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　　[摘要]　目的:探讨健康成年人外周血单个核细胞(PBMCs)HLA-GmRNA的表达水平与性别和年龄的相

关性,以期为研究PBMCsHLA-G的功能提供相关信息。方法:分离健康成年人PBMCs并提取总 RNA,应用实

时定量PCR方法,比较不同性别和不同年龄段健康成年人PBMCsHLA-GmRNA的表达情况。结果:健康女性

PBMCsHLA-GmRNA的表达水平高于男性(男:0.0492,女:0.0837,P=0.0180),并且41~50岁年龄段女性

HLA-GmRNA的表达水平高于31~40岁年龄段(31~40岁:0.0393,41~50岁:0.1522,P=0.0010)。结论:
健康成年人PBMCsHLA-GmRNA的表达水平与性别有关,且健康女性 HLA-GmRNA的表达水平与年龄有关。
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Abstract　Objective:ToprovidetheinformationforfutureresearchintothefunctionofHLA-G,andexplore
therelationshipbetweenexpressionpatternsofHLA-GmRNAinPBMCsfromhealthyadultandgenderandage.
Method:PBMCswereseparatedfromperipheralbloodofhealthyadults,andthetotalRNAwasextracted.Expres-
sionpatternsofHLA-GmRNAbetweendifferentgendersanddifferentagesweredeterminedbyquantitativereal-
time-PCR.Result:TheexpressionlevelsofHLA-GmRNAinPBMCsofhealthywomenwerehigherthanthatof
men(men:0.0492,women:0.0837,P=0.0180).AndtheexpressionlevelsofHLA-GmRNAofwomenagesof
41-50werehigherthanthatof31-40(31-40:0.0393,41-50:0.1522,P=0.0010).Conclusion:Theexpressionlev-
elofHLA-GmRNAinPBMCsofhealthyadultswasrelatedtogender,andtheexpressionlevelofHLA-GmRNA
inhealthywomenwasrelatedtoage.

Keywords　humanleukocyteantigen;HLA-G;peripheralblood mononuclearcells;quantitativereal-time
PCR;expressionpatterns

　　人类白细胞抗原(humanleukocyteantigen,
HLA)是一组位于染色体上的紧密连锁且具有高

度多态性的基因群,其编码的蛋白质在免疫应答和

免疫调节中发挥极其重要的作用。HLA-I基因编

码的I类分子主要参与排斥反应、抗体产生和细胞

裂解等免疫过程。经典的 HLA-I类分子包括:
HLA-A、HLA-B、HLA-C。HLA-G 属 于 非 经 典

HLA-I类分子,是机体重要的免疫耐受分子之一。
除了母胎界面的绒毛外滋养层细胞和肿瘤细胞,
HLA-G还表达于单个核细胞且以淋巴细胞表面表

达最为丰富,但其功能至今尚不清楚。之前研究发

现,健康成年人外周血淋巴细胞表面 HLA-A 和

HLA-B的表达随年龄增长显著降低〔1〕。但是关于

HLA-G在健康成年人外周血单个核细胞(periph-

eralbloodmononuclearcells,PBMCs)表面的表达

情况尚不清楚。本文利用实时定量比较Ct法初步

探讨健康成年人 PBMCs表面 HLA-G mRNA 的

表达水平与性别和年龄的相关性,以期为研究PB-
MCsHLA-G的功能提供相关信息。

1　资料与方法

1.1　标本来源

随机选取我中心符合献血标准的健康献血者

88例,其中男60例,女28例;年龄31~50岁。按

年龄分为31~40年龄段组和41~50年龄段组。
1.2　试剂与仪器

7300实 时 定 量 PCR(Quantitativereal-time
PCR)扩 增 仪 (美 国 ABI公 司);RNAprepPure
Cell/BacteriaKit(TIANGEN);淋巴细胞分离液

(北京索莱宝);Megafuge1.0 高速离心机 (德国

Heraeus公司);Biofugepico 高 速 离 心 机 (德 国

Heraeus公司);PrimeScriptTMRTreagentKitwith
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gDNAEraser(Takara公司);SYBR® SelectMas-
terMix(AppliedBiosystems)。
1.3　方法

