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丝素/明胶复合材料的比例对小鼠止血性能的影响

徐清栋,雷彩虹,朱海霖,陈建勇
(浙江理工大学浙江省丝纤维材料和加工技术重点实验室,杭州３１００１８)

　　摘　要:将丝素溶解于氯化钙Ｇ乙醇Ｇ水的三元体系中得到水解后的丝素蛋白,与明胶按不同的比例进行混合,

冷冻干燥,得到丝素/明胶复合止血材料.通过场发射扫描电子显微镜(FESEM)观察复合止血材料的微观形貌,发

现丝素/明胶复合材料具有多孔结构;通过傅里叶红外光谱仪(FTIR)对材料的结合方式进行表征,发现丝素和明胶

是物理共混;通过凝血指数(BCI)、体外凝血时间、活化部分凝血活酶时间(APTT)、凝血酶原时间(PT)、血小板吸附

率和大鼠断尾实验对丝素/明胶复合材料的止血性能进行表征,结果表明:丝素明胶质量比为７∶３时,复合材料的各

项止血指标都较好,能够快速止血.
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０　引　言

自人类在地球上出现以来,大量出血而导致的

死亡,是缩短人类平均寿命的主要原因之一.在士

兵受伤、手术中病人意外出血、交通事故导致人员

受伤等情况下,如果止血不及时,很有可能会造成

非常严重的后果[１].目前研究比较多的止血材料

有壳聚糖、海藻酸钠、多孔沸石、纤维原蛋白等,关
于新型止血材料的研究是当前一个非常热门的话

题.
丝素蛋白是蚕丝的主要成分,约占总质量的

７５％.丝素蛋白作为一种天然大分子,不仅具有人

体所必需的多种氨基酸,对机体无毒性,无致敏性和

刺激作用,而且可大部分被生物体所降解,因此其在

生物医学中被广泛应用,如骨组织修复、药物载体、
伤口敷料等[２Ｇ４].之前已有研究表明丝素蛋白具有

一定的止血作用,但与壳聚糖、多孔沸石等止血材料

相比,止血时间过长[５Ｇ６].
明胶也是一种天然高分子化合物,主要由动物

的胶原蛋白部分水解而来.明胶的应用十分广泛,

在食品工业、医药领域、制造业等均可见到.在医药

领域,明胶是被人们较早发现具有止血功能的材

料[７],明胶海绵已被普遍地应用于临床.
本文将脱胶后的丝素蛋白溶液与明胶溶液按一

定比例进行共混,冷冻干燥制得丝素/明胶复合止血

材料,并与纯丝素蛋白材料进行对比研究.

１　材料与方法

１．１　材料和试剂

蚕茧(产自浙江省湖州地区);明胶(分析纯,国
药集团化学试剂有限公司);无水氯化钙(分析纯,杭
州高晶精细化工有限公司);无水乙醇(分析纯,杭州

高晶精细化工有限公司);无水碳酸钠(分析纯,杭州

高晶精细化工有限公司);自制去离子水;透析袋(截
留分子质量８kD);明胶海绵(桂林福康森医疗器械有

限公司);抗凝剂(３．８％柠檬酸钠溶液);聚乙二醇(分
析纯,分子量１００００,国药化学集团试剂有限公司);
新鲜兔血(含抗凝剂);健康成年SD大鼠若干只(浙
江中医药大学动物实验中心提供,性别不限,质量为

２６０g±２０g).



