
第１３卷第４期
２０１１年４月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１３Ｎｏ．４
Ａｐｒ．２０１１

［收稿日期］２０１０－０７－２９；［修回日期］２０１０－１０－２４
［基金项目］青岛市科技计划项目（０６２２５ｎｓｈ）。
［作者简介］李晶，女，硕士，主治医师。
［通信作者］刘华林，教授。

论著·临床研究

过敏性紫癜 Ｐ选择素基因 ２１２３位点
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　　［摘　要］　目的　研究Ｐ选择素基因 ２１２３位点多态性与儿童过敏性紫癜（ＨＳＰ）发病的相关性。方法　应
用聚合酶链反应限制性片段长度多态性（ＰＣＲＲＦＬＰ）分析方法对８６例ＨＳＰ患儿（其中４０例合并肾炎）和７０例健
康对照进行基因多态性检测。结果　与对照组比较，ＨＳＰ患儿Ｐ选择素基因 ２１２３位点ＧＧ基因型频率和Ｇ等位
基因频率均明显增高（Ｐ＜０．０５）。合并肾炎患儿与未合并肾炎患儿比较，该位点各基因型频率及等位基因频率差
异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　 Ｐ选择素基因 ２１２３位点多态性可能与儿童ＨＳＰ发病有关。
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　　过敏性紫癜（ＨｅｎｏｃｈＳｃｈｎｌｅｉｎｐｕｒｐｕｒａ，ＨＳＰ）是
一种弥漫性血管炎症，为儿科最常见的结缔组织病，

多见于２～８岁儿童。近年来发病率增高［１］。目前

发病机制尚不十分明确，临床缺乏特异性药物治疗，

肾脏是否受累及损伤程度决定该病远期预后。随着

分子生物学发展，基因遗传因素在 ＨＳＰ发病中的作
用越来越引起学者们重视。国内外已有报道外周血

Ｐ选择素浓度与 ＨＳＰ有关［２３］，但 Ｐ选择素基因变
异在ＨＳＰ发病机制中的作用尚缺乏研究。本研究
应用聚合酶链反应限制性片段长度多态性（ＰＣＲ
ＲＦＬＰ）的方法，通过病例对照相关分析研究Ｐ选择

素 ２１２３位点基因多态性是否与 ＨＳＰ相关，以期为
ＨＳＰ的治疗提供依据。

１　资料与方法

１．１　研究对象
１．１．１　ＨＳＰ组　　２００６年１０月至２００８年１０月于
我院治疗的ＨＳＰ患者８６例（病例组），男５０例，女
３６例，年龄３～１３岁。所有患者均为无血缘关系的
中国北方地区汉族儿童，符合《诸福棠实用儿科学》
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关于ＨＳＰ和 ＨＳＰＮ诊断标准［４］并排除血小板减少

性紫癜、系统性红斑狼疮、川崎病及合并急性感染、

严重心、肝、肾疾病等情况。按照中华医学会儿科学

分会肾脏病学组制定的方案治疗［５］，每１～２周复查
尿常规，随访６个月后进行病例分组，根据尿常规改
变分为：①非肾炎过敏性紫癜组（ｎｏｎＨＳＰＮ组）：
ＨＳＰ诊断明确，随访６个月，尿常规始终正常；②过
敏性紫癜肾炎组（ＨＳＰＮ组）：ＨＳＰ诊断明确，随访６
个月，尿常规有血尿和（或）蛋白尿。

１．１．２　对照组　　正常对照标本来自７０例健康普
查中学生，其中男３６例，女３４例，年龄１３～１７岁，
排除既往ＨＳＰ和肾脏病病史，血、尿常规检查正常。

所有受试对象监护人知情同意参加本研究，并

经我院医学伦理委员会讨论通过。

１．２　方法
１．２．１　主要试剂和设备　　包括血液基因组 ＤＮＡ
提取试剂盒（ＴＩＡＮＧＥＮ公司），ＰＣＲＭｉｘ（ＴＩＡＮＧＥＮ
公司），限制性内切酶 ＰｓｔⅠ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司），高温
高压灭菌仪（ＭｉｃｒｏｍｓｅｒｉｅｓＳＡ３００ＶＡ），微量离心机
（ＳＩＧＭＡ１１３，Ｇｅｒｍａｎｙ），振荡器（ＶＯＲＴＥＸＧＥＮＩＣ
２），紫外线分光光度计（ＤＵＲ６４０ＢＥＣＫＭＡＮＵＳＡ），
紫外线图象成像系统（ＶＩＬＢＥＲＬＯＵＲＭ，ＵＳＡ）。
１．２．２　基因组ＤＮＡ提取　　采集两组儿童的外周
血０．５ｍＬ注入 ＥＤＴＡ抗凝管，采用微量全血提取
法，严格按照试剂盒说明书从 ＥＤＴＡ抗凝血中提取
人类基因组ＤＮＡ。
１．２．３　Ｐ选择素基因 ２１２３位点基因型的检测和
分析　　采用ＰＣＲＲＦＬＰ方法。ＰＣＲ引物序列参照
基因组数据库提供的序列（ＧｅｎＢａｎｋ编号：６４０３）和
文献［６］进行设计，由上海生工生物技术有限公司合

