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RHO基因突变在视网膜色素变性中的分子遗传学分析

张晓莉 ,府伟灵 ,薛　强 ,张　雪　　(第三军医大学附属西南医院检验科 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　探明我国 RP患者视紫红质(rhodopsin , RHO)基因突变的特征和意义。方法　在 98例 RP患者中运用构象敏感

凝胶电泳(conformation sensitive gel electrophoresis , CSGE)和 DNA直接测序方法检测 RHO基因全编码区范围内的点突变。结果　一个
ADRP家系的 4名患者第 347密码子发生点突变 , Pro347Leu;另一个 ADRP 家系中一名晚发型患者及其目前还未出现症状的女儿在

第 327密码子出现点突变 , Pro327(1-bp del),而对照组 100 例健康成年人未发现上述两种突变。 此外在 1 名患者和 2 名对照者中还

检出一非致病的点突变 , Ala299Ser ,属单个碱基多态现象(single nucleotide polymophism , SNP)。结论　98 例 RP先证者中检出 2 例携带

RHO 基因突变 ,由此可初步预测 RHO基因在我国 RP 患者中的突变频率约为 2%(95%的可信区间为 0.2%～ 7.0%)。 Pro347Leu 突
变改变了视蛋白 C末端一段高度保守的氨基酸序列 ,致使该蛋白在胞内的运输发生障碍。Pro327(1-bp del)使突变蛋白的羧基末端

失去了原有的磷酸化位点及上述一段高度保守的功能区 , 其可能的致病机制有待在今后的研究中通过建立相应的转基因模型或细
胞培养系统来阐明。
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Molecular study on rhodopsin gene point mutations in retinitis pigmentosa
ZHANG Xiao-li , FU Wei-ling , XUE Qiang , ZHANG Xue (Department of Clinical Laboratories , Southwest Hospital , Third Military Medical University ,

Chongqing 400038, China)

　　Abstract:Objective　To evaluate the patterns and significance of rhodopsin(RHO)gene mutations in Chinese patients with retinitis pigmentosa

(RP).Methods　Conformation sensitive gel electrophoresis(CSGE)and direct DNA sequencing were employed to detect point mutations occurring

in the 5 coding exons and splice sites of rhodopsin gene in 98 subjected patients with RP.Results　Four patients of one autosomal dominant RP

(ADRP)family were found to have a missense mutation at codon 347 , Pro347Leu.One late-onset RP patient and her daughter , who had no clinical
expressions at present , were discovered to have a novel frameshift mutation at codon 327 , Pro327 with only one base loss.None of the 2 mutations

was found in 100 normal controls.Ala299Ser was found in one patient as missense mutation.Two control subjects also had Ala299Ser , suggesting its
nonpathogenicity and just single nucleotide polymophism(SNP).Conclusion　Since 2 out of 98 RP patients have rhodopsin mutations , the frequen-

cy of RHO mutations in RP might be about 2.0%(95% confidence interval 0.2%～ 7.0%).A highly conserved C-terminal sequence QVS(A)PA
is altered due to Pro347Leu and thereby rhodopsin is misdirected to an incorrect subcellular location.Loss of all phosphorylation sites at the C-termi-

nus and the highly conserved sequence QVS(A)PA may occur because of Pro327.To elucidate the predominant biochemical defects in such mutant ,
the study of transgenic mice and transfected culture cells carrying Pro327(1-bp del)is of great value.
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　　视网膜色素变性(Retinitis pigmentosa , RP)是视网
膜感光细胞和色素上皮细胞变性导致夜盲和进行性视

野缺损的一组最常见的致盲眼底病 ,全世界约有 150

万人患此病 ,其中中国人占 1 4左右
[ 1]
。RP 同时又是

具有遗传异质性的单基因遗传病 ,目前已证实的人类
RP遗传位点已多达 50多个 ,其中视紫红质(Rhodop-
sin , RHO)基因由于其编码的蛋白仅在视杆细胞中专
一性表达 ,并且基因也定位于常染色体显性遗传 RP