１．２　丝素/明胶复合材料的制备

将适量去蛹蚕茧置于体积为１L、质量分数为

２％的 Na２CO３ 溶液,在温度为９８℃的水浴中加热

３h,得到去除丝胶的蚕丝.采用浓度为０．５％苦味

酸胭脂红对丝素的脱胶程度进行检验,用去离子水

对完全脱胶后的丝素进行清洗,并置于温度为８０℃
烘箱 中,直 至 烘 干.将 适 量 烘 干 后 的 丝 素 置 于

CaCl２/C２H５OH/H２O摩尔比为１∶２∶８的三元体

系溶液其中,在８８℃的水浴中加热３h,得到丝素蛋

白溶液.对丝素蛋白溶液进行减压过滤,去除不溶

性杂质,得到较为纯净的丝素蛋白溶液.再将过滤

所得的溶液装入截留分子质量为８kD的透析袋中,
并放置于去离子水中进行透析,透析时间为７２h,
每隔１２h对所用去离子水进行更换.将透析的溶

液连同透析袋放入质量分数为３０％的聚乙二醇(分
子量１００００)溶液中一段时间,浓缩得到质量分数为

５％的丝素溶液.另配制质量分数为５％的明胶溶

液:将适量明胶置于一定量去离子水中,并在６０℃
的水浴中加热搅拌得到透明澄清的明胶溶液.将丝

素溶液和明胶溶液分别按质量比１０∶０、９∶１、８∶２、

７∶３、６∶４的比例混合,充分搅拌.再将交联后的

溶液倒入培养皿中,放入温度为－８０℃的超级低温

冰箱,冰冻１２h.最后将其放入温度为－８０℃的冷

冻干燥机中７２h,得到丝素/明胶复合止血材料.

１．３　丝素/明胶复合材料的结构表征

利用场发射扫描电子显微镜(FESEM,ULTRA５５,

CarlZeissJena)观察止血材料的纵截面的表面形

貌,测试时的工作电压为３．０kV,测试模式为SE２.
利用傅里叶变换红外光谱仪(Nicolet５７００,Thermo
Electron)测定止血材料的红外光谱,选择 KBr压片

法进行测试,测试时扫描范围为４０００~４００cm－１扫

描次数为１２８次,分辨率为４cm－１.

１．４　丝素/明胶复合材料止血性能测试

１．４．１　凝血指数(BCI)测试

根据Shih等的研究[８],凝血指数(BCI)可用来

表征止血材料的止血效果.取新鲜兔血若干毫升并

加入抗凝剂(体积比为９∶１),并配置质量分数为

０．２mol/L的氯化钙溶液静置.称取１００mg止血

材料于烧杯并在３７ ℃环境中预热５min.然后加

入０．１０mL抗凝兔血,同时加入０．０２mL氯化钙溶

液,再将烧杯置于３７ ℃环境下５min.之后加入

２５．００mL去离子水,再于３７℃环境下放置５min.
最后取０．２０mL上层清液,用可见光分度计(波长

５４０nm)测试吸光度(abs)值.测试时,设置空白对

照组和阳性对照组(明胶海绵),每个样品重复测试

６次后取平均值.BCI 按式(１)计算,一般来说,

BCI的数值越小,表示止血材料的止血效果越好.

BCI/％＝
样品的abs值

空白对照组的abs值∗１００ (１)

１．４．２　凝血时间测试

各组材料的凝血时间采用Behrens等[９]研究的

方法进行测定.将４８孔板放置于３７℃恒温水浴中,
然后称取５０mg止血材料置于离心管中,于３７℃预

热５min后依次加入０．５０mL抗凝兔血和０．１mL
０．２mol/L氯化钙溶液.每隔１５s倾斜离心管,观察血

液的凝固的程度,直至血液不流动为止,记录凝血时

间.其中,空白对照组不加止血材料,只加入氯化钙溶

液,阳性对照组加入相同质量的明胶海绵和氯化钙溶

液.测试时,每组材料重复３次平行实验并取平均值.

１．４．３　活化部分凝血活酶时间(APTT)和凝血酶

原时间(PT)测定

　　活化部分凝血活酶时间(APTT)和凝血酶原时

间(PT)是临床上用来判断凝血机理的两个重要指

标[１０].APTT 用来测试内源性凝血,PT 用来测试

外源 性 凝 血.将 ０．０５ mL 的 贫 血 小 板 血 浆 和

APTT 试剂混合于试管中,并在３７ ℃的水浴中放

置５min后再将待测试样(比例不同的各组止血材

料和阳性对照组明胶海绵)和０．０５mL氯化钙溶液

(浓度为０．２mol/L)加入于试管中,用全自动凝血

分析仪测试反应时间.每组材料重复三次并取平均

值.PT 的测试方法与APTT 的测试方法类似.

