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　　［摘　要］　目的　在收集的１个良性家族性婴儿惊厥家系中发现 ＫＣＮＱ２基因 ｃ．８１２Ｇ＞Ｔ（ｐ．Ｇ２７１Ｖ）突变，
探讨ｃ．８１２Ｇ＞Ｔ突变体及其真核表达载体的构建方法，并观察其在人胚肾（ＨＥＫ）２９３细胞中的表达。方法　利用
重叠延伸 ＰＣＲ和限制性内切酶法构建 ＫＣＮＱ２基因 ｃ．８１２Ｇ＞Ｔ突变体真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３．０ｃ．８１２Ｇ＞Ｔ
ＫＣＮＱ２，用脂质体转染法将ＫＣＮＱ２质粒（野生型ｐｃＤＮＡ３．０ＫＣＮＱ２或突变型 ｐｃＤＮＡ３．０ｃ．８１２Ｇ＞ＴＫＣＮＱ２）与荧
光真核表达载体ｐＲＫ５ＧＦＰ共转染ＨＥＫ２９３细胞，激光共聚焦显微镜下观察ＨＥＫ２９３细胞，免疫荧光化学法检测蛋
白质表达。结果　构建的突变体经ＤＮＡ直接测序示 ＫＣＮＱ２基因ｃＤＮＡ第８１２位碱基Ｇ变为Ｔ，突变体在ＨＥＫ２９３
细胞中成功表达，野生型和突变型基因的蛋白质都在细胞膜上表达，提示ＫＣＮＱ２钾通道孔区的突变ｃ．８１２Ｇ＞Ｔ并
不影响蛋白的正常表达。结论　成功构建 ＫＣＮＱ２突变基因真核表达载体，并在 ＨＥＫ２９３细胞中表达 ＫＣＮＱ２蛋
白，为突变型 ＫＣＮＱ２基因的功能研究及癫

!

的分子发病机制研究奠定基础。
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　　近年来，癫
!

的致病基因研究取得了重大进展，

自１９９８年Ｓｃｉｅｎｃｅ上报道了钾通道基因 ＫＣＮＱ２突
变与新生儿惊厥有密切关系以来，ＫＣＮＱ钾通道与

癫
!

的关系已成为研究热点，多种类型的 ＫＣＮＱ钾
通道开放剂作为新型抗癫

!

药物正在研制开发中。

Ｔａｎｇ等［１］于２００３年在国内首次对１个良性家族性
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新生儿惊厥（ｂｅｎｉｇｎｆａｍｉｌｉａｌｎｅｏｎａｔａｌｃｏｎｖｕｌｓｉｏｎｓ，
ＢＦＮＣ）家系进行了 ＫＣＮＱ２基因突变分析，发现了
ＫＣＮＱ２新突变１９３１ｄｅｌＧ。本研究在１个良性家族
性婴儿惊厥（ｂｅｎｉｇｎｆａｍｉｌｉａｌｉｎｆａｎｔｉｌｅｃｏｎｖｕｌｓｉｏｎｓ，
ＢＦＩＣ）家系中发现 ＫＣＮＱ２基因一个新的错义突变
ｃ．８１２Ｇ＞Ｔ，导致患儿的ＫＣＮＱ２钾通道第 ２７１位甘
氨酸被缬氨酸替换（ｐ．Ｇ２７１Ｖ），该家系 ４代 ６２人
中有 １７名患者［２］。由于不同的 ＫＣＮＱ２突变体通
过不同的途径干扰钾离子通道的功能，不同的突变

体引起的疾病表型也存在差异，因此探讨突变基因

功能及突变对表型的影响极其重要，同时也是个体

化治疗的前提［３］。研究突变体功能的方法之一是

构建突变基因真核表达载体，建立突变基因表达的

细胞模型，并应用细胞模型进行药物研究。目前

ＫＣＮＱ２／ＫＣＮＱ３在爪蟾卵母细胞（Ｘｅｎｏｐｕｓｏｏｃｙｔｅ）
和人胚肾细胞（ｈｕｍａｎｅｍｂｒｙｏｋｉｄｎｅｙ，ＨＥＫ）进行离
子通道表达的实验已较为成熟［４］。本研究以

