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　　[摘要]　目的:研究 VonHippel-Lindau(VHL)综合征合并VHL 基因和TP53 基因突变家系的临床表型和

基因突变分析。方法:回顾分析患有 VHL综合征的家系,收集临床资料,对该家系进行全外显子组测序(WES)
和Sanger测序验证,同时进行生物信息学分析。对肾上腺肿块进行苏木精-伊红(HE)染色观察结构改变。结

果:先证者无典型嗜铬细胞瘤临床表现,肾上腺素和去甲肾上腺素均在正常范围,CT示双侧肾上腺肿块和膀胱

肿块。先证者的儿子阵发性出汗病史伴有去甲肾上腺素升高,CT示双侧肾上腺肿块。先证者右侧肾上腺肿块

病理检查示血管瘤伴局部嗜铬细胞增生,左侧肾上腺肿块示嗜铬细胞瘤。先证者儿子双侧肾上腺病理检查示嗜

铬细胞瘤。基因检测和分析提示VHLc.491A>G(p.Gln164Arg)和TP53c.91G>A(p.Val31Ile)共突变,分别被

认为是致病性和不确定意义。结论:通过基因检测发现患有 VHL综合征家系合并VHL 和TP53 突变,有助于

扩展对VHL 和TP53 基因突变的认识,未来需要进一步研究以更好地理解VHL 和TP53 基因共突变的协同

效应。
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Abstract　Objective:TostudyafamilywithVonHippel-Lindau(VHL)diseasewitharareco-variationin
VHLandTP53.Methods:Theclinicaldatawerecollected.TheWhole-exomesequencing(WES)andSangerse-
quencingwereconductedinthisfamilyandbioinformaticsanalysiswereperformed.Variationswereinterpreted
andhematoxylinandeosin(H&E)stainingofadrenalmasswascarriedouttoevaluatetheaffectedcases.Results:

Bilateraladrenalmassandabladdermassweredetectedintheprobandwithouttypicalclinicalmanifestationof
pheochromocytoma.Bilateraladrenalmassesweredetectedinthesonoftheprobandwithelevatednorepinephrine
andparoxysmalsweating.Geneticanalysisrevealedarareco-variationsinVHLc.491A>G(p.Gln164Arg)and
TP53c.91G>A(p.Val31Ile)whichweredeemedpathogenicanduncertainsignificance,respectively.Conclusion:

Weidentifiedarareco-variationofVHLandTP53inafamilywithVHLdisease,presentingadistinctbiomedical
andclinicalphenotype.Therefore,ourstudycontributestoexpandingtheknowledgeofvariationsinVHLand
TP53aswellasprovidingnewinsightsintotheetiologyofVHLdisease.Furtherresearchisneededtobetterun-
derstandthesynergisticeffectofco-variationsofVHLandTP53.
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　　VonHippel-Lindau(VHL)综合征是一种罕见

的常染色体显性遗传性肿瘤疾病,由位于染色体
3p25上的VHL 基因突变引起[1-2],VHL综合征的

发病率约为1/36000[3],分为1型和2型,其中1A
型患嗜铬细胞瘤的风险较低,患肾细胞癌(renal
cellcarcinoma,RCC)和嗜铬细胞瘤的风险也较低

(1B 型),而 2 型 又 分 为 2A(RCC 风 险 低)、2B
(RCC风险高)和2C(仅嗜铬细胞瘤)[4]。对 VHL
综合征基因型-临床表型相关性的研究表明,大多
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数1型家系携带缺失或无义突变,2型家系多受

VHL 基因错义突变的影响[1]。TP53 是一种抑癌

基因[5],在预防癌 症 形 成 中 起 着 至 关 重 要 的 作

用[6]。TP53功能丧失与 Li-Fraumeni癌[7]、家族

性胃癌[8]、急性髓性白血病和骨髓增生异常综合征

等有关[9-10]。在 VHL综合征家系中同时出现这2
个基因突变很少有研究报道,因此,本研究探索了

一个表现为 VHL综合征但同时合并VHL 基因和

TP53 基因突变家系的临床表型和基因突变分析。
1　资料与方法

1.1　一般资料

一个 VHL综合征家系,包括临床资料、实验

室检查结果和影像学检查结果。本研究经武汉大

学中南医院医学伦理委员会批准(No:2021078)。
所有患者签署知情同意书。
1.2　组织学检测

手术切除患者的肾上腺肿块,术后对其进行评

估和确认,组织在甲醛溶液中固定,石蜡包埋,并用

苏木精-伊红(HE)染色进行形态学评估。
1.3　基因突变检测和生物信息学分析

从家 系 成 员 的 外 周 血 样 本 中 提 取 基 因 组

DNA,送至金域医学进行基于IlluminaNextGen-
erationSequencing平台的全外显子组测序(Whole
Exome Sequencing,WES)。 NEXTflex Rapid
DNA-Seq试剂盒和IDTExomePanelv2.0试剂

