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目的
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通过精神分裂症患者外周血中
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,&(

甲基化状态的研究!探讨
,&(

甲基

化与精神分裂症的关联$方法
!

收集精神分裂症患者
>2

例"患者组#和健康对照者
2"

例"健康对照组#!采用甲基

化特异性
\*8

方法检测
866DIJ

基因启动子区
,&(

甲基化状态$结果
!

患者组甲基化阳性率为
>#9=$S

"

2"

例#!

健康对照组甲基化阳性率为
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甲基化与精神分裂症有关!精神分裂症患者外周血中
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呈超甲基化状态!
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基因
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甲基化是精神分裂症的危险因素$
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866DIJ

是一种由
1

;

氨基丁酸能神经元分泌的一种细胞外

基质糖蛋白#参与神经传递,信息形成和突触可塑性的信号调

节途径#在脑发育过程中对神经干细胞迁移和定位起调节作

用+在成熟哺乳动物中#

866DIJ

不仅存在于大脑#还存在于血

液,肝脏等器官和组织)

!

*

+研究证实
866DIJ

与精神分裂症密

切相关#

866DIJ

基因是精神分裂症的风险基因#国外学者通过

对精神分裂症患者尸脑组织的研究发现多个脑区中
866DIJ

基

因的表达下降#这种降低可达到
$"S

以上)

-

*

#且外周血中
866;

DIJ

蛋白表达降低)

%

*

+有研究认为
866DIJ

在精神分裂症患者皮

层中间神经元中表达降低#可能和神经元中选择性
,&(

甲基

化转移酶增高使
866DIJ

启动子过度甲基化有关)

.

*

+另外对精

神分裂症患者基因组的研究发现
,&(

甲基化总体水平是降

低的)

$

*

+本研究检测
>2

例精神分裂症患者和
2"

例对照者外

周静脉血
866DIJ

基因启动子区
,&(

甲基化状态#探讨精神分

裂症与
866DIJ

基因甲基化的相互关系+

$

!

资料与方法

$9$

!

一般资料
!

首发精神分裂症患者组来自于
-"!%

年
=

月

至
-"!.

年
!"

月就诊于哈尔滨医科大学第一临床医学院精神

科的住院患者#共入组
>2

例患者#其中男
%-

例,女
..

例#年龄

!#

"

$#

岁,平均$

-=9$=T!!9"%

%岁#病程$

%-9-%T29".

%个月+

患者组入组标准!$

!

%符合0美国精神障碍诊断与统计手册第四

版1$

,Y<;

/

%精神分裂症的诊断标准($

-

%阳性和阴性症状量

表$

\(&YY

%总分大于
2"

分($

%

%首次发作#从未使用过精神类

药物($

.

%汉族#年龄
!#

"

2"

岁+患者组排除标准!排除患心,

肝,肾,内分泌,血液,风湿,消化系统等疾病及营养不良者(排

除有烟草,酒精或其他精神活性物质滥用史者+健康对照组为

同期在本院体检中心体检者#共入组
2"

例#其中男
%$

例,女

-$

例#年龄
-!

"

$$

岁,平均$

->9>#T!"9=!

%岁+健康对照组

入组标准!$

!

%无精神病及精神病家族史#

\(&YY

总分不超过

."

分($

-

%汉族#年龄
!#

"

2"

岁+健康对照组排除标准与患者

组相同+且患者组与健康对照组性别及年龄相匹配+两组在

年龄和性别上差异无统计学意义$

!
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%#具有可比性+
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!

方法

$9/9$

!

\(&YY

量表评定
!

患者组在取血当天由两名受过训

练的医生完成
\(&YY

量表评定#以评估症状严重程度+

$9/9/

!

标本的采集和处理
!

所有研究对象采集空腹静脉血

%9"P)

#放入乙二胺四乙酸$

[,@(

%抗凝管中#

U#"]
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保存+
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866DIJ

基因启动子区
,&(

甲基化检测
!

