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Wilson病(Wilson disease, WD)是一种常染色体

隐性遗传的铜代谢障碍疾病 , 临床特点是好发于

青少年、肝硬化、基底节变性、角膜 K-F 环、肾功能

损害等[1]。自 1993 年 WD基因得到克隆以来 ,世界

许多国家都对 WD 病人外显子突变进行了研究 ,

目前国际上已报道了 200 余种突变类型。已经证

明 His1069Gln 突变为欧洲患者的高频突变点 ; 而

Arg778Leu 是 亚 洲 人 的 突 变 热 点 , 在 我 国

Arg778Leu 突变占患者总数的 28.8% [2]。因此对

Arg778Leu 进行致病机制和致病性方面的研究具
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摘 要 :【目的】应用 CCC2 基因缺陷型酵母研究中国人 Wilson 病 (Wilson disease, WD) 突变热点

Arg778Leu 的致病性 , 在蛋白水平上探讨中国人 Wilson 病的发病机制。【方法】应用 RT-PCR 和 TOPO TA克隆

技术分段克隆 ATP7B 的全长 cDNA, USE 定点诱变技术制备突变体 , 应用酵母功能互补分析的方法研究

Arg778Leu 的致病性。【结果】本研究应用 USE 定点诱变技术成功制备了 ATP7B的 Arg778Leu 突变体 , 在 CCC2

缺陷型酵母内表达人的野生型 ATP7B可以弥补酵母内 CCC2 蛋白的运铜功能 , 使 CCC2 缺陷型酵母在铜、铁

及亮氨酸缺陷型培养基上生长良好 ; 对突变体的研究表明 Arg778Leu 只能部分代偿 CCC2 蛋白的运铜功能。

【结论】本试验证明 CCC2 基因缺陷型酵母是研究人 ATP7B的一种良好的细胞模型 , 证明了中国人 WD的常

见突变 Arg778Leu 是一种致病性的突变。
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Abstract:【Objective】To study the pathogenesis of Chinese WD hot-spot mutation-Arg778Leu, and to explore

the molecular mechanism of Wilson disease at protein level.【Methods】To clone the full length of WD cDNA with

RT-PCR and TOPO-TA clone techniques, using this as a template we prepared the Arg778Leu with USE site-

directed mutagenesis technique. We used the functional complementation assay, expressed the normal and mutated

ATP7B in CCC2 yeasts and studied the function of Arg778Leu.【Results】We successfully cloned the full-length WD

cDNA, and constructed ATP7B mutants-Arg778Leu which was the hot-spot mutations of ATP7B in Chinese patients.

CCC2 destructed yeast grew well in the SD medium lacking copper, iron and leucine under the condition that normal

ATP7B was expressed in the yeasts, but grew slowly in the same medium with Arg778Leu mutant protein

expression.【Conclusion】Our experiment confirms that CCC2 yeast is a quite good model to analyze the function of

ATP7B, normal ATP7B can completely complement the function of Ccc2p to deliver copper. The complementation

assay shows Arg778Leu can only partly complement the function of Ccc2 protein, demonstrating the mutation is

disease-causing.
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有重要的意义。本研究的重点在于应用基因缺陷

