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协和医院皮肤科门诊或住院治疗的 ９ 例 ＧＰＰ 患者临床资料ꎻ 随机选取 １０ 例同期在医院接受健康体检的健康人做为对照ꎬ
年龄和性别与 ＧＰＰ 患者相匹配ꎮ 分别留取 １０ ｍｌ 肘正中静脉血ꎬ 采用密度梯度离心法分离 ＰＢＭＣꎬ 应用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取

ＰＢＭＣ总 ＲＮＡꎬ 采用实时 ＰＣＲ 法检测 ＤＮＭＴ１、 ＤＮＭＴ３ａ、 ＤＮＭＴ３ｂ、 ＭＢＤ１、 ＭＢＤ２、 ＭＢＤ３、 ＭＢＤ４ 及 ＭｅＣＰ２ 的 ｍＲＮＡ 表
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　 　 泛发性脓疱型银屑病 (ｇｅｎｅｒａｌｉｚｅｄ ｐｕｓｔｕｌａｒ ｐｓｏｒｉ￣
ａｓｉｓꎬ ＧＰＰ) 是一种系统性炎症性皮肤病ꎬ 以突然出

现的红斑以及红斑基础上粟粒大小无菌性脓疱为主

要特点ꎬ 严重时可危及生命[１] ꎮ 随着 ＧＰＰ 遗传研究

的不断深入ꎬ ＩＬ３６ＲＮ[２] 和 ＣＡＲＤ１４[３] 被认为是 ＧＰＰ
的致病易感基因ꎬ 但同时也存在一些无法解释的临床

现象ꎬ 如部分携带 ＩＬ３６ＲＮ 突变基因的个体表现正

常[４] ꎬ ＩＬ３６ＲＡ 缺陷病 (ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ＩＬ３６ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｎ￣
ｔａｇｏｎｉｓｔꎬ ＤＩＴＲＡ) 患者的发病年龄存在较大差异[５] ꎬ
感染、 妊娠、 特殊药物应用等因素均能诱发 ＧＰＰ 发

作[６] ꎮ 这些临床现象用致病易感基因无法完全解释ꎬ
而甲基化调控机制易受环境等因素的影响ꎬ 在系统性

红斑狼疮等自身免疫性疾病中发挥重要作用[７] ꎬ 但

有关 ＧＰＰ 的甲基化研究较少ꎮ
ＤＮＡ 甲基化是重要的表观遗传调控机制之一ꎬ

在众多生物学过程中发挥关键作用[８] ꎮ ＤＮＡ 甲基转

移酶 (ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌ￣ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬ ＤＮＭＴ) 在调节基因甲

基化过程中起重要作用[９] ꎬ 可分为维持型甲基转移

酶及新生型甲基转移酶两类[１０] ꎮ ＤＮＭＴ 表达的改变

可导致甲基化状态异常化ꎮ 一类含有相同甲基化 ＣｐＧ
结合域 (ｍｅｔｈｙｌ￣ＣｐＧ ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎꎬ ＭＢＤ) 并能与

甲基化修饰后的 ＤＮＡ 特异性结合的蛋白被称为甲基

化 ＣｐＧ 结 合 蛋 白 ( ｍｅｔｈｙｌ￣ＣｐＧ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ
ＭｅＣＰ)ꎬ 又名 ＭＢＤ 蛋白家族ꎬ 包括 ＭＢＤ１、 ＭＢＤ２、
ＭＢＤ３、 ＭＢＤ４ 和 ＭｅＣＰ２[１１] ꎮ ＭＢＤ 蛋白可选择性地结

合存在甲基化修饰的序列ꎬ 使得某些转录因子无法靠

近ꎬ 导致基因表达沉默ꎮ

本研究主要观察 ＧＰＰ 患者外周血单个核细胞

(ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｃｅｌｌｓꎬ ＰＢＭＣ) 中 ＤＮＭＴ
及 Ｍｅｃｐ ｍＲＮＡ 的表达ꎬ 探讨 ＤＮＡ 甲基化在 ＧＰＰ 发

