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两种供试品不同浸提条件及作用剂量下的体外人淋巴细胞增殖实验

许建霞，付海洋，曲守方

文题释义：
体外淋巴细胞增殖实验：又称淋巴细胞转化实验，是指体外培养的T淋巴细胞在有丝分裂原或特异性抗原的刺激下发生免疫应答，细胞的
数量或代谢活性会增加。淋巴细胞增殖实验被广泛应用于药物过敏研究，在动物源性医疗器械的免疫原性研究中也占有重要地位，属于较
为敏感的功能性检验方法。
植物血凝素：是发现于植物特别是豆科植物中的凝集素，属于高分子糖蛋白类，是低聚糖和蛋白质的复合物，具有促进有丝分裂的活性。

摘要
背景：体外淋巴细胞增殖实验常用于检测医疗器械潜在的免疫原性，但在相关标准中均未给出详尽的浸提条件及作用剂量。
目的：考察供试品不同浸提条件及作用剂量对体外人淋巴细胞增殖的影响，思考在选择体外淋巴细胞增殖实验条件时需考虑的因素。
方法：实验检测同种骨修复材料与肝素修饰人工晶状体两种供试品，均分为以下12组：①实验组1：供试品24 h完全培养基(含体积分数
10%胎牛血清的RPMI改良培养基)浸提液200 µL+淋巴细胞悬液50 µL；②阴性对照组1：24 h完全培养基200 µL+淋巴细胞悬液50 µL；③实验
组2：供试品24 h完全培养基浸提液100 µL+淋巴细胞悬液100 µL；④阴性对照组2：24 h完全培养基100 µL+淋巴细胞悬液100 µL；⑤实验组
3：供试品72 h RPMI改良培养基浸提液(实验前加体积分数10%胎牛血清)200 µL+淋巴细胞悬液50 µL；⑥阴性对照组3：72 h RPMI改良培养基
(实验前加体积分数10%胎牛血清)200 µL+淋巴细胞悬液50 µL；⑦实验组4：供试品72 h RPMI改良培养基浸提液(实验前加体积分数10%胎牛
血清)100 µL+淋巴细胞悬液100 µL；⑧阴性对照组4：72 h RPMI改良培养基(实验前加体积分数10%胎牛血清)100 µL+淋巴细胞悬液100 µL；
⑨阳性对照组1：含10 μg/mL植物血凝素M的完全培养基200 µL+淋巴细胞悬液50 µL；⑩阳性对照组2：含10 μg/mL植物血凝素M的完全培养
基100 µL+淋巴细胞悬液100 µL；⑪空白对照组1：250 µL完全培养基；⑫空白对照组2：200 µL完全培养基。培养3 d后，采用CCK-8法检测
淋巴细胞增殖。
结果与结论：①不同实验条件下，同种骨修复材料浸提液均可增强人淋巴细胞的活性，以RPMI改良培养基浸提72 h、浸提液与淋巴细胞悬
液的体积比为4∶1的实验条件最为显著；肝素修饰人工晶状体在该条件下对淋巴细胞活性有明显的抑制作用，可能与浸提液中的肝素有
关，但在完全培养基浸提24 h、浸提液与淋巴细胞悬液的体积比为4∶1的实验条件下对淋巴细胞活性有轻微的增强作用；②供试品不同浸
提条件及作用剂量下，人体外淋巴细胞增殖实验结果可能会有较大差异，实验条件的选择需结合产品临床应用情况，也需考虑产品的固有
特性。 
关键词：体外人淋巴细胞增殖；不同实验条件；浸提液；同种骨修复材料；肝素修饰人工晶状体
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0   引言   Introduction
因细胞外基质在组织重建中的优势，动物源性生物材料

在医学领域得到广泛应用
[1-3]

。动物源性材料经去脂肪、脱

细胞等降低免疫原性的处理后仍可能会残留少量具有免疫原

性的物质，残留免疫原性物质有引发宿主产生免疫反应的风

险
[4-6]

