
!临床研究!

全外显子组测序法对中国先天性白内障一家系

致病基因的研究

布娟R刘敬R庞宏蕾R刘峰R王乐今
HDDHCH 北京大学第三医院眼科R教育部视觉损伤与修复重点实验室
通信作者'王乐今#;1)#5'S)&,5(N#&j.%(>I:#&)J>21
-*<'HDJEKLDM>1)JNJ#::&JODCPQDHLDJODHLJHDJDDL

RR+摘要,R背景R基因突变是导致遗传性先天性白内障的主要原因#全外显子组测序技术是目前研究致

病基因突变较为理想的检测手段-R目的R应用高通量测序技术对中国汉族常染色体显性遗传先天性白内
障$B-88%一家系的 E 例患者进行全外显子组测序#筛选该 B-88家系的致病基因-R方法R采用横断面研

究方法#收集中国汉族先天性白内障一家系#共有 G 代 G\ 人家系成员#其中'H 和'O 已去世- 在&*%**代

中各取 H 例患者的静脉血 \ pHD 15#采用全外显子捕获和新一代测序技术进行高通量测序#测序结果与人类
'B4?B4\*6T!W4HED 和 HDDD Y(&21(4/2N(>0数据库进行比对#过滤已报道的常见变异后#再过滤掉同义突

变#最后通过 !)&,(/法测序排除外显子测序的假阳性结果#筛选出候选基因#并对其进行突变筛查-R结果R

该家系的所有成员中共 HH 例患病者#且各代均有患病者#男女发病比例相当#符合 B-88的遗传规律#所有患

者均为核性白内障- 全外显子组测序发现#在各候选基因中#主要内源性蛋白$/>;%基因是 B-88的已知基

因#故采用 !)&,(/法首先对 />;基因进行验证并确定杂合突变$>"/HO'PL\GPOPD 8wU%为该家系的致病突变-

该突变位于剪切位点上#造成由第 G 外显子编码的 LH 个氨基酸被亮氨酸a组氨酸a丝氨酸所替代#导致异常

截短蛋白的产生-R结论R/>;基因剪切位点的杂合突变是导致该 B-88家系致病的分子发病机制-R
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RR先天性白内障是儿童主要的致盲眼病之一#发病
率为 DqDHl pDqDLl#约 HME 以上的患者与遗传有
关- 目前先天性白内障的已知致病基因有 GG 个#其中
与常染 色 体 显 性 遗 传 先 天 性 白 内 障 $ )%02:21)5
621#&)&0>2&,(&#0)5>)0)/)>0#B-88%相关的致病基因至
少有 OO 个 (H) #包括 HD 个晶状体蛋白$>/+:0)55#&#!-K%
基因 $ !-K((* !-K(&* !-K&&%* !-K&&1* !-K&(3*
!-K&(*+(1*!-KF!*!-KF"*!-KF)%*G 个膜蛋白基
因(缝隙连接蛋白基因$!O(1*FO(c%*主要内源性膜蛋
白$1)N2/#&0/#&:#>./20(#&#?<4%基因$/>;%.%和晶状体
内在膜蛋白$5(&:#&&(/1(1T/)&)#/(M1(1T/)& ./20(#&#
A<?HM?4%基因 $ ?>/*+/;*4 %)*G 个转录调节因子
$/(C*;>0B1*2)C3*;(B.%*细胞骨架蛋白基因之一
$&C);%%*上皮细胞激酶基因 $,;2(%%*染色质修饰
蛋白基因$!2/;3&%以及铁蛋白轻链基因- 随着近年
来基因测序技术的迅猛发展#高通量基因测序的成本
逐年下降#促进了全外显子组测序技术的临床应用-
全外显子组测序技术能检测待测组织中所有突变的外

显子基因#是目前研究致病基因突变较为理想的检测
手段- 由于 B-88的致病基因较多#为了广泛收集
B-88患者的致病基因谱#积极开展 B-88患者的致
病基因突变机制的研究#本研究拟利用全外显子组测
序的方法对中国汉族一 B-88家系的致病基因进行分
子遗传学研究-

