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　　内容提要　目的:探讨中国人 Wilson病(WD)ATP7B基因 Arg778Leu/Gln点突变与中医证型的关系 。

方法:应用 PCR技术分别扩增 90例WD患者和 30名健康人 ATP7B 基因的第 8 外显子 ,其 PCR产物行限

制性内切酶 MspⅠ酶切分析 。90例WD患者进行中医辨证分型 。结果:90例WD患者有 34例Arg778Leu/

Gln点突变;WD患者中医辨证分型属肝风内动者Arg778Leu/Gln点突变占 20例。结论:Arg778Leu/Gln点

突变组患者的发病年龄迟于未见该点突变组的患者 ,Arg778Leu/Gln点突变可能与中医肝风内动证型相关。
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Study on Relationship between Arg778Leu/Gln Gene Mutation Spot in ATP7B and TCM Syndrome Type in

Chinese Patients with Wilson Disease YANG Bin , HU Ji-yuan , HONG M ing-fan , et al Institute of Neurology ,

Anhui Col lege of TCM , Hefei (230031)

　　Objective:To investigate the relationship between Arg778Leu/Gln gene mutation spo t in ATP7B and TCM

Syndrome type in Chinese patients w ith Wilson disease (WD).Methods:Exon 8 of ATP7B of 90 WD patients

and 30 healthy controls w ere amplif ied by PCR and analysed by rest riction enzyme MspⅠ , the TCM Syndrome

type of the patients w as differentiated at the same time.Results:In the 90 WD patients , 34 wi th Arg778Leu/

Gln of exon 8 were detected , among them 20 cases belonged to the TCM Syndrome type of endogenous Liver-

Wind agitation.Conclusion:Onset age of WD pat ients with Arg778Leu/Gln mutation is later than that w ithout

this mutation.Arg778Leu/Gln mutation might be related to the TCM Syndrome type of endogenous Liver-Wind

agi tation
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　　Wilson 病(WD)是一种常染色体隐性遗传性疾

