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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。 

本文件由全国医用防护器械标准化工作组（SAC/SWG 30）归口。 

本文件起草单位： 

本文件主要起草人： 
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 引 言 

现有的化学品皮肤吸收试验标准只适合已知单一化学品通过体表吸收后的化学色谱分析或荧光强

度进行检测。重组胶原蛋白敷料类产品组成复杂，往往含有多种辅助成分或材料，对重组胶原蛋白的检

测带来一定的干扰。各种重组胶原蛋白及其敷料类产品的重组胶原蛋白序列、长短不同，进而使得上市

产品中重组胶原蛋白的分子量各异，重组胶原蛋白含量较少时，难以通过化学色谱分析的方法检测到。

所以，迫切需要建立一种针对重组胶原蛋白产品的体外体表吸收试验方法以满足监管的需要。 
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重组胶原蛋白体表创面吸收试验方法 

1 范围 

本文件规定了重组胶原蛋白体表创面吸收试验的原理、步骤、创面模型及测试方法。 

本文件适用于重组胶原蛋白体表创面吸收的检测。 

本文件不适用于注射填充类重组胶原蛋白。 

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 27818 化学品 皮肤吸收 体外试验方法 

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 

YY/T 1849-2022 重组胶原蛋白 

3 术语和定义 

YY/T 1849-2022界定的以及下列术语和定义适用于本文件。 

重组胶原蛋白 recombinant collagen 

采用重组 DNA技术，对编码所需人胶原蛋白质的基因进行遗传操作和（或）修饰，利用质粒或病毒

载体将目的基因带入适当的宿主细胞（细菌、酵母或其他真核细胞等）中，表达并翻译成胶原蛋白或类

似胶原蛋白的多肽，经过提取和纯化等步骤制备而成。 

生物素 biotin 

一种水溶性维生素（维生素B7），分子式C10H16N2O3S，可作为标记物用于免疫印迹、ELISA、免疫

组织化学技术 (IHC)、免疫细胞化学技术 (ICC)、免疫荧光 (IF) 和流式细胞分析。 

4 试验原理 

通过生物素标记（生物素与重组胶原蛋白中的伯位氨基共价结合，标记后的蛋白可以和亲和素结合，

利用亲和素标记的酶对生物素标记的蛋白进行检测）的生物手段对重组胶原蛋白进行标记,选用适宜的

创面模型进行体表创面吸收试验，用荧光显微镜观察切片中的生物素信号来定性和追踪标记后的胶原

蛋白，对皮上、皮中、皮下中的重组胶原蛋白进行吸光度检测进行定量分析，从而评价标记后的重组胶

原样品的透过率。 

5 生物素标记重组胶原蛋白的要求 

生物素标记重组胶原蛋白 

选择合适的生物素标记试剂盒对重组胶原蛋白进行标记，并去除游离的生物素（若选择超滤纯化，

可根据产品中重组胶原蛋白的分子量大小选择合适的超滤管，宜对超滤管匹配程度进行验证，确保良好

的标记和回收率）。生物素标记后的重组胶原蛋白样品应尽快使用，如需保存，应验证保存条件并确保

其标记稳定性，。 

生物素标记效率评价 

2-（4-羟基苯偶氮）苯甲酸(2-(4-Hydroxyphenylazo)benzoic acid ,HABA)可以与亲和素特异性结

合，其结合复合物为一种黄色或者橘黄色物质，在500nm有最大吸光值，但其结合能力远低于生物素与
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亲和素的结合能力，当溶液中存在生物素的时候，生物素会强竞争让HABA解离下来,引起吸光值下降。

