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!临床研究!

全外显子组测序法对一中国常染色体显性遗传

先天性白内障家系 !"#$ 基因突变位点的分析
刘宇莹!万文萃!杨鸽!庞雪娜!杨果果!金学民
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!!$摘要%!背景!先天性白内障是儿童致盲的重要原因#多数先天性白内障与遗传有关& 目前已知的与
常染色体显性遗传先天性白内障'=4>>(有关的基因有 ., 个&!目的!采用全外显子组测序法对一 =4>>

家系的致病突变基因进行筛查和分析&!方法!纳入 %$-" 年 ? 月), 月在郑州大学第一附属医院就诊的一
=4>>家系#分别采集家系中 -" 例患者和 -" 名表型正常成员外周静脉血各 -$ '*#同期同法采集 -$$ 名健康
体检者 -$ '*的外周静脉血作为对照& 用标准酚@氯仿提取法提取所有受检者基因组 4A=#并采用全外显子
组测序法将先证者的 4A=进行全外显子组测序#与数据库对比后筛选出候选基因突变位点#设计突变基因位
点引物后采用 B>C技术对家系中受检者及 -$$ 名健康对照者的该基因位点进行扩增并测序#以验证候选基
因的致病性并分析其致病机制&!结果!该家系共 # 代 7? 名成员#患病者 %$ 例#遗传方式符合常染色体显性
遗传方式& 患者均双眼发病#晶状体混浊以皮质性为主& 先证者全外显子组测序后分析发现#-. 号染色体
!"#$ 基因的 % 号外显子第 -". 位核糖核苷酸 =突变为 D'21-".=ED(#导致其编码的第 "? 位氨基酸由谷氨
酸变为甘氨酸'F1&"?D(& B>C扩增产物测序结果显示该家系中患病受检者 4A=均有此突变#但该家系中表
型正常的受检者及 -$$ 名健康对照者该候选基因均不存在此突变&!结论!!"#$ 基因 21-".=ED为该 =4>>

家系的致病基因突变位点#增补了 !"#$ 基因的突变谱&!
$关键词%!白内障8遗传* 连接蛋白8基因* 错义突变* 全外显子组测序* 氨基酸序列
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!!先天性白内障是儿童致盲的重要原因#多数先天
性白内障与遗传有关& 据统计#全球先天性白内障的
发病率为 $ $̀-%a b$ -̀.7a#其中发展中国家先天性
白内障的发病率明显高于发达国家

+-@", & 先天性白内
障的遗 传 方 式 有 常 染 色 体 显 性 遗 传 ' (QI3:3'(*
N3');(;I# =4(- 常 染 色 体 隐 性 遗 传 ' (QI3:3'(*
JH2H::)PH#=C(及 c连锁隐性遗传'c<*);[HN JH2H::)PH#
cC(#其中以 =4为主& 目前已知的与常染色体显性
遗传先天性白内障 ' (QI3:3'(*N3');(;I23;GH;)I(*
2(I(J(2I#=4>>(有关的基因有 ., 个#主要分为晶状体
蛋 白 基 因 ' HP(##- HP(#Q- HP(Q#LR#$- HP(Q#D-
HP(QQL-HP(QQG-HP(QQ$-HP(!H-HP(!4-HP(!S(-
晶状体细胞骨架蛋白基因 ' T#=- U1$- UTITLLD-
0#1V(-晶状体膜内蛋白基因'!"#$-!"#W-%XTG-TX0(
以及晶状体发育过程中的调控蛋白基因 'Q=S0L-
Q=S0G-?S=D(" 种类型& 先天性白内障具有高度的遗
传异质性

+#@+, #为先天性白内障的发病机制研究及其
防治带来了一定困难& 为了更好地了解先天性白内障
的发病过程#本研究中对一 =4>>家系进行突变基因
的筛查和分析&

@9资料与方法

@1@9一般资料
于 %$-" 年 ?), 月收集在郑州大学第一附属医院

就诊的一先天性白内障汉族家系#该家系共 # 代 7? 名
成员#均行详细的眼部检查#包括视力-眼位-眼球运
动-眼压-眼前节裂隙灯显微镜检查及眼底检查#同时
收集 -$$ 名与本家系成员无亲缘关系的健康体检者
'无高血压-糖尿病等系统性疾病及眼部疾病等(作为
正常对照& 本研究方案经郑州大学第一附属医院伦理
委员会审查批准'%$-" 年科研第 ". 号(#严格遵循赫
尔辛基宣言#所有参与者或其监护人均签署知情同意书&
@1A9方法
@1A1@94A=纯化-提取及测序!采集该家系中 %? 名
成员外周静脉血各 -$ '*#其中包括患病者 -" 例和表
型正常的家系成员 -" 名#年龄 . b+? 岁& 采用标准酚@
氯仿提取法对外周血逐步进行白细胞重悬-裂解和分

