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∙论著∙

纯化供者CD34+细胞输注治疗单倍型造血
干细胞移植后移植物功能不良12例临床分析
费新红 贺俊宝 程昊钰 殷宇明 张维婕 张书芹 王筱璨 王静波

【摘要】 目的 观察输注纯化供者CD34+细胞治疗单倍型造血干细胞移植后移植物功能不良的

疗效和安全性。方法 对2014年1月至2018年3月期间接受供者纯化CD34+ 细胞治疗的12例单倍型

造血干细胞移植后移植物功能不良患者进行回顾性分析。结果 12例患者中男9例、女3例，中位年

龄26（14～54）岁；急性淋巴细胞白血病4例，急性髓系白血病5例，慢性髓性白血病2例，慢性粒-单核

细胞白血病 1 例。分选产物 CD34 +细胞纯度为 92.0%（44.0%～97.0%），回收率为 55.0%（45.0%～

96.7%），回输CD34+细胞的中位数为 1.9（0.9～4.4）×106/kg，CD3+细胞中位数为 0.6（0.3～2.0）×104/kg。

中性粒细胞恢复中位时间为18（14～39）d，血小板恢复中位时间为29（16～153）d，红细胞恢复中位时

间为60（9～124）d。12例患者输注过程中未发生严重不良反应，10例获得完全缓解，1例患者获得部分

缓解，1例患者无效，未发生重症感染和重度GVHD。结论 回输供者纯化CD34+细胞是单倍型造血干

细胞移植后植入功能不良的一种安全、有效治疗方法。
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【Abstract】 Objective To evaluate the efficacy and safety of purified CD34+ stem cell boost in the
treatment of poor graft function（PGF）after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation（HSCT）.
Methods 12 patients with poor graft function, reported in our hospital during January 2014 to March
2018, were retrospectively analyzed; The donors of 12 patients were HLA mismatched family members,
and all treated with donor purified CD34 + stem cell after G- CSF mobilization, calculating and statistical
analyzing the purity of separation and the recovery rate of CD34+ stem cells. The related complications and
the recovery of blood cells after infusion were observed. Results The purity of CD34 + cells in the
separation products was 92.0%（44.0%-97.0%）, and the recovery rate was 55.0%（45.0%-96.7%）. The
median number of CD34 + cells was 1.9（0.9-4.4）×106/kg with CD3 + cells as 0.6（0.3-2.0）×104/kg. The
median durations of white blood cells, platelet and red blood cells recoveries were 18（14-39）, 29（16-153）
and 60（9- 124）days, respectively. All 12 patients didn’t experience serious adverse reactions in the
process of infusion, 10 patients achieved hematopoietic recovery, 1 case partial remission，1 case no
recovery, without occurrence of aggravated infection, graft versus host disease and other complications.
Conclusion The infusion of donor purified CD34 + stem cell was a safe and effective method for PGF
after allogeneic HSCT.

【Key words】 CD34+-selected stem cell； Poor graft function； Allogeneic stem cell transplants；
Graft-versus-host disease

移植物功能不良是异基因造血干细胞移植

（allo-HSCT）的严重并发症之一，发生率为 5%～

27%［1-2］。以往研究显示，移植物功能不良的高危因

素包括供者类型、HLA相合程度、ABO血型不合、输

注细胞数量、预处理方案的强度、移植物抗宿主病

（GVHD）、病毒感染、骨髓抑制药物的应用等［3- 4］。

移植物功能不良的治疗方法包括二次移植、供者骨

髓或外周干细胞输注、生长因子（红细胞生成素和
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血小板生成素）以及纯化CD34+细胞输注［5］。采用

