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基因芯片技术分析同种异基因大鼠心脏移植急性排斥反应的相关基因
DNA microarray in identifying acute rejection related genes in rat allogeneic cardiac transplantation 

庄聪文，黄盛东\李 莉，于伟勇，卢继忠，徐志云，张宝仁

(第二军医大学长海医院胸心外科研究所，上海 200433)

[摘要] 町筒:运用基因芯片技术分析同种异基因大鼠心脏移植后急性排斥反应的基因表达谱。方品:建立大鼠颈部心脏

移植模型，以同种同基因和异基因移植动物作为对照，术后 5 d 移植心脏中抽提总 RNA，纯化后的 mRNA 进行逆转录制备杂

交探针，应用含有 4 096 个靶基因的表达谱芯片对两组移植心脏组织进行差异表达谱分析口结果:在同种异基因心脏移植术

后差异表达基因共有 210 条(下调 96 条，上调 114 条) ;其中已知基因有 33 条(下调 13 条，上调 20 条) ;未知基因 177 条(下调

83 条，上调 94 条) ，其中有 15 条已知基因(上调 2 条，下调 13 条)尚未见报道。结♀Ð-:运用基因芯片技术研究同种异基因心脏

移植术后急性排斥相关基因，可为进一步研究其发病机制和治疗提供新思路。
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心脏移植是目前治疗终末期心衰患者的主要有效方

法，目前临床上开展的心脏移植基本上都是同种异基因的心

脏移植。同种异基因心脏移植 (allogeneic cardiac transplan 

tation)术后急性免疫排斥反应机制的研究对心脏移植具有

指导意义，但其分子生物学研究尚处于初级阶段~ 1 J 流行病

学及遗传学证据表明该病具有多基因调控的特征，某些相关

基因可能在发病中发挥重要作用。为此我们建立大鼠异位

心脏移植模型，运用基因芯片技术，对同种异基因 JL' 脏移植

术后急性排斥反应的移植心脏组织进行基因差异性表达的

初步研究，分析其差异表达的基因，为进 步研究其发病机

制、基因诊断与基因治疗提供理论依据。

1 材料和方法

1. 1 动物模型及分组 实验共分 2 组，第一组为同基因大

鼠异位心脏移植组 (n=33) ， 供体为 10 周龄，健康雄性的

Lewis 大鼠，体质量 (200 ::1:: 20) g ，受体为 12 周龄的 Lewis 大

鼠;第二组为异基因大鼠异位心脏移植(n=33) ， 供体同第一

组，受体为健康雄性，体质量( 200 ::1:: 20) 日， 12 周龄的 SD 大

鼠。采用成熟的颈部异位心脏移植的方法~Z] 完成两组的 JL'

脏移植手术。取每组大鼠心脏移植术后 l 、 3 、 5 d 的移植心脏

(每一观察点各 6 例)行病理及基因芯片检测。

1. 2 实验方法 芯片制备所用的 4 096 个靶基因 cDNA

克隆来自联合基因公司。通用引物进行 PCR 扩增， PCR 产

物长度为 1 000~3 000 bp( 少数例外) ， PCR 反应及产物纯化

采用标准方法[口，通过琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物质量。

从两组术后 5 d 移植心脏 (n = 6) 中抽提总 RNA，方法参考

Chomczynski 等 [4J 提出的一步法并加以改进 D 以 Oligotex

mRNA Midi-Kit (Qiagen 公司，美国)纯化 mRNA ，根据

RNA 溶液的浓度取适量总 RNA，用。ligo dT 亲和柱纯化，

得到纯度较高的的 mRNA，参照 Schena 的方法逆转录标记

cDNA 探针并纯化町，然后杂交及洗涤。

1. 3 基因芯片测定与分析 采用美国 General Scanning 公

司 Scan Array3000 扫描芯片及 ImaGene 3.0 软件对 Cy5 和

Cy3 两种荧光信号的强度和比值进行分析 g 根据 40 个管家

墓因作参照对原始数据进行标准化处理[3J 判定基因差异表

达的标准: (1)基因的表达差异 3 倍以上; (2 lCy5 和 Cy3 信

号值均必须>600 。

2 结果

2. 1 术后急性排斥反应的病理改变 正式实验共进行心脏

移植手术 66 例，术后 24 h 内死亡 6 例，移植心存活超过 24 h 

共 30 例，平均存活时间 (6. 3 士 O. 5) d，根据 ISHT (Interna 

tional Society of HeartTransplantation) 标准进行病理学诊

断显示:在同种异基因移植心脏组，从术后第 3 天开始病理

检查显示有排斥反应发生，组织学分级为 1B 级;术后第 5

天，病理检查显示排斥反应显著，组织学分级在 3A 级以上;

