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眼病候选基因芯片在一汉族视网膜色素变性

家系分子遗传学中的应用

周晓敏(黄辉(王瑛(吴静(樊宁(蒋善明(刘旭阳

(("摘要#(背景(视网膜色素变性)2̂ *是一种累及视网膜光感受器细胞及色素上皮细胞的遗传性致盲

眼病& 2̂ 的发病机制及临床特征较复杂%具有遗传异质性和临床异质性& 随着基因组学的迅猛发展%越来越

多的研究手段应用于 2̂ 致病基因筛查&(目的(通过眼科基因芯片测序方法探讨一常染色体遗传 2̂ 家系

临床表型及其基因突变情况&(方法(于 NPKQ 年 S 月在重庆市荣昌县收集一汉族 2̂ 家系%对该家系所有患

者进行眼科检查确诊后%抽取 KN 名家系成员外周静脉血各 K ,8%应用华大基因眼科芯片目标区域捕获技术进

行基因突变检测& 该基因芯片覆盖了眼病相关的基因编码区)包括 UL 个 2̂ 候选基因*%选择家系内 N 例 2̂

患者)"U$"R*的 /01样本进行目标区域捕获测序& 通过生物信息学技术对测序结果进行分析%对共有的

变异位点进行 I*&'#5测序验证&(结果(该家系为常染色体遗传的 2̂ 家系& 通过基因芯片分析发现该家系

"U 和"R 患者存在 N 个共有基因突变(=;EY@)9BQPSUCjW%<B̂ "#KPNNI#5*突变和 S/FJ@)9BKSLLXj1%

<B18*KQKLX8D*突变%家系其他成员检测结果表明 N 个基因突变未与疾病共分离& 该眼科基因芯片高通量测

序技术虽然未定位该家系致病基因%但快速排除了 2̂ 常见候选基因%为进一步分析奠定了研究基础&(结论

(采用基于目标区域捕获测序的眼科基因芯片技术可以快速$准确地筛查 2̂ 常见候选基因%是眼科疾病遗传

研究的一项适用且高效的新方法&(

"关键词#(视网膜色素变性' 基因' 二代测序' 分子遗传学' 家系分析
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((视网膜色素变性)5#6%&%6%:<%',#&6+:*%2̂ *是由于
视网膜感光细胞和色素上皮细胞变性而导致夜盲和进

行性视野缩窄的疾病%是一种常见的遗传性眼病 +K, &
2̂ 在世界范围内的发病率约为 K3Q UPP%在中国的发
病率为 K3Q MSR +N, %全世界约有 KUP 万以上 2̂ 患者%且
发病率有逐年上升的趋势& 2̂ 发病机制尚未明确%也
缺乏有效的防治手段& 2̂ 具有高度的遗传异质性%根
据遗传方式的不同%分为常染色体显性遗传 2̂ $常染
色体隐性遗传 2̂ $)连锁 2̂ $双基因遗传 2̂ 及线粒

体遗传 2̂ +Q, & 在各 2̂ 遗传类型中%KUk lNUk为常
染色体显性遗传 2̂ %Uk lNUk为常染色体隐性遗传
2̂ %Uk lKUk为 )连锁 2̂ %MPk lUPk为散发型%双
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图 74常染色体遗传的视网膜色素变性家系图(其中 M 例患者)"Q$"U$"R$"KQ*和 V 名正常成员)"S$"KP$"KQ$"KR$#KP$#KN$#KS$

3N$3Q*纳入研究(!(正常男性("(正常女性(#(患病男性($(患病女性( (去世("(未知(%(先证者

基因突变遗传 2̂ 和线粒体遗传 2̂ 仅占极少数& 遗
传因素在 2̂ 的发病机制中起重要作用& 目前关于各
遗传类型 2̂ 的分子遗传研究甚多& 特别是近年来%
随着基因组学及后基因组学的迅猛发展%一整套的序
列和结构分析注释工具及专门的序列数据库软件被广

泛应用%荧光标记核酸自动测序仪被普遍使用%全基因
组关联分析)'#&+,#F>%=#*::+9%*6%+& :6.=D%X-1I*$全
外显子组测序和全基因组测序等技术被越来越多地应