。免疫原性评价是动物源性医疗器械生物相容性及有

效性评价中的重要内容。

体外淋巴细胞增殖实验，又称淋巴细胞转化实验，是指

体外培养的 T 淋巴细胞在有丝分裂原或特异性抗原的刺激下

发生免疫应答，细胞的数量或代谢活性会增加。淋巴细胞增

殖实验被广泛应用于药物过敏的研究
[7-8]

，在动物源性医疗

器械的免疫原性研究中也占有重要地位，属于较为敏感的功

能性检验方法
[9]
。用于免疫原性评价的体外淋巴细胞增殖实

验通常有 2 种方式：一种是分离经供试品免疫后动物的脾脏

淋巴细胞，将淋巴细胞在体外培养一定时间后检测细胞数量

或活性；一种是分离未经免疫的动物脾脏淋巴细胞或人外周

血淋巴细胞，将供试品或供试品浸提液与淋巴细胞在体外共

培养，培养一定时间后检测细胞数量或活性。第 2 种方式通

常用于同种异体来源医疗器械或理论上免疫原性预期较小医

疗器械的免疫原性检测。

在医疗器械的生物安全性评价中，供试品浸提液的制备

方式及作用剂量均是非常重要的实验条件，直接关系到实验

结果。目前与体外淋巴细胞增殖相关的医疗器械免疫原性评

价标准有 YY/T 1465.1 和 YY/T 0606.15[10-11]
，该 2 个标准中有

关供试品浸提液的具体制备方式及浸提液与细胞悬液的比例

均未做明确规定。有学者对动物源性医疗器械体外淋巴细胞

增殖实验的其他实验条件进行了多方位的优化及探索，但均

未对这两方面进行研究
[12-13]

。

该文拟对一种同种异体来源的医疗器械及另外一种含肝

素的医疗器械进行体外人外周血淋巴细胞增殖实验，一方面

考察两种产品对淋巴细胞活性的影响，另一方面考察供试品

不同浸提条件、不同作用剂量对实验结果的影响，进而思考

实验室检测与临床应用的相关性。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   完全随机设计体外细胞实验，独立样本的 t检验。

1.2   时间及地点   实验于 2020-09-10/15 在中国食品药品检

定研究院完成。

1.3   材料   供试品为同种骨修复材料、肝素修饰人工晶状

体；电子天平 ( 上海舜宇恒平科学仪器有限公司，JA5003)；

恒温培养振荡器 ( 上海智城分析仪器制造有限公司，ZHWY-

103B)；二氧化碳培养箱 (Thermo Fisher， 371)；微孔板测读

仪 (Molecular Devices，SpectraMax M5)；胎牛血清 (Gibco)；
RPMI 改 良 培 养 基 (Hyclone)； 植 物 血 凝 素 M(Roch)；Cell 

Counting Kit8(CCK-8，Solarbio)；淋巴细胞分离液 (Solarbio)。
1.4   方法   

1.4.1   供试品浸提液的制备   分别取 2 g 同种骨修复材料、10

个肝素修饰人工晶状体，以 RPMI 改良培养基为浸提介质，

按照 0.1 g/mL( 同种骨修复材料 )、0.2 g/mL( 肝素修饰人工晶

状体 ) 的比例，在 (37±1) ℃条件下振荡 (120 r/min) 浸提 72 h，

浸提完成后应在 24 h 内开始实验。同样浸提条件，但未加供

试品的 RPMI 改良培养基为阴性对照。

分别取 2 g同种骨修复材料、10个肝素修饰人工晶状体，

以完全培养基 (含体积分数 10%胎牛血清的 RPMI改良培养基 )

为浸提介质，按照 0.1 g/mL( 同种骨修复材料 )、0.2 g/mL ( 肝素

修饰人工晶状体 ) 的比例，在 (37±1) ℃条件下振荡 (120 r/min) 

