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摘要:通过一步冷冻干燥法将多孔海藻酸钙海绵基材与烷基化壳聚糖结合制备了改性多孔止血海绵ꎮ 该改性海绵具有疏

松多孔结构ꎬ可促进血液快速浸润其多孔结构ꎮ 而海绵中的改性壳聚糖可通过其烷基侧链与血液中的血红细胞等作用促进血

液快速凝固ꎮ 结果表明ꎬ相比未改性的海绵基材ꎬ改性止血海绵展现出快速凝血能力ꎬ其体外凝血指数在 １０ ｓ 内低至 ７􀆰 ２２％ꎻ
同时ꎬ该改性止血海绵亦展现出良好的血液相容性ꎬ其溶血率仅为 １􀆰 ４％ꎮ
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　 　 不可控大出血是自然灾害、战争以及日常生活

事故等情况下导致死亡的主要原因之一[１]ꎮ 由外

伤引起的大出血可导致体温过低[２]、凝血障碍[３] 和

器官衰竭等并发症ꎬ从而增加死亡率ꎮ 因此ꎬ快速有

效的外伤止血对于大幅降低上述情况中的死亡率具

有重要作用[４－５]ꎮ 虽然人体本身具备凝血机制ꎬ但
在紧急出血情况下仍需止血材料辅助[６]ꎮ 现有止

血材料中使用最广泛的有水凝胶液体敷料、纱布、海
绵等固体敷料ꎮ 水凝胶液体敷料可粘附在伤口上形

成物理屏障止血[７－１０]ꎬ但其无法吸收多余的液体ꎬ且
粘性会因为与血液接触而降低ꎬ从而减弱止血效果ꎮ
而固体敷料大都具有多孔结构[１１－１２]ꎬ可有效吸收血

液ꎬ因而在不可控出血时具有良好止血效果ꎮ 目前ꎬ
在固体敷料中ꎬ海藻酸、壳聚糖等天然多糖具有来源

广泛、成本低及生物相容性好等优点[１３－１４]ꎬ已在止

血领域广泛应用[１５－１６]ꎮ 如研究者[１７]以 β－环糊精聚

酯水凝胶与壳聚糖结合制得了蜂窝状多孔止血敷

料ꎬ其多孔结构增加了壳聚糖与血液作用的比表面

积ꎬ增强了止血性能ꎮ 通过以壳聚糖和 Ｎ－卤胺改性

氧化锌纳米颗粒为原料ꎬ由真空冷冻干燥法制得了

多孔复合止血海绵[１８]ꎬ其可实现对大量血液和创面

渗出物的有效吸收ꎬ止血性能良好ꎮ 然而ꎬ虽然现在

已开发出多种海藻酸钙、壳聚糖等基材的止血材料ꎬ
但其快速止血性能仍有待提升ꎮ

笔者通过将多孔海藻酸钙海绵基材与烷基化壳

聚糖相结合ꎬ由一步冷冻干燥法制得了具有快速凝

血功能和良好血液相容性的改性止血海绵ꎬ并对改

性止血海绵的微观结构组成、凝血性能和溶血率进

􀅰５２１􀅰
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行了研究ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 试剂与仪器

壳聚糖(ＣＳꎬ脱乙酰度≥９５％ꎬ生物技术级)ꎬ上
海麦克林生化科技有限公司生产ꎻ海藻酸钙海绵基

材ꎬ青岛明月生物医用材料有限公司生产ꎻ十二醛

(分析纯)、氢氧化钠(ＮａＯＨ)、聚乙二醇(ＰＥＧ)ꎬ阿
拉丁工业公司生产ꎻ醋酸(ＨＡｃ)、无水乙醇(ＥｔＯＨ)、
硼氢化钠(ＮａＢＨ)ꎬ成都市科隆化学品有限公司生

产ꎻ磷酸盐缓冲溶液( ＰＢＳ)ꎬ美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司生

产ꎻ实验用水为双重去离子水( >１８􀆰 ２ ＭΩ)ꎻ溴化钾

(ＫＢｒ)ꎬ阿拉丁工业公司(上海)生产ꎮ
电子分析天平(ＭＳ－ＴＳ)ꎬ梅特勒－托利多仪器

上海有限公司生产ꎻ冷冻干燥机(ＦＤ－１Ｃ－５０)ꎬ北京

博医康实验仪器有限公司生产ꎻ酶标仪 ( ＳＡＦ －
６８０Ｔ)ꎬ上海巴玖实业有限公司生产ꎻＭｉｌｌｉｐｏｒｅ Ｅｌｉｘ－
１０ 纯水系统(Ｍｉｌｌｉ－Ｑ Ｐｌｕｓ)ꎬ美国密理博(Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ)
公司生产ꎻ真空干燥箱(ＺＫ－８２ＢＢ)ꎬ上海实验仪器

