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深低温冻存对脐血单个核细胞

免疫特性影响的研究

孟凡会田青武曹永献刘忠强孙波赵洪国
青岛大学医学院附属医院266003

摘要：目的研究冻存过程对脐血造血细胞免疫表型和细胞因子分泌量的影响，为脐血临床移植

提供实验依据。方法18例脐血标本分离液分出单个核细胞(MNc)后。分成三组．即新鲜标本对

照组、DMSO对照组及低温冻存组。低温冻存组加二甲亚砜(终浓度为lO％)，经程控降温后放一196

℃液氮保存，冻存30天后在40。C的水浴中快速复苏。复苏后和其它两组一样进行细胞计数、台

盼蓝拒染率检测以及流式细胞仪单克隆抗体检测单个核细胞中CD4+、CD8+细胞亚群的比例；并

经PHA刺激．培养72小时，用ELISA法检测培养上清液中白细胞介素一2(IL一2)、白细胞介素

一6(it一6)、1--p扰素(IFN一1)及粒一巨细胞集落刺激因子(GM—CSF)的含量。结果台盼蓝拒染

率比新鲜标本对照组有所下降(c=7．55，P<O．01)。细胞亚群CD4+细胞比例明显升高0=一2．83～

一2．73，P<0．05)。IL-2、IL-6及IFN-1三种细胞因子检测结果，除IL-6与新鲜标本对照组比较

差别不具统计学意义外，其它均有所上升(t=-7．91一一2．60，P<0．01或P<0．05)。GM—CSF与DMSO

对照组无差别，与新鲜标本对照组比较有明显的下降(c=7．74，P<0．01)。结论冻存可以使淋巴细胞

亚群度细胞因子分泌量发生改变，此冻存过程可以提高脐血造血细胞的免疫功能。在脐血移植后，

这可能有利于机体早期免疫机能的重建，提高抗感染、抗肿瘤的能力。

关键词：细胞因子；白细胞分化抗原4(CD4)；白细胞分化抗原8(CD8)；深低温；脐血单个核细
胞
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Experimental study on the effect of cryopreservation on cord

immuno．characteristic of cord blood monounclear cells

Abstract：Obiective To observe the effects of cryopreservation on cord blood monoanclear cells

(CBMCl，and to provide evidences for placental-blood transplant．Me廿lods 1k CBMC were separated

from 18 cord bloods，and were divided into three groups：fresh sample control，fresh sample to contain

lO％DMSO control and crv0DreservatiOil group．After cryopreservated tO the CBMC of cryopreservation

group in-196℃Uguid nitrogon for 30 days and thawed at 40℃，the eell vi曲iⅡtv of CBMC and nle

CD4+and CD8+T lymphocyte were analysed by Typan blue exclusion and wi山monoclonal antibody

technique and flow cytometry in cord blood monouncleat"eells of three groups．After stimulated to

CBMC wi山phytohemagglutiniⅣPHA)，and cultured for 72 hours in vitro，the levels of InterleUkin-6

(IL6)，Interleukin-2(IL．2)，granulocyte—mncrophage-cology—stimulating factor(GM—CSF)and
Interferon．y m*Y)in the supernatants of CBMC were detected by ELISA respectively．Results

First，the CD“cells percenmge，IFN-y andⅡ，2 ofcryopreservation group were hi曲er tIlall that of

tWO controls(t=．2．83～．2．73，P<o．05 and忙·7，91～一2．60，P<0．01 or P<0．05)．Second，IL一6 of

cryopreservatiOil group was significantly higher than山at of fresh sample t0 contain 10％ DMSO

control(t=-4．29，P<0．oi)，but that was no difference to fresh sample con仃ol ft．一1．78，P>0．05)．The last,

tIIe level of GM．CSF in the supernatants of cryopreservation group Was decreased significantly thall tllat

of the fresh control f扛7，74，P<O．01)，but that was no significant change to contain 10％DMSO

controt(t--4．45，P>0．05)．Coilclasioas After cryopreservation。the ratio ofCD4+cell and the levels of

cytokines were increased．1HS indicates that cryopreservation raised the immuno—activitis of CBMC．and

l}lat maybe accelerated the early immune reconstitution Which would advance resistance against

infectious agents and tumor ceils i11 recipient undergoing COrd blood stem cell transplantatioⅡ(CBSCTl，

