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基因芯片筛选急性肺损伤小鼠模型肺组织中活化转录因子３相关差异基因
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　　［摘要］　目的　利用基因芯片技术筛选 ＬＰＳ诱导的急性肺损伤小鼠肺组织中与活化转录因子３
（ａｃｔｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ３，ＡＴＦ３）相关的差异基因表达，以发现与 ＡＴＦ３可能相互作用的基因。
方法　采用基因芯片技术筛选野生型Ｃ５７小鼠和ＡＴＦ３敲基因小鼠经ＬＰＳ处理后肺组织中的差异表达
基因。进一步采用ＲＴＰＣＲ技术对重点基因的表达进行验证。结果　与野生型Ｃ５７小鼠比较，ＡＴＦ３敲
基因小鼠共筛选出１６９２个差异基因，有２１个与炎症调控相关的基因表达差异明显，其中，Ｍｙｏ１８ａ、
Ｍｅｓｔ、Ｇｐｒ１２４、Ｒｃａｎ２、Ｔｎｆｓｆ１５、Ｌｔｂｐ３、Ｃｄｈ２、Ｐｐｍ１ｆ、Ｓｐｎｓ２、Ｒａｒｒｅｓ２、Ｃｇｎ、Ｍｍｒｎ２、Ｃｒｂ３、Ａｄａｍｔｓ２、Ｍｒｃ２、
Ｓｈ３ｔｃ２、Ｃｄｋ５ｒａｐ１、Ｃｅｎｐｆ共１８个基因在ＡＴＦ３敲基因小鼠肺组织中表达明显上调；Ｐａｄｉ４、Ｗｆｄｃ８２个基因
表达明显下调。对重点基因Ｔｎｆｓｆ１５（又称为ＴＬ１Ａ）进一步验证，ＲＴＰＣＲ检测结果显示，表达趋势与基
因芯片一致。结论　ＴＬ１Ａ可能参与了ＡＴＦ３对ＬＰＳ诱导的急性肺损伤的炎症保护作用。
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　　急性肺损伤（ａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ）以及其严重阶
段的急性呼吸窘迫综合征（ａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｄｉｓｔｒｅｓｓ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＡＲＤＳ）是由以肺泡毛细血管膜弥漫性损伤、
严重低氧血症为特征的呼吸危重症，其病因多样，病死

１７５２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（２４）



率高，目前仍是临床上的棘手问题［１］。其中，由革兰

阴性杆菌感染引起的脓毒血症是导致ＡＬＩ／ＡＲＤＳ的重
要原因，而脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＬＰＳ）作为革兰
阴性杆菌的胞壁成分是导致脓毒症的主要因素［２］。

　　活化转录因子 ３（ａｃｔｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ３，
ＡＴＦ３）属于ＡＴＦ／ＣＲＥＢ家族成员。ＡＴＦ３作为调节中
性粒细胞招募聚集的转录因子，是应激早期快反应基

因。既往研究表明 ＡＴＦ３广泛参与各器官的炎症反
应，与机体稳态维持、肿瘤发生［３］等多方面密切相关。

目前大部分研究均表明，ＡＴＦ３在多种炎症反应过程
中，扮演了负性调控下游炎症因子的角色，对炎症反应

起刹车作用［４－７］。根据文献［８］及我们的前期研究结
果显示，ＡＴＦ３在 ＬＰＳ导致的急性肺损伤肺组织中是
呈高表达的，且对炎症损伤具有保护作用。但 ＡＴＦ３
在急性肺损伤中是如何发挥其炎症保护作用的，其具

体的分子调控机制尚不清楚。

　　基因芯片（ｇｅｎｅｃｈｉｐ）又称为 ＤＮＡ芯片或生物芯
片，其测定原理是杂交测序法，是指将大量探针分子与

样品分子进行杂交，通过检测杂交信号的强弱从而获

取样品分子的数量和序列信息，可以一次性对样品进

行高通量筛选与检测分析，主要用于基因测序工

作［９］。本研究采用基因芯片技术，检测被 ＬＰＳ处理后
的野生型小鼠（Ｃ５７小鼠）和ＡＴＦ３敲基因小鼠肺组织
之间基因表达谱的差异，希望寻找与 ＡＴＦ３炎症调控
相关的差异基因，从而为探索 ＡＴＦ３在 ＬＰＳ导致的急
性肺损伤中起炎症保护作用的潜在分子机制奠定理论

