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    YY/To878的总标题是《医疗器械补体激活试验》，包括以下部分:

    — 第1部分:血清全补体激活;

    — 第2部分:替代途径补体激活;

    — 第3部分:经典途径补体激活。

    有关其他方面的补体激活试验将有其他部分的标准。

    本部分为YY/T 0878的第1部分。

    本部分按照GB/TI.1一2009给出的规则起草。

    YY/To878的本部分参考ASTMF1984一1999《固体材料血清内全补体激活试验的标准规范》

制定 。

    本部分与ASTM F1984一1999相比，存在以下差异:

    — 对ASTM F1984一1999进行了编辑性修改，删除了部分不适用的资料性内容;
    — 增加了前言部分;

    — 增加了附录A试剂和缓冲液制备。

    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。
    本部分主要起草单位: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。

    本部分参加起草单位:上海生物材料研究测试中心;中国医学科学院输血研究所。

    本部分主要起草人:乔春霞、王科镭、刘成虎、丁婷婷、孙皎、王红。
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引 言

    GB/T 16886.4中给出了医疗器械/材料血液相容性的试验方法以及试验的选择策略，但只给出了

选择原则。YY/To878的本部分是体外全补体激活作用的具体试验方法，可作为GB/T16886.4中医

疗器械/材料补体激活试验的补充。

    作为血液的重要组分，补体系统激活后产生的效应分子将直接影响医疗器械/材料的血液相容性。

补体不适当的激活可能会导致机体的严重急/慢性反应。YY/To878的本部分所描述的体外全补体激

活作用的评定方法，可用来筛选医疗器械/材料是否具有潜在补体激活作用。
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  医疗器械补体激活试验

第 1部分:血清全补体激活

范围

YY/TO878的本部分给出了医疗器械体外全补体激活作用的试验方法，本方法适用于固态样品。

本部分中，“血清”和“补体”可通用，意指将血清用作补体来源。

本部分未涉及单一补体成分的功能、修饰或消耗以及来源于血浆的补体。

注:非固态样品在使用本方法时，宜确定方法的适用性。

2 规范性引用文件

    下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文

件。凡是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 16886.1 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
    GB/T16886.4 医疗器 械生物学评 价 第 4部分 :与血液相互作用试验洗择

3 术语和定义

GB/T 16886.1、GB/T 16886.4界定的术语和定义适用于本文件。

缩略语

下列缩略语适用于本文件 。

Ab:抗体(溶血素)

BBS:巴比妥缓冲液

BBS--G:巴比妥缓冲液一明胶

BBS-GM:巴比妥缓冲液一钙镁离子明胶

C，:已激活补体

EDTA:乙二胺四乙酸二钠盐二水合物

HS:人血清

PVDF:聚偏氟乙稀

RBC:红细胞

5 绵羊 RBC的制备

5.1 将市售的绵羊红细胞(SRBC)保存在Alsever溶液中，4℃贮存。贮存超过8周或者目测检查第二

次清洗的上清液当中有血红蛋白时，将细胞废弃。

    注:所有离心操作均在4℃条件下进行.除特别说明，所有的试剂、试管和细胞制剂均在冰上保存。

52 将5 mLSRBC在10009下离心10tnin。
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5.3 将细胞沉淀悬浮于10 mL冷BBS任EDTA中，37 ℃孵育10min。离心并使细胞沉淀重新悬浮于

