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外周血单个核细胞中的表达及意义
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&&!摘&要"&目的&通过研究原发性肾病综合征%18E&患儿血清白细胞介素 !@%DQR!@&水平及其在外周血单个

核细胞%1I9'&中的表达#探讨 DQR!@ 在激素耐药型肾病综合征%E;8E&发生*发展中的可能机制) 方法&采用

VQDEL法及;[R1';法测定 H$ 例正常儿童及 F% 例激素敏感型肾病综合征%EE8E&*#G 例 E;8E 血清 DQR!@ 蛋白水

平及1I9'/;8L表达) 双缩脲法检测 #H (尿蛋白量) 全自动生化分析仪检测血清总胆固醇%[R'(&*甘油三酯

%[M&*低密度脂蛋白%Q>Q&*总蛋白%[1&及白蛋白%L6?&含量) 结果&

$

与正常对照组相比#治疗前 EE8E*E;8E

血清DQR!@ 蛋白水平及1I9'DQR!@ /;8L表达均明显增高%0d$7$"&$与 EE8E 相比#E;8E 上述指标均增高%0d

$7$"&$EE8E及 E;8E之间血清L6?#[1#[R'(#[M水平及 #H ( 尿蛋白量差异无显著性%0q$7$"&#E;8E 血清 Q>Q

水平较 EE8E高%0d$7$"&)

%

治疗后 E;8E组血清DQR!@ 蛋白水平及1I9'DQR!@ /;8L表达均高于 EE8E组及正

常对照组%0d$7$"&$EE8E 组与正常对照组比较差异无显著性%0q$7$"&)

&

治疗后 EE8E组血清DQR!@ 蛋白水平及

1I9'DQR!@ /;8L表达较治疗前明显下降%0d$7$"&) 而 E;8E组治疗前*后无明显变化%0q$7$"&) 结论&18E激素

耐药与 DQR!@血清水平及1I9'/;8L表达明显升高有关#DQR!@ 的过度分泌在 E;8E的发生发展中发挥一定作用)
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&&8+-'$%/'' 9+6)/'0:)&[,.\3/)*.A.4C/<,*<.*-43-),* ,N)*-.46.Ca)*R!@ %DQR!@& 3*2 DQR!@ /;8L.\04.AA),* )*

0.4)0(.436?6,,2 /,*,*C<6.34<.66A%1I9'A& )* <()624.* ])-( 04)/34:*.0(4,-)<A:*24,/.%18E& 3*2 .\06,4.-(.0,AA)?6.

4,6.,NDQR!@ )* A-.4,)2R4.A)A-3*-*.0(4,-)<A:*24,/.%E;8E&7;)'3*4-&E)\-:RA)\<()624.* ])-( *.]6:2)3J*,A.2 18E#

)*<6C2)*JF% <3A.A,NA-.4,)2 A.*A)-)=.*.0(4,-)<A:*24,/.%EE8E& 3*2 #G <3A.A,NE;8E# ].4..*4,66.27B,4-:(.36-(:

<()624.* ].4.CA.2 3A3*,4/36<,*-4,6J4,C07I6,,2 A3/06.A].4.<,66.<-.2 ?.N,4.3*2 @ ]..aA3N-.4J6C<,<,4-)<,)2

-4.3-/.*-7E.4C/<,*<.*-43-),* ,NDQR!@ ]3A/.3AC4.2 CA)*JVQDEL7DQR!@ /;8L.\04.AA),* )* 1I9'A]3A2.-.<-.2 ?:

-(.;[R1';/.-(,27[(.3/,C*-,N#HR(4C4)*.04,-.)* ]3A/.3AC4.2 ?:-(.?)C4.-/.-(,27E.4C/<,*-.*-A,N-,-36

<(,6.A-.4,6%[R'(&# -4)J6:<.4)2.%[M&# 6,]2.*A)-:6)0,04,-.)* %Q>Q&# -,-3604,-.)* %[1&# 3*2 36?C/)* %L6?& ].4.