厂生产ꎻ扫描电子显微镜(ＴＭ３０３０)ꎬ日本日立公司

生产ꎻ傅里叶变换红外光谱仪(Ｎｉｃｏｌｅｔ ｉＳ５０)ꎬ美国

赛默飞(Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ)公司生产ꎮ
１􀆰 ２　 改性止血海绵的制备

改性止血海绵主要通过将改性壳聚糖(ＭＣＳ)
结合到多孔海藻酸钙海绵基材中ꎬ再由冷冻干燥法

来制备ꎮ 改性壳聚糖主要参考文献[１９]所述方法ꎬ
先由希夫碱反应将十二醛接枝到壳聚糖分子上ꎬ再
利用 ＮａＢＨ 还原碳氮双键来制备ꎮ 制备改性止血海

绵时ꎬ先将一定量改性壳聚糖溶解到 ０􀆰 ２ ｍｏｌ / Ｌ 的

乙酸溶液中ꎬ再将海绵基材浸泡入该改性壳聚糖溶

液中ꎮ 然后ꎬ将海绵基材转移至质量分数为 ２％的

ＮａＯＨ 溶液中ꎬ使得改性壳聚糖结合到海绵基材中ꎮ
最后ꎬ将改性止血海绵用去离子水清洗ꎬ并置于质量

分数为 ２％的 ＰＥＧ 溶液中浸泡后再冻干ꎬ则得到改

性止血海绵ꎮ
１􀆰 ３　 改性止血海绵的形貌结构组成表征

利用傅里叶红外变换光谱(ＦＴ－ＩＲ)分析壳聚糖

和改性壳聚糖的化学组成ꎮ 利用扫描电镜和数码相

机表征改性止血海绵的形貌ꎮ 利用液相位移法测定

改性止血海绵的孔隙率[２０]ꎮ 称取 ０􀆰 ０１~０􀆰 ０１５ ｇ 的

干态改性止血海绵ꎬ将其放入 ５ ｍＬ 去离子水中ꎬ
５ ｍｉｎ 后取出样品并称重ꎬ计算海绵的孔隙率:

Ｐ ＝ [(ｍ２ － ｍ１) / ρＶ] × １００％ (１)

式中:Ｐ 为海绵的孔隙率ꎻｍ２－ｍ１ 为海绵在吸收去离

子水前后的质量变化量ꎻρ 为去离子水密度ꎻＶ 为海

绵表观体积ꎮ
１􀆰 ４　 改性止血海绵的止血性能

采用体外凝血指数(ＢＣＩ)评估改性止血海绵的

体外凝血性能ꎮ 首先ꎬ将兔全血(枸橼酸钠抗凝)充
分混匀ꎬ消除血细胞分层现象ꎻ然后ꎬ将其置于 ３７℃
水浴锅预热 １０ ｍｉｎꎬ再向其中加入 ０􀆰 ２ ｍｏｌ / Ｌ ＣａＣｌ２
水溶液(ＣａＣｌ２ 水溶液与血液的体积比为 ２ ∶２５)ꎬ迅
速混合 １０ ｓ 后ꎬ吸取 １０ μＬ 血液滴加在培养皿中的

海绵(０􀆰 ５ ｃｍ × ０􀆰 ５ ｃｍ) 上ꎬ凝血一定时间后加入

３ ｍＬ ＰＢＳ 终止凝血ꎬ溶血 １ ｍｉｎ 后吸取上清液ꎬ并
用酶标仪测定其在 ５４５ ｎｍ 处的吸光度ꎮ 以不加海

绵的兔全血作为对照组ꎮ 最后计算 ＢＣＩ:
ＢＣＩ ＝ (ＯＤｓ / ＯＤｃ) × １００％ (２)

