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&细胞工程&

摘 要! 目的 探讨为临床移植有效地分离和冷冻保存无关供者脐带血中的造血干细胞的方法’ 方法 将由普通或改

进的两种不同采集袋采集的脐带血!用两步离心法分离(浓缩脐带血中的有核细胞!用 %+7;5PG+R- 0IN2-3"生物档案系

统)或常规的程控降温系统将之冷冻!保存在>W$X Y液氮中’用流式细胞术和细胞培养法检测脐带血中的 )[\]d细胞和

造血祖细胞含量’ 结果 脐带血用改进的采集袋分离后! 有核细胞和红细胞的回收率分别为 ‘X8] a b ]8X a和 ]]8! a
b $8X a!而普通采集袋的回收率为 c‘8] a b c8$ a和 ]$8‘ a b WW8c a%将富含有核细胞悬液的体积浓缩到 !" 3* 时!有
核细胞和红细胞的回收率分别为 c]8X! b $8\a和 \]8$ a b W$8W a!浓缩体积为 \! 3* 回收率为 ‘X8] a b ]8X a和 ]#8W a
b c8‘ a/但两者的 )[\]d细胞和造血祖细胞的回收率无统计学意义%冷冻脐带血融化后有核细胞()[\]d细胞和 )^E>)
回收率分别为 ‘]8! a b W"8W a($X8" a b !W8‘ a和 WW#8W a b !\8\ a’ 苔盼蓝拒染率 $\8‘ a b ]8] a’ 结论 改进的采集

袋能够明显提高有核细胞回收率’ 采用两步离心法和两种冻存方法能够有效地富集和冻存脐带血中的造血干细胞’
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目前!在全球范围内已成功进行了数千例脐带血
造血干细胞的移植!其效果令人鼓舞eWf’进行无关供者
脐带血干细胞移植的前提是需建立具有一定保存规

模的脐带血库/并有效地分离和保存脐带血中的造血

细胞’ 若对采集的脐带血不进行分离而直接冻存!会
明显增加存储空间和存储成本/而且融化后过多红细
胞溶解产物和冷冻保护剂二甲基亚砜"[&0A)会在
输注时对患者的健康造成损害’为了有效地富集和保
存脐带血中的造血细胞!节约储存空间和成本!参照
他人的经验e!!\f!建立了天津市脐带血造血干细胞库的
脐带血分离和冷冻保存方法’

@ 资料与方法

@A@ 脐带血标本
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符合天津市脐带血库接收标准的脐带血 : $;<
份! 采集袋为二联采集袋或自行设计单袋"每只采集
袋内含 !< 3* )=>?抗凝剂#山东威海威高集团$%
!"# 方法
脐带血的分离和浓缩@基本按 AB4+,C2-+, 等方法

进行分离和浓缩D!E!
;8!8; 取样
首先在洁净百级的条件下将脐带血混匀"无菌取

样 F G : 3* 测试样品"用于 HI?&?%J 血型&干 K祖细
胞培养&细胞计数和 )>F:L细胞等检测!
;8!8! 制备富含白细胞的血浆
根据采集的脐带血量’包含抗凝剂$向脐带血中

按 #M;’含抗凝剂脐带血体积MH’0 体积$加入质量浓
度 N O羟乙基淀粉氯化钠注射液PH’0"%5QB, &-.+RQ*
5-S75.-5 R7.- IN#;;"T0? U" 充分混匀 ;" 3+,! 然后
#" V"离心 W 3+,P)X27YBV- N"""+"H-5Q-BCU!收集富含白
细胞血浆部分" 并根据加入的 H’0 量" 再收集 ;W G
F" V红细胞!
;8!8F 去除过量的血浆
将富含白细胞血浆的转移袋垂直置入离心杯中!

W:WV"离心 ;F 3+,!除去过量的上层血浆!常规程控降
温系统保留 F! 3* 左右的富含白细胞血浆"生物档案
系统保留 !" 3*左右!
!"$ 脐带血细胞的冷冻保存
向浓缩细胞中加入已预冷的含有二甲基亚砜

P>&0J"’.ZQ5.C I+Y-CR+-,R-C"A-C-Q5R[ \,R8 \5]+,-")?
T0?U 和右旋糖酐 :" P>-^25Q,:" %8%5QB, &-.+RQ* \,R8
\5]+,-")? T0?U的冷冻保护液"二者的终质量浓度分
别为 ;" O&; O!
常规程控降温系统 ’)5X73-. &7.-* ;"N;"_753Q

