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［摘　要］目的：研究肾移植术后急性排斥反应期外周血中ｍｉＲＮＡｓ的表达。方法：选取１０个肾移植术后确
诊发生急性排斥反应期的病例为观察组，均经肾穿刺病理证实，每个病例在急性排斥反应发生时抽取外周血；同

期选取１０例肾移植术后恢复良好、病情稳定患者抽取外周血作为对照组；Ｔｒｉｚｏｌ法分离总 ＲＮＡ，采用 ｍｉＲＣＵ
ＲＹＴＭＡｒｒａｙｍｉｃｒｏａｒｒａｙｋｉｔ试剂盒进行 ｍｉＲＮＡ芯片杂交，经 ＳＡＭ软件选取差异表达有统计学意义的 ｍｉＲＮＡ。结
果：与对照组比较，在急性排斥反应患者外周血检测发现，ｍｉＲＮＡ芯片检测出 ４个 ｍｉＲＮＡ（ｍｉＲ１４２－５ｐ，
ｍｉＲ１４６ｂ－５ｂ，ｍｉＲ１５５，ｍｉＲ２２３）表达上调，２个ｍｉＲＮＡ（ｍｉＲ１２５ｂ，ｍｉＲ３２４－３ｂ）表达下调。结论：外周血ｍｉＲＮＡｓ
表达水平改变可作为判断急性排斥反应发生的检测指标。
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　　肾移植是目前终末期肾病患者最理想、最经济
的一种治疗方法，但移植后排斥反应严重影响着移

植物及受者的存活。目前，移植肾活检是能明确诊

断排斥反应的唯一方法，但此方法既昂贵又不方

便，还易引起肾损伤及各种并发症。因此，有效、方

便、无创伤的排斥反应早期生物标记的研究，将有

助于对移植后排斥反应的诊断，提高肾移植的治疗

效率。微小 ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一类长约２１～２４ｎｔ
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的通过转录后负调控靶基因表达的非蛋白编码

ＲＮＡ分子，ｍｉＲＮＡ在胚胎发育、细胞分化及人类疾
病的发生机制中起重要作用［１］。本研究应用 ｍｉＲ
ＮＡ芯片技术，筛选在肾移植急性反应中差异表达
显著的ｍｉＲＮＡ，并通过预测差异表达 ｍｉＲＮＡ进一
步探讨ｍｉＲＮＡ在肾移植排斥反应中的作用机制。

１　研究材料与方法

１．１　一般资料　选择１０位肾移植后确诊发生急
性排斥反应的病例为观察组，男性６例，女性４例，
年龄２６～４６岁，平均（３９０±１１３）岁；临床诊断
为血肌酐升高、蛋白尿、尿量减少、血尿、移植肾区

胀痛，Ｂ超显示血流阻力指数增高等。病理检查结
果包括光镜和免疫组化检查，光镜可观察到１２～
１６个肾小球，患者临床及病理综合诊断为移植肾
急性排斥反应（Ｂａｎｆｆ９７，ＩＡＩＢ）；患者移植后免疫
抑制剂用药方案为环孢素 ＋霉酚酸酯 ＋醋酸泼尼
松（强的松）。随机选择１０位肾移植术后恢复良
好，病情稳定患者抽取外周血作为对照组，男性７
例，女性３例，２１～４９岁，平均（３９８±１２４）岁，免
疫抑制剂用药方案同观察组。

１２　方法　观察组患者于急性排斥反应发生时抽
取外周血，在抽血后３０ｍｉｎ内离心分离血清，采用
ｍｉＲＣＵＲＹＴＭＡｒｒａｙｍｉｃｒｏａｒｒａｙｋｉｔ试剂盒进行 ｍｉＲＮＡ
芯片杂交，用ＴＲＩｚｏｌ试剂提取细胞的总ＲＮＡ，并用
分光光度计对 ＲＮＡ进行质量检测；使用 ｍｉＳ
ｃｒｉｐｔＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＫｉｔ试剂盒里带有的含
ｕｎｉｖｅｒｓａｌＴａｇ的 ＯｌｉｇｏｄＴ引物，分别进行 ｃＤＮＡ合
成，按照ＳＹＢＲ说明书配置 ＰＣＲ反应液，混匀后置
于７５００自动荧光检测仪，然后进行ｍｉＲＮＡ的实时
定量 ＰＣＲ测定，按照 ＡＢＩＰＲＩＳＭ７５００实时定量
ＰＣＲ扩增仪说明书设定参数，按下列条件扩增。
９５℃预变性１０ｓ，９５℃５ｓ，６０℃３４ｓ，４０个循环。
反应结束后，由电脑自动分析计算出模板的拷贝

