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  [摘 要] 目的 探讨汇集浓缩血小板在制备过程中,关键控制点和参数的确认,以期提高汇集血小板的

产品质量并优化制备过程。方法 随机选取街头采血84人份(每人份400
 

mL),采用白膜层(BC)方法,静置过

夜法保存BC;(1)根据全血血小板含量及BC回收率确定汇集浓缩血小板的BC份数;(2)根据离心机性能、离

心效果确认合适的离心参数;(3)比较汇集浓缩血小板和机采血小板相关质量指标:容量、血小板的含量、红细

胞混入量、白细胞计数,储存期末pH值、无菌实验。结果 (1)采用6个新鲜400
 

mL全血制备BC混合来制备

汇集浓缩血小板;(2)离心机(美国Thermo
 

cryofuge
 

8)第1次全血离心参数和第2次汇集BC离心参数分别

为:离心力2
 

283、291
 

g;加速均为9
 

g;减速均为4
 

g;时间均为12
 

min,第3次(减红细胞)离心参数:离心力

145
 

g,加速9
 

g,减速4
 

g,时间5
 

min,离心效果均得到了良好印证;(3)对比同期单采血小板14份在采集第1、5
天的检测结果,汇集浓缩血小板的容量、血小板含量,红细胞混入量高于机采血小板组,差异有统计学意义(P<
0.05);白细胞计数和储存期末pH值差异均无统计学意义(P>0.05),无菌实验结果均为无菌生长。汇集浓缩

血小板各质量指标除容量外,均在国标规定范围内。结论 把控好关键控制点能有效提高制备成功率。
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[Abstract] Objective To

 

discuss
 

the
 

confirmation
 

of
 

critical
 

control
 

points
 

and
 

parameters
 

in
 

the
 

prepa-
ration

 

of
 

pooledconcentrated
 

platelets,so
 

as
 

to
 

improve
 

the
 

product
 

quality
 

of
 

pooled
 

platelets
 

and
 

optimize
 

the
 

preparation
 

process.Methods A
 

total
 

of
 

84
 

street
 

blood
 

samples(400
 

mL
 

each)
 

were
 

randomly
 

selected.The
 

buffy
 

coat(BC)method
 

was
 

adopted,and
 

BC
 

was
 

preserved
 

by
 

standing
 

overnight.According
 

to
 

the
 

whole
 

blood
 

platelet
 

content
 

and
 

BC
 

recovery
 

rate,the
 

BC
 

fraction
 

of
 

pooled
 

concentrated
 

platelets
 

was
 

determined.
According

 

to
 

the
 

centrifuge
 

performance
 

and
 

centrifugal
 

effect,the
 

appropriate
 

centrifugal
 

parameters
 

was
 

confirmed.The
 

related
 

quality
 

indexes
 

of
 

pooled
 

concentrated
 

platelets
 

and
 

mechanically
 

collected
 

platelets,

such
 

as
 

volume,platelet
 

content,red
 

blood
 

cell
 

mixing
 

amount,white
 

blood
 

cell
 

count,pH
 

value
 

at
 

the
 

end
 

of
 

storage
 

and
 

aseptic
 

experiment,were
 

compared.Results A
 

total
 

of
 

six
 

BC
 

prepared
 

from
 

fresh
 

400mL
 

whole
 

blood
 

were
 

mixed
 

to
 

prepare
 

pooled
 

concentrated
 

platelets.The
 

first
 

whole
 

blood
 

centrifugal
 

parameters
 

and
 

the
 

second
 

BC
 

centrifugal
 

parameters
 

of
 

the
 

centrifuge(Thermo
 

cryofuge
 

8,USA)
 

were:centrifugal
 

force
 

2
 

283
 

g
 

and
 

291
 

respectively;The
 

acceleration
 

was
 

all
 

9
 

g;The
 

deceleration
 

was
 

all
 

4
 

g;The
 

time
 

was
 

all
 

12
 

min,and
 

the
 

parameters
 

of
 

the
 

third
 

centrifugation(reducing
 

red
 

blood
 

cells)
 

