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　　［摘　要］　目的　克隆分析ｃｉｔｒｉｎ蛋白编码基因 ＳＬＣ２５Ａ１３在人羊水细胞中的 ｍＲＮＡ编码区全长，并分析其
转录子的序列特征，为从ｍＲＮＡ水平开展 Ｃｉｔｒｉｎ缺陷导致的新生儿肝内胆汁淤积症（ＮＩＣＣＤ）产前诊断提供实验依
据。方法　选取１例接受 ｃｉｔｒｉｎ缺陷病产前诊断并已证实胎儿为８５１ｄｅｌ４突变携带者的羊水标本；另１例取自无
ｃｉｔｒｉｎ缺陷病史患者的羊水细胞标本作为正常对照。抽提体外培养的羊水细胞总ＲＮＡ，逆转录合成ｃＤＮＡ，通过巢
式ＰＣＲ扩增ＳＬＣ２５Ａ１３ｃＤＮＡ编码区全长。ＰＣＲ产物克隆后测序分析。结果　从２例羊水细胞标本中成功克隆到
ＳＬＣ２５Ａ１３ｃＤＮＡ编码区全长，并发现ＳＬＣＡ型转录子 （正常型转录子 ｍＲＮＡ）；在正常对照样本中发现 ＳＬＣＢ型转
录子 （外显子９和１０之间ＣＡＧ插入）；在８５１ｄｅｌ４突变携带者标本中发现ＳＬＣＣ型转录子（外显子５～１１缺失），未
发现含８５１ｄｅｌ４突变等位基因转录产物。结论　ＳＬＣ２５Ａ１３ｃＤＮＡ编码区全长可以从羊水细胞中扩增获得，而外显
子５～１１缺失型转录子是 ＳＬＣ２５Ａ１３基因一种新的转录子。在正常对照和包含 ８５１ｄｅｌ４突变的杂合子胎儿
ＳＬＣ２５Ａ１３基因转录产物中正常ｍＲＮＡ占据优势，提示胎儿无罹患ＮＩＣＣＤ风险。这些转录特征可以为ＮＩＣＣＤ产前
诊断提供实验依据。 ［中国当代儿科杂志，２０１２，１４（３）：２２１－２２５］
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　　Ｃｉｔｒｉｎ缺陷导致的新生儿肝内胆汁淤积症（ｎｅｏ
ｎａｔａｌｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃｃｈｏｌｅｓｔａｓｉｓｃａｕｓｅｄｂｙｃｉｔｒｉｎｄｅｆｉｃｉｅｎ
ｃｙ，ＮＩＣＣＤ）是编码 ｃｉｔｒｉｎ蛋白的基因 ＳＬＣ２５Ａ１３发
生突变所致的常染色体隐性遗传病［１２］。ＮＩＣＣＤ主
要在新生儿或婴儿期发病，以肝大、黄疸和肝功能异

常为主要临床表现，在全球范围内广泛存在［１１３］。

ＮＩＣＣＤ在我国并不罕见，分子流行病学调查证实我
国江南人群 ＳＬＣ２５Ａ１３突变基因携带频率高达
１／４８，推测我国江南地区ｃｉｔｒｉｎ缺陷病的理论发病率
约为１／９２００［４５］，遗传代谢病高危筛查发现本病阳
性率居我国疾病谱第二位［６］，而单中心小样本的临

床研究则提示本病是我国小儿胆汁淤积性肝病的重

要病因［７］。国内外临床实践表明，虽然多数 ＮＩＣＣＤ
患儿，尤其是早期诊断和干预治疗的患儿，在１岁左
右临床症状及体征会消失，但是，部分患儿１岁后表
现为一种新的临床表现型，即 ｃｉｔｒｉｎ缺陷导致的生
长发育落后及血脂异常（ｆａｉｌｕｒｅｔｏｔｈｒｉｖｅａｎｄｄｙｓｌｉｐｉ
ｄｅｍｉａｃａｕｓｅｄｂｙｃｉｔｒｉｎｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＦＴＴＤＣＤ）［１０，１４］，部
分患儿因严重肝硬化或者严重感染等并发症而夭

