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　　【摘要】　目的：识别特发性扩张型心肌病（ＤＣＭ）相关ＧＡＴＡ６基因新突变。　方

法：入选１３２例特发性ＤＣＭ患者和２２０名健康对照者，收集其临床资料和外周静脉血，

使用ＤＮＡ纯化试剂盒抽提基因组ＤＮＡ，采用聚合酶链反应试剂扩增ＧＡＴＡ６基因的整

个编码区，应用循环测序试剂盒对扩增的ＧＡＴＡ６基因片段进行测序，将所测序列与

Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ数据库中的ＧＡＴＡ６基因序列进行对比分析以识别ＧＡＴＡ６基因突变。应用

ＭＵＳＣＬＥ和ＭｕｔａｔｉｏｎＴａｓｔｅ在线系统评估突变氨基酸进化上的保守性和突变的致病性。

　结果：通过序列分析发现１例散发性ＤＣＭ患者的ＧＡＴＡ６基因新变异ｃ．１１６５Ｇ＞Ｔ，

相当于ｐ．Ｅ３８９Ｘ突变，在２２０名健康对照者中没有检测出该无义突变。跨物种ＧＡＴＡ６

蛋白序列比对分析表明，被改变的氨基酸在物种进化上完全保守，致病性预测显示该

ＧＡＴＡ６基因突变具有致病性。　结论：发现散发性ＤＣＭ相关ＧＡＴＡ６基因新突变，扩

大了ＤＣＭ相关ＧＡＴＡ６基因突变谱。

【关键词】　扩张型心肌病；分子遗传学；转录因子；ＧＡＴＡ６；突变

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３６５８３．２０１８．０５．００９

犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犪狀狅狏犲犾犌犃犜犃６犿狌狋犪狋犻狅狀犪狊狊狅犮犻犪狋犲犱狑犻狋犺犻犱犻狅狆犪狋犺犻犮犱犻犾犪狋犲犱犮犪狉犱犻狅犿狔狅狆犪狋犺狔　犔犐犠犲狀狕犺犪狅，

犡犝犢犻狀犵犼犻犪，犔犐犚狌狅犵狌，犙犝犡犻狀犽犪犻，犢犃犖犌犢犻狇犻狀犵，犙犐犝犡犻狀犵犫犻犪狅．　犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犆犪狉犱犻狅犾狅犵狔，

犛犺犪狀犵犺犪犻犆犺犲狊狋犎狅狊狆犻狋犪犾，犛犺犪狀犵犺犪犻犑犻犪狅犜狅狀犵犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犛犺犪狀犵犺犪犻　２０００３０，犆犺犻狀犪

【犃犫狊狋狉犪犮狋】　犗犫犼犲犮狋犻狏犲：ＴｏｉｄｅｎｔｉｆｙａｎｏｖｅｌＧＡＴＡ６ｍｕｔａｔｉｏｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｉｄｉｏｐａｔｈｉｃｄｉｌａｔｅｄ

ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ（ＤＣＭ）．　犕犲狋犺狅犱狊：Ｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｕｄｙ，１３２ｕｎｒｅｌａｔｅｄｃａｓｅｓｗｉｔｈｉｄｉｏｐａｔｈｉｃＤＣＭａｎｄ

２２０ｕｎｒｅｌａｔｅｄｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔｒｏｌｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓｗｅｒｅｒｅｃｒｕｉｔｅｄ．Ｔｈｅｃｌｉｎｉｃａｌｄａｔａａｎｄｔｈｅｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｖｅｎｏｕｓ

ｂｌｏｏｄｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄ．ＴｈｅｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡｗａｓｉｓｏｌａｔｅｄｗｉｔｈａＤＮＡｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｋｉｔ．Ｔｈｅｅｎｔｉｒｅ

ｃｏｄｉｎｇｒｅｇｉｏｎｓｏｆｔｈｅＧＡＴＡ６ｇｅｎｅｗｅｒｅａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙｕｓｉｎｇｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎｒｅａｇｅｎｔｓａｎｄｔｈｅ

