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·实验研究·
不同冻存保护剂对外周血单个核细胞的影响

王桂喜1　董磊2　李春红2

（1．铜陵市中心血站�安徽 铜陵 244000；2．安徽医科大学 过敏与免疫研究中心及免疫学教研室 ）

　　摘要：目的　观察不同冻存保护剂对外周血单个核细胞 （ＰＢＭＣ）冻存后生物学特性的影响。方法　新鲜血液
分离和液氮冻存后1、7、30ｄ�用ＭＴＴ法检测单个核细胞活性�同时用酶联免疫吸附法 （ＥＬＩＳＡ）检测冻存后其在脂
多糖 （ＬＰＳ）和刀豆蛋白 （ＣｏｎＡ）刺激下分泌γ-干扰素 （ＩＦＮ-γ）�比较 ＤＭＳＯ10％ ＋ＦＢＳ90％、ＤＭＳＯ10％ ＋Ｄｅｘｔｒａｎ-
4010％＋ＦＢＳ80％、ＤＭＳＯ10％＋ＨＥＳ6％＋ＦＢＳ84％、ＦＢＳ不同冻存保护剂对ＰＢＭＣ的保护作用。结果　不同低
温保护剂冻存对ＰＢＭＣ存活率的影响：二甲基亚砜 （ＤＭＳＯ）＋小牛血清 （ＦＢＳ）；ＤＭＳＯ＋ＦＢＳ＋右旋糖苷－40（Ｄｅｘ-
ｔｒａｎ-40）；ＤＭＳＯ＋羟已基淀粉 （ＨＥＳ）＋ＦＢＳ；ＦＢＳ分别为65∙3±2∙5、79∙7±1∙5、71±2∙6、29∙7±0∙58；30ｄ细胞增殖
活性的影响 （ＯＤ值 ）分别为 0∙21±0∙19、0∙28±0∙15、0∙23±0∙13、0∙10±0∙17。冻存的 ＰＢＭＣ对 ＬＰＳ刺激产生
ＩＮＦ-γ的量不同�而对ＣｏｎＡ刺激产生 ＩＮＦ-γ量的变化不明显。结论　ＤＭＳＯ＋ＦＢＳ＋Ｄｅｘｔｒａｎ-40联合使用是一种较
理想的外周血单个核细胞低温保护方法�并对其生物学特性产生一定影响。

关键词：外周血单个核细胞；低温冻存；；冻存保护剂
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近年来对脐血干细胞、骨髓干细胞冷冻保存的研究颇
多�而对外周血单个核细胞 （ＰＢＭＣ）冷冻保存的研究较少。
对于细胞冻存研究的经典理论认为�深低温 （－196℃ ）能抑
制细胞内酶的活性�细胞代谢十分缓慢�甚至停止�从而避免
细胞遗传性状的改变 ［1］。但冷冻产生冰晶将造成细胞内损
伤�主要因素有冷冻速度、融解速度及冷冻保护剂种类。前
两者受到工艺条件限制�短期无法取得较大进展。因此�冷
冻保护剂的选择成了决定冷冻效果的最关键因素。我们通
过冷冻技术对ＰＢＭＣ冷冻保存�探讨不同冻存剂保护下外周
血单个核细胞的存活率以及生物学特性 （分泌 ＩＮＦ-γ的量 ）
的变化�从而评价4种冻存剂的不同组合对外周血单个核细
胞的保护作用。
1　材料与方法

1∙1　材料　1）标本：取自安徽铜陵市中心血站无偿献血者
血液 �二甲基亚砜 （ＤＭＳＯ�Ｓｉｇｍａ公司 ）�羟已基淀粉 （ＨＥＳ�
Ｄｕｐｏｎｔ公司 ）�右旋糖酐-40（Ｄｅｘｔｒａｎ-40�Ｂａｘｔｅｒ公司 ）�ＭＴＴ
试剂盒 （Ｄｕｐｏｎｔ公司 ）�ＩＦＮ-γ试剂盒 （上海森雄科技实业公
司 ）、ＲＰＭＩ1640培养液 （ＧＩＢＣＯＢＲＬ公司 ）�脂多糖 （ＬＰＳ）
（华美公司 ）�Ｆｉｃｏｌｌ分离液 （Ｃｅｄａｒｌａｎｅ公司 ）�水平离心机�细

