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　　摘　要：目的　新型号的脐带血冷冻贮存袋启用前，需要进行一系列的测试，以验证贮存袋能否达到脐带血冷冻贮存的使用

要求。方法　抽取２８个新型号冷冻贮存袋，按照标准操作程序将脐带血细胞冷冻保存和溶解复温，然后检测贮存袋的物理完整

性及袋内脐带血细胞的各项质量指标，项目包括有核细胞活率、细胞回收率、ＣＤ３４阳性细胞、干细胞集落培养、无菌测试以及验证

贮存袋的最大装载容量。结果　２８个测试的贮存袋，均通过了完整性测试，所保存的细胞各项检测指标符合使用要求。结论　新

型贮存袋性能效果与原来的基本一致，并确认５０ｍＬ规格贮存袋装载５０ｍＬ液体、２５０ｍＬ贮存袋装载８０ｍＬ液体是安全的。
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　　脐带血造血干细胞保存于深低温液氮中（－１９６℃），为了

保障干细胞的冷冻保存效果，需要选用材料合适、质量优良的

冷冻保存血袋，并制定严格的操作规程。标准操作规程中任何

一项改动，都需要评估对产品质量的影响。因此作为关键材

料，启用新型号冷冻贮存袋之前，必须进行相应的评估测试，已

确保现有的质量体系能正常运行。

１　材料与方法

１．１　材料来源　随机抽取规格为５０ｍＬ和２５０ｍＬ的新型号

冷冻贮存袋共２８个，同时用１０个旧型号的冷冻贮存袋作为对

照。每个贮存袋内装入含１０％（ｖ／ｖ）二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）的脐

带血干细胞，有细胞浓度（ＴＮＣ）范围是６．０×１０９／Ｌ至１３．７×

１０９／Ｌ。冷冻贮存袋用高频热合机封口后，放入铝制保护盒中，

经程控降温仪降温至－１００℃之后，立即放入－１９６℃的液氮

罐中，深低温保存至少６周，然后进行测试。

１．２　仪器与试剂　新型号的脐带血冷冻贮存袋ＣｒｙｏＭＡＣＳ

由德国 ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏｔｅｃ公司生产，ＣｒｙｏＭＡＣＳ贮存袋批号为

６１１１１１４００２、６１２０４１８００８、６１１０９２７００１。旧型号的冷冻贮存袋

由Ｃｒｙｏｃｙｔｅ 美国百特公司生产，Ｃｒｙｏｃｙｔｅ贮存袋批号为

Ｈ０８Ｊ１５０３４、Ｈ０９Ｌ０３０３５。ＤＭＳＯ ＵＳＰ２Ｄ１Ｓ 由 德 国 ＷＡＫ

ＣｈｅｍｉｅＭｅｄｉｃａｌ公司生产，程控降温仪Ｋｒｙｏ５５０由英国Ｐｌａｎｅｒ

公司生产，液氨贮存罐ＭＶＥ２０５由美国查特公司生产，全自动

血细胞计数仪器 Ｃｏｕｌｔｅｒｄｉｆｆ２由美国贝克曼库尔特公司生

产，流式细胞仪ＢＤＦａｓｃａｎｔｏＩＩ由美国ＢＤ公司生产。

１．３　方法　冷冻贮存袋经过至少６周的深低温液氮保存，然

后将冷冻贮存袋取出，在３７℃温水中解冻融化，进行检测。

１．３．１　贮存袋的物理完整性　融化后，将每个贮存袋放置于

两张吸水纸之间。以吸水纸轻压并揉搓贮存袋和导管封口。

核查吸水纸是否沾染血迹，检查贮存袋是否裂缝或接缝、接口

或封口的泄漏。

１．３．２　贮存袋的质量检测　从贮存袋中抽出脐带血进行以下

检测，判断脐带血干细胞产品经ＣｒｙｏＭＡＣＳ贮存袋保存后的

质量：（１）有核细胞活率检测。用台盼蓝染色法检测细胞的活

率，通过对比冷冻贮存前的数据，计算出有核细胞活率的回收

率。（２）总有核细胞（ＴＮＣ）回收率。用全自动血细胞计数仪检

测血细胞的浓度，通过对比冷冻贮存前的数据，计算出 ＴＮＣ

回收率。（３）ＣＤ３４阳性细胞回收率。用ＢＤＦａｓｃａｎｔｏⅡ流式细

胞仪检测脐血ＣＤ３４阳性细胞数，通过对比冷冻贮存前的数

据，计算出ＣＤ３４阳性细胞回收率。（４）造血干／祖细胞集落检
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测。使用ＭｅｔｈｏＣｕｌｔＨ４４３４甲基纤维素培养基，检测脐血集落

