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(57) Способ криоконсервирования эритро-
цитов, включающий добавление к эритро-
массе криоконсерванта, содержащего
поливинил пир ролидон молекулярной мас-

сы 12600 и воду бидистиллировэнную, с по-
следующим замораживанием и хранением
при умеренно низких температурах, о т л и -
ч а ю щ и й с я тем, что криоконсервант
дополнительно содержит 1,2 пропандиол,
сахарозу и натрия хлорид, причем добавля-
ют его к эритромассе в соотношении (0,3—
1):1 до конечной концентрации
1,2-пропандиола в надосадке 23-42%, а
компоненты берут в следующем соотноше-
нии, %

1,2-Пропандиол
Поливинилпирролидон
м.м. 12600
Сахароза
Натрия хлорид
Вода бидистиллиро-
ванная
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Остальное

Изобретение относится к криобиоло-
гии, а именно низкотемпературному кон-
сервированию эритроцитов, и может быть
использовано на станциях переливания
крови

Известен способ криоконсервирования
эритроцитов при (-70Н'80)°С с использова-
нием криоконсерванта, содержащего глице-
рин, маннит, фосфорнокислый натрий и
воду бидистиллированную который добав-
ляют к эритромассе в соотношении 1 1 [1]

Недостатком способа является его тру-
доемкость, связанная с необходимостью

проведения 4-х отмывок, поскольку глице-
рин является токсичным (DL-50 •* 7,35 г/кг при
внутрибрюшинном введении крысам 20%-
ного раствора [2]).

Наиболее близким к заявляемому явля-
ется способ криоконсервирования эритро-
цитов, согласно которому к эритромассе в
соотношении 2-1 добавляют криоконсер-
вант, содержащий диметилсульфоксид
(ДМСО), поливинилпирролидон мм 12600
(ПВП-12600), глюкозу, фосфорнокислый на-
трий, хлористый калий и воду бидистиллиро-
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ванную, после чего замораживают и хранят
при умеренно низких температурах.

Недостатком способа является то, что
он требует больших затрат труда и средств,
что связано с использованием больших объ-
емов криоконсерванта по отношению к
эритромассе.

Кроме этого в способе используется
токсичный препарат ДМ СО (DL5o= 12,9 г/кг
при внутрибрюшинном введении крысам
25%-ного раствора [4Ц.

В основу изобретения поставлена зада-
ча создания такого способа криоконсерви-
рования эритроцитов, в котором путем
изменения состава криоконсерванта обес-
печивается возможность уменьшения его
расхода и за счет этого снижение трудоем-
кости способа и затрачиваемых на его осу-
ществление средств.

Эта задача решается тем, что в способе
криоконсервирования эритроцитов, вклю-
чающем добавление к эритромассе крио-
консерванта, содержащего поливинил-
пирролидон молекулярной массы 12600
(ПВП-12600) и воду бидистиллированную
(б/д) с последующим замораживанием и
хранением при умеренно низких температу-
рах, криоконсервант дополнительно содер-
жит 1,2-пропанодиол (1,2 ПД), сахарозу и
натрия хлорид, причем добавляют его к
эритромассе в соотношении (0,3-1): 1 до ко-
нечной концентрации 1.2ПД в надосадке
23-42%, а компоненты берут а следующем
соотношении, %:

1.2ПД 35-75
ПВП-12600 8-16
Сахароза 2-6
NaCI 0,4-0,9
Вода б/д остальное
Применение криоконсерванта нового

состава позволяет использовать его на одну
и ту же дозу эритромассы в 3-5 раз меньше,
чем в прототипе.

В табл. 1 приведены объемы растворов,
с которыми приходится работать при дозе
крови от одного донора 500 мл (250 мл эрит-
ромассы).

Из табл. 1 видно, что при осуществле-
нии заявляемого способа необходимо рабо-
тать с меньшими объемами растворов, в
связи с чем снижаются в 2-5 раз трудозат-
раты на приготовление и разлив растворов,
обработку и стерилизацию емкостей, за-
грузку-выгрузку холодильников, стерилиза-
ционных камер, транспорта. Соответ-
ственно снижаются в затрачиваемые на это
средства. Кроме этого, криоконсервант раз-
работан на основе малотоксичного 1.2ПД
(D!_5G ' 23,4 при внутрибрюшинном введе-

нии крысам [2], что снижает ее токсичность
[5].

