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脐血技术基础和临床应用研究现状

钱忠明　郭天欢　王玮　郭试瑜　袁其朋

　　干细胞技术是近年发展最为迅速的生物医学技术。由

于干细胞移植对许多疾病治疗的特殊意义 ,干细胞研究和应

用已成为目前医学界最为热门的课题。在干细胞技术的研

究应用中 ,造血干细胞移植的临床应用较早 , 始于 20 世纪 50

年代后期 , 80 年代初有较大突破。 由于脐血富含造血干细

胞 ,来源广泛 ,为研究人员所关注。 1988 年法国科学家为一

个患Fanconi症的儿童进行了世界上第一例脐血移植获得成

功。至今 , 全球已有数千例患者接受了脐血移植 , 成功率高

达 80%。现就脐血技术的基础及临床应用研究现状作一

综述。

一 、脐血生物学特点的基础研究

1.脐血细胞的特点:胎儿造血器官历经卵黄囊 、肝 、脾到

骨髓 ,第 4 月末开始骨髓造血期。到出生时 , 肝 、脾产生全血

细胞的功能基本丧失 , 骨髓代之成为主要的造血器官 , 故脐

血是骨髓造血早期的血液。脐血含有丰富的造血祖细胞

(hematopoietic progenitor cells , HPC), 其数量相当甚至超过骨

髓所含的造血祖细胞 , 因此脐血是一个引人注目 , 很有潜力

可代替骨髓的造血祖细胞的来源。 Almici等[ 1] 分析了脐血

中祖细胞不成熟(immaturity)的程度 ,他们发现脐血含有高比

例的未成熟祖细胞。三色分析(three-color analysis)的结果证

实 ,大多数分化簇(cluster differentiation , CD+
34)HLA-DR

+细胞

亚群可检测到干细胞因子(SCF)受体。甲基纤维素混合物中

加入SCF可增加单核细胞(MNC)和 CD+
34细胞的集落生长 , 粒

巨噬细胞系集落形成单位(CFU-GM)和粒红巨噬巨核细胞系

集落形成单位(CFU-GEMM)的增加最为显著。与骨髓相比 ,

脐血祖细胞对巯磷酰胺(mafosfamide)处理有较强的抵抗力。

单一集落转化测定显示 ,在培养液中加入 SCF 可促进脐血细

胞的再植入潜能 ,不管这些细胞是否经巯磷酰胺事先处理。

这些表面抗原的表达 , SCF 的分布 , 对巯磷酰胺的抵抗力和

再植入潜能的研究结果显示 ,脐血是具有未成熟特点的祖细

胞的一个资源。Cardoso等[ 2]比较了骨髓和脐血 CD+
34CD

-
38细

胞群的分化增殖能力和在长时间培养中产生早期祖细胞的

能力。在脐血中 CD+34CD
-
38组分占 CD+

34群的 4%, 而在骨髓中

只占 1%, 显示脐血可能相对富含干细胞。与一份用于成人

移植的常规骨髓标本相比较 , 一份典型的脐血标本中的

CD+
34CD

-
38细胞可产生等量的 CFU-GEMM , 产生的 CFU-GM 是

骨髓的 2 倍 , 产生的红系爆式集落形成单位(burst-forming

units-erythroid , BFU-E)是骨髓的 3 倍。另外 , 脐血样本形成

的集落也比骨髓形成的大 , 显示脐血有较强的生长潜能 。端

粒是在所有真核生物染色体末端的富含 G/C 的重复 DNA 序

列 ,在细胞分裂期间端粒重复序列的丢失被认为可能是细胞

衰老的机制。 应用 DNA 印迹法(Southern blot)、荧光原位杂

交方法(FISH)研究发现脐血干细胞的端粒平均长度明显较

骨髓干细胞的端粒长 , 表明脐血的造血增殖潜能要高于

骨髓。

2.脐血的免疫学特征:利用脐血重建重度骨髓抑制治

疗之后的造血功能的一个最重要的益处是同种异体移植后

受者急性移植物抗宿主病(GVHD)的发生率较低[ 3 , 4] 。由于

成熟 T淋巴细胞在GVHD 的发病机制中起重要作用 , D′Arena

等[ 5]使用双倍标记单克隆抗体大板的流式血细胞计数法比

较了人脐血和外周血的 T 淋巴细胞的免疫表型。他们发现

脐血中淋巴细胞的绝对数大于外周血 , 但脐血和外周血 T 细

胞百分率有明显不同 , 而 CD4/CD8 比率无差别。 除了

CD+
3 CD+

16和(或)CD
+
56 T淋巴细胞亚群 , CD

+
3 CD+

25和 CD+
3 HLA-

DR+活化T 细胞外 ,脐血中其他所有淋巴细胞亚群的绝对值

均较外周血液高。 CD38是一个活化和未成熟的标志 , 几乎所

有的脐血 T 细胞都含 CD38 , 成人外周血的 T细胞仅一半含

CD38。大部分的脐血 T 细胞也表达 CD45RA 幼稚抗原 , 而成

人外周血 T细胞中以 CD45RO
+记忆细胞为主。这些结果证

实脐血和成人外周血中淋巴细胞的免疫表型有明显的差别。

脐血 T淋巴细胞免疫表型不成熟 ,大多数脐血细胞是幼稚的

(CD45组分中以 RA型为主)。 Barbey 等[ 6]的研究也取得了类

似的结果。这些结果部分解释了为什么脐血同种异体移植

时受体 GVHD发生率较低。此外 , 除了 IgM 型免疫球蛋白

外 , 脐血 B 淋 巴细胞几 乎不产生 任何抗 体。 最近 ,

Gudmundsson等[ 7]使用 ELISPOT法比较了脐血和成人外周血

循环中 IgA , IgM , IgG , IgE 细胞的数量。他们的结果支持这一

结论 ,同时他们也发现脐血中也含有一些产生 IgA , IgG的细

胞 , 但数量很小。

3.脐血造血因子:脐血中除有形的细胞成分外 , 另一部

分即为液态的血清成分 , 含有丰富的造血细胞生长因子 。脐

血移植的成功 , 与脐血含有丰富的细胞生长因子有相当关

系。目前研究表明脐血清中细胞生长因子浓度及脐血细胞
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表达造血因子能力与成人外周血不同。脐血细胞生长因子

