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深低温冻存十六年后脐血
造血干细胞活性的检测
低温医学研究室 山东济南 时庆侯怀水李栋沈柏均

山东大学齐鲁医院 鞠秀丽

【摘要】目的：检测液氮深低温冻存十六年后，脐血造血干细胞的生物学功能。方法：分离脐血单个核

细胞，加入冷冻保存剂10％DMS0+25％人AB血清，在4℃平衡2h，一80℃过夜后，转至一1960C液氮罐保存。16

年后复苏34份样本，分别进行有核细胞(NC)计数、台盼蓝拒染试验、CD34+细胞计数和甲基纤维素半固体

集落培养分析。结果：通过比较冻存前后数据，MNC回收率达到79％，活细胞率82％，CD34+细胞占1．3％。

14d后可形成大量CFU—GM、BFU—E和CFU—GEM集落。结论：冻存16年后的脐带血造血细胞具有很强的生物

学活性，可用于临床移植。
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脐血无疑含有丰富的造血干祖细胞，具有广阔的

应用前景n。21。由于多家脐血库的自体采集和宣传，这

已逐渐为普通人群所接受，其中在液氮中是否能够长

期保持干细胞活力已成为关注焦点，但有关10年以上

的脐血冻存一复苏报告目前国内外还较少报道口一l。我

们实验室于1991年完成世界首例无血缘关系脐血移植

术(中华器官移植杂志1991，12：138)，十余年来一直从

事脐血的冻存和临床应用，近日我们复苏了一批冻存

了1 6年的脐血单个核细胞，并就其复苏后的细胞活

力、单个核细胞回收率、CD34+细胞数和CFU形成能

力进行了检测，现报告如下。

1材料和方法

1．1脐血的采集脐血标本全部来自山东大学齐

鲁医院产科，采用密闭式收集法采集足月顺产之健康

新生儿脐血，而且产前检查孕妇和丈夫均无遗传性疾

病家族史，采用柠檬酸一磷酸一葡萄糖(CPD)抗凝的

密闭式血袋在胎盘娩出前从脐带断端远离新生儿侧采

集。采集后4℃冰箱保存，8小时内进行分离和冻存

处理。

1．2脐血HSC的富集与MNC的分离采用6％羟

乙基淀粉(HES，平均分子量480，000)(Dupon公司，美

国)沉降后1次离心法去除绝大多数红细胞及大部分

血浆。具体方法：每份脐血按照l：4的比例加入脐血

内，充分混匀，垂直倒置悬挂，使红细胞自然沉降20—

30分钟，直至红细胞界面不再下降时，去除红细胞。

再将富含有核细胞的血浆离心(2000r／min)，10 oC 10分

钟，沉降有核细胞，去上清，用PBS稀释至为30。40ral，
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小心加到淋巴细胞分离液上，2200rvm×20min，吸取

中间白色雾状层，PBS洗涤2～3次后，调整细胞密度

为5×107个／mL。

1．3脐血冷冻保存冷冻保护剂DMSO终浓度为10

％，另加终浓度为25％的人AB血清(购自山东省血

站)，其余组分为1640培养基。细胞悬液在4℃平衡2h，一

80℃过夜后，转至一196℃液氮罐保存。

1．4脐血的检测脐血自1991年3月起保存16年，

2007年4月从液氮罐中取出标本34人份，在42。C水浴

中迅速在2min内融解，分别进行下列检测：

1．4．1有核细胞(NC)计数用PBS稀释细胞，在

血细胞计数板上计数MNC，计算MNC的回收率。MNC

回收率(％)=每管冻存后MNC总数／每管冻存前MNC

总数×100％．

1．4．2台盼蓝试验用生理盐水配成49,／L台盼蓝液，

取0．5mL细胞悬液放入EP管中，加人100仙l台盼蓝

染液，混合2rain后制片镜检，计数200个MNC，用百

分比表示，计算出台盼蓝的拒染率。

1．4．3 CD34+细胞计数细胞悬液调整为5×106个，

mL，在100ul中加入FITC一抗人CD34抗体lOul，室温孵

育20rain后PBS洗涤2—3次，置倒置荧光显微镜下照

相观察，计数每视野内的细胞总数和荧光细胞总数，

计算CD34+细胞占细胞总数百分比。

1．4．4造血祖细胞集落分析采用甲基纤维素半固体

培养基，以105／ml每孔接种于24孔板中，每孔终体积

lml，每标本设3复孑L。置100％湿度、37℃和5％C02

条件下培养14天，计数CFU数目。
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1．5统计学处理采用nleall values±SE表示，应

