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近几年来，异基因造血干细胞移植术（allo-
HSCT）在儿童血液病，如难治性及复发的白血

病、重型再生障碍性贫血（AA）等的应用逐渐增

多且日趋成熟，但是移植后的造血功能恢复及移

植物反应仍然是影响移植成功的关键。目前针对

急性移植物抗宿主病（aGVHD）的治疗比如激素、

免疫抑制剂及各种单抗的应用仅可使部分 aGVHD

患儿达到缓解，间充质干细胞（MSC）的出现为

aGVHD 的治疗提供了一种新的方法，其安全性及

有效性亦逐渐被认可 [1-2]。本研究中 10 例血液病患

儿 allo-HSCT 后出现 aGVHD，在激素加免疫抑制

剂治疗效果不佳的基础上予人脐带间充质干细胞

（hUC-MSC）输注治疗，10 例患儿 aGVHD 症状均

达到不同程度的缓解，现报道如下。

1　资料与方法

1.1　研究对象

研究对象为 2011 年 4 月至 2014 年 4 月 10 例

行 allo-HSCT 的血液病患儿，10 例患儿的基本情况

见表 1。病例 1、2 为 AA 患儿，其中病例 1 存在

血小板输注无效，且常规环孢素免疫抑制及其他

促造血药物治疗效果不佳；病例 2 两次抗淋巴细

胞球蛋白 / 抗胸腺细胞球蛋白冲击治疗血象不升。

病例 3 系急性淋巴细胞性白血病（ALL）复发患儿。

病例 4 系 ALL 高危组患儿，化疗过程中微小残留

白血病（MRD）有升高趋势，提示复发可能。病

例 5~10 为急性髓性白血病（AML）患儿，均为二

次化疗才达到缓解，部分初诊时即存在中高危的

指标。故以上病例均符合 MSC 移植的指征。

表 1　患儿基本情况

编号 年龄 ( 岁 ) 体重 (kg) 原发病 供体来源 HLA 配型
单个核细胞
(×107/kg)

CD34+ 细胞
(×105/kg)

1 10.7 45 AA 其父 + 脐血 6/10、5/6 72.0/2.1 17.8/0.1

2 12 29 AA 双份脐血 6/6、6/6 87.0/79.1 0.8/39.9

3 4.2 17 ALL 其父 3/6 26.2 36.5

4 10 30 ALL 其母 3/6 98.2 18.5

5 1.7 10 AML(M5) 同胞姐姐 10/10 81.0 25.8

6 11 34 AML(M2) 双份脐血 4/6、4/6 7.6/6.8 1.8/1.6

7 9 29 AML(M5) 脐血 5/6 5.4 3.6

8 11.5 31 AML(M2) 脐血 9/10 2.6 3.2

9 6.8 25 AML(M5) 脐血 8/10 4.8 3.5

10 2.1 10 AML(M5) 脐血 9/10 6.5 3.9
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1.2　预处理方案

