胞数升高，表明骨储中红细胞增生旺盛。长期失血〔出血)、溶血或其他原因引起的红细胞

质量下降都可能引起网织红细胞数升高[s}7

B. 6 补体系统— CH50和C3a,C5a,TCC,Bb,iC3b,C4d,SC5b-9

CH50降低表明总体补体消耗。这些补体成分任何一项的升高都表明补体系统的激活。有些材料
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会激活补体，而激活的补体成分又会激活白细胞，使白细胞在肺部聚集并被清除。

    体外试验之后测定补体裂解产物的不利之处在于物种的特异性和较高的基准水平。经典CH50法

适用于人、牛、猪、兔血清。

    另一种侧量补体激活的体外功能法是通过酶解物转化侧定补体C3转化酶或C5转化酶的形成。

    ASTM F1984-99和ASTM F2065-00C"7["]描述了补体激活作用。
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            附 ’录 C

          〔资料性附录)

医疗据桩及其成分的溶血性能评价

C. 1 一般性考虑

    虽然描述血液/材料相互作用的文献很多，但是具有可靠性、重现性并能够预示临床性能的试验方

法却很少。本附录将回顾已有的溶血试验方法，并探讨这些方法对医用和牙科材料及器械定性的作用

因素。

C.2 术语和定义

    下列术语和定义适用于本附录。

C，2. 1

    抗凝荆 anticoagulant
    一种阻止或延缓血液凝固的制剂。见[621，例如肝素和拘椽酸盐。

C.2.2

    膨胀压 oncotic pressure

    胶体渗透压 colloidal osmotic pressure
    蛋白质或其他大分子量物质对血浆渗透活性的总体影响。见[621.

C. 2. 3

    血细胞比容 hematocrit

    给定样品红细胞占全血容积的百分比。

C 2.4

    溶血 haemolysis
    血红蛋白从红细胞中释出，因红细胞破裂或是通过部分受损但完整的细胞膜释出。

C. 2. 5

    阴性参照材料 negative reference material
    高密度聚乙烯，或类似确认过的其他材料。

    注:见GB/T 16886. 12/ISO 10993-12.

C. 2.6

    压积红细胞 packed erythrocytes

    一单位人血离心后除去血浆上清层得到的成分。
    注:用于输血的人体红细胞性能:红细胞体积占压积红细胞成分的。.65-0.80。压积红细胞含有原单位血的全部

        红细胞、大部分的白细胞〔约2.5X10'̂-3.0X10')和不定数最的血小板，这取决于离心方法

C. 2.7

    洗涤红细胞 washed erythrocytes
    全血除去血浆后用等渗溶液洗涤而得的红细胞悬液。
    注:洗涤红细胞是一种已除去大部分血浆、白细胞和血小板的红细胞悬液，血浆残留量取决于洗涤方法。洗涤后贮

        存时间应尽量短，在1℃一6℃下贮存不得超过24 h.

C.2.8

    全血 ，hole blood

    从所选供血者采集的未分离血液，含有构徽酸盐或肝素抗凝剂。
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C. 3 溶血原因

C. 3. 1 机械力— 压力

    红细胞膜是一种半透膜，当两种不同浓度的溶液被该膜隔开时会产生压差，而该膜不使溶质透过时

就会产生渗透压。这些压力差会使红细胞膨胀和细胞膜破裂，游离血红蛋白释出[s2]

C.3.2 机械力— 流变

    影响血液流速的因素、剪切力及其他因素可使红细胞膜变形，导致细胞膜破裂。

C. 3.3 生物化学因泉

    分子水平上的膜结构变化可改变红细胞的强度和弹性。营养素或代谢能量(ATP)的缺乏可导致
红细胞失去圆盘形状并且血红蛋白微囊泡形成。其他化学药品、细菌毒素、pH值和因温度引起的代谢

