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自体外周血单个核细胞移植治疗严重肢体缺血30例：3年安全性随访*★

闻进朝，黄平平

Autologous peripheral blood mononuclear cells transplantation in treatment of 30 cases of
critical limb ischemia: 3-year safety follow-up

Wen Jin-chao, Huang Ping-ping

Abstract
BACKGROUND: Stem cell therapy for vascular diseases has been a hot research point. At present, no reports have addressed
diagnostic criteria or long-term safety.
OBJECTIVE: To assess safety, efficacy and feasibility of the application of autologous transplantation of peripheral blood stem
cells (PBSC) in the treatment of critical limb ischemia (CLI).
METHODS: A total of 60 patients with CLI (30 cases of diabetic foot, 22 cases of atherosclerosis obliterans and 8 cases of
thromboangiitis obliterans) were enrolled and randomized to the transplant group and control group. In the transplant group, the
patients received subcutaneous injection of recombinant human granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) (600 μg/d) for
5 days to mobilize stem/progenitor cells, and their peripheral blood mononuclear cells were collected and transplanted by multiple
intramuscular injections into ischemic limbs. All patients were followed up after at least 3 months, but those in the transplant group
were at least 3 years.
RESULTS AND CONCLUSION: The main manifestations, including lower limb pain and ulcers, were significantly improved in
patients of the transplant group. The results of laser Doppler flowmetry showed that blood perfusion of lower limbs increased from
(0.42±0.13) to (0.59±0.12) perfusion units (P < 0.001). Mean ankle-brachial pressure index was increased from (0.47±0.22) to
(0.59±0.27) (P < 0.001). A total of 28 of 40 limb ulcers (70.0%) of transplanted patients were completely healed after cell
transplantation, whereas only 26.8% of limb ulcers (11 of 41) were healed in the control patients (P=0.012). Angiographic scores
were significantly improved in the transplant group compared with the control group (P = 0.002). One patient received a lower limb
amputation in the transplanted patients. In control group, five control patients received a lower limb amputation (P = 0.005). No
adverse effects specifically related to cell transplantation were observed in the transplant group at least 3 years after treatment.
These results indicate that blood stem cell transplantation standard scheme for CLI is simple, safe and effective.

Wen JC, Huang PP. Autologous peripheral blood mononuclear cells transplantation in treatment of 30 cases of critical limb
ischemia: 3-years safety follow-up.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(45): 8526-8530.
[http://www.crter.cn http://en.zglckf.com]

摘要

背景：应用干细胞治疗成为血管性疾病治疗研究的热点。目前尚无相关诊疗标准，也未发现远期安全性报道。

目的：评估血液干细胞移植标准化方案治疗严重肢体缺血的安全性、有效性和可行性。

方法：将 60例严重肢体缺血患者(糖尿病足 30例，动脉硬化闭塞症 22例，血栓闭塞性脉管炎 8例)，随机分为移植组和对

照组。移植组患者接受了连续 5 d的重组人粒细胞集落刺激因子(600 μg/d)的皮下注射，以此来动员干/祖细胞，然后采集外

周血单个核细胞，多点肌肉注射。所有的患者接受 3个月的疗效随访，移植组患者接受 3年以上的安全性随访。

结果与结论：移植组患者的主要临床症状体征包括下肢疼痛和溃疡明显改善，激光多普勒血流仪的测定结果显示他们的下肢

动脉血流量从(0.42±0.13)灌注单位增加到(0.59±0.12)灌注单位(P < 0.001)，平均踝肱指数在 0.47±0.22 的基础上增加到

0.59±0.27(P < 0.001)。移植组患者中有 70.0%(28/40)溃疡完全治愈，而对照组患者中只有 26.8%(11/41)的溃疡被治愈

(P=0.012)；相比对照组，移植组患者的血管造影评分显著改善 (P=0.002)。移植组 1例患者进行了截肢，而对照组 5例患者

接受下肢截肢(P=0.005)。移植组 3年的安全性随访未发现移植相关不良反应。结果表明血液干细胞移植标准化方案治疗严

重肢体缺血是简单、安全、有效的。

关键词：自体血液干细胞；干细胞移植；严重肢体缺血；疗效；安全性
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0 引言

肢体缺血性疾病包括动脉硬化性闭塞症、

血栓闭塞性脉管炎、糖尿病足、雷诺氏病等。

随着生活水平的提高及人口老龄化，糖尿病等

引起的肢体缺血性疾病在中国的发病率呈逐年

上升的趋势，既往治疗手段主要包括药物、血

管搭桥和介入手术等，疗效常不理想，预后较

差。近年来干细胞移植技术成为肢体缺血性病

变的一种新生治疗手段，基础及临床研究显示，

干细胞移植能促使缺血肢体生成新生血管，即

治疗性血管新生，改善肢体的血液供应，达到

临床治疗的目的。

经中国医学科学院血液学研究所血液病医

院医学伦理委员会同意，报请上级卫生行政管
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理部门批准后，课题组于2002-12在国际上首

