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摘要：采用静电纺丝技术制备二氧化硅纳米纤维丝，采用梯度冷冻干燥法及钙离子交联，最终得到一种海藻酸钠（ＡＬＧ）

包覆纳米二氧化硅的三维支架，用于止血海绵（ＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ
２＋止血海绵）。通过扫描电镜，细胞实验，体内止血实验，对

其结构、组成、细胞毒性、生物相容性以及止血功能进行进一步探究。结果表明：ＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ
２＋止血海绵具有高度疏松

的多孔结构，能快速吸水膨胀，浸水１０ｓ体积膨胀到原来的２１９％；细胞实验结果显示该新型止血海绵有很好的细胞相容

性；体内止血实验结果显示采用ＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ
２＋止血海绵在１０ｓ内完成止血，与医用纱布组相比，出血量显著减少。因

此，这种新型止血海绵在深部创口中具备快速吸水膨胀止血并提供伤口湿润环境等优异性能。
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　　在交通事故、坠楼、医院手术和战场等情况下，失

血过多是导致死亡最为主要的原因，因此迅速而高效

地止血能够挽救无数人的生命［１２］。人体凝血过程分

为两步：初级止血过程和凝血级联反应过程，其中凝血

级联反应过程主要是将血液转化为纤维蛋白，从而实

现止血。因此，止血是早期伤口愈合的第一步，具有非

常重要的意义。然而，在没有止血装置和药剂的帮助

下，尤其是在紧急情况下，靠自身凝血作用并不能实现

及时止血。在过去的几十年里，最为常用的止血方式是

传统的止血绷带和纱布，这些止血材料在表浅伤口和低

出血量的伤口中表现出了一定的优势，但面对深部创

口，传统止血材料由于难以触及和较低的吸水性往往难

以起效。针对这种情况，已开发出一些可填充在深部出

血点并引发凝血过程的沸石［３４］、止血粉［５６］、胶原蛋

白［７８］和壳聚糖海绵［９１０］等。但是面对大出血时，沸石不

仅容易进入毛细血管导致血栓形成，并且它们还具有吸

水性和产热的倾向，会对皮肤产生伤害；止血粉表现出

弱的黏附性，容易被血液带走；激发凝血过程的胶原或

壳聚糖止血海绵在面对出血时往往需要一定时间来募

集纤维蛋白和凝血因子，而且这种有机大分子物质通常

表现出强的免疫排斥反应。因此，临床上亟须开发新型

生物相容性好且具有快速止血能力的海绵支架材料［１１］。

静电纺丝是制备多孔支架的一种绿色和常用的方

法［１２１３］，采用静电纺丝法制备二氧化硅纳米纤维支架

因其优异的生物相容性和有利于细胞生长等特点被广

泛报道，但该方法制备的二氧化硅纳米纤维丝脆性较

大，不能具备良好膨胀性能，限制了其应用于止血海绵

支架。海藻酸盐敷料是一种已经被广泛用于伤口愈

合［１４］、伤口止血［９］的支架材料，表现出优异的生物相

容性和止血凝血性能，但是纯海藻酸钠敷料没有坚韧

的骨架作为支撑，强度低，仍未能应用于深部大伤口止

血。近年，丁斌教授团队报道了利用静电纺丝技术与

梯度冷冻法来制备高度多孔性支架的文章，具有孔率

高、质量轻、韧性大等优势，但并未研究其膨胀性及快

速止血海绵的应用［１５］。

本研究开发出一种具有高亲水性和膨胀性，良好

生物相容性的二氧化硅纳米纤维，并使用海藻酸钠

（ＡＬＧ）包覆在纳米纤维上，以提高快速膨胀性能及促