/.3AC4.2 ?:-(.3C-,/3-)<?),<(./)A-4:3*36:O.47<)-7.'-&E.4C/<,*<.*-43-),* ,NDQR!@ 3*2 DQR!@ /;8L.\04.AA),* )*

1I9'A)* -(.EE8E 3*2 -(.E;8E J4,C0A].4.A)J*)N)<3*-6:()J(.4-(3* -(,A.)* -(.*,4/36<,*-4,6J4,C0 ?.N,4.-4.3-/.*-

%0d$7$"&7[(.E;8E J4,C0 (32 )*<4.3A.2 A.4C/04,-.)* <,*<.*-43-),* ,NDQR!@ 3*2 DQR!@ /;8L.\04.AA),* )* 1I9'A

<,/034.2 ])-( -(.EE8E J4,C0 ?.N,4.-4.3-/.*-%0d$7$"&7E.4C/Q>Q<,*-.*-)* -(.E;8E J4,C0 ]3A36A,A)J*)N)<3*-6:

()J(.4-(3* -(3-)* -(.EE8E J4,C0 ?.N,4.-4.3-/.*-%0d$7$"&7LN-.4-4.3-/.*-# A.4C/<,*<.*-43-),* ,NDQR!@ 3*2 DQR!@

/;8L.\04.AA),* )* 1I9'A)* -(.E;8E J4,C0 ].4.A)J*)N)<3*-6:()J(.4-(3* -(,A.)* -(.EE8E 3*2 -(.*,4/36<,*-4,6

J4,C0A%0d$7$"&7E.4C/ <,*<.*-43-),* ,NDQR!@ 3*2 DQR!@ /;8L .\04.AA),* )* 1I9'A)* -(.EE8E J4,C0 ].4.

A)J*)N)<3*-6:4.2C<.2 3N-.4-4.3-/.*-# ?C--(.36-.43-),*A,NDQR!@ ].4.*,-,?A.4=.2 )* -(.E;8E J4,C0 3N-.4-4.3-/.*-7

=*"/.7-0*"-&E;8E ]3A3AA,<)3-.2 ])-( )*<4.3A.2 A.4C/DQR!@ <,*<.*-43-),* 3*2 DQR!@ /;8L.\04.AA),* )* 1I9'A7Z=.4R

04,2C<-),* ,NDQR!@ /3:063:34,6.)* -(.2.=.6,0/.*-,NE;8E7!=30"> =*"')(1?)40%'$# @AAB# CC %D&'EEG FEWA"

&&H)2 ,*$4-'&8.0(4,-)<A:*24,/.$ D*-.46.Ca)*R!@$ E-.4,)2R4.A)A-3*<.$ '()62
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&&原发性肾病综合征 % 04)/34:*.0(4,-)<A:*R

24,/.#18E&是小儿最常见的肾小球疾病) 其预后

很大程度上取决于患儿对糖皮质激素%J6C<,<,4-)R

<,)2#M'&治疗敏感或耐药程度) 激素耐药型肾病综

合征% A-.4,)2R4.A)A-3*-*.0(4,-)<A:*24,/.#E;8E&是

小儿获得性终末期肾病%VE;>&最常见原因) 近年

E;8E的发病呈上升趋势#约占18E 患儿的 #Fc

!!"

)

有研究表明 [

T

! 与 [

T

# 相互作用与激素耐药有

关!#"

) 白细胞介素R!@%DQR!@&为 [

T

! 类细胞因子#

其与肾病综合征激素耐药的相关性尚无定论) 本研

究旨在观察 DQR!@ 在激素敏感型肾病综合征%A-.4R

,)2RA.*A)-)=.*.0(4,-)<A:*24,/.# EE8E&及 E;8E 患

儿血清水平及外周血单个核细胞%1I9'&/;8L的

表达#以探讨其在 18E 激素耐药中可能发挥的作

用)