次开展了动员后的自体血液干细胞(peripheral
blood stem cells，PBSC)移植治疗肢体缺血性

疾病的临床研究[1-3]。目前全国有许多个医院开

展了本项目，本方法的远期安全性研究逐渐引

起人们的重视。本文选择经PBSC移植标准化方

案治疗和安全性随访观察3年以上的严重肢体

缺血患者进行研究。

1 对象和方法

设计：随机对照的临床观察。

时间及地点：入选病例为中国医学科学院

血液病医院内科2002-12/2006-02的住院患

者；长期安全性随访时间2008-12/2009-09。
对象：

入选标准：①患者有严重的下肢缺血表现：

持续的反复发作需要止痛措施的静息痛；皮肤

色泽改变；间歇性跛行；溃疡、坏疽或无法治

愈的脚伤；经肢体血流仪，或下肢动脉彩色多

普勒，或DSA动脉造影，或MRI血管造影，或

经皮氧分压或红外线皮温仪判定下肢血管狭窄

或闭塞；至少1个下肢踝肱指数(ABI值)小于0.9。
②患者自愿参加，并签定了同意书。

慎用标准：①各种急性下肢血栓性疾病。②

各种仪器及设备检查证实仅有大、中血管病变

而流出道正常。③相对稳定的心、脑血管及肺

部疾病。

排除标准：①有严重心、脑血管及肺部疾病。

②下肢大面积皮肤、软组织溃疡及坏疽，或局

部严重感染未控制。

符合上述标准60例患者，男39例，女21例，

年龄31~82岁，平均年龄63岁，病程6个月~20
年。糖尿病足30例(其中1例并发肾功能衰竭6
年，连续4年进行血液透析)，动脉硬化闭塞症

22例，血栓闭塞性脉管炎8例。60例患者中累

及双下肢病变54例，其中2例已行一侧肢体截肢

术；6例为单肢病变，共累及的肢体为112条。

按Fontaine分期法，60例中Ⅰ期0例，Ⅱ期3例
(5%)，Ⅲ期8例(13.3%)，Ⅳ期49例(81.7%)，
Ⅲ期加Ⅳ期为53例(95%)。

分组方法：患者按1∶1的比例随机分成移植

组和对照组。

方法：所有自愿者均接受常规治疗，对肢

体溃疡者进行溃疡局部处理，清创或引流、换

药等。如果溃疡合并感染，则应用广谱抗生素，

在细菌培养和药敏的基础上调整治疗方案。糖

尿病患者进行强化治疗，使血糖、血脂、血压、

心脏功能等各项指标达标。

对照组患者静脉注射90~200 μg/d前列腺

素E1。
移植组患者标准化方案治疗：①外周血干细胞

的动员、采集、保存：用重组人粒细胞集落刺

激因子(rhG-CSF，金磊赛强，长春金赛药业公

司或吉粒芬，杭州九源药业公司)300 U，皮下

注射，2次/d，连用5 d，进行外周血干细胞的

动员。外周血中白细胞增加(3.5~6.7)×104 L-1，

平均为4.6×104 L-1。由中国医学科学院血液学

研究所细胞室通过FACSCaliburTM流式细胞

仪，采用CD45/CD34双荧光标记法(Becton，
Dickinson公司，San Jose，CA)，监测外周血

CD34阳性细胞数，第5天用COBE Spectra
Version 血细胞分离机单独采集和分离干细胞。

配制成1×1011 L-1的PBSC混悬液供移植用。部

分细胞冻存于液氮中备用。②在手术室内严格

无菌操作。在双下肢肌肉一次性按3 cm×3 cm
间距，做干细胞混悬液(3×109细胞数/肢)肌肉注

射。每隔大约40 d后，复苏冻存干细胞，采用

相同方法和细胞数给较重的下肢进行再次干

细胞混悬液的肌肉内注射，最多3次。③并发

症的防治：动员过程中为避免因白细胞增多或

高凝状态导致急性动脉血栓形成或心脑血管

意外，用肝素钙10 000 U加入250 mL生理盐

水静脉点滴，1次/d，共5 d。细胞注射后，为

预防感染，予青霉素400×104U加入生理盐水

100 mL中静脉点滴或予左氧氟沙星0.2 g，
2次/d，1周。

下肢缺血检查：①彩色多普勒检查：60例患

者均经下肢血管彩色多普勒检查，股浅、股

深动脉狭窄或闭塞35例，腘动脉狭窄或闭塞

30例，60例均有不同程度的胫前、胫后或腓

动脉狭窄或闭塞，足背动脉全部闭塞。②数

字减影动脉血管造影：数字减影血管造影39
例，10例髂外动脉闭塞，36例股深、股浅动

