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论著·实验研究

先天性 ＱＴ间期延长综合征相关基因
ＳＣＮ５Ａ定点突变及蛋白表达研究

史瑞明　强华　张艳敏　马爱群　高洁

（西安交通大学医学院第一附属医院儿科，陕西 西安　７１００６１）

　　［摘　要］　目的　构建先天性ＱＴ间期延长综合征相关基因 ＳＣＮ５ＡｄｅｌＱＫＰ１５０７１５０９突变型真核表达载体，
并观察其在人胚肾２９３（ＨＥＫ２９３）细胞中的表达。方法　采用一步法构建 ＳＣＮ５ＡｄｅｌＱＫＰ１５０７１５０９突变型真核表
达载体ＰＥＧＦＰｄｅｌＱＫＰｈＨ１，用脂质体转染法将野生型和突变型质粒分别转染ＨＥＫ２９３细胞，激光共聚焦显微镜观
察钠通道蛋白在ＨＥＫ２９３细胞的表达与定位，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测其蛋白表达。结果　经电泳及 ＤＮＡ测序显示突变
型１５０７１５０９位点成功缺失９个碱基，野生型与突变型均在ＨＥＫ２９３细胞膜上表达，且表达量差异无统计学意义（Ｐ
＞０．０５）。结论　成功构建钠通道基因ＳＣＮ５ＡｄｅｌＱＫＰ１５０７１５０９突变型真核表达载体，并在 ＨＥＫ２９３细胞中表达，
为进一步研究其功能奠定基础。 ［中国当代儿科杂志，２０１３，１５（３）：２２３－２２６］

［关　键　词］　先天性ＱＴ间期延长综合征；ＳＣＮ５Ａ基因；定点突变；真核表达载体；人胚肾２９３细胞

ＳｉｔｅｄｉｒｅｃｔｅｄｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＣＮ５Ａｇｅｎｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｃｏｎ
ｇｅｎｉｔａｌＬｏｎｇＱＴｓｙｎｄｒｏｍｅ
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ＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅｏｆＸｉ′ａｎＪｉａｏｔｏｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｘｉ′ａｎ７１００６１，Ｃｈｉｎａ（Ｅｍａｉｌ：ｓｒｍ１９７５＠ｓｏｈｕ．ｃｏｍ）

　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔｔｈｅｓｏｄｉｕｍｃｈａｎｎｅｌｇｅｎｅＳＣＮ５ＡｄｅｌＱＫＰ１５０７１５０９ｍｕｔａｔｉｏｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈ
ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌｌｏｎｇＱＴｓｙｎｄｒｏｍｅ，ａｎｄｉｔｓｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒ，ａｎｄｔｏｅｘａｍｉｎｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｕｔａｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎ
ｈｕｍａｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙ（ＨＥＫ）２９３ｃｅｌｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＥｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒＰＥＧＦＰｄｅｌＱＫＰｈＨ１ｆｏｒＳＣＮ５Ａ
ｄｅｌＱＫＰ１５０７１５０９ｍｕｔａｔｉｏｎｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂｙｒａｐｉｄｓｉｔｅｄｉｒｅｃｔｅｄｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ．ＨＥＫ２９３ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅ
ｗｉｌｄｏｒｍｕｔａｎｔｖｅｃｔｏｒｕｓｉｎｇｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ，ａｎｄｔｈｅｎｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ．Ｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓｗｅｒｅ
ｉｍｍｕｎｏｓｔａｉｎｅｄｔｏｖｉｓｕａｌｉｚｅｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅｍｕｔａｎｔｍｏｌｅｃｕｌｅｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｄｉｒｅｃｔｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ
ａｎａｌｙｓｉｓｒｅｖｅａｌｅｄ９ｂａｓｉｃｇｒｏｕｐａｂｓｅｎｃｅｓａｔｐｏｓｉｔｉｏｎ１５０７１５０９．ＴｈｅｄｅｌＱＫＰ１５０７１５０９ｍｕｔａｔｉｏｎｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｖｅｃｔｏｒｗａｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＨＥＫ２９３ｃｅｌｌｓ．Ｉｍｍｕｎｏｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓｓｈｏｗｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｂｏｔｈｗｉｌｄｔｙｐｅａｎｄ
ｍｕｔａｎｔｍｏｌｅｃｕｌｅｓｏｎｔｈｅｐｌａｓｍａｍｅｍｂｒａｎｅａｎｄｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆｐｒｏｔｅｉｎ，ｗｈｉｃｈｓｕｇｇｅｓｔｅｄｔｈａｔｔｈｅ
ｍｕｔａｎｔｄｅｌＱＫＰ１５０７１５０９ｄｉｄｎｏｔｉｍｐａｉｒｎｏｒｍａｌｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＨＥＫ２９３ｃｅｌｌｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　Ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ
ｏｆｍｕｔａｎｔＳＣＮ５ＡｄｅｌＱＫＰ１５０７１５０９ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＣＮ５ＡｐｒｏｔｅｉｎｉｎＨＥＫ２９３ｃｅｌｌｓ
ｐｒｏｖｉｄｅｓａｂａｓｉｓｆｏｒｆｕｒｔｈｅｒｓｔｕｄｙｏｎｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｏｎｇｅｎｉｔａｌｌｏｎｇＱＴｓｙｎｄｒｏｍｅａｓａｃａｕｓｅｏｆＳＣＮ５Ａｍｕｔａｔｉｏｎ．

