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文章亮点： 

1 为克服肝素单涂层管道抗蛋白黏附能力、生物形容性差的问题，实验选择天然无毒、生物相容性好

的海藻酸钠，将其与肝素以共价交联方式固定到化学修饰后的聚氯乙烯管道表面，充分发挥两种涂层

物各自的生物特性。 

2 以正交实验分别筛选单独两种涂层的最优条件，再进行组合，选取最优组合模式，并进行生物相容

性实验与抗凝血性能实验。 

关键词： 

生物材料；组织工程复合支架材料；海藻酸钠；肝素；复合涂层；共价结合；氧化；重氮化；生物相容

性；抗凝血性能；省级基金 

缩略语： 

氧化海藻酸钠：Oxidated sodium alginate，OSA；低分子肝素：low molecular nitrous acid-converted 

heparin，LMNH 

 

摘要 

背景：前期实验证明多醛基海藻酸钠-肝素复合涂层具有良好生物相容性和血液相容性，但对于最优制

备条件和最优模式尚不清楚。 

目的：研制一种新型多醛基氧化海藻酸钠-肝素复合涂层，筛选新型涂层制备的最佳条件。 

方法：以正交实验筛选氧化海藻酸钠(或肝素)最优涂层条件，获得 3种氧化海藻酸钠/肝素复合涂层模式，

将复合涂层通过共价交联的方式固定到氨基化预处理/化学修饰的聚氯乙烯管道表面，从涂层物定量、蛋

白黏附实验和表面接触角实验 3个方面筛选最优复合涂层模式，并检测最优复合涂层的抗凝血性能。 

结果与结论：氧化海藻酸钠涂层物最优涂层条件为 50%浓硫酸、0.05%聚乙烯亚胺、反应溶液 pH值 3.5、

反应温度为 40 ℃和氧化海藻酸钠质量浓度为 2 g/L。肝素涂层物最优涂层条件为 70%浓硫酸、0.1%聚

乙烯亚胺、反应溶液 pH值 3.5、反应温度为 30 ℃和肝素质量浓度为 0.1 g/L。复合涂层物最佳涂层模

式氧化海藻酸钠、肝素涂层量分别为(4.07±1.35)，(2.13±0.24) µg/cm2
，此复合涂层具有良好的生物相

容性及抗凝血性能。 
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Abstract 

BACKGROUND: Preliminary experiments have demonstrated that composite coating of sodium alginate and 

heparin with multi-aldehyde groups has excellent biocompatibility and hemocompatibility. However, little is know 

about the optimal condition and pattern of new coating preparation. 

OBJECTIVE: To prepare a new composite coating of sodium alginate and heparin, and to optimize the coating 

preparation conditions.  

METHODS: The optimal coating conditions of sodium alginate (or heparin) were screened by orthogonal 

experiment, to obtain three coating patterns of sodium alginate/heparin composite. Composite coating was 

covalently bonded on the polyvinyl chloride surface which was preprocessed by amination/chemical modification. 

The screening methods of optimal composite coating pattern included coating quantification, protein adhesion 

test and surface contact angle. Anticoagulation properties of optimum composite coating model were assessed. 

RESULTS AND CONCLUSION: The optimum coating condition of oxidated sodium alginate in composite coating 

was 50% concentrated sulphuric acid, 0.05% polyethyleneimine, pH 3.5, reaction temperature 40  and 2 g/L ℃

oxidated sodium alginate. The optimum coating condition of heparin in composite coating was 70% concentrated 

sulphuric acid, 0.1% polyethyleneimine, pH 3.5, reaction temperature 30  and 0.1 g/L low molecular nitrous ℃

acid-converted heparin. The quantities of oxidated sodium alginate and heparin in optimum composite coating 

pattern were (4.07±1.35) and (2.13±0.24) µg/cm
2
. And the composite coating possesses fine anticoagulant 

property and biocompatibility. 

