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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。

本文件由广州创尔生物技术股份有限公司提出。

本文件由广东省医疗器械管理学会归口。

本文件起草单位：广州创尔生物技术股份有限公司、瑞玞生物医学（深圳）有限公司、深圳市迈捷生命

科学有限公司、广州德施普新材料科技有限公司、广东医科大学、广东药科大学、广州中医药大学、华南农

业大学生物质工程研究院、新型生物材料与高端医疗器械广东研究院、广东省医疗器械质量监督检验所、

广州检验检测认证集团有限公司、广东赤萌医疗科技有限公司。

本文件主要起草人：罗思施、孟媛、达琦、张建光、张万龙、彭新生、时军、王利胜、毕桂灿、林晓娟、李婷、

南方、徐瑶、王梦杰、杨兆滢、刘泽邦、张正尧、王银港、黄立静。
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组织提取胶原蛋白细胞划痕试验

操作规程

1 范围

本文件规定了动物组织提取胶原蛋白细胞划痕试验的试验原理、试验试剂、耗材与设备、供试液和对

照组样品的制备、细胞制备、试验步骤、结果判定与试验报告等内容。

本文件适用于评估可溶或者部分可溶的组织提取胶原蛋白促进细胞迁移的能力。

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。

YY/T 1955—2025 组织工程医疗器械 胶原蛋白 术语

3 术语和定义

YY/T 1955—2025界定的以及下列术语和定义适用于本文件。

3. 1
组织提取胶原蛋白 tissue‑derived collagen
以动物组织（如皮肤、骨骼、软骨等）为来源，运用酶解法、酸法、盐析法等物理化学工艺进行提取，并

经特定处理后，得到的具有三螺旋结构的大分子蛋白质。

［来源：GB/T 45992—2025，3. 1，有修改］

3. 2
细胞划痕试验 cell scratch assay
一种在体外评估细胞迁移能力的试验方法。

注：又称伤口愈合试验（wound healing assay）。

4 试验原理

在体外培养的单层贴壁细胞上，用微量枪头或其他硬物在细胞生长汇合的区域进行划线操作，人为

制造一个无细胞的空白区域，称为“划痕”。划痕边缘的细胞会逐渐进入空白区域使“划痕”愈合。通过测

量细胞在一定时间内（如 24 h、48 h）从划痕边缘向划痕中心迁移的面积，与初始划痕面积进行比较，以此

计算细胞迁移的程度。试验通常应设定对照组和供试组，对照组包括阳性对照组和空白对照组，通过对

比不同组之间细胞迁移的程度，以此评价受试物促进细胞迁移的能力。

5 设备、耗材与试剂

5. 1 设备

二氧化碳培养箱、移液器、生物安全柜或超净工作台、倒置显微镜、恒温水浴锅、离心机、冷冻离心机、
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冰箱、超低温冰箱、钢尺。

5. 2 耗材

细胞培养瓶、24孔细胞培养板（贴壁型）、移液器枪头、冻存管、离心管、试剂瓶、0. 22 μm无菌滤膜、精

密 pH试纸。

5. 3 试剂

冰醋酸（分析纯）、氢氧化钠（分析纯）、胎牛血清、纯化水、DMEM培养基（无谷氨酰胺、无钙离子、葡

萄糖含量 4. 5 g/L）、胰蛋白酶-EDTA（0. 25%）、磷酸盐缓冲液（PBS）、L-谷氨酰胺溶液（200 mmol/L，
100×）、重组人表皮生长因子（animal‑free recombinant human epidermal growth factor，EGF）、钙离子吸附

树脂 Chelex 100 Resin、0. 1%牛血清白蛋白（bovine serum albumin，BSA，细胞培养用）、青霉素-链霉素混

合溶液（100×）。

5. 4 试剂配制

5. 4. 1 0. 1 mol/L的醋酸溶液：准确量取 5. 72 mL冰醋酸，用纯化水定容至 1 000 mL。
5. 4. 2 4 mol/L的氢氧化钠溶液：称取 4. 00 g氢氧化钠，加入纯化水溶解并定容至 25 mL。用 0. 22 μm
滤膜过滤，制备成 4 mol/L氢氧化钠溶液储备液，室温保存。

