
血液幹細胞之臨床應用 

與幹細胞庫之管理 

中國醫藥大學附設醫院 

醫學研究部 林嬌玲 

102.06.15 



Characteristics of 

 Hematopoietic Stem Cell 

• Multi-lineage 
differentiation (white 
cells, red cells, platelet) 

• Self-renewal capacity 

• Ability to reconstitute 
myeloablated patient 
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HPC 
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Renewal 
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Renewal 

differentiation 

differentiation 



Hoffbrand AV, Pettit JE. Clinical Hematology, 2nd ed. Mosby-Wolfe  



• 1-3 % of nucleated cell fraction in bone marrow 
(BMT:1960 年) 

 

• 0.1-0.2 % in peripheral blood (PBSCT:1980 年)：
GCSF-mobilization 

 

• 0.8-1.2 % in cord blood (CBSCT:1989 年) 

                                                              (Yin et al., 1997) 

The percentage of CD34+ 

cell in different source 



History 

1914: Alexis Carrel: cells or organs from another one would   

          always be recognized as foreign and then be  

          rejected. 

      

1951: Lorenz E. et.al.: Radiation protection could be  

          conferred by bone marrow infusion. (due to factor in  

          bone marrow will stimulate marrow recovery). 

 

 1957: Thomas ED et.al.: 1st attempt of BMT in human  

          beings（failure; HLA was identified in 1960+）  

 

1959: Thomas ED et.al.: 2nd attempt of BMT in identical  

          twin（hematological recovery occurred in 2 weeks,  

          but leukemia recurred months later） 

 

 



Type of HSCT 

  Donor Selection 

Allogeneic:MSD / MUD 

兄弟姊妹 / 非親屬 

Syngeneic:同卵雙胞胎  

Autologous 

T-cell depleted 

       Procedure  

          BMT 

          PBSCT 

          CBSCT 

  



To rescue BM failure after cancer therapy: 
 

Breast cancer 

NPC 

Germ cell tumor 

Ewing’s sarcoma 

Neuroblastoma 

Osteogenic sarcoma 

Wilms tumor 

Autologous HSCT, for What? 



Allogeneic HSCT, for What? 

To replace incorrigible hematopoietic defects: 

• Quantitative defect: aplastic/Fanconi’s anemia 

• Qualitative defect: 

 malignancy: leukemia/MDS, lymphoma, myeloma 
 

 non-malignant diseases: sickle cell anemia,   

                         thalassemia, immunodeficiency …  

                            

 

        



Haploidentical Transplantation: 

Hoffbrand AV,Pettit JE.Clinical Hematology,2nded.Mosby-Wolfe 



Allogeneic BMT 

Major Causes of Failure: 
 

Graft failure：total body irradiation 1200cGy  

                           failed to result in engraftment. 

 

GVHD：some form of matching between donor 

                  & recipient is necessary.   



GVHD（graft-vs-host disease； 移植物抗宿主疾病） 

• 捐贈者之免疫細胞與受贈者器官之排斥反應 
 

• 最後終因感染或肝、腎功能衰竭或DIC (Disseminated 
Intravascular Coagulation，散播性血管內凝固症)而死亡，
死亡率高達75－90﹪。 

 

• 預防方法： 

1.移植前後給予免疫抑制劑cyclosporine，若仍發生
GVHD，則給予高劑量類固醇治療。 

2.T cell Depletion 
 

• 若移植後一直沒有GVHD反應→給DLI （Donor 
Lymphocyte Infusion）產生輕微GVHD，癌症細胞才不
易復發。 



             T Cell Depletion 

Positive selection of CD34(+) cells: 

 Anti-T cell  monoclonal Ab 



Minimum cell requirement for HSC 

transplantation 
--------------------------------------------------------------------------- 

                          autologous    allogeneic       method 

--------------------------------------------------------------------------- 

Mononuclear cells      2-3x108          4-8x108           CBC  

 

CD34+ cells                 1-2x106           2-8x106         flow cytometry 

--------------------------------------------------------------------------- 
• All cell numbers are per Kg of recipient body weight 

• MNC: Total WBC x Total collect量 x DC% (扣除seg、band) ÷ P’t 體重 

• HSC不可照光(照光會使Lymphocyte失去活性) 



