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中国人 Wilson病患者基因高频突变位点的快速检测
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　　摘　要:　目的　建立可用于临床的中国人 Wilson病(WD)患者快速 、高效的基因检测方法。方法　PCR扩

增 142例非同源家系的 WD患者 ATP7B基因第 8、 12、13外显子(以 30例健康人为正常对照),分别以限制性内切

酶 MspI、TaiI和 BstDsI消化扩增产物 , 2%琼脂糖凝胶电泳分离 ,根据各外显子的限制性酶切图谱分析有无突变 , 其

结果经 DNA测序验证。结果　48.59%(69/142)的患者在第 8外显子检出 Arg778Leu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 ,总检出率为 69.01%(98/142)。以上结果均经 DNA测序证实。结论　13外显子 Pro992Leu突变是中国人

WD患者的基因突变热点之一。采用限制性酶谱分析法能快速 、准确检出 WD患者基因高频突变位点 , 可用于对

WD疑诊患者及其家系成员的基因诊断。
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RapiddetectionofhighfrequencymutationalsitesofChineseWilson'sdiseasegene　CHENGNan, LUBing-xun, DU

Yi-gang, etal.(DepartmentofNeurology, SouthernHospitalAffiliatedtoSouthernMedicalUniversity, Guangzhou510515,

China)

Abstract:　Objective　ToestablishafastandeffectivegenediagnosismethodforWilson'sdisease(WD)patientsby

PCR-basedrestrictionmappinganalysis.Methods　Weamplificatedexon8, exon12 andexon13 ofATP7BgenebyPCR

fromgenomicDNA, thenanalyzedbydigestionwithrestrictionenzymesMspI, TaiIandBstDsIrespectively, andfollowedby

2 % gelelectrophoresisofthecleavageproducts.142unrelatedWDpatientsand30unrelatednormalcontrolswerescreened

withthismethodandverifiedbydirectsequencing.Results　Arg778Leuofexon8 wasdetectedin48.59%(69/142)pa-

tients.13 patientswerehomozygousandanother56 patientswereheterozygousforthismutation.Thefrequencyofthe

Arg778Leuwas28.87% (82/284).Thr935Metofexon12wasdetectedin5.63%(8/142)patientsand8 caseswereall

heterozygousforthismutation.ThefrequencyoftheThr935Metwas2.82%(8/284).Pro992Leuofexon13 wasdetected

in24.65%(35/142)patients.3patientswerehomozygousandanother32patientswereheterozygousforthismutation.The

frequencyofPro992Leuwas13.38%(38/284).Amongthem, 12 caseswerecompoundheterozygousmutationwith

Arg778Leu/Pro992Leu, 1 casewascompoundheterozygousmutationwithArg778Leu/Thr935Met, and1 casewas

Arg778LeuhomozygousmutationwhichcombinedwithPro992Leuheterozygousmutation.Mutationsweredetectedin

69.01%(98/142)patientstotally.TheresultofthismethodwasthesameasthatoftheDNAsequencing.Conclusion　

Pro992Leuofexon13 isahotspotofmutationinChineseWDpatients.Themethodofrestrictionmappingcanidentifyhigh

frequencymutationalsitesofWDgeneaccuratelyandrapidly, andhelptodiagnosesuspiciousWDcasesandtheirfamily

members.

Keywords:　Wilson'sdisease;　Genemutation;　Restrictionmappinganalysis

　　Wilson病(Wilson'sdisease, WD)是一种常染色

体隐性遗传铜代谢障碍性疾病 ,不同人群的发病率

约为 1/30, 000 ～ 1/100, 000,其发病原因系 ATP7B

基因突变导致编码产物 ATP7B蛋白功能缺陷 ,引起

铜离子跨膜转运障碍 ,体内过量的铜在肝 、脑 、角膜

等器官沉积 ,临床可出现肝硬化 、神经 /精神症状 、角
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膜 K-F环等表现 ,严重者可危及生命
[ 1]
。

研究证实 , WD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
[ 2]
。这虽然解释了 WD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。包括

本单位在内的国内多家研究结果证实第 8外显子和

第 12外显子是中国人 WD患者的突变热区
[ 3 ～ 5]

。

王柠
[ 6]
等应用限制性酶谱分析法检测了 56例非同

源家系的 WD患者的第 8、12号外显子 ,有 48.2%的

患者检出突变 。

近来 , GuYH等
[ 7]
对 39例汉族和 1例回族 WD

患者的外显子基因检测结果发现有 57.5%的突变

位点位于第 8、12、13外显子上 , ChloeMM等
[ 8]
对 65

例粤港地区 WD患者的基因检测结果则发现第 13

外显子的 Pro992Leu突变率高达 13.4%。基于此 ,

作者等采用限制性酶谱分析法对 142例非同源家系

的 WD患者的第 8、12和 13号外显子进行检测 ,以

期建立可用于临床的中国人 WD基因快速检测方

法。

1　对象与方法

1.1　对象　142例来自不同家系的 WD患者

均系 2008年 5月 ～ 12月间在安徽中医学院神经病

学研究所附院住院治疗的确诊病例 ,其中男性患者

85例 ,女性患者 57例 ,发病年龄 4 ～ 44岁(14.66±

6.61岁),病程 0.1 ～ 27年(4.31±4.73年)。所有

患者均符合 WD的诊断标准
[ 9, 10]

