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基因表达谱芯片在免疫高敏相关基因筛选中的应用

陈 海，郑军华\闵志廉，朱有华(第二军医大学长征医院泌尿外科，上海 200003)

[摘要] 町的:探讨基因表达谱芯片技术在高通量筛查肾移植免疫高敏相关基因群中的应用价值，初步筛选肾移植免疫高敏

的相关基因。方出奇:应用含有 4 096 条人类基因的 cDNA 表达谱芯片，对免疫高敏即群体反应性抗体 CPRA) )o50% 的尿毒症

患者和 PRA 阴性的尿毒症患者外周血淋巴细胞的基因表达谱进行分析。结采:免疫高敏患者外周血淋巴细胞中差异表达

的基因有 17 个，其中下调基因 9 个，上调基因 8 个。其中部分基因可能与免疫高敏的发生有关。结伦:免疫高敏的发生机制

涉及多个基因，应用基因芯片技术能够有效筛选出免疫高敏的相关基因。
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cDNA microarray in screening sensitization-associated genes of peripheral Iymphocytes in highly sensitized pa­

tients 

CHEN Hai , ZHENG Jun-hu矿， MIN Zhi-lian , ZHU You-hua CDepartment of Urology , Changzheng Hospital , Second Mili 

tary Medical U niversity , Shanghai 200003 , China) 

[ABSTRACTJ Objective: To scan sensitization-associated genes of lymphocytes in highly sensitized patients and to explore mo­

lecular mechanisms of high sensitizationC panel reactive antibody[PRAJ注 50 %). Methods: The mRNA of peripheral lympho 

cytes from highly sensitized patients and non-sensitized patientsCPRA=O) awaiting kidney transplantation was analyzed for the 

expression of 4 096 human genes using cDNA microarray. The results were analyzed by bioinformatics. ResuIts: The expression 

of 8 genes were up-regulated and 9 genes down-regulatedC>2 folds) in highly sensitized patients. Among these genes , some 

were related with immune , cell division , cell apoptosis and cell proliferation , signal transduction , etc. , and others were unde 

fined. ConcIusion: Many various genes are involved in the pathogenesis of high sensitization. cDNA microarray technology is 

useful for screening differentially expressed genes of lymphocytes and sensitization-associated genes. 

[KEY WORDSJ panel reactive antibody; kidney transplantatω町 DNA microarray; gene expression 

肾脏移植目前已成为治疗终末期肾病(ESRD)

的最有效的方法。在等待移植的患者中，有 25%~

30%的患者由于多次输血、虹振或曾经移植等原因，

受到同种 HLA 免疫致敏而产生高水平群体反应性

抗体(panel reactive antibody , PRA) 0 PRA 高水平

的标准不一，目前根据 PRA 值将患者分为非致敏

(<5%) 、致敏(5%~84%)及高敏患者(>85%) ，或

者把 PRA 阳性患者分为轻度致敏 (<10%) 、中度

致敏(10% ~ 50%) 和高度致敏 (>50%) ，或者把

PRA<40%作为可接受移植范围 o HLA 是介导器

官移植排斥反应的主要分子，PRA 增高的患者移植

危险性较高，术中或术后超急性、加速性、急性、慢性

排斥反应的发生率较高，是造成超急性排斥反应和

移植物丢失的主要原因，因而往往成为移植的禁

忌[1-3J 。如何准确判断和适当处理这类患者术前的

免疫致敏状态，对于减少移植后排斥反应、提高移植

成功率和移植物存活率具有重要意义。目前对免疫

高致敏患者的治疗虽有多种方法，但治疗效果仍不

[Acad J Sec Mil Med Univ ，向05 ， 26 (1) :75-79J 

尽人意[4.5J 。由于免疫高敏的发生机制尚不明确，

病因学研究同时也很重要。本实验应用基因芯片技

术对免疫高敏受者外周血淋巴细胞进行研究，筛选、

分析差异表达的基因，以期了解免疫高敏相关基因

及其调控网络，从基因水平揭示淋巴细胞在免疫高

敏发生中的分子机制。

1 材料和方法

1. 1 临床资料和实验分组 (1)实验组(免疫高敏

组) :选择 16 例等待肾移植的高敏患者 (PRA注

50%) ，其中男性 5 例，女性 11 例，平均年龄 40 岁

(24 ~ 55 岁) ，平均 PRA 值 73.1%(56.4%~

100%) 。原发病均为慢性肾小球肾炎，血液透析治
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疗时间平均 3.5 年 (2~6 年)。其中 5 例男性患者

