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【摘要】目的　通过全外显子组测序筛查血管结构异常类先天性心脏病（ＣＨＤ）致病候选基因Ｖａｖ２的新发突变ｃ．７０１Ｃ＞Ｔ：ｐ．
Ｐ２３４Ｌ，探究Ｖａｖ２及其新发罕见突变对内皮细胞功能的影响，探索ＣＨＤ发生的可能分子机制。方法　分析１１７例血管结构异常类
ＣＨＤ患儿及２００例正常儿童的外周血全外显子组测序数据筛查Ｖａｖ２突变。构建 Ｖａｖ２野生型及突变型表达质粒，转染人脐静脉内
皮细胞（ＨＵＶＥＣ），通过ｑＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｖａｖ２、下游Ｒａｃ１ｍＲＮＡ和蛋白的表达水平；通过ＣＣＫ８、划痕试验和成管实验
检测Ｖａｖ２及突变对ＨＵＶＥＣ增殖、迁移和成管能力的影响。结果　在血管结构异常类ＣＨＤ患儿中发现的Ｖａｖ２罕见突变 ｃ．７０１Ｃ＞
Ｔ：ｐ．Ｐ２３４Ｌ，在对照组中未出现且从未被报道。与野生型对比，Ｐ２３４Ｌ突变能降低 Ｖａｖ２蛋白表达，ＣＣＫ８、划痕试验和成管实验发现
该突变影响Ｖａｖ２促进ＨＵＶＥＣ增殖、迁移和成管等血管生成相关的功能，但该突变不影响下游 Ｒａｃ１本底 ｍＲＮＡ和蛋白表达。
结论　Ｖａｖ２的错义突变影响Ｖａｖ２蛋白表达，进而损害Ｖａｖ２在ＨＵＶＥＣ中促进增殖、迁移和成管等血管生成相关的功能，可能是影响
下游Ｒａｃ１激活而非本底表达导致的。Ｖａｖ２是血管发育过程的关键分子，可能参与调控血管结构异常类ＣＨＤ发生，Ｐ２３４Ｌ突变导致
Ｖａｖ２功能受损，进一步提供了Ｖａｖ２在血管结构异常类ＣＨＤ中可能的致病分子机制。
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ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ

　　先天性心脏病（ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌｈｅａｒｔｄｉｓｅａｓｅ，ＣＨＤ）是
人类最常见的出生缺陷［１］，每１０００例新生儿中出现
８～１２例［２３］，其中约３０％属于危重 ＣＨＤ，需在婴儿期
干预，否则易导致急性死亡［４］。ＣＨＤ包括胎儿发育过
程中发生的心脏和大血管结构异常［５］，其中新生儿血

管解剖结构较为复杂，诊断难度高，易发生误诊或漏

诊。血管结构异常的 ＣＨＤ常导致无法供给全身足够
的氧合血液，临床表现为症状迅速进展的致命发绀

型，常伴呼吸衰竭和心力衰竭，需早期手术治疗，部分

疾病如不接受适当的干预，患者在出生后第一年的死

亡率接近８０％［６］，例如完全性肺静脉异位连接（ｔｏｔａｌ
ａｎｏｍａｌｏｕｓｐｕｌｍｏｎａｒｙｖｅｎｏｕｓｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎ，ＴＡＰＶＣ）、法洛
四联症中的主动脉骑跨、大动脉转位（ｔｒａｎｓｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆ
ｇｒｅａｔａｒｔｅｒｉｅｓ，ＴＧＡ）以及窗型动脉导管未闭（ｐａｔｅｎｔ
ｄｕｃｔｕｓａｒｔｅｒｉｏｓｕｓ，ＰＤＡ）。ＣＨＤ中大血管结构异常的胚
胎学发生机制一直是不断探索的主题，但由于大多数

ＣＨＤ呈散发性，死亡率极高，以往的研究主要是基于
散发病例进行生物信息学分析筛选致病候选基因，例

如，Ｂｌｅｙｌ等［７］通过遗传连锁分析发现人类染色体

４ｑ１２上的位点参与ＴＡＰＶＣ，主要包括血管内皮生长因
子受体２和血小板衍生生长因子受体２的位点；通过
对３个独立ＣＨＤ患病家庭的全外显子组测序（ｗｈｏｌｅ
ｅｘｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＷＥＳ）鉴定出 ＦＬＴ４的新发突变 ｃ．
２４４Ｃ＞Ｔ：ｐ．Ｒ８２Ｘ参与法洛四联症中血管缺陷［８］。但

是，ＣＨＤ往往由多基因导致，病因复杂，小样本测序数
据只能解释个体 ＣＨＤ发病的部分机制。大样本测序
的全面基因组数据能为ＣＨＤ的预防、诊断和机制探索
提供重要的数据支持，但由于某些大血管结构异常发

病率低和早期致死率高，样本收集困难，血管结构异

常ＣＨＤ相关高通量测序的研究报道非常少。
在之前的研究［９］中，本课题组收集了７８例散发

ＴＡＰＶＣ以及 １００例健康儿童外周血行 ＷＥＳ，报道了
ＴＡＰＶＣ高度相关的致病基因Ｖａｖ２；同时，在３９例ＰＤＡ
患者和 １００例健康人外周血 ＷＥＳ数据中，筛选出
Ｖａｖ２可能与 ＰＤＡ发病高度相关［１０］，上述基于基因拷

