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血液接触生物材料的血液相容性评价研究进展
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(四川大学华西医院肾脏内科,成都
 

610041)

  摘要:生物材料的血液相容性是决定该材料能否在临床成功应用的重要标准之一。当材料与血液接触后,

会引起溶血、凝血和免疫等一系列反应,机制复杂且受多种因素影响。因此,在材料临床应用前需根据ISO
 

10993-4进行生物相容性评价,血液相容性评价是其中重要部分,但目前尚未形成统一的评价标准与评价体系。

本文总结了近年对血液相容性评价的主要方法,为今后生物材料血液相容性评价体系的建立提供参考。
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评价

生物材料是指用于与生命系统接触和发生相互作用的,并能对其细胞、组织和器官进行诊断治疗、替
换修复或诱导再生的一类天然或人工合成的特殊功能材料,又称生物医用材料[1]。随着医学与材料学的

进步,生物材料在临床上的应用越来越广泛,如血液净化、人造关节置换、人工心脏瓣膜、人工血管等[2]。
在材料应用于临床前,需对材料的生物相容性(Biocompatibility)进行评价,包括组织织相容性(Tissue

 

compatibility)与血液相容性(Blood
 

compatibility)两方面。其中,血液相容性是制约血液循环系统相关

生物材料临床应用的首要因素,也是生物材料领域活跃的研究方向之一[3]。尤其在血液净化材料领域,
对材料表面通过共混、表面涂覆、表面接枝、原位交联等方法进行改性以改善材料的血液相容性,综合提

高血液净化用材料的性能,是血液净化领域亟待解决的问题[4]。
血液相容性包括材料与血液接触后血栓形成、白细胞活化、溶血等细胞水平反应;凝血系统激活、纤

溶系统激活、补体活化等蛋白水平反应;ADP、血小板因子释放等一系列分子水平反应,其涉及范围广泛,
反应机制复杂,需要从不同层次和不同水平多方面进行评价。上世纪60年代初,美国国立卫生研究院

(NIH)就开始对用于人工器官的生物材料进行血液相容性评价,但目前国内外尚缺少统一的血液相容性

评价体系和评价标准,不同科研团队采用的评价方法与评价指标不同,无法形成一套规范而全面的血液

相容性评价系统。本文将对近年来使用的血液相容性评价方法及研究进行介绍与总结。

1 评价方法分类

根据NIH1985年出版的“血液与材料相互作用指南”,依据测试的环境不同可将现有评价方法分为

三类,包括体外法(In
 

vitro)、半体内法(Ex
 

vivo)、体内法(In
 

vivo)。
体外法采用离体的人或动物血等,将材料与血液接触后,观察并检测血浆蛋白、血小板、白细胞、红细

胞、凝血因子、补体等血液成分变化情况;半体内法在置于活体动物体外的血液分流回路中设置试验腔,
从心血管系统直接使血液与材料接触,观察并检测试验材料表面血浆蛋白、血小板、红细胞等数量及形态

的变化,测试相关凝血因子、补体、血小板因子等释放情况;体内法是于1961年由Gott创立的血液相容
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性评价方法,通过将材料植入动物体静脉腔内,观察测试血栓形成情况以及对机体的影响,常用于需要长

期植入患者体内材料的血液相容性评价[5]。不同用途的生物材料在进行体内法评价血液相容性时,需要

结合其特定的临床用途建立不同动物模型设计相应实验。如进行血液净化膜的体内实验时,针对血液净

化膜的不同用途,如特异性吸附血液中胆红素则,建立高胆红素血症动物模型进行模拟血液灌流/血液透

析实验,采集实验前后血样进行分析。
表1

 

