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高压氧对外周血造血干细胞数量影响的临床观察及实验研究
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［摘要］　目的：探讨高压氧对国人的外周血造血干细胞的影响，并通过动物实验尝试高压氧联合集落刺激因子动员外周血造

血干细胞的方法。方法：（１）在常规的高压氧治疗方案下，观察了８例长期接受高压氧治疗的患者以及１８例因神经系统损伤

而接受高压氧治疗的患者在高压氧治疗前后其外周血ＣＤ３４＋细胞绝对计数的变化情况。（２）将３０只ＢＡＬＢ／ｃ小鼠随机分成

３组，每组１０只。高压氧组（ＨＢＯ组）接受高压氧暴露的处理；造血生长因子组（ＨＧＦ组）接受注射重组造血生长因子的处理；

高压氧联合造血生长因子组（ＨＢＯ＋ＨＧＦ组）接受高压氧暴露联合注射重组造血生长因子的处理。在处理前后分别采集球后

静脉血，以流式细胞仪检测设门细胞中ＣＤ３４＋／Ｓｃａｌ１＋细胞的百分比。结果：（１）１８例因神经系统损伤而接受高压氧治疗的

患者经过７次高压氧治疗，外周血ＣＤ３４＋细胞绝对计数由接受高压氧治疗前的（１．８７±１．０８）×１０６／Ｌ升高到（４．７５±４．６７）×

１０６／Ｌ；而经过１４次高压氧治疗，患者外周血ＣＤ３４＋细胞绝对计数为（２．８５±１．９４）×１０６／Ｌ；经过２０次高压氧治疗，患者外周

血ＣＤ３４＋细胞绝对计数为（３．２６±３．４９）×１０６／Ｌ。８例长期接受高压氧治疗的患者其外周血ＣＤ３４＋细胞绝对计数为（２．１１±

１．１４）×１０６／Ｌ，与１８例神经系统损伤患者未接受高压氧治疗前相比没有统计学差异。（２）ＨＢＯ组、ＨＧＦ组和 ＨＢＯ＋ＨＧＦ组

小鼠动员后设门细胞中ＣＤ３４＋／Ｓｃａｌ１＋细胞的百分比分别是动员前的２．０１倍、２．６６倍和３．７６倍。结论：高压氧治疗可以动

员外周血造血干细胞，但长期高压氧暴露不能使外周血ＣＤ３４＋细胞绝对计数保持在较高水平。高压氧联合造血生长因子能够

更加有效地动员外周血造血干细胞。
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　　国外有文献［１］报道，高压氧能动员外周血造血
干细胞。通过高压氧暴露，能够增加内皮祖细胞
（ＥＰＣ）从骨髓到外周血的动员，增加的ＥＰＣ包括在

ＣＤ３４＋细胞亚群中［２］。ＥＰＣ被认为在血管的新生和
创伤的愈合中起重要作用，但是生理性的ＥＰＣ动员
对于存在严重缺血的创伤完全愈合往往是不够的。
目前造血干细胞移植被用来治疗下肢动脉硬化闭

塞，其依据就是在移植局部提供ＥＰＣ和移植细胞在
局部释放多种血管生成因子如血管内皮细胞生长因

子（ＶＥＧＦ）等［３］。研究［４］显示在糖尿病情况下骨髓

中内皮型一氧化氮合酶的磷酸化受损，循环中ＥＰＣ
减少；同时受损表皮处的基质细胞衍生因子１α
（ＳＤＦ１α）表达降低，ＳＤＦ１α是一个趋化因子以调节

ＥＰＣ向缺血灶处聚集。高压氧逆转了糖尿病情况下

ＥＰＣ动员的减少，ＳＤＦ１α逆转了ＥＰＣ向缺血灶处
聚集障碍。应用高压氧治疗可以加速糖尿病、外周
动脉疾病（ＰＡＤ）导致的难治性、慢性创伤的愈合［５］。

　　我中心在２００６年１１月至２００７年１２月期间观
察了８例长期高压氧治疗的神经系统损伤患者的外
周血造血干细胞水平，以及１８例因为神经系统损伤
而接受高压氧治疗的患者在治疗前后外周血造血干

细胞绝对计数的变化情况；并通过动物实验探讨高
压氧联合集落刺激因子能否更加有效地动员外周血

造血干细胞，为高压氧应用于造血干细胞的动员提
供依据。

１　资料和方法

１．１　临床观察

１．１．１　病例资料　中枢神经系统损伤患者１８例，
男性１３例，女性５例，年龄９～４８岁，平均（３３．１±
１０．７）岁。其中脑外伤患者１０例，脊髓损伤患者８
例。入选标准：（１）具备接受高压氧治疗的适应证；
（２）此前未接受过高压氧治疗；（３）此前未接受过放
疗与化疗；（４）近期无感染，未使用抗生素；（５）近期
未使用皮质类固醇激素、镇静安眠药物、抗癫 药物

