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产妇外周血和胎儿脐血白细胞介素２８启动子甲基化差异研究
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　　摘　要：目的　探讨产妇外周血和胎儿脐血白细胞介素２８（ＩＬ２８）启动子甲基化差异及其对ＩＬ２８表达的影响。方法　采用

甲基化特异性ＰＣＲ（ＭＳＰ）方法检测产妇外周血和胎儿脐血ＩＬ２８启动子甲基化水平的差异；分离外周血单核细胞（ＰＢＭＣ），比较

ＤＮＡ甲基化酶活性的差异；ＲＴＰＣＲ检测两者ＰＢＭＣ中ＩＬ２８ｍＲＮＡ的含量；采用ＥＬＩＳＡ法检测产妇外周血和胎儿脐血ＩＬ２８

水平的差异。结果　ＩＬ２８启动子在胎儿脐血中均以甲基化形式存在，而在产妇外周血中为非甲基化形式；胎儿脐血ＰＢＭＣ细胞

核甲基化酶活性升高（犘＜０．０５）；ＩＬ２８ｍＲＮＡ在产妇外周血ＰＢＭＣ中的表达水平高于胎儿脐血ＰＢＭＣ；胎儿脐血ＩＬ２８含量较产妇

外周血低（犘＜０．０１）。结论　胎儿脐血细胞核内甲基化酶活性升高导致ＩＬ２８启动子高甲基化，进而引起ＩＬ２８的合成和分泌降低。
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　　传统产前诊断获取胎儿组织的方法，如羊膜腔穿刺、绒毛

