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室间隔缺损与HAND2基因罕见变异的关联分析
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［摘要］ 目的　对室间隔缺损 （ventricular septal defect，VSD） 与 HAND2 基因启动子区罕见变异的关联性进

行分析，并对相关分子机制进行初步探索。方法　收集 349 例 VSD 组患儿和 345 例健康对照组儿童血液样本，通

过聚合酶链反应扩增目的片段并进行测序，确定 HAND2 基因启动子区的罕见变异位点。使用双荧光素酶检测进

行变异位点功能分析，并通过电泳迁移率变动分析进行分子机制研究，同时使用 TRANSFAC 和 JASPAR 数据库预

测转录因子。结果　通过测序发现 3 个变异位点 （g.173530852A>G、g.173531173A>G 和 g.173531213C>G） 只出

现 在 10 例 VSD 患 儿 的 HAND2 基 因 启 动 子 上 ， 其 中 4 例 患 儿 仅 有 1 个 变 异 位 点 。 双 荧 光 素 酶 检 测 显 示

g.173531213C>G 降低了 HAND2 基因启动子转录活性。电泳迁移率变动分析和转录因子预测提示 g.173531213C>G

产生了 1 个转录因子结合位点。结论　HAND2 基因启动子区的罕见变异 g.173531213C>G 可能通过影响转录因子

的结合，进而参与 VSD 的发生发展。 ［中国当代儿科杂志，2023，25 （4）：388-393］
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Association of ventricular septal defect with rare variations of the HAND2 gene
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Abstract: Objective　 To study the association of ventricular septal defect (VSD) with rare variations in the 

promoter region of HAND2 gene, as well as related molecular mechanisms. Methods　Blood samples were collected 

from 349 children with VSD and 345 healthy controls. The target fragments were amplified by polymerase chain reaction 

and sequenced to identify the rare variation sites in the promoter region of the HAND2 gene. Dual-luciferase reporter 

assay was used to perform a functional analysis of the variation sites. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) was 

used to investigate related molecular mechanisms. TRANSFAC and JASPAR databases were used to predict transcription 

factors. Results　 Sequencing revealed that three variation sites (g. 173530852A>G, g. 173531173A>G, and 

g. 173531213C>G) were only observed in the promoter region of the HAND2 gene in 10 children with VSD, among 

whom 4 children had only one variation site. The dual-luciferase reporter assay revealed that g.173531213C>G reduced 

the transcriptional activity of the HAND2 gene promoter. EMSA and transcription factor prediction revealed that 

g.173531213C>G created a binding site for transcription factor. Conclusions　The rare variation, g.173531213C>G, in 

the promoter region of the HAND2 gene participates in the development and progression of VSD possibly by affecting 

the binding of transcription factors. Citation:[Chinese Journal of Contemporary Pediatrics, 2023, 25(4): 388-393]
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室 间 隔 缺 损 （ventricular septal defect， VSD）