上述结果表明，术后 3~5 d 是发生急性排斥反应的高峰期，

尤以第 5 天明显口而在同种同基因移植组中术后 1 、 3 、 5 d 心

肌病理显示无明显急性排斥口

2.2 RNA 抽提结果和芯片的质量标准控制 总 RNA 电

泳图谱有清晰的 28S 、 18S 条带，表明 RNA 无降解， RNA 抽

提结果良好，按芯片的质量标准控制证明实验元污染而且检

测体系正常。

2. 3 基因表达谱特征 两组在心脏移植术后 5 d 相比有差

异表达的基因总数为 210 条(下调 96 条，上调 114 条) ，即同种

异基因心脏移植急性排斥反应相关基因;其中已知基因有 33

条(下调 13 条，上调 20 条) ;未知基因 177 条(下调 83 条，上调

94 条)(表 l 、 2) 。两组之间分别用不同标记物标记后杂交信

号差别比较的结果，扫描显示杂交信号清楚，两组之间信号有

明显差异。基因在不同标本中的杂交信号差异用散点图表

示，X 轴和 Y 轴分别代表 Cy3 和 Cy5 的荧光信号比值，愈靠近

X 轴或 Y 轴表明该点基因表达差异愈明显(图1)口
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表 I 部分同种异基因心脏移植急性排斥反应表达上调基因

基因登录号 基因名称 可能的基因产物

297074 p40 白细胞介素 12

E01884 IL-1 beta R 白细胞介素 1

AF269160 TNF-alpha α 肿瘤坏死因子

M57441 Monocyte chemoat tractant protein-1 (MCP-1) 单核细胞诱导蛋白

NM 053958 Chemokine CC-C) receptor 3 CCmkbr3) 趋化因子受体 3

NM 022958 Phosphatidylinositol 3- kinase (Pik3c3) 磷脂酷肌醇-3 激酶

A Y185563 COX2 前列腺素合成和 NO 分泌

NM 013098' Gl ucose-6-phosphatase( G6 PC) 葡萄糖-6 磷酸酶

ι128671 Rearranged IgG- 2 b gene IgG-2b 

E02522 Interleukin 6 白细胞介素 6

NM 013195 Interleukin 2 receptor. beta chain CIL-2rb) 自细胞介素 2 受体

NM 031112' Ribosomal protein S24 C Rps24) 核糖体蛋白

AF010466 Interferon gamma C1FN-gamma) y-于扰素

NM 012854 Interleukin 10 CIL-10) 白细胞介素 10

AF282896 Chemokine RANTES gene 调节 T 细胞功能

U22414 Macrophage inflammatory protein-IalphaC MIP-1a) 巨噬细胞激动蛋白 1

X65647 MIP-2 for macrophage inflammatory protein-2 巨噬细胞激动蛋白 2

U22520 Interferon inducible protein 10 CIP-IO) 干扰素诱导因子

L37971 T-cell receptor alpha-chain 编码 T 细胞受体 α 链基

U77350 Chemokine receptor CCR5 gene 趋化因子受体 5

拥未见报道过的基因

表 2 部分同种异基因心脏移植急性排斥反应表达下调基因

基因登录号 基因名称 可能的基因产物

NM_012598 Lipoprotein lipase (Lp l) 脂蛋白，脂肪分解素

NM_031714 Heat-responsive protein 12 (HrspI2) 编码热反应蛋白 12

é'J M_024151 AOP-ribosylation factor 4 (Arf4J AOP 核糖基化因子 4 基因

029960 Alpha-B-crystallin 编码晶状体相关蛋白 α 链

AB041723 AIF mRNA for apoptosis-inducing factor 细胞凋亡诱导因子

NM_031101 Ribosomal protein L1 3 (Rp1l 3 J 核糖体蛋白L1 3

NM_030826 Glutathione peroxidase 1 (GpxlJ 谷光甘肤过氧化酶 1

NM_031587 Peroxisomal membrane protein 2 CPxmp2J 过氧化氢酶体膜蛋白 2

NM_017008 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (Gapd) 甘油醒 3 磷酸脱氢酶

NM_053917 Inositol polyphosphate-4-phosphatase , type D C1 p4 p- 2) 多聚磷酸肌醇 4 磷酸脂酶

