
书书书

遗!传 !"#"$%&’(!)*+,+-."!"!!"##$$!#$%$!&&’ 研究报告

收稿日期!!&&()&!)#%"修回日期!!&&()&*)&+
基金项目!国家+"(计划!,#%-&#-&’-&!"%广东省重点科技攻关项目!%%.&’+&$/"%卫生部优秀青年人才基金!%*&#""%!##工程重点学科建设

!%+&&#"!项目负责人#张清炯"&广东省高教厅千百十人才基金’012234567895:6;<5=3><?+"(@43A6B5!,#%-&#-&’-&!"%.<A340B=6>-

5=C=B@43A6B53C/1<>D73>D@43E=>B6!%%.&’+&$/"%FGB6??6>5H315:I<?6>5J31>7<5=3>3C5:6.=>=K5493CL6<?5:$@MN!%*&#""%.<-

A34018A6B5J31>7<5=3>3C!##@43A6B5!%+&&#"!@43A6B5@4=>B=2<?#,:<>DO=>DA=3>D"%5:6I:31K<>7$L1>7467$I6>I<?6>5KJ31>7<-

5=3>3C5:6P62<45Q6>53CL=D:64F71B<5=3>3C@43E=>B6/1<>D73>D(

作者简介!王国兵!#%*")"$男$硕士研究生&研究方向#高度近视候选基因的筛查&I6?#&*$$)+(%("!$!$!&"#($(&**%%+")F-Q<=?#43D<K<>"

#"(R>65
通讯作者!张清炯!#%"()"$男$教授$博导&专业方向#小儿眼科遗传病&I6?#&!&)+*((&(%%$+*((&’&&)F-Q<=?#SAT:<>D!&&&"9<:33RB3Q

!"#$%$基因与中国高度近视人群的相关性研究

王国兵#!张清炯#!肖学珊#!李家璋!!张丰生(!黎仕强#!李!玮’!
李!鸵!!贾小云#!郭!莉#!郭向明#

!#U中山大学中山眼科中心暨卫生部眼科学实验室眼遗传分子生物学室$广州$#&&"&)

!U湖北恩施市航空路%&号恩施市人民医院眼科$恩施’’$&&&)(U内蒙古包头市沙河镇朝聚眼科医院$包头&#’&"&)

’U深圳市笋岗西路深圳市第二人民医院$深圳$#+&($"

摘!要!为了探讨/01232基因与高度近视的相关性$从而寻找高度近视的致病基因$以来自不同地区和家系的中

国单纯性高度近视先证者!&’例和排除高度近视及相关疾病的正常人##"例为材料$采用@NM-00N@法检测病例

组及正常人群外周血白细胞基因组P;V中/01232基因!个外显子是否存在基因突变$对存在突变的外显子区

域经克隆测序后确定变异性质$结合对照组及家系分析确定/01232 基因突变与高度近视的相关性&结果表明#

#U/01232基因内含子#第$+号碱基前存在VI序列插入突变$即WX0#$+!$%突变!#*!&’"$该突变仅存在于高

度近视先证者中)!U/01232 基因外显子!的第#"+号碱基由N颠换为 V$即 V?<$"V?<突变!N373>$"/NN"
/NV$V?<$"V?<"!$*!&’"$该突变存在于正常人群中!(*##""$亦存在于患者的正常亲属中)结合正常对照和家系分

析$初步排除/01232基因与中国单纯性高度近视之间的相关性&

关键词!高度近视)/01232基因)@NM-00N@
中图分类号!M**+U##!!!文献标识码!V!!! 文章编号!&!$()%**!!!&&’"&!)&#$$)&$

!"#$"%$&’(&)%*+,$’-.$’/+#0#&%+$’1213+’+$’4*$’+(+
5$%*&#6$%*&7%8$/*9:&;$"

YV;/ /13-Z=>D#$,LV;/O=>D-[=3>D#$\WV]\16-0:<>#$̂W[=<-,:<>D!$,LV;/J6>D-0:6>D($
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/C?-.(C8-H-+I*9<+;@$:68-.JC?6$#&&"&$GC+-8)!U$*B89;D*-;?K4B;C87D?7.@$&C*B*?B7*‘<!?<B+;87?K"-<C+