Key Words: biomaterials; tissue-engineered composite scaffolds; sodium alginate; heparin; composite coating; 

covalent bond; oxidation; diazotization; biocompatibility; anticoagulant property; provincial grants-supported paper 
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0  引言 

 

医学技术的发展带动了生物医学材料的研究和应用，生物医学材料应用面临生物相容性

及血液相容性两大问题。涂层技术通过对材料表面的预改性改善生物医学材料表面的生物相

容性和抗凝活性
[1]
，减轻术后全身炎症反应

[2]
。研究表明，只要在某种程度上能抑制或阻止

凝血因子的激活、血小板黏附与聚集、红细胞黏附和补体系统激活这4种凝血途径中的一种

或几种凝血途径发生的材料都具有抗凝血性能。设计医用涂层材料的原则包括阻抗蛋白质吸

附、减少血小板的黏附和聚集、抑制内源性凝血因子的活化、抑制血栓形成及促进材料伪内

膜化等。 

 

目前生物医学材料表面涂层原理可归纳为物理法和化学法
[3]
。物理法即通过机械包埋、

分子链之间的缠绕和渗透、被有孔材料吸附等方式将肝素固定到生物材料表面，达到固定化

的目的。化学法即通过涂层物分子链上丰富的反应性官能基团，如磺酸基、氨基、羧基等与

目标材料表面上相应的可反应基团进行反应，以离子键或以共价键的方式将之固定到生物材

料表面
[4-5]
。 

 

目前应用最广的是肝素涂层技术，肝素属于酸性黏多糖，它可以和生物体内的多种凝血

抑制因子相互作用，通过加速或提高这些抑制因子的抗凝活性来达到抗凝血的目的。其中肝

素对抗凝血酶Ⅲ的作用最重要
[5-7]
。肝素抗凝效果优良，但临床应用途径多为静脉注射，出血

及血小板减少等不良反应较大
[8]
，且不能达到持续抗凝的目的。同时有研究表明肝素涂层生

物相容性较差，并且不能有效减少蛋白黏附，且成本较高，在一定程度上限制了肝素涂层的

应用和推广
[9]
。海藻酸钠属于聚阴离子大分子多糖，天然无毒，具有优良的生物相容性和一

定的抗凝效果
[6, 10-11]

。设计并制备肝素及海藻酸钠复合涂层能有效改善医学材料表面的生物

相容性和血液相容性。同时海藻酸钠价格低廉，容易获得，已被广泛应用于医学材料和生物
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工程方面
[12-13]

。实验旨在研制一种新型多醛基海藻酸钠

和肝素复合涂层，筛选最优的涂层条件和涂层模式。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞水平体外观察实验。 

时间及地点：于2011年6月至2012年6月在天津市

人工细胞重点实验室完成。 

材料： 

新型多醛基海藻酸钠-肝素复合涂层制备和筛选实验的主

要试剂与仪器： 

Main experimental reagents and instruments: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

氧化海藻酸钠(oxidated sodium alginate，OSA)涂层物的

制备
[14]
：将海藻酸钠2 g充分溶解于去离子水中，加入高

碘酸钠0.5 moL，常温避光反应24 h，后于反应液中加

入乙二醇0.2 mL终止反应。反应液中加入NaCl 0.3 g，

混匀后缓慢倒入体积分数96%乙醇中，析出的沉淀物经

抽滤、干燥后再次溶于去离子水中，3 500 u透析袋透析

过夜后冷冻，低温真空干燥后获得OSA粉末。 

低分子肝素 (low molecular nitrous acid-converted 

heparin，LMNH)涂层物的制备：将肝素钠粉剂2 g充分溶

解于去离子水中，并加入亚硝酸钠20 mg，在酸性环境

下0 ℃反应2 h，后调定溶液pH值至7.0以中止反应，得

到LMNH溶液。7 000 u透析袋透析过夜后冷冻，利用低

温真空干燥机进行干燥获得LMNH粉末。 

涂层物的定性分析：涂层后将聚氯乙烯管路充分干

燥，剪开管路暴露内表面，红外扫描探头直接检测涂层

管道表面功能基团。海藻酸钠及肝素粉末红外定性均采

用溴化钾压片模式，检测器DTGs KBr，分束器KBr，波

长范围650-4 000 nm。 

表面涂层物定量分析： 

OSA固定密度的测定：参照文献[15]中苯酚-硫酸法

建立海藻酸钠浓度标准曲线。分别留取反应前后OSA溶

液，硫酸-苯酚法处理后利用紫外分光光度计测量    

480 nm处Abs值，根据海藻酸钠标准曲线，利用差值法

计算等价于葡萄糖标准品的涂层密度。 

 

