
降低了目的蛋白的表达速度 ,有利于蛋白的正确折叠

而形成可溶性的天然空间结构 。通过超声破菌 ,严格

分离上清 ,再直接从上清中进行亲和层析分离纯化获

得N端融合6×His的PPARγ2重组蛋白 。免去了从包

涵体分离蛋白 、复性等的复杂步骤。我们分离获得的

蛋白纯度在 90%以上 ,可以直接用于配体结合活性的

分析及新配体的筛选 。
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造血干细胞移植治疗儿童急性白血病 2例

Treating 2 cases of acute leukemia in children with hematopoietic stem cell transplantation

黄　宁 ,徐世侠 ,吴南海 ,胡晓红 ,王鹏云 ,龚小军　　(北京海军总医院儿科 , 北京 100037)

　　在儿童急性白血病的治疗中 , 采用异基因造血干细胞移

植 ,成为继化疗后又一突破性进展 ,为难治性急性白血病提供

了一个有力的治疗措施[ 1] ,越来越受到人们的重视。我们应用

HLA 相合的同胞脐血移植治疗 1 例急性单核细胞白血病及 1

例急性淋巴肉瘤白血病患儿 ,现报告如下。

1　资料和方法

1.1　病例
　　病例 1 ,男 , 9岁。 1997 年 11 月因发热 、咽痛伴进行性面色

苍白 、乏力全身 10 d 入院 , 经骨髓检查确诊为 AML-M5b。住院

后经 DA(柔红霉素+阿糖胞苷)方案化疗一个疗程后缓解 , 相

继用 DA、HA(三尖杉质碱+阿糖胞苷)及中剂量的阿糖胞苷等

方案强化治疗。脐血移植前 1 周采集自体骨髓按 15 ml/ kg 采

集600 ml , 后经程控降温冻存于液氮中备用。移植前查体:身

高132 cm , 体质量31 kg , 浅表淋巴结不肿大 , 心 、肺正常 , 肝脾不

大。外周血 、骨髓及脑脊液检查均示 CR。肝肾功能无异常 , 肝

炎病毒全套检查均阴性 ,咽拭子 、血 、尿 、大便细菌培养均阴性;

血巨细胞病毒 IgG(+), IgM(-), B超和 X线胸片检查均示肝胆 、

胰 、脾 、肾正常。

　　病例 2 , 男 , 11 岁 , 体质量 50 kg。 1998 年 10 月 29 日因“颈

部肿物 ,皮肤瘀点 10 d”入院。查体:肝肋下 3 cm ,剑下 4 cm , 脾

　　作者简介:黄　宁(1943-),女 ,湖北省洪湖县人 ,主任医师 ,主要从事小儿哮

喘 、小儿血液病方面的研究。电话:(010)66958409

　　收稿日期:2002-11-05;修回日期:2003-08-21

肋下 5 cm ,血常规:白细胞 54.5×109/L , 幼稚细胞 0.11 , 血小板

42×109/L , 骨髓原幼淋占 0.98 , 诊断为 L2 型白血病。淋巴结活

检确诊为淋巴肉瘤白血病(B 细胞来源), 血 LDH742 U/ L, 确诊:

淋巴肉瘤白血病。经 COI+L-asp(环磷酰胺 、长春新碱 、去甲氧

柔红霉素 、左旋门冬酰胺酶)诱导缓解治疗 , 第 14 天复查骨髓

完全缓解。曾进行颅脑放疗(18 Gy)。诊断:急性淋巴肉瘤白血

病(首次缓解)。本次入院查肝肾功 、心电图 、心脏彩超 、脑片均

正常 , 用威猛加阿糖胞苷强化后循环采血后采集自体骨髓 , 采

集 1 200 ml备用。

1.2　供者
　　例 1患儿母亲再孕一男婴 , 并于产前(孕 30 周)行脐静脉

取血做 HLA 配型。结果表明脐血 HAL-A、B、DR 位点儿与患儿

完全相合;血型相合 , 均为 O型。例 2母亲再孕一女婴 ,分娩时

留取脐血 , 行 HLA配型 ,结果脐血 HLA-A、B、DR 位点与患儿完

全相合。患者血型A ,脐血 B 型。

1.3　移植过程
1.3.1　预处理方案　　采用 BU/CY2 方案:马利兰(BU)1 mg/

kg , 1次/ 6 h , 用 4 d , 共 16次 , 环磷酰胺(CY)60 mg/ kg·d ,用 2 d。

1.3.2　脐血采集　　于母亲预产期前 10 天常规剖腹产 ,采用

一次性无菌采血袋分别采集脐血 150 ml(例 1)及 180 ml(例 2),

例 1采集脐血有核细菌数 3.7×107/ kg , CD34+3.9×105/kg , 当

天回输。例2 同时留取6 ml作HLA配型 ,脐血未经分离全血-

196 ℃液氮冷冻 ,预处理结束后解冻立即回输 ,回输脐血有核细

胞数 1.62×107/ kg , CD34+1.60×105/kg。

(下转63页)

