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摘要：目前，有关与人体神经系统直接或者间接接触的植入类医疗器械越来越多。这些植入类医疗器械

可能会引起神经系统结构和/或功能的不利反应，导致广泛的副作用，这些副作用则被称为医疗器械产品

的神经毒性。由于神经系统有限的修复能力，因此增加了临床前评价神经毒性的重要性。目前，还没有

特定的标准或指南来规范医疗器械产品的神经毒性评价要求。本文结合国内外最新的相关标准和参考文

献，给出植入类医疗器械神经毒性评价的要点，为相关产品的临床前安全性评价、质量控制及注册前技

术审评提供技术参考。
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Abstract:   Currently, there are more and more implantable medical devices which directly or indirectly make 
contact with the human nervous system. These implantable medical devices may cause adverse reactions to 
the structure and/or function of the nervous system, leading to extensive side effects, which are known as 
neurotoxicity of medical device products. Due to the limited repair capacity of the nervous system, preclinical 
evaluation of neurotoxicity becomes important. At present, there are no distinct standards or guidelines to 
regulate the neurotoxicity evaluation for medical devices. In this paper, based on the latest relevant standards 
and references at home and abroad, the keypoints of neurotoxicity evaluation for implantable medical devices 
were introduced, and  relevant nervous cells culture techniques were demonstrated in order to provide technical 
references for preclinical safety assessment, quality control and technical review of related products before 
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神经系统是由独特的细胞、蛋白质和生物化

