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摘　要:【目的】观察脐带血 、新生儿外周血混合的造血干细胞移植治疗 1 例重型 β-地中海贫血的疗效和副作用。【方

法】采集 1 例产前 HLA 配型相合男性(XY)胎儿的脐带血 53 mL , 并于供者娩出后 5 h 内抽取未作任何药物“动员”的新生儿

外周血 28 mL。测定脐带血 、新生儿外周血的各项造血指标。重型 β-地中海贫血女性(XX)患儿经总量马利兰 20 mg/ kg , 环

磷酰胺 200 mg/ kg ,马法兰 90 mg/m2 和抗胸腺淋巴细胞球蛋白 90 mg/ kg 组成的方案预处理后 , 输入HLA 相合同胞的脐带血

53 m L和新生儿外周血 28 m L ,患儿共获得有核细胞数 5.7×107/ kg , CFU-GM 4.93×105/kg , CD34
+CD38

-细胞 3.1×105/ kg 。

【结果】术后 14 d中性粒细胞绝对值>0.5×109/ L , 34 d血小板>20×109/ L , 聚合酶链—反向点杂交检测患儿术后为 β-654

杂合子 ,性染色体从术前的 XX 转变为 XY。术后 14 d起脱离红细胞输注 ,血红蛋白从 86 g/ L稳步升至 110 g/ L 以上。现已

脱离地中海贫血状态存活 197 d。供者于生后 9 个月内的追踪观察表明生长发育正常。【结论】新生儿外周血中含有一定量

的造血干/祖细胞 , 对脐血细胞数量不足者 ,联合适量的新生儿外周血进行移植是一种有效的策略。
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Transplantation with Combination of Umbilical Cord Blood and Neonatal

Peripheral Blood in the Treatment of A Patient with β-thalassemia Major
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(1.Department of Pediatrics , Memorial Hospital , 2.Department of Pathology and Physiology ,
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Abstract:【Objective】To observe the efficacy and side effects of hematopietic stem cell t ransplantation with

combination of umbilical cord blood(UCB)and neonatal peripheral blood(NPB)in the treatment of β-tha-

lassemia major.【Methods】28 mL NPB was drawn from a HLA identical neonate w ithin 5 hours after his bi rth

to complement stem cell of the UCB he donated fo r t ransplantation to his sibling w ith β-thalassemia major.Var-

ious items of hematopoiesis reconst ruction w ere detected in UCB and NPB respectively.After conditioning with

chemotherapy by using busulfan 20 mg/kg , cyclophosphamide 200 mg/kg , melphalan 90 mg/m2 and antithy-

mocy te globulin(ATG)90 mg/kg , the patient received the 53 mL UCB and 28 mL NPB , achieving 5.7×107/

kg nucleated cells(NC), 93×105/kg CFU-GM and 3.1×105/kg CD34
+CD38

- cells f rom his HLA-identical sib-

ling.【Results】Absolute nucleated cell(ANC)reached 0.5×10
9
/L on 14th day post transplant , and platelets

reached 20×109/L on 34th day af ter transplant.The heterozy gosi ty of β-654 mutation point w as detected by

the PCR-RDB.The sexual chromosome changed from XX pret ransplant to XY postt ransplant.The patient w as

free red blood cell t ransfusion f rom 14th day post t ransplant.Her hemoglobin rose prog ressively from 86 g/ L to

110 g/ L.The patient survived fo r 197 days f ree f rom disease af ter t ransplantation.Follow ing up for 9 months ,
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the donor g rew and developed normally.【Conclusion】The NPB contains a lot of stem cells.The transplantation

w ith combination of suitable NPB and UCB is an effective tactics when the UCB cells are deficient.

