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摘要
目的:探讨一个回旋状脉络膜视网膜萎缩(ＧＡ)中国家系
各家庭成员 ＯＡＴ 基因的致病性突变及临床表现ꎮ
方法:对该家系中的 ６ 名家庭成员均进行详细的眼科检
查ꎬ通过全外显子组测序、生物信息学分析及 Ｓａｎｇｅｒ 验证
明确基因测序结果及致病性突变ꎮ
结果:先证者因其临床表现及体征诊断为 ＧＡꎮ 全外显子
组测序结果显示先证者 ＯＡＴ 基因分别于第 ６ 外显子和第
１０ 外显子上发现致病突变 ｃ.７２２Ｃ>Ｔ(ｐ.Ｐ２４１Ｌ)、ｃ.１１８６Ｃ>
Ｔ(ｐ.Ｒ３９６Ｘ)ꎬ该复合杂合性突变在家系中呈现共分离状
态ꎮ 先证者的父亲和哥哥均检出杂合型 ｐ.Ｒ３９６Ｘ 致病变
异ꎬ母亲检出杂合型 ｐ.Ｐ２４１Ｌ 致病变异ꎮ 除先证者外ꎬ其
他家庭成员均无临床症状ꎮ
结论:该家系的先证者为复合杂合性突变ꎬ其中 ｐ.Ｐ２４１Ｌ
为首次报道的基因突变类型ꎮ 这一研究结果扩大了 ＯＡＴ
基因变异的范围ꎬ有利于在分子基础水平进一步理解 ＧＡ
的致病因素ꎮ 新型突变类型的发现与证实也将有助于为
ＧＡ 的临床诊断和基因治疗提供新的依据ꎮ
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０引言

回旋状脉络膜视网膜萎缩( ｇｙｒａｔｅ ａｔｒｏｐｈｙ ｏｆ ｃｈｏｒｏｉｄ
ａｎｄ ｒｅｔｉｎａꎬＧＡ)是一种罕见的常染色体隐性遗传性疾病ꎬ
是 由 于 编 码 线 粒 体 酶 鸟 氨 酸 转 氨 酶 ( ｏｒｎｉｔｈｉｎｅ
ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬＯＡＴ)的 ＯＡＴ 基因(ＯＭＩＭ ２５８８７０)突变引

起的ꎬ该酶是精氨酸和鸟氨酸转化为主要的兴奋性和抑制

性神经递质谷氨酸和 γ－氨基丁酸的关键酶ꎮ 流行病学研

究显示ꎬＧＡ 的全球发病率约为 １ / １５０００００[１]ꎬ其主要的眼

部症状和体征包括夜盲、高度近视、早期白内障形成以及

脉络膜视网膜环形萎缩、黄斑病变等ꎬ萎缩性病变具有扇

形或花环状边界ꎬ因此称为“回旋状” [２]ꎮ
ＯＡＴ 基因定位在常染色体 １０ｑ２６.１３ꎬ全长 ２２ｋｂ[３－４]ꎮ

３０ 多年前ꎬ第一次在 ＧＡ 患者中发现了 ＯＡＴ 突变[５]ꎬＯＡＴ
基因在脉络膜视网膜中高度表达ꎬ尤其在视网膜色素上皮

层活性最高[６－７]ꎮ ＨＧＭＤ(Ｈｕｍａｎ Ｇｅｎｅ Ｍｕｔａｔｉｏｎ Ｄａｔａｂａｓｅ)
数据库显示该基因存在 ６８ 种不同的致病性突变ꎬ突变基

因位点分布在整个基因序列中ꎬ没有明显的突变热点ꎬ大
部分突变类型为错义突变ꎬ其次是无义突变和移码变异ꎬ
还有剪接变体和一种影响 ＡＴＧ 起始密码子的突变[１]ꎮ 虽

