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视锥视杆细胞营养不良相关 +Y+ZYMQ基因
新发变异的临床特征及遗传学分析
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22$摘要%2目的2鉴定视锥视杆细胞营养不良&EHF'一家系致病基因(2方法2采用家系调查研究"收集
@10; 年 0@ 月于河南省立眼科医院就诊的 EHF一家系共 5 代 = 人的临床资料"其中患者 0 例( 详细采集患者

病史后"对患者及其家族成员行最佳矫正视力*裂隙灯显微镜q前置镜检查*验光*免散瞳眼底照相*谱域光学

相干断层扫描&'FLTEC'及全视野闪光视网膜电图&[[L6Hh'检查( 采集先证者及其父母*胞妹的外周静脉血
4 78"提取全基因组 F_$"应用全外显子测序技术对先证者 F_$进行测序"对半合的*可能致病的变异进行
'()-V%测序验证"并依据美国医学遗传学与基因组学学会 &$E#h'指南进行致病性等级评估+同时使用
'98,&V$*和 KY+&'_A等工具预测变异对 7H_$剪接的影响(2结果2先证者&!#0'为 4 岁男童"双眼隐性眼

球震颤"矫正视力 1N@"色觉检查提示红*绿色盲"无伴夜盲( 'FLTEC显示双眼神经上皮结构存在"但双眼嵌

合体带模糊( [[L6Hh显示右眼视杆系统功能轻度降低"视锥系统功能中D重度降低"左眼视锥*视杆系统功能

轻度降低( 基因测序结果显示先证者 n染色体上存在 +Y+ZYMQ基因半合子剪接位点变异 &>0;00L5EM$"

'()-V%测序显示其母亲及胞妹均未携带该变异"推测为新发变异"且该变异位点在正常人群数据库中未见记

录&g#@'( '98,&V$*和 KY+&'_A生物信息学工具一致预测该变异对剪接有影响( 根据 $E#h遗传指南"该变

异为致病变异(2结论2EHF家系发现 0 个 +Y+ZYMQ基因新发变异 &>0;00L5EM$"此变异可能为该 EHF家

系的致病变异位点( 此发现丰富了 EHF+的致病变异谱(2

$关键词%2基因变异+ +Y+ZYMQ基因+ 视锥视杆细胞营养不良
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Y?/. VZV+()K (YV+/&?%%V&/VK W,+X(8(&X,/Z?[1N@>E?8?%W,+,?) VJ(7,)(/,?) %VWV(8VK %VKL-%VV) &?8?%Y8,)K)V++

\,/.?X/),-./Y8,)K)V++>'FLTEC+.?\VK /.V9%V+V)&V?[)VX%?V9,/.V8,(8+/%X&/X%V+,) Y?/. VZV+"YX//.V,)/V%K,-,/(/,?)

