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采集到制备的不同时长对脐带血干细胞冻前质量的影响 *
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摘要 目的：分析采集到制备不同的时长对脐带血干细胞的冻前相关质量指标的影响，为确定合适的采集到制备时长提供依据。

方法：选取 1712份脐带血样本，按照采集到制备的时长分为 <12 h组、(12-24) h组、(24-36) h组和(36-48) h组，分析脐带血干细胞

冻前有核细胞数量、有核细胞活性、CD34+细胞百分比及 CFU-GM集落数的变化。结果：（1）冻前有核细胞数量随着时间延长而下

降，但各组冻前有核细胞数量的差异无统计学意义(P>0.05)；（2）各组的有核细胞活性结果比较发现，(12-24) h组和(24-36) h组的

有核细胞活性差异无统计学意义（P>0.05），其余各组间有核细胞活性比较差异均有统计学意义(P<0.05)；（3）CD34+细胞百分比随
时间延长有微弱的升高趋势，但是差异无统计学意义（P>0.05）；（4）各组的 CFU-GM集落数比较差异均无统计学意义(P>0.05)。结
论：随着脐带血采集到制备的时长增加，有核细胞活性会逐渐下降。脐带血采集后在 36小时内制备是安全的，其干细胞的质量指

标可稳定保持在较高水平，脐带血在 36-48小时制备虽然质量有微弱下降，其干细胞的冻前质量也满足临床出库需求。
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Impact of Time Interval from Collection to Processing on Quality of

Umbilical Cord Blood*

In order to provide the appropriate time intervals from collection to processing of umbilical cord blood

(UCB), we analyzing the relevant quality indicators from distinct groups of time intervals and its relationship. The amount of

1712 UCBs divided into distinct groups based on different time interval (each 12 hours increment) were assessed by the indicators includ-

ing pre-cryopreservation total nucleated cells, viability of nucleated cells, CD34+ cell rates and CFU-GM. (1) The pre-cryopreser-

vation total nucleated cells declared due to the extension of transportation time, and there was no statistical difference (P>0.05). (2) The
viability of nucleated cells was affected by time interval between collection and processing, there was no significant difference in the ac-

tivity of nuclear cells between (12-24) h group and (24-36) h group (P>0.05), and there was significant difference in the activity of nucle-
ar cells between the other groups (P<0.05). (3) The CD34+ % had an slight upward trend with the extension of time interval without statis-

tical difference (P＞0.05). (4) CFU-GM was not affected by time interval from collection to processing in each group (P＞0.05).

The extension of the time from collection to processing of UCBs can reduce the quality by decreasing cell viability. UCBs was safe

to cryopreservation within 36 hours, and its related quality indicators can be stably maintained at a high level. Though the quality of UCBs

was slightly decreased in 36-48 hours, it was still fit the standards for clinical transplantation.
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前言