凝效果，对海藻酸钠／二氧化硅纤维复合三维支架

（ＡＬＧ／ＳｉＯ２ 止血海绵）的形貌和结构进行了表征。为

制备出一种具有高膨胀性能快速止血性的复合伤口敷

料，关键点是优化合成材料的配方，因此，本课题组将

制备得到的ＡＬＧ／ＳｉＯ２ 止血海绵进行了钙离子交联，

最终得到钙离子交联的海藻酸盐包裹纳米ＳｉＯ２ 纤维

的止血海绵（ＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ
２＋止血海绵），而后对海绵

的膨胀性及细胞毒性进行了研究，并采用兔股动脉出

血实验评估了该止血海绵的深部止血性能。

１　实验材料与方法

１．１　试剂

正硅酸乙酯（ＴＥＯＳ）、聚乙烯醇（ＰＶＡ）、磷酸、海

藻酸钠（ＡＬＧ）、氯化钙、氯化钠、淀粉和葡萄糖均购自

上海麦克林生物化学有限公司。胰酶和培养基（１６４０）

购自北京索普迪奥科技有限公司。

１．２　止血海绵的制备

将１０．７ｍＬ的正硅酸乙酯（ＴＥＯＳ）与０．０４２ｍＬ的

磷酸溶液和１０ｍＬ的超纯水混合，在室温下搅拌反应

１２ｈ后加入２０ｍＬ１０％（质量分数，下同）的聚乙烯醇

（ＰＶＡ）溶液，进一步搅拌１２ｈ，室温陈化，制得纺丝液。

然后在纺丝电压为２５ｋＶ和流速为１ｍＬ／ｈ的条件下通

过自制的静电纺丝装置进行静电纺丝，得到ＰＶＡ／

ＴＥＯＳ纳米纤维，将其在８００℃下进行煅烧，制备出纯的

ＳｉＯ２ 纳米纤维。将０．９ｇ的ＳｉＯ２ 纳米纤维添加到

３００ｍＬ１．５％的海藻酸钠溶液中，并在１２０００ｒ／ｍｉｎ的转

速下高速剪切３０ｍｉｎ，将所得的分散体在干冰／丙酮浴

中梯度冻结后，冷冻干燥１２ｈ获得海藻酸纳包裹ＳｉＯ２

纤维支架（也即 ＡＬＧ／ＳｉＯ２ 止血海绵）。最后将 ＡＬＧ／

ＳｉＯ２ 止血海绵浸泡在０．３ｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２ 溶液中１０ｍｉｎ，取

出后冷冻干燥４８ｈ，最终得到ＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ
２＋止血海绵。

１．３　材料的表征

利用ＳＵ８０００型扫描电子显微镜对制备的ＳｉＯ２

纳米纤维、经海藻酸钠和氯化钙交联后的海绵进行表

征，并通过ＥＤＳ对所得纤维和海绵的元素含量与分布

进行测定。设计了海绵的吸水膨胀实验，将海绵在水

中压缩，其中犞１ 为浸入水后海绵的体积，犞０ 为海绵的

原始体积。体积膨胀率（％）＝犞１／犞０×１００％。

１．４　细胞毒性实验

采用ＣＣＫ８法评估材料的细胞毒性。在３７℃

ＳＰＸ２５０型培养箱中用无血清细胞培养基浸泡２４ｈ，

得到ＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ
２＋止血海绵浸提液。从培养箱中

取出已经培养到一定细胞密度的Ｌ９２９细胞培养瓶，

以每孔３×１０３Ｃｅｌｌｓ／Ｌ的浓度接种Ｌ９２９细胞到９６孔

板后，震荡混匀并放入培养箱中，在培养箱中培养２４ｈ

后，每孔加入１００μＬＰＢＳ洗涤细胞及１００μＬ不同浓度的

浸提液，放入培养箱中继续培养。每两天更换一次培养

基，在第１天，第３天，第７天提前２ｈ加入１０μＬＣＣＫ８

试剂，最后用酶标仪（吸光度：４５０ｎｍ）测其ＯＤ值。

１．５　死活细胞染色

从培养箱中取出已经培养到一定细胞密度的

５２１
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Ｌ９２９细胞培养瓶，以每孔４×１０３Ｃｅｌｌｓ／Ｌ的浓度接种

