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Abstract 

BACKGROUND: Literature reported that most of microcarrier was solid and macroporous. Although surface area was significantly 

increased compared with two-dimensional microcarrier, it was far away from ideal three-dimensional environment. 

OBJECTIVE: To construct spherical porous chitosan microcarrier, and to evaluate the blood compatibility of the spherical porous 

chitosan microcarrier by hemolysis, coagulation, platelet count, platelet aggregation tests. 

METHODES: The concentration of 1%, 2%, and 3% spherical porous chitosan microcarrier were successfully constructed using 

liquid nitrogen freeze-drying technology. Healthy, adult, New Zealand Rabbits were selected, the blood compatibility of spherical 

porous chitosan microcarrier was evaluated by hemolysis, coagulation, platelet count, platelet aggregation tests. 

RESULTS AND CONCLUSION: The concentration of 1%, 2%, and 3% spherical porous chitosan microcarrier hemolysis rate 

was1.56%, 2.07%, 2.31%, less than 5%, and without hemolyticus. 3 spherical porous chitosan microcarrier concentrations of 

sample materials had no significant effect on rabbit blood time. There was no significant difference between 3 concentration of 

spherical porous chitosan microcarrier and sodium chloride negative control group (P > 0.05). 3 spherical porous chitosan 

microcarrier concentrations of sample materials had no significant effect on platelet count. There was no significant difference 

between the comparison of leaching liquor injection before and after and intragroup comparison (P > 0.05). The results have 

confirmed that the spherical porous chitosan microcarrier has no hemolyticus, coagulation, and platelet aggregation. It shows that 

the spherical porous chitosan microcarrier has good blood compatibility. 

 

Zhang R, Han BS, Peng CH.Blood compatibility evaluation of the spherical porous chitosan microcarrier. Zhongguo Zuzhi 

Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(3):404-408.         [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 

摘要 

背景：文献报道的微载体大多为实心的、大孔的，虽然较二维微载体的比表面积有明显的增加，但距理想的三维微环境相差

甚远。 

目的：构建壳聚糖球形多孔微载体，通过溶血实验、凝血实验、血小板计数及聚集实验评价其血液相容性。 

方法：利用液氮冷冻干燥技术成功构建浓度为1%，2%，3%的壳聚糖球形多孔微载体。选择健康成年新西兰兔为宿主，采

用溶血实验、凝血实验、血小板计数及其聚集实验评价壳聚糖球形多孔微载体的血液相容性。 

结果与结论：浓度为1%，2%，3%的壳聚糖球形多孔微载体的溶血率分别为1.56%，2.07%，2.31%，均小于5%，均无致

溶血性；3种浓度壳聚糖球形多孔微载体样本材料对兔血时间无明显影响，三者与生理盐水阴性对照组间也无明显差别(P > 

0.05)；3种浓度壳聚糖球形多孔微载体样本材料对兔血小板计数无明显影响，注入浸提液前后比较和组间比较差异均无显著

性意义(P > 0.05)。证实壳聚糖球形多孔微载体无致溶血性、无凝血性和无血小板聚集性，表明壳聚糖球形多孔微载体具有

良好的血液相容性。 

关键词：人工肝脏；壳聚糖；微载体；血液相容性；组织工程 
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0  引言 

 

壳聚糖为甲壳素经化学法处理脱乙酰基后

的产物，是带阳离子的高分子碱性多糖聚合物，

如果脱乙酰度含量越高，其表征分子链节中的

氨基含量越高，这就决定壳聚糖在生物材料应

用及其生物技术研究中的优势，即其带有正电

荷，许多研究显示壳聚糖是一种来源广泛、性

能优良的多聚阳离子电解质，不溶于水，能溶

于稀酸，并具有良好的可溶性、降解性、生物

功能性和相容性等特点，使其在液态递质中可

以与带负电荷的聚合物、大分子甚至一些聚阴

离子相互作用
[1-2]
。所以，本实验采用脱乙酰度

大于95%的壳聚糖作为制备微载体的生物材

料。目前，文献报道的微载体大多为实心的、

无孔或大孔的，虽然较二维微载体的比表面积

有很大的增加，但距理想的三维微环境相差甚

远，这与其制备的方法和技术有着密切关系。

为了进一步明显增加三维微载体的比表面积，

并对球形多孔微载体作一初步研究，本课题组

借鉴了相关文献报道的制备技术经验，以壳聚

糖为材料，利用液氮冷冻干燥法初步制备成功

了壳聚糖球形多孔微载体，并对其物理、化学

及结构形态等性质进行了表征
[2-5]
。 

生物材料作为用于人体组织和器官诊断、
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修复或增进其功能的一类高技术材料，即用于

