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PLCε1蛋白及Arg548Leu位点与广西壮族

儿童原发性肾病综合征关系的分析

杨三菊,刘运广

(右江民族医学院附属医院儿科,广西 百色 533000)

摘 要:目的 分析磷脂酶CE1(phospholipaseCE1,PLCE1)基因 Arg548Leu位点及磷脂酶Cε1(PhospholipaseCε1,

PLCε1)蛋白与原发性肾病综合征(primarynephroticsyndrome,PNS)易感性及对激素治疗反应。方法 选取广西壮族

儿童255例,其中PNS组155例,健康对照组100例,PNS组分为激素敏感型肾病综合征(steroidsentitivenephrotic

syndrome,SSNS)95例、激素耐药型肾病综合征耐(steroidresistantnephroticsyndrome,SRNS)60例。运用 QPCR及

FastTarget联合二代测序技术检测PLCE1基因 Arg548Leu位点多态性,同时采用酶联免疫吸附法检测血清中PLCε1
蛋白的水平,分析Arg548Leu位点的基因型及等位基因分布频率及PLCε1蛋白水平在各组间的分布差异,探讨其与

PNS的关系。结果 ①PLCE1基因Arg548Leu位点基因型(GG、GT、TT)及等位基因型(G、T)在PNS组与健康对照组

间频率分布差异无统计学意义(P>0.05);SSNS与SRNS两组间基因型(GG、GT)和等位基因型(G、T)频率分布差异

无统计学意义(P>0.05)。②PNS组血清中PLCε1蛋白水平低于健康对照组,差异具有统计学意义(P <0.001);

SRNS组中PLCε1蛋白水平也低于SSNS组,差异具有统计学意义(P<0.05)。结论 ①PLCE1基因Arg548Leu位点

多态性可能与广西壮族儿童PNS易感性及激素治疗反应无关;②在PNS中PLCε1蛋白可能是广西壮族儿童一种保护

性蛋白,其血清水平可能影响对激素的治疗反应。
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AnalysisoftherelationshipbetweenPLCε1proteinandArg548LeulocusinZhuang
nationalitychildrenwithprimarynephroticsyndromeinGuangxi

YangSanju,LiuYunguang

(DepartmentofPediatrics,TheAffiliatedHospitalofYoujiangMedical
UniversityforNationalities,Baise533000,Guangxi,China)

  Abstract: Objective ToanalyzethesusceptibilityoftheArg548LeulocusofthePhospholipaseCepsilon-
1(PLCE1)geneandPhospholipaseCε1(PLCε1)proteininprimarynephroticsyndrome(PNS)anditsresponse
tohormonetherapy. Methods Atotalof255ZhuangnationalitychildreninGuangxiwereselected,with155
casesasPNSgroupand100casesashealthycontrolgroup.ThePNSgroupwasdividedinto95casesofsteroid
sensitivenephroticsyndrome(SSNS)and60casesofsteroidresistantnephroticsyndrome(SRNS).Thepoly-
morphismofPLCE1geneArg548LeulocuswasdetectedbyQPCRandFastTargetcombinedwithsecond-gen-
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erationsequencingtechnology.Meanwhile,theserumlevelsofPLCε1proteinweredetectedbyenzyme-linked
immunosorbentassay.ThefrequencydistributionofgenotypesandalleleinArg548Leulocusandthedistribu-
tiondifferencesofthePLCε1proteinlevelsamongthegroupswereanalyzedtoexploretheirrelationshipwith
PNS. Results ①TherewasnosignificantdifferenceinthefrequencydistributionofPLCE1geneArg548Leu
locusgenotypes(GG,GT,TT)andalleletypes(G,T)betweenPNSgroupandhealthycontrolgroup(P>
0.05);Therewasnosignificantdifferenceinthefrequencydistributionofgenotypes(GG,GT)andallele
types(G,T)betweenSSNSgroupandSRNSgroup(P>0.05);②SerumlevelsofPLCε1proteininthePNS
groupwaslowerthaninthehealthycontrolgroup,andthedifferencewasstatisticallysignificant(P <
0.001);TheproteinlevelsofPLCε1intheSRNSgroupwasalsosignificantlylowerthanthoseintheSSNS
group(P<0.05). Conclusion ①ThepolymorphismofArg548LeulocusinPLCE1genemaynotbeassoci-
atedwithsusceptibilitytoPNSandhormonetreatmentresponseinchildrenofZhuangnationalityinGuangxi;

