
·论　 著·

孤独症谱系障碍患者基因组 ＤＮＡ
甲基化水平的初步研究

赵莎， 徐宁安， 朱莎， 陈宇， 钟燕

湖南省儿童医院儿童保健所， 湖南　 长沙　 ４１０００７

摘要：　 目的　 检测孤独症谱系障碍（ａｕｔｉｓｍ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｄｉｓｏｒｄｅｒ， ＡＳＤ）患者基因组 ＤＮＡ 甲基化的水平，探讨其在 ＡＳＤ 发病

中的意义。 　 方法　 采集 ２０１４ 年 １ 月－２０１６ 年 ２ 月在儿童保健所门诊就诊及训练的 ３０ 例 ＡＳＤ 患者和正常对照组外周静

脉血，分离外周血单个核细胞（Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｃｅｌｌ，ＰＢＭＣｓ），抽提 ＤＮＡ，采用 ＭｅｔｈｙｆｌａｓｈＴＭ总体 ＤＮＡ 甲基化试

剂盒检测外周血单个核细胞基因组 ＤＮＡ 甲基化水平，实时荧光定量 ＰＣＲ 技术检测 ＤＮＡ 甲基转移酶 １（ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓ⁃
ｆｅｒａｓｅ １，ＤＮＭＴ１）ｍＲＮＡ 表达水平，分析两者之间的相关性及其与儿童孤独症行为量表（Ａｕｔｉｓｍ Ｂｅｈａｖｉｏｒ Ｃｈｅｃｋｌｉｓｔ，ＡＢＣ）得
分的相关性。 　 结果　 与正常对照组相比，２０ 例 ＡＳＤ 患者外周血单个核细胞基因组总体 ＤＮＡ 甲基化水平明显降低，差
异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）；两组间 ＤＮＭＴ１ 基因 ｍＲＮＡ 表达差异无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 ＡＳＤ 患者基因组 ＤＮＡ 总体甲

基化水平与 ＤＮＭＴ１ 的 ｍＲＮＡ 表达水平无明显相关性（ ｒ ＝ ０􀆰 ３１１， Ｐ ＝ ０􀆰 １８２）；ＡＳＤ 患者基因组 ＤＮＡ 总体甲基化水平与

ＡＢＣ 量表得分呈负相关（ ｒ＝ －０􀆰 ５０４，Ｐ＝ ０􀆰 ０３８）。 ＡＳＤ 患者 ＤＮＭＴ１ 的 ｍＲＮＡ 表达水平与 ＡＢＣ 量表得分无显著相关性（ ｒ＝
－０􀆰 １１２， Ｐ＝ ０􀆰 ６４５）。 　 结论　 ＡＳＤ 患者基因组 ＤＮＡ 甲基化水平降低。
关键词：　 孤独症谱系障碍； ＤＮＡ 甲基化； ＤＮＡ 甲基转移酶； 总体甲基化
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　 　 孤独症谱系障碍（ａｕｔｉｓｍ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｄｉｓｏｒｄｅｒ，ＡＳＤｓ）
是一类以社交功能损害，沟通障碍和重复刻板的行为、
兴趣为主要特征的神经发育障碍性疾病［１］。 近年来

患病率呈逐年上升的趋势［２］。 该病的发病机制不明

确，目前认为 ＡＳＤ 可能是多基因遗传疾病，是遗传变

异与环境因素之间相互作用所致［３］。 而 ＤＮＡ 甲基化

异常可能是 ＡＳＤ 发生发展的重要机制之一。 本研究

通过检测 ＡＳＤ 患儿外周血单个核细胞基因组 ＤＮＡ 总

体甲基化水平以及 ＤＮＡ 甲基化修饰酶的改变，探讨

ＡＳＤ 的发病机制，并观察 ＤＮＡ 甲基化与疾病症状严重

程度的相关性，为儿童孤独症谱系障碍的诊断和治疗

提供一些新的思路。

１　 对象与方法

１􀆰 １　 研究对象　 ２０１４ 年 １ 月－２０１６ 年 ２ 月在本院儿

童保健所门诊就诊及训练的儿童孤独症患者 ３０ 例，男
２４ 例，女 ６ 例；男女性别比 ４：１。 年龄从 ２ 岁 ８ 个月～５
岁 ５ 个月，平均年龄（３􀆰 ４５ ± １􀆰 １６） 岁。 病例纳入标

准［４］：（１）完全符合美国《精神障碍诊断和统计手册》
（ＤＳＭ－ＩＶ）规定的孤独症的诊断标准；（２）孤独症行为

量表（ＡＢＣ）评分≥６７ 分；（３）儿童期孤独症评定量表

（ＣＡＲＳ）评分≥３０ 分；（４）排除器质性精神障碍、脑瘤、
代谢性疾病及其它疾病所致的智力低下等。 另随机抽

取来本院儿童保健门诊体检的同年龄、同性别的健康

儿童作为对照组，共 ２０ 例，其中男 １６ 例，女 ４ 例。 病

例组和对照组两组儿童的年龄差异无统计学意义。
１􀆰 ２　 外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ） 　 分离 ＡＳＤ 组和正