膜取样、脐带取血等均具有创伤性，对胎儿和产妇都有一定的

危险性［１２］。近年来随着分子生物学技术的不断发展和对遗传

病认识的不断深入，应用表观遗传学ＤＮＡ甲基化技术，从母

亲和胎儿ＤＮＡ甲基化的差异性上突破母血中检测胎儿ＤＮＡ

技术的局限已取得很大的进展［３４］。前期工作中笔者采用甲基

化芯片筛选到产妇外周血和胎儿脐血中甲基化差异基因白细

胞介素２８（ＩＬ２８）启动子。本研究主要通过临床标本分析ＩＬ

２８启动子在产妇外周血和胎儿脐血中的甲基化差异及其机

制，并探讨其对ＩＬ２８合成和分泌的影响。

１　资料与方法

１．１　一般资料　随机收集武汉大学中南医院２００９年１～１０

月产妇１００例。分别采集产妇肘静脉血及产后脐带血，１０００

ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，血清置－７０℃保存待测，同时采用淋巴细

胞分离液分离外周血单核细胞（ＰＢＭＣ）。所有产妇均知情同

意，并经医院伦理委员会批准。

１．２　方法

１．２．１　亚硫酸盐修饰基因组ＤＮＡ　采用 Ｑｉａｎｇｅｎ公司提供

的试剂盒提取全血基因组ＤＮＡ，紫外分光光度计进行定量，取

基因组 ＤＮＡ２μｇ，０．２ｍｍｏｌ／Ｌ ＮａＯＨ 变性后，加入３．１

ｍｍｏｌ／Ｌ亚硫酸钠和０．５ｍｍｏｌ／Ｌ氰醌，样品置５５ ℃水浴

１６ｈ，采用ＤＮＡＣｌｅａｎＵｐＳｙｓｔｅｍ试剂盒纯化处理过的基因

组，加入０．３ｍｍｏｌ／ＬＮａＯＨ，再以２．５倍体积的无水乙醇沉

淀，沉淀溶解于３０μＬＴＥ缓冲液。

１．２．２　甲基化特异性ＰＣＲ（ＭＳＰ）　采用甲基化ＰＣＲ引物设

计软件 ＭｅｔｈＰｒｉｍｅｒ设计引物，引物 Ｍ：５′ＴＧＴ ＡＴＧＴＴＴ

ＡＴＡ ＧＴＴ ＴＴＴ ＴＴＴ ＡＴＴ ＣＧＧ３′（上游引物）；５′ＡＡＡ

ＣＴＡＡＴＣＴＣＧＡＡＣＴＣＴＴＡＡＣＧＴＣ３′（下游引物）。引物

Ｕ：５′ＴＧＴＴＴＡＴＡＧＴＴＴＴＴＴＴＴＡＴＴＴＧＧ３′（上游引

物）；５′ＡＡＣＴＡＡＴＣＴＣＡＡＡＣＴＣＴＴＡＡＣＡＴＣ３′（下游

引物）。其中引物 Ｍ用于扩增甲基化ＤＮＡ，引物 Ｕ 用于扩增

未甲基化 ＤＮＡ，βａｃｔｉｎ作为参照。以亚硫酸盐修饰基因组

ＤＮＡ作为模板进行 ＰＣＲ，产物以１％琼脂糖进行凝胶电泳

检测。

１．２．３　甲基化酶活性的检测　采用淋巴细胞分离液分离产妇

外周血和脐带血ＰＢＭＣ，加入细胞裂解液，全细胞裂解液或者

·２３１· 国际检验医学杂志２０１３年１月第３４卷第２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２

 基金项目：湖北省科技攻关项目（２００７ＡＡ３０１Ｂ３７２）；武汉市科技攻关项目（２００７６０４２３１５８）。　作者简介：马建鸿，女，副主任医师，主要从

事围产医学及产前诊断研究。



核抽提物经过蛋白质浓度定量之后，使用甲基化酶活测定试剂

盒测定甲基化酶活性。

１．２．４　ＲＴＰＣＲ检测　按照Ｔｒｉｚｏｌ试剂说明书分别提取产妇

外周血和脐带血的总ＲＮＡ。以总ＲＮＡ为模板进行ＲＴＰＣＲ，

反转录合成相应的ｃＤＮＡ。再以ｃＤＮＡ 作模板，用ＩＬ２８基因

的检测引物５′ＡＧＴＧＣＴＧＧＴＧＣＴＧＡＴＧＧＣ３′（上游引

物），５′ＧＴＧＧＧＣＴＧＡＧＧＣＴＧＧＡＴＡ３′（下游引物）进行

ＰＣＲ扩增，同时用βａｃｔｉｎ 的检测引物５′ＡＴＧ ＡＴＡ ＴＣＧ

ＣＣＧＣＧＣＴＣＧ３′（上游引物），５′ＣＧＣＴＣＧＧＴＧＡＧＧＡＴＣ

ＴＴＣＡ３′（下游引物）进行平行ＰＣＲ扩增，产物以１％琼脂糖

进行凝胶电泳检测。

１．２．５　ＥＬＩＳＡ法检测ＩＬ２８　取１００μＬ血清加入到ＥＬＩＳＡ

板小孔中，４℃包被过夜，ＰＢＳ洗ＥＬＩＳＡ板５次。配３％脱脂

奶粉，用ＰＢＳＴ溶解，每孔１００μＬ加入到ＥＬＩＳＡ板中，４℃封

闭过夜。用ＰＢＳＴ洗ＥＬＩＳＡ板５次。ＩＬ２８抗体用ＰＢＳＴ按

１∶１００稀释，每孔加１００μＬ，３７℃放置１ｈ，用ＰＢＳＴ洗５次。

辣根过氧化物酶偶联的兔抗羊ＩｇＧ用ＰＢＳＴ按１∶５０００稀

释，３７℃放置３０ｍｉｎ，用ＰＢＳＴ洗５次。每孔分别加入显色

液，３７℃避光显色５ｍｉｎ。每孔加终止液１滴，酶标仪读数。

１．３　统计学处理　用ＳＰＳＳ１３．０统计软件包进行统计分析。

组间计量数据比较采用狋检验，犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　ＩＬ２８基因启动子甲基化检测结果显示，在产妇外周血未