学通路构成的异质性组织。由于神经系统在结构、

组成及功能上的特殊性，与人体神经系统，包括中

枢神经和/或周围神经以及脑脊液直接或者间接接

触的植入类医疗器械，如：硬脑膜补片、硬脑膜封

合医用胶、脑动脉瘤夹、脑积水分流器等，可能会

引起神经系统结构和/或功能的不良反应，导致广

泛的副作用，这些副作用则被称为医疗器械产品的

神经毒性。因此，对该类产品进行临床前安全性和

有效性评价时除了按照GB/T 16886.1进行常规医疗

器械生物学评价项目之外，还应充分考虑选择必要

的神经毒性试验，进行综合的、系统的潜在神经毒

性评价。由于神经系统有限的修复能力，因此，增

加了临床前评价神经毒性的重要性。目前，有关与

人体神经系统直接或者间接接触的植入类医疗器械

越来越多，然而，缺乏相关的被普遍接受的标准或

者指南来指导该类产品的安全性评价。

1   概述
美国试验与材料学会（American Society for 

Testing and Materials, ASTM）最早提出了神经植入

物的神经毒性评价指南（ASTM F2901-13，2018年

修订中）；并且，在修订时不断完善标准的技术内

容[1]。该指南强调：需要在医疗器械生物学评价风

险管理的策略框架内（GB/T 16886.1），对预期与

人体神经系统直接或者间接接触的植入类医疗器械

进行神经毒性评价；需要结合充分的材料表征资

料，以及材料的其他有关信息，例如非临床试验、

临床研究、上市后信息等综合考虑神经毒性评价；

对在神经系统植入的新材料，或对已在神经系统植

入使用，但接受了可能影响神经组织反应的不同加

工处理的材料，或者在神经系统有新的预期用途的

材料，应考虑进行神经毒性评价试验。

神经毒性的评价可考虑选择如下重点项目：

1）细胞毒性；2）遗传毒性；3）植入反应；4）热

原反应；5）间接溶血反应；6）磨损的颗粒反应；

7）发育神经毒性；8）器械-药品/生物制品相容

性；9）间接脑脊液接触器械的神经毒性评价。

试验可选择最终灭菌的产品，或从最终灭菌

产品上选择有代表性的样品，或选择与最终灭菌产

品相同处理的材料。选择有代表性的样品时，应按

比例包括所有直接或间接与神经系统接触的组分材

料。对单一材料进行神经毒性评价有助于产品的研

发，但对产品的最终神经毒性评价应包括成品的所

有材料。为区分神经毒性和一般毒性，需要检测神

经系统功能特殊的终点指标，比较这些终点指标和

其他非特异性终点指标的暴露关系，以及其他与所

有真核细胞一致的非特异性终点指标。

2   神经毒性评价试验
2.1   细胞毒性

细胞毒性试验是医疗器械生物学评价最基

础的试验。常规的医疗器械生物学评价中多选择

L929细胞作为细胞毒性的试验模型。在评价神经

细胞毒性时，在传统细胞毒性试验的基础上可考虑

增加神经细胞毒性试验。原代神经细胞毒性试验的

敏感性、特异性和可预测性还有待进一步验证，可

能存在假阳性或者假阴性的限制。而神经组织来源

的细胞株的使用改善了原代神经元细胞毒性试验的

不足。神经组织来源的细胞株与传统细胞毒性相

比，更能反映神经组织特殊的靶毒性。有关体外神

经毒性评价技术可参考Harry等[2-3]神经细胞毒性试

验进展。

2.2   遗传毒性

神经组织含有增殖的细胞群，能够对植入物

呈现增殖反应响应。神经组织也可被诱发各种类型

的肿瘤。为确保医疗器械不含有遗传毒性物质，建

议用遗传毒性试验组合进行评价。遗传毒性试验组

合包括：细菌基因突变试验和哺乳细胞体外染色体

损伤的细胞遗传毒性评价或者体外小鼠淋巴瘤细胞

（tk基因突变）试验。另外，如果医疗器械中含有

新型材料，在器械极限浸提条件下，受试浸提液中

材料的定量是体内试验测定的阈值以上时，应考虑

利用啮齿动物造血干细胞的染色体损伤体内试验；

遗传毒性试验可参照GB/T 16886.3（ISO 10993-3）
[3]。

2.3   植入试验

建议开展临床相关的植入试验，即原位植入

试验研究。宜依据植入医疗器械产品的预期临床用

途选择植入位点和试验动物。

试验应包括一个急性植入期，及根据临床暴

露时间或者根据组织反应达到稳定状态的时间点确

定适当的时间间隔。研究周期内应适当地表征对植

入物的反应（如可吸收硬脑膜补片），并根据临床

预期用途进行设计及验证。

试验研究应包括组织病理学和神经行为评



中国药事  2018 年 9 月  第 32 卷  第 9 期 1253

CHINESE PHARMACEUTICAL AFFAIRSzhgysh

价。在常规形态学染色（HE染色）的基础上，应

考虑增加更敏感和特异的组织病理学评价方法，包

括能够增强和定量神经退行性变、星形胶质细胞增

生、小胶质细胞活化和脑白质变性评价方法[4-8]。

例如：用氟玉（Fluor-Jade）评价神经退行性变；

用胶质纤维酸性蛋白（glial fibrillary acidic protein，

GFAP）评价星形胶质细胞增生；用巨噬细胞-1

抗原（macrophage-1 antigen，MAC-1）、凝集

素（Isolectin IB4）或者钙离子结合受体分子-1

（ionized calcium binding adaptor molecule 1，IBA-

1）评价小胶质细胞活化；用勒克司坚牢蓝（luxol 

fast blue）评价脑白质变性。

组织切片应包括植入物-组织界面和植入物周

围足够的区域，确保在组织学分析时获取扩散、

降解和/或可沥滤物的潜在反应。应考虑是否根据

解剖区域纵向或横向切面，最大程度地获取了靶

部位。

建议设计一组功能性的观察项目，测定功能

异常的神经行为征象, 即：包括功能性测试和组织

病理学评价的染色[9]。可参照IS0 10993.6-2016的附

录D中关于脑部植入试验的要求和方法。

2.4   热原试验

为评价器械的神经炎性反应可能性，建议

对最终的灭菌医疗器械产品开展热原试验。材料

介导的热原试验宜选择《中国药典》（四部通则

1142）[10]及GB/T 16886.11的附录F[11] （ISO 10993-

11，Annex F）中给出的家兔热原试验。细菌内毒

素试验，如使用鲎试剂（LAL, Limulus Amebocyte 

Lysate）宜参照《中国药典》（四部通则1143）[12]

