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Abstract
誗AIM: To identify the mutation within the TGFBI gene in
a Chinese family with epithelial basement membrane
dystrophy (EBMD) .
誗METHODS: A detailed family history was collected and
after full clinical examination, genomic DNA of three
affected and four unaffected family members was
extracted from peripheral leukocytes. All exons of TGFBI
gene were amplified by PCR methods and direct
sequencing was carried out for mutation analysis.
誗RESULTS: A missense mutation c. 417C>T in exon 4 of
TGFBI led to an amino acid substitution R124C which was
responsible for the familial disorder. This change co -
segregated with all affected members of the family, but
was not detected either in the non - carrier relative or
control individuals.
誗 CONCLUSION: This is the first report of the R124C
mutation within the TGFBI gene in EBMD. The results
broaden the relationship between genotype and
phenotype of corneal dystrophy, and establish the
foundation for the further molecular genetics studies.
誗 KEYWORDS: TGFBI gene; epithelial basement
membrane dystrophy; gene mutation
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摘要
目的:检测 1 例中国上皮基底膜角膜营养不良家系 TGFBI
基因突变类型。
方法:经过详细的病史采集及临床检查后,提取先证者及
其家系内其他 2 例患者和 4 例有血缘关系的正常家系成
员的静脉血白细胞 DNA,应用 PCR 直接测序法对 TGFBI
的 17 个外显子进行候选基因的突变检测。
结果:在该家系患者的 TGFBI 基因 4 号外显子发现了
c. 417C>T,导致了杂合突变 R124C。 家系中正常成员及
对照组均未检测到该突变。
结论:本研究首次报道了 TGFBI 基因的 R124C 杂合突变
导致了上皮基底膜角膜营养不良,拓宽了角膜营养不良的
基因型与表现型关系,为进一步的分子遗传学研究奠定了
基础。
关键词:TGFBI 基因;上皮基底膜角膜营养不良;基因突变
DOI:10. 3969 / j. issn. 1672-5123. 2012. 10. 72

引用:杨晓波,陈丽娟. 上皮基底膜角膜营养不良家系的 TGFBI
基因突变 1 例研究. 国际眼科杂志 2012;12(10):2029鄄2032

0 引言
摇 摇 角膜营养不良是由于正常角膜组织中的细胞在某种
突变基因的作用下,导致其结构和功能产生进行性损害的
一类遗传性疾病[1]。 其共同的病理组织学特征为在角膜
组织中形成异常的物质沉积。 导致角膜明显混浊,引起视
力下降。 常染色体显性遗传为其主要的遗传方式,此外,
常染色体隐性遗传和 X 连锁遗传方式也有报道[2]。 随着
分子遗传学理论及分子生物学技术的迅速发展,角膜营养
不良的研究已深入到了染色体和基因水平。 迄今为止已
报道的与角膜营养不良相关的染色体有 1,4,5,9,10,12,
16,17,20,21 和 X 染色体[3];已确定的相关致病基因有:
TGFBI, CHST6, K3, K12, M1SI, GSN, COL8A2 和 GLA
等[3]。 TGFBI 基因 ( transforming growth factor 茁 - induced
gene),转化生长因子诱导基因,是第一个被确定的与角膜
营养不良相关的致病基因。 其导致的角膜营养不良临床
表型也最为多见,包括上皮基底膜营养不良(EBMD) [4]、
Reis-Bucklers 角膜营养不良(RBCD) [5]、颗粒状角膜营养
不良[6]、格子状角膜营养不良 I 型 ( LCD I) [7]、 IIIA 型
(LCD IIIA) [8]、 I / IIIA 型 ( LCD I / IIIA) [9] 和 IV 型 ( LCD
IV) [10]。 其中的上皮基底膜营养不良(EBMD)是较常见
的临床表型之一,也称为地图-点状-指纹状营养不良。
裂隙灯下可见角膜上皮层及基底膜出现指纹状细小线条、
地图样线和灰白色小点或微小囊肿。 目前已确定的与
EBMD 相关的 TGFBI 基因突变类型有 L509R 和 R666S[4]。
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摇 摇 表 1摇 TGFBI基因的引物序列

