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·临床研究·

先天性动脉导管未闭致病基因MESP2新突变的
发现与功能分析

严梓 陈春英 杨奕清 刘兴元

【摘要】 目的： 研究先天性动脉导管未闭（PDA）致病基因 MESP2 新突变。 方法： 选
取 2016 年 2 月至 2019 年 11 月同济大学医学院附属同济医院儿科 208 例先天性心脏病（CHD）

患儿和 232 名无 CHD 儿童，收集其血液标本及临床数据。常规纯化基因组 DNA，测序分析

转录因子基因 MESP2 以发现新的致病突变。克隆野生型 MESP2 基因并构建其真核表达质

粒，通过定位诱变产生突变型 MESP2 表达质粒，转染 HEK 293T 细胞，通过报告基因分析揭

示突变体的功能特性。 结果： 1 例散发性先天性动脉导管未闭（PDA）患者检测出 1 个 
MESP2 基因新突变，即 NM_001039958.2:c.268G＞T （p.Glu90*） 突变。该突变不存在于对照

组和其他 CHD 儿童中。报告基因分析显示突变型 MESP2 对靶基因 NKX2.5 的转录激活功

能丧失。 结论： MESP2 基因缺陷可能是部分先天性 PDA 的分子病因，为先天性 PDA 的防

治提供了新的分子靶标。
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【Abstract】  Objective: To investigate a new MESP2 mutation underpinning congenital 
patent ductus arteriosus (PDA).  Methods: A cohort of 208 children inflicted with congenital 
heart disease (CHD) and a total of 232 control subjects with no CHD were recruited, and their 
blood specimens and clinical data were collected. Genomic DNA was routinely isolated from 
each study participant's blood leucocytes, which was utilized for sequencing analysis of the 
MESP2 gene to identify a new mutation contributing to CHD. The wild-type MESP2 gene was 
cloned, with its eucaryotic expression plasmid constructed. The mutant-type MESP2 expression 
plasmid was produced through site-directed mutagenesis. HEK 293T cells were transfected with 
various expression plasmids, and the functional characteristics of the mutant-type MESP2 were 
revealed by reporter gene analysis.  Results: In a child suffering from sporadic congenital PDA, 
a new MESP2 mutation, NM_001039958.2: c.268G＞T (p.Glu90*), was detected, which was 
not observed in the control group or other CHD children. Reporter gene analysis showed that the 
mutant MESP2 failed to transcriptionally activate its target gene NKX2.5.  Conclusion: MESP2  
defect is likely to be a molecular etiology giving rise to congenital PDA in a subset of patients, 
providing a novel molecular target for the medical prophylaxis and therapy of congenital PDA.
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先天性心脏病（CHD）作为最常见的出生缺

陷可分为 20 种以上不同的临床类型，包括室间隔缺

损、房间隔缺损和动脉导管未闭（PDA）等，可引

发中枢神经发育障碍或脑组织损伤、血栓栓塞性

脑中风、肺动脉高压、心力衰竭、室性心律失常

甚至死亡 [1-2]。遗传流行病学研究结果表明，CHD
主要由遗传缺陷导致，已经发现了 100 多个 CHD
致病基因，包括 MESP1 基因 [3-6]。鉴于 MESP2 与

