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先天性心脏病患者ＧＡＴＡ４基因突变谱分析
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　　【摘要】　目的：分析先天性心脏病患者ＧＡＴＡ４基因的突变谱，揭示先天性心脏病

的分子病因。　方法：收集１１０例无血缘关系的先天性心脏病患者的临床资料和血标

本，以１００名无血缘关系的健康者为对照。应用聚合酶链反应扩增先天性心脏病相关基

因ＧＡＴＡ４的全部编码外显子和外显子两侧的部分内含子，采用双脱氧核苷链末端合成

终止法对全部扩增片段进行测序。将所测的序列与ＧｅｎＢａｎｋ数据库中的ＧＡＴＡ４基因

序列进行比对，识别出ＧＡＴＡ４基因突变，并用序列比对在线软件ＣｌｕｓｔａｌＷ２分析突变氨

基酸的保守性。　结果：在３例无血缘关系的先天性心脏病患者的ＧＡＴＡ４基因各识别

出１个新的杂合错义突变，即Ｐ４２Ｔ、Ｖ４８Ｍ 和Ｓ１９１Ｉ突变，这些突变不存在于正常对照

者，而且突变氨基酸在哺乳动物进化上有高度的保守性。　结论：该研究结果可能揭示

了先天性心脏病新的分子病因，有助于先天性心脏病患者的早期防治。
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　　心脏是胚胎发育过程中最早形成的功能器官， 心脏发育是一个极其复杂的生物学过程，受许多基

因包括转录因子编码基因如 ＧＡＴＡ４、ＣＳＡ 和

ＧＡＴＡ６等的调控
［１］。在心脏发育发过程中，任何

一个环节异常都有可能导致先天性心脏畸形。先
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天性心脏病是临床上最常见的出生缺陷，其中又以

