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摘要
目的:使用 Ｓａｎｇｅｒ 测序法鉴定 ２ 个中国结晶样视网膜色素
变性(ＢＣＤ)家系中 ＣＹＰ４Ｖ２ 基因的突变位点ꎮ
方法:收集 ２０１９－０１ / ０９ 临床诊断为 ＢＣＤ 患者的临床相关
资料ꎮ 采集患者、患者家系成员的外周血ꎬ提取 ＤＮＡꎬ利
用 Ｓａｎｇｅｒ 测序法鉴定突变位点ꎮ
结果:共收集 ２ 个 ＢＣＤ 先证者ꎬ先证者均表现为渐进性视
力下降ꎬ眼底均可见典型的结晶样物质沉积ꎮ 测序发现先
证者 １ 及其患病的哥哥ꎬ妹妹均在 ＣＹＰ４Ｖ２ 基因上存在
ｃ.８０２－８＿８１０ｄｅｌ１７ｉｎｓＧＣ 的纯合突变ꎮ 而先证者 ２ 则在
ＣＹＰ４Ｖ２ 基因上存在 ｃ. ２１９Ｔ > Ａ ( ｐ. Ｆ７３Ｌ)、 ｃ. ８０２ － ８ ＿
８１０ｄｅｌ１７ｉｎｓＧＣ 杂合突变ꎮ
结论: 中国 ＢＣＤ 患者中最常见的 ｃ.８０２－８＿８１０ｄｅｌ１７ｉｎｓＧＣ
突变在先证者 １ 家系中为纯合突变ꎬ是其家系的致病突
变ꎮ 而先证者 ２ 则携带了中国 ＢＣＤ 患者最常见的 ｃ.８０２－
８＿８１０ｄｅｌ１７ｉｎｓＧＣ 杂合突变ꎬ同时先证者 ２ 还携带 ｃ.２１９Ｔ>
Ａ(ｐ.Ｆ７３Ｌ)错义突变ꎬ突变均影响了 ＣＹＰ４Ｖ２ 基因的正常
编码ꎬ进而导致疾病ꎮ
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０引言
结晶样视网膜色素变性(Ｂｉｅｔｔｉ ｃｒｙｓｔａｌｌｉｎｅ ｃｏｒｎｅｏｒｅｔｉｎａｌ