病中的作用和机制ꎬ 为 ＧＰＰ 治疗提供新的线索ꎮ

１　 资料与方法

１􀆰 １　 研究对象

回顾性选取 ２０１５ 年 １２ 月至 ２０１６ 年 １２ 月在北京

协和医院皮肤科门诊或住院治疗的 ９ 例 ＧＰＰ 患者作

为研究对象ꎬ 同期在北京协和医院体检中心接受体检

的 １０ 例健康人做为对照ꎮ ＧＰＰ 病情严重程度按

Ｕｍｅｚａｗａ 评估标准进行评分ꎬ 分为轻度 (０ ~ ２ 分)、
中度 (３~６ 分) 和重度 (７~１０ 分) [１２] ꎮ
１􀆰 ２　 入选和排除标准

ＧＰＰ 患者: (１) 具有典型皮损并经病理确认ꎬ 符

合 Ｕｍｅｚａｗａ 诊断标准[１２]ꎻ (２) 就诊时处于脓疱发作

期ꎻ (３) 抽血前 ２ 个月内未使用糖皮质激素、 维甲酸

类、 生物制剂及免疫抑制剂等药物ꎻ (４) 排除红皮病

型、 关节型及寻常型银屑病患者ꎻ (５) 无其他类型皮

肤病、 肿瘤、 其他自身免疫病或严重疾患ꎮ
健康对照: (１) 无 ＧＰＰ 病史及银屑病家族史ꎻ

(２) 不伴肿瘤、 其他免疫相关性皮肤病或其他严重

疾病ꎻ (３) ２ 个月内未接受其他系统性药物治疗ꎮ
本研究通过中国医学科学院北京协和医院伦理

审查委员会审核批准ꎬ 患者入组前均签署知情同

意书ꎮ
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３６０　　 　 Ｊｕｌｙꎬ ２０１９

１􀆰 ２　 荧光定量 ＰＣＲ
１􀆰 ２􀆰 １　 提取外周血单个核细胞

取患者和健康人肘正中静脉血 １０ ｍｌꎬ 使用密度

梯度离心法 (３０００ ｒ / ｍｉｎꎬ ２０ ｍｉｎ) 提取 ＰＢＭＣꎬ 加

入 １􀆰 ５ ｍｌ Ｔｒｉｚｏｌ 溶液后冻存于－２０ ℃冰箱ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 引物设计

采 用 Ｒｏｃｈｅ ＬＣＰＤＳ２ 软 件 设 计 基 因 ＤＮＭＴ１、
ＤＮＭＴ３ａ、 ＤＮＭＴ３ｂ、 ＭＢＤ１、 ＭＢＤ２、 ＭＢＤ３、 ＭＢＤ４ 和

ＭｅＣＰ２的引物 (表 １)ꎬ 由上海捷瑞生物工程有限公司

合成ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 外周血单个核细胞总 ＲＮＡ 提取

将上述冻存的 ＰＢＭＣ Ｔｒｉｚｏｌ 溶液取出解冻ꎮ 每

１ ｍｌ冻存液中加入 ２００ μｌ 氯仿ꎬ 剧烈震荡 １５ ｓ 后冰孵

１５ ｓꎮ 在 ４ ℃条件下以 １３ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎꎮ 离

心后样品分 ３ 层ꎬ ＲＮＡ 主要在水相中ꎮ 小心将 ＲＮＡ
水相转移至新的微量离心管中ꎬ 并吸取 ４００ μｌ 备用ꎮ

加入等体积异丙醇沉淀水相中的 ＲＮＡꎬ 颠倒混匀ꎬ
－８０ ℃过夜ꎮ 次日在 ４ ℃条件下以 １３ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

