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　　［摘要］　目的　调查２代３人同患家族性高胆固醇血症（ｆａｍｉｌｉａｌｈｙｐｅｒｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｅｍｉａ，ＦＨ）的家系，并检测和分析低密

度脂蛋白受体（ＬＤＬＲ）基因突变，以探讨ＦＨ发病的分子机制。方法　对１７岁先证者进行体格、心电图、血脂水平、心脏超
声、冠状动脉造影检查。根据患者及其家系的血缘关系绘制家系图谱。以ＰＣＲ法分别扩增家系成员ＬＤＬＲ基因启动子、１８

个外显子及侧翼序列，应用直接测序法进行突变检测；并以９０名来自患者原籍的正常人群和１９０个随机人群样本为对照。结

果　共检查先证者４代２８人。先证者、其胞姐及姨外祖母均为ＦＨ 黄色瘤患者，３人血浆总胆固醇分别为１８．８９、１５．２３、
１２．８９ｍｍｏｌ／Ｌ；临床诊断基因型分别为纯合型、杂合型及杂合型。系谱分析该家系遗传方式符合常染色体显性遗传规律。核

苷酸序列分析显示３名患者ＬＤＬＲ基因的１０号外显子存在Ｇ１４４８Ａ改变，为 Ｗ４６２Ｘ终止突变。先证者、其胞姐及姨外祖母

的基因型分别是ＧＡ、ＧＡ、ＡＡ；先证者的父亲家系均为ＧＧ纯合子。９０名来自患者原籍的正常人群和１９０个随机人群样本该

位点测序结果均为ＧＧ纯合子。结论　３名患者ＬＤＬＲ基因均存在Ｇ１４４８Ａ突变，为终止突变，来自母系亲属，此位点的突
变很可能是该家系发病的分子基础。

　　［关键词］　高胆固醇血症Ⅱ型；基因型；低密度脂蛋白受体；突变
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　　家族性高胆固醇血症（ｆａｍｉｌｉａｌｈｙｐｅｒｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｅｍｉａ，

ＦＨ）是一种以血浆胆固醇尤其是低密度脂蛋白胆固醇（ＬＤＬ

Ｃ）水平明显增高为主要特点的常染色体显性遗传性疾病，是

脂质代谢疾病中最严重的一种。在欧美国家，ＦＨ 杂合子在

人群中出现的频率约为１／５００，ＦＨ 纯合子的出现频率约为

１／１００００００［１］。黄色瘤和早发性角膜环（ｃｏｒｎｅａｌａｒｃｕｓ）为本

病的常见体征［２］。由于ＦＨ与早发冠心病关系密切（纯合子

患者较杂合子严重，多于２０岁前死于心肌缺血），且病死率

高，被认为是世界性健康问题［３］。ＦＨ 的发生与血浆低密度

脂蛋白受体（ＬＤＬＲ）基因、载脂蛋白 Ｂ１００（ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ

Ｂ１００，ＡｐｏＢ１００）及枯草溶菌素９（ｐｒｏｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｖｅｒｔａｓｅｓｕｂ

ｔｉｌｉｓｉｎ／ｋｅｘｉｎｔｙｐｅ９，ＰＣＳＫ９）等基因突变有关，但以ＬＤＬＲ
基因突变占主导［４５］，且有研究认为ＰＣＳＫ９可能在其中起辅

助作用［６］。本研究对临床确诊为ＦＨ 的先证者及其家系成

员进行了家系调查，对ＬＤＬＲ基因的启动子、１８个外显子及

侧翼序列进行了测序，为探讨其分子病理机制提供依据。

１　材料和方法

１．１　研究对象　先证者女性，１７岁，安徽籍。因“皮肤黄色

瘤”来第二军医大学长海医院心血管内科就诊。患者３岁时

臀部即有一绿豆粒大小疹状黄色瘤。此后，黄色瘤渐扩展为

条纹状及片状，并发展为结节状黄色瘤，以臀部最为明显。

其胞姐和姨外祖母也出现相似体征。通过走访方式对先证

者家系进行了调查。

１．２　我国ＦＨ 临床诊断标准［７］　成年人总胆固醇（ＴＣ）＞

７．８ｍｍｏｌ／Ｌ；１６岁以下儿童ＴＣ＞６．７ｍｍｏｌ／Ｌ或成人低密

度脂蛋白胆固醇（ＬＤＬＣ）＞４．９ｍｍｏｌ／Ｌ，以及患者或亲属有

黄色瘤。其中，ＴＣ＞１６ｍｍｏｌ／Ｌ并有黄色瘤者诊断为纯合子

ＦＨ，未达纯合子标准者诊断为杂合子ＦＨ。

１．３　临床资料和样本收集　所有家系成员均接受血脂测

定，对血脂水平高者、有心血管疾病史以及可疑有心血管疾

病临床症状者行心电图检查。记录家系成员的其他临床资

料（年龄、性别、发病年龄、病程、家族史及治疗情况）。收集

家系成员空腹１２ｈ外周血１０ｍｌ，ＥＤＴＡ抗凝，血浆用于血

脂测定。同时，以９０名来自患者原籍的正常人群和１９０个随

机人群样本为对照。所有被调查者均签署知情同意书。

１．４　血脂测定　采用氧化酶法测定血浆 ＴＣ、三酰甘油

（ＴＧ）、高密度脂蛋白胆固醇（ＨＤＬＣ）、ＬＤＬＣ水平，应用免

疫沉淀法测定载脂蛋白Ａ１（ＡｐｏＡ１）和载脂蛋白Ｂ（ＡｐｏＢ）。

１．５　ＬＤＬＲ基因突变分析　应用ＦｌｅｘｉＧｅｎｅＤＮＡ试剂盒

（德国 Ｑｉａｇｅｎ公司）提取经 ＥＤＴＡ 处理的全血样本中的

ＤＮＡ，采用国家人类基因组南方研究中心遗传学部实验中心

常规方法设计跨越启动子、１８个外显子及侧翼序列的寡核苷

酸引物，扩增 ＬＤＬＲ基因的全部编码区域。ＰＣＲ反应按

Ｔｏｕｃｈｄｏｗｎ程序操作，１０μｌ反应液：０．２ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ，

２．５ＵＨｏｔｓｔａｒ，０．４μｍｏｌ／Ｌ引物，１×ｂｕｆｆｅｒ和２０ｎｇＤＮＡ。

ＰＣＲ扩增反应条件：９５℃预变性１５ｍｉｎ，进入４０个反应循

环，９４℃变性２０ｓ，前１２个循环６３～５７℃退火，７２℃延伸

６０ｓ；７２℃延伸７ｍｉｎ。ＰＣＲ 扩增的目的片段经回收、纯化、

ＡＢＩＰＲＩＳＭＴＭＢｉｇＤｙｅ末端标记进行测序反应，以ＰＣＲ引物

为测序引物，进行正反向测序。测序反应条件：９６℃变性１０

ｓ，５０℃退火５ｓ，６５℃延伸４ｍｉｎ，２５个循环。产物经醋酸钠
乙醇沉淀，应用 ＡＢＩ３７３０自动测序仪（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
公司）行核苷酸序列测定。用ＳｅｑｕｅｎｃｅＮｅｖｉｇａｔｏｒ软件分析