贝数变异的分析结果提示 Ｖａｖ２可能是血管发育的关
键调控因子。Ｖａｖ２是Ｖａｖ家族的第二个成员，是一种
鸟嘌呤核苷酸交换因子，通过结合鸟苷三磷酸

（ｇｕａｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＧＴＰ）激活 ＲｈｏＧＴＰ酶家族。
在一些物种中，Ｖａｖ家族成员的蛋白表达随着系统发
育而变化［１１１３］，提示 Ｖａｖ家族可能参与胚胎发育，其
中Ｖａｖ２常表达于高度血管化的器官，例如心脏和胎
盘。研究［１４］报道，Ｖａｖ２和 Ｖａｖ３在内皮细胞中共同作

用，调节肝配蛋白Ａ１诱导的体内和体外血管生成；此
外，Ｖａｖ２被广泛报道为肿瘤中的促血管生成因
子［１５１６］，与血管生成高度相关。脉管系统早期发育依

赖三个过程：血管发生、血管生成以及动脉生成，血管

内皮细胞的迁移和增殖在这些过程中起着重要作用。

既往研究［１７］报道，内皮细胞形成的咽中部内皮链，是

肺总静脉的前体，其排列错位会导致 ＴＡＰＶＣ；此外，多
能干细胞诱导的内皮细胞被报道可作为研究 ＴＧＡ的
重要细胞模型［１８］，这些研究提示内皮细胞在此类大血

管结构异常疾病发生机制中的重要作用。此前研

究［１９］报道，Ｖａｖ２可作为血管内皮生长因子的下游，选
择性激活Ｒａｃ１介导内皮细胞迁移和屏障功能；糖尿病
条件下，Ｖａｖ２激活Ｒａｃ１促进ＮＡＤＰＨ氧化酶２的全酶
组装加速毛细血管细胞凋亡［２０］，Ｖａｖ２在不同条件下
的不同作用，提示Ｖａｖ２在内皮细胞中的重要功能。

尽管目前尚无关于 Ｖａｖ２影响心血管发育的详细
分子机制报道，但关于Ｖａｖ２调控内皮细胞功能参与血
管新生的研究以及本课题组的测序数据，均提示 Ｖａｖ２
在心血管发育中可能存在重要作用。为进一步研究

Ｖａｖ２与血管发育的详细关系，本课题组汇总血管发育
异常疾病的 ＷＥＳ数据，从遗传变异角度出发，通过
ｇｅｎｅｂａｓｅｄ负荷分析和单核苷酸多态性 （ｓｉｎｇｌｅ
ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）ｂａｓｅｄ关联分析等生物
信息学处理，在血管结构异常的ＰＤＡ患者中筛选得到
候选基因Ｖａｖ２的高度致病突变ｃ．７０１Ｃ＞Ｔ：ｐ．Ｐ２３４Ｌ。
本研究主要根据 ＷＥＳ获得的生物信息，进一步研究
Ｖａｖ２新发突变在人脐静脉内皮细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌ
ｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，ＨＵＶＥＣ）中的功能，并探讨其对可
能调控的下游靶基因的影响，为血管结构异常类 ＣＨＤ
发病遗传分子机制提供理论依据。

１　研究对象与方法
１１　研究对象

在上海交通大学医学院附属新华医院收集确诊

的血管结构发育异常患儿血液标本１１７例，同时收集
２００例与病例组年龄和性别相匹配的健康儿童血液作
为对照。该研究按照《赫尔辛基宣言》进行，已获得上

海交通大学医学院附属新华医院伦理委员会的批准，

样本采集均获得了受试者父母或监护人的书面知情

同意。

１２　方法
１２１　生物信息学分析

使用 ＧｅｎｏｍｅＡｎａｌｙｓｉｓＴｏｏｌｋｉｔ鉴定 ＷＥＳ数据中
Ｖａｖ２非同义突变（ＮＣ＿０００００９．１２，ＮＭ＿００１１３４３９８），
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通过参考人群基因组常见数据库ｇｎｏｍＡＤ和ＥｘＡＣ，筛
选最小等位基因频率 ＜０．０１的罕见突变，通过
ＭｕｔａｔｉｏｎＴａｓｔｅｒ、ＳＩＦＴ、ＬＲＴ以及ＰＲＯＶＥＡＮ等数据库评
估筛选出致病可能性高的 Ｖａｖ２突变位点。Ｓａｎｇｅｒ测
序法验证入选病例及对照样本ＤＮＡ序列。
１２２　质粒构建

Ｖａｖ２过表达质粒和阴性对照购于吉凯基因生物
公司；以野生型质粒为模板，设计突变引物，用 ＫＯＤ
ＰｌｕｓＮｅｏ（ＴＯＹＯＢＯ）酶对模板进行定点突变，得到突
变质粒Ｐ２３４Ｌ，突变质粒经过Ｓａｎｇｅｒ测序确认。
１２３　细胞培养与转染

ＨＵＶＥＣ购于美国模式培养物研究所，使用含有
１０％胎牛血清（ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ）和１％青霉素链

霉素混合液（Ｙｅａｓｅｎ）的高糖培养基（ＢａｓａｌＭｅｄｉａ）在
３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养。ＨＵＶＥＣ接种于 ６孔
板，待细胞融合度为７０％时，使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００
（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）转染空载、Ｖａｖ２野生型质粒、
Ｖａｖ２突变质粒（Ｐ２３４Ｌ）用于后续试验。
１２４　ｑＲＴＰＣＲ

质粒转染 ４８ｈ后，根据说明书使用 ＴＲＩｚｏｌ提取
ＲＮＡ。使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴＲｅａｇｅｎｔＫｉｔ（Ｔａｋａｒａ）将
１０００ｎｇＲＮＡ逆转录为互补ＤＮＡ链，通过ＴＢＧｒｅｅｎＴＭ

ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ（Ｔａｋａｒａ）１０μＬ体系进行 ｑＲＴＰＣＲ
扩增。以βａｃｔｉｎ作为内参，２^△△ＣＴ法对ｍＲＮＡ表达量
进行相对定量。引物由上海生工生物技术有限公司

