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摘  要 

目的：对扩张型心肌病患者携带的LMNA基因突变进行鉴定，并对该突变对AC16细胞的作用和机理进行

了探究。方法：通过基因测序明确扩张型心肌病患者的致病基因及突变位点；采用心电图(ECG)及超声心

动图评估患者心功能。构建携带突变的质粒并转染至AC16心肌细胞后，通过鬼笔环肽染色检测心肌细胞

面积，实时荧光定量聚合酶链反应(RT-qPCR)检测心房钠尿肽(ANP)及脑钠尿肽(BNP)的表达水平。结果：

LMNA c.929A > G突变被确定为该患者的致病变异。这种突变导致肥大相关基因ANP、BNP的上调，心肌

细胞大小增加。结论：LMNA c.929A > G基因突变可能是DCM的致病因素，具有特异性和临床表型，该

突变可诱导心肌细胞肥大。 
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Abstract 
Objective: To identify the LMNA gene mutation harbored by a patient with Dilated Cardiomyopathy 
(DCM), and to investigate the effects and underlying mechanisms of this mutation on AC-16 cells. 
Methods: Pathogenic genes and mutation sites in patients with DCM were identified by gene sequenc-
ing, and cardiac function was assessed using Electrocardiography (ECG) and echocardiography. 
Plasmids harboring the LMNA c.929A > G mutation were constructed and transfected into cardio-
myocytes. Cardiomyocyte area was evaluated by phalloidin staining; ANP and BNP expression levels 
were quantified by RT-qPCR; Results: The LMNA c.929A > G mutation was identified as the patho-
genic variant in this patient. This mutation resulted in the upregulation of hypertrophy-related genes 
ANP and BNP, an increase in cardiomyocyte size. Conclusion: The LMNA c.929A > G mutation may 
serve as a pathogenic factor for dilated cardiomyopathy, exhibiting specificity and distinct clinical 
phenotypes. This mutation induces cardiomyocyte hypertrophy.  
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1. 引言 

扩张型心肌病(Dilated Cardiomyopathy, DCM)是一种心肌病，其主要特征是左心室或双心室的扩张及

其收缩功能障碍。此外，这种功能障碍无法通过压力、容量超负荷或冠状动脉疾病来加以解释[1]。据估

计，DCM 的患病率大约在 1/2500 到 1/250 之间[2] [3]。按照病因不同 DCM 可分为获得性和遗传性两类，

二者具有相似的疾病表型[4] [5]，有超过 50 个与 DCM 相关基因被报道[6] [7]。 
LMNA 是 DCM 致病基因中第二常见的，占 DCM 病例的 6%~10% [8]。基因位于人类第 1 号染色体

的 q22.1 区段，包含 12 个外显子，长约 57 kb [9]。LMNA 基因编码的是 a 型核纤层蛋白(Lamin)，属于 v
型中间纤维蛋白家族[10]。Lamin-A 和 Lamin-C (通常称为 Lamin-A/C)是主要的 a 型 Lamin，它们聚集成

丝状网，附着在核膜的核表面[11]。此外，一小部分 Lamin-A/C 作为核质中的可溶性成分[12] [13]。根据

ClinVar 数据库，目前已有 128 种致病性 LMNA 变异与 DCM 有关。约 19% (24/128)的变异导致过早出现

终止密码子，可能导致 mRNA 衰变和 LMNA 基因部分表达丧失。还有约 56% (72/128)与 DCM 相关的

LMNA 变异是点突变或影响一个氨基酸的小缺失突变。它们中有很大一部分在 DCM 中的致病作用通常

是统计推断的，而未经实验验证的。不同 LMNA 变异导致 DCM 的机理是否相同，目前尚无法明确。 
除了 LMNA 变异的多样性外，LMNA DCM 的机制研究因 LMNA 功能的过多而进一步复杂化。Lamin-

A/C 聚合物为核膜提供机械支撑一些 LMNA 变异与核定位缺陷[14]、核形状异常[15] [16]，甚至核破裂和

渗漏[17]有关。Lamin-A/C 也作为信号转导的调制器，目前已经有研究证明其与 MAPK-ERK [18]、AKT-
mTOR [19] [20]、WNT/β-catenin [21]、MRTF-SRF [22]和 PDGF [23]通路相关。下一代测序的最新进展进

一步阐明了 Lamin-A/C 在调节染色质组织[24] [25]、表观遗传学[26] [27]和转录活性[28]中的作用。 
在这项研究中，我们首次报道了 1 例新的 DCM 病例，鉴定了其携带 LMNA c.929A > G 变异体，然