均接受过 1 次肾移植手术，因慢性排斥反应导致移

植肾功能丧失。 11 例女性患者中，除 2 例外，其余

均有 1 次肾移植史或生育史， 1 例曾有超急性排斥

反应发生史。实验组随机分为实验 I 组和实验 H

组，每组 8 例。 (2) 对照组 (PRA 阴性组) :选择 16

例 PRA 阴性的等待首次肾移植的患者，其中男性 5

例，女性 11 例，平均年龄 37.9 岁 (24 ~ 52 岁)。原

发病均为慢性肾小球肾炎，血液透析治疗时间平均

O. 5 年(l个月至 2 年)。采用共同对照:实验 I 组和

实验 H 组分别与该对照组进行比较。

1. 2 主要仪器和试剂 淋巴细胞分离液购于上海

试剂二厂，总 RNA 抽提试剂 TRlzol 、 dNTPs 购于

Life Technologies 公司， mRNA 纯化试剂盒购于

Qiagen 公司， BiostarH-40s 表达谱芯片和探针标记

杂交试剂盒、 ScanArray4000 芯片扫描仪均来源于

上海市联合基因科技集团。

1. 3 方法

1. 3. 1 淋巴细胞分离 每位患者抽取外周血 10

ml，肝素抗凝，以密度梯度离心法分离外周血淋巴

细胞。将抗凝血缓慢转入等量淋巴细胞分离液上

层，于冷冻离心机中 3 000 r/min 离心 30 min ，分离

出淋巴细胞。同组患者的淋巴细胞温合，加入 TR­

Izol 试剂于一 70
0

C保存。

1. 3. 2 总 RNA 抽提和测定 采用一步法以 TR­

Izol 试剂分别提取实验组和共同对照组的外周血淋

巴细胞总 RNA[6J 。紫外分光光度计检测总 RNA

D260 和 D280 ，并进行热稳定试验，在一 20
0

C 和 70
0

C 保

温 1 h 后琼脂糖凝胶电泳检测总 RNA 质量。按照

Qiagen 公司操作说明书采用 01igotex mRNA Mini 

Kit 提取纯化 mRNA 。

1. 3. 3 芯片制备 BiostarH-40s 表达谱芯片包含

4 096 个靶基因 cDNA 克隆，均以通用引物进行

PCR 扩增制备。

1. 3. 4 表达谱探针制备 参照 Schena 等[7J 的方法

逆转录标记 cDNA 探针并纯化。实验组和对照组

总 RNA 取用量各为 25μg。用 Cy3-dUTP 标记对

照组细胞，用 Cy5-dUTP 标记实验组细胞。

1. 3. 5 芯片杂交和洗涤 探针洛解在 20μ15 X 

SSC十0.2%SDS 杂交液中。将芯片和杂交探针分

别于 95
0

C 水浴变性后置于杂交舱内，加入?昆合探

针，排除气泡后用杂交密封舱加以密闭，在 60
0

C 恒

温杂交箱内杂交 16 h。然后按顺序用 2 X SSC+ 

O.2%SDS榕液、 O. 1% ssc + O. 2% SDS 悔液及

O.l%SSC榕液各洗涤 10 min ，室温晾干。 2 组实验
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组分别与共同对照组进行实验。

1. 3. 6 荧光扫描和结果分析 以 ScanArray4000

芯片扫描仪扫描芯片，以 40 个管家基因对原始数据

进行标化处理，采用 GenePix Pro 3. 0 图像处理软

件分析 Cy3 、 Cy5 荧光信号强度，计算 Cy5/Cy3 值。

用以下 3 个条件作为判定基因差异表达的标准(阳

性结果判断): (1) Cy3 、 Cy5 值均 >200 或者其一

>800; (2) Cy5/Cy3 信号比值>2.0 或 <0.5 (Cy3 

和 Cy5 信号值相差 2 倍以上) ; (3)两次实验结果一

致才被采用，否则被剔除。

1. 3. 7 差异表达基因生物信息学分析 对筛选出

的差异表达基因，参考 NCBI 网上公共数据库( ht 

tp://wwω. ncbi. nlm. ηih. gov) 查阅相应的基因信

息，并参考相关文献对部分基因进行分析、研究。

2 结果

2. 1 总 RNA 提取结果 从免疫高敏组(实验 I

组、实验 E 组)和共同对照的 PRA 阴性组外周血淋

巴细胞提取总 RNA，经电泳质检，在一 20
0

C 和

70
0

C , 18S 和 28S 条带清晰(图1)，分别为 70. 0 、

62. 8和 149.2 阔 ， D260 /D280 值分别为 2. 088 、 2. 033 

和1. 992。证实己提取高纯度总 RNA 。

4 2 

28 S 

18 S 

图 1 高敏患者和 PRA 阴性患者

外周血淋巴细胞总 RNAì疑胶电泳图

Fig 1 Results of total RNA on agarose 

gel electophoresis in highly sensitized 

patients and non-sensitized patients 
1: Highly sensitized group 1 ; 2: Highly sensitized group 1 at 70 0C 

