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第二代测序技术在一中国先天性白内障家系致病

基因检测中的应用
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(("摘要#(背景(某些遗传性疾病具有高度遗传异质性%因此传统的 I*&'#5测序技术已经不能满足医学

研究及临床工作的需求& 第二代测序)0XI*技术由于具有费用低及检测速度快的优点而得到广泛应用%但在

先天性眼病突变基因的检测中的应用效果有待验证&(目的(探讨 0XI 技术对先天性白内障患者进行致病

基因诊断和产前诊断的可行性&(方法(于 NPKQ 年 K 月收集来自河南省洛阳市的一汉族先天性白内障家系%

抽取家系中 Q 例患者)"N$#Q$#M*和 Q 名表型正常者)"Q$#K$#N*的外周血各 N ,8%E/C1抗凝%在河南

省医学遗传研究所应用 0XI 技术对先证者进行基因突变位点检测%并采用 I*&'#5测序技术对 0XI 结果进行

验证%然后用 I*&'#5测序技术对该家系其他成员的外周血样本进行突变位点的序列分析%根据确定的致病突

变位点对先证者的胎儿进行产前诊断& 本研究遵循赫尔辛基宣言%检测方案经河南省人民医院医学伦理委员

会批准%所有研究对象均签署知情同意书&(结果(该家系 M 代 KM 位成员中共 U 例患者%其中男 N 例%女 Q

例%分布于!$"$#代中%其他家系成员表型正常%符合常染色体显性遗传方式& 0XI 检测发现先证者#Q

8[TVVO 基因第 S 外显子上存在 9BSVNCjW)<BINNV *̂杂合突变%I*&'#5法验证了该点突变& I*&'#5法检测发

现家系中患者均存在 8[TVVO 基因 9BSVN CjW突变%而家系中表型正常者 8[TVVO 基因的 9BSVN 位点基因型

为 C3C野生型& 产前诊断结果显示胎儿)3K*8[TVVO 基因 9BSVN 位点基因型为 C3C野生型&(结论(0XI

可用于先天性白内障基因突变的快速检测%该家系致病性基因为 8[TVVO 基因 9BSVNCjW突变%应用 0XI 技

术结合一代测序技术成功对先证者进行了产前诊断&(

"关键词#(先天性白内障' 家系谱' 基因突变' /01测序分析方法' 第二代测序' 产前诊断
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((先天性白内障是在胎儿时期各种因素所导致的晶
状体发育异常%胎儿出生时或出生 K 年以内晶状体出
现不同程度的混浊%是儿童盲的主要原因之一 +K, & 先
天性白内障的发病率为 PgPKk lPgPSk +N, %临床可表
现为单纯眼部异常%也可作为某些综合征的多种表型
之一

+Q, & 约 K3Q 的先天性白内障与遗传因素有关%其
遗传方式包括常染色体显性遗传$常染色体隐性遗传
和伴性遗传 Q 种%是否存在 c连锁遗传尚有待探
讨

+M, %大多数先天性白内障呈常染色体显性遗传& 先
天性白内障具有显著的临床异质性和遗传异质性%目
前已报道的致病基因超过 NP 个%突变近百种 +U, & 目前
大多数研究仍采用连锁分析筛选热点基因联合 I*&'#5
测序的方法对先天性白内障进行基因诊断%但该方法
操作繁琐且工作量巨大& 第二代测序) &#;6F'#&#5*6%+&
:#@.#&9%&'%0XI*技术有高通量$高性价比的特点%在
临床基因诊断的应用日益广泛%但尚未用于先天性白
内障的基因诊断& 本研究中利用 0XI 技术对一先天
性白内障家系进行突变基因检测%并利用 I*&'#5测序
法对 0XI 结果进行验证%探讨 0XI 联合 I*&'#5测序
用于先天性白内障突变基因检测和产前诊断的可行性&

74资料与方法

7B74一般资料
先证者)#Q*来自河南省洛阳市一汉族先天性白

内障家系%曾于 NPKP 年在河南省人民医院眼科诊断为
双眼先天性核性白内障$弱视& NPKQ 年 K 月先证者怀
孕 Q 个月余%因有先天性白内障家族史要求进行胎儿
致病基因检测%故就诊于河南省人民医院医学遗传研
究所& 先证者)#Q*%女%NM 岁%自幼视力较差%并呈进
行性发展%来诊时双眼裸眼视力均为 PgQ%矫正无助%
畏光'裂隙灯显微镜检查见晶状体核呈橘皮样灰白色
混浊)图 K*%眼部 `型超声检查$眼压测定及扩瞳后眼

