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'临床研究'

一中国家系常染色体显性遗传性后极性白内障

!"#$%基因突变分析
张素华!高宇端!张哲

!!(摘要)!背景!约 5&@的先天性白内障与遗传因素有关$最常见的遗传方式是常染色体显性遗传
"A"#* 迄今为止$已证实 A"性先天性白内障"A"BB#相关的候选基因位点 (4 个及相关基因 3* 个$确定先
天性白内障的致病基因及突变位点是治疗的前提*!目的!对 % 个 ( 代 A"性后极性白内障中国家系的致病
基因进行分析$确定其发病的遗传学基础*!方法!于 3&&4 年 *+%3 月由山西省眼科医院收集 % 个中国汉族
A"BB家系$家系的 %4 名成员中共 8 例后极性白内障$%% 名表型正常* 在获得所有受试者的知情同意后$对
该家系成员进行临床检查$采集家系所有成员外周静脉血各 8 -:并提取 "CA* 对微卫星标志物进行 DBE扩
增及其等位基因的检测$并在染色体 %F3%635%%G33H(%3F((6(*%%%F33H%63(H3%%)F%%6%3%3%F33H(%33F%%H36
%3H% 的区段内分别选取 3% 个多态性微卫星标志物进行连锁分析$计算对数优势"I#"#值&对可能致病的候
选基因外显子进行扩增和测序验证突变基因&对新发现的突变用 D?:<DJK23 软件进行突变致病性预测$预测
范围值按渐增的风险程度定为 & L%*!结果!该家系 ( 代中各代均有后极性白内障患者$共 8 例$各代患者
中男女发病机会均等$符合 A"发病特征* 连锁分析结果显示$在微卫星标志物 "%%M(%)8 处最大 I#"值为
7H&*"!N&#* 单体型分析表明$该致病基因位于 "%%M7%)* L"%%M4&8 区域内* 对编码区的测序结果表明$
!"#$%基因的第 3 个外显子有 % 个错义突变",'3&4OPB#$导致其编码的晶状体蛋白第 )& 位的亮氨酸被脯氨
酸替代"G'IKQ )& DR?#* D?:<DJK23 软件分析测试结果表明$该新突变引起所编码的蛋白质结构和功能的损害
预测分值为 &H44**!结论!!"#$%基因为该家系中遗传性先天性后极性白内障的致病基因*!

(关键词)!白内障+先天性& 基因相关研究& 家系& 中国& "CA突变分析& 对数优势比值& 微卫星标
记& "6晶状体蛋白 S链
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2KX-QU.U0?2 ,.Q1KW UJKW.-.VK?;1URQ,UQRK.2W ;Q2,U0?2 ?;K2,?WKW GR?UK02 " GRKW0,U0?2 1,?RKN&H44* #'!
-)#1*%,()#,!A-011K21K-QU.U0?2 ?;UJK!"#$%VK2K01UJK-./?R,.Q1K?;A",?2VK20U.:G?1UKR0?RG?:.R,.U.R.,U02
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!!近年来$先天性白内障的治疗和视力预后己有很
大程度的改善$但其仍然是世界范围内儿童主要的致
盲眼 病* 先 天 性 白 内 障 的 发 病 率 为 &H&&*@ L
&H&*&@$遗传突变是最常见的致病因素 ,% (̀- * 大约
5&@的先天性白内障与遗传有关$其中常见的遗传方
式 是 常 染 色 体 显 性 遗 传 " .QU?1?-.:W?-02.2U
02JKR0U.2,K$A"#$a性连锁遗传方式和常染色体隐性
遗传方式也可见到

,3 7̀- * A"方式也为鉴定导致晶状
体发育异常及白内障相关基因提供了基础* 目前$已
发现与 A"性先天性白内障 "A",?2VK20U.:,.U.R.,U$
A"BB#相关的候选突变位点 (4 个以及相关基因 3*
个

,7 )̀- * 先天性白内障的临床表型和突变基因位点具
有明显的异质性

,8- $因此对先天性白内障家系的突变
基因检测是进行治疗的前提* 本研究对 % 个 A"性后
极性白内障中国家系的致病基因进行分析$以确定其
发病的遗传学基础*

