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摘要:为了初步探索木薯淀粉微球用作局部止血材料的止血性能,本研究以酸改性木薯淀粉为原料,三偏磷酸

钠为交联剂,采用水包水乳液交联法制备木薯淀粉微球。通过体外和体内止血试验评价木薯淀粉微球的止血

性能。研究结果表明,木薯淀粉微球组的全血凝固时间、血浆复钙时间及家兔脾脏划破止血时间均显著低于空

白对照组(P<0.05),与云南白药组相比无显著差异(P>0.05)。初步证明木薯淀粉微球的体外及体内止血

性能良好,具有用作局部止血材料的良好潜力。
关键词:木薯淀粉微球 止血材料 全血凝固时间 血浆复钙时间 局部止血
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0 引言

  粉状止血材料使用方便快捷,不受创面大小和部

位的影响,不仅能迅速有效止血,其吸水形成的凝胶

还能封堵并有效保护创面,防止细菌的二次污染,特
别适用于复杂伤口的局部止血[12]。以壳聚糖[3]、淀
粉、明胶和海藻酸盐[4]等天然高分子为原料制备粉状

止血材料的研究已经广泛开展。淀粉具有来源丰富、
成本低廉、易于加工、无免疫原性、易于体内降解且其

降解产物对人体无害等诸多优点,使淀粉基止血材料

备受关注[57]。美国的Arista 止血粉是以马铃薯淀

粉为原料,采用油包水乳液法制备的淀粉微球产品,
是粉状止血材料的代表产品之一,目前已进入我国市

场,并 在 临 床 实 际 应 用 中 展 示 了 良 好 的 止 血

效果[810]。

  然而,油包水乳液法制备淀粉微球需要使用大量

有机溶剂,因此在生产安全性和产品安全性方面均存

在一定隐患。在前期研究中,本课题组采用安全性和

生产效率等方面更具优势的新型水包水乳液法,成功

制备了三偏磷酸钠交联木薯淀粉微球[11],研究结果

表明,该木薯淀粉微球具有很强的吸水溶胀性[12],且
细胞毒性试验初步证实了其具有较好的生物安全

性[13],具有作为粉状止血材料应用于医药领域的良

好潜力。本研究通过体外和体内止血试验,对木薯淀

粉微球的止血性能开展初步研究,为推动其在局部止

血材料领域的应用奠定基础。
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1 材料与方法

1.1 药品、试剂与仪器

  酸改性木薯淀粉(ACS),食品级,1
 

kg,由广西农

垦明阳生化集团有限公司提供;聚乙二醇20
 

000,化
学纯,250

 

g,购自汕头市西陇化工厂有限公司;三偏

磷酸钠(TSTP),分析纯,1
 

kg,购自阿法埃莎(天津)
化学有限公司;无水乙醇,分析纯,2.5

 

L,购自成都市

科龙化工试剂厂;NaOH,分析纯,500
 

g,购自国药集

团化学试剂有限公司;柠檬酸三钠(二水),分析纯,

500
 

g,购自国药集团化学试剂有限公司;戊巴比妥

钠,粉剂,25
 

g,购自国药集团化学试剂北京有限公

司;云南白药,市售商品,4
 

g,购自当地药店。

  电动搅拌器,RW20,德国IKA公司;高速离心

机,GT101,北京时代北利离心机有限公司;高速冷

冻离心机,MIKRO
 

200R,德国 Hettich公司;恒温水

浴锅,HH4,江苏金坛市宏华仪器厂;恒温培养箱,

GXZ600C,宁波江南仪器厂;真空干燥箱,BZF50,
上海博迅医疗生物仪器股份有限公司;扫描电子显微

镜,S4300N,日本日立公司;光学显微镜,DM4
 

B,德
国徕卡公司。

1.2 木薯淀粉微球的制备

  参照文献[12]的方法制备木薯淀粉微球,具体步

骤如下:搅 拌 状 态 下(400
 

r/min)将20
 

mL 含 有

NaOH和三偏磷酸钠的淀粉溶液(ACS∶NaOH∶
TSTP∶H2O=10∶1∶3∶50,g/g)缓慢倒入含有60

 

