
书书书

·１３２４　 ·
第二军医大学学报　２００８年１１月第２９卷第１１期 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｎｏｖ．２００８，Ｖｏｌ．２９，Ｎｏ．１１

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２００８．０１３２４ ·论　著·

层层自组装壳聚糖／肝素复合涂层膜对支架血栓形成的影响
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［摘要］　目的：观察层层自组装壳聚糖／肝素复合涂层膜对支架血栓形成的影响。方法：通过逐层自组装的方式将壳聚糖和

肝素逐层结合在３１６Ｌ不锈钢槽内，制成不同层数的涂层膜，以凝固法测定健康人血液在聚合物膜和不锈钢上作用２ｈ后的部

分凝血活酶时间（ＡＰＴＴ）、凝血酶原时间（ＰＴ）和凝血酶时间（ＴＴ），并检测其抗凝血功能的稳定性。制备壳聚糖／肝素复合涂

层膜支架，研究复合涂层膜支架在猪动静脉分流血栓模型中对支架血栓形成的影响。结果：各组复合涂层膜ＡＰＴＴ和ＴＴ均

较３１６Ｌ不锈钢组极显著延长（Ｐ＜０．０１），并且ＡＰＴＴ和ＴＴ延长和复合涂层膜层数增加相关。复合涂层膜在２周内上述凝血

功能无显著差异（Ｐ＞０．０５）。在猪动静脉分流血栓模型中，复合膜涂布的金属支架形成的血栓重量极显著低于３１６Ｌ裸支架

（Ｐ＜０．００１）。结论：层层自组装壳聚糖／肝素复合涂层膜具有极显著的抗支架血栓作用，而且具有良好的稳定性。
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　　药物涂层支架（ＤＥＳ）显著降低了冠脉支架再狭 窄率，但是近年来许多研究表明，ＤＥＳ植入后可导致
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支架血栓尤其是支架晚期血栓的发生［１３］，尽管双重
抗血小板治疗可显著减少支架内血栓的发生，但也
可能增加一些出血性疾病的发生率。支架涂层材料
是导致支架内皮化延迟、血栓形成的重要因素［３５］，
因此研制具有优良生物相容性的支架涂层以促进冠

脉支架内皮的早期修复和增强支架局部抗栓作用可

能是有效的解决途径［６］。

　　壳聚糖是自然界中存在的天然阳离子聚合物，
已有研究表明壳聚糖具有优良的促进血管内皮细胞

生长的作用［７８］。肝素是一种天然的阴离子聚合物，
是临床中抗凝作用确切、应用广泛的抗凝剂，临床试
验表明肝素涂层支架可抑制亚急性支架内血栓形

成［９１０］。壳聚糖和肝素是静电自组装非常合适的配
对材料，我们应用生物大分子自组装方法将这两种
含有相反电荷的大分子材料通过静电作用结合在支

架表面，观察其对支架血栓形成的影响。

１　材料和方法

１．１　实验材料　壳聚糖，上海自由人国际贸易有限
公司（脱乙酰度７８．６％，粘度９００００Ｐａ·ｓ）；肝素：
江苏万邦生化医药股份有限公司，批号：０６０３１１０。

１．２　自组装方法制备壳聚糖／肝素复合涂层膜　将
经表面处理，带有正电荷的３１６Ｌ不锈钢槽在肝素溶
液中浸泡，然后取出用水漂洗干净，再浸入壳聚糖溶
液，取出后漂洗，再浸入肝素溶液，如此反复，得到所
需层数的壳聚糖／肝素复合涂层修饰的不锈钢样品。
用ＯＣＡ１５静态接触角分析仪测定接触角并用ＫＳＶ
ＱＣＭＺ５００石英微天平来在线跟踪观测层层自组装
结构的形成过程。

