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　　［摘要］　目的　筛选心肌致密化不全（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｎｏｎｃｏｍｐａｃｔｉｏｎ，ＬＶＮＣ）的致病基因并进行功
能验证，为研究发病机制、遗传咨询和早期干预提供依据。方法　收集自２０１８年１月至２０２０年１２月
于重庆医科大学附属儿童医院门诊就诊的３个ＬＶＮＣ家系的血液样本进行全外显子测序（ｗｈｏｌｅｅｘｏｍｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＷＥＳ），得到３个家系均筛选出的可能致病基因，同时分别构建 ＬＶＮＣ患者和正常人来源的
诱导多能干细胞心肌细胞（ｉｎｄｕｃｅｄｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌｓｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ，ｉＰＳＣＣＭｓ）模型，收取不同时间
点的细胞，采用实时荧光定量ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ，ｑＰＣＲ）对上述基因进行验证，观察它们在
诱导分化过程中的表达特征变化。结果　ＷＥＳ筛选出 ３个 ＬＶＮＣ家系共同的可能致病基因 １４个，
ｑＰＣＲ检测结果提示这些基因在不同的时间点（０、１０、２０、３０ｄ）表达量发生动态改变，并且在正常组及
ＬＶＮＣ患者组间其表达量存在明显差异。结论　３个 ＬＶＮＣ家系通过 ＷＥＳ筛选出的１４个共同的可能
致病基因，涉及影响细胞骨架、细胞极性、钙离子钾离子调节及能量代谢等方面。
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　　心肌致密化不全（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｎｏｎｃｏｍｐａｃｔｉｏｎ，
ＬＶＮＣ）是儿童常见的一种心肌病，由心脏发育早期时
心肌致密化过程迟滞或停顿造成，以心室内突出的肌

小梁和众多深陷的小梁隐窝为病理特征［１］，主要临床

表现为进行性心力衰竭、心律失常和栓塞形成，严重者

甚至发生猝死［２］。该病是公认的遗传性心肌病，但遗

传学发生机制尚未阐明。

　　Ｔａｆａｚｚｉｎ（ＴＡＺ／Ｇ４．５）是文献报道的第一个 ＬＶＮＣ
的致病基因［３］。而近年来随着对 ＬＶＮＣ研究的深入，
越来越多与 ＬＶＮＣ致病相关的基因被发现，包括肌节
编码 基 因 βＭＨＣ／ＭＹＨ７、ＭＹＢＰＣ３、ＡＣＴＣ１、ＭＹＬ２、
ＭＹＬ３、Ｄｔｎａ、ＴＮＮＴ２、ＴＮＮＩ３、ＬＭＮＡ、ＺＡＳＰ／ＬＢＤ３、
ＤＴＮＡ、ＸＩＲＰ１等［４－５］，编码离子通道的基因 ＳＣＮ５Ａ、
ＨＣＮ４等［６－７］，但这些基因对疾病的解释度仅为２０％～
３０％［８－９］。
　　ＬＶＮＣ被定义为异质性的遗传性心肌病，诸多未
知基因参与该疾病的发生发展过程。本研究通过临床

收集的３个具有典型临床表现的 ＬＶＮＣ核心家系，对
其血液样本进行全外显子测序（ｗｈｏｌｅｅｘｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，
ＷＥＳ），试图扩展致病基因的范围和发生机制；经过生
物信息学分析，筛选出３个家系均可能致病基因的交
集，缩小可能致病基因范围，利用已成功构建的 ＬＶＮＣ
患者和正常人来源的诱导多能干细胞心肌细胞（ｉｎｄｕｃｅｄ
ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌｓｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ，ｉＰＳＣＣＭｓ）提取
ＲＮＡ［１０－１１］，采用ｑＰＣＲ技术对这些基因在心肌分化过
程中的表达量及表达差异进行验证，为下一步在分子

细胞和模式动物水平进行验证并阐述发生机制奠定

基础。

１　材料与方法

１．１　病例来源
　　３个ＬＶＮＣ家系来自２０１８年１月至２０２０年１２月于
重庆医科大学附属儿童医院门诊就诊的患儿。第１例
女性（即 ＫＣ２０１８Ｃ０７８），１６岁，以心肌致密化不全就
诊，并伴有肺动脉高压；第 ２例男性（即 ＫＣ２０２０