３０ ｍｉｎꎬ 白色沉淀即为 ＲＮＡꎮ 吸取上清液ꎬ 剩余 ＲＮＡ
沉淀用预冷的 ７５％乙醇洗涤ꎬ 使 ＲＮＡ 沉淀悬浮ꎮ 依旧

在 ４ ℃条件下以 １０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ 弃上清ꎮ 室

温干燥 １０~１５ ｍｉｎꎬ 加入 ３０ ｍｌ 无 ＲＮＡ 酶水溶解沉淀ꎬ
并于冰上放置 １ ｈ 后放入－８０ ℃冰柜冻存ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 荧光定量 ＰＣＲ 检测

利用 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ Ｍａｓｔｅｒ 试剂

盒 (罗氏ꎬ 瑞士) 在 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０ Ⅱ型荧光定量

ＰＣＲ 仪 (罗氏ꎬ 瑞士) 上进行反应ꎮ 反应体系:
２×ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ Ｍａｓｔｅｒꎬ ５ μｌꎻ
１０ μｍｏｌ / Ｌ正向引物ꎬ ０􀆰 ２ μｌꎻ １０ μｍｏｌ / Ｌ 反向引物ꎬ
０􀆰 ２ μｌꎻ ｃＤＮＡ １ μｌꎻ 无核酸酶纯水 ３􀆰 ６ μｌꎮ ＰＣＲ 反应

程序: ９５ ℃ １０ ｍｉｎꎻ ９５ ℃ １０ ｓꎬ ６０ ℃ ３０ ｓꎬ ４０ 个循

环 (图 １)ꎮ 循环结束后利用熔解曲线检测产物特异

表 １　 ＧＰＰ 患者甲基化相关调控基因引物序列

基因名称 上游引物 (５′→３′) 下游引物 (５′→３′) 　

