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近年来，过敏反应的发病率逐年升高，已成为影

响人类健康的全球性疾病[1]。虽然过敏与遗传因素有

关 [2]，但传统的遗传易感模型不能完全解释近年来过

敏反应快速增加的现象。研究表明，过敏反应可能与

早期环境暴露有关[3]，环境因素可能通过影响DNA甲

基化水平改变基因表达，进而影响过敏的发生、发展[4]。

在我国，严重药物过敏反应导致的死亡也时有发

生，法医学实践中常涉及药物过敏性休克死亡的鉴

定，其中以头孢类药物过敏最为多见 [5]。本研究通过

对头孢类药物致过敏性休克死亡者外周血有核细胞

DNA进行甲基化芯片检测，运用生物信息学和随机

森林算法进行分析，对DNA甲基化与头孢类药物过

敏的相关性进行研究，为过敏性休克死亡提供新的鉴

定方法。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂

2100生物分析仪（美国Agilent公司），甲基化芯
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Abstract：Objective To study the DNA methylation of nucleated cells in peripheral blood of patients
died from anaphylactic shock caused by cephalosporin drugs and to provide a new research direction
and basis for the forensic diagnosis of shock caused by drug hypersensitiveness. Methods Methylation
microarray was used to detect DNA methylation of nucleated cells in peripheral blood of patients died
from anaphylactic shock caused by cephalosporin drugs and normal subjects. Sequencing data and chip
data were analyzed for differences in DNA methylation using R language methylkit, ChAMP package.
Random forest algorithm was used to evaluate the importance of the DNA methylation differential sites.
Results Differential sites of DNA methylation highly associated with anaphylaxis caused by cephalospo-
rin drugs were obtained at loci such as ETS1, PRR23B and GNAS. Conclusion Cephalosporin allergy
is associated with DNA methylation, and DNA methylation may be a new strategy for forensic identifi-
cation of anaphylactic shock and death.
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片 Infinium MethylationEPIC BeadChip（简 称“850K
芯片”），HiSeqTM 2000高通量测序仪（美国 Illumina
公司）。

