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      壳聚糖具有⽌止⾎血、⽣生物相容性好和可降解等优点，被⼴广泛应⽤用于急救⽌止
⾎血领域。然⽽而纯壳聚糖的⽌止⾎血性能有限，通过在壳聚糖海绵上组装凝⾎血酶和
鞣酸的多层膜，可以制备出⼀一种新的壳聚糖基急救⽌止⾎血敷料，实现⾼高效⽌止⾎血。
在平板基底上进⾏行多层膜的组装，利⽤用QCM和椭偏进⾏行表征，证明了凝⾎血
酶和鞣酸的组装是可实现的。将多层膜涂覆在壳聚糖海绵上，进⾏行凝⾎血酶活
性检测和动态全⾎血凝固实验，结果表明：凝⾎血酶的复合使壳聚糖海绵的⽌止⾎血
性能⼤大⼤大提升，海绵中负载的凝⾎血酶释放速度很快，可实现快速⽌止⾎血，且凝
⾎血酶的存储稳定性得到了很⼤大提⾼高，室温下的活性半衰期较⾃自由酶延长了6.7
倍。综上所诉，制备得到的新型壳聚糖⽌止⾎血敷料具有⽌止⾎血速度快、效果好且
易存储的优点。 
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Materials and methods 
    利⽤用微凝胶法将壳聚糖粉末制备成中性⽔水凝胶，冷冻⼲干燥得到壳聚糖多孔
海绵。配制BPEI/PBS溶液（1mg/mL），A液：鞣酸/PBS溶液（1mg/mL），B
液：凝⾎血酶/PBS溶液（1mg/ mL）。⽤用传统的浸泡法制备具有5、10、15个双
分⼦子层的壳聚糖-凝⾎血酶-鞣酸海绵。将海绵⽤用筛⽹网过夜沥⼲干⽔水分，放⼊入冰箱-
20℃预冷冻，待⽔水完全结成冰，再冷冻⼲干燥。即制得了LBL多层膜涂覆的海
绵。并对其进⾏行凝⾎血酶活性表征，以及动态全⾎血测试、SEM表征，以研究其
⽌止⾎血性能。

Fig.1. QCM湿态法测试凝⾎血酶/

鞣酸多层膜组装过程

    为了有效监测并直观检验（凝⾎血酶/鞣酸）n多层膜的组装情况，需先在平
板基材，如硅⽚片、⾦金⽚片上进⾏行组装，再利⽤用QCM、椭偏表征组装的情况。
Fig.1.为利⽤用QCM湿态法动态监测凝⾎血酶和鞣酸的层层⾃自组装。图中的⽩白⾊色
箭头表⽰示凝⾎血酶的加⼊入，⿊黑⾊色箭头表⽰示鞣酸的加⼊入。图中的频率减少表现为
质量增加。对于（凝⾎血酶/鞣酸）n，每⼀一次通⼊入凝⾎血酶或是鞣酸都会出现⼀一
个⾮非常明显的频率降低，即质量增加。表⽰示在⽣生理PH下，凝⾎血酶和鞣酸之间
的氢键相互作⽤用使其成功形成了层层⾃自组装膜。这⼀一结果也已经得到了Anita 
Shukla[1]的证实。 

Fig.2. 椭偏仪测得凝⾎血酶与鞣

酸在硅⽚片上组装的膜厚与层

数的关系

Fig.3.   海绵的宏观形貌（左上
：未组装；右上：5个双层；左
下：10个双层；右下：15个双
层）

   由Fig.3. 可发现，组装使海绵的宏观形貌发⽣生了很⼤大的改变，这主要是因为
鞣酸本⾝身是黄⾊色的，海绵在其中浸泡之后，会显现出黄⾊色。且随着组装层数
的增加，颜⾊色越发明显。