取代、修复活组织的天然或人造材料，其作用

是药物不可替代的。将生物材料植入体内会不会

产生全身性不良影响及局部的器官和组织的病

变，满足生物体复杂而又严格的多功能要求，这

就要求材料有与天然高分子相类似的结构
[6]
。目

前在设计生物医用材料时，首先遇到的是体内

植入材料的生物相容性问题，其中血液相容性

是其主要部分
[7]
。生物医学材料造成的生物学

危害之一是材料造成的生物学危害，这就需要

对其进行生物学评价试验，以便提供进一步有

关安全性的数据和资料
[8]
。按照生物医学材料

国际标准化组织(ISO)的生物相容性评价标准

和国家标准GB/T 16886系列
[6-9]
，生物人工肝生

物反应器按照与患者的接触时间和途径，属于

长期接触类(B类)，首先必须具有良好的血液相

容性，其溶血实验、凝血实验、血小板计数及

聚集等必须符合上述标准和要求，即无溶血性

和无凝血性，因此，本实验对壳聚糖球形多孔

微载体在这几方面进行了系统的血液相容性检

测和评价。 

 

1  材料和方法 

 

设计：动物观察实验。 

时间及地点：于2007-09/2009-05在上海

交通大学医学院附属瑞金医院器官移植中心

(上海消化外科研究所)实验室所完成。 

材料：健康成年新西兰兔72只，体质量

2.0~2.5 kg，雌雄各半，均购自上海交通大学医

学院附属瑞金医院实验动物中心，许可证号

SCXK(沪) 2003-0004。壳聚糖购自中国医药集

团上海分公司。 

试剂与仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

壳聚糖球形多孔微载体的构建：首先在常温

下，配置体积分数为2%的乙酸(CH3COOH)溶

液300 mL，分别取其100 mL置于3个相同的烧

杯中。再将质量为1，2，3 g的壳聚糖粉末分

别溶于这3个100 mL的体积分数2%乙酸溶液

中(由于在稀酸溶液中，壳聚糖的主链会缓慢水

解)，并在烧杯上标注浓度1%，2%，3%的壳

聚糖/乙酸溶胶，用玻璃棒手动略加均匀搅拌  

5 min后备用。取3个干净的磁力搅拌珠放入盛

有以上初步配制的1%壳聚糖溶胶烧杯中，将烧

杯用自制的带孔医用塑料薄膜封口。将此烧杯

置于磁力搅拌器上，调节设置其温度为38 ℃，

转速为500 r/min，并开始计时，持续搅拌24 h

后停止，取下烧杯，冷却至常温，即1%的壳聚

糖/乙酸溶胶系配制成功。以同样的方法制备

2%，3%的壳聚糖/乙酸溶胶系，并常温下保存。

取适量的液氮于小型液氮瓶中，用1 mL医用注

射器(针头磨平)吸取1%壳聚糖/2%乙酸溶胶  

1 mL，匀速推注滴入液氮中，使溶胶迅速形成

若干微球，此时要求针头垂直并与液氮平面保

持适当距离，尽量待形成的前者微球沉入液氮

面以下再滴注下一个微球，并根据液氮量和试

验需要制备适量的1%壳聚糖/乙酸溶胶微球，

以同样的方法制备2%、3%的壳聚糖/乙酸溶胶

微球。将以上制备的1%壳聚糖/乙酸溶胶微球

和适量的液氮迅速分装至6孔培养板中，并用自

制的带孔医用塑料薄膜封口，立即放入事先调节

好的冷冻干燥机(冷凝温度REFRIG：-78 ℃，

真空度VACUUM:80UB)中，开始计时，冷冻干

燥24 h后取出，即制成1%的壳聚糖球形多孔微

载体样本1，置常温干燥容器中保存。以同样

的方法制备2%，3%的壳聚糖球形多孔微载体

样本2，3，置常温干燥容器中保存。 

壳聚糖球形多孔微载体的溶血实验：采用的溶

血实验方法(分光光度法)如下：2%红细胞悬液

的制备：取30只新西兰兔，随机分为5组，每

只抽取新鲜血液20 mL，分别放入盛有玻璃珠

的三角烧瓶中振摇约10 min，除去纤维蛋白

原，制成脱纤血液，加100 mL生理盐水摇匀，

1 500 r/min离心20 min，除去上清液，反复用

生理盐水洗至上清液无红色，将所得红细胞用生

理盐水配制成 2%红细胞混悬液，备用。取2%

兔血红细胞悬液0.2 mL加入10 mL蒸馏水中，用

酶标仪 545 nm波长测量，吸光度值为0.760，

符合实验要求，正常阳性对照组吸光度值为

0.8±0.3。将本实验的球形多孔微载体样本材料

1，2，3粉末均浸于生理盐水，Heraeus细胞培

养箱中37 ℃恒温恒湿浸提72 h，分别取10 mL

试剂和仪器              来源 

 

去离子水，生理盐水，   Sigma 

致聚剂 ADP             

Bio-Rad 450酶标仪     美国 Bio-Rad公司   

CO2细胞培养箱、       Heraeus, Germany 

低温高速离心机         

分光光度计             上海第三分析仪器厂 

负压试管(含 EDTAK     Corning公司 

抗凝剂和含 3.8% 

枸橼酸钠抗凝剂) 

PA-III血小板聚集仪     Olympus,Japan 
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样本材料(1，2，3)浸提液(以下实验均采用此自制的浸

