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黑斑息肉综合征一家系中 ＳＴＫ１１基因突变研究
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［摘　要］　目的　检测一个黑斑息肉综合征（ＰＪＳ）家族的ＳＴＫ１１基因突变类型。方法　从ＰＪＳ患者外周血及息肉组织中提取

基因组ＤＮＡ；采用ＰＣＲ分别扩增ＳＴＫ１１基因的９个外显子及非编码区域；采用直接测序法检测ＤＮＡ序列；采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测息

肉组织中突变ＳＴＫ１１蛋白表达情况。结果　该家族中所有ＰＪＳ患者在ＳＴＫ１１基因第５个外显子２１位密码子ＣＡＧ突变为ＴＡＧ，并

编码截短了的ＳＴＫ１１蛋白。结论　ＳＴＫ１１基因第５个外显子２１位密码子ＣＡＧ突变为ＴＡＧ是导致该家族ＰＪＳ发病的原因，可作为

该家族中预诊断ＰＪＳ的指标，同时该突变也可能导致患者恶性肿瘤发生概率增加以及早期发病，提示ＰＪＳ患者预后不良。
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　　黑斑息肉综合征（ＰｅｕｔｚＪｅｇｈｅｒｓｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＰＪＳ），又
称黑斑胃肠道多发性息肉病，是一种临床上少见的常

染色体显性遗传性疾病［１］。ＰＪＳ以胃肠道多发性错构
瘤或腺瘤样息肉，唇周、颊部、肛周、四肢末端皮肤黏膜

色素沉着，以及家族史为主要临床特征，腹痛、贫血、急

性肠梗阻、肠套叠为其常见并发症［２４］。ＰＪＳ息肉有较
大癌变概率，并且常伴发其他系统的肿瘤［５８］，患者常

因肠梗阻、肠套叠而多次行外科手术治疗，因此，ＰＪＳ
将会严重影响患者存活及生存质量。ＳＴＫ１１基因又名
ＬＫＢ１基因，是目前公认的ＰＪＳ致病基因，于１９９７年由
Ｈｅｍｍｉｎｋｉｅｔ等［９］发现，定位于 １９ｐ１３．３染色体上。
ＳＴＫ１１基因编码丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶（ｓｅｒｉｎｅ／ｔｈｒｅ
ｏｎｉｎｅｋｉｎａｓｅＬＫＢ１／ＳＴＫ１１），是一种具有抑癌作用的蛋
白激酶，ＳＴＫ１１／ＬＫＢ１蛋白激酶的失活可导致包括ＰＪＳ
在内的多种疾病的发生［１０］。到目前为止，在ＰＪＳ患者

中发现多种ＳＴＫ１１／ＬＫＢ１的突变，包括错义突变、无义
突变、插入突变、缺失突变等［１１１３］。不同的基因突变

可能通过不同的机制导致疾病发生，ＰＪＳ的致病机制
至今仍未完全阐明。因此进一步筛查 ＳＴＫ１１基因的
突变类型，有助于我们从本质上了解 ＰＪＳ，以期达到治
愈该病的目的。为进一步筛查ＰＪＳ患者ＳＴＫ１１基因的
突变类型，本研究采集多个 ＰＪＳ患者外周血及息肉组
织标本，最终筛选出一个ＰＪＳ家族，通过基因测序发现
了一种未曾报道的ＳＴＫ１１基因突变。现报告如下。

１　资料与方法

１．１　家系选择及样本采集
研究对象纳入标准采用２００５年中国抗癌协会临

床肿瘤合作中心大会上所达成的 ＰＪＳ诊断标准：①具
有消化道２个及以上的错构瘤样息肉；②具有１个消
化道错构瘤样息肉并且具有典型的皮肤黏膜色素沉
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积。通过筛选，我们找到一个 ＰＪＳ家族，在这个家族
中，父亲（Ⅱ４）和２个女儿（Ⅲ１和Ⅲ２）被诊断为 ＰＪＳ
（图１）。通过谱系分析，推测父亲可能发生了基因突
变，并遗传给了２个女儿。抽取患者外周血，肝素抗凝
处理后于－７０℃保存。患者通过肠镜行息肉切除，标
本保存于液氮中。该研究通过第三军医大学伦理委员

