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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。

本文件等同采用ISO 18189:2016《眼科光学 接触镜和接触镜护理产品 基于接触镜结合接触镜护理

液评价其相互作用的细胞毒性试验》。

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。

本文件由全国光学和光子学标准化技术委员会医用光学和仪器分技术委员会（SAC/TC 103/SC 1）

归口。

本文件起草单位：

本文件主要起草人：
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眼科光学 接触镜和接触镜护理产品 基于接触镜结合接触镜护理液
评价其相互作用的细胞毒性试验

1 范围

本文件规定了用于评价接触镜与接触镜护理液相互作用可产生的潜在细胞毒性作用的一种体外试

验方法。

本文件适用于接触镜与接触镜护理液产品。

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。

ISO 18369-1 眼科光学 接触镜 第1部分：词汇、分类系统和推荐的标识规范（Ophthalmic
optics—Contact lenses—Part 1: Vocabulary, classification system and recommendations for labelling
specifications）

注：GB/T 11417.1-2012 眼科光学 接触镜 第1部分：词汇、分类和推荐的标识规范（ISO 18369-1:2006，MOD）

3 术语和定义

ISO 18369-1界定的以及下列术语和定义适用于本文件。

3.1

室温 room temperature

室温定义为18℃～25℃。

4 原理

接触镜护理液中的化学物质可能通过直接接触或通过接触镜间接接触眼部组织而引起细胞毒性反

应。接触镜对护理产品防腐剂或其他溶液成分的吸收以及这些化学物质随后在眼部环境中的释放可能损

害眼部的生物相容性。在设计试验时宜考虑接触镜护理产品和各种接触镜材料之间的潜在相互作用，以

全面评价某种新型接触镜或接触镜护理产品的潜在细胞毒性。

5 接触镜结合接触镜护理液的直接接触细胞毒性试验

5.1 通则

以下方案描述了评价浸泡在接触镜护理液中的接触镜潜在细胞毒性的试验方法。细胞毒性可能来自

接触镜和接触镜护理液的相互作用。
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除日抛型接触镜外，应评价新型接触镜与市售代表性多功能护理液的潜在相互作用产生细胞毒性的

可能性。

为了评价新型接触镜护理液，应评价新型接触镜护理液与代表性接触镜的潜在相互作用产生细胞毒

性的可能性。

5.2 试验步骤

5.2.1 基本步骤

将测试的接触镜置于装有约10mL接触镜护理液的无菌相容容器中，在室温下孵育24h±2h。同样，

在室温下，在相同类型的容器中，将接触镜在约10mL的杜氏磷酸盐缓冲液（DPBS）中孵育24h±2h，
以制备用含有Ca2+和Mg2+的DPBS处理过的对照接触镜（“接触镜对照”）。

本文件中，相容容器是指几乎不吸收消毒剂和/或防腐剂的容器。用接触镜护理产品润洗容器可减

少容器的吸收。

浸泡24h±2h后，可以风车方式切割接触镜（大约在接触镜的1/3～1/2处切3～4刀）并立即用于细

胞毒性试验。如果不切开接触镜，应以凹入的方式置于细胞上。将每片接触镜置于直径为60mm的组织

培养板中细胞表面的中心，该培养板中含有近汇合单层L-929细胞，培养于含5%胎牛血清（FBS）的1.6mL
最低限量基本培养基（MEM）中。

同样，将阴性和阳性对照置于含有近汇合单层L-929细胞的直径为60mm的组织培养板中，培养于含

5% FBS的1.6mL MEM中。

将组织培养板在37℃±1℃，5％±1％二氧化碳（CO2）培养24h±2h。
培养结束后，将接触镜和对照组从每个培养板中取出，用台盼蓝对细胞进行染色，以方便观察死亡

或受损细胞。细胞毒性的评估是通过评价测试材料和对照材料周围细胞在肉眼和显微镜下（100 倍）是

否有任何异常的细胞形态以及裂解，并确定裂解区（若有）。

5.2.2 材料

5.2.2.1 细胞系

L-929 细胞【NCTC 克隆 929：CCL 1，美国典型培养物保藏中心(ATCC)，美国弗吉尼亚州马纳萨

斯；ECACC No. 88102702 或等同物，欧洲认证细胞培养物保藏中心，英国威尔特郡索尔兹伯里，邮编

SP4 0JG】。细胞培养物应不含支原体。

用于试验的细胞的传代数宜在 10～30 代以内。

5.2.2.2 技术设备

5.2.2.2.1 培养箱，37℃±1℃，湿化，5％±1％二氧化碳（CO2）/空气。

5.2.2.2.2 层流柜：生物安全标准。

5.2.2.2.3 水浴，37℃。

5.2.2.2.4 倒置相差显微镜。

5.2.2.2.5 实验室喷灯。

5.2.2.2.6 离心机。

5.2.2.2.7 实验室天平。

5.2.2.2.8 细胞计数仪或血细胞计数器。

5.2.2.2.9 组织培养瓶和直径 60mm的组织培养板。

5.2.2.2.10 移液器。

5.2.2.2.11 移液管。
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5.2.2.3 化学物、培养基和血清