CQ对象与方法

C7CQ研究对象

病例组'选取 #$$Y 年 F 月至 #$$@ 年 F 月在我

院儿科住院*资料齐全的18E患者 YY 例) 男 F" 例#

女 F! 例$年龄 # o!Y 岁#平均 @7" 岁) 临床诊断和

分型参照 #$$$ 年中华医学会儿科学分会肾脏病学

组制定的.小儿肾小球疾病的临床分类*诊断及治

疗/诊断标准!F"

) 所有患者均为初发*之前未用过

激素及其他免疫抑制剂#排除继发性因素#且无任何

并发症) YY 例18E患儿经正规 M'治疗 @ 周后#分

为 EE8E F% 例及 E;8E #G 例) #" 例 E;8E患儿进行

肾活检#系膜增生性肾小球肾炎%9A1M8& !" 例#局

灶节段性肾小球硬化% BEME& H 例#微小病变型肾

病%9'>& F 例#硬化性肾小球肾炎%EM8& # 例#膜

增生性肾小球肾炎%91M8& ! 例)

正常对照组'为 H$ 例门诊健康体检儿童#男 ##

例#女 !@ 例#年龄 F o!" 岁#平均 @7# 岁)

C7@Q实验方法

!7#7!&标本采集&&分别采集正常对照组及病例

组治疗前及治疗后第 @ 周静脉血 # /Q*肝素抗凝血

" /Q)

!7#7#&VQDEL试剂盒检测静脉血DQR!@ 水平&&

# /Q静脉血分离血清#人 DQR!@ 试剂盒购自美国

I.*2.4公司#晶美公司分装#参照使用说明操作检测)

!7#7F&;[R1';检测 1I9'DQR!@ /;8L表达&&

分离静脉血单个核细胞#加 [4)O,6裂解液%MDI'Z

I;QUEL公司&#提取总 ;8L) 按照逆转录试剂盒

手册操作#合成 <>8L) DQR!@ 引物序列'上游 "SR

'M''['LLL''[[''LLLRFS# 下 游 "SRLMM M['LR

'LM''LM'''['RFS#产物长度 FF" ?0$

"

R3<-)*'上游

"SR''M['[[''''[''L['MRFS#下游 "SRM['''LM[[R

MM[ML'ML[M'RFS#产物长度 !"" ?0$循环条件'%Hl

预变性 F /)*#%Hl H" A*YF7"l ! /)**G#l ! /)*

F$ A#循环 F" 次#G#l延伸 G /)*) 产物经琼脂糖凝

胶电泳%IDZR;L>美国伯乐公司电泳仪&#溴化乙锭

染色#经 !>柯达凝胶扫描分析成像系统分析照相)

计算 DQR!@ 与
"

R3<-)* 扩增条带强度的比值) 1';

反应在 I),/.-43[M432).*-梯度 1';扩增仪上进

行) 反转录试剂盒*[3W >8L聚合酶*28[1*>8L

934a.4>Q#$$$ 购于大连[LiL;L公司)

!7#7H&#H (尿蛋白量及血生化指标的检测&&双

缩脲法测定治疗前 EE8E及 E;8E 患儿 #H ( 尿蛋白

量#全自动生化分析仪检测血清总胆固醇%[R'(&*

甘油三酯%[M&*低密度脂蛋白%Q>Q&*总蛋白%[1&

及白蛋白%L6?&含量)

C7EQ统计学处理

所有数据以均数 b标准差%Hb<&表示#采用 6

检验#利用 E1EE !F7$ 统计软件进行统计学分析)

多组间比较先进行方差分析%E检验&#组间两两比

较采用QE>法) 0d$7$" 为差异有显著性意义)

@Q结果

@TCQ治疗前后各组血清 IL5C\ 蛋白水平及 ?J;=

IL5C\ (<Y8表达

三组血清DQR!@ 蛋白水平及1I9'DQR!@ /;8L

表达 E;8E组qEE8E 组 q正常对照组$ E;8E 组与

EE8E 组*正常对照组比较#差异有显著性 %0d

$7$"&$EE8E 组与正常对照组比较#差异有显著性

%0d$7$"&) 经正规激素治疗 @ 周后#治疗后 EE8E

组 DQR!@ 血清水平及 1I9'/;8L表达量较治疗前

明显下降#差异有显著性%0d$7$"&) 而 E;8E 组

与治疗前比较各项指标无明显变化) E;8E 组血清

DQR!@ 蛋白水平及 1I9'DQR!@ /;8L表达高于

EE8E 组 及 正 常 对 照 组# 差 异 均 有 显 著 性

%0d$7$"&$EE8E组与正常对照组比较差异无显著

性%表 !#图 !&)