会认证，并且所有参与研究的患者均签署知情同意书。

图１　ＰＪＳ家族谱系

１．２　突变基因的检测
使用ＤＮＡ提取试剂盒（Ｂｉｏｆｌｕｘ，中国）从外周血及

息肉组织中提取基因组ＤＮＡ。使用ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设
计出１３个引物并在 Ｇｅｎｅｂａｎｋ数据库中检测其特异
性，最终通过北京奥科公司合成引物。通过ＰＣＲ来扩
增ＳＴＫ１１基因。大致过程如下：采用德国 ＰｅｒｋｉｎＥｌ
ｍｅｒ公司９７００型 ＰＣＲ仪进行 ＰＣＲ扩增。反应条件：
９５℃，２ｍｉｎ；９５℃，３０ｓ，ＴＭ，４０ｓ，７２℃，５０ｓ，４０个循
环；７２℃，５ｍｉｎ。扩增产物通过２％琼脂胶电泳检测
扩增效果，并用ＰＣＲ产物萃取试剂盒纯化。纯化后的
ＰＣＲ扩增产物使用 ＡＢＩ３７００型 ＤＮＡ测序仪（Ｐｅｒｋｉｎ
Ｅｌｍｅｒ公司）测序，测序反应用 ＡＢＩＰＲＩＳＭＴＭＢｉｇＤｙｅ
循环反应测序试剂盒进行荧光标记，反应所用引物同

ＰＣＲ反应引物。反应条件：９６℃ １０ｓ，９６℃ １０ｓ，
６０℃ ５ｓ，６０℃ ４ｍｉｎ，３３个循环；６０℃ ４ｍｉｎ。测序
结果使用 ＤＮＡＳＴＡＲ软件分析，并与 ＮＣＢＩ数据库
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．Ｎｃｂｉ．Ｎｌｍ．ｎｉｈ．Ｇｏｖ）中 ＳＴＫ１１基因标准
序列（ＮＴ＿０１１２５５．１４ＧＩ：３７５５２３７１ＲＥＧＩＯＮ：１１２８８２１
１１８５４１１）做序列比对分析。
１．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析

大致过程如下：常规研磨组织标本，使用 ＲＩＰＡ裂
解液提取总蛋白。使用ＢＣＡ法进行蛋白定量，沸水煮
５ｍｉｎ使蛋白变性，１０％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离蛋白，通
过电转将蛋白印迹转至ＮＣ膜上，５％脱脂奶粉溶液封
闭，特异性ＳＴＫ１１蛋白抗体（一抗）及羊抗兔 ＩｇＧ（二
抗）孵育，ＥＣＬ化学显色曝光。

１．４　ＳＴＫ１１蛋白结构预测
使用同源建模程序 ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ（ｈｔｔｐ：／／ｓｗｉｓｓ

ｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／／ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ．ｈｔｍｌ）和 ＣＰＨｍｏｄ
ｅｌｓ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＣＰＨｍｏｄｅｌｓ／）来
构建蛋白结构。

２　结果

２．１　发现ＳＴＫ１１基因新的截短突变
我们分析该家族中 ＰＪＳ患者，健康家族成员以及

家族外其他散发肠息肉患者的外周血 ＳＴＫ１１基因序
列，发现该家族中所有ＰＪＳ患者（父亲及２个女儿Ⅱ４，
Ⅲ１，Ⅲ２）的ＳＴＫ１１基因的第６５７个碱基胞嘧啶（Ｃ）突
变成了胸腺嘧啶（Ｔ），该突变发生在第５个外显子的
２１位密码子（图２ａ）。而其他健康家族成员及家族外
散发肠息肉患者中则未发现该突变。同时从患者息肉

