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　　【摘要】　目的：研究先天性心脏病（ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌｈｅａｒｔｄｉｓｅａｓｅ，ＣＨＤ）相关ＨＡＮＤ１基

因新突变。　方法：入选ＣＨＤ患儿１３６例及健康对照儿童２００名，抽提基因组ＤＮＡ，通

过聚合酶链反应测序筛查ＨＡＮＤ１基因突变。应用计算机软件评估突变氨基酸的保守

性并预测突变的致病性，应用双荧光素酶报告基因分析系统分析突变对ＨＡＮＤ１功能的

影响。　结果：在１例法洛四联征患儿发现１种新的ＨＡＮＤ１基因杂合突变，其编码核

苷酸序列第３８９位的胸腺嘧啶突变为鸟嘌呤（ｃ．３８９Ｔ＞Ｇ），相应氨基酸序列的第１３０位

亮氨酸变为精氨酸（ｐ．Ｌ１３０Ｒ）。该突变改变了进化上保守的氨基酸序列并被预测为有

致病性，功能研究揭示突变型ＨＡＮＤ１的转录激活功能显著降低。　结论：该ＨＡＮＤ１

基因功能缺失性新突变可能是ＣＨＤ的少见分子病因。
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　　先天性心 脏 病 （ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌｈｅａｒｔｄｉｓｅａｓｅ，

