
脐血造血细胞分离和冻存的研究

张林生　 陆道培 　　 (第三军医大学附属西南医院血液内科 ) 重庆 , 630038

　　提　要　用 6%羟乙基淀粉沉淀、比重 1. 077、 1. 080的 Fico ll-泛影葡胺及比重 1. 080的 Percoll分层分离

脐血有核细胞 ,发现以比重 1. 080的 Pe rcoll分层后粒 -单核细胞集落形成单位 ( CFU-GM)回收率最高 ,可达

104%。随全血加入培养体系中的少量血浆会明显影响 CFU-GM回收率的计算。6例脐血用不同保护剂及降

温方法冻存证明 - 70℃冰箱降温效果接近甚至优于程控降温。结果表明 ,用 Perco ll 1. 080分层后细胞

- 70℃冰箱降温冻存 ,可作为现阶段较为理想的大规模库存脐血造血细胞的方法。
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　　人白细胞抗原不完全相合兄弟间及无血缘关系供

受者间的脐血移植已经取得成功。这种来源广泛、取材

方便的造血细胞可能最终解除人类干细胞移植的供体

来源之忧。但其先决条件是要有足够容量的脐血造血

细胞库。本研究分析浓缩有核细胞的不同方法对脐血

造血细胞的影响及脐血冻存与复苏方法对造血细胞损

伤的情况。为大规模库存脐血造血细胞打下基础。

1　材料与方法

1. 1　标本来源
　　脐血 47例 ,按 Broxmeyer等 [1]介绍的方法进行收集 ;成人

骨髓 11例 ,取自骨髓移植供者。二者均用 15 u /ml肝素抗凝。

1. 2　实验方法
1. 2. 1　脐血有核细胞的分离　　 6%羟乙基淀粉 ( HESPANR ,

美国 Dupont Pharma产品 ) 2次沉降红细胞按张洪泉等 [2]介绍

的方法进行。比重 1. 077和 1. 080的 Ficoll-泛影葡胺及比重

1. 080的 Perco ll ( Pharmacia )密度梯度离心分层为实验室常规

单个核细胞悬液制备方法。吸取中间白细胞层时保证尽量完全

地吸入所有细胞。

1. 2. 2　造血祖细胞培养　　 10 d CFU-GM琼脂体系培养按

文献 [ 3]的方法 ,体系内含粒单集落刺激因子 ( GM-C SF, Leuco-

max ) 40 ng /ml,有核细胞 2× 105 /ml。用全血作培养时 ,计数前

滴入 3%醋酸可使集落清晰突出。14 d CFU-GM ,红系爆增性集

落形成单位 ( BFU-E)和粒系、红系混合集落形成单位 ( CFU-

GEM ) ,粒系、红系、巨核系混合集落形成单位 ( CFU-GEMM )

