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常染色体显性遗传玻璃体视网膜脉络膜病变一家系的致病基因筛查及临床分析
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　　［摘要］　目的　使用外显子结合目标区域捕获测序检测常染色体显性遗传玻璃体视网膜脉络膜
病变（ａｕｔｏｓｏｍａｌｄｏｍｉｎａｎｔｖｉｔｒｅｏｒｅｔｉｎｏｃｈｏｒｏｉｄｏｐａｔｈｙ，ＡＤＶＩＲＣ）家系的致病基因，并分析其临床表型。方法
　收集重庆地区常染色体显性遗传玻璃体视网膜脉络膜病变先证者及４代成员的临床资料，完善眼科
检查。采集该家系４例患者及８例健康成员的外周静脉血，提取基因组 ＤＮＡ，运用外显子结合目标区
域捕获测序芯片进行测序，并对测序结果进行分析后得到候选致病基因性突变位点。运用ＰＣＲ和直接
测序进行验证，确定致病基因。根据致病基因的临床表型对该家系进行临床分析。结果　基因检测发
现第六外显子的杂合突变ＢＥＳＴ１（ｃ．７０４ＴＲ＞Ｃ），家系患者中出现的小角膜、先天性白内障、周边视网膜
脉络膜发育不良、晚期易发生青光眼等符合该突变基因的临床表型。结论　ＢＥＳＴ１基因的ｃ．７０４ＴＲ＞Ｃ
杂合突变为该ＡＤＶＩＲＣ家系的致病基因之一。
　　［关键词］　 常染色体显性遗传玻璃体脉络膜视网膜病变；外显子测序；青光眼；ＢＥＳＴ１基因
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　　基因及其产物的时空协同作用影响眼球发育。基
因的突变可能影响眼球结构发育，且表现为复杂的遗

传性眼疾病。常染色体显性遗传玻璃体视网膜脉络膜

病 变 （ａｕｔｏｓｏｍａｌｄｏｍｉｎａｎｔｖｉｔｒｅｏｒｅｔｉｎｏｃｈｏｒｏｉｄｏｐａｔｈｙ，
ＡＤＶＩＲＣ）是一种ＢＥＳＴ１基因突变的罕见眼部疾病，以
环形的周边视网膜色素沉着和外围视网膜脉络膜萎缩

为典型特征［１－３］。其他临床症状包括小角膜、小眼球、

先天性白内障、黄斑病变，晚期可能发展为闭角型青光

眼［２，４］。文献［５］首次报道 ＡＤＶＩＲＣ与 ＢＥＳＴ１基因有
关。ＢＥＳＴ１基因为视网膜色素上皮细胞基底外侧膜斑
萎蛋白［６］。

　　近年来，外显子结合目标区域捕获测序应用广泛，
提高了外显子区域的基因测序效率［７－１０］。本研究利

用该技术对重庆地区的先天性小角膜大家系进行基因

突变检测分析，探讨其可能致病基因，并为其防治提供

相关依据。

１　资料与方法

１．１　研究对象
　　获取重庆地区的常染色体显性遗传玻璃体视网膜
脉络膜病变先证者及４代成员的病史及临床体征，并
绘制家系图（图１）。根据赫尔辛基原则，本研究通过
了第三军医大学大坪医院野战外科研究所伦理委员会

审理，所有参与的家系成员签署了知情同意书。完善

常规眼部检查，包括裂隙灯检查法、眼底、视野、黄斑部

光学扫描（ＯＣＴ）、视网膜血管造影（ＦＦＡ）、眼科超声显
微镜检查（ＵＢＭ）、眼科 Ａ超、角膜内皮镜和角膜共聚
焦显微镜检查等。

!"! !""

#"! $"" $"# $"$ $"% $"& $"' $"(

%"!%""%"#%"$%"%%"&%"' %"( %")%"!*%"!!%"!" %"!# %"!$

&"! &"" &"# &"" &"#

!!"#$%& "!"#'%& #!$%()& $!'%()&

!!*+$%,-& $!*+'%()& %!./)