MESP1 的表达与功能特点部分重叠，有一定的相互

代偿功能 [7-8]，因此，MESP2 基因作为重要的 CHD
候选基因，有必要明确部分 CHD 是否由 MESP2 基

因突变所致。

1 对象与方法

1.1 研究对象

2016 年 2 月至 2019 年 11 月间，选取同济医

院儿科 208 例 CHD 患病儿童（病例组），其中男

性 110 例，女性 98 例，年龄为（5±3）岁，范围 1～ 

13 岁。对照组为 232 名无先天性心脏病儿童，其中

男性 125 名，女性 107 名，年龄（5±3）岁，范围 1～ 

13 岁。2 组入选者皆为中国汉族人，均经过临床检

测，包括病史和家族史回顾、体检、超声心动图检

查。根据检测结果或心脏手术记录诊断 CHD[1]。

病例组中有 16 例患儿 CHD 家族史阳性（约 8%），

对照组中无 CHD 家族史阳性者，2 组均无 CHD
的非遗传环境因素。研究对象的排除标准：（1）综 
合征型 CHD 或分子病因已明确的 CHD 患者； 

（2）不同意参与研究。本研究经同济大学医学院

附属同济医院伦理委员会审批。经监护人知情同

意后，收集外周全血标本，常规纯化基因组 DNA。

1.2 方法

1.2.1 MESP2 的体外扩增 借助软件 Primer3web 
（https://primer3.ut.ee/）辅助设计扩增 MESP2 基因

2 个编码外显子的引物（由于编码外显子 1 较大，

分成 2 段进行扩增）：编码外显子 1 第 1 段正向引

物为 5'-TGTCCCTCCCATACTTCCCG-3'，编码外

显子 1 第 1 段反向引物为 5'-GGCACTGCAGACT 
CTCCTCG-3'，扩增片段长 685 bp ；编码外显子 1
第 2 段正向引物为 5'-GACCAAGATCGAGACGCT 
GC-3'，编码外显子 1 第 2 段反向引物为 5'-CCTT 
CCATTCTCCCCTCCGT-3'，扩增片段长 683 bp ；

编码外显子 2 正向引物为 5'-TAGCAGAGTGTCT 
CCCGAGC-3'，编码外显子反向引物为 5'-GCACC 
CAAGCTACAGGACTG-3'，扩 增 片 段 长 491 bp。
以每位研究对象的基因组 DNA 为模板，应用化学

合成的上述扩增 MESP2 基因的引物和 DNA 聚

合酶试剂盒（美国 NEB 公司），在聚合酶链反应

（PCR）仪（美国 Thermo Fisher Scientific 公司）上

对 MESP2 进行扩增。PCR 混合物的总体积定为 
25 μL，包括 10×PCR 缓冲液 2.5 μL，正、反向引

物（10 μmol/L） 各 0.5 μL，dNTPs（10 mmol/L） 
0.5 μL、基因组 DNA（40 ng/μL）2 μL，DNA 聚

合酶（5 U/μL） 0.125 μL，双蒸水 18.875 μL。PCR
的条件设定：95 ℃预变性 30 s，接着进行 35 个热

循环，每 1 个热循环包括 95 ℃变性 30 s、62 ℃ 退
火 45 s 和 68 ℃ 延伸 1 min，最后 68 ℃延伸 5 min。
PCR 产物经 1.5% 琼脂糖凝胶电泳分离后回收后，

用凝胶 DNA 纯化试剂盒（德国 Qiagen 公司）纯

化备用。

1.2.2 MESP2 的 PCR 测序分析 以纯化后的 
MESP2 的 PCR 产物为模板，用 1 条 MESP2 的扩

增引物和 DNA 测序试剂盒（美国 Thermo Fisher 
Scientific 公司）在 PCR 仪上进行测序反应。测

序反应混合物的体积定为 20 μL，包括预混合液 
8 μL、双蒸水 8 μL、正向引物（2 μmol/L）2 μL
和 MESP2 基 因 片 段 DNA（10 ng/μL）2 μL。 测

序反应的条件设定 [9] ：共 30 次循环，每 1 次循环

包括 95 ℃变性 20 s、50 ℃退火 15 s 和 60 ℃延伸

l min。测序反应产物经纯化回收后在 DNA 分析

仪（美国 Thermo Fisher Scientific 公司）上进行测

序。通过分析所测的 MESP2 序列与核苷酸数据

库（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Nucleotide） 中

的 MESP2 序列（登陆号：NM_001039958.2）比

对以识别 MESP2 变异。一旦发现 MESP2 变异，则

测序分析 232 名对照者的 MESP2，同时检索 SNP 
（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp）和 PubMed（https://
pubmed.ncbi.nlm.nih.gov）数据库以明确所检测出

的 MESP2 变异的新颖性。

1.2.3 MESP2 变异的致病性预测 借助软件

MutationTaster2021（https://www.mutationtaster.
org/）预测 MESP2 变异的致病性。
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1.2.4 构建 MESP2 等的真核表达质粒 以人心肌

cDNA 为模板，设计合成扩增 MESP2 全长 cDNA
的引物（正向引物 5'-CAGGAATTCAGCCTCCCAG 
AGCCTGCAGC-3'，反 向 引 物 5'-CTGCTCGAGG
AAAGAGGGAAGCCGAGGCC-3'），通 过 PCR 获

