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!摘
!

要"

!

目的
!

原发性肾病综合征$

07B

%是常见的小儿肾脏疾病'其发病机制目前尚不清楚'研究发现'急

性淋巴细胞白血病*狼疮性肾炎糖皮质激素耐药与糖皮质激素受体$

C&D

%突变有关&是否是由于
C&D

基因发生

改变引起
C&D

功能异常'导致
07B

患儿对糖皮质激素$

C&

%耐药'目前尚未见报道&该文探讨儿童原发性肾病综

合征对糖皮质激素治疗的效应与糖皮质激素受体
E78

结合区*激素结合区基因多态性的相关性&方法
!

采用常

规方法提取
?$$

例原发性肾病综合征患儿$其中激素敏感组
""

例*激素抵抗组
>!

例%及
?$$

例对照组儿童外周血

单核细胞
E78

'聚合酶链反应$

0&D

%技术扩增所有
E78

'

C&DE78

结合区'激素结合区全部外显子目的片断'然

后进行单链构象多态性$

BB&0

%分析&

BB&0

显示异常的
E78

片断直接测序&结果
!

激素敏感组*激素抵抗组*对

照组儿童外周血
C&DE78

结合区*激素结合区所有外显子
0&D

产物
BB&0

电泳结果'未发现
BB&0

条带多态性&

结论
!

该研究未发现
07B

患儿激素抵抗与
C&DE78

结合区*激素结合区基因多态性之间存在相关性&
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糖皮质激素受体$

:

59I+I+3,(I+(13-I-

/

,+3

'

C&D

%是细胞内能与糖皮质激素$

:

59I+I+3,(I+(1

'

C&

%特异结合并产生生物学效应的位点&

C&D

在

体内分布广泛'具有重要的生理作用&有作者报

道!

?

"部分狼疮肾炎发病和对
C&

疗效可能与
C&D

突变有关&最近'我们研究发现'

C&

抵抗的原发性

肾病综合征$

07B

%患儿外周血单个核细胞及肾内组

织
C&D

表达异常!

#

"

&

07B

患儿
C&

抵抗机制尚未

完全明了'我们认为如果机体
C&D

基因发生改变可

能出现
C&D

功能异常'导致
C&

抵抗'在
07B

研究领

域里'目前尚未见有关报道&为在
C&

受体水平上探

索
07B

患儿
C&

抵抗的机制'本研究运用聚合酶链反

应
O

单链构象多态性$

0&DOBB&0

%方法对
07B

患儿

C&D

的
E78

结合区和激素结合区基因进行多态性

分析&

F

!

材料和方法

F6F

!

对象

?6?6?

!

病例组
!

来源于
#$$?

年
"

月至
#$$#

年
?#

月我院门诊或住院的
07B

患儿'共
?$$

例'

C&

敏感

者
""

例'年龄
A

个月至
??

岁'其中男
;;

例'女
??

例'男性平均年龄
!6%T"6#

岁'女性平均年龄
=6!

T#6?

岁#

C&

抵抗者
>!

例'年龄从
?

岁
A

个月至
?;

岁
#

个月'其中男
"=

例'女
A

例'男性平均年龄
=6A

T;6#

岁'女性平均年龄
%6=T;6?

岁&

07B

的诊

断依据
#$$$

年中华医学会儿科学分会肾脏病学组

珠海会议制定的+关于小儿肾小球疾病的临床分类*

治疗的建议,的标准!

;

"

&即(

07B

患者具备大量蛋

白尿$

UUU

%

"

$

UUUU

%'

?

周内
;

次
#"'

尿蛋

白定量
"

>$.

:

-

L

:

#血浆白蛋白低于
;$

:

-

V

#血浆

胆固醇高于
>6=..+5

-

V

#不同程度的水肿&其中

大量蛋白尿和低蛋白血症为必要条件&以泼尼松足

量治疗
#

%

周尿蛋白转阴者为激素敏感型
07B

'尿

蛋白仍阳性者为激素抵抗型
07B

&

?6?6#

!