主要包括集落刺激因子 ,如:促红细胞生成素(EPO)、中性粒

细胞集落刺激因子(G-CSF)、巨噬细胞集落刺激因子

(M-CSF)、粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子(GM-CSF)、SCF 等

和白细胞介素(IL),如:IL-6 、IL-3 、IL-1β 等两类。正常新生儿

脐血清中 G-CSF 和 GM-CSF 水平明显高于正常人血清。

GM-CSF是造血干细胞增殖和分化所必需的刺激因子。因此

认为脐血中祖细胞较多和增殖率较高的原因可能与脐血清

中较高水平的G-CSF 和GM-CSF有关。 IL-6 是一种与骨髓造

血相关的细胞因子 , 单独应用 IL-6 并不能刺激或诱导骨髓

CFU-GM ,当其与 GM-CSF并存时 ,能增加骨髓粒 、单核细胞系

祖细胞对 GM-CSF 的敏感性 , 促进骨髓造血 。以上结果表

明 ,脐血清中造血细胞生长因子不仅含量颇高而且种类也

多 ,可能对各阶段造血干 、祖细胞均具有重要的刺激作用。

二 、脐血细胞库技术的研究

1.脐血造血干 、祖细胞的分离浓集及冻存复苏:许多脐

血造血细胞的分离 、浓集技术已经建立 , 如单纯离心法 、不连

续密度梯度离心法 、三联袋分步离心法以及 Ficoll 、Percoll、甲

基纤维素 、明胶 、羟乙基淀粉等方法。目前广为应用的是利

用抗 CD34抗原的单克隆抗体进行分离纯化的免疫学方法 ,如

免疫珠吸附法 、生物素-抗生物素亲和柱法 、流式细胞仪分选

法。有研究发现明胶法造血细胞损失率最低 ,其集落形成细

胞(colony forming cell , CFC)、CD+34细胞回收率分别可达 92%

和86%[ 8] 。最近国内袁立新等[ 9]采用优化的羟乙基淀粉法

分离技术 , 使脐血中的有核细胞总数 、单个核细胞数及 CD+
34

细胞数分别达到 88.9%、89.7%、88.5%, 优于国外常用的方

法。脐血细胞低温冻存保护是脐血技术研究中的一个重要

课题。Galmes等[ 10]研究表明二甲基亚砜浓度在 5%～ 10%

时 ,冻存的造血祖细胞有最好的恢复和成活率 。采用程序降

温和预孵复温的方法可提高脐血造血细胞的集落产率。

2.脐血造血干 、祖细胞的体外扩增:人脐血是可移植干

细胞的一个来源 ,但单份脐血所含的造血干 、祖细胞量有限 ,

只能满足一个体重 30 ～ 40 kg 患者移植之用 , 因此主要用于

儿童。进行体外扩增可扩大脐血应用范围。大部分研究表

明 ,不含造血因子的普通培养液几乎无扩增造血细胞的作

用。在培养液中加入细胞因子进行扩增 ,细胞总数可增加数

百倍 , 祖细胞数可扩增 10 ～ 100 倍。细胞因子 IL-1 、IL-3 、

SCF、EPO等主要作用于较早期的多能造血祖细胞 , IL-6 、

GM-CSF、G-CSF、M-CSF等主要作用于较晚期的定向造血祖细

胞。不同细胞因子组合可产生不同的扩增效应。 脐血

CD+
34 、CD45RAlo、CD7llo 细胞研究的结果显示细胞因子 SCF、

IL-3、M-CSF、G-CSF、EPO 的某些特殊组合可致祖细胞数明显

扩增 ,细胞数增加 103 倍以上 , BFU-E扩增 55 倍 ,培养基集落

