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一 VHL 家系致病基因突变的检测与分析 *
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摘要 目的：研究中枢神经系统血管母细胞瘤(VHL)基因突变的主要类型和发生情况，探讨 VHL疾病发生的原因、临床特点等。方

法：以基因组 DNA为模板，PCR扩增 VHL基因 3个外显子及 5'UTR区域，结合 DNA直接测序的方法，对一个有多个小脑血管
母细胞瘤患者的家系进行 VHL基因突变检测。结果：发现该家系 VHL基因 5'UTR区、外显子 1和外显子 2正常，外显子 3存在
c.499C>G的改变，为一个错意突变，氨基酸改变为 Arg-Gln（p.R167Q），该突变是导致这个家系的患者发病的直接原因。结论：

VHL疾病的突变主要集中在 VHL蛋白的 α、β结构域，位于 α结构域的 p.R167Q突变为该 VHL家系致病的主要原因。
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ABSTRACT Objective: To determine characters and distributions of VHL gene mutations and discuss the pathogenic, clinical

characteristics, diagnosis and treatment progress of VHL disease. Methods: Using genome DNA PCR (polymerase chain reactions) amp-

lify all 3 exons of VHL gene and 5'UTR (un-transcribed region). PCR products were analyzed and sequenced. Results: There are no mut-

ations in exon 1 and exon 2 of VHL. A missense mutation c.499C>G (p.R167Q) in exon 3 was identified to lead to the onset of the VHL

family by DNA sequencing. Conclusions: Mutations of VHL gene are mainly found in the α β function domain. Mutation of p.R167Q is

the reason for the VHL patients.
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前言

中枢神经系统血管母细胞瘤约占颅内肿瘤的一小部分，可

分为散发性和 von Hippel- Lindau(VHL) 病相关性两种[1]。VHL

病是由于 3 号染色体短臂基因缺失或突变引起的常染色体显

性遗传疾病，涉及多个器官系统，发病率为 1:35000~1:40000，

各种年龄均可发病，以 20～50 岁多见。文献报道相当一部分的

中枢神经系统血管母细胞瘤患者伴有 VHL 病[2]，与散发性中枢

神经系统血管母细胞瘤相比，von Hippel-Lindau 病相关性中枢

神经系统血管母细胞瘤患者的临床特点、治疗方案、基因诊断

及预后报道较少。VHL 综合征肾肿瘤和大部分散发性肾细胞

癌病因都与 VHL 基因结构或功能失常有关。由此人们认为

VHL 综合征是由 VHL 基因的突变引起。VHL 基因位于 3 号染

色体断臂的 3p25-p26，基因全长 4.7 kb，VHL 基因在基因组上

的分布跨度约为 20 kb。VHL 基因含 3 个外显子，由 642 个核

苷酸组成的开放阅读框架 (open reading frame, ORF) 编码 213

个氨基酸残基，其分子量约为 25 kD，在 85～125 位残基处有

5 个酸性重复区域，该蛋白质残基与其它蛋白质序列无明显同

源性[1]。同时该基因还编码一个 160 个氨基酸残基的蛋白，该基

因的表达与器官发生病变与否并无关系，其在各成年与胎儿组

织中均有表达。VHL 病家族的基因型与表型分类主要包括以

下类型：1 型：主要包括视网膜血管母细胞瘤、中枢神经系统血

管母细胞瘤、肾细胞癌、胰腺肿瘤和囊肿等；2A 型：包括嗜铬细

胞瘤、视网膜血管母细胞瘤、中枢神经系统血管母细胞瘤等；2B

型：嗜铬细胞瘤、视网膜血管母细胞瘤、中枢神经系统血管母细

胞瘤、肾细胞癌、胰腺肿瘤和囊肿等；2C 型：嗜铬细胞瘤。脑血

管母细胞瘤较少见，肝、脾、肺的血管瘤也较少见[3-5]。患者常死

于肾细胞癌和中枢神经系统血管母细胞瘤，早期诊断可以改善

预后，但困难较大。针对 VHL 基因的检测技术有助于早期确

诊，该基因的突变存在热点区即 α、β 结构域编码区，该蛋白有

三 个 氨 基 酸 残 基 是 常 见 突 变 热 点 区 ， 即 Cys162, Arg167、
Leu178。其余常见突变包括 Val170、Ile180、Leu184、Leu188、
Arg161 和 Gln164 等[6]。其中 Cys162 突变位于 α 结构域，关系

到 VHL 蛋 白 与 另 外 一 个 蛋 白 Elongin C 的 相 互 作 用 ；而
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Arg167 则在结构上具有稳定组蛋白 H1 上的螺旋及 α、β 两个

结构区域的相互作用；Leu178 在介导与蛋白 Elongin C 的相互

作用以及稳定 H2-H3 对 α 结构域的包装都起着重要作用。
VHL 蛋白的泛素化对其功能的执行也起着至关重要的作用[7]。
VHL 蛋白对肿瘤的抑制作用主要通过调控一系列肿瘤抑制因

