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湖北汉族人群先天性巨结肠症内皮素受体 Ｂ
基因多态性与突变的研究
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　　摘要：目的　研究中国湖北汉族人群内皮素受体 －Ｂ（ＥＤＮＲＢ）基因的多态性与散发性先天性巨
结肠症发病的关系。方法　收集 １０４例散发性先天性巨结肠症患儿（病例组）及其中 ４２例（子代组）

的双亲（双亲组）血样，１２０例正常儿童作对照（对照组）。ＰＣＲＳＳＣＰ与 ＤＮＡ测序确定并比较 ＥＤＮＲＢ

基因外显子 ４的突变与多态性位点（ＳＮＰｓ）等位基因与基因型分布差异，分析 ｓＨＤ表型与 ＳＮＰｓ的关

联，传递不平衡检验（ＴＤＴ）分析 ３样本家系 ＳＮＰｓ的传递不平衡。结果　ＥＤＮＲＢ基因外显子 ４，检测

到 ｃ８３１Ｇ→ Ａ（Ｌ２７７Ｌ）多态性位点，未发现突变；病例组 ｃ８３１Ｇ→ Ａ位点的等位基因 Ａ频率

（６８％∶５３％）和纯合子 ＡＡ基因型频率（４９％∶３０％）均明显高于对照组（Ｐ ＜０．０１）；病例组等位基

因 Ａ频率明显高于双亲组（６８％∶５４％，Ｐ ＜０．０１）；短段型（ＳＳＡ）患者等位基因 Ａ频率明显高于长

段型（ＬＳＡ）患者（７６％∶６３％，Ｐ＜０．０５）；ＴＤＴ检验未发现亲子代间在 ｃ８３１Ｇ→Ａ（Ｌ２７７Ｌ）位点存在

传递不平衡。结论　 中国湖北汉族人群 ＥＤＮＲＢ多态性与散发性先天性巨结肠症发病关系密切，尤其

与短段型表型 关系密切。
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　　先天性巨结肠症（ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇｄｉｓｅａｓｅ，ＨＤ）是肠
道末端神经节细胞完全缺如的常见的先天性消化

道畸形，系胚胎期神经嵴细胞迁移障碍所致。目前

多认为遗传背景的差异与 ＨＤ的发病关系更密切。
其中散发性巨结肠（ｓｐｏｒａｄｉｃＨＤ，ｓＨＤ）占绝大多数。
受体酪氨酸激酶家族的 ＲＥＴ原癌基因和 Ｇ蛋白耦
联受体家族的内皮素受体 －Ｂ（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒＢ，
ＥＤＮＲＢ）基因参与的信号通路对胚胎期肠神经系统
的发育非常关键［１－２］。单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕ
ｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ，ＳＮＰｓ）作为第 ３代遗传标记，
更适于 ＨＤ多基因病的研究［３］。本研究检测 ＥＤ
ＮＲＢ基因外显子 ４的多态性与突变，为 ｓＨＤ病因探
讨、罹患风险评估提供依据。

１　资料与方法

１．１　临床病例分组
１．１．１　病例组　连续收集 ２００２年 １月—２００５年
９月武汉市协和医院、同济医院、儿童医院手术病理
证实的 ｓＨＤ１０４例，男∶女 ＝３．７∶１．０（８２／２２），中
位年龄 １４（２～１９２）个月。短段型（含国内分类中
常见型、短段型及超短段型）５６例，长段型 ３８例，
全结肠型 １０例。排除有 ＨＤ家族史或合并其他综
合征与肛肠畸形的患儿。

１．１．２　双亲组　同时收集 １０４例 ｓＨＤ患儿中的
４２例（子代组，短段型 ２７例，长段型 １５例）父、母
亲的血样标本，双亲均无 ＨＤ病史。
１．１．３　对照组　以同期体检正常儿童 １２０例作对
照（性别、年龄 １∶１或 １∶２匹配）。