’6;?-?D?6<19*K*5;69*$%&!8-.L?-.(;9**;$"-<C+$!6F*+’’$&&&$GC+-8)(UGC8?,6"@*!?<B+;87$(C8C*&?M-$

)8?;?6$%--*9>?-.?7+8&#’&"&$GC+-8)’U(C*-JC*-!-=1*?B7*‘<!?<B+;87$(6-.8-.(;9**;$(C*-JC*-$#+&($$GC+-8"
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!!高度近视":=D:Q932=<!L.#!又称为病理性
近视或恶性近视!是指屈光度等于或大于)"R&&P
以上!眼轴进行性延长的屈光不正’其临床表现为
视功能严重受损!并常伴有眼底退行性改变如颞侧
弧形斑(豹纹状眼底(J1B:K斑(黄斑部改变等’绝
大多数为单纯性高度近视!不伴有全身异常’也有
少数高度近视并发于其他综合征’高度近视在人群
中的患病率较高"约为#b#!并存在种族差异!黄种
人的发病率远高于白种人)#!"*’高度近视是一种单
基因遗传眼病!遗传方式上表现为常染色体显性遗
传"VP#(常染色体隐性遗传"VM#和\-连锁隐性遗
传"\M#!并有遗传异质性)"!+*’目前!已通过家系
连锁分析将其致病基因定位在 >N12(>N1O(

>N1P(个基因座上’>N12 定位于 \S!+)*!%*!与
色盲基因及视网膜萎缩基因相连锁&>N1O定位于

#+2##U(#!处于$2Q(3P!$2Q(RO 两个P;V多态
标记之间&U+B. 的区域内)+*&>N1P定位于#!S!#

!!(!处于$2O(23QS!$2O(23TR 之间的(&U#B.
的区域内)#&*’另外!高度近视还可能存在其他的致

病基因座*S(")##*’
锌 指 蛋 白 #"#",=>B J=>D64 @4356=> #"#!

,J@#"##基因位于#+2##U(#下游!紧邻单纯性高度
近视的基因突变基因座 >N1O"$2Q(3P!$2Q(RO
之间&U+B. 的区域#!且与鼠类/0R基因高度同源
"%%b#)#!!#(*’部分学者研究认为!在参与近视形成
的多个遗传因素中决定眼生长速率和周期的遗传因

素对高度近视的形成起决定作用)#’*’而相关的病
理研究发现!在高度近视的发生发展过程中伴随有
脉络膜的增厚等组织改变)#$*’鼠类,J$蛋白能抑
制原癌基因5U>NG和胸苷激酶Ic的转录!参与调
控细胞的生长与增殖分化过程)#!!#(*’人/01232
基因与鼠类/0R 基因高度同源"%%b#!因而考虑

/01232基因可能为高度近视的候选基因之一’本
文通过分子遗传学的方法来分析/01232基因与单

纯性高度近视之间的相关性!并进一步探讨高度近
视形成的分子机制’

#!材料和方法

1@1!研究对象

!&’例单纯高度近视家系的先证者为#%%"!
!&&#年在中山大学眼科中心和包头市眼科医院门
诊的患者’诊断标准%散瞳检影单眼或双眼球镜值
大于或等于)"U&&P!无其他全身畸形或先天异常’
正常人##"例’所有先证者和正常对照的种族及地
区来源随机!且收集资料和抽血前均已征得受试者
的知情同意’

1@A!研究方法

#U!U#!基因组P;V的制备
抽取患者及正常人外周静脉抗凝血$Q̂ !全血

溶解!按酚-氯仿-异戊醇法抽提外周血白细胞基因
组P;V’

#U!U!!扩增/01232基因
登陆;NZW网站":552%$$aaaR>B8=R>?QR>=:R

D3E$#查询/01232 基因全序列"/01232 基因在

/6>Z<>d的登陆编码为 *̂$’#!].W. "&!#!"!

