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先天性房间隔缺损相关ＴＢＸ５基因新突变研究

王珊珊　王天明　刘兴元

　　【摘要】　目的：研究先天性房间隔缺损（ＡＳＤ）相关ＴＢＸ５基因新突变。　方法：从

中国汉族人群入选６２例ＡＳＤ患者和１０８名健康对照者，提取基因组ＤＮＡ。对全部研究

对象的ＴＢＸ５基因的整个编码区进行测序分析以发现新的致病突变。构建野生型及突

变型ＴＢＸ５的真核表达载体，利用脂质体转染ＣＯＳ７细胞，同时转染报告质粒心房利钠

因子荧光素酶及内对照质粒，应用双荧光素酶报告基因分析试剂研究突变型ＴＢＸ５的转

录活性。　结果：在１例散发型ＡＳＤ患者中发现了１个杂合性ＴＢＸ５基因新突变，即

ｃ．３１８Ｃ＞Ｇ（ｐ．Ｙ１０６Ｘ）突变。该无义突变不存在于１０８名健康对照者。功能分析表明突

变型ＴＢＸ５对靶基因的转录激活功能丧失。　结论：发现１个ＡＳＤ相关ＴＢＸ５基因功

能缺失性新突变，对ＡＳＤ的个体化防治具有潜在的临床意义。
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　　先天性心脏病是人类最常见的发育畸形，其中

又以心房间隔缺损（ＡＳＤ）、心室间隔缺损的发生率

最高［１］。严重的心脏间隔缺损可导致脑损伤或中枢

神经发育延迟、肺动脉高压、血栓栓塞、感染性肺炎

或心内膜炎、充血性心力衰竭、心律失常，甚至心源

性猝死［１３］。越来越多的研究表明遗传缺陷是先天

性心脏缺损的主要病因，已经发现了６０多个致病基

因，其中大部分编码的是心脏核心转录因子［４５］。作

为一个重要转录因子，国外的研究发现ＴＢＸ５基因

突变可导致多种类型的先天性心脏病，但以ＡＳＤ最

为多见［６７］。因此，有必要研究ＴＢＸ５基因在中国汉
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族ＡＳＤ患者中的突变率并揭示其致病机制。

１　对象与方法

１．１　研究对象

在２０１７年３月至２０１９年７月间从中国汉族人

群收集了６２例无血缘关系的新生儿ＡＳＤ患儿和

１０８名无血缘关系且年龄、性别相匹配的健康对照

者。全部入选研究对象均详细了解病史及家族史，

进行全面体格检查、超声心动图检查和常规化验检

查。所有ＡＳＤ患者均有超声心动图检查证据，所有

健康对照者的超声心动图检查结果正常且无先天

性心脏病家族史。在６２例ＡＳＤ患儿中，男３７例，

女２５例，年龄为０～２８ｄ，平均年龄１０ｄ，有阳性家

族史者４例；在１０８名健康对照者中，男６５名，女

４３名，年龄为０～２８ｄ，平均年龄１０ｄ。本研究遵循

医学伦理规范，经法定监护人知情同意后收集其外

周静脉全血约０．２ｍＬ，使用血液基因组ＤＮＡ纯化

试剂盒（德国Ｑｉａｇｅｎ公司）提取基因组ＤＮＡ。

１．２　方法

１．２．１　ＴＢＸ５基因体外扩增　通过聚合酶链反应

（ＰＣＲ）体外特异性扩增ＴＢＸ５基因整个编码区，剪接

位点所用的引物见参考文献［８］。应用热启动高保真

ＤＮＡ聚合酶（德国Ｑｉａｇｅｎ公司）和ＴＢＸ５基因扩增引

物等试剂，以基因组ＤＮＡ为模板，在Ｃ１００Ｔｏｕｃｈ型

ＰＣＲ仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）上扩增ＴＢＸ５基因片段。

每一个ＰＣＲ的总体积是５０μＬ，包括双蒸水２６μＬ、

５×ＰＣＲ缓冲液１０μＬ（含有ｄＮＴＰ）、５×Ｑ液１０μＬ、

正向引物（２０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ、逆向引物（２０μｍｏｌ／Ｌ）

１μＬ、基因组ＤＮＡ（１００ｎｇ／μＬ）１μＬ、ＴａｑＤＮＡ聚合

酶（２．５ｕｎｉｔｓ／μＬ）１μＬ。ＰＣＲ条件：首先９５℃ 热激

活５ｍｉｎ，随后３５个循环，每一循环９５℃变性３０ｓ、

６２℃退火３０ｓ、７２℃延长１ｍｉｎ，最后７２℃延长

８ｍｉｎ。所扩增的产物经过１．５％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　ＴＢＸ５基因测序分析　使用正向或反向

