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甘露糖结合凝集素的基因多态性与复发性肾病

综合征的关系

黄远航，范立明，胡　静，谭江平（广州军区广州总医院肾脏内科　５１００１０）

　　【摘要】　目的　探讨甘露糖结合凝集素（ＭＢＬ）的基因多态性与复发性肾病综合征的关系。方法　对６６例复

发的肾病综合征患者和４０例健康成人用序列特异性引物聚合酶链反应（ＳＳＰＰＣＲ）和实时定量荧光聚合酶链反应

分别检测 ＭＢＬ启动子和外显子１第５４号密码子的基因多态性位点，同时采用酶联免疫吸附试验检测血清中 ＭＢＬ

浓度。结果　复发性肾病综合征患者和健康对照者中高表达 ＭＢＬ的基因型血清 ＭＢＬ浓度均高于低表达 ＭＢＬ的

基因型，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；复发的肾病综合征患者血清 ＭＢＬ浓度低于对照组，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。复发性肾病综合征患者有前驱感染病史者，ＭＢＬ的基因型低表达者多于高表达者，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。结论　推测 ＭＢＬ的基因变异导致血清 ＭＢＬ浓度降低，诱发感染发生，引起肾病综合征患者经常复发。
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　　甘露糖结合凝集素（ＭＢＬ）是一种天然免疫防御分子，具

有重要生物学功能，研究发现血浆 ＭＢＬ浓度降低或功能异常

导致免疫机能缺陷，增加多种感染性疾病及自身免疫疾病的发

病风险［１２］。感染是原发性肾病综合征患者复发的常见诱因，

其是否与 ＭＢＬ的基因突变有关尚无循证医学证据。欧洲人

群及华人最常见的点突变是第５４位密码子，启动子区的基因

突变也有相关性，二态性 Ｈ／Ｌ和Ｘ／Ｙ位点可以在转录水平调

节 ＭＢＬ产量。本文采用序列特异性引物聚合酶链反应（ＰＣＲ）

检测 ＭＢＬ的基因启动子区域 Ｈ／Ｌ，用实时定量荧光聚合酶链

反应检测 ＭＢＬ的基因启动子区域Ｘ／Ｙ多肽位点及第５４号密

码子变异多态性，探讨其与成人原发性肾病综合征复发的相

关性。

１　资料与方法

１．１　一般资料　６６例复发性肾病综合征患者为２０１０年６月

至２０１２年１２月在本院肾脏内科住院，排除狼疮性肾炎、乙型

肝炎相关性肾炎、紫癜相关性肾炎、肿瘤、药物或毒物引起的肾

病综合征等继发因素。其中男３５例，女３１例，年龄１９～４５

岁，患者均行肾穿刺检查，其中微小病变２６例，轻度系膜增生

性２４例，局灶节段硬化９例，膜性肾病７例。所有患者经治疗

后均多次复发。４０例健康对照组为本院同期健康体检者，其

中男２２例，女１８例，年龄１８～４６岁。

１．２　方法

１．２．１　样本采集方法　采样当天早晨空腹，收集抗凝静脉血

１．５ｍＬ及干管血２．０ｍＬ。抗凝血置于４℃保存提取基因组

ＤＮＡ，干管血在３７℃静置待血块形成，之后分离血清，－７０℃

保存待测。

１．２．２　ＤＮＡ的提取　采用南方医科大学免疫学教研室改进

的人抗凝全血提取方法进行提取，提取白细胞基因组ＤＮＡ，测

定其浓度及ＯＤ２６０／ＯＤ２８０比值后，置－７０℃冰箱保存备用。

１．２．３　血清 ＭＢＬ浓度测定　ＭＢＬ生物功能的发挥必须是三

聚体以上的寡聚体 ＭＢＬ，ＭＢＬ单体并没有任何生物学功能。

因此，有必要通过不同的配体来检测血浆中总 ＭＢＬ水平以及

具有生物活性的 ＭＢＬ水平。复发性肾病综合征患者及健康

人群血浆总 ＭＢＬ水平及具有生物活性的 ＭＢＬ水平的检测均

采用酶联免疫吸附试验，采用商品化试剂盒进行，其操作按照

试剂盒说明书进行。

１．２．４　ＭＢＬ启动子序列多态性分析　 ＳＳＰＰＣＲ检测 Ｈ／Ｌ

等位基因。ＭＢＬ的基因启动子区ＳＮＰ５５０Ｈ／Ｌ（Ｇ／Ｃ）位点，
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设计针对等位基因 Ｈ／Ｌ１对序列特异性引物。对ＳＳＰＰＣＲ