形成细胞（ＣＦＵ）。无菌技术抽取解冻后的脐带血１ｍＬ，用等

量的ＲＰＭＩ１６４０和５％血清蛋白溶液混匀洗涤，离心去除上清

液从而将ＤＭＳＯ洗脱，然后定量接种１×１０５ 个有核细胞于甲

基纤维素培养基中，放入二氧化碳培养箱培养１４ｄ，计算观察

总细胞集落生长情况（包括ＢＦＵＥ、ＣＦＵＧＭ、ＣＦＵＧＥＭＭ集

落）。通过对比冷冻贮存前的检测数据，计算出总集落回收率。

（５）细菌、真菌培养检测。无菌技术抽取４～８ｍＬ解冻后的脐

带血，接种到血培养瓶，用ｂｉｏＭｅｒｉｅｕｘＢａｃｔ／ＡＬＥＲＴ３Ｄ自动

微生物培养监测系统检测。

１．３．３　贮存袋安全容量验证　ＣｒｙｏＭＡＣＳ贮存袋是容量为

５０ｍＬ和２５０ｍＬ的冷冻贮存袋，其使用说明书推荐使用容量

分别是１０～２０ｍＬ和３０～７０ｍＬ，若超出这个范围，则需要用

户自行测试确认。根据研究者以往使用Ｃｒｙｏｃｙｔｅ贮存袋的经

验以及实际操作流程，将最大装入量设定为５０ｍＬ（５０ｍＬ规

格）和８０ｍＬ（２５０ｍＬ规格）并进行测试，接受测试的２８个贮

存袋，有１４个贮存袋是５０ｍＬ规格（货号２０００７４４００），测试

中装载５０ｍＬ脐带血，另外１４个贮存袋是２５０ｍＬ规格（货号

２０００７４４０１），测试中装载８０ｍＬ脐带血。

１．４　判断是否合格的标准　作为新型号或规格的冷冻贮存

袋，根据脐血库标准操作规程要求，要达到以下标准：（１）贮存

袋在使用过程中尤其是解冻融化后无变形爆裂泄漏，结构完

整；（２）贮存袋解冻融化后，受测试样品细胞活率大于或等于

７０％；（３）贮存袋解冻融化后，受测试样品ＴＮＣ回收率应大于

等于８０％（与冻存前的样品数据比较）；（４）贮存袋解冻融化

后，受测试样品ＣＤ３４细胞回收率应大于等于７０％ （与冻存前

的样品数据比较）；（５）贮存袋解冻融化后，受测试样品应有集

落形成细胞形成；（６）贮存袋解冻融化后，受测试样品细菌真菌

检测结果应为阴性。

２　结　　果

总共对３个批次２８个ＣｒｙｏＭＡＣＳ贮存袋进行了测试，包

含５０ｍＬ和２５０ｍＬ两种容量规格，经过标准操作程序进行冷

冻保存和解冻复温验证，确认其装载容量不超过５０ｍＬ和８０

ｍＬ时，可以安全使用。根据本单位的操作流程，分别将新型

号的贮存袋的装载容量上限设定为５０ｍＬ和８０ｍＬ。所有测

试的２８份样本解冻复温后经细菌培养检查，无细菌和真菌生

长。解冻融化后的ＣｒｙｏＭＡＣＳ贮存袋，全部通过了物理完整

