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%临床研究%

中国北方一常染色体显性遗传先天性核性

白内障家系 <GHI6基因突变的鉴定
张晓慧!刘卫华!董冰!陈洁琼!李杨

!!&摘要'!背景!先天性白内障是儿童致盲的主要原因之一$约 %+( 的先天性白内障由遗传因素引起$多
为常染色体显性遗传$目前确定至少 3* 个基因为常染色体显性遗传先天性白内障"I"AA#的致病基因$发现
的致病基因突变已超过 %&& 种(!目的!明确一 I"AA家系的致病基因突变(!方法!对 3&%% 年 % 月在北京
同仁医院就诊的一来自河北的汉族 I"AA家系进行分析$在获得受检者知情同意后$对所有家系成员进行详
细的眼科检查并采集外周静脉血各 5 -;$提取全基因组 "DI( 在已知的 %) 个 I"AA致病基因周围选取 3% 个
荧光标记的微卫星$经多重 cAC扩增后进行连锁分析$两点法计算 F#"值( 对候选基因进行 "DI直接测序
分析$用 cR=TB,.;S软件对基因突变前后蛋白局部的疏水性进行分析( 用限制性片段长度多态性"CEFc#方法
对所有家系成员及 %&& 个正常对照者进行基因突变共分离分析(!结果!该家系共 8 代 3& 名成员$其中患者
4 例$连续 8 代均有患者发病$符合常染色体显性遗传特征( 临床检查证实 4 例患者均为双眼晶状体核性混
浊( 连锁分析发现微卫星 "3B(35 和 "3B3(57 与该家系中所有患者均连锁$重组分数"$#为 & 时 "3B(35 获得
最大 F#"值$为 8K*7( 对位于 "3B(35 附近的 <GHI<和 <GHI6基因进行 "DI直接测序$发现 <GHI6基因
,"DI第 %3) 位一已知错义突变",'J%3)A#$导致编码蛋白第 8( 位色氨酸变为精氨酸" ]'g8(C#( cR=TB,.;S

软件预测突变后的 ACd̀ "蛋白第 8( 位及其周围氨基酸疏水性明显增加( 该突变与家系内所有患者表型共
分离$家系中表型正常的成员及 %&& 名正常对照者均未发现此突变(!结论!<GHI6基因 ,'J%3)A突变是该
I"AA家系的致病基因突变$蛋白局部疏水性增加造成的空间结构异常可能是引起该 I"AA家系发病的主
要原因(!!
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=\VUQR=]V=H0,0TU=\TVS-YT.TSQ ]R=TS02'A=61SXRSX.T0=2 =\TVS=H1SRZSQ ,V.2XSW0TV TVSQ01S.1S]VS2=TU]SW.1\YRTVSR
QSTS,TSQ HURS1TR0,T0=2 \R.X-S2T;S2XTV ]=;U-=R]V01- "CEFc#'!?*+50/+!JV01\.-0;U02,;YQSQ 3& -S-HSR1=\8
XS2SR.T0=21$.2Q 4 ].T0S2T1WSRSS<.-02SQ 02 1SR0.;8 ].11.XS1$WV0,V ,=2\=R-SQ T=.YT=1=-.;Q=-02.2T02VSR0T.2,S
].TTSR2'A;020,.;S<.-02.T0=2 RSZS.;SQ H02=,Y;.R,=2XS20T.;2Y,;S.R,.T.R.,T02 TVS4 ].T0S2T1'@.<0-Y-TW=6]=02TF#"
1,=RSW.18K*7 .T-.R>SR"3B(35 "$N&#'I>2=W2 J#A,V.2XS.T]=10T0=2 %3) =\,"DI1SbYS2,SW.1\=Y2Q HU
-YT.T0=211,RSS202X=\<GHI6XS2S'cR=TB,.;S]R=XR.-11V=WSQ .2 =HZ0=Y102,RS.1S=\TVS;=,.;VUQR=]V=H0,0TU02 TVS
-YT.2T]R=TS02'CEFcRS1Y;T102Q0,.TSQ TV.TTV01-011S21S-YT.T0=2 ,=61SXRSX.TSQ W0TV .\\S,TSQ -S-HSR1=\TVS\.-0;U$
HYTW.1.H1S2T02 Y2.\\S,TSQ -S-HSR1.2Q %&& Y2RS;.TSQ ,=2TR=;1'!@,#'05+&,#+!,'J%3)A-YT.T0=2 =\<GHI6
XS2S.]]S.R1T=HSTVS-=;S,Y;.R].TV=XS2S101=\TV01I"AA\.-0;U'IHSRR.2T1TRY,TYRS=\-YT.2TACd̀ " ]R=TS02
,.Y1SQ HUVUQR=]V=H0,0TU,V.2XS-.U;S.Q T==].,0\0,.T0=2 =\;S21'!

