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干细胞动员和采集中的应用
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　　［摘　要］　目的　自体外周血干细胞移植（ＡＰＢＳＣＴ）是治疗儿童恶性实体瘤的重要方法之一，干细胞动员与
采集是决定造血重建的重要因素。本研究采用ＣＩＥ及ＩＥＶ动员方案对儿童神经母细胞瘤（ＮＢ）及横纹肌肉瘤进行
干细胞动员和采集，并对临床效果进行评价。方法　８例ＩＶ期ＮＢ患儿采用ＣＩＥ化疗方案动员，３例ＩＩＩ期横纹肌肉
瘤患儿采用ＩＥＶ方案。观察采集干细胞的效果。结果　１１例患儿平均采集单个核细胞数（ＭＮＣ）为（５．５５±１．４３）×
１０８／ｋｇ，ＣＤ３４＋细胞数为（４．８８±２．４８）×１０６／ｋｇ，动员并发症少，患儿均能耐受。１０例行 ＡＰＢＳＣＴ后均获快速造血
功能重建，其中１例ＮＢ于ＡＰＢＳＣＴ后３２ｄ因合并左心衰竭死亡，余９例患儿ＡＰＢＳＣＴ后６０ｄ复查外周血象稳定。
结论　 ＣＩＥ及ＩＥＶ方案可以安全有效地完成ＮＢ及横纹肌肉瘤自体外周血干细胞动员和采集并达到移植要求。
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　　目前自体外周血干细胞移植（ａｕｔｏｌｏｇｏｕｓｐｅｒｉｐｈ
ｅｒａｌｂｌｏｏｄｓｔｅｍｃｅｌｌｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，ＡＰＢＳＣＴ）由于具
有收集方便，操作简单，排斥反应低，造血免疫功能

恢复快，肿瘤细胞污染少，感染出血并发症少等特

点，越来越广泛地应用于恶性血液病及晚期实体瘤

的治疗。在ＡＰＢＳＣＴ的治疗中，选择最合适的动员
方案，安全有效地采集足够数量的外周血干细胞

（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＰＢＳＣ）是保证移植成功
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的重要环节。临床和基础研究均证实ＡＰＢＳＣＴ的最
佳动员方案为化疗联合造血生长因子治疗。ＣＩＥ及
ＩＥＶ化疗方案是治疗神经母细胞瘤（ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍ，
ＮＢ）及横纹肌肉瘤的常规治疗方案，由于 ＮＢ及横
纹肌肉瘤发病率较低，因此国内外关于其移植前动

员及采集自体外周血造血干细胞（ＡＰＢＳＣ）的相关
报道较少［１２］。本研究总结了应用 ＣＩＥ及 ＩＥＶ方案
化疗联合人重组粒细胞刺激因子（ｒｈＧＣＳＦ）对儿童
ＮＢ及横纹肌肉瘤行ＡＰＢＳＣＴ患儿干细胞动员、采集
的临床效果。

１　资料与方法

１．１　临床资料
选取２００５年１１月至２０１０年６月我科收治的

ＮＢⅣ期患儿８例（男５例，女３例），平均年龄５．１
岁（２．３～７岁）；横纹肌肉瘤ＩＩＩ期患儿３例（均为男
童，分别１０岁、３岁、１４岁）。肿瘤分期均采用“国
际实体瘤分期系统（ＩＮＳＳ）标准”［３］。肿瘤性质由手
术或活检后病理证实。８例 ＮＢ患儿移植前平均化
疗（６．１±３．７）周期，其中３例仍处于进展期，２例达
到部分缓解（ＰＲ），３例处于完全缓解（ＣＲ）；３例横
纹肌肉瘤均在常规化疗３～４疗程后达到ＣＲ。动员
前１１例患儿骨髓涂片检查正常，心、肺、肝、肾等主
要脏器功能均正常。

１．２　方法
１．２．１　仪器　　 ＣＳ３０００Ｐｌｕｓ血细胞分离机（美国
Ｂａｘｔｅｒ公司），体重小于２０ｋｇ患儿加用 ＳＶＣＨ分离
夹，专用 ＳＶＳＣ分离槽和 ＳＶＣＣ收集槽，一次性分离
管道。

