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常染色体显性遗传多囊肾差异表达基因的研究
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［摘要］　目的：应用表达谱芯片研究常染色体显性遗传多囊肾病（ＡＤＰＫＤ）与正常肾组织基因表达的差异，探讨此病的致病

因素及可能的治疗途径。方法：等量的人正常肾和ＡＤＰＫＤ肾组织的ｍＲＮＡ分别用Ｃｙ３和Ｃｙ５逆转录荧光标记，制作ｃＤＮＡ
探针，混合后与４０９６点人ｃＤＮＡ表达谱芯片进行杂交，ＳｃａｎＡｒｒａｙ４０００扫描仪扫描芯片荧光信号图像，数字化处理和分析后

比较两种组织基因表达谱的差异。ＲＴＰＣＲ法验证其中４条基因表达水平。结果：在 ＡＤＰＫＤ肾组织与正常肾组织中存在

４６３条差异表达基因，其中２０６条基因在多囊肾组织中高表达，特别是细胞周期素Ｄ２（ｃｙｃｌｉｎＤ２）、基质金属蛋白酶１（ＭＭＰ１）、

组织金属蛋白酶抑制因子１（ＴＩＭＰ１）、成纤维细胞活化蛋白基因等；２５７条基因在多囊肾组织中低表达，特别是蛋白磷酸酶

１Ａ、酸性磷酸酶１基因等。ＲＴＰＣＲ法验证的４条基因表达水平与芯片结果相一致。结论：ＡＤＰＫＤ病理改变可能与细胞周

期蛋白、ＭＭＰｓ以及各种生长因子相关基因的上调有关，钙调素抑制剂和 ＭＭＰｓ抑制剂可能会对其有一定的治疗作用。
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　　常染色体显性遗传多囊肾病（ＡＤＰＫＤ）是一种
系统性疾病，约占终末期肾病的８％～１２％，多数患
者需肾脏移植。目前对ＡＤＰＫＤ发病机制方面的研
究虽取得了一定的进展，但具体机制仍不确切，因此
一直提不出有效的针对性治疗方法。本研究通过表
达谱芯片一次性、大通量地综合研究正常肾和 ＡＤ
ＰＫＤ肾组织差异表达的基因，观察众多基因在正常
及ＡＤＰＫＤ肾组织中的表达差异，探讨 ＡＤＰＫＤ的
致病因素以及可能的治疗方法。

１　材料和方法

１．１　组织来源　６例正常肾组织和６例 ＡＤＰＫＤ
组织取自长征医院泌尿外科２００２年经病理确诊的

手术切除标本，均经病理确诊。患者平均年龄分别
为（４８±４）岁和（５１±４）岁。ＡＤＰＫＤ患者病程平均
（１２．７±４．３）年，均有典型的病史和家族史。

１．２　ＲＮＡ抽提 ｍＲＮＡ纯化及探针制备　改良酚
氯仿一步法抽提总ＲＮＡ，样品经分光光度计检测光
密度（Ｄ）。ＯｌｉｇｏｔｅｘｍＲＮＡ ＭｉｄｉＫｉｔ（Ｑｕａｇｅｎ公
司）纯化ｍＲＮＡ，按说明书进行操作，电泳检测。参
照Ｓｃｈｅｎａ等［１］的方法反转录标记ｃＤＮＡ探针并纯
化，用Ｃｙ３ｄＵＴＰ标记正常组织ｍＲＮＡ，Ｃｙ５ｄＵＴＰ
标记ＡＤＰＫＤ组织的ｍＲＮＡ各５μｇ，乙醇沉淀后溶
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解在２０μｌ５×ＳＳＣ＋０．２％ＳＤＳ杂交液中。

１．３　杂交和洗涤　按芯片杂交试剂盒（上海联合基
因公司提供）操作说明，将芯片和杂交探针分别在

９５℃水浴中变性５ｍｉｎ，与预热的杂交液混合起来，
置杂交密封仓内加以密闭。恒温杂交箱内６０℃杂
交１５～１７ｈ，依次以２×ＳＳＣ、０．２％ＳＤＳ、０．１％ＳＳＣ
洗涤１０ｍｉｎ，室温避光晾干。

１．４　荧光扫描和结果分析　ＳｃａｎＡｒｒａｙ４０００（Ｇｅｎ
ｅｒａｌＳｃａｎｎｉｎｇ公司）扫描芯片，ＧｅｎｅＰｉｘＰｒｏ３．０软
件分析Ｃｙ３、Ｃｙ５两种荧光信号的强度，计算Ｃｙ５／

