
抗-Ｈ1Ｎ1水平�做好无偿献血招募和应急采供血预案�建议
尤其是在采集抗甲型流感血浆前先筛查献血者的抗-Ｈ1Ｎ1。
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·细胞治疗：临床应用专题·

治疗用脐血干细胞的制备及初步临床应用

范娅涵1　蒋天伦1　黎儒青1　杨仕明2　赵树铭1△

（1．中国人民解放军重庆血站 第三军医大学 西南医院 输血科�重庆400038；2．第三军医大学 西南医院 消化内科 ）

　　摘要：目的　制备满足临床干细胞治疗需要的脐带血干细胞制剂�观察脐血干细胞局部移植治疗肝硬化失代
偿和股骨头坏死的初步临床疗效。方法　建立标准化操作规程 （ＳＯＰ）�进行脐带血的采集、分离和检测�制备脐带
血干细胞制剂进行局部移植。选择进行局部移植干细胞制剂治疗的相关疾病患者共11例�其中肝硬化9例、股骨
头缺血坏死2例；年龄30—65岁�平均51岁�男9例�女2例。结果　制备的脐带血干细胞制剂有核细胞计数达
（3∙8±1∙73）×109个�均达到治疗剂量�其中 ＣＤ34＋细胞比率为 （1∙93±0∙54）％�ＣＤ105＋细胞比率为 （97∙9±
4∙0）％。肝硬化失代偿期患者治疗后白蛋白水平逐步升高�1个月后与治疗前相比有明显升高 （Ｐ＜0∙05）。肝硬
化和股骨头缺血坏死患者经治疗后临床症状均有好转。结论　脐带血干细胞移植可为临床多种疾病的有效治疗
提供一种新手段。
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干细胞作为一类具有自我更新、多系分化和高
度增殖的非特异性细胞�在特定的生理或实验条件
下�能够分化成机体器官和组织的特定的功能细胞�
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如肝脏细胞、神经细胞、心肌细胞和骨细胞等 ［1］。
研究表明�干细胞有损伤部位趋化性和部位专一性
分化�在干细胞移植治疗�组织细胞再生领域蕴含广
阔的医疗前景。干细胞按其来源分类可以分为外周
血干细胞、骨髓干细胞和脐带血干细胞。与骨髓和
外周血相比�脐带血具有采集方便、细胞免疫性不成
熟、移植过程中不需要严格配型等优点�因而脐带血
造血干／祖细胞具有极大的临床应用价值。我们采
用体外提取、富集脐血干细胞的方法制备供临床局
部移植使用的干细胞制剂�旨在建立临床体外分离
纯化干细胞制备干细胞制剂的标准化程序�并应用
于细胞性损伤疾病的治疗�初步观察了应用干细胞
制剂局部移植治疗的9例肝硬化和2例股骨头坏死
的治疗效果�现报告如下。
1　材料与方法

1∙1　试剂与仪器　人类骨髓、脐带血干细胞／祖细
胞体外分离纯化试剂盒 ［宁 （银 ）食药监械 （准 ）字
2008第 1400008号�宁夏中联达生物技术有限公
司�批号：15023］�采血袋 （四川南格尔生物医学股
份有限公司�批号：080611）�ＨＩＶＡｂ／Ａｇ检测试剂盒
（万泰公司�批号：Ｉ20081015）�ＨＢｓＡｇ检测试剂盒
（科华公司�批号：20090109）�抗-ＨＣＶ检测试剂盒
（吉比爱公司�批号：20090112）�ＨＣＶＡｇ检测试剂盒
（湖南景达制药有限公司�批号：20090101）�抗-ＴＰ
检测试剂盒 （万泰公司�批号：Ｎ20081110）�鼠抗人
ＣＤ34-ＦＩＴＣ�ＣＤ105-ＰＥ�同型对照鼠 ＩｇＧ1-ＦＩＴＣ�鼠
ＩｇＧ1-ＰＥ（ｅｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司�批号：Ｅ09850-168�Ｅ035-
066）�ＯＬＹＭＰＵＳＡＵ2700生化分析仪�ＢａｃＴ／Ａｌｅｒｔ
3Ｄ全自动细菌培养仪和配套标准的血培养瓶 （生物
梅里埃公司�批号：1022899）�流式细胞计数仪 （ＢＤ
公司 ）。
1∙2　病例选择　经医院伦理委员会审核批准�选择
2009年3—11月本院消化内科住院患者9名�平均
年龄51岁�其中女性2名�男性7名�均为肝硬化失
代偿期�其中肝炎后肝硬化7例�酒精性肝硬化2
例。9名患者术前均存在肝硬化常见症状和体征。
关节外科2名单侧股骨头缺血坏死患者�均为Ⅱ期�
年龄分别为45岁和37岁�均为男性。所有治疗均
在患者知情同意后进行�并签署了 《知情同意书》。
手术前填写 《干细胞／祖细胞体外分离申请单》�送
输血科做相应准备。
1∙3　临床用干细胞制剂的制备与输注
1∙3．1　建立脐带血干细胞制剂体外分离纯化的标
准化作业程序　脐带血干细胞制剂体外分离纯化的

