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与家族性系统性红斑狼疮有关的PLD2基因新突变及其功能分析
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[摘要] 目的：系统性红斑狼疮(systemic lupus erythematosus，SLE)是严重危害人类健康的自身免疫性结缔组织

病，遗传因素在SLE的发病中起关键作用。本研究探讨与家族性SLE有关的磷脂酶D2(phospholipase D2，PLD2)基因

新突变，并进一步探讨该突变致SLE的可能机制。方法：收集SLE患者、患者父母及147例正常对照的静脉血，抽

提全血DNA。对患者及其父母行全基因组高通量测序，并对测序结果采用多种生物信息学方法进行分析。进一步构

建野生型(wild type，wt)、突变型(mutant type，mu)及阴性对照PLD2质粒并转染293细胞，采用蛋白质印迹法检测各

组293细胞中调控PLD2-Ras信号通路的关键基因HRAS的蛋白质表达水平。结果：在该SLE家系中，女性SLE患者

及其母亲、II及 III代各1例有典型的SLE临床表现，且均较早出现狼疮性肾炎，其遗传特点符合常染色体显性遗传。

发现患者及其母亲新的PLD2杂合突变(c.2722C>T)，且患者父亲及其他正常对照中未发现该突变。与转染wtPLD2质

粒和阴性对照PLD2质粒比较，转染muPLD2质粒的293细胞中HRAS的蛋白质表达水平显著上调(均P<0.05)。结论：

PLD2 c.2722C>T突变可能是导致该SLE家系发病的原因之一。
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mechanism of the mutation in SLE.

Methods: The blood samples from a SLE patient, the patient’s parents, and 147 normal

controls were collected and DNA was extracted. Whole genome high-throughput

sequencing was performed in the patient and her parents and the results were further

analyzed by various bioinformatics methods. The wild type (wt), mutant type (mu), and

negative control PLD2 plasmids were further constructed and transfected into 293 cells.

The expression level of HRAS protein in 293 cells was detected by Western blotting.

Results: In this SLE family, the female SLE patient and her mother, 1 in generation II and

1 in generation III had typical clinical manifestations of SLE, and all of them had lupus

nephritis at early stage. The genetic characteristics are consistent with autosomal dominant

inheritance. A novel PLD2 heterozygous mutation (c. 2722C>T) was found in the patient

and her mother, but not in her father and other normal controls. Compared with wtPLD2

plasmid and negative control PLD2 plasmid, the expression of HRAS in 293 cells

transfected with muPLD2 plasmid was significantly up-regulated (both P<0.05).

Conclusion: PLD2 c. 2722C>T mutation may be one of the pathogeny of SLE in this

family.

KEYWORDS systemic lupus erythematosus; phospholipase D2 gene; HRAS; high-throughput genome-