Ｌ９２９细胞到２４孔板后，震荡混匀并放入培养箱中，在

培养箱中培养２４ｈ后，每孔加入１００μＬＰＢＳ洗涤细

胞，再加入１００μＬ不同浓度的浸提液，放入培养箱中

继续培养。分别在培养的第１天，第３天，第７天时加

入死活细胞染液，然后放入３７℃培养箱孵育３０ｍｉｎ，最

后在荧光显微镜下观察。

１．６　体内止血实验

选取６只新西兰大白兔（南昌大学动物中心），分为

ＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ
２＋止血海绵组和加压纱布组，每组３只。

手术中在左侧股三角区域腹股沟内１／３与外２／３交点

处摸到股动脉，触及股动脉搏动后，沿动脉行走方向做

长约２ｃｍ的切口，游离股动脉，剪断。然后立即将止血

材料压进创口内部，并记录相应时刻止血效果图片。

２　结果与分析

２．１　犛犻犗２ 纤维和犃犔犌／犛犻犗２／犆犪
２＋海绵的微观结构分析

图１（ａ）是ＳｉＯ２ 纳米纤维的扫描电子显微镜照

片，显示了平均直径约为２００ｎｍ均匀分布的ＳｉＯ２ 纳

米纤维，说明煅烧后的纳米纤维表面较光滑，粗细较

均匀。在ＳｉＯ２ 纳米纤维的静电纺丝过程中可以通过

控制电压、ＰＶＡ含量、流速和电导率得到不同直径的

纳米纤维，在以往的研究中表明，提高电压、增大电

导率、降低流速和减小黏度可以减小纳米纤维直径，

增大电导率可以提高纳米纤维的孔隙率。图１（ｂ）是

ＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ
２＋海绵的扫描电子显微镜照片，表明

ＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ
２＋海绵具有高度疏松的多孔结构，有

利于海绵的止血。由图１可知 ＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ
２＋海绵

的离子交联过程并没有破坏支架的多孔结构，虽然

观察到在海绵的制备过程中部分二氧化硅纳米纤维

发生了断裂，但互相交联的海藻酸钠弥补了断裂的

二氧化硅之间的连接。ＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ
２＋海绵的这种

疏松的蜂窝状多孔结构用做止血海绵在快速止血方

面是非常重要的，可以迅速吸收大量的伤口分泌物，

从而使伤口处的血浆浓度增加，除此之外，高度亲水

性的多孔结构还可以使伤口处保持湿润状态，有利

于伤口的愈合。

图１　ＳｉＯ２纳米纤维（ａ）和ＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ２＋海绵（ｂ）的ＳＥＭ图

Ｆｉｇ．１　ＳＥＭｉｍａｇｅｓｏｆＳｉＯ２ｎａｎｏｆｉｂｅｒ（ａ）ａｎｄＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ２＋ｓｐｏｎｇｅ（ｂ）

　　图２是ＳｉＯ２ 纳米纤维支架和ＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ
２＋复

合支架的面扫描图和元素全分析能谱图，结果显示支

架均以ＳｉＯ２ 纳米纤维为主要骨架，其中ＳｉＯ２ 纳米纤

维支架Ｏ和Ｓｉ元素分布完全相同，且与扫描电镜的形

貌吻合，说明支架为纯的ＳｉＯ２ 纳米纤维，元素全分析

显示除了Ｏ和Ｓｉ的峰外，仅有少量的Ｃ元素，进一步

证实了支架为ＳｉＯ２ 纳米纤维支架。ＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ
２＋

海绵的元素分析光谱（图２（ｆ））显示Ｏ和Ｓｉ元素分布

也基本一致，说明了海藻酸钠均匀地包裹在ＳｉＯ２ 纳米

纤维表面，元素分析发现了Ｃ，Ｏ，Ｓｉ，Ｃｌ和Ｃａ的峰值，

可推知Ｃａ２＋交联剂成功地被负载到ＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ
２＋

止血海绵上。
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图２　ＳｉＯ２纳米纤维（ａ），（ｂ），（ｃ）和ＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ２＋海绵（ｄ），（ｅ），（ｆ）的能量色散Ｘ射线图谱

