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脱细胞猪小肠黏膜下层粉末用于大鼠脾部分切除创面止血的研究
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［摘　 要］　 目的　 探讨脱细胞猪小肠黏膜下层（ＳＩＳ）粉末在大鼠脾部分切除创面的止血效果。方法　 经机械刮除、脱脂脱细
胞、胃蛋白酶酶解、冻干等步骤获得ＳＩＳ粉末。ＨＥ染色检测脱细胞ＳＩＳ细胞残留情况，检测ＳＩＳ粉末吸水性并在扫描电镜下观察其
超微结构。将４０只ＳＤ大鼠随机分为Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ组，切除大鼠部分脾组织，并将ＳＩＳ粉末、福和泰止血粉、瞬时止血粉、无菌纱布压迫
分别用于Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ组大鼠创面止血。扫描电镜下观察止血粉在创面上的情况，记录出血时间和出血量。于第２０天、３０天每组各处
死５只大鼠，肉眼以及ＨＥ染色镜下观察创面止血粉末吸收情况。结果　 经过脱脂脱细胞处理后，ＳＩＳ无细胞成分残留，镜下见ＳＩＳ
粉末呈单层的长薄片状。ＳＩＳ粉末吸水率在１２０ ｓ时达到饱和，是瞬时止血粉的１． ８７倍，差异具有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０１）。脾部分
切除使用止血粉后，Ａ、Ｂ、Ｃ组创面均很快停止出血。Ａ、Ｂ、Ｃ组的出血时间和出血量均显著短／少于Ｄ组（Ｐ ＜ ０． ０５）；Ａ组的出血时
间和出血量均明显短／少于Ｃ组（Ｐ ＜ ０． ０５），Ａ组的出血时间明显短于Ｂ组（Ｐ ＜ ０． ０５）。肉眼及镜下可见在第２０天Ａ、Ｂ、Ｃ组均可
见未吸收完的止血粉末，第３０天止血粉末较第２０天明显吸收。结论　 脱细胞ＳＩＳ不含细胞成分，在体内可降解，具有极强的吸水
性，对大鼠脾部分切除创面具有令人满意的止血效果。
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　 　 快速有效的止血方法在创伤急救和外科手术中都
非常重要。除了常规止血方法（压迫止血、结扎止血、
电凝止血），局部外用止血药物也提供了新的止血策
略。局部外用止血药物按照其凝血机制可分为两大
类：一类是接触后主动启动生物体内凝血级联反应形
成纤维蛋白凝块产生凝血作用；另一类是通过接触、活
化促进血小板聚集而产生被动凝血作用［１］。局部外
用止血药物已广泛应用于整形外科、泌尿外科、神经外
科等领域，减少了医疗资源和血液制品的浪费［２６］。

理想的止血材料应具备以下特征：止血迅速，具有
生物相容性及可降解性，无细胞毒性，无免疫原性，不
增加感染概率，不影响组织愈合，易于消毒，成本低且
易于获得［７］。目前使用的局部止血药物有多种类型，
如纤维素类、纤维蛋白、凝血酶、壳聚糖、明胶海绵类，
但都各有利弊。因此，迫切需要开发易于获取、安全、
有效、实用和低成本的新型止血材料。

脱细胞猪小肠黏膜下层（ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｓｕｂｍｕｃｏ
ｓａ，ＳＩＳ）是异种来源、不含细胞成分、生物相容性好、在
体内可降解的生物材料。ＳＩＳ主要是由胶原、糖胺聚
糖构成，富含生长因子，已成功用于多种临床治疗，包
括硬脑膜移植、疝气修复、腹壁重建以及肾肿瘤肾部分
切除术后的尿漏及创面出血［８］。鉴于ＳＩＳ的优点及广
泛运用，本研究将脱细胞处理的ＳＩＳ经冻干后粉碎制
成粉末，用于大鼠脾部分切除创面止血，以观察其止血
效果。
１　 材料与方法
１． １　 脱细胞ＳＩＳ粉末制备［９］