胞计数盘�ａｎｔｈｏｓｈｔ2酶标仪。2）保护剂：1组：ＤＭＳＯ（10％ ）
＋ＦＢＳ（90％ ）�2组：ＤＭＳＯ（10％ ） ＋Ｄｅｘｔｒａｎ-40（10％ ） ＋
ＦＢＳ（80％ ）�3组：ＤＭＳＯ（10％ ）＋ＨＥＳ（6％ ）＋ＦＢＳ（84％ ）�
4组：ＦＢＳ。
1∙2　ＰＢＭＣ的分离　将新鲜采集的无偿献血者的血液4℃
垂直离心�把含有少量血浆和红细胞的白膜层 （ｂｕｆｆｙｃｏａｔ）用
压浆板挤入四联血袋的备用袋内�然后把白膜层按1∶2用
ＰＢＳ稀释后慢慢贴壁加入到Ｆｉｃｏｌｌ分离液中分离ＰＢＭＣ。
1∙3　ＰＢＭＣ的计数　用 ＲＰＭＩ1640培养液稀释分离的 ＰＢ-
ＭＣ�通过计数调节浓度使其为2×106个／ｍｌ。
1∙4　ＰＢＭＣ冻存　分别取 ＰＢＭＣ悬液 1ｍｌ�离心去除 ＲＰ-
ＭＩ1640培养液�分别加入1ｍｌ冻存保护剂�放入无菌冻存管
中�每组冻存160支�然后将无菌冻存管快速放入 －80℃冰
柜中�24ｈ后转入液氮罐�然后于1、7、30ｄ每种随机抽取3
支进行台盼蓝试验和 ＭＴＴ试验�随机抽取2支进行生物学
功能研究。
1∙5　冻存细胞试验　分别取含有4种冻存剂的上述冻存管
3支�放入37℃蒸馏水大烧杯中快速解冻�洗涤后加入到8
ｍｌ含有10％小牛血清的 ＲＰＭＩ1640培养液中�置饱和湿度、
5％ＣＯ2培养箱37℃培养24ｈ后�离心去除 ＲＰＭＩ1640培养
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液�分别加入5ｍｌ含有10％小牛血清ＲＰＭＩ1640培养液�与
未冻存的ＰＢＭＣ同时做下述试验：1）台盼蓝试验：计数 200
个细胞的拒染率。2）ＭＴＴ试验 ［2］：计算细胞存活率。3）
ＩＮＦ-γ的测定：把ＰＢＭＣ悬液各取3ｍｌ放入细胞培养板中�
置饱和湿度、5％ ＣＯ2培养箱37℃培养24ｈ后�在培养液中
分别加入ＬＰＳ（终浓度为0∙625μｇ／ｍｌ）和 ＣｏｎＡ（终浓度为
0∙1μｇ／ｍｌ） ［3］�同时设溶媒对照�再在饱和湿度、5％ ＣＯ2培
养箱37℃培养48ｈ后�收集上清液�根据试剂盒说明书绘
制标准曲线检测其ＩＦＮ-γ的含量。
1∙6　统计方法　采用区组间差异性比较采用方差分析�以
α＝0∙05为检验水准�以Ｐ﹤0∙05为差异有统计学意义。
2　结果

2∙1　冻存剂对 ＰＢＭＣ存活率的影响　ＤＭＳＯ＋Ｄｅｘｔｒａｎ-40
＋ＦＢＳ保护剂保存的ＰＢＭＣ的存活率较高�在单独ＦＢＳ冻存
的情况下ＰＢＭＣ的存活较低。同一种保护剂在不同时间对
ＰＢＭＣ存活率的影响无统计学意义�见表1。
2∙2　4种冻存剂对ＰＢＭＣ增殖活性的影响　为了进一步证
实不同低温保护剂对 ＰＢＭＣ存活的影响�我们做了 ＭＴＴ试
验。通对3个不同时间段比较无统计学意义。因此认为不
同时间段对细胞存活率没有影响。结果发现 ＤＭＳＯ＋Ｄｅｘ-
ｔｒａｎ-40＋ＦＢＳ保护剂吸光值较高 （表2）�该结果提示 ＤＭＳＯ
＋Ｄｅｘｔｒａｎ-＋ＦＢＳ保存的细胞活性较高�而以单独 ＦＢＳ保存
效果较差。

