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　　摘要：目的　明确病理类型为系膜增生性肾小球肾炎 （ｍｅｓａｎｇｉａｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｇｌｏｍｅｒｕｌｏｎｅｐｈｒｉｔｉｓ�ＭｓＰＧＮ）的原
发性肾病综合征 （ｎｅｐｈｒｏｔｉｃｓｙｎｄｒｏｍｅ�ＮＳ）患儿外周血淋巴细胞 （ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ�ＰＢＬｓ）Ｂａｘ蛋白的表
达与ＰＢＬｓ凋亡的关系。探讨ＭｓＰＧＮ－ＮＳ患儿糖皮质激素 （ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ�ＧＣ）抵抗的部分机制。方法　所有患
儿和正常儿童均于清晨空腹条件下采取静脉血�以密度梯度离心法分离 ＰＢＬｓ�所得细胞用植物血凝素 （ｐｈｙｔｏｈｅ-
ｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ�ＰＨＡ）或ＰＨＡ＋1×10－6ｍｏｌ／Ｌ地塞米松 （ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ�Ｄｅｘ）处理�培养24ｈ和48ｈ后应用流式细胞
仪检测Ｂａｘ蛋白的表达及细胞凋亡率。结果　①ＭｓＰＧＮ－ＮＳ患儿与正常儿童 Ｄｅｘ组 ＰＢＬｓＢａｘ蛋白表达量均显
著高于空白对照组 （Ｐ＜0．01）�且呈时间依赖性 （48ｈ＞24ｈ）�但各时间点ＭｓＰＧＮ－ＮＳ患儿Ｄｅｘ组Ｂａｘ的表达均
低于正常儿童相应组 （Ｐ＜0．01）；②ＭｓＰＧＮ－ＮＳ患儿与正常儿童 Ｄｅｘ组 ＰＢＬｓ凋亡率均高于空白对照组 （Ｐ＜
0．01）�且呈时间依赖性 （48ｈ＞24ｈ）�但各时间点 ＭｓＰＧＮ－ＮＳ患儿 Ｄｅｘ组细胞凋亡率均低于正常儿童组 （Ｐ＜
0．01）。结论　ＭｓＰＧＮ－ＮＳ患儿ＰＢＬｓＢａｘ蛋白表达水平与 ＰＢＬｓ凋亡率呈明显正相关�但其表达显著低于正常
对照组�提示Ｂａｘ蛋白的低表达是导致ＭｓＰＧＮ－ＮＳ患儿ＰＢＬｓ凋亡减少�进而造成ＧＣ抵抗的原因之一。
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　　糖皮质激素 （ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ�ＧＣ）是治疗肾病综
合征 （ｎｅｐｈｒｏｔｉｃｓｙｎｄｒｏｍｅ�ＮＳ）的首选药物�但临床
上部分ＮＳ患儿由于对ＧＣ抵抗�致使反复应用ＧＣ
和免疫抑制剂�从而出现很多药物不良反应和 （或 ）
并发症�加重了原有的病理损害。因此ＮＳ患儿ＧＣ
抵抗的原因一直是研究的热点 ［1－5］。系膜增生性肾
小球肾炎 （ｍｅｓａｎｇｉａｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｇｌｏｍｅｒｕｌｏｎｅｐｈｒｉｔｉｓ�
ＭｓＰＧＮ）是儿童原发性ＮＳ较常见的病理类型之一�
也是最常见的对 ＧＣ不敏感的病理类型�临床治疗
较为困难。免疫功能紊乱可能在ＭｓＰＧＮ患儿发病
机制中起着重要作用。本实验采用Ｂａｘ蛋白表达及
外周血淋巴细胞 （ＰＢＬｓ）凋亡率来观察系膜增生型
ＮＳ中ＧＣ抵抗的可能机制。
1　资料和方法
1．1　研究对象　本实验所选患者为门诊随访和定
期住院进行环磷酰胺冲击治疗 （3个月和半年一次 ）
的原发性ＮＳ患儿�他们均是初治时对ＧＣ不敏感�
而行肾活检术�病理类型证实为ＭｓＰＧＮ�36例�其中
男23例�女13例�平均年龄10．6岁�所有入选儿童
近期无感染性疾病�部分患儿已停用ＧＣ3个月以上
或现口服强的松最大量为5ｍｇ�隔日1次。正常儿
童 （无感染性疾病、变态反应性疾病、外伤等 ）30例�
男18例�女12例�平均年龄11．6岁。于2004年8
月－2005年2月采血�检测地塞米松 （Ｄｅｘ）处理不
同时间 （24ｈ、48ｈ）后Ｂａｘ蛋白表达水平与ＰＢＬｓ凋
亡情况。
1．2　试剂　小鼠抗人Ｂａｘ单抗购自北京莱博生物
技术研究所；ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ凋亡检测试剂盒购自北
京宝赛生物技术有限公司；ＲＰＭＩ1640、植物血凝素
（ＰＨＡ）、新生牛血清、地塞米松等均为北京华美生
物工程公司进口分装。
1．3　主要仪器　二氧化碳培养箱为美国ＵＶＰ公司
产品�流式细胞仪 （ＦＣＭ）由美国Ｃａｌｉｂｕｒ公司生产。
1．4　方法
1．4．1　淋巴细胞分离与培养　密度梯度离心法常
规分离淋巴细胞�调备细胞数为 1×109／Ｌ�用含
10％小牛血清和双抗的ＲＰＭＩ1640完全培养基分组
进行细胞培养。对照组为细胞悬液 ＋ＰＨＡ�处理组
为细胞悬液 ＋ＰＨＡ＋Ｄｅｘ�置37℃、5％ＣＯ2饱和湿
度培养箱中培养24～48ｈ。
1．4．2　Ｂａｘ蛋白表达的检测　取 ＰＢＳ调备的浓度
为1×109／Ｌ的细胞悬液1ｍｌ�用4％多聚甲醛固定