Способ осуществляют следующим об-
разом.

5 Эритроциты центрифугируют при 2000
об/мин в течение 20-25 мин, удаляют над-
осадок и к эритромассе в соотношении (0,3-
1,0): 1 добавляют криоконсервант,
содержащий, %

10 1.2ПД 35-75
ПВП-12600 8-16
Сахароза 2-6
NaCI 0,4-0,9
Вода б/д остальное

15 Конечная концентрация 1.2ПД в над-
осадке после добавления должна состав-
лять 23-42%.

Полученную суспензию помещают в
электрохолодильник. Отогрев проводят на

20 водяной бане (41~45°С) до комнатной тем-
пературы. После отогрева отмывают и пере-
водят в раствор 8е.

П р и м е р 1. Эритроциты центрифуги-
ровали при 2000 об/мин в течение 20 мин,

25 удаляли надосадок и к 125 мл эритромассы
добавляли 50 мл (1:0,4) криоконсерванта, со-
держащего, %

1.2ПД 65
ПВП-12600 14

30 Сахароза 2
NaCI 0,6
Вода б/д остальное
Конечная концентрация 1.2ПД состав-

ляла 27%.
35 Суспензию в полимерном мешке одно-

разового использования помещали в элект-
рохолодильник. После замораживания до
-70°С суспензию размораживали на водя-
ной бане при 45°С.

40 Отмывку проводили растворами [3]:
Ns 1 Сорбитол 8%
Натрия хлорид 7%
№2 Сорбитол 3%
Натрия хлорид 1 %

45 К 175 мл суспензии добавляли 75 мл
раствора № 1 и 250 мл раствора N? 2. После
10 мин центрифугирования при 1500
об/мин удаляли надосадок и к эритромассе
добавляли 375 мл раствора № 2 (1:3). После

50 центрифугирования при 1500 об/мин удаля-
ли надосадок и эритроциты переводили в
растворе8 (1:3).

Результаты представлены в табл.2.
Из табл.2 видно, что сохранность эрит-

55 роцитов после криоконсервирования заяв-
ляемым способом не ниже, чем в прототипе.

П р и м е р 2. Способ осуществляли
аналогично примеру 1, за исключением то-
го, что криоконсервант добавляли к эритро-
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массе в соотношении 1р1 при следующем
соотношении компонентов, %

1.2ПД 35
ПВЛ-126ОО 8
сахароза 2
NaCI 0,4
вода б/д остальное
После отмывки общие потери составили

11,4 ± 1,6%. гемолиз в растворе 8е через 24
ч - 1.0 ± 0,1%.

П р и м е р З . Способ осуществляли
аналогично примеру 1, за исключением то-
го, что криоконсервант добавляли 1:1 при
следующем соотношении компонентов, %

1.2ПД 32
П8П-12600 б
Сахароза 1
NaCI 0,3
Вода б/д остальное
После отмывки общие потери 58,0

4,0%, в суспензии много стромы. Таким об-
разом если компоненты среды брать в коли-
чествах, ниже заявляемых, резко
увеличиваются потери клеток.

П р и м е р 4. Способ осуществляли
аналогично примеру 1, за исключением то-
го, что криоконсервант добавляли 0,5:1 при
следующем соотношении компонентов, %

1.2 ПД 75
ПВП-12600 16
Сахароза 2
NaCI 0,9
Вода б/д остальное
После отмывки общие потери - 11,4±

± 0,5%, гемолиз в растворе 8е через 24 часа
-0,6 + 0 , 1 % .

П р и м е р 5. Способ осуществляли
аналогично примеру 1, за исключение того,
что криоконсервант добавляли 0,5:1 при
следующем соотношении компонентов, %

1.2ПД 75
ПВП-12600 10
Сахароза 6
NaCI 0,9
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Вода б/д остальное
После отмывки общие потери 14,5±

± 1,5%, гемолиз в растворе 8В через 24 ч
0,7 ±0,1%. Поскольку увеличение содержа-
ния любого компонента среды, приведен-
ной в примере 4, на 1 г приводит к потере
растворимости, содержание сахарозы было
увеличено за счет уменьшения количества
ПВП. Таким образом максимальные количе-
ства компонентов криоконсерванта опреде-
ляются их растворимостью.