表1　不同冻存保护剂在不同时间
对ＰＢＭＣ存活的影响 （％ ）　

ＤＭＳＯ

＋ＦＢＳ
ＤＭＳＯ

＋Ｄｅｘｔｒａｎ-40
＋ＦＢＳ

ＤＭＳＯ

＋ＨＥＳ
＋ＦＢＳ

ＦＢＳ

1ｄ 65∙2±1∙4 81∙3±3∙2 73∙6±1∙8 30∙2±0∙9
7ｄ 68∙1±2∙1 80∙2±1∙9 70∙2±3∙2 29∙6±1∙2
30ｄ 62∙7±2∙0 77∙7±2∙7 69∙5±1∙7 29∙4±0∙8
注：不同保护剂比较Ｆ＝522∙46�Ｐ＜0∙01

表2　不同冻存保护剂对ＰＢＭＣ在不同时间
对细胞增殖活性的影响 （ＯＤ值 ）
ＤＭＳＯ

＋ＦＢＳ
ＤＭＳＯ

＋Ｄｅｘｔｒａｎ-40
ＦＢＳ

ＤＭＳＯ

＋ＨＥＳ
＋ＦＢＳ

ＦＢＳ

1ｄ（ｎ＝3） 0∙22±0∙0150∙28±0∙0160∙23±0∙0160∙11±0∙020
7ｄ（ｎ＝3） 0∙23±0∙0130∙27±0∙0210∙24±0∙0110∙10±0∙019
30ｄ（ｎ＝3） 0∙21±0∙0190∙28±0∙0150∙23±0∙0130∙10±0∙017
注：新鲜分离血液细胞增殖活性为 0∙32±0∙012�不同保护剂 Ｆ＝
329∙3�Ｐ＜0∙01�不同时间比较Ｐ＞0∙05
2∙3　冻存保护剂对 ＰＢＭＣ功能的影响　ＬＰＳ刺激后�新鲜
和冻存的ＰＢＭＣ分泌ＩＦＮ-γ的量都明增加�冻存的 ＰＢＭＣ分
泌量 （除保护剂 4）均超过新鲜分离的 ＰＢＭＣ。ＰＢＭＣ对
0∙1μｇ／ｍｌＣｏｎＡ刺激反应不明显�虽然新鲜和冻存ＰＢＭＣ分
泌ＩＦＮ-γ的量都增加�但增量都不及 ＬＰＳ刺激增量大。同
样�不同冻存时间对 ＣｏｎＡ的刺激效果也不明显�对 2组
（ＤＭＳＯ＋Ｄｅｘｔｒａｎ-40＋ＦＢＳ）保护剂冻存的细胞�ＣｏｎＡ刺激
的ＩＦＮ-γ量明显高于其它组。结果见表3。

表3　新鲜血液及4组保护剂下ＰＢＭＣ在不同刺激剂作用后分泌ＩＦＮ-γ的结果 （ｘ±ｓ�ｐｇ／ｍｌ）　
未刺激 ＬＰＳ ＣｏｎＡ

1ｄ 7ｄ 30ｄ 1ｄ 7ｄ 30ｄ 1ｄ 7ｄ 30ｄ
1组 （ｎ＝15） 0．37±0∙05 0∙34±0∙04 0．39±0∙05 121±17 128±13 124±16 7．0±0∙8 6∙4±0∙8 7∙3±1∙0
2组 （ｎ＝15） 0∙46±0∙05 0∙47±0∙05 0∙43±0∙05 152±16 143±17 157±20 11∙4±1∙4 14∙6±1∙3 13∙8±1∙5
3组 （ｎ＝15） 0∙36±0∙04 0∙36±0∙05 0∙38±0∙05 121±16 133±14 131±14 7∙1±0∙9 8∙0±1∙0 7∙6±1∙0
4组 （ｎ＝15） 0∙16±0∙02 0∙15±0∙02 0∙16±0∙02 41±6 55±7． 50±7 3∙6±0∙5 3∙8±0∙6 4∙0±0∙5
注：新鲜分离血液细胞分泌ＩＦＮ-γ未刺激0∙6±0∙050�ＬＰＳ84±10�ＣｏｎＡ23±2∙0�不同保护剂：未刺激Ｆ＝124∙69�Ｐ＜0∙01�ＬＰＳＦ＝178∙37�Ｐ
＜0∙01�ＣｏｎＡＦ＝66∙43�Ｐ＜0∙01

