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重型
!

7珠蛋白生成障碍性贫血患儿
*SL>S基因表达的研究

李熙鸿!唐军!郭文俊!屈艺!于凡!王晓阳!汪凤兰!母得志

"四川大学华西第二医院儿科!四川 成都&"!$$G!#

&&!摘&要"&目的&骨髓人类端粒酶催化亚单位%(HQ:H&是控制人细胞端粒酶活性的限速成分#决定了细胞寿

命) 该研究初步探讨重型
%

P珠蛋白生成障碍性贫血 (HQ:H表达的变化及其与外周血红蛋白水平的关系) 方法&

多重等位基因特异聚合酶链反应%ET=1':&分析重型
%

P珠蛋白生成障碍性贫血患儿的基因类型#半定量逆转录P

聚合酶链反应%:HP1':&检测重型
%

P珠蛋白生成障碍性贫血和粒细胞减少症患儿骨髓和阳性对照I?"# 细胞株的

(HQ:H相对表达水平#常规检测患儿外周血血红蛋白水平) =0.34/3* 直线相关分析 (HQ:H表达与外周血血红蛋

白水平的关系) 结果&重型
%

P珠蛋白生成障碍性贫血患儿组骨髓 (HQ:H相对表达水平高于粒细胞减少症患儿组

%$7#%#@ c$7$@L@ <A$7$%%L c$7$LL"# 5a$7$!&#但明显低于I?"# 细胞株%$7@#%! c$7$%$@# 5a$7$!&) 重型
%

P

珠蛋白生成障碍性贫血患儿组骨髓 (HQ:H表达与其外周血血红蛋白水平呈负相关%:id$7@G!#5a$7$!&) 结论

&重型
%

P珠蛋白生成障碍性贫血患儿慢性溶血时#低水平血红蛋白可能在一定范围内上调骨髓 (HQ:H基因表达

水平) !中国当代儿科杂志#BCCD#EE$F%&GGD IGXB"

!关&键&词"&

%

P珠蛋白生成障碍性贫血$人类端粒酶催化亚单位$突变$儿童

!中图分类号"&:??"7"

e
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G'F**6?*<6?+&

&&9:,3)/03' ;:<"03+."&R9/3* -.6,/.43A.4.<.4A.-43*A;4)0-3A.%(HQ:H& )A343-.P6)/)-)*K.*NF/.̂ ();( 2);-3-.A-(.

3;-)<)-F,D(9/3* -.6,/.43A.3*2 -(9A2.;)2.A-(.6)D.A03* ,D;.66A7H(.3)/,D-()AA-92F̂ 3A-,.[06,4.-(..[04.AA),* ,D

(HQ:H)* >,*./344,̂ D4,/;()624.* )̂-(

%

P-(363AA./)3/3Y,43*2 -(.4.63-),*A()0 >.-̂..* -(..[04.AA),* ,D(HQ:H3*2

(./,K6,>)* 6.<.6A7="3*%2,&E96-)06.366.6.A0.;)D);0,6F/.43A.;(3)* 4.3;-),* %ET=1':& 3̂A9A.2 D,4-34K.-.2 S8T

3/06)D);3-),* 3*2 K.*./9-3-),* 3*36FA)A,D

%

P-(363AA./)37(HQ:H/:8T.[04.AA),* )* >,*./344,̂ 3̂A.[3/)*.2 9A)*K

4.36P-)/.4.<.4A.-43*A;4)0-),* 0,6F/.43A.;(3)* 4.3;-),* %:HP1':& 3*36FA)A)* #% ;()624.* )̂-(

%

P-(363AA./)3/3Y,4# )*

!$ ;()624.* )̂-( 3K43*96,;F-,A)A3*2 )* I?"# ;.666)*.7H(.(./,K6,>)* 6.<.6A)* 0.4)0(.436>6,,2 .̂4./.3A94.27H(.

4.63-),*A()0 >.-̂..* (HQ:H.[04.AA),* 3*2 (./,K6,>)* 6.<.6Â 3A.<3693-.2 >F-(.=0.34/3* -.A-)* -(.