f?)V\(+Y8X%%VK ,) Y?/. VZV+>[[L6Hh+.?\VK (+8,-./KV&%V(+V,) %?K [X)&/,?) ()K (7?KV%(/VL+VWV%VKV&%V(+V,) &?)V

[X)&/,?) ,) /.V%,-./VZV"()K (+8,-./KV&%V(+V,) &?)V()K %?K [X)&/,?) ,) /.V8V[/VZV>hV)V+VmXV)&,)-%V+X8/+

+.?\VK /.(//.V9%?Y()K .(K /.V.V7,fZ-?X++98,&V+,/VW(%,()/&>0;00L5EM$ ?[/.V+Y+ZYMQ-V)V?) /.Vn

&.%?7?+?7V>'()-V%+VmXV)&,)-+.?\VK /.(/)V,/.V%.,+7?/.V%)?%.,+Z?X)-V%+,+/V%&(%%,VK /.VW(%,()/"+X--V+/,)-,/

\(+)?WV8>C.,+W(%,()/+,/V\(+)?/%V&?%KVK ,) /.V)?%7(89?9X8(/,?) K(/(Y(+V&g#@'>",?,)[?%7(/,&+/??8+'98,&V$*

()K KY+&'_A&?)+,+/V)/8Z9%VK,&/VK /.(//.,+W(%,(/,?) ([[V&/+?) +98,&,)->$&&?%K,)-/?/.V$E#h-X,KV8,)V+"/.,+

W(%,(/,?) ,+9(/.?-V),&>2!"#(+:$%"#$2$)?WV8W(%,()/&>0;00L5EM$,) /.V+Y+ZYMQ-V)V\(+[?X)K ,) ([(7,8Z

\,/. EHF"()K /.,+W(%,()/7(ZYV(9(/.?-V),&W(%,()/+,/V,) /.,+EHF[(7,8Z>C.,+K,+&?WV%ZVJ9()K+/.V+9V&/%X7

?[9(/.?-V),&W(%,(/,?)+,) EHF>

"B') C"20$#=#X/(/,?)+ +Y+ZYMQ-V)V+ E?)VL%?K KZ+/%?9.Z
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22视锥视杆细胞营养不良 & &?)VL%?K KZ+/%?9.Z"
EHF'是一种具有高度临床异质性和遗传异质性的遗
传性视网膜黄斑变性疾病"主要损害视锥细胞"同时伴
不同程度的视杆细胞损伤

, 0D@- ( 其最早出现的症状是
视力下降"常伴有严重的畏光及色觉异常"晚期中心视
力继续下降"周边视野缺损加重并出现夜盲 , 0D@- (
EHF早期眼底可正常或仅表现为视盘色淡等轻微的
黄斑损害"随着病情进展"视盘逐渐呈蜡黄色"视网膜
血管变细"出现不同程度的视网膜萎缩性病变"黄斑区
可观察到骨细胞样色素斑沉着

, 0D@- ( EHF的全视野视
网膜电图主要表现为视锥细胞反应明显下降或呈熄灭

型"视杆细胞反应较视锥细胞轻微 , 0D@- ( EHF的遗传
方式包括常染色体隐性遗传 & (X/?+?7(8%V&V++,WV"
$H'*常染色体显性遗传 &(X/?+?7(8K?7,)()/"$F'*
n连锁遗传&nL8,)^VK %V&V++,WV"nG'及散发病例 , 0D@- (
目前"HV/_V/& .//9#UU+9.>X/.>VKXU%V/)V/'数据库收录
的与 EHF相关的致病基因共 5; 个"其中 $H基因 @=
个"$F基因 00 个"nG基因 @ 个( 本研究拟采用全外
显子组测序技术对收集到的 0 个 EHF家系成员进行
致病基因筛查"以进一步认识 +Y+ZYMQ基因临床表
型和基因型关联(

7=资料与方法

7>72一般资料
采用家系调查研究方法"收集 @10; 年 0@ 月于河

南省立眼科医院就诊的 EHF一家系共 5 代 = 人的临
床资料"其中患者 0 例( 本研究严格遵循 .赫尔辛基
宣言/"研究方案获河南省立眼科医院伦理委员会批
准,批文号#]_66È aL@10;&04 号'-( 所有受试者及

未成年受试者的监护人均签署知情同意书(
7>E2方法
7>E>72眼科临床检查2详细询问和记录该家系家族
史"并对先证者及其家系成员进行相关的眼科专科检
查"包括双 眼 最 佳 矫 正 视 力 & YV+/L&?%%V&/VK W,+X(8
(&X,/Z""EA$'*色觉检查*裂隙灯显微镜q前置镜检
查*免扩瞳眼底照相&EHL@ $c"日本佳能公司'*黄斑
区频 域 相 干 光 断 层 成 像 & +9V&/%(8LK?7(,) ?9/,&(8
&?.V%V)&V/?7?-%(9.Z" 'FLTEC' 仪 & E,%%X+]FLTEC
3111"德国蔡司公司'和全视野视网膜电图 &[X88L[,V8K
V8V&/%?%V/,)?-%(9.Z"[[L6Hh' &H6C*Lg?%/@0"德国罗兰公
司'检查(
7>E>E2F_$提取和保存2使用 6FC$抗凝管"采集
所有家系成员的外周静脉血 4 78"于 3 t保存( 采用
血液 F_$试剂盒&北京艾德莱生物科技有限公司'提
取全基因组 F_$( 利用琼脂糖凝胶电泳分析 F_$的
降解程度以及是否有 F_$*蛋白质污染"并用 rXY,/定
量平台&美国赛默飞公司'检测 F_$浓度"符合测序
要求的基因组 F_$分装后保存于D@1 t待用(
7>E>G2全外显子组测序*'()-V%验证与致病性分析2
取患者及其他受试者的基因组 F_$"应用基因探针捕
获全外显子组"经文库构建与聚合酶链反应扩增后"在
*88X7,)(],'Vm 高通量测序平台上对扩增产物进行测
序"平均测序深度大于 011p"以确保至少 ;;R的目标
区域覆盖度达到 @1p以上( 测序仪得到的原始数据使
用 Y&8@[(+/m 将>Y&8文件转换成>[(+/m 文件"并使用
"I$*'(7/??8+和 g,&(%K 软件将 %V(K+比对人类参考基
因组 hHE.5BU.-0;"生成的>Y(7文件采用 h$C̀ 系列

