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肝豆状核变性中医证型与
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基因突变的

相关性研究
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$郑明翠!

$吴丽敏&
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$杨文明#

摘要$目的$探讨肝豆状核变性"

L?M7N1.?DNBF-.7O P?8?D?O7NB1D

#

QR<

$不同中医证型与
I*J%K

基

因突变位点之间的关系% 方法$

#"#

例
QR<

患者中医辨证分型为痰瘀互结证&湿热内蕴证&脾肾阳虚证&肝

肾阴虚证&肝气郁结证及其他证型#采用
S7D8?O

测序法行基因突变位点检测#并分析中医证型与突变位点

的关系% 结果$

#"#

例
QR<

患者中#痰瘀互结证是最常见中医证型'

I*J%K

基因突变最常见的外显子为

$

#

#&

#

!

#

I*J%K

基因的基因型及等位基因在
QR<

不同中医证型的分布中无差异"

J T"

!

"5

$#性别不能造

成遗传差异"

J T"

!

"5

$#而不同中医证型与突变外显子之间存在差异"

!

!

U!V

!

5%

#

J W"

!

"5

$'痰瘀互结证

与外显子
!

呈正相关"

J W"

!

"5

$#湿热内蕴证与外显子
$

#

!

呈负相关"

J W"

!

"5

#

J W"

!

"#

$% 结论$

QR<

患者中医证型与突变外显子有一定的相关性#可为
QR<

患者的中医辨证提供客观化依据%

关键词$肝豆状核变性'

I*J%K

基因' 中医证型' 相关性'
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$

QR<

&

M7NB?DNX 2
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#
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!
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!
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#

L?7N 7FF-A-.7NB1D X/DPO1A?

!
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#
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#
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!
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#
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!
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#
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N/M?2 *L? A1XN F1AA1D A-N7NB1D ?91DX C?O? $

!

#&

!
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%
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A?PBFBD?

%

F1OO?.7NB1D

%
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$$肝豆状核变性$

L?M7N1.?DNBF-.7O P?8?D?O7NB1D

!

QR<

&又称威尔逊病$

+B.X1D

%

X PBX?7X?

!

+<

&!是由

于致病基因
I*J%K

突变引起的常染色体隐性单基因

遗传铜代谢障碍疾病! 临床上表现为锥体外系'肝脏

损害'角膜$

a7/X?O

#

].?BXFL?O

!

a

#

]

&环等症状(

#

!

!

)

*

QR<

在全世界的发病率为
#H&" """

&

#H#"" """

!携

带者约为
#HV"

(

#

)

* 由于
I*J%K

基因突变位点种类

繁多!到目前为止与中医证型的关系未有明确报道!证

候的差异性来自于遗传与环境共同作用(

&

)

!中医证型

具有特定的基因组学基础!近些年关于中医证型与基

因突变位点的相关性研究成为中医学术领域研究热

点* 本研究拟探讨五种常见中医证型与
I*J%K

基因

突变位点之间是否存在一定的相关性! 有助于临床中

医证型与相关客观化指标的研究!为进一步指导治疗

QR<

提供一定的试验依据*

资料与方法

#

$诊断及辨证分型标准$西医诊断标准#

QR<

诊断按照文献(

4

)标准* $

#

&肝病史'肝病征或锥体外

系表现%$

!

&血清铜蓝蛋白显著降低和$或&肝铜增加#

血清铜蓝蛋白
W!"" A8HR

!尤其是
W$" A8HR

或血铜

氧化酶
W "

!

!

活力单位
HR

%肝铜
T !5" "8H8

肝干重%

$

&

&角膜
a

#

]

环%$

4

&阳性家族史#同胞有
Q<R

病患

者或死于原因不明的肝病* 符合$

#

&'$

!

&'$

&

&或$

#

&

$

!

&$

4

&可确诊
Q<R

病%符合$

#

&'$

&

&'$

4

&为很可能

为典型
Q<R

病%符合$

!

&'$

&

&'$

4

&为很可能为症状

前
Q<R

病%如具有
4

条中的
!