然目前已明确多种变异类型ꎬ但仍有很多致病性突变尚未

发现ꎮ 本研究采用全外显子组测序检测一个中国 ＧＡ 家

系两代人(共 ６ 名家庭成员)的致病突变ꎬ通过对每名家

庭成员进行常规眼科检查及全外显子组测序分析来探究

与该家系 ＧＡ 相关的致病性变异及分子学病因ꎮ
１对象和方法

１.１对象 　 回顾性分析 ２０１９－０６ / ２０２１－０８ 于我院治疗的

ＧＡ 患者的临床资料ꎮ 纳入标准:(１)明确诊断为 ＧＡꎬ全
外显子组测序分析显示存在 ＯＡＴ 基因新型致病性变异ꎻ
(２)参与本研究的亲属与确诊患者存在血缘关系、能够配

合所有检查ꎮ 排除标准:(１)合并其他眼部疾病的患者ꎻ
(２)接受过内眼手术、受过眼部外伤的患者ꎮ 所有患者均

就诊于河南省立眼科医院ꎬ本研究经医院医学伦理委员会

审查通过ꎬ研究内容符合«赫尔辛基宣言»的宗旨ꎬ所有参

与者或其监护人均已签署知情同意书ꎮ
１.２方法

１.２.１临床检查　 对先证者及其相关的家庭成员采集详尽

的家族史及临床数据ꎬ进行最佳矫正视力、眼压、裂隙灯显

微镜和检眼镜、彩色眼底照相以及频域光学相干层析成像

(ＳＤ－ＯＣＴ)等眼科检查ꎬ并通过气相色谱质谱联用仪测定

外周血液中鸟氨酸的浓度ꎮ
１.２.２全外显子组测序和生物信息学分析　 抽取该家系中

６ 名家庭成员的外周血样本ꎬ每个血液样本约 ５ｍＬꎬ采用

ＱＩＡａｍｐ ＤＮＡ Ｂｌｏｏｄ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ(５１１０６)从全血中提取 ＤＮＡꎬ
通过 Ｑｕｂｉｔ 及琼脂糖凝胶电泳测定提取的 ＤＮＡ 样本含量

及质量ꎮ 应用 Ｒｏｃｈｅ ＳｅｑＣａｐ ＥＺ ＭｅｄＥｘｏｍｅ Ｋｉｔ 进行目标区

域捕获ꎬ使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ Ｘ－ｔｅｎ 二代测序仪对富集的文

库进行 ＰＥ１５０ 测序ꎬ平均测序深度为 １００Ｘꎬ测序后得到

ＦＡＳＴＱ 格式的原始数据ꎬ再进行生物信息学分析ꎬ在二代

测序检测出的突变位点中进行 Ｓａｎｇｅｒ 验证排除假阳性ꎮ
１.２.３ Ｓａｎｇｅｒ 验证和共分离分析　 根据变异位点信息在

ＵＣＳＣ(ｈｔｔｐ: / / ｇｅｎｏｍｅ.ｕｃｓｃ. ｅｄｕ / )在线工具上查找对应的

基因组序列ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅ Ｐｒｉｍｅｒ ５ 软件设计引物ꎮ 引物在

ＰＣＲ 过程中用于扩增样本中包含变异位点的基因片段ꎮ
将 ＰＣＲ 扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳ꎬ观察条带并判断

产物的大小与扩增情况ꎮ 利用 Ａｘｙｇｅｎ 的 ＡｘｙＰｒｅｐ ＰＣＲ
Ｃｌｅａｎ ｕｐ Ｋｉｔ(ＡＰ－ＰＣＲ－２５０)对 ＰＣＲ 产物进行纯化ꎬ通过

Ｑｕｂｉｔ 对回收的 ＰＣＲ 产物进行定量后再进行第二轮 ＰＣＲꎬ
即 Ｓａｎｇｅｒ ＰＣＲꎮ 然 后 利 用 ＢｉｇＤｙｅ ＸＴｅｒｍｉｎａｔｏｒＴＭ

Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ( ４３７６４８６) 对产物进行纯化ꎬ利用 ＡＢＩ 的

Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ® ３７３０ｘｌ ＤＮＡ Ａｎａｌｙｚｅｒ 进行测序ꎬ最后

