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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。

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。

本文件由全国外科植入物和矫形器械标准化技术委员会组织工程医疗器械产品分技术委员会

（SAC/TC110/SC3）归口。
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引 言

神经植入物，特别是生物源性神经植入物，可以通过促进神经细胞或神经胶质细胞的生长、增殖、

迁移，或者通过为损伤的神经组织提供利于细胞生长、增殖或迁移及损伤修复的微环境，防止周围组织

长入及炎性细胞侵入，从而实现损伤或断裂神经的修复。材料特性不同，所引起神经损伤修复的作用及

机理可能不同，得到的修复效果可能有差异。为了科学地评价神经植入物的材料对神经损伤的修复功能

及考察其作用机理，需要开发一系列标准化的方法，客观地评价材料对神经细胞及神经胶质细胞的生物

学效应。

神经元即神经元细胞，是神经系统最基本的结构和功能单位。作为感觉传导的初级神经元，背根神

经节（DRG）是各椎间孔内侧面附近脊髓背根的膨胀结节，由向心感觉纤维细胞构成。负责接收来自身

体感受器的全部神经冲动．包括一般躯体感觉和内脏感觉，通过向心纤维，将它们传送到脊髓。是身体

感觉的始发站。背根亦称“感觉根”，由背根发出的神经纤维由脊髓神经节内的感觉神经元的轴突组成。

来自身体感受器的神经冲动，经过脊神经——背根神经节——背根，传送到脊髓。因此，通过将神经植

入物与背根神经节共培养一定时间后，通过观察背根神经节轴突长度、轴突辐射面积等，可以评价植入

材料对背根神经节的诱导作用，从而评价材料对背根神经节的生物学效应。

施万细胞（Schwann Cell）,主要分布在周围神经系统中神经元的突起周围，是周围神经纤维的鞘

细胞, 细胞形状不规则，排列成串，包裹着周围神经纤维的轴突，反复包卷形成同心圆板层，构成髓鞘。

无髓神经纤维的薄层髓鞘是由施万细胞细胞膜深度凹陷形成。施万细胞外表面有一层基膜，在周围神经

再生中起重要作用。施万细胞作为一种神经胶质细胞，具有支持和引导神经元的迁移，参与神经系统的

修复和再生，参与免疫应答，形成髓鞘以及血脑屏障，参与神经细胞外的钾离子浓度的维持等作用。因

此，通过将神经植入物与施万细胞共培养，检测共培养一定时间后的施万细胞活性变化，可以评价植入

材料对施万细胞活性的影响，从而评价材料对细胞的生物学效应。

本文件提供了评价神经植入材料对背根神经节和施万细胞生物学效应评价的标准化试验方法，为神

经植入材料的研究及其医疗器械产品的研发提供技术支持。
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组织工程医疗器械产品 周围神经植入物 修复再生性能评价试验方
法

1 范围

本文件提供了周围神经植入物对神经元（背根神经节，DRG神经元）和施万细胞生物学效应评价的

试验方法，主要包括材料对DRG神经元轴突长度、轴突辐射面积以及对施万细胞的活性和迁移作用的评

价试验；

本文适用于周围神经植入物对DRG神经元和施万细胞的生物学效应评价。

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 16886.1 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/T 16886.5 医疗器械生物学评价 第5 部分：体外细胞毒性试验

