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尘肺患者外周血胸腺细胞分化抗原-1 DNA甲基化
的改变及意义
王宇欣，周慈，王和静，王凯，张娜，车双双，刘科良，蔺文轩，李思睿，刘志宏

宁夏医科大学公共卫生与管理学院，宁夏  银川  750004

摘要 ：

[ 目的 ]　尘肺是严重影响我国职业人群健康的一种发病率较高的职业病。通过检测尘肺患者
外周血胸腺细胞分化抗原 -1（Thy-1）DNA 甲基化水平，旨在探讨其与尘肺发病的关系。

[ 方法 ]　对 84 例确诊为尘肺病的男性患者以及具有相同接尘史且同地点工作的 75 例健康男
性工人进行调查。尘肺患者分为煤工尘肺组（40 人）和矽肺组（44 人），健康工人作为对照
组。在知情同意的情况下收集血液样本进行研究。采用 ELISA 法检测人胶原蛋白 I（COL-I）、
胶原蛋白 III（COL-III）、Smad 蛋白 2/3（Smad2/3）、转化生长因子 -β1（TGF-β1）、肿瘤坏死因
子 -α（TNF-α）蛋白的表达，qRT-PCR 法检测 DNA 甲基转移酶 1（DNMT1）、DNA 甲基转移酶 3A

（DNMT3A）、DNA 甲基转移酶 3B（DNMT3B）及甲基结合蛋白 -2（MeCP2）基因 mRNA 的表达，
巢式降落式甲基化特异性 PCR 法检测 Thy-1 DNA 甲基化水平。

[ 结果 ]　矽肺组工人 COL-I、COL-III 蛋白表达水平高于煤工尘肺组和对照组 (P < 0.05)，后两
者间差异无统计学意义（P > 0.05）。矽肺组工人 Smad2/3、TGF-β1、TNF-α，煤工尘肺组工人
TGF-β1、TNF-α 蛋白表达水平均较对照组提高 (P < 0.05)，且矽肺组 Smad2/3、TGF-β1 蛋白表
达水平也高于煤工尘肺组 (P < 0.05)。甲基转移酶中 ：DNMT1、DNMT3A 基因 mRNA 表达水
平 3 组间未呈现差异（P > 0.05），但煤工尘肺组、矽肺组 DNMT3B 基因 mRNA 表达较对照组
升高（P < 0.05）。矽肺组 MeCP2 基因的 mRNA 表达也较对照组升高（P < 0.05）。与对照组相比，
煤工尘肺组、矽肺组工人 Thy-1 DNA 甲基化水平均升高（P < 0.05）。Thy-1 DNA 甲基化水平与
TGF-β1、Smad2/3、TNF-α 蛋白表达呈正相关关系（r=0.25、0.17、0.31，均 P < 0.05）。

[ 结论 ]　基于尘肺患者 Thy-1 DNA 甲基化的表达检测，本研究认为 Thy-1 DNA 甲基化水平发生
变化，可能是调控尘肺病发展进程中表观遗传学机制之一。
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Abstract: 

[Objective]　Pneumoconiosis seriously affects the occupational health of Chinese occupational 
population with a high incidence rate. By detecting the DNA methylation level of peripheral blood 
thymocyte differentiation antigen 1 (Thy-1) in pneumoconiosis patients, this study explores its 
relationship with pneumoconiosis.

[Methods]　Male patients diagnosed with pneumoconiosis were selected as a coal worker’s 
pneumoconiosis group (40 cases) and a silicosis group (44 cases), and another 75 healthy male 
coal miners working in the same place with similar dust exposure history were selected as the 
control group. The protein expressions of collagen I (COL-I), collagen III (COL-III), Smad2/3, 
transforming growth factor β1 (TGF-β1), tumor necrosis factor α (TNF-α) were detected by 
ELISA; the mRNA expressions of DNA methyltransferase 1 (DNMT1), DNA methyltransferase 3A 
(DNMT3A), DNA methyltransferase 3B (DNMT3B), and methyl CpG binding protein 2 (MeCP2) 
were detected by qRT-PCR; the methylation level of Thy-1 was detected by nested methylation 
specific PCR (nM-PCR). 