［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１３，１５（３）：２２３－２２６］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ＣｏｎｇｅｎｉｔａｌｌｏｎｇＱＴｓｙｎｄｒｏｍｅ；ＳＣＮ５Ａｇｅｎｅ；Ｓｉｔｅｄｉｒｅｃｔｅｄｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ；Ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒ；
Ｈｕｍａｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙ２９３ｃｅｌｌ

　　ＱＴ间期延长综合征（ｌｏｎｇＱＴｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＬＱＴｓ）
是一组临床上以ＱＴ间期延长，尖端扭转性室速、室
颤，发作性晕厥以及心源性猝死为特征的临床综合

征［１］。先天性 ＬＱＴｓ的发病机制与编码心肌离子通
道蛋白的基因异常有关。迄今发现了至少１３个先
天性ＬＱＴｓ相关基因并进行了研究，但其发病机制
仍不十分清楚。本课题组在一个 ３代人先天性

ＬＱＴｓ家系中发现了一个钠通道 ＳＣＮ５Ａ基因第 ２６
号外显子有９个碱基缺失突变，导致其编码的第
１５０７位谷胺酰胺、第１５０８位赖氨酸和第１５０９位脯
氨酸３个氨基酸缺失，即 ＳＣＮ５ＡｄｅｌＱＫＰ１５０７１５０９
突变［２］。然而，该突变体对钠通道在心肌细胞中的

表达、定位和功能是否有影响尚未见相关报道。本

研究通过一步法构建 ＳＣＮ５ＡｄｅｌＱＫＰ１５０７１５０９突
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变型真核表达载体，并观察其在人胚肾 ２９３
（ＨＥＫ２９３）细胞中的表达与定位，为进一步研究该
缺失突变的功能变化，及其与 ＬＱＴｓ发病的关系奠
定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
ＨＥＫ２９３细胞株（西安交通大学第一附属医院

心内科实验室提供）、胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）、
ＤＭＥＭ培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）、真核表达质粒
ＰＥＧＦＰｈＨ１（英国Ｍａｎｃｈｅｓｔｅｒ大学ＪｕｎｈｏｎｇＧｕｉ博士
惠赠）、ＱｕｉｋＣｈａｎｇｅ ＸＬＳｉｔｅＤｉｒｅｃｔｅｄＭｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ试
剂盒（美国Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公司）、ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００脂
质体转染试剂盒（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）、蛋白酶抑
制剂试剂盒（美国Ｇｉｂｃｏ公司）、兔抗人Ｎａｖ１．５抗体
（北京友谊中联生物科技公司）、ＦＩＴＣ标记山羊抗兔
二抗（美国Ｓｉｇｍａ公司）。
１．２　方法
１．２．１　ＰＥＧＦＰｄｅｌＱＫＰｈＨ１真核表达载体的构建
　　本研究拟构建ＳＣＮ５Ａ钠通道１５０７１５０９位氨基
酸缺失突变真核表达载体，即在野生型 ＰＥＧＦＰｈＨ１
质粒中缺失ＣＡＧＡＡＧＣＣＣ９个碱基。根据ＱｕｉｋＣｈａｎ
ｇｅ ＸＬＳｉｔｅＤｉｒｅｃｔｅｄＭｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ试剂盒的要求，引物
设 计 如 下：５′ＧＧＣＴＣＣＡＡＧＡＡＧＣＣＣＡＴＣＣＣＡＣＧＧＣ
ＣＣＣ３′，５′ＣＡＧＧＧＧＣＣＧＴＧＧＧＡＴＧＧＧＣＴＴＣＴＴＧＧＡＧＣ
Ｃ３′。严格按照试剂盒的说明书进行操作。提取质
粒后，琼脂糖凝胶电泳鉴定阳性克隆，突变结果由北