子的方式进行，VHL 作为抑癌基因可以调控肿瘤抑制因子

miR-204，也可以通过调节 Mdm2 介导的泛素化对 p53 基因进

行调控，同时对细胞周期进行调控[8, 9]。VHL 基因突变导致部分

或全部肿瘤抑制因子失活 从而病人极发生散发性肾透明细胞

癌，如果病人 VHL 基因生殖细胞发生突变，在儿童期可发展为

中枢神经系统母细胞瘤，尽管发病会推迟到 29 岁，可伴有头

痛，呕吐，步态不稳或共济失调小脑等症状血管母细胞瘤[10,11]。
此外 VHL 蛋白还可以直接结合到纤连蛋白上从而参与细胞基

质的装配，并影响细胞的生长与分化[12]。目前该疾病治疗主要

是手术切除相应肿瘤。近年随着基础研究的深入，新的药物在

血管生长抑制剂等可能提供新的治疗途径。由于 VHL 病为常

染色体显性遗传病，所以对患者进行准确地遗传学诊断对该病

的治疗、预后以及后代的优生优育都有显著的意义。

1 材料与方法

1.1 研究对象

2012 年 1 月到中信湘雅生殖与遗传专科医院就诊的 1 个

VHL 家系，其中患者 3 人。现症患者中，男性 1 例，女性 2 例，

来自福建地区。患者经 1.5 T 双梯度核磁共振直接增强扫描发

现右侧小脑半球处有类圆形囊样病灶，囊壁下缘处可见一小结

节明显强化影，边界清楚。其余囊性部分无明显强化。另外一侧

小脑半球及小脑 上蚯蚓处均可见小结节明显强化影，直径小

于 0.5 cm。其余脑实质内未见明显强化影，上脑室呈现对称性

扩大，疑似小脑血管母细胞瘤。
1.2 方法

1.2.1 标本采集 在患者及其家属签署知情同意书后，抽取上述

研究对象外周静脉血 2 mL，用 0.2% EDTA·Na (乙二胺四乙酸

钠盐) 抗凝。用 DNA 提取试剂盒 （Gentra 公司） 提取基因组

DNA。同时提取 100 例无血缘关系健康个体的 gDNA 作为基

因多态性排除分析的对照组。
1.2.2 聚 合 酶 链 式 反 应 ( PCR polymerase chain reactions)

PCR 扩增 VHL 基因的 3 个外显子的引物序列采用在线软件

primer 3 设计，由上海生工公司合成，引物序列见表 1。PCR 反

应体系为 10 μL，含有 gDNA 50～100 ng, dNTPs 250 μmol/L，

引物 0.2 μmol/L，2 mmol/L MgCl2，1U Taq DNA 聚合酶及 1×
缓冲液(MBI)。PCR 反应条件：95℃变性 1.5 min，94℃/ 40 s

变性，56℃退火 40 s，72℃延伸 1-3 min （35 个循环），72℃延

伸 5 min。经电泳检测后，将 PCR 产物 95℃变性 10 min，缓慢

降温至室温。用 ABI 公司测序仪对扩增的 DNA 片段进行测

序，并与已知突变数据库和多态性数据库进行比较分析。

表 1 VHL 基因诊断引物序列

Table 1 Primers for gene diagnosis of VHL

Primer name

VHLEXON1

VHLEXON2

VHLEXON3

Primer sequence F

AGCGCGTTCCATCCTCTAC

CTCCCAAAGTGCTGGGATTA

GCAAAGCCTCTTGTTCGTTC

Primer sequence R

GCTTCAGACCGTGCTATCGT

AGCCCAAAGTGCTTTTGAGA

CAAAAATGCCACCACCTTCT

2 结果

2.1 家系调查及体查结果

先症者（Ⅲ-7）患小脑血管母细胞瘤，经外科手术切除。家系

中其外婆（Ⅰ-2）、母亲（Ⅱ-3）、大姨（Ⅱ-1）、小舅舅（Ⅱ-6）及弟

弟（Ⅲ-8、Ⅲ-10）均患有类似症状，其中外婆、小舅舅、大姨、大弟

弟因此病过世。核磁共振结果检查患者（Ⅲ-7）小脑后枕部呈现

术后改变，局部颅板结构不清，局部可见囊样长 T2 信号改变，

平扫脑实质信号未见明显异常，增强后相当于延髓背侧处可见

两个小结节状明显强化影，直径小于 0.5 cm 左侧小脑半球也可

见一结节状明显强化，其余脑实质未见异常强化影，诸脑室无

明显异常，脑沟无增宽，中线结构居中。

图 1 VHL 疾病遗传家系图

□为正常男性，○为正常女性，■为男性患者，●为女性患者，/为已逝者

Fig.1 Map of the pedigrees of VHL disease

□normal male,○normal female,■male patient,●female patient, /of the dead
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2.2 PCR 及测序结果

