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Abstract
誗AIM: To detect the causative mutation for congenital
coralliform cataracts in a Chinese family.
誗METHODS:Peripheral blood samples were collected and
genomic DNA was extracted. We chose four candidate
genes associated with congenital coralliform cataract
including GJA3,GJA8,CRYGC and CRYGD. After genomic
polymerase chain reaction ( PCR ) performed, we
sequenced the coding exons and their flanking intronic
sequences of four candidate genes.
誗RESULTS:We ascertained a three - generation Chinese
family with autosomal dominant coralliform congenital
cataracts. Mutation screenings were performed for all four
candidate genes, and a heterozygous variant, c. 70C>A,
was identified in exon 2 of CRYGD.
誗 CONCLUSION: Our result demonstrates that a
heterozygous mutation of CRYGD is responsible for the
autosomal dominant congenital coralliform cataract in a
three-generation Chinese pedigree.
誗KEYWORDS: coralliform cataract; gamma - D crystallin
gene;gene sequencing
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摘要
目的:对一个珊瑚状先天性白内障家系进行致病基因的
筛查。
方法:采集家系中 2 例患者和 1 例正常对照者的外周静脉
血,提取基因组 DNA。 选择与珊瑚状白内障相关的候选
基因 GJA3、GJA8、CRYGC 及 CRYGD 设计引物,进行聚合
酶链反应(PCR)扩增候选基因,并对扩增片段进行 Sanger
测序。
结果:该家系疾病表型为珊瑚状白内障,呈常染色体显性
遗传。 通过对扩增产物测序,发现家系内患者 CRYGD 第
2 个外显子第 70 位有 1 个 C>A 碱基的杂合突变(c. 70C>
A),正常对照未见该点突变。
结论:CRYGD 基因的错义突变 c. 70C>A 是该珊瑚状白内
障家系的致病原因。
关键词:珊瑚状白内障;CRYGD;基因测序
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0 引言
摇 摇 先天性白内障(congenital cataract)是指出生时或出生
后 1a 之内发生的晶状体混浊,可为家族性或散发性,可伴
发或不伴发其他眼部异常或系统疾病。 先天性白内障是
造成儿童弱视或失明的主要原因。 目前,先天性白内障发
病率约为 0. 01% ~ 0. 06% [1]。 遗传、病毒感染、药物和放
射线照射、全身疾病等各种影响胎儿晶状体发育的因素都
可导致白内障,其中约 1 / 3 的先天性白内障与遗传因素有
关。 本研究对东北辽沈地区一个特殊表型的珊瑚状白内
障家系的致病基因进行筛查与鉴定,以期找到致病基因及
位点。
1 对象和方法
1. 1 对象摇 本试验经中国医科大学伦理委员会批准后,我
们收集了一个来自中国东北辽沈地区的三代先天性白内
障家系,经详细的家系病史调查,绘制系谱图后确定遗传
方式为常染色体显性遗传。 我们对全部家庭成员进行详
细的眼部检查,包括裂隙灯检查、视力、验光、眼压、眼底检
查。 我们收集 3 例家系成员(域1,域2,芋1)静脉血各 5mL
于 EDTA 抗凝真空管内,-20益保存。
1. 2 方法 摇 选取候选基因:检索 OMIM 数据库,选取了 4
个与珊瑚状白内障密切相关的基因 GJA8、GJA3、CRYGC、
CRYGD 进行筛查。 从 UCSC 数据库获取候选基因序列,
以 Primer Premer6. 0 软件设计引物(表 1),引物由北京梓
熙生物公司合成。
摇 摇 候选基因直接测序分析:用 DNA 提取试剂盒 QIAamp
Blood kit(QIAGEN 公司)提取家系成员 DNA,-4益保存。
体外扩增目的片段:PCR 反应体系为 25滋L,其中 DNA
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摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 1摇 家系 1 候选筛查基因外显子 PCR引物序列

Gene(exon) Forward primers (5忆寅3忆) Reverse primers (5忆寅3忆)
CRYGC-1 2 CAATCATATAGACAGAGCCA CTTTATGCCCAACCAGCTTCCC
CRYGC-3 GACAATTCCATGCCACAACCT CTTGTTCAAACTCACTCTACC
CRYGD-1 AGTGAGCTGCATAGGATGAGA GTCTCGGTCCTCGTAGAAGGT
CRYGD-2 AGCCAGTGATAGCAATCCGAA CCAAAATATGCAAGAGAGGAG
CRYGD-3 CTGAATCTCTGTGCTCGGTAA AGGTCCTCACTCCTCAAAGAA
GJA3-1 CCTCGGCTCTCCTCTCACGTC ACTAGAAGGAGGAAACGAGGA
GJA3-2-1 TCAGCCCCATCCCAGTACCATC ACTTTCAGGTTCTATCTGCTGG
GJA3-2-2 TCTACAACGGCCACCACCACCT GTTCACTTTTCACTTCCCATTC
GJA3-2-3 CCAAGACAGTGCTAATTTGCC AATTCTACACTCCTATCCACTC
GJA3-2-4 GGGTTGGAGATGAGCATGAGA GTGTGATTTTGAATACCTGCT
GJA8-1 ACACAGCTCTCCCATTCTCTC AAGTCTAGCCATCCCAGCCCA
GJA8-2 TTGTTCTCTAGTCCTAGTCTG ACTTTAGTGGGTCGATGGGTT