条则可能为
Q<R

病*

中医辨证分型标准根据+肝豆状核变性诊疗方案,

(

5

)

及+肝豆状核变性中医临床路径,

(

6

)辨证标准* 分为

湿热内蕴证'痰瘀互结证'肝气郁结证'肝肾阴亏证'脾

肾阳虚证以及其他证型* 中医证候积分的证候要素制

定参照+中华人民共和国国家标准#中医临床诊疗术

语"证候部分,

(

%

)和+中医诊断学,

(

$

)

!共包括
##

个

证候要素!分别为#痰湿'火热'气郁'血瘀'气虚'血虚'

肾阴虚'肾阳虚'阳亢'肝阴虚'脾阳虚* 各项目所得积

分值相加即为该证候要素的积分$最高分为
&"

分&!

积分
!%

分为该证候诊断成立*

!

$纳入及排除标准$纳入标准#$

#

&符合上述诊

断标准及辨证分型的患者%$

!

&年龄
#" b 55

岁%$

&

&

I*J%K

基因检测出突变位点的患者%$

4

&签署知情同

意书者* 排除标准#$

#

&合并严重心血管及呼吸系统

疾病或其他严重疾病者%$

!

&存在认知障碍及严重焦

虑'抑郁的患者% $

&

&不能配合及各种原因拒绝参

与者*

&

$一般资料$收集
!"#6

年
6

月-

!"#%

年
V

月

在安徽中医药大学第一附属医院脑病中心诊断为

QR<

的住院患者
#"$

例* 其中男性
%"

例!年龄
#"

&

4V

岁!平均$

#V

!

46

'

V

!

$5

&岁%女性
&$

例!年龄
#"

&

55

岁!平均$

!#

!

5"

'

#"

!

44

&岁* 本试验通过安徽中

医药大学第一附属医院医学伦理委员会审核$审批

号#

!"#6IQRR

#

"5

&*

4

$基因突变位点检测及方法$根据上述诊断及

辨证标准!将
#"$

例患者进行辨证分型%采用
S7D8?O

测序法对
#"$

例患者进行基因突变位点检测* 由贝

康医疗有限公司协助检测*

5

$统计学方法$采用
SJSS !&

!

"

统计软件分

析!一般资料采用描述性分析!

I*J%K

基因的基因型

及等位基因与中医证型的关系和中医证型及性别与突

变外显子的行(列双向无序资料采用
!

!检验及
]BXL

#

?O

确切概率法!对中医证型与
I*J%K

基因外显子及

氨基酸改变相关性的回归分析以常见中医证型是否痰

瘀互结证!是否湿热内蕴证!是否肝气郁结证!是否肝

肾阴虚证!是否脾肾阳虚证等依次作为因变量!是该型

的赋值为
#

!非该型的赋值为
"

* 将突变外显子及氨基

酸设置成虚拟变量作为自变量* 采用二元
R18BXNBF

回归分析!选入或剔除变量的标准为
#U "

!

"5

*

J W

"

!

"5

为差异有统计学意义*

结$$果

#

$

QR<

患者一般情况及中医证型分布$共收集

#"$

例患者!其中
%

例未检测到突变位点!实际发现突

变位点的患者
#"#

例* 年龄
#" b55

岁!平均$

#V

!

V"

'

V

!

V5

&岁!男性
66

例!女性
&5

例%痰瘀互结证
&4

例

$

&&

!

%c

&!湿热内蕴证
&"

例$

!V

!

%c

&!肝肾阴虚证

#6

例$

#5

!

$c

&!脾肾阳虚证
#"

例$

#"

!

"c

&!肝气郁

结证
6

例$

5

!

Vc

&!其他证型
5

例$

4

!

Vc

&*

!

$

QR<

患者基因突变情况 $表
#

!图
#

"

&

&

纳入的
#"#

例患者中!其中
##

例患者只检测出

#

个突变位点%

$&

例患者检测出
!

个突变位点!其中

纯合突变
#4

例$

#%

!

!$c

&!余为复合杂合突变%

%

例

患者检测出
&

个突变位点* 不同的突变位点多集中于

第
!

!

#4

!

#$

外显子*
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表
#

#

QR<

患者
I*J%K

基因突变性质及类型$$例&

突变位

点个数
例数

突变性质

杂合

突变

纯和

突变

突变类型

错义

突变

移码

突变

错义移

码突变

其他

类型

# ## ##

-

$ !