Key words：cytokine；CD4；CD8：cryopreservation；COrd blood mouounclear ceils(CBMC)

随着低温生物医学研究的不断深入，目前许多细胞、组织能够在超低温(一196℃)中长期贮

存而不丧失其活力，这为临床上各种各类的移植提供了便利条件。移植手术不仅要求组织细胞具有

细胞活性，而且对保存组织的免疫孱眭有较高的要求。低温免疫研究是低温生物学应用基础研究
的前沿，有关低温保存对组织细胞免疫原性的影响，近几年引起国内外低温生物学者和临床移植学

家的高度重视。

文献中对冻存组织移植后产生低温免疫现象的报道较多。Blsito DV等”1的研究表明：冻存可

使皮肤Langerhans细胞表面抗原的表达减弱，可以延长同种植皮的存活时间。Flesh BK等“观察

到大鼠冻存后的胰岛MHC—II抗原阳性细胞明显减少，进行同种移植后，存活时间较新鲜胰岛移

植明显延长。Venkatamman等“的实验观察到人外周血单个核细胞冻存后，细胞因子I卜6和TNF-

分泌明显增加。Andreoletti等⋯报道深低温保存猪肝细胞可使细胞膜蛋白中螺旋增加，并导致移

植细胞的免疫反应原性降低，复温后的肝细胞进行移植可提高急性肝衰的治愈率。马骢等⋯J研究

分析了超低温冻存前后外周血淋巴细胞(Lc)的转化活性改变，发现冻存后TLC转化中的母细胞型

和分裂型百分比率下降明显，前者由38．23％减至23．48％，后者由1．29％减至0．36％，说明超低

温冻存可影响TLC内蛋白质和核酸合成，但对B淋巴细胞(BLC)影响不明显；同时研究发现深低

温冻存后TLC约发生15％坏死性改变，35％变性性改变，而70-80％的BLC结构保持良好，超低

温损伤的主要的细胞器是线粒体，其次是细胞膜，指出超低温选择性的损伤TLC，而对BLC的损

伤较小，认为冻存移植有利于受者体液免疫功能的恢复与重建；应用流式细胞术和单克隆抗体检

测技术，对超低温冻存前后B淋巴细胞、T淋巴细胞及其亚群百分率和荧光强度进行分析，结果

发现冻存后CD8+细胞百分率由35．7％降至33．4％，平均荧光强度由202．1％减至162．4％，而CD3+、

CD4+细胞值无改变。雷从民等“以白细胞介素2(IL-2)依赖细胞株CTLL2细胞系为工具研究了冷冻

保存对人骨髓细胞产生IL-2能力的影响，发现经一196℃冷冻保存过程处理的骨髓细胞产生IL一2
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能力增加，在适当稀释度下可增加到IO倍以上，这一增加与在液氮低温下保存的时间长短无关。

