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Abstract 0bjective Congenital cataract is one of the major causes of blindness in human being，and gene study on 

congenital cataract is helpful to understand its pathogenesis．This study was to identify the genetic location of the candidate gene 

by linkage analysis and describe the clinical phenotype in a Chinese family with autosomal dominant congenital cataract 

(ADCC)． Methods Sixteen patients with ADCC and 26 normal subjects were collected from a Chinese family．A detailed 

clinical examination was performed for the family members．The genomic DNA of all family members was extracted from peripheral 

blood leukocytes．Linkage analysis and genome—wide linkage screening was conducted using fluorescent detection of 370 

microsatellite markers representing all autosomes at an average resolution of approximately 10 cm．The polymerase chain reactions 

were carried out to amplify all 370 microsatellite markers．The allele sizes were determined on ABI 3130-avant genetic analysis 

according to an internal size standard and the results were analyzed using Genesean 3．1 and Genotyper 2．0 software．Muhipoint 

LOD scores between the disease status and the marker alleles were calculated using the Linkage software package of Sim Walk 2， 

Version 3．35．Directly sequence was conducted on affected members of this family to determine the mutation in all exons of 

BFSP1 gene．The study followed the Helsinki Statement． Results The affected members in the family were born with classic 

phenotype of zonular ADCC．Linkage analysis showed the markers D20S163，D20S915，D20S152，D20S98，D20S904，D20S875， 

D20S1 12，D20S1 140，D20S432 co—segregated with the disease locus in all affected members．The maximum Lod Score was 6．02 

(D20S904)，so the candidate region of disease gene in the family was located on 13．96 cm between 20p12—20pl1．2．Directly 

sequence showed no mutations in all exons of BFSP1 gene in this family． Conclusion This is the first report that candidate 

region in the family is located in 20p12 —20pl 1．2． No mutation in all exons of BFSP1 gene is found in the family．A new 

disease—causing gene may exist in this family． 
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摘要 目的 应用全基因组扫描 、连锁分析 的方 法对常 染色体显性 遗传性 先天性 白内障 (ADCC)一 家系进行基 因 

定位 、寻找候选基 因并进行 突变筛查 。 方法 提 取该 家系成员外 周血 DNA，进行 全基因组扫 描。在 ABI 3130一avant全 

自动遗传分析仪上读取 370对微卫星标记物 的等位基 因片段大小 ，并 采用 Genescan 3．1和 Genotyper 2．0软件进行 两点 

法计算 LOD值并构建单体型。根据连锁分析的结果 ，对该 区域 内在 晶状 体 中呈 高表达 ，且对维持 晶状体纤 维细胞 的分 

化状态起重要作用的基因一BFSP1进行直接 的序列分 析。 结果 该家 系 的致 病基 因位 于 20p12～20pl1．2的 13．96 CIn 

区域 内。在该区域内的基因一BFSP1全部外显子及外显子与内含子交界处均未发现任何 突变。 结论 首次将一常 染色 

体显性遗传绕核型先天性 白内障家系的致病基因定位于 20p12～20pl1．2的 l3．96 cm区域 内。 
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先天性白内障主要是 由于胚胎期晶状体代谢异常 

而导致 晶状 体透 明度下 降的致盲性 眼病 ，发病率 为 

0．O1％ ～0．06％ ，占儿童 致盲性 眼病 的第二 位 。 

目前认为引起先天性 白内障的原因有遗传 因素、环境 



因素和一些特发因素，其中大约50％的患者具有遗传 

性 “ 。目前已发现 5类 3O多个位点和数 十个位于 

不同染色体的致病基因与先天性 白内障有关 。其 

中与常染色体显性遗传性白内障(autosomal dominant 

congenital cataract，ADCC)有关 的 l4个致病基因已被 

克隆。本研究对 ADCC一家系进行全基因组扫描，报 

道 如下 。 

1 资料与方法 

1．1 对象 

本研究遵循赫尔辛基宣言，研究对象取 自在天津 

市眼科医院就诊的先天性白内障一家系。所有患者经 

全面体格检查，排除眼部以外的疾患。检查视力后，美 

多丽滴眼液散瞳后进行裂隙灯和检眼镜检查。 

经家系谱调查和全面的眼科检查发现，该家系 36 

例成员中有 16例发病，其中男 10例，女 6例。其遗传 

方式符合常染色体显性遗传。该家系发病特点是自幼 

双眼患病 ，进行性加重 。该家系患者晶状体混浊表现 

为绕核性 白内障，部分患者胚胎核 中央亦可见到细小 

粉尘状混浊。患者视力指数／眼前 一1．0。 

1．2 方法 

1．2．1 样品 DNA的提取 与家系成员签署知情同意 

书后 ，抽取 16例患者和 26例正常对照者 8～10 mL外 

周血，采用 DNA分离试 剂盒 (美 国罗 氏公 司)进行 

DNA分步提取。紫外分光光度计和 0．6％琼脂糖凝胶 

电泳检测样本DNA纯度和浓度后于一20℃保存备用。 

1．2．2 全基因组扫描 采用高杂合度覆盖全基因组 

的 微 卫 星位 点 引 物 (美 国 PE 公 司，ABI Linkage 

Mapping Set Version 2)，即在全部 常染色体范 围内选 

取 370对荧光标记的微卫星引物。采用 Touchdown程 

序结合多重 PCR反应，将 5～12种不同引物混合，放 

入同一管中采用两相循环进行扩增，总反应体积 5 L 

(表 1)。首先 94℃预 变性 12 min，第一相循 环 时， 

94℃变性 30 S，起始退火温度 63℃ 1 min，以后每个循 

环减少 0．5℃，72℃延伸 1 min 50 S，共 15个循环。第 

2相循环 94℃变性 30 S，56 cC退火 1 min，72℃延伸 

1 min 50 S，进行 24个循环 ，最后 72℃延伸 15 min。利 

用 ABI 3130．avant全 自动遗传分析仪采集荧光信号。 

根据预先加入 的标 准片段 GeneScanTM_500TAMRA 

(standard size)计算出等位基因片段的长度以确定单 

体型，并利用 Genescan 3．1和 Genotype 2．0(Perkin 

Elmer)软件分析结果。 

1．2．3 连锁分析 单体型由 Cyrillic 2．1软件绘制 ， 

连锁分析采用两点法计算 ，运用 SimWalk 2，3．35版本 
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软件计算最大优势对数 LOD值。将疾病模式设定为 

