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羟乙基淀粉一步与两步法分离骨髓单个核细胞及血小板的比较
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Mononuclear cells and platelets isolated from human bone marrow using hydroxyethyl starch by
one-step way versus two-step way

Ma Yan1, Chen Shuang2, Bi Xiao-juan1, Jiang Ming1, 2

Abstract
BACKGROUND: It can improve the concentrated efficiency of mononuclear cell to use hydroxyethyl starch with lymphocyte
separating medium. However, there is no report addressing the residual volume of platelets.
OBJECTIVE: To detect the efficiency of isolating mononuclear cells and residual volume of platelets using hydroxyethyl starch by
one step or two-step way.
METHODS: Bone marrow was obtained from the samples of patients treated with adult autologous bone marrow karyocyte
transplantation performed at the First Affiliated Hospital, Xinjiang Medical University, China. Bone marrow tissues acquired from
patients were sedimentated by hydroxyethyl starch solution only, or followed by further centrifugation with lymphocyte separating
medium. Karyocytes, mononuclear cells and platelet number by these two methods were observed.
RESULTS AND CONCLUSION: The average percentage of mononuclear cells in two-step group (89%) was significantly higher
than one-step group (45%) (P < 0.05). Moreover, the number of platelets was lower in two-step group (median: 73.00) than
one-step group (median: 367.50) (P < 0.05). Results have suggested that the isolation efficiency of using hydroxyethyl starch
solution by two-step way from human bone marrow was higher than one-step way.

Ma Y, Chen S, Bi XJ, Jiang M. Mononuclear cells and platelets isolated from human bone marrow using hydroxyethyl starch by
one-step way versus two-step way.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(40): 7529-7532.
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摘要

背景：羟乙基淀粉和淋巴细胞分离液两步法分离骨髓有核细胞，可以提高单个核细胞的浓缩效率，但对血小板残留量的研

究未见报道。

目的：明确羟乙基淀粉两种分离方法浓缩骨髓单个核细胞的效率和残留血小板的量。

方法：骨髓来自在新疆医科大学第一附属医院行成体自体骨髓有核细胞移植治疗相关疾病分离骨髓的检测标本。采用羟乙

基淀粉自然沉降和羟乙基淀粉沉降后再用淋巴细胞分离液分离骨髓细胞。观察两种方法分离骨髓细胞后有核细胞、单个核

细胞、血小板数。

结果与结论：羟乙基淀粉两步法分离骨髓后有核细胞悬液中单个核细胞均值为 89%，一步法为 45%。两步法浓缩单个核细

胞的百分率高于一步法(P < 0.05)；残留血小板数(中位数：73.00)低于一步法(中位数：367.50)(P < 0.05)。结果表明，羟乙

基淀粉和淋巴细胞分离液两步法分离骨髓细胞中单个核细胞和血小板的效果优于一步法。

关键词：羟乙基淀粉；淋巴细胞分离液；分离；单个核细胞；血小板
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0 引言

近年来，间充质干细胞由于具有分化为间

充质谱系的能力，被作为组织再生有潜力的细

胞源[1-5]，已经广泛应用于实验性再生研究，并

在临床用于急性心肌梗死[6-8]、严重下肢缺血性

肢体坏死[9]、股骨头坏死[10-12]、糖尿病足等疾病

病变组织的修复和再生的治疗研究中[9]。由于骨

髓间充质干细胞缺乏特异性的表面抗原 [13]，特

性的鉴定仍然有不确定性，这对实验研究和临

床治疗收集足量的有治疗价值的细胞无疑是挑

战。自1975年Mishler [14]首次用羟乙基淀粉分离

细胞以来，应用羟乙基淀粉分离各种血标本和

比较羟乙基淀粉浓缩有核细胞方法的研究报道

不少[15-19]，但未见对有核细胞血浆中血小板的

残余量进行的研究报道。为此，本实验旨在比

较羟乙基淀粉两种方法收集骨髓单个核细胞效

果的同时，对其残留血小板亦进行了比对。

1 对象和方法

设计：细胞学体外检测对比实验。

时间及地点：于2007-01/2008-08在新疆

医科大学第一附属医院血液科移植病区百级

细胞分离室和生化室完成。

对象：选择2006-12/2008-08在新疆医科

大学第一附属医院住院的临床诊断为急性心
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肌梗死14例、股骨头坏死7例、严重下肢缺血

