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［摘要］　目的　探讨自体外周血单核细胞治疗重度下肢缺血的长期疗效和安全性。方法　回顾性分析行
自体外周血单核细胞治疗的重度下肢缺血患者的临床资料。根据引起下肢缺血的原因，患者分为２组：动脉硬
化闭塞（ＡＳＯ）组，共 ２９例；血栓闭塞性脉管炎（ＴＡＯ）组，共４３例。采用临床症状及下肢血流改变进行疗效评
价，随访所有患者治疗后３年内疗效及不良反应情况。结果　ＡＳＯ组患者临床症状评分和血流灌注参数在６个
月内明显改善，但随着随访时间延长又逐渐恶化至术前水平；ＴＡＯ组患者临床症状评分和血流灌注参数在改善
后能得到长时间维持（Ｐ＜０．０５）。随访结束，ＡＳＯ组免截肢率为１７．２％，ＴＡＯ组免截肢率为６５．１％（Ｆ＝１５．９９，
Ｐ＜０．０５）。结论　自体外周血单核细胞移植是治疗重度下肢缺血安全、有效的方法，适合于血栓闭塞性脉管炎
引起的重度下肢缺血。
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　　外科旁路手术和经皮血管腔内成形术是外
周动脉疾病（ＰＡＤ）行血管重建的主要方式，对于
伴有严重肢体缺血（ＣＬＩ）的 ＰＡＤ患者，如果无法
行血管重建，有时必须行截肢手术。近年来研究

表明［１２］，使用骨髓或外周单核细胞，以及内皮祖

细胞移植的细胞治疗可明显改善严重肢体缺血

患者的临床症状，降低截肢率，但仍缺乏长期研

究数据。本研究回顾性分析我科自 ２００４年以来
接受自体外周血单核细胞（ＰＢＭＮＣ）治疗的 ＣＬＩ
患者临床资料。根据引起下肢缺血的原因，评估

外周血单核细胞对 ＣＬＩ患者的临床疗效及安
全性。
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１　资料与方法
１．１　一般资料　收集２００４年１月至２０１６年１２月
我科收治接受自体外周血单核细胞移植治疗的下肢

缺血患者临床资料，共计７２例，其中男６５例，女７
例；＜６５岁５８例，≥６５岁１４例；年龄２４～８８岁，平
均年龄（５０．５±６．２）岁；合并高血压１７例、冠心病９
例、糖尿病６例、脑梗死３例；３例曾接受血管旁路
手术，２例行血管支架置入术；病程２～２１个月，平
均（１３．８±４．７）个月。接受 ＰＢＭＮＣ治疗的患者均
满足以下条件：（１）Ｆｏｎｔａｉｎｅ分期为Ⅱｂ期 ～Ⅳ期的
慢性下肢缺血患者；（２）ＣＴＡ或其他影像学检查证
实下肢远端没有动脉流出道，无法进行下肢动脉旁

路手术或血管腔内治疗；（３）药物保守治疗效果不
佳；（４）近５年内无明确恶性疾病的患者。并根据
引起下肢严重缺血症状的原因分为两组：（１）由下
肢动脉硬化闭塞症（ＡＳＯ）引起，又称 ＡＳＯ组，２９例
患者；（２）由血栓闭塞性脉管炎（ＴＡＯ）引起，又称
ＴＡＯ组，４３例患者。
１．２　治疗方法　（１）ＰＢＭＮＣ动员、采集：所有患者
经粒细胞集落刺激因子（ＧＣＳＦ）动员后，于第３天
开始查血常规，计数单核细胞数，当白细胞 ＞２０×
１０９／Ｌ且单核细胞（ＭＮＣ）＞３０％时，使用血细胞分
离仪３０００Ｐｌｕｓ采集外周血单核细胞，制备 ＰＢＭＮＣ
悬液，按每肢３０～５０ｍＬ浓缩成细胞悬浊液，采集后
的细胞悬液中ＭＮＣ的浓度一般为１×１０８／ｍＬ，细胞
总数约为５×１０９个。（２）ＰＢＭＮＣ移植：单个核细
胞采集后于３ｈ内移植至患肢。于患肢缺血部位取
４０～６０个注射点，各点间距２～３ｃｍ，深度１～１．５
ｃｍ，肌肉注射，每点注射０．７～１ｍＬ细胞悬液。
１．３　术后处理　术后予以抗血小板、改善微循环处
理，并根据具体情况予以控制血压、血糖，溃疡创面