for 1 h;3:Control group;4:Control group at 70 0C for 1 h 

2. 2 芯片杂交结果

2.2. 1 基因芯片杂交扫描图 图 2 为高敏患者( 1 
组)和 PRA 阴性患者外周血淋巴细胞样本双色荧

光标记叠加图。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(基因表达下

调) ;如果 Cy5 信号较强，该点多显红色(基因表达

上调) ;如果强度相似，即显黄色。



• 77 • 

C1'3 

1 () ()OO 20 000 ,0 000 40 000 50 OO() (,() ()()O 70 O()IJ 

Cl -5 

、轿斗

40000 

70000 

60000 

50000 

30000 

} { 
《υ

) ( 
A
υ
 

l 

。

20000 

m
u
m
由
出
口
吉
写
。
电J『
m
u〔
由
』

诲，等基因表达谱芯片在免疫高敏相关基因筛选中的应用第 1 期陈

F532 Mcdian-H532 

图 3 高敏患者( 1 组)和 PRA 阴性患者

外周血淋巴细胞样本杂交信号强度散点图

Fig 3 Scatter maps of blotting signals of 

Iymphocytes in highly sensitized patients 

(group 1 ) and non-sensitized patients 

图 2 高敏患者( 1 组)和 PRA 阴性患者

外周血淋巴细胞样本双色荧光标记叠加图

Fig 2 Two f1uorescent-labelled overlay map of 

Iymphocytes in highly sensitized patients (group 1 ) 

and non-sensitized patients 

2. 3 免疫高敏可能的相关基因分析 见表 10 2 组

免疫高敏患者与共同对照的 PRA 阴性患者比较，

分别有 76 个和 107 个差异表达基因，其中相同的基

因有 17 个， 9 个下调， 8 个上调。其中免疫相关的基

因 4 个，原癌基因和抑癌基因 5 个，离子通道和运输

蛋白类 1 个，细胞周期蛋白类 1 个，细胞骨架和运动

蛋白类 1 个，细胞凋亡相关的蛋白 1 个，细胞信号和

传递蛋白 1 个，代谢类 2 个，蛋白翻译合成类 2 个，

发育相关 1 个，功能尚未明确者 6 个(部分基因的参

考功能分类多于 1 种)。

2.2.2 杂交信号强度散点图 图 3 为高敏患者 CI

组)和 PRA 阴性患者外周血淋巴细胞样本杂交信

号强度散点图。 Cy3 、 Cy5 分别为为 PRA 阴性患者

和高敏患者外周血淋巴细胞的荧光强度。 X 轴、 Y

轴分别以 Cy3 荧光强度值和 Cy5 荧光强度值为坐

标，每一个数据点代表芯片上一个基因点的杂交信

号;数据点若为红色，则代表 Y 值与 X 值的比值在

O. 5 至 2.0 之间，基本属非差异表达，其中 45
0

直线

上的数据点 Cy5/Cy3= 1; 数据点若为黄色，则代表

Y值与 X 值的比值在 O. 5 到 2. 0 范围之外，该点属

于表达差异。

Tab 1 

GenBank ID 

Nιil- 002430 

NM-001650 

AB020676 

Nιil- 030878 

0.496 

0.423 

0.436 

0.475 

0.461 

2.057 

2.066 

2.057 

2.003 

2.410 

2.091 

2.956 

3.372 

Definition 

Meningioma(disrupted in balanced translocation) l( MN l) 

Aquaporin 4( AQP4) , transcript variant a 

mRNA for KIAA0869 protein , partial cds 

Cytochrome P450 , subfamily II C( mephenytoin 4-hydroxylase) , 
polypeptide 8(CYP2C8) , transcript variant Hpl-2 

Phosphodiesterase 2A , cGMP-stimulated(PDE2A) 

Neurogenic differentiation 1 (NEUROD1) 

