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特发性肺动脉高压相关犛犗犡１７基因新突变

分析

王珊珊　王天明　叶显撑　刘兴元

　　【摘要】　目的：寻找特发性肺动脉高压相关犛犗犡１７基因新突变。　方法：收集５８例

特发性肺动脉高压患儿和２００名健康对照者的临床资料及血标本，纯化基因组ＤＮＡ。

测序分析研究对象的犛犗犡１７基因以发现致特发性肺动脉高压突变。利用在线计算机程

序分析突变氨基酸在物种进化上的保守性及其致病性。　结果：在２例特发性肺动脉高

压患儿中各发现１种犛犗犡１７基因新突变，分别为ｃ．２３２Ｔ＞Ａ和ｃ．２８１Ａ＞Ｔ突变，即

ｐ．Ｔｒｐ７８Ａｒｇ和ｐ．Ｈｉｓ９４Ｌｅｕ突变。该突变不存在于２００名健康对照者。数据分析表明

突变氨基酸在多物种进化上完全保守且均具有致病性。　结论：特发性肺动脉高压相关

犛犗犡１７基因新突变对特发性肺动脉高压患者的遗传咨询及精准防治具有潜在的临床

意义。
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　　肺动脉高压（ＰＡＨ）以肺小动脉进行性闭塞、肺