浸提 24 h，浸提完成后应在 24 h 内开始实验。同样浸提条件，

但未加供试品的完全培养基为阴性对照。

1.4.2   阳性对照配制   用完全培养基配制植物血凝素M溶液，

质量浓度为 10 μg/mL，作为阳性对照液。

1.4.3   淋巴细胞的分离培养   从 3 位健康志愿者 ( 志愿者均

对研究内容知情且同意，符合医学伦理要求 ) 肘静脉分别无

OBJECTIVE: To investigate the effects of different extraction conditions of the test product and different doses of the extract on in vitro human lymphocyte 
proliferation, and to consider the factors that need to be considered when selecting test conditions for in vitro lymphocyte proliferation test. 
METHODS: In the experiment, the homogenous bone repair material and heparin-modified intraocular lens were divided into the following 12 groups: (1) 
Experimental group 1: 24-hour complete medium (RPMI modified medium containing 10% fetal bovine serum) extract of 200 µL + lymphocyte suspension 
of 50 µL; (2) negative control group 1: 24-hour complete medium 200 µL + lymphocyte suspension 50 µL; (3) experimental group 2: 24-hour complete 
medium extract 100 µL + lymphocyte suspension 100 µL; (4) negative control group 2: 24-hour complete medium 100 µL + lymphocyte suspension 100 µL; (5) 
experimental group 3: 72-hour RPMI modified medium extract (addition of 10% fetal bovine serum before experiment) 200 µL + lymphocyte suspension 50 µL; 
(6) negative control group 3: 72-hour RPMI modified medium (addition of 10% fetal bovine serum before experiment) 200 µL + lymphocyte suspension 50 µL; (7) 
experimental group 4: 72-hour RPMI modified medium extract (addition of 10% fetal bovine serum before experiment) 100 µL + lymphocyte suspension 100 
µL; (8) negative control group 4: 72-hour RPMI modified medium (addition of 10% fetal bovine serum before experiment) 100 µL + lymphocyte suspension 100 
µL; (9) positive control group 1: complete medium containing 10 μg/mL plant hemagglutinin-M 200 µL + lymphocyte suspension 50 µL; (10) positive control 
group 2: complete medium containing 10 μg/mL plant hemagglutinin-M 100 µL + lymphocyte suspension 100 µL; (11) blank control group 1: 250 µL complete 
medium; (12) control group 2: 200 µL complete medium. After 3 days of culture, the proliferation of lymphocytes was detected by CCK-8 assay.
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Under different test conditions, the extracts of the allogeneic bone repair material could enhance the activity of human 
lymphocytes. Under the condition of 72-hour leaching in RPMI modified medium and the volume ratio of leaching solution and lymphocyte suspension was 
4:1, the most significant effect was observed. Heparin-modified intraocular lens extract also had obvious inhibitory effect on lymphocyte activity under this 
condition; its inhibitory effect on lymphocyte activity may be related to the heparin in the extract. However, the activity of lymphocytes was slightly enhanced 
by heparin-modified intraocular lens extract under the experimental conditions of complete medium extraction for 24 hours and the volume ratio of extract to 
lymphocyte suspension was 4:1. (2) Under different extraction conditions and doses, the results of in vitro lymphocyte proliferation test may be quite different. 
The selection of test conditions should be combined with the clinical application of the product, and the inherent characteristics of the product should also be 
considered.
Key words: in vitro human lymphocyte proliferation; different test conditions; leaching liquor; allogeneic bone repair material; heparin-modified intraocular len

How to cite this article: XU JX, FU HY, QU SF. In vitro human lymphocyte proliferation assay under different extraction conditions and doses of two types of test 
samples. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2024;28(31):5017-5021. 



