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摘 要： 目的 研究中国人!"#$%&病（!’）基因第()外显子突变特征。 方法 应用聚合酶链反应.单链构象多态

型（/01.220/）银染技术研究3,例无亲缘关系的!’患者和+,例正常组的 !’基因()外显子，对有异常泳动者经’45
自动测序技术证实其突变性质和位置。结果 正常组未见异常。患者组发现((例异常（((／3,占(6738），二种错义突变，其

中-例为9:;-+6<=>突变（-／3,，占()7-8），)例为?@$-6)5;A突变（)／3,占)7B8）。结论 第()外显子是中国人 !’基

因突变热区之一，发现一种未见报道的新型错义突变。
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肝豆状核变性又名 !"#$%&病（!’）是一种以铜代谢障

碍为特征的常染色体隐性遗传病，是常见的一种神经系统遗

传病。该病基因定位于(+M(C7+，跨度大于B,XF，有))个外

显子，编码(C((个氨基酸的/型59/酶，故又称59/3Y基

因［(］。自(--+年该基因被克隆以来，众多学者对其突变位

点进行深入研究，目前已发现))6种突变形式。欧美人种以

(C号外显子Z"$(,D-W#&和(B号外显子W#@)DD5;A错义突

变最为常见，分别达)B8，(,8［)］。中国人 !’基因突变位

点分别在67B7((7()7(C7(D7(B等外显子均有报道，其中第B
外显子5;A33B?=J／W#&为高频突变位点已被国内众多学者

所证实和公认，而第()号外显子是否为突变热区尚存争

议［-，(+］。我们对第()外显子进行检测，发现该外显子亦是

中国人!’基因突变热区之一，且发现一种新型错义突变。

资料与方法

一、一般资料

(*研究对象：3,例患者均为安徽中医学院神经病学研

究所!’专科病房),,)年((月.),,+年C月间住院患者，

其中男+C例，女+D例，平均年龄(-73[B7-D，平均发病年龄

为(D7([B7(岁。全部病例均符合诊断标准［+］。

)*正常对照组：+,例正常对照组均为无血缘关系的健

康自愿者，其中男(3例，女(+例，平均年龄),76[D7B岁。

铜生化检查均为正常水平。

二、方法

(*’45制备：取外周静脉血(,N#，加+N#50’抗凝，常

规分离白细胞，然后用盐析法提基因组’45，具体操作按文

献进行［C］。

)*/01扩增：扩增!’基因第()外显子的引物与文献

一致［)］，Q;"N=;(：6\.H>>A>AA>A>>>>O>>>H.+\；Q;"N=;)：6\.OHR
HOHHO>O>OAHHHOOA.+\，由 上 海 基 康 公 司 合 成。目 的 片 段

))-FQ。在)6!#反应体系中，基因组+,,&A，引物各,76!N%#／

?，K49/),,!N%#／?，9OM’45聚合酶(7,J（/;%N=AO公司）反

应在美国 <];=$=O;H:/01自动热循环仪中进行，扩增条件

为：-3̂ 预变性6N"&，-+̂ 变性C6$，6B̂ 退火C6$，3)̂ 延伸

-,$，共+,个循环后，3)̂ 延伸(,N"&结束反应，产物经(8
琼脂糖凝胶电泳检测。

+*单链构象多态性（220/）和银染：/01扩增产物B!#
与等体积加样缓冲液混合，-B̂ 变性DN"&，立即冰浴骤冷，

B8非变性聚丙烯酰胺凝胶)6̂ ，6,,_电泳C.6:，电泳结

束后用常规方法固定、染色、显色、拍照分析结果。

C*’45测序：/01产物以‘"OMJ"X过柱纯化，采用/V公

司生产的5YU/1U2<9<+33’45自动测序仪进 行 序 列 分

析。

结 果

/01.220/银染结果 在对3,例患者和+,例正常对
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照组的!"基因#$号外显子进行%%&’筛选时，发现正常对