式中:ＯＤｓ 为样品吸光度ꎻＯＤｃ 为对照组吸光度ꎮ
利用扫描电镜观察体外凝血后改性止血海绵表

面的红细胞吸附情况ꎮ 首先ꎬ将混匀的抗凝兔全血

于 ３７℃ 预热ꎬ并加入 ０􀆰 ２ ｍｏｌ / Ｌ ＣａＣｌ２ 水溶液(同
上)进行复钙处理ꎮ 然后ꎬ吸取 ７０ μＬ 血液滴加在

海绵(０􀆰 ５ ｃｍ×０􀆰 ５ ｃｍ)上ꎬ３０ ｓ 后用 ＰＢＳ 清洗海绵

表面未凝全血ꎬ再将其加入 ＰＢＳ 中用 ２􀆰 ５％戊二醛

固化 ２ ｈꎮ 将所得样品依次用体积分数分别为

３０％、５０％、７０％、８０％、９０％和 １００％的乙醇梯度脱

水ꎬ并最终冷冻干燥 ４８ ｈ 后用于扫描电镜观察ꎮ
１􀆰 ５　 改性止血海绵的溶血率表征

通过测定改性止血海绵的溶血率对其血液相容

性进行评估ꎮ 测定溶血率时ꎬ先将改性止血海绵置

于 １０ ｍＬ 生理盐水中ꎬ在 ３７℃水浴中预热 ３０ ｍｉｎꎻ
同时ꎬ将 ４ ｍＬ 抗凝兔全血与 ５ ｍＬ 生理盐水混匀ꎬ稀
释兔全血ꎮ 然后ꎬ在改性止血海绵(０􀆰 ５ ｃｍ×０􀆰 ５ ｃｍ)
中加入 ２００ μＬ 稀释的兔全血ꎬ摇匀后在 ３７℃水浴

中孵育 １ ｈꎮ 最后ꎬ在 ３ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 后ꎬ从
上述样品中吸取 １００ μＬ 上清液于 ９６ 孔板中ꎬ用酶

标仪测定其在 ５４５ ｎｍ 处的吸光度ꎮ 采用加入

２００ μＬ 稀释兔全血的生理盐水(１０ ｍＬ)作为阴性

组ꎬ加入 ２００ μＬ 稀释兔全血的去离子水(１０ ｍＬ)作
为阳性组ꎮ 样品溶血率计算式为:

Ｒ ＝ [(ＯＤｓ － ＯＤｎ) / (ＯＤｐ － ＯＤｎ)] × １００％ (３)
其中:Ｒ 为溶血率ꎻＯＤｓ、ＯＤｐ、ＯＤｎ 分别为样品组、阳
性组、阴性组吸光度值ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 改性止血海绵的制备

壳聚糖和改性壳聚糖的 ＦＴ－ＩＲ 图谱如图 １ 所

示ꎮ 从图 １ 可以看出ꎬ壳聚糖和改性壳聚糖在 ２ ８００~２

􀅰６２１􀅰
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９００ ｃｍ－１和 ２ ９００~３ ０００ ｃｍ－１处均有出峰ꎬ这些特征