杨晶等”o探讨了冷冻保存对骨髓单个核细胞分泌IL-l和I【广6的影响，冻存后细胞经有丝分裂原

(LPS)刺激后培养上清中的IL-1和IL一6的含量均显著高于新鲜细胞，细胞表面IL_l和IL一6抗体

平均荧光强度表达冻后细胞明显高于新鲜细胞，提出冷冻对抑制性单核细胞的灭活促进了细胞

IL-1和IL_6的分泌，认为冻后细胞的这一状态有利于机体免疫功能的重建。

现在形成共识的是：组织细胞或肿瘤组织冷冻后活力可以产生变化，同时还将形成一种特异

性抗原，此抗原可以引起机体产生对该组织细胞或肿瘤组织发生反应的特殊抗体，这一现象称之

为低温免疫反应。1996和1998年第32届和33届国际低温生物学大会上，与会专家学者一致指

出全世界的低温生物学工作者应对低温免疫这一特殊现象投入更大的精力进行系统和深入地研

究。

脐血移植有众多优点，已跨越了实验性治疗阶段，正日益广泛用于临床。然而脐血移植也暴

露出一些困扰临床医生的严重问题。如脐血移植后GVHD的发生率及严重程度虽不如骨髓移植，

但脐血移植后恶性肿瘤的复发率较高JL童恶性血液病脐血移植后2年复发率>60％[101。还有脐血

移植后最常见的并发症是早期并发严重感染，占脐血移植全部死亡患者的50％以上[111。根据骨髓

移植的经验，这此都与移植后早期免疫功能的重建相关，而早期免疫功能的重建与脐血中的免疫活

性细胞(尤其是T淋巴细胞)、造血因子及细胞因子等关系密切，可见在脐血移植时免疫活性细胞功

能作用的重要性。目前以脐血免疫活性细胞为对象实验研究很少，而对脐血免疫活性细胞低温免

疫反应的研究也不多”“”。由于移植免疫与脐血免疫活性细胞(尤其是T淋巴细胞)具有重要的关系，

本文将以脐带血单个核细胞为研究对象，进行一些与低温保存有关的免疫特性方面的研究，主要

包括对淋巴细胞亚群及细胞因子的影响。

材料与方法

1主要药物与试剂

二甲亚砜(DMSO)，Ficoll—Hypaque淋巴细胞分离液，RPMI一1640细胞培养基，植物血凝素(PHA)，

胎牛血清，L一谷氨酰胺，nTc一抗CD4／cd8双标记抗人单抗试剂盒，白细胞介索2nL．2)测定试剂

盒，白细胞介素6(IL一6)测定试剂盒，粒巨细胞集落刺激因子(GM—CSDN定试剂盒，'干扰素(IFN一

1)测定试剂盒等。

2主要仪器器材
超净工作台，液氮保存罐，程控降温仪，低温高速离心机，XE一2100型五分类血细胞分析仪，

EPICSELITE型流式细胞分析仪，CO：培养箱，CODA型全自动酶免分析仪，一86℃低温冰箱等。

3研究方法

3．1主要试剂配制

(1)台盼蓝染色液的配制

称取台盼蓝49，加入少量三蒸水研磨，加水至looml，用滤纸过滤，配成4％的台盼蓝母液，

4。c保存。使用时将母液用PBS稀释成O．4％台盼蓝工作液。

(2)RPMI—1640培养液的配制

[1]洗涤用RPMI—1640培养液

取一袋1o．39RPMI一1640细胞培养基粉溶于800ml新鲜双蒸水中，并用三蒸水冲洗包装袋2-3

次，冲洗液一并加入培养基中．加入2．09 NaHC03，充分搅拌至粉剂全部溶解。加入300mg，l谷氨

酰胺10ral，加三蒸水至950d摇匀，然后用一个当量的盐酸及NaOH调PH到7．2左右，加三蒸水

到1000血。在超净工作台内，用已经消毒好的蔡式滤器将配制好的培养液除菌过滤，分装于250rnl

已经消毒好的玻璃瓶中，加入青霉素及链霉素(终浓度为青霉素100单位M，链霉素100斗g，mD，
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放4℃或一20c|c保存备用。

