
论著 文章编号:1000-5404(2000)03-0352-04

MIP-1β ,TGF-β抗体对人基质细胞支持的脐血 CD34+细胞扩增的作用

吴英理 ,张翼军 ,张林生　　(第三军医大学附属西南医院血液内科 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　研究MIP-1β , TGF-β 抗体对人基质细胞支持的脐血 CD34
+
细胞扩增的作用。方法　免疫磁珠法分选脐血中

CD34+细胞 ,接种到预先照射的基质层上。分为 4 组:MIP-1β(300 ng/ml)组 , TGF-β 抗体(20 μg/ml)组 ,MIP-1β +TGF-β 抗体(5 μg/ml)

组和对照组(不加细胞因子)。第 5天半换液并加入 MIP-1β , TGF-β 抗体(20μg/ml)和 MIP-1β +TGF-β 抗体(5 μg/ml)。第 10 天结束培

养。第 5 、10 天收获细胞分别做细胞计数 ,集落培养法检测造血祖细胞数量 ,流式细胞术检测 CD34+细胞数。 结果　MIP-1β 组第 5、

10 天有核细胞数 ,造血祖细胞数 , CD34+细胞数与对照组相比差异无显著性(P>0.05)。 TGF-β 抗体组(20μg/ ml)及 MIP-1β +TGF-β
抗体(5μg/ ml)组第 5天有核细胞数与对照组相比差异无显著性(P>0.05), 第 10天有核细胞数与对照组相比差异显著(P<0.05)。

第 5、10 天造血祖细胞数 , CD34+细胞数与对照组相比有显著性差异(P<0.05)。结论　与对照组相比 ,MIP-1β 对人基质细胞支持的
脐血 CD34+细胞无明显的体外扩增作用。在 TGF-β 抗体(20μg/ml)或MIP-1β +TGF-β 抗体(5 μg/ml)作用下 ,人基质细胞支持的脐血

CD34+细胞可在 10 d 内扩增 1～ 3 倍。MIP-1β 和 TGF-β 抗体间存在协同或相加作用。
　　关键词:脐血;体外扩增;长期培养;巨噬细胞炎症蛋白-1β;CD34+细胞;转化生长因子-β 抗体
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Effects of MIP-1β and TGF-β antibody on the expansion of CD34+ cells from cord

blood in stroma-contact culture system
WU Ying-li , ZHANG Yi-jun , ZHANG Lin-sheng(Department of Hematology , Southwest Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400038, China)

　　Abstract:Objective　To study the effects of MIP-1β and TGF-β antibody on CD34+ cells from cord blood in stroma-contact culture system.
Methods　Immunomagnetic selected CD34+ cells were inoculated onto the pre-established irradiated human stroma layer.MIP-1β , TGF-β antibody

(20μg/ml)and MIP-1β +anti-TGF-β (5μg/ml)were added on day 0 and day 5.On day 5 and day 10 , cell counting , hematopoietic progenitor

cells count were made by semi-solid culture and CD34+ cells were assayed by FACS.Results　On day 5 , no significant difference of total cell num-
ber was observed as compared with the control group(P>0.05), but the number of CD34+cells , CFC , and HPP-CFC in TGF-β antibody and

MIP-1β+ TGF-β antibody groups was significantly higher than that in the control(P<0.05).On day 10 , the number of total cell , CD34+ cells ,
CFC , and HPP-CFC in TGF-β antibody and MIP-1β+ TGF-β antibody groups was significantly higher than that in the control(P<0.05).No sig-
nificant difference was observed between groups MIP-1β and control either on day 5 or day 10(P>0.05).Conclusion　MIP-1β has no significant

effect on the CD34+ cells as compared with the control while the CD34+ cells can be expanded 1-3 folds with TGF-β antibody(20 μg/ ml)or MIP-
1β +TGF-β antibody(5 μg/ml)in 10 days.There are synergic interactions between MIP-1β and TGF-β antibody.
　　Key words:macrophage inflammatory protein-1β;transforming growth factor-β antibody;long-term culture;cord blood;ex vivo expansion;CD34+cell