@6资料与方法

@'@6一般资料
该家系于 3&&4 年 *+%3 月由山西省眼科医院收

集$共纳入家庭成员 %4 人$其中患病者 8 例$正常者
%% 人"图 %#$所有受试者了解本研究的目的并签署知
情同意书$经视力%眼压%裂隙灯显微镜%眼底检查$患
者眼部表型均为晶状体后囊膜中央区的局限性混浊$
呈圆盘状"图 3#* 所有患者均为出生时即发病$随年
龄增长缓慢进展$已行白内障摘除者查询病历资料*
@'A6方法
@'A'@6常规酚氯仿法提取基因组 "CA!抽取参加研
究的所有家系成员静脉血各 8 -:$9"OA抗凝备用$常
规苯酚氯仿抽提基因组 "CA$紫外分光光度法定量*
@'A'A6微卫星标记基因位点的选择!在染色体 %F3%6
35%%G33H(%3F((6(*%%%F33H%63(H3%%)F%%6%3%3%F33H(%
33F%%H36%3H% 区段内分别选取 3% 个多态性微卫星标
志物进行连锁分析$包括 "%M(7**%"%M55%%"3M%55%
"3M%(*4% "3M%(85% "3M3477% "%%M7%)*% "%%M4%)%
"%%M43(%"%%M(%)8% "%%M7&4&% "%%M4&8% "%(M%3)5%
"%(M37(% "%)M%347% "%)M%34(% "3%M3**% bO%(55%
"33M(%5%"33M%%57%"33M%*85$通过互联网"JUUG!++XXX'
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图 @643--家系图谱!!!患病男性!"!患病女性!#!正常男
性!$!正常女性!↖!先证者

图 A6先证者眼部裂隙灯显微镜
下表现!晶状体后囊膜中央区呈
圆盘状局限性混浊

EK1K.R,J'-.R1J;0K:W,:020,'
?RV+VK2KU0,1#获得微卫星
标志物的引物序列*
@'A'C6微卫星标志物的
DBE扩增及其等位基因
的检测!DBE反应体系
3& #:$ 包含 %& --?:+I
OR01[B:"G[8H( L4H&#$
%H& L %H5 --?:+I 的

]VB:3$%&& L3&& 2V基因

组 "CA$&H3 --?:+IWCOD$正反向引物各&H7 #-?:+I$
% b"商品单位 # O.V"CA聚合酶* DBE反应条件!
47 c预变性 ( -02&47 c变性 75 1$5* L*7 c退火 75 1$
)3 c延伸 75 1$进行 (5 个循环&)3 c再延伸 8 -02* 为
提高反应特异性$微卫星标记的 DBE产物经质量分数
3@琼脂糖凝胶电泳"缓冲体系 % 倍 OA9#进行鉴定&

微卫星标记序列扩增产物在质量分数 8@变性聚丙烯
酰胺凝胶中 7&& ^电泳$获得家系成员基因型*
@'A'D6微卫星标志物的连锁分析和单体型构建6根
据家系成员的基因型$以 9Z,K::表格的形式编辑家系
文档$并将其转化为 I$CdA_9软件要求的 .'GRK/形
式&应用 I$CdA_9软件"版本!5H3#中的 ]I$Cd进行
微卫星标记与两点间连锁分析$计算对数优势比
":?V.R0UJ-?;UJK?WW1$I#"#值$I#"P( 为存在连锁$
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I#"P% 提示连锁$I#"è 3 否定连锁$以此判定微卫
星位点附近区域可能致病的候选基因$并根据个体的
等位基因型%家系成员间的亲缘关系及孟德尔遗传定
律人工构建该家系单体型*
@'A'E6可能致病的候选基因外显子扩增及产物测序
6A"性白内障家系 !"#$%基因外显子 DBE引物序
列及产物大小见表 %* DBE扩增条件!"%#!"#$%基
因外显子 %!47 c预变性 ( -02&随后 47 c变性 (& 1$
*& c退火 (& 1$)3 c延伸 7& 1$共 (5 个循环$最后
)3 c再延伸 8 -02* "3#!"#$%基因外显子 3!47 c
预变性 ( -02&随后 47 c变性 (& 1$58 c退火 (& 1$
)3 c延伸 7& 1$共 (5 个循环$最后 )3 c再延伸 8 -02*
"(#!"#$%基因外显子 (!47 c预变性 ( -02&随后
47 c变性 (& 1$58 c退火 (& 1$)3 c延伸 7& 1$共 (5 个
循环$最后 )3 c再延伸 8 -02* 纯化后的 DBE产物测
序由 O.d.E.宝生物工程"大连#有限公司完成$使用
DE$M]O] ())aI"CA自动测序仪"美国 AS$公司#$应
用双脱氧末端终止法进行序列分析$测序结果与
_K2S.2= 中的原始序列进行 SIAMO比对*