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

YY/T XXXX 组织工程医疗器械产品 生物源性周围神经植入物通用要求

3 术语和定义

YY/T XXXX 界定的以及下列术语和定义适用于本文件。

背根神经节 dorsal root ganglion, DRG

又称DRG神经元，指脊椎动物各椎间孔内侧面附近脊髓背根的膨胀结节，由向心感觉纤维细胞构成，

负责接收来自身体感受器的全部神经冲动。

细胞活性 cell viability

细胞在特定培养条件下，以细胞代谢指标为检测靶点的活性情况。
注：一般通过与常规培养条件（如空白对照）下的细胞活性对比，测定特定培养条件下（植入物材料与细胞共培养

一定时间）细胞的活性变化，称为“相对细胞活性（relative cell viability）”。

对照材料 control material

神经元或施万细胞常规培养材料，一般为包被处理的细胞培养板或孔板。
注：可以增设同类型上市产品为对照组，或以不同批次产品为对照。

近汇合 sub-confluency

在对数生长期末,细胞密度达到约80 %的汇合状态。

4 试验原理和试验体系

将神经植入物与背根神经节（DRG神经元）共培养一定时间后，通过观察背根神经节轴突长度、轴

突辐射面积等，可以评价植入材料对背根神经节的生物学效应。

理想的周围神经植入物应具有良好的细胞相容性，能够促进细胞的生长和增殖，或者为细胞（如施

万细胞）提供良好的微环境，利于细胞的生长和增殖。将神经植入物与施万细胞共培养一定时间后，通

过细胞活性试验，可以评价植入材料对施万细胞的生物学效应。
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DRG神经元消化培养法和DRG神经元植块培养法的试验体系包括：1） DRG的分离和培养；2）DRG神

