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Область применения

1. Методические рекомендации распространяются на проблемы усовершенство-
вания технологии безаппаратного криоконсервирования эритроцитов с целью 
повышения безопасности и обеспечения возможности транспортировки важно-
го компонента донорской крови — эритроцитной взвеси, размороженной и от-
мытой.

2. Настоящий документ устанавливает, что криоконсервированные при температу-
ре -40 °С с использованием 20 % конечной концентрации глицерина эритроциты 
после размораживания могут храниться при температуре 4±2 °С как в криоза-
щитном растворе до момента отмывания (в течение 7 дней) — метод отсрочен-
ного отмывания эритроцитов, так и в ресуспендирующих растворах после отмы-
вания — метод создания «закрытой» системы криоконсервирования.

3. Методические рекомендации предназначены для учреждений ФМБА России и 
могут применяться в деятельности специалистов службы крови, осуществляю-
щих заготовку, переработку, хранение и обеспечение безопасности донорской 
крови и ее компонентов.
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ВВЕДЕНИЕ

В практической трансфузиологии криоконсервирование эритроцитов 
является единственным способом длительной сохранности красных 
клеток крови в состоянии анабиоза с последующим восстановлением 
их функциональной активности после декриоконсервирования. Метод 
замораживания незаменим для организации банков фенотипированных, 
аутологичных, редких групп эритроцитов, проведения их карантинизации 
с целью профилактики гемотрансмиссивных инфекций, создания запасов 
серонегативных по ЦМВ эритроцитов для особых групп реципиентов, на-
копления нескольких доз от одного донора для осуществления принципа 
«один донор — один реципиент», а также обеспечения стратегических 
запасов [1, 2].

В последние десятилетия основное внимание ученых было уделено 
проблеме продления сроков хранения декриоконсервированных эри-
троцитов за счет создания закрытых систем замораживания-отмывания 
[3, 4] и разработки добавочных растворов, при использовании которых 
происходит стабилизация мембраны размороженных клеток за счет 
непроникающих добавок (сахарозы, маннита, белков, полимеров) и 
поддержание их функциональной полноценности за счет проникающих 
метаболитов углеводно-фосфатного обмена (глюкозы, фосфатов, адени-
на) [5–7]. Итогом исследований явилось продление гипотермического 
хранения декриоконсервированных эритроцитов с 24-х часов (при ис-
пользовании «открытых» методов) до 5–21 суток — при использовании 
«закрытых систем» и аппаратного метода, а также современных доба-
вочных растворов (в основном, в эксперименте).

В то же время, ограниченный срок хранения декриоконсервированных 
эритроцитов, возникающие при определенных ситуациях потребности 
в транспортировке, а также случаи отмены заявки или отсутствие возмож-
ности отмывания уже размороженных эритроцитов, явились поводом 
для изучения целесообразности их хранения в криозащитном растворе 
до момента необходимой трансфузии [8].

В Российском НИИ гематологии и трансфузиологии в процессе разра-
ботки нового метода криоконсервирования эритроцитов при температуре 
-38 ± 2 оС под защитой низкой концентрации глицерина [9] в пилотных 
исследованиях была изучена возможность хранения размороженных 
эритроцитов в криозащитном растворе до отмывания. Было показано, 
что глицерин в конечной концентрации 15–20 % не оказывает поврежда-
ющего действия на нативные эритроциты даже при продолжительном 
их хранении в гипотермических условиях [10]. Полученные результаты 
явились основанием для более углубленного изучения целесообразности 
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хранения размороженных эритроцитов в криозащитном растворе, ингре-
диенты которого способны оказывать тормозящее влияние на процессы 
клеточного метаболизма. В результате проведенных исследований было 
доказано, что отсрочено отмытые после гипотермического хранения 
в растворе криопротектора в течение 7 суток эритроциты не только не 
уступают, а по ряду параметров даже превосходят красные клетки, от-
мытые непосредственно после размораживания. Это свидетельствует 
о том, что разнесение во времени (на 7 суток или любой более короткий 
срок) двух «стрессовых» для криоконсервированных клеток процедур — 
оттаивание и отмывание — оказывает положительное влияние на их 
сохранность [11]. Следовательно, методика отсроченного отмывания 
эритроцитов, криоконсервированных при –40°C, позволит решить важную 
задачу временного хранения при 4 ± 2°C размороженных эритроцитов 
для транспортировки в лечебные учреждения, находящиеся на значи-
тельном расстоянии от учреждения службы крови и имеющие условия 
для отмывания размороженных эритроцитов, а также оптимизировать 
управление запасами этого стратегически важного компонента крови 
и снизить трудозатраты. Например, возможно провести размораживание 
эритроцитов в конце рабочего дня, а отмывание — на следующий день 
или через несколько суток.