60
第 26 卷第 1期

2004 年1 月
　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
ACTA　ACADEMIAE　MEDICINAE　MILITARIS　TERTIAE

　　　　
Vol.26 , No.1

Jan.2004

DOI :10.16016/j.1000-5404.2004.01.022



码子总数为 64个 ,其中 2个氨基酸各有 1个密码子 , 9

种氨基酸各有 2 个密码子 , 1种氨基酸各有 3个密码

子 ,5种氨基酸各有 4个密码子 ,3种氨基酸各有 6个

密码子 ,而终止密码子有 3个(TAG 、TAA 、TGA)。为了

减少终止密码子的出现 ,也可设计 K 为 G 、C 、T ,密码

子总数为 48个 ,其中5个氨基酸各有 1个密码子 ,7种

氨基酸各有2个密码子 ,5种氨基酸各有3个密码子 ,2

种氨基酸各有 4 个密码子 , 1种氨基酸各有 5个密码

子 ,而终止密码子有 1个(TAG)。但值得注意的是 ,按

这两种方案进行设计 ,结果将导致 20种氨基酸出现频

数有明显的差异(0.104/0.021), 氨基酸分布极不均

衡 ,密码子最多的为 5 、6个 ,最少的则为 1个。而本实

验将K设计为 G 和 T ,如此设计密码子总数仅为 32

个 ,其中 12个氨基酸各有一个密码子 , 5种氨基酸各

有2个密码子 ,3种氨基酸各有 3个密码子 ,这样可使

氨基酸分布较均衡 ,氨基酸出现频数的差异较小 ,同时

终止密码子只有一个(TAG),且此终止密码子可被宿

主菌的琥珀酸突变抑制 ,这样就克服了由于终止密码

子的出现而使融合蛋白不能完全表达的现象 。

　　库容是衡量随机肽库主要指标 ,理论上设计的编

码区将具有约 1×1029种核酸序列 , 1×1021种多肽序

列 ,而构建的随机肽库的库容为 1.28×107 ,其库容小

于理论值的原因主要来源于转化方法的限制 ,目前建

库采用转化效率最高的电转化方法 ,最高达到 109 ～

1010/μg 。这样的库容及复杂度在理论上包括 5 ～ 7个

氨基酸长度的肽的所有可能的排列顺序 。更长的肽库

都将是不完全的 ,然而这并不影响它的应用 。一方面

由于不完整的大库中包括一系列框架移动的完整的小

库。另一方面 ,对于大多数蛋白质相互作用界面 ,仅 3

～ 5个关键残基已能够保证充分的作用稳定性 ,而库

中可能出现这一系列的克隆的几率很大 。而且肽段越

长 ,越有利于发现有亲和作用的表位序列 ,特别对那些

关键氨基酸并不是连续的靶分子的结合表位的筛选。

本实验的完成为进行酵母双杂交随机肽库筛选靶蛋白

相互作用多肽奠定了基础 。
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2　结果

　　例 1于+18 d 粒系植入 , +33 d 血小板植入。例 2 于+13

d 粒系植入 , +35 d血小板植入。细胞因子的应用可以加速造

血重建 , 例 1于+30 d DNA 指纹图示骨髓全部为供者型 , 移植

后2 个月外周血T 细胞亚群恢复正常。随访10 个月 , 患者各项

检查正常 ,未发生急 、慢性GVHD。例 2 于+33 d 外周血性染色

体分析证明为供者型 ,于+7 d ,发生急性Ⅱ度 GVHD , 用激素后

控制 ,无并发症。

3　讨论

　　儿童全身照射(TBI)后 , 生长激素的分泌受到限制 , 且对性

发育及生殖功能有重要影响。 BU/CY 方案具有较强的抗白血

病及免疫抑制作用 , 对于 20 岁以下的白血病患者具有较高的

植入率及较低的复发率 ,尤其对于急性髓性白血病及慢粒患者

效果较好[ 2] ,文献[ 3] 报道儿童白血病移植后的相关病死率增

加。2 例患儿预处理时经给予美那斯 、强迫利尿及保肝治疗后 ,

均无出血性膀胱炎及肝动脉血管闭塞症(VOD)等并发症 ,且移

植后植入时间早 ,至今无病生存 , 提示 BU/CY 方案对儿童白血

病安全有效。

　　目前在造血干细胞移植的预处理方案中 , 常规使用放疗 、

化疗。我们在常规化疗预处理前 ,用物理方法按留取患儿含有

肿瘤细胞骨髓 ,确能起到减少肿瘤负荷作用。同时使患儿骨髓

细胞龛腾空 ,以利造血干细胞的植入 。并且不用放疗 , 避免对

患儿骨髓的抑制作用 , 以促进移植成功 , 减少复发。该方案可

取代常规预处理方案 ,但作为新的去髓预处理方案在临床中应

用 ,需要进一步积累临床资料。
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