-

#

! $& 6V #4 %!

-

V !

& % %

-

4

-

&

-

图
#

#

I*J%K

基因
!#

个外显子上突变核苷酸位点

图
!

#突变位点在
I*J%K

基因
!#

个外显子中的分布

#"#

例
QR<

患者中
5"

!

5c

$

5#H #"#

&的患者在

第
$

外显子检测出突变位点!其中
V!

!

!c

$

4%H5#

&的

氨基酸改变在
M2IO8%%$R?-

!突变位点在
F

!

!&&&Z T

*

%

!4

!

$c

$

!5H#"#

&的患者在第
#&

号外显子检测出

突变位点!其中
$4c

$

!#H !5

& 的氨基酸改变为

M2JO1VV!R?-

!突变核苷酸位点在
F

!

!V%5' T *

%

#%

!

$c

$

#$H#"#

&患者在第
!

外显子检测出突变位点!

图
&

#突变氨基酸位点在
5

个外显子中的分布

其 中
&$

!

Vc

$

%H#$

& 的 氨 基 酸 改 变 在
M2

Z./&%V'/X

!突变核苷酸位点
F

!

##&5Z T *

%

#5

!

$c

$

#6H#"#

&在外显子
#$

检测出突变位点!其中
!5c

$

4H#6

&的氨基酸改变在
M2 IXD#!%"S?O

!突变核苷

酸位点为
F

!

&$V"I T Z

%

#"

!

Vc

$

##H#"#

&患者突变

位点在
##

外显子!其中
$#

!

$c

$

VH##

&的氨基酸改

变在
M2I.7$%407.

!突变核苷酸位点为
F

!

!6!#' T

*

%

$

!

Vc

$

VH#"#

&患者突变位点在外显子
#6

!

6

!

Vc

$

%H#"#

&在外显子
#!

!

5

!

Vc

$

6H#"#

&在
#V

外显子!

5

!

"c

$

5H#"#

& 分别在
#4

与
#V

外显子!

4

!

"c

$

4H#"#

&在
#5

'

#%

'

!"

外显子!

#

'

4

'

5

'

V

未检测出突

变位点*

&

$

I*J%K

基因的基因型及等位基因在
QR<

不

同中医证型的分布$表
!

&$因
QR<

患者为
I*J%K

基因突变导致!所以选取的患者中未出现
II

型$无突

变纯合子&!统计时将
II

型与
I7

型$突变杂合子&合

并在一起分析* 结果显示各证型
I*J%K

基因型及等

位基因频率比较!差异无统计学意义 $

!

!

U V

!

4#

!

V

!

"&

!

J T"

!

"5

&*

表
!

#

QR<

各证型
I*J%K

基因型及等位基因

频率比较$(例$

c

&)

中医证型 例数
基因型

II dI7 77

等位基因

I 7

痰瘀互结
&4 5

$

#4

)

%

&

!V

$

$5

)

&

&

5

$

%

)

4

&

6&

$

V!

)

6

&

湿热内蕴
&" #

$

&

)

&

&

!V

$

V6

)

%

&

#

$

#

)

%

&

5V

$

V$

)

&

&

肝肾阴虚
#6 "

$

"

)

"

&

#6

$

#""

)

"

&

"

$

"

)

"

&

&!

$

#""

)

"

&

脾肾阳虚
#" !

$

!"

)

"

&

$

$

$"

)

"

&

!

$

#"

)

"

&

#$

$

V"

)

"

&

肝气郁结
6 #

$

#6

)

%

&

5

$

$&

)

&

&

#

$

$

)

4

&

##

$

V#

)

6

&

其他证型
5 !

$

4"

)

"

&

&

$

6"

)

"

&

!

$

!"

)

"

&

$

$

$"

)

"

&

4

$

QR<

不同性别及各中医证型突变外显子的分

布$表
&

'

4

&$纳入的
#"#

例患者中!男性
66

例!女性

&5

例! 男性和女性突变外显子分布比较!差异无统计

学意义$

!

!

U#

!

!V

!

J T"

!

"5

&* 各中医证型突变外显

子分布比较差异有统计学意义 $

!

!

U !V

!

5%

!

J W

"

!

