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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。

本文件是 YY/T 1465《医疗器械免疫原性评价方法》的第 8部分。YY/T 1465已经发布了以下部分：

——第 1部分：体外 T淋巴细胞转化试验；

——第 2部分：血清免疫球蛋白和补体成分测定（ELISA法）；

——第 3部分：空斑形成细胞测定 琼脂固相法；

——第 4部分：小鼠腹腔巨噬细胞吞噬鸡红细胞试验 半体内法；

——第 5部分：用M86单克隆抗体测定动物源性医疗器械中α-Gal抗原清除率；

——第 6部分：用流式细胞术测定动物脾脏淋巴细胞亚群；

——第 7部分：流式液相多重蛋白定量技术；

——第 8部分：巨噬细胞吞噬迁移功能试验。

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。

本文件由全国医疗器械生物学评价标准化技术委员会（SAC/TC248）归口。

本文件起草单位：

本文件主要起草人：
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引 言

免疫应答是机体的一种重要的防御机制。医疗器械作为外源性物质，在与人体接触后，通过多种途

径影响机体免疫系统的免疫应答。特别是针对动物源性医疗产品、同种异体产品和组织工程医疗制品等。

虽然医疗器械/材料与免疫系统的相互作用可能产生不同的免疫应答，但大体上可分为两种类型，即体

液免疫应答和细胞介导免疫应答。目前，还无法判定医疗器械或材料刺激产生的免疫应答对宿主有利还

是有害，因此，应用医疗器械/材料进行免疫应答研究来获取相关的信息是非常重要的。

巨噬细胞功能性试验是GB/T 16886.20规定的医疗器械免疫毒理学试验原则和方法的后续评价步骤

中推荐的一种体外试验方法。本文件在GB/T 16886.20给出的检测免疫毒理学基本原则的基础上，根据

医疗器械/材料的特性规定了详细的试验步骤，可作为GB/T 16886.20中免疫毒理学试验原则和方法的补

充。

YY/T 1465旨在建立医疗器械免疫原性评价方法的具体试验方法，拟由8个部分构成。

——第 1部分：体外 T淋巴细胞转化试验；

——第 2部分：血清免疫球蛋白和补体成分测定（ELISA法）；

——第 3部分：空斑形成细胞测定 琼脂固相法；

——第 4部分：小鼠腹腔巨噬细胞吞噬鸡红细胞试验 半体内法；

——第 5部分：用M86单克隆抗体测定动物源性医疗器械中α-Gal抗原清除率；

——第 6部分：用流式细胞术测定动物脾脏淋巴细胞亚群；

——第 7部分：流式液相多重蛋白定量技术；

——第 8部分：巨噬细胞吞噬迁移功能试验。
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医疗器械免疫原性评价方法 第 8 部分：巨噬细胞吞噬迁移功能试验

1 范围

本文件规定了医疗器械/材料免疫原性评价方法中巨噬细胞吞噬迁移功能试验的试验原理、试验方

法和试验结果。

本文件适用于对医疗器械/材料诱导机体产生的免疫应答。

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 16886.12 医疗器械生物学评价 第12部分：样品制备与参照样品

3 术语和定义

GB/T 16886.1、GB/T 16886.12界定的以及下列术语和定义适用于本文件。

3.1

巨噬细胞 macrophages

巨噬细胞是一种位于组织内的白血球，源自单核细胞，而单核细胞又来源于骨髓中的前体细胞。

3.2

免疫毒理学 immunotoxicology

异物直接或间接与免疫系统相互作用所导致的不良健康作用的研究。

3.3

活性氧 reactive oxygen species（ROS）

活性氧是指在生物体内与氧代谢有关的、含氧自由基和易形成自由基的过氧化物的总称。

4 试验原理

巨噬细胞作为单核吞噬细胞系统的主要细胞，承担着吞噬、消除细胞内寄生菌、真菌、大颗粒异物，

和清除衰老的自身细胞的职能，它在特异性体液免疫或细胞免疫应答中都有重要作用，所以巨噬细胞的

吞噬消化功能，在一定程度上可以反映机体的免疫状态。因此，巨噬细胞和医疗器械/材料孵育一定时

间后，基于荧光标记物与细胞共同作用的原理，通过观察荧光信号的变化来评估细胞吞噬的程度和效率，

通过细胞内ROS总体水平和巨噬细胞趋化功能的检测来评价医疗器械的诱导的免疫毒理学。
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5 主要设备