１．２．２　静脉导管的使用　　本研究１１例患儿中行
股静脉穿刺留置双腔管２例，颈静脉穿刺留置双腔
管８例，锁骨下穿刺留置双腔管１例。每次采集后
用肝素液封管，次日用９ｇ／Ｌ盐水返管后，连接分离
管道的返血和进血管路，进行ＰＢＳＣ采集。
１．２．３　动员化疗方案　　ＮＢ患儿采用ＣＩＥ方案动
员：第１～４天顺铂 ５０ｍｇ／ｍ２，第１～３天依托泊苷
２００ｍｇ／ｍ２。横纹肌肉瘤患儿采用ＩＥＶ方案［４］动员：

第１、８天长春新碱１．５ｍｇ／ｍ２，第２～６天异环磷酰胺
１．５ｇ／ｍ２，第２～６天依托泊苷１００ｍｇ／ｍ２。
１．２．４　ＰＢＳＣ采集　　当患儿白细胞 ＜２×１０９／Ｌ
时，开始每天皮下注射 ｒｈＧＣＳＦ，至 ＡＰＢＳＣ采集结
束前１ｄ。ｒｈＧＣＳＦ剂量为每日５μｇ／ｋｇ。所有患儿
当白细胞恢复到５×１０９／Ｌ以上时开始采集 ＰＢＳＣ。
循环血量为３０００～５０００ｍＬ，体重小于２０ｋｇ患儿使

用儿童专用ＳＶＣＨ分离夹，并选择儿童外周血单核
细胞收集程序，并以１００～２００ｍＬ辐照后悬浮红细
胞充盈分离管路，全血流速自１５ｍＬ／ｍｉｎ，根据患儿
耐受情况，逐渐调至２５ｍＬ／ｍｉｎ，每日１次，当累计
采集单个核细胞（ＭＮＣ） ＞０．５×１０９／ｋｇ或／和
ＣＤ３４＋细胞数＞３×１０６／ｋｇ以上时结束采集。采集
过程中密切观察患儿生命体征。采集的 ＰＢＳＣ于
－１９６℃ 冻存。
１．２．５　ＰＢＳＣ的解冻和回输　　预处理方案选择大
剂量化疗［５］。预处理结束后２４ｈ回输 ＰＢＳＣ，分２
日回输。将冷冻袋从液氮中取出立即置３９℃水浴
中迅速解冻，在患儿能耐受的前提下快速回输。

１．３　急性毒性反应观察
１１例接受治疗的患儿按 Ｂｅａｒｍａｎ标准［６］于干

细胞回输０、＋７、＋１４、＋２１、＋２８ｄ进行包括心脏、
膀胱、肾脏、肝脏、中枢神经系统、口腔及胃肠道的急

性毒性反应评分，肺脏观察至移植后３０ｄ。 ＋６０ｄ
可进行骨髓造血功能评估。

１．４　主要观察指标
ＡＰＢＳＣ动员及采集标准：ＭＮＣ＞０．５×１０９／ｋｇ

或／和ＣＤ３４＋细胞数＞３×１０６／ｋｇ。骨髓重建标准：外
周血白细胞＞１．０×１０９／Ｌ，血红蛋白（Ｈｂ）＞８０ｇ／Ｌ，
血小板＞２０×１０９／Ｌ。疗效判断：移植后６０ｄ通过
复查一般情况、体格检查、原发部位影象学检查、血

象、骨髓象、血清乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）和神经元特异
性烯醇化酶（ＮＳＥ）等指标判断为 ＣＲ、部分缓解
（ＰＲ）、无效／死亡或复发。

２　结果

２．１　动员后的血象变化
８例患儿均于化疗后第８～１０天（平均８．６ｄ）

出现白细胞＜２×１０９／Ｌ，给予ｒｈＧＣＳＦ５μｇ／ｋｇ刺激
造血，白细胞最低点出现于化疗后第１１±１天，白细
胞最低值为（０．９±０．４）×１０９／Ｌ。ｒｈＧＣＳＦ给药持
续７±１ｄ。化疗后１３～１９ｄ（平均１５．５ｄ）在白细
胞 ＞５×１０９／Ｌ后开始采集 ＰＢＳＣ；３例横纹肌肉瘤
给予 ＩＥＶ化疗后白细胞降至最低点时间分别为化
疗第１０天（１例）及化疗第１２天（２例），经ｒｈＧＣＳＦ
（每日５μｇ／ｋｇ）动员时间分别为５、７、８ｄ，分别于化
疗第１４、１６、１７天时白细胞 ＞５×１０９／Ｌ即开始采
集ＰＢＳＣ。
２．２　采集结果

