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［摘要］　 ＤＮＡ甲基化及其调节酶是近年来表观遗传学研究的热点。ＤＮＡ甲基化异常可影响某些基因的表
达，导致自身免疫性疾病的发生发展。深入研究ＤＮＡ甲基化在自身免疫性疾病中的作用，有利于阐明自身免疫性
疾病的发病机制，为治疗这些疾病提供新的线索。
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　　ＤＮＡ甲基化（ＤＮＡｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ）是哺乳动物最
普通的一种复制后调节方式。ＤＮＡ的甲基化由
ＤＮＡ甲基转移酶（ＤＮＡｍｅｔｈｙｌｔｒｓａｎｓｆｅｒａｓｅｓ，ＤＮＭＴｓ）
催化完成。在高等真核生物，胞嘧啶的甲基化可能

参与基因的表达调控、发育调节、基因组印迹和Ｘ染
色体灭活。近年来有研究表明 ＤＮＡ甲基化异常影
响某些自身免疫性疾病的发生发展。当各种原因引

起Ｔ细胞ＤＮＡ低甲基化后，对自身免疫有潜在作用
的基因表达增加，通过多个环节影响自身免疫性疾

病的发生。

１　ＤＮＡ甲基化与基因表达
早在１９４２年，Ｗａｄｄｉｎｇｔｏｎ首次提出表观遗传学

（ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｓ）的概念，并指出表观遗传与遗传是相对
的，它主要研究基因型和表型的关系。几十年后，

Ｈｏｌｉｄａｙ针对表观遗传学提出了更新的系统性论断，
在不改变基因组序列的前提下，通过 ＤＮＭＴｓ和组蛋
白乙酰化转移酶（ｈｉｓｔｏｎｅａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＨＡＴ）及
组蛋白去乙酰化酶（ｈｉｓｔｏｎｅｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ，ＨＤＡＣ）的修
饰来调控基因表达，这种修饰以 ＤＮＡ甲基化最为
常见

［１］。甲基化的 ＣｐＧ岛通常存在于失表达的
组织特异性基因的启动子、印迹失活的常染色体

等位基因的启动子和女性失活的 Ｘ染色体上各
基因的启动子

［２］。

１．１　ＤＮＡ甲基化的作用及影响因素　　ＤＮＡ甲基
化主要有两种功能：（１）在生物细胞的发育和分化
中调控基因的表达；（２）中和潜在危险的 ＤＮＡ序
列，例如转座子和外源病毒等。一般来说，ＤＮＡ甲
基化与基因表达呈负相关，而启动子区低甲基化与
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转录活性正相关（非启动子区甲基化例外，如某些