软件进行局部重新比对"去除重复序列并筛选出变异"
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BA

C D
图 G=患者双眼 ,,）KAL=$#双眼暗适应 1N10&HL0"GL@' *5N1&HL5"GL3' *和 01N1&HL4"GL='6Hh波形2
"#双眼暗适应 5N1 振荡电位2各子波分不清"振幅大致正常2E#双眼明适应 5N1 6Hh波形2双眼 (波振
幅均轻D中度降低"Y 波振幅均中D重度降低2F#双眼明适应 5N1 闪烁光 6Hh2双眼反应异常"波形振幅
均中D重度降低
D%5:2'G=.%#"(:+*2,,）KAL,%#0%#5$",&6';*&%'#&=$#'&?/?9,&1N10 &HL0"GL@' "5N1 &HL5"GL3' ()K 01N1
&HL4"GL=' \(WV+2"#'&?/?9,&5N1 ?+&,88(/?%Z9?/V)/,(8+\(WV+2I(WV+&?X8K )?/YVK,[[V%V)/,(/VK [%?7V(&.
?/.V%"()K /.V(798,/XKV+\V%V%?X-.8Z)?%7(82E#g.?/?9,&5N1 \(WV+2C.V(798,/XKV?[(L\(WVKV&%V(+VK
7?KV%(/VL+VWV%V,) Y?/. VZV+"()K /.V(798,/XKV?[YL\(WVKV&%V(+VK 7?KV%(/VL+VWV%V,) Y?/. VZV+2F#g.?/?9,&
51 ]f\(WV+2$Y)?%7(8%V+9?)+V+\V%V+VV) ,) Y?/. VZV+"()K \(WV[?%7(798,/XKV+KV&%V(+VK 7?KV%(/VL+VWV%V

进行 '()-V%测序验证( 结合正常人基因组数据库
&h)?7$F*6J$E等'和千人基因组计划数据库"采用
$))?W(%软件对检出的变异进行注释( 参考 T#*#*
]h#F*E8,)A(%等多种数据库对变异位点进行致病性
评估( 根据 $E#h指南 , 5- "对新发现的变异进行致病
等级评估( 采用 '98,&V$*和 KY+&'_A预测该变异对
9%VL7H_$的剪接影响(

E=结果

E>72先证者临床特征
先证者&!#0'"男"4 岁"右眼屈光度及矫正视力

为 1N@ & q=N11UD@N41 p4S'"左眼为 1N@ & q=N41U
D@N41p0B4S'( 先证者双眼视力差 @ 年"就诊时存在
双眼畏光"但无夜盲( 双眼免散瞳眼底照相显示双眼
眼前*后节未见异常&图 0'+双眼眼球运动正常"隐性
眼球震颤( 色觉检查发现双眼为红*绿色盲( 'FLTEC
显示双眼神经上皮结构存在"但双眼嵌合体带模糊
&图 @'( [[L6Hh检查显示双眼暗适应 1N10 6Hh振幅
均中D重度降低"暗适应 01N1 6Hh(波振幅均正常"
Y 波振幅均中D重度降低+暗适应 5N1 6Hh结果显示
右眼 (波振幅轻度降低"左眼 (波振幅正常"双眼 Y 波
振幅均中D重度降低( 双眼暗适应 5N1 振荡电位各子
波均分不清"振幅大致正常+双眼明适应 5N1 6Hh(波
振幅均轻D中度降低"Y 波振幅均中D重度降低( 双眼
明适应 5N1 闪烁光反应异常"波形振幅均中D重度降
低( 以上结果表明右眼视杆系统功能轻度降低"视锥
系统功能中D重度降低"左眼视锥*视杆系统功能轻度
降低&图 5'(
E>E2基因变异筛查

