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!!!摘要"!目的!为使血小板冷冻干燥保存技术用于军队临床战创伤救治$在小容量冻干保存的基

础上研究大容量人血小板的冷冻干燥技术% 方法!采用特制血盒作为冻干容器$以 8#;"PgT#海藻糖

和 $;"PgT#牛血清白蛋白作为冻干保护剂% 冻干样品复水后测量血小板的数值恢复率和体积分布参

数$应用流式细胞仪检测血小板的凋亡率和活化率$采用二磷酸腺苷和肾上腺素检测血小板的聚集功

能% 结果!大容量血小板冻干复水后的数值恢复率为"==<" m8<$#;$平均血小板体积较新鲜血小板有

明显增加$冻干血小板的细胞凋亡率达 8#;左右&冻干和复水过程还造成小部分血小板被激活$其最大

聚集率为新鲜血小板的 :#;左右% 结论!大容量血小板冻干复水后的恢复率较低$形态结构'活性和

功能指标均低于新鲜血小板$但基本可以满足血小板临床止血功能标准%
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BFN25 KG2HCGCHEL5 QCDH2L5 NLGLH2DSELHF2HLI5E$2KDLN2DSEHFMSI5 HBCJDCCUC@MDSL5OIJG2DOCTIGFNCIJBFN25

KG2HCGCHEP2EQI5MFQHCM<;"&<-=#!0EKCQL2GGSMCELO5CM RGIIM TCEECGP2EFECM 2EHBCGSIKBLGLU2HLI5 QI5H2L5CD<

1BCBFN25 KG2HCGCHEPCDCDCBSMD2HCM MLDCQHGS2JHCDGSIKBLGLUHLI5<1BCQCGGDCQITCDSD2HC$NC25 KG2HCGCHTIGFNC25M

KG2HCGCHMLEHDLRFHLI5 PLMHB PCDC252GSUCM RS2RGIIM@QCGGQIF5HCD<1BC2KIKHIELED2HC25M 2QHLT2HLI5 D2HCPCDCDC@

QIDMCM RS2JGIPQSHINCHDS<1BC2OODCO2HLI5 JF5QHLI5 P2EHCEHCM PLHB 2MC5IEL5CMLKBIEKB2HC25M CKL5CKBDL5C<

!"#3+&#!1BCDCQITCDSD2HCIJDCBSMD2HCM KG2HCGCHEDC2QBCM "==<" m8<$#;<'INK2DCM PLHB JDCEB QI5HDIGHBC

NC25 KG2HCGCHTIGFNCIJDCBSMD2HCM KG2HCGCHEL5QDC2ECM ELO5LJLQ25HGS<1BC2KIKHIELED2HCP2E2RIFH8#; 2QQIDML5O

HIHBC252GSELEIJHBCJGIPQSHINCHDS$25M 2EN2GGK2DHIJKG2HCGCHEPCDC2QHLT2HCM MFDL5OHBCJDCCUC@MDSL5O25M DC@

BSMD2HLI5 KDIQCEE<1BCN2WLN2G2OODCO2HLI5 D2HCP2E2KKDI2QBL5O2KKDIWLN2HCGS:#; IJHB2HIJJDCEB QI5HDIG<

>-*%+3#'-*!+DCCUC@MDSL5OKDCECDT2HLI5 IJG2DOCTIGFNCIJBFN25 KG2HCGCHEDCEFGHCM L5 2QINK2D2HLTCGSGIPQCGG

DCQITCDSD2HCQINK2DCM PLHB HB2HIJEN2GGTIGFNCE$25M HBCNIDKBIGIOS$2OODCO2HLI5 JF5QHLI5 P2E2GEI2JJCQHCM$

RFHNCCHHBCQGL5LQ2GDC3FLDCNC5HIJQI2OFG2HLI5 I5 HBCPBIGC<

!!(?", @-6=#)!KG2HCGCH& JDCCUC@MDSL5O& G2DOCTIGFNC& 2OODCO2HLI5& JGIPQSHINCHDS

!!血小板保存技术的局限性造成目前血小板的供

应不足和浪费% 冷冻干燥法为血小板长期保存的一

种有效方法($@8)

$但现阶段仍局限在小容量"

&

$# NG#

样本$还不能于临床批量应用% 临床输血治疗一般

采用血袋$容量大于现有的实验研究样本% 本研究

在瓶装小容量"$ NG#血小板冻干保存的基础上$尝

试采用特制血盒进行大容量"$## NG#血小板的冻干

作者简介% 王!波"$Y=8@#$男$山东潍坊人$硕士$主任医

师$硕士研究生导师$从事战'创伤危重病研究

作者单位% $<"$##$" 浙江杭州$解放军 $$. 医院重症医学

科&8<"$##8. 浙江杭州$浙江大学制冷与低温

研究所&"<"$###= 浙江杭州$浙江省血液中心

输血研究所

保存$并对冻干血小板复水后的数值恢复率和形态

分布$以及聚集和流式等活性指标进行检测比较%

AB材料与方法

A<AB实验材料B血小板浓缩液("$ X$<:# i$#

Y

g

NG)来自健康献血者$浙江省血液中心提供$实验前

存于 88a中震荡过夜%

主要试剂*海藻糖"北京京科宏达生物技术有

限公司#'牛血清白蛋白"上海生工生物工程公司#'