基础。

１　材料与方法

１．１　材料
　　野生型 Ｃ５７小鼠购自第三军医大学新桥医院实
验动物中心，实验选取１只６～８周龄雄性小鼠，体质
量１８～２２ｇ；ＡＴＦ３敲基因小鼠由美国俄亥俄州立大学
的ＴｓｏｎｗｉｎＨａｉ教授馈赠，放置于新桥医院实验动物中
心进行传代繁育，选取１只６～８周龄雄性且体质量
１８～２２ｇ的小鼠用于本实验。在基因芯片实验中，分
别选取Ｃ５７小鼠和 ＡＴＦ３敲基因小鼠各１只，在 ＰＣＲ
实验中，先后选取 Ｃ５７小鼠和 ＡＴＦ３敲基因小鼠各６
只。ＬＰＳ（２８８０）购自美国Ｓｉｇｍａ公司，ＴＲＩｚｏｌ试剂购自
美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＰＣＲ反转录试剂盒以及Ｔａｑ聚合
酶均购自日本 ＴａＫａＲａ公司，ＧｅｎｅＣｈｉｐＭｏｕｓｅＴｒａｎｓｃｒ
ｉｐｔｏｍｅＡｓｓａｙ１．０购自上海其明生物有限公司。
１．２　方法
１．２．１　小鼠模型的建立　　按照１５ｍｇ／ｋｇ的比例计
算小鼠所需的ＬＰＳ液的量，并用１ｍＬ无菌注射器抽取

相应量的 ＬＰＳ液。然后用左手拇指与食指抓住小鼠
的颈部皮肤，以固定小鼠头部，并用左手小指固定小鼠

尾巴，将小鼠腹部朝上，右手持注射器，使注射器与皮

肤呈４５°角刺入小鼠左下腹，针尖通过腹肌后抵抗消
失，回抽确认无血或无尿液后，再将 ＬＰＳ液注入腹腔
内，因小鼠皮肤较薄，故注射时需观察是否有液体外

漏。ＬＰＳ腹腔注射２ｈ后，处死小鼠，取出肺组织置于
液氮中冻存过夜。

１．２．２　肺组织ＲＮＡ提取　　将肺组织放入灭菌灭酶
的ＥＰ管中，加入 ＴＲＩｚｏｌ液１ｍＬ，用匀浆器研磨肺组
织；每管ＴＲＩｚｏｌ组织混悬液中加入氯仿２００Ｌ，颠倒混
匀，冰上静置２０ｍｉｎ；低温离心２０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ，
４℃；取上清液放入新的ＥＰ管中，加入异丙醇３００Ｌ，颠
倒混匀，冰上静置１５ｍｉｎ；低温离心１５ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ，
４℃；弃上清，加入７５％的乙醇１ｍＬ，颠倒混匀，冰上
静置１０ｍｉｎ；低温离心１５ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃；弃
上清，倒置在滤纸上，晾干 １０ｍｉｎ；加入灭菌灭酶水
５０ｍＬ，充分混匀，可置于－８０℃冻存或进行下一步实验。
１．２．３　基因芯片检测　　采用ＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘＷＴ芯片推
荐试剂盒标准操作流程对总ＲＮＡ进行放大、标记和纯
化，获得带有生物素标记的 ｃＤＮＡ。按照 Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ表
达谱芯片配套的杂交标准流程在滚动杂交炉中４５℃、
１６ｈ滚动杂交，杂交完成后再在洗涤工作站上按照
Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ提供的标准操作流程进行芯片的洗涤。芯
片结果采用 ＧｅｎｅＣｈｉｐＳｃａｎｎｅｒ３０００进行扫描，用
ＣｏｍｍａｎｄＣｏｎｓｏｌｅＳｏｆｔｗａｒｅ４．０读取原始数据，指控合
格的数据采用 ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＣｏｎｓｏｌｅ进行归一化处理。
每组样本需有３个以上生物学重复，差异筛选主要利
用ＳＡＭ方法，在预先设定的分组下筛选具有显著差异
的基因。首先对每个基因通过构造１个统计量来衡量
其在相应的分组情况下基因表达量与设定分组间的相

