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影响外周血CD34+细胞纯化的相关因素

白 雯，白 槟，王黎明，周建军，张 聪，刘 涛

Related factors affecting peripheral blood CD34+ cell purification

Bai Wen, Bai Bin, Wang Li-ming, Zhou Jian-jun, Zhang Cong, Liu Tao

Abstract

BACKGROUND: Hemopoietic stem cells have the potential of self replication and renewal. CD34+ cells have the marker of
hemopoietic stem cells.
OBJECTIVE: To analyze the related factors that affect the peripheral blood CD34+ cell purification.
METHODS: From 90 cases of patients, the peripheral blood were collected, after human granulocyte colony stimulating factor
(G-CSF) 5 μg/kg•d mobilizing for 1-3 days, using COBE machine mononuclear cells fluid 80-100 mL was collcected, the CD34+
stem cells were purified by Clini MACS.
RESULTS AND CONCLUSION: The mean value of CD34+ cells was (1.73±1.15)×107 in 90 cases. Using flow cytometry, the
positive rate of CD34+ cells was more than 80%. When the circulation blood liquid singly collected by COBE machine was 980-
1 100 mL, it was useful for CD34+ cells collection (P = 0.005). After mobilizing, when the white blood cell concentration was
(16-21)×109/L, it was useful for CD34+ cells collection (P < 0.05); when the general ratio of middle cells to lymphocytes was more
than 11%, it was useful for CD34+ cell collection (P < 0.05). When the concentration of blood platelet in mononuclear cells was
less than 2 100×109/L, it was useful for CD34+ cell collection (P < 0.05); when the patient’s age was younger than 16 years, the
number of collected CD34+ cells was high (P = 0.003). Moreover, the temperature of CD34+ cells, the magnetism marker, the
eccentricity of treating cells, all could affect the CD34+ cells collection. Results indicate that the CD34+ cells purified by Clini MACS
machine could fit the clinical need and keep good experiment stability and repeatability. To improve the CD34+ cells collection, the
related factors which affect the peripheral blood CD34+ purification should be carefully considered.
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Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(45): 8460-8463.
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摘要

背景：造血干细胞具有良好的自我复制和更新的能力，CD34+细胞具备有造血干细胞的标志。

目的：分析影响外周血 CD34+细胞纯化的因素。

方法：90例患者，经粒细胞集落刺激因子 5 μg/(kg•d)动员 1~3 d后，应用 COBE血细胞分离机采集外周血单个核细胞液

80~100 mL，经 Clini MACS免疫磁珠分选技术纯化 CD34+细胞。

结果与结论：90例 CD34+细胞平均数为(1.73±1.15)×107，经流式细胞仪分析，CD34+细胞阳性率大于 80%。COBE血细胞

分离机单次收集的循环血量在 980~1 100 mL时，利于 CD34+细胞收集(P=0.005)；动员后白细胞浓度在(16~21)×109 L-1时，

利于 CD34+细胞收集(P < 0.05)；中间细胞和淋巴细胞总比例超 11%时，利于 CD34+细胞收集(P < 0.05)；单个核细胞液血

小板小于 2 100×109 L-1时，利于 CD34+细胞的收集(P < 0.05)；年龄小于 16岁，CD34+细胞数高(P=0.003)；CD34+细胞抗

体的温度、磁性标记及细胞处理时离心力的大小，均有影响。结果提示，经 Clini MACS免疫磁珠细胞分选技术纯化的 CD34+
细胞能满足临床需要，实验稳定性好，重复性好；注重相关因素的影响，可提高纯化的 CD34+细胞数量。

关键词：外周血；CD34+细胞；纯化；免疫磁珠分选技术
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0 引言