ｄｙｓｔｒｏｐｈｙꎬＢＣＤ)是一种常染色体隐性遗传性眼病ꎮ 此病
早期病情隐匿ꎬ患者往往因视功能损害不明显而未及时就
诊ꎬ临床主要特征为眼底视网膜内白色结晶样物质沉积ꎬ
脉络膜血管硬化ꎬ或伴有角膜边缘营养不良[１]ꎮ ＢＣＤ 在
欧美人群中较少见ꎬ其致病基因为 ＣＹＰ４Ｖ２ꎬ有学者报道我
国 ＢＣＤ 致 病 基 因 频 率 为 ０. ００５ꎬ 群 体 患 病 率 约 为
１ / ２４ ０００[２]ꎮ 大部分患者在 １０ ~ ４０ 岁出现视力减退、夜
盲、中央暗点等症状ꎬ随后发展为周边视野缺失和中心视
力缺损ꎬ通常在 ４０ 或 ５０ 岁后视力下降至法定盲[３－４]ꎮ
２０１５ 年孟晓红[５]对 １８４ 个 ＢＣＤ 家系中 ２１５ 例患者进行大
规模临床检查和基因诊断后ꎬ充分揭示了中国人群 ＢＣＤ
临床特点和基因突变谱ꎬ目前已知的致病性 ＣＹＰ４Ｖ２ 基因
突变位点已达 ８２ 个ꎬ故对患者进行临床诊断的同时进行
基因筛查有利于增加疾病的精确诊断率ꎬ为进一步深入研
究 ＢＣＤ 的发病机制和为相关治疗提供依据ꎮ 本研究对
２ 个ＢＣＤ 家系进行 Ｓａｎｇｅｒ 测序ꎬ筛查患者的致病突变ꎬ现
将结果报道如下ꎮ
１对象和方法
１.１对象　 描述性研究ꎮ 收集 ２０１９－０１ / ０９ 就诊于云南省
第二人民医院眼科门诊并确诊为 ＢＣＤ 的先证者 ２ 例ꎮ 从
先证者出发ꎬ详细询问其家族遗传史ꎬ绘制家系图ꎬ并收集
家族中其他成员纳入研究ꎮ 共搜集 ＢＣＤ 家系 ２ 个ꎬ家系
１ 有明确的家族遗传病史ꎬ先证者及其哥哥ꎬ妹妹均患有
ＢＣＤꎮ 家系 ２ 中先证者为散发病例ꎬ其父母已故ꎮ 其中
２ 例先证者均为女性ꎮ 本研究遵守«赫尔辛基宣言»ꎬ经云
南省第二人民医院伦理委员会批准ꎬ参与本研究的成员均
签署知情同意书ꎮ
１.２方法
１.２.１检查方法　 对 ２ 例 ＢＣＤ 先证者进行了详细的病史、
家族史询问ꎬ同时进行了全面的眼科检查ꎮ 临床检查包括
裸眼视力、色觉、最佳矫正视力(ＢＣＶＡ)、裂隙灯下眼前段
及眼底检查、眼底照相、眼部光学相干断层成像技术
(ＯＣＴ)检查、眼底荧光造影检查ꎮ
１.２.２基因检测　 签署知情同意书后ꎬ使用 ＥＤＴＡ 抗凝管
采集先证者及参与研究的家族成员静脉血 ５ｍＬꎬ用基因组
ＤＮＡ 提取试剂盒提取外周血 ＤＮＡꎮ 提取的 ＤＮＡ 需满足
样本浓度均>５０ｎｇ / μＬꎬＤ(２６０ｎｍ) / Ｄ(２８０ｎｍ)为 １.８ ~ ２.０ꎬ
ＤＮＡ 样本－２０℃冰箱保存[６]ꎮ 根据美国国家生物技术信
息中心提供的 ＣＹＰ４Ｖ２ 基因序列和参考文献[４]设计引
物ꎬ利用 ＰＣＲ 技术扩增目标 ＤＮＡ 序列ꎮ 采用传统 ５０.０μＬ
ＰＣＲ 扩增反应体系ꎬ加入 ＤＮＡ 模板 １.０μＬꎬ上、下游引物
各 １.０μＬꎬ２×ＥａｓｙＴａｑ Ｒ ＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ２５.０μＬꎬ加入超纯水
２２.０μＬꎮ ９４℃预变性 ５ｍｉｎꎬ９４℃变性 ３０ｓꎬ５０℃ ~６５℃退火
３０ｓꎬ７２℃ 延伸 １ｍｉｎꎬ共反应 ３５ 个循环ꎬ最后 ７２℃ 延伸
５ｍｉｎꎮ 操作步骤及流程严格按照云南省第二人民医院实
验中心生化实验室要求进行ꎮ

通过 ｄｂＳＮＰꎬＥｘＡＣ Ｂｒｏｗｓｅｒꎬｔｈｅ １０００ ＧｅｎｏｍｅｓＰｒｏｊｅｃｔꎬ
Ｇｅｎｏｍｅ Ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ Ｄａｔａｂａｓｅ 等数据库获得变异的最小等
位基 因 频 率ꎬ 运 用 Ｍｕｔａｔｉｏｎ Ｔａｓｔｅｒ、 ＳＩＦＴ、 ＰｏｌｙＰｈｅｎ２、
ＧＥＲＰ＋＋、ＲＥＶＥＬ 等生物信息学蛋白功能预测软件来进行
危害性预测ꎬ并制作三维蛋白模型结构[７－９]ꎮ 采用同源序
列多重比对ꎬ结合 ＯＭＩＭ、ＮＣＢＩ 等数据库[８]ꎬ利用 ＵＧＥＮＥ

