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一个共同性外斜视家系基因突变研究"

李永蓉!王
!
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#

!!

"摘要#

!

目的
!

研究一个共同性外斜视家系中患者的基因突变位点及其发病机制$方法
!

对一个共同性

外斜视一家系检查!抽取
0

例患者外周静脉血!及
$

名正常家系成员!

'

名非家系健康人外周静脉血作阴性对

照!以外周血基因组为模板!通过
LC<

扩增
=<Qe

基因外显子)

TBNN1Y

基因外显子)

TBNN'

基因的外显子!

并将
LC<

产物纯化后测序$测序结果与
H7,N9,5

公布的基因正常序列进行比对$结果
!

该家系成员在
=<.

Qe

基因无任何外显子突变!而
$

例患者在
TBNN1Y

基因外显子存在位点
D+11;($')

同义突变!

'

例患者在

TBNN'

基因中
'\BT<

区域
D+$$';01;

位点出现突变$结论
!

共同性外斜视遗传受多因素影响!

TBNN'

基因

D+$$';01;

位点突变可能是引起该家系外斜视的一种原因$

"关键词#

!

外斜视(突变(共同性外斜视家系(

=<Qe

基因(

TBNN1Y

基因(

TBNN'

基因
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斜视是指由于各种原因所致眼外肌作用不平衡&

眼位偏斜的一种眼科常见疾病&分为共同性斜视和非

共同性斜视%在亚洲人口中&共同性外斜视最常

见-

$

.

&影响儿童视力发育'双眼融合功能和立体视&目

前发病原因尚未明确%共同性外斜视具有较高的遗

传性&

>=TKBF

等-

1

.报道&共同性外斜视遗传性表现

为多种基因遗传&并有一些敏感的染色体位点%非共

同性外斜视中的先天性眼外肌纤维化#

CW?F>

$是一

种特殊的家族性遗传疾病&为单基因遗传%有研究发

现共同性外斜视与非共同性外斜视
CW?F>

有相似

的遗传基因突变可能性&

=<Qe

基因突变与
CW?F>1

有关-

'

.

&最新研究发现
TBNN'

基因'

TBNN1Y

基因

与
CW?F>'

有关-

0

.

&本研究在共同性外斜视家系中

同时检测
=<Qe

'

TBNN1Y

'

TBNN'

基因&探讨
=<Qe

'

TBNN1Y

'

TBNN'

基因在共同性外斜视遗传中的

作用%

!

!

资料与方法

!&!

!

一般资料
!

患者
$

&女&

0)

岁(患者
1

&男&

0$

岁%

两例患者为同父母姐弟&

1%$0

年
-

月因共同性外斜视

来本院行手术治疗%经追查发现一个完整共同性外

斜视家系&患者母亲年轻时患有外斜视&已手术矫正%

两例患者各有
$

名女儿患有共同性外斜视#隐斜$&暂

保守观察%所有患者及家系为健康人&均足月顺产&

无低出生体质量'无吸氧史'无传染病史&排除家系其

%-'

重庆医学
1%$(

年
1

月第
0/

卷第
'

期

"

基金项目$安徽省科技攻关计划项目#

$;%$$!%0%;-

$%

!

作者简介!李永蓉#

$()(R

$&副主任医师&本科&主要从事白内障'青光眼'斜视弱

视治疗方面的研究%



他疾病及遗传性疾病史%

!&"

!

方法

!&"&!

!

试验取材
!

本研究通过本院医学伦理委员会

评估#批准号!

1%$0'(

$&遵循赫尔辛基宣言&征求患者

及家属同意并签署知情同意书后&抽取
$

名正常亲属

外周静脉血&标记为
$

号&抽取
0

例患者外周静脉血&

分别标记为
1

'

'

'

0

'

;

号%

$

'

1

'

0

号为亲姐弟
'

人&其

中
1

'

0

号为共同性外斜视患者并行斜视矫正手术(

'

'

;

号分别为
0

'

1

号女儿&患有共同性外隐斜&暂不需治

疗%

;

人间有血缘关系&采取标本送
=<Qe

基因突变

检查&并绘制家系图谱#图
$

$%另抽取其他
'

名无血

缘关系健康人外周静脉血作为阴性对照&分别标记为

)

'

-

'

/

号&和上述
;

个标本一起送
TBNN1Y

基因'

TBNN'

基因突变检查%所有标本采取后存放于
R/%

b

的冰箱中保存&

F>?H=

试剂盒&

LC<

扩增引物由

生工生物工程#上海$有限公司合成%

!&"&"

!

