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FHL1基因表达与先天性马蹄内翻足：15例患者及3名正常人的对比分析*☆◆
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FHL1 gene expression and idiopathic congenital clubfoot: Comparative analysis of 15 patients
and 3 normal controls
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Abstract
BACKGROUND: Preliminary study shows that the FHL1 gene expression is down-regulated in muscle tissue of patients with
clubfoot, and the gel retardation experiments have verified HOXD13 and FHL1 gene promoter region transcription factor
predicted binding sites in vitro, but the experimental results are not enough to truly reflect in vivo transcriptional regulatory protein
and DNA binding conditions.
OBJECTIVE: Western-blot technique is utilized to further validate FHL1 and HOXD13 gene expression in protein levels in muscle
tissue of patients with congenital clubfoot, the in vivo HOXD13 and predicted binding sites in embryonic foot development was
verified using chromatin immunoprecipitation technology.
METHODS: Muscle tissues were samples from 15 children with congenital clubfoot, in the Department of Pediatric Surgery, at
the Second Affiliated Clinical Hospital of China Medical University, 3 copies of normal children foot muscle tissues at the same
age were provided by the Forensic Medicine College of China Medical University, 1 case of aborted embryo at pregnancy 13
weeks were offered by Department of Obstetrics and Gynecology, at the Second Affiliated Clinical Hospital of China Medical
University. All specimens used are given informed consents by the patients and their families. Western-blot method was applied
to detect the expressions of HOXD13 and FHL1 in foot muscle tissue of 15 patients of congenital clubfoot and 3 normal children
at the same age; The FHL1 gene upper stream HOXD13 binding sites was predicted using software, the interaction of HOXD13
and FHL1 during embryonic development was verified with chromatin immunoprecipitation experiment, brain tissue without
HOXD13 protein expression served as controls.
RESULTS AND CONCLUSION: Compared with normal children foot muscle tissues, both HOXD13 gene (5/15) and FHL1 (7/15)
were down-regulated in 15 patients of congenital clubfoot. An enrichment of the predicted HOXD13 binding site was observed in
the precipitated human embryo foot tissues chromatin. No enrichment of the predicted site containing sequence was observed in
the control brain chromatin; additionally, there was no enrichment of the control sequence. This study further verifies that, the
FHL1 and HOXD13 gene expression are down-regulated in the foot muscle tissue of congenital clubfoot children patients; during
development of human embryos, HOXD13 protein can bind with FHL1 promoter region binding sites to play its role in
transcriptional regulation. It is indicated that in the human foot embryonic development, the down-regulation of HOXD13
expression may result in reduced expression levels of FHL1, thereby affecting the foot muscle growth and differentiation, leading
to clubfoot deformity occurring.

Wang LL, Xin N, Sun KL.FHL1 gene expression and idiopathic congenital clubfoot: Comparative analysis of 15 patients and 3
normal controls.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(7): 1315-1318.
[http://www.crter.cn http://en.zglckf.com]

摘要

背景：前期研究表明，在马蹄内翻足患者肌肉组织中存在 FHL1基因表达下调，并利用凝胶阻滞实验在体外初步验证了

HOXD13和 FHL1基因启动子区转录因子预测位点的结合作用，但凝胶阻滞实验结果不一定能真实地反映体内转录调控蛋

白和 DNA结合的状况。

目的：应用Western-blot技术进一步验证先天性马蹄内翻足患者足部肌肉组织中 FHL1，HOXD13基因蛋白质水平的表达，

应用染色质免疫沉淀技术验证在胚胎足部发育时在体内 HOXD13和预测结合位点的结合作用。

方法：15份先天性马蹄内翻足患儿肌肉组织标本由中国医科大学附属第二临床医院小儿外科提供， 3份同年龄组正常儿童

足部肌肉组织由中国医科大学法医学院提供，1例孕 13周流产胚胎由中国医科大学附属第二临床医院妇产科提供。所有标

本使用均经患者及其家属知情并同意。应用Western-blot方法检测 15例先天性马蹄内翻足患儿及 3例同年龄组正常儿童足

部肌肉组织 HOXD13和 FHL1表达情况；并用软件预测 FHL1基因上游 HOXD13的结合位点，染色质免疫沉淀实验验证

胚胎发育时 HOXD13和 FHL1的相互作用，以不表达 HOXD13蛋白的脑组织作为对照。

结果与结论：与同期正常儿童足部肌肉组织相比，15例人先天性马蹄内翻足患儿肌肉组织中有 7例存在 FHL1基因蛋白质

水平表达下调，而这 7例患儿中有 5例同时存在 HOXD13基因蛋白质表达下调。沉淀的人胚胎足部组织染色质中有预测

HOXD13结合位点的扩增，无对照位点的扩增，对照脑组织中无预测位点的扩增。结果进一步验证显示了先天性马蹄内翻

足患儿足部肌肉组织中 FHL1、HOXD13基因表达下调；人类胚胎肢体发育过程中 HOXD13蛋白可以和 FHL1启动子区的

预测位点结合发挥其转录调节作用。提示在人胚胎足部发育时，HOXD13表达下调导致了 FHL1表达水平的下调，进而影

响了足部肌肉生长发育和分化导致马蹄内翻足畸形的发生。

关键词：先天性马蹄内翻足；FHL1；转录调控；HOXD13；组织工程
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0 引言