得 MESP2 全长 cDNA。PCR 混合物的总体积定为 
50 μL，包括 5×PCR 缓冲液 10 μL、正、反向引物 

（10 μmol/L）各 2.5 μL、dNTPs（10 mmol/L）1 μL、 
cDNA（10 ng/μL）2 μL、DNA 聚 合 酶（2 U/μL） 
0.5 μL、双蒸水31.5 μL。PCR条件：98℃预变性30 s， 
然后 30 个热循环，每 1 个热循环包括 98℃变性 
10 s、62℃ 退 火 30 s 和 72℃ 延 伸 1 min，最 后

72℃ 延伸 8 min。用核酸内切酶 EcoRⅠ和 XhoⅠ 
分别消化纯化后的 MESP2 全长 cDNA 和空质

粒 pcDNA3.1，借助 T4 DNA 连接酶将 MESP2 全

长 cDNA 亚克隆入 pcDNA3.1 质粒，构建野生型

MESP2 表达质粒 MESP2-pcDNA3.1 并测序证实。

以野生型 MESP2-pcDNA3.1 为模板，用 1 对以突

变点为中心、长各为 31 个核苷酸碱基的互补引

物和定点诱变试剂盒（美国 Agilent 公司），定点诱

变 PCR 获得突变型 MESP2-pcDNA3.1。用 Dpn Ⅰ

（美国 NEB 公司）切除野生型 MESP2-pcDNA3.1
以 获 得 突 变 型 MESP2-pcDNA3.1 并 测 序 证 实。

NKX2.5 基因启动子驱动萤火虫荧光素酶表达的质

粒（NKX2.5-luc）构建方法见参考文献 [10]。
1.2.5 MESP2 突变的效应分析 HEK 293T 细胞

的培养和表达质粒的转染方法见参考文献 [10]。
每次细胞质粒转染时用 600 ng 的 pcDNA3.1 空质

粒或 600 ng 的野生型 MESP2-pcDNA3.1 质粒或 
600 ng 的 Glu90*- 突变型 MESP2-pcDNA3.1 质粒

或 300 ng 的 pcDNA3.1 空质粒 + 300 ng 的野生型 
MESP2-pcDNA3.1 质粒或 300 ng 的野生型 MESP2-
pcDNA3.1 质粒 +300 ng 的 Glu90*- 突变型 MESP2-
pcDNA3.1 质粒，同时共转染 1.0 μg 的 NKX2.5-
luc 质粒和 10 ng 的 pGL4.75 质粒（美国 Promega
公司）。共转染表达海肾荧光素酶的内对照质粒