后构建 LMNA c.929A > G 突变质粒，转染 AC16 人心肌细胞系，它与心肌细胞肥大有关，暗示 LMNA 
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c.929A > G 可能是诱发 DCM 的原因之一。 

2. 方法与材料 

2.1. 临床资料收集与分析 

本研究选择了一位根据“中国扩张型心肌病诊断和管理指南”临床诊断为 DCM 的患者。将其外周

血标本(5 ml)送往北京诺⽲⼼康基因科技有限公司进行致病基因筛查。本研究方案经医学伦理委员会批准

(审批号 2025-843)。所有参与者均提供了知情同意。 

2.2. 实验材料 

外源性质粒购自广州吉赛生物技术公司。Flag 标签抗体购自美国 Cell Signaling Technology 公司。

HRP 标记的羊抗兔 IgG 二抗购自中国(武汉)三鹰公司。 

2.3. 细胞培养与质粒转染 

AC16 人心肌细胞系购自上海中桥新洲生物科技有限公司。细胞在含 5% CO2的 37℃培养箱中培养。

细胞用含体积分数 0.10 胎牛血清、1000 kU/L 青霉素和 10 g/L 链霉素的 DMEM 高糖培养液进行培养。将

细胞培养到 80%的融合度，在处理前，在无胎牛血清的培养液中血清饥饿 24 h 以诱导静止。所有细胞处

理均在不含胎牛血清的培养液中进行。用 Lipo3000 脂质体转染试剂转染质粒转染 AC16 细胞。将质粒

DNA 和 Lipo 3000 试剂在 Opti-MEM 还原血清培养基中稀释制备转染混合物，并在室温下将混合物孵育

20 分钟。将 dna-脂质复合物添加到细胞中并在标准培养条件下(37℃, 5% CO2)孵育进行转染。转染 36 h
后收集细胞进行 RNA 分离或蛋白分析。 

2.4. Western Blot 

使用含有蛋白酶抑制剂 PMSF 的 RIPA 裂解液提取细胞样本的总蛋白，并用 BCA 蛋白测定试剂盒测

定蛋白浓度，蛋白样品依次经 10%~15%十二烷基硫酸钠–聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后转移至 PVDF 膜或

NC 膜，5%脱脂奶粉封闭 1~2 h，随后分别用 TBS 稀释的一抗 4℃过夜孵育后，将膜在室温下适宜的 HRP
偶联的二抗中孵育 1 小时。使用化学发光成像系统进行显影，并使用 Image J 软件测定蛋白表达水平。 

2.5. RT-qPCR 

按照制造商的说明书使用 RNA-Easy 试剂从 AC-16 细胞中提取总 RNA。使用分光光度计评估 RNA
的质量和浓度。对 RNA 进行逆转录，并实时定量 PCR，以 GAPDH 作为参考基因。所用引物序列如下： 

ANP (正向)：5'-CGGAAGCTGTTGCAGCCTA-3'。 
ANP (反向)：5'-GCCCTGGAGCGAGACCGA-3'。 
BNP (正向)：5'-TTTGGGCAGAAGATAGACCG-3'。 
BNP (反向)：5'-TGGCAGTTGGGCTGAA-3'。 
GAPDH (正向)：5'-AGTGCCAGCCTCGTCTCAT-3'。 
GAPDH (反向)：5'-AGGGCCATCCACAGTCTTC-3'。 

2.6. 心肌表面积测定 

按照说明书配置 TRITC 标记鬼笔环肽工作液；固定细胞后加入配制好的鬼笔环肽工作液覆盖细胞，

室温避光孵育 1 h。再使用 DAPI 染色液染核，室温避光孵 3 min。使用倒置荧光显微镜拍摄：荧光显微

镜下每组随机选取 3 个视野拍照，Image J 软件测量心肌细胞表面积，并进行分析。 
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2.7. 统计分析 

所有实验至少重复三次，采用 Graph Pad Prism 9.5 软件进行分析，所有数据均以均数 ± 标准误(SEM)
表示。两组间的差异采用非配对 Student’s t 检验进行分析，三组或四组间的差异采用单因素方差分析(one-
way ANOVA)和 Tukey’s 检验或双因素方差分析(two-way ANOVA)和 Tukey’s 检验。以 p < 0.05 为差异有

