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先天性心脏缺损相关ＮＲ２Ｆ２基因新突变研究

董斌斌　刘兴元　杨奕清

　　【摘要】　目的：探索先天性心脏缺损（ＣＨＤ）相关ＮＲ２Ｆ２基因新突变。　方法：入选

１０４例中国汉族ＣＨＤ患者和２０８名匹配的非ＣＨＤ对照者。对全部入选对象的ＮＲ２Ｆ２

基因的编码区、剪接位点及部分非翻译区进行聚合酶链反应测序分析。将所测序列与核

苷酸数据库中公布的ＮＲ２Ｆ２序列进行对比分析以发现ＮＲ２Ｆ２基因突变。运用计算机

软件ＣｌｕｓｔａｌＷ２分析突变氨基酸进化上的保守性，应用ＰＲＯＶＥＡＮ、ＭｕｔａｔｉｏｎＴａｓｔｅｒ和

ＰｏｌｙＰｈｅｎ２软件预测突变的致病性。　结果：在１例散发性动脉导管未闭合并室间隔缺

损患者中发现了１个ＮＲ２Ｆ２基因新突变，即ｃ．１１８９Ｃ＞Ｔ（ｐ．Ａｒｇ３９７Ｔｒｐ）突变。该错义

突变不存在于２０８名非ＣＨＤ对照者。多物种ＮＲ２Ｆ２蛋白的氨基酸序列比对分析显示

被改变氨基酸在进化上完全保守，致病性预测表明所识别的ＮＲ２Ｆ２基因突变是致病性

突变。　结论：ｃ．１１８９Ｃ＞Ｔ是ＣＨＤ相关ＮＲ２Ｆ２基因新突变，对ＣＨＤ的早期防治具有

潜在的意义。
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　　先天性心脏缺损（ＣＨＤ）是人类最多见的出生畸

形，在新生儿中的发病率为１％左右，约占全部出生

畸形的１／３
［１］。严重ＣＨＤ可导致神经发育障碍或脑

损伤、血栓栓塞、肺动脉高压、细菌性肺炎或心内膜

炎、心功能不良或心力衰竭、房性或室性心律失常和

心源性猝死等［１３］。流行病学及医学遗传学研究发现

ＣＨＤ主要与遗传缺陷有关，在已经发现的６０多个

ＣＨＤ致病基因中，大部分基因编码心脏转录因子
［４］。

最近的研究发现，心脏转录因子基因ＮＲ２Ｆ２突变可

导致单纯型及综合征型ＣＨＤ
［５８］。由于ＣＨＤ具有显

著的临床及遗传异质性［４］，有必要在不同ＣＨＤ人群

中研究ＮＲ２Ｆ２基因与ＣＨＤ的关系。

１　对象与方法

１．１　研究对象

自２０１５年４月至２０１７年１２月入选了１０４例

ＣＨＤ患者和２０８名匹配的非ＣＨＤ对照者，均来自

中国上海地区汉族人群，均经询问病史及家族史、

体格检查、常规化验检查和心脏彩色多普勒超声检

查。在１０４例ＣＨＤ患者中，男性６１例，女性４３例，

年龄为１～１２岁，平均年龄４岁，有阳性家族史者

１２例；在２０８名非ＣＨＤ对照者中，男性１２２例，女

性８６例，年龄为１～１１岁，平均年龄４岁，均无

ＣＨＤ患者家族史。经患者监护人知情同意后，收集

患者外周静脉血约１ｍＬ，使用血液ＤＮＡ分离试剂

盒（中国Ｓａｎｇｏｎ公司）提取基因组ＤＮＡ。

１．２　方法

１．２．１　ＮＲ２Ｆ２基因扩增　扩增ＮＲ２Ｆ２基因编码区、

剪接点及部分５′和３′端非翻译区所用的特异性引物

序列见参考文献［６］。以基因组ＤＮＡ为模板，使用热

启动ＴａｑＤＮＡ聚合酶（日本ＴａＫａＲａ公司）和ＮＲ２Ｆ２

基因扩增引物等试剂在ＰＴＣ２２０型ＰＣＲ仪（美国ＭＪ

Ｒｅｓｅａｒｃｈ公司）上通过聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增

ＮＲ２Ｆ２基因片段。每一ＰＣＲ反应物的总体积是

５０μＬ，包括ｄＮＴＰ（各２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）４μＬ、１０×ＰＣＲ缓

冲液５μＬ、基因组ＤＮＡ（１００ｎｇ／μＬ）２μＬ、上游引物

（２０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ、下游引物（２０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ、热启

