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"摘要#

!

目的
!

对脐带血干细胞制备进行检测!为临床安全%有效地应用提供依据'方法
!

测定母体和脐带血

标本的人类免疫缺陷病毒"

,!Y

$%乙型肝炎病毒表面抗原"

,-E.

"

$%丙型肝炎病毒"

,QY

$%梅毒螺旋体"

KX

$%巨细

胞病毒"

QCY

$%内毒素%支原体和病原微生物'应用体外分离纯化试剂盒!分离干细胞!计数提取后单个核细胞数!

经台酚兰染色检测干细胞活力'应用流式细胞仪检测
Q2:*

干细胞%淋巴细胞亚群'结果
!

提取后有核细胞数为

"

'&*a$&(6

$

3$(

8

!脐血的量和提取干细胞数成正相关'干细胞活力检测分离的活性率为"

6)&8a$&:

$

7

'流式细

胞仪测得脐血干细胞
Q2:*

l为"

$&''a(&48

$

7

"

%d$6

$'淋巴细胞亚群检测结果显示!脐血
Q2:

细胞数较少!

Q2*

和
Q2)

细胞数之和明显高于
Q2:

细胞数!且选择脐血
Q2*

&

Q2)

小于
$&:

!这也是脐血移植时
#Y,2

表现轻微的

一个重要原因'结论
!

脐血干细胞制剂的制备!符合细胞治疗的相关安全性指标'

"关键词#

!

脐血#

!

干细胞#

!

人类免疫缺陷病毒#

!

乙型肝炎病毒表面抗原
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干细胞是人体及其各种组织细胞的最初来源#具有高度自

我复制,增殖和多向分化的潜能+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功能细胞#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#脐带血具有来源丰富,细胞免疫性

低,再生能力强,病原体感染可能性小,移植物抗宿主病

$

#Y,2

&的发生率低等优势)

$

*

+脐血除造血干"祖细胞外#还

存在其他多种干"祖细胞#包括间充质干细胞$

O>E>;0H

I

ODN

E?>O0>NNE

#

C1QE

&,内皮前体细胞$

>;5<?H>NADN

M

=<

"

>;A?<=0>NNE

#

TXQE

&和非限制性体干细胞$

L;=>9E?=A0?>5E<OD?A0E?>O0>NNE

#

e11QE

&等)

%9*

*

#因此脐带血干细胞具有极大的临床应用价值#

而为达到临床治疗的标准#对干细胞制备相关的检测分析则具

有重要意义+

$

!

材料与方法

$&$

!

仪器与试剂
!

人类骨髓,脐带血干细胞"祖细胞体外分离

纯化试剂盒$沈阳赛欧生物工程有限公司&#二联采血袋$

QX9

2.

抗凝&#低温离心机+梅里埃全自动细菌培养仪和配套标

准的血培养瓶#

1

I

EO>R9%$((

全血细胞分析仪#

\.Q1QDNAPL=

流 式 细 胞 仪#

CLN?AKT1K !C` À?Q2:

"

Q2)

"

Q2*'

"

Q2*

,

Q2:

"

Q2$4

l

'4

"

Q2*'

"

Q2$6

试剂%

Q2:*

造血干细胞检测!

Q2:*9XT

"

Q2*'9\!KQ

"

C<LE>!

"

#$9XT

+

$&/

!

脐血干细胞制备
!

采用四联采血袋$

QX2.

抗凝&封闭式

收集第
:

产程剖宫产的新生儿脐血+产妇无内科及产科并发

症#产前病原体检查阴性,肝功能正常#产妇夫妇双方无遗传病

及家族病史+应用人类骨髓,脐带血干"祖细胞体外分离纯化

试剂盒#分离干细胞+将
.

,

-

液与脐血
*]$

混匀#静置沉降

:(OA;

分层后#吸取上清液#置于离心管中#经低温
%'((=

"

OA;

离心
'OA;

#弃上清液+用医用生理盐水制成单细胞悬液

铺在
Q

液层#

$)((=

"

OA;

离心
:(OA;

#吸取云雾状的细胞悬液

层#离心#洗涤
:

次#即得干细胞+依据临床需要调整剂量+常

规检查合格后#将干细胞制剂送往手术室行干细胞移植术+

$&'

!