以上 ３组均为湖北地区汉族人群。
１．２　实验方法
１．２．１　ＤＮＡ提取与聚合酶链反应（ＰＣＲ）　抽取外
周静脉血 ２．５ｍＬ，ＥＤＴＡＮａ２抗凝，改良盐析法提取
ＤＮＡ后溶于 ＴＥ缓冲液中，紫外光核酸检测仪检测
ＤＮＡ浓度与纯度，－２０℃保存。用 Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件
设计引物（由上海生物工程公司合成）。ＥＤＮＲＢ４
Ｆ链的引物为 ５′ＡＧＡＴＡＡＴＣＡＴＴＣＣＣＴＧＡＴＧＡ ３′；Ｒ

链的 引 物 为 ５′ＡＡＡＴＴＣＡＡＣＣＡＣＧＡＧＴＴＡＴＣ ３′。扩
增片段 ２９８ｂｐ。５０μＬＰＣＲ反应体系含 ＤＮＡ模板 ２

μＬ（５０～２００ｎｇ），ＭｇＣｌ２终浓度 ２．０ｍｍｏｌ／Ｌ，上、
下 游 引 物 终 浓 度 ０．１４μｍｏｌ／Ｌ，ｄＮＴＰ 终 浓 度
２００μｍｏｌ／Ｌ，ＰｆｕＤＮＡ聚 合酶 １μＬ（２Ｕ／μＬ）等。
ＰＣＲ循环条件为 ９５℃ 预 变 性 ５ｍｉｎ。进 入 循 环：
９５℃变性 ３０ｓ，５２℃退火 ４０ｓ，７２℃延伸 ３０ｓ；３５个
循环后，再 ７２℃延伸 １０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物以 ２％琼脂
糖凝胶电泳。

１．２．２　单链构象多态性（ＳＳＣＰ）分析及产物测序
　制备 ６％（４９∶１）非变性聚丙烯酰胺凝胶，含 ５％
甘油，２μＬＰＣＲ产物与 １０μＬＳＳＣＰ缓冲液混合后
９５℃变性 １０ｍｉｎ；冰浴骤冷后取 １０μＬ上样，４℃凝
胶电泳，１５０Ｖ电泳 １２ｈ后银染观察。对有异常条
带的 ＰＣＲ产物纯化后经 ＡＢＩＰｒｉｓｍ３１０测序仪测序。
重复 ＳＳＣＰ筛检，提高灵敏性。对测序结果存在重
叠峰而难准确判断的样本，将目的片段纯化后与 Ｔ
载体克隆后测序，即获得完整准确序列。

１．２．３　多态性／突变位点的判断标准及 ＢＬＡＳＴ软
件比对　参照国际 ＳＮＰｓ标准：病例组与对照组均
存在碱基改变，且等位基因的最低频率 ＞１％，则定
为 ＳＮＰｓ位 点，否 则 为 突 变 位 点。ＢＬＡＳＴ软 件 与
ＧｅｎｅＢａｎｋ收 录 的 ＥＤＮＲＢ 基 因 ｃＤＮＡ 序 列 （ＧＩ：
４５５７５４６）比对后确定碱基改变。
１．３　统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１１．５软件包对计数资料行 χ２检验及
Ｆｉｓｈｅｒ精 确 概 率 法，Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回 归 分 析 计 算 比 值 比
（ＯＲ）与 ９５％可信区间（ＣＩ）。Ｐ ＜０．０５为检验水
准。

２　结　果

２．１　ＰＣＲ产物的电泳结果
ＰＣＲ产物均显示单一亮带，且与正常对照的扩

增片段位置一致，均处于 Ｍａｒｋｅｒ所示的适当位置
（图 １）。表明所得 ＰＣＲ产物确为 ＥＤＮＲＢ基因第 ４
外显子片段，且扩增片段上无大片段的插入与缺失。
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２．２　ＳＳＣＰ银染结果
对 ３组的 ＰＣＲ产物进行 ＳＳＣＰ银染。结果发现，