用于基因研究& 2̂ 的分子遗传学研究有了很大进展%
最新的研究表明可能有超过 SP 个基因与 2̂ 相关%由
于 2̂ 基因型与临床表型之间缺乏对应关系%因此常
规的 2̂ 候选基因 I*&'#5测序筛查有一定的盲目性%
成功率低%而直接进行全基因组测序分析成本较大&
本研究主要通过眼科基因芯片测序这一新方法对一

2̂ 家系进行分子遗传学研究%旨在快速$准确地筛选
已经明确的 2̂ 致病基因与该家系的相关性&

74资料与方法

7B74一般资料
于 NPKQ 年 S 月在重庆市荣昌县收集一汉族 2̂ 家

系%包括 KN 名成员%其中 2̂ 患者 M 例)"Q$"U$"R$
"KQ*%正常成员 V 名 )"S$"KP$"KQ$"KR$#KP$
#KN$#KS$3N$3Q*%均非近亲婚配)图 K*& 本研究
经暨南大学附属深圳市眼科医院伦理委员会审核通

过%所有临床检查和基因分析均获得受检者的知情
同意&
7B84方法
7B8B74/01提取(抽取 KN 名家系成员外周静脉血
各 K ,8%乙二胺四乙酸)#6"D8#&#=%*,%&#6#65**9#6%9*9%=%
E/C1*抗凝& 血液 /01抽提试剂盒 )德国 f%*'#& 公
司*进行基因组 /01的提取%采用质量分数 Kk琼脂
糖凝胶电泳法鉴定目的 /01条带&
7B8B842̂ 基因突变的检测(采用华大基因研制开发
的眼科基因芯片对该家系致病基因进行筛查& 该基因
芯片)0%,78#X#&%2+9"#*主要覆盖了根据 X#&#2#?%#>:$
OJHJ)O&8%&#J#&=#8%*& H&"#5%6*&9#%& J*&*)0Ẁ H*和
2#6%&*8%&A+5,*6%+& 0#6>+5G )2#60#6% "66<:(33:<"B.6"B
#=.32#6&#63*查询的 2̂ $先天性黑朦$白内障等共计
QSP 种眼部疾病相关的 NVQ 个基因的 M QVK 个外显子&
基因芯片主要基于二代测序技术%对目标基因区域捕
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获并深度测序%平均每个样本的测序深度达到 KUPq&
该基因芯片覆盖 UL 个 2̂ 常见候选基因)表 K*& 本研
究中对 2̂ 家系患者"U 和"R 的 /01样本进行遗传
性眼病基因编码区的捕获测序%对这些基因外显子及
其邻近hKP 7< 内含子区所有变异%包括点突变$单核
苷酸多态性):%&'8#&.98#+6%=#<+8D,+5<"%:,:%I0̂ :*和
移码突变进行测序分析%具体筛选条件包括()K *错
义$剪切$无义$同义$186s:6*56以及通读突变& )N *
KPPP X#&+,#:$=7I0̂ 和 4*<J*< Q 个数据库中频率小
于 PgPK 的基因突变& )Q*纯合子大于 KP%杂合子相加
大于 KP 的基因突变& 最后对 N 例患者共有的候选突
变进行 I*&'#5测序验证和致病性评估& 分析不包括
基因组结构变异)如大片段杂合缺失$复制与倒位重
排*$大片段杂合插入突变)如 1ZY介导的插入突变*
及位于基因调节区或内含子区的突变&