进行。对医疗器械细菌内毒素的限量应依据预期用

途和与病人的接触类型进行规定。

美国FDA关于与脑脊髓液接触的医疗器械产

品，其技术要求中关于内毒素检测的限量是每个器

械2.15 EU，这个数值低于其他医疗器械的要求，

如与心血管或淋巴系统接触的器械，其内毒素检测

的限量是每个器械20 EU[13]。

2.5   间接溶血反应试验

对于直接地或者间接地接触脑脊液的最终灭

菌医疗器械产品，建议做间接（浸提液）溶血反

应试验。间接溶血反应试验将评价任何来源于器

械的残留物或者可沥滤物，这些具有通过静脉系

统-脑脊液的再吸收，间接接触血液的潜在溶血风

险；试验宜参照GB/T 16886.4 （表4植入器械试验

方法）[14]。

2.6   磨损的颗粒试验

在骨科脊柱器械近端的脊髓神经组织或者神

经根可能易受器械碎屑和磨损颗粒的不良反应影

响。应评价器械生成磨损颗粒物的可能性，进而

充分评价磨损颗粒物的潜在神经毒性。动物模型

的选择应科学、合理。可参考ASTM F 1904[15]和

Cunningham等[16]人的文献，该文献讨论了颗粒物诱

导的神经毒性评价方法的举例。动物实验研究应设

计能够评价颗粒物对局部、全身和神经行为反应。

宜评价脊柱、神经根、周围组织和远端组织的毒性

和炎症反应征象。动物试验研究中颗粒物的大小、

形状和剂量应能代表预期临床产生的颗粒物。

2.7  发育神经毒性

发育中的神经系统处于生长和再建阶段，处

于脆弱的关键窗口期，对一些神经毒性物质的持久

效应可能是特殊敏感[17]。是否需要做发育神经毒性

评价，可结合考虑评价以下因素：1）在子宫内的

暴露风险；2）器械在新生儿、婴儿或者易感儿童

群体的预期使用；3）暴露类型和时间；4）具有有

限毒性数据的新材料的使用；5）已知有神经毒性

的基础材料或加工添加剂的使用。神经发育毒性的

评价包括用功能性试验和组织学的动物试验研究，

和/或材料可沥滤物表征。一个评价试验的时间周

期宜跨越发育相关的重要窗口期。关于发育神经毒

性研究设计可参考Raffaele等的文献[18]。

2.8  器械-药品/生物制品相容性

器械和药品或生物制品组合使用（如作为释

放系统的组成部分使用的导管）需要确保器械和药

品之间的相容性，进行相容性评价，包括：器械对

药物的影响（如药效、组成、pH值等）和药物对

器械的影响（如可浸提/可沥滤物质的概况、器械

性能、材料稳定性等），因为这些能够改变与神

经毒性相关的安全性结局。器械构成中的材料有影

响药物或者生物制品的可能性，因此，有必要包括

对药品浓度和药效在极性暴露状态下的充分评价。

另外，药品、生物制品或辅料可能对器械的材料有

影响，因此，这种影响可能需要通过在药品、辅料

（赋形剂）（或者有相似化学特征的容积）极性暴

露状态下对器械中可浸提/可沥滤物质的表征，然

后进行毒性风险评价。在风险评价时，器械的累积
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使用（如多次注射或用药物释放器械的灌注）应予

