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银屑病患者外周血中ｐ１６基因甲基化的检测

张　杰（湖北省襄阳市襄州区人民医院皮肤科　４４１０００）

　　【摘要】　目的　检测斑块型银屑病患者外周血单个核细胞（ＰＭＢＣｓ）中ｐ１６基因启动子甲基化的状态，探讨

ｐ１６基因甲基化的检测在斑块型银屑病发病中的作用和机制。方法　收集２０１１年４月至２０１２年５月该院门诊和

住院４８例斑块型银屑病患者（实验组）和１８例健康者（对照组）的外周血单个核细胞（ＰＢＭＣｓ），采用甲基化特异性

聚合酶链反应（ＭＳＰ）检测ＰＢＭＣｓ中ｐ１６基因甲基化的状态，并分析ｐ１６基因甲基化与患者病程和银屑病皮损面

积和严重程度指数（ＰＡＳＩ）评分的关系。结果　斑块型银屑病患者ＰＢＭＣｓ中ｐ１６基因甲基化状态（３１．３％）明显高

于对照组（５．６％），差异具有统计学意义（χ
２＝４．７１，犘＜０．０５），且与ＰＡＳＩ评分之间差异具有统计学意义（狋＝２．６３，

犘＜０．０５），而与患病病程之间差异无统计学意义（狋＝０．５５，犘＞０．０５）。结论　斑块状银屑病患者ＰＢＭＣｓ中ｐ１６基

因呈高甲基化比例明显增高状态，可能参与斑块状银屑病的发病机制。
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　　银屑病发病机制较为复杂，研究表明，某些基因启动子区

域的异常甲基化可能参与了银屑病的发生以及发展过程。基

因ｐ１６也称之为ＣＤＫＮ２Ａ，是一种重要的抑癌基因，也是细胞

周期依赖性激酶抑制因子基因家族重要成员之一。作为一种

细胞周期中的基本基因，ｐ１６基因可以直接参与细胞周期的调

控，负调节细胞增殖及分裂。该基因启动子区域异常甲基化常

与肿瘤的发生和异常性免疫性疾病有关。为研究ｐ１６基因甲

基化在斑块型银屑病发病中的作用和机制，本研究采用甲基化

特异性聚合酶链反应（ＭＳＰ）检测斑块状银屑病患者以及健康

者外周血单个核细胞（ＰＢＭＣｓ）中ｐ１６基因的甲基化状态，进

而为了解银屑病的发病机制提供一定的实验依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１１年４月至２０１２年５月本院皮肤科