Ｅ１６０），６岁，以心肌致密化不全就诊，并伴有慢性心
衰、频发室性早搏；第 ３例女性（即 ＫＣ２０２０Ｅ３５３），
３岁，以心肌致密化不全就诊，并伴有慢性心衰。诊断
标准：Ｊｅｎｎｉ超声心动图：①双层心肌，收缩末期有多个
突出的小梁。②ＮＣ／Ｃ＞２∶１。③彩色多普勒显示与小
梁间隙之间相互联通。④同时没有并存的心脏异
常［１２］。ＳＴＥＦＦＥＮ等［１３］提出的 ＭＲＩ：①两个不同心肌
层的视觉表现———致密的心外膜层和非致密的心内膜

层。②非致密层内存在粗大小梁和深陷的小梁隐窝。
③在舒张末期测量非致密心肌：致密心肌＞２．３。分别
收集ＬＶＮＣ患儿及其父母兄妹的外周血液。本研究通
过重庆医科大学伦理委员会审查［（２０２１）年伦审（预）
第（１９）号］。
１．２　全外显子测序
　　将上述３个ＬＶＮＣ家系的外周血液送检武汉康测
科技有限公司进行ＷＥＳ。根据测序流程，将这３个家
系外周血的 ｇＤＮＡ制备外显子组富集文库，再通过
ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ平台，以２×１５０ｂｐ双端测序模式进行高
通量测序，获得ＦａｓｔＱ的原始数据；对原始数据进行质
量控制，运用ＢＷＡ软件与正常基因组进行序列（人类
基因组 ｈｔｔｐｓ：／／ｈｇｄｏｗｎｌｏａｄ．ｓｏｅ．ｕｃｓｃ．ｅｄｕ／ｄｏｗｎｌｏａｄｓ．
ｈｔｍｌ）比对，Ｐｉｃａｒｄ软件去除低质量测序数据及重复数
据，并使用ＧＡＴＫ软件进行碱基校正，获得可进行分析
的比对序列；采用ＧＡＴＫＨａｐｌｏｔｙｐｅＣａｌｌｅｒ软件（ｈｔｔｐｓ：／／
ｓｏｆｔｗａｒｅ．ｂｒｏａｄｉｎｓｔｉｔｕｔｅ．ｏｒｇ／ｇａｔｋ／ｂｅｓｔｐｒａｃｔｉｃｅｓ／）检测每
个样品的ＳＮＶ／ＩｎＤｅｌ，按照软件推荐的筛选方案进行
过滤，建立 ＳＮＶ库，通过 ＡＮＮＯＶＡＲ软件（ｈｔｔｐ：／／
ａｎｎｏｖａｒ．ｏｐｅｎｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｏｒｇ／ｅｎ／ｌａｔｅｓｔ／）将所有的
ＳＮＶ／ＩｎＤｅｌ位点与最新发布的群体数据库、功能数据
库、以及疾病数据库等已知信息进行比对分析，评估这

些ＳＮＶ／ＩｎＤｅｌ位点的变异频率、功能特征、保守性、致
病性等信息，并与多态性数据库进行变异过滤后，对这

３个ＬＶＮＣ家系的基因取交集，３个家系均筛选出的可
能致病基因。

１．３　主要试剂和设备
　　基质胶、消化液、ＰＧＭ１培养基、心肌诱导分化试
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剂盒、心肌消化液和纯化培养基均购自北京赛贝公司；

１６４０基础培养基购自 Ｓｉｇｍａ公司；ＲＮＡ提取试剂盒
购自北京博迈斯科技发展有限公司；反转录试剂盒购

自湖南艾瑞科生物工程公司；ｑＰＣＲ八联管购自赛默
飞（Ｔｈｅｒｍｏ）公司；引物购自上海生工生物工程股份有
限公司；Ｓｙｂｒｅ购自美国 Ｂｉｍａｋｅ生物科技有限公司。
实验室常用设备由重庆医科大学附属儿童医院儿科研

究所提供。

１．４　细胞培养
　　为了模拟心肌细胞分化的过程，采用课题组前期
构建的ＬＶＮＣ患者来源的 ｉＰＳＣＣＭｓ（此ＬＶＮＣ患者具
有心脏增大、心功能不全的临床表现，心脏彩超提示有

粗大的肌小梁和深陷的隐窝，非致密层／致密层比值大
于２．０，完全符合ＬＶＮＣ的诊断标准）和正常人来源的
ｉＰＳＣＣＭｓ［１０］，分别记为疾病组和正常组。使用 ＰＧＭ１
培养基和干细胞消化液、分化培养基、纯化培养基等进