血管阻力增加、肺动脉压升高为特征，儿童的发病

率约为５／１００万～８／１００万，成人的发病率约为

１５／１００万～５０／１００万
［１２］。严重的ＰＡＨ可导致右

心室肥厚、心力衰竭或死亡，ＰＡＨ患者在第１年和

第３年的死亡率分别高达７％～３２％和２３％～

６１％
［３４］。既往研究显示，尽管环境危险因素可导致

ＰＡＨ，但特发性ＰＡＨ主要与遗传缺陷有关，已经发

现１０余个突变基因可导致特发性 ＰＡＨ，包括

犅犕犘犚２、犜犅犡４、犓犆犖犓３和犃犅犆犆８等
［５６］。此外，

全基因组关联分析发现，一些常见的遗传变异可显

著增加特发性ＰＡＨ 的易感性
［７］。尽管如此，因

ＰＡＨ具有显著的遗传异质性，大多特发性ＰＡＨ患

者的遗传缺陷仍未明确。

１　对象与方法

１．１　研究对象

纳入２０１６年３月至２０１９年８月就诊于同济大

学附属同济医院及附属第一妇婴保健院儿科的

５８例特发性ＰＡＨ患儿，设为病例组，其中男２８例，

女３０例，年龄为３～１３岁，平均年龄（８±５）岁。对

照组为２００名性别、年龄和种族均匹配的健康儿童，

其中男９６例，女１０４例，年龄为３～１４岁，平均年龄

（８±６）岁。所有研究对象均经过询问病史、体格检

查、常规血液化验、超声心动图、胸片检查。特发性

ＰＡＨ的诊断依据世界卫生组织最新修订的标准：

（１）平均肺动脉压＞２０ｍｍＨｇ；（２）平均肺动脉楔

压≤１５ｍｍＨｇ；（３）肺血管阻力 ≥３Ｗｏｏｄ单位

（１Ｗｏｏｄ单位＝８０ｄｙｎｅｓ／ｓ·ｃｍ５）
［８］。病例组

ＰＡＨ家族史阳性１１例（约占１９％），健康对照组

ＰＡＨ家族史均为阴性，两组均无传统ＰＡＨ危险因

素。本研究遵循医学伦理学原则，经研究对象的法

定监护人知情同意后收集其临床资料及外周静脉

全血约１ｍＬ，应用血液基因组ＤＮＡ提取试剂盒

（德国Ｑｉａｇｅｎ公司）抽提基因组ＤＮＡ。

１．２　方法

１．２．１　犛犗犡１７基因的扩增　从ＧｅｎＢａｎｋ数据库

（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｎｕｃｃｏｒｅ／ＮＣ＿

０００００８．１１？ｆｒｏｍ＝５４４５７９３５＆ｔｏ＝５４４６０８９２＆ｒｅｐｏｒｔ

＝ｇｅｎｂａｎｋ）中获取犛犗犡１７的基因组ＤＮＡ序列（登陆

号：ＮＣ＿０００００８．１１）。借 助 在 线 计 算 机 软 件

Ｐｒｉｍｅｒ３ｗｅｂ（ｈｔｔｐ：／／ｐｒｉｍｅｒ３．ｕｔ．ｅｅ），设计可特异性扩

增犛犗犡１７基因编码外显子及外显子两侧的部分内含

子（包括剪接供体、受体及部分５′和３′端非翻译区）的

引物序列见表１。使用热启动ＴａｑＤＮＡ聚合酶 （德

国Ｑｉａｇｅｎ公司），以每位研究对象的基因组ＤＮＡ为

模板，应用犛犗犡１７特异性扩增引物等聚合酶链反应

（ＰＣＲ）试剂，在Ｔ１００型ＰＣＲ仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）

上扩增犛犗犡１７基因目的片段。ＰＣＲ反应物的总体积

是２５μＬ，包括１０×ＰＣＲ缓冲液２．５μＬ，双蒸水

１２．２５μＬ，５×Ｑ溶液５μＬ，ｄＮＴＰ（各２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）

２μＬ，基因组ＤＮＡ（１００ｎｇ／μＬ）２μＬ，上、下游引物

（２０μｍｏｌ／Ｌ）各０．５μＬ和热启动ＴａｑＤＮＡ聚合酶

（５Ｕ／μＬ）０．２５μＬ。ＰＣＲ反应条件的设置如前所

示［９１０］，即：首先９５℃预变性１５ｍｉｎ，随后进入３５个

循环，每１个循环包括９４℃变性３０ｓ、６２℃退火３０ｓ

及７２℃延伸１ｍｉｎ，最后７２℃延伸６ｍｉｎ。ＰＣＲ产

物经１．５％琼脂糖凝胶电泳分离后割胶回收，用

ＱＩＡｑｕｉｃｋ凝胶纯化试剂盒（德国Ｑｉａｇｅｎ公司）纯化

ＰＣＲ产物。

表１　扩增犛犗犡１７基因编码外显子、剪接供体和受体及部分５′和３′端非翻译区的引物序列

外显子 正向引物 反向引物 大小

１ ５′ＧＧＣＡＴＣＴＣＡＧＴＧＣＣＴＣＡＣＴＣ３′ ５′ＧＣＴＣＧＣＡＡＡＧＡＡＣＡＧＴＴＴＧＧ３′ ４９３ｂｐ

２Ａ ５′ＧＣＧＣＡＡＴＴＣＡＡＡＧＴＣＴＧＡＧＧ３′ ５′ＡＧＡＣＣＴＧＣＧＣＧＴＡＧＣＴＧＴＡＧ３′ ５７６ｂｐ

２Ｂ ５′ＡＣＴＡＣＣＧＣＧＡＣＴＧＣＣＡＧＡＧＴ３′ ５′ＡＧＴＧＴＧＴＡＡＣＡＣＴＧＣＴＴＣＴＧＧ３′ ６９１ｂｐ

１．２．２　犛犗犡１７基因的ＤＮＡ测序分析　以纯化过

的ＰＣＲ产物为模板，用ＤＮＡ循环测序试剂盒（美

国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司）和１条犛犗犡１７基因特

异性扩增引物在ＰｒｏＦｌｅｘ型ＰＣＲ仪（美国Ａｐｐｌｉｅｄ

Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司）上进行 ＤＮＡ 测序反应。测序

ＰＣＲ混合物的体积是１０μＬ，其中预混合液４μＬ，

纯化的ＤＮＡ片段（３０ｎｇ／μＬ）１μＬ，双蒸水４μＬ，上

游引物（２μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ。ＤＮＡ测序ＰＣＲ的条件

见前期研究［９１０］：共３０个循环，每１个循环９５℃

变性２０ｓ，５０℃退火１５ｓ，６０℃延伸ｌｍｉｎ。ＤＮＡ测

序ＰＣＲ 产物通过 ＱＩＡｑｕｉｃｋ纯化试剂盒（德国

Ｑｉａｇｅｎ公司）纯化，然后上样于３１３０ＸＬ型ＤＮＡ测

序仪（美国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍ公司）进行测序。将

所测 出 的 犛犗犡１７ 序 列 与 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ 数 据 库
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的犛犗犡１７序列（登陆号：ＮＭ＿０２２４５４．４）进行对比