性坏死21例。纳入标准：骨髓形态学检测正

常(诊断按WHO标准)、相关检测项目(羟乙基

淀粉分离前和后、淋巴细胞分离液分离后的有

核细胞数、血小板数，有核细胞中单个核细胞

的百分率)齐全，并需施行自体骨髓移植的患

者。按标准纳入男26例，女6例，年龄23~79
岁。取材患者签署同意书。

材料：

实验方法：

标本的采集：患者均行利多卡因局麻，以肝

素钠30~50 U /mL骨髓血抗凝，髂后上棘多点

穿刺，采血量为100~200 mL/次，收集于采血

袋中，速送入百级净化间，在下述操作中收集

检测标本，并于5 h之内完成数据检测。

羟乙基淀粉一步法分离：骨髓血与6%羟乙基

淀粉以4∶1比例混匀，室温静置1 h，弃底层红

细胞，将上层血浆700 g×30 min离心，分浆夹

排挤上清液弃之，按临床治疗量余留下层浓缩

的有核细胞血浆10~40 mL不等。分别留细胞悬

液1 mL进行两步法处理，0.1 mL为细胞计数用。

羟乙基淀粉两步法分离：在锥形离心管中加

3 mL淋巴细胞分离液，将1 mL羟乙基淀粉一步

法分离的细胞悬液用生理盐水以1∶1稀释、混

匀，加于淋巴细胞分离液之上，400 g×30 min
离心,收集单个核细胞，生理盐水洗涤2遍，弃

上清液，加入0.1 mL生理盐水，混匀为细胞计

数用。

血小板计数：3组标本分别用10 g/L草酸胺

溶液稀释后，血细胞计数板计数血小板数。

有核细胞计数：3组标本分别用白细胞稀释

液稀释后，血细胞计数板计数有核细胞数。

单个核细胞计数：3组标本分别制备细胞涂

片(注：两步法则将细胞悬液与胎牛血清以1:3
混匀后涂片)，Wright染色后计数200个有核细

胞中淋巴细胞和单核细胞占的百分率，同时另

外计数有核红细胞，用校正公式 [有核细胞

×100/(100+有核红细胞)] 去除有核红细胞数,

计算所得即为单个核细胞百分率。计数检验人

员为经专业培训主管检验师1名。

主要观察指标：两种方法分离骨髓细胞后

有核细胞、单个核细胞、血小板数。

设计、实施、评估者：设计者为第一、四

作者，实施为第一、二、三作者，评估为第一、

三作者，均经过正规培训，未使用盲法评估。

统计学分析：实验的主要目的是评价两种

方法分离单个核细胞的效率和残留血小板的数

量。各组先分别计数血小板数(×109 L-1)、有核

细胞数(×109 L-1)和有核细胞中单个核细胞百分

数，应用PEMS3.1软件进行了随机区组设计的

秩和检验，按α=0.05检验水准求得P 值。

2 结果

2.1 骨髓原液、一步法和两步法分离骨髓单个

核细胞的比较 二步法分离骨髓单个核细胞的

纯度明显高于另外两组(P < 0.05)，见表1。

2.2 骨髓原液、一步法和两步法分离后血浆中

血小板含量的比较 二步法分离去除骨髓中的

血小板效果明显优于一步法(P < 0.05)，但与骨

髓原液中的血小板含量差异无显著性意义(P >
0.05)，见表2。

试剂及仪器 来源

6%羟乙基淀粉

淋巴细胞分离液

Wright 染液

草酸铵

无菌采血袋

正置显微镜

低速冷冻离心机(KDC-2046)

美国 EXCEL CONTAINER
中国科学院血液病研究所

天津天新精细化工试剂有限

公司

天津百世化学试剂有限公司

广州华南医疗用品有限公司

Leica
中国

表 1 骨髓原液、一步法和两步法分离骨髓单个核细
胞的比较

Table 1 Comparison of isolating bone marrow
mononuclear cells using bone marrow stock
solution, one-step or two-step way (n=32)

aP < 0.05, vs.two-step method

Sample M (IQR) Mean sum
of ranks M P

Bone marrow
stock solution

0.48a 1.5

One-step method 0.45a 1.5
Two-step method 0.89 3

1 536 0.000 0

表 2 骨髓原液、一步法和两步法分离后血浆中血小
板含量的比较

Table 2 Comparison of platelet content in plasma
using bone marrow stock solution, one-step
or two-step way (n=32)

