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"摘要#

!

目的(识别特发性心房颤动#房颤$相关
Q<=\

基因新突变"

!

方法(入选

特发性房颤患者
[[e

例及健康对照者
YZZ

名!获取临床资料和外周静脉血标本!抽提全

部研究对象的基因组
5B>

!扩增
Q<=\

基因的全部编码外显子及其侧翼内含子!对扩增

片段进行测序以寻找变异"检索
;.8A*!

和
4B;

数据库以明确所发现基因变异的新颖

性"应用
AX4:KG

软件分析多物种
Q<=\

蛋白!以显示被改变氨基酸在进化上的保守

性!并应用在线程序
A.+0+#"'Q0&+*,

和
;"/

7

;D*'(Y

分析基因变异的致病性"

!

结果(在

[

例家族史阴性的特发性房颤患者发现了
[

个
Q<=\

基因变异!其
Q<=\

基因编码核苷

酸序列第
d[c

位的腺嘌呤变成了胸腺嘧啶#

-$d[c>

%

Q

$!所编码蛋白的氨基酸序列第

[Z\

位的天冬氨酸变成了缬氨酸#

1

$5[Z\3

$"该突变不存在于
YZZ

名对照者!也不存在

于
;.8A*!

和
4B;

数据库中"多序列比对分析显示第
[Z\

位的天冬氨酸在进化上完全

保守"在线程序分析表明所识别的基因变异具有致病性"

!

结论(发现了
[

个特发性房

颤相关
Q<=\

基因新突变!提示
Q<=\

基因突变可能是特发性房颤的少见遗传病因"
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心房颤动#房颤$是最常见的持续性心律失

常&其在总体人群中的发病率约为
[

"

YW

&在老年

人群中的发病率则高达
[ZW

以上'房颤可显著增

加患者的病残率和病死率以及经济负担+

[(Y

,

'虽然

房颤可继发于高血压(冠状动脉粥样硬化性心病等

基础疾病&但特发性房颤主要是由遗传危险因素所

致+

[

&

d

,

'尽管如此&由于房颤具有显著的遗传异质

性&大部分房颤患者的遗传缺陷仍有待识别'近年

来的研究发现&位于
Q<=\

基因内的单核苷酸多态

与房颤的易感性增加有关+

c(e

,

&而且
Q<=\

基因突变

可导致包括房颤在内的
6"/+(E,09

综合征即心手

综合征+

g

,

'这些研究结果提示
Q<=\

基因突变有可

能导致特发性房颤&因此本研究拟识别特发性房颤

相关
Q<=\

基因突变'

!

!

对象与方法

#$#

!

研究对象

选取
!"#*

年
!

月
"

!"#(

年
#

月入本院治疗的

##&

例无血缘关系的中国汉族特发性房颤患者#男

&(

例&年龄
$!

"

&"

岁&平均
($

岁$和
!""

名无血缘

关系的中国汉族健康对照者#男
##"

例&年龄
$(

"

&*

岁&平均
(*

岁$'详细询问病史(全面体检(常规

实验室检查(标准
#!

导联心电图检查以及心脏超声

检查'特发性房颤的诊断及其分类依据
!"#*

年发

布的房颤处理指南+

)

,

'简而言之&患者心电图表现

为
;

波消失(

N(N

间隔不等但无结构性心脏病(高

血压病(心肌病等基础性疾病即可诊断为特发性房

颤'全部房颤患者均经心电图确诊&排除继发性或

综合征型房颤'本研究符合医学伦理学规范&经研

究对象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
5B>

纯化试剂盒#美国

;,"9*

J

0

公司$&提取基因组
5B>

'

#$!

!

方法

#$!$#

!

Q<=(

基因扩增
!