分析以发现犛犗犡１７基因变异。如发现犛犗犡１７基

因变异，采用相同的方法测序分析２００名健康对照

者的犛犗犡１７基因，同时检索ＰｕｂＭｅｄ（ｈｔｔｐｓ：／／

ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ＰｕｂＭｅｄ）、ＨＧＭＤ

（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｈｇｍｄ．ｃｆ．ａｃ．ｕｋ／）、ＳＮＰ（ｈｔｔｐｓ：／／

ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ＳＮＰ）和 万方（ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｗａｎｆａｎｇｄａｔａ．ｃｏｍ．ｃｎ）数据库，确定所发现的

犛犗犡１７基因变异是否已有报道。

１．２．３　犛犗犡１７蛋白突变氨基酸的保守性评估　使

用在线计算机软件 ＭＵＳＣＬＥ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．

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

＝ＭｕｌｔｉｐｌｅＡｌｉｇｎｍｅｎｔ＆ｌｉｓｔ＿ｕｉｄｓ＝７９４８），自动比对

犛犗犡１７基因所编码蛋白的突变位点氨基酸在

犛犗犡１７蛋白序列已知物种进化上的保守性。

１．２．４　犛犗犡１７基因突变的致病性分析　应用在线

计 算 机 软 件 Ｍｕｔａｔｉｏｎ Ｔａｓｔｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．

ｍｕｔａｔｉｏｎｔａｓｔｅｒ． ｏｒｇ／）、 ＰｏｌｙＰｈｅｎ２ （ｈｔｔｐ：／／

ｇｅｎｅｔｉｃｓ．ｂｗｈ．ｈａｒｖａｒｄ．ｅｄｕ／ｐｐｈ２／）和ＰＲＯＶＥＡＮ

（ｈｔｔｐ：／／ｐｒｏｖｅａｎ．ｊｃｖｉ．ｏｒｇ／ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ）预测所发现

