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摘要

目的:探讨我国东北地区一个格子状角膜营养不良( ｌａｔｔｉｃｅ
ｃｏｒｎｅａｌ ｄｙｓｐｒｏｔｈｙꎬＬＣＤ)家系中 ＴＧＦＢＩ 基因的突变类型与

临床分型的相关性ꎮ
方法:对该家系中的 ２ 名正常人和患者进行眼科基本检

查ꎬ抽取外周血进行基因突变检测ꎮ 选取 ５０ 名健康个人

作为对照ꎮ 应用聚合酶链反应(ＰＣＲ)方法对 ＴＧＦＢＩ 基因

的所有外显子进行测序以检测突变位点ꎮ
结果:该家系中患者均检出 ＴＧＦＢＩ 基因第 ４ 外显子 Ｒ１２４Ｃ
突变(ｃ.３７０Ｃ>Ｔ)ꎮ 该家系中正常成员及其他 ５０ 名健康

个体均未发现该位点的突变ꎮ
结论:确定该 ＬＣＤ 家系患者的角膜病变由 ＴＧＦＢＩ 基因

Ｒ１２４Ｃ 突变引起ꎬ同时也验证了 Ｒ１２４Ｃ 突变热点ꎮ
关键词:格子状角膜营养不良ꎻ遗传性ꎻ基因突变
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０引言

格子状角膜营养不良( ｌａｔｔｉｃｅ ｃｏｒｎｅａｌ ｄｙｓｐｒｏｔｈｙꎬＬＣＤ)
是一种常染色体显性遗传病ꎬ是角膜基质层营养不良ꎬ以
双侧角膜基质层折光格子线条的淀粉样沉积物为特征[１]ꎬ
可以发生在任何年龄ꎮ 其分为四种类型 ＬＣＤⅠ、ＬＣＤⅡ、
ＬＣＤⅢ和 ＬＣＤⅢＡ 型ꎬ还有一种兼具 ＬＣＤⅠ的某些特征和

ＬＣＤⅢ或 ＬＣＤⅢＡ 的一些特征ꎬ由于不能归属于任何一

型ꎬ因此在 ２００２ 年法国学者 Ｓｃｈｍｉｔｔ－Ｂｅｒｎａｒｄ 等建议将其

定义为中间型 ＬＣＤ 即 ＬＣＤｉ( ｉｎｔｅｒｍｅｄｉｕｍ)型[２－３]ꎮ 其中最

常见的是 ＬＣＤⅠꎮ 目前报道的 ＬＣＤⅠ的基因突变ꎬ除伴有

全身淀粉样变性的 ＬＣＤⅡ型(又称 Ｍｅｒｅｔｏｊａ 综合征)为 ９
号染色体 Ｇｅｌｓｏｌｉｎ 基因突变外ꎬ其余均为位于染色体 ５ｑ３１
上的 ＴＧＦＢＩ 基因 ( ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ β － ｉｎｄｕｃｅｄ
ｇｅｎｅ)ꎬＴＧＦＢＩ 基因也是第一个被确定的角膜营养不良的

致病基因[４] ꎮ 它包含 １７ 个外显子ꎬ其中第 ４、１１、１２、１３、
１４ 外显子被认为是突变热点[５] ꎮ 我们对我国东北地区

一家系中家族性 ＬＣＤⅠ患者的 ＴＧＦＢＩ 基因进行突变检

测ꎬ了解我国东北地区家族性 ＬＣＤ 的临床表型和突变

类型ꎮ
１对象和方法

１􀆰 １对象　 于 ２０１７－０２ 选取来自中国东北地区同一家系

的 ２ 名正常者(Ⅱ∶ ３ 和Ⅲ∶ ２)和 ３ 例患者(Ⅲ∶ １、Ⅲ∶ ４、
Ⅲ∶ ５ꎬ图 １)为研究对象ꎮ 对该家族所有参与者进行裂隙

灯检查ꎬ以确定是否受到角膜营养不良影响或不受影响ꎬ
并确定疾病表型ꎮ 获得所有参与对象的详细临床病史ꎬ例
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如发病年龄、初始体征和症状、疾病进展、其他眼部治疗过
程等ꎮ 从沈阳市第四人民医院体检中心招募了 ５０ 名健康
人作为对照组ꎬ无相关视力障碍的病史ꎮ 该家系成员为汉
族ꎬ无近亲联姻史ꎬ长期居住辽宁省ꎮ 本研究已经取得沈
阳市第四人民医院伦理委员会批准ꎬ在研究之前获得所有
受试者书面知情同意书ꎮ 本研究中的所有程序都遵循赫
尔辛基宣言的原则ꎮ
１􀆰 ２方法