 

LMNH固定密度的测定：参照文献[16]中甲苯胺蓝

定量方法建立肝素浓度标准曲线。待测涂层材料分别剪

成10 cm
2
小碎片，加入20 mL试管中备用；试管内依次

加入2.5 mL 0.02%的甲苯胺蓝溶液和2.5 mL PBS，振

荡混匀，室温下反应50 min；后抽取反应液，利用紫外

分光光度计测量630 nm处Abs值，并根据标准曲线推算

涂层密度。 

 

 

最优涂层条件筛选： 

聚氯乙烯管道表面涂层方法：见图1所示，首先用

H2SO4·K2MnO4溶液分别对聚氯乙烯管道进行酸化预处

理，在材料表面形成羧基(-COOH)，与强阳性聚乙烯亚

胺的氨基(-NH2)结合在材料表面构建大量以氨基为主

的“空间臂”，增加结合位点，然后与重氮化处理后肝

素末端的醛基(-CHO)或氧化海藻酸钠末端的醛基结

合，制成共价键结合涂层材料，具体分如下3种模式。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

OSA最优涂层条件筛选：利用正交设计的方法，将

酸浓度、聚乙烯亚胺浓度、OSA溶液质量浓度、OSA

溶液pH值和温度作为5种因素，每种因素3个水平，酸

的浓度分别为40%，50%和70%，聚乙烯亚胺浓度分别

为0.05%，0.1%，0.5%，OSA溶液质量浓度分别为0.1，

0.5，2 g/L，pH值分别为3.5，6，9，温度分别为30，

40，50 ℃；通过SPSS 17.0生成正交实验表；按生成

的正交表设计实验，并重复3次，采用硫酸-苯酚法定量

涂层的密度，并进行统计学分析，筛选最佳涂层条件。 

图 1  聚氯乙烯管道表面涂层方法 

Figure 1  Coating method of polyvinyl chloride pipe surface

 

A：OSA(氧化海藻酸钠)；B： LMNH(低分子肝素)

试剂及仪器 来源 

聚氯乙烯管道 

海藻酸钠 A2158、高碘酸钠 

氰基硼氢化钠 

聚乙烯亚胺 

亚硝酸 

人血清白蛋白 

人纤维蛋白原 

肝素钠 

红外分光光度计 

紫外分光光度计 

东莞科威 

美国 Sigma 

Fluka analytical 

Alorich 

美国 Sigma-Alorich 

CSL Behring Gmbh 

EMD Chemicals 

安徽金鑫生物 

Thermo，USA 

Hitachi，Japan 

OSA涂层密度(µg/cm
2
)=(反应前浓度-反应后浓度)×2/10 

LMNH涂层密度(µg/cm
2
)=肝素测定浓度×5 mL/10 cm

2
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OSA最优涂层条件筛选正交实验设计： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

