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　　【摘要】　目的：探讨犓犔犉１５基因突变导致心房颤动（房颤）的机制。　方法：收集

１５２例特发性房颤患者和２０６名健康对照者的临床数据和血标本，提取基因组ＤＮＡ。测

序分析犓犔犉１５基因以寻找致房颤突变。克隆犓犔犉１５基因，构建其野生型和突变型表达

质粒，转染培养的ＨｅＬａ细胞，应用双荧光报告基因分析系统研究突变体的功能特点。　

结果：在１例特发性房颤患者中发现犓犔犉１５基因新突变ｃ．９４６Ｇ＞Ｔ（ｐ．Ｇｌｕ３１６Ｘ），该突

变不存在于２０６名对照者中。功能分析表明该突变型犓犔犉１５蛋白对靶基因的转录激活

作用丧失。　结论：首次揭示犓犔犉１５基因功能丧失性突变是部分房颤的分子病因，对房

颤患者的遗传咨询及预后风险评估具有潜在意义。
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　　心房颤动（房颤）作为最常见的一种持续性心

律失常可导致患者血栓栓塞性脑卒中、认知功能障

碍或痴呆、急性心肌梗死、心动过速性心肌病、充血

性心力衰竭、室性心律失常以及心源性死亡等［１３］。

既往研究表明，房颤可继发于瓣膜性心脏病、高血

压性心脏病、先天性心脏病、冠状动脉粥样硬化性

心脏病以及甲状腺功能亢进等疾病［４］，但部分房颤

患者无明确的基础性疾病或传统危险因素，称为特

发性房颤，主要由遗传缺陷导致［５］。目前已经发现

了５０多个房颤致病基因，其中大部分编码心脏钾通

道、钠通道、钙通道和缝隙连接通道［５］。研究发现，

心脏转录因子编码基因 犖犓犡２５、犜犅犡５ 和

·３５·国际心血管病杂志２０２１年１月第４８卷第１期 　ＩｎｔＪＣａｒｄｉｏｖａｓｃＤｉｓ，Ｊａｎ．２０２１，Ｖｏｌ．４８，Ｎｏ１



犛犎犗犡２等突变也可导致房颤
［６］。作为心脏转录因

子，ＫＬＦ１５可调节心肌瞬时外向钾通道β亚单位

ＫＣｈＩＰ２的表达，而 ＫＣｈＩＰ２蛋白与α亚单位即

犓犆犖犇３基因编码的Ｋｖ４．３蛋白构成完整的钾通

道，所产生的瞬时外向钾电流（Ｉｔｏ）对心脏的快速复

极具有重要作用，而且该通道电流异常可诱发房

颤［７］。此外，犓犆犖犇３基因突变也可通过改变Ｉｔｏ而

导致房颤［８］。因此，推测犓犔犉１５基因突变也可能

导致房颤。

１　对象与方法

１．１　研究对象

２０１７年１０月至２０１９年１０月，本研究入选

１５２例特发性房颤患者，其中男８７例，女６５例，年

龄为３２～５７岁，平均年龄（５３±８）岁。对照者为

２０６名性别、年龄和种族均匹配的健康人，其中男

１１８名，女８８名，年龄为３３～５６岁，平均年龄

（５３±６）岁。所有入选对象均经过病史回顾、体格

检查、常规血液化验检查、标准１２导联心电图检查

和心脏超声检查。特发性房颤的诊断依据２０１４年

美国心脏病学会／美国心脏协会发布的房颤治疗指

南［６］。特发性房颤组房颤家族史阳性３２例（约占

２１％），对照组房颤家族史均为阴性，两组均无传统

房颤危险因素。本研究遵循医学伦理学准则，经研

究对象知情同意后收集其外周静脉全血约２ｍＬ，使

用血液基因组ＤＮＡ纯化试剂盒（美国Ｐｒｏｍｅｇａ公

司）提取ＤＮＡ。

１．２　方法

１．２．１　犓犔犉１５基因的扩增　从Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ数据库

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

获取犓犔犉１５的基因组ＤＮＡ序列（登陆号：ＮＣ＿

０００００３．１２），借助在线程序Ｐｒｉｍｅｒ３ｗｅｂ（ｈｔｔｐ：／／

ｐｒｉｍｅｒ３．ｕｔ．ｅｅ）设计特异性扩增犓犔犉１５基因编码

外显子、剪接位点及部分５′和３′端非翻译区的引物

序列见表１。以基因组ＤＮＡ为模板，使用热启动

ＴａｑＤＮＡ聚合酶试剂盒（德国Ｑｉａｇｅｎ公司）和所设

计的犓犔犉１５基因特异性扩增引物等聚合酶链反应

（ＰＣＲ）试剂在Ｓ１０００型ＰＣＲ仪（美国ＢｉｏＲａｄ公

司）上扩增犓犔犉１５基因目的片段。ＰＣＲ反应物的

