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多糖硫酸酯抗凝血涂层应用于高分子医用管路
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抗凝血涂层技术是利用化学或物理的方式，将

抗凝物质牢固地结合在管路的内表面，抗凝血涂层

技术的应用可以减少血液净化过程中的炎症反应，

提高管路系统的生物相容性\&]。材料表面肝素化是

提高材料表面血液相容性和生物相容性的有效手

段。肝素是一种反应活性高、抗凝血性突出的天然

抗凝剂，通过和抗凝血酶 ^^^、肝素结合蛋白和血小

板因子等活性物质结合来发挥其抗凝血作用。研究

显示，肝素在具有抗凝血活性的同时，也具有抗血

小板活性，可引发不正常出血等副作用，且存在携

带动物致敏原或病毒等安全隐患\#]。本实验目的在

于寻找具有抗凝血生物活性的物质，作为肝素替代

品，并试图降低材料来源和制作的成本。肝素发挥

抗凝血作用与分子结构的特异性、硫酸基含量以及

负电性有关。多糖的单糖分子上羟基与硫酸反应可

以得到多糖硫酸酯，抗凝血机制与肝素相似，而且

多糖硫酸酯还具有抗肿瘤、抗病毒、抗氧化性和调

节免疫能力等\(]，而且副作用低、生物相容性好、无

毒无害，是一种良好的抗凝血剂。)8CPKCP5 等\B]研究

了葡聚糖衍生物和天然褐藻多糖中的免疫调节特

性，证明了岩藻聚糖和右旋糖酐衍生物具有良好的

免疫调节作用，可以作为新的抗凝血药物或用于生

物相容性材料涂层。

本研究在对醛基化海藻酸钠抗凝血涂层的研

究基础\'$Q]上，主要选取生物相容性较好的海藻酸钠

以及具有良好的抗炎性和抗病毒性的黄芪多糖和

白芨多糖三种植物多糖，采用惰性化浓硫酸法对其

进行硫酸化修饰，并采用共价键结合法将修饰后的

多糖硫酸酯涂层物固定于体外循环管路材料表面。

通过对涂层管路表面形态的分析和表面凝血时间

*+,- #'. /+- #

;CJ- ("&"

第 #'卷 #期
("&" 年 ( 月

天津医科大学学报
_I4J8C= IL +<C8D<8 ;5N<6C= :8<O5JP<KF

&&%



的对比，筛选出抗凝效果较好的植物多糖硫酸酯。

硫酸酯化多糖是一类单糖分子上羟基被硫酸

根取代的多糖，也称硫酸多糖或多糖硫酸酯!"#。海藻

酸钠具有良好的生物相容性和抗凝血性，价格低

廉，容易获得，广泛应用于医学材料和生物工程领

域。以硫酸酯基取代海藻酸钠单糖上的羟基即得到

海藻酸钠硫酸酯，具有良好的抗凝血活性，可以降

低血脂和血液粘稠度，还具有清除血浆脂蛋白和纤

维蛋白原的作用。$%& 等!'#研究了影响海藻酸钠硫酸

盐取代度（()）的因素，并发现高浓度和高取代度的

海藻酸钠硫酸酯能够有效抑制内源性凝血途径。黄

芪多糖是一种免疫促进剂或调节剂，黄芪多糖单糖

分子中的羟基与硫酸反应，在一定取代度范围内，

硫酸取代度越大，抗凝血活性越强!*+#，同时黄芪多糖

硫酸酯具有良好的抗病毒、抗肿瘤、抗辐射、抗氧化

等作用!**#。白芨多糖具有收敛止血、消肿生肌等功

效，俞林花等!*,#发现，白芨多糖能够有效促进成纤维

细胞增殖和胶原的合成，从而可以促进溃疡创面的

愈合；陈景耀等!*-#发现白芨多糖硫酸酯化处理后表现

出很强的清除超氧阴离子自由基的作用，且在低浓

度时表现出较强的清除羟基自由基的作用，而目前

硫酸化白芨多糖在抗凝血方面并没有深入的研究。

! !"#$%

*.* !"#$% 海藻酸钠（天津市光复科技有限

公司）；白芨（河南世济中药材有限公司）；黄芪（四

川名都药有限公司）；氯化钠（天津市光复科技有限

公司）；乙醇（天津市中瑞洁康科技有限公司）；聚乙

烯亚胺（)/012345(6/78，美国）；氰基硼氢化钠

（)/014345(6/78，美国）；'"!浓硫酸（天津市光

复科技有限公司）；亚硝酸钠（)/014345(6/78，美

国）。医用 9:7（天津市塑料研究所）；透析袋（天津

市联星生物有限公司）；,; 孔细胞培养板（7<=&>&?，

美国）；离心机（@AAB&C<=DD，德国）；凝血自动分析仪

（E>%?&<FG>H%)G%?<，法国）；红外分光光度计（I/JK"