京奥科生物技术有限责任公司进行ＤＮＡ测序。
１．２．２　转染 ＨＥＫ２９３细胞　　ＨＥＫ２９３细胞在含
１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基中培养。转染前
１ｄ，细胞铺板在 ５００μＬ含血清、不含抗生素的
ＤＭＥＭ培养基中（２４孔板），使其在转染当天密度为
５０％～６０％。采用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００脂质体转
染法分别转染质粒ＰＥＧＦＰｈＨ１、ＰＥＧＦＰｄｅｌＱＫＰｈＨ１
到ＨＥＫ２９３细胞，每孔细胞用５０μＬ无血清培养基
稀释０．６μｇ质粒和１．５μＬＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００，严
格按试剂盒说明书进行操作。转染后放入３７℃，５％
ＣＯ２培养箱，６ｈ后更换含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培
养基，培养４８ｈ后进行实验。
１．２．３　激光共聚焦显微镜观察ＳＣＮ５Ａ钠通道蛋白
在细胞中的定位　　将预先经明胶处理过的无菌性
盖玻片放入６孔板中，取对数生长期的 ＨＥＫ２９３细
胞铺于板上。培养１２ｈ后，将ＰＥＧＦＰｈＨ１野生型和
突变型质粒分别转染入 ＨＥＫ２９３细胞，４８ｈ后弃去

ＤＭＥＭ并用ＰＢＳ洗２遍。取干净的载玻片在中央滴
１滴ＰＢＳ，将孔中的盖玻片取出，正面向下放入载玻片
中央的ＰＢＳ滴中，使盖玻片吸附在载玻片上。将载玻
片放到激光共聚焦显微镜上观察并摄相。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测突变对蛋白表达水平的影
响　　提取细胞总蛋白后，以牛血清白蛋白作为标
准品，采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定样品蛋白浓度。先后经
８％ ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，转 ＰＶＤＦ膜，１∶２００稀释的兔
抗人Ｎａｖ１．５抗体，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞内 ＳＣＮ５Ａ
钠通道蛋白水平。利用 ＳｙｎｇｅｎｅＣｈｅｍｉＧｅｎｉｕｓ成像
系统照相。

１．３　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１９．０统计学软件进行统计学分析，

实验数据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较采
用ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　构建ＰＥＧＦＰｄｅｌＱＫＰｈＨ１真核表达载体
挑取克隆，经１％琼脂糖凝胶电泳鉴定 ＰＥＧＦＰ

ｈＨ１突变型与野生型质粒，比较可见突变型与野生
型质粒大小基本相同。ＤＮＡ测序结果表明 ＰＥＧＦＰ
ｈＨ１突变型基因载体上目的突变点突变成功，缺失
ＣＡＧＡＡＧＣＣＣ共 ９个碱基，而其他序列均无改变。
见图１～２。

! " #
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　　图１　ＰＥＧＦＰｈＨ１野生型与突变型质粒电泳图　１为
ｍａｒｋｅｒ，２为野生型质粒，３为突变型质粒。突变型与野生型质粒大

小基本相同。
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　　图２　ＰＥＧＦＰｈＨ１野生型与突变型质粒测序结果　上图为野生型质粒测序结果；下图为突变型质粒测序结果，箭头所
示为突变型缺失ＣＡＧＡＡＧＣＣＣ９个碱基的位置。

２．２　激光共聚焦显微镜观察钠通道蛋白的表达与
定位

激光共聚焦显微镜下观察野生型和突变型钠通

道蛋白在细胞膜上的表达，可见两者在细胞膜上均

有表达，且荧光强度差别不大。见图３。

!"#

$%&

　　图３　激光共聚焦显微镜观察钠通道蛋白在 ＨＥＫ２９３
细胞的表达与定位　野生型和突变型钠通道蛋白在 ＨＥＫ２９３细
胞膜上均有表达，且荧光强度差别不大。

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测钠通道蛋白的表达
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测野生型和ｄｅｌＱＫＰ突变型钠通

道蛋白在 ＨＥＫ２９３细胞上的表达，两者均在２２０ｋＤ
处有条带表达，且野生型钠通道蛋白（０．５７±０．０８）
与突变型钠通道蛋白（０．５５±０．１０）表达量相似，差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见图４。
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图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测钠通道蛋白的表达（ｎ＝６）