ａｍｐｌｉｆｉｅｄＧＡＴＡ６ｆｒａｇｍｅｎｔｓｗｅｒｅｓｅｑｕｅｎｃｅｄｗｉｔｈａｃｙｃｌｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｋｉｔ．Ｔｈｅｏｂｔａｉｎｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｗｅｒｅ

ａｌｉｇｎｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｏｆＧＡＴＡ６ｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍｔｈｅＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅｄａｔａｂａｓｅｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙａＧＡＴＡ６ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｖａｒｉａｔｉｏｎ．ＴｈｅｏｎｌｉｎｅｃｏｍｐｕｔｅｒｓｏｆｔｗａｒｅｓｏｆＭＵＳＣＬａｎｄＭｕｔａｔｉｏｎＴａｓｔｅｒｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｅｖａｌｕａｔｅｗｈｅｔｈｅｒ

ｔｈｅｍｕｔａｔｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄ ｗａｓｃｏｎｓｅｒｖｅｄｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｉｌｙａｎｄ ｗｈｅｔｈｅｒｔｈｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｗａｓｃａｕｓａｔｉｖｅ

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．　犚犲狊狌犾狋狊：ＡｎｏｖｅｌｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓＧＡＴＡ６ｍｕｔａｔｉｏｎｃ．１１６５Ｇ＞Ｃ，ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔｔｏｐ．Ｅ３８９Ｘ，

ｗａｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｉｎａｓｐｏｒａｄｉｃＤＣＭｐａｔｉｅｎｔ．Ｔｈｅｎｏｎｓｅｎｓｅｍｕｔａｔｉｏｎｗａｓａｂｓｅｎｔｉｎｔｈｅ２２０ｃｏｎｔｒｏｌｓｕｂｊｅｃｔｓ．

Ｔｈｅａｌｔｅｒｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｗａｓｈｉｇｈｌｙｃｏｎｓｅｒｖｅｄｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｉｌｙ，ａｎｄｔｈｅｍｕｔａｔｉｏｎｗａｓｐｒｅｄｉｃｔｅｄｔｏｂｅ

ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ． 犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀狊：ＴｈｉｓｓｔｕｄｙｒｅｐｏｒｔｅｄｔｈｅａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｏｆａｎｏｖｅｌＧＡＴＡ６ｍｕｔａｔｉｏｎｗｉｔｈｓｐｏｒａｄｉｃ

ＤＣＭ，ｅｘｐａｎｄｉｎｇｔｈｅｍｕｔａｔｉｏｎａｌｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆＧＡＴＡ６ｌｉｎｋｅｄｔｏＤＣＭ．

【犓犲狔 狑狅狉犱狊】 　 Ｄｉｌａｔｅｄ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ； Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｇｅｎｅｔｉｃｓ； Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｆａｃｔｏｒ；

ＧＡＴＡ６；Ｍｕｔａｔｉｏｎ

基金项目：国家自然科学基金（８１４７０３７２）

作者单位：２０００３０　上海交通大学附属胸科医院心内科

通信作者：仇兴标，Ｅｍａｉｌ：ｑｉｕｘｉｎｇｂｉａｏ＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

·８８２· 国际心血管病杂志２０１８年９月第４５卷第５期 　ＩｎｔＪＣａｒｄｉｏｖａｓｃＤｉｓ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１８，Ｖｏｌ．４５，Ｎｏ５



