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5 例原发性痛风患者 H P R T 基因的克隆和序列分析
`

周 勤
,

薛爱群
,

陈东红
,

魏祥东
,

叶长明
(中山大学生物工程中心 // 基因工程教育部重点实验室

,

广东 广州 51 02 75 )

摘 要 : 原发性痛风是先天性嚷吟代谢缺陷症
,

与嗦吟代谢相关酶次黄嗓吟
一

鸟嗓吟磷酸核糖转移酶 (班
,

RT
,

E c 2
.

4
.

2
.

8)
、

磷酸核糖焦磷酸合成酶 ( PR S )等缺陷有关
。

克隆了正常中国人和 4 个中国原发性痛风家族 5 位患者

的 l l P R I
,

基因
,

序列分析表明
,

正常中国人及 (远哭 5 患者的 I任叹T 编码区序列与报道的序列 ( (尧 n e
B田正 登录号

州巳创 34 ) 完全一致
,

而在 3个中国痛风家族 4 位患者的 1护RT 基因编码区中共发现 n 个新突变
,

包括 3个向义突

变
、

1个无义突变和 7 个错义突变
。

这是关于中国大陆原发性痛风患者 H PR I
,

基因突变的首次报道
。
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痛风是一种嗓吟代谢紊乱综合症
,

主要是因体

内嗓吟生成过多导致代谢终产物尿酸在体内堆积所

致
,

临床上 主要表现为高尿酸血症
、

发作性关节

炎
、

关节变形
、 ’

肾脏损害
、

痛风结节等
。

痛风分为

原发性痛风和继发性痛风
,

原发性痛风是指由于先

天性代谢缺陷所致的痛风
,

其遗传方式因病因不同

而异
。

次黄嗓吟
一
鸟嚓吟磷酸核糖转移酶 (川艰 T )

和磷酸核糖焦磷酸合成酶 ( PR S ) 缺陷引起的痛风

按 X 染色体连锁隐性遗传
,

葡萄糖
一

6
一

磷酸酶活力

缺乏按常染色体隐性遗传
,

而谷胧甘肤还原酶的变

异则按常染色体显性遗传
,

有些病因未明的高尿酸

血症可能是常染色体多基因显性遗传
〔̀ J

。

近年来
,

对痛风的研究热点逐渐集中到 HP RT

和 】〕 RS 的突变研究上
,

已报道了 27 1 个病例 H PRT

基因的 2 18 个突变位点匡
6 ]

。

中国内地痛风患者

H l〕 Rl
,

基因突变情况未见报道
。

我们从 199 9 年开始

痛风的分子生物学研究
,

首先克隆分析了 1个原发

性痛风家族的 】〕RS I 和 1
,
R S Z 基 因

,

但发现克隆的
P RS I 有多处无义突变

,

认为是假基因
,

而 P RS Z 与

正常人及国外报道的序列完全一致
,

看来该家族痛

风的病因不是 PRs 突变引起川
。

本文报道 5 例原发

性痛风患者 HP RT 基因的克隆和序列分析结果
。

(均有家族史
,

疑为原发性痛风患者 )
。

CP R 引物
。

根据 eG en B田 I k 序列 ( M 264 34) 和

Y ama da
等8[] 的研究设计 8 对引物

,

由上海生物工

程公司合成
。

8对引物分别位于 谊RNA 非编码区和

内含子中
,

以扩增相应的 9 个外显子及部分内含子

序列
,

其中第 7
、

8 外显子由 1对引物扩增
。

Taq DN A 聚合酶
、

沁EM
一

T E as y 载体
、

CP R 产

物回收和质粒提取试剂盒购自 P or l n e g a
公司 ; 限制

性内切酶均购自华美生物工程公司
。

1 2 3 4 5 6 7 8 9

蛋自自踌l 下t 翻「箕翌
图 l 人 班

,

RT基因结构和设计引物所在位置

iF g
.

1 S tn lc h l此 of 】1 P R’ 1
,

ge ne ax l(
1 loc a t i

ons of hte 咒R 西me rs

(黑框为外显子
,

划双线为内含子
,

两端为
11〕
RN A非编码区

,

箭头所示 8 对引物 )

1 材料与方法

1
.

1 材 料

正常人外周血样品
,

取自本实验室 2个健康 自

愿者
,

痛风患者血样取 自广州铁路医院就诊的病人

1
.

2 方 法

CP R 及其产物的克隆
。

按常规方法 制备人外

周血样品 D
NA

。

CP R 反应体系为基因组 DNA 】oo

gn
,

Z U
aaT

DN A 聚合酶
,

20 p ll l o l 引物
,

5 拌L 10
义

B
uffe

r ,

8 拜L 1
.

25 m ol/ L dN TP
,

反应体积 50 拜L
。

扩

增产物回收按试剂盒说明书进行
。

将回收 的 PC R

产物与 洲; E M
一

T E asy 载体 16 ℃ 连接过夜
,

转化

E
.

co il oT P’0 菌株
。

从含有 Ip T〔; / x
一

酬 的氨节青霉

素的平板上挑选白色菌落
,

按常规方法提取质粒
。

重组克隆鉴定和克隆片段分析
。

按常规方法提
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质粒
,

采用 及
口 R注单酶切和双酶切法进行鉴定

。

将经酶切电泳鉴定后的重组质粒在本室或送至上海

基康生物工程公司测定克隆片段序列
,

并用 DNas is

软件和 段
1 1e b a xlk 之 lB as t 工具进行序列同源性分

析
。

2 结果与讨论

2
.