发现甲基化ＩＬ２８启动子，而在胎儿脐血甲基化ＩＬ２８启动子

检出率为１００％（图１），表明ＩＬ２８启动子在胎儿均以甲基化

形式存在，而在产妇中为非甲基化形式。

　　Ｆ：胎儿脐血；Ｍ：产妇外周血。

图１　　产妇外周血和胎儿脐血ＩＬ２８启动子甲基化

引物扩增产物

　　：犘＜０．０５，与产妇细胞核ＤＮＡ甲基化酶活性比较。

图２　　产妇外周血和胎儿脐血ＰＢＭＣ全细胞及细胞核

ＤＮＡ甲基化酶活性分析

２．２　甲基化酶活性检测结果显示，在全细胞水平上，产妇外周

血和胎儿脐血甲基化酶的活性无统计学差异（犘＞０．０５）；而对

于核抽提物来说，胎儿脐血核内的 ＤＮＡ甲基化酶的活性增

加，见图２。表明胎儿ＩＬ２８基因启动子甲基化水平升高可能

是由于脐血核内的ＤＮＡ甲基化酶活性升高引起的。

２．３　ＲＴＰＣＲ检测产妇外周血和胎儿脐血ＰＢＭＣ中ＩＬ２８

ｍＲＮＡ的表达，结果见图３，ＩＬ２８ｍＲＮＡ的表达水平在胎儿

脐血明显低于产妇外周血，表明ＩＬ２８启动子的甲基化能够在

转录水平调节ＩＬ２８的表达。

图３　　ＲＴＰＣＲ检测产妇外周血和胎儿脐血ＰＢＭＣ

中ＩＬ２８ｍＲＮＡ的表达

２．４　ＥＬＩＳＡ法检测产妇外周血和胎儿脐血ＩＬ２８血清水平结

果显示，与胎儿脐血中ＩＬ２８水平［（３７．９±５．６）ｐｇ／ｍＬ］相比，

产妇外周血中ＩＬ２８水平［（５１．４±７．６）ｐｇ／ｍＬ］显著升高，差

异有统计学意义（犘＜０．０１）。

３　讨　　论

表观遗传学信息的改变，可导致基因转录抑制、基因组印

记、细胞凋亡、染色体灭活以及肿瘤发生等［５］，而表观遗传学最

具特征的就是ＤＮＡ甲基化。在前期工作中笔者采用甲基化

芯片筛选了产妇外周血和胎儿脐血中基因组ＤＮＡ的甲基化

差异，其中ＩＬ２８基因启动子的甲基化水平在胎儿脐血升高。

ＭＳＰ是一种分析目的ＤＮＡ 序列是否甲基化的快速、定性方

法，其灵敏度高。由于甲基化芯片存在一定的假阳性，笔者采

用 ＭＳＰ对芯片结果进行了验证，结果发现在产妇外周血未发

现甲基化ＩＬ２８启动子，而在胎儿脐血甲基化ＩＬ２８启动子检

出率为１００％，这与甲基化芯片结果相一致。

ＤＮＡ甲基化由ＤＮＡ甲基转移酶催化，在多种调节因子

的参与下，与组蛋白修饰相互作用，抑制基因转录，导致基因沉

默［６］。为探讨产妇外周血和胎儿脐血ＩＬ２８启动子甲基化差

异的机制，笔者采用淋巴细胞分离液提取了产妇外周血和胎儿

脐血的ＰＢＭＣ，采用甲基化检测试剂盒对全细胞和核抽提物的

甲基转移酶活性进行了检测，结果发现在全细胞水平，两者

ＰＢＭＣ中ＤＮＡ甲基转移酶活性改变不大（犘＞０．０５），而对于

核抽提物而言，胎儿脐血 ＰＢＭＣ甲基转移酶活性明显升高

（犘＜０．０５）。这说明胎儿脐血ＰＢＭＣ细胞核中ＤＮＡ甲基转移

酶活性升高是导致ＩＬ２８启动子高甲基化的重要原因。

由于启动子甲基化会导致细胞很多基因表达水平的降低

或沉默，为探讨ＩＬ２８启动子甲基化对ＩＬ２８转录表达水平的

影响，笔者采用ＲＴＰＣＲ对ＩＬ２８ｍＲＮＡ的水平进行检测，结

果表明ＩＬ２８ｍＲＮＡ在胎儿脐血ＰＢＭＣ中的含量降低，说明

ＩＬ２８启动子的甲基化能够在转录水平影响ＩＬ２８的表达。进

一步检测ＩＬ２８在蛋白水平的变化，结果显示产妇外周血中

ＩＬ２８的表达水平明显高于胎儿脐血中ＩＬ２８的表达水平（犘＜

０．０１），表明ＩＬ２８启动子的甲基化在转录水平抑制了ＩＬ２８的

表达，进而在蛋白水平抑制其合成和分泌。但ＩＬ２８启动子上

哪些位点被甲基化，其具体调节机制如何，尚待深入探讨。

综上所述，笔者分析了产妇外周血和胎儿脐血中ＩＬ２８基

因启动子甲基化的差异，并通过临床样本检测两者ＩＬ２８的

ｍＲＮＡ和蛋白水平，证实胎儿脐血细胞核内ＤＮＡ甲基化酶活

性升高导致ＩＬ２８启动子高甲基化，引起ＩＬ２８合成和分泌降

低，可为临床无创伤性产前诊断提供参考。
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·３３１·国际检验医学杂志２０１３年１月第３４卷第２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２



