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不同降温速率对脐血干细胞冷冻复苏后

生物学特性的影响

沈华萍 丁春梅 迟占有 康自珍 谭文松"

（华东理工大学生物反应器工程国家重点实验室，上海 $%%$&’）

摘 要 考察了不同降温速率对脐血造血干细胞各种生物学特性的影响。在 #C D E #%C的降温范围内，分别选
择 E %F5CG:;?，E !CG:;?，E 5CG:;?的降温速率进行降温，对复苏后的脐血单个核细胞的回收率、活性和 HI&#J

含量的变化以及 K6L09、H6L0MN和 H6L0NO集落的回收率进行了考察，发现在 E !CG:;?的降温速率下，脐血 N,H
回收率可达 "&F&P Q !F1P，活性可达 "5F%P Q &F"P，HI&#J 细胞回收率达 1%F%P Q !’F"P，K6L09 回收率为
1’F!P Q 5F5P，H6L0MN回收率达 11F5P Q 1F"P，H6L0NO的回收率也达到 12F$P Q ’F#P。并且对复苏后的细胞
进一步进行体外培养，发现在 E !CG:;?的降温速率下复苏的细胞仍然具有与未经冷冻细胞相似的扩增能力，而
E %F5CG:;?和 E 5CG:;?这两种降温速率条件下复苏的细胞与未经冷冻的细胞相比差距较大。因而 E !CG:;?的
降温速率对冻存脐血干细胞比较合适。
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目前已通过临床证明，脐血造血干细胞移植是治疗白血

病、恶性肿瘤等多种疾病的有效方法［! E &］。但脐血样本一般

采集量较少，通过体外扩增的方法可以满足临床应用的需

要。如果能够建立完善的脐血库［#］，使复苏后的细胞同样能

够达到体外扩增的需求，那么就可以彻底解决脐血样本不足

的问题［5，2］。而建立脐血库关键是要尽可能地保证脐血干细

胞在冷冻复苏后各种生物学特性不受损伤［’］。冻存过程中

影响脐血干细胞复苏后各种性能的因素很多［1，"］，比如：冷冻

速率，冷冻保护剂的选择，以及复苏的程序等等。其中冷冻

速率是影响脐血造血干细胞冻存效果的最关键因素之一。

合适的降温速率可以最大限度地减少造血干细胞在冷冻过

程中的损伤。本实验详细比较了 & 种不同的降温速率

%F5CG:;?、!CG:;?和 5CG:;?之间的冻存效果。

! 材料和方法

!"! 脐血的采集和制备
脐血由上海国际妇婴保健医院提供。无菌条件下采集

单个核细胞（N,H），洗涤备用。

!#$ 细胞的冷冻复苏
将单个核细胞（N,H）（用 6KT悬浮）与配制 6KT保护剂

!U!在 #C混合，使 INTV终浓度 !%P，在程序降温仪的程控
下，以 %F5CG:;?、!CG:;?和 5CG:;?的速率分别进行降温至

E #%C，再以 E 5CG:;?的速率快速降至 E !%%C，然后直接
投入液氮中保存 !周。
将细胞从液氮中取出，直接投入 &’C水浴复温［!%］，并加

入 !%PS*W.:;?的 XNIN培养液进行稀释，洗涤后进行计数、
检测、培养。

!" % &’(体外扩增体系

XNIN（M;WA)）培养基添加 $%P 6KT、$::)*GY 谷氨酰氨，
其中细胞因子组合为：TH6（5% ?ZG:Y）、XY0&（5 ?ZG:Y）、XY02（$%
?ZG:Y）。培养实验在 $#孔板中进行，每孔 ! :Y培养液，N,H
活细胞接种密度为 5 [ !%5 A4**=G:Y，培养至第 ’B开始 N,H活
细胞计数、半量稀释换液（即取出一半的培养基和细胞，补加