1 CP R 扩增产物

正常中国人和五例痛风患者基因组 D刊人 经

CP R 扩增均得到 8条与设计大小相当的 DN A 片段
,

见图 2
。

b P a b e d e f 9 h i

000000750500250100

图 3 重组质粒 及
。
R 工酶切鉴定电泳结果

iF g
.

3 cE
O
R 工 id ge ist ons an d a gan 犯 e ge l ele

c ot p h
o
o is s

:

ND A 相对分子质量标准 ; b : p E x ONI
;

二 pE X ONZ
; d

: PEX ON3 ; e : p EX ON4 ;

: pXE 〔〕N S ; :g x〕E x 〔)N6 ; h
: p Ex 0 N7 8/ ; i : pXE OgN

曰̀八曰气ún,ù勺,̀l

图 2 正常中国人和痛风患者 1 lP R’ f基因外显子扩增结果

f’i g
.

2

a

b

A g出 1〕哭 罗 1
e
l
e e

的p ho er
s is 证咒R 卿d

u e st

:
D NA 相对分子质量标准 ;

exo
n
l ; e :

ex
l〕n

Z ; d

ex
o l巧 ; g : e x o n

6 ; h

:

exo n3 ; :e e
xo 解 ;

: e x o n 7 /8 ; :1 e x o
gn

2
.

2 序列分析

DN A 测序表明
,

正常中国人 和 痛风 患者的

HP RT 基因 9 个外显子的 8个扩增片段 (外显子 7
、

8 在一个片段上 )
,

长度分别为 6 27
,

3 88
,

1 05 9
,

3 34
,

2 52
,

科 l
,

4 9 9
,

1 2 15 b p
,

与设计相符
。

正常

中国人和 Cas es 患者 11PR I
,

基因外显子编码区序列

与国外正常人的同源性为 100 %
,

而来 自另 3 个痛

风家族的 4 位患者 HP RT 基因外显子编码区序列突

变情况各不相同
。

结果总结如表 1
。

表 l 中国人原发性痛风患者 I砰叹T 基因突变情况

J hb
.

1 M
u
att iosn of l任

.

RT 罗 n e i n C h i
n e se 州 m娜 即 u t p at ie nt s

病倒 碱基突变类型和位点 氨基酸变异 酶二级结构变化

C as e l
嘶~ 瑞

ha ~ 场
踢

,

~ 场
,

蝙~ 鲡
C

a s e Z 几
53

~ 几
53

/凡54 ~ 几54

飞一场

无

卜62 ~ P
162

1T 68 ~ A
168

D 185 ~ R 、

A
192 ~ 1T 85

a 一

螺旋增加

几74 ~ 凡74

ha ~ 际
毛54 一几二

J

与
9

~ 场
猛 ~ 氨

Q 一 螺旋增加

卷曲螺旋增加

与
7

~ 终止密码

a 一 螺旋减少

a 一 螺旋减少

无一无

C as e 3

Cas 以 矶
16

~ 从
16

从表 1可知
,

在所测 4 个痛风家族的 5 例患者

中
,

3 个家族 4 例患者在编码区共发生 了 n 处突

变
,

均为碱基替代突变
,

其中 3 个同义突变
,

1个

是无义突变
,

8 错义突变
,

这些与国外报道的突变

不同川
,

与来自中国台湾所报道 的 111
〕
R l

,

基因突变

也不同图
。

第 3 家族 c as e3 (母亲 ) 和 c as 科 (儿子 )

在外显子 9 上 有不同的突变
,

母亲可能是个杂合

子
,

在两条 X 染色体上可能均有不同的突变发生
,

并将其中带突变的染色体遗传给儿子
,

符合痛风伴
X 染色体隐性遗传规律

。

痛风家族 4 的患者 ( Cas es ) H PR T 基因无任何

突变发生
,

说明此患者病因并非由于 HP RT 基因突

变
,

而可能是由于其他基因突变
。

为了保证所测各外显子片段序列的正确性
,

避

免由于 CP R 扩增
、

紫外检测
、

测序本身所引发的

碱基错配
,

真实反映患者基因突变情况
,

对每例病

人每个外显子都是随机取 2 个重组克隆进行测序
,

同时采取 CP R 产物直接测序与之相对照
,

测序结

果一致
,

说明从痛风患者中获得有点突变是真实

的
。
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迄今为止
,

与人类遗传疾病相关的 扣限T 基因

突变有来自 27 1 个病例的 2 18 种不同突变被报道
,

从外显子 1 到 9 都有突变发生 .a[ ,1
,

说明了 扣艰T

基因突变的多态性和复杂性
。

在我们对基因组

DN A进行扩增时
,

还获得了部分内含子序列 (资

料未显示 )
,

不论正常中国人还是痛风患者在内含

子区域与国外所发表序列相比都有多位点变化
,

包

括碱基替代
、

插人
、

缺失
,

其中一个突变恰在 ex
-

on9 之 5’ 剪接位点 G 之后
,

即由人
1期~ 嘶 ,

,

可能

对 NR A 的剪接
、

转录
、

翻译有影响
,

这在以前有

过类似报道 s1t
。

Hp RI
,

基因突变的性质
、

位点与疾

病型
、

种群的内在联系尚不能得出
。

如果我们积累

了足够数量的突变数据
,

归纳出一些规律性的突

变
,

将为痛风的基因诊断提供方便
。

在目前情况

下
,

采取 CP R或 RT
一 PCR

、

DNA 测序
、

酶活分析

等分子生物学检测与临床观察相结合对原发性痛风

进行诊断
,

是较为可靠的选择
。

〔3 ]

[ 5〕

〔6〕

[7 ]
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