图 １　 患者家系资料　 Ａ:先证者 １ 家系图ꎻＢ:先证者 ２ 家系图ꎮ

软件分析突变位点在不同物种间的保守型ꎮ 依据美国医
学遗传学与基因组学学会(ＡＣＭＧꎬ２０１５)分级标准对突变
位点进行致病性判断[１０]ꎮ
２结果
２.１ ＢＣＤ患者临床特征　 先证者 Ｆ１ ＩＩ３(图 １Ａ)ꎬ女性ꎬ３３
岁ꎬ主诉为“双眼渐进性视力下降 １ａ”ꎬＢＣＶＡ:ＯＤ:０.０５ꎬ
ＯＳ:０.２ꎮ 眼前节均未见明显异常ꎬ眼底可见大量密集黄白
色结晶样颗粒物质沉积ꎬ后极部视网膜广泛脱色素至颜色
变淡(图 ２Ａ ~ Ｆ)ꎮ 色觉检查:红绿色弱ꎮ 后极部 ＯＣＴ 提
示:椭圆体带及色素上皮层萎缩ꎬ仅黄斑区少许残留ꎬ在萎
缩区可见大量细小颗粒样物质均匀堆积ꎬ其下脉络膜毛细
血管及中血管层相应萎缩ꎬ清晰可见大血管轮廓(图 ２Ｇ、
Ｈ)ꎮ 荧光造影检测可见结晶颗粒未显影(图 ２Ｉ、Ｊ)ꎮ 哥哥
Ｆ１ ＩＩ１ꎬ男性ꎬ４４ 岁ꎬＢＣＶＡ:ＯＤ:０.０２ꎬＯＳ:０.０５ꎬ妹妹 Ｆ１ ＩＩ５ꎬ
女性ꎬ３１ 岁ꎬＢＣＶＡ:ＯＤ:０.１ꎻ ＯＳ: ０.０２ꎬ均可见眼底大量密
集黄白色结晶样颗粒物质沉积ꎮ

先证者 Ｆ２ ＩＩ２(图 １Ｂ)ꎬ女性ꎬ４１ 岁ꎬ主诉为“双眼渐进
性视力下降 ７ａ”ꎬＢＣＶＡ:ＯＤ:０.０５ꎻ ＯＳ:０.１２ꎮ 眼前节均未
见明显异常ꎬ眼底见不同程度的结晶样物质沉积ꎬ伴视网
膜色素上皮层萎缩及色素沉着ꎮ 女儿 Ｆ２ Ⅲ １ꎬ视力正常ꎮ
２.２ Ｓａｎｇｅｒ 测序结果 　 对先证者 Ｆ１ ＩＩ３ 和其近亲属 Ｆ１
ＩＩ１ꎬＦ１ ＩＩ５ 的外周血 ＤＮＡ 进行 Ｓａｎｇｅｒ 测序后ꎬ检测出
ＣＹＰ４Ｖ２ 基因上存在 ｃ.８０２－８＿８１０ｄｅｌ１７ｉｎｓＧＣ 的纯合突变
(图 ３Ａ~Ｃ)ꎮ 根据 ＡＣＭＧ 指南(ＰＶＳ＋ＰＳ１＋ＰＭ２)ꎬ该变初
步判定为致病性变异ꎮ ＰＶＳ:该变异为零效变异ꎬ可能导
致基因功能丧失ꎮ ＰＳ１:ＨＧＭＤ 数据库已有该位点的致病
性报道ꎮ ＰＭ２:在 ｄｂＳＮＰꎬＥｘＡＣ Ｂｒｏｗｓｅｒꎬｔｈｅ １０００ Ｇｅｎｏｍｅｓ
Ｐｒｏｊｅｃｔ 等数据库中为低频变异ꎮ 同时保守性分析显示此
突变位于不同物种间氨基酸高度保守的位置ꎮ
　 　 由于先证者 Ｆ２ ＩＩ２ 的父母、哥哥已故ꎬ无法进行家系
共分离验证ꎬ对先证者和其女儿的外周血 ＤＮＡ 进行全外
显子测序后ꎬ检测出先证者 ＣＹＰ４Ｖ２ 基因上存在和 Ｆ１ 家
系一致的 ｃ.８０２－８＿８１０ｄｅｌ１７ｉｎｓＧＣ 杂合突变ꎬ同时 Ｆ２ ＩＩ２
还存在 ｃ.２１９Ｔ>Ａ(ｐ.Ｆ７３Ｌ)突变(图 ３Ｄ~ Ｅ)ꎮ 依据 ＡＣＭＧ
指南(ＰＳ１＋ＰＭ２)ꎬｃ.２１９Ｔ>Ａ(ｐ.Ｆ７３Ｌ)为疑似致病性变异ꎬ