%

P-(363AA./)3

/3Y,4K4,907>",1&3,&(HQ:H/:8T.[04.AA),* A)K*)D);3*-6F)*;4.3A.2 )* >,*./344,̂ D4,/;()624.* )̂-(

%

P-(363AA./)3

/3Y,4;,/034.2 )̂-( -(3-D4,/;()624.* )̂-( 3K43*96,;F-,A)A%$7#%#@ c$7$@L@ <A$7$%%L c$7$LL"$ 5a$7$!&# >9-̂ 3A

A)K*)D);3*-6F6,̂.4-(3* -(3-)* I?"# ;.666)*.%$7@#%! c$7$%$@& %5a$7$!&7TA)K*)D);3*-6F)*<.4A.;,44.63-),* 3̂A

D,9*2 >.-̂..* (HQ:H/:8T.[04.AA),* 3*2 (./,K6,>)* 6.<.6A%:id$7@G!#5a$7$!&7?%#0&1,+%#,&T6,̂ (./,K6,>)*

;,*;.*-43-),* /)K(-;,*-4)>9-.-,-(.90P4.K963-),* ,D/344,̂ (HQ:H.[04.AA),* )* ;()624.* )̂-(

%

P-(363AA./)3/3Y,47

!?*+#@ ?%#3"($A"2+/3)# BCCD# EE %F&'GGD IGXB"

&&J"' 5%)2,'&

%

P-(363AA./)3$ R9/3* -.6,/.43A.4.<.4A.-43*A;4)0-3A.$ E9-3-),*$ '()62

&&端粒酶由人类端粒酶催化亚单位 % (9/3*

-.6/.43A.4.<.43A.-43*A;4)0-3A.#(HQ:H&*人类端粒酶

:8T和端粒酶相关蛋白三部分组成#(HQ:H是控制

人细胞端粒酶活性的限速成分!!# #"

) 在慢性M淋巴

细胞白血病!L"

*急性淋巴细胞白血病!G"

*子宫颈

癌!?"

*肺癌!""等恶性肿瘤研究中表明#(HQ:H表达

水平明显上调#端粒酶主要是通过 (HQ:H在肿瘤形

成和发展中起作用的) 在正常的骨髓干细胞和间充

质干细胞中 (HQ:H亦表现出低的表达水平!b n%"

#其

表达水平明显低于血液系统恶性肿瘤细胞的水平)

(%GG(
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但是#造血干细胞在增生活跃时#(HQ:H表达水平

的变化及其调节机制目前并不清楚)

重型
%

P珠蛋白生成障碍性贫血是一种致死性

的遗传性溶血性疾病) 患者骨髓处于代偿增生活跃

状态) 本研究以重型
%

P珠蛋白生成障碍性贫血患

儿骨髓为研究对象#研究其 (HQ:H基因表达水平的

变化及其与血红蛋白水平的关系#初步阐明 (HQ:H

对造血干细胞的可能调节机制) 现将结果报道如下)

EP对象和方法

E7EP对象

!%%@ 年 !# 月至 #$$L 年 % 月在我院就诊的重型

%

P珠蛋白生成障碍性贫血患儿 #% 例#均进行血液学

检查及基因检测确诊!!$"

) 男 !@ 例#女 !! 例$年龄

!7? n!"7L 岁#中位年龄 b7# 岁) 选择随访确诊为

上呼吸道感染所致的粒细胞减少症*骨髓检查正常

患儿 !$ 例为粒细胞减少症组#男 b 例#女 L 例#年龄

G7L n% 岁#中位年龄 b 岁) 两组年龄及性别分布差

异无显著性意义%5j$7$?&) 选择 I?"# 细胞 G 株

为阳性对照)

E7BP主要试剂和仪器

全自动血液分析仪 XQ#!$$ % =p=EQX公司&*

含肝素钠真空采血管%MS公司&*二硫苏糖醇%E.4P

;g公司&*三磷酸脱氧核苷%14,/.K3公司&*总 :8T

试剂盒%JCM'W]M:U公司&*EPEU5逆转录盒%JCMP

'W]M:U公司&*H3̀ 酶%14,/.K3公司&*全自动生化

检测仪Rb"$$%R)-3;()公司&*K*.*T/0 1':AFA-./

#G$$%1Q公司&*JS= @$$$ 凝胶成像分析系统%V51

公司&*用于重型
%

P珠蛋白生成障碍性贫血基因检

测的 1':引物 %上海生工生物制品有限公司&*

(HQ:H引物%JCM'W]M:U公司&*

%

P3;-)* 引物%JCMP

'W]M:U公司&*I?"# 细胞株由本校分子生物学研

究室提供)

E7QP实验方法

!7L7!&血液学检查&&醋酸纤维膜电泳比色法测

定血红蛋白 T#%R>T#&#碱变性法测定抗碱血红蛋

白%R>&#红细胞渗透脆性试验测定红细胞脆性#氰

化血红蛋白法测定血红蛋白) 证实有 R>B及或

R>T# 升高后#抽取患儿及双亲的外周血各 L /U#采

用低渗法裂解红细胞后## ?$$ 4]/)*#离心 ? /)*#弃

上清#取沉淀d#$q保存#为基因检测备用)

!7L7#&

%

P珠蛋白生成障碍性贫血基因突变检测

多重等位基因特异聚合酶链反应 %/96-)06.366.6.