Кроме того, в ФГБУ РосНИИГТ ФМБА России продолжены исследования 
по выбору оптимального режима безаппаратного криоконсервирования 
эритроцитов при использовании новых полимерных систем (с раство-
рами) и изучена возможность их модификации с целью обеспечения 
герметичности на этапах замораживания, отмывания и ресуспенди-
рования [12]. Было предложено усовершенствование в виде замены 
короткой трубки (служащей для заливки растворов) на удлиненную 
(12 см) эластичную, стандартного диаметра трубку, подходящую для 
стерильного соединения с соответствующими магистралями контейнера 
с эритроцитами и контейнера для отмывания, с использованием аппарата 
для стерильного соединения. В этом случае соединение эритроцитов 
с криоконсервантом, а в дальнейшем с отмывающими и ресуспендирую-
щим растворами происходят в замкнутой («закрытой») системе. Получен 
патент на полезную модель № 180533 от 15.06.2018 г. и осуществлен 
выпуск опытной партии изделий, которые были использованы для из-
учения возможности хранения ОРЭ в ресуспендирующих растворах, в том 
числе — экспериментальных. Была доказана эффективность раствора 
«Ресин» (ЦНИИГПК 8в) для хранения отмытых размороженных эритро-
цитов в течение 3-х суток.
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1. НОРМАТИВНЫЕ ССЫЛКИ

Настоящий документ разработан на основании рекомендаций и тре-
бований следующих нормативных правовых актов и нормативных до-
кументов:

— Приказ Министерства здравоохранения и социального развития 
Российской Федерации от 28 марта 2012 г. № 278н «Об утверж-
дении требований к организациям здравоохранения (структур-
ным подразделениям), осуществляющим заготовку, переработ-
ку, хранение и обеспечение безопасности донорской крови и ее 
компонентов, и перечня оборудования для их оснащения».

— Приказ Министерства здравоохранения Российской Федерации 
от 2 апреля 2013 г. № 183н «Об утверждении правил клиническо-
го использования донорской крови и (или) ее компонентов».

— Инструкция по криоконсервированию клеток крови (Утв. Минз-
дравом РФ 29.05.1995).

— Метод криоконсервирования эритроцитов при умеренно низ-
ких температурах со сниженной концентрацией глицерина (Ме-
тодические рекомендации, утвержденные Минздравом РСФСР 
05.02.1990).

— ГОСТ Р 52938-2008 Кровь донорская и ее компоненты. Контейнеры 
с консервированной кровью или ее компонентами. Маркировка.

— ГОСТ Р 53420-2009 Кровь донорская и ее компоненты. Общие 
требования к обеспечению качества при заготовке, переработке, 
хранении и использовании донорской крови и ее компонентов.

— ГОСТ 31597-2012 Контейнеры полимерные для крови и ее ком-
понентов однократного применения. Технические требования. 
Методы испытаний.

Примечание. При пользовании настоящим документом целесоо-
бразно проверить действие ссылочных нормативных документов в ин-
формационной системе общего пользования — на официальном сайте 
Федерального агентства по техническому регулированию и метрологии 
в сети Интернет или по ежегодно издаваемому указателю «Националь-
ные стандарты», который опубликован по состоянию на 1 января теку-
щего года, и по соответствующим ежемесячно издаваемым информаци-
онным указателям, опубликованным в текущем году. Если ссылочный 
документ заменен (изменен), то при пользовании настоящей методикой 
следует руководствоваться заменяющим (измененным) документом. Ес-
ли ссылочный документ отменен без замены, то положение, в котором 
дана ссылка на него, применяется в части, не затрагивающей эту ссылку.
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2. ТЕРМИНЫ И ОПРЕДЕЛЕНИЯ

Деглицеринизация — это поэтапное отмывание размороженных 
эритроцитов от криозащитного раствора на основе глицерина;

Добавочный (ресуспендирующий) раствор — это раствор, состав 
которого разработан специально для поддержания функциональных 
свойств клеточных компонентов во время хранения;