"5

&*
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表
&

#

QR<

不同性别中突变外显子的分布$$例&

性别
外显子

! $ ## #&

其他

男性
V !" ## #5 ##

女性
6 #& 6 6 4

表
4

#

QR<

不同中医证型中突变外显子的分布$$例&

中医证型
外显子

! $ ## #&

其他

痰瘀互结
4 #% 4 & 6

湿热内蕴
4 5 % #! !

肝肾阴虚
4 & ! & 4

脾肾阳虚
" 5 & # #

肝气郁结
& # # # "

其他证型
" ! " # !

5

$

QR<

中医证型与突变外显子及氨基酸回归分

析$表
5

&$外显子
!

与痰瘀互结证呈正相关$

G_ U

6

!

"!#

!

J W"

!

"5

&%外显子
$

及
!

与湿热内蕴证患者

呈负相关$

G_ U"

!

#%5

!

J W"

!

"5

!

G_ U"

!

#46

!

J W

"

!

"#

&* 中医证型与突变氨基酸无相关性*

表
5

#痰瘀互结证'湿热内蕴证与外显子的

二分类
R18BXNBF

回归分析

中医证型 变量
$ S@ +7.P PY J G_ V5c')

痰瘀互结 外显子
! #

)

%V5 "

)

%#% 6

)

!%6 # "

)

"#! 6

)

"!#

(

#

)

4%$

"

!4

)

5!5

)

湿热内蕴 外显子
$

"

#

)

%4# "

)

%%V 4

)

VV6 # "

)

"!5 "

)

#%5

(

"

)

"&$

"

"

)

$"%

)

外显子
!

"

#

)

V!& "

)

66! $

)

45! # "

)

""4 "

)

#46

(

"

)

"4"

"

"

)

5&4

)

讨$$论

中医古文献未有对本病的明确记载!但根据临床

症状表现不同!中医学将本病归属于.肝风/'.颤病/'

.痉病/'.癫狂/'.黄疸/'.积聚/'. 臌胀/等范畴*

现代医学发现!

QR<

是一种常染色体隐性单基因遗传

病!因此先天禀赋不足!肾中精气匮乏与本病的发生发

展息息相关* 肾为先天之本!+素问"上古天真论,

曰#.肾者主水!受五脏六腑之精而藏也/%+灵枢"本

神,曰#.肾藏精!精舍志/%肾藏精!精生髓舍志%先天

肾精亏虚!以致髓海不足* 颤病及痉病在现代医学中

多因大脑锥体外系病变引起的症状!临床中本病典型

症状多见于锥体系及锥体外系症状合并有肝脏损害症

状* 我国该病较多见!主要发病人群是儿童和青少年!

且常隐匿起病!临床表现多样!很容易被误诊!通过基

因检测可早期进行确诊!此病是少有的在发病早期可

用药物进行干预治疗的遗传疾病!但由于西药螯合剂

等长期治疗不良反应明显!因此!中医药行排铜治疗占

有一定的优势(

V

)

* 前期对
QR<

患者中医证候规律及

病因病机研究较为详细!为中医药治疗奠定了一定的

基础(

#"

)

* 而近年来有不少学者在基因水平上对证的

实质作了研究!因此探索中医证候与基因突变位点的

相关性!有助于为
QR<

患者的中医辨证提供依据!更

加客观化'定量化地认识中医证候本质(

##

)

*

研究
#"#

例患者中医证型分布情况!发现痰瘀互

结证占
&&

!

%c

!湿热内蕴证占
!V

!

%c

!这与课题组前

期研究(

#"

)结果一致!临床中以痰瘀互结'湿热内蕴'肝

气郁结'肝肾阴虚'脾肾阳虚五种证型常见!但其研究

中痰瘀互结证占全部病例的
66

!

%c

!这可能是选取样

本量大小造成的差异*

I*J%K

基因由
!#

个外显子

和
!"

个内含子组成!编码一种由
#465

个氨基酸组成

的细胞内蛋白质!称为铜转运
J

#型
I*J

酶(

#!

)

* 本研

究中患者基因突变位点显示#$

#

&患者至少存在一个

I*J%K

基因突变位点!且检测出最多的在外显子第

$

!

#&

!

!

!

#$

号!分别占据总人数的
5"

!

5c

!

