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寻常型银屑病患者皮损组织中 ＤＮＡ去甲基化酶 ＴＥＴ３过表达介导转录因子 ＫＬＦ４
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　　［摘要］　目的　探讨银屑病患者皮损组织中Ｋｒüｐｐｅｌ样因子４（Ｋｒüｐｐｅｌｌｉｋｅｆａｃｔｏｒ４，ＫＬＦ）异常高
表达的ＤＮＡ甲基化分子机制。方法　以 ２０例寻常型银屑病患者病理检查所取皮损组织为实验组，
１３例眼外伤手术患者所取眼睑皮肤组织为对照组。采用亚硫酸氢盐测序（ｂｉｓｕｌｆｉｔｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＢＳＰ）检
测各组皮肤样本及转染十十一转位３（ｔｅｎｅｌｅｖｅｎｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ３，ＴＥＴ３）过表达及干扰质粒的人永生化
角质形成细胞ＨａＣａｔ中转录因子Ｋｒüｐｐｅｌ样因子４（Ｋｒüｐｐｅｌｌｉｋｅｆａｃｔｏｒ４，ＫＬＦ４）启动子区 ＤＮＡ甲基化
水平，ＲＴｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测各组皮肤组织样本及转染 ＨａＣａｔ细胞中 ＫＬＦ４、ＴＥＴ１（ｔｅｎｅｌｅｖｅｎ
ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ１）、ＴＥＴ２、ＴＥＴ３的表达水平。结果　实验组ＫＬＦ４启动子ＤＮＡ甲基化水平显著低于对照组
（Ｐ＜０．０１），实验组ＫＬＦ４的ｍＲＮＡ表达水平显著高于对照组（Ｐ＜０．０１）。实验组 ＫＬＦ４启动子 ＤＮＡ甲
基化水平与ｍＲＮＡ表达水平呈显著负相关（ｒ＝０．６４９，Ｐ＝０．００２）。实验组 ＴＥＴ３表达水平显著高于对
照组（Ｐ＜０．０１），ＴＥＴ１及ＴＥＴ２表达水平差异无统计学意义。实验组 ＴＥＴ３表达水平与 ＫＬＦ４启动子
ＤＮＡ甲基化水平呈显著负相关（ｒ＝０．６８８，Ｐ＝０．００１）。ＨａＣａｔ细胞中过表达 ＴＥＴ３后，ＫＬＦ４启动子
ＤＮＡ甲基化水平明显下调（Ｐ＜０．０１），ＫＬＦ４表达水平显著上调（Ｐ＜０．０１）。ＨａＣａｔ细胞中干扰 ＴＥＴ３表
达后，ＫＬＦ４启动子ＤＮＡ甲基化水平明显上调（Ｐ＜０．０１），ＫＬＦ４表达水平显著下调（Ｐ＜０．０１）。结论　过度
表达的ＴＥＴ３通过下调ＫＬＦ４启动子ＤＮＡ甲基化水平，介导银屑病患者皮损组织中ＫＬＦ４过度表达。
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　　银屑病是免疫介导的一种慢性炎症性皮肤病，患
者常伴关节损害，严重者可累及心、肝、肾、眼等系统，

还可因继发感染、电解质紊乱而危及生命［１］。根据其

临床特征可分为寻常型、关节病型、脓疱型及红皮病

型，其中寻常型占 ９９％以上，其他类型都由寻常型银
屑病转化而来。角质形成细胞（ｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅｓ，ＫＣｓ）是
构成皮肤表皮的主要细胞。大量研究证实，异常增殖

的ＫＣｓ参与树突状细胞、中性粒细胞、巨噬细胞等炎
症细胞的募集和活化过程；此外，ＫＣｓ可以通过促发
Ｔｈ１和 Ｔｈ１７免疫应答，介导银屑病皮肤组织的炎性
损伤［２－５］。

　　研究发现，角蛋白１７（ｋｅｒａｔｉｎ１７，ＫＲＴ１７）在银屑
病皮损的ＫＣｓ中异常高表达，高表达的ＫＲＴ１７通过刺
激Ｔｈ１及Ｔｈ１７细胞产生ＩＦＮγ、ＩＬ１７、ＩＬ２２等炎性细
胞因子，介导银屑病皮肤组织的炎性损伤［６－１０］。本