。 30例无亲缘关系

的健康对照者经铜生化及 K-F环等检查均正常。

1.2　方法

1.2.1　全血基因组 DNA提取　用含枸橼酸钠

抗凝剂的真空采血管采集受检者 3 ～ 5ml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 -20℃的冰箱中保存。

1.2.2　PCR扩增 　根据文献
[ 11]
及各外显子

GENEBANK序列设计的引物序列(见表 1)。引物

由上海英骏生物技术有限公司合成。 PCR扩增反应

条件:50μl反应体积含 500ng基因组 DNA, dNTP

250μmol/L,引物各 0.25μmol/L, 1.5UTaKaRaTaq

DNA聚合酶(HotStarVersion)(大连宝生物工程有

限公司)。扩增使用 PTC-150自动热循环仪(MJRe-

search, USA),为保证 PCR产物符合酶切及测序要

求 ,扩增条件采用 Touchdown方式:95℃ 10min(使

DNA充分变性的同时激活 HotStarTaq酶), 95℃变

性 30s, 63℃ ～ 56℃复性 45s(从 63℃开始 ,每个循环

降低 0.5℃,一直降至 56℃), 72℃延伸 45s,然后复

性温度固定为 56℃,其他条件不变 ,行 20个循环 ,最

后 72℃延伸 10min。 PCR产物经 10g/L琼脂糖凝胶

电泳鉴定 。

1.2.3　限制性内切酶图谱分析　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)。限制性内切酶 MspI和 TaiI

购自 MBI公司 (USA);BstDsI购自 BioBasic公司

(CA)。酶切反应体系中含 6μlPCR产物 、2μl限制

性内切酶和 2μl10×缓冲液 ,以去离子双蒸水补至

20μl,覆盖 20μl石蜡油后孵育 8 ～ 12h使样品完全

酶切 。取酶切产物 15μl于 2.0%琼脂糖凝胶 100V

恒压电泳 2.5h, EB染色 ,缓冲液为 0.5×TBE。以

pBR322DNA/BsuRI(HaeIII)为分子量标记 。电泳

结束后 ,紫外灯上观察 、拍照。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 。

　　1.2.4　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。

表 1　各外显子突变位点 、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

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

12

13

Arg778Leu

Thr935Met

Pro992Leu

CGG※CTG

ACG※ATG

CCC※CTC

F:5'-AACCCTTCACTGTCCTTGTC-3'

R:5'-AGGCAGCTCTTTTCTGAAC-3'

F:5'-CTTGTGGTGTTTTATTTC-3'

R:5'-ACCACCATATAGCCCAAG-3'

F:5'-CCCCTGAAATGTCCTTATGTG-3',

R:5'-ACACTGCTGTCTTGAGTGGCT-3'