序列中突变的位置和类型，检索ＦＨ突变数据库确定突变是

否被收录报道。

２　结　果

２．１　家系调查　先证者一代、父母、祖父母及曾祖父母４代

共２９人，因先证者父母一代中有１人外出，只进行了电话调

查，未采集血样本，最终检查２８人。家系中各代配偶未查。

父亲的兄弟姐妹及祖辈中无罹患本病者，血脂水平正常或轻

度升高。先证者外祖母年幼时皮肤即出现黄色瘤，３９岁死于

心脏病；曾外祖母年轻时皮肤亦有黄色瘤，中年时死于心脏

病（具体不详）；姨外祖母皮肤多处黄色瘤；父亲４１岁时患有

冠心病、陈旧性下壁心肌梗死，植入支架１枚。

２．２　体格检查及实验室检查　先证者眼内眦部、颈后、腋

部、肘部、腕部、手指、膑骨、踝部、脚趾等皮肤松弛处及肌腱

附着处见结节状黄色瘤，以臀部最为严重，心电图提示陈旧

性前壁心肌梗死，冠状动脉（冠脉）造影提示左主干开口处严

重狭窄，前降支、回旋支及右冠脉弥漫性狭窄，回旋支和右冠

脉提供侧支循环给前降支，分别于左主干开口处及右冠脉远

段最狭窄处植入支架。先证者姐姐皮肤黄色瘤分布范围与

其相似，姨外祖母眼内眦部、手指等皮肤松弛处及肌腱附着

处见黄色瘤，但皮肤黄色瘤分布部位不如姐妹二人广泛；３人

血浆ＴＣ、ＬＤＬＣ、ＡｐｏＢ水平均明显增高，ＨＤＬＣ及ＡｐｏＡ１
水平降低（表１）。

２．３　ＬＤＬＲ基因测序　家系中２８人进行了ＬＤＬＲ基因测

序。结果显示，在ＬＤＬＲ基因的１０号外显子存在Ｇ１４４８Ａ
突变，由色氨酸（Ｔｒｐ４６２）变成了终止密码子（ｓｔｏｐ），导致终

止密码子在第４６２位提前出现（Ｗ４６２Ｘ），见图１。３名患者

的基因型分别是：先证者ＧＡ，其姐ＧＡ，其姨外祖母 ＡＡ，先

证者父亲家系均为ＧＧ纯合子，先证者母亲家系图谱和基因

测序结果见图２。进一步对９０名来自患者原籍的正常人群

和１９０个随机人群样本该位点进行测序，结果均为 ＧＧ纯

合子。　　　　
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表１　先证者及家族成员临床特征及血脂水平

家系 年龄
（岁）黄色瘤

早发
冠心病

ＴＣ
ｃＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

ＴＧ
ｃＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

ＬＤＬＣ
ｃＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

ＨＤＬＣ
ｃＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

ＡｐｏＡ１
ｃＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

ＡｐｏＢ
ｃＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

Ⅳ３ １７ 有 有 １８．８９ ２．１２ １０．９ ０．６６ ０．８１ ２．２７
Ⅳ２ １８ 有 无 １５．２３ １．７７ １２．７ ０．９３ ０．８７ １．９６
Ⅳ１ １７ 无 无 ４．１３ ６．４３ １．７ ０．６３ ０．９３ ０．６７
Ⅳ５ １４ 无 无 ４．８６ ０．６６ ３．２ １．３ １．２６ ０．３３
Ⅳ７ ７ 无 无 ４．０２ １．２ ３．６ １．２ ０．８７ ０．６６
Ⅲ１ ４２ 无 无 ５．３ ７．０４ ２．２ ０．５６ ０．８７ １．１９
Ⅲ８ ４２ 无 无 ７．１ ２．４１ ４．９ ０．６５ ０．８８ １．５１
Ⅲ２ ３８ 无 无 ６．６１ １．６７ ４．６ １．２４ １．２９ １
Ⅲ３ ３４ 无 无 ６．３２ ８．５ ３．１ ０．６３ ０．８８ １．０６
Ⅲ４ ３１ 无 无 ５．４７ １．９４ ３．８ ０．９ １．０２ ０．９３
Ⅲ７ ３１ 无 无 ５．１２ １．５ ３．８ １．０５ ０．９６ ０．８５
Ⅱ４ ６１ 有 无 １２．８９ ３．５ ７．８ ０．６ ０．８１ １．８４