病原微生物的检测
!

母体和脐带血的乙型肝炎病毒表面

抗原$

,-E.

"

&,丙型肝炎抗体$抗
9,QY

&,巨细胞病毒抗体$抗
9

QCY

&,人类免疫缺陷病毒抗体$抗
9,!Y

&,梅毒螺旋体$

KX

&等

病原微生物检测%分离纯化的脐血干"祖细胞#进行无菌试验,

内毒素测定,支原体检测,巨细胞病毒等检测+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+

-

)%'

-

检验医学与临床
%($%

年
:

月第
6

卷第
'

期
!

/DPC>5QNA;

!

CD=0H%($%

!

Y<N&6

!

Z<&'



$&1

!

细胞计数
!

用
1c1CTj9%$((

全自动血细胞分析仪#测

定脐血的白细胞$

-̂Q

&,红细胞$

+-Q

&,血红蛋白$

,P

&,

Z+9

-Q

,中性粒细胞百分比,淋巴细胞百分比,单核细胞百分比+

另用
,XQ

模式#计数提取干细胞后单个核细胞数+

$&2

!

干细胞活力检测
!

将
6(

%

/

的细胞悬液和
$(

%

/

的

(&*7

台酚蓝溶液充分混匀静置
'OA;

#微量加样器取
$(

%

/

混

合液#沿计数板边缘加样+

%((

倍显微镜下计数
$(

个大方格#

分别记录活细胞和死细胞数#根据公式计算细胞活力#即活细

胞总数"$活细胞总数
l

死细胞总数&

3$((7

+

$&)

!

脐血
Q2:*

干细胞计数
!

调整样本浓度为
%3$(

8

0>NNE

"

O/

%在
\./Q_Z

管加入
$((

%

/

抗凝全血%加入对照管

Q2*'

U

\!KQ

,

C<LE>9

*

$9XT

抗体#试验管
Q2*'

U

\!KQ

,

Q2:*

U

XT

抗体各
$(

%

/

#混匀#室温避光反应
$'OA;

%加入溶血素应

用液
%O/

#混匀#室温避光反应
$(OA;

%

:((=

"

OA;

离心#弃上

清液%

X-1

洗两遍%用
\.Q1QDNAPL=

流式细胞仪#检测
Q2:*

与

Q2*'

双荧光染色#结合前向角散射光与侧向角散射光两个参

数$

\1Q

"

11Q

&#来识别表型
Q2:*P=A

"

H?

"

Q2*'5AO

"侧向角散射

光低的造血干细胞+

$&.

!

脐血和干细胞的淋巴细胞亚群检测
!

取
'(

%

/

脐带血或

干细胞提取液#加入
K=L0<L;??LP>

中#取
%(

%

/

四色标记的抗

体#加入
K=L0<L;??LP>

中#混匀#室温避光放置
$'OA;

+取出

加入
*'(

%

/$3\.Q1

溶血素避光放置
$'OA;

+上
\.Q1QDNA9

PL=

流式细胞仪检测
Q2:

U

\!KQ

"

Q2$4

l

Q2'4

U

XT

"

Q2*'

U

X>=QX

"

Q2$6

U

.XQ

,检测成熟
K

淋巴细胞亚群$

Q2:

l

"

Q2*

l

#

Q2:

l

"

Q2)

l

&,

Z̀

细胞$

Q2:

U

Q2$4

l

Q2'4

&,

-

淋巴细胞亚群

$

Q2:

U

Q2$6

l

&+

$&S

!

统计学方法
!

数据均以
Ga@

表示#采用
1X11

软件进行

统计学分析#采用
3

检验#

!

#

(&('

为差异有统计学意义+

/

!

结
!!

果

/&$

!

干细胞制剂安全性相关检测
!

脐血在手术当天以剖宫产

方式取得#保证无菌足量+母体和脐带血标本
,!Y

,

,-E.