Ｃｙ３的值，以下述３个条件判断基因差异表达的标
准：（１）Ｃｙ５和Ｃｙ３比值的自然对数的绝对值＞０．６９
（基因的表达变化差异在２倍以上）；（２）Ｃｙ３、Ｃｙ５的
值皆＞２００或两者之一＞８００；（３）重复实验１次后
仍符合上述条件。对入选的４０９６点基因进行分
析，取两张芯片上均差异表达的基因作为研究对象，
分析两者均一化系数。对于某一点的两种叠加荧光
信号，如果 Ｃｙ３信号较强，该点多显绿色（下调趋
势）；如果Ｃｙ５信号较强，该点多显红色（上调趋势）；
如果强度相似，则显黄色。取黄色数据点即代表 Ｙ
值与Ｘ值的比值在０．５到２．０范围之外的点（很可
能属于表达差异基因）为研究对象。两张芯片的均
一化系数分别为１．０５６和０．９４４，芯片效果良好，且
误差控制满意。

１．５　ＲＴＰＣＲ　选定其中４条可能有实际意义的
基因（根据ＧｅｎＢａｎｋ及文献报道结果）进行了ＲＴ
ＰＣＲ验证，４条基因分别为细胞周期素 Ｄ２（Ｃｙ
ｃｌｉｎＤ２）、ｌｕｍｉｃａｎ、基质金属蛋白酶１（ＭＭＰ１）、组织
抑制因子（ＴＩＭＰ１）。

１．５．１　引物　４条基因的引物和退火温度分别为：

ｃｙｃｌｉｎＤ２：５′ＧＣＡＧＡＡ ＧＧＡＣＡＴＣＣＡ ＡＣＣ３′，

５′ＣＡＴＣＡＣＡＡＧＴＧＡＧＣＧＡＧＣ３′，退火温度

５６℃；ｌｕｍｉｃａｎ：５′ＧＣＡＴＡＴＡＡＡＣＣＡＣＡＡＣＡＡ
ＣＣ３′，５′ＧＡＣＡＧＡＴＣＣＡＧＣＴＣＡＡＣＣ３′，退火
温度５３℃；ＭＭＰ１：５′ＴＧＣＴＣＡＴＧＣＴＴＴＴＣＡ
ＡＣＣ３′，５′ＧＡＡＣＡＧＣＣＣＡＧＴＡＣＴＴＡＴＴＣＣ
３′，退火温度５５℃；ＴＩＭＰ１：５′ＣＣＣＣＡＧＡＡＡＴＣ
ＡＴＣＧＡＧＡＣ３′，５′ＧＡＴＴＡＴＧＣＣＡＧＧＧＡＡ
ＣＣＡＧ３′，退火温度５５℃；βａｃｔｉｎ：５′ＧＡＧ ＣＴＡ
ＴＧＡＧＣＴＧＣＣＴＧＡＣＧ３′；５′ＡＧＣＡＣＴ ＴＧＣ
ＧＧＴＣＣＡＣＧＡＴＧ３′。

１．５．２　反应步骤　主要步骤包括 ＲＮＡ 抽提、鉴
定，从总ＲＮＡ合成ｃＤＮＡ，ＰＣＲ扩增（反应体系５０

μｌ）。反应体系包括：灭菌水３９．４μｌ、１０×ｂｕｆｆｅｒ５

μｌ、ｄＮＴＰ１μｌ、引物２μｌ、模板２μｌ、Ｔａｑ酶０．６μｌ

（所需试剂均购自上海博亚生物技术有限公司）。温
度条件：变性９４℃２ｍｉｎ，２９个扩增循环（９４℃ 变性

３０ｓ，退火温度４５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ），最后７２℃延
伸６ｍｉｎ。产物和同一样品的βａｃｔｉｎ的ＲＴＰＣＲ产
物在１％的琼脂糖中电泳，紫外线观察并摄片。图
像分析系统测定信号面积和灰度，计算各条带的灰
度值，以同一样品的βａｃｔｉｎ信号值作校正。