外显子 正向引物(5蒺-3蒺) 反向引物(5蒺-3蒺) 退火温度(益)
1 5蒺-GCGCTCTCACTTCCCTGGAG-3蒺 5蒺-GACTACCTGACCTTCCGCAG-3蒺 54
2 5蒺-GGTGGACGTGCTGATCATCT-3蒺 5蒺-AGCCAGCGTGCATACAGCTT-3蒺 55
3 5蒺-CTCTTCCTTGGCTGTCCAGG-3蒺 5蒺-TCCTCTCTCCCACCATTCCC-3蒺 55
4 5蒺-CCCCAGAGGCCATCCCTCCT-3蒺 5蒺-CCGGGCAGACGGAGGTCATC-3蒺 60
5 5蒺-TAAACACAGAGTCTGCAGCC-3蒺 5蒺-TTCATTATGCACCAAGGGCC-3蒺 55
6 5蒺-TGTGTTGACTGCTCATCCTT-3蒺 5蒺-CATTCAGGGGAACCTGCTCT-3蒺 50
7 5蒺-TTCAGGGAGCACTCCATCTT-3蒺 5蒺-ATCTAGCGCACAAATGAGG-3蒺 55
8 5蒺-CTTGACCTGAGTCTGTTTGG-3蒺 5蒺-GAAGTCGCCCAAAGATCTCT-3蒺 52
9 5蒺-ACTTTTGAACCCACTTTCTC-3蒺 5蒺-CAATCTAACAGGGATGCCTT-3蒺 55
10 5蒺-TCTGGACCTAACCATCACCC-3蒺 5蒺-CAGGAGCATGATTTAGGACC-3蒺 55
11 5蒺-CTCGTGGAAGTATAACCAGT-3蒺 5蒺-TGGGCAGAAGCTCCACCCGG-3蒺 55
12 5蒺-AAATACCTCTCAGCGTGGTG-3蒺 5蒺-TCAATCCTTGATGTGCCAAC-3蒺 56
13 5蒺-GGGATTAACTCTATCTCCTT-3蒺 5蒺-TGTGTATAATTCCATCCTGG-3蒺 50
14 5蒺-CTGTTCAGTAAACACTTGCT-3蒺 5蒺-CTCTCCACCAACTGCCACAT-3蒺 55
15 5蒺-CACTCTGGTCAAACCTGCCT-3蒺 5蒺-AGGCTAGGCGCAAACCTAGC-3蒺 55
16 5蒺-TCTGCCAAGGCCACCTGAGG-3蒺 5蒺-CAGCAGATGGCAGGCTTGGG-3蒺 60
17 5蒺-GGGAGATCTGCACCTATTTG-3蒺 5蒺-TGGTGCATTCCTCCTGTAGT-3蒺 55

图 1摇 家系遗传图谱及家系角膜裂隙灯检查摇 A:家系遗传方式符合常染色体显性遗传;B:角膜中央的上皮层及基底膜内灰白色小
点,可反复发生上皮剥脱。

本研究中,我们对 1 例中国地图-点状-指纹状角膜营养
不良家系进行分子遗传学分析,以进一步了解我国 EBMD
患者所存在 TGFBI 基因突变类型。
1 对象和方法

1. 1 对象摇 收集黑龙江省常染色体显性先天性角膜营养
不良一家系。 遵循医学伦理学原则,在知情同意的情况
下,对家系中 3 例患者及 4 例有血缘关系的正常家系成员
及门诊随机选取的 20 例正常对照者进行了详细的眼科检
查,分别采集静脉血 5mL。
1. 2 方法

1. 2. 1 基因组 DNA 的提取 摇 使用血液基因组 DNA 提取
试剂盒抽提外周血液基因组 DNA。 紫外分光光度计和
1郾 5%琼脂糖凝胶电泳检测样本 DNA 纯度和浓度。
1. 2. 2 候选基因的引物合成 摇 我们参照相关文献的
TGFBI 基因引物序列[11],由上海英骏生物工程技术有限
公司合成(表 1)。
1. 2. 3 PCR扩增及 DNA测序摇 PCR 反应体系为 25滋L,其
中 10X 缓冲液 2. 5滋L,dNTP(2. 5mM)2滋L、上下游引物
(10滋M)各 0. 5滋L、基因组 DNA(100ng / 滋L)1. 5滋L、DNA

