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%%$摘要%%一代测序&@(,-AB测序'技术可对候选基因进行测序分析"其测序读长较长"准确性高"是过去

三四十年里常用的基因突变分析方法"但因其存在测序通量小及成本高等缺点"限制了其在具有高度遗传异

质性疾病及大样本量基因突变分析中的应用( 二代测序&CD@'技术是 ;""= 年以来发展起来的在临床上广泛

应用的基因测序技术"测序通量高"费用较低"自动化程度高"为遗传性眼病的基因诊断带来了很大的便利(

但实际上"单基因遗传性眼病具有高度遗传异质性和临床异质性"在应用 CD@ 技术对遗传性眼病的分析过程

中过度依赖基因突变分析技术而忽略患者复杂临床表型的评估可能在基因测序检测方法的选择上出现偏

差"造成检测结果判断的失误或给患者带来经济负担( 目前"单基因遗传性眼病基因突变分析方法主要是
CD@ 分析结合 @(,-AB测序验证"在此过程中应重视患者临床表型的准确评估"以确保准确选择基因检测方法

和合理判定致病基因突变(

$关键词%%高通量核苷酸测序8应用) 分子诊断技术8方法) 突变) 4CE测序分析8应用) 遗传性眼病)

表型

基金项目! 国家自然科学基金项目 &?!=#"??7') 北京市卫生系统高层次卫生技术人才 &学科带头人'

培养计划项目 &;"!$>;>";!'

!"#$#%&"'()$*+,')&--)--.)$+#-/)0, #.'*0+&$+#$.1+&+#*$&$&",-#-2*0'&+#)$+-3#+(()0)4#+&0, ),)4#-)&-)

%!"#$%&

'(")"%& *%+,",-,(./012,2$34.3.&5"'(")"%& 6.%&7(% 85(9(%,(7"'(")"%& 6.%&7(% :.+1",$3"9$1",$3;(<"=$3>%"?(7+",5"

012,2$34.3.&5@A"+-$3B="(%=(+C(5!$D./'(")"%&"'(")"%& EFFGHF"92"%$

9.77(+1.%<"%& $-,2.7#!"#$%&"84$"3#5$%&3"D".I$3"5-%J=.4

"56-+0&%+#7@(,-AB:AF1A,3),-GA3H,/*/-+):GHA'/:G3/''/,*+1:AI 'AGH/I J/B-A,AG)3(,(*+:):), ),HAB)GAI

A+AI):A(:A), GHAK(:GJALIA3(IA:/, (33/1,G/J)G:*/,-4CE:AF1A,3),-BA(I *A,-GH (,I H)-H (331B(3+2M/LANAB"

(KK*)3(G)/, /JGH):'AGH/I ):*)')GAI ), -A,AG)3(**+HAGAB/-A,A/1:I):A(:A:.A3(1:A/JGHAH)-H A3/,/')3(,I G)'A3/:G2

CAOG-A,AB(G)/, :AF1A,3),-&CD@' GA3H,/*/-+):(H)-H>GHB/1-HK1G"3/:G>AJJA3G)NA"(,I H)-H*+(1G/'(GAI 'AGH/I

LH)3H H(:.AA, L)IA*+1:AI :),3A;""=2E*GH/1-H CD@ ):A:KA3)(**+:1)G(.*AJ/B:G1I)A:/, -A,AG)3(**+HAGAB/-A,A/1:

),HAB)GAI A+AI):A(:A"/NABIAKA,IA,3A/, GHAGA3H,)F1A)G:A*J(,I ,A-*A3G/JGHA(::A::'A,G/JGHAKHA,/G+KA'(+*A(I

G/'):91I-'A,G/JGHAGA:G),-BA:1*G:(,I H)-HABA3/,/')3.1BIA, J/BGHAK(G)A,G:2@/J(B"GHA'/:G3/''/, 'AGH/I /,

BA:A(B3HA:/J'/,/-A,)3),HAB)GAI A+AI):A(:A):G/3/'.),ACD@ (,I @(,-AB:AF1A,3),-GA3H,)F1A2PBA3):AAN(*1(G)/,

/JGHA3*),)3(*KHA,/G+KA/JK(G)A,G:):NAB+)'K/BG(,G" (:)G):BA*(GAI L)GH :A*A3G)/, /JIAGA3G)/, 'AGH/I:(,I

IAGAB'),(G)/, /JI):A(:A>3(1:),-'1G(G)/,:2

"8), 3*04-#7M)-H>GHB/1-HK1G,13*A/G)IA:AF1A,3),-81G)*)Q(G)/,) R/*A31*(BI)(-,/:G)3GA3H,)F1A:8'AGH/I:)

R1G(G)/,) @AF1A,3A(,(*+:):" 4CE81G)*)Q(G)/,) MABAI)G(B+A+AI):A(:A) PHA,/G+KA

91$4'0*:0&.# C(G)/,(*C(G1B(*@3)A,3AS/1,I(G)/, /JTH),(& ?!=#"??7 ') UA)9),-MA(*GH @+:GA' M)-H>

VANA*MA(*GH WA3H,)3(*W(*A,G&E3(IA')3VA(IAB' &;"!$>;>";!'