MspI/37℃

TaiI/65℃

BstDsI/65℃

237+59

140+89

196+188
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　　2　结　果

2.1　PCR产物酶切结果分析　各外显子未发

生突变时仅有 1个相应的限制性内切酶位点 ,完全

酶切后电泳可产生两条片段;发生纯合突变的患者

两条染色体上的酶切位点消失而未能被酶切 ,电泳

呈单一片段。发生杂合突变的患者只有一条染色体

上的酶切位点消失 ,其未被酶切的单一片段和另一

条染色体完全酶切的两条片段同时存在 ,酶切后电

泳可得相应的 3条片段(见表 1)。

2.1.1　第 8外显子酶切结果　本组 142例

WD患者中 , 73例酶切结果与正常对照相同 ,呈现

237bp片段 (59bp已跑出胶), 为未发生突变的患

者;13例仅有 296bp片段 ,判断为 Arg778Leu纯合突

变患者;56例同时具有 296bp、 237bp两种片段 ,判

断为 Arg778Leu杂合突变患者 。本组患者第 8外显

子的突变检出率为 48.59%(69/142),染色体突变

频率为 28.87%(82/284)。

2.1.2　第 12外显子酶切结果　本组中 8例同

时具有 229bp、 140bp和 89bp3条片段 , 判断为

Thr935Met杂合突变患者。本组患者第 12外显子

的突变检出率为 5.63% (8 /142),染色体突变频率

为 2.82%(8 /284)。

2.1.3　第 13外显子酶切结果　本组中 3例仅

有 384bp片段 ,判断为 Pro992Leu纯合突变患者;32

例同时具有 384bp、196bp和 188bp3条片段(196bp

和 188bp这两条片段在琼脂糖中未能分开而重叠 ,

呈现比 384bp片段更宽的条带),判断为 Pro992Leu

杂合突变 。本组患者第 13外显子的突变检出率为

24.65%(35 /142);染色体突变频率为 13.38%(38/

284)。本组检出突变的 WD患者中有 12例同时存

在 Arg778Leu和 Pro992Leu的杂合突变 , 1例同时存

在 Arg778Leu和 Thr935Met的杂合突变 ,即复合杂

合突变;另有 1例存在 Arg778Leu纯合突变合并

Pro992Leu杂合突变 。因此 ,本组 142例患者共有

98例检出突变 ,总检出率为 69.01%(98/142)。

2.2　PCR产物 DNA测序结果　酶切异常的

PCR产物测序结果 ,其与限制性酶谱分析结果完全

相符 。测序结果显示 Arg778Leu纯合突变的患者合

并 Leu770Leu纯合多态 , Arg778Leu杂合突变的患

者合并 Leu770Leu杂合多态(见图 1 ～图 5)。

3　讨　论

WD是少数可以治疗的神经遗传病之一 ,患者

如果能在发病早期或症状前期得到及时诊治 ,多数

可以获得与正常人相仿的生活质量和寿命 ,反之病

　　图 1　Arg778Leu纯合突变(CGG※CTG)合并 Leu770Leu

　　纯合多态(CTC※CTG)

　　图 2　Arg778Leu杂合突变(CGG※CG/TG)合并 Leu770Leu

　　杂合多态(CTC※CTC/G)

　　图 3　Thr935Met杂合突变(ACG※AC/TG)

　　图 4　Pro992Leu纯合突变　　图 5　Pro992Leu杂合突变

　　(CCC※CTC)　　　　　　　　(CCC※CC/TC)

情逐渐加重甚至危及生命
[ 1]
。虽然典型的 WD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
[ 12]
,铜代谢检查又常存在假阴性或假阳性

结果
[ 10]
,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 。自 1993年 WD基因被克隆以

来
[ 13 ～ 15]

,国内外众多学者探索采用基因诊断技术对

WD患者进行症状前期及产前诊断。

目前已用于 WD基因诊断的方法有 RFLP/

STR/SNP-家系连锁分析 、PCR-SSCP、PCR-DHPLC、

DNA测序等 ,但这些方法或不能定性 ,或操作烦琐 、

需要专门设备 ,难以在临床中推广。已有的资料显

示 , WD基因突变以点突变形式为主 ,由于点突变能

使原有的酶切点消失或出现新的酶切位点 ,故可针

对已知突变位点选用合适的限制性内切酶进行酶切

分析。 Maier
[ 16]
首先采用酶切法对欧美裔 WD患者
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的 His1069Gln突变进行检测 ,证明了其在 WD患者

特别是症状前期患者诊断中的价值。在此基础上 ,

国内多家单位也采用该方法开展对 WD患者的高频

突变位点进行快速检测的研究
[ 6, 17, 18]

,结果发现检

测中国人第 8外显子 778密码子和 12号外显子 935

密码子可使约半数的 WD患者得以确诊 。如果在此

基础上找到其它的高频突变位点 ,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 , NanjiMS等
[ 19]
和 TsaiCH等

[ 20]
分别

发现日本和我国台湾地区的 WD患者第 13号外显

子存在 Pro992Leu突变。 GuYH等
[ 7]
则发现了国人

WD基因第 13外显子的 Pro992Leu、Ser975Try、

2885delC和 Gln963Stopcodon4种突变类型。杨静

芳等
[ 21]
除了检测到国人 WD患者第 13号外显子

Pro992Leu、Ser975Try这两种突变类型外 ,还发现了

Thr977Met、Cys980Tyr错义突变及位于侧翼区第 12

内含子的 2866-13C>G杂合多态 。作者等采用

DNA测序方法对我国华中和华东地区 139例非同

源家系的 WD患者第 13号外显子进行了检测 ,发现

了 Ser975Tyr、 Thr977Met、 Pro992Leu、 Gly988Val、

Ala1018Val和 2866-13C>G等 6种突变和多态形

式 ,其中 Gly988Val为首次报道 (GENEBANK注册

号为 FJ705811),总的检出率为 29.49%, Pro992Leu

突变率为 23.02%(另文发表)。这些结果提示 ,国

人 WD患者第 13号外显子突变类型多且突变率较

高 ,有可能为突变热区之一。

经 DNA测序结果证实 ,本组 142例患者共有 98

例检出突变 ,检出率为 69.01%,其中第 8号外显子

Arg778Leu突变 、第 12号外显子 Thr935Met突变和第

13号外显子 Pro992Leu突变的检出率分别为

48.59%、5.63%和 24.65%, Pro992Leu的突变率仅次

于 Arg778Leu突变而高于 Thr935Met突变 ,与 GuYH

和 ChloeMM等的结果是一致的 ,因此 Pro992Leu是

中国人 WD患者的高频突变位点之一。由本研究可

知 ,采用限制性酶谱分析法检测中国人 WD患者的高

频突变位点可明显提高检出率 ,且该方法快速简便 、

只需一台普通 PCR仪和电泳仪即可开展 ,无需其它

特殊的昂贵设备 ,在临床实践中可作为筛选 WD疑诊

患者及其家系成员的常规检测方法 。
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