!A*" 7,.4+":A.T.R.,T+,=2XS20T.;+ A.T.R.,T+XS2ST0,1+ "DI-YT.T0=2.;.2.;U101+ FS212Y,;SY1$ ,RU1T.;;02S+
].TV=;=XU+ cSQ0XRSS+ X.--.6ARU1T.;;02+XS2ST0,1+ @YT.T0=21+ AV02S1S

!!新生儿先天性白内障的发病率为 8+% &&&$严重影
响儿童视力发育( 先天性白内障可以单独发生$也可
伴随其他先天性眼部疾病或作为全身综合征的一个表

现$如先天性小眼球*先天性无虹膜*视网膜色素变性
和 F=WS综合征 ,%- ( 约 %+( 的非综合征先天性白内障

与遗传因素有关
,3- $以常染色体显性遗传方式多见$

也可见常染色体隐性遗传和 j连锁遗传( 先天性白
内障具有高度临床和遗传异质性$目前已发现至少 3*

个常染 色 体 显 性 遗 传 先 天 性 白 内 障 " .YT=1=-.;
Q=-02.2T,=2XS20T.;,.T.R.,T$I"AA#致病基因$按照其
编码蛋白的功能可分为晶状体蛋白基因*膜转运蛋白
基因*细胞骨架蛋白基因和转录调节因子基因 ,(- $其
中晶状体蛋白基因突变约占所有 I"AA致病基因突变
的 5&L( 为了进一步研究 I"AA致病基因突变谱$本
研究中对就诊于北京同仁医院的一先天性白内障家系

进行了基因突变分析(

B:资料与方法

B'B:一般资料

本研究经首都医科大学附属北京同仁医院伦理委

员会审核批准$研究过程遵循赫尔辛基宣言$患者及家
属均签署知情同意书( 对 3&%% 年 % 月在北京同仁医
院就诊的一来自河北的汉族先天性白内障家系进行详

细的病史采集$对家系成员进行眼科检查和全身体检$

眼科检查包括最佳矫正视力*裂隙灯显微镜和彩色眼
底照相检查( 用 :"JI抗凝真空采血管"美国 ["公
司#抽取家系成员肘静脉血各 5 -;(
B'8:方法
B'8'B:提取全基因组 "DI!用全血基因组 "DI提
取试剂盒"北京威格拉斯生物技术有限公司#从静脉
血中提取全基因组 "DI(
B'8'8:连锁分析

B'8'8'B:选取微卫星标记:在距离 %) 个已知 I"AA
致病基因 5 @H 范围内选取 3% 个多态性微卫星遗传标
记$基因与微卫星标记所在染色体位置见表 %(

表 B:BP 个 9!@@致病基因及微卫星标记所在的染色体位置

基因 基因所在染色体位置"@H# 微卫星标记 微卫星标记所在染色体位置"@H#

I,WX ,VR%!%8)$()8$4(*6%8)$(7%$(4( "%B847 ,VR%!%84$5*7$%3&6%84$5*7$87&
<GHI< ,VR3!3&7$443$7*(63&7$448$558 "3B3(57 ,VR3!3&)$%(4$8)(63&)$((4$78*
<GHI6 ,VR3!3&7$47*$((363&7$474$(%( "3B(35 ,VR3!3&)$4)7$77%63&)$4)4$334
<GHIO ,VR(!%7*$35*$3((6%7*$3*8$84% "(B%3*3 ,VR(!%7)$)&*$%)(6%7)$)&*83%

