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&&!摘&要"&目的&研究多巴胺c> 受体(2,03/)*.c> 4.:.0-,4$cCc>)基因的多态性及其组合分布与原发性

夜间遗尿症(18_)的相关性% 方法&选取无亲缘关系的18_儿童 %< 例以及无亲缘关系的健康儿童 !"" 例为对照

组$提取静脉血白细胞基因组 c8M$采用聚合酶链反应及等位基因特异性扩增技术检测 cCc> 基因 ;!$>"aGD$

;#$!'GI与;<!<'G̀ = 个位点的基因型% 结果&18_组与对照组cCc> ;<!<'G̀ 的等位基因频率及基因型频率

差异存在显著性(

%

$

V%7!=$!L"7"##

%

$

V<7$=$!L"7"#)% 等位基因组合分布研究发现 cCc> ;!$>" aGD ;<!<

'G̀ ;#$! 'GI组合的单倍型a'I分布频率在18_组明显高于正常对照组(

%

$

V#7%%$!L"7"#)% 结论& 18_儿

童cCc> 基因;<!< 位点由`到'的转换可能影响cCc> 基因的诱导及转录$cCc> 基因启动子区 = 个功能多态

位点构成的单倍型a'I可能进一步协同抑制了cCc> 基因的转录活性$可能使cCc> 蛋白表达降低$注意力缺陷$

睡眠觉醒障碍$引起夜间遗尿% !中国当代儿科杂志#!""##$"$%%&P"& 'P$""

!关&键&词"&原发性夜间遗尿症#多巴胺c> 受体#聚合酶链反应#等位基因特异性扩增

!中图分类号"&C<@>

o

7#=&&!文献标识码"&M&&!文章编号"&!""% ;%%="($""%)"# ;"<"? ;">

@-46/0+5,90)<-/;--5:+)6205-K> *-.-)/+*L-5-)+482+*)90,2,65:)*026*8 5+.M

/3*564-53*-,0,

@<#,-./'>)-$ ><1/*2'()-$ 4+"./$ !<9,&)',-.?@)A.BCD)*C/E@)K)J/AD)*C.J!)F-.CB-GH$ ;%)*2P-*2 1/HA-C.J$ 0%-*.

>)F-G.J+*-K)BH-CI$ ;%)*I.*2 !!""">$ 0%-*. (>. 1'($ 8D.-J&D.%/*2M)-!@<"N%/CD.-J?G/D)

&&(<,/*6./& =<>-./01-&I,S-P2R0,6R/,40()S/S,Q2,03/)*.c> 4.:.0-,4(cCc>) )* :()624.* U)-( 04)/34R*,:-P4*36

.*P4.S)S(18_) 3*2 .Y06,4.-(.4.63-),*S()0 \.-U..* cCc> F.*.0,6R/,40()S/S3*2 18_7?-/9+:,& .̀*,/):c8MU3S

)S,63-.2 Q4,/ 6.PH,:R-.S)* %< P*4.63-.2 :()624.* U)-( 18_ 3*2 )* !"" (.36-(RP*4.63-.2 :()624.* ( :,*-4,6S)7

1,6R/,40()S/S,QcCc>T!$>"aGD$ ;<!<'G̀ 3*2 ;#$!'GIU.4.F.*,-R0.2 \R366.6.TS0.:)Q):04)/.41'C7@-,34/,&

I(.4.U.4.S)F*)Q):3*-2)QQ.4.*:.S)* 366.6.Q4.fP.*:).S(

%

$

V%7!=$ !L"7"#) 3*2 F.*,-R0.SQ4.fP.*:).S(

%

$

V<7$=$ !L

"7"#) ,QcCc>T<!<'G̀ \.-U..* 18_03-).*-S3*2 (.36-(R:,*-4,6S7I(.Q4.fP.*:R,Q(306,-R0.a'I:,*S)S-)*F,Q=

QP*:-),* 0,6R/,40():S)-.ScCc>T!$>"aGD$ ;<!<'G̀ 3*2 ;#$!'GI)* 18_03-).*-SU3SS-3-)S-):366R()F(.4-(3* -(3-)*

(.36-(R:,*-4,6S(

%

$

V#7%%$ !L"7"#)7A+5.43,0+5,&I(.:(3*F.,Q'-,̀ ,QcCc>T<!< /3R3QQ.:--(.)*2P:-),* 3*2

-43*S:4)0-),* ,QcCc> F.*.7I(.(306,-R0.a'I:,*S)S-)*F,Q= QP*:-),* 0,6R/,40():S)-.ScCc>T!$>"aGD$ ;<!<'G̀ 3*2

