
实验结果表明 , TNT染毒小鼠的肝脏病理变化以肝细胞肿胀 、

嗜酸性变及肝瘀血为其突出特征。在 TNT 染毒的同时 , 给予

小鼠口服Que , 可见肝损伤程度明显减轻 , 同时 Que还可促使

病损肝组织的肝细胞再生。 提示 Que 对 TNT 染毒小鼠肝损伤

具有一定的保护作用。

自由基及其引发的脂质过氧化是各种肝病肝细胞损伤的

重要原因[ 7] 。TNT与肝脏线粒体 、 微粒体孵育后均可形成活性

氧[ 1] , 活性氧可引起生物膜脂质过氧化损伤 , 因而导致膜的

通透性发生改变。表现为超微结构上线粒体扩张 、 嵴结构紊

乱 , 严重时线粒体高度肿胀[ 8] , 光镜下肝细胞水肿。研究表

明[ 9] , 在铁负荷的肝细胞培养体系中 , Que 能够防止细胞的脂

质过氧化及肝细胞内的酶释放。因此 , Que 可能通过清除活性

氧自由基 , 抑制脂质过氧化及络合铁离子而发挥其保肝作用。

TNT是否造成肝组织铁蓄积 , 有待进一步探讨。

Que口服剂量增加似不能明显提高血药浓度[ 10] , 本实验

仅给予小鼠口服 50mg/kg Que , 未作剂量-效应关系探讨。
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脐血 CD+
34造血干/祖细胞含量的研究

刘长安　贾廷珍

　　脐血作为造血干/祖细胞 (HSC/HPC)的一个重要来源已

是医学工作者的共识 , 对脐血CD34
+HSC/ HPC 含量测定已有较

多报道 , 但较大样本的研究报道尚不多见。本文采用单克隆

抗体 (MoAb)技术和流式细胞术 (FCM)检测了足月正常分

娩新生儿脐血 (CB)中 CD34
+细胞含量 , 并与成人外周血

(PB)及骨髓 (BM)CD34
+细胞含量进行了比较 , 同时分析了

新生儿性别 、 体重 、 胎龄 、 产妇年龄和脐血血象诸指标与其

CD34
+细胞含量的关系 , 以期为脐血的临床应用提供实验资

料。

1　材料和方法

1.1　材料和仪器

异硫氰酸荧光素 (FITC)标记的鼠抗人 CD34单克隆抗体

(MoAb-CD34 , pharmingen 公司)。淋巴细胞分离液 (1.077g/ml ,

中国医学科学院血液学研究所)。叠氮钠 (NaN3 , Sigma)。牛

血清白蛋白 (BSA , Sigma)。FACScan 流式细胞仪 (美国 BD公

司)。MEK-5108K型血液分析仪 (日本 NIHON KOHDEN公司)。

1.2　试剂配制

1.2.1　PBS 洗涤液　取 0.15mol/ L pH 为 7.4 的 PBS 1 000ml加

入 2.0g BSA及 1g NaN3溶解备用。
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1.2.2　红细胞溶解液　于 0.15mol/ L pH 为 7.4 的 PBS 1 000ml

中加入氯化铵 8.29g 、 碳酸氢钾 1.0g 、 Na2EDTA 0.037g , 溶解

后置 4℃保存备用。

1.2.3　细胞保存液　pH7.4的 0.15mol/ L PBS中含 2% (W/ V)

葡萄糖 , 1% (V/ V)甲醛 、 0.1% (W/ V)NaN3 , 置 4℃保存。

1.3　标本采集和单个核细胞 (MNC)分离

采集健康产妇足月分娩 48 名正常新生儿 CB , 男 、 女各 24

名 , 胎龄为 37～ 42 周 , 体重为2 600 ～ 4 950g。 48 名健康成人

PB 和 7 名健康成人 BM , 均肝素抗凝。 采集后以 1.077 比重的

淋巴细胞分离液分离 MNC 层 , 加入红细胞溶解液 1ml 反应

1min , 再以 PBS 洗液洗涤 2次备用。

1.4　血常规和白细胞分类

取抗凝 CB 用 MEK-5108K 型血液分析仪测定白细胞

(WBC)、 血红蛋白 (Hb)、 红细胞 (RBC)和血小板 (Plt), 并

涂片以瑞氏姬姆萨染液染色 , 在油镜下进行白细胞分类。

1.5　CD34
+
细胞含量测定

1.5.1　CD34
+细胞荧光标记单抗染色　调整 MNC 悬液浓度为

1×107/ml , 每份样品取细胞悬液 100μl , 加 FITC 标记的 MoAb-

CD34 20μl混匀 , 4℃孵育 30min , PBS 洗涤液洗涤 2 次 , 吸干上

清液 , 加 入细胞保存液制备 MNC 悬液 (1×106/ ml), 置 4℃

于 24小时内送检 。每一样品均设非特异对照 , 以PBS代替
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FITC 标记的MoAb-CD34 , 其余步骤同上。