表 @643性白内障家系 !"#$%基因外显子
F->引物序列及产物大小

基因 外显子 引物 引物序列"50 (̀0 # 片段长度" TG#

!"#$% 外显子 % 正向 ABBBBO_ABAOBABBAOOBB 7*3

反向 __BABOA_BAABBOBBOBAO

外显子 3 正向 _A_BBOOA__OAOBABO_O_ (83

反向 BO_AOA_BABOABBO__ABO

外显子 ( 正向 BOBABBOAA____AAAOBA_ )84

反向 AOOBA_AO_O_OOBBA_OBB

!注!A"!常染色体显性遗传

@'C6基因突变验证
针 对 在 患 者 中 发 现 的 突 变 设 计 错 配 引 物

BEfAS]g!506BOO_BOAOOOBOA_AO___BB6(0 "引入
的突变 ,'3&*BP_#和 BEfAS]E!506OABBO__B_BO
BOOBAO_OO6(0$在携带 ,'3&4OPB突变的等位基因中
引入 $8(:$酶切位点 ___BBB* 以受试的 %4 名家系
成员和 %&& 名同种族无关个体的基因组 "CA为模板$
先以 !"#$%外显子 3 正义链和 !"#$%外显子 3 反义
链为引物对基因进行扩增$DBE产物适当稀释后$取
&H5 #:作 为 模 板$ 再 以 错 配 引 物 BEfAS]g和
BEfAS]E为引物进行巢式 DBE* 3 次 DBE反应均使
用 %&H& #:IAO.F 反应体系$循环条件相同$第 3 次
DBE产物以限制性内切酶 $8(:$消化分析* 酶切反应
体系 %&H& #:$包含 %H& #:%& 倍缓冲液%&H5 #:$8(:$%

*H5 #:WW[3#和 3H& #:DBE产物* () c消化 7 J&在
消化产物中加 *H& #:WW[3#和7H& #:%& 倍上样缓冲
液$混匀$取其中 (H& #:行 8@聚丙烯酰胺凝胶7&& ^

电泳 3H5 J$经常规硝酸银染色后观察结果*
@'D6基因突变致病性验证

运 用 D?:<DJK23 " JUUG!++VK2KU0,1'TXJ'J.X.RW'
KWQ+GGJ3#软件分析突变对翻译产物结构和功能的影
响* 风险预测分值范围为 & L%$分值越接近 %$患病风
险越高*

A6结果

A'@6家系基因连锁分析
连锁分析结果显示$在微卫星标志物 "%%M(%)8

处最大 I#"值为 7H&*" !N&#* 单体型分析表明该致
病基因位于 "%%M7%)* L"%%M4&8"表 3#*

表 A6@@ 号染色体长臂部分微卫星标记的 G:3值

微卫星

标志物
,]

不同 ! 时的 I#"值

&H&& &H&% &H&5 &H%& &H3& &H(& &H7&

"%%M7%)* 4(H) &H75 &H() &H(3 &H33 &H%7 &H%& &H&3
"%%M4%) 4*H* &H4& &H8) &H87 &H)3 &H&( &H73 &H37
"%%M43( %&&H& &H*& &H54 &H57 &H7) &H(3 &H%) &H%5
"%%M(%)8 %%3H( 7H&* (H3% 3H34 %H&7 &H44 &H(3 &H3&
"%%M7&4& %%3H* %H(& %H%8 %H&4 &H4* &H)( &H75 &H3%
"%%M4&8 %%7H8 h̀ 3̀H4& %̀H7) &̀H83 &̀H(8 &̀H%7 &̀H&(

!注!I#"!对数优势比&,]!厘摩&!!重组率

A'A6家系成员基因测序
对 !"#$%基因编码区的测序结果表明$!"#$%

基因的第 3 个外显子有 % 个错义突变",'3&4OPB#$导
致其编码晶状体蛋白第 )& 位的亮氨酸被脯氨酸替代
"G'IKQ )& DR?#"图 (#*
A'C6!"#$%基因突变验证