5LM NO++，MPB=Q<，美国）；扫描电镜（9PB&<Q，RL/

J<QA%&S，美国）。

*., &'()

*.,.* 植物多糖的提取

*.,.*.* 黄芪多糖的提取与纯化：采用碱提醇沉的

方法提取黄芪多糖!*;#。精密称取 -++ ? 黄芪并粉碎，

向三颈烧瓶中加入水 , T++ Q5，UV!乙醇 *V+ Q5，

* Q<WX5 I%K8 溶液，调节 A8 至 *,，浸泡 ,; P 后，加

热至 T+YTV #，搅拌 N P 后，过滤弃去残渣，将上清

液蒸发浓缩至 * V++ Q5，冷却至室温后，倒入 , 倍

体积的 UV!乙醇中，有白色絮状物析出，静置，将上

层清液倒出，取出沉淀，干燥，得粗提取黄芪多糖。

*.,.*., 白芨多糖的提取与纯化：采用水提醇沉的

方法提取白芨多糖!*V#。准确称取 ,;+ ? 白芨并打碎，

向三颈烧瓶中加入 V +++ Q5 水，缓慢加入白芨粉

末，控制温度在 OVYT+ #，搅拌 ;YV P 后，过滤弃去

残渣，得到白芨多糖提取物。将提取物加热浓缩至

- +++ Q5，再倒入 , 倍体积的 UVZ乙醇中，有白色絮

状物析出，静置，将上层清液倒出，取出沉淀，干燥，

得到粗提取白芨多糖。

*.,., 多糖的硫酸化处理

*.,.,.* 海藻酸钠硫酸酯（)2)）的制备：将海藻酸钠

脱水干燥。根据文献!,[ *N#的方法，按照浓硫酸和海藻

酸钠物质的量之比为 N\*，向浓硫酸中迅速加入海藻

酸钠，+ #搅拌反应 ; P 后，将反应体系调节 A8至弱

碱性，得到淡黄色的海藻酸钠硫酸酯溶液。将所得溶

液透析处理 ,+ P，倒入 , 倍体积的 UVZ乙醇中，有

淡黄色沉淀析出。静置，将沉淀滤出并干燥，得到硫

酸化海藻酸钠。

*.,.,., 黄芪多糖硫酸酯（)49)）的制备：采用与上

述相同的方法制备黄芪多糖硫酸酯。

*.,.,.- 白芨多糖硫酸酯（)]9)）的制备：采用与上

述相同的方法制备白芨多糖硫酸酯。

*.,.- 材料表面预处理和表面修饰

*.,.-.* 9:7 管路材料酸化预处理：配制浓度分别

为 -+Z、V+Z和 O+Z的酸溶液。将 9:7 管路材料剪

成小段备用。将剪好的 9:7 管路材料浸入到不同浓

度的酸溶液中，酸化处理 V Q>& 后，用蒸馏水冲洗干

净并干燥。选取透明度好、表面形态结构完整的

9:7 管路待用。

*.,.-., 酸化 9:7 管路材料的聚氨基化处理：将酸

处理后的 9:7 管路材料浸入质量分数为 +.+V!的

9@/ 溶液中进行聚氨基化处理 ,+ Q>&，将处理后的

管路材料取出，用蒸馏水清洗干净并干燥。

*.,.-.- 涂层物的制备：将肝素钠（效价为 *UO., 单

位XQ?）充分溶解于去离子水中，加入一定量亚硝酸

钠，在酸性条件下冰浴搅拌反应 , P；调定溶液 A8

至中性，得到低分子肝素钠（51^8）溶液；将所得

51^8 溶液进行透析处理 ,; P，其间更换去离子水

- 次，滤出分子量过小的低分子肝素!*O#。

用同样的方法对海藻酸钠硫酸酯、黄芪多糖硫

酸酯及白芨多糖硫酸酯进行醛基化处理。

*.,.-.; 材料的表面修饰：配制不同浓度的多糖硫酸

酯涂层物溶液。配制 +.* ?X5 51^8 溶液。向各反应

体系中加入 *.OV ? I%7W 和 ,+ Q? I%]8

-

7I 充分混

匀，调节溶液 A8 为 -.V，将 9:7 管路材料浸没入反

杨雪纯，等.多糖硫酸酯抗凝血涂层应用于高分子医用管路!
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（!）"#$ 组；（%）&'()* 组；（+）",-,. 组；（/）&,-,0 组；（1）&,-,2

