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【摘要】　目的　了解ＦＯＧ２（ＦｒｉｅｎｄｏｆＧＡＴＡ４）基因外显子突变在中国圆锥动脉干发育畸形（ＣＴＤ）病

人中情况和比例，以及在ＴＯＦ病人中，检测是否存在ＦＯＧ２基因的拷贝数量变化。方法　在南京市儿

童医院收集从２００４年１月到２００６年１月的１９９例ＣＴＤ病人的血样，包括１４５例法洛四联症（ＴＯＦ），

３７例右心室双出口（ＤＯＲＶ），１７例大动脉错位（ＴＧＡ）。１００例健康患者作为对照组，利用一代测序检测

ＦＯＧ２基因的外显子突变，利用多重连接探针扩增（ＭＬＰＡ）检测ＦＯＧ２基因的拷贝数量变化。结果　在

６个ＣＴＤ病人发现了４种错义突变，分别在２个ＤＯＲＶ病人中发现了ｐ．Ｖ３３９Ｉ、ｐ．Ａ４２６Ｔ３个ＴＯＦ病

人中发现了ｐ．Ｍ７０３Ｌ，在１个ＴＯＦ病人中发现了ｐ．Ｔ８４３。总比例为３．０％。所有的这些突变都并没

有在１００个正常人中发现。ＭＬＰＡ检测没有发现在ＴＯＦ病人中存在着拷贝数量变化。结论　ＦＯＧ２

基因的外显子突变在中国ＣＴＤ病人中是相对比较常见的，而ＦＯＧ２基因的拷贝数量变化不是引起ＣＴＤ

的原因。但依然需要更大样本的研究来提高我们对ＦＯＧ２基因在ＣＴＤ中的作用的认识。
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　　圆锥动脉干发育畸形（ｃｏｎｏｔｒｕｎｃａｌｈｅａｒｔｄｅ

ｆｅｃｔ，ＣＴＤ）是一种先天性心脏病（ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌｈｅａｒｔ

ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＨＤ），在新生儿的发生率为１／１０００
［１］。

ＣＴＤ主要包括法洛四联症 （ｔｅｔｒａｌｏｇｙｏｆＦａｌｌｏｔ，

ＴＯＦ），大动脉错位（ｔｒａｎｓｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｇｒｅａｔａｒｔｅｒｙ，

ＴＧＡ）和右心室双出口（ｄｏｕｂｌｅｏｕｔｌｅｔｖｅｎｔｒｉｃｌｅｏｕｔ

ｆｌｏｗ，ＤＯＲＶ）。圆锥动脉干发育畸形属于先天性

心脏病的一种复杂类型，一经诊断，需要对患者进行

手术修复治疗。虽然大多数圆锥动脉干发育畸形的
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病因至今依然不清楚，但是有不少研究表明，遗传因