ＫＣＮＱ２突变 ｃ．８１２Ｇ＞Ｔ为研究对象，利用重叠延
伸 ＰＣＲ技术引入突变点，并进一步构建突变
ＫＣＮＱ２真核表达载体在 ＨＥＫ２９３细胞中表达，为新
生儿／婴儿惊厥相关基因功能研究建立了细胞模型，
并为进一步的药物研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
含有正常人全长 ＫＣＮＱ２ｃＤＮＡ片段的真核细

胞表达质粒 ｐｃＤＮＡ３．０ＫＣＮＱ２为河北省医科大学
药理学研究室提供。载体绿色荧光蛋白 ｐＲＫ５
（ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ ｐＲＫ５， ｐＲＫ５ＧＦＰ）、
ＨＥＫ２９３细胞、大肠杆菌 ＤＨ５α为本实验室保存。
ＴａｑＤＮＡ聚合酶（ＴａＫａＲａ公司）；Ｔ４ＤＮＡ连接酶、
各种限制性内切酶及感受态细菌 ＸＬ１Ｂｌｕｅ（ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ公司产品）；胶回收试剂盒和 ＰＣＲ产物纯化试
剂盒（ＭＢＩ公司）；脂质体转染试剂 Ｓｕｐｅｒｆｅｃｔ（Ｑｉａｇｅｎ
公司）；ＤＭＥＭ培养基（Ｇｉｂｃｏ公司）；一抗羊抗人
ＫＣＮＱ２Ｎ末端单克隆抗体、二抗兔抗羊 ＩｇＭＦＩＴＣ
（美国 Ｐｉｅｒｃｅ公司）。引物合成及测序由北京奥克
公司提供。ＰＴＣ２００ＤＮＡ扩增仪为美国 ＭＪ公司产
品，２０００型凝胶成像系统为美国伯乐公司产品。
１．２　方法
１．２．１　引物设计　　根据正常 ＫＣＮＱ２ｃＤＮＡ序列
设计两对引物，Ｐ１和 Ｐ２，Ｐ３和 Ｐ４。其中 Ｐ１引入
ＥｃｏＲＩ限制性酶切位点；Ｐ２和 Ｐ３携带８１２位点突变
（Ｇ８１２Ｔ），两者有２０ｂｐ序列互补；Ｐ４引入ＨｉｎｄＩＩＩ限

制性酶切位点。

两对引物分别为：Ｐ１：ＣＡＧＡＡＴＴＣＣＴＧＣＡＧＣ
ＣＡＣＴＣＡＴＣＣＣＣＧＣＴＧＡＧＣＣＴＧＡＧ（３８ｍｅｒ）（内含
ＥｃｏＲＩ限制性酶切位点）；Ｐ２：ＴＧＡＴＣＡＧＧＡＣＣＣＡＣ
ＣＡＧＡＧＴＧＣＡＴＣ（２５ｍｅｒ）（引 入 突 变 点）；Ｐ３：
ＡＣＴＣＴＧＧＴＧＧＧＴＣＣＴＧＡＴＣＡＣＧＣＴＧＡＣＣＡＣＣＡＴＴＧ
（３５ｍｅｒ）（引入突变点）；Ｐ４：ＣＴＴＡＡＧＣＴＴＴＧＴＡ
ＡＡＡＧＧＴＣＡＣＴＧＣＣＡＧ（２８ｍｅｒ）（内含 ＨｉｎｄＩＩＩ限制
性酶切位点）。引物由北京奥科生物制品公司合