5. 4. 3 去钙离子血清：称取 1. 50 g钙离子吸附树脂 Chelex 100 Resin至 50 mL离心管，加入 30 mL胎牛

血清，在 2 ℃~8 ℃条件下温和且充分混合 2 h，离心或者静置去除树脂，取上清液于无菌环境下用 0. 22 μm
滤膜过滤，即得到去钙离子血清。

可将离心管水平固定于翘板摇床或采用其他替代方式，确保钙离子吸附树脂 Chelex 100 Resin始终

均匀分散于胎牛血清中，无局部沉淀或分层。混合过程中避免剧烈搅拌或高速振荡，防止胎牛血清中活

性成分破坏。

5. 4. 4 基础培养基：按照 99∶1的体积比将 DMEM培养基（无谷氨酰胺、无钙离子、葡萄糖含量 4. 5 g/L）
与 L-谷氨酰胺溶液（200 mmol/L，100×）混合。

5. 4. 5 完全培养基：按照 9∶1的体积比将基础培养基与去钙离子血清混合。

5. 4. 6 EGF母液（0. 1 mg/mL）：开瓶前 4 ℃，4 000 r/min离心 5 min，加入适量恢复至常温的 0. 1%BSA
（细胞培养用）溶液，使终质量浓度为 0. 1 mg/mL。轻轻混匀溶解 EGF粉末。待 EGF粉末充分溶解后短

暂离心分装并于超低温冰箱保存。

5. 4. 7 EGF储存液（10 μg/mL）：将 EGF母液（0. 1 mg/mL）用 0. 1% BSA（细胞培养用）溶液进行 10倍
稀释，轻轻吹打混匀，分装并放置于-80 ℃超低温冰箱中保存。

6 供试液和对照组样品的制备

6. 1 通用要求

供试液制备过程中应避免加热（样品温度不应超过其热变性温度）或冷冻，同时应避免激烈的振荡、

搅拌或超声处理，因为加热或剪切力等因素会导致供试液中的胶原蛋白变性，从而影响测试结果的准

确性。

供试液一般宜在测试的当天配制，必要时可提前 1 d配制并在 2 ℃~8 ℃冰箱储存。

供试液配制过程保持无菌操作。

全
国
团
体
标
准
信
息
平
台



3

T/GDMDMA 0052—2025

6. 2 供试液的制备

6. 2. 1 受试物溶解

受试物为可溶性的组织提取胶原蛋白固体时，称取适量受试物，加入 0. 1 mol/L的醋酸溶液，使受试

物充分溶解，溶解后的终质量浓度为 1 mg/mL~5 mg/mL。
受试物为组织提取胶原蛋白凝胶或溶液时，参照上述方法进行稀释，使终质量浓度为 1 mg/mL~

5 mg/mL。
若受试物为部分可溶性的胶原蛋白样品，如受试物为经过交联或自组装等方式处理的组织提取胶原

蛋白时，应在充分溶解，并经离心或过滤去除不溶解部分后，采用经验证的方法检测受试物溶液中胶原蛋

白的浓度。

若受试物为质量浓度较低的组织提取胶原蛋白溶液时，可直接用于供试液制备。

6. 2. 2 供试液制备

将上述溶解后的受试物，用基础培养基稀释 10倍作为供试液。根据测试需要，可用基础培养基继续

稀释，制备不同质量浓度的供试液。在配制过程中，应充分混匀，避免产生气泡，确保样本均一性。

当采用含酚红的基础培养基时，若供试液颜色变黄，使用 4 mol/L或稀释后的氢氧化钠溶液调节 pH
至 7. 0±0. 2。

当采用不含酚红的基础培养基时，应使用精密 pH试纸检测供试液的 pH，并使用 4 mol/L或稀释后

的氢氧化钠溶液调节 pH至 7. 0±0. 2。
在调节 pH过程中应记录氢氧化钠溶液的添加量，以计算供试液中胶原蛋白的最终质量浓度。

在供试液中宜添加浓度为 1%的青霉素-链霉素混合溶液。

6. 3 阳性对照

阳 性 对 照 宜 使 用 重 组 人 表 皮 生 长 因 子（animal‑free recombinant human epidermal growth factor，
EGF），其他经证明能稳定促进细胞迁移的物质也可作为阳性对照使用。