!$#7!中华实验眼科杂志 ;"!# 年 ? 月第 $= 卷第 ? 期%TH), X&OK 5KHGH(*'/*"E1-1:G;"!#"Y/*2$="C/2?

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



%%单基因遗传性眼病是一类具有高度遗传和临床异
质性的致盲眼病"主要包括角膜营养不良*先天性白内
障*眼前节发育异常*遗传性视网膜疾病等( 对这类疾
病致病基因突变分析的经典方法是首先对遗传家系致

病基因进行连锁分析染色体定位"然后用一代测序
&@(,-AB测序'对候选基因进行测序分析以确定致病
基因突变( 在过去的三四十年里"@(,-AB测序因其测
序读长较长及准确性高等优势"一直是基因突变分析
的主要检测方法"但其缺点是测序通量小及成本高等"
限制了其在具有高度遗传异质性疾病及大样本量基因

突变分析中的应用( 自 ;""= 年以来"二代测序 & ,AOG
-A,AB(G)/, :AF1A,3),-"CD@'技术应运而生"因其测序
通量高*费用较低*速度快及自动化程度高等优点而得
到广泛的应用

+!, ( 近 !" 年来"国内外许多研究团队用
基因定点捕获技术&G(B-AGAI AO/'A:AF1A,3),-"W&@'或
全外显子捕获技术&LH/*AAO/'A:AF1A,3),-"Z&@'结
合 @(,-AB测序等检测技术确定了大量遗传性眼病的
致病基因及相应基因的大量致病突变"许多第三方生
物公司乃至医院将致病基因突变分析的研究成果转化

到临床"纷纷开展了遗传性眼病患者的基因诊断工作(
尽管基因突变分析技术取得了飞跃式发展"但在遗传
性眼病致病基因突变分析研究中及临床患者基因诊断

过程中对患者临床表型的详细评估与准确诊断却不容

忽视(

;7准确的临床诊断可正确选择基因检测方法或检测
的 <&$)"

%%尽管许多单基因遗传性眼病具有遗传异质性"即
不同致病基因可导致相同的临床表型"如视网膜色素
变性&BAG),)G):K)-'A,G/:("[P'的致病基因多达 ?" 余
种"但有些遗传性眼病的致病基因却比较单一"如就目
前所知"先天性无虹膜的致病基因仅为 KLMN"遗传性
视网膜劈裂致病基因为 OBE"结晶样视网膜色素变性
&U)AGG)3B+:G(**),A3/B,A/BAG),(*I+:GB/KH+"UT4'致病基
因为 9#KPAQ"无脉络膜症致病基因为 9:;等 +;\#, (
这些致病基因均较小"编码外显子均不超过 ;" 个"如
OBE 基因只有 7 个编码外显子"最大的 9:;基因也只
有 != 个编码外显子"因此对这些疾病患者致病基因突
变进行分析时&无论是研究工作还是临床基因诊断'
就没有必要进行相对复杂的 CD@"直接用 @(,-AB测序
分析即可准确完成基因诊断"且简单*快速和方便"应
作为首选的方法( 在临床上"部分医生将先天性无虹
膜&特别是部分无虹膜'与虹膜缺损相混淆"这 ; 种疾
病均属于眼前节发育异常"但虹膜缺损患者常伴有脉

络膜缺损"而先天性无虹膜患者则可伴有先天性白内
障*继发性青光眼或黄斑发育不全等"通过眼前节和眼
底的详细检查即可鉴别( 先天性无虹膜患者 KLMN 基
因突变中存在一定比例基因组 4CE的拷贝数异常"即
! 个或数个外显子"甚至整个基因的丢失或重复"由于
该病为常染色体显性 &(1G/:/'(*I/'),(,G"E4'遗传"
@(,-AB测序不能检查到此类突变"需要用多重链接探
针扩增 &'1*G)K*A*),] KB/.A('K*)J)3(G)/,"RVPE'或实
时定量 PT[等方法来检测和分析 +?, ( 本实验室前期
对 ^; 例先天性无虹膜患者进行了 KLMN 基因直接测
序"在 $! 例患者中找到了致病突变"随后对 < 例基因
检测结果阴性的患者进行了 KLMN 基因的 RVPE分
析"在 ? 例患者中检测到该基因多个外显子"甚至整个
基因的丢失"检出率高达 <?_&^! 8̂;'( UT4患者眼
底有特征性点状黄白色小结晶"与其他遗传性视网膜
疾病不易混淆