;#$!'GI/3RSR*.4F)S-):366R)*()\)--(.-43*S:4)0-),* 3:-)O)-R,QcCc> F.*.7I()S/)F(-6.32 -,34.2P:-),* ,QcCc>

04,-.)* .Y04.SS),* 3*2 :3PS.*,:-P4*36.*P4.S)S7 !A905B A+5/-2)C-:06/*$ !""#$ $" (%)&P"& 'P$""

&&D-8 ;+*:,&&14)/34R*,:-P4*36.*P4.S)S# c,03/)*.c> 4.:.0-,4# 1,6R/.43S.:(3)* 4.3:-),*# M66.6.S0.:)Q):3/06)Q)T

:3-),*

&&原发性夜间遗尿症(04)/34R*,:-P4*36.*P4.S)S$

18_)$是指 # 岁以上儿童夜间不能从睡眠中醒来控

制排尿而发生的无意识排尿行为$发生率在 ? 岁儿

童中约为 !"K E!#K% 有关 18_与注意力缺陷多

动障碍(Mĉ c)等神经心理问题的研究越来越受到

人们的重视$!@@! 年 b(3-)3

!!"就提出 18_与 Mĉ c

为共患病$18_患儿中 Mĉ c的发病率日益增

高!$"

% 为探讨与 Mĉ c有关的致病基因是否与

18_存在相关$本文采用病例T对照研究设计$测定

cCc> 启动子区 = 个多态性位点 ( ;! $>" aGD*

;#$!'GI* ;<!<'G̀ )$比较基因型及其组合分布

在18_儿童和正常儿童中的频率分布差异$为探讨

影响18_儿童的遗传因素提供证据%

'?"<'
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$E对象和方法

$7$E研究对象

!7!7!&18_组&&18_组选自中国医科大学附属

盛京医院 $""# 年 ! 月至 $""? 年 ? 月发育儿科门诊

资料完整者 %< 例$其中男 #@ 例$女 $? 例$年龄

<7! E!#7% 岁$平均 ?7#< ]!7?$ 岁$智商
!

%#% 美

国精神心理学会 -诊断与统计手册. 的遗尿症

(cDAT

'

)

!="定义为&# 岁或 # 岁以上的小儿$每周

至少有 $ 次夜间遗尿$ 并持续至少 = 个月% 所有病

例均符合诊断标准%

!7!7$&对照组&&同期选取我院发育儿科门诊正

常体检儿童 !"" 例作为对照$年龄及性别与 18_组

差异无显著性%

$7!E研究方法

!7$7!&基因组c8M的提取&&采用_cIM抗凝外

周静脉全血 # /a$c8M提取参照文献!>"

% 用碘化

钾法提取全基因组c8M%

!7$7$& ;!$>"aGD 基因型分析&&聚合酶链反应

(1'C)反应体系&!"" *F模板 c8M$!" d1'CbPQQ.4

!

&

a$$7# /A28I1"7%

&

a$上下游引物各 #" *F$

I3F聚合酶 "7!

&

a$ D-.4)6.2)S-)66.2 ^

$

9#7!

&

a$加

无菌去离子水至 !"

&

a反应体系$参照 D.3/3*等!#"

的方法$检测 cCc> 基因上游 #q端 ! $>" 位的 !$"

\0 的 串 联 重 复 多 态 性$ 引 物 #q̀ IÌI'IT

Ì'IIII'I'MIÌIII''MIÌ =q#q M̀M̀ M̀̀ T

'M̀ '̀M''̀ Ì M̀ '=q% 扩增条件&@>r预变性 !"

/)*$然后 @>r =" S$<#r =" S$?$r ! /)*$循环 =#

次$?$r延伸 !" /)*% 1'C产物与分型标准物用

$K琼脂糖凝胶电泳$恒定电压为 !"" O$时间为 ! ($

经图像分析系统处理后进行基因型判读$保存结果%

!7$7=& ;<!<'G̀ 基因型分析&&采用等位基因特

异性扩增(366.6.S0.:)Q):3/06)Q):3-),*$MDM)技术检

测cCc> 基因上游 #q端启动子区 ;<!< 'G̀ 多态

性$聚合酶链反应 (1'C)反应体系&!"" *F模板

c8M$!" d1'CbPQQ.4!