比较了三类试验方法各有优缺点及常用的适用范围,三种方法各有千秋,但由于血液与材料接

触后一系列反应复杂且缺乏基础理论指导,每种评价方法的具体测试项目尚未规范和量化[6]。

表1 不同类型血液相容性评价方法的优缺点及适用范围

Table
 

1 Advantages,
 

disadvantages
 

and
 

application
 

range
 

of
 

different
 

kinds
 

of
 

blood
 

compatibility
 

evaluation
 

methods

优点 缺点 适用范围

体外法
方便;快捷;敏感;经济,试

验费用低
易受环境影响,可能不准确 常用于新材料的初筛

半体内法
方便;快捷;较为接近真实

环境

试验周期较长;易受环境影响;费用较高;试验动物种系

不同及个体差异可能导致结果矛盾
常用于材料二次筛选

体内法
处于真实的生理环境,测试

结果可信度高

试验周期长;手术复杂;试验费用高;试验动物种系不同

及个体差异可能导致结果矛盾

常用于需要长期植入患者体内

材料的血液相容性评价

2 生物材料血液相容性评价指标分析

通过上述体外法、半体内法或体内法使材料与血液孵育后可获得多种与血液相容性相关信息,包括

红细胞等血液中细胞成分的变化、血浆中血小板活化等产物的生成、蛋白质和细胞对材料表面的黏附情

况等[7,
 

8]。因此,需要在孵育前后对血液成分和材料表面情况进行测试以全面了解血液和材料接触前后

的变化情况进而评价材料的血液相容性。表2总结了目前常用的评价血液相容性的实验类别和具体测

试项目。

表2 生物材料血液相容性评价的测试分类总结

Table
 

2 Summary
 

of
 

test
 

categories
 

for
 

the
 

blood
 

compatibility
 

evaluation
 

of
 

biomaterials

测试类别 测试项目 检测方法

补体系统 C3a;C5a;Bb;C4d;C5b-9 ELISA
凝血系统 Factor

 

Ⅻa;F(1+2);TAT;FPA;APTT ELISA;光密度法

纤溶系统 D-二聚体 ELISA;免疫比浊法

血小板 β-TG;PF4;血小板数量;P选择素;活化的GPⅡb/Ⅲa ELISA;细胞计数;流式细胞术

溶血 红细胞、血红蛋白数量 细胞计数;比色测定

白细胞激活 弹性蛋白酶;ROS检测;CD11b的表达 ELISA;荧光法或分光度法;流式细胞术

材料表面分析 血小板的黏附与聚集;白细胞黏附;血浆蛋白的吸附 SEM;ELISA;Western
 

Blot

  注:TAT:凝血酶-抗凝血酶Ⅲ复合物;FPA:纤维蛋白肽A;APTT:活化部分凝血活酶时间;β-TG:β-血栓球蛋白;PF4:血小板因子4;

ROS:活性氧;ELISA:酶联免疫法;SEM:扫描电子显微镜。

2.1 血细胞计数

血液接触生物材料需要在与血液直接接触的环境下使用,因此,评价其与血液接触后对血液中主要

成分(如红细胞、白细胞及血小板)的影响十分必要[9]。血常规是进行血细胞计数最广泛使用的方法,将
材料与血液孵育一段时间后,使用血液分析仪进行红细胞、血小板等血液成分计数,孵育前后血液成分的

变化反映材料的不同性质。如血小板数量下降提示材料会促进血栓形成,大量血小板黏附聚集形成血栓

被消耗。若材料与血液孵育前后血液成分无明显改变,则提示材料对血液组分没有明显影响。
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血细胞计数作为判断材料是否引起血液成分变化的有效方法,在材料的血液相容性评价中有重要价

值,其中使用全血细胞分析仪进行血常规检测是最广泛使用,也是最简单快捷的方法。

2.2 溶血率测试

溶血率主要用于评估血液接触材料的红细胞相容性。溶血即血液与材料接触后红细胞大量破裂伴

有血红蛋白的大量释放,此时血浆中游离血红蛋白浓度会显著升高,是红细胞被破坏的标志。国家标准

GB/T
 

14233.2-2005规定任何血液接触材料的溶血率不宜超过5%。生物材料与血液接触后引起的红细

胞异常破坏可导致溶血性贫血、乏力、黄疸、胆结石、肺动脉高压及肾功能不全[10,
 

11]。红细胞损伤可导致

体内组织器官氧气供应减少,进而导致组织缺氧坏死甚至急性肾损伤[12],同时红细胞破坏后释放的微囊

泡会以组织因子途径促进血栓形成[13],故需测试溶血率以评价材料对红细胞的影响。通常,可用光度比

色法检测加入高铁血红蛋白试剂后血浆中游离血红蛋白的含量测定溶血率,根据溶血率不同可将材料分

为三大类:溶血性材料(溶血率≥5%)、轻度溶血材料(溶血率在2%~5%之间)和非溶血性材料(溶血率

≤2%),一般认为材料与血液孵育后溶血率小于或等于5%,提示材料有较好的红细胞相容性[14]。
溶血率测试作为评估材料红细胞相容性的重要方法,在材料的血液相容性评价中有重要意义。