１．３　壳聚糖／肝素复合涂层膜支架的制备　将

３１６Ｌ不锈钢裸支架浸泡在２０％ ＮａＯＨ溶液中充分
清洗，再用蒸馏水洗净，干燥；后将支架浸泡在２０ｍｌ
１％ ＡＰＴＥＳ乙醇溶液中，并在溶液中加入１滴１％
ＨＣｌ溶液，超声反应２ｈ，将支架取出用无水乙醇清
洗３次，干燥；先将上述经表面处理后的支架浸泡在

０．１％肝素钠水溶液中，１ｍｉｎ后取出，用蒸馏水洗
净，再将支架浸泡在０．１％壳聚糖溶液中，１ｍｉｎ后
取出，用蒸馏水洗净，反复上述过程１０次，用扫描电
子显微镜观察复合涂层膜支架的形态变化。

１．４　实验分组　（１）３１６Ｌ不锈钢片组，以３１６Ｌ不
锈钢片做成的直径为３．５ｃｍ的圆柱形凹槽；（２）自
组装壳聚糖／肝素复合涂层膜（Ｃ／Ｈ）组，在直径为

３．５ｃｍ不锈钢槽内表面涂以自组装壳聚糖／肝素复
合涂层膜，分别制备层数为３、５、８、１０的涂层膜，根
据复合膜的层数分为Ｃ／Ｈ３、Ｃ／Ｈ５、Ｃ／Ｈ８、Ｃ／Ｈ１０

四组。

１．５　体外抗凝血功能及其稳定性的检测　以凝固
法 （散射光比浊 ），用型号ｓｙｓｍｅｘＣＡ１５００全自动
凝血功能检测仪测定。抽取健康成人全血，迅速置
于加入０．２ｍｌ１０９ｍｍｏｌ／Ｌ枸橼酸钠抗凝剂的抗凝
管中，然后倒入上述各组的底部，作用２ｈ，１０００×ｇ
离心１５ｍｉｎ，取血浆，上机测部分凝血活酶时间
（ＡＰＴＴ）、凝血酶原时间（ＰＴ）和凝血酶时间（ＴＴ）。
每组重复６次。

　　稳定性的检测：将自组装壳聚糖／肝素复合涂层
膜浸泡在ｐＨ７．４的ＰＢＳ中，置于振荡床上，分别于
在第１天、第３天、第７天和第１４天时检测上述凝
血指标。每组重复６次。

１．６　动静脉分流血栓模型制备　取健康广西小型
雄性猪１只，清洁级，体质量３０ｋｇ，以氯胺酮（５ｍｇ／

ｋｇ）和地西泮（０．５ｍｇ／ｋｇ）皮下注射用于基础麻醉，
再用戊巴比妥钠（２５ｍｇ／ｋｇ）静脉麻醉，常规气管插
管。分离右侧股动静脉，直视下穿刺股动静动脉，结
扎远心端，均置入８Ｆ动脉鞘管，以肝素生理盐水冲
刷鞘管。

　　将壳聚糖和肝素自组装在尺寸为３．０ｍｍ×１８
ｍｍ（直径×长度）３１６Ｌ不锈钢裸支架（ＢＭＳ）表面，
干燥后称重。将此支架和裸支架置于一直径３．０
ｍｍ的橡胶管道中，管道的两端分别与植于猪股动
静脉的鞘管连接，使血液流以１２０ｍｌ／ｍｉｎ流经此管
道６０ｍｉｎ，取下以生理盐水冲刷３次，小心取出支
架，干燥后称重。经处理后电子显微镜下观察支架
表面血栓形成的情况，每组重复样本数６个。

１．７　统计学处理　计量数据以珚ｘ±ｓ表示，各组间
比较采用方差分析，二组间比较用ｑ检验。统计均
用ＳＰＳＳ１１．０软件包分析。以Ｐ＜０．０５为差别有统
计学意义。

２　结　果

２．１　自组装壳聚糖／肝素复合涂层膜的理化性能　
不锈钢表面水接触角大约在６４°左右，涂覆了肝素／
壳聚糖层层自组装膜后，随着组装层数的增加，其水
接触角依次阶梯状减小，在达到１０层厚度时，其水
接触角降低至３０°以下，亲水性得到大大提升。