扩增产物采用琼脂糖凝胶进行电泳分析。

ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ分子灯塔技术检测等位基因Ｘ／Ｙ。按照分

子灯塔（ＭＢ）设计原则设计１对特异于 Ｘ／Ｙ多态位点的 ＭＢ

（图１、２）。序列如下，带下划线的碱基为 ＭＢ互补茎部，带框

的碱基为 ＭＢ特异性识别碱基为 ＭＢＹ：ＦＡＭ５′ＣＧＣＴＣＡ

ＣＡＣＴＧＣＣＡＣ Ｇ ＧＡ ＡＡＧＣＡＴＧＴＴＧＡＧＣＧ３′ＤＡＢ

ＣＹＬ；ＭＢＸ：ＨＥＸ５′ＣＧＣＴＣＡＣＡＣＴＧＣＣＡＣ Ｃ ＧＡＡＡＧ

ＣＡＴＧＴＴＧＡＧＣＧ３′ＤＡＢＣＹＬ。为探讨 ＭＢ探针杂交条件

及其特异性，设计２条分别与 ＭＢＹ和 ＭＢＸ互补的寡核苷酸

标准靶序列为ＴＹ：５′ＡＧＡＣＴＡＴＡＡＡＣＡＴＧＣＴＴＴＣ Ｃ

ＧＴＧＧＣＡＧＴＧＡＧＡＡＣＡＡＡＴ３′；ＴＸ：５′ＡＧＡＣＴＡＴＡＡ

ＡＣＡＴＧＣＴＴＴＣ Ｇ ＧＴＧＧＣＡＧＴＧＡＧＡＡＣＡＡＡＴ３′。

根据 ＭＢＬ的基因序列及 ＭＢＸ／Ｙ的探针序列，设计１对内引

物以扩增 Ｈ／Ｌ～Ｐ／Ｑ等位基因ＳＳＰＰＣＲ阳性产物，其扩增产

物长为１１０ｂｐ，包含了Ｘ／Ｙ多态性位点，引物序列为 ＸＹＦ：

５′ＣＴＣＡＴＴ ＣＣＣ ＴＡＡ ＧＣＴ ＡＡＣ ＡＧＧ Ｃ３′；ＸＹＲ：５′

ＡＧＡＣＡＣＣＴＧＧＣＧＴＴＧＣＴＧ３′。

对 ＭＢ探针 ＭＢＸ、ＭＢＹ退火温度及结合能力通过探针

与互补序列的杂交试验进行验证，同时检测该探针辨别特异性

寡核苷酸序列与非特异性寡核苷酸序列的能力。采用 Ｒｅａｌ

ｔｉｍｅＰＣＲ结合ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ染料来直观地确定ＰＣＲ最佳的

Ｍｇ
２＋浓度和引物浓度，以期在使用 ＭＢ检测ＳＮＰ位点时达到

最佳的效果。最后，根据以上优化组合确定单管 Ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲＭＢ荧光检测反应体系。在 ＢｉｏＲＡＤｉＣｙｃｌｅｒ或 ＡＢＩ