印迹基因），基因本身的甲基化与基因表达也存在

弱的负相关，如在体外被甲基化的序列转入细胞后

可抑制表达。相反，许多内源基因在经甲基化抑制

剂———５叠氮胞嘧啶（５ａｚａｃｙｔｉｄｉｎｇ）处理后被激活。
饮食、遗传基因多态性和环境中的化学物质均可导

致 ＤＮＡ的甲基化状态改变。饮食中的蛋氨酸和叶
酸是 ＤＮＡ甲基化甲基基团的供体。如果饮食中缺
乏叶酸，蛋氨酸或硒元素，就会改变基因的甲基化状

态，导致神经管畸形、癌症和动脉硬化。职业化学

品、化石燃料排放、水污染和吸烟等环境污染，释放

出有害物质如砷（砒霜）和多环芳烃（苯并芘）等，均

可增加基因不稳定性和改变细胞物质代谢。每个人

对环境和饮食因素的敏感性可因先天遗传的不同而

不同。因此环境因素和个体遗传特性共同作用，决

定了潜在的表观遗传疾病的危险性。

１．２　ＤＮＡ甲基化的作用机制及检测　　ＤＮＡ甲基
化控制基因表达和作用可能有两种机制：直接的机

制是ＣｐＧ岛的甲基化干扰一些转录因子与基因调
控区的结合或直接抑制 ＲＮＡ聚合酶活性而抑制基
因的表达。间接的机制包括两种类型：（１）甲基化
ＤＮＡ与特异结合蛋白结合，（２）ＤＮＡ甲基化改变染
色质结构，两者均能阻碍转录因子（ＴＦ）与 ＤＮＡ结
合。前一种情况如甲基 ＣｐＧ结合蛋白（ＭＥＣＰｓ）可
以通过改变某些区域的结构间接地阻止基本 ＴＦ与
ＤＮＡ结合；组蛋白Ｈ１及Ｈ１家族的一些蛋白属于后
一种类型，它们可改变染色质结构，并可抑制卵黄生

成素Ⅱ （ＶｉｔｅｌｌｏｇｅｎｉｎⅡ）基因的转录。已证实 ＤＮＡ
甲基化与组蛋白去乙酰化正相关 ，而乙酰化是调控

基因表达的另一重要方式。随着对甲基化研究的不

断深入，各种各样甲基化检测方法被开发出来以满

足不同类型研究的要求。这些方法概括起来可分为

三类：基因组整体水平的甲基化检测、基因特异位点

甲基化的检测和新甲基化位点的寻找。目前常用的

定性检测甲基化的方法是甲基化特异性的 ＰＣＲ
（ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲ，ＭＳＰＣＲ），它将 ＤＮＡ先
用重亚硫酸盐处理，这样未甲基化的胞嘧啶转变为

尿嘧啶，而甲基化的不变，随后行引物特异性的

ＰＣＲ。此外，还有甲基化敏感性限制性内切酶法、直
接测序法等。在这些方法的基础上，利用限制性内

切酶对转化后 ＰＣＲ产物切割的特性，结合凝胶电
泳、寡核苷酸杂交等分子生物学技术，可对 ＤＮＡ甲

基化的状态进行全面的了解。随着甲基化研究水平

的提高，近年来提出了以限制性标记基因组扫描

（ＲＬＧＳ）为代表的一系列新兴的全基因组甲基化扫
描分析的新技术，如：甲基化敏感的限制性指纹谱技

术、甲基化区间位点扩增等，这些新技术的出现为甲

基化新位点的寻找提供了有效的方法学工具。

２　ＤＮＡ甲基化与自身免疫性疾病
ＤＮＡ甲基化最初是在研究肿瘤的过程中发现

的，对自身免疫性疾病的研究近几年逐渐增加。

ＤＮＡ甲基化异常可能与先天自身免疫性疾病相关。
ＤＮＡ甲基化的改变可以影响许多基因的表达，包括
一些与黏附因子和细胞因子表达相关的基因，导致

Ｔ细胞的自身反应性发生改变，从而与自身免疫性
疾病发病密切相关

［３４］。ＤＮＡ甲基化对维持 Ｔ细胞
的功能起着至关重要的作用。越来越多的文献证

实，没有维持 ＤＮＡ甲基化水平和模式的成熟 Ｔ细
胞，在体外和体内均能发生自身反应性，表观遗传的

失控可以引起自身免疫性疾病。

２．１　ＤＮＡ甲基化和系统性红斑狼疮（ｓｙｓｔｅｍｉｃｌｕｐｕｓ
ｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ，ＳＬＥ）　　ＳＬＥ是一种以大量的自身抗
体产生并引起多系统损伤为主要特征的自身免疫性