Key words:hematopoietic stem cell t ransplantation;umbilical co rd blood;neonatal peripheral blood;β-

thalassemia

　　脐带血(umbilical co rd blood , UCB)作为新的

造血干细胞来源备受瞩目 ,但脐血移植(umbilical

cord blood transplantation , UCBT)可能存在着供给

某些病者的细胞数不足 ,以致植入延迟或低植入率

的问题。新生儿外周血(neonatal peripheral blood)

富含造血干/祖细胞(HSC)可部分补充高体重同胞

脐血移植时的供者细胞不足。作者等[ 1]在国内首

例脐血移植取得成功的基础上 ,首次采用 HLA 相

合同胞供体脐带血和未作“药物”动员的新生儿外

周血混合移植 ,成功地治疗了 1例 β-地中海贫血患

儿 ,为脐血移植的广泛应用提供了又一新的策略 ,

现报道如下。

1　材料与方法

1.1　对　象

患儿女 ,5岁 ,体质量 18 kg 。生后 6个月起出

现进行性面色苍白 ,血红蛋白 40 g/L。肝肋下 3

cm ,脾肋下 2 cm 。血红蛋白 A2 0.021 ,血红蛋白 F

0.51 , β地中海贫血基因分析为 IVS-Ⅱ-654(C ※

T)纯合子。父母均为 IVS-Ⅱ-654 杂合子 。3岁起

每月高量输血或红细胞 ,维持血红蛋白 90 ～ 140 g/

L ,肝活检示:肝纤维化 Ⅱ期(四期分类法),肝汇管

区可见多量铁沉积 。肝功能正常 ,乙型肝炎病毒 、

丙型肝炎病毒和人巨细胞病毒抗体均阴性。

1.2　方　法

1.2.1　供者的产前诊断 、HLA 配型　母孕 16 周

时先接受羊水脱落细胞 DNA检查 ,经聚合酶链-反

向点杂交法(PCR-RDB)诊断胎儿为 β-654杂合子;

母孕 28周时在 B超引导下 ,经脐带穿刺术抽取脐

血 2 mL 作 HLA配型 ,结果 HLA 与患儿全相合 ,

红细胞血型不合 ,详见表 1。

表 1　供受者 HLA 配型和 ABO血型情况

Table 1　State of the Dono r-Receiver HLA typing and ABO blood type

HLA typing

A B BW DR DQ
ABO blood type

Donor 33(19)　1 101 75(15)　58(17) 4　　6 03　　15 02　　06 A

Receiver 33(19)　1 101 75(15)　58(17) 4　　6 03　　15 02　　06 O

1.2.2　UCB 、NPB的采集和造血指标检测　1999

年 9月 13日胎儿娩出时 ,断脐后即采集胎盘 、脐带

血53 mL ,置入单采输血袋内(含 50 mL 抗凝保养

液 ,上海市血站出品)。脐带血的有核细胞总数

4.48×108 。因供给患儿的有核细胞数未达到 3.7

×107/kg 的阈值 ,征得家属同意后 ,在心电监护下 ,

于新生儿生后 5 h 内抽取未作任何药物“动员”的

新生儿外周血 28 mL ,置入另一单采输血袋中。脐

带血 、新生儿外周血分别加防冻剂(二甲亚砜 ,人血

白蛋白和 PBM I 1640 等)分装 , 经程控降温仪

(plener公司)降温后 ,置-196 ℃液氮内冻存于脐

血库 。冻存前检测脐带血 、新生儿外周血的造血指

标 ,见表 2。

1.2.3　预处理方案　马利兰 5 mg·kg
-1
·d
-1
×4 d

表 2　脐带血 、新生儿外周血的各项造血指标

Table 2　The items of hematopoiesis in umbilical cord blood

(UCB)o r neonatal peripheral blood(NPB)

Source
Nucleated cells

(×107)

CFU-GM

(×105)

CD34
+CD38

-cells

(×105)

