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肥胖儿童黑皮素 4 受体基因筛查和
突变功能预测研究

宋洁云　王都　马军　王海俊

（北京大学儿童青少年卫生研究所，北京　100191）

［摘要］　目的　对肥胖儿童中黑皮素 4 受体（MC4R）基因编码区进行突变位点筛查，研究其与肥胖相关

指标的关系，并对突变可能造成的基因功能改变进行预测。方法　选择北京市 160 例 7~18 岁重度肥胖和 100 例

体重正常的儿童青少年，进行身体测量和血生化指标检测。使用 PCR、单链构象多态性和测序方法进行 MC4R

基因编码区筛查。使用生物信息学网络数据库对筛出的突变进行功能预测。结果　肥胖儿童中筛出杂合子错义

突变 3 例（Val95Ile、Val166Ile、Val179Ala）；在对照组中筛出杂合子错义突变 1 例（Met218Thr）；Val103Ile

变异在肥胖组和对照组中分别有 7 例（4.4％）和 6 例（6.0％）（P>0.05）。其中肥胖组中筛出的 Val179Ala 为

首次发现的杂合子突变。携带 Val95Ile、Val166Ile 或 Val179Ala 突变的 3 例肥胖儿童与未携带这 3 个突变的其

他 157 例肥胖儿童的 BMI、体重、腰围、臀围、血脂指标、血糖和脂肪百分比的比较差异均无统计学意义（P>0.05）。

对筛出的突变进行功能预测，发现上述 5 个变异均可能对蛋白质功能产生影响。结论　在肥胖儿童 MC4R 基

因编码区共发现 5 个变异，其中 Val179Ala 为首次发现的新突变；功能预测发现这 5 个变异均可能对蛋白质的

功能造成影响。                                                                         ［中国当代儿科杂志，2015，17（4）：356-361］
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Abstract: Objective    To screen the coding region of melanocortin-4 receptor gene (MC4R) for mutations in 
children, analyze the association of the identified variants with obesity-related phenotypes, and predict the potential 
functions of the identified variants. Methods    A case-control study was conducted in 160 severely obese children 
and 100 normal-weight controls, all aged 7-18 years. Their anthropometric data were collected and blood tests were 
performed. The coding region of MC4R gene was screened by polymerase chain reaction (PCR), single strand 
conformation polymorphism and sequencing, and the potential functions of the identified variants were predicted by 
related online databases. Results    Three heterozygous missense mutations were identified in obese children (Val95Ile, 
Val166Ile and Val179Ala), and one heterozygous missense mutation was found in controls (Met218Thr). Val103Ile 
variant was found to be carried by seven subjects in the obese group and six in the control group (P>0.05). Val179Ala 
was a newly identified heterozygous mutation. No significant differences in BMI, weight, waist circumstance, hip 
circumstance, serum lipid parameters, fasting glucose, and body fat percentage were found between Val95Ile, Val166Ile 
or Val179Ala mutation carriers and non-carriers in obese children. The function prediction of the variants showed that 
all the five identified variants influenced the protein function. Conclusions    Five variants were identified in the coding 
region of MC4R gene, among which Val179Ala was newly identified. All the five variants might influence the protein 
function as evidenced by online prediction.                                            [Chin J Contemp Pediatr, 2015, 17(4): 356-361]

Key words: Melanocortin-4 receptor; Obesity; Gene screening; Function prediction; Child

