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%%!摘%要"%目的%原发性系膜增生性肾炎(dA0N7)的发病机制和糖皮质激素(N&)耐药机制虽然部分已明

确$但其确切机制仍未阐明% 细胞毒性L淋巴细胞相关抗原(&LKHMQ)是 L细胞活化的重要抑制性分子% 本研究

探讨dA0N7患儿外周血淋巴细胞&LKHMQ 表达和淋巴细胞凋亡及地塞米松(8-̂)对其影响% 方法%分别采用直

接免疫荧光*流式细胞仪及H))-̂() 4MeCL&c0C双染流式细胞仪检测8-̂处理或非8-̂处理的dA0N7组和对照组

体外培养外周血淋巴细胞膜&LKHMQ 的表达和其凋亡% 结果%体外培养dA0N7组淋巴细胞&LKHMQ 的自然表达和

8-̂诱导的表达均较对照组低 ("O#6#V)#dA0N7组淋巴细胞自然凋亡和 8-̂ 诱导的凋亡亦较对照组低

("O#6#V)$且两者均呈正相关性("O#6#V)% 结论% &LKHMQ 表达异常可能参与了 dA0N7的发病机制及 N&耐

药机制% !中国当代儿科杂志#!""##$$$$!%&#%T '#(""

!关%键%词"%系膜增生性肾炎#&LKHMQ#地塞米松#凋亡#儿童

!中图分类号"%>;$"6J%%!文献标识码"%H%%!文章编号"%!##< :<<J#("##$)!" :#$V= :#Q

U//-607./8-V*<-01*7.5-.5CKJ>MS -V:4-772.5*58*:.:0.72725+;<:1.6;0-7.=M

0*25-8/4.<612+84-5G201<-7*592*+:4.+2/-4*023-5-:142027

L*+,M9!1/8.!1$ -%4./,<6!1$ -%30'!1/$<6=:9>6?@A9!@'B"9F.6@?.IC$ N6.G6! #.@E#9!@?6D$'C>.@6D$ N6.G6!$ 456!1/

F'!1 "=!###$ #5.!6 (;A6.D&OBE;;$$W!;J=I'A)

%%>=704*60& ?=@-6023-%L'-/2,'+Y-)-A(A+@.-A2)Y(25/3+5(@-32,(X-Y5+.-3T5+)-/'3(,(A(dA0N7) 2)1 .-9'2)(A.A+@

Y5T9+9+3,(9+(1 (N&) 3-A(A,2)9-'2X-)+,F--) @T55B(1-),(@(-16&B,+,+̂(9LM5B./'+9B,-2),(Y-)MQ (&LKHMQ) (A2) (./+3,2),

()'(F(,+3+@LM5B./'+9B,-29,(X2,(+)6L'-+F\-9,(X-+@,'-A,T1B(A,+()X-A,(Y2,-,'-&LKHMQ -̂/3-AA(+) 2)1 2/+/,+A(A()

5B./'+9B,-A+@9'(513-) ](,' dA0N72)1 ,'--@@-9,A+@1-̂2.-,'2A+)-(8-̂) +) ,'-&LKHMQ -̂/3-AA(+) 2)1 2/+/,+A(A6

A-01.87%G5++1 A2./5-A]-3-9+55-9,-1 @3+.J; 9'(513-) ](,' dA0N72)1 J# '-25,'B9'(513-)6&LKHMQ -̂/3-AA(+) () .!

J.@?'9T5,T3-1 5B./'+9B,-A](,' +3](,'+T,8-̂ ,3-2,.-),]2A.-2AT3-1 FB@5+]9B,+.-,3B@+55+]()Y1(3-9,(..T)-

@5T+3-A9-)-6L'-32,-+@2/+/,+A(A() ,'-5B./'+9B,-A]2A-X25T2,-1 FB2))-̂() 4MeCL&2)1 /3+/(1(T.(+1(1-A,2()()Y6

B-7,+07%L'-&LKHMQ -̂/3-AA(+) 2)1 2/+/,+A(A() 5B./'+9B,-A@3+.9'(513-) ](,' dA0N7]-3-A(Y)(@(92),5B5+]-3,'2)

,'+A-() ,'-'-25,'B9+),3+59'(513-) () ,'-2FA-)9-+3/3-A-)9-+@8-̂ ,3-2,.-),("O#6#V)6L'-3-]2A2/+A(,(X-

9+33-52,(+) F-,]--) &LKHMQ -̂/3-AA(+) 2)1 2/+/,+A(A() 5B./'+9B,-A("O#6#V)6C.56+,72.57%HF)+3.25&LKHMQ

-̂/3-AA(+) .2B/23,(9(/2,-() ,'-/2,'+Y-)-A(A+@dA0N72)1 F-+)-+@.-9'2)(A.A+@N&3-A(A,2)9-6

!C125D C.50-<:E-82*04$ !""#$ $$ ($!)&#%T '#(""