0R+-,2+Y+R"\,R$降温(将储存盒放入程控速率冷冻箱"
启动冷冻程序"冷冻速率 : ‘至S:" ‘"; ‘ K3+, G ! ‘
K3+,)S:" ‘至S<" ‘";" ‘ K3+,) 当样品的温度下降
至S<" ‘后"立即将其从冷冻箱内取出"置于S;$N ‘
液氮中’)5X7:"""_753Q 0R+-,2+Y+R"\,R$%
生物档案系统冷冻脐带血按其制造商提供的操

作规程进行"生物档案系统自动进行样品的降温和液
氮储存%
!"% 脐带血的融化
从脐带血储存容器中取出冷冻的脐带血"立即将

冷冻盒放入 FW ‘ G :" ‘水浴中% 待冷冻脐带血完全
融化后"无菌取样"做脐带血冷冻保存质量的检测%
!"& 脐带血分离和冷冻效果检测
分离前后和冷冻前后的脐带血进行有核细胞计

数&)>F:L细胞检测&集落培养和苔盼蓝拒染等实验%
;8#8; 细胞计数
应用血液分析仪 abS!;’0XC3-^ / cQ1Q,$计数有

核细胞和红细胞%
;8#8! 脐带血 )>F:L细胞

流式细胞术P_)&U检测脐带血的 )>F:L细胞% 用
=57)7B,2 试剂盒或双标法标记 )>F:L细胞"流式细胞
仪 ’_?)0)Q*+4B5d& %-R27, >+Re,+C7, \33B,7RX273-25X
0XC2-3C$和相应的软件测得脐带血中的 )>F:L细胞的

百分率"并计算出每份脐带血 )>F:L细胞总数%
;8#8F 集落形成试验
用 &-2[7RB*2 f_ H::F: 培养基 ’02-3)-**2-R[g

,7*7V+-C")Q,Q.Q$"测定每份脐带血中集落总数% 将适
量的脐带血用低渗氯化铵 ’质量浓度 "8<F O 9H:)*$
溶解红细胞"洗涤 ! 次% 按终浓度 "8# G ; h ;"# K 3*接
种到 &-2[7RB*2d& f_ H::F: 培养基中% 在 FW ‘&体积
分数 # O )J!和全湿条件下"培养 ;: G ;N ."倒置显
微镜下计数 )_TSf&&)_TSf’&& 和 %_TS’ 集落"
求得每份脐带血中的祖细胞总数%
;8#8: 苔盼蓝拒染实验
加 FN" !* =%0’磷酸盐$缓冲液&!" !* 血细胞悬

液和 !" !*体积分数 ! O的苔盼蓝溶液于试管中% 充
分混合后"孵育 ! 3+,% 混匀后吸出 ;" !*于细胞计数
盘"上覆盖玻片% 待细胞沉降后"计数 ;""个细胞"评
价活细胞和死细胞的比例%
!"’ 统计学分析
应用 ! 检验进行组内均数比较"组间的比较采用

"!检验%

# 结果

#"! 脐带血分离结果
!8;8; 不同采集袋对脐带血回收率的影响
最先使用的采集袋为血库用于外周血采集的普

通二联采血袋" 由于采血袋的形状& 大小和设计不
利于脐带血造血细胞的分离和富集" 为此自行设计
了脐带血采集袋" 并由专业厂家生产% 试验结果见
表 ;% 改进采集袋前后有核细胞和红细胞的回收率
均有显著的统计学意义"改进后的采集袋有核细胞回
收率为 <N8: O"明显高于’" i "8";$普通采血袋)而红
细胞的去除率为 ##8< O"高于普通采血袋’" i "8"#$%
!8;8! 脐带血的浓缩体积对有核细胞回收率的影响
生物档案系统的干细胞保存袋的容量为 !# 3*"

浓缩的脐带血体积限定为 !" 3*% 而用常规的程控降
温系统和储存系统可选择不同规格的冷冻袋"选用的
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冷冻袋的体积为 #" 3*!浓缩的脐带血体积限定为 :!
3*" 浓缩体积对回收率的影响见表 !" 从结果可以看
出!浓缩体积影响 ;%) 和 9) 的回收率!而对 )<:=>

和 )?@A)无明显影响"

!8B8: = $BC份脐带血的分离效果
见表 :" 脐带血分离前的平均体积 $"8D 3*!离心

浓缩后的平均体积为 :!8= 3*! 体积下降了 E# F!红
细胞的数量减少了 ##8D G# 虽然有核细胞的回收率
为 C!8B G! 与分离前相比有所下降! 但单个核细胞
$&9)%&)<:=>细胞和祖细胞回收率分别为 B"C8# G&
$!8# G和 $" G!均无统计学意义$! H "8"#%’ 有核细胞
活力在分离前后分别为 $C8: G和 $D8$ G!无明显改变"