pGL4.75 旨在平衡转染效率。转染后 48 h 收集并

裂解HEK-293T 细胞。应用双报告基因分析试剂（美

国 Promega 公司）在荧光分析仪（美国 Promega 
公司）上分析细胞裂解液中的荧光素酶活性，以萤

火虫荧光素酶与海肾荧光素酶的活性之比表示靶

基因 NKX2.5 启动子的转录活性。

1.3 统计学分析

连续变量如研究对象的年龄、靶基因 NKX2.5
启动子的转录活性等用均数 ± 标准差表示；分类

变量如研究对象的性别、种族等用例数（百分比）

表示。两组连续变量的比较用非配对 Student t 检
验；两组分类变量的比较选用 Fisher 精确检验。双

侧检验值 P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 发现MESP2新突变

本 研 究 病 例 组（n＝208） 与 对 照 组（n＝
232）均为汉族人，2 组间的性别分布差异无统计

学意义（经 Fisher 检验 P＞0.05），年龄构成差异

也无统计学意义（经 Student t 检验 P＞0.05）。通

过对 208 例 CHD 患病儿童的 MESP2 的全部编码

外显子进行测序分析，在 1 例家族史阴性的 6 岁

PDA 女患儿中发现了 1 种 MESP2 杂合突变，即

NM_001039958.2: c.268G＞T （p.Glu90*） 突变。对

232 名对照组儿童的 MESP2 基因进行测序分析没

有检出该无义突变。该突变也不存在于 SNP 或

PubMed 数据库，表明该 MESP2 突变是新突变。该

例先天性 PDA 患者的 MESP2 基因 c.268G＞T 杂

合突变及其野生型对照碱基序列见图 1。
2.2 MESP2新突变c.268G＞T为致病性突变

MESP2 新 突 变 c.268G＞T 被 MutationTaster 
2021 预测有致病性，该预测正确的概率接近于 1 

（＞0.999 9）。
2.3 Glu90*-突变型MESP2 对靶基因NKX2.5 的
转录激活作用消失

在转染了多种基因表达质粒的 HEK-293T 细
胞，600 ng 的野生型 MESP2-pcDNA3.1 质粒和等量

（600 ng）的 Glu90*- 突变型 MESP2-pcDNA3.1 质
粒对靶基因 NKX2.5 启动子的转录激活效应分别约

为 237 倍（237.04±20.94）和 83 倍（82.97±11.72），
两组间的 NKX2.5 启动子活性差异有统计学意义 

（t＝11.12, P＜0.01）；而在同时转染 300 ng 的野生

型 MESP2-pcDNA3.1 和等量（300 ng）的 Glu90*-
突变型 MESP2-pcDNA3.1 时，所产生的 NKX2.5 
启动子活性约为 127 倍（126.57±11.39），显著低

于 600 ng 的野生型 MESP2-pcDNA3.1 对靶基因

NKX2.5 启动子的转录激活效应即 237 倍左右，

两组间的 NKX2.5 启动子活性差异有统计学意义 
（t＝8.03, P＜0.01）。
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注：箭头指向为MESP2基因之野生G/G碱基（A）和c.268G＞T杂合突变G/T（B）

图1 MESP2 基因c.268G＞T杂合突变及其野生型对照碱基序列

3 讨论
本研究在 1 例女性 PDA 患儿鉴定出 1 个新的

MESP2 杂合突变即 NM_001039958.2: c.268G＞T  
（p.Glu90*） 突变。该 MESP2 无义突变不存在于

232 名无 CHD 儿童。功能研究揭示 Glu90*-突变

型 MESP2 对靶基因 NKX2.5 启动子的转录激活功

能完全丧失，而 NKX2.5 基因功能缺失性变异已被

发现可导致多种类型的CHD，包括 PDA[11-13]。因此，

MESP2 的新突变 c.268G＞T 即 Glu90* 极可能是该

例 PDA 患儿的分子病因。

人类MESP2 定位于15q26.1，编码1种由397个 
氨基酸残基组成的转录因子 [10]。MESP2 在人和小

鼠胚胎发育期间大量表达于心脏，包括心房、心室

和心脏流出道 [10]，主要通过调控对心血管发育具有

重要影响的靶基因如 NKX2.5 和 GATA4 等的表达，

而对心血管的正常发育发挥关键作用 [10]。不仅如

此，NKX2.5 和 GATA4 基因功能缺失性突变均已被

证实可导致 CHD[11-15]。本研究发现 MESP2 功能缺

失性突变可导致 PDA，提示 MESP2 基因单倍型不

足可能是人类 PDA 发生的罕见分子机制之一。

实验动物研究表明，与 MESP1 类似，MESP2
基因也与心血管发育有关 [16]。在小鼠，MESP1 和

MESP2 均大量表达于中胚层，而中胚层细胞发育

成心脏、血管等组织结构 [16]。MESP1 基因敲除

可导致小鼠胚胎心脏发育畸形（心脏二分叉），表

明 MESP1 基因是心脏正常发育所必须的 [17]。尽管

MESP2 基因敲除小鼠心脏发育未见明显畸形，但

MESP1 和 MESP2 双基因敲除小鼠心脏发育畸形

更加严重（未分化中胚层细胞聚集），而且 MESP1
和 MESP2 基因可以拯救彼此敲除所引起的一些发

育异常，表明 MESP1 和 MESP2 基因功能上互相代

偿 [7-8]。对基于基因编辑技术建立的遗传工程小鼠

模型进行研究发现，仅敲除 MESP1 或 MESP2 任何

1 个基因未见心脏发育畸形，但同时敲除 MESP1 和

MESP2 双基因可导致严重的心脏发育畸形，而且补

充 MESP2 可以完全纠正 MESP1 基因敲除所导致

的异常 [16]。这提示 MESP2 基因功能障碍可以导致

人类心血管发育畸形。

值得一提的是，有报道 MESP2 基因突变可导

致多种不同临床类型的 CHD，包括右心室双流出

道、法洛四联症、大动脉转位、肺动脉闭锁、室

间隔缺损、单心房、单心室和主动脉离断 [10]。本

研究发现 MESP2 功能缺失性新突变可导致 PDA，

从而扩大了 MESP2 基因突变的表型谱。
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