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羟乙基淀粉沉淀（HES）法分离脐血造血干细胞的临床优势分析
何学鹏 杨 凯 陈 鹏 刘 兵 张 媛 王 芳 郭 智 刘晓东 楼金星 陈惠仁

（北京军区总医院血液科 北京 100700）

摘要 目的：探讨羟乙基淀粉沉淀（HES）法分离脐血单个核细胞（MNCs)的效果。方法：采集脐血 31份，应用羟乙基淀粉（HES）沉
淀飞和密度离心（Ficoll)法分离脐血 MNCs，、纯化 CD3+细胞、CD14+细胞、CD34+细胞，以台盼蓝拒染法检测细胞活力。结果：HES

法 MNCs 回收率、CFU-GM 计数高于 Ficoll 法（85.29± 3.79 VS 47.06± 4.61，t=35.67，P<0.05；67.31± 11.57/l× 105 MNCs VS
28.54± 6.39/l× 105 MNCs，t=16.33，P<0.05）；HES法分离的 MNCs中 CD3+、CD14+、CD34+细胞数均高于 Ficoll法（t=5.76，t=2.51，
t=6.67，P<0.05)。结论：HES法分离 MNCs可获得较好的回收率，是人脐血干细胞理想的分离方法。
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Clinical Advantage of Hydroxyethyl Starch Precipitation for Separation of
Cord Blood Stem Cell

To investigate the separation effect of hydroxyethyl starch (HES) precipitation for nucleated cells(MNCs).
31 copies of cord blood were collected and separated by HES separation and density centrifugation (Ficoll) for MNCs, the

CD3+ cells, CD14+ cells, and CD34+ cells, purified by immunomagnetic technique, and cell viability were detected by trypan blue
staining. The rate of recollection for MNCs and CFU-GM counts using HES method were higher than that using of Ficoll
method (85.29± 3.79 VS 47.06± 4.61, t=35.67, P<0.05; 67.31± 11.57/l× 105 MNCs VS 28.54± 6.39/l× 105 MNCs, t=16.33, P<0.05);
CD3+, CD14+, CD34+ cells, using HES method were higher than that of Ficoll method (t=5.76, t=2.51, t=6.67, P<0.05). HES
method is an appropriate method for separating HSCs.