论著·临床研究

                                                          
［收稿日期］2014-11-06；［接受日期］2015-01-15
［基金项目］国家自然科学基金项目（81172683）。
［作者简介］宋洁云，女，博士，主管技师。
［通信作者］王海俊，女，教授。

doi: 10.7499/j.issn.1008-8830.2015.04.013



 第 17 卷 第 4 期

  2015 年 4 月

中国当代儿科杂志 
Chin J Contemp Pediatr

Vol.17 No.4

Apr. 2015

·357·

近年研究表明黑皮素 4 受体（melanocortin-4 

receptor, MC4R）基因与体重调节密切相关。MC4R

基因定位于染色体 18q22，只有一个外显子，编码

332 个氨基酸残基组成的跨膜 G 蛋白耦联受体，

具有七个跨膜区。MC4R 存在于中枢神经系统的各

个区域，包括大脑皮质、下丘脑、脑干和脊索；

MC4R 是人类体重调节的系统——瘦素 - 黑色素皮

质激素系统的重要组成部分，可以通过影响食物

摄入、能量消耗和代谢，与肥胖发生有密切关系 [1]。

MC4R 基因是导致人类单基因肥胖的基因之

一。据文献报道约有 2%~6% 的重度肥胖儿童青少

年携带有该基因的变异 [2]。到目前为止，在人类

MC4R 基因编码区已发现约 170 个自然发生的突

变 [1,3-4]。大部分突变在欧美人群中发现，亚洲人群

中 MC4R 基因的突变研究非常少 [5]。一项在日本

人中进行的小样本研究（50 个肥胖病人）未发现

MC4R 基因编码区突变。中国大陆（杭州、南京和

上海）人群和香港人群中进行的 4 项研究发现了

10 个突变。新加坡的华裔、马来裔和印度裔人群

中进行的研究发现 3 个突变。Lee[5] 对不同人群中

MC4R 基因编码区突变研究进行综述，发现尽管一

些变异（如 Val103Ile）在多项不同人群研究中被

识别，但很多突变仅在原始研究人群中或者在几

项研究中有过报道，即使相同种族的人群中也未

多次发现这些突变。因此，不同区域的亚洲人群

可能携带不同的 MC4R 基因编码区突变，有必要

在中国人群中开展这方面的研究，以完善中国人

群 MC4R 基因编码区突变谱。

本研究选择北京市 160 例 7~18 岁重度肥胖和

100 例体重正常的儿童青少年，对 MC4R 基因编码

区进行突变筛查，分析筛出的变异与肥胖相关指

标的关系，并预测变异可能的功能，以阐明 MC4R

基因编码区变异在肥胖发病机制中的作用。

1　资料与方法

1.1　研究对象

根据 2005 年全国学生体质调研结果中的体重

指数（BMI）百分位数 [6]，对北京市海淀区 3 所中

学和 2 所小学的全体学生进行筛选。纳入标准：

BMI 在 2005 年全国学生同年龄同性别第 97 百分位

数以上者为重度肥胖组，共 160 人，其中女生 74 例，

男 生 86 例，BMI 27.6±3.6 kg/m2， 年 龄 11.2±2.7

岁（7~18 岁）。选择与肥胖组儿童性别、年龄分

布相同的 100 名体重正常儿童作为对照组，BMI

均在 2005 年全国学生同年龄同性别第 15 百分位

数和 50 百分位数之间，其中女生 49 例，男生 51 例，

BMI 16.5±1.6 kg/m2，年龄 11.4±3.0（7~18）岁。

对照组儿童均排除脂肪肝，血压、血糖、血脂四

项（总胆固醇、三酰甘油、低密度脂蛋白胆固醇

和高密度脂蛋白胆固醇）及肝功能均正常。

1.2　身体测量及血生化指标测量

依据 2005 年全国学生体质健康调研检测细

则 [7]，对所有研究对象进行身高、体重、腰围、臀

围的测量，计算 BMI（体重 / 身高 2）。采集空腹

静脉血，血清分离后使用日立 7600 全自动血生化

分析仪对空腹血糖、总胆固醇、三酰甘油、低密

度脂蛋白胆固醇、高密度脂蛋白胆固醇水平进行

测定。

1.3　DAN 提取、PCR 和酶切

采 用 常 规 酚 氯 仿 法 从 血 凝 块 中 提 取 基 因

组 DNA。 通 过 核 对 NCBI、Ensembl、HAPMAP

等 基 因 组 数 据 库， 发 现 该 基 因 编 码 区 为 1 个

外 显 子。 采 用 2 对 PCR 引 物 扩 增 MC4R 基

因， 引 物 设 计 参 考 文 献 [8]。 第 一 对 引 物 MC4R-
1 F ： 5 ' - A T C A A T T C A G G G G G A C A C T G - 3 ' ；