ＤＮＭＴ１ ５′￣ＧＡＧＣＴＡＣＣＡＣＧＣＡＧＡＣＡＴＣＡ￣３′ ＣＧＡＧＧＡＡＧＴＡＧＡＡＧＣＧＧＴＴＧ

ＤＮＭＴ３ａ ５′￣ＣＣＧＧＡＡＣＡＴＴＧＡＧＧＡＣＡＴＣＴ￣３′ ＣＡＧＣＡＧＡＴＧＧＴＧＣＡＧＴＡＧＧＡ

ＤＮＭＴ３ｂ ５′￣ＣＣＣＡＴＴＣＧＡＧＴＣＣＴＧＴＣＡＴＴ￣３′ ＧＧＴＴＣＣＡＡＣＡＧＣＡＡＴＧＧＡＣＴ

ＭＢＤ１ ５′￣ＣＡＣＣＣＴＣＴＴＣＧＡＣＴＴＣＡＡＡＣＡＡＧ￣３′ ＣＡＡＣＣＴＧＡＣＧＴＴＴＣＣＧＡＧＴＣＴＴ

ＭＢＤ２ ５′￣ＡＡＣＣＣＴＧＣＴＧＴＴＴＧＧＣＴＴＡＡＣ￣３′ ＣＧＴＡＣＴＴＧＣＴＧＴＡＣＴＣＧＣＴＣＴＴＣ

ＭＢＤ３ ５′￣ＣＣＧＣＴＣＴＣＣＴＴＣＡＧＴＡＡＡＴＧＴＡＡＣ￣３′ ＧＧＣＴＧＧＡＧＴＴＴＧＧＴＴＴＴＣＡＧＡＡ

ＭＢＤ４ ５′￣ＴＧＧＴＧＧＴＧＣＡＴＧＣＣＴＧＴＡＡＴ￣３′ ＴＧＡＧＡＣＡＧＧＧＴＣＴＣＴＣＴＣＴＧＴＣＡＴ

ＭｅＣＰ２ ５′￣ＣＣＣＣＡＣＣＣＴＧＣＣＴＧＡＡ￣３′ ＧＡＴＧＴＧＴＣＧＣＣＴＡＣＣＴＴＴＴＣＧ

ＧＰＰ: 泛发性脓疱型银屑病ꎻ ＤＮＭＴ: ＤＮＡ 甲基转移酶ꎻ ＭＢＤ: 甲基化 ＣｐＧ 结合域ꎻ ＭｅＣＰ: 甲基化 ＣｐＧ 结合蛋白

图 １　 泛发性脓疱型银屑病患者外周血单个核细胞荧光定量 ＰＣＲ 流程图



泛发性脓疱型银屑病患者外周血单个核细胞甲基化酶及甲基化 ＣｐＧ 结合蛋白 ｍＲＮＡ 的表达水平

Ｖｏｌ􀆰 １０ Ｎｏ􀆰 ４　 ３６１　　

性: 从 ６０ ℃缓慢升温至 ９７ ℃ꎬ 每 １ ℃采集 ５ 次荧光

信号ꎮ 将β￣ａｃｔｉｎ作为内参基因ꎬ 使用 ２－△△ＣＴ 法计算

ＤＮＭＴ 及 ＭｅＣＰ 的 ｍＲＮＡ 相对表达量ꎮ
１􀆰 ３　 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ １６􀆰 ０ 统计软件ꎬ 符合正态分布的

ｍＲＮＡ 相对表达量用均数±标准差表示ꎬ 组间比较

采用 ｔ 检验ꎻ 不符合正态分布的 ｍＲＮＡ 相对表达量

用中位数 (四分位间距) 表示ꎬ 两组间比较采用

Ｍａｎｎ￣Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ 检验ꎮ 采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 秩相关分析年

龄、 疾病严重度与 ＤＮＭＴ 及 ＭｅＣＰ ｍＲＮＡ 表达水平

的相关性ꎮ Ｐ<０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 一般临床资料

９ 例 ＧＰＰ 患者中女性 ４ 例ꎬ 男性 ５ 例ꎬ 平均年龄

(３３􀆰 ７±１􀆰 ７) 岁ꎬ 其中病情轻度者 ２ 例ꎬ 中度 ３ 例ꎬ
重度 ４ 例ꎮ １０ 例健康对照者中女性 ５ 例ꎬ 男性 ５ 例ꎬ
平均年龄 (３１􀆰 ３±１􀆰 ５) 岁ꎮ ＧＰＰ 组和健康对照组间

