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肝豆状核变性中犃犜犘７犅基因复合突变的研究
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　　［摘要］　目的　通过对肝豆状核变性（Ｗｉｌｓｏｎ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＷＤ）患者犃犜犘７犅基因测序，探讨其突变率及与 ＷＤ的关系，分

析 ＷＤ中犃犜犘７犅基因复合突变的意义。方法　提取６７例临床确诊的 ＷＤ患者口腔黏膜细胞的基因组ＤＮＡ，应用ＰＣＲ技

术对犃犜犘７犅全部外显子５′端→３′端扩增，运用ＤＮＡ直接测序法检测突变。结果　在６７例患者中，发现 ＷＤ中犃犜犘７犅

基因突变患者５２例，检出率为７７．６１％，其中１６例纯合子突变（１２例Ａｒｇ７７８Ｌｅｕ纯合子突变和４例Ａｒｇ９１９Ｇｌｙ纯合子突变），

５例复合突变，３１例单纯杂合子突变。５种犃犜犘７犅基因复合突变国内罕见报道。结论　本研究发现５种犃犜犘７犅基因的复

合突变，这些复合突变可能与 ＷＤ的发生发展相关，值得进一步深入研究。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１４，３５（１１）：１２０９１２１４］

　　肝豆状核变性（Ｗｉｌｓｏｎ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＷＤ）是常染

色体 隐 性 遗 传 的 铜 代 谢 障 碍 疾 病，患 病 率 为

１／５００００～１／３００００
［１３］，好发于儿童、青少年。ＷＤ

患者由于犃犜犘７犅 基因发生功能丧失性突变，使铜

沉积于肝、脑等处，导致多脏器损害，临床表现多样，

以肝、神经系统的损害为主，有不同程度的锥体外系

病变、精神障碍、角膜 ＫＦ环等。１９９３年Ｂｕｌｌ等克

隆了犃犜犘７犅 基因，该基因定位于１３ｑ１４．３，基因全

长为７８８２１ｂｐ，ｍＲＮＡ长８．５ｋｂ，含２１个外显子和

２０个内含子；编码的ＡＴＰ７Ｂ蛋白含１４６５个氨基酸

残基，相对分子质量１５９０００，为 Ｐ 型铜离子转运

ＡＴＰ酶
［４７］。犃犜犘７犅突变可导致细胞内铜离子转

运、排出功能丧失，迄今已发现６５１种突变，突变形

式有错义／无义突变 （占６３％ ）、小片段缺失（占
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１７％）、小片段插入（占８％）、剪接突变（占９％）、大