入相同体积的新鲜培养基和细胞因子），培养第 !%天时进行

N,H活细胞计数、流式细胞分析及集落检测，并再次半量稀
释换液，!#B时 N,H活细胞计数。

!#) 造血干*祖细胞集落检测

H6L0MN、K6L09集落检测在含 !F%P甲基纤维素的 XN0
IN半固体培养体系中进行。H6L0NO 是采用血浆块法检
测。N,H活细胞以 # [ !%# A4**=G:Y 的接种密度接种于 $#孔



板中，培养 !" # !$%后检测。

!"# 流式细胞分析
!&" ’ !"( 未扩增或扩增后的细胞用 )*+ 洗 $ 遍，标记

,-./0细胞抗体，用 12,+345（*-公司）流式细胞仪分析，结
果用 67898:;;软件处理。

!"$ 细胞、集落计数

<=,计数：用白细胞稀释液稀释后，采用血球计数板计
数，取 /次计数平均值。
活细胞计数：用台盼蓝染色后，采用血球计数板计活细

胞数，取 /次计数平均值。
集落计数在倒置显微镜（=9>?5）下直接观察，取 /个平

行孔的平均值。

集落密度，即每 !"/ 个细胞形成的集落数。

<=,回收率 @ 复苏后 <=, 总数A冷冻前 <=, 总数 ’
!""B

,-./0细胞回收率 @ 复苏后 <=, 回收率 ’（复苏后

,-./0细胞含量A冷冻前 ,-./0细胞含量）

<=,集落回收率 @复苏后 <=,回收率 ’复苏后集落密
度得率

!"% 统计学分析
结果以平均值 C标准差（!D C +，= @ .）表示，差异性分析

采用 ! 检验，" E "&"F为有显著性差异。

& 结果与讨论

&"! ’()收率与细胞活性比较
脐血造血细胞在冷冻保护剂和复苏方法相同而降温速

率不同的情况下 <=,回收率和细胞活性如表 !所示，可以
看出采用 "&FGAH95和 !GAH95的降温速率，<=,收率和细
胞活性分别达到了 I(&/B C !&!B、I/&IB C /&.B和 I.&.B
C !&JB、IF&"B C .&IB，而 FGAH95的降温速率，其 <=,收
率只有 JK&!B C !&/B，与前两者相比均有显著差异（ " E
"&"F），而且细胞的活性也不如前两者。这说明 FGAH95的降
温速率可能由于降温速率太快，在细胞体内会形成较大的冰

晶，从而使造血干细胞损伤很大，冷冻复苏后裂解、死亡率较

高；同时注意到，"&FGAH95 降温速率下 <=, 收率最高，与

!GAH95的降温速率相比，有显著差异（" E "&"F），但细胞活
性却无显著差异。

表 ! 不同降温速率下细胞回收率和活性比较

*+,-. ! /01-2.03. 41 5611.7.08 344-609 7+8.: 40 7.34;.7<

+05 ;6+,6-68< 41 ’() +05 )=>?@ 3.--:

,??695L M4NO <=, MO3?POM7 <=, P94Q969N7 ,-./ 0 3O66 MO3?POM7

R "&FGAH95 I(&/B C !&!B I/&IB C /&.B J"&!B C I&"B

R !&"GAH95 I.&.B C !&JB IF&"B C .&IB J"&"B C !K&IB

R F&"GAH95 JK&!B C !&/B I!&JB C K&IB K$&$B C !!&JB

&"& ’()扩增分析
图 !是冷冻前后细胞在 $/孔板中培养 !/% <=,扩增倍

数的比较，从中可以发现以 "&FGAH95和 !GAH95的速率降
温后的细胞，在整个培养过程中，其生长情况一直比较接近

未经冷冻的细胞，其 !/%的扩增倍数分别达到了未经冷冻细
胞扩增倍数的 "&JKF和 "&I"I倍，而采用 FGAH95降温的细胞
在复苏后整个培养过程中扩增情况均不如前两者，到第 !/%
时的扩增倍数只能达到原来水平的 "&F."倍，与 FGAH95的
条件比 "&FGAH95和 !GAH95的条件相比均有显著差异（" E
"&"F）。显而易见，FGAH95的降温速率不仅直接使细胞在复
苏后裂解、死亡，还在本质上严重损伤了细胞的增殖潜能。