15～20ｍｉｎ�1000ｒ／ｍｉｎ离心10ｍｉｎ�弃上清�沉淀
用含0．1％Ｔｒｉｔｏｎ100和10％小牛血清的完全培养基
洗涤1次�条件为1000ｒ／ｍｉｎ离心10ｍｉｎ�而后加
入Ｂａｘ单抗 （浓度均为1∶100）100μｌ�混匀后室温放
置30ｍｉｎ�完全培养基洗涤2次�加入 ＦＩＴＣ－山羊
抗鼠ＩｇＧ（浓度为1∶100）100μｌ�混匀后室温避光放
置30ｍｉｎ�完全培养基洗涤2次；沉淀用完全培养基
0．5ｍｌ重悬�送流式细胞仪检测。
1．4．3　淋巴细胞凋亡的检测　取ＰＢＳ调备的浓度
为1×109／Ｌ的细胞悬液1ｍｌ�1000ｒ／ｍｉｎ、4℃离心
10ｍｉｎ�弃上清�加入1ｍｌ冷的ＰＢＳ�轻轻震荡�使细
胞悬浮�1000ｒ／ｍｉｎ、4℃离心10ｍｉｎ�弃上清�再用
冷ＰＢＳ洗涤2次；将细胞重悬于200μｌ结合缓冲
液�加入10μｌＡｎｎｅｘｉｎⅤ－ＦＩＴＣ和5μｌＰＩ�轻轻混
匀�避光室温反应 15ｍｉｎ、4℃反应30ｍｉｎ�加入
300μｌ结合缓冲液�1ｈ内上机检测。
1．5　统计学处理　所有数据用 ＳＰＳＳ11．5统计软
件进行分析�Ｂａｘ蛋白表达水平以及凋亡率均以 ﹣ｘ±
ｓ表示�两组之间的比较用 ｔ检验�Ｂａｘ蛋白表达量
与凋亡率之间的关系应用相关分析�Ｐ＜0．05为有
显著性差异。
2　结　果
2．1　ＭｓＰＧＮ－ＮＳ患儿与正常儿童 ＰＢＬｓＢａｘ蛋白
的表达　①ＭｓＰＧＮ－ＮＳ患儿与正常儿童空白对照
组ＰＢＬｓ经体外培养24和48ｈ后 Ｂａｘ的表达有所
升高�Ｄｅｘ组Ｂａｘ的表达则显著增加 （48ｈ＞24ｈ）；
Ｄｅｘ组各时间点Ｂａｘ蛋白的表达均显著高于空白对