经元活性和纯度鉴定；3）材料——背根神经节共培养后的生物学效应评价，如轴突长度、轴突辐射面

积等。

施万细胞的试验体系采用RSC96细胞进行细胞活性试验。

5 试验材料、试剂及仪器设备

材料

5.1.1 DRG 神经元相关试验主要试验材料

主要试验材料如下

a) DRG神经元：出生1天的SD大鼠幼崽用于DRG的分离；

b) 供试品：在不改变工艺的前提下将供试品制备成单层圆形薄片状，略小于细胞培养板的孔径（便

于放置在孔板内，将细胞培养在材料上面），如12-孔板。供试品应无菌。
注：导管材料可沿纵向切面剖开；膜状材料可轻压成片状等。

c) 对照材料：宜包括空白对照（常规细胞培养板孔，不放置材料）和同类型上市产品（如果有）。

5.1.2 施万细胞相关试验主要试验材料

主要试验材料如下：

a) 施万细胞：推荐采用RSC96 细胞系作为施万细胞的代表用于试验体系，细胞应无支原体污染；

b) 供试品：在不改变工艺的前提下将供试品制备成单层圆形薄片状，略小于细胞培养板的孔径（便

于放置在孔板内，将细胞培养在材料上面），如48-孔板。供试品应无菌。

c) 对照材料：宜包括空白对照（常规细胞培养板孔，不放置材料）和同类型上市产品（如果有）。

试剂

主要试验试剂如下：

a）基础培养基（DMEM高糖培养基）；

b）高糖培养基：高糖DMEM添加10 %胎牛血清和1 %青霉素/链霉素；

c）DRG培养基：神经基础（Neurobasal）培养基，添加谷氨酰胺（2 mmol/L）、2 % B27、神经生

长因子（50 ng/mL）；

d） 纯化培养基：神经基础（Neuro- basal）培养基，添加尿嘧啶（10 μmol/L）、5-氟尿嘧啶（10

μmol/L）、谷氨酰胺（2 mmol/L）、2 % B27、10μM阿糖胞苷、神经生长因子（50 ng/mL）；

e）多聚赖氨酸（Poly-D-lysine，PDL）,0.1 mg/m L；

f）0.01 M 磷酸盐缓冲液(PBS)；

g）0.25 %胰蛋白酶(不含EDTA)；

h）0.25 %胰蛋白酶-EDTA溶液；

i）胎牛血清（FBS）；

j）活/死细胞检测试剂盒；

k）大鼠神经特异性烯醇化酶(NSE)ELISA试剂盒；

l）mouse anti-rat NF-200 antibody。

仪器设备

主要仪器设备如下

a）CO2恒温培养箱：恒温，湿化、5 % CO2/空气；

b）荧光显微镜；

c）水浴锅；

d）正置光学显微镜；

e）离心机；

f）细胞计数仪。
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6 实验操作

DRG 神经元试验

6.1.1 材料及培养板的准备

DRG神经元试验材料按以下步骤准备：

a) 将适宜大小的供试品或对照材料（若有）放置于培养板的孔内（材料大小和形状以平铺放置

完全覆盖孔板的底部为宜）；

b) 取适量多聚赖氨酸（Poly-D-lysine，PDL）（0.1 mg/mL）加入培养板孔内，完全覆盖板孔底

部（空白对照组）、供试品或对照材料（若有），置于 37 ℃细胞培养箱内过夜孵育；
注：PDL包被孔板或供试品的目的是利于DRG神经元的黏附。

c) 弃除/回收孔板内 PDL 包被液，用 0.01 M 磷酸盐缓冲液漂洗 3 次后，在安全柜内风干，备

用。

6.1.2 DRG 培养

6.1.2.1 SD 大鼠 DRG 的分离

按以下步骤进行大鼠DRG的分离：

a) 取新生 1 d SD 大鼠幼崽，用 75 %酒精对其擦拭消毒；

b) 将大鼠幼崽放置在冰盒上进行冷冻麻醉后，使用手术剪切断颈部进行处死；

c) 将灭菌棉片贴于大鼠幼崽颈部切口吸去血液,从颈椎端开始沿脊柱腹侧面中线剖开脊柱，止血

钳掰断、压平脊椎骨，去除脊柱内的脊髓以及被膜; 逐节打开椎间孔，找到背根神经节并用

显微镊夹住 DRG 根部将其取出，迅速将“DRG 组织块”放入含有冷 0.01 M 磷酸盐缓冲液的培

养皿中备用。

6.1.2.2 DRG 消化培养法

用于DRG消化培养法时，按下列操作步骤进行DRG神经元制备和纯化。

a) 用眼科剪小心剪碎 DRG 组织块，加入 1 mL 胶原酶(I 型)（3 mg/ml）孵育消化 30 min；

b) 弃除胶原酶消化液，用 PBS 清洗 1 次；加入 0.25 %胰蛋白酶(不含 EDTA) 1 mL, 37 ℃，继续

消化 10 min；

c) 用含 10 % FBS 的 DMEM 终止消化，1000 rpm 离心，弃上清，用 1 mL 完全培养基重悬 DRG 消化

后神经元；

d) 用 200 目筛网过滤后，均匀接种于 6.1.1 制备的孔板内；接种量 5×105细胞/孔（以 12-孔板

为例），

e) 在 37 ℃，5 % CO2培养箱内培养 5 h 后，更换 DRG 培养基，继续培养 24 h；

f) 纯化：更换纯化培养基，继续培养 48 h 后得到纯化的 DRG 神经元。

6.1.2.3 DRG 组织块培养法

用于DRG植块培养法时，按下列操作步骤进行DRG神经元制备和纯化。

a）将6.1.2中取出的完整“DRG组织块”直接接种于6.1.1制备的孔板内，加适量完全培养基；

b）将培养板置于37 ℃，5 % CO2培养箱内培养12 h后，更换纯化培养基，隔日换一次，直至培养5

d后得到纯化的DRG神经元。

6.1.3 鉴定与分析

6.1.3.1 纯度鉴定

6.1.3.1.1 实验原理

神经元特异性烯醇化酶(neuron-specific enolase，NSE)是参与糖酵解途径的烯醇化酶中的一种，

存在于神经组织和神经内分泌组织中,常被用于神经组织或神经元的鉴定和纯度分析。采用大鼠神经特

异性烯醇化酶(NSE)ELISA试剂盒进行DRG 神经元细胞鉴定，适用于DRG消化/组织块培养法。
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6.1.3.1.2 检测及结果计算