室间隔缺损和房间隔缺损最为常见，已成为婴幼儿

非感染死亡最主要原因［２］。尽管手术或导管介入治

疗显著改善了患者的预后，但由遗传缺陷所致的先

天性心脏病患者即使缺损得到了修补，畸形得到了

纠正，血流动力学恢复正常，其心脏依然会继续受

到遗传缺陷的危害而功能受损，心律失常甚至猝死

的发生率仍较高［３５］。因此，识别遗传缺陷对先天性

心脏病的防治具有重要的临床意义。目前已经发

现了多个基因与先天性心脏病有关，其中 ＧＡＴＡ４

就是最常见的致病基因之一。源于生殖细胞和体

细胞的ＧＡＴＡ４突变均可导致先天性心脏病，而且

部分突变的致病机制已被体内、外研究所证实［６９］。

然而，由于先天性心脏病具有显著的遗传异质性，

有必要在不同种人群中对ＧＡＴＡ４基因进行研究。

１　对象与方法

１．１　研究对象

本研究对象为２００７年３月—２０１０年２月住院

接受手术或导管介入修补治疗的１１０例无血缘关系

的先天性心脏病患者，男性４８例，女性６２例，年龄

２～２３岁，平均（５．６±３．０）岁。其中室间隔缺损４６

例，房间隔缺损３９例，法洛四联症２１例，动脉导管

未闭和房室间隔缺损各２例。对照组为１００名无血

缘关系的健康人。临床评估包括详细病史、全面体

检、心脏超声、心电图和胸部Ｘ线片。经知情同意

后取外周静脉血 ２ ｍｌ，置于抗凝管中，混匀后

－８０℃冰箱冻存备用。

１．２　研究方法

１．２．１　基因组 ＤＮＡ 的制备　使用基因组 ＤＮＡ

（ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ，ｇＤＮＡ）抽 提 试 剂 盒 （Ｗｉｚａｒｄ

ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ，Ｐｒｏｍｅｇａ）抽提外周

静脉血ｇＤＮＡ。

１．２．２　扩增ＧＡＴＡ４基因外显子及其两侧部分内

含子的引物设计及合成　根据 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库

（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）中ＧＡＴＡ４基

因的ｇＤＮＡ序列（登录号：ＮＣ＿０００００８），利用在线

软件Ｐｒｉｍｅｒ３．０（ｈｔｔｐ：／／ｆｒｏｄｏ．ｗｉ．ｍｉｔ．ｅｄｕ／）计算

机辅助在线设计７对引物（第１个编码外显子因较

大而设计２对引物扩增以便于测序），由上海生工生

物工程公司合成。所设计的引物序列见表１。

表１　扩增犌犃犜犃４基因编码外显子及其两侧部分内含子的引物

外显子 正向引物 （５′→３′） 反向引物（５′→３′） 扩增片段（ｂｐ）

２ａ ＧＡＴ，ＣＴＴ，ＣＧＣ，ＧＡＣ，ＡＧＴ，ＴＣＣ，ＴＣ ＧＴＣ，ＣＣＣ，ＧＧＧ，ＡＡＧ，ＧＡＧ，ＡＡＧ ４５８

２ｂ ＧＣＴ，ＧＧＧ，ＣＣＴ，ＧＴＣ，ＣＴＡ，ＣＣＴ ＡＡＡ，ＡＡＣ，ＡＡＧ，ＡＧＧ，ＣＣＣ，ＴＣＧ，ＡＣ ５５４

３ ＧＧＧ，ＣＴＧ，ＡＡＧ，ＴＣＡ，ＧＡＧ，ＴＧＡ，ＧＧ ＧＡＴ，ＧＣＡ，ＣＡＣ，ＣＣＴ，ＣＡＡ，ＧＴＴ，ＣＣ ４３７

４ ＧＡＧ，ＡＴＣ，ＴＣＡ，ＴＧＣ，ＡＧＧ，ＧＴＣ，ＧＴ ＧＣＣ，ＣＣＴ，ＴＣＣ，ＡＡＡ，ＴＣＴ，ＡＡＧ，ＴＣ ３９０

５ ＴＣＴ，ＴＴＣ，ＴＣＧ，ＣＴＧ，ＡＧＴ，ＴＣＣ，ＡＧ ＧＧＧ，ＡＴＧ，ＴＣＣ，ＧＡＴ，ＧＣＴ，ＧＴＣ ３７９

６ ＧＣＣ，ＡＴＣ，ＣＣＴ，ＧＴＧ，ＡＧＡ，ＡＣＴ，ＧＴ ＧＡＧ，ＧＧＴ，ＡＧＣ，ＴＣＡ，ＣＴＧ，ＣＴＴ，ＧＣ ４４４

７ ＡＡＧ，ＴＧＣ，ＴＣＣ，ＴＴＧ，ＧＴＣ，ＣＣＴ，ＴＣ ＴＴＣ，ＣＣＣ，ＴＡＡ，ＣＣＡ，ＧＡＴ，ＴＧＴ，ＣＧ ４７９

１．２．３　ＧＡＴＡ４基因目的片段的扩增　以ｇＤＮＡ

为模板，使用ＨｏｔＳｔａｒＴａｑＤＮＡ聚合酶等聚合酶链

反应（ＰＣＲ）试剂（Ｑｉａｇｅｎ），分别使用上述７对引物

在ＰＴＣ２２０型ＰＣＲ仪（ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈ）上扩增目的

基因片段。ＰＣＲ的反应体系为２５μｌ，其中１０×

Ｂｕｆｆｅｒ２．５μｌ，５×Ｑ 液５．０μｌ，ｄＮＴＰ（２．５ｍＭ）

２．０μｌ，ｇＤＮＡ （１００ｎｇ／μｌ）１μｌ，上、下游引物（２０

μＭ）各０．５μｌ，双蒸水１３．２５μｌ，ＨｏｔＳｔａｒＴａｑＤＮＡ

聚合酶（０．５Ｕ／μｌ）０．２５μｌ。反应条件：９５℃预变性

１５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ、６２℃退火３０ｓ、７２℃延伸

１ｍｉｎ，共３５个循环，终末７２℃延伸５ｍｉｎ。

１．２．４　ＤＮＡ 测序　使用测序试剂盒（ＢｉｇＤｙｅ

Ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ ＡＢＩＰｒｉｓｍ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｋｉｔ，Ａｐｐｌｉｅｄ

Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）对纯化的基因片段进行测序。测序反

应产物经纯化后，使用 ＡＢＩＰｒｉｓｍ３１３０ＸＬ型自动

荧光测序仪（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）电泳测序。使用

序 列 分 析 软 件 （ＤＮＡ Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ Ａｎａｌｙｓｉｓ

Ｓｏｆｔｗａｒｅｖ５．１，ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）分析测序结

果并用ＢＬＡＳＴ程序（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．

ｇｏｖ／ＢＬＡＳＴ）将所测序列与ＧｅｎＢａｎｋ中的已知序

列（登录号：ＮＭ＿００２０５２）进行比对以识别基因变

异。如果发现基因突变，则联合检索我国的万方数

据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｗａｎｆａｎｇｄａｔａ．ｃｏｍ．ｃｎ）、美国的

人类单核苷酸多态数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．
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ｎｉｈ．ｇｏｖ／ＳＮＰ ）和人类基因突变数据库（ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｈｇｍｄ．ｏｒｇ），以明确所发现的基因突变是否

