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  造血干细胞的体外长期保存一般采用
10％二甲基亚砜低温保护剂，程序降温后贮存
在液氮中［1～3］，这种方法需要程序降温仪、液氮
罐等价格昂贵的低温保存设备，且比较复杂、费
时。自80年代后国外开始尝试用新型的联合低
温保护剂保存造血干细胞［4，5］，笔者采用二甲基
亚砜／羟乙基淀粉低温保护剂和 CP80低温保
护剂作造血干细胞低温保存实验，并观察了有
关指标，现报告如下。

1 材料和方法

1.1 低温保护剂
1.1.1 二甲基亚砜／羟乙基淀粉低温保护剂 
10％二甲基亚砜 （ E．M erk ） ，12％羟乙基淀粉
（ 常熟制药厂） ，5％ AB 血清，0.4％ L-谷氨酰
胺（ E．M erk 进口分装） ，70％ T CE 骨髓保存液
（含0.2％ EDT A-Na2的 T C199培养液） ［6］。
1.1.2 CP80低温保护剂  7.5％右旋糖酐，
6.25％二甲基亚砜，6.25％白蛋白，0.25％ L-
谷氨酰胺，80％ T CE 骨髓保存液。
1.2 －80℃保存
1.2.1 骨髓细胞 采自急性脑衰竭死亡者髂
前上脊，用淋巴细胞分离液分离出骨髓单个核
细胞（ M NC） ，并用 T CE 骨髓保存液洗涤2次，
最后将分离所得的骨髓 M NC 悬浮于适量的
T CE 骨髓保存液中，调节细胞浓度＜10×107／
ml，在冰水浴中按1∶1体积比例缓慢加入4℃
冰箱中取出的二甲基亚砜／羟乙基淀粉低温保
护剂，混匀后分装入普通医用塑料袋中，将样品
袋直接放入－80℃冰箱保存。
1.2.2 脐血 离心后去除富血小板血浆，1体
积脐血（含有核细胞和红细胞）在冰水浴中加4
体积 CP80低温保护剂，有核细胞终浓度＜5×
107／ml，分装后置－80℃冰箱保存。

1.2.3 外周血干细胞 用 Haemonetic M CS-
3P 血细胞分离机或 CS3000plus 血细胞分离机
采集，1体积采集产品在冰水浴中加4体积的
CP80低温保护剂，有核细胞浓度＜10×107／
ml，分装后置－80℃冰箱保存。
1.3 解冻 骨髓、脐血、外周血干细胞样品从
－80℃冰箱中取出后，立即放入40℃水浴中复
温，解冻过程在1分钟内完毕。
1.4 骨髓、脐血、外周血干细胞质量检测方法
1.4.1 细胞计数 用常规白细胞计数法［7］计

数有核细胞。
1.4.2 细胞活率测定 台盼蓝拒染法测定细
胞活率。
1.4.3 造血干细胞体外培养方法 改良的微
量甲基纤维素单层 CFU-GM 、CFU-E、BFU-E
培养［8］，用植物血凝素－淋巴细胞条件培养液
（ PHA-LCM ）作为核－巨噬系集落刺激因子。
1.4.4 脐血冰冻前和解冻后淋巴细胞亚群比
例 采用 Coulter 公司 EPICS-XL 型流式细胞
仪检测。

2 结果

2.1 骨髓 M NC 保存半年和一年效果如表1
所示。

表1 骨髓 M NC 保存半年和一年部分指标结果
保存期

细胞回收率

（ ％）
细胞活率

（ ％）
CFU-GM

（ ％）
BFU-E
（ ％）

CFU-E
（ ％）

半年 86.8±6.1 86.3±6.9 88.2±3.5 85.3±26.6 76.5±10.3
一年 92.4±4.5 80.3±6.7 83.9±11.1 86.4±24.5 88.3±15.3

2.2 脐带血保存一年后有核细胞回收率为
（ 92.4±6.6） ％，CFU-GM 回收率为 （86.1±
4.1） ％，活率为（83.1±4.4） ％。 外周血干细胞
保存3个月后有核细胞回收率为 （ 93.2±
3.8） ％，CFU-GM 回收率为（82.3±3.7） ％，活
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率为（85.0±6.1） ％。
2.3 脐血冻存前后淋巴细胞亚群比例的变化
情况如表2所示，结果表明脐血经冻存后 T 辅
助、诱导亚群 （ CD4） ，细胞毒 T 淋巴细胞
（ CD8＋／CD28＋） ，T 抑制细胞（ CD8＋／CD28－ ） ，
HLA-DR 阳性细胞，NK 细胞均有不同程度的
下降。

表2 脐血冻存前后淋巴细胞亚群比例变化
冻前 冻后 参考值*

CD4 52.2 38.7 37.53±8.91
CD29 28.5 26.3 59.45±12.49
CD4＋／CD29＋ 14.2 14.4 16.86±5.30
CD8 27.8 20.1 28.01±10.13
CD28 54.5 77.4 45.47±11.44
CD8＋／CD28＋ 15.5 12.1 11.73±3.44
CD8＋／CD28－ 12.2 6.9 16.93±9.35
CD3 63 82.1 65.86±9.60
HLA-DR 5.8 3.8
CD3＋／HLA-DR＋ 0.6 0.5
NK 3.9 3.2 16.27±8.50
CD34 3.0 3.8

 *参考值由第二军医大学长征医院流式细胞仪室提供

3 讨论

羟乙基淀粉和右旋糖酐是一种非穿透性保

护剂，它在冰冻过程中能使细胞脱水，从而减少
冷冻过程中胞内冰晶的形成。复温时，羟乙基淀
粉还可以防止二甲基亚砜所致的细胞肿胀，对
细胞膜具有保护作用。另外，采用联合低温保护
剂可以降低二甲基亚砜对细胞的毒性。 据文献
报道，即使是在4℃下，骨髓细胞接触10％二甲
基亚砜（骨髓细胞与低温保护剂混合后的终浓
度 ） 5分钟后，25％的 CFU-GM 将损失，30分
钟后细胞损失可超过75％。笔者研制的低温保
护剂与样品混合后二甲基亚砜终浓度降为

5％，可以降低低温保护剂对造血干细胞的毒
性，获得更好的保存效果。

由于羟乙基淀粉很难溶解，所以笔者在研
制 CP80低温保护剂过程中用右旋糖酐代替羟
乙基淀粉，同样取得较好的保存效果。 使用

CP80低温保护剂－80℃保存外周血干细胞已
成功地开展了4例自身外周血干细胞移植术，
其中多发性骨髓瘤2例，淋巴瘤1例，神经母细
胞瘤1例。病人经大剂量化疗后，输注冻存的自
身外周血干细胞，造血功能在短期内恢复。

一般认为，脐血免疫细胞活性比成人血低，
而低温冷冻过程可进一步降低淋巴细胞免疫活

性。 笔者在实验中也发现脐血中 NK 细胞比例
低于成人血，脐血经冷冻后 T 辅助、诱导亚群
（ CD4） ，细胞毒 T 淋巴细胞（ CD8＋／CD28＋ ） ，T
抑制细胞 （ CD8＋／CD28－ ） ，HLA-DR 阳性细
胞，NK 细胞均有不同程度的下降，提示脐血经
低温保存后移植可减少 GVHD 反应。
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