的改变都能够损伤红细胞膜[fi3]，在低渗压情况下这些改变可能会造成细胞膜破裂。可以进行一种测定

红细胞膜破裂(渗透脆性)压力的试验。

C4 溶血的临床愈义

C. 4. 1 易性反应

    血浆游离血红蛋白量增高可引起毒性反应或对肾脏和其他器官造成影响'1x]。血浆游离血红蛋白

浓度是一种侧定红细胞损伤的简易方法，也是其他血液成分损伤情况的间接指征

C.4.2 血性形成
    血管内溶血释出磷脂能促使血栓形成[66]。当溶血造成临床上红细胞数量明显降低时，会导致贫血

并削弱载氧能力，对脑和其他器官或组织产生继发影响。

C. 5 溶血通过/不通过评价的确定

    溶血与时间、材料性能(如表面能、表面形态和表面化学)有关，还与剪应力、细胞壁相互作用、吸附

蛋白层特性、血流稳定性、夹带气体以及血源、年龄和化学的变化有关1171158][69;。为了对材料与医疗器

械之间的潜在溶血性进行比较，需要对这些因素加以适当控制。评价溶血的方法简繁各异，形式多样，

已经出版的方法有采用流动血液进行试验的特异性体内法和体外法。潜在溶血性的研究是在某个特定

实验室用同种模式对材料或器械进行比较，而不是绝对测量。体外法能够对体内条件下不能测量的少

量血浆血红蛋白进行定量侧定〔例如因为血浆血红蛋白与结合珠蛋白结合和快速从体内去除)。也应考

虑在某项体内试验中将乳酸脱氢醉和结合珠蛋白渊定作为溶血的指征。

    不可能对所有医疗器械及其应用规定一个统一的合格与不合格的溶血量值。器械对溶血的影响在

短期内会被手术过程的创伤所掩盖，器械能导致大量溶血，但在生命垂危的情况下器械又可能是仅有的

治疗手段。直观上认为，血液相容性材料不会引起溶血，但实际上很多器械都能引起溶血，但其临床受

益远远超出溶血带来的风险。因此，在器械有溶血倾向时，必须确认该器械的临床受益和溶血是否在临

床可接受的限度内。合格判定应根据风险与受益评价的一些形式来确定。为进行这类评价，建议考虑

下列问题:

    a) 器械与病人的接触期有多长?

    b) 材料或器械引起的溶血程度有多高?溶血是否贯穿于器械与病人接触的全部过程内孚器械取

        出后溶血是否还会继续?

    c) 其他治疗方法的相对风险与受益如何?

    d) 已知的治疗方法的溶血性能如何?供试器械与其他治疗方法的比较结果如何?

    e) 供试器械与其他治疗形式相比，效能如何?更为有效的器械在使用过程中可能引起更严重的

        溶血，但同时带给病人的受益也会相应增加。
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C.6 溶血试验— 一般性考虑