图１　常染色体显性遗传玻璃体视网膜脉络膜病家系图

１．２　方法
　　采取外周血抗凝血５ｍＬ，利用ＱｉａｍｐＢｌｏｏｄ试剂

盒（德国ＱＩＡＧＥＮ公司）提取全基因组 ＤＮＡ。ＤＮＡ浓
度≥５０ｍｇ／Ｌ，光密度［Ｄ（２６０）／Ｄ（２８０）］为１．８～２．０。
ＤＮＡ总量≥６μｇ，送检深圳市华大基因公司检测。
１．２．１　全外显子组捕获测序　　根据ＳｅｑＣａｐＥＺＨｕ
ｍａｎＥｘｏｍｅＬｉｂｒａｒｙｖ３．０（６４Ｍ）芯片标准流程进行全
外显子组测序。捕获文库置于 Ｈｉｓｅｑ２０００平台，使用
高通量测序技术进行测序。由 Ｉｌｌｕｍｉｎａｂａｓｅｃａｌｌｉｎｇ
Ｓｏｆｔｗａｒｅ处理原始的图像文件，得到９０ｂｐ双向测序片
段和８ｂｐｉｎｄｅｘ标记序列的ｒｅａｄｓ。
１．２．２　Ｓａｎｇｅｒ测序　　变异点验证和家系共分离使
用Ｓａｎｇｅｒ测序法，首先参考 ＮＣＢＩＧｅｎｅＢａｎｋ数据库中
的人类基因组序列（ＨＧ１９），针对所需要扩增的区域设
计特异性引物。ＰＣＲ产物经纯化后，按照 ＡＢＩＰｒｉｓｍ
ＢｉｇＤｙｅＴｅｒｍｉｎａｔｏｒｐｒｏｔｏｃｏｌ（ＡＢＩ，ＦｏｓｔｅｒＣｉｔｙ，ＣＡ，
ＵＳＡ）进行测序反应，然后使用 ＡＢＩＰＲＩＳＭ３７３０自动
测序仪（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）进行测序，结果使用
ＤＮＡＳＴＡＲ ＳｅｑＭａｎ ｓｏｆｔｗａｒｅ（ＤＮＡＳＴＡＲ， Ｍａｄｉｓｏｎ，
ｉｓｃｏｎｓｉｎ，ＵＳＡ）进行峰图分析。
１．２．３　信息分析　　将产生的原始数据进行过滤；去
除含有ａｄａｐｔｅｒ的ｒｅａｄｓ，去除质量值小于１０的碱基占
总碱基数５０％以上的 ｒｅａｄｓ，去除 Ｎ的比例大于１０％
的ｒｅａｄｓ。过滤后用 ＢＷＡ（版本：０．７．１０－ｒ７８９，软件
参数为：ＩＬｏ１ｅ２０ｉ５ｌ３１）软件比对ｈｇ１９［（ＵＣＳＣ
Ｆｅｂ．２００９）＋ＮＣ＿０１２９２０．１（ｃｈｒＭ）］的人类基因组参
考序列上，比对结果用Ｐｉｃａｒｄ软件、ＧＡＴＫ软件进行校
正及检测，过滤低质量的变异。对保留的变异位点用

ｒｅｆｇｅｎｅ（ＵＣＳＣｈｇ１９ｄａｔａｂａｓｅ，２０１３０５２１ｒｅｌｅａｓｅ）进行
基因位置注释，并用 ＯＭＩＭ（２０１３０４０８ｒｅｌｅａｓｅ）数据
库进行基因疾病关联注释。ｄｂＳＮＰ数据库、人类基因
组单体型图计划数据库、１０００人基因组计划数据库用
于变异位点的频率注释。

２　结果

２．１　基因检测
　　通过对家系中Ⅲ８、Ⅲ１２、Ⅲ１３、Ⅱ７４个样本进
行全外显子常染色体显性遗传流程分析，发现 １个
ＢＥＳＴ１基因的 ｃ．７０４Ｔ＞Ｃ（ｐ．Ｖａｌ２３５Ａｌａ）杂合突变。
该突变在３个患者中存在，在健康对照中不存在，且在
人群中的频率极低（图２）。
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ＢＥＳＴ１（ＧｅｎＢａｎｋＡｃｃｅｓｓｉｏｎ：ＮＭ＿００４１８３．３）的基因序列，家系成员Ⅱ４、Ⅱ５、Ⅱ７、Ⅲ４、Ⅲ８、Ⅲ１２、Ⅲ１３和Ⅳ４示突变型

图２　常染色体显性遗传玻璃体脉络膜视网膜病变家系ＤＮＡ测序

２．２　家系成员眼科临床检查
　　该家系先证者（Ⅲ８）从小视力差，３８岁时因右眼
视力下降严重伴有眼胀到医院就诊，就诊检查发现该

先证者双眼视力右眼为０．０５，左眼为０．３，右眼眼压高
达３２ｍｍＨｇ，双眼角膜直径小于正常值（１０ｍｍ），晶体
混浊（右眼为甚），前房深度浅，眼底可见视盘周边脉