照组均呈单一的泳动带型（!型带型），而患者组呈四种泳动

带型，其中()例呈现与正常人相同的带型（!型带型），另外

#$例分别呈现三种异常的泳动带型：其中*例呈现"型带

型，$例呈现#型带型，#例呈现$型带型（图#）。

图# +,’-.基因第#$外显子%%&’电泳分析

/：正常对照；’#%’(：!"患者

图$ +,’-.基因第#$外显子的序列分析结果：第
*0(密 码 子 由 +&1! +,1，导 致 发 生
,23*0(456杂合错义突变

图0 +,’.基因第#$外显子的序列分析结果：第
*($密 码 子 由 +++! +1+，导 致 发 生

789*($+3:杂合错义突变

基因突变的序列分析 对上述#$例异常泳动带型的患

者及 正 常 对 照 者 的’&;产 物 进 行"/+序 列 测 定，并 与

1</<.+/=序列进行对照，结果发现正常对照者的"/+序

列与1</<.+/=序列一致；*例"型带型的患者均发生了

,23*0(456杂合错义突变，碱基改变为$)>?&!,（图$），$

例@A型带型的患者发生了789*($+3:杂合突变，碱基改变

为$)((+!1（图0），另#例@@带型的患者发生了B$$内含

子缺失,（图?）。即在#(C-D（##／->）的患者中检测到#$号

外显子的错义突变。

图? +,’-.基因第#$外显子后的内含子序列分析

结果发生了B$$内含子缺失,

讨 论

!"是少数几种可以治疗的遗传性疾病之一，其治疗效

果与开始治疗的早晚有极大关系，如能早期诊断、早期治疗，

尤其在症状前期即开始治疗，则可终身不出现临床症状；若

在晚期才开始治疗，由于肝、脑、肾等重要脏器已发生不可逆

损伤，预后欠佳。以往本病仅能依据临床表现及铜代谢检查

进行诊断，无法进行产前及症状前诊断，故较少对症状前患

者进行早期治疗。近年来随着对 !"分子遗传学机理的阐

明，特别是!"基因的克隆，使本病的产前及症状前期诊断

成为现实。

近年来国内外多数研究证实，中国人!"基因的突变特

征与欧美白种人存在着明显差异，中国人在作为欧美白种人

突变 热 区 的 第#?C#)外 显 子 却 未 发 现 相 应 的 高 频 突

变［$，(，*］。台湾学者&2EFG:74等（#**H）首次对$$例中国

人!"患者检测时发现第)外显子+3:--)75E和+3:--)1IG
突变频率为##C?D和*C#D［H］。此后国内众多研究单位对)
号外显子研究发现+3:--)75E／1JG突变频率高达##C?DK
0-C(D［-，)，*］，同时提出)号外显子是中国人 !"基因突变

第一热区。吴志英等［*］（#**)）对中国人 !"基因第0K$>
号外 显 子 研 究 发 现，#$外 显 子 突 变 率 为#)C#D，其 中

,23*0(456突变率占#0CHD，进而提出#$外显子为中国人

!"基因第二突变热区C针对#$外显子,23*0(456突变位

点设计的内切酶 4F5$进行酶切 阳 性 率 达#$C(DK#HC
#D［#>，##］，但梁秀龄等［#$］（$>>>）针对此酶切点用,FJ&酶切

未发现异常，未能获得支持该突变热区的结论，但实验均未

予测序进一步证实。本研究采用’&;K%%&’方法对->例

!"患者#$号外显子行’&;K%%&’银染技术研究，发现有

#$例泳动异常，进一步测序表明*例发生,23*0(456突变，

频率占#$C*D，与吴志英等［)］报道基本一致。另$例发现

789*($+3:突变，（占$C)D），#例发生内含子B$$,缺失。

本组研究表明#$外显子总突变率为#(C-D，仅次于)外显
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子突变率，支持!"外显子为另一突变热区。目前国内外在

!"外 显 子 发 生 的 错 义 突 变 有 #$%&’()*+，,%-&!&./0，

1*2&’3#*%，./0&4’5*%，./0&4’,67等［"］。本 研 究 发 现 的

106&(",%-突变为一种未见报道的新型错义突变，106&(",%-
突变位于8型,#8酶第(跨膜区（#9(），由精氨酸代替了

赖氨酸，破坏了,#8酶跨膜区的结构，使患者致病，二者均

属于酸性氨基酸。临床上这"例患者起病均迟，!例于"!
岁，另!例于’"岁起病，均因以锥体外系症状为首发和主要

症状得以诊断，临床表型均符合假性硬化型［’］，经驱铜治疗

后明显好转。"例患者起病迟，症状轻，且治疗效果好，是否

可能为赖氨酸与精氨酸均为同性氨基酸，106&(",%-错义突

变导致的,#8:;基因表达蛋白功能影响程度较弱有关。这

些发现对建立中国人 <=患者直接基因诊断方法提供了重

要的理论依据，即在对中国人 <=患者进行基因诊断时，可

首选第>、!"外显子这两个突变热区。
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5BX基因调控序列突变或与性分化有关的其他基因的变异。

1FHAGA6等发现&号染色体短臂部分缺失可引起43，YX女

性［>］。5@IK等证实位于!:Q"4的5ZY&基因与?=骨骼畸形

综合征、性反转综合征有关［&］。,CC*++*等发现位于Y7"!的

=55位点如果出现倍增，可压倒X染色体上决定男性性征的

5BX基因的影响［!R］。促使胚胎的生殖腺向卵巢方向发育。

据此我们将做进一步的研究，以确定该病例具体发病机制。

另外，嵌合体患者4(，Y细胞系及43，YX细胞系比例约为’[
!，43，YX细胞数目较少也是该患者睾丸未分化的原因之一。

\@I@HA等也曾报道在某些4(，YZ／43，YX患者存在5BX基

因，这类患者患性腺母细胞瘤的风险及男性化程度均与5BX
基因存在与否正相关。

5BX阴性43，YX女性（病例:），8X’E4探针杂交结果阳

性，5BX探针杂交结果与病例(相似，亦为阴性。此患者虽

有X染色体，但也无睾丸发育。致病机理同病例(，因5BX
蛋白缺失，无)]5蛋白产生，未分化性腺将发育成卵巢。

上述研究结果支持“5BX基因是人类睾丸决定因子的最

佳侯选基因”的论断，对性腺发育不全患者进行5BX基因检

测是必要的。与此同时，本次研究也表明，性别决定这一复

杂过程中还有其他基因参与。
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