　Ⅳ３：先证者；Ⅳ２：姐姐；Ⅳ１：弟弟；Ⅳ５：表弟；Ⅳ７：表外甥；Ⅲ１：母亲；Ⅲ８：父亲；Ⅲ２：大舅；Ⅲ３：小姨；Ⅲ４：小舅；Ⅲ７：表姐；Ⅱ４：

姨外祖母．ＴＣ：总胆固醇；ＴＧ：三酰甘油；ＬＤＬＣ：低密度脂蛋白胆固醇；ＨＤＬＣ：高密度脂蛋白胆固醇；ＡｐｏＡ１：载脂蛋白Ａ１；ＡｐｏＢ：载

脂蛋白Ｂ

图１　先证者ＬＤＬＲ基因第１０外显子１４４８位核苷酸ＧＡ杂合突变（箭头所示）

图２　母亲家系成员家系图及突变位点基因型（箭头所示突变位点）
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３　讨　论

　　ＦＨ是最常见且最为严重的常染色体单基因显性遗传性

疾病之一，也是最早被明确其临床和基因特征的脂代谢紊乱

性疾病［８］，ＦＨ也有常染色体隐性遗传性疾病的报道［９］，由衔

接子蛋白 （ａｄａｐｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ）基因突变所致病。ＦＨ的主要病

理基础是ＬＤＬＲ基因突变［１０］，引起细胞膜表面的ＬＤＬＲ缺

如或结构功能异常，导致肝脏对血循环ＬＤＬ清除障碍而在

组织内过度淤积。在正常情况下，ＬＤＬ与细胞膜表面的

ＬＤＬＲ在体内结合后，被摄入细胞内，由溶酶体降解，随同进

入细胞内的胆固醇则抑制微粒体的３羟基３甲基戊二酰辅

酶Ａ还原酶。此酶与胆固醇合成有关，ＬＤＬＲ缺陷则上述

生理过程异常而发生本症。

　　根据血脂水平初步推断，本研究所采集的ＦＨ家系具备

遗传特征，该家系３代成员均出现高ＴＣ血症患者，符合常染

色体显性遗传病的遗传特征。先证者血脂水平高达１８．８９

ｍｍｏｌ／Ｌ，临床表现符合纯合子诊断标准，皮肤黄色瘤、动脉

粥样硬化症的严重程度与国外纯合子症状报道［１１］相同；根据

临床表现和血胆固醇水平，先证者胞姐和姨外祖母被判断为

杂合子。测序分析提示３名患者在ＬＤＬＲ基因的１０号外显

子均存在突变，即Ｔｒｐ４６２（ｓｔｏｐ），该突变导致终止密码子在

第４６２位提前出现。体外实验证实，Ｗ４６２突变导致其编码

蛋白缺少胞内结合域，无法使其正确表达于细胞膜上，显著

降低了ＬＤＬＲ对ＬＤＬ的结合和内吞能力［１２］。３名患者的基

因型分别是：先证者ＧＡ，胞姐ＧＡ，姨外祖母 ＡＡ，与临床评

判并不一致。先证者的父亲家系均为ＧＧ纯合子，进一步对

来自９０名患者原籍的安徽籍正常人群和１９０个随机人群样

本该位点进行测序，结果也都是ＧＧ纯合子。目前终止突变

常被认为是致病性突变，因而Ｔｒｐ４６２（ｓｔｏｐ）很可能是该家系

患病的分子基础。我国江苏省南京市和浙江、广东等省均有

该突变位点的相关报道［１３］，提示该突变可能是汉族ＦＨ发病

的主要分子基础。值得一提的是，该家系中姨外祖母的基因

型为ＡＡ，皮肤黄色瘤和血脂水平却比长期居住在城市的基

因型为杂合子的先证者姐妹轻得多，可能是因为其姨外祖母

长期居住在农村，饮食相对清淡，而两姐妹生活在城市，高脂

饮食摄入较多，运动较少，这些不良的生活方式在很大程度上

影响了血脂水平，提示这种ＬＤＬＲ基因测序基因型与临床诊

断的不一致，可能与患者生活的环境因素有着密切关系。

　　总之，本研究通过对ＦＨ家系调查和基因检测筛查可积

累和丰富ＦＨ的遗传特征，阐明ＦＨ 的发病机制，有助于对

ＦＨ患者的疾病管理和追踪。
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