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RR+摘要,R背景R眼皮肤白化病$*8B%是由于先天性黑色素缺乏导致的眼*皮肤*毛发部分或全部色素缺
失的一组遗传性疾病#可分为 *8BH pK 型#其中 0K-基因$0K-%突变可引起 *8BH 型- *8B具有明显的遗传
和表型异质性#突变基因的分子诊断有助于对 *8B患者进行分型并进行分子发病机制研究-R目的R对 *8B
患者进行 0K-基因突变筛查#分析基因突变类型与临床表型之间的关联性-R方法R于 ODHH 年 H 月至 ODHG
年 HO 月在天津市眼科医院纳入 HD 例 *8B患者#观察并记录患者的临床表现- 采集所有患者及 H 例患者直
系亲属的外周静脉血各 E 15#提取基因组 -WB#采用 489法进行扩增#然后行 0K-全基因序列分析#包括 0K-
基因的全部 P 个外显子编码序列及外显子 P1端和 E1端与内含子拼接部非编码区序列-R结果RHD 例 *8B
患者的毛发呈白色或红棕色#皮肤呈白色#虹膜不同程度的色素缺少- 患者最佳矫正视力为 DqDP pDqO#部分
患者合并眼球震颤- 直接检眼镜下眼底呈晚霞样改变#黄斑结构缺失- 全 0K-基因测序发现#例 H 患者携带
复合性杂合突变体 >J\EO8wU$.J9OK\F%和 >JHOHK8wU$.J4GDLA%#其父母分别为第 G 外显子 4GDLA杂合突变
和第 O 外显子 9OK\F杂合突变#患者为 *8BHB亚型#其表型为白发和白色虹膜&例 E 患者携带 >JHOLPYw
B$.J9GOOm%和 >JHOHK8wU$.J4GDLA%复合杂合性突变#表现为 *8BH`亚型#表型为头发红棕色#虹膜为灰黄
色- 其他 \ 例患者未携带 0K-基因突变体-R结论R0K-基因突变是导致 *8BH 型的主要诱因#*8BHB亚型
表型的患者毛发和眼部全部色素丧失#*8BH`亚型为部分色素缺失- *8B的突变基因不同#可能是遗传和表
型异质性的原因-R
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RR体内黑色素的产生主要由外胚层的黑色素细胞来
完成#黑色素细胞主要分布在皮肤*毛发*眼*耳蜗等由
外胚层分化的器官组织中- 体内的黑色素合成发生障
碍时会造成皮肤*毛发以及眼部的色素减少或缺失#引
起白化病- 根据色素缺失部位的不同和有无其他系统
异常可将白化病分为眼型白化病*眼皮肤白化病
$2>%52>%0)&(2%:)5T#&#:1#*8B%和白化病相关综合征-
*8B是白化病中最常见的类型#根据 HCCG 年的统计
数字#中国汉族人群 *8B的患病率为 HMH\ DDD (HaO) -
*8B患者除有皮肤*毛发色素缺乏外#还可伴有视力
低下*畏光*屈光不正*眼球震颤*虹膜半透明*黄斑发
育不良*视神经通路功能的异常 (EaG) - *8B为常染色
体隐性遗传性疾病#目前发现的与之相关的基因有
*8BH p*8BK#除 *8BP 位点上未发现候选致病基因
外#其余位点均已发现与疾病发生相关的致病性基因
突变#其中 *8BH 的酪氨酸酶基因$0+/2:#&):(#0K-%和
*8BE 上的酪氨酸酶相关蛋白酶 H 基因 $0+/2:#&):(Q
/(5)0(./20(#& H#0K-;*%是热点突变基因之一#并 0K-
基因突变又可分为 *8BHB型和 *8BH`型#临床表型
有所不同

(PaC) - 致病基因的多样性导致 *8B具有明
显的遗传异质性#分子诊断有助于对 *8B患者进行疾
病分型和分子发病机制研究- 本研究中利用基因分子
诊断技术对 *8B患者进行 0K-基因突变筛查-

87资料与方法

8J87一般资料
于 ODHH 年 H 月至 ODHG 年 HO 月共收集在天津市

眼科医院确诊的 *8B患者 HD 例#其中男 P 例#女 P
例&年龄 HG pO\ 岁- 所有患者均因畏光*眼球震颤*视
力低下就诊- 眼科检查内容包括最佳矫正视力$ T(:0
>2//(>0(6 @#:%)5)>%#0+# 8̀̂ B%*裂隙灯显微镜下眼前节

