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冰冻血液产品临床使用安全性探讨
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#摘要$

!

血液是保障临床救治的特殊药品!但保存期有限&人们试图采用低温冰冻保存技术延长血液保

存期&对全血进行冰冻保存效果不理想!对红细胞采用甘油进行冰冻保存获得成功并被广泛使用!血浆可直接

进行冻存!对血小板和干细胞采用二甲亚砜冰冻保存已取得成功!冰冻血小板已被成功用于军队医疗机构的紧

急救治!冰冻干细胞已被临床广泛接受!但二甲亚砜的毒性作用也限制了冰冻血小板在我国的使用&本文探讨

了血液成分产品进行冰冻保存的质量及临床应用安全性&
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血液及其成分在

临床救治中具有非常

重要的作用!但由于血

液及成分的保存期限

制!导致其在临床的应

用受限&针对各种类

型血液产品的特性!人

们试图研究和开发具

有长期保存效果的方

法!其中低温或冰冻保

存血液产品是该领域

研究的热点&特别是

战争和紧急创伤救治的需要!冰冻血液产品研发取得

了很快的发展&红细胞采用甘油作为冰冻保护剂!已

经得到广泛应用$血浆可直接进行冻存$外周血造血

干细胞采用二甲亚砜"

A28B

%作为保护剂!已经得到

广泛应用$冰冻血小板也引起人们浓厚兴趣!但还未

开发成功和得到广泛应用&因此!对冰冻血液产品的

研发重点是血小板&近年来!临床对血小板的需求逐

年增加&血小板主要用于血小板减少症和血小板功

能异常患者的输注!通常是对出血性疾病进行预防性

输注和对活动性出血患者进行治疗性输注'

!=&

(

&一般

来说!常规保存的血小板'"

''C'

%

D

(比冷藏血小板

具有较好的输注疗效&但因为常规保存的血小板的

保存期较短"仅
$4

%!常导致临床血小板的后勤保障

困难'

7

(

&另外!常规保存也增加了细菌污染的风险&

因此!人们对冷藏和冰冻保存血小板的研发兴趣很

大!希望开发易保存!且有效期长的替代产品用于出

血性疾病的急救救治!特别是运输不便的偏远地区)

农村社区或军事行动等特殊需要'

!=7

(

&

!

!

冰冻血液产品的种类

!!

早在上世纪初!人们对全血加入细胞保护剂如羟

乙基淀粉进行冰冻!并采用液氮控速进行降温保存!

但效果较差!这种方式未能成功开展'

!

(

&人们转而对

血液成分进行冰冻保存研究&在
!"$(

年!采用干冰

和乙醇于
E%(D

用甘油冰冻保存红细胞获得成功&

人们关注军队和应急情况下冰冻血液产品的应用&

军队医疗机构对冰冻血液产品的最大考虑因素是!冰

冻血液产品的后勤保障)运输)冰冻保存剂的类型及

毒性作用)悬浮介质等&冰冻保存器也是一个重要的

考虑因素&美国海军血液研究所"

FG>H

%对冷藏血液

产品进行了多种评价!包括*冰冻保存方法)冰冻处理

前保存温度和时效)冰冻保护剂)采用或未采用液氮

控制速度的程序)冰冻状态下的温度和保存时间)融

化方法)冰冻保存容器)冰冻剂的去除)混悬介质)冻

融复苏后保存的温度和时间)输注前的相容性试

验等&

红细胞已经成功采用
7(I

"

J

#

K

%甘油保存于

E%(D

或
'(I

甘油保存于液氮中!或保存于
E!$(D

气态的液氮中&甘油是一种良好的细胞冷藏保护剂!

甘油在经过冻融洗涤后的浓度低于
!I

时是一种无毒

的冷藏保护剂'

!

