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　　［摘要］　目的　对 Ｗｉｌｓｏｎ病（ＷＤ）患者ＡＴＰ７Ｂ基因外显子进行ＰＣＲ扩增测序，研究其突变的特点。方法　对４１例
患者（ＷＤ组）、１０例健康者（对照组）以及１个 ＷＤ家系（先证者女儿及其父母３人）提取基因组ＤＮＡ，ＰＣＲ扩增外显子相关片

段，并对扩增产物进行直接测序。结果　健康对照组未见异常，ＷＤ组发现１１例患者存在外显子８点突变，其中６例患者呈
Ａｒｇ７７８Ｌｅｕ的复合杂合突变；４例患者存在外显子１２点突变，其中２例存在Ａｒｇ９５２Ｌｙｓ突变。在 Ｗｉｌｓｏｎ病家系中，先证者女

儿携带２种杂合性突变，分别是父源的外显子８中Ａｒｇ７７８Ｌｅｕ杂合性突变和母源的外显子１３中Ｐｒｏ９９２Ｌｅｕ杂合性突变，其父

母均为表型正常的杂合子携带者。结论　中国人 ＷＤ患者中ＡＴＰ７Ｂ基因外显子８、１２为突变的热点区，但也存在其他外显
子的突变，如外显子１３。
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　　Ｗｉｌｓｏｎ病（ＷＤ）又称肝豆状核变性，是常染色
体隐性遗传的铜代谢障碍疾病。该病发生率为活产
婴儿的１／１０００００～１／３００００，患病率为１５／１００万～
３０／１００万［１］，尤其好发于青少年。ＷＤ基因被定位

于１３ｑ１４．３［２］，其表达产物为Ｐ型铜转运三磷酸腺苷

酶（ＡＴＰ７Ｂ），可参与铜的跨膜转运［３］。ＷＤ患者由
于ＡＴＰ７Ｂ基因突变，铜转运蛋白异常，导致铜在体
内代谢障碍并沉积，从而出现进行性加剧的肢体震
颤、角膜色素环，并可致肝硬变和神经系统退行性病
变等［４］。ＡＴＰ７Ｂ基因全长约８０ｋｂ，含２１个外显子
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和２０个内含子，已报道３８０多种突变［５］。研究表
明：欧洲人以外显子１４和１８为基因突变热区［６８］；
而中国人的基因突变热点则在外显子８、１２［９１１］。本
研究通过对中国人 ＷＤ患者ＡＴＰ７Ｂ基因的所有外
显子进行双向测序，以发现中国人ＡＴＰ７Ｂ基因外显
子的突变特点。

１　资料和方法

１．１　研究对象　４１例 ＷＤ患者均为２００６年９月至

２００９年１１月安徽中医学院第一附属医院神经内科
收治的患者和携带者，其中男２７例，女１４例，年龄

１４～５６岁，平均（２４±７．１）岁。１个 ＷＤ家系，其中
先证者女儿２２岁，为 ＷＤ患者，其父亲５６岁，母亲

５５岁，表型均正常，因女儿患病而到医院接受 ＷＤ
基因检测。ＷＤ诊断标准：（１）锥体外系症状、肝损
害及精神异常；（２）角膜ＫＦ环阳性；（３）血清铜蓝蛋
白降低。具备以上两项者可诊断为 ＷＤ；部分患者以
上症状不典型，可根据其阳性家族史，并实验室检查
铜代谢情况，如果２４ｈ尿铜排泄增多、血铜减少且Ｄ
青霉胺治疗有效即可诊断为 ＷＤ。另有１０例健康者
（来自无血缘关系的该院健康输血员）作为健康对照
组，男６例，女４例，平均年龄（２６．７±２．７）岁，不具备

ＷＤ临床表现且血清铜蓝蛋白水平正常。

　　本项研究获得医院伦理委员会审核并批准，所有
研究对象均完整填写临床资料调查表及知情同意书。

１．２　基因组ＤＮＡ的抽提　抽取 ＷＤ病例组和健
康对照组的外周静脉血各３ｍｌ并抗凝，高浓度碘化
钾（５ｍｏｌ／Ｌ）裂解白细胞，每管加１０μｌ蛋白酶 Ｋ
（１００μｇ／ｍｌ）置５５℃水浴锅过夜，再用酚氯仿法提
取基因组ＤＮＡ，保存在－２０℃备用。同时取５μｌ基
因组ＤＮＡ溶液经１％琼脂糖凝胶电泳进行质量检
查并用紫外分光光度计测Ｄ２６０／Ｄ２８０，确定样本浓度
及纯度合格。