造血干细胞具有良好的自我复制和更新

的能力，CD34+细胞具备有造血干细胞的标

志[1-2]。国内外已有将CD34+细胞用于临床治疗

多种疾病的病例报道[3-4]，但应用纯化的CD34+

细胞作再生修复治疗则较少报道。应用免疫磁

珠分选技术 (magnetic actived cell soring，
MACS)可以明显提高CD34+细胞的纯度[5-7]。从

2008-04以来，本实验室对90例外周血单个核

细胞应用MACS技术纯化CD34+细胞的结果及

相关因素分析。

1 对象和方法

设计：细胞学体外对照观察。

时间及地点：于2008-04/2010-05在西安

市解放军323医院细胞治疗中心实验室完成。

对象：采用COBE血细胞分离机采集90例
患者的单个核细胞液80~100 mL，由本中心提

供，均经患者同意，实验方案经医院医学伦理

委员会批准。90例慢性难治性疾病的患者，男

77例，女13例，平均年龄(27.57±13.50)岁。治



白雯，等. 影响外周血 CD34+细胞纯化的相关因素

ISSN 1673-8225 CN 21-1539/R CODEN: ZLKHAH 8461

www.CRTER.org

疗的疾病包括：中枢神经系统损伤如脊髓损伤、脑损伤

后遗症、脑血管病变等，中枢神经系统变性性疾病如运

动神经元病、小脑萎缩等，风湿性疾病如类风湿性关节

炎、强直性脊柱炎，进行性肌营养不良等。所有患者均

无血液系统疾病，动员剂动员前血象均正常。

试剂与仪器：

实验方法：

外周血单个核细胞液的采集及转移：患者经粒细胞集落

刺激因子(G-CSF)，5 μg/(kg•d)，两三天动员后，应用

COBE血细胞分离机按自动干细胞程序采集单个核细胞

液80~100 mL(共收集8~10次，单次收集10 mL)。用体

积分数为75%乙醇对单个核细胞液袋子喷洒消毒，并在

百级超净台(XYJ-1450型中，将单个核细胞液直接转移

入“八爪袋”(CliniMACS 细胞分选仪配套管道，内含

带8个可控旋钮的细胞袋)。
单个核细胞液的分离：往“八爪袋”的细胞液中加入2

倍体积的PBS缓冲液 (含1 mmol/L EDTA，pH值为

7.2)，用时加入10%人血白蛋白，终浓度为5 g/L，
800 r/min离心15 min，弃上清，除去较高的血小板及血

浆成分，剩约100 mL细胞液待标记。

CD34
+
细胞的标记：在约100 mL的细胞液中，加入3 mL

的球蛋白，阻断非特异性结合的抗体，在18~25℃条件

下，用VSN-5三维摇床摇晃5 min，使其充分混匀；续

加入CD34+抗体7.5 mL(每5×106个CD34+细胞加入

100 μL抗体)，继续三维摇床摇晃30 min，使CD34+抗体

充分混匀；用2倍体积的PBS洗涤850 r/min离心15 min，
弃上清留细胞液约100 mL，重复2次；洗涤后，上

CliniMACS 细胞分选仪进行分选，分别分选出CD34+

细胞约45 mL、CD34-
细胞约280 mL。显微镜计数CD34+

细胞量，CD34-
细胞用Sysmex SF3000血液分析仪计

数。用锥虫蓝测定细胞活率。

流式细胞仪测定CD34+细胞百分率：取纯化的细胞

1×105个，加入PE标记的鼠抗人CD34+单抗20 μL，混

匀后置室温孵育30 min，用PBS洗3遍，弃上清，将细

胞重新悬浮于500 μL PBS中，进行流式细胞仪检测。

主要观察指标：G-CSF动员后的白细胞数、中间细

胞和淋巴细胞总比例，年龄，COBE血细胞分离机单次

收集的循环血量，单个核细胞液的血小板数，纯化前后

三系细胞的变化，CD34+细胞的数量。

统计学分析：在通讯作者指导下，由第一作者采用

SPSS 11.0软件进行统计分析，计量资料首先进行正态

性检验，各项指标以
_

x±s表示，两独立样本间方差齐性

采用F 检验，均数比较采用t 检验(方差齐性)或近似t 检

验(方差不齐)，以P < 0.05为差异有显著性意义。

2 结果

2.1 外周血单个核细胞样本数量分析 选取的90例样

本均进入结果分析，中途无脱落。

2.2 CD34+细胞的纯度 见图1。

2.3 CD34+细胞纯化结果 CD34+细胞平均数为

(1.73±1.15)×107，锥虫蓝测定细胞活率为 96%；90例

CD34+细胞数频数分布直观图见图 2，CD34+细胞的峰

值阶段为 (1.0~1.5)×107。临床治疗用细胞量至少为

0.5×105[8]，本实验室分选的 CD34+细胞数平均为

1.73×107，满足临床需要[9-11]。

2.4 CD34+细胞数影响因素 COBE血细胞分离机单

次采集时的循环血量：采用COBE血细胞分离机采集外

周血单个核细胞，之前每收集一次的循环血量一般在

800 mL以下，CD34+平均为(1.46±0.85)×107；之后探

索将每收集一次的循环血量改为980 mL以上(1 000 mL
左右)，CD34+阳性细胞数平均为(2.46±1.51)×107；F 检

试剂及仪器 来源

粒细胞集落刺激因子(G-CSF)
球蛋白(2.5 g/50 mL)