从-18 ℃或以下温度的冰箱中取出一管经分装的 EGF储存液（10 μg/mL），于 2 ℃~8 ℃冰箱放置

10 min使其彻底溶解，轻轻吹打混匀，使用基础培养基稀释至 5 ng/mL~10 ng/mL。阳性对照应储存于

2 ℃~8 ℃冰箱，一个月内有效。

6. 4 空白对照

以基础培养基作为空白对照。

7 试验用细胞

7. 1 细胞种类选择

人表皮角质形成细胞是构成皮肤的一种主要细胞。人永生化角质形成细胞（HaCaT细胞）适用于评

价终产品使用部位为皮肤表面的组织提取胶原蛋白的细胞迁移能力。

此外，宜根据终产品的预期使用部位，选择适合的细胞种类，参考本法或其他经验证的方法进行试验。

7. 2 细胞来源

采用人永生化角质形成细胞（HaCaT细胞），编号：KCB 200442YJ，购自中国科学院昆明细胞库。
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其他来源清晰、无污染且活力良好的HaCaT细胞也可使用。

8 试验步骤

8. 1 试验用细胞准备

按照附录A的方法进行HaCaT细胞去分化培养、冻存、复苏、传代培养。

选取传代培养 2次以上、细胞状态良好、细胞汇合度为 80%的细胞培养瓶，按照A. 7. 2的方法消化细

胞，用新鲜的完全培养基重悬细胞，制备成密度为 3. 0×105 cells/mL的细胞悬液，用于划痕试验。

8. 2 细胞培养板画线

将 24孔细胞培养板的每个孔，分为上、中、下 3个区域，用钢尺和记号笔在孔板底部平行画线。

见图 1。

8. 3 细胞种板

取按照 8. 1的方法制备的细胞悬液，按照每孔 500 μL接种于画线后的 24孔板，放入二氧化碳培养

箱，37 ℃，>90%湿度，5%CO2条件下培养约 24 h。在倒置显微镜下观察细胞，当细胞培养板中央区域的

细胞汇合度约 80%~90%，且细胞分布均匀、无明显堆叠时，可进行下述步骤，否则应重新准备细胞悬液

并种板培养。

8. 4 划痕制备

8. 4. 1 使用钢尺和经过灭菌处理且垂直安装在移液器上的枪头作为划痕工具。在每个孔的中央区域两

侧垂直于画线进行划痕（见图 1），划痕时移液器枪头应垂直于孔底面，沿着钢尺边缘对各孔进行竖直划

痕，划痕宽度 0. 6 mm±0. 2 mm，划痕宽度应保持一致，深度达到孔底，确保划痕区域细胞完全去除。

划痕宽度太宽或太窄均影响细胞迁移结果，同一批次的划痕宜由同一位技术人员制备。

细胞种板时宜多种一些细胞培养孔，同时在划痕制备时多制备一些划痕，以便挑选适合宽度的划痕

用于后续操作。剔除外围的视野，以及 0 h划痕宽度不符合标准要求的视野后，需要确保“每个试验组至

少 3个复孔，其中至少有 9个符合要求的拍照视野”。每组宜至少设置 4个~5个复孔。

推荐使用 10 μL枪头进行划痕操作，或者可采用市售并经过试验验证的划痕工具替代上述操作。

8. 4. 2 划痕后，将细胞培养板倾斜 45°，用移液器轻轻吸除孔内培养液，避免触碰细胞层。每孔加入约

300 μL PBS，轻轻冲洗划痕时掉落的细胞，反复 3次，弃去洗液。重复此清洗步骤 2次~3次。

8. 5 初始划痕图像收集

