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　　【摘要】　目的　对１例４代常染色体显性遗传视网膜色素变性家系进行致病基因定位，并对候选基因进行突

变筛查。方法　收集１例视网膜色素变性家系，抽取家系成员外周血并提取ＤＮＡ，用连锁分析法对与疾病相关联

的２２个已知基因进行定位，并对定位区域内的候选基因进行突变筛查。结果　两点连锁分析结果显示，在微卫星

标记Ｄ７Ｓ４８４处取得最大ＬＯＤ值为１．５１（θ＝０．００时）；聚合酶链反应直接测序法筛查候选基因ＲＰ９，未发现突变。

结论　该家系可能存在ＲＰ９基因大的碱基缺失突变或基因重排，也可能存在１个新的致病基因。
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　　视网膜色素变性（ＲＰ）是以夜盲、进行性视野损害、视网膜

色素沉着、视盘呈蜡黄色萎缩和视网膜电图呈熄灭型为主要临

床特征的遗传性致盲眼病［１］。ＲＰ在世界范围内的发病率约为

１／３５００，我国ＲＰ的患病率为１／３７８４
［２］。估计可能有１００种

以上不同的基因可导致ＲＰ。目前已经可以克隆５０多个基因

并阐释它们的功能。截止２０１３年３月，已被定位克隆的常染

色体显性遗传视网膜色素变性（ＡＤＲＰ）的致病基因有２２个。

本实验中作者对一个中国人ＡＤＲＰ家系 ＷＨＨ（以先证者籍贯

及姓氏拼音首字母表示该家系）进行遗传基础的研究，以期找

到该家系的基因缺陷。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本实验收集湖北省武汉市一 ＲＰ 家系

ＷＨＨ。该家系共４代２７例，其中已发病７例，经分析可判断

为ＡＤＲＰ。参与本研究的一共有２０例家系成员，包括７例患

者，９例表型正常者，４例配偶。先证者的症状咨询、体格检查

及视网膜电生理图检查在湖北省中医院进行，眼底镜在武汉爱

尔眼科医院进行。表型正常者的症状咨询均在当地进行。该

家系中所有患者均有夜盲，视野缩小。先证者于２００７年因为

白内障而导致失明，经手术治疗白内障，两眼视力恢复到０．２，

其眼底图见图１。本研究严格遵守赫尔辛基宣言，血液标本的

采集和患者的临床检查均在征得家系成员同意后进行。

１．２　方法

１．２．１　外周静脉血白细胞ＤＮＡ提取　分别采集该家系中７

例患者，９例健康人，４例配偶的外周静脉血各５ｍＬ，采用

Ｔｉａｎｇｅｎ血液／细胞／组织基因组ＤＮＡ提取试剂盒提取基因组

ＤＮＡ。采用紫外分光光度法检测ＤＮＡ浓度与纯度，以犃２６０／

犃２８０在１．７～１．９为较高纯度。

１．２．２　微卫星标记的选用　截止２０１３年３月已被定位克隆

的ＡＤＲＰ的致病基因有２２个，选择这２２个已知基因所在的

微卫星位点进行连锁分析，选用的基因位点及微卫星标记点如

表１所示。所有荧光微卫星标记均来自于 ＡＢＩ公司的Ｌｉｎｋ

ａｇｅＭａｐｐｉｎｇＳｅｔｖ２．５ＭＤ１０试剂盒。

１．２．３　基因连锁分析　（１）扩增微卫星标记。对家系所有成

员基因组ＤＮＡ进行微卫星标记聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增，反

应体系为７．５μＬ：ｐｒｉｍｅｒｐａｉｒｍｉｘ（５ｐｍｏｌ／μＬ／ｐｒｉｍｅｒ）０．５

μＬ，ＴｒｕｅＡｌｌｅｌｅＰＣＲＰｒｅｍｉｘ４．５μＬ，模板 ＤＮＡ（５０ｎｇ／μＬ）

０．５μＬ，双蒸水２．０μＬ。ＰＣＲ反应条件：９５℃预变性１２ｍｉｎ，

９４℃变性２０ｓ，５５℃退火２０ｓ，７２℃延伸４５ｓ，循环３５次，最
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后７２℃延伸１０ｍｉｎ。将所得ＰＣＲ产物根据微卫星标记的不

