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改良脐带血分离方法的质控样管复苏回顾研究

吴春燕  陈阳  李星洁  王自波  陈强  赖真阳

     【摘要】   目的   对比改良脐带血分离方法（改良方法）与传统富浆法（传统方法）对于脐带血造血干细胞质量的影

响。方法  根据不同体积段改良传统脐带血分离方法，对近年来复苏的脐带血质控样管进行回顾研究，对比方法改良前后一

年，两种制备方法获得产品的各项质量参数。结果   使用改良方法后，分离后体积由传统方法的（25 .68±2 .03）mL下降至

（22 .53±4 .24）mL（P＜0 .05）。红细胞（RBC）去除率由（75 .87±11 .84）%上升至（82 .94±8 .68）%（P＜0 .001）。

复苏的质控样管在总有核细胞（T N C）回收、C D34 +细胞回收、C D34 +细胞活率等方面两组间无统计学差异。集落形

成能力检测中，改良方法组的粒单核细胞系集落形成单位（CFU-GM）回收率为（60 .00±32 .52）%，较传统方法组的

（46 .97±28 .12）%有提高，且差异具有统计学意义（P＜0 .05）。结论   改良脐带血分离方法提高了RBC去除率，减小了冻

存体积，复苏脐带血干细胞具有更好的CFU-GM形成能力。
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A retrospective study on a modified cord blood separation method using QC Vial thawing data  WU Chun-yan, 

CHEN Yang, LI Xing-jie, et al. Sichuan Cord Blood Bank 610000 

【Abstract】   Objective   To compare the impact on stem cell quality between using modified cord blood separation 

method (modified method) and using traditional cord blood separation method (traditional method). Methods  We developed 

a modified method, in which different centrifugation parameters were used according to the samples' volume. We collected 

QC vials' thawing data, which were processed within one year before and after the modification. Test results were compared 

between these two methods. Results  In modified method group, volume after separation decreased from (25.68±2.03) mL to 

(22.53±4.24) mL (P＜0.05). Red blood cells (RBC)  removal rate rose from (75.87±11.84)% to (82.94±8.68)% (P＜0.001). 

No statistic difference was observed in total nucleated cells (TNC) recovery, CD34+ cell recovery and CD34+ cell viability 

after thawing. In colony formation test, colony forming unit-granulocyte monocyte (CFU-GM) recovery were (60.00±32.52)% 

and (46 .97±28 .12)% in modified method group and traditional method group, respectively. The difference was statistically 

significant (P＜0 .05).  Conclusions   The modified cord blood separation method improved RBC removal rate and freezing 

product volume. After freezing, the stem cell showed higher potency in CFU-GM formation.

【Key words】  Cord blood    Modified cord blood separation method    QC vial thawing

脐带血作为除骨髓和外周血外一种重要的造血

干细胞来源，广泛用于血液系统疾病治疗及再生医学

领域。为了节约冻存空间，同时减少红细胞数量以降

低复苏产品时产生的大量细胞碎片，提高复苏造血干

细胞的质量，脐带血造血干细胞库通过离心去除红细

胞和血浆，保留富含造血干细胞的有核细胞成分。

笔者所在单位从2013年以来，根据不同脐带血体积

采用不同的离心分离方法，本研究旨在对近年质控

（QC）样管复苏的数据进行回顾分析，对改良方法

与传统方法进行比较。

材料与方法

1   样品采集及分组  2013年10月本单位对脐带血分离

方法进行了改良，本研究以此时间点的前后一年采集

冻存的公共库脐带血作为研究对象，所有产妇均签

署研究知情同意书。2012年10月~2014年9月两年间

冻存的脐带血中，后续总共有164份在收到临床医疗

机构出库申请后进行了质控样管复苏，其中2012年

10月~2013年9月分离的脐带血104份（传统方法），

2013年10月~2014年9月分离的脐带血60份（改良方

法）。

2  主要试剂与仪器  6%羟乙基淀粉（HES）购自美国

B.Braun公司；CD34-PE和CD45-FITC购自美国贝克

曼库尔特有限公司；甲基纤维素购自加拿大Stem cell 
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Technologies Inc；冻存保护液购自德国WAK-chemie