标准化作业程序 （ＳＯＰ）�包括从临床干细胞治疗体
外分离的申请到干细胞移植后不良反应回报的整个

治疗过程。制定了质量手册�程序文件�管理文件以
及各种记录表格。科室设置了百级层流实验室�配
置了低温低速离心机等细胞分离设备�建立了细胞
分离实验室。当临床科室有需要细胞治疗的病例
时�在完成医院伦理委员会初步审核后�填写 《干细
胞／祖细胞体外分离申请单》和 《干细胞治疗知情同
意书》后�即可按 ＳＯＰ进行干细胞制剂的制备。患
者同时做术前准备�干细胞制剂准备完成后立即局
部移植给患者以达到细胞治疗的目的。
1∙3．2　脐血干细胞制剂的分离制备与输注　无菌
采集自本院产科健康足月产妇 （均知情同意 ）的脐
血�胎盘娩出后 （剖腹产 ）清洁状态下迅速采集脐血
于采血袋中�ＣＰＤＡ抗凝�（70—120）ｍｌ／例。采集
好的脐血迅速送至百级层流实验室�应用人类骨髓、
脐带血干细胞／祖细胞体外分离纯化试剂盒体外分
离纯化脐血干／祖细胞�留取106细胞做流式细胞检
测。药用生理盐水洗涤3次后�用生理盐水重悬细
胞制备成干细胞悬液制剂。摇匀�取10μｌ用于细
胞计数以及细胞活性和无菌试验等。常规检查合格
后�将干细胞制剂立即送往手术室行局部移植干细
胞手术。由消化科医生行介入手术对肝硬化患者经
肝动脉或门静脉局部移植干细胞制剂治疗�可用
10ｍｌ生理盐水重悬细胞制备干细胞制剂。由外科
医生对股骨头坏死采用关节镜下钽棒植入结合干细

胞移植�用2ｍｌ生理盐水重悬细胞制备干细胞制剂。
1∙3．3　干细胞制剂的实验检测　1）母体血标本的
病原微生物检测：术前用ＥＬＩＳＡ方法常规进行母体
标本的病原微生物检测�包括 ＨＩＶＡｂ／Ａｇ�ＨＢｓＡｇ�
抗-ＨＣＶ�ＨＣＶＡｇ�ＴＰ等病原微生物。2）细菌学检
查：干细胞制剂制备完成后�用全自动细菌培养仪和
配套标准的血培养瓶进行真菌和细菌检测。3）脐
血干／祖细胞含量检测：细胞存活率检测�使用溴芬
蓝染色法计数活细胞数目。使用血常规计数仪计数
单个核细胞总数。使用流式细胞计数仪计数
ＣＤ105＋干细胞和ＣＤ34＋干细胞。
1．4　疗效观察　肝硬化患者疗效观察�观察术后患
者临床症状 （乏力、纳差、腹胀等 ）改善情况及不良
反应的发生�检测术前及术后白蛋白的水平变化。
股骨头缺血坏死患者临床疗效观察以及观察术后不

良反应的发生。
1∙5　统计学分析　数据均以均数±标准差 （ｘ±ｓ）
表示�采用ＳＰＳＳ软件进行统计学分析�采用ｔ检验�
Ｐ＜0∙05为差异有显著性意义。
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2　结果