【2】低温保存用RPMI一1640培养液

将上述洗涤用RPMI一1640培养液，加入已灭括的胎牛血清骼浓度为lo％)。
【3储养用RPMI_1640培养液

将低温保存用RPMI一1640培养液，加入PHA(终浓度为200¨dmO。

3．2脐带血采集

选择18例青岛大学医学院附属医院剖腹产的胎儿的脐带血。胎儿从母亲腹腔中取出后。立即

在距脐5—7cm处结扎脐带并切断。在胎盘未剥离前，用20ml注射器经脐静脉抽取20ml脐血，

将取得的血夜注入含肝素抗凝剂的无菌专用流式细胞检测标本管中，混匀后供作分离单个核细胞

之用。

3．3脐带血单个核细胞(CBMC)的分离

(1)取得的脐血在超净工作台中，立即加等量的Hank’s液并混匀。

(2)将5ml比重为1．077的淋巴细胞分层液(聚蔗糖一泛影葡胺，Ficoll—Hypaque)]flflk 20ml无菌

离心管中，将离心管稍倾斜，用无菌吸管吸取lOml稀释脐血沿管壁缓缓加入到淋巴细胞分层液表

面上(注意保持界面清晰)，将离心管加无菌胶塞置于试管架上，一式四份。

(3)将四份标本置于4。c低温水平离心机中，以2000dmin离心20分钟，取出标本后可见悬浮

于血浆与分离液的呈白膜状的单个核细胞层，用无菌尖吸管吸取界面的细胞层，置于无菌试营中。

(4]将取出的单个核细胞，加5倍的体积的洗涤用RPMI一1640培养液，混匀后在4℃下以

2000r／min离心10分钟，弃去大部上清液，留lml左右混匀沉淀细胞。

(5)将混匀上述的沉淀细胞再加5ml洗涤用RPMI一1640培养液，再混匀后，在4℃以1000r／min

离心lO分钟，弃去上清液。

(6)将细胞重悬于10ml低温保存用RPMI一1640细胞培养液中使成细胞悬液，留作备用。

3．4研究分组

将留作备用的lOⅡd细胞悬液分成3份，每份3m1分别标明新鲜标本对照组、DMSO对照组及

低温冻存组。

(1】新鲜标本对照组

取O．5Ⅱd细胞悬液进行细胞计数；0．2ml用于台盼蓝染液染色，计算细胞活率；从其余标本中

取lml用EPICS XL型流式细胞分析仪进行CD4与CD8检测；另取lml进行细胞培养。

(2)DMSO对照组

与新鲜标本对照组不同的是，加300汕l DMSO于3ml细胞悬液中。其余过程完全同新鲜标本

对照组。

(3)低温冻存组

与DMSO对照组不同的是，将加入保护剂的细胞悬液分装于低温冻存管中，每份lml。液氮

冻存30天后，取出40℃水浴复温，以后处理过程同两对照组。

3，5脐血单个核细胞的冻存及复苏

(1)冻存

将细胞悬液保持一定强度的振荡，用微量加样器吸取300斗l DMSO，缓慢加入3ml细胞悬液

中，整个过程保持10分钟左右。采用程控降温仪降温：(1)4℃平衡10分钟。(2)以1℃／min速度

降到一40℃。(3)再以5℃，min速度降到一80℃，最后取出立即转移至液氮罐内一196℃保存。

f2)复苏

将冻存的标本从液氮中取出时，在液氮气相中平衡15分钟，立即放人40。C恒温水浴箱中，并轻轻

振荡液氮保存管，使管内标本充分解冻复苏，复苏时间控制在2分钟以内。
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3．6脐血单个核细胞的培养

(1)取各研究组细胞悬液lml放人5ml细胞培养瓶中，立即加4ml培养用RPMI一1640细胞培养液冶’

终浓度为10％的胎牛血清、200¨g／m1的PHA、青霉素100单位，r11l及链霉素100扯g／m1)。

f2纠簪细胞培养瓶放人37。G饱和湿度．5％C02的C02培养箱中培养72小时。

(3)培养72小时后，以2000r／min离心5分钟，收取上清液于一70。C保存待测细胞因子(IL-2、IL．6、

GM—CSF及IFN一1)。

37研究检测

3．7．1细胞计数及活率的检测

各研究组细胞悬液分别取0．5ml标本，用XE一2100型五分类血细胞分析仪进行细胞分类汁数；

同取20ul细胞悬液加入160ulPBS中，然后加入O．4％台盼蓝工作液20ul，使台盼蓝染液的终浓度

为0．04％，充分混匀后染3分钟，计数200个细胞，凡胞浆染成蓝色者为死细胞，而活细胞则拒

染。

3．7．2CD4与CD8的检测

(1诹2个检测管，1号管加入HLA—CD4FITC／HLA—CD8PE双标记荧光抗体20斗l，2号管加入
I如1FITC／IgGlPE双标记荧光抗体。两管均加入细胞悬液100斗l，室温避光孵育20rain后，置Coulter

