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目的&研究先天性心脏病 %

+,0

(

)0$3#%9)#53-$/)#/)

"

F<8

'相关
>:MN%+

基因的新突变#

!

方法&收集
#("

例
F<8

患者和
%""

名正常对照者的外周静脉血标本"

使用
8H6

纯化试剂盒分离基因组
8H6

#使用
8H6

聚合酶扩增
>:MN%+

基因的编码区

和剪接位点"应用
8H6

测序试剂盒在
8H6

分析仪上对扩增片段进行测序#将所测序列

与
R)0B#0C

数据库中的
>:MN%+

基因序列进行比对以发现
>:MN%+

基因突变#使用在线

程序
;?7FI!

分析突变氨基酸的保守性"分别应用
;43#3$,0M#/3)5

和
>,%

&

>9)01%

分析

突变氨基酸的致病性#

!

结果&在
#

例散发性
F<8

患者发现了
#

个新的
>:MN%+

基因杂

合错义突变"即
=

*7#"#R

突变"突变率约为
"*&'A

#该错义突变不存在于
%""

名正常对

照者#跨物种
>:MN%+

蛋白之氨基酸序列对比显示第
#"#

位的丝氨酸在进化上完全保

守"致病性预测显示所发现的
>:MN%+

基因变异是致病性突变#

!

结论&本研究揭示了

F<8

相关
>:MN%+

基因新突变"对于制定新的
F<8

防治策略具有潜在的意义#
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先天性心脏病 "
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F<8

# 是婴幼儿非感染性死亡的最常见病因&

#

'

(根据解剖

结构差异$

F<8

在临床上可以分为
%"

种以上不同的

类型$其中以室间隔缺损"

G)035$+4%#5/)
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#最为常见&

#

'

(严重的
F<8

可以降低患者的生
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活质量和运动耐力$导致神经系统损伤)肺动脉高压)

充血性心力衰竭)心律失常甚至心源性猝死等&

#1!

'

(

遗传因素是
F<8

发生的重要原因$现已经发现了
("

多个
F<8

相关基因&

*1&

'

(尽管如此$这些
F<8

相关

基因也只能解释小部分患者的病因$大部分患者的遗

传基础依然不明(研究发现$心脏转录因子基因

>:MN%+

对心脏的正常发育具有关键作用&

'

'

(在小

鼠$

>:MN%+

基因敲除可导致胚胎期死亡$主要是由各

种心血管发育缺陷所致$包括心房畸形)房间隔缺损)

278

)右心室双流出道)大动脉转位和主动脉弓异

常&

)

'

(因此$

>:MN%+

基因可以作为
F<8

的重要候选

基因(

!

!

对象与方法

#*#

!

研究对象

#("

例无血缘关系的中国汉族
F<8

患儿为

F<8

组$男
)%

例$女
&)

例$年龄
"

"

!

岁$平均

#

岁(

%""

名无血缘关系的种族匹配的健康幼儿为

对照组$男
#%"

名$女
)"

名$年龄
"

"

!

岁$平均

#

岁(详细询问病史)全面体检以及经胸心脏超声和

#%

导联标准心电图检查$排除综合征型
F<8

患者(

经患儿父母知情同意后抽取外周静脉血
#

"

%"I

$

于抗凝管中混匀后
.%"l

冰箱保存(

#*%

!

方法

#*%*#

!

分离基因组
8H6

!

使用购买的基因组

8H6

纯化试剂盒"美国
>5,")

(

#

公司#$遵照操作

说明书从研究对象的血白细胞中提取基因组
8H6

(

#*%*%

!

扩增
>:MN%+

基因
!

使用文献报道的
&

对

引物&

$

'

$以研究对象的基因组
8H6

为模板$应用

<,373#5M#

O

8H6

聚 合 酶 等 聚 合 酶 链 反 应

"

=

,%

&

")5#/)+9#$05)#+3$,0

$

>FJ

#试 剂 "德 国

W$#

(

)0

公司#$在
>!$'""

型
>FJ

仪"美国
6

==

%$)-

B$,/

&

/3)"

公司#上扩增
>:MN%+

基因片段(使用凝

胶回收试剂盒"中国生工生物工程公司#纯化扩增

的目的
8H6

片段(

#*%*!

!