87资料与方法

8J87一般资料
采用横断面研究方法#收集 ODHH 年在北京大学第

三医院眼科就诊的中国汉族先天性白内障一家系#该
家系共有 G 代 G\ 名成员#其中'H 和'O 已去世- 本
研究遵循赫尔辛基宣言#所有家系成员检查前均知情
同意#并签署知情同意书-
8J;7方法
8J;J87眼科检查7先证者于 ODHH 年就诊于北京大学

第三医院眼科#详细询问病史及家族史后#纳入家系成
员中所有患病者#均经全面的体格检查#排除眼部以外
的疾患- 所有患者均行视力检查#复方托吡卡胺滴眼
液点眼扩瞳后行裂隙灯显微镜检查以观察眼前节表

现#采用间接检眼镜行眼底检查-
8J;J;7基因组 -WB的提取R抽取家系中 HD 例患者
和 HO 例正常人的外周血 \ pHD 15#分离提取基因组
-WB#采用紫外分光光度计和 L ,MA琼脂糖凝胶电泳
检测样本 -WB纯度和浓度#然后加入H DDD )5U;置
于aOD t冰箱中保存备用-
8J;J<7基因组 -WB全外显子测序R将基因组 -WB
任意打断成约 PDD T. 的片段#在 -WB片段两端分别
连接上接头- 经过 489库检验合格后的 -WB片段与
!%/(!(5(>0靶向富集系统$美国 B&,#5(&0公司%进行杂
交捕获#行外显子测序后获得原始数据#经过去污染等
过滤处理#比对参考基因组#对采集的数据行标准信息
分析 流 程 处 理# 包 括 对 单 核 苷 酸 多 态 性 $ :#&,5(
&%>5(20#6(.25+12/."#:1#!W4%和 <&-(5等进行检测*注
释和统计分析#同时对数据进行质控检测#包括测序深
度*覆盖度均一性等分析#序列比对使用 T#2:>2.(软件
$美国 B̀ <公司%- 参考数据库为 W8̀ <数据库中的人
类 'B4?B4\*6T!W4HED 和 HDDD Y(&21(4/2N(>0数据
库- 逐步过滤法筛选出候选基因及突变位点-
8J;J>7!)&,(/法测序验证候选基因R对于候选突变#
扫描 GG 个白内障已知基因#发现了一个已知基因"
/>;基因的突变#对其进行 !)&,(/测序#以确认该突
变是否为该家系的致病突变- />;基因的 489引物
序列为 V'P1QBBYUUUY8B88BB88BY8U8QE1#9'P1Q
B8UY8Y88UYU88BBBBBUBQE1- 反应总体系包括 HD
倍 缓 冲 液 OqP )5$ ?,Od HqP 1125MA%* G 倍 6WU4
OqD )5$O 1125MA%*上下游引物各 DqP )5$OD .125M)5%*
U)[ -WB聚合酶 HqD )5(H 7M)5$商品单位%)*模板
-WBHqD )5$HDD &,M)5%#加无菌 66'O *至 OPqD )5-
489反应条件'CP t预变性 P 1#&&CP t变性 ED :#
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PL t退火 ED :#KO t延伸 GP :#共 EP 个循环&KO t延
伸 HD 1#&- 行 -WB扩增产物的纯化及序列分析-

;7结果

;J87眼科检查
经家系系谱调查和全面的眼科检查发现#该家系

中发病者在 G 代系谱中连续出现#患者双亲中有一方
患病#则患者子女中有 HMO 发病#且男女患病机会均
等#符合常染色体显性遗传特点- 该家系 G\ 名成员中
有 HH 例患病者#EK 例正常人$图 H%- 患者的发病特
点是出生后即双眼患病#晶状体呈不同程度的核性混
浊$图 O%#视力为数指M眼前 pDqG-
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图 87先天性白内障家系图R"'正常男性&#'正常女性&$'患病男性&%'患病女性&$'去世男性&#'去世女性&&'先证者R图 ;7家系患者
典型的眼部裂隙灯显微镜检查图像