１．４．４　血小板吸附率测定

取１．８０mL抗凝兔血于离心管并加入２００mg
止血材料,空白对照组不加入任何物质,阳性对照组

加入２００mg明胶海绵.在３７ ℃恒温水浴中放置

１０min.再将血液离心(１０００r/min)５min,取上层

清液(富血小板血浆),用五项血球仪测试血浆中的

血小板数目[１１].按式(２)计算血小板吸附率:
血小板吸附率/％＝
空白对照组血小板数目－实验组血小板数目

空白对照组血小板数目 ∗１００

(２)

１．４．５　大鼠断尾止血实验

将麻醉后的大鼠放置于实验操作台,在距离大

鼠尾巴尖端５cm 处用手术刀将尾巴切断.用滤纸

吸去第一滴流出的血液,并将１cm×１cm大小的止

血材料覆盖于伤口处,另外在尾巴与实验台面中间

放置一张滤纸,同时开始计时.每隔３０s更换滤
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纸,并观察出血状况,当没有血液滴到滤纸上时,即
为止血完毕,记录出血时间[１２].

１．５　统计学处理

采用统计学软件SPSS１９．０对实验数据进行统

计学分析,采用x±s表示结果.p＜０．０５时数据差

异有统计学意义.

２　结果与讨论

２．１　丝素/明胶复合止血材料的微观形貌和结构分析

２．１．１　丝素/明胶复合止血材料的微观结构分析

图１是纯丝素止血材料和丝素/明胶复合止血材

料的纵截面FESEM 图像,从图中可以发现丝素/明

胶复合止血材料为层状多孔结构,而纯丝素止血材料

并不具备此结构.另外,随复合止血材料中明胶比例

的增加,层状多孔结构更加明显,如图１(b)－(e)所示.

图１　丝素/明胶复合止血材料的纵截面FESEM 照片

２．１．２　丝素明胶复合止血材料的FTIR图谱

图２为三种止血材料的红外光谱图.由图２可

以发现,纯丝素蛋白在１６４５、１５３７、１２４０cm－１出现三

个吸收峰,依次对应酰胺Ⅰ、酰胺Ⅱ、酰胺Ⅲ键.明胶的

酰胺Ⅰ、酰胺Ⅱ、酰胺Ⅲ出现在１６４３、１５４８、１２４０cm－１,而
丝素/明胶复合止血材料的红外光谱图中这三个吸收

峰的位置分别为１６４７、１５３３、１２４０cm－１.与纯丝素蛋

白、明胶止血海绵相比,丝素和明胶复合后的材料没

有生成新的化学键,这说明丝素和明胶是物理共混.

图２　各组止血材料的红外光谱

２．３．１　凝血指数(BCI)
图３为各组别不同比例共混止血材料的BCI

值.从图３中可知,与空白对照组、纯丝素蛋白组

(BCI为７１．９０％±０．５９％)相比,各组分丝素/明胶

复合止血材料的BCI值显著减小.丝素明胶质量

比为９∶１、８∶２、７∶３和６∶４四组的BCI值分别

为４７．２０％±０．６５％、３７．３０％±０．６９％、３４．３０％±
０．９６％和３５．９０％±０．４６％.明胶海绵组的BCI值

为８７．５０％±１．１８％.随着止血材料中明胶比例增

加,BCI值减小,止血效果增强,但当明胶比例过大

时,BCI值反而增大,止血效果减弱.同时丝素明

胶质量比为７∶３时凝血指数达到最小值,优于其它

各实验组.结果表明将明胶与丝素蛋白进行共混得

到止血材料的止血效果显著增强,优于纯丝素蛋白

和明胶海绵.这可能是因为制备得到的止血材料具

有层状多孔结构,可使红细胞填塞其中,进而使

BCI值减小,止血性能增强.

