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海藻酸钙纤维制备新型医用止血敷料的评价研究
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［摘要］　目的　与纱布、明胶海绵止血敷料比较，评价海藻酸钙纤维止血敷料的止血效果、生物相容性以及抗

菌性能。方法　将３种止血敷料敷于新西兰兔背部两侧创口，记录出血时间，用氰化高铁血红蛋白（Ｈｂ）检测试剂

检测 Ｈｂ吸光度值评价止血效果，采用溶血 实 验、急 性 全 身 毒 性 实 验、体 外 细 胞 毒 性 实 验 评 价 敷 料 生 物 相 容 性，采

用振荡法实验评价抗菌性能。结果　海藻酸钙纤维、纱布、明胶海绵组的出血时间分别为（９５．２８±３．９５）、（１３８．３３

±５．９８）、（１０１．２５±４．５３）ｓ，差异有显著性（Ｆ＝２　４３３．２３３，Ｐ＜０．０５）；Ｈｂ吸光度值分别 为１．２６９±０．０１１、１．１４６±

０．０１３、１．７５４±０．０１３，差异有显著性（Ｆ＝２４　７６４．８０４，Ｐ＜０．０５），出血量分别为（０．９２１±０．０２１）、（０．９００±０．０１２）、

（１．６０７±０．０２８）ｇ，差异亦有显著性（Ｆ＝３　３６４．４９９，Ｐ＜０．０５）。海藻酸钙纤维细胞毒性为１级，溶血率为０．８％，抗

菌率为４９％。结论　海藻酸钙纤维敷料止血速度快、止血效果好，可有效控制出血量；细 胞 毒 性 小，急 性 全 身 毒 性

反应及溶血率低，有良好的生物相容性；有一定的抗菌作用。
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　　海藻因具有可再生、无二次污染、储量丰富等特

点，已经成 为 研 究 者 开 发 海 洋 资 源 的 研 究 重 点［１］。
海藻酸盐是从海带、马尾藻等褐海藻中分离得到的

一种天然多聚糖，属于阴离子型共聚物，具有很强的

成凝胶能力［２］。以海藻酸盐为原料开发的海藻酸钙

纤维敷料以其优越的保湿性、整体易去除性等特性

被应用于各类伤口的护理，已成为生物医学的研究

热点［３］。理想的止血材料应该具备止血迅 速、操 作

简便、质量小且易保存、不增加感染概率、价格低廉

等特点［４］。因此，止血材料主要从止血时间、有效控

制出血量、生 物 相 容 性、抗 感 染 等４个 方 面 进 行 评

价［５］。本文旨在评价海藻酸钙纤维止血敷料的止血

效果、生物相容性以及抗菌性能，并与目前临床普遍

使用的无菌 纱 布 和 明 胶 海 绵 两 种 止 血 材 料 进 行 对

照，探讨海 藻 酸 钙 纤 维 作 为 医 用 敷 料 的 应 用 价 值。
现将结果报告如下。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　动物及敷料　海藻酸钙纤维敷料由山东长

运医药用品有限公司开发制备，明胶海绵由广州市

快 康医疗器械有限公司生产，纱布为山东长运医药
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用品有限公司产品；新西兰种大白兔和健康昆明种