② ThePLCε1proteinmaybeaprotectiveproteinforchildrenofZhuangnationalityinGuangxiwithPNS,and
itsserumlevelsmayaffectthetreatmentresponsetohormones.
  Keywords: phospholipaseCE1gene;primarynephroticsyndrome;genepolymorphism

  原 发 性 肾 病 综 合 征 (primarynephroticsyn-
drome,PNS)是儿童时期最常见的慢性肾脏疾病,在
亚洲地区年发病率高达每10万人6.4~7.14例之

间[1-2]。PNS患儿中约85%~90%对类固醇治疗反应

敏感,即为激素敏感型肾病综合征(steroidsentitive
nephroticsyndrome,SSNS),在长期使用激素后常出

现生长不良、肥胖和骨质疏松等,严重影响患儿生活质

量[3]。其余10%~15%患儿则对类固醇治疗表现耐

药反应,即为激素耐药型肾病综合征(steroidresistant
nephroticsyndrome,SRNS),这部分患儿病情常迁延

不愈,在10年内有近50%的患者最终进展为终末期

肾病(end-stagerenaldisease,ESRD)[3-4]。因此,PNS
一直是临床工作和研究的热点问题。随着遗传学和基

因测序技术的不断发展,60多个与PNS疾病相关的

单基 因 被 报 道,磷 脂 酶 CE1(phospholipaseCE1,

PLCE1)基因是其中之一[4-5]。PLCE1基因编码信号

系统,其编码的蛋白是各种G蛋白偶联受体的信号蛋

白,参与肾小球足细胞信号转导,对维持肾小球正常发

育起重要作用。有文献报道[6],PLCE1基因移码或无

义突变使肾小球在S阶段发育停滞,导致早发型肾病

综合征。另外研究者发现PLCE1突变也是孤立性弥

漫性系膜硬化(isolateddiffusemesentericsclerosis,

IDMS)主要原因,有超过28%~33%的家庭受到影

响[7]。而关于PLCε1蛋白及其单个基因位点多态性

与PNS关系的分析少见报道。因此,本次研究运用

FastTarget联 合 二 代 测 序 技 术 检 测 PLCE1 基 因

Arg548Leu位点多态性,同时采用酶联免疫吸附法检

测血清中磷脂酶Cε1(PhospholipaseCε1,PLCε1)蛋白

的水平,分析 Arg548Leu位点及PLCε1蛋白水平与

PNS的关系,从分子水平为PNS的预后及防治提供

理论和实验依据。

1 资料和方法

1.1 临床资料 收集2020年10月至2022年5月在

右江民族医学院附属医院就诊的广西壮族儿童255
例,其中PNS患儿155例,男90例,女65例,平均年

龄为(8.05±0.05)岁。均符合PNS诊断标准,根据对

激素治疗反应情况,分为SSNS和SRNS[8],SSNS95
例,男72例,女23例,平均年龄为(8.05±0.07)岁,

SRNS60例,男45例,女15例,平均年龄为(8.05±
0.09)岁。该院同期健康体检的壮族儿童100例,男

66例,女34例,平均年龄为(8.06±0.07)岁。性别、
年龄因素在各比较组间的差异无统计学意义(P >
0.05)。纳入标准:①PNS的诊断标准及类固醇激素

