Bio-Plex悬浮芯片系统检测两种实验兔白介素基因的差异表达
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【摘要】  目的 采用液相悬浮芯片系统同时测定实验兔圆小囊中IL-1β、IL-1R1、IL-8、IL-8RA和IL-15各基因的表达情况，并对该方法进行评价。方法 利用Affymetrix的Panomics QuantiGene Plex 2.0 Assay中bDNA信号放大和多磁珠分析技术，来同时检测两种实验兔圆小囊中多重mRNA并定量。建立实验兔免疫相关白介素基因的液相悬浮芯片检测方法。结果 可同时检测IL-1β、IL-1R1、IL-8、IL-8R和IL-15各基因的含量，并发现WHBE兔IL-15基因的相对表达量显著高于JW兔（P<0.05），IL-1R1基因的相对表达量显著高于JW兔（P<0.01），IL-8RA基因在WHBE兔中的相对表达量也高于JW兔（P<0.05）。结论 建立了实验兔白介素基因的液相悬浮芯片检测方法，WHBE兔的IL-15、IL-1R1和IL-8RA基因表达量较高，可能与WHBE兔独特的免疫学特性有关。
【关键词】 液相悬浮芯片系统；定量；多重基因表达检测；bDNA；磁珠阵列
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【Abstract】 Objective To measure IL-1β, IL-1R1, IL-8, IL-8R and IL-15 genes expression in rabbit sacculus rotundus using the Liquid suspension array system, and evaluate the method. Methods The simultaneous measurement and quantity of multiple genes mRNA expression in rabbit sacculus rotundus was detected by the Panomics QuantiGene Plex 2.0 Assay of Affymetrix using the bDNA signal amplification and beads analysis techniques. Then, this method was applied in the detection of rabbit interleukin gene. Results Content of IL-1β, IL-1R1, IL-8, IL-8RA and IL-15 gene can be detected simultaneously. Gene expression of IL-15 in WHBE rabbit is significantly higher than JW rabbit (P<0.05), and gene expression of IL-1R1 in WHBE rabbit is significantly higher than JW rabbit (P<0.01). Also, the relative expression quantity of IL-8RA gene in WHBE rabbit is higher than JW rabbit (P<0.05). Conclusion Liquid suspension array method for detecting rabbit interleukin gene was established. Gene expressions of IL-15, IL-1R1 and IL-8RA in WHBE rabbit were higher, and all the results reveal WHBE rabbit may have unique immunological properties.
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白毛黑眼兔（White hair black eyes rabbit，简称WHBE兔）是本中心培育的实验兔新品系，因免疫反应敏感、制备抗血清效价高而被免疫学和分子生物学研究者所青睐，现已作为正常的生物学模型应用在免疫医学领域中 [1-3]。近年来，虽然对其遗传性状、血液学和生理学方面的研究有所报道，但在免疫基因表达等方面的研究却很少。
本实验采用液相悬浮芯片系统结合bDNA信号放大和多磁珠分析技术对两种实验兔免疫相关白介素基因进行了定量分析。该技术可以直接用组织来同时检测多种目的mRNA而不用抽提RNA，且避免了逆转录过程引起的潜在偏差。本文旨在建立精确、快速检测实验兔白介素基因的定量方法，揭示WHBE兔在免疫学方面的潜在特性，为WHBE兔在免疫学领域的应用奠定基础。   
1 材料与方法
1.1 材料与仪器
Bio-plex 200悬浮芯片系统（美国Bio-Rad公司）；冷冻台式离心机（德国Thermo Fisher Heraeus公司）；恒温孵育摇床（英国Labnet公司）；手持磁力洗板器（美国Panomics公司）；组织均质机（法国Bertin公司）。
1.2 实验动物及分组
普通级健康白毛黑眼兔（WHBE兔）20只，雌雄各半；普通级健康日本大耳白兔（JW兔）20只，雌雄各半。由新昌县大市聚镇欣建兔场【SCXK（浙）2009-0042】提供，饲养于本中心普通级实验兔饲养室【SYXK（浙）2008-0116】。动物适应性饲养10天，将其处死后，取圆小囊用于本实验。