成，用去离子水配制成 １００ｐｍｏｌ／μＬ。
１．２．２　ＰＣＲ反应　　进行３步ＰＣＲ反应。首先进
行下列 ２个反应，反应体系为 ５０μＬ，依次加入
ｄｄＨ２Ｏ３７μＬ，１０×ＰｆｕＰｏｌｙｍｅｒａｓｅＢｕｆｆｅｒ（ｗｉｔｈ
Ｍｇ２＋）５μＬ，ｄＮＴＰ４μＬ，引物Ｐ１和Ｐ２各１μＬ，Ｐｆｕ
ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ１μＬ（２．５Ｕ），ＫＣＮＱ２ｃＤＮＡ模板
１μＬ（约１００ｎｇ）。反应条件为：９５℃ 预变性５ｍｉｎ，
然后 ９４℃ 变性１ｍｉｎ，５５℃ 退火５０ｓ，７２℃ 延伸
１．５ｍｉｎ，３０个循环，最后７２℃ 延伸１５ｍｉｎ。引物
Ｐ３和Ｐ４采用相同的反应体系。扩增产物 Ｐ１２和
Ｐ３４用 ０．８％ 琼脂糖凝胶电泳检测，用胶回收试剂
盒回收后继续进行下列反应，以纯化产物 Ｐ１２和
Ｐ３４为模板，以 Ｐ１、Ｐ４为引物，使用 ＴａＫａＲａ公司
ＰＣＲ酶 ＴａＫａＲａＬＡＴａｑ，目的是将片段 Ｐ１２和 Ｐ３４
连接成 Ｐ１２３４。反应体系为５０μＬ，依次加入ｄｄＨ２Ｏ
１１μＬ，２×ＧＣＢｕｆｆｅｒ（ｗｉｔｈＭｇ２＋）５μＬ，ｄＮＴＰ８μＬ，
引物 Ｐ１和 Ｐ４各 １μＬ，胶回收的 Ｐ１２和 Ｐ３４各
１μＬ，ＴａＫａＲａＬＡＴａｑ酶１μＬ。扩增条件为９５℃ 预
变性 ５ｍｉｎ，然后９４℃ 变性９０ｓ，６５℃ 退火９０ｓ，７２℃
延伸３．５ｍｉｎ，３０个循环，最后７２℃ 延伸３０ｍｉｎ。１％
琼脂糖凝胶电泳鉴定扩增产物，有特异目的带 Ｐ１２３４。
１．２．３　中间载体的构建　　采用 Ｔ／Ａ克隆法，将
ＤＮＡ片段 Ｐ１２３４连接到 ｐＭＤ１９ＴＳｉｍｐｌｅＶｅｃｔｏｒ上。
由于 Ｐｆｕ扩增产物为平末端，ＤＮＡ片段 Ｐ１２３４须先
进行加 Ａ尾反应方可进行 Ｔ／Ａ克隆。最后一轮
ＰＣＲ反应结束后，向反应中加入 １００ｍｍｏｌ／Ｌ的
ｄＡＴＰ１μＬ和２Ｕ／μＬ的 ＴａｑＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ１μＬ，
７２℃ 保温 ３０ｍｉｎ。Ｔ／Ａ克隆按试剂盒说明进行，
采用蓝白斑筛选（在平板中事先加入 Ｘｇａｌ／ＩＰＴＧ）。
挑取白斑，接种到含氨苄青霉素的 ＬＢ培养基中，
３７℃ 培养过夜，次日用碱裂解法小量抽提质粒，鉴
定目的基因 ＤＮＡ片段是否已经连接到 ｐＭＤ１９Ｔ
ＳｉｍｐｌｅＶｅｃｔｏｒ上。
１．２．４　含突变位点的真核表达载体的构建　　将
鉴定正确的含突变位点的质粒 ｐＭＤ１９Ｔｃ．８１２Ｇ＞
ＴＫＣＮＱ２和野生型 ｐｃＤＮＡ３．０ＫＣＮＱ２分别以限制
·２１６·
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性内切酶 ＥｃｏＲＩ和 ＨｉｎｄＩＩＩ双酶切，酶切产物经
０．８％ 琼脂糖凝胶电泳分离后，用 Ｑｉａｇｅｎ胶回收试
剂盒分别回收ｐＭＤ１９Ｔｃ．８１２Ｇ＞ＴＫＣＮＱ２的小片
段和 ｐｃＤＮＡ３．０ＫＣＮＱ２的大片段部分，回收产物按
摩尔比 １∶４混合，在 Ｔ４ＤＮＡ连接酶的作用下，于
１６℃ 连接过夜后，转化宿主菌 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α，转化
菌涂布于含有氨苄青霉素的 ＬＢ琼脂平板，培养过
夜，挑选生长良好的单菌落接种于含有氨苄青霉素

