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#摘要$

!

目的
!

探索家族性偏瘫性偏头痛"

K[F

%与
@=@<=!=

基因突变的关系&方法
!

通过提取一家系患者和健康人及

!$$$

例健康对照组
B<=

进行
@=@<=!=

基因测序研究!并进行生物信息学分析&结果
!

位于
@=@<=!=

基因的
#

号外显子的

新突变位点"
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%

V

%导致天门冬酰胺替换为天冬氨酸"

<3"$B

%&结论
!

@=@<=!=

基因突变
<3"$B

是新发现的引起

K[F

的致病突变因素&

#关键词$
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先兆偏头痛$基因!
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$点突变
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偏头痛是一种复杂的慢性血管紊乱性疾病#以发作性搏动

性头疼为特征#表现为一侧或双侧头部跳痛#伴有恶心*呕吐等

植物神经症状#是与心理*社会因素相关的常见心身疾病$家

族性偏瘫性偏头痛!

/)(*+*)+N0(*

O

+0

M

*5(*

M

-)*70

#

K[F

"是一种

比较少见的带有先兆性的较严重疾病#它常呈单基因常染色体

显性遗传$目前#已报道有
@=@<=!=

*

=EC!=:

*

?@<!=3

种

基因突变与该病有关$

@=@<=!=

基因#定位于
!"

O

!3

#编码

C

&

n

型钙离子通道的
!=

亚单位#全世界范围内找到了
!#

个

不同的错义突变#其中
E222F

与
;!398n

突变是最常见的两

种突变(

!'9

)

#由于
@=@<=!=

基因是目前公认的与
K[F

尤其

是与伴小脑功能紊乱症状相关的致病基因(

!

#

>'8

)

#本研究就在

一家系样本中针对该基因进行研究#对
@=@<=!=

基因进行

测序#发现的新突变位点$

?

!

资料与方法

?4?

!

一般资料
!

本研究家系来源于重庆医科大学附属大学城

医院神经内科收集的一个
K[F

家系#该家系有
3

代
9

人患

病#目前有
3

例患者存活#家系图见图
!

#所有病患表现有偶发

的偏瘫性偏头痛发作#脑脊液淋巴细胞增多#除了先证者女儿

!

)

!̀

"外#均有眼球震颤等小脑功能紊乱的表现$所有患者

脑电图未见有明显异常#先证者的!

#

`!

"还有共济失调的表

现#

F;U

检查提示有小脑萎缩#其余患者未见小脑影像学改

变$诊断符合
:$$9

年国际头痛协会头痛分类委员会制订的

,偏头痛诊断标准-#并排除其他类型头痛*脊髓小脑型共济失

调*癫痫等其他神经系统疾病(

#

)

$健康对照组样本采集于

:$!>

年
!

月至
:$!>

年
2

月#在四川省人民医院健康体检中心

随机选择健康体检者
!$$$

例#年龄
!$

'

#>

岁#平均!

924>b

!:4!

"岁#排除偏头痛*偏瘫及脊髓小脑型共济失调*癫痫等其

他神经系统疾病及这些神经系统家族史$采集标本前实验参

与者均签署了知情同意书#本研究通过四川省人民医院医学伦

理委员会审查$

?4@

!

方法

?4@4?

!

基因组
B<=

提取
!

抽取家系中偏头痛患者和健康对

照组静脉血
>(A

#用乙二胺四乙酸!

&BE=

"抗凝后#采用酚氯

仿抽提乙醇沉淀法提取基因组
B<=

$

?4@4@

!

@=@<=!=

基因测序
!

@=@<=!=

基因包含
98

个外

显子#其
5B<=

包含
:>$2

个氨基酸#参考
Y

O

N.//;=

的文献

结合引物设计软件
C-*(0-3

!

NHH

O

%&&

I*.*7/.4PH400

&

O

-*(0-3'$4

94$

&"#作者设计了
93

对引物(

!