ＰＲＩＳＭ５７００／７７００荧光定量ＰＣＲ仪上进行反应和检测。设定

ｉＣｙｃｌｅｒ荧光定量ＰＣＲ仪对每一个反应管同时选择ＦＡＭ 及

ＨＥＸ双色荧光信号检测通道，于ＰＣＲ退火阶段实时检测荧光

信号强度。

据相关文献报道，外显子多态性位点与启动子区多态位点

之间存在完全连锁不平衡，Ｘ只与 Ａ连锁，Ｌ只与Ｂ连锁，所

以可推出以下几种单倍型：ＨＹＡ、ＬＹＡ、ＬＸＡ、ＬＹＢ，基因型

ＨＹＡ ／ＨＹＡ、ＬＹＡ／ＬＹＡ、ＬＸＡ／ＬＸＡ、ＨＹＡ／ＬＹＡ、ＨＹＡ／

ＬＸＡ、ＬＹＡ／ＬＸＡ、ＬＹＡ／ＬＹＢ、ＨＹＡ／ＬＹＢ、ＬＹＢ／ＬＸＡ、ＬＹＢ／

ＬＹＢ。ＭＢＬ的基因启动子及第５４号密码子的突变均可影响

血清 ＭＢＬ浓度，根据基因型将受试者分为高表达 ＭＢＬ的基

因型 组 （ｈｉｇｈ 组），包 括 基 因 型 ＨＹＡ／ＨＹＡ、ＨＹＡ／ＬＹＡ、

ＨＹＡ／ＬＸＡ；低表达 ＭＢＬ的基因型组（ｌｏｗ组），包括基因型

ＬＹＡ／ＬＹＡ、ＬＸＡ／ＬＸＡ、ＬＹＢ／ＬＸＡ、ＬＹＡ／ＬＹＢ、ＨＹＡ／ＬＹＢ、

ＬＹＢ／ＬＸＡ、ＬＹＢ／ＬＹＢ
［３］。

图１　ＭＢ技术的原理
［３］

图２　人 ＭＢＬ的基因启动子区及第１外显子主要基因

多态性示意图

１．２．５　ＭＢＬ第５４号密码子基因多态性分析　ＭＢＬ的基因

第５４号密码子ＧＧＣ／ＧＡＣ变异在东方人中多见，表现为野生

纯合子Ａ／Ａ（ＧＧＣ／ＧＧＣ），杂合子Ａ／Ｂ（ＧＧＣ／ＧＡＣ），变异型纯

合子Ｂ／Ｂ（ＧＡＣ／ＧＡＣ），采用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＭＢ检测。

１．２．６　基因分型结果验证　在肾病综合征患者及健康对照人

群样本中各随机抽取一定ＤＮＡ样本，采用一对测序引物，采

用高保真ＤＮＡ聚合酶Ｐｒｏｂｅｓｔ进行ＰＣＲ扩增后，将经过电泳

鉴定的ＰＣＲ产物送生物公司进行双向测序。引物序列为上游

引物序列Ｓ１Ｆ：５′ＧＡＧＧＡＧＧＡＴＴＣＡＡＧＧＣＡＡＧＴ３′；下

游引物序列Ｓ１Ｒ：５′ＧＡＧＡＴＧＣＣＡＧＡＧＡＡＴＧＡＧＡＧ

３′。扩增产物长１１１１ｂｐ，６个ＳＮＰ位点均在双向测序准确范

围内。

１．３　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１２．０软件包进行数据统计，采

用χ
２ 检验等相关检验方法，比较各等位基因及其单倍型、基因

型在常复发的肾病综合征组及健康人群中的分布差异，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＭＢＬ的基因多态性与血清 ＭＢＬ浓度　复发的肾病综合

征患者启动子 ＨＹ／ＨＹ型血清 ＭＢＬ浓度与ＬＹ／ＬＸ型比较差

异无统计学意义（犘＞０．０５），但高于ＬＹ／ＬＹ型、ＨＹ／ＬＹ型和

ＬＹ／ＬＸ型（犘＜０．０５）。５４号密码子Ａ／Ａ型血清 ＭＢＬ浓度与

Ａ／Ｂ型比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５），Ｂ／Ｂ基因型在本

研究中肾病综合征组血清 ＭＢＬ浓度远低于另两种基因型，差

异有统计学意义（犘＜０．０５），复发的肾病综合征组中高表达

ＭＢＬ基因型者血清 ＭＢＬ浓度高于低表达 ＭＢＬ基因型者，差

异有统计学意义（犘＜０．０５）。对照组血清 ＭＢＬ浓度高于复发

的肾病综合征组，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表１、２。

２．２　ＭＢＬ的基因多态性与肾病综合征患者前驱感染的关系

　本研究中肾病综合征患者复发时前驱感染史与 ＭＢＬ的基

因多态性有关，低表达ｍｂｌ基因型组有前驱感染者多于高表达

ｍｂｌ基因型组，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表１、２。

２．３　ＭＢＬ的基因多态性分布情况　复发的肾病综合征组

ＭＢＬ第５４号密码子 Ａ／Ａ 型发生频率（５４．５４％）与对照组

（７２．５０％）、Ａ／Ｂ型发生频率（４０．９１％）与对照组（２５．００％）差

异均有统计学意义（犘＜０．０５）。复发的肾病综合征组变异型

等位基因Ｂ型发生频率与对照组间差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。ＭＢＬ启动子各基因型及等位基因发生频率两组差异

无统计学意义（犘＞０．０５），见表２。

表１　两组启动子血清 ＭＢＬ浓度比较（狓±狊，ｎｇ／ｍＬ）

组别 启动子 狀 ＭＢＬ浓度

肾病综合征组 ＨＹ／ＬＹ ３１ １８２１±１１０６

ＬＹ／ＬＸ １３ ２０７９±８１１

ＬＸ／ＬＸ １ ５７２

ＬＹ／ＬＹ １０ ３１９±１８５

ＨＹ／ＨＹ ７ ３２１８±８６９

ＨＹ／ＬＸ ４ １０８７±９４１

健康对照组 ＨＹ／ＬＹ １３ １９５６±１３１４

ＬＹ／ＬＸ ８ １７８６±１２９８

ＬＸ／ＬＸ １ ２７７

ＬＹ／ＬＹ ９ １６０２±１０８７

ＨＹ／ＨＹ ６ ３７７１±６３２

ＨＹ／ＬＸ ３ ２３０９±９９７

·６５２３· 检验医学与临床２０１３年１２月第１０卷第２４期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．１０，Ｎｏ．２４