;I＿&!’%%&U"/W%!&$$*#+&!部分序列尚未完成#’
根据其序列信息设计引物扩增其外显子序列!

/01232基因已知序列含有!个外显子!共设计’
对引物’引物序列如下%外显子 # "!!*82#J%

$e///VIVNV//VV/VINNIVNN(e!M%

$eV/VV/I/IINVI/NVNVVINV(e&外显
子!-#"!*’82#J%$eVII/NIVN//NNV//
VV/IV/(e!M%$eVVI //NNI/ INN/NN
/I/I/(e&外显子!-!"!"+82#J%$e//NV/V
II/V// VV/NVI/V/(e!M%$e/VINNI
I/V//I /V/ VNI I/I /(e&外显子 !-(
"!%$82#J%$eN/I II/N/I /NN VNV I/I
/I/(e&M%$eVVV/I/INNNI/INNNVNN/

"$# 遗!传 !"#"$%&’(")*+,+-.#!&&’!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



(e!引物均由上海基康生物技术有限公司合成"#

@NM反应条件$%$f预变性$Q=>%%’f(&K&$"f或

$+f!温度视不同引物而定"’$K&*!f’$K’循环(&
次%末次延伸*!f$Q=>#@NM反应总体积(&#̂ ’

#&g缓冲液(#̂ &7;I@!&&#.&引物#&&2Q3?&&8V
酶#_&/6>3Q=BP;V!#̂ &加77L!] 至(&#̂ #

@NM产物经#b琼脂糖电泳’于紫外光下检测电泳
结果#

#U!U(!00N@-异源双链分析
取@NM产物$#̂ 与等体积的变性剂!%$b甲

酰胺&&U&$b溴酚蓝&&U&$b二甲苯青"混匀后于

%’f热变性$Q=>’放置冰上(Q=>%在+b聚丙烯酰
胺!’%h#"和"b聚丙烯酰胺!%%h#"上分别加样

!#̂ 电泳’&U$gIZF!+b"或#gIZF!"b"’(&Y’

+:#银染#

#U!U’!克隆及序列测定
经00N@异源双链构象多态分析发现带纹变异

者’将@NM产物与2/F.-IF<K9载体!243Q6D<公
司’按试剂盒说明操作"连接’并以热激法转化感受
态大肠杆菌PL-$"#用含\-D<?&W@I/及氨苄青霉
素的 Ẑ培养基平板筛选阳性克隆#按碱裂解法抽
提质粒P;V’用限制性内切核酸酶"5?MW酶切质粒

P;V’#b琼脂糖电泳检测结果’并用00N@检测是
否为突变带的插入#挑选阳性克隆’用通用引物

0@"和I*在VZW(**全自动测序仪中进行测序’然
后与基因库序列比较确定变异性质!0@"$eVII-
IV//I/VNVNIVIV/VVIVN(e’I*$eIN/N-
NNIVIV/I/V/IN/IVIIV(e"#

!!结!果

A@1!BB40C异源双链结果
在!&’例高度近视先证者患者中共发现突变"

例’其中内含子#仅有#例突变&外显子!有$例突
变%在##"例正常对照中’外显子!有(例突变%其
余外显子未发现突变!图#"#

A@A!测序结果及突变类型!见图!&(及表#"

(!讨!论

高度近视在人群中的患病率较高!#b"’并存在
种族差异#高度近视的遗传方式较为复杂’并有遗
传异质性#单纯性高度近视是一种单基因遗传眼
病#高度近视也可并发于其他疾病’并与其致病基

图1!!"#$%$基因内含子1!外显子A04DCBB40EF
聚丙烯酰胺电泳结果

;!;34Q<?"为正常标本%

.!.15<5=3>"为突变标本!箭头所指为异常电泳带型"#

.$/G1!H*+04DCBB40EF;&I:"-#:I"J$?+/+I+I+-%#&;*&#+%$-

#+(7I%(&)%*+$’%#&’1"’?+K&’A&)!"#$%$/+’+
;$;34Q<?%.$.15<5=3>!Q15<>58<>7Ka646K:3a67<K23=>567"R

因相关联’如 .<4C<>综合征的0)A2 基因&05=Bd-
?64综合征$型的G4EO’2 基因&c>38?3B:综合征
的G4E2Q’2基因&原发性开角型青光眼的:EG%’
基因等(#!+)#目前国内外尚未确定单纯性高度近视
的致病基因’但通过遗传连锁将其定位在多个基因
座上’并确定其有多个致病基因(+!##)#这使得对高
度近视的基因研究变得非常困难#
认识高度近视的致病基因及其基因突变频谱’

