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冻结速率对血小板冷冻干燥保存的影晌

周新丽祝宏 l 张绍志朱发明 l 陈光明*严力行 l

(浙ìT大学制冷与低温研究所低温生物实验室，杭州 310027; I 浙江省血液巾，心，杭州 310006)

摘要 冷冻干燥法是使血小板能够长期保存的一种理想方法。冻结过程对血小板的冻千保

存至关重要。采用梯度降温、搁板子页冷、液氮冻结等三种冻结方式，研究了冻结速率对血小板冷

冻干燥保存恢复率的影响。实验结果表明用搁板预冷的方式冻结并干燥的血小板复水后的恢复率

最高，达到(93.0::t: 5.2)% ，此时的冻结速度约为 10 "C.Jmin。扫描电镜照片显示冻千复水后的血小

板保持了完整的细胞结构，但与新鲜血小板相比咯呈球形。冻干复水后的血小板对 1 U/ml 凝血酶

的最大聚集率接近于新鲜血小板，但聚集速度比新鲜血小板慢。
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血小板是血液rfJ 的手中重要组成成分，它主要

参与 lfll 栓的形成和凝血过程。在对大量失血和低血

小板症，也齿的泊疗过程 11 1 ，需要进行血小板输注。

因此，保证足够的血小板储备和供应显得尤为重

要。与 f1 前国 r临床的 22 oC 振荡{呆在浓缩血小板

和低汹冰冻保存血小板两种技术相比，用冷冻干!民主

1îd果有血小板克服了方法学仁的局限性: (l )t东 r的

血 IJ、板能够在环境温度 F长时间稳定储存，不需要

任何低温设备; (2)ì东干的血小板能够在使用时直接

复水|币恢复活性，适于应对紧急、止血情况; (3)冻干

的血小板质量大大减轻，便于运输。这些明显的优

势使冻下保存血小板在临床上有巨大的应用潜力。

冷冻干燥过秤包括冻结、初次干燥手rl二次干燥

兰个环节，通常会对细胞膜丰u胞内物质造成损伤，

导致细胞死亡或影响生物功能的正常发挥。目前已

经开展了很多研究未减少冻 F过程对细胞的损伤，

大多数集中在保护剂系统的选择方面，其中高分子

化合物和精类被证明是有效的冻干保护剂 [1 --61。实际

上，除了保护剂系统以外，冻结过程也是影响细胞

冻干保存有放性的关键因素。目前有关这方面的研

究在药品和生物制品的冻 F领域较多 [7斗1，而在哺乳

动物细胞的冻「领域很少[101。因此，本文从冻结过

程的角度 H\友，研究冻结速率对血小板冻干保存恢

复率的影响。采用梯度降温、搁板预冷和液氮冻结

二种 }fj飞冻结血小板冻干悬液， ì东干复水后的血小

板恢复率通过比较冻下前及复水后的血小板数确

立;。此外，通过对复水后血小板的扫描电镜观察和l

对 1 U/ml ì疑血酶的聚集实验，检验冻下保存方法对

维持血小板形态和聚集功能的有效性。

1 材料与方法

1. 1 血小板冻干悬液的准备

新鲜浓缩血小板(1 X 109- 1.5 X 109 个 Iml)来自

健康无偿献血者，由浙江省血液中心提供。富含血

小板的血浆在 480 g 离心 15 min ，使血小版沉淀，

弃去上层血浆。然后加适量生理盐水使之悬浮洗

涤，在 480 g 离心 10 min 收集血小板，重复此操

作两次。将洗涤后的血小板重悬于冻干缓冲液中，

制成血小板浓度约 0.2 X 109 个 Iml 的冻「悬液。冻

干缓冲液以 9.5 mmol/L HEPES , 142.5 mmo l/L 

NaCl, 4.8 mmol/L KCl, 1 mmol/L MgC12 1t基准溶

液，以 1% 牛血洁白蛋白(BSA)和 20% 海藻糖作保

护剂，所有浓度百分比均以 WIV (g/l OO ml)表示。

1.2 冷冻干燥

1.2.1 冻结 将血小板冻干悬液 1 ml 等量分装宅

直径为 25mm 的玻璃瓶中，用如下三种冻结方式进

行冻结，并通过布置在玻璃瓶底部中心的铜-康铜

热电偶测量溶液的冻结速率。(1)梯度降温:玻璃

瓶放在处于室温的冻干机搁板 l二，搁板以恒定的降

温速率降至 50 0C ，这种方法得到陈干悬液的冻结

速率约为 0.5 oC/min; (2)搁板 fm冷:玻璃瓶放在预
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J令至一50 0C 的冻干机搁板上，这种方法得到冻干悬