络膜萎缩斑，并有眼球水平震颤，行角膜共聚焦显微镜

检查显示角膜内皮形态可，但可见突出的赘疣，行角膜

内皮镜检查显示多处暗区，行眼底视盘造影显示周边

视网膜脉络膜病变，此后，患者分别行双眼激光虹膜周

切术和右眼白内障超声乳化手术，定期随访３年内未
发生眼压升高、视野进展等闭角型青光眼症状（图３）。
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Ａ：家系先证者（Ⅲ８）前节照相，可见患者角膜直径小于
１０ｍｍ；Ｂ：家系先证者（Ⅲ８）ＵＢＭ检查可见房角狭窄，甚
至关闭；Ｃ：家系先证者（Ⅲ８）视网膜血管造影结果，周边
视网膜存在色素沉着（箭头示）；Ｄ：家系成员（Ⅲ１４）视网
膜血管造影结果，周边视网膜色素沉着（箭头示）

图３　常染色体显性遗传玻璃体脉络膜视网膜病变家系患者
眼科临床检查

　　家系成员（Ⅲ１４）２６岁时因双眼视力差到医院就
诊，发现双眼视力为０．１，双眼角膜直径小于正常值
（１０ｍｍ），晶体混浊，眼底可见视盘周边脉络膜萎缩
斑，并有眼球水平震颤，角膜共聚焦显微镜检查显示角

膜内皮形态可，但可见突出的赘疣，行角膜内皮镜检查

显示角膜内皮细胞形态不规则，且细胞计数少于正常

值（图４）。此后，患者行双眼白内障超声乳化手术，术
后定期随访５年未发生眼压升高视野进展等闭角型青
光眼症状。
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Ａ、Ｂ：家系成员（Ⅲ１４）角膜内皮镜检查，可见该成员的角膜
内皮细胞形态欠规则，且其角膜内皮细胞数量少于正常值；

Ｃ：先证者（Ⅲ８）角膜内皮镜检查，可见多个暗区（箭头示）；
Ｄ：先证者（Ⅲ８）行角膜共聚焦显微镜检查，示角膜内皮细胞
层可见少许突出的赘疣（箭头示）；Ｅ：家系成员（Ⅲ１４）角膜
共聚焦显微镜检查，角膜内皮细胞层同样出现少许白色高反

光区（箭头示）；Ｆ：家系成员（Ⅲ１４）角膜共聚焦显微镜检查，

角膜内皮细胞层同样出现少许突出的赘疣（箭头示）

图４　常染色体显性遗传玻璃体脉络膜视网膜病变家系患者

角膜内皮镜和共聚焦显微镜检查

　　家系成员（Ⅱ４）从小视力差、４５岁双目失明，
６２岁到医院就诊，发现双眼角膜葡萄肿，角膜直径小于

３７７　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（７）



正常值（１０ｍｍ），双眼眼压高达３５ｍｍＨｇ，眼底看不清。
　　其余家系患者都是从小视力差，角膜直径小于正
常值（１０ｍｍ），部分家系患者并在青年时期行单纯性
白内障手术治疗，自诉术后视力无明显下降；而家系中

双眼失明患者几乎是未行任何治疗所导致。

　　家系成员眼科临床检查发现 ＢＥＳＴ１杂合突变的
患者都存在小角膜、白内障、视网膜脉络膜病变，且患

者随年龄增长出现闭角型青光眼，符合 ＢＥＳＴ１基因突
变中的一个常染色体显性遗传性玻璃体视网膜脉络膜

病变（ＡＤＶＩＲＣ），但少数患者出现角膜内皮发育不良
情况。

３　讨论

　　常染色体显性玻璃体视网膜脉络膜病变（ＡＤＶＩＲＣ）
由ＢＥＳＴ１基因突变引起，眼底的典型表现为周边视网
膜环状色素沉着合并视网膜赤道部脉络膜视网膜萎

缩，常伴眼球发育异常，包括小角膜、闭角型青光眼、白

内障、浅前房、虹膜发育不良等，亦可伴有眼球震颤和

视网膜水肿［１１］。在此次研究中，本４代家系患者的一
系列临床表现符合常染色体显性玻璃体视网膜脉络膜

病变（ＡＤＶＩＲＣ）的表型，即小角膜、白内障、视网膜脉
络膜病变，而部分个体出现角膜内皮发育不良情况。

Ｂｕｒｇｅｓｓ和他的团队报道的常染色体显性玻璃体视网
膜脉络膜病变（ＡＤＶＩＲＣ）家系，首次报道 ＢＥＳＴ１基因
的ｃ．７０４Ｔ＞Ｃ（ｐ．Ｖａｌ２３５Ａｌａ）突变［３］。