Chinese Journal of Tissue Engineering Research｜Vol 28｜No.31｜November 2024｜5019

中国组织工程研究  
Chinese Journal of Tissue Engineering Research www.CJTER.com

研究原著

菌取血 20 mL，乙二胺四乙酸二钠抗凝，采用密度梯度离心

法分离提取淋巴细胞
[14]
。将血液用生理盐水倍比稀释。向 

15 mL 离心管中加入 5 mL 淋巴细胞分离液，再加入等量稀释

后的血液，水平 800×g 离心 20 min，吸取中间云雾层细胞 ( 尽

量避免吸出细胞分离液 ) 到 RPMI 改良培养基中，500×g 离心

10 min，弃上清，用 RPMI 改良培养基重复洗涤 1 次，加入

完全培养基，调整细胞浓度分别为 1×109 L-1
，2×109 L-1

。

1.4.4   体外淋巴细胞增殖实验   实验检测同种骨修复材料

与肝素修饰人工晶状体两种供试品，均分为以下12 组：①实

验组 1：供试品 24 h 完全培养基浸提液 200 µL+ 淋巴细胞

悬液 50 µL；②阴性对照组 1：24 h 完全培养基 200 µL+ 淋巴

细胞悬液 50 µL；③实验组 2：供试品 24 h 完全培养基浸提

液 100 µL+ 淋巴细胞悬液 100 µL；④阴性对照组 2：24 h 完

全培养基 100 µL+ 淋巴细胞悬液 100 µL；⑤实验组 3：供试

品 72 h RPMI 改良培养基浸提液 ( 实验前加体积分数 10%

胎牛血清 )200 µL+ 淋巴细胞悬液 50 µL；⑥阴性对照组 3： 

72 h RPMI 改良培养基 ( 实验前加体积分数 10% 胎牛血清 ) 

200 µL+ 淋巴细胞悬液 50 µL；⑦实验组 4：供试品 72 h RPMI

改良培养基浸提液 ( 实验前加体积分数 10% 胎牛血清 )100 µL+

淋巴细胞悬液 100 µL；⑧阴性对照组 4：72 h RPMI 改良培养

基 ( 实验前加体积分数 10% 胎牛血清 )100 µL+ 淋巴细胞悬液

100 µL；⑨阳性对照组 1：含 10 μg/mL 植物血凝素 M 的完

全培养基 200 µL+ 淋巴细胞悬液 50 µL；⑩阳性对照组 2：含 

10 μg/mL 植物血凝素 M 的完全培养基 100 µL+ 淋巴细胞悬液

100 µL；⑪ 空白对照组 1：250 µL 完全培养基；⑫ 空白对照

组 2：200 µL 完全培养基。为保证接种细胞数量相同，接种

体积为 50 μL 的细胞悬液浓度为 2×109 L-1
，接种体积为 100 μL

的细胞悬液浓度为 1×109 L-1
。

按上述分组接种细胞于 96 孔板，在 CO2 培养箱中培养

3 d 后，取出细胞培养板，加入 CCK-8 试剂 20 μL/ 孔，继续

培养 3 h 后，在微孔板测读仪上于 450 nm 波长处检测吸光

度值。

1.5   主要观察指标   两种供试品体外淋巴细胞增殖实验结果。

1.6   统计学分析   利用统计学软件 SPSS 20.0，去除不加细胞

的空白对照后，将各实验组与相应阴性对照组的吸光度进行

两个独立样本的 t 检验，并计算各实验组吸光度均值相对于

相应阴性对照组吸光度均值的百分比。该文统计学方法已经

丁文兴专家审核。 

2   结果   Results 
2.1   同种骨修复材料体外淋巴细胞增殖实验结果   同种骨修

复材料体外淋巴细胞增殖实验各实验组及阴性对照组、阳性

对照组的吸光度值 ( 去除空白对照组 ) 见表 1。各实验组的

吸光度值均大于相应阴性对照组 (P 均≤ 0.001)。

   各实验组吸光度值相对于阴性对照组的百分比见表 2。

两阳性对照组的吸光度值均大于各实验组与阴性对照组 (P      

均≤ 0.001)。

表 2 ｜同种骨修复材料体外淋巴细胞增殖实验各实验组吸光度值相对于
阴性对照组的百分比                                                                                            (%)
Table 2 ｜ Percentage of absorbance value of each experimental group 
relative to negative control group of the allogeneic bone repair materials 
for in vitro lymphocyte proliferation test 

组别 血样 1 血样 2 血样 3

实验组 1 182 161 196
实验组 2 191 143 183
实验组 3 311 156 223
实验组 4 197 142 206

表注：实验组 1：供试品 24 h 完全培养基 ( 含体积分数 10% 胎牛血清的 RPMI 改
良培养基 ) 浸提液 200 µL+ 淋巴细胞悬液 50 µL；实验组 2：供试品 24 h 完全培

