
基因芯片筛选门静脉高压症脾亢脾和正常脾巨噬细胞中差异表达基因  

    研究表明，同正常脾脏相比，门静脉高压症(por-tal hypertension，PHT)脾脏巨噬细胞(Mφ)内酸性磷

酸酶含量增多，Mφ表面伪足增多、增长，胞内溶酶体数量增多，Mφ吞噬破坏红细胞、血小板的数量明显增

多。这些都说明Mφ在PHT脾亢发生中起着重要作用[1][2]。但是，Mφ的吞噬功能为何会增强，其吞噬功能受

哪些基因调控等问题都需要进一步的深入研究。只有解决了这些关键问题，才能采用基因治疗方法来调控Mφ

的吞噬功能，以期从根本上治疗PHT脾亢。我们利用基因芯片技术把PHT脾亢Mφ的基因谱与正常脾Mφ进行对

照，探讨差异的基因在PHT脾亢发生中的作用。 

    

1  材料和方法 

    1.1  实验材料 

    实验组为PHT脾亢患者(均为慢性乙型肝炎患者)的手术切除脾脏(3例)，正常对照组为外伤脾破裂患者的

手术切除脾脏(2例)。 

    1.2  主要试剂 

    杂交试剂1、杂交试剂2、标记试剂I、标记试剂II、标记试剂III、洗片试剂1、洗片试剂2、洗片试剂3、

二硫苏糖醇(1,4-Dithiothreitol，DTT)等均为上海博星基因芯片有限公司芯片杂交试剂盒中的组分；

Cy3/cy5染料为美国Amersham Pharmalia Biotech公司产品；逆转录酶-Superscript II为美国Gibcol公司

产品；Oligo(dt)18为中国上海生工生物工程公司产品；dNTP为美国Promega公司产品；其余试剂均为国产分

析纯。 

    1.3  方法 

    1.3.1  脾脏组织Mφ的分离与纯化及总RNA的提取  脾脏组织Mφ的分离纯化按照贴壁培养法进行[3]。采

用TRIzol试剂一步法抽提脾脏Mφ总RNA[4]。 

    1.3.2  芯片制备  Biostar-H140s cDNA表达谱芯片由上海博星基因芯片有限公司提供，含14 112种人

类基因。芯片所用的靶基因cDNA克隆由联合基因科技(集团)有限公司提供，用通用引物进行聚合酶链反应

(PCR)扩增，PCR反应产物长度多为1000~3000 bp。PCR反应及产物纯化按标准方法进行，通过琼脂糖电泳监

控PCR质量。将靶基因溶于点样液中，用Cartesian公司(美国)的prosys-5510A点样仪及TeleChem公司(美

国)的硅烷化玻片进行点样。点样后玻片进行2 h水合、30 min室温干燥，并置于紫外交联仪中交连，再分别

用0.2%十二烷基硫酸钠(SDS)、水和0.2%硼氢化钠溶液处理10 min，晾干备用。 

    1.3.3  探针标记  参照Schena方法反转录标记cDNA探针并纯化。将2例正常脾脏组织Mφ总RNA混合后，

以Cy3-dCTP标记其cDNA，3例PHT脾亢脾脏组织Mφ总RNA分别以Cy5-dCTP标记其各自的cDNA。将两种探针等量

混合，使用DNA 纯化柱(或乙醇沉淀)纯化DNA后，溶解于杂交液中。 

    1.3.4  芯片杂交及洗涤  芯片置于含0.5 mg/ml变性鲱鱼精DNA的杂交液中，42 ℃预杂交6 h。将基因

芯片和杂交探针分别置于95 ℃水浴中变性5 min，再立即将探针加在基因芯片上，盖玻片封片，并置于密封
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舱内42 ℃杂交16~18 h。用0.5%洗涤液1冲洗玻片，去除盖玻片。准备两个染色缸，分别装有0.5%洗片试剂1

