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围术期叉头翼状螺旋转录因子３ｍＲＮＡ检测与慢性移植肾肾病的关系研究
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　　摘　要：目的　探讨肾移植患者围术期外周血单核细胞（ＰＢＭＣ）中叉头翼状螺旋转录因子（Ｆｏｘｐ３）表达水平与慢性移植肾肾

病（ＣＡＮ）的关系。方法　选取该院经临床表现及病理确诊为ＣＡＮ的３５例患者作为ＣＡＮ组，同时选取３５例移植肾功正常患者

作为对照组。应用实时荧光定量ＰＣＲ技术对患者围术期外周血ＰＢＭＣ中Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ进行检测比较，为剔除研究Ｆｏｘｐ３表达

水平对ＣＡＮ的影响时的干扰因素，对ＣＡＮ的相关临床影响因素进行了分析。结果　ＣＡＮ组围术期Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ表达低于正

常对照组，两组相比差异具有统计学意义（犘＜０．０１）。对ＣＡＮ影响因素筛选显示，两组急性排斥反应（ＡＲ）比较，差异具有统计

学意义，进行再次分组比较显示，有无ＡＲ对ＣＡＮ组及对照组中Ｆｏｘｐ３水平无影响。结论　肾移植患者围术期外周血ＰＢＭＣ中

Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ水平与远期慢性移植肾肾病具有相关性，可以作为预测移植后慢性移植肾肾病发生危险程度的一个指标，指导个

体化治疗。
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　　慢性移植肾肾病（ｃｈｒｏｎｉｃａｌｌｏｇｒａｆｔｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＣＡＮ）是

指肾移植术后３个月开始的移植肾功能逐渐减退的病理过

程［１３］。ＣＡＮ病因复杂，包括免疫因素和非免疫因素两个方

面。肾移植术后正确预估患者的免疫状态、选择合适的个体化

免疫抑制治疗方案是有效延缓ＣＡＮ的重要手段。调节性 Ｔ

细胞对免疫反应具有抑制效应，在免疫病理、移植物耐受、阻止

自身免疫反应和维持机体免疫平衡方面有着作用。其中调节

性Ｔ细胞Ｔｒｅｇ、ＣＤ４
＋、ＣＤ２５＋、叉头翼状螺旋转录因子（ｆｏｒｋ

ｈｅａｄｂｏｘｐｒｏｔｅｉｎＰ３，Ｆｏｘｐ３
＋ ）亚 群 发 挥 着 重 要 功 能［４５］。

Ｆｏｘｐ３基因调控此亚群细胞的发育及维持其功能，Ｆｏｘｐ３ｍＲ

ＮＡ的表达水平反映了该群细胞的功能状况，一定程度上代表

了个体的免疫功能［６］。本文旨在对肾移植患者围术期外周血

单核 细 胞 （ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ，ＰＢＭＣ）中 叉

Ｆｏｘｐ３表达水平与ＣＡＮ的关系进行探讨。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取本院经临床表现及依照Ｂａｎｆｆ′０５病理标