关程度，然后通过一系列（１０００次）置换的方法来模
拟上述统计量在随机状态（随机置换样本）下的分布。

考虑低丰度基因方差的影响以及基因间的相关性，通

过适当的方法调整统计量的计算与显著性评判方法来

得到基因的显著性水平。最后，为了调整多重检验的

Ｐ值，我们通过构造一系列离散化拒绝域的方法计算
Ｑ值用来控制误判率。
１．２．４　荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）验证　　采用 ＲＴ
ＰＣＲ对重点差异基因在野生型Ｃ５７小鼠和ＡＴＦ３敲基
因小鼠肺组织中的表达水平进行进一步验证，观察其

检测结果与基因芯片结果是否一致。检测基因引物序

列由金斯瑞公司设计合成。配制２０Ｌ的反应体系，其
中上游引物０．５Ｌ，下游引物０．５Ｌ，ＳＹＲＢＥｎｚｙｍｅ１０Ｌ，
ｃＤＮＡ１Ｌ，无酶水 ８Ｌ。反应条件，预变性：９５℃，
３０ｓ；退火延伸：９５℃，５ｓ，６０℃，３０ｓ，４０个循环；熔

２７５２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



解曲线：７０～９５℃，每一步上升１℃，第１步等待４５ｓ，
以后每一步等待５ｓ。
１．３　统计学分析
　　所有数据采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，用
单因素方差分析来进行多组间比较，组间的两两比较

采取ＳＮＫ检验，计量资料以 珋ｘ±ｓ来表示，Ｐ＜０．０５认
为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　提取总ＲＮＡ结果
　　提取野生型Ｃ５７小鼠和ＡＴＦ３敲基因小鼠肺组织
的总ＲＮＡ，经凝胶电泳检测，结果显示，肺组织总ＲＮＡ
电泳条带清晰，两组肺组织总 ＲＮＡ的光密度值 Ｄ
（２６０）／Ｄ（２８０）均为２．０２，Ｃ５７小鼠肺组织总 ＲＮＡ浓
度为２８０．２ｎｇ／μＬ，总量为７．０１μｇ；ＡＴＦ３敲基因小鼠
肺组织总ＲＮＡ浓度为３３２ｎｇ／μＬ，总量为１０．８０μｇ，样
品纯度、总量及完整性均符合表达谱芯片实验要求。

２．２　芯片结果聚类图
　　根据每个基因在样本中的信号值来分别对基因和
样本进行聚类分析，可以从样本的聚类结果中发现样

本组内和组间的相关性情况，从基因的聚类结果中可

以发现聚为一类的基因群在样本中具有类似的表达情

况，可能具有相似的功能。与野生型 Ｃ５７小鼠比较，
ＡＴＦ３敲基因小鼠共筛选出１６９２个差异基因，其中有
１０３８个基因是表达下调的，６５６个基因是表达上调的
（图１）。
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上调基因用红色表示，下调基因用绿色表示

图１　差异基因表达的聚类图

２．３　芯片检测结果分析
　　与野生型 Ｃ５７小鼠相比，ＡＴＦ３敲基因小鼠肺组
织中有２１个基因表达差异显著（图２），其中１个为非
编码序列；在可编码基因中，上调基因１８个，下调基因
２个。进一步对基因 ＧＯ的信息进行分析，结果显示