型酵母建立一种对 Wilson 病基因突变能够进行功

能分析的系统 , 以期对所发现的众多的突变进行

功能分析 , 鉴别是正常的多态还是引起疾病的突

变;并对 Arg778Leu 的致病性进行探讨。

1 材料和方法

1.1 实验菌株和质粒

酵母菌株 YPH252(MATa, ura3-52, lys2-801,

ade2-101, trp1-Δ1,his3-Δ200,leu2-Δ1) 以及该菌

CCC2 基因遭到破坏的突变株均由美国 Daniel 教

授提供 , 酵母表达质粒 pMA91 由中山大学生命科

学院罗进贤教授馈赠。

1.2 全长 ATP7B cDNA的合成

将新鲜的肝脏组织切成米粒大小 , 按 Trizol 的

说明提取总 RNA。RT-PCR 采用两步法进行 , 以

Oligo dT为引物合成第一链。根据全长 ATP7B的

限制酶切图谱 , WD正常 cDNA在 2153 位含有单

一的 StuⅠ酶切位点 , 因此可以将 ATP7B 分为 2
段合成。以第一链为模板 , 应用 IVITROGEN公司

的 Plantum Tag High Fidelity进行 PCR 扩增 , 反应

产物切胶回收、纯化 , 扩增的两个片段分别命名为

WD1 和 WD2。然后进行克隆片段的 TOPO TA克

隆 , 形成 pCR2.1-WD1 和 pCR2.1-WD2, 酶切鉴定。
将 WD 基因 2 个片段进行酶切、连接 , 克隆到

PUC19 上形成 PUC19-ATP7B,全长测序鉴定。

1.3 ATP7B突变体的制备

采用 CLONTECH 的 USE 技术进行 778 位点

的定点诱变 [3], 诱变以 pUC19-ATP7B为模板进行 ,
我们设计的选择引物是突变掉 PUC19 质粒所固

有的 NdeⅠ酶切位点。778 位诱变引物的设计: 5′-

GCCCTGGGCCTGTGGCTG-3′; 选 择 引 物 : 5′p-

GAGTGCACCATG GGCGGTGTGAAAT-3′。 应 用

T4 polynucleotide kinase 将诱变引物的 5′进行磷

酸化 , 制备 BMH71-18 感受态细胞 , 然后进行定点

诱变 ,测序鉴定。

1.4 pMA91-ATP7B重组质粒的构建

pMA91 酵母表达质粒只有单克隆酶切位点 ,
无法进行定向克隆 , 因此 ATP7B 的两侧需加入

BglⅡ酶切位点。引物的设计加入 BglⅡ:上游 , 5′

TATCAGATCT ATGCCTGAGCAGGAGAGA-3′和下

游 , 5′ACTTAGATCTCTTGTGGTGAGT GGAGG-3′。
以 PUC19-ATP7B 的重组质粒为模板扩增全长的

ATP7B cDNA, 扩增产物纯化后用 CIAP 对 BglⅡ
酶切后的 pMA91 和 PCR 产物进行处理 , 以增加重

组质粒形成和筛选的效率。然后进行 pMA91 与

ATP7B的连接 , 因 ATP7B可按两个方向插入质粒

中去 , 故需要选择方向正确的克隆 , 以保证阅读框

架的正确。我们在鉴定该质粒的方向时采用双酶

切片段分析法。利用 WD cDNA 阅读框架内第

1619 位的 XholⅠ和酵母表达质粒上克隆位点后

端的 SalⅠ两个酶切位点的存在 , 用两种酶进行酶

切 , 根据酶切片断的大小来鉴定阅读框架的正确

性。用 XholⅠ和 SalⅠ双酶切质粒 , 两个片段相距

近者则属于我们所需要的质粒(即大片段小 , 小片

段大)。

1.5 pMA91 和 ATP7B 克隆方向的鉴定和 pMA

91表达质粒的改建

pMA91 是酵母高效多拷贝表达质粒 [4], 为了在

量上控制 pMA91 的表达 , 我们对其进行了改建。

酵母质粒 2 & 起始区的存在使其拷贝数在细胞中
可以达到 20～50, 并使其在有丝分裂中保持高度

的分离忠实性。我们参考国外文献[5], 对 2 & 起始
区内的 2 个 EcoRⅠ的酶切位点的序列切除 , 并把

其它两个片段进行连接。将野生型和突变型的

ATP7B克隆到 pMA92 上 , 并进行方向鉴定。制备

酵母感受态细胞 , 将不同的重组质粒分别转化到

CCC2 酵母中。

1.6 Western blot 检测

在缺乏亮氨酸、铜和铁的 SD减样培养基中加

入 MES 缓冲液至终浓度为 50 mmol/L; 转化的酵

母接种于以上培养基中 , 30 ℃震荡培养至对数中

期。各取 25 mL放入 50 mL的离心管中, 10 000×g

离心 5 min;把菌液倒掉 , 用 mili-Q水冲洗两次 , 然

后再用 800 &L 混匀缓冲液冲洗 1 次。再在 200
&L的混匀缓冲液中重悬。转入 1.5 mL的离心管
中。每管加入玻璃微珠 100 &g,剧烈震荡裂解细胞
5 min, 10 000×g 离心 30 s 去除未破碎的细胞和