病 ,致病基因突变致铜代谢障碍而发病。因 ATP7B

基因突变点的不同 ,致 A TP7B基因产物 ATP7B酶的

结构及功能发生不同的改变 ,导致WD患者的发病年

龄 、铜生化检查 、首发症状及中医证型亦不同 。本研究

探求中国人ATP7B基因的高频突变位点 Arg778Leu/

Gln与中医证型之间的相关性。

资料和方法

1　研究对象　90例WD患者全部来自安徽中医

学院神经病学研究所附属医院 2000 年 9 ～ 12月住院

患者 ,其中男 53 例 ,女 37 例 ,首次发病的平均年龄

(14.57±7.67)岁。全部病例均符合WD诊断标准
(1)
。

健康对照组均为无血缘关系的健康自愿者 ,共 30名 ,

其铜生化检查均在正常水平。

2　主要仪器及试剂　PCR自动热循环仪(MJ re-

search , 美国);贝克曼超速离心机(L7-35 ,美国);恒压

恒流电泳仪(DY-Ⅲ型 ,北京六一仪器厂);水平电泳槽

(DY-Ⅲ型 ,北京六一仪器厂);Complete Gel Documen-

tation &Analysis system (GDS8000 ,英国);TaqDNA

聚合酶(Promega , 美国);限制性内切酶 M sp Ⅰ

(Promega ,美国);PCR引物(上海植物生物研究所)。

3　人类基因组 DNA的提取　参照 Miller等
(2)
介

绍的盐析法提取 。

4　PCR扩增第 8 外显子　根据 Thomas等
(3)
报

道的第 8外显子 PCR扩增的引物序列及反应条件进

行。

5　M sp Ⅰ酶切分析第 8外显子的 PCR产物　根

据M spⅠ产品说明 ,设计每份样品的酶切条件进行酶

切后 ,酶切产物采用 2.0%琼脂糖凝胶电泳。电泳结

束后 ,紫外灯上观察 ,判断结果 。

6　中医辨证　根据中医分型标准
(4)
,结合WD患

者临床表现的特点 ,分为 3型:(1)痰湿内阻:临床以胸

·280· 中国中西医结合杂志 2002年 4月第 22卷第 4期



闷脘痞 、头身困重 、纳呆呕恶 、肌肤面目发黄 、舌淡胖苔

腻 ,脉滑为辨证要点。同时 ,尚有湿 、痰内阻不同部位

而出现相应的临床症状 ,如头晕目眩 ,神志昏蒙 ,精神

抑郁;或胡言乱语 ,喜怒无常 ,打人毁物;或全身抽搐 ,

口吐痰涎 ,两目上视;或肌肤不仁 ,肢体麻木 ,动作不

灵 ,关节疼痛;或面目肌肤发黄 ,黄色晦暗如烟熏 ,或黄

色鲜明如桔 ,小便短涩 ,大便不爽 ,肢体浮肿 ,甚至腹胀

大等。(2)肝风内动:临床以肢体震颤或蠕动 ,关节屈

伸不利 ,言语謇涩 ,急躁易怒 ,舌淡红少津苔白 ,脉弦细

为辨证要点 。在 WD 患者中 , 其肝风内动有阴虚动

风 、血虚动风两证。阴虚动风除上述主证外 ,尚有面部

烘热 ,五心烦热 ,午后潮热 ,盗汗 ,咽干口燥 ,形体消瘦

等阴虚之证;血虚动风除上述主证外 ,尚有头晕耳鸣 ,

两目干涩 ,面白无华 ,爪甲不荣 ,拘挛急迫 ,肢体麻木 ,

肌肉 动 。女子血虚 ,可见月经量少色淡 ,甚则闭经。

(3)气血两虚:临床以头晕目眩 ,少气懒言 ,乏力自汗 ,

面色淡白或萎黄 ,心悸失眠 ,舌淡苔白 ,脉沉弱为辨证

要点。WD患者因久病不愈 , 失治延治 ,终至气血两

虚。除上述主证外 ,尚可有手足徐动 ,动作迟缓笨拙 ,

步态不稳;或反应迟钝 ,目光呆滞 ,神志恍惚 。后期甚

则大肉已脱 ,卧床不起 ,足痿无力 ,步履全废 。男子尚

有精少不育 ,阳痿;女子经少色淡 ,甚则闭经不孕。

7　统计学方法　全部数据经 SPSS 统计软件处

理 ,计数资料比较χ2 检验。两样本均数比较用 t 检

验。

结　　果

1　第 8外显子 PCR产物 Msp Ⅰ酶切结果　第 8

外显子正常时仅有 1个 Msp Ⅰ酶切位点 ,完全酶切可

得到 237bp和 59bp 两种片断 。发生 Arg778Leu/Gln

纯合突变的患者 ,因两条染色体上 778 位密码子均由

CCG 突变为 CTG/CAG ,使 DNA 顺序由 5′…CCGG …

3′变成 5′…CT(A)GG …3′,无法被 Msp Ⅰ识别 ,仍为

单一的 296 片断 。杂合突变将得到 296bp 、237bp 、

59bp三种片断 。根据此特点 ,本组 90例患者中 , 8例

患者判断为纯合突变 , 26例患者为杂合突变 , 56例患

者未发生点突变。90 例WD患者该点突变检出率为

37.8%(34/90例),染色体突变检出率为 23.3%(42/

180例)。

2　WD患者 Arg778Leu/Gln 点突变与临床表现

的关系　见表 1 、2。第 8外显子 Arg778Leu/Gln点突

变组患者较无该点突变组的患者发病年龄迟(P <

0.01)。患者的性别 、首发症状 、血清铜生化水平与该

点突变无明显相关(P >0.05)。

3　Arg778Leu/Gln点突变与中医证型的关系　

见表 3。提示 Arg778Leu/Gln点突变与肝风内动型可

能相关(P<0.05),与痰湿内阻型及气血两虚型无明

显相关(P>0.05)。
表 1　WD患者 Arg778Leu/ Gln点突变与性别及

首发症状关系　(例)

组别 例数
性别

男 女

首发神经症状

有 无

首发肝症状

有 无

非突变 56 32 24 26 30 28 28

突变 34 21 13 22 12 13 21

表 2　WD患者 Arg778Leu/ Gln点突变与发病年龄及

铜生化水平关系　( x ±s)

组别 例数
发病年龄　　
(岁)　　

血清铜
(μmol/L)

血清铜蓝蛋白
(mg/ L)

血清铜氧化酶
(活力单位)

非突变 56 12.88±7.41 4.5607±2.9851 61.48±29.74 0.0811±0.1403

突变 34 17.35±7.38＊ 4.3606±3.1175 73.94±56.87 0.0830±0.1368

　　注:与非突变组比较 , ＊P<0.01

表 3　Arg778Leu/Gln点突变与中医证型的关系　(例)

