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　　摘要：目的　检测中国散发先天性巨结肠症（ＨＤ）是否有 ＥＤＮＲＢ基因突变，以探讨 ＥＤＮＲＢ与
ＨＤ发生的关系。方法　提取 ３４例中国散发性 ＨＤ患儿手术切除的组织标本基因组 ＤＮＡ，聚合酶链

反应（ＰＣＲ）扩增 ＥＤＮＲＢ基因第 ３，４，６外显子，单链构象多态（ＳＳＣＰ）分析上述外显子是否有突变。

结果 　１３例短段型 ＨＤ中，２例有 ＥＤＮＲＢ基因突变；常见型及长段型未见 ＥＤＮＲＢ基因突变。结论　

中国散发短段型 ＨＤ有 ＥＤＮＲＢ基因突变，提示 ＥＤＮＲＢ基因与先天性巨结肠症的发生有关。
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　　先天性巨结肠症（Ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇ′ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＨＤ）
是小儿一种常见的消化道发育畸形。导致神经节

细胞发育停顿的病因至今仍不完全明了，目前认为

是多因素的共同影响，如病毒、毒素、药物、生物活

性因子及基因遗传因子等。各种因素可以作用于

神经节细胞发育的不同阶段。近年来发现内皮素

－Ｂ受体（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎＢｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＤＮＲＢ）对肠神经
系统发育起重要作用。ＥＤＮＲＢ之间的信号传递若
遭受到破坏将造 成无神经节细胞肠管的形成。本

　　收稿日期：２００３－０２－０７；　修订日期：２００３－１０－２０。

　　作者简介：段降龙（１９７０－），男，陕西西安人，西安交通大学第二医

院主治医师，博士研究生，主要从事肠道疾病方面的研究。

研究利用聚合酶链 反 应 －单 链构象 多态 （ＰＣＲ

ＳＳＣＰ）技术分析 ３４例中国散发 ＨＤＥＤＮＲＢ基因第

３，４，６外显子，了解是否有 ＥＤＮＲＢ基因突变及突

变位点。

１　材料与方法

１．１　临床资料

１９９９～２０００年经我科手术治疗并病理证实的

ＨＤ３４例。男 ２６例，女 ８例。年龄 ２８ｄ至 ５岁。

按 Ｒｏｍｅｏ分型标准，长段型（痉挛段超过结肠脾

曲）４例，常见型（痉挛段位于结肠脾曲至乙状结

肠之间）１７例，短段型（痉挛段位于直肠）１３例。
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全部病例均为散发性，近系亲属无 ＨＤ患者，无其

