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DNA测序证实的Wilson7S病ATP7B基因第14
外显子一种新型移码突变

安徽中医学院神经病学研究所(合肥，230031)张志洪铭范任明山胡纪原韩咏竹蔡永亮杨任民

安畿省池州地区人民医院(贵池，247100) 琚双五

复旦大学遗传所(上海，200437) 范玉新

摘要目的：了解中国人肝豆状轼变性患者基因(ATP7B基因)第i4外显子(exonl4)的突变情况．为谊病的基因诊断

和治疗提供依据。方法：甩囊台酶链反应(PeR)扩碡ATP?B基舀的第14外显于片疆，通过DNA单链构曩多态(SSCP)筛选，

以PCR产物(PCR—DNA)循环刹序予以鉴定。结果：在85例肝豆状桩变性患者和39例正常人的PCR—sScP均呈现两种泳动

带型(I、Ⅱ型)．我们分别对两组中各种带型的PCR—DNA进行循环测序．发现Ⅱ型中VCD患者第1046密码子后插入了碱基

A(1046insA)而产生移码突变。结论：肝豆状核变性惠者中发境一种未见植道的新型移码突变。

关键词Wilson’s病基因突变PCR—SSCP循环测序

肝豆牧棱变性(hapatolemicular degeneration，HLD)，又称

Wilson’s病(WD)。好发于青少年，由于铜代谢障碍引起肝硬

化、大脑基底神经节尤其是豆状核变性、肾损害以及角膜色素

环等为临床表现。197t年Hail通过家系调查首先提出该病

属常染色体隐性遗传病【11。人群中携带都频率为0．011．基

因频率为0．0056．发病率为1／33500【21。WD是少数可治性

遗传病之一。但如不予长期驱钢治疗，常可于发病后3-5年内

死亡。近年来WD在分子遗传领域中的研究取得了突破性进

展，疆者WD基因的克隆，从而使人们研究WD基因突变类型

和临床表理型之闻的关系成为可能．为基因诊断和治疗开辟

了新的蹊径。我所已经完成对ATP7B基因的第7、9及18外

显子的筛查，发现了第7外显子错义突变(Ser662Cys)【3‘40和

第18外显子是中国WD基因的突变热区“J。为了探讨WD

基因第14外显子突变情况，我们应用PCR—SSCP筛选，并对

PCR—DNA进行了测序研究，现将结果报道如下：

对象与方法

一、研究对象全部病例均系安檄中医学院神经病学研

究所WD专病病房1996年10月一1998年3月间住院患者，其

中男58例，女27铡．平均年龄18．5±7，6岁．发病年龄15．7

±5．14岁。全部病例均具有典型角膜色素环、锥体外系症状

或／及肝症状。铜氧化酶<0．2活力单位．血铜减低、尿铜增高

等铜代谢障碍符合WD的诊断标准16)。

正常对照组为成年人39倒，男27倒，女12例，平均年龄

20±5．a8岁。血清铜氧化酶均>0．2活力单位且无WD家族

史的健康志愿者。

二、检测方法

1．基因组DNA的抽提取外周血tOnal，加入3ml ACE)

抗凝，常规分离白细胞，然后用盐析法捕提基因组DNA。其

体操作按文献"1进行。制备出的DNA经琼脂糖凝胶电泳检

测，其分子量均大于23Kb。

2．PCR弓}牺及厦应条件 根据Th。mas等人的报道哺i，

设计第14外显子的引物为5’TCCATCrGT一

，rATTG丁GGTcAG-3’和5’．CAGCnGGAGAGAAGGACAT一

3’。25“1反应体系中包含基因组DNA800ng，引物各

0．5pmol／L，dNTP各200衄VL，1h·C1(PH=8．5)20umol／
L。KCI 150mmo|／L．MgCl22mmol／L．5％甲酰聩和TaqDNA聚