峰是—ＣＨ３ 和—ＣＨ２—的伸缩振动峰ꎮ 同时ꎬ与壳

聚糖相比ꎬ改性壳聚糖在 ２ ９２１ ｃｍ－１处的出峰明显

增强ꎬ这是因为—Ｃ１２Ｈ２５被成功接枝到壳聚糖骨架

上ꎬ从而增加了峰的强度ꎮ 改性壳聚糖图谱中在

７２０、１ ４８０ ｃｍ－１处分别出现了吸收峰ꎬ其分别是十二

烷基骨架上的—(ＣＨ２) ｎ—(ｎ≥４)和—Ｃ１２Ｈ２５的特征

峰ꎻ相比之下ꎬ壳聚糖图谱中这两处吸收峰并不明

显ꎮ 上述结果说明—Ｃ１２Ｈ２５已被成功接枝ꎮ 此外ꎬ在改

性壳聚糖图谱中ꎬ２ ７２０ ~ ２ ８１０ ｃｍ－１区域范围没有吸

收峰ꎬ表明改性壳聚糖产物中的醛杂质已去除干净ꎮ

１—ＣＳꎻ２—ＭＣＳ

图 １　 壳聚糖(ＣＳ)和改性壳聚糖(ＭＣＳ)的
红外图谱和结构式

海藻酸钙海绵基材以及分别经质量分数为

０􀆰 ５％和 １％的改性壳聚糖修饰的改性海绵基材的光

学照片如图 ２ 所示ꎬ其扫描电镜图如图 ３ 所示ꎮ 其

中ꎬ经 ０􀆰 ５％和 １％改性壳聚糖修饰的改性海绵基材

分别标记为改性止血海绵(０􀆰 ５％)和改性止血海绵

(１％)ꎮ 从图 ２(ａ)可知ꎬ海绵基材表面呈现出由海

藻酸钙微纤维组成的多孔结构ꎮ 这种疏松多孔结构

更有利于海绵基材在溶液浸泡处理时与改性壳聚糖

相结合ꎮ 而从图 ２(ｂ)、图 ２(ｃ)可知ꎬ改性止血海绵

(０􀆰 ５％)和改性止血海绵(１％)由于结合了改性壳

聚糖ꎬ因而表面变得更致密ꎮ 从图 ３(ａ)可知ꎬ海绵

基材的扫描电镜图可明显看出其多孔结构ꎮ 而从图

３(ｂ)和图 ３(ｃ)可知ꎬ改性止血海绵(０􀆰 ５％)由于经

改性壳聚糖溶液修饰后ꎬ其多孔结构内出现了改性

壳聚糖ꎬ且随着溶液中改性壳聚糖含量增加ꎬ改性止

血海绵(１％)的多孔结构中覆盖了更多的改性壳聚

糖高分子ꎮ

(ａ)海绵基材 (ｂ)改性止血海绵(０􀆰 ５％)

(ｃ)改性止血海绵(１％)

图 ２　 海绵基材、改性止血海绵(０􀆰 ５％)和
改性止血海绵(１％)的光学图片

(ａ)海绵基材

　

(ｂ)改性止血海绵(０􀆰 ５％)

　

(ｃ)改性止血海绵(１％)

图 ３　 海绵基材、改性止血海绵(０􀆰 ５％)和改性止血海绵(１％)的扫描电镜图

　 　 海绵基材、改性止血海绵(０􀆰 ５％)和改性止血

海绵(１％)的孔隙率测试结果如表 １ 所示ꎮ 由表 １
可知ꎬ海绵基材孔隙率达到了 ８４􀆰 １３％ꎻ而改性止血

海绵(０􀆰 ５％)和改性止血海绵(１％)的孔隙率分别

􀅰７２１􀅰
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变为 ６７􀆰 １３％和 ４８􀆰 ２６％ꎮ 这是因为改性止血海绵

多孔结构中结合的高分子占据了一定空间ꎬ致其孔

隙率下降ꎮ 尽管如此ꎬ改性止血海绵的多孔结构仍

有利于吸收血液ꎬ促进改性止血海绵和血红细胞等

作用ꎮ
表 １　 海绵基材、改性止血海绵(０􀆰 ５％)和

改性止血海绵(１％)的孔隙率

样品 孔隙率 / ％

海绵基材 ８４􀆰 １３

改性止血海绵(０􀆰 ５％) ６７􀆰 １３

改性止血海绵(１％) ４８􀆰 ２６

２􀆰 ２　 改性止血海绵的止血性能

改性止血海绵与血液接触时ꎬ其多孔网络结构

将血液吸入海绵内部ꎬ使得改性壳聚糖可通过疏水

基团与血液中的血红细胞等进行作用ꎬ实现快速有

效凝血(图 ４)ꎮ 实验中采用了文献[２１]所述方法

进行 ＢＣＩ 测试ꎬ以表征改性止血海绵的凝血性能ꎬ如
图 ５ 所示ꎮ 从图 ５(ａ)、图 ５(ｂ)可以看出ꎬ当培养皿

中的海绵基材、改性止血海绵(０􀆰 ５％)和改性止血

海绵(１％)滴加相同量血液后ꎬ血液迅速进入 ３ 种样

品的多孔网络结构中ꎬ表明 ３ 种材料均具有良好吸

血液能力ꎮ 待凝血 ３０ ｓ 后加入 ＰＢＳ 终止凝血ꎬ同时

冲洗出未凝固的血液成分ꎮ 从图 ５(ｃ)中可以看出ꎬ
加 ＰＢＳ １ ｍｉｎ 后ꎬ海绵基材周围稍微有血红细胞溶

出ꎻ而 ２ 种改性止血海绵周围液体仍澄清透明ꎮ 结

果表明ꎬ相比于海绵基材ꎬ２ 种改性止血海绵凝血效

果更好ꎮ ３ 种样品在体外凝血后的微观结构如图 ６
所示ꎮ 由图 ６ 中可以看出ꎬ海绵基材的多孔结构中

仅黏附少量的血红细胞ꎬ而改性止血海绵的多孔结

　 　 　 　 　 　 　

图 ４　 改性止血海绵的止血功能示意图

(ａ)海绵样品

(ｂ)滴加 １５ μＬ 复钙全血

(ｃ)凝血 ３０ ｓ 后加入 ３ ｍＬ 磷酸盐缓冲液溶血 １ ｍｉｎ

图 ５　 海绵基材(样品 １)、改性止血海绵(０􀆰 ５％)
(样品 ２)和改性止血海绵(１％)(样品 ３)的

体外凝血实验过程光学图片

(ａ)海绵基材

　

(ｂ)改性止血海绵(０􀆰 ５％)

　

(ｃ)改性止血海绵(１％)