MC4R-1R：5'-GACAGCACTACTATCTGAGT-3'

（615 bp）。 第 二 对 引 物 MC4R-2F：

5'-ATGCTCTCCAGTACCATAACA-3'；MC4R-2R：

5'-TGCAGAAGTACAATATTCAGG-3'（622 bp）。

第一对引物的扩增产物使用内切酶 Eco81I 和 SspI

进行酶切，产物大小分别为 179、217、219 bp；

第二对引物的扩增产物使用 MspI 进行酶切，产物

大小为 167、223、232 bp。

1.4　MC4R 基因筛查和测序

采用单链构象多态性分析（SSCP）方法对上

述步骤中 MC4R 基因 PCR- 酶切产物进行突变筛

查：（1）制备聚丙烯酰胺凝胶（30% 丙烯酰胺 -2%

双丙烯酰胺）；（2）按适当比例混合 PCR 产物及

变性剂，混匀后 96℃变性 10 min，取出后立刻放

入冰中冷却；（3）上样后于 4℃环境中 350 V 电

泳 12~14 h；（4）电泳结束后通过银染的方法显色；

（5）对发现可疑突变的样品进行测序，以确定突

变的位置和类型。
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1.5　突变功能预测

使 用 生 物 信 息 学 网 络 数 据 库 PolyPhen-2
（polymorphism phenotyping2）、SNAP（Screening 

for non-acceptable polymorphisms）和 Mutation Taster

对突变是否导致蛋白产物功能的改变进行预测分

析。PolyPhen-2 基于同源序列、同源蛋白质 3D- 结

构的多重比对和系统发育学信息，估计突变型等

位基因具有破坏蛋白质功能的可能性得分，得分

范围介于 0（良性）~1（破坏性）之间 [9-10]。SNAP

参考基于序列得到的信息，如进化信息（同源序

列家族内残基的保守性）、蛋白质结构信息（二

级结构、可溶性）以及其他相关信息，分析氨基

酸的置换是否导致蛋白功能的改变，并计算可靠

性指数（reliability index，范围 0~9）和预测准确率（范

围 0~1），后者是前者给定的基础上用来解释预测

准确性的似然估计值，两者数字越大表明预测的

准确性越高 [11]。Mutation Taster 整合来自不同生物

数据库的信息（如蛋白质特征、序列和突变频率

数据等），利用贝叶斯分类的方法计算序列中的

变异是否具有致病性或者是有害变异的可能性。

可能性参数越接近 1，说明预测的准确性越高。从

Ensembl 数据库下载序列数据，对新发现突变的物

种保守性进行分析，即计算携带相同氨基酸物种

的百分数。使用 UniProt 网站进行新突变功能域分

析。

1.6　统计学分析

采用 SPSS 17.0 统计软件进行统计学分析，计

量资料使用均数 ± 标准差（x±s）描述，组间比

较采用两独立样本 t 检验；计数资料用频数和百

分率（%）表示，组间比较采用卡方检验。P<0.05

为差异有统计学意义。