　　通过石英微天平在线跟踪观测，可以清楚地观
察到石英晶体传感器表面层层自组装结构的形成过

程。每次向样品室中注入壳聚糖或肝素水溶液时，
均能观察到共振频率的突越性变化。

　　自组装壳聚糖／肝素复合膜涂布１０层的金属支
架在ＰＢＳ中用１２个大气压（１个大气压＝１０３ｋＰａ）扩
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张１５ｓ。用扫描电子显微镜检测，放大２７倍可见支
架表面光滑，无变形，无开裂；放大１００倍可见支架扩
张后涂层膜贴壁完全，不存在脱落或撕裂现象，且涂
层膜非常薄（图１）。

图１　１０层壳聚糖／肝素复合涂层膜支架扫描电镜照片

Ｆｉｇ１　Ｉｍａｇｅｓｏｆｃｈｉｔｏｓａｎ／ｈｅｐａｒｉｎｃｏａｔｅｄｓｔｅｎｔ

ｗｉｔｈ１０ｌａｙｅｒｓｂｙｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２７（Ａ），×１００（Ｂ）

２．２　自组装壳聚糖／肝素复合涂层膜体外对凝血功
能影响及稳定性　与不锈钢组比较，各组复合涂层
膜测定ＡＰＴＴ和ＴＴ均显著延长（Ｐ＜０．０１），并且

ＡＰＴＴ、ＴＴ延长和Ｃ／Ｈ 层数增加相关。而凝血酶
原时间（ＰＴ）仅在Ｃ／Ｈ８和Ｃ／Ｈ１０组较不锈钢组显
著延长（Ｐ＜０．０１，图２）。通过对凝血功能的检测发
现８层复合涂层膜和１０层复合涂层膜对凝血功能
的影响无显著差异（Ｐ＞０．０５），故选用８层的复合
涂层膜测定稳定性。在流动的ＰＢＳ中浸泡１、３、７
和１４ｄ后其上述凝血功能无显著差异（Ｐ＞０．０５，图

３）。

图２　壳聚糖／肝素复合涂层膜对凝血功能影响

Ｆｉｇ２　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｃｈｉｔｏｓａｎ／ｈｅｐａｒｉｎ（Ｃ／Ｈ）ｃｏａｔｉｎｇｓ

ｗｉｔｈ３，５，８ａｎｄ１０ｌａｙｅｒｓｏｎｂｌｏｏｄｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎｆｕｎｃｔｉｏｎ

ＡＰＴＴ：Ａｃｔｉｖａｔｅｄｐａｒｔｉａｌｔｈｒｏｍｂｏｐｌａｓｔｉｎｔｉｍｅ；ＴＴ：Ｔｈｒｏｍｂｉｎｔｉｍｅ；

ＰＴ：Ｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎｔｉｍｅ；Ｐ＜０．０１ｖｓ３１６Ｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

２．３　壳聚糖／肝素复合涂层膜在猪动静脉分流血栓
模型中对血栓形成的作用　在猪动静脉分流血栓模

型中，自组装壳聚糖／肝素复合膜涂布１０层的金属支
架（３１６Ｌ不锈钢支架）和裸支架形成的血栓重量分别
为（３．０±０．９）ｍｇ和（０．８±０．４）ｍｇ，复合涂层膜支架
形成的血栓极显著低于裸支架（Ｐ＜０．００１）。扫描电
镜显示壳聚糖／肝素复合膜涂布的金属支架表面仅有
很少量的血栓，而裸支架表面布满血栓（图４）。

图３　８层壳聚糖／肝素复合涂层膜对凝血功能的影响

Ｆｉｇ３　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｃｈｉｔｏｓａｎ／ｈｅｐａｒｉｎ（Ｃ／Ｈ）

ｃｏａｔｉｎｇｓｗｉｔｈ８ｌａｙｅｒｓｓｏａｋｅｄｉｎＰＢＳｆｏｒ

ｄｉｆｆｅｎｔｄａｙｓｏｎｂｌｏｏｄｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎｆｕｎｃｔｉｏｎ
Ｐ＜０．０１ｖｓｏｔｈｅｒｇｒｏｕｐｓ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　有大量研究报道，以壳聚糖为代表的天然多糖
等带有正电荷的高分子材料具有良好的生物相容