脐带血富含造血干细胞，是骨髓和外周血以外重要的干细

胞来源之一[1,2]。自 1988年 Eliane Gluckman等成功实施了世界

上首例儿童人类白细胞抗原（Human Leukocyte Antigen, HLA）

相合的同胞脐带血移植后，脐带血干细胞移植治疗各种恶性与

非恶性的血液病、遗传性及先天性疾病已在临床上得到广泛应

用[3,4]。脐带血因其来源的特殊性，制备后的造血干细胞需要以

实物形式冻存在液氮环境下[5]。由于单份脐带血的造血干细胞

数量有限，且冻存前还需经过运输、制备等过程，其有核细胞数

和活性可能会受到一定影响[6]。为了减少干细胞的损失及活性

下降，脐带血采集后需尽快送回脐带血库进行制备冻存[7]。据报

道，不同国家地区对于脐带血采集到制备时长制定的标准都不

尽相同[8,9]。本研究通过分析 1712份脐带血不同时长下制备后

的质量指标的变化，为制定冻存前脐带血允许存放的最长时长

提供依据。

1 材料与方法

1.1 主要材料及仪器

脐带血采血袋（山东威高，含 28 mL血液保存液），6%羟乙

基淀粉（HESPAN誖 ，B.BRAUN 公司），甲基纤维素培养基
（StemCell 公 司），RPMI-1640 培 养 基 （GIBCO）， 单 抗

CD45-FITC、单抗 CD34-PE、IgG1-PE、7-AAD和 1%溶血素均

购自 BD公司，计数相关试剂均购自 Sysmex公司。医用低温离

心机（RC 3BP+，Thermo Scientific 公司），自动血液分析仪

（XE-5000），热合机（SE250 型，韩国森通），超净工作台

（SW-CJ-2FD，苏净安泰空气技术有限公司），CO2培养箱（FOR-

MA公司），倒置显微镜（CK40 和 CKX41，OLYMPUS 公司），

流式细胞仪（FACSCalibur，BD公司）。

1.2 脐带血来源

脐带血来自广东省内二甲以上医院，采集前产妇均已签署

脐带血采集知情同意书，填写产前化验检查结果、健康调查表，

以记录产妇本人及家属的家族病史和遗传病史。所有产妇产前

经查乙肝表面抗原（HBsAg）、丙肝抗体（HCV-Ab）、梅毒抗体

（TP-Ab）、艾滋病抗体（HIV-Ab）均为阴性，地中海贫血及

G-6-PD缺乏症均为正常。脐带血采集于包含 28 mL血液保存

液（即含枸橼酸盐、磷酸盐、葡萄糖和腺嘌呤等物质的抗凝剂）

的采血袋中，通过相同的运输条件送回脐血库。

1.3 脐带血制备及检测

1.3.1 收血 每份脐带血由两人复核产妇的生产时间、产前化

验、健康调查等信息，热合去除采血针及多余管路后，血袋称重

并计算脐带血量、羟乙基淀粉添加量（按照血量与羟乙基淀粉

以 5:1的比例添加）。每份脐带血编码其唯一的编号，然后对血

袋表面进行消毒，再送脐带血制备间处理。本研究使用的脐血

血量范围在 50-80 mL。

1.3.2 脐血分离 脐带血先取 1 mL全血血样用于计算制备前

的有核细胞总数。根据 Rubinstein等[10]建立的标准分离方法分

离脐带血，浓缩后的脐带血用注射器测量体积（浓缩血量），留

取 0.5 mL血样用于计算冻前有核细胞总数，另留取 0.5 mL血

样用于 CFU-GM集落细胞培养及有核细胞活性、CD34+细胞

含量分析。

1.3.3 采集到制备时长的分组 脐带血的采集时间点以新生

儿出生时间为节点，制备时间点则以脐带血制备结束为节点，

计算两个节点的时长作为采集到制备的时长，根据时长范围划

分为四组样本，分别为 <12 h组、(12-24) h组、(24-36) h组和

(36-48) h组。

1.3.4 冻前有核细胞计数 计数浓缩后脐带血有核细胞的浓度，

根据浓缩血量与有核细胞的浓度乘积计算冻前有核细胞总数。

1.3.5 CFU-GM集落计数[11] 浓缩后脐带血样本抽取约 0.1 mL

加入 RPMI-1640培养液制备成稀释约 10倍的细胞悬液，充分

混匀细胞悬液后取出 200 滋L于 XE-5000（Sysmex）型自动血液

分析仪计算冻前 TNCs。根据标本细胞悬液浓度及最终培养体

系为 3.3 mL，结合计算所需加入的甲基纤维素培养基及细胞悬

液的各自体积，制成有核细胞终浓度定量为 5× 104/mL的培养

体系。将培养体系平均加入 6孔培养板的 3个孔中，保证每孔

都有 1 mL。将培养板放入 37℃、5% CO2、湿度 >95％的 CO2培

养箱中培养 14天。培养结束取出培养板在倒置显微镜下观察，

统计每份脐带血培养的 3个孔的集落数，取其均值作为该份脐

带血的 CFU-GM细胞计数结果。

1.3.6 CD34+细胞含量及有核细胞活性 干细胞培养室取样

后的剩余血样作为待检样本。每份标本准备 2支试管，1管为

对照管，1管为测试管。往对照管中依次加入单抗 CD45-FITC

5 滋L、IgG1-PE（CD34-PE阴性对照）5 滋L，测试管依次加入单抗
CD45-FITC 5 滋L、单抗 CD34-PE 5 滋L，加完后放入 2℃-8℃冰

箱内避光暂存。取出已加入 CD45-FITC、CD34-PE和 IgG1-PE

的试管架，往测试管中依次加入 7-AAD 10 滋L。去红去浆的浓
缩血样依次往对照管和测试管各加入 100 滋L血量。涡旋振荡
器上充分混匀，室温避光孵育 16分钟。孵育完成后，分别往 2