ＣＨＤ）是人类最常见的出生缺陷，约占全部主要

出生缺陷的１／３，全球每年有１３０余万ＣＨＤ患儿

出生［１］。严重的ＣＨＤ可导致脑发育延迟、肺动

脉高压、心力衰竭、心律失常和心源性猝死，是婴

幼儿非感染性死亡的最常见原因［２］。研究表明，

遗传缺陷是ＣＨＤ的重要病因，而且已经发现了

６０多个ＣＨＤ相关基因
［３５］。近年来的研究显示，

ＨＡＮＤ１基因对心血管的正常发育具有关键作

用［６］。在小鼠，ＨＡＮＤ１基因大量表达于胎心，敲

除ＨＡＮＤ１基因可导致小鼠胚胎早期死亡，主要

是由于心血管发育严重缺陷如心脏环化、心腔间

隔化和心室肌分化障碍等所致［７］。心肌特异性

ＨＡＮＤ１基因敲除小鼠可表现为多种类型的

ＣＨＤ，包括室间隔缺损、主动脉骑跨、房室瓣发育

不良和右心室双流出道［８］。因此，ＨＡＮＤ１遗传

缺陷也可能导致人类ＣＨＤ。

１　对象与方法

１．１　研究对象

收集１３６例无血缘关系的中国汉族ＣＨＤ患儿

为病例组（男６９例，年龄０～４岁，平均２岁）和２００

名无血缘关系的种族、性别和年龄匹配的健康儿童

为对照组（男１０２例，年龄０～４岁，平均２岁）。全

部研究对象均进行全面体检以及心脏彩色多普勒

超声检查。全部患儿均经心脏超声或心脏手术确

诊ＣＨＤ，而对照组儿童正常。经儿童父母知情同意

后收集其血常规检验后的剩余血标本，采用基因组

ＤＮＡ提取试剂盒（美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司）纯化基因

组ＤＮＡ。

１．２　研究方法

１．２．１　ＨＡＮＤ１基因突变筛查　以全部研究对象

的基因组ＤＮＡ为模板，使用根据文献［９］设计合成

的引物和ＨｏｔＳｔａｒＴａｑＤＮＡ聚合酶（德国Ｑｉａｇｅｎ

公司）等试剂，在Ｖｅｒｉｔｉ型热循环仪（美国Ａｐｐｌｉｅｄ

Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ公司）上扩增 ＨＡＮＤ１基因的全部编码

外显子。单个ＰＣＲ的总体积为２５μＬ，其中５Ｑ溶

液 ５ μＬ，１０× 缓 冲 液 ２．５ μＬ，ｄＮＴＰ（各

２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，上、下游引物（２０μｍｏｌ／Ｌ）各

０．５μＬ，基因组ＤＮＡ（１００ｎｇ／μＬ）２μＬ，ＨｏｔＳｔａｒ

ＴａｑＤＮＡ 聚合酶 （５Ｕ／μＬ）０．２５μＬ，双蒸水

１２．２５μＬ。ＰＣＲ的条件：９５℃预变性１５ｍｉｎ，随后

进入３５个循环，每个循环９４℃变性３０ｓ，６２℃退火

３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，最后７２℃延伸５ｍｉｎ。使用

上述上下游引物、纯化的 ＰＣＲ 产物和 ＢｉｇＤｙｅ○
Ｒ

Ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒｖ３．１测序试剂盒在Ｖｅｒｉｔｉ型热循环仪

（美国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍ公司）上进行测序ＰＣＲ反

应。单个测序ＰＣＲ的总体积为１０μＬ，包括预混合

液４μＬ，纯化的ＤＮＡ（２０ｎｇ／μＬ）２μＬ，上游或下游

引物（２μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ和双蒸水３μＬ。测序ＰＣＲ的

条件：３０个循环，每个循环９５℃变性２０ｓ，５０℃退火

１５ｓ，６０℃延伸１ｍｉｎ。纯化测序ＰＣＲ产物并用

３１３０ＸＬ型ＤＮＡ测序仪（美国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍ

公司）进行电泳测序。使用ＤＮＡ序列分析软件（美

国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍ公司）分析测序结果并与核苷

酸数 据 库 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／

Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）中的已知 ＨＡＮＤ１基因序列（登陆号

ＮＣ＿０００００５）进行对比以识别 ＨＡＮＤ１基因变异。

如发现ＨＡＮＤ１基因变异，则对２００名健康对照儿

童的ＨＡＮＤ１基因进行测序分析，同时检索数据库

（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ＰｕｂＭｅｄ 和

ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ＳＮＰ）以评估所发

现基因变异的新颖性。

１．２．２　ＨＡＮＤ１基因变异的保守性分析　应用多

序列比对软件 ＭＵＳＣＬＥ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．

ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｈｏｍｏｌｏｇｅｎｅ ｃｍｄ＝ Ｒｅｔｒｉｅｖｅ＆ｄｏｐｔ＝

ＡｌｉｇｎｍｅｎｔＳｃｏｒｅｓ＆ｌｉｓｔ＿ｕｉｄｓ＝３５４５），对比分析多物

种ＨＡＮＤ１蛋白的氨基酸序列以明确被改变氨基

酸在进化上的保守性。

１．２．３　ＨＡＮＤ１变异的致病性预测　应用在线软

件 ＭｕｔａｔｉｏｎＴａｓｔｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｕｔａｔｉｏｎｔａｓｔｅｒ．

ｏｒｇ）、ＰｏｌｙＰｈｅｎ２（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｅｔｉｃｓ．ｂｗｈ．ｈａｒｖａｒｄ．

ｅｄｕ／ｐｐｈ２）、ＳＩＦＴ （ｈｔｔｐ：／／ｓｉｆｔ．ｊｃｖｉ．ｏｒｇ／ｗｗｗ／

ＳＩＦＴ＿ｅｎｓｔ＿ｓｕｂｍｉｔ．ｈｔｍｌ）和ＰＲＯＶＥＡＮ（ｈｔｔｐ：／／

ｐｒｏｖｅａｎ．ｊｃｖｉ．ｏｒｇ／ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ）预 测 所 识 别 的

ＨＡＮＤ１基因变异的致病性。

１．２．４　表达质粒构建及定位诱变　真核表达质

粒ＨＡＮＤ１ｐｃＤＮＡ３．１的构建如文献［９］所述。

使用１对以突变点为中心、长３１个核苷酸残基

的互补的引物和ＱｕｉｃｋＣｈａｎｇｅⅡＸＬ定向诱变试

剂盒（美国Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公司）通过定位诱变ＰＣＲ

将所识别的突变导入野生型 ＨＡＮＤ１ｐｃＤＮＡ３．１

质粒，经测序证实。表达萤火虫萤光素酶的

ＡＮＦｌｕｃ报告基因质粒由日本千叶大学医学院的

ＩｃｈｉｒｏＳｈｉｏｊｉｍａ博士惠赠。使用表达海肾萤光素

酶的ｐＧＬ４．７５质粒（美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司）作为内

对照以校正转染效率。
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１．２．５　ＨＡＮＤ１的双荧光素酶报告基因分析　使