底检查均未见明显异常& 本研究遵循赫尔辛基宣言%
检测方案经河南省人民医院医学伦理委员会批准%所
有研究对象均签署知情同意书&

图 74先证者)"9*裂隙灯显微镜照片(可见晶状体核呈橘皮样灰
白色混浊

7B84方法
7B8B74/01提取(抽取家系内 Q 例患者)"N$#Q$
#M*和 Q 名正常人)"Q$#K$#N*的外周血各 N ,8%
E/C1抗凝& 采用/01提取试剂盒)/0#*:DC%::.#a%6
/01* )德国 f%*'#& 公司 * 提取外周血 /01& 采用
0*&=5+< NPPP 分光光度计 )美国 C"#5,+公司 *进行
/01定量检测&
7B8B840XI 高通量测序(取 Q $'/01经 IN 超声仪
)美国 W+?*5%:公司*将其随机打断%纯化后的 /01使
用平末端修复反应缓冲液和末端修复酶混合物进行末

端补平%进而在其 Q-端加入多聚 1形成特有的悬垂结
构%通过接头连接以形成标准的 I+8#;*测序文库%用
0*&+=5+< NPPP 分光光度计对文库样本进行定量检测&
文库经 Ŵ2扩增后%应用先天性白内障基因检测试剂
盒)北京迈基诺基因科技公司*进行杂交%洗脱的杂交
文库经质量控制证实合格后用 H88.,%&*4%I#@NPPP 基
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因分析系统)美国 H88.,%&*公司*上机测序&
7B8B94I*&'#5测序(按照常规 I*&'#5测序法检测患
者及家系其他成员 /01& 针对 8[TVVO 基因第 S 外
显子%用 5̂%,#5̂ 5#,%#5Q 软件设计引物%引物由上海
生工 生 物 工 程 有 限 公 司 合 成% 上 游 引 物( U -F
X1W1X11XCX1X1X1XW1XWWFQ -% 下 游 引 物( U -F
XCCXC11CC1CC11X1XWX1XX11FQ -& Ŵ2反应体
系为 UPgP $8%其中 /01模板 KgP $8$上下游引物各
KgP $8$ KP ,,+83Z=0Ĉ KgP $8$C*@ 7.AA#5UgP $8$
NU ,,+83ZJ'W8N UgP $8$U Y3$8)商品单位* C*@ 酶
PgU $8$==4N OQUgU $8& Ŵ2反应条件(LU o预变性
Q ,%&'LM o变性 QP :%UR o退火 QU :%RN o延伸 UP :%
循环 QU 次'RN o延伸 KP ,%&'M o保存& 所有样本的
Ŵ2产物经纯化后均送往上海生工生物工程有限公
司进行测序& 测序结果与 0ẀH上的标准序列进行
Z̀1IC分析&

7B8B:4产前诊断4羊膜腔穿刺术抽取羊水)3K* )孕
KL 周时*%采用 /01提取试剂盒提取羊水)3K*/01&
按照 +̂>#5̂8#;) NK 基因分型系统 )美国 5̂+,#'*公
司*说明书对孕妇及其羊水标本 /01进行基因分型&
+̂>#5̂8#;)NK 基因分型系统包含 NK 个基因座)NP 个
短串联重复序列位点和 K 个性别位点*进行复合扩增
及检测%包括 /KIKSUS$/NIKQQV$/QIKQUV$/UIVKV$
/SIKPMQ$ /RIVNP$ /VIKKRL$ /KNIQLK$ /KQIQKR$
/KSIUQL$ /KVIUK$ /KLIMQQ$ /NKIKK$ 1,#8+'#&%&$
WIbK Ô$bX1$ #̂&6*/$ #̂&6*E$C4PK$ĈO)和 ?-1&
对比羊水标本与母体外周血标本的基因分型结果%如
果羊水标本中有 N 个以上的基因座出现 Q 个等位基因
且这 Q 个等位基因中有 N 个来源于母亲%或者所有基
因座分型与母亲完全一致%判定为存在母体污染& 排
除母体污染后% 利用 I*&'#5法对胎儿 )羊水 * 的
8[TVVO 基因第 S 外显子进行扩增%扩增产物经纯化
后送至上海生工生物工程有限公司进行测序&