治疗反应分型参照中华医学会儿科学分会肾脏病组学

制定的儿童激素敏感、复发/依赖肾病综合征诊治循证

指南[8];②各组研究对象均为家族中无肾脏疾病且相

互之间没有血缘关系的壮族人群。排除标准:①排除

合并感染的PNS患儿;②排除Alport综合征患者;③
排除继发性肾病:过敏性紫癜肾炎、系统性红斑狼疮肾

炎、乙肝病毒感染肾炎、先天性巨细胞感染肾炎、糖尿

病肾病等。本研究对象的监护人已知情,并已签署知

情同意书。本研究已取得研究单位伦理委员会批准。

1.2 方法

1.2.1 采集血液标本 所有研究者空腹时取2mL
静脉血放入EDTA管,去除红细胞后置于-80℃冰

箱保存。

1.2.2 提取DNA 该实验严格按照德国Qiagen公

司 DNeasyBlood&TissueKit试 剂 盒 实 验 步 骤 提 取

DNA。并测量DNA纯度(OD260/280比值)

1.2.3 引物设计 以人类标准基因组为模板,委托上

海昊天生物科技有限公司设计合成 Arg548Leu位点

的引物,序列见表1。
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表1 PLCE1基因Arg548Leu位点引物序列

位点 引物序列

Arg548Leu 上游5′-CACCAGATTTGATGTAACCACGAC-3′
下游5′-GGAGCTCTGGCATTCAGGAGT-3′

1.2.4 QPCR反应 QPCR反应体系(20μL):包括

SYBRpremix10μL,PrimerF0.4μL,PrimerR0.4

μL,DyeII(50x)0.4μL,DNA2μL,DEPC水6.8μL。

QPCR扩增程序:95℃预变性2min,95℃变性15s,

60℃退火30s,95℃延伸1min,循环40次,最后95
℃延伸30s。

1.2.5 FastTarget目标区域测序 通过扩增产物建

立FastTarget测序文库,并经Agilent2100Bioanalyzer
验证。最后通过IlluminaHiseq/Miseq平台对PLCE1
基因27号外显子进行高通量测序。

1.2.6 ELISA测定PLCε1血清蛋白水平 本实验使

用PLCε1酶联免疫分析试剂盒检测,操作步骤严格按

试剂说明书进行,并进行数据分析。

1.3 统计学方法 数据采用SPSS22.0软件进行统

计分析,对健康对照样本采用 Hardy-Weinberg平衡

分析,评估健康对照组样本是否具有群体代表性。对

PNS、健康对照组、SSNS及SRNS组的基因型和等位

基因频率采用计数法。计量资料符合正态性、方差齐

性条件采用t检验,不符合t检验要求的计量资料则采

用秩和检验。计数资料则用χ2 检验或Fisher确切概

率法。按α=0.05检验水准,P<0.05为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 Hardy-Weinberg平衡分析 对健康对照组中

PLCE1基因 Arg548Leu位点进行 Hardy-Weinberg
平衡分析,Arg548Leu位点的基因型频数符合 Hardy-
Weinberg平衡(P >0.05),对照组样本具有群体代

表性。见表2。

表2 健康对照组中Arg548Leu位点基因型

频数 Hardy-Weinberg平衡分析

基因型 实际频数 预期频数 χ2 P

GG 82 81.90 0.257 1.000
GT 17 17.20
TT 1 0.90

2.2 PLCE1基因 Arg548Leu位点分析 PLCE1基

因Arg548Leu位点基因型(GG、GT、TT)及等位基因

(G、T)在PNS组和健康对照组间差异无统计学意义

(P>0.05),见表3。该位点基因型(GG、CT)及等位

基因(G、T)在SRNS及SSNS两组间分布差异也无统

计学意义(P>0.05),见表4。

表3 PNS组与健康对照组Arg548Leu基因型及等位基因型比较

Arg548Leu PNS组 健康组 OR (95%CI) P OR (95%CI)a Pa

GG 129 82
GT 26 17 0.972(0.497~1.902) 0.934 0.628(0.270~1.461) 0.280
TT 0 1 3.935e-10(0-inf) 1.000 2.548e-10(0-inf) 1.000
G 284 181
T 26 19 0.872(0.469~1.622) 0.665 0.919(0.492~1.717) 0.792