表２　两组第５４号密码子分布及 ＭＢＬ浓度比较

组别 启动子 狀 ＭＢＬ浓度（狓±狊，ｎｇ／ｍＬ）

肾病综合征组 Ａ／Ａ ３６ ２３１６±９７６

Ａ／Ｂ ２７ ９７８±７５３

Ｂ／Ｂ ３ ２７５±１８９

健康对照组 Ａ／Ａ ２９ ２４６５±１１３５

Ａ／Ｂ １０ １３１５±７９８

Ｂ／Ｂ １ ２１９

３　讨　　论

原发性肾病综合征临床多见，是肾小球疾病的常见临床表

现，临床上是一个复杂的慢性病理生理过程，治疗上应针对免

疫炎性反应介导肾小球滤过膜通透性增加所致大量蛋白尿丢

失及低蛋白血症、水钠潴留为中心的代谢紊乱［３４］。原发性肾

病综合征治疗复杂，临床上感染等并发症多发，目前认为感染

是肾病综合征的主要并发症，同时也可能成为激素依赖产生的

主要原因，诱使肾病综合征复发［５］。频繁复发是指短期内多次

复发，即患者对皮质激素治疗有完全效应，但在６个月内有２

次或１年内有３次以上复发，属难治性肾病综合征。临床上为

减少复发、延长缓解时间常采用激素联合细胞毒药物或免疫抑

制剂等治疗，但激素和免疫抑制剂的应用更易并发感染。

作为天然免疫的关键分子之一，ＭＢＬ的天然免疫功能已

得到证实［６８］。选择 ＭＢＬ这一天然免疫关键分子为研究对

象，结合临床样本及基础研究，运用现代免疫学及分子生物学

技术，以细胞和分子水平，探讨 ＭＢＬ的基因多态性与常复发

性肾病综合征的关系，可以从基因分子水平进一步认识原发性

肾病综合征的复发及其相关性，探索新的治疗方法和突破点。

人类 ＭＢＬ的基因位于染色体１０ｑ１１．２ｑ２１，ＭＢＬ的基因启动

子区及第１外显子基因多态性情况复杂。ＭＢＬ的基因型在不

同种族人群中的分布存在明显差异［９］。欧洲人群及华人最常

见的点突变是第５４号密码子，启动子区的基因突变也有相关

性，二态性 Ｈ／Ｌ和Ｘ／Ｙ位点可以在转录水平调节 ＭＢＬ产量。

本次研究 ＭＢＬ 的基因多态性位点选择为启动子区：５５０

ｂｐＨ／Ｌ（Ｇ／Ｃ）、２２０ｂｐＸ／Ｙ（Ｇ／Ｃ）；外显子１第５４号密码子

Ａ／Ｂ（Ｇ／Ａ）。研究结果显示，复发的肾病综合征组外显子１第

５４号密码子变异型等位基因Ｂ型发生频率明显高于健康对照

组，两组比较差异有统计学意义，但 ＭＢＬ启动子各基因型及

等位基因的发生频率两组比较差异无统计学意义。本文据此

推测肾病综合征的复发与 ＭＢＬ的基因多态性存在一定相关

性，且与外显子１第５４号密码子关系可能更为密切。

血清 ＭＢＬ的降低或缺乏是感染的显著危险因素，特别在

应用激素及免疫抑制剂时。本研究结果显示，对于复发性肾病

综合患者，低表达 ＭＢＬ的基因型患者复发时有前驱感染者显

著多于高表达 ＭＢＬ的基因型患者，据此推测 ＭＢＬ的基因变

异引起的血清浓度降低诱发感染可能是原发性肾病综合征复

发的原因之一。

综上所述，本研究结果显示，ＭＢＬ的基因多态性与复发性

肾病综合征存在一定相关性，是临床上从基因水平认识原发性

肾病综合征的复发及相关因素，并有针对性地为采取干预治疗

提供依据，同时提示大家在临床及科研工作中可以基于不同基

因型采取相关的干预措施，从而预防原发性肾病综合征复发。

当然，由于临床资料有限，ＭＢＬ的基因多态性与复发性肾病综

合征相关性还需要进一步的临床和实验研究。
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