先 天 性 马 蹄 内 翻 的 发 病 率 在 0.1%~
0.45%，遗传因素在先天性马蹄内翻足的发病

过程中发挥重要作用，遗传度为65%。但其遗

传方式、外显率等均不清楚，易感基因尚未确

定[1-5]。目前研究与先天性马蹄内翻足发病相关

的基因主要集中在与足踝部的骨骼、软骨、肌

肉和神经发育相关的基因，如COL9A1，
CASP10，WNT7A，HOXD13等[6-10]。

很多研究已经表明，先天性马蹄内翻足患

足肌肉在大体上和微观机构上都存在改变。先

天性马蹄内翻足是胎儿早期肌力不平衡的结

果，骨骼关节和软组织挛缩是继发于肌力不平

衡的适应性改变。FHL1基因定位于Xq26 ，高

水平表达于骨骼肌和心肌组织中 [11-13]。

Loughna 等[14]研究表明，失用性肌萎缩中该基

因表达下调，而在被动练习导致的肌肉肥大中

该基因表达上调。FHL1可通过抑制integrin介
导的成肌细胞聚集而激活成肌细胞的扩散和迁

移[15]。先天性马蹄内翻足患者足部肌肉组织中

是否存在FHL1基因的异常呢？本科室前期应

用半定量RT-PCR方法检测了先天性马蹄内翻

足患者足部肌肉组织的FHL1的表达，结果表

明，在马蹄内翻足患者肌肉组织中存在FHL1
基因mRNA的表达下调；为了探讨FHL1的转录

调控机制，作者利用软件预测了FHL1基因启动

子区的转录因子结合位点，结果在转录起始点

上游550~950 bp预测到了HOX的结合位点并

利用凝胶阻滞实验在体外初步验证了HOXD13
和预测位点的结合作用[16]。本实验进一步应用

Western-blot技术检测了先天性马蹄内翻足患

者足部肌肉组织中FHL1，HOXD13基因蛋白质

水平的表达情况，并应用染色质免疫沉淀技术

验证了在胚胎足部发育时在体内HOXD13和预

测结合位点的结合作用，为揭示先天性马蹄内

翻足的发病机制提供线索。

1 对象和方法

设计：基因水平，病例-对照观察实验。

时间及地点：于2006-07/2008-06在中国

医科大学基础医学院遗传教研室完成。

对象：15例先天性马蹄内翻足患儿肌肉组

织标本由中国医科大学附属第二临床医院小儿

外科提供，患儿年龄2~6岁；3份同年龄组正常

儿童足部肌肉组织由中国医科大学法医学院提

供，1例孕13周的流产胚胎由中国医科大学附属

第二临床医院妇产科提供，所有标本使用均获

得患者及其家属知情同意。

实验方法：

Western-blot方法检测HOXD13和FHL1基因在

先天性马蹄内翻足患儿肌肉组织中的表达：切取约

100 mg先天性马蹄内翻足患儿肌肉组织和同

年龄组正常儿童肌肉组织，加适量PBS匀浆，

弃上清液，加入5倍体积的细胞裂解液，冰上放

置20 min，12 000 g 4 ℃离心1 h，收集上清液，

-70 ℃冻存备用。考马斯亮蓝法定量样品蛋白

浓度。

浓度的调整与样品的处理：把样品制成相同的

浓度，加入样品缓冲液，沸水煮5 min。电泳、转

膜：按《分子克隆实验操作指南》进行[17]。杂交：

取下PVDF膜，TBS浸泡10 min，5%脱脂奶粉封

闭1 h，TBS洗2次，5 min/次，然后加一抗(Goat
来源HOXD13和FHL1多克隆抗体，稀释比例为1
∶300)，2 h；TBST洗2次，5 min/次，加二抗(1∶
500) 1 h；TBST洗2次，5 min/次。显色：PVDF
膜用Western-blue染液显色后，观察结果。