"

,

,QY

,

KX

,

QCY

,无菌试验,内毒素测定,支原体检测,巨细胞

病毒检测均为阴性#病原微生物指标检测全部合格+未发现细

菌,真菌的污染+参照美国治疗性细胞的制备标准#制备出的

干细胞经安全性评估达到良好效果#能提供符合国际标准的治

疗性细胞+

/&/

!

细胞数检测
!

选择脐血量大于
6(O/

$

%d%'

&进行
1c19

CTj9%$((

全血细胞分析仪检测#提取后有核细胞数为$

'&*a

$&(6

&

3$(

8

#脐血的量和提取干细胞数成正相关+脐血移植所

需的最低细胞数量至今仍没有统一标准#

%((4

年欧洲脐血移

植协作组建议单份脐血移植安全最低的有核细胞数为
:3

$(

8

"

[

"

+

/&/&$

!

干细胞活力检测
!

细胞经台酚兰染色后#显微镜下可

见活细胞胞质和胞核透亮#而死细胞胞核蓝染+在镜下分别计

数活细胞数和细胞总数#分离的活性率为$

6)&8a$&:

&

7

+

/&/&/

!

脐血干细胞的
Q2:*

检测
!

用
\.Q1QDNAPL=

流式细胞

仪#检测
Q2:*

与
Q2*'

双荧光染色#结合前向角散射光与侧向

角散射光
$%

个参数$

\1Q

"

11Q

&#来识别表型
Q2:*P=A

"

H?

"

Q2*'5AO

"侧向角散射光低的造血干细胞+测得脐血干细胞

Q2:*

l为$

$&''a(&48

&

7

$

%d$6

&+

表
$

!

脐血和提取干细胞后淋巴细胞亚群&

Ga@

'

组别 样本数
Q2:

l

Q2:

l

Q2)

l

Q2:

l

Q2*

l

Q2*

"

Q2) Q2:

U

Q2$4

l

Q2'4 Q2:

U

Q2$6

l

脐血$

%d%$

&

%$ '*&*a$%&* *4&$a$%&* $4&)a'&:

"

&(&6a(&'

"

$'&6a4&%

"

$4&)a$$&%

"

提取后干细胞$

%d$8

&

$6 '(&:a)&6 :6&8a8&$ %'&(a%&( (&8a(&* $$&6a4&$ *$&%a$:&6

!!

注!脐血与提取后比较#

"

!

$

(&($

+

/&/&'

!

淋巴细胞亚群检测
!

本资料显示#脐血
Q2:

细胞数较

少#

Q2*

和
Q2)

细胞数之和明显高于
Q2:

细胞数+说明脐血

K

细胞表型不成熟#抑制作用占优势#脐血抑制性占优势的

Q2*

细胞#是胎儿预防母体淋巴细胞性
#Y,2

的生理性防御

机制#以及新生儿易患感染的细胞免疫学基础+供体周围血中

Q2*

"

Q2)

大于
$&:

#很容易发生移植排斥反应+本研究选择

脐血
Q2*

"

Q2)

小于
$&:

#这也是脐血移植时
#Y,2

表现轻微

的一个重要原因+脐血和提取干细胞后的淋巴细胞亚群各项

指标比较#差异无统计学意义$

!

$

(&($

&+

'

!

讨
!!

论

在脐血干细胞移植中淋巴细胞亚群检测十分重要+

K

淋

巴细胞是机体最重要的免疫细胞群#在正常机体内各
K

淋巴

细胞亚群相互作用维持着机体的正常免疫功能+

K

淋巴细胞

是细胞免疫介导的抗真菌,病毒和原虫感染所必需的+

K

淋巴

细胞主要包括两个亚群000

Q2*

l

K

细胞和
Q2)

l

K

细胞+从

免疫表型来看#移植后
Q2*

l

K

细胞主要是抗原预激细胞$记

忆和效应
K

细胞&而非新生儿期的淋巴细胞发育过程中的初

始
K

细胞#移植后
Q2)

l

K

细胞迅速上升#主要是记忆和效应

细胞#大部分
Q2)

l

K

细胞为抑制,无能或终末分化细胞的表

型#这些表型特征提示抗原预激细胞增加#而非初始细胞数量

的扩增+此外#

Q2)

l

K

细胞的恢复对阻止病毒所致的严重感

染至关重要+在
K

淋巴细胞亚群中#

Q2*

l

"