１􀆰 ２􀆰 １ ＤＮＡ提取　 取外周静脉血 ２ｍＬꎬ置于真空采血管
中ꎬ４℃冰箱保存ꎬ１ｗｋ 内应用血液基因组 ＤＮＡ 提取试剂
盒进行 ＤＮＡ 提取ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２聚合酶链反应 　 采用聚合酶链反应 ( ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬＰＣＲ)分别对 ＴＧＦＢＩ 基因的外显子进行扩
增ꎮ 特异性引物均由上海生工生物公司合成ꎬ引物序列见
表 １ꎮ ＰＣＲ 体系: ｄｄＨ２ Ｏ ３７􀆰 ４μＬꎬ１０ × Ｂｕｆｆｅｒ ５μＬꎬ ｄＮＴＰ
２μＬꎬ引物 Ｆ ２μＬꎬ引物 Ｒ ２μＬꎬＤＮＡ 模板 ２μＬꎬＬＡ Ｔａｑ 酶
０􀆰 ４μＬꎮ ＰＣＲ 循环条件:９５℃预变性 ５ｍｉｎꎬ９４℃变性 ３０ｓꎬ
退火 ３０ｓ(不同引物退火温度不同ꎬ表 １)ꎬ７２℃延伸 ４５ｓ 共
３０ 个循环ꎬ最后 ７２℃总延伸 ７ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物检测:用 ２％
琼脂糖电泳ꎬ取 ＰＣＲ 扩增产物 ３μＬ 与 １μＬ 甘油溴酚蓝加
样液混合均匀后加入凝胶上样孔中ꎬ进行 ９５Ｖ 恒压电泳ꎬ
电泳缓冲液为 ０􀆰 ５×ＴＢＥꎮ 暗箱式紫外投射仪中成像检测ꎬ
保存图片ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ ＰＣＲ产物直接测序　 将 ＰＣＲ 产物和引物送华大基
因生物技术有限公司进行纯化ꎬ并进行测序ꎮ 将其结果与
ＧｅｎＢａｎｋ 中的原始序列进行 Ｂｌａｓｔ 比对ꎬ并对所得到的序
列图谱进行分析ꎬ以确定是否存在基因突变ꎮ
２结果

２􀆰 １临床检测结果　 通过眼科检查和追问家族史确定了
该家系中有 ６ 例患者ꎬ其中 ３ 例患者(Ⅲ∶ １、Ⅲ∶ ４、Ⅲ∶ ５)参
与本研究ꎮ 受影响的 ＬＣＤⅠ受试者表现出类似的临床特
征ꎬ除了患者Ⅲ∶ ５ 呈现轻度症状ꎮ 该家族中的先证者
(Ⅲ∶１)和患者Ⅲ∶４ 曾就诊于我院ꎬ最初被诊断为 ＬＣＤⅠꎮ
先证者自 ３５ 岁以来经历了双侧反复发作性眼红、疼痛、畏
光、异物感、流泪等角膜刺激症状ꎬ并且在过去的 １０ａ 中双
侧视力进行性恶化ꎮ 裂隙灯检查显示中央角膜表面基质
伴有上皮侵蚀中的各种不同线性沉积物(图 ２)ꎮ 在具有
ＬＣＤⅠ的该家庭中鉴定出 ＴＧＦＢＩ 基因中的 Ｒ１２４Ｃ 突变ꎮ
也发现患者在大约 ２１ ~ ２５ 岁时开始表现出轻微的异物
感ꎬ并表现出明显的视力下降ꎮ
２􀆰 ２分子遗传学检测结果　 该家系中患者的测序结果均
发现 ＴＧＦＢＩ 基因第 ４ 外显子 ３７０ 位点碱基 Ｃ>Ｔ 的改变ꎬ
蛋白质由编码精氨酸的 ＣＧＣ 突变为编码半胱氨酸的
ＴＧＣꎬ即发生了 Ｒ１２４Ｃ 突变ꎬ为杂合子(图 ３)ꎮ 家系中的
正常成员(Ⅱ∶ ３ 和Ⅲ∶２)和正常对照组均未发生 ＴＧＦＢＩ 基
因突变ꎮ
２􀆰 ３生物信息学分析结果　 应用 Ｐｏｌｙｐｈｅｎ－２ 软件分析突
变蛋白的各物种间的保守性结果显示(图 ４)ꎬ该突变氨基
酸在各物种间高度保守ꎬ并且该突变具有致病性ꎮ
３讨论

