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【摘要】 目的 研究儿童青少年双相抑郁伴攻击行为患者全基因组 DNA 甲基化情况。方法 选

取 2019 年 9 月至 2021 年 1 月在新疆维吾尔自治区人民医院临床心理科就诊的 45 例儿童青少年双相障

碍抑郁患者，按照有、无攻击行为分为攻击组（16 例）与无攻击组（29 例）。纳入 5 例有攻击行为的儿童

青少年双相障碍抑郁患者（攻击组）及 5 例无攻击行为的儿童青少年双相障碍抑郁患者（无攻击组），应

用 Illumina 公司的 850K 甲基化芯片（Illumina Infinium HumanMethylation EPIC BeadChip，850K array）对

10 例患者外周血中的 DNA 进行甲基化分析，使用 Genome Studio 软件分析原始数据并筛选出两组间的

差异甲基化位点，使用 DAVID 在线数据库对甲基化差异基因进行功能富集分析，并选出 2 个基因，使

用焦磷酸测序对攻击组患者、无攻击组患者的外周静脉血样本进行验证。结果 攻击组与非攻击组

样本间存在差异高甲基化位点 172 个，包含高甲基化基因 87 个；其中差异低甲基化位点 148 个，包含低

甲基化基因 74 个。差异甲基化位点存在于每条染色体上，主要分布于 5' 胞嘧啶 - 磷酸 - 鸟嘌呤 -3' 岛

（CpG）的其他区域。有攻击组甲基化 β 值峰值在 0.63 左右，无攻击组甲基化 β 值峰值分别在 0.40、0.85

左右。Gene Ontology 分析结果显示，差异甲基化基因参与轴突导向等生物学功能。Pathway 分析中，

存在于粘蛋白型 O- 聚糖生物合成通路。焦磷酸测序验证中，DPYSL2 基因在两组的甲基化率分别是

（27.438±17.874）%、（27.345±18.832）%，差异无统计学意义（P=0.987）。ABI3BP 基因在两组的甲基化率

分别是（84.188±25.761）%、（78.586±23.567）%，差异无统计学意义（P=0.113）。结论 攻击组与非攻击组

样本间存在差异甲基化位点及基因，这些差异甲基化位点及基因为明确儿童青少年双相抑郁患者攻击行

为的发生原因提供了基础。
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【Abstract】 Objective To explore the Genome-wide DNA methylation in children and adolescents 
with bipolar depression and aggressive behavior. Methods A total of 45 pediatric bipolar disorder （PBD） 
patients admitted to the Department of Clinical Psychology of People's Hospital of Xinjiang Uygur Autonomous 
Region from September 2019 to January 2021 were recruited， and divided into aggressive group （n=16） 
and non-aggressive group （n=29）. Five patients with PBD were enrolled from each group. Illumina Infinium 
HumanMethylation EPIC BeadChip 850K array， was applied to detect DNA methylation status in peripheral 
blood of these 10 patients. Differential methylation loci were filtrated according to the Diffscore and methylation 
differences （Delta-beta score）， together with Genome Studio software. The Database for Annotation，
Visualization and Integrated Discovery （DAVID） online database was used to analyze the functional enrichment 
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双相障碍是一种重性精神疾病，典型表现为躁