１．３　引物的设计　外显子８引物序列：上游为５′
ａａｇｃｔａｇａｇｇｃｔｔｔｇｃｃａｔｃｃ３′，下游为５′ｃｃｔｇａａｇｇｃ
ｃａｇｇｔｔｔｃｔｔｔａ３′，ＰＣＲ扩增片段长度为５９２ｂｐ；外显
子１２引物序列：上游为５′ｃａａｔｇａｃａｃｃａｃｔｔｔｇｇｃ
ｔｃａ３′，下游为５′ｃｃｔｇｃａｇａａｇｇａｇａｇｔｇａｃｔｇ３′，ＰＣＲ
扩增片段长度为５８７ｂｐ；外显子１３引物序列：上游
为５′ｇｇｇａｔｇｔｇｇａｇａｇｃａｇｔａａｃｇ３′，下游为５′ｔｇａ
ｇｔｇｇｃｔｃｔｃａｇｇｃｔｔｔｔｃ３′，ＰＣＲ扩增片段长度为４７０
ｂｐ。其余外显子的引物序列略。

１．４　ＰＣＲ反应体系及条件　本实验对 ＡＴＰ７Ｂ基
因的所有外显子进行ＰＣＲ扩增，反应体系为２０μｌ，
含基因组ＤＮＡ１μｌ（２０ｎｇ），ＨｏｔＳｔａｒＴａｑＤＮＡ聚
合酶（Ｑｉａｇｅｎ公司）１Ｕ，ｄＮＴＰ０．２ｍｍｏｌ／Ｌ，上游、

下游引物（０．２ｐｍｏｌ／μｌ）各０．５μｌ，ＭｇＣｌ２２．０ｍｍｏｌ／

Ｌ，１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ２μｌ，余下体积由灭菌双蒸水补
足。反应体系上覆盖灭菌石腊油３０μｌ，上Ｐｈａｒｍｃｉａ
ＰＣＲ扩增仪扩增。

　　ＴｏｕｃｈｄｏｗｎＰＣＲ 扩增条件：９５℃热变性１５
ｍｉｎ，９４℃变性１５ｓ，复性温度从６２℃开始，每进行
一个热循环复性温度降低０．５℃，一直降至５７℃，热
循环中复性的时间为４０ｓ，延伸为恒定７２℃下１
ｍｉｎ，这个过程一共１１个热循环。经过这个条件
后，反应进入第二轮，即恒定扩增期。将复性温度设
定为５７℃，其他条件不变，进行２４个热循环。最后

７２℃延伸１５ｍｉｎ。

１．５　琼脂糖凝胶电泳　取ＰＣＲ产物３μｌ，加上样液

１μｌ，混匀后加入加样孔中，在１％琼脂糖凝胶中，

１００Ｖ下电泳３０ｍｉｎ，电极缓冲液为１×ＴＢＥ（含溴
化乙啶０．５μｇ／ｍｌ），紫外灯下观察ＰＣＲ扩增片段并
记录结果。

１．６　ＰＣＲ产物测序　ＰＣＲ产物经 ＱｉａｑｕｉｃｋＳｐｉｎ
柱（Ｑｉａｇｅｎ公司）纯化后，由中国优生优育基因科学
专家指导中心细胞分子遗传学检测中心完成ＤＮＡ
荧光全自动双向测序（包括正向测序及反向测序），
分析各外显子的突变，对有疑问者，均经ＰＣＲ克隆
测序后再确认。分析测序图时，只分析核苷酸荧光
扫描峰高且噪声几乎贴近底线的部分，以免噪声干
扰，且测序引物距离要分析的外显子５０ｂｐ以上。