这些差异基因主要与应激反应、炎症因子分泌调控、血

管生成、蛋白及ＲＮＡ修饰、转录转运等密切相关（表１）。

红色圆点表示该基因表达是上调的，蓝色圆点表示该基因

是表达下调的，黄色圆点表示该基因为非编码序列

图２　与ＡＴＦ３敲基因小鼠有关的差异基因表达

表１　ＡＴＦ３敲基因小鼠肺组织中显著差异基因ＧＯ分析

基因名称 差异倍数 ＧＯ名称

Ｒｃａｎ２ １．８４ 应激反应

Ｍｅｓｔ １．６０ 维甲酸应答

Ｍｍｒｎ２ １．４３ 血管形成

Ｔｎｆｓｆ１５ １．３７ 促进细胞因子的分泌

Ｃｅｎｐｆ １．３４ 蛋白转运

Ｃｄｋ５ｒａｐ１ １．３３ ｔＲＮＡ修饰

Ｓｐｎｓ２ １．３０ 跨膜转运

Ｃｇｎ １．３０ 紧密连接的装配

Ｓｈ３ｔｃ２ １．２８ 表皮生长因子受体信号通路的调节

Ｇｐｒ１２４ １．２７ 血脑屏障的建立

Ｍｒｃ２ １．２６ 胞吞作用

Ａｄａｍｔｓ２ １．２５ 肺发育

Ｌｔｂｐ３ １．２４ 激活转录生长因子

Ｃｄｈ２ １．２４ 细胞紧密连接

Ｍｙｏ１８ａ １．２２ 细胞迁移

Ｒａｒｒｅｓ２ １．２２ 炎症应答

Ｐｐｍ１ｆ １．２１ 凋亡过程

Ｃｒｂ３ １．２１ 细胞细胞连接组织

Ｗｆｄｃ８ －１．４６ 生物过程

Ｐａｄｉ４ －１．２２ 免疫系统过程

２．４　ＲＴＰＣＲ验证结果
　　根据芯片分析结果，通过查阅文献的方式我们将
上述 ２１个差异显著的基因进行了进一步筛查。最终
将目标基因锁定在Ｔｎｆｓｆ１５，其又名肿瘤坏死因子样配
体１Ａ（ＴＮＦｌｉｋｅｃｙｔｏｋｉｎｅ１Ａ，ＴＬ１Ａ）。我们对该基因进
行了ＲＴＰＣＲ技术验证，结果显示，在 ＡＴＦ３敲基因小
鼠肺组织中，该基因是表达显著上调的，变化趋势与基

因芯片结果一致（图３），说明基因芯片结果可靠。

３７５２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（２４）
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１：野生型Ｃ５７小鼠；２：ＡＦＴ３敲基因小鼠；３：ＬＰＳ处理后的
野生型 Ｃ５７小鼠；４：ＬＰＳ处理后的 ＡＦＴ３敲基因小鼠　

ａ：Ｐ＜０．０５，与野生型Ｃ５７小鼠比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＬＰＳ处
理后的野生型Ｃ５７小鼠比较
图３　ＲＴＰＣＲ验证ＴＬ１Ａ在野生型Ｃ５７小鼠和ＡＦＴ３敲

基因小鼠肺组织中的表达

３　讨论

　　ＡＬＩ和ＡＲＤＳ作为呼吸系统的危重症，目前仍有
接近４０％的病死率［１０］。在 ＡＬＩ／ＡＲＤＳ的病理生理发
生过程中，有许多因素参与其中，包括炎症细胞的激

活、炎症介质的释放、免疫功能的失调，甚至包括

ｍｉｃｒｏＲＮＡ的炎症调控等。总的来说，炎症反应的失控
是导致疾病发生、发展的重要因素［１１－１２］。目前，临床

上针对 ＡＬＩ／ＡＲＤＳ的治疗主要以对症支持治疗为
主［１］，且病死率仍然居高不下，针对其病理机制仍缺

乏有效的救治策略。因此，对 ＡＬＩ／ＡＲＤＳ的病理分子
机制研究就显得尤为重要。

　　ＡＴＦ３作为一个快速应激反应基因，在众多炎症反
应过程中起调控作用。在发热反应中，热休克转录因

子１（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ１，ＨＳＦ１）诱导ＡＴＦ３的
表达，从而抑制了 ＩＬ６的生成［１３］。ＡＴＦ３能减轻由卵
清蛋白引起的肺部过敏性炎症，降低其气道高反应