６２１１

国际眼科杂志　 ２０２１ 年 ６ 月　 第 ２１ 卷　 第 ６ 期　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
电话:０２９￣８２２４５１７２　 　 ８５２６３９４０　 电子信箱:ＩＪＯ.２０００＠ １６３.ｃｏｍ



图 ２　 同一患者影像学资料　 Ａ、Ｂ:广角眼底照ꎬ不同程度的结晶样物质沉积ꎬ伴视网膜色素上皮层萎缩及色素沉着ꎻＣ、Ｄ:自发荧光
可见视网膜结晶样物质沉积区域低荧光ꎻＥ、Ｆ:眼底照ꎬ不同程度的结晶样物质沉积ꎻＧ、Ｈ:ＯＣＴ 检查椭圆体带及色素上皮层萎缩ꎬ仅
黄斑区少许残留ꎬ在萎缩区可见大量细小颗粒样物质均匀堆积ꎬ其下脉络膜毛细血管及中血管层相应萎缩ꎬ清晰可见大血管轮廓ꎻ
Ｉ、Ｊ:荧光造影可见结晶样物质荧光遮蔽ꎮ

图 ３　 Ｓａｎｇｅｒ测序结果　 Ａ~Ｃ:家系 １ 中 ＩＩ３ꎬＩＩ１ꎬＩＩ５ 检测出 ＣＹＰ４Ｖ２ 基因上存在 ｃ.８０２－８＿８１０ｄｅｌ１７ｉｎｓＧＣ 的纯合突变ꎻＤ~Ｅ:Ｆ２ ＩＩ２ 检
出 ｃ.２１９Ｔ>Ａ(ｐ.Ｆ７３Ｌ)和 ｃ.８０２－８＿８１０ｄｅｌ１７ｉｎｓＧＣ 杂合突变ꎻＦ:Ｆ２ ＩＩＩ１ 检出 ｃ.２１９Ｔ>Ａ(ｐ.Ｆ７３Ｌ)杂合突变ꎮ

ＰＳ１:ＨＧＭＤ 数据库已有该位点的致病性报道ꎮ ＰＭ２:在正
常人数据库中为低频变异ꎮ 同时生物信息学蛋白功能预
测软件 ＭｕｔａｔｉｏｎＴａｓｔｅｒ、ＧＥＲＰ＋＋、ＰｏｌｙＰｈｅｎ２ 均预测此突变

为有 害ꎮ 保 守 性 分 析 显 示 ｃ. ８０２ － ８ ＿ ８１０ｄｅｌ１７ｉｎｓＧＣꎬ
ｃ.２１９Ｔ>Ａ(ｐ.Ｆ７３Ｌ)突变位于不同物种间氨基酸高度保守的
位置(图 ４Ａ、Ｂ)ꎮ ３Ｄ 蛋白预测模型提示 ｃ.２１９Ｔ>Ａ(ｐ.Ｆ７３Ｌ)
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图 ４　 保守性分析和蛋白三维结构预测结果　 Ａ、Ｂ:保守性分析显示 ｃ.８０２８＿８１０ｄｅｌ１７ｉｎｓＧＣ(Ｈ２６２)ꎬｃ.２１９Ｔ>Ａ(ｐ.Ｆ７３Ｌ)(Ｆ７３)突变位
于不同物种间氨基酸高度保守的位置ꎻＣ、Ｄ:３Ｄ 蛋白预测模型提示 ｃ.２１９Ｔ>Ａ(ｐ.Ｆ７３Ｌ)突变影响蛋白质的局部构像ꎮ