照组 （Ｐ＜0．01）；②ＭｓＰＧＮ－ＮＳ患儿空白对照组
Ｂａｘ蛋白的表达与正常儿童相比无明显差异 （Ｐ＞
0．05）�而Ｄｅｘ组Ｂａｘ蛋白的表达则显著低于正常儿
童 （Ｐ＜0．01）。见表1。
2．2　ＭｓＰＧＮ－ＮＳ患儿与正常儿童ＰＢＬｓ凋亡率　
①ＭｓＰＧＮ－ＮＳ患儿与正常儿童空白对照组ＰＢＬｓ经
体外培养24和48ｈ后凋亡率有所升高�Ｄｅｘ组凋亡
率则显著增加 （Ｐ＜0．01）�并与处理时间呈正相关
（48ｈ＞24ｈ）；Ｄｅｘ组各时间点凋亡率均显著高于
空白对照组 （Ｐ＜0．01）；②ＭｓＰＧＮ－ＮＳ患儿空白对
照组24ｈ凋亡率略低于正常儿童�但无明显差异 （Ｐ
＞0．05）�而48ｈ凋亡率明显低于正常儿童 （Ｐ＜
0．05）；Ｄｅｘ组凋亡率则显著低于正常儿童 （Ｐ＜
0．01）。见表2。
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表1　肾病综合征患儿与正常儿童淋巴细胞Ｂａｘ蛋白表达的比较 （﹣ｘ±ｓ�％ ）
地塞米松

作用时间

肾病综合征患儿组 （ｎ＝36）
对照组 Ｄｅｘ组　

正常儿童对照组 （ｎ＝30）
对照组 Ｄｅｘ组

24ｈ 8．63±2．65 22．52±2．98△＃ 9．46±2．58 26．14±3．37△
48ｈ 12．73±2．36＃ 39．38±3．82△∗＃ 13．85±2．74＃ 45．62±4．24△＃

　　　　　　　　与组内对照组比较：△Ｐ＜0．01；与正常儿童Ｄｅｘ组比较：∗Ｐ＜0．01；与同组24ｈ比较：＃Ｐ＜0．01
表2　肾病综合征患儿与正常儿童淋巴细胞凋亡百分比的比较 （﹣ｘ±ｓ�％ ）

地塞米松

作用时间

肾病综合征患儿组 （ｎ＝36）
对照组 Ｄｅｘ组　

正常儿童对照组 （ｎ＝30）
对照组 Ｄｅｘ组

24ｈ 3．42±0．87 5．39±1．06△∗ 3．61±1．46 8．72±2．75△
48ｈ 3．47±0．91∗ 7．83±2．13△∗＃ 4．29±1．64＃ 13．18±3．86△＃

　　　　　　　　与组内对照组比较：△Ｐ＜0．01；与正常儿童Ｄｅｘ组比较：∗Ｐ＜0．01；与同组24ｈ比较：＃Ｐ＜0．01
2．3　ＭｓＰＧＮ－ＮＳ患儿与正常儿童ＰＢＬｓ凋亡率与
Ｂａｘ蛋白表达的相关性分析　ＭｓＰＧＮ－ＮＳ患儿与
正常儿童ＰＢＬｓ凋亡率与Ｂａｘ蛋白的表达水平均呈