常对照组于清晨空腹取静脉血 ５ ｍｌ，ＥＤＴＡ 抗凝，ＰＢＳ
等体积稀释，缓慢加入淋巴细胞分离液液面上，２ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ，吸取中间乳白色 ＰＢＭＣ 层，分离出

ＰＢＭＣ 后，加入 ５ 倍体积 ＰＢＳ，１ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０
ｍｉｎ，洗涤 ２ 次。
１􀆰 ３　 ＤＮＡ　 抽提采用北京天根生物有限公司的 ＤＮＡ
提取试剂盒，按照试剂盒说明书进行，抽提的 ＤＮＡ 保

存－２０ ℃备用。
１􀆰 ４　 Ｔ 淋巴细胞基因组　 总甲基化水平检测采用美

国 Ｅｐｉｇｅｎｔｅｋ 公司 ＭｅｔｈｙｆｌａｓｈＴＭ总体 ＤＮＡ 甲基化试剂

盒 ＡＳＤ 患儿与正常对照组儿童 Ｔ 淋巴细胞基因组总

体甲基化水平。 在荧光酶标仪上（波长 ５３０ ＥＸ ／ ＥＭ）
检测相对荧光值，然后根据以下公式计算甲基化比例。

　 　 甲基化比例＝ （样本荧光值－阴性对照荧光值）÷Ｓ
（阳性对照荧光值－阴性对照荧光值）×２÷Ｐ

×１００％

　 　 Ｓ 是样本 ＤＮＡ 量（ｎｇ），Ｐ 是阳性对照组 ＤＮＡ 量

（ｎｇ）。

１􀆰 ５　 荧光定量 ＰＣＲ 检测　 （１）ＲＮＡ 抽提采用 Ｑｉａｇｅｎ
ＲＮＡ ｍｉｎｉ ｋｉｔ 提取，紫外分光光度计测定浓度和纯度，
－２０ ℃保存备用。 （２）实时－定量 ＲＴ－ＰＣＲ 反应体系、
反应条件及具体步骤根据 ＱｕａｎｔｉＴｅｃｔ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＲＴ－
ＰＣＲ ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ， Ｈｏｌｌａｎｄ）说明书及引物退火温度设

定，反应体系为 ２０ μｌ：２×ＱｕａｎｔｉＴｅｃｔ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＲＴ－
ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μｌ，上游引物（１０ ｎｇ ／ μｌ）１􀆰 ０ μｌ，下
游引物（１０ ｎｇ ／ μｌ） １􀆰 ０ μｌ，ＱｕａｎｔｉＴｅｃｔ ＲＴ Ｍｉｘ ０􀆰 ２ μｌ，
无酶水 ４􀆰 ８ μｌ，ＲＮＡ３􀆰 ０ μｌ。 引物如下：ＤＮＭＴ１ Ｆ：５’－
ＧＡＴＣＣＧＧＡＡＣＴＴＴＧＣＣＡＡＧＡ－ ３’； Ｒ： ５’ － ＣＣＴＴＣＡＣ⁃
ＣＣＧＣＡＧＣＡＴＣＴ－３’；β－ａｃｔｉｎ Ｆ：５’ －ＣＧＣＧＡＧＡＡＧＡＴ⁃
ＧＡＣＣＣＡＧＡＴ － ３ ’； Ｒ： ５ ’ － ＧＣＡＣＴＧＴＧＴＴＧＧＣＧＴＡ⁃
ＣＡＧＧ －３’。 反应条件：逆转录 ５０ ℃，２０ ｍｉｎ；起始激

活 ９５ ℃，１５ ｍｉｎ；４０ 个循环（９４ ℃，变性 １５ ｓ；５５ ℃，退
火 ３０ ｓ；７２ ℃，延伸 ３０ ｓ）；４ ℃保温。
１􀆰 ６　 统计学方法　 采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 统计软件包进行

储存和分析数据。 计量资料以均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表
示。 两个独立样本均数比较采用 ｔ 检验。 两变量相关

关系分析采用 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析检验，Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异

有统计学意义。

２　 结　 果

２􀆰 １　 ＡＳＤ 患儿与正常对照组外周血单个核细胞的基

因组 ＤＮＡ 总体甲基化水平比较　 结果显示，与正常对

照组比较，ＡＳＤ 患儿外周血单个核细胞 ＤＮＡ 总体甲基

化水平降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见图 １。

注：∗与对照组比较，Ｐ＜０􀆰 ０５。
图 １　 ＡＳＤ 患者与正常对照组基因组

ＤＮＡ 甲基化水平比较

２􀆰 ２　 ＡＳＤ 患儿与正常对照组 ＤＮＭＴ１ 的 ｍＲＮＡ 表达

水平比较　 结果显示：与正常对照组比较，ＡＳＤ 组 ＤＮ⁃
ＭＴ１ 的 ｍＲＮＡ 表达水平有降低，但差异无统计学意义

（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 见图 ２。
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图 ２　 ＡＳＤ 患者与正常对照组 ＤＮＭＴ１ ｍＲＮＡ 表达水平