[Results]　The expression levels of COL-I and COL-III protein in the silicosis group were higher than 
those in the coal workers’ pneumoconiosis group and the control group (P < 0.05), but the protein 
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expression levels were not different between the coal workers’ pneumoconiosis group and the control group (P > 0.05). The silicosis 
group showed higher levels of Smad2/3, TGF-β1, and TNF-α and the coal workers’ pneumoconiosis group showed higher levels of TGF-β1 
and TNF-α than the control group (P < 0.05); the silicosis group also showed higher levels of Smad2/3 and TGF-β1 than the coal workers’ 
pneumoconiosis group (P < 0.05). No differences in the mRNA expression levels of DNMT1 and DNMT3A were found among the three 
groups (P > 0.05), but the DNMT3A mRNA expression levels were higher in the coal workers’ pneumoconiosis group and the silicosis group 
than in the control group (P < 0.05). Compared with the control group, the silicosis group showed a higher MeCP2 mRNA expression level 
(P < 0.05), and both the coal workers’ pneumoconiosis group and the silicosis groupshowed a higher level of Thy-1 methylation level (P < 
0.05). Thy-1 methylation level was positively correlated with TGF-β1, Smad2/3, and TNF-α protein expression levels (r=0.25, 0.17, and 0.31, 
respectively, Ps < 0.05).

[Conclusion]　Altered Thy-1 DNA methylation level in peripheral blood of patients with pneumoconiosis might be an important epigenetic 
mechanism during the development of pneumoconiosis.

Keywords: pneumoconiosis; thymocyte differentiation antigen 1; DNA methylation; pulmonary fibrosis

尘肺是由职业性吸入粉尘引起的一种进展性、不
可逆性的肺部疾病。在我国，尘肺病是发病率最高且
最常见的职业健康问题［1］。肺纤维化是在某些细胞因
子以及生物活性物质的作用下，巨噬细胞与淋巴细
胞聚集并大量分泌促炎、促纤维化细胞因子及趋化
因子引起的胶原代谢紊乱、细胞外基质产生过多所
导致的一大类肺部疾病的终末期改变。以胶原蛋白 I

（collagen I，COL-I）和胶原蛋白 III（collagen III，COL-III）
为主的胶原蛋白过度表达是肺纤维化的标志之一，在
此过程中，胶原生成与降解的稳态失衡。

在哺乳动物中，转化生长因子 -β1（transforming 

growth factor-β1，TGF-β1）已被证实是引起纤维化最
重 要 的 细 胞 因 子［2］。Smad 蛋 白（drosophila mothers 

against decapentaplegic protein2/3，Samd2/3）是 一 类
参与细胞内 TGF-β1 信号传导的重要信号蛋白。由两者
形成的信号传导途径激活促纤维化因子并影响肺成
纤维细胞的发育［3］。肿瘤坏死因子 -α（tumor necrosis 

factorα，TNF-α）被广泛认为是一种促炎细胞因子，其
过表达可引起小鼠的肺气肿及肺纤维化［4］。最近的
研究表明，DNA 甲基化可以促进成纤维细胞活化 / 分
化，从而影响成纤维细胞的表型，促进器官纤维化
的发生和进展［5］。胸腺细胞分化抗原 -1（thymocyte 

differentiation antigen 1，Thy-1），又称 CD90，是一种糖
磷脂酰肌醇锚定蛋白，它在诸如间充质干细胞和成纤
维细胞的表面上表达［6］。可能与细胞凋亡、黏附、转
移、炎症、肌成纤维细胞分化等有关［7］。研究发现在
正常人肺组织中，Thy-1 可以表达于成纤维细胞中，
且通过表观遗传调控可导致肺纤维化成纤维细胞中
Thy-1 表达减少［8］。

本研究从表观遗传学角度，初步探求尘肺人群中
Thy-1 DNA 甲基化的变化特征，以期为尘肺病的治疗

提供依据。

1　对象与方法
1.1 　对象

选取由宁夏石嘴山市某职业病防治所尘肺诊断组
根据 GBZ 70—2009《尘肺病诊断标准》确诊的 84 例男
性尘肺病患者作为研究对象，年龄为（48.30±5.05）岁，
其中煤工尘肺 40 例，矽肺 44 例。选择具有相同接尘
史且同地点工作的 75 例健康男性工人作为对照组，
年龄为（43.80±6.63）岁。研究对象纳入标准 ：无呼吸
系统相关疾病（如肺炎、肺癌、支气管哮喘、活动性肺
结核等）、自发性气胸、呼吸衰竭、严重的心肺疾病，
无其他器官纤维化及免疫系统疾病。所有纳入的研究
对象均填写知情同意书，本研究通过宁夏医科大学伦
理审查委员会批准（宁医大伦理第 2018-235 号）。
1.2 　仪器和试剂