合成，序列见表１。

表１　引物序列

ｑＲＴＰＣＲ（ｈｕｍａｎ） Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ（５’３’） Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ（５’３）
Ｖａｖ２ ＡＡＣＡＴＡＣＧＣＡＣＣＴＴＣＣＴＧＡＡＡＧ ＧＴＣＡＡＡＧＧＧＧＴＣＡＡＡＣＡＧＣＴＣ
Ｒａｃ１ ＡＴＧＴＣＣＧＴＧＣＡＡＡＧＴＧＧＴＡＴＣ ＣＴＣＧＧＡＴＣＧＣＴＴＣＧＴＣＡＡＡＣＡ
ＡＣＴＢ ＣＡＴＧＴＡＣＧＴＴＧＣＴＡＴＣＣＡＧＧＣ ＣＴＣＣＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴ

　　注：Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ，正向引物；Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ，反向引物；ＡＣＴＢ，βａｃｔｉｎ。

１２５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
质粒转染４８ｈ后，用含有磷酸酶抑制剂和蛋白酶

抑制剂的裂解液收集ＨＵＶＥＣ蛋白，浓度测定后，高温
变性蛋白。取２０μｇ蛋白样本进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后
转移至聚偏二氟乙烯膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ），经过５％牛血清白
蛋白（Ａｌａｄｄｉｎ）室温封闭 ２ｈ，在 ４℃下与一抗 ａｎｔｉ
Ｖａｖ２（ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）、ａｎｔｉＧＡＰＤＨ（Ｓａｎｔａ
ＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）、ａｎｔｉＲａｃ１（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ）或ａｎｔｉＦｌａｇ
（Ｓｉｇｍａ）４℃孵育过夜。第２天用过氧化物酶标记山
羊抗小鼠ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）二抗（Ｙｅａｓｅｎ）室温孵育２ｈ后，
经过化学发光试剂盒（雅酶）显影蛋白。

１２６　细胞增殖检测
质粒转染４８ｈ后，按照３０００个／孔将ＨＵＶＥＣ接

种于９６孔板，于培养后的２４、４８和９６ｈ去除培养基，
加入１００μＬ１０％ＣＣＫ８溶液（碧云天），在３７℃，５％
ＣＯ２孵育２ｈ后测定ＯＤ４５０评价细胞活力。
１２７　划痕试验

质粒转染４８ｈ后，待 ＨＵＶＥＣ密度接近１００％，用
２００μＬ无菌枪头垂直于孔板制造细胞划痕，磷酸盐缓
冲液清洗后，加入培养基，镜下观察并拍照记录（０ｈ），
放回培养箱继续培养，于８ｈ和２４ｈ后分别镜下观察并
拍照记录，以划痕愈合率（％）评价迁移能力。
１２８　成管实验

预冷 ９６孔板，每孔加入 ６０μＬ的基质胶
（Ｃｏｒｎｉｎｇ）凝固后，每孔加入１００μＬ细胞悬液，细胞总
数为２×１０４个，４ｈ后镜下拍照记录，以成管交点和形

成小管直径评价成管能力。

１３　统计学方法
所有数值均以平均值 ±平均值的标准误差表示，

每组实验至少独立地重复三次。使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ
８．０进行统计学检验，组间单一协变量间比较采用单
因素方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　Ｓａｎｇｅｒ测序结果和突变保守性分析

Ｓａｎｇｅｒ测序结果显示入选病例的第 ８外显子区
ｃ．Ｃ７０１Ｔ导致第２３４位氨基酸从脯氨酸变成亮氨酸，
该杂合突变位点在正常对照组中未发现（图１Ａ），且
入选病例父母否认家族性 ＣＨＤ病史。跨物种蛋白序
列比对显示，该突变位点在脊椎动物中高度保守（图

１Ｂ），提示该突变可能导致 Ｖａｖ２的功能改变。
ＭｕｔａｔｉｏｎＴａｓｔｅｒ网站预测该突变位点具有高度致病性；
ＳＩＦＴ评分为０．０３７，数值越小，提示引起蛋白质功能改
变的可能性越大；其中，ＰＲＯＶＥＡＮ评分为 －４．４２，进
一步提示该突变可能影响 Ｖａｖ２蛋白功能，该突变具
体信息详见表２。
２２　Ｐ２３４Ｌ突变对Ｖａｖ２ｍＲＮＡ和蛋白表达的影响

质粒转染 ＨＵＶＥＣ后，野生型 Ｖａｖ２、突变 Ｐ２３４Ｌ
转染组间 Ｖａｖ２ｍＲＮＡ表达量无明显差异（图 ２Ａ）。
但与野生型相比，该突变的蛋白表达量降低（图２Ｂ、图
２Ｃ），表明这个错义突变影响Ｖａｖ２蛋白表达。
２３　野生型 Ｖａｖ２和 Ｐ２３４Ｌ突变对 ＨＵＶＥＣ增殖能
力的影响

　　通过 ＣＣＫ８检测野生型 Ｖａｖ２及突变 Ｐ２３４Ｌ对
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ＨＵＶＥＣ增殖能力的影响，与空载组相比，野生型 Ｖａｖ２
转染组 ＨＵＶＥＣ在 ２４、４８和 ７２ｈ增殖率明显升高

（Ｐ＜０．０１）；突变Ｐ２３４Ｌ转染组在２４、４８及７２ｈ不影
响ＨＵＶＥＣ增殖（图３）。
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图１　对照组和病例组Ｖａｖ２测序峰图及Ｐ２３４Ｌ突变位点保守性分析