他伴发畸形。

１．２　标本来源

在上述 ３４例 ＨＤ患儿巨结肠根治术中，无菌条

件下从切除的直肠和结肠上留取狭窄段及扩张段

肠组织各 １ｃｍ ×１ｃｍ大小，用生理盐水冲洗干净

后液氮速冻置于无菌的 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，－８０℃ 保

存。同时取 １２例小儿正常直肠、乙状结肠组织作

对照。

１．３　基因组 ＤＮＡ的提取

ＰＢＳ冲洗组织标本，然后用眼科剪剪碎标本；加

蛋白酶 Ｋ消化液，混匀，５５℃ 过夜；分别加入等体

积 Ｔｒｉｓ平衡酚、酚／氯仿混合液、氯仿／异戊醇混合

液，充分混匀，离心，取上层水相；加入无水乙醇，

充分混匀，置 －２０℃存放 ４ｈ；离心，收集沉淀；乙

醇洗涤，离心弃上清后，３７℃温箱干燥 ＤＮＡ沉淀，

加入 ＴＥ缓冲液待用。

１．４　ＰＣＲ扩增 ＥＤＮＲＢ基因

１．４．１　引物序列　ＥＤＮＲＢ基因第 ３，４，６外显子

引物序列依据文献获得，具体序列见表 １。所有引

物均由 ＢｉｏＡｓｉａ公司合成。
表 １　ＥＤＮＲＢ基因引物序列

基 因 外显子 引 物 序 列 长度

ＥＤＮＲＢ ３ 顺向 ＡＴＣＴＴＣＡＧＡＴＡＴＣＧＡＧＣＴＧＴＴ ２２３ｂｐ

反向 ＴＧＡＡＡＴＴＴＡＣＣＴＧＣＡＴＧＡＡＡＧ

４ 顺向 ＡＴＣＣＣＴＡＴＡＧＴＴＴＴＡＣＡＡＧＡＣＡＧＣ １７０ｂｐ

反向 ＡＴＴＴＴＣＴＴＡＣＣＴＧＣＴＴＴＡＧＧＴＧ

６ 顺向 ＡＣＡＧＡＡＧＣＴＡＣＡＡＴＧＡＣＴＡＣ ２４０ｂｐ

反向 ＧＡＡＡＧＧＣＴＴＡＴＡＴＴＴＧＡＧＣＣ

１．４．２　ＰＣＲ扩增提取物 ＤＮＡ　取 ０．５ｍｌＥｐｐｅｎ

ｄｏｒｆ离心管，用微量加样器分别加入 ＰＣＲ混合液

（１０×缓冲液 ３μｌ，２．５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２３μｌ，２．５ｍｍｏｌ／