ＴＢＸ５基因扩增引物，以纯化的基因片段为模板，应

用ＤＮＡ循环测序试剂盒（美国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公

司）在ＰｒｏＦｌｅｘ型ＰＣＲ仪（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）

上进行测序ＰＣＲ反应。每一测序ＰＣＲ的总体积为

２０μＬ，其中包括双蒸水９μＬ、纯化的ＤＮＡ片段

（５０ｎｇ／μＬ）２μＬ、上游或下游引物（２μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ、

预混合液８μＬ。测序ＰＣＲ的条件见参考文献
［９］。测

序ＰＣＲ产物经纯化后在３７３０型ＤＮＡ测序仪（美国

ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司）上进行测序。将所测的

ＮＴＢＸ５序列与 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．

ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）中的ＴＢＸ５序列（登陆

号：ＮＭ＿０００１９２．３）进行对比分析以识别ＴＢＸ５基因

突变。如 果 发 现 ＴＢＸ５ 基 因 突 变，检 索 ＳＮＰ

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

（ｈｔｔｐ：／／ｇｎｏｍａｄ．ｂｒｏａｄｉｎｓｔｉｔｕｔｅ．ｏｒｇ）、ＰｕｂＭｅｄ

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

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

确所发现的基因突变是否有报道。

１．２．３　真核表达质粒构建及定位诱变　野生型

ＴＢＸ５ｐｃＤＮＡ３．１真核表达质粒构建如前所述
［８］。

以野生型ＴＢＸ５ｐｃＤＮＡ３．１为模板，使用一对以突

变点 为 中 心、长 ３１ 个 碱 基 的 互 补 引 物 和

ＱｕｉｋＣｈａｎｇｅ定位诱变试剂盒（美国Ｓｔｒａｔｅｇｅｎｅ公

司）通过ＰＣＲ引入所发现的点突变，经ＤｐｎＩ酶切、

凝胶电泳分离后纯化可得突变型ＴＢＸ５ｐｃＤＮＡ３．１

质粒，然后经测序证实。表达萤火虫荧光素酶的报

告质粒心房利钠因子荧光素酶（ＡＮＦｌｕｃ）及表达

海肾荧光素酶的内对照质粒ｐＧＬ４．７５如前所述
［８］。

１．２．４　细胞培养、转染及报告基因分析　ＣＯＳ７

细胞的培养、借助脂质体进行的细胞质粒转染如前

所述［８］。转染后４８ｈ收集、裂解细胞，应用双荧光

素酶报告基因分析试剂盒（美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司）依

次检测萤火虫、海肾荧光素酶的活性，并以二者的

比值表示ＡＮＦ基因启动子的转录活性。每种质粒

转染实验均１式３份平行进行，以３次实验结果的

平均值作为最终的结果。

１．３　统计学分析

连续变量以均数±标准差表示。两组组间连

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Ｆｉｓｈｅｒ′ｓ精确概率检验或Ｐｅａｒｓｏｎ′ｓ

卡方检验。以双侧检验值犘＜０．０５表示有统计学

差异。

２　结果

２．１　发现ＴＢＸ５基因新突变

通过对６２例无血缘关系的ＡＳＤ患儿的ＴＢＸ５

基因进行测序分析，结果在１例家族史阴性的ＡＳＤ

患儿中发现了１个杂合性突变，其ＴＢＸ５基因编码

核苷酸序列第３１８位的胞嘧啶（Ｃ）变成了鸟嘌呤

（Ｇ），即ｃ．３１８Ｃ＞Ｇ突变，相应地氨基酸编码序列第

１０６位的酪氨酸密码子变成了终止密码子，即
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ｐ．Ｙ１０６Ｘ突变，突变率约为１．６％。该无义突变不