１．６　统计学处理　数据用珚ｘ±ｓ表示，采用ｔ检验。

２　结　果

２．１　总ＲＮＡ抽提和 ｍＲＮＡ纯化　ＡＤＰＫＤ组织
的ＲＮＡ 浓度为２．８５２μｇ／μｌ，Ｄ２６０／Ｄ２８０为０．７２４／

０．３６６；正常肾组织ＲＮＡ浓度为４．６５６μｇ／μｌ，Ｄ２６０／

Ｄ２８０为１．１７５／０．６０９。抽提的ＲＮＡ和 ｍＲＮＡ与预
期结果相符，Ｄ２６０／Ｄ２８０均在１．８～２．０间。

２．２　杂交结果　图１为对照组（正常肾）／实验组
（ＡＤＰＫＤ）双色荧光标记叠加图。相应的杂交信号
强度散点见图２。

图１　部分差异表达的基因示意图

Ｆｉｇ１　Ｓｅｖｅｒａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ

图２　两张芯片的杂交信号强度散点图

Ｆｉｇ２　Ｓｃａｔｔｅｒｍａｐｓｏｆｂｌｏｔｔｉｎｇｓｉｇｎａｌｓ

２．３　正常肾和ＡＤＰＫＤ组织差异表达基因　入选
的４０９６条基因中，４６３条有差异表达，其中两张芯
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片上都明显上调的基因有２０６条，都下调的有２５７
条。两种组织对比，发现的差异基因主要有：代谢类
相关基因１３３条；细胞信号传递蛋白相关基因７２
条；蛋白翻译合成相关基因６２条；免疫相关基因４１
条；ＤＮＡ结合、转录因子相关基因２９条，细胞受体
相关基因１４条；发育相关基因１３条；原癌基因和抑
癌基因１１条；细胞凋亡相关基因６条。

　　将这些基因进行详细分类并结合实验所得结
果，得到部分有价值基因（表１），约２２条，包括：（１）
调节细胞周期、细胞分裂的基因如ｃｙｃｌｉｎＤ２、ｐｒｏｔｅｉｎ

ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ１Ａ、ａｃｉｄｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ１、ＡＣＰ１ 等。
（２）细胞因子、趋化因子、生长因子类基因如 ＴＮ
ＦＳＦ１Ｂ、ＴＮＦＲＳＦ １０Ａ、ＩＧＦｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３
ｇｅｎｅ，ｃｈｅｍｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＥＧＦＲ等。（３）与纤维
粘连蛋白、胶原纤维形成有关的基因。如ｆｉｃｏｌｉｎ１、

ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔａｃｔｉｖａｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ、ｌａｍｉｎｉｎａｌｐｈａ４、ｃｏｌｌａ
ｇｅｎｔｙｐｅ１、ａｌｐｈａ１、ｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅⅥａｌｐｈａ３等。（４）
其他对细胞外基质重塑有重要作用的基因。如

ＭＭＰ／ＴＩＭＰ基因：ＭＭＰ１，ＴＩＭＰ１。

表１　两种组织中的部分差异表达基因

Ｔａｂ１　Ｄａｔａｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｓｉｎ２ｋｉｎｄｓｏｆｔｉｓｓｕｅｓ

Ｒｏｗ Ｃｏｌｕｍｎ ＧｅｎｅＩＤ ＧｅｎＢａｎｋＩＤ Ａｖｅｒａｇｅｒａｔｉｏ Ｄｅｆｉｎｉｔｉｏｎ

３０ ５ ２３６０ｆ１０ ＮＭ＿０２１００３ ０．３３７ Ｐｒｏｔｅｉｎｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ１Ａ
５５ ５２ １１３０ｈ０６ ＮＭ＿００４３００ ０．４４５ Ａｃｉｄｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ１，ＡＣＰ１
３５ ５９ １５６６ｄ０６ ＮＭ＿００５９４１ ０．４７３ Ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１６，ＭＭＰ１６
５３ １ ０３１５ｃ０４ ＮＭ＿００５２２８ ２．１６６ ＥＧＦＲ
３６ ５５ ３６２３ｆ１０ ＮＭ＿００１０６６ ２．１８９ Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＮＦＳＦ１Ｂ
２０ ２４ ０９２８ａ０２ Ｍ７４１６１ ２．３０１ Ｈｕｍａｎｉｎｏｓｉｔａｌｐｏｌｙｐｈｏｓｐｈａｔｅ５ｐｔａｓｅ
２１ ２ ４４３６ａ１１ ＮＭ＿００３８４４ ２．３２０ Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＮＦＲＳＦ１０Ａ
５３ ７ ｘ０５２３１ ＮＭ＿００２４２１ ２．３６２ Ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１，ＭＭＰ１
６０ ５１ １４６２ｂ０９ ＮＭ＿００２７７５ ２．３８４ Ｐｒｏｔｅａｓｅ，ｓｅｒｉｎｅ１１ＩＧＦｂｉｎｄｉｎｇ
５２ ９ ３９６９ｄ１０ ＮＭ＿００３４６７ ２．７７７ Ｃｈｅｍｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４
３４ ３０ １４６２ｇ０４ ＮＭ＿００１５５８ ３．０７２ Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１０ｒｅｃｅｐｔｏｒａｌｐｈａ（ＩＬ１０ＲＡ）