性测试，符合冷冻贮存袋完整性所要求的验收标准。检测冷冻

保存和解冻融化后的细胞活率、ＴＮＣ、ＣＤ３４、ＣＦＵ数量的回收

率，结果均符合判断标准（活率大于等于７０％、ＴＮＣ≥８０％、

ＣＤ３４≥７０％、ＣＦＵ检测有集落形成细胞生长）。新型号贮存

袋的性能指标与原来使用的贮存袋基本一致（相差小于１０％，

符合脐血库质量规程的要求），见表１。

表１　　脐带血细胞活率、ＴＮＣ、ＣＤ３４、ＣＦＣｓ４项

　　　检测指标的回收率（％）

项目
ＣｒｙｏＭＡＣＳ贮存袋

狓 狊 范围

Ｃｒｙｏｃｙｔｅ贮存袋

狓 狊 范围

活率回收率 ９１ １．０ ８９～９５ ９０ １．４ ８６～９５

ＴＮＣ回收率 ９７ ３．２ ８９～１０４ ９５ ３．０ ８９～９８

续表１　　脐带血细胞活率、ＴＮＣ、ＣＤ３４、ＣＦＣｓ４项

　　　检测指标的回收率（％）

项目
ＣｒｙｏＭＡＣＳ贮存袋

狓 狊 范围

Ｃｒｙｏｃｙｔｅ贮存袋

狓 狊 范围

ＣＤ３４回收率 ８８ ９．７ ８０～１１６ ９０ ９．１ ７５～１１２

ＣＦＵ回收率 ８４ １７．０ ６０～１１３ ８２ １９．０ ６２～１１４

３　讨　　论

脐带血干细胞是造血干细胞移植的重要细胞来源，脐带血

经过采集、检测、有效成分收集分离等处理程序后，装入冷冻贮

存袋，在－１９６℃的液氮里面深低温长期保存，当临床需要输

注脐带血时，再从液氮中取出，于３７℃温水中快速解冻复温。

冷冻贮存袋在性能上要求能抵御－１９６℃的低温以及解冻复

温时近２３３℃的温差，因此脐血库使用的冷冻贮存袋跟普通的

一次性使用塑料采血袋在性能和制造成本上有明显的区别。

美国Ｂａｘｔｅｒ公司生产的ＣｒｙｏｃｙｔｅＦｒｅｅｚｉｎｇＣｏｎｔａｉｎｅｒ贮存

袋是近１６年来全球使用最广泛的冷冻贮存袋之一，受其停产

的影响，需要替代产品。在选择新产品的过程中，研究者参考

了国内外的血液研究中心以及美国食品药品监督管理局

（ＦＤＡ）的数据资料
［１４］，并制定了相应的新产品选用、采购验收

和质量评估的标准操作程序。

目前获得中国食品药品监督管理局（ＣＦＤＡ）批准注册的

产品有两个，其注册商品名分别是ＣｒｙｏＭＡＣＳ和Ｃｒｙｏｓｔｏｒｅ，

在国际市场上已经获得ＦＤＡ认可的上市产品主要有：Ｃｒｙｏ

ＭＡＣＳＦｒｅｅｚｉｎｇＢａｇ贮存袋（德国 ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏｔｅｃ公司生产）；