1.3 实验试剂
Homogenizing Solution 购自Affymetrix公司；Nuclease-free water、Lysis Mixture、Blocking Reagent、Proteinase K购自Affymetrix公司；QuantiGene Plex 2.0，Plex Set：2.0 Mag Capture Beads、2.0 Probe Set购自Affymetrix公司。
1.4 实验方法
1.4.1 样品处理
按照Homogenizing solution 300μL/管，Proteinase K 6μL/管的量配好组织裂解液。取圆小囊组织15-30mg，放到对应的均质管中，放入3粒陶瓷珠。组织均质机6500rpm，20s，匀浆两次后，水浴65℃，2h，期间每隔10min颠倒混匀一次。最后，高速冷冻离心机13000rpm，15min，室温离心取上清，备用。
1.4.2 孵育杂交
根据要检测的样品数来配制合适体积的Working Bead Mix 工作液。将Working Bead Mix涡旋振荡10s后，每孔60μL分配到杂交板中。每孔再加40μL组织匀浆液或稀释过的组织匀浆液。加40μL的Homogenizing Solution到2个孔中作为检测的空白对照背景值。
将Pressure Seal对齐贴于杂交板上，再用铝箔包住，使受热均匀。将杂交板放到恒温孵育摇床中，孵育18-22h，54℃±1℃，600rpm。
1.4.3 信号放大
室温条件下，杂交板240g离心1min。用移液枪吹打5次，将混合液从杂交板完全转移到磁分离板中。将磁分离板固定在手持磁力洗板器中，加100μL/孔Wash Buffer，洗3次。再进行以下一系列信号放大处理：
Pre-Amplifier杂交：100μL/孔2.0 Pre-Amplifier Working Reagent，将磁分离板密封。放到恒温孵育摇床中，600rpm，50℃±1℃，孵育1h；

Amplifier杂交：100μL/孔2.0 Amplifier Working Reagent，将磁分离板密封。放到恒温孵育摇床中，600rpm，50℃±1℃，孵育1h；

Label Probe杂交：100μL/孔Label Probe Working Reagent，将磁分离板密封。放到恒温孵育摇床中，600rpm，50℃±1℃，孵育1h；

SAPE结合：100μL/孔SAPE Working Reagent，将磁分离板密封。室温条件下，600rpm，30min。每个信号放大步骤之后都要洗板。每孔加100μL Wash Buffer，等待15s让磁珠在孔底充分聚集，再快速弃掉孔内洗液，重复3次。

1.4.4 上机检测
提前打开并校准Bio-plex 200悬浮芯片仪器。需要30min来预热激光器。
加130μL SAPE Wash Buffer到每一个孔中。用铝箔封板膜将磁分离板密封。将板放到微量振荡仪上，室温条件下，800rpm，振荡3min。立刻在Bio-plex 200悬浮芯片仪器上读板。
1.5 统计学方法
    所有资料均以（ eq \o(x,\s\do2(¯)) ±s）表示，采用SPSS 16.0统计软件进行统计分析，组间均数比较采用t检验，以P<0.05为差异显著。对所有样本来说，要从目标mRNA的测量值中扣除目标mRNA的背景信号值，来得到净信号值。净信号值要高于空白对照3倍的SD值。
2 结果 
2.1 IL-15基因在各组实验兔中的相对表达量
实验兔IL-15基因在WHBE兔和IW兔中的相对表达量见图1。经内参基因β-actin的校正，IL-15基因在雌性WHBE兔中的表达水平显著高于在雌性JW兔中的表达水平（P<0.05）。IL-15基因在雄性WHBE兔中的表达水平高于在雄性JW兔的表达水平，有显著性差异（P<0.05）。
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注：两种雄性实验兔比较*p<0.05,**p<0.01；两种雌性实验兔比较 △p<0.05,△△p<0.01。
图1 IL-15基因在各组实验兔中的相对表达量
Note: Compared between the male rabbits *p<0.05,**p<0.01；Compared between the female rabbits △p<0.05,△△p<0.01.
Fig. 1 The relative expression quantity of IL-15 in the rabbits 
2.2 IL-1β基因在各组实验兔中的相对表达量
实验兔IL-1β基因在WHBE兔和JW兔中的相对表达量见图2。经内参基因β-actin的校正，IL-1β基因在雄性WHBE兔中的表达水平高于在雄性JW兔中的表达水平，但无显著性差异（P>0.05）。IL-1β基因在雌性WHBE兔中的表达水平高于在雌性JW兔中的表达水平，但无显著性差异（P>0.05）。
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注：两种雄性实验兔比较*p<0.05,**p<0.01；两种雌性实验兔比较 △p<0.05,△△p<0.01。
图2 IL-1β基因在各组实验兔中的相对表达量
Note: Compared between the male rabbits *p<0.05,**p<0.01；Compared between the female rabbits △p<0.05,△△p<0.01.