脉狭窄或闭塞，35例有腘动脉以下流出道狭

窄或闭塞，尤以糖尿病足严重，而且罕见侧

支建立。③在室温 21℃左右环境下，用

Medacord PVL肢体血流仪检查下肢末梢血

流和踝肱指数，全部患者血流波幅减低。④

移植前后选择患者双下肢各4个具有代表性

的区域(左下肢L1~L4；右下肢R1~R4)进行激

光 多 谱 勒 (Lisca Developments Co. ，
Linköping，Sweden)扫描检查，观察双下肢

皮肤血流灌注量的改变情况(单位PU)。
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主要观察指标：

资料收集和标准化评估：观察3个月后，主要参考

Tateishi-Yuyama等 [4-8]的标准来进行移植前后疗效评

估。主要包括评估临床症状和体征(静息痛、无痛行走距

离)；评估检查指标(踝压指数、PVL肢体血流仪检查足

趾的血流量、激光多谱勒扫描观察双下肢血流灌注情

况、数字减影血管造影观察侧支血管形成数量)。无痛步

行距离：在同一通道上测量，单位为m。患者分别于治

疗1个月前和12周后接受了数字减影血管造影术，血管

造影的定量分析分为以下等级：+0级(没有侧支血管生

成)，+1级(有少量侧支血管生成)，+2级(中等量侧支血

管生成)，+3级(丰富的侧支血管生成)。
安全性随访观察：移植组患者先进行3个月的短期安

全性随访观察总结；随后再进行3年以上的长期安全性

随访观察。主要观察有无移植相关的心、脑血管栓塞并

发症等，有无移植相关的异常症状、体征出现；有无移

植相关的血、尿、便常规，肝肾功能，出、凝血时间的

改变。

设计、实施、评估者：实验设计为通讯作者，资料

收集和实施为第一作者，结果评估为研究生张彦、郝晓

红，未采用盲法评估。

统计学分析：连续变量是以
_

x±s来表达的，基线到

12周的变量变化通过成对的双侧t 检验和χ2检验来分

析。χ2检验分析似然比。P < 0.05为差异有显著性意义。

所有的统计学分析都是在Windows环境下SPSS 11.5版
本下进行的(SPSS，Chicago，IL)。

2 结果

2.1 参与者数量分析 60例严重下肢缺血患者均进入

结果分析，按意向性处理分析。

2.2 两组基线资料比较

2.3 临床表现 自体PBSC 移植3个月后的移植组，主

要的临床症状体征及客观检查都得到显著改善，见表1，

表2。移植组的疼痛缓解率(27/30，90%)显著性高于对

照组(9/30，30%)(P < 0.001)；移植组的无痛行走间距

延长(8/30，26.7%)显著性高于对照组(1/30，3.3%)(P <
0.001)；移植组的无疼痛行走距离 [从0.0±0.0增加到

(300.3±280.5) m]显著性高于对照组[从0.0±0.0增加到

(50.8±40.3) m](P=0.001)；移植组的溃疡治愈率(28/40，
70.0%)显著性高于对照组(11/41，26.9%，P =0.012)；
移植组中1例患者进行下肢截肢(1/55)，而对照组中有5
例患者接受下肢截肢(5/57)(P =0.005)。

2.4 血流量的恢复 移植组观察到了静止时的踝肱指

数增加。3个月后移植组中静止踝肱指数>0.1增加的下

肢条数(28/43，65%)显著性高于对照组(6/40，15%)
(P < 0.001)。移植组平均踝肱指数在0.47±0.22的基础

上增加到0.59±0.27(P < 0.001)，10个足趾的血流量从

(0.88±1.29) mm的基线上增加到 (3.89±2.94) mm(P <

aP > 0.05

项目 移植组(n=30) 对照组(n=30) t

男/女(n) 20/10 19/11
平均年龄(

_

x±s，岁) 60.8±8.6(33~80) 61.7±8.3(31~82) 0.11a
踝肱指数<0.9肢体数 55 57
踝肱指数(

_

x±s) 0.61±0.18 0.58±0.21 0.09a
有溃疡的肢体数 40 41
溃疡面积(

_

x±s,cm2) 2.53±1.28 2.48±1.35 1.88a
溃疡部位(n)