等影响造血系统的药物；且在治疗前与治疗过程中
所用其他药物一致；（６）连续接受高压氧治疗２０次
以上。

　　长期接受高压氧治疗的患者８例，其中男５例，
女３例；年龄２３～４３岁，平均（３４±６．６）岁；脑外伤２

例，脊髓损伤２例，心肺复苏后２例，一氧化碳中毒１
例，有机磷农药中毒１例。高压氧治疗５１～１７３次，
平均（１０９±５１）次。入选标准：（１）连续接受高压氧
治疗５０次以上；（２）此前未接受过放疗与化疗；（３）
近期无感染；（４）近期未使用皮质类固醇激素、抗癫
癫 药物、镇静安眠药物等影响造血系统的药物。

１．１．２　高压氧治疗方案　采用压缩空气加压，升压
时间１５ｍｉｎ，压力为２．２绝对压（ａｔｍｏｓｐｈｅｒｅｓａｂｓｏ
ｌｕｔｅ，ＡＴＡ），稳压时间每次吸氧２０ｍｉｎ，共４次，两
次吸氧之间间歇５ｍｉｎ，减压时间２０ｍｉｎ。以上治疗
每日１次。

１．１．３　白细胞总数及ＣＤ３４＋细胞的检测　对于１８
例神经系统损伤患者，在高压氧治疗前以及第１、７、

１４、２０次高压氧治疗后采集外周血标本；对于长期接
受高压氧治疗的患者在同１ｄ分别采集１次外周血
标本。血标本进行血常规检测，计算白细胞总数；同
时用ＦＡＣＡＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪（美国ＢＤ公司产）检
测ＣＤ３４＋细胞比例，计算ＣＤ３４＋细胞绝对计数。

１．１．４　统计学处理　１８例神经系统损伤患者在高
压氧治疗前后不同时间外周血ＣＤ３４＋细胞绝对计数
的比较首先用ＳＡＳ软件单因素重复测量方差分析；
再使用ＳＡＳ软件随机区组方差分析，并用ＳＮＫ法
进行两两比较。８例长期接受高压氧治疗的患者和

１８例未接受过高压氧治疗的神经系统损伤患者的外
周血ＣＤ３４＋细胞绝对计数之间的比较使用ＳＡＳ软
件ｔ检验进行分析。

１．２　动物实验

１．２．１　实验动物与分组　健康雄性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠

３０只，体质量（２０．４６±１．８９）ｇ，清洁级，由第二军医
大学实验动物中心提供。动物按体质量采用随机数
字法随机分为３组，每组１０只：高压氧组（ＨＢＯ
组）、造血生长因子组（ＨＧＦ组）和高压氧联合造血
生长因子组（ＨＢＯ＋ＨＧＦ组）。ＨＢＯ组小鼠接受

ＨＢＯ暴露以动员外周血造血干细胞；ＨＧＦ组小鼠
按照１０μｇ·ｋｇ

－１·ｄ－１的剂量给予重组人粒细胞集
落刺激因子［ｒｈＧＣＳＦ，惠尔血，麒麟鲲鹏（中国）生
物药业有限公司生产，７５μｇ／支］注射，每日１次，连
续２ｄ，以动员外周血造血干细胞。ＨＢＯ＋ＨＧＦ组
小鼠在按照上述剂量注射ｒｈＧＣＳＦ的同时，接受

ＨＢＯ的暴露以动员外周血造血干细胞。
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１．２．２　高压氧暴露方法　将 ＨＢＯ组以及 ＨＢＯ＋
ＨＧＦ组动物分别置于动物加压舱（上海杨园氧舱
厂）内，舱底放置钠石灰，用纯氧洗舱，测氧仪
（ＣＹ１２Ｃ型，浙江杭州梅城电化分析仪器厂生产）测
得舱内氧浓度＞９７．１％时，开始以０．０２ＭＰａ／ｍｉｎ
的速度加压至０．１８ＭＰａ，使舱内氧浓度＞９８％，二
氧化碳浓度＜０．０５％，高压下停留９０ｍｉｎ，暴露结束
以后匀速减压，１５ｍｉｎ减至常压出舱。每日１次，连
续暴露２ｄ。

１．２．３　设门细胞中ＣＤ３４＋／Ｓｃａｌ１＋细胞百分比的
检测　在动员开始以前及动员结束以后分别采集小
鼠球后静脉血，采集的血标本分别与荧光标记的

ＣＤ３４抗体（美国ＢＤ公司）、Ｓｃａｌ１抗体（美国ＢＤ公
司）混合，用ＦＡＣＡＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪（美国ＢＤ公
司）检测设门细胞中ＣＤ３４＋／Ｓｃａｌ１＋细胞的百分比。