mL聚乙二醇溶液(37.5
 

g/100
 

g)的高型烧杯中。维

持搅拌10
 

min形成水包水乳液,乳化过程中搅拌转

速为400
 

r/min,乳化温度为30℃。将烧杯放入恒温

培养箱中静置温育4
 

h,然后将乳液移入离心管中离

心(5
 

000
 

r/min,5
 

min)。用去离子水将下层产物

(微球)洗涤3次,再用无水乙醇洗涤3次。洗涤后的

微球在60℃下真空干燥12
 

h,并密封保存在干燥器

中备用。体外及体内止血性能研究所用的样品,使用

前均经过紫外灭菌。

1.3 木薯淀粉微球的形貌表征

  采用扫描电子显微镜观察并拍摄干燥状态下木

薯淀粉微球的形态和表面形貌照片。为表征木薯淀

粉微球溶胀前后的形态,分别将微球分散到异丙醇和

去离子水形成悬浮液,并用光学显微镜进行观察并

拍照。

1.4 全血凝固时间

  全血凝固时间试验参照文献[14]的方法并略作

修改,具体步骤如下:称量4.0
 

mg木薯淀粉微球并

置于直径1
 

cm,长度10
 

cm的玻璃试管中。抽取1.5
 

mL大鼠肝脏门静脉血并分别注入3支试管,每支各

注入0.5
 

mL。将试管摇匀并置于37℃的恒温水浴

锅中观察,同时开始计时。从开始计时到倾斜试管而

血液不流动的时刻为止,即为凝血时间。阳性对照组

以4.0
 

mg云南白药代替木薯淀粉微球,空白对照组

不加任何止血材料,采用与淀粉微球组相同的方法进

行试验,每组试验重复8次。

1.5 血浆复钙时间

  将大鼠肝脏门静脉血和3.8%柠檬酸钠溶液按

体积比9∶1充分混匀,然后离心12
 

min(5
 

000
 

r/

min,4℃)获取上清液,即为乏血小板血浆(PPP)。将

0.5
 

mL的PPP加入含有4.0
 

mg木薯淀粉微球的玻

璃试管(直径1
 

cm,长度10
 

cm)中,并在37℃水浴锅

中温育1
 

min。将30
 

μL浓度为0.5
 

mol/L的CaCl2
溶液加入试管,摇匀并开始计时。每隔30

 

s用竹签

检测PPP中是否形成纤维蛋白丝。从开始计时到检

测到纤维蛋白丝的时刻为止,即为血浆复钙时间。阳

性对照组以4.0
 

mg云南白药代替木薯淀粉微球,空
白对照组不加任何止血材料,采用与淀粉微球组相同

的方法进行试验,每组试验重复8次。

1.6 脾脏划破止血时间

  沿家兔耳缘静脉注射浓度为3%(30
 

mg/kg)的
戊巴比妥钠注射液进行麻醉,无菌操作暴露家兔脾

脏。用15#手术刀片沿垂直脾脏的长轴先后划出长

约1
 

cm,深约0.5
 

cm的2条对称性伤口。按照随机

分配原则,分别对创口敷以1.0
 

g木薯淀粉微球、1.0
 

g云南白药或不使用任何止血材料。用手指压迫创

口1
 

min,然后观察创口出血情况。如果2
 

min内未

再出血,即认为止血成功,否则去除创口表面血凝块

及止血材料,重新敷药并手指轻压1
 

min,如此反复

直至成功止血并记录创口止血所用时间。每组试验

重复8次。

1.7 统计方法

  采用SPSS16.0进行数据分析。数据以平均

值±标准偏差 (X ±STD)表示。组间比较采用单因

素方差分析,两两比较采用LSDt检验。以双侧检

验P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果与分析

2.1 木薯淀粉微球的形貌表征

  扫描电镜照片(图1)表明,本研究中制备的木薯

淀粉微球粒径大多分布在10~40
 

μm,形态较圆整,
且表面光滑,未观察到明显孔洞。

  木薯淀粉微球分散在异丙醇中时,仍保持了与干

燥状态下基本一致的粒径大小,无明显溶胀现象。当
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分散在去离子水中时,微球由于吸水溶胀而导致粒径