足前段 15 16
足中断 8 6
足后段 2 2

病种(n)
糖尿病足 16 14
动脉硬化闭塞症 11 11
血栓闭塞性脉管炎 3 5

表 1 主要临床症状各阶段疗效观察
Table 1 Main clinical symptoms and therapeutic effects in each

stage (n/%)

Time

Transplant group

Cases Pain remission
cases

Locomotion
distance >
100 m cases

7 d posttreatment 30 11/36.7 0
30 d posttreatment 30 12/40 2/6.7
3 mon posttreatment 30 4/13.3 6/20

Time

Control group

Cases Pain remission
cases

Locomotion
distance >
100 m cases

7 d posttreatment 30 5/16.7 0
30 d posttreatment 30 3/10 0
3 mon posttreatment 30 1/3.3 1/3.3

表 2 主要临床指标不同阶段疗效观察结果
Table 2 Main clinical parameters and therapeutic effects in

each stage after treatment

Primary clinical
parameters

Transplant group

Number of
limbs

Improved limbs/Follow-up limbs

7 d 30 d 3 mon

Ulcer 40 0/40 10/40 28/40
Ankle brachial index 55 0/55 2/40 28/43
Digital subtraction
angiography

40 0/40 0/35 7/10

Primary clinical
parameters

Control group

Number of
limbs

Improved limbs/Follow-up limbs

7 d 30 d 3 mon

Ulcer 41 0/41 3/41 11/41
Ankle brachial index 57 0/57 0/43 6/40
Digital subtraction
angiography

38 0/38 0/35 2/9
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0.001)，激光多普勒显示下肢血流灌注从(0.42±0.13)灌
注单位的基础上增加到 (0.59±0.12)灌注单位 (P <
0.001)。相反，对照组的平均踝肱指数在0.43±0.28的基