CliniMACS 细胞分选仪及配套

管道、CliniMACS配套试剂

清华同方 THMM-GH多媒体超高

倍(2万倍)显微镜

OLYMPUS显微镜、Sysmex
SF 3000 血液分析仪

血液保存液(Ⅰ)，成分为枸橼酸钠，

枸橼酸等

流式细胞检测仪及 CD34鼠抗人

单抗(PE标记)

华北制药

四川远大蜀阳药业股份有限公司

德国

清华同方

日本

四川南格尔生物医学股份

有限公司

美国 BD公司

Figure 1 Results of purified CD34+ stem cells detected by
flow cytometry

图 1 纯化的 CD34+细胞流式检测结果
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验两组数据方差不齐(P < 0.01)，采用近似 t 检验，

P=0.005，两组数据差异具有显著性意义。当单次收集

循环血量大于980 mL时，利于CD34+细胞收集。单次收

集循环血量大于1 100 mL以后，CD34+性细胞数并不随

循环血量的增加而提高，反而成下降趋势。见图3。

年龄对CD34+细胞的影响：90例年龄与CD34+的细

胞数见图4。

以16岁为界，分成2组，年龄小于16岁的24例，

CD34+细胞数平均为(2.33±1.18)×107，年龄大于16岁的

66例，CD34+细胞数平均为(1.50±1.09)× 107。F检验提

示两组系等方差(P=0.68)，采用t检验，两组差异具有显

著性意义(P=0.003)。因此，年龄小于16岁，利于CD34+

细胞收集，年龄偏小者，趋势更好(r=-0.50)。年龄大于

16岁后，随年龄的增长，CD34+细胞数无明显变化。

动员后白细胞浓度及中间细胞和淋巴细胞总比例

对CD34+细胞的影响：通过90例纯化发现，动员后白细

胞浓度在(16~21)×109 L-1时，利于提高CD34+细胞收集，

而且在这一范围之内的19例，无一例CD34+细胞小于

1×107；中间细胞和淋巴细胞总比例(M+L)%大于11%
时，利于CD34+细胞收集，但随着总比例进一步增大，

CD34+细胞数变化不明显(相关系数为-0.015)[12-13]。按

动员后白细胞浓度将90例分为3组，在(16~21)×109 L-1

之间的19例为A组，小于16×109 L-1的16例为B组，大于

21×109 L-1的52例为C组，3组CD34+细胞均值比较见表

1。按动员后中间细胞和淋巴细胞总比例是否大于11%
分为两组，CD34+细胞均值比较见表2。

单个核细胞液中血小板浓度对CD34+细胞的影响：

对比90例单个核细胞液中血小板数量，显示血小板<
2 100×109 L-1时，与血小板> 2 100×109L-1相比，利于

CD34+的收集。见表3。

表 1 各组 CD34+细胞均值比较
Table 1 Comparison of mean value of CD34+ cells in each

group

Mobilized white blood cell concentration A: between 16 and 21 ×109 L-1;
B: less than 16×109 L-1; C: more than 21×109 L-1

Group n CD34+ cell population (
_

x±s,×107) P (vs A)

A 19 2.56±1.45 -

B 16 1.67±0.81 0.004
C 52 1.47±0.99 0.025

Figure 2 Frequency distribution histograms of CD34+ cells in
90 cases

图 2 患者 90例的 CD34+细胞数频数分布直观图

35

30

25

20

15

10

5

0

Fr
eq
ue
nc
y

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

1:Less than 0.5; 2: [0.5,1); 3[1,1.5); 4: [1.5,2); 5: [2,2.5); 6: [2.5,3.0); 7:
[3,3.5); 8: [3.5,4); 9[4,4.5); 10:[4.5,5); 11: [5,5.5); 12: [5.5,6); 13: more than 6

CD34+ stem cell distribution range (×107)

Figure 3 Relation-gram of 90 cases’ peripheral blood
circulation blood collected singly and the number of
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图 3 患者 90例外周血单次采集循环血量与CD34+细胞数关
系图

7

6

5

4

3

2

1

0Th
e
nu
m
be
ro
fC
D
34

+
st
em

ce
lls
(×
10

7 )