行培养、传代、分化［１１］；收集诱导分化过程中 ０（未进
行诱导前的ｉＰＳＣｓ）、１０、２０、３０ｄ分化成熟的心肌细胞
进行下一步实验。

１．５　ＲＮＡ提取
　　收集正常组、疾病组０、１０、２０、３０ｄ的细胞分别进
行ＲＮＡ提取，提取过程参照ＲＮＡ提取试剂盒（北京博
迈斯科技发展有限公司）说明书进行，提取后 ＲＮＡ放
入－８０℃保存。
１．６　反转录
　　将提取后的不同时间点的正常组和患者组的ＲＮＡ
进行浓度检测，提取产物检测Ｄ（２６０／２８０）值在１．８～２．１
最佳，反转录操作步骤参照艾瑞克公司提供的ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ说明书进行。
１．７　ｑＰＣＲ检测基因ｍＲＮＡ的表达水平
　　进入ＮＣＢＩＧｅｎＢａｎｋ数据库，搜索所需基因ｍＲＮＡ
序列，将ｍＲＮＡ序列发送至上海生工公司网站，合成
引物序列后，通过 ＮＣＢＩｐｒｉｍｅｒＢｌａｓｔ进行引物特异性
验证，验证成功后由生工合成引物，引物序列见表 １。
反应条件：９５℃预变性 ２ｍｉｎ，９５℃变性 １５ｓ，５５～
６０℃退火３０ｓ（根据引物不同，具体温度不同），７２℃
延伸３０ｓ，上述步骤重复３９个循环。
１．８　统计学分析

　　以ＧＡＰＤＨ基因作为内参，以２－ΔΔＣｔ作为ｍＲＮＡ量
化数值，计算基因的相对 ｍＲＮＡ水平。每组实验至少
重复３次，采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．３．０软件进行独立
样本ｔ检验并制图，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

