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!临床研究!

应用外显子结合目标区域捕获测序芯片对一

回族先天性白内障家系致病基因的检测

容维宁(邹刚(盛迅伦(李慧平(张芳霞

(("摘要#(背景(先天性白内障是造成儿童盲和弱视的重要原因%其中约 UPk的先天性白内障具有遗传

性&(目的(应用眼遗传病外显子结合目标区域捕获测序芯片检测一常染色体显性遗传先天性白内障家系

的致病基因&(方法(于 NPKK 年在宁夏眼科医院收集一回族常染色体显性遗传先天性白内障家系%采集家系

中患者及表型正常成员的临床资料& 对家系成员进行眼科检查%抽取患者$表型正常家系成员及 QPP 名正常

对照者的外周静脉血各 U ,8%提取 /01%利用眼遗传病外显子结合目标区域捕获测序芯片筛查和检测候选致

病突变位点& 采用 Ŵ2和直接测序法对家系成员和正常对照者进行突变位点验证%最终确定致病突变位

点&(结果(该家系共 S 代 SK 名成员%均为回族%先天性白内障患者 KV 例%为 U 代遗传%符合常染色体显性遗

传特征& 患者中合并眼球震颤和斜视者 R 例%合并高度近视者 M 例%来诊前均已实施白内障摘出术& 利用眼

遗传病外显子结合目标区域捕获测序芯片检测结合生物信息学方法筛查后共得到 V 个候选致病突变位点%其

中 U 个在非编码区%Q 个在编码区%通过 Ŵ2和直接测序法验证确定 8[T:/基因上的 N̂MC突变是该家系的

致病突变位点& 该突变与家系内所有患者表型共分离%在家系表型正常者及 QPP 名正常对照者均未发现此突

变&(结论(外显子结合目标区域捕获测序技术快速检测8[T:/基因 N̂MC突变为该先天性白内障家系致病

突变%该技术为临床表型多样$致病基因众多的先天性白内障的致病基因检测提供新的手段&(

"关键词#(白内障3遗传性' 家系谱' 外显子' 寡核苷酸序列分析3方法' 基因突变' 聚合酶链反应'
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((先天性白内障是指出生前即存在或出生后逐渐形
成的先天遗传性或发育障碍的白内障%是造成儿童盲
和弱视的重要原因

+K_N, & 天津$上海和北京儿童盲的
病因调查显示%NNk lQPk儿童盲由先天性白内障导
致%是儿童盲的第 N 位原因 +Q, & 新生儿中%单纯先天性
白内障的发病率约为 K3K LKV +M, & 根据晶状体混浊的
形态和部位%先天性白内障可以分为前极白内障$后极
白内障$核性白内障$绕核白内障$粉尘状白内障$膜性
白内障$缝状白内障$冠状白内障$硬核液化白内障$全
白内障和珊瑚状白内障等

+U, & 先天性白内障的发病
可为家族性或散发性$单眼或双眼发病%可伴或不伴全
身其他先天性异常%其中约 UPk的先天性白内障是遗
传性的& 由于遗传性先天性白内障致病基因不会致
命%不影响生育%因此基因外显率很高%并可以连续传
代& 以往针对遗传性疾病采用传统的研究方法需要对
疾病相关致病基因的全部外显子区域进行分析%检测
耗时较长%费用巨大%且效率低& 近年来出现的外显子
结合目标区域捕获测序技术能够获得特定区域的遗传

信息%利用该技术对一回族常染色体显性遗传的先天
性白内障家系进行基因突变检测分析%明确突变位点
的同时可以检验外显子结合目标区域捕获测序这一技

术的实用性和有效性&

74资料与方法

7B74资料
收集 NPKK 年在宁夏眼科医院就诊的一回族常染

色显性遗传先天性白内障家系作为研究对象%该家系
来自于宁夏回族自治区吴忠市& 所有患者及其他家系
成员均接受详细的眼科检查%包括裂隙灯显微镜检查$
眼压测量$眼底检查$验光等& 详细询问并记录家族
史$婚育史及其他疾病史%绘制家系图& 正常对照组为
同期 QPP 名无亲缘关系的健康者%于宁夏眼科医院行
眼科检查%排除其他眼部疾病& 本研究遵循赫尔辛基
宣言%并经宁夏眼科医院伦理委员会批准%所有研究对
象均签署知情同意书&
7B84方法

采集受试者外周抗凝血各 U ,8%利用 fH1*,<
8̀++= 试剂盒)德国 f%*'#& 公司*提取全基因组 /01&

/01质量浓度'UP &'3$8%吸光度 1NSP31NVP 为 KgV l
NgP%/01总量'S $'& 选取先证者)3KP*$另 N 例患
者)#R$3NM*和 K 名表型正常家系成员)&KP*%运用
眼遗传病外显子结合目标区域捕获测序芯片对目前已