UCB 46.9 38.2 23.7

NPB 55.8 50.6 32.2

(术前第 9天～ 第 6天 ,即-9 d ～ -6 d ,以“ -”表

示术前 ,下同);环磷酰胺 50 mg·kg-1·d-1×4 d(-

5 d ～ -2 d);马法兰 45 mg/m2 ×2 d(-5 d ～ -4

d)和马抗胸腺淋巴细胞球蛋白(ATG ,法国产)30

mg·kg-1·d-1×3 d(-4 d ～ -2 d)。

1.2.4　输注脐带血 、新生儿外周血　患儿经预处
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理后 ,于 1999年 12月 23日(0 d)和 12月 24日(1

d),分别取出-196 ℃分袋冻存的脐带血 、新生儿

外周血移植物 , 40 ℃～ 41 ℃水浴中融冻 ,5 min 内

分批静脉输注。输注前予碱化尿液 ,水化 ,利尿 ,抗

过敏等综合治疗 。复温的脐带血 、新生儿外周血标

本常规复查有核细胞数 、CD34
+
CD38

-
细胞数 ,

CFU-GM 培养和作台盼蓝拒染率 。供给患儿的有

核细胞数为 5.7 ×107/kg , CFU-GM 4.93 ×105/

kg , CD34
+
CD38

-
3.1 ×10

5
/kg , 台盼蓝拒染率

100%。

1.2.5　预防和治疗急性移植物抗宿主病　-1 d

起以环孢素A 3 mg·kg
-1
·d
-1
静滴以预防急性移

植物抗宿主病。12 d出现发热 ,皮疹 ,腹泻等急性

移植物抗宿主病表现后 ,予甲基强的松龙 2 ～ 3 mg

·kg-1·d-1 ,5 d内病情控制。控制急性移植物抗宿

主病后以环孢素 A口服维持。

1.2.6　支持治疗　于 3 d当血白细胞计数为“0”