组；（3）&,-4,5 组；（6）7,-4,0 组；（8）&,-4,2 组；（9）&,:4,. 组；（;）&

,:4,0 组<（=）&,:4,2 组

! ! !"#$%&'()*+,

"#$ ! %&'()*+ ,-'./-0-$1 )2)013#3 -( *-)4+5 .#.+0#2+ ,)4+'#)0

（!） （%）

（+） （/） （1）

（3） （6） （8）

（9） （;） （=）

应液中，>? !恒温水浴震荡反应 0 8。取未经处理的

4@A 管路材料，浸入相同体积的蒸馏水中，在相同

条件下处理 0 8。

.B0B> 涂层表面形貌及功能基团分析

.B0B>B. 涂层表面形貌分析：将涂层后的管路材料

充分干燥，剪开管路暴露出涂层表面，样品表面喷

金，通过扫描电镜观察涂层前后材料表面形貌变化。

.B0B>B0 涂层表面功能基团特性分析：将涂层后的

管路材料充分干燥，剪开管路暴露出涂层表面，用

红外探头扫描涂层前后材料表面，分析涂层表面的

特征基团；红外扫描波长范围 CDE"> EEE F$。

5G0BD 涂层表面凝血时间测定 取健康新鲜全血，

离心处理 .E $9F，获得贫血小板血浆（4H!I1H1I&JKKL

JH!M$!，444），测定凝血常规四项，即部分凝血活酶

时间（-4NN）、凝血酶原时间（4N）、凝血酶时间（NN）

和纤维蛋白原（OP:）；将不同涂层材料剪成表面积

约为 QB0D +$

0 的碎片，置于 0> 孔培养板内；每个涂

层样品孔中分别加入 444，2R !条件下恒温孵育反

应 0 8；取出孵育后的血浆，加入离心管内，再次测

定四项凝血常规指标，计算并分析每组样品凝血时

间差值和变化。

.B0BC 实验分组 根据涂层物类型和涂层物浓度

将实验分为以下组：空白对照组（S$ 组）、低分子肝

素组（'()* 组）、硫酸化海藻酸钠组（,-,. 组、

,-,0 组、,-,2 组）、硫酸化黄芪多糖组（,-4,. 组、

,-4,0 组、,-4,2 组）、硫酸化白芨多糖（,:4,. 组、

,:4,0 组、,:4,2 组）。为保证硫酸酯化反应过程中

浓硫酸的量的充足和实验操作的安全性，初选取磺

化剂中浓硫酸和多糖的物质的量之比为 CT.。

.B2 !"#$% 本文中的数据统计与分析使用

,4,, 02BE 软件和 UL969F VGQ 软件完成。

6 "#

WG5 &'()*+,-. 观察酸化预处理后材

料透明度和表面形态的完整性，筛选出经 2QX酸溶

液预处理的 4@A 管路材料。

0B0 /0+,123456789 使用扫描电

镜对涂层表面形态进行分析，'()* 涂层（%）分布

较均匀，海藻酸钠硫酸酯涂层（+&1）分布较不均，黄芪

多糖硫酸酯涂层（3&8）和白芨多糖硫酸酯涂层（9&=）

分布相比前者较均匀，管路材料表面纹理清晰可

见；涂层管路和未涂层管路相比，表面可见明显涂

层物，但表面结构未有明显变化，可见涂层过程未

破坏管路材料表面的物理结构（见图 .）。

0B2 /0:,4567;<89 通过红外光谱

法检测到多糖涂层管路组和肝素涂层管路组在波

长约为 2 >EE +$

&. 处均有一个较浅的特征吸收峰，

而空白对照组没有这个吸收峰，表明实验中多糖硫

酸酯和低分子肝素均可以固定在管路材料表面。波

长为 . E0E +$

&. 处为硫酸根基团（&,U

2

）的反对称伸

分组
硫酸酯化
浓硫酸与

多糖摩尔比
涂层物种类及浓度

,-,. CT. 0EE $' EB. 6Y' ,-, 溶液

,-,0 CT. 0EE $' . 6Y' ,-, 溶液

,-,2 CT. .EE $' . 6Y' ,-, 溶液，.EE $' EB. 6Y' '()* 溶液

,-4,. CT. 0EE $' EB. 6Y' ,-4, 溶液

,-4,0 CT. 0EE $' . 6Y' ,-4, 溶液

,-4,2 CT. .EE $' . 6Y' ,-4, 溶液，.EE $' EB. 6Y' '()* 溶液

,:4,. CT. 0EE $' EB. 6Y' ,:4, 溶液

,:4,0 CT. 0EE $' . 6Y' ,:4, 溶液

,:4,2 CT. .EE $' .6Y' ,:4, 溶液，.EE $' EB.6Y' '()* 溶液

'()* 0EE $' EB. 6Y' '()* 溶液

' 7 -./0123!456789:
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缩振荡吸收峰，通过红外光谱可以看出，多糖硫酸