C.6.1

C.5_ 1

方法

1 总则

    体外试验一般用于评价红细胞损伤，直接法可测定由于物理和化学因素对红细胞影响导致的溶血，

间接法测定试验样品浸提物导致的溶血。ASTM F 756-00是专项检验材料溶血性能(主要由于化学因

素所致)的标准，不适宜用于检验整体医疗器械。ASTM F 756-00=77]以及GB/T 16175-1996[8]中规定

的溶血试验给出了方法范例和研究具体医疗器械溶血试验的可参照方案。此外，如进行了器械的材料

试验，还应考虑进行整体医疗器械的动力学试验以评价器械的结构作用与血液动力学因素。

    溶血试验最简单的形式是，高度稀释红细胞悬液与试验材料接触，溶血常被称为释人上清液的血红

蛋白占试验开始时测出的总血红蛋白的百分比〔即(游离血红蛋白浓度/总血红蛋浓度)X 100%)。如果

试验开始时红细胞全部破坏，即为100%溶血。对于医疗器械试验，不宜使用高度稀释的红细胞悬液，

为使溶血指数标准化[63」还必须考虑到血细胞比容和其他因素。

    作为溶血试验的最低要求，实验室必须能侧定总血红蛋白浓度和血浆或上清液的血红蛋白浓度。

血浆中的血红蛋白浓度明显低于总血红蛋白的浓度，体内血浆游离血红蛋白浓度在正常情况下为

0 mg/dL-10 mg/dL,而总血红蛋白浓度为11 000 mg/dL̂-18 000 mg/dL。基于这个原因，应采用不

同的方法测定溶血试验中出现的较大范围的血红蛋白浓度。

    测定血中血红蛋白(H助总量有三种经典的分析方法〔70
    注:研究者应注意，医用材料或溶液中的化学药品可能会给溶血试脸带来不良作用，可能会改变红细胞脆性(例如

        用甲醛或戊二醛作为固定剂)、造成血红蛋白沉淀(例如由铜或锌离子引起的)或改变血红蛋白的吸收光谱(例

      如聚乙二醇或乙醉引起的)[a’介习。
C.6.1.2 血红蛋白总.侧定

C.6.1.2. 1 佩化正铁血红蛋白法

    第一种经典的方法是由国际血液学会标准化委员会[[7,〕推荐的氛化正铁血红蛋白测定。佩化正铁

血红蛋白(抓化高铁血红蛋白HiCN)分析具有简便、易于自动化、可得到基本对照标准(HiCN)等优点。

该方法是基于Hb的氧化作用及随后形成氛化高铁血红蛋白，在波长540 nm处有一个最大吸收峰。像

洗涤剂这样的溶解剂，除了用于使红细胞释出Hb以外，还用于降低蛋白质沉淀物引起的混浊(一种干

扰源，为540 nm处的非真实吸光度)。对于总血红蛋白浓度，因血浆造成的光谱干扰最小，样品吸光度

可直接与 HiCN标准溶液相比。

    在该方法中，可以用简滤型光度计以及窄波带分光光度计手动或自动检测 HiCN的主吸收带。

HiCN基准标准的应用为所有使用该法的实验室提供了可比性。该方法的主要缺点是使用抓化物溶液

存在潜在的健康风险。橄化试剂在各种接触方式下都具有毒性，并且遇酸释放HCN，试剂和产品的处

置比较麻烦而且费用较高。

C-6.1.2.2 级合血红蛋白法

    氧合血红蛋白法是第二种测量总血红蛋白浓度的经典方法，目前已不常用。氧合血红蛋白法是基

于用分光光度法测定氢氧化氨处置期间形成的Hb02。也有使用稀释的碳酸钠溶液对形成的氧合血红

蛋白进行定量测定。该方法没有固定的标准制备过程，但这无关紧要，因为该法要求侧量的是在原样本

血浆中血红蛋白总量的百分比，可从新鲜血样中制备短期标准物。

C.6.12.3 测铁法

    测铁法为第三种测定总血红蛋白浓度的经典方法，是测定溶液中血红蛋白铁的浓度。通常通过酸

解或灰化，先从Hb中分离出铁，然后用TiCI,滴定或用一种试剂络合显色，这可以用光度法测定。该

方法操作复杂，已很少应用。

C.6.1.3 血桨或上清液血红蛋白浓度洲f
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C. 6. 1. 3. 1 直接光学和化学技术