对照组
!

?$$

例'来源于健康体查的儿童'

经体格检查*胸部
W

线片*尿常规*肝肾功能*乙肝

病原检验及心电图等检查'确认为健康的儿童&年

龄从
>

岁
!

个月至
?#

岁
"

个月'其中男
"!

例'女
>"

例'男性平均年龄
A6$T?6"

岁'女性平均年龄
A6?

T?6#

岁&

F6!

!

方法

?6#6?

!

仪器和试剂
!

聚丙烯酰胺垂直电泳槽为
X(+O

D8E

公司生产'低恒温循环水浴箱(美国
7YBV8X

公

司制造'

P2

S

E78

多聚酶*脱氧核苷酸$

17P0

%由

03+.-

:

2

公司提供&

0&D

引物由北京赛百盛公司合

成'

E78

提取试剂盒由
C-),32

公司提供&

?6#6#

!

标本采集
!

取新鲜静脉血
?.5

放于
?6>.5

经高压灭菌处理的
Y0

管中'内含
#$$

#

5

灭菌处理

的
$6>ZYEP8

抗凝剂'严格避免标本污染&标本

在
#'

内进行
E78

提取&

?6#6;

!

外周血白细胞
E78

提取
!

E78

由提取试

剂盒提取&

?6#6"

!

0&D

产物扩增
!$

扩增产物对象为
C&D

%

基因的
E78

结合区的基因外显子序列#

&

引物设

计(引物均设计在各外显子两侧内含子内$见表
?

%#

'

0&D

产物反应体系$

#>

#

5

%(

?$[X9KK-3#6>

#

5

'

#6>..+517P0?

#

5

'

#>

#

.+5>\

引物
$6>

#

5

'

#>

#

.+5;\

引物
$6>

#

5

'

P2

S

E78

聚合酶
$6>

#

5

$

$6>]

%'

E78

模板
?6$

#

5

'

#>..+5^

:

&5$6>

#

5

'

E

#

_

#

@?%6>

#

5

#

(

扩增条件(预变性
A>̀ >.()

'变

性
A"̀ ?.()

'退火
>!̀ >$G

'延伸
=#̀ ">G

'最后

伸延
=#̀ >.()

'共
;$

次循环&

表
F

!

各
0&D

扩增引物

G,0+*F

!

0&D2.

/

5(K(-1

/

3(.-3G

名称 引物序列

-Q+); >\<&PCPP&PP&&&&PP&PPP8C<;\

$

N

/

#"?

%

>\<&CPC8C888P8888&&88CP<;\

-Q+)" >\<C8&8C88CC&PCP&&PP8P8<;\

$

N

/

##A

%

>\<C&P8&8C8C8&888&88PPC<;\

-Q+)> >\<8&&PP&&&8PP8&8C<;\

$

N

/

;"?

%

>\<PCPPPPC&8P&PP8&<;\

-Q+)! >\<C8P&PP&PC88C8CPCPPC&<;\

$

N

/

#?=

%

>\<CCC8888PC8&8&8&8P8&8<;\

-Q+)= >\<&&&PC&P8PPP8P&PPP&8&<;\

$

N

/

#?!

%

>\<8&&PPPCPPP&P8CC&&PP&<;\

-Q+)% >\<C8&8&8CPC8C8&&&P8P&P<;\

$

N

/

;>$

%

>\<&8&&88&8P&&8&888&PCC<;\

-Q+)A >\<PCPP&&&8&PC8&&88PPPC<;\

$

N

/

#>$

%

>\<P8PP88PP&C8&PPP&PPP88CC<

;\

?6#6>

!

0&DOBB&0

分析
!

0&D

产物加变性剂'

A%̀

放置
%.()

'零度骤冷却'

?$Z

聚丙烯酰胺凝胶

电泳'其中含
>Z

的甘油'

;$a

恒功率'

"̀

电泳
?$

'

'银染观察结果&

?6#6!

!

E78

序列分析
!