表 74基因芯片覆盖的 ?@相关基因

疾病 相关基因

2̂

[SO$[SY$[S:[$[EN$S[SEY$ [N4O$ [SA$ R4S/EO$
S[SPXO$8[VO$ S[SP̀ $ M=?SO$ 8@Q$ S[SPX$ @V8@Q$
[SFJC$FT;$8F[c?$L[?$P@4OJO@$P;8LY$MNSN[;$
;L[LSYBB$ ;F4@Q@$ S[8/$ L[YFX$ 4F[Mc$ =;EY@$
S/FJV$S[N4O$c?E?I$S/FJ@$[:[$8L:VO$R/EXV$
;@:$:=8@OV$ 8L:@O$ VF;MO$ MM8̀ $ [/EOY$ 8Y*13IO$
@[?J$R4S:Y$S/FJ:$!LPCOX$/E//;$S[SPJ$8?[LO$
4@c$ 8/E[O$ [VSX$ NP/O$ [?VSO$ P?D8[O$ 8[($
?[@M$@RS?O$;S@M@I

(注(2̂ (视网膜色素变性

84结果

8B74分子遗传学研究
该眼病候选基因芯片覆盖了大部分 2̂ 相关基因

)表 K*& 测序结果显示患者"U 和"R 存在 N 个共有
基因突变(=;EY@)9BQPSUCjW%<B̂ "#KPNNI#5*突变和
S/FJ@)9BKSLLXj1%<B18*KQKLX8D*突变 )表 N*& 后
期 I*&'#5测序验证这 N 个基因突变不符合疾病共分离&

表 84患者$L 和$P 共有基因突变

基因 基因序列号 突变位点序列号 基因亚区 核苷酸改变 氨基酸改变 功能改变 4+,34#6

=;EY@ 0JsNPSLQQ / W/IKM 9BQPSUCjW <B̂ "#KPNNI#5 错义 4#6
S/FJ@ 0JsPPPMMP 5:MVMPUPK W/IKQ 9BKSLLXj1 <B18*KQKLX8D 错义 4#6

(注(4+,(纯合突变'4#6(杂合突变' (无

8B84受检者眼部临床表现
患者"Q$"U$"R 及"KQ 均在 QP 岁左右出现双

眼视力下降%双眼视力检查均为手动3眼前%间接检眼
镜检查眼底均可见视盘呈蜡黄色%视网膜血管管径变
细%并可见周边部和后极部视网膜大量骨细胞样色素

沉积& 患者"Q$"U$"R 及"KQ 均有白内障病史%患
者"Q$"U$"R 视网膜色素上皮萎缩%可透见脉络膜
大血管& 患者"U$"KQ有夜盲史%患者"Q 左眼已行
白内障手术%右眼虹膜后粘连& 患者"U 已行右眼白
内障手术%左眼晶状体核性混浊%患者"R 已行左眼白
内障手术& 其他成员临床表型正常%晶状体透明%间接
检眼镜检查眼底见视网膜和视盘颜色红润%黄斑反光
清晰%周边视网膜未见色素沉积)图 N*&

A B

C D

E F
图 84?@家系成员眼底检查(1(患者"U 右眼彩色眼底照相( (̀
患者"R 左眼彩色眼底照相(W(患者"Q 左眼彩色眼底照相(/(患
者"KQ 左眼彩色眼底照相(E(临床表型正常成员"KR 右眼彩色眼
底照相(b(临床表型正常成员#KN 右眼彩色眼底照相

94讨论

2̂ 是常见的单基因遗传性致盲眼病%主要临床表
现为光感受器功能异常导致进行性夜盲和视野缩窄%
多为双眼发病%致盲率高& 迄今为止%2#60#6) "66<(33
>>>B:<"B.6"B6,9B#=.32#60#63B* 和 4XJ/) "66<(33
>>>B"',=B9AB*9B.G3B*已报道 SP 多个 2̂ 相关基因

和 Q PPP 多个致病位点%越来越多新基因和新位点被
发现

+M, & 随着对 2̂ 的深入了解%发现该疾病的基因
型和表现型之间关系不明确%兼具遗传异质性和临床
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异质性的特点
+U_S, &

连锁分析和 /01直接测序是探索疾病相关基因
及致病位点的传统技术方法%虽然该类方法稳定$可
靠%但仍有各自弊端& 连锁分析在染色体上的定位通
常是 9J级别%也就是百万个碱基对%其中包含成百上
千个基因%很难精确定位突变位点& 传统 /01直接测
序则只适用于候选基因较少的疾病遗传分析& 随着测
序技术的发展%以H8.,%&*X1$MUM 和 I+8%= 为代表的第
二代测序技术 ) &#;6F'#&#5*6%+& :#@.#&9%&'%0XI*可以
对大量的序列片段进行高通量平行测序

