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肝豆状核变性(hepatolenticular degene-
ration，HLD)是一种常染色体隐性遗传铜代谢
障碍疾病，由于铜在肝、脑、肾、角膜等组织中沉积
引起相应器官功能障碍，临床以急慢性肝脏损害、
神经 /精神症状、角膜 K-F环等为主要表现。其临
床类型繁多，中医证型亦可分为多种类型，可能与
HLD基因的突变位点相关，本研究拟探求 HLD基

因高频突变位点 Arg778Leu、Thr935Met、Pro992Leu
点突变与中医证型的关系。
1    资料与方法
1.1  临床资料 HLD组：所有患者均为 2008年 6
月至 2009年 3月期间安徽中医学院神经病研究
所附属医院收住的患者，均符合 HLD诊断标准［1 ］，
共 142例，其中男 85例，女 57例；年龄 4～44岁，
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  Objective: To discuss the relationship between TCM patterns and the mutations of gene locus 
including Arg 778Leu, Thr935Met and Pro992Leu located at ATP7B gene of Chinese patients suffering from 
hepatolenticular degeneration(HLD). Method: All 142 patients with HLD were chosen, the exon 8, 12 and 13 located 
at ATP7B gene was amplified with Touchdown PCR (TD-PCR), gene mutation of the codon 778, 935 and 992 was 
tested through amplification product of PCR dissected with restriction enzyme, the positive results were tested with 
DNA sequencing. Above 142 patients were differentiated into patterns, the relationship between gene mutation and 
TCM patterns was analyzed. Result: Among 142 HLD patients, 48.59% (69/142) of the patients were tested with 
Arg778Leu mutation in the exon 8, 5.63% (8/142) of the patients were detected with Thr935Met heterozygous 
mutation in the exon 12; 24.65%(35/142) of the patients were tested with Pro992Leu mutation. Among the patients 
with Arg778Leu mutation, there were 32 cases of liver-kidney Yin deficiency pattern, 13 cases of dual deficiency of 
Qi-blood and 21 cases of internal accumulation of dampness-heat; among the patients with Pro992Leu mutation, 
there were 12 cases of liver-kidney Yin deficiency pattern, nine cases of dual deficiency of Qi-blood and 11 cases of 
internal accumulation of dampness-heat. Conclusion: The types of Arg778Leu mutation are related to liver-kidney 
Yin deficiency pattern (P=0.03). The types of Pro992Leu mutation show no relativity to different TCM patterns (P＞0.05).
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平均(18.39±6.87)岁；对照组：30例健康人，其中
男 18 例，女 12 例；年龄 7～49 岁，平均(19.71±
4.76)岁；2组病程均＜6个月。血清铜蓝蛋白及铜
氧化酶等生化检查均正常。
1.2  方法
1.2.1  基因组 DNA提取 将 1 mL抗凝全血至于
5 mL无菌离心管中，应用全血基因组 DNA提取试
剂盒严格按凯基基因组 DNA提取试剂盒说明书进
行提取。 DNA样本经测定 A260/A280比值定量，分
装后于 -20℃的冰箱中保存。
1.2.2  多聚酶链式反应扩增 DNA片聚合酶链式
反应（PCR 扩增） PCR 扩增反应的引物参考文
献［2-3］及根据各外显子 GENEBANK 序列设计的
引物序列，引物由上海英骏生物技术有限公司合
成，PCR扩增反应条件参考文献［4］。
1.2.3  限制性内切酶消化 PCR产物及 DNA序列

测定 酶切反应体系中含 6 μL PCR产物、2 μL限
制性内切酶和 2 μL10×缓冲液，以去离子双蒸水
补至 20 μL，覆盖 20 μL石蜡油后孵育 8～12小时
使样品完全酶切。 取酶切产物 15 μL于 2.0%琼脂
糖凝胶 100 v恒压电泳 2.5小时，EB染色，缓冲液
为 0.5×TBE。以 pBR322 DNA/BsuRI(HaeⅢ)为分子
量标记。电泳结束后，紫外灯上观察、拍照。各外显
子的突变位点、酶切位点、限制性内切酶 /反应温
度、酶切产物片段大小见表 1。 以正常人为对照，
根据酶切产物电泳分离得到的限制性内切酶图谱
分析有无突变(图 1-3)。 酶切异常的 PCR产物以
纯化试剂盒(爱思进生物技术杭州有限公司)过柱
纯化后送上海英骏生物技术有限公司在 ABI 
3730自动测序仪上行 DNA测序。 将测序结果与
GeneBank中人类 ATP7B基因序列(NC-000013)比
较，用 Omiga软件分析比对结果(图 4—8)。