ＬｄＮＴＰｓ３μｌ，引物 １１μｌ，引物 ２１μｌ，模板 ＤＮＡ２μｌ，

三重蒸馏水 １７μｌ），ＴａｑＤＮＡ聚合酶 １Ｕ及无菌石

蜡油 ３０μｌ，然后上机循环。反应条件为 ９４℃ ３５ｓ，

５５℃ ５０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，共 ３５个循环，最后在 ７２℃延

伸 ｌＯｍｉｎ。基因扩增仪用 ＡＭＰＬＩＴＲＯＮⅡ ＰＣＲ扩增仪

（美国 Ｂａｒｎｓｔｅａｄ公司产品）

１．４．３　ＰＣＲ扩增产物的 ＳＳＣＰ（单链构象多态）分

析　６％聚丙烯酰胺凝胶 １０ｍ１灌胶，凝胶聚合后

取出梳子，加 １×ＴＥＢ电泳缓冲液；取 ＰＣＲ扩增产

物与载样缓冲液混匀后加入样品孔内，接上电极，

电压 调 至 １２０Ｖ，时 间 ３ｈ；取 下 凝 胶，染 色 １０～

２０ｍｉｎ，紫外透射反射分析仪上观察电泳带及其位

置。

２　结　 果

ＰＣＲＳＳＣＰ分析系根据单链 ＤＮＡ扩增产物在中

性聚丙烯酰胺凝胶中电泳迁移率的变化来检测基

因变异，当 ＰＣＲ扩增产物中含有单碱基置换等变

异时，单链带型即有所改变，发生泳动变位（ｍｏｂｉｌ

ｉｔｙｓｈｉｆｔ）。经 ２次重复实验，３４例 ＨＤ患儿及正常

对照组 １２例，ＥＤＮＲＢ基因第 ３，４，６外显子的 ＰＣＲ

ＳＳＣＰ均获成功，可提供有效的判定信号。在 ３４例

ＨＤ患儿的 １７例短段型 ＨＤ中，２例有 ＥＤＮＲＢ基因

突变；其中 １例 ＥＤＮＲＢ基因突变位点在第 ３外显子

（图 １），另 １例 ＥＤＮＲＢ基因突变位点在第 ６外显子

（图 ２）。常见型及长段型未见 ＥＤＮＲＢ基因和 ＥＤＮ

ＲＢ３基因突变。

１，３，５，６为外显子无突变产物：其中 １为长段型 ＨＤ肠组织，

３为正常肠组织，５为短段型 ＨＤ扩张段肠组织，６为常见型

ＨＤ肠组织；７为 ＰＧＥＭ３ｚｆ／ＨａｅＩＩＩＭａｒｋｅｒ；８为阳性对照；２为

阴性对照；４为突变产物

图 １　ＥＤＮＲＢ基因外显子 ３ＰＣＲＳＳＣＰ结果

１为 ＰＧＥＭ３ｚｆ／ＨａｅＩＩＩＭａｒｋｅｒ；２为阳性对照；５为阴性对照；６

为突变产物。３，４，７，８为无任何外显子突变产物：其中，３为

长段型 ＨＤ肠组织，４为正常肠组织，７为短段型 ＨＤ扩张段肠

组织，８为常见型 ＨＤ肠组织

图 ２　ＥＤＮＲＢ基因外显子 ６ＰＣＲＳＳＣＰ结果

２６２
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３　讨　论

ＥＤＮＲＢ基因位于 １３ｑ２２，约 ２４ｋｂ，含 ７个外显

子和 ６个内含子。其编码产物为具有 ４４２个氨基

酸的蛋白质，传递来自其配体信号，它介导的信息

通路对肠神经节细胞的正常发育有重要作用。而

且表达 ＥＤＮＲＢ的内皮细胞参与内皮素激活一氧化

氮合酶的过程，而此酶已发现与 ＨＤ有密切关系。

ＥＤＮＲＢ在脑、肾、肺、心脏的血管内皮细胞中存在，

最近发现其也存在在结肠内，尤其是在肌间神经

丛、黏膜下层及黏膜下的血管组织内。Ｈｏｓｏｄａ［１］通

过体外杂交试验证实 ＥＤＮＲＢ基因缺失可以产生巨

结肠。这种基因缺失不同于 ＲＥＴ基因缺失，后者有

全部消化管无神经节细胞及肾脏损害。ＥＤＮＲＢ剔

除试验制成的鼠，其他部位的大体结构正常，结肠

内也是局部短段结肠内无神经节细胞，而不是全部

结肠，故 认 为 ＥＤＮＲＢ缺 失 更 加 接 近 于 临 床 上 的

ＨＤ。自 ＥＤＮＲＢ基因的错义突变在 Ｍｅｎｎｏｎｉｔｅ家族被

发现后［２］，更多的 ＥＤＮＲＢ基因改变在家族性和散

发性 ＨＤ病例中被发现。目前至少发现 １８种不同

的 ＥＤＮＲＢ基因突变或改变［３～５］。在所有的 ＥＤＮＲＢ

突变 患 者 中，除 过 ＩＩ型 ＳｈａｈＷａａｒｄｅｎｂｕｒｇ综 合 征

（ＷＳ２，临床特征为感觉神经性听力丧失，色素病）

合并 ＨＤ，Ｍｅｎｎｏｎｉｔｅ家族性 ＨＤ及 １３ｑ缺失外，其余

的 ＥＤＮＲＢ突变中有 ３例为家族性 ＨＤ和 ９例散发

性 ＨＤ。综合分析所有 ＨＤ患者 ＥＤＮＲＢ突变的报道

可以看出：家族性 ＨＤ的 ＥＤＮＲＢ突变率低于散发性

ＨＤ的突变率；与 ＨＤ患者的酪氨酸激酶受体（ｒｅｃｅｐ

ｔｏｒｔｙｒｏｓｉｎｋｉｎａｓｅ，ＲＥＴ）基因突变相比，尽管 ＥＤＮＲＢ

和 ＲＥＴ的突变率都很低，ＥＤＮＲＢ突变的 ＨＤ患者多

为短 段 型 ＨＤ，ＲＥＴ突 变 的 ＨＤ患 者 多 为 长 段 型

ＨＤ［６］。上述有关 ＥＤＮＲＢ基因突变的研究对象均是

欧美人。本实验研究发现 ２例短段型中国散发 ＨＤ

亦有 ＥＤＮＲＢ基因突变。ＥＤＮＲＢ基因突变位点在第

３，６外显子。这种基因突变可引起一连串的碱基

错配，导致氨基酸序列的改变，进而引起基因表达

蛋白失去生物作用，影响肠道神经节细胞的存活

和发育。本实验未发现常见型和长段型 ＨＤ存在

ＥＤＮＲＢ基因突变。

综合统计自 １９９４至今 ＨＤ主要易患基因的突

变报道［７～１０］（表 ２），ＨＤ患儿主要易患基因的突变

率低，不能解释其他大部分病例。提示 ＨＤ是一种

多基因影响的先天性疾病；不是所有 ＨＤ病例都能

用单一基因突变的发生来解释。

除了 ＥＤＮＲＢ基因，还有许多种其他基因和生物

分子可以影响肠神经节细胞的存活和发育。ＨＤ的

发生可能是多种基因和生物分子共同作用的结果。

表 ２　ＨＤ主要易患基因的突变情况统计

突变基因 突变病例数 被检测病例总数 突变率（％）

ＲＥＴ ６７ ３２２ ２０．８

ＥＤＮＲＢ １１ ３３４ ３．３

ＥＤＮ３ ８ ３２４ ２．５

合计 ８６ ９８０ ８．８
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