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华中和华东地区肝豆状核变性患者ATP7 B基因

第13号外显子突变的研究

程楠，陆兵勋，杜益刚，王训，胡纪源，韩咏竹，潘速跃，杨任民

【摘要】 目的对华中和华东地区肝豆状核变性(HLD)患者ATP7B基因第13号外显子突变进行研究。

方法应用PCR—DNA测序技术对来自我国华中和华东地区的139例非同源家系的HLD患者的ATP7B基因

第13号外显子进行检测，并与52名正常对照者进行比较。结果正常对照组测序未见异常。HLD组共检出

6种ATPTB基因的突变类型和1种多态，其中Gly988Val杂合突变为新的发现。HLD组突变及多态总的检出

率为29．49％(41／139)，染色体突变频率为15．83％(44／278)；其中Pr0992Leu纯合或杂合突变的检出率为

23．02％(32／139)，其染色体突变频率为12．59％(35／278)。结论ATF'／B基因第13号外显子是华中和华东

地区HLD患者的一个基因突变热区，是筛选HLD可疑患者时优先检测的外显子之一。
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Investigation on the mutation of exon 13 of ATP7B gene in patients丽th hepatolenficular degeneration

located in middle east of China CHENG Nan，LU Bing—Xlldrt，DU Yi—g口ng，et a1．Department of Neurology，

Nanfang Hospital颇f妇d to Southern Medical University，Guangzhou 510515，China
Abstract：Objective To investigate the mutation of exon 13 of ATP7B gene in patients with hepatolenticular

degeneration(HLD)located in middle east of China．Methods Exon 13 of ATP7B gene in 139 not family HLD

patients(HLD group)which came from middle east of China were detected by PCR—DNA sequencing．And the results

were compared with 52 normal controls(NC group)．Results No abnormality was found in NC group．6 mutations

and 1 polymorphism were found in HLD group，and there was a novel mutation(Gly988Val)．The total rate of

mutation and polymorphism of exon 13 in HLD group was 29．49％(41／139)，and its frequency of chromosome

mutation WaS 15．83％(44／278)．Besides，the rate of Pr0992Leu homozygous or heterozygous mutation was 23．02％

(32／139)，and its frequency of chromosome mutation Was 12．59％(35／278)．Conclusions Exon 13 of ATP'／B

gene is a hot location of mutation in HLD patients which come from middle east of China，and it is one of the exons

which should be detected preferentially when screening doubtful HLD patients．
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肝豆状核变性(HLD)是与铜代谢障碍有关的常

染色体隐性遗传病，不同人群的发病率约1／10万一

3．3／10万。本病患者因铜在肝、脑、角膜等器官沉

积，临床可出现肝硬化、神经／精神症状、角膜K—F环

等表现，严重者可危及生命⋯。随着HLD基因被克

隆嵋J，不同种族HLD患者的基因突变特征陆续被报

道[3J。不同国家和地区的研究资料显示，HLD患者

ATP7B基因第13号外显子突变类型众多，目前基因

突变数据库已收录了该外显子的40余种突变类

型H】。为此，本研究采用PCR．DNA测序方法对我国

华中和华东地区139例非同源家系的HLD患者

ATP7B基因第13号外显子进行检测，以期了解我国

HLD患者第13号外显子的突变特征。

作者单位：510515广州，南方医科大学南方医院神经内科(程

楠，陆兵勋，潘速跃)；安徽中医学院神经病学研究所附属医院(杜益

刚。王训，胡纪源，韩咏竹，杨任民)

·l·

·论著·

1对象与方法

1．1对象(1)HLD组：系2008年5—11月间在安

徽中医学院神经病学研究所附属医院住院治疗的确

诊病例，分别来自华中和华东地区(安徽35例，河南

32例，浙江20例，山东18例，江苏13例，江西12例，

湖北9例)的不同家系。男8l例，女58例；年龄4—

48岁，平均(15．51±8．01)岁；病程6个月一25年，

平均(3．91±4．08)年。均符合HLD的诊断标

准瞪’6】。(2)正常对照组：52名，无亲缘关系的健康

对照者，经铜生化及K·F环检查均正常，男27人，女

25人；年龄12～43岁，平均(16．87±9．32)岁。

1．2方法

1．2．1 基因组DNA提取用含枸橼酸钠抗凝剂的

真空采血管采集受检者3—5 ml外周静脉血，应用全

血基因组DNA提取试剂盒(凯基生物科技发展有限
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公司)提取DNA，具体操作过程按说明书要求进行。

DNA样本经测定A260／A280比值定量，分装后分别

于4℃和一20℃的冰箱中保存。

1．2．2 PCR扩增及DNA序列测定用Oligo 6．0软

件根据ATP7B基因的GENEBANK序列设计第13号

外显子及其侧翼区的引物序列如下：上游：5’一CCC—

CTGAAATGTCC仉％TGTG-3 7，下游：5’一ACACTcCTG—
TCTTGAcTGGCT-3’，扩增片段长度为384 bp，引物由

上海英骏生物技术有限公司合成。PCR扩增反应条

件：50¨l反应体积含500 ng基因组DNA，dNTP 250

Ixmo／／L，引物各0．25 Ixmol／L，1．5 U TaKaRa Taq

DNA聚合酶(Hot Star Version)(大连宝生物工程有

限公司)。扩增使用PTC一150自动热循环仪(MJ

Research，USA)，为保证PCR产物符合测序要求，扩

增条件采用Touchdown方式：95℃10 min(使DNA充

分变性的同时激活Hot Star Taq酶)，95℃变性30$，

63～56℃复性45 s(从63℃开始，每个循环降低

0．5℃，一直降至56℃)，72℃延伸45 s，然后复性温

度固定为56℃，其他条件不变，行20个循环，最后

72。C延伸10 mln。PCR产物经lO∥L琼脂糖凝胶电
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泳鉴定后用PCR纯化试剂盒(爱思进生物技术杭州