甲基纤维素体系培养按文献 [4 ]的方法进行。

1. 2. 3　脐血细胞的冻存　　全血冻存时把脐血与 20% DM SO

按 1 1混匀后分装 2支冷冻保存管 ,其一加入肝素 50 u /m l。分层

后细胞的冻存分别用 10% DM SO+ 10%人 AB血清 -RPM I-

1640或 6%羟乙基淀粉 ( MW 150000)+ 4%人血白蛋白+ 5%

DM SO的冷冻保护剂 ,混匀后各分装 2支冷冻保存管 ,一组置程

控降温冷冻仪 , 4 ℃平衡 5 min, 1 ℃ /min降温至 - 50℃ ,

5℃ /min降温至 - 100℃ ,取出置液氮液相中保存。另一组直接

置 - 70℃冰箱 , 12 h后移至液氮液相中保存。

1. 2. 4　脐血细胞的复苏　　标本保存 1个月以上后取出复苏。

在 40℃水浴中摇震快速融化后 ,按冷冻前的细胞浓度计算 ,稀

释至 2× 106 /ml,直接按 10%比例 (终浓度 1× 105 /ml)加入培养

体系中 ,培养完毕作有核活细胞计数。

1. 2. 5　统计学方法　　祖细胞产率及回收率的比较用配对或

非配对计数资料 t检验。资料不呈正态分布时用 Wilcoxon

检验。

2　结果

2. 1　脐血有核细胞分离对造血细胞的影响
2. 1. 1　脐血血浆对自身细胞 CFU-GM培养的影响　　用 0. 4

ml自身脐血血浆代替 0. 4 ml的 400 ng /ml GM-CSF作为刺激

因子进行 CFU-GM 培养 ,每 105细胞产率为 12. 17± 14. 07,

GM-CSF刺激组产率为 6. 75± 4. 04。两组差异无显著性。说明

自身血浆至少含有相当于 400 ng /ml生白能的 GM-CSF活性。

在全血或全骨髓 CFU-GM培养时 ,随血液或骨髓细胞也加入

了少量血浆。分层后细胞悬液作 CFU-GM培养时 ,补充相应量

的血浆作校正 , 26例脐血校正前产率为 17. 36± 41. 16,校正后

为 36. 24± 66. 14, 12例骨髓校正前产率为 53. 84± 58. 36,校正

后为 140. 36± 161. 65,骨髓和脐血校正前后差异均有显著性。

2. 1. 2　不同方法分离浓缩脐血有核细胞时脐血 CFU-GM的

回收情况　　 6例脐血同时分别用 6%羟乙基淀粉沉淀 ,比重

1. 077及 1. 080的 Ficoll-泛影葡胺密度梯度离心分层 ,比重

1. 080的 Perco ll密度梯度离心分层 ,分离后有核细胞的培养均

用血浆校正 ,所得的 CFU-GM回收情况 ,见附图。可见以比重

1. 080的 Perco ll梯度离心分层后回收率较高 ,且也比较稳定。

　 　北京医科大学血液病研究所　北京 , 100044

495

第 18卷第 6期

1996年 12月
　

第　三　军　医　大　学　学　报

　 ACT A ACADEMIAE MEDICIN AE MIL ITARIS TERTIAE 　
　

Vo l, 18, No. 6

Dec. 1996
DOI : 10. 16016 /j . 1000 -5404. 1996. 06. 012



对脐血和骨髓标本分别用不同的分层液分离有核细胞 ,分离后

用或不用血浆作校正 , CFU-GM回收情况见表 1。用血浆校正

后 ,骨髓细胞经比重 1. 077的 Fico ll-泛影葡胺分层平均 CFU-

GM回收即超过 100% ,脐血则只有比重 1. 080的 Perco ll分层后

并校正时 CFU-GM回收才能达到 100%左右。其它方法平均回

收率均不足 70%。

附图　不同方法分离脐血有核细胞时 CFU-GM的回收率

Fig　 CFU-GM recovery rate of cord blood with dif f erent

way to separate nucleated cell

表 1　不同密度梯度离心分层时脐血和骨髓的

CFU-GM回收率

Tab 1　 CFU-GM recovery rates by diff erent

density separation

Cord b lood Bone marrowType of

density s eparation

Plasma

correction n x-± s n x-± s

1. 077 Ficoll-Urograf in
no 12 36.35±52.15 11 61.05± 42. 08

yes 28 56.85±52.71 8 112.75± 31. 07

1. 080 Ficoll-Urograf in no 17 28.71±30.03 10 33.62± 28. 62

1.080 Percol l
no 11 71.14±55.57 - -

yes 29 104.22±54.16 - -

2. 2　脐血造血细胞的冻存与复苏
　　预实验证明 ,复苏后细胞必须用 4℃ 1640液逐步稀释 ,不

洗细胞直接培养 ,否则将损失大量祖细胞。全血冷冻复苏后

10 d CFU-GM回收仅 ( 27. 97± 12. 55)% ,加入肝素后增高为

( 58. 50± 25. 35)% ,差异有显著性。分层后细胞经冷冻保存后

祖细胞的回收情况见表 2。从均数看 , - 70℃冰箱降温组更好

一些。14 d CFU-GM的回收率 - 70℃冰箱降温组明显高于程

控降温组 ,差异有显著性 ( P < 0. 05)。其余差异都没有显著性。

表 2　冷冻复苏后脐血造血祖细胞的回收率 (x-± s,% )

Tab 2　Recovery rate of cord blood progenitors recovery after cryopreservation and thaw (x-± s, % )