片段缺失（占２％）、同义突变（占２％）
［３］等；以往国

内鲜有报道复合突变（指有２个或２个以上突变

点）。本研究对 ＷＤ患者犃犜犘７犅 基因全部外显子

５′端 →３′端进行测序，发现了一些犃犜犘７犅基因错

义、插入突变及复合突变，现报告如下。

１　资料和方法

１．１　研究对象　６７例中国汉族 ＷＤ患者均为２００９

年５月至２０１３年１月在安徽中医药大学第一附属

医院接受治疗的患者，诊断标准参照中华医学会

ＷＤ诊断指南
［８］及美国Ｒｏｂｅｒｔｓ和 Ｍｉｃｈａｅｌ编写的

ＡＡＳＬＤ的 ＷＤ诊断及治疗指南
［９］；其中男４６例，女

２１例，年龄６～５６岁，平均（２１．７±２．６）岁。其中３４

例为先证者患者，其余的３３例患者来自于１２个患

者家庭。选取安徽中医药大学第一附属医院中国汉

族健康输血员２０例，设为正常对照组，其中男１４

例，女６例，年龄２１～３２岁，平均（２７．７±２．８岁）。

本研究经医院伦理委员会批准，所采集样本对象均

有临床数据调查表并签署知情同意书。

１．２　基因组 ＤＮＡ 抽提　取６７例 ＷＤ患者和２０

例正常人口腔黏膜细胞，制备细胞悬液，４℃保存。

在１．５ｍＬ离心管中，加入２００μＬ口腔黏膜细胞悬

液，再加裂解缓冲液ＳＴＥ４１０μＬ，１０％ＳＤＳ９０μＬ，

蛋白酶Ｋ液（１００μｇ／ｍＬ）５μＬ，６５℃消化１５ｈ。加

入３００μＬ饱和 ＮａＣｌ液轻摇３ｍｉｎ。加氯仿３４０

μＬ，混匀后高速离心，将上清液吸入另一离心管中，

加异丙醇６５０μＬ混匀后高速离心。弃上清液，加

５００μＬ７５％乙醇，高速离心２次，弃上清得ＤＮＡ 沉

淀，室温干燥１．５ｍｉｎ，加３０μＬ蒸馏水溶解，４℃保

存。取３μＬ基因组ＤＮＡ溶液经１．５％琼脂糖凝胶

电泳检查质量，为一条带，达电泳纯；基因组ＤＮＡ溶

液经紫外分光光度计检测，犇２６０／犇２８０为１．８，纯度合

格；基因组ＤＮＡ溶液浓度为１μｇ／μＬ。

１．３　ＰＣＲ引物的设计　ＰＣＲ引物设计参考美国国

立生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）的犃犜犘７犅基因序列信

息，用Ｐｒｅｍｉｅｒ５软件设计２１对外显子＋５′端和

＋３′端的ＰＣＲ扩增引物，由上海生工生物工程技术

服务有限公司合成，引物信息见表１。

１．４　ＰＣＲ反应体系和扩增条件　ＰＣＲ反应总体积

１０μＬ，含犜犪狇酶１Ｕ，２μｍｏｌ／Ｌ上、下游引物各

表１　犃犜犘７犅基因外显子犘犆犚扩增引物及序列

犜犪犫１　犘狉犻犿犲狉狊犳狅狉犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犃犜犘７犅犵犲狀犲犲狓狅狀狊

Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ１Ｆ ＣＣＣＡＣＴＣＴＣＣＣＣＴＣＡＣＧＣ

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ１Ｒ ＧＧＴＧＣＧＧＧＧＴＴＴＴＣＣＡＴＴ

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ２Ｆ ＧＣＴＴＧＣＴＴＴＣＴＧＴＧＴＡＴＧＴＴＡＴＧＴＴＣ

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ２Ｒ ＡＧＧＧＣＴＣＡＣＣＴＡＴＡＣＣＡＣＣＡＴＣ

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ３Ｆ ＣＡＴＣＴＧＴＧＣＡＧＧＡＡＧＴＧＧＣＴＣ

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ３Ｒ ＣＣＴＡＡＣＴＧＡＧＡＡＧＴＣＴＡＴＣＣＡＣＡＡＡＡＧ

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ４Ｆ ＡＣＣＴＡＣＣＣＴＧＧＧＡＴＡＣＴＣＴＧＡＴＴＴ

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ４Ｒ ＣＡＧＧＧＣＡＧＴＣＣＡＣＣＧＴＣＴＴ

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ５Ｆ ＧＣＴＧＣＣＴＧＴＴＡＣＣＴＡＧＡＣＴＣＣＣ

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ５Ｒ ＡＡＴＧＴＣＴＴＴＴＣＣＴＣＡＴＣＴＴＴＣＴＣＴＴＡＣ

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ６Ｆ ＡＣＡＧＧＧＴＴＴＧＴＡＧＧＧＣＴＡＴＴＧＧ

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ６Ｒ ＣＡＣＴＧＴＴＴＣＡＧＡＧＧＧＴＴＣＡＣＡＴＴＡＣ

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ７Ｆ ＡＴＴＴＴＡＡＣＣＣＣＴＧＧＴＧＧＴＣＴＧＴ

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ７Ｒ ＧＣＣＣＴＴＡＧＴＡＧＴＣＣＣＣＣＡＣＡ

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ８Ｆ ＴＴＣＡＴＡＡＡＣＧＣＣＣＡＴＣＡＣＡＧＡＧ

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ８Ｒ ＧＧＴＧＴＴＣＡＧＡＧＧＡＡＧＴＧＡＧＡＴＴＴＧ

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ９Ｆ ＣＡＣＧＣＴＴＧＴＧＡＣＴＣＴＣＡＧＧＣＴ

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ９Ｒ ＴＴＣＴＧＣＣＣＡＣＡＣＴＣＡＣＡＡＧＧＴ

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ１０Ｆ ＣＡＧＣＴＧＧＣＣＴＡＧＡＡＣＣＴＧＡＣＣ

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ１０Ｒ ＡＧＡＴＴＧＧＧＡＴＡＡＴＣＴＣＣＴＴＣＡＴＴＴ