养基浸提液 100 µL+ 淋巴细胞悬液 100 µL；实验组 3：供试品 72 h RPMI 改良培

养基浸提液 ( 实验前加体积分数 10% 胎牛血清 )200 µL+ 淋巴细胞悬液 50 µL；实

验组 4：供试品 72 h RPMI 改良培养基浸提液 ( 实验前加体积分数 10% 胎牛血清 ) 
100 µL+ 淋巴细胞悬液 100 µL。

表 1 ｜同种骨修复材料体外淋巴细胞增殖实验各组吸光度值              (x-±s)
Table 1 ｜ Absorbance values of the allogeneic bone repair materials of 
each group for in vitro lymphocyte proliferation test

组别 血样 1 血样 2 血样 3

实验组 1 0.254 5±0.023 2 0.582 4±0.040 5 0.418 4±0.038 8
阴性对照组 1 0.139 5±0.055 1 0.361 4±0.063 2 0.214 0±0.051 0
实验组 2 0.284 0±0.007 8 0.545 9±0.036 4 0.406 7±0.036 7
阴性对照组 2 0.148 9±0.018 5 0.383 0±0.036 0 0.222 7±0.024 3
实验组 3 0.346 6±0.063 8 0.603 6±0.059 0 0.446 8±0.086 8
阴性对照组 3 0.111 4±0.018 7 0.386 4±0.061 1 0.200 6±0.028 9
实验组 4 0.295 0±0.031 7 0.542 8±0.010 5 0.392 8±0.040 3
阴性对照组 4 0.149 6±0.014 2 0.382 1±0.038 8 0.191 2±0.019 7
阳性对照组 1 0.727 3±0.146 3 0.766 0±0.064 4 0.705 2±0.122 7
阳性对照组 2 0.830 4±0.085 3 0.883 3±0.081 0 0.957 0±0.084 5

表注：实验组 1：供试品 24 h 完全培养基 ( 含体积分数 10% 胎牛血清的 RPMI 改良培

养基 ) 浸提液 200 µL+ 淋巴细胞悬液 50 µL；阴性对照组 1：24 h 完全培养基 200 µL+ 

淋巴细胞悬液 50 µL；实验组 2：供试品 24 h 完全培养基浸提液 100 µL+ 淋巴细胞悬

液 100 µL；阴性对照组 2：24 h 完全培养基 100 µL+ 淋巴细胞悬液 100 µL；实验组 3：
供试品 72 h RPMI 改良培养基浸提液 ( 实验前加体积分数 10% 胎牛血清 )200 µL+ 

淋巴细胞悬液 50 µL；阴性对照组 3：72 h RPMI 改良培养基 ( 实验前加体积分数

10% 胎牛血清 )200 µL+ 淋巴细胞悬液 50 µL；实验组 4：供试品 72 h RPMI 改良培

养基浸提液 ( 实验前加体积分数 10% 胎牛血清 )100 µL+ 淋巴细胞悬液 100 µL；
阴性对照组 4：72 h RPMI 改良培养基 ( 实验前加体积分数 10% 胎牛血清 )100 µL+

淋巴细胞悬液 100 µL；阳性对照组 1：含 10 μg/mL 植物血凝素 M 的完全培养基 

200 µL+ 淋巴细胞悬液 50 µL；阳性对照组 2：含 10 μg/mL 植物血凝素 M 的完全培

养基 100 µL+ 淋巴细胞悬液 100 µL。各实验组与对应的阴性对照组比较差异均有显

著性意义 (P均≤ 0.001)；两阳性对照组的吸光度值均大于各实验组与阴性对照组 (P

均≤ 0.001)。

2.2   肝素修饰人工晶状体体外淋巴细胞增殖实验结果   肝素

修饰人工晶状体体外淋巴细胞增殖实验各实验组及阴性对照

组、阳性对照组吸光度值 ( 去除空白对照组 ) 见表 3。3 个血

样，实验组 3 的吸光度值均小于阴性对照组 3(P < 0.005)；血

样 1，实验组 1 的吸光度值大于阴性对照组 1(P < 0.05)；血

样 2，实验组 4 的吸光度值小于阴性对照组 4(P < 0.05)。

    各实验组吸光度值相对于阴性对照组的百分比见表 4。

两阳性对照组的吸光度值均大于各实验组与阴性对照组 (P

均≤ 0.001)。

3   讨论   Discussion
植物血凝素是发现于植物特别是豆科植物中的凝集素，

属于高分子糖蛋白类，是低聚糖和蛋白质的复合物，具有促

进有丝分裂的活性。目前市场上的植物血凝素常以植物血凝
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素 L、植物血凝素 E、植物血凝素 M 和植物血凝素 P 等形式