>:MN%+

基因突变扫描
!

以纯化的目的

8H6

片段为模板$在
>FJ

仪上进行测序反应(利

用
!#!" NI

型
8H6

分 析 仪 "美 国
6

==

%$)-

B$,/

&

/3)"

公司#对每一纯化的
>FJ

产物进行电泳

测序$并将所测序列与
R)0B#0C

中的已知
>:MN%+

序列"登陆号!

H;

0

"""!%(*(

#进行对比$以发现可

能的
>:MN%+

基因突变(对于所发现的
>:MN%+

基

因突变$检索我国的万方数据库"

933

=

!%%

SSS*

S#0D#0

(

-#3#*+,"*+0

#$以及美国的
>4';)-

和

7H>

数据库"

933

=

!%%

SSS*0+'$*0%"*0$9*

(

,G

#$以

明确其是否为新发现突变(

#*%**

!

分析突变位点氨基酸在进化上的保守性
!

使

用
!*&

版本的在线软件
;?7FI!

"

933

=

!%%

SSS*

0+'$*0%"*0$9*

(

,G

#$比较多物种
>:MN%+

蛋白的氨基

酸序列$以明确突变位点氨基酸在进化上的保守性(

#*%*(

!

预测
>:MN%+

基因突变的致病性
!

使用在线

程序
;43#3$,0M#/3)5

"

933

=

!%%

SSS*"43#3$,03#/3)5*

,5

(

#和
>,%

&

>9)01%

"

933

=

!%%
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)-4
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==

9%

%#$对所检测出的
>:MN%+

基因变异的致病

性进行预测分析$并给出相应的预测分析量值(

#*!

!

统计学分析

用均数
+

标准差表示连续变量(使用非配对

734-)03̂/6

检验对两组连续变量进行比较$而两组

分类变量的比较则使用
>)#5/,0̂/

!

%检验(以双侧

!

"

"*"(

为组间差异具有统计学意义(

"

!

结果

%*#

!

发现新的
>:MN%+

基因杂合错义突变

通过基因测序分析$在
#

例
F<8

患儿中发现

了
#

个
>:MN%+

杂合错义突变$突变率约为
"*&'A

(

该例半岁男婴为散发性
278

患儿$其
>:MN%+

基因

第
#"#

密码子的第一个核苷酸腺嘌呤"

#-)0$0)

$

6

#

被鸟嘌呤"

(

4#0$0)

$

R

#所替换$即
+*!"#6

#

R

突变$

意味着其
>:MN%+

基因编码氨基酸序列第
#"#

位的

丝氨酸"

/)5$0)

$

7

#变成了甘氨酸"

(

%

&

+$0)

$

R

#$即

=

*7#"#R

突变(经检索$该
>:MN%+

突变此前尚无

报道$提示为新发现的突变(

>:MN%+

基因
+*!"#6

#

R

杂合突变及其正常对照
8H6

序列见图
#

(

%*%

!

被改变的氨基酸在进化上完全保守

将人
>:MN%+

蛋白之氨基酸序列与猩猩)猴)

犬)牛)小鼠)大鼠)禽)斑马鱼)果蝇)蚊子和蟾蜍的

进行比对显示$第
#"#

位的丝氨酸在进化上完全保

守$提示该氨基酸对
>:MN%+

的功能具有重要作用

"见图
%

#(

%*!

!

此
>:MN%+

基因变异为致病性突变

;43#3$,0M#/3)

预测分析表明$本研究所发现

的
>:MN%+

基因变异
+*!"#6

#

R

是一个致病性突

变$这一预测结果正确的概率值高达
$$*$A

(在

;43#3$,0M#/3)5

数据库中$没有发现
>:MN%+

基因

之
+*!"#6

#

R

变异$进一步证实该
>:MN%+

基因变

异是新突变(此外$

>,%

&

>9)01%

也预测
>:MN%+

基

因变异
=

*7#"#R

具有致病性$其预测正确的概率为

$$*&A

$这一预测的敏感性是
!&A

$特异性是
$'A

(

+

($#
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注!箭头所指分别为
>:MN%+

基因野生型纯合子
6

%

6

和
+*!"#6

#

R

突变型杂合子
6

%

R

序列

图
!

!