１．２．４　统计学处理　３组小鼠在动员前后设门细胞
中ＣＤ３４＋／Ｓｃａｌ１＋细胞的百分比的比较使采用ＳＡＳ
软件进行两因素多水平重复测量方差分析。

２　结　果

２．１　ＨＢＯ对国人外周血ＣＤ３４＋细胞绝对计数的影
响　所有观察对象外周血白细胞总数在高压氧暴露
前后没有显著改变。１８例因神经系统损伤而接受高
压氧治疗的患者在接受高压氧治疗之前外周血

ＣＤ３４＋细胞的绝对计数为（１．８７±１．０８）×１０６／Ｌ，在
接受１、７、１４、２０次高压氧治疗之后其外周血ＣＤ３４＋

细胞的绝对计数分别为（２．２８±１．０３）×１０６／Ｌ、
（４．７５±４．６７）×１０６／Ｌ、（２．８５±１．９４）×１０６／Ｌ、
（３．２６±３．４９）×１０６／Ｌ。单因素重复测量方差分析
（Ｆ＝３．９９，Ｐ＝０．００５７）提示接受高压氧治疗以后，
患者外周血ＣＤ３４＋细胞绝对计数有升高；随机区组
方差分析（Ｆ＝３．３３，Ｐ＜０．０００１）提示不同治疗时间
后患者外周血ＣＤ３４＋细胞绝对计数有统计学差异；
采用ＳＮＫ法进行两两比较后发现，经过７次、１４次
和２０次高压氧治疗后外周血ＣＤ３４＋细胞绝对计数
与其他时间相比有升高，分别是接受治疗前的２．５４
倍、１．５２倍和１．７４倍，而治疗前与１次治疗后相比
无统计学差异，７次治疗后、１４次治疗后、２０次治疗
后相比亦无统计学差异。

　　８例长期接受高压氧治疗的患者外周血中

ＣＤ３４＋细胞的绝对计数为（２．１１±１．１４）×１０６／Ｌ；１８
例因神经系统损伤而接受高压氧治疗的患者在接受

高压氧治疗之前外周血中ＣＤ３４＋细胞的绝对计数为
（１．８７±１．０８）×１０６／Ｌ。８例长期接受高压氧治疗
患者的外周血ＣＤ３４＋细胞绝对计数与１８例未接受

过高压氧治疗患者的外周血ＣＤ３４＋细胞绝对计数无
统计学差异（方差齐性检验Ｆ＝１．１０，Ｐ＝０．８１１０；

ｔ＝０．５０，Ｐ＝０．６２０７）。

２．２　ＨＢＯ对实验动物外周血造血干细胞的影响　
ＨＢＯ组小鼠在接受 ＨＢＯ 暴露前后设门细胞中

ＣＤ３４＋／Ｓｃａｌ１＋细胞的比例，暴露前为（０．２３７±
０．１５６）％，暴露后为（０．４７７±０．２７１）％，是暴露前的

２．０１倍；ＨＧＦ组小鼠在注射集落刺激因子动员外周
血造血干细胞前后设门细胞中ＣＤ３４＋／Ｓｃａｌ１＋细胞
的比例，注射前为（１．５５４±１．３４７）％，注射后为
（４．１３３±２．００５）％，是注射前的２．６６倍；ＨＢＯ＋
ＨＧＦ组在动员前后设门细胞中ＣＤ３４＋／Ｓｃａｌ１＋细
胞的比例，动员前为（１．１４８±０．４９６）％，动员后为
（４．３１１±１．００４）％，是动员前的３．７６倍。上述结果
用ＳＡＳ软件进行两因素多水平重复测量方差分析，
处理前后的差别分析（Ｆ＝３１．６４，Ｐ＜０．０００１）提示
不同处理前后的差异有统计学意义，说明３种动员
方法均能有效动员外周血造血干细胞；３组间差别的
多元方差分析（Ｆ＝５１．９１，Ｐ＜０．０００１）有统计学意
义，因而进一步分析不同组之间差异（Ｆ＝１０．４１，

Ｐ＝０．０００４），提示高压氧联合集落刺激因子能够更
加有效地动员外周血造血干细胞。

３　讨　论

　　研究［６］表明由干／祖细胞的乳酸盐代谢产生的
氧化应激加速了干／祖细胞的进一步募集和分化，具
体则是通过硫氧还原蛋白１（Ｔｒｘ１）介导的低氧诱
导因子１（ＨＩＦ１）水平的升高以及 ＨＩＦ１依赖的生
长因子后续合成来实现的。若通过适当次数的高压
氧暴露即能有效动员外周血造血干细胞，将对目前
移植治疗中干细胞的采集方法产生重要的影响。

