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Abstract
誗 AIM: To investigate a Chinese autosomal dominant
congenital cataract ( ADCC ) family and to find the
relationship between the candidate gene and this
pedigree.
誗METHODS: The clinical data and blood samples of the
ADCC family were collected. Microsatellite markers were
chosen according to 24 known candidate genes of ADCC.
Lod scores of microsatellite markers were calculated with
Mlink package of linkage software.
誗RESULTS: The phenotype of this family was nuclear
cataract. After linkage analyzing, Lod scores of 50
microsatellite markers were less than zero. There was no
linkage between the microsatellite markers and this
pedigree.
誗CONCLUSION: The related gene of this family is not
among the known genes of ADCC maybe there is a new
pathogenic gene in this pedigree.
誗 KEYWORDS: autosomal dominant cataract; linkage
analyzing; gene
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摘要

目的:对中国一个常染色体显性遗传先天性白内障家系

(ADCC)的已知候选基因进行筛查以寻找致病位点。
方法:收集一个 ADCC 家系的临床资料并采集静脉血。 在

24 个已知与 ADCC 相关基因附近选择微卫星标记,利用

Linkage 软件 Mlink 软件包进行连锁分析计算 Lod 值。
结果:此家系白内障类型为核性白内障,24 个候选基因附

近 50 个微卫星 Lod 值均小于 0,微卫星所在区域与此家系

致病基因无连锁关系。
结论:此 ADCC 家系致病基因不是已知的与 ADCC 相关基

因,可能是一个新的致病基因突变导致此家系疾病发生。
关键词:常染色体显性遗传白内障;连锁分析;基因
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0 引言

摇 摇 先天性白内障是一种儿童主要致盲性眼病,根据国外

流行病学报道,其占儿童致盲性眼病总数的 1 / 10[1], 这种

疾病病因复杂,有孕期感染、代谢异常和染色体异常等原

因[2],导致胚胎期晶状体混浊而形成白内障。 由于评估方

法和人群的差异,目前,先天性白内障发生率在 0郾 6 / 10000 ~
6. 0 / 10000 之间不等[3],其中约 1 / 3 与遗传相关。 遗传性

先天性白内障中,最常见的为常染色体显性遗传(autosomal
dominant congenital cataract,ADCC),而常染色体隐性遗传

(autosomal recessive congenital cataract,ARCC)和 X 连锁遗

传(X-linked congenital cataract,XLCC)则相对少见。 目前

先天性白内障致病基因所涉及到的实验方法包括连锁分

析,全基因组扫描,外显子测序等多种实验手段,随着分子

生物学技术的进步和患病家系的不断发现,目前已报道了

多个常染色体显性遗传白内障的相关致病基因,分别为晶

状体蛋白基因:CRYAA,CRYAB,CRYBA1 / A3,CRYBA4,
CRYBB1,CRYBB2,CRYGC,CRYGD,CRYGS;膜蛋白基因:
GJA3,GJA8,MIF;细胞骨架蛋白基因:BFSP2;发育及转录

因子基因:PITX3,MAF,HSF4;染色质修饰蛋白:CHMP4B;
跨膜酪氨酸激酶受体:EPHA2。 其他基因的突变也可导致

ADCC,但是伴有其他系统异常或表现为综合征,如 FTL
(定位人染色体 19q13. 3)突变引起高铁蛋白血症-白内障

综合征[4],PAX6(定位人染色体 11p13)突变引起先天无
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图 1摇 家系 CA001 家系图摇 箭头标注为先证者 (郁6);实心方块和圆各代表家系中的男性患者和女性患者,空心方块和圆各代表家

系中正常男性和女性。

虹膜,Peter蒺s 异常等[5]。
摇 摇 由于遗传性白内障临床表型多样,有明显的遗传异质

性,在临床研究中大都以遗传大家系为研究对象,通过连

锁分析或其他分子遗传学方法进行染色体定位,然后对定

位区域内的可疑基因进行测序验证以寻找突变位点。 本

研究收集到一个中国东北地区 ADCC 家系,为了寻找家系

致病突变,对此家系进行遗传学分析和突变热点的连锁分

析,进而明确白内障致病基因与疾病的相互关系,为日后

产前诊断或基因治疗提供依据。
1 对象和方法

1. 1 对象摇 2011-06 在中国东北地区收集到遗传性白内

障家系一个(编号 CA001)。 家系为一个五代 48 例先天性

白内障家系,现存 34 例,其中患者 10 例,男 3 例,女 7 例

(图 1)。 否认近亲婚配史,患者母亲否认孕期感染及用药

史,否认早产史。 其中 20 例完成血样采集和临床检查(患
者 10 例)。 临床检查包括视力、眼位检查、眼球运动、交替

遮盖、遮盖去遮盖、散瞳后裂隙灯检查和眼底检查以及前

节裂隙灯照相。 对家系成员进行问卷调查,包括既往史、
手术史、全身病史、婚育史、家族史,问卷由同一个眼科医

生完成。 本研究严格遵守赫尔辛基宣言,经过中国医科大

学附属第四医院伦理委员会批准,所有受试者签署知情同

意书。
1. 2 方法摇 将入选的家系成员采集肘部静脉血 4 ~ 10mL,
收集到含有 EDTA 抗凝剂的真空采血管中,-80益 保存。
人基因组 DNA 提取试剂盒(TIANGEN,Beijing,Co. ,Ltd)
提取家系成员 DNA,-4益保存备用。 紫外分光光度计测

量 260,280nm 的 DNA 分光光度值(OD 值),计算 DNA 的

含量和纯度,以 OD260 / OD280 比值在 1. 7 ~ 1. 9 之间为宜。
选取了与常染色体显性遗传先天性白内障相关基因(分
别位于 1,2,3,5,6,8,10,11,12,13,16,17,19,20,21,22 号