应用P-MATCH软件预测FHL1基因5’上游序列

转录因子的结合位点：登陆www.ensembl.org/ 网

址获取FHL1基因上游1 500 bp序列的信息，利

用PMATCH软件预测FHL1基因上游序列的转

录因子结合位点，预测到了SOX，GATA和HOX
等转录因子家族的结合位点。其中HOX的结合

位点主要位于FHL1基因上游550~950 bp间。

染色质免疫沉淀实验：染色质免疫实验中以

不表达HOXD13蛋白质的胚胎脑组织作为阴性

对照组织，以β-actin抗体作为非特异性对照抗

体，以位于FHL1基因转录起始点上游5 000~
6 000 bp的一段长252 bp的序列作为内对照。

实验操作步骤参照试剂盒说明书。

主要观察指标：肌肉组织HOXD13，FHL1
蛋白质的表达及人类胚胎肢体发育过程中

HOXD13直接和FHL1基因上游序列结合。

设计、实施、评估者：实验设计、实施、

评估均由本文全体作者完成。

2 结果

2.1 人先天性马蹄内翻足患儿肌肉组织

HOXD13，FHL1蛋白质的表达 与同期正常儿

童足部肌肉组织相比，先天性马蹄内翻足患儿7
例FHL1表达明显下调(7/15，47%)，5例足部
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肌肉组织同时存在HOXD13表达明显下调(5/15，33%)，
见图1，2。

2.2 在人类胚胎肢体发育过程中HOXD13直接和FHL1
基因上游序列结合 应用染色质免疫沉淀技术验证在体

内HOXD13和FHL1基因上游序列的结合作用。以孕13周
人类胚胎足部组织为研究对象进行了染色质免疫沉淀实

验，以不表达HOXD13蛋白的脑组织作为对照[18]。沉淀

的足部组织染色质有预测位点的扩增，无对照位点的扩

增，而在对照脑组织中没有预测位点的扩增，见图3。

实验结果表明，在人类胚胎肢体发育过程中

HOXD13蛋白可以和FHL1启动子区的预测位点结合发

挥其转录调节作用。

3 讨论

先天性马蹄内翻足畸形主要包括足前端内收内旋、

足后端内翻、踝关节下垂、胫骨内旋，估计在出生活婴

中的发生率为0.1%，占足部畸形的85%，男女之比为

(2.0~2.5)∶1[1-2]。临床资料和流行病学研究表明，遗传

因素在先天性马蹄内翻足的发病过程中发挥重要作用，

遗传度为65%，但其遗传方式和外显率等均不清楚，故

先天性马蹄内翻足致病基因研究进展缓慢[3-5]。由于目前

先天性马蹄内翻足的治疗仍以手术为主，但很多患者在

术后会有畸形的复发，给患者及其家庭带来沉重的经济

负担和精神负担。因此，研究先天性马蹄内翻足的分子

遗传学机制，将为阐明先天性马蹄内翻足的发生机制和

遗传干预提供重要的理论依据。

研究表明，在先天性马蹄内翻足患者中存在肌肉的

发育异常：肌纤维类型和大小的异常[19-23]。FHL1基因

定位于Xq26，高水平表达于骨骼肌和心肌组织中，与肌

肉的生长、发育，分化密切相关。有研究表明，该基因

的异常和人类Scapuloperoneal综合征等神经肌肉疾病

有关[24-26]。本科室前期应用半定量RT-PCR方法检测了

先天性马蹄内翻足患者足部肌肉组织的FHL1的表达，

结果表明在马蹄内翻足患者肌肉组织中存在FHL1基因

mRNA的表达下调；为了探讨FHL1的转录调控机制，

利用软件预测了FHL1基因启动子区的转录因子结合位

点，结果在转录起始点上游550~950 bp预测到了HOX
的结合位点并利用凝胶阻滞实验在体外初步验证了

HOXD13和预测位点的结合作用[11]。

凝胶阻滞实验是目前研究转录调控蛋白和相应核

苷酸序列结合的常用方法，但是由于许多转录调控蛋白

有相似或相同的DNA结合位点，这种体外分析获取的结

果不一定能真实地反映体内转录调控蛋白和DNA结合

的状况[16]。染色质免疫沉淀技术是目前惟一研究体内

DNA与蛋白质相互作用的方法。它的基本原理是在活细

胞状态下固定蛋白质－DNA复合物，并将其随机切断为

一定长度范围内的染色质小片段，然后通过免疫学方法

沉淀此复合体，特异性地富集目的蛋白结合的DNA片
段，通过对目的片断的纯化与检测，从而获得蛋白质与

DNA相互作用的信息。染色质免疫沉淀分析是基于体内

分析发展起来的方法，它能真实、完整地反映结合在

DNA序列上的调控蛋白，是目前确定与特定蛋白结合的

基因组区域或确定与特定基因组区域结合的蛋白质的

最好方法。因此本实验进一步应用Western-blot技术检

测了先天性马蹄内翻足患儿足部肌肉组织中FHL1，
HOXD13基因蛋白质水平的表达情况，并应用染色质免

疫沉淀技术验证了在胚胎足部发育时在体内HOXD13
和预测结合位点的结合作用。

a: Schematic representation of FHL1 gene promoter region. The arrows
indicate the primers of the predicted binding sites and control (C site) in
ChIP assays