Криоконсервированные эритроциты — это компонент донорской 
крови человека, полученный из цельной крови, в котором эритроциты 
заморожены с использованием криопротектора и хранятся при отри-
цательной температуре; требуют последующего размораживания и от-
мывания;

Полимерный контейнер — это емкость однократного использова-
ния, применяемая для заготовки донорской крови и ее компонентов, 
разделения донорской крови на компоненты, последующего хранения 
и клинического использования.
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3. ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ

АТФ — аденозинтрифосфорная кислота;
ОНЭ — осмотически неустойчивые эритроциты;
ОРЭ — отмытые размороженные эритроциты;
ООРЭ — отсрочено отмытые размороженные эритроциты;
ОПК — отделение переливания крови;
СПК — станция переливания крови;
ЦМВ — цитомегаловирус;
ЭМ — эритроцитная масса;
Нb — гемоглобин;
MCV — средний объем эритроцитов (mean corpuscular volume);
р50 — напряжение кислорода крови при ее 50 % насыщении, отра-

жающее сродство гемоглобина к кислороду.
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ОСНОВНЫЕ НОРМАТИВНЫЕ ПОЛОЖЕНИЯ

4. ОБЩИЕ ПОЛОЖЕНИЯ

4.1. Методы криоконсервирования эритроцитов при 
умеренно низких температурах, обеспечивающие их 
пролонгированное хранение после размораживания

Методические рекомендации посвящены новой технологии кри-
оконсервирования эритроцитов в учреждениях службы крови (СПК, 
ОПК, имеющих криобанки эритроцитов). Используя 40 % глицерин в ос-
нове криоконсервирующего раствора и умеренно низкую температу-
ру замораживания (-40°C), показана возможность пролонгированного 
хранения размороженных эритроцитов в криозащитном растворе без 
отмывания в течение от 1 дня до 7 суток при 4 ± 2°C без потери их мор-
фофункциональной полноценности. Технология создает благоприят-
ные условия для транспортировки данного стратегически важного ком-
понента крови, в случае необходимости, на значительные расстояния, 
а также позволяет оптимизировать приготовление отмытых разморо-
женных эритроцитов в учреждениях Службы крови.

Качество размороженных эритроцитов, хранившихся в гипотерми-
ческих условиях в криозащитном растворе, подтверждено данными 
лабораторных исследований.

Кроме того, использование «закрытой» системы криоконсервирова-
ния-декриоконсервирования эритроцитов (патент на полезную модель 
№ 180533 от 15.06.2018) позволяет хранить уже готовые к переливанию 
отмытые размороженные эритроциты в различных ресуспендирующих 
растворах (срок хранения зависит от состава раствора).

4.2. Медицинское оборудование

Для получения криоконсервированных эритроцитов необходимо 
оборудование:

— весы медицинские (для взвешивания крови и ее компонентов);
— плазмоэкстрактор (автоматический или механический (ручной);
— устройство для запаивания трубок полимерных контейнеров для 

заготовки и хранения крови стационарное;
— центрифуга рефрижераторная напольная;
— холодильник медицинский (температура ниже –25°C), 500 л;
— холодильник медицинский (температура +2 – +6°C), 500 л;
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— аппарат для размораживания и подогрева компонентов крови;
— устройство для стерильного соединения полимерных трубок;
— термоконтейнер для транспортировки крови и ее компонентов.

4.3. Расходные материалы

Для получения криоконсервированных эритроцитов необходимы 
следующие расходные материалы:

— комплект изделий для криоконсервирования эритроцитов од-
нократного применения, стерильный, включающий контейнер 
с криоконсервантом Криосин (глицерол — 400 мл; маннит — 40,0 
г; натрия хлорид — 7,0 г, натрия фосфат двузамещенный — 0,3 г, 
вода для инъекций до 1000 мл);

— комплект изделий для отмывания и ресуспендирования крио-
консервированых эритроцитов однократного применения, сте-
рильный, включающий контейнер полимерный для отмывания 
и ресуспендирования криоконсервированных эритроцитов, 
а также контейнеры с отмывающими растворами: Маннисин 
№ 1 (маннит — 160 г, натрия хлорид — 7 г, вода для инъекций 
до 1000 мл); Маннисин № 2 (маннит — 50 г, натрия хлорид — 7 г, 
вода для инъекций до 1000 мл); Маннисин № 3 (маннит — 25 г, 
натрия хлорид –7 г, вода для инъекций до 1000 мл) и ресуспенди-
рующим раствором Ресин (сахароза — 70 г; хлорид натрия — 3 г, 
гидрофосфат натрия — 2 г, дигидрофосфат натрия — 1 г, вода для 
инъекций до 1000 мл).