染色体) 作为候选基因, 利用 UCSC 数据库 ( http: / /
genome. ucsc. edu / )确定候选基因所在染色体的位置,并
且寻找距离候选基因 2cm 之内的 2 ~ 4 个微卫星进行连锁

分析。 使用在线引物设计软件 Primer 3(http: / / frodo. wi.
mit. edu / primer3 / input. htm)对选取的微卫星进行引物设

计。 引物合成由上海生工生物工程股份有限公司完成。
以所有相关家系成员基因组 DNA 为模板进行微卫星 PCR
扩增。 扩增使用 LA Taq 酶,扩增体系 20滋L,退火温度

54益 ~ 59益。 PCR 反应条件为:94益 预变性 5min,94益
30s,55益 ~ 60益 30s,72益 30s;30 ~ 35 个循环;72益 延伸

8min。 根据 PCR 扩增效率将 2 ~ 5滋L PCR 产物与上样缓

冲液混合后加入制备好的 8% 聚丙烯酰胺变性凝胶中进

行电泳,根据扩增产物碱基数不同,电泳 3 ~ 6h(500V 恒

定电压)。 电泳后用 1g / L AgNO3 染色。 根据银染后个体

条带的相对位置记录基因型。 利用 linkage 软件中 Mlink
程序进行两点连锁分析并计算最大优势对数值(Lod 值)。
此家系等位基因频率设置为 0. 0001,发病等位基因频率

设置为相同,男女重组率相同,遗传模式为完全显性。 判

定标准:Lod 值逸3,两个位点肯定连锁;Lod 值臆-2,两个

位点确定不连锁;2<Lod 值<3,可能连锁。
2 结果

摇 摇 家系 CA001 为一个五代 48 例先天性白内障家系,其
中患者 15 例,男 6 例,女 9 例。 现存 34 例,20 例家系成员

完成了采血和临床检查,其中患者 10 例。 患者中 8 例已

经完成白内障摘除+人工晶状体植入术。 其余 2 例患者郁
6 和吁8 白内障类型为核型白内障(图 2)。 从家系图中看

出,患者双亲中至少 1 例患病,患者同胞中约有 50% 的几

率发病,男女患病几率均等,患者子代有 50% 的几率发

病。 疾病在家系中连续传代,符合常染色体显性遗传特

点。 PCR 扩增所有家系成员 50 个微卫星标记,凝胶结果

显示微卫星多态性均较好(图 3)。 对所有微卫星进行连

锁分析后发现,其 Lod 值均小于 0。 提示所选微卫星与此

家系无连锁关系,排除已知候选基因突变与此家系相关。
3 讨论

3. 1 连锁分析方法的选择摇 在进行疾病相关基因筛选时,
常常利用一些特异性的遗传标记物和疾病表型之间的关

系来进行染色体定位。 微卫星(microsatellite)是一种目前

常用的遗传标记物。 它是一种比小卫星 DNA 具有更短重

复单元的卫星 DNA,被称为微卫星 DNA,又被称作短串连

重复(short tandem repeats, STRs)或简单重复序列(simple
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图 2摇 家系成员郁6 眼前节像摇 患者在 8 岁时做了虹膜切除术,
临床表型为核性白内障。

图 3摇 微卫星 D3s3570 凝胶银染图摇 此微卫星多态性较好。

sequence repeat, SSRs)。 连锁分析是人类遗传性疾病基

因定位的重要方法,其理论基础是遗传学中的连锁和交换

(重组)。 连锁分析方法是利用已有的遗传疾病家系,使
用遗传标记在家系中分型,再利用数学统计手段分析遗传

标记是否与疾病共分离。 连锁分析是目前研究单基因遗

传性疾病的常用方法。 在利用连锁分析确定某一可疑区

域后,通过增加扫描密度的方法建立单倍体图,将定位区

域缩小,最后利用测序或酶切方法确定突变基因。 连锁分

析的优点是经济、高效,为国内外大多数遗传实验室所使

用,缺点是很难发现未知位置的突变。 本研究对候选基因

附近的微卫星进行连锁分析后未发现阳性连锁,我们认为

导致此 ADCC 家系的致病突变可能位于所选择微卫星对

应的染色体区域之外,即突变可能位于其他未知位置。
3. 2 遗传性白内障候选基因的选择摇 先天性白内障的致

病基因研究与人类基因组计划的完成和分子遗传学方法

的不断进步息息相关。 近年来针对遗传性先天性白内障

家系的研究发现了越来越多的与此疾病相关的基因突变。
目前研究报道至少有 18 个突变基因与单纯遗传性先天性

白内障相关。 另外还有一些基因突变导致遗传性先天性

白内 障 同 时 伴 有 其 他 眼 病 或 全 身 疾 病: 如 FTL[4],
PAX6[5],FOXE3[6],SIL1[7],GCNT2[8],EYA1[9]。
摇 摇 虽然本研究中的家系表型为单纯性白内障,但由于遗

传性先天性白内障遗传异质性显著,即致病基因与白内障

临床表型无特异性对应关系,所以在连锁分析时将上述

24 个基因均作为本研究的候选基因,即将已知与 ADCC
相关的所有基因作为入选基因,尽量避免候选基因遗漏的

可能。 但是对 24 个基因对应的 50 个微卫星进行连锁分

析后发现所有 Lod 值均小于 0,显示了所选择的候选基因

与此家系致病无关,考虑此家系的致病突变可能位于新基

因上。 如果能找到这个致病突变,将会发现一个新的与

ADCC 相关的基因。 致病位点的确定可能需要进一步的

全基因组连锁分析。
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