离蛋白质#提取基因组 4A=并用紫外分光光度计进行
定量& 取先证者 4A=行全外显子组测序#用外显子捕
获系统'美国 =G)*H;I公司(捕获全基因组外显子区域
序列 并 建 立 数 据 库& 利 用 d)I=G)*H;IZQJHZH*H2I
WQ'(; =**&U3; #̂ 平台进行 4A=的高通量测序&
@1A1A9基因突变位点筛查!查找 NMZAB--$$$ DH;3'H:-
A>e6ZAB数据库#对已证实的正常对照生物体的突变
位点-公共遗传突变位点及外显子范围之外的碱基进
行过滤和清除*通过生物信息学统计分析#在先天性白
内障基因中筛选出候选突变基因位点&
@1A1B9B>C扩增基因突变位点!采用 BJ)'HJ. 软件
针对筛选的 !"#$'2"=-".D(突变位点设计引物#上游
引物为 #.<>R>=RDD=>D>RRD>=>RRD<..*下游引物
为 # .<=D==D>DD=RDRDDD=D=RD<. .#产物大小为
..- MF& 使用上述引物对家系中的其他成员及健康对
照者的 4A=样本进行 B>C扩增& 扩增体系"-$ 倍
B>C缓冲液 % #̀ !*-% ''3*8f脱氧核糖核苷酸 - $̀ !*
及 -$ !'3*8f的混合液#包括正向和反向引物各
- $̀ !*-% Y8!*'商品单位(R(0 聚合酶 $ #̀ !*-#$ 'G8f
基因组 4A=- $̀ !*& B>C反应采用两相循环#首先
,# g预变性 # ');#此后第一相循环反应条件为 ,# g
变性 .$ :#起始退火温度 7. g "$ :#之后每个循环降低
$ #̀ g#+% g延伸 %# :#共 -$ 个循环*第二相循环反应
条件为 ,# g变性 .$ :##? g退火 "$ :#+% g延伸 %# :#
共 %# 个循环#最后 +% g延伸 -$ ');& B>C扩增产物
经质量分数 - $̀a琼脂糖凝胶分离切胶进行验证#并
采用 h6=0Q)2[ DH*回收试剂盒'德国 h)(GH; 公司(纯
化目的条带#纯化产物采用相应的 B>C扩增引物在
=e6.-$$8.-.$ 自动测序仪上进行 4A=测序&

A9结果

A1@9先天性白内障家系患者临床表现
该家系共 # 代 7? 名成员#"? 名家系成员表型正

常#%$ 例患病者#各代均有患病者#男女患病机会接
近#符合 =4遗传方式'图 -(& 患者多在幼年即发现
晶状体混浊#且均为双眼发病#但双眼晶状体混浊程度
不同'图 %(&

!+-,!中华实验眼科杂志 %$-7 年 -$ 月第 ." 卷第 -$ 期!>L); ]&UF 5FLIL(*'3*#52I3MHJ%$-7# 3̂*1."#A31-$

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



1 2

1 2 3 4 5 6 7

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 1415 1617 18 19 20

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 2223 24 25 26 27 28

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

Ⅳ

Ⅴ

图 @9先天性白内障家系图谱!!"正常男性*""正常女性*#"患病男性*$"患病女性* "不能确定是否正常*8"已去世*↗"先证者

A B
图 A9家系中年龄最小患者双眼眼前节照片!右眼呈倒 i字形混
浊#左眼呈皮质性混浊!="右眼!e"左眼
!