明显正相关 （Ｐ＜0．01）�即Ｂａｘ蛋白表达越高�细胞
凋亡率越高�反之亦然�见表3。

表3　ＮＳ患儿外周血淋巴细胞Ｂａｘ蛋白表达水平与凋亡率的相关性分析
细胞凋亡率

Ｂａｘ表达

空白对照组 Ｄｅｘ组

空白对照组 ｒ＝0．75　ｔ＝6．55△ （24ｈ）
ｒ＝0．78　ｔ＝7．27△ （48ｈ）

Ｄｅｘ组　 　 ｒ＝0．82　ｔ＝8．35△ （24ｈ）
ｒ＝0．84　ｔ＝9．03△ （48ｈ）

　　　　　　　　　　　△Ｐ＜0．01

3　讨　论
　　ＮＳ是一种免疫相关性疾病�按病理类型可分为
微小病变和非微小病变2种类型。ＧＣ目前是治疗
ＮＳ的首选药物�然而ＭｓＰＧＮ－ＮＳ患儿大多表现为
ＧＣ不敏感或耐药�病情容易迁延反复。至今对于
ＭｓＰＧＮ－ＮＳ患儿 ＧＣ治疗的反应差异性仍没有比
较满意的解释。研究发现�不同病理类型的 ＧＣ抵
抗型 ＮＳ患儿几乎都存在 ＰＢＬｓ凋亡受抑的情况。
因此�本研究选择 ＭｓＰＧＮ的 ＧＣ抵抗型 ＮＳ患儿为
研究对象�以炎症－免疫性疾病发病中淋巴细胞过
度活化、增殖及凋亡不足等一系列免疫失衡机制为
理论基础�探讨ＭｓＰＧＮ－ＮＳ患儿ＧＣ抵抗的部分可
能机制。
　　我们采用ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ双染法�流式细胞仪检
测细胞凋亡�此法的优点是既可以检测早期凋亡�又
可将凋亡和坏死区分开来�较ＰＩ单染法具有更高的
灵敏性和特异性�提高了实验结果的可信度。研究
结果显示：ＭｓＰＧＮ－ＮＳ患儿与正常儿童相比�体外
培养淋巴细胞的自然凋亡率24ｈ无明显差异 （Ｐ＞

0．05）�而48ｈＭｓＰＧＮ－ＮＳ患儿则低于正常儿童�
差异有统计学意义 （Ｐ＜0．01）；ＭｓＰＧＮ－ＮＳ患儿与
正常儿童Ｄｅｘ组ＰＢＬｓ凋亡率均高于空白对照组 （Ｐ
＜0．01）�且呈时间依赖性 （48ｈ＞24ｈ）�各时间点
ＭｓＰＧＮ－ＮＳ患儿Ｄｅｘ组凋亡率均低于正常儿童组
（Ｐ＜0．01）。
　　Ｂａｘ是 Ｂｃｌ－2基因家族中重要的凋亡调控基
因�也是Ｂｃｌ－2家族中研究最广泛的促凋亡蛋白。
Ｂａｘ定位于细胞质�作用于线粒体�Ｂａｘ蛋白本身可
以形成同二聚体�也可与Ｂｃｌ－2、Ｂｃｌ－Ｘｌ蛋白等形
成异二聚体�对细胞凋亡起促进作用。Ｂａｘ和 Ｂｃｌ－
2蛋白的比例决定了细胞接受凋亡信号后的命运�
当Ｂａｘ蛋白占优势时细胞发生凋亡�反之当Ｂｃｌ－2
蛋白表达增强时细胞继续生存。
　　Ｂａｘ在免疫系统发育与免疫调节中起着重要作