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ（１１１２）Ｆ ＣＣＡＧＧＴＧＡＧＡＴＧＧＣＴＴＧＴＴＴＣ

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ（１１１２）Ｒ ＧＣＣＣＡＧＴＧＡＡＴＣＴＡＡＧＡＴＡＴＧＡＡＡＧ

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ１３Ｆ ＣＴＣＴＧＣＴＣＣＴＧＴＡＡＴＧＣＣＴＣＴＴＴ

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ１３Ｒ ＧＧＴＧＧＣＴＡＣＴＣＴＧＴＴＧＣＴＡＣＴＧＴＴ

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ１４Ｆ ＧＧＧＡＧＴＴＧＴＴＧＡＡＣＣＣＴＧＡＧＡＴ

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ１４Ｒ ＧＣＡＡＡＴＧＣＣＴＧＴＧＡＣＡＣＴＧＡＡＣ

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ１５Ｆ ＣＴＴＴＣＴＣＴＣＡＧＴＴＣＣＣＧＣＴＴＴＣ

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ１５Ｒ ＧＣＡＡＴＣＡＣＴＧＣＴＧＧＧＣＧＴ

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ１６Ｆ ＧＴＣＡＣＡＡＧＡＧＧＴＧＣＴＴＡＣＡＡＧＧＴＴＡ

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ１６Ｒ ＴＧＡＣＴＣＴＧＡＡＣＴＧＣＣＣＡＣＣＴＧ

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ１７Ｆ ＣＧＡＡＡＡＴＧＡＡＡＴＣＡＣＴＣＧＴＡＡＴＣＣ

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ１７Ｒ ＴＣＡＣＧＴＧＣＡＡＣＡＣＴＡＣＡＴＧＧＣ

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ（１８１９）Ｆ ＣＧＴＡＡＣＴＴＧＡＧＧＴＴＴＣＴＧＣＴＧＣＴ

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ（１８１９）Ｒ ＣＡＧＣＣＡＡＧＣＡＴＣＴＣＣＡＣＴＡＧＣ

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ２０Ｆ ＧＧＧＧＣＴＴＣＴＧＡＧＣＡＣＧＣ

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ２０Ｒ ＣＡＧＣＣＣＴＴＧＡＧＧＡＧＣＡＧＡＧＴＡ

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ２１Ｆ ＣＡＡＡＡＧＴＴＡＧＴＧＧＣＡＧＣＣＴＡＣＡＡＴ

ＡＴＰ７ＢＥＸＯＮ２１Ｒ ＡＧＣＣＴＣＡＣＡＧＡＡＧＣＣＣＴＣＧ

１μＬ，基因组ＤＮＡ液１μＬ，１０× ｂｕｆｆｅｒ１μＬ，５０

ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２０．３μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ０．２μＬ，

水补齐至１０μＬ。外显子短片段扩增条件：９５℃预
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变性５ｍｉｎ，ＰＣＲ扩增４０个循环 （９５℃１５ｓ、６０℃