存在于１０８名健康对照新生儿，在ＳＮＰ、ｇｅｎｏｍＡＤ、

ＰｕｂＭｅｄ和万方数据库中也未见报道。该携带

ＴＢＸ５基因突变的ＡＳＤ患儿的超声心动图见图１。

ＴＢＸ５基因ｃ．３１８Ｃ＞Ｇ杂合突变及其纯合野生型

对照碱基序列见图２。

２．２　突变型ＴＢＸ５的转录活性丧失

如图３所示，等量（０．６μｇ）的野生型和Ｙ１０６Ｘ

突变型ＴＢＸ５对靶基因心房利钠肽（ＡＮＰ）启动子

的转录激活作用分别约为１２倍和１倍（纯合突变型

ＴＢＸ５与纯合野生型ＴＢＸ５比较：狋＝１３．８９，犘＜

０．０１）；而等量（各０．３μｇ）的野生型和Ｙ１０６Ｘ突变

型ＴＢＸ５共转染时，对ＡＮＰ启动子的转录激活作用

约为５倍（杂合突变型ＴＢＸ５与纯合野生型ＴＢＸ５

比较：狋＝７．４，犘＜０．０１）。

图１　携带ＴＢＸ５基因突变的ＡＳＤ患儿的超声心动图

注：箭头分别指向ＴＢＸ５基因ｃ．３１８Ｃ＞Ｇ杂合突变型Ｃ／Ｇ和纯合野生型Ｃ／Ｃ序列

图２　犜犅犡５基因犮．３１８犆＞犌杂合突变及其纯合野生型对照碱基序列

注：与纯合野生型ＴＢＸ５相比，犘均＜０．０１

图３　犢１０６犡突变型犜犅犡５对靶基因犃犖犉启动子的转录激活作用
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３　讨论

本研究在１例先天性ＡＳＤ新生患儿中检测出了

１个 新 的 ＴＢＸ５ 基 因 杂 合 突 变 ｃ．３１８Ｃ＞Ｇ

（ｐ．Ｙ１０６Ｘ），该无义突变不存在于１０８名健康对照

者。生化分析表明该突变导致ＴＢＸ５对靶基因的转

录激活功能障碍。因此，ＴＢＸ５基因ｃ．３１８Ｃ＞Ｇ

（ｐ．Ｙ１０６Ｘ）突变很可能是导致该新生儿患者ＡＳＤ的

分子病因。

人类ＴＢＸ５基因位于染色体１２ｑ２４．１，编码蛋

白质由５１８个氨基酸组成。ＴＢＸ５蛋白含有一个功

能上非常重要的结构域，被称为Ｔ盒（氨基酸５３

２４１），主要作用是与特定的靶基因启动子ＤＮＡ结

合以激活或增加其表达以及与其他转录合作伙伴

相互作用协同调节靶基因的表达［６８］。先前的实验

研究表明，ＴＢＸ５可单独激活或与转录合作伙伴

ＧＡＴＡ４、ＧＡＴＡ６、ＮＫＸ２５和ＴＢＸ２０等协同激活

在心脏发育过程中表达的多个重要靶基因，包括

ＡＮＰ、肌球蛋白重链６（ＭＹＨ６）、血清反应因子

（ＳＲＦ）和缝隙连接蛋白 ４０（ＣＸ４０）等，而且

ＧＡＴＡ４、ＧＡＴＡ６、ＮＫＸ２５和ＴＢＸ２０等功能缺失

性突变均可导致ＡＳＤ
［５７］。在本研究中，在ＡＳＤ患

者发现的ＴＢＸ５突变位于Ｔ盒，导致ＴＢＸ５蛋白截

短，失去了大部分Ｔ盒结构，预测可导致ＴＢＸ５的

转录功能障碍。报告基因分析表明，突变型ＴＢＸ５

对靶基因ＡＮＦ的转录激活作用消失。这些研究结

果表明，基因突变所致的ＴＢＸ５单倍性不足可能是

ＡＳＤ的分子机制之一。

ＴＢＸ５基因功能异常导致胚胎心脏发育畸形如

ＡＳＤ等已在动物模型得到证实。在小鼠胚胎发育

过程中，ＴＢＸ５大量表达于心脏新月体和线性心脏

管、左心室、室间隔、小梁、心房以及心脏传导系

统［１０１１］。ＴＢＸ５基因敲除纯合子小鼠胚胎期死亡，

主要原因在于心脏环化障碍以及左心室和窦房结

发育不全；而ＴＢＸ５基因敲除杂合子小鼠则可表现

为ＡＳＤ、室间隔缺损、心内膜垫缺损、左心室发育不

良以及传导系统功能异常，包括房室和束支传导阻

滞等［１０１２］。这些动物实验研究表明ＴＢＸ５在胚胎

心脏正常发育方面发挥着关键作用。

人类ＴＢＸ５大量表达于胚胎及出生后心脏
［１３］，

ＴＢＸ５基因突变可导致 ＨｏｌｔＯｒａｍ 综合征即手心

综合征，表现为手、前肢及心脏畸形以及传导阻滞，

而且心脏畸形可单独出现，其中以 ＡＳＤ最为常

见［６］。研究发现，ＴＢＸ５基因功能丧失性突变还可

导致扩张型心肌病［８，１４］、心房颤动［１５］、急性心肌梗

死［１６］。本研究在ＡＳＤ患儿发现ＴＢＸ５基因功能丧

失性突变，提示其将来可能易于发生扩张型心肌

病、心房颤动或急性心肌梗死。

总之，本研究发现ＴＢＸ５基因新突变可导致

ＡＳＤ，并初步揭示了其致病机制，对ＡＳＤ的个体化

防治具有一定的临床意义。
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