Taq 聚合酶(5U / 滋L)0. 25滋L、去离子水 17. 75滋L。 反应条
件:95益 5min;95益 20s,引物退火温度 30s,72益 30s,循环
35 次;最后 72益延伸 10min。 随后 1. 5%琼脂糖凝胶电泳
检验 PCR 产物的扩增是否有效。 将合格的 PCR 产物送测
序公司进行纯化及 DNA 序列测定。 测序结果与 GenBank
中原始序列进行比对,寻找碱基序列的改变。 如有改变并
排除了单核苷酸多态性的可能后,再与该家系中正常成员
进行对比,以确定这种碱基序列的改变在该家系中是可分
离的。
2 结果

2. 1 临床表现摇 经详细的系谱调查,该家系遗传方式符合
常染色体显性遗传特征(图 1A)。 患者共同的临床表现
为:20 岁以前发病,症状表现为眼痛、畏光等刺激症状,渐
进性视力下降。 先证者裂隙灯检查可见角膜中央的上皮
层及基底膜内灰白色小点,可反复发生上皮剥脱(图 1B)。
其母亲长期反复发作角膜上皮糜烂剥脱,视力严重受损。
所有患者经适当的专科检查未发现有其他眼部及全身
疾病。
2. 2 测序结果摇 经过测序及序列对比分析,在家系先证者
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的 TGFBI 基因发现了 c. 417C>T 的杂合错义突变(图 2A),此
突变导致了编码的第 124 位氨基酸由精氨酸至半胱氨酸

的改变,即 R124C 突变。 经过 PCR 正反双向测序证实该

突变存在于家系中的所有患者,但不存在于其他正常家系

成员,也不存在于 20 名正常对照者(图 2B)。
3 讨论

摇 摇 转化生长因子诱导基因( transforming growth factor 茁-
induced gene, TGFBI ) 亦 称 为 BIGH3 基 因, 是 Skonier
等[12 , 13]1992 年在培养由 TGF-茁 诱导的人肺腺癌细胞中