２０ｓ、７２℃３０ｓ），７２℃下延伸１５ｍｉｎ，４℃保存。外显

子（２、１１、１２、１８、１９、２１）长片段扩增条件：９５℃预变

性５ｍｉｎ，ＰＣＲ 扩增 ４０个循环 （９５℃ １５ｓ、６０℃

２０ｓ、７２℃２ｍｉｎ），７２℃下延伸１５ｍｉｎ，４℃ 保存。

１．５　ＰＣＲ产物测序　ＰＣＲ反应产物经 Ｑｉａｑｕｉｃｋ

Ｓｐｉｎ柱纯化后，由广州华大生物科技有限公司检验

中心使用ＡＢＩ３７３０型测序仪进行荧光全自动ＤＮＡ

正向测序及反向测序，用ＳｅｑＭａｎ、ＢｉｏＥｄｉｔ分析软件

分析犃犜犘７犅 基因全部外显子５′端 →３′端的突变，

对初步发现的突变中有疑问者，均经ＰＣＲ克隆测序

后再确认；分析测序图时，注意使用核苷酸荧光扫描

峰较高且噪声线几乎贴近底线的图分析，以免噪声

干扰；且测序引物一般距离要分析的外显子若干ｂｐ。

１．６　突变分析　扩增６７例 ＷＤ患者和２０例正常

人犃犜犘７犅基因的所有外显子５′端 →３′端，并将其

ＤＮＡ的测序结果与由 ＧｅｎＢａｎｋ中获得的正常人

犃犜犘７犅基因相应序列进行比对，分析突变情况。

２　结　果

本次研究通过对６７例 ＷＤ患者的 犃犜犘７犅 基

因的全部外显子５′端 →３′端进行直接扩增测序，发

现１６例纯合子突变（１２例 Ａｒｇ７７８Ｌｅｕ纯合子突变

和４例 Ａｒｇ９１９Ｇｌｙ纯合子突变），５例复合突变，３１

例单纯杂合子突变，１５例未检出突变，突变总检出

率为７７．６１％（５２／６７）。５种国内罕见的犃犜犘７犅基

因复合突变的具体信息见表２，相应的测序图见

图１。通过ＰｕｂＭｅｄ数据库中文献检索，以及在肝豆

状核变性突变网站（犺狋狋狆：／／狑狑狑．狑犻犾狊狅狀犱犻狊犲犪狊犲．

犿犲犱．狌犪犾犫犲狉狋犪．犆犪／犱犪狋犪犫犪狊犲．犪狊狆）和人类突变数据库

（犺狋狋狆：／／狑狑狑．犺犵犿犱．犮犳．犪犮．狌犽／犪犮／狏犪犾犻犱犪狋犲．狆犺犘）

进行查询，发现这５种犃犜犘７犅 基因复合突变在中

国汉族人群中罕见报道。正常对照组中未发现

犃犜犘７犅 基因突变。

表２　肝豆状核变性患者犃犜犘７犅基因的新复合突变

犜犪犫２　犖犲狑犮狅犿狆犾犲狓犿狌狋犪狋犻狅狀狊狅犳犃犜犘７犅犵犲狀犲犻狀犠犻犾狊狅狀’犱犻狊犲犪狊犲狆犪狋犻犲狀狋狊

Ｐａｔｉｅｎｔ Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｍｕｔａｔｉｏｎ Ｅｘｏｎ ＡＡｃｈａｎｇｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｒａｔｅ

７ １２１６Ｔ→Ｇ ２ ［Ｓｅｒ］→［Ａｌａ］ ＡＴＣＣＣ［Ｇ／Ｔ］ＣＴＧＴＡ ２／６７

２４１９Ｔ→Ｃ １６ ［Ｖａｌ］→［Ａｌａ］ ＴＧＣＡＧ［Ｃ／Ｔ］ＣＣＣＣＣ １／６７

１１７２Ｇ→Ａ ２１ ３′ＵＴＲｍｕｔａｔｉｏｎ ＣＡＴＣＴ［Ａ／Ｇ］ＴＴＴＡＣ １／６７

１５ ３１３２Ｇ→Ａ １３ ［Ｐｒｏ］→［Ｌｅｕ］ ＣＣＧＴＧ［Ａ／Ｇ］ＧＣＧＴＧ １／６７

４０５８ｉｎｓＧ ２０ ［Ｃｙｓ］→［Ｓｅｒ］ ＧＧＧＣＴ［Ｃ／Ｇ］ＣＡＧＣＧ １／６７

２６ －１２７ｉｎｓＧＣＣＧＣ １ ５′ＵＴＲｍｕｔａｔｉｏｎ ＧＣＣＧＡ［ＧＣＧＧＣ／－］ＧＣＣＧＣ １／６７

－７５Ｃ→Ａ １ ５′ＵＴＲｍｕｔａｔｉｏｎ ＡＣＡＣＣ［Ａ／Ｃ］ＣＧＣＴＣ ２／６７

２７８５Ｇ→Ａ １２ ［Ｖａｌ］→［Ｉｌｅ］ ＴＴＡＴＣ［Ｇ／Ａ］ＴＣＡＴＣ １／６７

４３ ２８５５Ｇ→Ａ １２ ［Ａｒｇ］→［Ｌｙｓ］ ＴＣＡＧＡ［Ａ／Ｇ］ＡＴＡＣＴ １／６７

３４１９Ｔ→Ｃ １６ ［Ｖａｌ］→［Ａｌａ］ ＴＧＣＡＧ［Ｃ／Ｔ］ＣＣＣＣＣ １／６７

５１ －１２７ｉｎｓＧＣＧＧＣ １ ５′ＵＴＲｍｕｔａｔｉｏｎ ＧＣＣＧＡ［－／ＧＣＧＧＣ］ＧＣＣＧＣ １／６７

－７５Ｃ→Ａ １ ５′ＵＴＲｍｕｔａｔｉｏｎ ＡＣＡＣＣ［Ａ／Ｃ］ＣＧＣＴＣ ２／６７

１２１６Ｔ→Ｇ ２ ［Ｓｅｒ］→［Ａｌａ］ ＡＴＣＣＣ［Ｇ／Ｔ］ＣＴＧＴＡ ２／６７

１３６６Ｇ→Ｃ ３ ［Ｖａｌ］→［Ｌｅｕ］ ＣＡＴＣＴ［Ｇ／Ｃ］ＴＧＣＡＧ １／６７

１５２４Ｇ→Ｃ ３ ［Ａｒｇ］→［Ｓｅｒ］ ＧＡＡＡＧ［Ｃ／Ｇ］ＡＡＴＣＴ １／６７

２４９５Ａ→Ｇ １０ ［Ｌｙｓ］→［Ａｒｇ］ ＣＧＴＣＡ［Ａ／Ｇ］ＧＧＴＧＧ １／６７

３　讨　论

铜是维持人正常生理活动必需的微量元素，参

与机体氧化还原反应、细胞呼吸、活性氧防御、细胞

代谢、生存或凋亡等，常参与形成铜蛋白、铜酶。肠

道吸收的Ｃｕ２＋进入肝门静脉，在血中９０％与铜蓝蛋

白结合，其余的与白蛋白、组氨酸等结合成三元复合

体。细胞摄取Ｃｕ２＋时主要通过铜蓝蛋白、白蛋白及
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图１　５种犃犜犘７犅基因复合突变测序图

犉犻犵１　犛犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳５犮狅犿狆犾犲狓犿狌狋犪狋犻狅狀狊狅犳犃犜犘７犅犵犲狀犲

Ａ：Ｐａｔｉｅｎｔ７，ｅｘｏｎ２，１６，ａｎｄ２１ｍｕｔａｔｉｏｎ；Ｂ：Ｐａｔｉｅｎｔ１５，ｅｘｏｎ１３，２０ｍｕｔａｔｉｏｎ；Ｃ：Ｐａｔｉｅｎｔ２６，ｅｘｏｎ１，１，ａｎｄ１２ｍｕｔａｔｉｏｎ；Ｄ：

Ｐａｔｉｅｎｔ４３，ｅｘｏｎ１２，１６ｍｕｔａｔｉｏｎ；Ｅ：Ｐａｔｉｅｎｔ５１，ｅｘｏｎ１，１，２，３，３，ａｎｄ１０ｍｕｔａｔｉｏｎ

组氨酸释放 Ｃｕ２＋，经细胞表面的还原酶还原为

Ｃｕ＋，通过转运载体摄入细胞，再由还原型谷胱甘肽

运输到不同细胞器，细胞内的Ｃｕ＋能通过铜转运蛋

白转运给铜蛋白，合成超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、金属

硫蛋白（ＭＴ）等；多余的 Ｃｕ＋主要由 ＡＴＰ７Ｂ排出

细胞。

一般肝细胞内的 ＡＴＰ７Ｂ主要定位于核周高尔

基体外侧网络，当细胞质Ｃｕ＋水平升高后，ＡＴＰ７Ｂ

移至细胞质，Ｃｕ＋ 能结合、活化 ＡＴＰ７Ｂ，促进后者

ＡＴＰ结合区结合 ＡＴＰ、释放能量，使天冬氨酸激酶
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磷酸化区（Ｐ区）磷酸化
［１０１１］，再将Ｃｕ＋转运至细胞