盒用于全外显子文库捕获。将准备好的文库加载

到 NovaSeq6000(Illumina,CA,美国),获得的数

据在已知基因外显子和人类基因组上下游50bp
序列的平均测序深度为100X,其中约98%的目标

序列测序深度在20X以上。WES识别的突变位点

通过Sanger测序验证。测序引物为:VHL 外显子

3F:CAAAGCCTCTTTGTTCGTTCC,外 显 子

3R:TGCCACCACCTTCTCCTG;TP53 外 显 子

3F:GGGAAGGGACAGAAGATGACA,外 显 子

3R:AGACCTGTGGGAAGCGAAA。本试验采用

VEP软件(VariationEffectPredictor)标注突变,
基于ClinVar、OMIM、HGMD、gnomAD等遗传病

数据库、突变数据库、大规模人群测序数据库进行

突变筛选。使用公认的计算机算法同时预测和分

类突变致病性。与候选突变相关的症状和体征已

根据序列突变解释标准和美国医学遗传学和基因

组学学会和分子病理学协会的联合共识建议指南

进行解释[11]。不同的突变预测工具被用来预测突

变将如何影响蛋白质的结构和功能,如PolyPhen-2
(genetics.bwh.harvard.edu/pph2)和 Variation
Taster(www.variationtaster.org)。通过 Clustal
Omega序列比对工具分析氨基酸的保守性。蛋白

质的结构由 PSIPRED(http://bioinf.cs.ucl.ac.
uk/psipred)预测。
2　结果

Ⅰ2是一名40岁女性(图1),为该家系先证者。
因间断右下腹痛1个月,加重3d入院。入院血压为

120/83mmHg(1mmHg=0.133kPa),无头痛、出汗

或心慌等不适,既往否认高血压病史。24h尿去甲

肾上腺素20.66μg/24h(10~80μg/24h),24h尿

多巴胺54.12μg/24h(53~493μg/24h),24h尿

肾上腺素16.07μg/24h(<20μg/24h),血去甲肾

上腺素为855.62ng/L(0~1700ng/L)。腹部CT
示右侧肾上腺有一肿块影,约6.3cm×5.0cm,左
侧肾上腺可见2个直径约2cm 的结节(图2a),边
界清晰,增强扫描明显、持续强化。头部 MRI未见

异常。临床和实验室检测结果见表1。患者随后

完成了2次手术治疗,手术后复查腹部CT显示肾

上腺肿块已被切除(图2b)。第1次手术切除了右

侧肾上腺肿块,肾上腺肿块 HE染色(图3a、b)提
示考虑血管瘤,局部可见嗜铬细胞增生。2个月

后,进行第2次手术切除左侧肾上腺肿块,HE染

色显示为嗜铬细胞瘤(图3c)。

箭头指的是先证者,圆圈代表女性,方框代表男性,黑
色填充代表携带VHL 突变患者。

图1　家系图

a、b:Ⅰ2手术前后肾上腺比较;c、d:Ⅱ1手术前后肾上腺比较。
图2　肾上腺CT结果
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表1　患者临床特征及实验室检查结果