素在ＣＴＤ的发病过程中起着非常重要的作用。实

际上，大约１２％的ＣＴＤ被认为是由２２ｑ１１微缺失

引起的［２７］。

ＦＯＧ２基因编码一张锌指蛋白，包含１１５１个氨

基酸和８个锌指结构域。ＦＯＧ２蛋白为一种转录辅

因子，与下游蛋白ＧＡＴＡ４结合形成复合物，在心脏

的发育过程中起着至关重要的作用［８］。ＦＯＧ２基因

敲除小鼠表现出异常的心脏发育，其 中 包 括

ＣＴＤ
［９］。ＧＡＴＡ４基因突变的小鼠影响了 ＧＡＴＡ

与ＦＯＧ２蛋白的结合，从而表现出与ＦＯＧ２基因敲

除小鼠相似的表型［１０］。Ｐｉｚｚｕｔｉ等
［１１］首次在４７例

ＴＯＦ病人中发现了ＦＯＧ２基因的两个错义突变，但

对突变的功能研究显示并不影响ＧＡＴＡ４与ＦＯＧ２

蛋白的结合，而且ＦＯＧ２蛋白的表达几乎没有变

化。随后的两个研究在ＣＴＤ病人中又发现了一些

突变，主要存在于ＤＯＲＶ的病人中，但他们都没有

进一步的对 ＦＯＧ２基因突变的致病机制进行研

究［１２，１３］。而在这些研究选用的人群，主要是欧美人

群，而在中国人群，甚至亚洲人群中，ＦＯＧ２基因在

ＣＴＤ病人中的突变情况，目前还没有报道。

另一方面，拷贝数量变化（ｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｖａｒｉａ

ｔｉｏｎ，ＣＮＶ），是由于基因组重排导致的主要结构变

异类型，包括亚显微结构下大于１ｋｂ基因片段的缺

失和重复。ＣＮＶ被认为是影响人类疾病的主要遗

传因素之一，突变频率比单核苷酸多态性（ＳＮＰ）高

的多。ＣＮＶ证实与孟德尔遗传疾病、散发性疾病和

复杂疾病的易感性有关，通过改变相关基因的剂量

产生临床表型。各种机制参与ＣＮＶ的形成，主要

分为两大类：以ＤＮＡ重组为基础和ＤＮＡ复制为基

础［１４］。Ｓｔｅｖｅｎ等
［１５］对１１４例 ＴＯＦ病人进行全基

因组扫描，结果发现了有１１个位点存在拷贝数量变

化，因此，不能排除在ＴＯＦ病人中存在着ＦＯＧ２基

因的拷贝数量变化。

１　材料与方法

１．１　基本资料　从２００４年１月至２００６年１月，在

南京市儿童医院收集了１９９例ＣＴＤ的病人，包括

１４５例ＴＯＦ，３７例ＤＯＲＶ，１７例ＴＧＡ。ＣＴＤ的诊

断是以超声心动图为标准，并在手术中得以证实，而

且排除了带有其他心脏畸形的病人。在鼓楼体检中

心收集１００例健康人的血样，这些病人没有先天性

心脏病的病史并且超声心动图检查没有心脏结构的

异常。所有的ＣＴＤ病人和正常人都利用Ｑｉａｇｅｎ试

剂盒提取出外周血样中的ＤＮＡ。

１．２　ＤＮＡ测序和生物信息学分析　人类ＦＯＧ２

基因位于８ｑ２３．１，包含８个外显子。８个外显子以

及剪接区域利用ＰＣＲ进行扩增，利用Ｐｒｉｍｅｒ３．０

软件设计ＦＯＧ２基因的１４对特异性引物，其中７对

对应ＦＯＧ２基因的８号外显子。ＰＣＲ扩增产物利

用ＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ（Ｏｍｅｇａ）进行纯化，ＢｉｇＤｙｅ

Ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒｖ３．１Ｋｉｔ进行循环测序，并且利用ＡＢＩ

３１００ＧｅｎｅｔｉｃＡｎａｌｙｚｅｒ（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）进行

分析。

ＦＯＧ２基因突变位点的确定从 ＧｅｎＢａｎｋ获取

（登录号：ＮＣ＿０００００８．１０），并利用美国国家生物技

术信息中心（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎ

ｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＮＣＢＩ）人类ＳＮＰ数据库（ｈｕｍａｎＳＮＰ

ｄａｔａｂａｓｅ，ｄｂＳＮＰ）、千人基因项目数据库（１０００Ｇｅ

ｎｏｍｅＰｒｏｊｅｃｔｄａｔａｂａｓｅ）以及外显子测序项目 （Ｅｘ

ｏｍｅＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇＰｒｏｊｅｃｔ，ＥＳＰ）确认新发现的突变。

其他物种的ＦＯＧ２蛋白序列是从 ＮＣＢＩＧｅｎＢａｎｋ

中获取的，保守性分析利用Ｃｌｕｓｔａｌｗ２软件进行分

析。突变对基因结构和功能的影响利用ＰｏｌｙＰｈｅｎ

２进行预测。

１．３　多重链接探针扩增（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｌｉｇａｔｉｏｎｄｅ

ｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｂｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＭＬＰＡ）　ＦＯＧ２基因