— набор расходных материалов для устройства для стерильного со-
единения полимерных трубок.
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5. МЕТОД КРИОКОНСЕРВИРОВАНИЯ ПРИ G40 °С 
С ОТСРОЧЕННЫМ ОТМЫВАНИЕМ ЭРИТРОЦИТОВ

Разработанная методика отсроченного отмывания криоконсерви-
рованных при –40°C эритроцитов с использованием 40 % глицерина 
обеспечивает возможность их пролонгированного хранения при поло-
жительной температуре (4°C) до 7 суток. Сущность методики сводится 
к проведению процедуры деглицеринизации не сразу после размо-
раживания эритроцитов, а непосредственно перед их переливанием 
после хранения при 4°C в криозащитном растворе. Соблюдение лишь 
этого условия без каких-либо материальных затрат, использования 
сложных и дорогих ресуспендирующих растворов, а также отсутствие 
необходимости разгерметизации емкости со взвесью эритроцитов не-
посредственно после оттаивания обеспечивает существенное увеличе-
ние максимально допустимого срока их хранения, что упрощает реали-
зацию размороженных эритроцитов и дает возможность их транспор-
тировки на значительные расстояния.

5.1. Порядок проведения метода

Методика отсроченного отмывания размороженных эритроцитов 
является неотъемлемой частью метода криоконсервирования эритро-
цитов при умеренно низких температурах, который предусматривает 
следующие этапы:
1. Глицеринизация эритроцитов;
2. Замораживание и низкотемпературное хранение;
3. Оттаивание взвеси замороженных эритроцитов;
4. Хранение взвеси размороженных эритроцитов в криозащитном рас-

творе при 4°C;
5. Деглицеринизация (отмывание) эритроцитов;
6. Ресуспендирование отмытых эритроцитов.

5.1.1. Глицеринизация эритроцитов

Замораживанию подвергается эритроцитная масса (от 125 до 250 
мл), полученная из консервированной донорской крови после ее цен-
трифугирования при 2000 g, температуре 4°C в течение 20 минут, хра-
нившаяся не более 3-х суток. В случае использования эритроцитной 
взвеси, ее предварительно необходимо подвергнуть центрифугирова-
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нию и снятию супернатанта. ЭМ и криозащитный раствор должны быть 
комнатной температуры. В процессе глицеринизации к эритроцитам 
медленно, с использованием магистрали с роликовым зажимом, при 
тщательном перемешивании добавляется раствор «Криосин» (с 40 % 
содержанием глицерина) до соотношения 1 : 1 (с экспозициями в тече-
ние 8–10 минут после добавления 1/5, 1/3 и оставшейся части крио-
защитного раствора). Эквилибрационный период перед помещением 
контейнера в холодильник должен быть 40–60 минут.

5.1.2. Замораживание и низкотемпературное хранение

Подготовленную к замораживанию эритроцитную взвесь в контей-
нере объемом 750 мл паспортизируют и в горизонтальном положении 
помещают в медицинский холодильник (–40°C), где осуществляется ее 
нерегулируемое медленное замораживание и последующее хранение 
в течение не более 1 года.

5.1.3. Оттаивание взвеси замороженных эритроцитов

Оттаивание эритроцитов осуществляют на аппарате для разморажи-
вания и подогрева крови и ее компонентов. Контейнер с заморожен-
ной эритроцитной взвесью помещается на поворотную пластину аппа-
рата этикеткой вниз, магистралями наверх. Размораживание проводит-
ся в течение различного времени (в зависимости от объема взвеси) до 
комнатной температуры. В процессе размораживания рекомендуется 
каждые 5 минут перемешивать взвесь в контейнере.

