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可吸收多糖止血粉体外酶解性能研究 
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[摘要]研究来源于淀粉的一种可吸收多糖止血粉的体外酶解性能，以评价其可降解性。模拟人体温度（37℃），在 α-淀粉酶

和糖化酶的协同作用下对样品进行体外酶解研究，采用 3，5-硝基水杨酸（DNS）法对体外降解产生的还原糖进行测试，并从

α-淀粉酶浓度、双酶活度比影响等因素确定合适的酶解条件。试验结果表明：双酶解最佳的条件为 α-淀粉酶的浓度为

5.6mg/ml、α-淀粉酶与糖化酶的活度比为 1:7，可吸收多糖止血粉在双酶体系中降解 120h后的降解率为 90.13%。 
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Study on Vitro Enzymatic Hydrolysis of Absorbable Polysaccharide Hemostatic Powder 
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Abstract: In order to evaluate the biodegradability of an absorbable polysaccharide hemostatic powder derived from starch, the 

enzymatic hydrolysis in vitro was studied. Under the synergistic action of α - amylase and glucoamylase, the in vitro enzymatic 

hydrolysis of the sample was studied under the simulated human temperature (37℃). The reducing sugar produced in vitro was tested 

by 3,5-nitrosalicylic acid (DNS) method and the suitable enzymolysis conditions were determined from the factors such as the 

concentration of α - amylase and the effect of double enzyme activity ratio. The results showed that the optimum conditions were as 

follows: the concentration of α - amylase was 5.6mg/ml, the activity ratio of α - amylase to glucoamylase was 1:7, and the degradation 

rate of absorbable polysaccharide hemostatic powder was 90.13% after 120 h degradation in double enzyme system. 
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引言 

可吸收多糖止血粉以天然植物淀粉为主要原料，经特殊工艺制成的可吸收多聚糖类止血材料。该类材料是通过吸

收血液中的水分，使血液中的成份（如血小板、血红细胞、凝血因子等）聚集在颗粒表面，即时形成凝胶状混合物，

机械性封堵血管破口，同时启动内源性止血作用，达到迅速止血的效果
[1]
。淀粉能够在淀粉酶的作用下，水解生成麦芽

糖、葡萄糖以及其它低聚糖
[2]
。其中，α-淀粉酶能够分解直链淀粉和支链淀粉分子内部的 α-1,4 糖苷键而产生葡萄糖

和少量麦芽糖及麦芽三糖
[3]
，能被机体完全吸收、代谢从尿液中排出，具有良好的生物安全性，而糖化酶只能从淀粉分

子链的非还原末端开始水解
[4-5]

。但有关淀粉类止血粉的生物体外双酶解方面的试验研究，目前相关报道较少。 

本研究模拟人体温度（37℃）在 α-淀粉酶和糖化酶的作用下对产品进行体外降解试验，采用 3，5-硝基水杨酸

（DNS）
[6-7]

法检测酶降解产生的还原糖含量，对可吸收多糖止血粉的体外降解行为进行研究。通过体外降解行为的

研究，揭示可吸收多糖止血粉的可降解性，为淀粉及其衍生物类可吸收止血产品在生物医学领域的应用提供一定的

借鉴作用。 

1 材料与方法 

1.1 实验材料及试剂 

3，5-硝基水杨酸，苯酚均由国药集团化学试剂有限公司提供；氢氧化钠，无水亚硫酸钠均有湖南尔康制药有限公

司提供；酒石酸钾钠，天津市大茂化学试剂厂；无水葡萄糖，天津市登科化学试剂有限公司；α-淀粉酶，北京奥博星

生物技术有限公司；糖化酶，阿拉丁；可吸收多糖止血粉，赛克赛斯生物科技股份有限公司。 

1.2 实验仪器 

紫外分光光度计，岛津；电子天平，梅特勒-托利多仪器（上海）有限公司；数显恒温水浴锅，北京永光明医疗器

械有限公司；真空干燥箱，北京永光明医疗器械有限公司；生化培养箱，上海—恒科学仪器有限公司。 
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1.3 实验方法 

1.3.1 试剂的配制 

（1）3，5-二硝基水杨酸显色液的（DNS）配制 

 称取 3，5-二硝基水杨酸 3.15g 并溶于 200mL 热水中，随即加入氢氧化钠 10.5g，45℃水浴搅拌溶解，然后倒入

溶有 91g 酒石酸钾钠的 250mL 水溶液中，并加入苯酚 2.5g 和无水亚硫酸钠 2.5g，45℃水浴搅拌使溶解，冷却至室温后

加水稀释至 500ml，储于棕色瓶中放置 7-10d 后使用，并放置在冰箱中储存。 

（2）标准葡萄糖溶液配制（1mg/ml） 

取 0.15g 的无水葡萄糖，置于烘箱 98℃干燥至恒重，准确称取 0.1g 无水葡萄糖，先用少量纯化水溶解并定容至

100ml，冰箱保存备用。 

（3）ɑ-淀粉酶溶液的配制
[8]
 