Hydroxyethyl starch precipitation; Cord blood stem cells; Nucleated cells

前言

脐血造血干细胞（Cord blood haematopoietic stem cell,

CBHSC）作为造血干细胞移植（hematopoietic stem cell trans-

plantation, HSCT）的一种方式，因其具有良好的扩增能力和免

疫反应性，已被广泛地应用于血液系统肿瘤性疾病、先天性免

疫缺陷和遗传性代谢病等的治疗中[1-3]。但是，单份脐血所含单

个核细胞（MNCs）的数量不足影响了体外分离效果，限制了移

植应用[4]。因此，基于脐血干细胞具有的高增殖和体外扩增的潜

能，应用分离技术最大限度地分离出脐血中的 HSCs将有助于

临床治疗和研究。本研究比较了羟乙基淀粉沉淀(HES)法和密

度离心法(Ficoll法)对单个核细胞的分离效果，以期为临床应

用提供参考依据。

1 资料与方法

1.1 标本来源

2012年 1月至 2013年 6月期间，在无菌状态下收集本院

妇产科足月正常产或足月剖宫产产妇脐血 31份，所有患者产

前检查无乙肝、梅毒及艾滋病，产妇及其家属对实验知情同意。

1.2 试剂与仪器

超净工作台（上海智成）；高速离心机（湖南长沙湘智）；精

密度比密计、电子天平（DeltaRange公司）；光学显微镜（奥林帕

斯）；Millipore 超纯水制造系统（美国 Millipore 公司)；Mini-

MACS磁性吸附性分离装置 (Mihenyi Biotec 公司)；RPMI 一
1640培养液(GibcoUSA)；6%羟乙基淀粉(哈尔滨三联药业有限

公司）；D-Hank's液（北京华迈科生物技术有限责任公司）；抗
CD3、抗 CD14、抗 CD34单克隆抗体及 FITC、PE等标记的特异

性荧光直标单抗（美国 BD公司）；流式细胞仪(美国 BD公司)。
1.3 脐血收集及分离方法

采集脐带血 60 mL 置入 CPDA1 复合抗凝剂采血带中，
4℃保存，与采集后 12 h内进行分离，血样一式两份，分别采用

6%羟乙基淀粉(HES)自然沉降法和密度离心法(Ficoll法)进行

分离，所有血样分离前用 1:1生理盐水进行稀释。

（1）6%羟乙基淀粉(HES)自然沉降法：按 1:5的比例混合
6%HES和稀释的脐血，树脂海绵筛过滤，室温下自然沉降 60

min，收集上层富含核细胞的血浆层，将收集的细胞同法洗涤，
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悬于 10 mL RPMI 1640培养液中；

（2）Ficoll密度梯度离心法：将稀释的脐血以 1:1比例沿管
壁缓慢加入到相对密度为 1.0779/L的 Ficoll Hypaque 淋巴细

胞分离液中，2300 r/min× 25 min梯度离心，吸取中间白膜状
MNCsc层获得单个核细胞悬液，PBS缓冲液洗涤 2次，再悬于
10 mL 1640培养液中，计数 MNCs数[5, 6]。

1.4 细胞计数活力检测

用台盼蓝拒染法检测 MNCs活力，10 滋L稀释后的细胞悬

液加入 90 滋L 5 g/l台盼蓝染色液，混匀，染色 3 min，镜检计数；

对分离前后MNCs进行计数，两者相除为MNCs产率。
1.5 体外集落培养粒 -吞噬细胞集落形成单位（CFU-GM）的

测定

采用半固体琼脂培养法，1 mL培养体系中含 1× 105个有

核细胞，20%胎牛血清，0.3%琼脂，GM-CSF 20 滋g/L，Epo 2000

U/L，混匀后加于 24孔板，每组设 3 个复孔，置 5%CO2培养箱

中培养 7 d，于倒置显微镜下计数集落，以大于 40个细胞的细

胞团为一个集落[6]。

1.6 细胞表型的测定

使用 MiniMACS磁性吸附性分离装置分离纯化 CD3+细

胞、CD14+细胞、CD34+细胞，再取 100 滋L单个核细胞悬液(细
胞浓度约 1× 106)，加入 10 滋L FITC等标记的特异性荧光直标

单抗，阴性对照加入荧光标记的无关单抗，避光 4 ℃ 30 min，加

入 500 滋L PBS重悬成单细胞悬液上机检测。
1.7 统计学方法

采用 SPSS17.0进行统计分析，计数资料以频数（率）表示，

组间比较采用 X2检验，计量资料以均数± 标准差（x ± s）表示，

满足正态分布和方差齐性检测资料采用 t检验比较组间差异，

非正态分布或方差不齐资料采用 Mann-Whitney U检验比较组

间差异，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 MNCs回收率和台盼蓝拒染率

分离前 MNCs样本计数平均值为（0.68± 0.13）× 108，分离

后 HES 法 MNCs 计数为（0.58± 0.12）/× 108，高于 Ficoll 法
（0.32± 0.09）/× 108，HES 法回收率高于 Ficoll 法（t=35.67，P<
0.05)，台盼蓝拒染率两组间差异无统计学意义，结果见表 1。

2.2 CFU-GM数比较

分离后获得的 MNSc经半固体琼脂培养后，对 CFU-GM

进行计数，结果显示，HES 法 CFU-GM 计数值为（67.31±
11.57）/l × 105 MNCs, Ficoll 法计数为 （28.54 ± 6.39）/l × 105

