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!!$摘要%!目的!探索 <Q?@E 基因在土家族高度近视人群中的突变情况(!方法!收集 "$%# 年 3 月至

"$%G 年 3 月土家族双眼屈光度(3_$ :? 且眼轴长度("3 ''的高度近视患者 "FF 例"对患者行眼科相关检查

并采集外周静脉血 # '*"用酚氯仿法抽提患者外周血 :9;( 通过 ?(./-@测序筛查 <Q?@E 基因可能的致病突

变( 对于发现的可疑致病突变"均在同地区 %A" 例正常人群中进行验证"并通过生物信息学分析预测基因突

变的致病性(!结果!本研究在 "FF 例土家族高度近视患者中共发现 D 个 <Q?@E 基因突变"包括 % 个错义突变

&65%D#8B;')" 个内含子突变&65%4$3>3"8BE)65F"k""8BE'和 % 个插入突变&65%GAk%3i%GAk%G ).KE'"其中 "

个内含子突变及 % 个插入突变通过在线预测不致病"而错义突变 65%D#8B;通过 <0*TO,-." 在线预测为可疑致

病"参照美国 ;8\C的标准"此变异致病性不确定(!结论!<Q?@E 基因错义突变 65%D#8B;为土家族高度近

视患者可疑致病基因突变(!

$关键词%!高度近视* <Q?@E 基因* ?(./-@测序* 基因突变
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!!近视是全球性公共卫生问题 +%, "中国青少年近视
发生率高达 3D_A` +", ( 由于高度近视往往会导致一
些并发症"包括巩膜)脉络膜及视网膜色素上皮的变
性"视网膜脱离"白内障以及青光眼"被认为是常见的
致盲眼病之一

+4, ( 流行病学研究显示"高度近视有很
强的遗传性

+D, ( 通过全基因组关联研究已经鉴定了

许多近视的易感基因"包括与神经递质功能相关基因
&SU$E)"@:S"!H 和 S"]@Q ')视磺酸代谢相关基因
&"$?F)"S"和 "7"Y')离子通道相关基因&[IV̂ F)
[IV]E)[IV#@H 和 I@IV@]$'以及眼和中枢神经系统
发育相关基因& :]0M)I?$%)*]IE 和 <"::FM' +#, ( 研
究者们也已经筛查出一些与高度近视相关的基因和位
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点"如 ITVV$E) :VTYH) R]<"E) *!?0HY) %%X"D_%)
%4X%"_%")DX"# 和 %X%D +#, ( 然而"这些基因和位点极
少被重复验证"除了 ?9Ec% 曾被 " 个独立的全基因组
关联研究验证

+3>G, ( 除此之外"通过对家系的全外显
子测序或者克隆研究已经鉴定出与高度近视相关的 D
个常染色体显性遗传基因 &*V!MQQ +F, )II$IHHH +A, )
:I7E +%$,

和 :WIN\@F +%%, '和 " 个常染色体隐性遗传基
因& WJ<"JWH +%",

和 W"<@"H +%4, ' ( 然而这些候选基因
仅在少部分高度近视患者中出现"不同种族和地域高
度近视的发病率也存在显著差异"其致病基因也存在
异质性

+%D, ( <Q?@E 基因是最新报道的与中国汉族人
群高度近视相关的致病基因

+%#, "但其与土家族高度近
视人群的关系尚不明确( 本研究拟在土家族高度近视
人群中筛查 <Q?@E 基因可能的致病突变"进一步探索
<Q?@E 基因与土家族高度近视的关系(