ＬＣＤⅠ是一种常染色体显性遗传性角膜淀粉样变性
病ꎬ伴有严重的视觉缺陷ꎬＴＧＦＢＩ 基因突变是 ＬＣＤⅠ发病
的主要原因ꎮ 本研究中ꎬ在一个中国东北地区 ＬＣＤⅠ家系

表 １ 　 ＴＧＦＢＩ 基因第 ４、１１、１２、１３、１４ 外显子的引物序列和

ＰＣＲ扩增条件

外显子 引物序列 退火温度(℃) 片段长度(ｂｐ)
４Ｆ ＣＴＧＴＣＡＧＡＧＡＡＧＧＧＡＧＧＧＴＧＧ ５９ ２９６
４Ｒ ＣＧＧＧＧＡＡＧＴＡＡＧＧＣＡＧＡＴＣ
１１Ｆ ＴＧＡＣＣＣＴＧＣＴＡＡＴＧＣＴＣＴＧ ６０ ２７７
１１Ｒ ＣＣＡＧＣＡＴＧＡＣＣＡＡＣＴＧＧＧ
１２Ｆ ＡＡＡＡＴＡＣＣＴＣＴＣＡＧＣＧＧＧＴＧ ５８ ２７０
１２Ｒ ＧＣＣＣＴＧＡＧＧＧＡＴＣＡＣＴＡＣＴＴＡＧ
１３Ｆ ＣＣＡＧＧＣＴＡＡＴＴＡＣＣＡＴＴＣＴＧ ６０ ２５０
１３Ｒ ＴＧＡＧＡＴＡＴＧＴＣＣＴＧＧＡＧＣＣ
１４Ｆ ＧＧＣＧＡＣＡＡＧＡＴＴＧＡＡＣＴＣＣ ５９ ２３０
１４Ｒ ＴＣＴＴＣＴＣＴＣＣＡＣＣＡＡＣＧＣＣ

图 １　 格子状角膜营养不良家系图谱ꎮ

中检测到 ＴＧＦＢＩ 基因的杂合突变 ｃ􀆰 ３７０Ｃ>Ｔ(ｐ􀆰 Ｒ１２４Ｃ)ꎮ
近年来研究发现ꎬＴＧＦＢＩ 基因的突变至少与 ５ 种类型遗传
性角膜营养不良的发病相关ꎮ 在所报道的突变中ꎬＴＧＦＢＩ
基因中的 Ｒ１２４ 似乎是全世界各种族群不同类型角膜营
养不良中检测到的“热点”点突变[６]ꎮ 同时ꎬ研究也发现

ＴＧＦＢＩ 基因的第 ４ 外显子中的 Ｒ１２４ 在许多不同物种中高

度保守(图 ４)ꎬ表明该残基是蛋白质的重要功能和结构位
点ꎮ 因此ꎬ研究该疾病的基因突变并鉴定发病家族的临床
特征和表型－基因型相关性非常重要ꎮ

伴有相同突变甚至在同一家族中的角膜营养不良患
者的表型变异潜在机制需要进一步研究ꎮ 因此ꎬ虽然已经

有 ＬＣＤⅠ家系中 Ｒ１２４Ｃ 突变的表型变异的研究[７]ꎬ本研

究中还要对该家族中被诊断为 ＬＣＤⅠ的 ３ 例患者进行基
因突变分析ꎬ以评估遗传异质性ꎮ 在本研究中ꎬ具有
Ｒ１２４Ｃ 突变的患者表现出与 ＬＣＤⅠ类似的临床特征ꎮ 虽