基于此原理，可以根据500nm吸光值的变化计算出蛋白标记生物素的量（以标记后重组胶原蛋白实际浓

度计算摩尔比，生物素与被标记蛋白的摩尔比应＞1：1），应确保标记前后重组胶原蛋白分子量无明显

变化。 

6 体表创面模型的构建 

考虑到重组胶原蛋白类产品的临床应用场景一般为具有一定浅表创面的皮肤，因此需要对离体猪

皮进行浅表创面的构建。 

体表创面模型的构建方法 

可以自行制备或采购市售的离体猪皮，选取1～2个月龄的巴马香猪腹/背部皮肤，厚度为0.8～1mm，

优先选择新鲜离体猪皮，如选择低温保存的离体猪皮，可在-80 ℃保存，使用前在4℃条件下解冻，并

用磷酸盐缓冲液（PBS，pH 6.8～7.4）冲洗5次后用无菌纱布吸干表面残留液体。根据临床使用情况采

用适宜的方法对猪皮进行体表创面处理。  

模型经皮失水率测定 

试验开始前，使用经皮失水仪测定猪皮的经皮失水值，若测得经皮失水率小于15 g/m2·h，则该猪

皮符合试验要求，宜选择与重组胶原蛋白产品临床使用情况相近的创面创建方法，如胶带剥离法（见附

录A）或微针穿刺法（见附录B）在恒温恒湿条件下对猪皮进行处理，当经皮失水率在20～25g/m2/h时，

认为浅表创面猪皮模型制备完成。 

7 7 试验方法 

扩散系统的设置 

推荐选择Franz cell扩散池作为扩散系统。确保离体猪皮真皮层与接收液之间无气泡或间隔。推荐

使用磷酸盐缓冲液（PBS，pH 6.8～7.4）作为接收液，水浴温度为32±1 ℃,电磁搅拌器转速为300 rpm。 

试验采样时间点 

根据产品使用说明书设置采集样本时间点，建议不少于4h，最长不超过24 h。 

试验分组设置 

7.3.1 空白对照组 

用基质（纯化水代替重组胶原蛋白，其他配方及工艺与成品相同的液体），设置至少3组平行； 

7.3.2 样品组 

通过生物素标记后的重组胶原蛋白样品，定性、定量至少各设置3组平行。 

体表创面吸收试验 

7.4.1 皮肤模型-Franz cell 扩散系统装配 

将创面模型固定于Franz cell扩散池的供给室和接收室之间，创面模型的角质层面向供给室，真皮

层一侧朝向接收室固定于Franz cell扩散池；向接收室中加入适宜接收液，将猪皮绷紧固定好后，通过

取样器向接收室中添加适量接收液（PBS），排净空气，使创面模型的真皮层面与接收液紧密接触。 

7.4.2 供试样品制备 

7.4.2.1 液体样品 

将经过与成品相同加工工艺的重组胶原蛋白原液进行标记，然后与其他与成品相同加工工艺的其

他液体基质，按照成品中重组胶原蛋白与其他液体基质的混合比例配制后备用； 
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7.4.2.2 固体样品 