个试管加入 2.5 mL 1%溶血素并轻轻混匀，室温避光反应 10分

钟 -15分钟后 500× g离心力下室温离心 3分钟，弃上清液并

用纸巾控干管口。再分别用 1.5 mL PBS洗涤细胞、离心、去上

清，最后各加 0.5 mL PBS轻轻混匀，检查是否有凝块，则待上

机样本制备完成。

流式细胞仪检测已标记好的样本，根据 ISHAGE标准[12]，

利用 CD45、CD34单克隆抗体（CD45是有核细胞的特异性标

志物，CD34是造血干祖细胞的特异性标志物）来对脐带血进行

检测。根据造血干祖细胞的 4个特征 (CD34阳性，CD45弱阳

性，低 SSC，FSC与淋巴细胞相似)圈选出造血干祖细胞占有核

细胞的含量，即得到 CD34+细胞含量[13]。根据 7-AAD可使死细

胞染色的原理来检测脐带血中活细胞占有核细胞的含量，即有

核细胞活性[14]。

1.4 数据统计

数据分析采用 SPSS 22.0软件，符合正态分布的计量资料

以均数± 标准差(x± s)的形式表示，两组间差异的比较采用 t

检验，多组间的比较采用单因素方差分析。琢=0.05为检验水准。

2 结果

2.1 采集到制备时长对脐带血冻前有核细胞数和有核细胞活

性的影响

冻前有核细胞数量随着采集到制备时间延长呈现轻微下
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2.2 采集到制备时长对脐带血 CD34+细胞含量的影响

各组的脐带血在制备后，CD34+ 细胞含量的均值达到

0.30%及以上，各组间比较未有显著差异（P>0.05），见表 3；各

组 CD34+细胞含量在＞0.5%、(0.2-0.5)%和＜0.2%的区间分布

趋势基本一致，见表 4。

降趋势，但差异无统计学意义（P>0.05），有核细胞活性随着采
集到制备时间延长呈现轻微下降趋势，但是均值仍保持在 90%

以上，不同时长组间分别比较发现，除了(12-24) h组和(24-36)

h组的差异无统计学意义(P>0.05)，其余组别比较差异均有统
计学意义(P<0.05)，见表 1；各组有核细胞活性的分布如表 2所

示，时长越短，有核细胞活性＞95%的比例越高。

Notes: Compared with <12 h group, aP<0.05, compared with (12-24) h group, bP<0.05, compared with (24-36)h group, cP<0.05.

表 1 各组冻前有核细胞的数量和有核细胞活性比较

Table 1 Comparisons of pre-cryopreservation total nucleated cells numbers and viability of nucleated cells

Groups n
Pre-cryopreservation total nucleated

cells(× 108)
Viability of nucleated cells(%)

<12 h group 209 7.08± 1.94 97.86± 2.15

(12-24) h group 814 6.99± 2.11 96.47± 2.70a

(24-36) h group 642 6.87± 2.09 96.44± 2.32a

(36-48) h group 47 6.76± 2.00 94.89± 2.13abc

F - 1.658 6.328

P - 0.369 0.005

表 2 各组有核细胞活性的分布

Table 2 Viability of nucleated cells distribution in each group

Groups
<12h group (12-24) h group (24-36) h group (36-48) h group

（n=209） （n=814） （n=642） （n=47）

Viability of nucleated

cells（%）

＞95 92.34%(193/209) 78.01%(635/814) 77.73%(499/642) 48.94%(23/47)

90-95 5.74%(12/209) 18.92%(154/814) 20.4%(131/642) 46.81%(22/47)

＜90 1.91%(4/209) 3.07%(25/814) 1.87%(12/642) 4.26%(2/47)

表 3 各组 CD34+细胞含量比较

Table 3 Compriasions of CD34+ cells contents in each group

Groups n CD34+（%）

<12 h group 209 0.33± 0.24

(12-24) h group 814 0.31± 0.23

(24-36) h group 642 0.31± 0.21

(36-48) h group 47 0.34± 0.32

F - 1.887

P - 0.201

2.3 采集到制备时长对脐带血细胞 CFU-GM集落数的影响

各组的脐带血在制备后，CFU-GM 集落数均值达到 120

（× 105）及以上，各组间的差异均无统计学意义(P>0.05)，见
表5。

表 4 各组 CD34+细胞含量的分布比例

Table 4 Distribute ratio of CD34+ cells contents in each group

Groups
<12h group (12-24) h group (24-36) h group (36-48) h group

（n=209） （n=814） （n=642） （n=47）

CD34+ cells contents

（%）

＞0.5 21.05%(44/209) 19.04%(155/814) 17.44%(112/642) 29.78%(14/47)

0.2-0.5 62.2%(130/209) 59.58%(485/814) 60.12%(386/642) 53.19%(25/47)

＜0.2 16.76%(35/209) 21.37%(174/814) 22.42%(144/642) 17.00%(8/47)
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3 讨论

