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"摘要#
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目的
!

探讨
?"PV$

基因在新疆维吾尔族先天性马蹄内翻足"

S3;5_

$中的表达及
?"PV$

与先天性马蹄内翻足畸形

程度的相关性%方法
!

运用
aI+EIF,T8"E

方法检测新疆地区
2$

例维吾尔族先天性马蹄内翻足患儿和
12

例维吾尔族健康儿童足

部肌肉组织中
?"PV$

蛋白表达水平'应用实时荧光定量
A3C

测定不同畸形程度维吾尔族先天性马蹄内翻足患儿
?"PV$KCY4

相对表达量%结果
!

aI+EIF,T8"E

检测结果显示
S3;5_

患儿
?"PV$

蛋白表达水平"

%&21[%&1'

$低于正常儿童"

$&)$[%&$2

$!两

组比较差异有统计学意义"

!\%&%$-

$%实时荧光定量
A3C

检测显示!

=#KI

N

8#"

'

&

.

&

(

型
S3;5_

的
?"PV$KCY4

相对表达量

分别为
$&%1[%&10

&

%&)-[%&$2

&

%&10[%&$(

'维吾尔族
S3;5_

畸形程度与
?"PV$KCY4

相对表达量呈负相关性"

!\%&%'(

$%

结论
!

?"PV$

基因转录水平随
S3;5_

畸形程度的加重而逐渐降低!提示
?"PV$

基因可能参与了维吾尔族
S3;5_

的整个发病过程%

"关键词#
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先天性马蹄内翻足'
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先天性马蹄内翻足$

S3;5_

%是儿童常见的足功能先天畸

形#由足下垂*足内翻*足内收
'

种主要畸形综合而成&

$

'

)目前

S3;5_

发病原因尚未明确#相关研究提示!遗传因素*血管畸

形*环境因素*骨骼发育异常和神经肌肉病变与
S3;5_

的发

生*发展存在关联&

1.0

'

#由于
S3;5_

好发于胚芽发育易损期#某

些与肢体发育*血管发育相关基因受遗传或环境等因素作用而

出现异常表达#进一步加重
S3;5_

的畸形程度&

2.)

'

)

?"PV$

基因是一类
=Y4

结合区具有翼状螺旋结构的转录因子#通过

招募共激活因子而调控
&

型肌纤维基因转录表达#且在维持肢

体发育*造血干细胞生长和免疫调节方面发挥重要作用&

-./

'

)

国外研究发现#缺失
?"PV$

基因的实验小鼠存在严重的血管

畸形现象#但是关于
?"PV$

基因与
S3;5_

的相关性研究未有

报道#尤其对于
S3;5_

高发人群
?"PV$

基因与
S3;5_

致病*

畸形程度的研究更未出现#因此探讨
?"PV$

基因在
S3;5_

高

发人群111新疆维吾尔族人的表达情况&

(

'

#以及不同畸形程度

S3;5_

患者的表达水平#是进一步了解
S3;5_

致病原因的有

效方法)

@

!

资料与方法

@&@

!

一般资料
!

选择
1%$1

年
1

月至
1%$2

年
$$

月就诊于新

疆医科大学附属中医医院创伤骨科的
2$

例维吾尔族
S3;5_

患儿作为
S3;5_

组)诊断标准!所有患儿均表现为足下垂#后

跟向上#足外侧缘着地及足底向后#形似高尔夫球棒(畸形程度

按
=#KI

N

8#"

分类方法分为畸形
&

型$姿势形%*

'

型$轻度畸

形%*

.

型$严重畸形%*

(

型$畸形非常严重%)

12

例维吾尔族

健康儿童足部肌肉组织标本由新疆医科大学附属中医医院创

伤骨科和喀什市人民医院提供$健康对照组%)本研究中
S3.

;5_

患儿和健康儿童的家长均知情同意并签署知情同意书)

@&A

!

方法

%0'1

重庆医学
1%$-

年
)

月第
0)

卷第
$-

期

"

基金项目$国家自然科学基金资助项目$

/$$)%1$2

%)

!

作者简介$程国杰$

$(-'U

%#硕士#副主任医师"副教授#主要从事老年髋骨骨折围

术期治疗#肩部创伤中西医结合治疗方面的研究)
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实时荧光定量
A3C

反应相关引物

名称 引物序列$

2l.'l

% 退火温度$

g

% 扩增片段$

9

M

%

?"PV$ ?

!

44;;344;;3@;34;44;3;@;3 2) 1%0

C

!
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*

.HDE#, ?

!
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两组一般资料比较

组别
$

=#KI

N

8#"

畸形分类&

$

$

X

%'

&

型
'

型
.

型
(

型
!

性别&

$

$

X

%'

男 女
!

地区分布&

$

$

X

%'

北疆 南疆
!

