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大鼠骨髓增生异常综合征基因治疗及其机制研究
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摘!要!目的!应用反基因 @5:?V\寡核苷酸+-3C,产品对大鼠骨髓增生异常综合征+93E,动物模型进行基因治疗!观

察其疗效和可能的毒性反应" 方法!尾静脉注射或口服治疗" 对 .' 只动物应用不同给药方法和剂量进行治疗" +",尾静脉注

射给药!以常规剂量+3,*0($PXDaX和 *0( o3两个剂量对 "% 只大鼠 93E 进行治疗" 并以 & 只未经任何治疗的 93E 为对照"

在 ' /) 个月的观察期!"% 只大鼠 93E 均有骨髓原始和早幼粒细胞百分比+1,的下降!其中!#.0"1+"$D"%,大鼠骨髓象恢复正

常或接近正常*对照组 & 只 93E!) 只从 <F发展为 <F̀ \!. 只死于内脏出血!未见逆转为正常者" +',口服用药 ". 只动物!分别

以 " o3#*0( o3和 *0'( o3) 种不同剂量" 结果!仅 " o3有效!其余 ' 种剂量均无效" +),将反基因 @5:?V\寡核苷酸与 ]R2

寡核苷酸联合应用!对 93E#F̀ _和 F9_进行尾静脉注射治疗!发现此 ' 种寡核苷酸治疗!显效时间明显缩短" 但上述方案仅对

93E 和 F̀ _有效!而对 F9_则无效" +.,疗效原理研究证明!反基因 @5:?V\-3C能抑制大鼠 93E 中白血病的发展!而中心错

配的反基因 @5:?V\-3C和正基因 @5:?V\-3C则不能" 结论!在 *0($PXDaX剂量下!此产品对大鼠 93E!不论静脉注射或口

服用药均有明显的疗效!且毒性不显" 治疗恢复期间大鼠平均体重增加 #&X且生育能力完好!说明此产品具有临床应用价值*反

基因 @5:?V\-3C通过形成巩固三链 3CF结构!抑制内源性 @5:?V\表达和扩增!从而显示疗效"

关键词!大鼠 93E!反基因!@5:?V\!-3C!基因治疗
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!!我们以往曾应用禽类原始红细胞增多症+>[O>M :Q

?HWN?AVB>=WA=O=,病毒癌基因 @5:?V\和 @5:?V\dF作

探针!进行 EATWN:?M 印迹杂交!证明人类骨髓增生异常

综合征+PH:BA;H=VB>=WOL=HM;?AP:! 93E,和白血病以及

大鼠 93E 和红白血病具有相同的 ]5:?V\重排D扩

增
/" /)0

" 应用@5:?V\4]<和@5:?V\寡核苷酸原位

杂交技术!均证明其结果具有发病学和诊断学意义!并

为病例细胞遗传学检查以及随访结果所支持" 从而!

确定用反基因 @5:?V\寡核苷酸+ ABOXA;:AIHMTLB:AWOQ

;:=! -3C=,对大鼠 93E 进行基因治疗研究"

我们设计并合成的反基因 @5:?V\寡核苷酸!经

硫代磷酸修饰以便抵抗核酶的消化作用!使其达到细

胞核内内源性 @5:?V\的靶位置!并形成三链牢固结

合状态" 从而实现对其复制和扩增的有效抑制" 我

们曾报道过应用反义 @5:?V\寡核苷酸对 ( 只大鼠

(#'"(
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93E 进行基因治疗!取得初步但令人振奋的结果
/.0

"

现通过对 .' 只大鼠 93E 不同剂量和不同给药途径

的治疗!结果表明上述反基因 @5:?V\寡核苷酸能有

效地的降低大鼠 93E 骨髓原始和早幼粒细胞的百分

比!现报道如下"