　　单份脐血造血干/祖细胞含量有限 ,限制了其临床
应用 。脐血CD34

+
细胞体外扩增有望解决这一问题。

一些报告表明 ,基质系统可显著改善扩增效果 ,短期内
即可获取大量有重建造血能力的造血干/祖细胞

[ 1～ 3]
。

巨噬细胞炎症蛋白-1α(MIP-1α),单核细胞趋化蛋白-1
(MCP-1), 转化生长因子-β(TGF-β)均可由骨髓基质细
胞产生 ,抑制早期造血干/祖细胞进入S 期[ 4] 。本实验
以MIP-1β[ 5] ,TGF-β抗体作为造血负调控因子的拮抗
剂 ,观察它们对有基质支持的脐血 CD34+细胞能否起

到促进增殖和扩增的作用 。

1　材料与方法

1.1　细胞来源
　　脐血标本来自本院 。CPD抗凝 ,收集后 4 h 内分选 CD34+
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细胞。骨髓标本取自髓像正常的胸外科手术肋骨 , 或髓像正常
的献血员 ,异基因骨髓移植供者。

1.2　主要试剂
　　MIP-1β 购自 PeproTech 公司。TGF-β 抗体购自 Serotec公司。

IL-3 , IL-6 , SCF , G-CSF , GM-CSF , EPO 均为 Kirin 公司馈赠。 CD34

分选试剂盒购自 Miltenyi Biotec 公司。 CD34-FITC , CD38-PE ,

IgG1-FITC , IgG1-PE 购自 Coulter 公司。 IMDM 购自 Gibco 公司。

明胶购自重庆皮胶厂。

1.3　脐血 CD34
+
细胞的分选

　　脐血用 PBS 稀释后 , 与 3%明胶等比例混合 , 静置 20 min ,

吸取血浆层 ,离心弃上清后悬浮于 IMDM 中。 Ficoll梯度离心 ,

2 000 r/ min 离心 20 min ,取界面层单个核细胞(MNC)。MNC 悬

浮于 300μl缓冲液中(PBS 中含 2 mmol/ L EDTA , 0.5%BSA), 加

FcR封闭剂 , 磁珠标记的 CD34 单克隆抗体(QBEND10), 混匀 ,

6℃孵育 30 min。用上述缓冲液洗两次后 , 通过磁场中(Vario

MACS)分离柱 , 洗脱去除 CD34
-
细胞。将分离柱移出磁场 , 加

压洗脱吸附细胞 ,收集组份为 CD34+细胞。

1.4　骨髓基质层的建立及实验分组
　　常规抽取骨髓 ,分离MNC , 悬浮于完全培养体系中 ,种入25
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cm2 组织培养瓶 ,终浓度为 2×106/ ml。5%CO2 , 37 ℃,饱和湿度

条件下培养至少两周 , 每周半换液。待基质层基本铺满瓶底

后 , 60Co照射 20 Gy 。用 0.25%胰蛋白酶消化后接种于 24 孔培

养板中。1 ～ 2 d后接种 CD34+细胞 ,每孔 5×104/ml , 分为 4组。

MIP-1β(300 ng/ml)组 , TGF-β 抗体(20 μg/ml)组 ,MIP-1β(300 ng/

ml)+ TGF-β 抗体(5 μg/ ml)组 ,对照组(不加细胞因子)。每组

复种3 孔。第 5天半换液 ,同时分别加入上述因子。第 10 天结

束培养。第 5、10 天收获细胞分别进行细胞计数 , 流式细胞仪

检测 CD34+细胞 , 造血祖细胞集落培养。

1.5　造血祖细胞集落培养
　　将新分离 CD34+细胞(终浓度 1×103/ ml)或培养后细胞

(终浓度 1×104/ ml)种入半固体培养体系中。体系含 30%FBS ,

0.9%甲基纤维素 , 2 mmol/ L谷氨酰胺 , 100 U/ml 青霉素 , 100
μg/ml链霉素 , 5×10-5mol/L 2-巯基乙醇 ,适量 IMDM , 及细胞因

