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应用功能分类基因芯片检测变应性鼻炎差异性表达基因＊

彭杨１　李献清２　邱前辉２

　　［摘要］　目的：应用功能分类基因芯片技术研究变应性鼻炎差异表达基因。方法：分别提 取、检 测８例 变 应

性鼻炎及８例正常对照的下鼻甲黏膜组织的总ＲＮＡ，合成ｃＤＮＡ后进行实时荧光定量ＰＣＲ芯片扫描，检测出两

组间的差异表达基因。结果：通过对８４个与过敏及哮喘发病相关基因的分析，发现６７个基因表达下调，１７个基

因表达上调，差异具有统计学意义的差异性表达基因为２个（ＳＴＡＴ６、ＢＣＬ６）。结论：用功能分类基因芯片可检测

变应性鼻炎中异常表达的基因。
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　　变应性鼻炎（ａｌｌｅｒｇｉｃ　ｒｈｉｎｉｔｉｓ，ＡＲ）是一种由于

特应性个体接触致敏原后由ＩｇＥ介导的鼻黏膜慢

性炎症反应性疾病，其临床症状表现 为 喷 嚏、清 水

样涕、鼻 塞 和 鼻 痒 等，在 我 国 大 陆 地 区 患 病 率 为

４％～３８％〔１－２〕。随着 高 密 度 表 达 谱 芯 片 等 技 术 的
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快速发展，越 来 越 多 的 证 据 提 示〔３〕，ＡＲ的 发 病 与

多基因异常表达及多条生物学通路调 控 有 关。然

而高密度表达谱芯片往往筛选出大量差异表达 基

因，而 其 中 与 研 究 对 象 无 关 的 基 因 会 干 扰 结 果 分

析。近年来，功能分类基因芯片的发展将微阵列技

术与特定生物学通路结合，剔除表达谱芯片上大量

与研究对象无明显相关的信息，重点检测已被证实

与特定疾病高度相关的基因，更加有效便利且具有

针对性。该方法已成为研究疾病发病机 制 的 一 种

新的趋势〔４〕。
本研究采用功能分类基因芯 片 中 的 过 敏 和 哮

喘 相 关 的 实 时 荧 光 定 量 ＰＣＲ 芯 片（Ａｌｌｅｒｇｙ　＆
Ａｓｔｈｍａ　Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　Ａｒｒａｙ），针对ＴＨ２细胞因