３２ ２６ ３６４５ｄ１１ Ｍ３５８７８ ３．５６２ ＩＧＦｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ３ｇｅｎｅ
５３ ２ ０４７５ｄ０９ ＮＭ＿００００８９ ３．７３３ Ｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅ１，ａｌｐｈａ１
１８ ２１ ３８０９ｇ０９ ＮＭ＿００４３６９ ４．２５６ ＣｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅⅥａｌｐｈａ３
１２ ２０ １２８６ｅ０７ ＮＭ＿００１７５９ ４．３９８ ＣｙｃｌｉｎＤ２
１９ ４ １６７９ｄ０７ ＮＭ＿００２３４５ ４．７１５ Ｌｕｍｉｃａｎ，ｍＲＮＡ
６３ ６２ ３８９０ｃ０８ Ｘ５２０１５ ５．７８２ ｍＲＮＡｆｏｒｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１ｒｅｃｅｐｔｏｒａｎｔａｇｏｎｉｓｔ
５１ ２５ ２２７６ａ０１ ＮＭ＿００２２９０ ５．８７６ Ｌａｍｉｎｉｎａｌｐｈａ４
２１ ３６ １２３６ｃ０７ ＮＭ＿００００９０ ５．９２０ ＣｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅⅢａｌｐｈａ２
１５ ２３ ３４８５ｇ０５ ＮＭ＿００２００３ ９．０７８ Ｆｉｃｏｌｉｎ１
２１ ５ ２０２８ｄ０５ ＮＭ＿００３２５４ １０．９１０ ＴＩＭＰ１
３６ ２１ ３８９４ｂ０３ ＮＭ＿００４４６０ １２．７６７ Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔａｃｔｉｖａｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ

２．４　差异基因ＲＴＰＣＲ结果　选取２２条中４条可
能有实际应用意义的基因：ｃｙｃｌｉｎＤ２、ｌｕｍｉｃａｎ、

ＭＭＰ１、ＴＩＭＰ１。

　　ＲＴＰＣＲ结果与荧光扫描结果相似，４种基因的
表达明显上调，两组间表达有显著差异（Ｐ＜０．０５，表

２）。

表２　正常及ＡＤＰＫＤ肾组织中４条基因的ＲＴＰＣＲ表达结果

Ｔａｂ２　ＲＴＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆ４ｇｅｎｅｓｉｎｎｏｒｍａｌａｎｄＡＤＰＫＤｋｉｄｎｅｙ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ，％）

Ｇｒｏｕｐ ＣｙｃｌｉｎＤ２ Ｌｕｍｉｃａｎ ＭＭＰ１ ＴＩＭＰ１

Ｎｏｒｍａｌｋｉｄｎｅｙ ８．２０±１．２０ ５．１７±１．００ １１．００±２．１１ ３．８９±１．６２
ＡＤＰＫＤ ２２．１３±３．２５ １２．２４±３．８３ ２６．５３±８．５０ ７．７２±２．０３

　Ｐ＜０．０５ｖｓｎｏｒｍａｌｋｉｄｎｅｙｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　ＡＤＰＫＤ的发病机制有很多假说，目前越来越多

的研究集中在其病理生理学改变上。本研究发现在
众 多 差 异 基 因 表 达 中 有 ４ 条 基 因：ｃｙｃｌｉｎＤ２、

ｌｕｍｉｃａｎ、ＭＭＰ１、ＴＩＭＰ１可能有实际意义，现对其分析
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如下。

　　细胞周期蛋白相关基因的差异表达：ＡＤＰＫＤ
组织中，ｃｙｃｌｉｎＤ２明显上调。周期素是一种细胞周
期的正调控蛋白［２］，有Ａ～Ｈ８种亚型，当促分裂增
殖信号传到胞核后，周期素合成增加，激活ＤＮＡ合
成所需基因，细胞即可通过 Ｇ１期依次完成整个周
期，而周期素Ｄ２在细胞周期调控中占有非常重要的
地位，过度表达可以缩短Ｇ１期，使细胞体积变小，并
降低细胞对有丝分裂原的依赖性。因此ＡＤＰＫＤ组
织细胞周期素基因表达升高提示ＡＤＰＫＤ组织细胞
分裂、增殖活动旺盛。