使用以前报道的扩增

Q<=(

基因外显子及侧翼内含子的引物序列+

%(#"

,

&

由上海生工生物工程有限公司合成'以基因组

5B>

为模板&使用上述引物和
6"+4+0,Q0

P

5B>

聚合酶#德国
I#0

J

*'

公司$等聚合酶链反应

#

1

"/

7

9*,0&*-D0#',*0-+#"'

&

;:N

$试剂&用
3*,#+#

型

;:N

仪#美国
>

11

/#*!<#"&

7

&+*9

公司$扩增
Q<=(

基因片段'每一
;:N

反应的体积为
!(

(

K

&其中

(I

溶液
(

(

K

&

#"0

缓冲液
!$(

(

K

&

!BQ;

#各

!$(99"/

"

K

$

!

(

K

&上(下游引物#

!"

(

9"/

"

K

$各

"$(

(

K

&基因组
5B>

#

!""'

J

"

(

K

$

#

(

K

&

6"+4+0,

Q0

P

5B>

聚合酶#

(X

"

(

K

$

"$!(

(

K

&双蒸水
#$$!(

(

K

'

;:N

反应的条件是!首先
%(i

预变性
#(9#'

&然后

进入
$(

个循环&每个循环
%*i

变性
$"&

&

&!i

退火

$"&

&

'!i

延伸
#9#'

&最后
'!i

延伸
(9#'

'使用

凝胶回收试剂盒#德国
I#0

J

*'

公司$纯化所扩增的

5B>

片段'

#$!$!

!

Q<=(

基因序列分析
!

以纯化的
5B>

片段

为模板&使用上述正向引物和
<#

J

5

7

*

$

Q*,9#'0+",

)$$#

测序试剂盒#美国
>

11

/#*!<#"&

7

&+*9

公司$在

3*,#+#

型
;:N

仪#美国
>

11

/#*!<#"&

7

&+*9

公司$上

进行测序反应'测序反应的总体积为
#"

(

K

&其中

预混合液
*

(

K

&上游引物#

!

(

9"/

"

K

$

#

(

K

&纯化的

5B>

片段#

!"'

J

"

(

K

$

!

(

K

&双蒸水
$

(

K

'测序反

应的条件是!共
$"

个循环反应&其中每个循环
%(i

变性
!"&

&

("i

退火
#(&

&

&"i

延伸
#9#'

'测序反

应产物经纯化后在
$#$"=K

型
5B>

测序仪#美国

>

11

/#*!<#"&

7

&+*9

公司$上进行电泳测序'使用

5B>

序列分析软件#美国
>

11

/#*!<#"&

7

&+*9

公司$

分析测序结果并与核苷酸数据库中的已知
Q<=(

基

因序列#登陆号
BR

4

""'$'$$#

$进行对比以识别

Q<=(

基因变异'如发现
Q<=(

基因变异&则对
!""

名健康对照者的
Q<=(

基因进行测序&同时检索

;.8A*!

和
4B;

数据库#

D++

1

!""

LLL$'-8#$'/9$

'#D$

J

")

$以明确所发现基因变异的新颖性'

#$!$$

!

Q<=(

变异的保守性分析
!

应用在线软件

AX4:KG

#

D++

1

!""

LLL$'-8#$'/9$'#D$

J

")

$&比对

分析多物种
Q<=(

蛋白的氨基酸序列&以评估被改

变氨基酸在进化上的保守性'

#$!$*

!

Q<=(

变异的致病性分析
!

对于所发现的

Q<=(

基因变异&应用在线软件
A.+0+#"'Q0&+*,

#

D++

1

!""

LLL$9.+0+#"'+0&+*,$",

J

$和
;"/

7

;D*'(!

#

D++

1

!""

J

*'*+#-&$8LD$D0,)0,!$*!.

"

11

D!

$分析其

致病性'

-

)&#
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#$$

!

统计学分析
!

应用
4;44#'$"

统计软件包对数据进行分析'

连续变量用均数
-

标准差表示'两组连续变量的

比较使用
4+.!*'+

3

&@

检验&分类变量的比较则根据

需要使用
;*0,&"'

3

&

!