年龄

$

N[(

#岁%

S3;5_

组
2$ %

$

%&%%

%

$'

$
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%

$
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%

%
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%

$
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$
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%

$
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$
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%

$
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%

%&%2

%
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%
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$
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$
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$
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$

%&%2

$
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!

组织蛋白*

KCY4

提取
!

取两组研究对象足部肌肉组

织
2%K

N

#于低温环境下剪碎#加入
2K:

组织裂解液&

;F#+.

>3:

M

>-&21%KK"8

"

:

#蔗糖
''%KK"8

"

:

#乙二胺四乙酸

$

5=;4

%

1KK"8

"

:

#苯甲基磺酰氨$

AR<?

%

$KK"8

"

:

'进行组

织裂解#

0g$%%%F

"

K#,

离心
$%K#,

#弃去上清液#将沉淀物

置于裂解液中超声破碎
$%K#,

#重复
$

次超声#收集上清液#低

温保存蛋白样品)应用
;F#i"8

提取试剂盒$

S,O#EF"

N

I,

%提取两

组研究对象足部肌肉组织总
CY4

#使用
R:_

反转录试剂盒

$

S,O#EF"

N

I,

%进行
CY4

反转录#将反转录产物
D=Y4

置于
U/%

g

低温保存)

@&A&A

!

aI+EIF,T8"E

方法检测
?"PV$

在两组足部肌肉组织的

表达情况
!

取
'%

%

N

蛋白样品进行
<=<.A4@5

电泳#将电泳胶

和
A_=?

膜进行转膜*封闭(使用
$h'%%

稀释的鼠抗人
?"PV$

抗体和鼠抗人
*

.HDE#,

抗体室温杂交
$6

(

$h1%%%

稀释辣根过

氧化酶标记的山羊抗鼠$二抗%室温孵育
$6

)条带经
V!

7

++I

7

红外线荧光扫描仪扫描后#采用
SKH

N

I.AF"A8G+

图像分析软件

分析)以目的蛋白条带与内参蛋白条带的光密度比值表示目

的蛋白的相对表达量)

@&A&B

!

实时荧光定量
A3C

方法检测
?"PV$KCY4

在不同畸

形程度
S3;5_

的转录水平
!

利用
A8HE#,GK

+

<BTC

+

@FII,

e

A3C<G

M

IFRSbQ#E

$

S,O#EF"

N

I,

%进行荧光定量
A3C

扩增)反

应体系$

12&%

%

:

%!

<BTC

+

@FII,CIH8E#KIA3CR#P$1&2

%

:

#

上游引物
$&%

%

:

#下游引物
$&%

%

:

#

D=Y4

样品
1&%

%

:

#去离

子水
/&2

%

:

(反应条件!

(2g

预变性
2K#,

#

(2g'%+

#

2/g

'%+

#

-1g'%+

#

'2

个循环)收集各扩增反应
3E

值#

KCY4

相

对表达量
1

.

,

3E

\3;

目的基因
U3;

看家基因)扩增引物由上海生工生

物工程股份有限公司合成#见表
$

)

@&B

!

统计学处理
!

采用
@FH

M

6AH!

M

F#+K2&%

软件进行数据分

析)计量资料以
N[(

表示#组间比较采用
7

检验(计数资料以

率表示#组间比较采用
"

1 检验#以
!

%

%&%2

为差异有统计学

意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

一般情况比较
!

S3;5_

组和健康对照组的性别*地区分

布*年龄比较差异无统计学意义$

!

$

%&%2

%(两组畸形分类比

较#差异有统计学意义$

!

%

%&%2

%)

S3;5_

组中南疆地区病例

数高于北疆地区#

S3;5_

分布差异有统计学意义$

!

%

%&%2

%#

见表
1

)

A&A

!

两组研究对象足部肌肉组织中
?"PV$

的表达情况
!

S3.

;5_

组
?"PV$

蛋白相对表达量为
%&21[%&1'

#健康对照组为

$&)$[%&$2

#

S3;5_

组
?"PV$

蛋白表达水平低于健康对照

组#两组比较差异有统计学意义$

!\%&%$-

%#见图
$

*

1

)

图
$

!!

?"PV$

蛋白在两组儿童足部肌肉组织中的表达

图
1

!!

两组儿童足部肌肉组织中
?"PV$

蛋白相对表达量

图
'

!!

不同畸形程度
S3;5_

患儿足部肌肉

组织中
?"PV$KCY4

相对表达量

A&B

!

?"PV$KCY4

转录水平与
S3;5_

畸形程度的关系
!

实

$0'1

重庆医学
1%$-

年
)

月第
0)

卷第
$-

期



时荧光定量
A3C

检测结果显示#

'

*

.

*

(

型
S3;5_

患儿

?"PV$KCY4

相对表达量分别为
$&%1[%&10

#

%&)-[%&$2

#

%&10[%&$(

(

(

型
S3;5_

患儿
?"PV$KCY4

转录水平低于

'

*

.