是 导 致 新 生 儿 因 出 生 缺 陷 死 亡 的 主 要 原 因 之

一［1-4］。心脏发育阶段各种调控因子失调，进而导

致心脏发育缺陷，是 VSD 发生发展的主要原因［5］。

作为哺乳动物最先形成的器官，心脏的发育受到

各种信号通路和转录调控网络的影响［6-9］。HAND

转录因子家族属于碱性螺旋-环-螺旋家族成员，

包含 HAND1 和 HAND2 两个基因亚型。HAND1 基

因和 HAND2 基因最早表达于神经嵴和中胚层。随

着心脏发育，HAND1 基因特异性地表达于第一生

心区、左心室和左、右心房中，而 HAND2 基因则

特 异 性 表 达 于 第 二 生 心 区 、 右 心 室 和 流 出

道［4，10-12］。研究表明，HAND2 基因的表达水平在

右心室肥厚患者中明显增高［13］。同时发现，在心

脏发育阶段，HAND2 基因的表达缺失可以加快心

脏前体细胞凋亡，进而导致右心室严重发育不

全［14］。更多的研究也证明，HAND2 基因在心脏发

育阶段的表达缺失与 VSD 的发生发展具有显著的

相关性［15-17］。

罕见变异一般指最小等位基因频率小于0.05 的

遗传变异，尽管其出现的频率很低，但越来越多的

研究发现罕见变异对于复杂性疾病的发生发展起到

关键的作用［18-20］。启动子作为基因重要的顺式作用

元件，对于基因的转录起关键的调控作用。

综上所述，我们认为心脏发育阶段HAND2基因

的表达缺失是VSD发生发展的关键因素。同时，我

们推测 HAND2 基因启动子区的罕见变异是导致

HAND2 基 因 启 动 子 转 录 活 性 降 低 ， 进 而 造 成

HAND2基因表达缺失的因素之一。因此，我们通过

病例对照研究，寻找出能够影响HAND2基因启动子

转录活性的罕见变异位点，并尝试探索其分子机制。

1 资料与方法

1.1　研究方法

回顾性收集 2018 年 12 月—2021 年 2 月在济宁

医学院附属医院就诊并确诊为 VSD 的患儿共 349 例

［男性 204 例，女性 145 例，中位年龄为 6 （3，8）

岁］ 作为 VSD 组。健康对照组儿童共 345 例 ［男性

168 例，女性 177 例，中位年龄为 5 （3，8） 岁］，

均来自同期在济宁医学院附属医院儿童体检中心

的健康体检儿童。VSD 的诊断标准是超声心动图

显示室间隔部位有异常血流穿过，报告结果为

VSD。排除标准是患有家族性先天性心脏病或其他

缺陷性疾病的 VSD 患儿。本研究已获济宁医学院

医学伦理委员会批准 （2017-FY-079），并严格遵循

《赫尔辛基宣言》 原则。所有研究对象的监护人均

对本研究知情同意，并签署书面知情同意书。

1.2　启动子片段测序

抽取研究对象的外周静脉血，使用细胞分离

液分离出单个核细胞。通过 DNA 提取试剂盒提取

出单个核细胞中的基因组 DNA。选择研究的目的

片 段 为 HAND2 基 因 序 列 -1 300 bp 至 +46 bp

（1 346 bp， chr4： 173530184-173531529， NC_

000004.12）。使用 NCBI （https://www.ncbi.nlm.nih.

gov/） 中 BLAST 程序设计引物 ［正向：5'- （Kpn Ⅲ
Ⅰ） -GTTGACACCGTTTTCCACACC-3'；反向：5'-

（Hind Ⅲ） -TGAGGGGAGCAAGCGGATTT-3 ］́。引

物由上海生工生物工程股份有限公司合成。已提

取的基因组 DNA 作为模板，使用上述引物通过聚

合酶链反应扩增，并将产物送往上海生工生物工

程 股 份 有 限 公 司 进 行 测 序 。 使 用 DNAMAN 和

Chromas 软件核对并统计测序结果。

1.3　双荧光素酶检测

将目的片段重组到 pGL3-Basic 表达载体上，并

将重组质粒转染到 H9C2 细胞中，使用双荧光素酶

报告基因检测试剂盒及发光仪检测荧光素酶活性。

HAND2 基因启动子的转录活性由萤火虫荧光素酶

（由 pGL3-Basic 表达） 活性和海肾荧光素酶 （由

pRL-TK 表达） 活性的比值表示。将野生型 HAND2

基因启动子的转录活性设为 100%。阴性对照为空

的 pGL3-Basic，内参为 pRL-TK。

1.4　电泳迁移率变动分析

提 取 H9C2 细 胞 的 核 提 取 物 （使 用 Thermo 

Scientific 的 NEPER™核和胞质提取试剂盒）。取变

异位点上下游共 30 bp 的序列作为探针，并由上海

生工生物工程股份有限公司合成。使用 Thermo 

Fisher Scientific 的 LightShift®化学发光电泳迁移率

变 动 分 析 （electrophoretic mobility shift assay，

EMSA） 试剂盒进行 EMSA 实验。

1.5　统计学分析

采用 R 语言进行数据处理。符合正态分布的计

量资料用均数±标准差 （x̄ ± s） 表示，两组间比

较使用两样本 t 检验；不符合正态分布的计量资料

用中位数 （四分位数间距）［M （P25，P75）］ 表示，

两组间比较使用 Wilcoxon 秩和检验。计数资料用例

数和百分率 （%） 表示，组间比较采用 Fisher 确切

概 率 法 。 使 用 TRANSFAC （http://gene-regulation.
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com） 和 JASPAR （https://jaspar.genereg.net/） 转录