wide sequencing; phospholipase D2-Ras signaling pathway

系统性红斑狼疮 (systemic lupus erythematosus，

SLE)是严重危害人类健康的自身免疫性结缔组织病，

常见于 20至 40岁的育龄期女性[1]。临床上可表现为

多系统、多脏器功能受损，但发病机制仍不清楚，

目前普遍认为多因素共同导致 SLE的发生，即在遗

传、内分泌、环境、免疫、感染等的相互作用下，

机体发生免疫紊乱，产生大量自身抗体，在体内与

相应的自身抗原结合形成免疫复合物，免疫复合物

沉积在皮肤、关节、小血管、肾小球等部位，与补

体共同作用导致机体多系统的损害[1-2]。遗传因素在

SLE的发病中起关键作用，SLE家族成员的患病率远

高于正常人群，且在 SLE家系中，10%~20%的 SLE

患者发生在先证者的一级亲属中。研究[3]报道：同卵

双生的个体同时患SLE的概率为 24%~69%，明显高

于双卵双生个体同时患SLE的概率(2%~5%)。现已有

HLA，Fas/FasL，TSAd，Cbl-b，CTLA-4，SLE1 和

Ras GRP1等 80多个单基因突变导致 SLE的报道[4-5]。

SLE的发病机制包括多基因的功能失调和表观遗传学

的改变等[6-8]。

磷脂酶D2(phospholipase D2，PLD2)是PLD家族

成员之一，参与免疫细胞的趋化、吞噬、迁移等功

能调节[9]。PLD2可能通过抑制Ras信号通路导致下游

靶基因表达的下调，并进一步引起免疫细胞骨架蛋

白的功能紊乱，从而参与SLE的发病[10]。Ras基因家

族有 HRAS、KRAS、NRAS 3 个成员。本研究对长

沙市第一医院(以下简称为我院)收治的1例SLE患者

及其父母进行全基因组高通量测序，并进一步研究

PLD2 新突变对 PLD2-Ras 信号通路的影响，探讨该

突变致SLE的机制。

1 对象与方法

1.1 对象

以 SLE患者、患者父母及 147例正常对照(其中

男性80例，女性67例)为研究对象。SLE患者的诊断

符合2017年美国风湿病学会(ARC)SLE诊断与治疗指

南。本研究经长沙市第一医院医学伦理委员会批准，

受试者均签署知情同意书。

1.2 材料

LipofectamineTM 3000 购自美国 Invitrogen 公司；

RIPA裂解液、BCA蛋白质定量试剂盒及ECL显影试

剂盒均购自上海碧云天生物科技有限公司；高糖

DMEM培养基、胎牛血清、胰酶、PVDF均购自上海

赛默飞世尔科技公司：HRAS一抗、GAPDH一抗及二

抗均购自美国Proteintech公司；QIAamp DNA提取试

剂盒购自德国QIAGEN公司；293细胞由中南大学湘

雅三医院内分泌实验室保存；电泳仪、电泳槽、转

膜仪、Gel Doc XR+凝胶成像分析系统均购自美国

Bio-Rad 公司；PCR 仪购自美国 Applied Biosystems

公司。
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1.3 方法

1.3.1 临床资料及标本收集

收集 SLE 患者及其父母的相关临床资料。采集

所有研究对象的 EDTA 抗凝全血各 3 mL，保存于

−80 ℃。

1.3.2 全血DNA抽提及全基因组高通量测序

抽提所有研究对象的基因组DNA，保存于−80 ℃。

患者及其父母全基因组高通量测序由长沙金域医学

检验所有限公司完成。

1.3.3 生物信息学分析

首先采用人类基因突变数据库 (human gene

mutation database，HGMD)、在线人类孟德尔遗传

(online Mendelian inheritance in man，OMIM)数据库

及GeneTests(www.genetests.org)的在线突变分析软件

等寻找可能与SLE有关的突变位点；进一步采用1000

Genomes(http://www. internationalgenome. org/)、 ExAC

(http://exac. broadinstitute. org/) 及 gnomAD exomes

(http://gnomad.broadinstitute.org/about)的在线突变频

率分析软件筛选等位基因频率小于0.01的突变位点；

最后采用在线突变有害性分析软件[SIFT(http://sift.

jcvi. org)、 LRT(http://www. genetics. wustl. edu/jflab/)、

MutationTaster(http://www. mutationtaster. org)、Polyphen2

HVAR及 Polyphen2 HDIV(http://genetics. bwh. harvard.

edu/pph2)]对突变的有害性进行预测。SIFT及LRT分

值越小，MutationTaster、Polyphen2 HVAR及Polyphen2

HDIV分值越大，表明该突变导致蛋白质结构或功能

改变的可能性越大，越“有害”。

1.3.4 PCR

采用Primer Premier 5.0软件在PLD2(NM_002663.4)