)

#采用
?)7

M

0-

测序法进行双向

测序#测序试剂为
J*

M

B

R

0E0-(*7)H.-@

R

5+0

测序试剂盒!

=

O

'

O

+*0,J*.1

R

1H0(1

"#按照试剂说明书操作#使用测序仪为
=JU

3!3$S+

#序列分析软件采用
@N-.()1!42:

#测序结果通过
B<='

()7#4$

软件进行比对$

?4A

!

生物信息学分析
!

通过
?UKE [YF&

!

NHH

O
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1*/H4
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&"和
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的
[.(.+.V070

进行突变的初步生物信息学分
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析#序列的比对应用
B<=()7#4$

软件$

@

!

结
!!

果

@4?

!

测序结果
!

在
3

位偏头痛患者
@=@<=!=

基因测序结

果中均发现一新突变#该基因
#

号外显子第
!!2#

核苷酸
=

突

变为
V

杂合双峰!

54!!2#=

%

V

"#在
!$$$

例健康对照组人群

及家系中健康成员则未发现此突变#见图
:

$

图
!

!!

K[F

家系图

!!

第
#

号外显子第
!!2#

位核苷酸显示患者
=

&

V

杂合双峰!箭头所

指"#表示在该位点
=

突变为
V

$

图
:

!!

@=@<=!=

基因突变位点
B<=

序列图

@4@

!

生物信息学分析结果
!

该
@=@<=!=

基因新突变导致

第
3"$

位氨基酸密码子由
==E

替换为
V=E

#编码氨基酸由天

冬酰胺突变为天冬氨酸
<3"$B

$该突变位置氨基酸在各物种

中相当保守#通过
"

个物种比对未见该位点有变化$该突变经

?UKE

软件分析预测为.

B=F=V&

/突变!

?UKE?5.-0_$4$:

分"#见图
3

$

!!

结果显示该段蛋白及突变点!红色框内"氨基酸序列非常保守#突

变可能导致疾病的发生$

图
3

!!

"

个物种氨基酸序列比对

A

!

讨
!!

论

!!

本研究在一个偏头痛家系中发现由
@=@<=!=

基因一个

错义突变!
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%

V

#

<3"$B

"引起的一系列偏瘫性偏头痛

临床表现#包括偶发的偏瘫性偏头痛发作#迟发性的小脑功能

紊乱#轻度的脑脊液细胞增多$值得注意的是#虽然患者发生

的偏瘫次数不多#但这也符合,偏头痛诊断标准
U@[B'

#

-对

偏瘫性偏头痛的诊断(

#

)

$

在此家系中#本研究认为
@=@<=!=

基因氨基酸的
3"$

位天门冬酰胺错义突变为天门冬氨酸#导致偏瘫性偏头痛#主

要有以下证据%!

!

"

@=@<=!=

基因编码形成一个由
9

个同源

亚基组成的跨膜域这是已知功能的重要通道的电压传感器(

2

)

#

@=@<=!=

基因是目前公认报道的与
K[F

尤其是伴小脑功

能紊乱症状的致病基因(

!

#

>'8

)

$!

:

"第
3"$

位天门冬酰胺*天门

冬氨酸突变在本研究家系中表现出明显的遗传共分离现象'

!

3

"该突变的区域位于
@=@<=!=

基因的相当稳定的区域#从

<@JUV070J)7W

中查询比对的
"

种由高级到低级的物种该区

域的氨基酸都是一样的#说明该段序列在进化上是相当保守稳

定的#该突变势必会导致疾病的发生(

!

)

#在本突变附近的第

3##

*

3#"

位已有错义突变导致共济失调的文献报道(

"'!$

)

$!

9

"

该突变区域位于同源结构域
,

和
#

之间#负责与
.

亚基结合$

!