动ＴａｑＤＮＡ 聚合酶（５Ｕ／μＬ）０．５μＬ和双蒸水

３６．５μＬ。ＰＣＲ条件参考试剂说明书设定如下：共

３５个循环，每一循环包括９８℃ 变性１０ｓ、６２℃退火

３０ｓ和７２℃延伸１ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增的目的基因片段

经过１．２％琼脂糖凝胶电泳分离、回收后用凝胶纯化

试剂盒（中国Ｓａｎｇｏｎ公司）纯化。

１．２．２　ＮＲ２Ｆ２基因测序分析　以上述纯化的目的

基因片段为模板，使用正向或反向ＮＲ２Ｆ２基因特

异性扩增引物和 ＤＮＡ 循环测序试剂盒（美国

ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）在ＰｒｏＦｌｅｘ型ＰＣＲ仪（美国

ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）上进行测序反应。测序ＰＣＲ

混合物的总体积为２０μＬ，其中纯化的ＤＮＡ片段

（２０ｎｇ／μＬ）４μＬ、预混合液８μＬ、上游或下游引物

（２μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ、双蒸水７μＬ。测序ＰＣＲ的条件

设置依据试剂说明书：共３０个循环，每一循环包括

９５℃ 变性２０ｓ、５０℃退火１５ｓ和６０℃延伸１ｍｉｎ。

测序ＰＣＲ产物经过纯化后在３７３０ＸＬ型ＤＮＡ测

序仪（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）上进行测序。将所

测出的ＮＲ２Ｆ２序列与Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／

ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）中的ＮＲ２Ｆ２

序列（登陆号：ＮＭ＿０２１００５．３）进行对比分析以发现

ＮＲ２Ｆ２基因变异。一旦发现ＮＲ２Ｆ２基因变异，就

检索中外各数据库 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｈｇｍｄ．ｃｆ．ａｃ．ｕｋ／

ａｃ／ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ、ｈｔｔｐ：／／ｇｎｏｍａｄ．ｂｒｏａｄｉｎｓｔｉｔｕｔｅ．ｏｒｇ、

ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ＳＮＰ、ｈｔｔｐｓ：／／

ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ＰｕｂＭｅｄ、ｈｔｔｐ：／／

ｌｉｂｒａｒｉａｎ．ｗａｎｆａｎｇｄａｔａ．ｃｏｍ．ｃｎ）以确定所发现的基

因变异是否有过报道。

１．２．３　突变位点氨基酸的保守性分析　通过

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

ｇｏｖ／Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）下载所有可获得物种的ＮＲ２Ｆ２蛋

白之 氨 基 酸 序 列，借 助 在 线 软 件 ＣｌｕｓｔａｌＷ２

（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／Ｔｏｏｌｓ／ｍｓａ／ｃｌｕｓｔａｌｗ２／）

评估突变氨基酸在物种进化上是否保守。

１．２．４　ＮＲ２Ｆ２基因变异的致病性分析　使用在线

软 件 ＭｕｔａｔｉｏｎＴａｓｔｅｒ （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．

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

ｂｗｈ．ｈａｒｖａｒｄ．ｅｄｕ／ｐｐｈ２／）和ＰＲＯＶＥＡＮ（ｈｔｔｐ：／／

ｐｒｏｖｅａｎ．ｊｃｖｉ．ｏｒｇ）分析所检测出的ＮＲ２Ｆ２基因变

异是否具有致病性。

１．３　统计学分析

连续变量以均数±标准差表示，分类变量以个

数或百分比表示。病例组与对照组间连续变量的

比较使用Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓ狋检验；分类变量的比较使用

Ｐｅａｒｓｏｎ′ｓχ
２检验或Ｆｉｓｈｅｒ′ｓ精确概率检验。双侧

检验值犘＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　发现ＮＲ２Ｆ２基因新突变

通过 ＰＣＲ测序分析 １０４ 例 ＣＨＤ 患者的

ＮＲ２Ｆ２基因，在其中１例家族史阴性的动脉导管未

闭合并室间隔缺损患者发现了１个ＮＲ２Ｆ２基因杂

合突变，其ＮＲ２Ｆ２基因编码核苷酸序列第１１８９位
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的胞嘧啶（Ｃ）变为胸腺嘧啶（Ｔ），即ｃ．１１８９Ｃ＞Ｔ突