每孔加入 300 μL基础培养基，在显微镜下拍照（拍照视野见图 1），记录初始（即 0 h）划痕宽度。

8. 6 受试物干预

8. 6. 1 将细胞培养板倾斜 45°，用移液器轻轻吸除孔内培养液，避免触碰细胞层。

8. 6. 2 样品组每孔加入 300 μL供试液，轻柔晃动培养板，使供试液覆盖划痕区域，37 ℃，5%CO2条件下

培养 2 h。按照 8. 6. 1的方法去除供试液，加入 500 μL基础培养基，37 ℃，>90%湿度，5%CO2条件下培

养特定的时间（如 24 h或 48 h）。每种浓度的供试液至少分别设置 3个复孔。

8. 6. 3 将阳性对照、空白对照，按照每孔 500 μL分别轻柔加入细胞孔板，37 ℃，>90%湿度，5%CO2条

件下培养特定的时间（如 24 h或 48 h）。阳性对照和空白对照至少分别设置 3个复孔。
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图 1 24孔板细胞划痕制备和拍照视野示意图

8. 7 特定时间划痕图像收集

取培养特定时间后的细胞，在倒置显微镜下拍照（拍照视野见图 1），记录培养特定时间后的划痕

宽度。

8. 8 图像处理

采集的图片，在同等放大倍数下，使用图像处理软件（如 Image J），按照相同的参数，测量各组细胞在

不同时间点的划痕面积。

8. 9 结果计算

按照公式（1）计算细胞迁移率：

细胞迁移率=A 0 - At

A 0
×100% ……………………………（ 1）

式中：

A0——0 h时的划痕面积；

At——经过特定时间后的划痕面积。

9 结果判定

9. 1 在特定培养时间下，阳性对照组的细胞迁移率应显著大于空白对照组，具有统计学意义（P<
0. 05），否则应重复本测试。

9. 2 受试物在特定时间下的细胞迁移率显著大于空白对照组，具有统计学意义（P<0. 05），则认为该受

试物能促进HaCaT细胞迁移。

9. 3 数据统计分析采用双尾 t检验（独立样本），检验水准设定为 α=0. 05。

10 试验报告

试验报告应包含下列信息：

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） 记录试验细胞的代次和培养条件；
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d） 供试液制备情况；

e） 试验步骤；

f） 结果计算；

g） 结果判定；

h） 结论；

i） 试验人员和检测日期。
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附 录 A
（规范性）

试验用细胞准备

A. 1 原理

HaCaT细胞作为一种永生化的人角质形成细胞系，在皮肤生物学及分化研究领域应用广泛。HaCaT
细胞的分化受多种因素调控，其中钙离子浓度及细胞间接触影响显著。由于标准培养基及胎牛血清中较

高的钙离子浓度，在常规培养条件下，市售HaCaT细胞通常呈现出部分至完全分化的表型。分化的HaCaT
细胞表现为细胞间连接紧密，呈现多层生长态势，并逐渐形成岛状结构。