流式细胞仪、离心机、移液枪等。

6 试剂

DMEM-H培养基，胎牛血清（FBS），PBS缓冲液，青霉素，链霉素，活性氧检测试剂盒，吞噬作

用检测试剂盒等。

7 细胞

可选用的细胞有RAW264.7，其他细胞系宜同样适用，但使用其他细胞系时宜对方案进行验证。宜

使用合适的培养液和培养条件来维持所培养细胞的生长。宜定期检查细胞系模态染色体数目的稳定性和

支原体污染情况，否则不宜使用。实验室宜建立细胞系或原代细胞的正常细胞周期时间，并与公开发表

的细胞特征一致。

8 样品制备

宜根据GB/T 16886.12的原则制备试验液，使用适宜的极性和/或非极性溶剂作为浸提介质。若使用

未经充分确认的浸提介质，应提供相应的数据支持资料来表明它们与试验样品和试验系统之间的相容性

并排除浸提介质自身的免疫毒性。

9 试验方法

9.1 荧光染色法

9.1.1 试验原理

巨噬细胞和医疗器械/材料孵育一定时间后，基于荧光标记物与细胞共同作用的原理，通过观察荧

光信号的变化来评估细胞吞噬的程度和效率。吞噬作用检测试剂盒通过跟踪外来颗粒（此处指经荧光染

料荧光素标记的已杀死大肠杆菌（K-12 菌株）细胞）的内化，提供一种观察和定量测定巨噬细胞中吞

噬过程的方法。

9.1.2 试验步骤

制备细胞和荧光生物颗粒：将细胞浓度调整至1106个/mL开展试验。将浓缩的平衡盐溶液（HBSS）
移液到荧光颗粒小瓶中，并对悬浮液进行简短超声处理。将悬浮液转移到含有4.5 mL去离子水的干净玻

璃管中。对玻璃管进行超声处理，直到所有荧光颗粒均匀分散。

制备实验和对照样品：

阴性对照孔：150 μL/孔细胞培养液（不含细胞），平行五个孔。

阳性对照和试验组：100 μL/孔细胞悬液移液，每组平行五个孔。

将50 μL/孔细胞培养液（不含细胞）加至五个含细胞的孔中来完成阳性对照孔。将5 μL/孔生物材料

或生物材料浸提液分别加至五个含细胞的孔中来完成试验孔。将细胞培养板置于37℃培养箱中并孵育至

少1h，以使细胞黏附在微孔板表面上。



YY/T 1465.8—XXXX

5

添加荧光颗粒和台盼蓝：在适当的细胞孵育时间后，弃去细胞培养板中的试验液。分别加入制备的

荧光生物颗粒悬浮液到所有阴性对照、阳性对照和实验孔，100 μL/孔。将细胞培养板置于37℃培养箱

中2h。弃去细胞培养板中生物颗粒加载悬浮液。立即向所有孔中加入准备好的台盼蓝悬浮液，100 μL/
孔，在室温下孵育1min。弃去细胞培养板中过量的台盼蓝悬浮液。