Fig. 2 The relative expression quantity of IL-1β in the rabbits
2.3 IL-1R1基因在各组实验兔中的相对表达量
实验兔IL-1R1基因在WHBE兔和JW兔中的相对表达量见图3。经内参基因β-actin的校正，IL-1R1基因在雌性WHBE兔中的表达水平显著高于在雌性JW兔中的表达水平（P<0.01）。IL-1R1基因在雄性WHBE兔中的表达水平高于在雄性JW兔的表达水平，有显著性差异（P<0.01）。
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注：两种雄性实验兔比较*p<0.05,**p<0.01；两种雌性实验兔比较 △p<0.05,△△p<0.01。
图3 IL-1R1基因在各组实验兔中的相对表达量
Note: Compared between the male rabbits *p<0.05,**p<0.01；Compared between the female rabbits △p<0.05,△△p<0.01.
Fig. 3 The relative expression quantity of IL-1R1 in the rabbits
2.4  IL-8基因在各组实验兔中的相对表达量
实验兔IL-8基因在WHBE兔和JW兔中的相对表达量见图4。经内参基因β-actin的校正，IL-8基因在雄性WHBE兔中的表达水平与雄性JW兔相比，无显著性差异（P>0.05）。在雌性WHBE兔和雌性JW兔之间，IL-8基因的相对表达量没有显著性差异（P>0.05）。
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注：两种雄性实验兔比较*p<0.05,**p<0.01；两种雌性实验兔比较 △p<0.05,△△p<0.01。
图4 IL-8基因在各组实验兔中的相对表达量
Note: Compared between the male rabbits *p<0.05,**p<0.01；Compared between the female rabbits △p<0.05,△△p<0.01.
Fig. 4 The relative expression quantity of IL-8 in the rabbits
2.5  IL-8RA基因在各组实验兔中的相对表达量
    实验兔IL-8RA基因在WHBE兔和JW兔中的相对表达量见图5。经内参基因β-actin的校正，IL-8RA基因在雌性WHBE兔中的表达水平显著高于在雌性JW兔中的表达水平（P<0.05）。在雄性WHBE兔和雄性JW兔之间，IL-8RA基因的表达水平差异没有显著性（P>0.05）。
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注：两种雄性实验兔比较*p<0.05,**p<0.01；两种雌性实验兔比较 △p<0.05,△△p<0.01。
图5 IL-8RA基因在各组实验兔中的相对表达量
Note: Compared between the male rabbits *p<0.05,**p<0.01；Compared between the female rabbits △p<0.05,△△p<0.01.

Fig. 5 The relative expression quantity of IL-8RA in the rabbits
3 讨论
本实验中，我们应用了一种分支DNA（bDNA）信号放大技术（三明治核酸杂交检测）到液相悬浮平台中，来同时检测多种基因表达量。bDNA技术，基本方法有点类似于Elisa，最初是在一个96孔板平台上开发用来检测有保守序列的目标物。每个孔内都包埋有一种捕获分子，一次只允许检测一个样品中的一个目标物，且探针是依据目标物的保守序列来设计的。而后液相悬浮阵列中100种珠子的xMAP技术联合了bDNA技术，使得每孔同时检测100个目标物成为可能[4]。
bDNA检测技术，能直接从组织中检测基因表达量，而不用RNA纯化、逆转录或目标放大。且这项技术灵敏、可重复。bDNA检测将bDNA技术与Luminex的荧光磁珠基础平台结合起来，通过联合杂交的应用确保非常高的分析特异性。Wonhee等报道[5]，多重bDNA检测显示了100%的诊断灵敏度和特异性，无假阳性结果。这主要是由于探针和它们的目标基因之间特定的匹配条件；探针杂交到目标上当且仅当此时有少于两个的错配核苷酸。而针对多个位点将减少得到假阴性结果的机率。bDNA检测与实时PCR一样的精确，并且最大的优势是可以同时评估所有的生物标记物，节省样本和时间。有报道[6]，利用QuantiGene Plex检测，可以伴随着生物反应的进行，在接种疫苗的老鼠身上快速、敏感的检测基因表达变化情况。且显示该方法在生物安全上能缩短检测时间，能减少实验用动物数量，是一种高通量、快速、高灵敏度的评估疫苗质量的方法。 
