
!基础研究!

!

基金项目!上海市宝山区自然科学基金'

@>-2->E

(

!

作者单位!

>AAD=@

上海"复旦大学附属华山医院宝山分院儿科'倪世宏()

>AAAFE

上海"同济大学医学院附属同济医

院儿科'刘兴元()

>AAADA

上海"上海交通大学附属儿童医院儿科'魏
!

东()

>AAA=A

上海"上海交通大学附属胸科医院

心血管研究室'杨奕清(

!

通信作者!倪世宏"

2V;(6

!

,(

3

+W(W',

4'

+(,;)M'V

缺氧诱导因子
@-

(

基因
%@GDD"

多态与先天性心脏病的

相关性研究

倪世宏
!

刘兴元
!

魏
!

东
!

杨奕清

!!

"摘要#

!

目的(研究缺氧诱导因子
@-

(

%

W

9X

'<(;-(,&NM(S65U;M:'K@-;6

X

W;

#

7#I@

(

&基

因
%@GDD"

多态与先天性心脏病%

M',

4

5,(:;6W5;K:&(+5;+5

#

%71

&的关系'

!

方法(入选

%71

患儿
@@A

例%病例组&及无
%71

儿童
>AA

名%对照组&#收集其临床资料和血标本#

使用基因组
1P.

纯化试剂盒抽提基因组
1P.

'通过聚合酶链反应扩增
7#I@

!

基因的

第
@>

个外显子#应用
1P.

测序试剂盒在
1P.

测序仪上对扩增片段进行测序'统计分

析
7#I@

!

基因
%@GDD"

多态在病例组和对照组间的频率分布'

!

结果(

7#I@
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基因编码

核苷酸序列第
@GDD

位的等位基因
%

$

"

及其构成的
=

种基因型
%%

$

%"

$

""

在
%71

在

病例组和对照组间的频率分布存在显著性差异#病例组等位基因
"

及基因型
%"

和
""

的频率较低%等位基因频率经
I(+W5K

精确检验比较#

!eA)A@GB

)基因型频率经
I(+W5K

精

确检验比较#

!eA)A@=B

&'

!

结论(
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!

基因
%@GDD"

多态与
%71

的易感性有关#等

位基因
"

降低
%71

的发生率'
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先天性心脏病 '
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(是人类最常见的发育异常"可导致运动耐力

降低&神经系统发育障碍&血栓栓塞&肺动脉高压&

心力衰竭&心律失常和心源性猝死"而且是婴幼儿

最常见非感染性死因*

$-!

+

%越来越多的证据显示"遗

传缺陷是
%71

发生的重要原因"而且已经发现了

许多基因变异与
%71

有关*

%-'
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%近年来的研究发

现"缺氧诱导因子
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(基因对心脏的正常发育&结构重构

和功能具有重要作用*

(

+

%在小鼠"

7#I$

(

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"包括原始心管融合&环化障碍以及心肌特化&

分化异常和心室畸形等*

)

+

%目前已经发现
7#I$

(

基因多态与人类多种疾病有关"包括缺血性心脏

病&肿瘤&糖尿病等*

&-$!

+

%由于位于
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(

基因第

$!

个外显子的
%$(**"

多态'也被称为
M)$(**%

"

"

&

X

)3#)!!

&
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或
K+$$#*&*'#

多态(已被证实

对
7#I$

(

的功能具有显著地增强作用*

$!

+

"因此"本

研究首先明确
7#I$

(

基因
%$(**"

多态与
%71

的

相关性%

!

!

对象与方法

@)@

!

研究对象

随机选取
@@A

例无血缘关系的中国汉族
%71

患儿为病例组"其中男
F>

例"女
DH

例"年龄
A

"

E

岁"平均
>

岁)

>AA

名无血缘关系的中国汉族无

%71

儿童为对照组"男
@@E

例"女
HE

例"年龄
A

"

E

岁"平均
>

岁%详细询问病史&全面体检以及心脏彩

色多普勒超声检查%全部
%71

患儿均经心脏超声

或心脏手术确诊"排除综合征型
%71

患者%经儿

童父母知情同意后收集其血常规检验后原本丢弃

的剩余血"使用基因组
1P.

提取试剂盒'美国
3K'-

V5

4

;

公司("按照操作说明提取全部研究对象的基

因组
1P.

%
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方法
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扩增
7#I@

(

基因第
@>

外显子的引物设计

登录美国的生物信息中心网站'

W::

X

!$$
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,MS(),6V),(W)

4

'L

$("进入核苷酸数据库'登录号
P0

3

A>BFAF

(下载
7#I@

(

基因的基因组
1P.

