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为了准确、快速、有效地判断可溶性止血产品的体外完全降解时间，对GB/T 16886标准中现行的失重法进行了优化，采

用透析袋结合还原糖测试法，于3%过氧化氢溶液、37 ℃、150  rpm条件下进行降解，第3 d、6 d、8 d、10 d、14 d取
出透析袋，真空干燥测失重百分率，并测定了降解过程中透析袋外的还原糖累积含量，利用SPSS 22.0软件以Pearson 
Correlation Coeffi cient法对二者进行相关性分析。结果表明失重百分率与还原糖累积含量之间的相关系数为0.957，说明

二者高度相关，验证了透析袋结合还原糖测试法评价体外降解终点的可行性。该方法也为其他类可溶性材料体外降解终

点的判断提供思路。
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To develop a method for determining complete degradation time of soluble hemostatic products in vitro with accuracy, 
high speed and effectiveness, the current weight loss method originated from GB/T 16886 serial standards was optimized 
by using dialysis bag combined with assay of reducing sugar. The degradation was carried out with 3% hydrogen 
peroxide solution, at 37 ℃, 150 rpm. The dialysis bags were taken out in the 3rd, 6th, 8th, 10th and 14th day, vacuum 
drying followed by percentage of weight loss testing. Cumulative content of reducing sugar in degradation solution out 
of dialysis bag was determined simultaneously. The correlation analysis was performed by SPSS 22.0 equipped with 
Pearson Correlation Coeffi cient. The correlation coeffi cient between percentage of weight loss and cumulative content 
of reducing sugar was 0.957, which illustrated high correlation with each other. Hence dialysis bag combined with assay 
of reducing sugar is capable of evaluating the degradation endpoint of soluble hemostatic products in vitro. The method 
also provides a way for the evaluation of degradation of other degradable biomaterials in vitro.
absorbable hemostatic products, correlation, complete degradation time, degradation in vitro
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  0 引言

 可吸收止血产品广泛应用于临床及日常生活

中，主要包括胶原和微纤维胶原、医用止血明胶、

氰基丙烯酸类组织胶、纤维蛋白类以及多糖类止血

材料等[1]
。其中微纤维胶原以及胶原纤维网、医用止

血明胶与纤维蛋白胶类止血产品具有动物源性，患者

可能发生过敏反应[2]
，潜在使用风险较高；氰基丙烯

酸类组织胶在降解过程中释放氰和甲醛等有毒物质，

容易引起炎症反应或不利伤口愈合[3]
。而多糖类止血

产品如纤维素类可吸收止血产品[4]具有来源丰富、价

格低廉、生物相容性好、不良反应少等诸多优势，成

为当前止血材料产品的研究热点[5]
。

 纤维素类可吸收止血产品目前存在的主要问题

是不能在合适的时间内完全降解并吸收[6]
。通过检索

美国FDA MAUDE数据库，对52例速即纱（纤维素类

止血产品）不良反应报告进行统计分析，发现由于

感染和不完全吸收的原因约占不良反应事件总数的

60%[7]
。可吸收止血产品降解速度过快容易引发局部

的高渗压和炎症等不良反应；降解速度过慢会引发排

异、包裹等一系列免疫反应[7]
。因此，理想的可吸收

止血产品应满足合适的完全降解吸收时间。

　　当前，可吸收止血产品的完全降解吸收时间主要

通过动物实验获得，但体内研究应考虑动物保护[8]
，

此外动物实验存在个体差异、成本较高、操作困难等

诸多缺陷。体外试验方法中，GB/T 16886标准[9]中用

来初步评价材料降解性能的失重法，无法直接适用于

像可吸收止血产品这类可溶性降解材料。因此，建立

快速有效地判断可吸收止血产品的完全降解吸收时间
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的方法很有必要[10]
。

  1 材料和方法

1.1 主要材料、试剂及仪器

 材料  速即纱可吸收止血纱布(15.2 cm×22.9 cm，

美国强生公司)，透析袋(美国VISKASE公司，MD34 
22MM，Mw：2000)
 试剂  30%过氧化氢，氢氧化钠，酒石酸钾钠，

3, 5-二硝基水杨酸，亚硫酸钠，纯化水

 仪器  漩涡混合器（XW-80A，上海精科实业有

限公司）；电子微量天平（FA1604S，上海天平仪器

厂）；多功能酶标仪（Spectramax M2，美国分子仪

器有限公司）；调温电热器（TC-15，上海联营通州

市申通电热器厂）；真空干燥机（DZG-6020，上海

森信实验仪器有限公司）；震荡培养箱（BS-S，常

州国华电器有限公司）；冷冻干燥机（FreeZone 6，
美国LABCONCO公司）

1.2 材料的称量与降解

 剪取相同面积的速即纱15片和透析袋20片，分为

A、B、C、D、E五组，并称重。

 透析袋经纯水煮沸10 min后取出，前15只透析

袋中放入对应编号的止血纱布，并加7 mL新配3%
过氧化氢浸没，排除气泡后，夹紧透析袋 [11]

。后

5只透析袋加7 mL新配3%过氧化氢，作为空白对

照。以上材料按编号分别置于20个250 mL烧杯中，

再加120 mL新配3%过氧化氢，将烧杯口密封并置于

震荡培养箱，设置温度37 ℃、转速150 rpm，保持

14 d。同时每隔24 h透析袋外更换100 mL新配3%过氧

化氢。

1.3 失重百分率的计算

 在第3 d、6 d、8 d、10 d、14 d分别取出A、B、
C、D、E组，真空干燥至恒重，计算失重百分率[12]