Q—PREP工作站溶解红细胞，静止lOmin后，2000rlmin离心lOmin，弃上清，最后以O．5mlPBS悬

浮细胞，摇匀待测细胞，上流式细胞仪检测。

(2)光源448nm的氩离子激光，FITC收激发后发出绿色荧光，PE发出红色荧光。流式细胞仪

检测每次样本前用Flowcheek进行光路与流路的校正，使其变异系数在2％以内。根据细胞的vcs(前

向角散射)和ssc(侧向角散射)特点设置淋巴细胞门。标本上机后记数5000个淋巴细胞，荧光强度

以对数放大，光散射数据存盘，测试完后由计算机进行数据分析。流式细胞仪分析图像如图1、2、

3所示。
。

3．7．3细胞因子(IL一2、GM—CSF、IFN一1和IL一6)的测定

(1)吸取100斗l标准稀释液到抗体酶标板的标准孔B1、B2、Cl、c2、D1、D2、El、E2、F1、

F2中。

(2)加200斗l标准液到A1与A2孔中，从Al与A2孔中转移100“l到Bl与B2孔中，通过吹

吸混匀(注意小心不要刮了测量孔内表面)。

f3)重复这样的过程拟Bl与B2孔到C1与C2孔、cl与C2孔到D1与D2孔中等等，用于创
建两条并行的II广2标准线(浓度从31．25一1000pg／m1)，从最后的微孔(即F1与F2孔中)丢弃100

“I液体。

(4)吸100斗l标准稀释液到空白孑L(GI与G2)。

^
∞
N
卅
×
∞
N
“
V

图1
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若
N
d

签
N

0

图2

图3

(5)加100¨l质控物到质控7L(H1与H2)

(6)吸取100斗l细胞培养的上清液到标本孔。

(7)所有孔咆括空白孔)每孔加50斗l稀释的生物素标记的抗体液。
(8)将酶标板加盖在室温(18—25℃)下孵育1小时。

(9)移去盖，按下面方法冲洗：吸出每个孔中的液体后，每孔加0．3毫升冲洗液，再吸出每个

孔中的液体，重复洗板3次。

(1 o)J听有孔●包括空白孔)每iL加100斗l抗生蛋白链菌素一HRP溶液。

(1 1)加盖在室温(18—25。c)下孵育30分钟。

(12)去盖清空每个孔，按(9)洗板后，立即过渡到下一步。

(13)所有孔加100¨l底物液，在室温黑暗处(用铝箔包裹避光)孵育15分钟。

(14)酶一底物反应15分钟后，迅速加入100斗l硫酸终止反应，加入硫酸后立即于全自动酶标

仪(以@0nm作主波长，620nm作为参考波长)读取各孔的吸光度，记录数据。

以上是以IL_2的检测操作为例，其余细胞因子的检测步聚与IL-2相同，只是所用试剂及标

准液不同，

3．8统计学处理

采用SPSSl3．0统计软件进行统计学处理。结果呈正态分布以均数±标准差表示，采用配对t

检验对结果进行分析，P<0．05为差别具有显著性意义。

结果

1细胞计数检测结果
各研究组脐血单个核细胞计数检测结果如表1所示。
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表1脐血单十核细胞计数检测结果比较(xlo'盯I．；±5)

通过以上结果可以看到，三个处理组单个核细胞计数结果虽有一定的差别．但差别无统计学意义(t--O．444—0．598。

P>0．05)o

2细胞计数及活率的检测结果
各研究组脐血单个核细胞活率检测结果如表2所示。

表2脐血单个核细胞活率检测结果比较(％。j±S)