　　目前已经报道将近２５０例治病基因定位在ＢＥＳＴ１
基因上的患者，与该突变基因紧密联系的疾病包括了

卵黄样黄斑发育不良（ＢＶＭＤ），常染色体显性遗传性
玻璃体视网膜脉络膜病变（ＡＤＶＩＲＣ），小角膜、视锥细
胞发育不良，白内障、后巩膜葡萄膜肿综合征

（ＭＲＣＳ），色素性视网膜炎，常染色体隐性斑萎蛋白病
变（ＡＲＢ）［３，１２－１４］。目前 ＢＥＳＴ１基因突变引起视网膜
以外疾病已被证实，更清楚理解 ＢＥＳＴ１基因的临床表
型和基因遗传，有助于患者未来选择治疗方式［１５］。

　　过往研究者提出Ｃａ２＋激活氯离子通道［７］，为Ｃａ２＋

通道［８］或者ＨＣＯ－３ 通道
［９］在色素上层细胞的基底膜

的调节器［１０］，现提出外显子剪切增强子在决定剪接体

对ｍＲＮＡ前体的外显子／内含子边界的正确识别具有重
要作用。构建ＢＥＳＴ１基因的ｃ．７０４Ｔ＞Ｃ（ｐ．Ｖａｌ２３５Ａｌａ）
突变体在 ＨＥＫ２９３细胞中进行剪切实验发现：ＢＥＳＴ１
基因的 ｃ．７０４Ｔ＞Ｃ（ｐ．Ｖａｌ２３５Ａｌａ）减弱了外显子剪切
增强子依赖性的剪切过程，使 ＳＲ蛋白（ｓｅｒｉｎｅ／ａｒｇｅｎ

ｔｉｎｅｒｉｃｈｐｒｏｔｅｉｎ）ＡＳＦ／ＳＦ２对外显子剪切增强子序列
的结合增强，且会导致ｍＲＮＡ的异常剪切。ＢＥＳＴ１基
因的 ｃ．７０４Ｔ＞Ｃ（ｐ．Ｖａｌ２３５Ａｌａ）突变是常染色体显性
遗传性玻璃体视网膜脉络膜病的致病突变［１４］。

　　ＢＥＳＴ１基因引起的眼前节发育不良、小眼球、小角
膜很大程度提高了闭角型青光眼的发病率［５，１４，１６］。研

究表明ＢＥＳＴ１基因的斑萎蛋白在眼球的表达不仅仅
在视网膜上［３］，且和前节发育异常有很大的联系。本

研究报道了一个常染色体显性遗传性玻璃体视网膜脉

络膜病变（ＡＤＶＩＲＣ）的大家系，家系先证者因视力下
降严重伴眼胀到医院就诊，发现前节发育异常，且前房

较浅，眼轴正常，行角膜内皮镜发现内皮发育异常，眼

底可见周边视网膜脉络膜病变，此后患者右眼分别行

激光虹膜周切、白内障超声乳化和人工晶体植入术。

家系中其他患者多数在发病早期已行双眼白内障手术

治疗，为了加深前房空间，避免导致闭角型青光眼，家

系中患者（Ⅱ７）因青光眼发作于４３岁行左眼小梁切
除术，此后因术后眼压再次升高放弃治疗后失明。其

余患者因个人延误治疗时间而双眼失明。

　　家系中的个别患者检查发现角膜内皮异常，如同
Ｆｕｃｈｓ角膜内皮营养不良的临床表型，是否常染色体
显性遗传性玻璃体视网膜脉络膜病变所导致，还需要

进一步研究证实。

　　综上所述，外显子结合目标区域捕获测序为临床
表型多样的常染色体显性遗传性玻璃体视网膜脉络膜

病变的基因检测提供新的技术手段。常染色体显性遗

传性玻璃体视网膜脉络膜病变导致视网膜以外的前节

病变，若早期患者不及时诊断、治疗和医师未意识前房

和眼压情况，会导致闭角型青光眼的发生，最终导致失

明。若早期家系患者及早行白内障和ＹＡＧ激光治疗，
可以降低闭角型青光眼的发病率。
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２９４（６）：Ｃ１３７１－Ｃ１３７７．ＤＯＩ：１０．１１５２／ａｊｐｃｅｌｌ．００３９８．

２００７

［１０］ＧｏｍｅｚＮＭ，ＴａｍｍＥＲ，ＳｔｒａｕｂｅｔａＯ．Ｒｏｌｅｏｆｂｅｓｔｒｏｐｈｉｎ１

ｉｎｓｔｏｒｅｏｐｅｒａｔｅｄｃａｌｃｉｕｍｅｎｔｒｙｉｎｒｅｔｉｎａｌｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ

［Ｊ］．ＰｆｌｕｇｅｒｓＡｒｃｈ，２０１３，４６５（４）：４８１－４９５．ＤＯＩ：１０．

１００７／ｓ００４２４０１２１１８１０

［１１］ＶｉｎｃｅｎｔＡ，ＭｃＡｌｉｓｔｅｒＣ，ＶａｎｄｅｎｈｏｖｅｎＣ，ｅｔａｌ．ＢＥＳＴ１
ｒｅｌａｔｅｄ ａｕｔｏｓｏｍａｌｄｏｍｉｎａｎｔｖｉｔｒｅｏｒｅｔｉｎｏｃｈｏｒｏｉｄｏｐａｔｈｙ： ａ
ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｄｉｓｅａｓｅｗｉｔｈａｒａｎｇｅｏｆｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｏｃｕｌａｒ
ａｎｏｍａｌｉｅｓ［Ｊ］．Ｅｙｅ（Ｌｏｎｄ），２０１１，２５（１）：１１３－１１８．
ＤＯＩ：１０．１０３８／ｅｙｅ．２０１０．１６５

［１２］ＤａｖｉｄｓｏｎＡＥ，ＭｉｌｌａｒＩＤ，ＵｒｑｕｈａｒｔＪＥ，ｅｔａｌ．Ｍｉｓｓｅｎｓｅ
ｍｕｔａｔｉｏｎｓｉｎａｒｅｔｉｎａｌｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍｐｒｏｔｅｉｎ，ｂｅｓｔｒｏｐｈｉｎ
１，ｃａｕｓｅｒｅｔｉｎｉｔｉｓｐｉｇｍｅｎｔｏｓａ［Ｊ］．ＡｍＪＨｕｍＧｅｎｅｔ，２００９，
８５（５）：５８１－５９２．

［１３］ＰｅｔｒｕｋｈｉｎＫ，ＫｏｉｓｔｉＭＪ，ＢａｋａｌｌＢ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ
ｔｈｅｇｅｎｅｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅｆｏｒＢｅｓｔｍａｃｕｌａｒｄｙｓｔｒｏｐｈｙ［Ｊ］．Ｎａｔ
Ｇｅｎｅｔ，１９９８，１９（３）：２４１－２４７．

［１４］ＢｏｏｎＣＪ，ＫｌｅｖｅｒｉｎｇＢＪ，ＬｅｒｏｙＢＰ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆ
ｏｃｕｌａｒｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓｃａｕｓｅｄｂｙｍｕｔａｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅＢＥＳＴ１ｇｅｎｅ
［Ｊ］．ＰｒｏｇＲｅｔｉｎＥｙｅＲｅｓ，２００９，３８（３）：１８７－２０５．ＤＯＩ：
１０．１０１６／ｊ．ｐｒｅｔｅｙｅｒｅｓ．２００９．０４．００２

［１５］ＳｏｄｉＡ，ＭｅｎｃｈｉｎｉＦ，ＭａｎｉｔｔｏＭＰ，ｅｔａｌ．Ｏｃｕｌａｒｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｂｉａｌｌｅｌｉｃｍｕｔａｔｉｏｎｓｉｎＢＥＳＴ１ｉｎＩｔａｌｉａｎ
ｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．ＭｏｌＶｉｓ，２０１１，１７：３０７８－３０８７．

［１６］ＷｉｔｔｓｔｒｏｍＥ，ＰｏｎｊａｖｉｃＶ，ＢｏｎｄｅｓｏｎＭＬ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｅｒｉｏｒ
ｓｅｇｍｅｎｔａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓａｎｄａｎｇｌｅｃｌｏｓｕｒｅｇｌａｕｃｏｍａｉｎａｆａｍｉｌｙ
ｗｉｔｈａｍｕｔａｔｉｏｎｉｎｔｈｅＢＥＳＴ１ｇｅｎｅａｎｄｂｅｓｔｖｉｔｅｌｌｉｆｏｒｍ
ｍａｃｕｌａｒｄｙｓｔｒｏｐｈｙ［Ｊ］．ＯｐｈｔｈａｌｍｉｃＧｅｎｅｔ，２０１１，３２（４）：
２１７－２２７．ＤＯＩ：１０．３１０９／１３８１６８１０．２０１１．５６７８８４

（收稿：２０１５０９０２；修回：２０１５１０１３）

（编辑　张　维）
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