可通过降低培养基中的钙离子浓度，以及控制细胞密度、保持较低的细胞汇合度来实现HaCaT细胞

的去分化。在HaCaT细胞的去分化状态下，细胞间连接变得疏松，细胞以单层形式生长。这种去分化的

HaCaT细胞为深入研究细胞增殖、迁移、分化以及相关信号通路等提供了重要的细胞模型。

A. 2 仪器、耗材与试剂

A. 2. 1 仪器

二氧化碳培养箱、倒置显微镜、离心机、恒温水浴锅、移液器。

A. 2. 2 耗材

枪头、离心管、冻存管、细胞培养瓶。

A. 2. 3 试剂

胎牛血清、二甲基亚砜（DMSO）、胰蛋白酶-EDTA（0. 25%）溶液、DMEM培养基（无谷氨酰胺、无钙

离子、葡萄糖含量 4. 5 g/L）、磷酸盐缓冲液（PBS）、L-谷氨酰胺溶液（200 mmol/L，100×）、钙离子吸附树脂

Chelex 100 Resin。

A. 3 试剂配制

A. 3. 1 去钙离子血清、基础培养基、完全培养基的配制按 5. 4. 3、5. 4. 4、5. 4. 5。
A. 3. 2 冻存液：按 9∶1的体积比将去钙离子血清和DMSO混合均匀。

A. 4 HaCaT细胞去分化诱导培养

A. 4. 1 HaCaT细胞按照供应商提供的说明书进行复苏和传代培养，观察细胞的汇合度在 70%~80%
左右时，宜进行去分化诱导。

A. 4. 2 倾斜细胞培养瓶，小心去除瓶内培养液，加入适量 PBS洗涤细胞，去除残留培养基和血清成分。

A. 4. 3 使用胰蛋白酶-EDTA（0. 25%）溶液对细胞进行消化（具体时间根据细胞类型和消化情况调

整），显微镜下观察到细胞变圆、开始脱落时，加入相当于胰蛋白酶-EDTA（0. 25%）3倍体积的完全培养
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基终止消化。

A. 4. 4 将细胞悬液转移至离心管，1 000 r/min离心 5 min，弃上清液。

A. 4. 5 用完全培养基按照适当的密度重悬细胞，并转移至细胞培养瓶，置二氧化碳培养箱，在 37 ℃，

>90%湿度，5%CO2条件下培养 2 d~3 d。
注：建议T75培养瓶接种细胞数量为 1. 0×106个~1. 5×106个。

A. 4. 6 取出培养瓶观察细胞状态并拍照记录，当细胞的汇合度在 80％左右时，按照A. 4. 2~A. 4. 5的步

骤进行细胞传代培养。每 2 d~3 d传代一次。

A. 4. 7 持续传代培养 10 d~15 d左右，可见 HaCaT细胞呈现去分化状态。去分化 HaCaT细胞状态见

图A. 1 c）。
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图A. 1 HaCaT细胞分化前、中、后的细胞形态

图A. 1 a）去分化诱导前HaCaT细胞的状态：细胞连接紧密，聚集成岛状，细胞呈多层生长。

图A. 1 b）去分化过程中的HaCaT细胞状态：低钙培养环境下持续观察细胞状态变化，当观察到细胞

逐渐失去紧密的细胞连接，被压紧的细胞变少，细胞逐渐变成单层生长，并表现出形态改变，表明细胞开

始出现去分化趋势。

图A. 1 c）去分化HaCaT细胞状态：细胞变成纺锤形，细胞间连接疏松，细胞呈单层生长。

A. 4. 8 HaCaT细胞去分化诱导后，继续按照 A. 4. 2~A. 4. 5的步骤进行细胞传代培养 1代~2代，观察

去分化状态是否稳定。

A. 5 去分化HaCaT细胞冻存

待HaCaT细胞去分化状态稳定后，按照每管 1. 0×106个细胞的数量进行细胞冻存。

全
国
团
体
标
准
信
息
平
台



9

T/GDMDMA 0052—2025

A. 6 去分化HaCaT细胞复苏

将冻存的去分化 HaCaT细胞迅速置于 37 ℃水浴中解冻，转移至含有适量完全培养基的离心管中，

1 000 r/min离心 5 min，弃去上清液，用新鲜的完全培养基重悬细胞，接种至细胞培养瓶中（建议T75培养

瓶接种细胞数量为 1. 0×106个~1. 5×106个），放入二氧化碳培养箱，37 ℃，>90%湿度，5%CO2条件下

培养。

A. 7 去分化HaCaT细胞传代培养

A. 7. 1 当细胞生长至培养瓶的 80%汇合度时，弃去瓶内培养液，加入适量 PBS洗涤细胞，去除残留培

养基和血清成分。

A. 7. 2 使用胰蛋白酶-EDTA（0. 25%）溶液对细胞进行消化（具体时间根据细胞类型和消化情况调

整），显微镜下观察到细胞变圆、开始脱落时，加入相当于胰蛋白酶-EDTA（0. 25%）3倍体积的完全培养

基终止消化。

A. 7. 3 将细胞悬液转移至离心管，1 000 r/min离心 5 min，弃上清液，用新鲜的完全培养基重悬细胞，按

照适当比例（建议T75培养瓶接种细胞数量为 1. 0×106个~1. 5×106个）进行传代培养。
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