与新鲜标本对照组比较。’t=6 62—7．55。P<0．01

由以上结果可见，加了DMSO冷冻保护剂的两研究组，细胞的活率都有了一定程度的下降，

与新鲜标本对照组比较差别极具有统计学意义(t=6．62—7．55，P<0．01)，而DMSO对照组与低温冻存

组之间差别无统计学意义ft=1．35，P>O．05)。

3 CD4+、CD8+细胞的检测结果

各研究组脐血单个核细胞CD4+、CD8+检测结果如表3。

表3脐血单个核细胞CD4*、CD8‘检测结果比较《％．z±J)

与两对照组比较。+t--俐2 83—2．73．P<0．05

由表3所示，可以看到CD4+细胞群经过低温冷冻后．百分占有率上升，与两对照组比较差

别具有显著性意义0=-2．83～．2，73，P<O．05)，而DMSO对照组与新鲜标本对照组差别无统计学意

义(t----O，736，P>O．05)。虽然CD8+细胞群所占百分率也有所上升，但与其他两组比较差别显著性

ft_O．266～0，495，P>0．05)。

4细胞因子的检测结果

各研究组脐血单个核细胞经PHA刺激后分泌的细胞因子(IL_2、GM—CSF、IFN一1及rL--6)检

测结果表4所示。

由表4数据看到，DMSO对照组较新鲜标本对照组经PHA刺激后四种细胞因子的分泌量都有

所下降，经统计学分析，差别均具有极显著性意义(t_7．24—7．75．P<0．01)。相反低温冻存组IL-2、

IL-6及IFN一1三种细胞因子较两对照组均有所上升，经统计学分析，冻存组只有IL-6与新鲜标

本对照组比较差别不具统计学意义(t一1．78，P>0．05)，其它与两对照组差别均具有显著性(t=一7．91一

一2．60，P<0．01或P<0．05)。GM—CSF低温冻存组与DMSO对照组无差月lJ(t=4．45．P>0．05)，而两组与新

鲜标本对照组比较差别具有极显著性意义(t=6．86—7．74，P<o．01)。
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衰4脐血单个核细胞细胞因子检测结果的比较(pg，mI．X--S)