　　ＥＣＭ降解有关基因：在过去的十多年里，对诸
多因素导致的肾脏组织ＥＣＭ 产生增多研究较多，
但对ＥＣＭ的降解的研究却很少，而多囊肾形成是
由ＥＣＭ异常合成与降解同时共同作用的结果［３］。
近年来发现 ＭＭＰｓ及ＴＩＭＰｓ功能紊乱与ＥＣＭ 过
多堆积、异常降解关系密切［４］。ＭＭＰｓ的主要功能
包括：降解除多糖以外的全部ＥＣＭ 成分；激活其他
的 ＭＭＰｓ，形成“瀑布”效应。进一步研究显示，凡是
有ＥＣＭ增多的肾脏疾病都有 ＴＩＭＰ的高表达或

ＭＭＰｓ／ＴＩＭＰｓ比例降低。ＡＤＰＫＤ动物模型囊肾
组织中 ＭＭＰｓ、ＴＩＭＰｓ均发现有高表达，而且

ＭＭＰｓ／ＴＩＭＰｓ对ＡＤＰＫＤ囊壁细胞增生与组织内
血管形成也有明显作用［５］。本实验证实ＥＣＭ 降解
失常 的 确 存 在，且 十 分 显 著，ＲＴＰＣＲ 扩 增 后

ＭＭＰ１、ＴＩＭＰ１在两种组织也有明显的表达差异，
进一步验证了上述结果。

　　Ｌｕｍｉｃａｎ基因表达上调明显：ｌｕｍｉｃａｎ基因编码
的蛋白和成纤维细胞有关，具有小分子蛋白多糖的
所有性质，主要存在于结缔组织，在眼角膜和关节软
骨组织细胞外基质中最先发现，与纤维调节素、核心
蛋白多糖属于同一家族，在结缔组织内ｌｕｍｉｃａｎ和
纤维调节素可以使胶原聚集为原纤维。尽管目前对
于ｌｕｍｉｃａｎ在 ＡＤＰＫＤ 组织的表达很少研究，但

ＡＤＰＫＤ肾脏的高度纤维化可能和ｌｕｍｉｃａｎ表达过
量有关系，肾移植后囊肾组织ｌｕｍｉｃａｎ表达显著下
降可能是囊肾纤维化程度下降的一种表现［６］。Ｌｕ
ｍｉｃａｎ的表达程度是否和囊肾进展程度一致尚需要
进一步研究。

　　上述差异表达基因不仅可以用来监测ＡＤＰＫＤ
细胞增生、分化、纤维化等病理学改变程度，而且也
提示这些可能是 ＡＤＰＫＤ形成的关键性因素，采取
控制上述类型基因改变的措施可能对ＡＤＰＫＤ有治
疗作用。目前对ＡＤＰＫＤ的临床治疗集中在对并发

症的治疗和肾功能不全时的替代治疗方面。普遍观
点认为防止基因突变、维持肾脏组织稳定可以避免
多囊肾的发生，但应用抗突变剂和抗氧化剂等药物
尚无确切证据，有待证实。本研究结果显示差异表
达的基因中和细胞代谢有关基因１３３条、蛋白翻译
合成相关基因６２条、ＤＮＡ结合与转录因子相关基
因２９条，提示 ＡＤＰＫＤ的形成、进展和上述改变密
切相关，因此可以尝试应用诸如代谢干扰剂、信号转
导调节剂可能对病变有治疗作用；另外还发现免疫
相关基因４１条，提示ＡＤＰＫＤ可能是和免疫有关的
一种遗传性疾病。

　　未来可以考虑ＡＤＰＫＤ的治疗方向有：（１）细胞
周期调控剂，如钙调素抑制剂［７］；（２）生长因子受体
抑制剂。目前应用针对ＥＧＦＲ外区的中和性抗体、
抗体鳌合物、可溶性受体结合片段、反义寡核苷酸、
融合蛋白及小分子ＲＴＫ抑制物（ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｉｎ
ｈａｂｉｔｏｒ，ＴＫＩ）能有效阻断异常信号的转导途径，并
在动物实验中取得了良好的疗效［８］。
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