的性别和年龄无统计学差异 (Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ２　 ＲＮＡ 质量鉴定

根据紫外分光光度仪检测结果ꎬ 总 ＲＮＡ 的

ＯＤ２６０ / ＯＤ２８０比值均在 １􀆰 ８ ~ ２􀆰 ０ 之间ꎬ 表明 ＲＮＡ 纯度

较高ꎮ 用琼脂糖凝胶对 ＲＮＡ 进行电泳ꎬ 检测结果显

示 ３ 条较清晰的条带ꎬ ＲＮＡ 纯度及完整性可满足实

时 ＰＣＲ 要求 (图 ２)ꎮ

图 ２　 泛发性脓疱型银屑病患者外周血单个核细胞中 ＲＮＡ 琼

脂糖凝胶电泳图

２􀆰 ３　 荧光 ＰＣＲ 定量结果

采用实时 ＰＣＲ 荧光定量法检测 ９ 例 ＧＰＰ 患者和

１０ 例健康对照者 ＰＢＭＣ 中 ＤＮＭＴ 及 ＭｅＣＰ ｍＲＮＡ 的

表达情况 (表 ２)ꎮ 与健康对照组相比ꎬ ＧＰＰ 患者

ＰＢＭＣ 中 的 ＤＮＭＴ３ａ、 ＤＮＭＴ３ｂ、 ＭＢＤ１、 ＭＢＤ２、
ＭＢＤ４ 相对表达水平显著升高 (Ｐ 均<０􀆰 ０５)ꎮ

２􀆰 ４　 ＧＰＰ 患者临床表型与 ＤＮＭＴ 及 ＭｅＣＰ ｍＲＮＡ
表达水平的相关性分析

ＤＮＭＴ１、 ＤＮＭＴ３ａ、 ＤＮＭＴ３ｂ、 ＭＢＤ１、 ＭＢＤ２、
ＭＢＤ３、 ＭＢＤ４ 及 ＭｅＣＰ２ 的 ｍＲＮＡ 表达水平与患者年

龄和疾病严重程度均无相关性 (Ｐ 均>０􀆰 ０５ꎬ 表 ３)ꎮ

表 ２　 ＧＰＰ 患者及健康人外周血单个核细胞中 ＤＮＭＴ
和 ＭｅＣＰ ｍＲＮＡ 相对表达量的比较

基因 ＧＰＰ 组 (ｎ＝ ９) 健康对照组 (ｎ＝ １０) ｔ / Ｚ 值 Ｐ 值

ＤＮＭＴ１ ０􀆰 ００１ ７７±０􀆰 ０００ ７６ ０􀆰 ００１ ８３±０􀆰 ００２ ００ －０􀆰 ０９７ ０􀆰 ９２４

ＤＮＭＴ３ａ
　

０􀆰 ０００ １７
(０􀆰 ０００ ０６ꎬ ０􀆰 ００１ １５)

０􀆰 ０００ ０３
(０􀆰 ０００ ０２ꎬ ０􀆰 ０００ ０４)

