
法#对心肌梗死采取更有效全面的预防(然而#

V"

对

心肌梗死的影响仍然存在着争议#需要更多的研究来

证实(
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诱导多能干细胞在遗传性血液病中的应用与前景

刘
!

益!胡韦维 综述!张鹏辉#审校

"重庆医科大学附属儿童医院检验科
!

$---)$

$

!!

关键词#诱导多能干细胞#

!

遗传性血液病#

!

基因编辑

中图法分类号#

5+)8,/

文献标志码#

(

文章编号#

)#.*90$//

"

*-)8

$

)89*8*#9-$

!!

异基因造血干细胞移植$

OU!&

&是目前根治遗传 性+恶性血液系统疾病的最重要的手段#然而配型成

'

#*8*

'

检验医学与临床
*-)8

年
0

月第
)/

卷第
)8

期
!

'EKQ@>!FAD

!

U@

H

<@IK@C*-)8

!

V:F,)/

!

W:,)8



功率低+易发生急性移植物抗宿主病严重限制了其在

临床治疗中的广泛应用(诱导多能干细胞$

A6U!;

&具

有细胞来源广+可直接从患者自身获得+在体外可诱

导分化为造血祖细胞的优点(随着基因编辑技术不

断发展#靶向修复患者
A6U!;

从而治疗遗传疾病已成

为可能(本文就
A6U!;

在遗传性血液病中的研究进

展作一综述(

$

!

A6U!;

技术

!!

干细胞是指一类具有自我更新能力与多向分化

潜能的原始未分化的细胞群体#因其具有多向分化潜

能#自其发现以来便备受临床研究+再生医学界的关

注#将已分化的体细胞通过重编程技术#使其重回干

细胞状态#一直是国内外科学研究热点(目前常用的

重编程技术有
+

种!核移植$

W&

&+细胞融合+

A6U!;

技术(

A6U!;

技术是新近发明的重编程技术#目前广泛

应用于细胞治疗+药物筛选+毒理测试和研究疾病机

制中(它具有细胞来源广+可直接从患者体细胞中获

得的优点#避免了伦理问题和免疫排斥反应(伴随基

因编辑技术的快速发展#以用
A6U!;

为基础#进行基

因靶向修饰日趋成熟(

*--.

年
&(a(O(UO2

等)

)

*通过逆转录病毒将

YJ<+

"

$

+

U:G*

+

aFB$

+

J9Q

?

J

$

YUaQ

因子&

$

种转录因

子导入人成纤维细胞中#获得了一种在形态+增殖能

力+表面抗原+端粒酶活性及干细胞相关基因表观遗

传状态均与胚胎干细胞相似的细胞#即
A6U!;

(随着

研究不断深入#皮肤成纤维细胞+角质层细胞+小肠上

皮细胞+神经肝细胞+外周血单个核细胞+肝细胞+胰

腺
%

细胞等已被证实可重编程为
A6U!;

%同时
YJ<$

+

U:G*

+

aFB$

+

J9Q

?

J$

种转录因子可以被其他因子如

&@<)

+

U:G+

+

29Q

?

J

等替代)

*9$

*

(去除高致癌的
J9Q

?

J

#

仅用
YJ<$

+

U:G*

+

aFB$+

种转录因子也可将体细胞诱

导为
A6U!;

)

/

*

(而更安全+便捷的化学小分子介导的

体细胞诱导重编程技术也在小鼠内+中+外胚层细胞

中取得成功)

#9.

*

(为
A6U!;

治疗人类疾病奠定了理论

基础(

/

!

A6U!;

在遗传性血液病中的应用

!!

遗传性血液病是由遗传因素导致骨髓造血功能

紊乱的疾病#造血干细胞移植是目前根治遗传性血液

病的重要手段#然而其来源有限+风险极大#临床上常

以对症支持治疗为主#大大降低了患者的生存年限和

生活质量(

A6U!;

的出现为遗传性血液病的治疗带来

了新思路#下面以范可尼贫血+镰刀型细胞贫血病+地

中海贫血为代表#简述
A6U!;

在遗传性血液病中的

应用(

/,$

!

范可尼贫血$

N(

&

!