准确诊为ＣＡＮ的３５例患者作为ＣＡＮ组，同时相应选取３５

例肾移植术后移植肾功正常患者作为对照组。肾移植患者临

床上表现为无其他原因解释的、与动脉舒张压增高和蛋白尿增

加相关的血清肌酐水平的缓慢增高，提示慢性移植肾肾病的诊

断。通过对切除的移植肾病理标本重新切片染色，请有检验的

病理医师阅片，按照Ｂａｎｆｆ′０５移植肾病理诊断分类标准予以诊

断。两组病例在年龄、性别、原发疾病方面差异均无统计学意

义（犘＞０．０５）。
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１．２　方法

１．２．１　外周血标本的采集　两组患者围术期外周抗凝静脉血

标本（４ｍＬ）分别在术前１ｄ、术后７、１４、２１ｄ采集，然后使用

淋巴细胞分离液分离ＰＢＭＣ。

１．２．２　ＲＮＡ提取　按广州杰顺生物科技有限公司提供的细

胞总ＲＮＡ 快速提取试剂盒的说明书进行操作。提取的总

ＲＮＡ进行琼脂糖凝胶电泳后，可见２８Ｓ、１８Ｓ、５Ｓ３条清晰的

ＲＮＡ条带，其中２８Ｓ条带的亮度约为１８Ｓ条带的２倍，显示

ＲＮＡ完整性良好。通过紫外分光光度计检测ＲＮＡ的浓度和

纯度。样本编号－８０℃保存。

１．２．３　荧光定量ＰＣＲ　使用Ｐｒｉｍｅｒｅｘｐｒｅｓｓ３．０生物软件设

计引物，Ｆｏｘｐ３正向引物５′ＣＴＧＡＣＣＡＡＧＧＣＴＴＣＡＴＣＴ

ＧＴ３′，反向引物５′ＡＡＣＴＣＴＧＧＧＡＡＴＧＴＧＣＴＧＴＴ３′；

βａｃｔｉｎ作为内参，正向引物５′ＣＡＴＣＴＣＴＴＧＣＴＣＧＡＡＣＡ

３′，反向引物５′ＡＴＣＡＴＧＴＴＴＧＡＧＡＣＣＴＴＣＡＡＣＡ３′。

ＲＮＡ逆转录合成ｃＤＮＡ，逆转录反应条件：３０℃１０ｍｉｎ，５０℃

２０ｍｉｎ，９９℃５ｍｉｎ，５℃５ｍｉｎ，１个循环。采用荧光染料法

（ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ）实时监测ＰＣＲ产物量。通过构建标准品（已知

拷贝数）标准曲线对样品进行定量检测。荧光定量ＰＣＲ检测

Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ水平，预变性９５℃１０ｍｉｎ；然后９５℃ １５ｓ，

６０℃３０ｓ，循环４０次。以Ｆｏｘｐ３／βａｃｔｉｎ比值作为相对定量。

逆转录及定量ＰＣＲ试剂盒购自Ｔａｋａｒａ公司。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行数据统计学分

析，计量资料用狓±狊表示，组间比较采用狋检验；计数资料采

用率表示，率间比较采用χ
２ 检验，检验水准α＝０．０５，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　 两组患者围术期 Ｆｏｘｐ３ ｍＲＮＡ 水平 　ＣＡＮ 组为