狂或轻躁狂与抑郁反复交替发作［1］，患病人数超世

界人口的 1%，也是青年人致残的主要原因［2］。儿

童青少年双相障碍（pediatric bipolar disorder，PBD）

是指起病于 18 岁之前的双相障碍，除了双相障碍的

典型表现，有些患者还表现为易怒、兴奋以及烦躁

等不典型表现［3-4］。攻击行为是指一种意图给他人

造成伤害或痛苦的行为［5-6］，自杀行为［7］及自伤行

为［8］则是一种对自身的攻击行为。有研究表明，诊

断为 PBD 的青少年较注意缺陷多动障碍青少年患

者更具有语言攻击性，表现出更高水平的反应性攻

击［9］。PBD 患者自杀风险明显增加，20% 的 PBD 患

者有自杀行为［11］。

有影像学研究指出，PBD 患者脑内左侧亚膝前

扣带回、右侧杏仁核、左侧大脑视区 10 区和右侧丘

脑的活动水平与其儿童青少年攻击量表得分呈负相

关［12］，但目前 PBD 患者攻击行为发生的原因仍不清

楚。表观遗传学是传统遗传学的重要补充，是研究

不涉及 DNA 序列的改变但基因表达发生改变及可

遗传的一门学科，包括 DNA 甲基化修饰、组蛋白修

饰等。DNA 甲基化主要是指一个甲基被 DNA 甲基

转移酶催化，从 S- 腺苷甲硫氨酸转移至胞嘧啶的第

5 位碳原子上，形成 5- 甲基胞嘧啶的过程。Palumbo

等［13］的研究指出，人类攻击行为由基因和环境共

同决定，而表观遗传学的研究内容主要就是基因与

环境相互作用导致基因表达发生改变。有研究指

出，双胞胎中有攻击行为者的外周血中发生甲基化

变化［14］。近年来有多项研究显示，精神障碍患者

体内不同基因的高或低甲基化与其自杀行为有关。

比如在精神分裂症、抑郁障碍与双相障碍患者的自

杀行为的基因甲基化研究中发现，CCDC53基因［15］、

PSORS1C3基因［16］以及MPP4基因、TBC1D16基因［17］

的低甲基化与其自杀行为相关。但是，在抑郁症患

者自杀行为的另外两项研究中则发现，TPH 基因［18］

以及 BDNF 基因［19］的高甲基化与其自杀行为相关。

直至现在，国内外关于 PBD 患者攻击行为的全基因

组 DNA 甲基化修饰研究仍少见。本研究采用美国

Illumina 公司的 850K 甲基化芯片筛选 PBD 抑郁患者

有攻击行为组与无攻击行为组间外周血中差异甲基

化位点及基因，随后对差异甲基化基因进行焦磷酸

测序验证，旨在为探讨 PBD 抑郁患者的攻击行为的

发生原因提供理论依据。

一、对象与方法

1. 研究对象：依据世界卫生组织编制的国际

疾 病 分 类《ICD-10 精 神 与 行 为 障 碍 分 类》［1］中

的 F31 双相情感障碍及汉密尔顿抑郁量表 24 项版

（Hamilton Rating Scale for Depression 24，HRSD24）［20］

得分＞20分为有抑郁发作，选取2019年9月至2021 年

1 月在新疆维吾尔自治区人民医院临床心理科就

诊的 45 例 PBD 抑郁患者，年龄 12～18 岁，按照有、

无攻击行为分为攻击组与无攻击组。有攻击行为

的标准：修改版外显攻击行为量表（Modified Overt 

Aggression Scales，MOAS）［21］加权总分≥4分，且表

中“体力攻击”项≥1分。无攻击行为的标准：MOAS

of methylated genes. Two genes were verified by pyrosequencing in peripheral blood of the aggressive group 
and the non-aggressive group. Results There were differences in 172 hypermethylated loci， including 87 
hypermethylated genes， between the samples of the attack group and the non-attack group. There were 148 
different hypomethylated loci， including 74 hypomethylated genes. Differential methylation sites exist on each 
chromosome and are mainly distributed in other regions of 5'-Cytosine-phosphoric-guanine-3'（CpG） island. 
The peak value of methylation β in the aggressive group was about 0.63. The peak values of methylation β 
in non-aggressive group were about 0.40 and 0.85. Gene Ontology analysis results showed that differential 
methylated genes were involved in biological functions such as axonal orientation. In pathway analysis， it was 
involved in mucin-type O-glycan biosynthesis pathway. In pyrosequencing verification， the methylation rates of 
dihydropyrimidinase like 2 （DPYSL2） gene in the two groups were （27.438±17.874）% and （27.345±18.832）%， 
respectively. There wass no statistical significance between the two groups （P=0.987）. The methylation rates 
of ABI family member 3 binding protein （ABI3BP） gene in the two groups were （84.188±25.761）% and 

（78.586±23.567）%， respectively. There is no statistical significance between the two groups （P=0.113）. 
Conclusions There were differences in methylation loci and genes between the aggressive group and the 
non-aggressive group， which provided a basis for identifying the causes of aggressive behavior in children and 
adolescents with bipolar depression.