3　讨论

ＰＢＭＣ在人体中含量丰富�在人体生命活动中起着重要
作用。目前它的长期保存为深低温冻存 （－196℃ ）�冻存剂
以ＤＭＳＯ为主�然后加ＦＢＳ或人血清 （ＨＡＳ）。本实验组采用
在ＤＭＳＯ的基础上加其它保护剂�通过对4种冻存剂冻存后
ＰＢＭＣ生物学特性的比较�证实了 ＤＭＳＯ＋Ｄｅｘｔｒａｎ-40＋ＦＢＳ
为4种深低温冻存ＰＢＭＣ中最佳保护剂�与陈汝光等 ［4］报道
的冻存脐血造血干细胞的条件一致。保存时间在1个月内�
细胞存活率可达78％。Ｄｅｘｔｒａｎ-40为无臭无味的白色粉末�
小分子物质�易溶于水�微溶于酒精。在细胞冻存保护上
ＤＭＳＯ起主要作用�Ｄｅｘｔｒａｎ-40可能协助 ＤＭＳＯ渗透到有核
细胞中�降低胞内冰晶对细胞的损害�具体机理不详�亦未见
相关报道�有待进一步研究。

细胞冻存后对其生物学特性的影响�许多学者很早就进
行了探讨。Ｋｌｅｅｂｅｒｇｅｒ等 ［5］对 ＰＢＭＣ进行12年深低温冻存

研究后指出�ＰＢＭＣ冻存12年后仍可进行细胞免疫表型分析
和抗病毒研究�细胞活性不低于90％。Ｓｌｅａｍａｎ等 ［6］以 ＤＭ-
ＳＯ＋ＦＣＳ为冻存剂对 ＰＢＭＣ研究发现�ＰＢＭＣ长期冻存后仍
能稳定表达不同抗原�细胞存活率 ＞95％�可以进行传染病、
移植、癌症和其它慢性病治疗。Ｗｅｉｎｂｅｒｇ等 ［7］研究认为�ＰＢ-
ＭＣ功能与其存活率呈相关性�要求细胞活性 ＞70％。Ａｕｓ-
ｉｅｌｌｏ等 ［8］对48个月大小的孩子的ＰＢＭＣ进行百日咳抗原应
答研究表明�新鲜和冰冻的ＰＢＭＣ没有明显的区别。

Ｋｌｅｅｂｅｒｇｅｒ等 ［5］指出�ＰＢＭＣ总体是脆弱的�在冻存和溶
解过程中的粗糙处理可破坏 ＰＢＭＣ的功能。其实细胞冻存
后�由于表面超微结构的变化以及酶冻存-溶解后构型可能
发生一些变化�或者冷冻过程使某些对冷冻敏感的 Ｔ淋巴细
胞 （主要是抑制性 Ｔ淋巴细胞即 ＣＤ8＋细胞 ）功能不可逆地
丧失�而其它亚型的免疫活性细胞功能相对增强�产生大量
的白细胞介素和细胞因子�因此对外来刺激因子的应答也可
能发生微妙变化。本实验组仅对 ＬＰＳ和 ＣｏｎＡ进行试验�研
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究发现：培养冻存后的ＰＢＭＣ在 ＬＰＳ刺激下比新鲜分离 ＰＢ-
ＭＣ同样条件下的产出ＩＦＮ-γ高；但对于 ＣｏｎＡ刺激则不太明
显�可能由于刺激浓度不足或本身 ＰＢＭＣ冻存后对 ＣｏｎＡ不
敏感�有待与进一步探讨。Ｓｌｅａｍａｎ等 ［6］对3个健康人的ＰＢ-
ＭＣ用ＰＨＡ作刺激剂研究认为�ＰＨＡ对冻存ＰＢＭＣ的增殖影
响小。