      对⽐比Fig.4和Fig.5.，会发现未组装的海绵表⾯面⾮非常⼲干净，⼏几乎⽆无物质聚集，
由此可推断组装海绵内部吸附的⼤大量物质并不是海绵⾃自⾝身存在的杂质，⽽而是
组装上去的凝⾎血酶、鞣酸以及部分PBS盐晶体。对⽐比低倍镜的SEM图可发
现，组装并没有改变海绵的基本形貌，海绵仍保持了原有的空隙结构。 
  检测复合海绵中的凝⾎血酶活性，⾸首先要绘制凝⾎血酶标准曲线：标准品效价
(单位)的对数为横坐标，凝结时间(秒)的对数为纵坐标。由此计算直线回归⽅方
程。得到以下结果：

Fig.6 凝⾎血酶标准品的标准曲线回归⽅方程

    为了测试复合海绵中凝⾎血酶的释放速度，需取5、10、15个双分⼦子层的复合
海绵浸泡在PBS中，置37±0.5℃⽔水浴中分别浸泡5min、15min、30min、
180min时间，取海绵浸出液测试其凝⾎血酶活性。得到凝⾎血酶释放曲线Fig.8. 
由此图可知，凝⾎血酶的释放速度很快，基本5min内凝⾎血酶就释放完全了，并
且随着时间的推移，凝⾎血酶的稳定性下降，使测量得到的凝⾎血酶活性降低。
且这⼀一趋势不随着双分⼦子层数的变化⽽而改变。说明凝⾎血酶的迅速释放是⼀一个
既定规律。这意味着多层膜复合海绵的⽌止⾎血速度可以很快，因为凝⾎血酶在伤
⼜⼝口处会迅速释放出来，起到速效⽌止⾎血的效果。 

Fig.8. 凝⾎血酶释放曲线

    凝⾎血酶的半衰期是指在连续测定的条件下，其酶活性下降为最⼤大活性的⼀一
半时的时间，以t1/2表⽰示，是衡量凝⾎血酶稳定性的指标。将组装了5个双层的
复合海绵在室温下保存1、7、31天后测试其凝⾎血酶活性，得到Fig.9。发现
其失活量不⼤大，考虑到凝⾎血酶本⾝身的存储稳定性很差，复合海绵中的凝⾎血酶
稳定性得到了很⼤大的提⾼高。从半衰期数据来看，复合海绵中的凝⾎血酶的半衰
期为88.3天，⽽而⾃自由态的凝⾎血酶只有11.4天。即室温下，复合海绵中的凝⾎血
酶的半衰期是⾃自由态的6.7倍。说明凝⾎血酶的存储稳定性得到了相当⼤大的提
⾼高，壳聚糖基对凝⾎血酶具有很好的稳定作⽤用，具体的原因有待进⼀一步研究。

Fig.10 动态全⾎血测试图（Blank为未加海绵的对照组；Chitosan为纯壳聚糖海绵；

LBL5-2为存储了31天的5个双层的海绵；LBL5-1、LBL10、LBL15分别对应5、10、

15个双层的海绵）

    取壳聚糖海绵和组装了5、10、15个双层的复合海绵，加⼊入⼀一定量的⼈人
⾎血，放⼊入恒温摇床，于37oC 30rpm震荡30s，5min和15min后，⽤用20ml去离⼦子
⽔水将未凝固的红细胞洗淋出来。将洗淋液离⼼心后在紫外540nm下测量去离⼦子
⽔水中⾎血红蛋⽩白含量，得到Fig.10。与不加任何⽌止⾎血海绵的Blank对照组相⽐比，
纯壳聚糖确实具有⼀一定的⽌止⾎血效果，但是⽌止⾎血效果有限，与组装的海绵相⽐比，
显然组装后的海绵⽌止⾎血效果更好。⽽而且随着组装层数的增加，海绵的⽌止⾎血效
果也会增强。这与凝⾎血酶活性测试结果温和存储31天后，海绵的⽌止⾎血效果会
减弱，但减弱不对，说明存储稳定性很好。这也验证了凝⾎血酶存储半衰期实
验的结果。以LBL15为例，对⽐比30s、5min和15min时的OD值可知，组装海
绵的⽌止⾎血速度很快，基本在5min左右，就可以发挥绝⼤大部分的⽌止⾎血效果。这
与凝⾎血酶释放测试的结果是⼀一致的。 
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Conclusion  
壳聚糖具有⽌止⾎血、⽣生物相容性好和可降解等优点，被⼴广泛应⽤用于急救⽌止⾎血