岁，自然流产次数３～４次。选择同期健康经产妇３６例作为健

康对照组，年龄２５～３５岁，平均２６．８岁，均排除遗传、内分泌、

子宫畸形、病毒感染等因素造成的流产，无其他内科系统疾病。

１．２　仪器与试剂　血清 ＡＣＡＩｇＧ、ＡＣＡＩｇＡ、ＡＣＡＩｇＭ 的

ＥＬＩＳＡ检测试剂由浙江伊利康公司提供，ＩｇＡ抗β２ＧＰⅠ检测

试剂由美国ＲＢ公司提供。

１．３　方法　所有对象于清晨空腹抽取静脉血２ｍＬ，分离血清

于－２０ ℃保存待测。采用 ＥＬＩＳＡ 法进行血清 ＡＣＡＩｇＧ、

ＡＣＡＩｇＡ、ＡＣＡＩｇＭ和ＩｇＡ抗β２ＧＰⅠ检测，操作和结果判断

均按试剂盒说明书进行。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０统计学软件进行统计学分

析，组间ＡＣＡＩｇＧ、ＡＣＡＩｇＡ、ＡＣＡＩｇＭ 及ＩｇＡ抗β２ＧＰⅠ阳

性率比较采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

ＲＳＡ组ＡＣＡＩｇＧ、ＡＣＡＩｇＡ、ＡＣＡＩｇＭ 阳性例数分别为

４２、１３、１６例，阳性率分别为４１．１％、１２．７％、１５．７％，ＩｇＡ抗

β２ＧＰⅠ阳性３７例，阳性率为３６．２％，其中早期流产组 ＡＣＡ

ＩｇＧ、ＡＣＡＩｇＡ、ＡＣＡＩｇＭ 阳性例数分别为２３、７、９，阳性率分

别为４０．３％、１２．２％、１５．７％，ＩｇＡ抗β２ＧＰⅠ阳性２１例，阳性

率３６．８％；晚期流产组ＡＣＡＩｇＧ、ＡＣＡＩｇＡ、ＡＣＡＩｇＭ阳性例

数分别为１９、６、７例，阳性率分别为４２．２％、１３．３％、１５．５％，

ＩｇＡ抗β２ＧＰⅠ阳性１６例，阳性率３５．６％。健康对照组ＡＣＡ

ＩｇＧ、ＡＣＡＩｇＡ、ＡＣＡＩｇＭ 阳性例数分别为２、０、１例，阳性率

分别为５．５％、０．０％、２．７％，ＩｇＡ抗β２ＧＰⅠ阳性３例，阳性率

８．３％。与健康对照组比较，早期流产组、晚期流产组 ＡＣＡ

ＩｇＧ、ＡＣＡＩｇＡ、ＡＣＡＩｇＭ 和ＩｇＡ抗β２ＧＰⅠ阳性率均显著高

于健康对照组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。而早期流产组

与晚期流产组 ＡＣＡＩｇＧ、ＡＣＡＩｇＡ、ＡＣＡＩｇＭ 和ＩｇＡ 抗β２

ＧＰⅠ阳性率无统计学差异（犘＞０．０５）。

３　讨　　论

越来越多的研究表明ＲＳＡ与 ＡＰＡ有关，是 ＡＰＳ的主要