LMNH最优涂层条件筛选：同样利用正交设计的方法，

将酸的浓度、聚乙烯亚胺浓度、LMNH溶液质量浓度、

LMNH溶液pH值和温度作为5种因素，酸的浓度分别为

40%，50%和70%，聚乙烯亚胺浓度分别为0.05%，0.1%，

0.5%，LMNH溶液质量浓度分别为0.1，0.2，0.4，0.8 g/L，

pH值分别为3.5，6，9，温度分别为30，40，50 ℃；通

过SPSS 17.0生成正交实验表；按生成的正交表设计实

验，并重复3次，采用硫酸-苯酚法定量涂层的密度，并进

行统计学分析，筛选最佳涂层条件。 

LMNH最优涂层条件筛选正交实验设计： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

最佳复合涂层模式筛选：结合OSA及LMNH单涂层最

佳涂层条件，OSA/LMNH复合涂层模式具体分如下3种：

OSA1LMNH1、OSA1LMNH2和LMNH1OSA2。用苯酚-

硫酸法和甲苯胺蓝法对OSA和LMNH进行定量分析，通

过蛋白定量和表面接触角实验别对3种涂层模式聚氯乙

烯管道进行生物相容性评价，筛选最优涂层模式。 

OSA1LMNH1涂层模式：取最优浓度的OSA和LMNH

各100 mL，常温预混30 min，加入1.75 g NaCl和20 mg 

NaBH3CN充分混匀，调节pH值为最优pH值，将聚氯乙

烯样管浸没入反应液中，最优温度振荡反应2 h。留取

反应前后反应液进行OSA定量。反应结束后用蒸馏水冲

洗聚氯乙烯样管3次，待干燥后做LMNH定量分析。 

OSA1LMNH1涂层模式：先取最优浓度OSA溶液   

200 mL，加入1.75 g NaCl和20 mg NaBH3CN充分混

匀，调节pH值为最优pH值，将聚氯乙烯样管浸没入反

应液中，最优温度振荡反应2 h。用蒸馏水将第1次反应

后样管冲洗3次，然后加入到最优浓度LMNH反应液中，

最优温度反应2 h。留取第一次振荡反应前后液体，苯

酚-硫酸法定量OSA。留取第2次振荡反应后聚氯乙烯样

管，常温干燥后甲苯胺蓝法定量LMNH。 

LMNH1OSA2涂层模式：先取最优浓度LMNH溶液 

200 mL，加入1.75 g NaCl和20 mg NaBH3CN充分混

匀，调节pH值为最优pH值，将聚氯乙烯样管浸没入反

应液中，最优温度振荡反应2 h。用蒸馏水将第1次反应

后样管冲洗3次，然后加入到最优浓度OSA反应液中，

最优温度反应2 h。留取第1次振荡反应后聚氯乙烯样

管，常温干燥后甲苯胺蓝法定量LMNH。留取第2次振

荡反应前后液体，苯酚-硫酸法定量OSA。 

聚氯乙烯涂层管道的生物相容性评价： 

涂层表面亲水性实验：微量进样器在干燥后样品表

面滴加2 μL纯水，用动态接触角测量仪记录接触角随时

间的变化，每个样品每次测量5个点，每点计量10次取

平均值。通过测定涂层前后材料表面接触角的变化，来

表征涂层的亲水特性。 

涂层表面蛋白吸附实验：依据文献[17]中BCA蛋白

定量法及BCA试剂盒方法建立蛋白浓度标准曲线。将待

测样品剪成0.5 cm×0.5 cm碎片，加入24孔培养板；配

置0.2 g/L人血清白蛋白和人纤维蛋白原稀释液；配置

BCA工作液；向放置待测样品的培养孔中，分别加入   

1.5 mL人血清白蛋白和人纤维蛋白原稀释液，将材料完

全浸没，放入恒温水箱中，37 ℃孵浴1 h；将孵育后蛋

白液全部取出，加入离心管中振荡混匀后待测；取    

100 µL待测蛋白液，加入洁净的离心小管中，同时加入

编号 
酸浓度

(%) 

聚乙烯亚

胺浓度(%) 

LMNH 

(g/L) 
pH值 温度(℃) 

 

 1 

 

70 

 

0.01 

 

0.1 

 

6.0 

 

30 

 2 40 0.10 0.1 3.5 50 

 3 70 0.50 0.1 3.5 30 

 4 50 0.05 0.1 9.0 40 

 5 50 0.50 0.4 3.5 30 

 6 70 0.10 0.2 9.0 30 

 7 40 0.05 0.8 3.5 30 

 8 70 0.50 0.8 6.0 50 

 9 70 0.01 0.8 3.5 40 

10 70 0.10 0.4 3.5 40 

11 50 0.10 0.8 6.0 30 

12 50 0.10 0.2 9.0 50 

13 40 0.10 0.4 6.0 30 

14 40 0.50 0.2 3.5 40 

15 70 0.05 0.4 3.5 50 

16 70 0.05 0.2 9.0 30 

 

编号 
酸浓度

(%) 

聚乙烯亚

胺浓度(%) 

OSA质量

浓度(g/L) 
pH值 温度(℃) 

  

 1 

 

50 

 

0.10 

 

0.5 

 

6.0 

 

