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∙论著∙

HLA相合无关供者造血干细胞移植联合脐带
间充质干细胞输注治疗儿童重型再生障碍性
贫血19例疗效及安全性研究
王玲 王恒湘 朱玲 郑晓丽 王志东 闫洪敏 丁丽 韩冬梅

【摘要】 目的 探讨HLA相合无关供者造血干细胞移植（MUD-HSCT）联合脐带间充质干细胞

（MSC）输注治疗儿童重型再生障碍性贫血（SAA）的疗效及安全性。方法 回顾性分析19例行MUD-

HSCT联合MSC治疗的儿童SAA患者临床资料，观察移植后造血重建及移植相关并发症。结果 19

例患儿移植后均获得迅速造血重建，粒细胞中位植入时间为12（9~21）d，血小板中位植入时间为14（8~

24）d，1例患儿于移植后4个月出现继发植入失败。9例患儿发生Ⅰ度急性移植物抗宿主病（aGVHD），

1例发生Ⅲ度 aGVHD并于移植后6个月发生广泛型慢性移植物抗宿主病。CMV阳性15例，出血性膀

胱炎2例。10例患儿移植后出现不同程度、不同部位的感染。中位随访时间为27（8~70）个月，19例患

儿截至随访终点均无病存活，其中1例患儿于移植后4个月发生淋巴细胞增殖性疾病，接受利妥昔单抗

联合化疗治疗后发生继发性植入失败，后接受以父亲为供者的单倍体造血干细胞移植成功植入。结

论 MUD-HSCT联合MSC输注治疗儿童SAA是安全有效的。
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【Abstract】 Objective To observe the efficacy of matched unrelated donor hematopoietic stem cell
transplant（HSCT）with transfusion of multipotent mesenchymal cells（MSC）in pediatric severe aplastic
anemia（SAA）. Methods 19 children with SAA received matched unrelated donor HSCT with MSC, and
the hematopoietic recovery and transplant- associated complications of these children were monitored.
Results All patients achieved rapid hematopoietic reconstruction after HSCT, and the median durations to
neutrophil and platelet recovery were 12（9- 21） days and 14（8- 24） days respectively, but delayed
rejection occurred in one case four months after HSCT. 9 cases developed gradeⅠacute graft-versus-host
（aGVHD）, and one case grade Ⅲ aGVHD and diffuse chronic graft- versus- host. Cytomegalovirus
viremias were observed in 15 patients. 2 cases developed hemorrhagic cystitis, 10 children experienced
infections. All the children were alive during a median following-up time of 27（8-70）months, one of them
developed LPD and received rituximab and chemotherapy, delayed rejection occurred in this patient four
months after HSCT, Haplo- identical HSCT from his father as the donor was performed and achieved
successful engraftment. Conclusion The matched unrelated donor HSCT with MSC in pediatric SAA was
safe and effective.
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儿童重型再生障碍性贫血（SAA）是难治性血

