
!临床研究!

中国先天性粉尘状白内障一家系致病突变筛查

纪康康!顾正宇!王亚茹!鲍伟利!廖荣丰
安徽医科大学第一附属医院眼科!合肥 "4$$""
通信作者#廖荣丰"&'()*#*)(0@Q(TQT2%"3560'

!!$摘要%!目的!分析中国先天性粉尘状白内障一家系的致病突变和临床特点(!方法!纳入于安徽医
科大学第一附属医院眼科就诊的汉族先天性白内障一家系"抽取该家系全部成员 # '*外周血"提取基因组
:9;( 从家系中选择先证者!# 及家系成员!3 和"F 的 :9;进行二代测序"对筛选出的可疑突变在其他家
系成员中行 ?(./-@测序验证"并将突变位点与%$ $$$名正常中国人基因序列进行对照"利用蛋白结构危害预
测网站分析该突变对其编码蛋白质结构功能的影响及可能的致病机制"并根据所测结果分析疾病发生的临
床特点(!结果!该家系共 4 代 %A 人"其中患者 %$ 例"正常家系成员 A 名( 家系所有患者中均检出 SU@N 基
因杂合突变 65D"GCB;& O5C%D4='"?7]E和 <0*T<,-.L" 提示该突变很可能对蛋白结构有害"?R)KKL'0S-*和
<T'0*建模显示该突变其编码的缝隙连接蛋白 D3&8̂ D3'二级结构上的 %$G>%%# 氨基酸正常的 $L螺旋结构消
失( 而在该家系正常人及%$ $$$名正常中国人中未发现此突变( 先证者!# 和其儿子"F 的 ?:!Q 基因
65%4"#L%处碱基由 C变为 E&65%4"#L%CBE'"而在其余家系成员及%$ $$$名正常中国人中未发现此突变"且
W?]和 \(1&.N?6(. 提示该突变对 '=9;的剪接有较大影响( 该 " 例患者白内障发展速度较家系中同代年龄
相近患者快"且晶状体混浊形态发生改变(!结论!SU@N 基因中的杂合突变 65D"GCB;为该家系的致病突
变"而 ?!:Q 基因中的 65%4"#L%CBE可能改变了患者晶状体混浊的形态且加速了白内障的发展(!
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!!先天性白内障是指出生 % 年以内婴幼儿的晶状体
出现部分或完全混浊"可并发眼部其他疾病"如青光
眼)先天性小角膜)先天性小眼球和虹膜缺损等( 先天
性白内障在中国发病率约为 $_$#`"""` d4$`儿童
盲是由先天性白内障所致

+%, ( 该疾病严重影响患儿
的视力发育"是儿童常见的致盲眼病( 先天性白内障
具有较高的遗传异质性"约有 %I4 先天性白内障患者
具有家族性"多数遵循常染色体显性遗传 &(PN0K0'(*
S0').(.N";:'"少数为常染色体隐性遗传 &(PN0K0'(*
@-6-KK)M-" ;=' 及 ^ 染 色 体 隐 性 遗 传 & L̂*).Y-S
@-6-KK)M-" =̂' +">4, ( 有研究分别对 D3 例家族遗传性
和 "" 例散发的先天性白内障患者进行基因测序"可能
的致病突变检出率分别为 G4`和 3F`"提示即使散发
的患者也多受遗传因素影响

+D, ( 随着二代测序& .-1N
/-.-@(N)0. K-XP-.6)./"9C?'等新一代测序技术的应
用"遗传性白内障新的致病基因及位点不断被发现(
目前已发现超过 "# 个基因 D$ 个基因位点与先天性白
内障相关"其中晶状体蛋白基因数目最多"占所有突变
基因的 #$`以上"此外约 "#`突变发生于缝隙连接蛋
白 4 &/(O JP.6N)0. O@0N-). (*O,(4"SU@N'基因和 SU@_
基因"较常见的还有内源性蛋白基因)丝样骨架蛋白基
因)热休克转录因子 D&,-(NK,06Y N@(.K6@)ON)0. Q(6N0@D"
?:!Q'基因)染色质修饰蛋白基因等 +#>G, ( 了解先天
性白内障的发病机制)完善或佐证先天性白内障的致
病基因图谱是降低先天性白内障的发病率)改进治疗
等的必要措施( 本研究中对先天性粉尘状一家系进行
致病突变研究"探寻突变位点并对该家系发病临床特
点进行分析(