!"#$%基因的第 3 个外显子有 % 个错义突变
",'3&4OPB#产生了 % 个新的 $8(:$限制性内切酶位
点$使 8@聚丙烯酰胺凝胶电泳上出现额外的 %3& TG
的条带* 这个改变见于所有家系中的患者$而家系中
所有正常个体和 %&& 个不同遗传背景的正常对照均无
此改变"图 7#$因此认为 3&4 位碱基的错义突变是与
该家系白内障共分离的遗传突变*
A'D6!"#$%基因突变致病性预测

D?:<DJK23 软件对突变基因致病的可能性分析显
示$!"#$%基因突变致病的预测分值为 &H44*$为很有
可能有害$表明该突变基因引起所编码蛋白质结构和功
能损害的风险很大$是导致先天性白内障的致病基因*
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图 C6!"#$%的序列分析图!AB正常人 !"#$%基因第 3 个外显子测序结果正常"箭头#
SB患者 !"#$%基因第 3 个外显子的 % 个错义突变",'3&4OPB# "箭头#

150bp
140bp
120bp

对照 Ⅰ:1Ⅰ:2Ⅱ:1Ⅱ:2Ⅱ:3Ⅱ:4Ⅱ:5Ⅱ:6Ⅱ:7Ⅱ:8Ⅲ:1Ⅲ:2Ⅲ:3Ⅲ:4Ⅲ:5Ⅲ:6Ⅲ:7Ⅲ:8Ⅲ:9

150bp
140bp
120bp

对照 Ⅰ:1Ⅰ:2Ⅱ:1Ⅱ:2Ⅱ:3Ⅱ:4Ⅱ:5Ⅱ:6Ⅱ:7Ⅱ:8Ⅲ:1Ⅲ:2Ⅲ:3Ⅲ:4Ⅲ:5Ⅲ:6Ⅲ:7Ⅲ:8Ⅲ:9

图 D6巢式 F->法对突变 !"#$%基因的验证

C6讨论

先天性白内障表型复杂多变9且多有交叉重叠9同
时又具有遗传异质性9故对其分子遗传学的研究较为
困难

,% (̀94- * 目前9对先天性白内障相关候选基因的研
究工作一方面是从与白内障形成有关的功能蛋白出

发9寻找其染色体编码位点作为突变研究中的重要侯
选基因

,%&- &另一方面对先天性白内障的大样本家系资
料进行基因组扫描和连锁分析确定染色体定位9再对
定位区域内侯选基因筛选测序发现突变点

,%% %̀(- * 目
前9己发现与 A"BB相关的 (4 个候选遗传位点以及
3* 个白内障疾病相关基因 ,( )̀94 %̀(- 9分类如下B"%#晶
状体蛋白基因9编码晶状体中 4&@以上的结构蛋白9

突变导致晶状体纤维结构和排列异常引起晶状体混浊*

己经被鉴定的与 A"BB相关的晶状体蛋白基因共 8 个9

包 括 !"#$$% !"#$%E% !"#%$E% !"#%%E% !"#%%>%
!"#-!%!"#-G和 !"#-+* "3#膜转运蛋白基因9如
HIJ%-K$= 和 -K$L9突变导致细胞间正常的信息传递
受影响引起晶状体混浊* "(#细胞骨架编码基因9如
%M+J>9突变引起晶状体细胞的支架异常导致晶状体
混浊* "7 #发育调节因子编码基因9如 JI;N= 以及
6+MO9突变导致晶状体发育过程中的调控蛋白及与代
谢有关的蛋白表达异常9使晶状体混浊9引起白内障*

本研究选取了 3% 个与 A"BB相关遗传位点的微
卫星位点进行连锁分析9两点连锁分析得出最大 I#"

值 7H&*"!N&#在 MOE标记物为 "%%M(%)8 处获得9显
示疾病相关候选基因与该微卫星位点紧密连锁9支持
了 !"#$%为该独特表型先天性白内障疾病相关候选
基因* 进一步的研究发现9!"#$%基因的第 3 个外显
子中第 3&4 位碱基发生 OPB错义突变9引起第 )& 位
编码亮氨酸被脯氨酸替代9此改变与疾病表型完全共
分离* 家系中所有患者均有此改变9而健康者均无此