在 Ｓａｎｇｅｒ 测序峰图上找出需要测序的位点ꎬ并判断是否有

变异ꎮ
２结果

２.１临床表现　 该家系中共 ６ 名家庭成员参与研究ꎮ 先证

者(Ⅲ:３)为 ６ 岁女童ꎬ因自幼视力差ꎬ近 １ａ 来视力明显下

降伴夜盲就诊ꎮ 既往无特殊病史ꎮ 否认父母近亲结婚史

及家族性遗传学疾病史ꎮ 患者发育正常ꎬ神经系统未见异

常ꎮ 最佳矫正视力:右眼－５.７５ＤＳ / －２.７５ＤＣ∗１８０ ＝ ０.４ꎻ左
眼－５.５０ＤＳ / －３.２５ＤＣ∗５＝ ０.２５ꎮ 眼压:右眼 １４.７ｍｍＨｇꎻ左
眼 １６.２ｍｍＨｇꎮ 裂隙灯显微镜检查双眼前节未见异常ꎬ玻
璃体轻度混浊ꎻ眼底检查可见周边部视网膜色素上皮细胞

和脉络膜毛细血管萎缩ꎬ视网膜脉络膜萎缩呈铺路石样改

变ꎬ病灶边界清楚ꎬ形态不规则ꎬ萎缩病灶之间的视网膜正

常(图 １)ꎮ ＳＤ－ＯＣＴ 检查双眼可见视网膜神经上皮囊样

改变ꎬ视网膜劈裂且劈裂累及黄斑ꎬ右眼和左眼中心凹厚

度分别为 ４３９、 ４８３μｍ (图 ２)ꎮ 外周血鸟氨酸浓度为

３６０.５７μｍｏｌ / Ｌ(参考范围 ４１ ~ ２９０μｍｏｌ / Ｌ[８] )ꎮ 先证者的

叔叔(Ⅱ:１)、父亲(Ⅱ:２)、母亲(Ⅱ:３)、哥哥(Ⅲ:１)、姐
姐(Ⅲ:２)均无任何异常症状或体征ꎮ 先证者因其临床表

现与体征被诊断为 ＧＡꎮ
２.２全外显子组测序结果　 全外显子组测序结果显示ꎬ先
证者的 ＯＡＴ 基因存在复合杂合型突变ꎬ在第 ６ 外显子和

第 １０ 外显子上分别发现错义突变 ｃ.７２２Ｃ>Ｔ(ｐ.Ｐ２４１Ｌ)和
无义突变 ｃ.１１８６Ｃ>Ｔ(ｐ.Ｒ３９６Ｘ)ꎮ 该错义突变导致所编码

的氨基酸由脯氨酸变为亮氨酸ꎮ 该无义突变使 １ 个编码

氨基酸的密码子变为终止密码子ꎬ提前终止多肽链的合

成ꎬ导致截短蛋白的产生ꎬ从而引起 ＯＡＴ 基因表达异常ꎮ
患者的父亲(Ⅱ:２)和哥哥(Ⅲ:１)均检出杂合型 ｐ.Ｒ３９６Ｘ
致病变异ꎬ患者的母亲(Ⅱ:３)检出杂合型 ｐ.Ｐ２４１Ｌ 致病

变异ꎬ其他样本未检出ꎮ 根据美国医学遗传学与基因组学

学会(Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｉｃｓꎬ
ＡＣＭＧ)变异分类标准ꎬｐ.Ｒ３９６Ｘ 为致病变异ꎬｐ.Ｐ２４１Ｌ 为

可能致病变异(表 １)ꎮ
２.３ Ｓａｎｇｅｒ 验证与共分离分析　 Ｓａｎｇｅｒ 验证结果显示ꎬ先
证者在变异位点 ＯＡＴ ｃ.１１８６Ｃ>Ｔ 出现的变异类型与其父