血小板聚集诱导剂二磷酸腺苷"2MC5IEL5CMLKBIE@

KB2HC$0/-#和肾上腺素"'BDI5I@GIO公司#'流式试

剂'/=$@-CD'-$055CWL5 \@+_1'$-_染色剂和结合
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缓冲液"4FGHL&QLC5QCE公司#''/=8-@-)"ĈLIEQLC5QC

公司#'-0'@$@+_1'" /̂_&公司#%

主要溶液*海藻糖加载缓冲液"含 :# NNIGg(海

藻糖$$## NNIGg(%2'G$$# NNIGg(b'G$$# NNIGg(

)*10$$# NNIGg(咪唑$Kc值为 =<6#&冻干保护剂

"含有 8# ;海藻糖$$;牛血清白蛋白$Y<: NNIGg(

c)-)&$ $78<: NNIGg(%2'G$ 7<6 NNIGg(b'G$ $

NNIGg(4O'G

8

#&复水溶液为以生理盐水稀释的血

浆"$t$#%

主要仪器*冷冻干燥机"(2R'I5QI$美国#'恒温

振荡水浴" ĈGGQI*G2EE$美国#'流式细胞仪"+0'&@

'2GLRFD$ /̂$美国#'血球计数仪"')((h/e%$.##$

0RRIHH$美国#%

特制冻干血盒为 8"# NNi$8# NNi8: NN的

长方体$以医用塑料制作$医用无纺布"透气不透

水#密封并预留溶液充注口%

A<CB血小板冷冻干燥!血小板浓缩液离心洗涤后

重悬于海藻糖加载缓冲液中$于 ". a水浴中振荡孵

化 7 B% 洗涤后再重悬于冻干保护剂中$调整浓度约

为 #<$ i$#

Y

gNG% 将 $## NG血小板冻干悬浮液装

入特制冻干血盒中$密封充注口% 冻干悬浮液在

h=#a中预冻 7 B后$迅速置于h"#a的冻干机搁板

上$抽真空进行一次干燥 $## B&随后搁板升温至 8#

a$二次干燥持续时间 7# B% 干燥过程中冷阱温度维

持h6# a$真空度 $ -2左右% 冻干后加入 $## NG复

水溶液$轻轻振荡至冻干样品完全溶解后用于实验%

A<DB 血小板计数B采用血球计数仪测量血小板浓

度$血小板平均体积"NC25 KG2HCGCHTIGFNC$4-\#和

血小板分布宽度"KG2HCGCHMLEHDLRFHLI5 PLMHB$-/n#%

计算血小板的数值恢复率"为冻干复水后的血小板

数g冻干前的血小板数i$##;#%

A<EB血小板流式实验B调整血小板浓度$依次加入

流式试剂按常规染色处理后$在流式细胞仪上进行

分析$采用'CGG̀FCEH软件计算血小板凋亡率和活化

率% 另取新鲜血小板同样处理并计算%

A<HB血小板聚集实验B以新鲜浓缩血小板为对照

组$0/-和肾上腺素为聚集诱导剂"浓度分别为 8#

!

NIGg(和 :#

!

NIGg(#$用血球计数仪对聚集前的

复水血小板悬浮液和聚集后的复水血小板进行细胞

计数$计算聚集率(")

"$ h聚集前悬浮液中血小板

数g聚集后上清液中血小板数i$##;#%

A<KB统计学处理B采用 &-&& $=<# 统计软件进行

统计分析$检测数据以均值 m标准差"Om/#表示%

采用双尾 ?检验分析对比$以 !?#<#: 为差异有统

计学意义%

CB结B果

C<AB冻干复水后血小板的恢复率和形态分布B冻干

血小板复水后的数值恢复率为"==<" m8<$#;$4-\

较新鲜血小板明显增加"!?#<#$#$-/n略有增大但

与新鲜血小板无显著差异"!>#<#:#% 见表 $%

表$!冻干复水后血小板与新鲜血小板的4-\和-/n值#)k:$

分组 4-\"J(# -/n";#

冻干复水后血小板
$8<7 m#<=

"

$.<" m#<.