课题组前期研究显示，转录因子 Ｋｒüｐｐｅｌ样因子 ４
（Ｋｒüｐｐｅｌｌｉｋｅｆａｃｔｏｒ４，ＫＬＦ４）在银屑病皮损中表达上
调，大量的ＫＬＦ４通过与组蛋白乙酰化酶 ＥＰ３００形成
蛋白复合体上调ＫＲＴ１７启动子区组蛋白Ｈ３乙酰化水
平，导致 ＫＲＴ１７表达上调［１１］。然而，银屑病患者 ＫＣｓ
中ＫＬＦ４过度表达的分子机制目前还尚不明确。
　　ＤＮＡ甲基化可引起相应区域染色质高度螺旋化，
抑制转录因子与调控元件的结合，导致基因转录失活。

反之，去甲基化则导致染色质松散，有利于转录因子与

调控元件的结合，活化基因转录［１２］。为解释银屑病患

者皮损中ＫＬＦ４异常高表达的分子机制，对其基因启
动子ＤＮＡ序列进行了 ＤＮＡ甲基化预测分析，发现
ＫＬＦ４启动子５９０ｂｐ～６００ｂｐ区域富含 ＣｐＧ二核苷酸
序列，属于ＤＮＡ甲基化敏感基因。本研究通过检测银
屑病患者皮损组织表皮中 ＫＬＦ４启动子 ＤＮＡ甲基化
水平，以及ＤＮＡ去甲基化起始酶类 ＤＮＡ羟甲基化修
饰酶十十一转位（ｔｅｎｅｌｅｖｅｎｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ，ＴＥＴ）家族

蛋白的表达水平，探讨 ＴＥＴ蛋白对 ＫＬＦ４启动子 ＤＮＡ
甲基化及表达的调控。本研究的完成对银屑病患者

ＫＣｓ中ＫＬＦ４表达上调介导 ＫＲＴ１７过度表达，诱导银
屑病组织炎性损伤这一机制有了进一步完善。

１　资料与方法

１．１　研究对象
　　选择长沙市第一医院皮肤科于 ２０２０年 ５月至
２０２２年６月收治的２０例寻常型银屑病患者为研究对
象，其中男性１３例，女性７例，年龄１９～４９（３４．１±８．２）岁。
银屑病患者病理活检时所取皮损组织作为实验组。

１３例于我院眼科进行手术的眼外伤患者为研究对照，
其中男性８例，女性５例，年龄１８～５０（３２．８±１０．１）岁。
眼外伤患者手术所取眼睑皮肤组织作为对照组。本实

验通过长沙市第一医院伦理委员会审批（ＫＬ２０２００１４）。
１．２　标本的表皮分离
　　将正常对照组及实验组皮肤样本置于 ０．２５％分
散酶中，４℃消化１６ｈ，然后用镊子分离出表皮层。
１．３　人永生化角质形成细胞ＨａＣａＴ的培养及转染
　　ＨａＣａＴ细胞购于中南大学湘雅细胞库。ＨａＣａＴ细
胞培养于含青霉素／链霉素、１０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ培养
基中，在３７℃，５％ ＣＯ２的培养条件下培养至对数生
长期。消化细胞并重悬于完全培养基，以 １×１０５／ｍＬ
的密度接种于６孔细胞培养板，培养至细胞融合度约
７０％时进行转染。转染细胞分为 ４组，即过表达对照
组、ＴＥＴ３过表达组、干扰对照组、ＴＥＴ３干扰组，每组包
含３个平行孔。使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００作为转染试
剂（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）。过表达对照
组转染 ｐＣＭＶ６质粒，ＴＥＴ３过表达组转染 ｐＣＭＶ６
ＴＥＴ３质粒，干扰组对照组转染ｐＲＳ质粒，ＴＥＴ３干扰组
转染ｐＲＳＴＥＴ３质粒，转染７２ｈ后收集细胞。所有质
粒均购自美国ＯｒｉＧｅｎｅ公司。

８３６ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



１．４　实时荧光定量ＰＣＲ
　　用于检测实验组及对照组表皮样本及转染后细胞
样本中相关基因的 ｍＲＮＡ表达水平。取部分表皮样
本放入研钵后加入液氮，用研磨棒快速研磨粉碎。向

粉碎均匀的组织中加入 １ｍＬＴＲＩｚｏｌ（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司）并快速吹打混匀，并转移到离心管中。将离心管