因子数据库对转录因子进行预测。转染实验和

EMSA 独立重复 3 次以上。P<0.05 表示差异有统计

学意义。

2 结果

2.1　HAND2基因启动子区的测序结果

通过测序，发现有 3 个变异位点 （g.173530852

A>G、g.173531173A>G 和 g.173531213C>G）（图 1）

只出现在 10 例 VSD 患儿中，其中 4 例患儿仅有 1 个

变异位点，同时这 4 例患儿均为室间隔膜周部缺

损，见表 1。VSD 组和健康对照组 g.173531213C>G

分 布 情 况 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义 （P<0.05），

见表 2。

2.2　罕见变异对HAND2基因启动子转录活性的影响

使用双荧光素酶检测，分析上述罕见变异对

HAND2 基 因 启 动 子 转 录 活 性 的 影 响 。 将 重 组

pGL3-Basic 质 粒 （pGL3-WT、 pGL3-173530852G、

pGL3-173531173G、pGL3-173531213G） 与 pRL-TK

共转染至H9C2细胞中，结果显示，g.173531213C>G

降低了 HAND2 基因启动子转录活性 （P<0.05），而

g. 173530852A>G 和 g. 173531173A>G 并 没 有 影 响

HAND2 基因启动子转录活性 （P>0.05），见表 3。

2.3　罕见变异对转录因子结合的影响

使用含有上述罕见变异的探针进行 EMSA，分

析罕见变异对转录因子结合的影响。结果提示，

g.173531213C>G 在 H9C2 细胞中产生了 1 个转录因

子结合位点，见图 2。

g.173530852A>G g.173531173A>G g.173531213C>G

图1　HAND2基因启动子罕见变异的测序色谱图  箭头所标为变异位点。

表1　10例HAND2基因启动子区变异患儿的临床资料

编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

变异位点*

g.173530852A>G

g.173531173A>G

g.173531213C>G

g.173531213C>G

g.173530852A>G

g.173531213C>G

g.173531213C>G

g.173531213C>G

g.173531213C>G

g.173531213C>G

性别

男

男

女

男

女

男

女

女

男

男

年龄 (岁)

3

4

2

3

2

4

1

2

3

3

缺损类型

膜周部缺损

膜周部缺损

膜周部缺损

膜周部缺损

肌部缺损

膜部缺损

基底部缺损并膜部瘤形成

膜周部缺损

基底部缺损并膜部瘤形成

膜周部缺损

是否含有其他变异位点

否

否

否

否

含有 1 个常见变异

含有 2 个常见变异

含有 1 个常见变异

含有 2 个常见变异

含有 1 个常见变异

含有 1 个常见变异

注：*专指本研究中 3 个罕见变异位点。
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2.4　转录因子预测

TRANSFAC 和 JASPAR 转录因子数据库的预测

结果提示，g.173531213C>G 可能产生了 1 个早期 B

细胞因子 3 （early B-cell factor 3，EBF3）、NK2 同

源 框 （NK2 homeobox 1， NKX2-1）、 剪 接 因 子 1

（splicing factor 1，SF1） 等转录因子结合的位点，

见表 4、图 3。

表3　罕见变异对HAND2基因启动子转录活性的影响

（x̄ ± s）

重组质粒组别

pGL3-WT 组

pGL3-Basic 组

pGL3-173530852G 组

pGL3-173531173G 组

pGL3-173531213G 组

相对转录活性

1.00±0

0.13±0.01

0.97±0.01

1.03±0.02

0.80±0.02

t 值*

-

98.271

3.779

2.219

16.086

P 值*

-

<0.001

0.063

0.157

0.004

注：pGL3-Basic 为空白对照。*设定 pGL3-WT （野生型） 的相
对转录活性为 1。分别将各组相对转录活性与 pGL3-WT 组比较，
并进行两样本 t 检验，P<0.05 表示差异有统计学意义。

空
白
组

野
生
型

变
异
组

空
白
组

野
生
型

变
异
组

未结合蛋白的探针 未结合蛋白的探针

g.173531213C>G阴性对照

图 2　g.173531213C>G 的 EMSA 结果  受影响的未

知转录因子的结合用箭头标记 （变异组为红色箭头，野生组为黑

色箭头）；空白组没有加入蛋白质，作为空白对照；g.173530852A

>G 和 g.173531173A>G 的 EMSA 结果均为阴性，选择其中之一作为

阴性对照。

表2　VSD组和健康对照组罕见变异的分布情况

［例 （%）］

变异位点/基因型

g.173530852A>G

AA

AG

g.173531173A>G

AA

AG

g.173531213C>G

CC

CG

位置
(bp)*

-623

-944

-984

健康对照组
(n=345)