的 ＬＢ培养基中，３７℃ 摇菌过夜，碱裂解法小量提
取质粒。将提取的 ｐｃＤＮＡ３．０ｃ．８１２Ｇ＞ＴＫＣＮＱ２
用 １％ 琼脂糖凝胶电泳初步判断，并用 ＡＢＩ公司
３７００型 ＤＮＡ自动测序仪进行序列测定，验证是否
引入突变并排除反应中无随机产生的新的突变。

１．２．５　ＨＥＫ２９３细胞的转染　　转染前 １ｄ，细胞
铺板在 ２ｍＬ含血清、不含抗生素的 ＤＭＥＭ培养基
中（６孔板）正常生长，使其在转染日细胞密度为
９０％ ～９５％；采用脂质体转染法将 ｐｃＤＮＡ３．０
ＫＣＮＱ２质粒和绿色荧光蛋白质粒 ｐＲＫ５ＧＦＰ共转
染于 ＨＥＫ２９３细胞，转染步骤参见试剂盒说明。转
染混合物包括：（１）ｐｃＤＮＡ３．０ｃ．８１２Ｇ＞ＴＫＣＮＱ２
２μｇ，ＧＦＰ１μｇ；（２）野生型 ｐｃＤＮＡ３．０ＫＣＮＱ２
２μｇ，ＧＦＰ１μｇ；（３）阳性对照组仅加入 ＧＦＰ３μｇ；
（４）阴性对照组仅加入空 ｐｃＤＮＡ３．０载体 ３μｇ；各
组均加入脂质体 １０μＬ。加入无血清 ＤＭＥＭ培养
３ｈ后更换含血清的培养基，转染后 ４８ｈ在显微镜
下观察照相。

１．２．６　免疫荧光化学检测 ＫＣＮＱ２蛋白表达　　
为排除绿色荧光蛋白本身对 ＫＣＮＱ２蛋白在细胞内
表达和定位的影响，免疫荧光化学进一步观察野生

型和突变蛋白在细胞中的表达。转染 ４８ｈ后将预
先用多聚赖氨酸处理的长有细胞的盖玻片从培养皿

中取出，用 ＰＢＳ缓冲液洗涤，４％ 低聚甲醛固定液固
定 １５ｍｉｎ，用含 ０．１ｍｇ／ｍＬ皂苷的 ＰＢＳ缓冲液洗
涤。５％ ＢＳＡ室温封闭 １０ｍｉｎ，加一抗羊抗人
ＫＣＮＱ２Ｎ末端多克隆抗体（ｇｏａｔａｎｔｉｈｕｍａｎＫＣＮＱ２
Ｎｔｅｒｍｉｎａｌ，稀释度为１∶２００），室温 ２ｈ。ＰＢＳ洗涤 ３
次，每次 ５ｍｉｎ。加 ＦＩＴＣ绿色荧光标记的二抗兔抗
羊 ＩｇＧ（ｒａｂｂｉｔａｎｔｉｇｏａｔＩｇＧ，稀释度为１∶２００）避光
３７℃ 孵育 ４０ｍｉｎ。ＰＢＳ洗涤 ３次，每次 ５ｍｉｎ。甘
油 ＰＢＳ封片，荧光显微镜下观察照相。

２　结果

２．１　ＰＣＲ扩增产物
第１轮和第２轮 ＰＣＲ反应以野生型质粒 ｐＣＤ

ＮＡ３．０ＫＣＮＱ２为模板，用引物 Ｐ１和 Ｐ２，Ｐ３和 Ｐ４
分别扩增，得到部分序列互补（２０ｂｐ）的片段 Ｐ１２
（８８８ｂｐ）和 Ｐ３４（１９１２ｂｐ），两者都带有点突变。
０．８％ 琼脂糖凝胶电泳检测表明，在８８８ｂｐ和１９１２
ｂｐ处有明显的产物带，分别为 Ｐ１２和 Ｐ３４。见图１。