表１　 基因引物序列

基因 引物序列（５′→３′）

ＡＢＣＣ８
正义：ＧＧＴＧＡＣＣＧＡＡＴＣＣＣＡＣＣＡＴＣ

反义：ＣＡＧＧＧＣＡＡＴＴＡＧＣＡＧＣＴＴＧＧ

ＣＡＣＮ２Ｄ１
正义：ＡＣＧＣＡＧＣＡＧＴＣＣＡＴＡＴＴＣＣＴＡ

反义：ＧＣＣＡＣＡＡＴＡＡＴＧＡＡＧＧＧＴＣＴＴＣＣ

ＣＯＬ６Ａ３
正义：ＣＡＴＡＡＣＣＧＣＴＧＴＧＣＧＧＡＡＡＡＴ

反义：ＴＣＡＴＣＴＡＧＧＧＡＣＴＴＡＣＣＡＣＣＴＧ

ＣＰＡＭＤ８
正义：ＴＴＡＡＣＴＣＴＣＣＡＡＧＧＧＡＡＧＴＣＡＣＧ

反义：ＧＧＴＣＴＧＧＴＴＧＴＧＡＡＡＧＡＧＧＧＧ

ＤＣＨＳ１
正义：ＧＡＣＡＴＣＡＡＣＧＡＣＣＡＴＧＣＴＣＣＡ

反义：ＧＴＧＣＣＡＡＡＡＧＣＴＧＴＡＴＧＣＴＣＡ

ＦＡＴ１
正义：ＣＡＴＣＣＴＧＴＣＡＡＧＡＴＧＧＧＴＧＴＴＴ

反义：ＴＣＣＧＡＧＡＡＴＧＴＡＣＴＣＴＴＣＡＧＣＴＴ

ＭＵＣ４
正义：ＣＣＣＴＡＣＣＴＣＴＧＴＧＣＣＣＴＧＴＡ

反义：ＡＧＴＣＣＣＣＣＡＧＣＣＣＡＴＴＧＡＡ

ＮＥＢ
正义：ＣＡＣＣＡＡＧＧＡＴＡＡＧＴＡＣＣＴＧＣＴＴＣ

反义：ＡＧＴＴＣＣＧＧＧＣＴＡＴＣＡＴＴＡＴＡＧＧＧ

ＰＣＤＨ１５
正义：ＣＴＴＣＣＴＴＧＴＧＴＣＣＴＴＧＴＧＣＣ

反义：ＧＣＴＴＧＧＡＴＴＧＧＴＧＧＣＧＴＡＡＣ

ＰＤＥ４ＤＩＰ
正义：ＣＴＧＣＴＴＴＣＧＣＡＣＧＴＣＴＴＧＧ

反义：ＣＡＡＴＣＣＧＧＧＣＡＡＴＡＡＣＴＧＴＧＴ

ＰＲＵＮＥ２
正义：ＣＡＡＣＧＣＧＣＣＡＡＡＴＣＴＡＡＡＣＴＧ

反义：ＧＴＴＣＡＧＣＡＣＴＧＧＴＡＡＡＣＡＣＡＧＡ

ＴＴＮ
正义：ＣＣＣＣＡＴＣＧＣＣＣＡＴＡＡＧＡＣＡＣ

反义：ＣＣＡＣＧＴＡＧＣＣＣＴＣＴＴＧＣＴＴＣ

ＵＳＨ２Ａ
正义：ＡＧＡＴＴＧＧＧＡＧＧＡＣＴＧＧＣＡＡＴＡ

反义：ＴＣＣＡＧＧＴＧＴＣＡＧＧＡＴＧＣＴＡＡＡ

ＺＦＨＸ４
正义：ＡＡＡＡＣＧＧＡＴＧＡＧＣＧＣＡＡＡＡＧＴ

反义：ＴＧＧＴＡＡＡＣＧＡＴＣＴＣＣＣＣＴＧＴＴＡＧ

ＧＡＰＤＨ
正义：ＣＣＣＡＴＣＡＣＣＡＴＣＴＴＣＣＡＧＧ

反义：ＣＡＴＣＡＣＧＣＣＡＣＡＧＴＴＴＣＣＣ

２　结果

２．１　ＬＶＮＣ家系外显子测序结果
　　将收集到的 ３个 ＬＶＮＣ家系［３个家系样本号分
别为 ＫＣ２０１８Ｃ０７８（记为 Ｃ０７８）、ＫＣ２０２０Ｅ１６０（记为
Ｅ１６０）、ＫＣ２０２０Ｅ３５３（记为Ｅ３５３）］外周血样送检武汉
康测科技有限公司进行ＷＥＳ，利用生物信息学分别对
这３个家系所检测到的 ＳＮＰ（单核苷酸多态性）进行
ＧＯ分析，包括生物过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）、细胞
组成（ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ）、分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）及ＫＥＧＧ通路分析。结果见图１、２、３。
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Ａ：ＧＯ分析显示生物过程、细胞组成、分子功能的基因富集情况；Ｂ：ＧＯ分析前２０名富集基因的功能；Ｃ：ＫＥＧＧ

通路分析显示前２０名与富集基因关系密切的信号通道

图１　Ｃ０７８家系ＷＥＳ的ＧＯ分析及ＫＥＧＧ通路基因富集情况
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Ａ：ＧＯ分析显示生物过程、细胞组成、分子功能的基因富集情况；Ｂ：ＧＯ分析前２０名富集基因的功能；Ｃ：ＫＥＧＧ

通路分析显示前２０名与富集基因关系密切的信号通道

图２　Ｅ１６０家系ＷＥＳ的ＧＯ分析及ＫＥＧＧ通路基因富集情况
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#

Ａ：ＧＯ分析显示生物过程、细胞组成、分子功能的基因富集情况；Ｂ：ＧＯ分析前２０名富集基因的功能；Ｃ：ＫＥＧＧ

通路分析显示前２０名与富集基因关系密切的信号通道

图３　Ｅ３５３家系ＷＥＳ的ＧＯ分析及ＫＥＧＧ通路基因富集情况

　　Ｃ０７８家系共检测到２５１９个可能致病基因；Ｅ１６０家
系共检测到５８５个可能致病基因；Ｅ３５３家系共检测到６２２
个可能致病基因；三者可能致病基因列表取交集，制作韦

恩（Ｖｅｎｎ）图（图 ４），获得 １４个基因，分别为：ＡＢＣＣ８、
ＣＡＣＮＡ２Ｄ１、ＣＯＬ６Ａ３、ＣＰＡＭＤ８、ＤＣＨＳ１、ＦＡＴ１、ＭＵＣ４、ＮＥＢ、
ＰＣＤＨ１５、ＰＤＥ４ＤＩＰ、ＰＲＵＮＥ２、ＴＴＮ、ＵＳＨ２Ａ、ＺＦＨＸ４。
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图４　心肌致密化不全疾病三个家系可能致病基因
交集韦恩（Ｖｅｎｎ）图

