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ＺＮＦ２６２在常染色体显性多囊肾病患者肾组织中的表达及意义

王素霞，王　丽，刘亚伟，付莉莉，许　涛，梅长林

（第二军医大学长征医院肾内科，解放军肾脏病研究所，上海２００００３）

［摘要］　目的：检测锌指蛋白２６２（ＺＮＦ２６２）在正常肾组织及不同发病阶段多囊肾组织中的表达，并以增殖细胞核抗原

（ＰＣＮＡ）为对照，初步探讨ＺＮＦ２６２在常染色体显性多囊肾病（ａｕｔｏｓｏｍａｌｄｏｍｉｎａｎｔｐｏｌｙｃｙｓｔｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤＰＫＤ）中的作

用。方法：根据肾小球滤过率（ＧＦＲ）大小对 ＡＤＰＫＤ（ｎ＝８）进行分期，观察其影像学、常规病理检查结果，采用半定量ＲＴ

ＰＣＲ方法检测人正常肾组织（ｎ＝８）、早期多囊肾组织（ｎ＝４）、晚期多囊肾组织（ｎ＝４）中ＺＮＦ２６２和ＰＣＮＡ的表达，并对上述组

织中ＺＮＦ２６２和ＰＣＮＡ的表达进行相关性分析。结果：与正常肾组织相比，ＺＮＦ２６２和ＰＣＮＡ在早期、晚期多囊肾组织中的

表达均显著增多（Ｐ＜０．０１），且晚期多囊肾组织表达高于早期多囊肾组织（Ｐ＜０．０５）。ＺＮＦ２６２和ＰＣＮＡ在早期、晚期多囊肾

及正常肾组织中的表达存在显著的相关性（ｒ１＝０．８４２６，ｒ２＝０．９０２１，ｒ３＝０．８８３５，均Ｐ＜０．０５）。结论：与正常组织相比，

ＺＮＦ２６２不仅在ＡＤＰＫＤ高表达，并且随着病程进展表达逐步增高，这与ＰＣＮＡ的表达具有显著的相关性。提示ＺＮＦ２６２可以

作为检测ＡＤＰＫＤ的指标，并有助于临床进展分期的判别。
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［基金项目］　国家自然科学基金重点项目（３０３３０６４０）；国家自然科

学基金面上项目（３０２７１５２３）；国家自然科学基金（３０５７６８６７）．Ｓｕｐ
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ｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（３０５７６８６７）．
［作者简介］　王素霞，硕士生．Ｅｍａｉｌ：ｈｕｈｕｓｕｘｉａ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ．Ｅｍａｉｌ：ｃｈｌｍｅｉ１９５４＠１２６．ｃｏｍ

　　常染色体显性多囊肾病（ａｕｔｏｓｏｍａｌｄｏｍｉｎａｎｔ
ｐｏｌｙｃｙｓｔｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤＰＫＤ）是人类最常见
的单基因遗传性疾病，其基本的发病机制为囊肿衬
里上皮细胞异常增殖，合成细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕ
ｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）增多和分泌囊液增多。锌指蛋白

ＺＮＦ２６２，其蛋白产物主要通过与ＤＮＡ相互作用而
起转录因子作用，调节靶基因的表达以适应生物体
发育、分化、成熟过程的需要［１］。本研究所早期研究
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发现ＺＮＦ２６２在多囊肾组织中表达谱上调［２］。据
此，我们从核酸水平观察了ＺＮＦ２６２在正常肾组织
和不同发病阶段的多囊肾组织中的表达，以初步探
讨其在ＡＤＰＫＤ发病中的作用。