5.2.2.3.1 依格尔最低限量基本培养基（MEM）。

5.2.2.3.2 胎牛血清（FBS）。

5.2.2.3.3 胰蛋白酶/乙二胺四乙酸（EDTA）溶液。

5.2.2.3.4 含有 Ca2+和Mg2+的杜氏磷酸盐缓冲液（DPBS）。

5.2.2.3.5 青霉素/链霉素溶液。

5.2.2.3.6 台盼蓝。

5.2.3 测试样品的制备

接触镜宜用镊子无菌拿取。在室温下，将每个接触镜单独浸泡于装有约10mL适当的接触镜护理液

的无菌相容容器中24h±2h，并轻轻搅拌（在振荡器上以约50r/min的速度持续搅拌）。宜遵循无菌操作

流程。

每个接触镜在浸泡 24h后可立即以风车方式切割（在接触镜的 1/3～1/2 处切 3～4刀）。以垂直方

式取接触镜，并将其边缘轻敲在无菌纱布上以去除多余的液体并立即用于细胞毒性试验。如果接触镜没

有被切割，应以凹入的方式置于细胞上。细胞毒性试验方法见 5.2.4.3。

5.2.4 方法

5.2.4.1 通则

细胞宜使用常规细胞培养方法进行维持和培养。

5.2.4.2 试验质量检查：阳性对照、阴性对照和接触镜对照

5.2.4.2.1 通用要求

每组试验都应包括阳性对照、阴性对照和接触镜对照。

5.2.4.2.2 阳性对照

推荐使用乳胶手套作为阳性对照。应在每个阳性对照组织培养板中的细胞上放置一块 1cm×1cm的

阳性对照进行试验。也可以使用其他经过验证的阳性对照。

5.2.4.2.3 阴性对照

推荐使用高密度聚乙烯（HDPE）（厚度 0.5mm）作为阴性对照。应在每个阴性对照组织培养板中

的细胞上放置一块 1cm×1cm 的阴性对照进行试验。也可以使用其他经过验证的阴性对照。

5.2.4.2.4 接触镜对照

应将浸泡在 DPBS中的被测接触镜作为接触镜对照。接触镜宜用镊子无菌拿取。在室温下，将每个

接触镜单独浸泡在装有约 10 mL DPBS溶液的无菌相容容器中 24h±2h，并轻轻搅拌（在振荡器上以约

50r/min 的速度持续搅拌）。宜遵循无菌操作程序。

每个接触镜在浸泡 24h±2h后可立即以风车方式切割（在接触镜的 1/3～1/2 处切 3～4刀）。以垂

直方式取接触镜，并将其边缘轻敲在无菌纱布上以去除多余的液体并立即用于细胞毒性试验。如果镜片

没有被切割，它应以凹入的方式置于细胞上。细胞毒性试验方法见 5.2.4.3。

5.2.4.2.5 试验可接受标准
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应满足以下试验可接受标准，则试验有效：

a) 阴性对照在所有四个孔板中的等级应≤1。

b) 接触镜对照在所有四个孔板中的等级应≤1。

c) 阳性对照在所有四个孔板中的等级应≥3。

对反应等级的描述见表 1。

5.2.4.3 试验步骤

5.2.4.3.1 将 L-929 细胞以每板约 6×10
5
个细胞的密度接种到直径 60mm的组织培养板中，置于 6mL

含 5％FBS 的MEM 培养基中，在 37℃±1℃、5％±1％CO2环境下培养约 24h，以在使用前获得近汇合

单层细胞。如果MEM培养基中使用了抗生素，宜记录在工作表中。

5.2.4.3.2 开始试验前，在显微镜下（100 倍）验证培养物的近汇合（约 80％）和形态。每个测试材

料和对照材料都应在四份培养物中培养（即带有细胞的 4 个 60mm 培养板）。每个板中应只放置一个

测试材料/对照材料。

5.2.4.3.3 将每个板中的培养基丢弃并用 1.6mL MEM代替。

5.2.4.3.4 将测试材料/对照材料放在指定培养板中细胞表面的中心。

将已在 10mL接触镜护理液中浸泡 24h±2h并可按照 5.2.3 中所述以风车方式切割的接触镜，放置

在四个 60mm“待测样品”组织培养板上的细胞表面中心。

将 1 cm × 1 cm 的乳胶（阳性对照）放置在四个 60mm“阳性对照”组织培养板的细胞表面中心。

将 1 cm × 1 cm 的 HDPE（阴性对照）放置在四个 60mm“阴性对照”组织培养板的细胞表面中心。

将已在 10mL DPBS溶液中浸泡 24h±2h并可按照 5.2.4.2.4 中所述以风车方式切割的接触镜，放

置在四个 60mm“接触镜对照”组织培养板的细胞表面中心。

为了帮助评估测试材料/对照材料的移动情况，宜在每个板的底部在测试材料/对照材料的大致中心

位置用一个点来标记。

5.2.4.3.5 培养板在 37℃±1℃，5％±1％CO2条件下培养 24h±2h。
在处理过程中宜格外小心，尽量减少接触镜的移动，因为可能会对细胞造成物理损伤。此外，如果