84结果

8B74家系调查情况
该家系 M 代共 KM 位成员%其中!K$"N$"U$#Q

)先证者*和#U 为患病者%其中男 N 例%女 Q 例%其他
家系成员表型正常%符合常染色体显性遗传方式
)图 N*&
8B84先证者突变位点检测

先证者#Q 在 9"5NNFNSLLUUQK 位点%即 8[TVVO
基因)0JsPPKVVRBQ*第 S 外显子存在 9BSVNCjW杂合
突变)图 Q*&
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图 84先天性白内障家系图谱(#(患病男性($(患病女性(!(
正常男性("(正常女性(1(胎儿(3(已去世(↗(先证者

图 94先证者"9 的 N̂ Z结果(红色区域为突变位点 9BSVNCjW

8B94I*&'#5法验证家系成员 8[TVVO 基因突变位点
通过 I*&'#5法对先证者#Q 的 0XI 结果进行验

证%发现先证者#Q 8[TVVO 基因第 S 外显子存在 9BSVN
CjW杂合突变 )图 M1*& 对家系内其他成员 8[TVVO
基因的 9BSVN 位点进行检测%发现患者"N$#M 均存
在 9BSVNCjW杂合突变)图 M *̀ %表型正常的"Q$#K
和#N 9BSVN 位点的基因型均为 C3C野生型)图 MW*&
先天性白内障家系成员 8[TVVO 基因 9BSVN 位点基因
型见表 K&

C

T C AG G C C C C T G C ATGCAGCCCCTGCGT
210200210200

TG CA G TC CC T G CG
200

A B
图 :4家系成员 #$%&&' 基因正
向测序(_M\8 位点基因型(1(先
证者#Q 8[TVVO 基因9BSVN位点
CjW杂合突变)箭头*( (̀患者
#M 8[TVVO 基因9BSVN 位点CjW
杂合突变)箭头*(W(表型正常
的#N 8[TVVO 基因9BSVN位点为
C3C野生型)箭头*
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表 74家系成员 #$%&&' 基因 (_M\8 位点基因型

受检者 基因型 表型

"N C3W 异常

"Q C3C 正常

#K C3C 正常

#N C3C 正常

#Q C3W 异常

#M C3W 异常

8B:4 +̂>#5̂8#;) NK 基因分型
与母体)#Q*外周血基因分型结果)图 U1*比较%

胎儿)3K*基因分型结果显示 NK 个基因位点均未出
现 Q 个或 Q 个以上的等位基因)图 U *̀ %所有基因座的
分型结果不完全一致%羊水标本无母体污染%可以进行
后续实验&

A B
图 L4@/6%-@0%C% 87 基因分型结果(1(母体#Q +̂>#5̂8#;)NK 基因分型结果( (̀胎儿)3K* +̂>#5̂8#;) NK 基因分型结果(图中峰下所标数字
代表各基因座的等位基因型
(

8BL4产前诊断
产前羊水诊断发现3K 8[TVVO 基因的 9BSVN 位

点未见异常)图 S*%建议继续妊娠& 先证者#Q 在其
他医院足月顺产一男婴%NPKM 年 KP 月电话随访时3K
K 岁余%外院体检视力正常&

CAT G A G T C C C T G C G
200

图 M 4 胎 儿 ) 0 7 * 的
#$%&&' 基因正向测序结
果( 8[TVVO 基因 9BSVN
位点基因型为 C3C野生型
)箭头*

94讨论

与传统的 I*&'#5测序法不同%0XI 通过构建 /01
文库进行测序反应

+S, %测序原理与焦磷酸测序技术相
似%但是在生成新的 /01互补链时%加入的 =0Ĉ 可

以释放出荧光信号%通过捕获荧光信号并转化为测序
峰值%获得互补链序列信息%从而达到高通量测序的目
的

+R, & 随着测序技术的不断进步和推广%0XI 在分子
生物学研究$疾病的诊断等方面发挥了重要作用%已用
于复杂性神经系统疾病$恶性肿瘤$免疫检测及微生物
学研究等领域