Stem Cells Harvest & Isolation 
 

• Bone Marrow  

• Cord Blood 

• Peripheral Blood 



Bone Marrow Harvest 

• 麻醉：以吸入方式全身麻醉，於手術室抽取 

• 抽取部位：臀部兩側骨盆之腸膌骨（俯趴方式） 

• 軟管經喉嚨插入氣管，協助吸取氧氣 

• 抽取量：10-20ml / kg（600-1500ml） 

• Nucleated cell ： 2-3 x108 / kg 



         BMT:Bone marrow aspiration                 

腸
骨
後
膌 

全身麻醉 

Haematology An Iliustrated Colour Text 



Bone Marrow Stem Cell Separation 

Major ABO type incompatibility (RBC removal) 

Minor ABO type incompatibility (plasma removal) 



Bone Marrow幹細胞抽取須知 
• 抽取前:完成各項健康檢查 

1. 捐贈前兩週勿從事危險活動以防意外發生，避免涉及公共場所以防感染。 

2. 抽取前3-4週可分1-2次自捐血約500cc存著備用。 

3. 抽取前幾日，口服鈣片、喝牛奶以預防低血鈣反應。 

4. 進入手術室前8小時開始禁食。 

5. 抽取量:成人約需600-1500cc，兒童依受髓者體重每公斤10-15cc骨髓。 

6. 所需時間:1-3小時，實際抽取骨髓時間約30-40分鐘。 

7. 傷口用彈性繃帶或紗布加壓並平躺6-8小時以防出血。  

8. 8-24小時後無滲血情形才可下床活動或出院。 

9. 抽取後可服用鐵劑及葉酸，以增進造血功能，2週內不要從事激烈的運動、
粗重工作或提重物。一年內勿捐血。  

10.日常飲食可採高鐵質、高蛋白食物及日常作息正常。         



Umbilical Cord Blood  

harvest and isolation 
 



Unit ≥ 80 ml（ or 50 to 79 ml if cell number ≥ 6x108 ）, mixing 

Remove 5 ml for HLA typing, CD34, sterility and hematology 

Addition of Hespan 1/5 of residual volume 

Cord Blood Processing (一) 

1st centrifugation (500 rpm; 6’; brake off) , remove plasma 

Test for HIV, HCV, 

HTLV-Ⅰ , HTLV-Ⅱ, 

GPT, HBsAg, HBc, 

RPR, CMV, 

Microbiology 

Transfer buffy coat into processing bag set 

2nd centrifugation (1500 rpm; 13’; brake on) 

Remove plasma 



Measure and adjust final volume to 20±1 ml 

Inject air (30 to 40 ml) 

Add  DMSO 

Preparation of freezing bag .  

Controlled Rate Freezer 

MVE Stock Series tanks 

Assay for CD34 and CBC 

Cord Blood Processing (二) 



PBSC Harvest and transplantion 

什麼是週邊血液幹細胞移植(PBSCT) ？  

• 造血幹細胞在週邊血液中非常稀少，必須驅動(動員)

造血幹細胞進入血液中，才能收集到足夠數量進行
移植。 

• 動員幹細胞需注射G-CSF ，有部份人會有類似感冒
症狀如：骨頭酸痛、頭痛、倦怠或輕微發燒等。 

• G-CSF會短暫刺激造血，但不會造成白血病。 



PBSC Harvest method 

• Baxter: Baxter’s AMICUS CELL SEPARATOR 

 

• TERUMOBCT :COBE 

•                          Spectra Optia®   Apheresis System 
 

 

血液成份分離機收集血液幹細胞：減少抽骨髓手術
感染之危險。 



血液成份分離機-原理 
    藉由各種血液成分比重的不同及利用不同的離心速度將血
液分離，並利用光學透視原理測細胞之密度(光學介面偵
測器)，即由捐血人身上收集所需之血液成分或由病患身
上收集或移除所需的血液成分，而將其餘的血液成分經由
血液分離機持續性的運轉回輸給病患或捐血者。 



血管之選擇 

• 手臂靜脈血管：二支16G軟針 

• 腹股溝靜脈double lumen 

• CVP line 

 Lumen Priming 

volume(ml) 

Flow Rate 

(ml/min) 

Distal (12GA) 1.4 220-370 

Proximal 

(12GA) 