突变影响蛋白质的局部构像(图 ４Ｃ、Ｄ)ꎮ 先证者 Ｆ２ ＩＩ２
无 ＢＣＤ 症状的女儿发现 ＣＹＰ４Ｖ２ 基因上存在 ｃ. ２１９Ｔ >
Ａ(ｐ.Ｆ７３Ｌ)杂合突变(图 ３Ｆ)ꎮ
３讨论

ＢＣＤ(ＯＭＩＭ＃２１０３７０)是一类常见的常染色体隐性遗
传性视网膜变性疾病ꎬ在 １９３７ 年由 Ｂｉｅｔｔｉ 医生首次报道ꎬ
其在视网膜色素变性疾病中比例高达 １８.５％ꎬ在中国人群
中发病率远高于欧美人群[５ꎬ １１]ꎮ ＢＣＤ 的致病基因为
ＣＹＰ４Ｖ２ꎬ位于 ４ｑ３５－ｑｔｅｒꎬ由 １１ 个外显子组成ꎬ编码 ５２５ 个
氨基酸ꎬ属于细胞色素氧化酶 Ｐ４５０(ＣＹＰ４５０)超家族[１２]ꎮ
目前 ＣＹＰ４Ｖ２ 导致 ＢＣＤ 发病的机制研究还未完全明了ꎬ有
研究表明 ＣＹＰ４Ｖ２ 参与脂肪酸代谢ꎬＢＣＤ 患者血清三酰甘
油、总胆固醇、低密度脂蛋白胆固醇、高密度脂蛋白胆固
醇和正常人群存在差异ꎬ但 ＣＹＰ４Ｖ２ 突变对全身各组织
器官影响较小ꎬ推测其发病方式可能为基因突变影响了
视网膜色素上皮细胞的脂质代谢而致病[１３] ꎮ ＢＣＤ 具有
高度遗传异质性ꎬ至今已发现的 ＢＣＤ 致病突变位点达
８２ 个ꎬ绝大部分为错义突变、缺失以及无意突变ꎬ涉及所
有 １１ 个外显子区域ꎬ对 ＢＣＤ 患者进行进一步ꎬ尤其是致
病基因 ＣＹＰ４Ｖ２ 相关突变位点筛查明确病因具有重要
意义[１４－１５]ꎮ

本研究应用 Ｓａｎｇｅｒ 测序技术对 ４ 例 ＢＣＤ 患者和 １ 例

ＢＣＤ 患者健康的女儿进行了基因检测ꎮ 通过基因检测ꎬ
我们发现在 ＣＹＰ４Ｖ２ 基因上存在 ｃ. ２１９Ｔ >Ａ( ｐ. Ｆ７３Ｌ)ꎬ
ｃ.８０２－８＿８１０ｄｅｌ１７ｉｎｓＧＣ 突变ꎮ 本文研究的 ２ 个 ＢＣＤ 家
系ꎬ先证者均具有明显的 ＢＣＤ 表现ꎬ其中 Ｆ１ ＩＩ３ 和其近亲
属 ＩＩ１ꎬＩＩ５ 均具有多年的夜盲病史ꎬ伴有视力下降ꎬ眼底存
在典 型 的 结 晶 样 物 质 沉 积ꎬ 并 检 测 到 ｃ. ８０２ － ８ ＿
８１０ｄｅｌ１７ｉｎｓＧＣ 纯合突变ꎮ 先证者 Ｆ２ ＩＩ２ 眼底可见结晶样
物质沉积ꎬ同时存在 ｃ. ２１９Ｔ > Ａ ( ｐ. Ｆ７３Ｌ)ꎬ ｃ. ８０２ － ８ ＿
８１０ｄｅｌ１７ｉｎｓＧＣ 复合杂合突变ꎬ先证者 Ｆ２ ＩＩ２ 的女儿发现
ＣＹＰ４Ｖ２ 基因上存在 ｃ.２１９Ｔ>Ａ(ｐ.Ｆ７３Ｌ)杂合突变ꎬ但先证
者 Ｆ２ ＩＩ２ 女儿未出现 ＢＣＤ 的症状ꎮ