普通聚合酶链式反应仪、电泳仪、凝胶成像仪
（美国 Bio-Rad），FTC-3000 实时荧光定量扩增仪（加

拿大 Funglyn Biotech），Epoch 酶联免疫分析仪（美国
BioTek）。Genomic DNA 提取试剂盒、总 RNA 提取试剂
盒（中国天根生化科技有限公司），DNA 甲基化修饰
试剂盒（美国 Zymo Epigentek），引物合成（中国上海
生工生物工程股份有限公司），逆转录试剂盒（美国
Thermo），荧光 Mix 试剂盒（德国 DBI），酶联免疫吸附
测定（Enzyme-linked Immunoassay，ELISA）试剂盒（上
海宝曼生物有限公司）。
1.3　方法
1.3.1　血样采集　使用肝素锂抗凝真空采血管收集
每个受试者 2 管周围静脉血 3 mL ：1 管储存在 -20℃
的冰箱中 ；另 1 管在室温下静置 4 h，以 1007.1×g 离
心 10 min，分离血清并储存在 -80℃的冰箱中。
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1.3.2　ELISA 法 检 测 人 COL-I、COL-III、Smad 蛋 白 及
TGF-β1、TNF-α 的表达　取研究对象血清，1007.1×g 离
心 10 min，ELISA 试剂盒室温平衡 30 min 后，依照试剂
盒进行操作，应用酶标分析仪，在 450 nm 波长测定各
孔光密度（D）值，按曲线方程计算样本浓度。
1.3.3　qRT-PCR 法 检 测 DNA 甲 基 转 移 酶（DNA 

methyltransferase，DNMT）1、DNMT3A、DNMT3B 及甲
基结合蛋白 -2（methyl CpG binding protein 2，MeCP2）
基因 mRNA 表达　根据总 RNA 提取试剂盒说明，从
研究对象中提取总 RNA ；依照逆转录试剂盒说明，将
总 RNA 逆 转 录 为 cDNA。PCR 反 应 体 系 ：模 板 cDNA 

2 µL，正 向 引 物 0.8 µL，反 向 引 物 0.8 µL，去 核 酸 酶
水 6.4 µL，Bestar SybrGreen qPCR Master Mix 10 µL，
总体积 20 µL ；反应条件 ：95℃、5 min ；95℃、10 s，
56℃、30 s，72℃、30 s，共 45 个循环。目的基因表达
量 =2-ΔΔCt，式中 Ct 是每个反应管内的荧光信号到达设定
域值时所经历的循环数，ΔΔCt=［（Ct实验目的-Ct实验内参）-

（Ct对照目的-Ct对照内参）］。引物见表 1。
1.3.4　 巢 式 降 落 式 甲 基 化 特 异 性 PCR 法 检 测 Thy-1 

DNA 甲基化状态　根据基因组 DNA 提取试剂盒，提取
研究对象的全基因组 DNA，并根据 DNA 甲基化修饰试
剂盒的说明修饰研究对象的 DNA。修饰条件 ：98℃、
10 min，64℃、2.5 h。DNA 修饰后，进行外引物扩增。
扩增体系 ：DNA 修饰产物 3 µL，外引物正向 1 µL，外引
物反向 1 µL，2×Power Tap PCR Master Mix 12.5 µL，去核
酸酶水 7.5 µL，总体积 25 µL ；扩增条件 ：95℃、5 min ；
95℃、30 s，63.8℃、30 s，72℃、30 s，共 20 个循环，每
个 循 环 降 0.5 ℃ 至 54 ℃ ；72 ℃、7 min。以 外 引 物 的
PCR 产物为模板进行甲基化与非甲基化引物扩增，
反应体系同外产物扩增，反应条件 ：95℃、5 min ；
95℃、30 s，65℃、30 s，72℃、30 s，共 20 个循环，每
个循环降 0.5℃至 56℃ ；72℃、7 min。制备质量分数
为 2％的琼脂糖凝胶，取 PCR 产物 5 µL，110 V，电泳
18 min，用凝胶成像仪曝光图像及分析电泳条带的 D