2.3 凝血系统的活化

蛋白质在材料表面的吸附现象非常普遍,生物材料与血液接触时,纤维蛋白原、白蛋白等蛋白质吸附

在材料表面,造成凝血、血栓形成[15]。在材料设计时常通过共混、表面接枝、表面涂覆等进行改性以提高

材料的抗蛋白质污染性能[16,
 

17]。通常,研究者们测定材料对牛血清白蛋白截留率以评价材料的抗蛋白

污染性能,就血液接触材料而言,由于凝血与材料表面吸附的纤维蛋白原直接相关,我们认为测定材料对

血液中纤维蛋白原含量的影响对评价材料血液相容性更具临床价值。
材料表面通常带负电,与血液接触后主要通过内源性凝血途径引起凝血[9,

 

18]。首先,凝血因子Ⅻ(F
Ⅻ)被激活为凝血因子Ⅻa(FⅫa)。FⅫa一方面激活FⅪ为FⅪa从而启动内源性凝血途径,另一方面激

活前激肽释放酶为激肽释放酶,后者通过正反馈机制再激活FⅫ生成大量FⅫa,这一表面激活过程还需

要高分子量激肽原作为辅因子加速上述激活过程,并可引起炎症反应[19]。在Ca2+ 存在的情况下,FⅪa
激活FⅨ生成FⅨa,并与FⅧa在活化的血小板膜磷脂表面结合成内源性途径因子Ⅹ酶复合物,可进一步

激活FⅩ生成FⅩa。同时,由补体系统激活介导的炎症反应可导致单核细胞产生并释放组织因子,进而

激活外源性凝血途径[20]。由内源性和外源性凝血途径生成的FⅩa在Ca2+存在下与FⅤa在磷脂膜表面

形成FⅩa-FⅤa-Ca2+-磷脂复合物,即凝血酶原复合物。凝血酶原在凝血酶原复合物的作用下水解释放

出凝血酶原片段,被激活成凝血酶,理论上可以通过测定血液内凝血酶的浓度来反映凝血系统的激活程

度,但是由于其在血液中的不稳定性使该方法实施起来非常困难,因此测定血浆凝血酶原片段的浓度可

间接反映凝血酶激活状态[21]。凝血酶激活FXIII生成FXIIIa,后者在Ca2+作用下使可溶性的纤维蛋白

单体相互聚合,形成不溶的交联纤维蛋白多聚体团块,即导致凝血[22]。
目前常用的反映生物材料与血液接触后凝血系统的活化水平的指标包括检测FXIIa、凝血酶原水解

释放出的凝血酶原片段(F1+2)、纤维蛋白肽A(FPA)、凝血酶-抗凝血酶III复合物(TAT)的产生与释

放情况等[23~25],此外可用酶联免疫法(ELISA)检测纤维蛋白降解产物如D-二聚体的含量,以评价材料对

纤溶系统的激活[26]。测定血液与材料接触后的部分凝血活酶时间(PTT)、活化部分凝血活酶时间

(APTT)等也可反应材料对凝血系统的影响,缩短的PTT和APTT表明该材料会促进凝血[27,
 

28]。

2.4 补体系统的活化

血液中的补体系统由血液循环中30多种以膜结合蛋白形式存在的蛋白质组成,这些蛋白质具有酶

活性,广泛参与机体的非特异性免疫,是人体内对抗病原微生物入侵的重要防御系统[29]。补体系统通过

经典途径(抗原-抗体途径)、旁路途径和凝集素途径被激活,进而介导一系列炎症与免疫反应。材料与血

液接触后,纤维蛋白原、白蛋白、IgG等蛋白质立即吸附在材料表面,其中补体蛋白C3和IgG易与疏水表

面结合,导致补体系统的活化[30]。研究认为,血液接触材料引起的补体激活是由于材料基质上吸附的蛋
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白质引起的免疫激活。一些生物材料中的外源性蛋白,可诱导产生大量IgG和IgM抗体,通过抗原-抗体