A.配制浓度为 28mg/ml：精确称取 ɑ-淀粉酶(3700u/g) 7.0000g，溶于纯化水中，然后用纯化水定容到 250ml，得

到浓度为 28mg/ml 的的 ɑ-淀粉酶溶液。 

B.精确量取 A 溶液，逐级稀释一定倍数，分别得到浓度为 5.6mg/ml、0.56mg/ml 、0.056mg/ml 的 ɑ-淀粉酶溶液。 

（4）糖化酶的配制 

取 1ml 液化糖化酶（活度为 10 万）于 10ml 的容量瓶中，用纯化水定容至 10ml，放冰箱中备用。 

（5）样品浸提液的制备 

准确称量 0.08g 样品加入到 4ml 的酶溶液中，按 10g/400ml 的浸提比例在 37℃的恒温培养箱内浸提，将浸提液

4500r/min 离心 15min，取上清得到样品浸提液。
 

1.3.2 吸收波长的确定 

（1）试验方法 

向各 10ml 试管内，分别加入 0.1ml、0.2ml、0.3ml、0.4ml 葡萄糖标准液，1.5ml DNS 试剂，沸水浴加热 5 分钟，

流水冷却，再向个试管中加入纯化水定容至 10ml，混匀，20 分钟后，分别在 480nm、500nm、520nm、540nm、560nm 处

测吸光度值。 

（2）精密度试验 

取 6 份 0.3ml 葡萄糖标准液作为待测样品，与 DNS 显色 20min 后测吸光值，通过标准曲线计算每个样品的含糖量，

并计算六个平行样品的平均值和标准差，以考察测定方法的精确度。 

（3）回收率试验 

以 0.1ml、0.2ml、0.3ml、0.4ml 葡萄糖标准液为待测样，与 DNS 显色 20min 后测吸光值，通过标准曲线计算每个

样品的含糖量，并计算回收率和离差（回收率=测得还原糖/实际还原糖*100%；离差=回收率-100%）的绝对值，以考察

测定方法的准确度。 

1.3.3 工作曲线的制作 

标准曲线的绘制：按照表 1 取样，加入到 10ml 的试管中充分混匀后，于沸水浴中煮沸 5min，流水冷却至室温后，

再向各试管中加入纯化水定容至 10ml，混匀。20min 后测吸光度，绘制吸光度-葡萄糖浓度曲线，得到线性拟合方程，

y=16.63773x-0.04954，R
2 
=0.99844。 

表 1 葡萄糖标准溶液的配制 

管号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

1mg/mL葡萄糖溶液（ml） 0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 

纯化水（ml） 0.5 0.45 0.4 0.35 0.3 0.25 0.2 0.1 0 

DNS试液（ml） 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 

1.3.4 降解率的测定 

取样品液 1ml 至 50ml 容量瓶中，用纯化水定容至 50ml 备用。向 10ml 试管内，加入 0.5 ml 稀释后的试液与 1.5ml 
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DNS，沸水浴加热 5 分钟，流水冷却，再向各试管中加入纯化水定容至 10ml，混匀，20 分钟后测吸光度。通过标准曲