－２􀆰 ５９８
　

０􀆰 ００９
　

ＤＮＭＴ３ｂ ０􀆰 ０００ ０４±０􀆰 ０００ ０２ ０􀆰 ０００ ０２±０􀆰 ０００ ０１ ２􀆰 ３２６ ０􀆰 ０２１

ＭｅＣＰ２ ０􀆰 ００２ ０８±０􀆰 ０００ ８４ ０􀆰 ００１ ７９±０􀆰 ０００ ８３ ０􀆰 ７１６ ０􀆰 ４８７

ＭＢＤ１ ０􀆰 ００１ ０１±０􀆰 ０００ ４５ ０􀆰 ０００ ４６±０􀆰 ０００ １５ ３􀆰 ０６０ ０􀆰 ０００

ＭＢＤ２ ０􀆰 ００２ ６１±０􀆰 ０００ ３９ ０􀆰 ００１ ８５±０􀆰 ０００ ５２ ３􀆰 ２８４ ０􀆰 ００５

ＭＢＤ３ ０􀆰 ０００ ０２±０􀆰 ０００ ０１ ０􀆰 ０００ ０３±０􀆰 ０００ ０１ －１􀆰 ８２８ ０􀆰 ０８８

ＭＢＤ４ ０􀆰 ００４ ２９±０􀆰 ００１ ６０ ０􀆰 ００１ ５７±０􀆰 ０００ ５５ ４􀆰 ４４７ ０􀆰 ００３

ＧＰＰ、 ＤＮＭＴ、 ＭＢＤ、 ＭｅＣＰ: 同表 １

表 ３　 ＧＰＰ 患者年龄和疾病严重程度与 ＤＮＭＴ 及 ＭｅＣＰ
ｍＲＮＡ 表达水平的相关分析

风险因素 基因　 ｒ 值 Ｐ 值

年龄 ＤＮＭＴ１ －０􀆰 ３１９ ０􀆰 ４０２

ＤＮＭＴ３ａ －０􀆰 ０６７ ０􀆰 ８６４

ＤＮＭＴ３ｂ －０􀆰 ４８７ ０􀆰 １８３

ＭＢＤ１ －０􀆰 ２３５ ０􀆰 ５４２

ＭＢＤ２ －０􀆰 ２５２ ０􀆰 ５１３

ＭＢＤ３ －０􀆰 ３２８ ０􀆰 ３８９

ＭＢＤ４ －０􀆰 ２０２ ０􀆰 ６０３

ＭｅＣＰ２ ０􀆰 ０５０ ０􀆰 ８９７

病情严重程度 ＤＮＭＴ１ －０􀆰 １３４ ０􀆰 ７３２

ＤＮＭＴ３ａ ０􀆰 ０９８ ０􀆰 ８０２

ＤＮＭＴ３ｂ －０􀆰 ２４１ ０􀆰 ５３３

ＭＢＤ１ －０􀆰 ２４１ ０􀆰 ５３３

ＭＢＤ２ －０􀆰 ００９ ０􀆰 ９８２

ＭＢＤ３ －０􀆰 １７８ ０􀆰 ６４６

ＭＢＤ４ －０􀆰 １３４ ０􀆰 ７３２

ＭｅＣＰ２ －０􀆰 ２８５ ０􀆰 ４５７

ＧＰＰ、 ＤＮＭＴ、 ＭＢＤ、 ＭｅＣＰ: 同表 １

３　 讨论

本研究发现 ＧＰＰ 患者的 ＰＢＭＣ 中ꎬ ＤＮＡ 甲基化

相关因 子 的 ｍＲＮＡ 表 达 量 发 生 显 著 变 化ꎬ 其 中

ＤＮＭＴ３ａ、 ＤＮＭＴ３ｂ、 ＭＢＤ１、 ＭＢＤ２ 和 ＭＢＤ４ 的表达

显著上调ꎬ 提示 ＤＮＡ 甲基化可能在 ＧＰＰ 中起重要作
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３６２　　 　 Ｊｕｌｙꎬ ２０１９

用ꎬ 患者年龄及病情严重程度度与上述甲基化相关基

因的表达不相关ꎮ
ＧＰＰ 发病机制复杂ꎬ 致病原因尚不完全清楚ꎬ

基因 ＩＬ￣３６ＲＮ 及 ＣＡＲＤ１４ 在 ＧＰＰ 的发病机制中扮演

重要角色ꎮ ２０１１ 年ꎬ Ｍａｒｒａｋｃｈｉ 团队[２] 首次在突尼

斯家族性 ＧＰＰ 患者中发现了位于 ＩＬ３６ＲＮ 基因的纯

合子突变 ＩＬ３６ＲＮ ｃ􀆰 ８０Ｃ>Ｔ ( ｐ􀆰 Ｌｅｕ２７Ｐｒｏ)ꎬ 并将由

ＩＬ３６ＲＮ 基因突变产生异常 ＩＬ３６Ｒａ 而引起的家族性

ＧＰＰ 命名为 ＤＩＴＲＡ[２] ꎮ 同年ꎬ Ｏｎｏｕｆｒｉａｄｉｓ 等[１３] 对

５ 例无血缘关系的欧洲 ＧＰＰ 患者进行外显子测序ꎬ
发现其中 ３ 例发生 ＩＬ３６ＲＮ 基因低频突变ꎬ ２ 例出现

ｃ􀆰 ３３８Ｃ>Ｔ ( ｐ􀆰 Ｓｅｒ１１３Ｌｅｕ) 错义替代ꎬ 而另 １ 例出

现 ｃ􀆰 ３３８Ｃ > Ｔ ( ｐ􀆰 Ｓｅｒ１１３Ｌｅｕ ) 及 ｃ􀆰 １４２Ｃ > Ｔ
(ｐ􀆰 Ａｒｇ４８Ｔｒｐ) 错 义 替 代 的 复 合 突 变ꎬ 首 次 将

ＤＩＴＲＡ 概念从家族性 ＧＰＰ 扩展至散发性 ＧＰＰꎮ ２０１２
年ꎬ Ｊｏｒｄａｎ 等[３]首次发现 ＣＡＲＤ１４ 基因与 ＧＰＰ 发病

相关ꎬ 并报告了 １ 例海地 ＧＰＰ 患儿携带新生胚系杂

合突 变 ｃ􀆰 ４１３Ａ > Ｃ ( ｐ􀆰 Ｇｌｕ１３８Ａｌａ )ꎮ 继 而 Ｋｏｒｂｅｒ
等[５]在欧洲 ＧＰＰ 患者中发现了源自 ＣＡＲＤ１４ 的

ｐ􀆰 Ａｒｇ６９Ｇｌｎ、 ｐ􀆰 Ｇｌｙ１１７Ｓｅｒ、 ｐ􀆰 Ｓｅｒ２００Ａｓｎ 和 ｐ􀆰 Ａｒｇ８２６Ｔｒｐ
突变ꎬ 并证实这些突变导致的 ＣＡＲＤ１４ 功能缺陷可能