途径激活补体,发挥免疫调理作用,导致组织损伤[31]。其中,IgM由于其五聚体结构,相较于IgG的单体

结构,有更强的激活补体和免疫调理作用。材料表面的不同性质对补体系统的激活有不同影响,研究认

为疏水性的材料表面相较于亲水性表面允许更多的蛋白质结合,可导致补体系统激活水平增加[32]。补

体系统与凝血系统的活化之间也有一定联系。Sukavaneshvar等发现补体系统活化的产物可导致P-选
择素的表达增加,进而促进血小板的黏附聚集诱发凝血[33]。Ritis等发现C5a可以导致中性粒细胞和单

核细胞大量释放组织因子,进而激活外源性凝血途径促进凝血[34]。
根据ISO10993-4,血清总补体溶血活性(CH50)和补体分子活化后生成的活性分子(C3a、C5a、Bb、

iC3b、C4d、C5b9等)含量评价材料对补体系统的激活能力的有效指标。Engberg等将材料与血液接触后

表面吸附的蛋白质成分进行定量分析,发现材料吸附的C4与其抑制剂C4BP的比值与包括IL-17、IFN-γ
等在内的10种细胞因子的生成有强烈相关性,而补体活化产物C3a的水平与细胞因子的生成相关性很

弱,C5a、C5b-9与细胞因子生成水平无关,提出将材料表面吸附的C4/C4BP比值作为补体系统活化水平

的评价指标之一[35]。但是,测定材料表面吸附的C4/C4BP比值步骤较繁琐,且C3a、C5a、C5b-9是补体

系统激活直接相关的下游因子,其水平变化更能反应材料与血液接触后对补体系统活化水平的影响。
目前补体C3a、C5a和C5b-9被视为补体激活的重要生物标记物,被广泛用于血液接触材料的补体激

活水平评价,常通过ELISA法测定血液与材料接触后C3a、C5a和C5b-9的表达水平来反映补体活化水

平,与对照组相比表达下降说明材料对补体系统的活化有一定抑制作用[36]。

2.5 血小板活化

血小板在血液中大量存在,正常生理状态下血小板的活化在机体止血、凝血等过程中起重要作用,包
括维持血管壁的完整性和毛细血管通透性、黏附并聚集在血管破损处形成白色血栓、释放活性物质促进

血小板聚集并增强血管收缩、促进凝血过程、参与血块收缩形成稳固血栓等[37]。
生物材料与血液接触后,蛋白质首先吸附在生物材料表面,随后黏附的蛋白质启动血小板黏附、聚集

和活化,活化的血小板通过释放PF-4、TXA2等血小板活性物质进一步激活相邻的血小板,这种血小板

的异常活化导致血栓形成[38]。血小板的黏附、变形、聚集与释放是血小板活化的标志,认为材料表面黏

附的血小板数量越多、形态变化越大、聚集越明显、释放的活性物质越多,材料越容易促进凝血,血液相容

性越差[39]。
通过血小板黏附实验、血小板计数、测定血小板聚集率评价血小板的黏附与聚集功能。黏附于材料

表面的血小板按变形程度逐渐增大可分为Ⅰ~Ⅴ型,其中Ⅰ型为圆盘状,未变形;Ⅴ型指血小板胞体完全

扩展,已看不出明显的伪足形状,其网状结构进一步粘着红细胞逐渐形成血栓[40]。奚廷裴等使用扫描电

子显微镜观察黏附于材料表面血小板的数量及变形情况,指出若黏附于材料表面的血小板数量较少,形
状基本规则,伪足较少,则材料引起的血小板活化水平较低[41]。目前常用ELISA法检测活化血小板释