总体积为２５μＬ，包括双蒸水１２．２５μＬ，５×Ｑ溶液

５μＬ，１０×ＰＣＲ 缓冲液２．５μＬ，上、下游引物

（２０μｍｏｌ／Ｌ）各０．５μＬ、ｄＮＴＰ（各２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）

２μＬ，基因组ＤＮＡ（１００ｎｇ／μＬ）２μＬ和热启动Ｔａｑ

ＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ）０．２５μＬ。ＰＣＲ的反应条件

设置如文献［９１０］，即９５℃预变性１５ｍｉｎ，随后进

行３５个循环，每个循环包括９４℃变性３０ｓ、６２℃

退火３０ｓ和７２℃ 延伸１ｍｉｎ，最后７２℃ 延伸

８ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经过１．２％琼脂糖凝胶电泳分离

后切胶回收，应用ＱＩＡｑｕｉｃｋ凝胶提取试剂盒（德国

Ｑｉａｇｅｎ公司）进行纯化。

表１　扩增犓犔犉１５基因编码外显子、剪接位点及部分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Ａ ５′ＣＴＴＣＴＧＡＣＣＡＧＧＣＣＴＣＣＴＧＴ３′ ５′ＡＧＣＣＴＡＣＣＣＴＧＧＡＧＧＡＧＡＴＴＧＡ３′ ５５８ｂｐ

１Ｂ ５′ＧＧＧＧＡＣＣＣＴＣＣＣＣＴＡＡＴＣＣＴ３′ ５′ＧＴＣＣＴＴＧＣＴＧＴＴＧＣＣＣＴＣＡＧ３′ ７４３ｂｐ

２ ５′ＣＣＴＧＣＴＧＣＡＣＡＣＣＣＡＡＧＴＡＡＧ３′ ５′ＧＣＧＧＧＴＴＣＧＡＧＧＣＴＣＴＡＡＧＴ３′ ５１７ｂｐ

１．２．２　犓犔犉１５基因的测序分析　以纯化后的

ＰＣＲ产物为模板，使用 ＤＮＡ 测序试剂盒（美国

ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司）和１条犓犔犉１５基因特异

性扩增引物在 Ｖｅｒｉｔｉ型 ＰＣＲ 仪（美国 Ａｐｐｌｉｅｄ

Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司）上进行测序反应。测序ＰＣＲ混合

物的总体积为１０μＬ，其中双蒸水４μＬ，预混合液

４μＬ，纯化的ＤＮＡ片段（２０ｎｇ／μＬ）１μＬ，上游引物

（２μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ。测序ＰＣＲ的条件如文献［９１０］，

即３０个循环，每个循环９５℃变性２０ｓ，５０℃退火

１５ｓ，６０℃延伸ｌｍｉｎ。测序 ＰＣＲ 产物经过用

ＱＩＡｑｕｉｃｋ纯化试剂盒（德国Ｑｉａｇｅｎ公司）纯化后在

３１３０ＸＬ型ＤＮＡ测序仪（美国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍ

公司）上进行测序。将所测的 犓犔犉１５序列与

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

ｇｏｖ／Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）中的犓犔犉１５序列（登陆号：ＮＭ＿

０１４０７９．４）进行对比分析以发现犓犔犉１５基因变异。

如识别出犓犔犉１５基因变异，则应用同样的方法测

序分析２０６名对照者的犓犔犉１５基因，同时检索

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

ＨＧＭＤ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｈｇｍｄ．ｃｆ．ａｃ．ｕｋ／）、ＰｕｂＭｅｄ

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

方（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｗａｎｆａｎｇｄａｔａ．ｃｏｍ．ｃｎ）数据库以
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确认所发现的基因变异是否已被报道。

