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中药益髓生血颗粒对13一珠蛋白生成障碍性
贫血患儿基因表达的影响

柴立民1 吴志奎1 张新华2蔡辉国3

摘要 目的探讨益髓生血颗粒治疗j3一珠蛋白生成障碍性贫血的作用机制。方法 观察20例患儿治

疗前后血红蛋白(Hb)、红细胞(RBC)、网织红细胞计数(Ret)和胎儿血红蛋白(HbF)的改变；选取3例有效病

例，通过mRNA差异显示技术(DDRT—PCR)研究益髓生血颗粒对J3一珠蛋白生成障碍性贫血患儿骨髓有核细

胞的基因表达差异。结果 与治疗前比较治疗后患儿各项血液学参数均有提高(P<0．05或P<0．01)；患

儿骨髓有核细胞的铁蛋白基因表达明显降低。结论 益髓生血颗粒可以改善患儿的临床症状，明显降低患

儿铁蛋白基因的表达，有效缓解患儿体内铁的蓄积，这可能是益髓生血颗粒治疗本病的分子机制之一。

关键词 益髓生血颗粒；B一珠蛋白生成障碍性贫血；mRNA差异显示技术；铁蛋白
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Abstra“ objective Tb investigate the mechanism of Yisui Shengxue granule(YSG)in children with p—

thalassemia．Methods The changes of hemoglobin(Hb)，red bl∞d cells(RBC)，reticulocyte(Ret)and fetal

hemoglobin(HbF)of 20 children with p—thalassemia were measured before and after treatment．The effect of

YSG on gene expression in myelo—karyocytes in 3 selected children treated effectively by YSG was detemined by

using DDRT—PCR．R鹪ults The hematologic parameters were significantly enhanced and the ferritin gene ex—

pression declined after treatment reSpectively，as compared with those before treatment，the difference were sig—

nificant(P<0．01 or P<0．05)．Conclusion YSG could improve the clinical symptoms of children with p—tha—

lassemia． One of its therapeutic mechanisms may be its action in decreasing ferritin gene expression So as to ef—

fectively relieve the accumulation of iron in body．

Key words Yisui Shengxue granule；p—thalassemia；mRNA differential display；ferrintin

B一珠蛋白生成障碍性贫血(B—thalassemia)又称p一

地中海贫血，是由于B一珠蛋白合成抑制而引起的溶血

性贫血，也是最常见的遗传性疾病之一。本病是危害

最为严重的血红蛋白病，临床上缺乏有效的治疗措施，

一般预后较差。近年来，我们开展益髓生血颗粒治疗

|3一珠蛋白生成障碍性贫血的研究，取得了较好的临床

疗效u。1。为了进一步探索中药治疗的作用机理，我

们从2001年12月一2003年3月选取20例8一地中海
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贫血患儿，在益髓生血颗粒治疗3个月后，观察患儿各

项血液学参数的改变，以确定临床疗效。选取有效的

病例，采用mRNA差异显示技术(DD RT—PCR)，观察

本病患儿益髓生血颗粒治疗前后骨髓有核细胞的基因

表达差异。

临床资料

按照张之南主编的《血液病诊断及疗效标准》及

“第四届国际血红蛋白基因相关会议”制定的B一珠蛋白

生成障碍性贫血诊断标准选择病例H’5’。

1轻型(1)临床表现：无症状或有轻度贫血症

状，肝脾无肿大或轻度肝大。(2)实验室检查：血红蛋

白(Hb)稍降低或正常，末稍血中可有少量靶形红细

胞，红细胞轻度大小不均，血红蛋白A2(h喇lobin
A2，HbA2)>3．5％，胎儿血红蛋白(fetal hem()globin，

 万方数据
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HbF)正常或轻度增加(<5％)。(3)遗传学：父或母为p