二次移植和直接输注未分选的造血干细胞会导致

较高的GVHD发生率和治疗相关死亡率［6-7］，移植后

长期应用细胞因子的疗效和安全性尚待明确［8-9］。

CD34+细胞是理想的造血干/祖细胞移植物，可以重

建髓系和淋系造血干细胞以及大量造血祖细胞，而

且纯化的CD34+细胞轻松实现T细胞的体外去除，

有效减少严重GVHD的发生。近年来，我们采用纯

化供者CD34+造血干/祖细胞治疗 12例移植物功能

不良患者，报告如下。

病例与方法

1. 临床资料：本研究对我院2014年1月至2018

年 3月期间 12例接受供者纯化CD34 + 细胞治疗的

单倍型造血干细胞移植（haplo-HSCT）后移植物功

能不良患者进行回顾性分析。纳入标准：移植物功

能不良均为移植后获得造血重建后发生，疾病复发

状态或嵌合率＜90%以及合并严重感染的患者除

外。12例患者中男 9例、女 3例，中位年龄 26（14～

54）岁；原发病：急性淋巴细胞白血病4例，急性髓系

白血病5例，慢性髓性白血病2例，慢性粒-单核细胞

白血病1例。移植前疾病状态：完全缓解（CR）2例，

未缓解（NR）10例；输注纯化CD34+细胞前患者中位

WBC 为 1.7（0.9～2.9）× 109/L，中位 PLT 为 16（6～

25）×109/L，中位HGB为73（60～80）g/L。

移植物功能不良的定义参照文献［3］：移植后

至少两系或三系细胞减少持续2周伴骨髓增生低下

（ANC＜0.5×109/L，PLT＜30×109/L或血小板或红细

胞输注依赖），嵌合率完全供者型，排除复发、严重

GVHD、感染以及药物相关的骨髓抑制。12例患者

的临床资料见表1。

本研究经航天中心医院生物医学伦理委员会

批准（20160420-XYZZ-01），全部患者及其供者均知

情同意。

2. 疗效评价标准：原发性植入不良：发生于移

植后 28 d内；继发性植入不良：发生于移植后血细

胞恢复后。中性粒细胞恢复：ANC＞0.5×109/L持续

7 d；血小板恢复：PLT＞50×109/L持续7 d；红细胞恢

复：HGB＞90 g/L且脱离红细胞输注。完全缓解：三

系均获得改善；部分缓解：血小板和（或）中性粒细

胞恢复但未脱离红细胞输注；无效：输注CD34+细胞

后三系均未获得改善。CD34+细胞回收率（%）＝分

选后 CD34+细胞数/动员后采集的 CD34+细胞数×

100%。

3. 供者造血干细胞的采集及分选：使用粒细胞

集落刺激因子（G-CSF）5～10 μg·kg-1·d-1进行供者

外周血造血干细胞动员，第 5天采集供者外周血干

细胞。采集的有核细胞总数为（4～6）×1010。应用

CliniMACS Plus 系统（德国 Miltenyi Biotec 公司产

品）对采集的造血干细胞进行CD34+细胞分选，流式

细胞术测定CD34+细胞和CD3+细胞数。

4. CD34+细胞输注：纯化的 CD34+细胞输注前

储存于4 ℃冰箱，在分选后24 h内输注，输注前计算

纯度及CD3+细胞数。输注前应用环孢素A、他克莫

表1 12例接受供者纯化CD34 +细胞治疗单倍型造血干细胞移植后移植物功能不良患者的一般资料

例号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

性别

男

男

女

女

男

男

男

男

男

女

男

男

年龄（岁）

54

14

15

33

18

44

17

43

21

14

28

26

诊断

AML-M5

T-ALL

AML

AML-M2

B-ALL

CMML

T-ALL

CML急变期

CML加速期

AML-M4

AML-M5

T-ALL

移植前疾病状态

NR

CR

NR

NR

NR

PR

NR

NR

NR

CR

NR

NR

高危因素

病毒感染，GVHD

输注CD34+细胞数低

CMV，GVHD

CMV，GVHD

主要ABO血型不相容，GVHD

输注CD34+细胞计数低

CMV，GVHD

CMV，EBV，输注CD34+细胞数低

CMV，EBV，输注CD34+细胞数低

CMV，主要ABO血型不相容

CMV，GVHD

GVHD

嵌合率（%）

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

累及细胞系

P+R

N+P+R

N+P+R

N+P+R

N+P+R

P+R

N+P+R

N+P+R

N+P+R

N+P+R

N+P+R

N+P+R

注：AML：急性髓系白血病；ALL：急性淋巴细胞白血病；T-ALL：急性T淋巴细胞白血病；CML：慢性髓性白血病；CMML：慢性粒-单核细

胞白血病。CR：完全缓解；PR：部分缓解；NR：未缓解。CMV：巨细胞病毒；EBV：EB病毒；GVHD：移植物抗宿主病。N：中性粒细胞；P：血小

板；R：红细胞
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司等免疫抑制剂，不需要进行其他预处理。输注后