＋2%洗片试剂2、5%洗片试剂3，放入60 ℃水浴锅中。将玻片依次浸入以上两个染色缸中洗涤10 min。用

0.5%洗涤液1 冲洗玻片，晾干后扫描(该步骤所使用试剂均为上海博星基因芯片有限公司芯片杂交试剂盒中的

组分)。 

    1.3.5  检测与分析  采用ScanArray4000扫描仪(Packard Biochip Technologies 公司，美国)两种

波长扫描芯片，提取两种染料(Cy3和Cy5)荧光信号的强度值。用芯片上选定的96个管家基因修正每一点的原

始提取信号值。QuantArray软件(Packard Biochip Technologies 公司，美国)分析Cy3和Cy5两种荧光信

号的强度，计算每个基因点在本次实验中的表达差异值，Ratio=Cy5/Cy3*(Cy3*为Cy3信号值与均一化系数的

乘积)。两种荧光信号的强度分别代表被标记的两种探针的含量，芯片上某一点的Ratio值代表PHT脾亢脾脏组

织Mφ与正常脾脏组织Mφ基因mRNA表达丰度之比。检测结果以杂交信号强度散点图和双色荧光标记叠加图表

示。 

    

2  结果 

    2.1  双色荧光标记叠加图 

    图1为一张杂交芯片各自的双色荧光标记叠加图。图中红点代表与正常脾脏Mφ相比在PHT脾亢脾脏组织Mφ

中上调的基因，绿点代表PHT脾亢脾脏组织Mφ中下调的基因，黄点代表在正常脾脏Mφ和PHT脾亢脾脏组织Mφ中

表达水平相同的基因。图中可见芯片杂交信号清晰、均衡，结果可靠。实验结果显示，PHT脾亢脾脏组织Mφ与

正常脾脏组织Mφ相比较，部分基因表达差异呈上调趋势，也有部分基因表达差异呈下调趋势，大部分基因表

达无显著差异。 

    图1  基因芯片的杂交信号 
    Fig.1 Scanning results of hybridization signals on the gene chip

    Red: High expression; Green: Low expression; Yellow: Unchanged expression    
    

    2.2  杂交信号强度散点图 

    图2为一张杂交芯片的杂交信号强度散点图。实验结果显示，大部分基因点聚集在几乎为45度对角线的周

围，为红点，与正常脾脏组织Mφ相比其强度差异在0.5~2.0之间，表示在PHT脾亢脾脏组织Mφ与正常脾脏组织

Mφ中，这些基因的表达没有差异。而一些基因点分布在45度对角线外，远离对角线，为黄点，其信号差异在

0.5~2.0范围之外，表示PHT脾亢脾脏组织Mφ中表达发生显著改变(上调或下调)的基因。 



    图2  基因芯片杂交信号的强度散点图 
    Fig.2  Scatter plots of the hybridization signals on the gene chip

    

    2.3  检测到的差异表达基因 

    3张芯片分别检测到896、1330和898个差异表达基因。在3张芯片均出现同样改变的基因被认为是恒定的

差异表达基因，共有121个基因，占总基因数的0.86%。其中95个基因能在GenBank中登陆，其余26个未见报

道，可能为新基因。检索Medline，95个已报道基因中有一个与乙型肝炎相关(GenBank号为：NM_012218)，

其余94个基因则可能为PHT脾亢脾脏组织Mφ与正常脾脏组织Mφ间的差异表达基因。其中表达上调的已知基因有

21个，表达下调的已知基因有73个。表1列出了已经明确功能分类的表达上调的基因10个，表2列出了已经明

确功能分类的表达下调的基因18个。 



    