时 ,开始使用格拉诺赛特(中外制药公司出品)6 μg

·kg-1·d-1 ,至血白细胞计数≥4.0×109/L 始渐减

量停用。当血红蛋白<80 g/ L ,血小板计数<20×

109/ L或临床因血小板减少而出血时 ,给予γ射线

照射处理后的成分血输注 。

2　结　果

2.1　造血重建

脐带血 、新生儿外周血混合移植后 , 3 d血白细

胞计数为“0” ,14 d中性粒细胞>0.5×109/L , 19 d

血白细胞计数>4.0×109/ L , 34 d血小板>20×

109/L 。19 d骨髓象:有核细胞增生活跃 ,各阶段比

例正常 ,未见巨核细胞 ,血小板分布稀疏。14 d 起

脱离红细胞输注 ,血红蛋白>86 g/L;43 d 血红蛋

白>100 g/ L;此后一直维持在 115 ～ 141 g/L 之

间。55 d血小板>50×109/L。80 d骨髓象正常 ,

现已无病存活 197 d 。

2.2　并发症

当 12 d白细胞计数 0.3×10
9
/ L 时开始发热 ,

皮疹和腹泻。皮疹面积约 30%,临床诊断急性移

植物抗宿主病 Ⅰ度 ,予甲基强的松龙 2 mg·kg-1·

d
-1
静滴后热退 ,但皮疹 、腹泻未控制 ,增加甲基强

的松龙至 3 mg·kg
-1
·d
-1
,3 d内渐控制病情 。126

d起再腹泻 ,口腔粘膜广泛性糜烂 ,双手掌面皮疹

明显加深 ,增多;血小板从 200×109/L 渐降至 12

×10
9
/L ,骨髓巨核细胞 2个 ,成熟障碍。予静脉用

丙种球蛋白 1 g/kg ,甲基强的松龙 2 mg·kg-1·

d
-1
,改环孢素 A静滴 2周后血小板回升 ,口腔粘膜

糜烂好转 ,但皮疹和腹泻未改善 ,加用霉酚酸酯后

皮疹减轻 ,血小板回升至(110 ～ 175)×109/L ,仍腹

泻。150 d停用环孢素 A 、霉酚酸酯 ,改用他克莫司

0.25 mg·kg
-1
·d
-1
,腹泻止 ,结肠镜未见粘膜糜烂

或溃烂。

2.3　植入证据

2.3.1　地中海贫血基因　于 20 d ,90 d , 180 d 用

PCR-RDB法检测外周血地中海贫血基因 ,术后为

β-654杂合子。

2.3.2　性染色体检测　术前 、20 d 、90 d 、160 d XY

比例分别为 0%、83%、94%、100%。

2.3.3　红细胞血型　50 d起受者血型从“O”转为

“A” 。

2.3.4　血红蛋白水平　14 d起脱离红细胞输注 ,

血红蛋白>86 g/L ,并稳步上升 , 48 d 起血红蛋白

>110 g/L。

3　讨　论

3.1　产前配型对节省医疗资源的意义

按遗传规律 , 同胞间的 HLA 相合概率仅约

25%～ 30%。为此 ,开展产前配型 ,HLA相合者才

留取脐带血 ,对节省有限的医疗资源和降低患儿家

庭的经济负担均具有重要的意义。

3.2　采集适量新生儿外周血是“补充”造血干细胞

的策略

动物实验研究
[ 2]
已经肯定:新生鼠外周血富含

造血干细胞 ,可替代“胎血”用于同种异体鼠的造血

重建 。Li等[ 3]检测了 20例生后 1.8 ～ 13 h内新生

儿外周血的有关干/祖细胞等重建造血的指标 ,证

实此时期内的新生儿循环血中富含造血干细胞 ,

可与脐带血相媲美。但由于正常足月新生儿的血

循环量仅为体重的 10%,大量采集可致血容量不

足 ,甚至危及生命。实践证明
[ 4]
,一般情况下 ,以足

月儿作为供者采集其骨髓的量小于其血容量的

20%(<60 mL)是安全的 。Li等[ 3]报告了世界首

例(也是迄今报告的唯一 1例)HLA 相合新生儿供

者 ,出生时为无症状性红细胞增多 ,接受了抽取 83

mL 新生儿外周血 ,并以脐带血 、新生儿外周血混

合移植治疗了 1例重型 β地中海贫血患儿 ,获得了

成功。本例仅采集了供者的新生儿外周血 28 mL ,

是其血循环量的 9%,供者的血红蛋白从采集前的

188 g/ L降至采集后的 153 g/L ,生命体征稳定 ,不
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必作输血治疗。供者新生儿期 ,婴儿期生长发育情

况的追踪表明:其生后 1 ～ 9个月的身高 、体重 、营

养状况和动作能 、语言能 、应人 、应物能均符合同龄

正常儿水平 ,生后 1 、6 、9个月的血红蛋白分别为

129 g/L 、116 g/L 、119 g/L 。因此 ,本例采集新生

儿供者外周血是安全的 ,提示适量抽取新生儿供者

的外周血以获得更多的造血干细胞是一条“补充”

性策略。

3.3　新生儿外周血可能有加快造血重建的作用

Gluckman 等
[ 5]
报告 ,当患者获得脐带血的有

核细胞数≥3.7×107/kg 时 ,植入成功率为 62%,

若有核细胞数<3.7×107/kg 则其植入率仅 42%,

且平均植入时间分别为 25 d和 35 d ,差异显著。

因此 ,使患儿行脐血移植时获得的有核细胞数 ≥

3.7×107/kg 有利于移植术的成功和加快患儿的造

血重建速度 。本文中患儿仅得到脐带血有核细胞

数 2.61×107/kg ,针对新生儿外周血富含造血干/

祖细胞的特点 ,采集了 28 mL ,使受者获得的总有

核细胞数数为 5.7×10
7
/kg ,为争取脐血移植的成

功和缩短重建造血的时间提供了细胞数的基础。
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其中 1 项对 7 个 X-连锁疾病患者的 PGD 研究

中[ 10]发现 ,胚胎无规律分裂有个人特异性 。染色

体异常的胚胎和发育缓慢的胚胎中嵌合率和无规

律分裂现象更常见 ,提示无规律分裂现象与染色体

异常也有关 。Coon等[ 7]对 2 例罗氏易位患者进行

的 5个周期的 PGD治疗中 , 87%染色体异常 ,其中

36%为非整倍体或非整倍体嵌合体 , 51%为无序分

裂。这一现象也进一步说明了胚胎活检时取 2 个

卵裂球 ,在 2个卵裂球均正常情况下才选择移植以

减少误诊的必要性。
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