 注:a为纳入性别和年龄校正后的结果;e为科学计数法中的指数符号;inf为无穷大。

表4 SSNS与SRNSArg548Leu基因型及等位基因型比较

Arg548Leu PNS组 健康组 OR (95%CI) P OR (95%CI)a Pa

GG 76 53
GT 19 7 0.528(0.207~1.346) 0.181 0.527(0.207~1.342) 0.179
G 171 113
T 19 7 0.558(0.227~1.369) 0.203 0.557(0.225~1.379) 0.206

 注:a为纳入性别和年龄校正后的结果。

2.3 PLCε1血清蛋白水平比较 PNS组血清PLCε1
蛋白水平低于健康对照组,差异有统计学意义(P <
0.001);SRNS组血清PLCε1蛋白水平低于SSNS组,
差异具有统计学意义(P=0.037),见表5。

3 讨论

PNS是肾小球滤过屏障被破坏导致大量血浆蛋

白从尿液中丢失的一组临床综合征,常呈慢性病程,部
分耐药者,预后不良,易进展为ESRD,威胁患者生命

健康。随着基因检测技术在临床中的广泛应用,基因
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表5 各组间PLCε1血清蛋白浓度水平差异比较

组别 n 浓度/(ng·mL-1) Z P

PNS组 155 234.90(123.50~347.80) -6.364 <0.001
健康对照组 100 448.35(246.43~800.10)

SSNS组 95 250.40(123.60~442.00) -2.089 0.037
SRNS组 60 234.50(123.43~340.13)

