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流式细胞术干&祖细胞分类计数在自体造血干细胞移植治疗

恶性血液系统疾病中的应用

刘
!

媛$

!吴丽娟$

!刘毓刚$

!帖儒修/

"

$4

成都军区总医院检验科!成都
#$%%&'

'

/4

第三军医大学大坪医院检验科!重庆
3%%%3/

#

!!

摘
!

要"目的
!

建立流式细胞术干&祖细胞分类计数方法!探讨其在自体造血干细胞移植治疗恶性血液系统疾病中的应用价

值$方法
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建立三色流式细胞术造血干&祖细胞分类计数方法!对患者自体干细胞移植动

员效果%单采物质量及回输单采细胞进行定量检测$结果
!

动员后样品检测分析发现!

&045̂

的患者动员效果较好!单个核细胞

含量均在
0%4%̂

以上'

!1'3

2细胞总数大于
3c$%

#

&

Q

H

体质量者占
8%4%̂

$干细胞冻存样品检测分析发现!

!1'3

2细胞数量冻

存后存在一定衰减!但衰减量小于
$%4%̂

!经
5

检验证实冻存前后差异无统计学意义"
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#$结论
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流式细胞术干&祖细胞

分类计数在自体造血干细胞移植治疗恶性血液系统疾病中得到有效应用!单采细胞标本的定量检测为临床判断动员后单采时机%

单采细胞质量%单采获得
!13'

2

!1'&

7造血干细胞量%实际回输患者的
!13'
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7造血干细胞量均提供了直接的科学数据$
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白血病是血液病治疗的难点#自体造血干细胞移植$

<O*

.!"

%已成为当今治疗血液系统疾病的主要手段之一'移植的

目标在于重建患者造血功能#希望能得到大量造血干细胞

$

O.!

%而不是造血祖细胞$

O,!

%

)

$*3

*

#为此#以抗
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设计了三色流式细胞术干"祖细胞分类

计数方案#通过对患者外周血(单采样品及冻存样品的
O,!

和
O.!

分类计数检测#帮助临床判断动员后实施细胞单采的

时机(确定骨髓移植时单采细胞中
O.!

的浓度与含量(骨髓移

植后外周血中
O.!

的数量#为临床行干细胞移植提供有力

依据'

B

!

资料与方法

B4B

!

一般资料
!

疾病组包括
&

例白血病患者#均为某综合性

三甲医院的住院患者#临床诊断全部符合世界卫生组织诊断标

准#其中男
#

例#女
/

例&年龄
$$

!

5#

岁#

5%

岁以上
3

例#具体

疾病包括多发性骨髓瘤
$

例#恶性淋巴瘤
/

例#非霍奇金淋巴

瘤
$

例#急性非淋巴细胞性白血病
/

例#粒细胞肉瘤
$

例和急

性淋巴细胞性白血病
$

例'该
&

例患者经
<O.!"

后均获得

造血重建#随访
'

年暂未发现复发情况'健康组
$%%

例#其中

男
5%

例#女
5%

例&年龄
$&

!

#$

岁#均为同期前往医院进行体

检并经证实的健康人员'
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仪器与试剂
!

美国
TAKQMD;*!=?CBA@

公司
P,-!.*YV3

Z!V

流式细胞仪#中国迈瑞公司
5'&%

五分类血细胞分析仪

等'同型对照抗体
-

H

W$*X-"!

和
-

H

W$*,P

#测定抗体
!135*

,!5

(

!1'3*,P

和
!1'&*X-"!

#标本预处理试剂$即全血细胞裂

解液#包括溶液
<

(溶液
T

和溶液
!

%#清洁液#仪器开机光路校

正试剂#以上均购自
TAKQMD;*!=?CBA@

公司'
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方法

B4D4B
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样品
!

血标本于清晨空腹抽取肘正中静脉
/MV

#

P1*

"<*U

/

抗凝$紫色头抗凝管%'单采细胞标本的采集方法是从

采集袋放出少量采集物进入到连接的标本袋中#消毒标本袋#
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以真空穿刺抽吸
$

!

/MV

#再揭开试管盖沿试管壁将采集物缓

缓推入试管#加盖备用'

B4D4C

!

荧光免疫染色
!

向同型对照管中加入
-

H

W*,P

(
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W$*
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和
!135*,!5

各
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)

V

#血液标本
5%

)

V

'向测定管中加

入
!135*,!5

(

!1'3*,P

和
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各
$%

)

V

#血液标本
5%

)

V

'轻轻摇匀#室温$

$#

!