    由于受各种因素的影响(例如在传统、方便使用、化学废弃物的处置、标准溶液供应等方面)，现今约

有20多种不同的方法用于测量血浆血红蛋白(用于指示溶血)，但没有一种方法得到广泛的认可。这些

方法可分为两大类:第I类是直接光学技术评价(即基于直接、或通过使用导出的分光光度法对在415,

541或577 nm处的氧合血红蛋白吸收峰进行定量)，第2类为化学技术评价(即通过与试剂发生化学反

应对血红蛋白进行定量测定，例如联苯胺类发色团和过氧化氢化学反应的基础上，或形成氛化正铁血红

蛋白)。这些方法可以是手动或自动操作。

    侧定血红蛋白浓度的常用方法原理是联苯胺衍生物〔如N-四甲联苯胺)在过氧化氢内受血红蛋白

催化发生氧化作用，严生显色反应。显色物(在600 nm处光度法测定)的形成速度与血红蛋白的浓度

成正比。该方法的优点是易于自动化(市售设备)，不使用有潜在毒性和环境危险性的佩化试剂，可以用

HiCN基准对照标准来校准Hb标准溶液系列。该方法的检测限度〔低至5.0 mg/dL)可与氰化血红蛋

白法相比[[707。其主要缺点是使用联苯胺染色剂仍然有潜在健康风险，同时试剂和产品的处置费用较

高。而且，该方法的动态范围较低((5 mg/dL-50 mg/&)E"7，可能因钙鳌合物抗凝剂(如拘椽酸盐、草

酸盐、EDTA)[737、白蛋白[75〕或其他可能干扰H3 03氧化的非特异性血浆成分7a」而发生反应抑制(多

达40% ) [717。
    因此，可以用具有可比灵敏性和重现性的方法，比如Harboe[7], Cripps[" 7或Taulier[717法代替直接

光学法。但是，如上所述，可能发生因化学物质引起的血红蛋白和其光谱的改变，使得一些血红蛋白测

定无效。而且，因其还能改变血红蛋白的光谱Cz7所以需要对血浆内在背景干扰进行补偿。研究者应

注意血浆血红蛋白侧定中的这些限制性，并确定是否使用了适当的技术[sn]:ssl[73]Psl，这包括评价试验上

清液是否有沉淀出现和对比上清液与分离的氧合血红蛋白的光谱〔例如400 nm-700 nm).

C.6.13.2 免疫比浊法

    免疫比浊法是使用市售的抗体采用浊度法测定血浆血红蛋白。该方法为常规性操作，与光学技

术as〕有密切关联并具可比性。

C.6.2 血液与血液成分保存

    本条提供了经美国血库协会〔ea7和欧洲理事会,a37确认过的人体血液成分保存最佳规范。通常，材
料和器械试验用的血液，其化学条件应模拟器械的临床条件(例如抗凝剂的适当选择、血液保养液的最

低用量和适宜的血液pH值)[63]
    目前已经开发出用于血液采集防止凝血并能在一段时间内保存红细胞的抗凝溶液，这些溶液都含

有构摊酸钠、构撇酸和葡萄糖，有些还含有腺嗓吟、鸟嚓岭核着、甘露醇、蔗糖、山梨糖醇和/或磷

酸盐[127:83]Cea][857[867C87]。
    拘像酸与钙离子结合可防止血液凝固。红细胞在贮存期间的能量来源是葡萄搪，一分子葡萄糖通

过搪酵解途径，可由二礴酸腺普(ADP)磷酸化作用生成两分子三磷酸腺昔(ATP). ATP分子为维持

红细胞膜的可塑性和膜的运输功能提供能量,ATP至ADP的转换释放维持这些功能所需的能量。为

延长贮存时间，必须向抗凝剂溶液中加拘椽酸以降低碱性。在红细胞贮存于4℃下的初期，保养液应保

持适当较高的氢离子浓度，酸性增加会降低葡萄糖分解率。核昔酸腺昔(ATP, ADP ,AMP)在贮存期间

会被消耗，在抗凝溶液中加人腺昔可以使AMP, ADP和ATP转化合成。

    当制备红细胞浓缩液时，除血浆的同时也除去了相当大部分的葡萄糖和腺漂吟。除血浆后只要细

胞不是超浓缩，红细胞就能保持充分活力。一般的拘椽酸磷酸盐葡萄糖(CPD)-腺嚎吟红细胞浓缩液，

其红细胞容积分数不应大于。80.即使是除去90 %以上的血浆，靠某种添加剂或悬浮液介质也能维持

红细胞活力，即必须加人抓化钠、腺嚷吟和葡萄糖，而加人甘露醇或蔗糖能够进一步稳定细胞膜，可防止

溶血[8C。
    血制品贮存容器的适用性可采用各种测定血制品质量的方法来进行评价，]C83]。含有一种适宜抗

凝剂的血制品容器，在1'C -6℃的静态条件下应竖直贮存。在预定的时间周期，测定游离细胞和血浆
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血红蛋白量，以评价贮存血制品的活力与质量。可以每周对贮存的血制品轻轻混合一次，以提高血制品