组别 例数
肝风内动

有 无

痰湿内阻

有 无

气血两虚

有 无

非突变 56 20 36 19 37 17 39

突变 34 20 14＊ 8 26 6 28

　　注:与非突变组比较 , ＊P<0.05

讨　　论

1　WD患者 ATP7B基因突变的高频位点与临床

表型的关系　Wilson病大多于10 ～ 30岁间起病(症状

暴露),文献报道 ,年龄最小 4岁 ,最大 59岁 。为何起

病年龄的不同 ,一直未得到阐明。近年基因组学的研

究 ,提示与WD 基因相关 。1993年 ,国外 3个实验室

几乎同时克隆了 WD 基因 ,即 ATP7B 基因
(5 , 6)
。自

1996年起 ,多位学者均证实了 Arg778Leu/Gln 点突变

是中国人WD患者 ATP7B基因突变的第一热区
(7 , 8)
。

本研究发现第 8外显子 Arg778Leu/Gln点突变组

的发病年龄迟于未见该点突变组 ,其原因可能是第 8

外显子所编码的氨基酸位于ATP7B酶的第 4跨膜区 ,

精氨酸(Arg)为碱性氨基酸 ,而亮氨酸(Leu)和谷氨酰

胺(Gln)分别属于中性氨基酸和酸性氨基酸 。推测编

码氨基酸的极性改变可能致 ATP7B酶第 4 跨膜区蛋

白构象的改变 ,而致转铜障碍 ,但仍残存有转铜功能。

另外ATP7B基因的插入 、缺失 、无义和移码突变 ,均

推测损毁了 ATP7B酶的功能 ,故发病年龄较早 ,且症

状较重。而错义突变致 ATP7B 酶尚残存有转铜功

能 ,故发病较迟 ,症状亦较轻
(3)
。Arg778Leu/Gln属于

错义突变 ,故突变组的发病年龄相对较迟。还需指出 ,

WD患者 ATP7B基因突变多数属复合杂合突变 ,全面

完整地阐明 WD患者基因突变型与临床表型之间的

·281·中国中西医结合杂志 2002年 4月第 22卷第 4期



关系还有助于检测技术的提高。本研究 Arg778Leu/

Gln点突变组与无突变组在首发症状 、铜生化水平等

诸方面发现无明显相关 ,可能与上面因素相关 。

2　WD患者 ATP7B基因突变的高频位点与中医

证型的关系　WD目前已明确属常染色体隐性遗传性

铜代谢障碍性疾病 ,铜在体内各脏器沉积 ,尤以大脑豆

状核 、肝脏 、肾脏及角膜的大量沉积 ,出现如震颤 、扭转

痉挛 、精神障碍 、肝脾肿大 、腹水等多种多样的临床症

状 ,中医学分别归属于“颤证” 、“癫狂” 、“积聚” 、“黄疸”

等范畴
(9 , 10)

。WD 患者由于父母体质素虚 ,致胎儿先

天禀赋不足 ,肾精亏虚。因肾为先天之本 ,先天肾精亏

虚 ,致后天脾胃运化失常 ,泌别清浊功能受损 ,铜浊积

聚体内 ,痰湿内阻 ,此为WD 患者发病早期的中医证

型。进而气血津液化生不足 ,阴血亏虚 ,出现筋脉失养 ,

虚风内动之证候 ,为WD患者发病的中晚期证候 。本研

究发现 ,90例WD患者的 Arg778Leu/Gln点突变组多见

于肝风内动型 ,与痰湿内阻 、气血两虚型无明显相关 。

肝风内动是在先天肾精亏虚的基础上致脾胃运化失常 ,

铜浊为患 ,痰湿内阻 ,气血津液化生不足发展而来 ,故发

病年龄较迟。因 Arg778Leu/Gln点突变组患者的发病

年龄相对较迟 ,故与肝风内动证型可能相关。
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第六次全国中西医结合呼吸病

学术交流会征文通知

　　第六次全国中西医结合呼吸病学术交流会拟于 2002年 10

月在青岛市召开 ,现将征文的有关事项通知如下。

1　征文内容　支气管哮喘 、慢性阻塞性肺疾病 、肺间质纤

维化和肺癌 、睡眠呼吸暂停综合征 、肺栓塞等呼吸系统疾病的

中医 、西医 、中西医结合基础和临床研究进展 、临床研究 、实验

研究 、方法学 、基础理论等诊治研究。

2　征文要求　(1)5 000 字以内的全文 1 份 , 1 000 字左右

的摘要 2 份 , 尽量使用打印稿 , 有条件者附软盘 1 张(应用

Word软件)。征文可以是研究性论文 , 也可是综述或讲座形

式。(2)论文须未公开发表 , 加盖单位公章 , 注明作者单位 、邮

编 、具体通信地址及联系电话。(3)截稿日期:2002 年 6 月 30

日(以邮戳为准)。(4)请在信封上注明“呼吸会议征文”字样。

来稿请寄:北京海淀区西苑操场 1 号　中国中医研究院西苑医

院呼吸科 , 邮编:100091。联系人:张燕萍 、张京安 、苗青。 电

话:010-62862284。

全国第六届中西医结合妇产科

学术会议征文通知

　　全国第六届中西医结合妇产科学术会议拟于 2002 年 10

月在成都市举行 ,现将有关征文事项通知如下 。

1　征文内容　(1)中西医结合生育调节研究。(2)妇产科

疾病中西医结合临床和基础研究。

2　征文要求　(1)来稿必须实事求是 , 有科学性及实用

性 ,从未在任何学术期刊上发表。 请附单位介绍信或单位盖

章。(2)来稿一律用 Word 软件排印 , 并附软盘。来稿要求全

文(4 000 字以内)及摘要(800 字)各 1 份。摘要应以目的 、方

法 、结果 、结论顺序表达 , 无摘要者恕不采用。(3)来稿务必写

清作者 、单位 、邮编 , 请自留底稿 , 来稿一律不退。(4)截稿日

期:2002 年 7 月 30 日(以邮戳为准)。

3　征文寄送地点　上海市中西医结合学会(北京西路

1623 号 ,邮政编码:200040)张雯菊收。 信封上请注明“全国第

六届中西医结合妇产科学术会议征文”字样。 亦可用 E-mail发

送至如下地址:djli@shmu.edu.cn。
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