与新鲜标本对照组比较，’t=6 86～7 75；P<O．01；与DMSO对照组比较，¨I-一4．87一-4．29，P<O．01；与新鲜

标本对照组比较，‘t一2 61，P<O．05；与两对照组比较．“l-一7．91．P<O．01

讨论
本文就脐血造血细胞为对象进行了深低温对其免疫原性及活性方面研究，发现如下结果，并

分另q加以讨论。

1脐血单个核细胞以10％的DMSO／胎牛血清为保护剂，经程控降温于液氮保存30天后，细

胞的活率达92 36％，这与以往的研究相近。辜少玲等[151进行了在液氮和气氮中保存脐血的实验，

发现在液氮中保存半年和一年的脐血细胞存活率分别为96，5％和95．7％，而保存在气氮中(-125一

一150％)保存半年和一年的脐血细胞存活率分别为92．9％和87．8％。吴燕锋等[1 6】以DMSO／羟乙基淀

粉从体白蛋白为低温保护剂保存脐血，用程控降温至一120％，放人液氮中保存一至四年，60例脐
血冻存后细胞存活率为96．39％，冻存时间基本无影响。

2脐血T细胞亚群中CD4+细胞比例明显升高，由冻前的37．83％上升到42．01％，差别具有明

显意义；而CD8+细胞群虽有一定升高，由13．83％升到15．03％，但差别不具统计学意义。这与以

前研究低温对外周血淋巴细胞亚群造成的影响有所不同“IS-19]。这可能是由于采用的研究对象不同

的原因．因为脐血淋巴细胞与外周血淋巴细胞在表面结构上有一定的不同：脐血中的CD4+T细胞

高于成人外周血，而且大部分脐血T细胞为CD4+CD45RA+细胞(占总淋巴细胞的51％，占总CD4+

细胞的88％)，而成人外周血以CD4+CD45RO+为主(占总淋巴细胞的4l％)“⋯。由于CD4+T细胞

是主要的辅助T细胞，能够促进B细胞、T细胞和其它免疫活性细胞的增殖与分化，协调免疫细一

胞的相互作用，在免疫应答中起重要的作用⋯1。而本研究表明CD4+T细胞经过深低温作用后所

占比例上升，在理论上提高了细胞免疫应答能力，对脐血移植后机体免疫功能的早恢复具有好处。

3脐血单个核细胞分泌的IL一6有明显的上升，这与杨晶等”1以骨髓单个核细胞为研究对象，

发现经低温处理后IL一6分泌量提高有相同之处，只是升高幅度及浓度含量差别较大，这可能是由

于研究对象及所采用的刺激物不同的原因。人IL_6分子由212个氨基酸组成，其基因定位于7号

染色体。是一种多功能细胞因子，作用相当广泛，具有多种重要的生物学效应，它可刺激B细胞

分化，促进胸腺T细胞增生及细胞毒性T细胞分化，加强细胞免疫和体液免疫水平。一’。它不仅
具有免疫调节和抗肿瘤作用，而且具有显著的造血调控作用：(1)在造血中起调节作用，与II广3协

同，促进正常造血干细胞形成集落，并可通过缩短Go期来保障造血干细胞的活跃增殖；(2)刺激T

细胞、B细胞、杂交瘤细胞和干细胞增殖；(3)促进B细胞Ig产生；(4)促进干细胞、巨噬细胞、CTL

和NK细胞分化9l IL-6能刺激小鼠骨髓、脾脏的粒细胞、巨核细胞的增殖、分化和成熟，使外

周的血小板和中性粒细胞上升。因而本研究认为冻存后脐血单个核细胞IL一6分泌量的增加，不论

对造血功能还是对免疫功能的加强都具有很好的作用。

4韩颖等““深低温保存对脐血单个核细胞产生IL-2、SIL．．-2R及TNF-d影响的研究，20份

脐血MNC冻存前和冻后7天、28天和56天培养上清中IL一2的含量高于新鲜标本，保存时间的

长短对这些细胞因子含量变化影响不大，认为可能是深低温冷冻改变了脐血淋巴细胞的活性所至。

本研究也发现经过冻存后IL_2分泌量较冻前两组对照明显增加。IL-2是一种作用较广泛的细胞因

子，其不仅能在于、祖细胞水平有效刺激粒一单系造血前体细胞的增殖、分化和成熟，还能增强外
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周血成熟粒细胞、单核及巨噬细胞的功能，是机体复杂的免疫系统网络中起调节作用重要的细胞

因子之一⋯。IL．2在体外能刺激LAK细胞的产生，还能诱导NK细胞前体细胞生长、分化和成熟，

增加患者的抗肿瘤和抗感染能力”1。IL一2又是Thl效应细胞所产生的主要的细胞因子之一．而

T11l细胞效应主要是激活巨噬细胞、诱导细胞毒性T淋巴细胞活化和杀伤胞内寄生菌，引起细胞

免疫应答⋯。。因而本研究认为，低温造成了IL一2的升高．说明经过低温冷后，脐血免疫活性细

胞的免疫反应性有所提高，细胞介导的免疫应答增强，有利于脐血移植后抗感染、抗复发的能力。
5 INF一1具有抗病毒的作用；通过抑制癌基因的表达等多方面抑制肿癌细胞的生长和诱导多