检查*眼底检查*屈光状态和眼球运动检查#采用
8#//%:GDDD *8U仪 $德国 8)/5e(#::公司%行眼后段
*8U检查- 一般来说#*8BHB型毛发*皮肤为白色#虹
膜接近灰白色#眼部症状严重#*8BH`型毛发为浅黄
色或棕黄色#虹膜色素浅#眼部症状较轻- *8BO 型与
*8BH`表型类似#*8BE 型皮肤毛发为红褐色#无明显
眼部症状#*8BG 型与 *8BH *̀*8BO 型相近- 本研究
在获得患者知情同意基础上#经过天津市眼科医院伦
理委员会审查批准 $批准号'U]ggAAQODHDQHD%#执行
过程严格遵循赫尔辛基宣言-
8J;7方法

在征得患者及家属的知情同意后#采集患者及其
直系亲属的外周静脉血各 E 15#并按 -WB分离试剂盒
$美国 92>"( #̀2>"(1#>)5公司%说明书进行分步 -WB
提取#提取的 -WB样品经紫外分光光度计和质量分数
HqPl琼脂糖凝胶电泳检测纯度和浓度后于aOD t保
存备用-

对 HD 例 *8B患者 -WB进行 0K-全基因序列分
析#包括 0K-基因全部 P 个外显子编码序列及外显子
P1端和 E1端与内含子拼接部非编码区序列- 以基因
组 -WB为模板#通过 489反应对目的片段进行扩增#
0K-基因扩增引物由北京赛百盛基因技术有限公司进
行合成- 489反应体系为 PDqDD )5#包括模板基因组
-WBHqDD )5$PD &,M)5%*HD 倍缓冲液 PqDD )5*HD 1125MA
脱氧核糖核苷酸 $ 6WU4% PqDD )5*U)[ -WB聚合酶
DqOP )5*上游和下游引物各 DqPD )5$HD 1125MA%- 采
用 U2%>"-2S& 程序进行两相 489反应#反应条件'CP t
预变性 E 1#&&第一相 CP t变性 ED :#LE pPE t退火 ED :
$DqP t梯度降温%#KO t延伸 GP :#共 OD 个循环&第二
相 CP t变性 ED :#PP t退火 ED :#KO t延伸 GP :#共 OD
个循环&延伸 K 1#&-采用纯化试剂盒$德国m#),(& 公司%
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表 878D 例 LG4患者临床资料

患者编号 疾病分型 年龄$岁% 性别 视力R 毛发皮肤颜色 虹膜 眼球震颤 眼底检查 突变类型

*8BDH
R

*8BHB
R

HK
R

男

R
*-DqHD
*! DqDP

头发白色#皮肤白
R

灰白色

R
有

R
晚霞样眼底*
黄斑结构不清

9OK\F
4GDLA

*8BDO
R

a
R

OO
R

男

R
*-DqOD
*! DqHD

头发金黄色

R
色浅

R
有

R
同上

R
a
R

*8BDE
R

*8BH`
R

HC
R

女

R
*-DqDP
*! DqHD

头发红棕色#皮肤白
R

灰黄色

R
有

R
同上

R
9GOOm
4GDLA

*8BDG
R

a
R

O\
R

男

R
*-DqHD
*! DqDP

毛发白色#皮肤白
R

灰白色

R
有

R
同上

R
a
R

*8BDP
R

a
R

H\
R

男

R
*-DqHD
*! DqOD

毛发浅黄色

R
浅棕黄色

R
有

R
同上

R
a
R

*8BDL
R

a
R

HC
R

女

R
*-DqDP
*! DqHD

毛发浅黄色

R
浅粉色

R
有

R
同上

R
a
R

*8BDK
R

a
R

HG
R

男

R
*-DqHD
*! DqHD

毛发白色

R
色浅

R
有

R
同上

R
a
R

*8BD\
R

a
R

HL
R

女

R
*-DqHD
*! DqOD

毛发白色

R
淡黄色

R
有

R
同上

R
a
R

*8BDC
R

a
R

HK
R

女

R
*-DqHD
*! DqOD

毛发黄色

R
灰黄色

R
有

R
同上

R
a
R

*8BHD
R

a
R

OG
R

女

R
*-DqHD
*! DqHD

毛发浅黄色

R
透明蓝色

R
无

R
同上

R
a
R

R注'*8B'眼皮肤白化病&*-'右眼&*!'左眼&a'未测到

对 489反 应 产 物 进 行 纯 化 后 加 入
#̀,-+($美国 A#3(U(>"&252,#(:公司%进
行测序#通过 B̀ <EHED 测序仪读取基因
序列#采用 8"/21):OJD 软件$澳大利亚
U(>"&(5+:#%1公司%和 -WB!0)/\JD 软件
$美国 -WB!UB9公司%进行序列分析-