取新鲜猪小肠，用刮匙刮除浆膜层和肌层获得黏
膜下层，清洗后用甲醇和氯仿（体积比１∶ １）浸泡１２ ｈ
脱脂；去离子水漂洗３次后，用０． ０５％胰酶、０． ０５％
ＥＤＴＡ室温下消化１２ ｈ脱细胞；去离子水冲洗３次，于
含０． ５％ ＳＤＳ的生理盐水中振荡４ ｈ，生理盐水冲洗
３次；０． ５％醋酸浸泡过夜，打浆机粉碎后加入胃蛋白
酶，室温下酶解２ ｄ后过滤；滤液经２次盐析离心后取
沉淀，将沉淀溶解于０． １％醋酸中，８ＫＤ透析袋透析
２４ ｈ；透析后的液体经冷冻干燥机冻干后粉碎成粉末
（图１），消毒后保存于无菌容器内，４ ℃冰箱密闭
保存。
１． ２　 ＳＩＳ的ＤＮＡ残留及ＳＩＳ粉末吸水性检测

冻干处理的ＳＩＳ膜进行ＨＥ染色，以观察脱细胞
后的细胞残留情况。称重并记录筛网的重量（筛孔大
小２００目）为Ｍ０；将ＳＩＳ粉末（０． ５ ｇ）放入筛网中，然

后浸入水槽，在不同的时间点（５ ｓ、１０ ｓ、１５ ｓ、２０ ｓ、
４０ ｓ、６０ ｓ、１２０ ｓ）从水中取出筛网，纱布吸出残留水分
后称重，记为Ｍｔ。同样方法检测福和泰止血粉（青岛
颐中生物工程有限公司）、瞬时止血粉（山东赛克赛斯
药业科技有限公司）的吸水率作为对照。吸水率＝
（Ｍｔ － Ｍ０ －０． ５）／ ０． ５ × １００％。

ａ：脱细胞脱脂冻干等处理后的ＳＩＳ；ｂ：机械粉碎后获得的ＳＩＳ粉末
图１　 ＳＩＳ粉末的制备

１． ３　 大鼠脾部分切除创面的止血
将４０只健康成年ＳＤ大鼠随机分为Ａ组（ＳＩＳ粉

末）、Ｂ组（福和泰止血粉）、Ｃ组（瞬时止血粉）、Ｄ组
（无菌纱布压迫），每组１０只。大鼠腹腔注射１％戊巴
比妥钠（３０ ｍｇ ／ ｋｇ）进行麻醉，仰卧固定在动物手术台
上，碘伏消毒后切开腹部，将脾完全暴露，纱布吸出腹
腔和脾表面的液体，在脾末端沿短轴方向，用剪刀剪去
约０． ５ ｃｍ的脾组织，纱布清除表面流血，建立脾出血
模型［１０］。按照分组将止血粉末喷于创面，然后将脾置
于无菌纱布上，观察伤口的出血情况，直到出血停止；
Ｄ组用无菌纱布压迫直到出血停止。记录出血时间和
出血量（脾放置在纱布前后的重量差）。５０尼龙线缝
合腹部切口，并用抗生素药膏保护其免受感染。
１． ４　 扫描电镜观察止血粉及其用于创面后的结构

３种止血材料用于创面１０ ｍｉｎ后，取下带有止血
材料的脾组织置于戊二醛固定２４ ｈ，经过洗涤、脱水、
喷金等处理后在扫描电镜下观察其表面以及在脾表面
的超微结构。
１． ５　 使用止血粉后脾创面组织学观察

术后第２０天、３０天，每组处死５只大鼠。切开腹
部，观察止血粉在脾创面上的吸收情况。然后将组织
取下用４％多聚甲醛固定２４ ｈ，石蜡包埋并切片进行
ＨＥ染色。在光学显微镜下观察脾的创面情况。
１． ６　 统计学分析

采用ＳＰＳＳ １８． ０软件进行统计分析，计量数据以
均数±标准差（ｘ ± ｓ）表示，组间比较采用ｔ检验。
Ｐ ＜０． ０５为差异有统计学意义。
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２　 结果
２． １　 脱细胞后ＳＩＳ细胞残留及吸水性检测