子 IL-3 20 ng/ml , IL-6 50 ng/ml , SCF50 ng/ ml , G-CSF 20 ng/ ml ,

GM-CSF50 ng/ml , EPO2 U/ ml。 种于 24 孔培养板中 , 每孔 0.5

ml ,复种 3 孔。 5%CO2 , 37 ℃, 饱和湿度条件下培养。分别于

14 、28 d 倒置显微镜下计数造血祖细胞集落(CFC)和 HPP-CFC。

1.6　细胞表面标志的流式细胞检测
　　收获细胞一式两份 , 一份加 FITC-CD34 抗体 , PE-CD38抗体

(鼠抗人), 另一份加 IgG1-FITC , IgG1-PE(鼠抗人)作为阴性对

照 , 4 ℃孵育 30 min , 用PBS 洗两遍后上机检测。每个样品分析

细胞数>5×103。

1.7　统计学分析
　　结果以 x±s表示 , 采用 t检验。

2　结果

2.1　脐血采集量 ,分选后CD34
+
细胞数量及其亚群比例

　　单份脐血平均采集量为 80 ml(40 ～ 120 ml),含有核细胞约

(12.20±0.70)×106/ml , 经 3%明胶 , Ficoll两步分离后可获得

MNC 1×107 ～ 1×108 , 经 MACS 分选后 , 可获得 CD34+细胞 1×

105～ 1×106 , 流式细胞检测纯度为 0.93 ±0.05 , 其中 CD34+

CD38+约占 0.97±0.04 , CD34+CD38-约占 0.02±0.01。

2.2　细胞生长情况
　　培养的第 2 天 , 倒置显微镜下可见接种细胞单个散在贴附

于基质层上 ,上清中悬浮细胞稀少。 第 5 天 , 可见基质层上有

较多鹅卵石样区域形成 ,上清中细胞增多。第 10 天 , 基质层表

面细胞密集 ,上清中出现云雾状细胞群。 阴性对照没有接种

CD34+细胞 ,始终无造血细胞生长。

2.3　培养第 5 、10天各组细胞总数变化
　　第 5天 , 各组细胞总数与对照组相比差异无显著性(P >

0.05)。与最初加入细胞 5×104/ml相比 ,对照组总细胞数略有

下降 , MIP-1β 组 、TGF-β 抗体组 , MIP-1β + TGF-β 抗体组总细胞

数分别是最初加入细胞的(1.00±0.28)倍 , (1.21 ±0.34)倍 ,

(1.20±0.29)倍。第 10 天 ,MIP-1β 组细胞总数与对照组相比差

异无显著性(P>0.05)。 TGF-β 抗体组 ,MIP-1β + TGF-β 抗体组
总细胞数与对照组相比有显著性差异(P<0.05)。与最初加入

细胞5×104/ml 相比 , 对照组 、MIP-1β 组 、TGF-β 抗体组 、MIP-1β

+TGF-β 抗体组总细胞数分别是最初加入细胞的(14.12 ±

5.20)倍 ,(16.00±6.29)倍 , (23.50±8.61)倍 ,(23.02±8.14)

倍 ,见表 1。

表 1　脐血造血祖细胞培养后细胞总数变化(×104 , x±s)

Tab 1　Changes of total cell production of CBHPC after short

term culture(×104 , x±s)

Contro l MIP-1β TGF-β antibody MIP-1β +TGF-β antibody

d 5 4.75±1.32 5.00±1.42 6.05±1.70 6.00±1.49

d 10 70.60±26.00 80.00±31.45 117.70±43.09＊ 115.10±40.70＊

CBHPC:cord blood hematopoietic progenitor cell;＊:P<0.05 vs control

2.4　培养第 5 、10天各组 CD34
+
细胞数变化

　　随培养时间延长 , 第 5、10 天 CD34+CD38+细胞比例分别

降至 0.55±0.06 , 0.09±0.03 , CD34+CD38-细胞比例分别降至

0.01±0.004 , 0.0004±0.0002。 CD34-CD38+细胞则分别升至

0.50±0.04 , 0.92±0.04 ,见图 1。第5 、10 天MIP-1β 组 CD34+细

胞数与对照组相比差异无显著性(P >0.05)。 TGF-β 抗体组 ,

MIP-1β+ TGF-β 抗体组 CD34+细胞数与对照组相比差异显著

(P <0.05)。第 10天 , 与最初加入 CD34+细胞数相比 , 对照组 、

MIP-1β 组 、TGF-β 抗体组 ,MIP-1β+ TGF-β 抗体组 CD34+细胞数

分别是最初加入细胞的(1.09±0.31)倍 ,(1.29±0.56)倍 ,(2.30

±0.68)倍 ,(2.17±0.78)倍 ,见表 2。

图 1　CD34+细胞各亚群比例

Fig 1　Percentage of CD34+ subsets

A:Negative control;B:Freshly i solated cord blood(CB);C:Cul-

tured for 5 days;D:Cultured for 10 days

表 2　脐血造血祖细胞培养后 CD34+细胞数变化(×104 , x±s)

