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　　[摘要]　目的:探讨环孢素 A(CsA)对脐带血干细胞及 T淋巴细胞的影响。方法:采集10例产妇的脐带血,
每例脐带血分为5份,每份2mL,设对照组(无CsA)、CsA5μmol/L组、CsA10μmol/L组、CsA20μmol/L组、

CsA40μmol/L组,用血细胞分析仪检测各组的白细胞数,应用流式细胞术检测各组的干细胞(CD34+ 细胞)、T
淋巴细胞(CD3+ 细胞)占CD45+ 细胞的比例,并分别计算出干细胞、T淋巴细胞的数值。采用配对样本t检验,分
别比较不同浓度的CsA组与对照组在白细胞数、干细胞数、T淋巴细胞数方面的差别。以线性相关分析各组白

细胞数与 T淋巴细胞数之间的相关性。结果:①白细胞数:CsA5μmol/L组、CsA10μmol/L组、CsA20μmol/L
组、CsA40μmol/L组均低于对照组(P<0.05)。②干细胞数:CsA5μmol/L 组、CsA10μmol/L 组、CsA20

μmol/L组、CsA40μmol/L 组与对照组比较差异无统计学意义(P>0.05)。③T 淋巴细胞数:高浓度 CsA
组(10~40μmol/L)与对照组比较,T淋巴细胞数均降低(P<0.01);低浓度CsA组 T淋巴细胞数与对照组差异

无统计学意义(P=0.133)。④各组内白细胞数与 T淋巴细胞数之间无相关性(P>0.05)。结论:CsA无法提高

脐带血中的干细胞数,可降低脐带血中的白细胞数和 T淋巴细胞数。
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Abstract　Objective:ToexploretheimpactofcyclosporinAonumbilicalcordbloodstemcellandTlympho-
cyte.Methods:Tenumbilicalcordbloodunitswerecollectedandeachwasdividedintofivegroupsincludingcon-
trolgroup(withoutCsA),CsA5μmol/Lgroup,CsA10μmol/Lgroup,CsA20μmol/LgroupandCsA40

μmol/Lgroupwithtwomillilitersforeachgroup.Whitebloodcell(WBC)wasmeasuredusingautomatedhema-
tologyanalyzer.CD34+andCD3+cellratioswereanalyzedusingflowcytometry.CD34+andCD3+cellcounts
werefurthercalculated.PairedsamplettestwasusedtocomparedifferenceofWBC,stemcell,Tlymphocytebe-
tweeneachCsAgroupandcontrolgrouprespectively.Relationshipsbetween WBCandTlymphocyteineach
groupwereanalyzedusinglinearcorrelation.Results:①WBCcountwaslowerineachCsAgroupcomparedto
controlgroup(P<0.05).②TherewasnodifferenceofstemcellcountbetweeneachCsAgroupandcontrolgroup
(P>0.05).③TlymphocytecountofCsA10-40μmol/Lgroupwasalllowerthanthatofcontrolgroup(P<
0.01).TherewasnodifferenceofTlymphocytecountbetweenCsA5μmol/Lgroupandcontrolgroup(P=
0.133).④TherewasnorelationshipbetweenWBCandTlymphocyteineachgroup(P>0.05).Conclusion:CsA
cannotimprovestemcellofumbilicalcordbloodandcanreduceWBCandTlymphocyte.
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　　脐带血干细胞移植是治疗血液系统疾病的一

种重要手段,但由于脐带血中干细胞数量较少,导
致该技术在临床上无法广泛开展。如何提高脐带

血中的干细胞数量,是造血干细胞移植领域的一个

重要课题。既往有研究显示,生理状态下,脐带血

干细胞处于相对低氧的环境,低氧环境有利于干细

胞的增殖与分化[1-4]。在脐带血采集过程中,干细

胞暴露于空气中的常氧,可使干细胞受到氧化应激

损伤,减少干细胞数量、降低移植效果;而在低氧环

境中采集脐带血可保护脐带血干细胞、提高干细胞

采集效率及移植效果。此外,在常氧环境下于采集

物中加用环孢素 A(cyclosporinA,CsA),亦可阻

断氧化应激对干细胞的损伤,达到同样的效果[5]。
目前国内未见相关报道。本研究观察不同浓度的

CsA对脐带血干细胞的采集效率有无影响。由于

CsA可抑制 T淋巴细胞的增殖,而 T 淋巴细胞在
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移植后移植物抗宿主病(GVHD)、移植物抗白血病