表２　Ｐ２３４Ｌ突变的具体信息
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　　注：图Ａ为ＨＵＶＥＣ质粒转染后Ｖａｖ２的ｍＲＮＡ表达，ＡＣＴＢ作为内参；图Ｂ为ＨＵＶＥＣ质粒转染后标签蛋白表达，ＧＡＰＤＨ作为
内参；图Ｃ为ＨＵＶＥＣ质粒转染后Ｖａｖ２蛋白表达。表示和空载组相比，Ｐ＜０．０５；表示和空载组相比，Ｐ＜０．０１；＃表示和野生
型Ｖａｖ２组相比，Ｐ＜０．０５；＃＃表示和野生型Ｖａｖ２组相比，Ｐ＜０．０１；ｎｓ表示无显著性差异。ｎ＝４。

图２　质粒转染ＨＵＶＥＣ后Ｖａｖ２的ｍＲＮＡ和蛋白表达
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图３　ＨＵＶＥＣ质粒转染后ＣＣＫ８活力检测结果

２４　野生型 Ｖａｖ２和 Ｐ２３４Ｌ突变对 ＨＵＶＥＣ迁移和
成管能力的影响

　　质粒转染ＨＵＶＥＣ后，划痕试验结果提示，野生型
Ｖａｖ２转染后能促进ＨＵＶＥＣ在２４ｈ内的划痕愈合（上
调约４０％，Ｐ＜０．０５），而 Ｐ２３４Ｌ突变转染组不影响

ＨＵＶＥＣ迁移能力（图 ４Ａ）。一致的是，与空载组相
比，野生型Ｖａｖ２转染ＨＵＶＥＣ４８ｈ后，可促进ＨＵＶＥＣ
成管能力（上调约３０％，Ｐ＜０．０５）；与野生型 Ｖａｖ２转
染组相比，Ｐ２３４Ｌ突变转染 ＨＵＶＥＣ减弱了 Ｖａｖ２诱导
的ＨＵＶＥＣ成管能力（图４Ｂ）。
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　　注：图Ａ为ＨＵＶＥＣ划痕试验０、８和２４ｈ代表性图片；图Ｂ为ＨＵＶＥＣ成管实验４ｈ代表性
图片。表示和空载组相比，Ｐ＜０．０５；＃表示和野生型 Ｖａｖ２组相比，Ｐ＜０．０５；ｎｓ表示无显著性
差异。刻度尺＝２００μｍ；ｎ＝３。

图４　ＨＵＶＥＣ质粒转染后划痕愈合和成管实验
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２５　Ｖａｖ２过表达对下游Ｒａｃ１ｍＲＮＡ和蛋白表达的
影响

　　ｑＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果提示野生型 Ｖａｖ２、
突变Ｐ２３４Ｌ转染 ＨＵＶＥＣ后并不影响 Ｒａｃ１本底表达
（图５Ａ、图５Ｂ），与文献报道一致，提示Ｖａｖ２可能调控
下游Ｒａｃ１结合ＧＴＰ激活而非本底表达。通过对Ｖａｖ２

蛋白结构进一步分析，Ｐ２３４Ｌ突变位于 Ｖａｖ２催化 ＤＨ
结构域，这决定了 Ｖａｖ２催化下游 ＲｈｏＧＴＰ酶家族激
活（图５Ｃ），提示Ｐ２３４Ｌ突变可能是通过影响 Ｖａｖ２催
化下游 Ｒａｃ１激活进而影响 Ｖａｖ２在 ＨＵＶＥＣ发挥功
能，需进一步检测 Ｒａｃ１ＧＴＰ活性形式揭示该突变对
下游的影响。
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　　注：图Ａ为质粒转染ＨＵＶＥＣ后Ｒａｃ１的ｍＲＮＡ表达；图Ｂ为质粒转染ＨＵＶＥＣ后Ｒａｃ１的蛋
白表达；图Ｃ为Ｖａｖ２蛋白结构域。表示突变位点，ｎｓ表示无显著性差异。ｎ＝３。

图５　ＨＵＶＥＣ质粒转染后下游Ｒａｃ１ｍＲＮＡ和蛋白表达

３　讨论
ＣＨＤ作为一类严重的先天畸形，妊娠期会导致流

产、死产和新生儿死亡等，对于存活患儿，身高、体重

及智力发育会滞后于同龄健康儿童，是影响儿童身心

健康的重大公共卫生事件。大血管结构异常的 ＣＨＤ
进展快速、临床症状严重，例如，ＴＡＰＶＣ和 ＴＧＡ缺乏
足够的氧合血液的供应，患儿出生后如不给予及时治

疗将无法存活。但新生儿血管解剖结构复杂，不易辨

认，误诊或漏诊率高，延误治疗时机。由于此类疾病

低发病率和高致死率，样本收集困难，动物模型少，目

前关于大血管结构异常 ＣＨＤ发生的分子机制仍不清
楚。ＣＨＤ是由环境和遗传因素共同作用，具有不完全
外显率和可变的表达特性，遗传学相关研究能帮助探

究此类ＣＨＤ发病的分子机制且有助于临床对此类疾
病的产前诊断和早期发现。前期研究中１１７例血管结
构发育异常患者的ＷＥＳ结果提示Ｖａｖ２与此类血管结
构异常的ＣＨＤ高度相关［９１０］。在本研究中，通过生物

信息学手段处理前述 ＷＥＳ的数据，筛选出 Ｖａｖ２未曾
被报道的新发罕见突变 ｃ．７０１Ｃ＞Ｔ：ｐ．Ｐ２３４Ｌ，拟从遗
传变异角度进一步厘清 Ｖａｖ２在血管发育中的重要功
能。ＭｕｔａｔｉｏｎＴａｓｔｅｒ在线预测提示这个突变位点为高
度“致病性”位点，且该位点在人类、猕猴、褐家鼠等脊