变，这导致ＮＲ２Ｆ２蛋白之氨基酸序列第３９７位的精

氨酸（Ａｒｇ）变为色氨酸（Ｔｒｐ），即ｐ．Ａｒｇ３９７Ｔｒｐｒ突

变。该错义突变不存在于２０８名非ＣＨＤ对照者。

经过查询ＨＧＭＤ、ｇｅｎｏｍＡＤ、ＳＮＰ、ＰｕｂＭｅｄ和万方

数据库，均无ＮＲ２Ｆ２基因ｃ．１１８９Ｃ＞Ｔ变异报道，

表明该ＮＲ２Ｆ２基因ｃ．１１８９Ｃ＞Ｔ突变是１个新突

变。ＮＲ２Ｆ２基因ｃ．１１８９Ｃ＞Ｔ杂合突变及其纯合

野生型碱基序列见图１。

注：箭头所指分别为ＮＲ２Ｆ２基因ｃ．１１８９Ｃ＞Ｔ杂合突变型Ｔ／Ｃ和纯合野生型Ｃ／Ｃ序列

图１　犖犚２犉２基因犮．１１８９犆＞犜杂合突变及其纯合野生型序列

２．２　突变位点氨基酸在多物种进化上保守

ＮＲ２Ｆ２蛋白序列与已知物种包括人、大猩猩、

猴、狗、牛、小鼠、大鼠、禽、斑马鱼、果蝇、蚊虫和蟾

蜍等的ＮＲ２Ｆ２蛋白序列比对分析表明，第３９７位的

精氨酸在多物种进化上完全保守。多物种ＮＲ２Ｆ２

蛋白之氨基酸序列比对分析结果见图２。

注：箭头所指为ＮＲ２Ｆ２蛋白之氨基酸序列第３９７位的精氨酸

图２　跨物种犖犚２犉２蛋白之氨基酸序列比对分析结果

２．３　ＮＲ２Ｆ２基因

ｃ．１１８９Ｃ＞Ｔ突变有致病性，该 ＮＲ２Ｆ２基因

ｃ．１１８９Ｃ＞Ｔ突变被 ＭｕｔａｔｉｏｎＴａｓｔｅｒ软件预测为致

病性突变，预测结果正确的概率值约为１．００；被

ＰｏｌｙＰｈｅｎ２预测为致病性突变，预测值为１．００（敏

感性为０，特异性为１．００）；被ＰＲＯＶＥＡＮ预测为致
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病性突变，预测值为－５．６８。

３　讨论

本研究在１例散发性动脉导管未闭合并室间隔

缺损患者中识别出了１个新的ＮＲ２Ｆ２基因杂合错

义突变ｃ．１１８９Ｃ＞Ｔ（ｐ．Ａｒｇ３９７Ｔｒｐ），但该杂合错义

突变不存在于２０８名非ＣＨＤ对照者。该突变位点

上的精氨酸在人、大猩猩、猴、狗、牛、小鼠、大鼠、

禽、斑马鱼、果蝇、蚊虫和蟾蜍等物种进化上完全保

守，而 且 在 线 计 算 机 功 能 预 测 分 析 软 件

ＭｕｔａｔｉｏｎＴａｓｔｅｒ、ＰｏｌｙＰｈｅｎ２和ＰＲＯＶＥＡＮ均预测

该突 变 是 致 病 性 突 变。因 此，ＮＲ２Ｆ２ 基 因

ｃ．１１８９Ｃ＞Ｔ（ｐ．Ａｒｇ３９７Ｔｒｐ）突变极有可能是该

ＣＨＤ患者的分子病因，但该基因突变的致ＣＨＤ机

制仍需进一步研究。

ＮＲ２Ｆ２基因定位于人１５号染色体１５ｑ２６．２，编

码一种由４１４个氨基酸残基所组成的转录因子蛋

白，即核受体２亚族Ｆ组２号成员（ＮＲ２Ｆ２），也被

称作鸡卵上游启动子转录因子２（ＣＯＵＰＴＦＩＩ）
［６］。

ＮＲ２Ｆ２对胚胎期心血管的正常发育具有重要的调

控作用，主要是在胎儿心脏通过与其转录合作伙伴

如ＧＡＴＡ４调节多个关键基因如ＡＮＦ的表达而实

现的［６］，而ＧＡＴＡ４是重要的ＣＨＤ致病基因，已经

发现越来越多的ＧＡＴＡ４突变可导致ＣＨＤ
［４］。因

此，ＮＲ２Ｆ２基因突变可能通过影响 ＮＲ２Ｆ２并与

ＧＡＴＡ４一起协同调节心脏发育关键靶基因的表达

而导致ＣＨＤ。

ＮＲ２Ｆ２大量表达于小鼠胚胎心脏，ＮＲ２Ｆ２基

因敲除可因心血管发育异常导致小鼠胚胎期死亡，

主要表现有严重出血以及心房和静脉窦不能发育

到原始心管阶段［９］。另外，内皮特异性敲除ＮＲ２Ｆ２

可因可导致多种心血管发育畸形，包括左房发育不

良、心室发育不良、心内膜发育不良、房室间隔缺损

和冠状动脉畸形［１０］。这些动物实验结果表明

ＮＲ２Ｆ２在心血管正常发育方面有重要作用。

ＮＲ２Ｆ２大量表达于人类胚胎心脏的心房、主动

脉和冠状动脉，ＮＲ２Ｆ２基因突变可导致室间隔缺

损、房室间隔缺损、主动脉缩窄、法洛四联征、主动

脉狭窄和左室发育不良综合征［５］。Ｑｉａｏ等
［６］等报

道ＮＲ２Ｆ２基因突变导致右心室双流出道合并室间

隔缺损。Ｂａｓｈａｍｂｏｏ等
［７］等报道ＮＲ２Ｆ２基因突变

可导致睾丸和心脏发育畸形，而Ｕｐａｄｉａ等
［８］报道

ＮＲ２Ｆ２基因突变可导致心脏和面部发育畸形。本

研究发现，ＮＲ２Ｆ２基因突变导致动脉导管未闭合并

室间隔缺损，扩大了ＮＲ２Ｆ２基因相关的表型谱，进

一步显示ＮＲ２Ｆ２缺陷的致ＣＨＤ作用。
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