有限公司)纯化并送上海英骏生物技术有限公司行

DNA测序。对结果异常者行双向测序。将测序结果

与Gene Bank中人类ATP7B基因序列比较，用Omiga

软件分析比对结果。

2结果

DNA序列分析结果：52名健康对照者经测序均

未发现异常，139例HLD患者共检测到41例患者存

在6种突变类型和1种多态。其中，Pr0992Leu纯合

突变3例，Pr0992Leu杂合突变29例；Ser975Tyr纯合

突变l例，Ser975Tyr杂合突变3例；Thr977Met杂合

突变1例；Alal018Val杂合突变l例；2866—13C>G

杂合多态2例；I例以肝病症状为主要表现的安徽籍

HLD患者发生Ar9969Gln合并Gly988Val的复合杂

合突变。本组患者突变及多态总的检出率为29．

49％(41／139)，其染色体突变频率为15．83％(“／

278)。其中Pr0992Leu纯合／杂合突变的检出率为

23．02％(32／139)，其染色体突变频率为12．59％

(35／278)。测序结果见图l～8。

图1 Ar9969GIn杂台突变(CGG--*CG／AG)合并G[y9ssvai杂合突变CGGG---,GG／TGl

图2 Pr0992Leu纯台突变【CCC---,CTC) 图3 Pr0四)92Leu杂台突变{CCC---,CC／TE) 图4 serg"／5Tyr纯台突变(TCC—TAC

圈5 Ser975研r杂合突变【TCC—TC／AC) 图6 Tht977Met杂台突变(ACG-一AC／TG} 图7 Alal018Val杂台突变(GCG-一GC／TG)
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图8 2866．13C>G杂合多态

3讨论

虽然典型的HLD患者根据特征性临床表现及实

验室铜代谢检查等不难诊断，但许多患者早期症状复

杂多样，极易被误诊为其他疾病"1，铜代谢检查又常

存在假阴性或假阳性结果∞J，因此，本病的早期诊断

特别是症状前期和产前诊断较为困难。HLD基因的

克隆使得采用基因诊断技术对HLD患者进行症状前

期及产前诊断成为可能。

研究H1显示，HLD基因存在高度的遗传异质性，

各外显子的突变位点众多，目前已发现超过300种形

式的基因突变，且多为复合杂合突变，常见突变形式

少见，多为罕见突变，在不同人种间突变形式亦存在

明显差异。这虽然解释了HLD临床表现复杂多样的

原因，但给基因诊断走向实用带来了困难。基于此，

Chloe等[8 3建议首先需明确不同地域、不同人群HLD

基因的高频突变位点，然后采用PCR或多重PCR扩

增这些高频突变位点所在的区域并进行序列比对分

析，从而达到快速检出致病患者的目的。

国内多家单位经DNA测序研究发现，中国人

ATP7B基因的第8号外显子的778密码子和第12号

外显子的935密码子有较高的突变率一J川；王柠

等【123应用限制性酶谱分析法检测了56例非同源家

系的HLD患者的第8、12号外显子，突变的检出率分

别为37．5％和16．1％。该研究提示，检测中国人第

8号和12号外显子可使约半数的HLD患者得以确

诊。如果在此基础上找到其他的高频突变位点，则能

大大提高本病的检出率并可使其应用于临床。

上世纪末，Tsai等【1纠首先发现我国台湾地区的

HLD患者ATP7B基因第13号外显子存在Pr0992Leu

突变。2003年，Gu等¨41在39例汉族和回族HLD患

者中发现了HLD基因第13号外显子的Pr0992Leu、

Ser975Try、2885delC和Gln963Stop codon 4种突变类

型。2006年，杨静芳等[1纠在国人HLD患者中除了检

测到ATP7B基因第13号外显子Pr0992Leu、

Ser975Try这2种突变类型外，还发现了Thr977Met、

Cys980Tyr错义突变及位于侧翼区第12号内含子的

2866．13C>G杂合多态。上述研究结果提示，国人

HLD患者ATP7B基因第13号外显子存在较多的突
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变类型并有可能为另一突变热区。

本研究对华中和华东地区HLD患者ATPTB基

因第13号外显子的检测结果除了发现已报道的国人

中Pr0992Leu纯合／杂合突变、Ser975Tyr纯合／杂合

突变、Thr977Met杂合突变、Alal018Val杂合突变和

2866．13C>G杂合多态外，还发现1例以肝损害为主

要表现的安徽籍HLD患者存在Ar9969Gln合并

Gly988Val的复合杂合突变，其中Ar9969Gln杂合突

变在国人中首次报道，Gly988Val杂合突变则为新发

现(GENEBANK注册号：FJ70581 1)。本组患者突变及

多态总的检出率为29．49％(41／139)，其中Pr0992一

Leu纯合／杂合突变的检出率为23．02％(32／139)，

其突变频率仅次于ATP7B基因的第8号外显子且明

显高于第12号外显子的检出率。因此，第13号外显

子是华中和华东地区HLD患者的基因突变热区，在

筛选HLD可疑患者时除了检测第8和12号外显子

外，第13号外显子也应是优先检测的外显子之一。
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