合酶(美国Promega公司产品)1．0U。PCR采用热启动法，即

先于97"C变性5分钟，降至80℃时再加入TaqDNA聚合酶．

反虚在小蟹热循环仪(美国ⅧResearch)串进行，扩增条件为

93℃／45秒．58℃／45秒和70"(3／90秒，35个循环后，70℃延伸

10分钟。

3，SSCP及镊染接文献[”方法进行。

4．PCR—DNA直接测序 选择SSCP筛选的各种带型的

PCR+DNA直接进行循环测序。测序前先将PCR—DNA纯化，

具俸操作按照The虹gh pu}2 product klt(B∞¨ng盯Mannh哦m

公司．德国)说明书进行。

DNA测序采用SequiTherm EXCELTMⅡDNA测序试剂

盒(EpIcent陀te点r}。Iogi雌，USA)。具体操作接说明书进行屙位

素引物标记及测序反应。反应完毕后于98"C变性6分钟，8％

变性聚丙烯酰胺凝胶(古8moVL尿素)电泳。屯泳条件：室温

下60W，恒功率电泳5．7小时。一82℃超低温放射自显影72小

时。

结 果

一、PCR—SSCP结果(图1)85例WD患者和39例正常

人的ATF7B基因的第14外显子进行SSGP筛选时，发现均有

两种迁移带型．分别命名为I型和Ⅱ型，工型呈现两条迁移

带．Ⅱ型为四条。WD组中I型76例(89．4％)，Ⅱ型9例

(10．6％)；对照组中I型38倒(97．4％)，而Ⅱ型仅见1例

(2．6％)(表t)。

表1 A唧B基因Exonl4 PCR—SSCP结果
单链构采 WD组 对照组 合计

I 76(76／85) 38(38／39) 1t4

Ⅱ 9(9／85) 1(1139) 10

垒立 竖 ≥! !型
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中国优生与遗传杂志2000年第8卷第1期 ’13’一二、PCR—DNA直接测序结果为了进一步确定我们所发现PCR+SSCP的各种电泳迁移带型的本质，我们选择WD组

和对照组中每种带型的DNA同时进行循环测序分析(图2)，

结果并与CENEBANK中的ATP7B基因序列(图3)对比，发

现SSCPII型的一例WD患者1046密码子后一个碱基A的插

入突变，导致其下游苷酸序列的移码突变。I型WD患者序

列和正常人相同且与GENEBANK(U03464 CDS)对应序列一

致。

国1 SSCP迁移带型 囤2．PCR—DNA直接测序结果

(c：正常对照；1-4：患者；I、Ⅱ示两种迁移带型)

CENEBANK(U03464 CDS)ATP7B基因E14序列如下：

intronl3／exonl4

tgtttttgge丑g／ATAAAGACTGTGATGTTTGACAAGACTGGCACCATTACCCATGGCGTCCCCA

+(A)