项目 Ⅰ2 Ⅱ1 参考值

性别 女 男

年龄/岁 40 17
血压/mmHg 120/83 105/60
心率/(次/min) 88 84
血钾/(mmol/L) 　3.90 　4.50 3.50~5.30
ACTH(9am)/(pg/mL) 32.60 32.90 6.00~40.00
皮质醇(9am)/(nmol/L) 247.44 928.20 145.40~619.40
皮质醇(4pm)/(nmol/L) 123.06 184.00 94.90~462.40
醛固酮/(pg/mL) 69.70 101.00 70.00~300.00
血管紧张素Ⅰ/(ng/mL) 1.67 4.46 0.10~6.56
血管紧张素Ⅱ/(pg/mL) 96.60 70.90 50.00~120.00
PRA/(ng/mL/h) 1.13 16.64 0.10~6.56
24h尿去甲肾上腺素/(μg/24h) 20.66 2120.48 10.00~80.00
24h尿多巴胺/(μg/24h) 54.12 857.39 53.00~493.00
24h尿肾上腺素/(μg/24h) 16.07 23.41 <20.00
去甲肾上腺素/(ng/L) 855.62 1987.34 　0~1700.00
多巴胺/(ng/L) 116.32 97.96 0~200.00
肾上腺素/(ng/L) 180.71 131.57 0~280.00
NMN/(nmol/L) 6.01 12.53 ≤0.89.00
24h尿17-羟皮质醇/(mg/24h) 5.87 8.50 2.00~10.00
24h尿17-酮类固醇/(μmol/24h) 14.41 13.73 6.00~25.00
第1次手术后

　皮质醇(9am)/(nmol/L) 344.57 315.48 145.40~619.40
　ACTH(9am)/(pg/mL) 6.00~40.00
第2次手术后

　皮质醇(9am)/(nmol/L) 63.28 94.61 145.40~619.40
　ACTH(9am)/(pg/mL) 529.50 6.00~40.00

　　注:ACTH:促肾上腺皮质激素;PRA:血浆肾素活性;NMN:甲氧基去甲肾上腺素。

　　Ⅱ1是一名17岁男性(图1),是先证者的儿子。
近4年内无明显诱因突然出汗数次,出现上述症状

时,无心慌等不适,未监测血压,24h尿去甲肾上腺

素2120.48μg/24h(10~80μg/24h),24h尿多巴

胺857.39μg/24h(53~493μg/24h),24h尿肾上

腺素为23.41μg/24h(<20μg/24h),血去甲肾上

腺素为1987.34ng/L(0~1700ng/L)。完善腹部

CT检查,显示双侧肾上腺可见肿块,内部可见点状

高密度影,右侧肿块约2.8cm×3.0cm,左侧肿块约

4.1cm×5.1cm,强化不均匀(图2c)。腹膜后未见

肿大淋巴结。头部 MRI未见异常。患者进行了2
次手术,手术后复查腹部CT显示肾上腺肿块已被切

除(图2d)。其中,右侧肾上腺肿块经 HE染色病理

诊断为嗜铬细胞瘤(图3d、e),左侧肾上腺肿块 HE
染色显示符合嗜铬细胞瘤改变,局部变性坏死和钙

化(图3f)。
对Ⅱ1进行了全外显子组测序,其他家族成员通

过Sanger测序验证,显示除Ⅰ1外的所有家系成员存

在VHLp.Q164R突变(c.491A>G,Gln164Arg)(图
4a),而在Ⅰ1、Ⅱ1和Ⅱ2中检测到 TP53p.V31I突变

(c.91G>A,Val31IIe)(图4b)。据报道,VHL错义

突变p.Q164R 具有致病性[12-15]。关于 ClinVar中

TP53的错义突变p.V31I对Li-Fraumeni癌的意义

有不 同 的 解 释,包 括 良 性、不 确 定 意 义 和 致 病

性[16-17]。然后,对VHL 突变进行了生物信息学分

析,结果表明该突变导致 VHL蛋白的稳定性和功

能受到影响(图5)。在第491位从 A 到 G的碱基

变 化 导 致 164 位 谷 氨 酰 胺 被 精 氨 酸

(p.Gln164Arg)取代(图5a),PolyPhen-2预测的错

义突 变 可 能 会 改 变 蛋 白 质 结 构 (图 5b),并 且

Gln164似乎高度保守(图5c),同时预测p.Q164R
的3D结构(图5d)。根据 ACMG对不同变异致病

性评估的分类,VHL 基因的c.491A>G 是“致病

性的”,因为它是已知机制的突变,与先前确定为致

病性的突变(PS1)具有相同的氨基酸变化,以及表

型或突变携带者家族史与 VHL综合征高度一致。
TP53 基因的c.91G>A 是“不确定意义”,因为该

突变不满足使用致病性或良性的标准。因此,根据

ACMG指南,VHL 错义突 变 c.491A>G 满 足

ACMG的标准“致病性”突变[11]。根据临床特征、
实验室检查结果、影像学和基因检测结果,2名患

者被诊断出患有 VHL综合征。
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a~c:患者Ⅰ2肾上腺肿块的 HE染色结果;d~f:患者Ⅱ1肾上腺肿块的 HE染色结果。
图3　患者肾上腺肿块的HE染色结果