　　扩张型心肌病（ｄｉｌａｔｅｄｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ，ＤＣＭ）

是最常见的原发性心肌疾病，是心力衰竭和心源性

猝死的主要原因，也是心脏移植的首要原因［１２］。尽

管ＤＣＭ可继发于冠状动脉粥样硬化性心脏病（冠

心病）、病毒性心肌炎和心律失常等疾病［３５］，但部分

ＤＣＭ病因不明，称为特发性ＤＣＭ，主要与遗传缺陷

有关。目前已经发现了５０多个ＤＣＭ相关基因，其

中大部分基因编码心肌肌节蛋白、细胞骨架蛋白和

核膜蛋白［１２］。近期研究发现，心脏ＧＡＴＡ族转录

因子基因ＧＡＴＡ４、ＧＡＴＡ５和ＧＡＴＡ６突变均可导

致家族性ＤＣＭ
［６９］。另外，ＧＡＴＡ４基因突变也可

导致散发性ＤＣＭ
［１０］。鉴于ＧＡＴＡ６与ＧＡＴＡ４的

表达谱与功能特点相似［１１］，本研究将评估散发性

ＤＣＭ患者的ＧＡＴＡ６基因突变谱。

１　对象与方法

１．１　研究对象

本研究纳入１３２例无血缘关系且家族史阴性的

特发性ＤＣＭ患者，其中男性７７例，女性５５例，年

龄为４２～５９岁，平均年龄５１岁。患者均为中国汉

族人，经过详细询问病史、全面体格检查、常规实验

室检查和经胸超声心动图检查后明确诊断为ＤＣＭ。

特发性ＤＣＭ的诊断是基于世界卫生组织制定的如

下标准：在心脏负荷正常且无冠心病和先天性心脏

病等疾病的条件下，左室舒张末期内径＞２７ｍｍ／ｍ２

及左室射血分数＜４０％或左室短轴缩短率＜

２５％
［１］。入选２２０名无血缘关系且种族匹配的健康

人作为对照，其中男性１２８例，女性９２例，年龄为

４１～５９岁，平均年龄５２岁。经知情同意后抽取外

周静脉血２ｍＬ，注入抗凝管中于－８０℃冰箱保存。

１．２　方法

１．２．１　ＧＡＴＡ６基因编码区的扩增　使用基因组

ＤＮＡ纯化试剂盒（美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司）自外周血白

细胞中抽提基因组ＤＮＡ。用于扩增ＧＡＴＡ６基因

编码外显子及其侧翼部分内含子的引物序列如文

献［９］。以基因组ＤＮＡ为模板，使用ＴａｑＤＮＡ聚

合酶（德国Ｑｉａｇｅｎ公司）等ＰＣＲ试剂和ＧＡＴＡ６基

因特异性扩增引物在 Ｖｅｒｉｔｉ型热ＰＣＲ仪（美国

ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司）上扩增ＧＡＴＡ６基因片

段。ＰＣＲ反应混合物的总体积为２５μＬ，包括双蒸

水１２．２５μＬ，５×Ｑ溶液５μＬ，１０×ＰＣＲ缓冲液

２．５μＬ，ｄＮＴＰ（各２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，基因组ＤＮＡ

（１００ｎｇ／μＬ）２μＬ，上、下游引物（２０μｍｏｌ／Ｌ）各

０．５μＬ和 ＨｏｔＳｔａｒＴａｑＤＮＡ 聚合酶（５Ｕ／μＬ）

０．２５μＬ。ＰＣＲ的反应条件为：首先９５℃预变性

１５ｍｉｎ，然后进入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。扩增产物经过琼脂糖凝胶电泳分离后用