30 

 2 50 0.05 2.0 3.5 50 

 3 40 0.10 2.0 3.5 40 

 4 70 0.50 2.0 9.0 30 

 5 40 0.05 0.1 3.5 30 

 6 40 0.05 0.5 9.0 30 

 7 70 0.05 0.5 3.5 50 

 8 40 0.50 0.1 6.0 50 

 9 40 0.50 0.5 3.5 40 

10 50 0.50 0.1 3.5 30 

11 70 0.05 0.1 6.0 40 

12 50 0.05 0.1 9.0 40 

13 40 0.05 2.0 6.0 30 

14 70 0.10 0.1 3.5 30 

15 40 0.05 0.1 3.5 30 

16 40 0.10 0.1 9.0 50 
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OSA 

LMNH 

PVC 

PVC-OSA 

PVC-LMNH 

cm
-1
 

涂层材料表面血栓黏附率=(m2-m1)/m1 

BCA工作液1 mL，再次振荡混匀后，60 ℃恒温孵浴   

30 min；利用紫外分光光度计测定孵浴后混合液在   

562 nm波长处Abs值，根据标准曲线计算反应前后蛋白

差值，即为材料表面蛋白黏附量。 

涂层表面血液凝固时间：首先取健康志愿者新鲜全血

20 mL，3 000 r/min离心10 min，离心半径13.5 cm，获

得贫血小板血浆，测定凝血功能指标活化部分凝血活酶

时间、凝血酶时间、凝血酶原时间和纤维蛋白原；然后

分别取10 cm
2
最优复合涂层的材料和未涂层材料，剪成

约0.5 cm×0.5 cm碎片，置于24孔培养板；每个涂层样

品孔中分别加入贫血小板血浆 700 µL，37 ℃恒温水箱

孵育2 h；抽取孵育后血浆，加入离心管中振荡混匀30 s，

再次测定4项凝血指标，计算每组样品凝血时间差值。 

表面血栓形成：将待测10 cm
2
最优复合涂层样品和

未涂层材料(空白对照)，真空干燥后称量干质量m1，然

后适当修剪加入12孔培养板中；抽取新鲜未抗凝全血，

迅速加入至样品孔中，浸没材料；37 ℃恒温孵育60 min

后取出涂层样品，PBS冲洗3遍，3%戊二醛固定，梯度

乙醇处理后真空干燥，再次称量干质量样品m2，计算孵

育前后样品干质量差值。 

 

 

主要观察指标：①红外扫描对涂层管道表面的涂层

物进行定性。②紫外分光光度计对管道表面涂层物进行

定量。③表面接触角检测涂层管道的亲水活性。④蛋白

黏附实验检测涂层管道的生物相容性。⑤凝血时间和血

栓形成检测涂层管道的抗凝血性能。 

统计学分析：所有定量资料用x
_

±s表示，所得数据

利用SPSS 17.0软件进行统计分析，用方差分析进行多

组间比较，两两比较利用SNK-q检验，统计学差异检验

标准P < 0.05。 

   

2  结果 

 

2.1  聚氯乙烯管道表面OSA及LMNH涂层物的定性检

测结果  红外谱图显示，OSA在3 352 cm
-1
处出现了特

征吸收峰；LMNH在3 450 cm
-1
附近有特征吸收峰。空

白聚氯乙烯表面并没有特征峰出现，表明OSA及LMNH

涂层物在聚氯乙烯管路表面固定确实，见图2。 

 

2.2  涂层物定量标准曲线   根据标准曲线建立方法，

得 OSA定量标准曲线方程为 y=12.955x-0.009 5 

(R
2
=0.994 2，x：4-100 mg/L)。LMNH定量标准曲线方

程y=-0.037 5x+2.078 2(R
2
=0.997 8，x：2-32 mg/L)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  OSA最优涂层条件  重复5因素3水平正交实验3