膜，或者形成铜蓝蛋白排入血，或者把Ｃｕ＋排入毛细

胆管经肠道排出，从而避免过多Ｃｕ＋积聚于细胞内。

细胞质Ｃｕ＋水平过高时，肝细胞也能经溶酶体小泡

排出Ｃｕ＋
［１０］。

ＡＴＰ７Ｂ分子有７个功能区，有的可发生突变：

（１）Ｎ端区，有６个Ｃｕ＋结合区（与１～６外显子相

关），第１～４Ｃｕ
＋结合区突变时，如已报道的Ｇ８５Ａ、

Ｇ５９１Ｄ等突变，患者可出现症状；（２）ＴＧＥＳ磷酸酶

区（与１１外显子相关），能使磷酸化的 ＡＴＰ７Ｂ第

１０２７位天冬酰胺去磷酸化，其突变后能使 ＡＴＰ７Ｂ

过度磷酸化，丧失催化活性，停留在细胞膜，不能转

运Ｃｕ＋，如 Ｇ５９１Ｄ；（３）ＣＰＣ阳离子跨膜转运区（与

７～１０／１２～１３外显子相关）突变，会导致ＡＴＰ７Ｂ一

直停留在核周高尔基体、内质网，不能排出Ｃｕ＋，如

Ａｒｇ７７８Ｌｅｕ、Ｇｌｙ９３７Ｓｅｒ等突变；（４）ＤＫＴＧＴ天冬

氨酸激酶磷酸化区（Ｐ区，与１４～１６外显子相关），

ＡＴＰ７Ｂ活化时，ＤＫＴＧＴ基序中的 Ｄ１０２７（天冬酰

胺）磷酸化，使 ＡＴＰ７Ｂ能转移位置，如果该天冬酰

胺突变，则阻断 ＡＴＰ７Ｂ形成 ＡＴＰ７Ｂ酰基磷酸盐，

使ＡＴＰ不能供应能量，ＡＴＰ７Ｂ不能转移位置，也不

能转运Ｃｕ＋；（５）ＧＤＧＶＡＴＰ结合区（Ｎ区，与１７～

１８外显子相关），该区 Ｈ１０６９等突变，ＡＴＰ７Ｂ不能

结合 ＡＴＰ，因 而 不 能 被 γ磷 酸 化，不 能 形 成

ＡＴＰ７Ｂ酰基磷酸盐，不能转运Ｃｕ＋，该区目前已发

现至少４０多种突变；（６）Ｃ端磷酸化作用区（ＤＶＰ，

与１９～２０外显子相关）；（７）Ｃ末端区（ＡＣＴＧＴ区，

与２１外显子相关），参与调节ＡＴＰ７Ｂ功能
［１０１１］。

本研究发现 ＷＤ患者犃犜犘７犅基因复合突变的

形式有一定异质性，７号患者有ｅｘｏｎ２、１６、２１复合

突变，第２外显子突变出现在第２Ｃｕ＋结合区，使

ＡＴＰ７Ｂ不能结合Ｃｕ＋、排出Ｃｕ＋减少；第１６外显子

突变出现在天冬氨酸激酶磷酸化区，使该区不能磷

酸化，不能到细胞质结合Ｃｕ＋，不能排Ｃｕ＋；第２１外

显子突变在Ｃ末端区，使ＡＴＰ７Ｂ功能不正常，不能

排Ｃｕ＋，导致Ｃｕ＋转运停滞，引起疾病发生。１５号

患者有ｅｘｏｎ１３、２０复合突变，第１３外显子突变出

现在ＣＰＣ阳离子膜转运区，使ＡＴＰ７Ｂ一直停留在

核周高尔基体外侧网络、内质网，不能到细胞膜排出

Ｃｕ＋，第２０外显子突变出现在磷酸化作用区，使

ＡＴＰ７Ｂ不能完全磷酸化，不能到细胞质结合Ｃｕ＋，

不能排出Ｃｕ＋。２６号患者有ｅｘｏｎ１、１２复合突变，

第１外显子突变出现在第１Ｃｕ＋结合区，使ＡＴＰ７Ｂ

不能结合Ｃｕ＋、不能活化，ＡＴＰ７Ｂ由高尔基体转移

到细胞质的速度减慢，排出Ｃｕ＋减少；第１２外显子

突变出现在ＣＰＣ阳离子膜转运区，使 ＡＴＰ７Ｂ一直