2　结果

如表 1 所示，在 160 例肥胖儿童中检出错义

突变 3 例，占 1.9%；100 例对照组中检出错义突

变 1 例，占 1.0%。肥胖组中的 3 个错义突变为：

283G>A（Val95Ile）、496G>A（Val166Ile）、

536T>C（Val179Ala）。对照组中的一个错义突变

为 653T>C（Met218Thr）。307G>A（Val103Ile）

变异在肥胖、对照组中均出现，检出率分别为 4.4%

和 6.0%，调整年龄和性别该变异与肥胖没有相关

性（P=0.588）。 肥 胖 组 中 536T>C（Val179Ala）

为新发现的变异，其他研究中未见报道。

肥胖组中的 3 个错义突变 283G>A（Val95Ile）、

496G>A（Val166Ile）、536T>C（Val179Ala） 均

为 女 性 杂 合 子 突 变 携 带 者，BMI 的 水 平 分 别 是

29.59、29.16 和 28.44 kg/m2； 对 照 组 发 现 的 突 变

653T>C（Met218Thr）为男性杂合子突变携带者，

其 BMI 为 17.12 kg/m2 。比较携带这 3 个突变的肥

胖儿童与未携带这 3 个突变的其他 157 例肥胖儿

童的 BMI 水平，如表 2 所示，前者 BMI 平均值

高于后者，但差异无统计学意义（P=0.078）。两

组肥胖儿童体重、腰围、臀围、腰臀比、血脂、

血糖和脂肪百分比的比较差异均无统计学意义

（P>0.05）。

采用相关的网络数据库对突变的功能进行预

测，结果见表 3。PolyPhen-2 数据库预测结果显示

Val95Ile 和 Val166Ile 突变可能破坏蛋白质的结构

和功能，得分分别是 0.873 和 0.542。SNAP 数据

库预测结果显示 Met218Thr 突变可能对蛋白质结

构功能产生影响，可靠性指数是 1，预测准确率为

63%。Mutation Taster 数据库预测结果显示 5 个变

异包括新发现突变 Val179Ala 均为致病性变异，可

能性参数都是 0.9999。从 Ensembl 数据库可获得的

55 个物种中，Val179Ala 突变位置有 49 个物种均

为缬氨酸（Val），物种间保守性百分数为 89%。

UniProt 网站数据显示 Val179Ala 位于 MC4R 蛋白

唯一的视紫红质超家族功能域的第 4 个跨膜螺旋

区域。

表 1　MC4R 基因变异在肥胖组和对照组的基因型频率分布　[ n（％）]

组别 例数 283G>A (Val95Ile) 307G>A (Val103Ile) 496G>A (Val166Ile) 536T>C (Val179Ala) 653T>C (Met218Thr)

对照组 100 0(0) 6(6.0) 0(0) 0(0) 1(1.0)

肥胖组 160 1(0.6) 7(4.4) 1(0.6) 1(0.6) 0(0)
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3　讨论