效应(GVL)、抗感染等过程中均发挥重要作用,本
研究同时观察CsA处理后脐带血中 T淋巴细胞的

变化。
1　材料和方法

1.1　试剂与仪器

CsA注射液(规格250mg/5mL)购自诺华制

药公司。PC7-antiCD45、PE-antiCD34、FITC-anti
CD3流式抗体购自美国 BectonDickinson公司。
血细胞分析仪为日本 Sysmex公司产品。流式细

胞仪为美国BeckmanCoulter公司产品。
1.2　人脐带血采集及处理

10份人脐带血来自我院健康产妇。采集脐带

血前制备稀释的CsA溶液:抽取CsA注射液,加入

到无菌生理盐水中,浓度为4mg/mL。胎儿断脐

后,用无菌采血针采集血样入含有 EDTA 的真空

抗凝管中,每管2mL,共5管。分别为对照组(无
CsA)、CsA5μmol/L(6μg/mL)组、CsA10μmol/
L(12μg/mL)组、CsA20μmol/L(24μg/mL)组、
CsA40μmol/L(48μg/mL)组。对照组开盖、暴露

于室 温 空 气 中。CsA5μmol/L、10μmol/L、20
μmol/L、40μmol/L 组 分 别 加 入 适 量 稀 释 后 的

CsA溶液。CsA 溶液加入后迅速盖严、用无菌干

燥注射器抽尽气体。每管加入 CsA 与抽气的过程

均在10s内完成。充分混匀,密封条件下室温放

置约4h,使得 CsA 进入细胞内,然后开盖暴露于

空气中约2h。应用血细胞分析仪检测每管的白细

胞浓度。然后进行流式检测。
1.3　流式检测

每 组 加 入 PC7-anti CD45、PE-anti CD34、
FITC-antiCD3流式抗体各5μL,加入50μL充分

混匀后的脐带血,避光孵育20min。加裂红液250
μL,放置10 min。加 PBS2 mL,300×g 离心5
min,弃上清。再洗一遍。以 PBS0.5mL重悬细

胞,用流式细胞仪检测。以 CD45/SSC设门,定位

白细胞群。分析CD34+ 、CD3+ 细胞占CD45+ 细胞

的比例,然后乘以白细胞浓度,分别得出 CD34+ 、
CD3+ 细胞的数量。

1.4　统计学分析

数据采用SPSS22.0进行统计。各组资料经

检验为正态分布后,采用配对样本t检验分别比较

不同浓 度 的 CsA 组 与 对 照 组 之 间 白 细 胞 数、
CD34+ 细胞数、CD3+ 细胞数的差异。数据以■x±s
表示。以线性相关分析各组白细胞数与T淋巴细胞

数之间的相关性。P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　白细胞数的比较

对照组、CsA5μmol/L 组、CsA10μmol/L
组、CsA20μmol/L组、CsA40μmol/L组白细胞

数分别为(13.12±1.89)×109/L、(12.51±1.78)
×109/L、(12.30±1.80)×109/L、(12.20±1.88)
×109/L、(12.11±2.04)×109/L。不同CsA 浓度

组与对照组比较,白细胞数均降低(P<0.05),不
同CsA浓度组间两两比较,差异均无统计学意义

(P>0.05)。
2.2　干细胞数的比较

对照组、CsA5μmol/L 组、CsA10μmol/L
组、CsA20μmol/L组、CsA40μmol/L组干细胞

数分别为(2.75±1.51)×107/L、(2.91±1.67)×
107/L、(2.76±1.49)×107/L、(2.97±1.63)×
107/L、(2.73±1.60)×107/L。不同CsA浓度组与对