明显增大,其中溶胀后较大的微球粒径约达到100
 

μm(图2)。光学显微镜照片显示,木薯淀粉微球具

有良好的吸水溶胀能力。

(a)放大500倍,(b)放大5
 

000倍

(a)Magnification
 

500×,(b)Magnification
 

5
 

000×
图1 木薯淀粉微球的扫描电镜照片

Fig.1 SEM
 

images
 

of
 

cassava
 

starch
 

microspheres

2.2 木薯淀粉微球的体外、体内止血研究

  空白对照组、淀粉微球组和云南白药组的平均全

血凝固时间分别为46
 

s、31
 

s、29
 

s,淀粉微球组及云

南白药组全血凝固时间均低于空白对照组,差别具有

统计学意义(P<0.05),淀粉微球组与云南白药组全

血凝固时间差别无统计学意义(P>0.05)(表1)。
  此外,空白对照组、淀粉微球组和云南白药组的

平均血浆复钙时间分别为409
 

s、338
 

s和330
 

s,淀粉

微球组及云南白药组的血浆复钙时间均低于空白对

照组,差别具有统计学意义(P<0.05),淀粉微球组

与云南白药组的血浆复钙时间差别无统计学意义

(P>0.05)。

  从表1中还可以看出,空白对照组、淀粉微球组

和云南白药组的平均脾脏划破止血时间分别为118
 

s、80
 

s和77
 

s,淀粉微球组及云南白药组的脾脏划破

止血时间低于空白对照组,差别具有统计学意义

(P<0.05),淀粉微球组与云南白药组脾脏划破止血

时间差别无统计学意义(P>0.05)。

(a)分散在异丙醇中,(b)分散在水中

(a)Suspended
 

in
  

isopropanol,(b)Suspended
 

in
 

water
图2 木薯淀粉微球悬浮液的光学显微照片

  Fig.2 Optical
 

microscope
 

images
 

of
 

suspensions
 

of
 

cas-
sava

 

starch
 

microspheres
表1 止血材料对全血凝固时间、血浆复钙时间和脾脏划破

止血时间的影响(X±STD)

Table
 

1 Influence
 

of
 

hemostatic
 

materials
 

on
 

whole
 

blood
 

coag-
ulation

 

time,plasma
 

recalcification
 

time
 

and
 

hemostatic
 

time
 

of
 

splenic
 

bleeding
 

(X±STD)

项目
Item

凝固时间
Coagula-
tion

 

time
(s)

血浆复钙
时间
Plasma

 

recal-
cification

 

time
 

(s)

脾脏划破
止血时间
Hemostat-
ic

 

time
 

(s)

空白对照组
Blank

 

control
 

group 46±4 409±42 118±7

淀粉微球组
Cassava

 

starch
 

mi-
crosphere

 

group
31±4ab 338±20ab 80±9ab

云南白药组
Yunnan

 

Baiyao
 

group
29±2a 330±26a 77±8a

注:X 表示平均值,STD表示标准偏差;两两比较采用LSDt检验,
a表示与空白对照组相比,P<0.05;b 表示与云南白药组相比,P<
0.05

Note:X
 

indicates
 

mean
 

value,STD
 

indicates
 

standard
 

deviation;LSDt
 

test
 

is
 

used
 

for
 

comparison
 

of
 

data
 

between
 

two
 

groups,a
 

indicates
 

sig-

nificant
 

difference
 

(P<0.05)
 

in
 

comparison
 

to
 

blank
 

control
 

group,
b

 

indicates
 

significant
 

difference
 

(P<0.05)
 

