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壳聚糖 -三聚磷酸钠纳米粒对于肝组织严重出血模型的止血效果 *
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摘要 目的：建立 SD大鼠肝脏严重出血模型，考察壳聚糖 -三聚磷酸钠（TPP）纳米粒的止血效果对于实质性器官严重出血的止血
效果。方法：24只 SD大鼠各分 3组，每组 8只，分为阴性对照组、壳聚糖 -TPP组（NP组）和正常组，其中阴性对照组和 NP组的大
鼠建立肝脏严重出血模型。 NP组，将壳聚糖 -TPP纳米粒喷射到伤口，直至将整个伤口覆盖。阴性对照组，不使用任何止血材料
处理创面。术后 15天，用 SEM和 TEM观察 NP组和阴性对照组的肝组织的微观结构。结果：通过组织学检查发现壳聚糖 -TPP纳
米粒在治疗严重伤口时能加速肉芽和大量胶原蛋白的生成，这正是伤口愈合初期的标志。结论：壳聚糖 -TPP纳米粒对于严重出
血的实质器官可发挥优良的止血性能，并能促使伤口愈合。
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Effects of Chitosan-TPP Nanoparticles on Wound Healing of Hepatic
Tissue after Severe Bleeding*

To study the effects of chitosan-TPP nanoparticles on wound healing by building the model of severe bleed-
ing of SD rat's liver. 24 SD rats were randomly divided into three different groups, each group included 8 rats. The rats in the
negative group and the chitosan-TPP nanoparticles group (NP group) was dealt with severe bleedingin the liver. In the NP group, the chi-
tosan nanoparticleswere sprayed onto the wound until the whole wound was sealed. In the negative group, the same procedure was per-
formed except any treatments. 15 days after operation, the microstructure of hepatic tissues in both NP group and negative group were in-
vestigated by SEM and TEM. It was found in the histological observation that new granulations and a large amount of collagens
were generated when chitosan-TPP nanoparticles was treated on the severe wound, which is one of the main signs in the early period of
wound healing. The chitosan-TPP nanoparticles can be an ideal material in the treatment of severe bleeding and subsequent
wound healing.
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前言

壳聚糖由于其带正电荷，可与红细胞表面的负电荷发生电

荷反应，使红细胞大量黏附聚集于伤口处，形成血栓，从而使血

液凝固，其已被公认为一种理想的、安全有效的止血剂或止血

敷料[1-6]，但是，单纯的壳聚糖本身止血效果有限，对于一些特殊

的情况，例如实质性器官出血，它的运用受到限制[7,8]。纳米微

粒[9,10]由于其尺寸的特殊性，在物理、化学方面均具有特别表

现，但是目前对于壳聚糖纳米微粒的止血研究还较少，因此研

究一种能够有效针对实质性器官的严重出血，具有良好止血效

果的新型纳米止血材料具有重要的实际意义。由于高浓度的无

机磷酸盐的线性聚合物能使血小板凝集，与壳聚糖复合可加速

凝血，本研究建立了严重出血的动物模型，来考察壳聚糖 -三

聚磷酸钠（TPP）纳米粒的止血效果。

1 材料与方法

1.1 实验材料

壳聚糖（分子量 500,000，脱乙酰度 >90％）由上海其胜生

物制剂有限公司提供，三聚磷酸钠（TPP）由宜兴市顺平化工产

品有限公司提供，本文中使用到的其它化学试剂均为分析纯

级。

1.2 实验仪器

纳米粒度分析仪（Zetasizer nano S，Malvern Instruments
Ltd.，英国），扫描电子显微镜（SEM）（Nova NanoSEM 230，FEI，

美国），透射电子显微镜（TEM）（JEM-2010HT，日本电子株式会

社，日本）。
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1.3 实验动物
SD大鼠，购自第二军医大学动物实验中心。