患者（Ⅲ-7）VHL 基因三个外显子 PCR 片段琼脂糖电泳结

果表明分别得到 706bp（图 B-3），421bp（图 B-1）以及 504bp（图

B-2）的 DNA 片段，与预期大小完全一致。DNA 测序结果表明

VHL 基因外显子 1 和外显子 2 没有发现任何多态、缺失、重复

以及碱基突变。在第三号外显子发现 cDNA 存在 c.499 C>G 的

碱基改变，导致第 167 位氨基酸残基出现 Arg-Gln，(p.R167Q)

的改变。人类遗传疾病数据库中的编号为 CM941382（HGMD

http://www.hgmd.cf.ac.uk.ac）。检测（Ⅲ-9）VHL 基因外显子 3 没

有发现该位点的碱基改变（图 2B）。同时检测患者无小脑血管

母细胞瘤症状的同胞妹妹的 VHL 基因没有发现此位点的改变

（图 2B）。

图 2 VHL 基因外显子突变检测电泳及测序图

A. VHL 基因外显子 PCR 电泳结果，1.外显子 1；2.外显子 3；3.外显子 2 B. VHL 基因突变位点的测序图，箭头显示的为突变碱基处

Fig.2 Map of PCR DNA electrophoresis and DNA sequencing data for VHL gene

Panel A. the map of DNA electrophoresis, Panel B. data of sequencing sites of mutation are marked by red arrows

3 讨论

VHL 疾病是一种常染色体显性遗传疾病，常导致中枢神

经系统血管瘤、肾细胞瘤等恶性肿瘤[4,13]。基因诊断是该病特异

性的诊断方法，及时准确的对患者进行基因诊断对患者的康复

及实施产前诊断确保下一代的生育都尤为重要。本文综合运用

PCR 直接测序的方法，设计 PCR 引物，对该家系的患者及表型

正常的妹妹进行突变分析，发现了一个登记号为 CM941382 已

知突变。该突变位点位于 VHL 基因外显子 3，VHL 基因的 cD-

NA 存在 c.499 C>G 的碱基改变，导致第 167 位氨基酸残基出

现 Arg-Gln 的改变(p.R167Q)，为已知致病突变。根据人类遗传

疾病数据库的资料显示，截止 2011 年 VHL 疾病累计登记致病

突变 543 种。其中错意突变 226 种，大片段缺失和插入 115 种，

小片段缺失与插入突变 129 种，剪切位点改变 22 种，其它突变

11 种。其突变主要以错意突变和插入缺失突变为主，分别占突

变的 42%和 45%，二者合计占到所有突变的 87%。这些突变主

要分布在 VHL 蛋白的 N 端 50 个氨基酸残基后和第 200 个氨

基酸残基前。说明该区域是 VHL 蛋白的主要功能区。VHL 基

因编码的蛋白包括 N 端的 8 个（GXEEX）结构，2 个 β 结构域

和一个 α 结构域。其中 β 结构域又包括 β1-β77 个 β 折叠，α
结构域包括 α1、α2、α3 三个结构单元。N 端的（GXEEX）8 连体

结构主要包括 VHL 蛋白前 60 位氨基酸残基，该区域的突变较

少导致 VHL 疾病的发生[14]。VHL 蛋白的 60 位到 200 位氨基酸

为 α 和 β 结构域所在位置，98%的点突变都发生在这个区域。
本案例中检测到的突变 p.R167Q 就位于该蛋白 α 结构域的第

一个 α 折叠区，也是 VHL 蛋白与其它蛋白结合的一个主要结
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构域，也是功能体现的主要结构域。R167 氨基酸残基主要负责

VHL 蛋白结构的稳定，尤其是 α 和 β 结构的稳定。所以该氨基

酸残基的改变会导致严重的中枢神经系统母细胞瘤以及肾细

胞瘤等疾病的发生。具体详细的致病原因通过下一步的生物学

功能研究以及结合临床表现可望得到解答。
VHL 与大多数其他疾病的不同之处是它的最初症状不是

单一的，即该病往往不是出现在一个器官，且并不是发生在固

定的年龄段。而且疾病的严重程度差异很大，很多家族成员只

有相对无害的表现，而其他成员则病情很重。VHL 疾病通常会

出现多种肿瘤同时发生，各种肿瘤在不同家族、不同人种中的

发生率差异很大。法国人易患神经系统肿瘤，德国人易患嗜铬

细胞瘤，日本人则更易患肾肿瘤。研究表明妊娠既不会加速

VHL 病相关的肿瘤生长也不会使其停止生长。针对 VHL 基因

的诊断目前已经应用到各种 VHL 综合症患者的治疗中，尤其

是一些新的产前诊断方法，如：孕妇外周血诊断胎儿 VHL 突变

携带的情况也已经走入临床应用[15-17]。因此随着 VHL 疾病的基

因诊断在国内的推广，越来越多一些 VHL 疾病患者将在生育

下一代时得到专业的遗传学咨询与生育指导。
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