%%F-; G.487&%d-A2)Y(25/3+5(@-32,(X-Y5+.-3T5+)-/'3(,(A# &LKHMQ# 8-̂2.-,'2A+)-# H/+/,+A(A# &'(51

%%儿童原发性肾病(C7E)存在机体免疫功能紊乱

已为共识$而淋巴细胞增殖和凋亡在免疫系统发育

和免疫应答中起决定性作用% 系膜增生性肾炎

(.-A2)Y(25/3+5(@-32,(X-Y5+.-3T5+)-/'3(,(A$dA0N7)

是我国儿童C7E 常见的病理类型之一$同其他类型

肾小球疾病一样$也是免疫介导性炎症% dA0N7大

多表现为糖皮质激素(N&)不敏感或耐药$是难治性

7E中常见的一种病理类型% 但 dA0N7发病和 N&

耐药的确切机制尚不明确% 细胞毒性 L淋巴细胞

相关抗原 Q(9B,+,+̂(9L5B./'+9B,-2AA+9(2,-1 2),(Y-)

Q$&LKHMQ$&8!V")是一种共刺激分子$对 L细胞的

活化起负性调节作用$还可介导自身免疫耐受$诱导

L细胞分化$从而维持机体细胞*体液免疫平

衡!! aQ"

% 国内外鲜有 &LKHMQ 在小儿 C7E 的表达及

'=V$'
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在N&诱导淋巴细胞凋亡方面作用的研究%

$H对象与方法

$6$H一般资料

肾病组为 "##Q 年 J 月至 "##V 年 " 月我院门诊

随访和定期住院治疗的 C7E J; 例$平均年龄 !#6V

岁$男 "J 例$女 !J 例$临床均表现为 N&耐药的难

治性肾病$肾活检术证实病理类型为 dA0N7% 诊断

符合全国儿科肾脏病协作组 "### 年制定的诊断标

准!V"

% 对照组 J# 例$平均年龄 !!6; 岁$男 !< 例$女

!" 例$均为门诊健康体检的同龄儿童$采血前半年

未患感染及免疫性疾病$未用糖皮质激素和免疫抑

制剂%

$6!H方法

!6"6!%密度梯度离心法及玻璃板吸附法制备淋巴

细胞%%无菌条件下于上午 < 时空腹采取静脉血

= .K$以乙二胺四乙酸二钠盐抗凝$经淋巴细胞分

离液分离获得单个核细胞$将分离的单个核细胞置

于无菌玻璃平皿内$置 J=i J# aQ# .()$用毛细吸

管轻轻吸取悬液$即为淋巴细胞% 用含 !#U胎牛血

清的>0dC!;Q# 培养液及磷酸盐缓冲溶液调备 " j

!#

;

c.K细胞悬液分别用于细胞培养和刺激$以植物

血凝素(0DH)作为刺激活化剂% #6QU台盼兰染色

计数$活细胞数大于 $VU%

!6"6"%细胞培养和刺激%%设培养对照组 (无

8-̂)和8-̂处理组$各组设 "Q ' 和 Q< ' 两个观察

时间点% 各组均加调备好的细胞悬液 ! .K$0DH

!##

'

K#培养对照组另加完全培养液!##

'

K$8-̂处

理组另加 !#

:V

.+5cK8-̂ !##

'

K% 按以上分组加入

"Q 孔培养板$使每组 0DH终浓度均为 !#

'

Yc.K$

8-̂终浓度分别为 !#

:;

.+5cK$置于 J=i*VU &?

"

加湿孵箱中培养至预定时间% 0DH和 8-̂均购自

E(Y.2公司%

!6"6J%直接免疫荧光%流式细胞仪检测膜 &LKHMQ

的表达%%收集以上分组培养的细胞悬液$采用英

国 E-3+,-9公司的&LKHMQ 抗体(鼠抗人 &8!V"MCYNc

0g)(d&H!="Q0g)$参照其说明书$应用流式细胞

仪检测两组膜&LKHMQ 的表达% 同时以加同型对照

抗体的一管作为阴性对照 (同型对照抗体为鼠

CYN"