采用甲基化

特异性
\*8

$

<Y;\*8

%方法+

<Y;\*8

是一种特异位点甲基

化检测技术+基本原理是用亚硫酸氢钠处理基因组
,&(

#未

甲基化的胞嘧啶变成尿嘧啶#而甲基化的胞嘧啶不变#用不同

的引物进行
\*8

#即可将其区分#从而确定基因有无
*

C

'

岛甲

基化+血液基因组
,&(

提取系统$批号
_2>">

%及荧光定量

\*8

试剂盒
[\-"-

$均购自天根公司%#严格按试剂盒说明书

操作#从白细胞中提取基因组
,&(

+

,&(

甲基化试剂盒为德

国
Ze</

公司生产#所用引物)

2

*由黑龙江省哈尔滨市博士生

物有限公司合成#引物序列见表
!

+用聚合酶链反应热循环仪

$

(W1>$""

%进行扩增+

866DIJ

基因启动子区
,&(

扩增#

\*8

反应体系总体积
-$

&

)

!

,&(

模板
-9$

&

)

#每个引物各
!

&

)

#

-̂ <35F6EPIB!-9$

&

)

#

NN_

-

/$9$

&

)

+

\*8

反应条件!

=.]

预变性
%PIJ

#

=. ]

变性
%"5

#

$$ ]

退火
%"5

#

>- ]

延伸
!

PIJ

#

%"

个循环#最后
>-]

延伸
$PIJ

+

866DIJ

启动子区
,&(

甲基化扩增
\*8

反应体系总体积
-"

&

)

!

,&(

模版
.9"

&

)

#

每个引物各
!9"

&

)

#

-^<35F6EPIB!"

&

)

#

NN_

-

/.9"

&

)

+

\*8

反应条件!

=.]

预变性
!"PIJ

#

=$]

变性
%"5

#

$=]

退火

."5

#

>-]

延伸
%"5

#

."

个循环#最后
>-]

延伸
!"PIJ

+

\*8

产物经
-9$S

琼脂糖凝胶电泳分离#溴化乙锭染色后观察

结果+

表
!

!

866DIJ

基因引物序列

区域 正向 反向

启动子区
$h;'@(@@@@@@@(''(((((@('''@(@(@@'(;%h $h;(*@***((((@@(*@@@(((**;%h

甲基化
$h;*''''@@@@'(*'@@@@@*';%h $h;*'***@*@*'((*@((*@*'(*';%h

非甲基化
$h;'@''''@@@@'(@'@@@@@@';%h $h;*(***@*@*(((*@((*@*((*(;%h

$9'

!

统计学处理
!

所有统计分析采用
Y\YY!>9"

完成+计数

资料以率表示#组间比较用
%

- 检验(采用多因素
)A

?

I5FIH

回归

分析$

[JF6E

法%控制年龄和性别因素#分析
866DIJ

基因甲基化

与精神分裂症的关系(以
!

$

"9"$

为差异有统计学意义+

/

!

结
!!

果

/9$

!

患者组和健康对照组
,&(

甲基化情况
!

患者组甲基化

阳性率为
>#9=$S

$

2"

"

>2

%#高于健康对照组的
%$9""S

$

-!

"

2"

%#两组比较差异有统计学意义$

%

-

`.9=>!

#

!`"9"-2

%+见

表
-

+

表
-

!

两组甲基化阳性率的比较&

*

'

S

()

组别
*

甲基化阳性 非甲基化阳性

患者组
>2 2"

$

>#9=$

%

!2

$

-!9"$

%

健康对照组
2" -!

$

%$9""

%

%=

$

2$9""

%

/9/

!

性别对
866DIJ

甲基化阳性率的影响
!

>2

例精神分裂症

患者中女性甲基化阳性率为
#29%2S

$

%#

"

..

%#高于男性的

2#9>$S

$

--

"

%-

%#两者比较差异有统计学意义$

%

-

`.9$""

#

! "̀9"%.

%+

/9'

!

危险因素分析
!

)A

?

I5FIH

回归分析结果显示#

866DIJ

启动

子区
,&(

甲基化与精神分裂症发生有关$

PS`!%9"#.