Tab 2　Changes of CD34+ cell number of CBHPC

after short term culture(×104 , x±s)

Control MIP-1β TGF-β antibody MIP-1β +TGF-β antibody

d 5 2.42±0.67 2.55±0.77 3.82±1.09＊ 3.66±0.90＊

d 10 5.10±1.46 6.00±2.63 10.72±3.16＊ 10.10±3.65＊

＊:P<0.05 vs control

2.5　培养第 5 、10天各组 CFC ,HPP-CFC 数变化
　　本实验所用体系可支持多系集落生长。随培养时间延长 ,

集落总数增加 , 但体积减小。HPP-CFC 集落形成较晚 , 但直径

较大 , 有的可达 5 mm。肉眼可见 , 外观为白色点状物 , 镜下观

集落颜色较暗 ,细胞密集 , 有一致密中心。第 5 、10 天 MIP-1β 组
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CFC ,HPP-CFC 数与对照组相比差异不显著(P>0.05)。第 5 、10

天TGF-β 抗体组 ,MIP-1β+TGF-β 抗体组 CFC数 ,HPP-CFC 数与

对照组相比差异显著(P<0.05), 见表 3、4。

表 3　脐血造血祖细胞培养后 CFC变化(×10-4 , x±s)

Tab 3　Changes of number of CFC in CBHPC after short

term culture(×10-4 , x±s)

Contro l MIP-1β TGF-β antibody MIP-1β +TGF-β antibody

d 5 138.00±15.69 149.10±18.74 243.40±18.69＊ 275.00±34.11＊

d 10 1203.70±103.79 1282.50±123.66 1462.80±109.70＊ 1435.70±78.61＊

＊:P<0.05 vs control

表 4　脐血造血祖细胞培养后 HPP-CFC数变化(×10-4 ,  x±s)

Tab 4　Changes of number of HPP-CFC of CBHPC after short

term culture(×10-4 , x±s)

Control MIP-1β TGF-β antibody MIP-1β +TGF-β antibody

d 5 25.6±6.65 26.6±5.54 34.26±7.88＊ 34.22±8.65＊

d 10 3.05±0.59 3.46±0.89 4.21±0.85＊ 4.50±1.01＊

＊:P<0.05 vs control

3　讨论

　　单纯用细胞因子往往难以避免造血干细胞的分

化 、成熟 ,从而导致干细胞池的耗竭 。研究表明 ,基质

系统的存在可显著改善扩增效果。基质系统通过分泌

的负性调控因子如 TGF-β ,MIP-1α,MCP-1 , IFN-γ,TNF-α

等使早期的造血干/祖细胞处于静止状态 。目前用于

体外扩增的细胞因子组合大多是正性因子间的组合。

从拮抗负调控因子入手是否同样可起到扩增作用 ?

　　本实验中所用 TGF-β 抗体对 TGF-β1 , TGF-β2 ,

TGF-β3 ,TGF-β1.2 , TGF-β5均可产生拮抗作用。MIP-1β

可解除MIP-1α、MCP-1 、AcSDKP 及某未知趋化因子对造

血细胞的抑制作用。结果 ,MIP-1β未能引起显著的扩增

效果 ,可能的原因是:(1)正常情况下 ,MIP-1α及 MCP-1

在造血调控中不起主要作用。剔除 MIP-1α,MCP-1基因

的小鼠 ,其外周血及骨髓各组份并无明显改变[ 6 , 7] 。(2)