Figure 3 HOXD13 and FHL1 gene promoter binding activates
gene transcription in vivo

图 3 在体内 HOXD13和 FHL1基因启动子结合激活基因的
转录

N: normal children foot muscle tissue; P: idiopathic congenital clubfoot
patient foot muscle tissue

Figure 1 Expression of HOXD13 in idiopathic congenital
clubfoot

图 1 HOXD13在先天性马蹄内翻足中的表达

HOXD13

Tubulin

N P N P N P

N: normal children foot muscle tissue; P: idiopathic congenital clubfoot
patient foot muscle tissue

Figure 2 Expression of FHL1 in idiopathic congenital clubfoot
图 2 FHL1在先天性马蹄内翻足中的表达

FHL1

Tubulin

P N P N P N

Grey value ratio 4.7 1.1 4.2 1.3 5.1 1.2

Grey value ratio 0.8 2.9 0.9 2.1 1.0 2.3

b: Chromatin immunoprecipitation results of human embryo foot tissues at
13 weeks pregnancy using HOXD13 antibody
I: input chromatin; CA, non-specific control antibody
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本实验中作者发现在15例人先天性马蹄内翻足患

者肌肉组织中有7例存在FHL1基因蛋白质水平表达下

调，而这7例患者中有5例同时存在HOXD13基因蛋白质

表达下调。这和前期的半定量RT-PCR的结果是一致的。

作者以孕13周人类胚胎足部组织为研究对象进行了染

色质免疫沉淀实验，以不表达HOXD13蛋白的脑组织作

为对照。沉淀的足部组织染色质有预测位点的扩增，无

对照位点的扩增，而在对照脑组织中没有预测位点的扩

增。实验结果表明，在人类胚胎肢体发育过程中

HOXD13蛋白可以和FHL1启动子区的预测位点结合发

挥其转录调节作用。以上研究结果提示在肢体发育过程

中FHL1基因的表达受HOXD13直接调控。然而，由于

染色质免疫沉淀技术在沉淀之前并没有分离蛋白复合

体，所以并不能排除HOXD13是作为蛋白质复合体中的

一部分和FHL1基因启动子结合的。

综上所述，作者认为在胚胎下肢肢体发育过程中

FHL1基因表达通过HOXD13直接调控。因此推测在胚

胎足部发育时，HOXD13的表达下调导致FHL1的表达

水平下调，进而影响了足部肌肉的生长、发育和分化引

起马蹄内翻足畸形的发生。实验结果将为先天性马蹄内

翻足的神经肌肉发病学说进一步提供了理论基础。本实

验中还有2例FHL1表达下调的患者未发现HOXD13表
达水平的改变，可能是由于FHL1的表达还受其他转录

因子影响。总之，肢体发育中存在着错综复杂的转录调

控网络，要明了肢体发育早期涉及哪些转录因子及其具

体的调控途径还需要做进一步深入的研究。
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文后分析与思考：先天性马蹄内翻足是常见的严重危害

儿童健康的先天畸形之一，遗传因素在先天性马蹄内翻足的

发病过程中发挥重要作用。FHL1基因定位于 Xq26 ，高水

平表达于骨骼肌和心肌组织。先天性马蹄内翻足患者足部肌

肉组织中是否存在 FHL1基因的异常呢？作者发现在 15例
人先天性马蹄内翻足患者肌肉组织中有7例存在FHL1基因

蛋白质水平表达下调，而这 7 例患者中有 5 例同时存在

HOXD13基因的蛋白质表达下调。这与前期半定量RT-PCR
的结果是一致的。

作者以孕 13周人胚胎足部组织为研究对象进行了染色

质免疫沉淀实验，实验结果表明，在人类胚胎肢体发育过程

中 HOXD13蛋白可以和 FHL1启动子区的预测位点结合发

挥其转录调节作用。因此，推测在胚胎足部发育时，HOXD13
表达下调导致 FHL1的表达水平下调，进而影响了足部肌肉

的生长、发育和分化，引起马蹄内翻足畸形的发生。实验结

果为先天性马蹄内翻足的神经肌肉发病学说进一步提供了

理论基础。