材料与方法

"0动物模型)应用二甲基苯蒽 +39\F,诱发 +O=W>?大鼠

93E" 所用剂量为 )(PXDaX!每周 " 次!共计 ) 次!) /. 个月

后发生 93E 或白血病!少数发生肉瘤" 建模型的方法详见参

考文献/)0" 并证明它与人类 93E 和白血病有相同的 ]5

:?V\重排D扩增以及 C5?>=点突变" 大鼠 93E 包括 <F#

<F̀ \和 <F̀ \Z) 个亚型" 难治性贫血 +<F,可发展为原始

和早幼粒细胞增多的 <F!即 <F̀ \和转化中的 <F̀ \!即

<F̀ \Z和白血病+F_," 主要依据大鼠股骨骨髓原始和早幼

粒细胞百分比来判断" 采用大鼠 93E 进行基因治疗研究!其

突出优点是大鼠可以在活体情况下做治疗前后多次骨髓穿刺

而不必杀死动物" 这是小鼠模型做不到的"

'0给药方法)+",尾静脉注射)用 )1巴比妥钠注射液 *0)

/*0(PB腹腔注射!将 93E 大鼠麻醉以便做尾静脉注射" 使

用前用无菌生理盐水溶解上述寡核苷酸粉针剂备用" 剂量

+3,为 *0($PXD+aX(;, +" o3,或 *0'&PXD+ aX( ;, +*0( o

3," 连续给药 ) 天为 " 个疗程" ' /) 个月后做骨髓穿刺!检

查骨髓象变化并观察疗效" 观察和诊断指标参照人类 93E

诊断和分类标准进行
/.0

" +',口服给药)根据 93E 大鼠日平

均饮水量!将反基因 @5:?V\寡核苷酸溶解于自来水中供其

饮用!并照常喂养" 剂量为 *0($PXD+ aX(;,!连续饮用 ) 天

为 " 个疗程" 观察和判断疗效标准同上"

结!!果

"0尾静脉注射给药治疗 )以" o3和*m( o3两

个剂量治疗 "% 只大鼠 93E!并以 & 只大鼠 93E 为空

白对照" 发现在 ' /) 个月观察期内!"% 只治疗鼠骨

髓原始和早幼粒细胞百分比均有下降+表 ",!原始和

早幼粒细胞从平均 #0$1下降到 )0$1+'n*0*","

其中 #.0"1+"$D"%,骨髓象恢复正常或接近正常+表

'," 治疗观察期动物体重平均增加 #&X!且生育能力

完好" 空白对照组 & 只 93E 中!) 只从 <F发展为

<F̀ \!. 只死于内脏出血!未见 93E 逆转为正常

者" !

表 '(基因治疗前后 8$"大鼠骨髓形态观察

93E 大鼠 93E 亚型 剂量
原始d早幼粒细胞

百分比减少+范围,

#% 5\5* <F̀ \ " o3 "*0( +")0( /)0*,

\5"

%

<F̀ \ " o3 ".0* +"(0* /"0*,

\5. <F̀ \ " o3 (0*+""0* /$0*,

F5. <F̀ \ " o3 (0*+"%0* /"'0*,

]5' <F̀ \ " o3 .0*+#0* /(0*,

]5& <F̀ \ " o3 .0*+&0* /.0(,

35) <F̀ \ " o3 %0*+")0* /$0*,

35( <F̀ \ " o3 %0*+#0( /'0(,

\5' <F̀ \ " o3 '0(+%0* /.0(,

`5( <F̀ \ " o3 )0*+$0( /)0*,

35. <F̀ \ " o3 .0*+$0( /'0(,

35" <F̀ \ " o3 %0(+#0( /'0*,

35' <F̀ \ " o3 &0(+""0( /)0*,

#& 5\5( <F " o3

.0*+(0* /"0*,

%%

\5" <F̀ \ " o3 $0*+%0* /"0(,

#& 5]5) <F̀ \ *0( o3 )0* +$0* /)0*,

\5' <F̀ \ *0( o3 (0( +#0( /.0*,

!!

%该大鼠观察期间死于炎症*

%%该大鼠发生肉瘤并转移到骨髓!

F5. 大鼠基因治疗后原始 d早幼粒细胞百分比没达到正常水平

表 ,(55 只大鼠 8$"基因治疗方案和结果

分组 方法 动物数 + %, 剂量 原始 d早幼粒细胞百分比减少 骨髓象正常 显效期

F

尾静脉注射

@5:?V\

"%

'

" o3

*0( o3

"%D"%

' D'

"$ D"%

' D'

" /) 个月

" /) 个月

\

口服用药

@5:?V\

&

.