趋化因子家族成员之间作用存在交叉和协同 ,并不排除

补偿机制的存在。实验中 ,TGF-β 抗体(20 μg/ml),MIP-

1β+TGF-β 抗体(5 μg/ml)可起到显著的扩增作用。5

μg/ml的TGF-β抗体没有起到明显的扩增作用 ,但5 μg/

ml的 TGF-β抗体与MIP-1β联合应用时则可起到明显的

扩增作用。提示在有基质支持的扩增体系中 ,MIP-1β与

TGF-β抗体之间存在着相加或协同作用。

　　CD34抗原为细胞表面的磷酸化糖蛋白 ,无系特异

性 ,选择性的表达于早期造血干/祖细胞 ,小血管内皮

细胞和胚胎成纤维细胞 ,能使造血祖细胞粘附于基质

上。最早期的造血干/祖细胞 CD34表达最高 ,随着细

胞分化成熟 , CD34 抗原逐渐减少直至消失 。CD38抗

原是造血干细胞向多系定向分化的标志之一 ,并随分

化过程其表达水平增高。CD34+CD38-细胞据认为是

最早期的造血干细胞 。CD34+细胞几乎包含了所有造

血干/祖细胞。最近有研究发现 CD34-细胞中含有能

够重建造血的造血干细胞 ,但并不排斥 CD34为早期

造血干/祖细胞的重要标志 。CD34
+
细胞仍是大多数

体外扩增研究的靶细胞。本实验采用免疫磁珠法分选

脐血中的 CD34
+
细胞 ,结果发现 ,CD34

+
细胞约占分离

前有核细胞的 1%,分离纯度可达到 90%以上 ,其中 ,

CD34
+
CD38

-
细胞约占 99%,而 CD34

+
CD38

+
细胞约

占1%,这与文献报道是一致的。

　　随脐血应用范围的逐渐扩大 ,脐血库的建立事在

必行 。减小脐血体积最简单的方法是在冻存前去除红

细胞。研究发现 ,明胶沉降法的造血祖细胞回收率较

高 ,同时可去除超过 95%的红细胞 。Pick等
[ 8]
设计了

一种新的两步法 。第一步 ,用明胶去除大部分红细胞 ,

第二步 ,用 Ficoll去除残余的红细胞和中性粒细胞。

结果发现 ,与单用明胶相比 ,采用明胶+Ficoll法在几

乎完全去除红细胞的同时 ,对 CD34+细胞没有太大影

响 ,而且巨核系祖细胞得到了富集。本实验采用这种

方法效果较好 ,不足在于 CD34+CD38-比例较低 。

　　经过 10 d的培养 ,对照组 、MIP-1β 组 、TGF-β抗体

组 ,MIP-1β +TGF-β 抗体组 CD34+细胞数分别是最初

加入细胞的(1.09±0.31)倍 ,(1.29±0.56)倍 ,(2.30±

0.68)倍 ,(2.17±0.78)倍 。表明人骨髓基质层的存在

可维持脐血 CD34+细胞的存活和增殖 , TGF-β 抗体可

解除内源性 TGF-β对造血干细胞的抑制作用 ,使之进

入分裂和增殖 ,从而起到扩增作用。与文献报道的结

果相比 ,扩增效果不显著 。主要原因是文献所用体系

中 ,均加有造血刺激因子如 TPO , SCF ,FLT-3等 。负调

控因子拮抗剂与正性刺激因子联合应用是否可进一步

改善扩增效果 ,有待进一步研究。本实验中 ,随着培养

时间延长 ,CD34+细胞比例明显下降 ,CD34-CD38+细

胞比例明显升高 ,但在大量细胞分化成熟的同时 ,

CD34+细胞绝对值较最初增加了 1 ～ 3倍 ,TGF-β抗体

的应用没有导致造血干/祖细胞的耗竭 。

　　目前对造血干细胞还没有直接的检测方法 ,大多

要通过体外培养检测 CAFC , LTC-IC ,CFU-BL ,HPP-CFC

间接反映干细胞的数量和质量 。本实验用含 6种细胞

因子的集落培养体系分别在 14和 28 d检测较晚期的

造血祖细胞和较早期的 HPP-CFC。结果发现 ,与骨髓

造血祖细胞相比 ,脐血造血祖细胞形成的集落体积较

大 ,其中大的HPP-CFC直径可达 5 mm ,提示其可能有

更高的增殖潜能 , 这与以往的报道是一致的[ 9 ,10] 。

TGF-β抗体组(20 μg /ml),MIP-1β+TGF-β抗体(5μg/

ml)组HPP-CFC较对照组明显增加 ,提示 TGF-β抗体 ,

MIP-1β+TGF-β抗体可作用于早期的造血干细胞 。
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　　上述结果表明 ,造血负调控因子拮抗剂可改善基