住院和门诊４８例斑块状银屑病患者乙二胺四乙酸二钾（ＥＤ

ＴＡＫ２）抗凝外周血标本５ｍＬ（实验组），患者中男３０例，女１８

例，平均（４１．５±１５．６）岁，病程４～３６２个月，平均（１３６．７±

８０．４）个月；所有患者根据银屑病皮损面积和严重程度指数

（ＰＡＳＩ）评分进行评估得分，ＰＡＳＩ评分为６．５～３７．９分，平均

得分（１９．５±６．９）分；另收集健康体检人员ＥＤＴＡＫ２ 抗凝外

周血标本１８例（对照组），平均年龄（３９．９±１６．４）岁。实验组

与对照组的年龄等一般资料比较差异无统计学意义（犘＞

０．０５），具有可比性。所有患者均经病理组织学和临床症状明

确诊断，并且病例资料完整，并且采集标本前１个月未系统或

局部使用糖皮质激素或其他免疫抑制剂。所有标本收集前均

签署知情同意书。

１．２　主要试剂和仪器　淋巴细胞分离液（天津灏洋生物制品

有限公司），ＤＮＡ 抽提试剂盒（北京天根生物有限公司），

ＰＥ７０００（ＡＢＩ公司），甲基化试剂盒（北京天漠科技开发有限公

司），ＧＢＯＸ紫外凝胶成像系统（Ｇｅｎｅ公司），７２１紫外分光光

度计（北京六一仪器公司），聚合酶链反应（ＰＣＲ）试剂盒与

ＤＮＡ分子量 ｍａｒｋｅｒ（上海生物工程技术有限公司）。

１．３　方法

１．３．１　ＰＢＭＣｓ的分离　采用密度梯度离心法获取ＰＢＭＣｓ，

并在末次离心后，弃去上清液，用１ｍＬ磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）重

悬细胞。取１０μＬ细胞混悬液与９９０μＬＰＢＳ混匀，并将稀释

后的细胞悬液与等体积的０．２％台盼蓝混染后冲池，计数４个

大方格细胞总数，并根据下列公式计算出单个核细胞浓度。单

个核细胞浓度（细胞数／１ｍＬ细胞悬液）＝４个大方格内细胞

总数×１０６×２／４。并根据所得的细胞数量分装到 ＥＰ管中，

－８０℃冰箱保存备用。

１．３．２　ＰＢＭＣｓ中 ＤＮＡ的提取及转化　ＤＮＡ 的提取根据

ＤＮＡ抽提试剂盒说明书进行，提取后的基因组ＤＮＡ用分光
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光度计进行比色后，测定其浓度和纯度，－２０℃保存备用。

１．３．３　ＰＢＭＣｓ中ＤＮＡ的转化　ＤＮＡ的转化按照甲基化试

剂盒步骤进行，经变性、碱基修饰、脱盐后回收再脱去磺化基团

等步骤，转化后的ＤＮＡ８０℃低温保存或直接进行ＰＣＲ扩增。

１．３．４　ｐ１６基因扩增引物的设计与和合成　ｐ１６甲基化 Ｍ和

非甲基化Ｕ 引物根据参考文献［１］设计并合成。ｐ１６Ｍ：５′

ＴＴＡＴＴＡＧＡＧＧＧＴＧＧＧＧＣＧＧＡＴＣＧＣ３′（ｆｏｒｗａｒｄ），５′

ＧＡＣＣＣＣＧＡＡＣＣＧＣＧＡＣＣＧＴＡＡ３′（ｒｅｖｅｒｓｅ），扩增产物

片段长度为１５０ｂｐ；ｐ１６Ｕ：５′ＴＴＡ ＴＴＡ ＧＡＧ ＧＧＴ ＧＧＧ

ＧＴＧＧＡＴＴＧＴ３′（ｆｏｒｗａｒｄ），５′ＣＡＡＣＣＣＣＡＡＡＣＣＡＣＡ

ＡＣＣＡＴＡＡ３′（ｒｅｖｅｒｓｅ），扩增产物片段长度为１５１ｂｐ；引物

合成由北京赛百盛生物技术有限公司完成。

１．３．５　ＭＳＰ扩增 ＭＳＰ反应体系　２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇ
２＋２．０μＬ、

２ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ１．５μＬ、５Ｕ／μＬＴａｑ０．５μＬ、ＤＮＡＳａｍｐｌｅ５