试验方法
!

通过对家系患者外周血基因组

@U=

提取'引物合成及
LC<

扩增'纯化产物测序&进

行该家系患者
=<Qe

基因'

TBNN1Y

基因及
TBNN'

基因与
H7,Y9,5

公布的基因正常序列比对%试验方

法分为基因组
@U=

提取&引物设计及
LC<

扩增&测

序
'

步进行%

图
$

!!

家系图谱

!&"&"&!

!

基因组
@U=

提取
!

外周血液
@U=

的提

取!采用
?&g&U&=&

(血液
@U=

微量提取试剂盒#

F.

87

M

9

公司&美国$&按照说明书提取
@U=

后测量基因

组
@U=

的浓度和光密度#

=C

$值#

U9,"!D"

4

1%%%

&

T27D8"E#+2

公司&美国$%提取的
@U=

取
1

&

J

进行

电泳检测%基因组
@U= =C

1)%

"

=C

1/%

值为
$&-1

%

1&%$

&浓度为
0%

%

-;,

M

"

&

J

&

$_

琼脂糖凝胶电泳检测

显示条带单一&基因组
@U=

于
R/%b

保存%

表
$

!!

=<Qe

基因(

TBNN1Y

基因(

TBNN'

基因外显子引物序列

引物名称 外显子 引物序列#

;\.'\

$ 扩增长度#

Y

4

$

=<Qe.?%$.W ?Z",$ =TCCC=HCTCC=C=CCTC -$'

=<Qe.?%$.< TCHT=TTCTHHHHHTCTCTC

=<Qe.?%1.W ?Z",1 THTCTTHHCTHH=HT=TTHH=T ))'

=<Qe.?%1.< HH=HHT=HCCTHH=HCT===C

=<Qe.?%'.W ?Z",' CH==HHCCCCTCC==CT=HT= -1%

=<Qe.?%'.< =CCH=HHHHTH=H=C=HT=H

TBNN1Y.?%$.W ?Z",$ CCT=HHHCTCHH=HC=TT=C 01-

TBNN1Y.?%$.< HCC=HH==HHTCTHC=TTTH

TBNN1Y.?%1%'.W ?Z",1.' THTH=HCCTTHHCHTTTCTH );(

TBNN1Y.?%1%'.< HCTTTCCCTCTHHC==TC=C

TBNN1Y.?%0.W ?Z",0 TTH=HHHHTTTH=HHT==H /$/

TBNN1Y.?%0.< C=CH==HT=HCTHCTHTTCT

TBNN'.?%$.W ?Z",$ C=HCCCCTCCTTTCH==TH 0)(

TBNN'.?%$.< C=TCCCTTTHTTHC=HHTTC

TBNN'.?%1.W ?Z",1 TH=HHHCT====HHCTTC=C '$'

TBNN'.?%1.< =CCC=THHH=HH=C=H=H=T

TBNN'.?%'.W ?Z",' CHHHC=C=H==TTC=H===H '$)

TBNN'.?%'.< TTCCC=CC=TTC=HH=TC=T

TBNN'.?%0.W ?Z",0 HH=HHTCTHH=CTHC=H=HT $;';

TBNN'.?%0.< CTHHH=H=HH=TH=HCTCTT

!&"&"&"

!

引物设计及
LC<

扩增
!

设计引物分别扩

增
=<Qe

基因'

TBNN1Y

基因及
TBNN'

基因外显子

区域%引物由生工生物工程#上海$有限公司合成&

LC<

扩增引物见表
$

%

LC<

扩增反应体系为
1%

&

J

&

包括
$

&

J

模板
@U=

#

$%

%

)%,

M

"

&

J

$&

$%

&

JT959D91c

LC<LD78#Z

#

<<%%'=

$&

$

&

J

引物#

1&;

4

8":

"

&

J

$&

(

&

J

!!I

1

F

%使用
=NQ

公司的
(-%%LC<

仪进行
LC<

反应%

=<Qe

基因反应程序!

(;b;8#,

&#

(0b0;+

&

;(b

0;+

&

-1b0;+

$

c0%

个循环&

-1b $%8#,

终止反

应%

TBNN1Y

基因反应程序!