用EXCEL软件．组间比较使用t检验．P<O．01为有统

计学差异。

2结果

本实验共复苏了34份在液氮中冻存了16年的脐

血MNC样本，集落培养未见污染。通过比较冻存前后

数据，MNC回收率达到79％，台盼蓝拒染率即活细胞

率在复苏后比较冻存前有显著下降，其中活细胞占82

％，P<01。CD34+细胞占l 3％(见图1 k复苏后的脐

血造血细胞可形成CFU—GM、BFU—E和CFU—GEM集落．

4～5d就有集落形成，14d形成数目见表1，集落举例

照片见图2。
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图1利用免疫荧光技术计算CD34阳性细胞比例

(100 X)

表1冻存对脐血造血细胞活性的影响

MNC 台盼蓝 CD34+细胞 CFU

回收率 拒染率 占MNC(％) (在105个MNC中)

冻存前 96％±2％

冻存16年后 79％±6％ 82％±11％+ 1 3％±n6％ 33．1±3n6

—nvalu∞±SE；n=34；●P<0 1

围2各种集落形成(100×

3讨论

移植所用造血干细胞来源于外周血、骨髓或脐带

血，已经广泛的应用于临床治疗。由于采集和应用经

常相隔很长时间，所以开发细胞冻存技术．以提供良

好质量的细胞就成为临床移植工作的首要要求。脐带

血干细胞移植是近十年来干细胞移植领域的最重大进

展之一，欧美日等发达国家相继建成了规模不等的脐

血库I。“。几十年来．冻存条件不断改进，从最初的只

知道液氮中慢冻速融，到加人15％甘油，并且加人一

些多羟醇、糖类、脯氨酸和其它有机组分，都是为了

保护细胞不受冻融的损害，并利用是否能重建受致死

照射(900 r)的小鼠造血来评估冻存骨髓细胞的活力『71。

后来叉发现DMSO可使哺乳动物细胞复苏成活率达86

％“1。目前最常用的冻存细胞保护剂就是DMSO，但由

于常温下其对细胞具有毒性，加入后必须立即冻存．

在单人同时处理多份样品时更应该注意这一点．可设

置助手完成冻存工作。

由于低温冻存和复苏过程对造血细胞的活力有一

定的损伤，进行计数CD34+细胞、克隆形成率和LTC—

LC分析，是临床应用前检验造血干祖细胞活性公认的

敏感方法。已经证明外周血细胞可在液氨中冻存10年

保持干细胞活力⋯。CD34+细胞是造血干／祖细胞的一

个重要表面标志。CD34+细胞含量及总有核细胞数常

用于反映脐血的质量。为了更好地了解低温冻存后脐
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血的质量，我们采用免疫荧光技术分析了复苏后脐血

CD34+细胞所占百分比为1．3％，证明其具有较高的造

血干／祖细胞活性。之所以未使用流式细胞术，是因

为存在死细胞，复苏后细胞有少量团块存在，影响流

式细胞仪使用。有文献110I指出，要想获得较好的CD34+

细胞收率，首先要保证在脐血采集的48h内进行分离

和冻存。

检测集落形成能力是对CD34指标的重要补充，

因为集落形成和移植的目的重建造血密切相关，是评

价造血干细胞扩增潜能的重要指标，尤其是CFU—GM

的形成能力。我们考察了14天中各种集落的形成能

力，发现可形成CFU—GM、BFU—E等各种集落，我们

观察到复苏冻存I 6年的脐血后第3天后有小集簇形

成，第5。6天集落数量和数目逐渐增多，其组成多为

单核、巨噬细胞，CFU—GEM由粒、单核、红细胞组成。

表明我们冻存的脐血具有很强的增殖和分化能力。

本实验所采用的冻存技术是1991年进行的，当时

还未购置程序冷冻仪，现在脐血冻存所采用的技术应

该能获得更好的结果。也有文献¨11比较了程序冷冻和

非程序冷冻的脐血干细胞效果，其在总有核细胞数、

总CD34+细胞数和集落形成率上未有明显差异，在集

落形成率上程序降温冷冻法稍高。我们的实验进一步

证明，采用合适的细胞保护剂，采用一80cc直接到液

氮的简便方法也可以很好的长期保存脐血造血细胞，

冻存1 6年后的脐带血造血细胞具有很强的生物学活

性。
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