先 证 者 & !# 0 '
+Y+ZYMQ基因所携带的&>
0;00L5EM$半合子变异"其
变异坐标为 n# 3;1B;4;P
hM$( 但其母亲&"#@'及
胞妹&!#@'均未检测到该
变异&图 3"4'"推测其为散
发新发变异( +Y+ZYMQ基
因 &>0;00L5EM$在 6J$E*
h)?7$F和 0111hV)?7V中
收录的变异频率均为 1(
E>G2致病性评估

+Y+ZYMQ基因的半合
变异 &>0;00L5EM$"位于该

BA
图 7=先证者双眼免散瞳眼底照相=双眼视网膜均未见异常2$#右
眼2"#左眼
D%5:2'7 = .%#":(+*2("+"2,:#0:$;6"&"52*;6) ",&6';*&%'#&=
cX)KX+&?8?%9.?/?-%(9.Z+.?\VK )?%7(8[X)KX+,) Y?/. VZV+2$#H,-./
VZV2"#GV[/VZV

B

A

图 E=患者双眼黄斑区 3M）>!F=双眼神经上皮结构存在"但嵌合
体带暗淡*模糊*不连续&红色箭头'2$#右眼2"#左眼
D%5:2'E=.%#":(+*23M）>!F%9*5'$%#9*(:+* ",&6';*&%'#&=2
C.V)VX%?V9,/.V8,X7 \(+)?%7(8"\.,8V/.V,)/V%K,-,/(/,?) f?)V+.?\VK
K,+/,)&/Y8X%%,)-()K 8?++?[KV[,),/,?) ,) Y?/. VZV+& %VK (%%?\+' 2
$#H,-./VZV2"#GV[/VZV

基因第 0 3号内含子的L5
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图 H=!AM患者家系图=-#男性患者+"#正常男性+##正常女
性+$#先证者+#0#+Y+ZYMQ&>0;00L5EM$
D%5:2'H=N'0%52''",&6',*9%+)=-#7(8V9(/,V)/+"#)?%7(87(8V+

##)?%7(8[V7(8V+$#9%?Y()K+#0#+Y+ZYMQ&>0;00L5EM$

Ⅱ�2

Ⅰ�2

Ⅱ�1

CACNA1Fc.1911�3C>A

图 O=!AM家系基因 3*#5'2测序图=先证者!L0 携带 +Y+ZYMQ基
因 &>0;00L5EM$变异"表现为 EHF+母亲"L@ 及胞妹!L@ 不携带该
变异"无症状
D%5:2'O= 3*#5'2$'P:'#(%#5 2'$:+&$",&6'!AM ,*9%+)= *) /.,+
9VK,-%VV"/.V9%?Y()K &!L0' &(%%,VK &>0;00L5EM$W(%,()/,) +Y+ZYMQ
-V)V"9%V+V)/,)-\,/. EHF"\.,8V/.V 9%?Y()Ks+7?/.V%"L@ ()K /.V
9%?Y()Ks+Z?X)-V%+,+/V%!L@ K,K )?/&(%%Z/.V7X/(/,?) ()K /.VZ\V%V
(+Z79/?7(/,&

位置"紧邻剪切位点"极有可能破坏 9%VL7H_$的正常
剪接过程( 该变异可能导致第 04 号外显子被部分或
完全跳过"引起移码变异"并产生提前终止密码子"最
终生成截短型*无功能的蛋白质产物+或触发无义介导
的 7H_$降解"导致蛋白完全缺失( 此外"该变异也
可能激活上下游的隐匿剪接位点"引起框内缺失"破坏
蛋白质的正确折叠或离子通道的门控功能"严重损害
其生物活性( 采用 '98,&V$*对该变异进行剪接影响预
测"预测值为 1NP0&%1N@'"提示该变异具有较强的剪
接影响&gA'0'( 此外"该位点 KY+&'_Au$K('&?%V值
为 1N;P"KY+&'_AuHc'&?%V值为 1N=B"均M1N="预测影