常染色体显性遗传，致病基因频率为0．000 1，外显率 

为 100％ ，并假定所有标记物的等位基因频率 和重组 

率无性别差异。 

表 1 多重 PCR反应体 系 

Table 1 Containing of multiplex PCR 

10×GeneAmp PER bbdferⅡ 

10 mmol／L dNTPs 

25 mmol／L Mgel， 

5 u／ixL Ampli Taq Gold polymerase 

l0 mmol／L primer 

30 rig／LLL Genomic DNA 

sterile deionized H O 

0．50 

0．10 

O．6O 

0．04 

0．04 I~L／pair 

1．00 

add ddH，O to 5 

1．2．4 基因序列分析 在 NCBI数据库查询 D20S163 

～ D20S432的 13．96 cm区域内的基因信息，并进一步 

筛选发现 BFSP1基因在晶状体中的表达量较为丰富。 

于是将家系中先证者与另 1例患者及 1例正常同胞的 

DNA样本分别进行 BFSP1基 因的全部外显子及外显 

子与内含子交界处序列双 向测序。根据 BFSP1基因 

的序列设计 9对引物 (表 2)，扩增其 8个外显子及内 

含子与外显子拼接处序列。反应条件：反应总体积 

10 L，含有 50 ng基因组 DNA 1 L，3．0 mmol／L MgC12 

0．5 L，10 mmol／L dNTPs 0．2 L，5 mol／txL HotStarTaq 

0．05 L，100 ng／~L正反向引物各 0．3 L，10×Buffer 

1 txL，Q—Buffer 2 bLL。Touch—down PCR程序：95℃预变 

表 2 用于扩增 BFSP1基 因外显子 的引物 

Table 2 PCR primers used for the amplication of BFSP1 gene exofls 



 



 

表 4 两点法计算 D20S186和 D20S101之间的 LOD值 

Table 4 Two—point LOD score between D20S1 86 and D20S101 

Different recombination frequency of the LOD score 

Markel" 

0．0 0．1 0．2 0．3 0．4 0．5 

2．2 对家系的先证者、1例患者及 1例正常同胞个体 

的 BFSP1基因全部外显子、外显子与内含子交界处测 

序，均未发现基因突变。 

3 讨论 

先天性白内障无论从临床表现还是从遗传基因角 

度均存在明显的异质性，这种异质性表现为不同致病 

基因决定同一临床表型 ，而同一基因的相同突变却可 

引起不同的疾病表型。正是 由于这种异质性的存在， 

给先天性白内障的临床及分子发病机制的研究带来 了 

许多困难。 

本研究对中国四代(绕核型)ADCC一家系进行了 

全基因组扫描和基因连锁分析，结果发现在 20号染色 

体短臂上微卫星标记 D20S889与 D20S196处取得正 

的 LOD值，并在 D20S163～D20S432区域 内的微卫星 

标记取得最大 LOD值 6．02。通过构建单体型，将致病 

基因定位在 20p12～20pl 1。2的 l3．96 em区域 内，在 

该区域内尚无有关 ADCC候选基因的报道。 

以往有关绕核型白内障的基因被分别定位在 1、 

2、12、13、16、17、21和 22号染色体上 ，已克隆出的基 

因有 GJA8、CRYGC、MIP、GJA3、HSF4、CRYBA1／A3、 

CRYAA和 CRYBB1。但将绕核型 白内障的致病基因 

定位于20p处尚属首次。Yamada等 曾将 日本常染 

色体显性遗传后极性白内障一家系的致病基因定位于 

20p12～q12的 33．9 cm较大范围内。但在 随后 的研 

究中尚未在此 区域内发现导致先天性白内障 的致病 

基 因。 

本研究进行 NCBI(http：／／www．ncbi．nlm．nih．gov) 

数据库的查询 ，结 果显示 在 20pl2～20pl 1．2共有 

42个已知基 因，BFSP1基因位于其间。串珠状纤维 

(beaded filament，BF)是晶状体特异性中间纤维，由 

BFSP1和 BFSP2组成 ，分布 于分化 的晶状体纤维 细 

胞，未分化的晶状体细胞及其他 的组织器官不表达。 

已有报道 BFSP2基 因的点突变可导致人先天性 白内 

障的发生 ，提示 BF蛋 白的正常表达对维持晶状 

体的透明有重要意义。但测序后未发现 BFSP1基因 

的外显子及剪切位点有突变。分析可能存在 2方面的 

原因：(1)由于基因结构的复杂性 ，并不排除在该基因 

的调控区及内含子区可能存在致病的突变。(2)在所 

定位区域内可能存在新的基因突变导致该家系表型。 

因此，需要对 BFSP1基因的调控区及内含子进行测序 

以发 现 致 病 性 的 突 变。同 时 还 应 在 D20S163～ 

D20S432选取更多的微卫星标记物进行精细定位 ，并 

对区域内候选基因进行直接测序来进一步寻找确定该 

家系的真正致病基因。 
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