?6资料与方法

?5?6一般资料
采用系列病例观察研究设计"纳入于安徽医科大

学第一附属医院眼科就诊的中国安徽省阜阳市汉族先

天性白内障一家系"详细收集家系资料并进行眼部检
查&视力)裂隙灯显微镜)眼前节照相)眼压)眼底检
查'"绘制家系图谱并抽取全体成员 # '*外周血于
>"$ m冰箱保存( 本研究经安徽医科大学伦理委员会
批准&批文号#<a"$%GL#L%G'"严格遵循赫尔辛基宣言"
所有家系成员均签署知情同意书(
?5@6方法

?5@5?6:9;提取与测序!使用 E7;9('O c*00S :9;
Z)N&:<4DF'试剂盒"严格按照说明提取全血中的白细
胞基因组 :9;"使用紫外分光光度计确保样品浓
度(D$ ./"@"3$ I"F$ 为 %_3 d%_F" 并将 :9;样本于
>F$ m冰箱中保存( 选择家系中先证者&!#')!3 和
"F :9;样本送至北京智因东方转化医学研究中心"
与视觉系统异常相关遗传病基因&共 #$# 个'的基因
组外显子区域自有捕获探针进行目标基因全外显子捕

获"制备 :9;文库及修饰后"于 7**P').(L,)K-X"#$$ 平
台上机测序(
?5@5@6突变位点筛查6将得到的原始序列数据进一
步处理"依次进行单核苷酸多态性 &K)./*-.P6*-0N)S-
O0*T'0@O,)K'"?9<'及 7.S-*检测)注释)过滤)筛选后
得到高质量可靠的突变"比对人类外显子组整合&E,-
&10'-;//@-/(N)0. 80.K0@N)P'" &̂ ;8') %$$$/-.0'-K)
SU?9<等正常人群数据库中分布频率"过滤以上数据库
中等位基因频率&\).0@;**-*-]@-XP-.6T"\;]'B$_$#
的良性变异"并与北京智因东方转化医学研究中心自建
数据库中%$ $$$名正常中国汉族人 :9;序列比对"过滤
该数据库中 \;]($_$% 的突变( 筛选后的变异根据
突变基因所关联疾病及家系共分离的遗传学原则"分
析出患者表型吻合的变异基因(
?5@5C6突变位点验证!根据基因所验证位点序列使
用 <@)'-@# 设计引物"对该家系其余成员 :9;采用
<8=方法进行扩增( <8=引物设计序列 SU@N 正义
链为 # -L8C8;ECC;;C;C;;C;;C;;;C;CL4 - "反
义 链 为 # -LC88;C8;EC;;C;EC;EC;;C;ECL4 - "
产 物 大 小 为 4"3 UO* ?:!Q 正 义 链 为 # -L
8EC;C8E;88EEC;EEC;CEC;CCAL4 - " 反 义 链 为
#-LC;8ECCEE88;;C8888EE8;C;CL4 - "产物大小
为 D"3 UO( <8=反应条件#A# m预变性 # ').*A# m变
性 4$ K"3$ m退火 4$ K"G" m延伸 4$ K"扩增 4$ 个循
环*G" m补充延伸 %$ ').( <8=体系均为 #$ &*( <8=
产物经验证及纯化后"得到的产物使用;c74G4$ ê测
序仪测序(
?5@576突变位点结构分析6根据突变位点在基因上
的位置"估测得到氨基酸变化)剪切)内含子突变影响
等"并使用 <0*T<,-.L" & ,NNO#II/-.-N)6K5UR,5,(@M(@S5
-SPIOO,"I'和 ?7]E& ,NNO#IIK)QN5J6M)50@/I'蛋白结构
预测网站预测突变蛋白质的危害性* 应用 ?R)KKL'0S-*
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表 ?6先天性白内障家系全部患者的临床表现及突变位点分析