统计学意义。 

3. 结果 

3.1. 临床特点 

本研究纳入的第一个先证者是一名 59 岁男性，因“发作性胸闷、气短 5 年”于 2021 年 6 月 4 日住

院。查体时，患者表现出心律绝对不齐，第一心音强弱不等，脉搏短绌，三尖瓣听诊区可闻及舒张期杂

音，伴有双下肢水肿。超声心动图：心脏收缩力降低(EF = 40%)，双侧房室腔增大(LAd = 51 mm，LVd = 
58 mm，RVd = 32 mm、右房内径增大(上下径 x 左右径为 83 * 59 mm))，心室壁厚度正常(LVPWd = 11 
mm)三尖瓣重度反流(图 1(a))。心电图：异位心律、心房颤动、加速交界性心律、完全性左束支阻滞(图
1(b))。心梗指标：超敏肌肌钙蛋白(hsTnI) 68.80 pg/ml，肌酸激酶同工酶 MB (CK-MB) 1.9 ng/ml，肌红蛋

白(MYO) 35.5 ug/L。随后，依据“中国扩张型心肌病诊断和管理指南”，给予患者沙库巴曲缬沙坦、利

伐沙班、呋塞米、螺内酯、酒石酸美托洛尔治疗，在后续随访中，患者胸闷、气短反复发作，同时伴有心

律失常反复发作。于 2023 年 1 月 18 日于行单腔永久起搏器植入术，术后心电图显示起搏心率(图 1(c))。
超声心动图提示(LAd = 54.4 mm、LVd = 64.3 mm、RVd = 43.3 mm、右房内径增大(上下径 x 左右径为 80.5 
* 69.8 mm))，心功能下降(EF = 43%) (图 1(d))。术后 2 月，患者再次出现胸闷、心慌不适，此时心电图复

查再次出现心房颤动 + 心室起搏心律(图 1(e))，心脏超声提示左右房室扩张(LAd = 60 mm，LVd = 67 mm，

RVd = 40 mm、右房内径增大(上下径 x 左右径为 76 * 56 mm))，心功能下降(EF = 35%) (图 1(f))。最后患

者于 2023 年 04 月 26 日进展至心衰终末期，最终临床死亡。 
接下来，我们的重点转移到可能与 DCM 相关的变异上。桑格测序鉴定患者携带一个杂合子 LMNA 

c.929A > G 突变(图 1(g))，查询数据库(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp)表明，c.929A > G 变异会导致 Lamin-
A/C 第 310 位谷氨酰胺(Glutamine, Gln, Q)被替代为精氨酸(Arginine, Arg, R) (p.Gln310Arg)，LMNA c.929A > 
G 突变错义突变是一种罕见的变异，该变异并没有被收录在千⼈项⽬东亚⼈群、ExAC 数据库东亚⼈群、

gnomAD 数据库东亚⼈群、本地数据库均未收录。我们应用生物信息学分析工具对其有害性进行预测，

其中 Mutation Taster、PANTHER、SIFT 软件预测该变异对基因或基因产物有害，但 polyphen2、PhD-SNP
预测该变异对基因或基因产物无害(表 1)。这些发现表明，LMNA c.929A > G 突变可能导致 DCM。 
 
Table 1. Pathogenicity prediction of the LMNA c.929A > G mutation 
表 1. LMNA c.929A > G 突变的致病性预测 

Database Predicted results 

Mutation Taster (https://www.mutationtaster.org/) Disease causing 

PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/index.shtml) Probably benign 

PANTHER (http://www.pantherdb.org/tools/csnpScoreForm.jsp) Probably damaging 

PhD-SNP (http://snps.biofold.org/phd-snp/phd-snp.html) Neutral 

SIFT (http://sift-dna.org) Deleterious 
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(a)和(b)：患者初始入院时的心电图(ECG)和心脏彩色多普勒超声心动图检查结果。(c)和(d)：起搏器植入后的心电图

结果和心脏彩色多普勒超声心动图检查结果。(e)和(f)：术后 2 个月复查时的心电图和心脏彩色多普勒超声心动图检

查结果。(g)：桑格测序显示先证者的基因型。 

Figure 1. Auxiliary examinations and sequencing results of the proband 
图 1. 患者的辅助检查及测序结果 

3.2. LMNA c.929A > G 突变导致心肌细肥大 

为了研究 LMNA c.929A > G 突变诱导心肌细胞肥大的潜力，我们将对照质粒(NC)、LMNA 野生型质

粒(LMNA WT)和 LMNA c.929A > G 突变型质粒(LMNA Mut)转染到 AC16 心肌细胞中，其中 LMNA WT
和 LMNA Mut 带有 Flag 标签标记。检测 Flag 标签蛋白水平验证转染成功(图 2(a))。LMNA Mut 质粒转染