将经过与成品相同加工工艺的重组胶原蛋白干粉定量溶解后进行标记，然后与经过与成品相同加

工工艺的其他干粉基质定量溶解后，按照成品中重组胶原蛋白与其他基质的混合比例配制后备用。 

将固体敷料生产过程中经过与成品相同加工工艺的重组胶原蛋白原液进行生物素标记，然后与经

过与成品相同加工工艺的其他液体基质，按照成品中重组胶原蛋白与其他液体基质的混合比例配制后

备用；并将经过灭菌等其他与成品相同加工工艺的无纺布或其他支撑材料裁剪成与扩散池等面积的片

状备用。 

将固体、半固体类敷料生产过程中经过与成品相同加工工艺的重组胶原蛋白原液进行生物素标记，

然后与经过与成品相同加工工艺的固体、半固体基质，按照成品中重组胶原蛋白与其他固体、半固体基

质的混合比例配制混匀后备用。 

7.4.3 上样 

7.4.3.1 液体或溶解成液体的冻干粉样品 

按加样量：扩散池有效渗透面积不低于10μL/cm
2
直接加至供给室的创面皮肤表面并确保完全覆盖

扩散池内皮肤表面； 

7.4.3.2 含无纺布或其他支撑材料的固体敷料 

将提前制备的与扩散室面积相同的受试小样均匀紧密地贴于供给室的创面皮肤表面，再加入按产

品配比等比例标记后的成品溶液； 

7.4.3.3 固体、半固体类样品（凝胶、乳膏类） 

按加样量：扩散池有效渗透面积不低于5mg/cm
2
的比例加至供给室的创面皮肤表面并确保完全覆盖

扩散池内皮肤表面。 

7.4.4 体表创面吸收过程 

开启电磁搅拌器，以合适的速度搅拌，保持（32±1）℃恒温水浴，并确保水浴夹层无气泡。 

7.4.5 收样 

收集供给室内样品（无纺布或其他支撑材料需用镊子取出），根据扩散室大小使用适量的PBS 清洗

3次后合并为“皮上样品”；取出有效渗透面积的皮肤模型，作为“皮中样品”；收集接收室部分样品，

作为“皮下样品”。 

7.4.6 样品前处理 

具体样品前处理方法如下： 

a) 皮上样品：采用 1 mL移液枪吸取多次反复吹打混匀，备用； 

b) 皮中样品：使用手术剪剪取有效渗透面积下的皮肤组织，制备匀浆悬液，10000 rpm，离心 10 

min, 收集上清液，备用； 

c) 皮下样品：采用 1mL 移液枪吸取多次反复吹打混匀，备用。 

组织学检测 

试验结束后，取3个复孔用于组织学检测，同时将未进行创面处理的离体猪皮作为对照，用于对比

说明创面制备情况。采用适宜的切片技术进行切片，后进行免疫组化染色。 

ELISA法检测 

收集皮上、皮中、皮下样品，以相应基质或者以相同稀释倍数的基质做溶剂分别进行标曲的配制，

并用标记后已知浓度的重组胶原蛋白产品进行梯度稀释，与样品同时检测吸光度，重复测定3次，取平

均数计算获得各自标准曲线回归方程（相关系数R2均应大于0.95）和样品浓度，方法检测限应满足不高

于10ng/ml。 

7.6.1 标准曲线方程计算 
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利用梯度稀释后的样品吸光度值为纵坐标（y）,浓度值（ng/mL）为横坐标（x）,绘制标准曲线，

获得回归方程式（1）： 

 x=
𝑦−𝑎

𝑏
 ··············································································· (1) 

式中： 

x—重组胶原蛋白浓度值，单位为纳克每毫升（ng/mL）； 

y—重组胶原蛋白吸光度值，无单位； 

a—常数； 

b—常数。 

7.6.2 回收率计算 

按式（2）计算，回收率应在 100%±20%。 

 M =
𝑚1+𝑚2+𝑚3

𝑚0
× 100% ································································· (2) 

式中： 

M ——回收率； 

m1 ——皮上样本中重组胶原蛋白质量，ng； 

m2  ——皮中样本中重组胶原蛋白质量，ng； 

m3 ——皮下样本中重组胶原蛋白质量，ng； 

m0 ——标记后重组胶原蛋白添加质量，ng。 

8 创面吸收结果判定 

在试验操作结束后尽快同步开展组织学检测、ELISA法检测，皮下ELISA法检测结果高于检出限时，

判定为创面吸收。皮下、皮中ELISA法检测结果低于检测限时，需结合组织学检测结果综合考量，若组

织学检测结果在表皮以下表达阳性则判定为创面吸收；若仅在角质层、皮肤附件（包括毛囊、汗腺和皮

脂腺）、创伤部位表皮细胞等处表达阳性则判定为创面不吸收。皮中ELISA法检测结果高于检测限时，

需结合组织学检测结果综合考量，若组织学检测结果在表皮以下表达阳性则判定为创面吸收，若组织学

检测结果在表皮以下表达阴性和/或仅在角质层、皮肤附件（包括毛囊、汗腺和皮脂腺）、创伤部位表

皮细胞等处表达阳性则判定为创面不吸收。 

9 试验数据和报告 

试验数据 

应提供皮上、皮中和皮下的样品组织学检测和ELISA法检测结果及回收率。 

试验报告 

试验报告应有下列信息： 

a) 产品名称、型号或规格、生产批号等产品信息； 

b) 标明耗材、试剂、仪器和设备； 

c) 试验前准备： 

1) 选择生物素标记及标记效果，应简述试验方法； 

2) 稳定性试验方法及结果； 

3) 样品标记前后分子量； 

4) 体表创面模型的构建方法及创面模型构建后的经皮失水率、储存环境与时间； 

5) 扩散池的温度、湿度和磁力选择转速的设置。 

d) 试验步骤: 

1) 标明分组设置、上样量、取样时间、取样后样品保存环境； 

2) 切片制备的过程和免疫组化染色定量检测的结果； 

3) 结果的计算。 

e) 结果: 
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1) 组织学检测：切片定位并观察标记后的样品在皮层的位置，并给出结果； 

2) ELISA法检测：需提供皮上、皮中、皮下的检测结果，并计算提供各自标准曲线回归方程。 

f) 结论:结合组织学检测和 ELISA法检测结果分析，给予体表创面吸收与否的判断。 
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A  
A  