形成单位(CFU-C)扩增 70 倍 ,并影响其增生及分化形式。单

用脐血清扩增的多向造血祖细胞数目少 ,若将脐血清和细胞

因子联合应用 ,可有效扩增造血祖细胞 ,而且脐血清对脐血

造血祖细胞的扩增强于对骨髓细胞的扩增。Hao 等[ 11] 用来

源于脐血的 CD+
34CD

-
38细胞作为长期培养的起始细胞(long-

term culture-initiating cells , LTC-IC),在基质培养中能持续产生

CFU-GM 达 100 d 以上。 脐血干 、祖细胞也可通过自分泌转

化生长因子 β(transforming growth factor , TGF-β)等负调控因子

使绝大多数干 、祖细胞处于静止期。而生长因子 SCF、IL-6、

IL-3、G-CSF 与 EPO等均不能阻断 TGF-β 的抑制作用。在上

述组合加入 TGF-β 反义寡聚脱氧核苷酸或抗 TGF-β 抗体能

有效拮抗 TGF-β , 可改善脐血 CD+34CD
-
38细胞的长期扩增能力 ,

产生的 CFU-GEMM 、CFU-GM 和 BFU-E 分别是骨髓的 1、2、3

倍[ 2] 。除了体外扩增外 , 新的研究[ 12]已经证实 ,将多份脐血

合并使用是可行的 , 这将克服单份脐血所含干 、祖细胞不足

的困难 , 使得脐血的应用范围可以扩大到成年人。

三 、脐血细胞的临床应用研究

由于脐血的淋巴细胞功能不成熟 , 抗原表达弱 , GVHD

发生率低 ,因此在同胞兄妹中人类 HLA 配型不完全相合者

也能成功移植。纽约血液中心已进行无关供体脐血移植500

多例 ,说明脐血移植的供受者之间无亲缘关系及 HLA 不完

全匹配均可成功。然而 , 应当指出 ,有亲缘关系 、HLA完全匹

配者移植效果最佳。 Rubinstein 等[ 13] 分析了自 1992 年 8 月

至 1998 年 1月多个中心进行的562例无关体脐血移植 , 94%

受体 1 年内存活良好 , 81%受体中性粒细胞恢复的平均时间

为 28 d , 85%受者血小板的平均恢复时间为 90 d , 急性 GVHD

(Ⅲ 、Ⅳ)发生率为 23%, 慢性 GVHD 发生率为 25%, 显示脐

血移植有较高的存活率及较低的 GVHD发生率。虽然脐血

中淋巴细胞抗原表达弱 ,淋巴细胞功能不成熟 , 但很快可诱

导分化出非特异性 NK 细胞样效应 , 并可显示出比成人外周

血更强的细胞毒作用 。研究发现经细胞内因子刺激的脐血

细胞胞质内有大量细胞毒效应颗粒 ,对 K562 和 RaJi肿瘤细

胞的细胞毒作用明显强于骨髓和外周血 ,而经 IL-2 活化的脐

血可明显抑制 K562白血病细胞在严重联合免疫缺陷(severe

combined immunodeficiency , SCID)鼠体内的生长。体内外实

验均说明脐血含有较骨髓 、外周血更多的抗肿瘤前体细胞 ,

是肿瘤过继性免疫治疗的良好资源[ 14] 。目前可用脐血移植

治疗的疾病有:恶性肿瘤中的急 、慢性粒细胞白血病 、急性淋

巴细胞白血病 、淋巴瘤 、多发性骨髓瘤 、神经母细胞瘤 、乳腺

癌 、卵巢癌 、睾丸癌 、黑色素瘤 、原发性脑瘤 、小细胞性肺癌

等;非恶性肿瘤中的再生障碍性贫血 、地中海贫血 、范科尼贫