折［１０１１，１５１６］，还有的ＮＩＣＣＤ患者不得不接受肝脏移
植［１７１８］。因此，ｃｉｔｒｉｎ缺陷病对我国婴儿健康的危害
性不容忽视，其早期诊断包括产前诊断研究意义重

大，应当引起医学界高度关注。目前对于 ＮＩＣＣＤ最
可靠的诊断依据是基因分析，即通过 ＰＣＲ／ＬＡＰＣＲ
电泳和ＰＣＲＲＦＬＰ等方法筛查 ＳＬＣ２５Ａ１３基因高频
突变，或者通过直接ＤＮＡ测序来寻找可能存在的新
突变。这些业已建立的诊断技术多数是在基因组

ＤＮＡ水平进行，个别文献虽然是从ｍＲＮＡ水平来分
析，但分析对象限于有限的特定片段［１，１２１３］。有文献

报道通过基因组分析约１５％的突变类型不能被准
确判定［４］；同时，对 ＳＬＣ２５Ａ１３突变基因编码蛋白的
功能研究目前还缺少可靠的快速方法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
等方法不能判断ｃｉｔｒｉｎ蛋白氨基酸序列的完整性和
准确性）［１９］。鉴于ＮＩＣＣＤ的这种研究现状，本研究
以羊水细胞作为研究对象，通过对 ＳＬＣ２５Ａ１３基因
在羊水细胞内的转录研究，为 ＮＩＣＣＤ的产前诊断提
供新的实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料
ＤＮＡ抽提试剂盒（杭州，ＳＩＭＧＥＮ），ＤＮＡＭａｒｋ

ｅｒ（ＴａＫａＲａ公司），普通 Ｔａｑ酶和 ＬＡＴａｑ（ＴａＫａＲａ
公司），ＤＮＡ胶回收试剂盒（ＱＩＡＧｅｎ公司），ＲＮＡ
抽提试剂盒（Ａｍｂｉｏｎ公司），１ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ合成

试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ公司），引物由上海英骏生物技术
有限公司合成。

１．２　羊水细胞的培养
以两份培养的贴壁羊水细胞为研究对象。其中

一份为在我院胎儿医学科接受 ｃｉｔｒｉｎ缺陷病产前诊
断的羊水细胞标本，已通过基因组 ＤＮＡ分析证实
胎儿为 ８５１ｄｅｌ４突变携带者［１５］。胎儿父母均为

８５１ｄｅｌ４突变携带者，其第一胎为ｃｉｔｒｉｎ缺陷病患儿，
基因型为８５１ｄｅｌ４纯合子，于１３．５月龄时因肝功能
衰竭夭折；另一份羊水细胞标本为正常对照，取自

无ｃｉｔｒｉｎ缺陷病史患者，但因怀疑胎儿染色体畸变
而要求接受羊水穿刺进行产前诊断的孕母。本研究

内容已经获得ｃｉｔｒｉｎ缺陷病产前诊断家庭的书面知
情同意书，并经暨南大学附属第一医院医学伦理委

员会批准。

１．３　基因组 ＳＬＣ２５Ａ１３外显子及其侧翼区碱基突
变检测

羊水细胞基因组 ＤＮＡ抽提采用试剂盒并按照
说明书进行。ＳＬＣ２５Ａ１３外显子及其侧翼区碱基突
变检测、ＰＣＲ引物设计和反应程序按照文献［１１１２］进

行。

１．４　巢式ＰＣＲ扩增ＳＬＣ２５Ａ１３ｃＤＮＡ编码区
１．４．１　引物　　根据 ＳＬＣ２５Ａ１３基因 ｍＲＮＡ序列
（ＧｅｎＢａｎｋＩＤ：ＡＦ１１８８３８），利用 Ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５．０
软件设计两条上游引物和一条下游引物，同时参考