!检验或
H#&D*,

精确概率计

算'双侧统计值
!

"

"$"(

表示有统计学差异'

%

!

结果

!$#

!

特发性房颤患者的基本临床特点

房颤组与对照组的年龄和性别相匹配&心功能相

似&均无明确的心血管疾病病史&但房颤组的左心房

较大&部分患者有房颤家族史&而对照组中均无房颤

家族史'本研究对象的基本临床特点见表
#

'

表
!

!

本研究对象的基本临床特点

临床变量 房颤组#

",##&

$ 对照组#

",!""

$

!

年龄"岁
($$'-%$! (*$$-)$& B4

男性"例#

W

$

&(

#

(&

$

##"

#

((

$

B4

体质量指数"
F

J

-

9

(!

!$$&-$$' !*$#-$$* B4

收缩压"
996

J

#!&$%-#"$( #!)$$-#!$& B4

舒张压"
996

J

)$$(-&$% )*$"-'$! B4

空腹血糖"
99"/

-

K

(#

*$(-"$& *$&-"$) B4

总胆固醇"
99"/

-

K

(#

$$&-"$* $$'-"$& B4

三酰甘油"
99"/

-

K

(#

#$*-"$$ #$(-"$* B4

阳性房颤家族史"例#

W

$

$!

#

!)

$

"
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$
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"$"""#

阵发性房颤"例#

W
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#
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$

"
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$
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持续性房颤"例#
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#

$$

$
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永久性房颤"例#
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$
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"$"""#

左心房内径"
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左室收缩末期内径"
99 $*$'-&$! $($#-($) B4

左室舒张末期内径"
99 *'$!-'$# *&$%-&$' B4

左室射血分数"例#

W

$
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血栓栓塞并发症"例#
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*

#

$

$
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"

$
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心脏起搏治疗史"例#
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!

#

!
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"
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心脏电复律治疗史"例#

W

$
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"
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药物治疗"例#

W

$
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#
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经导管介入治疗"例#
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随访"例#
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发现
Q<=(

基因新突变

通过对
##&

例特发性房颤患者的
Q<=(

基因进

行测序分析&在其中
#

例
()

岁男性患者发现
Q<=(

基因杂合错义突变&突变检出率约为
"$)&W

'该患

者
Q<=(

基因编码核苷酸序列第
$#*

位的腺嘌呤变

成了胸腺嘧啶#

-$$#*>

%

Q

$&相应地其编码核苷酸

序列第
#"(

位的谷氨酸变成了缬氨酸#

1

$5#"(3

$'

该患者在
(!

岁时无明显诱因突发心悸&经心电图确

诊为阵发性房颤&否认房颤家族史'该突变不存在

于
!""

名健康对照者'经检索
;.8A*!

和
4B;

数

据库均未发现该突变&表明所识别的突变为新突

变'

Q<=(

基因杂合突变及其正常对照序列分别见

图
#>

和
#<

'该突变在
Q<=(

蛋白上的位置见

图
#:

'

!$$

!

突变氨基酸在物种进化上高度保守

如图
!

所示&将人
Q<=(

蛋白之氨基酸序列与

大猩猩(猴子(狗(牛(小鼠(大鼠(家禽(斑马鱼和青

蛙的进行比对分析显示&人
Q<=(

蛋白之氨基酸序

列第
#"(

位的谷氨酸在物种进化上完全保守'

-
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图
!

!

BCD*

基因杂合突变序列)

"

*$正常对照序列)

C

*及突变氨基酸位置)

5

*)图中箭头所指为突变位点及其对照*

图
%

!

多物种
BCD*

蛋白之氨基酸序列比对分析结果)图中阴影标示突变氨基酸*

!$*

!