血 、SCID、骨质疏松症 、放射病 、Wiskolt-Aldrich 综合征等。

脐血移植用于基因治疗也日益受重视。Kohn 等[ 15]将人

腺苷脱氨酶(adenosine deaminase , ADA)基因转入脐血 CD+
34细

胞 , 输给 3例 ADA缺陷患儿 , 治疗成功。另外有用多药耐药

基因(MDR1)转染造血细胞的研究 , 用 MDR1 基因转染造血

细胞对骨髓进行保护性基因治疗 , 可加大化疗药物剂量 , 将

对肿瘤的治疗产生重要推动作用。目前 , 脐血造血细胞基因

治疗的研究尚处于初级阶段。此外 , 脐血干细胞具有较强的

横向分化能力 , 能发育成多种不同的细胞。 Chen 等[ 16]最近

的研究显示将维生素 A衍生物处理过的脐血细胞注射到卒
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中小鼠静脉内 ,脐血细胞可自行转移入脑组织内受损部位 ,

并发展成为正常的神经细胞 , 活动能力恢复到卒中前的

50%～ 80%。最近研究也已证明将脐血干细胞人工培养液

中加神经生长因子 ,最终可使其分化成神经元和胶质细胞。

因此 ,脐血细胞可作为干细胞替代治疗神经退行性疾病的一

个细胞来源[ 17] 。转基因动物的研究已显示人脐血细胞移植

可明显改善老年痴呆[ 18]和亨顿病[ 19]的症状。相信不久脐血

将可作为一个重要的干细胞库被加以广泛利用。
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光疗科研课题招标启事

　　上海海斯泰投资有限公司是医药行业上市公司之全资子公司 , 正在试生产一种无创光疗设备。相关的基础研究(光照射

对人纤维母细胞增生及基因表达图谱的影响等课题)已于今年 2月开始 , 现征求临床科研合作医院。

该光疗机的治疗方向是:(1)提高红细胞携氧能力及增加细胞供能;(2)改善机体免疫功能;(3)降低体内有害自由基水平;

(4)改善微循环及血液黏稠度;(5)消除慢性疲劳;(6)减轻放疗 、化疗后的呕吐反应;(7)治疗抑郁症;(8)减缓皮肤衰老及美容;

(9)促进皮肤创面愈合。

为做好这一科学研究 ,我公司提供:(1)全身光疗机 1台(市场价 200 万元人民币左右 ,科研结束后退回公司或另外签订合

作合同);(2)课题方案(著名临床流行病学专家按循证医学原则设计);(3)相关学术论文 700余篇及已经完成的基础医学研究

成果;(4)必要的技术支持。

医院(课题组长)需具备的条件是:(1)三级甲等医院;(2)牵头人有较强的科研能力 , 曾经在中华医学系列杂志上发表过论

文;(3)提供 50 平方米带冷暖空调的治疗用房 , 需是里外套间(公司将提供 1 份治疗用房标准平面图);(4)医院的全力支持;

(5)确保充足的科研时间。

欢迎有兴趣参加该科研项目的医院科室来电来函联系相关事宜。联系人:李剑飞。 Email:lr@healthtech.com.cn 。联系电

话:021-63372888-8016。联系地址:上海市宁波路 1号申华金融大厦 8 层 , 上海海斯泰投资有限公司医学部 ,邮政编码:200002。
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