+R, %尤其是近
年的 I+8#;*测序技术%使迅速$准确地寻找与疾病相关
的突变或遗传改变成为可能

+V_KK, & 目前有 Q 种 0XI
策略(全基因组 0XI$全外显子组 0XI 和目标区域
0XI& 全基因组 0XI 和全外显子组 0XI 对人类基因
组覆盖率高%是疾病基因分析的高效手段%但是由于其
成本高以及后期有大量测序数据集的分析和管理%使
其并没有成为定位致病基因的常规手段& 目标区域
0XI 技术又称为第 Q 代 0XI 技术%主要是对疾病已知
致病基因片段进行捕获测序%有针对性且成本较低%利
于更有效定位已知致病基因的新发突变

+KN_KQ, %其缺点
是不能发现新的致病基因& 第 Q 代 0XI 技术是当前
2̂ 筛选突变的最佳方法%且在视网膜疾病中已有运
用

+M%KM, &
2̂ 家系的遗传分析中%常首先根据其遗传模式对

候选基因进行筛选%对候选基因直接进行 I*&'#5测序
分析%该方法成功率不高& 究其原因()K* 2̂ 候选基

因众多%无法一一排除%尤其是遗传模式不明确的 2̂
家系%候选基因分析更是费时$费力& )N* 2̂ 具有遗

传异质性和临床异质性%基因型与临床表型之间缺乏
明确对应关系%很难根据临床表型确定候选基因并进
行直接测序分析& )Q*不同疾病存在基因重叠现象%
多种遗传性视网膜疾病具有重叠的临床表现和遗传背

景%如原发性 2̂ 和白点状视网膜变性$视锥视杆细胞
营养不良$先天性黑朦等'不同种类的 2̂ 可能有相同

的致病基因
+KU_KS, %2̂ 的致病基因也可能是先天性黑

朦的相关基因
+KR_KV, & 所以%在 2̂ 的遗传分析中

I*&'#5测序并不能快速$准确地寻找致病基因&
本研究中家系的特点是所有 2̂ 患者都集中在第

N 代%均在 QP 岁左右发病& 第 K 代家系成员已去世%
无法对其进行临床诊断%而第 Q 代$第 M 代家系成员年
龄较小%目前无法确定其发病与否%以致该家系遗传模
式不明确& 针对这种情况%对所有候选基因直接测序
分析将耗时长$成功率低$成本高& 外显子组测序同样
成本高且对家系的样本选择有一定要求& 综合考虑

后%本研究中选用已成熟的眼科基因芯片高通量测序
的方法来对该家系进行致病基因筛查%该方法是针对
眼病候选基因目标区域的 0XI 技术& 基因芯片覆盖
了 QSP 种眼部疾病相关的 NVQ 个基因%其中 2̂ 常见相

关基因 UL 个& 该芯片测序较外显子组或全基因组测
序用时短$成本低%可快速地一次性筛选大量 2̂ 相关

候选基因& 国外一些实验室也开展了遗传性眼病的基
因芯片检测服务%但疾病的种类及相关候选基因数目
有限& 虽然在本家系研究中未能在基因芯片范围内筛
选到共分离的致病基因%但本研究为下一步工作提供
了研究基础%指出了研究方向& 该眼科基因芯片测序
方法是眼病分子遗传研究中一种有效的新方法%尤其
适用于 2̂ 和先天性黑朦等候选基因较多的眼病&
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眼睑 J#5G#8细胞癌一例
孙松(王峰(汤伟
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图 74;KK患者睑结膜外观4图 84KS示肿块矢状位4图 94KS示肿块冠状位4图 :4术中
完整切除的肿块4图 L4;KK患者肿块切除后外观4图 M4;KK患者眼睑成形术后外观4图 P
4癌细胞的细胞核呈空泡状%细胞中等大小%核仁不清)4EqNPP*(图 \4组织切片细胞质 Z.&
免疫组织化学染色阳性)E&?%:%+& 法%1̀ WqNPP*(图 ]4光学显微镜下可见 ;KK患者组织切片
K58X 免疫组织化学染色阳性)E&?%:%+& 法%1̀ WqNPP*