Q<=(

新突变具有致病性

Q<=(

基因变异
-$$#*>

%

Q

经
A.+0+#"'Q0&+*,

预测为致病性突变&预测正确的概率值为
#

'另外&

Q<=(

变异
1

$5#"(3

也被
;"/

7

;D*'(!

预测为致病

性突变&预测正确的概率值为
#

#预测的敏感性为
"

&

特异性为
#$""

$'

'

!

讨论

本研究在
#

特发性房颤患者发现了
#

个
Q<=(

基因新突变&该突变不存在于
!""

名健康对照者&多

物种
Q<=(

蛋白之氨基酸序列比对分析显示被改变

氨基酸在物种进化上完全保守&而且多个在线程序

预测该基因变异具有致病性&因此该基因突变很可

能是导致该患者房颤的分子病因'

Q(8"M

基因编码转录因子&其特点是均有
#

个

被称为
Q(8"M

的高度保守结构域'该结构域不仅

能特异性地识别并结合靶基因启动子
5B>

元件&

而且还能与其他转录因子相互作用&协同调节靶基

因的表达+

##

,

'目前在人和哺乳动物已经发现了至

-

"'#

- 国际心血管病杂志
!"#&

年
(

月第
*$

卷第
$

期
!

?'+@:0,!#")0&-5#&

&

A0

7

!"#&

&

3"/$*$

&

B"+$



少
#'

种
Q<=

基因&其中在心脏高表达的
Q<=

基因

有
&

种&即
Q<=#

(

Q<=!

(

Q<=$

(

Q<=(

(

Q<=#)

和

Q<=!"

&它们在心肌分化和心脏发育方面起着关键

作用+

##

,

'作为
Q<=

家族的重要
#

员&

Q<=(

基因定

位于
#!

P

!*$#

&编码由
(#)

个氨基酸所组成的转录

因子蛋白&调节动物心血管等的正常发育 +

##

,

'本

研究所识别的
Q<=(

基因突变位于
Q(8"M

结构域&

因此推测该突变可能通过影响
Q<=(

与靶基因启动

子
5B>

元件的特异性结合而影响靶基因的表达&

也有可能影响转录因子的相互作用如协同作用而

影响靶基因的表达&进而使心血管发育异常&导致

房颤+

##(#$

,

'尽管如此&该基因突变导致房颤的确切

机制仍有待于进一步深入研究'

以前的研究支持
Q<=(

基因突变可能通过影响

心血管发育而导致房颤'动物实验发现在胚胎发

育期
Q<=(

基因大量表达于心脏&在心血管发育尤

其是心肌细胞增殖(分化(特化(迁移(定型及形态

发生等方面发挥着关键作用+

##

,

'在小鼠&

Q<=(

基

因广泛表达于心芽(线型心管(心房(心室(上下腔

静脉以及房室结和室内束支等传导系统+

##

,

'

Q<=(

基因敲除纯合子小鼠由于心脏环化障碍(窦房和左

心室发育不良而在胚胎期死亡%而
Q<=(

基因敲除

杂合子小鼠则表现为房间隔缺损(室间隔缺损(心

内膜垫缺损(左心室发育不良及传导系统形态和功

能异常&包括房室及束支传导阻滞+

#*

,

'在胚胎和成

年人心脏&

Q<=(

基因表达于全部四个心腔的心肌

和心外膜以及左心室心内膜+

#(

,

&已经发现许多

Q<=(

突变可导致包括先天性心血管畸形(心脏传

导系 统 缺 陷 和 房 颤 在 内 的
6"/+(E,09

综 合

征+

'

&

#&

&

#'

,

'不仅如此&多项研究显示&心脏传导系统

异常是房颤的独立危险因素+

'

,

&而且有多个关联研

究显示
Q<=(

基因变异与特发性房颤密切相关+

*(&

,

'

这些研究结果均支持
Q<=(

基因异常促发房颤'

总之&本研究首先报道人类
Q<=(

基因突变与

特发性房颤有关&这有助于揭示房颤的新的分子

机制'
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