第 ２轮 ＰＣＲ以回收纯化的 ＤＮＡ片段 Ｐ１２和
Ｐ３４为模板，按约 １０ｎｇ的用量等比例加入，用引物
Ｐ１和 Ｐ４扩增，产生带有目的突变的 ＤＮＡ片段
Ｐ１２３４（２８００ｂｐ），回收纯化片段 Ｐ１２３４，在 ２８００ｂｐ
处有明显的产物带，表明是第 ３轮重叠 ＰＣＲ的产
物。见图２。
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　　图１　ＰＣＲ扩增片段Ｐ１２、Ｐ３４电泳图 　１：ＤＮＡ标记物；

２：片段Ｐ３４（１９１２ｂｐ）；３：片段Ｐ１２（８８８ｂｐ）。
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　　图２　ＰＣＲ扩增片段 Ｐ１２３４电泳图 　１：ＤＮＡ标记物；

２：片段 Ｐ１２３４（２８００ｂｐ）。

２．２　突变真核表达载体的构建
第３轮ＰＣＲ产物连接入ｐＭＤ１９ＴＳｉｍｐｌｅＶｅｃｔｏｒ

后，将鉴定正确的含突变位点的质粒 ｐＭＤ１９Ｔ
ｃ．８１２Ｇ＞ＴＫＣＮＱ２以限制性内切酶ＥｃｏＲＩ和ＨｉｎｄＩＩＩ
双酶切，酶切产物经琼脂糖凝胶电泳分离，２８００ｂｐ
处的条带为 Ｐ１２３４，为含突变点的 ＤＮＡ片段。同时
利用 ＥｃｏＲＩ和 ＨｉｎｄＩＩＩ双酶切 ｐｃＤＮＡ３．０ＫＣＮＱ２，
８０００ｂｐ附近的条带为酶切后的目的片段。见图３。
·３１６·
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　　图３　ｐｃＤＮＡ３．０ＫＣＮＱ２双酶切电泳图 　１：ＤＮＡ标记

物；２：酶切产物。

２．３　含突变位点的真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３．０
ｃ．８１２Ｇ＞ＴＫＣＮＱ２的测序鉴定

对构建的 含 突 变 位 点 的 真 核 表 达 载 体

ｐｃＤＮＡ３．０ｃ．８１２Ｇ＞ＴＫＣＮＱ２用琼脂糖凝胶电泳
初步判断后，用ＡＢＩ公司ＤＮＡ自动测序仪进行序列
测定，结果显示基因载体上目的突变点突变成功，

ＫＣＮＱ２ｃＤＮＡ基因第８１２位核苷酸由 Ｇ变为 Ｔ，而
其他序列均无改变。见图４。
２．４　显微镜观察转染进真核表达载体的 ＨＥＫ２９３
细胞

在相差显微镜下观察，未转染质粒的 ＨＥＫ２９３
细胞贴壁紧密，细胞形状呈现多角不规则形。在激

光共聚焦显微镜下观察，未转染质粒的 ＨＥＫ２９３细
胞不显示绿色荧光；而共转染 ｐｃＤＮＡ３．０ＫＣＮＱ２质
粒和ｐＲＫ５ＧＦＰ质粒的ＨＥＫ２９３细胞可见明显的绿

色荧光，说明质粒转染成功。见图５。

　　图４　含突变位点的真核表达载体测序结果 　１：反向测

序结果；２：正向测序结果。箭头指向为突变点ｃ．８１２Ｇ＞Ｔ。

２．５　免疫荧光化学检测结果
ＦＩＴＣ绿色荧光标记的野生型ＫＣＮＱ２蛋白和突

变型ＫＣＮＱ２ｃ．８１２Ｇ＞Ｔ蛋白都在细胞膜上得到表
达（图６），野生型与突变型 ＫＣＮＱ２ｃ．８１２Ｇ＞Ｔ钾通
道具有相似的细胞免疫化学表象，提示 ＫＣＮＱ２孔
区的点突变 ｃ．８１２Ｇ＞Ｔ没有减少蛋白在 ＨＥＫ２９３
细胞的表达，没有改变蛋白的细胞内定位。

　　图５　显微镜下观察 ＨＥＫ２９细胞（×２００）　Ａ：相差显微镜下未转染的ＨＥＫ２９３细胞；Ｂ：激光共聚焦显微镜下未转染质粒
的 ＨＥＫ２９３细胞；Ｃ：激光共聚焦显微镜下转染质粒的 ＨＥＫ２９３细胞。