9.1.3 荧光测量和结果

使用480 nm激发，520 nm发射和适当的灵敏度设置在荧光板读数器中读取微孔板的实验孔和控制

孔。为了尽量减少实验误差的影响，计算阴性对照、阳性对照和实验样品组的平均荧光强度值。

按式（1）、式（2）计算评价巨噬细胞的吞噬功能：

100%
T
C1吞噬指数  …………………………………………………………（1）

%100
T
C2吞噬率  …………………………………………………………………………（2）

式中：

C1——被吞噬的荧光微球总数

C2——吞噬荧光微球的巨噬细胞数

T——计数的巨噬细胞数

当试验组与阴性对照组在吞噬指数和吞噬率上出现具有统计学意义的差异时，可认为试验物质对巨

噬细胞吞噬功能有影响。

9.2 活性氧检测

9.2.1 试验原理

组织微环境和受损组织（例如：炎症中释放的微生物产物和细胞因子）能调控巨噬细胞的极化，从

而激活免疫反应并产生ROS，ROS的适度升高可以激活一些因子，上调抗氧化因子的表达，从而促进吞

噬作用的进行，同时促进巨噬细胞M2极化，促进修复。当达到一定的阈值时，产生ROS会导致细胞功

能障碍，使巨噬细胞M1极化，M1型巨噬细胞数量过多会引起过度炎症，抑制巨噬细胞的吞噬能力，导

致组织受损。

活性氧检测试剂盒是一种利用荧光探针2′，7′-二氯荧光黄双乙酸盐（DCFH-DA）进行ROS检测的

试剂盒。DCFH-DA 本身没有荧光，可以自由穿过细胞膜，进入细胞内后，可以被细胞内的酯酶水解生

成2`,7`-二氯二氢荧光素（DCFH）。而DCFH不能通透细胞膜，从而使探针很容易被装载到细胞内。细

胞内的ROS可以氧化无荧光的DCFH生成有荧光的2′,7′-二氯荧光素化氢探针（DCF）。检测DCF的荧光

就可以知道细胞内ROS的水平。

9.2.2 试验步骤

原位装载探针：该方法仅适用于贴壁培养细胞。按照1∶1000用无血清培养液稀释DCFH-DA，使终

浓度为10μ mol/L。去除细胞培养液，加入适当体积稀释好的DCFH-DA。37℃细胞培养箱内孵育20分钟。

用无血清细胞培养液洗涤细胞三次，以充分去除未进入细胞内的DCFH-DA。
收集细胞后装载探针：按照1∶1000用无血清培养液稀释DCFH-DA，使终浓度为10μmol/L。细胞收

集后悬浮于稀释好的DCFH-DA中，细胞浓度为一百万至二千万/mL ，37℃细胞培养箱内孵育20分钟。

每隔3～5分钟颠倒混匀一下，使探针和细胞充分接触。用无血清细胞培养液洗涤细胞三次，以充分去除

未进入细胞内的DCFH-DA。

9.2.3 检测及结果分析
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在488nm激发波长，525nm发射波长下，利用流式细胞仪检测荧光的强弱。

9.3 巨噬细胞趋化功能的检测

9.3.1 试验原理

巨噬细胞迁移是其在感染及损伤部位发挥免疫活性的首要条件，巨噬细胞趋化功能反映其迁移能力，

是评价巨噬细胞免疫功能的主要指标之一。巨噬细胞趋化功能测定的基本原理是Transwell小室根据靶细

胞能够趋化性主动迁移，穿过一定孔径的滤膜而检测趋化功能的。

9.3.2 试验步骤

用 Hanks液（pH7.2）调整为 2～3×105 细胞/mL, 将趋化因子液 25μl加入趋化小室的下室。将滤膜

光泽的一面朝向趋化因子盖在孔上，并将滤膜左上方剪去一小角；盖上趋化小室的上室部分，用固定器

夹紧；将细胞悬液 50μl注入上室。盖上载玻片，在 37℃，5％CO2温箱中静置 90min 诱导细胞趋化移动；

从温箱中取出多孔趋化小室，将朝向细胞的滤膜面（即无光泽面朝下）浸入生理盐水盘内，将滤膜光泽

面朝上，贴在涂有蛋清甘油（甘油与蛋清等量混合而成）的载玻片上，冷风吹干滤膜后，用甲醇固定，

进行 Giemsa 或瑞氏染色。

9.3.3 结果分析

用低倍镜确认移动细胞后，换用400倍高倍镜任意计数10个视野内的移动细胞的总数，每个样品至

少重复计数3次。趋化结果以趋化指数表示。采用统计分析软件对数据进行分析处理。

趋化指数 = �
�

× 100%……………………………………………………（3）

式中：

t——样品组 10个视野内的移动细胞的总数；

c——对照组 10个视野内的移动细胞的总数

10 试验报告

试验报告中应包含下列信息：

——试验样品名称、规格型号和批号；

——试验和对照样品制备方法；

——试验细胞的详细信息；

——试验结果；

——结果评价；

——结论。
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