10 mL冷BBS-G-EDTA中。

5.4 细胞离心后，将上清液废弃(首次清洗)，并使细胞沉淀重悬于10 mL冷BBSGM中。重复进行两

次(共计3次清洗)。

5.5 通过分光光度计或血液分析仪的测定，用冷的BBS--GM 工作液调配得到 10 mL浓度为

1.5x10日个/mL的BBSGMSRBC悬液(如用分光光度计进行调配，约1体积上步制备的细胞悬液加人

24体积BBSGM工作液，在412 nm波长下，光径为1.0 cm，吸光度为0.56相当于1.SXIo3个/mL的

细胞浓度)。

5.6 经过清洗、稀释的RBC冰上放置，至少可使用12ho

血 清(补体)的吸收

6.1 宜使用人类补体

作为补体源的一种尹
62为去除人‘甲户
大多数情况下 血硬表纽

卿种补体激活效能存在差异，而且试马爵悯
」品供应商处购买，并且一般标示为试剂级补

将习颐筵用 于人 体。人血 清

盯产生的抗SRBC溶血抗体，可采用SRBC吸附人血 帆

‘影

体的方法，虽然

肠者之间的反
应。详细步骤

6另  新鲜人川
不如新鲜血粗

6共  血清在，

6.5 为避免月

1。。09进行敲

6乃 按。.Inl

min后 ，4℃条

6.7 重复 6.6

63奋 6_8

售的人 「1的 活 性一般

冻 ，或月

中补体 冷处 条件 下 以

上

步

。

/2.5 mL

L0009离

BC棍 合 ;上孵 育 10

中。

砒
下

6.8 将吸附后的

微量离心试管内

冷冻 。

存直到使用 等分试样宜在冰上解冻，且在解 骡摆馨霹霎

最佳 溶血素浓度 的测定

7.1 为了节省贵重试剂和避免前带效应，最性币到价悼邢了浓度测定是必要的。购买的市售抗绵羊RBC

的兔血清(溶血素)解冻后，或用无内毒素的蒸馏水复溶(若为冻干剂)后，在56 ℃条件下热灭活30 min，

并等分成适宜体积，一70℃贮存直到使用。

72 将似3 mmx100 mm一次性玻璃试管，放置在冰浴中的试管架上，加人。.1 mL，浓度为1.SXI护

细胞/mL的已清洗绵羊RBC。如需要对试验结果进行统计学分析，则每种条件下宜采用3支相同试

管。否则，两支甚至单只试管就足够了。仅向一组3支相同试管中加人。.1 mL冷BBS--GM(无RBC对

照，作为补体背景颜色)。

7.3 对盛有RBC的试管，向一组3支试管中分别加人1.1 mL冷蒸馏水(完全裂解对照)，向另一组中

加人。.1 mL BBS一GM(无溶血素对照)，其余各组试管中分别加人。.1 mLI:2系列稀释的溶血素(试

验)。推荐抗体稀释度在1:40。与1:25600之间。向无RBC对照试管中再加人。.lmLBBS--GM。

7.4 轻微摇动每支试管，快速混合重新悬浮细胞，将试管架放置在37℃水浴，孵育10 min，然后再放回

到冰浴 中。
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7.5 向两组加人抗体试管的一组中加人1.0 mL冷BBSGM(无补体对照)。除全部裂解对照组试管

外，向其余所有试管中加人。.5 mL冷BB导GM，然后再加人0.5 mL稀释至1，100或1:200的吸附过
的人血清(补体)。

    注:对于特定量的人血清，1:100 或 1，200 稀释度宜提供足够的补体活性。同时，无溶血素(只有补体)对照组中

        的裂解百分率宜不超过 10%。若1，100稀释度的补体中的裂解百分率超过 10%，则采用 1:200 的稀释度.

        若无溶血素对照组仍超过10%时，则需要用不同量的血清进行试验。

7石  手工摇动试管悬浮细胞，然后将试管架放置在37 ℃的水浴中孵育lh，间歇性摇动试管，使细胞保

持在悬浮状态。

7.7 lh后，将试管架置于冰上。然后将冷的试管在4℃条件下1 0009离心10 min，将上清液轻轻移

人相应编号的13只100 mm玻璃

7旧 森412。m油长朴骊，1勋裸 液 的 管 和对照

412 nm处的吸光度减

(指3支相同试管白叼

RB(诵裸抓勺吸光度 (指 3支相同

裂解百分率的计算是用其在

瓜然后除以完全裂解对照值
乘以 100% ，见式 (1)。

公二八* 试验吸光度一无RBC对照吸光度 ，
用牛目 ，丁当，= 一一 认下二犷石r二二二不 不 舀二 入

                            二亡郁 较 瓣 收 儿 厦
O%

裂解 起 稳段 取刚进人

用前将贮存 的

哟

异

7.9 每种条

7.10 绘制

平 台区溶

溶血素重

的两倍

全补 吐定最佳

8.1 若需

部条件重一

对红

则定

补体(无C’)阅
背景颜色对照

次。

匕不

进行统 的，次

麒
砰玻璃试管对全
括完全裂解、无

乏度血清的补休

8·2除无RBC晰
液)。无 RBC试管

剂、试管和操作均在冰冷条件下，试管架上的试管放

泌，将清洗过的RBc加人所有试管中(。.1 mL屏
定中。

10吕细胞/mL悬浮

口人 ，从 mL冷缓冲液。

8.3 向完全裂解试管和

最佳浓度的溶血素(见7.