#

!

$

"9"!

%+见表
%

+

表
%

!

)A

?

I5FIH

回归分析结果

项目
W Y9[ PS =$S73 !

年龄
U"9"#2 "9"-$ "9=!# "9##!

"

"9=2- "9""!

甲基化
-9$>! "92=- !%9"#. $9">=

"

-29%"#

$

"9"!

'

!

讨
!!

论

!!

精神性疾病已成为中国严重的公共卫生和社会问题+至

今精神分裂症的病因和发病机制尚未完全阐明#一直是世界性

医学难题#这就要求人们从新的角度进一步阐明精神分裂症的

发病机制+越来越多的证据表明#表观遗传参与精神分裂症的

病理形成与发展+表观遗传主要包括
,&(

甲基化和组蛋白

修饰+

,&(

甲基化在个体发育过程当中起着至关重要的作

用#是细胞,组织多样化的重要分子机制之一 +

本研究采用亚硫酸盐修饰,甲基化特异性的
\*8

和琼脂

糖凝胶电泳等实验技术#初步证实
866DIJ

启动子区在精神分

裂症患者组和健康对照组的表达存在差异#结果提示在精神分

裂症患者组外周血中
866DIJ

启动子区发生甲基化者明显多于

健康对照组+这与
(4NADP3D6O

:

等)

2

*研究精神分裂症患者脑

组织中
866DIJ

启动子区甲基化状态的结果基本一致+本研究

发现女性的甲基化率明显高于男性的甲基化率#其主要原因可

能与女性雌激素的分泌有关+

多个精神分裂症风险基因的表达受
,&(

甲基化调控#如

儿茶酚氧位甲基转移酶$

*/<@

%,络丝蛋白$

8[)&

%及谷氨酸

脱羧酶$

'(,!

%

)

>;=

*

+但对于
866DIJ

基因启动子区的甲基化#

不同学者的研究结果并不一致+如
'E3

:

5AJ

等)

!"

*检测精神分

裂症患者死后大脑枕叶及额皮质中
866DIJ

基因启动子区的甲

基化状态#相对于正常对照而言#

*

C

'

序列的
;!%=

和
;!%.

位置

的胞嘧啶甲基化增加#该区域的
,&(

甲基化对于
866DIJ

表达

调控起重要作用(

(4NADP3D6O

:

等)

2

*也发现
866DIJ

基因
*

C

'

岛超甲基化#其定位在精神分裂症患者尸检额前皮质标本
;!%=

和
;!%.

的上游位置+然而#在
@3PLE3

等)

!!

*对精神分裂症患

者和对照者脑组织
866DIJ

基因甲基化状态的研究中#未能重

复以上的结果#只是在健康对照组检测到
866DIJ

基因的甲基

化水平与其年龄呈正相关#精神分裂症患者
866DIJ

基因甲基

化状态与健康对照组没有明显的不同(

@AHGI

?

I

等)

!-

*检测
!$

例精神分裂症患者和
!$

例健康对照的尸脑前额皮质
866DIJ

基

因启动子区域的
,&(

甲基化状态#同样没有得出阳性结果+

这些结果的差异表明
,&(

甲基化可能受到种族及其生活环

境的影响#同时
,&(

甲基化总体水平的降低暗示着精神分裂

症患者的异常甲基化反应通路+本研究检测血液中
866DIJ

基

因启动子区
,&(

甲基化状态#结果表明
866DIJ

基因启动子区

,&(

甲基化与精神分裂症发生有关#这一研究结果在精神分

裂症表观遗传改变方面可能是一个有意义的贡献#为精神分裂

症中
866DIJ

基因活动减退提供了一个分子学基础#并且为精

神分裂症寻找潜在的外周血液标记物#以便对其有效防治提供

-
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新的靶点+

精神分裂症不仅与基因遗传因素有关#还与环境因素有

关+表观遗传可能是环境因素在分子水平上的反映+表观调

控机制尤其是
,&(

甲基化用于精神分裂症病因及发病机制

的研究#将成为该病病因学研究的新途径+
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