同片段大小及荧光颜色与ｄｄＨ２Ｏ按比例进行混合稀释，混合

总体积为２０μＬ；将内标 ＧＳ５００ＬＩＺ与甲酰胺（ＨｉＤｉｆｏｒ

ｍａｍｉｄｅ）按比例混合。将０．５μＬ混合物与１０μＬ内标／ＨｉＤｉ

ｆｏｒｍａｍｉｄｅ混合液混合，９５℃变性５ｍｉｎ，迅速置于冰中冷却后

上ＡＢＩ３１３０ＤＮＡ测序仪进行毛细管电泳。（２）基因分型。采

用ＧｅｎｅＭａｐｐｅｒｖ３．２软件对电泳结果进行基因分型，记录微

卫星标记的片段大小。（３）ＬＯＤ值计算及单体型构建。采用

ＬＩＮＫＡＧＥＰｒｏｇｒａｍＰａｃｋａｇｅ（ｖｅｒｓｉｏｎ５．２）中的 ＭＬＩＮＫ程序

进行致病基因位点和微卫星标记位点两点ＬＯＤ值计算。基本

参数设置：假设该家系完全外显，即外显率为１００％；致病基因

频率为０．０００１；男性与女性染色体重组率相等；微卫星标记各

种基因型基因频率平均化。采用Ｃｙｒｉｌｌｉｃ（ｖｅｒｓｉｏｎ２．０２）软件绘

制家系图及基因型。（４）结果判定标准。当θ≤０．１时取得最

大ＬＯＤ值，若ＬＯＤ值大于或等于３为肯定连锁；ＬＯＤ值大于

或等于１为支持连锁；ＬＯＤ值小于或等于－２为肯定不连锁。

　　上图为健康人左、右眼的眼底图；下图为先证者（Ⅱ：１０）左、右眼的

眼底图（可见ＲＰ典型的眼底表现：骨细胞样色素沉着，血管变细）

图１　健康人和先证者眼底图

２　结　　果

２．１　连锁分析结果　该家系为常染色体显性遗传，对与 ＡＤ

ＲＰ相关的２２个基因进行连锁分析显示，在 Ｄ７Ｓ４８４处，θ＝

０．００时取得最大ＬＯＤ值１．５１，为支持连锁。因此，该家系的

致病基因可能为ＲＰ９，而其余２１个位点均被排除。Ｄ７Ｓ４８４位

点的基因分型结果见图２。

１．２．４　突变检测及序列分析　对ＲＰ９基因的６个外显子及

其邻近拼接位点进行基因序列分析见表２。ＰＣＲ扩增引物由

北京赛百盛生物公司合成。ＰＣＲ反应在２５μＬ体积中进行，

反应体系为：１０×ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）１．０μＬ，

４×ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）１．０μＬ，引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）２．０μＬ，Ｔａｑ