磁珠法基因组DNA提取试剂盒［生工生物工程

（上海）股份有限公司］，Agencourt AMPure XP核酸

纯化试剂盒（美国 Beckman Coulter公司），EZ DNA
Methylation-GoldTM试剂盒（美国Zymo Research公司）。

1.2 研究对象

收集头孢类药物过敏性休克死亡者 5例为实验

组，免疫正常者 5例为对照组，分别采集外周静脉血，

采用磁珠法提取DNA样本以备检测。本实验已通过

山西医科大学科学研究伦理审查委员会审批（审批号

2018LL016）。

头孢类药物过敏性休克死亡者样本从山西医科

大学司法鉴定中心获得，均为山西汉族人，年龄 20~
60岁，其中男性 3人、女性 2人。入选标准：（1）有明

确的头孢类药物输注史或血液（或可疑输注部位皮

肤）检出头孢类药物成分；（2）输注头孢类药物后出现

休克症状，并在短时间内死亡；（3）咽喉、肺及胃肠组

织免疫组织化学染色结果显示类胰蛋白酶、类糜蛋白

酶多量阳性表达；（4）排除其他原因（疾病、中毒）死亡

的可能；（5）尸体未发生腐败，血清总 IgE>200 IU/mL。
对照组为身体健康的山西汉族人，年龄20~25岁，

其中男性 2人、女性 3人，无过敏史、既往无手术史，实

验室皮肤点刺实验均为阴性，血清总 IgE<100 IU/mL，
中国人群常见过敏原特异性 IgE均为阴性，头孢类及

青霉素类药物皮试阴性。

1.3 构建DNA文库

（1）样本DNA片段化处理后连接甲基化接头并

纯化；（2）加接头的DNA片段经重亚硫酸盐处理，未

发生甲基化的 C碱基转化为U碱基；（3）利用 PCR选

择性富集、扩增加接头的DNA片段，构建DNA文库；

（4）使用定量聚合酶链反应（quantitative polymerase
chain reaction，qPCR）进行 DNA文库定量；（5）使用

2100生物分析仪对 PCR富集片段进行质量控制，验

证DNA文库的片段大小及分布。

1.4 DNA甲基化检测

基于二代测序平台（HiSeqTM 2000高通量测序仪），

使用 850K芯片对头孢类药物过敏性休克死亡者与免

疫正常者进行DNA甲基化检测。

1.5 过敏相关DNA甲基化位点的筛选

对数据进行质量控制和过滤（过滤低质量位点、

SNP干扰位点等）后，使用R语言methylkit包分析测

序数据、R语言ChAMP包分析芯片数据，得到头孢类

药物过敏性休克死亡者与免疫正常者的DNA甲基化

差异位点，与人类参考基因组 37（Genome Reference
Consortium human 37，GRCh37；https://grch37.ensembl.
org）比对并进行注释。使用R语言随机森林包（ran⁃
domForest）基于所得DNA甲基化差异位点进行有监

督的随机森林类别回归（classification）分析，并评估

DNA甲基化差异位点重要性 [6]。在 R语言的随机森

林算法（randomForest包）中，使用MeanDecreaseAccu⁃
racy（变量被替换后的准确率下降平均值）与MeanDe⁃
creaseGini（变量被替换后Gini指数下降平均值）参数

对变量的重要性进行评估，数值越大，重要性越高，即

对模型准确分型的贡献越高，则该变量（DNA甲基化

差异位点）的差异更为显著。对两种参数获得DNA甲

基化差异位点的可靠性进行评估时，认为分布梯度

（即不同差异位点之间横坐标指数差异）越明显，该参

数获得的DNA甲基化差异位点越可信 [6]。随机森林

函数关键参数：ntree=500，mtry=2，importance=TURE；
余为默认值。

2 结 果

对头孢类药物过敏性休克死亡者与免疫正常者

外周血DNA进行甲基化检测后，分析甲基化差异位

点，得到约10000个甲基化差异位点（P<0.05）。使用R
语言 randomForest包进行有监督的随机森林类别回

归分析，评估DNA甲基化差异位点的重要性，得到前

30个位点（图 1）。由图 1可见，在评估头孢类药物过

敏相关DNA甲基化位点的可靠性时，MeanDecrease⁃
Accuracy的梯度分布更优，MeanDecreaseAccuracy前
30个位点的详细信息见表 1，其中头孢类药物过敏

相关前 30个甲基化差异位点对应在 ETS1、PRR23B、
GNAS等27个基因上。

1.4 1.5 1.6 1.7 1.8 1.9 0.00 0.01 0.02 0.03
MeanDecreaseAccuracy MeanDecreaseGini

图1 头孢类药物过敏相关DNA甲基化差异位点的

重要性（前30个）

Fig. 1 Importance of DNA methylation differential sites

associated with cephalosporin drug anaphylaxis （top 30）
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3 讨 论