后，肥大相关基因 ANP 和 BNP 显著升高(图 2(b)、图 2(c))。同时与未转染的 AC-16 细胞、NC 及转染

LMNA WT 质粒的心肌细胞相比，转染 LMNA Mut 的心肌细胞体积明显增大(图 2(d))。这些数据表明，

LMNA c.929A > G 突变可能导致心肌肥大。 
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(a)：Western blot 检测未转染细胞(AC16)及空载质粒(NC)、LMNA 野生型质粒(LMNA WT)或 LMNA 突变型质粒

(LMNA MUT)转染 AC16 心肌细胞中 Flag 标签蛋白的表达量。(b)和(c)：AC16 及转染 NC、LMNA WT 或 LMNA MUT
的 AC16 心肌细胞中 ANP、BNP mRNA 的 RT-qPCR 分析。(d)：AC16 及转染 NC、LMNA WT 或 LMNA MUT 的

AC16 心肌细胞的鬼笔环肽荧光染色的细胞大小(n = 6)，**p < 0.01，***p < 0.001，****p < 0.0001。 

Figure 2. The LMNA c.929A > G mutation inducing cardiac hypertrophy 
图 2. LMNA c.929A > G 突变导致心肌肥大 
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4. 讨论 

本研究对一位 DCM 患者进行调查，这位患者表现出该疾病的特征性症状。在我们的研究中，一个特

定的变异(LMNA 基因中的 c.929A > G)在该患者中鉴定出。我们对数据库及既往文献进行了检索，并未

发现既往有对 LMNA c.929A > G 突变报道，考虑这是一种全新的点突变，为探究该突变与 DCM 的相关

性及可能机制，我们进行了细胞实验发现该基因变异被发现与心肌细胞肥大有关。这些发现表明，鉴定

的 LMNA 基因变异与 DCM 的发展之间存在潜在的联系。 
我们对患者的家族进行了随访，然而患者的父母已经在未经过专业医疗的情况下去世，患者的儿子

经检测并未携带上述突变。有趣的是，患者的弟弟，也因“发作性胸闷、气短”住院治疗，他身上也表

现出典型的全心扩大伴心律失常的临床症状。然而我们未能获得患者知情许可并取得他的血液样本，因

此我们难以确定患者弟弟是否携带相同变异。这强调了对家庭成员强调基因检测的重要性，它有助于全

面了解病情，并确保采取适当的管理和预防措施。 
自 1999 年 Fatkin D.等人首次报道 LMNA 相关型 DCM 以来，至少有 128 种致病性 LMNA 突变被发

现与 DCM 相关[29] [30]。为了研究 LMNA c.929A > G 对心肌细胞的影响，我们测量了心肌细胞的肥大

相关基因 ANP 和 BNP 的表达水平和细胞表面积，结果表明，LMNA c.929A > G 突变可能导致心肌肥大。

Antoine M 等人观察到在 LMNA H222P 小鼠中，MAPK/ERK 激酶磷酸化增加，表明 LMNA 突变可以诱

导 MAPK/ERK 途径激活[18]。MAPK 信号通路包括 ERK、P38 和 JNK 通路，已知在正常和病理条件下，

在调节细胞增殖、分化、凋亡和应激反应等多种细胞过程中发挥关键作用[31]。值得注意的是，Davis 等
人的研究表明，心脏中 ERK 相关信号通路会调控心脏扩张，ERK1/2 可能是给定应激状态下心脏生长类

型的主要信号决定因素[32]-[34]。基于这些观察，我们可以假设 LMNA c.929A > G 突变诱导的 DCM 可

能是由于 ERK 信号激活导致的心肌细胞肥大。 
最近，基因编辑疗法正在成为治疗包括遗传性心脏病在内的遗传性疾病的一种有前景的方法[35] [36]。

Luke W.等发现通过单次腺相关病毒 9 (AAV9)递送腺嘌呤碱基编辑器(ABE)，可在早老症小鼠模型中实现

LMNA c.1824 C > T 致病突变的高效、持久校正，显著改善血管病理并将延长中位寿命[37]。通过基因–

靶向 LMNA c.929A > G 突变位点编辑方法可能成为 DCM 治疗发展的有希望的突破点。基因编辑疗法的

成功依赖于对致病基因和特定突变位点的鉴定。所以，我们的研究或许可以为 DCM 的基因编辑治疗做

一个很好的铺垫。基因编辑技术的进一步研究和进步有必要将这些发现转化为治疗 DCM 的临床应用。 
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