;/,Y"H

基因
HZ#S!+

#

V

杂合突变及其正常对照序列

图
"

!

多物种
;/,Y"H

蛋白的氨基酸序列比对结果

#

!

讨论

>:MN%

是成对样同源盒转录因子家族中的一员$

目前已经发现有
*

种不同的转录本$分别为
>:MN%#

)

>:MN%'

)

>:MN%+

和
>:MN%-

$其中前
!

种仅是氨基端

不同$存在于人)鼠)禽)斑马鱼和蛙$而第
*

种则缺少

整个氨基端连同大部分同源盒结构域$仅存在于人

类&

#"

'

(人类
>:MN%+

基因定位于染色体
*

O

%(

$编码含

!%*

个氨基酸所组成的蛋白&

##

'

(

>:MN%+

蛋白主要表

达于胚胎期和成年心脏$是心血管正常发育所必须

的&

#%

'

(在小鼠$

>:MN%+

蛋白特异性地表达于小梁和

间隔心肌$尤其是与房室通道和流出道的心内膜垫有

关的心肌$对心脏间隔形成起着关键作用&

#!

'

(

+

&$#
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>:MN%+

基因敲除小鼠可因各种心血管发育畸形而死

亡$主要有心房畸形)房间隔缺损)

278

)右心室双流

出道)大动脉转位和主动脉弓异常&

)

'

(利用化学修饰

的反义寡核苷酸敲除蟾蜍
>:MN%+

基因可导致心脏

发育障碍$其中最常见的畸形是流出道异常$可发生

于
%!A

的注射过
>:MN%+

基因反义寡核苷酸的蟾蜍

胚胎(

>:MN%+

基因靶向
JH6

干扰所导致的其他心

脏畸形包括房间隔异常)心室发育抑制和房室腔相对

位置异常等&

#*

'

(这些动物实验研究结果表明$发育

中的心血管系统对
>:MN%+

基因的表达水平极其敏

感$

>:MN%+

基因功能异常可导致
F<8

(

本研究在
#

例散发性
278

患儿检测出了
#

个

新的
>:MN%+

基因杂合错义突变$即
=

*7#"#R

突

变(该突变在
%""

名无
F<8

的对照者基因组中没

有发现(跨物种
>:MN%+

蛋白的氨基酸序列比对显

示$人
>:MN%+

蛋白第
#"#

位的丝氨酸在进化上完

全保守$计算机功能模拟分析表明所发现的

>:MN%+

基因变异是致病性突变(因此$

>:MN%+

基

因缺陷很有可能导致该例患者发生
278

(

>:MN%+

基因变异与人类
F<8

的关系以前也

有报道(

[4#0

等&

#(

'对
#("

例无血缘关系的
F<8

患者的
>:MN%+

基因的编码外显子及其两侧的部分

内含子进行了测序分析$结果在其中
%

例散发性房

间隔缺损患者分别发现了
=

*<$)W

和
=

*;##$M

突

变$突变率约为
#*!!A

(报告基因分析显示$这两

种突变型
>:MN%+

基因的转录活性均显著降低(

]#0

(

等&

#&

'对
!)%

例无血缘关系的
F<8

患者的

>:MN%+

基因进行了测序分析$结果在其中
#

例家

族史阴性的右室双流出道合并
278

患者发现

=

*]#*'N

突变*在另
#

例家族史阳性的
278

患者

发现
=

*H#(!8

突变$突变率约为
"*(%A

(生化分

析显示$这两种突变型
>:MN%+

对靶基因的转录激

活作用显著下降(另外$

])$

等&

#'

'对
#'"

例无血缘

关系的
F<8

患儿的
>:MN%+

基因的整个编码区和

剪接位点进行了测序分析$结果在其中
%

例大动脉

转位合并
278

患儿分别发现了
=

*J$#W

和

=

*M#%$7

突变$突变率约为
#*#)A

(功能研究表

明$这两种突变均显著降低
>:MN%+

对靶基因的转

录激活作用(这些研究发现提示$

>:MN%+

基因功

能缺失性突变可能是导致部分
F<8

的分子机制(

本研究发现了
F<8

相关新的
>:MN%+

基因突

变$扩大了
F<8

相关
>:MN%+

基因的突变谱$有助

于制定新的
F<8

防治策略(
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