知的 QKU 个眼部遗传性疾病的相关基因进行筛查& 采
用华大基因研究院专门定制的合成芯片 )美国
0%,78#X#& 公司*%该芯片设计包含 KgU J7 的区域%共
计 NVQ 个眼部疾病的相关基因%其中白内障相关的基
因 NQ 个%每个基因设计时包含向内含子区延伸的 KP 7<
碱基&

基因组 /01用 W+?*5%:IN)美国 J*::*9".:#66:公
司*随机打断成 NPP lQPP 7< 的文库%文库经过纯化杂
交后 芯 片 捕 获$ 洗 脱$ 测 序 ) H88.,%&* 4%I#@NPPP
1&*8D\#5:*)测序深度为 KUPq*%经过 H88.,%&*<%<#8%&#
图像分析和碱基识别处理%得到原始数据& 对于检测
结果%优先关注目前已知的先天性白内障的相关致病
基因%并按照以下条件进行筛选(=7 单核苷酸多态性
):%&'8#&.98#+6%=#<+8D,+5<"%:,% I0̂ * 选择 频 率 (
PgPPK 以及 =7I0̂ 数据库未收录的 I0̂ 位点'4*<J*<
选择频率( PgPPK 以及数据库未收录的 I0̂ 位点'
KPPP '#&+,#选择频率iPgPK 的突变位点'优先关注编
码区突变位点%同时结合遗传方式确定候选致病突变
位点& 运用 Ŵ2和直接测序法在其他家系成员和正
常对照组中进行突变位点验证%最终确定致病突变
位点&

84结果

8B74家系成员的遗传特征
该家系共 S 代 SK 名成员%均为回族%先天性白内

障患者 KV 例%分布于 U 代)图 K*%其中 Q 例已去世%现
有的 KU 例患者中年龄最大者 RL 岁)#N*%最小者 V 岁
)&KN*%所有患者在 NPPV 年以前均已行白内障手术&
行白内障手术时%年龄最大者 MM 岁 )#N*%最小者 Q
岁)&KN*& 除#N 患者接受了单纯白内障摘出术外%
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Ⅵ1 Ⅵ2 Ⅵ3

图 74先天性白内障家系图(#3患病男性($3患病女性(!3正常男性("3正常女性(33已去世(%3先证者

其余患者均行白内障摘出联合人工晶状体植入术%患
者的人工晶状体均在位%透明%无后发性白内障& 该家
系中除 K 例患者)#R*外%其余患者的最佳矫正视力
均低于 PgQ%部分患者合并高度近视$眼球震颤及斜视
)表 K*& 所有患者眼压正常%角膜透明%前房中等深度&

表 74先天性白内障家系中部分患者的临床资料

患者 性别
年龄

)岁*
白内障手术时

患者年龄)岁*

矫正视力

O/ OI

合并高

度近视

合并眼球

震颤

合并

斜视

#N 女 RR MM PgKP PgKU 是 是 是

#R 男 SU QK PgVP PgRP 是 否 否

#KN 女 UN QK PgKU PgKN 是 是 是

3V 女 MN NQ PgNP PgKP 是 是 是

3KP 女 QR NN PgPS PgKP 否 是 是

3NM 女 NM S PgNP PgNP 否 是 是

&KK 女 KQ M PgNP PgQP 否 是 是

&KN 女 S Q PgKU PgKU 否 是 是

(注3O/3右眼'OI3左眼

8B84受检者致病突变基因筛查
选取先证者3KP$患者#R 和3NM 以及家系表型

正常成员&KP 进行目标区域测序%共得到 M KQQ 个
I0̂ 和 SKQ 个插入缺失位点%其中 RP 个 I0̂ 和 KQ 个
插入缺失位点与白内障相关%参考 =7I0̂ ) "66<333
"'=+>&8+*=B9:#B.9:9B#=.3'+8=#& *̂6"3"'KL3=*6*7*:#3
:&<KQNB6;6B'\B*$ 4*<J*< ) A6<333A6<B&97%B&8,B&%"B
'+?3"*<,*<*$KPPP 基因组 )A6<333A6<BKPPP '#&+,#:B
#7%B*9B.G3?+8K3A6<*和本地数据库%将最小等位基因频
率值大于 PgPPU 的位点去掉%最终确定了 V 个候选致
病突变位点%其中 U 个在非编码区%Q 个在编码区%涉
及 S 个基因%这些基因中有 N 个为常染色体隐性遗传

先天性白内障的致病基因)8M/SO 基因和 8[TVVO 基
因*%Q 个位于编码区的突变位点所在的基因分别是
8[T:/基因和 8M/SO 基因%结合该家系显性遗传的
模式% 最 终 确 定 8[T:/ 基 因 上 的 NPVLVVLNP 和
NPVLVLPKV 杂合突变位点为候选致病突变位点)表 N*&