小鼠（ＳＰＦ级）由青岛大学动物实验中心提供；小鼠

成纤维细胞株Ｌ－９２９、金黄色葡萄球菌ＡＴＣＣ　２５９２３
购自上海美轩生物科技有限公司。

１．１．２　主要试剂　氰化高铁血红蛋白（Ｈｂ）检测试

剂为上海桥杜生物科技有限公司产品，异戊巴比妥

钠粉剂、柠檬酸 钠、ＰＢＳ、二 甲 基 亚 砜、营 养 肉 汤、营

养琼脂培养液及６．４ｇ／Ｌ苯酚溶液均由青岛大学医

学院病原生物学实验室提供，胎牛血清、２．５ｇ／Ｌ胰

蛋白酶为Ｇｉｂｃｏ公司产品，ＤＭＥＭ高糖培养液为赛

墨飞生物 化 学 有 限 公 司 产 品，ＣＣＫ－８为Ｓｉｇｎａｌｗａｙ
Ａｎｔｉｂｏｄｙ公司产品。

１．１．３　主要仪器　ＣＸ３１型倒置相差显微镜（奥林

巴斯公司），７２３型分光光度计，ＳＵＮＲＩＳＥ型多功能

酶联免疫检测仪（ＴＥＣＡＮ公司），ＳＷ－ＣＪ－１Ｄ型超净

工作台，ＣＯ２ 培养箱（德国 Ｍｅｍｍｅｒｔ公司），Ｃ２４００－
２３０Ｖ型离心机。

１．２　实验方法

１．２．１　止血效果观察　将３种止血敷料裁剪成边

长为２０ｍｍ的正方形，厚度为（３．０±１．０）ｍｍ，质量

为（０．０７０±０．０１０）ｇ，灭 菌 干 燥 后 置 于２５℃室 温、

４０％湿度下２４ｈ，使回潮率相等。随机选取健康成

年新 西 兰 种 大 白 兔２４只，体 质 量（２．６±０．１６）ｋｇ，

雌雄各半，随机分４组。将大白兔背部向上固定于

实验台上，耳缘静脉缓慢注入３０ｇ／Ｌ异戊巴比妥钠

３０ｍｇ／ｋｇ。沿脊柱两侧对称性剪３个圆形切口，直

径约１．５ｃｍ，切口相距４．０ｃｍ，深度先至皮肤全层，
然后分离至筋膜层，避开皮下组织大血管，切口出血

后立即敷上止血材料（图１Ａ、Ｂ）。在敷料上加一个

质量为５ｇ的砝码，开始计时。８０ｓ后，每５ｓ用无

菌镊子提起敷料观察，以切口不出血为止血标志，计
时结束，揭下敷料，称质量并记录，不同敷料止血前

后质量差值即为出血量［４］。然后将敷料放入预先配

制好的５ｍＬ氰 化 高 铁 Ｈｂ检 测 试 剂 中 仔 细 清 洗，
用分光光度计测５４０ｎｍ波长处吸光度（Ａ）值，以氰

化高铁 Ｈｂ检测试剂作空白校准零点。

１．２．２　溶血实验　取兔静脉血４．５ｍＬ，加入３８ｇ／

Ｌ柠檬酸钠溶 液０．５ｍＬ抗 凝，加 入 生 理 盐 水 制 备

稀释兔血（兔血 与 生 理 盐 水 体 积 比４∶５）。实 验 分

为５组，每组５支试管。阴性对照组加入生理盐水，
阳性对照组加入蒸馏水，海藻酸钙纤维、纱布、明胶

海绵组分别加入１００ｇ／Ｌ相应材料浸提液（以无菌

生理盐水为 浸 提 介 质）各５ｍＬ。将 所 有 试 管 放 入

３７℃水浴箱中预温３０ｍｉｎ后加入０．２ｍＬ稀释兔

血，置３７℃水 浴 箱 中 保 温６０ｍｉｎ后，以２　５００ｒ／

ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，分 别 取 上 清 液 在 免 疫 酶 标 仪 上 测