"(B%57& ,VR(!%4&$&35$87)6%4&$&35$7(&
J#O!Y ,VR(!%(($%%7$)4&6%(($%48$&5* "(B%343 ,VR(!%(($%%3$4446%(($%%($(%5
!QR-Z ,VR%&!%&($474$48*6%&8$&&%$3(% "%&B%43 ,VR%&!%&3$83*$%4&6%&3$83*$53&
<GHWJ ,VR%%!%%%$))4$(5&6%%%$)73$8)( "%%B4&7 ,VR%%!%%8$)43$5%%6%%8$)43$)%*
!W-@ ,VR%%!(%$7&*$(8%6(%$7(4$5&4 "%%B4(5 ,VR%%!(5$4)4$)8&6(5$47&$&57
SQ! ,VR%3!5*$78($77565*$787$834 "%3B7( ,VR%3!54$%)5$*5&654$%)5$455

"%3B(*7 ,VR%3!5&$4%)$)(%65&$4%)$44&
I,WZ ,VR%(!3&$)%3$(4563&$)(5$%7( "%(B%)5 ,VR%(!%4$)8*$(7&6%4$)8*$)(8
.O#[ ,VR%*!*)$%47$(886*)$3&($787 "%*B5&( ,VR%*!*3$%5*$3746*3$%5*$*(*
SW# ,VR%*!)4$*3)$)8*6)4$*(8$*33 "%*B(&4% ,VR%*!7%$5()$45%67%$5(7$3)5

"%*B5%* ,VR%*!))$*7%$5%)6))$*7%$7%7
<GHJWA ,VR%)!38$547$&&%638$*&5$*37 "%)B)47 ,VR%)!37$(%($435637$(%8$(&(

"%)B%7)( ,VR%)!38$(7%$8)%638$57%$735
#R2 ,VR%4!84$8*7$5**684$8)&$%(5 "%4B4&3 ,VR%4!5($&3($78&65($&38$&4%

"%4B5)% ,VR%4!5)$477$)8465)$474$%8%
<GHWW ,VR3%!88$574$%8%688$543$4%( "3%B3** ,VR3%!8%$*&*$83)68%$*&*$*8%
<GHJJA ,VR33!3*$445$(*363)$&%($44% "33B(%5 ,VR33!38$(85$78&638$(8*$&)4
<GHJJY ,VR33!35$*%5$*%3635$*3)$ 7(*