疾病，具体发病机制不明。其中，ＳＬＥ患者体内大
量自身抗体的产生机制一直是研究的焦点。已有文

献报道，在部分接受普鲁卡因酰胺或肼苯达嗪等 Ｔ
细胞ＤＮＡ甲基化抑制剂治疗后，患者能发生一种以
关节炎、浆膜炎及抗核抗体的产生为特征的自身免

疫性疾病。用５叠氮胞嘧啶处理 Ｔ细胞，过继转移
到未暴露射线的鼠同源受体内，可诱导免疫复合物

性肾小球肾炎，出现抗ＤＮＡ抗体、抗组蛋白抗体、诱
导狼疮样疾病发生

［５］。其机制为药物诱导 Ｔ细胞
ＤＮＡ低甲基化，细胞因子释放聚集，启动 Ｂ细胞分
化，导致自身抗体产生及免疫复合物沉积；狼疮患者

Ｔ细胞存在不同程度的甲基化胞嘧啶 （ｄｍＣ）含量及
ＤＮＭＴｓ活性的下降，ＤＮＭＴｓ水平是由有丝分裂原
活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）途径调节，可能降低信号的
转导而引起 ＤＮＡ低甲基化。Ｄｅｎｇ等［６］

的研究证

实，活动性狼疮患者中 ＤＮＭＴｓｍＲＮＡ下降，且 Ｒａｓ
有丝分裂激活蛋白激酶（Ｒａｓ２ＭＡＰＫ）信号转导减
少，用可溶性抑制物来抑制 Ｒａｓ２ＭＡＰＫ途径，可使
ＤＮＭＴｓｍＲＮＡ下降，酶活性降低，且导致 ＤＮＡ低甲
基化；已有研究发现，富含 ＣｐＧ双核苷酸且为低甲
基化的细菌和病毒 ＤＮＡ在体内外可以诱导类似
２６１
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ＳＬＥ的各种免疫学变化，包括多克隆Ｂ细胞的活化、
自身抗体的产生、ＩＬ６的分泌、抑制凋亡等［７］。为了

检测用细菌ＤＮＡ诱导而产生抗体的结构是否与狼
疮鼠的抗ＤＮＡ抗体结构相关，用 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ印迹分析
抗体Ｈ链和 Ｌ链，提示两种抗体具有相关性，表明
用细菌ＤＮＡ免疫正常鼠与ＤＮＡ抗原驱动的免疫反
应具有某些共同特征

［８］。其具有低甲基化细菌ＣｐＧ
结构域，可诱导狼疮样自身免疫症状；新近研究发

现，Ｔ细胞 Ｂ细胞共刺激因子 （ＣＤ４０ＬＧ）、整合素
αＬ型（ＣＤ１１ａ）、穿孔素（ｐｅｒｆｏｒｉｎ）、肿瘤坏死因子Ⅱ
型跨膜蛋白（ＣＤ７０）及 ＴＣＲ信号转导因子（ＩｇＥ
ＦｃＲｒ１）等基因调控序列低甲基化在 ＳＬＥ发病机制
中起关键作用，ＤＮＡ低甲基化重新激活原已失活的
Ｘ染色体是女性易患 ＳＬＥ的关键所在，ＣＤ４０ＬＧ的
脱甲基作用激活原已失活的 Ｘ染色体，是女性易患
ＳＬＥ的重要原因［９１２］。Ｗｅｎ等［１３］

用同系基因型的活

化淋巴细胞来源的ＤＮＡ，诱导 ＳＬＥ非易感小鼠的研
究显示，凋亡细胞的 ＤＮＡ存在显著的低甲基化，并
导致其诱导抗双链 ＤＮＡ抗体和蛋白尿的能力显著
受损，是凋亡细胞的ＤＮＡ诱导ＳＬＥ样自身免疫性疾
病发生。目前，对表观遗传学的广泛研究发现有助

于阐明ＳＬＥ的发病机制，进一步研究ＤＮＡ的甲基化
状态，尤其是低甲基化，为寻找治疗ＳＬＥ的新途径提
供了重要的线索，同时也有助于对 ＳＬＥ病因学的深
入探索。

２．２　ＤＮＡ甲基化和类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒ
ｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）　　ＲＡ是以慢性、对称性多滑膜关节炎
和关节外病变（皮下结节、心包炎、胸膜炎、肺炎、周