１．２．３　犓犔犉１５基因的克隆及表达质粒的构建　如

文献［１１］，使用ＴＲＩｚｏｌ试剂（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）抽

提心肌总ＲＮＡ，然后使用逆转录酶ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅢ（美

国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）通过逆转录ＰＣＲ制

备ｃＤＮＡ。以ｃＤＮＡ为模板，使用ＰｆｕＵｌｔｒａ高保真

ＴａｑＤＮＡ聚合酶（美国Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公司）和１对特异

性引 物（正 向 引 物：５′ＴＣＴＧＡＡＴＴＣＧＴＣＣＧＧＣ

ＧＴＧＣＧＣＣＡＡＧＴＴＣ３′，反 向 引物：５′ＡＧＡＧＣＧＧＣ

ＣＧＣＴＧＧＧＧＡＴＣＣＧＧＧＧＴＧＡＣＧＧＡ３′） 通过ＰＣＲ

扩增犓犔犉１５基因全长ｃＤＮＡ（包括整个ｃＤＮＡ及部

分５′和３′端非翻译区在内的总长度为１３４０ｂｐ）。

ＰＣＲ反应物的总体积为５０μＬ，包括双蒸水３７μＬ，

１０×ＰＣＲ缓冲液５μＬ，上、下游引物（２０μｍｏｌ／Ｌ）各

１μＬ、ｄＮＴＰ（各２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）４μＬ，ｃＤＮＡ（２０ｎｇ／μＬ）