1.3 220-370 



週邊血液幹細胞抽取須知 

1. 抽取前兩週勿從事危險活動，以防意外發生，避免涉及
公共場所以防感染。 

2. 預備抽取前4-6天開始每天皮下注射G-CSF，直到最後收
集日前一天為止。 

3. 日常飲食可高鐵質、高蛋白食物，日常作息正常。 

4. 抽取部位：兩手臂週邊血管或腹骨溝靜脈安置靜脈導管
(double lumen) 。 

5. 所需時間:3-5小時，在細胞收集室執行，不須麻醉。 

6. 抽取後：一個月內盡量不要從事激烈的運動或粗重工作
或提重物。日常飲食可採高鐵質高蛋白食物日常作息正
常。        

 



週邊血液幹細胞收集過程 

• 收集前，先檢測CBC（HCT、WBC、MNC、Platelet） 

• 收集時間：3-5小時（35-60 ml/min） 

• 收集需求量: Inlet volume（10,000~12,000ml） 

    自體：3-5 x106  CD34+ cell/kg 

    異體：>5 x106  CD34+ cell/kg 

• 收集過程中可能出現之不適: 

– 臉部肢端麻感（短暫血鈣濃度降低所致，可補充牛奶
或鈣片，若更嚴重則需注射Calcium 

– 寒顫（血液在體外循環所致），可用毛毯或烤燈保暖。 



Stem cell                          

thawing and Infusion 



冷凍細胞之解凍、移植 
1.Water bath：先預溫至37℃ 2. 將canister以夾鍊袋裝入再放

入water bath內 

↓ 

用15滴的IV set（靜脈輸注器）慢慢回
輸5分鐘後再快速輸完一袋，10分鐘輸
完一袋 

＊快速輸完，避免細胞解凍後
DMSO因高溫放出毒性毒殺細胞 



Chemotherapy and PBSC mobilization  

Auto-PBSCT 
 

Day -50 Day -45 Day -5 Day 0 / 1 

化療 

G-CSF 
高劑量化療 G-CSF 

Harvest 

of PBSC 
Infusion of PBSC 

Day 10+ 

冷凍 

保存 

解凍 

恢復造血 



Chemotherapy and PBSC mobilization  

Allo-PBSCT 

Day -35 Day –7/6/5 Day 0/1/2 

G-CSF 

高劑量化療放療 

Day 10+ 

恢復造血 Donor 

Recipient 

周邊血液幹細 
胞收集, 輸回 

G-CSF 
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人體器官保存庫之法源依據與規範 

一.人體細胞組織優良操作規範 
   中華民國91 年 12 月 13 日衛署醫字第0910078677號 

 

二.人體器官保存庫管理辦法-98.02.02 
   中華民國101年10月02日行政院衛生署署授食字第1011100225號令修正發布第 8、11、14、19 條條
文；並刪除第 21 條條文 

                                                                                                                    
三.人體器官移植條例 

   中華民國100年12月21日總統華總一義字第 10000283861 號令 修正第 6、10-1、  11條條文 ，第十四
條規定訂定人體器官保存庫管理辦法修正公布 
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組織架構與職責之管理 
 

以組織圖對應說明本院與醫研部及本庫之組織架構，
以明確的管理階層界定其成員、職掌及權責，使整體
組織運作順暢 
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人體器官保存庫 

 

全院架構 
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作業場所、進出動線與注意事項 
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人員進出授權單 

人員進出授權名單 電腦設定門禁進出名單與刷卡紀錄 



38 

保存庫儲存與作業進出動線圖 
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品質文件之管理  
依91.12.13衛署醫字0910078677號公告之人體細胞 

組織優良操作規範撰寫四階文件以應管理之需求 
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設施與場所之管理 

人體器官保存庫硬體設備 
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COBE Spectra血液成份分離機 
急救藥品車 急救設備 

細胞收集室+急救設備與急救藥品車 
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冷藏冷凍櫃保存室 

細胞庫 、暫存區 

 

此門與開刀房相通，並與前門有interlock之互鎖
功能，不能同時開啟，避免壓力外洩 
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髒污與潔淨物進出之passing box 

 

 

 

 

不照UV之潔淨 

passing box 

照UV之潔淨 

passing box 

髒污物品之passing box 潔淨物品之出入口 
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準備室/無塵衣更衣室 

 

準備室與無塵衣更衣室兩個門有interlock之互鎖功能，不能同時開啟 
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處理室 更衣室+Air shower 

 
 