试剂配制和检测参考试剂盒使用说明进行。以下给出检测主要步骤：

a） DRG神经元培养5 d后，弃去培养基，用PBS漂洗1次，去剩余的培养基；

b）加入适量4 %多聚甲醛溶液，室温固定30 min；

c）每孔加入适量0.6 % H2O2-甲醇稀释液，室温浸泡30 min，去除内源性过氧化物酶；

d）滴加适量5 % BSA封闭液，室温封闭20 min；

e）滴加一抗( 1:200)，置湿盒内，4 ℃过夜，次日PBS漂洗3次，每次2 min；

f）滴加二抗，室温孵育20 min，PBS漂洗3次，每次2 min；

g）滴加 S-ABC，置湿盒内，33 ℃孵育 20 min，PBS 漂洗4次，每次5 min；

h）滴加显色液DAB，室温显色，显微镜下控制显色时间，约显色25 min后，纯水冲洗，苏木素复染

1 min；

i）镜下观察细胞染色情况，被染成棕黄色的细胞即为 DRG 神经元。随机选取6 个视野，统计阳性

染色的细胞占视野内全部细胞的比例，按式（1）计算，细胞纯度（Cell purity，CP）宜≥70 %。

公式需要用软件编辑后插入

CP = Cpositive / Ctotal *100 %.........（1）

式中，

CP ——细胞纯度，%；

Cpositive——阳性染色细胞数，即棕黄色细胞数，个；

Ctotal ——总细胞数，个。

6.1.3.2 细胞存活率检测

6.1.3.2.1 实验原理

细胞存活率是判定供试品是否利于神经元细胞存活的重要指标，适用于DRG消化培养法。

碘化丙啶（Propidium Iodide。PI）染料是一种溴化乙啶的类似物，在嵌入双链DNA后释放红色荧

光。PI不能通过活细胞膜，但却能穿过破损的细胞膜而对核染色，因此，采用PI染色可检测死细胞；钙

黄绿素（Calcein- AM)是一种疏水性非荧光探针，可渗透质膜并可水解为 calcein，是一种荧光极强且

带负电荷的分子，可以检测活细胞。PI和Calcein- AM联合使用可以鉴定活/死细胞，可直接使用商品化

试剂盒。

6.1.3.2.2 检测及结果计算

试剂配制和检测参考试剂盒使用说明进行。主要检测步骤如下：

a） DRG神经元培养5 d后，弃去培养基，用PBS漂洗1次，去除剩余的培养基；

b）加入适量活/死细胞染色工作液，在37 ℃，5 % CO2培养箱内孵育20 min；活/死细胞染色工作

液比例：Calcein-AM:PI:DMEM=1:3:1000；

c）荧光显微镜下拍照观察，Calcein-AM（活细胞，绿色荧光），PI（死细胞，红色荧光）；荧光

波长 :λex 496 nm，λem 516 nm；

d）通过Image-J软件统计细胞的活/死比率，活细胞比率宜≥90 %，至少取6个视野平均值；活细

胞比率（Living cell ratio,LCr）按式（2）计算。公式需要用软件编辑后插入

LCr = LC /（LC +DC）*100%...........（2）

式中，

LCr——活细胞比率，%；

LC ——活细胞数，即绿色荧光细胞数，个；

DC ——死细胞数，即红色荧光细胞数，个。

6.1.4 供试品的神经细胞/组织生物学效应评价

6.1.4.1 概述
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将DRG神经元或组织块与供试品材料共培养一定时间后，采用DRG特异性荧光染色法，观察神经元活