本研究发现的 ｃ.８０２－８＿８１０ｄｅｌ１７ｉｎｓＧＣ 突变为中国人
群中 ＣＹＰ４Ｖ２ 基因最常见的突变方式ꎬ在 ＣＹＰ４Ｖ２ 基因突
变比例中占 ６２.６％ꎬ此突变可导致氨基酸编码终止进而影
响蛋白功能的发挥ꎮ Ｌａｉ 等[３] 研究报道了 ｃ. ８０２ － ８ ＿
８１０ｄｅｌ１７ｉｎｓＧＣ 突变与表型间的关联ꎬ发现突变眼电图上
可显示低 Ａｒｄｅｎ 比ꎬ并表现出不可记录的暗适应 ＦＥＲＧꎬ以
及不可记录的 ３０Ｈｚ 闪烁 ＥＲＧꎮ Ｇｅｋｋａ 等[１６] 比较了 ２ 例
ＣＹＰ４Ｖ２ 突变患者的临床特征ꎬ发现纯合缺失 / 插入突变
(ｃ.８０２ － ８ ＿８１０ｄｅｌ１７ｉｎｓＧＣ) 的患者均出现了视野受损ꎮ
１ 例患者的视杆、视锥细胞 ＥＲＧ 振幅严重降低ꎮ 相反ꎬ另
１ 例患者虽然有复合杂合子突变ꎬ临床表现轻微ꎬ视锥和
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视杆细胞的 ＥＲＧ 振幅未受到明显影响ꎮ 但是发病年龄和
病程对视网膜功能改变相关因素的影响未见报道ꎬ不存在
明显的基因型－表型关联ꎮ 虽然表型与基因型之间存在
较大差异ꎬ但表型的严重程度与疾病的病程有关ꎬ发病越
早ꎬ严重表型持续时间越长ꎬ本研究中 Ｆ１ ＩＩ１ 已有夜盲病
史 １０ 余年ꎬ患者目前 ４４ 岁ꎬ已双眼失明ꎮ

先证者 Ｆ２ ＩＩ２ 检测到的 ｃ.２１９Ｔ>Ａ(ｐ.Ｆ７３Ｌ)突变在
２０１４ 年由 Ｙｉｎ 等[１７]首次报道ꎬ此突变在健康人群中未被
报道ꎬ在 ｄｂＳＮＰꎬＥｘＡＣ Ｂｒｏｗｓｅｒꎬｔｈｅ １０００ Ｇｅｎｏｍｅｓ Ｐｒｏｊｅｃｔ 等
数据库中为低频变异ꎬ而 ７３ 号位点的苯丙氨酸在多物种
间均为一个高度保守的序列ꎬ三维蛋白结构预测也可见此
突变影响了局部蛋白质的二级结构ꎬ进而影响了蛋白质的
疏水性和稳定性ꎮ ＣＹＰ４Ｖ２ 基因编码跨膜氨基酸与 １８ 个
α 螺旋以 β 折叠和卷曲的形式构成跨膜结构ꎬ此结构可与
亚铁血红素相识别ꎮ 错义突变可影响 α 螺旋与卟啉环的
结合ꎬ进而导致该结构失去功能ꎮ ＣＹＰ４Ｖ２ 基因的错义突
变一般可影响蛋白跨膜段ꎬ干扰 ＣＹＰ４Ｖ２ 蛋白与膜的整
合ꎬ在酶的活性位点干扰其与卟啉环的配位[１８－１９]ꎮ 本研
究再次证明了 ｃ. ８０２ － ８＿８１０ｄｅｌ１７ｉｎｓＧＣ 和 ｃ. ２１９Ｔ >Ａ( ｐ.
Ｆ７３Ｌ)突变在中国 ＢＣＤ 人群的发病中扮演重要角色ꎮ

但是ꎬ由于 ＢＣＤ 的高度遗传异质性ꎬ对其了解仍然很
少ꎬ基于通过研究大样本不同 ＢＣＤ 患者的遗传特征ꎬ进一
步阐明其致病的分子机制ꎬ不但提高该疾病诊断的准确
率ꎬ对解释 ＢＣＤ 疾病发生发展的本质和探索其基因型和
表型之间的分析就显得尤为重要ꎬ同时可为开发该病个性
化的基因治疗奠定基础ꎮ
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