液的冻结速率约为 10 oC/min; (3)液氮冻结:玻璃

瓶直接浸入液氮中，这种方法得到冻干悬液的冻结

连率约为 200 oC/mino 冻结溶液在冻结平衡温度下

维持 1 h 后进入干燥阶段。

1.2.2 干燥 干燥在自行研制开发的低温冷冻干

燥装置中进行，详见文献[ 11 ]。为了实时监测样

品、搁板和冷阱的温度，分别在样品底部中心、搁

板进出口、冷阱进出口布置铜-康铜热电偶。冻结

过程结束后，开启冷阱制冷阀使冷阱温度降至 ~60

℃以下，开J~真空泵使i东「室真空度达到 15 Pa , 

关小搁板制冷阀使搁板温度升至 38 oC ，维持这样

的一次干-燥条件 20 h。当从玻璃观察窗观察到瓶内

冻结济液的升化界面消失且热电偶反映出瓶内样品

的温度在短时间内出现迅速升高，表明一次干燥过

程结束。此后，以 0.2 oC/min 的加热速度使搁板温

度升高歪 20 oc并维持在此温度直到二次干燥过程结

束，这个过程共捋续 8 ho )东「过科结束后，用橡

皮塞密封玻璃瓶，将冻下后的血小板保存在室温。

1.3 复水

j去f的血小板密封保存在主温， 30 天后将它们

复水。每个冻下样品原含有 1 m1 血小板悬浮液，将

血浆(PPP) :水 =1 : 1 的复水溶液 1 m1 在室温下直

接加入每个冻下样品瓶巾，轻轻振荡直到样品完全

溶解于复水溶液中。

1.4 血小板恢复率

冻干复水后的血小板恢复率通过在冻干前及复

水后分别进行血小板计数来确定。血小板计数在

CELL-DYNI700 型(雅培，美国)血球计数仪上完

成。比较冻干前和复水后的血小板数，得到血小板

冻干保存的数值回复率=(复水后的血小板数/冻干

前的血小板数) X 100% 。

1.5 扫t苗电$竟

~种不同冻结方式得到的冻干样品的内部结构

用 XL-30-ESEM (菲利浦，荷兰)型环境扫描电镜进

行观察。将J东干后的饼状样品用锋利的小刀沿横截

面方向小心切开以免破坏饼状的内部结构，然后用

IB-3 型离子溅射仪(日立，日本)在样品表面喷镀金

膜，镀膜后的样品在扫描电镜下观察。

j东十-复水后血小板的形态也用 XL-30-ESEM 型

扫描电镜进行观察，并与新鲜血小板的形态进行比

较。新鲜血小板和冻 F复水后的血小板用1.5% 的

戊二醒府液按 1 : 9 泪合固定过夜，漂洗后用 1% 的

饿酸榕液固定样品 2 h ，漂洗后用梯度浓度(包括

50% , 70% , 80% , 90% , 95% 和 100% 六种浓

度)的乙醇溶液对样品进行脱水，再用醋酸异戊醋

处理样品 2 h，之后样品在 HCP-2 型临界点干燥仪

(日立，日本)中进行临界点下燥，干燥后的样品用

IB-3 型离子溅射仪在样品表面j喷镀金膜。制备好的

样品在扫描电镜下观察。

1.6 血小板聚集实验

血小板聚集功能按照比浊法原理用血小板聚集

分析仪 560CA (Chrono-Log, USA)进行检测。将 400

μI 新鲜血小板和复水后的血小板悬浮液加入预先放

入搅拌珠的 PAG 玻璃测试杯中，在 37 oC预热 5 min , 

向预热后的血小板悬浮液中加入最终浓度为 1 U/m1 

的凝血酶，血小板悬浮液吸光度的信号被转换为电

讯号，在记录仪上记录下电讯号的变化。根据描记

由线可以计算血小板的最大聚集率和坡度。最大聚

集率=( hl /hO) X 100%，其中 hl 是最大聚集时距 PRP

基线的高度， hO 是 PRP 基线与 PPP 基线之间的高

度，此值反映聚集程度的大小。坡度是沿聚集曲线

下降时最陡峭部分作→切线，以记录仪 2 min 所走

的距离作为底边，由底jjJ_至切线的垂直高度，此值

反映聚集速度的快慢。

2 结果

2.1 冷却速率与冰晶的形成

三种冻结方法得到的降温过程由线如图 1 所

示。叮以看出液氮冻结得到最快的冻结速率，完全

检测不到冻结的相变阶段，说明它提供了足够快的