相比之下，用 !GAH95的降温速率来冻存细胞对细胞损伤最
小，"&FGAH95其次，比较培养 !"%时的扩增倍数，发现两者
有显著差异（" E "&"F），这一点与细胞的回收率相比较，结果
相反，但也正说明 "&FGAH95的降温速率虽然可以得到较高
的细胞收率，却对细胞的扩增能力有了更大的损伤。

图 ! 冷冻速率对 <=,体外扩增的影响

19LS! ;5T6DO53O ?T %9TTOMO5N 3??695L M4NO8 ?5 OUV4589?5 ?T <=,

&"> 集落分析
集落形成能力是评价造血干细胞扩增潜能的重要指标

之一，尤其是 ,1W:X<的形成能力。实验中考察了脐血造血
干细胞在冻存前后 *1W:Y、,1W:X<和 ,1W:<Z的集落形成
能力，首先从集落密度来看，从图 $可以发现，!GAH95的降
温速率下其 ,1W:X<的初始集落得率最高，"&FGAH95得率
次之，分别达到了 II&"B和 I.&!B，而 FGAH95的降温速率
下，,1W:X< 的集落密度得率只有 K.&$B，分别与 "&FGAH95
和 !GAH95的降温速率下的 ,1W:X<集落密度相比，均有显
著的差异（" E "&"F），同样比较三者的 *1W:Y的集落密度得
率，也得出相同结果。这一结论说明了 FGAH95的降温速率
对造血干细胞的集落形成能力也造成了巨大的损伤。细胞

经体外培养 !"%后 ,1W的扩增能力如图 .所示，可以看到用
!GAH95的降温速率冻存后的细胞集落扩增倍数为：*1W:Y
/&K$倍，,1W:X< K&$"倍，,1W:<Z $&J.倍，最接近于未经冷
冻细胞的集落扩增倍数。在 "&FGAH95 的条件下，集落扩增
能力要比 !GAH95 差一些，尤其是 ,1W:X< 的扩增倍数与
!GAH95 的条件下相比，有显著差异（" E "&"F）。而 FGAH95
的条件下扩增倍数最低，与前两者均有显著差异（" E "&"F）。
说明在冷冻过程中，造血干细胞受到损伤，影响了其自我更

新和多向分化的能力，从而表现为集落形成能力差。综合考

虑细胞的回收率以及细胞的增殖潜能，用体外培养 !"%所能
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形成的总的集落数来考察 !个条件的差异。从表 "可以看
到 #$%&’(的降温速率对细胞的损伤最小，培养 #)*后 +,-.
/、0,-.12、0,-.23的总集落形成数分别可以达到未经冷冻
细胞的 456"7、446#7以及 8)6!7，是最为理想的降温速
率。

图 " 不同冷冻速率下培养 )* 0,-集落密度的比较

,’9:" ;(<=>?(@? A< *’<<?B?(C @AA=’(9 BDC?E A(

0,- *?(E’CF G?<AB? @>=C>B?

图 ! 体外培养 #)*后 0,-的扩增倍数比较

,’9:! ,A=* ?HID(E’A( A< 0,- <BA& 2J0 KL?( @>=C>B?* #) *DFE

表 ! 不同降温速率对细胞形成的总集落数的得率的影响

"#$%& ! ’()%*&(+& ,) -.))&/&(0 +,,%.(1 /#0&2 ,(
3.&%- ,) 0,0#% 4562 )/,7 894

0AA=’(9 BDC? +,-./（#)*） 0,-.12（#)*） 0,-.23（#)*）

M )6N$%&’( 8N657 O !687 8"657 O !647 8"647 O #"6#7

M #6)$%&’( 456"7 O !#657 446#7 O !647 8)6!7 O #!6!7

M N6)$%&’( PQ6#7 O 4647 !N6N7 O "6!7 !46)7 O #!6#7

!:; 4<=;>细胞含量分析

0R!P抗原是检测造血干细胞的重要指标。本实验通过
流式细胞仪检测了冷冻前后细胞在培养 )*和 #)*的 0R!PS

细胞含量，并检测了 0R!PS细胞培养 #)*后的扩增倍数。结
果见表 !：对比 )*和 #)*的含量结果，可以看出采用 #$%&’(

的降温速率对 0R!PS 细胞损伤最小。而且经体外培养 #)*
以后，0R!PS细胞的扩增倍数达到了 !6NQ O "6""，与未经冷
冻的相比，得率为 446"7，无显著差异（! T )6)N）。且对比相
同培养时间的冷冻前后细胞，可以看到细胞经过冷冻之后，