were
 

centrifugal
 

force
 

of
 

145
 

g,accelera-
tion

 

of
 

9
 

g,deceleration
 

of
 

4
 

g
 

and
 

time
 

of
 

5
 

min,and
 

the
 

centrifugation
 

effect
 

was
 

well
 

confirmed.Comparing
 

the
 

test
 

results
 

of
 

14
 

platelets
 

collected
 

separately
 

at
 

the
 

first
 

and
 

fifth
 

days,the
 

volume
 

and
 

content
 

and
 

the
 

a-
mount

 

of
 

red
 

blood
 

cells
 

mixed
 

in
 

of
 

pooled
 

concentrated
 

platelets
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

platelet
 

col-
lected

 

by
 

machine,with
 

statistical
 

significance(P<0.05).There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

between
 

white
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blood
 

cell
 

count
 

and
 

pH
 

value
 

at
 

the
 

end
 

of
 

storage(P>0.05),and
 

the
 

results
 

of
 

aseptic
 

test
 

were
 

all
 

aseptic
 

growth.All
 

the
 

quality
 

indexes
 

of
 

pooled
 

concentrated
 

platelets
 

were
 

within
 

the
 

national
 

standard
 

except
 

the
 

volume.
Conclusion Good

 

control
 

of
 

critical
 

control
 

points
 

can
 

effectively
 

improve
 

the
 

success
 

rate
 

of
 

preparation.
[Key

 

words] Pooledplatelet; Buffy
 

coatmethod; Centrifugal
 

parameters; Critical
 

control
 

point

  随着临床医疗技术的发展,血小板使用量快速上

升,目前临床上以使用单采血小板为主,但单采血小

板存在血源招募相对困难,献血者献血时间较长等因

素限制,不能完全满足临床上的需求;全血资源比单

采血小板来源机会多。因此,汇集浓缩血小板作为单

采血小板的有效补充,逐步在全国部分血站开展制

备。同时,由于汇集浓缩血小板的制备过程较复杂,
影响因素较多,因此对其制备过程中的关键控制点的

确认显得尤为重要。本文采用汇集白膜层(BC)的方

法制备汇集浓缩血小板,并对其关键控制点进行确

认,为建立汇集浓缩血小板的制备标准,提供实践

基础[1-4]。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 血液来源 在本中心街头采集的符合国家

《献血者健康检查标准》的无偿献血者全血中,抽取规

格为每袋400
 

mL,共84袋,并按 ABO血型分类,于
室温放置。常规采集去白细胞单采血小板14袋,
(22±2)℃振摇保存,备用。

 

1.1.2 研究对象分组 汇集浓缩去白血小板设为实

验组;去白细胞单采血小板设为对照组。

1.1.3 仪器与试剂 全自动血细胞分析仪 X-500i
(日本sysmex),大容量冰冻离心机cryofuge

 

8(美国

Thermo),全自动全血成分血离心机
 

compomat
 

G4
(德国

 

Fresenius
 

Kabi),无菌导管接驳机 TSCD-Ⅱ
(日本

 

Terumo),贮血冰柜(日本
 

Sanyo),血小板恒温

保存箱PC4200h(美国 Helmer),Coulter计数仪(美
国beckman

 

coulter),四联采血袋(山东威高),PFS-
PL300型白细胞过滤器(南京双威),血小板贮存袋

(美国
 

Haemonetics),7230型分光光度计(上海分析

仪器厂),血气仪(德国西门子 RP500),流式细胞仪

(美国
 

BD
 

accuri
 

C6
 

plus),全自动微生物侦测系统
 

BACT-3D(美国BioMérieux)。

1.2 方法
 

1.2.1 采用BC方法制备 汇集浓缩血小板采集6
 

h
内的新鲜全血用BC方法分离制备BC,并根据本地区

献血者血小板浓度及血小板回收率[5]初步确定BC汇

集袋数。

1.2.2 制备过程四联袋 采集的新鲜全血400
 

mL,
常温保存,4~6

 