【Key words】 Bipolar disorder； Child； Adolescent； Aggressive behavior； DNA methylation；  
Methylation microchip
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加权总分＜ 4 分，且表中“体力攻击”为 0 分。攻击

组 16 例患者中，男 4 例，女 12 例；无攻击组 29 例患

者中，男9例，女20例。攻击组与无攻击组排除标准：

（1）共病其他精神疾病及器质性疾病、神经系统疾

病、与情绪变化有关的内分泌系统疾病；（2）有精神

活性物质滥用、依赖史；（3）过去 6 个月接受过电休

克治疗。本研究所有参与者在入组之前均签署纸质

知情同意书，由参与者本人和父母一方或双方签署。

本试验获得新疆维吾尔自治区人民医院伦理委员会

的批准（伦理审批号：2013025）。两组的年龄、病程、

性别及民族等一般资料比较，差异均无统计学意义

（P ＞ 0.05）；两组的 HRSD24 量表得分比较，差异无

统计学意义（P ＞ 0.05）；两组的 MAOS 量表及体力攻

击项评分比较，差异有统计学意义（P ＜ 0.05）。

2. 方法：（1）DNA 的提取与保存。使用乙二胺四

乙酸抗凝管采集研究对象肘静脉血 5 ml，-80℃冰箱

保存。使用德国 QIAGEN 公司生产的 QIAamp DNA 

Mini Kit，按照说明书提取全血中 DNA。对提取的

DNA 使用可见分光光度计（NanoDrop2000，美国赛

默飞公司）测定含量，用1%琼脂糖凝胶电泳方法进

行完整性检测。甲基化芯片10例样本DNA纯度（吸

光度260 nm/280 nm值）均在1.7～1.9之间；浓度均≥ 

50 ng/μl。将DNA放置于-20℃冰箱保存待用。（2）芯

片初筛。选择有攻击组和无攻击组各前 5 例 DNA

样 本 使 用 EZ DNA 甲 基 化 试 剂 盒（Zymo Research，

美 国 Illumina 公 司）优 化 方 法 行 DNA 亚 硫 酸 盐 转

化；之后经过扩增 - 断裂 - 沉淀 - 重悬，在 Illumina 

Methylation 850K芯片上行杂交-洗涤-延伸-染色-

扫描，获取 DNA 甲基化信号。信号扫描采用 iScan

软件（美国 Illumina 公司），得到每个基因位点的原

始信号值。使用数据分析软件 Genome Studio 软件

（美国 Illumina 公司）对原始信号值进行标准化后得

到标准化数据。（3）焦磷酸测序验证。将筛选出来

的差异甲基化基因复制于 PubMed 中进行搜索，挑

选出既往已经有相关研究的基因用于 45 例 DNA 样

本的焦磷酸测序验证，其主要步骤为亚硫酸氢钠修

饰 - 纯化亚硫酸盐修饰的 DNA- 设计引物 -PCR 反

应 - 焦磷酸测序。DPYSL2 基因引物序列如下：上游

引 物 F 为 ATATATGAGGGTTTTGGATTAGATG，下

游引物 R 为 AATCTAAATATCCACAATTAAACCAC，

测序引物为 AATTAAACCACTTAAAATCTC，片段长

度为 143 bp。ABI3BP 基因引物序列如下：上游引物