线计算每个样品的还原糖含量，按照公式（1）计算出样品的降解率，公式如下： 

                                          （1） 

式中：x—吸光度值； 

M—样品原始重量（g）。 

1.3.5 单酶解和双酶解效率的比较 

取等量的三份样品分别为 1#、2#和 3#，其中 1#在 5.6mg/ml 的 α-淀粉酶溶液中降解反应 8h；2#在 5.6mg/ml 的

α-淀粉酶溶液中降解反应 4h，加入 100μl 糖化酶继续反应 4h；3#在含有 5.6mg/ml 的 α-淀粉酶溶液和 100μl 的糖

化酶混合液中降解反应 8h。分别取降解液，按照 2.3.4 中的方法对各样品中的酶降解产物还原糖的含量进行测定，并

计算样品的降解率。 

1.3.6α-淀粉酶浓度对降解率的影响 

在双酶协同体系中，固定糖化酶用量为 100μl，逐渐增加 α-淀粉酶浓度，并在降解 2h、4h、6h、8h 和 12h 时间

点分别取降解液。按照 2.3.4 中的方法对各样品中的酶降解产物还原糖的含量进行测定，并计算样品的降解率。 

1.3.7 双酶活度比对降解率的影响 

在双酶协同体系中，为研究两种酶的活度比对降解的影响，固定 α-淀粉酶浓度为 5.6mg/ml，改变糖化酶的用量，

使 α-淀粉酶与糖化酶的活度比为 1:1、1:3、1:5、1:7 和 1:9，产品在双酶体系中降解 8h 取降解液。按照 2.3.4 中的

方法对各样品中的酶降解产物还原糖的含量进行测定，并计算样品的降解率。 

2 结果与讨论 

2.1 吸收波长的确定 

2.1.1 最适吸收波长 

取 0.5mL 葡萄糖标准溶液与 DNS 显色液反应后，用紫外分光光度计在波长为 300nm-800nm 处扫描，测定吸光度值，

从光谱图像得到，葡萄糖标准溶液在在 520nm 处有最大吸收波长。 

葡萄糖标准液与 DNS 试剂显色反应后，分别在 480nm、500nm、520nm、540nm、560nm 处测吸光度值，并以此求出

不同波长下的回归系数，结果见表 2。由表 2 可以看出，葡萄糖标准液在 540nm 处的 R
2
最大，精确度最高，因此，选

择 540nm 为葡萄糖的最适测定波长，在 540nm 处的标准方程为 y =20.374x-0.0543。 

表 2 不同波长下的回归系数 

波长／nm 标准曲线的回归系数 

480 0.9985 

500 0.9988 

520 0.9995 

540 0.9998 

560 0.9980 

2.1.2 精密度试验结果 

取 0.3ml 葡萄糖标准液 6 份作为待测样品，与 DNS 显色 20min 后在 540nm 处测吸光值，通过标准曲线 y = 20.374x 

- 0.0543 计算每个样品的还原糖含量，并计算平均值和标准差，其结果见表 3。 
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表 3 待测样品糖含量及其平均值和标准差 

编号 1 2 3 4 5 6 平均值（g/L） 标准差 

糖含量（g/L） 0.302 0.297 0.292 0.304 0.305 0.293 0.293 ±9.03*10-3 

由表 3 可知，六个平行的葡萄糖标准溶液的含量平均值为 0.293g/L，标准差为±9.03*10
-3
，精密度均较好，540nm

为 DNS 法测定还原糖含量的适宜波长。 

（3）回收率试验结果 

以 0.1ml、0.2ml、0.3ml、0.4ml 葡萄糖标准液为待测样，与 DNS 显色 20min 后在 540nm 处测吸光值，通过标准曲

线 y = 20.374x - 0.0543 计算每个样品的含糖量，并计算回收率和平均离差，结果见表 4。 

表 4待测样品糖含量的回收率和离差 

项目 实际值 测定值 回收率/% 离差/% 平均回收率/% 平均离差/% 

糖含量（g/L） 

0.1 0.098 98 2 

98.58 1.42 

0.2 0.196 98 2 

0.3 0.298 99.33 0.67 

0.4 0.396 99 1 

由表 4 可知，葡萄糖平均回收率为 98.58%，平均离差为 1.42%，说明在 540nm 处对葡萄糖含量的测定结果准确度

较高。 

2.2 单酶和双酶水解效率的比较 

样品 1#、2#、3#的降解率测定结果分别为 15.74%，结果详见表 5。 

表 5单酶和双酶解效率的比较 

样品 酶 酶用量 反应时间/h 降解率/% 

1# α-淀粉酶 5.6mg/ml 8h 15.74 

2# 
α-淀粉酶（先） 

糖化酶（后） 

5.6mg/ml 

100μl 

4h 

4h 
26.52 

3# α-淀粉酶+糖化酶 5.6mg/ml+100μl 8h 40.73 

从表 5 中可以看出，1#样品的降解率明显低于 2#和 3#。虽然 α-淀粉酶和糖化酶均是用于淀粉降解的两种最重要

的酶，α-淀粉酶能够分解直链淀粉和支链淀粉分子内部的 α-1,4 糖苷键，但不能切开 α-1,6 糖苷键
[9]
，所以 1#样品

降解产物葡萄糖测得含量较低。α-淀粉酶是一种内切酶，进攻链内部的键比端部的快，水解产生大量葡萄糖基残基（糊

精）中间体，使淀粉液的粘度降低，露出葡萄糖基残基（糊精）中间体部分具有还原性末端，而糖化酶是一种外切酶，

从淀粉分子链的非还原末端水解 α-1,4 糖苷键、α-1,6糖苷键、α-1,3 糖苷键，最终产物为葡萄糖。因此 2#和 3#样

品中因糖化酶的参与，降解产物葡萄糖测得含量较高。3#样品中还原糖含量高于 2#，因为 α-淀粉酶、糖化酶协同水

解，其效率显著增加，α-淀粉酶为糖化酶不断提供新的非还原末端，提高了糖化酶的底物浓度，同时糖化酶不断消耗

α-淀粉酶的产物，使降解速率显著提高，降解产物中还原糖含量较高。基于此，将选择在 α-淀粉酶和糖化酶的双酶

解体系中研究产品体外降解行为。 

2.3 α-淀粉酶浓度对降解率的影响 

在双酶协同体系中，固定糖化酶用量，样品在不同时间点的降解率随 α-淀粉酶浓度的变化趋势图，详见图 1。 
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图 1 α-淀粉酶溶液浓度对可吸收多糖止血粉降解率的影响 