!
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(

&
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血小板可采用
$I A28B

冰冻保存!冰冻在液氮

和可控速度的冰冻容器内!可在液氮的气态环境中保

存
&

年!或采用
#I A28B

于
E%(D

冰箱可达至少
'

年&也有采用
$I A28B

保存于液氮的气态环境下

而未去除
A28B

!也有在输注前经过离心去除上清

A28B

&血小板也可采用
#I A28B

冰冻保存于

E%(D

!融化)洗涤)悬浮于血浆中再进行输注&美国

食品药品监督管理局"

LA@

%已经评审过有
FG>H

提

交的采用
#I A28B

于
E%(D

冰冻保存血小板的方

案!输注前融化)洗涤和重悬于血浆中!输注给正常志

愿者)稳定的血小板减少症患者及有体外循环的外科

手术患者'

#

(

&世界卫生组织"

JMB

%也推荐对有需求

的自身输注血小板的患者!可采用冰冻保存方式提供

自身血小板&另外!还有采用海藻糖作为血小板的冰

冻保存剂的研究报道'

6

(

&

外周血造血干细胞采用
!(I A28B

和"或%羟乙

基淀粉或人血清蛋白进行
!D

#

N0,

液氮降温保存于

液氮的气态或液态下$或者采用
!(I A28B

!有或无

羟乙基淀粉!人血清蛋白或血浆!保存于
E%(D

冰箱

中&

FG>H

改进了两种血小板和单个核细胞的
A2=

8B

保存技术方案&采用改良的方案!

A28B

处理的

血小板和
A28B

处理的外周血造血干细胞在细胞负

载
A28B

完成后的冰冻前!经离心去除上清液"包含

多余的
A28B

%!可浓缩血液成分产品!冰冻保存后融

化产品可用
(;"I

氯化钠进行复苏!以减少输注前的

洗涤过程'

#

(

&

血浆冰冻则不需要冷冻保存剂&血浆从抗凝血

液'采用枸酸盐
=

磷酸盐
=

葡萄糖溶液"

9OA

%抗凝剂(中

分离出来!直接保存于
E'(D

至少
!

年或
E%(D

达

!7

年!且可达到能够接受的因子
!

和
"

及纤维蛋白原

水平&

"

!

冰冻血液产品的影响因素

";!

!

温度
!

冰冻血液产品的最主要应用是军事和急

救用途&维持冰冻血液产品的温度!采用深低温冰箱

可保持温度达
E%( D

和
E!&$ D

&也可采用液氮

E!"#D

保存方式&

7(I

甘油冰冻保存的红细胞)

#I

A28B

冰冻保存的血小板及新鲜冰冻血浆均可采用

E%(D

干冰形式进行运输'

!=7

(

&

";"

!

冰冻保护剂
!

红细胞可采用甘油!血小板和外

周血造血干细胞可采用
A28B

进行冰冻保存!血浆

无需保护剂直接冰冻保存&血小板和外周血造血干

细胞等还可采用海藻糖或海藻糖加磷酸盐进行冰冻

保存'

6=%

(

&美国成功研发了采用
7(I

"

J

#

K

%甘油在

E%(D

冰冻保存红细胞的方法$后来开发了低浓度

'(I

甘油在
E!$(D

气态的液氮环境下保存红细胞&

最方便的
7(I

甘油冰冻保存红细胞在
E%( D

环境

"

E"(

#

E#$D

%可达
&6

年!脱甘油后保存在
7D'7

P

!都可以达到体外质量良好&脱甘油洗涤处理的目

的是使红细胞产品中甘油残留量低于
!I

!以避免和

预防发生溶血'

!

(

&

A28B

是血小板和外周血造血干细胞最好的冰

冻保存剂&冰冻血小板采用
$I A28B

以
!D

#

N0,

速度降温冰冻保存在液氮的气态环境下可达
&

年!质

量稳定可靠&外周血造血干细胞则可采用
!(I A2=

8B

结合自身血浆保存在
E6(D

或
E%(D

冰箱
'7P

后再保存在液氮中可达
!$

年&

除
A28B

可作为血小板的冰冻保护剂之外!还

有其他一些制剂也可作为冷冻保护剂!如二甲基乙酰

胺"

A2@9

%

'

!

(

&

A2@9

可作为血小板的冰冻保护剂!

加入葡萄糖则可促进这种保护剂对血小板的冻存效

果!但这一方法未得到广泛认可&

";#

!