a:Ⅰ2、Ⅱ1和 Ⅱ2VHL 基因错义突变c.491A>G;

b:Ⅰ1、Ⅱ1 和Ⅱ2TP53 基因错义突变c.91G>A。
红色箭头指示突变位点。

图4　家系成员基因测序结果

3　讨论

目前,与肾上腺嗜铬细胞瘤相关的家族性综合

征疾病包括:VHL综合征、2型多发性内分泌肿瘤

(MEN2)和1型神经纤维瘤病(NF1),所有这些疾

病都具有常染色体显性遗传特征[18-19]。在这些疾

病中,嗜铬细胞瘤的发生率在 VHL 综合征中为

10%~20%,在 MEN2 中为 50%,在 NF1 中 为

3%[18-19]。MEN2患者症状较重,临床表现为高血

压(主要为阵发性),血肾上腺素浓度较高,但血浆

儿茶酚胺浓度低于 VHL综合征患者[20]。通过筛

查发现 VHL综合征中的嗜铬细胞瘤比散发性嗜

铬细胞瘤更小且儿茶酚胺分泌较少[21],与散发性

嗜铬细胞瘤患者相比,VHL综合征中的嗜铬细胞

瘤往往见于较年轻的患者,通常为多发性,也可能

位于肾上腺外[22]。这些研究或许可以解释为什么

这个家系中嗜铬细胞瘤的临床表现不典型,尤其是

先证者。
VHLp.Q164R 突变在其他国家和地区已有

相关报 道,但 临 床 表 型 不 完 全 相 同[12-15]。Chen
等[15]发现在一个患 VHL综合征家系中,1人同时

出现视网膜血管瘤和中枢神经系统(centralnerv-
oussystem,CNS)血管母细胞瘤,但家族中无 RCC
或嗜铬细胞瘤表现。Eng等[14]报道了1例患者为

散发单侧嗜铬细胞瘤其体细胞携带该突变。Ong
等[13]在一个家系中发现1名携带 VHLp.Q164R
突变的成员在10岁时患上了嗜铬细胞瘤,在23岁

时患上了视网膜血管瘤。2010年,Sovinz等[12]报

道了一名年仅2.75岁的女孩因 VHLp.Q164R突

变导致的嗜铬细胞瘤,这是目前已知的最小年龄患

者,该突变来源于其父亲,后来被确诊为双侧嗜铬

细胞瘤和视网膜血管瘤,因此,他们建议如果患者

携带该突变,建议从2岁开始筛查嗜铬细胞瘤。到

目前为止,我们研究的这个家系成员中除检测到嗜

铬细胞瘤和肾上腺血管瘤外,暂未发现视网膜血管

瘤和神经系统血管母细胞瘤等,与上述报道的家系

有所不同。一方面可能与发病年龄有关,另一方面

不同种族人群可能有不同的临床表型,也可能与其

他环境或遗传因素有关,有待进一步追踪随访。
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a:VHL蛋白质的示意图和突变的位置;b:VHL突变所致蛋白质二级结构变化;c:VHLQ164位点的氨基酸保守性;

d:正常 VHL蛋白质和突变 VHLp.Q164R蛋白质的三维结构。
图5　VHL突变的生物信息分析

　　VHL有2个结构域:NH2末端结构域(β结构

域)和较小的α螺旋结构域(α结构域)。p.Q164R
位于α结构域(图5a)。β结构域结合转录因子缺

氧诱导因子1(HIF-1)和缺氧诱导因子2(HIF-2)
的调节亚基。α结构域与 ElonginB和 ElonginC
复合物结合,后者与 HIF-1α和 HIF-2α调节亚基