已有报道。

１．２．５　多序列对比分析　使用在线多序列对比分

析 软 件 ＣｌｕｓｔａｌＷ２ （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／

Ｔｏｏｌｓ／ｍｓａ／ｃｌｕｓｔａｌｗ２／）对比分析各物种ＧＡＴＡ４

蛋白序列中突变氨基酸在进化上的保守性。各物

种ＧＡＴＡ４蛋白序列来源于蛋白质数据库（ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｐｒｏｔｅｉｎ），其序列号分别

为：人（ＮＰ＿００２０４３．２），黑猩猩（ＸＰ＿５２８０７０．２），猴

（ＸＰ＿００１０８７００８．２），狗（ＮＰ＿００１０４１５７７．１），牛（ＮＰ

＿００１１７９８０６．１），小鼠（ＮＰ＿０３２１１８．２），大鼠（ＮＰ＿

６５３３３１．１），禽（ＸＰ＿４２００４１．１），蛙（ＮＰ＿００１０１６９４９．１），

斑马鱼（ＮＰ＿５７１３１１．１），果蝇（ＮＰ＿７３２０９８．１）。

２　结果

２．１　识别出３个新的ＧＡＴＡ４基因突变

通过对１１０例无血缘关系的先天性心脏病患者

的ＧＡＴＡ４基因进行测序筛查，在其中３例患者各

识别出１个杂合错义突变，突变率约为２．７３％。１

例房间隔缺损患者ＧＡＴＡ４基因编码序列第１２４位

的胞嘧啶（ｃｙｔｏｓｉｎｅ，Ｃ）变为腺嘌呤（ａｄｅｎｉｎｅ，Ａ），

即ｃ．１２４Ｃ＞Ａ 突 变，导 致 第 ４２ 位 的 脯 氨 酸

（ｐｒｏｌｉｎｅ，Ｐ）变为苏氨酸 （ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ，Ｔ），亦即

ｐ．Ｐ４２Ｔ突变；１例室间隔缺损患者ＧＡＴＡ４基因编

码序列第１４２位的鸟嘌呤（ｇｕａｎｉｎｅ，Ｇ）变为 Ａ，即

ｃ．１４２Ｇ＞Ａ 突变，导致第４８位的缬氨酸（ｖａｌｉｎｅ，

Ｖ）变为甲硫氨酸（ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ，Ｍ），亦即ｐ．Ｖ４８Ｍ

突变；另１例室间隔缺损患者ＧＡＴＡ４基因编码序

列第２５７位的 Ｇ变为胸腺嘧啶（ｔｈｙｍｉｎｅ，Ｔ），即

ｃ．２５７Ｇ＞Ｔ突变，导致第１９１位的丝氨酸（ｓｅｒｉｎｅ，

Ｓ）变为异亮氨酸（ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ，Ｉ），即ｐ．Ｓ１９１Ｉ突变。

这些突变均不存在于１００名无血缘关系的正常对照

者中。经检索这些突变不存在于人类单核苷酸多

态数据库和基因突变数据库中。ｃ．１２４Ｃ＞Ａ、

ｃ．１４２Ｇ＞Ａ和ｃ．２５７Ｇ＞Ｔ突变序列及其对照序列

分别见图１～３。

２．２　ＧＡＴＡ４突变氨基酸在进化上具有保守性

多序列比对分析显示，突变氨基酸在哺乳动物

ＧＡＴＡ４进化上高度保守，提示这些氨基酸对

ＧＡＴＡ４ 蛋 白 具 有 重 要 的 功 能 作 用。各 物 种

ＧＡＴＡ４蛋白序列的比对结果见图４。

　　注：图１Ａ为房间隔缺损患者ＧＡＴＡ４基因ｃ．１２４Ｃ＞Ａ突变的

杂合子Ｃ／Ａ序列，图１Ｂ为正常对照者ＧＡＴＡ４基因纯合子Ｃ／Ｃ序

列，箭头所示为突变点及其对照序列。

图１　犌犃犜犃４基因犮．１２４犆＞犃突变及其对照序列

　　注：图２Ａ为室间隔缺损患者ＧＡＴＡ４基因ｃ．１４２Ｇ＞Ａ突变的

杂合子Ｇ／Ａ序列，图２Ｂ为正常对照者 ＧＡＴＡ４基因纯合子 Ｇ／Ｇ

序列，箭头所示为突变点及其对照序列。

图２　犌犃犜犃４基因犮．１４２犌＞犃突变及其对照序列

　　注：图３Ａ为１例室间隔缺损患者ＧＡＴＡ４基因ｃ．２５７Ｇ＞Ｔ突

变的杂合子Ｇ／Ｔ序列，图３Ｂ为正常对照者 ＧＡＴＡ４基因纯合子

Ｇ／Ｇ序列，箭头所示为突变点及其对照序列。

图３　犌犃犜犃４基因犮．２５７犌＞犜突变及其对照序列
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图４　多物种犌犃犜犃４蛋白氨基酸序列比对