３　讨论

ＬＱＴｓ是一组临床上以 ＱＴ间期延长、尖端扭转
性室速、室颤，发作性晕厥以及心源性猝死为特征的

临床综合征。按病因 ＬＱＴｓ可分为先天性和获得性
两种类型。先天性 ＬＱＴｓ通常具有家族遗传史，其
发病机制是由于编码心肌离子通道蛋白的基因异常

导致心肌细胞膜离子通道功能障碍，引起心室复极

明显延长［３４］。ＬＱＴｓ具有多种亚型，其中 ＬＱＴ１、
ＬＱＴ２和ＬＱＴ３是临床上最为常见的３种ＬＱＴｓ。

迄今发现了至少１３个 ＬＱＴｓ相关基因［５］，分别

与不同亚型的 ＬＱＴｓ有关。研究显示，基因突变主
要影响离子通道蛋白正常转运至细胞膜、干扰蛋白

正确组装、影响通道功能等，从而引起临床表现［６］。

由ＳＣＮ５Ａ基因突变引起的ＬＱＴｓ称为ＬＱＴ３，该基因
位于人染色体３ｐ２１．２４，整个基因由２８个外显子组
成，约有８０ｋｂ，编码心肌钠通道 α亚基。对大部分
·５２２·
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ＬＱＴ３突变位点的研究显示突变可使通道失活发生
障碍，在动作电位平台期和复极化期存在持续钠电

流导致心室动作电位时程延长，称为钠通道“功能

获得性突变”［７］。但仍有部分 ＳＣＮ５Ａ突变位点的
功能并非“功能获得性”或尚不清楚［８］，也有些引起

持续晚钠电流的突变并不延长 ＱＴｃ间期，临床表现
不是ＬＱＴｓ而是Ｂｒｕｇａｄａ综合征［９］。因此，深入研究

ＬＱＴｓ发病机制，并针对不同发病机制展开个体化治
疗对于改善ＬＱＴｓ患者预后有重要的意义。

课题组前期工作调查了一个３代人ＬＱＴｓ家系。
该家系先证者为一名１３岁儿童，以反复晕厥伴有抽
搐就诊，心电图显示 ＱＴ间期明显延长。家族中其
父亲和姑姑分别于青壮年时猝死，奶奶亦患相同疾

病且心电图ＱＴ间期延长，诊断ＬＱＴｓ明确。进一步
的基因检测发现家系患者ＳＣＮ５Ａ基因第２６号外显
子 ＣＡＧＡＡＧＣＣＣ共９个碱基缺失，即 ＳＣＮ５ＡｄｅｌＱＫＰ
１５０７１５０９突变，该家系属于ＬＱＴ３。

钠通道α亚基是由４组跨膜区（ＤＩ～ＤＩＶ）组成
的功能性蛋白孔道，各跨膜区域之间均由多肽链连

接组成四联体。ＳＣＮ５Ａ基因突变 ｄｅｌＱＫＰ１５０７１５０９
位于ＤＩＩＩ和ＤＩＶ跨膜区之间的细胞内链上，该位点
位于钠通道失活阀门所在区域。正常钠通道的有效

关闭对心肌复极化非常关键，有赖于失活阀门和其

受体的结构、功能正常。位于ＤＩＩＩ及 ＤＩＶ跨膜区连
接链中段的疏水性氨基酸和甘氨酸、脯氨酸侧链共

同起到阀门的作用。失活阀门临近位点 ＳＣＮ５Ａ突
变，如 ｄｅｌＫ１５００，ｄｅｌＫＰＱ１５０５１５０７的功能研究提
示，突变可引起持续钠电流，可能通过影响失活阀门

蛋白立体构象而影响正常的阀门关闭过程［１０１１］。

本研究突变点位于钠通道失活阀门所在区域，经激

光共聚焦和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测均证实该突变并未影
响钠通道蛋白的正常转运和表达，推测其可能影响

到通道蛋白质的空间立体构象，进而影响钠通道阀

门与受体的正常结合，导致通道不能正常关闭，引起

晚钠电流异常存在，从而导致心室动作电位时程

延长。

综上所述，本研究成功构建了钠通道基因

ＳＣＮ５ＡｄｅｌＱＫＰ１５０７１５０９突变体真核表达载体，并
在ＨＥＫ２９３细胞上表达，进一步的工作将研究野生
型与突变型钠通道的功能差异，从而为阐明 ＬＱＴｓ
的发病机制，以及通道活性药物应用的研究奠定

基础。
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