提液)、去离子水(阳性对照)、生理盐水(阴性对照)于   

15 mL离心管，37 ℃水浴×30 min，每只试管分别加2%

兔血红细胞悬液0.2 mL，37 ℃水浴60 min后，将各管

的溶液置入干燥离心管中离心(1 000 r/min)5 min，取上

清在分光光度计上545 nm处扫描，以蒸馏水为空白读取

各管吸光度(A)值，每组设6个平行样品。 

 溶血实验的评价标准：生物材料的溶血率用%表示，

计算公式如下：溶血率(%)=(Dt-Dnc)/(Dpc-Dnc)×100 

其中：Dt-试验样品吸光度，Dnc-阴性对照吸光度，Dpc-

阳性对照吸光度。以Dnc吸光度应不大于0.03，Dpc吸

光度值为0.8±0.3，溶血率< 5%，则材料符合生物材料

溶血实验要求；若溶血率> 5%，则预示实验材料有溶血

作用。  

壳聚糖球形多孔微载体的凝血实验：将24只新西兰兔随

机分成4组，每组6只，即微载体样本浸提液1、2、3组(同

上溶血试验的方法制得浸提液)和生理盐水阴性对照组。

首先测定每只兔的正常凝血时间作为自身空白对照，采

用一次兔耳缘静脉给药，剂量为1 mL/kg，分别于给药

后5 min，30 min，1 h，6 h，12 h，24 h，用一次性采

血针兔耳中动脉采血1 mL，置于消毒的玻璃试管中，将

玻璃试管放在37 ℃水浴箱中，记录时间。倾斜试管观

察血液凝固情况，直至血液全部凝固为止(试管倾斜90°

时，血液不再流动)。从加入血液开始至凝血固的时间即

为全血凝固时间。 

壳聚糖球形多孔微载体的血小板计数及聚集实验： 将18

只新西兰兔随机分成3组，每组6只，即微载体样本材料

浸提液1，2，3组(同上方法制得)。各组均采用一次兔耳

缘静脉分别注入浸提液1，2，3，剂量为1 mL/kg，分别

于给注入前及注入后24 h，用一次性采血针白兔耳中动

脉采血2 mL，置于含有EDTAK抗凝剂的负压试管中，

用全自动血细胞计数仪检测兔血小板；并同时分别于给

注入前及注入后30 min，6 h，12 h，用一次性采血针白

兔耳中动脉采血4 mL，置于含3.8%枸橼酸钠抗凝剂的

负压试管中，混匀，800 r/min离心4 min，制备富血小

板血浆，取富血小板血浆1 mL置另一离心管中，将除去

富血小板血浆后的血浆以3 000 r/min离心8 min，去上

清，制得贫血小板血浆。将富血小板血浆和贫血小板血

浆置于血小板聚集仪测定孔内，在富血小板血浆中加入

0.2 mol/L磷酸缓冲液10 mL，在贫血小板血浆中加入相

应量缓冲液，37 ℃下预热3 min，再加入致聚剂ADP，

用PA-III血小板聚集仪进行检测。 

主要观察指标：壳聚糖球形多孔微载体的溶血、凝

血、血小板计数及聚集等实验结果是否符合生物医学材

料的相关标准和要求。 

统计学分析：数据用统计软件SSPS V 12.0处理，

数据均以x
_

±s表示，组间比较采用重复测量数据的F 检

验和t 检验，P < 0.05为差异有显著性意义。统计学处

理由第一作者完成。 

   

2  结果 

 

2.1  壳聚糖球形多孔微载体的表面及切面形态  通

过电子显微镜扫描，微载体样本1，2，3的大体形态、

载体表面及切面形态结构见图1~3。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 Gross morphology of different concentrations of 
spherical porous chitosan microcarrier sample 
(200 µm) 

图 1  不同浓度壳聚糖球形多孔微载体样本大体形态  
(200 µm) 

Figure 2 Surface morphology of different concentrations of 
