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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。 

本标准参照了GB/T 27818-2011《化学品  皮肤吸收  体外试验方法》和经济合作与发展组织(OECD) 

化学品测试方法 No.428(2004) 《皮肤吸收：体外试验》(英文版)的部分技术性内容。 

本文件由广东省医疗器械管理学会和新型生物材料与高端医疗器械广东研究院提出。 

本文件由广东省医疗器械管理学会归口。 

本文件起草单位： 

本文件主要起草人： 
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 引 言 

关于重组胶原蛋白医用敷料应用于非慢性创面时，其所含重组胶原蛋白成分是否被人体部分或全

部吸收的研究，目前主要参考GB/T 27818-2011 《化学品皮肤吸收体外试验方法》、GB/T 27825-2011 《化

学品皮肤吸收体内试验方法》、《皮肤外用化学仿制药研究技术指导原则（试行）》等进行。相应标准

对重组胶原蛋白医用敷料透皮与否的研究的不适用性体现在如下几个方面：首先上述标准适用于皮肤

屏障完整的正常皮肤，而重组胶原蛋白医用敷料应用于非慢性创面，其皮肤屏障在功能及结构会有不同

程度的损坏，相应标准的适用性有限。其次，与化学品和化学药品不同，重组胶原蛋白与皮肤组织中其

他蛋白成分相似性极高，对常规的检测方法提出了较大挑战；GB/T-27818中同位素标记法难以在重组胶

原蛋白生产过程中或生产后实现，且同位素的检测防护要求高，难以在检测机构实现。最后，GB/T-27818

与《皮肤外用化学仿制药研究技术指导原则》仅提出指导性的要求，并无规范化的操作标准。针对以上

的问题，本标准在法规、标准和文献调研以及试验预研的基础上，对重组胶原蛋白医用敷料透皮吸收实

验方法提出了技术路线、规范化操作标准和判定标准。本标准在经过意见征集后由广东省医疗器械质量

监督检验所、新型生物材料与高端医疗器械广东研究院、广东省华微检测股份有限公司、广东省科学院

生物与医学工程研究所进行了验证。 
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重组胶原蛋白医用敷料体外透皮吸收评价指南 

1 范围 

本标准规定了重组胶原蛋白医用敷料透皮吸收试验方法的适用的范围、术语和定义、试验原理、试

验用受试物的要求、试验方法、试验数据和报告。 

本标准适用于重组胶原蛋白医用敷料用于非慢性创面时所含重组胶原蛋白透皮吸收的评价。标准

适用的敷料类型为创面敷贴、凝胶敷料、液体敷料、膏状敷料。本标准并非适用于检测所有的情况，仅

适用于皮肤透皮的最初定性评价。在某些情况下，应进一步参考体内试验数据。 

医用敷料中常见的丝素蛋白、贻贝蛋白及其它蛋白类可参考本标准，但需要根据具体的产品特性进

行评价。 

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 27818-2011 《化学品皮肤吸收体外试验方法》 

《皮肤外用化学仿制药研究技术指导原则（试行）》 

《中华人民共和国药典》 

3 术语和定义 

下列术语和定义适用于本文件。 

 

离体皮肤组织 

从人或动物体表分离出的符合体外透皮吸收试验需要的皮肤组织，可直接用于试验，或经过一定创

面制备流程后用于体外透皮吸收试验。 

 

创面 

正常皮肤（组织）在外界致伤因子如外科手术、外力、热、电流、化学物质、低温以及机体内在因

素如局部血液供应障碍等作用下所导致的损害。常伴有皮肤完整性的破坏以及一定量正常组织的丢失，

同时，皮肤的正常功能受损。 

 

受试物 

重组胶原蛋白经荧光标记后，按终产品生产工艺制备成的重组胶原蛋白医用敷料。 
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待测物 

荧光标记后的重组胶原蛋白。 

 