5.1.4. Хранение взвеси размороженных эритроцитов 
в криозащитном растворе при 4°C

Контейнер с размороженной эритроцитной взвесью выдерживают 
при комнатной температуре в течение 1 часа и помещают в медицин-
ский холодильник (4 ± 2°C) для хранения или в термоконтейнер для 
транспортировки крови и ее компонентов (4 ± 2°C) для доставки эритро-
цитов в медицинские организации с целью их клинического использо-
вания после отмывания. Оптимальный срок хранения — до 7 суток. Для 
оптимизации работы медицинских работников возможно провести 
размораживание эритроцитов в конце рабочего дня, а отмывание — на 
следующий день или через несколько суток.
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5.1.5. Деглицеринизация (отмывание) эритроцитов

I этап
Размороженную эритроцитную взвесь, хранившуюся при 4°C, пере-

водят в контейнер для отмывания эритроцитов и адаптируют к комнат-
ной температуре (при замораживании целой дозы эритроцитов взвесь 
предварительно центрифугируют и большую часть супернатанта удаля-
ют). С помощью магистрали с пластиковой иглой контейнер соединяют 
с емкостью, содержащей отмывающий раствор Маннисин № 1, и мед-
ленно, постоянно перемешивая, добавляют весь его объем к взвеси 
эритроцитов (в соотношении не менее чем 1 : 1). Не разъединяя (ис-
пользуя зажим), контейнеры центрифугируют при 1250 g, температуре 
4°C в течение 10 минут. Надосадочную жидкость переводят в контей-
нер из-под раствора Маннисин № 1. Использованную трубку контейне-
ра для отмывания герметизируют.

II этап
С помощью второй магистрали с пластиковой иглой контейнер для от-

мывания соединяют с емкостью, содержащей отмывающий раствор Ман-
нисин № 2, и медленно, постоянно перемешивая, добавляют весь его 
объем к эритроцитам (в соотношении не менее чем 1 : 1). Не разъединяя 
(используя зажим), контейнеры центрифугируют в том же режиме. Надо-
садочную жидкость переводят в контейнер из-под раствора Маннисин 
№ 2. Использованную трубку контейнера для отмывания герметизируют.

III этап
С помощью третьей магистрали с пластиковой иглой контейнер для 

отмывания соединяют с емкостью, содержащей отмывающий раствор 
Маннисин № 3, и медленно, постоянно перемешивая, добавляют весь 
его объем к эритроцитам (в соотношении не менее чем 1 : 1). Не разъе-
диняя (используя зажим), контейнеры центрифугируют при 1250 g, тем-
пературе 4°C в течение 10 минут. Надосадочную жидкость переводят 
в контейнер из-под раствора Маннисин № 3. Использованную трубку 
контейнера для отмывания герметизируют.

5.1.6. Ресуспендирование отмытых эритроцитов

С помощью четвертой магистрали с пластиковой иглой контейнер 
для отмывания соединяют с емкостью, содержащей ресуспендирую-
щий раствор Ресин. Последний добавляют к деглицеринизированным 
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эритроцитам строго в соотношении 1 : 1, тщательно перемешивают. 
Контейнер с отмытыми размороженными эритроцитами в растворе Ре-
син герметизируют и паспортизируют. Эритроциты готовы к клиниче-
скому применению в течение 24-х часов с момента ресуспендирования.

5.2. Эффективность метода отсроченного отмывания

При изучении 20 образцов размороженных эритроцитов, отмытых не-
посредственно после оттаивания, и отсрочено отмытых через 1 неделю 
хранения при 4°C (по ½ дозы) установлено, что по таким показателям, 
как содержание свободного гемоглобина, количеству осмотически не-
устойчивых эритроцитов, проценту гемолиза, морфологическому индек-
су, MCV, р50, содержанию гемоглобина в дозе разница между взвесями 
отсрочено отмытых и отмытых в день разморозки эритроцитов не явля-
ется статистически значимой. Так, содержание ОНЭ во взвесях отсроче-
но отмытых размороженных эритроцитов (ООРЭ) составило 0,9 ± 0,17 % 
против 1,4 ± 0,29 % в отмытых сразу после оттаивания; процент гемоли-
за равнялся 0,09 ± 0,029 и 0,12 ± 0,037, р50 – 29,7 ± 1,08 и 36,4 ± 1,09 со-
ответственно. Содержание АТФ во взвесях отмытых размороженных 
эритроцитов (ОРЭ), хранившихся при температуре –40°C, соответствует 
5,78 ± 0,28 мкмоль/г Hb, в отсрочено отмытых через 1 неделю эритроци-
тах этот показатель составил 5,45 ± 0,31 мкмоль/г Hb. Содержание в дозе 
ООРЭ гемоглобина составляло 46,6 ± 1,22 г (в ОРЭ — 45,2 ± 1,28 г), про-
цент сохраненных клеток — 82,0 ± 1,55 (в ОРЭ — 78,9 ± 2,74 %). Следова-
тельно, отсрочено отмытые после гипотермического (при 4°C) хранения 
в растворе криопротектора в течение 1 недели эритроциты не уступали 
компонентам крови, отмытым непосредственно после размораживания 
и соответствовали требованиям стандартов качества. При осуществле-
нии отсроченного отмывания через 2 недели (по ½ дозы) показатели 
сохранности морфофункциональных свойств эритроцитов также ста-
тистически достоверно не отличались от таковых ОРЭ: содержание ге-
моглобина в перерасчете на целую дозу составило 43,4 ± 1,38 г против 
43,6 ± 1,84; процент сохраненных клеток 83,5 ± 2,80 против 83,1 ± 3,50; 
р50 – 42,9 ± 3,08 и 35,9 ± 2,18 мм рт. ст. (р < 0,1). По содержанию остаточ-
ных лейкоцитов разница между отсрочено отмытыми и отмытыми в день 
размораживания эритроцитами, как и в случае отсроченного отмывания 
через 1 неделю, была статистически значима — 0,12 ± 0,018 × 109/л в ООРЭ
и 0,61 ± 0,065 × 109/л в ОРЭ (р < 0,01), что делает данный компонент крови 
иммунологически более безопасным (в случае, если для криоконсерви-
рования используется нефильтрованная ЭМ).
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6. МЕТОД СОЗДАНИЯ NЗАКРЫТОЙP СИСТЕМЫ 
КРИОКОНСЕРВИРОВАНИЯGДЕКРИОКОНСЕРВИРОВАНИЯ 