根据儿童身体状况、原发病及化疗反应，采

用的预处理方案也有所不同。病例 1、3、5 采用

经典 BUCy 预处理方案（马利兰 + 环磷酰胺 + 阿

糖胞苷），病例 4 采用 TBI /Cy 方案预处理（全身

照射放疗 + 马利兰 + 环磷酰胺 + 阿糖胞苷化疗），

病例 2、6、7、8、9、10 采用改良 BUCy 预处理（氟

达拉宾 + 马利兰 + 环磷酰胺 + 阿糖胞苷）。其中

病例 1、2、6、8 HLA 抗体阳性，加用利妥昔单抗

预处理。aGVHD 的预处理方案见表 2。

表 2　aGVHD 的预防与治疗

病例 预处理方案 aGVHD 预防
aGVHD 程度

aGVHD 治疗 MSC 输注次数
皮肤 / 胃肠道 / 肝脏

1 经典 BUCy CSA+ MTX + MMF Ⅲ /0/0 Mp+CSA+MSC 1

2 改良 BUCy CSA+MMF Ⅰ / Ⅱ / Ⅱ MTX+CSA+Mp+MSC 1

3 经典 BUCy CSA+ MTX + MMF Ⅰ / Ⅲ /0 Mp+CSA+MSC 1

4 TBI/Cy CSA + MTX + MMF Ⅳ /0/ Ⅰ Mp+CSA+FK506+CTX+CD25 单抗 +MSC 2

5 经典 BUCy CSA + MTX + MMF Ⅰ /0/ Ⅱ Mp+CSA+MSC 4

6 改良 BUCy CSA+MMF Ⅱ /0/ Ⅲ Mp+CSA+MSC 7

7 改良 BUCy CSA+MMF Ⅱ / Ⅳ /0 Mp+MTX+CSA+FK506+TNF-α 单抗 +MSC 5

8 改良 BUCy CSA+MMF Ⅰ / Ⅰ / Ⅱ Mp+CSA+MSC 4

9 改良 BUCy CSA+MMF Ⅰ / Ⅱ / Ⅱ Mp+FK506+CD25 单抗 +CTX+MSC 3

10 改良 BUCy CSA+MMF Ⅰ / Ⅳ / Ⅲ Mp+FK506+MSC 4

注：CSA：环孢素；MTX：甲氨蝶呤；MMF： 霉芬酶酯；Mp：甲基强的松龙；FK506：他克莫司；CTX：环磷酰胺；MSC：间充质干细胞。 

1.3　骨髓移植

10 例患儿中，病例 1、3、4、5 行亲缘异基因

造血干细胞移植，余行无关脐血异基因造血干细

胞移植。HLA 配型上既有半相合也有全相合，输

注的骨髓单个核细胞（MNC）数及 CD34 阳性细胞

数目见表 1。

1.4　aGVHD 的预防、程度及治疗

脐血移植患儿采用环孢素 + 霉芬酶酯预防

aGVHD，亲缘移植采用环孢素 + 甲氨蝶呤 + 霉芬

酶酯预防 aGVHD。按照 aGVHD 诊断标准 [3-4]，将

患儿 aGVHD 程度分为Ⅱ至Ⅳ度不等。在甲基强的

松龙（Mp）、环孢素（CSA）抗 aGVHD 治疗的前

提下加用甲氨蝶呤（MTX）、CD25 单克隆抗体、

环磷酰胺（CTX）、TNF-α 单抗治疗，每位患儿根

据 aGVHD 程度不同，加用的抗 aGVHD 药物亦不同，

在治疗效果不佳（>3 d）时加用 MSC 治疗（表 2）。

1.5　MSC 的制备过程

MSC 由苏州大学附属第一医院卫生部血栓与

止血重点实验室制备，已经过相关部门伦理批准，

并且获脐带捐献者亲属的同意，hUC-MSC 接受者

签署了 MSC 治疗同意书。MSC 具体制备步骤如下：

取出生理盐水浸泡的一段无菌脐带组织，打开经

高压蒸汽灭菌的脐血包（内含弯盘两个、组织剪

一把、无齿镊一把），将脐带置于含 aMEM 弯盘中，

用组织剪将脐带一段一段剪碎，加入 0.25% Ⅳ型

胶原酶消化处理后，37℃震荡 2 h，离心取沉淀的

细胞用 aMEM 多次洗涤，接种于 T-75 cm2 培养瓶

中，内含 10% 胎牛血清、1% 双抗的 aMEM 培养

液。显微镜下观察细胞形态，待成纤维样贴壁细

胞贴满瓶壁时可进行胰酶消化传代培养。传至第 3

代，进行流式细胞仪（ BD FACScalibur 型）检测，

结果显示，第 3 代 MSC 均高表达 CD44、CD90、

CD73、CD105 抗 原（>95%）， 不 表 达 CD31、

CD45、HLA-DR 及 CD34 抗原（<5%）。用第 3 代

的经鉴定的 MSC 细胞用于临床研究。

1.6　MSC 的管理

MSC 输注前予患儿 1 mg/kg 甲基强的松龙静脉

滴注，根据患儿体重，每次予患儿静脉输注 MSC

的 量 为 1~5 单 位（1 单 位 =1×106 MSC） 不 等，

MSC 平均输注量 8.68×105/kg，输注时间 >1 h，患

儿输注 MSC 结束后仍继续观察 2 h。MSC 单次输

注效果不明显者予多次输注，输注间隔 1~2 周。

MSC 治疗有效性的判断：aGVHD 的所有症状

及体征消失为“完全缓解”；aGVHD 减少至少一
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个级别为“部分缓解”；aGVHD 症状无改善为“无