文献引用另一条下游引物Ｅｘ１８Ｒ［１２］。

用于第一步 ＰＣＲ扩增的引物对为 ＲＡＳ２：５′
ＡＡＣＧＣＡＣＧＣＴＧＣＣＴＧＧＣＣＧＴＡＴＣ３′；ＲＡＣＥＡ１：５′
ＣＣＡＣＣＴＴＣＡＣＡＡＡＴＴＣＡＴＧＣＧＣＣ３′。预期扩增片段
大小为３１０７ｂｐ。用于第二步 ＰＣＲ扩增的引物对为
ＲＡＳ３：５′ＧＣＣＧＣＣＧＧＧＡＣＴＡＧＡＡＧＴＧＡＧＣ３′；Ｅｘ１８Ｒ：
５′ＴＧＣＴＴＣＡＴＴＣＣＣＡＧＧＡＧＧＧＡ３′。预期扩增片段大
小为２１９１ｂｐ，包含全部ｃｉｔｒｉｎ蛋白编码区序列。
１．４．２　总 ＲＮＡ提取和第一链 ｃＤＮＡ的合成　　按
照ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ（ＴａＫａＲａ）说明书提取羊水细胞总
ＲＮＡ，电泳检测完整性，核酸定量仪检测其浓度和
纯度，保证其 ＯＤ２６０／ＯＤ２８０＝１．８～２．０。以总
ＲＮＡ（约２μｇ）为模板，以 Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８为引物，按
照逆转录酶 ＭＭＬＶ（Ｐｒｏｍｅｇａ）说明书合成第一链
ｃＤＮＡ。
１．４．３　巢式ＰＣＲ　　第一次 ＰＣＲ扩增的反应体积
为５０μＬ，包含１０μＬ５×ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ Ｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋

ｐｌｕｓ）（ＴａＫａＲａ），４μＬｄＮＴＰ（２．５ｍＭ），１μＬ引物
ＲＡＳ２和ＲＡＣＥＡ１（２０μＭ），３１．５μＬ灭菌双蒸水，
０．５μＬ（２．５Ｕ／μＬ）ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＨＳＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒ
·２２２·
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ａｓｅ（ＴａＫａＲａ）和 ２μＬｃＤＮＡ。ＰＣＲ反应循环参数：
９４℃预变性３ｍｉｎ；接着９８℃变性１０ｓ，６０℃退火１５ｓ，
７２℃延伸 ４ｍｉｎ，共３０循环；最后７２℃延伸７ｍｉｎ。

第二次 ＰＣＲ扩增的反应体积５０μＬ，包含１０μＬ
５×ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ Ｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋ｐｌｕｓ）（ＴａＫａＲａ），４μＬ
ｄＮＴＰ（２．５ｍＭ），１μＬ引 物 ＲＡＳ３和 Ｅｘ１８Ｒ
（２０μＭ），３２．５μＬ灭菌双蒸水，０．５μＬ（２．５Ｕ／μＬ）
ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＨＳＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ（ＴａＫａＲａ）和１μＬ
第一次 ＰＣＲ产物。ＰＣＲ反应循环参数：９４℃ 预变
性３ｍｉｎ；接着９８℃ 变性１０ｓ，６０℃ 退火５ｓ，７２℃
２．５ｍｉｎ，共３０循环；最后 ７２℃ 延伸７ｍｉｎ。
１．４．４　ＰＣＲ产物的纯化、克隆和测序　　ＰＣＲ产
物经１．５％ 琼脂糖凝胶电泳分离，目的条带使用切
胶纯化试剂盒 （Ｑｉａｇｅｎ）从胶中回收。回收产物使用
平末端 ＰＣＲ产物克隆试剂盒（ＴａＫａＲａ）与载体
ｐＳＩＭＰＬＥ１８ＥｃｏＲＶ／ＢＡＰＶｅｃｔｏｒ连接，转化感受态
Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α，涂ＬＢ平板后，蓝白斑筛选连接成功

的克隆体，液体培养后再次使用引物 ＲＡＳ３和
Ｅｘ１８Ｒ行菌落ＰＣＲ，检验连接于载体的ＤＮＡ片段是
否属于目的基因，分别挑取７～８个阳性克隆液体培
养物送Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司测序。测序结果采用ＤＮＡｍａｎ
软件与人ＳＬＣ２５Ａ１３ＤＮＡ和ｍＲＮＡ序列进行比对分
析，最终根据 ｃＤＮＡ序列间的差异及其所对应的内
含子与外显子鉴定选择性剪接类型。