(Autosomal dominant RP ,ADRP)的一遗传位点 3q21-24 ,
从而成为了 RP分子缺陷研究的第一个候选基因。突
变研究至今已证实 RHO 基因突变可导致 RP ,并且可
能是目前 RP 最常见的病因

[ 2]
。为明确 RHO基因在我
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国 RP患者中的突变情况 ,且也为能发现更多的 RP 致

病突变 ,本研究应用 PCR-CSGE(构象敏感凝胶电泳)和
DNA测序技术对 98例中国人 RP 病例进行了 RHO基

因全编码区突变的筛选与检测 。

1　材料与方法

1.1　研究对象
　　本组 98例 RP先证者 ,其就诊年龄介于 10～ 79 岁之间 , 平

均年龄约 40岁。 RP 诊断的确立依照国内外的通用标准[3] 。对
照组为 100例健康成年人 , 以确定所检测到的变异是否系 RHO

基因的多态现象。对部分发现携带 RHO 基因突变的 RP患者 ,
我们对其家庭成员也做了相应的 RHO 基因分型 , 以确认该突

变在其家系中是否垂直传递。

1.2　DNA制备
　　收集研究对象的外周血标本 , 采用 Qiamp Blood 试剂盒

(QIAGEN公司产品)抽提白细胞 DNA。
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1.3　CSGE分析
[ 4]

　　按已发表的 RHO 基因序列资料(GenBank accession no.

U49742 , K02281), 运用 Primer ExpressTM1.0软件设计并合成 5 对

引物 , 见表 1 , 扩增区域囊括 RHO基因的 5 个外显子及其附近

的拼接位点。PCR在 25 μl 的反应体积中进行 , 94 ℃预变性 4

min , 而后按 94 ℃ 50 s 、60 ℃或 62 ℃ 50 s、72 ℃50 s的顺序 , 共

35 个循环 , 最后 72 ℃延长 3 min。 CSGE 分析前 , PCR产物经
95 ℃变性 5 min、68 ℃退火 30 min及室温冷却的程序以产生异

源双链 DNA , 而后在一 0.8 mm 厚 , 含 32个点样孔的 CSGE 凝胶

中电泳。此凝胶含有 2.5 ml 20×TTE缓冲液(1.8 mol L Tris 碱 

0.6 mol L牛磺酸 4 mmol L EDTA缓冲液 , pH 值 9.0), 37.5 ml丙
烯酰胺:双丙烯酰胺(49∶1)40%的溶液 , 0.15% 1 , 4-双(丙烯)

哌嗪 , 15 ml甲酰胺 , 10 ml乙烯乙二醇 , 33 ml重蒸水 ,及 0.1%过
硫酸铵和 70μl TEMED。点样共 3 次 , 每次点样后凝胶在 40 W

的功率下电泳 45 min , 这样在每一泳道中可同时分析 3 个长度

一致的 PCR样品。对于 400 bp的 PCR样本 ,需电泳8 h以分离

异源双链 DNA(对大于 400 bp 的 PCR片段 ,则相应延长电泳时
间)。电泳完毕用 SYBR Gold 染色 , 所有显示异源双链 DNA 带

型的样品则进一步作 DNA 序列分析 ,见图 1。

表 1　RHO基因 5对 PCR引物的碱基序列

Tab 1　Five PCR primers for 5 coding exons within the RHO gene

Amplicon＊ Primer sequences 5' ※3' Product size(bp)