10% DM SO+ 10% AB serum 6% HES+ 4% Albumin+ 5% DM SO
　 Progeni to r colonies

Cont rolled f reezer - 70℃ f reezer Cont rolled f reezer - 70℃ f reezer

　 day-10 CFU-GM 64. 24± 21. 44 68. 73± 28. 15 65. 44± 32. 24 62. 94± 29. 64

　 day-14 CFU-GM 52. 25± 10. 62 74. 06± 19. 76 56. 32± 20. 13 73. 62± 18. 89*

　 CFU-GEM 44. 24± 31. 39 56. 50± 43. 65 44. 06± 33. 03 37. 73± 17. 54

　 CFU-GEMM 37. 52± 35. 82 59. 19± 53. 35 57. 36± 34. 21 62. 83± 34. 21

　 BFU-E 25. 44± 21. 15 39. 65± 25. 00 38. 94± 35. 25 55. 70± 39. 47

* : P < 0. 05 v s cont rolled fr eeze r

3　讨论

　　国外一些单位已开始建立以冻存造血细胞为目的

的大型脐血库 [5 ] ,为了缩小每份脐血所占的冻存体积

以及减少由红细胞在复苏后溶解和聚集对造血细胞的

干扰 ,去除红细胞并浓缩造血细胞十分必要。Brox-

meyer和 Thierry等
[1, 6 ]认为 ,经比重 1. 077的 Ficoll-

Hypaque分层液分离后脐血祖细胞只有 6% ～ 40%的

回收率。由于脐血血浆含有丰富的造血刺激活性 ,本研

究对比脐血自身血浆和重组 GM-CSF作刺激因子时

脐血细胞 CFU-GM产率发现脐血血浆至少含有相当

于 400 ng /ml生白能的造血刺激活性。分层后细胞培

养时补充相应全血培养中等量的血浆作校正 ,也发现

脐血的 CFU-GM产率明显提高。文献中未见到类似

报告。 因此我们认为 ,在分析脐血有核细胞分离后的

CFU-GM回收率时 ,不能忽略这少量脐血浆的作用。

用 6%羟乙基淀粉 ,比重 1. 077及 1. 080的 Ficoll,

1. 080的 Perco ll分离有核细胞 ,经血浆作校正后 ,骨髓

细胞在 1. 077的 Ficoll-泛影葡胺分层时回收率即可达

100%以上 ,而脐血的 CFU-GM回收率只有在用比重

1. 080的 Percoll离心分层后回收率才达 100%。 这与

Falkenberg等
[7 ]
1993年报告的结果比较接近。但没有

张洪泉等 [2 ]报告的那么高。 提示脐血造血细胞的确比

较脆弱 ,易受损失。 从实际操作来说 ,祖细胞达到

100%的回收是不可能的 ,但由于有核细胞分离过程去

除了一些抑制祖细胞生长的成分 ,回收率便可超过
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100%。 Har ris等
[8 ]
也证明用密度梯度离心分层不象先

前报告的那样造成祖细胞的明显损失。因此 ,用比重

1. 080的 Percol l密度梯度离心分层是较好的浓缩脐

血造血细胞的方法 ,将有利于大型脐血库的建立与扩

展。平均计算 , 1份脐血有核细胞数约 2× 109 ,回收有

核细胞 8× 108 ,可在 20 ml体积内冻存。

　　造血细胞的冻存保护常规都用 10% DMSO+

10% AB型人血清 ,程控降温 ,然后投入液氮中保存。

近年 ,合用 DMSO、羟乙基淀粉和白蛋白的保护剂取

得了很好的效果 [9 ] ,并可以直接用 - 80℃冰箱降温冻

存。 本研究发现二者效果没有明显差别。 直接在

- 70℃冰箱中降温冻存脐血 ,可避免程控降温的时间

消耗和较复杂的操作 ,是较为理想的大量库存脐血的

方法。脐血细胞对复苏后的处理非常敏感 ,复苏后立即

输入患者体内 ,可以得到血浆和红细胞的保护 ,可能是

保护造血细胞的较好的方法。本研究还发现 ,如果用全

血直接冻存 ,在冻存剂中加入肝素有利于造血细胞的

回收。 这一点未见文献中有报告。在分层后细胞冷冻

保存时加入肝素是否也可以提高回收率值得进一步探讨。
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A study of separation and cryopreservation of cord blood hematopoietic

cells
Zhang Linsheng , Lu Daopei ( Depa r tment o f Hema tolog y , Southw est Hospita l, Third M ilitar y Medical Univ er sity ,

Chongqing , 630038)

　　 Abstract　 Co rd blo od nucleated cell sepa ration and cryopreserv ation is the majo r problem in the estab-

lishment of la rg e scale co rd blo od bank fo r hematopoietic stem cell tr ansplanta tion. In the pr esent study , co rd

blo od nucleated cells wer e sepa ra ted w ith 6% HESPANR sedimentation o f r ed blood cells, Fico ll-U rog rafin

with density g radients o f 1. 077 and 1. 080 and Perco ll with a density g r adient o f 1. 080. It wa s found that the

high est recovery ra te of 104% of the CFU-GM w as seen in those sepa rated with Percoll. A lit tle amount of

plasma added to the culture sy stem with the who le blood remarkably affected the calculation o f the recover y

ra te o f CFU-GM. Cryopreserv ation of 6 co rd blo od samples with differ ent preserv ing r eagents and fr eezing

methods show ed that preserv ation with freezing in a r efrig er ato r a t - 70℃ w as simila r or ev en superio r to

ra te contr olled free zing. The refo re, c ryopreserv ation of nucleated cells with Per co ll separa ted with a density

g radient o f 1. 080 in a r efrig er ato r at - 70℃ is a simple and effec tiv e method fo r la rg e amount of co rd blood

banking .

　　 Key words　 co rd blo od; hematopoietic cell; cry opr ese rv a tion
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