图３　各组止血材料凝血指数(BCI)
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２．３．２　凝血时间分析

图４为不同比例丝素/明胶共混止血材料的凝

血时间柱状图.如图４所示,不同比例的止血材料

凝血时间依次为(１１．９０±０．３８)、(１０．００±０．４２)、
(７．６０±０．１１)、(５．７０±０．３１)、(５．６０±０．１４)min,
明胶海绵组为(９．９０±０．３８)min,空白对照为(１４．９０
±０．３８)min.由此可知,与空白对照组相比,随着

丝素蛋白中加入明胶比例的增加,制备得到的止血

材料凝血时间缩短,止血效果得到了显著提高,当丝

素明胶质量比大于８∶２时,实验组的凝血时间开

始短于明胶海绵组;但当明胶比例达到一定程度

后,止血效果不再加强,如比例为６∶４组与７∶３
相比,凝血时间没有明显区别.丝素/明胶复合止

血材料可以显著缩短凝血时间,这可能是因为多

孔状的止血材料有较好的吸水性,使血液的局部

浓度增大,加速血液凝固.

图４　各组止血材料体外凝血时间

２．３．３　活化部分凝血活酶时间(APTT)和凝血酶

原时间(PT)分析

　　图５为各组止血材料的APTT 和PT 时间的

折线图.从图５中可以发现随着止血材料中明胶比

例的改变,各组APTT 的反应时间发生变化.各实

验组的APTT 值分别为(２６．０９±０．１３)、(２０．１３±
０．１１)、(１９．８６±０．２３)、(１８．９２±０．１４)s和(１９．０１
±０．１３)s,空白对照组和明胶海绵组分别为(２９．５８
±０．５７)s和(１９．５３±０．０７)s.复合止血材料可以

明显缩短APTT 反应时间,APTT 反应时间最短

的是７∶３组.与此相反的是,PT 的反应时间没有

明显的规律,分别为(１１．９０±０．１９)、(１０．９５±０．０８)、
(１０．４２±０．１１)、(１０．３４±０．０７)、(１０．７６±０．１０)s,与

明胶海绵组(９．９２±０．０７)s和空白对照组(１１．１０
±０．５７)s相比,没有显著的区别.这说明,在整

个凝血过程中,丝素/明胶复合止血材料是通过内

源性凝血来缩短血液凝固时间的.这可能是因为

丝素和明胶可以促进血小板释放凝血因子FⅫ,并
将FⅫ激活为FⅫa,进而启动整个内源性凝血,缩
短凝血时间.

图５　各组止血材料APTT 和PT 的反应时间

２．３．４　血小板粘附率分析

表１是各组止血材料血小板粘附率.从表中可

以发现,当丝素明胶质量比为６∶４时,止血材料的

粘附率达到最大值(４４％),但其与７∶３组(４３％)和
明胶海绵组(４１％)相比没有明显差别.血小板的粘

附率随着止血材料中明胶的比例增加而变大,其对

血小板有良好的粘附性,但当止血材料中的明胶达

到一定比例时,粘附率不再显著增加.这说明复合

止血材料可以通过促进血小板的聚集,加速血栓的

形成,缩短止血时间.

表１　各组止血材料血小板粘附率

组别
复合材料中丝素与明胶比例

１０∶０ ９∶１ ８∶２ ７∶３ ６∶４
明胶海绵

粘附率/％ ２９ ３３ ３８ ４３ ４４ ４１

２．３．５　大鼠断尾实验分析

图６是各组大鼠断尾实验的止血时间,从图中

发现丝素明胶质量比为７∶３的止血材料具有良好

的止血效果,大鼠出血时间最短(５．５０±０．４６)min,
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止血性能明显优于明胶海绵组(９．６０±０．４２)min
和空白对照组(１４．５０±０．４３)min.结合实验过程