1.3.1　标本采集　分别抽取献血者的静脉血5ml
(EDTA抗凝血),在采血4h内分离单个核细胞用

于 HLA-GmRNA的表达水平分析。
1.3.2　 分 离 单 个 核 细 胞 　 抗 凝 血 5ml,离 心

(3000r/min,5min)。吸取约2ml白膜层细胞,
再加入2ml生理盐水,用吸管混匀。将细胞悬液

加入到2ml淋巴细胞分离液中(沿管壁缓缓叠加

于分层液上,形成清晰界面),离心(2000r/min,
25min)。离心后管内分为3层,下层为红细胞和

粒细胞层、中层为分离液层、下层为血浆层(含血小

板和破碎细胞)。用滴管吸取位于上层和中层界面

处的单个核细胞。用等量 PBS稀释,1500r/min
离心10min。见白色沉淀,弃上清,再次加入PBS
稀释,离心。经本法分离得到的单个核细胞纯度可

达95%,淋巴细胞占90%~95%,细胞获得率可达

80%以上〔2〕。
1.3.3　PBMCs总 RNA 提 取 　 使 用 RNAprep
PureCell/BacteriaKit(TIANGEN)试剂盒提取

PBMCs总RNA。电泳条带及A260/A280的值判断

提取RNA的质量。-80℃保存备用。
1.3.4　cDNA的合成　使用PrimeScriptTMRTre-
agentKitwithgDNAEraser(Takara)试剂盒合成

cDNA。
1.3.5　实时定量PCR　 ①引物序列:参考之前的

研究〔3-4〕,设计目的基因 HLA-G 和内参基因β2M
(β2-微球蛋白)的引物,保证靶位点基因的特异性,
以避免非特异性扩增。引物序列见表1,引物由

Takara-宝生物工程(大连)有限公司合成。②利用

SYBR染料检测不同性别健康成年人外周血单个

核细胞 HLA-G表达情况,并以β2M 基因作为内参

照。利用 SYBR® SelectMasterMix试剂盒,反
应体系为20μL,包括:2×TaqMan® Universal
PCR MasterMixII10μL,cDNA1μL(10ng/

μL);正向引物和反向引物各0.2μL(20μmol/L),
每一标本设 3 个复孔。反 应 条 件:95℃ 预 变 性

10min;95℃变性15s;60℃ 退火延伸 1 min,共

40个循环。所有样品检测均设置阴性对照(无模

板)以排除假阳性结果。

表1　实时定量PCR引物序列

基因 正向引物 反向引物

HLA-G TTGCTGGCCTGGTTGTCCTT TTGCCACTCAGTCCCACACAG

β2M GACTTGTCTTTCAGCAAGGA ACAAAGTCACATGGTTCACA

1.3.6　实时定量 PCR反应的建立　随机选取任

一样本的cDNA,将其进行5倍浓度梯度稀释,稀
释后进行实时定量 PCR反应,反应后根据模板量

与Ct值作图,得到用于目的基因定量标准曲线。
设标准曲线中浓度最低的模板量为1,则稀释后的

模板量分别为:1、5、25、125、625、3125。通过标准

曲线可以得到引物的扩增效率,融解曲线分析以确

定引物是否形成二聚体。
1.3.7　HLA-GmRNA相对表达水平的计算　采

用相对定量法分别分析健康成年人外周血单个核

细胞 HLA-GmRNA表达情况,以β2M 为内参照。
计算公式为:相对 mRNA 表达量=2-△Ct×100%,
其中△Ct= Ct(HLA-G)-Ct(β2M)〔5〕。