F 为 GTAAGTAGTTTGATGTTTTATGTTTTAAA，下游

引 物 R 为 TTCACACATTTAAACTTTAAATCTCTAC，

测 序 引 物 为 TTTAAATATGATTTGTTTTATTATA，

片段长度为 151 bp。聚合酶联式反应（Polymerase 

Chain Reaction，PCR）反应体系：模板（20～50 ng/μl） 

体积1、引物F（10 μmol/L）体积2、引物R（10 μmol/L）

体积 2、dNTP（10 μm）体积 2、Taq Buffer with MgCl2

（10×）体 积 5、Taq 酶（5 U/μl）体 积 0.5、水（μl）体

积 35.5，全部共 50 μl。PCR 反应条件：预变性温度

95℃，时间 5 min；变性 94 ℃，时间 30 s，35 个循环；

退火温度 55 ℃，时间 30 s；延伸温度 72 ℃，时间 50 s；

修复延伸温度 72 ℃，时间 8 min。然后，将 PCR 产物

放入焦磷酸测序仪（PyroMark Q96 ID，德国 QIAGEN）

进行焦磷酸测序。

3. 统计学方法：利用 R 语言软件中 Champ 包对

标准化的甲基化数据进行分析，计算两组间 DNA

样本的甲基化位点的甲基化差异值（Diffscore 值），

Diffscore 值＜ -13 或＞ 13，相当于 P=0.05，且甲基化

β 值差值绝对值（｜△ β｜＞ 0.17），为差异甲基化

位点。将两组间的差异甲基化位点对应的基因输

入 DAVID 在线数据库（https：//david.ncifcrf.gov）进行

Gene Ontology 分析和 Pathway 分析，以 P ＜ 0.05 为差

异有统计学意义。采用 SPSS 25.0 统计学软件进行

其余实验数据的分析，符合正态分布且方差相等的

计量资料用均数 ± 标准差（x±s）描述，使用独立样

本 t 检验进行统计分析；对不符合正态分布的计量

资料使用中位数（四分位间距）进行统计描述，并使

用 Wilcoxon 秩和检验（两独立样本比较的秩和检验）

进行统计分析。

二、结果

1. 差异甲基化位点及基因分布特点：（1）染色体上

差异甲基化位点的分布。根据Diffscore值＞13或＜ 

-13和甲基化β值差值，在攻击组与无攻击组间筛选

出差异甲基化位点320个，其中高甲基化位点172 个，

低甲基化位点 148 个；X 染色体只有高甲基化位点

分布，第 1 条染色体至 Y 染色体高、低甲基化位点均

有分布。6 号染色体高甲基化位点分布最多，1 号染

色体低甲基化位点分布最多。见图 1（见本期封三）。

（2）基因区域中差异甲基化位点的分布。攻击组与

无攻击组间筛选出的差异甲基化位点在 CpG 岛及

其周围区域均有分布，高、低甲基化位点均主要位于

CpG岛的其他区域，分别为119、112个位点。见表1。 

（3）样本甲基化 β 值分布情况。β 值密度曲线图

（density plot）显示了两组样本所有甲基化位点的甲

基化程度分布情况，攻击组有一个甲基化峰，其峰

值在 0.63 左右；无攻击组有两个甲基化峰，两个峰
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值分别在 0.40、0.85 左右。两组样本间 β 值密度曲