５４０ｎｍ波长处的Ａ值，测量３次取均值。溶血率＝
（待测样品Ａ值－阴性对照Ａ值）／（阳性对照Ａ值

－阴性对照Ａ值）×１００％。

１．２．３　全身急性毒性实验　取体质量（１９±１）ｇ的

昆明种 小 鼠３０只，随 机 分 为５组，每 组６只。取

１．２．２溶血 实 验 所 用 浸 提 液，海 藻 酸 钙 纤 维、纱 布、
明胶海绵组按５０ｍＬ／ｋｇ剂量分别向小鼠尾静脉注

射相应材料浸提液，阴性对照组注射等量生理盐水，
阳性对照组注射等量苯酚溶液。注射后立即观察小

鼠体内是否出现副作用，并在注射后４、２４、４８、７２ｈ
观察各组小鼠的一般状态、毒性反应和死亡情况，记
录体质量变化。

１．２．４　细胞毒 性 实 验　按 照ＧＢ／Ｔ　１６８８６．５的 要

求进行实验［６］。无菌操作下，对３种材料分 别 称 质

量，以含体积分数０．１０胎牛血清的ＤＭＥＭ 高糖培

养液作为浸提介质，置于３７℃、饱和湿度、含体积分

数０．０５ＣＯ２ 培养箱中浸提４８ｈ，用０．２２μｍ微孔过

滤器过滤后置于４℃冰箱保存待用。将Ｌ－９２９细胞

传代培 养７２ｈ，胰 酶 消 化 后 制 成 含 细 胞３×１０７／Ｌ
的单细胞悬液，接种于９６孔培养板上，每组６孔，每
孔１００μＬ，将培养 板 置 于３７℃、饱 和 湿 度、含 体 积

分数０．０５ＣＯ２ 培养箱中静置培养２４ｈ，弃去原液，

ＰＢＳ洗涤２次。海藻酸钙纤维、纱布、明胶海绵组分

别加入相应浸提液，阳性对照组加入５０ｇ／Ｌ二甲基

亚砜，空白对 照 组 加 体 积 分 数０．１０胎 牛 血 清 培 养

液，每孔１００μＬ，置于培养箱中静置培养４８ｈ并观

察细胞形态。取出９６孔板，每孔加 ＣＣＫ－８溶液１０

μＬ，置于ＣＯ２ 培养箱中孵育３ｈ，在酶联免疫检测仪

上测４５０ｎｍ波长 处Ａ 值，测３次 取 平 均 值。计 算

细胞相对增殖率（ＲＧＲ），ＲＧＲ＝实验组Ａ值／空白

对照组Ａ值×１００％。细胞毒性分级参照有关文献

的标准［７］。

１．２．５　抗菌性实验　按照ＧＢ／Ｔ　２０９４４．３－２００８规

定，制备３×１０８　ＣＦＵ／Ｌ的接种菌液；将３种受试敷

料剪成５ｍｍ×５ｍｍ大小，称取（０．７５±０．０５）ｇ作

为一份样品。实验分为海藻酸钙纤维组、纱布组、明
胶海绵组和空白对照组，每组３个烧瓶，均取两个平

行样本。前３组分别将相应敷料加入２５０ｍＬ的烧

瓶内，然后加入０．０３ｍｏｌ／Ｌ的ＰＢＳ缓冲液７０ｍＬ，
再加入接种菌液５ｍＬ，于恒温振荡器（２５℃，２００ｒ／

hellen
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ｍｉｎ）中振荡１ｈ［８］，取１ｍＬ用０．０３ｍｏｌ／Ｌ的ＰＢＳ
缓冲液稀释１００倍，然后移入灭菌的营养培养液内，