?6资料与方法

?5?6一般资料
收集恩施州中心医院 "$%# 年 3 月至 "$%G 年 3 月

眼科门诊或住院部诊断为高度近视散发或家系的先证

者 "FF 例"同时收集正常对照 %A" 人( 高度近视纳入
标准#&%'籍贯为恩施土家族*&"'早发性高度近视"双
眼屈光度(>3_$ :并且眼轴长度B"3 ''( 排除标准#
夜盲)眼球震颤)斜视之外的其他眼部疾病以及全身病
变( 正常对照人群纳入标准#&%'籍贯为恩施土家族*
&"'屈光度为k$_# d>$_# :*&4'双眼裸眼视力大于
$_F*&D'无近视家族史"无其他眼部或全身病变*&#'
双眼无任何眼部手术史"未配戴角膜接触镜*&3'参与
个体之间无血缘关系( 每例患者和正常对照均被告知
本研究的目的和意义"并签署知情同意书"未成年人由
其监护者代签( 本研究设计遵循赫尔辛基宣言(
?5@6方法
?5@5?6临床检查6所有受试者均由相同的经验丰富
的眼科医生行全面的眼科检查"包括眼压测量"屈光度
检测&Z=LF$$$ 电脑验光仪"日本 E0O60. 公司'"最佳
矫正视力& U-KN60@@-6N-S M)KP(*(6P)NT"c8b;'测量"裂
隙灯显微镜&日本 E0O60. 公司'检查"眼轴长度)角膜
曲率和前房深度测量&7He\(KN-@#_$ 光学生物测量
仪"德国 8(@*h-)KK公司'"眼底照相 &89;9L8=L""日
本 E0O60. 公司'( 记录每例患者发病信息"包括发病
年龄)首次配镜年龄及度数)眼病家族史及家系图)其
他眼病史和手术史以及眼部检查情况"并且登记每例
患者 " 个有效联系电话和 % 个有效联系地址"以备检
测到突变后与患者联系(

?5@5@6:9;提取及 <Q?@E 基因扩增!抽取先证者及
正常对照者外周静脉血 # '*"按全血溶解法及酚抽提
法提取白细胞基因组 :9;( 将 :9;溶于 "$$ &*% 倍
E&中"室温下溶解过夜"使用 9(.0S@0O 测定吸光度
&@'值"并且记录 @"3$ I"F$和 @"3$ I"4$的比值( 首先搜索相
关的人类基因组碱基序列"通过人类基因组数据库
&RRR5.6U)5.*'5.),5/0M'*然后应用在线软件 <@)'-@4
R-U & ,NNO#IIO@)'-@45PN5--I' 设计基因的引物扩增
<Q?@E 基因编码区 %D 个外显子"引物序列和目的片段
长度见表 %*引物需满足的条件有#&%'引物序列长度
为 %F d"4 UO*&"'引物 C8含量不超过 3$`*&4'退火
温度为 #F d3$ m( 将设计好的引物序列发送至上海
生工生物技术有限公司"由公司合成相应的引物并用
高亲和力纯化方法进行纯化(

表 ?6(*+,- 基因 M;:扩增引物序列

外显子 引物序列&#-L4- ' 扩增长

度& UO'
退火温

度&m'

&% 正向!;8EEECEEC;E88;CEC;EECE8

反向!8;ECEC;C88;;CCECE8;C
%F3 #F

&" 正向!E;EE8ECEC8888;;CC;;C

反向!C8;8ECC8;EC;;CE;;88;
DG" #F

&4 正向!E;ECECCCECC;8C8;EE;C

反向!C;;CCC;C;C;C88;EC;C;
4DF #F

&D 正向!8ECC;CE8;E8;CCC;8;;8

反向!E888C88;8E;;;C;C;8;8
43" #F

&# 正向!;ECE88C;ECC;CEE8EC8E

反向!8;CEE88E8EC88;8E8E88
D%A #F

&3 正向!C8ECCC;C;C;;;888EE;8;

反向!888;;8;CEC;CEC;;C8;;
#3A #F

&G 正向!CE888;;;8E88ECCE8E8;

反向!C8;;;88;;88;888;E;CE
DFF #F

&F>A 正向!CC;C;;CCC;EC;C8;CEC;

反向!888ECEC;C;88;E8E;C88
G"$ #F

&%$ 正向!C8E8EECCC;CEE8ECCEEC

反向!C;ECECC;CC8EC;;;EC8E
"#A #F

&%% 正向!;8E88;EC888E;C88;C;;