μＬ、１０×Ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ、上下游引物各１μＬ、用无菌水补齐体

积共２５μＬ。ＰＣＲ扩增在ＰＥ７０００ＰＣＲ仪上进行，扩增条件如

下：９５℃１２ｍｉｎ，９５℃４５ｓ，５５℃４５ｓ，７２℃６０ｓ，３５个循环；

７２℃１０ｍｉｎ。

１．３．６　结果判断　取８μＬＰＣＲ扩增产物进行２０ｇ／Ｌ琼脂

糖、１００Ｖ电压电泳，并在泳道的一侧加入１５０ｂｐＤＮＡｍａｒｋ

ｅｒ，在指示剂位于加样空２／３处时切断电源，紫外线下观察１５０

ｂｐ、１５１ｂｐ处出现特异性目的条带为阳性，并在紫外凝胶成像

系统中照相分析结果。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，计

数资料用率（％）表示，采用χ
２ 检验，计量资料均用狓±狊表示，

采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　实验组和对照组中ｐ１６基因甲基化状态　实验组４８例

ＰＢＭＣｓ中ｐ１６基因甲基化的检出率为３１．３％（１５／４８），对照组

１８例ＰＢＭＣｓ中ｐ１６基因甲基化的检出率为５．６％（１／１８），差

异有统计学意义（χ
２＝４．７１，犘＜０．０５）。

２．２　实验组中ｐ１６基因异常甲基化与ＰＡＳＩ评分、病程的关

系　根据实验组ＰＢＭＣｓ中检测的ｐ１６基因甲基化阳性和阴

性结果，将患者分为阳性组和阴性组，对ＰＡＳＩ评分、病程进行

分析，发现ｐ１６基因甲基化与ＰＡＳＩ评分之间差异有统计学意

义（犘＜０．０５），而与患者的病程之间差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。见表１。

表１　实验组ＰＭＢＣｓ中ｐ１６甲基化与病程、ＰＡＳＩ

　　　　　评分的关系（狓±狊）

组别 狀 病程（个月） ＰＡＳＩ评分（分）

阳性 １５ １７８．７±１１５．８ ２３．０±１１．０

阴性 ３３ １５８．７±１１７．８ １５．６±８．１　

狋 － ０．５５ ２．６３

犘 － ０．５８ ０．０１

　　注：－表示无数据。

　　注：Ｎ为对照组；Ｔ为实验组；Ｕ为非甲基化；Ｍ为甲基化。

图１　ｐ１６基因异常甲基化电泳结果

２．３　实验组与对照组中ｐ１６基因启动子异常甲基化电泳结果

　为判断扩增产物的特异性，将扩增产物经２０ｇ／Ｌ的琼脂糖

凝胶电泳后，甲基化与非甲基化产物在１５０、１５１ｂｐ处分别出

现特异性目的条带，见图１。

３　讨　　论

有研究表明，在银屑病患者表皮角质形成细胞中ｐ１６蛋白

的表达降低，并且在人卵巢颗粒细胞瘤中ｐ１６也呈明显表达降

低，导致这种情况具体的原因尚不很明确［２３］。而ＤＮＡ启动

子异常高甲基化是导致基因表达降低的主要机制之一，并且在

某些情况下是唯一的机制。研究表明，一些自身免疫性疾病中

常常会发生 ＣＤ４＋ 细胞中许多自身免疫相关基因的甲基

化［４７］，揭示ＤＮＡ甲基化与自身免疫性疾病之间存在有某种

关联；并且前期研究也发现在银屑病的皮损组织中也检测出了

ｐ１６基因的高甲基化
［８］，而在ＰＭＢＣｓ中ｐ１６基因异常甲基化

的研究较为少见。本文为从细胞的表观遗传学水平上了解银

屑病的发病机制提供一定的理论基础。

有研究表明，ＰＢＭＣｓ在银屑病发病初期发挥着重要的作

用。而ＤＮＡ甲基化也是一种未涉及基因序列改变早期的化

学修饰，本研究中实验组中ＰＢＭＣｓ中ｐ１６基因异常甲基化要

高于正常对照组，表明在斑块状银屑病患者的ＰＢＭＣｓ中确实

存在有ｐ１６基因的异常高甲基化。这表明ＰＢＭＣｓ中ｐ１６基因