以考虑。

2.9   间接接触脑脊髓液器械的神经毒性评价

对于与脑脊液（CSF）间接接触的器械（如灌

注泵管道、给药装置、神经轴注射器）应开展在

良好试验规范条件下的动物试验研究，阐述器械的

沥出液体释放到含有CSF的区域没有不可接受的神

经毒性风险。浸提（萃取）宜对装置的流体路径部

件进行提取。浸提（萃取）介质宜选择在极性暴露

状态下药品与器械预期使用的配方。动物模型的选

择宜基于适当的科学理由（如用SD大鼠的髓鞘内

研究）。依据ISO 10993-6 附录D推荐的方法，通

过一组功能观测指标（functional observision battery, 

FOB）、组织学、运动和感觉功能的大体功能测试

和临床观察。宜选择评价组织病理学的染色，以便

识别关键的神经生物学变化。关于临床观察和组织

病理学染色的更多信息可参见ISO 10993-6附录D。

3   神经细胞毒性试验进展
虽然在评价医疗器械的神经毒性时，仍然推

荐首先做细胞毒性试验；建议在常规的细胞毒性

试验基础上增加神经细胞毒性评价。然而，目前

尚没有较成熟的神经细胞毒性试验方法。神经组

织是由多种细胞协同作用才能形成神经网络，发

挥神经系统的功能。因此，任何单一的细胞群都

无法模拟生体的神经组织。然而，目前有许多新

的研究方法尝试用于神经细胞毒性评价[2,19]下对一

些方法进行简述。

3.1   细胞培养技术

自我复制培养的HCN-1Aa细胞是来源于人大

脑皮层神经元，由单侧巨脑畸形病人，一种发育神

经病理组织（未成熟的神经元）持续增殖而来。从

慢性增长的星形细胞瘤到快速增长的胶质瘤分离的

细胞株有大鼠C6、小鼠G26-24、人U-251/HTB-16

和A-172细胞，如果将神经元细胞播种在这些细胞

中混合培养，能抑制胶质的增长，展示了不同神经

细胞的相互作用。典型的细胞型之间动态相互作用

是胶质细胞诱导的内皮细胞分化，可将C6胶质细

胞和视网膜内皮细胞共培养。

3.2   器官培养技术

器官培养技术一般包括大段脊髓、神经节、

眼。眼神经刺激试验的主要试验方法：在麻醉条件

下分离眼球，将导管插入眼睫状动脉，通过插管灌

注和洗出受试液，通过电生理参数测定受试液的作

用。参考电极放在眼角膜和后极，稳定电压（静息

电位）和视网膜电图，通过放置在玻璃体的玻璃管

记录光峰。这种方法的好处是如果受试液中受试物

的浓度和血液的浓度一样，那么受试物在靶细胞的

浓度与生体条件具有可比性。另外，电生理效应能

够在不知道靶细胞型的情况下被测定，不足之处

是最大记录时间只有6 h，因此，只能测定急性反

应，无法测定所诱导刺激的恢复性。

3.3   外植体/片培养技术

外植体/片是一种从相对未分化的胚胎脑、脊

髓或感觉器官演化而来，发展成聚集的神经或胶质

细胞群。对用于外植体/片培养的神经系统的一些

区域，从胚胎到出生后的动物年龄不同而有差异，

应保证持续可比性。组织外植体可以做成薄的切

片、块状或者完整器官，如交感神经节。这种系统

的主要利点是具有三维器官的特性，保持了一些器

官的结构和功能特征。外植体/片依据培养条件不

同，能够存活一周到一个月，不足之处是很难定量

判断小的分化和活性变化。外植体/片培养时，细

胞对营养的供给，如氧和培养液成分，依存于灌注

率，是由外植体/片的厚度决定的。在延长培养时

间时常常也是依存于外植体/片的厚度，不能排除

组织中心部缺氧导致坏死，因此，仅仅少量外层的

组织能够维持生体样的生理条件。

这种培养技术的目标是获得具有高度细胞成

熟、分化的、能够评价个体神经元能力的有机器

官。托辊管（rolle-tube）技术使延长时间的培养

成为可能。

切片培养从刚出生的婴儿动物获得，供体的

周龄是关键因素，与最终准备切片时器官所达到的

有机化程度有关。通常从出生后1周内的大鼠组织

制备，这个时期，相当程度的组织特异性细胞结构

已经形成，神经元迁移高峰已经过去。在2～3周培

养阶段，一个400μm厚的切片将变薄形成假细胞

层（伪膜，在相差增强光下可见），在生存状态可

以观察到个体的神经元。根据厚度可以看到切片中

心部的缺氧和坏死，但由于厚度的原因，显微镜检

查往往受到局限。进行切片培养时需要测定其在培

养条件下的分化和成熟程度。在这种培养条件下突

触重排的可能性很高，必须用组织学技术测定。形

态学分化可以通过细胞注射染料，如荧光黄或者辣
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根过氧化物酶。