珠蛋白生成障碍性贫血杂合子，患儿为杂合子(_8+)。

2 中间型 (1)症状和体征介于重型和轻型8一珠

蛋白生成障碍性贫血之间。(2)实验室检查：Hb<80

g几，呈小细胞低色素性贫血；红细胞形态不一、大小

不均，有靶形红细胞(>10％)，网织红细胞增多。骨髓

中红细胞系统极度增生。(3)遗传学：父或母为8一珠蛋

白生成障碍性贫血杂合子，或父或母为0一珠蛋白生成

障碍性贫血杂合子，但其中一方HbF持续存在；或父

母中一方为G一珠蛋白生成障碍性贫血杂合子，而另一

方为a珠蛋白生成障碍性贫血。

3排除(1)非|3一珠蛋白生成障碍性贫血，或重

型者(有贫血、黄疸、肝脾肿大；患者发育不良、智力迟

钝，有骨骼改变如颧骨隆起、眼距增宽、鼻梁低平，X线

可见外板骨小梁条纹清晰呈直立毛发样等)。(2)治疗

过程中，进行输血或其他治疗者。(3)未完成1个治疗

周期(3个月)者。

4一般资料20例，男12例，女8例；年龄9～

12岁，平均(10．15±1．09)岁；病程4～9年，平均

(6．15±1．79)年；贫血程度：轻型组(Hb 80～100 g／L)

6例，中间型(Hb 60～80 g／L)14例。因目前临床上没

有治疗本病的特效药物，故本研究未设对照组。

方 法

1治疗方法 中药益髓生血颗粒(由山萸肉、熟

地黄、补骨脂、何首乌、阿胶、鳖甲、黄芪、当归等11味

药物组成，每袋109，每克相当于生药量2．279，中国中

医研究院广安门医院制剂中心制备)每次109，每天3

次，连续服用3个月。观察期间停用其他治疗药物，不

进行输血治疗。

2血液学参数检测 治疗前后分别检测Hb、红

细胞(RBC)、网织红细胞(Ret)计数、HbF。同时检查

其他常规指标和观察药物的不良反应。

3基因表达差异检测 采用mRNA差异显示实

验(又称differential display reverse transcriptase poly—

merase chain reaction，DD RT—PCR)，即从有效病例中

选取3例患儿抽取骨髓，Percoll细胞梯度分离液分离

有核细胞；异硫氰酸胍一步法提取有核细胞总RNA，

反转录成cDNA；锚定引物单引物PCR扩增，增加模

板量，锚定引物序列：ATACGACTCACAATAGGGCG

(ATcG)CAG(ATcG)G(ATcG)(黑体字所示为4种碱

基中的任意一种)。随机选取引物20条，同位素7—32P

ATP标记引物，PCR扩增后，聚丙烯酰胺凝胶电泳

(ployacryIamide gel electrophoresis，PAGE)分离扩增条

带；放射自显影后，筛选有差异的表达条带，送测序后，

Gene Bank查询，鉴定基因归属；若属于功能基因，则

进行Northem Blotting反向验证。

4统计学方法 采用SPSS 10．0统计分析软件

进行￡检验。

结 果

1 临床疗效本组20例均有效(患儿临床症状

得到改善，Hb、RBC、Ret、HbF有不同程度的提高，疗

程结束后，患儿输血次数减少，贫血得到缓解)。

2临床症状改善情况 所有患儿经中药治疗后

贫血症状明显改善，厌食、倦怠、乏力等症状均有好转。

3不同病情程度患儿治疗前后血液学参数测定

结果 见表1。轻型患儿治疗后的Hb、Ret与治疗前

比较差异有显著性(P<0．05)；中间型患儿治疗后各

项血液学指标(Hb、RBC、Ret、HbF)与治疗前比较差异

有显著性(P<0．01)。两型患儿HbF差值比较差异

有显著性(P<0．01)。提示中药治疗对中间型患儿的

疗效优于轻型患儿。

表1 不同病情程度患儿治疗前后血液学参数

测定结果比较 (岳±s)