亲及哥哥一致ꎬ在变异位点 ＯＡＴ ｃ.７２２Ｃ>Ｔ 出现的变异类

型与其母亲一致ꎮ 该家系的 Ｓａｎｇｅｒ 验证结果见图 ３ꎬ遗传

图谱见 图 ４ꎮ 通 过 多 种 算 法 预 测ꎬ 在 变 异 位 点 ＯＡＴ
ｃ.７２２Ｃ>Ｔ出现的 ｐ.Ｐ２４１Ｌ 错义变异类型是有害的ꎮ 这两种

变异在多人口种族数据库中的可匹配人群不多见ꎬ除上述

变异类型外ꎬ不存在可能对患者表型有影响的变异ꎬ以及

与患者部分临床表型相关的其它变异ꎮ 　 　
４９６
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图 １　 先证者眼底照相结果　 可见双眼周边部视网膜呈铺路石样改变ꎬ视网膜、脉络膜萎缩ꎬ部分萎缩病灶相互融合成片ꎬ边缘呈花

瓣状ꎬ黄斑区可见劈裂ꎮ Ａ:右眼ꎻＢ:左眼ꎮ

图 ２　 先证者 ＳＤ－ＯＣＴ检查结果　 双眼可见神经上皮囊样改变ꎬ视网膜劈裂且劈裂累及黄斑ꎬ右眼和左眼中心凹厚度分别为 ４３９、
４８３μｍꎮ Ａ:右眼ꎻＢ:左眼ꎮ

图 ３　 Ｓａｎｇｅｒ验证基因测序图谱　 Ａ:Ｓａｎｇｅｒ 验证对 ６ 名家庭成员在突变位点 ＯＡＴ ｃ.１１８６Ｃ>Ｔ 的基因测序图谱显示先证者(Ⅲ:３)与
其父亲(Ⅱ:２)、哥哥(Ⅲ:１)均检出杂合型 ｐ.Ｒ３９６Ｘ 致病变异ꎬ这种突变类型因碱基 Ｇ 突变为碱基 Ａ 引起ꎮ 红色:先证者的突变碱基ꎻ
黄色:先证者父亲和哥哥的突变碱基ꎮ Ｂ:Ｓａｎｇｅｒ 验证对 ６ 名家庭成员在突变位点 ＯＡＴ ｃ.７２２Ｃ>Ｔ 的基因测序图谱显示先证者(Ⅲ:３)
和其母亲(Ⅱ:３)检出杂合型 ｐ.Ｐ２４１Ｌ 致病变异ꎬ这种突变类型因碱基 Ｇ 突变为碱基 Ａ 引起ꎮ 红色:先证者的突变碱基ꎻ黄色:先证者

母亲的突变碱基ꎮ

表 １　 高度影响患者表型的变异

序号 基因 疾病 遗传方式 位置 变异位点 ＲＳ 号 ＭＡＦ 合子类型 变异来源

１ ＯＡＴ ＧＡ ＡＲ ｃｈｒ１０:１２６０８６６４５ ＮＭ＿０００２７４.３:ｅｘｏｎ１０:ｃ.１１８６Ｃ>Ｔ:ｐ.Ｒ３９６Ｘ ｒｓ１２１９６５０３６ ０ ＨＥＴ 父亲

２ ＯＡＴ ＧＡ ＡＲ ｃｈｒ１０:１２６０９２４１６ ＮＭ＿０００２７４.３:ｅｘｏｎ６:ｃ.７２２Ｃ>Ｔ:ｐ.Ｐ２４１Ｌ ｒｓ１２１９６５０５１ ０ ＨＥＴ 母亲

注:ＡＲ:常染色体隐性遗传ꎻＭＡＦ:最小等位基因频率ꎬ表示在特定人群中少数(不常见)等位基因发生的频率ꎻＨＥＴ:杂合子ꎬ指 １ 对等

位基因中仅 １ 个拷贝发生了突变ꎮ

５９６
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图 ４　 ＯＡＴ基因突变家系的遗传图谱　 先证者为复合杂合性突