提供，其中植物血凝素 M 是植物血凝素的黏性蛋白形式，

主要用于刺激外周单个核细胞增殖，在此次研究中用作阳性

对照。

体外淋巴细胞增殖实验终点检测的方法有四唑盐比色

法 (MTT 法 )[15]
、羟基荧光素二醋酸盐琥珀酰亚胺脂法 (CSFE 

法 )[16]
、CCK-8 法

[17]
、5- 溴脱氧尿嘧啶核苷 (BrdU)[18]

、阿尔

玛蓝等
[19]
。CFSE 法、BrdU 法及显微镜下观察淋巴母细胞形

态是比较直观检测到淋巴细胞增殖的方式，其他几种方法反

映的是淋巴细胞的总体活性，可能淋巴细胞发生了增殖，也

可能只是其代谢活性增强。在体外淋巴细胞增殖实验终点检

测的方法中，CCK-8 灵敏度相对较高、操作简便。此次研究

采用 CCK-8 的方法，反映的是淋巴细胞的整体活性，不能直

观地反映淋巴细胞增殖现象。

两种产品的浸提比例不同，同种骨修复材料的浸提比例

为 0.1 g/mL，肝素修饰人工晶状体的浸提比例为 0.2 g/mL。

同种骨修复材料不能满足 0.2 g/mL 的浸提比例，该比例下培

养基不能完全淹没材料。肝素人工晶状体则完全依据 GB/T 

16886.12 中推荐的 0.2 g/mL 的浸提比例，未考虑其在临床应

用时一个人体最多仅用 2 个产品。

此次研究采取完全培养基浸提 24 h 和 RPMI 改良培养基

浸提 72 h 两种浸提方式，体外淋巴细胞培养时，浸提液与细

胞悬液的比例分别为 4 ∶ 1，1 ∶ 1，共 4 种不同的实验条件。

与相应阴性对照组相比，同种骨修复材料的各实验组淋巴细

胞整体活性均明显增加，其中血样 1 和血样 3 在实验组 3 最

为明显，血样 2 在实验组 1 最为明显，但跟实验组 3 相近。

肝素修饰人工晶状体的 RPMI 培养基 72 h 浸提液可降低淋巴

细胞的总体活性，3 个血样均在实验组 3 表现最为突出。肝

素修饰人工晶状体的完全培养基 24 h 浸提液，实验组 1 的 3

个血样均表现为实验组吸光度高于阴性对照组，其中血样 1

有统计学差异，表现为可增强淋巴细胞的总体活性。可见，

两种供试品均是在“浸提时间长且作用剂量大”的实验组 3

条件下对淋巴细胞活性的影响最为显著；肝素修饰人工晶状

体在“RPMI 改良培养基 72 h 浸提、作用比例为 4 ∶ 1”的

实验组 3 条件下对淋巴细胞活性有明显抑制作用，在“完全

培养基 24 h 浸提、作用比例为 4 ∶ 1”的实验组 1 条件下则

有较轻微增强淋巴细胞活性的作用。

实验组 3 浸提液为 RPMI 改良培养基，发挥作用的主要

为极性浸提物质。同种骨修复材料浸提液增加淋巴细胞整体

活性，有可能是对淋巴细胞确实有激活作用引发了淋巴细胞

的增殖，也可能是浸提液中的营养物质促进了淋巴细胞的生

长，增强其活性。淋巴细胞是否发生增殖，需要进一步通过

CFSE 法或 BrdU 法或显微镜下观察淋巴母细胞形态来确定。

在实验组 3 条件下，肝素修饰人工晶状体浸提液对淋巴细胞

总体活性的抑制作用可能跟浸提液中的肝素有关，有研究表

明肝素对 T 细胞活化有抑制作用
[20]
，对肝癌细胞、血管内皮

细胞和成纤维细胞、平滑肌细胞等诸多种细胞的增殖均有抑

制作用
[21-24]