//b

%避光放置
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'最后

依次向各试管加入
<

液
#/5

)

V

(

T

液
/#5

)

V

和
!

液
$%%

)

V

#

在涡旋振荡器上混匀
5

!

$%)
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!

上机测定
!

打开造血干"祖细胞流式检测方案
!135*

,!5

"

!1'3*,P

"

!1'&*X-"!

$图
$

%'先将同型对照管插入流式

细胞仪主机上的样品台#打开仪器快速补偿通道#通过电压调

节使
-

H

W*,P

和
-

H

W*,!5

对应的门阳性率为零#保存对照检测

结果#取下同型对照管再将测定管插入样品台#仪器自动进行

测定#记录检验结果并保存图像信息'
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统计学处理
!

采用
Z:K@=)=NBP̀KAC

系统作平均数和标

准差分析#计量资料以
@S?

表示#组间比较行
5

检验#以
!

#

%4%5

为差异有统计学意义'

C

!

结
!!

果

C4B
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健康人静脉血造血干
*

祖细胞分类计数结果
!

外周血标

本中#单个核细胞百分数$

'%4$S#4//

%

^

#总
!1'3

2细胞百分

数$

%4&8S%40'

%

^

#造血干细胞百分数$

%4#3S%4'$

%

^

#造血

祖细胞百分数$

%43/S%4/

%

^

#单个核细胞绝对数$

$48$S%45

%

c$%

8

"

V

#总
!1'3

2细胞绝对含量$

%4%#S%4%/

%

c$%

8

"

V

#造血

干细胞绝对含量$

%4%5S%4%'

%

c$%

8

"

V

#造血祖细胞绝对含量

$

%4%'S%4%/

%

c$%

8
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动员后单采样品质量鉴定结果

病例 性别 年龄$岁%

单个核细胞

$

^

%

!1'3

2细胞

$

^

%

O.!

$

^

%

O,!

$

^

%

单个核细胞

$

c$%

8

"

V

%

!1'3

2细胞

$

c$%
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V

%

O.!

$

c$%
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V

%

O,!

$

c$%

8

"
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%

病例
$

男
#3 8$455 34#5 $483 /408 $584/' 0483 '4/8 3408

病例
/

男
$$ #'455 3435 /455 $48% $%%4$3 0453 '483 '4#%

病例
'

男
5/ 884$% %4/8 %4/0 %4%/ &#4'0 %435 %43' %4%/

病例
3

男
'8 8/405 #4'5 3435 '4$5 $%$4&5 #4#/ 3458 '4'&

病例
5

女
5# 834%5 %4'% %4%5 %4/5 $334$& %453 %4%& %435

病例
#

男
$# &343% 34$0 '45$ %4// 384'8 '4'% /400 %453

病例
0

男
33 &04&% /433 /43/ %4%/ 5&4#8 /43# /433 %4%/

病例
&

女
58 &54$% $45% %45% $4%% $/34/' '4'' $4$$ /4//

表
/
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回输前复苏冻存单采样品鉴定结果

病例 性别 年龄$岁%

单个核细胞

$

^

%

!1'3

2细胞

$

^

%

O.!

$

^

%

O,!

$

^

%

单个核细胞

$

c$%

8

"

V

%

!1'3

2细胞

$

c$%

8

"

V

%

O.!

$

c$%

8

"

V

%

O,!

$

c$%

8

"
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%

病例
$

男
#3 &#4#5 $455 $435 %4%5 55450 %4&0 %4&$ %4%'

病例
/

男
$$ #%4'5 84$% $405 34&5 3#4&% #4#8 $4/8 '45#

病例
'

男
5/ 884&0 %4'% %4/5 %4%% 0%4/5 %4/3 %4/% %4%%

病例
3

男
'8 0$4&5 345% 343% %4%5 3'488 $48# $48/ %4%/

病例
5

女
5# 004#5 $455 $4%% %4#% 5'40/ %4&% %45/ %4'$

病例
#

男
$# 0/4'5 345% 34/% %4/5 $84$& $4$/ $4%3 %4%0

病例
0

男
33 0%4#% $455 $455 $340% $/40% %438 %4$& %4%/

病例
&

女
58 5548% %405 %4#% %4$5 &'4'% %45& %43# %4$/

图
$
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造血干&祖细胞流式检测方案

C4C

!

外周血干细胞动员效果
!

