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珠蛋白生成障碍性贫血#目前临床上缺乏有效的

治疗手段'基因治疗是珠蛋白生成障碍性贫血治疗的希望'

基因治疗靶向首选的是调控
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珠蛋白基因#其次是减少
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蛋白链的不平衡'减少
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珠蛋白链的合成#改善
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与非
$

链珠

蛋白的合成失衡#减少红细胞内包涵体的形成#减少溶血#改善
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珠蛋白生成障碍性贫血症状#这一新的治疗方式引起了人们
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珠蛋白

基因的小分子干扰
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胞#从分子水平部分抑制
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珠蛋白基因表达#减少
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珠蛋白肽

链合成#筛选获得有效抑制
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珠蛋白基因的
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及最佳作

用浓度#为后期选取适宜的
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作用于体外培养的重型
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珠蛋白生成障碍性贫血患者的红系细胞提供实验依据'
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体外液体培养正常人外周血红系细胞
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用
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色#观察培养的红系细胞形态学特征'
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在转染前
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流式细胞仪检测脂质体转染效率
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珠蛋白基因表达
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加样和
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产物检测分析均在相互独
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的溶解曲线测定'
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反应结束后由电脑自动分析出定量结果'所有样品检测

实验均包含
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个无模板的阴性对照以排除假阳性结果#见表
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珠蛋白基因的相对
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表达水平可以用

公式计算!相对
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珠蛋白基因 正义
.=8..8D.DD8D..DD. ;)G

反义
.8DD8=8.888DD8=D8

8D9%V

正义
DD=88DDD=...D=.D..D=.= <H

反义
.D=.8....D.==8D====8

BFG

!

台盼兰拒染率检测细胞存活
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分别于转染
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后取部分细胞#检测台盼兰拒染率#了解细胞存活情况'
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统计学方法
!

实验数据以
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表示#应用
7977;*F+

统

计软件进行重复测量资料的方差分析'
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结
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果
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体外液体培养体系中红系细胞形态学特征
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培养
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时#体系中部分细胞呈现出原始红细胞特征#核为圆形或椭圆

形#核染色质为紫蓝色#较细致#可见
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个核仁#胞浆量少#

无颗粒&培养第
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天时$转染
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当天%#上述细胞进一步分

化#核染色质开始凝集#核仁消失#胞浆量增多#见图
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流式细胞仪检测脂质体转染
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效率
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分别收集部分细胞#流式细胞仪检测
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'检测结果显示#转染效率随作用时间

的递增而逐渐减低#见图
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脂质体转染
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作用后
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珠蛋白基因的表达
!

结果

表明#

#E5CD

对
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珠蛋白基因表达的抑制效应在一定范围内

具有浓度及时间依赖特性'浓度越高#抑制效应越高'不同浓

度
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的
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珠蛋白基因相对表达量之间相互比较!
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培养的红系细胞形态学特征
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的转染效率&
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流式细胞仪检测脂质体转染
#E5CD

效率

表
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不同浓度
#E5CD

作用后
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珠蛋白基因
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相对表达量#
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台盼兰拒染率检测细胞存活
!
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越高#台盼兰拒染率越低&且作用时间越长#台盼兰拒染率也越

低#见表
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不同浓度
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作用后
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珠蛋白基因相对表达量
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不同浓度
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作用后细胞台盼兰拒染率

时间

$

R

%

组别
#E5CD

浓度$

@0B/

"

$

%

*+ <+ ;)+ ;H+ )++

)* #E5CD

组
+FG; +FG+ +F<* +F<; +F-G

空白对照组
+FG- +FG- +FGH +FGJ +FGJ

*< #E5CD

组
+F<* +F<+ +F-) +FH< +FH)

空白对照组
+FG) +FG+ +F<- +F<H +F<H

-) #E5CD

组
+F<+ +F-* +F-+ +FHH +FJ-

空白对照组
+FG; +F<< +F<H +F<* +F<)

D

!

讨
!!

论

部分血液系统疾病是由于基因缺陷或变异造成的#而

5CDE

技术可以高效特异地抑制异常基因的表达#故
5CDE

技

术在研究血液疾病在基因分子水平上的发病*致病机制*探讨

血液疾病的基因治疗方法等领域有广阔的应用前景'目前在

血液系统肿瘤*肿瘤多药耐药*血红蛋白病等方面都有较深入

的研究(

*3<

)

'在
5CDE

过程中起关键作用的物质就是
#E5CD

#

为了保证实验的顺利进行#作者选择了质量可靠*纯度高并且

可以修饰的化学合成法制备
#E5CD

'在前期的预实验中#作

者已筛选出最佳的
#E5CD

序列'

相比其他的转染试剂#脂质体
Y/E

Q

BT&K?"0E@&

对悬浮细胞

有较高的转染效率(

G

)

'本研究采用脂质体
Y/E

Q

BT&K?"0E@&

作

为转染试剂#流式细胞术检测转染细胞后
)*

*

*<

*

-)R

的荧光

表达#分别为
H;F)̂

*

**F,̂

*

,,F-̂

#转染效果较为满意#能

满足实验的进行'

本研究选用了
*+

*

<+

*

;)+

*

;H+

*

)++@0B/

"

$

作为测试浓

度#结果显示不同浓度
#E5CD

作用于红系细胞后其
$

3

珠蛋白

基因相对表达量的差异有统计学意义#浓度越高#抑制效应越

大#但不同浓度
#E5CD

之间比较提示在一定范围内#

#E5CD

的

作用存在浓度依赖#但达到一定浓度后#即使增大浓度也不再

提高抑制效应'各时间点的
$

3

珠蛋白基因相对表达量之间比

较提示
#E5CD

作用后可在
*<R

或
-)R

观察干扰效果'

王海燕等(

;+

)应用不同浓度的
2#5CD

转染大鼠的神经干

细胞#发现
J+

!

)++@0B/

"

$

浓度转染组细胞均能正常生长#但

形态存在明显差异'

+FĴ

锥虫蓝法检测培养细胞活力及统计

结果表明#各浓度组之间差异有统计学意义#浓度与细胞活力

呈负相关#相关系数为
f+FG

'作者在研究中也观察了
#E5CD

不同浓度*不同时间对培养细胞存活情况的影响'发现不同浓

度
#E5CD

作用后#随着作用浓度增加#培养的红系细胞台盼兰

拒染率越低#细胞死亡越多'而且作用时间越长#台盼兰拒染

率也越低#细胞死亡越多'提示虽然高浓度
#E5CD

能更有效

地抑制靶基因的表达#但是高浓度对细胞的毒性也不可低估#

低浓度的
#E5CD

则更有利于细胞存活'

对于
+

3

珠蛋白生成障碍性贫血#目前国内外学者主要侧重

于对
+

珠蛋白链的研究#而甚少关注
$

珠蛋白链'不同于以往

国内外的研究#本研究设计针对
$

3

珠蛋白基因的
#E5CD

#通过

封闭部分
$

3

珠蛋白基因#抑制相应的
$

珠蛋白链合成#改善
$

与非
$

珠蛋白链的比例失衡状况#减少红细胞内包涵体的形

成#减轻或缓解红细胞溶血#达到治疗
+

3

珠蛋白生成障碍性贫

血的目的#为探讨基因调控治疗
+

3

珠蛋白生成障碍性贫血寻找

新的靶点'
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