围神经炎等）为主要临床表现的自身免疫性疾病。

确切的病因至今未明。有研究发现，普鲁卡因酰胺

和肼苯达嗪可以抑制Ｔ细胞ＤＮＡ甲基化，并且诱导
克隆的 ＣＤ４＋Ｔ细胞的自身反应性。在 ＲＡ患者外
周血Ｔ细胞有 ＤＮＡ甲基化的受损，结果支持 ＤＮＡ
甲基化与类风湿关节炎之间的联系，并且这些药物

也可以诱导机体出现一系列自身免疫性疾病的症

状。提示ＤＮＡ甲基化，Ｔ细胞自身反应性和自身免
疫性疾病之间有一定的联系。目前已有学者对 ＲＡ
患者基因组ＤＮＡ甲基化水平及其影响因素进行了
初步研究。结果显示，ＲＡ患者基因组普遍 ＤＮＡ甲
基化水平降低，认为 ＤＮＡ的低甲基化可能与 Ｎ５，
Ｎ１０亚甲基四氢叶酸还原酶（Ｎ５，Ｎ１０ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｔｅｔ
ｒａｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＭＴＨＦＲ）基因的突变和高同

型半胱氨酸（ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ，Ｈｃｙ）血症有关［１４］。ＤＮＡ
的低甲基化可能通过引起 ＲＡ患者的某些基因的异
常表达，参与疾病的发生发展。新近研究发现，

ＣＤ７０在ＲＡ患者ＣＤ４＋Ｔ细胞的表达明显高于年龄
匹配的对照组，结果有统计学意义。其潜在的机制

与ＣＤ７０表达抑制失控有关，并且不受启动基因的
脱甲基化作用影响，Ｔ细胞ＣＤ７０的表达促使Ｔ细胞
反应性退化并最终破坏其耐受机制，导致自身反应

性
［１５］。目前，对ＲＡ基因组ＤＮＡ甲基化的研究尚处

于起始阶段，ＲＡ的发病机制与基因组 ＤＮＡ低甲基
化和ＣＤ７０等某些基因表达异常的关系有待进一步
深入研究。

２．３　ＤＮＡ甲基化和强直性脊柱炎（ａｎｋｙｌｏｓｉｎｇｓｐｏｎ
ｄｙｌｉｔｉｓ，ＡＳ）　　ＡＳ是以主要侵犯脊柱，不同程度的
累及骶髂关节和周围关节为主要表现的慢性炎症性

自身免疫性疾病。病因迄今未明，一般认为遗传因

素和环境因素相互作用所致。大部分病例与人类白

细胞抗原Ｂ２７（ＨＬＡＢ２７）相关。有学者对单卵双胞
胎强直性脊柱炎患者免疫学参数的研究中发现，虽

然９０％的 ＡＳ患者携带 ＨＬＡＢ２７基因，但是 ＨＬＡ
Ｂ２７Ｉ类抗原对于整体疾病风险估计仅约 ２０％ ～
５０％。随机失活的 Ｘ染色体和 ＤＮＡ甲基化可能影
响疾病的表达，这在某些静默基因中非常重要。目

前对风湿性疾病中高 Ｈｃｙ血症的临床研究显示，
Ｈｃｙ水平高于正常高限的比例在ＡＳ组中有５３．３％，
这说明在ＡＳ患者体内存在高 Ｈｃｙ血症，且 Ｈｃｙ水
平与叶酸、ＶｉｔＢ１２水平呈显著负相关。随着 ＭＴＨＦＲ
基因Ｃ６７７Ｔ位点的突变，血浆 Ｈｃｙ水平明显升高，
突变纯合子（ＴＴ型）的 Ｈｃｙ平均水平远高于正常基
因型；且与其他２种基因型相比，ＴＴ型是 Ｈｃｙ升高
的易感基因。Ｈｃｙ可以通过修饰Ｔ细胞的ＨＬＡＩ类
抗原，如 ＨＬＡＢ２７分子及其他表面分子等，从而导
致细胞毒性Ｔ细胞的功能发生异常，使ＣＤ４＋Ｔ细胞
具有自身反应性，导致 ＡＳ类自身免疫性疾病的发
生
［１６］。目前尚无强直性脊柱炎患者基因组 ＤＮＡ甲