2∙1　干细胞制剂实验室检测结果
2∙1．1　干细胞制剂安全性检测　11份脐血和其母
体标本的病原微生物指标检测全部合格。干细胞制
剂标本经5ｄ的细菌、真菌培养�未发现细菌、真菌
的污染。
2∙1．2　体外分离纯化脐血干细胞／祖细胞产量　脐
血在手术当天以剖宫产方式取得�保证无菌足量。
采集的净脐血量为88∙9±15∙4（70—120）ｍｌ��有核
细胞计数 （ＴＮＣ）为 （3∙8±1∙73）×109 ［ （2∙0—6∙7）
×109 ］�净脐带血量与有核细胞总数呈正相关。
2∙1．3　干细胞表面抗原分析　制备的11份干细胞
制剂中 ＣＤ34＋干细胞比率为 （1∙93±0∙54）％�
ＣＤ105＋干细胞比率为 （97∙9±4∙0）％。流式分析
结果见图1。
2∙2　临床疗效
2∙2．1　肝硬化患者　肝硬化病例术后症状均有所
改善�患者自述食欲改善�体力好转等。已完成病例
中�至今死亡2例�均为移植后4个月后死亡�其中
1例为消化道大出血死亡�1例死亡失访。其余7例
肝硬化失代偿期病例目前观察治疗效果较好�其中
有1例术后未满3个月。干细胞治疗前后对比�血
清Ａｌｂ变化最为明显 （表1）。

图1　干细胞制剂流式分析结果

表1　肝硬化失代偿期干细胞治疗前后白蛋白变化
白蛋白 （ｇ／Ｌ）

正常值 38—51
治疗前 27∙83±3∙17
治疗后1周 27．78±4．25∗
治疗后1月 36．13±2．45∗
治疗后3月 35．54±4．82∗

∗与治疗前比较�ｔ分别为 0∙02�5∙86�3∙78�Ｐ分别为 ＞0∙05�＜
0∙05�＜0∙05
2∙2．2　股骨头坏死患者　股骨头坏死干细胞治疗
2例病例移植后患者自述髋关节疼痛改善�行走距
离延长。而其影像学观察需 3个月以上�正在随
访中。
2∙3　不良反应和并发症　本研究所用干细胞治疗
的病例均未发现严重不良反应和并发症。

3　讨论

干细胞是具有多分化潜能和自我复制的细胞

系�不论在体内还是体外培养都能表现为长期存活�
不断的自我繁殖�在一定的微环境下可以诱导分化
为所需要的组织细胞�有很强的可塑性。目前许多
种疾病均可用干细胞局部移植治疗�包括神经系统
疾病、糖尿病、肝脏疾病、心脏疾病、股骨头坏死等细
胞损伤性疾病。

干细胞治疗是需要多科室合作的新兴治疗技

术。临床科室需要进行病例的选择和实施�而干细
胞的采集和制备则需要在输血科完成。干细胞 （包
括脐血干细胞和外周血干细胞 ）是一种特殊的血液
细胞�《血站管理办法 》等法规将脐血库作为 “特殊
血库 ”�明确干细胞的采集与供应属于血站的工作
范畴。在美国�治疗性细胞的制备标准由美国血库
协会 （ＡＡＢＢ）制定。建立ＳＯＰ是开展干细胞制剂制
备工作的必要条件�本科参照 ＡＡＢＢ的标准编写
ＳＯＰ和质量标准�制备出的干细胞经安全性及细胞
活性等评估达到良好效果�能提供符合国际标准的
治疗性细胞。美国ＡＡＢＢ制定的细胞治疗相关安全
性指标包括相关病原微生物检测、无菌实验、内毒素
测定、支原体检测、免疫表型等方面。按其规定制备
的细胞先冻存�当各项指标均合格后�则可将其复苏
后用于静脉输注。整个操作流程一般要花费3个月
的时间 ［2］。

我们选择用于局部移植的干细胞为脐血干细

胞。与其他来源的干细胞相比�干细胞局部移植治
疗选用脐血干细胞有其独有的优势。首先�脐血干
细胞来源丰富�且相对于自体骨髓干细胞�脐血干细
胞获得较简便�受感染几率减少。其次�脐带血中的
Ｔ淋巴细胞表型及功能均为不成熟表现�人类白细
胞抗原Ⅱ （ＨＬＡ-Ⅱ ）类抗原表达率低�几乎没有抗
体�移植后排异反应弱或不出现�移植物抗宿主病
（ＧＶＨＤ）出现少、且轻 ［3—5］；脐带血干细胞比外周
血干细胞和骨髓干细胞更为原始�其自我繁殖能力
最强�繁殖速度最快。我们获得的脐血干细胞制剂
经流式细胞检测以 ＣＤ105＋干细胞为主�含有部分
ＣＤ34＋干细胞。ＣＤ105目前较公认的间充质干细胞
的表面标志�而 ＣＤ34则偏向于为造血干细胞的表
面标志�这说明获得的干细胞制剂中间充质干细胞
浓度很高。间充质干细胞具有低免疫原性�还具有
免疫调节作用�在一定条件下具有向脂肪细胞、心肌
细胞、成骨细胞、肝脏细胞、神经细胞等多向分化的
能力�是干细胞治疗很好的细胞群。
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对于肝硬化失代偿期这种难治性病例�经过干
细胞治疗后其白蛋白有明显增高�这是其他治疗方
法难以达到的效果；对于股骨头坏死病例�应用干细
胞治疗后其临床症状都有不同程度的减轻�与相关
文献 ［6�7］报道一致。
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·细胞治疗：临床应用专题·