值。甲基化水平按公式计算 ：甲基化比值 = 甲基化 D

值 /（甲基化 D 值 + 非甲基化 D 值）。引物见表 1。
1.3 　统计学分析

采用 SPSS 22.0 软件进行统计分析，计量资料统计
描述以均数 ± 标准差（x±s）或中位数及第 25、75 百分
位数 M（P25，P75）表示 ；两样本间均数比较采用协方
差分析或非参数检验 ：LSD-t 方法用于组间比较，相
关分析采用 Spearman 等级相关。检验水准 α=0.05。

表 1　基因引物序列
引物名称 引物序列（5’-3’） 产物长度（bp）

外引物 正向 ：GGGGTTTAGAAGGGATTTTTT

反向 ：ATAACATTCCAATCCACCTCTATTC 263

Thy-1 甲基化引物 正向 ：GTTTGGGTCGGTAGAGTTATATTTC

反向 ：TCCTCCACGTAATTCTCTATATATATCG 146

Thy-1 非甲基化引物 正向 ：GTTTGGGTTGGTAGAGTTATATTTT

反向 ：TTTCCTCCACATAATTCTCTATATATATCA 148

DNMT1 正向 ：GGAGGGCTACCTGGCTAAAG

反向 ：TACGGGCTTCACTTCTTGCT 131

DNMT3A 正向 ：AGCCCAAGGTCAAGGAGATT

反向 ：CTCCCACAGGAGATGCAGAT 106

DNMT3B 正向 ：CAGCCACCTCTGACTACTGC

反向 ：TTCCTGCCACAAGACAAACA 163

MeCP2 正向 ：CACCAGTTCCTGCTTTGATG

反向 ：TTCTTCCCTGAGCCCTAACA 156

2　结果
2.1　COL-I、COL-III 蛋白表达水平

调查结果显示，矽肺组工人 COL-I、COL-III 蛋白表
达水平高于对照组及煤工尘肺组（均 P < 0.05），后两
组间差异无统计学意义（P > 0.05）。见表 2。

表 2　不同组作业工人 COL-I、COL-III 蛋白表达水平比较（x±s）
组别 例数 COL-I COL-III

对照组 75 21.61±10.81 28.00±10.74

煤工尘肺组 40 24.12± 9.21 30.49±12.83

矽肺组 44  30.09±14.23*#  35.15± 5.54*#

［注］* ：与对照组比较，P < 0.05 ；# ：与煤工尘肺组比较，P < 0.05。

2.2　Smad2/3、TGF-β1、TNF-α 蛋白表达水平
矽 肺 组 工 人 Smad2/3、TGF-β1 蛋 白 表 达 水 平 较

煤工尘肺组、对照组均升高（P < 0.05）。煤工尘肺组
TGF-β1、TNF-α 蛋白表达水平较对照组也升高（均 P < 

0.05）。矽肺组工人 TNF-α 蛋白表达水平仅较对照组升
高（P < 0.05），而与煤工尘肺组无差异（P > 0.05）。见表3。

表 3　不同组作业工人 Smad2/3、TGF-β1、TNF-α 蛋白表达
水平比较（x±s）

组别 例数 Smad2/3 TGF-β1 TNF-α

对照组 75 47.29±8.49 35.24±20.19 33.70±20.05

煤工尘肺组 40 52.11±14.70 99.28±20.64* 99.63±16.83*

矽肺组 44 59.87±10.49*# 115.94±20.58*# 107.59±22.89*

［注］* ：与对照组比较，P < 0.05 ；# ：与煤工尘肺组比较，P < 0.05。

2.3　甲基转移酶 mRNA 表达水平
对 甲 基 转 移 酶 表 达 变 化 的 分 析 结 果 显 示 ：

DNMT1、DNMT3A 基因 mRNA 的表达在 3 组间未呈现
差 异（P > 0.05）；矽 肺 组 工 人 DNMT3B、MeCP2 与 煤
工尘肺组工人 DNMT3B 基因 mRNA 的表达高于对照
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组（P < 0.05），该两组 DNMT3B、MeCP2 基因 mRNA 的
表达未呈现差异。见表 4。