冰冻保存时降温速率
!

冰冻保存红细胞)血小

板及外周血造血干细胞从室温"

''D

%到
E7(D

可通

过合适的降温程序以最佳的
!D

#

N0,

达到最少损伤

血液产品的方式&更为简便和常用的方法是!冰冻保

存
7(I

"

J

#

K

%甘油的红细胞)

#I A28B

的血小板)

!(I A28B

的外周血干细胞及无需保存剂的血浆!

将
OK9

塑料袋置于聚酯塑料袋中!放置于
E%(D

冰

箱的硬纸板盒内'

!

(

&

";$

!

冰冻保存的时效
!

冷冻保护剂的浓度及保存温

度都影响冰冻状态的保存时效&红细胞经
7(I

"

J

#

K

%甘油保存于
E%(D

"

E"(

#

E#$D

%可达
&6

年&

血小板经
#I A28B

保存于
E%(D

"

E"(

#

E#$D

%

可达
'

年&外周血造血干细胞经
!(I A28B

保存于

E%(D

"

E"(

#

E#$ D

%可达
!;$

年&血浆冻存于

E%(D

"

E"(

#

E#$D

%可达
!7

年'

!

(

&

";%

!

破袋率
!

据报道'

!

(

!

7""#

袋甘油化冰冻保存于

OK9

塑料袋并置于硬纸壳外包的红细胞经
E%(D

保

存
!7

#

!%

年后破袋率约为
';$I

&

#&&

袋冰冻保存

于
E%(D

的红细胞保存
!7

年后!并使用干冰运输!破

袋率为
#;6I

&

";&

!

冰冻血液产品的复融
!

冰冻血液产品可以在

7'D

或
&#D

水浴中置于隔离袋中进行复融!不宜直

接接触水&冰冻血液产品从聚酯塑料袋中取出时应

小心放入水浴中&

";'

!

冰冻血液产品的复苏后处理程序
!

用甘油和

A28B

冰冻的血液产品必须在输注前经过去除甘油

和
A28B

的复融处理&甘油是一种细胞内冻存保护

剂!可产生一种渗透效应!其从红细胞以较慢的进入

和移出速率!需要反复洗涤以达到复融后甘油浓度低

于
!I

的要求&对于采用
A28B

冻存的血小板和外

周血造血干细胞因在冻存前进行了离心去除上清液

'
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的处理!复苏后则不需要进行冻融洗涤&

#

!

冰冻血液产品的质量和功能

#;!

!

冰冻红细胞
!

红细胞采用
'(I

甘油在液氮中冻

存于
E!$(D

气态环境下!需要经过血库用离心机进

行一系列洗涤过程以去除甘油!方可用于自身红细

胞)稀有血型的红细胞及特殊红细胞的冻存&美军更

是在多种情况下采用低离子介质的
7(I

"

J

#

K

%甘油

E%(D

冻存红细胞&对于采用
'(I

或
7(I

"

J

#

K

%

甘油冻存的红细胞!都需要高渗和等渗溶液进行去甘

油处理!以使甘油残留量小于
!I

'

!

(

&可采用手工离

心方法进行!也可采用全自动的解冻)去甘油洗涤的

细胞处理机!如美国的
@9O'!$

等!国内已有类似产

品&国内多数医疗机构采用手工洗涤去甘油的方式

制备冰冻解冻去甘油的红细胞!也有部分医疗机构采

用全自动机器进行制备&

#;"

!

冰冻血小板
!

'((7

年
LA@

曾出台一份血小板

评价新标准的征求意见稿!试图对血小板新产品提出

替代的评价方法&

LA@

提议将血小板产品的回收率

和存活率均定为
##I

&人血小板如果采用冷藏或冰

冻保存技术!一些体外检测指标!如血小板计数)流式

细胞术测定标志物)血小板聚集率)血栓弹力图

"

)QR

%等检测!可用于评价这些产品的特性和功能&

依靠这些检测指标!可以对冰冻血小板产品用于人类

志愿者和患者进行判断&

对血小板采用
#I A28B

在
E%(D

冻存
'

年!