终产品 

经受过所有加工过程处于“待上市”的医疗器械或医疗器械组件，其加工过程包括包装以及灭菌（如

适用）。 

4 试验原理 

将重组胶原蛋白进行荧光标记后配置受试物，将离体猪皮制备创面后进行体外透皮吸收试验，用荧

光信号来定量、定性和追踪重组胶原蛋白，从而评价重组胶原蛋白是否透过皮肤。 

5 受试物要求 

荧光标记 

将荧光通过共价结合的方式标记到重组胶原蛋白上，常用荧光标记有Cy5、FITC、CyP等。 

标记率考察 

应提供标记前后全波段吸收峰扫描图和SDS-PAGE电泳，同时报告标记产物的荧光标记率。 

受试物制备 

应提供采用标记的重组胶原蛋白制备受试物的详细过程。受试物的制备过程应与终产品的工艺过

程相同，如有不同，应给出理由。 

受试物稳定性考察 

应在与试验条件相同条件下（温度、湿度、光照程度等）考察受试物的荧光稳定性，建议受试物稳

定性至少考察48 h。 

6 试验方法 

体外透皮吸收试验 

6.1.1 扩散池的选取 

考虑到设备的可及性，建议选择静止式（Franz）扩散池作为扩散设备。 

6.1.2 离体皮肤组织的选取 

考虑到物理结构和化学结构的相似性、创面制备的要求、以及对亲水性分子来说猪皮通透性高于人

皮，离体皮肤组织选取1~2月龄巴马猪背部或腹部皮肤，厚度1 mm以下，新鲜离体皮肤组织或冷藏、冷

冻后的离体皮肤组织使用前建议采用经皮失水仪对皮肤的经皮失水率进行检测，以便了解皮肤屏障功

能的情况。 
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6.1.3 接收液 

考虑到待测物重组胶原蛋白水溶性极好，推荐接收池的溶液为磷酸缓冲液、HBSS溶液等。温度建议

设置为32 ℃±1 ℃。 

6.1.4 上样 

a) 半固体、固体受试物:5 mg/cm
2
 

b) 液体受试物：10 μL/cm
2
 

c) 或依据产品说明书使用量。 

6.1.5 试验时长 

依据终产品说明书确定产品每日积累使用时长，建议的试验时长最低为每日积累使用时长的2倍，

最低试验时长不低于1 h，也不宜超过24 h。建议至少在试验开始和结束时间取样检测，不限制期间取

样次数。 

6.1.6 实验分组 

为了去除猪皮本身的胶原蛋白带来的误差，设置空白对照组。空白对照组的受试物为与样品组受试

物配方相同，但不加入重组胶原蛋白的空白对照品。样品组的受试物是重组胶原蛋白医用敷料。空白对

照最少设置2个平行样、样品组最少设置4个平行样。 

6.1.7 装置准备 

将配套的磁子放置于扩散池的接收池内，并将离体皮肤组织固定于供给池和接收池之间，固定后在

接收池中加满接收液。排尽空气，使离体皮肤组织的底面与接收液紧密接触。搅拌速率的选取以实现对

接收池内样品进行充分混匀但表面无涡旋为宜。 

创面皮肤制备 

应使用合适的方法制备皮肤创面，不恰当的处理可能完全破坏角质层，使离体皮肤组织无任何屏障

功能。为了保证试验的顺利进行，创面的制备过程应结合终产品的临床用途，重点考虑角质层的损伤程

度，建议保留角质层部分屏障功能；如有穿刺或切割伤，建议损伤仅达表皮层，不伤及真皮层。 

角质层完整的皮肤经皮失水值为＜15 g/m
2
·h，考虑到经皮失水值在不同部位的差异和加严情况，

建议造模后创面经皮失水值在20 g/m
2
·h以上。 

推荐的创面皮肤制备方法有胶带剥离法、微针穿刺法、砂纸擦伤法等。基于不同模型，不同受试物

条件下，造模过程和透皮试验均受多种因素影响，创面制备方法不做具体规定，试验人员可参考相关文

献。 

受试物检测 

6.3.1 定量检测 

试验的2个空白对照平行样和至少3个样品组平行样应该用于重组胶原蛋白的定量检测。 
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荧光标记的重组胶原蛋白的检测可用酶标仪或荧光分光光度计测定皮上、皮中和皮下部分的荧光