公司；三联袋（1个200  mL空母袋，2个200  mL空转

移袋）购自四川南格尔生物科技有限公司；生物安全

柜购自新加坡艺思高科技有限公司（AC2-4S1）；大

容量低温离心机SORVALL®购自美国Thermo Fisher

公司（RC-3BP+）；血细胞分析仪购自日本SYSMEX

公司（XN-1000）；流式细胞仪购自美国贝克曼库尔

特有限公司（Beckman Coulter  FC500）；分浆夹购

自美国Fenwal公司（4R4414）。

3   传统分离方法   工作人员无菌操作下，脐带血转

入三联袋，加入脐带血1 /5体积的6%HES，置摇床混

匀5  min。轻离心：混匀后的脐带血采用正向放置以

100×g，离心6  min，刹车关。从离心机里取出将血

袋放于分浆夹中挤压，让上层白膜层与血浆缓慢流入

一个空的转移袋。重离心：将血袋竖直放入离心机

内，以400×g，离心11  min，含白膜层和血浆的血

袋放入分浆夹，将多余的血浆转入另一个空白转移袋

中，保留白膜层。

4  改良分离方法   在传统方法的基础上，轻离心步骤

按照不同体积分为以下三组：

a .90  mL以下，脐带血采用反向放置以90×g，

离心6  min，刹车关。离心机里取出将血袋挂在分离

架上，让下层红细胞缓慢流入一个空转移袋中，白膜

层与血浆保留在原血袋中。

b.90~129  mL，脐带血采用正向放置以90×g，

离心6 min，刹车关。离心机里取出将血袋放于分浆夹

中挤压，让上层白膜层与血浆缓慢流入一个空的转移

袋。

c . 1 3 0  m L 以 上 ， 脐 带 血 采 用 正 向 放 置 以

120×g，离心6  min，刹车关。离心机里取出将血袋

放于分浆夹中挤压，让上层白膜层与血浆缓慢流入一

个空的转移袋。

5  脐带血的冻存与复苏   分离后的脐带血加入占分离

后体积25%的冻存保护液（55% w/v DMSO，5% w/

v Dextran），分别留取0 .3  mL样本装入两个质控样

管中，采用程控降温仪进行降温后，放入液氮罐中冻

存。复苏质控样管时，将其放入37℃~42℃的水浴中

迅速融化，然后进行各项检测。

6  流式检测   标记流式管，脐带血样本各50  μL加入

实验管，在实验管中加入10  μL CD45-FITC和10  μL 

CD34-PE荧光抗体，再加入10  μL的7-AAD核酸染液

混匀，室温避光孵育15 min，加入300 μL OptiLyse-C

溶血素，室温避光孵育10  min，加入300  μL生理盐水

终止反应，随后加入50  μL flow count混匀后上机检

测。

7  造血干祖细胞集落（colony forming unit，CFU）

检测   对分离后的脐带血以及复苏的脐带血进行CFU

检测。用甲基纤维素培养基，按照有核细胞接种

量1 .25×10 4个 /孔接种于24孔板中。将24孔板置于

37℃，5% CO2饱和湿度下培养14 d。在倒置显微镜下

根据各种集落形态差异，对粒 -巨噬细胞集落（CFU-

GM）、红细胞集落（BFU-E）、粒细胞 -红细胞 -巨

噬细胞-巨核细胞集落（CFU-GEMM）分别计数，根

据脐带血的细胞总数，计算出每份脐带血的干祖细胞

集落的数量。

8  统计学分析   计量资料采用均数±标准差的形式表

示，采用SPSS 21软件进行数据分析，改良方法与传

统方法的比较分析采用t 检验，P＜0 .05表示差异有统

计学意义。

结    果

1   两种方法分离效果比较   采用两种方法的脐带血

分离效果的比较结果见表 1。使用改良方法后，分

离后体积由传统方法的（25 .68±2 .03）m L下降至

（22 .53±4 .24）m L（P ＜0 .05）。R B C去除率由

（75 .87±11 .84）%上升至（82 .94±8 .68）%（P

＜0 .001）。而在分离前体积和TNC回收率两方面，

两组之间无统计学差异。

2   两种方法样管复苏检测指标比较   改良方法组的

TNC复苏回收率为（84 .56±11 .41）%，CD34 +细胞

复苏回收率为（68 .29±17 .28）%，CD34 +细胞活率

为（93 .32±5 .75）%，几项指标与传统方法组比较均

无统计学差异。在集落形成能力检测中，改良方法组

的CFU-GM回收率为（60 .00±32 .52）%，较传统方

法组的（46 .97±28 .12）%有提升，且差异具有统计

学意义（P ＜0 .05），但在CFU总数回收率方面，二

                                                      表1  两种方法分离效果比较

改良方法（n =60） 传统方法（n =104） P
分离前体积（mL） 128.00±31.60 125.39±24.05 0.789
分离后体积（mL） 22.53±2.24 25.68±4.03 0.016
TNC回收率（%） 87.40±6.95 87.71±6.34 0.085
RBC去除率（%） 82.94±8.68   75.87±11.84 ＜0.001
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                                                表2  两种方法样管复苏检测指标比较

改良方法（n =60） 传统方法（n =104） P
冻存时间（月）   58.74±24.56   64.65±24.40 0.095
TNC复苏回收率（%）   84.56±11.41   84.34±13.62 0.935
CD34+细胞复苏回收率（%）   68.29±17.28   70.72±19.80 0.181
CD34+细胞活率（%） 93.32±5.75 92.85±3.83 0.640
CFU-GM回收率（%）   60.00±32.52   46.97±28.12 0.045
CFU总数回收率（%）   56.22±27.18   54.19±27.17 0.731