!4

!

$c

!

#%

!

$c

!

#5

!

$c

!而外显子
#

!

4

!

5

!

V

未检测出突变位

点%$

!

&其次常见的氨基酸位点改变分别是第
$

号外

显子
M2IO8%%$R?-

!第
#&

号外显子
M2JO1VV!R?-

!第

##

号 外 显 子
M2 I.7$%407.

! 第
!

号 外 显 子

M2 Z./&%V'/X

!此结果证实了国内最常见的突变位点

为第
$

号外显子
M2IO8%%$R?-

(

#&

)

!而
#$

号外显子上

存在
#"

个不同的突变位点!提示了第
#$

号氨基酸的

突变位点多变且复杂!而其原因需要进一步研究%$

&

&

突变类型以错义突变为主!约占
$&c

!移码突变约

#5c

!其中
!!c

的患者存在转录终止或翻译中止!有

研究对
QR<

患者突变类型进行分析!发现
64

!

Vc

的

患者为错义突变!与本研究结果一致(

#4

)

*

本研究
#"$

例符合诊断标准的患者中!其中
%

例

患者未检测出突变位点!

##

例患者只检测出一个突变

位点* 对这些患者病例进行分析!依据
QR<

诊断标

准!发现#$

#

&未检测出突变位点的患者可确诊
!

例!

临床症状表现典型!且其中
#

例由于肝硬化失代偿期

出现三系减少等症状行切牌手术!余
4

例可能为
QR<

患者!表现为肝功能或锥体外症状!以及异常的铜生化

指标% $

!

&

##

例一个突变位点的患者中! 发现

%

$

64c

&例患者可确诊为
QR<

患者!临床症状典型!

其中
#

例患者由于肝硬化失代偿期出现三系减少等症

状行切牌手术!

#

例患者在第
#V

号外显子上存在点突

变
F

!

&V"4

#

!I TZ

!未出现氨基酸改变!但其出现典型

的临床表现肝功能'铜生化异常及角膜
a

#

]

环$

d

&!

且因腹水行肝移植手术!术后
5

个月左右出现走路不

稳及言语不清等锥体外系表现*
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%

"%&)##"

由于
QR<

是一种常染色体隐性单基因遗传病!当

同时检测出两个等位基因才会发病!而上述
V

位患者

是不符合检测结果却出现典型临床表现!推测原因为#

$

#

&

S7D8?O

测序法仅对
!#

个外显子进行检测!这就

导致当突变位点存在于外显子以外的基因序列时!则

不能被检测%$

!

&有研究指出患者表现型是由特定基

因型决定的!则
S7D8?O

测序法对候选基因内的突变

检测是非常有效的!但
+<

基因突变具有很大的遗传

异质性!种族差异'环境'人体铜耐受及遗传因素等都

会影响基因突变(

#5

!

#6

)

%$

&

&

S7D8?O

测序法只能在聚

合酶链式反应$

J1./A?O7X? 'L7BD _?7FNB1D

!

J'_

&

扩增后才可进行直接或克隆测序!通过电泳分离出不

同的碱基序列!逐段测序进行分析!无法完成全基因组

的分析(

#%

)

%$

4

&也有学者提出
S7D8?O

测序不能检测

出大片段重复和缺失!临床中当患者只检测出一个突

变位点但却有很典型的临床表现时!需要进行完整的

基因测序(

#$

)

* 因此!高通量测序可以考虑对
QR<

患

者进行突变位点检测以减低假阳性结果!提高
+<

基

因诊断的准确性*

近年来!中医证型与基因的相关性及
QR<

中医证

型与临床指标'表型等研究日益增多!而
QR<

中医证

型与基因突变的相关性研究鲜有报道* 本研究结果指

出不同中医证型之间的突变外显子有差异 $

!

!

U

!V

!

5%

!

J W"

!

"5

&!而不同性别之间各突变外显子无

差异$

!

!

U#

!

!V

!

J T"

!

"5

&!即性别差异不造成
QR<

患者遗传差异* 在不同中医证型中!

I*J%K

基因的基

因型及等位基因频率的分布无差异$

!

!

U V

!

4#

!

!

!

U

V

!

"&

!

J T "

!