!注!I"AA!常染色体显性遗传先天性白内障

B'8'8'8:扩增微卫星标记:反应体系!基因组 "DI
%&& 2X*%& !-=;+F上下游引物各 %K& !;*%& 倍 S̀2SI-]
cAC缓冲液 3K5 !;*%& --=;+FQDJc&K5 !;*35 --=;+F
@XA;3 3K5 !;* =̀;QJ@ "DI聚合酶"美国 I[$公司#% k
"商品单位#$加去离子水至 35K& !;( 多重 cAC反应
条件采用降落 cAC程序$共两相循环!45 n预变性
5 -02+ 第 % 相 循 环 48 n (& 1$ 起 始 退 火 温 度
*( n 85 1$以后每个循环下降 &K7 n$)3 n 85 1$共 %&
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个循环+第 3 相循环 48 n (& 1$55 n 85 1+)3 n 85 1$
共 35 个循环+)3 n再延伸 %& -02$8 n保存(
B'8'8'D:微卫星基因型分析:扩增后的 cAC产物加
入 G"6F$95&& 混合变性后上样$经 I[$(%(& 遗传分析
仪进行毛细管电泳$通过 ".T.A=;;S,T0=2 软件进行数据
收集( 采用 S̀2S@.]]SR(K) 软件进行产物片段大小
分析(
B'8'8'J:计算两点F#"值和构建单体图!利用 F02>.XS
].,>.XS5K3 软件中 @;02> 程序计算在不同重组分数
"$#下两点 F#"值$假定致病基因频率为 &K&&& %$外
显率为 %&&L( 若 F#"值M3 为支持连锁$F#"值Oe(
为否定连锁( 家系图绘制及单体图构建由 AUR0;;0,3K%
软件完成(
B'8'D:候选基因突变分析:用 cAC扩增连锁区域内
的已知 I"AA致病基因 <GHI<和 <GHI6的外显子*
外显 子 与 内 含 子 交 界 区 及 5 1 和 ( 1 非 翻 译 区
"Y2TR.21;.TSQ RSX0=2$kJC#$引物序列用 cR0-SR( 软件
自行设计"表 3#$由北京诺赛基因生物有限公司合成(
cAC反应体系!基因组 "DI%&& 2X*%& 倍 cACHY\\SR
3K& !;*QDJc&K5 !;*%& !-=;+F上下游引物各 &K5 !;*
J.b "DI聚合酶 % k$加去离子水至 3&K& !;( cAC反
应条件!45 n预变性 5 -02+45 n变性 (& 1$55 n退火
(& 1$)3 n延伸 (& 1$共 (3 个循环+)3 n再延伸 ) -02$
8 n保存( cAC扩增产物在质量分数 %L琼脂糖凝胶
上 %3& a恒压电泳 3& -02 后于凝胶成像仪下显像(
cAC原液经 o$IbY0,> cAC纯化试剂盒"德国 o$Ì :D
公司#纯化后用 I[$cR01-1()(& S̀2ST0,I2.;ÛSR进行
测序$测序结果同 DA[$中 <GHI6基因 ,"DI序列
" S̀2[.2> D@m&&*74% #进行比对$用 c=;U]VS2 程序
"VTT]!++XS2ST0,1'HWV'V.RZ.RQ'SQY+]]V3+#预测基因突
变对蛋白质结构和功能的影响$用 cR=TB,.;S程序
"VTT]!++WSH'S<].1U'=RX+]R=T1,.;S+#分析基因突变前
后蛋白的疏水性改变(

表 8:S@?扩增 #$%&#和 #$%&'基因外显子所用引物

基因 外显子 引物序列
退火温度

"n#
片段大小

" H]#

<GHI< %p3 E!J̀ AIJIIIIJAAAAJJIAÀ 57 55*

C!AAJAAAJ̀ JIIAAAIAIJJ̀

( E!J̀ J̀J̀ ÌAIIIJJAJ̀ ÌÌ 57 84%

C!AAAIAAAAIJJAIAJJAJJI

<GHI6 %p3 E!AÌ AÌ AAAJAAJ̀ AJIJ 57 878

C!`̀ J̀AAJ̀ IAJJ̀ Ì ÌJ̀ J

( E! ÀJJJJAJJAJAJJJJJIJJJAJ̀ ` *& (45

C!IÌ IIÌ IAIAIÌ AIIIJAÌ J

B'8'J:cAC6限制性片段长度多态性!cAC扩增所有
家系成员及 %&& 名正常对照 <GHI6基因第 % 和第 3
外显子$将 % k的限制性内切酶 @1]$加入 %5 !;cAC
产物中$() n水浴过夜( 次日将所有酶切产物加入
3L琼脂糖凝胶中$%3& a恒压电泳 8& -02$凝胶成像仪
下观察和分析 cAC6限制性片段长度多态性 "cAC6
RS1TR0,T0=2 \R.X-S2T;S2XTV ]=;U-=R]V01-$cAC6CEFc#(

8:结果

8'B:家系临床资料和遗传学特征
该家系 8 代共 3& 名成员$其中患者 4 例$连续 8

代均有患者发病$男女比例为 % i3$符合常染色体显
性遗传特征"图 %#( 所有患者均自幼视力差$以右眼
为著$伴不同程度眼球震颤( 先证者"&*#为 87 岁女
性$( 年前右眼行白内障摘出术$未植入人工晶状体(
本次检查右眼最佳矫正视力为 &K($左眼外用硫酸阿
托品眼膏数年$扩瞳状态下视力为 &K(( 裂隙灯显微
镜检查发现其左眼晶状体核中央呈类圆形*致密*灰白
色混浊$晶状体皮质透明$右眼晶状体阙如"图 3I$[#(
双眼彩色眼底照相检查未见明显异常"图 3A$"#( 未
见全身系统病变(
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图 B:常染色体显性遗传先天性白内障家系图及单体图!微卫星
"3B(35 和 "3B3(57 及 <GHI6基因 ,'J%3)A突变与家系中所有患者
表型共分离!2!正常男性!%!正常女性!&!患病男性!'!患
病女性!(!先证者!╱!已去世!h!致病基因突变!e!野生型