变ꎬ该突变类型在家系中呈完全共分离状态ꎮ 圆圈:未受影响的

女性ꎻ方框:未受影响的男性ꎻ单斜线符号:未纳入本研究的家庭

成员ꎻ多斜线符号:检出杂合型的参与者ꎻ黑色实心圆圈:先
证者ꎮ

３讨论

本研究纳入的家系成员中ꎬ先证者 ＯＡＴ 基因的第 ６
外显子和第 １０ 外显子上分别发现错义突变 ｃ. ７２２Ｃ >Ｔ
(ｐ.Ｐ２４１Ｌ)和无义突变 ｃ.１１８６Ｃ>Ｔ(ｐ.Ｒ３９６Ｘ)ꎬ这是一种

复合杂合型变异ꎬ前者为首次报道的变异类型ꎬ来源于其

母亲ꎬ后者来源于其父亲ꎬ除先证者以外ꎬ其余家庭成员均

无异常表现ꎮ 先证者存在接近－６.００Ｄ 的近视和 ２.００Ｄ 以

上的散光ꎬ以视力下降和夜盲为主要症状ꎬ晶状体目前未

见异常ꎬ眼底表现出典型的回旋状视网膜脉络膜萎缩灶ꎬ
暂无其他系统的特殊表现ꎮ 但因先证者年龄小ꎬ暂时无法

有效配合视野检查ꎬ我们会在随访过程中补充ꎮ 本研究通

过全外显子组测序技术、生物信息学分析、Ｓａｎｇｅｒ 验证及

共分离分析ꎬ明确了导致 ＧＡ 的基因突变位点及家系遗传

方式ꎮ
典型的 ＧＡ 本质上是一种眼科疾病ꎬ首先会累及周边

部视网膜色素上皮ꎬ随后由周边部向后极部进行性发展同

时伴发渐进性视野缩小ꎬ最终导致全脉络膜视网膜病

变[９]ꎮ 早期表现为夜盲ꎬ青少年时期出现后囊下白内障ꎬ
最迟在 ６０ 岁时导致失明[１０]ꎮ 眼底照相能够直观反映病

灶形态ꎮ 结合眼底荧光素血管造影(ＦＦＡ)有助于 ＧＡ 的

早期诊断ꎬＦＦＡ 所显示的病变范围可以超出眼底检查所见

的范围ꎬ有利于发现位于赤道部小范围的早期淡黄色病

灶[１１]ꎮ 此外ꎬ视野检查也有助于判断疾病进展的情况ꎬ早
期视野可无明显改变ꎬ后期逐渐出现进行性向心性视野缩

小ꎬ形成管状视野[１２]ꎮ 也有研究报道了发生于骨骼肌、中
枢及周围神经系统的眼外表现ꎬ然而ꎬ在多数情况下ꎬ这些

系统的表现是亚临床的[１３]ꎮ 无脉络膜症( ｃｈｏｒｏｉｄｅｒｅｍｉａꎬ
ＣＨＭ)与 ＧＡ 有类似的临床表现ꎬＣＨＭ 是由于 Ｘ 染色体长

臂上的 ＣＨＭ 基因缺失或突变导致的ꎬ其男性患者发病较

早ꎬ通常症状从早期的夜盲症逐渐发展为周边视野缺失ꎬ
到晚年仅存中心管状视野ꎬ最终失明ꎻ而女性患者一般为

携带者ꎬ无临床症状[１４]ꎮ 眼底典型表现为早期视网膜色

素上皮细胞变性ꎬ眼底呈椒盐状ꎬ中期病变逐渐从周边视

网膜向后极部发展ꎬ晚期眼底色素上皮几乎完全被破坏ꎬ
脉络膜血管消失并萎缩ꎬ巩膜外露ꎬ仅残留黄斑区一小块

边界清楚的脉络膜[１５]ꎮ
ＯＡＴ 能将精氨酸和鸟氨酸转化为主要的兴奋性和抑