椎动物上高度保守，提示这个突变可能引起重要的功

能改变。ｑＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果表明，
Ｐ２３４Ｌ突变不影响Ｖａｖ２ｍＲＮＡ表达，但蛋白的表达量

较野生型有下调，转录和翻译的差异提示这个位点引

起的单个氨基酸改变可能会影响 Ｖａｖ２蛋白结构的稳
定性。

在哺乳动物胚胎发育过程中，内皮细胞在构建组

织化的血管网络中起着至关重要的作用。因此，笔者

在ＨＵＶＥＣ中进一步探究 Ｖａｖ２罕见新发突变 Ｐ２３４Ｌ
的功能。实验结果提示，Ｖａｖ２能促进ＨＵＶＥＣ增殖、迁
移以及成管，具有促进血管生成的作用；而 Ｐ２３４Ｌ突
变能改变Ｖａｖ２在内皮细胞中促进 ＨＵＶＥＣ增殖、迁移
和成管的积极功能，笔者的研究结果提示Ｖａｖ２可能是
胚胎发育过程中参与血管发育的重要分子，该突变可

能是血管结构异常的ＣＨＤ发病的分子机制之一。
Ｖａｖ２作为一类鸟嘌呤核苷酸交换因子，通过结合

ＧＴＰ激活ＲｈｏＧＴＰ酶家族（主要包括 Ｒａｃ１、Ｃｄｃ４２和
ＲｈｏＡ），这些成员在ＧＴＰ结合的活性形式下能参与调
节细胞内重要生物学功能，包括细胞生长和蛋白激酶

激活等［２１］。Ｒａｃ１作为Ｖａｖ２广泛报道的下游，Ｖａｖ２往
往与Ｒａｃ１相互作用后，通过促进Ｒａｃ１结合ＧＴＰ形成
Ｒａｃ１ＧＴＰ活性形式发挥功能，进而调控内皮细胞、肿
瘤细胞的迁移［２２］。但是，Ｖａｖ２是否通过激活 Ｒａｃ１影
响内皮细胞功能进而调节 ＣＨＤ发生尚不清楚。ｑＲＴ
ＰＣＲ以及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果提示，野生型 Ｖａｖ２以
及突变Ｐ２３４Ｌ过表达均不会影响 Ｒａｃ１的本底表达，
结合之前的研究结果，Ｖａｖ２更可能是通过催化ＧＴＰ与
Ｒａｃ１结合发挥作用。通过对Ｖａｖ２蛋白结构进一步分

·２６７· 心血管病学进展２０２３年８月第４４卷第８期　ＡｄｖＣａｒｄｉｏｖａｓｃＤｉｓ，Ａｕｇｕｓｔ２０２３，Ｖｏｌ．４４，Ｎｏ．８



析，Ｐ２３４Ｌ突变位于Ｖａｖ２催化下游ＲｈｏＧＴＰ酶家族与
ＧＴＰ结合的ＤＨ结构域，Ｐ２３４Ｌ突变极有可能是通过
影响 Ｖａｖ２催化下游 Ｒａｃ１激活进而影响 Ｖａｖ２在
ＨＵＶＥＣ发挥功能，需进一步检测下游 Ｒａｃ１ＧＴＰ活性
形式来研究该突变对下游的影响。

综上所述，本研究发现 Ｖａｖ２错义突变 ｃ．７０１Ｃ＞
Ｔ：ｐ．Ｐ２３４Ｌ能改变 Ｖａｖ２蛋白序列，影响 Ｖａｖ２蛋白表
达，改变Ｖａｖ２促进ＨＵＶＥＣ增殖、迁移和成管的能力，
此突变可能是通过改变 Ｖａｖ２蛋白结构进而影响下游
Ｒａｃ１激活而非本底表达导致Ｖａｖ２的功能改变。Ｖａｖ２
在ＨＵＶＥＣ中的功能提示 Ｖａｖ２对血管发育可能至关
重要，Ｐ２３４Ｌ突变对Ｖａｖ２功能的影响可能会导致心血
管发育的异常，进而导致血管结构异常的 ＣＨＤ发生，
但其具体机制有待进一步研究。本研究为血管结构

异常的ＣＨＤ发生机制以及临床早期诊断提供进一步
理论依据。
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孟德尔随机化探讨三甲胺 Ｎ氧化物及其前体与
静脉血栓栓塞的因果关系

李梦依　刘英杰　齐灵篧　秦地茂
（西南交通大学附属医院 成都市第三人民医院心电血压研究室 成都市心血管病研究所，四川 成都 ６１００３１）

【摘要】目的　越来越多的研究关注三甲胺Ｎ氧化物（ＴＭＡＯ）及其前体与静脉血栓栓塞（ＶＴＥ）的关系，但在已发表的研究中，
二者之间的联系尚不清楚。因此，现采用两样本孟德尔随机化（ＭＲ）来探讨ＴＭＡＯ及其前体与ＶＴＥ［包括深静脉血栓（ＤＶＴ）和肺栓
塞］风险的因果关系。方法　ＴＭＡＯ及其前体、ＤＶＴ和肺栓塞的汇总统计数据来自多个全基因组关联研究。主要分析采用逆方差加
权法，其他四种敏感性分析方法作为补充（ＭＲＥｇｇｅｒ、ＭＲ多效性残差和异常值检验、最大似然比法和加权中值法）。最后，使用
Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ进行校正，其校正标准为Ｐ＝０．０１２５（０．０５／４＝００１２５），当Ｐ值在０．０１２５和０．０５之间时，考虑ＴＭＡＯ和ＶＴＥ存在潜在
的相关性。结果　基因预测显示：ＴＭＡＯ浓度每增加１个单位，ＤＶＴ的相对风险就会增加０．０８％（ＯＲ＝１．０００８，９５％ＣＩ１．０００４～
１００１２，Ｐ＝０．００１３），胆碱浓度每增加１个单位，则ＤＶＴ的相对风险可能会增加０．０６％（ＯＲ＝１．０００６，９５％ＣＩ１．０００１～１．００１２，
Ｐ＝０．０４２０）。结论　该ＭＲ研究支持ＴＭＡＯ和胆碱对ＤＶＴ的潜在因果效应，表明降低ＴＭＡＯ和胆碱的水平可能降低ＤＶＴ风险。