评价复苏洗涤后体外血小板回收率)血小板聚集率)

血小板血栓烷产生)血小板低渗休克反应及无菌状态

进行检测&自体人血小板采用
#I A28B

冻存于

E%(D

!然后再保存
E%(D

)融化)洗涤)再悬浮于自

体血浆中!相当于自体人常规血小板保存于
''D$4

时的体外回收率和生存期!但具有更强的止血功能&

采用
#I A28B E%(D

冻存
'

年的异基因血小板!

经融化)洗涤和再悬浮于血浆后具有大约新鲜异体血

小板的
6$I

回收率和输注给血小板低下症患者体内

的
$(I

回收率'

!

(

&

采用自体新鲜液态血小板或冰冻洗涤血小板在

狒狒体内进行输注试验表明'

!

(

!冰冻洗涤血小板与保

存在
''D$4

的血小板相比!仅有轻度提升体内回收

率的效果!但止血功能更加良好!可有效减少因阿司

匹林诱导的出血时间延长和在出血部位产生血栓烷&

异基因冻存的洗涤血小板比异基因常规血小板具有

较低的输注后存活率!但是在围术期对非手术性血液

丢失及红细胞和新鲜冰冻血浆的输注需求都有减少!

这意味着具有较好的止血效果&

经
A28B

冰冻的血小板的促凝血活力可通过因

子
!

和
$

的聚集和血小板膜联蛋白
K

"

@,,3S0,K

%结

合力进行评价&

@,,3S0,K

结合力与磷脂酰丝氨酸

暴露可用于评价血小板及血小板微粒的促凝血活性&

血小板及血小板来源的微粒的磷脂酰丝氨酸通过提

供因子
!

+

和因子
$

+

的裂解位点!参与后续的凝血

瀑布系统&

@,,3S0,K

与磷脂酰丝氨酸的结合也证

实血小板及血小板微粒的凋亡!导致被组织巨噬细胞

快速清除&这也是低温保存血小板被活化后在体内

快速清除的原因'

!

(

&

在以前的研究中!采用
#I A28B E%(D

保存

人和狒狒血小板!经融化)洗涤后再悬浮于血浆中!发

现血小板膜糖蛋白
:T

"

RO:T

%正常和
RO:T

减少两类

血小板&在狒狒中!自体
RO:T

正常的血小板数与输

注后
!

#

'P

回收率为
7%I

和血小板存活时间
#4

之

间呈相关性&聚集了促凝血因子
!

的
RO:T

减少型血

小板和
RO:T

减少的因子
!

阳性血小板被快速从循环

中清除&相似地!冻干复苏的自体狒狒血小板比新鲜

血小板被发现聚集更多的促凝血因子
!

!而且体内存

活不超过
!$N0,

&

通过采用花生四烯酸和腺苷二磷酸刺激血小板

产生血栓烷
@'

的研究!冰冻血小板比液态血小板产

生血栓烷
@'

更多!累计的因子
!

也比常规血小板更

多&冰冻血小板较强的促凝活性和血栓烷
@'

产生的

增加!在患者身上就体现在输注后增加止血效果!减

少了非手术血液丢失和对异体红细胞和新鲜冰冻血

浆的输注需求&大量研究已表明!冰冻血小板的增加

的体内止血功能与其促凝血活力及产生血栓烷的能

力呈相关性&

对采用
A28B

是否冰冻前进行洗涤去除上清液

的血小板进行分析!发现冰冻前去除
A28B

方法的

冻融后血小板回收率为
"7I

和血小板微粒产生达

6I

!而冰冻前未去除
A28B

上清液的老式方法的血

小板回收率为
#"I

和微粒产生达
!$I

&目前采用改

进的冰冻前去除
A28B

的方法!