的异常甲基化可能在银屑病发病的早期发挥着极其重要的作

用。可能正是由于ｐ１６基因的高甲基化，丧失了Ｇ１ 期的阻滞

调控作用而导致了细胞过度增殖，而细胞的增殖活化，并向皮

损部位趋化聚集又在银屑病皮损的炎症过程中起到重要作用。

这也进一步说明了ｐ１６基因的高甲基化可能在银屑病所致皮

损的发病机制中起到一定的作用。

本研究的对照组ＰＢＭＣｓ中检测出了１例ｐ１６基因的高甲

基化状态，表明该基因的异常甲基化不是斑块状银屑病所特有

的。在实验组中甲基化阳性的ＰＡＳＩ评分要高于甲基化阴性，

提示了疾病的严重程度可能与ｐ１６基因的异常甲基化没有直

接的相关性，导致的基因异常甲基化的原因还需要做进一步的

研究。但就目前的研究表明，无论是斑块型银屑病的皮损组织

还是ＰＭＢＣｓ中均可以检测出较高的ｐ１６基因的异常甲基化

状态，说明ｐ１６基因的异常甲基化可能参与了疾病的发生。
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高，为８９．３９％，抗ＨＩＶ检测试剂特异性较差。从２０１１年６月

开始检验科所用的北京万泰 ＨＩＶ检测试剂孵育时间延长后，

抗ＨＩＶ检测试剂的特异性明显提高，假阳性率降低为２０１１年

６０．６１％、２０１２年５０．００％。ＨＩＶ检测试剂假阳性率的降低减

少了血站正常血液的报废，减少了市ＣＤＣ确认实验的工作量，

减少了业务科同志对无偿献血者所做的解释工作，节约成本。

检测灰区不合格率为０．１６％，是排第６位的原因。关于

ＥＬＩＳＡ检测灰区的设置多篇报道对此进行了讨论，报道中一

致的看法是设置ＥＬＩＳＡ检测灰区是必要的，只是对于检测灰

区的设置范围看法有所不同［１６１９］。本站检验科从２０１１年１１

月开始设置灰区异常淘汰项目，因为所有检测值Ｓ／ＣＯ≥１的

标本按照规定都要进行双孔复试，复试结果Ｓ／ＣＯ≥１的标本

都判为阳性，所以检验科对于复试结果Ｓ／ＣＯ≥１的标本判为

阳性，不作灰区判定。检验科对０．８≥Ｓ／ＣＯ≤１的标本进行了

双孔复试，复试值国产试剂Ｓ／ＣＯ≥０．５判为灰区不合格，进口

试剂Ｓ／ＣＯ≥０．７判为灰区不合格。这样设置的原因是因为索

灵试剂和伯乐试剂显色剂本底较高，索灵试剂阴性标本Ｓ／ＣＯ

值常处于０．４～０．６，伯乐试剂阴性标本Ｓ／ＣＯ值常处于０．２～

０．４，而国产试剂显色剂本底较低，阴性标本Ｓ／ＣＯ值常处于

０．０～０．１。双孔复试后标本Ｓ／ＣＯ值国产试剂仍然大于０．５、

进口试剂仍然大于０．７，可以排除检测过程中偶然因素“花板”

造成的Ｓ／ＣＯ值假性升高，判为检测灰区不合格。２０１２年检

测灰区不合格共 ２３８例，异常率为 ０．７８％，高于 ＨＢｓＡｇ

０．７３％的不合格率，是２０１２年排第３位的不合格原因。本研

究结果显示，检测灰区不合格标本构成中抗ＨＣＶ１０３例

（４３．２８％）居首位，ＨＢｓＡｇ９７例（４０．７６％）次之，两者共占灰

区标本的８４．０４％。由于本站检验科尚未开展核酸检测，所以

没有对以上灰区不合格标本进行核酸确认，无法确定这些标本

中真阳性的比率。但笔者认为，对检测灰区标本进行双孔复试

既可以防止弱阳性标本的漏检，又可以避免偶然因素“花板”造

成Ｓ／ＣＯ值异常导致的血液报废。

综上所述，采血前开展ＡＬＴ快速检测能有效降低检测不

合格率；可考虑采血前金标法快速检测抗ＴＰ以降低梅毒阳性

率；设置灰区即可以防止弱阳性标本的漏检，又可以避免偶然

因素“花板”造成Ｓ／ＣＯ值异常导致的血液报废；抗ＨＩＶ检测

试剂特异性提高，节约了大量社会成本。
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