响剪切"考虑为致病性变异( HV-X8(/?%Z#V)KV8,()
#X/(/,?) &HV##' 评分值为 1NP="支持致病性( 在
$E#h评级中"上述预测证据适用于 gg5&功能预测致
病'( 该变异为患者的新发变异&g'@'"未在正常人群
数据库和已知位点数据库中检索发现"系新发现变异
位点 &g#@'( 根据美国遗传学和标准和 $E#h指
南

, 5-
评判#+Y+ZYMQ基因的半合子变异 &>0;00L5EM$

为致病的变异(

G=讨论

EHF的主要特征是原发性锥体变性伴继发性杆
细胞受损

, 3- +常伴随眼球震颤*视力障碍*斜视"散光
等( EHF 早 期 需 与 视 锥 细 胞 营 养 不 良 & &?)V
KZ+/%?9.Z"EF'鉴别#EF患者的 6Hh中视锥细胞反应
缺乏或明显异常"而视杆细胞反应正常+EHF的 6Hh
中视锥视杆细胞反应均异常"但视锥细胞反应异常较
视杆细胞明显

, 0D@- ( 本研究中先证者的 [[L6Hh检查符
合 EHF表现"最终诊断为 EHF(

+Y+ZYMQ定位于 ng00>@5"由 3P 个外显子组成"
编码一种多通道跨膜蛋白 E(W0N3( E(W0N3 作为电压
依赖性钙通道的 #L0 亚基"介导钙离子流入细胞 , 4- +该
蛋白对于机体生理功能作用广泛"在视网膜的外网层*
外核层*内核层*双极细胞层均有表达 , =DB- ( 在暗适应
条件下"视杆细胞的静息电位可使 E(W0N3 通道保持活
性并释放谷氨酸"从而介导强直性的神经递质释放(
+Y+ZYMQ基因发生变异会导致 E(W0N3 蛋白表达异
常"使视网膜视细胞中的钙离子内流减少"影响强直性
谷氨酸神经递质的释放"从而阻碍视觉信号从光感受
器细胞向二级神经元传导"是 n连锁性视锥视杆细胞
营养不良&nL8,)^VK &?)VL%?K KZ+/%?9.Z"EHFn' , ;D0@-

的

致病基因( 截至 @1@4 年 0 月 @1 日检索人类基因组变
异数据库&.//9+#UU\\\>)&Y,>)87>),.>-?WU&8,)W(%U'已
有超过 =@1 个 +Y+ZYMQ基因序列变异"其中与 EHFn
相关的变异位点共 B 个&图 ='( 此外"另有病例研究
报道与 EHFn相关的 +Y+ZYMQ变异位点包括移码变
异 &>@@10KV8, ;- 和 &>353B u 3545KV8, 0B- " 错 义 变 异
&>@34hM$, ;- * &>@43@h M$, 00- * &>@=P5EMC, 0B- *
&>5135hM$, 0B-

和 &>045BEMC, 0B- " 剪 接 位 点 变 异
&>5P3BL@$Mh, 00-

和 *A'@PL0 hEhCEMChh, 01- ( 不同的
变异位点引起的临床表型多样"与位点分布位置和视
网膜各层受累程度有关"常伴随视力下降*色觉缺陷*
近视*眼球震颤*视网膜和视神经发育异常等 , 0P- (