1.4　统计学处理

使用 SPSS13.0 软件进行t-test分析,P<
0.05代表差异有统计学意义。

2　结果

2.1　实时定量PCR反应的建立

实验建立了 HLA-G和β2M 的标准曲线,实时

定量 PCR 反应采用的引物扩增效率均为1.0~
1.1,线性关系良好。融解曲线分析确定引物不产

生二聚体。以未反转录的 RNA 和水作为模板进

行实时定量PCR检测,在35圈之前没有出现扩增

产物,满足要求。

2.2　利用公式2-△Ct×100%计算健康成年人外周

血单个核细胞 HLA-GmRNA的表达情况

结果显示:41~50年龄段健康成年人外周血

单个核细胞 HLA-GmRNA的表达水平高于31~
40年龄段(31~40岁组:0.0424,41~50岁组:
0.0749,P=0.021)。健康女性外周血单个核细胞

HLA-GmRNA的表达水平高于男性(男:0.0492,
女:0.0837,P=0.0180),且41~50年龄段女性

HLA-GmRNA 的表达水平高于31~40年龄段

(31~40 岁组:0.0393,41~50 岁组:0.1522,
P=0.001)。而不同年龄段男性 HLA-G mRNA
表达水平的差异无统计学意义 (31~40 岁 组:
0.0447,41~50岁组:0.0519,P=0.465)。

3　讨论

早期研究发现 HLA-G 可在母胎界面的绒毛

外滋养层细胞上表达,产生免疫抑制,维持母体对

胎儿的免疫耐受〔6〕。另有研究表明,表达于肿瘤细

胞上的 HLA-G 可以与免疫细胞上的抑制性受体
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结合直接发挥免疫抑制功能,同时可以通过诱导产

生调节性 T 细胞参与机体的免疫耐受,使肿瘤细

胞逃避宿主的免疫监视并在体内进一步生长〔7〕。
越来越多的研究发现,HLA-G 的异常表达与乳腺

癌〔8〕、卵巢癌〔9〕、食管癌〔10〕、非小细胞肺癌〔11〕、肝细

胞癌〔12〕、结直肠癌〔13〕等多种恶性肿瘤有关。除此

之外,HLA-G 还表达于 PBMCs且以淋巴细胞表

面表达最为丰富,但其具体功能至今尚不清楚。关

于健康成年人 PBMCsHLA-G mRNA 表达的研

究,一方面可以为以后深入研究 HLA-G的功能及

其与肿瘤的相关性提供理论基础;另一方面,不同

性别与年龄的健康人PBMCsHLA-GmRNA的表

达情况与机体的免疫状态有关,进一步提示发生感

染和肿瘤的可能性大小。
HLA-G分子免疫学功能主要为:①直接作用:

HLA-G可以直接与 T细胞、APC和 NK细胞上的

抑制性受体结合,从而发挥免疫抑制作用〔14-15〕;
②间接作用:HLA-G可以使 T细胞分化成为抑制

性T细胞,发挥免疫抑制功能〔16〕。HLA-G的免疫

抑制作用在不同的情况下所扮演的角色相反,例
如:在妊娠障碍和器官移植的治疗中,应使 HLA-G
的表达上调,从而保护胎儿的正常发育和移植物的

存活;在肿瘤的免疫治疗中,则应使 HLA-G 分子

的表达下调,从而抑制肿瘤的免疫逃逸。
与 HLA-G不同,HLA-A和 HLA-B属于经典

的 HLA-I类分子,HLA-A 和 HLA-B可以将肿瘤

抗原提呈给 T 细胞,在 T 细胞识别肿瘤细胞的过

程中扮演着重要角色,因此 HLA-A 和 HLA-B的

表达下调被认为是肿瘤细胞免疫逃逸的机制。有

研究发现,外周血淋巴细胞表面 HLA-A 和 HLA-
B的表达随年龄增长显著降低。HLA-G的表达水

平与机体免疫状态有关,其表达量上调,发挥免疫

抑制功能,机体免疫功能受损,杀伤效能下降。
本研究 发 现,健 康 女 性 外 周 血 单 个 核 细 胞

HLA-GmRNA的表达水平高于男性,并且高年龄

段(41~50岁)健康女性 HLA-GmRNA表达水平

较低年龄段(31~40岁)显著性上调,提示高年龄

段女性可能会导致更多的感染和相关肿瘤的发生。
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