A0.;)D);0,6F/.43A.;(3)* 4.3;-),*# ET=1':&检测
%

P

珠蛋白生成障碍性贫血的突变基因类型#具体方法

参见文献!!!"

)

!7L7L&端粒酶催化亚单位基因表达的检测&&

(

总:8T的提取'抽取重型
%

P珠蛋白生成障碍性贫

血患儿及粒细胞减少症组儿童的骨髓 # nG /U#无

菌肝素抗凝$一步快速热酚提取总 :8T#!$ K]U琼

脂糖电泳检查总 :8T质量)

)

逆转录合成 ;S8T

在 #?

&

U体系中加入 ? o缓冲液 ?7$

&

U#$7! /,6]U

SHH#7?

&

U##7? //,6]U28H1?7$

&

U##?$

&

K]/U

随机引物 #7$

&

U#总:8T#7?

&

K) 对照管用HQ缓

冲液代替 :8T) %?q变性 L /)*#Gq L /)*) 加入

#$$ V]

&

UEPEU5逆转录酶 !7$

&

U) Lbq孵育

"$ /)*#b$ q延伸 !? /)*)

*

1':扩增 (HQ:H和
%

P

3;-)*引物%JCM'W]M:U公司&的核苷酸序列分别如

下'(HQ:H'上游 ?fP'JJTTJTJHJH'HJJTJ'TTPLf#

下游 ?fPJJTHJTTJ'JJTJH'HJJTPLf#扩增产物为

!G? >0$

%

P3;-)*'上游 ?fPJJJTTHH'TTTT'HJ'TT'JP

JHJTTJJPLf#下游 ?fPJJTTJ'HHTH'TTTJH''H'JP

J''T'TPLf#扩增产物为 %@ >0) 取 #

&

U逆转录产物

进行1':扩增) #?

&

U扩增体系中加入 !$ oH3̀缓

冲液 #7?

&

U##? //,6]UEK'6

#

L7$

&

U##7? //,6]U

28H1#7?

&

U##?

&

/,6]U(HQ:H引物各 !7$

&

U#

? V]

&

UH3̀酶 $7?

&

U和逆转录产物 #

&

U) 在内对

照反应体系中#加入 #?

&

/,6]U

%

P3;-),* 引物各

!7$

&

U) %Gq预热 %$ A后#进入 1':循环'%?q

L$ A#"@q #$ A#b#q G$ A#LL 个循环后#b#q延伸

b /)*) 1':产物行 #$ K]U琼脂糖凝胶电泳)

+

扩

增产物分析 凝胶成像分析系统扫描#计算 (HQ:H]

%

P3;-)* 灰度比值表示 (HQ:H基因相对表达量)

E7GP统计学分析

用 =1== !$7$软件进行统计分析) 首先进行正

态性检验) 数据符合正态分布#则以均数 c标准差

%Kc@&表示) 两组间比较采用;检验#(HQ:H表达量

与外周血血红蛋白量的关系采用 =0.34/3* 直线相关

分析#均为双侧检验#5a$7$?为差异具有显著性)

BP结果

BUEP重型
!

7珠蛋白生成障碍性贫血患儿与粒细胞

减少症患儿骨髓*SL>S表达

重型
%

P珠蛋白生成障碍性贫血组 (HQ:H表达

水平为 $7#%#@ c$7$@L@#明显高于上呼吸道感染所

致粒细胞减少症组%5a$7$!&#但低于 I?"# 株的

$7@#%! c$7$%$@%5a$7$!&#见图 !##)

($?G(
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BUBP重型
!