人 E 蒸馏水 。向无 C’ 的试 管

令BB民

『素的试验管中加人。.1 mL

摇动所有试管 ，重悬细胞 ，在

37℃水浴 中孵育 10 min 后.重摇忍妇已至 次 卜_ 一‘口尸

    注:也可制备一大批用于一周所有试验计划的握翻磷犷致硒的红细胞.上述细胞按sxl护/mL的浓度制备，4℃存

        放，每次使用前进行清洗，若发生溶血，则制备新的致敏细胞。使用这些致敏细胞，无需再向各个试管中添加络

        血素，从而简化试验.未致敏的RBC可用作非特异性裂解的对照。

8.4 除了完全裂解试管之外，将最大体积为1.0 mL的冷BBS--GM加人所有试管中，并加人最大体积

。.5 mL的稀释血清(见8.5)进行还原。向无C试管中加人1.0 mL BBSGM。

8.5 冷血清用冷BBS--GM稀释至所需浓度(具有最小激活作用)。建议在1:50一1，300之间先进行

HS测试。向除了完全裂解试管和无C，试管以外的所有试管中加人05 mL稀释血清，宜用BBSGM

将每支试管的终体积加至1.2 mLo

8.6 试管按7.6一7.9中所述进行处理。

8.7 特定量人血清的最佳稀释度确定为非特异性裂解(HS+RBC，无溶血素抗体)(10%，而特异性裂

解在20%一80%之间〔全部裂解(RBC+Ab+Hs)减去非特异性裂解」，即:特异性裂解在补体滴定曲线
的直线段。试验中大量吸附的人血清的典型最佳稀释度为1，200，体积为0.5 mL。
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9 步骤 A— 材料与人血清接触

9.1 粉末

    注 ，:用醋酸纤维索作为粉末的实例。用典型的台式临床离心机进行离心不足以将与补体共同孵育的粉末制成球

          状。因此，需要进行过滤操作，同时需要加做适当的对照

9.1.1 将冷的、已吸附的人补体放人冰上放置的笋13 mmx100 mm一次性玻璃试管的底部，

0.1 mL/试管.测定过程最少需要4只试管，分别标为M(材料)、NM(无材料对照)、11(冰1，过滤对照)、

12(冰2，最大补体活性对照).

    注 2:其他对照可能包括具有相同单位表面积，或其他相似的材料，或具有补体活化作用的阳性对照的其他材料间

          的比较，如:酵母聚糖、或热凝集丙种球蛋白(HAGG)或其组合体.

91.2 将M和NM试管的上半部分用手加热，避免粉末因湿润附着在试管壁上。将确定数量的粉末

加人试管底部0.1 mL的血清中，如6 mg粉末，使其刚好被液体浸没。在不混合的情况下，将两支试管

放人37 ℃的水浴中，孵育lh。11和1:仍放在冰上。

9.1.3 准备3支针筒式过滤器。建议采用低蛋白结合的过滤器，如:。.22拌m孔径的亲水性PVDF膜。

每只过滤器用2.0 mL冷BBS--GM进行冲洗，并用空气排出残留液体，放置在冰上的架子上待用。

9.1.4 lh的孵育结束时，将M和NM试管重新放回到冰上，立即向每支试管中加人4.9 mL冷BBS--

GM(1:50稀释的接触血清)，吹吸混匀，确保血清与缓冲液的充分混合。

9.15 将试管在4℃条件下2 0009离心10 min。吸取3 mL液体，并通过单独的、装配好的。.22产m

针筒式过滤器过滤至另一个新的冷试管中。

9.1.6 然后将每支试管中的内容物在冷试管中稀释至最佳人血清稀释度(见8.7)，并放置在冰上。宜

在lh内测定血清的补体活性(见第10章)。

9.2 纤维或片状固体

9.2.1 固体纤维或片状材料对全补体激活作用的测定方法与9.1中粉末采用的方法基本相同，不同的

是:确定数量的纤维或材料(mg量，刚好被。.1 mL血清完全浸没)首先放置在室温中的乡13 mmX
loomm试管中，然后向M、NM、1，和1:试管中加人0.1 mL血清，并立即将M和NM试管放人37℃的

水浴中，1，和1:放置在冰上。将M和NM试管放置lh后，立即从37℃水浴中取出，同样放置在冰上。

9.2.2若供试材料不漂浮，或2 0009离心后能形成坚固的球状体时，则可略去过滤步骤和1，对照。

乳3 测定规模和供试 条件

9.3.1 上述常规设计方案可对不同量的材料进行试验，形成剂量效应曲线，或对等量材料在37 ℃条件

下的不同时间点的反应(时间进程)进行试验，或比较不同材料间的C激活作用。

    注:当材料的大小或形状无法在妈13 mmx100 mm的一次性玻璃试管中进行试验时，与材料接触的血清也可以不

        是 100拌L.