A1A9先证者的全外显子组测序
先证者在 -. 号染色体 !"#$ 基因的 % 号外显子第

-". 位上出现一个杂合性突变 21=-".D#导致其编码
的第 "? 位氨基酸由谷氨酸变为甘氨酸' F1&"?D(#其
他与先天性白内障相关的基因均未发现有意义的突变&
A1B9B>C扩增产物的验证

B>C扩增产物条带清晰明亮#均为单条带#扩增
的 4A=片段长度与预期片段长度一致#证实 B>C扩
增产物为特异性 4A=条带&
A1C9B>C扩增产物的测序分析

通过家系成员及正常对照者 B>C扩增产物测序
结果进行对比#发现该家系中所有患者的 -. 号染色体
!"#$ 基因第 -". 位核糖核苷酸由 =变成 D#突变位点
及突变类型与先证者相同#而表型正常的家系成员及
-$$ 名正常对照者未发现此基因突变'图 .(&

B9讨论

本研究中对一 =4>>家系成员的致病基因进行分
析& 考虑到目前已发现的先天性白内障的致病突变位
点数目多且分布不集中#而本研究中纳入的家系成员
较多#亲缘关系好#家系中患病者与表型正常者的比例
适中#故选用全外显子组测序的方法#通过排除其他疾
病及无意义的基因突变位点#在目标基因内筛出了先
证者 4A=的可疑突变位点#通过特定 4A=片段 B>C
扩增产物测序并与家系中的未发病成员及 -$$ 名健康

正常对照者

家系正常人

家系患者

先证者

图 B9者2>扩增产物测序结果对比分析!可见先证者和家系中患病
者 !"#$ 基因第 -". 位核糖核苷酸由 =变成 D'箭头(

!

正常人群进行比对和验证#发现 !"#$ 基因 21-".=ED
是该家系的致病突变位点&

研究证实#该家系中的突变基因位点在哺乳动物
中 髙 度 保 守

+?@,, # 使 用 B3*OFLH; FJ3GJ(' ' LIIF"88
GH;HI)2:1MSL1L(JP(JN1HNQ8FFL8(对 F1"?&ED进行了
蛋白危害性预测#预测结果为有损害的可能#得分值为
- $̀#提示该突变很有可能影响蛋白的功能& 由此推断
此变异可能是该先天性白内障家系的致病突变&

!"#$ 是位于 -. 号染色体长臂 -- 区'-.0--(的连
接蛋白基因#它只包含 - 个外显子区域#主要表达于人
的晶状体纤维细胞#编码一个由 ".# 个氨基酸组成的
连接蛋白 >U"7& 连接蛋白的主要作用是促进细胞间
的物质交换和代谢#近年来研究发现#>U"7 和 >U#$ 改
变导致的细胞间隙连接功能异常可能是发生白内障的

机制之一& >U"7 主要表达于晶状体蛋白中#且对纤维
细胞间的缝隙连接功能产生影响& 连接蛋白含有 _--
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_%-_. 和 _" " 个跨膜域-&- 和 &% % 个胞外环及 - 个
氨基端和 - 个羧基端#目前为止#已知的与白内障有关
的 !"#$ 基因突变位点有 %- 个& 这 %- 个突变位点分
别导致了与 !"#$ 基因对应的连接蛋白 >U"7 在 %$ 个跨
膜 区 及 胞 外 环 区 和 - 个 胞 质 循 环 区 的 改 变
'D-".C( +--@-., &

本研究中通过多个氨基酸序列进行比对#发现
!"#$ 基因的 % 号外显子第 -". 位上错义突变'21-".=E
D(导致了 >U"7 第一胞外环区'&-(的第 "? 位谷氨酸
变为甘氨酸'F1"?&ED(& 在连接蛋白六聚体中#&- 和
&% 区域通过二硫键在细胞间隙间形成缝隙连接通
道

+-"@%., #这些细胞外区域的改变会影响 >U"7 对晶状
体纤维细胞间耦合透明功能的调节& 目前#尚无明确
自发或诱发的与 !"#$ 基因突变相关的白内障动物模
型#!"#$ 基因近端 7 2'处可能存在的 % 个隐性等位
基因突变也给动物模型的建立增加了难度

+%"@%#, &
本研究中发现了一 =4>>家系的致病性 !"#$ 基

因 21-".=ED突变位点#可为其他先天性白内障家系
的突变基因筛查提供参考依据#同时也为 !"#$ 基因
21-".=ED突变位点细胞模型的构建提供了新的思
路#将来有可能利用 \H:IHJ; M*3I技术及免疫荧光技术
验证此突变是否导致翻译合成蛋白质的量的改变#并
进一步探讨由此引起的蛋白质结构的改变&

综上所述#本研究中发现了一 =4>>家系的 !"#$
基因突变'21-".=ED(#不仅扩增了 !"#$ 基因的突变
谱#进一步验证了 !"#$ 基因在晶状体发育过程中的
重要作用#同时也对先天性白内障的分子生物学研究
提供了有用的信息&
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