　　图６　免疫荧光化学检测 ＫＣＮＱ２钾通道蛋白在细胞
中的表达（标尺 ２０μｍ）　Ａ：突变型 ＫＣＮＱ２ｃ．８１２Ｇ＞Ｔ；Ｂ：野生

型 ＫＣＮＱ２。

３　讨论

ＫＣＮＱ２蛋白属于电压门控性钾通道家族，该家
族的蛋白亚基结构颇为相似，均含有６个疏水跨膜
区（Ｓ１～Ｓ６），其中Ｓ５和Ｓ６区之间的保守选择性离
子孔区含１个电压感受器，另１个位于 Ｓ４区，以及
在胞浆内的Ｎ末端和长的 Ｃ末端也包含电压感受
器。此家族已知有５种可以形成离子孔道的亚单位

·４１６·
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基因（ＫＣＮＱ１～ＫＣＮＱ５），ＫＣＮＱ１突变是先天性 ＱＴ
间期延长综合征（ｌｏｎｇＱＴｓｙｎｄｒｏｍｅ）的病因之一［５］，

ＫＣＮＱ４突变引起显性遗传性儿童性耳聋。ＫＣＮＱ２／
ＫＣＮＱ３基因共同编码 Ｍ型钾离子通道，是ＢＦＮＣ的
致病基因。ＫＣＮＱ２基因突变时主要引起 Ｍ型钾电
流减少，导致神经细胞的兴奋性增高和爆发性放

电［６］。

现已发现多种与癫
!

相关的ＫＣＮＱ２基因突变，
大多数突变是缺失、插入或剪切位点突变［７］，这些

突变大多引起阅读框的移位和提前出现的终止密码

子，仅报道了少数几种错义突变，它们位于孔区或第

４、５、６跨膜区［４］。本研究在一个有１７位患者的中
国 ＢＦＩＣ大家系中发现了 ＫＣＮＱ２基因错义突变
ｃ．８１２Ｇ＞Ｔ，该突变是目前发现的第３个 ＫＣＮＱ２孔
区突变。既往研究认为，孔区的突变不影响 ＫＣＮＱ２
在细胞膜上的有效表达，而是通过影响离子的电导

使电流幅度减小［８］。本研究通过脂质体转染使

ｃ．８１２Ｇ＞Ｔ突变型和野生型 ＫＣＮＱ２蛋白在
ＨＥＫ２９３细胞得到了表达，细胞免疫荧光化学结果
显示突变型和野生型蛋白都在细胞膜上定位表达，

提示 ｃ．８１２Ｇ＞Ｔ突变没有影响蛋白在细胞内的表
达以及从细胞浆至细胞膜的运输。

ｃ．８１２Ｇ＞Ｔ突变导致 ＫＣＮＱ２钾通道第２７１位
甘氨酸被缬氨酸替换（ｐ．Ｇ２７１Ｖ），孔区第２７１位甘
氨酸在许多动物的 ＫＣＮＱ家族高度保守，ｐ．Ｇ２７１Ｖ
与Ｃｈａｒｌｉｅｒ等［９］报道的一个 ＢＦＮＣ家系中的 ＫＣＮＱ３
突变（ｐ．Ｇ３１０Ｖ）是孔区同一位置的氨基酸改变，同
样是孔区的一个甘氨酸被缬氨酸替换。Ｃｈａｒｌｉｅｒ
等［９］在体外表达野生型 ＫＣＮＱ３、ＫＣＮＱ３ｐ．Ｇ３１０Ｖ
与 ＫＣＮＱ２（按１∶１∶２的比例），结果发现，同野生型
ＫＣＮＱ３与野生型 ＫＣＮＱ２共表达（按１∶１的比例）相
比，电流幅度减少了 ２０％～３０％。在一个日本家系
中发现的 ＫＣＮＱ３突变 ｐ．Ｗ３０９Ｒ与 ｐ．Ｇ３１０Ｖ相
邻，ｐ．Ｗ３０９Ｒ与 ＫＣＮＱ２野生型在体外共表达根本
检测不到钾电流，研究者认为 ｐ．Ｗ３０９Ｒ关闭了钾
离子孔道，导致钾离子传导缺陷［１０］。在先天性 ＱＴ
间期延长综合征患者中也发现了 ＫＣＮＱ１同一位置
的甘氨酸被替换（ｐ．Ｇ３０６Ｒ）［１１］。Ｐ．Ｇ３０６Ｒ在体外
表达时，钾电流显著减弱，而且这种减弱不能被特异