接触镜没有留在原位，则难以准确测量接触镜周围的反应区。

5.2.4.3.6 培养结束后，从每个板中取出接触镜和对照材料，并用 1.6mL含 0.4％台盼蓝的 DPBS替

换每个板中的培养基以染色死细胞。

为了便于测量样品以外的裂解区域，在从板中取出测试材料和对照材料之前，宜在板底部标记测试

材料和对照材料边缘的位置。

5.2.4.3.7 在室温下将细胞暴露在台盼蓝溶液中约 2min。
5.2.4.3.8 去除台盼蓝溶液并用 1.6mL DPBS冲洗细胞。

5.2.4.3.9 用肉眼和显微镜（100 倍）检查细胞是否有异常的细胞形态及测试材料和对照材料周围的

裂解情况，并确定裂解区域（若有）。台盼蓝有助于观察死亡或受损细胞；膜损伤和死细胞会吸收台盼

蓝，因为它是一种排斥染料。与阴性对照和接触镜对照板上的细胞相比，死亡或膜受损的细胞会呈现蓝

色。

5.2.4.3.10 使用表 1 中描述的标准评估细胞毒性。如果观察结果大于 2 级，则被认为是具有细胞毒性

作用。附录 A 用于指导如何测量细胞裂解区。

表 1 反应性等级

等级 反应性 所有细胞培养物的情况

0 无 试样周围或下方未检测到反应的区域

1 轻微 试样下方有一些畸形或退化细胞
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2 轻度 反应区域仅限于试样下方区域

3 中度 试样以外的反应区域，可超出试样至多 10mm

表1 反应性等级（续）

等级 反应性 所有细胞培养物的情况

4 严重 反应区域超出试样以外 10mm

6 结果评估

应由有能力根据试验数据作出判定的人员进行结果的总体评估。任何细胞毒性作用都可能引起关注。

然而，该结果主要是表明潜在的体内毒性，不能仅根据细胞毒性数据确定该器械不适于特定的临床应用。

细胞毒性数据应根据其他生物相容性数据和产品的预期用途进行评估。

7 试验报告

试验报告应至少包括以下信息：

a) 试验机构名称和地址；

b) 试验操作者姓名；

c) 试验开始和结束日期；

d) 遵守适用的良好实验室规范的声明；

e) 测试材料和所有对照材料的名称和完整描述；

f) 细胞系、传代数和细胞来源；

g) 培养基、血清和抗生素（如添加）的公司名称和批号；

h) 试验方法；

i) 细胞反应和其他观察结果；

j) 结果评估所需的任何其他相关数据。
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A
A

附 录 A

（规范性）

接触镜结合接触镜护理液的直接接触细胞毒性试验中的细胞裂解区域测量

A.1 培养板布局

图 A.1描述了培养板的布局。其中较大的圆圈描绘了直径为 60mm的孔板。例如，假设置于孔板上

的样品的直径约为 10mm（图 A.1中的小圆圈），这使得从样品的边缘到孔板的边缘在任何方向都有约

25mm的长度。

裂解区域定义为超出样品（小圆圈）区域外的细胞裂解，如图 A.1 中的对角线 C所示。因此，裂

解区域不宜超过 25mm。可以从样品边缘到裂解边缘进行多次测量，以确保用于评价的裂解区域是准确

的。

如果裂解似乎仅在一个方向上超出接触镜之外（例如，如果接触镜在培养过程中移位或培养板略微

倾斜），宜在四个方向上分别进行测量，并宜使用这些测量值的平均值来确定等级。

标引序号说明：

A——60mm直径孔板的水平线；

B——置于孔板的约 10mm举例样品的垂直线；

C——显示从 10mm样品边缘到 60mm直径孔板边缘距离为约 25mm的对角线。

图 A.1 培养板布局

A.2 0～2 级

—— 0级：无反应性。孔板中没有细胞裂解或毒性的证据。

—— 1 级：轻微反应性。在放置样品的区域（图 A.1 中的小圆圈）下方有一些（部分）细胞裂解

或毒性的证据。

—— 2 级：轻度反应性。在放置样品的区域（图 A.1 中的小圆圈）下方有全部（完全）细胞裂解

或毒性的证据。

在确定 1 级或 2 级时，该毒性应仅出现在样品（图 A.1 中的小圆圈）下方。这也表明没有裂解区(0

mm)。

A.3 3 级和 4级

一旦裂解超出了样品放置在孔板中的区域（超出图 A.1 和图 A.2 中的小圆圈进入大圆圈区域），就

会存在一个裂解区域。

不超过 10mm的裂解区域为 3 级（图 A.2 中左上角的对角线 A代表 10mm）。

大于 10mm的裂解区域为 4级（超出图 A.2 中左上角的对角线 A）。

可能的最大裂解区域约为 25mm（图 A.2 中右上角的对角线 B）。
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标引序号说明：

A——10 mm裂解区域的对角线；

B——最大可能裂解区域约为 25 mm的对角线。

图 A.2 3 级和 4 级的示意图
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