突变点(c.2722C>T)的两侧设计正向引物和反向引物，

引物由湖南擎科生物技术有限公司合成。PLD2正向

引物：5'-GGGAAGGGGTCTAGCCTAGT-3'，反向引

物：5'-CTCCCCAGATCTCAAAGGGC-3'。PCR扩增

条件为：95 ℃预变性3 min；95 ℃变性30 s，60 ℃退

火5 min，72 ℃延伸1 min，共35个循环；72 ℃延伸

5 min，产物置于 4 ℃保存。取 3 μL PCR 产物行 1%

琼脂糖凝胶电泳。所有研究对象的PCR产物送湖南

擎科生物技术有限公司行Sanger法测序。

1.3.5 质粒构建及细胞转染

野生型 (wild type，wt)PLD2、突变型 (mutant，

mu)PLD2 c. 2722C>T 及阴性对照 (negative control，

NC)质粒由上海吉凯基因科技有限公司构建及合成。

将全长 PLD2 编码区(coding sequence，CDS)构建入

GV141 真 核 表 达 质 粒 ， 得 到 GV141-wtPLD2、

GV141-muPLD2 及 GV141-NC。采用 LipofectamineTM

3000 将质粒分别转染 293 细胞， 6 h 后更换高糖

DMEM培养基。

1.3.6 蛋白质印迹法

转染 72 h后收集各组细胞，加入 350 μL PIPA裂

解液，30 min后在4 ℃ 下以12 000 r/min离心15 min，

取上清液，采用BCA蛋白质定量试剂盒测定蛋白质

浓度。将蛋白质煮沸变性后取50 μg总蛋白质行SDS-

PAGE，PVDF 转膜，用 5% 脱脂奶粉封闭 2 h，加入

HRAS(1꞉1 000)和GAPDH(1꞉5 000)一抗，在 4 ℃下孵

育过夜，加入二抗(1꞉10 000)，在室温下孵育2 h，采

用 ECL 显影，Gel Doc XR+凝胶成像分析系统进行

分析。

1.4 统计学处理

采用 SPSS 13.0 统计软件进行数据处理和分析，

计量资料用均数±标准差(x̄±s)表示，组间比较采用 t

检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 临床资料

SLE 患者，女，33 岁，父母为非近亲婚配，出

生、生长发育均正常。患者 23岁时因反复发热 5个

月伴有脱发，在2009年7月第1次就诊于长沙市第一

医院。既往体健。体格检查：鼻翼及面颊部少许散

在红斑。诊断为“SLE、狼疮性肾炎”，给予糖皮质

激素及环磷酰胺治疗。2011年 10月患者因工作劳累

及感染致肾功能逐渐下降，于2012年5月至2019年7

月一直接受规律的血液透析治疗。患者母亲于 1986

年确诊为“SLE、狼疮性肾炎”，后因“狼疮性肾炎、

尿毒症”于2006年2月起在我院行规律性血液透析。

患者外公、外婆已去世(原因不详)，患者妹妹 1岁时

去世(原因不明)。其家系中 II3(姨妈)及 III3(表妹)均在

当地医院确诊为“SLE、狼疮性肾炎”，且均因“狼

疮性肾炎、尿毒症”去世。在该家系中，3代成员中

有2代4例SLE患者，患者舅舅(Ⅱ1)、2位姨妈(Ⅱ4和

Ⅱ5)及其后代均未患SLE(图1)，该家系遗传模式符合

常染色体显性遗传的特点。患者及其母亲的临床资

料见表1。

图1 SLE患者家系图

Figure 1 Pedigree map of the patient with SLE

Arrow indicates the patients.
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2.2 基因突变分析

通过全基因组高通量测序及多种生物信息学方

法分析，最终得到患者及其母亲PLD2 c.2722C>T的

杂合突变。通过 Sanger 法测序证实该突变在患者及

其母亲中存在，而在患者父亲及147例正常对照中均

未发现该突变(图 2)。搜索HGMD，未见该突变导致

SLE 的报道。该位点等位基因频率在 1000 Genomes

中为0.000199681，其中东亚人群为0.001；在ExAC中为

0.000041，其中东亚人群为 0.000579；在 gnomAD

exomes中为4.06128×10−5，其中东亚人群为0.000579845。

突变有害性分析结果显示：SIFT、Polyphen2 HDIV、

Polyphen2 HVAR、LRT、MutationTaster的分值分别为

0.176、0.963、0.86、<0.000001、1.0。突变位点保守

性分析显示该位点高度保守(图 3)，且等位基因频率

极低，多个软件预测为有害突变。突变位点位于氨

基酸序列908位(p.Leu908Phe)，造成其亮氨酸突变为

苯丙氨酸。除PLD2基因突变外，未发现已报道的与

SLE有关的基因突变。

图2 患者、患者父母及正常对照的PLD2测序图

Figure 2 DNA sequencing map of PLD2 in the patient, the patient’s parents, and a normal control

A: PLD2 c.2722C>T heterozygous mutation of the patient; B: PLD2 c.2722C>T heterozygous mutation of the patient’s mother; C:

DNA sequencing of PLD2 in the patient’s father; D: DNA sequencing of PLD2 in a normal control. Arrows indicate PLD2

heterozygous mutation c.2722C>T.

表1 患者及其母亲的临床资料

Table 1 Clinical data of the patient and her mother

标本来源

患者*

患者†

患者母亲

参考值范围

白细胞/(×109·L−1)

3.31

4.31

5.92

3.6~10

红细胞/(×1012·L−1)

2.06

3.6

3.36

3.9~5.9

血小板/(×109·L−1)

87

100

105

99~303

血红蛋白/(g·L−1)

62

101

112

116~179

尿隐血

2+

2+

2+

阴性

尿蛋白

2+

2+

2+

阴性

标本来源

患者*

患者†

患者母亲

参考值范围

白蛋白/(g·L−1)

27.9

35

37.9

35~55

红细胞沉降率/

(mm·h−1)

142

40

37

0~20

三酰甘油/

(mmol·L−1)

3.7

1.6

1.9

0.55~1.71

谷丙转氨酶/

(U·L−1)

140

40.4

39

0~42

谷草转氨酶/

(U·L−1)

128

65

42

0~37

SCr/(μmol·L−1)

110

730

680

44~101

标本来源

患者*

患者†

患者母亲

参考值范围

抗核抗体

阳性

阳性

阳性

阴性

抗ds-DNA

阳性

阴性

阴性

阴性

抗SS-A抗体

阳性

阳性

阳性

阴性

抗SS-B抗体

阳性

阳性

阳性

阴性

补体3/(g·L−1)