进行冰浴的同时使用电动均浆器进一步均浆１～２ｍｉｎ。
然后以１２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心５ｍｉｎ。取上清移入新的
离心管中，加入 ２００μＬ三氯甲烷，继续按常规 ＴＲＩｚｏｌ
法抽提出总ＲＮＡ。转染后细胞漂洗后直接加入１ｍＬ
ＴＲＩｚｏｌ，快速吹打混匀后直接提取总ＲＮＡ。
　　使用逆转录试剂盒（日本ＴａｋａｒａＢｉｏ公司）将提取
的总ＲＮＡ逆转录成ｃＤＮＡ。以人３磷酸甘油醛脱氢酶
（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）基
因为内参照，使用荧光染料法（ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ，日本
ＴａｋａｒａＢｉｏ公司）进行实时荧光定量 ＰＣＲ（Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴｑＰＣＲ），比较
ＣＴ值法（２－ΔΔＣｔ法）计算目的基因的相对表达量。检
测基因引物序列详见表１。
１．５　蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）
　　用于检测实验组及对照组表皮样本及转染后细胞
样本中相关基因的蛋白表达水平。取部分表皮样本，

剪碎后置入装有 ＲＩＰＡ裂解液（美国 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司）的玻璃匀浆器中，冰浴同时进行研磨匀浆。研

磨充分后静置裂解３０ｍｉｎ。将裂解液移至离心管中，
以４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ的条件离心５ｍｉｎ，上清即为总
蛋白提取液。转染后细胞漂洗后直接加入 ＲＩＰＡ裂解
液，快速吹打混匀后静置裂解３０ｍｉｎ，后续提取总蛋白
方法同组织样本。

　　使用ＢＣＡ蛋白检测试剂盒（美国ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司）测定样本蛋白浓度，取 ３０μｇ蛋白进行 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ凝胶电泳。随后使用湿转法将电泳后的蛋白样
本转印到 ＰＶＤＦ膜，并用 ５％脱脂牛奶室温封闭 １ｈ。
分别加入一抗 ＡｎｔｉＫＬＦ４，ＡｎｔｉＴＥＴ１，ＡｎｔｉＴＥＴ２，Ａｎｔｉ
ＴＥＴ３及 ＡｎｔｉＧＡＰＤＨ 抗 体 （美 国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司），４℃孵育过夜。洗膜 ３次后，加入
ＨＲＰ标记的二抗室温孵育１ｈ，显影并分析结果。

１．６　亚硫酸氢盐测序（ｂｉｓｕｌｆｉｔｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＢＳＰ）
　　用于检测实验组及对照组表皮样本及转染后细胞
样本中 ＫＬＦ４启动子区 ＤＮＡ甲基化水平。取部分表
皮样本，放入研钵后加入液氮，用研磨棒快速研磨粉

碎。粉碎后组织使用基因组 ＤＮＡ提取试剂盒（中国
天根生化科技公司）提取基因组 ＤＮＡ。测定 ＤＮＡ浓
度，每个 ＤＮＡ样本取５００ｎｇ，使用亚硫酸氢盐处理试
剂盒（美国Ｑｉａｇｅｎ公司）进行亚硫酸氢盐处理和纯化。
纯化后的ＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增及克隆，挑取克隆后进
行测序。统计各样本测序结果，计算每个样本检测区

域的平均甲基化水平。转染后细胞经漂洗后直接使用

基因组ＤＮＡ提取试剂盒（中国天根生化科技公司）进
行基因组ＤＮＡ的抽提，后续亚硫酸氢盐处理、ＰＣＲ扩
增、克隆及测序均同组织样本。ＫＬＦ４启动子ＢＳＰ引物
序列如下：（上游）５′ＧＡＧＡＧＡＡＧＡＡＡＧＧＧＡＧＧＧＧ３′，
（下游）５′ＴＴＣＴＴＣＴＴＴＡＡＡＴＴＡＡＡＴＡＴＡＡＣ３′，引物扩
增区域为１ｂｐ～４２５ｂｐ；（上游）５′ＡＧＡＧＡＧＧＧＡＧＧＧ
ＧＧＡＧＡＴＧＧＡ３′，（下游）５′ＴＧＣＴＡＴＧＧＣＡＧＣＴＡＡＡＴ
ＣＡＡＣＡＡ３′，引物扩增区域为－１２７ｂｐ～５２６ｂｐ
１．７　统计学分析
　　以 珋ｘ±ｓ表示正态分布计量资料，成组设计的两样
本均数使用独立样本 ｔ检验进行分析比较；使用单因
素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）进行多组数据间的分析
比较。所有数据均使用 ＳＰＳＳ２２．０软件进行分析 Ｐ＜
０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　实验组ＫＬＦ４基因启动子区 ＤＮＡ甲基化水平低
于对照组