分离得到的,并将此基因定位于人染色体 5q31。 TGFBI
基因编码一个由 683 个氨基酸组成的分子量为 68kDa 的

蛋白质—角膜上皮蛋白,即 KE(keratoepithelin)蛋白[14]。
其存在于各种组织中,在眼部主要表达于角膜上皮细胞和

基质内角膜细胞中[15]。 KE 蛋白有 3 个主要的功能结构

域,包含一个氨基端的分泌前导信号序列,一个羧基端的

位于密码子 622 ~ 624 间的 RGD 序列,及中间 4 个由 140
个氨基酸组成的内部重复同源序列(FAS1 结构区)。 这

些 FAS1 结构区在空间上组成一个有两个结合位点的四

聚体结构,每个位点均位于链间二聚体内,这种双价结构

可以使单个的角膜上皮蛋白分子结合于两个不同细胞的

表面蛋白,参与细胞间通讯和信号传递,起着桥梁作

用[12]。 而多种细胞外基质蛋白中的 RGD 序列均是整合

素的配体识别位点,角膜上皮蛋白中的 RGD 序列能与各

种整合素相互作用,影响细胞间的黏附功能[16]。
摇 摇 由于角膜上皮蛋白的结构特殊性,很多科学家把对

TGFBI 基因突变的研究转入到蛋白功能的研究水平。 然

而 TGFBI 基因突变导致在角膜组织中形成异常物质沉积

的具体机制还不十分明确。 Clout 等[17] 认为基因的突变

可能影响了蛋白质间的相互作用。 Kim 等[18] 通过对野生

型及突变型 TGFBI 蛋白的分子性能研究显示:野生型

TGFBI 相互聚合形成一种纤维状的结构,此结构能加固其

与 I 型胶原蛋白、层粘连蛋白及纤维蛋白相互作用。 但突

变型 TGFBI 蛋白没能显著地影响这种性能,因而认为这

些突变体可能需要其它的特殊性角膜因子参与才能导致

角膜沉积物的形成。 而 Morand 等[19] 认为,突变后的角膜

上皮蛋白可能通过直接作用于细胞受体或间接作用于细

胞外基质系统两个途径与周围其他细胞相互作用诱导凋

亡。 还有研究发现,角膜上皮细胞分泌的最重要的生长因

子—TGF-茁1 参与细胞间的黏附和爬行,从而调控和维持

角膜上皮细胞的正常增生和分化等形态学发生过程。
TGFBI 基因突变可能将影响这个过程的进行,从而导致角

膜沉积物的形成[20,21]。
摇 摇 自 1997 年 Munier 等[14] 首次对角膜营养不良的

TGFBI 基因突变位点进行了系统研究后,到目前为止,
TGFBI 基因突变热点主要位于外显子 4,11,12,14[22]。
R124 和 R555 是两个最常见的突变位点。 R555W,R124C
及 R124H 突变可发生在不同的种族人群中,且认为不存

在假定的始祖效应。 其中据报道与 TGFBI 基因 R124C 突

变相关的角膜营养不良临床表型包括:格子状角膜营养不

良 I 型(LCD I),颗粒状角膜营养不良 I 型(CDGG I),Reis-

图2摇 家系测序及序列对比分析摇 A:TGFBI 基因发现 c. 417C>T
的杂合错义突变;B:PCR 正反双向测序证实该突变存在于家系

中的所有患者。

Buckler 角膜营养不良,Avellino 角膜营养不良及 Thiel -
Behnke 蜂窝状角膜营养不良(CDTB) [23-27]。 本研究是迄

今为止首次报道 R124C 突变为 1 例上皮基底膜营养不良

家系的致病原因。 上皮基底膜营养不良(EBMD)亦称为

地图-点状-指纹状营养不良。 以往人们不认为这种疾病

具有遗传倾向,直到 Boutboul 等[4] 于 2006 年在 2 例符合

常染色显性遗传方式的 EBMD 患病家系中检测到 TGFBI
基因的 2 个突变位点 ( R666S 和 L509R) 后才被确定

TGFBI 基因是与 EBMD 相关的致病候选基因。 现今,我们

通过对该 EBMD 家系患者的 TGFBI 基因检测,发现了

R124C 突变位点。 拓宽了上皮基底膜营养不良基因型与

表现型的关系,进一步证实了角膜营养不良具有一定的遗

传异质性。
摇 摇 本研究首次报道了 TGFBI 基因的杂合突变位点

R124C 导致了上皮基底膜角膜营养不良。 该突变的发现

进一步丰富了目前关于 EBMD 的 TGFBI 基因突变研究范

围,并为将来角膜营养不良的分子遗传学研究奠定了

基础。
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0 引言
摇 摇 验光在眼科临床实践中有着相当重要的位置,电脑验

光以其方便、快捷、易操作等优越性而被广泛应用,但其测
量屈光度的准确性尚需进一步验证。 目前检影验光是临
床常用的验光方法,其检测的屈光度较为准确,作为临床
客观验光的标准被广泛应用,但因其完全是人工操作,比
较费时是其弊端。 我们使用阿托品眼膏涂眼散瞳使睫状
肌麻痹后,静态下分别行检影验光和电脑验光以比较二者
之间的差别及准确性,以期提高工作效率,为临床验光寻
求快速、理想的方法。
1 临床资料
摇 摇 随机抽取 2011-02 / 07 至我院门诊验光的患儿 727 例
1454 眼,年龄 2 ~ 14(平均 6. 74)岁,均为远视、近视、散光
患儿,除外其他眼部疾病。 所有患儿均先行裂隙灯及眼底
检查排除眼部器质性疾病,阿托品眼膏点眼 3d,每天 3
次,充分散瞳使睫状肌麻痹,先用带状光检影镜对其行检
影验光,检影距离为 1m,嘱患儿注视 5m 处视标,用镜片法
寻找中和点和散光轴及确定散光轴的度数,再行电脑验
光,采取自动测量 3 次模式取其平均值。 为了便于比较,
近视或远视的散光度按散光最小弥散度折算为球镜屈光
度,即以近视或远视散光度数的 1 / 2 与原球镜相加[1]。 计
算两种验光的符合率:临床工作中远视屈光度相差臆0. 5D
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