0&DOBB&0

分析异常的

0&D

产物'用
E78

测序仪直接测序&

)

>=#

)
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结果

!!

从
07B

和正常儿童的外周血抽提的
E78

吸

光度
8#!$

-

8#%$

为
?6!$

"

?6=>

'说明
E78

的纯度

高'

0&D

产物在凝胶电泳后'显示条带清晰'无拖尾

现象*无明显杂带'适于作
BB&0

分析&

全部
07B

患儿及对照组儿童
C&DEXE

*

_XE

相应外显子的
0&D

扩增产物的
BB&0

电泳结果(同

一外显子
0&D

扩增产物
BB&0

电泳后'两条单链分

别在相应的同一水平'未发现
BB&0

条带多态性&

H

!

讨论

!!

目前研究发现在某些疾病中
C&

治疗的反应性

与
C&D

表达水平或
C&D

突变有关!

"

'

>

"

'本实验室

对
07B

激素敏感型*激素抵抗型患儿外周血单个核

细胞$

0X̂ &

%以及肾脏组织中
C&D

%

*

C&D

)

进行了

检测'发现
C&D

%

表达降低和
C&D

)

表达亢进可能

是导致部分糖皮质激素抵抗的主要原因!

#

"

&国内姜

傥等!

?

"研究发现
C&D

异常可能与狼疮肾炎发病有

关'并认为
C&D

异常导致了狼疮肾炎患者内源性

C&

抵抗&迄今为止'在
07B

研究领域里'目前尚

未见有关报道&为了探索
07B

患儿
C&

抵抗与

C&D

基因多态性之间的关系'本研究选择了目前已

报道的对
C&

敏感性影响最大的
C&D

自然突变所

在区...

EXE

*

_XE

'采用
0&DOBB&0

方法'对对照

组
?$$

例儿童及病例组
?$$

例
07B

患儿$其中
C&

敏感者
""

例*

C&

抵抗者
>!

例%进行了多态性分

析'在全部检查对象中'未发现
BB&0

条带多态性'

提示
07B

患儿激素抵抗与
C&DE78

结合区*激素

结合区基因多态性可能无相关性&

目前'已发现的人类
C&D

突变'除几个原发的

先天性遗传家系外!

!

"

%

"

'其余均可能为继发性突变'

这就是说'

C&D

突变绝大多数可能继发于后天疾病

过程中'非先天遗传'不同疾病其病因及其病理损伤

过程不尽相同'一些因素在某些疾病可能导致
C&D

突变'而在另外一些疾病中却可能不会'我们认为'

这也就是为什么同样是肾脏疾病'在狼疮肾炎中发

现了较高频率的
C&D

突变或多态性'而在
07B

患

儿体内却未发现&结合我们前期研究的结果!

#

"

(

07B

病人存在
C&D

两种亚型表达异常'

C&

抵抗的

07B

患儿
C&D

%

表达降低*

C&D

)

表达亢进'我们认

为部分
C&

抵抗的
07B

患儿虽然其
C&D

亚型表达

异常...

C&D

%

表达下降'

C&D

)

表达亢进'但从本

研究的结果'推测其体内
C&DEXE

*

_XE

基因异常

的可能性甚小&这有待进一步证实&

在此'有必要提出的是(

C&D

的另一结构区免

疫原区$

ME

%未在本研究之列'

ME

位于
7_#

端'主要

功能是具有特异性抗原'虽然'目前已报道的位于

C&DME

的突变似乎并不使
C&

敏感性降低'我们认

为有必要继续完成
07B

患儿
C&D

的
ME

的基因序

列分析'来全部了解
07B

患儿体内
C&D

基因结构&

另外'

BB&0

适应于大样本未知突变基因的筛选'已

被广泛应用于临床和基础研究'但随
0&D

产物片段

的扩大'其敏感性下降&本研究在设计时'虽然充分

考虑到这一点'也只能说明是在该条件下未发现

BB&0

条带多态性'不能断言本组研究对象中无

CDEXE

*

_XE

基因突变或多态性'将在后续研究中

对其进一步完善!
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