序列"使用

在线软件'

W::

X
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X

K(V5K=)N:)55

$(设计一对扩增
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基因第
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外显子的引物"由上海生工生物工

程有限公司合成%其中正向引物序列是
E

2

-0..0"-

0.%"""0.0"""%.%""0"-=

2"反向引物序列是

E

2

-%"%..0.."""0%0"".000%."-=

2"所扩增

片段的大小为
F=BS

X

%
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!
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基因第
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外显子的扩增

以基因组
1P.

为模板"使用上述引物和
7':-

!:;K";

f

1P.

聚合酶'德国
c(;

4

5,

公司(等聚合酶

链反应'

X

'6

9

V5K;+5MW;(,K5;M:(',

"

3%8

(试剂"在

32BGAA

型热循环仪'美国
.

XX

6(5&/('+

9

+:5V

公司(

上扩增
7#I@

(

基因第
@>

外显子%

3%8

反应的总体

积为
>E

.

?

"包括
@At

缓冲液
>)E

.

?

"

Etc

溶液

E

.

?

"

&P"3

'各
>)EVV'6

$

?

(

>

.

?

"基因组
1P.

'
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(
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?

"上&下游引物'
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.
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.
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"
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1P.

聚合酶 '

E ^

$

.

?

(

A)>E

.

?

和双蒸水
@=)>E

.

?

%

3%8

反应条件!

BEu

预变性
@EV(,

"此后进入
=E

个循环"每个循环
BDu

变性
=A+

"

F>u

退火
=A+

"

G>u

延伸
@V(,

"最后

G>u

延伸
@AV(,

%

3%8

反应结束后使用凝胶回收

试剂盒'上海生工生物工程有限公司(纯化所扩增

的
1P.

片段%

@)>)=

!

7#I@

(

基因第
@>

外显子多态扫描

使用上述正向引物&纯化的
1P.

片段和
1P.

测序试剂盒'美国
.

XX
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9

+:5V

公司(在

32BGAA

型热循环仪'美国
.
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9
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公司(

上进行测序反应%测序反应的总体积为
@A

.

?

"包

括预混合液
D

.

?

"纯化的
1P.
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.
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"上

游引物'
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.
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.

?

和双蒸水
=

.

?

%测序反应

的条件是!总计
=A

个循环"每个循环
BEu

变性
>A+

"

EAu

退火
@E+

"

FAu

延伸
@V(,

%测序反应产物经

纯化后在
=@=A ?̀

型
1P.

测序仪'美国
.

XX

6(5&

/('+

9

+:5V

公司(上进行测序%使用
1P.

序列分析

软件'美国
.

XX

6(5&/('+

9

+:5V

公司(分析测序结果

并将所测序列与核苷酸数据库中的已知
7#I@

(

基

因序列'登录号
P0

3

A>BFAF

(进行对比以识别

7#I@

(

基因多态%

@)=

!

统计学分析

使用
!3!!@F)A

统计软件包对数据进行统计学

分析%连续变量用均数
h

标准差表示%两组连续

变量的比较使用非配对
!:N&5,:

2

+;

检验"两组分类

变量的比较根据需要使用
35;K+',

2

+

"

>检验或

I(+W5K

精确概率计算%双侧统计值
!

#

A)AE

表示

差异具有统计学意义%

%

!

结果

>)@

!

%71

患儿的临床特点

对照组与病例组儿童的年龄和性别匹配"均无

明确的
%71

相关环境危险因素"如母亲在怀孕头
=

.
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个月患病或服用药物&父母吸烟以及长期接触毒物

或射线等%

@@A

例
%71

患儿的基本临床特点见

表
@

%

表
!

!

!!O

例
%71

患儿的基本临床特点

临床变量 统计值

年龄$岁
!)*-$)$

男性$例'

C

(

'!

'

#')*

(

阳性
%71

家族史$例'

C

(

不同临床类型
%71

的分布$例'

C

(

!

单纯型
%71

!

O!1

!

.!1

!

31.

!

其他单纯型
%71

!

复合型
%71

!

"RI

!

.!1,O!1

!

.!1,31.

!

其他复合型
%71

!

心律失常发生率

临床处理$例'

C

(

!

手术治疗

!

经导管介入治疗

!

随访

)

'

()%

(

'&

'

'!)(

(

%"

'

!()%

(

!#

'

!!)(

(

&

'

))!

(

#

'

*)#

(

*$

'

%()%

(

!!

'

!")"

(

)

'

()%

(

'

'

#)#

(

#

'

*)#

(

(

'

')*

(

%)

'

%*)#

(

!&

'

!')*

(

*%

'

%&)$

(

注!

%71

"先天性心脏病)

O!1

"室间隔缺损)

.!1

"房间隔缺损)

31.