&

a$$7# /A28I1"7%

&

a$

上下游引物各 #" *F$I3F聚合酶 "7!

&

a$ D-.4)6.2)ST

-)66.2 ^

$

9#7!

&

a$加无菌去离子水至 !"

&

a反应体

系$参照文献!<"的方法$检测 cCc> 基因上游 #q端

! $>" 位的 !$" \0 的串联重复多态性$引物 #q

M̀M''IM''''̀ '̀'ÌI'̀I=q$#qM̀ M'̀ `̀ MMIT

M̀M̀ '̀ M̀ Ì̀` =q$ #qÌ Ì'̀ '̀ `̀ `̀ 'Ì M̀ '

=q$#q''''''À 'M̀ ''I'Ì ǹ'=q% 扩增条件&

@>r预变性 !" /)*$然后 @>r =" S$<@r =" S$?$r

! /)*$循环 =# 次$?$r延伸 !" /)*% 1'C产物与分

型标准物用 $K琼脂糖凝胶电泳$恒定电压为

!"" O$时间为 ! ($经图像分析系统处理后进行基因

型判读$保存结果%

!7$7>& ;#$!'GI基因型分析&&采用 MDM技术

检测cCc> 基因上游 #q端启动子区 ;#$! 'GI多态

性$聚合酶链反应 (1'C)反应体系&!"" *F模板

c8M$!" d1'CbPQQ.4!

&

a$$7# /A28I1"7%

&

a$

上下游引物各 #" *F$I3F聚合酶 "7!

&

a$ D-.4)6.2)ST

-)66.2 ^

$

9#7!

&

a$加无菌去离子水至 !"

&

a反应体

系$参照 C,*3)等!?"的方法$引物 #q̀ M̀MÌ M̀̀ T

M̀̀ `̀ M̀ '̀ `̀ =q$ #q'̀'I''M''̀ Ì M̀ '''M̀ T

IMI=q$ #q̀ M̀̀ '̀ `̀ '̀ Ì M̀̀ `̀ '=q$ #q̀ ''IT

'̀M''I'̀ Ì '̀ 'M =q% 扩增条件& @>r 预变性

!" /)*$然后 @>r =" S$<@r =" S$?$r ! /)*$循环

=# 次$?$r延伸 !" /)*% 1'C产物与分型标准物用

$K琼脂糖凝胶电泳$恒定电压为 !"" O$时间为 ! ($

经图像分析系统处理后进行基因型判读$保存结果%

1'C扩增'特异性产物片段为 >"# \0$I特异

性产物片段为 $=# \0$共有产物片段为 <"# \0%

$7FE统计分析

利用聚类分析法对每个多态性位点的等位基

因$分别进行组合分析$获得每个组合等位基因的分

布频数*频率% 采用分类资料相关分析$以 !L"7"#

作为统计学差异的判别标准%

!E结果

!H$EK@KG 基因启动子区的 F 个功能多态性 '

$!G"WXU' 'P$PAXS' '%!$AXY位点 CA@扩增产

物电泳谱带分析

;!$>"aGD 位点 1'C扩增产物长片段(a)为

#>@ \0$短片段(D)为 >$@ \0(图 !)%

! "# "" "# ##

$ %%% &'

( %%% &'

)*+ &'

*%% &'

$*% &'

,%% &'

*-. &'

-$. &'

图 $E '$!G"WXU位点琼脂糖凝胶电泳结果

;<!<'G̀ 位点1'C扩增'特异性产物片段为

>!# \0$`特异性产物片段为 $<? \0$共有产物片段

'%"<'
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为 <># \0(图 $)%

;#$!'GI位点1'C扩增'特异性产物片段为

>"# \0$I特异性产物片段为 $=# \0$共有产物片段

为 <"# \0(图 =)%

!

""

# $$$ %&

' $$$ %&

()$ %&

)$$ %&

#)$ %&

*+$ %&

,-) %&

-*) %&

#,( %&

". .. ".

图 !E 'P$PAXS位点琼脂糖凝胶电泳结果

!