aP < 0.05, vs. one-step method

Sample M (IQR) Mean sum
of ranks M P

Bone marrow
stock solution

128.24a 1.75

One-step
method

367.50 2.99

Two-step
method

73.00a 1.28

1 554 0.000 0
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3 讨论

一般认为干细胞在形态上为淋巴样细胞，其密度与

淋巴和单个核细胞的密度基本相同，通过密度梯度离心

的方法就可以收集到[20-22]。良好的浓集单个核细胞的技

术是获得足够治疗细胞进行各项研究的基础。虽然，免

疫磁珠法和流式细胞仪筛选骨髓血中的干细胞具有纯

度高的特点，但因其需专用设备、操作繁琐、对细胞损

伤大和价格昂贵[23]，临床上多采用简便易操作、对细胞

损伤小的沉降剂或密度梯度离心法达到浓缩有核细

胞[24]，提高治疗细胞收获的目的。羟乙基淀粉可诱使红

细胞形成缗钱状，加速了红细胞在血浆中的沉降，去除

红细胞后，达到浓集骨髓有核细胞的目的。有研究小组

是用传统的淋巴细胞分离液密度梯度法分离骨髓中单

个核细胞[25-27]，但研究显示密度梯度分离骨髓单个核细

胞细胞属开放性操作[23，28]，没有广泛应用于临床是因为

其增加了感染的风险。然而，在这两种分离中对质量轻

悬浮在血浆中的血小板残留数量却未见文献报道。目

前，临床成体自体骨髓细胞移植治疗各种疾病时，有些

疾病的发病机制为凝血功能紊乱相关性疾病，在这类疾

病中血小板的激活及病变的脉管病损，具有促诱血小板

血栓形成的可能，因此，分离收集的自体骨髓单个核细

胞中血小板残留量的多少可能会影响到治疗的效果。

为此，本实验对羟乙基淀粉一步法和两步法浓缩有

核细胞中单个核细胞数量进行比较的同时，对残余血小

板的数量进行了平行比对。研究表明：羟乙基淀粉两步

法与一步法浓缩单个核细胞的纯度和去除血小板能力

比较差别均有显著性意义，虽然，二步法去除血小板后

血浆中的数量与骨髓原液中的差异不显著，但也是处于

生理血小板含量的范畴内。由此证实两步法分离骨髓细

胞质量优于一步法。

有研究小组的体内外研究显示，在骨移植和骨缺损

治疗中骨髓间充质细胞与富含血小板血浆联合移植有

加速骨愈合和重塑作用[29-30]。由此说明骨髓有核细胞血

浆中的血小板具有双重性。作者的体会是：①成体骨髓

细胞作为种子细胞修复和再生受损组织时，不能忽视血

小板的作用，应根据治疗疾病的发病机制不同选择适宜

的细胞分离方法。例如，对心血管疾病患者治疗时推荐

在采血袋的管道系统用羟乙基淀粉将大量红细胞和血

浆去除，使有核细胞血浆容积大为减少，再经淋巴细胞

分离液分离，以缩减开放性操作的步骤和时间。②必须

在百级净化室完成所有分离骨髓细胞的操作。③选择无

菌操作技能娴熟的专职技术人员分离细胞。毕竟两步法

分离细胞仍有开放性操作、丢失细胞较一步法多、对实

验环境、试剂和接触细胞的实验器皿有指标限定，这些

弊端也一定程度限制两步法的广泛的开展。目前需要做

的是在规范化操作标准出台之前，努力做好成体骨髓间

充质细胞移植严格慎密的设计、检测，监督实施，为临

床应用前的体内外基础实验、临床试验性研究提供客观

的标测数据，提高临床实施成体骨髓间充质细胞移植治

疗的可行性水平。
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障碍性贫血的实验研究

○ 松针有效部位对猪骨髓间充质干细胞生长
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○ PTO诱导肿瘤干细胞凋亡的分子机制

○ 果蝇肠干细胞的维持和定向分化的分子机

理

○ 脂类代谢关键基因fas在果蝇生殖干细胞命

运决定中的作用

○ 以IPS作为供体细胞进行核移植后表观遗传

学研究

○ 基于诱导多能干细胞技术的I型神经纤维瘤

疾病模型研究

○ 肾透明细胞癌干细胞表面分子标志的鉴定

○ 应用表面模式化方法研究表皮干细胞迁移

动力学及其分子机制

○ CalcineurinNFAT信号通路在小鼠胚胎干细

胞中的功能研究

○ 间充质干细胞与免疫系统的相互作用：基础
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○ 利用独特的细胞共培养体系分离刺激哺乳

动物器官鹿茸完全再生物质的研究

○ 转染Ang1及VEGF双质粒的胎盘来源间充

质干细胞对新生小鼠BPD模型干预研究

○ 癌基因p28GANK对肝干细胞和肝癌前体细

胞功能的调节及其对肝癌发生机制的影响

来自本文课题的更多信息--
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课题的意义：应用羟乙基淀粉或淋巴细胞分离液浓集成

体骨髓单个核细胞是临床较为常用的技术手段。本实验比较

了两种分离方法分离血浆中血小板的残存量，这提示临床以

此法分离骨髓细胞治疗相关疾病时，应根据疾病的发病机制

酌情采取不同的细胞分离手段，可避免因输注过量的血小板

而引发的次生副作用。

课题评估的“金标准” ：该分离细胞手段尚未有“金

标准”可借鉴。
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料，是这项实验的不足。
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