细胞器。用 Bradford 方法对蛋白的含量进行检测 ,

进行 SDS-PAGE 凝胶电泳 , 然后进行电转 , 将蛋白

转移到 PVDF 膜上。分别加入一抗 [6]和二抗孵育、

爆光、观察 X线片上有无特异性条带。

1.8 酵母生长曲线的观察

将野生酵母和 3 种转化不同质粒的 CCC2 酵

母 (分别含有 pMA91-ATP7B, pMA92-ATP7B, pMA

92-wd778)分别接种于 5 mL缺乏亮氨酸、铜和铁

的 SD减样培养基 (加入 MES 缓冲液至终浓度为

50 mmol/L) , 培养至 A600为 0.1。然后每个样本准

备 5 个 50 mL无菌培养瓶 , 将 10 mL同样培养基

加入 50 mL培养瓶中 , 每个样本培养 5 瓶 , 每个培
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养瓶加入 100 !L A600为 0.1 的母液 , 进行加入含
10 mL同样培养基的 50 mL培养瓶中 , 30 ℃ 230

r/min 震荡培养 ,分别于 3、6、12、18、24 h 分别检测

其 A600的值。绘制生长曲线。

1.9 Fet3p 氧化酶分析

氧化酶的分析方法使用 1995 年 Yuan[7]等所

采用的方法 , 并稍做改进。在缺乏亮氨酸、铜和铁

的 SD减样培养基中加入 MES缓冲液至终浓度为

50 mmol/L 中 , 30 ℃震荡培养转化的酵母至对数

中期 , 玻璃微珠剧烈震荡 5 min 破裂细胞 , 离心沉

淀细胞膜 , 将沉淀溶于细胞膜溶解缓冲液中 , 17

800×g离心 30 min 初去沉淀。取 30 !g的膜蛋白
加入 SDS氧化酶上样缓冲液 , 凝胶电泳 , 将分离胶

在 50 mL的氧化酶缓冲液中平衡 1 h 时 , 然后取

10 mL同样的缓冲液加入 5 mg的 ρ-邻苯二胺 , 将

分离胶放入其中 , 避光平衡 1 h。将胶夹在两层玻

璃纸之间 ,放入湿盒中 ,显色 24 h。

2 结 果

2.1 全长WD cDNA克隆

由 RT-PCR 的结果可以看到在 WD1 和 WD2
在 2.15 kb 的 Marker 附近条带清晰。因为我们的

全长 cDNA 为 4.3 kb, StuⅠ位点位于 cDNA 的

2153 位 ,因此两个片段长度基本相等。由于 StuⅠ
在 BamHⅠ和 SalⅠ的酶切 buffer 中效率均只有

50%, 因此可以看到未切开的重组质粒。WD1、

WD2 和 PUC19 酶切后进行连接后 , WD cDNA 的

全长测序和 GenBank 比较未发现有突变存在。

2.2 Arg778Leu 突变体的制备

经过 2 次酶切、转化后 , 再经过测序筛选 , 成

功制备了Arg778Leu 突变体(图 1)。

图 1 Arg778Leu 突变体测序

Fig.1 Sequence analysis of Arg778Leu mutant

2.3 Western blot 检测 ATP7B在细胞内的拷贝

所构建的 pMA92-ATP7B 其 ATP7B 在 CCC2
酵母所形成的条带较 pMA91-ATP7B 所形成的条

带明显弱 , 表明应用所构建的单拷贝酵母表达载

体 , ATP7B在 CCC2 酵母内表达明显减少(图 2)。

2.4 酵母的生长情况

基因缺陷性 CCC2 酵母很难在缺乏铜铁的培

养基上生长 , 生长速率最低 ;但在细胞内表达正常

的 ATP7B后 , 即使在单拷贝的情况下 , CCC2 酵母

的生长都能转为正常 ;在细胞内表达 Arg778Leu突

变型的 ATP7B后 , 酵母的生长速度介于前两者之

间 ,说明只起到部分 ATP7B的作用。各组 CCC2 酵

母的生长情况和生长速率的比较见表 1。

2.5 氧化酶分析

野生型酵母 YPH252 在 SC-Fe,Cu 培养基培养

之后的细胞膜氧化酶条带很弱 ; CCC2 缺陷性酵母

在转入空质粒 pMA92 后氧化酶的条带的氧化酶

活性最高 , 显示的条带最为清楚 , 说明其空质粒不

能代偿 CCC2 蛋白的功能 ; CCC2 酵母内转入

pMA92-ATP7B后氧化酶活性明显降低 , 说明野生

型 ATP7B 能够代偿 CCC2 蛋白的运铜功能 ; 778

图 2 Western-blot 检测 ATP7B 在 CCC2 酵母内的表达

Fig.2 Expression of ATP7B in CCC2 yeast tested by

Western blot analysis

Lane 1: high-level expression in CCC2 yeast cells with pMA91-

ATP7B; Lane 2: low-level expression in CCC2 yeast cells with

reconstructed pMA92-ATP7B; M: marker
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突变体的氧化酶条带仍然较为清晰 , 但明显不如