П р и м е р 6, Способ осуществляли
аналогично примеру 1, за исключением то-
го, что изменяли конечную концентрацию
1.2ПД в надосадке, которую определяли ме-
тодом Н-ЯМР (точность определения ±
0,1%).

Результаты представлены в табл.3.
Из табл. 3 видно, что при концентраци-

ях 1.2ПД в надосадке выше 42% и ниже 23%
эритроциты теряют свою полноценность и
не пригодны для переливания.

П р и м е р 7. Для проверки влияния
неконтролируемого размораживания на со-
хранность эритроцитов проводили трехра-
зовое циклирование температуры
(-30Н~85)°С при различных количествах
ПВП, минимальной (35%) концентрации
1.2ПД. Содержание сахарозы - 2%, NaCI -
0,6%.

Результаты представлены в табл.4.
Из табл.4 видно, что возможные случай-

ные отогревы холодильника мало влияют на
сохранность эритроцитов.

П р и м е р е . Способ осуществляли
аналогично примеру 1. Эритромассу храни-
ли в холодильнике в течение 10 мес. в гема-
коновских полимерных мешках. После
отогрева и отмывки общие потери состави-
ли 10,9 ± 1,6%. Гемолиз в растворе 8В через
24ч-0,8 ±0,2%. Остаточный 1,2ПД меньше
0,1%. Эритроциты имели нормальную фор-
му и более 90% клеток образовывали монет-
ные столбики, поглощали кислород.

Т а б л и ц а 1

Виды работ

1. Приготовление и добавление

криоконсерванта

2. Разлив в емкости для помеще-

ния в холодильник

3. Отогрев одной дозы крови

4 Разлив при отмывке

Объемы растворов

Прототип

500 мл

2 емкости

2 емкости

4 емкости

Предлагаемый способ

100 мл

1 емкость

1 емкость

2 емкости
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Продолжение табл 1

Виды работ

5. Добавление отмывочных раство-

ров:

при I отмывке

Ьк 1

№2

при II отмывке

№2

Объемы растворов

Прототип

200 мл

1000 мл

1400-1600 мл

Предлагаемый способ

150 мл

500 мл

380-450 мл

Т а б л и ц а 2

Сохранность эритроцитов после криоконсервирования

Показатели

Общие потери, %

Гемолиз а р-ре 8В

через 24 часа, %

Способ криоконсервирования

Прототип

9,7±1,4

1,2±0 1

Изобретение

7,2±0,4

1,1+0,1

Т а б л и ц а 3

Сохранность эритроцитов « зависимости от конечной концентрации 1 2 ПД в надосадке

п - 6

Соотношение крио

консервант эрит-

ромассо
Конечная концент-

рация 1,2 ПД в над-

осадке %
Общие потери %

Гемолич в растворе

8В через 21ч %
Примечание

0 45 1

15

92,5+3 5

-

0 65 1

18

БЗ 74_2 1

много

стромы

08 1

20

45 0+3,0

~

много

стромы

1 1

23

38 7+4 1

0.7+0,1

0 28 1

25

25 0+1,3

0,5+0 1

0 36 1

28

15,3+3 2

0.9±0 1

04 1

31

13.0+0.3

1,0+0 1

05 1 06 1
і

35 39

11 410 5 19 5±0 3

О.бцО 1 , 1 1 + 0 1

!

0 7 1

42

23 2+1 3

1,2*0 1

0 8 1

45

67.6+.1 6

• ~

много

стромы

1 1

49

95 2 М 2
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Т а б л и ц а 4

Сохранность эритроцитов после 3-разового циклирования температуры

п = 6

Концентрация

ПВП-12600

Гемолиз, %

0

25,4+0,6

3

21,3+1,6

6

9,6±0,3

8

5,0+0,3

12

5,0+0,3

16

4,6±0,4
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