Exon1
AGCTCAGGCCTTCGCAGCAT
GAGGGCTTTGGATAACATTG

558

Exon2
GAGTGCACCCTCCTTAGGCA
TCCTGACTGGAGGACCCTAC

290

Exon3
CTGTTCCCAAGTCCCTCACA
CTGGACCCTCAGAGCCGTGA

260

Exon4
ATGCATCTGCGGCTCCTGCT
CCTGGGAGTAGCTTGTCCTT

379

Exon5
ACGTGCCAGTTCCAAGCACA
ATTCTGCACAGGCGCTGCTC 273

＊:Five amplicons encompassed the 5 coding exons and flanking splice sites

图 1　CSGE电泳图谱

Fig 1　Electrophoresis with CSGE for 379 bp fragments

2 , 4 , 5:One single base mismatch presents double bands.The lower

is normal band and the upper is heteroduplex band separated from the

normal one after being run at 45 W for 8 h

1.4　DNA序列分析
　　CSGE阳性的 PCR产物经核酸外切酶 I 和碱性磷酸酶处

理 ,而后加入 dRhodamine 测序混合物(PE 公司产品), 另外同时

加入一正义或反义的引物链。 反应按 96 ℃ 10 s , 50 ℃ 5 s ,

60 ℃4 min 的顺序进行 ,共 25个循环。反应混合物经乙醇沉淀

后 ,即在 ABI377荧光自动测序仪上进行 DNA序列分析 。

2　结果

　　研究共发现 6 种碱基变异 , 其中 Thr62Thr、Leu259Leu 和

Thr340Thr为沉默型突变 , Ala299Ser 和 Pro347Leu 为错义突变 ,

Pro327(1-bp del)为缺失突变。所有突变均为杂合型突变。

2.1　错义突变
　　Pro347Leu 在 1名 55 岁女性患者及其同样患有 RP的 3 名

子女中检出。患者 17岁出现夜盲 ,视野向心性缩窄 , 眼底表现

为视网膜有弥漫性色素病变 , 血管明显缩小 , ERG 无杆体及锥

体反应。对照组 100 例健康成年人未检出一例携带此错义突

变。另一错义突变-Ala299Ser 分别在 1 名 RP患者及 2 名对照

组成员中检出 ,系 RHO 基因的多态现象。

2.2　缺失突变
　　在一名 53岁的女性患者中 , 我们首次发现了一单个碱基

缺失突变-Pro327(1-bp del), 在 RHO基因第 327密码子处由于单

个碱基(C)的缺失使第 326 密码子后的编码氨基酸发生改变 ,

终止信号延后出现 ,导致原有 22个氨基酸的 C 末端延长为 32

个氨基酸。患者 30岁出现夜盲 , 视觉敏感度下降 ,眼底具有 RP

的典型表现。患者的姐姐及父亲都患有 RP, 但此次却未能参

与我们的研究 。患者 26 岁的女儿同样检出携带这一缺失突

变 ,除眼底色素上皮出现斑点外 ,目前还没有 RP的任何症状。

另外 3名眼部表现正常的亲属 RHO基因未检出任何突变。 100

例正常对照组无一例发现此种类型的突变。

3　讨论

　　自 1990 年 Drya 等
[ 5]
首次发现 RP 患者存在 RHO

基因突变以来 ,目前已报道了近 100 种 RHO 基因突

变 ,其中 90%左右是单个碱基置换的点突变。

Pro23His在美国是最常见的 RP 病因
[ 2]
,但在其他地区

如欧洲 、日本等地还未有该突变的报告 , 因此除去第

23密码子突变外 ,RHO基因在美国人 ADRP 患者中的

突变率约为 16%～ 18%
[ 2]
,而在所有 RP 患者中的突

变率则约为 6%～ 7%。本研究在 98例 RP 患者中发

现2例 RHO基因第 327 、347密码子存在突变 ,鉴于这

两种突变均在家系中垂直传递 ,正常对照组又无此类
突变 ,故该两种突变很可能是相应 RP 患者的病因。

由此我们可预测 RHO基因在我国 RP患者中的突变率

大约为2.0%(2 98=2.0%,95%的可信区间为 0.2%

～ 7.0%),相比于美国人种中的报道较低 ,但这只是初
步的评估 ,更完善的资料和数据有待在更广泛的 RHO

基因分型中获得 。
　　Pro347Leu在一名 RP 先证者中发现 ,本研究中的

检出率(1 98)类似于美国人种中的报道(约占所有 RP

患者的 1.4%)。RHO 基因第 347 密码子可能是一个

突变的高发位点
[ 2]
,目前已报道的这一密码子的突变

类型就有 3种 。该位点的突变改变了视蛋白C末端一

段与该蛋白有效转运密切相关的氨基酸序列-QVS(A)
PA(第 344至 348密码子),致使突变视蛋白不能被有

效地传递到杆体外节而聚集在细胞内 ,继而干扰了细
胞内部一系列新陈代谢如外节盘膜的更新和脱落 ,从

而最终引发细胞凋亡
[ 6 , 7]
。C末端突变的表现型往往

较重
[ 7]
,患者起病早 ,病程进展相对较快 。本研究中携
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带Pro347Leu的母亲和 3名子女均在17岁时即出现夜