总之�由于各个实验室条件、检测人员水平、处理方式以
及检测 ＰＢＭＣ表面分子或因子不同�得出结果不尽一致。
ＤＭＳＯ渗透到细胞内�对细胞的结构和酶的功能有一定的损
伤�因此联合保护剂应为 ＰＢＭＣ有效冰冻保存的方向�减少
单一成分的副作用。使ＤＭＳＯ既能发挥其保护细胞的作用�
又能降低其细胞毒性作用。徐振波等 ［1］从南极鱼类研究发
现的抗冻蛋白对细胞冻存研究开辟了新领域�在低温冻存中
能非连续地降低液体冰点�这将成为冻存剂研究的热点。
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·实验研究·

深圳市ＲｈＤ阴性血液临床供应新模式的应用与探讨

张艳艳　卢亮　莫冰　林创松　刘露 （深圳市血液中心�广东 深圳 518035）

　　摘要：目的　探讨深圳市ＲｈＤ阴性血液供应新模式�即 “ＲｈＤ阴性红细胞悬液动态库存法 ”的有效性和可行
性。方法　将实施 “ＲｈＤ阴性红细胞悬液动态库存法 ”前1年临床用量设定为对照组�实施后1年的临床用量设
定为实验组�分别对2组数据进行统计分析。结果　ＲｈＤ阴性血液的紧急用血量与急诊采集量在2组之间的差异
具统计学意义 （χ2＝96∙59�Ｐ＜0∙01）�而总用血量和非紧急用血量之间的差异不具统计学意义 （χ2＝1∙63�Ｐ＞
0∙05）。结论　2008年后�深圳市ＲｈＤ阴性血液临床用量比2008年前大幅度增长�“ＲｈＤ阴性红细胞悬液动态库
存法 ”对于保证临床紧急用血需求是有效且可行的。

关键词：ＲｈＤ阴性血液；临床供血；新模式
　　中图分类号：Ｒ457∙1　Ｒ193∙3　　文献标识码：Ａ　　文章编号：1004-549Ｘ（2010）05-0386-02

人类Ｒｈ血型是除 ＡＢＯ血型之外临床意义最大的1个
血型系统�也是较复杂的血型系统之一�因其高免疫性�可导
致溶血性输血反应而倍受重视 ［1］。在我国汉族人群中�
ＲｈＤ阴性的比例为2‰－4‰�属于稀有血型。ＲｈＤ阴性患
者在急救时常常遇到血源无法及时得到保障的困境�其血液
供应一直是困扰临床输血界的难题。近年来�本市的 ＲｈＤ
阴性血液用量呈逐年增加趋势�使得本中心 ＲｈＤ阴性血液
储备和应急保障工作面临着巨大挑战。本市 ＲｈＤ阴性血液
传统的供应模式是建立 ＲｈＤ阴性献血者信息资料库�同时
对随机采集的ＲｈＤ阴性血液库存备用与冰冻保存。在临床
紧急用血而常规库存又不能满足需求时�则进行紧急采集招

募。但即便这样�从献血者的招募到血液采集�再到血液的
安全检验或对冰冻红细胞进行解冻洗涤�最少需要2－4ｈ。
为保证在最短的时间内提供患者所需的 ＲｈＤ阴性血液�并
且减少不必要的反复冻融操作、节约人力资源和试剂成本�
本中心从 2008年 7月起�在传统模式的基础上�首次采用
ＲｈＤ阴性血液供血新模式－－－ “ＲｈＤ阴性红细胞悬液动态
库存法 ”来保障临床供给。新模式主要是对不同血型的
ＲｈＤ阴性血液分别设置最低、最佳、最高库存标准�并按此标
准进行主动采集及动态库存管理。我们通过比较新模式启
用前后的作用与效果来分析其有效性与可行性。现报道如
下。
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