性［１４］。在呼吸机导致的肺损伤模型中，有研究证明了

ＡＴＦ３敲基因小鼠的肺部损伤更重，细胞渗出及炎症因
子的表达均高于野生对照组，说明 ＡＴＦ３对呼吸机相
关性肺损伤有保护作用，能抗衡环切力和高通气带来

的炎症损害［１５］。进一步的研究表明，这一保护作用可

能是通过抑制了 Ｎｒｆ２的降解达成的［１６］。本课题组的

前期研究结果也证实了ＡＴＦ３在ＬＰＳ导致的ＡＬＩ小鼠
模型中呈早期高表达，且对炎症反应具有保护效应，

但其机制并不明确。为进一步探究其潜在的分子机

制，我们采取了基因芯片的技术方法，通过基因芯片

来筛查被 ＬＰＳ处理后的野生型小鼠和 ＡＴＦ３敲基因
小鼠肺组织中的差异基因表达，为后期分子机制研

究奠定了基础。

　　本研究通过基因芯片技术，在 ＬＰＳ导致的 ＡＬＩ小
鼠模型中，成功筛选出了在 ＬＰＳ导致的 ＡＬＩ小鼠模型
中与ＡＴＦ３相关的差异基因表达。经过筛选，与野生
型小鼠比较，ＡＴＦ３敲基因小鼠共筛选出１６９２个差异
基因，有２１个与炎症调控相关的基因表达差异明显，
其中，Ｍｙｏ１８ａ、Ｍｅｓｔ、Ｇｐｒ１２４、Ｒｃａｎ２、Ｔｎｆｓｆ１５、Ｌｔｂｐ３、
Ｃｄｈ２、Ｐｐｍ１ｆ、Ｓｐｎｓ２、Ｒａｒｒｅｓ２、Ｃｇｎ、Ｍｍｒｎ２、Ｃｒｂ３、
Ａｄａｍｔｓ２、Ｍｒｃ２、Ｓｈ３ｔｃ２、Ｃｄｋ５ｒａｐ１、Ｃｅｎｐｆ共 １８个编码
基因在 ＡＴＦ３敲基因小鼠肺组织中表达明显上调；
Ｐａｄｉ４、Ｗｆｄｃ８共 ２个编码基因表达明显下调。通过
ＧＯ分析，可以看到在这些差异基因中，大部分与炎症
调控是相关的，比如参与应激反应、上调细胞因子分

泌、炎症应答、蛋白转运、ＲＮＡ修饰、细胞粘附等生物
学过程。

　　根据基因芯片筛选结果，针对上述２１个差异显著的
基因，我们通过查阅文献的方式进行进一步筛查，寻找到

重点基因，并用ＲＴＰＣＲ进行验证。根据文献［１７－２１］
报道，Ｔｎｆｓｆ１５又名ＴＬ１Ａ，是肿瘤坏死因子家族成员之
一，表达于单核细胞、巨噬细胞、树突状细胞、滑膜成纤

维细胞以及内皮细胞等多种细胞中，对各种微生物、免

疫复合物、细胞因子等刺激产生应答。研究发现，

ＴＬ１Ａ与其功能性受体ＤＲ３结合后能诱导ＮＦκＢ的激
活，从而促进组织器官的炎症反应［１７，２２－２３］。在多种炎

症疾病模型中证实了其是一个具有促炎效应的分

子［１８，２４－２５］。虽然 ＴＬ１Ａ在炎症过程中的调控作用是
明确的，但ＡＴＦ３与ＴＬ１Ａ在调控ＬＰＳ所致的急性肺损
伤中的作用关系尚不清楚。

　　本研究通过基因芯片和 ＲＴＰＣＲ阐明了 ＡＴＦ３对
ＬＰＳ导致的急性肺损伤炎症保护机制可能是通过下调
ＴＬ１Ａ的表达实现的，但缺乏从分子蛋白水平的进一步
验证，而且ＡＴＦ３与ＴＬ１Ａ之间是直接作用还是有其他
分子通路参与，也不明确。这些都是我们后续需要进

一步研究的内容。总之，本研究结果为下一步探究

ＡＴＦ３在急性肺损伤中的潜在调控分子机制打下了坚
实的基础，以进一步揭示ＡＲＤＳ的潜在防治靶点。
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