+V_L, &
遗传性先天性白内障可以呈现出不同的遗传方

式%并且具有高度的遗传异质性 +KP, %即一种白内障可
以由一种或多种致病基因引起%不同临床表型的白内
障也可以由同一基因或同一基因家族发生突变所引

起
+KK, %因此很难通过白内障的临床表型确定致病基

因& KLSQ 年%2#&>%9G 等 +KN,
通过连锁分析首次确定了

与先天性白内障有关的一致病基因突变位点%随着分
子生物学技术的不断进展%目前已发现至少有 NS 个基
因与先天性白内障的发病有关&

本研究利用 0XI 技术同时对已知的先天性白内
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障候选基因进行检测%发现先证者的 8[TVVO 基因存
在 9BSVNCjW突变%利用一代测序技术对先证者的结
果进行验证%发现 N 种测序结果一致& 用一代测序方
法对家系受检成员 8[TVVO 基因的 9BSVN 位点进行检
测%发现所有患者 8[TVVO 基因均存在 9BSVNCjW突
变%而表型正常者该位点基因型均为野生型& 8[TVVO
基因位于 NN@KNBK%包括 S 个外显子%其编码的 NUK 个
氨基酸的 %F̀K 晶状体蛋白主要在发育早期的晶状体
核中表达& %F晶状体蛋白家族共有 %F1K l1M 和 %F̀K l
Q̀ R 个成员%均为晶状体的主要结构蛋白%占晶状体
蛋白质总量的 QUk& 9BSVNCjW点突变导致编码
8[TVVO 基因的 NNV 位氨基酸由极性的丝氨酸变为非
极性的脯氨酸%可能是导致 %F̀K 晶状体蛋白功能发
生改变的主要机制%-*&'等 +KQ,

在另一中国先天性核

性白内障家系中也发现了该突变%因此认为 8[TVVO
基因的 9BSVNCjW突变为该先天性白内障家系的致病
性突变&

本研究中先证者因有先天性白内障家族史而要求

对胎儿进行致病基因的检测& 由于该家系先天性白内
障致病基因不明%按照产前基因诊断流程%必须先通过
先证者明确致病基因%才能针对性地对胎儿进行基因
检测& 传统的先天性白内障致病基因筛查的流程为根
据家系分析寻找热点基因%然后通过连锁分析对热点
基因进行筛选%最后通过测序来检测基因的突变位点&
由于先天性白内障有高度遗传异质性%候选基因很多%
并且存在基因重组的可能性%因此通过连锁分析进行
检测费时$费力且有一定的漏检率& 本研究中先证者
就诊时已孕 KS 周%羊水穿刺的最佳时间为孕 KS lNM
周%传统基因检测流程无法在最佳时机进行羊水穿刺
术& 0XI 技术无需电泳%可实时阅读检测信号%一次
实验即可以检测 MP 万 lMPP 万条序列%阅读 K Xl
KM X的碱基数%缩短了检测时间%并降低了测序费用%
因此本研究中使用 0XI 技术代替传统的突变位点筛

选过程%可对所有已报道的先天性白内障致病基因同
时进行检测%快速确定致病基因并用于产前诊断%为先
天性白内障的基因诊断和产前胎儿的基因诊断提供了

新的方法&
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!病例报告!

儿童三侧性视网膜母细胞瘤一例

肖亦爽(许江涛

((患儿%女%N 岁 U 个月%彝族%发现左眼瞳孔区发白 N 年余&

NPKN 年 K 月患儿家长发现其左眼瞳孔区有白色反光%至昆明市
(((
((/OH(KPBQRSP 39,*BTB%::&BNPLUFPKSPBNPKUBPVBPPL

作者单位(SUPPQM 昆明医科大学附属昆明市儿童医院眼科
通信作者(许江涛%E,*%8(;T6NPPQ]B:%&*B9+,

儿童医院眼科就诊%经检查诊断为双眼视网膜母细胞瘤

)5#6%&+78*:6+,*%2̀ *%建议手术摘除左眼%家属拒绝治疗& NPKM

年 Q 月再次至昆明市儿童医院眼科就诊& 患儿%足月顺产%出

生体质量 QgR G'%无吸氧史%否认白瞳或 2̀ 家族史& 眼科检

查(右眼外眼及眼前段正常'左眼眼睑红肿%眼球增大突出%角
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