。肝素属水溶性，实验组 3 因浸提时间长、作用

剂量大，共培养液中肝素的含量最高，因而对淋巴细胞活性

的抑制作用最为明显。肝素修饰人工晶状体浸提液在实验组

1 条件下表现出轻微增强淋巴细胞活性的作用，可能跟完全

培养基所浸提出的非极性物质相关，浸提出的非极性物质可

增强淋巴细胞的活性，血样 1 的淋巴细胞对这种作用更为敏

感。需要注意的是，实验组 1 所用浸提液是完全培养基，所

表现出的轻微增强淋巴细胞活性作用可能是抵消了一部分肝

素对淋巴细胞活性的抑制作用后体现出来的。

YY/T 1465.1 和 YY/T 0606.15 中均未对体外淋巴细胞增殖

实验的浸提方式、浸提液与细胞悬液的比例进行规定。从此

次研究结果中可以看出，供试品不同浸提条件、不同作用强

度产生的结果会有不同，实验条件的选择需结合产品的临床

表 4 ｜肝素修饰人工晶状体体外淋巴细胞增殖实验各实验组吸光度值相
对于阴性对照组的百分比                                                                                   (%)
Table 4 ｜ Percentage of absorbance value of each experimental group 
relative to negative control group of the heparin-modified intraocular lens 
for in vitro lymphocyte proliferation test

组别 血样 1 血样 2 血样 3

实验组 1 137 103 113
实验组 2 114 94 104
实验组 3 48 68 63
实验组 4 93 93 97

表注：实验组 1：供试品 24 h 完全培养基 ( 含体积分数 10% 胎牛血清的 RPMI 改
良培养基 ) 浸提液 200 µL+ 淋巴细胞悬液 50 µL；实验组 2：供试品 24 h 完全培养

基浸提液 100 µL+ 淋巴细胞悬液 100 µL；实验组 3：供试品 72 h RPMI 改良培养基

浸提液 ( 实验前加体积分数 10% 胎牛血清 )200 µL+ 淋巴细胞悬液 50 µL；实验组 4：
供试品 72 h RPMI 改良培养基浸提液 ( 实验前加体积分数 10% 胎牛血清 )100 µL+

淋巴细胞悬液 100 µL。

表 3 ｜肝素修饰人工晶状体体外淋巴细胞增殖实验各组吸光度值      (x-±s)
Table 3 ｜ Absorbance values of the heparin-modified intraocular lens of 
each group for in vitro lymphocyte proliferation test

组别 血样 1 血样 2 血样 3

实验组 1 0.189 5±0.022 0b 0.278 5±0.064 9 0.239 5±0.042 4
阴性对照组 1 0.138 2±0.014 9 0.269 6±0.033 7 0.212 6±0.022 2
实验组 2 0.148 2±0.024 9 0.309 8±0.028 2 0.212 7±0.016 2
阴性对照组 2 0.129 7±0.020 2 0.328 0±0.032 7 0.205 2±0.007 4
实验组 3 0.078 4±0.010 4a 0.176 6±0.033 8a 0.148 2±0.033 2a

阴性对照组 3 0.164 5±0.041 1 0.259 3±0.044 2 0.235 3±0.014 6
实验组 4 0.110 2±0.020 1 0.315 1±0.020 0c 0.182 8±0.018 3
阴性对照组 4 0.118 8±0.009 6 0.338 2±0.014 8 0.188 2±0.011 0
阳性对照组 1 0.796 7±0.141 7 0.600 3±0.128 4 0.735 6±0.133 3
阳性对照组 2 0.850 2±0.103 2 0.838 6±0.101 4 0.795 1±0.044 7

表注：实验组 1：供试品 24 h 完全培养基 ( 含体积分数 10% 胎牛血清的 RPMI 改
良培养基 ) 浸提液 200 µL+ 淋巴细胞悬液 50 µL；阴性对照组 1：24 h 完全培养基 