h内重离心(第1次离心),将离心后

的全血转入血细胞分离机(G4),按设定程序分离出含

血浆、白膜、红细胞的BC共约85
 

mL,BC在(22±
2)℃条件下静置。次日将6袋经检验合格的同血型

的BC通过无菌导管接驳机汇集,轻轻混合均匀后离

心(第2次离心)。分离制备出汇集浓缩血小板,如果

产品中红细胞残留量较多,则需再次轻离心(第3次

离心),减除红细胞,将最终分离的产品经滤白处理

后,直接转入血小板专用保存袋震荡保存。

1.2.3 第1次全血重离心参数 离心力2
 

283
 

g,加
速9

 

g,减速4
 

g,时间10
 

min(分离BC)前提下[6];确
定第2次离心参数为:离心力291

 

g,加速9
 

g,减速4
 

g,时间12
 

min(分离血小板);第3次离心参数为离心

力145
 

g,加速9
 

g,减速4
 

g,时间5
 

min(去除残留红

细胞),观察并评价离心效果。

1.2.4 研究对象理化指标检测 实验室检测容量、
血小板含量及血小板回收率、白细胞残留量、红细胞

混入量、储存期末pH和无菌实验。

1.3 统计学处理 应用SPSS22.0统计软件进行数

据分析,计数资料以x±s表示,采用两独立样本均数

t检验,P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 离心参数 第1次全血重离心参数、第2次BC
轻离心参数、第3次减除残留红细胞时的离心参数。
见表1。

表1  离心参数

项目 离心力(g) 加速(g) 减速(g) 时间(min) 目视分层效果 血小板回收率(%) 界限是否清楚 血小板聚集

第1次离心 2
 

283 9 4 10 较好 - 是 -

第2次离心 291 9 4 12 较好 - 是 -

第3次离心 145 9 4 5 较好 87.92 是 无

  注:-表示无此项。

2.2 汇集浓缩血小板 汇集袋数用四联袋采集的新 鲜全血400
 

mL,预估回收后的血小板含量,确定以6
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袋汇集制备为1个汇集浓缩血小板。汇集浓缩血小

板的容量、血小板含量,红细胞混入量高于机采血小

板组,差异有统计学意义(P<0.05);两组白细胞计数

和储存期末pH 值比较,差异均无统计学意义(P>

0.05)。见表2。

2.3 汇集浓缩血小板和机采去白血小板质量指标 
见表3。

表2  汇集浓缩血小板汇集袋数(n=96,x±s)

项目
原始血容量

(mL)

平均原始血

PC含量(×109
 

L-1)
BCPC含量

BC回收率

(%)

5袋原始总PC

含量(×109
 

L-1)

6袋原始总PC

含量(×109
 

L-1)

7袋原始总PC

含量(×109
 

L-1)

检测值 503.10±7.07 78.14±17.72 75.96±17.47 99±21 387.84±42.29464.62±45.39542.94±48.24

预估回收后血小板含量 - - - - 221.58 251.19 278.22

  注:-表示无此项。

表3  保存期内汇集浓缩去白血小板与机采血小板质量指标比较(n=14,x±s)