ｐｌｕｓⅠＤＮＡ聚合酶１．０μＬ（５Ｕ／μＬ），模板ＤＮＡ８０ｎｇ，加双蒸

水至２５μＬ。另外第１外显子的扩增体系加１０％二甲基亚砜

（ＤＭＳＯ）。ＰＣＲ的反应条件：９４℃预变性７ｍｉｎ，而后按９５℃

３０ｓ，退火４５ｓ，７２℃４５ｓ的顺序，共３５个循环，最后７２℃延

伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经２％琼脂糖凝胶电泳证实扩增片段为

目的片段。所有产物均正、反双向测序。采用软件ＤＮＡＭＡＮ

ｖ５．２．２将所有测序结果与ＮＣＢＩ数据库中最新ＧｅｎＢａｎｋ序列

进行比对。

表１　已定位克隆的ＡＤＲＰ基因染色体定位及其功能

基因名称 染色体定位 微卫星标记 ＬＯＤ值（ｔｈｅｔａ＝０．００）

ＢＥＳＴ１ １１ｑ１２．３ Ｄ１１Ｓ４１９１ －５．６４

ＣＡ４ １７ｑ２３．２ Ｄ１７Ｓ９４４ －２．１３

ＣＲＸ １９ｑ１３．３ Ｄ１９Ｓ４２０ －２．５２

ＦＳＣＮ２ １７ｑ２５．３ Ｄ１７Ｓ７８４ －１３．３６

ＧＵＣＡ１Ｂ ６ｐ２１．１ Ｄ６Ｓ１６１０ －５．６９

ＩＭＰＤＨ１ ７ｑ３２．１ Ｄ７Ｓ５３０ －３．５６

ＫＬＨＬ７ ７ｐ１５．３ Ｄ７Ｓ４９３ －４．９８

ＮＲＬ １４ｑ１１．２ Ｄ１４Ｓ２６１ －８．４５

ＮＲ２Ｅ３ １５ｑ２３．０ Ｄ１５Ｓ１３１ －６．５４

ＰＲＰＦ３ １ｑ２１．２ Ｄ１Ｓ４９８ －５．９０

ＰＲＰＦ３１ １９ｑ１３．４ Ｄ１９Ｓ４１８ －３．５８

ＰＲＰＦ８ １７ｐ１３．３ Ｄ１７Ｓ８３１ －９．５８

ＲＤＨ１２ １４ｑ２４．１ Ｄ１４Ｓ２５８ －１５．８４

ＲＤＳ ６ｐ２１．２ Ｄ６Ｓ１６１０ －９．６３

ＲＰ１ ８ｑ１２．１ Ｄ８Ｓ２８５ －２．４０

ＲＰ９ ７ｐ１４．３ Ｄ７Ｓ４８４ １．５１

ＲＨＯ ３ｑ２２．１ Ｄ３Ｓ１２９２ －３．９６

ＲＯＭ１ １１ｑ１２．３ Ｄ１１Ｓ４１９１ －６．９０

ＳＥＭＡ４Ａ １ｑ２２．０ Ｄ１Ｓ４９８ －４．６４

ＳＮＲＮＰ２００ ２ｑ１１．２ Ｄ２Ｓ１６０ －７．４１

ＴＯＰＯＲＳ ９ｐ２１．１ Ｄ９Ｓ１６１ －４．７３

ＰＲＰＦ６ ２０ｑ１３．３ Ｄ２０Ｓ８８７ －８．５４

　　注：数据来源于 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｐｈ．ｕｔｈ．ｔｍｃ．ｅｄｕ／Ｒｅｔｎｅｔ／ｈｏｍｅ．

ｈｔｍ，截止时间为２０１３年３月２２日。

图２　家系图及基因型（家系成员下标识为微卫星

Ｄ７Ｓ４８４基因型）

２．２　突变筛查结果　在该家系患者的ＲＰ９上发现第６外显

子的第２１０密码子的第２个碱基发生Ｇ→Ａ错义突变，进一步

研究发现该家系健康人中也存在同一位点的错义突变（部分患

者及家系健康人的测序图见图３）。ＲＰ９基因的ｃ．６２９Ｇ→Ａ，

（Ｌｙｓ２１０Ａｒｇ）变异未与疾病“共分离”，只是单核苷酸多态性，

在其他序列也未发现突变。据此可以排除该家系在ＲＰ９基因

处存在单碱基或者小片段突变的可能性。
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表２　ＲＰ９基因引物序列及扩增条件