１　材料和方法

１．１　材料、试剂及仪器　８例正常肾组织标本来自
本院泌尿外科肾癌切除的正常组织，８例 ＡＤＰＫＤ
肾组织标本取自本院泌尿外科行单侧肾脏切除术或

囊肿去顶减压术的患者。固定标本常规石蜡包埋并
切片。部分新鲜肾组织短暂冻存用于抽提组织

ＲＮＡ。

　　ＲＮＡ抽提试剂盒（上海华舜生物工程有限公
司），逆转录试剂盒（日本 ＴａＫａＲａ），ＰＣＲ 引物用

ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０设计并由博亚生物有限公司合
成，参 照 人 ＺＮＦ２６２ ＧｅｎＢａｎｋ 上 的 序 列 （ｇｉ：

４４８９００６７）。Ｐ１：５′ＧＴＧ ＡＴＧ ＡＧＡ ＣＧＧ ＡＣＣ
ＡＧＧＡＣ３′（４６２４ｂｐ），Ｐ２：５′ＣＡＧ ＧＧＴ ＣＴＡ
ＴＣＧＧＧＡＡＴＧＴＧ３′（４２９９ｂｐ），目的片段长３２６
ｂｐ。人 ＰＣＮＡ（ｇｉ：１８９６８１）。Ｐ１５′ＴＧＣ ＡＴＧ
ＡＧＡＴＧＧＧＡＧ ＡＡＴＧＡ３′（４４４５ｂｐ），Ｐ２：５′
ＡＧＣＡＡＧ ＣＣＣ ＴＧＴ ＣＴＣ ＡＡＡ ＡＡ３′（４９０６
ｂｐ），目 的 片 段 长 ４７２ ｂｐ。内 参 βａｃｔｉｎ（ｇｉ：

５０１６０８８），Ｐ１：５′ＧＡＡＡＡＴＣＴＧＧＣＡＣＣＡＣＡＣ
ＣＴ３′（３２２ｂｐ），Ｐ２５′ＡＧＧＡＡＧＧＡＡＧＧＣＴＧＧ
ＡＡＧＡＧ３′（８７３ｂｐ），目的片段长５５２ｂｐ。超滤离
心机（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ），ＰＣＲ仪（美国ＢｉｏＲＡＤｉＣｙ
ｃｌｅｒ），ＴａＫａＲａＤｅｌ２０００ｍａｒｋｅｒ，显微镜（日本 Ｏ
ｌｙｍｐｕｓ），病理切片机（德国ＬＥＩＣＡ），ＩＤＡ２０００病
理图文分析系统，ＨＤＩ５０００超声诊断仪。

１．２　肾功能检查　测定患者血肌酐、尿素及血白蛋
白。根据 ＭＤＲＤ公式［３］计算肾小球滤过率（ＧＦＲ）：

ＧＦＲ（ｍｌ／ｍｉｎ）＝１７０×血肌酐（ｍｇ／ｄｌ）－０．９９９×（年
龄／０．３５７）０．１７６×血尿素（ｍｇ／ｄｌ）－０．１７０×血白蛋白
（ｇ／ｄｌ）－０．３１８×０．７６２（女性）。按美国肾脏病学会的
慢性肾脏病操作指南标准［４］分为２组，４例为早期
（ＧＦＲ＞９０ｍｌ／ｍｉｎ），４例为晚期（ＧＦＲ＜１５ｍｌ／

ｍｉｎ）。

１．３　超声检查　探头频率３．５ＭＨｚ，观察患者双
肾大小［３］、囊肿数量及大小、肾血流情况。

１．４　常规病理 ＨＥ染色　切片常规脱蜡至水，苏
木精染色３ｍｉｎ，１％盐酸分化数秒，流水冲洗返蓝，
伊红染色３０ｓ，脱水，透明，封固。光学显微镜下观
察，摄片。

１．５　ＲＴＰＣＲ　按说明书分别抽取总ＲＮＡ，取５μｌ

总ＲＮＡ进行１％甲醛变性凝胶电泳，电泳结果可见

２８Ｓ、１８Ｓ、５Ｓ３条清晰完整的带，证实所提取的总

ＲＮＡ完整可靠。将总 ＲＮＡ用适量ｄＨ２Ｏ稀释后
于紫外分光光度计扫描测定，其Ｄ２６０／Ｄ２８０稳定在

１．８～２．０之间，表明所提取之总ＲＮＡ质量较好，同
时读取其浓度并使各检测标本的细胞ＲＮＡ浓度调
至一致。两步法 ＲＴＰＣＲ试剂盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ公
司，反应体系按说明书，第一步：逆转录反应，条件为