２．２　ｑＰＣＲ检测基因ｍＲＮＡ表达量差异
　　分别取正常组、疾病组的ｉＰＳＣｓ到ｉＰＳＣＣＭｓ诱导
过程中不同时间点（０、１０、２０、３０ｄ）的细胞，提取 ＲＮＡ
反转录为ｃＤＮＡ，对上述１４个基因采用 ｑＰＣＲ技术进
行检测，各基因检测结果及统计分析如下所示（表２），
绘制折线图（图５）。

表２　 正常组和疾病组ｑＰＣＲ验证统计学意义

基因名称 ０ｄ １０ｄ ２０ｄ ３０ｄ
ＡＢＣＣ８ Ｐ＝０．１２２９ Ｐ＝０．１４９９ Ｐ＝０．３３８４ Ｐ＜０．０００１
ＣＡＣＮＡ２Ｄ１ Ｐ＝０．１６２１ Ｐ＜０．０００１ Ｐ＜０．０００１ Ｐ＜０．０００１
ＣＯＬ６Ａ３ Ｐ＝０．２１６５ Ｐ＝０．９６５３ Ｐ＜０．０００１ Ｐ＝０．０００２
ＣＰＡＭＤ８ Ｐ＝０．０００１ Ｐ＝０．００１１ Ｐ＝０．１９６５ Ｐ＝０．０８５７
ＤＣＨＳ１ Ｐ＝０．０４５５ Ｐ＝０．００１４ Ｐ＝０．００１５ Ｐ＜０．０００１
ＦＡＴ１ Ｐ＜０．０００１ Ｐ＝０．００５４ Ｐ＝０．００５４ Ｐ＜０．０００１
ＭＵＣ４ Ｐ＝０．１０８５ Ｐ＝０．０２８３ Ｐ＝０．０１２３ Ｐ＝０．８８４４
ＮＥＢ Ｐ≤０．０００１ Ｐ＝０．０４５５ Ｐ＝０．６４６５ Ｐ＝０．０２０８
ＰＣＤＨ１５ Ｐ＝０．００７３ Ｐ＝０．５１７５ Ｐ＝０．１７７６ Ｐ＝０．４６０４
ＰＤＥ４ＤＩＰ Ｐ＝０．４１７６ Ｐ＝０．００７６ Ｐ＝０．０００３ Ｐ＜０．０００１
ＰＲＵＮＥ２ Ｐ＝０．０９３０ Ｐ＝０．００６５ Ｐ＜０．０００１ Ｐ＜０．０００１
ＴＴＮ Ｐ＝０．０５０６ Ｐ＝０．００１１ Ｐ＜０．０００１ Ｐ＜０．０００１
ＵＳＨ２Ａ Ｐ＝０．２７５８ Ｐ＝０．４４９４ Ｐ＝０．０１８８ Ｐ＝０．０００２
ＺＦＨＸ４ Ｐ＝０．０００５ Ｐ＜０．０００１ Ｐ＝０．００２８ Ｐ＜０．０００１

　　结果显示，在诱导分化不同时间的基因表达方面，
ＡＢＣＣ８、ＣＡＣＮＡ２Ｄ１、ＤＣＨＳ１、ＦＡＴ１、ＰＲＵＮＥ２、ＺＦＨＸ４等
基因随着分化时间延长，其 ｍＲＮＡ的表达量先增加后
降低；ＣＰＡＭＤ８、ＭＵＣ４、ＮＥＢ、ＰＤＥ４ＤＩＰ等基因随着分
化时间延长其ｍＲＮＡ的表达量先增加后降低再增加；
ＣＯＬ６Ａ３、ＰＣＤＨ１５、ＵＳＨ２Ａ等基因随着分化时间延长其
ｍＲＮＡ的表达量增加；ＴＴＮ基因随着分化时间延长其
ｍＲＮＡ的表达量先降低后保持不变。在不同组别的基
因表达量差异方面，ＡＢＣＣ８、ＣＰＡＭＤ８基因正常组与疾
病组的 ｍＲＮＡ表达量无明显差异；ＭＵＣ４、ＮＥＢ、
ＰＣＤＨ１５等基因正常组与疾病组的ｍＲＮＡ表达量稍有
差异；ＣＯＬ６Ａ３、ＰＲＵＮＥ２、ＵＳＨ２Ａ等基因正常组与疾病
组的ｍＲＮＡ表达量有明显或显著差异，且正常组表达
量高于疾病组；ＣＡＣＮＡ２Ｄ１、ＤＣＨＳ１、ＰＤＥ４ＤＩＰ、ＺＦＨＸ４
等基因正常组与疾病组的 ｍＲＮＡ表达量有明显或显
著差异，且随着分化时间，正常组表达量先高于疾病组