放β-TG、PF4、P-选择素等物质的水平以反映血小板活化状态[42,
 

43],Wasiluk等研究指出P-选择素是最

为敏感的指标[44]。活化血小板质膜上GPⅡb/Ⅲa(CD41/61)的PAC1表位会发生变化,Velzen等使用

流式细胞术检测荧光水平变化以反映血小板活化水平[45]。
使用SEM观察材料表面血小板黏附及变形情况、ELISA法测定血小板活化后释放的PF4等、流式

细胞术检测血小板质膜上GPⅡb/Ⅲa表位变化,对材料与血液接触后血小板活化水平的评价有重要参

考价值。在实际工作中,PF4是常用的用于评价生物材料血小板激活水平的标记物,通常选用ELISA法

测定PF4水平来评估材料与血液接触后对血小板激活的影响。

2.6 白细胞激活

由于氧代谢增强,活化的白细胞会出现呼吸爆发现象,产生大量活性氧(ROS),因此,检测ROS释放

的水平是反映材料与血液接触后白细胞活化水平的重要参考。Coll等使用含氟物质测试一种基于葡聚

糖的新型抗菌剂复合涂层与血液接触后ROS的释放情况以评价白细胞激活水平进而评估涂层的血液相
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容性[46]。此外,可用ELISA法对多形核白细胞(PMN细胞),特别是中性粒细胞中弹性蛋白酶的释放进

行定量以评估白细胞激活水平[47]。Gramegna等使用荧光标记PMN弹性蛋白酶的底物并检测荧光的释

放量来定量测试PMN弹性蛋白酶的活性,也是一种评价白细胞激活水平的方法[48]。白细胞活化后,胞
内CD11b从胞内颗粒转移到质膜上,细胞表面CD11b表达增加,Gorbe等用流式细胞术对其定量,作为

白细胞激活水平的评价方式[49]。
除凝血、补体、血小板活化外,白细胞激活水平也是评价生物材料血液相容性的重要部分,通过

ELISA法、流式细胞术等检测ROS的产生和PMN弹性蛋白酶的释放是评价白细胞激活水平的有效方

法。ELISA法检测ROS的表达水平,具有操作简单、相对经济的优点,同时ROS是白细胞激活的直接

产物,其水平可以直接反应白细胞激活水平,故在实际工作中,ELISA法测试 ROS表达水平被广泛

使用。

2.7 材料表面分析

材料与血液接触后,血液中的蛋白易非特异性地吸附于材料表面,
 

同时材料表面会出现血小板的黏

附与聚集、白细胞黏附等,与材料的血液相容性密切相关[9,
 

15]。研究认为对血液接触材料进行表面修饰

以促进内皮化进程,
 

是阻止蛋白吸附和血小板黏附,
 

以及提高血液相容性的有效方法之一[50]。
除了在前文中提到的使用SEM直接观察血小板形态及分类,还可以直接观察分析血小板的聚集情

况和纤维蛋白网络的生成情况[51]。此外,Nguyen等先用荧光标记特异性的受体单抗,再用荧光显微镜

和共聚焦显微镜观察,可确定粘附的细胞和细胞密度,以此评价材料对细胞的黏附水平[52]。Engberg等

使用凝胶电泳和COPAS法检测材料与血液接触后黏附在材料表面蛋白质的种类和含量,并研究其与后

续凝血激活、补体激活等生物效应的关系,提出以材料表面黏附的FXII/C1INH含量比值和C4/C4BP含

量比值为有效的检测细胞因子释放和炎症反应的标志物[36,
 

53]。
可见,对材料表面的分析不仅仅是对表面成分的观察,对材料表面黏附成分的定性和定量研究将是

未来血液相容性的重要研究方向之一。

3 未来发展方向

目前,实验动物的使用越来越规范和严格,许多国家都立法对实验动物进行保护[54],可见未来体外

实验将成为生物材料血液相容性评价的实验主流,动物体内实验可能出现规模下降、质量上升的趋势。
虽然目前国际和国内都给出了血液相容性评价的指南,但指南只给出参考的测试项目,并没有对具

体测试方法和测试标准做出规范。Seyfert等从8个方面对生物材料血液相容性进行评价并根据重要性

赋分建立体外血液相容性评价评分系统[55],如表3所示。虽然该评分系统从各方面全面评价了材料血

液相容性的好坏,但每一项内容缺乏有效的阳性对照标准,也没有给出每一项分数的计算方法,我们认为

结合统计学手段系统建立有效的血液相容性评分量表也是今后研究热点之一。

表3 体外血液相容性评分系统

Table
 

3 In
 

vitro
 

hemocompatibility
 

socre
 

system
评分项目 分值

接触活化 0~5分

补体激活 0~5分

凝血酶产生 0~10分

纤维蛋白原-纤维蛋白转化 0~10分

纤维溶解 0~5分

溶血 0~10分

蛋白水解 0~10分

血小板活化 0~10分

总分 0~65分
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  此外,材料与血液接触后具体的作用机制不够明确也是限制血液相容性评价研究的主要瓶颈,如何