'

" o3

*0( o3

*0'( o3

&D&

*D.

*D'

%D&

*

*

" /) 个月

" /) 个月

" /) 个月

!!F组治疗后 & /"' 个月未见 93E 复发或发展为白血病

!!'0口服给药治疗)以 " o3#*0( o3和 *0'( o3)

种剂量分别对 ". 只大鼠 93E 进行治疗" 在相同的

观察期内!仅 " o3剂量组 & 只 93E 有效!其余 ' 个

剂量组均无效+图 ","

)0复方韦尔柏反基因寡核苷酸治疗)以上 ' 种治

疗均以单方韦尔柏+@5:?V\,反基因寡核苷酸进行

治疗" 为了探讨免疫刺激剂即 ]R2寡核苷酸在治疗

中的作用!我们将上述 ' 种寡核苷酸联合应用!对 )

只大鼠进行治疗!其结果见表 )" 从表 ) 可见!联合

应用治疗 93E!显效时间明显缩短" 复方对 93E 和

F̀ _有效!但对 F9_无效"

.0@5:?V\反基因寡核苷酸疗效原理探讨)

+",正基因和反基因 @5:?V\寡核苷酸对大鼠 93E

骨髓的影响)上述 ' 种 @5:?V\寡核苷酸对两只

93E 5<F̀ \治疗结果见图 '" 从图 ' 可见!' 只大

鼠93E 5<F̀ \+ 即原始细胞增多型难治性贫血

(*)"(
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图 '(大鼠 8$"口服反基因 #*<2H%寡核苷酸治疗

显示骨髓原始及早幼粒细胞百分比的下降

+<F̀ \,!正反基因 @5:?V\寡核苷酸治疗后 ' 个月

内!它们骨髓原始细胞百分比均有下降" 但此后!正

基因寡核苷酸治疗者!原始细胞在 " 个月内快速增加

到 '*1 以 上! 达 到 急 性 白 血 病 诊 断 水 平 + 即

<F̀ \Z,!而反基因寡核苷酸治疗则不能" 说明反基

因寡核苷酸有抑制骨髓原始细胞增多的功能" +',

反基因 @5:?V\寡核苷酸+\

"

,及中心错配的反基因

@5:?V\寡核苷酸 +9,对大鼠 93E 骨髓影响)应用

上述 ' 种的反基因 @5:?V\寡核苷酸对 ) 只大鼠

93E 治疗结果见图 )" 从图 ) 可见!反基因 @5:?V\

寡核苷酸治疗后!大鼠骨髓原始细胞快百分比快速下

降+箭头所示,而中心错配者+9,与未治疗者+],一

样!骨髓原始细胞百分比继续增加!说明中心错配可

以使本来有效的寡核苷酸+\

"

,失去作用!这是因为

它与靶位置无法牢固结合的缘故"

表 5(复方韦尔柏注射液治疗结果

病鼠 诊断 给药后时间+天,

原始 d早幼粒细胞百分比

给药前 给药后
给药方案

"

'

)

<F̀ \

F̀ _

F9_

"*

%

".0(

"$0*

.&0*

'(0(

'0*

"0(+2,

.0(+2,

正常+ ,̀

)%0*+2,

$0*+ ,̀

@5:?V\d]R2

@5:?V\d]R2

@5:?V\d]R2

!!2k粒系*`k红系*<F̀ \)原始细胞增多型 <F+难治性贫血, *F̀ _)急性红白血病#F9_急性髓细胞白血病" F̀ _可发展为 F9_

图 ,(大鼠 8$"尾静脉注射治疗

显示反基因和正基因 @5:?V\寡核苷酸不同的作用"

虚线示正基因!实线示反基因治疗!

讨!!论

"0我们发明的专利产品111韦尔柏 +@5:?V\,

反基因寡核苷酸是在应用 @5:?V\正基因 -3C中作

探针!对 93E 骨髓细胞涂片做原位杂交并证明其杂

交信号具有诊断和发病学意义的基础上设计使用的"

图 5(大鼠 8$"尾静脉注射治疗

显示不同的寡核苷酸的不同作用!\

"

为反基因 @5:?V\!

9为中心错配的 \

"

!]为空白对照组

!