(;b;8#,

&#

(0b'%

+

&

)%b0;+

&

-1b'%+

$

c0%

个循环&

-1b$%8#,

终止反应%

TBNN'

基因反应程序!

(;b;8#,

&#

(0

b'%+

&

)1b'%+

&

-1b'%+

$

c0%

个循环&

-1b$%

8#,

终止反应%

LC<

产物经
1&%_

琼脂糖凝胶电泳鉴

$-'

重庆医学
1%$(

年
1

月第
0/

卷第
'

期



定条带均单一%扩增产物按照
LC<

产物回收试剂盒

#

F>?H=@1;%%.%$

$说明书的操作步骤进行回收

纯化%

!&"&#

!

测序
!

LC<

产物经过琼脂糖检测有目的条带

后&由奥美德诺#北京$基因科技有限公司进行切胶纯

化双向测序%测序
LC<

的条件为!预变性
() b '%

+

&

(;b

变性
'%+

&退火温度
;%b'%+

&

)%b

延伸
0

8#,

&

1;

个循环后&最后
)%b

延伸
;8#,

&

$)b

结束反

应&纯化后上
'-'%Z:

#

N#

M

@

X

7V7D+#",'&$

&美国应用

生物系统公司&美国$遗传分析仪器进行测序%应用

@U=KT=<

软件分析&并与
H7,7Y9,5

进行比对%

"

!

结
!!

果

"&!

!

=<Qe

基因测序结果
!

与
H7,N9,5

中公布的人

野生型
=<Qe

基因序列比较&本研究筛查的家系中患

者
1

'

'

'

0

'

;

号在
=<Qe

基因热点突变区域
U>

0

%%;$)(&'

!

6&$;)C

%

T

#

4

&J7A;1i

$(

6&1$;C

%

T

#

4

&

=:9-1V9:

$(

6&1$-̀ $(C

%

=

没有出现突变&见图
1

%

图
1

!!

=<Qe

基因热点突变区域突变情况

"&"

!

TBNN1Y

基因测序结果
!

与
H7,N9,5

中公布

的人野生型
TBNN1Y

基因序列比较&本研究筛查的家

系中
1

号患者在
TBNN1Y

基因外显子
D+11;($')

位

点发生同义突变&见图
'

%

图
'

!!

TBNN1Y

基因外显子
D+11;($')

位点基因型

"&#

!

TBNN'

基因测序结果
!

与
H7,N9,5

中公布的

人野生型
TBNN'

基因序列比较&本研究筛查的家系

中
1

'

0

'

;

号患者在
TBNN'

基因
'\BT<D+$$';01;

位

点存在基因突变&见图
0

%

图
0

!!

TBNN'

基因
'\BT<D+$$';01;

位点基因型

#

!

讨
!!

论

!!

共同性外斜视是一种常见的斜视类型&早期表现

为外隐斜'间歇性外斜视&最后发展为恒定性外斜视%

常发病于幼儿&早期表现不容易被家长所识别&一旦

外斜视从间歇性转变为恒定性&即使手术治疗&恢复

双眼单视与立体式的可能性也较小%临床上常见的

治疗方式是手术治疗&许多患儿因为多种原因发展到

恒定性外斜视时才接受手术治疗&严重影响视功能%

因此&对共同性外斜视的发病机制的研究至关重要%

共同性外斜视具有遗传性&国外有研究提出了一

些敏感性位点&但无明确的基因定位&日本学者调查

了
;;

个共同性斜视家庭#

*i1;/

$&进行全基因
>F@

评分法分析&发现在一些敏感染色体
0

]

1/&'

和

-

]

'$&1

位点区域&有来源于父亲或母亲的遗传现

象-

;

.

%

HFUH

等-

)

.通过研究一对母女都患有间歇性

外斜视的患者&在配对基因
L=e'

中发现了
$

种新的

杂合突变#

6&H0'0T

$%

gI=UH

等-

-

.研究表明
>HKT1

和
fUT1

是日本患者共同性外斜视敏感性的候选

基因%

共同性外斜视发病有家族聚集性特点&

J??

等-

/

.