２　结果

２．１　羊水细胞ＳＬＣ２５Ａ１３基因ＤＮＡ测序分析
基因组ＤＮＡ的测序结果证实，正常对照羊水细

胞ＳＬＣ２５Ａ１３基因各外显子区和邻近内含子区部分
序列无异常突变，１２外显子第 １７碱基为一 ＳＮＰ
（Ａ／Ｇ）（图１Ａ）；而父母为８５１ｄｅｌ４突变携带者的胎
儿也是同一缺失突变的携带者（图１Ｂ）。
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　　图１　胎儿羊水细胞ＳＬＣ２５Ａ１３基因测序图　Ａ：对照羊水细胞；Ｂ：父母均为８５１ｄｅｌ４突变携带者
的胎儿羊水细胞。箭头所指为碱基改变位置。

２．２　ＳＬＣ２５Ａ１３基因 ｃＤＮＡ编码区序列全长的巢
式ＰＣＲ扩增

两例样本第一次ＰＣＲ扩增未得到明显条带，但
第二次ＰＣＲ均扩增出一约２２００ｂｐ的条带，见图２。
２．３　ＳＬＣ２５Ａ１３基因完整编码区的克隆及异常剪
接体的测序识别

克隆后随机挑取单克隆测序，序列分析结果示

意图见图３。结果发现在正常对照样本的７个单克
隆中包含有１例剪切位点改变导致的 ＣＡＧ插入转
录子，其余６个单克隆序列正常，ｍＲＮＡ第１２外显

!""" #$

%""" #$

&'" #$

( % !

　　图２　羊水细胞 ＳＬＣ２５Ａ１３基因第二次 ＰＣＲ扩增结果
　Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡ分子量标记；１：对照；２父母均为８５１ｄｅｌ４突变携
带者的胎儿羊水细胞。

·３２２·
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子第１７碱基有３个为Ａ，４个为Ｇ，说明分别来自其
父母的两个等位基因均得到完整转录，提示培养羊

水细胞可用于 ＳＬＣ２５Ａ１３转录表达的研究。在
８５１ｄｅｌ４突变携带者样本的８个单克隆中发现１例
外显子５～１１被剪切的转录子，其余７个单克隆序

列正常（图３），序列对比分析未发现有８５１ｄｅｌ４突变
等位基因转录产物，即包含 ＧＴＡＴ缺失的 ｍＲＮＡ。
结果提示，８５１ｄｅｌ４突变携带者羊水细胞含８５１ｄｅｌ４
突变的 ＳＬＣ２５Ａ１３等位基因转录产物不稳定，其
ｍＲＮＡ主要来自该基因正常的等位基因。

!!"#$%& !$'& !($)'

!

*+, $-!&.'$/-

"

0 1 2 3 4 56 7 8 9: 99 91 92 93 94 96 95 97

9 1 2 3 4 56 7 8

9: 99

91 92 93

94 96

95 97

9 1 2

3

4

5

6

7 8

9: 99 91 92 93 94 96 95 97

;<*=

;<*+

*+,

>

!-/.?># ?@A+

"

0 B 2 3 0B 02 03 04 06 05 07

;<**

!&C/- 4D99 !E$""$-F

"

　　图３　ＳＬＣ２５Ａ１３基因和三种ｍＲＮＡ转录子示意图　ａ：ＳＬＣ２５Ａ１３基因１８个外显子示意图；ＳＬＣＡ：正常
ｍＲＮＡ；ＳＬＣＢ：ＣＡＧ插入型转录子；ＳＬＣＣ：外显子５～１１缺失型转录子

３　讨论

基因组ＤＮＡ分析方法可以获知ＳＬＣ２５Ａ１３基因
各外显子及其侧翼序列（可引起异常剪接突变的主

要区域）是否有点突变和小的缺失／插入突变［１，１２］，

但是，因为 ＳＬＣ２５Ａ１３基因组序列共约２００ｋｂ，不可
能方便快捷地获得全部序列信息，而该基因 ｃＤＮＡ
的测序分析可以部分弥补这种缺陷。通过ｃＤＮＡ克
隆和测序分析，可以分析两个等位基因是否转录及