(

c0g$ 购自晶美生物工程公司$ 目录号

Kd̀ $#"0M#V#)%

!6"6Q%H))-̂() 4MeCL&c0C双染流式细胞仪检测淋

巴细胞凋亡%%采用北京宝赛生物技术有限公司的

H))-̂() 4MeCL&凋亡检测试剂盒$参照说明书检测

淋巴细胞的凋亡%

$6&H统计学处理

测得数据用均数 b标准差(KbC)表示$采用

E0EE !J6# 统计软件进行分析$比较采用独立样本 @

检验$相关分析采用 0-23A+) 直线相关分析法$"O

#6#V 为差异有显著性%

!H结果

!I$H外周血淋巴细胞CKJ>MS 表达

肾病组和对照组体外培养下 &LKHMQ 的自然表

达 Q< '均较 "Q '增高$但各时间点肾病组的自然表

达均低于对照组$差异有显著性# 8-̂干预下肾病

组和对照组各时间点 &LKHMQ 的表达均较自然表达

增高$但肾病组的增高程度均低于同一时间点对照

组的增高程度$差异有显著性(表 !)%

表 $H各组外周血淋巴细胞上CKJ>MS 分子的表达率结果
(U$KbC)

组别 例数
无8-̂干预

"Q ' Q< ' @值 "值

8-̂干预

"Q ' Q< ' @值 "值

对照组 J# J6Q; b#6=! !#6#Q b"6;J !J6"J #6## V6Q; b!6!" !;6!" bJ6"" !=6!J #6##

肾病组 J; "6V! b#6;= ;6Q! b!6=J !"6;! #6## J6Q< b#6=; <6<V b"6$V !#6V< #6##

@值 V6V< ;6Q< <6"J $6Q!

"值 #6## #6## #6## #6##

!6!H外周血淋巴细胞凋亡

肾病组体外培养下淋巴细胞自然凋亡 Q< ' 与

"Q '相比$差异无显著性$而对照组 Q< ' 与 "Q ' 相

比自然凋亡增高$差异有显著性#"Q ' 肾病组与对

照组淋巴细胞自然凋亡相比差异无显著性$Q< ' 肾

病组与对照组相比差异有显著性(表 ")%

肾病组和对照组体外培养 8-̂干预下$各时间

点淋巴细胞凋亡率均较自然凋亡率增高$组内Q< '

的凋亡率亦高于 "Q '的凋亡率$但同一时间点肾病

组的凋亡率仍低于对照组的凋亡率(表 ")%

'<V$'
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表 !H两组外周血淋巴细胞凋亡百分比
(U$KbC)

组别 例数
无8-̂干预

"Q ' Q< ' @值 "值

8-̂干预

"Q ' Q< ' @值 "值

对照组 J# J6;! b!6Q; Q6"$ b!6;Q !6=# #6!# <6=" b"6=V !J6!< bJ6<; V6!V #6##

肾病组 J; J6Q" b#6<= J6Q= b#6$! #6"Q #6<! V6J$ b!6#; =6<J b"6!J ;6!V #6##

@值 #6;" "6QQ ;6"; ;6=<

"值 #6V" #6#" #6## #6##

!I&HCKJ>MS 表达和凋亡的相关性分析

肾病组和对照组体外培养下各组同一时间点的

&LKHMQ 表面表达率与淋巴细胞凋亡率均存在正相

关关系%

&H讨论

N&是具有抗炎和免疫抑制作用的甾体激素$其

作用分基因组效应和非基因组效应% N&可引起淋

巴细胞凋亡$除主要由基因组效应引起外$亦可能与

膜受体有关$即可能依赖于这两条途径的信号转导

共同作用来完成% 有关 N&与 &LKHMQ 等协同刺激

分子间的相互作用及影响研究较少% k(2

!;"等通过

分离培养鼠脾单个核细胞$证实N&可通过与N>相

互作用$使活化L细胞 &LKHMQ 表达量增加 " 倍$其

表达第 " 天达峰值$该效应可被 N>拮抗剂 >PQ<;

阻断% 本实验以8-̂作为糖皮质激素的代表$选择

8-̂的浓度为 !#

:;

.+5cK$因其与口服足量强地松所

达到的血浆浓度相似!="

%

对&LKHMQ 的表达$本研究结果显示&8-̂可使

肾病组和对照组0DH刺激活化的淋巴细胞&LKHMQ

的表达增加$与同一时间点不加 8-̂干预组的自然

表达相比差异有显著性$与 k(2

!;"等的研究结论相

一致$说明N&同样可以诱导人外周血淋巴细胞&LM

KHMQ 的表达% 比较肾病组和对照组可发现肾病组

&LKHMQ 的自然表达和 8-̂诱导下的表达均较对照

组低$差异有显著性% 提示dA0N7患者存在&LKHM

Q 表达异常$这种异常可能参与 dA0N7的发病机制

及N&不敏感或耐药机制%

淋巴细胞凋亡的研究表明&肾病组和对照组相

比$体外培养 0DH刺激 "Q ' 淋巴细胞的自然凋亡

差异无显著性$但 Q< ' 的凋亡率肾病组低于对照

组$差异有显著性#肾病组培养 Q< ' 和 "Q ' 凋亡率

差异无显著性$但对照组培养 Q< '的凋亡率较 "Q '