表 4　不同组作业工人甲基转移酶 mRNA 表达水平比较
［M（P 25，P 75）］

组别 例
数 DNMT1 DNMT3A DNMT3B MeCP2

对照组 75 0.46（0.22，0.93）1.39（0.79，1.95）0.53（0.36，0.72） 0.25（0.13，0.43）

煤工尘
肺组 40 0.83（0.22，1.46）0.97（0.69，1.63）0.62（0.25，1.22）* 0.33（0.19，0.75）

矽肺组 44 0.46（0.20，1.20）1.14（0.63，1.96）0.97（0.77，1.77）* 0.49（0.23，0.93）*

［注］* ：与对照组比较，P < 0.05。

2.4　Thy-1 DNA 甲基化水平 
分析结果显示 ：煤工尘肺组及矽肺组工人 Thy-1 

DNA 甲基化水平未呈现差异，但均高于对照组（均 P < 

0.05）。见表 5，图 1。

表 5　不同组作业工人 Thy-1 DNA 甲基化水平比较（x±s）
组别 例数 Thy-1

对照组 75 0.42±0.06

煤工尘肺组 40 0.47±0.07*

矽肺组 44  0.48±0.08*

［注］* ：与对照组比较，P < 0.05。

［注］I ：对照组 ；II ：煤工尘肺组 ；III ：矽肺组 ；M ：甲基化 ；U ：非甲基化。
图 1　不同个体 Thy-1 DNA 甲基化电泳图

2.5　Thy-1 DNA 甲基化与各指标相关性
分析 Thy-1 DNA 甲基化水平与各指标的相关性，

结果显示 ：Thy-1 DNA 甲基化水平与 TGF-β1、Smad2/3、
TNF-α 蛋白表达呈正相关关系（均 P < 0.05），与 COL-I、
COI-III、水平未呈现相关关系（P > 0.05）。见表 6。

表 6　Thy-1 DNA 甲基化与各指标相关性分析
指标 r P

COL-I 0.07 0.41

COL-III 0.09 0.33

TGF-β1 0.25 0.01

Smad2/3 0.17 0.04

TNF-α 0.31 0.01

3　讨论
尘肺是一种进行性肺纤维化疾病，由职业接触

矿物 粉 尘 和 纤 维 所 引 起，其 发 病 率 居 我 国 职 业 病
首 位［9］。我国大约有 550 万的煤矿工人［10］，其中男
性是煤矿工作的主要劳动力，是受尘肺侵害的主要对
象，故本研究的研究对象均为男性患者。肺纤维化是
尘肺的一种典型的病理改变，由于胶原合成和降解之
间的不平衡，导致胶原过度积累，是一种以炎症组织
损害和呼吸功能损害为特征的进行性慢性致死性肺
疾病［11］。研究发现 Thy-1 启动子甲基化与肌成纤维细
胞表型有关，且 Thy-1 的表达抑制伴随着肌成纤维细
胞表达的 α- 平滑肌激动蛋白（α-smooth muscle actin，
α-SMA）、COL-I 和 COL-III 表达的增加［12］。本研究显示，
矽肺工人 COL-I、COL-III 的表达水平明显升高，提示发
生了细胞外基质的沉积，发生了进行性纤维化病变，
且研究数据提示矽肺纤维化程度高于煤工尘肺。

TGF-β1 是一种在肺损伤过程中产生的促纤维生
长因子，对血管平滑肌细胞、内皮细胞、成纤维细胞
的分化、增殖和稳态功能有一定的促进作用。成纤维
细胞在 TGF-β1 的刺激下，通过细胞骨架、收缩蛋白以
及胶原等细胞外基质成分的重新表达，其基因表达谱
发生改变，使其分化为肌成纤维细胞，促使胶原过度
沉积导致肺纤维化［13］。大量研究表明，TGF-β1 直接激
活 Smad 信号通路，触发促纤维化基因的过度表达［14］。
TGF-β1/Smad 通路调控异常可能是肺纤维化的重要
致病机制。