+=, "因此可对这些患者进行 9#KPAQ 基
因的直接 @(,-AB测序( 本实验室前期对百余例 UT4
患者进行了 9#KPAQ 基因直接测序分析"全部找到了
致病突变"检出率高达 !""_(

除上述致病基因单一的遗传性眼病外"具有遗传
异质性眼病患者的临床表型评估也同样重要( Z&@
可以检测基因组 4CE所有编码基因"与致病基因目标
区域捕获技术"即 W&@ 相比费用较高"另外就检测技
术来说"捕获 P(,A*中包括的基因越多"各个基因捕获
覆盖的一致性就会越低"某些基因序列中高 DT含量
或重复序列的片段捕获深度就降低"发生在这些区域
的基因突变也易遗漏

+<\!!, ( 因此"目前在致病基因突
变分析研究和临床患者基因诊断工作中大多数采用

W&@ 结合 @(,-AB测序验证的方法( 根据研究目的或疾
病类型"目标区域捕获 P(,A*所包括的基因类型和数
目也各不相同"W&@ P(,A*的选择往往取决于患者的临
床诊断( 在临床上"有些疾病临床表型多样并且表现
度不同"如视锥细胞营养不良患者早期仅表现为视力
不好*视盘色淡和黄斑中心凹反光略弥散"如果未详细
询问病史及进行视网膜电图 & A*A3GB/BAG),/-B(KH+"
&[D'等检查"可能会诊断为视神经萎缩"如果用视神
经萎缩相关 P(,A*进行基因突变分析肯定找不到相应
的致病基因( 本实验室前期在可疑遗传性视神经萎缩
致病基因突变分析中"后期对 !<# 例检测阴性患者重
新进行临床评估"发现 ; 例患者为锥杆细胞营养不良
&3/,A>B/I I+:GB/KH+"T[4'"并在后续研究中发现这 ;
例患者均携带 L'9LP 致病基因突变(

=7准确的临床诊断有助于致病基因突变的判定

由于大多数单基因遗传性眼病具有高度的临床和
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遗传异质性"即使用先进的 CD@ 分析&无论是用 W&@
还是 Z&@'"患者致病基因突变的检出率也只有 7"_ `
#"_"如遗传性视网膜疾病"主要包括 [P*脉络膜视网
膜变性&3H/B)/BAG),(*IA-A,AB(G)/,"T[4'*VA.AB先天性
黑朦 &VA.AB3/,-A,)G(*('(1B/:):"VTE'等 +<\!!, ( 以目
前常用的 W&@ 为例"通常研究遗传性视网膜基因的捕
获 P(,A*包括 ;"" $̀"" 个已知遗传性视网膜疾病的
致病基因 &[AGCAG" HGGK:#88:KH21GH2AI18[AG,AG8:1'>
I):2HG''"每个待测患者样本通过基因组 4CE建库*
目标区域捕获富集和测序"测序结果进行初步生物信
息学分析后"每个样本大约发现 ^=" 个单核苷酸多态
性&:),-*A,13*A/G)IAK/*+'/BKH):'"@CP'和 $" 个小的
缺失或插入"这些数据再经过公共 @CP数据库及自身
数据库等滤过分析"最后每个样本剩下 ; $̀ 个基因的
= 7̀ 可疑致病基因变异 +<\!!, ( 对受检患者临床表型
进行准确*全面地评估及对其家族史的正确追溯和判
断对确定其致病基因突变十分重要"如果患者有明确
的 E4家族史"那致病基因突变肯定首选 E4的致病
基因"如患者父母为近亲婚配"则首选常染色体隐性
&(1G/:/'(*BA3A::)NA"E['遗传致病基因的纯合突变(
但有些情况则比较复杂"某些基因的致病突变既可通
过 E4遗传"又可通过 E[遗传的方式进行传递"如
OKE 基因突变既可造成 E4[P"又可导致 E[[P+!;, (
本实验室前期对 ! 例临床诊断 a:HAB综合征的患者进
行了基因定点捕获分析"我们使用的捕获 P(,A*包括
$#! 个遗传性眼病的致病基因"经过 W&@ 分析流程的
筛选"选出 7 个基因的变异为可疑致病突变"均为杂合
变异"其中包括 $ 个 [P的基因*! 个 T[4的基因和 ;
个其他非视网膜疾病的致病基因"其中 OKE 的无义突
变 K2[!<$$b似乎是致病突变"在随后的家系共分离
分析中发现其孪生患病弟弟携带相同突变"但迄今尚
未发现 OKE 基因突变导致 a:HAB综合征的报道 +!;, "另
外患者母亲眼底检查完全正常"也携带上述相同无义
突变"因此我们又对该患者最初的 ^?$ 个 @CP进行分
析"找到了 ! 个 ;#0GL基因的纯合错义突变"家系共
分离分析 ; 例患者携带相同突变"而患者父母分别携
带该杂合错义突变"最终确定这 ; 例患者的致病基因
是 ;#0GL( 更为复杂的是还有一些基因的致病突变
以 E4传递时导致的临床表型与以 E[传递时引起的
临床表型不同"如 R>9#QS基因的杂合错义突变导致
T[4的临床表型"而纯合或复合杂合突变 &主要是无
义或小缺失或插入突变'则导致严重的 VTE)KS8N'
基因的杂合致病突变导致 E4先天性静止性夜盲"而
复合杂合或纯合突变则导致 E[[P+!$, ( 对可能携带