性激活剂 ＲＬ３所挽救，研究者认为 ｐ．Ｇ３０６Ｒ突变
可能破坏了药物激活通道的关键位点［１２］。

最早 ＫＣＮＱ２突变被认为与呈良性经过的
ＢＦＮＣ有关，后来在对抗癫

!

药耐药的癫
!

性脑病

患儿及惊厥伴精神发育迟滞的患儿中也发现了

ＫＣＮＱ２突变［１３１４］。国内王家勤等［１５］将一个 ＢＦＩＣ

大家系的疾病基因定位于 ＫＣＮＱ２基因所在的染色
体区域２０ｑ１３．３。Ｉｓｈｉｉ等［１６］在非家族性良性新生

儿惊厥患者中发现了 ＫＣＮＱ２基因突变；Ｎｅｕｂａｕｅｒ
等［１７］在运动性癫

!

家系和散发特发性全身性癫
!

患者中发现了多个ＫＣＮＱ２／ＫＣＮＱ３基因突变。说明
ＫＣＮＱ２基因突变不只局限于典型的 ＢＦＮＣ家系中，
需要将基因型、表现型、突变蛋白结构、功能及其调

节机制相结合进行研究。

目前 ＫＣＮＱ钾通道成为抗癫
!

药物的一个新

靶点。具有 Ｍ通道开放作用的瑞替加滨（ｒｅｔｉｇａ
ｂｉｎｅ）对许多癫

!

模型动物有效，目前已完成抗癫
!

药物的 Ｉ期和 ＩＩａ期临床试验，欧－美多中心 ＩＩｂ期
临床试验正在进行中［１８］。氟吡啶是德国研制和开

发的镇痛药，最近发现，氟吡啶与瑞替加滨一样，是

Ｍ通道开放剂，在转染 ＫＣＮＱ２／ＫＣＮＱ３基因的
ＨＥＫ２９３细胞中，氟吡啶能显著增大ＫＣＮＱ２／ＫＣＮＱ３
通道的电流反应。氟吡啶与瑞替加滨有望用于治疗

对现行药物耐药的难治性癫
!

。

综上所述，本研究应用重叠延伸 ＰＣＲ方法对
ＫＣＮＱ２基因进行定点突变，构建了突变 ＫＣＮＱ２基
因真核表达载体，在 ＨＥＫ２９３细胞表达系统成功地
进行了蛋白表达，下一步的工作将研究突变型与野

生型 ＫＣＮＱ２在细胞上的功能差异，从而在蛋白质
和电生理水平上进一步阐明该突变点导致惊厥的发

病机制，并为下一步的药物干预研究奠定基础。
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（本文编辑：王庆红）
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《实用新生儿学》第四版出版

由邵肖梅、叶鸿瑁、丘小汕教授主编的《实用新生儿学》第四版于２０１１年１月正式出版。这一版继承了金汉珍、黄
德珉和官希吉教授主编的前三版实用、先进的基本风格，所有章节都作了不同程度的修订，既注重临床医学新发展、新

技术、新方法的具体介绍，又详细叙述了学科发展的新理论、新动态、新思路。本版对不少疾病的病因和发病机制有了

新的阐述，对新的治疗方法、仪器和药物作了详尽的介绍。总字数比第三版增加了１／４。本版的编写队伍中，三分之二
是具有博士学位、活跃在新生儿临床第一线的中青年医学专家，他们的加入使本版内容的与时俱进有了可靠的保证，

是从事新生儿临床医务工作者案头必备的参考书。

因近期发现有不法分子盗版本书，请读者注意本书为人民卫生出版社出版，字数２２６万，售价１５６元，请到正规书
店购买。
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