组织中提取出的ＤＮＡ，我们也发现相同的ＳＴＫ１１基因
的突变（图２ｂ）。我们进一步分析 ＳＴＫ１１基因的非编
码区域，包括启动子区域及３‘５’非编码区域，并未发
现任何基因突变。

ａ：ＰＪＳ患者外周血的 ＤＮＡ序列（黑色箭头部位为突变位点）；

ｂ：ＰＪＳ患者息肉组织的ＤＮＡ序列（红色部分为突变位点）

图２　ＳＴＫ１１基因的终止突变

２．２　突变的ＳＴＫ１１基因编码截短蛋白
由于在ＳＴＫ１１基因第５号外显子的２１位密码子

ＣＡＧ突变为ＴＡＧ（图２），该密码子为终止密码子，这
种突变类型将导致基因编码提前终止，因此我们推测

这种突变基因将编码一种截短的 ＳＴＫ１１蛋白。通过
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验，我们在ＰＪＳ患者息肉组织中发现了
与我们推测相符的 ＳＴＫ１１蛋白（ＳＴＫ１１Ｔ），这种截短
的蛋白大小在３０ｋＤａ左右，而正常的ＳＴＫ１１蛋白大小
在５５ｋＤａ左右（图３ａ）。进一步通过网站预测该突变
蛋白的结构，我们发现与正常 ＳＴＫ１１蛋白相比，突变
的ＳＴＫ１１蛋白的部分激酶催化区域缺失，Ｃ末端完全
缺失（图３ｂ）。
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ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＪＳ患者（１、２、５）及健康者（３、４）的息肉组

织 ＳＴＫ１１蛋白（ＳＴＫ１１Ｔ为突变蛋白，ＳＴＫ１１为正常蛋白）；

ｂ：网站预测野生型（ＷｉｌｄＴｙｐｅ）及突变型（ＭｕｔａｎｔＴｙｐｅ）ＳＴＫ１１

蛋白结构（红色部分为 Ｃ末端，绿色为 Ｎ末端，蓝色为激酶催

化区域）

图３　突变ＳＴＫ１１基因编码截短蛋白

３　讨论

ＳＴＫ１１基因分布在２３ｋｂ的 ｇＤＮＡ区域，ｃＤＮＡ全
长２１５５ｂｐ，编码区长约１３０２ｂｐ，含９个外显子。目
前在ＰＪＳ与其他疾病发现的ＳＴＫ１１基因突变类型已达
３００余种。在 ＰＪＳ患者中，ＳＴＫ１１基因的突变率达
５７％ ～８８％［１４１７］。该基因编码含 ４３３个氨基酸的
ＳＴＫ１１／ＬＫＢ１蛋白激酶，包括３个结构域：Ｎ末端非催
化区域，激酶催化区域以及 Ｃ末端非催化调控区
域［１８］，作为一种高度保守的蛋白，其结构发生变化将

严重影响其功能。

本研究在一个ＰＪＳ家族中发现一种新的ＳＴＫ１１突
变：５号外显子的第２１位密码子 ＣＡＧ突变为 ＴＡＧ，该
突变导致 ＳＴＫ１１基因编码蛋白提前终止，最终导致
ＳＴＫ１１／ＬＫＢ１蛋白的激酶催化区域部分缺失及Ｃ末端
完全缺失。类似的 ＳＴＫ１１基因截短突变在其他研究
中亦有发现［１３，１９２０］，其中一种发生在第７号外显子的
３０２位密码子的突变（ＣＡＧ→ＴＡＧ）同样导致了
ＳＴＫ１１／ＬＫＢ１蛋白的激酶催化区域部分缺失及Ｃ末端
完全缺失。并且，该研究发现这种截短突变的 ＰＪＳ患
者更容易发生恶性肿瘤［１９］，而本研究中起始突变患者