多态性位点分析在指导PNS患者个体化治疗、延缓和

延迟ESRD进展及遗传咨询方面日益重要[9]。本团队

通过研究广西壮族壮族儿童PNS与PLCε1蛋白及

Arg548Leu位点多态性的关系,为PNS疾病精准治

疗、早期诊断以及预后评估提供一定数据。

PLCE1基因是定位于人染色体10q23.33上,长
为334.3kb的单拷贝基因,含有34个外显子。其编

码的PLCε1蛋白在酵母双杂交实验中的秀丽隐杆虫

中第一次被发现,随后KELLEYGG等[10]证实该蛋

白属于磷脂酶家族C(PLC)的新成员,并首次为其命

名。PLCε1作为PLC家族的一种同工酶,除包含XY、

PH、C2及EF4个家族成员所共有的保守结构域,还
具有 独 特 的 RasGEF_CDC25和 RA 两 个 结 构 域。

RasGEF_CDC25结构域位于PLCε1氨基酸末端,是

GTP交换因子区域,可增加 GDP和Rapl的释放,该
结构还具有鸟嘌呤核苷酸交换活性(GEF),从而激活

Ras/MAPK信号通路和细胞外信号调节酶(ERK)途
径[11];RA结构域是2个C端Ras绑定区,与Ras结

合,参与PLCε1的激活。依据PLCE1与肾病综合征

相关研究报道[12],认为PLCE1是肾病综合征的重要

候选基因。Hildebrandt团队在1783个家庭组成的

国际队列中,发现PLCE1突变是导致家族性SRNS的

第4大最常见原因[13-14]。BOYERO等[15]对来自68
个家 族 的139位 SRNS患 者 进 行 突 变 分 析,发 现

PLCE1突变个体出现早发性肾病综合征,发病年龄在

3个月到6岁不等,且在7岁前进展为ESKD,其主要

病理类型是弥漫性肾小球硬化(DMS),但在局灶性节

段性 肾 小 球 硬 化 (FSGS)中 的 比 例 也 不 可 忽 视。

HASHMIJA等[16]也通过一个沙特近亲家庭证实了

PLCE1突变在家族性SRNS中呈常染色体隐性遗传

模式,在该家族SRNS病例中发现了PLCE1新的纯合

子插入突变(C.6272_6273insT),突变后蛋白质从

2090Met_2091GlnPheSer位置移码,导致了PLCE1缺

乏完整的RA结构域,这可能是导致肾病综合征的原

因。另外张研等[17]也在广西壮族PNS患儿检测出了

5种PLCE1的突变(c.578T>C、c.670C>T、c.923G
>T、c.4916C>T、c.5927_5929del),c.578T>C、

c.670C>T、c.923G>T三位点引起改变的氨基酸靠

近RasGEF_CDC25结构域,c.4916C>T引起改变的

氨基酸位于XY结构域中,c.5927_5929del引起改变

的氨基酸位于位于C2和RA结构域之间,5个突变位

点导致PNS可能与PLCE1复杂结构域相关。因此,
本研 究 选 取 了 位 于 RasGEF_CDC25 结 构 域 中 的

Arg548Leu多态性位点,并分析该多态性位点与广西

壮族儿童PNS发生及治疗的相关性。

THIKIMLIENN等[18]分别在2名先天性肾病

综合征(CNS)患儿中检测到PLCE1基因p.Arg548Le
u(c.1643G>T)位点杂合突变及纯合突变,纯合突变

患儿出现更严重的临床表型。另外 MACHUCAE
等[19]也在 CNS患儿中检测到了常见的多态性(p.
Arg548Leu)。PLCE1基因Arg548Leu多态性位点位

于RasGEF_CDC25结构域,可能通过以下途径导致影

响PNS的发生及发展:①RasGEF_CDC25结构域可

增加GDP核Rapl的释放率,Rapl有GEF活性,有助

于GDP和GTP相互转换,从而活化Ras和Rho等一

类小G蛋白;②RasGEF_CDC25结构域通过鸟苷酸交

换因子改变Ras家族分子结构从而激活Ras/MAPK
信号通路。Arg548Leu多态性位点中精氨酸(Arg)带
正电荷,亮氨酸(Leu)不带电荷[20]。特定区域氨基酸

电荷的改变可引起特定区域PLCε1蛋白三维构象的

改变,因此Arg548Leu可能通过引起RasGEF_CDC25
区域三维构象的改变,从而影响足细胞内外信号的转

导。在本研究中,PLCE1基因Arg548Leu位点多态性

可能与广西壮族PNS及其治疗无关,与上述文献报道

不符,这可能与不同的种族、地域及样本量有关;另外

样本虽均来自广西壮族,但随着时代的变迁,广西壮族

生活习性及饮食习惯不断改变,也可能影响基因位点

多态性与疾病的关系。
目前关于PLCε1蛋白与PNS及其治疗的关系少

见报道,本研究发现PNS组PLCε1蛋白水平显著低于

健康对照,同时在SRNS组的蛋白水平也是显著低于

SSNS组。所以,PLCε1蛋白可能是广西壮族PNS的

一种保护性蛋白,并可能对PNS的治疗有影响,这与

张研等[16]的研究结果相一致。但血清中PLCε1蛋白

水平容易受到药物、感染等多种因素影响,导致最终结

果可能出现误差。本研究的不足之处是未能进一步将

感染等因素纳入考虑,下分感染组及非感染组等亚层

开展研究,因此必要时将PNS组与健康组和SSNS组

和SRNS组中分别将感染等因素纳入下分亚层,从而

排除感染等因素对研究的影响。
综上所述,本研究发现PLCε1蛋白可能是广西壮

族PNS的一种保护性蛋白,并可能对PNS的激素治

疗有影响,这在临床上可有利于广西壮族儿童PNS治

疗及预后判断。本研究未发现 Arg548Leu多态性位

点与广西壮族PNS及其治疗有关,但关于PLCE1基

因位点多态性与广西壮族儿童PNS相关性需更深入
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研究,可以继续扩大样本量,多地区、多民族比较,多个

多态性位点联合分析等研究,为揭示PNS的发病机制

提供更多的理论依据。
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