照组比较,干细胞数差异无统计学意义(P>0.05)。
2.3　T淋巴细胞数的比较

对照组、CsA5μmol/L 组、CsA10μmol/L
组、CsA20μmol/L组、CsA40μmol/L组 T淋巴

细胞 数 分 别 为 (2.59±0.60)×109/L、(2.45±
0.64)×109/L、(2.38±0.62)×109/L、(2.35±
0.54)×109/L、(2.39±0.55)×109/L。高浓度

CsA组(10~40μmol/L)与对照组比较,T淋巴细

胞数均降低(P<0.01)。低浓度 CsA 组(5μmol/
L)与 对 照 组 比 较,T 淋 巴 细 胞 数 无 差 别 (P =
0.133)。不同 CsA 浓度组间两两比较,差异均无

统计学意义(P>0.05)。
2.4　白细胞数与 T淋巴细胞数之间的相关性

各组内白细胞数与 T 淋巴细胞数之间,无相

关性(P>0.05),见表1。

表1　各组白细胞数与T淋巴细胞数之间的相关性分析

对照组 CsA5μmol/L组 CsA10μmol/L组 CsA20μmol/L组 CsA40μmol/L组

r -0.429 -0.340 -0.255 -0.373 -0.282
P 0.217 0.337 0.477 0.288 0.430

3　讨论

氧化应激是缺血再灌注后器官组织损伤的重

要机制。缺血缺氧的器官组织如心、脑、肾等在得

到重新灌注、恢复供血供氧后,线粒体上的通透性

转 换 孔 (mitochondrial permeability transition

pore,MPTP)开放,产生大量的活性氧 (reactive
oxygenspecies,ROS),同时细胞内钙超载、炎性反

应等的发生,可导致器官组织受到损伤。多项研究

表明,CsA在降低心、脑、肾等脏器缺血性疾病的再

灌注损伤中起到一定保护作用[6-16]。CsA 可与
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MPTP的组成成分亲环素 D结合,抑制 MPTP开

放,减少ROS的释放,从而阻断线粒体的氧化应激

过程。超氧化物歧化酶(SOD)等亦可保护组织免

受氧化应激时 ROS的损伤[17]。然而,亦有不同的

研究发现CsA并不能起到有效的保护作用[18-21]。
有关氧化应激对造血干细胞影响的研究较少。

Mantel等[5]研究发现,在低氧环境中处理骨髓或

脐带血干细胞,以及在空气中的常氧环境下应用

CsA 处理干细胞,都能增加长期增殖干细胞(LT-
HSC)数量、提高移植效果。CsA 可使脐带血中

CD34+ 细胞提高6.1倍,但P=0.05,有显著提高

干细胞的趋势。为使得 CsA 充分进入细胞发挥阻

断 MPTP作用,参照有关文献[13],在体外乏氧环境

下应用CsA预处理脐带血4h左右,然后暴露于空

气中发生氧化应激损伤。在本研究中,发现不同浓

度的CsA未能提高脐带血中干细胞数量,鉴于目

前相关研究较少,可进一步对本课题深入研究,例
如通过扩大样本量或优化处理方法,并进行相关机

制的研究,明确 CsA 对脐带血中干细胞的影响。
同时发现,经过CsA处理、特别是较高浓度的CsA
处理后,脐带血中 T 淋巴细胞数量下降,可能与

CsA抑制淋巴细胞增殖、活化有关。因此,在脐带

血中预先加入CsA可在一定程度上起到体外去 T
细胞的作用,对于高危 GVHD的脐带血移植患者,
在脐带血中加入 CsA 可能会起到预防 GVHD 的

作用。本研究还发现,经过 CsA 处理后的白细胞

数轻度降低,且与 T 淋巴细胞的降低之间无明显

相关性,其机制尚待进一步阐明。
总之,这是国内首次应用 CsA 处理脐带血的

研究。从本研究中发现应用 CsA 处理脐带血并不

是提高干细胞数量的有效方法。此外,观察了CsA
对脐带血中 T 淋巴细胞及白细胞的影响,本研究

有望为今后的有关基础研究与临床应用提供一定

的思路。
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