的犛犗犡１７基因突变的致病性。

１．３　统计学分析

分类变量用绝对数值或百分比表示，连续变量

用均数±标准差表示。两组连续变量的比较应用

非配对Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓ狋检验，两组分类变量的比较使用

Ｆｉｓｈｅｒ′ｓ精确概率检验或Ｐｅａｒｓｏｎ′ｓχ
２检验。以双

侧检验值犘＜０．０５表示具有统计学差异。

２　结果

２．１　发现犛犗犡１７基因新突变

两组的性别与种族均无显著性差异 （经

Ｐｅａｒｓｏｎ′ｓχ
２检验，犘＞０．０５），年龄差异也无统计学

意义（经Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓ狋检验，犘＞０．０５）。病例组的

ＰＡＨ家族史阳性率显著高于对照组（Ｆｉｓｈｅｒ′ｓ精确

概率检验，犘＜０．０５）。通过对５８例特发性ＰＡＨ患

儿的犛犗犡１７基因进行ＤＮＡ测序分析，２例家族史

阴性的特发性ＰＡＨ患儿各发现了１种新的杂合错

义突变。

（１）１例９岁的男性特发性ＰＡＨ患儿（平均肺

动脉压２７ｍｍＨｇ，平均肺动脉楔压６ｍｍＨｇ，肺血

管阻力８Ｗｏｏｄ单位），其犛犗犡１７基因编码核苷酸

序列第２３２位的胸腺嘧啶（Ｔ）变成腺嘌呤（Ａ），即

ｃ．２３２Ｔ＞Ａ突变，相当于犛犗犡１７蛋白的氨基酸序

列第７８位编码色氨酸（Ｔｒｐ）的密码子变为编码精

氨酸（Ａｒｇ）的密码子，即ｐ．Ｔｒｐ７８Ａｒｇ突变。

（２）１例６岁的女性特发性ＰＡＨ患儿（平均肺

动脉压２５ｍｍＨｇ，平均肺动脉楔压５ｍｍＨｇ，肺血

管阻力６Ｗｏｏｄ单位），其犛犗犡１７基因编码核苷酸

序列第２８１位的Ａ变成Ｔ，即ｃ．２８１Ａ＞Ｔ突变，相

当于犛犗犡１７蛋白的氨基酸序列第９４位编码组氨酸

（Ｈｉｓ）的密码子变为编码亮氨酸（Ｌｅｕ）的密码子，即

ｐ．Ｈｉｓ９４Ｌｅｕ突变。

对２００名健康对照者的犛犗犡１７基因进行ＤＮＡ

测序筛查没有发现基因突变。经过检索ＰｕｂＭｅｄ、

ＨＧＭＤ、ＳＮＰ和万方数据库，本研究发现的２种

犛犗犡１７基因突变ｃ．２３２Ｔ＞Ａ和ｃ．２８１Ａ＞Ｔ，即

ｐ．Ｔｒｐ７８Ａｒｇ和ｐ．Ｈｉｓ９４Ｌｅｕ突变均未见报道。该

特发性ＰＡＨ男性患儿的犛犗犡１７基因ｃ．２３２Ｔ＞Ａ

杂合突变及其纯合野生型对照序列见图１。该特发

性ＰＡＨ女性患儿的犛犗犡１７基因ｃ．２８１Ａ＞Ｔ杂合

突变及其纯合野生型对照序列见图２。

２．２　蛋白Ｔｒｐ７８Ａｒｇ和Ｈｉｓ９４Ｌｅｕ突变所改变的氨

基酸在进化上高度保守

如图３所示，在人犛犗犡１７基因编码的ＳＯＸ１７蛋白

（ＮＰ＿０７１８９９．１），第７８位的色氨酸和第９４位的组氨酸

在大猩猩（ＸＰ＿００１１５３１３６．１）、猴（ＸＰ＿００１０８３５３６．１）、狗

（ＸＰ＿５４４０８４．３）、牛 （ＮＰ＿００１１９３１８０．１）、小 鼠

（ＮＰ＿０３５５７１．１）、大 鼠 （ＮＰ ＿００１１０１３７２．１）、禽

（ＮＰ＿００１０３４４１５．１）和蟾蜍（ＮＰ＿９８９４２５．１）等物种

ＳＯＸ１７蛋白进化上完全保守。

２．３　所发现的犛犗犡１７基因突变具有致病性　

本研究发现的犛犗犡１７基因突变ｃ．２３２Ｔ＞Ａ和

ｃ．２８１Ａ＞Ｔ，即ｐ．Ｔｒｐ７８Ａｒｇ和ｐ．Ｈｉｓ９４Ｌｅｕ突变被

在线计算机软件 ＭｕｔａｔｉｏｎＴａｓｔｅｒ、ＰｏｌｙＰｈｅｎ２和

ＰＲＯＶＥＡＮ预测均具有致病性，其中被 Ｍｕｔａｔｉｏｎ

Ｔａｓｔｅｒ预测均为致病性突变，这一预测结果的正确

率约等于１；被ＰｏｌｙＰｈｅｎ２预测均为很可能具有致

病性，预测分数均为１（敏感性０，特异性１．００）；被

ＰＲＯＶＥＡＮ预测均为恶性突变，预测分数分别为

－１２．１５１和－９．７２１（≥－２．５为良性多态）。

·３４２·国际心血管病杂志２０２１年７月第４８卷第４期 　ＩｎｔＪＣａｒｄｉｏｖａｓｃＤｉｓ，Ｊｕｌｙ．２０２１，Ｖｏｌ．４８，Ｎｏ４