这些基因突变患者更需要仔细进行临床表型评估及准

确地判定遗传方式( 另外"还有少数患者通过 CD@ 分
析后仅找到 E[致病基因的杂合突变"在这种情况下"
准确的临床诊断对判断该基因是否为致病基因也很重

要"关系到下一步基因分析方法的选择( 例如"! 例临
床上诊断 [P的患者经 W&@ 分析发现 ! 个 ''BQ 基因
的无义杂合突变"''BQ 基因突变导致 U(BIAG>U)AI*综
合征&U(BIAG>U)AI*:+,IB/'A"UU@'"患者除有 [P的临
床表型外"还可伴有肾病*肥胖*多指&趾'*发育迟缓
等表型

+!$, ( 与其他遗传性视网膜病变相似"UU@ 患者
的临床表型差别很大"一些患者除了 [P和多指&趾'
的临床表型外"没有上述其他的临床表型"而许多患者
出生后不久就已手术切除多指&趾'"有些患者甚至不
知道有该临床表型"因此在这种情况下要对患者的临
床表型再次评估"如临床上诊断为 UU@"就可初步推测
''BQ 是该患者的致病基因"另外 ! 个突变等位基因可
能是大片段缺失或重复等基因组 4CE拷贝数异常"或
者 CD@ 过程中对该基因某些区域覆盖捕获不好造成
遗漏"需用 @(,-AB测序进行补充测序查找( 理论上
CD@ 可以检测到拷贝数异常"但是由于其检出的敏感
性与 CD@ 的捕获深度和拷贝数异常的大小等因素有
关"对可疑携带拷贝数异常的患者样本往往还需要用
RVPE等其他方法进行分析(

>7小结

总之"随着分子遗传学技术"特别是 CD@ 技术的
发展"发现了越来越多的遗传性眼病的致病基因和致
病基因突变"越来越多的患者也得到了相应的基因诊
断( 相关的研究人员和临床工作者在遗传性眼病致病
基因突变分析研究或患者基因诊断过程中应重视临床

表型的准确评估"因为其在很大程度上关系到检测方
法的选择和致病基因突变的最后判定(
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消%息

-中国儿童青少年近视防控流程的建议.一书出版

由方严教授和石一宁医生撰写的-中国儿童青少年近视防控流程的建议.一书已由陕西科学技术出版社出版发行( 该书共分
为 !! 部分"包括中国儿童青少年近视防控的总战略*总体思路*近视防控总目标*预期目的*防控防线*近视防控的准备工作*防控
流程的实施框架*近视防控的具体可操作流程*近视防控理论及补充*示范 !"" 例病例等"内容详实具体"对中国儿童青少年近视的
防控有一定的指导作用和借鉴意义( 更为重要的是"该书汇集了百余年来国内积累的关于近视研究的经验和成果"凝练了作者 ;"

余年来对中国人群近视发病过程的观察总结和防治经验"可作为临床医生和其他读者进行近视防控*眼健康保健的参考工具"也可
以成为儿童家长*眼保健师*视光师*眼科医师*幼儿园和中小学校医*社区和卫生院医师*妇幼保健师的工作手册( 基于作者长期
进行的近视研究的经验和总结"撰写此书的目的在于为完善近视防控流程*呵护中国儿童的眼健康贡献一份薄力"期待读者的回馈
意见和建议(

该书共 !"" 页"预售价 !? 元8本"邮费 !" 元( 欢迎通过微信号#!?!<;"7$<"""石一宁眼健康工作室进行预订购(
&方严%石一宁'
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