N(

是一种先天性再生障碍

性贫血#属于常染色体隐性遗传病#患者体细胞对

"W(

交联剂异常敏感#易发生染色体断裂#致骨髓造

血功能衰竭#出现全血细胞减少#常伴有先天性骨骼+

心脏等畸形(长期以来敲除
N(

基因的小鼠无法表

现出人类骨髓三系下降的表型(

*--0

年
5(](

等)

8

*

将包含
V(V

启动子的失活慢病毒转入
N(

患者的成

纤维细胞中进行基因修复#并把包含
YUaQ$

种转录

因子的逆转录病毒导入修复后的细胞中成功获得了

N(9A6U!;

#同
Y60

细胞共培养后得到表型正常的红

系和髓系造血祖细胞#

N(9A6U!;

及分化成红系或髓

系造血祖细胞仍保留对
"W(

交联剂敏感的特点#然

而该实验证实
A6U!;

不能直接从
N(

患者体细胞诱导

获得#必须先将患者体细胞进行修复后方可成功诱

导(随后#

Qb4''45

等)

0

*证明低氧状态下
N(

患者

的体细胞可不经基因修复直接诱导成
A6U!;

(

YU9

%Y5W

等)

)-

*设计 了针对
N(

基因
)/

号 外显子

)$#)!

$

(

的
;

3

5W(

#利用
!52U65

"

!E;0

修补患者

的
A6U!;

#并证实该位点同源重组修复$

O"5

&概率高

于非同源重组修复$

WO4S

&#保证了基因编辑技术治

疗
N(

的精确性与安全性#为将来应用
A6U!;

联合基

因修复技术治疗该病奠定基础(

/,/

!

镰刀型细胞贫血病$

U!"

&

!

U!"

是由点突变引

起
%

珠蛋白第
#

位谷氨酸被缬氨酸替代#导致血红蛋

白结构异常#该病在世界范围内分布广泛#具有高的

致死性和发病率(

*--.

年#

O(WW(

等)

))

*将来自人

源性
U!"

小鼠成纤维细胞诱导成
A6U!;

#电转正常
%

珠蛋白基因至
A6U!;

后#利用拟胚体$

4%

&技术将其分

化为造血祖细胞#再注入回
U!"

小鼠中#最终在小鼠

体内检测到正常
%

珠蛋白基因表达(

gYb

等)

)*

*将包

含了药物筛选位点的
F:G6

序列和锚定突变位点的锌

指核酸酶$

gNW

&序列的质粒转入
U!"

患者$

%

U

"

%

U

&

来源的
A6U!;

中#将
)

条突变的
%

U

修复为正常的
%

(

#

得到了基因型为
%

(

"

%

U

的
A6U!;

#用
!C@

重组酶将

F:G6

序列敲除并分化为红细胞后#可得到
*/[

!

$-[

的正常
%

(

表达(

*-)#

年
'2

等)

)+

*找到一种更高

效+安全的诱导
U!"

患者
A6U!;

方法#他们将
4%

病

毒上的
:CA6

"

4%W()

区连致
O"(>

载体内#解决了

O"(>

载体无法进行重编程的问题#后将包含
YJ<$

+

U:G*

+

aFB$

+

'9Q

?

J

+

'AD9*8

+

H

/+;15W(

序 列 的

O"(>

"

4%V

载体导入敲除病毒编码区的腺病毒中#

降低了腺病毒的毒性和免疫活性#大幅度提高了诱导

效率#利 用
!52U65

"

!E;0

技 术 将 针 对
U!"

的

;

3

5W(

+

!E;0

蛋白及
O"5

单链寡核酸修复模板

$

;;Y"W

&注入
A6U

细胞系中#修复效率高达
#.,0[

$

%

(

"

)

%

Ù

%

(

*

&(修复后的
A6U

细胞行全基因组测序未

发现肿瘤抑制基因或其他致病基因改变#这为修复患

者来源的
A6U!;

提供了快速+高效+安全的方法#也为

治疗其他基因突变疾病奠定基础(

/,'

!

%

9

地中海贫血
!