Brain-derived neurotrophic faclor( BDNF) 

Cytochrome P450 , subfamily 1 (aromatic compound-inducible) , polypeptide 1 (CYP1A l) 

Aldo-keto reductase family 1 , member C2 (dihydrodiol dehydrogenase 2; bile acid 

binding protein; 3-alpha hydroxysteroid dehydrogenase , type m) (AKR1C2) 

Sec23 (S. cerevisiae) homolog B( SEC23BJ , transcript variant 3 

Hematopoielic cell-specific Lyn substrate 1 (HCLS1) 

Serine( or cysteine) proteinase inhibitor , clade B( ovalbumin) ,member l( SERPINBlJ 

Lysophospholipase 1 (L YPLA1) , mRNA 

Granulin(GRN) 

Chromosome segregation l( yeast homolog)-like(CSElLJ 

Interferon-incluced , hepatitis C-associated 

microtubular aggregale protein( 44 000) (MT AP44) 

Leucine aminopeptidase( LOC51 056) 

表 1 免疫高敏患者与 PRA 阴性患者外周血淋巴细胞差异表达的基因

Differentially expressed genes of Iymphocytes between highly sensitized patients and non-sensitized patients 

Ralio 2 

O. 179 

0.276 

0.344 

0.387 

Ratio 1 

O. 204 

0.245 

O. 367 

0.343 

0.312 

0.445 

0.4'15 

0.419 

0.452 

2.028 

2.052 

2.094 

2. 171 

2. 139 

2.513 

2. 855 

2.535 

NM-002599 

N扎il- 002500 

N扎il- 001709 

Nι1- 000499 

NM- 001354 

NM-032986 

NM-005335 

Nι1- 030666 

N扎1- 006330 

NM- 002087 

NM-001316 

NM- 006417 

Nι1- 015907 
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3 讨论

3.1 免疫高敏的发病机制有待进一步揭示 等待

肾移植的患者体内可能会产生各种抗体，主要是抗

HLA-A 、 B 、 DR 等抗原的抗体。致敏的分子机制尚

不明确，其中可能涉及淋巴细胞多种基因的表达变

化与调控，确切的作用机制尚需深入研究。由于传

统的分子生物学方法大多局限于单个或几个基因的

分析，无法阐明某一病理生理过程中多个基因的复

杂作用及其相互调控关系。近年发展起来的基因芯

片技术则可以满足此要求 o 本实验采用 cDNA 微

矩阵基因芯片，对免疫高敏患者外周血淋巴细胞基

因表达差异进行大规模扫描和分析，以期发现未知

的致敏相关基因，从基因水平研究免疫高敏的发生

机制，为下一步在基因水平对免疫高敏进行诊断和

处理打下基础。

3.2 采用混合细胞标本进行淋巴细胞基因组分析

的原因 由于免疫高敏为同种 HLA 免疫致敏而产

生，目前国内外尚未能建立相关的动物模型。因此

只能在人体进行研究。本研究即为体内研究。但研

究对象无法取得器官标本，而是外周血。为了从尽

量多的基因中筛选出未知的目的基因(即高敏相关

基因) ，我们选用包含 4 096 个靶基因的芯片试剂

盒，所需的血液标本量较大(实验组和对照组一般各

需要 200~300 m l) ，而尿毒症患者通常伴有中度到

重度贫血，血液标本极为珍贵，单个患者不易提供足

够的血液标本以进行个体化研究。为了进行该项探

索性研究，我们采用多个患者的混合标本进行研究。

为了降低生物学误差和实验的组间误差，减少个体

差异的影响，我们把实验组分为 I 组和 H 组，采用共

同对照。

本研究采用混合的细胞标本进行淋巴细胞基因

组分析，有范例。已有研究者把各实验组和对照组