3  讨论 

    基因芯片是将大量的靶基因片段有序地、高密度地固定在玻璃、硅等载体上的一项技术。自1995年 

Schena等[5]首次报道基因表达谱芯片以来，基因芯片已广泛地用于基因功能的研究。本实验结果充分体现了

基因芯片技术能够低消耗、高灵敏度、高通量地分析细胞内基因表达谱的特点。通过比较分析PHT脾亢脾Mφ与

正常脾Mφ之间的差异表达基因，从中发现PHT脾亢发生的相关基因群，为研究PHT脾亢的发病机制提供新线索

与新思路。目前国内外尚未见相同报道。我们通过合并2例正常脾脏Mφ的RNA组成一个样本池作为对照组，分

别与3例PHT脾亢脾Mφ的RNA连续比较3次，以达到取得足够用于芯片分析的RNA和消除个体差异的目的。分析发

现PHT脾亢脾Mφ与正常脾Mφ之间存在的差异表达基因涉及离子通道和运输蛋白、细胞周期蛋白类、细胞骨架和

运动、DNA合成和修复及重组蛋白、DNA结合及转录和转录因子、细胞受体、细胞信号和传递蛋白、代谢、免

疫相关以及一些功能尚未明确的基因等多个方面。 

    表达下调的基因中，有PRKCD(protein kinase C, delta)，它编码δ-蛋白激酶C。许多炎性反应是由

15-脂肪加氧酶作用的产物所介导的，δ-蛋白激酶C能够调节人单核细胞内IL-13介导的15-脂肪加氧酶的基因

表达，从而可以调整其炎性反应的发生[6]。此外，PRKCD还与单核细胞的分化有关[7]。这些研究表明PRKCD

与人体内单核细胞(包括Mφ)的功能密切相关。成熟的树突状细胞是人体内最为重要的抗原提呈细胞之一，因

而其活性的调节尤为重要。Bertho等[8]发现，激活PRKCD同工酶能够诱导成熟树突状细胞发生Ⅱ型人类组织

相容性复合物所介导的细胞凋亡。纤维蛋白酶可以刺激内皮细胞生成血管细胞粘附分子-1(VCAM-1)，而这一

过程是由PRKCD参与的信号传导通路所调节的[9]。以上研究表明，PRKCD在诱导细胞凋亡、生成细胞因子等方

面发挥着重要作用。但PRKCD表达减少对于PHT脾亢脾Mφ的影响尚需进一步研究。动物实验和人体疾病研究均



表明，IL-1作为炎性介质，在多种脏器的组织损伤和炎性反应过程中起着重要作用。局部组织内IL-1 与IL-1

受体拮抗剂(IL-1Ra)之间的平衡，与许多疾病的发生及其严重程度密切相关。研究表明，每日皮下注射重组

IL-1Ra对于风湿性关节炎有很好的疗效，现在正在尝试应用IL-1Ra对多种疾病进行基因治疗[10]。PHT脾亢

脾Mφ较之正常脾Mφ，其IL1RN(编码IL-1Ra)明显下调(平均Ratio值为0.179)，导致了IL-1 与IL-1Ra间的失

衡，可能与PHT脾亢的发生相关，具体机制尚需探讨。 

    表达上调的基因中，有ASK(activator of S phase kinase)，它编码DNA合成期激酶活性因子。Cdc7-

Dbf4激酶复合物广泛存在于真核生物内，在DNA合成期的启动和进展过程中均发挥着重要作用。在细胞周期

内，Cdc7激酶的活性也存在有周期性的变化，这是由于其亚单位Dbf4表达水平变动所引起的。Yamada等[11]

研究了人ASK基因编码的Cdc7激酶的活性调节基团(与Dbf4相关)，分离鉴定了对应的ASK启动子区域，证实这

一ASK启动子能够有效地刺激细胞生长。PHT脾亢脾Mφ内ASK明显上调，可能导致Mφ活性增强(包括其吞噬功能

的增强)，这或许是PHT脾亢发生的机制之一。磷脂酰肌醇激酶(PIK3)在胰岛素的代谢中起着重要作用。

PIK3R1(phosphoinositide-3- kinase, regulatory subunit 1)编码PIK3中的一个调节亚基(相对分子质

量为85 000)。研究表明，PIK3R1的表达与葡萄糖-胰岛素内稳态的改变有关[12]。Mφ内PIK3R1明显上调，

PIK3活性增强，表明Mφ内存在有高水平的胰岛素，反映Mφ内糖代谢活动增强。而糖代谢的增强是反映细胞功

能增强的指标之一，因而PHT脾亢Mφ内PIK3R1明显上调，表明Mφ的各项功能较正常脾脏Mφ可能是增强的。至

于PIK3R1在PHT脾亢发生中的确切作用机制尚需进一步研究。 

    利用cDNA芯片研究PHT脾亢Mφ与正常脾Mφ的差异表达基因，能够发现一些进一步研究的线索和靶基因，

这些基因表达的意义有待今后的工作证实。 
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