ＨＥ染色结果显示脱细胞处理后ＳＩＳ中无细胞成
分残留（图２ａ）。ＳＩＳ粉末、福和泰止血粉和瞬时止血
粉均具有很强的吸水能力。福和泰止血粉与水接触后
迅速溶解形成凝胶状牢固地黏附在筛板上，不再吸收
水分；瞬时止血粉在前１０ ｓ内迅速吸水，在１５ ｓ时，吸
水率达到饱和（１ １７６． ８７ ± ４７． ２１）％；ＳＩＳ粉末的吸水
性在前１０ ｓ内弱于瞬时止血粉，在１５ ｓ时已具备和瞬
时止血粉相同的吸水率，并在１２０ ｓ时达到饱和
（２ ２８９． １８ ± ２６． ４６）％，是瞬时止血粉的１． ８７倍；重量
相同的３种粉末，ＳＩＳ粉末的吸水率显著高于福和泰
止血粉和瞬时止血粉（图２ｂ）。
２． ２　 使用止血粉后创面情况

Ａ组ＳＩＳ粉末喷洒在出血创面上，逐渐从血液中
吸收水分并浓缩血液中的固体成分（血小板、红细胞、
凝血因子和纤维蛋白），ＳＩＳ粉末相互接触形成机械屏
障封闭创面，出血逐渐停止，止血效果彻底；Ｂ组福和
泰止血粉喷在出血创面后立即溶解，形成牢固的凝胶
状薄膜黏附在创面上，出血逐渐停止；Ｃ组瞬时止血粉
与Ｂ组相似；Ｄ组压迫５ ｍｉｎ后，伤口仍有少量出血，
用纱布持续压迫伤口后，血流量逐渐减少，最终出血停

止。第２０天时，Ａ、Ｂ、Ｃ组创面均可看到未吸收完的
止血粉末；第３０天时，创面上的止血粉末较第２０天时
明显减少，福和泰止血粉基本已完全被吸收完，ＳＩＳ粉
末的吸收较福和泰止血粉、瞬时止血粉慢（图３）。

ａ：ＳＩＳ脱细胞处理后ＨＥ染色；ｂ：３种止血粉末的吸水率比较　
：与ＳＩＳ粉末比较，Ｐ ＜ ０． ０１
图２　 脱细胞后ＳＩＳ细胞残留情况及３种止血粉末的吸水率

图３　 止血粉末用于创面当时及第２０天、３０天的止血情况（红色箭头所示为未吸收的止血粉末）
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２． ３　 出血时间及出血量
Ａ组、Ｂ组和Ｃ组的出血时间和出血量均短／少于

Ｄ组，Ａ组的出血时间和出血量短／少于Ｃ组，Ａ组的
出血时间短于Ｂ组，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５），
见表１。
２． ４　 扫描电镜结果

镜下见ＳＩＳ粉末呈单层的长薄片状，福和泰止血
粉呈细长的纤维状，瞬时止血粉呈大小不均的圆球状
（图４）。脾凝血块样品镜下见ＳＩＳ粉末相互接触形成
膜状的机械屏障，同时血液中的成分（如凝血因子、血
小板、纤维蛋白和红细胞）聚集在ＳＩＳ的表面上，加速
了内源性凝血机制。

表１　 各组出血时间及出血量比较（ｎ ＝１０，ｘ ± ｓ）
组别 出血时间／ ｓ 出血量／ ｇ
Ａ组 ０９１． ８００ ± １１． ８８３ ０． １４３ ± ０． ０１１

Ｂ组 １２１． ２００ ± ７． ３６２＃ ０． １４７ ± ０． ０１３△

Ｃ组 １２２． ８００ ± ２１． ０８８＃ ０． １８９ ± ０． ０９３＃

Ｄ组 ２４０． ６００ ± ６． ２６９ ０． ２５９ ± ０． ０２７

：与Ｄ组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与Ａ组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；△：与Ｃ组
比较，Ｐ ＜ ０． ０５