线不趋于一致。见图 2。（4）差异甲基化基因。利用

850K 芯片在攻击组与无攻击组间共筛选出甲基化

差异基因 161 个，其中 87 个高甲基化基因、74 个低

甲基化基因。在 PubMed 数据库中搜索出 DPYSL2

基因及 ABI3BP 基因与自杀行为相关的文献，故将

按 P 值选出的前 10 个高、低甲基化基因、DPYSL2 高

甲基化基因、ABI3BP 低甲基化基因分别列出。见

表 2、表 3。（5）功能聚类分析。将攻击组与无攻击

组间筛选出的甲基化差异基因输入 DAVID 在线数

据库进行 Gene Ontology 分析，结果显示差异基因出

现于多种不同的功能群落；在生物学过程方面，主

要参与轴突导向、细胞黏附、细胞骨架组织等；在

细胞组分方面，主要存在于细胞骨架、肌纤维膜、

轴突等中；在分子功能方面，主要与钙离子结合

有关。见图 3（见本期封三）。Pathway 分析结果显

示，差异甲基化基因中 ST3GAL2（ST3 beta-galactoside 

alpha-2，3-sialyl transferase 2）、GALNT18（polypeptide 

N-acetylgalactosaminyl transferase 18）、GALNT9 基 因

（polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 9）参 与

粘蛋白型 O- 聚糖生物合成通路（P=0.032）。

2. ABI3BP、DPYSL2 基因焦磷酸盐测序验证结

果：ABI3BP 基因在两组全部样本 CpG1 位点的甲基

化率为 9%～45%。经检验，两组间的甲基化率符合

正态分布和方差相等（t=0.016），差异无统计学意义

（P=0.987）。DPYSL2 基因在两组全部样本 CpG1 位

点的甲基化率为 55%～110%。经检验，两组间的甲

基化率符合正态分布和方差相等（t=-1.584），差异无

统计学意义（P=0.113）。见表 4。

讨论 对精神障碍患者攻击行为的表观遗传

学研究，尤其是全表观基因组 DNA 甲基化修饰研究

逐渐成为精神障碍患者攻击行为研究的新方向［15］。

850K 甲基化芯片的优点是可对基因组中 866 895 个

CpG 位点的 DNA 甲基化进行定量检测［22］，具有全面

和灵敏的优点，有利于找出与疾病相关的位点及基

因。本研究应用 850K 甲基化芯片技术对有攻击行

为的 PBD 抑郁患者与无攻击行为的 PBD 抑郁患者

的 DNA 进行全基因组甲基化分析，筛选出 320 个差

异甲基化位点。差异甲基化位点中，甲基化程度上

调位点有 172 个，对应 DPYSL2 等 87 个高甲基化基

因；甲基化程度下调位点有 148 个，对应 ABI3BP 等

74 个低甲基化基因。为了探究差异甲基化位点及

基因在染色体及 CpG 岛的分布是否具有聚集特点，

本研究将两组间差异甲基化位点定位于染色体上，

发现较多差异甲基化位点集中分布于其中两条染色

体及 CpG 岛的其他区域。Gene Ontology 分析显示，

两组间差异甲基化基因参与如轴索导向、细胞黏

附、细胞骨架组织等生物学功能，细胞骨架、轴突等

细胞组分，钙离子结合等分子功能，而且 ST3GAL2、

GALNT18、GALNT9 出现于粘蛋白型 O- 聚糖生物合

成通路中。本研究应用焦磷酸测序方法对后续样本

中的 DPYSL2 及 ABI3BP 基因进行测序以验证甲基

化芯片的结果，但这两个基因在两组样本中的甲基

化率差异无统计学意义。

本研究将功能聚类分析中出现的错误发现率＜0.05

的基因输入 PubMed 进行检索，发现除了 DPYSL2、

ABI3BP 基因外，基本没有与攻击行为相关的基因，

但有文献显示部分基因与神经系统及精神疾病相

关。比如 CTNNA2 基因（catenin alpha 2），其位于染

表1 根据 CpG 岛划分的差异甲基化位点分布（个，%）

项目 总数 CpG 岛 岛滩区 岛架区 其他

高甲基化 172 17（9.88） 21（12.20） 15（8.72） 119（69.19）

低甲基化 148 8（5.41） 14（9.46） 14（9.46） 112（75.68）

图2 β 值密度曲线图

表2 两组间筛选出的前 10 个高甲基化基因及 DPYSL2 基因

高甲基化基因 甲基化 β 值差值 差异分值 染色体

LMNTD1 0.179 203 3 31.811 02 12

CNOT2 0.320 487 4 30.787 04 12

FLJ33360 0.183 610 7 29.114 33 5

HSDL2 0.196 464 3 26.615 33 9

BTBD11 0.194 209 6 26.576 46 12

RSF1 0.415 917 3 26.293 74 11

PEBP4 0.614 641 1 25.848 4 8

OR10R2 0.280 840 5 24.169 07 1

LY86 0.244 586 4 24.147 95 6

MAPK8IP3 0.326 483 5 23.914 71 16

DPYSL2 0.210 233 1 13.713 94 8
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色体 2p12，编码 α N- 连环蛋白，主要表达于人类