霾凄时间 (舞)覆犷丽万矿i五五百
(6)治疗后101．83±10．80*

4．41±0 27 0．062±O．017 0．28±0．03

4．68±0．39 O 087±0．023。 O．28±0．03

差值 12．71±7．47 O．56±O．34 O．030±O 038 O 05±O 05

中间型治疗前69 36±5 00 3 40±0 34 O 078±0．062 0．26±0．13

(14)治疗后83．07±8 99**3．96±0．31**0．109±O．089**0．31±0 13**

差值 13 50±9．73 O．26±0．33 0 024±0．018 0 02±0．03△

注：与本型治疗前比较，”P<0．05，”P<O．01；与轻型差值比

较，6P<0．01；( )内数据为例数

4治疗前后骨髓有核细胞基因差异表达 根据

放射自显影后的图谱显示，从凝胶上回收差异条带，

PCR扩增获得目的片段，琼脂糖凝胶电泳鉴定扩增结

果(见图1)。PCR产物测序结果进入Gene Bank查

询，发现有1条差异片断(见图2)序列与铁蛋白基因

部分序列(ferritin heavy chain subunit mRNA)相吻合

(见图3)，具有同源性；反向Northern Blotting验证了

这一结果(见图4)。

5不良反应情况所有患儿在服药期间，除有2

例出现便秘症状外，未见有其他不良反应发生。

讨 论

B一珠蛋白生成障碍性贫血患者血红蛋白的合成不

足，不能生成成熟的红细胞，长期有规律的输血是十分

必要的。血液中未成熟红细胞分解，骨髓红系细胞造

血旺盛，加之长期输血，会导致体内铁负荷过重。如果

 万方数据
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注：1为DIJ2000 DNA marker：2～10为所切下来的差

异条带的PCR产物

图1 琼脂糖凝胶电泳鉴定扩增结果

注：1患儿治疗前的骨髓血有核细胞的PCR产物；2患

儿经疗后骨髓有核细胞的PCR产物；箭头所示为有表达差

异的片段

图2 PCR产物电泳差异条带显示图谱

Query：12 agctctcccatatggtcgacctgcaggcggccg 44

l||II I|I|I Il l||l

Sbjct：707 agctctccc—tatggtcgacctgcaggcggccg 676

图3差异片段序列与目的基因序列部分对照图谱

l 2 3 4

注：1、2为治疗前样品，3、4为治疗后样品

图4 cDNA与探针杂交图谱

不给予积极的去铁治疗，会造成体内多脏器的细胞毒

性，进而出现多脏器器质性病变，心力衰竭是导致患者

死亡的主要原因№’引。长期维持去铁剂治疗可能会产

生与去铁剂相关的不良反应，去铁剂进入细胞内可以

抑制含铁酶的功能，提高铁介导的自由基的损害旧’。

铁鳌合剂还可以使重型地中海贫血患者某些体液免疫

功能的改变，体内抗组蛋白抗体显著升高∽’。

根据中医辨证论治，本病属于虚劳、血虚汪范畴，

病机多为肾精亏虚、脾。肾两虚、气血不足，又有气虚血

滞，多为虚实夹杂，以虚为主的特点。益髓生血颗粒是

根据中医的肾藏精生髓理论，结合临床实践，研制出的

具有滋肾养阴、益精生血、健脾益气、理气消痞作用的

益髓生血颗粒剂，方中山萸肉、何首乌补肾填精，益气

养血以为君；熟地黄、补骨脂、阿胶、鳖甲、黄芪、当归等

药配合君药共奏补肾填精、益气生血之功。临床研究

结果显示，益髓生血颗粒能明显改善患者的临床症状，

减少输血量，能明显提高Hb，诱导HbF合成增加，代

偿因_13一珠蛋白基因缺陷而造成Hb的生成不足，有效

地缓解贫血症状，显示出较好的临床疗效。

我们通过DD RT—PCR技术，分析在益髓生血颗

粒治疗前后，患儿骨髓有核细胞的基因表达差异。患

儿经过益髓生血颗粒剂治疗3个月后显示患儿的铁蛋

白基因表达明显降低。由此我们可以认为，益髓生血

颗粒剂治疗改变了患儿的铁蛋白基因的表达和翻译，

有效的缓解了患儿因为未成熟红细胞的裂解，骨髓红

系造血旺盛等多种原因造成的体内铁的蓄积，改善了

患儿的临床症状。
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别直参联合麝香保心丸治疗稳定型心绞痛60例
杨高旺