，

公式如下：

               

式中：

 W-失重百分率，%；

　　Wo-纱布原始重量，g；
　　Wt-指定时间点纱布干燥后的重量，g。
1.4 还原糖含量的测定

1.4.1 DNS试剂的配制

 称取96.028 0 g酒石酸钾钠，溶于250 mL纯化

水，加热至45 oC，再加3.160 7 g 3,5-二硝基水杨酸、

131 mL氢氧化钠(2 mol/L)溶液，溶解后加2.511 0 g苯

 (1)W= ————×100%
wo-wt

wo

酚和2.500 3 g亚硫酸钠，搅拌溶解，冷却后加纯化水

定容至500 mL，置棕色瓶中暗处保存7 d，备用[13]
。

1.4.2 标准曲线的绘制

 称取0.100 g葡萄糖，纯化水定容至100 mL，分

别取0、20、30、50、60、70 µL于1.5 mL离心管，再

加纯化水至100 µL稀释成浓度为0、0.2、0.3、0.5、
0.6、0.7 mg/mL的葡萄糖标准溶液，再各加100 µL 
DNS试剂，混匀后沸水浴5 min，流水浴冷却后分

别向各离心管中加入800 µL纯化水，混匀后各移取

200 µL溶液于96孔板中，用酶标仪测A540值。以葡萄

糖质量浓度为横坐标、吸光度值（A）为纵坐标绘制

标准曲线。

1.4.3 还原糖含量的计算

 收集E组烧杯透析袋外1～14 d的降解液，冷冻干

燥48 h后加10 mL纯化水溶解，取100 µL于1.5 mL离
心管中，再加100 µL DNS试剂，同“1.4.2”法操作，

测吸光度值。计算还原糖浓度[14]及累积含量。

1.5  统计分析

 使用SPSS 20.0软件，采用Pearson Correlation 
Coeffi cient法对第3 d、6 d、8 d、10 d、14 d的失重百

分率和还原糖累积含量两组数据进行相关性分析[15]
。

  2 结果

2.1 失重百分率的计算

 通过称量纱布降解前后重量，采用公式(1)计
算失重百分率，第3 d、6 d、8 d、10 d、14 d的失

重百分率分别为62.02±2.23%、85.94±0.33%、

89.35±1.62%、93.87±0.90%、98.64±0.83%。

 失重百分率随时间变化的曲线如图1所示。

2.2 标准曲线

 如方法“1.4.2”所述，绘制标准曲线，得到线性

回归方程：

    Y=0.841 82x-0.004 36, r=0.998 4         (2)

图1 失重百分率随时间的变化(n=3)
Fig.1 The relationship between the percentage of weight loss and the time(n=3)
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2.3 还原糖累积含量

 如方法“1.4.2”所述，测得E组每天降解液中还原

糖的含量，从而计算出降解液中还原糖累积含量，第

3 d、6 d、8 d、10 d、14 d结果分别为16.12±1.69 mg、
29.87±2.20 mg、34.92±2.40 mg、38.54±2.98 mg、
45.23±0.16 mg。
 还原糖累积含量随时间变化的曲线如图2所示。

2.4 失重百分率与还原糖累积含量的相关性分析结果

 对失重百分率和还原糖累积含量进行Pearson 
Correlation Coefficient分析，结果发现两者之间的相

关系数为0.957，在α=0.01水平（双侧）显著相关。

  3  讨论

 (1) 本研究对标准中的失重法进行了优化，首次

采用透析袋与失重法结合的方法，失重百分率的RSD
值均＜5%，表明该方法的精密度良好。本课题组前

期对另一生物技术有限公司出品的手术止血纱（纤维

素类止血产品）采用同样的实验方法进行了体外降解

研究，其失重百分率的RSD值均＜5%，说明该方法

可以适用于纤维素类可吸收止血产品体外降解终点的

判断。该方法从理论上具备了用于其他类可溶性材料

（如：壳聚糖类可吸收止血产品[16]
）体外降解终点判

断的可行性，尚需对该方法进行验证和优化。

 (2) 通过对还原糖累积含量的数据进行分析，可

以看出还原糖的累积增加量明显小于纱布失去的质

量，说明在纱布发生降解过程中，从透析袋中扩散出

去的小分子物质可能部分是还原糖。降解产物复杂多

样，其种类和含量还需进一步研究。

 (3) 本研究通过对失重百分率与还原糖累积含量

进行相关性分析，相关系数为0.957，结果表明两组

数据具有高度相关性。透析袋内高分子材料在双氧水

的氧化作用以及水解作用下，分子链断裂形成小分子

物质而从透析袋中渗透出去，使透析袋内的纱布质量

图2 还原糖累积含量（n=3）
Fig.2 Cumulative content of reducing sugar（n=3）

减少。从图1可以看出在第10 d透析袋内纱布的失重

百分率已经趋于稳定，同样从图2也可以看出透析袋

外还原糖累积含量在第10 d时也趋于稳定，说明第10 
d纱布基本降解结束，第14 d达到降解终点。对于体

外实验与体内实验数据之间的相关性，还需进一步研

究来进行验证。

  4  结论

 本研究优化了失重法，较原有方法相比，该方

法精密度良好，准确度高，应用范围更加广泛，可以

用来准确地判断纤维素类可吸收止血产品体外降解终

点。该方法对其他可溶性材料体外降解研究也有借鉴

意义。
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