予以清创、换药，并定期随访。

１．４　观察指标　对下肢间歇性跛行、疼痛及皮肤改
变等临床症状通过评分评估，对肢体血流量通过踝

肱指数（ＡＢＩ）和经皮氧分压（ＴｃｐＯ２）测量。

１．５　评分标准
１．５．１　间歇性跛行距离　４分：行走 ＜１００ｍ时出
现疼痛或者伴有静息痛；３分：行走１００～２００ｍ时
有疼痛感；２分：行走２００～４００ｍ时有疼痛感；１分：
行走４００～５００ｍ时有疼痛感；０分：行走＞５００ｍ时
无疼痛感。

１．５．２　疼痛评分　４分：疼痛难以忍受，影响睡眠、
食欲；３分：经常疼痛，需用止痛剂；２分：经常疼痛，
可忍受；１分：偶有疼痛；０分：无疼痛。
１．５．３　皮肤改变　４分：溃疡形成或者坏疽；３分：
皮肤呈紫黑色；２分：皮肤色泽变暗；１分：皮肤变苍
白或者发干；０分：无变化。
１．６　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计
分析。计量资料进行正态性检验后，以 ｘ±ｓ表示，
统计分析采用ｔ检验。两组的疗效资料为多时点观
测数据，行两因素重复测量方差分析。组间两两比

较采用ＬＳＤｔ检验，组内时间比较采用差值 ｔ检验。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　基线资料　两组在性别、缺血分级以及病程等
方面差异无统计学意义，但与 ＡＳＯ组患者相比，
ＴＡＯ组基本为年轻患者（Ｐ＜０．０５），没有心血管疾
病发生的相关危险因素（Ｐ＜０．０５），多有吸烟史
（Ｐ＜０．０５）。见表１。
２．２　临床症状　 两组患者均于移植术后１个月开
始随访，随访３～９０个月，平均４３个月。从表２中
可以看出，在术后１个月，两组患者的疼痛、间歇性
跛行及皮肤改变评分均较术前明显降低（Ｐ＜
００５），表示各组患者经自体外周血单核细胞治疗
后下肢缺血症状有明显缓解，其中ＡＳＯ组在术后半
年评分降低较术前仍有统计学意义（Ｐ＜０．０５），然
而，随着随访时间的延长，ＡＳＯ组患者临床症状的
各项评分逐渐恢复到术前水平，部分甚至加重（Ｐ＞
０．０５）。与术前相比，ＴＡＯ组临床症状的各项评分
在术后１个月开始降低，且在术后２到３年，其评分

表１　接受ＰＢＭＮＣ移植患者的临床基本资料对比

组别 例数
性别（例）

男 女

年龄

（ｘ±ｓ，岁）
Ｆｏｎｔａｉｎｅ分级［例（％）］
Ⅱｂ Ⅲ Ⅳ

病程

（ｘ±ｓ，月）
吸烟

［例（％）］
高血压

［例（％）］
糖尿病

［例（％）］
冠心病

［例（％）］
ＡＳＯ组 ２９ ２４ ５６５．５±１３．８１（３．４） ２３（７９．３）５（１７．３） ９．８±４．０１９（６５．５）１７（５８．６） ６（２０．７） ９（３１．０）
ＴＡＯ组 ４３ ４１ ２４１．４±８．０６（１４．０） ２４（５５．８）１３（３０．２）１４．６±２．７４２（９７．７） ０（０．０） ０（０．０） ０（０．０）
Ｆ（ｔ）值 ３．０８ （９．３６） ４．６ （６．０６） １１．４６ ３２．５４ ９．５７ １５．０４
Ｐ值 ０．７９ ０．００１ ０．１ ０．１３ ０．００１ ０．０００ ０．００３ ０．０００
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的降低仍差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），也明显低
于同期 ＡＳＯ组患者（Ｐ＜０．０５）。这些结果表明自
体外周血单核细胞治疗后，下肢缺血症状改善能维

持更为持久的时间。到随访结束，ＡＳＯ组仅有５例
患者未行截肢治疗，免截肢率为１７．２％，ＴＡＯ组有
２８例患者未行截肢治疗，免截肢率为６５．１％，明显
好于ＡＳＯ组（Ｆ＝１５．９９，Ｐ＜０．０５）。
２．３　血流量的恢复　从表２中可以看出，在术后１
个月，两组患者ＡＢＩ和肢体末梢 ＴｃｐＯ２较术前均有
显著增高（Ｐ＜０．０５）。但 ＡＳＯ组 ＡＢＩ及 ＴｃｐＯ２值
在术后半年达到峰值后，快速下降，术后２年逐渐恢
复到术前水平。而 ＴＡＯ组 ＡＢＩ及 ＴｃｐＯ２的改善能
够维持到术后３年，明显好于ＡＳＯ组（Ｐ＜０．０５）。
２．４　安全性观察　部分患者下肢肌内注射后，短期
内有疼痛不适，一般１周左右消失，未见注射部位感
染发生。术后３个月内，未发生因注射引起的心脑
血管意外及糖尿病视网膜病变加重情况，复查血常