反向!CEC8EC;C;C88;C;;CC;8
D3G #F

&%" 正向!;88EECE8;ECE88EEECECC

反向!C88EEC8EE8;;88E8EC;8
%FF #F

&%4 正向!8;ECCC;;;;EC;CCCECEE

反向!;E;;C8;;;C888;;C8EC;
"33 #F

&%D 正向!;CC;CE8;EE8;EE8;CC8E;8

反向!EC;;;E88;;C;888;;C;EC
3G4 #F

?5@5C6测序分析及突变筛查6取纯化后的 <8=扩增
产物"使用 ;c74%$$ 遗传分析仪进行 ?(./-@测序( 将
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每个 先 证 者 的 测 序 结 果 输 入 e(K-@/-.-软 件 包
&e(K-@/-.-F_$":9;?E;="\(S)K0."g7'的 ?-X\(.!
程序"与 98c7人类基因组数据库中的基因标准进行
序列比对( 突变按照人类基因组变异协会 & ,NNO#II
RRR5,/MK50@/'的命名规则进行命名( 对错义突变"从
98c7网站上查找不同物种基因的氨基酸序列"输入
e(K-@/-.-软件包的 \-/;*)/. 程序"进行不同物种蛋白
质序列比对"判断变异所在位点的保守性"应用在线软
件 <0*TO,-." 分析其致病性(

@6结果

纳入土家族高度近视患者 "FF 例"其中男 %#F 例"

女 %4$ 例*有家系遗传史的患者 %A" 例"通过对患者行
<Q?@E 基因的 ?(./-@测序共发现 D 个 <Q?@E 基因突
变"包括 % 个错义突变&65%D#8B;'"" 个内含子突变
&65%4$3L3"8BE)65F"k""8BE'"% 个插入突变&65%GAk
%3i%GAk%G ).KE'"D 个 <Q?@E 基因突变的 ?(./-@测
序的结果如图 % 所示( 内含子突变 65%4$3>3"8BE)
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图 ?6(*+,- 基因突变阳性患者 T$',-5测序结果!;#错义突变
&65%D#8B;' ?(./-@测序结果!c#内含子突变 65%4$3>3"8BE?(./-@
测序结果!8#内含子突变65F"k""8BE?(./-@测序结果!:#插入突
变 65%GAk%3i%GAk%G ).KE?(./-@测序结果!上方为患者测序结果"
下方为正常人群测序结果

!

65F"k""8BE及插入突变通过在线预测不致病"而错义
突变 65%D#8B;通过 <0*TO,-." 在线预测可疑致病"参
照美国 ;8\C的标准 +%3,

此变异致病性不确定"通过
&1;8c@0RK-@外显子集合数据库网站查询正常人群中
不存在该突变( 错义突变&65%D#8B;'发生在 % 例 DF
岁土家族男性患者"视力右眼>%#_$ :?)$_%#"左眼
>%3_# :?) $_%*眼轴长度右眼为 "A_4 ''"左眼为
4$_G ''*患者双眼前节未见明显异常"双眼底呈豹纹
样眼底改变"可见散在小片状漆裂纹"视盘周围可见脉
络膜萎缩( 该患者母亲已故"由于患者女儿在外地"未
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图 @6错义突变&1+?7H;P3'患者家系图!
##患病男性*"#正常女性*&#先证者*I#
已去世*k#不携带突变基因

!