患者
确诊

年龄

c8b;
&右眼I左眼' 晶状体混浊形态

是否

手术
突变位点 氨基酸改变

!% DA 岁 $_3I$_# 粉尘状混浊 否 65D"GCB; O5C%D4=

!4 D" 岁 $_#I$_# 粉尘状混浊 否 65D"GCB; O5C%D4=

!# D3 岁 $_%I$_%# 粉尘状)胚胎核致密混浊 是 65D"GCB;*65%4"#L%CBE O5C%D4=

!G D$ 岁 $_DI$_# 粉尘状)皮质羽毛状混浊 否 65D"GCB; O5C%D4=

"% "" 岁 $_FI$_F 粉尘状混浊 否 65D"GCB; O5C%D4=

"" %A 岁 %_$I$_F 粉尘状混浊 否 65D"GCB; O5C%D4=

"# %F 岁 $_FI$_F 粉尘状混浊 否 65D"GCB; O5C%D4=

"G "$ 岁 $_FI$_3 粉尘状混浊 否 65D"GCB; O5C%D4=

"F %A 岁 $_4I$_"# 粉尘状伴胚胎核性混浊 是 65D"GCB;*65%4"#L%CBE O5C%D4=

!注#c8b;#最佳矫正视力

&,NNOK#IIRRR5KR)KK'0S-*5-1O(KT50@/I'和 <T'0*建模
观察蛋白质二级结构的变化*应用 W?]&WP'(. KO*)6)./
Q).S-@" ,NNO#IIRRR5P'S5U-IW?]4I' 和 \(1&.N?6(.
& ,NNO#II/-.-K5')N5-SPIUP@/-*(UI'(1-.NÎ'(1-.NK6(. i
K60@-K-X5,N'*'对剪接位点的功能进行分析预测(

@6结果

@5?6家系患者临床表现
该家系共 4 代 %A 人"其中患者 %$ 例"正常家系成

员 A 名"%" 已去世( 该家系男女患病比例接近"且每
代均有患者"符合常染色体显性遗传特点&图 %'( 所
有患者双眼晶状体混浊程度不同"多数成员视力未受
到明显影响( 先证者!#"D3 岁"青年时双眼即有较明
显的视力下降"未予治疗"裂隙灯显微镜下可见患者晶
状体呈弥漫粉尘状混浊"胚胎核呈致密混浊*先证者兄
弟!%"DA 岁"裂隙灯显微镜下见晶状体粉尘状混浊"
该混浊对视力影响相对较小 &图 " '( 先证者! #
c8b;右眼为 $_%"左眼为 $_%#( !% 双眼 c8b;均为
$_3&表 %'( 先证者儿子"F"%A 岁"裂隙灯显微镜下
可见晶状体混浊形态与先证者相似"c8b;右眼为
$_4"左眼为 $_"#&表 %'(

1 2

1 2 3 4 5 6 7 8

1 2 3 4 5 6 7 8 9

GJA3（G>A） GJA3（G>A） GJA3（G>A）
HSF4（G>T）

GJA3（G>A）
HSF4（G>T）

GJA3（G>A）GJA3（G>A）GJA3（G>A）GJA3（G>A）

GJA3（G>A）

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ
*

* *

1 2

1 2 3 4 5 6 7 8

1 2 3 4 5 6 7 8 9

GJA3（G>A） GJA3（G>A） GJA3（G>A）
HSF4（G>T）

GJA3（G>A）
HSF4（G>T）

GJA3（G>A）GJA3（G>A）GJA3（G>A）GJA3（G>A）

GJA3（G>A）

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ
*
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图 ?6先天性白内障患者家系!!#正常男性*##患病男性*&#先
证者*"#正常女性*$#患病女性*I#已去世*'#该成员使用 9C?

!

@5@6测序结果及突变位
点分析

9C? 平均覆盖深度
"$$*"4$*以上覆盖度为
A#`""$*以上覆盖度为
AA`"%$*以上覆盖度为
%$$`"初次筛选出 ?9<

位点 F F"4个"小的插入
或缺失位点 D$$ 个"以
"$%# 年美国医学遗传学与
基因组学学会 &;'-@)6(.
80**-/-0Q\-S)6(*C-.-N)6K

BA

C D

BA

C D
图 @6先天性白内障家系患者眼前节照相!;)c#先证者!#&D3 岁'
左眼眼前节照相表现为晶状体胎儿核弥漫粉尘状混浊"胚胎核致密)
混浊!8):#!% 患者&DA 岁'左眼眼前节照相!晶状体胎儿核和胚
胎核粉尘状混浊

!