液病之一，人类白细胞抗原（HLA）全相合同胞供者

（MSD）造血干细胞移植（HSCT）及免疫抑制治疗

（IST）为目前儿童SAA首选治疗方法［1］。但我国同

胞间完全相合率仅 25%，MSD 不足；而 IST 相对于

MSD- HSCT 来说血液学反应慢，无病生存率较

低［2］。近年来，HLA 相合无关供者 HSCT（MUD-

HSCT）治疗儿童SAA的成功率有了很大提高，被更

多地应用于治疗儿童SAA［3］。但MUD-HSCT移植

失败及脏器损害的风险影响疗效的进一步提高［2］。

多项研究表明，间充质干细胞（MSC）具有促进造血

干细胞植入、发挥免疫调节诱导免疫耐受、预防及

治疗移植物抗宿主病（GVHD）、对移植前预处理造

成的组织损伤进行修复等作用［4-6］。本研究我们分

析 19例接受MUD-HSCT联合MSC输注 SAA患儿

的疗效及安全性，现报道如下。

病例与方法

1. 病例资料：以 2009 年 11 月至 2015 年 1 月在

我院接受 MUD-HSCT 联合 MSC 输注的 19 例 SAA

患儿为研究对象，SAA 诊断均符合文献［7］标准。

其中男6例，女13例，中位年龄为6（2~15）岁。所有

患儿均无 MSD，2 例患儿未接受过 IST，其余均为

IST 失败后进行 HSCT，其中环孢素 A（CsA）治疗 9

例，CsA联合抗人胸腺细胞球蛋白（ATG）或抗人淋

巴细胞球蛋白（ALG）治疗8例。

2. 移植情况：预处理方案：所有患儿应用氟达

拉滨（Flu）30 mg ·m- 2 · d- 1，- 10~- 5 d；环磷酰胺

（CTX）60 mg·kg-1·d-1，-4~-3 d；ATG（德国费森尤斯

公司产品）5 mg·kg-1·d-1，-4~-1 d或ATG（法国赛诺

菲公司产品）2.5 mg·kg-1·d-1，-4~-1 d。供者均来自

中华骨髓库，其中 HLA 10/10 相合 9 例，9/10 相合 6

例，8/10 相合 4 例。所有供者均接受 G-CSF 5~10

μg·kg-1·d-1皮下注射，于第5天采集外周血造血干细

胞后静脉输注至患儿体内。回输有核细胞中位数

为 14.30（6.09~30.40）×108/kg，回输 CD34+细胞中位

数为 8.28（2.62~26.70）×106/kg，疾病诊断至移植的

中位时间为8（3~24）个月。供受者具体情况见表1。

3. 脐带 MSC 的制备及输注：本研究所用 MSC

由空军总医院临床实验中心干细胞实验室制成，脐

带来自我院妇产科健康产妇，材料的获得均经产妇

本人知情同意并签署知情同意书，按照人体器官组

织使用指南获得。具体制备过程：将脐带去除外膜

及血管组织后放入盛有α-MEM培养基的培养皿内，

剪为 0.5 cm3大小的组织块，吸取组织至离心管内，

加入等体积0.2%Ⅰ型胶原酶，于37 ℃下过夜；次日

加入两倍体积的 0.05%的胰蛋白酶，37 ℃下消

化 1 h；643×g 离心 10 min 收集细胞，计数活细胞。

将细胞悬浮于人 MSC 无血清培养基中，按 106 细

胞/cm2底面积接种于塑料培养瓶中；1周后出现由数

表1 19例接受HLA相合无关供者造血干细胞移植重型再生障碍性贫血患儿及供者基本情况

例号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

性别

男

女

女

女

女

男

女

男

男

女

女

女

女

男

男

女

女

女

女

年龄

（岁）

6

15

6

9

9

3

7

7

3

10

2

5

12

12

4

6

2

2

6

诊断至移植

时间（月）

3

3

3

6

12

11

8

17

4

24

4

17

21

8

20

9

7

4

7

IST方案

-
CsA

CsA+ATG

CsA+ATG

CsA+ATG

CsA

CsA

CsA+ATG

-
CsA

CsA

CsA

CsA+ALG

CsA+ATG

CsA+ATG

CsA+ATG

CsA

CsA

CsA

供者

性别

女

男

男

男

男

男

女

男

男

男

女

男

女

男

女

男

男

男

男

供受者血型

供者

O

O

A

A

A

O

A

B

O

A

A

O

A

A

A

O

B

O

A

受者

B

B

B

AB

A

B

A

A

AB

B

B

O

B

A

A

B

A

A

B

HLA配型

10/10

10/10

8/10

10/10

9/10

8/10

9/10

10/10

9/10

8/10

10/10

9/10

10/10

8/10

9/10

10/10

10/10

9/10

10/10

有核细胞

（×108/kg）

8.79

6.09

22.00

9.83

17.70

16.20

11.10

15.30

29.80

30.40

23.00

20.70

13.28

13.60

20.00

11.20

14.30

11.80

12.39

CD34+细胞

（×106/kg）

4.22

4.43

9.24

6.39

6.37

13.93

6.88

6.43

14.90

10.34

8.28

26.70

2.62

9.16

15.40

10.86

11.86

5.66

7.55

MSC

（×106/kg）

1.09

0.85

2.50

1.05

1.43

1.11

1.10

1.36

1.29

1.11

1.54

1.05

1.13

1.15

0.98

1.46

1.82

1.29

1.25

注：IST：免疫抑制治疗；-：未予 IST；CsA：环孢素A；ATG：抗人胸腺细胞球蛋白；ALG：抗人淋巴细胞球蛋白；MSC：间充质干细胞
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十个形态类似于成纤维细胞组成的集落，加入