"5

&* 杜益刚等(

#V

)研究肝肾阴虚证'气

血两虚证及湿热内蕴证三种证型与
QR<

基因高频突

变位点的关系! 结果指出第
$

号外显子上
M2

IO8%%$R?-

点突变与肝肾阴虚存在显著的相关性*

造成各医家研究结果差异可能的原因是#$

#

&目前为

止!已有
%""

多种
I*J%K

基因突变引起不同的临床

表现(

#4

)

!由于突变位点繁多!具有很大的表型变异!给

临床上确定临床表型及相关性带来一定的困难%$

!

&

QR<

患者基因位点多为复合杂合突变!也给确定基因

型与表型带来一定的影响%$

&

&即使是在
I*J%K

基因

同一个功能区的氨基酸突变也会导致不同的致病性!

突变在分子水平表现多样!引起突变体在转运体内铜

时出现稳定性'位置'催化及运输的显著不同(

!"

)

* 本

研究发现!痰瘀互结证患者中与
!

号外显子具有相关

性$

G_ U6

!

"!#

&!而对于湿热内蕴患者!与第
$

及
!

号外显子具有相关性$

G_ U"

!

#%5

!

G_ U"

!

#46

&!未

发现两种证型与氨基酸突变的关系*

I*J%K

基因包含
6

个金属离子结合域$

A?N7.

#

=BDPBD8 P1A7BDX

!

,K<X

&!

$

个不连续的横跨膜离

子通道!以及
I*J

结合域$

I*J

#

=BDPBD8 P1A7BD

!

3

#

P1A7BD

&!磷酸化域 $

ML1XML1O/.7NB1D P1A7BD

!

J

#

P1A7BD

&和磷酸酶域$

ML1XML7N7X? P1A7BD

!

I

#

P1

#

A7BD

&

(

!#

)

!其中外显子
!

可结合细胞质中游离的铜离

子即位于
3

端的
,K<X

(

#4

)

!外显子
$

可促进铜转运

位于横跨膜离子通道区域(

!!

)

* 有研究表明外显子
$

上的碱基突变可影响横跨膜的铜离子转运以及铜代谢

缺陷!且有显著的肝脏症状(

!&

"

!5

)

* 抗氧化蛋白
#

$

IDNB19BP7DN MO1N?BD #

!

IN19#

&将细胞质的铜离子

传递给
I*J%K

基因的
,K<X

!外显子
!

上的
,K<#

#

,K<4

!通过特殊的蛋白质相互作用及铜离子高亲和在

接收
IN19#

传递的铜离子(

!6

)

* 若外显子
!

突变则导致

,K<X

区域蛋白质空间结构改变引起铜离子不能与

I*J%K

结合!导致过多的铜滞留在细胞内* 痰瘀证候

是患者体内铜毒内聚长期演变而来!导致疾病后期病情

缠绵难愈!湿热内蕴即人体中湿热蕴于中焦脾胃及肝

胆!加之先天铜毒内聚损伤脾胃!健运功能受损!而外显

子
$

及
!

突变导致铜毒进一步积聚!使患者出现严重的

肝脏症状!伴随而来脑部及其他器官损害的表现*

中医证候是指机体在疾病发生发展过程中的某一

病理概括!通过对中医证候表现可重复性的量化分析!

将其基因组变异性与其基因表达组'蛋白组等差异性

进行关联!进而研究特定时刻单一基因组(

!%

)

* 本研究

结果显示中医证型与
I*J%K

基因外显子突变存在相

关性!痰瘀互结证与外显子
!

存在正相关!湿热内蕴证

与外显子
$

!

!

存在负相关!为肝豆状核变性患者的中医

辨证提供客观化依据* 目前!中医证候及其中医分型的

标准不一!证候之间相互组合繁杂!以致无法对研究结

果进行统一分析!而证候的规范化与标准化是建立中医

证候基因组学的前提*

I*J%K

基因的表达具有很大的

遗传异质性!这给中医证型与基因型的相关性研究带来

一定的困难!后期应选取大样本调查!并设置对照组!分

析基因位点等位基因突变频率!进一步研究其基因多态

性对中医证型是否有一定的影响!并深入研究突变位点

繁多且复杂的外显子的分子生物学结构及功能*

利益冲突#无*
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