值，用荧光标记物制备重组胶原蛋白浓度-荧光强度的标准曲线，换算体外透皮吸收试验皮上、皮中和

皮下的受试物的含量。 

由于分析的样本涉及皮上、皮中和皮下三部分，且不同的基质对标准曲线有影响，因此检测皮上、

皮中和皮下样本的检测方法均需要进行方法验证。定量检测的方法验证应考虑方法的定量限，精密度和

准确度； 

定量检测应计算体外透皮吸收试验中待测物在每个扩散池的回收率，且讨论回收率的合理性。 

a) 原始样本中待测物含量测定（𝑎0）。 

b) 皮上待测物含量（𝑎1）：皮肤组织表面洗出物的重组胶原蛋白含量，可包括皮肤清洗液、供给

池清洗液等部分。 

c) 皮中待测物含量（𝑎2）：皮肤组织中重组胶原蛋白含量，将皮肤剪碎或磨碎后用接收池溶液进

行提取。 

d) 皮下待测物含量（𝑎3）：接收液中重组胶原蛋白的含量，包括不同时间点的接收液、接收池清

洗液等部分。 

e) 受试物回收率计算： 

 
𝑎1+𝑎2+𝑎3

𝑎0
 ·············································································· (1) 

式中： 

𝑎0——原始样本中待测物含量测定； 

𝑎1——皮上待测物含量； 

𝑎2——皮中待测物含量； 

𝑎3——皮下待测物含量。 

6.3.2 定性检测 

试验中至少1个样品平行样应用于重组胶原蛋白在皮肤组织中分布的定性检测。 

进行皮上部分待测物清洗后，从离体皮肤组织取下约1 cm×1 cm大小的组织块，或浸没于多聚甲醛

固定液后进行冷冻切片，或直接包埋于OCT速冻后进行冷冻切片。将制作好的冰冻切片进行封片后使用

荧光显微镜或激光扫描共聚焦显微镜进行荧光成像，观察皮肤组织中的重组胶原蛋白的荧光分布。 

受试物透皮评价标准 

受试物中重组胶原蛋白是否透皮，应结合定量检测数据和定性检测结果综合判断。 

a) 若皮中待测物含量大于或等于零，而皮下待测物含量为零，（即𝑎2≥0，𝑎3=0），应结合定性

检测结果进行判断，观察荧光标记的重组胶原蛋白残留部位。若荧光仅出现在角质层、皮肤附

件（包括毛囊、汗腺和皮脂腺）、或创伤部位，则认为受试物不透皮吸收。若还出现在了上述

皮肤组织之外的其它部位，建议进一步参考体内试验数据进行分析评价。 

b) 若𝑎3＞0，则认为透皮吸收。 
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7 试验数据和报告 

数据 

应列出皮上、皮中和皮下部分各个时间点的重组胶原蛋白浓度，累计总量，占理论上样总量的比例。 

试验报告 

试验报告应包含方案中规定的需求，除包括应用试验系统的证明外，还应包含以下内容： 

a) 受试物： 

1) 重组胶原蛋白分子量； 

2) 重组胶原蛋白标记所选用荧光分子，标记方法简述； 

3) 重组胶原蛋白的标记率； 

4) 受试物制备方法； 

5) 受试物稳定性考察。 

b) 试验条件： 

1) 皮肤来源和位置、制备方法、使用前的储藏条件、所有预处理(清洗、抗生素处理等)、皮

肤完整性测量、代谢状况等； 

2) 创面造模的方法、使用的理由等； 

3) 扩散池的设计、接收液的组分、接收液的温度、采样次数和规程； 

4) 分组设置、上样量、上样方法、上样时长、检测时长； 

5) 皮上部分重组胶原蛋白回收的详细操作； 

6) 皮中部分重组胶原蛋白回收的详细操作； 

7) 皮下部分重组胶原蛋白回收的详细操作； 

8) 检测方法、定量限确定的方法，以及分析方法的有效性； 

9) 组织切片过程的详细操作。 

c) 结果： 

1) 皮上、皮中和皮下受试物检测的方法验证结果； 

2) 皮上、皮中和皮下部分各个时间点的重组胶原蛋白浓度，累计总量，占理论上样总量的比

例； 

3) 皮上、皮中和皮下部分的每个反应池的受试物回收率； 

4) 组织切片结果； 

5) 透皮与否的判断。 

d) 结果讨论： 

结合方法验证结果，讨论受试物回收率的合理性。结合受试物回收率结果及组织切片结果讨论

受试物透皮吸收情况。 

e) 结论 
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