【关键词】三甲胺Ｎ氧化物；胆碱；静脉血栓栓塞；深静脉血栓；肺栓塞；孟德尔随机化
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】ＴｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅＮｏｘｉｄｅ；Ｃｈｏｌｉｎｅ；Ｖｅｎｏｕｓｔｈｒｏｍｂｏｅｍｂｏｌｉｓｍ；Ｄｅｅｐｖｅｉｎｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ；Ｐｕｌｍｏｎａｒｙｅｍｂｏｌｉｓｍ；Ｍｅｎｄｅｌｉａｎ
ｒａｎｄｏｍｉｚａｔｉｏｎ

　　静脉血栓栓塞（ｖｅｎｏｕｓｔｈｒｏｍｂｏｅｍｂｏｌｉｓｍ，ＶＴＥ）包
括深静脉血栓（ｄｅｅｐｖｅｉｎｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ，ＤＶＴ）和肺栓塞

（ｐｕｌｍｏｎａｒｙｅｍｂｏｌｉｓｍ，ＰＥ），是继心肌梗死和卒中之后
第三常见的血管疾病［１］。流行病学研究［２３］表明，随
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着增龄，全世界ＶＴＥ发病率为（１～２）‰。几项研究也
证实了ＶＴＥ患者的高死亡率。例如，一项纳入了７万
余人的荟萃分析［４］回顾了８６项随机对照试验，结果表
明，即使经过治疗，ＶＴＥ仍然可导致９８％的受试者死
亡。尽管存在系统的治疗和管理，ＶＴＥ患者的预后仍
然很差，其１０年复发率为３０％［５８］。考虑到ＶＴＥ预后
不佳，其治疗方面一直是当前的研究热点。

ＶＴＥ的危险因素较多，如静坐、吸烟以及外科手
术术后。最近，据报道［９１０］，作为肠道微生态系统中最

关键的活性成分，三甲胺 Ｎ氧化物（ｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅＮ
ｏｘｉｄｅ，ＴＭＡＯ）及其前体与 ＶＴＥ风险密切相关。当肠
道菌群的平衡被破坏时，各种致病微生物增殖并产生

过量的ＴＭＡＯ，导致血管内皮细胞、血小板和先天免疫
细胞中的炎症途径活化，这将升高ＶＴＥ风险［１１１６］。目

前，一些研究人员试图通过各种途径解释 ＴＭＡＯ及其
前体与ＶＴＥ的关系。然而，这些研究的样本量较为有
限，而且，多为回顾性研究，存在反向因果关系以及不

能评估的混杂因素［１７］。

孟德尔随机化（Ｍｅｎｄｅｌｉａｎｒａｎｄｏｍｉｚａｔｉｏｎ，ＭＲ）是探
索暴露与结果之间因果关系的一种流行方法。ＭＲ分
析主要使用基因变异作为暴露的工具变量，以评估暴

露对结果的因果影响。此外，ＭＲ研究还可以克服观
察性研究的典型缺点，如反向因果关系和潜在混杂因

素，使结果更令人信赖［１８］。

在本研究中，进行了双样本 ＭＲ分析，以探讨
ＴＭＡＯ及其前体与 ＶＴＥ的主要组成部分 ＤＶＴ和 ＰＥ
之间的因果关系。

１　方法
１１　研究设计

本研究采用了双样本 ＭＲ方法［１９］。双样本 ＭＲ
必须满足３个假设，即：（１）工具变量与ＴＭＡＯ及其前
体密切相关；（２）工具变量不能与 ＤＶＴ和 ＰＥ相关；
（３）工具变量不与影响ＤＶＴ和ＰＥ的混杂因素相关。
１２　数据来源

ＴＭＡＯ及其前体：为了探讨 ＴＭＡＯ及其前体（肉
碱、胆碱和甜菜碱）是否与 ＤＶＴ和 ＰＥ的发病风险增
加相关，笔者从全基因组关联研究的荟萃分析［２０］中获

得了与上述肠道代谢产物相关的单核苷酸多态性

（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）作为工具变量
（ｎ＝２０７６）。然而，该全基因组关联研究识别的位点
很少达到全基因组显著性水平，因此本研究提取了具

有全基因组显著阈值（Ｐ＜５×１０－５）的 ＳＮＰ作为工具
变量。

ＤＶＴ和ＰＥ：ＤＶＴ和ＰＥ的汇总数据来自英国生物
银行。英国生物银行是一项包括５０多万英国公民的

队列研究。通过 ＭＲＢａｓｅ平台（ｕｋｂｂ１２０４０、ｕｋｂｂ
１８３６６）访问了英国生物库的数据，其中，ＤＶＴ数据包
括９２４４１例患者以及４５３６９２例对照人群，计有９８５１８６７
个ＳＮＰ位点；而 ＰＥ的数据则包含 １８４６例患者和
４６１１６４例对照人群，计有９８５１８６７个ＳＮＰ位点［２１］。