Q2)

l的数量和适

当的比例是免疫调节的关键+

Q2*

l细胞,

Q2)

l细胞彼此相互

调节#能表现辅助和抑制的作用#是免疫系统的核心+因此

Q2*

l

"

Q2)

l的比值常被临床上作为评估机体免疫状态的指

标)

498

*

+自然杀伤细胞$

Z̀

&细胞是造血干细胞移植$

H>OD?<9

M

<A>?A0E?>O0>NN?=D;E

M

ND;?D?A<;

#

,1QK

&后早期发挥抗病毒免

疫和移植物效应的主要细胞亚群+

造血干"祖细胞$

,1QE

"

,XQE

&具有高度的自我更新能力

或自我复制能力#和进一步分化为各系祖细胞及成熟血细胞的

能力+

,1QE

常以
Q2:*

为标记区分为
Q2:*

l 细胞群和

Q2:*

U细胞群#其中
Q2:*

l细胞群占
6'7

以上#而
Q2:*

U细

胞群不到
'7

#

,1QE

"

,XQE

是脐带血中含量最丰富的一种干"

祖细胞#这也是目前脐带血临床应用的细胞基础)

)

*

+除
,1QE

外#脐带血中还可分离出其他多种干"祖细胞#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+间充质干细胞$

C1Q

&能抑制
K

细胞的增殖#其机制

主要包括!细胞
9

细胞接触和
C1Q

分泌的细胞因子介导+最近

有研究表明
C1Q

影响
K

细胞对病原体的反应并不明显#但能

-

6%'
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显著抑制
K

细胞对同种异体抗原的反应+此外#

C1Q

能调节

-

细胞的增殖,存活,抗体分泌和分化#能抑制树突细胞$

2Q

&

的生成,增殖,抗原呈递和迁移能力#调节
2Q

的分化,成熟#能

调节
Z̀

细胞增殖,细胞毒和分泌细胞因子的功能+所以淋巴

细胞亚群的检测在脐血和干细胞提取后#以及病情的监测中具

有重要意义+

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#而干细胞制备和相关检测均在

检验科完成+美国
..--

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+脐血干细胞移植成功的标志是免疫功能的重建#

那么对淋巴细胞亚群的检测也具有重要意义+干细胞移植后

的结果受多种因素影响#受者因素包括病种,年龄,预处理强

度,宿主微环境,药理学干预等#供者因素中重要的是输入细胞

量+因此#为了保证脐带血干细胞在临床中更广泛的应用#更

好的疗效#须对相关的检测进行进一步研究和规范+
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年表现为高年龄组
e.

平均水平低于低年龄组#推测对于本

地区男性人群#饮食和生活方式对
e.

水平的影响近两年已经

超过了肾脏排泄功能对
e.

水平的影响#具体有待进一步研

究+

本文发现#每年女性
e.

水平各年龄组间差异均有统计学

意义$

!

#

(&($

&#有随年龄明显增高趋势#

4

年间
e.

水平增幅

$

(

8$

岁&组比$

'

:(

岁&组分别高
%%&)7

,

%4&:7

,

%8&'7

,

%*&$7

,

%:&$7

,

%(&87

+这与女性青春期雌激素分泌随年龄

增加#

:(

岁后达顶峰#随后随年龄降低的现象相吻合#提示女

性
e.

水平与雌激素水平呈负相关+研究证明雌激素可通过

上调人
e.

盐转运子基因的表达#促进肾脏
e.

排泄)

)

*

#而人

e.

盐转运子是调节肾
e.

分泌的关键物质#进入肾近端小管

上皮细胞内的
e.

盐
'(7

由其介导分泌到管腔#经肾脏排出

体外)

6

*

+

本研究提示本地区人群的
e.

水平增长较快#应加强对本

地区人群的血清
e.

监测和低嘌呤饮食宣教工作#教育群众适

当限制海鲜,啤酒,老火肉汤等富含核蛋白食物的摄入#重点干

预对象是中青年男性人群+
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