型
S3;5_

患儿#比较差异有统计学意义$

!\%&%'(

%#见

图
'

)

B

!

讨
!!

论

!!

3;5_

是一类常见骨科出生缺陷#严重影响患儿的身体和

心理健康#临床上虽然可以通过畸形矫正手术达到改善
S3.

;5_

外观和功能的作用#但仍有多数患儿不能得到有效治疗#

此外
S3;53

致病原因尚未明确#

S3;5_

临床根治困难较大)

近年国内外
S3;53

相关研究表明#遗传因素*血管畸形*环境

因素*骨骼发育异常和神经肌肉病变与
S3;5_

的发生*发展

存在关系#一些研究人员对
S3;53

患者进行足部血管造影#发

现患者足部均有血管异常#血管排列紊乱#且在胎儿早起改变

明显)

WH,LKH,

等&

$%

'应用绒毛膜绒毛取样的方法#建立肢体

畸形动物模型#发现畸形动物血管断裂或发育缺陷以及缺血导

致缺氧#影响胚芽的形成#最终导致
S3;5_

的发生)

?"PV$

是
?"PV

蛋白家族中发现最早的成员之一#它能促

进脂肪*血管等细胞分化#且在细胞凋亡*

=Y4

损伤"修复*血

管形成和肿瘤发生等生物过程中发挥重要作用)

?"PV$

受

AS'W

"

4W;

信号通路的磷酸化调控#导致转录活性下调#从而

抑制
?"PV$

所调控的下游基因表达&

$$.$1

'

)

jGHFI+KH

等&

$'

'研

究发现
AS'W

"

4W;

信号通路与一些细胞过程密切相关#间接

证实
?"PV$

基因在细胞凋亡*血管损伤与修复*血管生成和肿

瘤形成等生理过程中发挥关键作用)德国科学家
a#86I8K

等&

$0

'通过敲出小鼠内皮细胞内的
?"PV$

基因#发现
?"PV$

参

与了小鼠血管生成过程#能够协调细胞分裂与代谢过程#而在

正常情况下
?"PV$

能够防止细胞分裂出现失控#保护血管发

挥正常功能#一旦
?"PV$

失去表达平衡状态#血管内皮细胞的

生长就会失去控制#出现严重的血管畸形现象)

本研究对新疆维吾尔族
S3;5_

患儿和健康维吾尔族儿

童
?"PV$

蛋白表达水平进行检测#结果显示#

S3;5_

患儿

?"PV$

蛋白相对表达水平$

%&21[%&1'

%低于健康儿童$

$&)$[

%&$2

%#两者差异有统计学意义$

!\%&%$-

%)表明
S3;5_

的

产生与
?"PV$

基因有一定关系#

S3;5_

患儿
?"PV$

蛋白的低

表达水平可能减缓了患儿血管内皮细胞代谢和细胞分裂#导致

血管生长受到影响#阻碍肌肉细胞接触氧气和营养成分#进而

引起血管畸形和
S3;5_

的发生)为了进一步证实
S3_5;

与

?"PV$

基因表达之间的关系#本研究对不同畸形程度的
S3.

;5_

患儿
?"PV$KCY4

转录水平进行检测#结果显示#随着

S3;5_

畸形程度的不断加重#

?"PV$KCY4

相对表达量在不

断降低#尤其是
(

型
S3;5_

患儿
?"PV$KCY4

相对表达量

仅为
%&10[%&$(

#明显低于
'

*

.

型
S3;5_

患儿$

$&%1[

%&10

#

%&)-[%&$2

%#组间比较差异有统计学意义$

!\%&%'(

%#

实验表明
?"PV$

基因不仅参与了
S3;5_

的产生#可能在
S3.

;5_

整个致病过程中发挥重要作用)因此#作者推断
?"PV$

基因在
S3;5_

患儿足部肌肉组织中异常表达#可能受到

AS'W

"

4W;

信号通路过度磷酸化调控#引起
?"PV$KCY4

转

录和蛋白表达水平的降低#从而抑制
?"PV$

下游基因正常表

达#减缓了
S3;5_

患儿肌肉组织中血管内皮细胞代谢和分

裂#导致血管畸形的发生)另外#随着患者畸形程度的不断加

重#

AS'W

"

4W;

信号通路的过度调控并没有得到恢复#而是进

一步降低了
?"PV$

活性和表达水平#引起
S3;5_

患儿肌肉组

织血管畸形的不断恶化)另外#同一时期南疆地区
S3;5_

患

儿数高于北疆地区#分布差异有统计学意义$

!

$

%&%2

%#表明

S3;5_

发病存在地域和环境差异性(但本研究不能排除因

?"PV$

基因错位突变导致
S3;5_?"PV$

基因表达异常的可

能性#而
S3;5_

是否存在
?"PV$

基因突变*突变对
S3;5_

影

响大小#以及基因突变所产生的致病机制尚未有报道#有待研

究人员进一步探索)
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