%

9

地中海贫血是常见的遗传疾

'

.*8*

'
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病#由
%

珠蛋白基因的缺失或突变引起#正常
%

珠蛋白

的减少致使血红蛋白不能携带足够氧气满足机体代

谢需要#中间型+重型患者常需终生输血+祛铁治疗(

*--0

年#

]4

等)

)$

*成功获得了
%

9

地中海贫血患者成纤

维细胞来源的
A6U!;

#同时还将来自
%

9

地中海贫血胎

儿产前基因筛查的羊水或绒毛细胞诱导成
A6U!;

%最

近#

A6U!;

也被证实可由
%

9

地中海贫血患者的外周血

或脐带血细胞产生)

)/

*

#为日后治疗胎儿重型地中海贫

血提供了重要平台(

P(Ŵ

等)

)#

*用同源重组的方法

修复了
%

9

地中海贫血患者来源的
A6U!;

#将修复后的

A6U!;

定向分化为造血祖细胞并注入免疫缺陷鼠中#

成功检测到人正常
%

珠蛋白表达(

Q(

等)

).9)8

*先后

应用转录激活因子效应物核酸酶$

&('4W

&技术和

gNW

技术修复了
%

9

地中海贫血患者
A6U

细胞株上
%

9

珠蛋白的基因突变#修复后的
A6U!;

仍具有正常核型

与多向分化能力#同
Y60

系统共培养后可向红系分

化#应用外显子测序技术检测
gNW

修复前+修复后及

向造血祖细胞分化时的
%

9

地中海贫血
A6U!;

发现#基

因突变多发生于重编程和基因修复过程中#与
A6U!;

的传代次数和培养时间无关(随着
!52U65

"

!E;0

技

术的发展#

A6U!;

技术与
!52U65

"

!E;0

技术联合治疗

%

9

地中海贫血相关研究被不断报道#

'2b

等)

)0

*应用

!52U65

"

!E;0

联合小分子化合物修正
%

9

地贫
A6U!;

突变的
%

9

珠蛋白基因#在保证修正后细胞保持正常核

型与完全多能性的同时#提高了修正效率且无脱靶作

用#为应用
!52U65

"

!E;0

联合
A6U!;

治疗血红蛋白

病提供了新方法(

i24

等)

*-

*将
!52U65

"

!E;0

与
H

A

3

9

3?

%EJ

技术相结合#在修复
%

9

地贫
A6U!;

后不残留基

因痕迹#为未来应用
A6U!;

治疗地中海贫血提供了有

力依据(

'

!

展
!!

望

!!

A6U!;

技术为治疗血液系统疾病的提供了新的方

向#但将其投入临床治疗尚需克服很多难关(首先#

分化后的靶细胞移植入体内后其分化方式和分化机

制仍有待研究#同时
A6U!;

也存在着诱导效率低和安

全性问题(随着研究的进一步深入#现已发现诱导过

程中表达细胞周期蛋白
%)

+细胞周期蛋白依赖性激酶

)

+抑癌基因
H

/+

+细胞周期调节基因
2Wa$(

抑制剂

和某些特定的
IA5W(

可提高诱导效率#而与体细胞

相比#成体干细胞更易转变为
A6U

细胞)

*)9*+

*

(同时#

细胞因子载体也由最初的逆转录病毒改为更安全的

腺病毒+仙台病毒+质粒等(近年来#降低外源基因随

机整合的实验方法也获得了成功#相信随着对重编程

过程和表观遗传状态研究的逐步加深#人们可以找到

更安全+高效的诱导方法)

*$

*

(

A6U!;

技术与基因编辑

技术+基因表达调控技术相结合后将为遗传性血液病

的治疗开启新的篇章(
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在风险评估后的
/

个月内未发现该类风险事件#但由

于该风险事件的风险严重程度较高#检测度非常低#

风险系数较高#故建议仍纳入下一轮高风险控制项

目#继续进行监测(

'

!

讨
!!

论

!!

风险评估的目的在于不断地完善和持续改进实

验室质量管理水平#降低或消除实验室的风险#保证

患者医疗过程的安全性(鉴于急诊肌钙蛋白检测结

果在心肌梗死疾病的诊断和治疗中重要作用#实验室

选择了该项目作为风险管理的首选项目#利用风险管

理工具结合本实验室实际工作建立了急诊肌钙蛋白

检测的风险管理程序#根据帕累托分析法确定了关键

环节的潜在风险事件#对识别出的高风险事项制订了

控制和监控措施(目前发布的关于风险管理的指导

性文件中#存在评估标准不统一的问题#这样会导致

不同的实验室对相同风险事件的评估结果不同#郝晓

柯等)

))

*将质量指标与风险管理进行整合为风险管理

的提供了新的思路#本研究利用实验室质量指标对风

险评估中的高风险项进行监测和评价#不但防止了风

险事件对检验结果造成不良影响#还能通过质量指标

值的变化直接对质量改进计划的效果进行客观评价(
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