注：箭头所指分别为犛犗犡１７基因纯合野生型Ｔ／Ｔ序列和ｃ．２３２Ｔ＞Ａ杂合突变型Ａ／Ｔ序列

图１　犛犗犡１７基因犮．２３２犜＞犃杂合突变及其纯合野生型对照序列

注：箭头所指分别为犛犗犡１７基因纯合野生型Ａ／Ａ序列和ｃ．２８１Ａ＞Ｔ杂合突变型Ｔ／Ａ序列

图２　犛犗犡１７基因犮．２８１犃＞犜杂合突变及其纯合野生型对照序列

注：箭头所指分别为犛犗犡１７蛋白第７８位的色氨酸和第９４位的组氨酸

图３　多物种犛犗犡１７蛋白的氨基酸序列比对分析

·４４２· 国际心血管病杂志２０２１年７月第４８卷第４期 　ＩｎｔＪＣａｒｄｉｏｖａｓｃＤｉｓ，Ｊｕｌｙ．２０２１，Ｖｏｌ．４８，Ｎｏ４



３　讨论

本研究在２例无血缘关系的特发性ＰＡＨ患儿中

检测出２种新的犛犗犡１７基因杂合错义突变ｃ．２３２Ｔ＞Ａ

和ｃ．２８１Ａ＞Ｔ，即ｐ．Ｔｒｐ７８Ａｒｇ和ｐ．Ｈｉｓ９４Ｌｅｕ突变，计

算机模拟功能分析显示这２种突变均具有致病性。因

此，犛犗犡１７基因突变ｃ．２３２Ｔ＞Ａ（ｐ．Ｔｒｐ７８Ａｒｇ）和

ｃ．２８１Ａ＞Ｔ（ｐ．Ｈｉｓ９４Ｌｅｕ）极有可能是该特发性ＰＡＨ患

儿的分子病因，不过该基因突变导致特发性ＰＡＨ的病

理机制仍待进一步研究。

犛犗犡１７基因功能缺陷是人类特发性ＰＡＨ的

发生机制之一。犛犗犡１７基因定位于人染色体

８ｑ１１．２３，编码１种由４１４６个氨基酸所组成的转录

因子 蛋 白，广 泛 表 达 于 心、肺 及 血 管，通 过

Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ和Ｎｏｔｃｈ信号通路在心血管胚胎发

育及出生后结构重构方面发挥重要作用［１１１２］。在

胚胎血管中，ＳＯＸ１７蛋白特异性地表达于动脉内皮

细胞［１３１５］。在小鼠胚胎或出生后视网膜，内皮特异

性敲除犛犗犡１７基因可导致动脉定向分化障碍、胚

胎死亡或动静脉血管畸形［１４］。在间充质祖细胞中，

条件性敲除犛犗犡１７基因的结果表明ＳＯＸ１７蛋白是

胚胎期肺血管形态发生所必须的，ＳＯＸ１７蛋白缺失

可导致心血管发育畸形［１６］。在血管紧张素Ⅱ灌注

小鼠模型中，内皮特异性敲除犛犗犡１７基因可导致

颅内动脉瘤［１７］。人类全基因组关联分析显示

犛犗犡１７基因变异与颅内动脉瘤相关
［１８］。

既往的研究提示，犛犗犡１７基因变异与人类

ＰＡＨ有关。Ｚｈｕ等
［１９］对２５６例先天性心脏病合并

ＰＡＨ患者进行了外显子组测序分析，在犛犗犡１７基

因发现致病突变后，又在４１３例ＰＡＨ（无先天性心

脏病）患者中对犛犗犡１７基因进行了测序分析，结果

在约３．２％的先天性心脏病合并ＰＡＨ 患者、约

０．７％的单纯ＰＡＨ患者中发现了犛犗犡１７基因致病

突变［１２］。Ｇｒｆ等
［１９］对１０３８例无血缘关系的ＰＡＨ

患者和６３８５例无ＰＡＨ对照者进行了全基因组测

序分析，结果发现ＰＡＨ患者组致病性犛犗犡１７基因

变异显著高于无ＰＡＨ对照组，在１０３８例ＰＡＨ先

证者中，９例检测出了犛犗犡１７基因致病性变异。

Ｈｉｒａｉｄｅ等
［２０］对６个日本家系中的１２例ＰＡＨ患

者，１２名无症状家系成员以及１２８例特发性ＰＡＨ

先证者进行了外显子组测序分析，结果发现４例

ＰＡＨ患者（其中１例患者伴发房间隔缺损，另２例

患者伴发卵圆孔未闭）和１名无症状家系成员携带

致病性犛犗犡１７基因变异。本研究对５８例无血缘关

系的特发性ＰＡＨ患者的犛犗犡１７基因进行了测序

分析，结果在２例患者中发现了２种新的犛犗犡１７基

因变异。上述临床研究表明，犛犗犡１７基因变异可能

是部分特发性ＰＡＨ患者的分子病因，但具体的致

病机制仍有待深入研究。

总之，本研究发现了２种新的犛犗犡１７基因突变

可导致特发性ＰＡＨ，这对特发性ＰＡＨ患者的遗传

咨询、预后风险评估和精准防治具有潜在的意义。
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