子、转录因子及ＮＫ细胞等相关基因进 行 检 测，通

过比较ＡＲ组及对照组的下鼻甲样本，找出ＡＲ组

中差异性表达的关键基因，为深入客观揭示ＡＲ的

发病机制提供证据。

１　材料与方法

１．１　临床资料

正常对照组：８例下鼻甲黏膜组织均来自我院

住院 的 鼻 中 隔 偏 曲 患 者，男３例，女５例，年 龄

（３３．１３±１３．２９）岁。下 鼻 甲 样 本 的 采 集 在 获 得 了

医院伦理委员会伦理讨论以及患者知情同意后 执

行。所有患者根据ＡＲ（２０１５，天津）诊断标准〔５〕和

支气管哮喘防治指南〔６〕为参考纳入分组，结合病史

及临床症状，通过肺功能检测仪（Ｓｅｎｓｏｒｓ　Ｍｅｄｉｃｓ，

Ｖｍａｘ　６２２）进行肺功能、支气管激发及舒张试验检

查，并且根 据 德 国 Ｍｅｄｗｉｓｓ公 司 生 产 的 敏 筛 过 敏

原检测系 统 进 行 静 脉 血 过 敏 原 筛 查。鼻 窦ＣＴ检

查未见鼻窦炎症改变；无ＡＲ家族史，无食物及药物

过敏史，无特异性皮炎史；所有标本收集前，患者均

未用抗炎药、抗组胺及皮质类固醇激素等至少１周。

ＡＲ组：按 照 ＡＲ（２０１５，天 津）诊 断 标 准〔５〕纳

入，８例下鼻甲黏膜组织均来自广东省人民医院住

院患者，男６例，女２例，年 龄（３４．６３±１１．６１）岁。
参考支气管哮喘防治指南的诊断标准〔６〕，所有患者

均不合并哮喘。其中７例标本来自鼻中 隔 偏 曲 合

并ＡＲ患 者，１例 标 本 来 自 鼻 窦 囊 肿 合 并 ＡＲ患

者。除１例鼻窦囊肿患者ＣＴ检查见左侧 上 颌 窦

囊肿 外，其 余 患 者ＣＴ检 查 未 见 明 显 鼻 窦 炎 症 改

变；３例有ＡＲ家 族 史，５例 无 ＡＲ家 族 史；均 无 食

物及药物过敏史，无特异性皮炎史。所有标本收集

前，患者均未用抗炎药、抗组胺及皮质类 固 醇 激 素

等至少１周。

１．２　总ＲＮＡ抽提及ｃＤＮＡ合成

取正常对照组及ＡＲ组鼻腔黏膜组织标本，用
ＴＲＩＺＯＬ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）试 剂 进 行 总 ＲＮＡ 抽 提，

ＲＮｅａｓｙ ＭｉｎＥｌｕｔｅＴＭ 纯 化 试 剂 盒（Ｑｉａｇｅｎ）纯 化

ｍＲＮＡ后，采 用 紫 外 线 分 光 光 度 计 测 定 其 含 量 及

纯度，并 且 用 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 法 对 纯 化 的 ｍＲＮＡ
进行 鉴 定。取 适 量 经 纯 化 后 且 质 量 检 测 合 格 的

ｍＲＮＡ样品进行逆转录，通过ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ．Ⅲ Ｒｅ－
ｖｅｒｓｅ　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、ＲＮａｓｅ　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
（Ｅｐｉｃｅｎｔｒｅ）等试剂合成ｃＤＮＡ。

１．３　芯片扫描

取适量合成的ｃＤＮＡ样品，通过２×ＳｕｐｅｒＡｒ－
ｒａｙ　ＰＣＲ　ｍａｓｔｅｒ　ｍｉｘ试 剂（Ｃａｔ．Ｎｏ．ＰＡ－１１２）和

Ｈｕｍａｎ　Ａｌｌｅｒｇｙ　＆ Ａｓｔｈｍａ　ＰＣＲ　Ａｒｒａｙ（购于上海

杏园生物科技有 限 公 司）进 行ｑＰＣＲ法 芯 片 扫 描。
该９６孔模 式 的 芯 片 中８４个 单 孔 同 时 检 测ＪＡＫ－
ＳＴＡＴ、ＮＦ－κＢ等 通 路 作 用 高 度 相 关 的 基 因。此

外，５个 单 孔 的 看 家 基 因（ＡＣＴＢ、Ｂ２Ｍ、ＧＡＰＤＨ、

ＨＰＲＴ１、ＲＰＬＰ０３），用于芯片数据的标准化。１个

单孔为基因组ＤＮＡ参照（ＧＤＣ），检测样品中是否

存 在 ＤＮＡ 污 染。３个 重 复 的 孔 为 反 转 录 参 照

（ＲＴＣ），检测ＲＴ反应的效率。另外３个重复的孔

为阳性ＰＣＲ参 照（ＰＰＣ），反 映 了ＰＣＲ反 应 的 效

率。这些孔 中 加 入 了 人 工 合 成 的ＤＮＡ序 列 和 相

应的引物对进行反应。

１．４　数据分析

参照 Ｈａｎｓｅｌ等〔４〕方 法，先 对 每 张 芯 片 的 数 据

进行归一化，即通过各样本的平均ＣＴ值分别得到

ＡＲ组及正常对照组的平均ＣＴ值，并以５个看家

基因（ＡＣＴＢ、Ｂ２Ｍ、ＧＡＰＤＨ、ＨＰＲＴ１、ＲＰＬＰ０３）的

平均ＣＴ值作为内参照，通过计 算２－（ａｖｅｒａｇｅΔΔＣｔ）的 方

法，运用ＳＰＳＳ２０．０软件进行非配对ｔ检验分析，得
出ＡＲ组与正 常 对 照 组 ｍＲＮＡ表 达 水 平 的 比 值。
比值＞２者为 高 表 达 基 因（上 调），比 值＜０．５者 为