１１例患儿采集 ＭＮＣ（５．５５±１．４３）×１０８／ｋｇ，
ＣＤ３４＋细胞（４．８８±２．４８）×１０６／ｋｇ。其中８例神经
·２７４·
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母细胞瘤采集次数为１～３次，平均 １．７５次，ＭＮＣ
为（５．６６±１．５９）×１０８／ｋｇ，ＣＤ３４＋细胞为（４．５９±
２．３）×１０６／ｋｇ；３例横纹肌肉瘤患儿 ＭＮＣ为（６．２４、
５．２２、４．２３）×１０８／ｋｇ，ＣＤ３４＋细胞为（２．９９、４．６４、
９．３９）×１０６／ｋｇ，台盼蓝拒染率为９９．５％（９９％ ～
１００％）。
２．３　ＡＰＢＳＣ动员和采集的相关并发症

全部患儿化疗后均有Ⅱ、Ⅲ级消化道反应及 Ⅲ
度脱发，２例因中性粒细胞减少出现发热，感染率
１８％（２／１１），经抗感染治疗后控制，未影响采集。
采集过程中未出现低血压、面色苍白、出汗、恶心、呕

吐及口周、指尖麻木、寒战等，耐受性较好。大多数

患儿心率较前增加。采集后血小板变化较大，平均

每次采集后血小板丢失４８％（３０％～５５％），因此，３
例患儿因病情为进展期，采集后输入辐照血小板。

２．４　移植后造血功能重建
１１例患儿均进行了ＡＰＢＳＣＴ，除１例进展期ＮＢ

患儿因病情持续进展，多脏器衰竭于 ＋３ｄ死亡。
１０例患儿白细胞于移植后８ｄ（７～１０ｄ）降至０，血
小板于移植后１０ｄ（８～１２ｄ）降至２０×１０９／Ｌ以下。
持续平均４．５ｄ（３～１０ｄ）后血象开始回升，白细胞
开始回升（ＷＢＣ＞１．０×１０９／Ｌ，中性粒细胞绝对值
＞０．５×１０９／Ｌ）时间为移植后 １０～２０ｄ（平均
１４ｄ）；血红蛋白恢复（＞８０ｇ／Ｌ）的时间为移植后
１０～３０ｄ（平均１８ｄ）；血小板恢复（＞２０×１０９／Ｌ）
时间为移植后１２～３５ｄ（平均２０ｄ）。
２．５　疗效观察

１１例患儿在采集干细胞过程中均无毒副反应，
生命体征平稳。３例横纹肌肉瘤患儿行 ＡＰＢＳＣＴ后
均获得骨髓重建且病情达到完全缓解。８例 ＮＢ患
儿中，１例进展期的ＮＢ患儿因病情进展多脏器衰竭
于 ＋３ｄ死亡；１例 ＩＶ期 ＮＢ患儿虽获得骨髓重建
但于＋３２ｄ合并急性左心衰竭死亡；余６例于移植
后 ＋６０ｄ复查，２例进展期 ＮＢ达到 ＰＲ，４例 ＩＶ期
ＮＢ达到ＣＲ。

３　讨论

外周血造血干细胞由于具有收集方便、肿瘤污

染少、排斥反应低和造血功能恢复快、免疫重建早、

感染出血并发症低的特点，已成为实体肿瘤的重要

治疗方法。以往临床经验证实尽可能采集到足够数

量和活力的 ＡＰＢＳＣ是 ＡＰＢＳＣＴ成功的关键。如何
选择高效低毒，采集时机容易掌握的动员方案也是

众多学者关注的问题。但以往多为成人病例报道，

有关儿童动员方案报道不多。理想的动员方案应具

有以下３个作用［７］：１）动员方案本身能有效治疗肿
瘤；２）动员方案有良好的动员效果，能够获得足够
数量的干细胞以迅速重建造血、免疫功能；３）药物
的不良反应相对少，使患儿能够安全完成动员和