的临床表现之一。ＡＰＡ大体可分为两类：一类抗体作用于磷

脂，其中与ＲＳＡ关系密切的主要为 ＡＣＡ；另一类抗体作用于

磷脂结合蛋白，这些磷脂结合蛋白中β２ＧＰⅠ在 ＡＰＡ的活性

上起主要作用，是主要的自身抗原和必要的辅助因子［２３］。

ＡＣＡ的靶抗原是存在于细胞膜和线粒体膜中带负电荷的心磷

脂，为甘油磷脂类结构。ＡＣＡ与心磷脂的免疫病理反应是通

过β２ＧＰⅠ而起作用的
［４］。病理状态下这类磷脂分布到细胞

膜外，当其与血清中的β２ＧＰⅠ结合后即暴露出抗原位点，诱

导产生相应的自身抗体。β２ＧＰⅠ依赖性的 ＡＣＡ与ＲＳＡ存

在密切关联。ＡＣＡ在ＲＳＡ中的作用可总结为：（１）ＡＣＡ作用

于滋养层表面的磷脂依赖抗原，影响其黏附、融合和分化过程，

使合体滋养层细胞形成不足，造成子宫对胚胎接受性降低，维

持妊娠的胎盘激素分泌减少。（２）ＡＣＡ可干扰血栓素 Ａ２和

前列腺环素的平衡，导致血小板聚集，形成微血栓，引起胎盘梗

死，从而造成不良妊娠结局。（３）ＡＣＡ作用于胎盘血管内皮细

胞膜的磷脂上，引起胎盘血栓形成和血管收缩，胎盘血流量减

少，或引起胎盘血管炎；致使胎儿氧供及营养不足而死亡。（４）

ＡＣＡ可干扰钙依赖磷脂结合蛋白Ｖ的作用（钙依赖磷脂结合

蛋白Ｖ是一种具有抗凝特性的磷脂结合蛋白），抑制蛋白Ｃ的

激活，降低抗凝血酶Ⅲ的功能。ＡＣＡ可诱导内皮细胞表达血

管内皮细胞黏附分子以及细胞内黏附分子等黏附蛋白，从而导

致血栓形成。但ＡＣＡ产生时需β２ＧＰⅠ介导，而β２ＧＰⅠ可

抑制磷脂依赖性的凝血反应。当 ＡＣＡ与β２ＧＰⅠ结合后，可

使其结构发生改变，导致ＩｇＡ抗β２ＧＰⅠ对血液凝固调节发生

障碍。

综上所述，各种原因导致凝血异常，血管内血栓形成，尤其

以胎盘循环为主，造成胎盘功能减退，从而导致ＲＳＡ发生。国

外报道ＡＣＡ在ＲＳＡ患者中的阳性率为５％～５１％
［５］。国内

研究者报道ＡＣＡ在ＲＳＡ患者中阳性率为１４．２９％。本研究结

果显示ＡＣＡＩｇＧ、ＡＣＡＩｇＡ、ＡＣＡＩｇＭ在ＲＳＡ患者中的阳性

率分别是为４１．１％、１２．７％、１５．７％。同时笔者检测出ＩｇＡ抗

β２ＧＰⅠ阳性３７例，阳性率为３６．２％。对于 ＲＳＡ患者检测

ＡＣＡ的同时再配合检测ＩｇＡ抗β２ＧＰⅠ，将有助于ＲＳＡ患者

病因的诊断，以便及时通过特异性的免疫治疗，提高妊娠成功

率，减少妊娠并发症。
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