　　本研究通过临床观察和统计学分析发现，经过７
次、１４次和２０次的高压氧治疗，患者外周血ＣＤ３４＋

细胞绝对计数分别较接受治疗之前升高到原来的

２．５４倍、１．５２倍和１．７４倍；而长期高压氧暴露不能
使外周血ＣＤ３４＋细胞绝对计数保持在较高水平。与
国外研究［１］结果相比，本研究在外周血ＣＤ３４＋细胞
绝对计数升高的时间、升高的幅度等方面存在较大
差别。首先，我们观察到经过７次高压氧治疗之后，
患者外周血ＣＤ３４＋细胞绝对计数就已经达到一个峰
值，随着暴露次数的增加，外周血ＣＤ３４＋细胞绝对计
数有所下降，但与接受治疗前相比仍维持升高状态；
而国外文献［１］报道，经过２０次高压氧治疗，患者外
周血ＣＤ３４＋细胞绝对计数呈逐步升高的趋势，在２０
次高压氧治疗后，外周血ＣＤ３４＋细胞绝对计数为治
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疗前的８倍。其次，我们观察到高压氧虽然能够动
员外周血造血干细胞，但外周血ＣＤ３４＋细胞绝对计
数升高的幅度远不如国外文献报道，经过７次高压
氧治疗后，患者外周血ＣＤ３４＋细胞绝对计数是治疗
前的２．５４倍；而国外文献［１］报道２０次高压氧治疗
之后，患 者 外 周 血 ＣＤ３４＋ 细 胞 绝 对 计 数 升 高

８倍。　　　
　　造成上述差别的主要原因：一是 Ｔｈｏｍ等［１］所

观察的病例主要是因头颈部肿瘤而接受放疗的患

者，接受预防性高压氧治疗是为了防止放射性骨坏
死的发生，以消除放射治疗的不良反应。而文献［７］

报道低剂量辐射能够促进外周血造血干细胞的动

员。高压氧与小剂量射线照射二者叠加则应更能促
进外周血造血干细胞的动员。而我们所观察的病例
主要是因中枢神经系统损伤而接受高压氧治疗的患

者，这些患者均未曾接受过射线照射。二是种族差
异，高压氧暴露以后国人外周血ＣＤ３４＋细胞绝对计
数升高的时间、幅度是否与西方人不同，也有待进一
步研究。

　　我们还观察到，国人之间由于个体差异，高压氧
暴露以后外周血ＣＤ３４＋细胞绝对计数变化的情况可
能也不尽相同。前期临床观察所收集的病例中确有
部分患者如国外文献［１］报道，在经过若干次高压氧
暴露以后，外周血造血干细胞绝对计数升高了８倍
左右，且与其他后续患者相比较在病情、用药等方面
无差异［８］。可能的原因一是个体差异；二是早期样
本例数较少，随着病例的不断积累，可能出现不同的
观察结果。

　　本研究还发现，长期的高压氧暴露不能使外周
血ＣＤ３４＋细胞绝对计数保持在较高水平。这一现象
的具体机制目前尚不十分清楚，我们推测可能是在
高压氧暴露后刺激了体内 ＮＯ的合成，随着 ＮＯ合
成增加外周血造血干细胞的动员增加，继续进行高
压氧暴露后，机体逐渐出现耐受，进而适应了高压氧
暴露的刺激，ＮＯ合成逐渐减少，水平下降，外周血造
血干细胞的动员从而减少。

　　通过动物实验我们证实高压氧、造血生长因子
以及高压氧联合造血生长因子均能有效动员外周血

造血干细胞，高压氧联合造血生长因子动员效果更
加理想，通过连续２ｄ的高压氧暴露和造血生长因子
注射，小鼠外周血设门细胞中ＣＤ３４＋／Ｓｃａｌ１＋细胞
的比例是动员前的３．７６倍。目前造血干细胞移植
已被广泛应用于临床，用于治疗血液病、恶性肿瘤、
下肢动脉硬化闭塞等疾病，而移植成功与否的关键
在于造血干细胞的数量和质量，故临床上在移植之

前广泛采用集落刺激因子或化疗联合集落刺激因子

来动员造血干细胞，有报道［９］粒细胞集落刺激因子

（ＧＣＳＦ）与粒巨噬细胞集落刺激因子（ＧＭＣＳＦ）单
用及合用均能有效动员外周血造血干细胞。我们的
动物实验证实使用集落刺激因子联合高压氧能够更

加有效地动员造血干细胞，动员效果好，为将高压氧
用于临床造血干细胞的动员提供了实验依据。
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