8'8:基因连锁分析
对 3& 个微卫星标记等位基因片段长度进行分析$

位于 3 号染色体的 "3B(35 和 "3B3(57 基因型与家系
所有患者表型共分离( 用 F02>.XS].,>.XS5K3 软件
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A B

C D
图 8:先证者双眼裂隙灯显微镜照片和彩色眼底照片!I!右眼裂隙
灯显微镜下可见晶状体阙如![!左眼裂隙灯显微镜下可见晶状体
核中央呈类圆形致密灰白色混浊!A!右眼眼底未见异常!"!左眼
眼底未见明显异常

@;02> 程序计算两点 F#"值$在"N& 时$"3B(35 取得
最大 F#"值 8K*7( 通过单体型分析将该家系致病基
因定位于 3 号染色体的 <GHI<或 <GHI6基因(
8'D:候选基因突变分析及 cAC6CEFc分析

直接 "DI测序显示$<GHI<基因所有外显子*外
显子与内含子交界区*51kJC和 (1kJC未发现序列
改变+在 <GHI6基因第 % 外显子中发现一已知错义突
变$即 ,"DI第 %3) 位由胸腺嘧啶 "J#变为胞嘧啶
"A#$导致编码氨基酸的第 8( 位色氨酸变为精氨酸
"]'g8(C# "图 (I#$片段大小为 878 H] 的 cAC产物
经 @1]$过夜消化后$家系中正常后代和 %&& 个正常对
照样本在凝胶中产生 %&%*%38 和 35% H] ( 个片段$而
家系中所有患者除了以上 ( 个片段外$还可在凝胶中
见到一 %53 H] 片段 "图 ([#( c=;U]VS2 程序计算
<GHI6基因 ]'g8(C突变所得分数为 &K4*4$预测该
错义突变极有可能致病( 通过 cR=TB,.;S程序分析$发
现突变后 ACd̀ "蛋白第 8( 位及其附近氨基酸的疏
水性明显增加"图 8#(

D:讨论

本研究对一常染色体显性遗传的先天性核性白内

障家系进行致病基因突变分析$通过连锁分析和 "DI
测序$发现 <GHI6基因一已知错义突变 ,'J%3)A
"]'g8(C#$该突变与家系所有患者表型共分离$在家
系正常成员和 %&& 个正常对照中未被发现$说明该突
变是这个 I"AA家系的致病基因突变(

<GHI6基因属于 %6晶状体蛋白基因家族$定位于
人染色体 3b((6b(*$编码由 %)( 个氨基酸组成的蛋白$

c.T127C(p.W43R)

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

A

B

250bp
200bp
150bp
100bp

Ⅱ:1Ⅱ:3Ⅲ:1Ⅲ:2Ⅳ:2Ⅳ:1Ⅴ:1Ⅴ:2Ⅳ:3Ⅲ:4Ⅲ:3Ⅳ:5Ⅳ:4Ⅲ:6Ⅲ:5Ⅳ:7Ⅳ:6Ⅲ:7Ⅲ:8Ⅱ:4

图 D:先证者 #$%&'基因第 B 及第 8 外显子 !E9测序峰图及 84
琼脂糖凝胶电泳结果!I!测序峰图表明 ,"DI序列第 %3) 位碱基胸
腺嘧啶"J#被胞嘧啶"A#取代$导致编码的蛋白产物第 8( 位色氨酸
被精氨酸取代"箭头#![!酶切结果显示家系中正常成员产生 %&%*
%38 和 35% H] ( 个片段$而家系中所有患者产生 %&%*%38*35% 和
%53 H] 8 个片段( 左列为 %&& H] "DIF.QQSR