1滋L,LA Taq 聚合酶 12. 5滋L,ddH2O 9. 5滋L,正、反向引物
各 1滋L。 PCR 反应条件设为:98 益预变性 1min;98益变性
10s;退火 60益 30s;延伸 72益 1min;循环 30 次,然后 72益
延伸 10min。 4益保存。 检测 PCR 产物:PCR 扩增产物在
1. 5%琼脂糖凝胶在 120V 恒压下电泳 5 ~ 10min,由北京
梓熙生物公司测序,测序结果与 UCSC 基因组序列进行比
对分析,检查各基因序列有无碱基发生改变。
2 结果
2. 1 家系成员遗传特点和临床表型摇 经详细的病史询问,
5 例家系成员中 3 例患病,其中女 2 例,男 1 例,绘制系谱
图呈常染色体显性遗传(图 1)。 先证者晶状体混浊双眼
受累,白内障表型特殊:晶体点片状混浊从后极部中央向
前方呈放射状分布,中央部密集,周边分散,形似珊瑚(图 2)。
未发现家系内患者眼部其他疾病及全身系统疾病。
2. 2 候选基因突变分析 摇 3 例家系成员候选基因直接测
序分析后,发现所有患者的 CRYGD 的第 2 个外显子的第
70 位碱基 C 被 A 替换,该点突变导致第 24 位的脯氨酸
(P)被苏氨酸(T)替代(图 3),而家系中的正常个体未发
生此突变,突变位点与核苷酸多态性(SNP)数据库进行对
比,排除了 SNP 的可能,家系中表型与基因型共分离。
3 讨论
摇 摇 大约 1 / 3 的先天性白内障发生与遗传缺陷有关,主要
有三种遗传方式:常染色体显性遗传(autosomal dominant,
AD)、常染色体隐性遗传(autosomal recessive, AR)和 X 连
锁隐性遗传(X-linked recessive, XR),其中常染色体显性
遗传最常见。 先天性白内障的晶状体混浊部位及形态不
一,本试验家系表型是较为罕见的珊瑚状白内障,晶状体
点片状混浊从后极部中央向前方呈放射状分布,中央部密
集,周边分散,形似珊瑚。 2002 年 Santhiya 等[2] 首先将一
印度板层状先天性白内障家系致病基因突变定位于
CRYGD(c. 70C>A),之后该错义突变在不同种族背景中
陆续被报道,该点突变导致的先天性白内障表型还有珊瑚
状[3]、束状[4]、核性[5]、蓝色花冠状[6] 和皮刺状白内障[7]。
这些研究表明,CRYGD 基因的 c. 70C>A(p. Pro24Thr)突
变导致的白内障表型具有明显的临床异质性,而即使同为
珊瑚状表型也可因晶状体混浊形态和程度不同而存在一
定差别。
摇 摇 目前,已经明确与常染色体显性遗传性白内障相关的
基因主要有四类:(1)晶状体蛋白基因:CRYAA、CRYAB、

图 1摇 遗传性白内障家系系谱图。

图 2摇 先天障家系先证者图片摇 A:左眼;B:右眼。

图 3摇 ADCC家系中非患者与患者 CRYGD 基因测序结果,箭
头所示为突变位点 c. C70A。

CRYBA1 / A3、 CRYBA4、 CRYBB1、 CRYBB2、 CRYGC、
CRYGD、CRYGS;(2)膜蛋白基因:MIP、GJA3、GJA8;(3)调
节眼球发育基因: PITX3、 PAX6、 MAF; ( 4 ) 其它基因:
BFSP2、HSF4、EPHA2、FTL、CHMP4B。 人晶状体内 90% 的
可溶性蛋白为晶状体蛋白,由 琢、茁、酌 晶状体蛋白基因编
码,其中 酌 晶状体蛋白占 25% 。 酌-D 晶状体基因是胚胎
期晶状体细胞高表达的基因,其编码的人类的 酌-D 晶状
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体蛋白是一种高度稳定的可溶性蛋白,酌-D 晶状体蛋白
对于维持晶状体透明性和屈光性非常重要。 晶状体蛋白
的结构和功能发生改变有可能导致蛋白稳定性和水溶性
下降,出现晶体混浊,临床上表现为白内障。 目前报道
CRYGD 基因有 17 种点突变与先天性白内障相关[2,8-23]。
摇 摇 本试验将该家系的致病位点定位于 CRYGD 基因的
c. 70C>A。 目前对于该突变导致遗传性先天性白内障的
机制研究主要围绕突变蛋白结构及功能展开。 酌-D 晶状
体蛋白由两个结构域组成,每个结构域由包含 4 个反向 茁
折叠的“Greek key冶组成。 酌-D 晶状体蛋白的第 24 位的
脯氨酸位于第一个 Greek key 的 N-末端结构域[24],Evans
等 [25]发现第 24 位氨基酸残基改变可使边缘的 茁 链延伸,
使 茁 折叠含量增加,可能导致蛋白质沉淀。 徐伟珍等
[26]发现 P24T 突变使非极性的脯氨酸被极性的苏氨酸取
代,苏氨酸游离的羟基暴露于蛋白大分子表面,使分子间
形成氢键的可能性增加,这一变化可能影响突变体 酌-D
晶状体蛋白与其他蛋白质之间的相互作用。 Jung 等[27] 发
现 P24T 突变体局部构象与野生型不同,推测 24 位脯氨酸
被苏氨酸替代后启动聚合,使溶解度降低和形成了高分子
量复合物。 Shentu 等[4] 认为 CRYGD(P24T)突变使晶状
体细胞内球状高密度沉积物增加,造成晶状体混浊。 Yao
等[28]发现突变改变了氨基酸残基之间的氢键长短和弯曲
度,使蛋白质功能受影响。
摇 摇 本研究发现,CRYGD 基因第 2 个外显子中第 70 位碱
基发生 C寅A的改变使 24 位脯氨酸变为苏氨酸(p. Pro24Thr),
这是该珊瑚状白内障家系的分子学致病基础,也为先天性
白内障患者展开基因诊断和基因治疗奠定基础。
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