成。从基因组 ＤＮＡ中扩增包含 ２１２３位点的 Ｐ选
择素基因启动子区的目的片段。ＰＣＲ引物序列：上
游引物：５′ＧＧＣＡＴＡＡＧＧＣＴＧＡＣＡＴＣＴＣＣ３′，下游引
物：５′ＴＧＧＡＡＣＡＡＴＡＣＣＴＡＴＣＡＣＧＣＴＧＴ３′。

ＰＣＲ反应体系：模板 ＤＮＡ４μＬ（浓度为８０～
１００ｎｇ／μＬ），ＰＣＲＭｉｘ１２．５μＬ，上、下游引物各１．５μＬ
（６μｍｏｌ／Ｌ），用无菌去离子水补足总体积至２５μＬ。

ＰＣＲ扩增条件：９４℃预变性３ｍｉｎ后，９４℃变性
３０ｓ，５８℃ 退火１ｍｉｎ，７２℃ 延伸１ｍｉｎ，共３５个循
环，最后７２℃ 终末延伸６ｍｉｎ。取５μＬＰＣＲ产物进
行２％ 琼脂糖凝胶电泳，１１０Ｖ恒压，１×ＴＡＥ缓冲
液，电泳４０ｍｉｎ，紫外灯下观察结果并拍照，目测结
果无杂带后进行限制性内切酶消化。酶切反应：

ＰＣＲ产物１０μＬ，限制性内切酶ＰｓｔⅠ１μＬ，ＢｕｆｆｅｒＤ
２μＬ，灭菌双蒸去离子水７μＬ，于３７℃ 水浴，酶切

２．５ｈ后按常规方法制备 ２％琼脂糖凝胶，在室温
下，１１０Ｖ恒压，１×ＴＡＥ缓冲液，电泳４０ｍｉｎ，紫外
灯下观察结果并拍照，记录实验结果。

１．３　统计学分析
采用 ＳＰＳＳ１１．５统计软件包进行处理，计算

Ｐ选择素 ２１２３位点基因型及等位基因频率，然后
经ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ遗传平衡定律检验，两组间各等
位基因及基因型频率的比较采用 χ２检验，Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｐ选择素基因
Ｃ／Ｇ置换多态性是指在转录起始上游 ２１２３ｂｐ

（５′端启动子区）位点形成突变，均由胞嘧啶（Ｃ）→
鸟嘌呤（Ｇ），表现 ３种多态性：Ｃ／Ｃ、Ｃ／Ｇ和 Ｇ／Ｇ。
可以产生３种基因型：ＣＣ（野生型纯合子）、ＣＧ（杂
合子）和ＧＧ（突变型纯合子）。Ｐ选择素基因 ２１２３
位点的ＰＣＲ产物为６４６ｂｐ。ＰＣＲ产物经ＰｓｔⅠ 酶切
消化后产生不同的特异性片段，形成３种基因型：
Ｇ／Ｇ基因型，无酶切位点，产生 ６４６ｂｐ１条带；
Ｃ／Ｃ基因型，存在１个酶切点，产生３１９ｂｐ、２５５ｂｐ
２条带；Ｃ／Ｇ基因型同时具有６４６ｂｐ、３１９ｂｐ、２５５ｂｐ
３条带。见图１。
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　　图１　Ｐ选择素基因 ２１２３Ｃ／Ｇ位点 ＰＣＲ产物酶切后
电泳结果　注：Ｍ泳道为ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１、２号泳道为 Ｇ／Ｇ基因型，

具有６４６ｂｐ１条带；３、４、５、６号泳道为 Ｃ／Ｇ基因型，具有６４６ｂｐ、

３９１ｂｐ、２５５ｂｐ３条带；７号泳道为Ｃ／Ｃ基因型，具有３１９ｂｐ、２５５ｂｐ２

条带。

２．２　Ｐ选择素基因 ２１２３位点基因型的 Ｈａｒｄｙ
Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验

结果显示，Ｐ选择素基因 ２１２３位点基因型频率
分布符合ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡，χ２检验Ｐ＞０．０５，表
示资料的代表性好。

２．３　ＨＳＰ患儿Ｐ选择素基因 ２１２３位点多态性
与对照组比较，病例组 Ｐ选择素基因 ２１２３位

·９７２·
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点ＧＧ基因型频率明显增高（Ｐ＜０．０１），ＣＧ基因型
频率明显降低（Ｐ＜０．０１），另外，两组Ｇ等位基因频
率分布差异也有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。见表１。

表１　两组Ｐ选择素基因 ２１２３位点多态性分布　［例（％）］

组别 例数
基因型频率

ＧＧ ＣＧ ＣＣ

等位基因频率

Ｇ Ｃ

对照组 ７０ １０（１４） ４６（６６） １４（２０） ６６（４７） ７４（５３）
ＨＳＰ组 ８６ ３５（４１） ３７（４３） １４（１６） １０７（６２） ６５（３８）
χ２值 １３．１１６ ７．９８ ０．３６３ ７．０９２
Ｐ值 ＜０．００１ ０．００５ ０．５４７ ０．００８