A28B

低温保存人

血小板的操作要求用
'$(NH(;"I

氯化钠
=(;'I

葡

萄糖
=7(N

U

I

无机磷酸盐溶液"

V

M$;(

%洗涤去除

A28B

&洗涤的血小板再离心去除上清液后!再悬浮

于
$(NH

全血保养液"

@9A

%血浆中&由于
A28B

的

加入及血小板的洗涤均是在开放状态下进行的!因此

洗涤后的血小板要求在室温下无需振摇保存不超过
#

P

&国内大多采用
$I

#

#I A28B

冻存血小板!复苏

后直接输注的方式!也具有良好的止血效果&

海藻糖作为一种优良的细胞低温保护剂可望用

于血小板的低温保存&研究表明海藻糖冻存血小板

显示出与新鲜血小板相似的凝血酶刺激的凝集反应!

可保护血小板的结构和功能!包括完整的浆膜结构)

代谢活性和对凝血酶的刺激反应&海藻糖作为人体

&
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内本身存在的一种多糖!无毒!有望开发为血小板的

冰冻保护剂'

6=%

(

&

$

!

冰冻血液产品的临床应用

$;!

!

冰冻红细胞
!

一般民营医院不使用冰冻红细胞

产品&预期手术和预期未来用红细胞的自体红细胞

受者可采用冰冻保存技术&稀有血型红细胞也可以

被冰冻保存!可用于自身或异基因红细胞输注&另

外!同种异基因冻存洗涤红细胞也推荐给免疫球蛋白

@

缺乏症的患者&如采用加甘油和去甘油过程为+开

放,式系统!冰冻保存的红细胞因只有
'7P

的复苏冻

融后的保存时间&现在采用全自动细胞处理仪!可使

去甘油的红细胞保存在
7D

达
'

周!可使冰冻的
B

型

红细胞得到广泛应用!冻存
B

型红细胞可作为一种通

用型的血液储备特别是对军事行动具有重大意义&

国内采用手工方法可制备冰冻
=

解冻后洗涤的红细胞!

也有全自动细胞处理仪研制成功!将极大地推动冰冻

红细胞在稀有血型的血液)自身保存血液!以及特殊

情况和军事行动等血液保障工作&

总之!冰冻保存技术可以用于储备大量的稀有血

型红细胞及愿意选择储存红细胞的志愿者&冰冻保

存技术还可以用于隔离保存通用型红细胞至少
#

个

月!以便对献血者进行再次传染性指标检测!从而确

保更有效降低窗口期的风险'

!=&

(

&

$;"

!

冰冻血小板
!

LA@

在
!"%%

年认可
A28B

作为

人血小板的冰冻保护剂&

FG>H

后来改进减少了冻

融洗涤步骤!简化了冰冻保存过程&制备冰冻血小板

复苏后溶于
(;"I

氯化钠溶液中仅需要
!$N0,

'

!=&

(

&

冰冻血小板因含有活化的血小板及因保存而产生的

血小板源性微粒!对出血患者具有明显的止血作用!

更有利于创伤患者的止血使用&活化的冰冻血小板

在体内易被很快清除!这可能是血小板作为预防性输

注的一大缺陷!但可作为出血性创伤患者的紧急救

治&冰冻血小板在创伤患者的早期凝血功能障碍性

出血期即可使用!这些活化的血小板和微粒可早于促

血栓形成期就从血液循环中消失!由于高浓度的血小

板与发生血栓栓塞事件密切相关!因此这相对于常规

保存的血小板在体内较长存活还是一个优点'

"

(

&

$;#

!

冰冻血液产品
!

荷兰军队将
E%(D

冰冻保存红

细胞)血浆和血小板结合常规的悬浮红细胞制剂用于

海外军队医疗机构的创伤救治&冰冻血液可救治武

装冲突时发生的战创伤患者!不需要再进行战地血液

采集&这些结果还可对平时边远地区的血液供应提

供经验'

&

(

&荷兰军方在海外采用一种统一的供者冰

冻血液产品!以补充液态血液产品&所有融化"洗涤%

的冰冻血液产品均符合国际相关规定与指南&

E%(D

冰冻保存的红细胞)血浆和血小板在融化后均

可使用!可减少运输和取缔移动血库&所有血液产品

在冰冻前均进行了滤白处理和全面的病原体检测!所

有血小板均在融化后
#P

内使用!所有血型检测均无

差错!少数液态库存的红细胞用于输注!血浆均从
@G

型男性采集!所有这些均减少了输血反应发生的风

险&新鲜冰冻血液产品与常规血液产品相比至少是

等效的!而且更为安全&

%

!