采集。

ＣＩＥ及ＩＥＶ方案是 ＮＢ及横纹肌肉瘤患儿常规
化疗方案，化疗力度适当，副作用少。本研究１１例
患儿均能耐受化疗，因中性粒细胞降低而感染发热

比例为１８％（２／１１），抗感染治疗后均在短期内感染
得到控制，未影响采集。血象变化有规律可寻，以

ＮＢ为例，多在化疗后１周左右白细胞 ＜２×１０９／Ｌ，
１１ｄ左右降至最低值，而后迅速回升，刺激因子应用
１周 左右，采集时间通常在化疗后２周（１３～１９ｄ）。

ＡＰＢＳＣＴ后造血重建的成功关键在于采集与回
输足够的 ＡＢＰＳＣ。目前认为干细胞体内植入的阈
值为：ＭＮＣ０．５×１０８／ｋｇ，当ＭＮＣ为３×１０８／ｋｇ造血
功能恢复快；ＣＤ３４＋细胞应达１×１０６／ｋｇ，安全量应
大于２×１０６／ｋｇ［７８］。本研究中采集 ＭＮＣ（５．５５±
１．４３）×１０８／ｋｇ，ＣＤ３４＋细胞 （４．８８±２．４８）×１０６，
采集数量和质量均达到 ＡＰＢＳＣＴ的要求。ＡＰＢＳＣＴ
后白细胞开始回升时间为移植后１０～２０ｄ，血红蛋
白恢复的时间为移植后１０～３０ｄ，血小板恢复时间
为移植后１２～３５ｄ，造血恢复较快，进一步证实了本
动员方案采集的干细胞数量和质量良好。

ＡＰＢＳＣ动员、采集效果的影响因素很多。本研
究中患儿年龄、体重大多数较低，要保证安全有效地

动员采集，较成人更加困难。有报道患儿由于年龄

小，血管细，多次化疗后血管脆性增加以及不配合，

经常不能保证整个采集过程都畅通无阻，因而放置

静脉留置导管是非常必要的［９］。本研究１１例患儿
均放置了深静脉留置双腔管，减少了患儿痛苦，确保

所需的血流速度，为 ＰＢＳＣ采集顺利进行创造了有
利条件。另外ＣＳ３０００Ｐｌｕｓ血细胞分离机体外血量
为２００ｍＬ左右，对于体重＜２０ｋｇ小儿，体外血量大
于全身血量（７５ｍＬ／ｋｇ）的１０％～１５％，容易出现低
血容量综合征［１０］。另一方面由于体外循环的是全

血而回输的是生理盐水，使体内血液压积（ＨＣＴ）发
生变化，影响ＰＢＳＣ采集效果。为此，本研究中体重
＜２０ｋｇ患儿均使用 ＳＶＳＣ分离槽和 ＳＶＣＣ收集槽，
以减少体外血循环量。同时在初始化疗完成后使用

辐照ＲＢＣ悬液预先运转分离机，使儿童体内血液保
持平衡，ＨＣＴ没有明显变化，保障了患儿安全和ＰＢＳＣ
采集质量。总处理血量与采集的 ＰＢＳＣ中 ＣＤ３４＋细
胞多少呈正相关，与年龄也密切相关［１１］。本研究中

·３７４·
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患儿每次循环总量为３０００～５０００ｍＬ，为其全身总血
容量的２～４倍。除２例采集了３次，其余均经１～２
次采集即采集到了足够的 ＭＮＣ和 ＣＤ３４＋细胞，达
到外周干细胞移植的阈值要求，保证了 ＰＢＳＣＴ成
功。另外，本研究中 ＰＢＳＣ采集后患儿血小板变化
很显著，平均每次采集血小板丢失４８％，与国外报
道一致［１０］。因此，在采集过程中，尤其对于多次采

集的患儿应及时补充辐照血小板，保证患儿安全。

本研究针对晚期ＮＢ及横纹肌肉瘤患儿进行干
细胞动员及采集，过程顺利、采集结果满意，说明

ＣＩＥ及ＩＥＶ化疗方案动员 ＡＰＢＳＣ安全有效。患儿
行ＡＰＢＳＣＴ后９０．９％（１０／１１）达到骨髓重建标准，
效果满意。虽１例ＮＢ患儿因多脏器衰竭于移植后
３ｄ死亡，但导致患儿死亡的主要原因为原发病病
情持续进展。１０例获得骨髓重建的患儿仅１例 ＮＢ
患儿出现急性左心衰竭导致死亡，余９例（６例ＮＢ，
３例横纹肌肉瘤）于移植后６０ｄ复查外周血象均稳
定，骨髓造血功能基本恢复，且病情达到 ＣＲ或 ＰＲ，
更进一步说明自体外周血干细胞动员、采集及移植

对于缓解儿童恶性实体瘤是一种安全、有效的治疗

方法。
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