１μＬ和高保真ＴａｑＤＮＡ聚合酶（２．５Ｕ／μＬ）１μＬ。

ＰＣＲ的反应条件：９５°Ｃ预变性２ｍｉｎ，接着进行３０个

循环，每一循环包括９５°Ｃ变性３０ｓ、６２°Ｃ退火３０ｓ

和７２°Ｃ延伸１．５ｍｉｎ，最后７２°Ｃ终末延伸１０ｍｉｎ，

４°Ｃ保存。将扩增的犓犔犉１５基因全长ｃＤＮＡ纯化后

用核酸内切酶 ＥｃｏＲＩ和 ＮｏｔＩ酶切，然后通过Ｔ４

ＤＮＡ连接酶在ＥｃｏＲＩＮｏｔＩ克隆位点插入ｐｃＤＮＡ３．１

质粒，从而构建野生型犓犔犉１５的真核表达质粒

犓犔犉１５ｐｃＤＮＡ３．１。以野生型犓犔犉１５ｐｃＤＮＡ３．１为

模板，使用 ＱｕｉｃｋＣｈａｎｇｅ定位诱变试剂盒（美国

Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公司）和１对以点突变为中心、长３１个寡

核苷酸引物通过ＰＣＲ产生突变型Ｇｌｕ３１６Ｘ犓犔犉１５

ｐｃＤＮＡ３．１，通过ＤＮＡ酶ＤｐｎＩ（美国ＮＥＢ公司）切除

模板、测序证实序列无误后转化感受态细胞适量克隆

野生型和突变型犓犔犉１５ｐｃＤＮＡ３．１。类似地，使用

ＰｆｕＵｌｔｒａ高保真ＴａｑＤＮＡ聚合酶（美国Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公

司）和１对特异性引物（正向引物：５′ＧＣＣＧＧＴＡ

ＣＣＴＡＧＧＧＣＡＴＧＧＧＧＣＡＣＴＡＡＧＣ３′；反 向 引 物：

５′ＧＣＣＡＡＧＣＴＴＧＧＣＣＣＣＣＧＧＣＧＣＣＣＣＧＣＴＣＣ３′）通

过ＰＣＲ扩增犓犔犉１５的靶基因ＫＣｈＩＰ２（登录号：ＮＣ＿

００００１０．１１）的启动子区域（编码起始位点上游－１至

－１７０１），经ＫｐｎⅠ和ＨｉｎｄⅢ双酶切后插入荧光素酶

（ｌｕｃ）表达质粒ｐＧＬ４．１０（美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司）的克隆

位点构建报告基因表达质粒ＫＣｈＩＰ２ｌｕｃ并经测序

证实。

１．２．４　细胞转染及报告基因分析　使用改良的

ＤＭＥＭ细胞培养基（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）并添

加１０％胎牛血清（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）在３７℃

含５％ＣＯ２的大气条件下培养ＨｅＬａ细胞。培养２４ｈ

后接种于２４孔板，继续培养３６ｈ后借助脂质体

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）进行质粒

的细胞转染。每次转染细胞时各种犓犔犉１５表达质粒

的用量如下：（１）４００ｎｇ空质粒ｐｃＤＮＡ３．１即（－）；

（２）４００ｎｇ野生型犓犔犉１５ｐｃＤＮＡ３．１质粒即（犓犔犉１５）；

（３）４００ｎｇ突变型Ｇｌｕ３１６Ｘ犓犔犉１５ｐｃＤＮＡ３．１质粒即

（Ｇｌｕ３１６Ｘ）；（４）２００ｎｇ野生型犓犔犉１５ｐｃＤＮＡ３．１＋

２００ｎｇｐｃＤＮＡ３．１；（５）２００ｎｇ 野 生 型 犓犔犉１５

ｐｃＤＮＡ３．１＋２００ｎｇ 突 变 型 Ｇｌｕ３１６Ｘ犓犔犉１５

ｐｃＤＮＡ３．１。每次转染细胞时还同时转８００ｎｇ报告基

因表达质粒ＫＣｈＩＰ２ｌｕｃ和表达海肾荧光素酶的内对

照质粒ｐＧＬ４．７５（美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司）。转染３６ｈ后

收集ＨｅＬａ细胞，使用双荧光报告基因分析试剂盒

（美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司）在ＧｌｏＭａｘ９６型荧光定量分析

仪（美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司）上先后测定萤火虫萤光素酶

和海肾萤光素酶的活性，以萤火虫与海肾萤光素酶的

活性比表示ＫＣｈＩＰ２启动子的活性。对每一种质粒

进行３次独立的细胞转染实验，每次实验都一式三份

平行进行，以３次实验数据的均值作为最终结果。

１．３　统计学分析

连续变量以均数±标准差表示，分类变量用绝

对数或百分比表示。两组连续变量的比较使用非

配对Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓ狋检验，两组分类变量的比较使用

Ｐｅａｒｓｏｎ′ｓ卡方检验或Ｆｉｓｈｅｒ′ｓ精确概率检验。以

双侧检验值犘＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结果

２．１发现犓犔犉１５基因新突变

通过对１５２例特发性房颤患者的犓犔犉１５基因

进行测序分析，在１例家族史阴性的４７岁女性房颤

患者发现了１种新的杂合突变，其犓犔犉１５基因编

码核苷酸序列第９４６位的鸟嘌呤（Ｇ）变成胸腺嘧啶

（Ｔ），即ｃ．９４６Ｇ＞Ｔ突变，相当于犓犔犉１５蛋白之氨

基酸序列第３１６位编码谷氨酸（Ｇｌｕ）的密码子变为

终止密码子（Ｘ），即ｐ．Ｇｌｕ３１６Ｘ突变。对２０６名健

康对照者的犓犔犉１５基因进行测序筛查没有发现基

因突变。经过检索ＳＮＰ、ＨＧＭＤ、ＰｕｂＭｅｄ和万方

数据库，均未报道犓犔犉１５基因ｃ．９４６Ｇ＞Ｔ突变，显

示本研究所识别的犓犔犉１５突变是新突变。该例房

颤患者的犓犔犉１５基因ｃ．９４６Ｇ＞Ｔ杂合突变及其纯

合野生型对照序列见图１。
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注：箭头所指分别为犓犔犉１５基因纯合野生型Ｇ／Ｇ序列和ｃ．９４６Ｇ＞Ｔ杂合突变型Ｔ／Ｇ