３７℃下培养１８ｈ，计算金黄色葡萄球菌菌落数。各

敷料的抑菌率＝（空白对照组均值－实验组均值）／
空白对照组均值×１００％。

１．３　统计学方法

采用ＳＰＳＳ　２０．０统计软件进行处理，计量资料

结果以珚ｘ±ｓ表示，多组数据间的比较采用单因素方

差分析，以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　止血效果

海藻酸钙纤维组出血时间最短，海藻酸钙纤维

组与明胶海绵 组 出 血 时 间 均 明 显 短 于 纱 布 组（Ｆ＝
２　４３３．２３３，Ｐ＜０．０５）。海藻酸钙纤维组敷料 Ｈｂ检

测Ａ值及出血量均显著低于明胶海绵组敷料（Ｆ＝
２４　７６４．８０４、３　３６４．４９９，Ｐ＜０．０５）。见表１。

２．２　溶血实验

纱布、海藻酸钙纤维、明胶海绵的溶血率分别为

０．２％、０．８％和１．１％，均 在５％以 内，符 合 ＧＢ／Ｔ
１６８８６规定的标 准，且 海 藻 酸 钙 纤 维 的 溶 血 率 低 于

明胶海绵。

２．３　全身急性毒性反应

阳性对照组小鼠 注 射 后４ｈ出 现 寒 战、呼 吸 困

难、烦躁，２４、４８ｈ各 死 亡１只；其 他 组 小 鼠 在 观 察

过程中均无死亡。阴性对照组、海藻酸钙纤维组和

纱布组小鼠均无明显症状，明胶海绵组２只小鼠在

注射后４ｈ有轻微症状。阳性对照组小鼠体质量明

显下降，其他组小鼠体质量均增加，差异有显著意义

（Ｆ＝９３．０８４～４　７６１．４２９，Ｐ＜０．０５）。见表２。

表１　各组出血时间及出血量比较（ｎ＝１２，珔ｘ±ｓ）

组　别 出血时间（ｔ／ｓ） 敷料 Ｈｂ（Ａ） 出血量（ｍ／ｇ）

空白对照组 １８６．５３±５．７１ － －
纱　布　组 １３８．３３±５．９８　 １．１４６±０．０１３　０．９００±０．０１２
明胶海绵组 １０１．２５±４．５３　 １．７５４±０．０１３　１．６０７±０．０２８
海藻纤维组 ９５．２８±３．９５　 １．２６９±０．０１１　０．９２１±０．０２１

表２　各组小鼠 注 射 后 不 同 时 间 体 质 量 增 加 值 的 变 化

（ｎ＝６，ｍ／ｇ，珔ｘ±ｓ）

组　别 ４　 ２４　 ４８　 ７２（ｔ／ｈ）

阴性对照组　０．３９±０．０５　１．４６±０．０６　１．９５±０．０８　２．５９±０．０９
阳性对照组－０．２４±０．０５－１．３４±０．０８－１．７６±０．０６－２．２９±０．０９
纱　布　组　０．３８±０．０８　１．４２±０．６８　１．９３±０．０９　２．５１±０．０８
明胶海绵组　０．３６±０．０９　１．３７±０．０６　１．８７±０．０６　２．４２±０．０６
海藻纤维组　０．３８±０．０７　１．４２±０．０８　１．９４±０．０８　２．５２±０．０６

２．４　细胞毒性实验

纱 布组、海藻酸钙纤维组和空白对照组细胞形

态正常，贴壁生长良好，胞浆内有离散颗粒，无细胞

溶解；明胶海绵组细胞松散，偶见细胞溶解；阳性对

照组细胞明显呈圆形，无胞浆颗粒，细胞溶解，细胞

层几乎完 全 破 坏。见 图１Ｃ～Ｇ。海 藻 酸 钙 纤 维 组

和纱布组细胞毒性等级为１级，符合标准。见表３。

２．５　抗菌性实验

海藻酸钙纤维组、明胶海绵组、纱布组和空白对

照组的菌落数分别为３３．５０±１．８７、３０．１７±１．７２、

６３．３３±１．７５和６５．１７±１．９４，前３组的抑菌率分别为

４９％、５４％和３％。海藻酸钙纤维组和明胶海绵组菌

落数显著少于空白对照组（Ｆ＝２　０１４．７３０，Ｐ＜０．０５）。

表３　各组细胞毒性实验结果（ｎ＝６，珔ｘ±ｓ）

组　别 细胞毒性（Ａ） ＲＧＲ（χ／％） 毒性等级

空白对照组 ０．７９１±０．００８　 １００　 ０
阳性对照组 ０．３３３±０．００７　 ４２　 ３
纱　布　组 ０．６９９±０．０１０　 ８８　 １
明胶海绵组 ０．３４０±０．００８　 ４３　 ３
海藻纤维组 ０．６９４±０．００４　 ８８　 １