方面抗肿瘤的免疫应答；它能显著增加抗原递呈细胞表达MHC一Ⅱ类抗原，增强抗原递呈细胞与

T细胞的相互作用，进而增强T细胞辅助抗体产生和辅助细胞毒T细胞产生的能力；INF一1具有

巨噬细胞因子的作用，能够引发巨噬细胞的杀肿瘤效应及销毁细胞内的微生物；能够增强细胞毒

T细胞和NK细胞杀伤靶细胞的能力和诱导细胞表达IT厂2受体，从而促进T细胞增殖，进一步扩

大免疫应答11 Jo此外它也是THl细胞主要分泌的细胞因子之一⋯1。因而本研究分现INF一1经

过冻存后分泌量的增加，这同样增强了细胞的免疫应答能力，增强了抗感染、抗肿瘤的能力。

6与新鲜标本对照组比较GM—CSF虽然有所下降，但可能是DSMO造成细胞活率的下降的原

因，扣除该因素后，低温对脐血细胞GM—CSF的分泌没有影响，因为研究组与DMSO对照组比较

结果没有差异。GM—CSF具有维持造血前体细胞和成熟_|I【【细胞的存活的作用，这在维持造血与调

节宿主的炎症反应中具有重要意义；它也能增强中性粒细胞和巨噬细胞的吞噬功能，诱导表达粘

附分子和产生免疫活性物质，促进杀菌作用；此外还能增强巨噬细胞的抗体依赖性细胞介导的细

胞毒作用，对粒细胞和巨噬细胞有直接的趋化作用”“。因而本研究认为，低温对GM—CSF分泌量

影响不大，这对维持脐血造血及免疫反应能力具有重要意义。

深低温冻存后造成的T淋巴细胞亚群及细胞因子的变化，本研究认为深低冻存脐血单个核细

胞后改变了脐血免疫活性，增强了细胞介导的和抗体介导的免疫应答功能，而对维持造血功能的

因素影响不大。脐血造血细胞经深低温保存后进行移植，对机体早期免疫功能的重建，增强机体

抗感染、抗复发方面具有一定作用，但另一方面也可能加重GYHD反应。这两方面的影响在临床

实际应用中的意义究竟有多大，还有待进一步研究。
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二甲亚砜与第二信使效应剂对深低温

保存血小板超微结构的影响

孟凡会孙青剐刘竹珍潭金山刘金兰
青岛大学医学院附属医院青岛266003

摘要：目的观察体积分数o．02二甲亚砜(DMSO)联合第二信使效应剂(ThromboS01)对深低

温保存浓缩血小板超微结构的影响。方法分别应用3种不同的方法(体积分数0 02DMSO、体积

分数0．06DMSO、体积分数0．02DMSO+ThromboS01)在-196qC冷冻保存浓缩血小板，并在冻存

后1、6个月时分别取出复温，采用扫描和透射电镜观察血小板超微结构变化。结果体积分数

0．02DMSO+ThromboSol组血小板能保持完整结构．部分血小板出现激活迹象，冷冻保存1个月和

6个月的血小板超微结构无明显差异。结论体积分数o．02DMSO+ThromboSol能够有效地保护血

小板超微结构．其6个月内的保存效果稳定。

关键词：血小板；二甲亚矾；低温保存；第二信使效应荆；超微结构

The effects on platelet ultrastructure after cryopreservation by
low concentration dimethyl sulfoxide and second—messenger

effectors

Meng Fanhui，Sun Qinggang，Wang tao，et a1．

Medical School Hospital of Qingdao Universi眦266003

Abstract：0biective To observe the erieCt on platelet ultrastructure after cryopreservation using 2％

dimethyl sulfoxide(DMS01 plus ThromboS01．a mixture of second—nlessenger effectors．Methods

Platelet comenffates were treated wim 2％DMSO．0．06％DMSO and 2％DMSO plus T11romboS01．then

placed in liquid nitrogen．After frozen for 1 month and 6 months．samples were thawed and their

ultrastzucture WaS observed bv SEM and TEM。Results耵1e results of SEM and TEM showed that the

platelets cryopreserved bv 2％DMSO plus ThromboSol could retain good ultrastrucmre relatively and

吐Iat apart of platelets WaS in active statue．There waS no significantly dj靠erences between l month group
and 6 month group．Conclusion 2％DMSO plus ThromboSol might protect effectively the platelet

．52．