低表达基因（下 调），根 据Ｐ＜０．０５进 一 步 筛 选 出

具有统计学意义的差异性表达基因。

２　结果

２．１　ＲＮＡ的质控

提取总ＲＮＡ的理想ＯＤ值Ａ２６０／Ａ２８０比 值

为１．８～２．０；进 行１％琼 脂 糖 电 泳 分 析 所 提 取

ＲＮＡ，可见电泳条带清晰，其对应于１８Ｓ和２８Ｓ的

２条条带亮 度 之 比 约 为２∶１（图１）。结 果 显 示 所

有样本均合格。

１～８：正常对照组；９～１６：ＡＲ组。

图１　ＲＮＡ琼脂糖电泳图

·０７８·
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２．２　基因相对表达量的散点图

基因相对 表 达 量 的 散 点 图 见 图２。Ｘ轴 为 对

照组基因的相对表达量，Ｙ轴为ＡＲ组基因的相对

表达量。中央黑色斜线表示两组间相对 表 达 量 的

比率为１，２条红色斜线表示２组间相对表达量的

比率分别为１／２和２，全部或部分在两条红色斜线

外的点表示２组间相对表达量的比率相差２倍以

上。

图２　对照组与ＡＲ组８４个基因相对表达量

２．３　差异性表达基因

通过对８４个与过敏及哮喘发病相关基因的分

析，发现６７个基因表达下调，１７个基因表达上调。
其中１８个基因的相对表达量相差２倍以上，具有

统 计 学 意 义 的 差 异 性 表 达 基 因 为２个（表１）：
ＳＴＡＴ６和ＢＣＬ６（Ｂ－ｃｅｌｌ　ｌｙｍｐｈｏｍａ　６）。

　　表１　ＡＲ组对比正常对 照 组 差 异 性 表 达 下 调 基 因 染

色体定位及下调倍数

基因 染色体定位 Ｐ值 下调倍数

ＳＴＡＴ６　 １２ｑ１３．３　 ０．０４９０３４　 ３．９８
ＢＣＬ６　 ３ｑ２７．３　 ０．０２４５１９　 ４．７７

３　讨论

在本文中，我们采用 功 能 分 类 基 因 芯 片，针 对

与过敏和哮喘高度相关通路的８４个基因的表达进

行了检 测，其 中 大 部 分 是 与 Ｔｈ２细 胞、肥 大 细 胞、
嗜酸粒细胞、转录因子等作用直接相关的。以往有

多篇文献报 道 通 过 全 基 因 表 达 谱 芯 片 筛 选 出 ＡＲ
相关的差异表达基因，如章如新等〔７〕通过表达谱芯

片检测了８例ＡＲ和非ＡＲ的鼻黏膜，发现７３４条

差异表达基因，其中包括炎性反应、免疫应答、免疫

调控、神 经 内 分 泌 网 络 系 统 及 信 号 传 导 等 相 关 基

因。刘冰等〔８〕通过６例 ＡＲ和非 ＡＲ的 鼻 黏 膜 也

筛选出１６１条差异表达基因，为ＡＲ机制的研究提

供了线索。回顾国外相关研究，Ｗａｇｅｎｅｒ等〔９〕发现

了ＡＲ中４０条差异表 达 的 基 因，虽 然 全 基 因 组 的

表达谱芯片有利于我们更全面地认识疾病，然而并

不利于研究人员更针对性地分析结 果。我 们 应 用

的功能分类基因芯片可以为 ＡＲ的 发 病 机 制 研 究

提供新的视角，将相互联系紧密的基因同时进行检

测，筛选出的差异性表达基因可能是与ＡＲ发病相

关性最显著的。根据我们芯片的结果 并 回 顾 相 关

文献，分析这些基因的功能并且对相关通路进行研

究，有助于推测它们 在 ＡＲ发 病 过 程 中 的 作 用，提

高人们对ＡＲ发病机制的认识。
ＪＡＫ－ＳＴＡＴ信号通路是一条由细胞因子刺激

的信号转导通路，参与细胞的增殖、分化、凋亡以及

免疫调节等许多重要的生物学过程〔１０〕。我们筛选

出的ＳＴＡＴ６通过ＪＡＫ－ＳＴＡＴ信号转导途径介导

细胞因子ＩＬ－４、ＩＬ－１３诱导的基因表达，是参与ＩＬ－４
和ＩＬ－１３介导ＴＨ２型细胞因子反应的一种关键的

转录因子，在 变 应 原、细 胞 因 子 的 刺 激 下，ＳＴＡＴ６
持续活化、过度表达，引起ＴＨ 前体向ＴＨ２分化，
导致ＴＨ１／ＴＨ２比 例 失 衡，被 认 为 是 变 应 性 疾 病