ЭРИТРОЦИТОВ

Используемый в настоящее время безаппаратный (ручной) метод 
криоконсервирования эритроцитов предусматривает применение рас-
творов (криозащитного, отмывающих, ресуспендирующего), помещен-
ных в контейнеры, и контейнера для отмывания эритроцитов, имеюще-
го магистрали с пластиковыми иглами для соединения со штуцерами 
контейнеров с эритроцитами и растворами. Основной опасностью на 
всех стадиях криоконсервирования является возможная бактериальная 
контаминация эритроцитов, особенно в момент прокалывания штуце-
ра иглой. Поэтому отмытые размороженные эритроциты, полученные 
таким методом, хранятся не более 24-х часов.

В ФГБУ РосНИИГТ ФМБА России разработана модификация изделий 
для криоконсервирования, отмывания и ресуспендирования криокон-
сервированных эритроцитов однократного применения, стерильных, 
приводящая к созданию полностью закрытой системы на всех этапах 
ручного криоконсервирования эритроцитов.

Указанный результат достигается тем, что в контейнерах для вспо-
могательных растворов со штуцером, имеющаяся короткая, плотная, 
неэластичная трубка с заглушкой, предназначенная для заполнения 
контейнера раствором, заменяется на удлиненную эластичную поли-
мерную трубку длиной 12 см. Эта трубка служит как для заполнения 
раствором, так и для соединения с рабочими контейнерами с помо-
щью устройства для стерильного соединения магистралей.

6.1. Порядок проведения метода

Метод создания «закрытой» системы криоконсервирования-де-
криоконсервирования эритроцитов предусматривает те же этапы, что 
и стандартный ручной метод криоконсервирования.

6.1.1. Глицеринизация эритроцитов

Замораживанию подвергается эритроцитная масса (от 125 до 250 
мл), полученная из консервированной донорской крови после ее цен-
трифугирования при 2000 g, температуре 4°C в течение 20 минут, хра-
нившаяся не более 3-х суток. В случае использования эритроцитной 
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взвеси, ее предварительно необходимо подвергнуть центрифугирова-
нию и снятию супернатанта. ЭМ и криозащитный раствор должны быть 
комнатной температуры. Трубка контейнера с ЭМ стерильно соединяет-
ся с трубкой контейнера с раствором «Криосин» с помощью устройства 
для стерильного соединения магистралей. В процессе глицеринизации 
к эритроцитам медленно, при тщательном перемешивании добавляет-
ся раствор «Криосин» до соотношения 1 : 1 (с экспозициями в течение 
8–10 минут после добавления 1/5, 1/3 и оставшейся части криозащит-
ного раствора). Конец трубки запаивается на расстоянии 10 см. Экви-
либрационный период перед помещением контейнера в холодильник 
должен быть 40–60 минут.