@T@Q治疗前各组血清 @W 3尿蛋白量及血清[X#[5

=3#LUL#[?#8.+水平

比较治疗前 EE8E组*E;8E组 #H ( 尿蛋白量及

血清[M#[R'(#[1#L6?水平#两组间差异无显著性)

E;8E患儿血清中Q>Q水平较 EE8E患儿高#差异有

显著性%0d$7$"#表 #&)

(@FF(
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表 CQ治疗前后各组血清IL5C\ 含量及?J;=IL5C\ (<Y8表达
%Hb<&

组别 例数
治疗前

DQR!@ 蛋白%0J_/Q& DQR!@ /;8L

治疗后

DQR!@ 蛋白%0J_/Q& DQR!@ /;8L

正常对照 H$ HF7"" b!%7YG $7FG b$7$% HF7"" b!%7YG $7FG b$7$%

EE8E F%

#F"7FY b!F$7#!

3

!7F" b$7##

3

&HF7Y b#$7! $7FF b$7!!

E;8E #G

H$$7#Y b!""7%#

3#?

#7%! b$7FF

3#?

F@@7Y b!YG7!@

3#?

F7!F b$7FG

3#?

E值 H$7#H !%7GF F%7#Y !%7GY

0值 d$7$" d$7$" d$7$" d$7$"

&&3'与正常对照组比较#0d$7$"$ ?'与 EE8E组比较#0d$7$"

表 @Q治疗前各组 @W 3尿蛋白量及血清[X#[5=3#LUL#[?#8.+水平
%Hb<&

分组 例数 #H (尿蛋白%/J_aJ(2& [M%//,6_Q& [R'(%//,6_Q& Q>Q%//,6_Q& [1%J_Q& L6?%J_Q&

EE8E组 F% !$H7Y b!@7" H7F! b$7FF !F7#F bH7F# "7F# b!7$# F!7#F b!7G# !H7G@ bG7!F

E;8E组 #G !$F7G b!@7F F7%% b$7F" !H7%@ b"7#"

!#7@H b!7#!

3

F#7#! b!7%@ !G7%G b@7!"

&&3'与 EE8E组比较#0d$7$"

!"#$$%&'

(%###%&'

)##%&'

!)#%&'

(##%&'

* ( ! + , ) - . / 0 ($

123(/

456789:

&&图 CQ治疗前后各组 IL5C\ (<Y8表达Q

9'934a.4$

!##'正常对照组$F#H'治疗前 E;8E组$"#Y'治疗前 EE8E组$G#@'治

疗后 E;8E组$%#!$'治疗后 EE8E组

EQ讨论

大量研究发现肾病综合征激素耐药可能与免疫

遗传背景的差异有关) 近年来#[

T

! 与 [

T

# 相互作

用及其平衡与18E激素耐药的关系日益受到关注)

DQR!@ 是一种[

T

! 类前炎症细胞因子#主要由激

活的单核巨噬细胞产生#是 DQR! 超家族成员之一)

具有强大的诱生 DB8R

'

#[8BR

(

等的能力#在介导细

胞浸润*炎症反应和组织损伤中起到不可忽视的作

用#是多种免疫性疾病的重要发病因子) 在肾脏病

领域#很多学者研究认为 DQR!@ 主要作为致炎因子

而发挥肾脏损伤作用) V2.6A-.)*

!H"研究发现#急性

肾脏损伤时#尿中DQR!@ 水平显著升高#且早于血清

肌酐及尿素氮变化#认为 DQR!@ 可作为早期诊断急

性肾脏损伤的敏感标志物) 53*(,62.4等!""认为在

慢性肾脏疾病中血清DQR!@ 增高明显强烈提示此类

透析患者预后不良) 还有研究表明#微小病变型肾

病综合征急性期时血清及尿中 DQR!@ 水平较缓解期

增高!Y#G"