病例组、双亲组与对照组均有 ３个单链条带，并构
成 ３种带型。提示存在多态性位点。重复试验得
相同结果（图 ２）。
２．３　ＤＮＡ测序与 ＢＬＡＳＴ比对结果

在病例组、双亲组及对照组中任选全部代表带

型的样本测序，经 ＢＬＡＳＴ比对后发现 １个多态性位
点，未 见 突 变 位 点；ＳＮＰｓ位 点 为 ｃ８３１ Ｇ ＞Ａ
（Ｌ２７７Ｌ），Ｇ→Ａ的碱基转换，属同义多态性位点
（图 ３Ａ～Ｃ）。
２．４　ＳＮＰｓ等位基因与基因型频率分布

所有样本符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡，反映样本有
群体代表性。由附表可见，病例组 ｃ８３１Ｇ→Ａ位点
的等位基因 Ａ和纯合子 ＡＡ基因型频率均明显高于
对照组（χ２＝８．５０１，Ｐ ＝０．００４；χ２＝１０．９４７，Ｐ
＝０．００１）；病例组等位基因 Ａ频率亦明显高于双
亲组（χ２＝７．８４３，Ｐ ＝０．００５）；短段型组等位基
因 Ａ频率不仅比病例组高，也明显高于长段型组
（χ２＝３．５４８，Ｐ ＝０．０４２），而长段型组与病例组
之间等位基因频率分布相近（Ｐ ＞０．０５）。经传递
不平衡（ＴＤＴ）检验，子代组与双亲组 ｃ８３１Ｇ→Ａ位
点不存在易感等位基因的优先传递。

　　Ｍ：标准分子质量 ＤＮＡ；１：正常对照；２：长段型患儿；

３：全结肠型患儿；４：空白对照；５：短段型患儿；６：该短段

型患儿的父亲

图 １　ＥＤＮＲＢ基因 ｅｘｏｎ４的 ＰＣＲ产物电泳结果

　　可见 ３种带型，分别为泳道 １，４～１０，２，３和 １２，１３。１１

未变性为对照；ａ，ｂ，ｃ为单链条带，ｄ为未变性完全的双链条

带

图 ２　ＥＤＮＲＢ基因 ｅｘｏｎ４的 ＳＳＣＰ分析

ａ：纯合子 ＡＡ ｂ：杂合子 ＡＧ ｃ：纯合子 ＧＧ
图 ３　ＥＤＮＲＢ基因 ｅｘｏｎ４的 ｃ８３１Ｇ＞Ａ（Ｌ２７７Ｌ）ＤＮＡ测序图

附表　ＥＤＮＲＢ基因 ｃ８３１Ｇ＞Ａ（Ｌ２７７Ｌ）多态位点的基

因型及等位基因分布

分组
基因型（ｎ）

ＡＡ ＡＧ ＧＧ

等位基因频率（％）

Ａ Ｇ

病例（ｎ＝１０４） ５１ ４０ １３１） ６８ ３２１），２）

对照（ｎ＝１２０） ３６ ５５ ２９ ５３ ４７
子代（ｎ＝４２） － － － ６３ ３７
双亲（ｎ＝４２） － － － ５４ ４６
短段型（ｎ＝５６） － － － ７６ ２４３）

长段型（ｎ＝３８） － － － ６３ ３７

　　注：１）与对照组比，Ｐ＜０．０１；２）与双亲组比，Ｐ＜０．０１；３）与长段

型组比，Ｐ＜０．０５

３　讨　论

由于 ＨＤ是一种多基因遗传病，其遗传背景在

发病中的作用更倍受关注。ＨＤ与 ＲＥＴ，ＥＤＮＲＢ，

ＧＤＮＦ，ＥＤＮ，ＳＯＸ１０和 ＮＴＮ等多种基因有关。研

究最多的是 ＲＥＴ基因，但其突变与多态性仅能解

释 ５０％的家族性 ＨＤ与 １５％ ～２０％的 ｓＨＤ。Ｈｏｓｏ

ｄａ等［４］通过体外杂交证实，ＥＤＮＲＢ基因缺失使实

验鼠产生巨结肠，引起的结肠损害为短段肠壁内

无神经节，比 ＲＥＴ基因缺失导致的全消化道无神

经节细胞及肾脏损害的模型更接近临床上的 ＨＤ；

０７６
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并且 ｓＨＤ以短段型最多见。因此，研究 ＥＤＮＲＢ基