３　讨　　论

早在１９５１年，有学者就已经探讨了海藻酸钙纤

维作为止血材料的可能性［９］。海藻酸钙纤维在医用

敷料上的 应 用 起 源 于 英 国 人 ＷＩＮＴＥＲ发 明 的“湿

法疗法”［１０］。２０世纪８０年代初，英国的Ｃｏｕｒｔａｕｌｄｓ
公司成功地用海藻酸钙纤维制成一种医用纱布［１１］。

ＧＲＯＶＥＳ等［１２］研 究 显 示，海 藻 酸 钙 纤 维 用 于 植 皮

伤口，其止血速度快。
由于敷料的生产工艺、纤维的空间结构不同以

及实验室设备、操作者技术水平的差异，止血材料的

止血实验目前还没有统一的标准。本文止血实验参

考彭中德等［１３］的实验方法，在其基础上对实验步骤

进行了改进，增加砝码是为了更好地模拟敷料在实

际应用中的稍加压力止血，但砝码质量不会造成敷

料间止血效果的差异。取下砝码后，浸于敷料中血

液的水分会不断蒸发，单纯用不同敷料止血前后质

量差值判定出血量不够准确。故本实验结合出血时

间、敷料 Ｈｂ等指标，并与临床普遍使用的两种敷料

对比，从而比较全面地反映海藻酸盐敷料的止血效

果。由于敷料在使用过程中要与创面组织、血液直

接接触，若有细胞毒性和溶血性会导致局部组织细

胞的损伤死亡、发生溶血反应，影响疗效。所以敷料
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Ａ、Ｂ：敷料体表止血实验。Ｃ：纱布组；Ｄ：明胶海绵组；Ｅ：海藻酸钙纤维组；Ｆ：空白对照组；Ｇ：阳性对照组。１００倍。

图１　敷料体表止血实验及细胞毒性实验细胞形态学观察

在应用于人体之前，必须对其生物安全性进行评价。
目 前研究生物材料相容性的方法有很多，用体外细

胞培养法来检测材料对细胞的毒性具有简便、快捷、
敏感性高等优点。敷料的抗菌性可间接影响伤口的

愈合，也是衡量止血敷料止血性能的重要指标之一。
由美国康宁公司开发的烧瓶振荡法，适用于非溶出

性抗菌产品的检测，定量性及可重复性好［１４］。
本实验结果显示，海藻酸钙纤维组出血时间最

短，且敷料 Ｈｂ检测的Ａ值及出血量显著低于明胶

海绵组，表明海藻酸钙纤维敷料有明显的止血作用。
细胞毒性实验结果显示，海藻酸钙纤维没有细胞毒

性，明胶海绵 有 一 定 的 细 胞 毒 性；抗 菌 实 验 结 果 显

示，明胶海 绵 的 抑 菌 作 用 要 稍 好 于 海 藻 酸 钙 纤 维。
可见明胶海绵对细胞、细菌都有杀伤作用，抑菌作用

明显的同时也会对伤口处的细胞产生毒性，而海藻

酸钙纤维发挥杀菌作用的同时对伤口处的细胞没有

毒性，表现出良好的生物相容性。总之，海藻酸钙纤

维敷料止血 速 度 快，能 有 效 控 制 出 血 量，止 血 效 果

好；细胞毒性小、全身急性毒性反应及溶血率低，有

良好的生物相容性；有一定的抗菌效果。
有文献报道，海藻酸钙纤维提取物还具有抑瘤

作用以及抗 氧 化 作 用［１５］。随 着 人 们 对 海 藻 酸 钙 纤

维生物医用材料研究的深入，其医用价值越来越受

到关注，具有广阔的研究前景。
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