;J;7全外显子组测序
;J;J87样本覆盖度分析7该家系中的 G 个样本$H 名
正常者和 E 例患者%的基因组全外显子组测序目标区
域 $ GG ?% 的 平 均 深 度 为 LLqGG# 平 均 覆 盖 率 为
CCqGOl#测序深度在 HD 倍以上的覆盖率为 CLqLKl-
;J;J;7外显子组测序7每个样本平均检测到的 !W4
数目为CG CEL个#插入M缺失多态性 $#&:(/0#2&M6(5(0#2&
.25+12/."#:1:#<&-(5%的数目为C OPL- 经过滤公共数
据库*内部数据库和遗传模式之后#有 HE 个 !W4和
O 个<&-(5被保留下来#其中一个突变$>"/HO'PL\GPOPD
8wU#,JHKKDHYwB%是位于先天性白内障已知致病基
因 />;的剪切位点上-
;J<7/>;基因测序

A B

A C T T A T T C G T T
250

A CTTA C TCG TTG
260

图 <7先天性白内障家系患者及正常人 +$%基因测序结果RB'先
天性白内障家系患者 />;基因测序结果R '̀先天性白内障家系正
常人 />;基因测序结果

家系中的所有患者存在 />;基因杂合突变
$>"/HO'PL\GPOPD 8wU#,JHKKDHYwB%$图 EB%#而家系
中正常人及 HDD 例正常对照者未检出该突变$图 E %̀ -
/>;基因突变发生于剪切位点上#造成可变剪切#使得

第 G 个外显子的编码序列和 E0非翻译区的部分序列
被剪切掉#导致终止密码子的位置发生了改变- 其蛋
白水平的变化为原本由第 G 外显子编码的 LH 个氨基
酸被亮氨酸a组氨酸a丝氨酸所替代#造成 />;基因编
码蛋白的截短#因此对编码蛋白质的结构产生较大影
响$图 G%-

A B
图 >7+$%基因编码的蛋白结构RB'正常人 />;基因编码的蛋白
呈致密*整齐的螺旋结构R '̀基因突变患者 />;基因编码的蛋白呈
松散*混乱的螺旋或丝状结构

<7讨论

先天性白内障的形态多样#常见的临床类型为板
层性白内障*核性白内障*粉尘状白内障*后极性白内
障和前极性白内障

(O) - 晶状体由上皮细胞分化而来
的纤维细胞组成#由于缺乏各种细胞器#这些细胞无法
维持自身的代谢活动#必需由表层的上皮细胞和分化
程度较低的纤维细胞提供的水*离子和各种代谢物才
能存活-
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?<4是水通道蛋白家族的一员 (E) #是晶状体特异
性蛋白质#也是成熟晶状体纤维中含量最丰富的膜蛋
白#占晶状体细胞膜蛋白总量的 \Dl#该蛋白由 OLE
个氨基酸组成#主要表达于晶状体纤维细胞#普遍存在
于细胞膜上#参与晶状体的水代谢#通过减少晶状体纤
维细胞间的空隙维持晶状体的透明性和内环境稳定-
水通道蛋白通常形成四聚体#每个单体是一个功能性
的水通道#有助于水流进行双向跨膜运输-

有研究表明#/>;基因突变与先天性白内障的发
生有关

(GaP) #迄今为止#导致 B-88的 />;基因突变类
型有 HH 种#包括 \ 个错义突变*H 个碱基缺失导致的
移码突变*H 个密码子突变和 H 个剪切位点突变 (LaHP) -
外显子和内含子交界处的剪切位点 YUQBY序列在生
物进化史上是极其保守的#该序列上出现任何一个突
变都会对基因的转录产生很大影响- 本研究中发现
/>;基因剪切位点突变后#其表达产物与野生型的相
比会产生截短或空间结构的改变#形成了异常截短的
水通道蛋白#从而影响晶状体的水代谢及其透明性和
内环境稳定#导致先天性白内障的发生-

本研究中所发现的 />;基因剪切位点的突变与
以往报道的突变位置相同

(HP) #但是本研究家系患者为
核性白内障#与报道中的蜗牛状白内障的表型不同#其
机制尚不清楚#可能与先天性白内障的高度遗传异质
性有关

(HLaHK) #即同一种白内障表型可以由一种或多种
致病基因或基因型所引起#并且可以呈现出不同的遗
传方式#而多种白内障表现型也可以由同一个基因或
同一基因家族的突变所引起- 因此#本研究的结果也
进一步证实了 />;基因突变与 B-88的密切关系-
有关 />;突变后其具体的信号通路等功能机制的研
究仍是我们进一步研究的主要方向-
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