0 500 1 000 1 500
The volume of peripheral bolld circulation singly collected (mL)

Figure 4 Relation-gram of 90 cases’ age with CD34+ stem
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图 4 患者 90例年龄与 CD34+细胞数关系图
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表 2 动员后 90例中间细胞和淋巴细胞总比例不同时 CD34+
细胞数比较

Table 2 Comparison of 90 cases’ CD34+ stem cells population
between different ratios of intermediate and
lymphocyte cells (

_

x±s)

Mobilized white blood cell concentration A: between 16 and 21 ×109 L-1;
B: less than 16×109 L-1; C: more than 21×109 L-1

Group n CD34+ cell population (
_

x±s,×107) P

(M+L)<10% 21 1.19±0.53 0.002
(M+L)≥10% 69 1.87±1.29

表 3 动员后 90例单个核细胞液中血小板浓度不同时 CD34+
细胞数比较

Table 3 Comparison of 90 cases’ CD34+ stem cell population
between different platelet concentrations in
mononuclear cells (

_

x±s)

Group n CD34+ cell
population (

_

x±s,×107) P

Platelet < 2 100×109/L 37 2.14±1.15 < 0.05
Platelet > 2 100×109/L 53 1.48±0.68
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分选前后三系细胞的变化：90例分选前后有核细

胞、红细胞、血小板数，除去7例分选后粒细胞数明显

高于分选前，考虑系检测错误所致，83例分选后有核细

胞数占分选前平均比例为95%，红细胞占88%，血小板

占75%。

3 讨论

目前用于分离纯化间充质干细胞的方法主要有4
种[14]：①密度梯度离心法。②贴壁法。③免疫磁珠分选

技术(MACS)。④流式细胞仪分选法。纵观几种方法，

MACS技术无需培养，实验室条件易达到，全封闭式管

道保证纯化的安全性，可获得明确的目的细胞，细胞在

分离后生物活性保持好[15]。MACS磁性微珠非常小，一

般情况下不会活化分选的细胞，也不干扰细胞功能及影

响细胞活性，阳性细胞分选后不需要解离微珠，细胞可

以立即使用[16]。本组90例患者干细胞治疗无1例出现不

良反应；随访3~28个月，无一例出现干细胞治疗相关并

发症。

在对90例分选过程中，作者体会到，动员后白细胞

数量并不是越高越好，白细胞过高，细胞偏于成熟阶段，

推测可能是CD34+细胞已趋于分化。白细胞浓度在

(16~21)×109 L-1之间时，中间细胞和淋巴细胞的比例要

大于10%，即可进行外周血采集[17]。在采集中单次采集

循环血量在1 000~1 100 mL为宜，循环血量少，收集的

造血干细胞含量也少；循环血量过多，同时增加了粒细

胞和血小板的收集，会直接影响CD34+细胞的标记。当

年龄小于16岁时，年龄偏小者，趋势更好，这可能因为

年龄越幼小，体内造血干细胞越丰富。

另外，本实验室采集50例骨髓血标本进行CD34+细
胞纯化，其中43例年龄小于16岁，CD34+细胞数为

(1.47±0.62)×107 L-1。与外周血组年龄小于16岁的24例
[CD34+细胞数为(2.33±1.18)×107 L-1]比较，显示外周血

组优于骨髓组(P=0.002)，与文献报告相符合[18-19]。

在动员采集造血干细胞之前必须检查血脂，过高的

血脂会影响CD34+抗体的包被，高血脂患者需将血脂降

至正常后再进行动员。CD34+抗体标记时，温度必须保

正在18~25 ℃，过高或过低的温度都不利于抗体的标

记。90例中，有9例单个核细胞液在4 ℃冰箱保存8~
12 h后再经MACS纯化，与81例相比，CD34+细胞数无

明显变化。按文献报道，CD34+占单采后的单个核细胞

的1%左右[20]，结合本组实验三系细胞纯化前后的变化

显示，在离心纯化过程中，单个核细胞损失约4%，细

胞损失较少，表明本实验稳定性及重复性好。红细胞损

失较白细胞多，可能与多次离心造成红细胞的破碎有

关。经轻离心去除血小板，但纯化后仍占75%，可能有

一部分红细胞碎片误计入血小板，这些数量较高的血小

板，影响CD34+的标记和纯化[21]。因此注重以上相关因

素的影响，可提高外周血单个核细胞纯化CD34+细胞的

数量。
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