" ### $%

& ### $%

'(# $%

(## $%

"(# $%

&## $%

)#( $%

*#( $%

"+( $%

,- -- ,- ,,

图 FE '%!$AXY位点琼脂糖凝胶电泳结果

!H!ECRQ组与正常儿童 K@KG 基因启动子区的 F

个多态性位点的等位基因及等位基因型分布

cCc> 基因启动子区 = 个功能多态位点;! $>"

aGD* ;<!< 'G̀* ;#$! 'GI的等位基因和基因型频

率在 18_组和正常对照组的分布$均符合 3̂42RT

W.)*\.4F平衡定律(表 !)%

!HFE '$!G"WXU位点和CRQ的关联分析

18_组与正常对照组;!$>"aGD 位点基因多态

性比较见表 !% 两组等位基因比较 (

%

$

V!7=#$

!V"7!$)$差异无显著性#两组基因型比较(

%

$

V

!7#%$!V"7=$)$差异亦无显著性%

&表 $ECRQ组与正常对照组之间的 K@KG 基因启动子区

的 F 个功能多态性位点的等位基因及基因型频率

多态位点 基因型频率 等位基因频率

;!$>"aGD aa aD DD a D

对照组(!"") ==("7==) >@(>7@") !%("7!%) !!#("7#%) %#("7>$)

18_组 (%<) =%("7>>) =#("7>!) !=("7!#) !!!("7<#) <!("7=#)

;<!<'G̀ '' '̀ `̀ ' `

对照组(!"") >("7">) $%("7$%) <%("7<%) =<("7!%) !<>("7%$)

18_组 (%<) %("7"@) =$("7=?) ><("7#>) >% ("7$%) !$>("7?$)

;#$!'GI '' 'I II ' I

对照组(!"") !$("7!$) #>("7#>) =>("7=>) ?%("7=@) !$$("7<!)

18_组(%<) !$("7!>) >>("7#!) ="("7=#) <%("7>") !">("7<")

!HGE 'P$PAXS位点和CRQ的关联分析

18_组与正常对照组 ;<!<'G̀ 位点位点基因

多态性比较见表 !% 18_组'等位基因的频率显著

高于正常对照组(

%

$

V%7!=$!V"7"">$ 3SV$7">$

@#K0#&!7$# E=7=$)$ 基因型 ''*'̀ *`̀ 频率比

较差异也有显著性(!V"7"$$

%

$

V<7$=)%

!H%E '%!$AXY位点和CRQ的关联分析

18_组与正常对照组 ;#$!'GI位点基因多态

性比较见表 !% 两组等位基因比较(

%

$

V"7>$$!V

"7=!)$差异无显著性# 两组基因型比较(

%

$

V"7?=$

!V"7%#)$差异亦无显著性%

!HPECRQ组与正常儿童 K@KG 基因启动子区的 F

个多态性位点的单倍型分析

cCc> 基因启动子区 = 个功能多态位点

( ;! $>"aGD* ;<!<'G̀* ;#$!'GI)组成的单倍型

频率分布见表 $% 结果显示单倍型 a'I在 18_组

的频率显著高于正常对照组(

%

$

V#7%%$ !V"7"!%$

3SV$7#$$ @#K0#& !7=$ E<7>=)%

&&表 !ECRQ组与正常儿童之间的K@KG 基因启动子区

的 F 个功能多态性位点的单倍型频率分布

编号 单倍型 18_$K 正常$K

%

$ 值 比值比 @#K0#

! a'' ?7$ >7< !7#> !7?# "7#= E=7$>

$ a'I @7= =7?

#7%%

3

$7#$ !7=$ E<7>=

= a`' !#7$ !=7! !7$> !7>" "7$? E$7@!

> a`I $%7> =%7< $7!> "7?# "7=? E!7<?

# D '' %7= >7@ !7"$ !7#< "7<> E=7!?

< D 'I >7> >7% "7"! "7?@ "7>$ E$7$?