　　ＢＳＰ结果显示，与对照组相比，实验 ＫＬＦ４基因启
动子区ＤＮＡ甲基化水平明显降低（０．８２±０．０６ｖｓ０．５６±
０．０９，Ｐ＜０．０１）。ＲＴｑＰＣＲ结果显示，与对照组比较，
实验组 ＫＬＦ４ｍＲＮＡ水平显著升高（１．０２±０．３５ｖｓ
２．８９±１．０４，Ｐ＜０．０１）。实验组 ＫＬＦ４基因启动子区
ＤＮＡ甲基化修饰水平与ＫＬＦ４ｍＲＮＡ水平呈显著负相
关（ｒ＝－０．６４９，Ｐ＝０．００２）。见图１。

表１　实时定量ＰＣＲ引物序列 （５’３’）

基因 上游引物 下游引物 产物长度（ｂｐ）
ＫＬＦ４ ＧＣＴＣＡＣＣＣＣＡＣＣＴＴＣＴＴＣＡＣＣ ＡＡＴＴＴＣＣＡＴＣＣＡＣＡＧＣＣＧＴＣＣ ２３７
ＴＥＴ１ ＧＣＴＣＣＣＡＧＧＴＣＡＧＴＧＴＡＡ ＣＴＣＣＡＧＡＧＧＣＡＣＡＡＣＡＡＣ １２８
ＴＥＴ２ ＴＴＧＧＴＡＧＣＡＧＴＧＧＡＧＡＧＣ ＴＴＧＡＴＴＧＧＡＧＡＧＡＴＴＧＧＧ １７６
ＴＥＴ３ ＣＴＧＣＧＡＴＴＧＣＧＴＣＧＡＡＣＡ ＣＴＧＣＧＧＡＴＣＡＣＣＣＡＣＴＴＴＧ １６７
ＧＡＰＤＨ ＡＴＧＧＧＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧ ＧＧＧＴＣＡＴＴＧＡＴＧＧＣＡＡＣＡＡＴＡ １０８

９３６　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２４）
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图１　两组皮肤样本中ＫＬＦ４启动子区ＤＮＡ甲基化水平及表达水平差异
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Ａ：ＲＴｑＰＣＲ检测对照组与实验组ＴＥＴ家族ｍＲＮＡ表达水平结果；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测对照组与实验组 ＴＥＴ家族蛋白表达水
平显影结果；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ显影结果灰度值统计　ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

图２　两组皮肤样本中ＤＮＡ羟甲基化修饰酶表达水平差异

２．２　实验组 ＤＮＡ羟甲基化修饰酶 ＴＥＴ３表达水平高
于对照组

　　ＲＴｑＰＣＲ结果显示，与对照相比，实验组 ＴＥＴ３
ｍＲＮＡ水平明显升高（１．１６±０．３８ｖｓ３．６２±１．３５，Ｐ＜
０．０１），ＴＥＴ１及ＴＥＴ２ｍＲＮＡ水平无明显差异，分别为
（１．０２±０．３２ｖｓ０．９８±０．２３，Ｐ＝０．７３）、（１．０２±０．３８ｖｓ
１．１±０．４５，Ｐ＝０．５９３）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ结果与 ＲＴ
ｑＰＣＲ结果相符，与对照组比较，实验组 ＴＥＴ３蛋白水
平明显升高（０．３１±０．０７ｖｓ０．６８±０．２１，Ｐ＜０．０１），
ＴＥＴ１及ＴＥＴ２蛋白水平差异无统计学意。见图２。
２．３　实验组皮肤样本中ＴＥＴ３表达水平与ＫＬＦ４启动

子区ＤＮＡ甲基化水平呈负相关
　　相关性分析结果显示，实验组皮肤组织样本中
ＴＥＴ３蛋白表达水平与 ＫＬＦ４启动子区 ＤＮＡ甲基化水
平呈显著负相关（ｒ＝－０．６８８，Ｐ＝０．００１）。见图３。
２．４　ＴＥＴ３过表达及干扰结果鉴定
　　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ结果显示，与转
染对照组相比，ＴＥＴ３过表达组 ＴＥＴ３ｍＲＮＡ及蛋白水
平明显升高，分别为（１．０１±０．１９ｖｓ５．５９±１．０７，Ｐ＜
０．０１）、（０．４３±０．０８ｖｓ０．８８±０．０８，Ｐ＜０．０１）。与转染