性，将它们涂在材料的表面，具有加速材料表面内皮
化的作用［６８，１１］，但是这些材料往往是水溶性的，在
血管中容易流失。而以肝素为代表的聚阴离子材料
有很好的抗凝血性能，但是它们也是水溶性的，也存
在流失的问题。

　　层层自组装（ｌａｙｅｒｂｙｌａｙｅｒｓｅｌｆａｓｓｅｍｂｌｙ）是一
种新颖的高分子间连接技术，它利用不同种类高分
子间的静电引力或氢键作用等特殊的作用力，形成

２种或多种聚合物单分子层的层层叠加，所得的薄
膜厚度极小（一般在几十个纳米）并兼具有各组分原
本的一定功能性［１１］。我们将可促内皮化的带正电
荷的壳聚糖与可抗凝血的带负电荷的肝素通过聚电

解质层层自组装的方法组成复合涂层。实验表明：
（１）壳聚糖／肝素复合膜涂层支架具有极显著的抗血
栓作用；（２）壳聚糖／肝素复合涂层膜具有良好的稳
定性。这种壳聚糖／肝素大分子复合物相对于单独
的壳聚糖和肝素而言，由于两组分子间的静电相互
作用，克服了它们共同具有的易于流失、强度低的缺
陷，相对于已有的通过共价键结合的肝素涂层，可以
更好地保存肝素的天然构象和抗凝活性，使之具有
抗栓作用。
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图４　１０层壳聚糖／肝素复合涂层膜支架与裸支架表面血栓的扫描电镜照片

Ｆｉｇ４　Ｉｍａｇｅｓｏｆｔｈｒｏｍｂｕｓｏｎｂａｒｅｍｅｔａｌｓｔｅｎｔ（ＢＭＳ）ａｎｄｃｈｉｔｏｓａｎ／ｈｅｐａｒｉｎ（Ｃ／Ｈ）ｃｏａｔｅｄ

ｓｔｅｎｔｗｉｔｈ１０ｌａｙｅｒｓｂｙｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
Ａ，Ｃ：ＢＭＳ；Ｂ，Ｄ：Ｃ／Ｈ１０．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１６（Ａ，Ｂ）；×１０００（Ｃ，Ｄ）

　　现已临床应用的两种ＤＥＳ所使用的聚合物材
料均为合成高分子材料［Ｃｙｐｈｅｒ支架使用聚甲基丙
烯酸正丁酯／聚醋酸乙烯酯（ＰＢＭＡ／ＰＥＶＡ）；Ｔａｘｕｓ
支架使用苯乙烯异丁烯苯乙烯共聚物（ＳＩＢＳ）］，包
括现在已广泛应用于药物控制释放和组织工程等的

乙交酯丙交酯共聚物（ＰＬＧＡ）、聚己内酯（ＰＣＬ）等
可降解合成高分子材料，根据文献［１２］以及我们课题

组的研究经验［１１］，这些材料本身也不具备抗凝血活
性，相反相对于血管内皮细胞而言，这些外来的异物
都具有引发血栓的可能性；而且这些材料本身都不
利于细胞的黏附和生长，存在引发炎症反应的可能
性。即使是金属裸支架也存在着异物诱发血栓的问
题，曾经有肝素涂层支架的报道，但是并没有被临床
所接受［１３］。其主要原因可能在于：（１）肝素被共价
结合在金属支架表面后，由于其构象受到限制，可能
造成抗凝血活性降低；（２）用于固定肝素的涂层聚合
物仍然存在生物相容性的问题，既没有促进内皮愈
合效果，对再狭窄也没有明显贡献。
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