随着脐带血研究的不断深入，未来脐带血的应用数量及范

围将逐步上升，脐带血的质量是其临床应用价值的关键[15,16]。移

植前对脐带血的筛选，除了 HLA配型结果及血型以外，有核细

胞数、CD34+细胞含量、有核细胞活性及 CFU-GM集落计数也

是评价脐带血制备冻存质量的重要指标[17-19]。脐带血从医院采

集后到血库制备冻存之间存在时间间隔，该时间长短与医院到

血库之间的距离呈现正相关。国际上对于脐带血从采集到冻存

时长制定的标准并未统一，各学者研究采集到制备的时长对脐

带血质量的影响仍存在争议，例如：德国对脐带血的质量标准

要求为应在采集后 48小时之内制备冻存[20]；NetCord-FACT规

定公共库脐带血需在 48小时内制备，自体库需在 72小时内制

备 [21]。Louis I等研究发现脐带血制备前室温下最多可存放 3

天，建议保存在室温下 48小时内完成加工[22]；Pereira-Cunha等

发现脐带血可延迟至 96小时内冻存，其 CD34+细胞数量的损

失与功能下降仍在可接受范围内[23]。

本研究共分析 1712份脐带血样本，统计采集到制备时长

分别为 <12 h、(12-24)h、(24-36)h 及(36-48)h，考察脐带血的冻

前有核细胞的数量、有核细胞活性、CD34+ 细胞百分比和

CFU-GM集落数等指标的变化，从大样本数据中探索脐带血储

存时长与制备质量的关系。

本研究发现，在 36小时以内制备完毕的脐带血，冻前有核

细胞活性均值保持在 96%以上；36至 48小时内制备完毕的有

核细胞活性虽有轻微下降，但是仍保持在 94.89%左右，均高于

美国食品药品监督管理局提议的脐带血冻前有核细胞活性水

平需达到 85%以上的标准[24]。在 CD34+细胞含量上，48小时以

内制备完毕的脐带血该指标的均值都高于 0.30%，且各组

CD34+细胞含量在＞0.5%、(0.2-0.5)%和＜0.2%的区间分布趋

势基本一致，说明虽然脐血的 CD34+细胞含量具有个体差异，

但是总体上并未受到储存时间的长短的影响。CFU-GM集落数

在各组的差异无统计学意义，说明在采集后 48小时内制备的

脐带血，其造血干细胞的增殖能力没有受到明显的影响，印证

了 CD34+细胞的活性水平较稳定的结果。Chin-Yee等的研究

发现，CD34+细胞群在采集后 48小时内分析，其数量及活性仍

然保持稳定[25]。Kurtzberg等的研究表明脐带血采集后在 48小时

内制备，其有核细胞数及 CD34+细胞活性仍维持在正常水平[26]。

Louis等学者发现，脐带血在采集后 72小时内制备，其 CD34+

细胞活性和增殖能力并没有受到影响[22]。Radke等人的研究分

析了 CD34+细胞的增殖活性对 CFU-GM集落数的影响，发现

集落的形成效率与干细胞的种子密度有较强的相关性[27]，由此

可见脐带血 CFU-GM 集落数与 CD34+细胞含量有一定的关

联。本研究在 48小时内 CFU-GM集落数的变化水平与 CD34+

细胞含量的变化趋势一致，也显示了两者具有一定的关系。

此外，本研究后续仍可增加测量的指标，以分析储存时长

对脐带血质量的影响。例如：增加储存温度的变化对脐带血制

备后质量的影响；增加解冻后脐带血干细胞的上述指标的检

测，以对比冻前及冻后的差异，进一步分析脐带血制备前的储

存时长对后续的质量的影响[28-30]。

综上所述，脐带血采集后 48小时内制备完毕，其冻前有核

细胞数量、CFU-GM集落计数、CD34+细胞含量等质量指标均

处在较为一致的水平，只有随着脐带血采集到冻存的时长增

加，有核细胞活性会出现微弱的下降趋势；整体上看脐带血在

36小时内完成制备冻存，其有核细胞数量、有核细胞活性、

CFU-GM集落计数以及 CD34+细胞率等质量指标仍可保持较

高水平，满足脐带血临床出库的需求。而脐带血采集后在

36-48 h内冻存，有核细胞活性、CD34+细胞率和 CFU-GM集落

计数等指标仍显示满足其质量的需求。因此脐带血在 36小时

内冻存是安全的，其相关的质量指标可稳定保持在较高水平，

36-48小时冻存质量有轻微下降，在移植应用前需结合有核细

胞活性、CD34+细胞含量和 CFU-GM集落计数等指标评估造

血干细胞的数量。
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