阐明材料与血液接触后发生的具体生理生化反应以及反应的机理,是未来血液相容性研究必须解决的

问题。

4 总结与展望

尽管国际和国内均给出了生物材料血液相容性评价的参考指南,近年来对生物材料血液相容性评价

的研究也越来越多,但是至今仍然没有一套系统、成熟、有效的生物材料血液相容性评价体系。目前对血

液相容性评价研究的主要缺陷是:(1)对材料与血液接触后发生反应的详细机制和过程仍未阐明,缺乏有

力的理论指导;(2)各个科研团队采用的评价指标和评价手段缺乏统一规范,且缺少评价各个测试指标有

效性的统计学研究;(3)现有实验技术手段局限,一些更具临床价值的生物标志物难以检测;(4)虽然ISO
 

10993-4作为生物材料血液相容性评价标准被广泛应用,但普遍认为其给出的标准为最低要求,存在标准

滞后问题,对于应该进行哪些补充试验来理解血液及其成分和人工表面之间的相互作用仍存在争议;
(5)现有评价标准主要是针对小分子材料制定的,纳米材料作为一种新型材料,需要评估它们对纳米材料

血液相容性评价的适用性。因此,需要科研工作者阐明材料对血液的作用机理,探索更敏感的分析测试

方法,寻求建立更有效的血液相容性多维度评价体系。此外,纳米材料作为一种具有广阔发展前景的新

型材料,其血液相容性评价标准存在缺失,仅由欧洲人用药品管理委员会(The
 

Committee
 

for
 

Medicinal
 

Products
 

for
 

Human
 

Use
 

of
 

the
 

European
 

Medicines
 

Agency)于2013年发布一些文件总结了在评估纳

米材料生物相容性时监管考虑的现状[56]。对纳米材料血液相容性的评价以及现有评价手段对纳米材料

的适用性研究,将有助于建立为纳米材料量身定制的血液相容性评价体系,以利于设计更为安全和有效

的适用于人体的纳米药物与纳米材料。同时,随着材料基因工程领域研究的深入,未来有望从材料基因

水平对血液相容性进行预测和改进。
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Blood
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Blood-contact
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Nephrology,
 

West
 

China
 

Hospital,
 

Sichuan
 

University,
 

Chengdu
 

610041,
 

China)

Abstract:The
 

blood
 

compatibility
 

of
 

biomaterials
 

is
 

one
 

of
 

the
 

important
 

criteria
 

for
 

the
 

successful
 

clinical
 

application.
 

When
 

materials
 

come
 

into
 

contact
 

with
 

blood,
 

they
 

will
 

cause
 

a
 

series
 

of
 

complex
 

reactions,
 

such
 

as
 

hemolysis,
 

coagulation
 

and
 

immunity,
 

and
 

the
 

mechanism
 

is
 

complex
 

and
 

affected
 

by
 

a
 

variety
 

of
 

factors.
 

Therefore,
 

biocompatibility
 

evaluation
 

of
 

materials
 

should
 

be
 

conducted
 

according
 

to
 

ISO
 

10993-4
 

before
 

their
 

clinical
 

application.
 

Blood
 

compatibility
 

evaluation
 

is
 

an
 

important
 

part
 

of
 

it,
 

but
 

there
 

is
 

no
 

unified
 

evaluation
 

standard
 

and
 

index
 

so
 

far.
 

In
 

this
 

paper,
 

the
 

main
 

methods
 

of
 

blood
 

compatibility
 

evaluation
 

in
 

recent
 

years
 

were
 

summarized
 

to
 

provide
 

reference
 

for
 

the
 

establishment
 

of
 

biomaterial
 

blood
 

compatibility
 

evaluation
 

system
 

in
 

the
 

future.
Key

 

words:Biomaterials;
 

Blood
 

compatibility;
 

Evaluation
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