规及肝肾功能均未见明显异常。经过最长近１０年
的随访，注射 ＰＢＭＮＣ后肢体及其他部位未见肿瘤
发生。

３　讨论
ＥＰＣｓ大量存在于正常骨髓、脐血、外周血和脾

中，２００２年日本Ｋａｎｓａｉ医科大学［３］首次报道了应用

骨髓单核细胞移植治疗人的下肢缺血性疾病的临床

研究，并显示出了积极的效果。通过干细胞移植改

善下肢缺血肢体的血液供应，可能与以下因素有

关［４］：①干细胞可被诱导分化为内皮细胞或平滑肌
细胞，从而作为种子细胞参与血管壁的组成；②干细
胞分泌促血管生成因子来促进缺血区域血管生成；

③干细胞通过旁分泌途径促进侧支循环的建立，改
善缺血肢体的血流灌注。近年来，随着干细胞动员

药物及血液细胞分离机的广泛应用，使动员骨髓中

的干细胞进入外周血循环并进行分离纯化成为

可能。

表２　ＡＳＯ和ＴＡＯ患者接受ＰＢＭＮＣ移植前后的疗效（ｘ±ｓ）

时间
疼痛（分）

ＡＳＯ组 ＴＡＯ组
间歇性跛行（分）

ＡＳＯ组 ＴＡＯ组
皮肤改变（分）

ＡＳＯ组 ＴＡＯ组
术前 ３．０３±０．９１ ３．８８±１．２２ａ ３．４５±０．７８ ３．６３±０．９５ ３．０７±１．３０ ３．６±１．２
术后１月 １．６６±１．２ｂ １．５６±１．１６ｂ １．７２±１．１９ｂ １．７７±１．１３ｂ １．４１±１．１２ｂ １．６５±１．０９ｂ

术后半年 １．９７±１．３２ｂ １．４２±１．０７ｂ １．８６±１．２２ｂ １．４７±１．０３ｂ １．６２±１．２７ｂ １．５８±０．７９ｂ

术后１年 ２．６９±１．２３ １．３５±１．０６ａｂ ２．３４±１．２６ｂ １．３７±１．０９ａｂ ２．６６±１．２９ １．３５±０．９２ａｂ

术后２年 ３．２４±１．４３ １．４７±１．０３ａｂ ３．４８±１．４０ １．４６±１．３２ａｂ ３．００±１．２２ １．８６±１．３２ａｂ

术后３年 ３．５５±１．３８ １．５１±１．１２ａｂ ３．５５±１．３８ １．６３±１．２３ａｂ ３．１４±１．２３ ２．０９±１．１９ａｂ

整体分析 （ＨＦ系数：０．５４９） （ＨＦ系数：０．９４３） （ＨＦ系数：０．５８８）
组间Ｆ值，Ｐ值 １０．８７４，０．００２ ３．０６６，０．０８４ １０．９９８，０．００１
时间Ｆ值，Ｐ值 ９２．２９８，０．０００ ２０３．７００，０．０００ １２５．７０１，０．０００
交互Ｆ值，Ｐ值 ６０．０９５，０．０００ ６８．９５７，０．０００ ５６．５５０，０．０００

时间
ＡＢＩ

ＡＳＯ组 ＴＡＯ组
ＴｃｐＯ２（ｋＰａ）

ＡＳＯ组 ＴＡＯ组
术前 ０．２３±０．１ ０．２４±０．１２ １．４３±０．６５ １．３６±０．７８
术后１月 ０．４２±０．１５ｂ ０．５６±０．２２ａｂ ２．５７±１．０４ｂ ２．９７±１．１８ｂ