２．４　ＨＳＰＮ患儿Ｐ选择素基因 ２１２３位点多态性
ＨＳＰＮ组Ｐ选择素基因 ２１２３位点ＧＧ基因型频

率明显高于对照组（χ２＝７．８１１，Ｐ＝０．００５）；而ＣＧ基
因型频率明显低于对照组（χ２＝５．６０６，Ｐ＝０．０１８）。
ＨＳＰＮ患儿与 ｎｏｎＨＳＰＮ患儿 Ｐ选择素基因 ２１２３
位点多态性比较差异无统计学意义。３组之间Ｇ等
位基因频率分布差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
见表２。

表２　３组Ｐ选择素基因２１２３位点多态性分布　［例（％）］

组别 例数
基因型频率

ＧＧ ＣＧ ＣＣ

等位基因频率

Ｇ Ｃ

对照组 ７０ １０（１４） ４６（６６） １４（２０） ６６（４７） ７４（５３）
ＨＳＰＮ组 ４０ １５（３８）ａ １７（４２）ａ ８（２０） ４７（５９） ３３（４１）
ｎｏｎＨＳＰＮ组 ４６ ２０（４３） ２０（４３） ６（１３） ６０（６５） ３２（３５）

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０５

３　讨论

Ｐ选择素是黏附分子选择素家族主要成员之
一，１９８９年首先在激活的血小板和内皮细胞上发
现［７］。它是一类表达在活化内皮细胞及血小板表

面的黏附分子，主要参与细胞间选择性识别与黏附，

介导血小板、内皮细胞与白细胞等的黏附以及白细

胞向炎症部位移动等，并与免疫损伤、炎症、动脉粥

样硬化、血栓形成及肿瘤转移等密切相关［８］。大量

研究表明，Ｐ选择素作为炎症病变的启动或促进因
素，在风湿免疫疾病、肾脏疾病发生发展过程中起着

十分重要的作用［９１０］。研究还发现Ｐ选择素在健康
肾脏上皮细胞表面不表达，但在肾小球肾炎患者或

动物模型肾脏上皮细胞表达，且肾小球、肾小管均有

明显的表达，与细胞浸润密切相关［１１］。

编码 Ｐ选择素的基因定位于人类１号染色体
（ｌｑ２１２４）上一段长４１３１８ｂｐ的 ＤＮＡ序列，包含１７

个外显子和１６个内含子。研究表明 Ｐ选择素基因
启动子区上游２１２３位点基因多态性不引起氨基酸
的改变，但可影响 Ｐ选择素基因的转录，而 Ｐ选择
素浓度随其基因转录效率不同发生变化，从而可能

影响一些相关疾病发生与发展［１２］。

ＨＳＰＮ是小儿时期最常见的继发性肾小球肾
炎，部分患儿病情迁延不愈，可发展成肾衰竭，国外

有报道约２０％患儿最终发展成慢性肾衰竭［１３］。已

有研究发现Ｐ选择素在 ＨＳＰ患者肾组织和外周血
中表达增强，且肾组织表达与外周血表达水平密切

相关，并与肾脏病理类型的病变部位相一致［２３］。基

因遗传研究发现本病发病有种族倾向，在美国多见

于白种人，而黑人很少发病，家族发病倾向并不显

著［１４］。Ａｍｏｌｉ等［１５］研究发现携带 ＩＬ１ＲＮ２者易患
ＨＳＰＮ，认为该基因可能是 ＨＳＰＮ的一个遗传标志。
杨军等［１６］研究发现ＭＢＬ基因多态性可能是ＨＳＰ易
感性标志之一。关于 Ｐ选择素基因 Ｃ２１２３Ｇ多态
性和疾病之间的关系目前未见报道。

本研究发现Ｐ选择素基因启动子区 ２１２３位点
多态性在中国北方地区汉族儿童中普遍存在。与正

常对照组比较，ＨＳＰ患儿 Ｐ选择素基因 ２１２３位点
ＧＧ基因型频率和 Ｇ等位基因频率均明显增高。
ＨＳＰＮ患儿与 ｎｏｎＨＳＰＮ患儿比较，Ｐ选择素基因
２１２３位点各基因型频率及等位基因频率分布无统
计学意义。提示Ｐ选择素基因 ２１２３位点ＧＧ基因
型可能为ＨＳＰ发病的危险因素，从遗传基因水平揭
示了Ｐ选择素对 ＨＳＰ的作用，为进一步明确 ＨＳＰ
病因提供了线索，为其治疗提供了新的靶点。但同

时本研究也存在局限性，如研究样本量偏小，性别、

病情严重程度等因素未进一步区分考虑。因此结果

还需要更大范围的临床调查研究来加以证实，也是

今后继续研究观察的方向。
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