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壳聚糖的脱乙酰度、分子质量和性状对其体外促凝血活性的 
影响 
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摘要: 制备不同脱乙酰度、分子质量的壳聚糖固体粉末和溶液, 并利用试管法比较了不同浓度、不同

性质及不同状态的样品的体外凝血时间。结果表明: 当分子质量相近时, 壳聚糖溶液的体外凝血时间

随脱乙酰度的增加而减少, 脱乙酰度中等的固体粉末具有最强的促凝血能力; 当脱乙酰度相近时, 只

有高分子质量的壳聚糖溶液具有一定的促凝血活性, 但固体粉末状态的三种壳聚糖均具有一定的缩短

体外凝血时间的能力; 同等剂量的壳聚糖溶液和粉末, 除了高脱乙酰度、高分子质量的壳聚糖外, 其余

样品的固体粉末对于缩短体外凝血时间更为有效。 
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壳聚糖(chitosan, CS)是一种由若干 N-乙酰-2-氨
基-2-脱氧-D-氨基葡萄糖和 2-氨基-2-脱氧-D-氨基葡
萄糖以 β-l,4-糖苷键形式连接而成的多糖, 是由甲壳
素(chitin)部分或完全脱乙酰基的产物, 是自然界中
唯一的天然碱性多糖, 也是少数具有正电荷的天然
产物之一[1], 无毒, 物理和化学性质相对稳定, 同时
具有良好的生物相容性、生物降解性及降血脂、絮

凝、抗菌等多种生物活性, 因而在医药、化工、环境、
食品等诸多方面显示出良好的应用前景[1-2]。 

自 1977年 Muzzarelli首度报道了甲壳素对人类
创伤的作用 [3]后 , 甲壳素和壳聚糖及其衍生物与血
液的相互作用就成为研究热点之一。多年研究显示: 
甲壳素、壳聚糖及部分衍生物都具有良好的止血活

性 , 其作用机理目前虽尚未明确 , 但可以肯定的是
其作用过程完全不同于一般传统的止血剂[4]。已有研

究表明壳聚糖可黏附聚集红细胞和血小板, 通过血
小板的活化激活凝血途径, 加速纤维蛋白胶的合成, 
刺激血管收缩, 最终封合伤口[5]。同时壳聚糖还具有

一定的抗菌、止痛、促进伤口愈合及减少疤痕的作

用[6], 是一种理想的伤口敷料。 
然而, 目前的研究大多集中于止血性壳聚糖的

剂型开发[7-8]和作用机制研究[5], 尚未有对其状态(固
体粉末或溶液)对止血活性的影响报道。本文主要对

比研究了不同脱乙酰度、分子质量的壳聚糖在不同

状态下(溶液或固体粉末)体外促凝血活性的差异。  

1  实验部分 

1.1  材料与试剂 
壳聚糖(CS): 实验室自制, 粉末粒径<0.44 mm; 

兔血: 新西兰白兔耳缘静脉取血, 3.8%枸橼酸钠抗凝; 
乙酸酐(AcO2)、乙酸(HAc)、过氧化氢(H2O2)、盐酸
(HCl)等, AR, 国药集团化学试剂有限公司; 云南白
药粉: 4g/瓶, 批号 20080420, 云南白药股份集团有
限公司。 

1.2  实验方法 
1.2.1  不同脱乙酰度和不同分子质量壳聚糖的制备 

以高脱乙酰度的壳聚糖为原料, 参照文献[9]中的

乙酸酐-吡啶法, 在反应体系中加入不同量的乙酸酐制
备得不同脱乙酰度的壳聚糖, 沉淀洗净后冻干样品。 

以高分子质量的壳聚糖为原料, 参照文献 [10]用
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HAc/H2O2体系对其进行不同时间的降解得到一系列

分子质量较低的壳聚糖样品, 沉淀洗净后冻干。 
参照文献 [11-12], 采用酸碱滴定法和乌氏黏度法

分别测定壳聚糖的脱乙酰度和黏均分子质量。结果

如表 1 所示。本实验制得一系列分子质量相近、脱
乙酰度依次降低的壳聚糖样品(CS、CS-A、CS-B)和
脱乙酰度相近、分子质量依次降低的壳聚糖样品

(CS、CS-a、CS-b)。 
 
表 1  壳聚糖样品的脱乙酰度和黏均分子质量 
Tab. 1  Degrees of deacetylation and molecular weights 

of chitosan samples 
样品 脱乙酰度(%) 黏均分子质量(×105, Da)

Chitosan(CS) 85.32 12.20 
CS-A 68.22 11.76 
CS-B 59.46 10.95 
CS-a 85.44 1.45 
CS-b 80.03 0.16 