础上增加到0.51±0.21(P=0.223)，10个足趾的血流量从

(0.91±1.32) mm的 基 础 上 增 加 到 (1.43±1.38) mm
(P =0.104)。
2.5 血管造影 数字减影血管造影术的分析表明了细

胞移植后有新生血管的大量生成。在3个月随访结束时，

移植组已形成丰富的新生侧支血管(+3)的缺血肢体数量

(7/10，70.0%)明显高于对照组(2/9，22.2%)(P =0.002)。
2.6 CD34+细胞百分比 在移植组中，PBSC中的

CD34+细胞在rhG-CSF动员前和动员后5 d百分比分别

是(0.011±0.004)%和(0.132±0.023)% (P < 0.001)。在最

终收集的经rhG-CSF动员的PBSC混悬液中，CD34+细
胞的百分比为(0.412±0.052)%。

2.7 移植组安全性随访观察结果

3个月的短期安全性随访观察总结：所有患者下肢肌肉

注射PBSC后所致局部不适，至多在1周内消失，肌肉注

射部位未出现过感染情况，未发现导致肿瘤情况；在观

察中发现有2例合并冠心病患者干细胞动员期内出现胸

闷，心电图显示心肌缺血稍有加重，对症治疗后胸闷消

失，心电图恢复，未影响移植进程；4例合并糖尿病视

网膜病变患者眼底复查无加重，其他糖尿病患者眼底复

查也无特殊改变；7例有脑血管病变史患者无复发或加

重情况；观察期内其他患者无移植相关的异常症状体征

出现；复查外周血象、心电图、出凝血时间和肝肾功能

无特殊改变。

3年以上的长期安全性随访观察总结：患者注射PBSC
的下肢未发现导致肿瘤情况，患者全身其他部位也未发

现导致肿瘤情况；16例有心脑血管病变史患者未发现因

干细胞移植复发或加重情况；4例合并糖尿病视网膜病

变患者眼底复查无加重；观察期内患者无移植相关的异

常症状体征出现；复查外周血象、出凝血时间和肝肾功

能无特殊改变。

3 讨论

既往和本次的临床研究表明自体PBSC移植治疗严

重肢体缺血是方便有效的[1-3,7-9]，探讨其作用机制，可

考虑自体PBSC移植中移植的细胞不仅包括CD34+的干

细胞及内皮祖细胞，而且包括CD34-
的基质细胞，因此，

自体PBSC移植治疗严重的下肢缺血的确切机制虽不清

楚，但相关基础与临床研究提示可能与以下机制有关：

其一，在移植局部提供内皮祖细胞以达到血管新生和血

管生成；其二，移植细胞中的基质细胞在移植局部释放

多种血管活性因子 (如VEGF、bFGF、angiopoietin-1
等)，这些血管活性因子促进了内皮祖细胞的血管新生及

血管生成。Maarten的研究也表明：CD34+细胞与CD34-

细胞的协同作用促进了内皮祖细胞的血管新生及血管

生成。

医科院血研所的Li等[10]研究报道，实验组用荧光蛋

白标记的人体PBSC注射进免疫缺陷小鼠缺血后肢，移

植后7，14，28 d，激光多普勒扫描血流量增加。毛细

血管密度增加，截肢率降低。证实了荧光蛋白标记的人

体PBSC通过直接参与到新生毛细血管中而促进血管新

生。在缺血组织中，血管内皮细胞生长因子及移植的

PBSC共同存在。对照组去除了CD34+细胞后注射进小

鼠缺血后肢，未见血管新生。结果表明PBSC通过直接

参与到新生毛细血管中和产生血管新生因子而促进血

管新生。

目前全国有许多个医院开展了本项目，本方法的远

期安全性研究尚未见报道，应引起人们的重视。治疗性

血管新生的潜在风险之一为G-CSF进行干细胞动员可

能引起心脑血管栓塞的发生[7-8]。应用G-CSF进行干细

胞动员，引起外周血白细胞总数骤增，从而造成原本高

黏素质的患者血黏度在短期内进一步增高，增高的血黏

度又通过以下机制促进或加重心、脑及肢体的缺血：促

进动脉粥样硬化形成及血栓形成，促进粥样硬化动脉狭

窄远端的缺血；使凝血-纤溶平衡失调，通过凝血因子

及纤溶蛋白的作用而促进血栓形成。除此之外，白细胞

还是微血管损伤和动脉粥样硬化形成的主要促进因素

之一。其机制可概括为白细胞浸润和堵塞小血管，白细

胞动力学异常，白细胞释放的氧自由基和蛋白溶解酶对

血管内皮的损伤等。白细胞可通过其变形性及黏附性影

响血液的流变性。白细胞在未进入组织间隙前，必须靠

近血管壁，黏附在血管壁上，造成血管壁粗糙不平，血

流阻力增加，影响毛细血管血流灌注，引起缺血性疾病

的发展或加重。有研究发现用G-CSF动员期间因外周血

白细胞增多或血液高凝状态而诱发心、脑血管栓塞并发

症，发生率4.65%。为防止动员过程中心脑血管意外的

发生，采取了以下措施：①干细胞动员的同时积极控制

原发病。对糖尿病，高血压，高血脂，冠心病及脑梗死

患者积极应用药物治疗，密切观察病情变化，监测血糖，

血脂和血压等相关指标。②干细胞动员的同时应用肝素

钙1 000 U加入250 mL生理盐水静脉点滴，1次/d。③动

员剂剂量的掌握。G-CSF每天5~10 μg/kg，分2次皮下

注射，动员期间每日监测外周血白细胞总数，以此为依

据调整动员剂剂量。④把握干细胞采集时机。一般为动

员四五天，外周血白细胞升至(40~50)×109 L-1左右时采

集。结果较好地预防了干细胞动员过程中心、脑血管栓

塞等并发症的发生。

治疗性血管新生的另一潜在风险为血管内皮细胞

生长因子等促血管新生引起的风险。血管内皮细胞生长

因子可能促进肿瘤的血管新生，并且可能促进隐匿存在
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的恶性肿瘤的生长，还可能使增殖性或出血性视网膜病

加重。目前试验结果并未证明治疗性血管新生能增加恶

性肿瘤生长或转移的风险，但需要长期随访观察才能确

认[1-32]。100多例接受血管内皮细胞生长因子1和血管内

皮细胞生长因子2治疗的患者(几乎1/3患有糖尿病或视

网膜病)，在基因转染前后由不知情的眼科医生作一系列

眼底镜检查，随访4年未见新的视网膜病的发生。另外一

个可能的并发症是进行性的新生血管内膜增厚，有观点

认为血管内皮细胞生长因子可能加速了动脉粥样硬化的

进展，但动物实验和临床试验并未证实这一观点，动物

实验还发现血管内皮细胞生长因子能明显减轻内膜的增

厚。本次长期安全性随访观察结果未发现上述情况。

总之，本次移植组患者先进行的短期和长期安全性

随访观察结果令人满意，初步表明自体PBSC移植治疗

严重肢体缺血是简单，安全，有效的。目前的临床研究

报告中样本量小，观察时间短。单个医院的PBSC移植

患者数量有限，要得到具有可比性的足够病例数量比较

困难，这就要求多单位合作，开展多中心前瞻随机对照

研究。
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