能搜集到样本"该
患者父亲和姐姐

均无高度近视"通
过对该患者父亲

和 姐 姐 进 行

<Q?@E 基因检测"
未发现此突变"符
合家系共分离验

证&图 "'(

C6讨论

土家族是中国 ## 个少数民族中的人口数量最多
的十个少数民族之一( 土家族主要分布在武陵山脉及
其邻近地区"湖北恩施地区是土家族聚居地之一( 湖
北恩施地区水险山高"交通闭塞"人类迁徙少"且多年
以前土家族以自给自足为主"当地居民大部分是农民"
受教育程度低"近距离用眼少"该地区人群由于环境因
素导致高度近视的可能性较小"本研究中以湖北恩施
地区土家族人群作为对象具有明显的意义( 本研究中
通过对 "FF 例土家族高度近视患者行 <Q?@E 基因
?(./-@测序分析"在 % 例 DF 岁患有高度近视的土家族
男性患者 <Q?@E 基因中发现了 % 个可能与高度近视
相关的错义突变 65%D#8B;"此突变在 %A" 个同地区正
常人群中未发现并符合家系共分离验证" 通过
<0*TO,-." 在线预测为可疑致病"参照美国 ;8\C的标
准推测此变异致病性不确定( 该可疑的致病突变在土
家族高度近视患者中突变频率较低 &%I"FF'"因此本
研究推测 <Q?@E 基因该错义突变可能不是土家族高
度近视的主要致病基因(

<Q?@E 基因是近年来由中国研究团队通过全外
显子测序在一中国高度近视大家系中发现的与高度近

视相关的致病基因"该研究发现 <Q?@E 基因一个新的
致病突变&65FG%CB;' +%3, ( 在此之前"只有少数疾病
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被报道与 <Q?@E 基因突变有关"主要集中在乳腺癌以
及胶原相关的疾病( <Q?@E 基因的主要功能是维持
胶原蛋白的稳定性"基因突变以后则可能失去对胶原
蛋白羟基化的能力"胶原蛋白的螺旋结构因失去稳定
性而容易解聚( 巩膜层解聚的胶原蛋白越来越多"导
致巩膜变薄"同时对眼球的支撑能力下降"导致眼轴延
长"进而形成近视 +%G>%F, (

综上所述"本研究在土家族高度近视患者中发现
<Q?@E 基因上的 % 个错义突变 65%D#8B;导致编码区
第 DA 位亮氨酸突变为异亮氨酸"该突变是否会影响编
码的蛋白功能而致病还有待进一步研究( 另外"研究
样本量不足也可能会影响筛查结构"因此 <Q?@E 基因
与土家族高度近视发病之间的关系仍有待扩大样本量

以进一步验证(
利益冲突!所有作者均声明不存在利益冲突
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本刊对医学研究中知情同意和医学伦理学描述的要求

!!根据国际医学期刊编辑委员会提供的1生物医学期刊投稿统一要求2的表述"本刊对作者撰写稿件时关于1知情同意2和1医学

伦理学2的描述提出如下要求#

&%'知情同意!在未事先获得知情同意的情况下"患者有隐私不被侵犯的权力( 患者的身份信息"包括姓名)来源)住院号等均

不应该以文字)图片或家系信息的方式在出版物上公开"除非这些信息对于本研究是必需的"如需在出版物上显示"应征得患者&或

者父母)监护人'签署的书面同意书(

发表的文章中应该省略不必要的患者个人信息"但难以做到完全匿名时&如在照片中掩盖患者的眼部"不足以保护患者的隐私

权'"应提供知情同意的信息( 如果用改变患者的身份特征&如遗传家系等'以保护患者隐私权的方法"作者应该确保这些改变不影

响研究的科学性"并且编辑应在文中对此予以说明(

&"'医学伦理学!以人体为实验对象的研究"作者应该提及试验步骤是否符合相应的负责机构)国家委员会或 %AG# 年赫尔辛

基宣言&"$$# 年修订'的医学伦理学标准( 如果研究过程对是否符合赫尔辛基宣言有疑问或存在一定的问题"作者应当做出客观

说明并解释研究的合理性"提交已通过审查机构的批准情况( 以动物为实验对象的研究"作者应当说明是否遵循当地的相关机构)

学会&国内或国外'及国家实验动物保护和使用指南(
&本刊编辑部'

!A4G!中华实验眼科杂志 "$%A 年 A 月第 4G 卷第 A 期!8,). a&1O HO,N,(*'0*"?-ON-'U-@"$%A"b0*54G"905A

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?