200 µL+ 淋巴细胞悬液 50 µL；实验组 2：供试品 24 h 完全培养基浸提液 100 µL+

淋巴细胞悬液 100 µL；阴性对照组 2：24 h 完全培养基 100 µL+ 淋巴细胞悬液 

100 µL；实验组 3：供试品 72 h RPMI 改良培养基浸提液 ( 实验前加体积分数 10%

胎牛血清 )200 µL+ 淋巴细胞悬液 50 µL；阴性对照组 3：72 h RPMI 改良培养基 ( 实
验前加体积分数 10% 胎牛血清 )200 µL+ 淋巴细胞悬液 50 µL；实验组 4：供试品 

72 h RPMI 改良培养基浸提液 ( 实验前加体积分数 10% 胎牛血清 )100 µL+ 淋巴细胞

悬液 100 µL；阴性对照组 4：72 h RPMI 改良培养基 ( 实验前加体积分数 10% 胎牛

血清 )100 µL+ 淋巴细胞悬液 100 µL；阳性对照组 1：含 10 μg/mL 植物血凝素 M 的

完全培养基 200 µL+ 淋巴细胞悬液 50 µL；阳性对照组 2：含 10 μg/mL 植物血凝素

M 的完全培养基 100 µL+ 淋巴细胞悬液 100 µL。与阴性对照组 3 比较，
aP < 0.005；

与阴性对照组 1 比较，
bP < 0.05；与阴性对照组 4 比较，

cP < 0.05；两阳性对照组的

吸光度值均大于各实验组与阴性对照组 (P 均≤ 0.001)。



Chinese Journal of Tissue Engineering Research｜Vol 28｜No.31｜November 2024｜5021

中国组织工程研究  
Chinese Journal of Tissue Engineering Research www.CJTER.com

研究原著

应用情况。此次研究中的肝素修饰人工晶状体考虑其临床使

用最大剂量为 2 只，可适当减少浸提比例。在浸提用液体的

选择上，用完全培养基更为合理，因其与人体组织液更为接

近，可浸提出极性、非极性物质。在作用强度的选择上，较

为敏感的 4 ∶ 1 作用比例较易检测出产品对淋巴细胞活性的

影响，但结果评估需参考该产品的临床实际应用情况。另外，

也需考虑产品浸提液中特有物质对淋巴细胞的作用，如肝素

对淋巴细胞活性的抑制作用。GB/T 16886.12-2017 中推荐的

常用浸提比例为 0.2 g/mL 或 6 cm2/mL，也是目前生物学试验

常用的浸提比例。但需要注意的是，不同器械在临床上的应

用方式、应用风险有很大差异，进行实验室检测时，检测样

品的浸提比例、浸提方式以及作用强度需充分考虑到这种差

异。

器械的临床应用资料被称为真实世界数据，将实验室检

测与真实世界数据关联起来，用真实世界数据来指导实验室

检测，实验室检测的数据会更有意义。举例说明：对有潜在

免疫原性风险产品的临床应用情况进行调查，如在临床上确

实有因宿主对该产品的免疫反应所引发的应用风险，则可以

收集已上市的该类产品，并根据临床应用情况对它们的临床

风险大小进行分级，同时对它们进行实验室检测。通过对实

验条件的多方位调整，建立实验室检测结果与临床应用风险

之间的相关性。如此以来，实验室检测结果对临床应用风险

便有相当的预示作用。

同种异体骨材料在体外有增强淋巴细胞活性的作用。

肝素修饰人工晶状体在体外对淋巴细胞活性的影响则较为复

杂：以 RPMI 改良培养基作为浸提液，对淋巴细胞活性有抑

制作用；以完全培养基作为浸提液，对淋巴细胞活性有轻微

增强作用。在实验室检测中实验条件的变化常可引起实验结

果的变化。因此需将实验室检测与产品的临床应用情况相结

合，建立两者的相关性，使实验室检测有一定的临床预示作

用。对临床应用有预示作用，是实验室检测发展的方向，也

是其终极目标。
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