GGGTCATGCGGGTGC_CCTGCTG GGG GAT GTGGCCACACTGCCCCTCAGGAAG

GTTCTGGCTGTGGTGGC七ACTGCGGAGGCCAGCAGTGAACACCCCTTGGGCGTGGCAGT

CACCAAATACTGTAAAGAG／gtacgtggactt

exonl4／intronl4

讨 论

WD是目前少数可以治疗的遗传病之一，其治疗效果和

预后与治疗开始的早晚密切关系，而早期诊断又是早期治疗

关键。然而经典的l临床和铜生化检查不仅不能作出产前诊

断．而且对步部分铜蓝蛋白正常的症状前WD患者也难实现

早期诊断。近年曾用限制性片段长度多态性(restriction flag—

mentlength polymorphism．RFLP)和短串联重复顺序多态连锁

分析等基因诊断手段虽能较有效地诊断WD先证者家族成员

中的症状前患者，但对于无WD家族史的症状前患者仍无法

在症状显化前作出前诊断【l叫。因此，直接检测基因突变成为

本病产前和症状前诊断的重要手段。WD基因于1993年底

分别被三个不同实验室克隆f“t12,”】，它位于13号染色体

(13q14．3)，编码一种P型铜转运ATP酶(ATFTB)，故又称

ATPTB基因．全长约80Kb．含22个外显于和21个内含子。

由于外显子所编码的氨基酸功能和结构不同，各个外显子大

小和结构也不相同，其中以外显子2和内含子12最大．而第1

号外显子和内含子8最小。结构分析表明，WD基因由6个

铜离子结合区、1个高度保守区和1个疏水区组成。高度保

守区主要由磷酸醇酶转导区、离子通道、磷酸化作用区和

ATP结合区组成，是基因突变的热点区【1引。ATP7B酶参与

铜跨膜转运过程，它的生理功能为从事铜离子活化、使金属铜

结合人铜蓝蛋白中，从而维持正常铜代谢。目前的研究认为

本病是由于WD基因突变导致ATP7B蛋白构象(一、二级结

构的改变)，亦可导致翻译提前终止或破坏蛋白某一功能区的

形成。最终使该酶的功能减弱或消失而致病“引。

Thomas等(1995)报道【8’在ATP7B基因第2、5、8、10、12

及14—20号外显子上均发现突变存在，共有25种，包括13个
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插入或缺失突变、7个错义突变、3个剪接位点突变及2个无

义突变，其中2种错义突变频率较高(以染色体计算)，在34

个欧洲病人中占38％．一个为14外显子Hisl070Gtn，占

28％；另一个为第18外显子G]y 1267Lyx，占】0％。提示通过

检测这两个突变热区．可对1／3的北欧WD进行症状前诊断。

到1999年初已发现有134种突变，其中错义或无义突变为81

种类型，9种剪接点突变，3种调节基因突变，31种小缺失，7

种，J、，插入，t种插入和缺失同时存在，以及2种大片段缺

失【”j。有研究表明，WD存在明显的遗传异质性e12】，其基因

突变形式多种多样。但主要“点突变为主。从而有可能解释临

床症状的多样性。

本研究对exonl4进行了PCR．SSCP筛查。发现WD患

者纽和对照组均呈现两种相同的带型，二组组内两型的比率

明显不同。WD组中I型占89．4％，Ⅱ型占10．6％；而对照

组中I型占97，4％．1I型仅占2．6％。由于ssCP方法首次于

1989年被提出，利用双链DNA变性后的单链，在非变性聚丙

烯酰胺凝胶中电泳迁移率随其构象改变的性质。可以检出碱

基的差异。该方法具有简便、快速、适合大样本突变筛查等优

点。但SSCP无法明确碱基变异的具体位置和形式．也无法区

分基因突变和多态现象，必须通过DNA测序才能进一步证

实。本组正常对照组绝大多数SSCP表现为I型。仅有1例表

现为珏型，测序证实这两型的序列与GENEBANKG一致，说

明正常人在第14外显子有两种多态，其中Ⅱ型是一种罕见多

态。本组WD患者的SSCP I型的PCR．DNA测序证实与正

常人序列一致．而Ⅱ型的PCR—DNA直接测序发现了一种未

见报道的新型插入突变1046insA，丰富了WD基因突变谱．也

提示中国人的基因突变与北欧白种人存在差异哺J。推测原因

可能是由于遗传的异质性．地域和人种的差异造成黄种人和

白种人在基因型上的不同[161。第14外显子位于ATP7B基

因高度保守的磷酸化区。该区域的插入突变致使该基因编码

至1046Gly时发生移码突变，影响ATPTB酶的表达，至于这

个移玛突变最终会使ATPTB酶的活性改变多小，有待通过基

因表达来进一步鉴定。
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以确保PCR结果准确串【3J。因此，在强直性脊椎炎病人中

检测B27基因有助于早期诊断。

2．本文对16例AS病人进行影象学x线片检测。在x

线片未发现椎骨异常12例病人中，t327基因阳性lO例．阳性

率为83．3％。在x线片未发现强直性病变的As病人有

83．3％可通过PCR—SSP检测出B27基因。说明检测B27基

因可作为确诊AS病的一个重要指标．尤其在AS病初发早

期，蔼x线片未发生病变者的诊断中。

3．AS与风湿性疾病早期临床症状类似。这两类疾病通

常以影象学、血沉等结果作为辅助诊断依据。AS病人中有

87．5％发现血沉升高，风湿性疾病中有80％以上发现血况升

高。而两类疾病大部分病人的影象学x线片未发现骨椎瘸

变。所以，用血沉及影象学作为鉴别指标难以区分，而通过

PCR—SSP技术检测B27基因可提高鉴别诊断的正确率。AS

病人组／327基因阳性率占68．8％，风湿性病人组B27基匿阳

性率占11，4％．P<0．005．有非常显著性差异。因此，I?,27基

西可作为AS与风湿性疾病鉴鄹诊断的重要依据。
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