7珠蛋白生成障碍性贫血患儿骨髓

*SL>S表达水平与外周血血红蛋白量的关系

为了明确重型
%

P珠蛋白生成障碍性贫血患儿

骨髓 (HQ:H表达与外周血血红蛋白的关系#我们进

行了 (HQ:H表达水平与外周血血红蛋白量

=0.34/3*直线相关分析#结果表明 (HQ:H表达水平

与外周血血红蛋白量呈负相关 %:id$7@G!#

5a$7$!#图 L&#回归方程'(HQ:H表达相对水平 i

$7"#L d$7$$? oR>)

!"#$%&

"##$%&

'"#$%&

(##$%&

) ( ' * + " ,

&&图 EP不同组别细胞 *SL>S(>[9的 >S7A?>产物

琼脂糖凝胶电泳分析结果P

E'标准参照物 SU#$$$$!'阴性对

照$#'I?"# 细胞株$L#G'重型
%

P珠蛋白生成障碍性贫血$?'(HQ:H

阳性粒细胞减少症$"'(HQ:H阴性粒细胞减少症

!
"
#
$
"
!
"
#
$

%&%&'()*+,-./0

123456

'()* 237

+

,-.

/-)

/-0

/-*

/

&&图 BP重型
!

7珠蛋白生成障碍性贫血与粒细胞减少症

患儿骨髓*SL>S表达水平P

3'与粒细胞减少症组及I?"# 细胞

株比较#均5a$7$!)

!
"
#
$
"
!

"
#

$

%&'

%&(

%&)

%&*

%&+

(% '% ,% -% .% /% +%%

%&'()012*

&&图 QP重型
!

7珠蛋白生成障碍性贫血患儿血红蛋白水

平与*SL>S表达的关系

QP讨论

端粒酶是一种维持和平衡端粒长度的逆转录酶#

能以自身:8T为模板#合成%HHTJJJ&*重复序列补

充端粒在细胞分裂中的消耗#使肿瘤细胞逃脱衰老*

死亡#成为永生细胞#获得无限增殖的能力) 在急性

白血病*神经母细胞瘤等恶性肿瘤研究中已经证明端

粒酶在肿瘤形成和发展中起重要作用!!#"

) 值得注意

的是分裂旺盛的一些正常组织细胞#如正常的干细

胞#表达低的端粒酶活性#主要是部分补偿有丝分裂

时染色体末端复制问题造成的端粒缩短!!L n!""

)

在干细胞体外实验研究中发现!!b"

#干细胞快速

增殖分裂阶段#端粒酶活性上调) 而细胞因子如集

落刺激因子*血小板生成素#可以上调端粒酶活性和

(HQ:H表达水平#促进 J

$

]J

!

期干细胞进入 = 和

J

#

]E期!!b"

) 但对于机体在应激状态下#如重型
%

P

珠蛋白生成障碍性贫血导致骨髓增生时#骨髓

(HQ:H表达水平是否有变化#如何变化#机体如何

调节 (HQ:H表达#目前仍不清楚) 本研究选择重型

%

P珠蛋白生成障碍性贫血和上呼吸道感染所致的粒

细胞减少症患者为研究对象#半定量 :HP1':检测

骨髓 (HQ:H表达水平#结果表明重型
%

P珠蛋白生成

障碍性贫血患儿 (HQ:H表达水平轻度上调#并且

(HQ:H表达水平上调的程度与贫血的严重程度呈

负相关%:id$7@G!#5a$7$!&) 其机制可能是溶

血时#低水平的血红蛋白刺激#加速肾脏促红细胞生

成素的分泌$促红细胞生成素促进干细胞的增殖#即

J

$

]J

!

期干细胞进入 = 和 J

#

]E期#同时#向红系的

分化#加速红细胞的生成) 由于进入增殖分裂期干

细胞增多#为了部分补偿有丝分裂时染色体末端复

制问题造成的端粒缩短#端粒酶活性上调#(HQ:H

表达水平上调) 另一方面#上呼吸道感染导致粒细

胞减少症#粒细胞减少是由于病毒感染等原因在一

定程度上抑制了骨髓的造血所致#此时#骨髓中造血

干细胞进入增殖分裂期的细胞较少#端粒酶活性相

对下调#(HQ:H表达水平明显低于骨髓处于增生活

跃的急性溶血性贫血病患儿)

综上所述#我们认为机体在应激状态下#机体干

细胞可以在一定程度上调节端粒酶活性和 (HQ:H

表达水平#以便适应内外环境的需要) 同时#由于本

研究未对急性溶血性贫血和粒细胞减少症患儿的

(HQ:H表达与患儿骨髓增生情况的变化进行随访

研究#未检测干细胞的增殖指标#因此#只能从现象

上说明#确切的机制仍需要进一步研究证明)
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