2001年1月一2004年12月我们采用别直参联合麝香保

心丸治疗稳定型心绞痛60例，并与单用西药常规治疗的60例

作对照，现报道如下。

临床资料120例均为我院住院的稳定型心绞痛患者，诊

断符合wHo标准，并具有至少3个月劳累型心绞痛病史，心绞

痛发作每周≥5次，经休息或舌下含硝酸甘油可缓解。排除合

并休克或血压低于12／8kPa者。按住院先后顺序随机将患者

分为两组，治疗组60例，男4l例，女19例；年龄49～78岁，平

均(59±7)岁；病程5～12．5年，平均(8±3)年。对照组60例，

男39例，女21例；年龄48～76岁，平均(58±8)岁；病程5．5～

12年，平均(8±2)年。两组患者资料比较差异无显著性(尸>

0．05)，具有可比性。

方法两组均给予必要的基础治疗，如镇静、吸氧、休

息、能量，心绞痛发作时给予硝酸甘油等。治疗组在此基础上

给予麝香保心丸(上海中药制药一厂生产)2粒，每天3次，别直

参(产地朝鲜)39舌下含服，每天1次。对照组给予极化液，两

组均治疗15天。观察治疗前及治疗后3、6、10、15天心电图，

计算NsT及∑sT，并观察记录临床情况，如心绞痛发作频率，

持续时间及疼痛程度与不良反应，同时记录心率、血压及平均

动脉压。全部患者治疗前后检查血、尿、粪三大常规和肝肾功

能等。统计学方法：采用t检验。

结 果

1疗效评定标准 显效：心绞痛基本消失或发作次数和

持续时间较用药前减少≥80％，静息心电图原有缺血性ST段

恢复>0．1mV或sT段恢复正常；有效：心绞痛发作程度和次

数减少50％～80％，心电图ST段恢复0．05～0．10mV或主导

联T波变浅50％以上或由平坦转为直立；无效：未达到有效标

准者。

2两组患者临床疗效比较 治疗组60例，显效40例

(66．7％)，有效11例(18．3％)，无效9例(15．0％)，总有效率

为85．0％。对照组60例，显效23例(38．3％)，有效16例

(26．7％)，无效21例(35．O％)，总有效率为65．0％。两组总有

效率比较差异有显著性(P<O．01)。

作者单位：浙江省永康市红十字会医院心内科(浙江321300)

3两组患者治疗前后心绞痛发作次数(次倜) 治疗组

治疗前为15．6±2．8，治疗后为6．9±2．2；对照组治疗前为

15．2±2．4，治疗后为9．0±2．3，治疗后两组心绞痛发作次数比

较差异有显著性(P<0．01)。两组治疗前后心率、平均动脉压

比较，差异无显著性(P>0．05，具体数据略)。

4两组患者心电图疗效比较 治疗组60例，显效32例

(53．3％)，有效14例(23．3％)，无效14例(23．3％)，总有效率

为76．7％。对照组60例，显效18例(30．0％)，有效12例

(20．0％)，无效30例(50．0％)，总有效率为50．O％；两组总有

效率比较差异有显著性(P<0．01)，两组治疗前后NsT及∑

ST差值比较差异有显著性(P<0．Ol，见表1)。

表1 两组治疗前后NST及∑ST测定结果比较(j±s)

注：与对照组比较，。P<0．01

5不良反应治疗组未见明显不良反应发生。对照组有

1例出现轻微的低血糖反应。

讨论 中医学认为本病属“胸痹”、“真心痛”范畴，由于

各种原因导致的心脉凝塞，气血瘀滞，不通则痛为主要病机，多

见于老年患者。麝香保心丸具有活血化瘀、温经止痛之功效，

还有扩张冠状动脉，改善冠脉血流、减慢心率、降低心肌耗氧量

等作用，有利于调节和维持心肌氧代谢及能量代谢，消除左心

室肥厚的诱发因素。别直参具有大补元气，复脉固脱，具有强

心甙类作用，可抗心肌缺血、减轻心肌损伤、扩张血管、减轻心

肌前后负荷，减慢心率，改善血循环。本结果表明别直参与麝香

保心丸合用治疗冠心病心绞痛具有明显协同作用，能明显提高

临床疗效，能促进N盯及∑趼变化的恢复与改善，且两药合用，

使用方便，疗效显著，临床应用中未发现不良反应。

(收稿：2005一02一17修回：2005—04—04)
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