术后半年 ０．４８±０．１８ｂ ０．６８±０．２５ａｂ ３．２２±１．０６ｂ ３．４３±１．１４ｂ

术后１年 ０．３５±０．１５ｂ ０．６３±０．１４ａｂ ２．４９±１．１２ｂ ３．５３±１．１６ａｂ

术后２年 ０．２７±０．１１ ０．５８±０．１９ａｂ １．４４±０．８ ３．４５±１．２７ａｂ

术后３年 ０．２５±０．１１ ０．５６±０．１６ａｂ １．４３±０．９５ ３．３５±１．１８ａｂ

整体分析 （ＨＦ系数：０．４１６） （ＨＦ系数：０．５８７）
组间Ｆ值，Ｐ值 ３０．６７２，０．０００ １３．９９７，０．０００
时间Ｆ值，Ｐ值 １０９．６９４，０．０００ ３０７．９２９，０．０００
交互Ｆ值，Ｐ值 ４２２．６０３，０．０００ １３７．１８９，０．０００

　　注：整体分析为两因素重复测量方差分析；ＡＳＯ组为２９例，ＴＡＯ组为４３例；组间两两比较为 ＬＳＤｔ检验，两组相比，ａＰ＜
０．０５；时间比较为差值ｔ检验，与术前比较，ｂＰ＜０．０５
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　　对于不同原因引起的下肢缺血，随着时间的延
长，ＰＢＭＮＣ移植后疗效明显不同。在本研究中，无
论ＴＡＯ组或ＡＳＯ组患者在 ＰＢＭＮＣ移植后半年内
都能明显改善临床症状，增加远端血流量。但１年
后随访发现，临床症状评分和血流灌注参数如 ＡＢＩ
和ＴｃｐＯ２在ＡＳＯ组开始下降，并逐渐恢复至基线水
平，而在ＴＡＯ组，临床症状评分和血流灌注参数改
善能得到长时间维持。多年的随访也发现，ＡＳＯ组
免截肢率仅为１７．２％，ＴＡＯ组为６５．１％，证实随着
时间的延长，ＡＳＯ组有更多的患者发生截肢或死
亡。同样，Ｉｄｅｉ等［５］在利用骨髓单核细胞治疗下肢

缺血的研究中发现，糖尿病和血液透析与术后高截

肢发生率有一定关系，因此对于接受血液透析的糖

尿病患者，存在ＣＬＩ时，不建议行细胞治疗。为解决
ＥＰＣｓ的功能及老化问题，通过基因转染技术可以使
靶细胞功能得到显著改善，并能持续释放促血管因

子。Ｉｗａｇｕｒｏ等［６］将编码 ＶＥＧＦ的基因导入 ＥＰＣｓ，
再应用于动物模型当中发现转基因的 ＥＰＣｓ展示出
更强大的增殖、黏附及整合能力，并且还能通过旁分

泌作用促进其他已分化成熟的内皮细胞增殖、迁移。

这些经过基因修饰的 ＥＰＣｓ具有诱发和促血管新生
的双重功能，其血管新生效率比内皮细胞高出 ３０
倍。

细胞治疗的安全性，尤其是长期安全性是一直

人们关注的重点［７］。Ｍｉｙａｍｏｔｏ等［８］报道，血栓闭塞

性脉管炎细胞治疗期间，有少量患者出现不适，其中

１例３０岁患者在治疗后２０个月突然死亡。在研究
中，本组也发现动脉粥样硬化的ＰＡＤ患者死亡率在
随访期间明显高于血栓闭塞性脉管炎患者，这种差

异可能与动脉粥样硬化患者心血管并发症有关，与

细胞治疗关系不大。在基本临床资料对比中，本研

究发现血栓闭塞性脉管炎患者除吸烟外，通常不具

有心血管疾病的危险因素（高血压、糖尿病、高血

脂），因此其心血管疾病发病率与健康人群无明显

差别。最近的一项临床试验也显示，骨髓单核细胞

移植不会改变 ＣＬＩ患者的死亡率［９］。另一方面，治

疗性血管新生的一潜在风险为在促进缺血区域的血

管新生的同时，可能促进隐匿存在的恶性肿瘤的血

管新生，从而导致其生长，还有可能促使增殖性或出

血性视网膜病变加重。在本研究中，包括 ＡＳＯ及
ＴＡＯ患者在内，ＰＢＭＮＣｓ移植后，除注射部位有胀痛
不适外，通过长期随访，没有发现与ＰＢＭＮＣｓ移植有

关的严重不良反应。

总之，通过本组长期研究发现，自体 ＰＢＭＮＣ移
植对严重肢体缺血的治疗是有效的，操作简单。相

对于动脉硬化闭塞引起的肢体缺血，自体外周血单

核细胞移植更适合于血栓闭塞性脉管炎患者。
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