;7结果

;J87*8B患者临床表现
HD 例 *8B患者均曾诊断为皮肤白

化病#毛发呈白色或红棕色#皮肤呈白
色#虹膜不同程度脱色素- 直接检眼镜
下可见黄斑发育不良 $中心凹反光消
失%#局部色素少#可透见脉络膜血管#
眼底呈晚霞样改变#*8U检查显示黄斑
中心凹结构缺失- 患者 8̀̂ B为 DqE p
DqL#合并眼球震颤$图 H#表 H%-

A B

C D

E F
图 87LG4患者外观及眼科临床检查RB'H 例男性患者可见皮肤*
毛发均为白色#为 *8BHB型R '̀H 例女性患者可见头发为红棕色#
皮肤呈白色#为 *8BH`性R8'图 B患者睫毛为白色#虹膜呈灰白色
-'图 `患者睫毛为白色#虹膜为灰黄色R;'图 B患者眼底色素缺
乏#呈晚霞样改变#黄斑区结构不明显RV'图 B患者 *8U检查未见
黄斑中心凹结构

;J;7*8B患者 0K-基因突变筛查
0K-全基因序列分析显示#O 例患者携 0K-基因

复合杂合性突变- *8BDH 患者的 0K-基因第 O 外显
子发生 >J\EO8wU杂合性改变#导致第 OK\ 编码子野
生型精氨酸被终止密码子替代$9OK\F%#氨基酸翻译
序列提前终止&第 G 外显子出现 >JHOHK8wU碱基杂合
性改变#导致第 GDL 编码子野生型脯氨酸被突变型亮

B

C D

R278X突变 P406L突变

A

图 ;7LG4D8$LG484%患者及其双亲 #3&基因突变测序结果RB'
患者 0K-基因第 O 外显子出现 >J\EO8wU的碱基杂合性突变#导致
第 OK\ 编码子精氨酸被终止密码子替代$9OK\F% $箭头%R '̀患者
第 G 外显子出现 >JHOHK8wU的碱基杂合性改变$箭头%R8'患者母
亲携带 9OK\F杂合突变 $箭头%R-'患者父亲 4GDLA杂合性突变
$箭头%

氨酸所替代$图 O%- 该患者父母 0K-全基因序列分
析发现#其母亲携带第 O 外显子 9OK\F杂合突变#其
父亲携带第 G 外显子 4GDLA杂合突变- *8BDE 患者
在 0K-基因第 G 外显子出现 >JHOLPYwB的碱基杂合
性改变#导致第 GOO 编码子编码的野生型精氨酸被突
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变型的谷氨酰胺替代$9GOOm% $图 E%#同时该患者还
在第 G 外显子携带 4GDLA杂合性突变- 其余 \ 例患者
未发现携带 0K-基因突变体-

A B

C

R422Q正向序列 R422Q反向序列

P406L

图 <7LG48J患者 #3&基因
突变测序结果RB'患者 0K-
基因第 G 外显子 9GOOm正向
序列显示 YwB碱基杂合性突
变$箭头%R '̀患者 0K-基因
第 G 外显子 9GOOm反向序列

显示 8wU碱基杂合性突变$箭头%R8'患者 0K-基因第 G 外显子携
带 4GDLA杂合性突变$箭头%

<7讨论

*8B为常染色体隐性遗传性疾病#目前发现相关
的基因突变位点包括 *8BH $?<?xODEHDD#LDLCPO#
HH[HGJE %* *8BO $ ?<? x ODEODD %* *8BE $ ?<? x
ODEOCD%**8BG$?<?xLDLPKG%**8BP$?<?xLHPEHO%*
*8BL$?<?xHHEKPD%和 *8BK$?<?xLHPHKC%#目前已
知热点突变位点有 *8BH 的 0K-**8BO 上的 A!(% 基
因$也称 4基因%**8BE 的 0K-;***8BG 上的膜相关
转运蛋白基因$1(1T/)&(Q)::2>#)0(6 0/)&:.2/0(/./20(#&#
/(0;或 )?!3<(%%以及 *8BL 上的 )?!%3(< 基因和
*8BK 上的 !*=A-C** 基因 (PaC) #本研究中对 HD 例
*8B患者进行 0K-基因直接测序#发现 O 例患者携带
有复合杂合性0K-基因突变体#即 >J\EO8wU$.J9OK\F%
和 >JHOHK8wU$ .J4GDLA% 突 变#以 及 >JHOLPYwB
$.J9GOOm%和 >JHOHK8wU$.J4GDLA%复合杂合性突变-