酯涂层组和低分子肝素涂层对照组具有硫酸根基

团的吸收峰，而空白对照组没有，说明通过硫酸化

处理后的多糖硫酸酯具有与低分子肝素抗凝血作

用相同的硫酸根基团（!"#

$

），并且已经固定于材料

表面（图 %）。

&'( !"#$%&'()* 通过对反应前后以

及不同涂层材料凝血常规指标的分析，空白对照组

和未经涂层组对比，)*++ 未见明显差异，而,-./

组 )*++ 明显延长（!01213）（表 &）。可见经过涂层的

管路 )*++ 均显著高于多糖空白对照组，说明材料

表面的抗凝血性能有明显改善（!01213）。")"4、

")"& 组（表 $）、")*4、")*"& 组（表 (）和 "5*"4、

"5*"&组（表 3）$种多糖硫酸酯涂层的管路之间)*++

无显著性差异（!61'13），但均显著长于空白对照组

（!01'13）。")"$、")*"$ 和"5*"$ 之间 )*++ 未有明

显差异（!61'13），但均长于空白对照组和单一多糖

涂层组（!01'13），且与 ,-./ 涂层组相比 )*++ 无

显著性差异（!61'13）。说明多糖硫酸酯涂层组和多糖

硫酸酯7,-./复合涂层组均有良好的抗凝血性能。

! !"

高文卿8379:、李金友84;74<:等分别制备了醛基化海

藻酸钠7肝素复合涂层和氧化海藻酸钠涂层，均取

得了良好的抗凝血效果。本研究在此基础上采用浓

硫酸法修饰植物多糖，并制备了多糖硫酸酯涂层。

研究结果显示，天然植物多糖经硫酸酯化修饰后，可

以获取植物多糖硫酸酯，具有一定的抗凝血功能。红

外谱图扫描显示 $ 种多糖硫酸酯及 ,-./ 均已固

定于材料表面，证实了经过重氮化处理可以使多糖

硫酸酯及 ,-./ 分子带有活性醛基，带有醛基的多

糖硫酸酯及 ,-./ 与经过酸化和聚氨基化预处理

的聚氯乙烯管道进行了有效的共价交联。扫描电镜

观察发现涂层过程并未改变材料表面的物理结构。

在血液相容性评价实验中，,-./ 涂层物通过

阻断内源性凝血途径可显著延长凝血时间，具有显

著抗凝效果，主要表现为 )*++ 明显延长。海藻酸钠

硫酸酯涂层物、黄芪多糖硫酸酯和白芨多糖硫酸酯

均可延长 )*++ 时间，具有一定的抗凝效果，$ 种多

糖硫酸酯涂层物的抗凝血性能并无显著性差异，考

虑实验中选取的涂层浓度较低。")"7,-=/ 复合涂
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层、!"#!$%&'( 复合涂层和 !)*!+%&', 复合涂

层抗凝效果劣于 %&', 涂层，但同样可显著延长

-*.. 及 .. 时间，具有较好的抗凝效果。经涂层的

材料表面主要表现为 -*.. 明显延长，证实了多糖

硫酸酯的抗凝血机制与低分子肝素相似，通过阻断

内源性凝血途径保持了良好的抗凝功效。

本研究通过定性和定量分析，初步证明了植物

多糖硫酸酯制备抗凝血涂层的可行性。天然植物多

糖经硫酸酯化处理后，可以具有良好的抗凝血性

质，并且通过共价交联的方式与管路材料有效结

合，发挥抗凝血作用。对于具有促凝血作用的白芨

多糖，经硫酸化处理后，被证实具有抗凝血性，为多

糖修饰研究提供了新思路。浓硫酸法操作简单，不

会产生有机溶剂污染，但有研究表明该方法修饰所

获得的多糖硫酸酯取代度较低，因此硫酸化修饰的

不同方法和条件对多糖生物活性的影响需做进一步

探究。此外，多糖硫酸酯涂层在不同高分子医用材料

中的应用价值，以及涂层材料的抗病毒性、抗炎性以

及稳定性等安全特性，有待进一步研究验证。
!"#$%
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