"动脉导管未闭)

"RI

"法洛四联症%

>)>

!

7#I@

(

基因
%@GG>"

多态的发现

通过对研究对象进行
3%8

测序发现"在
%71

患儿和健康儿童均存在
7#I@

(

基因
%@GDD"

多态%

显示
7#I@

(

基因编码外显子序列第
@GDD

位的纯合

等位基因
%

&纯合等位基因
"

以及杂合等位基因

%

$

"

的代表性测序结果见图
@

%

>)=

!

7#I@

(

基因
%@GDD"

多态在
>

组中的频率差异

在
7#I@

(

基因编码核苷酸序列第
@GDD

位的等

位基因
%

&

"

及其构成的
=

种基因型
%%

&

%"

&

""

在

%71

在病例组和对照组间的频率分布存在显著性

差异"病例组等位基因
"

及基因型
%"

和
""

的频

率较低'见表
>

(%两组等位基因频率经
I(+W5K

精确

检验比较"

!eA)A@GB

)两组基因型频率经
I(+W5K

精

确检验比较"

!eA)A@=B

%

表
%

!

#"4

患儿和无
#"4

对照者的

基因型和等位基因频率分布

组别
基因型频率

%% %" ""

等位基因频率

% "

病例组'

(.$$"

(

$"# # " !$# #

对照组'

(.!""

(

$(% !' $ %(! !)

注!两组基因型频率比较"

!.")"$(&

)等位基因频率比较"

!.

")"$%&

!!

注!箭头所指为纯合等位基因
%

&纯合等位基因
"

以及杂合等位基因
%

$

"

图
!

!

"+5!

!

基因
@P!G//#

"

-

多态序列图

.
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!

讨论

本研究发现"

7#I@

(

基因
%@GDD"

多态在病例

组和对照组中的频率分布存在显著性差异"等位基

因
"

及其构成的基因型
%"

和
""

在病例组组显著

低于对照组"提示等位基因
"

具有降低人类
%71

易感性的保护性作用"

7#I@

(

基因
%@GDD"

多态可

能是人类进化选择的有益结果%

人类
7#I@

(

基因定位于
@D

f

>@->D

"有
@E

个外

显子"编码一种由
H>F

个氨基酸所组成的
7#I@

的
(

亚单位"与
)

亚单位一起以异二聚体的形式构成功

能性
7#I@

*

G

+

%

7#I@

是一种核转录因子"其中
(

亚

单位既是调节亚单位又是活性亚单位"其蛋白稳定

性和转录活性均受细胞内氧浓度的调节)而
)

亚单

位为多种转录因子所共有"可在细胞核中持续表

达"且不受氧浓度影响"其功能可能与维持
7#I@

(

二聚体结构的稳定性及活性构象有关*

@=

+

%

7#I@

(

是目前所识别的唯一一个高度特异性的&在低氧条

件下能够发挥活性的转录因子"对氧浓度十分敏

感"是专一调节氧稳态的重要蛋白"也被称为,缺氧

基因表达的总开关-

*

@=

+

%

7#I@

(

作为转录因子与低

氧反应元件结合"可以诱导
@AA

多个重要下游靶基

因的表达"包括血管内皮生长因子基因&促红细胞

生成素基因&血红素加氧酶
6

基因等"并通过调控这

些靶基因而在心血管胚胎发育&红细胞生成&细胞

生长等方面发挥重要的生理作用*

B

"

@=-@D

+

%因此"

7#I@

(

基因对心血管的正常发育尤其是在低氧等

恶劣环境下的正常发育具有不可替代的关键调控

作用%

在人类"目前已经发现多种疾病相关
7#I@

(

基

因多态"其中研究得最多的是
K+@@EDBDFE

'即

M)@GDD%

"

"

&

X

)3EH>!

或
%@GG>"

多 态(和

K+@@EDBDFG

'即
M)@GF>0

"

.

&

X

).EHH"

或
0@GBA.

多态(多态"这两种多态均显著增强
7#I@

(

对靶基

因的转录激活作用"而且
K+@@EDBDFE

多态的功能增

强性作用更强*

@E-@G

+

%既往的研究表明"

7#I@

(

基因

的这些功能多态与肿瘤&糖尿病&缺血性心脏病和

腰椎间盘退行性变等多种疾病有关*

B-@>

+

%本研究发

现"

7#I@

(

基因
M)@GDD%

"

"

多态与
%71

有关"等

位基因
"

降低
%71

的易感性"提示
7#I@

(

的功能

增强对心血管的正常发育具有重要的保护作用%

总之"本研究发现人类
7#I@

(

基因
M)@GDD%

"

"

多态与
%71

的易感性降低有关"这为制定
%71

防治策略提供了新的分子靶标%
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