的外 显 子 探 针 是 用 ＨＭＡＰＤ（Ｈｕｍａｎ ＭＬＰＡ

ＰｒｏｂｅＤｅｓｉｇｎ）软件进行设计的。ＭＬＰＡ的步骤为：

双链ＤＮＡ分离：１００ｎｇＤＮＡ９５℃孵育５ｍｉｎ；杂

交：分离后的ＤＮＡ与探针混合，６０℃孵育１６～１８

小时；连接：加入连接酶，５４℃孵育１５ｍｉｎ；扩增：

ＰＣＲ（３５ｃｙｃｌｅ，９５℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃６０ｓ，

７２℃２０ｍｉｎ）。ＭＬＰＡ的产物在ＡＢＩ３１００Ｇｅｎｅｔｉｃ

Ａｎａｌｙｚｅｒ进行分离，利用 ＧｅｎｅＭａｐｐｅｒ软件（Ａｐ

ｐｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍ）进行分析。

２　结　果

在６个ＣＴＤ病人发现了４种错义突变，其中分
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别在 ２ 个 ＤＯＲＶ 病人中发现了 ｐ．Ｖ３３９Ｉ、ｐ．

Ａ４２６Ｔ，３个 ＴＯＦ病人中发现了ｐ．Ｍ７０３Ｌ，１个

ＴＯＦ病人中发现了ｐ．Ｔ８４３Ｍ，总的比例为３．０％

（图１）。对照组中１００个正常人中没有发现以上的

突变。其中，ｐ．Ｖ３３９Ｉ、ｐ．Ｍ７０３Ｌ已经在先前的报道

中被发现，ｐ．Ａ４２６Ｔ、ｐ．Ｔ８４３Ｍ 是我们研究首次在

ＣＴＤ病人中报道的突变。ｐ．Ａ４２６Ｔ、ｐ．Ｍ７０３Ｌ、ｐ．

Ｖ３３９Ｉ能在ｄｂＳＮＰ和千人基因组数据库中找到

（ｒｓＩＤ：ｒｓ３５８４３５６４、ｒｓ１２１９０８６０３、ｒｓ２０１８４５０６７），ｐ．

Ａ４２６Ｔ和ｐ．Ｖ３３９Ｉ能在ＥＳＰ数据库中找到，但ｐ．

Ｔ８４３Ｍ 没有在任何数据库中找到，是一个新的突

变。另外，我们发现的这４种突变，在其他物种中也

是高度保守的（图２）。利用ＰｏｌｙＰｈｅｎ２对这４个突

变对蛋白功能和结构的影响进行预测，ｐ．Ｖ３３９Ｉ和ｐ．

Ａ４２６Ｔ被预测为良性突变，而ｐ．Ｍ７０３Ｌ和ｐ．Ｔ８４３Ｍ

则被预测为可能引起疾病的突变，见表１。

图１　所发现的４种错义突变，（ａ）～ （ｄ）：Ｖ３３９Ｉ，

Ａ４２６Ｔ，Ｍ７０３Ｌ，Ｔ８４３Ｍ

表１　所发现的４种错义突变以及它们的特点

核苷酸改变 氨基酸改变 ＣＴＤ类型，病人人数 报道情况 蛋白位置 Ｐｏｌｙｐｈｅｎ预测 遗传情况

ｃ．Ｇ１０１５Ａ ｐ．Ｖ３３９Ｉ ＤＯＲＶ１／ＤＯＲＶ１ 此研究／曾经报道 锌指结构域１ 良性 未获得／原发的

ｃ．Ｇ１２７６Ａ ｐ．Ａ４２６Ｔ ＤＯＲＶ１ 此研究 不清楚 良性 未获得

ｃ．Ａ２１０７Ｃ ｐ．Ｍ７０３Ｌ ＴＯＦ３／ＴＯＦ１ 此研究／曾经报道 锌指结构域６ 可能致病 未获得／原发的

ｃ．Ｃ２５２８Ｔ ｐ．Ｔ８４３Ｍ ＴＯＦ１ 此研究 不清楚 很可能致病 未获得

　　注：ＴＯＦ，ｔｅｔｒａｌｏｇｙｏｆＦａｌｌｏｔ，法洛四联症；ＤＯＲＶ，ｄｏｕｂｌｅｏｕｔｌｅｔｖｅｎｔｒｉｃｌｅｏｕｔｆｌｏｗ，右心室双流出道；ＣＴＤ，ｃｏｎｏｔｒｕｎｃａｌｄｅｆｅｃｔｓ，圆锥动脉