然患者Ⅲ∶５ 表现出轻微的症状ꎬ但它们都具有细微线性
混浊ꎬ主要位于角膜基质并伴有上皮侵蚀ꎮ 分子遗传学分

析对确定角膜营养不良的分类很重要ꎬ揭示可靠的临床诊
断标准ꎬ提高临床诊断的准确性ꎮ 尽管患者Ⅲ∶ ５ 没有表
现出 ＬＣＤⅠ的典型临床特征ꎬ但是与其他 ２ 例患者携带相

同的 Ｒ１２４Ｃ 突变ꎬ因此被诊断为 ＬＣＤⅠꎮ 这表明遗传分
析可能用于产前和产后 ＤＮＡ 诊断ꎮ 在裂隙灯检查受影响
的家庭成员时ꎬ发现他们的角膜上皮均被侵蚀ꎬ表现为畏

光和流泪ꎮ 有学者观察发现角膜营养不良的患者 Ｂｏｗｍａｎ
膜异常形态ꎬ发现神经纤维密度明显减少甚至消失ꎻ损伤
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图 ２　 先证者和Ⅲ∶５ 患者的角膜裂隙灯显微镜照片　 Ａ:先证者的角膜上皮混浊ꎬ基质层中典型的格子状线条ꎻＢ:先证者的角膜上皮

荧光素染色显示上皮缺损ꎻＣ:Ⅲ∶ ５ 患者(１７ 岁)ꎬ角膜上片小片缺损ꎬ基质层中单个的格子状线条ꎮ

图 ３　 分子遗传学检测结果　 Ａ:家系中患者 ＴＧＦＢＩ 基因 ４ 号外显子第 ３７０ 个碱基呈杂合性点突变 Ｃ→Ｔꎬ导致编码该密码子的精氨

酸变成半胱氨酸ꎻＢ:正常的 ４ 号外显子序列ꎮ

图 ４　 Ｐｏｌｙｐｈｅｎ－２ 软件分析结果ꎬ该突变氨基酸在各物种间高度保守ꎬ并且该突变具有致病性ꎮ

的 Ｂｏｗｍａｎ 膜很可能不能为角膜神经生长提供营养ꎬ从而

导致角膜沉积ꎮ 如果这种角膜营养不良是由于缺乏营养ꎬ
这种疾病可能用神经营养因子治疗ꎮ ＴＧＦＢＩ 蛋白涉及各

种细胞类型的细胞黏附和迁移ꎬ包括上皮细胞、成纤维细

胞、内皮细胞和血管平滑肌细胞[８]ꎮ 因此ꎬ患有 ＴＧＦＢＩ

Ｒ１２４Ｃ 突变的患者可能表现出角膜上皮细胞与整个上皮

层之间连接的松弛ꎬ导致该家族中角膜基质营养不良ꎮ 此

外ꎬ神经纤维不能长入 Ｂｏｗｍａｎ 层导致角膜上皮细胞缺乏

神经营养ꎬ导致角膜上皮脱落(图 ２)ꎮ
总之ꎬ在具有 ＬＣＤⅠ的中国东北地区家庭中鉴定了
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ＴＧＦＢＩ 基因的突变ꎮ 目前的研究结果表明了 ＬＣＤⅠ的临
床特征ꎬ并在该家族中揭示了明确的基因型相关表型ꎬ
这可能有助于进一步理解 ＴＧＦＢＩ 基因突变在 ＬＣＤⅠ发
展中的作用ꎮ 然而ꎬ患者角膜层的组成仍然未知ꎬ因此
其具体的潜在机制需要进一步研究ꎬ且需要未来的功能
性研究以确认 ＴＧＦＢＩ 基因的作用和疾病发生的潜在
机制ꎮ
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