 
1.2.2  试管法测定凝血时间 

参考文献[13]的方法, 取洁净的试管, 分别加入 1 
mL浓度分别为 40、2 g/L的壳聚糖–0.1 mol/L盐酸
溶液或 80、40、20、10 mg的壳聚糖粉末, 1 mL 0.1 
mol/L盐酸溶液或空白试管作阴性对照, 1 mL浓度为
40 g/L、2 g/L云南白药–0.1mol/L盐酸混悬液或 40 mg
云南白药粉末作阳性对照, 每样品每浓度设 3 支试
管。将各管轻轻摇匀或使粉末尽量铺开于试管底部,  
37℃水浴中保温 1 h, 自兔耳缘静脉取血开始计时, 
依次将 1 mL兔血加入上述试管中, 平稳地移入 37℃
水浴中, 每隔 30 s将第一支试管倾斜一次(角度小于
30°), 其余两支暂时不要动, 直到第一支试管缓慢倒
置血流不动为止, 以同样方法观察第二、第三支试管, 
至第三管内的血全凝后 , 按停秒表 , 记下该组的凝
血时间。凝血时间以 60 min 为上限, 超过即判为不
凝血。每样品重复 6次。 

1.3  数据处理 
采用 SPSS16.0统计软件进行分析。实验数据均以

“⎯x±s”表示, 多组间两两比较进行统计学分析处理。 

2  结果与讨论 

2.1  脱乙酰度对壳聚糖溶液及粉末的   
促凝血活性的影响 

2.1.1  不同脱乙酰度壳聚糖溶液的体外凝血时间 
不同浓度、不同脱乙酰度的壳聚糖-盐酸溶液的

体外促凝血活性如图 1所示。 

 

图 1  不同脱乙酰度壳聚糖-盐酸溶液的体外凝血时间 
* 表示与空白对照组相比的统计学差异 P<0.05, ** 表示 P<0.01; 
## 表示与云南白药组相比的统计学差异为 P<0.01 
Fig. 1  The cogulation time of chitosan-HCl solutions with 

different degrees of deacetylation in vitro 
* denotes comparison with the control group, P<0.05, ** denotes 
P<0.01; ## denotes comparison with Yunnan Baiyao P<0.01 
 

由图 1 可知, 各脱乙酰度、各浓度的壳聚糖-盐
酸溶液均有一定的体外促凝血能力, 且其活性随脱
乙酰度的降低而降低。与空白组相比, 高脱乙酰度
(85.32%)的 CS高、低浓度组和中等脱乙酰度(68.22%)
的 CS-A 高浓度组的凝血时间有极显著的差异

(P<0.01)。同时, 壳聚糖的促凝血能力与其浓度高低
具有相关性。此外, 高脱乙酰度的 CS-盐酸溶液的凝
血时间更比同浓度的云南白药-盐酸混悬液极显著缩
短 (P<0.01), 其体外促凝血能力更优于云南白药混 
悬液。 
2.1.2  不同脱乙酰度壳聚糖粉末的体外凝血时间 

不同剂量、不同脱乙酰度的壳聚糖粉末的体外

促凝血活性如图 2所示。由图 2可知, 与空白试管中
兔血的凝固时间相比, 终浓度为 40 g/L 的 CS 粉末
(脱乙酰度为 85.32%)和 80、40、10 g/L 的 CS-A 粉
末(脱乙酰度为 68.22%)均具有极显著的体外促凝血
能力(P<0.01), 终浓度为 80、20 g/L的CS粉末、20 g/L
的 CS-A粉末及 80 g/L的 CS-B粉末具有显著的促凝
血活性(P<0.05)。此外, 终浓度为 40 g/L的 CS粉末、
80、40、10 g/L CS-A粉末和 80 g/L CS-B粉末的凝
血时间均值(分别为 517.90、258.86、171.55、466.36
及 416.45 s)都低于阳性对照 40 g/L云南白药的凝血
时间(540.36 s)。三种不同脱乙酰度的壳聚糖粉末相
比, 脱乙酰度为 68.22%的 CS-A 具有最好的促凝血
能力, CS 次之, CS-B 最差, 且各样品的促凝血活性
呈现一定的剂量相关性。 
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图 2  不同脱乙酰度壳聚糖粉末的体外凝血时间 
* 表示与空白对照组相比的统计学差异 P<0.05, ** 表示 P<0.01 
Fig. 2  The cogulation time of chitosan powder with 

different degrees of deacetylation in vitro 
* denotes comparison with the control group, P<0.05, ** denotes 
P<0.01 

 

2.2  分子质量对壳聚糖溶液及粉末的   
促凝血活性的影响 

2.2.1  不同分子质量壳聚糖溶液的体外凝血时间 
不同浓度、不同分子质量的壳聚糖-盐酸溶液的

体外促凝血活性如图 3所示。 

 

图 3  不同分子质量壳聚糖-盐酸溶液的体外凝血时间 
** 表示与空白对照组相比的统计学差异 P<0.01; ## 表示与云南
白药组相比的统计学差异为 P<0.01 
Fig. 3  The cogulation time of chitosan-HCl solutions with 

different molecular weight in vitro 
** denotes comparison with the control group, P<0.01; ## denotes 
comparison with Yunnan Baiyao P<0.01 