性、轴突取向性、轴突长度、轴突辐射面积的变化，与空白对照及材料对照组进行比较，分析评价供试

品材料对神经细胞/组织的生物学效应。

宜在满足DRG神经元细胞存活率（≥90 %，仅适用于DRG消化培养法）和细胞纯度（≥70 %）的前提

下进行供试品材料对神经细胞/组织的生物效应评价。

6.1.4.2 DRG 与供试品共培养

按照 6.1.1进行供试品处理，将6.1.2 制备的DRG与供试品的共培养5 d。
注：可以依据实际情况选择消化培养法或组织块培养法。

6.1.4.3 评价方法

DRG神经元或组织块的轴突取向性、轴突长度、轴突辐射面积评价方法如下：

a）将DRG神经元或组织块与供试品材料共培养5 d后，弃去培养基，用PBS漂洗1次，去除剩余的培

养基；

b）加入4 %多聚甲醛室温下固定30 min；

c）去除固定液，用PBS在室温下漂洗3次，每次10 min；

d）加入适量封闭液进行封闭，室温下封闭1 h；

e）去除封闭液，加入一抗（mouse anti-rat NF-H antibody，1:400），4℃孵育过夜；

f）用PBS漂洗3次，每次10 min；

g）加入二抗（Alexa 488 goat anti-mouse Ig G，1：400）在4 ℃避光孵育过夜；

h）用PBS漂洗3次，每次10 min；

i）加入适量免疫荧光封片液封片，在荧光显微镜下进行拍照观察；

j）通过Image-J软件统计轴突取向性、轴突长度、轴突辐射面积。

1）轴突取向性：呈发散性，各个方向均匀分布。若材料表面有拓扑结构，通常按拓扑结构取

向生长；

2）轴突长度: 用Image J软件测量轴突长度；

3）轴突辐射面积：用Image J软件测量。
注：轴突辐射面积仅适用于组织块培养法。

6.1.4.4 结果和评价标准

给出试验各组的轴突取向性、轴突长度和轴突辐射面积（仅适用于DRG组织块培养法）的观察和检

测结果。

供试品材料满足以下指标，或者与对照组相比给出供试品材料诱导神经元作用的生物学效应评价结

果。

a) 轴突取向性

——材料表面无拓扑结构：待测样品组轴突呈发散性，各个方向均匀分布；

——材料表面有拓扑结构：待测样品组轴突沿拓扑结构取向生长，取向角小于15°；

b) 轴突长度

——DRG神经元：待测样品组5 d轴突长度≥100 μm；
——DRG组织块：待测样品组5 d轴突长度≥1500 μm；

c) 轴突辐射面积

DRG组织块与供试品材料共培养5 d后，轴突辐射面积≥10 mm2。
注：轴突辐射面积仅适用于组织块培养法。

施万细胞（RSC96）试验

6.2.1 材料及培养板的准备

施万细胞试验材料准备如下：

将适宜大小（如直径为1.0 cm）的单层圆形薄片状供试品或对照材料放置于细胞培养板的孔内（如

48-孔板），平铺，向孔板中添加DMEM高糖培养基，浸泡4 h后弃除培养基。
注：若由于薄片材料过轻导致添加培养液时材料漂浮，可考虑使用适宜的聚四氟乙烯环置于材料上面，使材料固定,
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此种情况需要预先确认聚四氟乙烯环对试验用细胞无细胞毒性。

6.2.2 施万细胞与供试品共培养

a) 将预先培养至 80 %左右近汇合状态的 RSC96 细胞用胰蛋白酶消化、计数；

b) 按适宜密度接种于(6.2.1）准备好的细胞培养板内，接种密度宜根据孔面积（孔径）大小，

如使用 48-孔板时，每孔加入 1×104个/mL 的 RSC96 细胞悬液 500μL。
注：贮存细胞解冻后培养需传代2次～3次后用于试验。

c) 将细胞培养板置于 5 % CO2恒温培养箱内，37 ℃，培养 24 h，培养更长时间时（如 48 h、72

h）每 24 h 更换新鲜培养基。

6.2.3 施万细胞活性检测

6.2.3.1 实验原理

CCK-8法的工作原理为：WST-8试剂在电子载体1-甲氧基-5-甲基吩嗪鎓硫酸二甲酯（1-Methoxy

PMS）的作用下被细胞中的脱氢酶还原为具有高度水溶性的黄色甲瓒产物（Formazan dye），生成

的甲瓒物的数量与活细胞的数量成正比，因此可利用这一特性直接进行细胞活性检测。

将施万细胞RSC96与供试品材料共培养一定时间后，采用CCK-8检测细胞活力，与空白对照孔进

行比较，分析评价供试品材料对施万细胞RSC96的生物学效应。

6.2.3.2 检测及结果计算

a）施万细胞按照6.2.2处理后，按照用48孔板，每孔加入500 μL（1×10
4
个/mL）RSC96细胞悬液；

b）细胞/材料共培养至预定时间点后，吸弃培养基；

c）按照CCK-8试剂盒的使用说明，每孔加入200 μL的CCK-8检测液(以DMEM高糖培养基稀释10倍)，

于细胞培养箱中避光孵育2 h；

d）每孔吸取100 μL到新的96孔板；

e）采用酶标仪测定其在450 nm处的吸光值。

采集在450 nm测量的光密度值数据，按公式（3）计算与空白对照比较的相对细胞活性(Relative

cell viability, rCV)。

rCV（%）＝TOD450/ BOD450×100%………………………………(3)

式中：

rCV ——相对细胞活性，%；

TOD450——试验样品光密度平均值；

BOD450——空白对照孔光密度平均值。

6.2.3.3 施万细胞活性分析

a）试验体系成立的条件：空白OD450平均值≥0.2,则试验符合接受标准。每组复孔的标准偏差在SD

±20 %之内。

b）细胞活性分析参考GB/T 16886.5进行，供试品的相对细胞存活率低于空白对照孔的70 %时，判

定为材料对细胞活性有抑制作用,这种抑制效应可能来源于材料的细胞毒性，建议采用细胞毒

性试验体系进行进一步的评价；但也可能来源于材料的特异性生物效应，宜进一步开展效应机

理研究；

c）供试品的相对细胞存活率高于空白对照孔（＞20 %）时，表明供试品具有一定的促细胞增殖或

为细胞存活提供良好微环境的作用。
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