0.05%胰蛋白酶消化，并按 6 000细胞/cm2底面积进

行传代培养。利用流式细胞术测定细胞表型，常规

感染源检测后，收集细胞用于治疗；用于治疗的

MSC为传代后第3代［8］。输注：于HSCT前1 h静脉

输注 MSC，中位输注量为 1.15（0.85~2.50）×106/kg，

输注时间30 min左右，密切监测输注过程中及输注

后24 h内患者体温、血压、脉搏及心电图。

4. GVHD预防：联合应用CsA/他克莫司+短程

甲氨蝶呤（MTX）+ 吗替麦考酚酯（MMF）预防

GVHD，具体为：CsA于-1 d开始给予2.5 mg·kg-1·d-1

静脉输注，待肠道功能恢复后改为 5 mg·kg-1·d-1口

服，若患儿不能耐受或出现肾功能明显下降等不良

反应，改为他克莫司，移植后半年内维持CsA血清

谷浓度 150~250 μg/L 或他克莫司血清谷浓度 5~15

μg/L，如果未发生慢性 GVHD（cGVHD），半年后逐

渐减量，1年后停药；MTX 15 mg/m2 +1 d，10 mg/m2

+3、+6、+11 d，静脉输注；MMF 从+7 d 开始 0.25~

0.50 g/d口服，持续应用100 d。

5. CMV预防及诊断：应用更昔洛韦（-10~-2 d）

静脉滴注、阿昔洛韦（+1~+90 d）口服，同时予丙种球

蛋白（2.5~5.0 g，每周 3次，移植当天~+90 d）静脉滴

注预防 CMV 感染。粒细胞植入后每周 2 次采用

CMV 荧光定量试剂盒进行实时荧光定量PCR检测

CMV RNA拷贝数，检测下限为 0.1×103拷贝数/ml。

若 CMV RNA 超过检测下限则定义为 CMV 阳性；

CMV RNA＞1×103拷贝数/ml时给予抗病毒治疗。

6. 支持治疗：所有患儿经备皮药浴后入住百

级层流洁净病房；口服氟康唑预防真菌感染，口

服磺胺甲噁唑预防卡氏肺孢子虫感染；肝素钠

（80 U · kg- 1 · d- 1，-10~ + 30 d）预防肝静脉闭塞

症。+7 d开始应用G-CSF 5 μg·kg-1·d-1皮下注射直

至粒系植入，根据HGB及PLT进行辐照悬浮红细胞

及血小板支持治疗，维持患者HGB＞60 g/L、PLT＞

20×109/L。

7. 造血重建及植入评估：ANC 连续 3 d≥0.5×

109/L的第 1天为粒细胞植入；PLT在无需血小板输

注下连续 7 d≥20×109/L 的第 1 天为血小板植入。

+30 d抽取患儿骨髓液应用短串联重复序列-聚合酶

链反应（STR-PCR）DNA指纹法检测嵌合体判定植

入情况，供受者性别不同则根据骨髓性染色体转变

判定植入，部分供受者血型不合监测血型转变。