基化水平的报道。

２．４　ＤＮＡ甲基化和系统性硬化症（ｓｙｓｔｅｍｉｃｓｃｌｅｒｏ
ｓｉｓ，ＳＳｃ）　　ＳＳｃ是以血管病变、局限性或弥漫性皮
肤增厚和纤维化为主要特征的自身免疫性疾病。除

皮肤受累外，它也可影响心、肺和消化道等器官。

ＳＳｃ的病因学和发病机制迄今未明。一般认为与基
质金属蛋白酶的表达减少，间质成纤维细胞过度合

３６１
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成大量的胶原和细胞外基质有关
［１７］。活化的成纤

维细胞对ＳＳｃ的组织纤维化和疾病进展起着关键的
作用。有研究发现，ＳＳｃ患者成纤维细胞胶原合成
增加与胶原抑制基因ＦＬＩ１表达失控有关，ＦＬＩ１启动
子区ＣｐＧ岛大量的甲基化在ＳＳｃ患者成纤维细胞和
皮肤活检标本中被证实

［１８］。表观遗传机制可能对

ＳＳｃ纤维变性有间接作用，信号转导导致ＳＳｃ患者纤
维变性表型的发生积聚在 ＦＬＩ１的 ＤＮＡ甲基化和组
蛋白的去乙酰化。Ｏｚｂａｌｋａｎ等［１９］

对女性ＳＳｃ患者失
活的 Ｘ染色体研究发现，失活的 Ｘ染色体出现偏
斜，而ＤＮＡ甲基化与维系失活的Ｘ染色体的静默状
态有关。提示偏斜的失活的Ｘ染色体的镶嵌现象在
ＳＳｃ的发病机制中具有重要的作用，同时这也是女性
ＳＳｃ发病率高的原因之一。Ｓｅｌｍｉ等［２０］

和 Ｋｎｕｄｓｅｎ
等
［２１］
的研究进一步说明，女性 ＳＳｃ患者外周血 Ｘ单

染色体细胞比率较健康的、年龄匹配的女性明显增

高。此外，在女性 ＳＳｃ患者中失活的 Ｘ染色体出现
严重偏斜。这些研究有助于阐明 ＳＳｃ的发病机制，
为探索以女性发病为主的自身免疫性疾病提供了强

有力的理论基础。

综上所述，ＤＮＡ甲基化作为调节基因表达的一
种方式，在个体发育、肿瘤发生、免疫紊乱中起着重

要作用，当各种原因引起 Ｔ细胞 ＤＮＡ低甲基化后，
对自身免疫有潜在作用的基因表达增加，通过多个

环节导致自身免疫性疾病的发病。深入研究低甲基

化在自身免疫性疾病中的作用，有利于阐明自身免

疫性疾病的发病机制，从而为治疗这些疾病提供更

为有效的方法。
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ｔｅｍｉｃｓｃｌｅｒｏｓｉｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒＯｐｉｎＲｈｅｕｍａｔｏｌ，２００６，１８（６）：６０１６０５．

［２１］ＫｎｕｄｓｅｎＧＰ，ＨａｒｂｏＨＦ，ＳｍｅｓｔａｄＣ，ｅｔａｌ．Ｘｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｉｎａｃｔｉ

ｖａｔｉｏｎｉｎｆｅｍａｌｅｓｗｉｔｈｍｕｌｔｉｐｌｅｓｃｌｅｒｏｓｉｓ［Ｊ］．ＥｕｒＮｅｕｒｏｌ，２００７，１４

（１２）：１３９２１３９６．
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