>

"在
!$$$

个健康人未发现有
@=@<=!=

基因的此种氨基酸

突变#故认为此种突变有可能导致
K[F

的发生$

电压依赖的钙通道调节钙离子进入兴奋的细胞#参与激素

或神经递质释放*肌肉收缩和基因表达等各种钙依赖过程$钙

通道复合体由
*

!

*

.

*

*

:

*

3

#

0

亚基组成#其中起主要作用的是
*

!

亚基#其余亚基主要起调节作用$各种不同类型的钙通道主要

是
*

!

亚基不同!包括
*

!=

*

*

!J

*

*

!@

*

*

!B

*

*

!&

和
*

!?

"#

@=@'

<=!=

基因编码电压门控钙离子通道上的孔道形成蛋白
*

!=

亚基$

@=@<=!=

表达在与偏头痛相关的大脑皮质*三叉神经

节及脑干神经核等神经组织$这个基因的突变与
K[F

和共

济失调有关$神经递质的释放*神经元的兴奋都由位于神经

元*突触前膜及树突通道钙离子通过电压门控钙离子通道进入

突触后膜而调节$

在本研究中#该突变区域位于同源结构域
,

和
#

之间#该

区域负责与
.

亚基结合#推测该突变可能会导致
*

!=

亚基与
.

亚基结合的调节异常#而引起
@=@<=!=

蛋白这一
C

&

n

型离

子流的密度和门控特性的改变#致使钙通道的功能改变#从而

导致神经元的过度兴奋及持续去极化#继发皮层扩布性抑制

!

5.-H*5)+1

O

-0),*7

M

,0

O

-011*.7

#

@?B

"的 阔 值 降 低#引 发 偏

头痛(

!!'!:

)

$该家系病患发生的迟发性进展性的小脑综合征也

是偏瘫性偏头痛的临床表现之一#据报道约有
9$\

'

>$\

的

@=@<=!=

突变患者有小脑综合征表现(

8

)

$

综上所述#本研究在一个偏头痛家系中发现
@=@<=!=

基因一个新的错义突变!

<3"$B

"#该突变可导致
K[F

#可能还

与小脑综合征的发生有关$该研究的发现不仅扩大了偏头痛

致病基因突变谱#而且更加肯定了
@=@<=!=

基因突变会导

致
K[F

*小脑功能紊乱#共济失调等神经系统疾病的发生$

但该突变导致该疾病的发生机制还有待通过转基因动物的构

建进行下一步的研究$
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行术中植骨融合治疗#结合术后颈托固定$

!

年后随访骨折均

获得骨折愈合#而且拆除内固定后#颈部功能锻炼效果满意$

另外#本组新鲜
#

型齿状突骨折的病例#由于患者年龄较轻#

作者尝试行后路复寰枢椎内固定治疗#并未行术中植骨融合治

疗#

!

年随访齿状突骨折均获得骨折愈合#而且拆除内固定后#

颈部功能锻炼效果满意#并且避免了取髂骨植骨(

!3'!>

)

$当然#

对于陈旧性齿状突骨折的患者#考虑到由于骨折愈合概率较

小#后路寰枢椎固定植骨融合治疗仍为首选治疗方案$

总之#后路椎弓根螺钉内固定术具有固定可靠稳定*手术

难度较低#创伤小等优势#较大程度保留上颈椎的功能#能够取

得良好的骨折愈合和植骨融合效果#已经在临床上逐步开展起

来$但仍有一系列问题如生物力学稳定性*术后并发症有待进

一步研究#而且由于本次研究样本数较少#目前缺乏大样本的

临床研究报道#也限制了该技术在临床上的推广使用$由于寰

枢椎毗邻解剖结构相当复杂#该手术为高风险手术#因此建议

手术者有娴熟的手术技术#还应根据每例患者的具体情况来设

计手术方案#即采取个体化治疗$完善术前检查#如果发现有

特殊的变异应该提前设计好预备方案#并能根据手术中遇到的

情况选择性改变手术方案#才能避免术中血管神经根等损伤#

保证手术安全有效$
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