干发育畸形。

图２　不同物种间的保守序列分析，方框中表示突变的位点，从左到右为 Ｍ７０３Ｌ，Ｔ８４３Ｍ，Ｖ３３９Ｉ和Ａ４２６Ｔ

　　在１４５例ＴＯＦ病人的 ＭＬＰＡ检测中，所有的

外显子中都检测到正常范围的 ＭＬＰＡ信号，这一结

果排除了拷贝数量变化在ＦＯＧ２基因引起ＣＴＤ发

病机制中的作用，见图３。

３　讨　论

１９９９年，Ｓｖｅｎｓｓｏｎ等
［８］研究发现小鼠ＦＯＧ２蛋

白能在体内和体外与ＧＡＴＡ４的 Ｎ端锌指特异性

相结合。通过特异性结合，ＦＯＧ２能调节ＧＡＴＡ４

图３　ＭＬＰＡ探针的电泳效果图，ＦＯＧ２基因所有的

外显子都在相应的波峰下标出
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的转录活性，因为在小鼠胚胎成纤维细胞和大鼠的

心肌细胞中，ＦＯＧ２基因的过表达能抑制Ｇａｔａ４依

赖性的转录过程。２０００年，该研究组运用基因定位

突变的方法来探究ＦＯＧ２基因在正常心脏发生中

的功能。研究显示ＦＯＧ２基因缺陷的小鼠在胚胎

期的第１３天因为充血性心力衰竭而死亡，表现为一

种三尖瓣闭锁综合征，包括三尖瓣的缺失、严重的房

间隔缺损、室间隔缺损、左心室流出道的延长、主动

脉瓣向右移位和肺动脉狭窄。这些ＦＯＧ２基因缺

陷的小鼠在发育中同时也存在着左心室发育不全。

该研究展示了ＦＯＧ２在正常心脏的瓣膜发育中的

重要作用以及提示了三尖瓣闭锁综合征的遗传学

基础。

２０００年，Ｔｅｖｏｓｉａｎ等
［９］通过敲除小鼠的ＦＯＧ２

基因来获得Ｆｏｇ２／小鼠，敲基因小鼠在胚胎形成的

中期死亡，表现出严重的心血管畸形，包括共同房室

通道、心室肌发育不良、冠状动脉缺失和法洛四联

征。另外，在Ｆｏｇ２／小鼠的心脏中，冠状动脉发生

非常明显的缺失。而使ＦＯＧ２在心肌细胞中重新

表达能修复Ｆｏｇ２／小鼠的血管表型，进一步展示了

Ｆｏｇ２基因在心肌中的作用以及在冠状动脉的发育

中至关重要。

２００１年，Ｃｒｉｓｐｉｎｏ等
［１０］建立了使Ｇａｔａ４蛋白单

个氨基酸被取代的小鼠模型，削弱其与ＦＯＧ２蛋白

的相互作用。这些小鼠在胚胎期的第１２天死亡，表

型与Ｆｏｇ２／小鼠相似，除了ＧＡＴＡ４突变小鼠还存

在半月瓣的畸形和双右室流出道。此项研究提示

Ｇａｔａ４的功能依赖于ＦＯＧ２蛋白和另一种心脏特异

性ＦＯＧ蛋白间的相互作用。

ＦＯＧ２基因突变大多是外显子的错义突变、同

义突变、移码突变，以及５’ＵＴＲ区的变异、非编码

的外显子的变异、内含子剪接异常、外显子无义突变

形成额外的终止密码子和起始密码子，造成蛋白的

截短或延长等。它的单个或多个基因的突变或异常

表达均会导致心血管发育异常，影响心脏畸形的

发生。

２００３年，Ｐｉｚｚｕｔｉ等
［１１］对４７个 ＴＯＦ 患者的

ＦＯＧ２基因进行测序，在其中２个患者中发现了各

发现了１个突变（Ｓ６５７Ｇ、Ｅ３０Ｇ）。２０１１，ＤｅＬｕｃａ

等［１２］在１个散发的双右室流出道的病人中，同样发

现了 ＦＯＧ２ 基因上 Ｅ３０Ｇ 这一突变。２００５ 年，