对照组相比，ＴＥＴ３干扰组 ＴＥＴ３ｍＲＮＡ及蛋白水平明
显降低，分别为（１．０１±０．１８ｖｓ０．３７±０．０４，Ｐ＜０．０１）、
（０．９±０．０４ｖｓ０．３５±０．０５，Ｐ＜０．０１）。见图４。实验重
复３次，数据来自３次实验数据平均值。
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图３　实验组皮肤样本中ＴＥＴ３蛋白表达水平与ＫＬＦ４启
动子区ＤＮＡ甲基化水平相关性分析结果　（ｎ＝２０）

２．５　ＴＥＴ３下调 ＨａＣａＴ细胞中 ＫＬＦ４启动子 ＤＮＡ甲
基化水平

　　ＢＳＰ结果显示，与转染对照组相比，ＴＥＴ３过表达
组ＫＬＦ４基因启动子区ＤＮＡ甲基化修饰水平明显降

０４６ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ和Ｄ：ＲＴｑＰＣＲ结果。Ｂ和Ｅ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ显影结果。Ｃ和Ｆ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ显影结果灰度值统计；ａ：Ｐ＜０．０１，与转
染对照组比较

图４　ＲＴｑＰＣＲ与Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ鉴定ＴＥＴ３过表达及干扰结果

低［（０．７７±０．０３）ｖｓ（０．４３±０．０７），Ｐ＜０．０１］；与转染
对照组相比，ＴＥＴ３干扰组 ＫＬＦ４基因启动子区 ＤＮＡ
甲基化修饰水平明显升高［（０．７７±０．０３）ｖｓ（０．９１±
０．０１），Ｐ＜０．０１］。详见图 ５。实验均重复 ３次，数据
来自３次实验数据平均值。
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Ａ：ＢＳＰ检测过表达组的结果。Ｂ：ＢＳＰ检测干扰组的结果
　ａ：Ｐ＜０．０１，与转染对照组比较

图５　比较转染后ＫＬＦ４启动子区ＤＮＡ甲基化水平的改变

２．６　ＴＥＴ３上调ＨａＣａＴ细胞中ＫＬＦ４表达水平
　　ＲＴｑＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ结果显示，与转染对
照组比较，ＴＥＴ３过表达组 ＫＬＦ４ｍＲＮＡ及蛋白水平明
显升高，分别为（１．０±０．１３ｖｓ１．８３±０．１９，Ｐ＜０．０１）、
（０．４５±０．０７ｖｓ０．８２±０．１６，Ｐ＜０．０５）；与转染对照组相
比，ＴＥＴ３干扰组 ＫＬＦ４ｍＲＮＡ及蛋白水平明显降低，
分别为（１．０±０．０７ｖｓ０．４６±０．０６，Ｐ＜０．０１）、（０．８５±

０．０９ｖｓ０．４５±０．１，Ｐ＜０．０１）。见图６。实验重复３次，
数据来自３次实验数据平均值。

３　讨论

　　表观遗传修饰，如 ＤＮＡ甲基化、组蛋白修饰、
ｍｉＲＮＡ调控等与多种皮肤疾病的发生发展密切相
关［１３－１５］。大量研究已经证实，ＤＮＡ甲基化水平异常在
银屑病的发病机制中发挥重要作用［１６－１８］。ＤＮＡ甲基
化是在 ＤＮＡ甲基转移酶（ＤＮＡｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，
ＤＮＭＴ）作用下，以 Ｓ腺苷甲硫氨酸作为甲基供体，将
甲基基团转移到 ＣｐＧ二核苷酸的脱氧胞嘧啶
（Ｃｙｔｏｓｉｎｅ）的第５位碳原子，形成５ｍＣ的过程。ＤＮＡ
甲基化可引起基因组中相应区域高度螺旋化，导致基