NM_053475 Protein tyrosine phosphatase type N A member 2 (Ptp4a2) N 型酶氨酸磷酸酶

NM_017211 Selectin , endothelial cell 嘈 ligand C Glg 1 ) 内皮细胞选择蛋白配体

é'J M_012756 Insulin-like growth factor 2 receptor (\gf2r) 膜岛素样生长因子 2 受体
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同种异基因心脏移植术后早期的发病过程是一个极其

复杂的病理生理学变化，包括供心的缺血再灌注损伤和主要

由 T 细胞介导的急性排斥反应等多因素参与的复杂病理生

理变化，这些过程，不是单个基因突变及调控所致，而是多个

基因相互作用和相互影响的结果。采用基因芯片的方法对

心脏移植术后早期急性排斥反应相关基因进行高通量、平行

性研究国内外鲜有报道，而运用该技术从基因及蛋白水平来

研究同种异基因心脏移植术后早期急性排斥反应的发病机

制元疑是疾病研究的新趋势。

图 I 同种异基因移植组 (Cy3) 与同

基因移植组 (Cy5)杂交信号融点固

本实验首次运用 4 096 点的 cDNA 表达谱芯片对同种同

基因与异基因大鼠心脏移植术后第 5 天移植心脏表达差异
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的基因进行了比较筛选，考虑到同基因大鼠心脏移植术后无

排斥反应，排除非排斥反应因素包括手术创伤、缺血再灌注

损伤等与心脏移植相关的因素，我们筛选出同种异基因大鼠

心脏移植急性排斥反应相关基因 210 条(表达下调的基因有

96 条，上调 114 条) ;其中已知基因有 33 条，未知基因 177

条，新发现的相关基因 15 条。已有研究发现，在心脏移植术

后早期急性排斥反应中有多种基因表达上调坷，根据这些基

因在排斥反应中的作用，结合本研究结果及文献可分为 4

类 :(])T 细胞基因 z 主要包括: IL-2R 基因、 p40 基因、 IL-l 日

基因、 IL-6 基因、 IL-15 基因、 Pik3c3 、 TCR-α 等，这类基因的

功能与 T 细胞分化、生长及活性密切相关目 (2) 多能性基因:

以 IFN-γ 和 TNF- a[7.8J 基因为代表，其作用是多方面的，一方

面可以促进 T 细胞增殖分化，另一方面可以诱导促炎细胞因

子的分泌、激活炎性细胞释放各种效应分子、增强血管内皮

细胞表面秸附分子的表达、启动炎性细胞渗入移植物、上调

移植物 MHC 分子表达，通过增强 MHC 抗原表达和共剌激

分子表达而强化 APC 的作用等因 (3) 两向性基因:其作用可

能具有两面性，如 IL-10 基因和 COX2 基因 [9.IOJ (4 )炎症相

关基因:炎性反应相关细胞因子及其受体基因，包括 CCR5 ，

MIP-2 、 MCP-l 、 IP-10 、 MIP-l 、 Cmkbr3 、 RANTES 等，炎症反

应在心脏移植早期，促进炎性细胞浸润，在早期对移植排斥

反应的发生具有促进作用口

新发现的 15 条基因，其中上调 2 条，下调 13 条，至今尚

未见报道 .2 条表达上调基因为: (1) Rps24 编码核糖体蛋白

S24; (2)G6PC (glucose-6-phosphatase).IIJ. 其中 13 条表达下

调的基因的功能目前已有 些了解如 AIF(细胞凋亡诱导因

子基因) [11J 在全身皆可表达，以往的研究已证实 AIF 既是生

命的必需物质，也可以诱导细胞凋亡，其具体功能决定于其

表达的水平和与其他蛋白质的相互作用 o AIF 基因在同种

异基因大鼠心脏移植排斥反应中表达下调为国内外首次发

现，其对心脏移植排斥反应作用究竟如何，很值得进一步研

究巳 Igf2r(膜岛素样生长因子 2 受体基因)'口]可分别在不同

的位点与 M6P (mannose-6-phosphate , 6 磷酸甘露醇)、视黄

酸( r巳 tinoic acid) 高亲和力结合，发挥多种生物功能，可以转

运并定位溶酶体参与胞饮作用，调节细胞生长发育，诱导细

胞凋亡，并有抑制癌细胞生长的作用 o 这 15 条新基因及 177

条未知基因的发生机制和功能还有待于进 步研究。

值得指出的是，移植心脏标本中混有供体和受体免疫细

胞两种成分，本试验将其看作无明显差异。如能在 RNA 抽

提之前将两种免疫细胞分离，无疑会有助于更深入地了解受

体免疫系统及供体心脏各自地变化。随着绿色荧光蛋白

(GFP)转基因动物的建立，这类试验将成为可能。
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