药物过敏性休克死亡的死因判定是法医病理学

鉴定的一大难题。目前，涉及过敏性休克死亡的鉴

定，是在结合案情、发病经过、临床症状、尸体检验结

果和实验室检查结果的基础上，综合分析得出的排除

性结论[7]。因此，寻找准确、客观的实验室诊断指标是

药物过敏性休克死亡法医学鉴定亟待解决的问题。

已有研究 [3-4]表明，DNA甲基化水平的改变与过

敏反应的发生、发展有关。但是，目前过敏与DNA甲

基化的相关研究大都局限于过敏性哮喘 [8-9]、过敏性

紫癜等过敏性疾病中。本研究对头孢类药物过敏性

休克死亡者外周血DNA甲基化进行检测、分析，获得

10 000个甲基化差异位点，其中前 30个位点对应

ETS1、PRR23B、GNAS等 27个基因。HE等 [10]研究认

为，ETS1基因甲基化通过调节T细胞参与了过敏性疾

病的发生，说明头孢类药物过敏与DNA甲基化有关，

通过寻找DNA甲基化差异可能为药物过敏性休克死

亡的法医学鉴定提供辅助诊断依据。本实验筛选获

得的DNA甲基化差异位点，可将头孢类药物过敏性

休克死亡者与正常人群区分开来，说明其有望应用于

过敏性休克死亡案例的鉴定诊断。但由于本实验样

本量相对较小，在实际应用中还存在一定的局限，下

一步实验还需进一步扩大样本量进行药物过敏与

DNA甲基化差异研究。

由于不同过敏原的致敏机制不同 [11-12]，致敏的发

生也与环境影响因素有关[13-14]，因此，法医学实践中运

用DNA甲基化差异进行药物过敏性休克死亡法医学

辅助诊断时，应考虑到药物种类不同其相关的DNA
甲基化差异位点（基因）也不同。

甲基化位点

cg07504977
cg14421129
cg02045971
cg26506795
cg15058436
cg13884288
cg11758840
cg16031339
cg14721708
cg25428213
cg13118536
cg22841238
cg22649068
cg13742532
cg23447136
cg06479808
cg16741245
cg11713803
cg12320293
cg20702295
cg12502951
cg03002479
cg20083308
cg16717575
cg05891082
cg20163776
cg16102063
cg24526843
cg10649697
cg19515510

染色体

10
11
3
20
10
22
21
15
22
17
22
18
1
3
8
9
12
19
2
22
9
7
1
18
8
19
8
6
21
17

位置（Mapping）
102131012
128372897
138739874
57467130
32636315
38004832
34696588
41047896
43606235
80929211
41215559
43536317
150552352
42850848
54755782
131790695
66565224
22034876
102314131
20307583
649594
143106004
100731655
32303367
28480185
7078211
22298240
32081263
26212729
73201236

DNA链 1）

-
+
+
-
+
-
-
+
-
-
+
+
+
+
-
-
+
-
+
+
+
+
+
+
-
+
-
-
+
-

P值

0.006 021
0.005 674
0.007 277
0.007 861
0.008 440
0.007 861
0.005 685
0.008 680
0.005 955
0.008 096
0.008 947
0.009 092
0.008 301
0.000 775
0.004 620
0.007 437
0.007 686
0.007 861
0.008 424
0.008 638
0.008 663
0.008 947
0.009 180
0.006 021
0.005 674
0.007 075
0.008 117
0.008 313
0.008 947
0.007 277

甲基化差异 2）

hyper
hyper
hypo
hyper
hyper
hyper
hyper
hyper
hypo
hypo
hyper
hypo
hyper
hypo
hyper
hyper
hypo
hyper
hyper
hyper
hyper
hyper
hyper
hyper
hyper
hypo
hyper
hypo
hypo
hyper

基因注释

/
ETS1
PRR23B
GNAS
EPC1
GGA1
IFNAR1
FAM82A2
SCUBE1
B3GNTL1
SLC25A17
EPG5
MCL1
CCBP2
ATP6V1H
SH3GLB2
TMBIM4
ZNF43
MAP4K4
DGCR6L
KANK1
EPHA1
RTCA-AS1
DTNA
/
ZNF557
PPP3CC
/
LOC339622
NUP85

表1 头孢类药物过敏相关DNA甲基化差异位点信息（MeanDecreaseAccuracy前30个）
Tab. 1 Information of the DNA methylation differential sites associated with

cephalosporin drugs anaphylaxis（top 30 of MeanDecreaseAccuracy）

注：1）“+”、“-”分别表示DNA链的正链、负链；2）hypo表示与对照组相比，DNA甲基化水平升高，hyper反之；“/”表示未注释到基因。
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综上所述，头孢类药物过敏与DNA甲基化相关，

通过寻找DNA甲基化差异可能为药物过敏性休克死

亡的法医学鉴定提供辅助诊断依据。
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