因转录失活；去甲基化则导致染色质松散，活化基因转

录［１９－２０］。相对于ＤＮＡ甲基化的简单直接，ＤＮＡ去甲
基化过程则更为复杂。首先，ＴＥＴ家族蛋白将ＤＮＡ中
的５甲基胞嘧啶（５ｍＣ）氧化为５ｈｍＣ、５甲酰胞嘧啶
（５ｆＣ）和５羧基胞嘧啶（５ｃａＣ），进而被胸腺嘧啶糖苷
酶（ｔｈｙｍｉｎｅＤＮＡｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅ，ＴＤＧ）识别并切除，通过触
发碱基切除修复机制（ｂａｓｅｅｘｃｉｓｉｏｎｒｅｐａｉｒ，ＢＥＲ）最终
将该位点转化为胞嘧啶，从而实现ＤＮＡ去甲基化［２１－２２］。

有研究通过全基因组ＤＮＡ甲基化免疫沉淀测序发现，
与健康对照相比，银屑病患者的 ＮａｖｅＣＤ４＋Ｔ细胞基
因组的２６个区域显示明显的低甲基化［２３］。

１４６　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２４）
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Ａ，Ｄ：ＲＴｑＰＣＲ结果；Ｂ，Ｅ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ显影结果；Ｃ，Ｆ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ显影结果灰度值统计；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，
与转染对照组比较

图６　ＲＴｑＰＣＲ与Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测转染各组ＫＬＦ４表达水平

　　目前，ＴＥＴ３与银屑病的相关研究比较稀缺，它们
之间的关系并不明确。有研究发现，转谷氨酰胺酶 ３
（ｔｒａｎｓｇｌｕｔａｍｉｎａｓｅ３，ＴＧＭ３）通过抑制 ＳＴＡＴ３的磷酸
化，以及阻止 ＴＥＴ３与 ＮＦκＢ的 ｐ６５亚基启动子的结
合，导致其基因启动子超甲基化，从而减少促炎细胞因

子及趋化因子的产生，发挥预防银屑病皮肤炎症的效

应［２４］。这项研究提示，ＴＥＴ３可能通过下调炎症相关
基因的 ＤＮＡ甲基化，上调其表达，进而参与银屑病的
皮肤炎性进程。本研究发现银屑病患者皮损组织中

ＴＥＴ３及 ＫＬＦ４表达水平均明显上调，ＫＬＦ４启动子
ＤＮＡ甲基化水平显著下调。上调角质形成细胞中
ＴＥＴ３表达能下调 ＫＬＦ４启动子 ＤＮＡ甲基化水平，上
调ＫＬＦ４的表达；抑制角质形成细胞中ＴＥＴ３表达则能
上调ＫＬＦ４启动子 ＤＮＡ甲基化水平，下调 ＫＬＦ４的表
达。这些结果说明增多的 ＴＥＴ３通过介导银屑病患者
皮损中 ＫＬＦ４启动子 ＤＮＡ过度去甲基化，进而上调
ＫＬＦ４的表达，参与银屑病的疾病进程。这一结果与其
他学者的研究成果相符，证实 ＴＥＴ３的异常表达确实
与银屑病的疾病进程密切相关。

　　ＫＬＦ４属于锌指蛋白类转录因子，与免疫调节及炎
症反应密切相关［２５－２６］。炎症因子 ＴＮＦα、ＩＦＮγ能上
调巨噬细胞中ＫＬＦ４的表达，进而激活巨噬细胞，加重
炎症反应［２７］。皮肌炎患者的 Ｔ细胞中 ＫＬＦ４的表达
上调导致Ｔｈ１７细胞分化过度，介导皮肌炎患者的炎性

损伤［２８］。类风湿性关节炎患者滑膜中过多的 ＫＬＦ４
通过上调ＩＬ１β、ＩＬ６等炎性因子的表达，介导患者的
关节损伤［２９］。本课题组前期研究证实，ＫＬＦ４在银屑
病皮损中表达显著上调，过多的 ＫＬＦ４通过与组蛋白
乙酰化酶ＥＰ３００形成蛋白复合体，上调ＫＲＴ１７启动子
区组蛋白Ｈ３乙酰化水平，介导ＫＲＴ１７异常高表达，介
导银屑病患者的炎性损伤［１１］。本研究是对课题组已

有研究成果的进一步延伸，综合已有研究结果，发现银

屑病患者皮损中可能存在 ＴＥＴ３／ＫＬＦ４／ＫＲＴ１７调节轴
异常，这为银屑病的后续生物治疗提供了可靠靶点。

缺乏银屑病原代角质形成细胞进行靶向干预及动物实

验的进一步论证是本研究的不足之处，将在后续研究

中进一步探讨。
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