（２４．１±１６．２）×１０－４，对照组为（５２．３±２７．４）×１０－４，两组相

比差异具有统计学意义（犘＜０．０１）。

２．２　发生慢性移植肾肾病可能影响因素的比较　为在研究

Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ水平与慢性移植肾肾病的关系时剔除干扰因

素。本研究对两组患者的人类白细胞抗原（ｈｕｍａｎｌｅｕｋｏｃｙｔｅ

ａｎｔｉｇｅｎ，ＨＬＡ），移植肾功能延迟恢复，急性排斥反应（ａｃｕｔｅｒｅ

ｊｅｃｔｉｏｎ，ＡＲ），免疫抑制方案，巨细胞病毒感染，高血压，高血脂

等进行了比较，结果见表１。仅有ＡＲ在两组间差异有统计学意

义，ＣＡＮ组为３１．４％（１１／３５），对照组为１７．１％（６／３５），见表１。

表１　　发生慢性移植肾肾病可能影响因素的比较（狀）

ＣＡＮ组 对照组 犘

ＨＬＡ相配位点数（２／３／４／５） ７／１８／６／４ ５／２０／７／３ ＞０．０５

免疫诱导药物（有／无） ２９／６ ２７／８ ＞０．０５

移植肾功能延迟恢复（有／无） ３／３２ ４／３１ ＞０．０５

免疫抑制维持方案（环孢霉素Ａ／他克莫司） １０／２５ ６／２９ ＞０．０５

急性排斥（有／无） １１／２４ ６／２９ ＜０．０５

巨细胞病毒感染（有／无） ３／３２ ３／３２ ＞０．０５

高血压（有／无） ２２／１３ ２１／１４ ＞０．０５

高脂血症（有／无） ２４／１１ ２２／１３ ＞０．０５

２．３　依据有无急性排斥分类后两组Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ水平　为

了避免ＡＲ干扰Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ水平对ＣＡＮ发生影响的结果，

依据有无ＡＲ再次分组，分析ＣＡＮ组及对照组中Ｆｏｘｐ３ｍＲ

ＮＡ水平。有ＡＲ时，ＣＡＮ组中Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ水平为（２２．２±

１４．１）×１０－４，对照组为（４６．４±２６．４）×１０－４；无 ＡＲ时，ＣＡＮ

组中Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ水平为（２６．３±１７．３）×１０
－４，对照组为

（５７．８±２８．７）×１０－４。统计分析显示有无ＡＲ对围术期ＣＡＮ

组及对照组中Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ水平无影响（犘＞０．０５）。ＣＡＮ组

Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ水平明显低于对照组。

３　讨　　论

ＣＡＮ是移植肾功能减退，继而导致移植肾功衰竭的主要

原因，其起病隐匿，根据长期大批量计划活检标本结果统计，发

现术后６个月时，临床移植肾功能正常的患者ＣＡＮ发病率已

达２５％
［７］。个体化的免疫治疗方案以最轻的药物毒副作用换

取最有效的免疫抑制效果，可有效预防和治疗ＣＡＮ。评估患

者的免疫反应状况是个体化治疗的基础。用于移植后免疫监

测的方法较多，这些方法从不同的侧面检测受者体内的某一免

疫指标，如：补体系统评估、体外淋巴细胞增殖、端粒酶、穿孔素

等。这些检测有助于临床医师从目前的经验性调整免疫抑制

药物治疗转向有理论依据的个体化治疗。

ＣＤ４＋、ＣＤ２５＋、Ｆｏｘｐ３
＋、Ｔｒｅｇ是一群具有重要免疫抑制

活性的细胞，对效应性Ｔ细胞的活化和增殖起负调控作用，同

时在移植物免疫耐受的诱导和维持中起着关键作用。Ｆｏｘｐ３

是其分子标志。有研究显示Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ有可能作为一种有

效的生物学标记来早期诊断急性排斥［８９］。作者推理Ｆｏｘｐ３

ｍＲＮＡ有可能和ＣＡＮ具有一定的相关性。为了验证这一假

设，本研究选取３５例ＣＡＮ患者作为ＣＡＮ组，同时选取３５例

移植肾功正常患者作为对照组。应用实时荧光定量ＰＣＲ技术

对患者围术期外周血ＰＢＭＣ中Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ进行检测比较，

为了在研究Ｆｏｘｐ３表达水平对ＣＡＮ的影响时剔除干扰因素，

同时对ＣＡＮ的相关临床影响因素进行了分析。统计结果显

示，ＣＡＮ组Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ水平明显低于对照组。围术期外周

血ＰＢＭＣ中Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ低表达水平是移植术后远期ＣＡＮ

发生的独立危险因素。Ｆｏｘｐ３可反映移植受者的免疫功能状

态，预测受者对移植物的反应情况，从而更加合理地指导使用

不同的免疫抑制剂方案。外周血Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ表达水平高的

患者，免疫系统反应性较低，可减少钙调神经蛋白抑制剂，降低

药物毒性，延缓ＣＡＮ的发展。

Ｆｏｘｐ３与慢性移植肾肾病的关系，有一些研究进行过探

讨，主要集中于移植肾活检标本内Ｆｏｘｐ３的转录表达
［１０１１］。

但肾活检技术的娴熟并未消除肾穿刺相关的并发症，需要经验

丰富的病理医生和多个穿刺样本提高诊断的准确性，且这些实

验取样的时间点单一。由于尿毒症疾病本身受肾移植手术、术

后各种药物的影响，在肾移植围术期患者内环境发生了剧烈的

变化，相应地免疫系统形成新的动态平衡，这个过程中调节性

Ｔ细胞的构成和表达也是波动的
［１２１３］。因此应用单一测量值

来反映个体ＣＤ４＋、ＣＤ２５＋、Ｆｏｘｐ３
＋、Ｔｒｅｇ的功能具有一定局

限性，本实验采用围术期术前、术后多个时间点的Ｆｏｘｐ３ｍＲ

ＮＡ的测定取平均值，其反映了机体在移植等应激时的免疫调

节能力，具有更好的代表性，能更准确反映机体的基础免疫状

态。这使得，肾移植患者围术期外周血ＰＢＭＣ中Ｆｏｘｐ３ｍＲ

ＮＡ水平与远期慢性移植肾肾病具有相关性这一结论更可靠。

实时荧光定量ＰＣＲ检测无创、简便省时，灵敏度和特异性高，

可作为常规检测项目［１４］。

本研究探讨围术期外周血ＰＢＭＣ中Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ水平对

慢性移植肾肾病的影响，为临床采用Ｆｏｘｐ３（下转第４２５９页）
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ｍＲＮＡ来评估移植受者免疫功能状态提供了实验依据。但由

于ＣＡＮ 免疫学和非免疫学因素的发病机制复杂性，Ｆｏｘｐ３

ｍＲＮＡ来指导临床实践的具体数值需要进行多移植中心联合

统一地深入研究。
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Ｓｃｉｅｎｃｅ，２００３，２９９（５６０９）：１０５７１０６１．