8. 随访：随访截止时间为 2015年 9月 25日，中

位随访27（8~70）个月。

结 果

1. MSC输注安全性：19例患儿MSC输注过程

中及输注24 h内均未出现发热、呼吸系统及心血管

系统不良反应。心电图监测未见明显异常。

2. 造血重建：19例患儿均获得迅速造血重建，

粒细胞中位植入时间为 12（9~21）d，血小板中位植

入时间为 14（8~24）d。+30 d骨髓检测均提示造血

干细胞植入成功，例 6于移植后 4个月出现继发植

入失败，后以父亲为供者行单倍体相合HSCT后成

功植入。

3. GVHD的发生情况：以西雅图Glucksberg分

级系统为标准，9 例患儿出现Ⅰ度急性 GVHD

（aGVHD），经糖皮质激素治疗后均得到控制。1例

患儿出现Ⅲ度 aGVHD，累及皮肤、肠道、肝脏，糖皮

质激素治疗不敏感，给予CD25单克隆抗体、肿瘤坏

死因子受体抗体融合蛋白、MSC输注后症状控制。

1例患儿于移植后6个月出现cGVHD，累及肠道、肝

脏，经MMF联合糖皮质激素治疗后控制。

4. 移植相关并发症：19 例患儿中 15 例移植后

CMV 阳性且其RNA均大于 1×103拷贝数/ml，经更

昔洛韦或膦甲酸钠等抗病毒治疗后均转阴。10例

患儿移植后出现不同程度、不同部位的感染，其中

肺感染6例（真菌感染2例、细菌感染3例、卡氏肺孢

子虫感染 1 例）、上呼吸道感染 3 例、血流感染 2 例

（白色念珠菌感染1例、革兰阳性球菌感染1例）、口

腔感染 2例、带状疱疹 1例，人类疱疹病毒-6感染 1

例。例 8、例 16分别发生Ⅲ度、Ⅱ度出血性膀胱炎，

经水化、碱化、利尿、糖皮质激素等治疗后缓解。例

13、例18分别于移植后6个月、移植后5个月出现免

疫性血小板减少症，例 13 起初糖皮质激素治疗有

效，后糖皮质激素减量过程中血小板下降，后给予

利妥昔单抗联合糖皮质激素治疗后恢复正常；例18

经静脉丙种球蛋白冲击治疗后好转。15例于移植

后2个月发生严重的他克莫司相关后部可逆性脑病

综合征，给予停用他克莫司、抗癫痫及对症等治疗

后症状控制。例6于移植后3个月发生移植后淋巴

细胞增殖性疾病（PTLD），接受R-CHOP（利妥昔单

抗、CTX、表阿霉素、长春新碱、泼尼松）方案化疗 1

个疗程，后于移植后4个月发生继发性植入失败，接

受以父亲为供者的单倍体相合HSCT后成功植入。

讨 论

目前儿童 SAA 的主要治疗方式为 HSCT 及
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IST［1］，但我国患者 MSD 不足。对于 IST 无效或治