次，对应正交实验设计表格1-16编号OSA涂层密度分别

为 (49.19±17.03)， (101.19±7.92)， (28.63±11.85)，

(17.93±3.72)，(16.97±3.33)，(30.28±2.38)，(27.20± 

6.09)，(18.22±7.73)，(16.72±5.34)，(57.98±6.86)，

(4.84±1.99)， (77.22±22.80)， (5.90±2.59)， (25.10± 

12.04)，(19.17±9.38)，(4.53±2.02) μg/cm
2
。根据分析

结果筛选出最佳涂层条件为：50%浓硫酸、0.05%聚乙

烯亚胺、反应溶液pH值3.5、反应温度为40 ℃和OSA质

量浓度为2 g/L。 

 

2.4  LMNH最优涂层条件  重复5因素多水平正交实验

3次，对应正交实验1-16编号LMNH涂层密度分别为

(1.40±0.14)，(1.26±0.22)，(1.66±0.05)，(1.11±0.19)，

(1.40±0.30)，(1.61±0.03)，(1.21±0.03)，(1.12±0.04)，

(1.32±0.08)，(1.54±0.19)，(1.35±0.15)，(1.03±0.12)，

(0.82±0.19) ， (1.24±0.14) ， (1.06±0.11) ， (1.27±     

0.15) μg/cm
2
。根据分析结果筛选出最佳涂层条件为

70%的浓硫酸、0.1%聚乙烯亚胺、反应溶液pH值3.5、

反应温度为30 ℃和LMNH质量浓度为0.1 g/L。 

 

2.5  复合涂层物最优涂层模式   表1结果表明，与

图 2  氧化海藻酸钠及肝素涂层物的红外定性结果 

Figure 2  Infrared characterization of oxidated sodium 

alginate and heparin coating 

注：氧化海藻酸钠在 3 352 cm
-1
处出现了特征吸收峰；肝素

在 3 450 cm
-1
附近有特征吸收峰；空白聚氯乙烯表面并没有

特征峰出现，表明氧化海藻酸钠及肝素涂层物在聚氯乙烯管路

表面固定确实。 
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OSA1LMNH2、LMNH1OSA2模式相比，OSA1LMNH1模

式涂层物定量差异无显著性意义(P > 0.05)，蛋白黏附

量显著降低(P < 0.05)，表面接触角显著减小(P < 0.05)。

所以OSA1LMNH1模式涂层物为最优涂层。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.6  最优涂层模式抗凝血性能的评价  表2结果表明，

OSA1LMNH1模式组与空白对照组相比，活化部分凝血

活酶时间及凝血酶时间显著延长(P < 0.05)，血栓形成

量显著减少(P < 0.05)。图3扫描电镜结果同样表明，

OSA1LMNH1涂层管道表面血栓形成量显著减少。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

肝素涂层应用最早也最广泛
[18-19]

，很好地解决了医

用高分子材料血液相容性差的问题
[13]
。Gott等

[20]
第1次

通过离子键将肝素固定到生物医学材料表面。离子键固

定肝素较物理吸附稳定，能够维持肝素的天然构象，最

大限度优化抗凝效果。但离子键多层结合并不能很好地

暴露抗凝血酶结合序列，抗凝活性不能很好发挥，加之

肝素易被血液中其他阴离子组分置换或是由于离子键

的断裂而快速释放，使得生物材料表面很快失去抗凝活

性，不满足体外长时间转流的需要。Bioline Coating® 

(Jostra)通过共价键和离子键结合的方法将高分子量肝

素Liquemin®与生物材料表面预固定的多肽涂层共聚结

合，与非涂层灌注系统相比延迟了接触激活，降低了白

细胞变性和凝血活性，改善了血小板保护。

AOThel®(Artificial organ technology)放弃了传统肝素

固定中使用的聚酰胺和阳离子表面活性剂，采用与自然

内皮表面相似的蛋白多糖做粘连剂与低分子肝素共价

偶联。Corline®Corline Systems AB)是将大分子肝素缀

合物通过特殊黏合剂共价结合到生物材料表面的多胺

链上，这种共价结合保证了固定肝素的五糖序列，肝素

的生物活性完整保存
[21]
。Favia等

[22-23]
通过射频辉光放

电法及等离子体增强化学气相沉积法在聚乙烯表面引

入羧基，再通过“空间嫁接”剂二氨基乙烷及聚乙二醇

固定肝素，这种光化学固定方法操作复杂，化学偶联剂

使用较多，有潜在毒性。Henry等
[24-25]