((患者%女%RM 岁%因左眼上睑无痛性

肿块迅速增大 MP 余天%NPKM 年 S 月于

无锡市第二人民医院眼科就诊& 患者

一般情况良好%否认高血压$糖尿病$肝

炎$结核$血吸虫病$疟疾等病史%否认

手术及外伤史& 患者系退休教师%既往

体健%否认长期阳光照射$器官移植$免

疫抑制剂服用史%否认家族遗传性疾病

史& 眼部检查(视力右眼 PgN%左眼 PgM%

左眼上睑隆起%扪及一肿块%约 NgP 9,q

KgU 9,%质地中等%边界清楚%肿块表面

淡紫色%累及睑缘%距睑缘 N ,,处与皮

肤有粘连%局部无睫毛%无压痛%眼球活

动度良好%肿块侵及睑板)图 K*& 上睑

结膜光滑%角膜透明%前房无细胞%无房

水闪辉%瞳孔对光反射灵敏%晶状体混

浊%玻璃体少量混浊%视网膜未见异常&

眼压(右眼 KM ,,4')K ,,4'eKgQQ G *̂*%

左眼 KU ,,4'& 全身检查未扪及淋巴

结肿大& 辅助检查(心电图示窦性心

律%C波改变%低电压'胸部 )射线摄片

未见异常'肝脏$胆囊$脾脏$胰腺 `型

超声检查均未见明显异常'眼眶p头颅
WC检查示左眼睑占位 )图 N%Q*& 实验

室检查(血常规$防癌十一项$凝血机

制$乙型肝炎快速表面抗原$丙型肝炎$

人 类 免 疫 缺 陷 病 毒 ) ".,*&

%,,.&+=#A%9%#&9D?%5.:%4H[*$梅毒等实验室检查均未见异常&

入院诊断(左眼睑恶性肿块. )性质待查*& 于入院后 K 周在全
身麻醉下行左眼睑肿块切除p眼睑修复术& 手术方法(于左眼
上睑肿块边缘外约 M ,,处亚甲蓝划线'根据划线连同睑板$睑
结膜切除肿块'术中见肿块切除物表面光滑%质地中等%体积约
NgP 9,qKgU 9,qKgU 9,%色淡红%与睑板紧密连接 )图 M*%术
((((

((/OH(KPBQRSP 39,*BTB%::&BNPLUFPKSPBNPKUBPVBPPR
作者单位(NKMPPN 无锡%南京医科大学附属无锡市第二人民医院

眼科

通信作者(汤伟%E,*%8(6*&'>#%8.D%]KSQB9+,

中快速病理切片示神经内分泌肿瘤%切缘肿瘤细胞阴性'取
NgP 9,qKgS 9,qKgS 9,上腭黏膜移植于睑板睑结膜缺损处%眼

睑皮肤向下做滑行皮瓣以修复眼睑皮肤缺损)图 U%S*& 术后

加压包扎 U lR =%隔天清洁换药%全身抗感染治疗 Q =& 光学显

微镜下可见%鳞状上皮下片状异型细胞分布%细胞中等大小%核

仁不清%部分呈空泡状%核分裂相多见)图 R*%肿瘤组织浸润到

横纹肌间& 免疫组织化学染色显示%肿瘤细胞突触素蛋白
):D&*6+<"D:%&%ID&* )图 V *$细胞角蛋白 NP ) 9D6+G#5*6%& NP%

WaNP*)图 L*$Wa<*& 均阳性%W/Q$W/NP$白细胞共同抗原$嗜

铬素 1$W/US$W/LL$甲状腺转录因子 K )6"D5+%= 65*&:95%<6%+&

A*96+5K%CCbK*$IKPP$人类黑色素瘤 MU) ".,*& ,#8*&+,*78*9GF
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