效”[5]。

MSC 治疗的安全性评估：分析 MSC 输注后的

1 周内患儿外周血常规及生化检查结果有无异常变

动，记录 MSC 输注后 30 d 内的不良反应。

2　结果

10 例患儿移植后出现Ⅱ ~ Ⅳ度 aGVHD，出

现时间平均为 33 d（+20 d ~ +66 d），累及皮肤、

肝脏、胃肠道，其中 10 例出现皮肤 aGVHD，7 例

患儿出现移植相关的肝脏损害，6 例出现胃肠道

aGVHD，见表 2。

在糖皮质激素加用环孢素 / 他克莫司治疗后，

病例 1、2、3、5、6、8、10 aGVHD 症状无明显改

善（>3 d），遂予 MSC 输注支持治疗。MSC 输注

治疗后病例 1 获部分缓解；病例 10 为重度 aGVHD

患儿，4 次 MSC 输注结束后肠道 aGVHD 始终无

改 善。 病 例 2、3、5、6、8 经 MSC 输 注 后 所 有

aGVHD 症状均可达到缓解。

病例 4、7、9 为中重度 aGVHD（Ⅱ ~ Ⅳ），

移植后基础治疗为甲基强的松龙 + 环孢素 / 他克

莫司。病例 4 移植后 +32 d 出现肝脏损害，移植后

+38 d 出现 90% 全身体表皮肤剥脱伴大量水疱形

成，加用环磷酰胺、保肝药物、他克莫司、CD25

单抗治疗后，肝功能及皮肤损害无改善，于 +50 d

首次应用 MSC（3 u）输注治疗 , 肝功能 +54 d 即恢

复正常，皮肤水疱较前略减少，间隔 10 d 后再次

应用 MSC（3 u）输注治疗，患儿 +66 d 皮肤水疱消失，

逐渐愈合。病例 7 移植后存在肝脏损害同时胃肠

道反应较重，单次应用 MSC（2 u）5 d 后肝功能好

转，但患儿仍腹泻如前，后他克莫司与 TNF-α 单

抗各应用一次，1 周后患儿肠道反应仍无减轻，而

后 MSC（2 u）每 1~2 周予患儿输注一次，患儿腹

泻次数逐渐减少，至最后一次 MSC 输注结束，患

儿大便成形，次数 1~2 次 /d，量正常，未再诉腹

痛。病例 9 皮肤、胃肠道及肝脏均有 aGVHD 表现，

CD25 单抗治疗无效后，经过 3 次输注 MSC（2 u）

后所有 aGVHD 症状缓解。

综上，MSC 输注治疗后 8 例 aGVHD 达到完全

缓解，2 例（病例 1、10）达到部分缓解，总有效

率（完全缓解 + 部分缓解）为 100%。MSC 输注起

效时间平均为移植后 59 d（+28 d ~ +93 d），其中

所有肝脏 aGVHD 患儿在 MSC 治疗后肝脏损害均

可达到完全缓解，肝脏损害平均开始改善时间为

输注后 +12 d（+6 d ~ +20 d）；10 例皮肤 aGVHD

患儿中，病例 1 经 MSC 治疗后可控制，余 9 例达

完全缓解；6 例肠道 aGVHD 患儿中，病例 10 为

重度 aGVHD 患儿，经 MSC 治疗后症状无缓解，

余 5 例肠道 aGVHD 患儿可完全缓解，该 5 例肠

道 aGVHD 平均缓解时间为输注后 +41 d（+10 d ~ 

+60 d）。中位随访时间为 385 d（60~1 095 d）时，

2 例死亡，其中病例 1 移植后 +97 d 死于感染性脑

炎，病例 2 移植后约 23 个月死于慢性移植物抗宿

主病，余 8 例患儿存活。该 10 例患儿在随访时间

内未出现 aGVHD 复发，且均未出现药物毒副反应。

3　讨论

allo-HSCT 为恶性血液病提供了根治手段，但

其常见的主要并发症 aGVHD 严重影响着患者的生

存质量与存活率，其相关病死率占移植后死亡的

50% 以上，是目前导致造血干细胞移植后患者死

亡的主要原因 [6]。根据患者年龄、所患疾病种类及

状况、移植前状态、HLA 配型结果等 [7]，患儿移植

后可出现 0 ~ Ⅳ度不等的 aGVHD，部分进展为激