３　讨论

先天性心脏病是心脏和大血管发育异常所致

的一种常见疾病，遗传因素在先天性心脏病的发生

上具有重要作用，遗传度高达０．６～０．７，至少２％的

先天性心脏病是由单基因异常所致［１０］。本研究通

过对先天性心脏病患者的ＧＡＴＡ４基因进行序列分

析，发现了３个新的杂合错义突变，即Ｐ４２Ｔ、Ｖ４８Ｍ

和Ｓ１９１Ｉ突变。这些突变不存在于正常对照者，而

且突变氨基酸在哺乳动物进化上高度保守，因此

ＧＡＴＡ４基因突变很可能是这些先天性心脏病患者

的分子病因。

人类ＧＡＴＡ４基因定位于染色体８ｐ２３．１ｐ２２，

其ｍＲＮＡ由１个非编码外显子和６个编码外显子

组成，编码４４２个氨基酸，所形成的蛋白即锌指转录

因子在进化上高度保守，由Ｎ端的转录激活结构域

（１～２０８）、中部两个毗邻的锌指结构域（２１６～２６６、

２７０～３２１）和Ｃ端构成。锌指结构域（ＣｙｓＸ２Ｃｙｓ

Ｘ１７ＣｙｓＸ２Ｃｙｓ）可与靶基因启动子的ＤＮＡ序列

元件５′（ＡＴ）ＧＡＴＡ（ＡＧ）３′特异性结合，调节下

游靶基因的转录活性。其中心脏特异性表达的靶

基因主要有肌凝蛋白重链基因、肌凝蛋白轻链基

因、肌钙蛋白基因、血管紧张素Ⅱ１型受体基因、心

房利钠肽基因以及钠／钙交换器、Ｍ２型胆碱受体、

Ａ１型腺苷受体基因等。因此，ＧＡＴＡ４在心脏发育

过程中可能起着重要的调控作用［１１］。本研究发现

的３个基因突变均位于转录激活结构域，很有可能

直接抑制ＧＡＴＡ４转录因子的转录活性，下调靶基

因的表达，从而导致心脏发育障碍。

ＧＡＴＡ４基因对心脏的正常发育具有重要的调

节作用。小鼠ＧＡＴＡ４基因在整个胚胎发育过程中

均大量表达，而且终生持续高水平表达［１２］。表达功

能缺失性突变型ＧＡＴＡ４基因的转基因小鼠心脏发

育缺陷，可见间隔缺损、右室发育不全、心内膜垫缺

失、法洛四联症、右室双流出道和心肌病等，常在胚

胎发育的第８～９ｄ死亡
［１３］。ＧＡＴＡ４基因敲除纯

合子小鼠则因原始心管不能形成而胎死腹中［１４］。

此外，ＧＡＴＡ４基因也是果蝇、鱼、鸡和蟾蜍等动物

心脏正常发育所必须的［１１］。这些研究结果表明

ＧＡＴＡ４基因在动物心脏发育方面发挥着重要作

用，ＧＡＴＡ４基因异常可导致动物心脏发育缺陷甚

至死亡。

人类ＧＡＴＡ４基因突变可导致多种类型的先天

性心脏病，如房间隔缺损、室间隔缺损、房室间隔缺

损、右室双流出道、肺动脉缩窄、左心室发育不良、

心内膜垫缺失、右心室发育不全、动脉导管未闭

等［１５］。这些突变绝大多数使心脏同源盒转录因子

的结合能力降低或转录活性下降，对靶基因的转录

激活作用减弱，从而引发先天性心脏病。这些人类

ＧＡＴＡ４基因突变相关心脏表型与ＧＡＴＡ４基因工

程小鼠模型的心脏异常类似，提示ＧＡＴＡ４基因在

人类心脏发育过程中也有重要的调控作用，ＧＡＴＡ４

基因杂合突变可能导致单倍型效率不足，引发先天

性心脏病。

综上所述，本研究扩大了先天性心脏病相关

ＧＡＴＡ４基因的突变谱，揭示了先天性心脏病新的

分子病因，有助于先天性心脏病的早期预防、危险

分层和基因特异性治疗。
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