 
由图 3 可知, 各分子质量、高低各浓度的壳聚 

糖-盐酸溶液的体外促凝血能力差异较大。高分子质
量(12.20×105, Da)的 CS 溶液与空白对照相比, 其体
外凝血时间极显著缩短(P<0.01), 甚至比对应同浓度
的云南白药混悬液的凝血时间都有极显著缩短

(P<0.01), 但中等分子质量的 CS-a(1.45×105, Da)只
在低浓度时略有促凝血活性 , 低分子质量的 CS-b 

(0.16×105, Da)则已完全无体外促凝血活性。因此, 分
子质量的高低对壳聚糖溶液的促凝血活性具有极其

显著的影响, 只有高分子质量的壳聚糖溶液才具有
较强的体外促凝血能力。 
2.2.2  不同分子质量壳聚糖粉末的体外凝血时间 

不同剂量、不同分子质量的壳聚糖粉末的体外

促凝血活性如图 4所示。 

 

图 4  不同分子质量壳聚糖粉末的体外凝血时间 
* 表示与空白对照组相比的统计学差异 P<0.05, ** 表示 P<0.01 
Fig. 4  The cogulation time of chitosan powder with differ-

ent molecular weight in vitro 
* denotes comparison with the control group, P<0.05, ** denotes 
P<0.01 
 

由图 4 可知, 各分子质量的壳聚糖粉末都有一
定的体外促凝血能力, 终浓度为 40 g/L的 CS粉末、
80、40、20 g/L CS-a粉末及 40 g/L CS-b粉末的体外
凝血时间都较空白对照有极显著的缩短(P<0.01), 且
与云南白药组对照无显著差异; 终浓度为 80、20 g/L
的 CS粉末和 80 g/L CS-b粉末的体外凝血时间则都
较空白对照显著缩短(P<0.05)。 

此外, 对比图 1和图 2、图 3和图 4可以发现, 同
等剂量的壳聚糖溶液和粉末(终浓度均为 20 g/L), 除
了高脱乙酰度、高分子质量的 CS外, 其余样品的固
体粉末均能更为有效地缩短体外凝血时间, 尤其是
分子质量较低的 CS-a 和 CS-b 在溶液状态时基本无
促凝血活性, 而其粉末却仍可保持一定的促凝血能
力, 其中 CS-a 的促凝血活性更可与高出一倍剂量的
云南白药相媲美(P=0.702)。 

3  结论 
本文主要对比研究了壳聚糖的脱乙酰度、分子

质量及状态(溶液或固体粉末)对其体外促凝血活性
的影响。结果显示: 三个因素对壳聚糖的促凝血活性
的影响互有交叉。 
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当分子质量相近时(CS、CS-A、CS-B), 溶液状
态的壳聚糖的体外凝血时间随脱乙酰度的增加而缩

短 , 即促凝血活性增加 ; 而固体粉末状态的壳聚糖
体外凝血时间变化规律略有不同 , 脱乙酰度中等
(68.22%)的 CS-A具有最强的促凝血能力。 

而当脱乙酰度相近时(CS、CS-a、CS-b), 只有高
分子质量的 CS溶液具有一定的促凝血活性, 但固体
粉末状态的三种壳聚糖均具有一定的缩短体外凝血

时间的能力 , 且活性大致相当 , 分子质量的影响并
不十分明显。 

同时对比发现, 除了高脱乙酰度、高分子质量的
CS 外, 其余同等剂量的壳聚糖样品的固体粉末对于
缩短体外凝血时间更为有效, 而分子质量的影响更
为显著。 

因此, 鉴于高脱乙酰度、高分子质量壳聚糖制备
成本较高, 且适合溶剂较少, 生产开发的困难较大, 
因此建议可将研究重点置于分子质量较低、脱乙酰

度中等的壳聚糖, 开发其粉末制剂应用于人类或动
物的止血中。 
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The effects of degrees of deacetylation, molecular weights and 
states of chitosans on procoagulant activities in vitro 
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Abstract: To investigate the effects of degrees of deacetylation, molecular weights and states (solutions or solid 

powder) of chitosans on the procoagulant activities in vitro, the blood clotting time of the samples with different 

concentrations, properties and states were tested the in tube method. When molecular weights were close, the blood 

clotting time of chitosan solutions decreased with the increasing of degree of deacetylation, however, the proco-

aglant ability of the chitosan powder with medium degree of deacetylation was the best of all. When degrees of 

deacetylation were close, the solution of chitosan with high molecular weight was the only one that had procoagu-

lant activity, but all the powders could decrease the clotting time in vitro. All solid chitosan powders, except the one 

with high degree of deacetylation and molecular weight, promoted the blood coaglations more efficiently than the 

correspondent solution at the same concentration. 
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