是 ＧＰＰ 发病的重要遗传因素ꎮ ２０１４ 年在 １９ 例与寻常

型银屑病相关的 ＧＰＰ 中发现 ２ 例 (２１􀆰 １％) 患者携

带 ＣＡＲＤ１４ 基因 ｐ􀆰 Ａｓｐ１７６Ｈｉｓ 突变ꎬ 携带率较对照组

(３％) 升高[１４] ꎮ 易感基因遗传方式虽然可以解释部

分 ＧＰＰ 的发病ꎬ 但无法全面揭示性别、 年龄及诱因

对疾病发生发展的影响ꎬ 无法回答感染、 妊娠和特殊

药物应用等状态诱发 ＧＰＰ 发生的机制ꎮ
ＤＮＡ 甲基化是正常胚胎发育的重要过程ꎬ 具有

多种功能ꎬ 参与基因表达调控、 染色质修饰、 细胞分

化和发展以及 Ｘ 染色体失活等过程[９] ꎮ ＤＮＡ 甲基化

主要发生在 ＣｐＧ ５￣胞嘧啶上ꎬ 启动子区 ＣｐＧ 岛通常

处于非甲基化状态ꎬ 基因正常表达ꎮ 当 ＣｐＧ 岛的甲

基化状态发生异常改变后ꎬ 影响基因的转录调控ꎬ 使

得基因处于沉默或过度表达状态[９] ꎮ ＤＮＡ 甲基化的

过程主要受 ＤＮＭＴ 催化完成甲基化过程[９] ꎮ ＤＮＡ 甲

基化的修饰状态受一定条件影响ꎬ 且随年龄变化发生

改变ꎮ 目前认为 ＤＮＭＴ 包括 ＤＮＭＴ１、 ＤＮＭＴ３ａ、 ＤＮ￣
ＭＴ３ｂꎮ ＤＮＭＴ１ 可能与酶的活性、 ＤＮＡ 结合调节有

关ꎬ 作用在于维持 ＤＮＡ 的甲基化并将这种甲基化稳

定传递给子代ꎮ ＤＮＭＴ３ａ 和 ＤＮＭＴ３ｂ 是人体主要的甲

基化转移酶 [１５] ꎮ 本研究显示 ＤＮＭＴ１ 在 ＧＰＰ 患者中

的表达较健康组略微下调ꎬ 而 ＤＮＭＴ３ａ、 ＤＮＭＴ３ｂ 显

著上调ꎬ 提示 ＧＰＰ 患者体内存在 ＤＮＭＴ 状态异常导

致的 ＤＮＡ 基因组异常甲基化模式ꎬ ＤＮＭＴ１ 水平下调

可能诱导炎症免疫相关基因甲基化水平下调ꎬ 使得部

分炎症免疫通路过度激活ꎬ 诱发疾病ꎬ 而 ＤＮＭＴ３ａ 及

ＤＮＭＴ３ｂ 上调则可能使 ＧＰＰ 患者某些炎症抑制基因

如 ＰＤＣＤ１ 沉默ꎬ 使得其抑制炎症能力降低ꎬ 从而诱

发 ＧＰＰ 发生ꎮ
具有相同 ＭＢＤ 的 ５ 种蛋白 ( ＭＢＤ１、 ＭＢＤ２、

ＭＢＤ３、 ＭＢＤ４、 ＭｅＣＰ２) 通过识别甲基化 ＤＮＡ 参与

转录抑制ꎬ 被称为 ＭＢＤ 家族[１６] ꎮ ＭＢＤ 的存在方式

为单体ꎬ 其与其他蛋白质或复合物结合的方式可能

并不稳定ꎮ ＭｅＣＰ２ 在体内外均可以抑制启动子区域

的甲基化基因转录ꎬ 但对非甲基化启动子并无作

用ꎬ 可以通过转录抑制区域和关键转录因子的相互

作用抑制转录过程[１７] ꎮ ＭＢＤ１ 的相对分子质量在家