Ａｃｋｅｒｍａｎ等
［１６］在３０个死亡的膈肌有缺陷的儿童

中，在４号外显子上发现了一个突变（Ｒ１１２Ｘ），尸体

解剖显示患者具有肺发育不良和先天性膈疝。该研

究提示ＦＯＧ２基因这个突变可能会引起原发性的

肺部和膈肌缺陷。２００７年，Ｂｌｅｙｌ等
［１７］在９６个先天

性膈疝的病人中发现了ＦＯＧ２基因７号外显子上的

２个突变（Ｍ７０３Ｌ和 Ｔ８４３Ａ）。２０１２年，Ｔａｎ等
［１３］

在一个双右室流出道患者中发现了同样的突变

（Ｍ７０３Ｌ）。２０１１年，ＤｅＬｕｃａ等
［１２］在１个散发的双

右室流出道的病人中发现了ＦＯＧ２基因６号外显子

的一个突变（Ｉ２２７Ｍ），另外，在１个散发的ＴＯＦ病

人中，在ＦＯＧ２基因８号外显子上发现了另外一个

突变（Ｍ５４４Ｉ）。２０１２年，Ｔａｎ等
［１３］在１个双右室流

出道合并室间隔缺损的新生儿中，发现了ＦＯＧ２基

因８号外显子上的一个突变（Ｋ７３７Ｅ）。

到目前为止，国内外主要报道了１３种导致先天

性心脏病的ＦＯＧ２基因突变，其中大多数都发生在

多个不相干的家庭。ＦＯＧ２基因突变在ＣＴＤ病人

中所占的比例大约为４％，与我们的结果相似

（３％）。

另一方面，虽然ＦＯＧ２基因的拷贝数量变化在

我们的研究中没有发现，但拷贝数量变化作为一种

重要的疾病发展发生机制，其对于圆锥动脉干发育

畸形这种发生发展机制尚未明确的先天性疾病，仍

可能存在相当重要的作用，特别是Ａｌｕ序列丰富的

基因区域，目前与圆锥动脉发育畸形相关的主要基

因主要有 ＧＡＴＡ４，ＪＡＧ１，ＦＯＧ２，ＧＡＴＡ６，ＴＢＸ１

等，这些基因对于拷贝数量变化的检测目前国际上

还是相当缺乏，而我们的检测中没有得到阳性结果

的原因，除了可能ＦＯＧ２基因拷贝数量变化不是发

生ＣＴＤ的机制外，还可能由于样本数量太少，检测

技术灵敏度和特异性不够强，所选择的区域中没有

拷贝数量变化等。因此，依然需要更大样本，更多中

心的研究来加强我们对圆锥动脉干发育畸形拷贝数

量变化情况的认识。

２０１１年，Ｔａｎ等
［１３］通过对ＦＯＧ２基因与 ＴＯＦ

发生的特异性和敏感度分析显示，虽然其灵敏度不
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高，但有较高的特异性，据此可以为ＦＯＧ２基因在

ＴＯＦ的产前诊断和基因治疗提供依据。ＦＯＧ２基

因是心脏发育过程中较早表达的转录因子，与ＧＡ

ＴＡ４相互作用贯穿心脏发育的全过程，在心脏的发

育中发挥重要的作用。该基因发生变异将可能导致

先天性膈疝、法洛四联症（ＴＯＦ）或双右室流出道

（ＤＯＲＶ），对于妊娠期的妇女，特别是带有明显家族

史的妇女，通过抽取产前绒毛组织或羊水，进行

ＦＯＧ２基因筛查，结合胎儿超声心动图的检查，提早

发现心脏发育异常的胎儿，争取早期治疗和终止妊

娠的机会，减轻家庭负担和社会负担。
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