Ｆｉｇ．２　ＥＤＸｉｍａｇｅｓｏｆＳｉＯ２ｎａｎｏｆｉｂｅｒ（ａ），（ｂ），（ｃ）ａｎｄＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ２＋ｓｐｏｎｇｅ（ｄ），（ｅ），（ｆ）

　　在深部止血过程中，海绵的吸水膨胀是海绵激发

的一系列物理生化止血过程的第一步，即通过膨胀带

来的压力压迫血管，达到初步止血目的。因此，海绵的

吸水膨胀特性对实现其止血功能具有重要意义。

ＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ
２＋海绵的溶胀性能测试实验结果如图３

所示。图３（ａ）直观展示了海绵的快速溶胀性，将压缩

后的ＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ
２＋海绵支架，加入水后１０ｓ内完成

膨胀过程，体积增大到原来的２１９％。尽管其溶胀的

图３　ＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ２＋海绵的溶胀性能测试结果

（ａ）体积膨胀示意图；（ｂ）体积膨胀率随时间关系曲线

Ｆｉｇ．３　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｗａｔｅｒａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｅｘｐａｎｓｉｏｎｔｅｓｔｏｆＡＬＧ／

ＳｉＯ２／Ｃａ２＋ｓｐｏｎｇｅ　（ａ）ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｖｏｌｕｍｅ

ｅｘｐａｎｓｉｏｎ；（ｂ）ｃｕｒｖｅｏｆｖｏｌｕｍｅｅｘｐａｎｓｉｏｎｒａｔｉｏ狏犲狉狊狌狊ｔｉｍｅ

倍数仍有待进一步提升，但其溶胀速率非常快，１０ｓ内

达到最大膨胀倍数，这对于快速止血与挽救生命来说

是一个相当重要的指标。因为支架的快速膨胀性会对

独立的出血血管产生一个瞬时压迫力，另外支架的高

溶胀性也可以用于从血清中有效地吸收水分以浓聚凝

血因子和红细胞以阻止血液的流出，从而在短时间内

对伤口起到封闭作用以减少出血量。

２．２　细胞毒性实验和死活细胞染色

生物医学材料首先的要求就是其对人体无毒害作

用［１６］。采用ＣＣＫ８法和死活细胞染色来测试 ＡＬＧ／

ＳｉＯ２／Ｃａ
２＋海绵对Ｌ９２９细胞增殖的影响，结果见图４。

图４（ａ）是 ＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ
２＋ 海绵的细胞毒性测试结

果，由图可知吸光度值之间没有显著的差异。如图４

（ｂ）所示，在第１，３，７天，细胞的数量逐渐增多并且

ＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ
２＋海绵的浸提液并没有对细胞产生任

何的负面作用，说明ＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ
２＋海绵没有生物毒

性，并且具有较好的细胞相容性。

２．３　体内止血实验

为了进一步贴近实际中可能的情况，如图５所示，

本课题组设计了家兔股动脉出血实验以模仿实际情况

中可能出现的大出血。手术中在左侧股三角区域腹股

沟内１／３与外２／３交点处摸到股动脉，触及股动脉搏

动后，沿动脉行走方向做长约２ｃｍ的切口，游离股动

脉，剪断。之后立即使用ＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ
２＋海绵进行止

血，对照组采用传统的医用纱布进行止血，每组３只，

以降低实验误差。实验组使用止血海绵的止血效果如
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图４　ＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ２＋海绵的细胞实验结果　（ａ）海绵浸提液对细胞增殖的影响；

（ｂ）海绵的死活细胞染色荧光显微镜图（ｃｏｎｔｒｏｌ表示用细胞培养基（ＤＭＥＭ）培养的细胞作为对照组）

Ｆｉｇ．４　ＣｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ２＋ｓｐｏｎｇｅ

（ａ）ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｐｏｎｇｅｅｘｔｒａｃｔｏｎｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；（ｂ）ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｉｍａｇｅｏｆｌｉｖｅ／ｄｅａｄｃｅｌｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ２＋ｓｐｏｎｇｅ

（ｃｏｎｔｒｏｌｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔｃｅｌｌｓｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ（ＤＭＥＭ）ｉｓｓｅｒｖｅｄａｓａｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ）

图５　加压纱布及ＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ２＋海绵的体内止血实验　（ａ）构建加压纱布组的伤口模型；（ｂ）加压纱布法止血（第１０ｓ）；

（ｃ）加压纱布法止血（第１２０ｓ）；（ｄ）构建ＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ２＋海绵组的伤口模型；（ｅ）ＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ２＋海绵止血（第２ｓ）；

（ｆ）ＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ２＋海绵组止血（第１０ｓ）

Ｆｉｇ．５　犐狀狏犻狏狅ｈｅｍｏｓｔａｓｉｓｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｏｆＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ２＋ｓｐｏｎｇｅ　（ａ）ｃｏｎｓｔｒｕｃｔａｗｏｕｎｄｍｏｄｅｌｏｆａｐｒｅｓｓｕｒｉｚｅｄｍｅｄｉｃａｌｇａｕｚｅｇｒｏｕｐ；

（ｂ）ｈｅｍｏｓｔａｔｉｃｒｅｓｕｌｔｏｆｐｒｅｓｓｕｒｉｚｅｄｍｅｄｉｃａｌｇａｕｚｅｍｅｔｈｏｄ（１０ｔｈｓｅｃｏｎｄ）；（ｃ）ｈｅｍｏｓｔａｔｉｃｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｒｅｓｓｕｒｉｚｅｄｍｅｄｉｃａｌｇａｕｚｅ

ｍｅｔｈｏｄ（１２０ｓｅｃｏｎｄｓ）；（ｄ）ｃｏｎｓｔｒｕｃｔａｗｏｕｎｄｍｏｄｅｌｏｆａＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ２＋ｓｐｏｎｇｅ；（ｅ）ｈｅｍｏｓｔａｔｉｃｒｅｓｕｌｔｏｆＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ２＋ｓｐｏｎｇｅ

（２ｎｄｓｅｃｏｎｄ）；（ｆ）ｈｅｍｏｓｔａｔｉｃｒｅｓｕｌｔｏｆａＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ２＋ｓｐｏｎｇｅ（１０ｔｈｓｅｃｏｎｄ）

图５（ｄ）～（ｆ）所示，出血均可在１０ｓ内被遏制。然而，

当用加压纱布法进行常规止血时（如图５（ａ）～（ｃ）所

示），无法有效止血，出血时间超过１２０ｓ。ＡＬＧ／ＳｉＯ２／

Ｃａ２＋海绵之所以可以快速止血，是因为 ＡＬＧ／ＳｉＯ２／

Ｃａ２＋海绵能迅速从血液中吸收大量水分并且膨胀可

以对出血血管产生一个瞬时压迫力从而防止血液外

流。同时，溶胀的海绵可在短时间内封闭伤口，以减少

出血量并降低感染风险。因此，ＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ
２＋海绵

的溶胀膨胀特性对目前的止血支架具有重要意义。

３　结论

（１）采用静电纺丝工艺加高温煅烧得到二氧化硅

纳米纤维，并以它为骨架表面附着海藻酸钠，然后用钙
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离子交联，通过冷冻干燥技术，最终得到结构疏松多孔

的ＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ
２＋海绵。

（２）ＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ
２＋海绵吸水膨胀性好，能在１０ｓ

内达到最大体积，且具有良好的生物相容性，在深部创

口中能迅速吸水膨胀，压迫血管，封闭伤口，促进血液

的快速凝结，相比传统纱布止血效果明显。

（３）基于 ＡＬＧ／ＳｉＯ２／Ｃａ
２＋海绵良好的止血效果，

设想结合细胞种植或添加其他活性物质如各种生长因

子等，可以进一步拓展其应用范围，为以后寻找新型止

血敷料提供了新的思路。
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