spherical porous chitosan microcarrier sample 
(100 µm) 

图 2  不同浓度壳聚糖球形多孔微载体样本表面形态  
(100 µm) 
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壳聚糖球形多孔微载体样本1，2，3大体形态，大

小均约为1 000 µm的圆形球状物，表面可见多个孔隙，

其中样本3孔隙较多；高倍镜下的表面局部形态多孔且

相连相通，孔径20~80 µm，其中样本2孔隙和孔径较为

整齐、均匀；高倍镜下的微载体切面局部形态可见横断

切面和纵断切面的孔隙交错，多孔相连，其中样本2具

有较为适中的孔径和孔壁。从以上形态可看出，微载体

样本1，2，3均为内外多孔的球体，其每个孔隙也可以

让1到几个肝细胞(直径为20~30 µm)自由通过。 

2.2  壳聚糖微载体的溶血实验结果  样本1，2，3的溶

血率为1.56%，2.07%和2.31%，见表1，3者的溶血率

均小于5%，均无致溶血性。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

结果表明，样本1，2，3均具有良好的血液相容性，

符合生物医学材料的血液相容性标准。 

2.3  壳聚糖微载体的凝血实验结果  微载体样本材料

1，2，3对兔血时间无明显影响，3者与生理盐水阴性对

照组间也无明显差别。实验前后比较差异无显著性意义 

(P > 0.05)，组间比较差异也无显著性意义(P > 0.05)。

见图4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  壳聚糖微载体的血小板计数及聚集实验结果 

    血小板计数试验结果：见表2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

微载体样本材料1、2、3对兔血小板计数无明显影

响，注入浸提液前后比较和组间比较差异均无显著性意

义(P > 0.05)，组间比较差异也无显著性意义(P > 0.05)。 

血小板聚集实验结果：见图5。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

微载体样本材料1，2，3对兔血小板聚集无明显影

响，注入浸提液前后比较和组间比较差异均无显著性意

Figure 3  Section morphology of different concentrations of 
spherical porous chitosan microcarrier sample 
(100 µm) 

图 3  不同浓度壳聚糖球形多孔微载体样本切面形态  
(100 µm) 

Figure 4 Effect of rabbit whole blood clotting time of 
spherical porous chitosan microcarrier 

图 4  壳聚糖球形多孔微载体对兔全血凝固时间的影响 

Figure 5 Effect of rabbit platelet aggregation of spherical 
porous chitosa microcarrier 

图 5  壳聚糖球形多孔微载体 1，2，3对兔血小板聚集的
影响 
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表 1  壳聚糖球形多孔微载体样本的溶血实验结果
Table 1  Samples hemolysis test results of spherical porous 

chitosan microcarrier                   (n=6) 

Group Absorbance (x
_

±s) Hemolysis rate (%) 