２􀆰 ３　 ＡＳＤ 患儿外周血单个核细胞 ＤＮＡ 总体甲基化

水平、ＤＮＭＴ１ 的 ｍＲＮＡ 表达水平与症状严重程度的相

关性分析　 结果显示： ＡＳＤ 患者 ＤＮＡ 总体甲基化水

平与 ＤＮＭＴ１ ｍＲＮＡ 表达水平无明显相关性 （ ｒ ＝
０􀆰 ３１１， Ｐ＝ ０􀆰 １８２）；ＡＳＤ 患者 ＤＮＡ 总体甲基化水平与

ＡＢＣ 量表得分呈负相关 （ ｒ ＝ － ０􀆰 ５０４， Ｐ ＝ ０􀆰 ０３８）。
ＡＳＤ 患者 ＤＮＭＴ１ ｍＲＮＡ 表达水平与 ＡＢＣ 量表总分无

明显相关性（ ｒ＝ －０􀆰 １１２， Ｐ＝ ０􀆰 ６４５）。

３　 讨　 论

近年来 ＤＮＡ 甲基化的研究已成为生命科学关注

的热点，ＤＮＡ 甲基化的作用是使特定基因有序表达，
调节基因的表达和基因组的完整性［５］；对染色质结构

的稳定和构成以及在人类疾病的发生、发展中起着重

要作用［６］。 ＤＮＡ 甲基化在大脑发育、突触形成、学习、
记忆及认知下降的过程中起着关键的作用［７］。 研究

显示 ＤＮＡ 甲基化相关的基因多态性及 ＤＮＡ 甲基转移

酶Ⅰ／Ⅲ均可影响精神疾病的发病及疾病表观遗传易

感性［８］。
孤独症谱系障碍是一类多基因复杂性疾病，表观

遗传学机制对人类各种疾病，包括对孤独症谱系障碍

等神经发育障碍性疾病的发病机制提出了新的解释和

观点［９］。 有资料显示［１０］ 在 ＡＳＤ 患者中存在有 ＤＮＡ
甲基化异常状态。 并发现 ＤＮＡ 甲基化修饰状态与

ＡＳＤ 严重程度相关。 研究者通过对一组 ５０ 对同卵双

胎儿童进行全基因组 ＤＮＡ 甲基化分析，发现许多差异

甲基化区域与 ＡＳＤ 有关。 本研究结果发现 ＡＳＤ 患者

外周血单个核细胞基因组 ＤＮＡ 总体甲基化水平低于

正常对照组，ＡＳＤ 患者外周血单个核细胞基因组 ＤＮＡ
总体甲基化水平与 ＡＢＣ 量表得分呈负相关，提示表观

遗传学的改变是 ＡＳＤ 发病的重要机制。 对于 ＡＳＤ 患

者 ＤＮＡ 甲基化水平异常的形成和调控机制有待进一

步研究。 深入研究 ＡＳＤ 患者 ＤＮＡ 低甲基化状态，为
解释 ＡＳＤ 发病机制提供了新的线索，对寻找新的诊断

和治疗靶点有重要意义。
ＤＮＡ 甲基转移酶（ＤＮＭＴｓ）是 ＤＮＡ 甲基化反应的

催化剂，在染色质重构和基因表达调控中起关键作

用［１１］。 目前在哺乳动物中已经发现并鉴定了三个

ＤＮＡ 甲基转移酶：ＤＮＭＴ１、ＤＮＭＴ３ａ 和 ＤＮＭＴ３ｂ。 ＤＮ⁃
ＭＴ１ 是 ＤＮＭＴｓ 中最为重要的一员，起着维持甲基化的

作用。 ＤＮＭＴ１ 活性改变可使 ＤＮＡ 发生异常甲基化、
基因活性改变和染色体不稳定。 本研究发现，ＡＳＤ 患

者 ＤＮＭＴ１ ｍＲＮＡ 表达水平低于正常对照组，但差异

无统计学意义，并且 ＤＮＭＴ１ ｍＲＮＡ 的表达水平与

ＤＮＡ 总体甲基化水平以及 ＡＢＣ 量表得分均无显著相

关性。 该结果提示 ＤＮＡ 甲基化是表观遗传修饰的一

种，参与基因表达调控，但基因表达受多种因素的影

响，经典遗传学改变也可影响基因的表达。 以上结果

为探索 ＡＳＤ 发病机制提供了实验依据，ＤＮＡ 甲基化异

常改变可能是 ＡＳＤ 的重要调控机制。
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