者无显著差异。

讨    论

自1988年第一例脐带血用于范可尼贫血的移植

治疗以来 [1]，脐带血领域发展迅速。脐带血作为重要

的造血干细胞来源，相较于传统骨髓和外周血来源具

有资源易获取，采集对供者无损伤，干细胞潜力更

高，HLA配型要求低，实物库保存等优势 [2]。早期脐

带血主要运用在血液和免疫系统的移植治疗当中，最

近其在再生医学领域的应用越来越受到关注，对于脑

瘫、自闭症等神经系统疾病显示出良好的前景 [3]。

在去除血浆以及红细胞的同时，最大限度地回

收富含造血干细胞的有核细胞组分，一直是脐带血分

离的关键。目前，各个脐带血库多采用纽约血液中心

脐血库建立的富浆法进行制备 [4]。加入6%HES后，轻

离心后利用分浆夹将白膜层和血浆层挤入空袋中，

从而去除红细胞。再通过一次重离心后，分离去除

血浆，保留白膜层。其中轻离心后的红细胞去除为分

离的关键步骤，损失的有核细胞主要存在于红细胞层

中。加拿大Alberta脐带血库的研究人员报道了不同脐

带血体积相适应的最佳轻离心的时间 [5]。结合我单位

实际情况，我们在改良方法中对较大体积（130  mL

以上）的脐带血增加了离心力。而针对较小体积（90 

mL以下）的脐带血，轻离心后有核细胞富集的白膜

层离血袋底部较近，所以我们采用反向离心，然后在

重力作用下将红细胞从血袋底部的导管流走。

T N C作为脐带血移植出库的重要指标，其含量

直接关系到移植成功的概率 [6]。在本研究中改良方法

与传统方法的TNC回收率无明显差异（P ＜0 .05），

而且也与近期报道的脐带血分离数据相当 [7 -8 ]。但是

与传统方法相比，改良方法R B C去除率显著提升。

造血干细胞终产品中R B C残留，在输注过程中会出

现不同程度的溶血反应。同时，VANEGAS [9 ]等人也

报道了RBC的残留量与复苏后造血干细胞（CD34+细

胞）的活性呈负相关。在本复苏研究中，我们没有观

察到两个方法之间在CD34+细胞复苏回收率和CD34+

细胞活率方面有差异，或许是因为Vanegas是比较去

除RBC和不去除RBC两种方法之间的差异，而本研究

中两组之间的RBC残留量的差异不足以造成CD34+细

胞活率差异。然而，在CFU-GM回收率方面，改良方

法组优于传统方法组，而且差异具有统计学意义（P

＜0 .05）。SOLVES[10]等人以前报道过RBC残余量与

CFU-GM回收率呈负相关这一现象，但未进行深入的

探讨。笔者认为，由于脐带血的冻存及复苏条件主要

针对包括干细胞在内的有核细胞，红细胞复苏后大量

破裂死亡所释放的细胞碎片和信号分子，将影响干细

胞增殖活力。CFU检测在体外模拟造血干细胞的增殖

分化过程，被认为是造血干细胞生物学活性及功能的

重要检测手段。CFU-GM反应了造血干细胞粒单系增

值分化的能力，多个研究组的结果表明该指标与脐带

血的成功植入与否有密切的关系 [11-12]。CFU-GM高的

脐带血在输注后，能够有更快的中性粒细胞和血小板

的植入。在本研究中，虽然通过7AAD染色后流式检

测，两个实验组CD34+细胞活性没有差别，但是CFU-

GM回收率的差异正体现了两组干细胞产品之间增殖

活力的差别。因此改良方法制备的脐带血具备更好的

干细胞活性及功能。

同时，由于在 R B C 去除方面的提升，改良方

法脐带血分离后体积从（25 .68±2 .03）m L降低至

（22 .53±4 .24）mL。在冻存前需加入占干细胞体积

25%的冻存保护液，通常为DMSO-右旋糖酐预混液。

而目前各脐血库采用的主流50  mL细胞冻存袋，如美

天旎Freezing bag 50和Origen CS50等，推荐的最大

容纳体积为30  mL。传统方法组有部分脐带血由于体

积过大，需要分两袋进行冻存，而采用改良方法后可

以节约部分冻存袋耗材的使用。随着工作人员技术娴

熟，在不影响TNC回收率的情况下，分离后体积可以

进一步降低。

综上所述，改良脐带血分离方法根据不同体积

的脐带血，分段采用不同的处理方式。该方法在保证

TNC回收率的同时，可以增大红细胞的去除水平，并

且分离后脐带血的体积可以得到很好的控制。通过回
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顾性的样本复苏研究，改良脐带血分离方法组的样本

获得了更好的CFU-GM回收率，提示该方法分离的脐

带血具有更好的质量。脐带血是个性化的产品，是否

脐带血还可以根据体积或者其他特性参数进行进一步

分类处理，在不影响脐带血库批量生产效率的同时，

提高产品质量，值得进行深入探索。
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