盲 ,母亲此次就诊时视网膜功能已严重紊乱 ,大部分视
野已丧失 ,ERG已无杆体及锥体反应 。

　　另外在1名晚发型 RP患者中 ,我们首次发现了一
新的 RHO基因突变-Pro327(1-bp del)。突变改变了视

蛋白 C末端的阅读框架(自第 327密码子起),致使原
有的磷酸化位点及末端一段高度保守的序列-QVS(A)
PA均丧失 。磷酸化位点的缺失会导致感光细胞光电

转换后不能及时复苏而处于过度应激状态 ,继而诱发
细胞变性

[ 8]
。而另一方面C 末端保守序列的丧失则会

影响视蛋白分子在胞内的运输
[ 7]
,引发细胞变性的机

理类似于 Pro347Leu突变 。以上两种可能的机制究竟

哪一种比较占主导 ,还有赖于通过建立相应突变的转
基因模型或细胞培养系统来进行更深入地研究。

　　RHO基因突变以单个碱基改变和微小缺失为突
出特征 ,检测时须选择比较敏感的突变筛选方法。本
研究选用构象敏感凝胶电泳(CSGE),通过设计适当的
PCR引物控制 DNA片断的长度以及优化电泳条件等 ,
CSGE的突变检出率可维持在 98%以上 。另外基于我
们的经验 ,CSGE优于其他筛选方法的一主要特点在于
其操作简便 ,可同时在一条泳道中快速筛选多个大小
不同的 DNA片段 ,并且电泳条件的重复性好 ,适于大
批量标本的突变筛选。方法不使用放射性 ,不需要特
殊的仪器设备或样本前处理 ,只需制作一块含有适宜
变性剂-缓冲液系统的标准聚丙烯酰胺凝胶

[ 4]
,适于在

常规分子生物学实验室推广应用。
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3　讨论

　　在本实验中 , 钙离子灌注后 3 h , 两种细胞均开始出现凋
亡;从 3 ～ 24 h ,凋亡发生与诱导后时间呈相关性;24 ～ 48 h , 相

对稳定。其他实验室的相关在体实验则观察到凋亡细胞在出
现高峰以后随时间推移而比例渐低。我们认为 , 由于离体培养

细胞没有来自于机体全身性因素的作用 , 如巨噬细胞吞噬 、体
液信号传导引起的其他细胞参与 ,使凋亡细胞呈现相对静止状

态。
　　近来研究发现短暂性脑缺血和脑外伤引起的继发性神经

组织死亡也有凋亡。实验声明 ,在不同细胞和不同凋亡诱导条
件下 ,细胞出现凋亡高峰的时间不尽相同 , 可能在 5.5 、12 或 24

h , 甚至更长[ 3 ～ 5] , 这可能与不同的凋亡通路有关 , 但多数实验
证实凋亡活动具有明显的时间依赖性 , 在达到高峰以前与时间

呈近似的线性关系。凋亡启动时相点及其发生发展规律的进

一步阐明可为临床及时采取有效的治疗措施提供可靠的理论

依据。

　　星形胶质细胞和少突胶质细胞在接受诱导后的差异性表
现可能与其不同的自我调节能力有关。已有资料证明 , 少突胶

质细胞是中枢神经系统中对缺氧损伤的敏感性比神经原更为

敏感的细胞。在中枢神经系统中 ,胶质细胞之间以及胶质细胞

和神经元之间的联系多通过细胞间液内活性成分的作用实现。

实验证明在星形胶质细胞膜表面 ,存在着中枢神经系统内几乎

所有活性因子的受体 , 真正理解星型胶质细胞受体功能的意
义 ,还需要对在体星形胶质细胞功能有更充分的理解。

　　关键词:调亡;星型胶质细胞;少突胶质细胞
　　中图法分类号:R338.1　　　文献标识码:B
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