［７］ＳｅｒóｎＤ，ＡｒｎｓＷ，ＣｈａｐｍａｎＪＲ．Ｃｈｒｏｎｉｃａｌｌｏｇｒａｆｔｎｅｐｈｒｏｐａ

ｔｈｙｃｌｉｎｉｃａｌｇｕｉｄａｎｃｅｆｏｒｅａｒｌｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄｅａｒｌｙｉｎｔｅｒ

ｖｅｎｔｉｏｎｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ［Ｊ］．ＮｅｐｈｒｏｌＤｉａｌＴｒａｎｓｐｌａｎｔ，２００８，２３

（８）：２４６７２４７３．

［８］ ＭｕｔｈｕｋｕｍａｒＴ，ＤａｄｈａｎｉａＤ，ＤｉｎｑＲ，ｅｔａｌ．Ｍｅｓｓｅｎｇｅｒ

ＲＮＡｆｏｒＦＯＸＰ３ｉｎｔｈｅｕｒｉｎｅｏｆｒｅｎａｌａｌｌｏｇｒａｆｔｒｅｃｉｐｉｅｎｔｓ

［Ｊ］．ＮＥｎｇｌＪＭｅｄ，２００５，３５３（２２）：２３４２２３５１．

［９］ＳａｋａｍｏｔｏＲ，ＡｓｏｎｕｍａＫ，ＺｅｌｅｄｏｎＲａｍｉｒｅｚＭＥ，ｅｔａｌ．Ｉｎｏ

ｍａｔａＹ．ＦｏｒｋｈｅａｄｂｏｘＰ３（ＦＯＸＰ３）ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｍ

ｍｅｄｉａｔｅｌｙａｆｔｅｒｌｉｖｉｎｇｄｏｎｏｒｌｉｖｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔ［Ｊ］．ＥｘｐＣｌｉｎ

Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ，２００９，７（１）：８１２．

［１０］ＫｏｌｌｉｎｓＤ，ＳｔｏｅｌｃｋｅｒＢ，ＨｏｆｆｍａｎｎＵ，ｅｔａｌ．ＦＯＸＰ３＋ｒｅｇｕ

ｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌｓｉｎｒｅｎａｌａｌｌｏｇｒａｆｔｓ：ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｗｉｔｈｌｏｎｇ

ｔｅｒｍｇｒａｆｔｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄａｃｕｔｅｒｅｊｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｌｉｎＮｅｐｈｒｏｌ，

２０１１，７５（２）：９１１００．

［１１］ＹａｐｉｃｉＵ，ＢｅｍｅｌｍａｎＦＪ，ＳｃｈｅｅｐｓｔｒａＣＧ，ｅｔａｌ．ＩｎｔｒａｇｒａｆｔＦＯＸＰ３

ｐｒｏｔｅｉｎｏｒｍＲＮＡｄｕｒｉｎｇａｃｕｔｅｒｅｎａｌａｌｌｏｇｒａｆｔｒｅｊｅｃｔｉｏｎ

ｃｏｒｒｅｌａｔｅｓｗｉｔｈｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ，ｆｉｂｒｏｓｉｓ，ａｎｄｐｏｏｒｒｅｎａｌｏｕｔ

ｃｏｍｅ［Ｊ］．Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，２００９，８７（９）：１３７７１３８０．

［１２］ＲａｏＤＡ，ＰｏｂｅｒＪＳ．Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｉｎｊｕｒｙ，ａｌａｒｍｉｎｓ，ａｎｄａｌ

ｌｏｇｒａｆｔｒｅｊｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｒｉｔＲｅｖＩｍｍｕｎｏｌ，２００８，２８（３）：２２９

２４８．

［１３］ＫａｒｃｚｅｗｓｋｉＭ，ＫａｒｃｚｅｗｓｋｉＪ，ＫｏｓｔｒｚｅｗａＡ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒｏｌｅ

ｏｆＦｏｘｐ３
＋ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌｓｉｎｋｉｄｎｅｙｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

［Ｊ］．ＴｒａｎｓｐｌａｎｔＰｒｏｃ，２００９，４１（５）：１５２７１５２９．

［１４］张轶庠，张朝霞，杨江根，等．实时荧光定量 ＰＣＲ检测

ＣＤ２５８在前列腺癌组织中的表达［Ｊ］．中国现代医学杂

志，２０１０，２０（２）：１８８１９１．

（收稿日期：２０１３０９０８　修回日期：２０１３１０２２）

９５２４重庆医学２０１３年１２月第４２卷第３５期