EHF需与 ,E'_"和 $8()K *+8()K 眼病相鉴别(
EHF和,E'_"均以夜盲为主要表现 "但EHF由视杆

!15P! 中华实验眼科杂志 @1@4 年 ; 月第 35 卷第 ; 期2E.,) b6J9 T9./.(87?8"'V9/V7YV%@1@4"A?8>35"_?>;
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图 Q=与视网膜疾病相关的已知变异在 #$#%$&'基因上的分布图2数据来源#.//9#UU\\\>)&Y,>)87>),.>-?WU&8,)W(%+并利用 #$_6g%?:V&/提供
的参考转录本进行了标准化注释2绿色方框内为与 EHFn相关的变异位点+红色方框内为与先天性静止性夜盲相关的变异位点+蓝色方框内为
与 $8()K *+8()K 眼病相关的变异位点
D%5:2'Q=M%$&2%<:&%"#",R#"C#0%$'*$'）(*:$%#5 @*2%*#&$%#&6'#$#%$&'5'#'*$$"(%*&'0C%&62'&%#*+0%$"20'2$2A(%,()/K(/(\V%V%V/%,VWVK [%?7
(\VY+,/V& .//9#UU\\\>)&Y,>)87>),.>-?WU&8,)W(%' ()K 7(99VK /?/.V#$_6'V8V&//%()+&%,9/[?%+/()K(%K,fVK ())?/(/,?)2I,/.,) /.V-%VV) Y?J\V%V/.V
W(%,()/+,/V+(++?&,(/VK \,/. EHFn+\,/.,) /.V%VK Y?J\V%V/.VW(%,()/+,/V+(++?&,(/VK \,/. &?)-V),/(8+/(/,&),-./Y8,)K)V+++\,/.,) /.VY8XVY?J\V%V/.V
W(%,()/+,/V+(++?&,(/VK \,/. $8()K ,+8()K VZVK,+V(+V

细胞的进行性退化引起"而 ,E'_"则是一种视杆细胞
功能先天性缺陷所致的静止性疾病+$8()K *+8()K 眼病
则是一种 n连锁遗传的静止性视网膜疾病"以先天性
夜盲和色觉异常为主要表现"通常不伴随进行性视力
恶化( +Y+ZYMQ基因变异可引起典型的静止性夜盲
&$8()K *+8()K 眼病和 ,E'_"'"典型表现为先天性夜
盲*视力偏低和 6Hh异常"但通常不伴有视网膜结构
的进行性退化( 本 研 究 中" 携 带 +Y+ZYMQ基 因
&>0;00L5EM$变异的患者表现出与典型 $8()K *+8()K
眼病或 ,E'_"不同的临床特征#& 0'进行性加重的视
力下降#视力衰退呈进展性"更符合 EHF+& @'早期的
色觉障碍#提示视锥系统在疾病早期即受到突出影响(
此外"本研究发现 &>0;00L5EM$变异仅存在于先证者"
不考虑患者母亲为嵌合体的情况下"推测其为一个散发
变异( 该患者发病较早"病情较重"主要表现为中心视
力下降*色觉异常*畏光"且会随时间恶化( 因此需要进
一步的基因功能研究来确定该变异的具体致病机理(

本研究尚存在以下不足#&0'仅 0 个散发患者"因
此研究的外推性欠佳"未来需进一步的基因功能研究
来确定该变异的具体致病机理+&@'未对先证者母亲
F_$进行进一步的二代测序"不能完全排除母亲存在
低水平嵌合现象的可能"若母亲存在该变异位点"则本
病例可能属于 n连锁隐性遗传而非新发变异所致"这
一不确定性可能影响对变异起源方式和遗传模式的准

确判断(

目前临床上 EHF尚无根治方法"主要以延缓病情
和改善生活质量为主"包括使用视力辅助工具*补充维
生素等( 因此早期的基因诊断尤为重要"可以根据患
者的基因变异位点提供更有针对性的健康管理和支持

性干预( 本研究发现了 EHF的 0 个新的基因变异位
点"扩大了 +Y+ZYMQ基因的变异谱"为更深入了解
EHF的发病机制及进一步基因治疗提供了一定研究
依据(
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本刊对论文中统计学方法描述的要求

22研究论文如有量化测试指标时须有统计学分析的内容"并在方法部分提供统计学方法的描述"反应变量为单变量时请提供测

量指标数据资料的性质&如计量数据资料及计数数据资料的表达方式'*多个样本计量数据资料正态分布检验方法的名称及方差齐

性检验方法的名称*实&试'验设计方法及与之相匹配的统计学设计&如配对设计*成组设计*交叉设计*析因设计*正交设计等'*与

统计设计相应的统计方法名称&如 !检验*方差分析'以及检验水准( 选择方差分析统计设计时应根据单因素或多因素设计选择正

确的方法"不宜简单套用单因素方差分析( 反应变量为双变量时"应根据实&试'验设计正确选择简单直线相关分析*回归分析或其

他方法"不宜简单套用直线相关分析( 统计学的检验水准请提供为双侧检验或单侧检验( 论文结果部分的统计学分析内容可用相
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