345(100)

0(0)

345(100)

0(0)

345(100)

0(0)

VSD 组
(n=349)

347(99.4)

2(0.6)

348(99.7)

1(0.3)

342(98.0)

7(2.0)

P 值

0.499

1.000

0.015

注：*变异位于 HAND2 基因转录起始位点 g.173530229 （NC_
000004.12） 的上游。

表4　g.173531213C>G的探针序列

野生组探针序列

5'-ttaatggttcccctcccgataactaaacctg-3'

变异组探针序列

5'-ttaatggttcccctcgggataactaaacctg-3'

序列位置

173531228-173531199

注：字体加粗加大的碱基为变异位点；序列位置来源于 NCBI （https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）。

A

B

EBF3 NKX2-1 SF1

图3　所预测转录因子的结合力得分和结合位点图  A 为 TRANSFAC 中所预测转录因子结合力得分 （只包含 core 

score>80 的转录因子）；B 为所预测转录因子在 JASPAR 中的结合位点图。
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3 讨论

在人的心室和心房基本结构形成之后，即胚

胎发育的第四周末，心室和心房开始分隔。心室

的分隔起源于心尖部。先在心尖部形成心肌隆起，

并向上生长，最终在心内膜垫下方停止，形成室

间隔肌部，同时留下室间孔。之后心内膜垫向下

生长，与来自主肺动脉隔的延伸部分共同形成室

间隔膜部，并填充室间孔［9，21-23］。来自第二生心区

的细胞参与了这一过程，而 HAND2 基因则直接参

与了对第二生心区发生发展的调控。同时有研究

也证明，HAND2 基因在心脏发育阶段的表达降低

或 缺 失 ， 和 VSD 的 发 生 发 展 有 着 显 著 的 相 关

性［15-17］。启动子是调控基因转录的关键元件，同

时罕见变异对疾病发生发展的影响也越来越被重

视。我们推测，HAND2 基因启动子区的罕见变异

是导致 HAND2 基因表达降低甚至缺失的原因之

一。为此，我们通过病例对照研究，试图发现

VSD 患儿 HAND2 基因启动子区的罕见变异，并尝

试探究其对启动子的功能影响和相关的分子机制。

本研究中，我们一共发现了 3 个罕见变异，即

g.173530852A>G、g.173531173A>G和g.173531213C

>G，其中 g.173531213C>G 在 VSD 组和健康对照组

的分布差异有统计学意义。通过分析这 3 个罕见变

异对 HAND2 基因启动子功能的影响，我们发现

g.173531213C>G 降低了 HAND2 基因启动子的转录

活性，而g.173530852A>G和g.173531173A>G并没有

影响启动子功能。EMSA结果提示，g.173531213C>G

产生了 1 个新的转录因子结合位点。随后对转录因

子进行预测，发现 g.173531213C>G 可能产生了 1

个 EBF3、NKX2-1、SF1 等转录因子结合的位点。

其中，转录因子 EBF3 主要通过调控与细胞周期和

凋亡相关的基因，进而参与细胞的生长；还可影

响 B 细胞分化、骨发育和神经发生，也具有肿瘤抑

制因子的作用［24］。转录因子 NKX2-1 主要调节与形

态发生有关的基因表达，目前对该基因的研究主

要集中在先天性甲状腺功能减退症、新生儿呼吸

窘迫及甲状腺肿瘤和肺部肿瘤等领域［25］。转录因

子 SF1 除了结合下游靶基因启动子调控转录外，还

能够特异性识别 3'剪接位点的内含子分支点序列，

进而调控选择性剪接［26］。

总的来说，我们在 VSD 患儿中发现了 3 个罕见

变异，通过功能分析和分子机制探索，进一步明

确了这些罕见变异对 VSD 发生发展的作用。这为

进一步了解 VSD 的遗传学病因和 HAND2 基因的调

控机制提供了参考。由于技术和成本等多种原因，

我们未能进一步深入研究。随着技术的提高，后

续我们将完善相关实验，为 HAND2 基因对 VSD 形

成的分子机制提供更充分的依据。

利益冲突声明：所有作者声明无任何利益

冲突。
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