冷却速率，相变潜热一产生就立刻被除去。梯度降

温是最慢的冻结方式，产生很大的过冷度。三种冻

结方法之间的差别非常明显，这就使比较冻结速率
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图 1 三种冻结方式的降温曲线图
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图 2 冻干样品横截面的扫描电镜照片(500 X) 
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冻结速率对血小板;东干复水后恢复率的影响(n=6)
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图 3

j ，\J 新 I'JI1吁:泊、 ~ii j尘午对 LÚL小板冷冻|做保存的影响

对血小板出 l{呆在的路 u[íD成为可能。

血小版叫、 r悬j便在冻结|司化后，冰晶通常镶嵌

在蛋门质和帕类形成的保护剂浓缩基质中，干燥过

和中冰ild完吃亏升华，原来被冰晶占据的位置就成了

孔状结构，而蛋白质和椭类形成的保护剂浓缩基质

就成了网状结构，血小板细胞包表在保护剂浓缩基

质巾。|大|此， j东}二样品横截面七孔的大小，可以

间接反映 11\冻结过程 11 1 形成冰晶的大小。为了研究

冻结速率对细胞外形成冰品大小的影响，用放大

500 倍的们捕电t主观察i东干样品的横截面，如图 2所

心。保护剂 11'(约占主主质的成分是 1% 牛血洁白蛋白

(BSA)丰1120% 1阳县糖，且 0.2 X 109 个 Iml 血小板的

加入不会影响比卜盯保护剂基质的结构。图 2a 显辰

梯)主阵榻的杆品形成约 50μm 的冰品，冰品的大小

平LI形状不均匀11生长杠 [pJ杂乱:图 2b ，1R_示搁板顶冷

的样 lllll 形成约 20μm 的冰品，冰品的大小和形状比

较均匀且生长万 [['J 致:图 2c 显示液氮i东纣的样品

形成约 10μm fj{_J冰 lIIi1 ，冰品大小和形状均匀且生民

)J[闪伞 J;)I:。

2.2 冻结速率对血小板;芽、干恢复率的影响

二种冻结速率 Fì东下的血小板在l宰温保存 30天

后复水 ， i~、 l 复水后的恢复率如罔 3 所辰。搁板顶

冷得到的恢复率最高为(93.0:t 5.2)% ，其次是液氮冻

纣的恢u率为(83.5 :t 1.9)% ，样;度降温的恢复率最低

为(73.7土 1.6)% 。

2.3 冻干复水后血小板的扫描电镜照片

为 f检验冻丁保仔右「法对维捋血小板形态的有

效性， )在取川恢复率最高的搁板预冷力式冻结井丁

燥的样木，将正在京~~111呆在 30 天后复点，复水后

血小板的形态用扫描电镜j基行观察并与新鲜血小板

对照，归国 4 所jJ\。新鲜血小板早扁平的国盘状( f?f] 

4川，复水J~ 的血小板保持了完整的细胞结构，但

在形态 1..有膨胀的趋势略旦球形，有些相邻的细胞

出现相 Li.融合(内现象(4b) ，这说明冻下保存使血小

板的形态发斗二了 A定的改变。

2.4 冻干保存血小板的聚集曲线

为了检验出 1 保存方法对维持血小板聚集功能

的有效性，边取用恢复率最高的阳板顶J令方式冻结

丹:[悚的样水，将 1t {r:.主温保存 30 天后复水，复

水后血小板的聚集功能川其对 1 U/ml 凝血酶的聚集

巾线进行评价，如|型 5 所 /J\ 0 新鲜血小版的最大聚

集率为 62% ，坡度为 158( 图 5时， j东干复水后血小

板的最大聚.11:率为 52% ，坡度为 68( 图 5b) 。这说

(
J
t
)
川
恃
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图 4 新鲜血小板(a)和冻干复水后血小板(b)的扫描电镜照片(S 000 X ，比例标尺 =Sμm)