增高$差异有显著性$提示 dA0N7患儿存在活化诱

导的细胞凋亡(HC&8)异常(凋亡缺陷)$而正常儿

童HC&8正常% 分析 8-̂诱导下的细胞凋亡$发现

8-̂虽然可使两组的凋亡较自然凋亡增高$但肾病

组 "Q '和 Q< '的凋亡增高程度均低于对照组$差异

有显著性$提示8-̂诱导dA0N7患儿的淋巴细胞凋

亡率明显低于正常儿童$这差异可能是dA0N7患儿

N&治疗不敏感或耐药的原因之一%

&LKHMQ 在静息细胞无表达或少表达$淋巴细胞

活化后诱导表达$一般活化 "Q ' 方可检测到$Q< '

表达达高峰!;$<"

% &LKHMQ 的负性调节作用与其抑

制细胞周期蛋白$控制细胞周期发展$抑制 CKM" 基

因表达和分泌及介导 L细胞凋亡等有关!$ a!!"

% 新

近有研究证实&LKHMQ 可诱导白血病细胞及实体肿

瘤细胞凋亡!!"$!J"

% &LKHMQ 与配体结合可减少 L&>

介导的 7eM

)

G的活化$抑制 7eM

)

G活性是 &LKHMQ

调节的重要事件之一!!Q"

$&LKHMQ 缺陷鼠 7eM

)

G活

化增高!!V"

% 这与 N&免疫抑制作用的机制有许多

共同之处$我们推测 N&的免疫抑制作用部分是通

过&LKHMQ 引起的$本实验的结果也证实了这一点&

N&可诱导人外周血淋巴细胞 &LKHMQ 的表达增加$

并且 &LKHMQ 的表达同淋巴细胞凋亡呈正相关$提

示&LKHMQ 表达水平的高低在一定程度上反映机体

的免疫状态及对N&反应的敏感性% 但有关 N&与

&LKHMQ 相互作用机制知之甚少$需进一步研究来证

实我们的猜测%

!参%考%文%献"
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/3-AA(+) 1T3()YL9-5529,(X2,(+)!*"6&-55d+5K(@-E9($ !$$$$ VV

(!")&!;Q$M!;V;6
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'消息'

欢迎订阅 "#!# 年(中国当代儿科杂志)

+中国当代儿科杂志,是由中华人民共和国教育部主管$中南大学主办的国家级儿科专业学术期刊% 本刊为国家

科学技术部中国科技论文统计源期刊(中国科技核心期刊)$中国科学引文数据库(&E&8)收录期刊$北京大学图书馆

中文核心期刊和国际权威检索机构美国 dg8KC7g*俄罗斯+文摘杂志, (H*)*美国+化学文摘, (&H)和荷兰+医学文

摘,(gd)收录期刊% 同时被中国学术期刊(光盘版)*中国科学院文献情报中心*中国社会科学院文献信息中心评定

为+中国学术期刊综合评价数据库,来源期刊$并被+中国期刊网,*+中国学术期刊(光盘版),全文收录%

本刊内容以儿科临床与基础研究并重$反映我国当代儿科领域的最新进展与最新动态% 辟有英文论著*中文论著

(临床研究*实验研究*儿童保健*疑难病研究)*临床经验*病例讨论*病例报告*专家讲座*综述等栏目% 读者对象主要

为从事儿科及相关学科的临床*教学和科研工作者%

本刊 "##$ 年起已改为月刊$每月 !V 日出版$向国内外公开发行% 中国标准刊号&CEE75##<M<<J#$&7QJM!J#!c>%

欢迎全国各高等医学院校$各省*市*自治区*县医院和基层医疗单位$各级图书馆(室)*科技情报研究所及广大医务人

员和医学科技人员订阅% 每期定价 !" 元$全年 !QQ 元% 邮发代号&国内 Q"M!<<#国外 J<V;(Gd)% 可通过全国各地邮

局订阅或直接来函与本刊编辑部联系订阅% 向本刊投稿一律通过网上稿件远程处理系统$免收审稿费% 审稿周期 J a

; 周% 欲浏览本刊或投稿$请登录本刊网站%

联系地址&湖南省长沙市湘雅路 <= 号+中国当代儿科杂志,编辑部%%邮编&Q!###<

电话&#=J!M<QJ"=Q#"% 传真&#=J!M<QJ"=$"" %g.2(5&11-[=Q#"W!;J69+.

网址&100:&WWGGGI6@6:I.49
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