细胞形态基本保持不变。而 )6N$%&’(和 N$%&’(的降温速
率对 0R!PS细胞的影响相对比较大，0R!PS 细胞的含量在培

养 #)*后只有未经冷冻的 5)7 U 8)7，与未经冷冻的细胞相
比，均有显著性差异（! V )6)N）。这一点更是有力地证明了
无论是过慢或是过快的降温速率都会对细胞的扩增潜力造

成很大的损伤，而 #$%&’(这个冷冻速率是比较理想的。

表 = 冷冻速率对 4<=;>含量以及扩增倍数的影响

"#$%& = ’()%*&(+& ,) +,,%.(1 /#0& ,( 0?& @/,@,/0.,(

#(- &A@#(2.,( ,) 4<=;> +&%%2

JW ! 0R!P（)*） 0R!P（#)*） /HID(E’A( <A=*

A< 2J0（#)*）

/HID(E’A( <A=* A<

0R!P S @?==E（#)*）

XB?.@BFA N6"Q7 O #6)7 P6"N7 O #6#7 N6#Q O "6QQ P6)8 O "6!N

M )6N$%&’( P6!57 O )6P7 "6Q!7 O #6)7 P6!P O "6P" "68Q O #68P

M #6)$%&’( P6N#7 O )6Q7 !6!N7 O )687 P65! O "6N" !6NQ O "6""

M N6)$%&’( P6!N7 O )687 "6857 O )6Q7 !65P O "6#P "6PP O #64!

= 讨 论
细胞在冷冻过程中，会因为过快或者过慢的降温速率导

致细胞在复苏时裂解、死亡或者是丧失活性。利用程序降温

仪，可以较稳定地控制合理的降温速率，使细胞处在一个循

序渐进的、自身能够平衡的降温过程中，尽可能保证细胞在

冷冻过程中不受任何损伤。根据实验结果，可以发现冷冻造

血干细胞时速率的确存在着一个适宜值，过慢或者过快都将

对细胞产生伤害。N$%&’(的降温速率由于在胞内形成大冰
晶而直接导致细胞破碎、裂解，使得细胞的回收率和细胞活

性显著降低，并且从根本上损伤了细胞的潜在增殖能力，无

论是集落形成能力还是 2J0扩增能力以及集落的扩增能
力，都无法达到与未经冷冻细胞相接近的状态。而 )6N$%
&’(的降温速率在复苏后虽然表现出较高的回收率，但培养
过程中的扩增情况却不甚理想。考虑过慢的冷冻速率增加

了细胞与 R2YZ在冷冻初期的接触时间，使得细胞在高浓度
的溶液中暴露时间过长而遭受损伤，这种损伤在细胞复苏后

不直接体现为裂解和死亡，却在细胞增殖潜能上表现出一定

的致命伤，同时考虑到降温速率过慢增加经济成本，因而

#$%&’(的降温速率从各方面来讲是一个比较合理的降温速
率。

同时通过温度记录仪同步跟踪样品温度。发现当温度

降到 M 5$附近，样品温度会突然出现 # U P$的回升，随后
温度下降缓慢，直到 M #" O "$时，温度下降才恢复正常（数
据未发表），这一阶段可能是细胞内结冰释放潜热阶段，也是

细胞最脆弱、最容易受到损伤的阶段。因而控制好这一阶段

的冷冻速率尤其关键，需要根据实际情况来调节程控降温速

率，使实际降温速率达到 #$%&’(。
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