6.1.2. Замораживание и низкотемпературное хранение

Подготовленную к замораживанию эритроцитную взвесь в контей-
нере объемом 750 мл паспортизируют и в горизонтальном положении 
помещают в медицинский холодильник (-40°C), где осуществляется ее 
нерегулируемое медленное замораживание и последующее хранение 
в течение не более 1 года.

6.1.3. Оттаивание взвеси замороженных эритроцитов

Оттаивание эритроцитов осуществляют на аппарате для разморажи-
вания и подогрева крови и ее компонентов. Контейнер с заморожен-
ной эритроцитной взвесью помещается на поворотную пластину аппа-
рата этикеткой вниз, магистралями наверх. Размораживание проводит-
ся в течение различного времени (в зависимости от объема взвеси) до 
комнатной температуры. В процессе размораживания рекомендуется 
каждые 5 минут перемешивать взвесь в контейнере.

6.1.4. Деглицеринизация (отмывание) эритроцитов

I этап
Размороженную эритроцитную взвесь, хранившуюся при 4°C, сте-

рильно (с помощью аппарата для стерильного соединения полимерных 
трубок) переводят в контейнер для отмывания эритроцитов и адапти-
руют к комнатной температуре (при замораживании целой дозы эри-
троцитов взвесь предварительно центрифугируют и большую часть су-
пернатанта удаляют в контейнер из-под взвеси). Одну из магистралей 
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контейнера для отмывания соединяют с емкостью, содержащей отмы-
вающий раствор Маннисин № 1 с помощью аппарата для стерильного 
соединения полимерных трубок, и медленно, постоянно перемешивая, 
добавляют весь его объем к взвеси эритроцитов (в соотношении не ме-
нее чем 1 : 1). Не разъединяя (используя зажим), контейнеры центри-
фугируют при 1250g, 4°C в течение 10 минут. Надосадочную жидкость 
переводят в контейнер из-под раствора Маннисин № 1. Использован-
ную трубку контейнера для отмывания герметизируют.

II этап
Вторую магистраль контейнера для отмывания с помощью аппарата 

для стерильного соединения подсоединяют к емкости, содержащей от-
мывающий раствор Маннисин № 2, и медленно, постоянно перемеши-
вая, добавляют весь его объем к эритроцитам (в соотношении не менее 
чем 1 : 1). Не разъединяя (используя зажим), контейнеры центрифуги-
руют в том же режиме. Надосадочную жидкость переводят в контейнер 
из-под раствора Маннисин № 2. Использованную трубку контейнера 
для отмывания герметизируют.

III этап
Третью магистраль контейнера для отмывания стерильно (с помо-

щью аппарата для стерильного соединения полимерных трубок) соеди-
няют с емкостью, содержащей отмывающий раствор Маннисин № 3, 
и медленно, постоянно перемешивая, добавляют весь его объем к эри-
троцитам (в соотношении не менее чем 1 : 1). Не разъединяя (исполь-
зуя зажим), контейнеры центрифугируют при 1250 g, 4°C в течение 10 
минут. Надосадочную жидкость переводят в контейнер из-под раство-
ра Маннисин № 3. Использованную трубку контейнера для отмывания 
герметизируют.

6.1.5. Ресуспендирование отмытых эритроцитов

С помощью четвертой магистрали и аппарата для стерильного со-
единения контейнер для отмывания соединяют с емкостью, содержа-
щей ресуспендирующий раствор Ресин. Последний добавляют к дегли-
церинизированным эритроцитам строго в соотношении 1 : 1, тщательно 
перемешивают. Контейнер с отмытыми размороженными эритроцита-
ми в растворе Ресин герметизируют и паспортизируют. Эритроциты мо-
гут храниться в растворе Ресин до клинического применения в течение 
3-х суток при 4 ± 2°C.
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6.2. Эффективность метода

Оценка эритроцитов, полученных с помощью «закрытой» системы 
криоконсервирования в растворе, Ресин (ЦНИИГПК 8в), показала их 
полное соответствие установленным стандартам качества.