ＣｒｙｏｓｔｏｒｅＦｒｅｅｚｉｎｇＢａｇｓ贮存袋（美国ＯｒｉＧｅｎＢｉｏＭｅｄｉｃａｌ公司

生产）；ＣｅｌｌＦｒｅｅｚｅＣｒｙｏｇｅｎｉｃＳｔｏｒａｇｅＣｏｎｔａｉｎｅｒ贮存袋（美国

ＣｈａｒｔｅｒＭｅｄｉｃａｌ公司生产）；ＣｒｙｏＳＣＦｒｅｅｚｉｎｇＢａｇ贮存袋（瑞士

ＢｉｏｓａｆｅＳＡ公司生产）；ＰａｌｌＦｒｅｅｚｉｎｇＢａｇｓ贮存袋（ＰａｌｌＭｅｄｉｃａｌ

公司生产）。这些上市产品的原材料大部分选用乙烯醋酸乙

烯共聚物 （ＥＶＡ），小部分选用ＰＯ、聚氯乙烯（ＰＶＣ）或氟化乙

丙烯（ＦＥＰ）。相比之下，ＥＶＡ作为原材料，在使用中具有较好

的撞击承受力和较低的破损率［５］。

根据Ｋｈｕｕ等
［６］报道的１２０４例冷冻贮存袋解冻融化结

果，即使是注册合格的产品，某些批次的贮存袋使用过程中发

生破裂的比例也高达９．６％。美国明尼苏达大学Ｔｈｙａｇａｒａｊａｎ

等［７］报道的６７９例细胞冷冻保存案例，有２４例（３．５％）发生冷

冻贮存袋破裂，并且大部分是发生在解冻融化过程。可见使用

前对每一批次的产品抽检测试的重要性。引起贮存袋破裂的

其中一个重要原因是袋内所装液体的量过多。因此使用者要

测试贮存袋的最大装载量，确定一个安全上限。ＣｒｙｏＭＡＣＳ

贮存袋的产品说明书推荐使用容量分别是１０～２０ｍＬ（针对

５０ｍＬ规格产品）和３０～７０ｍＬ（针对２５０ｍＬ产品），若超出这

个范围，则需要用户自行测试确认。显然按照这个推荐容量使

用，将会十分浪费贮存空间。研究者根据以往使用Ｃｒｙｏｃｙｔｅ

冷冻贮存袋的经验，考虑到血液冷冻形成固体后体积变大，袋

内空气在解冻过程中体积会增加等因素，将５０ｍＬ规格的贮

存袋装载容量定为５０ｍＬ，将２５０ｍＬ规格的贮存袋装载容量

定为８０ｍＬ，并通过了测试，整个使用过程中无发生破损爆裂

情况。

值得注意的是冷冻保存血液时添加的冷冻保护剂ＤＭＳＯ
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会对塑料有一定的降解作用［８９］，可能会令含有ＰＶＣ成分的贮

存袋释出有害物质邻苯二甲酸二（２乙基）己酯（ＤＥＨＰ），因而

生产厂家要求贮存袋内ＤＭＳＯ的浓度不能超过２０％。鉴于

ＤＭＳＯ会对塑料的降解作用，用户在测试过程中，一定要加入

ＤＭＳＯ来测试，研究者是按１０％的 ＤＭＳＯ使用常规来进行

测试。

此次启用新冷冻贮存袋的原因是Ｂａｘｔｅｒ公司停产Ｃｒｙｏ

ｃｙｔｅ冷冻贮存袋，需要选用其他品牌的冷冻贮存袋。经过实验

室正确度试验，新型号的冷冻袋在材质、工艺、规格、性能效果

上与原来的Ｂａｘｔｅｒ公司的产品基本一致，符合本脐带血库现

行的标准操作程序要求。
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险管理的兴起将人们的观念又向前推进了一步［１０１１］，其前提

是识别和分类风险，统计技术在制定相应的质量控制计划中也

将发挥不可或缺的重要作用。
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统计资料类型

统计资料共有三种类型：计量资料、计数资料和等级资料。按变量值性质可将统计资料分为定量资料和定性资料。

定量资料又称计量资料，指通过度量衡的方法，测量每一个观察单位的某项研究指标的量的大小，得到的一系列数据资

料，其特点为具有度量衡单位、多为连续性资料、可通过测量得到，如身高、红细胞计数、某一物质在人体内的浓度等有一定

单位的资料。

定性资料分为计数资料和等级资料。计数资料为将全体观测单位（受试对象）按某种性质或特征分组，然后分别清点各

组观察单位（受试对象）的个数，其特点是没有度量衡单位，多为间断性资料，如某研究根据患者性别将受试对象分为男性组

和女性组，男性组有７２例，女性组有７０例，即为计数资料。等级资料是介于计量资料和计数资料之间的一种资料，可通过

半定量的方法测量，其特点是每一个观察单位（受试对象）没有确切值，各组之间仅有性质上的差别或程度上的不同，如根据

某种药物的治疗效果，将患者分为治愈、好转、无效或死亡。

·２２８２· 国际检验医学杂志２０１４年１０月第３５卷第２０期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．２０