素耐药性 aGVHD，对基本抗排斥药物治疗效果不

佳，MSC 的应用为激素耐药性 aGVHD 提供了新的

治疗手段。MSC 为一群不具有免疫特异原性的细

胞，对 allo-HSCT 后的 aGVHD 有治疗作用 [1]。研

究报道 MSC 主要通过以下几个方面治疗 aGVHD：

（1）MSC 通过与 T 细胞的接触，既可抑制 CD4+ T

细胞亦可抑制 CD8+ T 细胞，其抑制作用并不靶向

抗原特异性的 T 细胞 [2,8]；（2）MSC 通过与调节性

T 细胞共培养的方式增加调节性 T 细胞数目，调节

性 T 细胞具有潜在免疫调节作用，可抑制自身免疫

和免疫耐受 [9]；（3）Th1/Th2 比例的调节，MSC 可

抑制引起炎症因子释放的 Th1 细胞比例下降，而促

进具抗炎作用的 Th2 细胞增多 [10]。综上，MSC 细

胞可以通过抑制 T 细胞增殖及炎性细胞因子的产

生、增加调节性 T 细胞、纠正 Th1/Th2 的平衡来

达到免疫系统的正常化 [6]。

首先将 MSC 应用于临床 aGVHD 治疗的是 Le 

Blanc 等人 [11]，2004 年 LeBlanc 等报道 9 岁的 ALL
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患儿行不相关的 HLA 匹配的 HSCT 后出现Ⅳ度

aGVHD，常规的治疗药物包括激素、利妥昔单抗、

霉芬酶酯等治疗无效，经两次输注来自于患儿母

亲的 MSC 后，aGVHD 完全缓解。2006 年 Ringden

等 [12] 报道 MSC 用于治疗 8 名成年人移植后出现

的激素耐药性 aGVHD，5 例达到完全缓解，1 例

部分缓解，2 例治疗效果不佳，后死于 aGVHD。

LeBlanc 等 [13] 于 2008 年将 MSC 应用于激素耐药的

55 例成人患者，治疗有效率达 70%，Prasad 等 [14]

报道 MSC 成功治疗重度 aGVHD 儿童，部分 MSC

来源于 HLA 不相合的供者，所有患儿经 MSC 治

疗后均可达不同程度的缓解，治疗过程中未出现

输注不良事件。MSC 的取材来源有人骨髓间充质

干 细 胞（hBM-MSC） 与 hUC-MSC， 二 者 具 有 相

同的免疫表型而且都具备低免疫原性及体外免疫

抑 制 功 能。 与 hBM-MSC 相 比，hUC-MSC 取 材 方

便，易于分离，且体外扩增能力更强 [15]。本研究

中 MSC 均取自正常足月产胎儿脐带，经体外扩增

鉴定后应用于常规抗排斥药物治疗效果不佳的 10

例 aGVHD 患儿，加用 MSC 输注治疗后均达到不

同程度的缓解，且未出现 MSC 相关的不良反应发

生，与相关文献报道一致 [11-12]。本研究 10 例肝脏

aGVHD 患儿经 MSC 治疗后肝脏损害均可达到完

全缓解，肠道 aGVHD 患儿中，有 1 例经 MSC 输

注治疗后无改善，且经 MSC 治疗后肠道排斥反应

改善时间较肝脏 aGVHD 改善时间要久，这可能

与 aGVHD 程度差异及个体差异有关，是否能说明

MSC 对治疗肝脏 aGVHD 要优于肠道 aGVHD 仍需

要进一步累积更多的样本、更深入的研究才能做

出正确的评价。

综上，免疫抑制剂等常规抗排斥药物仅可治

愈部分 aGVHD，hUC-MSC 输注为 aGVHD 提供了

一种新的治疗手段。本研究成功制备了 hUC-MSC

并用于治疗 10 例 aGVHD 患儿，该 10 例患儿均达

到不同程度的缓解，且均未出现 MSC 相关毒副反

应，提示 hUC-MSC 输注治疗具备良好的有效性与

安全性。
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