0.29

0.79

0.89

0.8~1.6

24 h尿蛋白定量/g

0.97

―

―

<0.15

*患者2009年7月的检查结果，†患者2019年7月的检查结果。
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2.3 HRAS蛋白质表达水平

与 GV141-NC 组 及 GV141-muPLD2 组 比 较 ，

GV141-wtPLD2 组 HRAS 蛋白质表达水平显著上调

(均P<0.05，图4)。

3 讨 论

随着全基因组关联研究(genome-wide association

studies，GWAS)的深入，越来越多的 SLE 易感基因

被发现[4-5]。本研究采用全基因组高通量测序的方法

研究SLE家系可能的突变基因。

在本研究报道的这个SLE家系中，有4位成员具

有典型的 SLE临床表现，且均并发狼疮性肾炎，其

中2例因严重并发症死亡，SLE在此家系的遗传方式

符合常染色体显性遗传。本研究采用全基因组高通

量测序和多种生物信息学分析方法，结果发现：患

者及其母亲均具有PLD2 c.2722C>T杂合突变，造成

亮氨酸突变为苯丙氨酸(p.Leu908Phe)，但在患者父

亲及 147例正常对照中并未发现该突变，且除PLD2

基因突变外，未发现已报道的与 SLE 有关的基因

突变。

PLD2的多态性最近被报道与SLE密切相关。多

项研究[12-14]均显示：PLD2(rs2286672)与欧洲及中国

北方人群 SLE 的发生密切相关，但与韩国人群 SLE

的发生不相关。PLD2是PLD家族的一员，催化磷脂

酰胆碱(phosphatidylcholine，PC)水解产生游离胆碱

和磷脂酸(lipid phosphatidic acid，PA)。PA 是多条信

号通路的重要的第二信使，参与一系列的细胞内过

程，而PLD2是脂代谢信号通路酶超家族的一员，广

泛参与机体内的调控过程，如细胞的生长、增殖、

分化、迁移，囊泡的运输和细胞骨架重塑等，在炎

症、肿瘤的发生和发展过程中扮演重要作用[9, 15-16]。

近年来研究[17]显示：PLD2也参与自身免疫性疾

病的发生，在免疫细胞的趋化、吞噬、扩散和迁移

中具有重要作用。PLD2主要通过调控Ras信号通路

参与 SLE 的发病。Ras 是一种 GTP 结合蛋白，下调

Ras 的活性会激活 T 细胞并使其分化为 Th1 细胞或

Th2细胞，激活的Th2细胞进一步引起免疫紊乱，诱

导 SLE的发生[18]。PLD2为Ras信号通路的上游调控

分子，PLD2通过PLD2-Ras信号通路调控Ras及其下

游的一系列靶基因的表达，机制如下：1)下调PLD2

后细胞膜内二酰甘油减少，二酰甘油为重要的第二

信使，可使细胞内Ras的活性下降；2)下调PLD2可

通过SOS Ras/Rac鸟嘌呤核苷酸交换因子 1(SOS Ras/

Rac guanine nucleotide exchange factor 1，SOS1)来降

低Ras活性[8, 19]。

尽管本研究发现的突变位点不在PLD2的 5个功

能结构域中，且并未见该突变与其他疾病有关联的

报道，但该位点在进化上高度保守，且多个软件预

图3 不同物种PLD2碱基序列比较

Figure 3 Comparison of PLD2 base sequences in different

species

图4 蛋白质印迹法检测GV141-NC、GV141-wtPLD2和GV141-muPLD2分别转染293细胞72 h后HRAS蛋白的表达情况

Figure 4 Protein expression of HRAS in 293 cells transfected with GV141-NC, GV141-wtPLD2, and GV141-muPLD2

transfected for 72 h, respectively

A: Electrophoretogram; B: Histogram. *P<0.05 vs the group of GV141-NC; †P<0.05 vs the group of GV141-wtPLD2.
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测其为有害突变，该突变可能通过影响PLD2的蛋白

质结构来影响 PLD2 的功能。本研究进一步探讨

PLD2突变后对Ras基因家族成员HRAS蛋白质表达

水平的影响，结果表明：突变的PLD2 c.2722C>T导

致HRAS蛋白质表达水平下调，从而可能激活PLD2-

Ras信号通路，并最终导致 SLE的发生。PLD2不仅

通过调控PLD2-Ras信号通路导致SLE的发生，还与

其他调控因子共同参与免疫细胞骨架的重构，并影

响免疫细胞的功能[19-20]。

综上所述，本研究在一个 SLE 家系中发现新的

PLD2 c.2722C>T突变，尽管我们并不能完全证明该

突变为该 SLE家系的致病原因，但该突变有助于我

们进一步理解 SLE的发病机制，并丰富了 SLE可能

的突变基因谱。

利益冲突声明：作者声称无任何利益冲突。
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