研究发现在兄弟姐妹中有一对患有斜视时&共同性外

斜视的发病年龄'屈光状态'临床特征'斜视的亚型都

是相同的&也证明了共同性外斜视的遗传特性%

>=TKBF

等-

(

.研究孪生兄弟或姐妹患有共同性斜视

病例中&单卵双生子或三胞胎斜视表现一致性最常

见&达
/0_

&双卵双生或多卵三胞四胞胎的斜视表现

一致性较低&其中间歇性外斜视为主要表现形式%

研究表明共同性外斜视的遗传是一个多因素方

式&包括遗传和环境因素&最主要的危险因素有早产

儿'低出生体质量'早产儿视网膜病变'母亲孕期吸

烟'远视和屈光参差'遗传因素等-

$%

.

%

N=HI?<Q

等-

$$

.研究发现&近亲结婚发生共同性外斜视比例比非

近亲结婚高%

CW?F>

是一种少见的常染色体显性遗传性眼肌

疾病&临床上主要表现为动眼神经缺陷引起的斜视%

赵堪兴-

$1

.提出
CW?F>

的发生和
Q̂W1$=

这种驱动

蛋白不能输送动眼神经轴突'神经肌肉接头和眼外肌

发育所需物质有关&这种斜视是由支配眼球运动的颅

神经发育异常导致%

FBP=UH

等-

$'

.研究发现共同

性外斜视患者大脑的几个区域脑白质体积明显降低&

动眼神经传导异常%

1%%-

年刘桂香等-

$0

.发现共同性

外斜视的
$

个突变基因111

=<Qe

基因位于染色体

$$

]

$'

上&由
'

个外显子组成&编码
$

个同源结构域翻

译因子&对交感神经和与眼位控制有关的脑干运动神

经元亚群的传代和生存起关键作用%本研究这个家

族性共同性外斜视家系&并没有发现患者有
=<Qe

基

因外显子的任何突变%

=<Qe

基因突变与
CW?F>1

有关&

CW?F>

表现

为先天性上睑下垂和外斜视&外斜视眼球运动受限可

能是由于在运动蛋白
Q̂W1$=

或
3AYA:#,

等类型的

TBNN'

或
TBNN1Y

中杂合子错义突变引起的-

$;

.

%

这些基因突变会改变蛋白质的功能&导致运动神经元

轴突生长和引导缺陷%日本学者
U=̂ =UF

等-

$)

.通
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期



过研究
0

个
CW?F>1

家系&对这些家族成员进行基因

测序和突变筛查&发现该家系
=<Qe

"

LIFe1=

基因

的
'

个纯合子突变与发病密切相关%

CW?F>

的
'

种

遗传形式被定义为
CW?F>$

'

CW?F>1

和
CW?F>'

%

CW?F>1

是一种由转录因子
LIFe1=

中纯合突变引

起的神经元规范的常染色体隐性障碍&而
CW?F>$

和

CW?F>'

是轴突诱导的常染色体显性障碍&分别由

Q̂W1$=

和
TBNN'

或
TBNN1Y

的杂合突变引起-

$-

.

%

通过 进 一 步 检 测 本 研 究 这 个 家 系 患 者 的

TBNN1Y

基因的外显子&发现
1

号患者在
D+11;($')

位点有同义突变&虽并未引起氨基酸改变&但该位点

D+11;($')

首次在共同性外斜视患者中发现&其意义

值得进一步研究%本家系中
1

'

0

'

;

号
'

例共同性外

斜视患者&在
TBNN'

基因中发现
'\BT<

区域

D+$$';01;

位点突变&

'\BT<

具有转录调节功能&可

与
8#<U=

或
<U=

结合影响
8<U=

的稳定性&进而

影响基因的转录及翻译&本研究推断
'\BT<

区域

D+$$';01;

位点改变可能是引起该家系外斜视的

病因%

对于共同性外斜视遗传性来说&阐明特定的基因

突变仍然是一个巨大的挑战&大多数学者认为其遗传

性是由遗传和环境多因素影响的%随着新兴的基因

组测序工具的使用&学界可能会产生新的见解&现在

斜视的遗传性研究也开始有从研究斜视肌肉分子组

成'调控基因表达方向进行的&

=H=<f=J

等-

$/

.研

究发现斜视肌的分子组成发生了实质性的改变%未

来还会有更多新的研究方向产生&本研究发现的基因

突变位置可能是未来研究的基础&了解这些基因突变

的作用有助于了解目前尚不清楚的发病机制&这也是

本课题组临床研究工作开展的目的%
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