中每个患者的血清标本进行同组泪合，进行二维凝

胶分析，得到1昆合的凝胶谱，从而有助于集中分析在

背景差异之上的蛋白水平的有意义的变化。这种比

较分析血清蛋白组的方法可用于鉴定肝癌及其他肝

病的血清生物标记物问。随着基因芯片在预测疾病

发生、发展过程中的研究应用，采用棍合的细胞标本

进行淋巴细胞基因组分析将作为一种研究方法被逐

渐采纳。

3.3 免疫高敏患者差异表达基因可能的有关功能

第二军医大学学报 2005 年 1 月，第 26 卷

提示 本研究结果发现， 2 组高敏患者差异表达的

基因分别多达 76 个和 107 个，反映出高敏患者体内

多种抗体的产生可能受到多个基因调控的复杂过

程。初步分析其中共同的 17 个基因，尤其是部分免

疫相关功能已初步明确的基因，发现免疫高敏相关

基因可能涉及多种类、多个基因，共同参与调控免疫

高敏的发生。这些基因的表达变化与淋巴细胞的活

化、增殖、凋亡等相关，从而影响高敏患者的免疫性，

导致高敏的发生.并可进一步影响高敏患者接受移

植后的反应。

在表达上调的基因 (ratio>2.0) 中， NM_ 00633 

编码的梅血磷脂酶 I 是作用于生物膜调节多功能溶

血磷脂的酶。 NM_ 002087 编码的颗粒体蛋白与人

上皮素 1 、 2 相似。上皮素诱导上皮细胞分泌中性粒

细胞吸引剂 IL-8 ，而上皮素前体通过 TNF 阻断中

性粒细胞激活，防止氧化剂和蛋白酶释放[吨。 NM_

005335 编码造血细胞特异性 Lyn 底物lCHCLSl) , 

即造血特异性蛋白 (HS1) 0 HS1 基因编码蛋白酶

氨酸激酶的主要底物。该蛋白参与在 B 和 T 细胞

抗原受体开始的信号转导通道[IOJ 。这些基因的高

表达可能增加了高敏患者的致敏性，但还需深入研

究。 NM-030666 编码丝氨酸蛋白酶抑制因子，即

单核细胞/中性白细胞弹性蛋白酶抑制因子

(MNEl) 0 MNEI 对细胞和体液免疫有强大的抑制

作用，延长大鼠移植肝存活，显著降低 TNFαmR­

NA 水平[1I J 但 MNEI 可快速抑制中性白细胞弹性

蛋白酶以及有弹性蛋白酶样和廉蛋白酶样特性的蛋

白酶，是一个双重特异性的抑制因子，促进快速有效

的抑制细胞蛋白酶反应，包括 3 种中性粒细胞颗粒

蛋白酶[12J 。可见其在致敏中的可能作用较为复杂，

有待进一步研究。 NM- 001316 编码酵母菌染色体

分离基因产物类似物 (CSE1L) ，即人细胞凋亡易感

(CAS)蛋白，属于细胞周期蛋白和细胞凋亡相关蛋

白，在细胞凋亡和增殖均起重要作用。 CAS 蛋白是

细胞核运输几种增生激活蛋白、转录因子、癌基因和

抑癌基因产物所必需的[1飞其水平在增生细胞高，

在非增生细胞低[HJ 。淋巴细胞内环境稳定是淋巴

细胞增生和死亡的平衡。凋亡的严密调控对免疫功

能是必需的，调控改变能导致自体免疫[15J 。

在表达下调的基因( ratio < O. 5) 中， NM-

030878 和 NM_ 000499 编码细胞色素 P450 酶超家

族成员 CYP2C8 和 CYP1A1 ，分别属于离子通道和
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运输蛋白类与免疫相关类基因，细胞色素 P450 蛋

白是催化许多反应的单氧酶。 NM- 001354 编码

醒/酣还原酶超家族成员，属于代谢和免疫相关类基

因。 NM一 001709 编码的脑源性神经营养因子 CBD­

NF)属于细胞信号和传递蛋白。免疫细胞 CPBMC 、

B 细胞、Th1 细胞)分泌 BDNF 并表达其特异性受

体 trkBo Th1 细胞因子 IL-2 剌激 trkB mRNA 的

产物[16J 。激活的人 T 、B 细胞和单核细胞在体外分

泌活性 BDNF，其中 Thl 和 Th2 CD4+ T 细胞在特

异性抗原剌激下 BDNF 产物增加[17J 。而 BDNF 也

能调节免疫细胞的细胞因子 mRNA 表达，影响 Th1

和 Th2 细胞因子以及 PBMC 或抗原特异性 T 细胞

的细胞因子表达谱。在髓磷脂碱蛋白特异性 T 细

胞株， BDNF 适当增加 INF-γmRNA[18J 这些基因

对免疫状态的影响以及与致敏的关系有待进一步研
，步之，

7L。

本实验中芯片所包含的基因数以及芯片杂交次

数有限，初步探讨了免疫高敏的分子发生机制，为进

→步研究提供了有益的线索。本实验为初步研究，

更大规模的筛选和验证必将有助于揭示复杂的基因

调控网络在免疫高敏发生中的作用。
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