（父亲Ⅱ４）已死于肠道息肉癌变。因此，我们推测该
类型的截短突变将导致患者恶性肿瘤发生概率增加。

然而，关于 ＳＴＫ１１基因突变类型与恶性肿瘤发生
风险的关系目前尚存在争论。一项针对２４０例携带突
变的ＳＴＫ１１基因的ＰＪＳ患者研究表明，发生 ＳＴＫ１１基
因错义突变的患者比截短突变的患者更容易发生恶性

肿瘤，同时研究者发现当 ＳＴＫ１１基因突变位于第３号
外显子时患者具有更高的恶性肿瘤风险［２１］。而另一

项对４１９例ＰＪＳ患者的研究则表明ＰＪＳ患者发生恶性

肿瘤的风险与ＳＴＫ１１的基因突变类型无明显关系［８］。

ＳＴＫ１１／ＬＫＢ１蛋白激酶作为一种抑癌因子在肿瘤
发生过程中的多个方面起作用［１０］。本研究发现的截

断突变导致ＳＴＫ１１／ＬＫＢ１蛋白激酶 Ｃ末端完全缺失，
而ＳＴＫ１１／ＬＫＢ１蛋白激酶 Ｃ末端是与 ＳＴＡＲＤ蛋白结
合的关键结构，ＳＴＡＲＤ蛋白作为ＭＡＰＫ信号通路的重
要组成蛋白，在调控细胞极性和代谢中起关键作

用［２２２３］。因此，我们认为在此种类型的突变中，

ＳＴＫ１１／ＬＫＢ１蛋白Ｃ末端缺失可能是导致患者更容易
发生恶性肿瘤的主要原因。另外，与肿瘤发生相关的

多种蛋白如 ｐ５３、Ｃｄｃ３７、Ｈｓｐ９０、ＰＴＥＮ等都与 ＳＴＫ１１／
ＬＫＢ１蛋白激酶存在相互作用，但具体机制仍不明
确［２４］。我们推测上述的某种蛋白与 ＳＴＫ１１相互作用
的区域可能定位在本研究发现的突变的５号外显子的
第２１位密码子区域，这种突变就导致患者更容易发生
恶性肿瘤。基于以上分析，尽管既往文献对 ＳＴＫ１１基
因突变类型与恶性肿瘤发生关系尚未明确定论，我们

认为本研究发现的截短突变，５号外显子的第２１位密
码子ＣＡＧ突变为ＴＡＧ，可能导致患者发生恶性肿瘤的
概率增高，其中 ＳＴＫ１１／ＬＫＢ１蛋白 Ｃ末端缺失在其中
可能起着重要作用，但具体机制仍需更多的研究来

证实。

ＰＪＳ患者常因肠梗阻、肠套叠等并发症而多次行
外科手术治疗，发病年龄越早的患者手术的次数越多，

其生存质量就越差。有文献报道，ＳＴＫ１１基因的截短
突变将导致ＰＪＳ患者更早地出现临床表现，如黑斑、胃
肠道息肉以及相关的胃肠道并发症［１３，２０］。本研究中

的ＰＪＳ家族中２个患者（２个女儿，Ⅲ１、Ⅲ２）出现消化
道症状的年龄均小于文献报道的中位发病年龄

（１３岁）［２５２６］。因此本研究发现的 ＳＴＫ１１基因的截短
突变也提示着患者可能会更早发病并且具有较差的

预后。

本研究中发现的 ＳＴＫ１１基因突变，５号外显子的
第２１位密码子ＣＡＧ突变为 ＴＡＧ，是导致该家族中发
生ＰＪＳ的原因。该基因突变在该家族患者中均有发
生，而在其他家族健康成员中均未发现，因此，该突变

可作为该家族中预诊断 ＰＪＳ的指标。同时，该突变也
可能导致患者恶性肿瘤发生的概率增加以及早期发

病，提示ＰＪＳ患者预后不良。
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