乐3.2 由于对每一条件来说，宜测定其特异性溶血%，因此需测定全溶血%(Ab十RBC+Hs)和非特异

性溶血%(RBC+Hs)，且每种条件测定3次，同时建议每个技术人员一次试验中测定试验样品的总数

不超过 10 个 (从而不超过约 100 只试管 的最终测定规模)。

10 步骤 B— 补体缺 失的血清测定

10.1 步骤B用于测定先前已与材料接触的血清(步骤A)的全补体活性的可能消耗情况。
    4
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10.2 所有条件均测定3次，每种条件下采用3支沪13 mmx100mm一次性玻璃试管。试管提前进行

编号。所有条件包括完全裂解、无补体(无C今、带有和不带有溶血素(每组3支试管)的试验组(稀释人

血清一Hs)以及无RB以最高浓度血清)。所有试剂、试管和操作均在冰冷条件下进行。

IQ.3 加人已清洗的RBC，然后按8.2和8.3的要求加人溶血素。

10.4 向无C，试管中加人1.0 mL BB导GM，除“完全裂解”试管以外，向其余全部试管中加人0.5 mL

冷BBSGM，然后从材料与血清接触步骤中的试验试管或对照试管中各取。5 mL冰中存放的稀释至最

佳浓度的人血清(见8.7)，分别加人到3支装有溶血素致敏RBC的试管中，同时分别加人到3支装有未

致敏RBC的试管中。

10.5 然后将试管按7.6一7.9的步骤进行处理。

11 试验结果和数据分 析

”.1 与保存在冰中的血清(1:)相比较，37℃时对不与材料接触的血清(NM试管)进行孵育，可能会导

致补体溶血活性的降低。若需要过滤时(冰1试管作为对照，11)，也会在1，中看到补体溶血活性比几

显著降低。

11.2 步骤A中宜至少对材料进行3次重复试验，并对得到的3支接触试管，在步骤B中分别进行3次

重复测定。这样做的目的，在于证明造成显著差异的原因在于不同条件的作用方式不同，而非试管间的

测量误差。若存在微小差异时，则需将步骤A中每一条件下重复制备的试管数量增至5管或更多。

113 步骤B中对照溶血活性的显著消耗表明步骤A中试验材料对全补体的激活作用。

11.4 使用适当的统计学方法进行分析，如:方差分析(ANOVA)，当p《0.05时，认为有显著的溶血差

异。可用条线图表示每一条件下的平均值和标准偏差。
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    附 录 A

  (资料 性附录)

试剂和缓冲液制备

A.1 试剂

Alsever溶液:葡萄糖2.059，柠檬酸钠0.809，NaClo注29，溶于100 mL双蒸水中。

A.2 缓冲液

A.2.1 缓冲液，推荐使用巴比妥(佛罗钠)缓冲液。也可以采用已被证明不会激活补体的其他缓冲液

体系，如TRIs。“水”全部是指无内毒素的蒸馏水。

A.2.2 sxBBS贮存液(巴比妥缓冲液)，将20.75 gNaCI和2.5459巴比妥钠(5，5一二乙基巴比妥酸钠)

加人约400 mL水中制备。用 1 mol/L HCI调整 pH至 7.35，然后在容量瓶中加至最终体积为

500 mL。

A.2乃  钙镁离子溶液，将2.0 mol/L MgCI:溶液(将遵0.66 9 MgCI:·6H:0加人 100 mL无内毒素的

蒸馏水中)和0.3 mol/L CaCI:溶液(将 4.41 9 CaCI:·ZH:0加人 100 mL无内毒素的蒸馏水中)按

1，l(体积比)的比例混合制备，这些溶液可在4℃稳定存放一个月。

A.2.4 BBsGM工作溶液，需使用前新鲜制备，将0.259明胶溶人50 mL无内毒素的蒸馏水中，轻微
加热并搅拌。将明胶溶液加人50 mL sxBBS贮存液和。 25 mL钙镁离子溶液中，加水至约200 mL，

调整pH(使用1 mol/L HCI或1 mol/L NaOH)至735，然后在容量烧瓶中加水至最终体积为
250 mL。

A.2.5 BBsG工作溶液，制备方法同上，但不加人钙镁离子溶液。

A.2.6 loxEDTA贮存液(0.1 mol/LEDTAN丙·ZH:0)，将7.44gEDTANaZ·zHZO加人16omL

水中，调整pH(使用 1 mol/LNaOH或 lmol/LHCI)至 7.65，然后在容量烧瓶中加水至体积为

200 mL。

A.2.7 BBSG--EDTA(用于清洗前制备 RBC)，在容量烧瓶中将 10 mL 10XEDTA贮存液加人90 mL

BBS--G溶液中。
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