后低于疾病组；ＦＡＴ１、ＴＴＮ基因正常组与疾病组的
ｍＲＮＡ表达量有明显或显著差异，且疾病组表达量高
于正常组。以上 ｑＰＣＲ验证结果提示 ＣＡＣＮＡ２Ｄ１、
ＣＯＬ６Ａ３、ＤＣＨＳ１、ＦＡＴ１、ＰＤＥ４ＤＩＰ、ＰＲＵＮＥ２、ＴＴＮ、
ＵＳＨ２Ａ、ＺＦＨＸ４等基因在正常组及疾病组不同时间点
ｍＲＮＡ表达量差异性较大，提示与心脏发育密切相关，
是下一步验证ＬＶＮＣ发生机制的新的可能靶点基因。

３　讨论

　　ＬＶＮＣ是小儿常见的原发性遗传性心肌病，年发
病率为０．５％～２．４％。患者多年少发病，临床症状重、
预后差、治疗手段局限，是威胁儿童健康的严重心血管

疾病，对其病因和诊疗的探索已成为研究的热点和难

点。但该病具体的遗传发生机制不明，既往基于全基

因组关联分析或全外显子组关联分析的ＬＶＮＣ遗传学
研究已发现数十个疾病相关的易感基因，包括与肌小

节相关的基因、与离子通道相关的基因和与线粒体相

关的基因等［８－９，１４］。由于ＬＶＮＣ为遗传异质性疾病，仍
有许多的基因引起疾病的发生未被证实。

　　本研究通过外显子测序筛选出１４个共同可能致
病基因并进行ｑＰＣＲ验证，发现疾病组与正常组相比，
上述基因ｍＲＮＡ在心肌诱导分化的不同时间点存在
表达量的差异，可能为 ＬＶＮＣ新的致病基因。查阅文
献，发现 ＰＤＥ４ＤＩＰ、ＮＥＢ、ＺＦＨＸ４、ＴＴＮ与细胞骨架有
关，其中 ＰＤＥ４ＤＩＰ、ＴＴＮ心脏表达量较高，ＮＥＢ、
ＺＦＨＸ４心脏表达量较低。ＰＤＥ４ＤＩＰ的异常可能与扩
张性心肌病、慢性房颤的发生相关［１５－１７］；ＴＴＮ的突变
可能导致家族性扩张型心肌病［１８］；ＺＦＨＸ４家族蛋白

９１９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（９）
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，ｃ：Ｐ＜０．００１，ｄ：Ｐ＜０．０００１，与正常组比较

图５　１４个基因在心肌致密化不全患者组与正常组在诱导多能干细胞心肌细胞不同时间点ｍＲＮＡ相对表达量的变化折线图

ＺＦＨＸ３可能引起先天性心脏病［１９］；ＮＥＢ编码的蛋白
ｎｅｂｕｌｉｎ，是细胞骨架基质的一种巨大蛋白质成分，与骨
骼肌肌节内的粗细丝共存［１９］。ＣＡＣＮＡ２Ｄ１、ＤＣＨＳ１、
ＦＡＴ１、ＰＣＤＨ１５参与钙离子的调节，与心脏传导系统相
关，其异常可引起心律失常。ＣＡＣＮＡ２Ｄ１、ＤＣＨＳ１、
ＦＡＴ１在心脏中表达量较高，ＣＡＣＮＡ２Ｄ１的异常可能跟
心室颤动［２０］、Ｊ波综合征、短 ＱＴ综合征等相关［２１］；