图 ６　 海绵基材、改性止血海绵(０􀆰 ５％)和改性止血海绵(１％)在体外凝血后的微观结构扫描电镜图
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构中则结合了大量的血红细胞ꎬ进一步表明改性止

血海绵可良好地与血红细胞等进行作用ꎬ从而促进

凝血ꎮ
海绵基材、改性止血海绵(０􀆰 ５％)和改性止血

海绵(１％)在体外凝血过程中的 ＢＣＩ 值随时间的变

化情况如图 ７ 所示ꎮ 从图 ７ 可以看出ꎬ海绵基材在

１０ ｓ 凝血时间时 ＢＣＩ 值达到了 １６􀆰 ６％ꎻ而随着凝血

时间增加到 ６０ ｓ 时ꎬ其 ＢＣＩ 值变为 １７％ꎬ基本维持

稳定ꎮ 相比之下ꎬ改性止血海绵(０􀆰 ５％)在 １０ ｓ 凝

血时间时 ＢＣＩ 值则降低至 ７􀆰 ２２％ꎬ而在 ６０ ｓ 时其

ＢＣＩ 值已低至 ５􀆰 ５５％ 水平ꎬ 表明改性止血海绵

(０􀆰 ５％)具有快速凝血能力ꎮ 同时ꎬ对于改性止血

海绵(１％)ꎬ其在 ６０ ｓ 内的 ＢＣＩ 值虽低于 １０％ꎬ但仍

稍大于改性止血海绵(０􀆰 ５％)的 ＢＣＩ 值ꎮ 这是因为

改性止血海绵(１％)的多孔结构中改性壳聚糖高分

子较多ꎬ一定程度上阻碍了血液进入ꎬ导致其 ＢＣＩ 值
略高ꎮ 然而ꎬ改性止血海绵(１％)比海绵基材的 ＢＣＩ
值更低ꎬ亦说明海绵基材经过改性壳聚糖处理后ꎬ可
增强其凝血效果ꎮ 结果表明ꎬ相比于海绵基材和改

性止血海绵(１％)ꎬ改性止血海绵(０􀆰 ５％)具有更好

的快速凝血能力ꎮ

１—海绵基材ꎻ２—改性止血海绵(０􀆰 ５％)ꎻ３—改性止血海绵(１％)

图 ７　 海绵基材、改性止血海绵(０􀆰 ５％)和
改性止血海绵(１％)的体外凝血指数

随时间的变化图

２􀆰 ３　 改性止血海绵的溶血率

选用了凝血效果最好的改性止血海绵(０􀆰 ５％)
进行溶血率测试ꎬ结果如表 ２ 所示ꎮ 在实验中ꎬ阳性

组溶液呈红色ꎬ且在离心后没有沉降物ꎬ表明兔全血

加入去离子水中后血红细胞几乎全部破裂ꎮ 阴性组

溶液澄清透明ꎬ且离心后存在红色沉降物ꎬ表明兔全

　 　 　 　 　 　 　表 ２　 分别添加兔全血的去离子水组(阳性组)、
生理盐水组(阴性组)和改性止血海绵(０􀆰 ５％)组

(样品组)的溶血率

样品 阳性组 阴性组 样品组

溶血率 / ％ ~１００ ０ １􀆰 ４

血加入生理盐水中后血红细胞几乎没有破裂ꎮ 而对

于样品组ꎬ其溶液也澄清透明ꎬ且离心后沉降有血红

细胞ꎮ 从表 ２ 可知ꎬ阳性组、阴性组、样品组的溶血

率分别为~１００％、０％、１􀆰 ４％ꎬ该结果表明ꎬ改性止血

海绵(０􀆰 ５％)具有良好的血液相容性ꎮ

３　 结论

综上所述ꎬ通过一步冷冻干燥法将多孔海藻酸

钙海绵基材与烷基化壳聚糖相结合ꎬ制得了具有快

速凝血功能和良好血液相容性的改性止血海绵材

料ꎮ 该改性止血海绵材料可利用其多孔结构快速吸

血ꎬ促进血液成分与改性壳聚糖的作用ꎮ 而改性壳

聚糖则可通过其烷基侧链与血红细胞等作用ꎬ促进

血液凝固ꎮ 结果表明ꎬ改性止血海绵具有优良的快

速止血能力ꎬ其体外凝血指数能在 １０ ｓ 内低至

７􀆰 ２２％ꎮ 同时ꎬ该改性止血海绵具有良好的血液相

容性ꎬ其溶血率仅为 １􀆰 ４％ꎮ 该工作为构建具有快

速凝血功能和良好血液相容性的止血材料提供了一

种新策略ꎮ
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