领域。然⽽而纯壳聚糖的⽌止⾎血性能有限，本研究拟将凝⾎血酶复合在壳聚糖海绵

上以提⾼高其⽌止⾎血性能。但简单的浸泡⽆无法实现凝⾎血酶的⾼高效⼤大量负载，且纯

凝⾎血酶的存储稳定性差，不符合急救⽌止⾎血敷料的使⽤用要求。本研究利⽤用凝⾎血

酶和鞣酸在⽣生理PH下可以形成氢键相互作⽤用的特点，在壳聚糖海绵上进⾏行

凝⾎血酶和鞣酸的层层⾃自组装，使壳聚糖海绵上涂覆有凝⾎血酶的多层膜，制得

了⼀一种新的壳聚糖基急救⽌止⾎血敷料。各项表征结果显⽰示这种新型壳聚糖⽌止⾎血

敷料具有可实现、⽌止⾎血速度快、效果好且易存储的优点。 

（1）利⽤用QCM和椭偏对平板基底上的多层膜进⾏行表征，结果证明了凝⾎血酶

和鞣酸的组装是可实现的。 

（2）将多层膜涂覆在壳聚糖海绵上，进⾏行凝⾎血酶活性检测和动态全⾎血凝固

实验，结果表明：凝⾎血酶的复合使壳聚糖海绵的⽌止⾎血性能⼤大⼤大提升，海绵中

负载的凝⾎血酶释放速度很快，可实现快速⽌止⾎血。 

（3）凝⾎血酶存储稳定性实验表明：海绵中负载的凝⾎血酶在室温下的活性半

衰期较⾃自由酶延长了6.7倍，稳定性得到了很⼤大提⾼高。 
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     将椭偏仪测量得到的膜厚数据处理成：膜厚随双分⼦子层数的变化、单层膜
厚随双分⼦子层数的变化，得到Fig.2.。由图可知，随着双分⼦子层数的不断增
加，总膜厚呈线性递增。在25个双分⼦子层时，膜厚度总计为157nm。说明可
以利⽤用层层⾃自组装法提⾼高凝⾎血酶的负载量。在整个组装实验过程中，单个双
层的厚度变化不⼤大。在组装到10个双分⼦子层时，平均膜厚最⼤大，达到7.8nm。
⽽而在其他层数时，平均膜厚在6.1～6.4nm之间。 
       制备壳聚糖海绵并进⾏行多层涂覆，得到组装5、10、15个双层的海绵。分
别拍摄数码照⽚片(Fig.3.)和SEM图(Fig.4. Fig.5.)，对⽐比组装对其宏观和微观形
貌的影响。 
     

Fig.4.   组装了5个
双分⼦子层的壳聚糖
海绵的SEM图

Fig.5.   未组装壳聚
糖海绵的SEM图

将多层膜复合海绵的凝⾎血酶测试结果经由标准曲线⽅方程转换后得到Fig.7. 由

图可知，凝⾎血酶活性随双分⼦子层数的增加⽽而增加，这与膜厚随双分⼦子层数的

变化结果是⼀一致的。说明层层⾃自组装确实可以提供凝⾎血酶的负载量，有望实

现凝⾎血酶负载量的可调控。

Fig.7.  凝⾎血酶活性和

膜厚随双分⼦子层数的变

化图

Fig.9 组装了5个双层的复合海

绵室温下的存储活性图