１３　遗传工具变量
为了满足第一个 ＭＲ假设，即 ＳＮＰ与暴露密切相

关，在全基因组水平上选择了与 ＴＭＡＯ及其前体显著
相关的工具变量（Ｐ＜５×１０－５，ｒ２＜０．００１，遗传距离＝
１００００ｋｂ）。此外，由于纳入的 ＳＮＰ易受弱工具变量
的影响，还计算了Ｆ统计量。如果Ｆ统计量显著大于
１０，则表明弱工具变量不太可能影响结果［２２］。最后，

为了满足第二个 ＭＲ假设，即遗传变异与任何潜在混
杂因素无关，在ＰｈｅｎｏＳｃａｎｎｅｒ数据库中进行了查询，以
确定所包含的ＳＮＰ是否与已知混杂因素（血脂异常和
肥胖）相关。如果是，它们则被排除在外。

１４　ＭＲ分析
在本研究中，使用了五种ＭＲ分析方法，包括逆方

差加权法（ｉｎｖｅｒｓｅｖａｒｉａｎｃｅｗｅｉｇｈｔｉｎｇ，ＩＶＷ）、ＭＲＥｇｇｅｒ、
ＭＲ 多 效 性 残 差 和 异 常 值 检 验 （Ｍｅｎｄｅｌｉａｎ
ＲａｎｄｏｍｉｚａｔｉｏｎＰｌｅｉｏｔｒｏｐｙＲＥＳｉｄｕａｌＳｕｍａｎｄＯｕｔｌｉｅｒ，ＭＲ
ＰＲＥＳＳＯ）、最大似然比法和加权中值法［２３２７］。首先，

使用了ＩＶＷ来估计 ＴＭＡＯ及其前体与 ＤＶＴ和 ＰＥ的
关系。其次，使用ＭＲＰＲＥＳＳＯ、ＭＲＥｇｇｅｒ、最大似然比
法和加权中值法进一步对ＩＶＷ结果进行敏感性分析，
以验证肠道代谢物对ＤＶＴ和ＰＥ的影响。最大似然比
法是一种具有低标准误差的传统方法，通过最大似然

来测量潜在分布参数［２４］。ＭＲＥｇｇｅｒ基于ＩｎＳＩＤＥ的假
设，对暴露结果进行加权线性回归，但其易受工具变

量的影响［２５］。加权中值法可以显著提高因果效应的

检测能力，并减少Ⅰ型错误［２６］。ＭＲＰＲＥＳＳＯ类似于
ＩＶＷ，其因果估计与其他工具变量显著不同［２７］。如果

少于５０％的工具变量存在水平多效性，ＭＲＰＲＥＳＳＯ
可以提供较为准确的分析。最后，为了有效地解释该

ＭＲ的结果，进一步计算了相应的ＯＲ值以及９５％ＣＩ。
１５　水平多效性及异质性

本研究使用了不同的方法来评估潜在的影响。

ＣｏｃｈｒａｎＱ统计和ＭＲＥｇｇｅｒ回归用于解释研究中的异
质性和水平多效性［２８］。如果Ｐ＜０．０５，则表明纳入的
工具变量中没有偏差和异质性。ＭＲＰＲＥＳＳＯ也被用
作全局、离群值和失真测试的附加多重性控制。最

后，“留一法”敏感性分析和漏斗图法用于评估每个工

具变量和结果之间的关系。

所有统计分析均采用 Ｒ４．１．１软件进行。显著性
水平设置为０．０１２５（０．０５除以４个风险因素）。
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２　结果
２１　肠道微生物群和代谢产物的遗传工具变量

在本研究中发现，ｒｓ４８８４１９（ＴＭＡＯ）、ｒｓ１７４１８６７５
（ＴＭＡＯ）、ｒｓ２０７４７５５（甜菜碱）、ｒｓ１６８４０６８９（甜菜碱）和
ｒｓ１０８８３７１２（甜菜碱）基因座与血脂异常和肥胖密切相
关，因此删除了这些ＳＮＰ。最后，纳入了１３２个与肠道
代谢产物相关的连锁不平衡、非独立的 ＳＮＰ（３７个与
甜菜碱相关，２６个与肉碱相关，２３个与胆碱相关，
４６个与ＴＭＡＯ相关）。工具变量解释的ＤＶＴ和ＰＥ的
方差范围为３７．１４％ ～８７．７０％。此外，所有工具变量
的Ｆ统计值显著大于１８．７７，有效地消除了本研究中
弱工具变量的影响。

２２　ＭＲ分析
基于 ＩＶＷ，发现 ＴＭＡＯ每增加１个单位，ＤＶＴ的

相对风险增加０．０８％（ＯＲ＝１．０００８，９５％ＣＩ１．０００４～
１．００１２，Ｐ＝０．００１３）；胆碱浓度每增加 １个单位，
ＤＶＴ的相对风险提高 ０．０６％（ＯＲ＝１．０００６，９５％ＣＩ
１．０００１～１．００１２，Ｐ＝０．０４２０），另外，最大似然法也
证实了上述关系。然而，笔者观察到 ＴＭＡＯ及其前体
与ＰＥ风险无关（表１）。