图１　犓犔犉１５基因犮．９４６犌＞犜杂合突变及其纯合野生型序列

２．２　Ｇｌｕ３１６Ｘ突变型犓犔犉１５功能丧失

如图２所示，同样剂量（４００ｎｇ）的野生型和

Ｇｌｕ３１６Ｘ突 变 型 犓犔犉１５ｐｃＤＮＡ３．１ 质 粒 对

ＫＣｈＩＰ２启动子的转录激活作用分别为（１０．３０±

１．４５）倍和（１．０５±０．３３）倍（纯合突变型与野生型

比较：狋＝１３．９２６５，犘＜０．０１）。当２００ｎｇ的野生型

犓犔犉１５ｐｃＤＮＡ３．１ 单 独 转 染 或 与 ２００ｎｇ 的

Ｇｌｕ３１６Ｘ突变型犓犔犉１５ｐｃＤＮＡ３．１同时转染时，

对ＫＣｈＩＰ２启动子所诱导的转录激活作用分别为

（５．８８±０．９９）倍和（４．７２±０．９１）倍（杂合突变型与

野生型比较：狋＝３．１９，犘＝０．０３）。

注：野生型犓犔犉１５ｐｃＤＮＡ３．１（犓犔犉１５）或Ｇｌｕ３１６Ｘ突变型犓犔犉１５

ｐｃＤＮＡ３．１（Ｇｌｕ３１６Ｘ）单独或同时转染ＨｅＬａ细胞，对ＫＣｈＩＰ２启动

子驱动的荧光素酶的活性分析表明突变型犓犔犉１５的转录活性丧失

图２　犌犾狌３１６犡突变型犓犔犉１５功能丧失

３　讨论

本研究在１例特发性房颤患者中检测出１个新的

犓犔犉１５基因杂合无义突变ｃ．９４６Ｇ＞Ｔ（ｐ．Ｇｌｕ３１６Ｘ），

功能分析表明该突变导致犓犔犉１５基因功能完全丧失。

因此，犓犔犉１５基因功能缺失性突变ｃ．９４６Ｇ＞Ｔ

（ｐ．Ｇｌｕ３１６Ｘ）极有可能是该房颤患者的分子病因，不过

该基因突变导致房颤的电生理机制仍需进一步研究。

犓犔犉１５基因定位于人染色体３ｑ２１．３，编码一种

由４１６个氨基酸所组成的转录因子蛋白，大量表达于

心脏，激活多个重要的心脏靶基因，包括犓犆犺犐犘２、

犃犆犛犛２、犌犔犝犜４、犘犇犓４和犉犃犜犘１
［７，１２１４］。既往研究

发现，瞬时外向钾通道由犓犆犖犇３基因编码的α亚单

位Ｋｖ４．３与犓犆犺犐犘２基因编码的β亚单位共组装而

成，所产生的Ｉｔｏ与心肌动作电位的早期复极有

关［１５］。尤其重要的是，作为产生Ｉｔｏ的关键调节亚单

位，ＫＣｈＩＰ２功能缺失足以导致Ｉｔｏ消失、心肌动作电

位时程显著延长，从而形成了易发心律失常的基

质［１６］。此外，作为ＫＣｈＩＰ２的上游调节者，犓犔犉１５转

录控制ＫＣｈＩＰ２的节律性表达，无论犓犔犉１５不足或

过量均导致节律性ＱＴ变异消失、复极异常和心律失

常易感性增加［７］。因此，本研究所发现的犓犔犉１５基

因功能丧失性突变可能通过抑制Ｉｔｏ而延长心房肌早

期复极和动作电位有效不应期，进而诱发触发活动而

导致房颤。

心脏能量代谢异常，尤其是葡萄糖和脂肪酸的

代谢异常可以导致房颤［１７］。考虑到犓犔犉１５的下游

靶基因犃犆犛犛２、犌犔犝犜４、犘犇犓４和犉犃犜犘１在葡萄

糖和脂肪酸代谢方面的关键作用［１２１４］，本研究发现

的犓犔犉１５基因功能丧失性突变也可能通过下调这

些靶基因、干扰心肌的能量代谢而诱发房颤。

近年来的研究表明，心房纤维化可通过阻断动
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作电位传导、增加动作电位传导的各向异性而引发

房颤［１８］。心房纤维化与多种致纤维化因子有关，包

括结缔组织生长因子（ＣＴＧＦ）、转化生长因子β１

（ＴＧＦβ１）、血管紧张素Ⅱ和血小板源生长因子

等［１９］。实验研究证明，犓犔犉１５反向调节ＣＴＧＦ和

ＴＧＦＢ１这两大致纤维化因子的表达，甚至可以逆转

心脏纤维化，改善心功能［１９］。在新生大鼠成纤维细

胞中，犓犔犉１５过表达可抑制基础性ＣＴＧＦ表达以

及ＴＧＦＢ１ 诱导的 ＣＴＧＦ 表达；与此相反，在

犓犔犉１５基因敲除小鼠心脏中，ＣＴＧＦ表达增加，出

现心脏胶原沉积［１９］。因此，本研究所发现的

犓犔犉１５基因功能丧失性突变还可能通过增加的

ＣＴＧＦ刺激心房纤维化而促发房颤。

本研究发现了一个新的特发性房颤致病基因

并初步揭示了其致病机制，对房颤患者的遗传咨询

和预后风险评估具有潜在的临床意义。
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