空质粒组 ,显示 Arg778Leu 只能部分代偿 CCC2 蛋

白的功能(图 3)。

3 讨 论

3.1 酵母是研究人肝细胞铜代谢的一种良好细胞

模型

酵母是研究真核细胞基本功能的一种良好细

胞模型 , 在人和酵母之间铜的代谢具有高度的保

守性 [8,9]。酵母功能分析系统的应用 , 为我们分析

ATP7B基因突变对功能的影响提供了一个敏感而

又易于操作的方法 , 这种分析模式可以进行详细

的结构功能分析而又避免了应用放射性铜来追踪

铜的转导途径带来的弊端。在此模型中 ATP7B可

以完全替代 CCC2 蛋白的功能 , 即使是在单拷贝

的情况下。这为功能分析提供了很大的方便。

通过对酵母生长速度的观察以及对 fet3p 氧

化酶活性的检测就可以了解突变型 ATP7B 对

CCC2 酵母功能代偿的程度 , 进而分析基因突变对

ATP7B功能影响是一种精确可行的分析方法[7]。该

方法使用过程中 , 我们对酵母表达质粒的改建 , 消

除了细胞内表达大量异常蛋白所致的“数量”对功

能的代偿影响 , 从而对突变的功能分析能更为精

确。我们的研究发现 fet3p 的氧化酶活性和酵母的

生长速率有着明显的对应关系 , apo-fet3p 的含量

越多 , 其形成 holo-fet3p 含量越少 , fet3p 就越不能

得到铜离子 , 细胞膜氧化酶的活性越高 , 酵母生长

速度也就越慢 [7]。而正常细胞 YPH252, 因为 apo-

fet3p 很快得到铜离子形成 holo-fet3p, 因此其氧化

酶活性很低 ,细胞生长速度很快。fet3p 的氧化酶活

性和 ATP7B的功能成反比关系。

3.2 中国人肝豆状核变性常见 Arg778Leu 突变的

致病性的探讨

目前人们已经在 8 号外显子区发现了 27 种

突变 , 是 21 个外显子中突变最多的 , 其中多数的

突变为错义突变。8 号外显子编码 ATP7B的第 2、

第 3 和 4 跨膜区。跨膜区对于维持 ATP7B的铜转

运功能起着非常重要的作用 , 该区域可能在

ATP7B 移位穿过 TGN 区膜性双分子层之前通过

保守的 CPC区域参与了铜离子的结合和转运。除

了提供适合于正常蛋白折叠所需要的拓扑空间骨

架 , P 型 ATP 酶的跨膜区可能在离子转运过程中

起着改变空间构向的作用。该区域的基因突变常

常影响 ATP7B酶的一些潜在的功能 , 而这种功能

对于 ATP7B 功能的发挥可能是非常重要的。对

WD基因 8 号外显子第 778 位密码子的突变研究 ,

共 发 现 了 4 种 错 义 突 变 类 型 , 即 R778Q、

Arg778Leu、R778G 和 R778W, 其中最常见的是

Arg778Leu。第 778 位密码子编码的精氨酸残基

( Arg) 位于第 4 跨膜区 , Arg778Leu 是中国人肝豆

状核变性最常见的基因突变。梁秀龄等在 39 个家

系 45 例 WD患者中 , 发现具有 Arg778Leu 纯合子

突变患者 2 例 , 复合杂合突变 11 例 , 总共发现有

Arg778Leu 突变的患者 13 例 , 占患者总数的

28.8%,可见该突变是一种致病性的突变。本研究

也证实 Arg778Leu 突变型 ATP7B在 CCC2 酵母中

只能部分补偿 CCC2 蛋白的功能 , 和正常 ATP7B

所代偿的功能相比有显著性差异。对于该型突变

表 1 CCC2 酵母在转化不同的质粒后其不同的时间点的 A600值及生长速率