大脑皮层。Schaffer 等［23］的研究显示，巨脑回畸形

（一种严重的人类大脑发育缺陷）患者的 CTNNA2 基

因出现了双等位基因的截断突变。PHF21B 基因

（PHD finger protein 21B），位 于 染 色 体 22q13.31，编

码皮质特异性 PHD 指蛋白，其高表达于皮质发育

的神经源性阶段。Basu 等［24］的研究显示，PHF21B

基因突变与人类的抑郁和智力迟钝有关。SCGN 基

因（secretagogin）是一种存在于细胞质中的分泌钙结

合蛋白基因，位于染色体 6p22.2，与氯化钾刺激钙

流动和细胞增殖有关。有研究显示，自闭症患儿血

浆中 SCGN 基因的水平较低［25］，提示 SCGN 基因可

能参与了自闭症的发病机制。DPYSL2 基因位于染

色体 8p21.2，编码塌陷素反应中介蛋白。该基因与

多种神经系统疾病有关，其过度磷酸化可能与阿尔

茨海默病的发病有关。此外，一项研究提示，这一

基因的甲基化可能参与了神经损伤亚急性期时的

分子机制［26］。另外，本研究将上述 161 个差异甲基

化基因输入 PubMed 数据库进行检索，发现有研究

显示 DPYSL2 基因、ABI3BP 基因与自杀行为相关。

2018 年一项以参加过伊拉克或阿富汗战争的退伍

士兵为参与者，研究其自杀想法及行为的研究提出，

ABI3BP 基因涉及自杀行为的发生机制［27］。2012 年

的一项以自杀死亡者大脑为样本的研究则指出，自

杀死亡者脑内 DPYSL2 基因表达发生改变［28］。此

外，还有两项研究指出，DPYSL2 基因参与了双相障

碍的发病机制［29-30］。上述文献指出，DPYSL2 基因、

ABI3BP 基因与自杀及双相障碍有关。之后，本研究

应用焦磷酸盐测序方法在两组样本中检测 DPYSL2

基因、ABI3BP 基因的甲基化程度，但两组间的甲基

化程度差异无统计学意义，这或许和本研究的样本

及样本量大小有关。对这些差异甲基化基因的进

一步深入研究将会为明确 PBD 患者攻击行为发生

的原因提供更多的依据。本研究是国内外第 1 次采

用 850K 甲基化芯片筛选有或无攻击行为的 PBD 抑

郁发作患者外周血中的差异甲基化位点及基因的研

究，但是本研究也有一些不足，具体如下。①未评

估其他环境因素对 DNA 甲基化的影响：DNA 甲基化

同时受环境因素和遗传因素的影响，但本文没有

应用生活事件量表评估生活事件对受试者的影响。

②未设立正常儿童青少年对照组：本研究只有双相

障碍伴或不伴攻击行为两组，无正常对照组，因此

无法了解正常对照组样本与其余两组样本之间是否

存在差异甲基化位点及基因。③验证样本量较少：

需要增加样本量进行验证，同时测定患者体内相关

差异甲基化基因的基因表达水平。

综上所述，本研究结果提示伴有攻击行为的

PBD 抑郁患者 DNA 发生甲基化变化，并出现差异甲

基化基因，这些发现为进一步明确 PBD 抑郁患者的

攻击行为发生的原因提供了基础。此外，PBD 躁狂

发作及缓解期攻击行为的基因甲基化可作为未来的

研究方向。
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