) 有学者利用 DQR!@ 抗体干预微小病变肾

病小鼠#发现 #H ( 后尿蛋白量明显降低#肾组织学

损伤减轻!@"

) ECJ):3/3等!%"的研究发现#DQR!@ 受

体缺失型IEL诱导的肾小球肾炎小鼠#较非缺失型

肾小球肾炎小鼠其蛋白尿明显减低) 以上研究均证

实DQR!@ 在18E的发病中可能发挥重要作用) 本研

究发现#治疗前 EE8E 及 E;8E #H ( 尿蛋白量无明

显差异#推测 18E 发生时肾小球及肾小管间质内活

化的[淋巴细胞及单核巨噬细胞分泌的 DQR!@ 等大

量炎性介质破坏了肾小球基底膜机械及电荷屏障#

导致大量蛋白尿)

I3a4等!!$"的研究显示#E;8E 患儿 1I9'培养

上清液中 [8BR

(

产生明显增多# 并认为 [8BR

(

#

"$

!

J_Q对激素耐药的预测率为 %F7#c$L=)6.A

等!!!"研究发现# E;8E 患儿 DQR# /;8L表达增加)

本研究结果显示#激素治疗前血清 DQR!@ 蛋白水平

及1I9'DQR!@ /;8L表达 E;8E 组qEE8E 组 q正

常对照组$治疗后#E;8E组DQR!@ 蛋白水平及1I9'

DQR!@ /;8L表达与治疗前无明显变化#远高于治疗

后 EE8E 组) 推测可能原因为 E;8E 时 DQR!@ 明显

增高#一方面直接损伤肾小球基底膜*促进肾小球脏

层上皮细胞增生*加速新月体形成!!#"

$另一方面作

为上游细胞因子#可刺激产生大量 [8BR

(

#DQR##

DB8R

'

#51B因子等#这些细胞因子均有较明确的促

肾损伤作用!!F#!H"

$M'可通过抑制单核细胞内信息

传递#而抑制单核细胞的激活及细胞因子的产

生!!""

#明显增高的 DQR!@ 可能会削弱 M'对这些细

胞因子的分泌抑制作用#从而导致对 M'治疗不

敏感)

此外#i,?3:3A()

!!Y"的研究发现#利用血浆置换

法清除 E;8E 患者血清中 Q>Q可增加淋巴细胞摄

取糖皮质激素的能力#从而改善对激素治疗的敏感

(%FF(
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性#认为高脂血症可能是导致 E;8E 的重要机制之

一) 本研究发现与 EE8E 患儿相比#E;8E 血清中

Q>Q水平升高明显#与此研究相符) 9)-AC,a3等!!G"

将凝集素样氧化Q>Q受体R!%QZnR!&的<>8L转染

至TViR#%F[细胞中#分别在有_无 DQR!@ 的条件下

培养#发现在DQR!@%!$ o!$$ *J_/Q&的刺激下可溶

性QZnR! %AQZnR!&可呈 F oH 倍增高#其程度与

DQR!@ 浓度及培养时间正相关) 由此推测#E;8E 时

明显增高的DQR!@ 可刺激 AQZnR! 大量释放#同时血

清Q>Q水平相应升高#二者协同作用导致18E 激素

耐药)

综上#DQR!@ 在 18E 激素耐药的发病中发挥重

要作用) 调节血清 DQR!@ 水平及表达可能是治疗

E;8E的潜在途径) 以后的研究中我们将进一步扩

大 EE8E#E;8E 的研究数量#以期在 18E 发病早期

通过对DQR!@ 水平的测定来预测 18E 激素耐药风

险#为早期准确选择治疗方案*防止长期蛋白尿对肾

脏的损伤提供新途径)
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