表 84候选致病性突变位点

染色体 位置 基因 遗传方式 =7I0̂ KPPP 基因组 4*<J*<

K KSMVNUNP FSE@Y 1/ 未收录 P 未收录

N NPVLVVLNP 8[T:/ 1/ 未收录 PgPPRQ 未收录

N NPVLVLPKV 8[T:/ 1/ P P 未收录

Q KQQKVUUNK VP;SY 1/ P P 未收录

KK QKVKKSMU S@(J 1/312 未收录 P 未收录

KK QKVKKSSL S@(J 1/312 未收录 P 未收录

KV RRMRMRKM 8M/SO 12 未收录 P 未收录

NN NRPPMKNM 8[TVVO 12 未收录 P 未收录

(注31/3常染色显性遗传'123常染色隐性遗传'I0̂ 3单核苷酸多态性

8B94该家系中致病基因的验证
利用 Ŵ2和直接测序技术在其他家系成员中进

行突变位点验证%发现 8[T:/基因 N̂MC突变与该家
系中患者表型呈共分离状态%同时在正常对照组中进
行该位点的验证%未检测到该位点突变%证实 8[T:/
基因的 N̂MC突变为该家系的致病原因)图 N*&

TCAGG GT GG TGG T CG
390

A B

GTGGTCG CA TGGGG GGT
390

图 84#$%0)基因测序结果(13先证者3KP 8[T:/基因测序结果
(可见 8[T:/基因 N̂MC的 X)C突变 )箭头*( 3̀正常家系成员
8[T:/基因测序结果
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94讨论

先天性白内障患儿晶状体混浊干扰了正常的视网

膜光觉和形觉刺激%从而影响患儿视觉系统的正常发
育%产生形觉剥夺性弱视%同时还可能导致或加重斜视
和眼球震颤& 先天性白内障的治疗不同于成人白内
障%早期诊断和治疗先天性白内障对于患儿双眼视功
能的建立至关重要&

本研究中收集的一回族家系中的先天性白内障患

者在就诊时均已实施先天性白内障手术%既往的临床
病历资料对白内障的形态描述不清%因此不能对患者
的临床表型做出正确判断& 在进行基因研究时无法根
据其表型优先选定某些特定的基因进行研究%如果逐
一对已知的先天性白内障致病基因进行筛查将会耗费

巨大的人力$物力$财力和时间& 连锁分析$全基因组
扫描筛选出候选致病基因的数目较多%给后期的验证
工作带来了巨大的困难%同时%减数分裂期间的基因重
组也会导致分析结果错误& 近年来出现的外显子结合
目标区域测序利用特制的探针针对某段特定的 /01
序列进行捕获%富集后进行高通量测序%具有效率高$
成本低$耗时短的优点 +S, & 本研究中根据该家系的发
病特点%最终选定外显子结合目标区域测序技术进行
基因突变的检测分析%在很短的时间内成功发现该家
系的致病基因和突变位点%提高了研究效率& 外显子
测序可用于发现疾病相关的基因信息%利用测序信息
结合临床特征可对相关的遗传病做出正确的诊断%从
而进一步提高临床诊断水平%但外显子测序会产生大
量的数据%需要利用公共数据库结合一些网络测评软
件对其结果进行分析和筛选以得到有用的信息%为进
一步验证工作提供研究基础&

已证实的与先天性白内障相关的基因超过 MP 个%
其中常染色体显性遗传的致病基因有 NS 个%其数量仍
在逐年增加

+R, %这些已知的致病基因中晶状体蛋白基
因突变接近 UPk& 8[T:/基因定位于 N@QQFQU%本研
究中检测到的 N̂MC突变位点在不同人群研究中均有
报道%可引起不同的表型%但在中国回族人群中尚属首
次发现& c*&'等 +V,

曾对 N 个常染色体显性遗传的珊
瑚状先天性白内障家系进行基因突变检测分析%均检
测到了 8[T:/基因的 N̂MC位点突变& 目前文献已
报道的珊瑚状表型的白内障均是由 8[T:/基因突变
引起的%提示珊瑚状表型和 8[T:/基因型具有一定的
相关性& 之前报道过的与 8[T:/基因 N̂MC突变位
点相关的 KP 个先天性白内障家系中%除了 S 个先天性
珊瑚状白内障家系外%还有 N 个为先天性蓝色点状白

内障%K 个为先天性板层白内障%K 个为先天性簇状混
浊白内障

+L_KN, %说明 8[T:/基因 N̂MC突变位点是先
天性白内障的热点突变%但也提示遗传性先天性白内
障有着较大的遗传和临床表型的异质性& 本研究中收
集的家系中%所有先天性白内障患者均携带有 N̂MC
位点突变%但是患者的临床表型不尽相同%绝大多数患
者幼年时即实施了白内障摘出联合人工晶状体植入