表 1  各外显子引物序列及限制性内切酶酶切条件
外显子 突变位点 酶切位点 引物序列 限制性内切酶 /反应温度 酶切产物片段大小

8     Arg778Leu     CGG→CTG   F:5'-AACCCTTCACTGTCCTTGTC-3'
                                   R:5'-AGGCAGCTCTTTTCTGAAC-3'       MspI/37℃ 237+59
  12     Thr935Met     ACG→ATG   F:5'-CTTGTGGTGTTTTATTTC-3'
                                   R:5'-ACCACCATATAGCCCAAG-3'            TaiI/65℃ 140+89
  13     Pro992Leu     CCC→CTC   F:5'-CCCCTGAAATGTCCTTATGTG-3'
                                   R:5'-ACACTGCTGTCTTGAGTGGCT-3'       BstDsI/65℃ 196+188
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1为未经酶切的正常人 PCR 产物；2
为正常人 PCR产物完全酶切；3为 HLD患
者未检出 Arg778Leu突变；4,5为 HLD患
者检出 Arg778 Leu纯合突变；6,7为 HLD
患者检出 Arg778Leu 杂合突变 ；M 为
pBR322 DNA/BsuRI(HaeIII)为分子量标记

图 1  HLD基因第 8外显子
MspI限制性酶切图谱
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1为未经酶切的正常人 PCR产
物；2为正常人 PCR产物完全酶切；
3,4 为 HLD 患者未检出 Thr935Met
突 变 ；5,6,7 为 HLD 患 者 检 出
Thr935Met 杂合突变；M 为 pBR322 
DNA/BsuRI(HaeIII)为分子量标记
图 2  HLD基因第 12外显子

TaiI限制性酶切图谱
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1为未经酶切的正常人 PCR产物；2
为正常人 PCR产物完全酶切；3为 HLD患
者未检出 Pro992Leu突变；4,5为 HLD患
者检出 Pro992Leu纯合突变；6,7为 HLD
患者检出 Pro992Leu 杂合突变；M 为
pBR322 DNA/BsuRI(HaeIII)为分子量标记

图 3  HLD基因第 13外显子
BstDsI限制性酶切图谱

图 4  Arg778Leu纯合突变 DNA测序
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1.3  中医证型［5 ］ 142 例 HLD 患者分为肝肾阴
虚(53例)、气血两虚(29例)、痰湿内蕴(53 例)、
痰蒙清窍(5例)及痰火扰心(2例)5型。
2    结果
2.1  HLD患者基因突变情况 142例 HLD患者中
48.59%(69/142)的患者在第 8外显子检出 Arg778
Leu突变，其中纯合突变 13例，杂合突变 56 例，
染色体突变频率为 28.87%(82/284)；5.63%(8/142)
的患者在第 12外显子检出 Thr935Met杂合突变，
染色体突变频率为 2.82%(8/284)；24.65%(35/142)的
患者在第 13外显子检出 Pro992Leu突变，其中纯

合突变 3例，杂合突变 32例，染色体突变频率为
13.38%(38/284)。 检出突变的患者中有 12例为
Arg778Leu/Pro992Leu 复 合 杂 合 突 变 ，1 例
Arg778Leu/Thr935Met 复 合 杂 合 突 变 ，1 例
Arg778Leu 纯合突变合并 Pro992Leu 杂合突变，
故其总突变检出率为 69.01%(98/142)，总染色体
突变检出率为 45.07%(128/284)。
2.2  Arg778Leu突变、Pro992Leu突变与中医证型
的关系 Arg778Leu突变类型与肝肾阴虚型存在
相关性(P=0.03)。 Pro992Leu突变类型与各中医
证型无相关性(P＞0.05)。 见表 2—3。