0K-基因编码的酪氨酸酶具有酪氨酸羟化酶*多
巴氧化酶的作用#是黑色素合成的限速酶 (HD) #0K-基
因突变后可导致 *8BH 型- *8BH 型是 *8B中较常见
的类型#占 *8B患者的 PDl pLDl (HHaHO) - *8BH 又可
分为 *8BHB和 *8BH` O 种亚型# *8BHB型患者
$?<?xODEHDD%的临床表型较为严重#可引起内酪氨酸
酶活性和功能的丧失#导致皮肤和眼组织无黑色素#故
患者皮肤毛发颜色较浅- 本研究中 *8BDH 患者皮肤*
毛发均为白色#虹膜灰白色#表型与 *8BHB型一致-
*8BHB患者的视力损害也较为严重#多数降至 DqDP
左右&而 *8BH`型$?<?xLDLCPO%患者酪氨酸酶活性
虽部分丧失#但活性显著下降#造成体内黑色素合成不

足#出现皮肤毛发较正常人颜色变浅- 本研究中
*8BDE 患者头发为红棕色#皮肤呈白色#虹膜灰黄色#
表型轻于 *8BHB型#符合 *8BH`型表现- 随年龄的
增长和体内黑色素合成的不断增加#*8BH`患者的视
力有所改善

(HE) -
酪氨酸酶是由 POC 个氨基酸组成的跨膜糖蛋白#

蛋白中所含的 O 个铜离子 8%B和 8%`的结合位点是
酶的催化活性部位#O 个铜离子间的序列高度保守#发
生于此区域内的任何突变均会改变 O 个铜离子间的距
离#并影响蛋白结构 (HG) - 迄今为止#与 *8BH 相关的
0K-突变有 EDD 余种#包括错义或无义突变及移码突
变*剪切位点突变和复合杂合突变-

.J9OK\F突变位于酪氨酸酶 O 个铜离子结合位
点区间#由于提前出现蛋白编码中止信号#导致 0K-
编码的氨基酸序列较正常缩短#诱发无义突变介导的
19WB降解机制#使 0K-突变体编码的异常蛋白被降
解#导致酪氨酸酶合成不足 (HPaHL) - .J4GDLA突变位于
8%`至 8末端疏水跨膜区域#通过实验证实#经
.J4GDLA突变表达质粒转染的 '(A)细胞内的酪氨酸
酶活性仅为野生型基因转染质粒的 Kl#说明 .J4GDLA
突变可使酪氨酸酶活性明显降低

(HK) - 本研究中
*8BHB患者出现了 .J9OK\F和 .J4GDLAO 个位点的
突变#推测 .J9OK\F和 .J4GDLA的共同作用可能导致
酪氨酸酶合成不足或酶活性丧失#干扰黑色素代谢#导
致患者出现毛发和虹膜呈白色*黄斑发育不良*视力差
等 *8BHB亚型临床特征-

.J9GOOm突变同样位于 8%`至 8末端疏水跨膜
区域#已有报道在 *8BH`型患者体内检出 9GOOm和
4\HA复合性杂合突变 (H\) - 研究证实#携带 9GOOm突
变质粒转染的'(A)细胞在培养后 LG "#酪氨酸酶活性
仅为野生型 0K-基因转染细胞的 O\l (H\) - .J4GDLA
和 .J9GOOm突变后共同作用的结果将会导致酪氨酸
酶活性下降#黑色素合成不足- 本研究结果显示#与携
.J9OK\F和 .J4GDLA复合性杂合突变的 *8BHB型
$*8BDH%患者相比#*8BH`型$*8BDE%患者皮肤*毛
发的色素 缺 乏 程 度 相 对 较 轻# 说 明 .J4GDLA和
.J9GOOm突变并没有导致 *8BH`型患者体内全部酪
氨酸酶的丧失-