利用超分子静电

自组装原理，通过静电引力的作用一次吸附相反电荷的

聚电解质，从而形成具有多种功能的超薄膜，利用肝素

图 3  聚氯乙烯管道涂层前后的表面血栓形成(×5 000) 

Figure 3  Thrombus formation before and after polyvinyl 

chloride pipe coating (×5 000) 

 

A：涂层前                        B：实验组 

注：实验组为复合涂层物最佳涂层模式氧化海藻酸钠、肝素涂

层量分别为(4.07±1.35)，(2.13±0.24) µg/cm
2
的聚氯乙烯管

道；涂层管道表面血栓形成量较涂层前显著减少。 

 

表 2  氧化海藻酸钠与肝素复合最优涂层模式抗凝血性能的评价

Table 2  Anticoagulation property of optimal coating pattern in 

two groups                             (x
_

±s, n=6) 

 

注：实验组为复合涂层物最佳涂层模式氧化海藻酸钠、肝素涂层量分别为

(4.07±1.35)，(2.13±0.24) µg/cm
2
的聚氯乙烯管道，空白对照为未涂层聚氯

乙烯管道；与空白对照组相比，实验组活化部分凝血活酶时间及凝血酶时间

显著延长(P < 0.05)，血栓形成量显著减少(P < 0.05)。 

项目 实验组 空白对照组 

 

活化部分凝血活酶时间(s) 

 

57.68±3.12 

 

36.72±0.58 

凝血酶时间(s) 32.18±6.44 16.78±0.36 

凝血酶原时间(s) 15.91±1.12 12.72±0.42 

纤维蛋白原(s) 15.37±2.18  6.47±0.58 

血栓黏附量(mg) 46.86±1.63 67.00±3.20 

血栓黏附率(%)  4.95±0.17  7.08±0.34 

表 1  氧化海藻酸钠与肝素复合涂层组合的性能指标评价 

Table 1  Property evaluation of composite coating   (x
_

±s, n=6) 

注：与 OSA1LMNH2、LMNH1OSA2模式相比，OSA1LMNH2模式涂层物定

量差异无显著性意义(P > 0.05)，蛋白黏附量显著降低(P < 0.05)，表面接触

角显著减小(P < 0.05)。 

 

涂层量(µg/cm
2
) 

组别 

氧化海藻酸钠 肝素 

接触角(°) 

 

OSA1LMNH1 

 

4.07±1.35 

 

2.13±0.24 

 

37.67±4.00 

OSA1LMNH2 3.81±1.04 1.94±0.38 49.33±2.83 

LMNH1OSA2 3.80±1.02 2.10±0.65 

 

57.85±2.27 

蛋白黏附(µg/cm
2
) 

组别 

人血清白蛋白 人纤维蛋白质 

接触角(°) 

 

OSA1LMNH1 

 

35.53±6.29 

 

35.53±6.29 

 

37.67±4.00 

OSA1LMNH2 44.24±2.58 44.24±2.58 49.33±2.83 

LMNH1OSA2 45.08±3.41 45.08±3.41 57.85±2.27 
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分子本身的阴离子和其他含阳离子的分子通过静电吸

引作用在材料表面交替、自发的组装上肝素分子膜，使

材料表面形成有序的肝素涂层。这种固定方法肝素分子

空间有序性高，但稳定性还有待提高。Carmeda 

Bioactive Surface®(Medtronic Inc)涂层产品即利用特

殊的终点固定法将末端修饰后的肝素固定到材料表面，

肝素分子的功能活性部分可以从人工材料表面伸出与

血液分子自由结合，很好地发挥抗凝活性
[4]
。肝素单涂

层管道抗蛋白黏附能力差
[26]
，生物形容性差的问题仍不

能彻底解决，且肝素成本较高，一定程度上限制临床应

用。海藻酸钠作为酸性多糖大分子，天然无毒、生物相

容性好
[10,12]
，自身还具有一定的抗凝活性

[14]
。目前有研

究人员从海藻中提取硫酸化半乳糖和硫酸化岩藻聚  

糖
[27-29]