结合,并靶向这些亚基进行蛋白质水解和泛素

化[23-24]。大约一半的致病突变位于α结构域及其

与 ElonginC 接 触 的 残 基[25]。当 HIF-1α 未 被

VHL适当降解时,会产生过量的血管内皮生长因

子[25-26]。RCC和血管瘤均显示大量血管生成,这
主要是 由 血 管 内 皮 生 长 因 子 的 过 量 产 生 导 致

的[27]。先证者右侧肾上腺肿块检出血管瘤,其他

病例报道视网膜血管瘤[12-13,15],可能是 p.Q164R
位于α结构域影响结合 HIF功能所致。与嗜铬细

胞瘤产生有关的可能机制是 VHL与纤连蛋白的

结合,有研究提出,纤连蛋白基质组装功能的缺失

或改变可能是嗜铬细胞瘤发展的原因[28]。Hoff-
man等[28]研究发现虽然VHL 基因突变所致的

VHL2C型突变产物保留了下调 HIF的能力,但
在促进纤连蛋白基质组装方面存在缺陷,这些机制

可以解释p.Q164R突变所致该家系嗜铬细胞瘤的

发生和发展。
在Ⅰ1、Ⅱ1和Ⅱ2患者中检测到 TP53p.V31I

突变。p.V31I位于 TP53 的 转 录 激 活 区 内,在

gnomAD数据集中,东亚人群个体中p.V31I突变

的流行率可能很高,这表明它可能是一个中等风险

的遗传突变[29]。Yamada等[8]发现p.V31I突变与

家族性胃癌相关,因为它表现出低转录活性和细胞

增殖抑制作用。Park等[7]在晚发 Li-Fraumeni癌

患者中发现了p.V31I突变。Wu等[30]在对慢性淋

巴细胞白血病的研究中发现了3例p.V31I突变,
但在西方人群中尚未见报道。此外,还在急性淋巴

细胞白血病患者中检测到 p.V31I突变[9-10]。然

而,Doffe等[31]对p.V31I突变持不同看法,根据他

们的研究,p.V31I突变是亚洲人群特有的良性突

变,通过计算机预测、蛋白质功能、结构和遗传分

析,该突变在功能上与正常TP53基因没有区别。
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根据 ACGM 指南,p.V31I突变在该家系中被认为

具有不确定的意义,目前尚未在本研究家系成员中

发现p.V31I突变引起的上述所有疾病,但是我们

仍需对携带p.V31I突变的家庭成员进行定期随访

监测。
在Ⅱ1 和 Ⅱ2 中 检 测 到 VHLp.Q164R 和

TP53p.V31I共突变,尚不清楚这2个突变是否具

有协同作用。Albers等[32]发现小鼠肾上皮细胞

VHL和 TP53功能的共同缺失,不仅与肾上皮细

胞和原代小鼠胚胎成纤维细胞(MEFs)的细胞增殖

失调而形成非典型囊性病变有关,而且也与肾透明

细胞癌(ccRCC)形成有关,当这2个基因被同时敲

除时,会导致生殖泌尿道的发育不良和肿瘤形成,
在大多数情况下 VHL功能失活会导致ccRCC,他
们的发现表明 TP53功能缺失在某些ccRCC发展

过程中起到关键作用。VHL 和TP53 共同突变协

同作用促进肿瘤进展。Zhao等[33]发现VHL 和

TP53 共突变协同作用以调节ccRCC中的细胞增

殖和凋亡,并且 VHL的调节依赖于 TP53的激活。
虽然Ⅱ1和Ⅱ2尚未检测到ccRCC,但他们是高风

险人群,定期随访至关重要。在将来的研究中需要

进一步关注 VHL(p.Q164R)和 TP53(p.V31I)共
突变在该家系中的协同作用。

对于有症状的嗜铬细胞瘤,手术切除是首选治

疗方法[34],该家系成员肾上腺肿块均通过手术切

除。Belzutifan是一种 HIF抑制剂,已被批准用于

治疗患有与RCC、成血管细胞瘤、胰腺神经内分泌

肿瘤(pNET)或中枢神经系统相关的 VHL综合征

的成年患者[35-36],在定期随访中如发现以上疾病或

可服用该药治疗。
综上所述,我们在一个患有 VHL综合征的家

系中发现了罕见的VHL 和TP53 共突变,呈现出

独特的临床表型,建议对所有家庭成员进行监测并

定期随访,监测VHL 突变和TP53 突变所致相关

疾病。我们的研究有助于扩展对VHL 和TP53 基

因突变的认识,并为 VHL综合征的病因学提供新

的思路,在将来需进一步研究 VHL(p.Q164R)和
TP53(p.V31I)共突变的协同效应对患者的影响。
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