反基因 @5:?V\-3C的对大鼠 93E 的有肯定治疗

作用!符合我们的设计理念!也符合内源性 @5:?V\

基因的突变和扩增是白血病致病基因异常的结

论
/( /&0

" !下转第 "." 页"
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现" 鉴于上述这些具体情况!我们在教学过程中!安

排受训者适当的涉猎困难气管插管技术"

%0考核方法)培训结束后的考核内容涵盖气管插

管前准备#开放上呼吸道手法#气管插管以及简易呼

吸囊的使用方法等!同时结合一些理论知识的提问!

而气管内插管操作统一在模拟人上进行!经考核!所

有受训者得分均达 &* 分以上"

三#培训所取得的成效

经过一系列的培训!目前我院部分临床科室如急

诊科#重症监护科#呼吸内科等已经实现自主建立人

工气道" 其他科室对呼吸道管理都有不同程度的掌

握!所有临床科室住院医师在临床心肺复苏时都能掌

握手法开放上呼吸道!并同时使用简易呼吸囊进行人

工通气!在等待麻醉科医师前来建立人工气道的时间

里!都能对患者进行有效通气!提高了抢救的成功率"

四#总结与体会

通过数年来的教学实践与思考!我们总结了一些

经验体会" 呼吸道管理是一项重要的临床技能培训!

为提高教学质量!我们在教学过程中尽量做到)

#

承

担教学的部门必须先对受训者的呼吸道管理水平做

一个调研和评估!制定明确的教学计划!并通过医院

行政部门规定实施!使教学覆盖面广*

$

目前大部分

新毕业住院医师具有学历高#接受能力强的特点!在

教学中!无论是教学备课或是实战备课!都不只停留

在肤浅的层面!做到和受训者有深入的互动计划!提

高学员的学习兴趣*

%

教学期间注重 &虚'#&实'结

合!也就是把理论知识和实物或影像紧密联合在一

起!在较短的时间里让学员进入学习状态!提高学习

效率*

'

在技能培训的基础上进行观念的改造!在教

学中!我们打破了呼吸道管理培训等于气管插管培训

的常规思维!首先对学员强调&围插管期'物品准备#

通畅上呼吸道#简易呼吸囊使用等方面的重要性*然

后引入了麻醉科一些简单#实用的器械和使用技术!

对传统技术做重要的补充*最后我们在学员熟练掌握

该项技能的基础上!结合基本解剖知识!为学员培养

新的建立人工气道的理念"
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!!'0反基因 @5:?V\-3C进入体内之后!必须达到

靶位置并形成牢固的三链结合状态!才能起到抑制内

源性 @5:?V\基因的转录和扩增的作用" 我们对有中

心错配的 @5:?V\反基因 -3C的试验初步说明!如果

这种结合不巩固或不结合!疗效就不可能发生"

)0迄今为止!国内外大多数实验室都用逆病毒或

腺病毒作载体!将正常基因导入体内的模式作基因治

疗" 它们均存在许多问题!且疗效并不理想" 我们摈

弃这些模式!采用反基因 -3C技术进行白血病前期

基因治疗取得满意结果!说明白血病前期致病基因单

一!可能仅有内源性 @5:?V\" 我们相信我们的技术

路线是对的!因为我们是在阐明白血病等癌症病因#

发病和癌变原理的同时开展上述基因治疗的" 况且!

我们的技术用于高发区食管癌早期治疗已取得满意

结果!并受当地医患所欢迎
/#0

"

.0近年来!国际上许多研究证明!表皮生长因子

受体 + 2̀Y<,与肿瘤发生#发展#浸润#转移关系密

切" 针对 2̀Y<的单克隆抗体和针对 2̀Y<5Z6+酪

氨酸激酶,的小分子抑制剂在肿瘤治疗中取得一定

疗效" 特别是它辅助放化疗提高疗效并改善病人生

存质量" 内源性 @5:?V\即为 2̀Y<5Z6基因" 我

们的 @5:?V\反基因 -3C在动物模型和病人身上均

取得满意疗效且毒性不明显!说明它可能有广泛的应

用前景!特别是对早期癌症的基因治疗和预防具有独

特的优势" 相比之下!当今流行的肿瘤放化疗毒性太

大!几乎不可能!也不应当应用于癌症早期"
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