对此进行分析,认为主要原因是当止血材料中不加

入明胶或者明胶比例较小时(１０∶０、９∶１、８∶２),止
血材料的水溶性较好,容易被血液溶解,无法紧贴创

面,进而没有较好的止血效果;当明胶比例较大时

(６∶４),止血材料不易溶解于血液,无法快速的激

活启动内源性凝血,不能加速血液凝固.因此,比
例适当的丝素明胶止血材料,会部分被血液溶解,
有利于紧贴创面,而复合止血材料的层状多孔结

构又会使血液的粘度增大,吸附血小板,启动内源

性凝血,促进血块的形成,进而达到最佳的止血

效果.

图６　各组材料的止血时间

３　结　论

本文中将水解后的再生丝素蛋白溶液与明胶

按一定比例进行共混,冷冻干燥后得到具有良好

止血效果的复合止血材料.经过测试所得结论

如下:
复合止血材料与纯丝素蛋白材料相比具有更加

明显的多孔结构,容易吸收水分,将使血液的局部浓

度增大,加速血液凝固,可推知具有层状多孔结构的

材料具有良好的止血效果.丝素明胶质量比为７∶３
的材 料 的 凝 血 指 数(BCI)最 小,值 为 ３４．３０％ ±
０．９６％,明显低于纯丝素蛋白组和明胶海绵组.在

凝血时间的测试中,丝素明胶质量比为７∶３的材料

止血时间为(５．７０±０．３１)min,与丝素明胶质量比

为６∶４组(５．６０±０．１４)min的相差不大,但明显优

于其他各组.复合止血材料主要的止血机理是内源

性止血,因为各组材料的APTT 时间有显著的变化,
最小值为(１８．９２±０．１４)s(丝素明胶质量比７∶３),
空白对照组和明胶海绵组分别为(２９．５８±０．５７)s和

(１９．５３±０．０７)s.各组材料的PT 值没有明显的

区别.在血小板吸附实验中,发现随着组分中明胶

比例的升高,材料的血小板的吸附性增强,但当明胶

比例达到３０％后,吸附性不再显著增强.大鼠断尾

实验表明,丝素明胶质量比为７∶３的止血材料的止

血时间最短,约为(５．５０±０．４６)min,止血效果优于

其他组别.
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Effectofproportionofsilkfibroin/gelatincompositeson
hemostaticperformanceofmice

XUQingdong,LEICaihong,ZHUHailin,CHENJianyong
(ZhejiangProvincalKeyLaboratoryofFiberMaterialsandManufacturingTechnology,

ZhejiangSciＧTechUniversity,Hangzhou３１００１８,China)

Abstract:Hydrolysedsilkfibroinwasobtainedbydissolvingsilkfibroinintheternarysystem of
CaCl２ＧC２H５OHＧH２O,andsilkfibroin/gelatincompositehemostaticmaterialswasobtainedbymixingsilk
fibroinwithgelatinindifferentproportionsandfreezinganddryingthemixtures．Observationofthe
microstructureofthecompositehemostaticmaterialswithfieldemissionscanningelectron microscope
showsthatsilkfibroin/gelatincompositesareofporestructure;thecharacterizationofthecombination
modeofmaterialswithFourierinfraredspectrometer (FTIR)showthatsilkfibroinandgelatinare
physicalblending;thecharacterizationofthehemostaticpropertiesofthesilkfibroin/gelatincomposites
bybloodcoagulationindex (BCI),invitrobloodclottingtime,activatedpartialthromboplastintime
(APTT),prothrombintime(PT),plateletadsorptionrateandrattailcuttingexperimentshowsthatthe
hemostaticindicatorsofthecompositesaregoodwithsilkfibroinandgelatinofamassratioof７∶３．

Keywords:silkfibroin;gelatin;morphologicalstructure;hemostaticproperties

(责任编辑:唐志荣)

０５ 　　　　　　　　　　　　　　浙　江　理　工　大　学　学　报 ２０１８年　第３９卷