in
 

comparison
 

to
 

Yunnan
 

Baiyao
 

group
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3 讨论

  对于止血材料而言,吸水能力是最重要的特性之

一。材料吸水后,可浓缩血液中的血小板及凝血因

子,从而加快凝血过程[15]。因此,提高吸水性能是提

高止血能力的关键。天然的原淀粉颗粒由结晶区和

无定型区组成,属于部分晶体结构。虽然淀粉分子链

上含有大量的羟基,但原淀粉颗粒的吸水能力并不

强,基本不具备浓缩血液中血小板和凝血因子的能

力,原因是常温下水分子难以进入原淀粉颗粒内部结

构较致密的结晶区。采用酶或其他方法对原淀粉颗

粒进行部分水解,可使淀粉颗粒表面和内部形成多个

孔道,增加水分子进入颗粒内部的通道从而提高吸水

溶胀能力。然而,由于多孔淀粉中通常仍存在大量结

构较致密的结晶区[16],因此溶胀能力提高程度有限。
本研究中的木薯淀粉微球由水包水乳液法制成,其原

理是乳液液滴中分散的淀粉分子通过交联键重新组

装而成,属于无定型结构的材料,基本不存在结晶

区[11]。因此,微球容易吸水并将水分子束缚在其内

部的三维网络结构中。此外,交联剂三偏磷酸钠将二

淀粉磷酸酯键引入微球中,进一步提高了微球的亲水

性。因此,虽然扫描电镜照片显示木薯淀粉微球表面

并无明显孔洞(图1b),但光学显微照片表明其具有

出色的吸水溶胀能力(图2)。另外,本课题组早期的

研究也证明,三偏磷酸钠交联木薯淀粉微球的溶胀率

可达300%~550%[12],高于多孔淀粉的溶胀率[17]。

  全血凝固时间及血浆复钙时间是评价内源性凝

血的指标,用于评价止血材料的体外止血效果。Jan-
vikul等[14]研究发现,采用壳聚糖作为止血材料可显

著缩短全血凝固时间,但并不能显著缩短血浆复钙时

间。原因是壳聚糖仅可以促进血液中血小板的凝聚,
但不能加速血浆凝血酶的激活。本研究的试验结果

表明,木薯淀粉微球既能显著缩短全血凝固时间,又
能显著缩短血浆复钙时间(表1)。主要原因可能是

微球具有良好的吸水能力,可大量吸收血液中的水分

从而提高血液中的血小板和凝血因子浓度,进而促进

内源性凝血。

  脾脏划破止血试验是评价材料体内止血效果的

指标。试验结果表明,木薯淀粉微球组的脾脏划破止

血时间低于空白对照组(表1)。原因是一方面木薯

淀粉微球本身就具有促进内源性凝血的作用(见2.2
节),另一方面可能是微球吸水溶胀后形成的凝胶有

助于封堵创面,减缓血液流动,加快了局部血栓形成。
木薯淀粉微球的脾脏划破止血时间与云南白药相比

无统计学差异,说明其具有与云南白药相近的体内止

血效果,具有运用于创面止血的良好潜力。

  然而,本研究制备木薯淀粉微球虽然展示了良好

的止血性能和潜力,但仍难以满足对止血性能要求较

高的场合。要进一步提高微球的止血性能,可通过表

面改性和/或利用微球的载药功能[18]负载具有止血

活性的药物来得以实现。本课题组将在今后的工作

中对此进行研究。

4 结论

  淀粉是一种来源广泛的天然材料,利用淀粉为原

料制备粉状止血材料———木薯淀粉微球具有成本低

廉、性能优良和应用方便等诸多优点。通过初步研

究,证实了水包水乳液法制备的三偏磷酸钠交联木薯

淀粉微球具有良好的体外和体内止血能力,表明其具

备用作局部止血材料的良好潜力。今后将进一步探

讨对微球表面进行改性和负载止血药物来进一步加

强止血效果,以利于该止血材料的临床应用。
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Abstract:To
 

preliminarily
 

investigate
 

the
 

hemostatic
 

properties
 

of
 

cassava
 

starch
 

microspheres
 

as
 

topical
 

he-
mostatic

 

material,
 

using
 

acid
 

modified
 

tapioca
 

starch
 

as
 

raw
 

material
 

and
 

sodium
 

trimetaphosphate
 

as
 

cross
linking

 

agent,cassava
 

starch
 

microspheres
 

were
 

prepared
 

by
 

waterinwater
 

emulsioncrosslinking
 

method.
 

The
 

hemostatic
 

properties
 

of
 

cassava
 

starch
 

microspheres
 

were
 

evaluated
 

by
 

in
 

vitro
 

and
 

in
 

vivo
 

hemostatic
 

tests.
 

The
 

whole
 

blood
 

coagulation
 

time,recalcification
 

time
 

and
 

the
 

hemostatic
 

time
 

of
 

experimental
 

splenic
 

bleeding
 

model
 

in
 

rabbit
 

in
 

the
 

cassava
 

starch
 

microsphere
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

blank
 

control
 

group
 

(P <0.05),and
 

there
 

were
 

no
 

significant
 

differences
 

when
 

compared
 

with
 

the
 

Yunnan
 

Baiyao
 

group
 

(P>0.05).The
 

results
 

preliminarily
 

showed
 

that
 

cassava
 

starch
 

microspheres
 

had
 

good
 

hemo-
static

 

performance
 

in
 

vitro
 

and
 

in
 

vivo,and
 

had
 

good
 

potential
 

as
 

a
 

topical
 

hemostatic
 

material.
Key

 

words:cassava
 

starch
 

microsphere,hemostatic
 

material,whole
 

blood
 

coagulation
 

time,plasma
 

recalcifica-
tion

 

time,topical
 

haemostasis
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