所有编码区碱基序列信息，识别各种异常剪接体，从

而为寻找异常突变提供线索。在产前诊断中通过分

析羊水细胞中 ＳＬＣ２５Ａ１３基因的转录情况，结合
ＤＮＡ分析，可进一步提高诊断结果的可靠性。

羊膜腔穿刺过程中难以避免母体血的污染且难

以多次取样［２０］；当标本有母体血污染，即使量极少

也可能导致测序结果不易判断或者误诊［２１］。基于

胎儿羊水细胞贴壁生长，而血液细胞不贴壁生长的

特点，本研究应用细胞原位培养法对羊水细胞进行

培养，采用培养后的贴壁细胞进行后续研究以避免

污染问题。巢式ＰＣＲ可以明显提高 ＤＮＡ扩增的特
异性和灵敏度，但是误扩增导致错误结果的可能性

也增大，所以ｍＲＮＡ提取、逆转录及 ＰＣＲ过程中要
尽可能减少污染，并严格设置对照。人体ＳＬＣ２５Ａ１３
基因主要表达于肝脏细胞［１］，其在羊水细胞中是否

转录及其ｍＲＮＡ表达量如何均未见报道，所以本次
研究采用巢式 ＰＣＲ的实验方法以保证能顺利扩增
到目的基因。从图２中可以看出扩增得到了大小合
适的目标条带，克隆测序结果也证实其是包含 ｃｉｔｒｉｎ

蛋白编码区的ＳＬＣ２５Ａ１３ｃＤＮＡ片段，这说明本次研
究采用的巢式ＰＣＲ技术可以成功扩增ＳＬＣ２５Ａ１３基
因编码区全长。这一发现为开展 ｃｉｔｒｉｎ缺陷病产前
诊断提供了科学依据。

Ｅｎｓｅｍｂｌ数据库中储存的人 ＳＬＣ２５Ａ１３ｍＲＮＡ
序列中包含有本次研究发现的 ＣＡＧ插入突变转录
子（ＥＮＳＴ０００００４１６２４０）。本研究发现的外显子５～１１
缺失转录子是该基因一种新的转录子。近期报道显

示，在人类含多个外显子的 ｐｒｅｍＲＮＡ中，能发生选
择性剪接的约占 ９２％～９４％，它们在细胞的严格监
控下发挥作用，如异柠檬酸脱氢酶依赖选择性剪接

异构体存在于不同的组织内，说明选择性剪接是细

胞组织特异性的一种调控机制［２２２３］。同时选择性

剪接与疾病的发生之间有着密切联系，如炎症路径

和癌症发生等［２４２５］。本研究发现的 ＳＬＣ２５Ａ１３基因
新转录子的意义还有待进一步深入研究。

本研究限于医学伦理和标本来源等问题，只研

究了两例胎儿羊水细胞。研究发现在正常对照胎儿

羊水细胞中，位于不同染色体上的两个等位基因均

有表达，而在来自 ８５１ｄｅｌ４突变（ｍＲＮＡ中包含
ＧＴＡＴ缺失）携带者的 ８个单克隆中均未发现有
ＧＴＡＴ缺失，这种现象可能是 ｍＲＮＡ的无义介导降
解的结果。无义介导的ｍＲＮＡ降解（ｎｏｎｓｅｎｓｅｍｅｄｉ
ａｔｅｄｍＲＮＡｄｅｃａｙ，ＮＭＤ）是选择性地迅速降解含有
提前终止密码子的ｍＲＮＡ，保护机体避免截短蛋白
质产生的有害效应，是真核细胞广泛存在的保守

ｍＲＮＡ监视机制［２６２７］。ＳＬＣ２５Ａ１３基因 ８５１ｄｅｌ４突
变导致缺失位置后序列发生移码，并提前产生终止

密码［１］，从而启动了ＮＭＤ。
·４２２·
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