质体系的扩增效果 。造血负调控因子拮抗剂之间 ,造
血负调控因子拮抗剂与正性因子之间的联合应用是脐

血体外扩增的一条新的有效途径。
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文章编号:1000-5404(2001)03-0355-01 经验与短篇

心脏不停跳 658例体外循环临床分析

Management of the cardiopulmonary bypass for intracardiac operations on beating-
heart in 658 cases

刘　梅 ,肖颖彬 ,彭　莉 ,胡　卫 ,王慧春 ,廖晓娅 ,陈　林 ,王学峰 ,钟前进 ,陈柏成 ,陈劲进　　(第三军医大学附属
新桥医院心血管外科 ,重庆 400037)

　　我院从 1997年 11月至 1999 年 12 月共施行心脏不停跳心

内直视手术 658 例。 现将我们的体外循环(Cardiopulmonary by-

pass , CPB)管理体会报告如下。

1　临床资料

　　一般资料:本组患者男性 320 例 , 女性 338 例 ,年龄 5 个月

至65 岁 ,平均(16.3±15.6)岁 , 体重 4.5 ～ 81 kg , 平均(30.7±

18.8)kg , 其中儿童(14 岁以下)406 例 , 成人 252 例。病种包括

房间隔缺损 103例 , 室间隔缺损 267 例 ,法乐氏四联症 48 例 , 法

乐氏三联症 13例 , 瓣膜置换 153 例(其中二尖瓣置换 94 例 , 主

动脉瓣置换 29例 , 二尖瓣及主动脉瓣联合置换 30 例), 右心室

双出口6 例 ,部分房室管畸形14 例 , 三尖瓣下移3 例 , 主动脉窦

瘤破裂 3例 , 单心房 2例 , 三尖瓣闭锁 1例 , 其它畸形 45 例。

　　体外循环方法:全部病例均在气管插管静脉复合麻醉下手

术。常规建立CPB。人工心肺机为 Polystan 、Sarns-8000 和 Jostra。

膜式氧合器使用MAXIMA、Terumo和 Avecor ,鼓泡式氧合器为西

京-87 型。本组患者使用膜式氧合器 246 例[ 其中儿童组 90 例

　　作者简介:刘　梅(1963-),女 ,重庆市人 ,主管技师 ,主要从事体外循环病理

生理方面的研究 ,发表论文 8篇。电话:(023)68755156

　　收稿日期:2000-03-03;修回日期:2000-07-18

(22.2%), 成人组 156 例(61.9%)] , 鼓泡式氧合器 412 例。 预
充液以林格氏液为主 ,酌情加入全血 、血浆及白蛋白 , 使晶体与

胶体之比为 0.45 ～ 0.6:1 ,稀释后血球压积保持在 0.23 ～ 0.28。

同时在预充液中加入 5%碳酸氢钠 2 ～ 4 mmol/ kg ,硫酸镁0.5 ～
1.0 g , 氯化钾 0.01 ～ 0.07 g/kg ,甘露醇 0.5 g/kg , 地塞米松 20 ～

30 mg。在 CPB 期间常规监测平均桡动脉压 、中心静脉压 、鼻

温 、肛温 、尿量 , 并在转前 、转中 、停机时测定血气 、血钾。心肺
转流前以30℃水温给预充液加温 ,建立 CPB后先缓慢灌注温预

充液 100 ～ 200 ml后再开放上下腔 , 然后逐渐使灌注流量达到
拟定水平。在鼻咽温度 32℃左右阻断上下腔静脉。若施行主

动脉手术 ,则行冠状静脉窦氧合血逆行灌注保护心肌。并随机

选取心脏停跳 CPB 患者 312 例 , 比较心脏停跳和心脏不停跳
CPB 管理的异同。

　　统计学处理:所有数据以  x ± s 表示 , 采用 χ2 检验和 t

检验。

2　结果

　　全组死亡 18 例 , 占 2.7%(18/658)。其中儿童组死亡 15

例 ,占 3.7%(15/ 406)。原因包括 2 例呼吸功能衰竭 , 2 例家属
喂养不当误吸 , 11例严重低心排出量 。成人组死亡3例 , 占
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