冰冻血液产品输注的不良反应

!!

对红细胞和血小板开发有效的低温保存技术!以

维持体外最大的生物活力!结合冰冻血浆的应用!可

为临床提供一种通用的血液库存策略&但由于冰冻

保存血液产品有些需要添加冻存保护剂!应注意其不

良反应&

%;!

!

冰冻红细胞
!

冰冻红细胞复苏后需要反复洗涤

以去除甘油!使甘油残留量低于
!I

!即可预防发生溶

血&荷兰军队的经验表明!冰冻血液供应和大剂量输

血是安全有效的!输血反应发生率及死亡率低&冰冻

红细胞现在已经被普遍接受!荷兰)美国等军队均已

广泛使用'

!=&

(

&

%;"

!

冰冻血小板
!

冰冻血小板和外周血造血干细胞

使用的冰冻保护剂最主要的是
A28B

&据认为!

A2=

8B

是一种渗透性保护剂!能够降低细胞冰点!减少冰

晶的形成!减轻自由基对细胞损害!改变生物膜对电

解质)药物)毒物和代谢产物的通透性&但研究表明!

A28B

存在一定的毒性作用!与蛋白质疏水基团发生

作用!导致蛋白质变性!具有血管毒性和肝肾毒性&

最为常见的不良反应为恶心)呕吐)皮疹及在皮肤和

呼出的气体中发出大蒜)洋葱味&

A28B

可代谢成二

甲基硫醚和二甲基砜!其可能的不良反应是升高血中

的二甲基硫醚水平!导致一种血源性口臭症状&对于

临床患者!采用非干预的观察!欧洲多家移植中心对

自体干细胞移植的骨髓瘤和淋巴瘤患者采用
A28B

冻存干细胞发生的不良反应进行分析!提出应更好地

对
A28B

保存干细胞进行标准化!减少患者
A28B

的摄入量!以减少移植者的不良反应和死亡率'

!(

(

&研

究发现
A28B

不宜用作化疗药的熔剂!因其会与化

疗药发生反应!从而抑制它们的毒性作用和杀伤作

用&

A28B

可通过调理
&

种
AF@

甲基转移酶的转录

本及改变基因组的甲基化谱系!进而影响小鼠胚胎体

的表观基因组!造成鼠干细胞的一种未受控制的分

化&因此!国外已有对干细胞移植时采用去除
A28B

的洗涤方式来减少可能的
A28B

毒性作用&

海藻糖作为一种优良的细胞低温保护剂可望用

于血小板的低温保存&研究表明海藻糖冻存血小板

显示出与新鲜血小板相似的凝血酶刺激的凝集反应!

可保护血小板的结构和功能!包括完整的浆膜结构)
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代谢活性和对凝血酶的刺激反应&海藻糖无毒!且作

为人体内本身存在的一种多糖!有望开发为血小板的

冰冻保护剂&

国内多家报道采用
A28B

冻存血小板!并应用

于临床患者的救治!特别是外科出血者!起到了良好

的治疗作用$有些并未在冰冻前去除多余的
A28B

!

对临床应用的潜在风险还需进行大样本和多中心的

临床试验&因此!笔者认为!在未取得科学严谨的试

验数据之前!对冰冻血小板的深入研究还需进一步加

强!对其临床应用还应更为小心谨慎!期望在不远的

将来能开发出良好的冰冻甚至是冻干血小板类产品

以方便临床使用&

&

!

结
!!

语

!!

冰冻血液产品的研发取得了很大的成功&红细

胞采用甘油作为冰冻保护剂!安全有效$血浆可直接

进行冻存$外周血造血干细胞采用
A28B

作为保护

剂!已经得到广泛应用$血小板采用
A28B

作为冰冻

保护剂!是目前认为最好的方法!但因
A28B

还存在

一定毒副作用!对临床适应证还应进行多中心临床观

察!对冰冻血小板的临床广泛应用还应小心谨慎&
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