２． ５　 使用止血粉后脾组织的一般观察和组织学评价
Ａ组第２０天时可观察到相对多的ＳＩＳ粉末，第３０天

时创面上ＳＩＳ粉末逐渐减少，明显少于第２０天时；Ｂ组
大部分止血粉在第２０天被吸收，在第３０天基本被完全
吸收；Ｃ组第２０天时可见大量未吸收完的止血粉末，
第３０天时创面可见少量未吸收的止血粉末，见图５。

ａ ～ ｃ：３种止血粉末的结构；ｄ ～ ｆ：３种止血粉末在创面上参与止
血时的结构

图４　 扫描电镜结果

图５　 ＨＥ染色观察止血粉末的吸收情况（黑色箭头所示为未吸收完的止血粉末）

３　 讨论
在外科手术过程中，毛细血管或小静脉弥漫性、持

续性的出血会引起很多问题，术中使用高效的局部止
血剂能够保持手术视野清晰，减少输血，缩短手术时
间，降低并发症的发生率等［１１１２］。优质的止血药物在
外科手术中起着关键作用，目前可供选择的局部止血
剂有多种类型，如纤维素类、纤维蛋白、凝血酶、明胶海
绵类等。其中纤维素类（如复合微孔多聚糖蛋白）的

止血效果非常好，但由于其成本较高，临床应用受限；
纤维蛋白和凝血酶有可能引起免疫反应和输血传播性
疾病；动物来源的胶原蛋白，尤其是牛来源的胶原蛋
白，容易产生免疫反应；明胶海绵类止血药物有导致脓
肿和肉芽肿的风险。目前国内可吸收止血材料行业相
对来说基础薄弱，技术研发能力偏低，产品质量较低，
与国外差距大，且止血材料研究领域落后于其他医学
领域，很少有重大进展，临床所用多为经典材料。因
此，急需开发易于获取、安全、有效、体内可降解、实用
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和低成本的止血材料。
本研究探索了ＳＩＳ粉末作为止血材料应用于大鼠

脾部分切除创面止血的情况，结果显示，经过脱细胞处
理后的ＳＩＳ膜不含有细胞成分，无ＤＮＡ残留，不会引
起免疫反应。另外，由于止血剂长时间黏附于创面会
引起组织炎症反应，而本研究组织学检测结果显示，
ＳＩＳ粉末、福和泰止血粉和瞬时止血粉都可以在１个
月左右降解完。说明脱细胞ＳＩＳ粉末对机体来说是比
较安全可靠的。

本研究吸水性能检测结果显示，福和泰止血粉吸
水后形成凝胶状，吸水性能有限；瞬时止血粉吸水迅
速；ＳＩＳ粉末的吸水性在１５ ｓ时可达到与瞬时止血粉
相同的吸水率，随后还能继续吸水，最大吸水率是瞬时
止血粉的１． ８７倍。扫描电镜结果显示ＳＩＳ粉末的止
血机制与瞬时止血粉相似。ＳＩＳ粉末喷洒到创面后相
互连接形成一个膜状的机械屏障，同时迅速吸收血液
中的液体成分，浓缩血液中的血小板、红细胞、凝血因
子、纤维蛋白，启动内外源性凝血过程，加速凝血。相
比于福和泰止血粉和瞬时止血粉，ＳＩＳ粉末的止血效
果更佳，更具优势。

ＳＩＳ是异种来源的生物材料，经过加工处理后去
除细胞成分，在生物体内具有良好的生物相容性，并且
可以在体内降解，已成功用于许多临床治疗。但是也
有研究指出，在处理过程中若ＤＮＡ不能完全去除时会
引起机体的免疫反应。因此，在进行脱脂脱细胞处理
时可以适当延长处理时间并反复漂洗，尽量去除
ＤＮＡ。本研究也存在一定的局限性，只在大鼠脾出血
进行止血研究，未在大型动物创面或脏器出血进一步
研究以模拟人体出血止血情况，对于ＳＩＳ粉末的止血
效果及止血的具体机制还需要进一步的研究。

综上，ＳＩＳ粉末在体内可降解，具有极强的吸水
性。ＳＩＳ粉末作为止血剂，在大鼠脾部分切除创面具
有良好的止血作用，应用前景广阔。
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