!"! 脐带血冷冻与融化结果
可采用为脐带血冷冻保存专门设计的生物档案

系统!进行程控降温和储存!亦可采用常规的程控降
温系统降温后!再放入AB$E I的液氮中储存" 实验采
用了上述两种方法冷冻保存脐带血"在生物档案系统
中!通过优化降温程序!可以克服样品在相变点的升
温!降温速率保持均一" 常规的程控降温系统通过控

制样品在相变点的升温高度和平台期持续的时间!也
能获得良好的冻存效果" 笔者对 :E例冷冻脐带血进
行融化实验!结果见表 =" 融化后的有核细胞回收率
为 C=8! G/与冷冻前相比有所降低#)<:= 阳性细胞和
祖细胞回收率分别为 $E G和 BB# G! 与冷冻前相比
无明显降低" 此外!两种冷冻方法的冷冻效果无统计
学意义(结果未列出%)

# 讨论

有效地分离和浓缩脐带血中的造血细胞!可更好
地满足临床移植需要! 并降低脐带血储存空间和费
用"对此!国外学者做了各种尝试J=!#K"用淋巴细胞分离
液分离单个核细胞!能够去除脐带血中成熟的中性细
胞!明显减少脐带血的保存体积!但因分离液具细胞
毒性!收集的细胞经洗涤后才能保存!程序较为繁琐!
容易造成造血干细胞的丢失和污染"而一步离心制备
白膜!虽然操作简单!但有核细胞的回收率一般低于
D" G" 实验采用国际上通用的!也是最经济的两步离
心法能够有效地去除脐带血中红细胞和过量的血浆!
浓缩后体积约为原来的 B L :" 而浓缩脐带血中的造血
干细胞含量无明显减少"
分离造血干细胞的回收率受诸多因素影响"实验

分别对采集袋和浓缩体积是否影响造血干细胞回收

率进行了分析"比较两种大小和形状不同采集袋的分
离效果!表明二联采血袋较宽!不利于脐带血的分离
和富集#而采用改进的单采集袋!不仅给操作带来更
大的便利!而且能够有效地提高脐带血中的有核细胞
回收率!从而降低分离过程中造血干细胞的丢失" 另

表 B 改进后采集袋与普通采血袋细胞回收率的比较

M9) N B"C M;%) N B"B" M9) N B"C 9) 回收率 L G M;%) N B"B" ;%) 回收率 L G

采集袋 BO" P !E=Q B"8D R :8C :$8B R B"8E $8! R :8: CE8= R =8E BE8# R !8E ==8! R $8E

采集袋 !O" P !:=Q B"8! R :8! :$8# R $8$ D8$ R !8E DC8= R D8$ BC8D R B8$ =$8C R BB8D

! S "8"B ! S "8"#

分离后分离前
采集袋

注*采集袋 B 为改进后的采集袋!采集袋 ! 为普通采血袋) M9)*总有核细胞数#9)*有核细胞#M;%)*总红细胞数#;%)*红细胞

表 ! 浓缩体积对细胞回收率的影响 G

浓缩体积 体积 L 3* ;%) 9) )<:=> )?@A)
!" 3*

O" P :""Q BC8: R !8= :=8$ R B$8B D=8E R $8: C=8" R B=8" $D8= R =B8C

:! 3*
O" P #""Q :!8B R B8D =#8B R D8DC CE8= R =8E C:8C R C8" B"B8C R =#8:

! 值 S "8"# S "8"# S "8"# H "8"# H "8"#

表 : 脐带血细胞分离前后各种细胞数比较

项目 分离前 冻存前 回收率 L G !值
体积 L 3* $"8D R !!8! :!8= R B8" :#8: R BB8!"O" P =#""QS"8"#
;%)(NB"B"% :$8# R $8$ BE8C R !8$ ==8: R C8=O" P =#""Q S"8"#
M9)(NB"C% $8$" R :8E" C8B" R :8": C!8B" R E8#!O" P =#""QS"8"#
&9)(NB"C% =8B R B8" =8: R B8# B"C8# R !#8"O" P !$Q H"8"#
)<:=>(NB"E% !8BC R B8:! B8$B R B8#" $!8#" R E8B#O" P !$Q H"8"#
)?@A)(NB"E% B8!" R "8C# B8"$ R "8$" $"8"" R $8EDO" P !$Q H"8"#