凝胶回收试剂盒（德国Ｑｉａｇｅｎ公司）纯化。

１．２．２　ＧＡＴＡ６基因的ＰＣＲ测序及序列分析　以

上述纯化的扩增产物为模板，使用循环测序试剂盒

（美国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司）和ＧＡＴＡ６特异性

扩增引物在 Ｖｅｒｉｔｉ型热循环仪（美国 Ａｐｐｌｉｅｄ

Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司）上进行测序ＰＣＲ。测序ＰＣＲ反

应混合物的总体积为１０μＬ，包括双蒸水３μＬ，预混

合液４μＬ，纯化的ＤＮＡ片段（２０ｎｇ／μＬ）２μＬ和上

游引物（２μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ。测序ＰＣＲ反应条件：共

３０个循环，每个循环９５℃变性２０ｓ，５０℃退火１５ｓ，

６０℃延伸１ｍｉｎ。测序ＰＣＲ反应产物经纯化后在

３１３０ＸＬ型ＤＮＡ测序仪（美国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍ

公司）上进行测序。将所测得的ＧＡＴＡ６序列与

Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．

ｇｏｖ／Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）所提供的ＧＡＴＡ６序列（登陆号：

ＮＭ＿００５２５７）进行对比，以发现ＧＡＴＡ６基因变异。

对于所检测的 ＧＡＴＡ６基因变异，检索ＰｕｂＭｅｄ

（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ＰｕｂＭｅｄ）、ＳＮＰ

（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ＳＮＰ）和万方数

据库（ｈｔｔｐ：／／ｌｉｂｒａｒｉａｎ．ｗａｎｆａｎｇｄａｔａ．ｃｏｍ．ｃｎ）以明

确所发现的基因变异是否已被报道。

１．２．３　突变氨基酸在物种进化上的保守性分析　

采用在线软件ＭＵＳＣＬＥ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．

ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｈｏｍｏｌｏｇｅｎｅ？ｃｍｄ＝ Ｒｅｔｒｉｅｖｅ＆ｄｏｐｔ＝

ＭｕｌｔｉｐｌｅＡｌｉｇｎｍｅｎｔ＆ｌｉｓｔ＿ｕｉｄｓ＝６８４４９）评估突变氨

基酸在物种进化上的保守性。

１．２．４　ＧＡＴＡ６基因变异的致病性预测　使用

ＭｕｔａｔｉｏｎＴａｓｔｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｕｔａｔｉｏｎｔａｓｔｅｒ．ｏｒｇ）

在线软件预测所发现的ＧＡＴＡ６基因变异是否具有

致病性。

２　结果

２．１　发现ＧＡＴＡ６基因新突变

通过对１３２例特发性ＤＣＭ患者的ＧＡＴＡ６基

因进行测序分析，在其中１例患者中识别出１个

新的杂合突变，其ＧＡＴＡ６基因编码核苷酸序列第

１１６５位的鸟嘌呤（ｇｕａｎｉｎｅ，Ｇ）变为胸腺嘧啶

（ｔｈｙｍｉｎｅ，Ｔ），即ｃ．１１６５Ｇ＞Ｔ突变。该核苷酸替

代导 致 编 码 ＧＡＴＡ６ 蛋 白 第 ３８９ 位 谷 氨 酸

（ｇｌｕｔａｍｉｃａｃｉｄ，Ｅ）的密码子变为终止密码子（Ｘ），

即ｐ．Ｅ３８９Ｘ突变。经过检索ＳＮＰ、ＰｕｂＭｅｄ和万

方数据库，该ＧＡＴＡ６基因变异未见报道，表明该
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ＧＡＴＡ６基 因 突 变 是 新 突 变。ＧＡＴＡ６ 基 因