Взвеси отмытых размороженных эритроцитов, хранившиеся в тече-
ние 3-х суток при 4 ± 2°C в растворе Ресин, содержали 0,31 ± 0,040 г/л
свободного гемоглобина; 3,9 ± 1,64 % осмотически неустойчивых кле-
ток; 5,2 ± 0,24 ммоль/л внеклеточного калия (что не достигает его 
уровня в нативной эритроцитной массе 2-х суток хранения); процент 
гемолиза составил 0,12 ± 0,015, р50–33,6 ± 1,23 mm Hg. Уровень АТФ 
(3,9 ± 0,11 мкмоль/г Hb) является допустимым для трансфузии (соста-
вил 82 % от его содержания в исходной эритромассе). Следовательно, 
эритроциты по всем изученным показателям остаются пригодными для 
клинического использования и после 3-х суток гипотермического хра-
нения, несмотря на отсутствие в растворе «Ресин» таких важных для 
метаболизма клеток веществ, как аденин и глюкоза.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, технология криоконсервирования эритроцитов при 
умеренно низкой температуре (-40°C) с использованием в основе крио-
защитного раствора 40 % глицерина включает в себя два принципиаль-
но новых метода.

Во-первых, метод отсроченного отмывания, который позволит ре-
шить важную задачу временного хранения (до 7 суток) размороженных 
эритроцитов при положительной температуре для оперативной достав-
ки в лечебные учреждения. Сущность метода сводится к проведению 
процедуры деглицеринизации не сразу после размораживания эритро-
цитов, а непосредственно перед их переливанием после хранения при 
4 ± 2°C в криозащитном растворе. Соблюдение лишь этого условия без 
каких-либо материальных затрат, использования сложных добавочных 
растворов, а также без необходимости разгерметизации емкости со 
взвесью эритроцитов после оттаивания приводит к увеличению макси-
мально допустимого срока их хранения. Это обеспечивает возможность 
их транспортировки (в термоконтейнерах при 4 ± 2°C) на значительные 
расстояния в медицинские организации с целью клинического исполь-
зования после отмывания.

Также метод позволяет оптимизировать работу медицинского пер-
сонала при проведении процедур размораживания и отмывания эри-
троцитов за счет возможности разнести во времени эти этапы, без по-
тери качества готовой к переливанию взвеси. Возможно, к примеру, 
провести размораживание эритроцитов в конце рабочего дня, а отмы-
вание — на следующий день или через несколько суток. Соответствие 
размороженных эритроцитов, хранившихся в гипотермических усло-
виях в криозащитном растворе, установленным стандартам качества 
(после отмывания и взвешивания в ресуспендирующем растворе) под-
тверждено данными лабораторных исследований. В параллельных экс-
периментах (на эритроцитах одного донора) показано, что отсрочено 
отмытые после гипотермического (при 4°C) хранения в растворе крио-
протектора в течение 1 недели эритроциты не только не уступали ком-
понентам крови, отмытым непосредственно после размораживания, 
но по отдельным показателям превосходили их.

Второй новый метод, включенный в технологию, — метод создания 
«закрытой» системы криоконсервирования-декриоконсервирвания 
эритроцитов — обеспечивает возможность продления срока хранения 
уже отмытых размороженных эритроцитов. Используемый в настоя-
щее время безаппаратный метод криоконсервирования эритроцитов 
предусматривает применение растворов (криозащитного, отмываю-
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щих, ресуспендирующего), помещенных в контейнеры, и контейнера 
для отмывания эритроцитов, имеющего магистрали с пластиковыми 
иглами для соединения со штуцерами контейнеров с эритроцитами 
и растворами. Основной опасностью на всех стадиях криоконсервиро-
вания является возможная бактериальная контаминация эритроцитов, 
особенно в момент прокалывания штуцера иглой. Поэтому отмытые 
размороженные эритроциты, полученные таким методом, хранятся не 
более 24-х часов.

Разработанная авторами модификация изделий для криоконсерви-
рования, отмывания и ресуспендирования — замена короткой трубки 
на удлиненную, подходящую для стерильного соединения с соответ-
ствующими трубками контейнеров с эритроцитами (см. 6.1.1) и контей-
нером для отмывания (см. 6.1.4 и 6.1.5) — обеспечит соблюдение усло-
вий стерильности на всех этапах. Это позволит продлить срок хранения 
отмытых размороженных эритроцитов с 24-х часов до 3-х суток при ис-
пользовании раствора «Ресин» (входящего в комплект для отмывания 
и ресуспендирования криоконсервированных эритроцитов) и более 
длительно — при использовании эффективных добавочных растворов, 
содержащих глюкозу и аденин.

Взвеси отмытых размороженных эритроцитов, хранившиеся в те-
чение 3-х суток при 4 ± 2°C в растворе Ресин, полностью соответствуют 
установленным стандартам качества.
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