族中最大ꎬ 可以与染色质相关因子形成复合物ꎬ 结

合在启动子区 ＳＰ１ 位点抑制转录ꎮ ＭＢＤ２ 蛋白参与

启动子区高甲基化的基因沉默ꎬ 当高甲基化的启动

子未与 ＭＢＤ２ 结合后ꎬ 基因表达增加ꎮ ＭＢＤ２ 可能

具有去甲基化酶的作用ꎬ 通过与组蛋白乙酰基转移

酶基及 ＴＡＣＣ３ 蛋白形成复合物ꎬ 使得启动子区域的

甲基化沉默基因恢复活性ꎮ 由此可知ꎬ ＭＢＤ２ 的功

能不仅可以介导转录沉默ꎬ 还可以在甲基化启动子

区域通过与其他蛋白质互相作用ꎬ 在不改变甲基化

状态的情况下ꎬ 通过改变染色质的构想激活基因ꎮ
ＭＢＤ３ 与 ＭＢＤ２ 高度相似ꎬ ＭＢＤ２ 可以与 ＭＢＤ３ 结合

成异二聚体ꎬ 进一步强化染色质的抑制状态ꎮ 此外

ＭＢＤ３ 蛋白的 ＭＢＤ 可与 ＤＮＭＴ３ａ 的 Ｎ 末端相互作

用ꎮ ＭＢＤ４ 是唯一具有其他功能的 ＭＢＤ 蛋白ꎬ 其 Ｃ
末端具有 ＤＮＡ 修复酶活性ꎬ 因此也属于 ＤＮＡ 修复

系统ꎬ 可以识别 ＣｐＧ 位点错配的 Ｔ 或 Ｕ 并给予修

正ꎮ ＭＢＤ４ 是参与启动子区域高甲基化状态的重要

因子ꎬ 同时其修复活性对于维持启动子区域高甲基

化状态也是必需的[１８] ꎮ
ＤＮＡ 甲基化的过程十分复杂ꎬ 多种相关蛋白因

子相互作用ꎮ 本研究提示 ＧＰＰ 患者可能在不同甲基

化催化因子的作用下发生不同基因的高甲基化及低甲

基化状态ꎬ 从而导致基因的低表达及过表达ꎬ 激活相

关炎症通路ꎬ 同时也说明 ＧＰＰ ＤＮＡ 甲基化水平的变

化过程十分复杂ꎬ 甲基化的诱发、 催化、 维持乃至去

甲基化过程由一系列的蛋白家族及调节因子相互作用

而成ꎬ 而 ＤＮＡ 甲基化的差异过程又同 ＧＰＰ 的发生紧

密联系ꎮ 本研究同时发现ꎬ 患者的发病年龄及病情严

重程度与甲基化相关基因的表达无明显相关ꎬ 提示甲

基化虽然可能导致 ＧＰＰ 的发生ꎬ 但可能与其临床表
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现并无联系ꎮ
本研究为回顾性ꎬ 标本量较少ꎬ 临床资料 (如

病情严重程度等) 的收集可能存在一定偏倚ꎬ 未来

需大样本试验进一步验证ꎮ
随着研究的深入ꎬ ＤＮＡ 甲基化调控的复杂机制

终将逐渐清晰ꎬ 针对甲基化过程中不同因子表达水平

的检测及相应生物制剂的研究或许可为 ＧＰＰ 的诊断

和治疗提供新的思路ꎮ

志谢: 衷心感谢参与本项研究的 ＧＰＰ 患者及全体工作
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