可继续给予生长因子及输血支持治疗。

5. GVHD的评估：急性GVHD和慢性GVHD的

诊断和分级参照文献［10-11］。急性GVHD的随访

时间为输注后 100 d，慢性 GVHD 的随访时间为输

注后1年。

6. 随访：所有患者通过门诊或电话进行随访，

随访截止日期为2018年1月。总生存（OS）时间：输

注纯化供者CD34+细胞到随访截止或死亡的时间；

无复发生存（RFS）时间：输注 CD34+细胞到疾病复

发或随访截止的时间。

7. 统计学处理：采用 SPSS 20.0 进行统计学处

理。计量资料用均数±标准差或中位数表示。

GVHD的发生率、RFS率和OS率采用Kaplan-Meier

曲线分析并描述。P＜0.05为差异有统计学意义。

结 果

1. 纯化CD34+细胞的回收率：G-CSF动员后采

集的有核细胞中位数为9.3（7.0～13.5）×108/kg，CD34+

细胞中位数为 3.4（1.3～6.0）×106/kg。CliniMACS

系统分选后 CD34+细胞中位数为 1.9（0.9～4.4）×

106/kg，CD3 + 细胞中位数为 0.6（0.3～2.0）×104/kg，

CD34+细胞纯度为 92.0%（44.0%～97.0%），回收率

为 55.0%（45.0%～96.7%），详见表2。

2. 疗效及不良反应：12 例患者中 10 例完全缓

解，1例患者获得部分缓解，1例患者无效。全部 12

例患者回输纯化供者CD34+细胞后白细胞恢复的中

位时间为 18（14～39）d，血小板恢复的中位时间为

29（16～153）d，红细胞恢复的中位时间为 60（9～

124）d，回输后 1、2、3个月检测嵌合率均为 100%供

者型。12例患者输注过程中未发生严重不良反应。

3. GVHD发生情况及生存：12例患者回输纯化

供者CD34+细胞后，1例患者发生Ⅱ度急性GVHD，

给予糖皮质激素、巴利昔单抗治疗有效；3例患者发

生慢性GVHD，1例激素治疗有效，其他 2例患者给

予联合抗GVHD治疗效果不佳。至随访截止，12例

患者中 8例存活，4例死亡，死亡原因：复发 1例，感

染2例，慢性GVHD 1例，死亡时间分别为回输后的

3（例1）、6（例3）、4（例5）和2个月（例8）。1年OS率

为（62.9±14.9）%。详见表3。

讨 论

allo-HSCT后合并移植物功能不良可导致感染

和出血性并发症发生率增高，严重影响患者的生

存。本研究12例患者均为继发性移植物功能不良，

嵌合率为100%供者型，进行纯化供者CD34+细胞回

输前患者均未进行预处理，给予常规免疫抑制剂预

防，10例患者获得完全缓解，1例患者部分缓解，1例

患者无效。我们认为患者获得缓解主要与所有患

者均是 100%供者嵌合有关，而且回输的CD3+细胞

数量极低，均在 2×104/kg以下。因此患者回输纯化

CD34+细胞均能耐受，轻松实现T细胞的体外去除，

无治疗相关死亡，而且未发生Ⅲ/Ⅳ度急性GVHD。

国际上报道纯化CD34+细胞治疗移植物功能不

良的疗效的文献比较多。近期Haen等［12］报道20例

患者中，纯化CD34+细胞输注治疗移植物功能不良

可达到 80%的有效率，急性、慢性GVHD 的发生率

分别为18%、14%。和文献报道相似，本组病例的有

表2 12例单倍型造血干细胞移植后移植物功能不良患者纯化供者CD34+细胞输注情况

例号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

分选前CD34+细胞

（×106/kg）

3.2

3.4

2.4

3.9

4.5

2.8

3.3

3.4

1.3

5.8

6.0

1.5

分选后CD34+细胞

（×106/kg）

2.9

2.7

1.4

2.1

4.4

1.3

1.5

1.7

0.9

3.2

3.3

1.1

CD34+细胞纯度

（%）

90.0

85.0

93.8

97.0

95.0

93.0

95.0

96.0

92.0

89.0

77.0

44.0

CD34+细胞回收率

（%）

90.6

80.0

58.3

54.1

96.7

45.8

45.0

50.0

76.0

55.0

55.0

73.0

分选后CD3+细胞

（×104/kg）

1.0

0.4

1.2

0.2

0.6

1.0

1.1

0.3

0.5

0.3

0.4

2.0
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效率为 91.7%（11/12），急性、慢性 GVHD 的发生率