Sample leaching liquor 1 0.0334±0.0027   1.56 

Sample leaching liquor 2 0.0319±0.0019   2.07 

Sample leaching liquor 3 0.0287±0.0015   2.31 

Negative control group 0.0189±0.0013   0.00 

Positive control group 0.6458±0.0210 100.00 

The results showed that sample 1, 2, 3 had good blood compatibility, 

consistent with blood compatibility standards of biomedical materials 
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表 2  壳聚糖球形多孔微载体样本 1，2，3对兔血小板计数
的影响 

Table 2  Effect of rabbit platelet count of spherical porous 
chitosan microcarrier          (x

_

±s, n=6, ×10
11

/L)

Group 
Leaching liquor 

before injection 

Leaching liquor 24 hours

after injection 

Sample leaching liquor 1 4.86±0.96 4.87±0.78 

Sample leaching liquor 2 4.87±0.75 4.89±0.84 

Sample leaching liquor 3 4.89±0.87 4.88±0.89 
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Microcarrier sample material 1, 2, 3 had no effects on platelet 

aggregation of rabbits. There was no significant difference between 

the comparison of leaching liquor injection before and after and 

intragroup comparison (P > 0.05) 
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义(P > 0.05)。 

 

3  讨论 

 

本实验利用液氮冷冻干燥技术成功地构建了一种壳

聚糖球形多孔微载体，其作为生物人工肝细胞培养的生

物材料，必须具有良好的血液相容性
[10-12]
。医用生物材

料与血液相互作用，使各自的功能和性质受到影响。具

有优良血液相容性的医用生物材料对血液或血液成分的

功能和性质影响在适当的范围内，主要表现在
[13-14]
：①

黏附血小板较少，不激活血小板，不发生血栓。②不激

活凝血系统，促进凝血时间缩短。③无溶血作用。④不

对其他血液成分产生不利的影响。如果医用生物材料如

果具有血液不相容性，在通常情况下，其表面与血液接

触的数秒钟内，首先在材料表面吸附血浆蛋白，接着血

小板在材料表面黏附、聚集、变形，同时血液内一系列

凝血因子相继被激活，参与材料表面血栓形成过程，最

终形成红血栓。材料的血液不相容性会严重地将危害人

体生命过程。 

医用生物材料的血液相容性评价是其生物学评价的

重要组成部分，由于血液成分的功能及其作用机制比较

复杂，涉及的内容比较多，而评价医学生物材料与血液

相互作用的血液相容性经典的实验方法比较少，除溶血

试验外，其他涉及凝血、血栓形成、血小板功能改变、

血浆蛋白黏附、补体免疫系统功能改变等诸多方面的血

液相容性试验方法
[15-17]
。由于本实验制备的微载体材料

需与血液发生直接或间接的接触，因此，其必须应具有

良好的血液相容性。一般认为，当溶血试验测得有溶血

活动时，提示材料有毒性。本实验采用新西兰兔红细胞

制成新鲜抗凝兔血来进行实验，所用阴性对照和阳性对

照均符合以上医用材料标准(溶血率不大于5%)的要求，

说明微载体样本材料对红细胞无破坏作用，表明该微载

体无明显的致溶血性而具有初步的良好的血液相容性。

对于凝血系统的检测有各种凝血时间的测定，如活化部

分凝血酶时问、凝血酶原时问和凝血酶原时间等。凝血

时间越长，说明凝血因子被激活的程度越低，材料的抗

凝血性能就越好。本实验中兔血在给予注射微载体样本

材料浸提液前后的凝血时间无显著变化，说明此微载体

无明显的凝血性，但抗凝血性能尚需进一步提高。生物

材料植入体内后，血小板即在材料表面黏附并被激活，

发生聚集和释放反应，材料表面血小板的黏附是血小板

激活常用的检测指标。血小板计数实验结果表明，微载

体样本材料对兔血小板计数无明显影响，另外，血小板

聚集实验结果也表明，微载体样本材料浸提液对兔血血

小板无明显影响，并不明显激活内源性凝血系统。本实

验通过以上血液相容性实验均阴性的结果，证实壳聚糖

球形多孔微载体无致溶血性、无凝血性和无血小板聚集

性，表明壳聚糖球形多孔微载体具有良好的血液相容性。  
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