(.S C-.0')6K";8\C' 发布的序列变异解释标准指
南

DF,
为标准"结合患者表型再次进行筛选后最终确定

" 个相关的可能致病位点(
@5@5?6SU@N 基因突变!在家系所有患者中均检出
SU@N 基因杂合突变&65D"GCB;'"而家系正常人及数
据库%$ $$$名正常中国人中未发现突变&表 %"图 4'"
该突变在 &̂ ;8数据库)%$$$/-.0'-K)SU?9<中分布
频率均为 $( 该突变使其编码的缝隙连接蛋白 &/(O
JP.6N)0. O@0N-). $4I80..-1). D3"8̂ D3'上第 %D4 位甘
氨酸变为精氨酸 & O5C%D4='( <0*T<,-.L" 预测值为
$_AA%"提示该突变很可能有害"?7]E预测值为 $_$$"
提示突变很可能影响蛋白功能"?R)KKL'0S-*建模显示
8̂ D3 突变型在 %$G>%%# 位氨基酸序列上出现 $L螺旋
结构消失&图 D'(
@5@5@6?:!Q 基因突变!仅在该家系!# 和"F 患者
中检测到 ?:!Q 基因杂合突变&65%4"#L%CBE'"在家系
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图 C68/,0 基因和 +1!* 基因测序图!;#SU@N 基因测序图!"F
和!% 患者 SU@N 基因 D"G 位碱基均出现 CB;杂合突变 &箭头'!
c#?:!Q基因测序图!"F 患者 ?:!Q 基因 %4"#L% 处出现 CBE杂合
突变&箭头' "而患者!% 未发生该突变!Ca;#缝隙连接蛋白*W?]#
热休克蛋白转录因子

!

其他成员中均未检出该突变 &图 4 '" 该突变在
%$$$/-.0'-K)SU?9<数据库中分布频率均为 $"在
&̂ ;8数据库 &东亚'中分布频率为$_$$% $F"目前未
见有文献报道( W?]软件预测值为 F4_3F"变异度为
>4D_#F`"CBE突变破坏了野生型 ?:!Q 基因的剪接
受体 位 点" 很 可 能 影 响 '=9; 的 剪 切( 使 用
\(1&.N?6(. 得到的野生型的 ?:!Q 位点分数分别为
\;̂ &9Ep#_AG)\\p3_"%)g\\pF_3F*而突变型
?:!Q 剪接位点分数分别为 \;̂ &9Ep>"_34)\\p
>"_4F)g\\p$_$F(

143G>RCX46

野生型CX46

143G>RCX46

野生型CX46

图 76T=%((62&.)-和 M*2&)建模观察蛋白质二级结构变化!野生
型 8̂ D3 为绿色"突变型 8̂ D3 为红色"" 种蛋白质模型绝大多数区
域重叠"但突变型 8̂ D3 第 %$G>%%# 位氨基酸序列上出现 $L螺旋结
构消失

!

C6讨论

晶状体是由规则排列的晶状体纤维)晶状体上皮
细胞)囊膜组成( 为了保持其透明性"晶状体细胞丢弃
了所有的细胞器"故其对细胞间的物质交流依赖较大"
而这种交流主要通过由连接蛋白组成的缝隙连接通道

来实现
+A, ( 8̂ D3 是主要存在于成熟的晶状体纤维细

胞内的一种缝隙连接蛋白"含有 D 个跨膜结构域"" 个
胞外环)% 个细胞内环及 % 个氨基端和 % 个羧基端(

目前已报道与 8̂ D3 相关的基因致病位点至少有 "A
个"此次所测得突变&65D"GCB;'是目前已发现 8̂ D3
上唯一位于胞内环上的突变

+%$>%%, ( 该突变最早于
"$%" 年由 h,(./等 +%",

报道于中国先天性 80OO06Y 白
内障一家系中"80OO06Y 白内障和中央粉尘状白内障
表现极为相似"尚无证据支持该位点突变可引起 " 种
不同类型的先天性白内障

+%4, ( &̂ ;8是目前全球最
大的人类外显子数据库"&̂ ;8中分布频率为 $ 提示
该突变是良性突变可能性很小"<0*T<,-.L" 和 ?7]E均
提示突变很可能影响其编码蛋白质的功能" ?R)KKL
'0S-*建模显示 8̂ D3 突变型在 %D4 位氨基酸上二级
结构未发生明显改变"反而在 %$G>%%# 位氨基酸序列
上出现 $L螺旋结构消失( =-. 等 +%%,

通过对 8̂ D3
&%D4CB='功能进行研究发现"该突变会导致 8̂ D3 羧
基端与胞内环的1球和链2的相互作用发生改变"使间
隙通道和半通道的功能发生变化"细胞内不可溶性蛋
白的清理通路被阻断"继而代谢产物在细胞内堆积(
与野生型 8̂ D3 相比"突变型 8̂ D3 的晶状体纤维细胞
抗氧化应激能力及细胞活性明显降低"细胞凋亡增加"
这是导致晶状体发生混浊的主要原因