４２℃３０ｍｉｎ，９９℃５ｍｉｎ，５℃５ｍｉｎ。第二步：ＰＣＲ
反应，条件为９４℃灭活５ｍｉｎ，然后扩增ＺＮＦ２６２（

９４℃，３０ｓ；６１℃，３０ｓ；７２℃，３０ｓ），ＰＣＮＡ（９４℃，

５ｍｉｎ；９４℃，３０ｓ；６０℃，３５ｓ；７２℃４０ｓ），各３０个
循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。内对照与各基因扩增
条件相同。各组织细胞 ＲＴＰＣＲ实验重复６次。

ＰＣＲ产物电泳后凝胶成像，以ｐＩｍａｇｅ软件分析，结
果以目的基因与βａｃｔｉｎ的灰度之比表示表达强度。

１．６　统计学处理　采用方差分析（ＡＮＯＶＡ）及相
关性分析。

２　结　果

２．１　两组ＡＤＰＫＤ患者肾脏体积、囊肿数量及大小
与肾功能变化的情况　在两组 ＡＤＰＫＤ患者中，晚
期患者肾脏体积显著增大，囊泡数量明显增多、增
大，肾血流量显著减少；而正常肾脏未见任何囊泡状
结构，肾体积及肾血流量未见明显异常（图１）。

２．２　常规病理结果　光镜下观察可见早期部分肾
小管形态正常，小管上皮细胞明显浊肿，部分小管空
泡变性，皮质、髓质部分小管管径增大，形成大小不
等的囊肿，囊肿形态不规则，囊肿衬里细胞增殖显著
（图２Ｂ）。晚期绝大部分小管高度扩张，成为大小不
等、形态不规则的囊肿，囊肿衬里细胞明显增殖（图

２Ｃ），正常肾组织小球、小管排列规整，结构未见明显
异常（图２Ａ）。

２．３　ＲＴＰＣＲ　见图３。正常肾组织、早期多囊肾
组织、晚期多囊肾组织中ＺＮＦ２６２的表达强度依次
为０．５８±０．０３、１．０９±０．０５、１．１９±０．０５，而ＰＣＮＡ
的表达强度依次为０．８３±０．０３、０．９０±０．０５、

０．９６±０．０４。统计学分析表明，与正常组织相比，早
期多囊肾、晚期多囊肾组织中ＺＮＦ２６２表达明显增
多，差异有显著的统计学意义（Ｐ＜０．０１），早期、晚
期多囊肾组织间表达量的差异有显著的统计学意义

（Ｐ＜０．０５）；ＰＣＮＡ在早、晚期多囊肾组织中的表达
均显著高于正常肾组织（Ｐ＜０．０１），早、晚期多囊肾
组织间表达量的差异也有显著的统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。ＺＮＦ２６２和ＰＣＮＡ在早、晚期多囊肾及正常
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肾组织中的表达存在显著相关性（ｒ１＝０．８４２６，ｒ２＝ ０．９０２１，ｒ３＝０．８８３５，均Ｐ＜０．０５）。

图１　不同肾脏组织超声检查图像

Ｆｉｇ１　Ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓ
Ａ：Ｎｏｒｍａｌｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅ；Ｂ：ＲｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓａｔｅａｒｌｙｓｔａｇｅｏｆＡＤＰＫＤ；Ｃ：ＲｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓａｔａｄｖａｎｃｅｄｓｔａｇｅｏｆＡＤＰＫＤ．Ａｒｒｏｗｓｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｃｙｓｔｓ

图２　肾脏组织ＨＥ染色结果

Ｆｉｇ２　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓ（×１００）

Ａ：Ｎｏｒｍａｌｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅ；Ｂ：ＲｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓａｔｅａｒｌｙｓｔａｇｅｏｆＡＤＰＫＤ；Ｃ：ＲｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓａｔａｄｖａｎｃｅｄｓｔａｇｅｏｆＡＤＰＫＤ．Ａｒｒｏｗｓｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｃｙｓｔｓ

图３　肾脏组织ＺＮＦ２６２和ＰＣＮＡＲＴＰＣＲ结果

Ｆｉｇ３　ＲＴＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆＺＮＦ２６２ａｎｄ
ＰＣＮＡｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓ

Ｍ：Ｄｅｌ２０００ｍａｒｋｅｒ；１：Ｎｏｒｍａｌｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅ；２：Ｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓａｔｅａｒ
ｌｙｓｔａｇｅｏｆＡＤＰＫＤ；３：ＲｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓａｔａｄｖａｎｃｅｄｓｔａｇｅｏｆＡＤＰＫＤ

３　讨　论

　　ＺＮＦ２６２位于人染色体１ｐ３４ｐ３２，又称细胞死
亡抑制ＲＮＡ（ｃｅｌｌｄｅａｔｈｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＲＮＡ），是锌指结

合区（ＭＹＭ）家族成员之一。据欧洲分子生物学实
验室（ＥＭＢＬ）相关数据库 Ｈａｒｖｅｓｔｅｒ介绍，它在胚胎
干细胞、胚脑组织、Ｅｗｉｎｇ肉瘤中表达较高。最近的
研究表明其在肺鳞癌和腺癌中也有一定量表达［５］，
可能与其抑制细胞死亡有关。ＺＮＦ２６２在胚胎发育
中具有一定的刺激细胞增殖作用，在胚胎干细胞和
发育中的神经组织有显著表达［６］。有研究［７］表明

ＡＤＰＫＤ衬里上皮细胞存在着过度增殖或凋亡，但

ＺＮＦ２６２与ＡＤＰＫＤ的关系尚未见报道。

　　本研究结果表明，ＺＮＦ２６２和ＰＣＮＡ在 ＡＤＰ
ＫＤ患者肾组织中的表达显著高于正常人，而对于
患者本身，ＺＮＦ２６２和ＰＣＮＡ在晚期多囊肾组织的
表达水平又明显高于早期多囊肾组织。ＰＣＮＡ为一
种在增殖期细胞中表达的多肽，细胞增殖越活跃，

ＰＣＮＡ表达水平越高。因此，ＰＣＮＡ表达水平可反
映细胞的增殖能力。相对于正常肾小管上皮细胞，
多囊肾衬里上皮细胞具有增殖迅速、极性逐渐消失
及至呈囊性变等特点。从本研究发现的ＺＮＦ２６２和

ＰＣＮＡ在上述组织基因表达较为一致性和相关性较
强来看，推测ＺＮＦ２６２可能通过其抑制凋亡、促进增
殖的作用参与了ＡＤＰＫＤ的发生和发展。

　　本研究还根据影像学、病理及ＧＦＲ结果，发现
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随着肾脏体积的增大、小管囊肿的增大增多、肾功能
的恶化，ＡＤＰＫＤ患者肾组织中的ＺＮＦ２６２水平逐
渐升高。但是ＺＮＦ２６２与不同阶段ＡＤＰＫＤ的发生
发展到底有多密切的相关性，还需要大样本资料的
统计和更深入的研究来证实。

　　与正常组织相比，ＺＮＦ２６２不仅在 ＡＤＰＫＤ高
表达，而且随着病程进展表达逐步增高，并与ＰＣＮＡ
的表达具有显著的相关性。提示ＺＮＦ２６２不仅与细
胞增殖有关，而且可能在 ＡＤＰＫＤ中存在较特异的
高表达现象。
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