数。反向引物来自ｍｉＳｃｒｉｐｔＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＫｉｔ
试剂盒，正向引物分别为 ２２３’ＴＴＴＣＣＴＡＴＧ
ＣＡＴＡＴＡＣＴＴＣＴＴＴ３′、 １４２５ｐ′ＴＴＴＧＴＧＣＡＴＴＧＣＴ
ＧＴＴＧＣＡＴＴＧＣＡ５ｐ′、３２４３ｐ′ＴＴＴＡＴＧＴＡＴＡＡＡＴＧ
ＴＡＴＡＣＡＣＡＣ３′、１５５′ＴＴＴＡＴＴＣＴＡＡＴＴＴＣＴＣＣＡＣＧ
ＴＣＴＴＴＧ３′、１４６ｂ５ｂ′ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＧＴＧＴＣ
ＧＴＧＧＡＧＴＣＧＧＣＡＡＴＴＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣｇａａａｇｔｇ
３′、１２５ｂ′ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧ
ＧＣＡＡＴＴＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＴＴＣＧＣＣＣ３′。以实时
定量ＰＣＲ的荧光动力曲线的曲线下面积（ＡＵＣ）表
示单个ｍｉＲＮＡ表达水平。
１３　统计学处理　经 ＳＡＭ软件将实时定量 ＰＣＲ
检测出的所有 ｍｉＲＮＡ中表达强度高的带入计算，
选择软件所显示的敏感性及特异性均较高的 ｍｉＲ
ＮＡ，验证所选取的ｍｉＲＮＡ是否具有差异表达的统
计学意义（Ｐ＜００５）。

２　结果

所提取的ＲＮＡ经过检测符合芯片实验需求。
观察组和对照组芯片研究结果经ＳＡＭ软件选取差
异表达有统计学意义的 ｍｉＲＮＡ（表１），所筛选出
的实时定量 ＰＣＲ法荧光动力曲线的曲线下面积
（ＡＵＣ）较高，提示ｍｉＲＮＡ表达水平较高的 ｍｉＲＮＡ
中，６个 ｍｉＲＮＡ敏感性及特异性均较高，具有统计
学意义，可作为临床工作诊断排斥反应的依据及检

测指标。参考 ＪｏｈｎＱｕａｃｋｅｎｂｕｓｈ提出的计算机分
析ｍｉＲＮＡ方法，认为样本标准值与对照组标准值
的比值（ｒａｔｉｏ，Ｒ）＞２，差异表达显著上调；若比值
＜０５，认为差异表达显著下调，比值０５～２０，认
为差异表达不显著。发现观察组 ４个 ｍｉＲＮＡ
（ｍｉＲ１４２－５ｐ，ｍｉＲ１４６ｂ－５ｂ，ｍｉＲ１５５，ｍｉＲ２２３）差
异表达显著上调，２个 ｍｉＲＮＡｓ（ｍｉＲ１２５ｂ，ｍｉＲ３２４
－３ｐ）差异表达显著下调（表２）。

表１　肾移植术后急性排斥反应期外周血中ｍｉＲＮＡ表达
Ｔａｂ．１　ＳｐｅｃｉｆｉｃｍｉＲＮＡｓｉｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈａｃｕｔｅｒｅｊｅｃｔｉｏｎａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ
ｍｉＲＮＡ 数据点 敏感性（％） 特异性（％） 曲线下面积 （ＡＵＣ）（９５％ ＣＩ） Ｐ

ｍｉＲ１４２－５ｐ ０１１ １００ ９５ ０９９（０９６～１０２） ００００１
ｍｉＲ１４６ｂ－５ｂ ０６４ ９２ ６１ ０７３（０５５～０９２） ００３
ｍｉＲ１５５ ００６ １００ ９０ ０９８（０９４～１０１） ００００１
ｍｉＲ２２３ ０４４ ９２ ９０ ０９６（０９０－１０２） ００００１
ｍｉＲ１２５ｂ １３３ １００ ６２ ０８３（０６９～０９７） ０００２
ｍｉＲ３２４－３ｐ ０５７ ６７ ７６ ０７９（０６３－０９５） ０００７
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表２　肾移植后急性排斥反应期外周血
ｍｉＲＮＡ差异性表达

Ｔａｂ．２　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲＮＡｓｉｎ
ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈａｃｕｔｅ
ｒｅｊｅｃｔｉｏｎａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