研究证实，纤维细胞可释放多种细胞因子，包括
白介素 -13、TGF-β、和 TNF-α，可以促进局部成纤维细
胞的增殖、迁移，胶原沉积，致使纤维化的形成［15］。
二氧化硅诱导的小鼠肺纤维化中，巨噬细胞可产生
TNF-α，持续输注重组 TNF-α 可显著增加胶原沉积，但
抗 TNF-α 抗体可抑制二氧化硅诱导的胶原沉积，从而
调控肺纤维化的进程 ［16］。本研究显示煤工尘肺组及
矽肺组工人 TGF-β1、TNF-α 蛋白表达水平均明显升高，
且矽肺组 Smad2/3 蛋白表达水平高于对照组。提示尘
肺患者均出现了血清中 TGF-β1、Smad2/3、TNF-α 蛋白
表达升高的现象。

表观遗传学与多种疾病的发生密切相关，在肺纤
维化过程中也发挥重要作用［17］。DNA 甲基化是一种
维持基因组功能和稳定性的最常见的表观遗传标记。
通过抑制转录因子与基因启动子的结合，控制基因的
表达 ；在多种发育事件中，如 X 染色体失活和基因组
稳定性等方面起重要作用［18］，被认为是早期诊断干
预的理想目标。在活化的成纤维细胞中，Thy-1 与整合
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素 avβ5 的相互作用，可以抑制 Smad 2/3 和 TGF-β1 的激
活从而介导抗纤维化反应，且 Thy-1 是调节细胞内信
号通路的重要因子，可在多种细胞上表达，其在肺成
纤维细胞中的差异表达会影响成纤维细胞表型，影响
纤维化进程［19］。研究证明 TGF -β1 调节成纤维细胞表型
的机制之一是通过对 Thy-1 启动子的 DNA 甲基化，导致
Thy-1 表达降低，干预肺纤维化疾病的发生和发展［20］。
本研究结果显示，Thy-1 DNA 甲基化水平在煤工尘肺
组及矽肺组均呈现升高趋势，DNMT3B 及MeCP2 mRNA

表达水平也升高，可能揭示在 DNMT3B 及MeCP2的作用
下，Thy-1 DNA 发生高甲基化。Thy-1 DNA 甲基化可能在
尘肺发生过程中发挥重要作用。

肺肌成纤维细胞 Thy-1 表达下调是促进细胞增
殖、分化和胶原沉积的关键［21］。抑制 Thy-1 表达可促
进 α-SMA、COL-I 和 COL-III 的表达［22］。Thy-1 启动子含
有较高频率的 CpG 二核苷酸，这一区域的甲基化已被
证实可控制基因的表达。其已被报道可在肺纤维化患
者组织纤维样病灶的成纤维细胞中甲基化，进而调控
肺纤维化的进程［23］。有研究证明 Thy-1 表面蛋白的丢
失能增加潜在的 TGF-β1 的表达，但 Thy-1 的激活下调
了 α-SMA 表达［22］。

本 研 究 结 果 还 显 示 ：Thy-1 DNA 甲 基 化 水 平 与
TGF-β1、Smad2/3、TNF-α 蛋白表达呈正相关关系，说明
TGF-β1、Smad2/3、TNF-α蛋白表达的改变与Thy-1 DNA甲
基化可能密切相关。有研究发现缺乏 Thy-1 表达的大鼠
肺成纤维细胞通过增加 TGF-β1 活性、Smad 3 磷酸化以
及 α-SMA 和纤维连接蛋白的表达而对不同的刺激反应，
而 Thy-1 正常表达的肺成纤维细胞则抵抗刺激。同样，
Thy-1 缺乏的小鼠表现出更严重的肺纤维化［24］。然而，
我们对人肺成纤维细胞的研究很有限。因此，Thy-1 DNA

甲基化具体对尘肺患者肺纤维化发展进程还有待研究。
综上，本研究讨论了 Thy-1 DNA 甲基化在尘肺纤

维化进程中的潜在意义，了解这一过程中的机制和影
响基因可能为今后的治疗提供新的靶点。因本研究
样本量相对较少，且未设立未接尘健康人群作为对
照组，所以本研究仅初步讨论尘肺患者 Thy-1 DNA 甲
基化对相关纤维化指标的表达规律。进一步研究Thy-1 

DNA 甲基化调节尘肺患者肺纤维化的分子机制尚需
进一步研究。
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