ｃ．１１６５Ｇ＞Ｔ杂合突变及其野生型对照序列见

图１。

２．２　突变位点氨基酸在物种进化上保守性

多物种 ＧＡＴＡ６蛋白序列比对分析发现第

３８９位的谷氨酸在多物种进化上完全保守（见图２）。

注：箭头所指分别为ＧＡＴＡ６基因ｃ．１１６５Ｇ＞Ｔ杂合突变型Ｔ／Ｇ和纯合野生型Ｇ／Ｇ序列

图１　犌犃犜犃６基因犮．１１１６５犌＞犜杂合突变型及其野生型对照序列

图２　多物种犌犃犜犃６蛋白序列比对分析结果

２．３　ＧＡＴＡ６基因ｃ．１１６５Ｇ＞Ｔ变异为致病性

突变

该ＧＡＴＡ６基因变异ｃ．１１６５Ｇ＞Ｔ经在线软件

ＭｕｔａｔｉｏｎＴａｓｔｅｒ自动预测为致病性突变，该预测结

论正确的概率为１。此外，ＭｕｔａｔｉｏｎＴａｓｔｅｒ数据库

没有报道ＧＡＴＡ６基因ｃ．１１６５Ｇ＞Ｔ突变，进一步

证实本研究所发现的ＧＡＴＡ６基因突变是新突变。

３　讨论

本研究在１例散发性ＤＣＭ 患者中检测出了

１个新的 ＧＡＴＡ６基因杂合突变ｐ．Ｅ３８９Ｘ，但在

２２０名无血缘关系的健康对照者中未检测出该突

变。该突变氨基酸在多物种进化上完全保守，而且

在线软件功能预测分析显示该突变是致病性突变。

因此，ＧＡＴＡ６基因ｐ．Ｅ３８９Ｘ 突变有可能是该

ＤＣＭ患者的分子病因，但该基因突变的致病性大

小和具体的致病机制仍有待于进一步研究。

在人类，ＧＡＴＡ６基因定位于染色体１８ｑ１１．１ｑ１１．２，

其编码的转录因子蛋白由５９５个氨基酸残基组

成［１２］。以前的研究发现，在胎心发育期间，ＧＡＴＡ６

可以独自或与其转录合作伙伴ＧＡＴＡ４、ＮＫＸ２５

和ＴＢＸ２０等一道协同激活多个靶基因的转录表达，

如心房利钠肽、α肌凝蛋白重链和缝隙连接蛋白

ＣＸ４０等
［１３１４］，而且 ＧＡＴＡ４、ＮＫＸ２５、ＴＢＸ２０和

α肌凝蛋白重链基因突变均可导致ＤＣＭ
［９］。因此

推测ＧＡＴＡ６基因突变可能通过降低对胎心正常发

育及出生后心脏结构重构具有重要作用的靶基因

的表达而导致ＤＣＭ。

动物实验表明，ＧＡＴＡ６基因缺陷可增加ＤＣＭ

的易感性。在小鼠胚胎发育期间，ＧＡＴＡ６是

ＧＡＴＡ族（ＧＡＴＡ１ＧＡＴＡ６）中最早表达于心脏

的，ＧＡＴＡ６双等位基因敲除可导致小鼠胚胎的内

胚层发育障碍，致使胚胎发育早期死亡［１５］。虽然

ＧＡＴＡ４或ＧＡＴＡ６单基因敲除杂合子小鼠心脏表

型正常，但ＧＡＴＡ４和ＧＡＴＡ６双基因敲除杂合子
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小鼠全部于胚胎期死亡，主要原因在于心血管发育

畸形，包括薄壁心室肌、心肌发育不良、心室间隔缺

损、右室双流出道、主动脉干永存、心肌细胞增殖下

降和血管平滑肌细胞分化障碍［１６１７］。此外，心肌特

异性敲除ＧＡＴＡ６（心脏ＧＡＴＡ６蛋白减少９５％以

上）或ＧＡＴＡ４小鼠可以存活至成年，但其心功能进

行性恶化，至成年时心脏扩大，而联合敲除成年小

鼠心脏ＧＡＴＡ４和ＧＡＴＡ６则可导致ＤＣＭ
［１８］。与

此相反，体内或体外单独过表达ＧＡＴＡ６或联合过

表达ＧＡＴＡ６与ＧＡＴＡ４均可诱发心肌肥厚
［１８１９］。

这些实验研究结果表明，ＧＡＴＡ６在心脏胚胎发育

和出生后结构重构方面起着关键作用。

本研究首次报道了散发性ＤＣＭ相关ＧＡＴＡ６

基因突变，扩大了ＤＣＭ相关基因突变谱，对ＤＣＭ

患者的遗传咨询和个体化防治具有潜在的临床

意义。
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