1.4 实验方法
1.4.1 壳聚糖 -TPP纳米粒的制备 按照文献[11-14]报道的方

法，利用离子诱导凝胶化来制得壳聚糖 -TPP纳米粒。调节壳聚

糖和 TPP的质量比为 4:1，将 TPP水溶液中直接加入等体积的

壳聚糖的 1% 醋酸溶液中，室温下轻轻搅拌，自发形成壳聚糖
-TPP纳米粒。持续搅拌 60分钟后，取混悬液在 16,000 rpm转

速下离心 50分钟。弃上清，沉淀物置于 65 ℃烘箱干燥后，储存

于干燥器中。

1.4.2 SD大鼠肝损伤模型和治疗 [15，16] 将三月龄，平均体重

200-220 g的 24只 SD大鼠随机分成三组，即阴性对照组，壳聚

糖 -TPP纳米粒组（NP组）和正常组。所有动物于实验前一周饲

养于温度 20-22 ℃，相对湿度为 55 ％，12小时光照 /12小时黑
夜交替的环境中。

将阴性对照组和 NP组的大鼠仰卧固定在手术台上，按照
0.32 mL/100 g体重的剂量，腹腔注射 10 ％水合氯醛给予麻醉。

采用屋顶样切口进腹，逐层进入腹腔，显露肝脏。任取其中一个

肝前叶，切除部分前叶，形成边长 2 cm 的正方形创面，以确保

能严重出血。如果效果不理想，再切除部分前叶。NP组，将壳聚

糖 -TPP纳米粒喷射到伤口，直至将整个伤口覆盖，两分钟后，

用 SEM评估血液凝块和壳聚糖 -TPP之间的关系。阴性对照

组，不使用任何止血材料处理创面。

术后 15天，处死所有的老鼠，在原肝脏止血创面取标本，

用 10 ％甲醛溶液固定，石蜡包埋后切片。对切片进行 HE染色

和 Masson染色后，用 SEM和 TEM观察 NP组和阴性组的肝
组织的微观结构。

2 结果

2.1 壳聚糖 -TPP纳米粒的表征

以 1 ％醋酸溶液为分散相，散射 90° 角，测试温度 25 ℃，

用粒径分析仪测定壳聚糖 -TPP纳米粒的粒径及粒径分布。结

果显示，壳聚糖 -TPP纳米粒的尺寸分布很窄，粒子的平均大小

约 60.2 nm（图 1）。

2.2 壳聚糖 -TPP纳米粒的止血研究[17，18]

2.2.1 SEM观察 当壳聚糖 -TPP纳米粒被放置到老鼠肝脏

创面上，不施加压力，2分钟内创面止血，并且纳米粒被血液吸

收。通过 SEM，可以观察到壳聚糖 -TPP纳米粒被血细胞包围

（图 2a）；术后 15后，在新生成的肝组织中仍然还可以看到 8.3
nm的壳聚糖 -TPP纳米粒（图 2b）。

图 1 壳聚糖 -TPP纳米粒的粒径分布图

Fig.1 The size distribution of chitosan-TPP nanoparticles

图 2 壳聚糖 -TPP纳米粒作用于肝损伤创面的 SEM图

Fig.2 SEM observations of blood clot and the hepatic tissue
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2.2.2 解剖学观察 术后 15天，NP组的创面周围可看到在肝

脏叶的边缘存在一个黄色的蒂状结构（图 3a）[19]。在尸检中发现

NP组的肝组织的外观与正常组织（图 3b）相比较无显著性差

异。

2.2.4 Masson染色 Masson染色表明，阴性对照组的受伤组

织有较少胶原生成（图 5a）；而 NP组的受伤肝组织内有大量的

胶原蛋白产生（图 5b），这是伤口愈合初期的主要标志之一[20]。

2.2.5 TEM观察 通过 TEM 也发现了在 NP 组的受伤肝组

织内有大量的胶原蛋白。虽然正常组（图 6a）和 NP组（图 6b）

之间的肝组织的外观没有显著性差异，而在阴性对照组（图 6c）

发现了许多退化的线粒体和细胞核，同时 NP组（图 6d）观察到

新生胶原蛋白。

2.2.3 HE染色观察 HE染色后发现，阴性对照组的受伤肝组

织内几乎没有新生组织（图 4a）；而 NP组的受伤肝组织内可以
看到大量新生组织生成（图 4b）；在阴性对照组，可以看到肉芽

组织延伸到肝组织，而较少有成纤维细胞和新生血管形成（图

4c）；在 NP组的受伤肝组织部位，可以观察到大量的成纤维细

胞和新生血管生成（图 4）。

图 3 NP组与正常组的解剖学观察

Fig.3 Anatomical observations of animals in the NP groups and the negative groups

图 4 肝组织 HE染色后的组织学观察

Fig.4 Histological observations of hepatic tissue after HE stain
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3 讨论

壳聚糖带正电荷，公认为一种理想的、安全有效的止血剂

或止血敷料。但是壳聚糖存在部分缺陷，对于实质性器官严重

出血没有较好的止血效果，本文针对该问题，进行了壳聚糖 -

三聚磷酸钠（TPP）的纳米微粒对实质性器官严重出血治疗的
研究。首先以壳聚糖为主要原料，在弱酸性溶液中与三聚磷酸

钠（TPP）制备形成纳米粒，并检测其粒径分布情况，粒径分布

范围很窄，平均大小约 60 nm。接下来，以 SD大鼠为动物模型，

进行肝脏损伤止血实验，实验结果证明，该壳聚糖 -TPP纳米粒

对于严重出血的实质器官可发挥优良的止血性能，组织学研究

也证明了用壳聚糖 -TPP纳米粒治疗伤口时能加速形成肉芽和
生成胶原蛋白。相比较于单独使用壳聚糖，壳聚糖 -TPP纳米粒

对伤口愈合的治疗可以持续更长的时间。因此，针对实质器官

的严重出血，壳聚糖 -TPP纳米粒是一种高效的止血和促使伤

口愈合的材料。
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