Table 1 A600 and growth rates of CCC2 yeast at 5 time points when transformed with different plasmids (n=5)

Pair-wise comparison of growth rate, group 2,3 were greater than group 4, and group 4 was greater than group 1, P< 0.05

1.CCC2+pMA92

2.CCC2+pMA91+ATP7B

3.CCC2+pMA92+ATP7B

4.CCC2+pMA92+778M

3 h

1.2±0.2

2.4±0.4

2.3±0.2

1.5±0.2

6 h

1.3±0.2

5.8±0.5

5.7±0.8

2.2±0.3

12 h

1.9±0.3

3.20±1.4

28.3±3.3

4.8±1.1

18 h

2.3±0.5

176.3±4.6

151.3±5.7

10.6±2.8

24 h

3.3±0.1

987.9±10.9

758.8±7.6

23.3±3.0

2.1±0.1

12.5±1.8

12.0±2.1

5.7±0.1

A600 /10-3 Growth rate(%)Yeast

图 3 氧化酶活性检测

Fig.3 Activities of oxidase

Lane1: YPH252 had a little oxidase activity; Lane 2: CCC2 mu-

tated yeast had the strongest oxidase activity; Lane 3: Normal

ATP7B can completely complement the function of CCC2 protein,

and this lane showed a little oxidase activity as lane 1; Lane 4: The

activity of oxidase in this lane showed stronger than lane 1 and lane

3, less than lane 2

The assay showed ARG778LEU can only partly complement the

function of CCC2 protein
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[1]

[2]

[3]

[4]

的致病原因推测可能是编码的精氨酸残基 ( Arg)

突变为亮氨酸残基 ( Leu)后 , 导致 ATP7B 第 4 跨

膜区蛋白折叠发生错误 , 影响了整个蛋白在细胞

内的定位 ,进而影响了蛋白的铜转运功能[8]。

Arg778Leu 突变和临床表型的关系分析目前

仍然存在一些争议 , 但多数人认为该型突变病人

发病较早 , 以肝型为主。如 Nanji[9]等对 28 例 WD
患者和同胞进行 WD所有外显子测序 , 发现 3 例

有 Arg778Leu 的 WD患者 , 这些患者均有明显的

肝脏损害且起病年龄较早( 4 到 16 岁)。国内刘晓

青等 [10]报道了 15 例纯合的 Arg778Leu 突变的 WD
患者的临床表型都以肝脏损害为主。
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