停留在核周高尔基体外周网络、内质网，不能到细胞

膜排出Ｃｕ＋。４３号患者有ｅｘｏｎ１２、１６复合突变，第

１２外显子突变，不能排出Ｃｕ＋；第１６外显子突变出

现在ＤＫＴＧＴ天冬氨酸激酶磷酸化区，阻断ＡＴＰ７Ｂ

形成 ＡＴＰ７Ｂ酰基磷酸盐，ＡＴＰ 不能供应能量，

ＡＴＰ７Ｂ不能移位转运Ｃｕ＋。５１号患者有ｅｘｏｎ１、

２、３、１０复合突变，第１、２、３外显子突变出现在第１、

２、３Ｃｕ＋结合区１～３，使 ＡＴＰ７Ｂ不能结合Ｃｕ
＋、不

能活化，排出 Ｃｕ＋ 减少；第１０外显子突变出现在

ＣＰＣ铜离子跨膜转运区，使 ＡＴＰ７Ｂ一直停留在核

周高尔基体外周网络、内质网，不能到细胞膜排出

Ｃｕ＋
［１２１３］。

本研究检测的６７例 ＷＤ患者中，犃犜犘７犅基因

突变率为７７．６１％，还发现了５种国内罕见的复合

突变，显示犃犜犘７犅 基因突变有较大的异质性。对

ＷＤ患者犃犜犘７犅 基因的复合突变，目前还有待进

一 步 深 入 研 究。 ＭａｉｅｒＤｏｂｅｒｓｂｅｒｇｅｒ 等［１４］ 对

犃犜犘７犅基因突变位点研究后认为，复合突变比单一

突变者发病常更早。ＷＤ为一种常染色体隐性遗传

性疾病，因此只有２个突变为直接导致疾病发生的，

其余的一般均可视为单核苷酸多态性（ＳＮＰｓ）。

ＳＮＰｓ可能在 ＷＤ发生发展中起着一定的作用。从

１９９５年到目前对 ＷＤ中犃犜犘７犅 基因突变的研究

中，欧美患者的单突变类型主要是 ＨＩＳ１０６９Ｇｌｎ

（２８％）、Ｇｌｙ１２６６Ｌｙｓ（１０％），其他突变各见于３％以

下患者。许多国外资料显示，肝豆状核变性基因１４

号外显子第１０６９位密码子突变是一个典型的热点

突变，染色体突变频率高达２８％～６８．３％
［１５］。国内

学者对中国 ＷＤ患者基因突变研究后发现８号外显

子Ａｒｇ７７８Ｌｅｕ突变频率为１１．４％～６０％
［１６］，此突

变公认为中国 ＷＤ患者犃犜犘７犅 基因第一突变热

点，陆续报道的突变分布在外显子５、７、８、１１、１２，

１３、１４、１８，而对第二突变热点目前存在一定的争议

性［１７］。２０１３年复旦大学附属儿科医院报道，５３例

ＷＤ患者犃犜犘７犅基因突变频率９１．５％，纯合子突

变８例，复合杂合突变３６例，杂合突变９例；复合杂
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合突变即有２个或２个以上突变点，因此在犃犜犘７犅

全基因检测时，要仔细找出全部突变点［１８］。复合突

变一般分别来自父亲、母亲，２０１３年Ｃｏｆｆｅｙ等
［１９］也

有同样报道，发现复合突变，提示可引发犃犜犘７犅多

处功能损伤并与患者症状较重可能相关，值得重视，

我们也将进一步研究。
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