功能性突触的存在可以通过电生理记录，需

要一个复杂的方法学和关键参数的控制，如温度、

刺激和抑制体系都需要评价。虽然一只动物可以制

备许多切片，但统计学分析需要以个体动物为单位

（进行多只动物的比较），给出每一个脑部区域的

各种发育成熟时间和所选择的动物周龄。应考虑切

片在制备过程中的存活时间，如切片制备成培养物

需要在限定的时间内完成，通常为45 min。

3.4   原代培养技术

原代培养包括悬浮培养和聚集体培养。脑组

织分离成个体细胞悬液，在旋转培养条件下形成融

合的单细胞层，具有和体内相似的细胞排列模式。

在1 h内形成小的细胞团块（聚集球），2 d后便可

形成直径0.15～0.8 mm稳定聚集球。聚集球被建议

用于毒性研究，在一定的培养条件下（持续旋转培

养、化学成分限定的培养液）可持续最长6个月。

神经元原代培养：供体的年龄是不同脑部区

域成功获得神经元细胞型的关键。切片技术和培养

液营养物质对于神经轴突生长水平的判断是唯一被

证明的指标。如海马神经元来源于婴儿期脑组织，

皮质和小脑神经元来源于出生后的脑组织。

神经胶质细胞原代培养：通常一种混合神经

胶质细胞培养是从出生或者出生后2 d大鼠或者小

鼠的脑皮质分离而来。6～18个幼崽有助于保证每

个培养由3种清楚的胶质细胞表型构成，即星型细

胞、少突胶质细胞和小胶质细胞。根据各种细胞

粘附特性的不同，每个细胞型能够被继代培养成相

对富集的群体。供体动物周龄的不同所获得的胶质

细胞群体构成、成熟过程和生物化学反应会有戏剧

性的变化。因此，供体动物周龄维持在一个生物学

和形态学充分表征的窗口是任何结果解释的关键。

如：啮齿类脑皮质星型胶质细胞和少突胶质细胞在

出生到出生后2 d内为宜[2]。个体胶质细胞培养可依

据不同细胞型的黏附接触特性进行制备。一旦建

立了胶质细胞混合培养，可在2周时通过震荡（250 

rpm）从单层的星形细胞层上分离小胶质细胞（2 

h）和少突胶质细胞（18 h）。即将胶质细胞混合

培养震荡2 h，取出培养液，另外播种在新的培养

瓶内，1 h后弃掉原培养液，换成新鲜培养液即可

得到单纯的小胶质细胞群。震荡培养18 h后，星形

细胞可通过酶消化脱黏附，过滤和1 h播种后，去

除任何其他混入的胶质细胞进行继代培养。最后一

步就是如何从震荡培养18 h后的培养液中去除任何

其他的小胶质细胞，获得少突胶质细胞，即经过细

胞富集后，把培养液调整为1%胎牛血清或者使用

化学成分限定培养液，确保祖细胞分化成少突胶质

细胞。富集继代培养细胞群体的形成依存于相对大

量的动物。

3.5   细胞株培养技术

可持续培养的细胞株是由神经纤维瘤、胶质

瘤和嗜铬细胞瘤演化而来，大约可以用50代。有限

生命周期的细胞株在其生长潜能改变时往往陷入危

机，变得可以无限增殖，这些细胞株被称为不死化

细胞株。持续克隆细胞株的最大利点是均质性和容

易扩增获得大量的细胞。

神经元细胞株很有限，相对成熟可用的主

要有神经元（来源于神经纤维瘤）和神经胶质细

胞（来源于少突胶质细胞、神经鞘瘤、星形细胞

瘤）。不死化交感神经祖细胞株（MAH），暴

露在纤维生长因子中分化成神经元。神经纤维瘤

C1300 细胞通过血清变换可以诱导形成延伸的突

起。胶质瘤细胞株：C6胶质细胞株是从成年大鼠

化学试剂诱导的胶质瘤演化而来。这些细胞拥有许

多胶质瘤细胞规律性的调控机制和分化特性。当双

丁酰环AMP被加入到原代CNS胶质细胞或者胶质细

胞株培养时，形态学的复杂性增加，且可在cAMP

移除后逆转。化合物增加了细胞内cAMP，诱导了

相似的形态学改变。双丁酰环AMP被广泛应用于研

究各种因子对分化的胶质细胞的作用。C6胶质细

胞被用于毒性研究和基础细胞机理研究。

神经纤维瘤：主要有小鼠和人源神经纤维瘤

细胞，它们表达几种神经递质合成的酶。但在应

用这种细胞时，最大的困难在于其形态学分化和

细胞毒性区分的关键时间。人的神经纤维瘤细胞有

IMR32，它依据各种药物刺激而分化，表达几个神

经特征和功能，如：神经递质合成和储存、受体及

离子通道。在这种细胞中，检测的特殊神经终点是

与轴突生长和神经递质受体表达相关。因此，作为

神经毒性的特性指标在一般的细胞毒性评价中被测

定。这种细胞已经被用于各种金属的毒性评价，它

反映在体内的胆碱能神经系统靶标。

嗜铬细胞瘤（一种交感神经系统的肿瘤）：

PC-12克隆细胞株来源于大鼠的嗜铬细胞瘤（肾上
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腺肿瘤）。与原代交感神经元及嗜铬细胞有许多共

同特性。这些细胞在神经生长因子存在下可以被诱

导分化，形成类似的交感神经元，延伸突起，增加

酪氨酸羟化酶活性；相反，通过移除神经生长因子

而呈现脱分化现象。PC-12已经被广泛地用于NGF

反应和神经分化的机制研究。

3.6   微载体培养技术

微载体培养技术已经被广泛应用于体外不同

细胞的研究。微载体具有非常大的表面积-体积

比，能够被用于从小的培养体积中获得大量的细

胞。微载体培养体系允许进行几种细胞型的混合培

养，通过限定不同细胞的比例获得用于评价特殊细

胞-细胞相互作用某一特定问题的模型。微载体培

养技术已经被应用于神经细胞的纤维增生、突触发

生、髓鞘形成和细胞间代谢相互作用。
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