用添加１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ 培养基在３７℃、

５％ＣＯ２条件下培养ＨｅＬａ细胞。铺１２孔板２４ｈ后

使用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ○
Ｒ

２０００试剂（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公

司）进行细胞转染。在每次细胞转染试验中，分别

单独使用１．０μｇ对照空质粒ｐｃＤＮＡ３．１、１．０μｇ野

生型ＨＡＮＤ２ｐｃＤＮＡ３．１、１．０μｇ突变型ＨＡＮＤ２

ｐｃＤＮＡ３．１ 或 各 ０．５μｇ 的 野 生 型 及 突 变 型

ＨＡＮＤ２ｐｃＤＮＡ３．１，同时使用１．０μｇＡＮＦｌｕｃ和

０．０４μｇｐＧＬ４．７５。转染４８ｈ后裂解细胞，使用双

荧光素酶报告基因分析系统（美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司），

依照使用说明书依次检测萤火虫和海肾萤光素酶

的活性。以萤火虫萤光素酶活性相对于海肾萤光

素酶活性的倍数表示ＡＮＦ启动子的活性。每种细

胞转染实验做３次，取平均值。

１．３　统计学分析

借助ＳＰＳＳ１６．０软件包对数据进行统计分析。

连续变量用均数±标准差表示，分类变量用百分数

表示。两组连续变量的比较使用非配对Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓ

狋检验，分类变量的比较使用Ｐｅａｒｓｏｎ′ｓ卡方检验。

以双侧犘＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＣＨＤ患儿的基线临床特点

病例组与对照组均为汉族，性别和年龄匹配。

全部研究对象均无明确的ＣＨＤ相关环境危险因

素，如母亲在怀孕头３个月患病或服用药物、吸烟以

及接触毒物等。１３６例ＣＨＤ患儿的基线临床特点

见表１。

２．２　ＨＡＮＤ１基因新突变

测序分析ＨＡＮＤ１基因，在１例家族史阴性的

１岁男性法洛四联征患儿发现１种新的杂合错义突

变，其编码核苷酸序列第３８９位的胸腺嘧啶突变成鸟

嘌呤（ｃ．３８９Ｔ＞Ｇ），相应氨基酸序列的第１３０位亮氨

酸变成了精氨酸（ｐ．Ｌ１３０Ｒ）。此外，对突变携带者的

父母进行ＨＡＮＤ１基因序列分析未发现突变，表明该

突变为新发生的突变。该突变不存在于２００名对照

儿童，在ＰｕｂＭｅｄ和ＳＮＰ数据库中也未见报道，表

明是一个新发现的突变。杂合性 ＨＡＮＤ１突变

ｃ．３８９Ｔ＞Ｇ及其对照ＤＮＡ测序结果见图１。

２．３　被改变氨基酸的保守性分析

多物种ＨＡＮＤ１蛋白序列比对分析显示被改

变氨基酸即第１３０位的亮氨酸在物种进化上完全保

守，见图２。

表１　１３６例犆犎犇患儿的基线临床特点

临床参数 狀（％）

男性 ６９（５０．７）

阳性ＣＨＤ家族史 １１（８．１）

不同临床类型ＣＨＤ的分布

　单纯型ＣＨＤ ７５（５５．１）

　室间隔缺损 ３２（２３．５）

　房间隔缺损 ２０（１４．７）

　动脉导管未闭 ８（５．９）

　右心室双流出道 ５（３．７）

　主动脉干永存 ４（２．９）

　其他单纯型ＣＨＤ ６（４．４）

　复合型ＣＨＤ ６１（４４．９）

　法洛四联征 ３４（２５．０）

　室间隔缺损＋房间隔缺损 ９（６．６）

　房间隔缺损＋动脉导管未闭 ５（３．７）

　右心室双流出道＋室间隔缺损 ５（３．７）

　大动脉转位＋室间隔缺损 ２（１．５）

　其他复合型ＣＨＤ ６（４．４）

　心律失常 ８（５．９）

临床处理

　手术治疗 ５９（４３．４）

　经导管介入治疗 ３７（２７．２）

　随访 ４０（２９．４）

２．４　ＨＡＮＤ１序列变异的致病性

ＨＡＮＤ１基因ｃ．３８９Ｔ＞Ｇ变异或其编码蛋白

ｐ．Ｌ１３０Ｒ 变 异 经 ＭｕｔａｔｉｏｎＴａｓｔｅｒ、ＰｏｌｙＰｈｅｎ２、

ＳＩＦＴ和ＰＲＯＶＥＡＮ程序均预测有致病性，其中

ＭｕｔａｔｉｏｎＴａｓｔｅｒ的预测值为１．００，ＰｏｌｙＰｈｅｎ２的预

测值为１．００（敏感性为０，特异性为１．００），ＳＩＦＴ的

预测值为０，ＰＲＯＶＥＮ预测值为－５．９６。

２．５　突变对ＨＡＮＤ１转录激活功能的影响

等量（１．０μｇ）野生型和Ｌ１３０Ｒ突变型ＨＡＮＤ１

对靶基因ＡＮＦ启动子的转录激活作用分别约为

９倍和２倍（野生型与纯合突变型比较，狋＝１１．３８５，

犘＝０．０００３）；而等量（各０．５μｇ）野生型和Ｌ１３０Ｒ

突变型ＨＡＮＤ１一起对靶基因ＡＮＦ启动子的转录

激活作用约为４倍（野生型与杂合突变型比较，狋＝

７．３９７，犘＝０．００１８）。

３　讨论

本研究在１例法洛四联征患儿中发现ＨＡＮＤ１

新突变，该突变不存在于２００名健康对照者，而且改
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注：箭头所指为纯合等位基因Ｔ／Ｔ及杂合等位基因Ｔ／Ｇ