制性神经递质谷氨酸和 γ－氨基丁酸ꎬ是该途径中的关键

酶ꎮ 缺乏这种酶会导致血浆和组织中的鸟氨酸水平升高ꎬ
进而对视网膜产生毒性作用[８]ꎮ 有研究者认为二氢吡咯

羧化物(Ｐ５Ｃ)缺乏或肌酸缺乏对视网膜功能的拮抗作用

是重要的致病因素[１６]ꎮ Ｐ５Ｃ 是鸟氨酸与脯氨酸之间的中

间产物ꎬ由 ＯＡＴ 和 Ｐ５Ｃ 合酶合成ꎮ 生理浓度鸟氨酸对

Ｐ５Ｃ 合酶有抑制作用ꎬＯＡＴ 缺乏会导致鸟氨酸堆积及 Ｐ５Ｃ
生成减少ꎮ 因此ꎬ在 ＧＡ 患者中ꎬ形成 Ｐ５Ｃ 的两条通路均

出现障碍ꎬ从而导致脯氨酸合成减少或 Ｐ５Ｃ 调节作用受

损ꎬ视网膜细胞内因脯氨酸缺乏而引起眼病[１７－１８]ꎮ 此外ꎬ
精氨酸在甘氨酸转氨酶作用下合成肌酸ꎬ但鸟氨酸是甘氨

酸转氨酶的强竞争性抑制剂ꎬ所以 ＧＡ 患者也会出现肌酸

代谢异常进而出现相应的肌肉病变ꎬ如Ⅱ型肌纤维萎缩和

肌无力[１９]ꎮ ＧＡ 患者血清、尿液、脑脊液、房水中的鸟氨酸

浓度可以为正常人的 １０ ~ ２０ 倍[２０]ꎬ通过限制精氨酸的摄

入可以限制鸟氨酸的来源ꎬ补充维生素 Ｂ６ 也是可选择的

治疗方法ꎬ部分患者经过治疗可将血清鸟氨酸浓度降低到

正常水平ꎬ从而减缓病情恶化及视力丧失的进度[２１]ꎮ 也

有部分患者仅存在 ＧＡ 眼底表现ꎬ但没有血液鸟氨酸浓度

的升高[２２]ꎮ 本 研 究 中 先 证 者 外 周 血 鸟 氨 酸 浓 度 为

３６０.５７μｍｏｌ / Ｌꎬ高于正常值范围ꎬ目前正通过饮食控制精

氨酸的摄入ꎬ需定期随访ꎮ
遗传性眼病不同变异类型的临床表现不尽相同ꎬ明确

基因型和临床表型之间的关系有利于辅助基因治疗的研

究[２３]ꎮ 王晓光等[４]在 ＯＡＴ 基因第 ４ 外显子和第 １０ 外显

子上发现双等位基因突变 ｃ. ４６１Ｇ > Ａ ( ｐ. Ｒ１５４Ｈ) 和

ｃ.１１８６Ｃ>Ｔ(ｐ.Ｒ３９６Ｘ)ꎬ该患者除 ＧＡ 眼底表现外ꎬ存在绿

色和蓝色色盲ꎬ双眼视野向心性缩小ꎬ视网膜电图示视杆

细胞和视锥细胞的 ａ 和 ｂ 波呈熄灭型ꎬ同时合并血鸟氨酸

浓度的严重升高ꎮ Ｊａｌａｌｉ 等[１６] 在 ＯＡＴ 基因第 ５ 外显子发

现纯合型突变 ｃ.４２５－１Ｇ>Ａꎬ该患者除 ＧＡ 眼底表现外合

并有高鸟氨酸血症和中度肌无力ꎮ 本研究中的先证者年

龄尚小ꎬ目前处于疾病早期阶段ꎬ随着疾病的进展视力是

否会进一步下降ꎬ是否会出现白内障、色盲或其他症状仍

需随访观察ꎮ
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