ＦＡＴ１可能是心肌缺血再灌注的标志物之一［２２］及室间

隔缺损的潜在致病基因［２３］；ＤＣＨＳ１异常可能跟细胞平
面极性相关［２４］，它的突变可导致二尖瓣脱垂［２５］。

ＰＣＤＨ１５在心脏表达量较低，但有文献报道此基因的
异常可能跟扩张型心肌病相关［１７］。ＡＢＣＣ８在心脏中
表达量较低，该基因编码的蛋白质是 ＡＴＰ结合盒
（ＡＢＣ）转运蛋白超家族的成员，该蛋白起调节ＡＴＰ敏
感性钾通道和胰岛素释放的作用，文献报道它的缺失

可能引起肺动脉高压和慢性心衰有关［２６－２７］。ＰＲＵＮＥ２
基因编码的蛋白质属于Ｂ细胞ＣＬＬ／淋巴瘤２和腺病

毒Ｅ１Ｂ１９ｋＤａ相互作用家族，与抑制致癌细胞转化有
关；其心脏表达量较少，但也有研究表明与心脏能量代

谢相关［２８］。ＭＵＣ４编码细胞粘连蛋白 ４，在心脏表达
量较低，有文献报道此基因是扩张型心肌病最常见的

突变基因［２９］；还可能通过抑制细胞凋亡来促进肿瘤生

长［３０］。ＣＯＬ６Ａ３编码 α３链，是Ⅵ型胶原蛋白的３个
α链之一，目前主要发现它的突变跟 Ｂｅｔｈｌｅｍ肌病和
肌张力障碍有关［３１］，与心脏无明显关系，但该基因在

心脏表达量较高。ＣＰＡＭＤ８基因编码的蛋白是蛋白酶
抑制剂 Ｉ３９蛋白家族的成员之一，在心脏表达量较低，
主要跟先天性及获得性免疫相关，其突变可导致眼睛

发育障碍［３２］。ＵＳＨ２Ａ基因在心脏表达量较低，编码的
蛋白质包含层粘连蛋白ＥＧＦ基序，存在于基底膜中，可
能对内耳、视网膜的发育和体内稳态起重要作用［３３－３４］。

　　在心脏发生发育过程中，Ｗｎｔ信号通路是关键调
控因子之一。Ｗｎｔ信号通路对斑马鱼、小鼠胚胎和小
鼠胚胎干细胞的心脏发育具有双相作用，表现为早期

０２９ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



激活Ｗｎｔ信号通路，促进干细胞向中胚层发育；后期
抑制 Ｗｎｔ信号通路，促进中胚层向心肌细胞分化［３５］。

我们在培养ｉＰＳＣＣＭｓ时，模拟此过程，先激活 Ｗｎｔ信
号，后抑制Ｗｎｔ信号，完成心肌分化过程［３６］。在上述

１４个可能致病基因不同时间点 ｍＲＮＡ表达量的检测
中，随着心肌诱导分化时间的改变，表达量也随之改

变，且正常组与疾病组存在差异，这可能表明这些基因

可能影响心脏的发生发育引起 ＬＶＮＣ的发生，且可能
与Ｗｎｔ通路有关，需要通过下一步的功能验证明确。
　　综上所述，３个ＬＶＮＣ家系的ＷＥＳ筛选出的１４个
共同可能致病基因，在 ｉＰＳＣＣＭｓ分化过程中随着时
间变化而改变，正常组与疾病组存在差异，且既往文献

报道中涉及细胞骨架、细胞极性、钙离子及钾离子的调

节、能量代谢等方面，因此这些基因的异常可能通过改

变其涉及的细胞功能，影响心脏的发生发育最终导致

ＬＶＮＣ的发生，需进一步进行基因位点改变及体内外
功能实验验证。
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学学报，２０２１，４３（９）：８２２－８２９．ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００
５４０４．２０２０１１０１７．
ＧＵＯＹ，ＧＥＭ，ＬＩＵＡＹ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ
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［１３］ＳＴＥＦＦＥＮＥ， ＰＥＴＥＲＳＥＮ， ＪＯＳＥＰＨ Ｂ， ｅｔａｌ． Ｌｅｆｔ
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２３４１－２３６０．ＤＯＩ：１０．１２１０／ｊｓ．２０１９００３０６．

［１９］ＫＩＳＳＢ，ＧＯＨＬＫＥＪ，ＴＯＮＩＮＯ Ｐ，ｅｔａｌ．Ｎｅｂｕｌｉｎａｎｄ
Ｌｍｏｄ２ａｒｅｃｒｉｔｉｃａｌｆｏｒｓｐｅｃｉｆｙｉｎｇｔｈｉｎｆｉｌａｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｉｎ
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