MNCs，差异有统计学意义（t=16.33,P<0.05）。
2.3 MNCs各表型密度比较

随机选取其中 20份脐血进行表型测定，结果显示 HES法

的 CD34+、CD14+、CD3+密度均高于 Ficoll法，差异有统计学意

义，结果见表 2。

3 讨论

脐血中储存有大量的造血干细胞，其为具有分化潜能的原

始细胞，具备高度的自我更新和增殖的能力，能保持干细胞数

量恒定，并能在特定因素的影响或诱导下，进一步分化为各系

祖细胞及成熟细胞，从而重建人体造血和免疫系统[7-10]，目前造

血干细胞在治疗血液疾病、自身免疫性疾病、恶性肿瘤、先天代

谢失常等多种危及生命的疾病上发挥着重大的潜能[11-16]。干细

胞移植过程中细胞的有效活性是移植成功的关键，而脐血干细

胞分离技术则影响到细胞分离率和细胞的有效活性。

脐血分离以收集富含脐血干细胞的MNCs为目的。目前脐

血分离技术主要有 HES沉淀法、Ficoll密度梯度离心法、单克

隆抗体加流式细胞仪分析法、免疫磁珠分选法等，不同方法对

脐血 MNCs的回收率、台盼蓝拒染率以及 CFU-GM计数报道

不一[5]。本研究比较了最为常用的 HES沉淀法和 Ficoll密度梯

度离心法的分离纯化效果，结果显示，HES沉淀法的 MNCs回
收率和 CFU-GM计数间存在差异，提示 HES沉淀法能获得更

多的 MNCs和 CFU-GM集落，其分离效果优于 Ficoll密度梯

度离心法；脐血中的 CD34+ 细胞群是代表脐血中的

HSCs/HPCs增殖分化能力的主要标志 [17-19]，HES沉淀法 CD34+

的表达水平高于 Ficoll密度梯度离心法，说明 HES沉淀法能阻

止单个核细胞的沉降，能够保证足够的 CD34+细胞以满足的临

组别

Group

分离后 MNCs计数 /× 108

MNCs counts after separation

MNCs回收率 /%

Recollection rate of MNCs

台盼蓝拒染率 /%

Trypan blue dye viability

HES法

HES method

Ficoll法

Ficoll method

t

P

0.58± 0.12

0.32± 0.09

9.65

<0.001

85.29± 3.79

47.06± 4.61

35.67

<0.001

93.54± 1.82

93.61± 1.77

0.15

0.878

表 1 不同分离方法对脐血造血干细胞MNCs回收率和台盼蓝拒染率的影响 (n=31, x ± s）

Table 1 Effect of different separation methods for recollection rate of MNCs and Trypan blue dye viability (n=31, x ± s）

图 1 不同分离方法 CFU-GM计数比较

Fig.1 CFU-GM count in different separation methods
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床应用。

HES法在分离脐血过程中通过加速红细胞的沉降速度以

去除脐血中的红细胞，在具体操作中，为了使红细胞和单个核

细胞更容易分离，我们加入了树脂海棉筛，其在没有影响到其

它分离步骤的同时提高了分离效果；而 Ficoll密度梯度离心法

仅是富集单一比重的单个红细胞，并没有考虑到在不同的分化

阶段 CD34+的比重不一的情况，且由于离心力的不同，有可能

会使部分单个核细胞混在血浆中或沉降入红细胞内，造成核细

胞的丢失。研究中，我们还发现 HES法分离的 CD3+和 CD14+

细胞数也明显高于 Ficoll密度梯度离心法，CD3+和 CD14+细

胞与移植后的排斥反应密切相关[20，21]，但脐血干细胞移植较骨

髓移植等方法本身就具有低排斥反应发生率的特点，HES法是

否会降低排斥反应和其严重程度尚需进一步研究。

综上所述，HES分离法可获得相对较高的 MNCs回收率

和 CFU-GM集落，通过分离纯化后的 CD34+细胞表达水平高，

是目前人脐血干细胞理想的分离方法。
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