对高度近视的预防&诊断&治疗具有重要意义#本研
究通过候选基因法对高度近视人群进行候选基因的

突变筛查#/01232基因处于#+2##U(#下游’紧邻
单纯性高度近视的突变基因座 >N1O!$2Q(3P!
$2Q(RO之间&U+B.的区域"#与鼠类基因/0R高
度同源!%%b"#/01232基因含有!个外显子’外显

*$#!!期!!!!!!!!!!!王国兵等$/01232基因与中国高度近视人群的相关性研究



图A!04D扩增产物外显子1部分测序结果
测序引物为I*!

.$/GA!0"#%$"I(+L7+’-$’/#+(7I%&)%*+04D;#&?7-%&);#$J+#MK&’1
I:6@4=Q64=KI*R

图N!04D扩增产物MK&’AC1部分测序结果
测序引物为I*!

.$/GN!0"#%$"I(+L7+’-$’/#+(7I%&)%*+04D;#&?7-%&);#$J+#MK&’AC1
I:6@4=Q64=KI*R

表1!!"#$%$基因突变情况分析表

H"=I+1!B7JJ"#:&)J7%"%$&’()&7’?$’!"#$%$/+’+

突变类型

.15<5=3>I926
位点改变

N:<>D6K3C0=56
先证者中突变频率

J46S16>B=6K3C.15<5=3>=>@438<>7K
正常对照中突变频率

J46S16>B=6K3C.15<5=3>=>;34Q<?@64K3>K

WX0# $+-$%VI=>K #"!&’#&U’%b$ &
V?<$"V?< !$!*N"V $"!&’#!U’$b$ ("##"#!U$%b$

!!注%核酸序列与/6>Z<>d *̂$’#相同!

;356%P;VK6S16>B6=K5:6K<Q6<K *̂$’#3>/6>Z<>dR

子#不编码&外显子!编码一种含有’’%个氨基酸’
约$#dP<的锌指蛋白,J@#"#&在多种组织均有表
达!,J@#"#具有与其功能相关的 c41226?-5926
N!L!锌指结构域和高度保留的 ZIZ"@],结构
域!其 中 c41226?-5926 N!L! 锌 指 结 构 域 是

,J@#"#蛋白与P;V结合的必需结构域&而ZIZ"

@],结构域则与其转录抑制功能相关!鼠类中与
人,J@#"#蛋白高度同源的,J$蛋白是原癌基因

B->NG和胸苷激酶Ic的转录抑制因子&参与调节
细胞的生长和增殖分化(#!&#()!因此&/01232 基因
有可能参与了高度近视形成的调节!迄今尚未见对
高度近视患者/01232基因进行分析的报道!我们

对!&’例高度近视先证者/01232基因进行分析&
发现/01232基因存在!种突变%/01232 基因的
内含子#的插入突变#WX0#$+-$%VI=>K$不会影响

/01232基因的转录剪接和,J@#"#蛋白的结构*
而/01232基因的!$!*N"V是同义突变&不会引
起蛋白质改变&V多态存在于$例先证者#$"!&’$和

(例正常人#("##"$中!同时&人类基因组计划中

/01232基因的测序工作尚未完成&本课题对目前

/01232基因已知稳定序列进行了筛查&可以初步
排除上述突变与高度近视之间的相关性&但不能完
全否认/01232基因是高度近视致病基因的可能!
而本研究也发现/01232基因存在多处突变!关于

+$# 遗!传 !"#"$%&’(#)*+,+-.$!&&’!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



单纯性高度近视的致病基因有待进一步的研究!
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