本研究对北京市 160 例 7~18 岁重度肥胖和

100 例体重正常的儿童青少年进行 MC4R 基因编码

区的突变筛查，结果检出 5 个变异，肥胖组中发

现 3 个 错 义 突 变：283G>A（Val95Ile）、496G>A

（Val166Ile）、536T>C（Val179Ala）； 对 照 组 中

发 现 1 个 错 义 突 变， 即 653T>C（Met218Thr）；

307G>A（Val103Ile）变异在肥胖组、对照组中均

有发现，其发生频率分别为 4.4% 和 6.0%，两组比

较差异无统计学意义，提示该变异与肥胖无相关

性，该结果与本课题组前期的一项 meta 分析结果

不一致 [17]，可能与本研究样本量小有关。本研究

在肥胖女童中检出的 Val95Ile 与 Val166Ile 突变，

既往研究曾有报道，其中 Val95Ile 突变在一个挪

威成年肥胖者中发现 [18]，Val166Ile 突变在一个中

国肥胖儿童中检出 [19]。而 Met218Thr 突变的检出

情况不同，本研究是在一个体重正常男性儿童中

发现，而 Rong 等 [16] 在一个中国香港的肥胖女性

中检出，提示该突变可能在病例和对照人群中均

有可能携带，需要进一步大样本人群的验证。本

研究首次发现 Val179Ala 突变，尚未见有研究报道，

其携带者为一名女童，BMI 为 28.44 kg/m2。

研 究 发 现 MC4R 基 因 突 变 率 有 种 族 差 异。

表 2　携带与不携带 MC4R 基因突变的肥胖儿童相关指标水平的比较 * （x±s）

指标
不携带突变肥胖儿童

(n=157)
携带突变肥胖儿童

(n=3)
t 值 P 值

BMI(kg/m2) 27.5±3.6 29.0±0.6 3.15 0.078 

体重 (kg) 68±19 79±8 2.32 0.129 

腰围 (cm) 86±10 88±7 0.79 0.374 

臀围 (cm) 97±11 103±5 2.75 0.099 

腰臀比 0.89±0.06 0.85±0.03 1.45 0.230

总胆固醇 (mmol/L) 4.2±0.7 4.0±0.8 0.04 0.838 

三酰甘油 (mmol/L) 1.19±0.52 1.14±0.22 1.29 0.258 

低密度脂蛋白胆固醇 (mmol/L) 2.46±0.62 2.19±0.39 0.78 0.378 

高密度脂蛋白胆固醇 (mmol/L) 1.35±0.26 1.41±0.33 0.18 0.671 

空腹血糖 (mmol/L) 5.45±0.44 5.44±0.29 0.29 0.591 

脂肪百分比 (%) 30.6±4.5 35.6±1.6 2.00 0.160 

注：* 突变指 283G>A（Val95Ile）、496G>A（Val166Ile）、536T>C（Val179Ala）共 3 个突变。

表 3　MC4R 基因突变位点的功能预测

氨基酸序
列改变

PolyPhen-2 SNAP Mutation Taster
文献证据

预测结果 得分 可靠性指数 预测准确率 (%) 预测结果 预测结果 可能性参数

Val95Ile 可能有破坏性 0.873 0 53 中性 致病 0.9999
功能缺失（胞内 cAMP 水平下
降 [12]）

Val103Ile 良性 0.025 3 78 中性 致病 0.9999

功能无变化（胞内 cAMP 水平
无明显变化 [1]）；功能变化（对
抑制性配体 AgRP 的敏感性降
低 [13]）

Val166Ile 可能有破坏性 0.542 1 60 中性 致病 0.9999

功能无变化（细胞表面表达水
平和胞内 cAMP 水平均无变化
[14]）；功能变化（细胞表面表
达水平下降 [15]）

Val179Ala 良性 0.009 2 69 中性 致病 0.9999 未见报道

Met218Thr 良性 0.140 1 63 非中性 致病 0.9999
功能无变化（受体在细胞表面
表达水平、受体配体结合能力
和胞内 cAMP 水平无变化 [16]）
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Tao[1] 在 一 篇 综 述 中 对 这 种 差 异 进 行 总 结： 在