疗后部分造血恢复的儿童SAA患者行MUD-HSCT

的结果明显优于二次 IST［9］，并且随着HLA分子配

型技术提高、预处理方案的不断改进、支持治疗的

进步等，MUD-HSCT 治疗的患者生存率已由 1990

年的30%~40%提高到目前的70%~80%［3］。

MSC是一种具有自我复制能力和多向分化潜

能的成体干细胞，存在于多种组织如骨髓、脐血、脐

带组织、胎盘组织和脂肪组织等。多项国内外研究

表明，MSC具有促进造血干细胞植入、发挥免疫调

节诱导免疫耐受、预防及治疗 GVHD、对移植前预

处理造成的组织损伤进行修复等作用［4-6］。早期人

们发现细胞培养的骨髓来源MSC与自体干细胞共

同输注获得更快的造血恢复；后来进行的14例儿童

联合输注无关供者造血干细胞及供者来源MSC同

样获得了较快的粒系植入并降低了移植排斥；另外

一项儿童试验中，共同输注体内培养扩充的第三方

MSC及无关供者脐血造血干细胞也明显促进了造

血恢复［10］。我国孙万君等［11］报道了单倍型相合

HSCT 联合 MSC 输注成功治疗儿童重型再生障碍

性贫血 1例，倪明等［12］发表了其用脐血HSCT联合

MSC 输注成功治疗重型再生障碍性贫血 1 例。与

骨髓MSC相比，脐带MSC表达多种胚胎干细胞的

特有分子标志，具有分化潜力大、增殖能力强、免疫

原性低、取材方便、易于工业化制备等特征［8］，因而

本研究选用了脐带来源MSC。本研究中 19例患儿

均输注脐带MSC，无一例出现严重急性或长期不良

反应，说明了MSC输注的安全性。本研究中 19例

患儿移植后均获得迅速的造血恢复，粒细胞及血小

板中位植入时间分别为 12（9~21）d 及 14（8~24）d。

而 Dufour 等［13］一项 MUD-HSCT 未联合 MSC 输注

治疗 29 例 SAA 患者的研究中，其粒细胞中位植入

时间为 18 d，血小板植入（PLT>50×109/L）的中位时

间为19 d。

GVHD 作为移植后常见并发症是影响移植预

后的重要因素，本研究中9例Ⅰ度aGVHD，1例Ⅲ度

aGVHD，Ⅱ度以上 aGVHD发生率为5.3%，1例广泛

型 cGVHD；而 Dufour 等［13］的研究中Ⅱ度以上

aGVHD 发生率为（10±6）%，cGVHD 的发生率为

（19±8）%；Chung 等［14］报道亲属及无关供者 HSCT

未联合 MSC 输注治疗儿童 SAAⅡ度以上 aGVHD

的发生率为26.1%，cGVHD的发生率为8.7%。宋媛

等［15］采用 allo-HSCT 治疗 71 例 SAA 患者，aGVHD

累积发生率为 25.23%，其中Ⅰ~Ⅱ度累积发生率为

18.31%，Ⅲ~Ⅳ度累积发生率为7.04%，其cGVHD累

积发生率为 21.13%。本研究中患儿GVHD的严重

程度较轻并且对抗GVHD治疗敏感。目前国内外

许多研究及临床试验因MSC具有的免疫调节及组

织修复作用将其用于GVHD的预防及治疗中［16］，本

研究中 1例Ⅲ度 aGVHD患儿出现糖皮质激素耐药

给予 MSC 输注等治疗后症状渐控制。目前关于

MSC可以用来治疗 aGVHD是比较明确的，但对于

其治疗 cGVHD 的临床证据还不充足，目前来看其

对cGVHD的治疗效果是有限的［12］。

CMV感染是一种因免疫力低下引起的机会感

染，而MSC可通过多种途径发挥其免疫调节作用，

有研究发现输注 MSC 会增加 CMV 的病毒载量及

CMV 病的发生率［17］，本组 19 例患者中 15 例出现

CMV阳性，在我中心一项49例MUD-HSCT治疗恶

性血液病的研究中也发现联合MSC输注的患者相

较于未输注MSC的患者其CMV感染率较高，差异

有统计学意义［18］。但我中心另外一项 83例单倍体

相合 HSCT 治疗恶性血液病的研究中发现联合

MSC 输注的患者与未输注 MSC 的患者其 CMV 感

染率差异无统计学意义［19］。提示MSC对CMV感染

的影响似乎在不同移植方式中也存在差异。

Kim等［10］采用小鼠模型证实MSC的输注时间

对其疗效至关重要，但目前并没有确定最佳治疗时

间。Polchert等［20］研究发现+2或+20 d输注MSC小

鼠的生存率提高，此时为 INF-γ分泌的高峰，可以为

MSC发挥作用提供适当的炎性环境。Tisato等［21］在

小鼠模型中研究发现于移植后每周 1次、多次输注

的方法较之移植时单次输注MSC的预防aGVHD效

果更佳。本组病例是在造血干细胞输注前输注

MSC 1次，预防GVHD取得了良好的疗效。这有待

我们更多的临床试验去证实。

本研究中 19例患儿中 10例出现 aGVHD，其中

HLA 10/10相合3例，HLA 1~2位点不合者7例，1例

HLA 8/10 相合患儿于移植后出现 PTLD，给予

R-CHOP化疗后出现继发植入失败，考虑HLA不全

相合的患者发生植入失败、GVHD及移植相关并发

症的可能较高，所以建议选择非血缘供者时尽量选

择HLA 10/10全相合供者。

综上所述，MUD-HSCT 联合 MSC 输注可以获

得较快的造血植入并减轻GVHD的严重程度，研究

中未发现严重不良反应，可以被更多地应用于儿童

SAA的治疗。但本研究样本量较小，仍需要大样本

量临床试验进行进一步验证。
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