LU ( 

图 5 新鲜血小板(a)和冻干复水后血小板(b)对 1 U/ml;.疑血酶的聚集曲线

明冻|二复水后的 l虹小板维持了较好的聚集功能，但

是其聚集边度比新鲜血小板慢。

3 讨论

影响血小板冻[{呆在放果的因素很多，例如保

护剂系统、泊、「过程参数(冻结速率、下燥温度和

压力)、复水条件哇。除了保护剂系统对血小板冻

下保存效果的影响较为突出外，冻结速率也是影响

血小板冻T{呆在有效'性的关键|朴素。一般认为慢速

冻结产生过火的细胞外冰品，容易对细胞造成损

伤:巾-快速冻结产牛的冰 ITl较小，能够减少细胞外

冰晶对细胞的损伤，是保行-7己整细胞的理想方法。

本文的实验结果农明，梯度降温的冻结方式产生的

细胞外冰品最大，得到冻「血小板的恢复率最低:

搁板预冷的冻结方式产生的细胞外冰晶较小，得到

冻干血小板的恢复率最高:进←→步提高冻结速率，

液氮快速冻结反而会产生负面效应使冻下血小板恢

复率下降。这可能是因为过快的冻结速率引起了细

胞内冰晶的形成，抵消了快速冻结所带来的优势。

此外，液氮冻结的样品在冻结结束盯，要经历从液

氮温度加热到一次于燥操作温度的过秤，细胞外小

冰晶在此过程中发生一定程度的再纣晶，也是冻|二

血小板恢复率降低的一个原肉。因此，正如低温保

存存在最仕冻结速率一样，冻下f呆在也存在最佳冻

结速率，过快或过慢的冷却速率都会导致细胞的损

伤，降低存活率。对血小板的冻干f呆在来说，本

研究得到的最佳冻结速度约为 10 oC/min 。

目前用冷冻干燥法成功保存的细胞主要局限于
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原核生物，如乳酸菌、酵母、细菌等，随着冻干

对象在结构和1功能上复杂性的增加，能否用冷冻干

燥成功f呆在哺乳动物细胞在过去十几年里一直是个

很有争议的问题。本文选取用恢复率最高的搁板预

冷方式冻结并「燥的样本，检验冻干保存方法对维

持血小板形态和聚集功能的有效性。实验结果表

明:冻「复水后的血小板保持了完整的细胞结构，

但与扁平困盘状的新鲜血小板相比略呈球形，有些

相邻的细胞出现相互融合的现象:冻下复水后的血

小板对 1 U/ml 凝血酶有较好的聚集功能，但是其聚

集速度比新鲜血小板慢。此结论初步证明用冷冻干

燥法长期保存血小板有一定的可行性，但仍需在血

小板耐冻耐干机制方面进行深入的研究，同时进一

步改进诛 r保护剂的配厅和优化冻干过程参数，使
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j东干一血小板能够最大限度的保持新鲜血小板的生理

功能，从而具有更大的临床应用价值。
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Effect of Freezing Rates on the Freeze-drying of Human Platelets 

Xin-Li Zhou, Hong Zhu 1, Shao-Zhi Zhang, Fa-Ming Zhu 1, Guang-Ming Chen*, Li-Xing Yan 1 

( Cryobiology Laboratoη， Institute of Refrigeration and Cηogenic Engineering, Zhejiang University , Hangzhou 310027, China; 

lBlood Center ofZhejiang Province, Hangzhou 310006, China) 

Abstract Freeze-drying is an ideal alternative for long-term preservation of platelets in blood banks. 

Freezing process is important for recovery of freeze-dried of platelets. In this study, the effect of freezing rates on 

the recovery of freeze-dried human platelets in the presence of 1 % bovine serum albumin and 20% trehalose were 

investigated. Three cooling methods were employed, including gradient cooling , shelf cooling and plunging the 

sample into liquid nitrogen. The results show that shelf cooling was the best way to cool the sample, the highest 

recovery of freeze-dried and rehydrated platelets reached (93.0::1:5.2)%, the optimum rate of freezing is about 10 "C/ 

min. Furthermore, SEM was employed to investigate the mo甲hology of freeze-dried and rehydrated platelets but 

more rounder compared with fresh platelets. The maximum aggregation rate of these platelets to thrombin (1 U/ml) 

was close to that of fresh platelets, but aggregation speed was more slowly than the fresh ones. 

Key words platelets; freeze-drying; freezing rate 
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