因是探讨 ＨＤ发病的另一重要方向。

ＥＤＮＲＢ基因位于 １３ｑ２２，含 ７个外显子和 ６个

内含子，编码与 Ｇ蛋白耦联的跨膜受体蛋白，所介

导的信号通路对肠神经脊细胞的移行发育起重要

作用。ｓＨＤ患 者 ＥＤＮＲＢ基 因 突 变 率 达 ２．１％ ～

１０．７％，以短段型的突变率为更高［５］。突变受体

的作用可出现在多个环节：（１）有的不改变配、受

体间的亲和力，却使结合后钙内流的增加降低或

对腺苷酸环化酶活性的抑制作用降低，引起细胞

内信号传导受损；（２）有些突变受体的分布发生

改变，如近细胞核而在细胞膜上缺乏，与配体的结

合几率降低；（３）有些突变的受体与野生型具有

相同的亲和力和功能特性；（４）有些突变后与内

皮素 －１缺乏亲和性，减弱诱导钙内流与激活 ＡＰ

１通路的作用；（５）有些突变存在 Ｇａｌｐｈａｉ信号通路

缺陷，影 响 肠 管 神 经 元 细 胞 的 分 化 等［６－７］。ＥＤ

ＮＲＢ突变后的功能改变复杂，机制尚待深入研究。

查阅国外文献，不同种族、国家遗传背景可能

相异，表现为 ＥＤＮＲＢ基因突变或多态性相似又存

差异。该基因已发现的突变或多态性位点有 １９

种以上，外显子 ４为最多，亦无明显突变热点。但

８３１Ｇ／Ａ存在于亚、非种族中均见报道［８－１１］，而欧

美种族 中 尚 未 见 报 道。本 研究 也 证实 ｓＨＤ患 者

ｃ８３１Ｇ＞Ａ（Ｌ２７７Ｌ）多态位点的存在，并且 Ａ等

位基因频率（６８％）明显高于 Ｇ（３２％），提示 Ａ

为易感等位基因。进一步发现病例组 ＡＡ基因型

频率明显比正常人群高（４９．０％∶３０．０％）。关联

分析表明 ＡＡ基因型羁患风险比非 ＡＡ基因型增加

２．２倍（ＯＲ＝２．２，９５％ＣＩ１．３～３．９，Ｐ ＜０．０１）；

而正常人群 Ａ／Ｇ的分布相近。此结果与多数文献

一致［９－１１］。国内研究多认为 ８３１Ｇ→Ａ属于突变且

突变率很低［１２］，仅周妙妮等［８］认为是多态位点，但

Ａ等位基因频率极低。本研究与之的差异较大。

考虑可能与选择的实验条件不同从而影响敏感性

有关。本研究结果与台湾、香港地区的 ８３１Ｇ／Ａ结

果更为接近［１０－１１］，不同的是患者基因型 ＡＡ（４９．

０％）和等位基因 Ａ（６８％）的分布与正常人群差异

显著（Ｐ＜０．０５）。本研究还发现短段型组等位基

因 Ａ频率显著高于长段型组。提示 ｃ８３１Ｇ＞Ａ位

点与临床表型关系密切，并且 ＥＤＮＲＢ基因与短段型

ｓＨＤ发病更密切。临床上短段型占 ｓＨＤ比例高达

７５％。故认为对 ｃ８３１Ｇ＞Ａ位点在蛋白功能作用

的深入研究可能更具价值。

由上可见，ＳＮＰｓ对分析易感基因与疾病易感性

的关联强度，提供线索为进一步研究基因激活及影

响编码蛋白的功能活性方面确有重要价值。因此，

从多态性角度阐明 ｓＨＤ病因可能成为新的研究方

向。
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