，研究表明海藻多糖显示出抗凝活性。实验选取

肝素和海藻酸钠两种涂层物，旨在通过共价交联将其固

定到化学修饰后的聚氯乙烯管道表面，充分发挥两种涂

层物各自的生物特性。经表面酸化预处理及聚乙烯亚胺

修饰后，体外循环用聚氯乙烯管道表面固定有大量活性

氨基，重氮化作用及高碘酸氧化法使肝素及海藻酸钠分

子末端暴露活性醛基，通过终点固定方式固定到预修饰

管道表面。终点固定的多糖大分子空间构象好，与血液

接触面积大。涂层技术同样重点关注3个问题：涂层物

的固定与否、固定量以及固定涂层物生物活性保持。化

学交联反应受多方面因素影响，如反应温度、反应液pH

值、反应物浓度及反应时间等。 

 

实验结果示，红外谱图扫描显示OSA及LMNH均固

定确实，证实了重氮化处理及高碘酸氧化使OSA及

LMNH分子活性醛基暴露，多醛基的OSA及LMNH与酸

化及氨基化预修饰的聚氯乙烯管道进行了有效的共价

交联。正交筛选结果表明，涂层物浓度、实验温度、反

应液pH值对OSA及LMNH固定量均有显著影响，反应时

间及3种涂层模式对涂层物固定量无显著影响。进一步

的生物相容性实验证实，复合涂层物涂层模式对涂层表

面的生物活性有显著影响，OSA1LMNH1模式表面接触

角显著减小，表明预混模式亲水性更优。OSA1LMNH1

模式与OSA1LMNH2、LMNH1OSA2模式相比，人血清白

蛋白及人纤维蛋白原吸附量显著减少，具有更好的抗蛋

白黏附性能，生物相容性更好，分析原因：OSA1LMNH2、

LMNH1OSA2模式均经历了2次加热反应，一方面反复加

热后OSA的表面活性可能受到了抑制，另一方面LMNH

可能竞争性的与聚氯乙烯表面的氨基活性位点结合，从

而使OSA的有效结合位点减少。OSA1LMNH1模式中，

OSA及LMNH两种涂层物提前预混，使二者达到均匀的

空间缠绕，同时二者竞争性的与氨基化修饰的聚氯乙烯

表面结合，结合位点均衡，同时反应加热只进行一次，

OSA及LMNH各自的生物活性能得到最大程度的保持。

最优涂层模式OSA1LMNH1随后进行了抗凝血指标检

测，与空白对照组相比，最优涂层组活化部分凝血活酶

时间及凝血酶时间显著延长，血栓形成量显著减少。活

化部分凝血活酶时间及凝血酶时间反映内源性凝血系

统，OSA1LMNH1涂层通过阻断内源性凝血系统使凝血

时间显著延长。分析原因，OSA1LMNH1涂层良好抗凝

血性能的获得可能与“肝素-AT-Ⅲ”复合物的形成有关，

“肝素-AT-Ⅲ”复合物的形成使得AT-Ⅲ上的抗凝活性

位点-精氨酸反应中心被暴露出来。这种含有活性凝血

酶控制中心的复合物可以与凝血酶 aⅡ 、 aⅩ 等结合，结

合后形成三元复合物，阻断内源凝血瀑布级联反应，从

而达到抗凝血的目的。整个过程中肝素只起催化作用，

其抑制作用完成后从聚合物上脱离，催化下一个AT-Ⅲ，

AT-Ⅲ与凝血酶的反应速度较慢，在肝素存在的情况下，

反应速度会增加几千倍。海藻酸钠也具有一定的抗凝血

性能，海藻酸钠可能也以“海藻酸钠-AT-Ⅲ”形式发挥

抗凝血功能。抗凝血实验结果一方面证明了LMNH和

OSA固定确实，另一方面也证实了醛基化后的肝素和海

藻酸钠抗凝活性得到了保持。 

 

综上所述，新多醛基海藻酸钠-肝素复合涂层中涂

层物固定确实，固定量与涂层条件呈显著相关，初步的

性能测定实验证实最优涂层模式为OSA1LMNH1，

OSA1LMNH1涂层物生物相容性及抗凝血性能优良。 
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