分别为8.3%（1/12）、25.0%（3/12）。为避免冻存的造

血干细胞数量不足，本组病例均采用 G-CSF 动员

的外周血造血干细胞，采集的有核细胞中位数为

9.3（7.0～13.5）×108/kg，CD34 + 细胞中位数为 3.4

（1.3～6.0）×106/kg。本组12例患者中性粒细胞细胞

恢复的中位时间为 18（14～39）d，血小板恢复中位

时间为 29（16～153）d，红细胞恢复中位时间为 60

（9～124）d，与文献［13］结果相似。回输纯化CD34+

细胞的中位数为 1.9（0.9～4.4）× 106/kg，纯度为

92.0%（44.0%～97.0%），其中 1 例患者（例 12）分选

前CD34+细胞计数只有1.5×106/kg，分选后的纯度仅

为 44%，担心纯度不够影响患者的疗效，我们对分

选产物的细胞成分进行分析，计算CD3+细胞的计数

为2×104/kg，考虑该患者移植前未缓解，仍按计划回

输，结果在回输后第20天白细胞和血小板计数明显

升高，而且无GVHD发生。

Ghobadi等［5］报道在造血干细胞动员时加入普

乐沙福（Plerixafor）可明显提高CD34+细胞的数量，

降低移植物功能不良的发生率。但亦有研究显示

纯化CD34+细胞数量与治疗移植物功能不良的疗效

无直接关系［13-14］，需要在以后的研究中进一步证实。

Liu等［15］报道间充质干细胞输注也可治疗移植

后原发和继发移植物功能不良，而且与输注纯化

CD34+细胞相比，不需要采集供者的造血干细胞。该

研究报道20例移植物功能不良患者，采用第三方间

充质干细胞回输，17例患者获得造血恢复，但13例患

者发生感染，其中7例患者为EB病毒感染，有3例患

者发生EB病毒相关移植后淋巴细胞增殖性疾病。

本研究结果初步表明，供者纯化CD34+细胞输

注是治疗单倍型造血干细胞移植后移植物功能不

良的一种有效办法。
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2018年本刊可直接用英文缩写的常用词汇

血红蛋白 HGB

红细胞计数 RBC

白细胞计数 WBC

血小板计数 PLT

中性粒细胞绝对计数 ANC

丙氨酸转氨酶 ALT

天冬氨酸转氨酶 AST

谷氨酰转移酶 GGT

碱性磷酸酶 ALP

乳酸脱氢酶 LDH

凝血酶原时间 PT

部分激活的凝血活酶时间 APTT

红细胞生成素 EPO

血小板生成素 TPO

乙型肝炎病毒 HBV

丙型肝炎病毒 HCV

人类免疫缺陷病毒 HIV

核因子-κB NF-κB

辅助性T淋巴细胞 Th细胞

调节性T淋巴细胞 Treg细胞

细胞毒性T淋巴细胞 CTL细胞

自然杀伤细胞 NK细胞

白细胞介素 IL

嵌合抗原受体T细胞 CAR-T细胞

肿瘤坏死因子 TNF

干细胞生长因子 SCF

粒细胞集落刺激因子 G-CSF

粒-巨噬细胞集落刺激因子 GM-CSF

巨噬细胞集落刺激因子 M-CSF

粒-巨噬细胞集落形成单位 CFU-GM

弥散性血管内凝血 DIC

实时荧光定量PCR RQ-PCR

磁共振成像 MRI

正电子发射断层扫描 PET

荧光原位杂交 FISH

（1,3）-β-D葡聚糖检测 G试验

半乳甘露聚糖检测 GM试验

酶联免疫吸附实验 ELISA

噻唑蓝实验 MTT实验

磷酸盐缓冲液 PBS

胎牛血清 FBS

乙二胺四乙酸 EDTA

二甲基亚砜 DMSO

十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

SDS-PAGE

美国国家综合癌症网络 NCCN

国际预后积分系统 IPSS

国际预后指数 IPI

异基因造血干细胞移植 allo-HSCT

自体造血干细胞移植 auto-HSCT

移植物抗宿主病 GVHD

人类白细胞抗原 HLA

受试者工作特征曲线 ROC曲线

常见不良反应事件评价标准 CTCAE
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