由图 1 可以看出在糖化酶的添加量一定的情况下，相同时间点，随着 α-淀粉酶浓度的增加，可吸收多糖止血粉的

降解率逐渐增加；相同 α-淀粉酶溶液浓度条件下，随着降解时间的延长，降解率逐渐增加；不同的 α-淀粉酶浓度下，

其降解率随时间变化的曲势基本一致。当 α-淀粉酶浓度低于 5.6mg/ml 时，同一个时间点上，随着 α-淀粉酶浓度的

增大，降解率增长速率较快，当 α-淀粉酶浓度高于 5.6mg/ml 时，同一个时间点上，随着 α-淀粉酶浓度的增大，降

解率增长速率变慢，α-淀粉酶增加对反应速率的促进作用在达到一定值后，再增加 α-淀粉酶的量并不能使双酶协同

的酶活力有显著增加。本文选择浓度为 5.6mg/ml 的 α-淀粉酶溶液对样品进行浸提。 

2.4 双酶活度比对降解率的影响 

在双酶协同体系中，固定 α-淀粉酶浓度，改变糖化酶的用量，样品的降解率随淀粉酶与糖化酶的活度比的变化趋

势见图 2。 

 

图 2 α-淀粉酶与糖化酶的活度比对可吸收多糖止血粉降解率的影响 

在双酶协同体系中，增加糖化酶的用量，可吸收多糖止血粉的降解率增加，这说明在复合酶中糖化酶所起到的作

用更明显，当活度比大于 1:7 时，增加率变得平稳，综合考虑本文选择 α-淀粉酶与糖化酶的活度比为 1:7。 

2.5 止血粉在双酶溶液中的降解 

吸收多糖止血粉在最佳条件下降解：α-淀粉酶溶液浓度为 5.6mg/ml，α-淀粉酶与糖化酶的活度比为 1:7， 37℃

的条件下，在降解 2h、8h、12h、24h、48h、72h、96h 和 120h 分别取降解液进行测试，降解率随时间的变化过程如图

3 所示。 

 

图 3可吸收多糖止血粉降解率曲线 
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由图 3 可见，可吸收多糖止血粉的降解过程表现为三个阶段：（1）快速降解阶段（0-8h），该阶段产品降解率随时

间延长迅速增大，止血粉微粒快速降解，12h 的降解率就达到 48.92%，（2）缓慢降解阶段（12h-72h），该时间段，随

着时间的延长，产品降解率缓慢增大，且降解率增加的程度随时间变化越来越小。（3）降解平稳阶段（72h 以后），产

品的降解率均逐渐趋于稳定，降解 120h 后，可吸收多糖止血粉降解率达到 90.13%。 

可吸收多糖止血粉为改性淀粉颗粒，0-12h 内随着降解时间的增加，止血粉颗粒充分溶胀，淀粉多聚糖大分子表面

与酶充分接触，淀粉颗粒的无定形区域被水解，淀粉链之间的氢键被破坏，使得止血粉微粒快速降解。12h 以后，随着

降解时间的延长，大部分淀粉颗粒的无定形区域被水解，由于结晶区域中的水解速率远小于非晶区域中的水解速率，

因此降解速率显著降低。 

3 结论 

在模拟人体环境温度的条件下，对可吸收多糖止血粉的体外酶降解进行探讨。结果表明：产品在 α-淀粉酶体系中

的降解率比在 α-淀粉酶和糖化酶双酶解体系中小；固定糖化酶的量，其降解率随着 α-淀粉酶浓度的增大而升高；α-

淀粉酶浓度不变，糖化酶的活度越高，其降解率越大。根据试验结果，同时考虑到成本及双酶协同体系能更好的发挥

作用，最终选择 α-淀粉酶浓度 5.6mg/ml，α-淀粉酶与糖化酶的活度比为 1:7 的条件下，研究止血粉在双酶溶液中降

解，其降解率随着时间延长先迅速增大、再缓慢增加、最后趋于平稳；降解 120h 时，降解率可达到 90.13%，且趋于平

稳。由于 DNS 法只能检测降解产物中的还原糖含量，无法检测到降解得到的其它产物。由于该检测方法的局限性和体

外降解环境与体内环境的差距，该研究结果只能代表可吸收多糖止血粉的体外酶降解趋势，并不能代表产品的体内降

解行为。该类止血产品的体内降解行为及体内代谢动力学还有待进一步研究。 
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