表１　ＴＭＡＯ及其前体与ＶＴＥ的因果关系

结局 暴露 ＯＲ（９５％ＣＩ） Ｐ值

ＤＶＴ ＴＭＡＯ １．０００８（１．０００４～１．００１２） ０．００１３

甜菜碱 １．００００（０．９９９４～１．０００６） ０．９０５０

肉毒碱 １．０００２（０．９９９８～１．０００６） ０．３２４０

胆碱 １．０００６（１．０００１～１．００１２） ０．０４２０

ＰＥ ＴＭＡＯ ０．９９９７（０．９９９３～１．０００１） ０．２６９０

甜菜碱 １．００００（０．９９９８～１．０００２） ０．８３７０

肉毒碱 １．０００１（０．９９９９～１．０００２） ０．７５７０

胆碱 １．０００１（０．９９９７～１．０００５） ０．５３６０

２３　水平多效性和异质性分析
在ＭＲ分析中，较多的工具变量通常会带来更准

确的结果，并为ＭＲ提供更好的效能，但它也会导致水
平的多效性和异质性。因此，使用了一系列方法来评

估研究中是否存在显著的水平多效性和异质性。ＭＲ
Ｅｇｇｅｒ截距和ＣｏｃｈｒａｎＱ检验表明，本研究中不存在水
平多效性和异质性的易感性（Ｐ值均 ＞０．０５）。“留一
法”敏感性分析表明，纳入的 ＳＮＰ对结果没有显著影
响，表明结果具有显著的可靠性，漏斗图显示不对称

分布的ＳＮＰ，这表明因果关联不太可能受到潜在偏差
的影响。ＭＲＰＲＥＳＳＯ分析的结果表明，纳入的 ＳＮＰ
位点没有任何异常值，与 ＩＶＷ 的结果保持一致
（图１～图４）。
３　讨论

本研究首次采用 ＭＲ法探讨 ＴＭＡＯ及其前体对
ＤＶＴ及ＰＥ的影响。基因预测的结果表明ＴＭＡＯ和胆

碱可能会增加 ＤＶＴ的风险，但可能与 ＰＥ风险无关。
这些发现表明降低 ＴＭＡＯ和胆碱水平可能降低 ＤＶＴ
的风险。
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图１　“留一法”提示ＴＭＡＯ与ＤＶＴ的敏感性分析
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图２　漏斗图提示不对称分布ＳＮＰ（ＴＭＡＯ与ＤＶＴ）
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图３　“留一法”提示胆碱与ＤＶＴ的敏感性分析

! "##

! $"#

! ###

%"#

"##

!
&
!
"

!

'(

!

'(!)**+,

-./

0#1##$ #2### #2##$ #2##3

!

!

图４　漏斗图提示不对称分布ＳＮＰ（胆碱与ＤＶＴ）

作为日常食物的主要来源，胆碱可以在肠道中转

化为三甲胺，然后通过门静脉的血液循环被人体肠道

吸收，最后由肝脏代谢为ＴＭＡＯ，从而参与人体的各种

代谢途径［２９］。之前的一些研究［３０］中发现，在该过程

中，ＴＭＡＯ及其前体（胆碱）与血栓性疾病密切相关。
例如，在２０１１年，一项纳入了１８７６例受试者的观察
性研究［３１］表明，ＴＭＡＯ与急性心肌梗死和外周动脉疾
病等血栓性疾病密切相关。随后，Ｚｈｕ等［１４］发现

ＴＭＡＯ与血栓事件累积负担增加呈剂量依赖性关系，
在调整心血管疾病史、传统心血管疾病危险因素、肾

功能和药物使用后，这种关系仍然保持一致。同样，

在本研究中，ＤＶＴ的相对风险随着 ＴＭＡＯ浓度的增加
而增加。然而，ＴＭＡＯ促进血栓形成的机制尚不清楚。
一些研究人员推测，这一机制可能是多种因素共同作

用的结果。例如，ＴＭＡＯ可以通过改变１，４，５三磷酸
肌醇信号通路来促进血小板高反应性，增强细胞内

Ｃａ２＋储备的释放，此外，ＴＭＡＯ还可以激活血小板激动
剂如腺苷二磷酸、凝血酶和胶原，并间接增强血小板

反应性，从而直接或间接促进血栓形成［３２］。最近也有

报道［３３３４］称，ＴＭＡＯ可以通过激活血管中的炎症反应
来介导血栓形成，导致血管内皮细胞损伤。

在本研究中，基因预测还表明，ＤＶＴ的相对风险
随着胆碱浓度的增加而增加，这也与先前的研究一

致。一项２０１７年的前瞻性队列研究显示，补充胆碱后
血栓形成的风险增加，即使受试者服用抗血小板药和

其他相关药物，血栓形成的潜在风险也并不降低。令

人遗憾的是，胆碱促进血栓形成的机制目前尚不清

楚，一些研究人员推测其可能与血小板活化有关。例

如，胆碱可通过 Ｓｌｃ４４ａ２受体介导的线粒体转运代谢
为腺苷三磷酸和活性氧［３２］。腺苷三磷酸为血小板活

化提供能量，其代谢产物腺苷二磷酸可作用于血小板

嘌呤能受体，进一步驱动血小板活化并促进血栓形

成［３５］。此外，活性氧作为另一种代谢产物，也可能通

过调节血小板对胶原蛋白的亲和力参与血栓形成［３２］。

值得注意的是，本研究使用了大型全基因组关联

研究的数据，并进行了双样本ＭＲ分析，因此可有效地
避免观察性研究相关的偏倚，这为确定肠道代谢产物

与ＤＶＴ之间的关系提供了可靠的证据。此外，使用其
他方法进一步验证了本研究的结果，这也使得结果更

为可靠。然而，本研究也有一些局限性。第一，研究

仅限于欧洲血统的人群，目前尚不清楚这些结果是否

可以应用于其他人群；第二，不能完全排除可能的饮

食基因或基因环境相互作用的影响；第三，由于本研

究中ＯＲ值接近１，因此更多的研究将有助于探索这一
机制。

总之，在本研究中，发现了 ＴＭＡＯ和胆碱可能促
进ＤＶＴ。这提示对于有血栓风险的患者，应该注意
ＴＭＡＯ的变化，避免高胆碱饮食。此外，二者之间的确
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切机制尚不清楚，更多的研究将有助于探索这一机制。
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