改变9并且 %&& 个不同遗传背景的正常
对照样本亦无此改变9提示 !"#$%基因
为此独特表型白内障疾病相关候选基

因* 此外9D?:<DJK23 软件分析结果也表
明9G'IKQ )& DR?突变对蛋白质结构和功
能的损害程度很大9从而导致该家系中
患者先天性白内障的发生和发展* SKRR<
等

,(-3&&% 年报告 % 个 7 代英国家系的先
天性白内障患者具有完全相同的基因突

变9并确定 !"#$%基因的第 ( 个外显子
有 % 个缺失突变 75&WK:A9 这导致了
!"#$%基因编码的蛋白质中第 %5& 个密

码子发生移码突变* 晶状体蛋白中大约有 4&@以上
是水溶性晶状体蛋白9分为 "晶状体蛋白%%晶状体蛋
白和 &晶状体蛋白* "晶状体蛋白是晶状体中最广泛
存在的可溶性蛋白9它由 "A和 "S亚基组成9这 3 个
亚基分别由 !"#$$和 !"#$%基因编码* !"#$$在晶
状体内表达率很高9在非晶状体组织内很少表达9而
!"#$%却广泛表达在非晶状体组织内9包括心脏和骨
骼肌内* 0̂,.RU等 ,%7-

在 % 个法国家系发现了 % 个错义
突变 ARV%3&_:<9以及 MK:,K2 等 ,%5-

发现 3 个肌原纤维
肌病患者具有 3 个其他的 !"#$%突变* I0Q 等 ,%*-

发

现 "A晶状体蛋白和 "S晶状体蛋白具有不同的功能
机制来抑制紫外线诱导的凋亡9因此我们推测
!"#$%基因突变以及 IKQ )& DR?突变导致抑制晶状
体上皮细胞凋亡的功能减弱或消失9从而引起了白
内障*

本研究发现由 !"#$%基因第 3 外显子的 % 个错
义突变导致后极性先天性白内障表型的发生9进一步
证实了先天性白内障的遗传异质性* 随着越来越多的
人类白内障相关候选基因被定位和克隆9使明确先天
性白内障的基因型和表现型的相关关系成为可能*
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天津医科大学眼科医院第九届国际会议

中国眼底病论坛#糖尿病视网膜病变专题研讨会#AH@E 天津
天津市医学会眼科学分会 AH@E 年度学术年会通知

!!由天津医科大学眼科医院%中华眼底病杂志以及天津市医学会眼科学分会主办$新加坡全国眼科中心协办的.天津医科大学眼

科医院第九届国际会议%中华眼底病论坛'糖尿病视网膜病变专题研讨会'3&%5 天津%天津市医学会眼科学分会 3&%5 年度学术年

会/将于 3&%5 年 %& 月 %*+%8 日"周五至周日#在天津举行* 现将征文及注册参会事宜通知如下!

@6征文范围
"%#.天津医科大学眼科医院第九届国际会议/征文范围涉及眼科各专业基础及临床研究进展*

"3#.中国眼底病论坛'糖尿病视网膜病变专题研讨会'3&%5 年天津/征文范围包括糖尿病视网膜病变诊断治疗经验以及基

础研究$尤其关注糖尿病视网膜病变诊疗指南和相关规范的临床应用经验以及以疾病为中心的学科专业融合诊疗模式探索及平台

建设的稿件*

A6征文要求
"%#征文仅需提交约 *&& 字的以 j?RW 格式撰写中英文摘要*

"3#务请注明作者姓名%单位%职称"职务#%通信地址和邮政编码%电子邮箱以及手机号码*

"(#投稿邮箱!U-QKJ3&%5>%*(',?-$邮件主题请注明.天津医科大学眼科医院第九届国际会议征文n作者姓名/或.中国眼底病

论坛征文n作者姓名/*

"7#截止日期!3&%5 年 ) 月 (% 日*

C6注册及费用

注册表可从网站 XXX'U-QK,',?-下载* 请于 3&%5 年 4 月 % 日前发回注册表$并缴纳注册费 )8& 元&3&%5 年 4 月 % 日之后缴纳

者注册费为 88& 元*

D6联系方式

联系人!杜静!杨荔!电话!&33 5̀838&)35$&33 5̀838&8**$&33 5̀838&8(*&传真!&33 3̀((7*7(7&9-.0:! U-QKJ3&%5>%*(',?-*
"天津医科大学眼科医院#
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