图１　犎犃犖犇１基因犮．３８９犜＞犌杂合突变及其正常对照序列图

注：箭头所指为第１３０位的亮氨酸

图２　多物种犎犃犖犇１蛋白序列比对结果

变了进化上高度保守的氨基酸序列，经预测具有致

病性。基因分析显示突变型 ＨＡＮＤ１的转录激活

作用显著降低。因此，遗传缺陷的ＨＡＮＤ１可显著

增加患者对ＣＨＤ的易感性。

人类 ＨＡＮＤ１基因定位于５ｑ３３，编码一种由

２１５个氨基酸所组成的转录因子。以前的研究发

现，ＨＡＮＤ１可以直接转录激活 ＡＮＦ启动子
［１０］。

本研究发现，人类新突变显著降低ＨＡＮＤ１对ＡＮＦ

启动子的转录激活作用，提示ＨＡＮＤ１基因突变所

导致的单倍型不足或显性抑制效应可能是ＣＨＤ的

病理机制之一。

已经报道人类 ＨＡＮＤ１基因突变与其他多种

类型的ＣＨＤ有关。ＲｅａｍｏｎＢｕｅｔｔｎｅｒ等
［１１］通过对

３１例无血缘关系的心脏发育不良患者的心脏组织

的ＨＡＮＤ１基因进行了测序分析，结果在其中２４例

发育不良患者的心室组织发现了１个相同的移码突
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变ｐ．Ａ１２６ｆｓＸ１２。报告基因分析表明该突变型

ＨＡＮＤ１丧失了转录激活功能。随后，Ｒｅａｍｏｎ

Ｂｕｅｔｔｎｅｒ等
［１２］对６８个以间隔缺损为主的畸形心脏

的ＨＡＮＤ１基因进行了测序分析，结果发现了３２个

不同的非同义突变。功能研究表明部分突变型

ＨＡＮＤ１的转录激活功能丧失或显著减弱。Ｃｈｅｎｇ

等［１３］对４９８例无血缘关系的非综合征型ＣＨＤ患者

的ＨＡＮＤ１基因编码区进行了测序分析，结果在

２例室间隔缺损患者各发现１个新的错义突变，即

ｐ．Ｇ７３Ｓ和ｐ．Ｋ１５２Ｎ突变。酵母双杂交分析显示这

２个突变均显著增加ＨＡＮＤ１的转录激活作用。本

研究在１例法洛四联征患者中发现了１个ＨＡＮＤ１

功能缺失性新突变，扩大了ＨＡＮＤ１基因相关临床

表型谱，提示 ＨＡＮＤ１基因在人类心血管发育和

ＣＨＤ方面具有更加广泛的作用。

总之，本研究首次报道ＨＡＮＤ１基因功能缺失

性突变与人类法洛四联征有关，对ＣＨＤ患者及其

病家族成员的遗传咨询具有潜在的重要意义。
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ｆｕｎｃｔｉｏｎｍｕｔａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎｏｆＨＡＮＤ１ｐｒｅｄｉｃｔｓ

ｈｙｐｏｐｌａｓｉａｏｆｔｈｅｈｕｍａｎｈｅａｒｔｓ［Ｊ］．ＨｕｍＭｏｌＧｅｎｅｔ，２００８，

１７（１０）：１３９７１４０５．

［１２］　ＲｅａｍｏｎＢｕｅｔｔｎｅｒＳＭ，ＣｉｒｉｂｉｌｌｉＹ，ＴｒａｖｅｒｓｏＩ，ｅｔａｌ．Ａ

ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｇｅｎｅｔｉｃｓｔｕｄｙｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓ ＨＡＮＤ１ ｍｕｔａｔｉｏｎｓｉｎ

ｓｅｐｔａｔｉｏｎｄｅｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅｈｕｍａｎｈｅａｒｔ［Ｊ］．ＨｕｍＭｏｌＧｅｎｅｔ，

２００９，１８（１９）：３５６７３５７８．

［１３］　ＣｈｅｎｇＺ，ＬｉｂＬ，ＬｉＺ，ｅｔａｌ．ＴｗｏｎｏｖｅｌＨＡＮＤ１ｍｕｔａｔｉｏｎｓ

ｉｎＣｈｉｎｅｓｅｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｓｅｐｔａｌｄｅｆｅｃｔ［Ｊ］．Ｃｌｉｎ

ＣｈｉｍＡｃｔａ，２０１２，４１３（７８）：６７５６７７．
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