术%但术后矫正视力仍很差%个别患者同时合并高度近
视$眼球震颤和斜视%该家系中 K 例患者)#R*术后保
持了较好的矫正视力%且无其他并发症%充分证实了先
天性白内障的遗传异质性& 本研究为一回族家系%
8[T:/基因的 N̂MC突变在回族和汉族先天性白内障
的致病性是否相同还需要进一步扩大样本量和范围进

行验证&
c*&'等 +V,

通过对 N̂MC突变体蛋白进行生物物理
分析%结果显示突变型 W2cX/蛋白的溶解性明显低
于野生型& E?*&:等 +KQ,

采用同步射线圆二色性光谱法

分析发现% N̂MC突变体蛋白增加了一层#F片层结构%
可能与苏氨酸代替脯氨酸%从而引起蛋白某个边缘
#F链的延伸有关%提示 N̂MC突变体引起的白内障是由
蛋白不溶性增加所致%而并非由蛋白的稳定性下降引
起& $.&'等 +KM,

通过磁共振研究发现% N̂MC突变体的
关键局部构象和动力学与野生型不同%苏氨酸代替脯
氨酸后改变了蛋白相关区域的运动%诱发了蛋白的聚
集或多聚化%最终导致 W2cX/蛋白的可溶性降低和
高相对分子质量聚合体复合物的形成&

鉴于遗传性先天性白内障基因型与临床表型的关

系尚不清晰%因此需要对更多的先天性白内障家系进
行研究%以便发现更多的致病基因和突变位点%进而研
究致病基因与其编码蛋白的功能%有助于更好地阐明
其发病机制%从而为先天性白内障的防治提供基础&
本研究中采用外显子结合目标区域捕获测序技术对中

国一回族家系进行突变基因筛选%补充了相关研究中
回族先天性白内障致病基因的信息%同时发现这个家
系的突变基因与以往研究的汉族先天性白内障家系没

有明显不同& 外显子结合目标区域捕获测序技术在遗
传性先天性白内障的基因研究方面具有快速$可靠$有
效和实用的特点%可常规应用于遗传性先天性白内障
的基因诊断和优生诊断&
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第二届中国儿科发展国际论坛

儿童眼科分论坛暨儿童眼科诊疗常规及新技术学习班通知

为了进一步促进中国儿科事业的发展%搭建儿科同道交流的国际平台%首都医科大学附属北京儿童医院$美国波士顿儿童医

院$美国丹娜法伯癌症研究院和美国洛杉矶儿童医院将于 NPKU 年 KP 月 L/KK 日在国家会议中心联合举办第二届中国儿科发展国

际论坛)WHb̂/*& 本届论坛分为 MN 个分论坛%KP 月 KP/KK 日为儿童眼科分论坛暨儿童眼科诊疗常规及新技术学习班%特邀请加

拿大 5̀#&=*X*88%#教授%新加坡 5̀%='#66#c#+" 教授%美国 0+5,*& B̀J#=+>$W"#&'!"*&'$杨东升教授%国内知名眼科专家王宁利$赵

堪兴$范先群$赵培泉$项道满$王乐今$李冬梅$黄一飞$唐炘$王军$李巧娴$付晶$吴夕$苏鸣$陈志钧$陶利娟$许江涛教授等授课%

内容涵盖整合医学与眼科$儿童斜弱视$先天性眼球震颤$儿童眼部肿瘤$儿童眼整形$视光学$儿童眼底疾病$先天性青光眼$白内

障$儿童角膜疾病等儿童眼科疾病的临床诊断及治疗%授课内容丰富%紧密结合临床%汇集专家多年临床经验%根据病案实例讲授新

进展$新理论$新方法%教学方法包括讲座$手术视频演示及临床疑难问题答疑& 学习班结束后将授予市级继续教育!类学分 S 分&

收费标准(培训费 K PPP 元3人)含儿科发展国际论坛培训*%食宿统一安排%费用自理&

报名方式(请将报名回执加盖单位公章后以传真或邮寄方式报名参会& 会务组收到报名表后将于论坛开始前 KM = 发出正式报

到通知%告知报到地点$乘车路线$授课专家及课程安排等具体事项& 报名电话()VS*KP_VMNNVVQP& 传真()VS*KP_VMNNVVQP& 联系

人(王楠$张研& 联系电话()VS*KP_KQSLQQQUPQL$)VS*KP_KQLKKQKVPLQ& 邮箱(9&A.86+&]KSQB9+,& 地址(北京市东城区雍和家园二

期 Q 号楼 MPU 室&
)首都医科大学附属北京儿童医院*
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