+%%"%D, ( 从临床
表型上看"该家系所有携带突变型 SU@N 的成员无论
年龄大小"均表现为不同程度的晶状体粉尘状混浊"而
携带野生型 SU@N 的成员未出现这种改变"因此可以
认为 SU@N 基因中的杂合突变 65D"GCB;很可能是该
家系的致病突变(

?:!Q 是继 I"/@@之后第 " 个被报道出可以导致
人类显性和隐性白内障的基因"其高度表达于晶状体
细胞中"在晶状体的形成和分化过程中起重要作
用

+%#, ( ?,)等 +%3,
研究发现"?:!Q 基因敲除小鼠出生

早期即引起晶状体发育及晶状体纤维分化的异常"在
成年前出现白内障( ?,)等 +%G,

对上海地区 %#$ 例单纯
年龄相关性白内障患者的 ?:!Q 基因进行测序"共发
现 G 个突变位点"提示 ?:!Q 基因突变在人群中较常
见且与年龄相关性白内障发病存在一定关系( 目前认
为 ?:!Q 基因主要参与热休克元件结合来调控热休克
蛋白 基 因 的 表 达" 也 可 通 过 调 控 !: P̀39>4,88)- 和
Y!:<H È 的表达参与晶状体发育过程"其突变可能会
抑制 :9;自身的损伤修复"影响 :9;结合域的功能
及晶状体上皮细胞的去核化过程

+%F>"$, ( 然而"?:!Q
调控晶状体发育的机制尚不确切"其突变的致病机制
也有待进一步探讨( 本研究中测得的 %4"#L%CBE突
变在 &̂ ;8&东亚'中分布频率为$_$$% $F"略高于中
国先天性白内障的发病率

+%, ( 然而"该突变位于经典
的剪接受体位点"可能引起外显子 %# 转录的跳读进而
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导致 '=9;剪接异常"W?]及 \(1&.N?6(. 均提示该突
变对 '=9;的剪接有较大影响"且 &̂ ;8提示该位点
高度保守"推测分布频率与发病率之间的差别可能与
地域因素和发病率的统计误差有关(

根据 :9;测序结 果 和 家 系 遗 传 特 点" SU@N
&65D"GCB;'和 ?:!Q&65%4"#L%CBE'突变由!# 遗传
给儿子"F"却没有遗传给女儿"且因%" 已去世"不能
确认突变 ?:!Q&%4"#L%CBE'是否遗传自%""也无法
直接观察单独自然 ?:!Q &%4"#L%CBE'突变会对个体
产生何种影响"因此该突变的具体致病机制需进行
=9;逆转录及动物模型进一步验证"以明确其对
'=9;剪接)转录因子的合成与分泌以及晶状体透明
程度的影响( 从临床表型上看"同时具有 65D"GCB;
&SU@N'和 %4"#L%CBE&?:!Q'突变的!# 和"F"青年
时均视力较差"戴镜矫正无助"相对于同代年龄相近的
家系患病成员不仅表现为白内障进展速度较快"晶状
体混浊明显较重"且较早出现晶状体胚胎核的致密混
浊"对视力影响较大( !# 于 D3 岁接受右眼白内障手
术治疗"术后裸眼视力为 $_F""F 于 %A 岁接受双眼白
内障手术"术后双眼裸眼视力均为 %_$( 该家系成员
居住集中"未发现!# 和"F 有特别的生活习惯"从事
工种亦不会导致白内障发展"且该突变位于经典剪接
位点"多种软件预测该突变对 '=9;剪接有较大影
响"因此推测 %4"#L%CBE尽管不是该家系的致病突
变"但很可能是导致!# 和"F 白内障进展较快及晶状
体混浊形态改变的主要原因(

综上所述"本研究在中国先天性粉尘状白内障一
家系中发现 SU@N&65D"GCB;'和 ?:!Q&%4"#L%CBE'"
个突变"其中前者为该家系的致病突变"而后者可能改
变了家系中 " 例患者晶状体混浊的形态"加快白内障
发展速度"但仍需要进一步研究证实( 该研究充分体
现先天性白内障的遗传异质性"进一步支持了 SU@N
基因和 ?:!Q 基因位点突变对先天性白内障的致病
性( 由于先天性白内障疾病发病机制复杂"未来需要
作进一步研究以深入了解可导致和影响晶状体混浊的

其他因素(
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