１．７　突变分析　扩增４１例患者及１０例正常人

ＡＴＰ７Ｂ基因的所有外显子，并将ＤＮＡ的测序结果
与ＧｅｎＢａｎｋ中获得的正常人相应外显子序列进行
比对，分析突变情况。

２　结　果

２．１　ＰＣＲ产物电泳结果　ＡＴＰ７Ｂ基因第８、１２、１３
外显子ＰＣＲ扩增产物的电泳条带清晰，无引物二聚
体，见图１。

２．２　外显子８和１２的突变情况

２．２．１　外显子８的突变　１１例 ＷＤ患者 ＡＴＰ７Ｂ
基因的外显子８发生 Ａｒｇ７７８Ｌｅｕ（ＣＧＧ７７８ＣＴＧ）突
变（图２Ａ）；其中６例既有上述７７８密码子错义突
变，同时还发生Ｌｅｕ７７０Ｌｅｕ（ＣＴＴ７７０ＣＴＧ）同义纯
合突变（图２Ｂ）。

２．２．２　外显子１２的突变　４例ＷＤ患者ＡＴＰ７Ｂ基因
的外显子１２检出４种突变，其中２例发生Ａｒｇ９５２Ｌｙｓ
（ＡＧＡ９５２ＡＡＡ）突变（图２Ｃ）；１例在发生Ａｒｇ９５２Ｌｙｓ突
变的同时还伴有Ａｒｇ９１９Ｇｌｙ（ＣＧＧ９１９ＧＧＧ）突变；１例为

Ｔｈｒ９３５Ｍｅｔ（ＡＣＧ９３５ＡＴＧ）突 变；１ 例 是 Ｉｌｅ９４０Ｉｌｅ
（ＡＴＴ９４０ＡＴＡ）突变。
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图１　ＡＴＰ７Ｂ基因外显子８、１２和１３的ＰＣＲ产物

Ｆｉｇ１　ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＡＴＰ７Ｂｇｅｎｅｅｘｏｎ８，１２ａｎｄ１３
Ｍ：Ｄ２０００ｍａｒｋｅｒｓ；１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２７：Ｐａｔｉｅｎｔｓ

２．３　家系成员外显子８和１３的突变情况　女儿

（先证者）携带两种突变，分别是：外显子 ８ 的

Ａｒｇ７７８Ｌｅｕ（ＣＧＡ７７８ＣＴＡ）杂合性突变及外显子１３
中Ｐｒｏ９９２Ｌｅｕ（ＣＣＧ９９２ＣＴＧ）杂合性突变（图２Ｄ）。

其父为未发病的突变杂合子携带者，外显子８有

Ａｒｇ７７８Ｌｅｕ杂合性突变；其母也为未发病的突变杂

合子携带者，外显子１３有Ｐｒｏ９９２Ｌｅｕ杂合性突变。

３　讨　论

　　ＷＤ是神经系统常见的铜代谢异常疾病，若在

症状前期开始驱铜治疗，绝大多数预后良好，因此应

通过早期诊断而及早治疗；若治疗较晚，肝、肾及脑

等重要器官会发生不可逆损害，预后不佳。然而仅

依据临床表现和铜检验进行诊断，往往错过对症状

前患者的早期诊断和治疗。如果通过基因检测，发

现ＡＴＰ７Ｂ基因突变，可以及时治疗，减少铜摄入和

促进铜排出，使机体器官免受损害。目前该病基因

诊断已用于产前诊断和新生儿筛查［１２］。

图２　ＡＴＰ７Ｂ基因突变患者的ＤＮＡ测序图

Ｆｉｇ２　ＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｃｈａｒｔｏｆｍｕｔａｎｔＡＴＰ７ＢｇｅｎｅｉｎＷｉｌｓｏｎｄｉｓｅａｓｅｐａｔｉｅｎｔｓ
Ａ：Ｅｘｏｎ８ＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｃｈａｒｔｏｆｔｈｅｐａｔｉｅｎｔｗａｓｆｏｕｎｄｗｉｔｈＡｒｇ７７８Ｌｅｕ；Ｂ：Ｅｘｏｎ８ＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｃｈａｒｔｏｆｔｈｅｐａｔｉｅｎｔｗａｓｆｏｕｎｄｗｉｔｈｂｏｔｈ

Ｌｅｕ７７０ＬｅｕａｎｄＡｒｇ７７８Ｌｅｕ；Ｃ：Ｅｘｏｎ１２ＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｃｈａｒｔｏｆｔｈｅｐａｔｉｅｎｔｗａｓｆｏｕｎｄｗｉｔｈＡｒｇ９５２Ｌｙｓ；Ｄ：Ｅｘｏｎ１３ＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｃｈａｒｔｏｆｔｈｅ

ｐａｔｉｅｎｔｗａｓｆｏｕｎｄｗｉｔｈＰｒｏ９９２Ｌｅｕ

　　 自 ＡＴＰ７Ｂ 基因被克隆以来，世界各国对

ＡＴＰ７Ｂ基因突变的研究较多，１９９５年加拿大学者

Ｔｈｏｍａｓ等［６］证实外显子１４的 Ｈｉｓ１０６９Ｇｌｎ型突变
率为２８％，外显子１８的 Ｇｌｙ１２６６Ｌｙｓ型突变率为

１０％，表明外显子 １４ 和 １８是北欧裔 ＷＤ 患者

ＡＴＰ７Ｂ基因的突变热点；Ｋａｒａｂａｎｏｖ等［７］研究了俄

罗斯４２例 ＷＤ患者的ＡＴＰ７Ｂ基因的１４、１５、１６、１８
外显子，发现外显子１４的 Ｈｉｓ１０６９Ｇｌｎ型突变率达
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６０％（包括纯合子与杂合子）。在匈牙利、德国等欧
美白种人群中，ＡＴＰ７Ｂ基因外显子１４的 Ｈ１０６９Ｑ
的突变率为２８．８％～６８．３％［８］。而在对亚洲人群
的研究中，一项对２７例印度人群中 ＷＤ患者的外显
子突变研究中，发现了外显子１８和１３的突变［１３］；
对韩国的３７例 ＷＤ患者的研究中发现 Ａｒｇ７７８Ｌｅｕ
突变频率为３７．９％［１４］。

　　台湾学者在对２２名无血缘关系的汉族 ＷＤ患
者的 ＡＴＰ７Ｂ 基 因 研 究 中 发 现，外 显 子 ８ 的

Ａｒｇ７７８Ｌｅｕ和Ａｒｇ７７８Ｇｌｎ的突变率分别为１１．４％
和９．１％［９］；吴志 英等［１０］对 ８４ 例 ＷＤ 患者的

ＡＴＰ７Ｂ外显子进行基因检测，发现 Ａｒｇ７７８Ｌｅｕ和

Ｔｈｒ９３５Ｍｅｔ为 ＡＴＰ７Ｂ基因突变热点，突变频率分
别高达３７．７％和１０．０％，认为 Ｔｈｒ９３５Ｍｅｔ是中国
人 ＷＤ患者基因突变的一个热点。此后陆续报道的
突变分布在外显子５、７、８、１２、１４、１８，其中外显子８
的Ａｒｇ７７８Ｌｅｕ突变频率为１１．４％～３７．５％，为中国
人 ＷＤ患者ＡＴＰ７Ｂ基因的突变高频“热点”，外显
子１２的Ｔｈｒ９３５Ｍｅｔ型突变率为６．３％～１０．０％，为
中国人 ＷＤ患者ＡＴＰ７Ｂ基因的突变次“热点”［１１］。

　　为探讨中国人 ＷＤ患者ＡＴＰ７Ｂ基因外显子的
突变特点，本研究对４１例 ＷＤ患者、１个家系（１名
患者、２名携带者）及１０名健康对照的ＡＴＰ７Ｂ基因
的全部外显子进行了测序，并将结果与ＧｅｎＢａｎｋ的
正常人相应外显子序列进行比对。结果发现 ＷＤ患
者ＡＴＰ７Ｂ基因外显子８、１２分别为第一、第二突变
热点，而外显子１４、１８则少见突变，提示中国人

ＡＴＰ７Ｂ基因突变的形式与西方人群可能存在着明
显差异。

　　我们在研究中发现了１个 ＷＤ的家系，１例患
者（女儿）和２例携带者（父亲和母亲），其父为外显
子８Ａｒｇ７７８Ｌｅｕ突变杂合子携带者，其母为外显子

１３Ｐｒｏ９９２Ｌｅｕ突变杂合子携带者，先证者（女儿）携
带这两种杂合性突变。本研究提示除外显子８和

１２这两个热点突变外，中国人 ＷＤ患者 ＡＴＰ７Ｂ基
因还可存在其他处突变，如外显子１３。建议通过对

ＷＤ患者ＡＴＰ７Ｂ基因全部外显子进行全面测序，从
而发现突变热点外的其他散在突变，为临床早期诊
断和产前诊断服务。
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