ｍｉＲＮＡｓ
ｍｉＲＮＡ表达标准值

观察组（ＡＲ）对照组（ＮＣ）
ＡＲ／ＮＣ 类型

ｍｉＲ１４２－５ｐ ０４４０ ０１８５ ２３８０ 上调

ｍｉＲ１４６ｂ－５ｂ ０５０９ ０１１７ ４３５０ 上调

ｍｉＲ１５５ ０４６３ ０２１４ ２１６２ 上调

ｍｉＲ２２３ ００３５ ０００８ ４３３８ 上调

ｍｉＲ１２５ｂ ００００４３ ００８６ ０００５ 下调

ｍｉＲ３２４－３ｐ ００１５ ０７０１ ００２１ 下调

３　讨论

ｍｉＲＮＡ是一种长约２２ｎｔ的非编码性小ＲＮＡ，
通过与靶基因的３′非翻译区（３′ＵＴＲ）结合来调控
靶基因的表达［２］。ｍｉＲＮＡ的功能涉及多种生物学
过程。近年来发现，ｍｉＲＮＡ在免疫细胞的产生、发
育以及免疫应答过程中有着重要的作用［３］。成熟

ｍｉＲＮＡ能够通过核酸序列互补识别特定的目标
ｍｉＲＮＡ，使之降解或抑制其翻译，从而抑制蛋白质
的合成，达到调控基因表达的目的［４］。一些相关

研究已经证实，在造血干细胞向免疫细胞分化的不

同阶段，ｍｉＲＮＡ表达会发生相应的变化。比如在
脾脏来源的成熟Ｂ细胞中可以检测到 ｍｉＲ１５０表
达明显上调，而在骨髓来源的 ｐｒｏＢ细胞中却并未
看到。Ｔ细胞成熟过程中 ｍｉＲ１５０表达水平亦可
明显升高，但是在进一步向 Ｔｈ１、Ｔｈ２亚群分化时
它的表达水平又会迅速下降。与之不同，ｍｉＲ１４６
表达水平在Ｔｈ１细胞亚群中升高，而在Ｔｈ２细胞亚
群中则表现为降低。Ｌｉ等［５］研究也发现 ｍｉＲ１８１ａ
在Ｔ细胞分化早期双阴性期表达水平较高，而在
双阳性期及以后各期其表达水平明显下降。

本实验基于ｍｉＲＮＡ在免疫反应中的特异性表
达，证明微阵列芯片是有效的高通量分析肾移植排

斥反应 ｍｉＲＮＡ差异表达的研究手段。目前已知
ｍｉＲＮＡ家族是基因表达调控网络中关键的一员，
同时影响着多条信号传导通路。已发现的人类

ｍｉＲＮＡ有５００多种，小鼠ｍｉＲＮＡ已达４００多种，并
且这个数目一直在增加［６］，本研究使用实时定量

ＰＣＲ法筛选出表达强度较高的 ｍｉＲＮＡ，即使如此，
所检测出的ｍｉＲＮＡ种类数量也是较多的，进而使

用ＳＡＭ软件对筛选出表达强度较高的 ｍｉＲＮＡ进
行统计学分析，选择软件所显示的敏感性及特异性

均较高的ｍｉＲＮＡ作为临床检测指标，并以此作为
判断临床诊断排斥反应的依据。

本实验应用ＳＡＭ软件筛选出的６个在肾移植
急性排斥反应中差异表达显著的 ｍｉＲＮＡ，证实
ｍｉＲＮＡ在肾移植排斥反应中出现显著的差异表
达，提示差异表达显著的 ｍｉＲＮＡ广泛参与基因的
转录调控过程，有可能是肾移植排斥反应的新的有

效生物标记。

由于ｍｉＲＮＡ在细胞分化、肿瘤形成、免疫系统
发展等多种生物学过程中具有重要作用，因此，

ｍｉＲＮＡｓ将成为一类新的诊断和治疗人类疾病的
靶点。许多研究正致力于抑制不正常ｍｉＲＮＡ的表
达，如反义核酸技术、锁核酸技术（ｌｏｃｋｅｄｎｕｃｌｅｉｃ
ａｃｉｄ）和“ｍｉＲＮＡ海绵体”（ｍｉＲＮＡｓｐｏｎｇｅｓ），均实
现了抑制 ｍｉＲＮＡ的表达［７］。随着对 ｍｉＲＮＡ研究
方法的不断更新与进步，将充分了解 ｍｉＲＮＡ在免
疫系统复杂的基因表达调控中的作用，这不仅有助

于理解免疫系统的平衡，更有助于利用 ｍｉＲＮＡ的
作用靶点来调控免疫反应，为治疗疾病、维护机体

健康提供一条新的途径。
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