外显子 上游引物 下游引物 扩增长度（ｂｐ）退火温度（℃）

１ ５′ＧＴＴＧＣＣＣＧＡＧＣＧＧＣＧＣＴ３′ ５′ＴＧＧＣＣＧＣＧＣＧＣＧＧＡＣＧＧＣ３′ ２１３ ６４

２ ５′ＡＡＡＴＣＴＣＴＧＡＴＴＡＡＡＡＡＴＣＣＴＡＴＡ ＧＣＣ３′ ５′ＡＡＡＡＧＧＡＧＡＴＴＴＡＡＣＡＴＣＡＴＧＣ３′ ２３０ ５６

３ ５′ＣＡＧＧＡＡＡＡＡＧＣＣＡＧＧＣＡＡＧ３′ ５′ＧＡＧＧＧＣＴＧＴＧＡＴＧＡＧＡＡＣＡＡＧ３′ ３２０ ６２

４ ５′ＴＧＣＴＧＡＴＴＣＴＴＴＡＴＣＴＴＧＡＧＴＡＧＧＴＧ３′ ５′ＴＧＧＴＧＡＣＴＴＴＣＴＧＣＴＴＣＡＣＴＧ３′ ２３１ ６２

５ ５′ＧＧＴＴＴＴＣＡＴＡＡＣＡＴＡ ＧＧＣＡＴＴＴＣ３′ ５′ＴＧＴＴＴＡＣＴＧＣＡＣＣＡＴＴＣＣＴＣＴ３′ ２４５ ６０

６ ５′ＣＡＴＣＣＴＡＴＡ ＣＴＧＣＴＴＴＴＧＡＡＴＧＡＣ３′ ５′ＴＧＣＡＴＣＴＴＣＣＴＣＴＧＴＴＣＣＴＴＧ３′ ３５７ ６０

　　左边图为患者，右边为家系健康人。

图３　部分患者及家系健康人测序图

３　讨　　论

ＲＰ是一种危害严重且目前尚无有效治愈方法的疾病，因

此，其诊断和预防显得尤为重要。至今已知基因导致 ＡＤＲＰ

约占６０％，仍有约４０％的 ＡＤＲＰ患者未确定其致病基因
［３］。

因此，对ＡＤＲＰ致病基因的定位和克隆研究仍需深入。目前，

对定位包括ＲＰ在内的单基因遗传病致病基因的主要实验方

法是连锁分析。连锁分析的原理是通过寻找与某一遗传性状

共同传递的遗传性标记物来确定疾病的致病基因在基因组中

的位置，最常用的遗传标记是微卫星标记。

２００２年 Ｋｅｅｎ等
［４］的研究发现，ＲＰ９的２个错义突变

（Ｈ１３７Ｌ、Ｄ１７０Ｇ）与 ＡＤＲＰ 相 关。之 后 Ｓｕｌｌｉｖａｎ 等
［５］、Ａｌ

ｄａｈｍｅｓｈ等
［６］和Ｂｏｗｎｅ等

［７］利用不同实验方法对ＡＤＲＰ家系

进行大样本扫描分析，都未发现ＲＰ９突变，他们均认为在ＡＤ

ＲＰ相关致病基因中，ＲＰ９突变率极低。在本研究中，作者利用

微卫星标记的连锁分析法扫描一个中国人ＡＤＲＰ家系的已知

致病基因位点，假设外显率为１００％，致病基因频率为０．０００１，

ＲＰ９位点的ＬＯＤ值为１．５１，该值小于３而大于１，说明该家系

的致病基因只是可能与ＲＰ９连锁，本文继续对ＲＰ９进行直接

序列分析未发现突变位点。但不能据此完全排除ＲＰ９是该家

系的致病基因，因为直接序列分析只能发现基因中位于ＰＣＲ

上、下游引物之间小的突变，不能发现大的碱基缺失突变或基

因重排。据统计，有接近３％的ＡＤＲＰ家系中ＰＲＰＦ３１存在大

的碱基缺失突变或基因重排，这类突变不能被测序所发现［８］。

据此作者有理由怀疑同为剪接因子类型的ＲＰ９也存在高比例

的大的碱基缺失突变或基因重排，所以，作者下一步的研究方

向之一是用多重连接依赖探针扩增技术检测 ＷＨＨ家系中的

ＲＰ９。另外，该家系的致病基因只是可能与ＲＰ９连锁，并不是

完全连锁，作者还将利用连锁分析对该家系进行全基因组扫

描，以期找到ＬＯＤ值大于３的区域。

Ｋｅｅｎ等
［４］在对ＡＤＲＰ家系ＲＰ９的研究过程中发现一个

位于保守核苷酸序列的突变ｃ．６２９Ｇ→Ａ，该突变虽然改变了

蛋白质的结构，但其在健康人群中也会出现，健康人群中的突

变率高达３０％。在本研究中也发现了这个单核苷酸多态性。

通过对已知ＡＤＲＰ家系的患者和其他成员进行基因突变

筛查，明确其致病基因，从而可以对该家系进行基因诊断和产

前诊断，这对于ＡＤＲＰ的预测和预防是很有意义的。近年来，

越来越多的ＡＤＲＰ的致病基因和致病位点被发现，将有助于

对ＡＤＲＰ患者进行遗传咨询和基因诊断。
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