总之#本研究中进行 0K-全基因测序的 HD 例
*8B患者中仅检出 O 例患者携带 0K-基因的杂合性
突变#其他 \ 例患者未检测到 0K-基因突变#说明这 \
例患者的表型与 0K-基因无关#但由于本研究并未对
其他与 *8B相关的突变基因进行筛查#因此这些患者
的致病基因尚不明确#同时也说明 *8B具有高度的临
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床表型异质性和遗传异质性- 基因测序有助于对
*8B进行分型#同时有助于对白化病患者进行产前诊
断和遗传咨询-
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眼科常用英文缩略语名词解释

B?-'年龄相关性黄斑变性$),(Q/(5)0(6 1)>%5)/6(,(&(/)0#2&%
BW*̂ B'单因素方差分析$2&(QS)+)&)5+:#:23@)/#)&>(%
7̀U'泪膜破裂时间$T/()$%. 0#1(230()/3#51%

-9'糖尿病视网膜病变$6#)T(0#>/(0#&2.)0"+%
;B7'实验性自身免疫性葡萄膜炎$(Z.(/#1(&0)5)%02#11%&(%@(#0#:%
;YV'表皮生长因子$(.#6(/1)5,/2S0" 3)>02/%
;A<!B'酶 联 免 疫 吸 附 测 定 $ (&_+1(Q5#&$(6 #11%&2:2/T(&0

)::)+%
;9Y'视网膜电图$(5(>0/2/(0#&2,/)1%
VVB'荧光素眼底血管造影$3%&6%:35%2/(:>(#& )&,#2,/)."+%
VYV'成纤维细胞生长因子$3#T/2T5):0,/2S0" 3)>02/%
YV4'绿色荧光蛋白$,/((& 35%2/(:>(&0./20(#&%
<VWQ#'#干扰素$#&0(/3(/2&Q#%
<A'白细胞介素$#&0(/5(%$#&%
<*A'人工晶状体$#&0/)2>%5)/5(&:%
<9̀ 4'光间受体视黄类物质结合蛋白$#&0(/."202/(>(.02//(0#&2#6

T#&6#&,./20(#&%
AB!<='准分子激光原位角膜磨镶术$5):(/#& :#0% $(/)021#5(%:#:%
<8YB'吲哚青绿血管造影$#&62>+)&#&(,/((& )&,#2,/)."+%
A;8:'晶状体上皮细胞$5(&:(.#0"(5#)5>(55:%
1#9WB'微小 9WB$1#>/29WB%
??4'基质金属蛋白酶$1)0/#Z1(0)552./20(#&):(%
1U*9'哺乳 动 物 类 雷 帕 霉 素 靶 蛋 白 $ 1)11)5#)& 0)/,(023

/).)1+>#&%
?UU'四甲基偶氮唑盐$1(0"+50"#)_25+50(0/)_25#%1%
WV'核录因子$&%>5()/3)>02/%
*8U'光学相干断层扫描$2.0#>)5>2"(/(&>(0212,/)."+%
*9'优势比$266:/)0#2%
4B8Y'原发性闭角型青光眼$./#1)/+)&,5(Q>52:%/(,5)%>21)%
489'聚合酶链式反应$.25+1(/):(>")#& /()>0#2&%
9Y8:'视网膜节细胞$/(0#&)5,)&,5#2& >(55:%
4*BY'原发性开角型青光眼$./#1)/+2.(& )&,5(,5)%>21)%
94;'视网膜色素上皮$/(0#&)5.#,1(&0(.#0"(5#%1%
9Ŵ '视网膜新生血管$/(0#&)5&(2@):>%5)/#_)0#2&%
94'视网膜色素变性$/(0#&#0#:.#,1(&02:)%
!'0'泪液分泌试验$!>"#/1(/' 0(:0%
:"9WB'小发夹 9WB$:"2/0")#/.#& 9WB%
:#9WB'小干扰 9WB$:1)55#&0(/3(/#&,9WB%
$Q!?B'$Q平滑肌肌动蛋白$$Q:1220" 1%:>5()>0#&%
UB*'甲状腺相关眼病$0"+/2#6Q)::2>#)0(6 2."0")512.)0"+%
UYV'转化生长因子$0/)&:32/1#&,,/2S0" 3)>02/%
UWV'肿瘤坏死因子$0%12/&(>/2:#:3)>02/%
7̀ ?'超声生物显微镜$%50/):2%&6 T#21#>/2:>2.(%
;̂YV'血管内皮生长因子$@):>%5)/(&620"(5#)5,/2S0" 3)>02/%
;̂4'视觉诱发电位$@#:%)5(@2$(6 .20(&0#)5%
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