? D `' %7# !<7> =7=% "7>< "7=# E!7$>

% D `I !"7$ !=7@ "7$! !7?# "7#= E!7>>

&&3&!L"7"#

FE讨论

原发性夜间遗尿症是一类具有复杂遗传效应的

疾病$近年来的研究显示 18_除与遗传因素有关

外$精氨酸加压素(M51)夜间分泌不足*睡眠觉醒

障碍*膀胱功能障碍可能是其发病机制之一% 关于

分子水平的研究a,.RS

!%"对 =$ 个遗尿症家系进行研

究$检测了染色体 !=f!=T!>7= 等$并分析其与临床

表型的关系$结果发现了遗尿症的基因型和表型的

异质性% 染色体 != 长臂 !=T!>7= 序列已被命名为

_8XC! 基因$可调控肾集合管上皮细胞侧壁上水孔

蛋白 $ (MfP30,4)*$)蛋白受体的表达% 但在最近的

一项研究中b3R,P/)

!@"对美国的 !" 个 18_家系进

行研究发现 18_与过去报道的 !$*!= 号染色体位

点并没有相关性$提出18_的遗传异质性值得进一

步的研究%

'@"<'
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一系列研究显示18_儿童除夜间遗尿外$常伴

有不同程度的神经心理损害$同时合并其他神经精

神类疾病!!""

$我们在研究中发现 18_儿童同时伴

有Mĉ c占全部18_患儿的 >$K$ 与国外 C,\S,*

等!!!"报道18_oMĉ c占全部18_患儿 >"K基本

一致% 通过智力结构分析和视听整合持续操作测

试!!$$!="

$发现不伴有 Mĉ c的单纯 18_儿童亦存

在注意力缺陷问题$我们推测注意力缺陷引起的睡

眠觉醒障碍可能为遗尿发生机制之一$18_与

Mĉ c常同时患病$可能存在共同的致病基因$因此

与注意力缺陷有关的一切基因$也就是与 Mĉ c有

关的基因都有可能成为18_的候选基因%

目前认为与 Mĉ c最为密切的神经递质是多

巴胺$多巴胺相关基因也一直是 Mĉ c遗传学研究

的重点!!>"

% 尤其是多巴胺 c> 受体基因$定位于人

类第十一号染色体短臂 !# 区 # 带(!!1!#7#)$它包

含 # 个外显子和 > 个内含子% 该基因极具多态性$

其中位于非编码区的启动子区的多态性$可能改变

/C8M聚合酶与启动子的亲和力$从而影响基因的

转录启动频率$使基因表达水平升高或降低$进而影

响蛋白的表达和功能$神经递质的改变可能引起儿

童神经心理特征的变化$因此 18_儿童 cCc> 基因

启动子区多态性的研究极具理论和现实意义%

本研究对cCc> 基因启动子区 = 个功能多态位

点( ;!$>" aGD* ;<!<'G̀* ;#$!'GI)进行检测结

果显示$ ;!$>"aGD 和 ;#$!'GI位点与 18_无相

关联% cCc> 基因 ;<!<'G̀ 位点在18_组'等位

基因的频率显著高于正常对照组$ 提示 cCc> 基因

;<!<'G̀ 位点可能与18_相关联% 在单倍型研究

中发现a'I单倍型在18_组显著高于正常对照组$

可能与 18_相关联% b344等!!#"提出 ;<!<'G̀ 存

在M1T$ 的结合位点$M1T$ 有诱导和分化转录因子

的功能% 因此我们推测 18_儿童T<!< 位点由 `到

'的转换可能影响M1T$ 结合位点的活性$从而影响

cCc> 基因的诱导及转录$cCc> 基因启动子区 = 个

功能多态位点构成的单倍型 a'I可能进一步协同

抑制了cCc> 基因的转录活性$使 cCc> 蛋白的表

达降低$功能减弱$多巴胺递质代谢通路障碍$引起

注意力缺陷$不能优化感觉传导通路$膀胱扩张的刺

激信号难以被有效的识别和区分$阻碍机体唤醒机

制发挥作用$睡眠觉醒障碍$导致夜间遗尿% 这只是

我们的一种假设$ cCc> 蛋白的表达是否降低$ 功

能是否改变有待于今后进一步进行实验加以证实%

我们在治疗过程中发现$部分以注意力不集中为主

诉的18_患儿在应用专注达(盐酸哌甲酯胶囊)治

疗后遗尿行为得到明显改善$观察的 !> 例中$= 例

遗尿行为完全消失$% 例夜间遗尿次数$尿量明显减

少$这就进一步证实注意力缺陷引起的睡眠觉醒障

碍可能为 18_的发病机制之一$为 18_发病机制

的研究和治疗的完善提供了新的线索%
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