髒污物品出口 潔淨物品出入口 

Air shower與Passing box 皆有兩
個門有interlock之互鎖功能，不
能同時開啟 
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環境管制與監控之管理 
避免移植物遭受汙染、交叉汙染及意外曝露
於傳染病病原，制定對環境進行監控之管理
機制，提供適當操作環境 
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人體器官保存庫 

中央監控能源管理系統 

  

• 整庫之空間動態DVD錄影 

• 九台冷藏冷凍櫃監控之溫度 

• 室內溫度 

• 室內溼度 

• 室內靜壓 

• 濾網差壓 

中央監控能源管理系統即時監控項目 
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中央監控異常狀況紀錄列印與存查 
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歷史資料查詢 
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人體器官保存庫軟體管理 

 

          硬體設施配備需要嚴謹與落實之軟體管理，

始能達到高品質要求 
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      空調保養合約確定保養項目內容 

      定期空調維護保養 
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      環境清潔 

• 每個星期一、三、五由開刀房清潔
人員以無塵布沾取清潔液擦拭冰箱
室與更衣換鞋區 

• 每月清潔準備室、更衣室與處理室 

• 每三~四個月大規模清潔一次並執行
落菌測試(平均每年四次) 

定期由專人負責清潔並登錄 
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     為確保生物安全櫃為

無菌狀態，以Contact 

plate TSA及BAP落菌

試驗兩種方式測試。  
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中央監控能源管理系統 

第三公正單位安全確效 

執行項目同原廠設置確效項目 
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保存庫定期落塵測試 

半年一次 
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開刀房HEPA更換與PAO測試 



57 57 

針傷或接觸感染物之處理流程(初步處理/就醫/追蹤) 
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病人安全傳送與執行前機器維護 
(張貼執行血液成份分離術意外發生時處理流程) 
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設備維護之管理：衛署許可證、免查驗證明與COA 
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物料與試劑之管理： 
定期追蹤物料、試劑與消耗品進出與效期。 

品名/資材碼/包裝規格/Lot No/有效期限/安全庫存量/保存溫度 



 

 

人體器官組織及細胞 

保存程序之管理 

1 、篩檢 

2 、採集處理 

3 、標示 

4 、收受配送 

5 、儲存 

6 、入庫/出庫 

7 、追蹤 

8 、銷燬 
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細胞庫送至保存庫之表單 

入庫-PBSC collection（自體移植） 

{病人收集血液幹細胞} 

人體器官保存庫申請單 

血液成份分離術說明書、同意書 

入庫-PBSC collection（異體移植） 

{病人收集血液幹細胞} 

人體器官保存庫申請單 

血液成份分離術說明書、同意書 

血液細胞移植捐贈說明書、同意書 

入庫-院外PBSC/Cord Blood 

{病人收集血液幹細胞} 

人體器官保存庫申請單 

合適性文件 

細胞庫允收簽收單 

出庫-PBSC collection（自體移植）/ 

院外Cord Blood 

{病人輸回血液幹細胞} 

人體器官保存庫申請單 

細胞庫收受/配送單 

血液細胞移植治療說明書、同意書 

出庫-PBSC collection（異體移植）/

院外PBSC/Cord Blood 

{病人輸回血液幹細胞} 

人體器官保存庫申請單 

細胞庫收受/配送單 

血液細胞移植治療說明書、同意書 
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      對顧客之諮詢與抱怨處理後做成紀錄，當為改進遵循。 

顧客抱怨之處理紀錄 
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 人體器官保存庫 

資訊管理作業系統 

(一) 醫師開單：門診/住院/開刀房/急診 

               入庫/出庫/銷毀/追蹤 

 

(二) 虛擬開單 

 

(三) 人體器官保存庫電腦管理系統 
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不符合事項(異常)處理 
矯正與預防 

在保存庫作業系統運作中，可能發生之異常事件，包
括病人服務、院內相關單位運作流程、儀器設備、中
央空調、電腦作業資訊管理系統或文件不符合程序及
作業程序相關之怨訴時，必須採取矯正與預防措施，
以確保不符合事項不再發生 
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保存庫室內靜壓過低異常紀錄(入內未關門) 
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內部稽核與管理審查 

建立品質管理稽核作業，以確保品質系統能有效運作，達到
預期之品質標準。針對各項品質管理之成效進行年度之內部
稽核與管理審查，用於了解執行的品質系統是否有效的運作
及是否達成品質目標 
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教
育
訓
練
計
畫 

人員教育訓練之管理 
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在職教育訓練與考核 