附 录 A  

（资料性） 

创面皮肤制备方法（胶带剥离法） 

A.1 仪器/耗材 

A.1.1 吸水纸 

A.1.2胶带:D-Squame®胶带、Scotch®胶带、Corneofix®胶带或是其他等效的通用型胶带。 

A.1.3经皮失水仪：delfin经皮水分流失测量仪或是其他等效的经皮失水仪。 

A.2 制备过程 

A.2.1 Scotch®胶带剥离法 

A.2.1.1取符合试验要求的离体猪背部/腹部皮肤，用吸水纸吸干猪皮正反两面水分，角质层面朝上置于

用石蜡膜覆盖的软木板上并拉伸。 

A.2.1.2将Scotch®胶带（每1 cm宽度所需平均力为1.0 N）有胶面覆盖在猪皮肤上，用手轻轻快速按压

胶带，使胶带完全贴合在皮肤上，然后沿同一方向缓慢匀速剥离胶带。每次剥离都使用一条新的胶带，

并将其放置在完全相同的区域上。每个部位重复剥离胶带13～15次，每剥离2～3次可用经皮失水仪监测

经皮失水率，当经皮失水率在20～25 g/m²/h时，则停止剥离，认为皮肤创面制备完成。每次剥离后注

意观察胶带上粘附的残留物。 

A.2.1.3按扩散池面积及试验所需的数量，将制备好的创面皮肤剪切成合适的尺寸进行试验。 

A.2.2 D-Squame®胶带剥离法 

A.2.2.1取符合试验要求的离体猪背部/腹部皮肤，用吸水纸吸干猪皮正反两面水分，角质层面朝上置于

用石蜡膜覆盖的软木板上并拉伸。 

A.2.2.2按扩散池面积及试验所需的数量，将制备猪皮剪切成适合的尺寸。 

A.2.2.3将圆形D-Squame®胶带有胶面覆盖在猪皮肤上，使用配套D-Squame®压力器（225 g/cm
2
）将胶

带按压10s（即快速按压20次），然后快速剥离胶带。每次剥离都使用一条新的胶带，并将其放置在完

全相同的区域上。每个部位重复剥离胶带4～7次，每剥离1次可用经皮失水仪监测经皮失水率，当经皮

失水率在20～25 g/m²/h时，则停止剥离，认为皮肤创面制备完成。每次剥离后注意观察胶带上粘附的

残留物。 
注1：由于角质层的过度剥离可能使离体皮肤组织无任何屏障功能，一般剥离次数越多，角质层破坏越严重，且表层

物质去除量越多，皮肤屏障功能越差，建议不损伤到活性表皮层。 

注2：胶带剥离法制备皮肤创面影响因素较多，为规范试验操作、避免偏差，各机构在试验前进行探索、验证与操作

演练，确保皮肤制备达到试验要求，建议各机构在预试验或前期探索时制定角质层剥离操作的标准操作规程。 
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附 录 B  

（资料性） 

创面皮肤制备方法（微针穿刺法） 

B.1 耗材 

B.1.1 皮肤点刺针 

针体长度固定（0.25 mm）或可调，针体直径0.2 μm及以上，针体密度为34针/cm
2
及以上。 

B.1.2 皮肤滚针 

针体长度为0.25 mm，针体直径0.2 μm及以上，针体密度为34针/cm
2
及以上。 

B.2 制备过程 

B.2.1 通则 

每次试验应使用新的皮肤点刺针或皮肤滚针，以保证微针无磨损，所有穿刺孔的穿透深度在试验间

应保持大致相同。 

B.2.2 皮肤点刺针穿刺法 

B.2.1.1取符合试验要求的离体猪背/腹部皮肤，用吸水纸吸干猪皮正反两面水分，角质层面朝上置

于用石蜡膜覆盖的软木板上并拉伸。 

B.2.1.2调整针体长度至0.25 mm，将皮肤点刺针垂直于皮肤表面，同一点刺针面积的皮肤上至少穿

刺一次进行皮肤创面制备。 

B.2.1.3按扩散池面积及试验所需的数量，将制备好的创面皮肤剪切成合适的尺寸进行试验。 

B.2.3 皮肤滚针穿刺法 

B.2.2.1取符合试验要求的离体猪背/腹部皮肤，用吸水纸吸干猪皮正反两面水分，角质层面朝上置

于用石蜡膜覆盖的软木板上并拉伸。 

B.2.2.2为了保持微针辊施加的力大致恒定，将其上具有皮肤的软木板放置在平坦表面厨房天平上。 

B.2.2.3将皮肤滚针应用于皮肤所有表面，滚动一次，滚动时施加力度保持在4N～5 N的范围内，即

滚动时厨房秤显示400g～500 g范围内。 

B.2.2.4按扩散池面积及试验所需的数量，将制备好的创面皮肤剪切成合适的尺寸进行试验。 

 

 

 

 