用。许多自身免疫性疾病的发生都与 Ｂａｘ有关。
Ｏｇａｗａ等 ［6］对干燥综合征患者淋巴细胞凋亡与凋亡
相关基因表达的研究结果表明干燥综合征患者

ＰＢＬｓ体外培养后Ｔ淋巴细胞凋亡数显著增加�并且
发现这与Ｂａｘ表达增加、Ｂｃｌ－2表达减少有关。崔
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玉芳等 ［7］用γ射线照射小鼠�观察照射不同时间小
鼠ＰＢＬｓ凋亡情况�从而探讨其发生机制�结果发现
照射早期小鼠 ＰＢＬｓ凋亡率显著升高�ＰＢＬｓＢａｘ蛋
白表达水平也明显增加�而后期随着凋亡率的降低�
Ｂａｘ蛋白的表达也明显下降。其他免疫相关性疾病
如系统性红斑狼疮、Ｂ细胞淋巴瘤、骨髓异常增生综
合征等淋巴细胞凋亡也与Ｂａｘ表达水平有关。
　　本研究结果显示：Ｄｅｘ可使ＭｓＰＧＮ－ＮＳ患儿与
正常儿童 ＰＨＡ刺激活化的 ＰＢＬｓＢａｘ蛋白表达增

加�与同一时间点空白对照组的自然表达相比有明
显差异 （Ｐ＜0．01）�且呈时间依赖性 （48ｈ＞24ｈ）�
说明 ＧＣ可诱导人 ＰＢＬｓＢａｘ蛋白的表达。比较
ＭｓＰＧＮ－ＮＳ患儿与正常儿童Ｂａｘ蛋白的表达�我们
发现空白对照组各时间点Ｂａｘ蛋白的表达无明显差

异 （Ｐ＞0．05）�但Ｄｅｘ组各时间点ＭｓＰＧＮ－ＮＳ患儿
Ｂａｘ的表达均低于正常儿童 （Ｐ＜0．01）。结果提
示：ＭｓＰＧＮ－ＮＳ患儿与正常儿童ＰＢＬｓ经Ｄｅｘ处理
后凋亡率明显增加�同时伴随Ｂａｘ蛋白的表达水平
显著提高�证实了Ｂａｘ与淋巴细胞凋亡之间存在相
关关系 （ｒ＝0．75～0．84）�并且Ｂａｘ是促凋亡的相关
蛋白之一。然而ＭｓＰＧＮ－ＮＳ患儿经Ｄｅｘ处理后各
时间点ＰＢＬｓＢａｘ蛋白的表达水平及凋亡率均低于

正常儿童�说明ＭｓＰＧＮ－ＮＳ患儿ＰＢＬｓ对ＧＣ不敏
感与Ｂａｘ低表达有一定关系�这可能是ＭｓＰＧＮ－ＮＳ
患儿糖皮质激素抵抗的原因之一。
　　综上所述�我们通过对 ＭｓＰＧＮ－ＮＳ患儿和正
常儿童ＰＢＬｓＢａｘ蛋白的表达水平与凋亡率进行检

测�结果表明ＭｓＰＧＮ－ＮＳ患儿存在ＰＢＬｓ凋亡受抑

的情况�这与 ＭｓＰＧＮ－ＮＳ患儿 Ｂａｘ蛋白低表达有
一定关系。提示Ｂａｘ蛋白低表达是ＭｓＰＧＮ－ＮＳ患
儿ＧＣ抵抗的可能因素之一。
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规范使用法定计量单位

　　本刊计量单位与单位符号按1991年中华医学会编辑出版部编辑的 《法定计量单位在医学上的应用》一书。注意单位名
称与单位符号不可混合使用�如ｍｇ·ｋｇ－1·周 －1等；单位符号中表示相除的斜线不能多于1条�后者可采用负指数幂的形式
表示�如ｍｇ／ｋｇ／ｄ应用ｍｇ·ｋｇ－1·ｄ－1表示。用光密度 （Ｄ ）代替 “吸光度 （Ａ）”�Ｄ为斜体字。在叙述中�应先列出法定计量
单位数值�而把旧制单位括在后面�如10ｋＰａ（75ｍｍＨｇ）；如同一计量单位反复出现�可在首次出现时注出新旧单位的换算系
数�然后只列法定计量单位。人体的血药浓度测定同人体其他检测值一样�以Ｌ为单位�不用ｍｌ或ｄｌ。
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