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

-0.2

-0.4

-0.6 20 40 60 80 100 120 140 160

20 40 60 80 100 120 140 160

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

-0.2

-0.4

-0.6

氨基酸位置

疏
水

性
评

分

B

A

疏
水

性
评

分

氨基酸位置

图 J:#$%&'基因突变前后蛋白的疏水性分析!]'g8(C突变的
ACd̀ "蛋白第 8( 位氨基酸附近疏水性明显增加 "黑色圆圈 # !
I!野生型![!]'g8(C突变

主要在人晶状体核中表达( 在成熟的人晶状体中$
ACd̀ "蛋白以单体形式存在$该单体包括 3 个结构
域$每个结构域由 3 个对称的 R̀SS> >SU置6片层组成$
内含高度折叠的疏水核心结构$3 个结构域通过 * 个
氨基酸组成的短肽序列相连接$结构域之间通过疏水
氨基酸侧链相互作用( 由此可见$众多疏水性氨基酸
在维持 ACd̀ "蛋白的正常结构中起到重要作用$疏
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水性的微小改变将对蛋白空间结构和正确折叠造成严

重影响( 本研究中发现的 <GHI6基因错义突变造成
编码蛋白的第 8( 位色氨酸变为精氨酸$第 8( 位色氨
酸在人*小鼠*大鼠和牛等种属中高度保守$位于
ACd̀ "蛋白氨基末端的疏水核心区域 ,8- $是形成
ACd̀ "蛋白 R̀SS> >SU置6片层结构的 * 个关键氨基酸
之一

,5- ( R̀.W等 ,*-
对导致小鼠先天性白内障的几种

<GHI6基因突变进行了研究$ 发现 <GHI6基因
,'%3)JMA突变导致编码蛋白第 8( 位氨基酸的疏水性
发生改变$整个蛋白的等电点由 )K5 变成 7K5$在蛋白
的第 8( f5% 位之间产生了一新的酪氨酸激酶磷酸化
位点( g.2X等 ,)-

于 3&%& 年首次在一中国 I"AA家系
中发现<GHI6基因 ]'g8(C突变$经生物物理学分析
发现基因突变后蛋白的三级结构发生明显异常$在受
热和紫外线照射后更容易出现蛋白凝集( 本研究通过
cR=TB,.;S软件分析$发现突变后蛋白第 8( 位及其周围
氨基酸的疏水性增加近 % 倍$由此推测疏水性改变引
起蛋白空间结构异常$造成蛋白稳定性下降$在环境因
素作用下容易聚集于晶状体核内形成混浊(

目前$中国关于 <GHI6基因突变导致核性 I"AA
的报道共有 3 篇 ,)e7- $本研究中发现的 <GHI6基因
,'%3)JMA突变及患者的部分眼部体征"眼球震颤和
晶状体混浊形态#与 g.2X等 ,)-

的报道一致$但由于本
研究中患者未进行眼部 [型超声检查$不能确定是否
合并 g.2X等 ,)-

报道的后巩膜葡萄肿( 另一报道中的
核性 I"AA家系眼部体征与本研究相同$都是晶状体
胚胎核和胎儿核的完全混浊$但是该家系表型却是由
<GHI6基因 ]'C(*c突变所引起 ,7- $与本研究不同(
第 8( 位色氨酸和第 (* 位精氨酸均位于 ACd̀ "蛋白
氨基末端晶状体蛋白结构域的疏水核心内$突变后的
ACd̀ "蛋白将不能形成正确的高级对称结构$在外界
因素作用下容易发生理化性质的改变( 此外$SQ!*
I,WX*<GHWW*<GHWJ*<GHJJA*<GHJJY 基因的错义突
变也可以导致中国人核性 I"AA,4e%(- $但均未能明确
基因型和表型间的关联$说明先天性核性白内障具有
很强的临床和遗传异质性$需要对更多核性 I"AA家

系进行基因突变分析(
综上所述$本研究利用连锁分析和 "DI测序在中

国北方一核性 I"AA家系中再次鉴定 <GHI6基因错
义突变 ,'%3)JMA$通过 cR=TB,.;S软件分析发现编码
蛋白第 8( 位及其周围氨基酸疏水性增加近 % 倍$推测
疏水性改变造成的蛋白结构异常是该 I"AA家系的发
病机制(
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