项目 容量(mL)a
血小板含量

(×1011/袋)a
红细胞混入量

(×109/袋)a
白细胞计数

(×106/袋)
储存期末pH值 无菌实验

汇集浓缩去白血小板 352.100±12.900 3.700±0.340 0.170±0.047 0.053±0.057 6.94±0.08 无菌生长

机采血小板 273.200±10.200 2.560±0.240 0.085±0.016 0.070±0.081 6.91±0.33 无菌生长

  注:aP<0.05。

3 讨  论

  制备方法的成败取决于关键控制点的把控,汇集

浓缩血小板制备的关键控制点主要包括制备方法的

选用、汇集袋数,几次离心的参数及效果的选择、其他

质量指标评价。

3.1 方法选用 选择适宜、较为成熟的技术。汇集

浓缩血小板制备方法主要有富浆法和白膜法,其中白

膜法制备浓缩血小板,在重庆市中心城区运用多年,
较为成熟[5-6],故选用白膜法。有研究报道,采用室温

过夜汇集BC法制备的血小板含量较即时汇集BC法

制备的血小板含量高[2],因此采用静置过夜法来制备

汇集浓缩血小板。

3.2 汇集袋数 根据重庆市中心城区献血人群全血

血小板含量和BC回收率来预测汇集浓缩血小板的血

小板计数,“五混一”方式中血小板计数有可能处于低

限或不足,“七混一”方式造成太高,血液资源浪费,同
时增加抗原性,因此确定采用6袋汇集成一份方式汇

集浓缩血小板。

3.3 离心参数 选择不同离心机型号,即便是同一

型号、新购进的和使用多年的机器,且维护状况、参数

一致,离心效果也不一定相同,需要自己摸索最优离

心参数[7]。根据离心效果来确定离心参数。第1次

离心参数:离心力2
 

283
 

g,加速9
 

g,减速4
 

g,时间

10
 

min是制备浓缩血小板一直沿用的,且离心效果良

好,继续使用。在选择第2次汇集BC离心参数时,通
过对比①(离心力291

 

g,加速9
 

g,减速4
 

g,时间

10
 

min)和②(离心力291
 

g,加速9
 

g,减速4
 

g,时间

12
 

min)时,②离心效果较佳。汇集浓缩血小板中红

细胞残留量较多时,则需再次轻离心(第3次离心)减
少红细胞残留量,对比离心力291

 

g,加速9
 

g,减速

4
 

g,时间5
 

min;离心力145
 

g,加速9
 

g,减速4
 

g,时
间5

 

min
 

;离心参数红细胞去除效果虽然较好,但有

较为明显的血小板聚集现象;则在红细胞去除和不引

发血小板聚集综合离心效果上更佳。

3.4 其他质量指标评价 从实验中可以看出,汇集

浓缩血小板的容量、血小板含量,红细胞混入量高于

机采血小板组;白细胞计数和储存期末pH值在两组

间的差异无统计学意义(P>0.05)。(1)容量:汇集浓

缩血小板容量明显高于机采血小板,也超过了国家标

准,在实验之初,为保证血小板回收率,对之前沿用的

机器制备浓缩血小板分离程序未进行修改(2
 

U容量

50~76
 

mL),导致容量超标,这将作为下一步首要解

决问题。(2)血小板含量:明显高于机采血小板组,即
使排除容量超标因素,按比例递减,汇集浓缩血小板

的含量也高于机采血小板组。(3)红细胞混入量:浓
缩血小板组高于机采血小板组,但均在国标规定范围

内。(4)白细胞计数:与机采血小板组比较,差异无统

计学意义(P>0.05)。汇集浓缩血小板使用专用血小

板白细胞过滤器,特点白细胞清除率高,残留少,有效

成分回收率也高。对汇集浓缩血小板进行滤除白细

胞处理,可以减少各种输血不良反应的发生,同时利

用血小板白细胞过滤器进行滤白处理,方 便 又 快

捷[8]。(5)储存期末pH值和无菌实验,两组均无显著

差异,符合国标规定范围。 (下转第4153页)
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  总之,在开展新项目和新技术时,确认工作非常

重要,随着技术的更新换代,方法确认是开展质量监

测和工作的前提条件和基本要求[9]。因此,对开展新

项目和新技术进行方法查新,借鉴数据,结合自身条

件、设备,注意关键控制点和关键环节,方法确认着重

于方法能不能用,确认结果合格后,还需严密监测,对
影响结果的因素进行系统性评价。
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