1.5.2　流式细胞仪检测　激发光源为 15mW氩离子激光 , 波

长 488nm , FITC受激发后发出绿色荧光。检测荧光前先以标准

微球调整仪器 , 使变异系数在 2%以内 , 每一样品用 FACS can

软件收集 1×104 个细胞 , 荧光强度以对数放大 , 光散射数据

存软盘 , 测试后用 lysysⅡ软件分析处理数据。

CD34
+细胞 (%) =

CD34
+细胞数

CD34
+细胞数+CD34

-细胞数
×100%-非

特异结合细胞%

1.6　实验数据用 t 和相关检验作统计学处理。

2　结果

2.1　脐血 、成人外周血和骨髓 CD34
+细胞含量比较

骨髓 MNC CD34
+细胞百分率显著高于脐血(P <0.05);而

脐血CD34
+细胞百分率比成人外周血高 10 倍 , 两者之间有极显

著性差异(P<0.001);骨髓 CD34
+细胞百分率为成人外周血的

16 倍 ,二者之间有极显著性差异(P<0.001)。见表 1。

表 1　脐血 、 成人外周血和骨髓 MNC 中

CD34
+细胞百分率 (x±s)

标本 标本数 CD34
+细胞 (%)

骨髓 7 3.19±1.05＊

脐血 48 2.14±1.23

成人外周血 48 0.19±0.14＊＊■

　　与脐血相比＊P<0.05, ＊＊P<0.001;与骨髓比较■P <0.001。

2.2　新生儿性别 、 体重 、 胎龄及产妇年龄与脐血 CD34
+细胞

含量关系

新生儿男性 CD34
+细胞百分率为 1.87±0.79 , 女性为 2.51

±1.49 , 经 t检验两者有极显著性差异 (P<0.001), 女性高

于男性。新生儿体重 、 胎龄 、 产妇年龄 (24 ～ 39 岁)与 CD34
+

细胞百分率间经相关检验均无相关性 (P >0.05)。

2.3　脐血血象诸指标与脐血 CD34
+细胞含量关系

脐血MNC CD34
+细胞百分率分别与脐血 Hb 、 RBC 、 Plt 、

WBC总数 、 中性粒细胞绝对值及淋巴细胞绝对值作相关检验 ,

均无相关性 (P>0.05)。

3　讨论

HSC/HPC 绝大部分存在于 CD34
+细胞组分中 , 而不表达

CD34抗原的细胞几乎没有集落形成能力 , CD34
+可作为早期

HSC/HPC 的标志[ 1] 。本文比较了脐带血 、 成人外周血和骨髓

CD34
+细胞含量。结果表明 , MNC CD34

+细胞百分率以骨髓最

高 , 其次是脐血 , 成人外周血最低 , 脐血MNC CD34
+细胞百分

率为成人外周血的 11倍 , 这与 Bender等的研究结果非常一致。

有关脐血中 CD34
+HSC/HPC数量各家报道不尽相同 , 可能与各

实验室检测方法 、 条件 、 样本量等差异有关 , 但可以肯定脐

血中含有丰富的 HSC/HPC , 其数量远远超过成人外周血。

虽然脐血的 MNC CD34
+细胞百分率低于骨髓 , 但其 CD34

+

CD-
38亚群比例明显高于骨髓 , 脐血 HSC/HPC 较骨髓和外周血

增殖能力强 , 其 CD34
+CD38

+细胞在体外可形成大量的各系集

落 , CD34
+CD38

-细胞可在液体培养体系中维持长期的活跃造

血 , 并且对细胞因子的反应敏感 , 说明脐血为干/祖细胞的良

好来源
[ 1 ,4]

。我们发现 , 不同性别新生儿脐血中 CD34
+
细胞数

量存在极显著性差异 , 女性明显高于男性。 这种性别差异目

前尚难以解释。脐血中 CD34
+细胞数量与足月新生儿体重 、 胎

龄 、 产妇年龄及脐血血象诸指标之间均无相关性 , 可能与胎

儿发育至 34 周时大部分造血细胞已完成从肝脏到骨髓的主动

转移有关。 Clapp 等发现脐血 HPC 随胎龄不同而有不同的动态

变化 , HPC 随胎龄增加而递减 , 直至 34 周 , 才与足月儿相

当[ 5] 。本文也显示 37 ～ 42 周间胎儿脐血 CD34
+细胞数量与胎

龄增加无明显关系。
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