细胞活率 L G $C8: R "8D $D8$ R "8C
O" P =#""Q H"8"#

表 = 脐带血冻存效果检测(" P :E%

项目 冷冻前 融化后 回收率 L G !值
M9)(NB"C% D8$B R :8B= E8BE R !8CD C=8! R B"8B S "8"#
)<:=>(NB"E% !8BC R B8E" B8$" R B8CE $E8" R !B8C H "8"#
)?@A)(NB"E% B8"E R "8"E B8!! R "8BC BB#8B R !:8: H "8"#
细胞活率 L G $D8D" R "8$D $:8C" R =8=" H "8"#
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外!实验结果表明 :! 3*浓缩体积的 ;%) 和 9) 的回
收率高于 !" 3*!但 )<:=>和 )?@A) 的回收率无明显
差别" 也就是说无论采用 %+7B5CD+E- 系统冷冻袋!还
是常规程控降温系统冷冻袋! 造血干 F祖细胞的回收
率无明显差别"
程控降温是脐带血造血干细胞冷冻最常采用的

方法"程控降温方法又可分为 %+7B5CD+E- 系统和常规
程控降温系统" 在 %+7B5CD+E- 系统中!经过对冷冻程
序的反复摸索和验证!克服了样品在相变点升温!在 =
G H A=" I的降温过程中! 温度下降速率保持为 J I
H ! I F3+,!是较为理想的降温过程KLM"笔者对 :L 例冷
冻脐带血进行融化实验"结果显示融化后有核细胞的
回收率和活率有所降低! 但造血干细胞的回收率!如
)<:= 阳性细胞和祖细胞的回收率均无明显地下降!
其冷冻效果与国外脐带血库的报道相似KNM" 虽然两种
冷冻方法的降温曲线不尽相同!但冷冻保存效果无明
显区别"
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热扫描成像技术是 !" 世纪 $" 年代继 )R)磁共振)彩超等医学影像技术之后的又一新成像技术" 该系统通过接受人体细胞新
陈代谢过程中的热辐射!运用分析系统进行处理!以不同的色彩显示人体热辐射强弱的变化!实时捕捉信息!并根据人体细胞代谢

的热辐射差和健康状态的对应关系来达到临床诊断的目的" 对人体绝无损伤!对环境无污染" 环保组织称之为*绿色 )R+,
检测特点%快速)高效率!检查一个部位仅需 : H # 3+,!全身 J" H J# 3+,-宽适用范围!可对全身各种疾病的诊断)疗效观察)健

康状况的评估-独特的手段!使癌症的前期)早期诊断成为可能-高实用价值!对癌症及许多疑难病症作出明确的诊断-无损伤)非

侵入)无公害!扫描过程中只接受人体细胞代谢中产生的热辐射!对人体无介入)无损伤)对环境无污染)无干扰,

检测范围%人体健康状况综合检查和评估-肿瘤的诊断和鉴别诊断)恶性肿瘤早期诊断)肿瘤治疗疗效观察)肿瘤的普查-心)

脑血管疾病的诊断-呼吸)消化系统疾病的诊断和鉴别诊断-五官和口腔疾病的诊断-骨骼疾病的诊断-皮肤疾病的诊断,

热扫描成像系统

.信息动态.

/中华器官移植杂志0是中华医学会主办)中国科协主管!委托中华医学会武汉分会承办的一本医学专业性杂志, 国际刊号为%

d009 "!#=AJNc#-国内刊号为%)9 =!AJ!": F ;, 经国家权威部门认定!/中华器官移植杂志0被收录为国家科技部1中国科技论文统
计源期刊+(中国科技核心期刊$-国家外科学以及生物科学核心期刊%被认定为/中国科学引文数据库0以及/中国学术期刊综合评

价数据库0来源期刊, /中华器官移植杂志0还由/中国期刊网0)/中国学术期刊(光盘版$0全文收录,本刊以广大从事器官移植专业

的科研)教学与临床工作者为主要读者对象!报道器官移植领域领先的科研成果和临床诊疗经验!以及对器官移植领域有指导作

用)且与器官移植临床密切结合的基础理论研究,

/中华器官移植杂志0现为月刊!大 JL 开!L= 页码!国内外公开发行!每月 !" 日出版!每期定价为 $8"" 元!全年 J"c8"" 元,目前
全国邮局已开展 !""L 年杂志的征订工作!欢迎广大读者及时向各地邮局订阅!邮发代号为 :cA!N, 如错过征订期!可直接向本刊
编辑部订阅!我们将热忱为您服务, 本刊编辑部地址为%武汉市汉口胜利街 J## 号%邮编%=:""J=,

"中华器官移植杂志#征订启事

!"#A A

万方数据