质量。在无其他干扰因素的情况下。对容器中贮存物的评价同时也能间接评价容器对从红细胞代谢产

生的二氧化碳的渗透性。

C.6.3 血液处理人员的保护

    必须为接触、处理和工作时使用有潜在污染人血的人员制定书面保护措施。潜在污染材料包括血

液和其他体液与制品、已经或可能已经与血液或其他体液接触的设备，以及用于有机物培养的血源性感

染材料〔8召〕。

C. 6.4 血液采集(静脉切开放血术)

    静脉切开放血术中不能保证皮肤表面100%无菌时，应有严格标准化的静脉切开放血部位准备程

序。必须做到在进行静脉穿刺之前，应使皮肤表面的抗菌溶液干燥，并在静脉穿刺针刺人之前不得与表

皮接触:]BO]。

    用于采集血液的密闭容器(即不含室内空气)应能防止微生物污染J用针穿刺样本瓶的橡胶密封

区，拔出穿刺针后应完全密闭，否则在冷藏后局部会产生真空而吸人污染空气HBO]

    注:使用真空管可导致轻徽溶血。

    在一个开放系统中采集的血液会被室内空气所污染，不能认为无菌。微生物污染被认为是溶血的

原因之一。

C. 6.5 物种选择

    最理想的溶血试验是使用人血红细胞，但许多因素使这种选择难以实现或不可能。在有些国家中，

人血供应是受限制的，必须储备用于人体输血，同时也应考虑供血人和动物的健康要求。而且所有血液

都有一限定的“保存期”，这使得及时得到人血细胞更为困难。如果使用动物红细胞，由于动物物种间红

细胞膜稳定性的差异，测定总血红蛋白含量必须保证100%的溶血。阴性对照物的溶血则应控制在最

低限度，这样才不会掩盖试验材料的溶血活性。有报道表明家兔与人的红细胞具有相似的溶血特性，而

猴子的红细胞较灵敏，豚鼠红细胞则灵敏性较低(as;

C. 6. 6 溶血评价— 体外、半体外和体内与血液或血液成分接触

    材料或器械可以在体外、体内或半体外条件下接触来评价其溶血作用。对材料和器械的评价常采

用体外条件，半体内或体内条件则用于评价多种材料组成的器械。

    在动物模型或临床试用期间可进行体内或半体内评价。可以选择下列两种设计之一:第一种情况，

供试器械与已知具有合格溶血性能的上市器械进行比较;第二种情况，评价试验对象临床上明显的溶血

症状。

    体内或半体内试验目的是对医疗器械潜在溶血性进行定性测定。初步研究可以用体外法，并可使

用新鲜的或过期的人血或动物血液。对于半体内用的医疗器械，一般的方法是用模拟预定的临床使用

条件使血液流经器械再进人循环。有些医疗器械在进行半体内研究后再在一种动物模型上进行体内模

拟试验，或在人体上进行限制性对照研究，研究方案应根据器械的尺寸和预期的功能进行设计。

C.6.7 直接接触与间接接触法

    所用浸提条件见GB/T 16886.12/ISO 10993-12,某些试验方法主张使器械与红细胞直接接触，而

有些方法则用制备的浸提液与红细胞接触。应根据器械本身和其将来使用的条件选择试验。当使用高

温浸提时应考虑GB/T 16886.12/ISO 10993-12中规定的条件。
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