图 5  Arg778Leu杂合突变 DNA测序

图 6  Thr935Met杂合突变 DNA测序

图 7  Pro992Leu纯合突变 DNA测序

图 8  Pro992Leu杂合突变 DNA测序

表 2  Arg778Leu突变与中医证型的关系 例

组别 肝肾阴虚 气血两虚 湿热内蕴 痰蒙清窍 痰火扰心
有 无 有 无 有 无

非突变组 21    52  16     57  32     41      2        2
突变组 32▲ 37  13◆ 56  21◆ 48      3        0
    注：▲表示与非突变组比较，P＜0.05；◆表示与非突变组比较，P＞0.05。

表 3  Pro992Leu突变与中医证型的关系

组别 肝肾阴虚 气血两虚 湿热内蕴 痰蒙清窍 痰火扰心
有 无 有 无 有 无

非突变组 41   66   20    87   42    65      3         1
突变组 12◆ 23    9◆ 26   11◆ 24      2         1
    注：◆表示与非突变组比较，P＞0.05。
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3    讨论

肝豆状核变性为常染色体隐性遗传的铜代谢
障碍性疾病，目前已明确主要与 ATP7B基因突变
密切相关，HLD的临床表现按祖国医学分别归属
于“臌胀”“黄疸”“颤症”“痉症”“癫狂”等范畴，
先天禀赋不足是引起本病的根本原因。

近年来，有关中医证型与基因的相关性研究
成为中医基础理论研究的热点。 中医学关于疾病
“因人、因地、因时”的个体化辨证治疗模式符合基
因多态性的特点。 随着基因组学研究的迅猛发展
和不断深入，把基因组学融入中医学，从基因微观
分子水平研究中医辨证分型，建立证型基因表达
谱，以逐步揭示证的客观物质基础，有助于未病先
防，便于在诊断中进行基因检测，提高辨证的准确
性，在治疗时，又可以根据基因和基因功能表达
谱，采取宏观辨证与微观辨证相结合的方法，能更
有针对性地进行个体化治疗［6 ］。

研究证实，HLD基因全长约 80 kb，含有 21个
外显子和 20个内含子，其 cDNA编码一种分子量
约 165 Kda 的由 1411 个氨基酸组成的 P 型铜转
运 ATP酶(ATP7B)，HLD基因又称 ATP7B基因［7-9 ］。
关于中国人中 HLD患者基因突变的研究，Thomas
等［2 ］首先发现了 3例中国香港人第 8外显子存在
Arg778Leu突变。随后国内多家单位研究发现第 8
外显子 Arg778Leu 和第 12 外显子Thr935Leu 突
变频率较高，为中国人的突变热点［10-12 ］。 Gu YH
等［13 ］对 39例汉族和 1例回族 HLD患者 ATP7B全
长外显子行基因检测分析，结果发现 57.5%突变
位于第 8、12、13外显子上，其中 55%的患者可检
出Arg778Leu突变，而 13外显子突变率为 17.5%，
我们在前期工作中采用 DNA测序方法对我国华中
和华东地区 139 例非同源家系的 HLD 患者第 13
号外显子进行了检测，总的检出率为 29.49%，
Pro992Leu突变率为 23.02%，证实 Pro992Leu点突
变为中国人的第二突变热点［4 ］。

对于 HLD患者的基因与中医证型的相关性研
究文献报道较少，此次我们对 142例 HLD患者的
基因高频突变位点分析结果认为 Arg778Leu点突
变与肝肾阴虚存在显著的相关性，而其他突变类
型则与中医证型无明显相关性。

本研究结果显示 Arg778Leu点突变与肝肾阴
虚型存在显著的相关性，为本病的中医辨证分型
提供了一定的理论依据。 但基因型与中医证型的
相关性研究必须基于大样本病例的分析，否则难
以得出客观的结论，同时由于 HLD 基因全长达

80 kb，且其具有显著的遗传异质性，仅对单个位
点进行相关性研究，如同“盲人摸象”，很难得出其
真正的规律，在以后的研究中，应对更大样本的
HLD 患者进行 HLD基因全长序列研究，尝试寻找
HLD基因型与中医证型的相关性。
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