另外，通过RNA纯化和接下来的酶处理来精确定量全血中的mRNA很困难。从新鲜或稳定的全血样本中提取标准RNA，由于可变的得率和质量会导致前后不一致的基因表达模式[7,8] 。事实上，尽管微阵列和实时荧光定量PCR重复性很高，但是样品处理步骤中内在的变化也阻碍了它们的整体效果。关键问题在于逆转录这个所有技术都有的步骤引起的潜在偏差[9]。而bDNA检测技术可以用最少的血样处理且不需要血液RNA抽提和酶处理，当达到足够的灵敏度时，信号夹心杂交替代目标放大就能避开RNA抽提和标记，克服了血液基因表达分析中的这些难题[10]。 
目前国外将液相悬浮芯片技术应用于基础研究和临床检测日益增多，但国内对基因检测方面的报道尚不多见。本实验采用液相悬浮芯片技术对两种实验兔免疫相关白介素基因进行定量分析，建立了精确、快速检测兔白介素基因的定量方法。白介素可由多种细胞产生，作为细胞间的信号传递介质，不仅参与调节免疫应答而且还广泛的参与机体的生理病理过程。
IL-15（interleukin-15）是一个多效性的细胞因子，在先天和后天获得性免疫系统中起着重要作用，可诱导B细胞增殖和分化，刺激T细胞和NK细胞增殖，诱导LAK细胞活性，还能与IL-12协同刺激NK细胞产生IFN-γ。在促炎症、抗肿瘤、抗感染和自身免疫性疾病的发病中起重要作用[14]。本实验中不管是雄性还是雌性WHBE兔IL-15基因的相对表达量都显著高于JW兔，这提示WHBE兔中IL-15基因表达量高，在机体受到刺激后，IL-15可能会更快的诱导B细胞增殖分化，产生相应的抗体，这可能是导致WHBE兔抗体效价高的原因之一。
IL-1β是最重要的促炎症细胞因子之一，在介导免疫和炎症反应过程中起重要的作用，是炎症反应和自身免疫性疾病的一个潜在治疗靶点。IL-1受体（IL-1R）几乎存在于所有有核细胞表面，有两种形式，其中IL-1R1分子表达于T细胞和间质来源的细胞，伸入胞浆内的肽链部分较长，与IL-1R辅助蛋白组成高亲和力受体，起着传递活化信号的作用，介导信号转导[11]。而IL-1R2抑制性受体能与IL-1R1竞争结合IL-1，却不能转导下游信号。因此IL-1R2仅作为一种“伪”受体，可阻断IL-1结合IL-1R1引起的信号转导，在IL-1生物活性的调节中发挥作用[12]。本实验结果表明，雄性WHBE兔的IL-1R1基因表达水平明显高于雄性JW兔，雌性WHBE兔IL-1R1基因的表达水平也明显高于雌性JW兔，这提示免疫系统在发生作用的过程中，WHBE兔可能会比JW兔更快、更多的表达IL-1R1，使迅速形成IL-1/IL-1R1/受体辅助蛋白（IL-1 Racp）复合物，有利于传递活化信号，激活下游信号转导。而对于IL-1β基因，WHBE兔与JW兔之间无显著性差异。
IL-8是白细胞趋化因子之一，其能引导嗜中性粒细胞趋化、脱粒、释放溶菌酶，加强炎症防护；促进嗜碱性粒细胞趋化、脱粒、释放组胺，加强过敏反应；使T细胞趋化、游走，加强免疫，是一种重要的炎症介质。IL-8的受体也有两种类型，其中IL-8RA只能特异性与IL-8结合，为高亲和力受体，主要分布于中性粒细胞、单核细胞、T细胞等。 IL-8结合IL-8RA（CXCR1）对中性粒细胞有细胞趋化作用而实现其对炎症反应的调节[13]。本实验中，雌性WHBE兔的IL-8RA基因的相对表达量显著高于雌性JW兔，雄性WHBE兔的IL-8RA基因相对表达水平与雄性JW兔相比，无显著性差异；且两种实验兔IL-8基因的表达情况无显著性差异。结果表明，WHBE兔可能会比JW兔更快的趋化中性粒细胞、嗜碱性粒细胞穿越血管内皮细胞进入到感染部位，加速对病原菌的杀灭速度。
综上所述，本实验将液相悬浮芯片系统结合bDNA信号放大和多磁珠分析技术，建立了实验兔白介素基因的液相悬浮芯片检测方法，这将为实验兔在免疫相关白介素基因的检测研究中提供更快、更灵敏、更精确的检测手段。WHBE兔对外界环境更敏感、对抗原刺激反应更强，易造脾虚型肠易激综合征动物模型[15]。本研究发现WHBE兔的IL-15、IL-1R1和IL-8RA基因的相对表达量较高，这可能与WHBE兔独特的免疫学特性有关。
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