欧 洲 白 人 肥 胖 人 群 中，MC4R 突 变 检 出 率 介 于

1.72%~1.96% 之间，北美印第安肥胖人群中检出

率为 2.25%~4.60%；东亚肥胖人群中的检出稍低，

日本人研究（n=50）未检出 MC4R 突变，华裔肥

胖 人 群 中 检 出 率 介 于 0.3%~1.76% 之 间 [16,19-22]。

本研究在 160 例重度肥胖人群中检出 MC4R 突变

3 例，突变检出率为 1.9%，略高于既往华裔人群

研究检出率，可能与研究人群的肥胖程度不同有

关。本研究人群为重度肥胖儿童，而前期的华裔

人群研究为肥胖人群，重度肥胖儿童可能携带更

多的 MC4R 突变。至于 MC4R 突变类型是否具有

种族差异性，鉴于亚洲研究较少，目前尚不能进

行定论，但是少数在中国人群中发现的突变（如

Met218Thr）尚无其他种族的研究报道。

人类 MC4R 基因突变引起的肥胖表现多样，

其肥胖多为青少年发病，且女性较重，与其他一

些单基因突变引起的肥胖（如瘦素、瘦素受体缺

陷等）相比，其内分泌代谢紊乱并不十分明显 [1]。

本研究比较携带突变位点的肥胖儿童与未携带突

变位点的肥胖儿童的 BMI、体重和腰臀围等指标，

没有发现两组之间具有显著差异，血糖、血脂及

脂肪含量的比较也未发现差异，与前期的研究结

果一致 [1]。

细胞膜上的 MC4R 与其配体 α-MSH 结合将

启动 G 蛋白耦联的信号系统，活化腺苷酸环化酶，

引起细胞内 cAMP 上升，介导细胞的一系列生理生

化活动。MC4R 基因编码区突变可能在蛋白产物合

成、转运、受体配体结合作用效率等方向产生影响。

本研究采用相关的网络数据库（PolyPhen2、SNAP

和 Mutation Taster）对本研究中的新突变 Val179Ala

是否对蛋白结构和功能产生影响进行预测。 SNAP

借鉴了残基的可溶性信息（残基包埋在蛋白质

高级结构内、暴露于表面或介于中间），使预测

更加全面。而数据库中关于蛋白结构和功能的信

息 较 多 时，PolyPhen-2 的 预 测 稍 好 于 SNAP[11]。

Mutation Taster 在参考蛋白质特征的基础上还参考

变异在基因上的位置和频率等信息进行预测，提

高预测的敏感性。鉴于不同的网络数据库进行预

测的原理不同，本研究使用 3 个不同的数据库进

行预测。Val179 位于 MC4R 蛋白第 4 个跨膜区，

物种间保守性较高，该位置的突变可能导致蛋白

功能的改变。预测结果支持 Val179Ala 可能导致蛋

白功能发生变化。

本 研 究 比 较 了 PolyPhen2、SNAP 和 Mutation 

Taster 数据库对其他 4 个已知突变的预测与体外

功能研究的结果。数据库预测结果显示 4 个突变

均可能影响蛋白功能。文献报道 Val95Ile 突变可

引起受体激动剂刺激的胞内 cAMP 水平降低 [12]；

Val166Ile 突变的作用在不同研究中结果不同，

Hinney 等 [14] 研究结果显示 Val166Ile 突变未导致

胞内激动剂诱导的 cAMP 水平显著变化，而 Rovite

等 [15] 类似的体外实验则发现相反的结果，还发

现 Val166Ile 可显著降低受体蛋白的细胞表面表

达 水 平；Rong 等 [16] 对 Met218Thr 的 功 能 进 行 研

究，未发现该突变对细胞表面受体的表达水平、

受体配体结合能力和胞内 cAMP 水平产生影响，

但是不排除该突变具有其他方面功能的可能性。

对 Val103Ile 突变，体外研究显示与 Val103 相比，

Ile103 可能对 AgRP 抑制作用的敏感性较低，从而

弱化食欲促进信号，使肥胖的风险降低，这一结

果仍具有争议，至少 4 项研究未发现类似结果 [1]，

但是人群数据证实 Val103Ile 与肥胖存在相关性 [17]。

Bromberg 等 [23] 采用 SNAP 数据库对 MC4R 编码区

突变功能进行预测，结果发现该数据库对受体与

激动剂结合能力方向变化的预测优于受体与抑制

剂结合能力变化的预测。数据库对于突变功能的

预测与既往实验研究结果存在部分一致性，可为

筛选功能重要的突变提供一定依据。需要注意的

是，不同预测软件由于设计原理不同导致预测结

果矛盾，预测结果与实验测试也存在一定矛盾，

因此使用网络数据库对基因突变进行功能预测的

结果仍需要进一步的实验研究来验证。

本研究在中国儿童青少年人群中对 MC4R 基

因突变进行筛查，除了已知的 4 个变异，首次发

现了 Val179Ala 突变。采用网络数据库预测 MC4R

基因突变的功能，发现包括新突变 Val179Ala 在内

的 5 个变异可能对蛋白质功能产生影响。研究结

果为完善中国人群 MC4R 基因编码区突变谱、阐

明 MC4R 基因编码区变异在肥胖发病机制中的作

用提供了依据。
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