脐血与自体外周血干细胞移植治疗肝硬化腹水的疗效比较

李翠莹　赵景兰　张利　许敏　徐弘　何花 （成都军区总医院 输血科�四川 成都 610083）

　　摘要：目的　比较脐血干细胞与自体外周血干细胞移植对治疗肝硬化腹水患者的效果。方法　选择有肝硬化
腹水的慢性重症肝病34例�分为脐血干细胞移植治疗组 （ＣＢＳＣＴ组 ）19名�自体外周血干细胞移植治疗组 （ＡＰＢ-
ＳＣＴ组 ）15名。比较2组患者在移植前及移植后1、2、4、8周肝功能变化情况�以及临床病情�如腹水变化。结果　
2组在移植前及移植后1、2、4、8周的肝功能指标�谷丙转氨酶：2组分别由移植前的 （35∙00±15∙22）与 （48∙00±
22∙76）ＩＵ逐渐降低到移植后8周的 （33∙53±14∙09）与 （40∙13±31∙05）ＩＵ；白蛋白：由移植前的 （28∙90±4∙84）与
（31∙19±5∙62）ｇ／Ｌ逐渐升高到植后8周的 （30∙61±5∙35）与 （32∙66±5∙7）ｇ／Ｌ；总胆红素：由移植前的 （52∙79±
23∙73）与 （62∙35±35∙29）μｍｏｌ／Ｌ逐渐降低到移植后8周的 （47∙50±21∙65）与 （50∙75±34∙85）μｍｏｌ／Ｌ。2组间的
数据比较无统计学意义 （Ｐ＞0∙05）。ＣＢＳＣＴ组大量腹水患者11例�治疗后腹水消失6例�明显减少5例；ＡＰＢＳＣＴ
大量腹水患者9名�治疗后腹水消失5例�明显减少4例。结论　脐血干细胞与自体外周血干细胞移植治疗肝硬化
腹水具有相类似的疗效。

关键词：脐血干细胞；外周血干细胞；移植：肝硬化；肝功能
　　中图分类号：Ｒ457　Ｒ575∙2　　文献标识码：Ａ　　文章编号：1004-549Ｘ（2010）03-0182-03

近年来大量的研究显示�干细胞具有多系分化潜能�可
向多种非造血细胞类型分化；干细胞定向分化为功能细胞并
且应用于器官损伤的治疗�是目前细胞生物学以及生命科学
的研究热点。干细胞在肝损伤及肝细胞再生的过程中起着
重要的作用�在体外分离纯化后将干细胞移植到肝病患者肝
内�可使其在肝脏中定植、分化为具有功能的肝实质细胞�使
损伤的肝功能得以恢复和重构�为肝病治疗开辟了新的途

径 ［1�2］。作为成体干细胞的主要来源的脐血干细胞和自体
外周血干细胞�在器官损伤疾病中有着广泛的应用�并显示
出巨大的发展前景 ［3］。我们就本院应用脐血干细胞移植
（ｃｏｒｄｂｌｏｏｄｓｔｅｍｃｅｌｌｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ�ＣＢＳＣＴ）与自体外周血
干细胞移植 （ａｕｔｏｌｏｇｏｕｓｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｓｔｅｍｃｅｌｌｔｒａｎｓｐｌａｎｔａ-
ｔｉｏｎ�ＡＰＢＳＣＴ）治疗肝硬化腹水患者的疗效做了比较和总结�
现报道如下。
1　资料与方法

1∙1　病例选择　选择2009年3—11月在本院感染消化科
住院的34名慢性重症肝病患者�年龄在32—73岁�平均年
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