中最重要的基因之一〔１１〕。在我们的功能分类芯片

结果中，ＳＴＡＴ６的Ｐ 值为０．０４９０３４，尽 管 具 有 统

计学差异然而 非 常 接 近０．０５，可 能 是 由 于 样 本 量

不足而出现的假阳性结果，提示我们以后需要更多

样本来进一步验证芯片的可靠性。回顾相关文献，
目前已有较 多 的 研 究 报 道ＳＴＡＴ６与 ＡＲ密 切 相

关。２０１３年一项 Ｍｅｔａ分析〔１２〕显示，在５　７８９个存

在过敏性疾病的个体和１０　０５６个对照中进行了第

１次大规模全基因组关联研究（ＧＷＡＳ），发现与过

敏相关最 显 著 的 单 核 苷 酸 多 态 性（ＳＮＰｓ）包 括 在

ＴＬＲ６，Ｃ１１ｏｒｆ３０，ＳＴＡＴ６，ＳＬＣ２５Ａ４６，ＨＬＡ－
ＤＱＢ１，ＩＬ１ＲＬ１，ＬＰＰ，ＭＹＣ，ＩＬ２和ＨＬＡ－Ｂ或其附

近的位点。张慧等〔１３〕研究ＩＬ－４／ＳＴＡＴ６在ＡＲ豚

鼠鼻黏膜的表达及鼻用糖皮质激素对其表达 的 影

响时发现，较正常对照组，ＡＲ组鼻黏膜ＳＴＡＴ６表

达增加，并且在鼻用糖皮质激素治疗后其表达水平

下降。赵 丹〔１０〕研 究 发 现ＳＴＡＴ６Ｇ２９６４Ａ位 点 与

山东地区的ＡＲ具有某些关联，对其关联程度的进

一步探 索 有 利 于 从 遗 传 学 角 度 更 加 全 面 地 了 解

ＡＲ的发病机制。
ＢＣＬ６位于３号染色体上，编码系列特异性转

录因子受体，其功能包括阻止细胞分 化 及 凋 亡，促

进细胞增殖等〔１４〕。ＢＣＬ６与ＳＴＡＴ６密切相关，不

仅在 淋 巴 瘤 中 有 相 关 报 道〔１５〕，Ａｕｄｚｅｖｉｃｈ等〔１６〕发

现两者的相互作用与ＩｇＥ的产生有关并受其他分

子的调控。Ｎｕｒｉｅｖａ等〔１７〕报 道ＢＣＬ６介 导 Ｔ滤 泡

辅助（ＴＦＨ）细胞的发展，而ＴＦＨ细胞也已被报道

与多种免疫 性 疾 病 及 慢 性 鼻－鼻 窦 炎 相 关〔１８－１９〕，而

·１７８·
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与ＡＲ的相 关 性 报 道 尚 不 多〔２０〕，是 未 来 亟 需 探 索

的领域。程超 群 等〔１４〕对 ＡＲ患 者 鼻 黏 膜 的ＢＣＬ６
进行免疫荧光标记检测发现其 在 ＡＲ患 者 组 蛋 白

表达水平下调，可能 是 由 于ＢＣＬ６过 度 减 少，对 免

疫系统的抑制作用减弱，导致细胞免疫 功 能 紊 乱，
使得 淋 巴 细 胞 的 增 殖 分 化 失 衡，进 而 导 致 细 胞 失

衡，Ｔｈ２细胞反应过度引起ＡＲ的发病。
本研究采用功 能 分 类 基 因 芯 片 对 ＡＲ可 能 的

致病基因进一步检测，对比全基因芯片技术虽然可

以大大降低海量生物学信息给研究带来的困难，缩
短发现疾病特异性标志物的时间，但同样也可能因

此遗漏了ＡＲ发病机制 中 重 要 的 生 物 学 信 息。而

利用基因芯片检测基因表达只是基于ｍＲＮＡ转录

水平 的 研 究，要 更 深 入 地 了 解 疾 病 的 发 生 发 展 机

制，仍需对蛋白水平的表达差异等进一步分析。
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