新鲜血小板 Y<Y m#<= $=<: m#<6

!注*与新鲜血小板比较$

"

!?#<#$

C<CB冻干复水后血小板的凋亡和活化检测B采用

流式细胞仪检测冻干复水后血小板的凋亡和活化结

果如图 $ 所示% 冻干复水后血小板比较新鲜血小

板$部分细胞呈现 055CWL5 \@+_1'阳性$即细胞膜

上出现早期凋亡的标志$未凋亡的细胞占血小板总

数的"6#<" m=<"#;% 同时冻干复水后血小板的

-0'@$ 表达率较低$但 '/=8-表达率较高$活化早

期的血小板"-0'@$@+_1'呈阳性#占血小板总数的

"8<: m$<6#;$而活化晚期的血小板"'/=8-@-)呈

阳性#占血小板总数的"$8<6 m7<=#;%

图 $!流式细胞术检测冻干复水后血小板的凋亡率和活化率

"2#和"R#分别为新鲜和冻干复水后血小板的 055CWL5 \@

+_1'g-_图&"Q#和"M#分别为新鲜和冻干复水后血小板的

-0'@$@+_1'g'/=8-@-)图

C<DB冻干复水后血小板的聚集反应B冻干血小板

复水后对0/-和肾上腺素诱导的聚集功能下降$聚

集率约为新鲜血小板的 :#;左右% 见表 8%
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表 8!冻干复水后血小板与新鲜血小板的聚集率#) k:$

分组 0/-";# 肾上腺素";#

冻干复水后血小板 ""<" m$$<7 "8<6 m.<=

新鲜血小板 =6<: m=<$ :.<7 m6<7

DB讨B论

不论在和平时期还是在战争环境下$机体在严

重创伤或大手术打击下会出现严重的凝血功能障

碍$即创伤性凝血病% 创伤性凝血病死亡率极高$如

及时输注血小板$可显著降低死亡率% 由于目前保

存技术难有突破$血小板还无法长时间保存$造成临

床上血小板严重供应不足和浪费现象并存% 现阶段

国内已进行的有关人血细胞"如红细胞'血小板'脐

带血等#的冷冻干燥保存研究多为小容量样品(7@=)

$

并取得了一定的进展$而国外在大容量人血细胞的

冷冻干燥保存方面进展较大$如 nIGdCDE等(.)采用

特殊设计的冻干血袋"由生物相容性薄膜和 #<8 NN

孔径的防水透气膜复合制成#对标准血袋单位的血

小板"7 i$#

$#

#进行冷冻干燥实验$复水后血小板恢

复率达到 6:;$略低于 $ NG瓶装冻干血小板的恢复

率%

本文作者曾进行瓶装小容量血小板冻干研

究("$6@$#)

$冻干前血小板通过热孵化加载海藻糖作为

细胞内保护剂$采用 8#;的海藻糖与 $;的牛血清

白蛋白作为细胞外冻干保护剂$复水后可以直接输

注人体($8)

% 在冻干大容量样品时$采用硅化玻璃瓶

可能带来传热传质等方面的问题$为此本研究采用

具有生物相容性的医用塑料盒和医用无纺布"透气

不透水#制成的冻干血盒作为冻干容器$充注 $##

NG容量浓度为 #<$ i$#

Y

gNG的血小板冻干悬浮液

"厚度
&

#<:QN#进行冷冻干燥实验% 目前采用低浓

度是考虑到实验用血小板的供应问题$后期的研究

会采用较高浓度的血小板% 在研究中考虑到容量增

加和医用无纺布对于水蒸气传输的阻力$大容量血

小板的冻干实验相关参数相比小容量的情形有所改

变*一次干燥温度从h7#a提高到h"#a$预冻和一

次'二次干燥时间都增加了一倍以上$以保证样品的

充分干燥%

从初步结果看来$大容量血小板冻干后的数值

恢复率为"==<" m8<$#;$远低于优化的 $ NG容量

血小板冻干后的恢复率"Y8 m.<6#;

($$)

$同时冻干

血小板的凋亡率达到 8#;左右% 可能的原因主要

是*

%

小容量样品可以较精确地控制冻干过程特别

是预冻过程参数($$)

$避免出现细胞内结晶现象$而

容量增大后带来样品内部的不均匀性增加$不同部

位的细胞冷却速率'干燥过程中的热量传递也存在

一定差异$导致部分区域出现细胞内残余水分含量

过高$影响冻干保存血小板的存活率&

&

血小板加入

复水溶液前进行预复水操作($$)

$大容量样品同样由

于不均匀性的问题导致部分细胞不能达到最佳的预

复水条件% 因此本研究将继续进行以下工作*

%

研

究冻干容器中大容量样品在预冻'一次干燥和二次

干燥过程中的热量传导过程$改进冻干容器$优化样

品内部结构和温度的均一性&

&

对大容量样品的预

复水过程进行研究$确定合适的预复水机制$逐渐提

高科研工作水平($")

%
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