结果提示动员后
!1'3

2细胞

含量逐渐增高#第
'

!

0

天含量维持较高水平#此时采集可以确

保收获足够数量的干细胞$通常要求采集
!1'3

2细胞总数大

于
3c$%

#

"

Q

H

体质量)

3

*

%#见图
/

'

图
/

!!

外周血干细胞动员效果图

+

$$'/

+

国际检验医学杂志
/%$$

年
$/

月第
'/

卷第
/%

期
!

-;B[VDFZAL

!

1AKAMFA@/%$$

!

\=C4'/

!

]=4/%



C4D
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动员后单采样品质量鉴定结果
!

本组
&

例患者采用化疗

联合粒细胞集落刺激因子$

@(W*!.X

%动员造血干细胞'外周

血干细胞采集从开始动员后每天复查血常规至
fT!

最低点

后#此时做外周血单个核细胞计数及外周血
!1'3

2阳性细胞

计数#结果
&045̂

的患者动员效果较好#其单个核细胞含量均

在
0%4%̂

以上#只有
$

例患者单个核细胞含量不足
0%4%̂

'

!1'3

2细胞总数大于
3c$%

#

"

Q

H

体质量者占
8%4%̂

#总体看

经动员后干细胞释放效果达到要求#见表
$

'

C4E

!

回输前复苏冻存单采样品的质量鉴定结果
!

比较冻存前

后单个核细胞含量#细胞数量在冻存后存在一定衰减#但衰减

量小于
$%4%̂

#经
5

检验证实冻存前后差异无统计学意义$

!

'

%4%5

%#见表
/

'

D

!

讨
!!

论

<O.!"

作为目前治疗恶性血液系统疾病的重要方法之

一与其他移植相比#其具有干细胞来源不受供者的限制(预处

理强度低(移植相关并发症少(安全性高(受年龄限制小(适用

人群广及花费相对较少等优点#具有显著临床优势)

5

*

'经研究

表明#目前应用流式细胞术能更加准确获得干"祖细胞含量#对

移植单采样品质量进行分析#有效提高干细胞移植治疗效果'

移植治疗过程中由于正常外周血中造血干细胞浓度很低)

/

*

#患

者采用化疗联合粒细胞集落刺激因子$

@(W*!.X

%动员后#造血

干细胞显著增加#但这种情况维持时间较短暂)

'

*

#因此#选择恰

当的指标和合适的时间来确定采集时机对提高采集效果很重

要'分析结果其中有几点需要特别注意#由于干细胞计数对于

<O.!"

十分重要#即使是动员后的单采标本#

!1'3

2细胞含

量仍然较少#因此送检一定要及时#标本采集后应按照急诊样

品
'%M:;

内进行检测#否则容易造成阳性细胞丢失'另外#检

测中同型对照管十分重要#每份标本检测时必须设置同型对照

管进行平行测定#用于对仪器各荧光通道电压是否合适的审核

与调节#同时有助于发现个别存在污染荧光物质的情况'

本组研究通过建立三色流式细胞术造血干"祖细胞分类计

数方法对临床实施
<O.!"

提供了有效指导#主要用于临床进

行干细胞采集前#对于细胞捐献者动员后外周血
!1'3

干细胞

的动员效果进行监测和实施单采的时机判断#辅助临床制定单

采计划'另外#用于单采物质量的鉴别#造血干细胞表达
!1'3

不表达
!1'&

#造血祖细胞既表达
!1'3

也表达
!1'&

#以
!135

作为外周血有核细胞的标志)

#*0

*

#结合
!1'3

和
!1'&

单抗#通

过流式细胞术可对传统意义上的干细胞总数$

!1'3

2细胞总

数%进行测定#并同步分别测定造血干细胞和造血祖细胞数量#

一般来说#单采物单个核细胞含量可以反映单采效果#质量较

好的单采物其单个核细胞含量应大于总细胞数量的
0%̂

以

上'还可用于
!1'3

细胞总数的测定#辅助临床做出是否继续

或停止单采的判断'为了确保干细胞移植成功#采集的

!1'3

2细胞总数应大于
3c$%

#

"

Q

H

体质量'另外#单采物中造

血干细胞和造血祖细胞数量的测定#可用于单采量的精确计算

和预后判断'干细胞移植希望移植的是真正的造血干细胞而

不是造血祖细胞#质量满意的单采物应该含有高浓度的造血干

细胞'通过分类计数可准确获得干"祖细胞数'
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